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1957年 演者等の1人 添田が東京都自由ガ丘の土壌か

ら抗癌性を有する1新 株を見出し,そ の生物学的性状を

明 らかにし,Streptemycesmariensis(S-34)と 名づけ

た｡昨 年11月,千 葉大学腐敗研究所の新井正教授によ

つて新株であることが認められた｡

この菌株の産生す る物質は抗癌性のみならずsarcoma

180お よびYoshidasarcoma等 に対 してもその抗腫瘍

性が認められるので,Antimalignanttumorsubstance

とい う意味から,Marinamycin(略 称M2)と 命名した｡

本株はnon-chromogenictypeに 属 し,erganicme-

dium上 に色素を作らない特徴があり,胞 子は美麗な白

色粉末状で,1週 間以内に死滅するし,胞 子形成は従来

のStreptomycesgroupの よ うにいつれの培 地 にも自

由に作るわけではないので,こ の前 培 養 を 意 味 す る

sporolationmediumの 研究も仲 々難事であつたが,幸

にもcenstantに 美 麗な白色粉末状のcenidiaを 産生さ

せることに成功した｡即 ちNzcase1%,NaClO・5%,

Bactobeef-ext.O.3%,Glycerin1%,agar2%に 蒸溜

水を加えて,加 熱溶解せ しめ高圧滅菌後slantと して用

いる｡こ の前培養基を用いることによつて長期間の移植

を くりかえしても,抗 腫瘍性の生産に影響がないことが

分つた｡

Marinamycinの 生産培地:

振愚培地として現在迄に検討された種々なるPeptone,

Extractお よび塩類,糖 類等の組合せによる培地の数は

202種 類に及んだが,最 近に到 り一応の日安がついたの

で以下代表的なものについて順を追つて報告する｡

本研究の当初は,戦 時中ペニシリン研究のために入手

した カ ツオ エ キ ス を 用 い た 関 係 上 この 中 の成 分 の 何 が有

効 で あ つ た か,第1報 に 報 告 した よ うな有 効 単 位 が 得 ら

れ たが,こ の カ ツ オエ キ スが 絶 えて か ら思 うよ うな単 位

が 出 ず長 年 月苦 労 した｡

吾 国 に お い て 市 販 され て い るPeptoneに つ い て も 出

来 るだ け 検 討 した が,現 在 の 処Polypeptoneが 最 も適

して い る こ とが 分 つ た｡

米 国 製 品 と し てはDifcopeptone6種 類(即 ち(1)

Tryptose--Bacto,(2)Bacto-peptone,(3)Tryptonone

Bacto,(4)Proteosepeptonedifco,(5)CaSitoneBacto,

(6)ProteosepeptoneNo.3),``Sliieffeld"のNzcase

お よびTryptocaseの8種 類 を 選 び,種 々な る組 合 せ に

つ い て 検 討 した結 果,Difie-manua1に 示 され た4つ の

PeptoneのTypicalAnalysisの 表 が 参 考 とな つ た｡即

ち培 地 中 にchlorineが 少 な いpeptoneを 用 い た 場 合 よ

りは,chlorineの 多 い 即 ち塩 素 イ オ ン の多 いpeptone

を用 い た 方が,有 効 単 位 が 確 実 にconstantにdilutions

unitで2倍 に上 昇 す る こ とが 見 られ た｡

吾 国 製 品 のpoly-peptone及 びEhrlichext.を 用 い

た 結 果,Eh士iichext.の 量 が 少 な い 方 が む し ろ 有 効 単

位 が 高 く産 生 され る こ とが 分 つ た｡

今 迄 に述 べ た成 績 を総 合 す る と,proteosepeptoneO.2

%の 添 加 に よつ て現 在 の処 最 高 の単 位 が 得 られ,pro-

teoseの 濃 度 を 増 して も単 位 が 高 く出 な か つ た｡

これ 等 の結 果 か ら,大 量 生 産 培 地 のcostを 下 げ る た

め にBacte-beef-・ext.の 代 りにEhrlichext.の 検 討 を

行 つ た 処,Ehrlichext.0.5%,Polypeptone1%,NaC1

0.75%,GlucoseO.5%,Starch2%}こproteoSepep・

toneO.2%eを 添 加 した 培 地 が 現 在 の処 大 量 生 産 に用 い ら

れ る廉 面 に し て高 い 有 効 単 位 を 示 す 培 地 で あ る こ とを 確

か め る こ とが 出来 た｡

以 上28℃ に 於 て3日 間 振 盗培 養 後invitrovcよ つ て

検 定 した単 位 を示 した｡

検 定 方 法:

1957年 添 田 が 考 案 したinvitroactivityの 方法 を 用

い た｡即 ちEhrlichascitescancercells100万 個per

m1をdilutionmethodに よ り37｡C1時 間 で 呼 吸 作 用

の 停 止 す る量 を1単 位 と定 め た｡こ の 単 位 は24時 間 後

に は10倍 に上 昇 す る こ とが 分 つ た ので 参 考 まで に 記 載

した｡そ の理 由は 有 効 単 位 出現 阻 害 物 質 が 培 地 中 に 多 量

に 含 まれ る 場 合 に 参考 とな る た め で あ る｡こ の問 題 に関
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して は 後 日に ゆ ず る｡

