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Mycobacteriaに た い す るSulfonamides及 びHomosulfamine

の呼吸阻害作用に関する研究III

呼 吸 阻 害 の 意 義

東 村 道 雄 ・橋 本 正

国立療養所大府荘(荘 長:勝 沼六郎博士)

(昭和30年9月2日 受付)

第1報 に示 され てい る様 にsulfonamides(S剤)の 呼・

吸 阻害 作 用 に つ い ては 多数 の 報 告 が あ る。 しか し これ ら

ぐの呼 吸阻 害 が 発 育 阻止 に 関係 して い る こ とを 示 した 文献

、は 極め て 少 ない 。SEVAGandSHELBURNEI)はStre-

ptococcusPyogenesを 使 用 し てsulfanilamidemg当

り6.43×107cocciの 条 件 で02吸 収 が64%阻 害 され,

同時 に 増殖 も阻 止 され た と述 べ て い る。 そ の他 に はS剤

の呼吸 阻害 と発 育 阻 止 の 具 体 的 関 係 に つ い て述 べ た 報 告

は殆 ん ど見 当 らな い。 そ してsulfanilamide量 乃 至S

剤 の量 を減 少 して も 同比 率 で 発 育 阻 止 が 可 能 か ど うか を

検 討 す る こ とが 望 ま しい と思 わ れ る。 しか し菌量 を 減 じ

る とWarburg法 で 呼 吸 の測 定 が 不 能 で あ る し,ま た

SEVAG2)に よれ ば02吸 収 測 定 の み で は呼 吸 阻害 を 見逃

す ことが あ る と云 われ る。 事 実 吾 々の 第2報 に述 べ た様

にPtcobacteyiumaviumの 場 合 で もWarburg法 に よ

り認め られ る02吸 収 の阻 害 よ りpicricacidを 水 素 受

容 体 とし て観 察 す る方 法 の方 が 鋭 敏 に 呼 吸 阻 害 を認 め得

た。 この方 法 は 既 述 の利 点 を有 す るの で,こ の方 法 に よ

り呼吸 阻害 が 発 育 阻止 に 関 係 す るか ど うか を検 討 し た。

（homosulfamineに つ い て は 既報 した3))。

案 験 材 料 及 び 方 法

使用菌 株 は 前報 と同 様 にsulfathiazole(ST)高 感 性

のMycobacteriumavium獣 調 株 で あ る｡S剤 の 代 表 と

してmycobacteriaに 最 も作用 の強 いSTを 使 用 した｡

STは 吉富 製 薬 提 供 のSulzo1-S実 験 用(aminophenyl-

・sulfamino-thiazole-N4-dextrose-sodiumsuIfonate)

を使用 した｡実 験 に使 用 した 菌 液 は 第2報 と同様 に調 製

した｡菌 量 は湿 菌 量(乾 燥 菌 量 は そ の20%)で 示 した｡

発 育阻止 の観察 は2mlを 規 準 とす るSauton培 地(pH

7.0,asparagineの 代 りにsodiumglutaminate使 用)

倍 数稀 釈 法 に よ り対 照 同様 の菌 膜 形 成 を阻 止 す る最 小濃

度 を最 小 菌 膜 形 成 阻 止 濃 度 と記 載 した｡接 種 菌量 の

viablecountsはSautonagarp1ateで 算 定 した｡呼

吸 阻害 の 観察 は 東 村9,5・6)によ りpicricacidを 水 素受 容

体 と しで観 察 した(第2報 参 照)｡阻 害 度 はEoを 対 照 の

級 光度(picricacid還 元 量),EをST添 加 時 の 吸光 度

と して,阻 害 度 麟(1-一一一一E/Eo)×100%と して表 した｡そ

の他 につ い ては 実 験 成 績 の各 項 に 述 べ る｡

実 験成 結 並 に 考 察

(1)菌 量 一 定 の 場 合 のsulfathiazole(ST)量 と呵乙

吸阻 害度 の関 係｡

第1表 菌 量 一 定 の場 合 のSulfathiazole
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第1表 に示す条件でpicricacidを 水素受容体 とす る

方法で呼吸阻害を観察する と,菌 量一定の場合はST量

に比例 して阻害が増加する｡

(2)菌 量 とSTの 呼吸阻 害 との関係

種 々のST量 について菌量を変えて呼吸阻害 を観察す

る と,一 定のST量 については呼吸の阻害度は菌量 と逆

比例 した｡即 ち,菌 量が大 である と呼吸阻害を認め るた

め に大量のSTを 要 した｡Warburg法 の場合には呼 吸

阻害が認め られて も大 量の菌を使 用 するので,大 量 の

STを 必要 とした｡そ して菌量を小 とした場合果 して小

量 のSTで 呼吸阻害が起 るか ど うかは不明であつた｡し

か しここで用いた方法に よると比較的小菌量で観察可能

である｡例 えば第2表 に示す条件では(作 用時 間が長い

ため無菌操作 を行 う｡第2報 参照),僅 か100mcg/m1

のST量 で相当の呼 吸阻害 を観察 できる｡こ の条件では

湿 菌量0.2mg/mlの 際 に72%の 呼吸阻害が起つた こ

とを示 してい る｡従 つて発育阻止が起 る可能性が考え ら
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れ る｡尚 菌 量 が 増 す と呼 吸 阻 害 が 認 め られ ぬば か りで な

