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緒 論

微生物に対す るス トレプ トマイ シン(以 下SM)

の発育阻止作用が,如 何なる機転に よるものである

かに関 して は従来よ り数多 くの報告 があ る.そ れは

先ず, Fitzgerald & Bernheimの 適応酵素の形成阻

害説1), CohenのDesosyribo核 酸結合説2), Zeller

一派によるDiamine酸 化酵素の阻害説3) 4)
,と 共 に,

終末呼吸酵素系の阻害説と してGeiger一 派 に始ま

り,そ れ を 更 に発 展 させ て行 つ たUmbreit et

 al.5)-7)の研 究 が有力な学説 として挙 げられ るので

あるが,未 だ 尚確定的な解決を見た とは云いえない

段階にあ る.し か しSMが その 発 育阻止作用の機

序として矢張 り何等かの代謝系に対す る干渉を惹起

するものであ ると考 えるのが現在の趨勢であ る.

一方SMは 嫌気 的条件 下 よ り も,好 気的条件下

における阻害作用の方が より大きいこともよ く知 ら

れてい る,そ こで 筆者 は,赤 痢菌駒込BIII(Sh.

 flexneri 2a)を 供試材料 として,そ のSMの 代謝

系に対す る干 渉の様相を,主 として好気的条件下に

おいて追求 した.

実験材料及び実験方法

供試 菌:教 室 保存 の 赤 痢 菌 駒 込BIII(sh.

 flexneri 2a)及 び そ れ 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.

細菌浮游液:普 通寒天平板培地37℃, 18時 間

培養の ものを集菌 し, M/50 phosphate buffer (pH

 7.2)に て2回 遠沈洗滌後,同 組 成 の緩衝液に再 浮

游 させて静止菌浮游液 と した.菌 量 はプル フ リッヒ

光電比色計によ り比濁法 にて調整 した.

呼吸測定:ワ ールブルグ検圧計を用い,常 法 に

従つた. SMは 特別の場合以外 は15分 前主室に添加

して前振盪 して後,基 質 を添加 した.

基 質:す べ てM/100(終 濃 度), pH7.2に 修 正

して 用い た.

発育 実 験:合 成 培地 と して 下記 の組 成 の もの を

用 い た.

Glucose　 2.0g

Glutamate　 3.0

KH2PO4　 1.0

MgSO4　 0.1

常 水(再 蒸 溜 水)　 100ml

ニ コ チ ンア ミ ド　 10-5M Pg7.2

ピル ビ ン酸 の定 量: Friedmann-Haugenの 方 法

に従 つ た.

実 験 成 績

第1節　 基質呼吸に対す るSMの 効果

1.単 独基質呼吸に対す るSMの 効果

基質と して, TCA cycleに 関連あ るものを選んで

その基質呼吸に対 してSMが 阻害 作用を示すかど う

か調べた.

SMは 発育阻止濃度 として20γ/cc濃 度で十分で

あ る故,呼 吸阻害実験 には20γ/ccと,高 濃度 とし

ては200γ/ccを 選んだ. SMは15分 前に主 室に添

加 してpreincubateし,菌 体内への滲透を十分な ら

しめ る よ うに した.第1表 に示 す 如 く, SMは

Glucose基 質で全 く阻害はな く,寧 ろ促進的に作用

した.高 濃度(200γ/cc)に 於 い て も促進的に働い

た,比 較 として耐性株に就いても同 じ実験を試みて

みたが,耐 性株では勿論阻害 を受ける事はなかつた.

他のpyruvate, succinate, fumarate, malateに 対

して も呼吸阻害 は全 くな く,僅 かに促進的に働いた.

しか しglutamin酸, asparagin酸 に対 しては促進

効果 は目立 たず,阻 害 も殆んどなかつた.そ して こ

の事は60分 ～120分 の観察でも変 りなかつた.

