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耐 性 培 地(Kirchner半 流 動 培 地)内 に お け る

Cycloserineの 定 量 成 績

CSの 分解過程についての二,三 の検討
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QUANTITATIVE MEASUREMENT OF CYCLOSERINE IN RESISTANT 

        MEDIUM (KIRCHNER SEMILIQUID  MEDIUM)*

Some Studies on the Process of Chemical Disintegration

Katsutoshi MAEDA, Kenichi  NO0 and Ryuji KAKU

(Received for publication February  19, 1966)

 CS (Cycloserine) in Kirchner semiliquid medium was quantitatively determined over 4 

weeks in order to study the influence of several conditions on its disintegration . Further-
 more, by using the disintegration products in this procedure , quantitative and qualitative 

 analysis were made, Qualitative analysis of CS was carried out in accordance to Jones method . 
The results are as follows. 

    1. As a preliminary test, pH and concentration of CS aqueous solution were determined . 
It was seen that the more acid the solution becomes, the quicker the disintegration progresses , 
and that the more alkaline the solution, the stabler the disintegration . 

    2. In an ice chamber at  6°C, CS is almost stable at pH more than  6.  64. 
    3. Then, the influence of high temperature was  studied  : CS solutions of pH  6 .  8 and pH 

 7, 2 showed  16-24% of decrease in one hour in water at  80°C or by boiling . 
    4. CS in Kirchner semiliquid medium showed a considerable unstableness : decreased 38 

 --44% in 4 weeks . Furthermore, an addition of 10% serum promoted its disintegration , 
showing  90-92% of decrease rate. 

   5.  10% serum was added to the CS resistant medium , boiled and 15 minutes later, CS 
showed an decrease of  14-13%. When CS was added to serum alone and boiled for 10 minutes , 
decrease in CS reached to  33-..-35%. Furthermore , CS was added to serum to cause a denaturation 

 of protein by urea and then the decrease rate of CS was 32% 3 hours later and 42% 6 hours 

later. These results apparently indicate that this rapid decrease of CS in Kirchner resistant 

medium added with serum is due to the denaturation of serum protein . 
   6. Furthermore, the process of CS disintegration was followed , and it was seen that 

serine and hydroxyl amine are first disintegrated by hydrolysis . Also, it was shown that 

pyruvic acid was produced from serine. 4 weeks later, cysteine was observed in the medium, 

which was considered to have been produced by the binding of serine and SH radical which was 

liberated by serum protein denaturation. However , the cause of this rapid disintegration of CS 
by the addition of serum is not clarified. 

   As seen in the above, chemical study on Kirchner resistant medium of CS was conducted .

* From National Toyofuku Sanatrium , Matsubase-machi, Shimomashiki-gun,  Kumamoto-- 
 ken, Japan.
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Adefiniteconclusioncannotbeobtainedfromtheabovedataalone,sincenoobservations

weremadeonchangesofthemediumbytheinoculationoftuberculousbacilli・Therestill

remainmanyproblemst◎bestudiedwithregardtothedeterminrtionofCSresistance・

緒 言

現在の結核治療において,CSが 二次抗結核薬 として

重要な位置を占めていることはい うまでもない。 しかし

その作用機序,す なわちいかにして結核菌または結核症

に作用するかについては,ま だはつきりした結論は出て

いないといえるのではなかろ うか◎

CSの 作用機序については,青 木,溝 畑,山 本 らの,

一連の生化学的研究があ り
,ま たCSの 結核菌に対する

影響および耐性については,CummingsetaL,R・B6mke

らの研究,日 本においては,CS耐 性検査研究 グループ

の研究報告等があるが,CSの 特異な副作用とも関連 し

て,な お多 くの問題点を残しているとい うのが事実であ

ろう◎われわれも昭和35年 以来多数の症例にCSを 投

与 して,耐 性菌結核症に顕著な効果を認めているが,そ

の作用機転または耐性出現については,な お不明の点が

少なからず存することを感 じている。

青木(1957年)に よれば,CSの 酸分解物中にD(一)

