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   Forbes  et  al.1) observed that ethambutol labelled with  14( was adsorbed by Mycobacterium 

 smegmatis, and the phenomenon was observed also in M.  tuberculosis2)  . Gale &  McLainto stated 

that no nuclear zone was evident electron-microscopically in the cells of M.  smegmatis treated by 

ethambutol. Forbes et al.4) stated, furthermore, that the incorporations of phosphate-32P into 

the DNA and RNA and of  sulfate-35S into the protein by M. smegmatis were inhibited by  etha-

mbutol. Thus, it was suggested that ethambutol acts on the RNA metabolism and inhibits 

the protein synthesis. The present authors have observed in this study on the effects of etha-

mbutol on the incorporations of two organic acids,  acetate-1-14C and  alpha-ketoglutarate-5-'4C, 

 and of four amino acids, glycine-1-14C, glutamic  acid-1_14C,  leucine-1-14C and  methionine-"S, 

into lipids, nucleic acids and protein of M. smegmatis. The results revealed that ethambutol in-

hibits the nucleic acid synthesis and the protein synthesis of this organism, and supported the 

hypothesis of Forbes et al.4).

                                   Methods 

   Mycobacterium smegmatis, strain Jucho, was used throughout. Five-day-old cultures grow-

ing in the Sauton medium were collected by centrifugation and washed three times in saline. 

The washed cells were incubated in  0.033 M phosphate buffer (pH  7.1) containing a radioactive 

compound without or with 20  pg/ml ethambutol. Immediately after preparing the reaction 

mixtures and after incubation at 37°C for 6 hours and for 24 hours, the cells were centrifuged 

down keeping the temperature at 4 to 5°C, washed five times and fractionated according to 

the procedure of  Schneider3). 

   The radioactivity of  trichloroacetic acid (TCA)-soluble, lipid, nucleic acid and protein 

fractions were measured by a gas flow counter. 

   The TCA-soluble fraction was extracted with ether to remove the TCA and concentrated to 

the amount of 1/10 under reduced pressure, and the protein fraction was hydrolyzed in 6 N  HC1 

by heating at 100°C for 24 hours and the concentrated to the amount of 1/10 by heating at 100 
°C. The concentrates were developed by paper chromatography (Ascending system ; solvent

* From the National Sanatorium, Chubu Chest Hospital , Obu, Chita-gun, Aichi-ken, Japan.
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1=tertiarybutano1十formicacid十water(75十15十15)andsolventII=n-butanol十aceticacid(4

十1);Toyofilterpaper,No.50)、Thepaperchromatogramsweremeasuredfortheirradio-

activitybyaNihon--Musen'sautomaticpaperchromatogramscanner,andthelocation◎fam1no

acidswasmadevisiblebytheninhydrinreagent.

Results

TheresultsobtainedareshowninTableslto6.

Itwasdemo擁stratedbypaperchromatographicstudiesthatacetate-1」tCwasconvertedto

91utamicacid,whichwasfoundintheTCA-solublefraction,andincorporatedintotheprotein

asglutamicacid.Alpha-ketoglutarate-5」 毒Cwasalsoconvertedto91utamicacid,whichwas

foundintheTCA--solublefraction,andthenincorporatedintothepr◎teinasradioactive

91uta斑icacid.Glycine4」4Cwasconvertedtoserine,whichwasdemonstratedintheTCA-

solublefraction,andincorporatedintothepr◎tein.Glutamicacid4」tCandIeucine-1」 夷Cwere

incorporatedintotheproteinasglutamicacidandleucinethemselves,respectively.Methionine

海SwasfoundintheTCA-solublefractio織asmethioninesulf◎neandintheproteinfraction

ascystineandmethioninesulfone,

Conclusion

(1)Theincorporationofglycine-1」4CintonucleicacidsofMycobacteriumsmagmatiswas

inhibitedinthepresenceofethambutol.