く逆,二ST添 加 に よ り呼 吸 の 促 進 が 起 つ た(第2表)｡

第2表SulfathiazoleのPicricacid還 、元

阻害 作 用 と箇 置 の 関 係
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第5表Sulfathiazoleの 発 育 阻 止 作 用 と

Picricacid還 元 阻 止 作 用 の 関 係
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第3表Sulfathiazoleのinvitro発 育 阻 止

作 用 と菌 量 との 関 係(菌 膜 形 成 の 阻 止

を指 標 とした)

接 種 接 種'最 小 菌 膜 形 成 最 小 発 「青
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抗 菌力は2m1を 規藥 とす るSauton培 地倍 勢:猛釈 法に より,菌 膜

剤 成の眼止を指標 として3汐C,10日 後に判定 した｡

(3)菌 量 と発育阻止の関係

次に菌量 と発育阻止の関係を観察す ると,第3表 の通

りとなる｡即 ち,菌 量が大 となる と発 育 阻 止に大量 の

STを 必要 とする｡こ の関係は前の呼吸阻害 と菌量の関

係;こ似 ている｡そ して湿菌量300mcg/2ml,即 ち0.15

mg/m1で は発育阻 止にST50mcg小m1を 要 してい る｡

この値は第2表 の 呼 吸阻 害が菌 量O.2mg小mlで72%

に達 したの と比較す ると,発 育阻止 を呼吸阻害で説 明 し

得 る様,こもみ える｡し か し呼 吸阻害 の観察条件 と発育阻

止の共れ とが異な るので可及 的等 しい条件で比較 した｡

(4)呼 吸阻害 と発 育阻止 の関係

Buffer培 地(M/15phosphatebuffer,pH7.8に そ

の10分 の1量 の3%glycerinebouillonを 添加 し,

更にpicricacidを0.1%の 割 合に添 加 した もの)で

pHを 固定 した条件で,か つ呼吸阻害の観察条件に類 似

の条件で,菌 量 とST量 の関係を観察 した｡そ の結果は

第4表 の通 りやは り菌量に より発育阻止に要す るST量

は著 しく相異する｡更 に第5表 の実験 を行つ た｡こ れは

Sauton培 地を使用す る通常 の方法では接種菌量が 小 さ

い ので発育阻止 とpicricacid還 元阻 止の関 係が知 り難

い ので大量の接種 菌量を用いて,発 育 とpicricacid還

元に たいす るST量 の関 係 を同時 に観 察 しよ うと試み

た｡発 育に接種菌量が大 であるので一応菌膜形成を 目標

と した｡そ の結果は第5表 の通 り,24時 間後にpicric
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acid還 元を認めた領域では,後 に多少 とも発育 を認め.

呼 吸 阻 害 と発 育 阻 止 とは密接 な関 係があ ると考え られ・

た｡し か しpicricacid還 元が阻害 されな くても後で発

育 が部分的に阻害 され る領域が あるので,呼 吸阻害が発

育阻 止の原 因の すべ て であ る とは云 えな い様に思われ・

る｡従 つ て他の原因の併存が考え られ,や は りPABん

の利用害阻に 由来す る核酸形成阻害が共同作 用している

と考 えるのが妥 当と思われ る7・9・9・ie)｡

しか し以上の事実か ら呼吸阻害はSTの 発育阻止の原'
へ

因 のす べ てで は ない に して も,発 育 阻 止 に 関 係 して 役割

を演 じてい る こ とが 十 分 想 像 され る と思 わ れ る｡

(注)酵 素 量 と呼 吸 阻 害 の関 係

同 一菌 量 で もpicricacid還 元 酵 素 系 の 活性 度(酵 素

量)が 異 な る とS剤 に よ る 阻害 度 も異 な る｡湿 菌 量1mg曹

に た い し て6-sulfanilamide-・2,4-dimethylpyrimidino

(SD)1mgを 加 え る場 合,そ の菌 のpicricacid還 元

能 が6.5mcg1hlmg(湿 菌 量1mgが1時 間 に6.5mbg

のpicricacidをpicramicacidに 還 元 す る)の 際 は,

SD添 加 に よ りそ の菌 のpicricacid還 元 作 用 は15%

元 進 した が,同 還 元 能 が2.5mcg/h/mgの 時 はpicric

acid還 元はSD添 加 に よ り7%阻 害 され た｡

(5)呼 吸 阻 害 と拮 抗 物 質

WOOD・-FILDES(1940)及 び そ の 後 の 研 究 者 に よ りS

剤 の作 用 機 作 はPABAの 利 用阻 害 に よ るpurine体 形

成 阻 害 とされ てい るの で7・s・9・エe),pABA,f01icacid及

びcoenzymeF(Co-F)の 添 加 の影 響 を 観 察 した｡,ま

たadenosi㎡etriphosphate(ATP),adenylicadid,
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第6蓑

