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高 田 培地 につ き基 礎 的 臨 床 的 に そ の価 値 を検 討 し卿 又 同

時 に 最近 分離 した真 菌 の薬 剤 感 受 性 を 測定 した｡

1・ 水 野'高 田培 地(MT培 地)試 用 成 績

A.保 存 株 に よ る基 礎 実 験

Candida諸 株 は本 培 地 に大 体24時 間 後発 育 を 始 め ,

48～72時 間 後 に はか な りi著明 な 増 殖 を示 した｡TorulOP-

sisは 発 育 が お くれ10日 後 もそ の 増 殖 の 度は 弱か つ た ｡

又,ASPergillusな ど他 の 真菌 中 に24時 間 後 よ り良 好

な 発 育 を 示 す も のが あ つ た が,し か しそ の多 くは 発 育 が

か な り遅 れ た｡ヨ ロ;一 の 着 色状 態 は 多 くのCandida

で24時 間 後早 くも淡 褐 色 な い し褐 色 とな り,時 間 の 経

過 と共 に黒 褐 色 な い し黒 色 とな つ た｡

TorulOPsisは24時 間で は 着 色 せ ず,48時 間 後 に は

銀 色 とな るが,そ の後 は 時 間 の経 過 と共 に 着 色 が 強 くな

る様 な こ とは な く,又,そ の 他 の真 菌 の多 くは 乾燥 した

コ ロニ ー を生 じ るか ら鑑 別 の 目標 とな り得 る｡

MT培 地 には 薬 剤耐 性 株 を 含 む細 菌 保 存 株 は い ず れ も

発 育 しなか つ た｡

B.臨 床 試 用 成 績

本年 度 本 院 外 来 患 者261例 の膣 内容 よ り真 菌 の検 出 さ

れ た も のは75例,期 ち検 出率28.7%で あ つ た｡こ の

結 果 は 同時 に 行 な つ た｡寒 天 培 地 に よ る成 績 と大 差 な か

つたoコPt二 ・一の 着 色状 態 は 同種 の保 存 株 に 比 し,や や

弱い様 で あ つ たo

SABOURAUP寒 天 培 地 で は膣 内容 よ り31.2%に 細 菌

を検 出 した がMT培 地 で は1例 に の み 検 出 され た｡

それゆえ本 培地 は 多 くの真 菌 も 発 育 す るけれ ど もCan一

ゐ面 検 出に 便 利 な特 徴 を 有 し,且 つ 細 菌 の発 育 を殆 ん

ど阻止す る利 点 が あ るこ とが わ か つ た｡

皿・最近 分離 した真 菌 の抗 生 物 質 感 受 性

A.保 存株 の薬 剤 感 受 性

教室保 存 のCandida21株,Terulopsis3株 の 薬 剤

感受性 はo.2～3.12ulcc(又 はmcg/cc)で あ り,菌 株

に よ る感 受 性 の範 囲に か な りの 幅 を認 め た｡

B・ 分 離 株 の 薬 剤 感受 性

本年 度 分 離 したCandida56株,ToruloPsis25株 の

感翠 性 は ・CandidaでTrich・mycin3・12u/cc,Am-

photericin-Bでo.78mcglccの 部 分 にPeakを 示 した｡

Torulopsisで はTrichomycin3.12～6.25u/cc,Am-

photericin-B1.56～3.12mcg/ccにPeakが あ つ た｡

従 つ て 本年 度 分離 したCandida,Torulopsisに は ま だ

耐 性 を 得 て い な い もの と思わ れ る｡

〔追 加 〕 加藤 勲(大 阪 医大 泌 尿 器)

水 野 一 高 田培 地 は 細 菌 の 発 育 を 抑 圧 してCandidaの

み の発 育 を ゆ る し特 有 な 灰 自 色,褐 色,あ る いは 黒 褐 色

のコロニーを生じCandidaの 判別に 便であ,る｡48時

間～144時 間にCandidaは 良好な発育を示し臨床的の

使用に便である｡サ プロー培地に比しCandidaの 発育

のみについては優劣は決定 しがたいが,細 菌類の発育を

抑圧 して σσ%漉露 のみを発育させ,判 定に便な色調を

呈する点がサブロー培地に優るものと考える｡

〔追 加〕 阿多実茂(名 大細菌)

患者喀疾30例,糞 便10例,お よび外来患者の胃液

10例 につき水野 ・高田培地によるカンジダ属の 分離 を

行ない,次 の成績を得た｡

1)本 培地はカンジダ属分離培地 として抗生物質加サ

ブロー培地に優るとも劣らない｡

2)雑 菌 の発育は極度に抑制される0

3)カ ンジダ属の集落は灰色から黒色となる｡

4)細 菌発育抑制因子は真菌に対 しても大なり小なり

の影響を及ぼす｡特 にクリプトコツカス,ト リコブイト

ン,ミ クロスポロン,ゲ オ トリウム等は本培地に発育を

みない｡

5)サ ツカロミセス,ロ ドトルラ,ト ルロプシス等の

集落もカンジダ属のそれの着色と区別 しにくい｡ア スペ

ルギルスも黒色化する｡

6)カ ンジダ・アルビカンスの同定には本培地より更

にそのための諸試験を必要とする｡

〔座長追加〕 山中太木(大阪医大微生物)

