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緒 言

Streptomycinのin vitro,in vivoに お け る結 核 菌

に対 す る効 力 は,は な は だ顕 著 な もの で あ り,こ の抗 菌

作 用 に関 して,そ の作 用 点,作 用様 式 の解 明 に 多数 の学

者 が 種 々 の研 究 を発 表 してい る。

す な わ ち,S.S.Cohen1)ら はStreptomycinがin

vitroでDNAと 不 溶 性 の沈 澱 を作 る こ とを見 出 し,生

体 内 に お け るStreptornycinの 抗 菌 力 も,菌 のDNA

と沈 澱 をお こす こ とに よ り招 来 され る と考 え た。 しか し

この説 に 対 して は,Donovik2)ら は種 々の 電 解 質 の

Streptomycinの 抗 菌 力 に対 す る影 響 や,Streptomycin

-DNA沈 澱 物 に対 す るDNAaseの 作 用 ,ま たStrep-

tomycinがDNAを 沈 澱 させ る傾 向 と,菌 の発 育 を阻

止 す る傾 向 の 違 い,等 よ り否 定 して い る。Streptomycin

と核 酸 との関 係 につ い て はRyback5)ら は,Strepto-

mycinはRNA-depolymeraseを 抑 制 す る と言 つ て い

る。 またGeiger4)ら は大 腸 菌 にお い てSerineの 酸 化

は添 加 す るCatalytic arnountのFumarateの 酸 化 に

よ り刺 戟 され るがStreptomycinは そ の刺 戟 を妨 げ る。

お そ ら く,Serineの 酸 化 に必 要 なFumarateの 酸 化 の

中間 産 物 の作 用 を妨 げ るで あ ろ う と言 つ て い る。 ま た

Umbreit5♪-9)ら も,大 腸 菌 に対 す るStreptomycinの

作 用 に 関 す る一 連 の 研究 に お い て,有 機 酸 代 謝 とSt.

reptolnycinの 関 係 を追 求 して,焦 性 ブ ドウ酸 お よび フ

マ ール酸 の酸 化 が,こ れ を それ ぞ れ単 独 に基 質 と して用

い た と きはStreptomycinに よ る影 響 は 少 な い が,両 者

と もに用 い た場 合 の 酸 化 に対 して は強 く阻 害 す る こ と を

発 見 した 。 こ れ に よ りStreptomycinは 焦 性 ブ ドウ酸

と オ キザ ロ酢酸 の 縮 合 を 阻害 す る こ とに よ り終 末 呼 吸 系

を阻 害 す る もので あ る と考 え た。 これ に対 し,Barkulis

10)はanaerobicな 状 態 で はStreptomycinは 焦 性 ブ

ドウ酸 のmetabolismを 阻 害 す る と言 っ て い る。 わが

教 室 の 竹 内,山 本11)ら もStreptomycinは 、鳥型 結 核 菌

にお い て は焦 性 ブ ドウ酸 の 利 用 を抑 制 し,焦 性 ブ ドウ酸

を基 質 とす る酸 素 吸 収 や,T.T.C.の 還 元 を 抑 制 す る

が,ク エ ン酸 量 に は 何 ら変 化 を与 えな い し,ク エ ン酸 を

基 質 とす る呼 吸 に は 影響 を 与 えな い こ とを見 て い る。 し

か しUmbreitg)ら は さ らに 研 究 を続 け,Pyruvate→

Acetate+Formate→H2O+02の 反 応 系 に 対 し,St-

reptomycinは 何 ら影 響 し ない こ と を見 出 し,さ ら に

Raport and Wagen12)-14)が 犬 の肝 よ り取 り 出 した 。

2-phosph-4-hydroxy-4-carboxy-adipic acidが

大 腸菌 で はPyruvateとOxalacetateあ るい はFuma-

rateを 加 え る こ とに よ り生 成 され,Streptornycinは

その 生 成 を著 明 に阻 害 す る と言 つ て い る。 ま たZeller15)

らは ヂ ア ミン酸 化 酵 素 の 阻 害 をい い,奥 貫,山 村16)-17)

