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スルフォンア ミド誘導体によつて撰択 され る細菌の代謝変異株について

大阪大学微生物病研究所 教授 藤 野 恒 三 郎

1

ア ミノ酸やビタミン類を与えられなくとも増殖できる

pretotrophicEnteγobacteriaceaeを,ア ミノ酸の豊富

な培地に,ス ルフォンアミド誘導体の量をだんだん高め

』ながら継代培養するとき
,ス ルフォンァ ミド誘導体に対

して高い抵抗性をもつと同時に親株とは違つたア ミノ酸

'代謝をいとなむ変異株の集団 を分離 できる事実につい

で,こ こ数年間に行われた藤野 ・中田 ・高木 ・西野 ・中

=村 ・上保 ・石神 ・=菅・谷川 ・吉田らの協同研究の成果の

大要をまとめて紹介いたします.

DOMAGK(9(1935)がProntosilを 発表して以来

スルフォンァ ミド誘導体はかなり長い間,医 学界の最先

:端を進んできましたが,今 日では抗生物質に首位を輩わ

,れた観があ ります｡し か しスルファミンによく似た構造

`をもつパラデミノ安息香酸が
,常 数比をもつてスルフォ

.ンアミド剤の抗菌力に拮抗する事実に出発して
,代 謝拮

航 物質の考え方一中でも「競争的拮抗」と名附けられる新

しい考え方の基盤がつ くられました(WOODS(2,(1940),

:FILDES(3)(1940))｡こ の意味iからスルフォンァ ミド剤は、

ヨ研究室に於て今日でも興味がもたれ る訳であります｡

II

Salmenellaenteritidis1891を スルファピリジンの量

鴨を高めなが らカゼイン トリプ トファン ・グルコース培

=地に継代培養をつづけた とき,第102代 以後の継代株

・獣親株 とは違つてアミノ酸のない培地では増殖できなく

'なりました
｡ス ルファチァツオールを用いた実験では第

42代 以後に於て同じ結果 が得 られました｡こ の変異株

の 要求するアミノ酸はメチオニンであ り,メ}オ ニン以

r外のアミノ酸は勿論のこと各種細菌 ビタミンi類も亦一一切

無 効であります｡か くしてスルファピリジンとスルファ

チ ァツオールによつてメチオニン要求性変異株(Meth-

f"onine…iessmutant;Methionineauxotroph)の 純 粋

な 集団が撰択された と言 うことができます㈹｡こ の事実

・に直面 してその生 物学的意 義について調べているうち

尋こ,KOHNandHARRIS(5)(1942)が,Ecoliと スル

、プアミンを用いて同様な結果をあげていることを知 りま

・した｡こ の.KOHNandHARRISの 現象は私達にとつ

'ては実に興味ぶかいものでばあ りましたが
,何 故かわが

函 の研究者には無視されて,私 の知る限 りではどの綜説

にもとりあげられなかつたのであります｡そ の後私達は

スルファミン スルファダイアジ ンを用いEscherichia

coli・SalmonellatyPhimtirium,Aerobac彦erae70genesと

菌 種をかえ,培地の窒素源をかえて調べた結果,培 地中に

メチオニンがふくまれる限り,Methionineauxotroph

が どの例か らも撰択されることを確認できました㈲｡こ

の変異殊のスルフォンアミド誘導体抵抗性は,普 通寒天

培地に継代培養するとき除々に失われてゆきますが,メ

チオニン要求性は安定であ ります.又 この変異株の培養

条件が単純であ りますので,生 物材料中のメチオニンの

定量にこの変異殊が利用されます｡

III

以上 の実験成績に於てパラア ミノ安息香酸が何の関係

もなかつたので、カゼイン トリプ トファン グルコー

ス培地にパラア ミノ安息香酸の少量を加えて,ス ルファ

チァツオールの量をたかめなが らS.enteritidisを 継代

培養するとき,果 してどんな成績 がみられ るでしよう

か(㌘)｡

この継代株の第73代 以後に於て次の4項 圏が明かに

な りました｡1)こ の継代殊はメチオニンかパラア ミノ

安息香酸の何れか一つを要求する変異株ゐ集団である｡

2)こ の変異は不安定 であるために,培 地中にスルファ

チァツオールがないときこの変異除は親株の性状に復元

す る｡3)メ チオニンとスルファチァツオールの存在の

もとに,こ の継代株を継代培養 しつづけると,パ ラァ ミ

ノ安息香酸を要求する性格は脱落 してメチオニンだけを

要求する｡た だしスルファチァツオールのない培地で継

代すると,パ ラア ミノ安息香酸をふくむ培 地に増 殖で

き,次 には親株と同 じ性状にもどつてしまう｡4)こ の

継代株をメチオニンとスルファチァツオールの存在のも

とに継代培養すると,こ の継代株は復元 しないメチオニ

ン要求性変異株の集団となる｡要 するにスルファチァツ

オールがメチオニン要求性変異株を撰択する順序 とジバ

ラア ミノ安息香酸の関連を知ることができましたガ

IV

パ ク トー ・ペ プ トン を塩 酸 と過 酸 化 水素 を以 て 処理 す

る と,メ チ オ ニ ン ・シ ス チ ン ・シ ス テ イ ン ・ ト リプ トフ ァ

ン な どが破 壊 され る が 大部 分 の ア ミノ酸 は破 壊 され ず に

残 る と言 うLYMAN・ ・,etal・(8)(1946)の 報 告 を 基 礎 に し
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て,次 のような培地を作つて,ス ルファチァツオ㌘ルの