2. 2種 組み合わせ基質呼吸に対す るSMの 効果

単独基質呼吸では, SMの 阻害効果はみ られない
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第1表　 基質呼吸に対するス トレブ 卜マ イ

シンの効果

菌液2.0cc(湿 菌 量10mg)基 質0.3cc(終 濃度

10-2M)全 量3.0cc, M/50燐 酸緩 衝液, pH7.2,

 37.5℃, 1hr

の で, 2種 の組 み合 わせ 基質 に 就 い て 試 み た.第

1表 に 示 す 如 くpyruvate(M/100)とfumarate

(M/100)の 組 み 合 わせ 基 質 で の呼 吸 に於 い て は,

 pyruvateに 対 す るfumarateのsparking効 果 は

み られ な かつ た,又SM 200γ/ccの 添 加 で も,こ

の 基 質 組 み合 わ せ 呼 吸 に 対 す る阻 害 は み られ な か

つ た. fumarateとglutamin酸,及 びglucoseと

glutamin酸 組 み 合 わ せ 基質 につ い て も同 じで あつ

た,そ こで, Geigerの 実 験 に 做 い,有 機 酸 とア ミ

ノ酸 の組 み合 わ せ を 行 な い,有 機 酸(脂 肪 酸)と し

てfumarate,ア ミノ酸 と してglutamin酸 を 選 び

fumarateとSMを 同時に添加 して3時 間preincu

bate後glutamin酸 を 添加 して, SMの 阻害効果

の有無を検討 したが,殆 んど阻害は見 られなかつた

(第2表).

第2表　 フマール酸前酸化3時 間後 グルタ

ミン酸添加呼吸に対す るス 卜レブ

トマイシンの効果

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg)基 質:フ マ ー ル 酸,

グ ル タ ミン 酸, 0.3cc(終 濃 度10-2M) SM: 0.3cc

全 量3.0cc, pH 7.2, 37.5℃, 1時 間 毎 区 分 測 定,

表は1時 間毎の区分測定を示す.

glucoseを 前酸化 して後, glutamin酸 を添 加 し

た場合について も全 く同様であり, SMの 阻害 は起

らなかつた.何 れ も比較 として,耐 性菌に就いて も

同様の ことを試みたが,勿 論耐性菌には,何 等阻害

効果 はなかつ た(第3表).

第3表　 グ ル コー ス前 酸 化3時 間 後 グル タ

ミン酸 添 加呼 吸 に対 す るス トレプ

tマ イ シ ンの効 果

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg)基 質:グ ル コ ー ス.

グ ル タ ミ ン酸0.3cc(終 濃 度10-2M) SM: 0.3cc,

全 量3.0cc, pH7.2, 37.5℃, 1時 間 毎 区 分 測 定.

以上,静 止菌浮游液 の基質呼吸 についてはSMが

何等阻害効果 をもたない事を知つ たのでSMが 発育

菌に対 しては明 らかに発育阻止効果を もつ事 より,

可及的発育可能の条件に近付け るべ くワールブルグ

検 圧 計 に て,基 質 と してglucose, glutamateに

10-3M Mg++を 添加 し,此 に対す る静止菌浮游液の

呼吸を測定 し,そ の呼吸をSMが 阻害す るかど うか

を見 たところ,第4表(30分 毎 の 区 分 測定値を記

す)の 如 く,幾 らか阻害効果を認 めることができた.

対照 として耐性株に就いて 同じ事を試みたが,そ れ

には全 く阻害効果 は表われなかつた.
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第4表　 グ ル コー ス,グ ル タ ミン酸, Mg++

基 質 系 に対 す る ス トレブ 卜マ イ シ ン

の効 果

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質:グ ル コ ー ス,

グ ル タ ミ ン 酸0.3cc(終 濃 度10-2M), Mg++は

10-3MにM/50 phosphate bufferに 含 有 さ す ,

 SM 0.3cc,全 量3.Oee, pH 7.2, 37.5℃, 30分

毎 区 分 測 定

第2節　 発育菌に対す るSMの 効果

1.好 気的条件下でのSMの 効果

前述の如 く, SMが 菌の発育を抑える事は明らか

な事実であ り,此 の発育限害 は代謝面 に於ける何等

かの干渉を暗示す る.そ の結果 として代謝産物の撹

乱 も期待 されてよい.

