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緒 論

多 くの阻害剤は細 菌の発育 に対 してと同様に呼吸

に対 しても,こ れを阻害する効果を もつ.

抗生物 質 も細菌の発育に対 して阻害効果を もつ以

上,呼 吸に も阻害作用を もつ のではないかと考えら

れるのは当然 であ る.

しか してこの微生物の呼 吸に対す る阻害実験 と し

てはス トレプ トマイシンにつ いて1)-5)は必ず しも一

定 した成績は得 られて居 らず,オ ー レオマイ シン6)

については僅 かにE. coli, Lactobacillus arabinosus

についての報告があ るにすぎない.ク ロロマイセチ

ン7)に ついて もSmithの 報 告がみられ る程度であ

る.

筆者はこの三種の抗 生物質 につ きE. coliとShi

gella fleaneri 2 aの 二 菌種を用いてその呼 吸 系 に

対す る阻害効果を再検討 した.又 抗 生物質 と菌体 と

の接触時 間の差 によ り阻害効果が如何様 に変 るかと

い うことを明 らかにす ること も阻害実験を試みる場

合の基本的問題であ ると考 え,そ の点 に就いてやや

詳細に検討 したので以下に報告す る.

実験材料及び実験方法

供試菌:教 室保存 のShigella flexneri 2aと,

 E. coli communis.

細菌浮游液:上 記の菌を普通寒 天 平 板 培 地 に

37℃ 18時間培養後 集 菌 しM/50燐 酸緩衝液(pH

 7.2)に て2回 遠沈洗滌後,同 一組 成の緩衝液に再

浮游 し, Pulfrich比 色計にて所定の濁度 とした.

呼吸活性:ワ ール ブルグ検圧計にて常法に従つ

て行 なつた.

基質及び抗生物質:基 質はすべて再蒸 溜水に溶

解,終 濃度M/100と な るよ うに 調 整 し, pHは

7.2に修正 して用いた.オ ー レオマイシン(AM)は

日本 レダ リー株式会社製造 の結晶塩酸オー レオマイ

シ ン末を,ク ロロマイセチンは市販のクロロマイセ

チ ン末を

ス トレプ トマイシンは同 じく市販の結晶硫酸デ ヒ

ドロス トレプ トマイシンを使用 した.

実 験 成 績

第1節　 基質呼吸に対す る効果

数 種 の基 質 につ い て,抗 生 物 質 と菌液 との

第1表　 基 質 呼 吸 に対 す る抗 生 物 質 の影 響 (Sh. flexneri 2a)

菌液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質0.3cc(終 濃 度10-2M),抗 生 物 質0.3cc,全 量3.0cc, M/50燐 酸

緩 衝液, pH 7.2, 37.5℃, 1hr.(自 己呼 吸 の 補 正 な し)
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preincubationの 時 間 を15分 として,そ の呼吸阻

害 の様子を検討 した.赤 痢 菌(Sh. flexneri 2a)

の場合AMは 第1表 の 如き何れ の基質に対 して も

高濃度で は 呼 吸 阻 害 を 示 し200γ/ccで グル コー

ス24.6%,ピ ル ピン酸22.0%,グ ルタ ミン酸23.5%,

アスパ ラギ ン酸16.0%で あった.

100γ/ccで はやや阻害度がお ち, 50γ/ccで は阻

害度はず つ と減少 した. CMは 高濃 度(200γ/cc)

で もグル コース とピル ビン酸 に対 しては殆ん ど影響

がな くア ミノ酸であるアスパ ラギン酸 とグル タ ミン

酸 に対 してのみ,軽 度阻害を示 した,し か しその阻

害 も50γ/cc以 下ではみ られな かつた, SMは 表記

のどの基質に対 して も全 く阻害効果はな く,軽 度呼

吸促 進効果を示 したにす ぎな かつ た.

E. coliに つ い て も抗 生物 質 と菌 液 と の15分

preincubationでAMは 赤痢菌と同様, 100γ/cc以

上で強い呼吸阻害を示 し第2表 の如 き基質について,

 200γ/ccで グル コース75.0%,ビ ル ビン酸77.0%,

アスパ ラギ ン酸71.0%,グ ル タミン酸68.0%の 阻害

があつた.