(2)Theincorporationsofacetate-1一1`C,alpha-keto91utarate-5-14C,glycine-1」4C,glutamic

acid-1」AC,1eucine-1」tCandmethioni織e」 協Sintotheproteinwereinhibitedinthepresenceof
毫

ethambuto1.

(3)AmongthesixradioaCtivecompoundstested,theradioactivityofacetate-1」4Cand

methionine」 露Sweref◎undinlipidssignificantly｡TheincorpGrationofacetate-1』Cwasnot

inhibitedinthepresenceofethambutol,buttheincorporationofmethionine-35Sintolipids

wasinhibited.

(4)Underasimilarcondition,theviabilityofthecellswasnotlostsigni丘can.tl》 ヲafter

exposuretothesameconce簸trationofethambUtolfor24ho研s｡

Ethambuto1[D-2,2ノ ー(ethylenediimino)-di-1-butanol】

(EB)の 作 用機 構 につ い ては 現 在,次 の こ とが知 られ て

い るoForbesetal.oは 、Mycebacteriumsmegmatis

(No｡607株)が,ethambut｡1』Cを 吸 蔵 す る こ とを観

察 し,同 時 にEBがglycerol存 在 下 で の酸 素 吸 収 を抑

制 す る こ とか ら,EBは 菌 体 内 に と りい れ られ て,あ る

metaboliteの 合 成 を 阻 止す るの で あ る と述 べ た｡EB」IC

が菌 に 吸 蔵 され る こ とは,Kucketa1・2》 に よ りM.tuber-

euZosis(Hs7Rv)で も観 察 され た｡そ の後Gale&Mc-

LainS)は 電 子 顕 微 鏡 に よ る形 態 観 察 の 結 果,EBの 作 用

に よつ て核 様 物 質 が 消失 す る こ と を 認 め た｡つ い で

ForbesetaL4》 は,EBの 存 在 で,M.smegmatisに よ

るphosphate-32PのDNAお よびRNAへ の と りこみ

が 低 下す る こ とお よびsulfate」5SのProteinへ の と り

こみ が 阻 害 され る こ とを認 め,さ らにRNA/proteinの

量 比 が 低 下す る こ とか ら,EBは 核 酸 代 謝 と くにRNA

代 謝 を 阻 害 す る もの で あ ろ うと報 告 した｡

以 上 のForbesお よび そ の共 同 研 究 者 の 報 告 か ら1

EBの 作用機作 には核酸代謝阻害ない し蛋 白合成阻害が

関係 してい ると想燥 され るので,放 射性有機酸 お よびア

ミノ酸をtracer乏 して,核 酸,蛋 白合成 に対す るEB

の作用 を検討す ることとした｡

実験材料および方法

使 用菌 株 はMycobacteriumsmegmatis獣 調 株 で,200

mlErlenmeyer且askに い れ た50mlの 変 法Sauton培

地(asParagineの 代 りにsodium91utamate使 用)に

37℃5日 間培 養 した菌 を,ガ ラ ス玉 コル ベ ンで 振 量 して

均 一 化 した の ち,O.85%eNaC1で3回 洗 源 した の ち,

0・85%NaC1に 浮 遊 し,こ れ と放 射 線 物 質 を含 むO,067

Mphosphatebuffer(pH7.1)の 等量 とを 混 合 して 使

用 した(phosphatebufferの 終 末 濃 度 は0｡033M)｡

生 菌 数 の 測 定 は,通 常 のdilutionplatingmethodVこ

よ り,各 希 釈 液 ご と に5枚 のPlatesを 使 用 して 行 なつ

た｡各Plateへ の接 種 量 はO・1mlで,培 地 はSauton

agarを 用 い た｡集 落 数 は37℃,5日 培 養 後 に 数 え た｡生 、
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菌数 は3希 釈 系 を用 い て測 定 した 平 均 値 と して示 した｡

次 の放 射 性 物 質 を 用 い た｡い ず れ もTheRadioche-

micalCentre,Amersham,Englandの 製 品 で,()

にspecificradioactivityを 示 した｡

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

Sodiumacetate-1」4C(0.148mc/mg)

