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鳥 型 結 核 菌 のSM耐 性 獲 得 に及 ぼ す ピ リ ドキサ ミンの

抑 制 に 関 す る知見 補 遺 第2報

近 田 嘉 人

名古屋大学医学部山田内科教室(主任 出田弘三教授)

受付 昭和54年6月5日

(III)ピ リ ドキサ ミン(PAM)に よるSM耐

性獲得抑制機作とB6酵 素系について

序 言

細菌のア ミノ酸代謝が抗菌機作と密接な関係があるこ

とが最近明 らかとな り,と くに結核菌にとつて,こ れが

物質代謝中 もつとも重要であることが分かってきた。結

核菌のSM感 性菌 と耐性菌 とのアミノ酸代謝に関する

比較研究 としては,Peterson1),Pauletta2),片 山3),

齊藤4)5)等 わずかしか報告されていないが,こ れ らの

報告によれば,両 株の問のア ミノ酸の要求性および合成

能力にかな りの差があるのではないかと考 えられる。私

は第1報 において,PAMに よるSM耐 性獲 得抑制

作用を遺伝学的面 より追求する一方,PAMの 酵素活

性型であるPAM-燐 酸 がPAMと ほぼ同様な,あ る

いはそれ以上の抑制作用をもっことを知つた。そこで私

は,PAMの 抑制作用の機作を,PAM-燐 酸 が関与す

るいわゆるB6酵 素系の反応の中に見出だせるのでは

ないかと考え,さ らにはSM耐 性発現機作およびSM

の作用機作の手がか りが得 られるのではないかと考え,

PAMに よるSM耐 性 抑制菌 とSM感 性菌,耐 性

菌 との間のTransaminase,Decarboxylase,Racemiase,

Desulfhydrase等B6酵 素 について比較検討を行なつ

た。

実験材料ならびに実験方法

A.Glutamic-Oxaloacetic-Transaminase

供試菌株は鳥型結核菌竹尾株のSM感 性菌,SM1,000

γ/cc以 上 耐性菌 およびPAMに よるSM耐 性獲得

抑制菌(教 室松永より譲渡 さる)の3菌 株である。この

菌株をSauton培 地 に5日 間増菌後アセトン乾燥菌を調

製し,こ れをM/10燐 酸緩 衝液(pH7.8)に て50

mg/ccの 均等菌浮游液 として酵素材料 とした。実験方

法はColorimetric Method6)に よ り行なつた。すなわ

ち,50mg/cc酵 素材料0.25cc,M/10ア スパラギン

酸0.25cc,M/10α ーケトグルレタール酸0.25cc,M/10

燐酸緩衝液(pH7.8)30cをThunberg管 に入れ,5

mmHg程 度 ま で脱 気 後,37℃2時 間 半 恒 温 槽 にて 反 応

せ しめ,100%ト リク ロール 酷 酸0.1ccを 用 い て 除 蛋

白 と同 時 に 反 応 を 停 止 させ る 。 次 に ク エ ン酸 ア ニ リ ン

0.1ccを 加 え37℃20分 恒 温槽 中 に て 反応 後,さ らに

2-4デ イ ニ ト ロフ ェ ノ ール ヒ ドラ ジ ンの 塩 酸 溶 液0.5

ccを 加 え37℃5分 間 恒 温 槽 中 に て 反 応 させ る。 これ

に 水飽 和ト ル ェ ン2ccを 加 え強 く振 盪 し5分 間 遠沈 後

上清1ccを 取 出 し,KOHア ル コー ル 溶液3ccに て

発色 させ る。 これ を ベ ック マ ン 比 色 計 に よ り490mμ

に て比 色 し,前 もっ てPyruvic Acidの 標 準 曲線 を作 成

し,こ れ よ り生 成 したPyruvic Acidを 測 定 してG-O-

T活 性 を比 較 検 討 し た 。

B.1-Glutarnic Acid Decarboxylase

実験 材 料 は 同様 酵 素 材料 を使 用 し,実 験 方 法 は,Ma

nometric Method7)8)に よ り,反 応 系 は ア セ トン乾 燥

菌 浮 游 液(40mg/cc)1ccお よびMcilvene(pH5.0)

