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1緒 言

現在 までに発 見せ られた抗結核 剤の うち,最 も有力な

ものに数 え られ るStreptomycin(以 下SMと 略)の 耐

性化 は重 大な問題であ り,臨 床的に結 核菌のSM耐 性防

止 方法が種 々試 み られてい る。 また試 験管内において も

この耐性問題 を究明せん として種 々の方面 よ り極 めて多

数の研究が今 まで に報告 され て きた。

SMの 耐性問題の探究 は,SMが いか にして細菌の発

育 を抑制す るか とい うことを解明す るための根本的 な手

懸 りにな ると も考 え られ,SMの 作用機作 を研究す る一

つの道程 として も重視せ られ るに至つ た。

近年 の化学にお ける方法論の急速 な進歩 に伴い,こ れ

らの問題 を菌の物質代謝の面か ら論 じた興味 ある研究報

告 も多数見 られ る。

SMの 耐性菌出現のGeneticsに ついての研究 は,Mc-

Carty,Averyi)ら のいわゆ るTransforming principle

を一部導入 して,杉 山2)ら がSMな くして,耐 性菌 よ り

単離 したDNAで 感性菌 を耐性化せ しめ うる こと,な ら

び にこの耐性化 にはEnergy rich phosphate bondの

廻転が共軛 してい るこ とを明確 に した。

SMの 作用機作 に関 しては,結 核研究者 は もちろん,

多 くの微生物学者,生 化学者等 によ り広汎 に論 じられて

きてい る。

SMと 核酸 との関係 につい ては,Donovick3),Cohen4),

Massart5は それ ぞれ独立 に研究 して,SMはDNA,R

NAと 可逆的 に複合体 を作 つて,沈澱 す るといい,SMの

Diguanid基 が核酸 と結合 す る もの と考 えた。 しか しこ

の現象が細胞 内におけ るSMの 作用 としていかほ ど具体

性 を有す るか については批判 してい るが,Euler,Jaar-

ma6)は,SMが 菌 の発育 を抑制 してい るときにRNAを

加 え ると,こ の抑制が解 かれて菌 が増 殖 して くることを

認 め,Pandalai7)も ブ ドウ状球菌,大 腸菌 において,RN

AはSMと 拮抗す る と述べ てい る。 またUmbreit一 門

は,力 源代謝 とSMの 関係を研究 し,SMは 焦性 ブ ドウ

酸 とオキザ ロ醋酸の縮合 を阻害す ると考 えた8)。しか し,

次で クエ)・酸 の形成はSMで 全 く影響 を受 けない ことを

認 めた9)。 さらに進んでSMの 作用点は焦性 ブ ドウ酸が

KrebsのTricarboxylic acid cycle以 外 の系 に入つ て

代謝 され るStepを 阻害す る と考 え,同 位元素P32を も

使用 して この 問題の 物 質 が2-phospho-4-hydroxy-4-

carboxyl-adipicacidで あろ うと主張 してい るio)。竹 内

11)ら も鳥型結 核菌竹尾株 を用いて 焦性 ブ ドウ酸 を中 心

とす る研究 か ら,SMは 鳥型菌 にお ける焦性 ブ ドウ酸 の

代謝 を抑制 す ることを酸素 吸収,化 学 的定量 成績,T.T.

