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緒 論

微生物が薬剤 に接触す るとやがて それに対す る抵

抗が上昇 して くる事 は既 に古 くEhrlichの 時代か

ら知られて い る事 実であ る.近 年Flemmingに よ

るPeniciilinの 発見 以来急 速 に 発 展 した抗生物質

療法に随伴 して微生物の抗生物質耐性化の問題が大

きく浮かび上つて きた.此 の問題を解決する為には

先ず微生物の耐性獲得が如何 なる機序によつて起 る

ものであ るかを明 らかにすることが重要 な課題 とな

ろう.而 して この耐性の問題 については従来 より幾

多の報告がみ られ るが大別 して二つの基礎的研究面

がある.即 ち第一は微生物の耐性獲得の機序を遺伝

生化学的に究明せんとす るものであ り, Demerec1) 2)

によつて 代 表 され る 「自然 突 然 変 異 と撰択説」,

 Dean & Hinshelwood3),秋 葉4),日 比 野7)に よ る

「適応乃至誘導変 異 説」が あ り,又Lederberg8)は

接合による耐性獲得を認 めてい る.第 二は薬剤との

接触による菌の各種形態学的生学 的変化-菌 の酵素

作用の変化乃至は拮抗物質や解 毒的酵素作用の発現

代謝系の変動等の現象-に 関す るもので逆に云えば

菌の如何 なる生化学的活性が変化 した為に耐性にな

つたかを究明せんとす るものであ り,極 めて多 くの

報告13)があ るが必ず し も一定 した成績は得 られて

いない,勿論Geneに 変化が起 るのな らばその帰結 と

して種 々代謝系にも変 動が起 つてよ く,こ れ は耐性

菌の酵素系変動 と遺伝 子の関連 様式の問題と して又

極めて重要な領域であ る. Streptomycin(以 下SM)

耐性について も種々の方向か らの研究 が可能なわけ

であるが,茲 では結果 と して表現 された耐性細胞の

酵素系の変化その中で も耐性を表現す ることと直接

関係をもつてい る性状の研究 を主眼 と した.そ うし

た過去の報告と してはRosanoff & Sevag 16)がSM

耐 性 菌で は焦 性 ブ ドー酸 の 好気 的 分解 が 阻害 され代

謝 は多 分 に醗 酵 的 に な る と云 い, Umbreit et. al.12)

はE. coliに つ いてSM耐 性化 す ると主 と してそ の

終 末 呼吸 系 に代 謝 変換 が 起 ると報告 して い る.ぞ の

他生 物 学 的 性状 と して は, SM耐 性 の 場 合変 化 が起

る と云 う報 告 は余 りみ られず,僅 かKlimek, Caval.

 lito & Biology6),榊 原9),桑 原 等11)の 寺島209 P株

のSM人 工 耐 性 株 につ い て それ ぞ れ 幾 らか 異 なつ

た糖 分 解能 の変 化を 認 めて い るが,逆 に石 井10),内

藤14)は何 れもSM耐 性大腸菌 について形態を 含む

生物学的性状の変化は認められなかつたと報告 して

いる.

又養素要求 については黄色葡萄 球菌についてSM

耐性化にプロ リン,ア スパ ラギン酸及びフエニルア

ラニ ン等のア ミノ酸,葡 萄 糖 が 必 須 要素であると

し25)Mc. Coy & Englishは 葡 萄 球 菌の ビオチ ン

要求がSM耐 性 と関連あ る事 を報 告 している.又

O. Wyss, and G. E. Schaiberger5)はSM耐 性大腸

菌はパ ン トテ ン酸合成酵素の活性が増加 してい ると

報 じている.何 れの場 合に して も,耐 性化と云 う事

に伴つて起つた代謝変異であると思 われ るが,こ の

耐性 と云 う現象を表現す る機構は色 々考えられ,堀

の分類に従つて記載すれば

1)細 胞の薬剤作用を受ける要素 にまで薬剤が到

達 しない.

2)そ の要素が薬物 の影響を受けな くなる.

3)細 胞が薬剤を無作用物質化す る.

4)薬 剤の作用に拮抗する物質を産生 もしくは増

産するようにな る.

5)薬 剤 の作用を受ける代謝系に代つてその薬剤

作用を受けない別の系路が構成 され るか活性化 され

る.

以上の5項 目で大部分の耐性化の原因が説明可能
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とされてい る.

飜つてSMが 嫌気性 菌 よ りも好気性菌に対 して

よ り強 く阻止作用を表 わす ことはよ く知 られている

事実である.又SMは 第一 義 的 に細菌の呼吸系に

障害を与 え るとも云 われて居 りUmbreit一 派の終

末呼吸系阻害説23) 24)は有力である.

而 してGlucose代 謝はエネルギー代謝の上で も合

成面で も一般 的代謝過程の基本的骨骼をなす もので

あると考え られ, SM耐 性 変 異は当然このGlucose

代謝系 にくも何等かの変化を起すであろ う事 は充分想

像 され る.そ こで筆者 は酵素化学 的観点か ら上記の

第5項 日の代謝系の変異 と云 う面 に焦点を しぼつて,

教室保存の赤 痢菌駒込BIIIを 使 用 しin vitroで

増量的継代法によ り, SM高 度耐 性(10,000γ/cc)

を獲得せ しめ,感 受性株を対照 と して性理学 的に種

々比較検討 したので以下その結果について報告する.