らは 安 息 香 酸 の 酸 化 阻 害 よ り。Streptomycinの 適 応 酵

素 産生 の 阻 害 を強 調 して い る。 教 室 の 石下18)ら もニ コ

チ ン酸 を 用 い て,そ の適 応 酵 素 産生 が 阻害 され る こ とを

証 明 してい る。

わが教室 では数年 来Streptomycinの 結核菌 に対 す る

作用 を,燐 酸代謝,有 機酸代謝,ア ミノ酸代謝,含 窒素

ヘ テ ロ化合物の代謝,等 よ り研究 して きた。私 は燐酸代

謝の面 よ り,Radio-sotope P32を 用いて研究 して きた

ので,そ の結果 を報告 す る。

生 体の物 質代謝 をRadio-isotopeを 用 いて研究 す る

方法 は近時急激 に発達 し,多 数 の論文が発表 さ れ て い

る。今 までの方法で は不可能 と思 われ た問題 につい て も

種 々の輝か しい成果 をお さめてい る。殊に物質代謝 を動

的に観察 しよ うとす るときには,こ の方法は不 可欠の も

のであ り,そ の応用範 囲は極 めて広 い。 しか し一面,

Radio-isotopeを 用い る実験 は,そ れ を用 いない今 まで

の実験方法 をその まま適用で きない点が多 く,困 難 なる

問題が種 々ある。Radio-isoめpeを 用い るとき,最 も注

意 を要 す ることは,Contarninationを 如何に して除 く

か とい うこと,Samplingの 条件 を同一 にす る と い う

ことであろ う。また生体 内の燐酸化合物 を取扱 うとき,

その生物学的 に種 々重要 なる役割 をえんず る,高 エネル

ギー燐酸結合 は,pHお よび熱 に対 して非常 に不安定 で

あ り,こ れ ら種 々の点 を考慮 して,そ の実験方法 には最

大の注意 を払っ た。 も ちろんRadio-isotopeの 実験方

法は未だ確立 された とはいい難 く,わ れわれの用いた方

法 もなお不備な点の あることは認め ざるを えないが,実

験方法は今 後なお幾多の研究 を要す るとして,現 在 では

一応 これで満足せざ るを えないであ ろ う
。

私の実験 はStreptomycinが 結核菌の燐酸代謝 に 及

ぼす影響に関す る一連の研究の一翼 として行つた もので
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あ り,Radio-isotopeの 実 験 に よ り 燐 酸 代 謝 の す べ て を

論 ず る こ とは で きな い が,こ れ らの 研 究 の 総 合 は他 日に

期 す る と して,こ こで は私 はRadio-isotopeに よ る実

験 に よ りえ た成 績 に つ き説 明 し よ うと思 う。

実 験 方 法 お よび 材 料

材 料 と して,鳥 型 結 核 菌 竹尾 株 のSautonの 液 体 培

地 に4日 間 培 養 した菌 を用 い た 。菌 は ガ ー ゼ を3枚 重 ね

て 濾 過 し集 菌 す る。 その 菌 をPotter-Elvehjem型 の

Homogenizerで 菌 の 水 洗 の 日的 で,均 等 化 つ い で 遠 心

の操 作 を3回 行 う。菌 に 附 着 す る培 地 の 成 分 は これ で 充

分 取 り除 くこ とが で き る(山 本11))ら 。

これ を,蒸 溜 水 に て菌 浮 游 液 を作 り,Glycyl-glycine

(final Concentration M/10と す)Bufferに て,pHを

7.2に 調製 し,Streptomycinお よびP32を 加 え37℃

水浴 中 にincubateし て 各 燐 酸化 合 物 へ のP32のIncor-

porationを 見 たの で あ るが,Streptomycinの 作 用 時

間 お よ びP2を 加 え る時 期 お よび作 用 時 間 の 詳 細 に つ い

て は,各 実 験 毎 に記 載 す る。各 燐酸 化 合 物 の 抽 出 は,酸

溶 性 劃 分 に つ い て はUmbreit19)の 方 法 に よ り,酸 不 溶

性 劃 分 に つ い て はSchmidt-Thannhauser20)の 方法 に

よった。

図1は これをま とめた ものであ るが,そ のおのおのに

ついて詳述 す ると(図1参 照)

A.酸 溶性劃分 の抽 出

酸溶性劃 分の抽出は,ま ず反応液 にfinal Concentra-

tion 10%に,氷 冷Trichloracetic-acid(以 下T.C.Aと

略)を 加 え,反 応 を止 め,泳 水 中に10分 間放置 す る。 こ

の間 ときどき強 く振盪 し,遠 沈濾過 して,上 清 を第1回

抽 出液 とす る。沈渣 を10%氷 冷T.CAに て遠沈管 内で

10分 間充分 にね る。遠沈濾過 して,上 清 を取 る。 この方

法 を3回 ～4回 行 い,上 清 を合 して酸溶性劃 分 とし,各

化合物 にわけた。

1)酸 性(pH4。5)に てバ リユ ーム塩 をつ くる劃分

T.CA.抽 出液 に,少 しく過剰 の25%酢 酸 バ リユーム

を加 える。 この場 合は,沈 澱 が少量 な るため,Carrier

として,極 く少量 の第 一燐酸 ソーダを加 え,氷 冷中にて

NaOHでpH4.5に し,15分 間放置 す る。 この間 しばし

ば,管 壁 をガ ラス棒 で こす り沈澱 を促進 させ た。 これ を

遠沈 し,沈 渣 をN/10HClで 溶解 し,再 びpH4.5と

して再沈 澱 させ る。上清は前の上清 と加 えて,次 の劃分

とす る。沈澄 は少量 の酢酸 バ リュームを含むpH4.5の

図1結 核菌より各燐酸化合物の抽出
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酢 酸Bufferに て5回 洗 滌 す る。これ に よ りContaminate