MT培 地やGS培 地など特選培地の意義 やその実用

性の向上は 興味 あるところであるが,赤 痢菌 における

SS培 地と普通寒天培地使用のように,病 的材料の塗抹

量の吟味と留意が大切であることから考えて,サ プロー

培地を併用して右のような留意で検討することが必要で

あると思 う｡こ れとともに,耐 性や感性の問題も菌量の

問題をもう少 し厳密に検討する要があると思 う｡

(9)Trichomycin並 び にAmpho・

tericinBの 溶 」血性 吟 味

青河寛次 ・松下光延

京都府立医大産婦人科

抗 真菌 性 抗 生物 質 た るTrichomycin及 びAmphote-

ricin-B(Am)の 溶 血性 をinvitro,invivoで 基 礎 的

研 究 を 行 な い,次 の 知 見 を え た｡

A)Trichomycin,

1.InvitroでTm濃 度 が 家 兎雰 血 球 に 対 し6.Ou/

cc以 下,ヒ トO型 赤 血 球 に 対 し15u小cc以 下 で は 溶 血

を来 さ ない｡

2.Tmを1日500u6日 間,計3,000u,家 兎 に

静 注 して も,血 液 所 見 には 殆 ん ど変 化 を来 さな い｡し か
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しTm1日2回1,eOOu6日 間,計6,000u静 注 で

は,赤 血球 抵 抗性 及 び赤 血 球 数 よ りみ て,溶 血 の発 生 を

推 定 させ るが,こ れ 以 外 の 因子(白 血 球 数 ・血 色素 量 ・ヘ

マ 塾ク リッ ト)は 正 常範 囲 内 の 動 揺 で あ る｡

3.Tmは 従 来 溶 血 が かな り強 い と云 わ れ て い た が,

上 述 の知 見 はTmの 静 脈 内 投 与 の 可 能性 を 示 唆 す る も

の と思 われ る｡

B)Amphotericin.B:

