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緒 翰

近年､ 医療技術 の 発展とす ぐれ た抗生物質の出現 に より感染症の様相が著 し

く変貌 した｡ 従来非病原性とい われて き た細菌種に よる感染､ す なわち日和見

感染症が増加 して い る｡ こ の よう な日和見感染症は､ 今後 の 高齢化社会 の 到来

に よ り感染防御能 が低下し た高齢者の 増加に 伴い
一

層深刻化 して い くも の と考

え られ る｡

代表 的な日和見感染菌とし て は､ グラ ム 陽性菌で は

山id i s ､ グラ ム 陰性菌で はP s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a ,

臼旦旦革
1

･
2 ) な どが知られ て い る｡ P . a e r u g i n o s a およびA

S t a p h y l o c o c c u s e p i d e r

A ci n e t o b a c t e r c a l c o 色C e

c a l c o a c e ti c tJ S は とも に

ブ ドウ糖非発酵菌で あり､ 各種抗生 物質に対す る感受性が低く､ その 感製症治

療が特 に 困難な菌寝 で あ る
3

･
4 )

｡

P . a e r u g i n o s a は遺伝学的に も生理学的に も既に多く の研究がなさ れて い るが

5 )
A . c al c o a c e ti c u s に つ い て の 研究報告は 少ない

｡ 19 7 6 年 に E .∫. T o 甘n e r とA . Vi

y i a n に よ っ て は じ め てA . c a l c o a c e t i c u s に つ い

る
B ･ 7 )

｡

旦. 望土壁 些旦旦旦旦坦 は19 1 1 年

て遺伝学的な研究が報告され て い

にB e iJ
'

e r i n c k に よ っ てN i c r o c o c c tlS C a l c o a c e t i c u s

として 報告され て 以来､ D i p l o c o c c u s 血u C O S u S ､ M o r a x e ll a

e i s s e r i a w i n o g r ad s k y i ､

M i n a p o l y m o r ph a ､

f r

L i n g e l s h e i mi a a n i t r a t a ､

H e r e ll a v a g i n i c o ll a ､ B a c t e r i u m

a ni t r at u s な ど数々 の 学名が付されて きた｡

o t に よりA ci n e t o b a ct e r 属と して記載され､

et o b a c t e r c a l c o a c e t i c u s と命名され た｡

g l u c id o l y t i c a ､ ”

A I c a li g e n e s h e a m o l y s a n s ､

a n i t r a t u m ､ A ch r o 血Ob a c t

そ の 後､ 19 5 4 年にB r i s 8 u とP r e v

196 8 年にP . B a u m a n n
8 ) ら に よりA c i n

B e r g e y
'

s M a n n u a l 第8 版に おい て は､

N e i s s e r i a 科に 属し､ A . c al c o a c e t i c u s
一

種の み が 掲載 され て い る が o )

､ こ の 分

類に つ い て異翰を唱 えて い る者も少なく ない 1 0 )
.

本菌種 の 最少定義は非運動性の グラ ム 陰性球梓菌, 好気性､ カ タ ラ ー ゼ 陽性､

オ キ シ ダ ー ゼ 陰性､ 色素非産生､
ア ル ギ ニ ン テ ス ト陰性で あ る

1 1 '

｡

著者 は新規抗生 物質 の ス ク リ
ー ニ ン グお よ び評価実験 の た め､ 臨床材料か ら

1 . 00 0 株の旦. 旦吐望 些 吐主旦堕を分 臥 同定し､ 各種抗生物質に対す る感受性測定

試験 を行 っ て き た｡ そ の 研究過程で 本菌が ペ ニ シ
'

リ ン 剤､
セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤

ー

1
-



な ど の β
-

ラ ク タ ム 抗生 物質に対 し特に 感受性が低く､ 高度耐性菌が多く存在 し

て い る こ と を見い 出し た- 2 '
｡ そ こ で 本菌のβ

-

ラ ク タ ム 抗生物質耐性機構に つ

い て検討 した と こ ろ､ 抗生 物質感受性と菌 の 形態学的特徴と の 間に 密接な相関

があ る こ と を見い 出し た
1 3 '

｡ また､ 本菌笹 は グル コ
ー

ス を唯
一

の 炭素源とし て

増殖可能 なも の は全分離株の うち わずか4 ･6 % で あり､ 大多数ほ増殖不可能で あ

っ たo しか し他 の 炭素源 ( ア ミ ノ 臥 有機酸) を用い た 臥 その 基質濃度の 1

/ 10 - 1/ 10 O の 濃度比 の グル コ ー ス 添加に より増殖の 促進が認 められ た 1 4 - - 5 '
｡

以上 の 観察結果を契機と して 著者 ほ日和見感染菌として 重要 な位置 にあ るに も

か かわ ら 外 その 生理学的性質､ 形態学的性質及び抗生物質耐性機構に つ い て

経 とん ど明ら か に され て い ない 本菌種 の 研究 を行 っ た｡

本論文は､ 四章か ら構成され て い るo

第
一

章 に お い て は垂 c a l c . a c e t i c u s の 各種抗生物質感受性と糖利用能の 関係に

っ い て 述 べ る. グル コ ー ス 利用能の 差異に よる 抗生物質感受性の差 免 及び グ

ル コ ー ス 利用能と形態学的特徴 との 相関に つ い て 述 べ る｡

第二垂で は グ ル コ ー ス に よる増殖促進効果に つ い て 述 べ る｡

旦･ 望 辿 望至の 糖代謝の解析 と各種炭素源 を使用したとき の糖の 増殖促進効

果に つ い て 述べ る｡

第 三章 に お い て

る｡

第四章で ほ
_
A

はA . c a l c o a o e t i c u s の 糖利用能と溶血性と の 関連 に つ い て述 べ

c al c . a c e t i c u s で 見い 出 した グル コ ー ス に よ る増殖促進効果が旦･

c o li の グル コ ー ス 非利用株に おい ても 観察され る新知見に つ い て述 べ るo

- 2 -



第 1 章 A c i n e t o b a c t e ∫ c a l c o a c e t i c u s

の 各 種 抗 生 物 質 感 受 一

挺巨 と 糖 不r1 月弓 禽巨 に つ t l
ヽ

て

序

A . c al c o a c e t i c u s は グ ラ ム 陰性の 球梓菌で あり､ 近年臨床材料より分離され る

頻度が多い 糖非発酵菌 で あ る｡ 血 液､ 尿等から3 96 株の Å. c a

同定し た｡

本章で 臥 これ ら の旦 c a l c o a c e t i

l c o a c e t i c u s を分

c u s 菌株の 各種抗生物質に

特に グ ル コ ー ス 利用能 の 差異 に よ る抗生物質感受性の 違 い ､

的特徴の 観察結果に つ い て 述 べ るo

旦

離､

対す る感受性､ 糖､

耐性機構､ 形態学

1
-

1 実 験 材 料 な ら び 古こ プぎ 法

1 ) 菌株お よび化合物

A . c a l c o a c e t i c u s

c a l c o a c e t i c tl S

れ たも の で あ る｡

3 9 6 株はす べ て 京都微生 物研究所より分与され た もの で あ る｡

E
-

10 4 ､ Ⅹ
-

10 4 G ､ EY 98 5 も同様 に京都微生物研究所 より分与さ

A . c a l c o a c e t i c u s N CT C 7 8 44 は英国N a t i o n a l C o l l e c t i o n o f

T y p e C u l t u r e ( ロ ン ド ン) より購入し た｡ 旦. 9aiB 9 A 99ii9 9B L M D7 9 ･ 41 , L M D8 2 ･

3 はJ . G . R e n n e n 博士 ( D e l f t U n i v e r s i t y o f T e ch n o l o g y ､ L a b o r a t o ri e s o f M i c

r o bi o l o g y ､ Th e N e t h e r l a nd s) より分与 され た.
ベ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン ( P C -

G) ､

ア ン ピ シ 7) ン (A B
-

PC) ､ ス ト レ プ ト マ イ シ ン ( S 肘) は､ 東洋醸造 ( 秩) の 製品

を使用 し た｡ セ フ ァ ロ リ ジ ン ( CE R) は鳥居薬品より､ セ フ ァ ロ ゾリ ン ( C EZ)

は藤沢薬品より､ カ ナ マ イ シ ン (ⅩM) は明治製菓より､ テ ト ラ サ イ ク リ ン ( T C)

は武田薬品より､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ ー ル ( CP) は山之内製薬よ りそ れ ぞれ購入し

た｡ い ず れも力価の 明らか なも の を使用 した｡

2 ) 培地

最少培地は､ O r n s t o n とS t a ni e r の 培地 1 8 ' を使用 した｡ 組成は以下に示す と お

り で ある｡

( a) C o n c e n t r at ed m e t a l s o l u t i o n

-

3
-



E DT A

Z nS O 4
･ 7

.
H 2 0

F eS O 4
･

7H 2 0

M n SO 4
･ B 2 0

C u SO 4
･ 5H 2 0

C o(N O ,) 3
･ 6tI 2 0

N a 2B d O 7
･ 10 H 20

H 2 0

R 2 SO 4

2 . 5 g

10 . 95 g

5 . O g

1 . 5 4 g

0 . 39 2 g

0
. 24 8 g

0 . 17 7 g

ad . 1 , 0 00 n 1

2
-

3d r o p s .

( b) C o n c e n t r a t ed v i t a mi n e
-

f r e e m i n e r al s o l u t i o n

n it r i l o t r i a c e t i c a ci d

M g S O 4

C 8C l 2
･ 2 H 20

(N H 4) 8 M o , 0 2 4
･ 4 H 2 0

F e S O 4
･ 7 H 20

c o n c e n t r a t e d m e t al s o l u t i o n

RO B o r H 2S O 4

10 . O g

14 . 45 g

3 . 3 3 5 g

O . 0 0 93 g

O . 0 9 9 g

5 0 m 1

8 t P H6 . 8

( c) S t a nd a r d m e di a

O . 1H p h o s p h a t e b uf f e r p H6 . 8 4 00 m l

円ut n e r s vi t a m i n
-

f r e e m e n e r a l b a s e . 2 0 ml

( NR 4) 2S O ｡ 1 . O g

H 20 a dd 1 , 0 00 n l

( d) S t a n i e r mi n i m u m m ed i u m

S t a n d a r d m e d i a

C a r b o n s o u r c e

( b ) の溶液は示され た冬物質を各々入れた後に ( a) 液を添加し､ p H を 6 . 8

に調製する｡ さら に､ ( c) 礁 は O . 1 M リ ン 酸緩衝液 ( p H 6 . 8 ) 液 を 2 0

m l 及び､ 硫酸ア ン モ ニ ウ ム 1 . O g を加え､ 1 1 とす る｡ 上記 の ( c) 液中に

各々炭素源として 加え 最少培地 と し た｡ こ れ をS t a n i e r ni ni m u m m e d i u m とよjも

完全培地 は､ 以下 の培地 を実験に応じ て使用 した｡

- 4 -



感受性測定用 ブイ ヨ ン

カザ ミ ノ酸

牛心臓浸出液

溶性デ ン ブ ン

ブ ドウ糖

L -

ト リ プト フ ァ ン

L - シ ス チ ン

ピ オ チ ン

( S T B ) ; [ 日水製薬]

16 .5 g

2 0 0 ml(3 g)

1 . 5 g

2 . O g

O . 0 5 g

5 〟 g

5 〟 g / m l

p H 7 .

感受性測定用寒天培地 ( S T A ) ;

( 変法 ミ ュ
ー ラ ー ヒ ン ト ン 培地) [ 日水製薬]

カ ザミ ノ 酸 16 . 5 g

ハ ー ト エ キ ス 3 . O g

溶性ヂ ン プン 1 . 5 g

ブ ドウ糖 2 . O g

L -

ト リ プ ト フ ァ ン 0 . 0 5 g

L - シ ス チ ン 0 . 0 5 g

ビ オ テ ン 5 〟 g

カ ン テ ン 15 .O g/ ml

l p H 7 .

o F 培地 [ ポ ア メ デ ィ ア ､ 栄研化学コ

ペ プ ト ン 2 . 7 g

ブ ドウ 糖 10 g

塩化ナ ト リ ウ ム 5 g

リ ン酸
-

水素 カ リウ ム 0 . 3 g

プ ロ ム チ モ ー ル ブル
ー 0 . 06 g

カ ン テ ン 4 g / ml p H 7 . 1

-

5
-



8 ) 薬剤感受性淵定法

日本化学療法学会標準法
1 7 '

に準 拠し､ 以下の 方法 に て測定し た｡ 被検菌を

3 0 ℃1 8 時間 S T B 培地で前培養後､ 菌を新鮮 なS T B 培地 で10 6
c e ll s / ml ま で希釈

す る｡ 2 倍系列に 希釈 した 薬剤を含 むS T A 平板上 に希釈菌液を ミク ロ プラ ン タ _

( 佐久 間製作所) で5 iL l 接種し､ 30 ℃ 20 時間培養 臥 最 小発育阻止 凍度 ( H IC)

を測定 した｡

4 ) 酵素活性測定法 ( β -

ラ ク 夕 マ - ゼ お よび ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル ア セ チ

ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ活性)

β
-

ラ ク ク マ - ゼ 活性ほ ミ ク ロ ヨ ー ド法の 小此木 ら に よ る
1 8

･ 1 9 ,

変法に より

行 っ た｡ す な わち50 m M
7
) ン 酸緩衝液 ( p 耶 ･0) 0 ･ 8 nl に 基質試料0 . 1 斑1 を添加し､

3 0 ℃ で
一

定時間反応させ 直ち に0 . 15 M タ ン グス テ ン 酸ナ トリ ウ ム 溶液0 . 5 ml を加

え反応 を停止 し､
ヨ ウ素デ ン プ ン 試薬1 . 5 ml を加え た｡ 室温で2 0 分間放置 乳 5

95 n 血の 吸光度を測定 し､ その 値を0 .D s a n p l e とした｡ ま た酵素試料を タ ン グス

テ ン 酸ナ ト リ ウ ム 溶液を加 えた後に 加え る以外は上 記と同様に して 測定 し､

.