以 上 の抗 腫 瘍性 物 質Marinamycinはinvitroお よび

動 物 実験 に よつ て,各 種malignanttumorcellsecも 作

用 す る こ とが 分 つ た の で報 告 す る｡検 定 方 法 はEhrlich

ascitescancercellsに よつ て 検 定す る方 法 に な らつ て

腹 水 中 のmalignantcellsの 浮 游 液 の 呼 吸 作 用 を 阻 止 す

る濃 度 をdilutionmethodに よつ て確 か めた｡

Marinamycincrudepowderlmg中 のinvitPto

activityに つ い てEhrlichascitescancerceUsと 他 の

malignantcel1Sと の 有 効 度 を 比 較 した｡又 動 物 実 験 で

有 効 性 を確 か め た こ とに つ い て は 各 々 の研 究 者 か ら紹 介

され た｡未 発 表 の もの は 追 つ て 紹 介 され る｡

総 括

1)Streptomycesmariensisの 胞 子 は 死 滅 しや す く出

来 に くい が,発 育 が よ く,空 中気 菌 株 の よ くつ くSporo-

lationsmediumを 考 案 した｡

2)Marinamycinの 高 い単 位 が 得 られ る 大 量 生 産 培

地 を 考 案 した｡

3)各 種malignanttumorcellslこ 対 し,Marina・

mycinの 有 効 性 に つ い て記 載 し た｡即 ちEhrlichascites

cancercellsの み な らずHepatomacancer(Sasaki),

HepatomacancerAH13及 び そ のnitreminfaststrain,

HepatomacancerAH7974及 び そ のnitrominfast

strain,sarcoma180,Yoshidasarcomaに 対 しinvitro

activityを 記 載 した｡

本 稿 を終 る に臨 み,最 高 の御 支 援 を賜 つ た 自 衛隊 中央

病 院 長 小 島憲 先 生に 対 し 深 甚 な る謝 意 を捧 げ,防 衛 庁

技 術 研 究 本 部 長 青 山 秀三 郎 博 士,第2研 究 所 所 長 石 館

文雄 博 士 並 び に研 究 部長 松 野 正 徳 博 士 に 感 謝 す る｡

(2)Marinamycinの 化学 的研 究

(第1報)

Marinamycinの 精製 に つ い て

奥 村 重 雄

徳島大学工学部

添 田 百 枝｡住 山 弘

防衛庁技術研究本部第2研 究所

私 共 の1人 添 田が1957年 東 京 都 目黒 区 自 由 ガ 丘 附 近

の土 壌 よ り分 離 した 放 線 菌 の1新 株Str.mariensisの

培 養 ろ液 中 に抗 癌 性 を示 す 物 質 が産 生 され る こ とを 見 出

し,そ の物 質 をMarinamycinと 命 名 した｡

こ のMarinamycinは 有 機 溶 媒 系 に 移 行 せ ず,又Am・

berliteIR4B,DuoliteA-30,DuoliteA-2等 の 塩 基 性

樹 油,Dowex50,IRC50,XE64等 の 酸性 樹 脂 に 対 し

ても,不純状態に於ては吸着 されないとい う知見を得た｡

そ こでMarinamycinの 抽出,精 製に当り,こ の点に

着 目し,イ オン交換樹脂により不純物の除去を行ない,

又菌体外毒素精製法に用いられる部分的濃縮法 との組合

せに二より精製濃縮を行ない高単位の精製粉末を収率よく

生産する方法を確立したので発表する｡

実 験

新放線菌株S彦r.mgriensisを 培地組成プロテオーゼ

ペプ トン0.2%,ポ リペプ トン1%,エ ー リッヒ肉エキ

ス0.5%,食 塩0.75%,葡 萄糖O,5%,澱 粉2%の 培

養基に接種 し27～30｡Cに て,3～4日 振藍培養する｡こ

の培養液をBrothoutし ろ紙ろ過によつて菌体を除去し

褐色透明のBr0thを 得る｡Brothは 培 養状態により一

定ではないがpH7.4～9.0程 度 のアルカ リ性に傾 く｡

次 にその精製法を説明する｡ま ず このBrothを 陰イ

オン交換樹脂DuoliteA-30CItypeのColumnを 通

す｡使 用Resinの 量 は通過液量の1/5Volume流 出速

度30m1/min,Resinの 大 きさ50mesh附 近 のものと

す る｡流 出液のpHは 酸性側(pH5附 近)に 傾 く｡こ

れをイオン交換樹脂AmberliteIRA400Freetypeを

用 いてpH7.4～7.8に 修 正を行ない これに約30%の

塩 化亜鉛水溶液を流出液量の1/20Volume添 加,し ば

らく放置 した後,生 じ,た紮状沈澱をDecantation及 び遠

心分離により集める｡こ の沈澱を10%第2燐 酸ソーダ

溶液でpH8.0に いたるまで撹絆しつつ添加溶出を行な

い,の ち遠心分離により燐酸亜鉛の白色沈澱を除き褐色

透明な水溶液を得る｡こ こに於て液量は原Brothの 約

100分 の1と なる｡

次 にこの濃縮液(1.r.w.)中 に含まれる塩類を除去す

るため,陽 イオン交i換樹脂AmberliteIR-120及 び陰イ

オン交i喚樹脂AmberliteIRA-400のFreetypeを 液の

pHが5.0～8.0の 間に保たれるように注 意しつつ両樹

脂がその総 和に於て液 量の約1/5と な るまで加え最終

pH7.2～7.4と す る｡ろ 過によりこの樹脂を除 く｡

このろ液を次に陰イオン交 換 樹 脂DuoliteA-2,Cl

type100meshのColumnを 通す｡樹 脂量は通過液量

の1/5,流 出速度1mllmin｡こ の際流出液のpHは 酸

性側(pH5.0附 近)に 傾 く｡こ れをAmberliteIRA-

400FreetypeでpHを7.6附 近に修正ろ過 により樹

脂を除 く｡続 いてDuoliteA-2CItype通 過,IRA400

によるpH修 正 の操作を更に3回 繰返 し,最 後のpH修

正 の際,陽 イオン交換樹脂AmberliteIR120陰 イ オン

交i換樹脂AmberliteIRA-400Freetypeを そ の総量が

液量の約1/5と な るまで添加 し最終pH7｡2と し塩類除

去及びpH修 正を兼ねる｡樹 脂をろ過により除去｡

この最終精製液(Ilnd・richwater)を 凍結乾燥 し帯
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黄自色の粉末(Ilnd・richwater)を 得る｡