Serineと ともにHydroxylamineの 生成を 認めておる

が,著 者の見解によれば,HydroxylamineはV・B,酵

素 系の阻害剤ではあるが,CSの 結核菌酵素阻害作用は,

それによるものではなく,CS自 体 あるいは他の 分解産

物であろ うといつている。また耐性培地中のCS濃 度に

ついて化学的定量を行なつたの は,CummingsetaL

(1955)山 本 ら(1963)で あるが,37℃ に保存 して2週

間後かなりの減少を認めることを報告 している。山本ら

のいうごとく,培 地中の急激なCSの 減少が耐性測定に

相当の影響があるのは当然 と考えられる。 しかしその点

についてのはつきりした結論は,ま だ出されていないよ

うである。

先般,二 次抗結核薬の耐性基準が

公布されCSの 耐性基準を20γ と

定められた。われわれは耐性培地中

のCSの 経日的変化と,そ の分解産

物について二,三 の検討を試み,そ

の成績を昭和38年,第19回 日本結

核病学会九州地方会,お よび昭和39

年,第84日 本内科学会九州地方会

に発表 したが,山 本 らと同じくかな

り急激なCSの 減少,お よび二,三

の興味ある所見を得て,CS耐 性の

判定について,な お検討すべき疑問

があるのを感じているので,こ こに一括報告して,諸 家

の批判を仰ぎたいと考えるものである・

実験の目的と方法

実験の目的は,耐 性培地中のCSの 濃度を経日的に測

定すること,さ らに青木 らの成績を追試 して,CSの 分

解産物を検索することであつた。なおこれに付随して,

pH,温 度等の条件についても観察 した。実験材料 とし

て,Kirchner半 流動培地 と小川培地 を使用したが,小

川培地は除蛋白がどうしても完全にできなかつたので測

定に困難を来たし,そ の使用を中止し,も つ ぱ らKir・

chner培 地を使用した。したがつて小川培地中のCS測

定は,今 後の課題として残つている。CS測 定はM・M

Fig.1.ChangesinAmountofCSatDifferent

pHConcentrationsofPhosphateBuffer
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Table1.ChangesinAmountofCSatDifferentpH

CencentrationsEachpH(Temperature:37℃)(γ)

ぱ35 559 624 664 698 7,39 918

Before 137.5 137.5 137.5 137.5 137.5 137.5 137.5

12hours 129.8 135.0 135.0 136.0 136.0 135.0 136.0

24hours 119.0 130.0 135.0 ユ36.0 137.5 137.5 135.0・

48hours ユ05.0 125.0 130.0 135.0 136.0 136.0 136。0・

4days 62.0 112.0 125.0 129.0 133.0 135.0 135.0・

7days 10.0 90.0 110.0 122.0 123.0 125.0 130.0

12days 一 48.0 77.0 92.0 105.0 116.0 126.0

30days 一 一 30.0 51.0 73.0 105.0 124.0

60days 一 一 一 25.0 54.0 93.0 122.0
憶
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Cummings,山 本 らと同じく,Jones氏 法によつた◎ し

たがつて本回の実験は,Kirchner半 流動培地中 のCS

の化学的定量であ り,直 接結核菌を培養した培地の化学

的変化ではないことをあ らかじめお断りしておきたい◎

なお実験に使用したCSは 塩 之義製薬会社より提供され

たアンプル入 り純末を,使 用の都度開封使用 した◎

実 験 成 績

予 備 試 験

培地内CSの 定量に先だち,燐 酸緩衝液の中のCSの

pH濃 度,お よび温度の影響を観察 した。表1,図1の

ごとく,温 度37℃ において,各pHのCS溶 液 は,

酸性に傾 くに従い早 く減少し,ア ルカ リ性に傾けぽ安定

度を増加する。しかしpH9.18で も,60日 間には,11

%の 減少がみられた◎

温度の影響は,表2に 示す ごとく,氷 室内(6℃)内 に

おける,各 種pH濃 度CS溶 液を9日 間測定した◎pH

3.5に ては22%減,pH5.59に ては6%減,pH6.24
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Fig.2,ChangesinAmountofCSin

KirchnerSemiliquidMedium
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Table4.ChangesinAmountofCSin

KirchnerSemi-1iquidCS-resistant

Medium(Temperature:37℃)

Table2.ChangesinAmountofCSatDifferent

pHConcentrationsinanIceBox(6℃)