して い る無 機 のP32は ほ とん ど除 くこ とが で き る。 こ

の 物 質 は 種 々特 異 な 性 質 を有 して い るが,そ の 詳 細 に つ

い て は 他 の 機 会 に 述 べ る こ とに して,本 論 文 で は ふ れ な

い 。

2)酸 溶 性 バ リュ ー ム不 溶 性 劃 分

1)の 上 清 を さ らにNaOHでpH8。2～8.3と す る。

これ はB.T.B.で アル カ リ性,Phenolphthaleinで 僅 か

に 紅 色 を呈 す る点 を とっ た。 こ こに で きたバ リユ ー ム塩

を遠 沈 して 集 め,上 清 は次 の 劃 分 とし,沈 渣 はN/100の

H2SO4で バ リユ ーム をBaSO4と して 除 き,こ の 上 清

に,BaSO4をN/100H2SO4で3回 洗 滌 して,そ の 上

清 を 加 えた もの を,こ の劃 分 と して,次 の 如 き方 法 で そ

れ ぞ れ のP32を は か つ た 。

この 劃 分 へ のContaminateし た 無 機 のP32を 除 く

の にMagnesium mixtureを 加 え ア ル カ リ性 でMaglle-

siurn ammonium phosphateと して,沈 澱 さす方 法 と,

Ennor21)ら の モ リブ デ ン酸 ア ン モ ン を加 え,酸 性 に て

イ ソブ タ ノ ールで 抽 出 す る方 法 を行 つ た。 これ らの 方 法

に つ い て考 え て見 る と,

Magnesium mixtureは 型 の如 くつ く り,検 液 を4

N-NaOHを 注 意 深 く滴 下 しな が らPhenolphthaleinで

ア ル カ リ性 と し,さ らに ア ン モ ニ ヤ水 を160加 えてpH

を10位 に す る。Magnesium mixtureを 加 えCarrier

と して極 少 量 の第 一 燐 酸 ソ ーダ を加 え,氷 冷 中 に 数 時 間

放 置 す る。 こ の間 と き ど き管 壁 を ガ ラス雛 で こす り,沈

澱 を促 し た。

沈 澱 したMagnesiurn ammoniumphosp五ateを 遠 沈

し,上 清 を濾 過 して 除 くの で あ るが,こ の 方 法 で は た と

え氷 冷 中 とは い え,pH10の ア ル カ リ性 で 数時 間(Ennor

らは18～24時 間)放 置 す るの で 易 水 解 燐 が 崩 壊 す る恐 れ

が あ り,ま た この 方 法 に よ る沈 澱 に は無 機 燐 ば か りで な

くあ る程 度 の 有機 燐 を含 み,ま た 無 機 燐 の沈 澱 も完 全 で

ない の で9),21)私 はEnnorら の イ ソブ タ ノ ール に よ る

抽 出法 を用 い た。

イ ソブ タ ノ ール 法 は溶 液 をfinal Concentration 1Nの

HCl,ま た はH2SO4酸 性 に し,モ リブ デ ン酸 ア ン モ ン

を加 え,イ ソブ タ ノ ール で抽 出 す るの で あ るが,無 機 燐

は ほ とん ど全 部 イ ソブ タ ノ ール 層 に移 行 す る し,有 機 燐

に は全 く影 響が な い21)。 この こ とは予 備 実 験 か ら も証 明

す る こ とが で きた 。

ま た同 様 の実 験 を,HClとH2SO4に つ い て それ ぞれ

1Nの 場 合 と,2Nの 場 合 を 行 い,対 照 と して酸 を全 く