Sodium2-ketoglutarate-5」4C(0.0161mc/mg)

Glycine-1」4C(0.105mc/mg)

DレGlutamicacid-1」4C(0.103mc/mg)

DレLeucine-1」4C(0.055mc/mg)

レMethionine」5S(1.20mc/mg)

これ らのisotopiccompoundsの お の お の を,前 記 の

ph◎sphatebufferに 加 え,EBな しま た はEB終 末 濃

度20μg/mlの 条 件 で37℃ に培 養 した｡isotoPiccom・

poundの 添 加 直 後,6時 間 後 お よび24時 間 後 に,反 応

混 液(4.Oml)を た だ ちに 冷 や して,以 後4～5｡Cの 温

度 で遠 心,洗 濫 を4回 繰 返 した｡洗 灘 液 の種 類 は 各 表 に

示 した｡洗 灘 後 の菌 体 はSchneider法 で 分 画 した｡得

られ たTCA可 溶 分,脂 質 分,核 酸 分,蛋 白分 の4分 画

か ら,O.2mlのsamplesを とつ て,放 射 能 を2πgas

flowcounter(神 戸 電 気 製 ,乾 燥 装 置 つ きautomatic

samplechanger)で 測 定 した｡得 られ たcounts/minute

(cpm)に,{各 画 分 の 容量(ml)×5}を 乗 じて,各 画 分

のtotalceunts/minuteを 算 出 し,こ れ か らtimeOの

samplesで 得 られ た 値 を 減 じて表 に示 した｡

以上 の測 定 に 使 用 した残 りのTCA画 分 は,etherで

5回 抽 出 してTCAを 除 き,減 圧 濃 縮 して 約1/10量 と

した｡ま た蛋 白 画分 は,6NHC1で100℃24時 間 水解

した の ち,100｡Cで 加 熱 濃 縮 して 約1/10量 と した｡こ

れ らの濃 縮 液 を 東 洋 濾 紙No.50のpaperstripsに の

せ て,次 の2種 の溶 媒 を 用 い て,上 昇 法 でpaperchro-

matographyを 行 な つ た｡

(溶 媒1)ニ(tertiarybutanol十formicacid十water)

=(75十15十15)

(溶 媒 皿)=(n-butanol十aceticacid)=(4十1)

得 られ たpaperchromatogramsの 放 射 能 は,日 本 無

線製automaticpaperchromatogramscanner(slit3

mm;recordingsize1/4;recording300mm/hour;

raRge1,000counts/5seconds)で 記 録 した｡そ の 後,

paperchromat0gramsにninhydrin液 を 噴 霧 して,

aminoacidspotsを 呈 色 させ,先 の 放 射 能peakの

scanningか ら得 られ たRfと 対 比 した｡authenticamino

acidsは そ の ま まpaperchromatographyに か け て,

Rfを 測定 した｡

実 験 結 果

1・Acetate-1』Cの と りこみ に 対 す るEBの 効 果

Acetate-1」4Cの 脂 質 へ の と りこみ は,EBに よつ て

阻害 され る こ とな く,か え つ て増 加 した｡一 方核 酸 お よ
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び蛋 白へ のと りこみは,EB添 加に よつて阻害 され,24

時間後 には対照を100%eと す ると,EB添 加時の とりこ

みはそれぞれ68%お よび64%と なつた｡(表1)

Table1.EffectofEthambutolontheIncorporation

ofAcetate-1」4CbyMycobact〃 伽 携

∫〃zeg〃1{ztis(strainJucho)

Reactio獄

mixture*

Control

Ethambutol

Control

Ethambuto1

Timeof

incubation

Radioactiv三tyinfractio登

(c.P.m,)

Fractio漁

TCA-
soluble

L三pi司NXきlsiCp・ ・tein

6heu・sl17,64・[・6,25・}3,58・

6h｡ursii4,S20122,i46i'2,S40
iil

24hours27,790:29,095i5,300

24h・ursl・5・72・144・63213・6・ ・

8,800

7,480

35,600

22,830

廓0薮ehu訟dredmiU三grams(wetweight)ofwashedceUs

weresuspendedin4.Om1.ofO｡033Mphosphatebu{fer

(pH7.1)co城a三ning2.5μc/mJ.sod三umacetate4ユ4C

and1.25μg/m1.sodiumlacetatewithoutorwith20μg./

m1.ethambutoLAfter1繊cubatio職,thecellsweτecen-

trifugeddow捻andwashedfourti】me$withO｡1%sodiuτn

acetatesOlut三 〇n.