ぞ

の 値を0 ･ D b l a n k と した｡ さら に次 の 計算式に よ り､ β - ラ ク ク マ - ゼ活性を求

めた｡ な お蛋白の 定量は､ 0 . n . L o w r y 等
6 1 '

の 方法に より行 っ た｡

-

6
-



A O . D X 係数

ど
×

1 1 1
× - × - ( 〟 m o l/ m i n

･

p e r n g o f p r o t e i n)て r ∩T V P

A O ･ D : A O D = 0 ･ D bl a nk - 0 . D s a m p l e

F : 分解基質の ヨ ウ 素 (Ⅰ2) 消費当量

PC
-

G : F = 3 . 80 CE Z : F = 5 . 0 2

係 数: o ･ D = 1 に 相当す る ヨ ウ素デ ン プ ン

試薬液中 の Ⅰ2 鴻度 ( 〟 血O l / 3 ml)

T ; 反応時間 ( m i n)

Ⅴ; 反応液に 加 えた 酵素試料液量 ( m l)

P ; 酵素試料 の 蛋白質量 ( m g p r o t ei n / 皿l)

ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー

ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ ( C AT a s e) の 測定は以下
の ご とく行 っ 払 菌体の 起音波破砕上清液0 ･ 5 ml 申に､ 5 0 m拭トリ ス 塩酸緩衝液で

調製 した0
･ 62 m M の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 溶液0

･ 1 虹l ､ 1 ･ 2 如 柑 セ テ ル ー C o A(0 .

l 也l) お よび ト リ ス 塩酸緩衝液0 ･ 3 ml を加 え､ 37
｡

c に3 時間振過す る｡ そ の 乳 1 0

o ℃､ 2 分間 の加熱処理 で反応を停止 し､ ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル の 菟存力価をLa

ci ll u s s ub t i li s ÅT CC 663 3 を検定菌とし た バ イ オ ア ッ セ イ 法 ( デ ィ ス ク法) で

測定し た｡

5 ) ペ ニ シ リ ン 結合蛋白質 ( P e n i c il l i n
-

B i n di n g P r o t e i n s , PB P s) の 検出

B
･ G ･ S p r a t t

2 0 ' の 方法 に より行 っ た. 菌をS TB を用い て30 ℃ で振返培養 臥 対

数増殖期 ( 0 ･ D 6 60 n m = 0 ･ 7) に て 遠心集菌し, 1 0 m M 7
) ン 酸緩衝液 ( p m . o) で 菌

体 を 一

回洗浄 し同壊衝液に懸濁しf= . こ れを起音波破砕後､ 低速達心 ( 8 , 0 0 0 x

g → 2 0 mi n) に て 兼敏壊の 菌体を除去後､ 上清の 超遠 心分離 ( 105 , 0 00 ×g ､ 6 0 也

i n) に よ る沈査を膜画分と し て ､ 10 m = g C1 2 を含む5 0 皿M T) ン 酸額衝液 ( p H 7 . 0)

に10 n g p r ot ei n/ 皿1 に なる よ うに 懸濁し たo こ の 膜画分を [ 1 4
C ] -

b e n z y l p e n i c

i ll i n (
1 d

C
-

P C
-

G ､ 5 4 mC i/ 血m O l e ､ A m e r s h a m ､ E n gl a n d) と3 0
｡

C ､ 10 分間反応させ

た 私 S a r k o s y l N レ9 7 ( S od i u 血 I a u r o y l s a r c o s i n a t e) と大過剰の P C -

G を 削ロ

し､ [
l -

C]
-

b e n z y l p e n i c i l li n 結合反応の 停止 と内膜蛋白質の 可溶化を行 っ た｡

反応彼 の 遠心分離後 ( 15 , 0 00 x g ､ 8 仙i n) ､ 可溶性画分をラ ウ リ ル 硫酸ナ ト リ ウ

ム ( S O S) に転溶し, そ の 後S DS
-

ポ 7
) ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法にて 蛋白成

分の分離を行 っ た｡ P BP s の 検出 はフ ル オ ロ グラ フ ィ
一

に より行 っ た.

-

7 -



6 ) 外膜蛋白の 検出

P BP s 調製と同様に して得た膜画分の1 % S a r c o s y l 不溶性画分を外膜画分 として

用い たo こ れ をS D S
-

ポ リ ア ク 7) ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法に よ り蛋白の 分離を行

い､ 0 ･ 1 % C o o m a s s i e b r i l li a n t b l u e R
-

25 0 (S i g m a) 染色 に より検出しf= .

7 ) 残存薬剤濃度測定

菌をST B で0 ･ D 6 6 0 n m = 0
･ 7 まで 培養し､ こ れ に最終濃度が5 0 iL g / m l とな る よ う

に抗生 物質 を添加 し､ 3 0
o

C に て 培養した○ 薬剤添加乳 経時的に培養液を 一

定

量 とり､ 等容量の エ タ ノ
ー ル と混合し､ 薬剤不括化反応を停止 さ 軌 ペ ー パ ー

デ ィ ス ク に 菌培養液 を 一

定量 しみ込 ませ て バ イ オ ア ブ セ イ 法に て残存薬剤量 を

測定し たo また対照に 払 新鮮ST B を用い て 上記と同様 の 操作を行 っ たo なお測

定は､ B a ci l l u s s u bt i t i s A T CC 6 68 3 を検定菌として､

一

夜培養後､ 阻止 円直径

から残存薬剤漉度 を求 めた｡

8 ) 走査型 電子顕微鏡お よび 透過型電 子顕微鏡観葉の ため の 試料作成法

走査型電顕試料は､ S TB で 振返培養 ( 3 0
o

C ) し て 得 た対数増殖期菌体を用 い た｡

菌 を1 %
l

( f i n al ) グル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ド溶液 に て前固定 し､ つ づ い て宜e l l e nb e

r g e r の 方法 に従 っ て1 % ( fi n a l ) オ ス ミ ウ ム 酸で本固定後 ア ル コ ー ル 上昇系列

で脱水 し､ 酢酸イ ソ ア ミ ル で 置換後臨界点乾燥法に よ り乾燥を行 っ た｡ そ の 後､

白金 パ ラ ジ ウ ム 蒸着し､ 走査型電 顕 (∫s m
-

8 80 型) で観察した｡ 透過型電 子顕

微鏡 ( J E O L 12 00 E X) に よる観察 は､ 上 記走査型 電顕試料作成と同様に､ 集鼠

前固定､ 本固定をし た後､ 2 % 寒天に包埋 し､ 0 . 5 % 酢酸ウ ラ ニ ー ル で ブ ロ ッ ク

染色を した. そ の 後､ ア ル コ ー ル 上昇系列で 脱水し､ プ ロ ピ レ ン オ キ サ イ ドで

置換後､ L u f t 等の 方法で エ ポ キ シ 樹脂に 包埋 した｡ ミ ク ロ ト ー ム で 超薄切片を

作成 し､ R e y n o l d s 等の 方法 に より酢酸ウ ラ ニ ー

ル およ び ク エ ン 酸鉛 にて 二 重艶

色した
2 ' )

｡

10 ) 多糖類の 分析

対数増殖期 の旦. 9 Ai 3 9 A 9Bii 9 BB E
-

10 4 およびⅩ
-

10 4 G の菌体 を4 ℃ に て 遠心分離

後､ 1 0 m州 T r i s
-

H C l 緩衝液 ( 3 0 m = a C l を含む) で2 回洗 い ､ I ど の 乾燥菌体を

得 た. リ ボ ポ リ サ ッ カ ラ イ ドはW e s t p h a l 2 2 ' の 方法に て 抽出､ 分離 し､ 1 % 酢酸

と共 に 酸加水分解後､ リ ビ ドA を除去し た. その 後､ 糖類を凍結乾燥さ 也 ア

セ チ ル 化後､ ガ ス ク 口 々 ト グ ラ フ ィ
一 に より分析し た｡

-
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且 - 2 A c i n 令 t o b a c t e ∫

各 種 抗 生 物 質 感 受
一

挺巨

臨床材料 よ り分離､

c a l c o a c e t i c u s の

同定され た39 6 株 の旦. 幽 些を用い て､ CH , TC ,

S M , 訓 , AB
-

P C , C ER の 抗菌力を測定し た｡ その 結果を累賛分布と感受性分布に示 し

た ( F i g . 1 - 1 ) ｡ 感受性分布及び累積分布 の下 に示す数字iま各々 の薬剤 を使

用した時の N IC 値を示し たもの で あ る｡ 文中の H IC 5 ｡ 及びM IC 8 ｡ はそれ ぞれ 5 0 % ､

8 0 % の 菌株 の 増殖 を抑制す る薬剤 の 洩度を表 して い る｡
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F i g ･ l - 1 ･ c u m u l a t i v e p e r c e n t a g e a n d i s o l a t i o n f r e q u e n c y

o f A . c a l c o a c e t i c u s s t r a i n s .

C E R に対 して は1 2 . S 〟 g/ ml 以 上 の最小発育阻止濃度( MI C) を示 す株が圧 倒的に
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多く､ 全分離株 の 9 6 % がC E R 耐性株で あ っ た｡ A B
-

P C に つ い て は中等度耐性菌が

多くを占めて､ 感受性の ど -

ク は5 0 iL g / 皿l で あ っ
.
i=.｡ T C に つ い て 娃F i g . 1 - 1

で明 ら かな よ うに感 受性の 分布 は､ 2 嘩性を示 し19 7 株が 12 . 5 F E g/ 血l にl つ の ピ

ー ク値 を持ち, 他の ピ ー

ク値は､ 8 0 0 〟S / 皿l で あ っ た｡
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F i g ･ l - 2 ･ c u m u l a t i v e p e r c e n t a g e a n d i s o l a t i o n f r e q u e n c y

o f A c a l c o a c e t l c u s

T C に 対 して は比較 的感受性を示 した菌株が多く､ N IC , o 値は9 . 64 〟g/ nl ､ M I C

-
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8 0 郎 4 . 38 jL g / nl を示 し 払 C 臥に つ い て は1 00 - 20 0 iL g/ m l に感受性の ピ ー ク を示

し､ 感受性菌 杜 ≦0 . 7 8 - 1 2 . 5 i L g / ml まで 幅広く拡が っ て い た｡

- 瓦 ア ミノ 配

糖体抗生物質で ある温耶ま1 . 56 iL g/ n l に ピ ー ク値を示し, 検査した 抗生物質の 中

で は本菌に 最も有効な薬剤で あ っ 払 ま た12 . 5 iL g/ m l 以上 の 耐性菌も11 ･ 9 % と

6 薬剤の 中で は最も耐性率が低か っ た｡ S 称に つ い て 娃 ≦0 ･ 7 8 i L g/ n l から > 8 0 0 LL

g/ n l 以上まで 幅広く､ 感受性値は6 ･ 2 5 iL g/ m l と50 - 1 0 0 iL g / m 陀 2 つ の ピ ー ク値

が認め られ た｡
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1 - 8 グ ) レ = コ ー ス 葬Tl 用 昏巨 の 差 異 と 抗 生

物 質 感 受
一

挺巨 の 不日 関 ､ お よ び 薬 斉[l 耐 一 睦 機

棉

T a b l e l に 1 章 2 節 で 用い たA . c al c o a c e t i c u s の 臨床分離株39 6 株 の 糖利用能

に よ る型別､ す なわ ち, グル コ ー ス､
ベ ン ト

-

ス 糖を共に利用で きな い 菌 をA

型､ グ ル コ ー

ス
ー
は利用で き る が ベ ン ト

- ス 糖 は利用で きない 菌をB 型､ グル コ

ー ス は利用で きな い が ベ ン ト - ス 糖は利用で きる菌を C 型と それ ぞれ分類 した｡

さら にO F 試験結果､ 溶血 性の 有無､ 色素産生 性の 有無､ 硝酸か ら亜硝酸 ヘ の 還

元能及び各種抗生物質感受性値 ( MI C 値) を示したo 溶血 性試験に つ い て は､ ト

リ プ ト ソ イ 寒天培地 ( B BL) に5 % の 割合 に家兎血 液を 加え た血瀬寒天培地で＼

β溶血 を示し たも の を
``

＋
' '

とし た｡ ま た色素産生試験 臥 ト
l
) プ ト ソイ 寒天

培地に 0 . 1 % の 割合 で D - マ ン ニ ッ ト およびイ
ー ス ト エ キ ス ( Di f c o) を加 え た

｢ 色東産生 培地+ に菌 を接種 し､ 3 0
o

C l 週間培養後､ 茶褐色 の 色素 を認 めたも

の を
"

＋
”

と し た. 硝酸遼元能 テ ス ト は､

"

ア ピキ ッ ド
'

を用い て 判定した｡

こ れ ら の 試験結果 か らA c a l c o a c e t i c u s 娃3 96 株中､ 3 5 9 株は唯
一

の 炭素源 と

して グル コ ー ス を利用す る こ とほで きず､ 利用可能株はわず か37 株 で あ っ た.