実 験 材 料 及 び 実 験 方 法

供試 細菌 教室保存の赤痢菌駒込BIII(SM感

受性株)をin vitroでSM増 量 的 継 代 法 によ り

SM(10,000γ/cc)耐 性を獲 得 せ しめた ものをSM

耐性株 と して使用 した.

培 養方法:特 殊 の場 合以外はSM(硫 酸Dihy

droetreptomycin)を5,000γ/ccの 割に普通寒天に

加えて混和(こ の際湿度50℃ 以下)し,平 板 とな

し39℃ に16-18時 間培養 したものを用いた.

半 合成培地 としては下記の組成の ものを用い,之

に も同 じ く5000γ/ccのSMを 混 和 し,平 板 とな

した ものに16-18時 間 或いは所定 の時間培 養 した も

のを使 用 した.耐 性,感 受性株の培養は総て厳密に

同一の条件で同時に同一時間行 なうよ うに努めた.

細菌浮游液:培 地 より集めた歯体をM/50燐 酸

緩衝液(pH 7.2)に て2回 遠 沈 洗滌後,再 び同組

成の緩 衝液 に浮游せ しめ,菌 量はプル フ リッヒの比

色計を用いて比濁法により決定 した.

呼 吸 量 測 定:ワ ー ル ブ ル グの 検 圧計を用い

37.5℃ にて常法に従 つて測 定 した.脱 炭酸 の測定

は ワ ール ブ ル グ の 間接 法 に 依 つた.実 験 は全て

duplicateに 行 なつた.

基質及び阻害剤:基 質 は終 濃度がM/100と な

るよ うに再蒸 溜水に溶解 し,pH 7.2と な るように

酸及 び ア ル カ リにて 修 正 して用 い た.阻 害 剤 も再 蒸

溜 水 にて 終 濃 度 が所 定 の 濃 度 とな るよ うに 溶解 し,

同 じ くpHを7.2に 修 正 して使 用 し,尚 主 室 に添 加

して15分 間 振 盪す る事 に よ り菌体 内 へ の浸 透 を充 分

な ら しめ る よ うに した.

Glucoseの 定 量: 3.5-dinitroealicylic acidに

よ る比色 法17)で 測定

Pyruvateの 定 量: Friedmann and Haugenの

方法18)に 做 つ た.

Lactateの 定量: P-hydroxybipiphenyl acidに

よ る比色 法19)に よつ た.

acetateの 定 量:試 料 液 をH2SO4に て酸 性 に

した 後,水 蒸 気蒸 溜 し,そ の溜 出液 をM/100 NaOH

に て 滴定 して 定量 した.

実 験 成 績

第1節　 各種基質呼吸 の比較

耐 性,感 受性株の代謝上 の差異が何れにあるかを

明する端緒と して,表1の 如 き各種基質について

圧 計によ り酸素消費を測定 して比較 した.菌 体は

普通寒天培養16時 間菌を使 用し,耐 性株 としては常

に5.000γ/ccの 割 にSMを 加 え た 培地に培 養す

る事にごよつて極力厳密にSM高 度耐 性 の ものを撰

す るように努めた.

第1表　 普通寒天培養菌の基質酸化能

菌 液(湿 菌 量10mg)2.0cc,基 質(10-2M,終 濃

度)0.3cc,全 量3.0co, pH 7.2, 37.5℃,　 1hr.
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又glucoseを0.2%の 割 に 加 え た半 合 成 培 地

(G-P培 地 と略す)培 養の菌 体 に ついて も各種基

質呼吸 を比較測定 した(図1).各 種 基 質の中糖類

第1図　 G-P培 地培養菌の基質酸化能

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質M/100

(終 濃 度), 0.3cc,全 量3.0cc, pH: 7.2,

 37-5℃, 1hr.

と してglucose, mannite, fructoseの 酸 素 消 費は

耐 性,感 受 性共 に余 り差 は な く,一 般 に糖 代謝 中 間

物 に差 異 が伺 わ れ, pyrevateに 於 い て最 も目立 ち,

常 に耐 性株 に於 い てそ の酸 素 消 費 が低 く,感 受 性 株

の約 半 分 の値 しか示 さな かつ た.

lactate, alanineも 耐 性 株 に 於 い て 低 い . TCA

 intermediatesに つ いて も一般 に耐 性 株 の方 が低 い

値 を 示 したが, succinate, fumarate, malate, gluta

mateは 時 に感 受 性 株 と殆 ん ど同 じか 或 い は逆 に や

や高 い 値 を示 す 事 が あ つ た. lactoseは 両 株 共酸 素

吸 収 がみ られ な か つ た. G-P培 養 の もの はpyru

vate以 下 の代 謝 が不 円 滑 にな つ てい て,こ の実験 で

もpyruvate及 びTCA intermediaesの 呼 吸 は普 通

寒 天 培 養 の もの よ り割 合が 低 くなつ て い る.