この粉末はこれまで試みた種々の方法により得られた

粗粉末の5倍 ～10倍 の効力を示す｡又 収率も非常に良

いo

その性状は,酸 よりアルカリに対 して不安定である｡

熱に対しては,50℃ に於て効力の減少が著しく,100℃

に於いてはそれほどでないとい う結果をみた｡こ れは何

か他の要因を考慮する必要がある｡酵 素Protenaseの 作

用を受ける｡膀 胱膜,セ ロファン ・テユーブにより透析

されない点からみて高分子物質と考えられる｡

結 論

ここに示 したイオン交 換樹 脂 使用による新精製法は

Marinamycinの 精製に当つて非常に有効な方法である｡

なおこの方法により得た精製粉末より結晶化のパイ饗ッ

トテス トに成功 したことを附言する｡な お単位の検定は

添田の特殊Screeningtestに よ り行なつた｡

本稿を終るに臨み,非 常な御支援を賜つた自衛隊中央

病院長 小島憲先生,並 びに防衛庁技術研究本部長 青山

秀三郎先生,第2研 究所所長 石館文雄博士,部 長 松野

正徳博士に対 し深甚な謝意を捧げる｡

(3)Purine系sulfone類 のTγi-

chomonas及 び カ ビ類 に 及 ぼ す

作 用(誌 上)

(Kinetineの 生物化学的研究 第4報)

奥 村 重 雄

徳島大学工学部

添 田 百 枝

自衛隊中央病院研

演 者は さ きにTriclaomonasvagi"alisと して 浜 田 義

雄博士 の分 離 に か か わ るTVag1099株 を 用 い てKine-

tineな ど15種 のKinetine誘 導 体 に つ い て,抗Tri-

chomonas性 を検 討 した結 果,6-Benzylsulfonylpurine

の みが 有効 で,他 の もの は す べ て 無効 で あ る こ とを 報 告

した｡

1)Benzylsulf｡nylpurineの 抗Trichemonas作 用

は合 成 剤 と しては 可 成 り強 力 でTV491099株 の 発 育 を

6.25mcg/m1の 濃 度 で阻 止 す る｡

抗酵 母 性 を検 定 す る た め に,Candidaalbicans,Cry・

ptococcusneoformansを 用 い た が,50mcg/m1の 濃 度

では 無効 で あ つ た｡

以下4種 のderivateに つ い て はTriehomonasfaetus

(Hamada)に つ い て2)6-(Decy1)-sulfonylpurine,

3)6-(Octyl)-sulfonylpurine,4)6-(heptyl)-sulfonyl

purine,5)6-(hexy1)-sulfonylpurineに つ い て も検 討

した 結 果,2)6.25mcg/ml,3)3.125mcg/m1,4)12,5

mcg/m1,5)3.125mcg加1の 阻 止 効 果 を示 した｡

抗Candida性 につ い てはCandidaalbicansM10株,

CandidaalbicansYu1200株 を 用 い た が,2),3)は50

mcg/m1,4)-5)は100mcg/m1で は 発 育 阻 止 され なか

つ た｡

CryptOcOccptsneoformansに つ い て も同 様 で あ つ た｡

興 味 あ る こ とはTrichoPhytonec対 す る態 度 で このderi・

vateの 内1)6《Benzy1)sulfonylpurineは50mcgl

mlで 完 全 発 育 阻止 し,4)6-(Hepty1)sulfonylpurine

は100mcg/m1の 濃 度 で 発 育 阻 止 し,他 の3derivate

(2)と3)は50mcg/ml,5)は100mcg/m1)の 濃 度 で

無 効 で あ つ た｡

既 知 抗Trichomonas剤 の カル パ ミヂ ン,チ ア ゾ ール

誘 導 体 は 抗 丁γづoho物%αs性 で あ るが,Trichomycinは

抗Trichophyton,trichomonacidaL抗Candida性 抗

生 物 質 で あ り,Nystatin等 は 高 い 抗Candida性 の み を

示 し,抗Trichomonas性 で な く,Griseofulvinは 抗

Trichomonas性 な くTrichoPhツtonに 作 用 を示 す｡

以 上 報 告 され た も のは 何 れ も従 来 の文 献 に記 載 の な い

新 化 合 物 で あ つ て,抗Thiehomonas性 でTrichoPhyton

に有 効 であ る こ とは 興 味 深 い｡

(5)抗 生剤に よる細菌細胞の構造 と

生理機能の変動について

1)抗 生剤の細菌透過性について

中 村 典 男 ・吉 田 耕 作
ノ

高 橋 昌 己 ・木 村 義 民

日本医大組菌

実験 方 法:E.colio-6及 びStaPhytococcusaureus

の培 養 各 時 期 の 菌 を 一 定 濃 度 にSUSpendし1ml当 りの

菌 数 を 一 定 と し,こ れ にSMlmglm1又 はPc100ulml

を 加 え,37℃30分incubateし,こ れ らの 抗 生 剤 の 菌

に対 す る 吸着 な い し滲 透性 を 検 討 す る た め,sonicOSil-

1etorを 用 い てE.celiは2分 及 び30分 溶 出 分 画 及 び

沈 渣 と した｡StaPhy.は10分 及 び40分 溶 出 分 画 及 び

沈 渣 と して各 分 画 中 のSM及 びPcを 測 定 し,こ れeCVn/V

を 乗 じて 一定 菌 数 当 りの薬 剤 量 を 求 め た｡測 定 の 方 法 は

従 来 行 なわ れ て い るcup法 の変 法 を用 い た｡即 ち2～3

%普 通 寒 天 を以 て基 礎 平 面 を作 つ た後,cupを 立 て そ

の 周 囲 にSM測 定 に はBac,Sttbtilisのspore,Pcに

はStaPhy.a#reus209Pを 混 釈 した1%普 通 寒 天 を 注

ぎ,寒 天 凝 固 を 待 つ てcupを 抜 き取 り,そ こに 出 来 た
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径8mmのholeに 検 体 を満 して培 養 し,そ こに 現 わ れ