量をたかめながらS.entcritidisa継 代培養をつづけま

した(9)(塩 酸 ・過酸化水素処理バク ト・…一・ペプ トン,ア

スパラギン,グ ルタミン酸 ソーダ,ヒ スチジン,戸 イシ

ン,リ ジン.玉 リプ トファンプチ戸ジン,バ リン,グ ワ

ニンをグルコース シモンズ培地 に加えたもの)｡こ の

継代株を第110代 に於てペニシ リン ースクリーニングを

行つてみた ところシスチン,グ リシン,リ ジン,冒 イシ

ン,グ ワニンに増殖する集落が多 くあつたので,第120

代 以後はこの5化 合物をスルファチァツオールとともに

グルコース シモンズ培地に加えた培地に継代培養 しま

した｡そ の後 この5つ の化合物の中一つ づつ除 いてみ

て,増 殖に必要なものだけを残 してやく方法をとつてみ

ました｡そ の結果6つ の系列の何れからもシスチンを要

求す る変異株の集団が分離されました｡た だしこの変異

株はメチオニンかホモシスチンを与 え られ て も増殖で

き,又Na2Sを 与 えた場 合 にはかな り程度は低いが増

殖できる点で,今 までに分離された変異殊 とは違 うもの

であ ります｡

塩酸 ・過酸化水素処理ペプ トンに15種 のア ミノ酸類

とウラシル ・グワニンの外にスルファチァツオールを加

えた培地に,こ の第123代 継 代株を植えついでいつたと

ころ,グ リシンとシスチンの両方を要求する変異株の集

団が分離され ました｡そ してグ リシンは他のアミノ酸に

よつて代償されないが,シ スチンの方は メチオニン・ホ

モシスチン・硫化ソーダによつて代償されることは前と

同 じであ ります｡こ の変異株の利用できる硫黄化合物は

HOROWITZ(1｡)(1947),LAMPEN,e彦al.(lt)(1947),

WORKandWORK(12,(1948)の 提案 しているメチオニ

ン生合成系図と一致 していることは明かであるが,私 逮

はホモシステインとシスタチオニンを調べることはでき

ませんでした｡

V

私達が以上の実験をすすめている問に,昏 種のAuxo-

trophicmutantsを 用 いて,メ チオニン・パラア ミノ

安息香酸とビタミンBユ2の 関係が,米 国の研究者 にょ

つて調ぺられつつあ りまレた｡そ の主なものを紹介 して

みましよ う｡

LAMPEN,etal・(13)(1949)はX線 照射によつて得 ら

れた 且 ωκ のパラア ミノ安 息香酸 を要求する変異株

が,ア ミノ酸の混合物 ・プ リン・チイ ミンの協同によつ

て増殖できること,た だしメチオニンだけは必須因子で

あることを証明 しています｡DAVエSandMINGIOLLI(K)

(1950)はEcoliの メチオニン要求 性変異株は,Bn

を 与えられても増殖できることを報告し,DAVIS(ls)(iG)

、(1951N495孝)は 続いて二つの業績 を出 しています｡チ