以 上 の事 が 種 々異 な つた 培 養時 間 の 菌体 につ いて

云 え るか ど うか を明 らか にす る為 に表2の 如 くに12,

 14, 18, 22の 各時 間 培 養菌 に つい て 主 な基 質 の酸 素

消費 を 測定 した所,や は り16時 間 培 養 菌 と同 じ傾 向

第2表　 培養時間別に よる基質酸化能(G-P培 地培養菌)

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質10-2M(終 濃 度)0.3cc,全 量3.0cc, pH 7.2, 37.5℃, 1hr.

を示 し,特 にpyruvateの 酸素消費が耐性株で低い

値を示 した.

第2節　 Glucose呼 吸 と代謝産物

次に更に耐性変異を代謝変 異の観点か ら追究す る

為に好気的及 び嫌気的glucose代 謝に於ける代謝終

産物の分析を行なつた.前 述の如 くglucoseを 加え

た特別の半 合成培地を作 り之に両株を各々培養 した

ものを型の如 く静止菌浮游液 とな し,先 ず好気的代

謝 として ワー ル ブ ル グ検 圧計で呼吸を測定 しつつ

180分後 にその代謝産 物 を分析 した.そ の結果表3

第3表　 グ ル コ ー ス 呼 吸 と 代 謝 産 物

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質M/100(終 濃 度)0.3cc,全 量3.0cc, pH 7.2, 37.5℃, 3hr値
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の 如 く耐 性,感 受 性 株 共 にpyruoate, lactate,

 acetateの 蓄積 を見 出す事 が 出 来たが,特 に耐性株

に於いてはpyruvaeの 蓄積 が著明に見 られた. lac

tale, acetateは 僅 かに耐 性 株 の 方が大であつた.

基質glucoseの 消費量は両株共大差がな く殆んど等

しいか時に培養条件(菌 体の播種の仕方等)に よ り

耐性株の方が多少多い傾向がみられ る事があつた.

勿論glucose 1mol当 りの酸素消費は耐性株の方が

少ないことにな る. 16時 閥培 養菌ではそ うであるが

他の培 養時間ではど うであ るかを検討す る為に12,

 14, 18, 22時 間各培 養について分析を行 なつた所 や

は りpyruvateは 依然 として耐性株の方 に蓄積が大

であつた(表4). lactateに ついては差が犬 き くな

い事 もあ り,培 養時間により必ず しも一定 した成績

第4表　 培養時間別 グル コース呼吸の代謝産物

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質M/100(終 濃 度)0.3cc,全 量3.0cc, pH 7.2, 37.5℃, 3hr値

が得 られなかつ た. R. Q.か らは特別の差異 は解析

出来なかつた.

嫌気 的実験 としてThunberg Tubeを 用いロー タ

リーポ ンプにて10mmHg迄 減圧 した後, 37℃ の

フラン器 に3時 間保つた.反 応終了後分析 した結果

は表5の 如 く(16時 間培 養 菌)耐 性,感 受性共に

第5表　 嫌気的 グル コース代謝

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質M/100(終

濃 度)0.3cc,全 量3.0cc, pH 7.2, 37.5℃,

 3hr値

pyruvateとlactateの 多 量 の蓄積 が起つたが,両

株の間 に有意の差はみ られなかつた.

Glucose加 半合成培地培養菌で両株間に著明な差

を見 出 し得たので,普 通寒天培 養菌体についてはど

うで あるかを厳 密に検討 してみた.

表3の 如 く普 通 寒 天16時 間培 養 菌 で矢 張 りそ の

glucoseの 呼 吸 に 於 い てpyruvateの 蓄 積 を来 し

-G-P培 地 培 養の もの よ り少 なか つ た が-耐 牲株

の 方 に 大 な る 蓄 積 が み られ た. lactate, acetate,

も少 量 で は あ るが 蓄積 が あ り,共 に耐性 株 の 方 が蓄

積 量 が大 で あ つ た.

第3節　 Glucose及 びPyruvateの 消費

速度

以上glutoseのaerobicな 代 謝 に 於いて耐 性株

はその中間代謝物たるpyruvateの 代謝が阻まれて

蓄積する事を知つたので,こ の点を更に検討する為

に, G-P培 地16時 間培 養菌 を集菌 し,型 の如 く菌

量を厳密に測定 して静止菌浮游液 を作 り, pyruvate

(M/100)を 基質 として呼 吸 を 行 なわせ,そ の酸素

消費曲線を描 いた.そ して基質が全消失す る時間を

耐性,感 受性株について比較 した所図2に みられる

よ うに,耐 性株のpyruvate呼 吸は低 く,基 質の全

量消費 も120分 迄に招来 しなかつたが,感 受性株で

は既 に60分 で呼吸が低下 し始め, 120分 の後には殆

んど消失 して しま うのが伺 われた.

glucoseに ついては終濃度M/400で 呼吸を試み,

耐性株 は呼吸 率 が 感 受 性 株より低いに拘 らず既に
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140分 の近 くで 低 下 し始めて
,基 質消費量 が感受性

株を上廻 る傾向がみ られた.