- 12
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T a b l e 1 3 9 6 株の 糖利用能の 集計結果

糖利用型 グ ル コ ー ス 利用 ベ ン ト - ス 利用 株 数 ( % )

A 1

85 ( 21 . 5 % )

B ＋ 3 7 ( 9 . 3 % )

C ＋ 2 74 ( 6 9 . 2 % )

O F 培地で の グ ル コ ー

ス から の酸産生能 の 集計結果

糖利用型
O F 培 地 ( % )

＋

A 29 ( 34 . 1 % ) 5 6 ( 65 . 9 % )

B 0 ( 0 % ) 3 7 ( 10 0 % )

C 0 ( 0 % ) 2 7 4 ( 10 0 % )

色素産生能の 集計結果

糖利用型
色 素 産 生 ( % )

＋

A 10 ( l l . 8 % ) 7 5 ( 88 . 2 % )

B 0 ( 0 % ) 3 7 ( 1
.
0 0 % )

C 0 ( 0 % ) 2 7 4 ( 10 0 % )

-
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T 8 b l e 2 抗生物質 に対す る感 受性結果 と糖利用能の 型別比較

糖利用型 薬剤名
M I C ( 〟 g/ m l) 判定 ( % )

≦0 . 7 8 - 6 . 2 5 〟 g/ m l ≦ ≦1 2 . 5 ･
- 80 0 J L g/ ml <

A

I

C M `1 8 ( 2 1 . 2 % ) 6 7 ( 7 8 . 8 % )

T C 3 0 ( 3 5 . 3 % ) 5 5 ( 6 4 . 7 % )

S M 4 5 ( 52 . 9 % ) 4 1 ( 4 7 . 1 % )

K M 6 6 ( 77 . 0 % ) 1 9 ( 2 2 . 4 % )

A B
-

P C 2 5 ( 29 . 4 % ) 6 0 ( 7 0 . 6 % )

C E R 2 ( 2 . 4 % ) 8 8 ( 9 7 . 6 % )

B

C M 8 7 ( 10 0 % ) 0 ( 0 % )

T C 7 ( 18 . 9 % ) 8 0 ( 8 1 . 1 % )

S M 8 4 ( 9 1 . 9 % ) 3 ( 8 . 1 % )

K M 3 5 ( 94 . 6 % ) 2 ( 5 . 4 % )

A B - P C 1 8 ( 48 . 6･% ) 1 9 ( 5 1 . 4 % )

C E R 6 ( 16 . 2 % ) 3 1 ( 8 3 . 8 % )

C

C M 4 ( 1 . 5 % ) 2 7 0 ( 9 8 . 5 % ) I

T C 3 4 ( 12 . 4 % ) 2 4 0 ( 8 7 . 6 % )

S M 9 2 ( 33 . 6 % ) 1 8 2 ( 6 6 . 4 % )

K M 2 5 1 ( 9 1 . 6 % ) 2 3 ( 8 . 4 % )

A B
-

P C l ( 0 . 4 % ) 2 7 3 ( 9 9 . 6 % )

C E R 0 ( 0 % ) 2 7 4 ( 1 00 % )

グル コ ー ス ､
ベ ン ト

-

ス 糖とも に 利用で き ない A 型 の 菌は､ 85 株､ グル コ ー

ス は利用で き ない が ベ ン ト - ス 糖を利用で きる株､ C 型 は2 7 4 株で あ っ た｡

ま た グル コ ー

ス か ら の酸産生能 に つ い て み る と､ O F 培地で の 所見で 姑2 9 株が陰

性で あり､ 他はす ベ て 陽性を示しt= . ま た5 % 家兎血 液を加え た寒天平板上に て

- 14 -



溶血性 を示 し た株は､ 3 7 株存 在しす べ て A 型 分類に 属 し た｡ また 色 素産生株ほ

10 株あ り､ すべ て A 型 に 分類 され る株 で あ っ た｡ さ ら に 硝酸塩の 還元能試験で
P

は､ 2 1 株に 陽性が認 めら れC 型に属す る菌が多く見ら れた｡

一 方､ 糖利用に よ る型別と 抗生物質感受性と の 関係をま とめた も の がT ab l e

2 で あ る｡

更に 糖利用 の 特徴で 分類し た A ､ C 型 ( グル コ ー

ス 非利用株) と B 型 ( グル

コ ー ス 利用株) 間の 抗生物質 感受性の 比 較検討 を行 っ た｡ F i g . 2 に 示す よう に
●

3 7 株の グル コ ー ス 利用株と3 5 9 株の グル コ
ー

ス 非利用株 の 各種抗生物質の 感受性

の ピ ー ク分布､ 累積分布 を比 較す る と､ 両菌株間で 明ら か に 感受性分布に 差が

認めら れたo

C M で は グ ル コ ー ス 非利用株 ( 以下GI c
‾

と略す) の 感 受性は低く ピ ー

ク値 は10

0 一 - 2 0 0 〟 g/ m l を示 した｡

一

方､ グル コ ー ス 利用株 ( 以 下GI c
十

と略す) はす べ て

の 株が6 .2 5 〟 g / m l 以下のMI C 値 を示したo GI c
十

株に はC M 耐性菌娃 1 株も存在 し な

か っ た ( F i g . 2
-

1 ) 0

c E R

l

で は総 じて 感受性は低く､ 特 にG I c
一

株 の 感受性 ピ ー

ク値は､ 20 0 iL g/ ml を

示 し､ 高い MI C 値に分布して い た がo G I c
十

株 に おい て は す ぺ て5 0 〟 g / ml 以下 の 高

い 感受性を示 し､ M I C の ピ ー

ク値は25 〟 g/ ml で あ っ た ( Fi g . 2
-

1 ) ｡

A B
-

P C で はC ER 同様に総じて 感受性が 悪 く､ GI c
一

株で はそ の MI C 値が50 〟 g/ m l を

ピ ー ク に 幅広 く分布 して い た.

一 方､ G I c
十

株は6 . 2 5 〟 g/ m l を ピ ー

ク 値にもち､

G I c
一

株 と比 べ て高感受性で あ っ た ( F i g . 2
-

2 ) ｡

T C で ほF i g . 2 - 2 に み られ るよう に特徴的な傾向が認 めら れたo 上 記の 薬剤

と同様 に､ G I G
-

株はGI c
'

株よ りもT C に対し て も そ の 感受性は低く､ 耐性菌も認

めら れ たが､ 感受性の ピ ー

ク ほGI c
‾

､ GI c
十

両株群で
一 致し たo G I G

-

株に おい て

は 2 峰性の ピ ー ク を示し､ 8 0 0 〝 g / ml の 高度耐性株が認 められ た｡

-
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. 2 _ l . = s o l a t i o n f r e q u e n c y ( a )

o f G I c a n d G I c

＋
s t r a i n s o f

t h e H t C s o f c h l o r a m p h e n i c o 1

a n d . c u m u l a t i v e p e r c e n t ( b )

旦. 三重主⊆ 些 旦!注! 進邑 V e r S u S

a n d c e p h a l o r i d l n e ･

E 臥に 対する 感受性 パ タ ー ン に もGI c
十

, GI c
一

両菌株間で 特徴が認められ た｡ G I G

一

掛ま幅広くM IC 値が分布す る にも かかわ ら 坑 感受性 ピ ー

ク値 削 I c ＋株と同じ

く1 . 5 6 FL g/ n l を示し 払 ま たG I c
･

株に お い て は削C 値 は20 0 〟 g/ A l を示す耐性菌

が1 株認められ た｡ ( F i g . 2
- 3 )
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&ig ･ 2 - 2 ･ = s o l a t i o n f r e q u e n c y ( a ) a n d c u m u l a t i v e p e r c e n t ( b )

o f G I c a n d G I c
＋

s t r a 土n s o f A . c a l c o a c e t 土c u s

t h e M = C s o f a m p I C i l l i n a n d t e t r a c y c l i n e .

V e r s u s

KM と同様に ア ミ ノ配糖体抗生 物質で あるS 札に つ い て も同様の 比較検討を行 っ 払

G I c
一

株 は幅広く抑I C 値が分布し, 耐性菌も多数組められ た｡

一

九 G I c
'

株で は3 ･

13 〟 g / m l に そ の 感受性の ピ ー ク を示し､ 8 00 iL g / ml 以上 の M I C 値を示 した の はわ

ずか3 株 の み で あ っ た｡ ( Fi g . 2 - 8 )
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桝 > 桝

g ･ 2 - 3 . = s o l a t i o n f r e q u e n c y ( a ) a n d c u m u l a t i v e p e r c e n t ( b )

o f G I c a n d G I c
＋

s t r a l n s o f A . c a l c o a c e t 土c u s v e r s u s

t h e M = C s o f k a n a m y c i n a n d s t r e p t o m y c i n .

以上 は臨床材料由来の旦. 望上里堕聖 地 至8 9 6 株の主要 な抗生物質に対する感

受性と糖利用合臥 と りわもナグ ル コ ー ス 利用との 関連を検討し た結果で ある｡

本菌 はβ
-

ラ ク タ ム 抗生物質に はとりわ け感受性は低か っ た｡

一

方､
ア ミ ノ配

糖体抗生物質 やテ ト ラ サ イ ク 7
) ン な どに古ま感受性菌が多く認め られ た｡ ク ロ ラ

ム フ ェ ニ コ ー ル に対 して は高度耐性菌と感受性菌 の 二 つ の 菌群がみ られ た｡ 更

- 18 -



にβ
-

ラ ク タ ム 抗生 物質 と ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル に 対す る感受性 は本菌 の グル

コ ー ス 代謝利用と相関す る こ とが明らか と な っ たo 即ち, G I c
‾

株はβ -

ラ ク タ

ム
､

ク ロ ラ ム フ ユ
ニ コ - ル に対 し共 に高度耐性を示し､ G I c

十

株は両抗生 剤に感

受性で あ っ た｡ 特 に本菌が ペ ニ シ リ ン
､

セ フ ァ ロ ス ポ リ ン な どの β
-

ラ ク タ ム

抗生 物質耐性菌が多い の は､ 臨床上 で 大量 で か つ 多種類の 本抗生 物質の 使用に

より選択 され て釆 たも の と考え られ る｡

次に実験室内で 用い て い る本菌種 の 標準菌株お よび代表的臨床材料由来株と

その 変異株を使用 し て グル コ ー ス の 利用能と抗生物質感受性 の 相関に つ い て薬

剤の 種類を拡大 して さら に検討し た｡

T ab l e 3 に 示した の は1 0 種類の 抗生 物質の ､ 旦. 望 辿 6 株 に対す るM

I C の 測定結果で あ る｡

S u s c e p t 土b 土1 1 t y t o a n t i b 土o t 土c s o f A . c a l c o a c e t i c u s .

T a b l e 3 .

H = C ( u q / m 1 )

G I c

＋

A n t i b i o t i c s

G I c

N C T C 7 8 4 4 R - 1 0 4 L H D . 7 9 . 4 1 A - 1 0 4 G R Y 9 8 5 L 出 D 8 2 . 3

p e n i c i 1 1 i n G 1 6 0 0 - 5 0 2 0 0 3 . 1 3 6 . 2 5 1 2 . 5

c e p h a ヱ 0 1 i n 3 2 0 0 4 0 0 1 6 0 0 5 0 1
,
0 0 1 0 0

c e p h o p e r a 2: O n e 8 0 0 5 0 1 0 0 6 . 2 5 1 2 . 5 1 2 . 5

t e t r a c y c l i n e 3 . 1 3 3 . 1 3 6 . 2 5 1 . 5 6 3 .
1 3 6 . 2 5

m i n o c y c l i n e O . 1 9 0 . 1 9 0 . 1 9 0 . 1 0 0 . 1 0 0 . 1 9

g e n t a m i c i n O . 7 8 0 . 7 8 1 . 5 6 0
. 3 9 0 .

1 9 0 . 7 8

k a n a m y c i n 3 . 1 3 3 . 1 3 6 . 2 5 1 . 5 6 0 . 7 8 3 . 1 3

t o b r a m y c i n l
. 5 6 1

. 5 6 3 . 1 3 0 . 7 8 0 . 7 8 3 . 1 3

c h l o r a m p h e n i c o 1 4 0 0 2 0 0 4 0 0 6 . 2 5 p 3 . 1 3 2 5

p o l y m y x i n B O . 3 9 0 . 3 9 0 . 3 9 0 . 3 9 0 _ 1 9 0 . 3 9

A . c a l c o a c e ti c u s N CT C 78 4 4 ､ R
-

10 4 ､ L ”D 7 9 ･ 4 1 はGI c
-

株で あり､

一

方､ Ⅹ
-

1

o 4G ､ E Y
-

98 5 ､ L MD 8 2
･ 3 はG I c

十

株で あるo こ のT a b l e 3 の 結果 か ら明ら か な よ

う にG I c
-

株ほい ずれも β
-

ラ ク 夕 ム 抗生物質で あ るP C
-

G ､ C EZ ､ C P Z に対 し て 高

い MI C 値 を示 し､ 同時にC帆に対 し て も低感受性で あ っ た｡
.

一

方､ GI c
十

株で あ るR

-

104 G ､ RY
-

9 8 5 ､ L ”D 82 . 3 株はβ
-

ラ ク 夕 ム 抗生 物質 に はCE Z を の ぞい て 比 較的

-

19
-



感受性 は よく､
C M で も感受性は良好で あ っ た｡

またGI c
十

､ G I G
-

株を通 じてT C は1 . 56 - 6 . 25 〟 g / m l と抗菌活性 は強く､ ミノ サ

イ ク リ ン ( MI N O) も 同様で あ っ た｡ ア ミ ノ配糖体抗生物質で ある ゲ ン 夕 マ イ シ

ン ( G M) ､ 訓 ､ ト ブラ マ イ シ ン ( TO B) もG I c
十

､ GI c
‾

株共に良好な抗菌活性を示

した. ポ リ ミ キ シ ン ( P X
-

B) も 両菌群に 高い抗菌性を示 した｡

以上､ 実験室標準株に おい て も先 に3 96 株 の 臨床分離株で認 め られ たよう な抗

生物質 に対す る感受性の 特徴が 認め られ た｡

次にT ab l e 8 に示 した6 菌株に つ き､ β -

ラ ク 夕 マ
- ゼ活性を測定した｡

一

般

にβ
-

ラ ク 夕 ム 系抗生 物質高度耐性株に おい て はβ
-

ラ ク タ ム 抗生物質 を加水

分解す る β
- ラ ク 夕 マ

- ゼ が寄与する こ とが広く知られ て い る 1 2 )
｡

各菌株とも1/ 州I C 漉度の PC
-

G で 8 時間誘導後､ 酵素活性を ミ ク ロ ヨ
ー ド法に

より測定し たo A . c a l c o a c e t i c u s N CT C 7 84 4 株を除い て､ その 活性値は10
1

3 - 1

0
‾

d
u n it s/ m g p r o t e i n で あり､ 低 い値を示 した｡ 従 っ てN CT C 7 8 44 株以外 は､ β

-

ラ ク ク マ
- ゼ は耐性に ほ とん ど寄与して い ない こ と が明ら かとな っ た ( T a b l

e 4
'

) ｡

T a b l e 4 .

