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緒 言

広 ス ベ ク トル 抗 生 物 質 の1つ で あ るCycloserine(D-

4-Amino-3-lsoxazolidone1),以 下CSと 略)は,広 く

グ ラ ム陽 性 お よび 陰 性菌 に 有 効 で あ るの み な らず,結 核

菌 に 対 して も抗 菌 力 を 有 し,臨 床 的 に も結 核症 や 尿 路 感

染 症 等 に 使 用 され て い る。

著 者 はCSが そ の化 学 構造 上Serine,Alanine等 に 関

連 を有 す る点 よ り,CSの 静 菌 作 用 に 対 す る各 種 ア ミノ

酸 お よび ヴ ィ タ ミン等 の 影 響 に つ い て 実 験 を 行 い,結 核

菌(人 型H37Rv株,BCG,鳥 型 竹 尾 株)お よ びPseu

domonas aeruginosa,Bacillus subtilis,Escherichia

coliに 対 す るCSの 試 験 管 内 発 育 阻 止 力 に対 し,DL-α

-Alallineが 一 定 濃 度範 囲 内 に お い て 拮抗 す る こ と を認 め

た の で,そ の 成績 を報 告 す る。

実 験 材 料 お よび方 法

結 核 菌 は 人 型 菌H37Rv株,BCG,鳥 型菌 竹 尾 殊 を使

用 し,5%人 ま た は 家 兎 血 清 お よび,Albumin加Kir-

chner培 地(PH7.2)に 最 終 濃 度0.05多mg／ml湿 菌 ―量 とな る

よ うに 調 製 した菌 液 を接 種 培 養 し,2週 間後 に 判 定 した 。

一般 細菌 と して はPseudomonas aeruginosaHM株,

Bacillus subtilis NRRL558株,Escherichia coli UK

T-B株 お よ びE.coliK-12殊(以 上 は大 阪大 学微 生 物 病

研 究 所 お よ び 同 医 学部 生化 学 教室 よ り分 与 を受 け た)を

使 用 し,37℃ で一 昼 夜 継 代 培 養 せ る もの を最 終 濃 度0.

05mg/ml(湿 菌 量)宛Uschinsky培 地(pH7.2)に 接

種 培養 し,24～48時 間後 に菌 発育 の有 無 を判 定 し た 。

i翼 験 成 績

1〕 人 型結 核菌H37Rv株 を 用 い た 実 験

(1)各 種 物 質 の影 響

まず 各 種 ア ミノ酸 を添 加 し て影 響 を み た 。す な わ ち,

Glycine,DL-a-Alanine,DL Alanine,DL-Valine,

L-Leucine, DL-Isoleucine,DL-Serine,DL-Threonine,

 L-Asparagine,L-Sodium Aspartate,L-Sodium Glu

tamate,DL-Phenylalanine,L-Tyrosine,L-Cysteine,

L-Cystine,DL-Methionine,L-Arginine-HCI,L-Lys

ine-HCI, L-Proline,L-Histidine-HC1‚¨‚æ‚ÑDL-Tryp-

tophan の21種 の ア ミノ酸 に つ い て,CS10γ/mlを 加 え

た培地 に,そ れぞれ最終濃 度10γ/mlお よび100γ/mlと な

るよ うに調製 した溶液 を添加 した。 なお難溶性の物質 は

懸 濁液 として添加 した。

その成績 は表1の 如 くDL-α-Alanineを 添加 した場

合 にのみ,対 照 と同程度 の菌発育 を認 めた。

表 窒CSの 結核菌 発育阻止作用に及ぼすDL-α-Ala-

nineお よび他 のア ミノ酸 の影響

培地5%人 血清加Kirchner(pH7.2)

菌株H37Rv接 種菌量 最終濃度0.05mg/ml(湿 菌量)