M・avium湿 菌 量20mg/mlM,avinm接 種 湿 菌 量20μ9

被 検 物 質 被 検 物質1癬 癬 加にSTteこ よるPA還 ⊆些 鯉 塾2ml当 り)
添 加 量 、よ るPA*還 元 元 阻害 に対 す るみi被 検 物 質 添 加 量STの 発 育 阻 止 に 対 す る 拮'

μ9小mli作 用の 増 加 か け上 の恢 復ltsg/m1統 作 用(ST濃 度 μ9/ml)

PABA{1ザ ー 一 囎 擁1§l

F・licacid2・0i--198#[9gl

継'lll(?)1::18のil:;
　

驚∵i一 到1∵
・Cyt・chr・meC5・}+1+50-

*PA=Picricacid†ST=Sulfathiaz｡1e
,10r2mg/ml

diphosphopyridinenucleotide(DPN)及 びcyto-

cNromeCの 添加 の影響を併せて観察 した｡PABAは 片

山化学製,folicacidは 武 田 製,Co-Fは 名 大 生 化 学

勝沼信彦氏 よ り分与 された もので,表 中の(?)は 供与物

をそのまま秤量使用 したこ とを 示す｡ATPはsodium

saltで 和光 純 薬 製,adenylicacidはNutritional

Bi0chemiCals製,DPNも 同製(95%純),¢ytochreme

CはL.Light製 を使用 した｡そ の結果は第6表 の通 り

で,発 育阻止に拮抗 したPABA,folicacid及 びCo-F

は呼吸阻害に拮抗 しなかつた(秋 葉教室の山田もPABA

が大原菌にたいす るS剤 の呼吸阻害に拮 抗 しなかつた と

述ぺてい る11))｡ATP及 びadenyliaCidは 呼吸阻害,

発育阻止の 何れ にも作 用な く,一 方DPN及 びcyto-

chromeCは みか け上はSTのpicricacid還 元阻害に

拮抗す る様 にみ えたが,発 育阻 止には全 く拮抗 しなかつ

た｡し か しこの両者は単独で生菌のpicricacid還 元作

用を充進 するが,こ の充進 したpicricacid還 元作 用も

略同率でSTに よ り阻害 され るので,呼 吸阻害に本当に

拮抗するのではない｡従 つて発育阻止に拮抗 しない のも

当然 と思われ る｡

PABAが 呼 吸 阻 害に拮抗 しない ことは問題になる｡

そしてPABA自 体が呼 吸 阻 害 作 用を有す るものなの

でその評 価は簡 単に できない と思 われ る｡(PABAは

picricaCid還 元 もi著明に阻害す る)｡吾 々は予めPABA

と数時間incubateし た菌 を実験 に用いてみたが阻害度

の減少は認めなか?た｡し か しSauton培 地にPABA

/mcg/m1,picricacid400mcglm1を 添加 して常法通

りの稀釈検定を行つてみ ると発育 の恢復 と同時にpicric

acid還 元の恢復 も認め られた｡従 つて 所 謂静止菌 の状

態では呼 吸の恢 復が不 能で あるとも解 され る｡即 ち,

PABA利 用に よるpurine体 形成 の恢復が呼吸 酵 素 の

増加か ら呼吸阻害 の恢復 に通 じるのか もしれない｡こ の

場合呼吸阻 害の発育阻止にたいす る意義は主因ではな く

副因 と考え られるが,何 れに しても発育阻止に無関係で

はない と既述 の(1)一(4)の 実験か ら考える｡

結 論

Mycobαcterizsmaviumの 生菌を使用 し,picricacid

を水素受容体 とす る方法でsulfathiazoleの 発育阻止作

用 と呼吸阻 害作用 との関係を追求 した｡そ の結果,発 育

阻止 も呼吸阻害 も ともに菌量 と密接 な関係があ り,呼 吸

阻害が認め られた｡そ して呼吸阻害 と発育阻害 とが併 行

して観察 された｡

呼吸阻害 作用はsulfathiazole乃 至sulf0namidesの

作用機作 の主体ではないか もしれぬが,発 育阻止に関 与

しているもの と想像 され る｡

御指導を受けた院長 勝沼六郎博士 と名大第一内科 日

比野進教授 に感謝 の意を表す る｡
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