1.InvitroでAm濃 度 が 家 兎 赤 血 球 に対 し50mcgl

cc,人 赤 血 球 に対 し250mcg/cc以 下 で は 溶 血 を来 さな

い｡

2.Am1日1mg,計6mg家 兎静 注 で は,血 液 所

見 に 変 化 は な かつ た｡

Am1日5mg6臼 問,計30mg投 与 時,家 兎5羽

中3羽 が死 亡 した｡し か し,生 存 家 兎 で は著 しい 白 血 球

増多 以 外 に は 赤 血球 抵抗 性 そ の他 に著 変 な く,又,発 死

家 兎 に も認 む べ き 病理 組 識学 的 変 化 が な かつ た｡

(10)皮 膚 白癬 症 に対 す るGriseofu1-

Vin、 の使 用経 験

山 ロ 武 津 雄

大阪市大皮泌科

皮膚白癬症は皮膚科疾患の うち,最 も頑固なものの1

つであ り,往 々種 々の皮膚科的処置に抵抗 し,且 一時的

に軽快しても再発を繰 り返 して我 々を悩ませる｡即 ち浅

在性白癬では通常,菌 は表皮基底層を越えて真皮内に侵

入する事はなく,多 くは極 く表在性の角質層に寄生する

と云われており,古 くから白癬の治療法として菌が存在

する角質層を剥離せしめ,同 時に菌に対 して殺菌的或は

静菌的に作用する薬剤を配合した種 々の軟膏や溶液が用

いられて来たにも不拘,所 期の目的を達 し得なかつた｡

而 るに是にGaiSeofulvinな る物質が出現し,大 なる成

果を収めつつある｡

本剤は1936年OXFORD,SIMONAT等 がPenicillin

griseofulvumか ら分離 した｡白 色,無 臭,中 性,熱 に

安定な抗生物質で,1952年GROVE等 に より構造式が決

定された｡

本 剤を人間の白癬に始めて用いたのはRIE肌 と云わ

れ,其 後欧米に於てはWILLIAMS,BLANK等,本 邦に

於ても,高 橋,樋 口,村 田始め多数の報告があるが,吾

吾も昨年来本剤を用いて各種皮膚白癬症に対 して臨床実

験を行ない,そ の一部は本年7月,皮 膚科学会大阪地方

会に於て発表したが,今 回はまとめて報告する｡

実験対象としては本科外来及び入院患者で,皮 膚白癬

症 と診断 されたもののうち,菌 学的に白癬菌を証明した

もの,・頭部白癬3例,斑 状小水萢状白癬3例,頑 癬12

例,汗 萢状白癬24例,爪 白癬9例 の計51例 で,内 服

量は大人1日19,小 児0.759,幼 児0・59と して2

～4圓 に分服せしめ,約1週 間毎に臨床経過及び菌の検

出を繰 り返した｡菌 の検出は鏡検及びサプロー培地によ

る培養を併用し,効 果判定は菌の陰性化及び臨床所見の

消失したものを治癒 とし,菌 の陰性化が見られても,観

察期間中に皮疹の完全消失に至らなかつたものを有効と

したo

頭部白癬に就ての成績で,掻 痒感は6～16日 で,丘 疹

は14～22日,落 屑は20～25目 で消失 し,病 巣内の菌

は14～34日 で消失,全 例副作用なく治癒 した｡

斑状小水萢状白癬では掻痒は4～18日,小 水萢は9～

12日 で消失,病 巣内の菌は10～17日 で 陰性化 して治

癒しておる｡

頑癬12例 では掻痒は4～18日,丘 疹は7～32日 で

消失 し,菌 は9～34日 で陰性化して治癒 している｡代 表

的な2例 に就ては、治療i前,8は 本剤内服30日 後,9

(躯幹)は 内服前,10は 内服26日 目のものである｡

汗庖状白i癬24例 は,掻 痒は5～18日,紅 斑は8～29

日,浸 軟は11～29日 で消失,菌 の陰性化は15～38日

で見られるが1例 のみ50日 を要 したものがあり,40～

60日 間本剤を投与しても尚皮疹の完全消失に至 らなか

つたものが4例 あつた｡

爪 白癬に本剤を内服させると3～6週 自から混濁肥厚

した病変部の根部に桃紅色の健常爪の発生が見られ,之

は徐々に伸びて行くが,9～10週 目に於て健常爪の発育

は停止するかに見えるが,こ の時期に内服を中止 しても

3～5カ 月で病変部は完全になくなり治癒する｡

次 に副作用は、52例 中20例 に見られる｡即 ち後頭部

鈍痛,下 痢,食 思不振が主なものであるが,何 れも早期

に発現 し,且 軽度で一過性であ り,頭 痛及び嘔吐の甚だ:

しかつた1例 を除いて内服を中止 したものはなかつた｡

又この中にはペニシリン過敏症の既往歴を有するものが

1例 含まれているが軽度の頭痛を訴えたに過ぎない｡

再発に関 しては治癒に至つたもの47例 中,頭 部白癬;

頑癬各1例,汗 疸状白癬3例 に再発を見た｡こ の5例 中・

4例 は菌陰性化徒10日 以内に本剤内服を中止 したもの・

で,10日 以内に内服を中止 した8例 に就て見るとかな:

り高率を示 している｡

経 過期間と治療日数との間には特別の関連性はなかつ

たo

これ迄報告 された欧米の文献には,本 剤内服による掻i

痒の消失に就ての記載は非常に少なく,又 紅斑,丘 疹.

落屑等の他覚的症状に就ても詳細な記載は見られない｡

其等によると内服開始後3～7日 で掻痒の軽減が見 られ
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るとしているが,我 々の例では掻痒の消失には4～18目

を要し,10日 以上を要 したものがかなり見 られた｡一

般に本剤の内服によつて掻痒の急速な減退は認められる

が,消 失には多少の日時を要する様である｡而 し高橋等

の報告する如く,臨 床症状が殆んど消失する迄掻痒が持

続した例は見られなかつた｡

他覚的症状の改善に要 した期間は各症例によつてかな

りの差があり,一 般に本剤投与前の臨床症状の強さに,或

程度関連 している様に思われる｡菌 の陰性化に就ても症

例によつて相当の差が見 られ,50日 間の 内服 によつて

始めて陰性化が見られたものす らある｡か かる症状改善

に要する期聞の差は汗疸状白癬に於て特に著 しいと思や

れるが,こ の様な差異は角質増殖の差異,紅 斑,丘 疹等

の強さが関係を有する事は否めず,又 個体に於ける薬剤

の吸収,角 質に於ける薬剤の濃度,菌 の性状等が関係し

ていると考えざるを得ないが,こ の点に関しては詳しく

は検討が加えられておらない｡

頑癬の治癒に要する期間 は汗i庖状白癬に比 して短か

い｡

爪 白癬の治療経過に関してはROBINSON等 は 趾爪は

指爪に比して経過が緩慢で相当の差のある事を指摘 して

いるが,我 々の例では彼等程の差はないと思われる｡而

し,WILLIAMSの 云 う如く爪白癬の 治癒速度は爪の発

育速度に関係があると思われる｡

副作用に関してはBLANK,SULZBURGER,高 橋 等の

報告と我々の例とは大差なく,全 症例の1/3以 上に副作

用を認めたが,何 れも軽度で,且 つ一過性であつた｡

ペニシリン過敏症 と本剤副作用 との関係 に就 ては

ROBINSON,BLANK等 はかかる既往歴を有する人に投与

しても何等副作用認めず,1例 に於て本剤内服後ペニシ

リン注射部位に発疹を見た例を報告しており,高 橋等は

悪心,嘔 吐,下 痢の甚だしかつた例を報告 しているが,

我々の1例 に於ては 軽度の 頭痛 を訴えたに 過ぎなかつ

た｡こ の問題に,関しては更に症例を重ねることによつて

解決されるであろう｡

再発に関しては,菌 学的に陰性化が見 られてから10

日以内に本剤内服を中止 した8例 中4例 に再発を見てお

り,高 橋も同様の事実を報告している事は注 目してよい

と思う｡又 之等再発は内服中止後13～22日 と云 う早期

に起つてお り,治 癒 と認められてから10日 以上内服を

続けた症例に於ては内服中止後3～11ヵ 月間で再発を見

たものは1例 に過ぎず,遠 隔成績は目下検討中であるが

以上の事実から再発か再感染かの問題 とも併せて今後更

に検討を要すると思われる｡

第2日

(11)地 衣成分の抗腫瘍作用に関す る

研究(第3報)

