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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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