C.(Triphenyl tetrazorium chloride)の 還元値 よ り認 め

てい るが,こ の際 クエン酸の代謝は諸種の条件下でSM

に よつて影響 を受 けない ことを明かに してい る。 これ ら

の実験 よ り,焦 性 ブ ドウ酸 を中心 とす るいわ ゆる複合酵

素系のUnbalanceが 招来 され ることはまず間違い なか

ろ うと考 え られ る。

またSMの 作用 として特筆すべ きは,適 応酵素産生阻

止 の事実12)であ り,私 共の研究室15)に おいて もNiacin

の酸化分解 におい てこれ と全 く軌 を一 にす る成績 をえて

い るが,奥 貫 ・堀尾14)は一旦で きた酵素 の崩壊転換 もS

Mで 阻止 され る事実 よ りSMは 蛋 白質 の動 きを釘ず けに

す るとみてい る。

私 ど もはこれ らの興味 ある先人 の業績 を通覧 し,SM

問題 に関連 して核酸代謝,燐 酸代謝 の面 よ り結核菌 を若

干取扱つ てみ た。先 に私共 の研究室 では,次 のよ うな興

味 あ る現象 に逢着 した。す なわち通常 のSM感 性鳥型結

核菌に,試 験管内で500～1,000γ/mlのSMを 作 用 させ

る と,該 菌のAlcohol dried powderか ら過塩素酸 で抽

出で きる,紫 外部260脚 に強い吸収を もつ物質 の増量

を認 めるのに対 して,SM耐 性菌 においてはSMの 作用

の有無 にかか わ らず その量 にほ とん ど変化 のない ことを

まず認 め15),さ らに この本態 を追求 してい る際,酸 溶性

劃分でpH墨 ～5の 酸性領域 において不溶性バ リウム塩

を形成す るこ と均 を認 めた。私 ど もは この本態(以 下未

知物質 と略)に ついて物質的 に把握せ ん として若干 の検

討 を行 つた。

豆 実験 材新お よび測 定法

1)結 核菌
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SM感 性菌

SMに 接触 させた ことのない鳥型結核菌 竹尾株 または

BCG(SM0.5γ/mlに て発育 阻止 され る もの)

SM耐 性菌'

上記SM感 性鳥型結核菌竹尾株 またはBCGをSM含

有Sauton培 地 に継代培養 す ることに よ り,SM1,000

γ/ml以 上の耐性菌 を試験管 内で調製 し,し か る後SM

を含有 しない培地 に数代培養 した もの。使用前SM1,000

γ/m;以 上に耐性 であ ることを確認 した後使 用に供 した。

③ 培養方法

培地 はSauton含 成液 体培地 を用い,37℃ にて孵 卵

器で培養 した。

培養期問 は,竹 尾株 の場合 は4日 間,BCGは10日 間

で あ る。

2)SM

SMは 硫酸塩 の もの を用い た。

3)Tiseliusの 電気泳動

El立一HT-B型Tiselius電 気泳動装置 を用 いた。

4)紫 外部の吸収測定

溶液の場合 は,Beckmanの 光電分光光 度計 に よ り,

それ ぞれの波長 におい て吸光係数 を求 めた。

濾紙 上では,低 圧水銀燈(マ ツダ空気殺菌灯GL15:

2537A,1COV,15W)に よ り科研 の紫 外線 ブイル ターを

用いて暗黒色の スポ ッ トとして検 出した。

5)五 炭糖 の測 定

Mejbaum16)の オル シンー塩酸 反応 に よつて発色 させ,

Beckm雛 の光電 分光光 度計 を用い,波 長660mμ にて測

定 した。

6)DNAの 定性

Dische17)の ヂ フ ェニール ア ミン反応 を用い た。

7)燐 の測定

易水解燐 は,試 料 を1N一 塩酸 または1N-硫 酸 にて沸

騰湯浴 中で 粉 間加水分解 した後Fiske-Subbarow18)

の方法 によつ て発色 させ,波 長660mμ にて測定 した。

なお濾紙上 の場合 は,Hanes-Isherwood19)の 方法に従

い,Hanes-lsherwoodの 試薬(60%過 クロール酸5ml,

4%モ リブデ ン酸 ア ンモ ン25ml,1N-塩 酸10ml,水60ml)

を噴霧 し,紫 外線照射5分 後 ア ンモ ニア蒸気 にあて,緑

青色の スポ ッ トとして検 出1した。 この方法 によれば,無

機燐 のみな らず易水解 の有機燐 も検 出可能 であ る,、

III実 験方法お よび巽験成績

表1に 示 した如 く,Sauton培 地 に培養 した結核菌 を

集菌 し,次 いで蒸溜水 にて数回菌体 を洗源 した後,こ れ

をPotter-Elvehjem型Hornogenizer20)で 水で均等

化,次 いで遠心集 菌す る。 この操作 を2回 繰返 して用 に

供す る。 これで培地成分 は除去で きる15)。湿重量50gの

菌 に約200mlの 割合で稀釈Sauton培 地(蒸 溜 水9:

