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Kanamycinの 作 用 機 序 に 関 す る 実 験 的 研 究

第1報 鳥型結核菌による安息香酸,ナイ アシンおよびマロン酸の

適応的酸化 にお よぼすKanamycinの 影響について

林 昭

大阪大学医学部第三内科学教室(主 任 堂野前維摩郷教授)

受付 昭和33年12月27日

緒 言

Kanamycin(以 下KMと 略)は,梅 沢 ら1)～3)に

よ りStreptomyces kanamyceticusよ り分離せ られ た

新抗生物質 で,グ ラム陽性,陰 性菌 に 広 く抗菌力 を有

し,こ とにMycobacteriaに も有効 で あ ることが 認 め

られてい る。 最近KMは,動 物実験4)～14)に おい て

も,臨 床 実験15)～18)に おいて も その 有効 性が証 明 さ

れ,種 々の急 性お よび慢性感染症 の治療 に も用い られて

い るが,な かんず く,肺 結核症 の 臨床 実験19)20)に お

いてはStreptomycin(以 下SMと 略)に 比 すべ き治

療効果 が実証 されてい る。

しか るに本 剤の作 用機序 に関 しては,ま だ報告 に接 し

ない。著者は,こ の点に関す る一連 の実験的研究 をSM

と比較 して行って きたが,今 回は鳥型結核菌 によ る安息

香酸,ナ イア シンお よび マ ロン酸の適応的酸化 にお よぼ

すKMの 影響 を,と くにSMお よびKMに それ ぞ

れ感性お よび耐性株 を用いて検討 したので その成績 を報

告す る。

実験材料お よび実験 方法

以下の 実験 には鳥型 結核菌(竹 尾株)を 用いた。SM

耐性菌(2,000μg/ml以 上)は,本 学微生 物 病研究所

竹 尾結 研堀研究室 よ り分与 を受 け,KM耐 性菌(2,000

μg/ml以 上)は,KM含 有Dubos液 体培地に 継代培

養 して得 た菌 を使用 した。 これ らの株 をグ リセ リン ・ブ

イヨン培地 に37℃,4日 間培 養 し,集 菌後,生 理 的食

塩1水にて3回 洗菌,湿 菌量約20mg/mlに な るごと く

生理 的食塩水 に再浮游 させ た もの を酵素材料 とした。

緩衡 液 としては,最 終M/15燐 酸緩衡液(pH7.0)

を使 用 した。

基質 としては,安 息香酸,ナ ィア シンおよびマ ロ ン酸

をそれぞれ2～5μM使 用 した。 また,KM硫 酸塩 は

明治製菓 よ り,SM硫 酸塩は 協 和〓 酵 よ り供 与せ られ

た ものを用い に。

上述の材料 を37℃,30分 間Preincubationせ るの

ら,ワ ール ブル グ検 圧法 を用いて5時 間 に わた り酸素

消費量 を測定 した。

実 験 成 績

1.鳥 型結核菌 に よる安 息香酸 の適 応的酸化 にお よぼ

すKMの 影響

図1に 示す ごと く,鳥 型結核菌 によ る 安息香酸の適

応的酸化は,KM最 終100m/mlの 濃 度にて 完全に

阻害 され るが,菌 の 自家呼吸への影響はほ とん ど認 め ら

れ ない。

図1鳥 型結核菌による安息香酸の適応的酸化
におよぼすKMの 影響

図2鳥 型結核菌による安息香酸の適応的酸化

におよぼすKMの 影響
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図2の ごと く,KM最 終50μ9/ml,あ るいは100