緩 衝 液1ccを 主室 に,M/101-Glutamic Acid 0.5cc

を側 室 に,8N-H2SO4 0.2ccを 副 室 に 入 れ38℃ 恒 温

槽 に て振 盪 し,5分 間 ご とに30分 ま で 炭酸 ガ スの 発生

量 を検 圧法 に よ り測 定 し た 。

C.d-Glutamic Acid Racemiase4)9)10)

同様 酵 素 材 料 を 用 い,実 験 方 法 は,Manometric Me

thodに よ り酸 素 吸 収 を測 定 した 。 反 応 系 は ア セ トン乾

燥 菌 浮 游 液(30mg/cc)1cc,M/5d-Glutamic Acid

 0.5cc,蒸 溜 水0.5ccを37℃ 恒 温 槽 に て3時 間振 盪

後,5分 間沸 騰 水 に 浸 して 反 応 停 止 後 そ の 上清0.2cc

と蒸 溜 水0.8ccを 主 室 に,2%Glucose Bouillon(pH

7.8)に24時 間培 養 し たE.Coliの 湿菌 量30mgを

M/10燐 酸 緩 衝 液1ccに 均 等 溶 解 した 菌 液1ccを 側 室

に,20%KOH0.2ccを 副 室 に入 れ,検 圧 的 に 酸 素 吸

収 を比 較 検 討 し た 。

D.Cysteine Desulfhydrase

同様 酵 素 材 料 を用 い,実 験 方 法11)12)はConwayの

装 置 を用 い,反 応 液 か らア ンモ ニ ア の み 分 離 しRasse1

の方 法 に よ り比 色 定 量 し た 。す な わ ち反 応 系 は ア セ トン

乾 燥 菌 浮 游 液(50ま た は75mg/cc)1cc,Cysteine(5

μM)0.5cc,グ ル コー ス(10μM)0.1ccをM/15燐

酸 緩 衝 液(pH6.9)で5ccに し,37℃1時 間30分
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好気的に 反 応 させ る。次に反応液0.5ccを 取 出 し