Amountofundilutedcssolution137.5mcg/m1

濃
3.5
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Tal)1e3.StabilityofCSwhenHeatedinPhosphateBufferSolution

にて2%減,そ れ以上の濃度にては,ほ とんど不変 で

あつた◎すなわちpH濃 度6、64以 上,温 度6℃ の低

温溶液中では,CSは ほぼ安定であるといえよう。 これ

は山本氏らの実験においても確認され て い る事実であ

る◎

次に高温の影響を検討 した。表3

0 10 20 30 40 50 60

1)Incaseheatedinwaterbathat80℃

乳2

50mcg

100mcg

49
(2%)

100

48
(4%)

98
(2%)

48
(4%)

95
(5%)

45
(10%)

93
(7%)

45
(10%)

90
(10%)

44
(12%)

87
(13%)

42
(16%)

83
(17%)

6.8

50mcg

100mcg

49484745434139
(2%)(4%)(6%)(10%)(14%)(18%)(22%)

100989591868076
(2%)(5%)(9%)(14%)(20%)(24%)

2)Incaseboiledinwaterbath

7.2 ユ00mcg
91
(9%)

80
(20%)

鑑 專 1 1

㎜

6.8
伽

100mcg
86,
(14%)

77
(23%)

に示すごとく,pH6.8お よ びpH

7.2のCS溶 液を80℃ の水浴中に

1時 間加熱 した場合と,100℃ の水

浴中に煮沸した場合を定量した。両

者を通 じて,pH6。8溶 液のCS減

少率が多く,ま た100℃ の ほ うが

80℃ の溶液より,CSの 減少がやや

多いが,pH6.8に て は 大差 は な

い。 しかしCSは 高温にて,pH6.8

以上の溶液中において,不 安定であ

るとはいいえようo

Kirchner半 流動培地 に おけ る

CSの 測定

Routineの 培i養法として,わ れわ

れは規定のごとく,10%の 無菌馬血

清を添加しているが,今 回の実験で,
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われわれはKirchner培 地に血清を添加しないものと,

添加 したものとについて,そ れぞれ別個にCSの 定量を

行なつた。その成績は図2,表4に 示すごと くで あつ

た◎

無血清培地におけるCSの 減少量を基本量の%oと し

て現わせば,4週 後に38～44%の 減少となる。しかる

に血清添加培地における減少率は,さ らに急激であつて,

4週 後において90～92%の 減少とな り,5週 後にはほ

とんど証明できな くなる◎

すなわちKirchner無 血清培地のCSは,pHの 補正

を行ない,38℃ の艀卵器に保存して,38～44%の 減量

を認める。これは,さ きに予備実験と して 行 なつた,

pH6.98のCSの 減量と大差はない。しかし10%の 血

清添加により,CSは 約2倍 の速度で 減量し,4週 後に

90～92%e,5週 後 には証明できな くなる。以上の事実は

いかなる理由によるものであろうか。その解明には ,2

つの要因に分けて考えたがよいと思われ る。

(1)無 血清Kirchner培 地 中のCS分 解過程(お そ

らく燐酸緩衝液中のCS分 解過程 と類似のものであろう

と考えられ る)。

(2)添 加血清のCS分 解促進作用。あるいは(1)の

過程 と異なつた分解過程が起こるのか。

以上2つ の疑問について,わ れわれ の 行 なつた 実験

が,完 全な回答を与えることはできないと考えるが,あ

るいはなんらかの示唆,あ るいは研究方向の見通しは与

えられるかも知れない。そ うい う意味で,わ れわれは以

下の成績を述べてみたい。

1・Kirchner(無 血 清)培 地中のCSの 分解について

さきに引用したごとく,青 木氏らの報告 に よれ ば,

Fig.3。ChangesinAmount◎fCS(100gamma),

Serine,andPyruvicAcid,a漁dQualitative

ChangeofHydroxylamineinKirchner

Semi-1iquidMediaAddedwith

10percentHorseSerum

(÷)(÷)(十)
Hyδr◎xytataine(十)

Cyste蓬 聡
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Table5.ChangesinAmountofCS,Serine,

PruvicacidandHydroxylamineinKirchner

MediaAddedwithSerum(CS100γ

resistant)(37◎C)