本節では菌 の発育可能な最小の合成培地を作り,

第5表 の如 く,此 の合 成培地 に, 20γ/cc, 200γ/cc

に各々SMを 添加 したもの及びN源 としてのgluta-

min酸 を除いた ものにSMを 添加 した各々の培地

に普通寒天20時 間培養の洗滌菌体を浮游 して所定の

濁液(0.4)と し, 2～3時 間 振 盪(37℃)し て,

その発育量を測定す る と共 に 代謝 産 物 と して の

第5表　 合成培地振盪培養発育菌 と代謝産物

2時 間値,()内 は3時 間値を表す

pyruuvateを 分 析 定 量 し た.又 基質消費 として,

 glucoseを も定量 した.そ の結果 はN源(-)の 発

育不能培地では一静止菌 と同 じ状 態 と見 てよい一.

 glucoscの 消 費 は み られ た の であるが, SM(200

γ/cc)添 加 によるpyruvateの 蓄積 は殆んど起 らな

かつた.し か しN源(+)の 培地で は-発 育可能培

地であるが-SM(20γ/cc)の 添 加 で明 らかに発育

阻害が見 られ,且pyruvateが 蓄積 して くるのが認

められた.即 ち発育 の為に活性化された代謝 の回転

に於いて, pyruvateの 利 用 が妨げられた事が考え

られる, SMの 作用が発育合成 とい う賦活的な代謝

過程と極めて密接な関係がある事が飼われる.

耐性株 ではN源(+)の 場合で も,発 育 は見 られ

ず,こ れからも耐性株の栄養要求 が感受性株 より厳

しい ことが分つた.又 耐性株では, N源(+)の 場

合にSM(500γ/cc)添 加で, pyruvateの 蓄積一僅

かではあつたが一 はSM未 添 加 の もの と殆 んど同

量で変 りはなかつた.

2.嫌 気的条件下でのSMの 効果

上記 と全 く同様 に, N源(+)と(-)の 合成培

地 を作 り,洗 滌菌体を浮游せ しめ,所 定の濁度 とし,

 Thunberg管 に菌 液 を 入 れ,第6表 に示す如 く,

 SMを 各添加 し,真 空 ポンプにて10mmHg迄 減圧

した後,恒 温槽内に3時 間静置後,そ の発育濁度,

 glucose消 費,及 び代謝産物 として のpyruvate蓄

積量を測定 したが, N源(+)或 いは(-)の 場合,
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何 れ もpyruvateは 検 出す る こ とが で きな かつ た.

又glucose消 費 量 はSM (200γ/cc, 500γ/cc)に

よ り何 等 阻 害 を受 けな か つ た.

第6表　 合 成 培 地嫌 気 的 培 養 発 育菌 と代 謝 産物

3時間値

総 括 及 び 考 案

前述の如 くSMの 作用機 作に関 しては,数 多 くの

報告があ り,種 々論 義されている.そ して このSM

は,明 らかに微生物の発育を阻害するものであ り.

総ての生命現象が酵素化学 的 レベル で 解 明 され つ

つあ る今 日,こ のSMの 発育阻害 とい う現象 も当然

微生物の物質代謝経 路に対す る何 等かの干渉を意味

す るもの として酵素化学 的な解決が見 出されなけれ

ばな らない.し かし乍 ら微生物の物質代謝系路 自体

も未だその全貌 が明 らかにされているとは云い えな

い現在, SMの 作用機作を端的に把握す ることは,

極めて至難 の事 と思われるが,そ の阻害現象 と関聯

あ る生理学 的変動を幾分 かで も明 らかにする事 は,

やがては作用機作の本質的解明への近道 となる.し

か して現在迄,こ れ等 については数多 くの報告がみ

られるが,そ れ は菌種菌株によ り必ず しも一定 した

成績を得 ていない.

一般 に抗生物質の作用機作は多面的であるとも考

え られて 居 りAureomycin, Terrampcinに 就いて

は発育阻害濃度の数倍 の高濃度では呼吸に対す る阻

害 が表われるとい う報告があ る.

筆者 も先づ その生理学 的究明の端緒 として呼吸系

に対 す る阻害 よ り検討 していつた.