第2表　 基質呼吸に対す る抗生物質 の影響(E. coli)

菌液2.0ee(湿 菌 量5mg),基 質0.3㏄(終 濃 度10-2M),抗 生物 質0.3cc,水 を加 え て全 量3.0cc M/50

燐 酸 衝 液, pH 7.2, 37.5℃, 1hr(自 己呼 吸 の 補 正 な し)

50γ/cc以 下 では その呼吸阻害 も殆んど表われな

かつ た. CMはE. coliの 場 合 と同様200γ/ccで

グルコース,ピ ル ビン酸に対 しでは阻害な くア ミノ

酸のグル タ ミン酸,ア スパ ラギン酸に対 しては 軽度

阻害 を表わ した.し か し100γ/cc以 下 で は阻害効

果は極 めて少なかつた. SMは グルコース,ピ ル ビ

ン酸ではむ しろ呼吸促進を示 したが,ア スパ ラギ ン

酸,グ ルタ ミン酸に対 して は200γ/ccで 軽度の阻

害 を示 したこ とは,赤 痢菌の場 合と異つてやや注 目

すべき事実 と思われた.

第2節 抗 生物 質Preincubationの 時 間

と阻害率との 関係

次にピル ビ ン酸 を 基 質 に して,赤 痢菌(Sh.

 flexneri 2a)とE. coli各 々 につ き これ等抗生物

質(AM, CM, SM)の 呼 吸阻 害がその抗生物質 と

菌液 とのpreincubationの 時間で どのよ うな影響 を

受け るかを検 討 してみ た.

即ち赤 痢菌(Sh. flexneri 2a)に つ いては, AM

による呼 吸阻害 は第3表 の 如 く200γ/cc濃 度で も

100γ/cc濃 度 で もpreincubationの 時間 に関わ り

な く同時 添加で もほ とんど同 じ効果が表われた.

しか し50γ/cc以 下 で は例 えpreincnbationの

時間を1時 間 にして も呼吸阻害 は表われなかつた.

第3表　 抗 生 物 質Preincubation時 間 と阻害 率

との 関 係(Shigella flesneri 2a)

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg)基 質,ビ ル ビ ン 酸

0.3cc(終 濃 度10-2M),抗 生 物 質0.3cc,水 を

加 え て 全 量3.0co, pH 7.2, 37.5℃, 1hr.

CMに つ い て は第3表 の如 く200γ/cc濃 度 で40

分 ～1時 間 のpreincubationで は じ め て 少 し づ つ

阻害 が 表 わ れ るに 到 り, 15分 のpreincubutionで は

阻害 は表 われ な か つ た.即 ちCMはpreiacubation
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の時間の長短 により,阻 害度に差がでて くることが

分つた.し か し100γ/cc以 下 で はpreincubation

が1時 間に及んでもほとんど阻害は起 り得なかつた.

SMは 試みた如何な る濃度 において も例え60分 間

preincubationを 行 な つて も阻害を表わ さなかつた.

E. coliにつ いても同様の ことを試みたが第4表 の

如 く, AMは200γ/cc濃 度 でつ よい呼吸阻害を表

わ し,約75.0%で,主 室 に菌 液 と一 緒 に入 れ て

preincubationし た時間の如何に 拘 らず,阻 害度は

殆んど同 じで基 質ピル ビン酸 と同時添加 した場合で

さえ殆ん ど同程度の阻害であつ た.

第4表　 抗 生物 質Preincubation時 間 と阻

害 率 との 関 係(E. coli)

菌 液2.0cc(湿 菌 量10mg),基 質 ビ ル ビ ン 酸

0.3cc(終 濃 度10-2M),抗 生 物 質0.3cc,水 を

加 え て 全 量3.0cc, pH7.2, 37.5℃ 1hr.

濃 度 が低 くな るにつ れ て この阻 害 度 は 減少 した.

しか し何 れ もpreincubationの 時 間 に 関係 な く同 じ

で あつ た.

これ に反 してCMはpreincubationの 時 間 に よ

つ て効 果 が 異 な り200γ/cc濃 度 で は40分 ～60分

preincubationで 約35%の 阻害 が見 られた が15分 の

preincubationで は 阻 害 は殆 ん どな かつ た.即 ち こ

こに おい て もCMはpreincubationの 時 間 の長短

によ り,阻 害 程 度 に差 が 表 わ れ る ことが 分つ た.膜

の滲 透 力 の 差 が 想 像 さ れ る わ け で あ る.し か し

100γ/cc以 下 で は 如 何 な るpreincubationの 時 間

におい て も殆 ん ど阻害 効 果 は見 られ な かつ た.

SMは 第4表 の 如 くピル ビ ン酸基 質 の場 合,高 濃

度(200γ/cc)でpreincubationが1時 間 に及んで

も全 く阻害 を起 さず むしろ促進の傾向を表わ した.