凸 - L & c 亡a m a s e a c t i v i t y l n A ･ c a L c o 4 C e 亡i c u s

( u

R a

三; i; m

f

l王ヲ完
o

三三;き; i n ,

S 亡r a i rL

～

N C T C 7 8 4 4

K 1 1 0 4

L H D 7 9 . 4 1

K - 1 0 4 c

K Y 9 8 5

u l D 8 2 . 3

P e n i c i l l i n G
-

m
8 . 8 7 x 1 0

- 4

7 . 1 8 x 1 0
- 4

2 . 5 9 x 1 0
- 4

8 . 8 7 x 1 0
- 4

ヱ . 0 4 x 1 0
- 4

慧 隷
3 . 8 7 x 1 0

- 4

1 . 7 3 x 1 0
- 】

1 . 4 3 7 ( 1 0
- i

9 . 2 9 Ⅹ 1 0
- 4

2 . 3 6 I 1 0
- 4

ま た培養菌液中で のβ
-

ラ ク タ ム 剤の安定性を確認 する ため薬物残存活性を

測定し､ 結果 をT ab l e 5 に 示し た｡ N CT C 7 84 4 株 の 培養液中 で 臥 P C - G ､ C EZ と

も に急速に分解され､ 1 分以内に 検出限界以下 ( p C
-

G ; 0 . 7 8 〟 g / ml ､ CEZ : 1 . 5 6

〟 g/ m l) に低下し た｡ 他の5 菌株 に つ い て は､ 分解がま っ た く認め ら れな い か､

もしくは5 - 3 0 % の 分解が認め られた程度であり､ 本酵素がβ - ラ ク タ ム 系抗生

物質の 耐性 の 主 た る要因で ある とは考え に くい も の で あ っ た｡

β -

ラ ク タ マ - ゼ 産生が殆 ど見られ ない にも か かわら ずペ ニ シ リ ン
､

セ プ ァ

-

2 0
-



ロ ス ポ リ ン 系抗生物質に 高度耐性を示 し た菌株 の 耐性機構を解明す べ くβ -

ラ

ク タ ム 抗生物質 の タ
ー

ゲ ッ トと考 え られ て い る ペ ニ シ リ ン 結合蛋 白 (P B P s) に

対する 結合性 の 比較 を行 っ た｡ F i g . 3 にPB P s の パ タ ー ン を示 し た｡ グル コ ー

ス

非利用株と グ ル コ ー ス 利用株と に お ける結合の 差異がP BP A およびE で 主 と して

観察され た｡

T a b l e 5 .

R e s i d u a l a c 亡i v i c i e s o f p e n i c i l l i n G a n d c e p h a 之 0 1 i n

S 亡r a l n A n t i b i o t i c R e s i d u a l a c 亡i v i 亡y ( u g / m l )

0 h r 0 . 5 b r 1
.

h r 3 h r

N C T C 7 8 4 4

N C T C 7 8 4 4

K - 1 0 4

K - 1 0 4

L M D 7 9 . 4 1

L M D 7 9 . 4 1

K - 1 0 4 G

K - 1 0 4 G

K Y 9 8 5

K Y 9 8 5

L M D 8 2
. 3

L M D 8 2 . 3

p c I G
a

C E Z .

P C - G

C E Z

P C I G

C E Z

P C - G

C E Z

P C - G

C E Z

P C - G

C E Z

b

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

> 0 . 7 8

> 1 . 5 6

5 0

4 1 . 6

5

3

5

4

5

5

5

4

0

8

0

2

0

0

0

4

> 0 . 7 8

フ1 . 5 6

5 0

3 4 . 5

5

3

5

b

5

0

2

4 3 . 6

5 0

4 7 . 之

5 0

4 8

} 0 . 7 8

> 1 . 5 6

3 3 . 2

3 6 . 0

5 0

3 之 . 7

5 0

3 8 . 5

3 9 . 2

4 0 . 7

5 0

4 ヱ . 5

a : p e n i c i u i n G b : c e p h a 2: O l i n

すな わちG I c
一

株で は､ PB P のA ､ E とも に 存在せずGI c
十

株で はい ずれもA ､ E が認

め られ た｡ ま たN CT C 7 8 4 4 株で は膜分画に強 いβ
-

ラ ク 夕 マ - ゼ 括性が含まれ､

1 d
C

- ペ ニ シ リ ン とP BP s の結合が妨げられ る ため､

I d
C

- ペ ニ シ リ ン で標識され

たPB P s の 明確 な バ ン ドは検出で き なか っ た.

E . c o l i Z S C 11 2L の PB P s を基準に して A . c al c o a c e t i c u s の P BP s の 分子量 を求め､

-

2 l
-

T a bl e 6 に示 した.
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c
･ giddPP B ･d dd.,E b 去 -

D .d q d b
･ - ･ ･ ･

E
･ dE3 b 盛 鞄 ･ 癖 喝恥

C a e

e l e c 亡r o p b o r e s 土s o 王 p e n i c i l l i n

o f 旦･ 辿 .

c : a - 1 0 4 G a : K Y - 9 8 5 e : L 出D 8 2 . 3

P B P s の 結合 パ タ ー ン 結果から､ G I c
‾

株 とGI c
十

株の β
-

テ ク タ ム 抗生物質に対

す る感受性の 差はP B P のA ､ E へ の 結合の 有無 に関連す る こ とが 考 えられ る｡ す な

わち, β - ラ ク タ ム 剤に対して 感受性の 低いGI c
一

株(Ⅹ
-

10 4 ､ L MD7 9 ･ 4 1) はP BP s

A およびE の欠失 に よ り耐性化し た可能性が考え られ る｡

次に 先に述 べ た6 株 の旦. 生 地 塁の中 からG I c
-

( E
-

10 4) ､ GI c
十

( a
-

1 04

G) ､

●

G I c
十

( K Y9 8 5) の3 菌株 に つ い て そ の外膜蛋白質を検討し た｡

一

般に グラ ム

陰性菌の 外戚 に は物質の 透過に 影響を与 え るp o r i n 蛋白質が 存在 し､ p o r e ( 礼)

を形成し､ 溶質の 分子量に より､ その 透過効率が大き く変化する こ とが知られ

て い る｡ β - ラ ク 夕 ム 系抗生物質の 中で もとり わ け セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 類は こ の

p o r e 透過孔を効率よく通過す る こ とが多くの 研究者か ら報告され て い る
2 5 ･ 2 0 ･

2 7 '
｡ さら に 菌種の 違い に より透過孔の 大 きさも異なり､ 通過で き る溶質の 分子

量の 限度 を規定し て い る 2 8 ･ 2 9 ･ S O T 3 1 '

｡ 中江 等はP . a e r a gi n o s a の 透過孔はdi s a

c ch a r i d e ( 分子量 3 4 2) 以上 は通過 で き
､

久 それ以下 の 分子量の 糖類 は通過可

能で あり､ プラ ス ( 十) の電 荷をも っ た物質の 方がO m p C ( p o r i n 孔) を通 りやす

い と報告して い る
3 2 )

｡

ま た､ E . o o l i ､ S . m a r c e s c e n s ､ S al n o n e ll a S は分子量6 0 0 程度の 糖類はp o r e を

通過で きる とも報告 して い る.
一 方､ 旦.主吐 垣 旦は さらに大き な分子量80 0 程

皮の 糖類まで も通 過 で き るp o r e を形成して い る とも報告して い る
3 3 )

｡

F i g . 4 に KY
-

98 5 ､ R
-

1 04 G ､ K
-

10 4 の 外膜蛋白質の SD S
-

PA G E (S D S -

p o l y a c r y l a m

i °e g e l e l e c t r o p h o r e s i s) を示 した｡

-

2 2
-
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a : tn o l e c u l a r w e i gh 亡 w a s r e p o r t e d b y
G e o r g o p a p a d a k o u

,
N . a .

, a n d F . Y . L i u .
( 2 4 )

R
-

10 4 ( G I G
-

) で は分子量 6 9 , 0 0 0 ( 6 9 X) の 蛋白バ ン ドが検出 され た が､ G I G

十

株で あるKY 9 85 ､ Ⅹ
-

10 4 G に お い て は認められ な か っ た｡

一

方､ GI c
十

株に おい て

は分子量8 1 , 0 00 ( 8 1E) の 蛋白 バ ン ドが検出 され､ GI G
-

株に は こ の バ ン ドが 検出

されな か っ たo 他 の 主 要 バ ン ドに つ い て は 削 ま両者 の 菌で 同様の パ タ ー ン を示

した｡ 中江 等に よれ ば ア ミノ 配糖体抗生物質も外膜に 存在す るp o r i n 孔を通過 す

ると報告し て い る が､ 先 にT ab l e 3 に おい て旦. 生 地 些 の 感受性試験測定

の結果 からもGM ､ T OB ､ K粥の 上 記3 株に対する枇I C値 は経 とん ど変化して い な い事

実か ら､ 外膜蛋白質 の 電気泳動 パ タ ー ン の 結果は､ G I c
十

､ G I c
‾

菌株 の 間で6 9E ､

8 1R の バ ン ドに差は認められた も の の ア ミノ 配糖体抗生物質はp o r e の 透過 に関し

て は旺 と ん ど影響は な い も の と推察され た｡

一

方､
G I G

-

株で あ るR
-

104 ､ G I c
十

株で あ るK
-

10 4G の 外膜多糖類の 分析を行 っ た

と ころ､ T ab l e 7 に示 したよう に菌体当りの 多糖類の 量 臥 E
-

10 4 で 拡燥菌体当

り1 . 5 2 % ､ 濫
-

10 4 G 0 .
28 % で あ り､ 2

-

E et o
-

3
-

d e o x y o c t o n at e の量披､ 大き な差 は

認め ら れな か っ た｡ また ラ ム ノ ー ス､
ヘ キ ソ

ー

ス､ グル コ ー ス の 含量 は､ 2
一

正e

t o
-

3
- d e o x y o c t o n a t e を10 0 とした モ ル 比 で 比較す る とE

-

lO4 G 株はい ずれの 糖の 此

に おい て もR
-

10 4 G 株よりも 含量 は少なか っ た｡

-

2 3
-
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1
-

4 抗 生 物 質 感 受
L

巨巨 と 形 態 学 的 特 徴

先に 述 べ たよ う に､ F i g . 2 - 1 - Fi g . 2 - 3 お よびT ab l e 3 に示 した実験結

果か ら抗生物質感受性と グル コ ー ス の 利用能と の 間で 相関性が示唆 され た｡ 特

に β
- ラ ク 夕 ム 抗生 物質､ C M で はG I c

'

株は感受性を示し､ G I G
-

株は高度耐性を

示す株が ほ と ん どで あ っ た｡

一

方､ T C お よ び ア ミ ノ 配糖体抗生 物質で あ るG 臥

E 臥 T O B は伝達性薬剤耐性因子 ( R 因子) を保有す る株以外は､ GI c
十

､ GI c
‾

両菌

株とも に 感受性を示 し､ 両菌株間で差異は認 め られ なか っ た｡

一

方､ G I G
-

およびG l o
十

株 を感受性測定用寒天培地 ト リ プト ケ ー ス 寒天培地､

st a n i e r の 最少培地 ( 炭素源､
コ ハ ク酸) に塗布し､ 2 0 時間後､

コ ロ ニ ー を観察

する と､ 写真l
-

( a) ､ (b) に示し たよう にGI c
‾

株で ある定一

1 04 株はs m o o t h で c o n v e

x 型形態 を示 し た 一

方､ R
-

10 4 G ( G I c
十

) 臥 f l a t でr o u gh な コ ロ ニ ー を示したo

こ の 結果 は4 6 株 のG I c
十

および 9 5 4 株の G I c
‾

に つ い て 観察 し確認 され た｡ 旦.

c a l c o a c e t i c u s は菌 の 形態が球梓菌を示す こ と はす で に述 べ た が､ GI G
-

､ G I c
'

株

ともに 形態は球梓菌 で あり､ 対数増殖期から定常期に か けて は球状 の 形態を多

く示した｡ 走査型電 子顕微鏡に よるG I c
十

株の 観察で は細菌細胞表面 に鮎状の 形

態が観察され た｡ 透過型電子顕微鏡 に よる超薄切片健か ら は､ 本菌 の 膜構造は

グラ ム 陰性菌特有 の 内膜､
ペ プチ ドグリ カ ン 層お よび外膜の3 層構造 が観察され

た｡ しか し､
ペ プチ ドグリ カ ン 層ほ､ 他の グラ ム 陰性菌

3 4 )
( E . c o li な ど) と比

ベ る と厚く リ ゾチ ー ム
､ E DT A 法 に よ る細胞壁溶解 に必 要なリ ゾチ ー ム の 量 は旦.

c o l i の それと比 べ る と約1 0 倍量必要で あ っ た｡

G I c
十

とGI c
-

と の 間 で は外膜構造 に 差異が認 められ た｡ 通過型電子顕微鏡観察

によ る と写真2
-

( a) ､ ( b) に見 られ る よう にG I c
-

株の 外膜は振幅が小 さく､ 且 つ

規則正 し い波 状構造 を示し て おり､ ま た波状構造の 谷 の 部分 に おい て ペ プチ ド

グリ カ ン 層と 接触し て おり､ ぞ の ため に ペ リ プラ ズム 空間が内膜と ペ プチ ドグ

リ カ ン 層と の 間に存在して い る の が観察される｡

一

方､ G I c
十

株に お い て は波状構造 が不規則で あり､ 且 つ 振幅も ー

定し ないo

とこ ろ よ っ て は波状構造が 観葉 されず､ 外膜と ペ プチ ドグリ カ ン層 との 接触も

ほ とん ど見ら れ な くなり､
ペ プ チ ドグリ カ ン層 は内膜側 へ 近 づ い て おり､

ペ リ

プラ ズム 空間が ペ プチ ドグリ カ ン 層と外膜の 間に観察され た｡

-

25
-
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-
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1 - 5 要 約 お よ び 考 察

( 要 約)

臨床分離の旦･ c a l c o a c e t i c u s 3 96 株を用い て､ 各種抗生 物質 に対す る 感受性

を測定 した結果､ 本 菌種はβ
-

ラ ク タ ム 抗生 物質に 対す る高度耐性菌 が多く存

在し､
ア ミノ 配糖体系抗生物質 および テ ト ラサ イ ク リ ン 系抗生物質に 娃感受性

菌が多く認め られ た｡ ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル は高度耐性菌と感受性菌の2 つ の 菌