赤痢菌駒込BIIIに 就いてglueose及 びその中間

代謝物 及びア ミノ酸(glutamin酸, asparagin酸)

基 質呼吸 に対す るSMの 効 果 を み た が, 20Oγ/cc

と い う高 濃 度 に 於 い て も 単 独 基 質 の 場 合 は 全 く阻 害

は み ら れ な か つ た. Benham9)もEberthella typhosa

でSMは そ の 内 部 呼 吸 を 促 進 す る と 報 じ て 居 り,

 Henry et al.10)もStaph. aureusの 多 数 の 酵 素 活 性

(glucose, fructose, ethanol, pyruvate, ascorbin

酸, adenyl酸 の ソ ー ダ 塩glutamin酸, D-ribose,

 a-glycero燐 酸, glyceraldehyde, dehydroxyacetone.

 glycerate, glyoxal)がSMに よ つ て 阻 害 さ れ な い

と 云 い, Cieiger11)は, E.coliに 就 い て,そ の 糖 類

及 び そ の 中 間 代 謝 物(lactate, glycerol, auccinate,

 malate, fumarate, oxaloacetate, pyruvate)の 酸

化 割 合 が, SMに よ つ て 影 響 を 受 け な か つ た と 報 じ

て い る. Frederick, Bernheim & R. J. Fitzgerald12)

もMycob, tuberculosis No.607のnormal strain

のpyruveteの 酸 化(O2-uptake)がSMに よ つ て

影 響 を 受 け な い と 報 じ て い る.然 し又 一 方Geiger11)

は適 当 な 条 件 の 下 で は, E. caliの ア ミ ノ酸 代 謝 が

SMで 阻 害 さ れBernheim u. Fitzgerald13)は

Mycob. tuberculosis 607のnormal strainのbenzoic

 acidの 酸 化 が10γ/ccのSMで 阻 害 さ れ る と 云 い

Henry et al10)はStaph, aureusのglycerol, acetate

の 酸 化 が 同 じ くSMで 阻 害 さ れ る. Krampitz,

 Green, and Werkmnn14)はSMがribonueleinate

酸 化 を 阻 害 す る と 報 告 し て 居 る.

此 のようにSMの 阻害 は基質に より,又 菌種によ

り区々で必ず しも一定 して居 らないが,大 体に於 い

て呼吸に対 しては阻害効果の表われない場合が多 く,

筆者の場 合 も200γ/ccと い う高濃度で も全 く阻害

が見 られなかつ た.これはAureomycin, Terramycin

が200γ/ccの 濃 度で各種基質呼吸に強い阻害を表

わすよ うになるの と比 べてSMの 作用の差異を伺わり
す興 味 あ る事 実 と思 わ れ る.そ こで,次 にpyruvate,

とfumarateの 二種 基 質 の組 み合 わ せ で,そ の 呼 吸

に対 す るSMの 効 果 を 見 た が, pyruvateに 対 す る

furnarateのsparking効 果 は な く. SMの 阻害 も

表 わ れ な か つ た. Geiger11)に よ る と, E. coliの

asparagin酸 呼 吸 は8γ/ccのSMに よ つ て 阻害 を

受 け る と 云 い,又fumarateの 前 酸化 後, serine,

 leucine. glutamin酸 の 添 加 に よ る呼 吸 増 加 はSM

に よつ て阻 害 を受 け る と報 告 して い るが,筆 者 の場

合 はfumarate前 酸 化 を行 な う こと によつ て, 3時

間後 のglutamin酸 添 加 に よ る増加 した 呼吸 はSM

 (200γ/cc)に よつ て殆 ん ど阻 害 されな かつ た.又 筆

者 の成 績15)で はE. coliのasparagin酸, glutamin

酸 各 々単 独 基 質 での 呼 吸 はSM (100γ/cc)に よ つ
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て阻害を受けている故,こ のような菌種菌株による

差異は更 に今後 の検討に待たねばな らないと考える.

glucoseとglutamin酸,及 びfumarateとglu

tamin酸 の組み合わせ基質 に対 す るSMの 呼吸阻

害 も明 らかで な い.そ こでglucoseとglntamate

 2種 基質組み合 わ せ に更 にMg++を10-3M添 加

した系の呼吸に対するSMの 阻害を見た所, 60分 ～

120分 で阻害効果が表われた.こ れは菌体浮游液が,

燐酸緩衝液であ る上に, glucose, glutamate, Mg++

の組み合わせでは殆 んど駒 込BIIIの 最少合成培地

の組成 に等 しい故,細 菌体 は発育状態 としての代謝

の回転を始 め,静 止菌の時 より単位 当 りの 活性が高

くな り,発 育時の代謝状態に近似する為,発 育合成

過程或い はこれ と密接 に関聯 した代謝過程を阻害す

ると考え られ るSMが,結 果 として呼吸に対 する阻

害を表 わすに到つた もの と考え る事ができる.比 較

としての耐性株で,阻 害が全然 起つていない事実は,

これを更に裏付 ける.