る菌 発 育 阻 止 帯 の直 径 を標 準 曲線 か ら算 出 し測 定 値 と し

た｡こ の 方 法 に 於 て は 同一 条 件 のcup法 に 比 較 して,

阻 止 帯 が 広 く測 定 感 度 を高 め る事 が 出 来 た｡

実験 結 果:先 ずSMに つ い て はE.coliO-6感 性 菌

(Sens.)に 於 て は18時 間 培 養 の菌 に 最 も 多 くSMが 含

有 され て い る｡沈 渣 即 ちsonic30分 で 溶 出 しな い 分 画

に つ い て は 培 養 時 間 の 短 い1agphaseの 菌 に於 て 最 も多

く6.8mcgが 証 明 され た｡SM耐 性(R.)に つ い て は,

そ のstationaryphaseのsonic30分 の分 画 に於 て23.O

mcgと 多 量 に証 明 出来 た｡又PcR.の 菌 に つ い て は比

較 的 表 面 のsonic2分 の 分 画 に 多 量 のSMを 認 め た｡

又209Pに つ い て もSens.18時 間 培 養 に 比 較 的 多 く含

有 され,PcR.と して 用 い たwildのNo.72株 に は全 体

にSM含 量 が 多 く認 め られ た｡一 方Penicillinに つ い

て は,209PSens.,SMR｡及 びPcR.で あ るNo.72

に つ い て 何 れ もPcの 滲 透 性 弱 く,僅 か にsonic10分

に於 て 認 め られ る もの が あ つ た｡又 亙 ω箆 につ い て も

PcR.の18時 間 培 養 の もの に 極 く僅 か認 め られ た の み

で,他 に は 証 明 出来 なか つ た｡他 方 抗 生 剤 と菌 の 接 触時

間 の 関 係に つ い て検 討 した所,SMに つ い て は 非 常 に 短

時 間 です で に菌 体 の深 部 に ま で 滲 透 して い る と思 わ れ る

成 績 を 得 た｡し か しE.celiの 場 合 に於 て10分incu・

bateす る とむ し ろSM含 量 の減 少 を来 す こ とは 興 味 あ

る知 見 で あ る｡又 同 様Penicillinに つ い て はsonic10

分 溶 出 分 画 に於 て は 認 め られ るけ れ ども,そ の 他 に は証

明 出来 な か つ た｡但 しNo.72に 於 てはMedium中 に 加

え られ た100u/m1のPcは 急 速 度 で減 少 しincubate10

分 に して す で に 証 明 出来 な くな る こ とは,Penicillinase

の 産 生 を 思 わ しめ る も ので あ る｡E.coliに つ い て は10

分 作 用 の 場 合 に 少 土量のPcが 各 分 画 に証 明 出来 た 以 外 は

StaPhy.の 場 合 と異 りsonic2分 の表 在 性 の分 画 に も証

明 出 来 な か つ た｡次 にMicrococcuslysodeikticusを 用

い てSMの 滲 透 状 態 を 細 胞 構 造 の上 か ら検 討 した｡即 ち

細 菌 細胞 に 吸着 な い し滲 透 され てi残つ た も のをFr.(1)

と し,1ysozymeに 依 つ て 溶 解 され たcellwa11とproto-

plasmの 水 溶 性 部 分 をFr.(2),そ の遠 心 沈 澄 即 ちcell

membraneと 考 え られ る部 分 は 全 量 の16%で あつ た｡

これ をsonicに 依 り破 壊 して得 た 水溶 性 部 分 をFr.(3)

と し,残 渣iをFr.(4)と した｡更 に1ysozymeを 用 い

る事 な くSM作 用 後 の菌 を 直 接sonicでoscillateし,

そ の 上 清 をFr.(5),沈 澄 をFr.(6)と して,各Fr.

のSM定 量 を行 な つ た結 果,100mgの 菌 に 含 有 され る

SM量 は13.5mcgで あ り,Fr.(3)即 ちcellwa11

及 びprotoplasm中 に8.5mcg,Fr.(3)即 ちcellmem-

brane中 に5.6mcgのSMを 証 明 した｡そ して 各Fr.

の 乾 燥 重 量1mg当 りに 換 算 す る とFr・(3)が 最 も濃

厚 にO.312mcgで あ りFr.の0.014mcgに 比較 して

約20倍 量 で あ つ た｡同 様 の実 験 をSMR.の 菌 につ い

て も試 み た が,感 性菌,耐 性 菌 の 間 に は 有 意 の差 を認 め

なか つ た｡

結 論1)SMはE.coliSens.,SMR.及 びPcR.

の3者 共 良 く菌 体 内部 に ま で 短 時 間 で 滲 透 し,特 に 感性

菌 及 びPcR・ の18時 間 培養 菌 に 於 て 著 明で あ つ た｡2)

同 じ くSMはStaPhy.aureusecも 良 く滲 透 す るがwild

のPcR.No.72株 に 於 て特 に 明瞭 で あ つ た｡3)Pcに

つ い て はEcoliSens.,PcR、,SMR.及 びStaphy.

ureusSens.,PcR.,SMR.何 れ に 於 て も細 胞 構 造 中に
び

入 り得 な い か,又 滲 透 して も微 量 で あ つ た｡4)薬 剤 と

の接 触 時 間 に つ い て は,SMは 非 常Lに短 時 間 に,Pcは

比 較 的長 く約20分 まで 徐 々 に 滲 透 す る｡5)Wildの

PcR.Staphy.aureusの うち に はPeniciliinase産 生 菌

と非 産 生 菌 が 認 め られ る｡6)Micrococeus砂so4eih'蜘3

を 用 いSMの 滲 透 部 位 を1ysozymeに 依 つ て分 画 した

PtcellmembranetlC最 も多 く1mg当 り0.312mcg

で あ つ た｡し か しSMSens.とSMR.の 菌 の 間 には 有

意 の差 を 認 め な か つ た｡

(6)抗 生剤に よる細菌細胞 の構造 と

生理機能の変動 に関す る研究

2)チ トクローム系呼吸酵素並びに核酸量について

新井義夫 ・鈴木広造 ・木村義民

日本医科大学細菌学教室

私達は今回,同 一菌 種の感性菌及び耐性菌について夫

夫の生理機能を検討する一端 として音波処理菌体の各分

画についてチ トクローム系呼吸酵素及びRNA,DNAに

ついて検討した結果を報告する｡

高等動物のチ トクローム系呼吸酵素については古 く藤

田によつて,そ れ らの吸収スペク トルによりa,b,c型

に分類されているが,最 近CHANCE,SMITH等 の新 ら

しい知見と共に電子伝達系の研究の進展に関連 して多 く

の菌種についてチ トク胃一ム系呼吸酵素の更に細分され

た吸収スペクトルが検討されている｡

各 菌体はブイヨン24時 間培養を行なつたものについ

て,15,000×gの 連続遠心により菌体を分離 し,更 に10

KCの 音波振 藍器により30～40分 間にわたり溶出せし

めた菌体抽 出液を更に20,000×gの 遠心により上清と

沈渣に分け凍結乾燥を行なつた各分画について,Cyto-

chrome,RNA,DNAに ついて検討を行なつた｡

使用した菌種は 且coli,0-6感 性株及びSM耐 性株,

Staphptlococcusaureus209P感 性 株 並びにCM,SM,
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Pcの 多剤耐性株,ShigelladysenteriaeA2感 性株並

