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Trichomonasvaginalisの 核酸代謝にお よぼす 抗 トリコモナス剤 の影響

身 原 正 一

京都府立医科大学産婦人科学教室(主 任:徳 田源市教授)

(昭和43年8月2日 受付)

1.概 要

核酸 のPrecursorで あ る14C-Adenine・ ま た そ の 講

成員で あ るs2Pや14C-Glycineを 用 い てTrichomonas

vaginalis(以 下,T・V・ と略 す)の 各 細胞 分 画(nuclear

DNA,nuclearRNA,s◎luble--RNA(〈 以 下,S-RNAと

記す)),r廼osomeRNA)に お け る と りこみ お よび ・ メチ

ル アル ブ ミンカ ラ ムに よ る分 画 よ り 飢 肌 の核 酸 蛋 白代

謝につ いて検 討 し,そ れ らに お よぼす 抗 トリ=モ ナ ス剤

の影響 お よび その 作 用 機序 に つ い て考 察 を こ こ ろみ た。

1)i4C-AdenineのT・V・ 核 酸 分 画 へ の と り こ み の

ピPtク,は約3時 間 目に み られ る。

2)Trichomycin,Metronidazole,AzalomycinFの

MIC(Minimalinhibitoryc◎ncentration)で のNC-

Adenineの と り こ み の 経 時 的 推 移 は,Trichomycin,

AzalomycinFで は 阻 害 傾 向 は み られ な か つた が,Me-

tronidazoleで は、DNA分 画 へ の と りこみ の 阻害 傾 向 が

み られ た。

3)高 速遠 心 分 画 法 に よるT.V.の 各 細 胞 分 画 へ の

1sC-Adenipeの と り こ み はMetronidazoleのMICの

量 の ときだ けDNA分 画 で 阻 害 傾 向 が み られ た が,nuc-

1earRNA,ribosomeRNA,s-・RNA分 画 は 有 意 の 変 化

は認め られ ず,ま た,AzalemycinETrichomycinに

よつ ては各分 画 の14-Adenineの と りこみ に 有 意 の変 化

は認 め られ なか つ た 。

4)MC-GiycineのT.V.のribosomeRNA分 画 へ

の と りこみは,抗 トリコモ ナ ス剤 作 用 時 に 軽 度 の阻 害 傾

向が み られ,と くにTrichomycinに 著 明 で あ つ た。s--

RNA分 画 へ の と りこみ は,Metronidazole,Azalomycin

FでMICの5倍 量 投 与 時 に 阻害 傾 向が み られ た が,他

の分 画に は影 響 が み とめ られ なか つ た。

5)メ チ ル アル ブ ミン カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィーに よ

つて もMICのMetronidaz◎1eで32PのDNA分 画 へ

の と りこみ の抑 制 が み られ,Trichomycin,Azalomycin

Fで は 影響 が 認 め られ な か つ た。

II.緒 言

産婦 人科 領 域 に お い て,ヱ γ に よ る 感 染症 は 日常 一

般 に よ くみ られ る再 発 しや す い 疾 患 と して 知 られ てお り

抗 トリコモ ナ ス剤 も多 数 報 告 され て い るが,そ の作 用 機

序 に つ いて は 不明 の点 が 多 い 。 本 原 虫 の 分 裂増 殖 は ひ じ