1・tdayl1・twkl2ndwkl3・dwk・14thwk・ISthwkl

pH

CS

Serine

Pyruvicacid

Hydroxyl

amine

6.8

100γ 70

12

1.1

(土)

42

27

1.6

(土)

21

31

2.3

(+)

6.62

8

34

2.6

(+)

35

CSの 酸 分 解 物 中にD(一)Serineと とも にHydroxy1-

amiReの 生 成 を 認 め て お り,ま た 山 本 氏 らは,CSの 水 溶

液 また は 培 地 内 に 日数 の経 過 と と も にHydroxylamine

を 証 明 し,さ らに 亜硝 酸 の成 生 を認 め てい る◎ わ れ わ れ

もCS加 水 分解 産 物 で あ る,SerineとHydroxylamine,

お よび さ らにSerineの 水解 産 物 と推 定 され る,PyrUvic

acidの 存 在 を推 定 して,以 上3物 質 の 測 定 を 行 な つ た。

Serineの 定 量 はPaperchromatographに よ りNyn

hydrin反 応 に よ る発 色法 を利 用 し,濃 度 を 測 定 し,

PyruvicacidはDavidSeligson法 に よ り定 量 した 。

またHydroxylamineはSalicylaldehydeに よる 定 性

法 に よつ た 。 そ の成 績 は 図3,表5に 示 す ご と くに なつ

た 。 す な わ ちCSの 減 少 とと も にSerineの 成 生 と上 昇

を 認 め,ま たPyrUvicacidの 軽 度 の 上 昇 を 認 め た。

Hydroxylamineは 第1週 目 よ り(土) ,第3週 目 よ り確

実 に(+)の 判 定 を 得 る こ とが で きた 。 また 第4週 目に

Kasse1&Brand氏 法 に よ りCysteineの 存 在 を 確 認 し

た 。 そ の検 査 の理 由に つ い て は,後 に 第2項 に 述 べ る。

培 地 のpH濃 度 は,6・8よ り6。62と 多 少 酸 性 側 に 推移

して い た 。 以 上 成 績 を総 括 すれ ば,培 地 内 のCSは か な

り急 速 に 分 解 して,SerineとHydroxylamineを 生 成

す る こ とは 明 ら か で あ る。Serineよ りPyruvicacid

へ の 分 解 は,や や 緩 除 の よ うで あ る。 そ の た め にSerine

は ・14日 まで か な り急 激 に増 加 し,そ の後 は 緩 や か に

上 昇 して4週 目に い た る。Serineの 加 水 分 解 の さ い,

Pyruvicacidと 同 時 に 多 分NH3が 生 成 され る であ ろ う

と推 定 され るが,こ れ は 測 定 しな か つ た 。 山 本 氏 らの 証

明 した 亜 硝 酸 は そ の 終 末 産 物 と解 釈 して よい の で は な か

ろ うか 。

2.添 加 血 清 のCS分 解 促 進 作 用 に つ い て

、Kirchner半 流動 培 地 に血 清 を 添 加 す
れ ば,CSの 分

解 速 度 が 約 半 分 に短 縮 され るこ とは,わ れ わ れ に とつ て

説 明 の非 常 に 困難 な事 実 で あ つた 。pH濃 度 の 変 化 に よ

る とい う推 定 か らす れ ば,表5の ご と く血 清添 加培 地 の

pHの 推 移 は,第1日pH6.8,4週 目6.62で あ る か

ら・ 表1に お け るpH6.64,6・98のCS溶 液 の 変 化 に

ほ ぼ 相 当す るが,そ のCS減 少 率62.9%,46.9%と 比



1966年6月

較しても,29.1～49・1%の 差異 が 認められるので・単

純にpHの 変化のみをもつて説明はできないと考えられ

る。そこでわれわれは血清添加培地の滅菌操作 また は

38℃ 艀卵器内に長期間保存するとい うごとき,加 熱 に

よる血清蛋白の変性現象に着 目し,二,三 の実験を試み

た◎

蛋白質変性の問題は非常に複雑であつて,な お未解決

の問題点が少なくないようであるが,比 較的低温にても

徐々に変性は起こりうるし,紫 外線X線 等の照射,あ

るいは物理的,化 学的の種 々の要因で変性が起こること

は成書にも明らかである。蛋白の加熱による凝 固 のみ

が,変 性の唯一の性質でないことも証明ずみである。

そこでわれわれは血清添加Kirchner培 地 に100℃ の

加熱を与え,CSの 変化を 定量した。 表6はKirchner

培地にCS100γ と10%血 清添加後,15分 間 煮沸 し

た後,CSを 測定 した ものであるが,そ の減少 率は14