Conway装 置の外皿に加え,つ いで炭酸 カリ飽和液1cc

を加 えすばや く蓋をする。このさい,蓋 のす り合せ部分

に水硝子をぬって外気 と遮断する。中皿にはアンモニア

の吸収液 として0.01N-H2SO42ccを 加 えておく。蓋

をしたのちに外皿の液をよく混 じ24時 間室温に放置 し

翌 日中皿を取出し内液を完全に試験管に移し洗液 ととも

に全量3ccと す る。この試験管を氷中につけて 十分に

冷しなが ら,よ く冷えた試薬,す なわち0.003M塩 化

第一マンガン溶液2滴,ア ルカリ性フェノール溶液2cc,

次亜塩素酸1ccを 加 え,静 かに擬拝 してか ら5分 間沸

騰水につける。冷却後蒸溜水で10ccに 稀釈し625mμ

でベックマン比色計で測定した。

実 験 成 績

A.表1に 示す ごとく,PAMに よるSM耐 性抑

制菌はSM感 性菌およびSM耐 性菌 とほとんどGO

T活 性に差をみなかったが,わ ずかに第20継 代菌に

おいて,SM耐 性菌とは大差はないが,感 性菌に比較

するとやや活性が 強いように思われた。 また反応系に

SMを 加えた場合のGOT活 性の影響を検討したが,

表2に 示すごとくSMに よる阻害は3菌 株 ともにほと

んどみられなかつた。

表1鳥 型結核菌のGOT活 性

表2鳥 型結核菌のGOT活 性

B.1-Glutarnic Acid Decarboxylase実 験 に つ い て

は図1に 示 す ご と く,SM感 性 菌 の 炭 酸 ガ ス 発 生 量 が

もっ と も少 な く,次 にSM耐 性 菌 で,SM耐 性 抑 制

図11-GlutamicAcid Decarboxylase活 性

図2d-GlutamicAcid Racenliase活 性

菌 はPAM10γ/cc,100γ/cc添 加 例 と もに 活 性 が 強

く,感 性菌,耐 性菌 とは 明 らか な差 を認 め た 。

C.d-Glutamic Acid Racemiase実 験 に つ い て は 図

2に 示 す ご と く,SM耐 性菌 に 比 較 して 感 性菌 が ラ セ

ミ能 が もっ と も低 く,PAMに よ るSM耐 性獲 得 抑

制 菌 は む し ろSM耐 性菌 に近 い活 性 を 示 した 。

D.Cysteine Desulfhydraseに つ い て は,表3に 示 す

表3CysteineDesulfhydrase活 性

吸光係数
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表4 Cysteine Desulfhydrase活 性

吸光係数

ごとく,一 般に活性が低 く,継 代数,使 用菌量によつて

活性値に大差を認めず。また表4に 示すごとくSM添

加による阻害 も不明であった。

考 察

片山 ・田中3)はSM耐 性株のAsparaginase活 性

は感性株より大であると報告し,教 室松永/5)は 鳥型結

核菌竹尾殊の培養濾液のpaper chromatography的 分

析によ り,PAMに よるSM耐 性獲得 抑制菌はAs-

paraginase活 性能は,感 性株に比較して強いが耐性株 よ

りは弱いと報告している。伊藤14)は 鳥型菌により,α-

ケ トグル タール酸 とアスパラギン酸 との間のTransa

minaseに ついて酵素学的検討を加 え,グ ルタミン酸形

成が比較的顕著にみ られたと報告している。私の実験結

果によれば,3菌 株のGOT活 性にとくに有意の差を

認めることはできなかった。細菌のアミノ酸脱炭酸酵素

にっいてはGale7)が 詳細に述べている。またUmbreit,

Gunsolus15)に よ り細菌の脱炭酸酵素が精製せ られ,そ

の補酵素が ピリドキサール 燐酸で あることが 証明 され

た。庄司 ら16)は 鳥型結核菌のアセ トン乾燥菌はグルタ

ミン酸を脱炭酸し,α-ア ミノ酪酸 とする作用を有する

と報告している。細菌の脱炭酸酵素は活性が強 く,ア ミ

ノ酸に特異性が高いので,個 々のア ミノ酸の特異的測定

法 として有用であるといわれている。私の実験において

も,SM耐 性獲得 抑制菌はSM感 性菌,耐 性菌に比

較して明 らかに高い脱炭酸活性を示した。

Racemiaseが 細菌に存在することはAyengerら10)