よ うに活 澄 で,そ の 核 酸 蛋 白 代 謝 を 追 求 す る こ とは興 味

深 い。 そ こで 核 酸 のPrecursorで あ るPurine塩 基 の

i4C-Adenineを 用 い てDNAお よ びRNA分 画 へ の

incorporationよ り,T.V.の 核 酸 合成 の経 時 的 な 推 移

とそれ に お よぼ す 抗 トリコ モ ナス 剤 の 影 響 を 検 討 し,ま

たKC--Adenineお よびi4C-G1ycineを 用 い,高 速 遠 心

分 画 法 に よ りT.V.を 各 細 胞 分 画 に 分 け,各 分画 へ の と

りこみ を 検 索 す る と と もにs2Pを 用 い て メチ ル ア ル ブ ミ

ソカ ラ ム よ り,T.Vの 核 酸 蛋 白代 謝 を 検討 し,ま た そ

れ に お よぼ す 抗 ト リコモ ナ ス 剤 の影 響 お よび そ の作 用機

序 の考 察 を 試 み たo

III.実 験 材 料 お よび 方 法

[A]i4C-AdenineのT・ γ 核 酸 分 画 へ の と り こ み

の 経 時 的 推 移 と,抗 トリコ モ ナ ス 剤 の 影響 に 関 す る 実験

T.Y.は 教 室 保 存 株 を 用 い10%e人 血清 添 加SYS培

地1,000ml中 で24時 間37℃ で培 養 し これ を1,000

xg,5分 間 後 集 虫 し,そ れ を10%e人 血 清 添 加SYS培

地10m1に 植 え継 ぎ,各 抗 トリ コモ ナ ス剤 をMIC,す

な わ ちTrichomycin2.5u/ml,AzalomycinF5mcgl

m1,Metronidazele2mcg/m1を 加 え,30分 振 と う培 養

し,こ れ にkC-AdenineO.5μc/m1を 加 え振 と う培 養 後

お のお の 経 時 的 にT.V.を1,000×9,5分 間後 集 虫 し,

10%Tri-chlor-acetate(TCA)で2回 洗 条 後 凍 結 させ ・

テ フ ロ ン ホ モ ジ ナイ ザ ーで 破 壊 し,凍 結 →破 壊 を3回 く

り返 え しての ち,LEPAGE1>の 方 法 に よ り核 酸 分画 を抽

出 した 。 核 酸 量 はBeckman分 光 光 度 計 に よ つ て,260

mμ の 吸 光 度 で 測 定 し,放 射 活 性 は1iquidscintillation

counterで 測 定,incorporationrateを 算 出 した。

[B]高 速 遠 心 分 画 法 に よ るT・V・ 核 酸 分画 へ の14C・ ・m

Adenine,ie-Glycineの ζ りこみ と抗 トリコモ ナ ス剤 の

影 響 に関 す る実 験

【A]と 同様 の方 法 でT,V.を 集 め10%人 血 清 添 加

SYS培 地 に植 え継 ぎ抗 トリ=モ ナ ス 剤 のMICお よ び

そ の5倍 量 を投 与 し30分 間振 と う培 養 後1sC-Adenine

また はNC・-GlycineO.5μc加1を 加 え,以 下 すべ て振 と

う培 養 は3時 間 とし て,お の お の振 と う培 養 した 。 これ

ら 丁 弘 を1,000×9,5分 間 遠 心 し て集 め,冷0.25M

薦 糖 液 で3回 洗 条 し凍 結 させ て,テ フ ロ ン ホ モ ジ ナ イザ

ー で破 壊 し,凍 結 → 破 壊 を3回 く り返 え して の ち,超 音
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波 で約10分 間 破 壊 し,冷 や し たO.25M薦 糖 液 と30