Sauton1)を 加 え,SMを1,000γ/mlの 割合 に加 えて

(対照 にはSMを 加 えず)pH7.2で 室温 にて3時 間振盪

す る。

上記 の操作 を した後Umbreit21)に 従 つて酸 溶性劃分

を うる。すなわ ち,氷 冷下 で集菌菌 塊を乳鉢に入れ,あ

らか じめ氷冷 した10%ト リク ・ール醋酸 で15分 間精 力的

に菌 を磨砕 して抽 出を行 い,遠 心後上清 を と り,さ らに

この沈渣 を氷 冷 トリクロール醋酸 で2回 抽 出 し,終 末濃

度10～5%と す る。 この際結核菌 の特殊 な構造 上,精 力

的かつ 丹念 に抽 出す ることが特 に必要 であ り,そ して丹

念 に3回 行 えば抽 出は一応満足で きる15)。遠心 してえた

上清 は集 めて濾過 した後 に,こ れ に25%醋 酸 バ リウムを

加 えて,Methyl orangeお よびBrom cresol greenに

てpH4.0～4.5に 修正 し,醋 酸 バ リウムの量 が沈澱 を生

ぜ しめるの に不足 していない ことを確 めた後約1時 間 氷

冷 し,遠 心 してえた沈澱 をpH4.5のM/10醋 酸緩衝液

(少量の醋酸バ リウムを含 む)で3回 洗源す る。

i1バ リウ ム塩 に よ る調 製 を宍

この手技 で 「未知物質」を含 む,酸 溶性劃 分でpH4～

5に おけ る不溶性 バ リウム塩 を える。

表2SM添 加 によ る 「未知物質」 の量的変化

SMを 添加せぬ場合を1.0とする
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(1)SM感 性菌 ・耐性菌(鳥 型)の 両者 を,SMを 作 用

させ た場合 と作用 させない場合 に えられた ものについて

実験 を行 つた。

1M-硫 安 を含 む醋酸緩衝液(pH4.5)で 除バ リウム

した後 紫 外部 吸収お よび易水解 燐 を指 標 として比較 し

(表2),感 性 菌にSMを 作用 させ る ときは常に増量す る

結果 をえた。

(2)過 塩素酸 を用い て も抽 出再能で あ る。 この際 は氷冷

過塩素 酸の,初 めは0.6N,後 の2同 は0.2Nに て抽 出

し,そ の手技は トリク ・ール醋酸の場合 と同様で ある。

なおBCGの 場合 も同様に抽出で きた。

(3)塩 基

これ らの物質が260mμ に吸収の あるこ とよ り塩基の存

在 を想像 した。塩基検 出の ための加水分解法 としては,

プ リンを破 壊せず にピ リミジ ンを十分加水分解す るため

にMarshak and Vogel22に 従 つて,

1)1N-塩 酸120℃2時 間

2)7N-過 塩素 酸100℃1時 間

の2つ の条件 を試みた。加水分解物 は東洋濾紙No.3を

用いて ペーパ ーク ・マ トグ ラフィーを行つ た。溶媒 とし

ては,

1)n-ブ タノールー 水(14:86容 量%)25)

2)距 ブ タノールー醋酸 水(4:1:2容 量%)24)