ロジン ・フ手ニールアラニン｡ト リプトファン ・パラア

ミノ安息香酸 ・パ ラハイ ド戸オキシベンゾイックアシヅ

ドの5つ の要求 をもつ 且celiの 変異株に於て,要 求ざ

れ るパラアミノ妥息 香酸 の量はBnと メチオニンにょ二

つて節約 される事実に着 目して,パ ラア ミノ安息香酸ぼ

B12の 構成要素であるベ ンゼン核の素材であること,B12

はメ チオニン生合成に関与す る,殊 にメチ レーションに

関与するとの推論をたてました｡と ころがアデ昌ンをふ

くむpSeud◎vitaminBnとBnbが 同 じ効果をもつこ

とが判明するに及んで,パ ラア ミノ安 息香酸をB12の

ベ ンぜ ン核の素材 とみることは当 らないことになり,一

つの連鎖的セと進む生理過程の違つた段階に於て,B12と

パラア ミノ安息香酸が作用するのであろ うとの推論に改

められ ました｡

STREHLER(17)(1950)は,パ ラア ミノ安 息香 酸かメ

チオニンかを要求する変異株がHomocysteinethio1a--

ctone・HC1に よつて増殖できないことか ら,こ の物質

からメチル化されてメチオニンが作 られる段階にパラア

ミノ安息香酸が作用するのであろ うと推論 しています｡

DAVISandMINGIOLLI(1950)の 成績を知つて,直

ちに当時までに とられていたメチオニン要求性変異株に

ついてB12の 効 果 を調 ぺてみました ところ,す べて結

果は陰性 であ りました｡し かし,中 田(x8)(1952)はS・

tyPhosaNo・58を カゼイン ・トリプ 卜ファン ・グルマ

ース ースルファチァツオール培地に継代してメチオニン

を要求する変異株を分離 し,し かもこの変異株はBl2と

パ ラアミノ安息香酸の何れか一つでも増殖できるもので

あ りました｡

ここに紹介 した米国の概究者の実験株は何れもスルア

才ンアミド誘導体 とは無関係なものでありますが,メ チ

オニンかパラア ミノ安息香酸かB12の 何れか一つを与え

られたとき増殖できる変異株の集団がスルファチァツボ

e-一ルによつて撰択分離された事実は,B12と スルフォン

ア ミド誘導体との関係を知 る手がか りとして重くみる可

きものと考えられ ます｡

VI

か くして私達は3.enteritidisと スルファダイァジン

を用いて,B12の 意義を明かにしようと努めました(19)｡

グル コーズ.・シモンズ培地にダイァジンを加えた場合ρ

ダイアジンの抗菌力を規準 として,メ チオニンの桔抗力

を測定 し,次 にホモシスチン ・塩酸コリン ・B12の 拮抗

力を比較 しました｡こ の三つの化合物は単独では弱いがみ

三つの協同作用はかな り強い拮抗力を示 しますが,そ れ

でもメチオニンの拮抗力に較べれば非常に弱いものであ
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ります｡