%ホ モ ジ ネ ー トを 作 り,こ れ をFig.1の よ うに 高 速 遠

心 分 画 法 で 核 分 画 とMicrosome可 溶 性 分 画 に 分 け た 。

核 分 画 は0.35M簾 糖 液 上 に 重 畳 し600×gで 遠心 して

Mitochondriaを 除 き精 製 した 。Micr。some分 画 は 「高

浪 の 変 法2)」 に従 が つ てribos。meRNAを 調 製 し た。

上 清 分 画 はpH5.2と して 溶 か し てS-RNAと した。

核 酸 の 抽 出 はRNAはPhenol法s)に よ り,す な わ ち等

量 の90%oPheno1液 を 混 じ,Duponalを0.05%に な

る よ うに 加 え,65℃,3分 間 よ く 振 つ て ユ,OOO×9,30

分遠 心 し水 層,中 間層,Pheno1層 に 分 け,水 層 に つ い

て2容 のethano1,1容 のacetone,終 濃 度1%の 酷

酸 ソ ーダ を 加 え て ス5ッ カ ー・内 で 冷 却 しRNAを 澱

沈 させ た。DNAの 抽 出 は前 記 の 中 間 層,Phenol層 に

1M-NaC1を 等 量 加 え,100℃30分2回 抽 出,2容 の

ethanol,1容 のacetone,終 濃 度1%に な る よ うに 酷 酸

ソー ダ を加 え,ス トッカ ーで 冷 却 し沈 澱 して くる核 酸 を

1NNaOH中 に37℃,18時 間 お いた 。 過 クPt一 ル 酸 を

終濃 度4%に な る よ うに加 え,DNAを 沈 澱 さ ぜ た 。

RNA,DNAの 各 沈 澱 を4mlの 蒸 溜 水 に とか し(DNA

は稀 ア ル カ リにす る)核 酸 量 をBeckman分 光光 度 計 で

260mμ か ら測 定 し,放 射 能 はliquidscintillation

counterで 測 定,各 分 画 の 比放 射 能 を 算 出 し てincor-

porationrateを 求 め た 。 この 各 分 画 で のincorporation

rateに つ い てcontre1を100%と して各 薬 剤 お よび各

濃 度(MICお よび そ の5倍 量)に お い て のincorpora・

tionrateを 算 出 した 。

[C]メ チ ル アル プ ミン カ ラム に よ る32P標 識T。 机 の

核 酸 分 画 分 析 実 験

1)試 料 の 作製

イ)[A][B]と 同 様 に 約1gwetweightの7㌦ 凱

を 集 め10%人 血 清 添加SYS培 地100mlに 植 え 継 ぎ

MIC量 の 各 抗 トリコ モ ナ ス 剤 を 投 与 して,37℃30分

振 と う培 養 して後22Pを10μc/m1加 え150分37℃ で

振 と う培 養 後,T・17.を1,000×95分 後集 虫 し,SYS

培 地 で2回 洗 条,0・05Mリ ン酸 緩 衝 液pH6・7に よ り

3回 洗 条 して 後凍 結 させ,テ フ ロ ンホ モ ジ ナ ィザ ーです

りつ ぶ し,凍 結 →破 壊 を3回 く り返 え し た 。 超音 波 で

10分 間 破 壊 して 後,1MNaC1を 加 え,Phenol法4)で

3層 に 分 け,水 層 を と り出 し,そ の 半 量 をe.1Mbuf・

feredsaline(O・05Mリ ン酸 緩 衝 液pH6・7にO・iM

に な る よ うに食 塩 を加 えた もの)25m1に 溶 解 し試 料 と

したo

ロ)試 料 が カ ラ ムに 吸 着 され て い る こ とを確 か め る

た め と,こ の カ ラ ムで のS・ ・-RNAのElutionpatternを.

