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核酸の遺伝的特性 に関連 して まずAwery,Macleod,

&Carty1)は 肺炎 双球菌S型 菌 か ら抽出 した核酸 が,R

型菌を特 異的にS型 菌 に変換 す る活 性 を有す ることを報

告 した。 また薬剤耐性 とDNAの 遺伝学的関連 について

Wyss2)は サル ファ剤耐性大 腸菌 か ら抽 出した核蛋 白 と

サル ファ剤耐性 との関係について報告 した。Voureka3)

は ペニシ リン耐性 の場合 は,感 性菌か ら耐性菌 への移動

が可能 であった とい う。 さらにHotchkiss4)は ペニ シリ

ン耐性S型 肺炎菌か ら抽 出したDNAを もつ て,感 性菌

を耐性化す るこ とに成功 した。勝沼お よび 中里5は ス ト

レプ トマイシ ン(以 下SMと 略)耐 性結 核菌か ら抽出 し

た核蛋 白加培地で,感 性結 核菌のSM耐 性化 に成功 した

とい う。SM耐 性に関す るDNAに ついての研究 は未だ

報 告が少な く,勝 沼お よび中里6は 前記核 蛋白の活性 が

DNAaseに よつて失 われ ることか ら。 この活性 の主体

がDNAに あ ることを実証 し,田 中,水 野 および清水7)