加 え な い もの を行 つ た。 イ ソブ タ ノ ール 抽 出 は3回 行

い,そ れ を合 せ てcpmを 測 つ た 。 しか し てHClと

H2SO4で は ほ とん ど差 が な く,1Nと2Nで も全 く差

が な い こ とが 判 つ た。 私 は1N・HClを 主 と し て 用 い

た 。

この方法 を用 いる場合注意 を要す ることは,イ ソブタ

ノールは少量 なが ら水に溶解 し,そ の度合 はHClの 濃

度によ り異 な るので,HClの 濃 度は実験 中一 定に しなけ

れ ばな らない。 また私 は水 を飽 和せ しめたイ ソブ タノー

ル を用い た。

3)バ リューム溶性 アル コール不溶性劃分

2)の 上清 に4～5倍 のエ タノールを加 えNaOHで

pH8.2～8.3と し氷冷中に15分 間放 置後,遠 沈 し沈渣 の

Ba塩 を この劃 分 とす る。 沈渣 はpH8.2～8.3の エ タノ

ールで3回 洗滌 す る。

B.酸 不溶性劃分

4)リ ポイ ド劃分

10%coldT.C.Aで 除蛋 白 した沈渣 を,数 倍 のエ タノ

ール・ エ ーテル,エ タノール ・エ ーテル(3;1)数 分40°

C加 熱,メ タノール・ クロロホル ム(1:1)で90℃ ,

30分 加熱 し,そ れ ぞれ遠沈濾過 して上清 を集 め,こ れ

を リポイ ド劃分 とす る。

この劃分の無機燐の除去には,ま ず溶媒 を蒸発 させ て

除 き,エ ーテルに溶解 し,第 一 燐酸 ソーダの飽和溶液 に

て数 回洗滌 した。 この方法 です ると無機燐 は相 当程度除

かれ るが,水 層は黄 褐色 に着色 し,そ のcpmも 相 当高

く出 るので,有 機燐 も水層 に含 まれ て くるので はないか

と考 えられ る。 リポイ ド劃分の無機燐の除去 はこの よ う

に不完全 であ るが,他 の完全 な方法が見つか らな い の

で,一 応 この方法 を用 いた。リポイ ド劃 分のContamina-

tionの 除去に はなお研究 を要 す る点 が多 い と思 わ れ

る。

5)DNA,RNAの 抽出

これ はSchmidt-Thannhauser法 に従 つた。

4)の 沈渣 をエーテルで よ く洗 い,完 全に乾 燥 せ し

め,1N,KOHで37℃ の孵卵器 中で24時 間抽出,上 清

を遠沈濾過 す る。抽出は3回 行 つた。 これを総核酸劃分

とす る。

これにHCl,T.C.A.を 加 え沈澱 を生成せ しめ,遠 沈濾

過 して,上 清 をRNA劃 分 とした。

総核酸劃分,RNA劃 分はそれ ぞれ,モ リブデ ン酸 ア

ンモ ン・ イ ソブタ ノールで無機燐 を除 いた。 この場合 イ

ソブタ ノール層 と水層 との境界に粘着性の沈 澱 物 が 生

じ,そ れ をいずれの層に属 さすかに困難 を生 じたが,こ

の実験 では水 層の側 に入れ た。

DNAは 総核酸劃分の 成績 よ りRNA劃 分の成績 を引

い た値 を もつ て した。

以 上で各劃分の抽出を終 え,そ れぞれの7分 水解 燐,

60分 水解燐,総 燐 のcpmを 測 つた。

酸溶性 バ リユ ーム不溶劃分 およびバ リユーム溶性 アル

コール不溶性劃分では7分 水解燐,60分 水解燐 を測つた

が,そ の方法は次の如 くで ある。

両者 と もにN/100H2SO4で 溶解 し,バ リユ ー ム は
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BaSO4と して沈澱 さす。BaSO4はN小100H2SO4で よ