一方,合 成培地 に於け る好気 的振盪培養にSMを

添加 した場合, N源(glutamin酸)が 存 在 す る際

一即ち発育可能状態の時 は-SMが 存在するもので

は菌量は殖 える事な く静止菌 と外見的には等 しい状

態と見てよいが, pyruvateが それぞれ蓄積 して来た.

然 しglucose消 費量 はSMで 影 響 を受けず殆んど

同 じであつた.所 でN源(glutamin酸)を 除いた培

地のもの即 ち静止菌状態の場合はSMに てpyruvate

の蓄積 は見 られなかつた.こ の事実は,発 育によつ

て高まる代謝過程 の一部がSMに よつて阻害 される

結果, glucoseの 主 要 中間代謝物たるpyruvate利

用が十分行われ難 い為 その蓄積 を起すに到つた も

のと考え る事が できる.対 照と して行なつた耐性株

では此の培地ではN源 があつて も発育増殖 は起 り得

ず,栄 養要 求が耐性株よ り厳 しい ことを伺わせた.

そ して又SM添 加 を し て も,感 受 性 株 の場 合 と異

な り, pyruvateの 蓄積 増 大 は 起 らな か つ た.

又 嫌気 的 培 養を も試 みた がN源(-).即 ち静止 菌

の 状 態 の場 合は勿 論, N源(+).即 ち発 育 可能 状 態

の場 合 もpyruvate蓄 積 は, SM添 加で も起 らな か

つ た.

以 上 の 票実 よ り. SMの 阻害 は,発 育 合 成過 程 と

密接 な 関係 が あ り,そ れ は 金成 過 程 とcoupleし た

aerobicなpyruvateの 代 謝 に,よ り深 い関 聯 が あ

る こ とを思 わ せ る.

結 論

赤 痢 菌駒 込BIIIに 付 いて, SMの 阻 害 機 構 を追

求 して 下記 の結 果 を 得 た.

1. SMは200γ/ccと い う高 濃 度 で も 尚pyru

vate, succinate, fumarate，malate, glutamin酸 を

基 質 と した 呼吸 を 阻害 しな い.

glucose基 質 での 呼吸 はSMに よ り健 進 され る傾

向が大 で あ る.

2. fumarateを 基 質 と してSMと 共 にpreincuba

tionを 行 な わせ た後glutamin酸 を添 加 した 際の 増

加 せ る呼 吸 はSMに よ り殆 ど阻害 され な い.

3. glucoseとglutamin酸 基 質 にMg++10-3 M

を 添加 した 際の 呼吸 はSMに よ る阻害 効 果が 認 め ら

れ る.

4.合 成 培 地 の好 気 的振 盪 培 養 に於 け るSMの 発

育 阻 止 の結 果 は,代 謝産 物 と してpyruvateの 蓄積

増 大 を来 す.

終 りに臨 み終 始御 懇篤 な る御 指導 を 賜 つた 恩 師村

上 教 授 に深 甚 な る謝 意 を表 し,併 せ て 御協 力 下 さつ

た 教 室 員各 位 に感 謝 致 します.
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Studies on the Effect of Streptomycin on the 

Metabolic Activities of Bacteria.

By

Kiyoshi Kawai

 Toyozi Matsumoto. 

Kakushi Honmatsu

Department of Microbiology. Okayama University Medical School 

(Director: Prof. Dr. Sakae Murkami)

This experiment was attempted to investigate the inhibitory action of streptomycin. 

The organism used is Shigella flexneri 2a,

The results are as follows:

1) Even under a level of 200r/ml streptomycin, it cannot inhibit the oxidation of 

pyruvate, succinate, fumarate, malate, glutamate, and aspartate by whole cell suspensions.

2) When glutamate is added to a cell suspension that has previously been permitted to 

oxidize fumarate, an immediate increase in oxygen consumption is observed. This increase 

is scarcely prevented by streptomycin.

3) The oxidatin of a mixture of glucose, glutamate, and 10-3M Mg++ by a cell suspen

sion is prevented by streptomycin level of 200ƒÁ/ml.

4) Streoptomycin prevents especially aerobic growth of this organism in the synthetic 

medium and results in an increased accumulation of pyruvate as a metabolic product.