びにCM,SM,Pcの 多剤耐性株,MiCPtoceccuslysodei-

hticus感 性株並びにSM耐 性株である｡

Cytochromeの 測定については各菌体抽出液の上清と

沈渣をCARYの 自記分光光度計により酸 化型と還元型

の吸光度の差によるdifferencespectrumと して記録し

た｡還 元剤 としてhydrosulfiteを 使用し,沈 渣について

は之を苛性カ リにて加水分解を行なつたものについて測

定を行なつた｡

DNAの 定量はWEBB&LEVYの 比色定量法により

行なつた｡即 ち各検体をSCHNEIDERの 方法により酸可

溶性及びエタ ノPtル可溶性成分を除き,5%ト リク口一

ル酷酸(以 下,TCAと 略)を 加え,100｡C,30分 にて加水

分解後,更 に3m1の5%TCAを 加え,振 盛 し,遠 心に

よりTCAの 層2mlを 分離 し,0.5%P-nitrophenyl-・

hydrazineエ タノール溶液0,1mlと 共に更に100｡C,20

分間 加熱 し,冷 却後酷酸ブチル10m1を 加え振量し,有

色物質を酷酸ブチル層に移行せしめ之を分離する｡下 層

のTCA1mlに99%エ タノール溶液3ml5%NaOH

O.5mlを 加 えることにより赤色に発色したものについ

て直ちに570mμ にて比色定量を行なつた｡回 収 率は

95～105%で 測定範囲は10～200μ9で あつた｡

RNAの 定 量法はWEBBの 比色定量 法により行なつ

た｡即 ちDNA定 量 の場合 と同様に,各 検体について酸

可溶性及びエタノール可溶性成分を除き,5%TCAを

以つて加水分解を行ない,遠 心後加水分解液1mlに つ

いてXylene,8NHCl各1m1を 加 え,更 に食塩の結

晶を飽和に加え,100℃,3時 間加熱し,冷 却 後 更 に

Xylene2士mlを 加え,充 分に振盈 した後Xylene層2mI

を分離 し,2.5%P-bromphenylhydrazine塩 酸 エタノ

ール溶液2mlを 加え,37℃,60分 間作用せしめた後

470mμ にて比色定量を行なつた｡

Ecoli感 性株及びSM耐 性株について見ると,感 性

株,耐 性株共に432mμ,530,593に 夫 々特異的吸収が

認められたが,特 に相違 した吸収は認められなかつた｡

同 じ菌株の菌抽出液の沈渣について特に著しい変化は

認められなかつた｡

StaPhylococcusaureus感 性株及びCM,SM,Pc耐 性

株の上清については432,530,560に 夫 々特異的吸収を

認めた｡

同様の菌株の沈渣についても大腸菌の場合と同様に感

性株及び耐性株共に大差を認めなかつた｡

Shigellady5enteriaeA2の 感性株及びCM,SM,PC

耐性株については432,560に 夫 々著明な吸収を認めた｡

Micγococcuslツsodiehticusの 乾 燥菌体10mg/m1に

lysozyme100mcg/mlを 作用せ しめたものについての吸

光度の変化は共に432に 特 異的吸収を認めたが,感 性株

では480又 耐性株では470に 夫 々特異的にスペク トルが

認め られた｡

又核酸量については大腸菌,ブ ドウ球菌共に全菌体量

ではRNA,DNA共 に増加の傾向を示 したが,各 上清及

び沈渣の分画については分画方法の不充分なためか大差

を認めなかつた｡

以上の如 く今回,大 腸菌,ブ ドウ球菌等の感性株及び

耐性株の生理機能ない し代謝機能の相違について特にチ

トクローム系呼吸酵素及びRNA,DNAに ついて検討を

行なつたが,チ トク戸一ム系呼吸酵素にはほ とんど差を

認めずlysozyme作 用 後 のMicrococcuslysodeihticus

についてのみ相違を認めた｡

尚培養時間,菌 体分画の方法等について種々検討を加

える必要があると思われる｡

(7)抗 生物質作用下のBacillus属

菌 の形態変化に関す る電子顕微

鏡 的研究

鈴木成美 ・菅沼 惇 ・谷野輝雄

重松保弘 ・本田 功 ・望月成大

京都府立医科大学微生物

EAPF(1954)は 枯草菌,大 腸菌などの各菌に阻止濃度

以下のSM,AM,TM及 びPcを 作用せ しめた場合の形

態変化を電顕的に観察 し,AM,TMは 細菌細胞核に直

接的な影響を与えないが,SMは 細胞核の機能障害を来

し,Pcは 細胞分裂を抑制すると同時に細菌細胞核数の著

しい増加を惹起すると述べた｡わ れわれ も各種抗生物作

用下のB.subtilis(PCI219株),B.thiaminolyticus

Matsukawae彦Misawa(BMM菌),B.anthracisな ど

のBacillus属 菌の形態変化を カーボンレプリカ法,超

薄切片法による電顕的観察を行なつた｡

セ冒ファン寒天に培養 した正常な枯草菌のカーボンレ

プ リカ像においては菌体の中央にNucleasiteに 一 致す

る窪み(depreSSion)を 認め,こ の窪みは培養経過に伴

い種々形態変化を示す｡ま た正常 βσご沼螂 属菌の切片

像においてはラセン状に巻いた2本 のchromosome-like

structureを 認 める｡

Pc(0,025u/m1)添 加 ブイヨンで18時 間培養した枯

草菌はsnakeformを 示 し,TM(0、8mcg/ml)添 加の

さいは軽 度の溶菌像を示したが,CM(1.5mcg/ml),

SM(O.1mcg/m1)添 加のさいは著明な菌 体変化はみ ら

れなかつた｡

次 に正常枯草菌の芽胞は表面に数条のribの 形成がみ
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られたが,Pc(O.012u/m1)添 加後3時 間培養したもの