第2図　 ピル ビン酸及びグルコース消費速度

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質: Pyruvate

 M/100(終 濃 度), Glucose M/400(終 濃 度)

0.3cc, pH7.2,全 量3.0cc
, 37.5℃

A:耐 性 株　 B:感 受 性 株

第4節　 SM非 含有 培地継代とGlucose

代謝の関係

glucose呼 吸に 於いて,耐 性株のpyruvate代 謝

不全 と云 う性質がSM非 含 有 培 地 に幾代 も継代 し

た後に も尚保有 され て い る か ど うかを検討 した
.

 SM非 含有G-P培 地 並 びにSM非 含有普通寒天

培地に2代, 7代,　30代 継代 した耐性株各々の静止

菌浮游液についてその酸素消費及び代謝産物を分析

した所,矢 張 り耐性株 に於いてpyruvate蓄 積量が

大であつ た.表6は30代 継代の ものについての成績

を示す. lactateも 若干 の蓄 積 がみられた
.而 して

耐性度を検討 した結果は,充 分 もとの10 ,000γ/cc

耐性を保持 していた.

以上 よりSM非 含有培 地 に 継 代 して も耐性化 と

共 に起つた代謝上の変異が尚維持 されている事が分

つた.

第5節　 Glucose呼 吸に対す る阻害剤及 び

金属 イオ ンの影響

glucoseの 代 謝 を更 に追究 す る為 に, G-P培 地 培

養 の静 止 菌 に数種 阻 害 剤及 び金属 イオ ンを 添 加 して

代 謝 中間物 と して のpyruvate蓄 積 の変動 を 調 べ た.

即 ち,表7の 如 くCH2ICOOHは10-3Mで 強 い阻害

を 示 し,従 つて 中 間産 物 と して のpyruvateは 全 く蓄

積 しな かつ た. KCNも10-3Mで 相 当の 呼吸 阻害 を示

したが, pyruvate蓄 積 に は 著 しい動 きは なか つ た.

 NaN3は10-2Mで 呼 吸 は両 株 共 に 促 進 され たが
,

 pyruvate蓄 積 は感 受 性 株で 大 に な り,耐 性 株 で は殆

ん ど変 りは な か つ た. 2, 4-DNPも10-3Mで 呼

吸 促進 的 に働 い たが,代 謝 中間 物 た るpyruvateの

蓄 積 は耐 性,感 受 性共 却 つ て増 大 した.

Arseniteは10-3Mで 両 株 共 に呼 吸 阻害 を 示 し,

 pyruvateの 蓄 積 は 増 大 した. Arseniteはpyruvic

 oxidaseの 阻害 剤 と見 做 され て い るが,こ の実 験 で

もpyruvate以 下 が全 く阻 害 され て い る事 が推 定 さ

れ,耐 性,感 受 性共glucose 1mol当 り1mol以

上 のpyruvateの 蓄 積 が起 つ た.

次 に金 属 イオ ンで あ るが,二 価 金 属 イオ ンと して

はMg++に はMgSO4, Fe++に はFeSO4を 使 用

し た. Mg++は10-3Mでglucose呼 吸 を 促 進 し

た.即 ち耐 性株 は35%促 進 され,感 受 性株 は64%の

促 進 を 受 け て 促 進 率 は 感 受 性 株 の方 が大 で あ つ

第6表　 SM非 含有培地継代(30代)株 のグルコース呼吸と代謝産物

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質M/100(終 濃 度), 0.3cc,全 量3.0cc, pH 7.2, 37.5℃,

 3hr値
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第7表　 グルコー ス呼吸に対す る阻害剤及 び金属 イオンの影響

菌 液(湿 菌 量10mg)2.0ml,基 質(終 濃 度10-2M), 0.3ml, pH 7.2, 37.5℃(3時 間 値)

た.

Fe++も 大体同様の傾向がみ られた,つ いで,パ

ン トテ ン酸の影響 も調べてみたが,感 受性株の呼吸

は25%促 進を受 け,耐 性株は殆んど影響を受けなか

つた.そ して耐性株のpyruvate量 も殆 んど対照 と

変 りがなかつた.

glucose呼 吸に対 してはSMを 添加 した実験では

SMが その呼吸 に も代謝産物 にも殆んど影響を与 え

ない事を知つたので, glucose(M/100)にglutamate

(M/100)を 添 加 して 之 を 基 質 と し,之 にSM

 200γ/ccの 割合に加え,ワ ール ブル グ検 圧計にて

呼吸を測定 し,且150分 後に 容器内容についてpyru

vateを 分析定量 した.そ の 結 果 は耐性株には矢張

りpyruvateの 蓄積 が 著 しかつたがSMの 添加 に

よつてpyruvate蓄 積 量 は 増 大せず寧 ろSMを 添

加 しない ものよりpyruvate消 費が進んでい る傾向

がみ られ た.感 受 性 株で もSM添 加 に拘 らず,

 pyruvate蓄 積量 は殆 ん ど変 らず,之 も寧ろ少ない

傾向がみられ,呼 吸 も全 く阻害 されなかつた(表

8).