2.Alpha-ketoglutarate-5-i4Cの と りこみ に対す る

EBの 効 果

Alpha-ketoglutarate--5」4Cの 脂 質 へ の と りこ み は 僅

少 で あつ た｡こ の と りこみ もEBに よつ て 阻 害 され な

い｡し か し核 酸 お よび蛋 白へ の と りこみはEBに よつ て

阻 害 され,と りこみ量 は24時 後 に 対 照 の54%eお よび

40%で あ つ た｡(表2)

Table2.EffectofEthambutolo蹴theIncorporation

ofAlpha-ketoglutarate-5」 盛Cby躍y60うact〃 伽 鋭

3〃躍8〃mtis(strainJucho)

Reaction

】mixture壌

Control

Ethambuto1

Control

Ethambuto1

Timeof

incubation

6hours

6hours

24hours

24hours

RadioactivityinfractiOR
(C.P.m.)

Fraction

鼎 琵ILipidiN器 ぎc

59,000

51,580

72,660

59,540

く
2,117、3,940

2,2553,540

4,372

3,987

12,520

6,soe

ProteiR

4,440

3,680

52,970

21,500

廓Onehundredmilligrams(wetweight)｡fwashedcells

weresuspendedin4,0斑1.ofα033Mphosphateb雌er

(pH7｡1)coRta韮ni】 【ig2.5μc./π 匡1.sod笈u血2司ketoglutarate-5

-■4Cwithoutorwith20μg ./mt.etha滋b虞oL

After1acubat三 〇n暴thecellswerewa曲edwi癒distilled

waterfQurtimes｡

3.Glycine-1」4Cの と りこみ に 対す るEBの 効 果

Glycine-1」 ℃ の 核 酸 へ の と りこみ は,EBと の 接触

6時 間 後 には 阻 害 され なか つ た が,24時 間 後 には 著 明 に

阻 害 され,対 照 の35%に お ちた｡蛋 白へ の と りこみ も,

ほ ぼ 同一 経 過 を と り,24時 間 後 に 対 照 の51%と な つ

た｡(表3)

4・Glutamate-1」iCの と りこみ に対 す るEBの 効 果
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Table3｡EffectofEthambutolonthehcorporation

ofGlycine4」4CbyMッoo加o≠ θγ伽 〃2

s辮 θ9桝atis(strainJucho)

Radioactivityinfractio篇

(c.P.n㌃ の

Table5.EffectofEthambut◎10ntheIncorporaセio窺

ofDL-1eucine4」4Cbyル 〔夕`oゐ⑳ ≠8γ翔 魏

s翅ue8matis(strainJucho)

Reactio】 【塞

斑 三xture嶺

Contr◎1

Ethambuto1

C◎ntrol

Ethambuto1

T三meof

incubation

6hours

6ho研s

24hours

24hours

Fract三 〇n

Reaction Timeof

Radioactiv三tyinfraction

(c.P.m,)

】γ1ixture嚇
Fraction

TCA--
soluble

Lipid

4,060

6,080

578

770

…4

,060{1,127

ζ1

,780i950
…

Nucleic
acid

3,460

5,340

27,700

9,320

Protein

incubat三 〇】【竃

議 全琵LipidN器 ぎc Protein

6,650

8,960

Control

Ethambuto1

57,230

29,390

6hours

6hours

7801,209

1,100632

660

660

9,210

7,330

事Ninty燃migra鵬(wetweight)ofwashedcellswere

suspe捻dedin4.0Σn1.ofO.033Mphosph臓teb雌er(pH

7.1)eoatai臓i捻92,5μc,/m'.glycine-1-MCand1.25μ9｡ノmJ,

91ycinewitho職torwith20μ9./m1,ethambuto;.