株分布が 認めら れ た｡ β
- ラ ク タ ム 抗生 物質高度耐性菌･に関して その 産生する

β - ラ ク タ マ
- ゼ を検討 した結果､

一 部 の 高度耐性菌を除い て β
- ラ ク ク マ ー

ゼ活性の 産生量は低 く､ 菌 の β
- ラ ク タ ム 高度耐性 へ の 寄与 は低い も の と考え

られた｡ しか し､ 旦 ¢8 l o o 8 0 et i o u s NC T C7 8 44 株 の β - ラ ク タ ム 剤高度耐性はβ

- ラ ク ク マ
- ゼ に よ ると考 え られ る｡ こ の菌株で は酵素産生 畳も多 く､ 典型的

＼

なセ フ ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ 型酵素で あり､ p C
-

G ､ 6
-

A P Å等で 誘早され た｡

ま た代表的 な臨床分離株 およ び実験室内標準株の 糖利用能 ( 特 に グ ル コ ー

ス)

と抗生物質感受性と の 関係 を更 に詳細に検討し た結果､ G I c
‾

株とG I c
'

株との 間

に比次の よう な相関性 が見 い だ され た｡ すなわち､ β
- ラ ク タ ム 系抗生物質､

ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル に対 しG I c

-

株は感受性が低い
｡

一 方､ GI c
'

株は上記 の 両

抗生物質 に高感受性 を示 した｡

テ ト ラ サ イ ク リ ン ､ ア ミ ノ 配糖体系抗生物質 臥 G I c
'

､ GI G
-

株 の 間で 感受性

の差異 は見ら れ なか っ た｡ こ の β
-

ラ ク タ ム 抗生剤の G I c
十

､ G I G
-

両株に おける

β
-

ラ ク ク マ
- ゼ に 依存し な い 感受性の 差異の 原因をさ ぐる た めに β

-

ラ ク 夕

ム 抗生 剤の 作用標的で あるP BP s を比較検討 し 払 そ の 結果､ G I c
一

株で ほPB P の A

( E . o o l i の p Bp lÅに あた る と考え られ る バ ン ド) ､ E ( E . o o l i のP B P 5 , 8 に 相当

する と考 え られ る バ ン ド) に
1 4

C
-

P C
-

G 結合蛋白が検出 されず､ GI c
十

で はL M D8 2 ･

3 株を除き､ ん A
'

､ 臥 C ､ D ､ E の す ベ て のP B P s が検出され 払 また外膜

に存在す るp o r i n 蛋白質の G I c
十

､ G I G
-

南棟で の差異をみ る と､ 8 1R ､ 6 9 削こ差が認

められ た｡ さらに GI c
一

株で あ るR
-

10 4 ､ G I c
'

株で あ るK - 10 4G 株 の 外膜多糖類の 分

析を行 っ たと こ ろ､ 菌体あ たり の 量 はG I c
-

株で1 1 5 2 % ､ G I c
十

株で0 ･ 2 8 % TC
b

1 2 -

k et o
-

3
-

d e o x y o c t o n a t e の量 ほ両菌株とも差はな か っ た｡ また ラ ム ノ
ー

ス ､
へ キ

ソ ー ス ､ グ ル コ ー ス の含量 はG I c
十

株はGI c
-

株よりも い ずれも少ない 結果で あ っ

-

3 0
-



た｡

次に G l o
十

､ G I c
‾

株 の 電子顕微鏡観察に よ る形態学的特徴 を調 べ た 結果､ 南棟

とも グラ ム 陰性菌特有の 内膜､
ペ プチ ド グリ カ ン 層および外膜の 3 層構造 が観察

された｡ しか し､ 両株の 間で 外膜構造で 顕著な差異が見られ た｡ G I c
一

株 娃そ の

外膜は振 幅が小 さく､ 且 つ 規則正 し い 波状構造を示して おり､ ま た 波状構造 の

谷の 部分 で ペ プチ ド グ 7) カ ン 層と接触 して い る像が観察
■
され た｡

一 方､ Gl o
十

株

におい て は波状構造 が不規則で あ り､
ペ プチ ドグリ カ ン 層は内膜側 へ 近づ い て

おりペ リ プラ ズ ム 空間が ペ プチ ドグ リ カ ン 層と外膜の 間に存在す る よう に観察

された｡

A . c al c o a c e t i c u s は グ ル コ ー ス 利用能 に より分類した場合､
コ ロ ニ ー 形態､ 外

膜構造､ 抗生物質に 対する感受性､
ペ ニ シ リ ン 結合蛋白 ( P B P s) パ タ ー ン

､ お

よび外膜蛋白に 両 グル
ー プ間で 差異があ る こ とが観察され た｡ 外膜蛋白の 変化

により外膜 の 規則的な波打ち構造 が乱れ､ そ の 結果抗生 物質 に対す る感受性 の

変化が現れ た もの と推察 される｡

◆

グラ ム 陰性菌 の 外膜ほ､ リ ン 脂質､ リ ボ多糖体およ び蛋白から構成され て お

り､ 物質透過 の 障壁 として の役割 を担 っ て い るo E . c o li に おい て は外膜蛋白と

して0 山P F ､ 0 血PC ､ L a tuB とP h o E カミ存在して おり
3 5 )

､ 透過孔を形成して い る. こ の

うち､ L a mB とPh o E は特殊な条件下で の み 誘導発現され て おり
3 0 )

､ 栄養素や多く

の抗生 物質は､ O m p F ､ O m p C ､ p o r i n を通 っ て外膜を通 過す る 2 0 )
｡ O m p F 蛋白を欠

損し た 変異株 は､ C M やT C な ど の 抗 生物質 に耐性と なる. 又､ カ ル ペ ニ シ リ ン

( CB
-

P C) 耐性変異株 を分離し たと こ ろ､ O m pF 蛋白の 量 が減少 して い た との 報告

があ る
3 丁)

｡ またO m p F p o r i n 蛋白質 の み､ も しくはO n pF と0 山p C p o r i n 蛋白両方の

生産量 が減少するとβ
-

ラ ク 夕 ム 抗生物質に対する耐性皮が上昇する ことも報告

されて い る｡ 例え ばE . c o li X
-

1 2 に おい て､ O m pF 蛋白欠損変異株は親株と比 べ て､

カ ル ペ ニ シ 7) ン お よびP C
-

G のMI C 値が16 倍および4 倍に それ ぞれ上昇 する. S . t y

辿 や里. 幽 塑 おい て もp o r i n 欠担変異株を用 い て革･ 旦吐主と同様な結

果が報 告され て おり
2 8 ･ 2 0 ･ ∋ 8 )

､ 外膜の 透過 性が抗生物質 の 感受性に彩響を及ぼ

して い る こ と がわか る｡ 著者の 得た 結果 は､ G I c
'

､ G I c
一

両株 で感受 性に変化が

見られ た の はβ
-

ラ ク タ ム 抗生物質とC M で あ っ た. β
-

ラ ク タ ム 抗生 物質の 主 な

耐性機序は､ 透過障害､ β
-

ラ ク タ マ
- ゼ による加水分解､ 標的蛋白質で あ るP

-

3 1
-



BP s の 変 化 の 3 つ で ある.

-

瓦 c M ほ透過 障亀 特異酵素 ( C AT a s e ､ ク ロ ラ ム

フ ェ
エ コ

‾

ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ) で ある｡ 臥 T 8 bl e 3 の6 株の C AT

a s e 活性は測定した結熟 ま っ た く活性は認め られず両菌株間に差 は認められ な

か っ た｡ C 陀 β
-

ラ ク 夕 ム 剤の 両者に共通して い る耐性原因と して 外膜透過 の

障害が最も考 えられ る｡

β
-

ラ ク ク マ - ゼ 活性に 関 して はN CT C 7 84 4 株が他の5 株お よび臨床分離株 の

7 株と比 べ て 非常に 強く､ ま た残存薬剤漉度測定か らも β -

ラ ク タ ム 系抗生 剤の

分解が確認 され た｡ N CT C 78 4 4 株 は外膜透過性 の低下とβ
-

テ ク タ マ
- ゼ の 双方

に よる高度耐性で あり､ E
-

10 4 ､ L MD 79 ･ 4 1 は透過性低下に よる耐性獲得と推察 さ

れ る｡

一

九 P B P s パ タ
ー ン もG I c

十

､ G I c
一

両株で 変化が 放 めら れ 蛋白質 バ ン ド E

( M ･ W 4 1 ･ 00 0) は､ 里･ 9 Rii の P BP 5 , 6 と分子量 で類似して いる. PB P 5 ､ 6 はβ -

ラ

ク タ マ
- ゼ 活性を示す こ とが 報告され て い る の で､ A . c al c o a c et i c u s の 持 つ 弱 い

β - ラ ク タ マ
- ゼ活性と の 関連が推測され るo GI c

一

株 はP B P s A , E が欠失 して い
■

る事が示され た 汎 増殖は正 常に行われて い る とい う事実 払 PB P A
,

がA の 代替

酵素の 機能を果た して い る こ と が推察され る｡ こ の こ とは旦･9 9ii に おい て もP B

PIB ( ト ラ ン ス ペ プチ ダ ー

凧 トラ ン ス グリ コ シ ダ ー ゼ 活性を示す蛋白質) の欠

軌i P B P I A がそ の 変わり を果たす とい う事か らも推察される｡

一

九 P B P E の

欠担は ( a) E
-

10 4 に 関して はE の 変わりをD が代替して い る こ とが推定される が

L MD7 9
･ 4 1 に つ い て はD ､ E とも に 欠捜 し て い る こ とより､ 上 に述 べ た可能性 は否

定され る｡ しか し､ こ の - 一
C

- ベ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン を用い た実験系 に おい てD , E

の わずか な蛋白質の 存在 の た め に検出され なか っ た可能性も 考え ら れ 本実験

の 検出感度 に つ い て 検討の 余地があ るも の と考え られ る｡

また､ 旦･ 望 出に お い て右まP B P s 舶巨常に詳細 に研究され 3 8 - 3 g ,
､ P B P IA ､ IB ､

2 ､ 3 , 4 ､ 5 お よび6 の機能蛋白質 が検出されて おり､ 種々 の-β
-

テ ク タ ム 抗生 物

質の親和性に つ い て も研究されて い る｡ しかし旦. 望 幽 のPB P s に つ い て

削まとん ど明らか で ない 川
｡ 今後詳し く追求され ねば なら ない課題 で あ る｡

-

3 2
-



第 2 章 グ ) レ = -

ス 古こ よ る 増 進 促 進 効 果

序

第1 章 に おい て A . c a l c o a c e t i c u s が グル コ ー ス を利用能の有無に より形態的特

臥 抗生物質感 受性等に 明らか な差異の ある こ と を述 べ た｡ 本章 で 娃さ らに 被

験菌株を臨床分離株1 , 0 00 株 に増や して､ 炭素源利f削私 グル コ ー ス か ら の酸産

生試験､ 溶血 性等 を検討し た｡

また本菌種の 約9 0% の 菌株が グル コ ー

ス を唯
一

の炭素源として利用でき ない 原

因と他の 炭素源 ( ア ミ ノ酸､ 有機酸) を含む最少培地 に､ グル コ ー

ス を添加し

た時に増殖促進が起 こる原因の 解析結果 を述 べ る｡
こ の研究 に より グ ル コ ー

ス

が炭素源 として 利用 され ない に もか かわらず､
エ ネ ル ギ ー 源と して 利用され る

とい う従来 の 微生物代謝の 常識から は類推し難い 新知見が 得 られ た｡

≦≧ -

1 実 験 材 料 な ら び 古こ プぎ 法

1 ) 菌株 および化合物

臨床分離株旦. 望iB 9 A 9 9ii 99 B 1 , 0 00 株 はす べ て京都微生物研究所 の由来株で あ

る｡

2 ) 炭素源試験

基質は糖類 として r ib o s e ､ a r a bi n o s e ､ x y l o s e ､ g h l C O S e ､ g al a c t o s e ､ f r u ct

o s e l n a n n O S e ､ r h a 血n O S e ､ S a O Ch a r o s e ､ m a lt o s e ､ I a ct o s e ､ g l u c o n i c a ci d を使

用し､ ア ル コ ー ル 類､
ア ル デ ヒ ド, 有機酸 は8 8 ペ ー

ジ に示した 種類の も の を

使用し 払 基質洩度 は0
. 1 % ､ S t a ni e r の最少培地に 添加 し､ 37 ℃2 0 時間培養 を

行 っ た｡ な お､ 境地 のp F は糖類添加培地で は6 . 8 0 ､ そ の 他は8 . 5‡こ調整し 払

8 ) 各種酵素活性測定法
4 0 )

G l u c o k i n a s e , G6 P
-

d e h y d r o g e n a s e , G l u c o n ok i n a s e の 酵素活性はT abl e 8 に示

した A ､ B ､ C の 反応溶液 をそれぞれ用い て行 っ た｡ A で 辻 グ ル コ ー

ス､ B で

はグ ル コ ー ス ー 6 - 7
) ン 臥 C で は グ ル コ ン 酸 ( N a s al t) をそれ ぞれ除い て全

て混合し､ 5 分間保温後､ これ ら反応基質を入れて 反応を開始し､ 以後10 分間の

吸光度変化 ( 3 40 n n) を棚定した｡

Gl u c o s e d e h yd r o g e n a s e ( G D H) の測定
1 4 '

古ま3 nl の5 0 nM
7
) ン 酸緩衝液 ( p H6 . 8)

PL IO n M グル コ ー

ス ,

I
20 0 jL M 2 , 6

-

ジ ク ロ ロ フ ェ ノ ー ル イ ン ドフ ェ ノ ー ル
.( D CI P)

-

33
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ぉよび酵素試料を加 え､ s o ℃ 10 分間に おけるD C IP の 啄光度減少 ( 6 0 5 n 乱) に よ

り行 っ た｡

T a .b l e 8 .