中沢昭三 ・小松信彦 ・浜田 雅 ・山本郁夫

東大伝染病研究所

藤川福二郎 ・平井邦夫

京都薬科大学

前 回 に引 続 きPsoromicacidの 抗 腫 瘍 作 用 拉 び に 毒

性,更 に化 学 構 造 と抗腫 瘍作 用 との関 係 及 び 芳 香 族 地 衣

成分 中 の デ プ シ ドー ン及 び デ プシ ド類 の 抗 腫 瘍効 果 の比

較 検討 を 行 なつ た ので 報 告 す る｡

1)マ ウ スEHRLICH腹 水癌 接 種 後2日 目 よ り初 回1

mgノ マ ウ ス,次 い で6日 間 毎 日0.5mgノ マ ウス の 腹 腔 内r

注 射 を 行 な つ た結 果,非 常 に著 明 な延 命 効 果 を認 め た｡

2)マ ウ スEHRLICH固 型 癌 接 種 後1日 目よ り12時

間 互 い に8回 腹 腔 内 注 射 し7日 欝に腫 瘍 を摘 出,対 照 の

無 処 置 群 腫瘍 の重 量 と比 較 す る と約1/3で あ つ た｡

3)マ ウ スSarcoma180(固 型)接 種 後1日 臼 よ り1日`

1回7日 間 各2mgノ マ ウ スを 静脈 内 に投 与 し更 に7日 間

放 置 次 い で摘 出,重 量 の比 較 を 行 な うと対 照 群 の 約1/2

で あ つ た0

4)血 清 に よる不 活 性 化 の問 題

50%馬 血 清 にPsoromicacidを 含 有 し マ ウ ス

EHRLICH腹 水癌 を 治療 した が 全 く無効 で あつ た｡又50-

%血 清 加PsoromicacidとPsoromicacid単 独 のCAP'

法 に よ る阻止 帯 を調 ベ る と著 し く減 弱 して い る事 が 分 つ

た0

5)化 学構 造 と抗 腫 瘍 作 用 との関 係 につ い て 検 討 して

い るが 未 だ 結 論 は 出 て い ないQ

6)芳 香 族 地 衣成 分 中 オル チ ン系 デ プ シ ドー ンに 属 す

る α一・Collatolicacid及 び β・一一CollatolicacidはPsoro-

micacidに 次い で 有 効 で あ る｡

又 オ ル チ ン系 デ プシ ド中2,3有 効 な ものが あ り,次

の機 会 に報 告 す る｡

〔質 問 〕 小 俣順 一(阪 大 微 研)

1.投 与 に は遊 離 酸 の形 で 用い てい る か｡

2.抗 腫 瘍 スペ ク トラム をぜ ひ 検 査 され た い｡

〔回 答〕 中 沢 昭 三(東 大伝 研)

1.プ ソPt一 ム酸 は 現 在O.1%の 重 曹 水 に溶 解 して 使

用 して い る｡K塩 に つ い て も検 討 してい る◎

2.s"ル リ ツヒ,ザ ル コー マ180以 外 の腫 瘍 細胞 に

対 して は,吉 田 肉腫 に 対 して は 私 共 の研 究 室 で,そ の 他

は ミシ ガ ン大 学,ス ロン ケ ッタ リン グ研 究 所 の ほ うへ 依

頼 した｡
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(12)GramicidinJの 抗菌 作用機 序 に

つい て

一とくに菌体成分の漏出作用を中心として一

奥田 清 ・三木吉春 ・大谷象平

大阪市大医学部生化学教室

GramicidinJ(Gr.J)はValine,Preline,Phenyla-

aanine,土Leucine,Ornithineよ り構 成 され た環 状 のPep-

tideで あ り,強 い 生 物 学 的 な活 性,こ とに グ ラ ム陽性 菌

群 に 対 す るほ ぼ 撰 択 的 な抗 菌 作 用 を もつ てい る｡ペ プチ

ド性 抗 生 物 質 の作 用 機 序 に 関 して はGramicidin,Ty・

rocidin,Polymyxin等 に 若 干 の報 告 が み られ るが,爾

不 明 の 点 を多 く残 してい る｡幸 い に してGr.Jは 活性 が

強 く,且 純 粋 に得 や す く,更 に 化 学 構 造 が 完 全 に 解 明 さ

れ てい る 等,他 のペ プ チ ド性 抗 生 物 質 が 類 似 ペ プチ ドの

混 合物 と して 用い られ てい る のに 比 し,有 利 な 点 が 多 い｡

今 回 演 者 ら は,Gr.J.を そ の感 受 性 菌 で あ る黄 色 ブ ドP

状 球 菌 の1菌 株 に作 用せ しめた 場 合 に,そ の菌 体 に 由 来

す る と考 え られ るE260mμ 吸 収 物 質 を多 量 に 菌 体 外 へ

遊離 せ しめ る事 実 を認 あ,更 に 詳 細 な 検 討 を試 み た結 果｡

そ の遊 離 物 質 には 菌 体 酸 溶 性 ヌ ク レオチ ドの過 半 量 を 含

む事 を 確認 し 得 た ので,他 の作 用 機 序 に 関 連 した2,3

の事 実 と共 に報 告 す る｡

実 験 材 料 及 び 方 法

被 検 菌

1)黄 色 ブ ドー状 球菌209P株(S株)