見 るた め に,精 製 さ れ たS--RNA2mgを 用 いO.1M

bufferedsaline25m1に 溶 解 し て試 料 し た 。 この試料

を 用 い て 各50mlのO.1M,0.2M,0.6Mbuffered

salineに1管5mlつ つ 溶 出 した 。,

ハ)カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー のElutionpattern

の同 定 の た め,イ)の 方 法 で 調 製 したeontrolの 試料 に

RibonucleaseO、2mgを 加 え、,37℃10分 間incubatien

し,RNAを 破 壊 しそれ を試 料 と した 。

2)メ チ ル 化 ア ル ブ ミン の作 成

ア ル ブ ミンは布 販 のbovineserumalbuminpowder

を 用 い,水 野5)が 示 して い る方 法 で,methylester化 し

た0

3)ケ イ ソウ土 の前 処 置

市 販 の"HyfioSuperce1"を 用 い,1009を40eml

lNNaOH→ 蒸 溜 水 →400mllNHCI→ 蒸 溜 水(ア ル カ

リ酸 処 理 はBUchnerロ ・一一トでpH7.0に な るま で蒸溜

水 で 洗 つ た)の 順 に 処 理 し風 乾 させ た。

4)カ ラ ム

内 径2cm,高 さ40cmの を 用 い た。

3)カ ラ ムの 調 製,試 料 の 添 加 お よび溶 出

SUEOKA,CHENGの 方 法6)に よつ た 。 す な わ ち25ml

のO・'1Mbドfferedsaline中 で 加 熱 冷却 処 理 を お こなつ

た59ケ イ ソ ウ土 に1.3m1の1%メ チ ル化 アル ブ ミ

ン水 溶 液 を 加 え,か くは ん後 さ ら に5m1の0。1Mbuf・

feredsalineを 加 え て カ ラム につ めた 。 次 第 に 澄 ん で き

て 透 明 層 とケ イ ソウ土 部 分 に 分離 して くるが 透 明 層が や

が て減 少 して約0.5cmの 高 さ に な つた とき,試 料 を添

加 し,同 様eeO,5m1の 高 さに なつ た とき約5mlの0・1

Mbufferedsalineで 管 壁 を洗 い流 し て段 階 的食 塩 濃 度

こ う配 溶 出 装 置 に 接 続 し約75mlの0.1Mbuffered

salineを 落 して非 吸 着 成 分 を洗 い 流 して 後,フ ラ クシ ョ

ン コ レ クタ ーBこセ ッ トし,0.1～1Mbufferedsaline各

50m1ず つ で溶 出 させ 各 管5m1ず つ に 分 け た 。 核 酸量

はBeckman分 光 光 度 計 で260搬 μ よ り測 定 し,放 射活

性 は 各 管 よ り0.5mlず つ と りliquidscintillation
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c。unterで 測 定 した。

IV.実 験 成 績

[A]i4C-AdenineのT・V・ 核 酸 分 画 へ の と りこみ

の経時的 推移 と抗 トリコ モナ ス剤 の影 響 に関 す る実 験 成

績

Fig.2,3,4に 示 す よ うに,14C-AdenineのDNA,RNA

各分画 に対 す るincorporatienは 約3時 間 で ピ ー クに達

した。TrichemycinのMIC量 投 与 時 にはFig.2の よ

うにDNA,RNA各 分 画 と もに 阻 害 傾 向 が み られ なか

つたが,MetronidazeleのMIC量 投量 与 時 に はDNA

分画へ のincorporationの 阻 害 傾 向が み られ(Fig.3),

AzalomycinFで はそ の影 響 は み られ な か つ た(Fig・4)。

[B]高 速 遠 心 分画 法 に よ るT.V.核 酸 分 画へ の14CP

Adenine,"C-Glycineの と り こみ と抗 トリコモ ナ ス剤

の影響 に関 す る実 験 成 績

Incorporationrateよ りi4C-Adenineのnuclear

DNA分 画 へ の と りこみ を み る と,Fig.5の よ うにMe-

tronidazoleのMIC量 投 与 で軽 度 の阻 害 傾 向 が み られ,

さらにMICの5倍 量 に お い て著 明 な と り こみ の抑 制 が

み られ た。Trichomycin,Aza1◎mycinFで は,ほ とん
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どそ の 影 響 は 認 め られ な か つ た。NuclearRNA分 画 へ

のMC-Adenineの と り こみ に対 す る抗 トリ コモ ナス 剤

の 影響 はFig.6の よ うに,有 意 の変 化 が認 め ら れ な か

つ た。RibosomeRNA分 画 の14C-Adenineと りこみ に

対 す る抗 トリ コモ ナ ス剤 の影 響 はFig.7に 示 す よ うに

ほ とん どそ の影 響 が み られ なか つ た 。S-RNA分 画 で も

14C-Adenineのinc。rporationrateは す べ て の薬 剤 に

ほ とん どそ の影 響 が み られ なか つ た(Fig.8)。MC-Gly・

cineの と りこみ はrib。someRNA分 画 で は ほ とん ど の

薬 剤 に そ の影 響 が み られ,と くにTrichomycinに 著 明

で あ つた(Fig。9)。S-RNA分 画 へ の14C-Glycineの と

りこみ はMetronidazoleお よびAzalomycinFに お い
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てMICの.5倍 量 投 与 時 に 阻 害 傾 向 が み られ た が,他 に

は 影響 が認 め られ な か つ た(Fig.10)。

[C]メ チ ル ア ル ブ ミ ンカ ラ ム に よ る32P標 識T.V.

の 核 酸 分 画 分析 実験 成績

こ の カ ラ ム が ま ちが い な く試 料 を吸 着 し溶 出 し てい る

こ とを確 か め るた め に,精 製 され たS-・RNA2mgを 試 料

と して0・1M,0,2M,0,6Mbufferedsaline各50m1

各 管5mlず つ で 溶 出 して み た と ころ,Fig.11の よ うに

0・1M,0・2Mbufferedsalineで は溶 出 され ず ,O.6M
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bufferedsalineで 溶 出 され るpatternが え られ,し たが