らはSM耐 性菌 には特異的 な核酸が増量 してい ることを

発見 し,そ の生化学的特性か ら,こ れ をBound nucleo-

tideと命 名しSM耐 性 の主役 は,こ のBoundnucleotide

であろ うとしてい る。一方菌体DNA中 に含 まれ るプ リ

ン塩基 とピリ ミゲ ン塩基 との比が,菌 の種族 によつ て一

定で あるこ とは 多数報告 され てい るがMycobacterium

の核酸について は,煙 か にMarshak&Vo2el8)の 報告

が あるにす ぎない。

以上の よ うに薬剤耐性化機構についてのDNAの 生化

学的分析実験 は,僅 か に2,3の 報 告があ るのみで,詳

細 は未だ不明で あるといつて よい。結核 菌のSM耐 性獲

得 にDNAが 如何に関与 してい るか を究明す るために ま

ず,SM耐 性鳥型結核菌か らChargaff&Saidel9)法 を

多少改変 して抽出 した核酸 と,SM感 性菌 か ら抽出 した

核酸 とを,生 化学的に分析比較 してみた。

実 験 方 法

使用菌株 は鳥型結核菌獣調株 を使用 し,耐 性 菌は前 述

の同一菌株 をSM中 に継代分離 培養 した もので,SM濃

度100γ/cc以 上の耐性菌株 を用いた。

核酸抽 出法

Chargaff Saidel法 を多少変更 して用い た次の よ うな

ものであつて,主 な相違 点は原法は脱脂 後透析精製 を加

えて粗核 蛋白を取 り出し,さ らに核 酸を抽出 してい るこ

とまた除蛋白を丁寧 に行つてい ることお よび核蛋 白およ

び核酸 を直接蒸溜水 に溶か さず,生 理的食塩水 を もつて

一度 は溶解 させ てい るこ とで あ る。

表1核 酸抽出法

〔I〕 核酸 の生化学 的特性

総燐測 定法はFiske&Subbarow10)法 によつた。D

NA測 定法 はヂ フェニルア ミン反応11)を用い たRNA測

定法はMejbaum法12)を 用いた。

紫外線 吸収波長 の測定

Beckmannの スペク トロ ・フォ トメーターを用 いて測

定 した。以 上結果 を総合 した核酸 の性状 の生化学的特性

は表2に 示 す。
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表2核 酸の生化学的分析比較

測定値は抽出の度毎 に多少 各含 有量の変動が見 られたので上記の よう

な測定値に巾が できた。なお引用文献 はChargaffが1949に 鳥型結

核 菌につ いて行つた ものを とつた。

〔II〕 核酸 の生物学 的検定

実験 方法

(1)感 受性菌

勝沼 信彦氏 よ り分 与 されたSM感 性 鳥型結核菌 獣調株

を用い,実 験 に際 しその都 度SM濃 度0.02γ/ccに おいて

耐性のない ことを確 めた菌株 を用いた。

(2)核 酸抽出SM耐 性結 核菌

上記同一菌株 をSM中 に継代分離 培養 した もので,S

M濃 度100γ/cc以 上 の耐性菌株 を用い,実 験に際 しその

都度SM濃 度100γ/cc以 上 の耐性 のあるこ とを確 めえた。

(3)培 地

Sauton無 蛋白培地 を用いた。

(4)核 酸抽 出法

前述 した。

(5)休 止菌

7日 間培養菌 を0℃ に冷却 しつつ等調燐酸緩衝液pH

7.4で 洗滌,5回,0℃,24時 間放置 後 さらに1回 洗 つた

菌 を使 用す る。

(6)感 作用DNA溶 液 調製

DNAを100γ/ccの 割 にpH7.4の 等調燐酸緩衝液 に溶

解後Sitz氏 細菌濾過器 を通す 。

(7)感 作法

上記DNA溶 液 に休止菌 をPotter'shomogenizerで

homogenateし た ものを一 定濃 度にBufferで 稀釈 し上

清 をMcFaland No.1の 比濁 度にした ものを同一容ず

つ入れ る。37℃,24時 間感作 後BufferでDNAを 洗滌

除去 す る。

(8)実 施法

上記感作菌 と休止菌 を別 々にSauton培 地 に7日 間培
し

養 し,そ のお のお のをhomogenateし その上清 を各一白

金耳ず つ菌量 テス トによ り大体4,000個 の菌数 を表3の

よ うなSM加 培地 に接種 し,菌 の増殖が見 られ るSM最

高濃度 を比較す るこ とによつ て,両 者 にお けるSM耐 性

発現率 を比較 した。実験成績 は表3に 見 られ る。感作 し

た場合 はSM0.062γ/cc含 有培地 では,て とに著 朗な菌

の増殖が見 られ た。

表3の1耐 性菌から抽出した核酸の遺伝作用

卅 試験管全面に広が り壁に生え上つたもの 廾 全面に生えたもの

+一 部分生えたもの 土 かすかに生えたもの

表3の2

卅 試験管全面に広がり壁に生え上つたもの 廾 全面に生えたもの

+一 部分生えたもの ± かすかに生えたもの

表3中 ※の部分 を図1に 示 す。

図1DNAカ ンサ菌群がSM耐 性培地 にお

いて休止菌群 よ り増 殖してい るところ

B群 A群

図中B群 は休止菌で試験管5本 中1本 生 えてい る。A

群 はDNA感 作菌群で5本 とも生 えてい る。感作菌の方

が遥か によ く増殖す る。この活性 は凍結 乾燥下に て約2

週 間の活性 を有 す るが,凍 結乾燥 を行 わず直 ちに活性 を

調 べた ものはSM0.25γ/ccま で上昇 した。

DNAase処 理 によ る影響

抽出核酸 にKunitzの 方法でDNAaseを 作用 させ た。

作 用方法0.05MMgSo410ccに1.0M酷 酸塩緩衝液pH

5.010ccを 加 え蒸溜 水で100ccと したBufferを 調製す

る。凍結乾燥 した核酸 をDNA100γ/ccの 割 に蒸溜水に

溶かす 。KunitzのDNAaseを100γ とり2ccのBuffer
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に とか す 。Buffer 3cc+DNA液0.5cc+DNA ase 0.5

cc,対 象 と してBuffer3.5cc+DNAase 0.5ccを 作 り両

者 を30℃1時 間作 用 させ た 。以 上 の方 法 に よ る酵 素 の

作 用前 後 の 吸収 ス ベ ク トル変 化 を見 た 。

図2

DNAの 非活性化13)を確 めた後次の実験 を行つ た。

非活性化DNA感 作菌の生物学的検定

DNA感 作菌に上記DNAaseを 作用 させ た非活性化

菌 群 と,DNA感 作菌群 と菌増 殖上の差 異を見 るとすで

にSM低 濃 度で前者 は菌 の増殖 を見ずSM0.062γ/cc培

地 ではDNA感 作菌群 のみ増生 を見 た。

分析実験

抽出核酸 をAlfred&Marshak&HenryVogel14)

の法に従い,70%Perchloric Acidで100℃,1時 間,

加水分解 し,Isopropano1-HCl溶 媒で,ペ ーパ ークロ

マ トグラフに展開 し,紫 外線 吸収 スペ ク トル特性 を検 し

た ところ図3に 示す吸収曲線 を得 た。なお種 々のpHに

おいて測 定したが便宜上一括 して表 に示す 。また表4に

表4抽 出核酸 のRf値 と各SumPle Rf値 の比 較

図3

示 すRf値 お よび 紫 外線 吸 収 ス ペ ク ト ル特 性 よ り見 て そ

れ ぞ れThymine,Uracil,Cytesine,Adenine,Guanine

を 同 定 し え た 。各Baseのmo1比 を,耐 性 菌 か ら抽 出 し

た核 酸(R核 酸)と,感 性 菌 か ら抽 出 した 核 酸(S核 酸)

とを比 較 し てみ た とこ ろ表5の よ うな結 果 を得 た 。

表5Adenineを1と し た場 合 の各Base比

H37Rv,H37Raは 文 献値14)で あ る

結 論

SM耐 性鳥 型結核菌か ら抽 出したDNAが 感性菌 を耐

性化 す ることを認 めた。

DNAaseの 作用を受 けたDNAは その作用 が消失 す

る ことを認 めた。

R核 酸 とS核 酸のBase比 の差 異はほ とん ど認 め られ

なかつ た。

抽出DNAは 割に安 定で凍結乾 燥 した ものはかな り長

時間の(約2週 間)活 性 を保持 した。

なお本研究 を終始御指導下 さつ た慈恵医科大学医化学
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牧野堅教授ならびに菌株の分与等種々の御便宜を与えら

れた国立刀根山病院山村雄一博士,名 古屋医科大学生化

学勝沼信彦博士,国 立国府台病院大島英義博士に深甚な

る謝意を表します。
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