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Gale & McLain (J. Bact., 86: 749, 1963) observed that nuclear zone of M. smegmatis 

disappeared electron-microscopically under the presence of ethambutol, and Forbes et al. (J. 

Bact., 89: 1299, 1965) reported that the incorporations of phosphate-32P into nucleic acids and 

of sulfate-35S into proteins of M. smegmatis were suppressed by ethambutol. These findings 

suggested that ethambutol may affect nucleic acid synthesis. Recently, Tsukamura & Mizuno 

(Kekkaku, 42: 437, 1967) observed that the incorporations of glycine-1-14C into nucleic acids 
and of several radioactive amino acids into proteins of M. smegmatis were inhibited by etham

butol. It was also suggested that the formation of glutamic acid from acetate-1-14C was not 

inhibited but the incorporation of radioactive glutamic acid into proteins was inhibited by 

ethambutol. Furthermore, it was shown that the incorporation of methionine-35S into lipids 

was inhibited by ethambutol. This last finding suggested that ethambutol may affect not only 

nucleic acid gynthesis but also lipid synthesis. The present study has been designed to 

observe changes appearing primarily under the presence of ethambutol.

The strain used was Mycobacterium smegmatis strain Jucho. The methods used were 

described previously (Tsukamura & Mizuno: Kekkaku, 42: 437, 1967). Fractionation was 

made according to Schneider (J. Biol. Chem., 161: 293, 1945).

The results obtained are shown in figures 1 to 4, and are summarized in Table.

It was confirmed that the lipid metabolism in M. smegmatis is disturbed by ethambutol. 

The effect was observed as early as 3 hours after contact with the drug, and the incorporation 

of acetate-1-14C into lipid fraction was increased significantly. After this change, decrease 

of incorporation of glycine-1-14C and acetate-1-14C into nucleic acid fraction and decrease in 

incorporation of glycine-1-14C, acetate-1-14C, leucine-1-14C and methionine-35S into protein 

fraction were observed. The effect of ethambutol on lipid metabolism was observed also as 

decrease in incorporation of methionine-35S into lipids.

In conclusion: Ethambutol inhibited lipid, nucleic acid and protein metabolisms in M. 

smegmatis. Among these effects, disturbance in lipid metabolism appeared at first, which 

was observed as an increase in incorporation of acetate-1-14C into lipids. Inhibition of 

incorporation of methionine-35S into lipids also was confirmed. It is noteworthy that etham-

butol inhibits lipid metabolism in M. smegmatis.
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Ethambutol[D-2,2'-(ethylenediimino)-di-1-buta

nol](EB)の 作 用 機 構 につ い て は 次 の 報 告 が あ る。

Forbes et al.1)はethambutol-14CがMycobaoterizum

 smegmatisに 吸 蔵 され る こ とお よびEBがglycerol存

在 下 の酸 素 吸 収 を 抑 制 す る こ と を 観 察 し た.次 い で

Gale and McLain2)はEBの 作 用 に よつ てM.smeg-

Fig. 1. Radioactivity from Sodium Acetate-1-14C 

in Lipid, Nucleic Acid and Protein Fractions of

 M. smegmatis under the Presence or

 Absence of Ethambutol

Two hundreds and sixty milligrams (wet weight) of cells 

were suspended in 4.0 ml of 0.033 M. phosphate buffer (pH

7.1) containing 2.5 pc/ml sodium acetate-1-14C and 0. 625ƒÊg/ 

ml sodium acetate with or without 20 ƒÊg/ml ethambutol. 

After incubation, the cells were washed once with 0.1% 

sodium acetate solution and then three times with distilled 

water and fractionated according to the procedure of 

Schneider. The figure indicates radioactivity from 52mg 

dry weight of cells. Open: Control (without ethambutol). 

Closed: Ethambutol.

matisの 核 様 物 質 が 消 失 す る こ と を 電 顕 的 に 観 察 し た.