～13%と なつた。そのさい培地は血 清凝固 のため白色

紮状の沈殿物を析出す る。この場合考 え られるCSの

減量は,加 熱によるCSの 加水分解と,凝 固蛋白質への

吸着現象であろう。対照 として培地滅菌後,CSお よび

無菌馬血清を添加 した もの,す なわちRoutineの 耐性

培地については,15分 ない し30分 間 はほとんどCSの

減少を認めることはできない。すなわち経時的にはもつ

と徐々に分解してい くものであろう。

次に馬血清のみにCS100γ を添加して10分 間煮沸

し,蛋 白質を凝固せしめ,濾 過後のCS量 を 測定した

が,そ の成績は表7(a)の ごとく,33～35%の 減少を

認めた。対照としてタングステン酸塩による除蛋白(こ

れも熱変性に類似する不可逆性の沈殿であるが)に よつ

ては,CSに 対する影響はほとんどみ られない。 次に馬

血清の尿素変性によるCSの 減少を実験(b)と して掲げ

たが,そ の減少率は3時 間後32%,6時 間後42～32%

Table6.ChangesinAmountofCSAfterBoiling

(for15min.)inKirchner'sSemi-1iquid
MediumAddedwithCSand
10%HorseSerum

1CS・ ・ntent

ExperimentI

ExperimentII

ExperimentIII

100mcg

100mcg

100mcg

Afterbeiling

86mcg

87mcg

86mcg

Rateof
decrease

14%

13%

14%

Contre1:MediumtowhichCS&10%serumwere

addedaftersterilizationwithout
furtherheating

cs一 州 ㏄朧 磁 撫 燕

ExperimentI

Experime捻tII

ExperimentIII

100mcg98mcg-

100mcg102mcg・-

100mcg98mcg-・

1
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となつた◎とくにCSの 濃度が高ければその分解率は高

い。熱変性と尿素変性の主な相違は凝固の有無 で あ る

が,以 上の事実より培地内のCSの 減少には,単 に蛋白

凝固による吸着現象以外に化学的な分解過程の介在を推

定せしむるように思われる◎

蛋白変性のさい,活 性SH基 を 遊離 す る こ とは,

Hopkinsあ るいはその後Mirsky,Ansenら に よつて

詳細に研究されている◎また鼠の肝臓切片をSerineの

存在で,Homocysteineと ともに艀卵器の中に入れてお

くと,Thio1基 転移によりHomoserineとCysteineを

生ずる事実が報告されている。 われわれの血清加Kir-

chner培 地においても,4週 間目にCysteineを 証明す

ることができた◎すなわちCSの 分解過程 に お いて,

Serineと 遊離SH基 との結合により,Cysteineが 生 じ

ることはほぼ確実といえよう。しかしこの事実のみをも

つて,CS分 解に対する血清の促進作用の全部を説明し

Table7.a)ChangeinAmou捻tofCSwhent

itwasAddedtoHorseSerumAlo捻ea捻d

Boiledfor10MinutesinOrderto

SolidifyProtein

ExperimentI

ExperimentII

ExperimentIII

Arnountof
CSadded

100mcg/m1

100

100

Value
determined

67mcg/ml

65

67

Rateof
decrease

33%

35%

33%

Contr◎1:Denaturationofproteinbytangsticacid

Experimentlい ・・mcg/ml{99mcg/mil・%

b)ChangeofCSAddedtoHorseSerum
whenDenaturedwithUrea

():Rateofdecrease

Amountof
CSadded

100mcg/m1

50mcg/m1

3hourslater

68mcg(32%)

34mcg(32%)

6h◎urslater

58mcg(42%)

34mcg(32%)

Table8.QuantitativeAnalysisofCSwhenit

wasAddedto1%OgawaMedium(Neither
solidifiednorsterilized)andSubjected

toDenaturationofEgg
AlbuminwithUrea

AmountofAm◎untofCS3

CSaddedhourslater(Rate

(mcg/ml)ofdecrease)