2)S株 よ り液 体 培 地 移 植 法 に よつ て 得 た 耐性 株(R

株,R1,R2,R3株 は 夫 々Gr.Jに 対 して ほ ぼ10,20,30

μglmlの 耐 性 を 有 す る)

3)大 腸 菌,微 研 株 〈E株)

これ ら被 検 菌 に 対 す るGr.Jの 最 小 発 育 阻 止 濃 度 は

S,R1,R2,R3,E株 に 対 して 夫 々,1～2,8～10,18～20,

25～30,>30μ9小mlで あ り(R株 の発 育 が 遅 延 す るた め

接 種菌 量 を増 し,判 定 時 間 を延 長 した｡通 常 の 条 件 で はS

株 に対 して0.7μ9/m1前 後 で あ る),S株 に 対 す る静 菌

作 用 域 は0.6～5.0μ9/mlで あ る｡こ の よ うに 静 菌作 用

域 の比 較 的 狭 い こ とはGr.Jの 抗 菌 作 用・が 殺 菌 的 傾 向の

つ よい 事 を 示 す もの と考 え られ る｡興 味 あ る のはR株 は

何れ も グ ラム 陽性 を 保持 した ま ま耐 性 を獲 得 してお り,

また 原 株 で あ るS株 に比 し,ether,ethanel可 溶 性 部 分 が

増量 して い る事実 で あ る｡尚 これ ら被 検 菌 は 何 れ もGr・

Jを よ く吸着 す る が,吸 着 ない し吸着 部 位 に 関 して は 次

の上 村 らの報 告 に ゆ ず る｡

そ の 他実 験 材料,或 は 方 法 の詳 細 は 詳 報(大 阪 市 立 大

学 医学 雑 誌,9巻,11号,213～225頁,昭 和35年)

を参照されたいe

実 験

〔工〕Gr.Jに よるE260mμ 吸収物質の漏出につい

て

S株 の対数増殖期中期 の洗漁菌体 を燐酸カリ緩衝液

(0.02M,pH7.0)中 でGr・ 」 と共 に2｡C,30分 間

incubateし た後,4,000r.P.m.10分 間遠沈 し,そ の

遠沈上清の紫外部吸収曲線を測定すると,260mμ を中

心として強い吸収が認められた｡

1)260mμ 吸収物質の漏出条件

このような漏出現象は0｡Cで も充分行 なわれ,30℃

前幾まで温度の上昇に関係なく,30℃ 以上では 温度 の

上昇に従つて漏出量 も増加するが,Gr.Jを 添 加しない

対照にも全く同じ傾向が認められるので,こ の高温部に

於ける漏出の増大はGr.J自 身の作用に直接関係のない

ものと考えられた｡

漏 出の時間的経過はS株 とGr.」 とを接触後直ちに遠

沈を開始した場合にも充分認められ2時 間のincubation

を通 じて殆んど変化をみ とめなかつた｡

このように低温下,短 時間で充分観察される事は,こ

の現象が核酸分解酵素活性の促進や,核 酸合成阻害に基

ずくヌクレオチドの蓄積の如き複雑な代謝過程を経たも

のとは考え難 く,む しろphysica1な 反応であるヒとの

可能性を強 く示すものと思われた｡

次に漏出とGr.J濃 度 との関係を検討した所,漏 出は

1μ9/ml前 後 より始り,7～8μ9/ml前 後 まではGr.J

濃度の増加に比例 して漏出量が増大 し,8μ91ml以 上,

少 くとも20μ9小m1ま で漏出量の増加は殆んど認めなか

つた｡実 験条件は異なるが漏出の開始及び最大に達する

Gr.J濃 度が,S株 に対する最小発育阻止濃度及び殺菌

濃度に夫々ほぼ一致することはGr.J.の 抗菌作用との

関連性の深い事を推測せしめた｡

2)漏 出物質の同定

上記の如き漏出現象に際 して,漏 出したE260mμ 値

を,同 じ菌体の冷PCA可 溶性分画の総量 と比較 する

と,Gr.Jに よる漏出はその80～90%に も達し,而 も

その総量との差はGr.J処 理後の菌体からほぼ完全に回

収される事から,漏 出したE260mμ 吸収物質として酸

溶性ヌクレオチ ドを予想し,Dowex1を 用いたSIEKE・k

VITZ,POTTERの 法に従つてイオン交換 クロマ トグラ

フイPを 行ない,漏 出ヌクレオチ ドの同定を試みた｡そ あ

結果,ピ リヂン,ア デ昌ンヌクレナチ ド等,少 くとも分析

し得たものについては,そ の漏出は一様であつて種類に

よる漏出量の相違は少く,平 均して80%以 上 に達した｡

3)耐 性菌及び大腸菌に対する漏出作用

上述の如き,生 活に必須と考えられるヌクレオチ ド或
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・ditこれ に伴う他の各穰菌体成分の漏出はGr .Jの 抗菌作