Afterincubatio歴,thecellswerewashedw三thO.1%

glycinefourtimes.

Control

Ethambuto1

24hours

24hours

1,312

980

2,319

2,892

3,780

1,900

一

50,090

30,430

寧N至 就yπ1m三grams(wetweight)ofwashedcellswere

suspendedi職4｡Om1.ofO.033Mphosphateb雌er(pH

7」)contain三 額g2.5μc./】m1.DL-leucine-・1」4Cand1.25μg.

/m1.レ1euci薮ewitho繊torwith20μ9,加 乙ethambuto1.

Afterincubation,thecellswerewashedfourtimes

withO」%レ1euci捻e.

Glutamicacid-1」4Cは 主 として蛋 白にと りこまれ る

が,こ の とりこみはEBと の接触6時 間後 には あま り阻

害 され ないが,24時 間後には著明に阻害 された｡24時

間後のEB存 在下で の蛋 白への と りこみ量は,対 照の71

%で あつ た｡(表4)

Table4.EffectofEthambutolontheIncorporatio織

ofGlutamicAcid-1」4CbyMジ ω みα`teriu携

s辮 θ1酵携ごzだ∫(strainJucho)

の と りこみ量 は,脂 質お よび蛋 白でおのおの対照 の7%

お よび30%eと なつた｡(表6)

Table6.EffectofEthambutolontheIncorpOration

ofMethionine」5SbyMycebacter伽 甥

smeg徽tis(strainJuchG)

Reaction

mixtu望e窒

Reaction Timeof

ad五 〇activ三tyi罰fractio籠

(C.P.m.)

mixture廓

Fraction
i】ほcubatio1ユ

£臨LipidN器 ぎCp・ ・tein

Control

Ethambuto1

Control

Ethambuto1

6hours

6hours

17,5401,2651,1605,070

19,6406327404,360

Control

Ethambuto1

Ti】meof

incubation

6h◎urs

6hours

24hours

24hours

Radioactivity三nfractio無

(C.P.τ 熟.)

Fractio記 竃

£9全1』lLipid

23,600

21,440

59,840

33,960

9,900

1,352

25,520

・1
,705

i
Nucleic

acid

3,400

1,600

8,000

1,580

Protein

10,990

7,910

81,910

25,000

Contro124hours13,6402,6422,54018,580

Ethambutol24hours12,0201,7051,36013,210

寧Onehundredmilligra鵬s(wetwe量ght)ofwashedce118

weres雛spended語4.OmJ.ofO.033Mphosphatebu鉦er

(pH7｡1)contai臓i箆g2.5#c./1m1.DL-gluta短 三cacid-1」4C

盆駐d1.25μg./鵬 」.sodi駿 鵜Dレgluta漁atew三thoutorw五th

20μg./ml.ethamb貸toL

Afteriおeubation,thecellswerewashedfourtimes

w鴛hO.1%sodiu血Dレglutamate.

串OnehundredmiUigrams(wetweight)ofwashedcells

weres"spendedi獄4.Oml｡ofO.033Mphosphatebu鉦er

(pH7」)co就aini組g2.5μc.加1.レmeth圭on圭ne-35Sa組d

125μ9./m1｡L一methieninewithoutorwith20μ9.ノm1.

ethamb穏to1.

Afterincubat圭on,thecellsweぎewashedfourtimes

w三thO.1%レmethionine.