つ てS-RNA分 画 は 少 な くと も こ の カ ラ ムで もe.6M

bufferedsaline以 下 の 濃 度 で溶 出 さ れ る こ と と試 料が

確 実 に 吸 着 され て い る こ とが 確 か め られ た 。 そ こで ロン

トロー ル に つ き そ のElutionPatternを み る と,Fig.12

の よ うに0.5Mbufferedsalineを 落 す とき現 わ れ る第

1番 目の ピー ク と0.7Mbufferedsalineを 落 す とき現

わ れ る第2番 目の ピ■…一ク と,O.9Mbufferedsalineを 落

す と き現 わ れ る第3番 目の ピ ー クの 計3つ の ピー クが見

られ,実 線 で 示 した 核 酸 量 に 平 行 して,点 線 で 示 した 放射

活 性 も,ほ ぼ これ に 相 当 す る3つ の ピ ー クを 示 し,32Pが

3つ の 分 画 に よ く と りこまれ て い る こ とを示 して い る。

この3つ の ピ ー クの うち0.5Mbufferedsalineを 落 と

した と きに現 わ れ る第1の ピ ー クはFig.11で 確 か めた

こ ξ よ りS-RNA分 画 で あ る と考 え られ る。 第2,第3

の ピ ー クはDNA分 画 とribosomeRNA分 画 で あろ う

と考 え られ るが,こ れ を 確 か め るた め,controlの 試 料 に

RibohucleaseO,2mgを 加 え37℃ で10分 間incuba・

tionし,試 料 と してそ のElutionpatternを 調 べ てみ

る と,Fig.13の よ うにO.7Mbufferedsalineを 落 と

す と きに 現 わ れ る ピ ー クが た だ1つ 存在 す るだ け で,こ

の ピ ー クはDNAが 溶 出 され た も の であ り,こ れ はFig・

12の 第2の ピ ー クに相 当 す る。 した が つ てFig・12の

3、つ の ピ ー一クの うち 第1番 目の ピー クがS-RNA分 画 で

あ り,第2番 目の ピー クがDNA分 画 で あ り,第3番 目の

ピ_ク がribosomeRNA分 画 であ る と 同定 され た 。 そ

こ でTrichomycinめMIC量 投与 時 に お け るElution
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pattemはFig。14の よ うで 実 線 で 示 した 核酸 量 に3つ