用を理解する上に有力な示唆を与えるものと考えられた

が,更 に耐性菌に対するGr.Jの 漏 出作用を検討するこ

とによつてこの漏出作用がGr.Jの 抗菌作用に関連の深

いことを知 り得た｡即 ち,R1,R2,Rsの 各耐性株にGr.J

を作用せ しめた場合,各 株はその耐性度に応 じてGr.J

の漏 出作用に抵抗を示し,同 様な現象は大腸菌に於いて

も認められた｡

〔皿〕 ブドー糖酸化に及ぼすGr.Jの 影響

以上の菌体成分の漏出作用からGr.Jが 菌代謝に重大

な影響を及ぼす事が当然予測され,そ の1例 として各菌

のブF'・・一糖酸化反応をとり上げ,Gr.Jの 影響を検討し

た結果,S株 はGr.Jの 低濃度から強い阻害を うけるの

に反 し,E株 ではその阻害に比較的大量を要し,R株 は

その中間の態度を示した｡阻 害は何れも不可逆的である

が,少 量のlecithinの 添加によつてGr.Jの 阻害はみ

られな くなつた｡省,E株 に対する酸化阻害は基質の添

加に先立つてGr.Jを 添加するか,少 くとも同時に添加

した場合に限 られるのに反 し,S株 に対する酸化阻害は

その添加時期の関係なく強い阻害が観察された｡

〔質 問〕 川俣順一(阪 大微研)

1.耐 性菌ではグラミシジンJの 作用下でも260mμ

吸収物質の漏出がないとい うわけであるから,グ ラム染

色性も変らないわけか｡

2.グ ラミシジンJ耐 性は細菌細胞の表面の性質の物

理化学的変化が大きい因子であると考えてよいわけか｡

〔回 答〕 奥田 清(阪 市大生化)

1.ま だ検討 していないが,こ のGramicidinJに よ

つて漏出されるE260mμ 吸収物質 とグラム陽性物質 と

の関係は全く不明である0

2・ そのように考える｡

〔質 問〕 荒谷春恵(広 島大薬理)

200mμ 物質が漏出後のGram染 色性の変化は｡そ の

磯序について｡

〔回 答〕 奥田 清(阪市大生化)

グラム陽性菌ではGramicidinJと10～30分 の接触

によつてグラム染色は陰転化する｡漏 出後の菌について

はまだ検討 していない｡

(13)GramicidinJの 作 用 機i序 に 関

す る研 究

一放射性GramicidinGr .Jの 作用部位について一

大谷象平 ・上村 勇 ・陳 成基

大阪市立大学医学部生化学教室

Gr.Jは,奥 田が 紹 介 した 如 く,B.brevis(永 野 株)の

産 生 す る環 状Polypeptideで,グ ラ ム 陽 性菌 に対 して

特 異 的 に 作 用 す る塩基 性 抗 菌 性 物 質 で あ る｡

当 教 室 の橋 本 は,こ のGr.Jの 作 用 機 序 解 明 の 一i端 と

して,強 力 な 螢 光 を 有 す るGr.Jのmono-1-Dimethyl-

amin0naphthalen-5-sulfonateを 合 成 し,」B.megathe一

ゲ劾佛 に 作 用 せ しめ,螢 光 顕 微 鏡 的 に 作 用 部位 を検 し,

そ の結 果 を報 告 した｡

演 者 等は 第118回 日本 抗 生 物 質 学 術 協 議 会 研 究 会 で

報 告 した 如 く,可 な りSpecificactivityの 高 いC14-

UnifermlabelledGr.Jを 得 た｡本 物 質 は 化 学 的 並 び に

生 物 学 的 に はGr.Jと 同 一 の態 度 を とる点 よ り考 え て,

Gr.Jの 螢 光 誘 導体 よ りもGr.Jの 作用 機 序,特 にGr.」

が菌 体 に 作用 す る部 位 を 解 明 す る のに よ り適 当 な材 料 と

考 え られ る ので,本 実 験 で は,上 記 の 放 射 性Gr.Jを

B.megatherium,B.Subtilis,StaPh.aureus及 び それ 等

の耐 性 株 及び グ ラ ム陰性 菌Escheriehiacoiiに 作 用 させ,

若 千 の成 績 を得 た ので 報 告 す る｡放 射 性Gr.Jの 製 法:

B.brevis(永 野 株)をGr.J構 成 の5種 の ア ミ ノ酸Leu・

cine,Phenylalanine,Valine,Proline及 びOrnithine,

無機 塩,更 に グル タ ミン酸及 びYeastextractを 含 む 合

成 培 地で 振 盈 培 養 を 行 な い、 夫 々 の培 養 基 に時 間 を 変え

てCi4-phenylalanine又}まC14でuniformにlabelle

され た ア ミノ酸 混 液 を 加 え,培 養開 始24時 間 後 に菌 体 を

集 め,菌 体 中 よ りGr・Jをalcoho1に て 抽 出 し,こ の抽

出液 を,ブ タ ノ ール:酷 酸:水(4:1:1)の 溶 媒 系 で 展

開 して得 たRadiopaperchromatogramのGr.Jの 部 分

をcutし,ア ル コ ・一ル に て溶 出 し,そ の溶 出 液 中 のGr.J

のRadioactivityを,ガ ス フ ロ ー カ ウ ンタ ー に て測 定 し

た｡そ の結 果,培 養 開始 縫7時 間 目に放 射 性 ア ミノ酸 を

加 えた 場 合 に,Gr.J中 へ のincorpcrationの 率 が 最 も

良い 事 を知 つ た｡

こ の様 に して 得 た放 射 性Gr.Jの 純 度 を知 る 目的 で,

19の 結 晶Gr.Jを 加え て 稀 釈 し,数 回 再 結 晶 を 繰 り返

して も,比 放 射 能 の低 下 を認 め な か つ た｡又,10N塩

酸 で72時 間 加 水分 解 した 加 水 分 解物 を ブ タ ノール:酷

酸:水 の 溶 媒 系 で 展 開 し て 得 たRadiopaperchromato-

gramはGr.J構 成 ア ミノ酸 に 一 致 して,5個 の ニ ン ヒ

ド リン陽性spotを 認 め,培 養 中 にC琉Phenylalanine

を 加 え た もの で はPhenylalanineの 位置 に の み,cge一

ア ミノ酸 混 液 を 加 えた も の で は 全 ニ ン ヒ ド リ ン 陽 性

spotに 一 致 して放 射 能 を検 出 す る事 が 出来 た｡

本 培 養 開始 徒7時 間 目に,C1蔓 でuniformにiabelle

した ア ミ ノ酸 混 液 を 加 え て培 養 した 菌 体 よ り,specific-

activity178,000c.P.m./mgの 放 射 性Gr.Jを 得 た の

で,こ れ をB.magatherium,B.Subtilis,StaPh.aureu3

及 び それ 等 のGr.J耐 性 株,グ ラ ム陰 性 菌E.coli等 の
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Growingcells,Restingcellsに 対 し最 少 発 育 阻 止 濃 度