の2方 法を試 み,1)の 場合は あ らか じめアンモニア気流

中で中和の後に行つた。

塩基 を低 圧水銀燈 に よ り科 研の フィル ターを用いて黒

色 の スポ ッ トとして検 出 した。 なお グアユンに つ い て

は,紫 色 の特 有の蛍光 を参考 とした。

その結果,お のおのアデ ニン,グ アニン,チ トシン,

ウラシール と思 われ るスポ ッ トを えた。

(4)糖

Mejbaumの オル シ ンー塩酸反応,Discheの ヂ フエニ

ールア ミン反応 を施行 した。

オル シ ンー塩酸反応陽性,ヂ フエ ニールア ミン反応陰

性で,恐 らく糖 として五炭糖 を有す ることと思 われ る。

(5)燐 酸

この物質 には多 くの易水解燐が あ りまたpH4。5に お

い て不溶性バ リウム塩 を形成す る点 よ り,す で にKat-

chman25)ら がYeastに おいてPdyphosphateを 見 出 し

てい るよ うに,メ タ燐酸・ ピ ロ燐酸等の存在 を疑い,1,

2の 実験26)～28)を行つ た。す なわ ちメタ燐酸の特別の性

質 で ある蛋白凝固 ・メタク ロマジー等 を試み た。

1)蛋 白凝固:同 物質 の水溶液は卵 アル ブ ミンを強 く

凝 固せ しめた。

2)メ タク ・マ ジー:図1に 示 す 如 く,Toluidine

blueの 特有 の波長が 同物質 を加 え ると短波長 に移動 す

ることは明かで あ り,大 量 のメ タ燐酸 を加 えた場合 によ

く似 た様相 を示 してい る。(図1)

図{「 未 知 物 質 」 の メ タ ク ・マ ジ ー

以上 によ り少 な くと も一部 メタ燐酸が存在 す ると考 え

られ る。

(6)ア ミノ酸

(3)に記 した加水分解物が ニン ヒドリン反応陽性で あつ

たため ア ミノ酸の存在 を疑い,Vickery and White29)

に従い6N-塩 酸 で12時 間100。 加熱加水分解 した後

その水解物 につい て東洋濾紙No.131を 用いて次の3種

の条件24で ペ ーパ ークロマ トグ ラフィーを行つ た。

1)水 飽和 フエ ノール

2)ブ タ ノールー醋酸(4:1)

3)ル チヂ ンー一コルヂ ン(1:1)

その結果,

1)SM感 性鳥型菌 にSMを 作用 させた もの

2)SM耐 性鳥型菌

3)SM感 性BCGにSMを 作用 させた もの

4)SM耐 性BCG

の4種 と も,お のおの ア スパ ラギ ン酸,グ ル タ ミン酸 お

よび1～2種 の不明 の同一 ア ミノ酸 を認 めた。

(7)濾 紙電気泳動50)

「未知物質」に含 まれてい るい ろい ろの成分例 えば塩

基 ・五炭糖 ・燐酸 。ア ミノ酸等が,結 合 して単一 の物質

となつてい る ものか あるい はただ単に雑然 たる混合物 に

す ぎないか を知 る1つ の方法 として,濾 紙通電 ク ロマ ト

グラフイーを試 みた。 また この物質は種 々の性質 よ り当

然高 分子 と思われ るので通常の濾紙 ク ロマ トグ ラフィー

では動 き難 い と考 えられ,ま た若 し単一の物質で あるな

らば,で きうれば泳動値 ・分子量等 の物理 学的恒数 を算

出す るための1つ の条件 として も濾紙 電気泳動 を用い る

ことが有利 であ ると考 えた。

濾紙 の選定:濾 紙 としては東洋濾紙No.3,No.50が

考 え られ る。No.50は 均 質で あるがNucleotideを 紫外

線 ランプで見 ることおよびペ ーパ ー上 で燐 の反応 を行 う

ことを考 えて,紫 外線 の吸収少な く無機物の少ないNo.

3を 用い た°なおNo.3に も多少無機燐 の反応が あるの

でN/100-塩 酸で数 回,次 に水で数回洗い,無 機燐 を除い

て使用 に供 した。

緩衝液 の選定:緩 衝液 も通常用い られ るべ ロナールー

ベ ロナ ール ソーダ緩衝液,燐 酸緩衝液 はそれ ぞれ紫外線

吸収,燐 反応 を呈 して不適当の ため,中 性では硼 砂-硼

酸緩 衝液,酸 性では クエン酸 一塩酸緩衝液 を用いた。
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緩衝液 の濃度:高 い ときは通電量多 く泳動 は速か であ