Table7.ViabilityofNonproliferatingCells◎f

ルfツごobacteriu〃 多s〃ieg獅atis(strai11Jucho)

ExposedtoEthambuto1

Medium"
T三meof

incubat三 〇n

Ngmberofviable

un圭ts/0.1m日

5.Leucine-1」acの と りこみ に対 す るEBの 効果

Leucine-1」SCの と りこみ に対 す るEBの 効果 は,前

のglutamicacid-1-・KCの 場 合 と よ く似 て い る｡Leucine

-1」icの 蛋 白へ の と りこみ に 対 す る阻 害 も24時 間 後 に

著 明 とな り,と りこみ量 は対 照 の61%eで あ つ た｡核 酸

に も僅 少 な が ら と りこまれ,こ れ もEBに ょつ て 阻害 を

受 け た｡(表5)

6.Methionine」5Sの と りこみ に対 す るEBの 効 果

,Methionine-ssSは 主 と してTCA可 溶 分,脂 質 分,

蛋 白分 の3画 分 に と りこ まれ た｡脂 質 お よび蛋 白へ の と

りこみ に対 す る阻 害 は,す で に6時 間 後 に 著 明 で,24時

間 後 に は さ らに著 明 とな つ た｡EBと の 接 触24時 間 後

Contrel

Ethambuto1

Ohours

Ohours

(95.5土9.4)×105

(94.0土8.5)×105

Control

Ethambut◎1

24hours

24hours
I

(131.0土44.4)×10ε

(86.8土15.1)×105
曜

寧Mntymilligrams(wetweigh重)ofwashedcellswere

$uspendedin4.Om1.ofO.033Mphosphateわuffer(pH

7,1)contaiれing5.0μg,/m1.sodi縫 斑Dレgluta狐atewith

orwith◎ 犠taddedethambutol(伽alconcentra鍼oa:20

μg./m1.)a註d三 漁cubatedat37℃.

葬Based｡ntrip!icateplatecou論ts(Medium、usedforcounト

i益gwasSautonagar瓶ediu】m).

7.菌 の発 育能 力に対す るEBの 効果

上記 の と りこみ実験 とほぼ同 じ条件で, 同濃度のEB
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、に接 触 させ た 場 合 に,EBが 菌 の 発 育 能 力 を うば うか ど

一うかを み るた め に,表7の 実 験 を 行 な つ た｡EB接 触24

、時 間後 にO・85%NaClで1回 洗糠 して 生 菌 単位 を 測定

してみ る と(対 照 も 同 じ操 作),表7に 示す ご と く,24

時 間 後に も菌 は発 育 能 力 を 保 持 し,対 照 との 問 に有 意差

は 認 め られ な か つ た｡し た が つ て 上 記 の 条 件 で は,菌 は

な お 発育 能 力 を保 持 してお り,少 な くと も発 育 能 力 に 関

す るか ぎ り,菌 は ま だ可 逆 的 な段 階 にあ る とい え る｡し

た が つて,上 記 の実 験 で観 察 され た 種 々の 放 射 能 物 質 の

と りこみ 阻 害 は菌 の 死滅 に よる も の では な い とい え る｡

8.Paperchromatographicstudies

∫(1)Acetate-1」SCと りこみ

TCA可 溶 分 で も,蛋 白分 で も,放 射 能 の主 要peakは

・・…つ で ,Rfは 溶 媒1で0｡48～0.50,溶 媒 皿で0・09で,

glutamicacidに 一 致 した｡し た が つ てacetate-1」iC

はalpha-ketoglutarateを 経 て91utamicacidに か え

られ,蛋 白 に と りこまれ る も の と思 わ れ る｡

(2)Alpha-ketoglutarate-5-xCと りこみ

TCA可 溶 分 で も蛋 白分 で も放 射 能 の 主 要peakは 一

つ で,Rfは 溶 媒1で0.50～0・52,溶 媒 皿で0・09～0・11

で,glutamicacidに 一 致 した｡alpha-ketoglutarate

は91utamicacidに か え られ て,蛋 白に と りこ まれ る

と思わ れ る｡(図1)

Fig.1.RadioactivityinPaperChron墜atogramsof
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(3)Glycine-1」4Cと りこみ

TCA可 溶 分 お よび蛋 白分 と もに 放 射 能 の 主 要peak
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は 一 つ で,Rfは 溶媒1で0.35～0.36,溶 媒 ∬で0.08