ではsporecoatの 表面は膨化 して無構 造とな りその一一

都 は裂開を示した｡同 濃度のPc添 加後6時 間のもので

は栄養形となつたものの溶菌像がみ られた｡

BMM菌 をPc(0.025u/m1)添 加ブイヨンで12時 間

培養 したさいは菌体の延長又は溶菌 橡 をみとめた｡Pc

(0.025u/m1)添 加培養菌の切片像では菌体の著明な延長

と細胞質穎粒の溶解又は凝縮像を認め,Nuclearappa-

ratusの 消失又は萎縮像を認めた｡

正常炭疽菌のカーボンレプ リカ像ではきれいなCross

septaの 形成と菌体内に1個 つつの窪みを認めたが,Pc

〈O.05ulm1)作 用菌では菌体の延長 と菌体内に蛇行した

細長い窪みが認められた｡

Pc作 用菌の切片像では細胞質 頬粒の一 部溶解 又は

Nuclearapparatusの 消失又は萎縮像がみられた｡

SM作 用菌の切片豫では,Plasmolysisの 像 が認めら

れ,極 めて細長い細菌細胞の出現もみ られた｡

次 にPcの 対照 としてColchitin誘 導体のDemecolcin

〈Colcemid)をBacillus属 菌 培 養に添 加したところ,

Demecolcinの さいはPcよ り核分裂の異常が著しく,

Pc作 用菌 より更に長いsnakef｡rmを 示 し,1細 胞中

に20数 個 の核が密接 して存在するのがみられた｡

〔7追 加 〕AsPergillusfumigatusの 微 細 構 造 と

Nystatinの 作 用 機序

平 賀 洋 明 布 施 祐 輔

札幌医科大学結核科(主 任教授 立野誠吾)

真菌症に関する基礎的研究として,CandidaとAsPer-

gillUSの 正常微細構造及 び抗 真菌性 抗生物 質 であ る

Trichomycin,Nystatinの 真 菌に対する影 響について

観察 してきたが,今 回はAsPergilluslc対 するNystatin

の影響についての電顕 的観察 所見を報告する｡AsPer-

gillusの 頂嚢部原形質中に糸粒体,小 水泡膜様構造物を,

梗子 ・分生子の原形質は極めて電子密度の高い微細穎粒

の集積よりなり殆んど内部構造は認められない｡抗 真菌

剤NyStatinは 梗子に最 も強 く作用し,次 いで菌糸に作

用し,分 生子には殆んど影響を与えない様で,こ れは芽

胞に相当して新陳代謝を必要 としない分生子と原形質梅

造を有する梗子との差であると思う｡又 原形質に始め作

用 し内容空虚にするが,厚 い膜にはなかなか影響を与え

ない様である｡即 ちNystatinは 殺菌剤ではなく,静 菌

的に作用する薬 と思 う｡

(8)ク リプ トコックス髄膜炎の実験

的研究(第3報)

村上精次 ・池本秀雄 ・寺田文夫

宮本 薫 ・高山英一一・中沢信八

浪久利彦 ・塩川優一

順天堂大学第一内科

我々はCryptOCOCCUSneoformans堀 江 株の髄腔内注

入により,犬 の実験的クリプ トコックス髄膜炎を惹起せ

しめ,同 時にその発症に及ぼす副腎皮質ホルモンの影響

並びに髄液の生化学的変化及び菌の形態学的変化につい

て先に報告 したが,更 に実験例を追加 して検討を加えた

ので報告する｡

実験方法は前回同様犬14頭 を使用 し,主 として後頭

下穿刺により菌液を接種 し同時にハイ ドロ コーチゾン

を注入 した｡た だ採取 しうる髄液の量及び採取回数が極

めて制限されているため検査対象は適宜選択 した｡

実験成績｡菌 とハイ ドロ コーチゾンの髄腔内同時接

種例では症状,経 過は急激で5～10日 後 に全例が死亡

した｡

菌 のみの接種例では菌接種後一・時全身状態が不良とな

るが数 日後には次第に回復した｡2例 の死亡例中の1例

は菌接種前より全身衰弱が強 く,髄 液及び脳よりの菌培

養及び病理学的所見よりして髄膜炎による死亡 とは考え

られなかつた｡な おハイ ドロ コーチゾン加培地上にお

いて棊膜の少い本菌は幾分爽膜を痩得する傾向がみ られ

たが,対 照に比較 して特に有意の差は認め られず,一 応

副腎皮質ホルモンの本菌自体に及ぼす影響は殆んどない

ものと考え られる｡

髄 液の細胞数は菌接種後4日 頃 より主に多核球の増加

による細胞増多がみ られ,こ れにおくれて7日 頃よりパ

ンジー反応が陽性となるようであつた｡

髄液糖量は程度の差はあるが減少を示 し,Niclaux法

に よるアルコールの定性反応は,糖 量の減少にも拘 らず

全例陰性であつた｡ア ンモニア量は,特 に髄膜炎を発症

して死亡 した例では増加の傾向がみ られた｡尿 素量は増

加の傾向を示 し,塩 素量は特に有意の差はみとめられな

かつた｡

細菌性並びに漿液性髄膜炎の臨床例では,化 学療法の

開始前,開 始後ともアンモニア土量に殆んど変化がな く,

尿素量も正常値を示 し,ア ルコールの定性反応 も陰性で

あつた｡

髄 腔 内に接種された菌が 血 中に証明されるのは稀れ

で,た とえ証明されたとしても接種後短時 日で,ま た一・

過性であると考え られる｡髄 液よりの培養は菌 とハイ ド
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ロ コーチゾン同時接種例では全例が全経過を通 じ陽性