総 括 及 び 考 案

各種抗生物質の作用機作の究明に当つて,先 づ行

われ るのは,そ の呼吸に対する阻害 効 果 に つ い て

で あ り,多 くの 阻害 剤 が微 生物 の呼吸に対 して

阻害効果を もつ ことを考 え れ ば 当 然 の こ とで あ

ろ う.し か して前 述 の 様 に微 生 物 の 呼 吸 に対

す る各 種抗 生 物 質 の 影響 に 関 して は,今 迄 に

多 くの 報 告 が み られ るが,筆 者 等は教室 保存 の

Sh. flexneri 2aとE. coli communisに つ い て

オー レオマイシン,ク ロロマイセチ ンとス トレプ ト

マイシンを相互の関連 において検討 し,且 阻害実験

の場合の基本的問題 で あ る抗 生 物 質 と菌 体 との

preincubationの 時 間 と阻害率 との関係を も検討 し

てみた.先 づAMに ついてはKarp & Snyder8)が

発疹 チフス リケ ッチ ャのグル タミン酸酸化を100～

300γ/ccで 阻止 す る事 を報 告 しAjL6)はE. coli

 Lactobacillus arabinosusに つ いて,こ の静止菌の醋

酸, C4-ヂ カルボ ン酸,ビ ル ビ ン酸, α-ケ トグルタ

ール酸,グ リシン,グルタ ミン酸,ア スパ ラギ ン酸の

基質呼吸が阻害 され ると報 じて い る.矢 部9)等 も

E. coliとMicrococcus pyog. var. aureusに ついて

その呼吸阻害効果を報告 しているが,筆 者等の場合

にもAMは 赤 痢 菌(Sh. fleaneri 2a)とE. coli,

のグル コース,ピ ルビン酸,ア スパ ラギン酸,グ ル

タミン酸呼吸に対 して100～200γ/ccの 濃度におい

て,強 い阻害効果を示 した.し か しこの阻害 度は赤

痢菌の方が弱 く代謝上の何 らかの差異を暗示 ずる.

両菌共50γ/cc以 下 で は そ の強い呼吸阻害効果

も極めて弱 くなつた. AMが このよ うに強い呼吸阻

害効果をもつ ことは極めて特異的でCMに おいては

200γ/ccの 高濃度で もグルコース,ピ ル ビン酸の呼

吸が両菌共に阻害を受けず,ア ミノ酸であ るグル タ

ミン酸,ア スパ ラギ ン酸呼吸のみ僅かに阻害を受 け

たが, 100γ/ccで は既にその阻止効果 も殆 んど消失

した. AMと 比べて大きな違 いであ り,そ の作用機

構の差を十分伺わせ る. Smith7)等 は45の酵素系に

ついてCMの 影響を調べたが,静止細 胞,生活細胞何

れの呼吸 も直接阻害す ることな くphosphorylation

を通 じて行なわれる炭水化物の利 用能 も蛋 白の分解

に も作用せず,唯 脂肪分解の阻害を 暗示 す る如 き

esteraseの 活性が阻害 され るのを見たと報告 してい

るが,筆 者の場合その ア ミノ酸(グ ル タミン酸,ア ス
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パ ラギン酸)呼 吸のみが阻害を受けるとい う結果を

得 た.し かしこの点 については更 に広汎な研究が必

要 と思われ る.

SMに つ いて は赤痢菌の場 合,何 れの基質呼吸 も

全 く阻害を受 けずむ しろ促進 され る傾 向 が あ り,

 E. coliの 場合は グルコース,ピ ルピン酸は僅かに,

促進 されたが,グ ル タ ミン酸とアスパ ラギン酸の呼

吸 は,や や阻害を受けて,赤 痢菌 とE. coliの 菌体

の代謝上の差を暗示 した. Geiger3)はE. coliの 静

止状態の呼吸について,窒 素を含まない炭素源を基

質 と した時 は, SMに よる呼吸阻害はみ られないが,

アスパ ラギン酸を基質 とす る時 は明 らかに呼吸阻害

がみられ るといつてお り,こ の結果は筆者等の場合

と一致 してい る.こ れ等の結果を直接 その抗生物質

の作用機 作と関連づける事 はで き な い が, AMと

CMとSMを 相互に比較的にみ る時 にAMは 両菌

に対 し共 に強 く呼吸を 阻害 しCM, SMと は趣 を異

に してお り, CMは 呼吸阻害効果 はずつ と落 ちるが

グル タ ミン酸,ア スパ ラギ ン酸呼吸の阻害 が両 菌共

に表われた.そ れ に反 してSMはE. coliに おいて

のみグル タ ミン酸,ア スパ ラギン酸呼吸を阻害 した,

そ して その呼吸阻害 力 はAM, CM, SMの 順 に弱

くなる.