次 に 脂 肪 酸 お よ び プ リ ン,ピ リ ミヂ ン 塩 基 と し て,

Sodium Pyruvate,α Keto -Glutaric acid, Oxalacetic

acld, Sodium Lactate, Sodium Propionate, Sodiuln

 Acetateに つ い て 検 討 し た が,い ず れ も 影 響 が な く,

ま たHypoxanthine,Xanthine,Uracil,Thymine,Gu-

anine-HClお よ びAdenineも 拮 抗 現 象 を 示 さ な か つ

た 。

さ らに核 酸 に つ い て も実 験 を行 つ た が,リ ボ核 酸,デ

ス オ キ シ リボ核 酸 と もに 影響 な く,Glutathion,Glycy1-

g1yclne,D-Glucosamine-HClも 検 討 した が,CSに よ

る菌 発育 抑 制 は 回 復 され な か つ た 。

なお糖質については, Glucose,Galactose,Mannose,

Saccharose,Trehalose,Laevulose,Sucrose,Inositol‚Ì
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影響を,鳥 型菌竹尾株を用い検討したが拮抗現象を認め

ず,ま た Sodium Fumarate,Sodium Malate,Sodium

Succinate,Sodium Formate も同様に影響を示さなか

つ た 。

ヴ ィ タ ミン類 に つ い て は Vitamine B1,Vitamine B2,

Vitamine B6,Pyridoxal-HC1,Pyridoxamine,Vitami

n B12,Nicotinic acid,Nicotinamide,Folic acid,•@ Ca

Pantothenate,Biotin,pAminobenzoic acid‚¨‚æ‚Ñ

LAscorbic acid について検討 したが,こ の うちアス コ

ル ビン酸のみが100γ/mlの 添加 によ り菌 発育 を 認 め,

CSの 静菌 作用に影響を与 える如 き観 を呈 した。

アス コル ビ ン酸 の抗結核菌作 用については,Myrvik2)

らの報告 に もあ る通 り,本 実験 におい ては500γ/mlで

H37Rv株 の発育 を抑制 したが,こ の抗菌濃 度以下 の100γ

～250γ/mlの 添加によ り拮抗現 象が認め られた。

(2)CSとDL-α-Alanineと の拮抗 について

上述の如 く各種 ア ミノ酸 の うちDL-α-Alanineの み

がCSと 拮抗す ることを見出 したので,さ らに以下 の如

く各種条 件について検討 した。

表2はCSとDL-α-Alanineと の 量的関係を 示 した

成績 であ るが,CS10γ ～50γ/mlの 濃 度範囲において約

1／2量のDL-α-Alanineの 添加によ り,CSの 静菌作 用が

消殺 され るの を認めた。なお本 実験条 件下ではCS濃 度

75γ/ml以 上においては,大 量のDL-α-Alanineの 添加

を行つて も何等 影響 を示 さなかつた。

表2CSの 結核菌 発育阻止作用 に及 ぼすDL-α-Alan-

ineの 影響

培地5%人 血清加Kirchner(pH7.2)

菌株H37Rv接 種菌量 最終濃 度0.05mg/ml(湿 菌量)