く洗滌 し,そ の上清 も加 えてfinal Concentration 1

N・HClと して7分 間,100℃ の水浴 中で加 熱,た だ ち

に水で冷却 して,モ リブデ ン酸 ア ンモ ンを加 え,イ ソブ

タノールで3回 抽 出す る。

残 つた水 層を100℃,60分 間水浴 中で加熱 し同様 に イ

ソブタ ノールで抽 出す る。

リポ イ ド劃分,総 核酸劃分,RNA劃 分 はエ ールダ ー

ルの フラス コ(わ れ われ は大量 の材料 を処理 す るため,

容量15000,長 さ30m大 の ブラス コを作 つた)う ちにて

H2SO4で 灰化す る。 灰化後H2SO4はfinal Concen-

tration 1Nに 稀 釈す るが,こ の場合 の燐 はピ ロ燐酸 の

形 になつてお り,イ ソブ タノールに移行 しないので,稀

釈 した ら数分間沸盪 させて,オ ル トの燐酸 に す る こ と

が必要 であ る。 これを イソブ タノール法で同様に抽 出す

る。

そのおのおの をガイガー ・ミユーラーの計測器でcpm

を測 つた。 また実験 の第2と して,今 度は核酸(DNA,

RNA)へ のP32のIncorporationをSpecific activity

よ り見たが,こ の場合 は前の実験 と同様 に し て,酸 不

溶性 劃分 よ り,総 核酸劃分 とRNA劃 分 とを抽出 し,そ

れぞれ をH2SO4で 灰化 し,そ れを水にて,H2SO4が1

Nに なる如 く稀釈 し,そ の1ccを とつ てcpmを,1ccを

とつ て燐の量 を測定 した。 この場合前の実験 と異 な る点

は,灰 化す る前 に イソブ タ ノール法で それぞれ の無機燐

を除か なか つた ことであ る。 これに よ りRNAど い うの

は その部に蛋白燐 を含む ことにな るが,核 酸劃分 よ り無

機燐 を除 くことは,前 に も述べ た如 く,イ ソブタ ノール

法で は,例 えば イソブ タノール層 と水層 との間 に沈澱物

が生 じ,そ れをいず れの層 に入 れ るのが よいか不 明であ

つた し,ま たその沈澱 のために両層 を明確 に分離 す るこ

とが困難 で ある等の こと と,蛋 白Pは 少ない ことまた酸

溶性劃分や リポイ ド劃分の抽出の操作に よ り,無 機の燐

はほ とん ど抽 出で きてい ると考 えたか らで あ る。燐の定

量 はFiske-Subbarrowの 法 を用い た。

実 験 成 績

I.鳥 型結核菌竹 尾株の各燐酸化合物へのRadioiso-

tope P32のIncorporationに 対す るStrepto-

mycinの 影響

表1反 応 系

表1の 如 き反 応 系 を用 い た 。菌 液 はGlycyl-Glycin-

bufferでpH7.2に 調 製 し,ま たfinal Concentration

 M/10に な る如 く,GlucoseとGlycerinを 加 え た。

Streptomycinはfinal Concentration1,000γ/cc,Po-

tassium fluorideはM/50に な る よ うに した 。 各Lot

は それ ぞれ2本 ず つ用 い,結 果 は それ の平 均 値 を とっ

た 。菌 量 は実 験 に よ り差 は で きた が,各LoLあ て15～

2og(wet weight)で あ る。

この反 応 液 を37℃ の 恒 温 槽 中で,2時 間30分 振 盪 後

各LotにP32(NaH2PO4の 形)を おの お の に約0.25

mcず つ加 え る。 さ らに30分 振 盪 して反 応 を 中止 す る。

ま た 別 の 実 験 で はStreptomycinとP32を 同時 に加 え

3時 間作 用 させ て反 応 を 中 止 す る。 反 応 の 中 止 に は

final Concentration 10%にT.C.A.を 加 え る。

A.Streptomycin感 性 菌 の場 合

1)Streptomycinを2時 間30分 作 用後,P32を 加 え

さ らに30分 作 用 させ た場 合

表2に,そ の 成績 を ま とめ た が,各 化 合 物 に つ い て

説 明 す る と次 の 如 くで あ る。

表2SM感 性 菌 の 各 燐 酸 化 合 物 へ のP32の

Incorporation(cpm)SM2時 間30分

作 用 後P32を 加 え30分 間 作 用

i)酸 溶 性 バ リユ ー ム不 溶 性 劃 分

a)7分 水 解 燐

Streptomycinを 作 用 させ る と,対 照 に比 較 し

約3倍 にP32のIncorporationが 増 加 す る。 同

時 に行 つ た実 験 で は,高 エ ネ ル ギ ー燐 酸 結 合 に対

す るAT Paseに よ るIeakを 防 止 す る と い う

Potassium fluorideを 使 用 さ した と きに は この劃

分 へ のP32のIncorporationは 非 常 に増 大 し,

StreptomycinとPotassium fluorideを 同時 に

作 用 せ し めて もその 傾 向 は 変 らな い 。

b)6.分 水 解 燐

この劃 分 にお い て も,Streptomycinを 作 用 さ

す と,対 照 に比 較 して3倍 の増 加 が 見 ら れ る。

Potassium fluorideの 添 加 で は 対照 とほ と ん ど

差 が な く,StreptomycinとFluorideを 同時 に

作 用 させ た もの で は,Fluorideは む し ろStrep-

tomycinに よ る増 加 を抑 制 す る傾 向 が 見 られ る。

ii)バ リユ ー ム溶性 ア ル コ ール不 溶 性 劃 分
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a)7分 水 解 燐

この劃 分 で は バ リユ ー ム不 溶 性 劃 分 とは 反 対 に

Streptomycinを 作 用 させ る こ とに よ り,対 照 に

比 較 して約1/3に 減 少 して い る。Potassium fluo-

ride添 加 で も1/3に減 少 し,FluorideとStrepto.