μ9/mlの 濃度 では,安 息香酸 の 適応 的酸化 は 完全 に阻

害 され,25μ9/mlで は著明 な阻害 は認 め られ るが その

程度は不完全であった。

2.鳥 型結 核菌 に よるナ イア シンの適応 的酸化 におよ

ぼすKMの 影響

ナ イア シンは,鳥 型結核菌 によ り一定の誘導期 を経 て

酸化 され るが,こ の酸化 はKM最 終100μg/mlの 濃

度にて完全 な阻害 を受 けることを図3に 示 した。

図3鳥 型結核菌に よるナ イアシンの適応的酸

化 にお よぼすKMの 影響

3.鳥 型結核菌 によ るマ ロン酸 の適応的酸化 にお よぼ

すKMの 影響

鳥 型結核菌 によるマ ロン酸の適応的酸化 に対 しては,

KMは 図4に 示 すご と く,最 終100μ9/mlの 濃度 に

て著 明な阻害 は認 め られ たが,安 息香酸お よび ナイア シ

ンの場合 におけ るご とく完 全で はなかっ た。

図4鳥 型結核菌に よるマ ロン酸の適応的酸化

にお よぼすKMの 影響

4.鳥 型結核菌による安息香酸の適応的酸化過程の中

途にて添加せるKMの 影響

図5は,鳥 型結核菌 によ る安息香酸 の 適応的酸化過

程途上 にて添加せ るKMの 影響 を示す。す なわ ち,鳥

型結核菌に安 息香酸に対す る適応酵 素の形成が行われた

の ちに,最 終100μg/mlの 濃度のKMを 添加 して も,

もはや安 息香酸 の酸化 は阻害 を受 けなか った。

図5鳥 型結核菌 によ る安息香酸 の適応的酸化

途上 にて添加せ るKMの 影響

図6安 息香酸 の適応 的酸化過程途 上にて ピロ

カテ コール を添加せ る場合のKMの 影響

また,図6に は安息香酸の 適応的酸化過程途上 にて

その逐次適応代謝下位物質で あるピ ロヵテ コール を添加

せ る場合のKMの 影響 を示 した。すなわ ち,鳥 型結核

菌 に安息香酸 に対す る適応酵素 を形成せ しめ,2μMの

安息香酸の酸化 がほ とん ど終 了せ るの ちに ピ ロカテコー

ル を添加す ると,KMを 添 加せ ざる対 照においては 誘

導期 を経ず して著明な る酸素 消費を示すのに対 し,KM

を添加せ る系に おいては ほ とん ど酸素 消費 を 示 さなか

つた。

なお,図7に 示 すで とく,KMお よび安息香酸 に一

定 時間接触 せしめた菌 は,逐 次適応現象 を示 さぬが,安

息香酸 のみに接触せ しめた菌 は,逐 次適応代謝物で ある

ピロヵテ コール を誘導期 なしに酸化 す る。

す なわち,菌 に適応酵素 を形成せ しめたの ちKMを

添加 して も,も はや阻害効果は認め られず,ま た,逐 次

適応現象 を も阻害 しないが,適 応酵素 形成以前にKMを

添加す ると,適 応的酸化 も,逐 次適 応現象 もともに阻害
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図7KMお よび安 息香酸に一定時間接触 せ し