を示 し,ま た剖検時脳よりの培表も陽性を示 したが,菌

のみの接種例では第2例 のみ死亡するまで陽性を示 した

ほかは接種後7～10日 後にすべて陰性となり,脳 よりの

培養も陰性を示した｡他 の主要臓器の培養は全例が陰性

を示した｡な お一一般細菌は全例とも証明されなかつた｡

短時日で死亡した7例 では菌は髄液中で著明な棊膜を有

することが証明された｡

病理組織学的変化は主として軟脳膜にみ られ組織球性

反応及び リンパ球,プ ラスマ細胞の浸潤をみとめ,そ の

中に巣状にCryptoceccusneOfoi'mansを み とめ,一一部に

巨細胞に貧食された菌体をみとめた｡脳 実質には一般に

変化が少 く1例 に嚢 胞状に()ryptoceccusneOfoγmans

をみ とめた｡他 の臓器には変化をみとめなかつた｡

以上の実験成績よりしてコーチゾンは少量とくに一般

に臨床上使用されているような少量でも,し かもただT

回 の注入によつて発症を促進するという悪影響がみ られ

た｡

アンモニア量は一般 に軽度の増加がみ られたが これは

本菌のもつ尿素分解酵素によるものと考えられ,一 方細

菌性及び漿液性髄膜炎では殆んど変化なく,こ のことよ

りしてクリプ トコックス髄膜炎の診断の補助になるので

はないかと考え られ臨床例において更に検討する必要が

あると考えられる｡

また病理学的所見及び培養所見よりして本菌は脳,特

に軟脳膜に甚だ強い親和性を有するものと考えられる｡

(9)Candidaの 増殖に対す る細菌

培養濾液の影響

小 ロ 圭 太 郎

順天堂大学医学部産婦人科学教室

Candida出 現 の1要 因 と して,体 内一 般 検 出菌 に よ る

Candidaalbicans(C.alb.)の 増 殖 抑 制 につ い て検 べ,

また 細 菌 の 産 生 産 物 がC.alb.の 増 殖 に 対 す る影 響 を 求

め て｡そ の 作 用 機 転 並 び に 化 学 的 性 状 に つ い て実 験,検

討 した｡

実 験 方 法

1)混 合 培 養 法:C.alb・ 標 準 株(DUKE株),Kleb-

siella標 準 株(Kl.),EscherichiaO-9標 準 株(Es.)及

びProteusvulgaris(Pr.)の 夫 々を1%oglucose-peptone

水(1%G-P水)中 に0・033mgつ つ に加 え て混 合 培 養

し,24,48,72時 間 後 にC・alb・ の菌 数 を算 定,同 時 に

pHを 測定,細 菌 を混 合 しな い もの を対 照 と した｡別 に

3種 細 菌 の91ucose消 費 量 をSOMOJYI氏 法 で定 量 した｡

2)試 験 管 内増 殖 に対 す る阻 害 実験:C・alb・ の1%

絡

G-・P水 菌 浮 遊 液 と3種 細1菌 培 養 濾 液 を4:1に 加 え,

37｡Cで 培 養,24,48,72時 間 で光 電 光 度 計 を 使 用 して

透 光 率 を 測 定｡対 照 に は1%G・-P水 を用 い た｡

(附)細 菌 培 養 濾 液 作 製 法;Pγ.,Es.,Kl.の3菌 を

1%G-P水 に37℃ で 培 養 し,24,48,72時 間 に細 菌

濾 過 器 で 濾 過,全9種 の濾 液 のglucose含 有 量 を1.000

mg/d1に 調 製 した｡

3)呼 吸 測 定 法:σ,alb、 を 集 菌,洗 菌 し,KRP菌 浮

遊 液(pH72)を 作 り,こ の菌 液 に基 質 と してglucose

を10"2Mに 加 え,Pr.72,Kl、24,Es,24時 間培 養

濾 液 を 作 用 させ,1%G-P水 を対 照 に と りWarburg検

圧 計 を 使 用 して 酸 素 消 費 量 を 測 定 した｡

4)P32の 菌 体 内導 入 阻 害 実 験:C.alb.を 集 菌｡洗

菌 し,1%G-P水 菌 浮 遊 液10mg小m1に 培 養 濾 液 を0.5

m1つ つ 注 加 し,対 照 に は1%G-P水 を用 い,P32428

×103c.p.m./0.1mlを 加 え,37℃,2時 間 静 置 後 洗 菌.

菌 体 の 放 射 活 性 をG-Mcounterで 測 定 した｡

5)S35-methionineの 菌 体 内 導 入 阻 害 実 験S3s-

methionine80.1×103c.P.m/0.1m1を 加 え,前 実 験 と

同 じ くし,洗 菌 の 後 茄 水 分 解 を 行 な い,放 射 活 性 を

gasflowcounterで 測 定 した｡

6)適 応 酵 素 形 成 阻 害 実 験!酵 素 材 料 に はC.alb.

の 洗 灘 菌 体 を 用 い,基 質 に はgalactose,mannoseを 夫

夫 終 末 濃 度10μM,緩 衝 液 に はpH7.0の 燐 酸 緩 衝 液 を

終 末 濃 度M/30と な る よ うに用 い,Warburg検 圧 計 に

よ り基 質 添 加 直 後 よ り酸 素 消 費 量 を 測 定 した｡更 に

galactose,mann｡se適 応 菌 及 びPr.72時 間 培 養 濾 液 一一

と基 質 とを 共 に 振 醗 させ た菌 とに つ き同 様 酸 素 消 費 量 を

測 定 した｡

7)抗 カ ン ジダ 物 質 の 化学 的 性 質 の 決 定:C.alb.の ・

1%G-P水 菌 浮 遊 液 をPr.72.Kl.24,Es.24時 間 、

培 養 濾 液 の セ ロ フ ァ ン透 析 内 外 液,透 析 外 液 の100℃,

30分 間 加 熱 液,非 加 熱 液 及 び 炭 化 溶 出液 とを 夫 々4:1

に 加 え,37℃ で培 養,24,48,72時 間 で 透 光 率 を 測 定.