でserineに 一 致 す る｡91ycineはserineに か え られ

て,蛋 白 に と りこ まれ る もの と思 わ れ る｡

(4)Glutamicacid-1」4Cと りこみ

TCA可 溶 分 お よび蛋 白分 と もに 放 射 能 の主 要peak

は 一一つ で,Rfは 溶媒1でO.48～0.50,溶mallで,0.10

で,glutamicacidに ・一一致 したeglutamicacidは 大 部

分 そ の ま まの 形 で 蛋 白 に と りこ まれ る と思わ れ る｡

(5)L・eucine-1」4Cと りこみ

TCA可 溶 分 お よび蛋 白分 と もに 放 射 能 の主 要peak

は 一一つ で,Rfは 溶媒1で0・82～O.84,溶 媒1[[で0・24

で,leucineに 一 致 した｡1eucineは そ の ま ま の 形 で蛋

白 に と りこ まれ る と思わ れ る｡

(6)Methi◎nine-35Sと りこみ

TCA可 溶 分 の主 要peakは 一 つ で,Rfは 溶 媒1で

0.35～O.36,溶 媒 皿で0.05,こ のpeakはmethionine

sulfoneに 一 致す る｡蛋 白分 の 主 要peakは2つ で,Rf

は 溶 媒1で そ れ ぞれ0.095～0.10お よび0.35～0・36,

溶 媒llで は 両 者 合 してonepeakと な り原 点 か らRf

O・05の 付 近 の 太 い 山 と なつ た｡こ の2つ の 放 射 能 の

peaks(溶 媒1)は そ れ ぞ れcystineお よびmethionine

sulfoneと 一 致す る｡methionineはcystineお よび

methienineと して蛋 白 に と りこ まれ る と思わ れ る｡

考 察

本 報 で の 観 察時 間 は,6時 間 と24時 間 で,一 般 細 菌

の実 験 時 間 と比較 す る と長 いが,被 検 菌 のgeneratien

timeは 至 適 条 件 で3・0～3.5時 間 で あ るか ら,実 験 時

間 は そ れ ぞれ2お よび8generationtimeに 相 当 し,と

くに長 い とは い え な い｡と くに24時 間EBと 接 触 した

の ちで も,菌 は な おviabilityを 保持 して い るの で あ る

か ら,観 察 され た放 射 性 物 質 の と りこみ 阻 害 が,菌 の死

滅 に よ る菌 の 全般 的機 能 停 止 に よ る もの でな い こ とは 明

らか で あ る｡

Forbesetal.4)は 前 にM.smegmatisを 用 い て,EB

がorthe-ph｡sphate-32PのRNAお よびDNA画 分 へ

の と りこみ を 阻 害す る こ と,お よびsulfate」5Sの 蛋 白

画 分 へ の と りこみ を阻 害 す る こ とを観 察 し,か つEB接

触 に よ りRNA/protein量 比 が 減 少 す る こ とを 認 め た｡

彼 らは 以 上 の 所 見 か らEBがRNA代 謝 を 阻 害 す る こ

とを想 嫁 した｡わ れわ れ の今 回 の 実 験 では,glycine-1

」℃ の 核 酸 画 分へ の と りこみ がEBに よつ て 阻 害 され

る こ とが 示 され た の で,核 酸 合 成 過 程 に阻 害 の起 こ る こ

とが想 壕 され る｡ま た91utamicacid-1」4C,leucin-1

」4C ,methionine一35Sな どの ア ミノ酸 の蛋 白 へ の くみ こ

み もEBに よつ て 阻 害 され る こ とが示 され た｡す なわ ち

EBは 菌 の核 酸 お よび 蛋 白 合 成 過 程 を阻 害 す る こ とが示

され た｡
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ま たM.smegmatisはacetate-1-i4Cお よびmethi-