めた菌 に よるピ ロカテ コールの酸化

図8SM耐 性鳥型結核菌による安息香酸の適応的
酸化に対するKMお よびSMの 影響

図9SM耐 性 鳥型結核菌 によるナイア シンの

適応 的酸化 に対す るKMお よびSMの 影響

され る。

5.SM耐 性 烏型結核菌 によ る安息香酸お よび ナ イ

ア シンの適 応的酸化 に対 す るKMお よびSMの 影響

図8に は,SM耐 性菌 によ る安息香酸 の適応的酸化

に対 して,SMは 最終300μ9/mlの 濃度で は 全 く阻

害効果 を 示 さないが,KMは 最終100μg/mlの 濃 度

ではほ とん ど 完全 な 阻害 を示 し,50μg/mlお よび25

μg/mlの 低濃度 で も著 明な阻害 を示 した。

ナ ィァ シンを基質 とした 場合の成績 を 図9に 示す。

すなわ ち,SM耐 性菌に よる ナ イア シンの 適応的酸化

は,最 終1,000μg/mlの 濃 度のSMに よっては 全 く

阻害を受 けなかったが,KMで は,わ ずか100μg/m

lの濃度にてほ とん ど完 全な阻害 を認 めた。

6.KM耐 性鳥型結 核菌に よる 安息香酸の 適応的酸

化にお よぼすKMお よびSMの 影響

図10に 示す ごと く,KM耐 性菌 によ る安息香酸の

適応 的酸化 に対 し,最 終300μg/mlの 濃度のKMを

添加 して も阻害 は全 く認 め られ ない。 一方,SMに よ

って は,最 終25μ9/mlお よび50μ9/mlの 濃度で著

明な阻害効果が 認 め られ,100μ9/mlで は 完全 に阻害

され た。

考 案

これまでに,SMの 作 用機序に 関 しては 種

々の報告 があ る。すなわ ち,Fitzgeraldお よび

Bemheim21)は,結 核菌 によ る安息香酸 の 適

応 的酸化 は,微 量 のSMに よ り阻害 され るこ

とを報 じ,ま た,山 村 ら22)は,SM耐 性 菌

によ る上記反応 は,SMに よ り阻害 され ない こ

とを報 じた。一方,田 中 ら23)は,ナ イア シン

が鳥 型結核菌 によ り適応 的に酸化 され,こ の反

応 は微量 のSMに よ り阻害 され ることを見 出

した。また,堀 尾 ら24)は,マ ロン酸が鳥型結

核菌 に よ り適応 的に酸化 され,安 息香酸お よび

ナ ィア シンの場合 と同様 にSMに よ り阻害 さ

れ る ことを報 じた。

著者 は,上 記KMに 関す る実験 をSMと 比 較 しつ

っ行 い,そ の結果 としてKMも また,鳥 型結核菌 に よ

る安息香酸,ナ イア シンおよびマ ロン酸 の適応 的酸化 を

著明 に阻害す ることを 見 出した。 また,SM耐 性菌に

よる安息香酸 およびナ イア シンの適応的酸化 は,大 量の

SMに よって阻害 され ない に もかか わ らず微量 のKM

に よ り完 全 な 阻 害 を受 け る。 逆 にKM耐 性菌 を用

い た場合 は,SMに よ り完全 に阻害 され るが,KMに

よっては阻害 され ない ことを見 出した。また,著 者 は,

KMの作用機序 の一端 として,逐 次適応現象 の 阻害 を

見 出した。

その他のKMの 作用機序 については,な お研究 を続

けてお り,そ の成績 は追っ て報告す る予定で あ る。

結 論

1)鳥 型結核菌 によ る安息香酸,ナ イア シンお よびマ

ロン酸の適応 的酸化 は,微 量のKanamycinに よ り著 明

に阻害 され る。

2)Kanamycinは,逐 次適応現象 を完 全に阻害 す る。
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図10KM耐 性鳥型結核菌による安息香酸の適応的酸化におよぼすKMお よびSMの 影響

3)Streptomycin耐 性鳥型結核菌に よる 安息香酸お

よびナ イア シンの適応的酸化 は,大 量 のStreptoanycin

に よ り全 く阻害 されないに もかかわ らず,微 量のKa-

namycinに よ り完全に阻害 され る。

4)逆 に,Kanamycin耐 性菌 を 用いた 場合 には,

Streptomycinに よ り阻害 され るが,Kanamycinに よ

って は,ほ とん ど阻害 を受 けない。

終 りに臨 み,終 始御懇切 なる御指導 な らび に御校閲 を

賜わった恩師堂野前維 摩郷教授,伊 藤文雄博士,青 木隆

一博士お よび本学微生物病研究所須田研究室直野博士に

心か ら感謝致 します。なお,Streptomycln耐 性鳥型結 核

菌竹尾株 を分与下 さっ た本学微生物病研究所竹尾結研堀

研究室の御厚意に感謝致 します。

本論文の要旨は 昭和33年5月,第33回 日本結核

病学会総会 において発表 した。
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