AmountofCS6

heurslater(Rate

◎fdecrease)

1 100 89mcg(11%)

2 100 86mcg(14%)

3 100 84mcg(16%)

4 100 86mcg(14%) 78mcg(22%〉

5 50 45mcg(10%)

6 50 45mcg(10%)

7 50 43mcg(10%)

8 50 44mcg(10%) 38mcg(24%)
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Fig.4.DiagramofDecomp◎sitionPr◎cessofCS
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うるものとは考えられない。われわれはさらに1%小 川

培地について滅菌凝固 を 行 な われず,尿 素変性を行な

い,そ の後CSの 定 量を実施 した も のを 表8に かかげ

た◎ただ,わ れわれは滅菌凝固せしめた小川培地につい

ての定量は行ないえなかつたので,こ こで比較検討する

訳にはいかないが,馬 血清の尿素変性液に比較すれぽ減

少率は少ないが,3時 間後に10～16%,6時 間後 に22

～24%の 減少を認めている。以上われわれ の 実験の結

果 よりCSの 分解過程を図式化すれば,図4の ごとくに

なるであろうか。あるい はSerineよ りPyruvicacid

への過程に,介 在する他の過程があるかも知れないが,

分子量の理論的推算よりすれば,図5の ごときものにな

ると考えられよう。第4週 目において0・09μmo1が,

Cysteineを 含めて,わ れわれの測定 に かか らなかつた

未知の分解産物か,あ るいは測定誤差であろうと考えら

れ る◎

考 案

以上,実 験成績について述べたが,耐 性培地(Kirchner

半 流動培地)中 のCSは 決 して安定ではなく,4週 間の

うちにかなり急速に分解すること,と くに血清添加によ

つて,そ の分解速度が早められることが認め られた。そ

してその過程は,CSの 加水分解 によるものであ り,ま

ずSerineとHydroxylamineを 生成 し,さ らにSerine

よ りPyruvicacidが 生成することを認めえた。また,

血清添加によりおそらくその蛋白変性の結果,遊 離SH

基 と結合 してSerineよ りCysteineが 生 じることを証

明しえた。ただわれわれは 耐性培地 を 化学的素材 とし

て,そ の分解過程を追求 したに止まるので,結 核菌を接

種 した培地については,観 察 して お らず,し たがつて

CS感 受性菌,ま たは耐性菌に対して,そ の分解過程が

どんな影響を与えるかは不明である◎ただ,従 来発表 さ

れたCS耐 性の測定をめ ぐる二,三 の文献を検討考察し

て,今 後の研究のメドにしたいと考える。

CSの 菌発育阻止力に対するAlaninの 拮 抗作用につ

結 核 第41巻 第6号

Fig,5。TheoreticallyEstimatedValueof

MolecularWeights(μmo1.)for

DecomposedProductsofCycloserine
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い て,溝 畑(1957),R.B6nicke,B.P.Lisba(1963),