(3)Transaminationと の 関 係

次 にDL-α-Alanineの か わ りに焦 性 葡 萄 酸 ソー ダ とア

ス パ ラギ ン酸 ソ ーダ ま た は グル タ ミン酸 ソー ダ の α-A1-

anine合 成反 応 系 を添 加 し た 。 す な わ ち培 地 中 の窒 素 源

で あ るア ス パ ラギ ンを 除 い たKirchner培 地 で 実 験 し た

が,い ず れ も菌 発育 を認 め なか つ た 。

(4)CS-DL-α-Alanine拮 抗 現 象 に対 す るVB6,

ATPの 影 響

表3に 示 し た 如 くPyridoxine塩 酸 塩 ま た はPyridox-

al塩 酸 塩 お よ びATPの 添 加 は結 核 菌 の発 育 に何 等 影 響

を示 さな い が,CS-DL-α-Alanine拮 抗 系 にPyridoxi　 -

ne塩 酸 塩 お よびATPを 添 加 す る と,前 記 の 拮 抗 濃 度

範 囲 がCS10γ ～100γ/mlま で拡 大 され るの を認 め た。

(5)CS-DL-α-Alanine拮 抗 現 象 に 対 す るGIycine

の影 響

SneUら5)はPyridoxine要 求 株Streptococcus lactis

Rを 用 い,Pyridoxine,α-AlanineとGlycineの 相 互 関

係 に つ い て検 討 し,α-AlanineがPyridoxineの 代 用 と

な りう るこ と お よ びGlycineが この α-Alanineの 代 用

効 果 を阻 害 す る こ とを報 告 して い る。

著 者 もCS-DL-α-Alanine拮 抗 に対 す るGlycineの

影 響 に つ い て実 験 を行 つ たが,そ の結 果 は,DL-α-Ala-

nineと 共 にGlycineを 添 加 す る と,相 当大 量 のGlycine

を添 加 し た場 合(約5mg/ml)に,DL-α-Alanineに よ る

拮 抗 現 象 が 消 失 す るの を認 めた 。 な お この 程 度 のGlyci-

neに よつ て は菌 の 発育 は 著 明 な 影 響 を受 け な か つ た 。

(6)D-α-AlanineとDあ るい はL-α-Alanineと

の 比 較

以 上 の 実 験 にお い て は α-Alanineの うちDL体 を用

い たの で,D体 また はL体 の それ ぞ れ の 効 果 をDL体 の

それ と比 較 検 討 した 。 そ の結 果 は,H37Rv株 を は じめ

BCG,鳥 型 竹 尾 株 の い ず れ の 場 合 も,D体 はDL体 と

ほぼ 同程 度 にCSと の 拮抗 現 象 を認 め た が,L体 を用 い

た 時 は その 効 果 が 前 記 二 者 に比 して 弱 く,や や遅 れ て菌

増 殖 を示 した 。

II〕 鳥 型菌 竹 尾株 を 用 い た 実 験

次 に 上述 の人 型菌H37Rv株 に お け る と 同様 の 実験 を

鳥 型菌 竹 尾株 を 用 い て 行 つ た 。

鳥 型菌 竹尾 株 はCS濃 度100γ ～125γ/mllこ て発 育 を抑

制 され るの で,CS1257/mlに 対 し て種 々 の濃 度 のDL-

α-Alanineを 添 加 した が,DL-α-Alanine25γ/ml以 上 を

加 え た場 合 に 拮抗 現 象 が 認 め られ た。 しか しCS濃 度 を

増 加 し500γ/ml以 上 の 高 濃 度 にお い て は,相 当量 のDL-

α-Alanineを 添 加 して も 菌 発育 は 認 め られ なか つ た 。

す な わ ち鳥 型 菌 竹 尾株 に お い て は,CS濃 度100γ ～500

γ/mlの 濃 度 範 囲でDL-α-Alanineに よ る拮 抗 現 象 が 認

め られ た 。

本 拮抗 現 象 に対 す るPyridoxine塩 酸 塩 お よ びATP
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表3CSに 対 す るDL-α-Alanineの 拮抗 に及 ぼすPyridoxine+ATPの 影響

培 地5%人 血 清 加Kirchner(pH7.2)

菌 株H37Rv接 種 菌 量 最 終 濃 度0.05mg/ml(湿 菌 量)