Forbes et al.3)は そ の 後M.smegmatisに よ るphos

phate-32Pの 核 酸 へ の と り こ み がEBに よ つ て 阻 害 さ れ

る こ と を 観 察 し た｡東 村 ・水 野4)は 屈.smegmatisに よ

るglycine-1-14C,91utamic acid-1」4C,leucine-1-14C,

acetate-1-14C,alpha-ketoglutarate-5-14Cお よ びme

thionine-35Sの と り こ み に 対 す るEBの 効 果 を 観 察

し た 結 果,glycine-1-14Cの 核 酸 へ の と り こ み,お よ び

glutamic acid-1-14C,leucine-1-14C,glycine-1-14C,

Fig. 2. Radioactivity from Glycine-1-14C in Nucleic

Acid and Protein Fractions of M. smegmatis

under the Presence or Absence

of Ethambutol

Three hundreds milligrams (wet weight) of washed cells 

were suspended in 4.0 ml of 0.033 M. phosphate buffer (pH 

7.1) containing 2.5 ƒÊc/ml glycine-1-14C and 0.625 ƒÊg/ml gly

cine with or without 20 ƒÊg/ml ethambutol. After incuba

tion, the cells were washed once with 0.1% glycine and 

then three times with distilled water and fractionated 

according to the procedure of Schneider. The figure in

dicates radioactivity from 60mg dry weight of cells. Open: 

Control (without ethambutol). Closed: Ethambutol.

Table. Time Course of Change in Incorporations of Various Radioactive Compounds

+: Increase in uptake —-: Decrease in uptake no: No significant change in uptake
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Fig. 3. Radioactivity from L-leucine-1-14C in

 Protein Fraction of M. smegmatis under the

 Presence or Absence of Ethambutol

The cells of 340 milligrams (wet weight) were suspended 

in 4.0 ml of 0.033 M. phosphate buffer (pH 7.1) containing 

2.5 ƒÊc/ml L-leucine-1-14C and 0.625ƒÊg/ml L-leucine with or 

without 20ƒÊg/ml ethambutol. After incubation, the cells 

were washed once with 0.1% L-leucine solution and then 

three times with distilled water and fractionated accord

ing to the procedure of Schneider. The figure indicates 

radioactivity from 68 mg dry weight of cells . Open: 

Control (without ethambutol). Closed: Ethambutol.

methionine-35S,acetate-1-14Cお よびalpha-ketoglu-

tarate-5-14Cの 蛋 白 へ の と りこみ が阻 害 さ れ る こ とを観

察 した。 こ の所 見 は,Forbes et al.3)の 所 見 を支 持 す る

も の で あつ た が,蛋 白 合 成 の 過 程 で,acetateか らの

glutamic acid形 成 は阻 害 さ れ な い が,glutarnic acid

の蛋 白へ の くみ いれ は阻 害 さ れ る こ とが示 唆 され た。 こ

れ ら の所 見 の ほか に,methionine-35Sの 脂 質 へ の と り

こみ が 阻 害 され る こ とが 注 目され た。 す な わ ちEBの

作 用 は一 義 的 で は な く多 様 で あ る こ とが 考 え られ,な に

がprimary effectで あ るか が 問 題 と し て残 され た.そ

こで 今 回 は,と りこみ 阻 害 が 起 こ る過 程 を 時 間 的 に 経 過

を 追 つ て観 察 し,い か な る変 化 が 先 に 惹 起 され るか を み

る こ と と した。

実 験 方 法

被検株 として前回 と同 じ くMycobacterium smegmatis

獣調株を用いた。 菌液 の調製法お よび実験方法は前報 の

通 りであ る4)。 今回,使 用 した放 射性物質は次の通 りで

あ る。

Sodium acetate-1-14C (specific activity 630 ,ƒÊc/mg) ; 

Glycine-1-14C (specific activity 552 ,ƒÊc/mg) ; 

L-Leucine-1-14C (specific activity 374 ,ƒÊc/mg) ; 

L-Methionine-35S (specific activity 956 ,ƒÊc/mg)

Fig. 4. Radioactivity from L-methionine-35S in

Lipid and Protein Fractions of M. srnegmatis.

under the Presence or Absence

of Ethambutol

Three hundreds and twenty milligrams (wet weight) of 

cells were suspended in 4.0 ml of 0.033 M. phosphate buffer 

(pH 7.1) containing 2.5 pc/ml L-methionine-35S and 0.625 

ƒÊg/ml L-methionine with or without 20ƒÊg/ml ethambutol. 

After incubation, the cells were washed once with 0.1(

L-methionine and then three times with distilled water 

and fractionated according to the procedure of Schneider . 

The figure indicates radioactivity from 64 mg dry weight: 

of cells. Open: Control (without ethambutol). Closed: 

Ethambutol.