るが加熱 され,低 い ときは発 熱 は少ないが泳動が遅 いの

で大体M/20～M/100を 使用 した。

泳動装置 としては懸垂法 を使用 した。

電 圧は300volt/400cm位,電 流 はlmA/4Ccm～0.5mA/

4cm位 を使 用 し,泳 動時間は10時 間内外行つ た。

展 開を終 つた濾紙 は,低 圧水銀燈 に科 研の フィル ター

を使 用 して塩基 の存在 を黒色 の スポ ットとして検出 した

後 に,濾 紙 を縦 に3分 して五 炭糖 ・燐 。ア ミノ酸 の反応

を行 つた。

五炭糖 は,濾 紙上 よ り0.5N-ア ンモニアにて溶 出 した

ものにつ き,オ ル シンー塩酸反応 を行つ た。燐の反応 は

Hanes-lsherwoodの 方法 によつ た。 ア ミノ酸 の反応 に

は,ニ ンヒ ドリン反 応を用い濾紙 上で行 う方法 と,濾 紙

よ り0.1N-塩 酸 で溶出 した ものを塩酸 で加水分解 して1

%ニ ンヒ ドリン水溶液 を加 えて加熱 す る2つ の方法に よ

つ た。

その結果,pH8.2の 硼砂-硼 酸緩衝液 で行 つた実験

で は,紫 外線吸収 ・五炭糖 ・有機燐 ・ニ ンヒ ドリン反応

陽性の部分 は一致 して,恰 か も結合 してい る如 き結果 を

えた。pH4.5の クエン酸 一塩酸緩衝液 を使用 した際 も,

紫外線 吸収 ・ニン ヒドリン反応は一致 した場合が多かつ

たが,必 ず し も一 定の成績 を えなかつた。

(8)Tiseliusの 電気 泳動

次 にTiseliusの 電気泳動装置 に よつて も同様 に実験

を試 みた。

pH8.0M/20燐 酸緩衝液 に対 して24時 間透析 した もの

につ き,8mA4,87Volt,20分 間,20m泳 動 を行 わせ て,

大体において単一なpeakを えた。

以上のバ リウム塩にお ける諸実験結果か ら,「未 知 物

質 」中にはcmdeな バ リウム塩の状態においてで はあ

るが,RNAの 構 成塩基 た る4つ の塩基,五 炭糖,燐 酸

(その うちの一部 は メタ燐酸 と愚 われ る),ア ミノ酸 を有

している ことが想像 され る。 しか もこれ らが結合 してい

るこ とを患わせ る成績が多か つた。 そ して氷冷 トリクー

ル醋酸で抽 出可能 な点 よ り,RNAほ ど高分子 ではな

い よ うに推定 され るか ら,一 応 これがRNAに 類縁性 を

有す る核酸関係物質で01igonucleo-polypeptideと もい

うべ き状態 で存在 す る ものであ ろうと考 える。

N総 括 および考案

以上の実験 によ り,SMの 耐性問題 に関連 して結核菌

中に見出 され た私 ど もの 「未知物質」が,恐 らくRNA

に類 縁性 を有す る核酸 関係物質 で,そ の化 学的 本 態 が

0ligonucleo-polypeptideで あろ うとい う一応 の見解 に

達 したので ある。しか し,この物質の純粋 な分離お よび さ

らに進んで物質的な確 実 な把 握 までに は到 らなかつ た。

まず これ らの研究 を行 うに当つては,生 物 の物質代謝

が 動的な ものであ る以 上,結 核菌 の発育条件 ・発育時期

を可及的一定 にす る必要が ある。私 どもは結核菌 をSau-

ton合 成培地 に数代 継代培養 した ものを培地のpH,培

養温度 に注意 しつつ,培 養期間 はすべて一定期聞の もの

を使用に供 した。

次にいわゆ る酸溶 性劃分を抽出す るには,結 核菌体 が

特種 な脂質 に被覆 されていて抵抗 が強 いために,高 等動

植物組織 や一般微生物 を材 料 とす るときに比 して容易 で

ないため,磁 製乳鉢 で強力か つ精力的 に菌体 を磨砕 して

抽出操作が不十分 に終 らぬよ うに留意 した。また核酸 は,

トリク ロール醋酸 ・過塩素酸 にて冷時 には不溶で あるが

熱すれ ば可溶性 となる51)ため低温操作が肝要で あ り,こ

れ らの点に注意 を払つた。

さてSMの 耐性 問題,SMの 侵襲点に関連 して見出 さ

れた この 「未 知物質 」の,物 質 的な把 握,さ らにSM感

性耐性両菌 におけ るSMを 作用 させた場合 と作用 させな