に よ り報告され,Snell9)はStr.faecalisの 増 殖には

1-Alanineを 用いるときにはピリドキサール燐酸の添加

が必要であるといっている。鳥型結核菌の報告にっいて

は少なく,齊 藤 ら4)5)はd-Glutamic Acidお よびd-

Alanine Racemizationに っいて実験し,SM感 性菌と

SM耐 性菌との間に差を認めなかったと報告し,さ ら

にd-Glutamic Acid,d-Alanineと 鳥型結核菌を作用

せしめた上清は,アル ヵリ培地に発育せる大腸菌により

酸化されることを証明した。私の実験においても,アル

カリ培地に発育せる大腸菌により酸化された。またPA

Mに よるSM耐 性獲得抑制菌の ラセ ミ能活性は,S

M感 性菌 よりはやや強 く,SM耐 性菌とほぼ同程度の

活性を示した。

Tarniya11)は 大 腸菌生菌浮游液 を用いCysteine De

sulfhydrase実 験 を行なっているが,鳥 型結核菌につい

てはみるべ きものがなく,私 の実験結果 も3菌 株の問に

酵素学的有意の差を認めることはできなかつた。

小 括

1)ピ リドキサ ミンによるSM耐 性獲得抑制菌のグル

タ ミン酸脱炭酸酵素活性は,SM感 性菌およびSM耐

性菌に比べ,明 らかに強い活性を示した。

2)Glutamic Oxalcacetic Transaminase,d-Gluta

mic Acid Racemiase,Cysteine Desulfhydrase実 験で

は3菌 株の間にとくに有意の差を認めることはで きなか

つた。

(IV)事 前にSM感 作をうけた鳥型結核菌の

その後のビリドキサミン添加の影響

序 言

教室 山田17),松 永18)に よ り報告 されたPAMの

SM耐 性獲得抑制作用は,培 地内にSMとPAMを

同時に併用添加したさいに認められたもので,も しSM

とPAMが 別個に菌株に接触 するな らば,す なわち

SMと 接触後にPAMを 添加 した場合に も,同 様に

抑制作用があるか否かについては,SMが もっといわ

れる遺伝子変異効果とも関連のある興味ある問題であろ

う。また教室山田19)は,B6欠 乏が抗体産生の低下を

きたし,B6欠 乏時の実験的結核症は明らかに軽症であ

ったと報告している。そこで私は,こ の点を遺伝学的,

免疫学的20)21)に 明 らかにするた めに 次の試験管内実

験を行なった。

実験材料ならびに実験方法

供試菌株は鳥型結核菌竹尾株のSM感 性菌,培 地は

すべてSauton寒 天培地を用いた。培地内の薬剤含有濃

度は,SM単 独培地 では,SMが それぞれ0.1,1,

10,100,1,000γ/ccと な るようにし,PAMとSM

との併用培地では,SMの 上記濃度のほかにPAMを

それぞれ100γ/ccの 割合に添加した。

菌量,接 種方法は既述のごとくで,継 代第1代 はSM

単独培地に上記SM感 性菌を接種し,5日 間培養後,

SM0.1γ/cc(SMの 発育阻止濃度以下)に 生えた菌

株を,以 後PAMとSM併 用培地に増量的,恒 量的

に継代培養 して,そ のSM耐 性獲得の状態を観察し

た。恒量的継代培養の さいのSM濃 度は0.1γ/ccと

した。

実 験 成 績
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図3に 示すごとく,対 照は第5継 代 にてSM1,000