い ず れ もThe Radiochemical Centre,Amersham,

England製 を用 い た。

使 用 したEB濃 度 は20μg/mlで,こ の 濃 度 は 殺 菌

的 で は な い4)。 分 画 に はSchneider法5)を 用 い た。

実 験 成 績

Acetate-1-14Cの 脂 質,核 酸,蛋 白各 画 分 へ の と りこ

み,glycine-1-14Cの 核 酸 お よび 蛋 白 画 分 へ の と りこみ,

L-leucine-1-14Cの 蛋 白 画 分 へ の と り こ み ,お よびL-

methionine-35Sの 脂 質 お よび蛋 白 画分 へ の と りこ み に

対 す るEBの 効 果 を,そ れ ぞ れ 図1,2,3,4に 示 し,

表 に 一 括 した.

EBの 存 在 で の と りこみ を,EBな し の 対 照 と比 較 す

る と,最 も早 期 に 認 め られ た の は,acetate-1-14Cの 脂

質 へ の と りこみ 増 加 で,3時 間 後 に す で に 認 め られ た(図

1お よび 表1)。 この脂 質 へ のacetate-1-14Cの と りこ

み 増 加 は24時 間 後 で も著 明 に観 察 さ れ,EBの 存 在 で脂

質 代 謝 の 異 常 が起 こ る こ とが 考 え られ た。 脂 質 代謝 の異

常 は,前 報 に も記 載 した ご と く,methionine-35Sの 脂

質 へ の と りこみ 低 下 と して も観 察 さ れ た が,こ の 変 化 ば

acetate-1-14Cの ど りこみ亢 進 よ りも後 に 出 現 した。
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次 に 出現 した の は,glycine-1-14Cお よびacetate-1-

14Cの 核 酸 画 分 へ の と り こ み 減 少 で,6時 間 後 に認 め ら

れ た 。 ま たglycine-1-14Cお よびacetate-1-14Cの 蛋 白

画 分 へ の と りこみ 低 下 も上 記 の 核 酸 へ の と りこみ 阻 害 と

同 時 に 認 め られ た 。Methionine-35Sお よびleucine-1-

14Cの 蛋 白画 分 へ の と りこみ 減 少 は9時 間 後 に 認 め られ

た 。

考 察

EBの 作用機作 としては,核 酸代謝 阻害が注 目されて

い るが2)～4),最近のわれわれの実験では脂質代謝阻害 も

起 こることが分かつた4)。 今回の実験 では,核 酸代謝阻

害 と脂質代謝阻害 のいずれが早 く起 こるかを 比 較 し た

が,む しろ脂質代謝阻害 のほ うが早 く起 こる成績が得 ら

れた。

EBの 脂 質 代謝 阻 害 は,ま ずacetate-1-14Cの 脂 質 へ

の と りこみ の異 常 亢 進 と し て認 め られ,次 い でmethio

nine-35Sの 脂 質 へ の と りこみ 低 下 が 観 察 され た 。

以上 の実験成績か ら,EBのprimary effectが 脂 質

阻害 であるとた だちに結論す ることはもちろん時期 尚早

であるが,EBの 惹起す る作用 として脂質代謝阻害 も注

目されて よい と思わ れる。EBが まず脂質代謝異常を起

こ し,こ れ に続 いて核酸代謝阻害 が起 こる可能性 も考慮

されて よい。

なお前報4)と 今回の結果 を比較 する と,前 報 では6時

間後 と24時 間の観 察 しか行なつていないので,脂 質代

謝異常 と核酸代謝異常 とが 同時に観察 され てい る。 また

前報 では,methionine-35Sの 脂 質 へ のと りこみ阻害 と

leucine-1-14Cの 蛋 白への と りこみ阻害が6時 間 で 観察

され ているが,本 報で は9時 間後に観察 された。本報で

作用 の発現 がやや遅 れた原 因 としては,一 般的 な実験誤

差 のほかに,今 回使用 した菌量が前報 の約3倍 であるこ

とが関係 しているか も しれ ない。

結 論

Ethambutol(EB)が,Myoobacterium smegmatisの

脂 質 代 謝,核 酸 代 謝,蛋 白代 謝 を 阻害 す る こ とが 観 察 さ

れ た 。 この 中 で,む しろ脂 質 代 謝 の 異 常 が,核 酸 代 謝 の

異 常 よ りも早 く起 こる よ うに 思わ れ た。

脂 質 代 謝 の 異 常 と して は,ま ずacetate-1-14Cの 脂 質

へ の と りこみ の異 常 増 加 が 認 め ら れ,次 い でmethio

nine-35Sの 脂 質 へ の と りこみ 低 下 が 認 め られ た。
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