A . Gl u c o k i n a s e (H e x o k i n a s e) a s s a y

o . 2 M T r i e t h a n o l a 皿i n e b uff e r (p H 8 . 0) 1 . 0 皿1

o . 1 M M g C 1 2
0 . 2 n l

l O m g/ m l N AD P
十

(N a s a lt) 0 . 2 皿1

10 0 m g / n l g l u c o s e 1 . 2 払1

5 0 血g/ ml AT P ( N a s a l t) 0 . 1 皿1

1 n g/ m l g l u c o s e
-

6
-

p h o s ph a t e d e h y d r o g e n a s e 0 . 0 1 n l

s a n p l e ( c r u d e e n z y m e) 0 . 0 5 n l

忠. Gl u c o s e
-

6
-

ph o s ph a t e d e h yd r o g e n a s e

o . 2 N T r i e t h a n o l a m i n e b u ff e r ( p H 8 . 0) 2 . O 乱t

o . 1 M N g C l 2
0 . 2 n 1

1 0 m g/ A I N AD P
'

(N a s al t) 0 ･ 1 n 1

1 0 m g/ ml g l u c o s e
-

6
-

p h o s p h a t e (N a s a l t) 0 . 1 n l

s a n p l e ( c r ud e e n z y m e) 0 . 0 1 血I

C . G l u c o n o k i n a s e

o . 1 M G l y c y l g l y c i n b u f f e r ( pH 8 . 0) 2 . O 礼l

o . 川 恥C 1 2
0 . l n 1

10 m g/ m l N AD P
十

(N a s al t) 0 . l 礼l

6 0 n g/ m l A TP (N a s a l t) 0 . l 礼l

2 0 Jn g/ n l g l u c o n a t e (N a s al t)

l o n g /Jnl p h o s p h o gl u c o n a t e d eh y d r o g e n a s e

s a m p l e ( c r u d e e n z y m e)

- 3 4
-

0 . l 也l

0 .
0 1 m 1

0 . O l m l



4 ) 浸透圧 シ ロ ッ ク法
d l '

に よ る膜分画の 調製

菌体を対数増殖期に お い て集菌し､ 水冷 した10 m M リ ン 酸緩衝液 ( p H7 ･ 2) で 2

固洗浄す る｡ 菌体1 g ( 湿重量) あ た り4 0 % ( W/ V) シ ぎ 糖リ ン 酸緩衝液 ( p H7 ･ 2)

1 0 m l を室温で 添加 し､ 捜拝 し直ち にE DT A 溶液 ( 0 . 3 M N a 塊) を加 え､ 最終鴻

度0 . 1 m H とし て10 分間回転撹拝す る｡ 遠心後､ 氷冷した0 ･ 5 m 光 M g C1 2 を添加し懸

濁する｡ 膜分画ほ山登､ 安楽等 の 方法
4 2 ' に従 っ て 行 っ た｡

5 )
1
J

4 C
- プ ロ 1) ン

､

1 4 C - コ ハ ク酸の とり込 み試験

I d
C

- プ ロ
7
) ン､

1 4
C

-

コ ハ ク酸 ( N e w E n g l a n d C o . 製) を使用 した. 菌体を0 . 1

M リン酸緩衝 掛こ懸濁後､ 10 0 〟 g/ 皿1 の ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ

ー ル を添加 し､ 3 分間2

2
･

C で振近後
1 -

C
一

基質を加え た｡ サ ン プ7) ン グ 臥 経時的に行 っ た｡ 菌体採取 は

ミリ ポ ア ･ メ ン ブラ ン フ ィ ル イ タ - で 行 っ た｡ 菌体をO
o

C の緩衝液で 洗浄後､ 乾

燥し液体 シ ン チ レ - シ ロ ン カ ウ ン タ ー で 菌体内に取り込 まれ
1 4

C
一 基質量 を測定

した｡

6 ) 飢餓細胞の 調製

洗浄菌体 を3 3 n M T r i s
- H Cl ( p 耶 . 2) 壊衝液 ( 5 m = g C l 2 含有) に懸濁し､ 1 ×

10
1 0

｡ e l l s / m l に し た｡ ヒ酸塩添加後､ 3 0
o

C で6 0 分間ゆ っ く り と振遮 後､ 道心で

集菌し た｡

7 ) A T P の 測定法
4 3 ･ = )

菌懸濁液に グル コ ー ス､ グル コ ン 酸 を添加し､ 15 分間保温後､ 細菌細胞内A T p

量を測定しT= . A T P の 産生反応は水冷20 % 過 塩素酸1 ml 添加 して 停止 したo 4
o

C

3 0 分放置後､ 変性蛋白質 を遠心除去した｡ 上清 に 1 m l の 1 ･
5 N K OH ､ 1 m l のⅩH C O

3 を加えて 混合後､ E C1 0 4 の 沈殿 をフ ィ ル タ ー 浪過で 除き､ A TP 量を1 u c if e r i n
-

1

u c if e r a s e 法で ア ッ セ イ し 払 2 m l の50 m M ヒ酸塩､ 5 m M 7
) ン 酸 カ リ ウ ム

､ 0 ･ 5 mM

恥Cl 2 液 ( p H 7 . 0) に0 . 5 m l の上 記 の 過塩素酸抽出試料を加え､ 1 n l のf i r e fl y l a

nt e r n e x t r a c t ( s i g m a) を添加後､ シ ン テ レ - シ 鼓 ン カ ウ ン タ ー で0 .2 分間測定

し た｡ 結果 はn m o l o f A T P/ 耶 p r O t e i n で表した｡

8 ) 細胞膜小胞の 調製 と膜電 位､ p H の 測定
4 5

･
… '

菌体 を10 n H
l) ン 酸緩衝液 ( p H 7 . 2) 10 m l に懸濁臥 同量の 40 % ( W/ V) シ ぎ 糖

リ ン 酸緩衝液を加え､
5 分間水冷後リ ゾ チ

ー ム ( lo n g/ ml) と0 ･ 1 M ED T A
-

20 %

シ ぎ 糖 リ ン 酸緩衝液12 m l を添加す る｡ 菌体を3 0 分間水冷後､ 集菌す る o ソ テケ
ー

- 35
-



タ
ー で 菌体 を破砕後, 8 0 ･ 000 x g 9 0 分間遠心す る ○ 沈殿を5 血M ED TA

-

1 0 紗ヨ糖t)ン酸緩

衝液3 0 m l に懸濁し ､ 2 , 0 0 0 x g 1 5 分遣心し ､ 上 清を とる ｡ 上 清を80 , 00 0 x g , 6 0 分間遠

心後 ､ 沈殿を3 n M ED T A( p H 7 ･ 2) 6 ml に懸濁 して､ 4 4 % シ ど 糖
7
) ン 酸緩衝液で8 0 , 0 0

0 Ⅹg ､ 1 2 時間達)亡卜し､ 上層 を集め るo

膜p H 臥 B C P ( プ ロ ム ク レ ゾ ー ル パ ー プル) 5 jL 推を使用し､ グル コ ー

ス 1 0
-

3

封を添加 し二 波長吸光度 の 差ス ペ ク ト ル ( 59 0 n m
- 6 29 n m) で測定 し 払 膜電位 払

E t hi d i u m b r o mi d e( EB) 5 0 iL 臥 8
-

a ni l i n o
-

卜 n a p h t a l e n e s u l f o n i c a ci d(A N S)

50 〟 耶こし､ グル コ ー ス 1 0
-

3
肘添加して､ E x 53 0 n mE n 5 9 0 n m で 軸定し 払

9 ) GD H の 精製はF i g . 1 5 の 手順 で行 っ た｡

C oQ o 補酵素 の 抽出 払 9 0 % メ タ ノ ー ル に より抽出後､ A mb e r l y s t A
-

2 1 で 精製

し 払 ア ポ酵素 の 調製 は0 . 1 M 酢酸援衝液 ( p H 4 . 5) に3 H E B r を加 え､ 4 ℃ 7 2 時間

透析し さら に0 ･ 0 2 肘
1
) ン 酸緩衝液 ( p H 7 . 0) で12 時間透析した｡ C o Q ｡ 再結合 払

0 . O I M l) ン 酸緩衝液 ( p H 6 . 0) に 鵬C 1 2 5 n M 添加し､ 25 ℃ で 1 時間放置し た
d 7 ･ A

B )
0

1 0 ) C o匂. の 精製とG DH との 反応
4 0 )

集菌後､ ク ロ ロ ホ ル ム : メ タ ノ ー ル ( 2 : 1) で村2 ガ ス 下､ C o Q o 抽出する｡ ケ イ

酸カ ラ ム に 添加後､ 最初 に石油 エ ー

テ ル : ジ エ チ ル エ
ー

テ ル ( 98 : 2) で､ w a x

e st e r ､ h y d r o c a r b o n を溶出させ､ 次に石油エ ー テ ル : ジ ュ テ ル エ ー テ ル ( 9 5 : 5)

で t r i g l y ¢e r i d e ､ C o Q ｡ を溶出 させ る｡ 各溶出分画 を薄層ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

( 展開溶媒; ク ロ ロ ホ ル ム : イ ソ オ ク タ ン = 2 : I) で 展開す る.
コ ン ト ロ ー ル は

市販のC oQ . を使用し､ 同時に 展開し 払 1 % ⅩB H 4 ( エ タノ
ー

ル : 水 = 1 : 1) を噴

霧し､ 3 分間乾燥後､ 0 . 2 % ネ オ テ ト ラ ゾリ ウ ム を噴霧し､ lo o ℃ 5 分間乾燥さ せ

る とC oQ o R f 値0 . 4 付近に赤色の ス ポ ッ ト として 検出され る｡ こ の 分画をク ロ ロ ホ

ル ム : メ タ ノ ー ル ( 2 : 1) で 抽出後､ 減圧洩縮 した｡

-

3 6
-



2
- 2 各 種 炭 素 源 を 使 月写 し た 日寺 の 土曽 殖

古こ 及 古ぎ す 糖 の 影 響 と 代 謝 の 角牢 析

臨床材料 より分離､ 同定され たA . c a l c o a c e t i c u s 1 , 0 0 0 株に つ い て 炭素源利用

肯臥 溶血性､ グル コ ー ス か ら の 酸産生試験 ( OF 試験) 等を検討 し結果を､ T a b l

e 9 に 示し た｡

T a b l e 9 ･ B i o t y p e s o f A
. c a l c o a c e t i c u s .

Ty p e ｡ F t e s t!
C a r

l

i n n S O u r C e
H e iTX)1 y s i s N o . o f s 亡r a i n

G l u c o s e P e n 亡o s e

1 ＋ ＋ 4 7 6

2 ＋ 1 0 1

3 ＋ ＋ 54

4 ＋ 4 1

5 2 8 2

6 ＋ ＋ 4 1

7 ＋ 十 十 5

St a n i e r の 最少培地に グル コ
ー

ス また は ベ ン ト
ー

ス 炭素源として 加え､ 増殖の

有無 を判定し た｡ O F 試験陽性 ( グル コ ー ス を酸化的に分解す る株) は67 7 株で､

炭素源 として グル コ ー ス を利用可能な株はわずか4 6 株認 められ た に す ぎなか っ

た｡ 大多数 ( 約95 y. ) の 株 は グ ル コ ー ス は利用 で きな か っ た｡ また GI c
-

の 中で

も47 6 株 は ベ ン ト - ス で ある 7) ボ
ー

ス ､ ア ラ ピ ノ ー ス ､ キ シ ロ ー ス を利用 し､ 増

殖可能で あ っ た｡ しか し グル コ ー ス も ベ ン ト
-

ス も とも に利用で き な い 菌株が

4 7 8 株存在し た｡

一

方､ GI c
'

の4 6 株中わずか5 株で あるが､
グル コ ー

ス もベ ン ト
-

ス 糖も利用し

増殖で き た株が認めら れた｡ ま た羊血液を5 % 含む血液寒天平板上 ( トリ プ ト ソ

イ寒天培地) で､ 1 ,
0 0 0 株申9 5 株が溶血性を示した｡ こ れ ら の 溶血株 はい ず れも

グル コ ー ス ､
ベ ン ト - ス 糖も利用す る こ とはで きなか っ た｡

さら に1 , 0 0 0 株申に9 2 株をラ ン ダ ム に とりあ げて ､ 有機化合物利用能を調 べ た｡

-

$ 7
-



エ タ ノ ー ル 利用株は す ベ て n
- プ ロ パ ノ ー ル､ n

- ブタ ノ ー ル ､ イ ソ ブタ ノ
ー ル を

同時に 利用す る こ と がで きた. しか し､ メ タ ノ
ー

ル ､ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル､ s e c
-

ブタ ノ ー ル､ t o r t
- ブタ ノ

ー ル ､ n
- ア ミ ル ア ル コ ー ル, i s o

-

ア ミ ル ア ル コ ー ル
､

s e e
-

ア ミ ル ア ル コ ー ル､ t o r t
-

ア ミ ル ア ル コ ー ル ､ n
- ヘ キ シ ル ア ル コ ー ル ､ s e e

- ヘ キ シ ル ア ル コ ー ル､ n
- ヘ キ シ ル ア ル コ ー ル

､ s e e
- ヘ キ シ ル ア ル コ ー ル ､ 2

-

ヘ キ シ ル ア ル コ
ー ル ､ 3

-

ヘ キ シ ル ア ル コ ー ル､ n
- へ プチ ル ア ル コ

ー ル､ 2 - へ プ

チ ル ア ル コ
ー ル ､ 8

- ヘ プチ ル ア ル コ ー ル､ 4
- ヘ プチ ル ア ル コ ー ル､ n

-

オ ク テ ル

ア ル コ ー ル ､ 2
-

オ ク テ ル ア ル コ ー ル
､ n

-

ノ エ ル ア ル コ ー ル､ n
- デ シ ル ア ル コ

ー

ル､ グリ セ ロ - ル
､

エ チ レ ン グリ コ ー ル ､ プ ロ ピ レ ン グリ コ - ル ほ9 2 株す べ て

が利用 で き なか っ た｡ ま た､
. G I c

十

に おい て も ガ ラ ク ト - ス､ フ ル ク ト - ス､
マ

ン ノ ー ス､ ラ ム ノ
ー

ス ､
マ ル ト

ー ス､ ラ ク ト - ス は利用 で き なか っ た｡

T ab l e 9 は第 1 章で 述 べ た糖利用能のB i o t y p e A ､ B ､ C をさら に 詳細に炭

素源利用能等 で分類し､ 1 か ら 7 まで に 分 けたも の で ある｡ 臨床分離株の 1 , 0 0

o 株に よる分類表で あ る｡ A 夕
1
ィ プ姑 2 - 4 まで の 分窺に属 し､ B タ イ プは 6 と

7 ､ C タイ プは 1 に 分類 されるも の で ある｡

本菌 は 一 般に グル コ ー ス を代謝利用 で きな い とい う 報告と本研究の 結果 に基

づ き 5 ロ ･ 5 1 )
､ そ の原因を明らか に す る ためまず 関連代謝酵素活性を測定し た.