第8表　 グ ル コー ス 呼吸 に 対 す る グル タ ミ

ン酸 の 影響

菌 液(湿 菌 量10mg)2.0ml,基 質(終 濃

度10-2M)0.3ml,全 量3.0ml, pH7.2, 

37.5℃, 150分 値
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第6節　 Gluconate及 びribose呼 吸

gluconate及 びribose酸 化 に つ いて両株間 に差

がないかど うかを調べ る為,表9の 如 く普通寒天培

養及びG-P培 地培 養 と条 件の違 う二種の培養菌

体について検圧計 にて呼吸を測定 した.

第9表　 グル コソ酸及 び リボース呼吸

即ち振盪培養と静置培養で発育量を時間的に追跡

し,尚glucoseを 種 々濃度に添加す る事によ り,そ

の発育が如何に影響を受けるかを光電比色計で測定

した,先 ず普通寒天平板培 養20時間の菌体 を無菌的

に集菌後遠沈洗滌 したものを表10の 如 く種 々濃度に

第10表　 振 盪 培 養(150分 値)

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質M/100(終 濃 度)

0.3cc,阻 害 剤0.3cc,全 量3.0cc, pH 7.2,

 37.5℃, 150分 値

普 通寒 天 培 養 菌 で は そ の酸 素消 に は耐 性,感 受

性で差 異 は見 出 し得 な か つ た, G-P培 養 菌で も矢

張 り両 株 間 に 差 は み ら れ な か つ た.そ こで 更 に

pyruvic oxidaseの 阻害 剤 で あ るArseniteを 添 加

して呼 吸 を行 な わ せ,そ の代 謝 産 物 と して, pyru

vateが 表 われ るか 否 か を 分 析 して み た所,両 株 共

に表9の 如 く代 謝産 物 と してpyruvateを 検 出 す る

事が 出 来, gluconate, riboseがvia pyruvateに

代 謝 され る事 は 確実 とな つ た が, pyruvate蓄 積 量

は両株 共大 差 な く,そ の呼 吸 値 も共 に値 が 低 くて 同

程度 の もので あ つ た.

第7節　 培養条件 と発育 との関係

耐性,感 受性株のglucose代 謝が異な る事が これ

迄の実験で推定 されたので,そ れを更 に端 的に確 め

る為に両株の発育実験を行なつた.

glucoseを 加 えたpepton水 に 浮 游 した.こ の 培 養

液 は振 盪 培 養で 充分 空 気 と接 触 出 来 る よ うに50cc

コル ベ ンに10ccの 割 で 入 れ,菌 体 は 比 濁 計 にて

0.11(-log T)の 濁 度 に浮 游 せ しめた.そ して毎 分

120回 の振盪にて2.5時 間培養 した後,そ の濁度を比

色計にて測定 した.そ の結 果 は 表10に 示す如 くで

glucose(-)のpeptone水 で明 らか に感 受性株の

発育 は著 し く, glucose添 加で その 発育量は著明 に

増大 した.耐 性株はそれに比べ振盪培養で は感受 性

株よりずつと発育 量 が低 く, glucoseを 加えて も感

受性株よ り全て発育が悪かつた.次 に静置培養にて

実験を試みたのであるが,之 は同 じ く試験管に所定

の培養液を6ccづ つ注加 し, 20時 間 普 通寒天斜面

培養1白金耳を10cc生 理的食塩水に浮游させ,その

1白金耳を接種 して37℃ フ ラン器に収めた.培養液

は前実験同様に0.1, 0.5, 1.0mg%の 割にglucose

を添加 したpepton水 であ る.菌 の発育は光電比色

計 にて透過率で測定 した.そ の結果は表11に 示す如

くであり, glucose(-)のpepton水 培 養では矢張

り耐性株の発育が悪 くて4, 7, 9.5, 15, 22の 各時

間に亘 り全て発育は感受性株より遅れてい る.然 し

glucoseを 添加 した場 合は, 9.5時 間 自で逆に耐性株

第11表　 靜 置 培 養(Per cent light transmittance)
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の発育が良 くなつて感受性株を凌 駕 してい るのがみ

られた.又glucoseを 添加す ると,両 株共その発育

は極 めて良 くなつた.

総 括 及 び 考 案

前述 の 如 く赤 痢 菌 駒 込BIIIのSM耐 性変異を

glucose代 謝の面よ り追究 した が,先 ずその端緒 と

して耐性,感 受性株の基質酸化能の一般を伺 う為に,

 glucose及 びfructose,そ の中間代謝 産物 を基質 と

して,普 通 寒 天培 養16時 間菌及びG-P培 地培養

16時 間菌の静止菌浮游液についてその酸素 消費を測

定比較 した所, glucose及 び そのTCA intermediates

につ いて は,耐 性株 が やや低 い傾 向 が み られ た程 度

で あ るが, glucose中 間 代 謝 の主 要 な 分岐 点 と云 う

べ きpyruvateの 酸 素 消 費 は,耐 性 株 に於 いて 低 い

の が 目立 つ て い た.こ れ 等 の 事 は12, 14, 18, 22時

間 各 培 養 の 菌体 につ い て も同 様 の事 が 云 え た.