次にはグル コース ・シモンズ(GS)培 地でのスルフア

ダイアジン抵抗性の上昇を規準として,ホ モシスチン・

、・ホモシスチンと塩酸コリン・ホモシスチンとB12・ ホモ
・シスチンと塩酸コリンとB

12・ メチオニン・メチオニン

、とB12の6つ の系列のダイアジン抵抗性の上昇の速さを

此 較 してみました｡こ のS.enteritidisの ダイアジン抵
'抗性は割に均一的であつて

,ス トレプ トマイシンやペニ

シ リンに対するような甚 しい不均 一性がみられないの

で,こ のような比較実験の成績は信頼できるものと思い

ます｡又 ここにかかげた実験例の外にグルコース ・シモ

ンズ ・塩酸 ・過酸化水素処理ペプ トンを基礎培地 とした

場 合にも,略 々これに一致する準位が得られていること

.をみても
,再 現性は信頼される可きものと思います｡
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1)グ ル コー スーシ モ とズ ・グイ ア ジ ン

2)グ ル コー スーシモ ンズ ・ダイ ァ ジ ン ・ホ モ シ ス チ ン

3)グ ル コー スーシ モ ンズ ・ダイ ア ジ ン・ホ モ シ ス チ ン・

塩 酸 コ リン

4)グ ル コー スーシ モ ンズ ・ダイ ア ジ ン・ホ モ シス チ ン｡

B12

15)グ ル コー スーシ モ ンズ｡ダ イ ァ ジ ン・ホ モ シ スチ ン｡

塩 酸 コ リン ・Bユ2

石)グ ル コー スーシ モ ン ズ｡ダ イ ア ジ ン ・メチ オ ニ ン

7)グ ル コー スーシ モ ン ズ ・ダ イ ア ジ ン ・メ チオ ニ ン ・B12

ここでB12が 培地に加えられるとダイァジン抵抗性の

上 昇が速くなる事実と,ホ モシスチン・塩酸コリン・B12

:が協同するとき,一メチオニンに余程近づく事実は重 くみ

られてよいと思います｡た だしメチオニンをふくむ系列

か らは,メ チオニン要求性変異株の集団が分離 され た

が,そ の他の系列から継代200代 前後に及んでも変異株

の集団が分離されませんでした｡

VII

塩 酸一過酸化水素処理ペプ トン ・塩酸 コ リン・ホモシ

スチン・グ リシン ァスパラギン グルタミン酸 ・セ リ

ン・ヴァリン・ヒスチジン・チロジン｡ヒ スチジン ・ト

リプ トファン｡ス ルファダイァジン ・グル コースーシモ

ンズ培地にS・enteritidisを 継代培養 して,分 離される

栄養要求変異株を調べてゆきました(19)｡第59,94,106

代 の3回 にわたつてPen.icillin-Screenin9を 試 みたが

変異株を分離できませんで した.し かし第222代 以後は

ア ミノ酸要求性変異株の集団が分離され,し かもグ リシ

ン・グルタ ミン酸 ・シスチン｡ホ モシスチン ・メチオニ

ン ・硫化ソーダの何れか一つを与えられればこの変異株

は増殖できるものであります｡こ の変異株の性格からみ

て,硫 酸根が存在すればグルタ ミン酸かグリシンからメ

チオニンが作られ るものと推定 されてよいよ うです｡

次には塩酸一過酸化水素処理ペプ トン・ホモシスチン・

塩酸 コリン ・トリプ トファン ・Bn・ スルファダイアジ

ン ・グルコーズーシモンズ培地にS.enteritidisを 継代

してゆきました｡第226代 目にPenicillin・-screening

を行つて14株 の変異株が得られ,そ れらは4つ の独立

した変異に分類され ました｡

A)メ チオニンかB12かB)メ チオニンかパラアミ

ノ安息香酸かBnかC)メ チオニンかホモシスチンか

頻ラァミノ安息香酸かD)メ チオニンかホモシスチン

かパラア ミノ安息香酸かB12か 何れか一一つを要求す る変

異株でありました｡そ の後この継代培養によつて継代株

は第B群 だけの集団 となりました｡