T ab l e 9 のT y p e l に属す るG I c
一

株を用い て グル コ ー ス キ チ
- ゼ ( ヘ キ ソキ ナ - ゼ

､

g l u o o s e k i n a s e) ､ グ ル コ ノ キ ナ
- ゼ ( g l u c o n o ki n a s e ) ､ グ ル コ ー ス

ー

6
-

リ ン 酸

デ ヒ ド ロ ケ ナ
- ゼ ( g l u c o s e

-

6
-

p h o s ph a t e d e h y d r o g e n a s e) を測定 した｡ そ の 結

果､ g l u c o s e k i n a s e 活性が全く認 められ な い 株は4 5 株､ わずか に活性を示した株

(o .
o 89 u n it s/ m g p r o t e i n) が 4 株認 められ た｡ しかし､

比較す る と約1/ 6 0 の 活性で あ っ た｡

E . c o li W3 6 23 の それ と

( 6 . 1 u n i t s/ m g p r o t ei n ､ E . c o l i の活性値)

また､ g l u c o n ok i n a s e およびg l u o o s e
- 6 -

p h o s p h a t e d e h yd o r o g e n a s e 活性は全く認

めら れ なか っ たo し か し､ T y p e 6 に属す るG I c
＋

株で あ るR
-

10 4G ､ X Y 98 5 ､ L MD 8 2

･ 3 で はg l u c o s ek i n a s e ､ gl u c o n ok i n a s e とも に活性 は認められ 払 しか し､ g l u e

o £e
-

6 1 )h o s p h a t e d eh y d r o g e n a s e は認 め ら れな か っ た｡ ま たG l o
‾

株 臥 グ ル コ ン

酸を炭素源に す る こ とも で き な か っ たが､ GI c
'

株もまグ ル コ ー ス ととも に グル コ

ン 酸も 利用可能で あ っ た｡
コ ハ ク酸に つ い て ほい ずれ の 菌株も全 て増殖可能で

あ り､ T C A サイ ク ル に 機能 して い るも の と考 えら れた｡

-

3 8
-



F i g . 5 は､ G I G
-

で あ るE
-

10 4 および グル コ ー ス 利用可能と な っ た監
-

10 4 の 変異

株である濫
-

1 04 G を用い た時 の g l u c o s ek i n a s e およ びg l u c o n o ki n a s e の 活性測定結

果である｡ 3 4 0 n m に お けるNA D(P)
＋

の 遼元を測定したも の で あり､ E
-

104 ほ両酵素

とも に 全く活性 を認 めな か っ た｡

一

方､ E
-

104 G は両酵素活性が認 め られ た｡ な

臥 g l u c o s e k i n a s e はK
-

10 4 G 株を グ ル コ ー ス 存在下で培養 した場合 に は存在す る

が､
ア ミノ 酸､ 有機酸で 培養し た場合に は経 と ん ど認 め られ なか っ た｡
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10 ん
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T i m e ( m i n .)
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-

In Q 5 e Q C l
'

ryity

F i g . 5 . fl e x o k i n a s e a n d g l u c o n o k i n a s e a c t i v i t i e s o f A . c a l c o a c e t 土 -

C u S .

また､

‾

『T O 4 株 とE
-

10 4 G 株を用い て解糖経路にお ける 8 種類の 炭素源に つ い て

その利用能の 試験を行い結果 をT ab l e 1 O に示 した｡ 南棟とも グ ル コ ー

ス
ー

6
-

リ

ン 酸､
フ ル ク ト

- ズ
ー

6
-

リ ン 酸､ フ ル ク ト
-

ズ
ー

1 , 6
- ジ リ ン 酸､ 6

-

フ ォ ス フ ォ グ

ル コ ン酸 を炭素源に す る こ とが で きたが､ E
-

10 4 株は グ ル コ ー ス ､ グル コ ン 酸を

炭素源に で き な か っ た. なお､ 南棟 とも2
-

ケ ト グル コ ン 敵お よび2
-

ケ ト
ー

6
- フ ォ

ス フ ォ グル コ ン 酸 は利用で きなか っ た｡

- $ 9
-



T a b l e 1 0 . G r o w t h o f A
.

c a l c o a c e t i c u s i n

c a r b o n a n d e n e r g y s o u r c e s .

t h e p r e s e n c e o f v a r i o u s

S t r a i n

S u b str at e
K - 1 0 4 K - 1 0 4 G

G l u c･o s e

G l u ⊂o n at e

2 -

K et o gl u c o n at e L

2 - K et o - 6 - P -

gt u c o n d e

G l u c o s e - 6 - P

F r u ct o s e - 6 - P

F r u cl o s e l
-
6 - D P

6 - P - G t u c c n at e

0 . O 1 0 . 3 0

0 . 0 2 0 . 3 5

0 . 0 1 0 . 0 1

0 . 0 2 0 . 0 1

0 . 1 0 0 ･ 1 P

0
.
2 0 0 . 2 0

0 . ム5 0 . 3 5

0 . 0 8 0 . 0 7

A b s o r b a n c e a t 5 0 0 n m o f t h e c e l l c u l t u r e ユ 王t e r 2 0 h r

o f 土n c u b a t 土o n

2 - 3 A . c a l c o a c e t i c u s の グ ) レ = コ ー

ス

古こ よ る 増 殖 促 進 効 果 の 解 析

F i g . 6 - F i g . 9 はGI c
一

株 の 増殖 に及ぼす グ ル コ ー ス の 影響をⅩ
-

104 株を使用 し､

濁度を経時的に 測定 したも の で あ る｡ 炭素源を プ ロ リ ン
､ ア ラ ニ ン

､
ア ル ギ ニ

ン､ グル タ ミ ン 酸を用い た 時､ 炭素源洩度と同
一 か1 / 10 の 減産 の グル コ ー ス の

添加に よ っ て 増殖は著しく促進 され た
5 4 '

｡

あ る｡
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1 0

な お､
コ ハ ク酸 を炭素源と して 同様の 実験を行 っ た場合に も グル コ ー ス を コ

ハ ク酸の1/ 10 - 1/ 100 漉度を添加す る こ とに よ っ て 著しい 増殖促進効果が認 め ら

れた｡
一 方､ R

-

104 はG I c
-

で ある の で1 0
1

l - 1 0
-

5
M の グル コ ー

ス の み を炭素源と

する培地で ほ増殖は全く組 められ ない｡

またF i g . 1 0 に グル コ
ー

ス 添加に よ る生 菌数の 変化を経時的に測定し た結果

- 4 1 -



を示し た｡
グ ル コ ー ス 洩度が炭素源の プ ロ リ ン の 1/ 10 で も著 しく菌数の 増加が

観察さ れ 逆 に プ ロ リ㌢の 10 倍濃度の グル コ ー ス 添加で ほプ ロ リ ン 単独 で の 培

養よりも増殖の 低下 が認め られ た｡
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一 方､
ベ ン ト

-

ス を炭素源に で きない 菌株で も､
ベ ン ト

-

ス 添加に よ り増殖

が促進さ豹 た｡ 特 に培養温 度3 0 ℃ に おい て も っ とも こ の 現 象が顕著で あ っ た｡

しか し､ グル コ ン 酸､ グル コ サ ミ ン の 添加 の場合 に は増殖娃逆 に 抑制され た

( Fi g .

､
6 ) ｡

一

方､ K
-

10 4 株より変異剤処理 に より分離 した グル コ ー

ス ヂ ヒ ド ロ

ゲナ
- ゼ ( g l u c o s e d eh y d r o g e n a s e ､ 以下G DH) の 欠担株E

-

1 0 鯛株､ およ び臨床

材料由来株 のO F
‾

株 ( グル コ ー

ス を酸化的に分解で き ない株､

ではK
-

10 4 株で 見られ た増殖促進効果は認められ なか っ た 1 4 )
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E f f e c t s o f t h e g l u c o s e s u p p l e m e n t o n g r o w t h o f A c a l c o a c e t 土C u S

そ こ で放射性同位元素で棟識され た炭素源
1 4

C
- プ ロ リ ン の とり込 み に及ぼ す

グ ル コ
ー

ス と グ ル コ ン 酸の 影響を調べ た｡ F i g . 1 2 は濫
-

10 4 株とR
-

10 4 H ( GD 口欠

択株) の
1 4

C
- プ ロ 7) ン の とり込み に及ぼす グル コ ー ス の影響 を示し たも の で あ

る｡
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1 04 株の場食､ と り込 み開始 1 分ま で 杜添加した グル コ ー ス の 浪度に 比例 し
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て とり込 み 速度お よびとり込 み 量 が増大し たo 3 分以後 払 プ ロ リ ン 膿度が グル

コ ー ス 洩度の 10 倍 の 時の み ( 即 ち グ ル コ ー ス ほ 1 d
C

- プ ロ リ ン の 1/ 10 濃度) と り

込み 量 が増大 したが､ グル コ ー ス の 濃度が プ ロ 7) ン よりも上 回る と逆に とり込

み量 は抑制され た｡

一 方､ E
-

10 4 M 株は プ ロ リ ン の 取り 込み が添加した グ ル コ -

ス膿度 に 影響 され なか っ た｡ しか し､

例して
1 4

C
- ブ ロ リ ン の とり込 み 速度､
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( 1) L ･ 打 dl n e

( 2) L Pr otir 甘
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とり込み 量 の 減少が観察され た ( F i g . 1
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以上の 現象 は
1 d

C
- プ ロ リ ン だ 桝こ限ら

､

久 I d

C
- コ ハ ク酸､

1 4
C

- グ ル コ ー ス
ー

6

-

リ ン 酸､

1 4

C
-

? ェ
ニ ル ア ラ ニ ン を炭素源とし たときで も観察された｡ 最大とり

込 み 速度 は ( V m a x) プ ロ 7) ン
､

コ ハ ク酸､ グル コ ー ス ､ グル コ ン 酸で は ぞれ ぞ

れ8 〟 M/ 10 o
c e l l s/ 30 s e c ､ 15 〟 M/ 1 0

9
c e 11 s/ 30 s e c ､ 1 〟M/ 1 0 仝

c e ll s/ 3 0 s e o ､ 5 0 〟

”/ 10
O
c e ll s/ 3 0 s e c で あ っ た. なお､ グル コ ン 酸､ グル コ ー ス

ー

6
-

リ ン酸は､ 逆 に

炭素源 の排出効果が観察 され たo L i n e w e a v e r
-

B u r k p l ot で解析し た結果 の
一

部

をF i g . 1 4 に 示 した｡
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1 4 . L .i n e w e a v e r - B u r k p l o t f o r s u c c i n a t e u p t a k e i n t h e p r e s e n c e

o f g l u c o s e .

E
-

10 4 株の 場合＼ 添加 した グ ル コ ー

ス の 強度 に 比例 し て コ ハ ク酸取り込 み の Ⅴ

山a X の 増大 はみ られ る 汎 E m 値 は 一

定で あ る｡ a
-

10 4 糾株 で ほV n a x ､ 丑山値は グ ル コ

ー

ス に よ っ て 放 とん ど影響を受をナて い ない｡ グル コ ン 酸を添加 した場合に は､

南棟とも にV m a x が減少し たが､ E m 値ほ不変で あ っ た｡ こ れ ら パ ラ メ ー

タ
ー をT a

bュe l l に示 し た｡
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K - 1 0 4
.

ぺ
P r o l P r o l P r o l P r o l p r o l

G l e m d O 61 亡東 G I C l d lO O O = 亡1 = ｡

Y fq 4 X l ･ 00 之 .
0 0 1 . 3 S O . 3i B _ 4 8

” 2 .i 6 2 . 5 0 3 . 0 0
.
3 . 13 ･ 2 _ 6 O

s t r a i n K - 1 0 4 M

. ＼こ
P r o 1 P m 1 P r o 1

` 1 c I C ¢ G I c
Ti

Y ■ 4 J(

K 4

次に K
-

Io 且,

1 . 5 0 1 . 7 5 1 . 5 6

2 . 5Q 3 . 3 3 ユ . 2 0

y R 4 - P 9 / 10
1 0

叫- I / 1 0 $ 4 {

b = JJJ4

A I h l 4 tl y e c 州 < e n t r l t t 州

8 王 Y ■ ■x 川 J よM Y 4 1 LJ e

K
-

1 0 4 N の持 つG D H 活性とそ の 局在部位を調べ た. G D日活性は6 0 5 n m

‡こおける2 , 6
-

ジ ク ロ ロ フ ェ ノ
ー

ル イ ン ドフ ェ ノ ー ル ( D CI P) の 吸光度の 減少

を10 分間追跡する こ とに よ っ て 測定した｡ 酵素反応 は10 m 吊グル コ ー ス､ 20 0 〟肘

-
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D CI P ､ 酵素試料を含む3 n 1 50 m 雑
7
) ン 酸緩衝液中 ( pt16 . 8) で行 っ た｡

托8 u g e 等 の 報告に よ ればA . c al c o a c e t i c u s のGD 巳は可溶性のも の と膜結合性の も

の がある｡ そ こ でF u t ai
5 5 )

､ Y a n at o 等
4 2 )

の 方法 に従い基. c al c o a c et i c u s X
-

1 04

溶よびR
-

1 04 M 株か ら膜分画1 の 場合 は グ 1) セ ロ - ル の 添加な し､ 膜分画2 の 場合

はグ1) セ ロ - ル 添加を行 っ て膜 を調製した｡ その結果､ E
-

10 4 株は yh o l e c e 11 の

場合に は4 . 4 1 u n i t s/ n g p r ot e i n の活性を示し､
一

九 Ⅹ
-

10 州 は0 . 2 0 u n it s/ n g p

r o t e i n で ありE
-

1 0 4 株 の 約20 分の l に 比活性 は低下し て い た ( T ab l e 1 2 ) ｡ 尚､

膜の 反転を抑 え た調製法 の膜分画2 に おい て は膜分画1 よりも高い 活性を示 し､

内膜の 外葉 にG DH が 存在する こ と が推察で き た｡

? a b l e 1 2 .
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前述 の よう にG DH 活性 の 低下 した 変異株や､ O F
-