mycinと を同 時 に 作 用 させ て も,僅 か に減 少 の

傾 向が 強 くな るの み で あ る。

b)60分 水 解 燐

この劃 分 で は,Streptomycin,Potassiumflu-

oride,Streptomycin十Potassiumfluorideの3

者 と もに,対 照 と比 較 して ほ とん ど差 が 無 く,幾

分 減 少 の傾 向 が 見 られ る。3者 の間 に は全 く差 が

見 られ な い。

iii)リ ポ イ ド劃 分

この 劃 分で は 総 燐 へ のIncorporationを 測 つ

たが,Streptomycinを 作 用 せ し め る こ と に よ

り,対 照 に 比 較 し て約2倍 の 増 加 が 見 ら れ る。

Potassium fluorideお よび 同 時 にStreptomycin

を 作 用 させ た もの で は,と もに 対 照 に 比 較 し て非

常 な 増 加 が 見 られ る。

iv)RNA

この劃 分 も総 燐 へ のIncorporationを 見 た が,

StrePtornycinを 作 用 させ る と,対 照 に比 して 実

に1/5に 減 少 す る。 この こ とは他 の劃 分 に 比 較 し

て,全 く著 明 な 現 象 で あ り注 意 す べ き こ と と思 わ

れ る。Potassiurn fluoride,お よび そ れ と同 時 に

Streptomycinを 作 用 させ た と きに も減 少 は 著 し

い Ｏ

2)StreptomycinとP32を 同 時 に 加 え,3時 間 作 用

させ た場 合

これ は表3に 示 す 如 くで あ る。

表3SM感 性 菌 の各 燐 酸 化 合 物 へ のP32

のIncorporation(cpm)SMとP32

を 同時 に 加 え3時 間作 用

i)酸 溶 性 バ リユ ー ム不 溶性 劃 分

a)7分 水 解 燐

Streptomycinを 作 用 させ て も,対 照 に比 し全

く差 が な い 。Potassiumfluoride添 加 で は,非

常 に減 少 し約1/10であ る。 この傾 向 は 同時 にStr-

eptomycinを 作 用 させ て も,変 らな い 。

b)60分 水 解 燐

これ もStreptomycinの 影 響 は少 ない 。Pot-

assiumfiuoride添 加,お よび 同 時 にStrepto-

mycinを 作 用 させ た と きは と も に3倍 程 の 増 加

を見 る。

ii)バ リユ ー ム溶 性 アノレコづ レ不 溶 性 劃 分

a)7分 水解 燐

この 劃 分 もStreptomycinを 作 用 させ て も,対

照 に比 して 全 く変 化 無 い 。Potassiumfiuoride

お よび 同 時 にStreptomycinを 作 用 させ る と対照

に比 較 して著 明 な増 加 が 見 られ るが,両 者 の 間 に

は差 が な い 。

b)60分 水 解 燐

この 劃 分 で もStreptom.ycinを 作 用 させ る と,

対 照 に比 較 し僅 か な増 加 が見 られ るが,ほ とん ど

差 が 無 い とい つ て よい ほ どで あ る。Potassium

fluoride添 加,お よび 同 時 にStreptomycinを 作

用 させ る と,約4倍 に も増 加 す るが,両 者 の 間 に

差 は見 られ な い 。

iii)リ ポ イ ド劃 分

この劃 分 で は総 燐 へ のIncorporationを 見 た

がStreptomycinを 作 用 させ る こ とに よ り約2

倍 の増 加 が 見 られ る。 この 実験 で 両 者 の 間 に差 が

見 られ た の は,こ の劃 分 の み で あ る。Potassium

fluoride添 加 で は 対照 に 比 し,1/2に 減 少 し て お

り,同 時 にStreptomycinを 作 用 させ て もそ の傾

向 は変 らない 。

iv)RNA

この 劃 分 で も総 燐 に つ い て で あ るが,Strepto-

mycinを 作 用 させ て も,対 照 とほ とん ど 変 化 な

く,僅 か に減 少 の 傾 向 が 見 られ るの みで あ る。 表

5の 場 合 に は実 に1/5に 減 少 してお り,他 の劃 分 に

つ い て もい え る こ とで あ るが,Streptomycinを

作 用 させ る時 間 お よび それ とP32を 加 え る時 間 の

関 係 につ い て考 え る と 興 味 深 い。Potassium

fluoride添 加 で は著 明 に 減 少 す る。 同 時 にStre-

ptomycinを 作 用 させ て も減 少 は 著 明 で あ るが,

Fluoride単 独 に比 較 し て 僅 か に その 傾 向 が 少 な

い 。

v)総 核 酸

こ の劃 分 も総 燐 を 見 た の で あ る が,Strepto-

mycinの 影 響 は全 く 見 ら れ な い 。Potassium

fluoride添 加 は著 明 な減 少 を 見,こ れ はStrep-

tomycinを 同 時 に 作 用 させ て も変 化 が な い 。

B.Streptomycin耐 性菌 の 場 合

1)Streptomycinを,2時 間30分 作 用 後P32を 加 え

さ らに30分 間 作 用 した 場 合
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これ は表4に 示 す如 くであ る。