P.D・H◎eprich(1964)ら の 報 告 が あ るが 。R・B6nickeら

に よ る と,Alaninはcsの 菌 発 育 阻 止 力 を低 下 せ しめ

る こ とを 証 明 した。 また 著者 らは 培 地 に 蕉性 葡 萄酸 を加

え る と,CSの 菌 阻 止 力 が抑 制 され る こ とを 知 つた 。 同

時 に 彼 らは 培 地 にAsparaginの 代 りにGlutaminsaure

を 加 え る と蕉 性 葡 萄 酸 と結 合 してAlaninが 生 ず る こと

を 証 明 して い る。 同 様 にTis◎n,F.,Tacquet,A.,Gu・

illaume,J・etaL(1963)は,L6wenstein-Jensen培 地

に,蕉 性 葡 萄 酸 を 添 加す る と,CSの 活 性 が 失 わ れ るこ

とを 報 告 して い る。 これ らの報 告 はCSの 抗 菌 作 用 につ

い て の 興 味 あ る観 察 で あ るが,わ れ わ れ の 実 験 に おい

て,CSが そ れ 自体 の 抗 菌 力 を 阻 止 す る,蕉 性 葡 萄 酸 を

自か ら生 成 す る事 実 に つ い て,上 述 の 報 告 と関 連 して 誠

に 興 味 深 い 現 象 だ と考 え る。 た だ わ れ わ れ の 実 験 で は,

Alaninの 検 索 を 行 な わ な か つ た の で,こ こに 決 定 的 な

結 論 を 出す こ とは 差 し控 え た い が,今 後 検 討 に 値 す ぺ き

問 題 で あ ろ う。

以 上 の ご と き,CSに 対 す る拮 抗 作 用 物 質 に つ い て,

B6nickeら は,L6wenstein-Jensen培 地 とHohn卵 培

地(HohnIV)と の,CSの 阻 止 力 を比 較 検 討 し,L.J.

培 地 のCSの 最 低 菌 阻 止 量 が,10～30γ/mlで あ るの に

対 し,H培 地 に て は100～2soγ/mZを 要 す る とい つ て い

る。 そ の 理 由 と して,H培 地 に 含 有 さ れ るDL-Alanin
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が比較的強い拮抗作用を有す るからであ ろ う と してい

る◎なお著老らはCSの 耐性上昇を両方の培地にて観察

し,L.J・ 培地にて16γ より125γ に上昇した菌 を別

にH培 地に培養 し,250γ より500γ に上昇 したことを

認めた◎理論的には250γ よ り2,000γ に 上昇 すべき

ところであるのに,実 際上の耐性上昇域が狭い理由とし

て,H培 地の加熱凝縮のさい,行 なわれる加水分解によ

って生成されるHydroxylamineの 結核菌に対する毒性

によるものであろうと推論 している◎彼 らはL.J.培 地

にHydr◎xylamineを 付加 して,CSと のSynergismus

を証明した(Mycobac・phlei・SN101,Mycobac・sme-

gm.SN2)◎ われわれの定性試験によつても,Hydro-

xylamineが 培地内に生成す るのは確かであるが,ど れ

だけの量が産生され,し たがつて結核菌に対してどれだ

けの毒性を発揮 しうるものかは,実 際に接種培地につい

て観察しなければ確実にはいえないことであろう。

いずれにしても以上の実験事実および文献の検討より

総合して,CSが 培地内における分解過程を通 じて,CS

に対するAntagonisticな 物質 と,Synergisticな 物質

を生成し,接 種結核菌に影響を与えうるであろうと推測

しえられるのではなかろ うか◎ もちろん今後それらの点

についての実験的裏づけが必要なことは,い うまでもな

いが,培 地内のCSの 菌阻止作用 と解せ られるものは,

単にCSそ の ものの菌阻止力のみによるものではなく,

CSの 加水分解,あ るいは添加血清 の変性過程に生ずる

各種分解産物の,結 核菌に及ぼす影響のTota1で あ る

と解釈するのが妥当ではなかろうか。なおその点につい

ての検討が,培 地内におけるCS耐 性の問題 の み で な

く,生 体内における作用機序解明のためにも必要であろ

うと考えられる。

結 論

以上,実 験成績を要約すれば,

1)Kirchner半 流動培地におけるCSは,か なりの

不安定性を示し,4週 間後には約40%の 減少率を示す。

さらに血清を添加すると分解は促進され,90%の 減少率
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を示 した。

2)付 加血清のCS分 解促進作用は,血 清蛋白の変性

に関係するのかも知れない。しかし4週 間後に,培 地内

にCysteineを 証明したのみで,蛋 白変性を確認するこ

とはできたが,よ り詳細な作用機序については,今 後の

研究にまちたい◎

3)CSの 分解過程 として,そ の加水分解により,ま

ずSerineとHydroxylamineが 生 じ,さ らにSerine

よりPyruvicacidを 生成することを証明した。

以上の分解産物のほかに,な お未知の過程または物質

が存在 しているかも知れないが,そ れは今後の課題とし

て,以 上の成績,お よび文献を総合して,CS耐 性培地

における菌発育阻止作用は,CSお よび加水分解の過程

において生成した,上 述の物質の影響力(Antag◎nistic

お よびSynergistic)の 総合的な結果と解釈すべきでは

なかろうか。今後さらに検討を試みたいと考えている。

付記:本 実験に使用 したCSの 純末はすべて塩之義製

薬より恵与されたものである。ここに付記して感謝の意

を表する◎
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