Umbreit et al.12)に よ ると, TCA intermediates

の 基 質 呼 吸 で そ のoxidation rateは 耐 性 株 が感 受

性 株 よ り も著 し く低 く,感 受 性 株 の1/4～1/5の 値 を

示 して い るが,こ れ は35,000γ/cc (SM)に 高 度 耐

性 化 したE. coliのMurray strainと20,000γ/cc

耐 性 のGratia strainに 関 す るもの で,筆 者 の 場 合

と異 な つ た成 績 で お るが,こ れ 迄 の報 告 に もみ られ

るよ うに,こ の よ うな 耐 性 化 に 伴 う代 謝 変異 が,菌

種 並 び に菌 株 特 異 的 で あ る事 を思 えば この事 の み か

らは何 も論 じ る事 は 出 来ないと思 う.然 し一方藤

井20)はE. coliに つ い て の 実 験 で 特にpyruvate

基質の場合,耐 性株のO2消 費が低い事 を報告 して

居 り,筆 者の場合 と同 じ成績を得ている.そ こで こ

れ等は耐性化 によつて少な く共,何 等かの代謝変異

が起つてい る で あ ろ う事を暗示する.そ れ故更に

glucose代 謝について詳細に追究 した.

即ち耐性,感 受性株 のglucose呼 吸 に於ける代謝

産物 を分析 した所, G-P培 養菌では両株共glucose

基質で明 らかにpyruvateの 蓄積 を認め,耐 性株に

その量が大であ り,単 位時間内の基質glucose消 費

量 は殆ん ど同 じか或いはやや耐性株の方が大であつ

たが,酸 素 消 費 は耐 性 株がやや少なかつた.殊 に

ppruvate蓄 積量は耐 性株 がずつ と感受性株よ り大

であつた. lactate, acetateも その 量 は少なかつた

が検 出 され,矢 張 り耐性株 の方の蓄積量が大であつ

た.然 し内藤14),中 塚15)等 の 報 告 にも見 られ るよ

うに,一 般 に抗生 物質耐生株は発育が感受性株 より

ずつ と遅 れ る事が考え られるので,他 の培養時間の

菌体 について も云 う事が出来 るか どうかを検討 した

が,培 養時間による変動 はな くて16時 間培養菌 と同

じ傾向にある事を知つた.

Sevag & Rosanoff16)も 矢 張 りE. coliに つ い て

glucoaeとpyrunateの 代 謝 を 相 互 の関 聯 に於 い て

研 究 し, glucose基 質 の場 合pyruvate蓄 積 量 が耐

性 株 に大 で あ り, lactateの 蓄積 も 著 明 で, glucose

分 解 が嫌 気 的 に行 な われ殆 ん どlactateの 方 に行 つ

て しま い,且 耐 性 株 のglucose消 費が 抑 制 され て 代

謝 は多 分 に醗 酵 的 に な つて い る と報 じて い るが,筆

者 の場 合はpyruvateに つ い て は 同 じよ うな結 果 で

あ るが, lactateは そ れ 程 蓄 積 が 大 で な く,消 費

glucoseの 殆 ん どがlactateに な つ て い る とほ考 え

難か つ た. glucoseの 消 費量 も両 株 に つ いて,そ れ

程大 きな差 はみ られ なか つ た.こ れ 等 の事 を 更 に確

め る為 に, glucose, pyruvate基 質 で の 酸 素 消 費 と

基 質 全 消 失 の 時 間 を 測 定 し て み た所,耐 性株 の

pyruvate消 失速度は勿論遅 かつたが, glucose消 失速

度は,寧 ろ耐性株 の方が高 く表われた.然 し耐性株の

グル コース1mol当 りの 酸素消費量 は感受性株よ り

低 く矢張 り赤痢菌駒込BIIIの耐 性株はglucose代謝が

多分 に好気的性格を欠いてい る事が推定 され る.普

通寒天培養菌について も詳細 によ く検討 してみると,

 G-P培 養菌体程pyruvateの 蓄積 は多 くなかつた

-TGA cycleが よ く発 達 して いる為であろ う-が

矢張 り耐性株の方が感受性株 より蓄積が大で あつた.

次 にglucose代 謝を嫌気的条件下で検討 してみたが,

この場合は両株間に有意の差 は発見出来ず,そ の代

謝変異が好気的代謝 と密 接 な 関 連 の ある事を想像

させ る.即 ち赤痢 菌駒込BIIIの 場 合, glucoseの

aerobicな 代謝 で は,感 受性株のpyruvate分 解 は

活発であるが,耐 性株で はglucoseの 中間代謝物た

るpyruvate以 後の代謝が悪 い為に殆 んどそのまま

蓄積 し, pyruvate→lactateの 嫌 気 的 径路 も振盪培

養下では充分 作 用 出来 な くて, pyruvateの 代謝が

遅滞 したものと考え られる.か くて筆者の場合,赤

痢菌駒込BIIIがSM耐 性化す る事 によつて,そ の

代謝変異が起 る事が愈 々確実になつて来た.

次 にこの性質はSM(-)の 培 地に耐 性菌を継代

しても尚保有 されているかど うかを調べた.多 くの

薬剤耐性菌(有As剤 等)の 中には薬剤非含有培

地に継代す る事によ り,直 ちにその耐性が消失する

所謂適応耐性 と云 うべ きものが あるが, SMの 場合

は30代継代後 も耐 性は元のよ うに維持 されて居 り,

その代 謝上の特 徴(前 述)も そのまま保有されてい
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た.即 ちその代 謝 上 の変異はSM耐 性化 によつて

起きた比較的安定 した変化で あると考 え られ る.