の 『ピー クが み られ,こ れ らの ピー クは左 よ り順 にS-RNA

分 画,DNA分 画,ribosomeRNA分 画 が 溶 出 され た も

の で あ り,こ の ピ ー クに 相 応 して 点線 で示 す 放 射 活 性

も3つ の ピー クを 示 し て お り,32PのS--RNA,DNA,

ribos。meRNA各 分画 へ の と り こ み にTrichomycin

のMIC量 で は影 響 を与 え なか つ た 。AzalomycinFで

もFig.15に 示 す よ うに 同 様 の と ころ で3つ の ピー クが

現 われ 実線 の核 酸 量 に ほ ぼ 相 応 して 点線 で示 す 放 射 活 性

も3つ の ピ ー クを 示 して お り,S・-RNA,DNA,ribesome

RNA各 分 画 へ のs2Pの と りこみ に抑 制 はみ られ なか つ

た。Metr。nidazo1eで は第1番 目の ピ ニ ク のS-RNA分

画 にはその と りこみ に 影響 は み られ な いが,第2番 目の

ピークのDNA分 画 に はs2Pの と りこみ の抑 制 が み ら

れ た。 これ は 前 述 の高 速 遠 心 分 画 法 に よ るデ ー タ ー と よ

く・・…一致 し て い る。 第3番 目 の ピー クのribosomeRNA

分画 に はそ の 影 響 は見 られ なか つ た(Fig.16)。

V.考 按

核 酸 は1869年FRIEDERICHMIESCHERに よ つ て

膿細 胞か ら,つ い で 鮭 の精 子 か らは じめ て 単 離 さ れ,

1889年 にALTMANNに よ り核 酸 と名 付 け られ た 。続 い

て1910年 に は4種 の塩 基 が核 酸 中 に 含 まれ て い る こ と

が わ か り,1929年 に 至 つ て2糖 類 の 核 酸 の 存 在 が 知

られ た。 す な わ ちDeoxyriboseを もつ もの はDNA,

Riboseを もつ もの はRNAと 名 付 け られ,1940年 初 期

にな つ て核 酸 の 化学 の基 礎 が 築 か れ た 。

核 酸 の化 学 構 造 は5炭 糖 のRiboseま た はDe。xyri・

boseの3'と5'の 位 置 にdiester結 合 した リ ン酸 に よ

てつ 長 く続 い た 主 鎖 に1'の 位 置 にPyrimidineま た は

Purine塩 基 か らな る側 鎖 が く つ つ い て で き て い る。

Purine塩i基 はAdenine,Guanineを もち,Pryimidine

塩 基 はCytosineを 共通 して もち,DNAで はThymine,

RNAで はUracilを もつ て い る。 細 胞 に お け る核 酸 蛋 白

代 謝 はDNAのnucle◎tide配 列 鋳 型 をmessengerRNA

(以 下,m-RNAと 略 す)が 遣 伝 情 報 と して そ つ く りうけ

と り細 胞 質 頼 粒 のRibos。meに 結 合 す る。 い つ ぼ う,ア

ミ ノ酸 もATPと ア ミノ酸 活 性 化 酵 素 に よつ て活 性 化 さ

れ て,そ れ ぞ れ 別 個 に ア ミノ酸 に対 応 す るS-・-RNAの 末

端 に結 合 しRibosome上 に 配 列 してPolypeptideを つ く

り蛋 白 を合 成 して い くの で あ るが,そ の さいeeRibosome

に結 合 したm-RNAがDNAか ら受 け た情 報 に した が

つ て蛋 白質 の 中 の ア ミノ酸 を 一 定 の順 序 に配 列 す るの で

あ る。 これ を 略 記 す る と下 図7)の よ うに な る。

(1)AA十ATP十E

(2)

(3)

一一→(AAcylAMP-E)十PP

(AAcylAMP-E)十S-RNA

-→(AAcylS-RNA)十AMP

(AAcylS--RNA)十m-RNA十Ribosom.e

-→ 蛋 白 質(S-RNA十m-RNA十Ribosome)

AA=ア ミノ酸;PP・=ピ ロ リン酸

ATP=Adenosine… ≡ リン酸

AMP=Adenosine一 リ ン酸;E=酵 素

AAcylAMP=AminoacylAMP

AAcylS-RNA・=ア ミノ酸 とS-RNAの 化 合 物

今 の実験に使用 したiSC-AdenineはPurine塩 基 と

して核酸合成系に と りこまれ,ま た32Pは 糖をdiester

結合 で結合す る リン酸 として核 酸に くみ こ ま れ る し,

MC-Glycineは 上 図の ようにア ミノ酸 として 蚕白合成系

に利用 され るが,ま たPurine塩 基 のPrecursorと し

て核酸に くみ こまれ るので,こ れ らを示標 として核酸代

謝の解析を試みたのであ る。

T・V・の ような下等な単細胞動物で は高等 多細 胞動物

と形態的に も生化学 的にも生化学的 にもか な り相異す る

もの と思われ,こ の ような活澄 な分裂増殖 を お こ な う

T・V・の核酸蚕 白代謝 につ いては非常 に 興 味 が あ る。

T.V・ の核酸蚕白代謝については松元8)や伊従9・10》は培地

中のア ミノ酸の増減からT.V.の 核酸 蛋白代謝 があま り

み られない といつてお り,ま た浜 田勘は 飢 肌 の核酸量

を測定 して,抗 トリコモナス剤 の影響 が見 られ なかつた

としてい る。著 者の実験 では核酸 のPrecursorで あ る

i4C-AdenineのT .V.の 核酸 分画へ の経時的 な とりこみ

や高速遠心分画法に よるT.V.の 核酸 分画へ の と り こ

み,ま た メチルアルブ ミンカラムに よる32P標 識T.V.