したo

実 験 成 績

1)混 合 培 養:24,48,72時 間 培 養i時 の 対 照 の ・

Candiaaの 菌 数 を 夫 々100%と して 混 合 培 養 に お け る

菌 数 との 百 分 率 を とつ て 比 較 す る と,Es.,Pr.,Kl.混

合 は24時 間 培 養 時 に 夫 々15%,0%,0%と な り,48

時 間 で は28%,15%,2%,72時 間 で は42%,13%,

5%と な り,3菌 と もCandi4aの 増 殖 阻害 を示 す｡pH

の 変 化 はCandidaの 増 殖 に 影 響 が な い 籟 囲 に と ど まつ

た｡細 菌 の91ucose消 費 箪 はKl.を 最 高 と してEs.,

Pr.の 順 位 で あ る｡

2)C.alb.の 試験 管 内 増 殖 に 及 ぼ す培 表 濾 液 の 影 響:
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Pr.培 養濾液添加では各濾液とも対照に較べて透光率が

高 く,増 殖阻害を示 しており,特 に72時 間培養濾液が

最高で,Kl.,Es.培 養濾液添加では各時間の濾液 とも

阻害効果を見るが両者共24時 間培養濾液が最高阻害を

示 した｡

3)呼 吸 に及ぼす培養濾液の影響:酸 素 消費量はい

ずれも対照 と変らず,呼 吸に対する影響は認められなか

つた｡

4)P32の 菌体内導入に対する培養濾液の影響2時

間で約10.4%のP32が 菌 体内に導体内に導入され,培

養濾液添加においてはすべて菌体内放射活性は低値を示

し,各 濾液の培養 時 間によるP32の 導入阻害率はPr.

では72時 間培養濾液添加時を最高 として,48,24時 間

培養濾液の順 とな り,Kl.,Es.に おいては24時 間培養

濾液が最高である｡な おps2添 加後2時 間の反応時間の

反応時間中に菌量の変化はなかつた｡

5)S35-methionineの 菌体内導入に対する培 養濾液

の影響:2時 間の反応時間中にC.alb.の 菌量の変化は

なく,菌 体内放射活性が対照(5.1%)よ りも濾液添加に

おいて低値であることはmethionineの 菌体内摂取が阻

害されていることを示すものであり,こ れは蛋白の生合

成に対する阻害と解釈することが出来る｡各 培養濾液の

導 入阻害率の順位はP32の 場合と同様であるが,P82よ

りも高い値を示した｡

6)適 応酵素形成能に及ぼす培養濾液の影響:Gala-

.ctose,mannoseを 基質 とした場合,夫 々の誘導期は15

分及び8分 であるが,基 質 とada》tさ せた菌では基 質

チ ップ後直ちに呼吸を開始 し,こ れは適応酵素が形成さ

れたものと考えられる｡こ れが透過性適応でないことは

'燐酸緩衝液中で2時 間振盛(starvati｡n)し た菌を基 質

に入れて呼吸の開始時間をみた所,starvation前 と変化

のないことで知 り得る｡更 に適応酵素形成期に濾液を共

存させた場合はなお誘導期が認められ,こ れは適応酵素

形成組害が行なわれたことを意味するものと思われる｡

7)抗 カ ンジダ物質の化学的性状:透 析外 液にのみ

阻害効果がみ られ,加 熱液 と非加熱液 との間に増殖の差

異を認めず,濾 液を炭化することにより阻害効果が消失

したこと等か ら本物質は耐熱性の低分子有機化合物と思

われる｡

考 按

3種 細菌のCandida発 育抑制作用は糖の消費の 他に

代謝産物である抗カンジダ物質が関与 していることが推

・定される｡そ の作用機序 として,P32の 菌体内導入が阻

害され,こ れは呼吸阻害,染 色性,形 状等が不変である

ことから,抗 カンジダ物質を加えることによつて菌体内

,の燐酸の流出速度を早めること,或 は燐酸の透過性阻害

ではな く,一 応 菌 体 内の酸化的燐 酸化 阻害であり｡

Candi4aは 栄養物を摂取,酸 化ナることは出来るが,エ

ネルギーを獲得出来なくなり,従 つて増殖が抑制された

ものと思われる｡S35-methionineの 導入阻害率はP32の

それ よりも上廻るが,生 体の代謝にはある程度の安全率

があるから,ATPlevelが 軽度に低下しても蛋白生合成

の速度にはあまり影響がなく,従 つて適応酵素形成阻害

を含めて,蛋 白生合成の阻害が発育障害の直接原因にな

つているものと想像される｡

結 論

Can4idaと 共存する細菌の減少,消 失はCandidaの

栄養源を増加させ,Pr・,Kl・,Es・ の消失は直接的抑制

作用の消失ともなつてCan4iaa出 現 の1要 因となるも

のと考えられる｡

(10)Chloramphenicol及 び類 似

化 合物 の抗菌機 作

田子勝彦 ・矢島行賢 ・本江博子

北 里 研 究 所

我々は芳香族 α,β不飽和カルボニール化合物の α位

にBrを 置換すると抗菌活性が著るしく増強 される事実,

及びアルデヒード化合物はグラム陽性及び陰性両菌種に

抗菌活性を有するのに反 して,ケ トンはグラム陽性菌に

のみ抗菌力を示すことを指摘 して来た｡今 回はこれ ら一

連の化合物の抗菌機序を蛋白合成阻害 と酵素阻害の両面

から追究した結果について報告する｡

1)蛋 白合成阻害:E.celiF103の 菌体を凍結融解

した無細胞押出液にエネルギー源 としてATP及 びHDP

を加え,蛋 白合成に必要な20種 のア ミノ酸の存在下に

37℃ に1時 間放置後三塊化酢酸にて合成された蛋白を沈

澱しNESSLER法 で定量 した｡乾 燥菌量1mg当 りの蛋

白合成量は50mcgでCM(50mcg/ml)で60%が 阻

止される｡芳 香族化合物ではCinnamaldehydeが4%,

同Br置 換 体が48%,paranitro誘 導 体も同様でBr置

換により蛋白合成阻害が強化された｡

2)[i4C]Glycineincorporationの 阻害:蛋 自合成

阻害の実験に用いたアミノ酸溶液の内からGlycineを 除

きCltで1abe1し たGlycineを 各管に10μc加 えた｡1

時間艀置後三塩化酢酷で沈澱 した沈 渣のRadioactivity

を測定すると,抗 菌剤を加えない対照が366count/min

でCMは45%を 阻害,α 一Bromi-cinnama1dehydeは

最強で52%の 阻害を示 した｡こ の場合もBr置 換体は

母化合物に較べて遙かに高い阻害力を示 した｡

3)β 一Galactosidaseinductionの 阻害:o-Nitro・

pheny1一β一galactoside力竃本 酵i素に よりo-nitrophenol