で 作 用 させ,菌 体 内 で の 放 射 性Gr.Jの 分 布 を み た｡

こ こに 用 い たRestingcellsと は,各 菌 を ブイ ヨ ン中

で15時 間 振 盗 培 養 を 行 な つ た 後,遠 沈 で 菌 体 を 集 め,

充 分 に 生 理 食 塩 水 で 洗 海 後,0.03モ ル 濃 度 のPhosphate

Buffer(pH7.0)にdryweightlmg小m1にsuspend

した も のを 用 い.Growingcellsは,上 記 培 養菌 体5cc

を新 しい ブ イ ヨン中 に 加え,再 び 振 盈 培 養 を 行 な い,混

濁 度 が 前 者 と同 じに な る迄 培 養 を続 け た もの で,そ の 各

各 に 放 射 性Gr.Jを20分 間 作 用 させ た 後,遠 沈 に て 菌

体 を集 め,生 理 食 塩 水 に て洗 液 中 に 根 跡 の放 射 能 を も認

め な くな る ま で繰 り返 して 洗漁 した 後,そ の 菌 体 の 一 部

を取 り,そ の ア ル コール 抽 出液 を ブ タ ノ ール:酷 酸:水

の溶 媒 系で 展 開 して得 たRadiepaperchromatogramは,

Gr.JのRfに 一 致 した 所 に のみ 放 射 能 を 検 出 す る 事 が

出来 た｡こ の事 か ら 作用 せ しめ たGr.」 が 分 解 され ず に

菌 体 に 吸着 され てい る事 がわ か つ た の で,B.me二gathe-

rium,B.subtilis,E.coliはLysezyme処 理 に よ り

Cellwal1を 除 き,得 ら れ たPr｡toPlastをosmotic

shockに よ り細 胞 膜 を破 壊 し,14,800×9,15分 の 遠 心

沈 澱 に て細 胞 膜 とCytOPlasmaに 分 離 し,更 に14万 ×

G,60分 の遠 沈 で 沈 澱,い わ ゆ るRibosomeと 上 清 に

分離 し,StaPh.aureusは,MICKLEのdisintegraterを

用 い て菌 体 を 破壊 した 後Grassbeadsを 除 き,1,000×

915分,14,800×915分 の 沈 澱 及 びCytoplasmaの

分 割 に 分 け,更 にCytoplasma14万 ×9,60分 の遠 沈

でRib6someと 上 濡}こ分 離 し,夫 々 のFractionに つ い

てRadioactivity,蛋 白質 量,核 酸 量 を測 定 した｡核 酸

はOGUR&ROSENの 方 法 で 抽 出 し,RNAはOrcin◎1

反 応 で発 色 さ せ・た 後,660揃 μ の吸 収 を 測 定 し,DNA

はDiphenylamine反 応 を行 な つ た 後,600mμ の 吸 収

を 測 定 す る事 に よ り定 量 した｡蛋 白質 量 は,乾 燥 重 量 を

測 定 した｡

GrJ感 受性 菌B.megatheriumに 対 して,1cc当 り

0.7γ,Totalcount24624c.P.m.の 放 射 性Gr.Jを20分

間37｡Cで 作 用 せ しめ た 後,遠 沈 分劃 を 行 な い,各 分 劃

の 放 射 能 を 測 定 した結 果,休 止 菌 並 び に 増殖 菌 共,約

90%に 相 当 す る放 射 性Gr.」 が 菌体 に 吸 着 され るが,

そ の 大 部 分,約83%が140,000×9,60分 の 遠 心 沈 澱

分 劃,換 言 す れ ば,Ribosome分 劃 に吸 着 され て い る｡

先 に 橋 本 は,Gr.Jの 螢 光 誘 導 体 を 作 用 させ た 同菌 を

mechanicalに 破 壊 し,各 遠 心 沈 澱 分 劃 の 螢 光 を 測 定 し

た 結 果,こ の穎 粒 分 劃 に 最 も強 く螢 光 を認 め て い るが,

こ の成 績 と全 く一 致 してい る｡

B.subtilisのGr.J感 受 性 株 に 於 て も,ほ ぼ 同 じ成 績

を得 た｡即 ち,同 様 に放 射 性Gr・Jを 作 用 せ しめ た結

果,約80%～90%のGr.Jが 菌 体 に 吸 着 され,し か も

そ の大 部 分 がRNAを 多 く含 むRibosomeの 部 分 に 集

つ て い る｡所 が 同菌 のGr.J耐 性 株 を 同 様 処 理 した結 果,

吸 着 率 が 著 し く低下 し,加 え たGr.Jの25～30%が 吸

着 され て お り,更 に 感受 性 株 との著 しい 違 い は,そ の大

部 分 が,即 ち 約60%がCellwa11に 吸 着 され て 居 り,

Ribosomeに は 殆 ん ど吸 着 され て居 な い｡

B.subtilisのGr,J感 受 性 株 と耐 性 株 との 間 に は,以

上 の如 く,Gr.」 の 吸 着率 及 び 吸着 部 位 に差 異 が有 る事

を 知 つ た の で,更 にS彦 ⑫h.傭 グe%3のGr・J感 受 性 株 と

耐 性 株 とに つ い て 比 較 し,ほ ぼ 同 様 の成 績 を 得 た｡即 ち,

感 受 性 菌 で は 加 え たGr.Jの85～95%が 菌 体 に 吸着 さ

れ,そ の 大 部 分 即 ち70～75%がRibosomeの 分劃 に 吸

着 され,耐 性 株 で はGr.Jの 吸 着 率 は 低 下 し,Ribesome

に は 殆 ん ど 吸 着 され ず そ の 大 部 分 は,Cellwal1及 び

Cellmembraneを 含 ん だ部 分 に 吸 着 され て い る｡

この 事 か ら,両 菌 のGr.J耐 性 株 は 耐 性 獲 得 と 同時

に,Cellwallに 何 ら か の変 化 を うけ てい る の で は・ない

か,少 くと も,Gr.Jの 透 過 性が 低 下 してい る事 は 明 ら

か で あ る と思 わ れ る｡Gr｡Jに 感 受 性 の低 い グ ラ ム陰 性

菌EceliにGr.Jを 作 用 させ た 場 合 は,Gr・Jの 吸 着

は 非 常 に.よい が,Growingce11,Restingcell共 に そ の

50%がCellwa11の 部分 に 吸着 され,Ribosomeの 分

劉 には 約35%が 吸 着 され て い る｡こ の事 は,グ ラ ム陰

性 菌 のCellwa11は 相 当 量 のPhospholipidが 存 在 す る

事 か ら,こ れ に 吸 着 され て い るの で は 無 いか と思 わ れ る｡

以 上6菌 株 共Gr.Jを 作 用 せ しめ ず に 同様 処理 した 対 照

と比 較 して,蛋 白 質 量,RNA量 の増 加 は 認 め な い が｡

DNAの わ ず か な増 加 を認 めた｡と まれ,細 菌 に 作 用 さ

せ た放 射 性 の分 布 は グ ラ ム陽 性 菌,そ のGr.」 耐 性株,

グ ラ ム陰 性 菌 に よつ て異 る事 は 明 らか で あ る｡

〔質 問 〕Jll俣 順 一一・-b(阪大 微 研)

耐 性 菌 に お い ては,放 射 性 グ ラ ミシ ジ ンJは 主 と して

細 胞壁 に 吸着 され る こ とは 明 らか で あ るか ら,充 分 量 の

薬 剤 が 作 用 部 位 に 達 しない た めに 耐 性 で あ る と解 釈 で き

るが,出 来 得れ ば予 め分 劃 され た 各成 分 に よ る吸 着 性 に

耐 性 株 と感受 性 株 との 間 に 差 が あ る か ど うか を 明 らか に

し得れ ば,一 層 興 味 あ る の で は ない か と思 われ る が｡

〔回 答 〕 大 谷象 平(阪 市 大 生 化)

そ の 点 は まだ 実 験 を 行 な つ てい な いΩ 我 々は 耐 性 獲 得

の1つ の現 象 と して 細 胞壁 の 変 化 を重 要 視 して お り,耐

性 菌 の場 合 は グ ラ ミシ ジ ンJに 結 合 す る な ん ら か の物 質

が 生 じ,グ ラ ミシ ジ ンJの 細 胞 質 内 へ の 取 り込 み を さ ま

たげ てい る と考 え る｡御 発 言 の よ うな実 験 を 行 な え ぱ,

この 点 を 確 実 に 実 証 で き る と考 え る｡