1542 CHEM◎THERAPY SEP'r.1969

核酸分画 の分析 な どか ら,活 澄なT."V.の 核酸合成が お

こなわれ てい ることが うか がいえた。 また湯浅a2}の3H-

Thymidine,3H」Uridineを 用いたT.V.の ラジオオー

トグラフ ィーの報告か ら,そ の分裂増殖 に応 じた核酸 の

合成 が明 らか にされ ている。核酸蛋 白合成 に影響 を与 え

るお もな抗菌性 お よび抗癌性抗生物質の作用点は下図 の

ように

DNA」 ⊇LDNA

DNA」 動RNA一 隻Pr。tein{{

期 線Mit。mycinC1{

ActinomycinChloramphenicel

ChlomomycinAgPuromycin

①DNAか らDNAの 合 成 を 阻 害 す る もの

②DNAか らRNAの 合 成 を 阻害 す る もの

③RNA系 か ら蛋 白 合 成 系 を 阻害 す る もの

の3群 に大 別 で き る。

ま ず ③ のRNA系 か ら蛋 白合 成 系 の阻 害 剤 と しては,

PuromycinやChloramphenicolな ど が あ るoPuro櫛

mycinls)の 作 用 点 は これ がS-RNAの 末 端 と構 造 が 似 て

い るた め に,ち よ うどS-RNAで 運 ばれ て きた ア ミノ酸

と まち が え られ てPeptide鎖 の 中 に は い る た め に,実

際 の ア ミ ノ酸 とは異 な る の で蛋 白質 とし ては 完 成 さ れ

ず,未 完 成 のPeptideをRib。someか ら放 出 す る か ら

で あ る。Chloramphenicoli3)はRibosomeの 大 小2種

の穎 粒 の うち,大 型 のRibosomeに 結 合 す る の で,S-

RNAとRibosomeの 結 合 が 阻 害 さ れ る。 し た が つ て

Ribosome上 でPeptide結 合 を つ く る こ とが で き な い た

め と推 定 され て い る。

② のDNAか らRNAの 合 成 阻 害 につ い てはActino・

mycinやCh1。momycinA3が 知 られ て い る。 こ の作 用

点 はActinomycinld・i5・i6)がDNAと 結 合 して しま うた

め にDNA依 存 性 のRNApolymeraseの 作 用 が 阻 害 さ

れ,m-RNAの 合 成 が 阻 止 され るた め と 考 え ら れ て い

る。ChlomomycinA313・17・18》 はActinomycinと 同 様 な

作 用 機作 を もつ と考 え られ るが,と くvcS・-RNAの 合 成

を 阻 害 す る とされ て い る。

① のDNAか らDNAの 合 成 は 下 図 に示 す よ うに 行

な われ

購}謂諜 儲凱
十(nl十n2十n3十n4)PP

PP:Pyroline酸

DNApolymeraseに よつ て5'-nucleoside-3リ ン酸 を

素材 と してMg"2の 存 在 下 で 重 合 され る。 そ の 反 応 の

阻害にはtemplateで あ るDNA自 身 にdamageが 起

きた ときに もお こるし(た とえば紫 外線を照射19・鋤する

とDNAの 中にthyminedimerが でき,そ のため鋳型

にならない),い ろいろの突 然変 異を起 こす化 学 薬 品に

よつ てもおこることが あ る。 た とえばNitrogenmus.