onine-ssSを よ く脂 質 画 分 に と りこむ｡し か しalpha-

ketoglutarateは あ ま りと りこ まれ な い｡こ の こ とは,

わ れ わ れ の 前 の 観 察 結 果6)と 一 致 す る｡acetate-1」4C

の脂 質 へ の と りこみ は 阻 害 され な い が,methionine」5S

の と りこみ は 阻 害 され る｡

な おacetate4」4Cま た はalpha-ketoglutarate-5-MC1

を 添 加 した さ い に は,TCA可 溶 分 に見 出 され る放 射 能

の 主 要peakはglutamateで あ る こ とは実 験 成 績 に 示

した とお りで あ る｡そ して蛋 白画 分 の主 要 放 射 性peak

もglutamateで あ る か ら(paperchromat◎graphyの

実 験),acetate-1」4Cま た はalpha-ketoglutarate一5」4C

は,ま ず91utamate」4Cに 変 わ つ た あ とで 蛋 白 画分 に

と り こまれ る もの と思 わ れ る｡し た が つ てEBが これ ら

の放 射 性物 質 の 蛋 白へ の と りこみ を 阻 害 す る点 と して は

次 の3つ の可 能 性 が考 え られ る｡す な わ ち(1)acetate

→91utamicacidま た はalpha-ketoglutarate→91uta-

micacidの 過 程,(2)glutamicacidの 蛋 白へ の と り

こみ の 過 程,ま た は(3)こ の両 方 の過 程｡わ れ われ の

PaPerchromatographyの 実 験 は 厳 密 に 定 量 的 に 行 なわ

れ た もの で は な い が,controlとEBと の両 方 のsam-

plesの 濃 縮 比 が 可 及 的 同 じに な る よ うに して,同 量 の

sample量 をpaperchromatogramsに か け た｡そ の結

果 得 られ たTCA可 溶 分 のglutamicacidの 放 射 性peak

は,6時 間 後,EBの 存 在 下 で も判 然 と認 め られ,Cont・

rolと 大 差 が なか つ た｡一 方 蛋 白 画 分 のglutamicacidの

peakは,6時 間 後 は 両 者 と も に 小 さ く,24時 間後 に

はEBの 存 在 で著 明 に低 か つ た｡こ の結 果 は表1お よび

2に 示 され た定 量 的 実 験 の 結 果 とr-・・一'致す る も の で あ つ

た｡以 上 の 所 見 を 参 照 す る と,acetate-1』Cま た は

alpha-ketoglutarate-5」4Cの 蛋 白へ の と りこみ 阻 害 は,

おそ ら く91utamicacid形 成 の過 程 で起 こ る もの で は な

結 核 第42巻 第11号

く,glutamicacidが 蛋 白に と りこ まれ る過 程 で 起 こる

も の と思 わ れ る｡glutamicacid-1』C自 体 を 用 い る実

験 で も,glutamicacid-1」 ℃ の蛋 白へ の と りこみ が阻

害 され る の で,こ の結 果 も上 述 の考 え と一 致 す る｡

Glycine-1」4Cの と りこみ につ い て も,glycine-1」iC

か らserine」4Cへ の 変 換 過 程 は 阻 害 され ず,serine」4C

の 蛋 白 へ の と りこみ が阻 害 され る もの と想壕 され る｡・

結 論

Ethambuto1は,Mycobacteriumsmegmatis(獣 調 株)

に よ るglycine-1」acの 核 酸 へ の と りこみ を阻 害 した｡

Ethambutolはglutamicacid-1」4C,leucine-1-4C,

methionine-35S,glycine-1」4C,acetate4」4Cお よび

alpha-ketoglutarate-5」4Cの 蛋 白へ の と りこ み を阻 害

した｡

Ethambuto1はmethionine-35Sの 脂 質 へ の と りこみ

を阻 害 した が,acetate-1」4Cの 脂 質 へ の と り こ み を 阻

害 しな か つ た｡

上 記 の と りこみ 阻 害 は,菌 が 発 育 能 力 を 失 わ な い段 階

で観 察 され た｡ピ
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