表4SM耐 性 菌 の 各 燐 酸 化 合 物 へ のP32の

Incorporation(cpm)SM2時 間

30分 作 用 後P32を 加 え30分 間作 用

i)酸 溶 性 バ リユ ー ム不 溶 性 劃 分

a)7分 水 解 燐

Streptom.ycinを 作 用 させ て も対 照 に比 較 して

全 く変 化 が 見 られ ない 。Potassiumfluorideを

添 加 す る と約10倍 に も増 加 す る。 同 時 にStrepto-

mycinを 作 用 させ て も,そ の 影響 は 全 くな い 。

b)60分 水 解 燐

この場 合 も,Streptomycinを 作 用 させ た もの

と対照 とは 全 く差 が ない 。Potassiumfluoride

添 加 で は2.5倍 の増 加 を見,こ の と き も同時 に

Streptomycinを 作 用 させ て も変 化 が 見 ら れ な

い｡

ii)バ リユ ーム溶 性 ア ル コ ール不 溶 性 劃 分

a)7分 水 解 燐

この 劃 分 で もStreptomycinの 影 響 は全 く見 ら

れ ない 。Potassiumfluorideお よ び 同 時 に

Streptomycinを 作 用 させ て も対照 に 比 較 して 全

く変化 が な い 。

b)60分 水 解 燐

この 劃 分 で は耐 性 菌 を使 用 した場 合 にStrepto-

mycinの 影響 が 見 られ る唯 一の もの で,対 照 に

比 較 して約1/2に 減 少 して い る。Potassiumfluo-

rideで は 著 明 に 減 少 し約1-4に な つ て い る。 同 時

にStreptomycinを 作 用 させ て も こ の傾 向 は変

らない 。

iii)リ ポ イ ド劃 分

総 燐 に つ い て で あ るが,Streptomycinの 影 響

は全 く見 られ な い 。potassiumfluorideを 加 え る

と僅 か に増 加 し,同 時 にStreptomycinを 加 えた

と き も同 様 で あ る｡

iv)RNA

総 燐 に つ い て で あ るが,Streptomycin感 性 菌

で は対 照 に比 較 して1/5に も減 少 したが,耐 性 菌 で

はStreptomycinを 作 用 させ て も全 く差 が 認 め ら

れ な い 。 この こ と を私 は非 常 に重 要 視 し て い る

が,次 の 実 験 に お い て 特 に 核 酸 の み を と り挙 げ て

Specificactivityを 見 た。potassiumfluoride

お よ び 同時 にStreptomycinを 作 用 させ る と と も

に1/10にも減 少 す る。両 者 の 間 に差 は認 め られ な い 。

2)StreptomycinとP32を 同 時 に加 え,3時 間 作 用

させ た場 合

これ は表5に 示 す 如 くで あ る。

表5SM耐 性 菌 の 各 燐 酸 化 合 物 へ のP32の

Incorporation(cpm)SMとP32を

同 時 に 加 え3時 間作 用

i)酸 溶性 バ リユ ー ム不 溶 性 劃 分

a)7分 水 解 燐

Streptomycinの 影 響 は全 く見 られ な い 。

Potassiumfluoride添 加,お よび 同 時 にStrep-

tomycinを 作 用 させ た もの で も塵 か に 増 加 が 見

られ る。

b)60分 水解 燐

Streptomycinを 作 用 させ る と僅 か な減 少 が 見

られ る。Potassiumfluoride添 加,お よ び同 時

に,Streptomycinを 作 用 させ た もの は と もに ほ

とん ど影響 が 見 られ な い 。

ii)バ リユー ム溶 性 ア ル コ ール不 溶 性 劃分

a)7分 水 解 燐

Streptomycinを 作 用 させ る と,対 照 に比 較 し

て 僅 か に 減 少 し,Potassiumfluoride添 加,お よ

び 同時 にStreptomycinを 作 用 させ た もの は ほ と

ん ど影 響 が な い。

b)60分 水 解 燐

Streptomycinを 作 用 させ る と,僅 か に 減 少 し,

Potassium fluoride添 加,お よ び 同時 にStrep-

tomycinを 加 え た もの で は僅 か に増 加 す る。

iii)リ ポ イ ド劃 分

Streptomycinを 作 用 させ て もほ とん ど変 化 な

く,Potassiumfiuoride添 加,お よ び 同 時 に

Streptomycinを 作 用 させ た もの で は 著 明 に 減 少

す る。

iv)RNA劃 分

Streptolnycinで は全 く影 響 が な く,Potas-

siumfluoride添 加 お よび 同時 にStreptomycin

を作 用 させ る と約1/3に 減 少 す る。
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v)総 核 酸 劃分

これ はRNA劃 分 と全 く同様 の傾 向 を と る。

鳥 型 結 核 菌 竹 尾 株 の 核酸 へ のP32のIncorporation

に対 す るStreptomycinの 影 響(Specific acitivity)