このような栄養要求変異株がスルフォンアミド誘導体

によつて撰択される事実から,メ チオニン合成過程 とス

ルフォンアミド誘導体の作用点とは密接な関係があるも

のと考えるのは一つの方法であ りましよう｡

VIII

中田(20)(21)(1953)はナイ トロゼンマスター ドを以て処

理 してS.enteriiidisの メチオニン要求性変異株を分離

して,そ のスルファチァツオール抵抗性を測定 しました

ところ,57/mlの メチオニンの存 在 のもとで,こ の変

異株は500γ/mlの スルファチァツオールに抵抗するも

のであ りました｡メ チナニン要求性変異殊がこのように

生れながらにして抵抗性の強いものならば,ス ルフォン

アミド誘導体によつて撰択 されるのは当然であ りましよ

う.即 ちメチオニン合成能力を脱落 したものが,メ チオ

ーン合成能力をもつものより,ス ルフォンアミド剤に対
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す る抵抗力が強ければこそ,こ の薬剤に よつて撰択 され

ると解すぺきであ りましよう｡

それでは,何 が故にメチオニンとスルフォンア ミド誘

導体 とがふくまれる培地 にPrototrophicEnterobac-

teriaceaeを 継 代培養するとき,メ チオニン要求 性変異

株が出現 し,有 機の硫黄化合物をシスチンかホモシスチ

ンに制限 した場合にもメチオニンかその関連物質を要求

す る変異株の集団が分離 されるので しようか｡

今 までのところでば,変 異株の出現する機構について

明言できる実験的根拠があ りません｡ナ イ トロゼンマス

タ・・・…ドはX線 や紫外線 と同じく無方向的な変異株の出

現 を人工的に誘発 します｡と ころがアクリフラーピンや

ユーフラビンはSaccharomyceseerevisiaeに 於て,特

定の変異だけ(ResPiration-deficientmutant)を 誘発

す る事実をEPHRUSSI(22)(1949～1952)は 報告していま・

す｡私 達がPrototrophicEnterobactePtiaceaeと スル

フォンア ミド誘導体の間にあげ得た事実は,一 見 したと

ころでは,定 方向的変異の誘発のようでもあ りますが,

EPHRUSSIの 実験例ほどの明確さはあ りません｡そ れ

で私達の観察して来た現象を 自発性の突然変異(SP0n・

taneousmutation)と 淘汰(Selection)と 簡単に割 り

きることなく,ス ルフォンアミド誘導体がこのような変

異 を誘発する力(Mutageniceffect)を もつのではない

か と疑いつつ,今 後の研究を進めたいと思つています｡

IX

私達 のあげ得たところを要約 してみると,ま ずKOHN

andHARRISの 現象の再発見,再 確認には じまり,こ

の現象はPrototrophicEnterobacteriaceaeに 限つて普

遍性のある事実であることを確め得 ました｡そ して又培

地中にメチオニンを欠 く場合には,メ チオニンの前駆物

質か,さ もなければ～チオニンの合成過程に関連すると

推定されるパラァミノ安息香酸やビタ ミンB12が メチオ

ンの代役をつとめ得るメチオニン要求性変異株の集団が

スル フォンア ミ.ド誘導体によつて分離されることを知る

ことができました｡

スルフォンア ミド誘導体の生 物に対 する働き方とし

て,今 までは,細 菌の増殖を抑制する面と宿主てある靖

乳動物に対する毒性とが主に研究されてきましたが,こ

の薬品が特殊な代謝変異株の集団を撰択的に分離する能・

力をもつ実態』第3の 生物学的作用「を紹介し得たと思

います｡
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