の 添加 の 影響 を,CS濃 度500γ/ml以 上 にお い て実 施 検

討 して み た が,明 瞭 な効 果 を認 め え な か つ た 。

次 に ア ス コノレビ ン酸 の 影 響 に つ い て は,CS100γ/ml

に 対 して100γ ～1000γ/mlの ア ス コル ビ ン酸 の 添 加 に よ

り,軽 度 なが ら拮 抗 現 象 を認 め た。

ま たDお よ びL-α-Alanineの 本 拮 抗 現 象 に お け る効

果 の比 較 お よ びGlycineの 影 響 に つ い て は,人 型菌H37

Rv株 に お け る と同様 の傾 向 を認 め た 。

III〕一般 細 菌 を 用 い た 実験

ま ず寒 天 加 合 成平 板 培 地 で パ ル プ ー デ ィ ス クを用 い る

方 法(Disk-method)を 応 用 し,数 種 の一 般 細菌 の うち よ

り,比 較 的 単純 な 合 成培 地 で 発育 し,明 瞭 にCS-DL-

α-Alanine拮 抗 現 象 を示 す もの として,Pseudomonas

 aeruginosa,BaciUus subtilisお よびEscherichia coli

の3種 を選 び,以 下 の 如 く実 験 を 行 い,表4の 如 き成績

を得 た 。

す なわ ちUschinsky液 体 培 地 にお い て,Pseudomo-

nas aeruginosaHM株 は400γ ～500γ/mlのCS濃 度 で 発

育 を阻 止 され るが,CSの10倍 量 のDL-α-Alanineの 添

加 に よ りCS濃 度600γ/mlに お い て も明 瞭 な 拮抗 現象 を

認 め た。

表4CSのE.coli発 育 阻 止作 用 に 及 ぼ すDL-α-Ala-

nineの 影 響

培 地Uschinsky(PH7.2)

菌 株Escherichia coli UKT-B(阪 大 微 研)

接種 菌 量 最 終 濃 度0.05mg/ml(湿 菌 量)
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BaciUus subtilis NRRL558株 で は,CS濃 度25γ ～