こ こで 特 に核 酸 の み を取 り上 げ,そ れ へ のP32の

IncorporationをSpecificactivityよ り見 た の は,前

の 実 験 で,Streptomycinが 核 酸,特 にRNAに 対 す る

P32のIncorporationを 著 明 に抑 制 す る こ とに 興 味 深

く考 えた か らで あ る。

Specificactivityは,cpm/燐 酸 量(γ)で あ らわ し

た 。

A.Streptornycin感 性 菌 の 場 合

1)Streptomycin2時 間30分 作 用後P32を 加 え さ ら

に30分 間作 用 させ た場 合

図2に 示 す 如 く,こ の 場 合 はRNAに お い てStrep-

tomycinを 作 用 させ る と,Specificactivityは,対 照 に

比 較 して約1/2と な る。DNAに つ い て はStreptomycin

の 影 響 は ほ と ん ど 見 られ な い。

図2核 酸 へ のP32のIncorporation

(Specificactivity)SM感 性 菌

にSM2時 間30分 作 用 後P32を

加 え30分 間 作 用

2)Streptomycinを12時 間作 用 させ た後P32を 加

え さ らに2時 間 作 用 させ た場 合

図3の 如 く,こ の 場 合 に も,RNAのSpecific

activityはStreptomycinを 作 用 させ る と,対 照 に 比

較 して約1/2に 減 少 す る。DNAはStreptomycinに よ

る影 響 は見 られ な い が,1)に 比 較 して 著 明 な こ とは,

StrePtomycinを12時 間作 用 させ る と,DNAのSpecific

図3核 酸 へ のP32のIncorporation

(Specificactivity)SM感 性

菌 にSM12時 間 作 用 後P32を 加

え2時 間 作 用

acti
vityに 比 し,RNAの それ は 著 明 に 増 加 して い る こ

とで あ る。

B.Streptomycin耐 性 菌 の 場 合

1)Streptomycinを2時 間30分 作 用 させ後P32を

加 え さ らに30分 間 作 用 させ た場 合

図4の 如 く,こ の場 合 はRNA,DNAと もに そ の

SpecificactivityはStreptomycinを 作 用 させ る こ と

に よ り何 らの 変化 を受 けて い な い。

考 案 お よび 結 論

私 はStreptomyc{nが 結 核 菌 に対 す る作 用 の うち燐

酸 化 合 物 に対 す る影 響 を研 究 し,特 にRadioisotope

P32を 用 い て実 験 した。Radioisotopeを 用 い る実験 で

特 に 注 意 を要 す るContaminationとSamplingに 関 し

て,Ennor21)ら に よ る,モ リブ デ ン酸 ア ンモ ン と イ ソ

ブ タ ノ ール を用 い る方 法 を用 い て,そ れ に よ る有 利 な 点

に つ い て考 察 し た。 ま た それ と と もに不 安 定 な る燐 酸 結

合 を操 作 す る際 に特 に 注 意 を要 す る点 に つ い て 述 べ た。

実 験 の結 果 に つ い て は,Streptomycin感 性 菌 に お い

て,各 劃分 に著 明 な る影 響 を 受 け,特 にRNA燐 で は

Streptomycinを 作 用 させ る と実 に1/5に 減 少 す る こ とが

目 に付 く。Umbreit9)ら は同 じ くP32を 用 い た実 験 で.

大 腸 菌 の 酸 溶 性 劃 分 のSpecificactivityを 見 て い る

が,か れ らのNewCompoundでStreptomycinに よ

り著 明 に 減 少 して い る他 はほ とん どStreptomycinの 影

響 を認 めて い な い 。ま た 日比 野,小 倉22)ら は 鳥型 結 核菌

の各 燐 酸 化 合 物 を 定量 し,Streptomycinを 作 用 させ た

もの と,対 照 とを比 較 して い るが,感 性 菌 に お い て もR
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図4核 酸 へ のP32のIncorporation

(Specificactivity)SM耐 性 菌

にSM2時 間30分 作 用 後P22を

加 え30分 間作 用

NAがStreptomycinに よ り幾分増加 して い る 他 はあ

ま り著明な変化 を認 めていない。 この ことよ り考 えると

Streptomycinの 作 用を考 えるときは,静 的な考察 で は

その変化 を見出す ことは困難 で あ り,私 が行つ た如 く,

燐酸 の移動 とい うが如 き動的な観察 が必要 と思われ る。

また同 じ感性菌 を用いた実験 で も,P32をStrepto-

mycinと 同時に作用 させ た ときには,始 めStreptomycln

を作 用 さ せ た 後 にP32を 加 えた もの に 比 較 し て,

Streptomycinの 影響 は明かでない。 この ことはP32の

各燐酸化合物へ のIncorporationは 速かで あ り,ま た

Streptomycinが 菌に作 用 し,あ る程 度の影響 を与 える

にはかな りの時 間 を要 す ることが想像 されて興味 あるこ

とと思われ る。

耐性菌 に 対 す る 実験で は感 性菌に見 られ た よ う な

Streptomycinに よ る影響 はほ とん ど見 られず,こ れ に

よつて も感性菌の実験 にあ らわれたStreptomycinに よ

る変化 は,Streptomycinに 特異 な作用 と思 われ る。

核酸にお け るP32のSpecificactivityに 対 す る

Streptomycinの 影響 において もRNAに 対 して は著明

なる影響 を有 し,耐 性菌で は これ らの こと は 見 られ な

い｡ま たDNAで は感性菌,耐 性菌 ともに影響 は見 られ

なかつ た。

この ことは柴谷25)ら の,成 長時 の マウスの肝にお け

る燐のTurnoberrateがRNAで 著 明で あ り,DNA

でほ とん ど見 られ ない こと,ま たHokin24)ら の鳩の

膵に刺戟 を与 え,そ の酵 素の分泌 を促す と,RNA劃 分

へのP32のIncorporationが 著明に増 加す るが,こ の物

質 はSchmidt-Thannhauser法 ではRNA劃 分 にあ る

が,実 はLipoid様 物質 であ るとい う実験 もあ り,な お

今後 の研究 を要す る点 も多 々あ るが,DNAに 変化 がな

い ことと比較 して,StreptornycinがRNAの 代謝 に対

して著 しい変化 を与 え ることは,Streptomycinの 作用

機序 に対 し興味 あ る事実 と思 われ る。
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