tardの ようなAlkylatingagentsi3・ 鋤 はguany1酸 な

ど と結合す るこ とによつ て正常な らcytidyl酸 と塩基対

をつ くる部位に異常をお こす。 またPyrimidinesanalo・

guesの5-・fiuoro-2'-deoxyuridineis)の よ うに,Thy・

mineに かわつてDNA中 にはい るためにDNA合 成に ・

異常 がお こる。MitomycinC22・2s)の ようにDNAと 複

合体 をつ くつ て24》DNApolymeraseに よるDNA合 成

反応 を阻害 する とともに細胞核 を破壊 してDNAを 低分

子化 し25・26》,また一一部 のDNAを 細 胞質 の ほ うへ放出

す る27)らしい作用 を もつていう もの もある。

上記 の ようにDNAか らDNAの 合 成の抑制 をきた 、

す薬剤 の作用点は種 々 で あ る が,Metronidazoleで は

MIC量 でDNA分 画に特 異的な合 成阻害をお こし,RNA

系 には変化 をお よぼ さず,一 ・般的 に み てMitomycinC

の ような働 きを しているのでは ないか と考 えられる。し

か しこれは核酸 のPrecursorで あるPurine塩 基の14C-

AdenineのT.V,核 酸分画への と りこみ阻害 の著者 の

実験成績か らの推定であ り,核 酸合成段階を酵素 レベル 、

において解析検討す ることに よ りは じめて確認 しうるこ

とであ る6

Trichomycinの 作用機序については種 々の報 告2Bnyss}

があ り,呼 吸代謝 に影響を与え る薬剤 の ようであるが,

今回の実験結果 よ りみて,Trichomycinお よびAzal。 ・

mycinFは 核 酸代謝 には2次 的な作 用の影響が 多 少 み

られ るが,1次 的な阻害傾 向を示 さない薬剤 であ るよう

に考えられ る。 なお通常作用機序 の異 なる薬剤の作用量

を増加 して大量投与 した場合,そ の結果はほ とん ど同様

な阻害傾 向が見 られ るが,MICお よび その5倍 程度の

投与 量 での影響はそ の薬剤 の持つ本来 の作用 として認め

られ るもの と思 う。

以上,主 として核酸の各種Precursorを 用 い て核酸

代 謝の研究をお こない,こ こに記述 した ような結果が得

られたが,蛋 白合 成は核酸代謝 に密接 な関係があ り,蛋

白合成 の前 反応 として核酸 の代謝 が お こ る の で,公 肌

においては,と うぜ ん活澄 なタンパ ク合成がお こつてい

る と推量 でき る。

VI.結 論

飢 肌 の核酸代謝 とそれに お よぼ す 抗 トリコモナス剤

の影響 およびその作用機序に関す る考察をお こない,以 冒

下の結論を得た。

1)T・V・ は活澄な核酸合成 を行なつ て い る と考えら
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れ る。

2)14C-AdenineのT・V・ 核酸分画 への とりこみ の経

時的推移は3時 間 でピークに達す る。

3)Trichomycin・AzalemycinFは 核酸代謝 には1

次的な影響をお よぼ さない と考 えられ る。

4)MetronidazoleはDNA分 画 に 特異 的に影響 し

RNA系 にはほ とんど影響をお よぼ さず,DNA系 の核

酸合成を阻害 する と考 えられ る。

稿を終わるに臨み,終 始 ご懇篤な ご指導 とこ鞭燵な ら

びにご校閲を賜わつた恩師 徳 田源市教授に深甚 の謝 意

を表す。

また本研究の実施 にあた り終始 ご教示 ご指導をいただ

いた湯浅充雄助手に深 く感謝す る。最後に種 々ご助言 ご

教示を賜わつた京都大学化学研究所 高浪満教授 に 御 礼

の言葉をささげたい。

なお本論文 の要 旨は昭和41年12月 第14回 中 日本

化学療法学会総会,昭 和42年3月 第19回 日本 産 科

婦人科学会総会,昭 和43年5月 第38回 近 畿 産 科 婦

人科学会総会で発表 した。
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THE EFFECTS OF ANTI-TRICHOMONAS AGENTS UPON 

    THE METABOLISM  OF NUCLEIC ACIDS IN 

 TRICHOMONAS VAGINALIS

 MASAKAZU MIHARA 

Department of Obstetrics and Gynecology, Kyoto Prefectural University of Medicine 

 (Director  : Prof. GEN-ICHI  TOKUDA, M. D.)

  Trichomonas infection is one of the most common clinical problems that we encounter in the obstetrical 
and gynecological fields. 

 Although a number of anti-Trichomonas agents has been reported, their modes of action are not well 
clarified. 
 Schizogenesis of this protozoa is known to be very active. Therefore, we felt it worth-while to 

investigate the synthesis of nucleic acids in Trichomonas vaginalis and the possible interference  With 
normal metabolic process by  anti-  Trichomonas agents. 

 In the present study, the incorporation rate of  "C-Adenine into DNA and RNA fractions was  deter-
mined at specific intervals. 

 Fractionation of Trichomonas vaginalis was performed by two different methods, with high-speed 
centrifugal graduation and with methylated albumin column. 

 Then the effects of various  anti-  Trichomonas agents upon the incorporation of  "C-Adenine,  14C-Glycine 
and  32 into individual fractions were studied. 

 The  resnits are summarized as follows  r 
 1) Trichomonas vaginalis appears to have very active synthesic effects of nucleic acids. 

 2) Maximum incorporation of  "C-Adenine into the nucleic acid fractions of Trichomonas vaginalis 
was noted in 3 hours. 

    Trichomycin and  azalomycin F did not demonstrate any appreciable effect upon nucleic acid 
metabolism  ef Trichomonas vaginalis. 

 4) Metronidazole in this study showed marked inhibition effect of DNA synthesis in Trichomonas 
vaginalis, however RNA metabolism was not disturbed.