次 に抗生物質 と菌体 との接触時間と呼吸阻害率の

関連で あるが ピル ピン酸基質で検討 した結果では,

 AMの 強 い 呼 吸 阻 害は基質 と同時添加で も1時 間

preincubationを 行 な つ た後,基 質を添加 したもの

で も殆 んど変 りがな くAMの 滲 透性 の強 さが伺わ

れた. CMに つ いては 同時添加ではほとん ど起 らな

い阻害効果が40～60分 前添加preincubacionで は阻

害が表 われるように な り, preincubationの 時間の

長短 によ り,阻 害 度 が異 な つて くることが判明 し

CM使 用の場合注意 しな ければならない事と考える.

しかしてAMもCMも こうして100～200γ/ccで

はじめて阻害 をみ るので あ るが, 50γ/CC以 下では

如何 にpreincubationの 時間が長 くて も呼吸阻害効

果 は表われない. AMもCMも そ の発育阻止濃度

は低 く10γ/cc前 後で十分であるが,呼 吸阻害は,

 100γ/cc～200γ/ccと い う高濃度にな らぬと表われ

ぬ.こ の点の解明は難 か しいが,一 般に抗生物質の

作用機作 は多面 的と考えられている故,発 育 とい う

ことに対 しては,低 濃度 において,代 謝系への一寸

した干渉 によ るだけで可能であ るが,呼 吸系 に障碍

を引き起す為には,こ のような高濃度が必要なので

あろう.し か しSMは200γ/ccと い う高濃度で も

全 く呼吸阻害を示 さず,赤 痢 菌(Sh. fleaner 2a)

 E. coliの ピル ビン酸 基 質 呼 吸 で は例え1時 間の

preincubationを 行 なつ て も全 く無効であつ た.こ

の点はSMの 作用機作の特異性を伺 わせ る.し かし,

 E. coliの グ ル タ ミ ン酸,ア スパ ラギン酸呼吸には

高濃度(200γ/cc)で 阻 害を認める ことができ.こ

れは興味 ある点であるが菌種に よる代謝性状 の差異

の表われでもあ るとも考えられ,こ の解明は,更 に

詳細な酵素化学的検討 に俟たねばな らない.

結 論

1.グ ル コース,ピ ルビン酸,グ ル タミン酸,ア

スパ ラギ ン酸を基質 とする呼吸に対 し, AMは100

～200γ/ccで 極 めて強い阻害効果を表わす. AMと

菌体 とのpreincubationの 時間は阻害率に殆 んど影

響を与 えない.

2. CMは 高濃度で僅かにグルタ ミン酸,ア スパ

ラギ ン酸の呼吸阻害を示す.而 してCMと 菌体 との

preincubation時 間がその阻害率 に影響 を与え る.

3. SMは 高 濃 度(200γ/cc)でE. coliの グル

タ ミン酸,ア スパ ラギ ン酸呼吸を僅 かに阻害 するに

すぎない. Sh. flexneri 2aの 基質呼吸は,全 く阻

害 しない.し か してSMは 基 質 と 同時添加でも1

時間菌体とpreincubationを 行なつ ても殆 んどその

結果 に変 りはない.

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 わせて御協力下 さ

つた教室員各位に感謝いた します.
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This experiment was performed to investigate the effect of aureomycin, chloromycetin, 

and streptomycin upon the oxidation of several substrates by Sh. flexneri 2a and E. coli 

communis.

The results are as follows:

1) A level of 200ƒÁ/ml aureomycin markedly inhibits the oxygen uptake with substrates 

such as glucose, pyruvate, glutamate, and aspartate. The inhibitory rate has no relation to 

the preincubation time of a mixture of aureomycin and a cell suspension.

2) A high concentration (200ƒÁ/ml) of chloromycetin slightly inhibits the oxidation of 

amino acids such as glutamate and aspartate. The inhibitory rate has a relation to the pre

incubation time of a mixture of chloromycetin and whole cell suspensions.

3) A level of 200ƒÁ/ml streptomycin slightly inhibits the oxidation of glutamate and 

aspartate by E. coli, but it does not affect the oxidation of glucose and pyruvate by 

this organism.

The oxidation of proposed substrates by Sh. flexneri 2a is not also prevented by strepto

mycin.

Even though streptomycin is added to the original cell suspension before the substrates 

and preincubated for an hour, the results are the same.