い場合 の態 度,菌 のage,こ れ らの諸 々の場合 において

これ らが全 く同一物質 な りや否 や等 々,さ まざまのMe-

tabolicstateに つい ての 定量的 な解決が 当然望 まれ る

が,ま た これは容易な命題ではない。私共 が想像 してい

る"01igonucleotide"の 研 究は少な く,RNA,DNA

を酵素 の力を借 りてOligonucleotide52,52)を 調製 した報

告が あ るが,Woolley54)ら に よ り最近漸 くYeastを 使用

して これ を分析的 に純粋 に分離 すべ く努 力 され て い る

が,結 核菌 につ いての報告 は未だ見 ない。

pH4.5に おい て 沈澱 させ た酸溶性物質 は無論 この ま

まではcrudeで あろう。 しか し一応 この段階において紫

外部吸収お よび易水解燐 を指標 として これがSM感 性 ・

耐性菌 の両者においてSMの 作 用の有無にかかわ らず常

在 す ることを認 めた。 そして これが感性菌 においてSM

を作用 させ ることによ り常 に増量 す ることを 認 め て い

る。 しか し定量的 な厳密 な比較 は,「 未知物質」 の本態

が明か になつ た ときに初 めて可能 であろ う。

私 ど もはさ らに進んでcrudeな バ リウム塩の状態では

あるが,塩 基 としてはRNAの 構成塩基 で あるアデ ニ

ン,グ ア ニン,チ トシン,ウ ラシール,糖 としては五 炭

糖,燐 酸(そ の うちの一部 はメ タ燐酸 と思 われ る),2～3

のア ミノ酸 が 「未知物質」 に存在 す ることを愚 わせ る結

果 をえたので,こ れ らが結合 して単一物質 の状態 にあ る

のか,単 に雑然 たる混合物 にす ぎぬか を濾紙電気泳動 に

て実験 した結果 は,pH8.2に おいては諸 反応の陽性部

分 が一致 して恰 か も結 合せ る如 き結 果 をえたが私 ど もの

物質 中に含 まれてい るア ミノ酸 がア スパ ラギ ン酸,グル

タ ミン酸 の如 き酸性 ア ミノ酸 であ り,ま たSmithろ5.が述

べ てい る如 く,中 性→ アル カリ性 では種 々の核酸関係物

はほ とん ど同 じ易動度 で陽極 に動 くこ とよ り,こ れのみ

で単一 とはい えない。従つて さ らにpH4.5に お ける実

験 を行つ たが,こ の場合 も一致せ る場合が多かつ たが必
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ず しも一定 の成績 をえなか つた。 次にTiseliusの 電気

泳動 の結果 は単一 なpeakを えてい るが,透 析 中に一部

の成分を失 つた恐れが あ り,あ るいはpHが アル カリ側

のために先 に述 べた危険があ るために,単 一物質 と断 定

はで き難い。

次 に感性菌 ・耐性菌 に,SMを 作用 させ た もの と作 用

させ ない もの,鳥 型菌 ・BCGか らえ られ た ものの異同

であ るが,私 どもの実験結果か らはこれ らの構成成分 に

確然 た る相違 のあ るdataは え られ てい ない。恐 らくこ

れ らは同一物質 であ ろうが,そ の結論 は今後 に残 され た

問題であ る。

V結 語

SMの 耐性問題に関連 して結 核菌 中に見出 された,酸

溶性でpH4.5に おい て不溶性バ リウム塩 を形成す る劃

分 にあつて,SMの 作用 によつて増量す る物質について

研究 した。

1)RNAの 構成塩基 た るアデ ニ ン ・グアニ ン ・チ ト

シ ン ・ウ ラシ ドノレ,五 炭糖,2～3の エ ンヒドリン陽性

物質 および多量 の易水解燐 を検 出 した。

2)濾 紙電気泳動 ・Tiseliusの 電気泳動か らは,上 記

の成分が混在 す るのでな く,恰 か も結合 してい る如 き結

果 をえた。

3)同 物質 は,RNAに 類縁性 を有 す る核酸関係物質

で,恐 らくOiigonudeo-polypeptideと もい うべ き状態

で存 在す る ものであ ろ う。
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