次にこのglucose代 謝 に対す る阻害剤及び金属イ

ォ ンの影響を み た のであ るが, CH2ICOCHは 最 も

強 く阻害があ り,両 株共 にpyruvateの 蓄積はみ ら

れず,窒 化 ソー ダ と2.4-Digitorophenolは 促進

的に作用 して何れ もpyruvateの 蓄積を増大 した.

窒化 ソーダと2.4-Dinitrophenolの 作 用機序 につ

いては現在迄 に多数の報 告が あり,前 者はチ トクロ

ーム系 も阻害す る.或 いは酸 化的燐酸化を阻害す る

と云わ れ,後 者 は酸 化 的 燐酸 化 の阻 害 剤 で あ る と云

わ れて い るが,耐 性,感 受 性 株 共 酸 化 的燐 酸 化-

oxidative assimlation-の 抑 制を 受 けて, glucoseの

消 費が 促 進 され 且pyruvate以 下 の代 謝 が 阻害 され

て, pyruvate蓄 積 が 増 大 し た も の と思 われ る.

 Arseniteはpyruvic oxidaseの 阻害 剤 と見做 され,

本 実験 に 於 い て もpyruvateの 蓄積 が 増 大 し呼吸 も

著 し く抑 制 さ れ た.そ し て 耐 性,感 受 性 株共 に

glucose消 費1 molに 対 し てpyruvate 1mol以

上 の 蓄 積 を 来 して い る 事 よ り両 株共, Embden-

Myerhof径 路によるglucose分 解 が 行 なわれる事

が推定され る.又SM添 加 では共 にglucose呼 吸

は阻害 され な い ば か りか寧 ろ促進 され, pyruvate

蓄積量にも殆んど変動がなかつた.而 して阻害実験

からは耐 性,感 受性株間に特別の差異を解析する事

は出来なかつた.

二価金属 イオ ンと してMg++で は感受性株が64

%促 進 されてい るが,耐 性株では30%促 進で促進率

が低い.然 し基質(glucose)消 費は殆 んど変化が な

い所か らみると,こ の促進は少 しで も完全酸 化に近

づけた為の呼吸値の増加であろ う と考 え られ る.

 Fe++で も矢張 り促進がみ られたが耐性株で低い事

は, Mg++の 場 合と共に興味 あ る事実 と考えられ,

又,パ ン トテ ン酸に よつて感受性株の促進 は著明で

あつたが,耐 性株では少なかつた.こ れ等の事につ

いては更に次後の実験 に俟 ちたい.

glucose呼 吸 に対す るグルタ ミン酸の影響 はその

代謝に著 しい変動を与 えず, SMも この二種組合せ

基質での呼吸に何等阻害効果を表わ さず,耐 性,感

受性株間 に差 異は見出 し得なかつた.

従来の研究 報 告 よ りglucoseとpyruvate間 の

分解径路 と して, Embden-Myerhof径 路, glucose

 dehgdrogenase系 の 三 つ が 主 と して考え られ るの

であるが,前 述 のように 耐 性,感 受性株共glucose

分解がEmobden-Myerhof径 路 によつて 行われる可

能 性 が 強 い.而 してgluconate及 びriboseを 比 較

的 よ く酸 化 出来 る故 に同 時適 応 の 原 理21) 22)よ り推

して も, Warburg-Dickens径 路 の 存 在が 益 々予 想

され る.こ の点 を 更 に 確 め る 為 に, gluconate,及

びriboseを 基 質 に して これ にArseniteを 添加 し

2時 間 後 分 析 した 所.両 株共 にpyruvateを 検 出す

る事が 出来 た.従 つ てgluconate,及 びriboseが

pyruvate経 由 で 分 解 され る事 が 確 実 化 し,尚 両 者

の 呼吸 値 も同程 度 で あ るの で,耐 性,感 受 性 株共 に

同 程 度 に, Warburg-Dickens径 銘 の 関 与 が あ る事

が 想像 され る.

次 にglucoseを 種 々濃 度に添加 したpegton水 中

に於ける耐性,感 受性株の発育の比較であ るが,先

ず振盪培養に於いて明 らかに耐性株の発育度は悪 く,

 glucoseを 添加 したものでも尚発育は 悪い. glucose

添加による発育量の増大 も,感 受性株の方が著明で

あ る.即 ち耐性株では好気的な代謝系が感受性株 よ

りも衰えている事が推定出 来 る, 37℃ に於 ける静

置培養の比較で も耐性株の発育は悪 くpepton水 で

は22時 間を通 じて発育率が悪い.然 しglucose添 加

の ものでは10時 間前後より逆に耐性株の発育がよ く

なつており,之 は好気的振盪培養下では抑え られ た

glucoseの 嫌 気的利用が,静 置培養では一酸素の供

給が悪い故一却つて活発化 してglucoseが 利用 され

た為にその発育が良好になつて来た ものと思われ る.

か くて耐性株の代謝は多分に醗酵 的であることが考

え られ る.