50γ/mlで 発 育 阻 止 が 認 め られ るが,DL-α-Alanineの

添 加 に よ り100γ/mlのCS濃 度 に て も菌 発 育 を認 め た 。

Escherichia coli UKT-B株 はCS50r～75γ/mlの 濃

度 で発 育 が 抑 制 せ られ,こ れ がDL-α-Aヱanineを 加 え る

こ とに よ り100γ/mlのCS濃 度 ま で 拮抗 現 象 を 示 した 。

な おE.coliK-12腺 で はCS25γ ～50γ/mJの 濃 度 で 発育

を抑 制 され るが,DL－ α-Alanineの 添 加 に よ り100γ/ml

のCS濃 度 で も菌 の増 殖 を認 め た 。

考 案

以 上 著 者 はCSがSerine,Alanineら と化 学 構 造 上 関

連 を有 し,ま たCSを 酸 で 加 水 分解 す れ ばD(一)-Serine

とHydroxylarnineを 生 ず る45ノ との報 告 もあ る の で,

Serineと の 拮 抗 を予 想 して 本 実 験 を行 つ た が,Serine

で は 認 む べ き影 響 が な く,DL-α-AJanihneとCSと の 間

に 明 らか に 拮抗 現 象 を認 め た 。本 現 象 は結 核菌 人 型H37

Rv株,BCG,鳥 型 竹 尾 株 の み な らず,一 般 細 菌 に お

い て も認 め られ る点 よ り,CSの 広 ス ペ ク トル 抗 菌 作 用

と考 え合 せ,CSの 作 用 機 作 の本 態 と関 係 が深 い もの と

想 像 され る。

ま た一 方Alamneの 前 駆 物 質 あ るい は 代 謝 産 物 と考 え

られ る種 々 の物 質 で は影 響 が な く,さ らにTransamin-

ationと の 関 係 よ りA1amneを 合 成 す る母 質 とな り うる

反 応 系 を 添 加 して も拮 抗 効 果 を認 め えな か つ た こ とよ り

CSの 存在 下 に お い て は,こ れ ら細菌 の菌 体 内 に お け る

Alanineの 合 成 が,さ ま た げ られ て い るの で は な いか と

考 えて い る。 青 木6の 報 告 したCSに よ るTransamin-

ationの 阻 害 は そ の 一 端 を示 す もの と考 え られ る。他 方

CSの 静 菌 作 用 に対 す るDL-α-A亙amneの 拮i抗 がPyri-

doxine塩 酸塩 お よ びATPの 添 加 に よ り,あ る程 度 増

強 せ られ る現 象 機 序 につ い て は現 在 なお 明 らか で ない 。

なお α-Alanineの 異 性 体 の うちDL体,D体,L体 と

もにCSに 対 し拮 抗 効 果 を示 す が,L体 は や や その 作 用

が 弱 い よ うで あつ た 。

Cycineの 影 …響 に つ い て は,Snellら が ,あ る種 の

VB6要 求 乳 酸 菌 がVB6の 代 りに α-AlaRineを 利 用 し,

そ の際 に α-Alanineが 大 量 のCycineに よ り拮 抗 され る

こ とを報 告 し て い るが,本 実 験 に お い て もCS-DL-α

-Alanine拮 抗 に 対 して 大 量 のGlycineの 添 加 が,DL-α

-Alanineに よ る拮抗 現 象 を 阻 害 す るの を認 め た。

さて,Alanineは 生 体 内 に 正 常 状 態 に お い て存 在 す る

もので あ り,Harperら7)は 人 血漿 中 に2.4～7.6m8%,

Braunら8は 正 常 血清 中 に27γ/ml存 在 す る と報 告 して

い るが,CSが 生 体 内で 抗 菌 力 を発 揮 す る場 合 も,A1a-

nineは お そ ら くReversing factorと な る もの と考 え ら

れ る。

次 に ア ス コル ビ ソ酸 に つ い て は,ア ス コノレビ ン酸 そ の

ものが抗結核菌作用 を有す ることがすでに報 告 されてお

り,今 回の実験においてはその菌 発育 阻止 濃 度 以 下 で

CSの 抗 菌作 用を減弱せ しめ ることを認 めたが,そ の程

度はDL一 α―Ala■ineに 比 して遥かに弱かつた。

か くの如 くCSの 静菌作用 はDL一 α―Ala■ineによ り明

らかに拮抗 され るが,本 現象 の発現機序 な らびにCSの

作用機序 において 占める地位等について は,全 く不明で

あ り,な お今後 の研究 に挨たねばな らない。

結 論

1)結 核菌(人 型H37Rv株 ,BCG,鳥 型竹尾株)お

よびPseudomonas aeruginosaHM株,Bacillussub-

tiIisNRRL558株,Escherichia coliUKT-B株 な ら

びにK-12株 において,CSの これ ら細菌 発育 阻止 力は

一定濃度範 囲内にてDL-α-Alanineに よ り拮抗 され る
。

2)結 核菌 においては,D一 およびL-α-Alanineと も

にDL-α-Alanineと 同様 にCSの 抗菌作 用に対 し拮抗す

るがL-α-Alanineの 効果は他の 二者に 比 してやや弱

い。

3)結 核菌におけ るCS-DL-α-Alanine拮 抗現象 は

Pyridoxine塩 酸塩 およびATPの 添加に よ り僅かなが

ら増強 され る。

4)結 核菌 に対 す るCS-DL-α-Aianineの 拮抗 現象

は大量 のGlycineに よ り減弱せ しめ られ る。

5)結 核菌 においてアス コル ビン酸 が,軽 度 な が ら

CSの 抗菌作用 を減弱せ しめ る。

本研究 に対 して終始御懇篤 な る御指導,御 校 閲を賜 わ

つ た恩師堂野前教授 な らびに伊藤文雄博士に深甚な る謝

意 を表す る とともに,直 接御指導 と御鞭燵 を戴いた山本

実博士に衷心 よ り感謝す る。 また実験手技について御教

示 を賜わつ た塩野義製薬研究所,西 村治雄博士 に深謝す

る。

本論文 の要 旨は第13回 および第14回 目本結核 病学会近

畿地 方会 において発表 した。
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