γ/ccに達 し,PAM添 加例では1継 代遅れて第6継 代

にてSM耐 性1,000γ/ccに な り,PAMに よるSM

耐性獲得の抑制はみ られなかった。これは増量的,恒 量

的いずれ も同様傾向を示した。

図3SM感 作後のPAM添 加実験

考 察

実験成績 で述 べた ごとく,SMに 事前 に 接触した

菌株に おいては,以 後PAMを 添加 して も,そ の抑

制作用は認め られなかつた。このさい,継 代第1代 にお

けるSM0.1γ/ccに 生 えた 菌株のpopulation構 成

中,SM1γ/cc以 上 耐性菌 は106生 菌数 当り509.5

 Colonieを 算 えたが,こ の菌株を以後SM未 含有培地

に継代するもSM10γ/cc以 上耐性菌は見出だせなか

つた。このことは一たんSMに よ り遺伝子型に変異が

起 こつても,そ の後のSM投 与がなければ,真 の耐性

菌(高 度耐性菌)が 発現しないことを意味している。に

もかかわ らず,こ の菌株の耐性発現をPAMに よ り抑

制できない事実はいかに説明されるべきであろうか。こ

れを免疫学的に考 えると,一 度SMに 接触してできた

抗体が,PAMの 添加によりより刺激されるのでは な

いかとも推察 される。いずれにして もPAMの 抑制作

用は,PAMがSMと 同時に菌に作用することが必

要条件で,一 たんSMに よ り遺伝子変異を起 こした菌

株ではPAMの 効果 も不可能で あることを示してい

る。

小 括

PAMに よ るSM耐 性獲得抑制機序は,SM感 性

菌がSMと 最初 こ接触する場にPAMが 共 存するこ

とが必要条件で,事 前に一度SMに 接触した菌株はそ

のさいSM耐 性を獲得していなくても,そ の後のPAM

添加 ではSM耐 性 を獲得することはできない。

総括および考案

私は鳥型結核菌竹尾株のSM耐 性菌 より核酸を抽出

し,こ の抽出核酸をSM感 性菌に感作することによつ

てSMの 耐性誘導を認めた。そこでこの抽出核酸感作

と併用してPAMを 添加した 場合の,PAMの 核酸

によるSM耐 性誘導に 及ぼす影響を種々実験 検討 し

た。核酸感作方法として,既 述のごとく培地外,培 地内

感作を行なつたが,い ずれ もSMの 耐性誘導を認め,

PAM添 加例 ではSM耐 性誘導の抑制をみた。なお

これは耐性菌のpopulationを 算 定 することに より,

明 らかに耐性誘導および耐性誘導抑制を示した。これら

SM耐 性誘導菌,PAM添 加 によるSM耐 性誘導抑

制菌は,15継 代後 もそれぞれのSM耐 性度を保持して

いた。また鳥型結核菌は核酸を窒素源 としてある程度活

用するのではないかと推測される成績を示した。

次にPAM-燐 酸添加 実験では,PAM単 独 添加に

比較して,SM耐 性獲得に附燐はより有効的に 作用す

るのではないかと考 えられるが,私 の 実験範 囲では,

PAM単 独の場合よりやや強い 抑制態度を示したが,

と くに附燐による差異を認めることはできなかつた。

なおPAMに よるSM耐 性獲得抑制機作を究明す

る手懸 りとして,主 なるB6酵 素 系の反応活性度に求

めた。1-Glutamic Acid Decarboxylase,d-Glutamic

 Acid Racemiaseに おいては,感 性菌に比べてPAM

によるSM耐 性獲得 抑制菌の活性は高い値を示し,

SM耐 性菌とは大差をみなかった。GOTお よびCy

steine Desulfhydrase活 性にっいては,3菌 株の間に有

意の差を認めることはできず,SMに よる阻害 も明 らか

でなかった。かくのごとく,私 の実験においては,PA

MのSM耐 性抑制機序とB6酵 素系との関連につい

て明 らかにすることはできなかった。

しか らばPAM添 加 によるSM耐 性獲得抑制機序

の発端は,い かなる場であるかを検討する意味で,B6

の抗体産生関与の面よ り追究した。すなわち,既 述のご

とく,事 前に一度SMに 接触した菌にその後PAMを 添

加した場合は,PAMをSMと 同時に併用した場合

と異なってSM耐 性獲得を抑制することはで きなかっ

た。 これはSMの もっ 遺伝子変 異効果と関連して,

B6の 抗体産生関与の面を考慮することにより一層興味

ある問題であると考えられる。以 上を総括考案するに,

PAMのSM耐 性出現に対すろ抑制は,菌 の 培養面

のみな らず生化学的,遺 伝学的,お よび免疫学的面まで

に も及んでいるものといい うろであろう。

結 論

1)鳥 型結核SM耐 性菌よ り抽出した核酸の感作に

より,感 性菌のSM耐 性を誘導 しうる。この場合抽出

核酸の感作 と同時にピリドキサ ミンを併用添加すると,

SM耐 性誘導は抑制 される。 この耐性誘導菌,耐 性誘

導抑制菌はそれぞれ安定したSM耐 性度を保持する。
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2)ピ リドキサ ミンのSM耐 性獲得抑制の機序を,

ピ リドキサ ミンの附燐により著 しく増強することはでき

ない。

3)ピ リドキサ ミンのSM耐 性獲得抑制機序とB6酵

素系との関連については,な お検討を要するが,ピ リド

キサ ミソによるSM耐 性獲得抑制菌は,感 性菌,耐 性

菌 とは異なつた性格を もっ ものでは ないかと推測され

る。

4)ピ リドキサ ミンのSM耐 性獲得抑制機序 として,

SMと 共存することが必要条件である。

稿を終わるに臨み終始懇篤なる御指導を賜わつた恩師

山田弘三教授に深 く感謝いたします。また種々助言を戴

きました松永俊明博士に謝意を表します。なお本研究を

行なうにあたり御援助を賜わった名大理学部平田義正教

授に厚 く感謝いたします。
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