Umbreit et al12)の報告で も振 盪培 養並 びに静置

培 養で, E. coliの 耐 性 株 の発育が悪 く,殊 に振盪

培 養での発育率は耐性株が非常に低い事を報告して

居 り,筆 者の場合と同じような結果を得てい る.即

ち駒込Bill SM耐 性 株 はpyruvate以 下の好気的

代謝が悪 く,そ の発育のエネルギー もpyruvate以

前の代謝に頼つてい る為に,エ ネルギー獲 得の効率

が悪 く発育が遅延 して来るもの と考え られ る.

以上が赤痢 菌駒込BIII SM耐 性株 のglucose代

謝について得られた結果についての総括及 び考案で

あ るが, pyruvate以 下 の 代謝についての詳細は更

に今後の実験に期 したい と考える.

結 論

筆者は教室保 存 の赤 痢 菌 駒 込BIIIを 用い, in

 vitroでSMに 高度耐性化 し,耐 性株 と感受性株間

のglucose代 謝性 状 の差異を生理学的に比較検討

して以下の如き結果を得た.
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1. SM耐 性 株 は 主 なTCA intermediatesの 中

特 にpyruvateの 呼吸 が 感 受 性 株 よ り も低 い.

2. glucoseを 基 質 とす る好 気 的代 謝 に於 い て,

耐 性,感 受 性 株 共 にpyruvste, lactate, acetateの

蓄 積 が 認 め ら れ る が,耐 性 株 は 感 受 性 株 よ り

pyruvate蓄 積 が 大 で あ る. Lactate, acetateの 蓄 積

量 は共 に 少 な いが,矢 張 り耐 性 株 の 方 が や や大 な る

傾 向が あ る.基 質glucose消 費 量 は 著差 が な い.

3. glucoseの 嫌 気 的代謝に於いては, 耐性,感

受性株間 に有意の差はない.

4. SM非 含 有 培 地 に継 代 した 耐 性 株 に つ いて も

上 記 の性 質 は 尚保 持 さ れ て い る.勿 論SM耐 性 も

充 分 持続 してい る.

5.基 質呼 吸 及 び 阻 害 実 験 よ り,耐 性,感 受 性

株 共glucose-pyruvate間 は 主 と し てEmbden-

Myerhof径 路 に よ る事 及 び 僅 かで あ る が, Hexose

 monophoaphate pathway関 与 も存 在 す る事 が推 定

され る.

6.振 盪培養に於いて感受性株の発育が耐性株の

発育よ りも著 しく良好であ る.

7.以 上 よりSM耐 性 株 のglucose代 謝は多分

に醗酵的であ り,そ のpyruvate以 前の分解径路は

感受性株と大 差 が な くて,寧 ろpyruvate以 下の

aerobicな 代 謝 に主要な差異があ る事が考え られる.

本論文の要 旨は1958年11月 第11回 日本細菌学会中

国四国地方支部総会 に於いて発表

終 りに臨み終 始御懇篤なる御指導 と御校閲を賜つ

た恩師村上教授 に深甚 の 謝 意 を表 し,併 せて種 々

御協力下 さつた教室員各位に感謝する次第であ りま

す.
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Physiological Studies on the Metabolic Activities of

 Streptomycin-Resistant B. Dysentheriae.

1. The Carbohydrate Metabolism of Streptomycin

- Resistant Sh. flexneri 2a

By

Kiyoshi Kawai
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(Director: Prof. Dr. Sakae Murakami)

The resistance to streptomycin should be demonstrated by some differencies in metabolic 

reactions detectable by comparisons made between resistant and susceptible bacteria. This 

paper is concerned with the examination of the glucose metabolism of streptomycin-susceptible 

and streptomycin-resistant strains of Sh. flexneri 2a.

The resistant strains was obtained by serial transfers in progressive levels of streptomyci

n. This resistant variant could withstand at least 10,000ƒÁ per ml of streptomycin.

1) The oxidative abilitys of the resistant strains is considerably less on pyruvate among 

the components of the citric acid cycle than is that of the susceptible strain.

2) Pyruvic acid, lactic acid, and acetic acid accumulates during the oxidation of 

glucose by resistant and susceptible strains. The amount of pyruvic acid produced from 

glucose by resistant strain is more than that by susceptible strain. In the rate of consump
tions of glucose between resistant and susceptible strains there is much less difference.

3) No significant difference between both strains is detected in anaerobic metabolism of 

glucose.
4) Resistant strains which has grown on continued subculture by serial transfer in the 

medium not containing streptomycin pcssess still these properties. This culture was also found 

to be resistant to at least 10,000ƒÁ per ml of streptomycin.

5) It is suggested that streptomycin-resistant and susceptible strains dissimilates glucose 

mainly by way of Embden-Myerbof pathway, and also have Warbung-Dickens pathway as 

an alternate pathway.

6) Streptomycin-susceptible strain growes more rapidly than streptomycin-resistant strain

 in shaking culture.

7) These results suggests that streptomycin-resistant strain is more fermentative in the 
metabolism of glucose than streptomycin-susceptible strain, and a significant difference bet

ween streptomycin-resistant and streptomycin susceptible strains exists in pyruvate metabolism 

and its terminal respiration system.