株で 時 グル コ ー

ス の 増殖促進

効果が認められ な い こ と から グ ル コ ー ス 添加に よる増殖促進効果とGDFIが密接な

関連 をも つ こ とが考 え られ た｡ p s e u d o tn o n a s 属やA c e t ob a c t e r 属の 多 くは､ 細胞

膜の 外表層にN A D( P) や フ ラ ビ ン に 依存し ない脱水素酵素をも っ て おり, ア ル ド

ー

ス 糖 を対応する酸 に酸化する｡ これら の 酵素古まD u i n e 等
d 8 I 4 0 )

に よりp r o s t h e

ti c g r o u p を持ち､
ビ ロ ー ル キ ノ リ ン キ ノ ン ( P Q Q) で ある事が証明され て い る｡

そこ で 彼等 の 方法に 従い
､ R

-

10 4 株からGD H を分離精製し､ p r o s t h e t i c g r o u p の

検討お よび グ ル コ
ー

ス との 相互 作用を調 べ た｡ 精製過程に おい て 膜 へ の結合皮

と等電点の差異か ら3 種の GD n の 存在が認められ た｡ T ab l e 1 3 に酵素Ⅰ の 精製

ス テ ッ プを示し た｡ T r it o n X
-

1 00 抽出後､ S e ph ad e x G
-

7 5 分画ま で の精製で 9 倍

の比活性の 上昇が認め られた｡
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D ui n e 等の 方法 に従い
､ F i g . 1 5 に 示した よう に菌体 よりG DH を抽出後､ D EA 玉

- s e p h a c e l カ ラ ム 通 過 後､ C 粥
- セ フ ァ ロ

ー

ス カ ラ ム に 吸着させ＼ 0 . 1 H 7) ン 酸緩衝

液で溶出した｡ ( F i g . 1 6 ､ 1 7 )
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旦. 里吐 墜 並立望 由来の GD H は広くア ル ド - ス 糖 を非特異的に 脱水素し､ グ ル

コ ー

ス に 対す る活性が最も 高く､ 2 種のG D8 ( E n z y m e I 及びE n z y m e Ⅱ) の間で

基質特異性に 若干 の 差異が み られ た ( T a bl e 1 4 ) ｡ 図示し て い な い が､ 酵素

-
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Ⅲ の 特異性 は酵素 Ⅰ に類似 して い た｡
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pR 5 ･ 5
-

6 ･ 0 で あ っ た｡ p 8 安定性に つ い て は､ ア ル カ リ側で 安定で あ っ た ( F i g . 1
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こ の 酵素 は膜解合酵素で あ る ため､ 界面活性剤の 活性 へ の 影響 を検討 した｡

GD H I の 酵素反応液 にT r i t o n X
-

10 0 を0 . 0 00 レ- 0 . 1 % 添加 して も活性は ほ とん ど

変化 しなか っ た ( F i g ･ 1 9 ) ｡ カ ル ジ オ リ ピ ン ( C L) ､
フ ォ ス フ ァ チ ジ ル グリ

セ ロ - ル ( P G) → フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン ( P C) 等の 添加に よ っ て も活性に 大

きな変化は見られな か っ た ( F i g . 2 0 ) ｡

T r eq t m en t R el q tl v e c ct l vl t y( I)

C o nt ro1
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00

9 7
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ll
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Ⅹ - 1 0 0 0 n t h e a c t 土Ⅴ土t y o f G D H ェ .
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F i g .
2 1

.
E f f e c t o f g l u c o s e

c o n c e n t r a t i o n o n G D B a c t 土Ⅴ土t y .

またG D H 括性は､ グル コ ー ス の 洩度が1 ･ 0 ×10
-

2
加を越 え る と次第に減少し､ グ

ル コ ー ス 浪度が1 附ごは最大活性の7 % に な っ た ( F i g ･ 2 1 ) ｡ ま た グル コ
ー

ス

の漉度 とGD H の速度の 逆数 プ ロ ッ トを とり解析す る と､ G DH の グル コ
ー

ス に よる

基質阻害の
-

RS 値 は5 . 8 ×10
-

仰 ごあ っ た ( F i g ･ 2 2 ) ｡

l h

2 xl√
●

I xl r
●

/ ･ b
･

… 01 0 ･ 肪 l ･l 【s

F i g 1 2 2 ･ S u b s t r a t e i n h i b i t i o n b y g l u c o s e ･

T a b l e 1 5 はGD R の 反応生成物で あ る gl u c o n a t e に よる 活性阻害をみ たも の で

ぁる｡ G l u c o n at e 渦度が､ 5 ･ 0 ×1 0
-

3 恨 越える と酵素活性阻害がみ られ たが､ グ

ル コ ー ス に よる基質 阻害 より弱くヽ lM 添加時に おい て も5 6 % の阻害で あ っ た｡
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T ab l e 1 6 はグ ル コ ー ス 洩度が1 . 0 ×10
‾

3
M の 時に､ G DH 阻害剤の 1 , 4

1 ベ ン ゾ キ

ノ ン ( 1 , 4
-

b e n z o q u i n o n e) を添加し､ 酵素活性を比較 したも の で あ る｡ 5 . 0 ×1

o
-

5
M 添加時で 約9 09(o ､ 5 . 0 ×10

1 d
M で10 0 % の 阻害が認 められ たo なお､ ED T A お よ

びN aN 3 で は1 . 0 x 1 0
-

-
M で も 阻害は見られ なか っ た｡

T a b l e 1 6 . Ef f e ct ot b en z oq ul n o n e o n G DH c c t lv l t y
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横軸 に1/[ S] ､ 縦軸に 1/[ V] を とり､ L i n e w e a v e r
-

B u r k の プ ロ ッ ト をとる と

( F i g . 2 8 ) Ⅹ軸上 で 丁 点に交わり､ 1 , 4 ベ ン ゾキ ノ ン に よ る阻害ほ非括抗型で

あ っ た｡
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更に1 , 4 ベ ン ゾ キ ノ ン に よ り グ ル コ ー

ス の 増殖促進効果が 抑制され る
.
事が 確認

され た ( F i g . 2 4) o

1 0
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”
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■ ■
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'

妻
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lo
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一 ユ
れ

(2 ) L -P r ol l n e 1 0
- 2
れ ◆ M I LJ C O S e 1 0

-

)
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◆ I , 4 ･8 e n zo qtL lr m 1 0
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n

t 3) i _ Pr QI I rH! 1t)
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れ

U
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T l 耽 ( h r)

F i g ･ 2 4 ･ E f f e c t o f b e n z o q u i n o n e o n g l u c o s e s u p p l e m e n t .

以上 の 結果より､ グル コ ー

ス に よ る増殖促進効果 に はGD H が 重要 な役割をは た

して い る こ とが明ら か とな っ た｡ GD H はすで に述 べ た よ う に3 種類が 存在し て い

た｡ Fi g . 2 5 は酵素Ⅱ の 紫外部吸収ス ペ ク ト ラ ム で あ る｡ 酸化型､ 遼元 型とも

に2 75 n m に 吸光が あり､ 逮元型 はさら に3 4 0 n m に 吸光が生 ずる ため に､ 補酵素 ピ

ロ
ー ル キ ノ リ ン キ ノ ン ( P QQ ) の 存在が示唆され た

4 7
･

4 B '
. P QQ の 酸化型は2 46 n

m に特異的な吸光が あり､ 遺元型 は3 2 4 n m に吸光が存在す る｡ GD 月を ア ポ化 しP Q Q

分画を添加す る と活性は 回復 し た｡ ま た､ G DH 活性欠損株(定一

10 4M) にPQ Q 画分 を

添加す る とG DH 活性 の 回復が見られ た｡

ま たFi g . 2 6 に は精製し たC o Q ｡ の 紫外部吸収ス ペ ク ト ラ ム を示 し､ 酸化型紘

275 n 皿に､ 遼元型 は29 0 n m に特異的な吸光が生 じた｡ グル コ ー

ス の 添加でGD H に よ

り脱水素され た水素 は､ 人工 水素受容体､ P HS ( フ ェ ナ チ ン メ タ ス ル フ ェ
ー

ト) ,

DCI P さら にC o Q 白 を還 元した｡ しか し､ F ÅD , F ”N , N AD
十

, N AD P
十

は水素受容体に は

なり え なか っ た｡ 3 種類のG D8 とも にC o Q 9 を速元す る が､ 酵素Ⅰ とC o Q o の 遼元相

対速度を1 と した時､ 酵素Ⅱ とC o Q ｡ は0 . 15 ､ 酵素ⅢとC oQ ｡ は0 . 25 と差異が認め ら

れた｡
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Fi g ･
2 5 ･ A b s o r p t i o n s p e c t r u m f o r F i g ･ 2 6 ･ A b s o r p t i o n s p e c t r u m f o r

G D H 工工 .
C o Q 9 .

GDH と グル コ ー ス と の 相互作用が増殖 の 促進に 影響 して い る事か ら次の 仮説

を立て た｡ す なわち､ 内膜結合酵素 臥 エ ネ ル ギ ー 産生系の 最初の 段階で あり､

NADP
十

脱水素酵素､
ア ス コ ル ビ ン 酸脱水素酵嵐 乳酸脱水素酵素および ア ミノ酸

脱水素酵素 はす ベ て FA D やF MN を補酵素とす る内膜結合酵素で あ る｡ 旦 c a l c o a c e

t i c u s の G DH も 上記 の 酵素輯と同様に､
エ ネ ル ギ ー 産生 の 初期段階に 関与 して い

ると考 えら れ る｡ ぞ こ でF i g ･ 2 7 に示し た よう に安楽等の 開発し た浸透圧 シ デ

ッ ク法
4 1 ,

に より調製 し た菌( s h o c k ed c el l s) と､ 膜小胞体( m e mb r a n e v e s i c l e)

における､
グル コ ー ス 添加 に よる膜電位､ 膜内外の A p 什の 変化を測定したo

グ

ル コ ー ス 添加 で膜電 払 膜内外 の A 抑が形成され たが､
グラ ミ シ ジ ン ( G r a m i c

id i n) の 添加に より消失 した｡

一 九 グラ ミ シ ジ ン で 前処理 をし た壊乱 グル

コ
ー

ス を添加して も膜電位､ 膜内外の A p H の 形成は認め られ なか っ た｡ 以上 の

結果は､ グル コ
ー

ス が初発の脱水素酵素に より酸化さ れ チ ト ク ロ
ー ム 系を介

して 高 エ ネ ル ギ ー 産生 が行われ て い る こ とを示 し､ 膜の 電位の 変化をも た ら し

たこ と を示して い る｡ T ab l e 1 7 は グル コ
ー

ス ､ グル コ ン 酸の 添加に 伴い 生成'さ

れるA T P の 量の 測定結果で ある｡ 飢餓細胞で 削 - 1 04 の 場合 グル コ ー ス 添加に よ

-
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りATP が約8 倍生成 され るo

一

方G DH 欠扱株 で あ る濫-

10 4 M で は グ ル コ ー ス 無添加と

比べ て わずか1 . 4 倍 の 生 成量 で あ っ た｡
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F i g ･
2 7 ･ M e m b r a n e p o t e n t i a l a n d d P H a s s a y s .

一

方 グル コ ン 酸を基質としてA TP の 産生量を検討した とこ ろ､ 非飢餓､ 飢餓の

両細胞を用 い て もA T P 産生 の 上 昇 は認 め られ なか っ た = '
.

更に
1 4

C
- ブ ロ 7) ン

､

I d
C

-

コ ハ ク酸を用い てR
-

104 , 監
-

10 4 M の 基質とり込 み速度

に及ぼす グ ル コ ー ス ､ グル コ ン 酸の影響を調 べ た. こ れ ら の 基質が細胞質膜を

通過し､ 能動的に と り込ま れ る た めに は､ プ ロ ト ン 駆動力を必要とす る こ とが

知られ て い るo プ ロ リ ン
､

コ ハ ク 酸の とり込み はグ ル コ ー

ス 添加でK
-

1 04 に おい

ては約2 倍の 増加が認 められ たが､ a
-

10 什 で ほ揺 とん ど変化がなか っ た(T a bl e 1

8 ) ｡ ま た飢餓細胞で はR
-

10 4 は グル コ
ー

ス 添加で約4 倍の とり込み 増加が認め ら

れ グル コ ン 酸の 添加で は大きな変化はなか っ た I d '

｡ これらの 結果払 グル コ

ー

ス添加に より プ ロ ト ン駆動力が起こ り､ プ ロ リ ン
､

コ ハ ク 酸が能動的に取り

込まれ たこ と を強く示唆し て い る｡
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T a b l e 1 8 ･
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6 .1

占.5

5 .O

2 - 4 基 質 の 禽臣 動 輸 送 の メ カ ニ ズ ム

A . c al c o a c e t i c u s
- ～

R
-

10 4 を用い て プ ロ リ ン の 取り込み に及ぼす呼吸阻害剤､ 脱

共役剤､
エ ネル ギ ー 転換阻害剤､ イ オ ノ ブ け 等 の 影響を検討し たo 菌体を0 ･ 1

M リ ン 酸緩衝液 ( p H 7 . 2) に懸濁臥
1 4

C - プ ロ リ ン を5 x 10
-

5
M 添加し､ 10 〟

M の CC C P ( c y a ni d e n
-

c h l o r o p h e n y lh yd r a z o n e) を0 , 2 , 5 分後に 各々
一

の懸濁菌体申

に添加 した｡ C C CP の 添加 に より基質の 取り込 み はス ト ッ プした ( F i g ･ 2 8 ) o
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一

方､ 基質に より取り込み 様式 の差異 がみ られ た( F i g . 2 9) ｡
I A

C
- プ ロ 7) ン

､

1 d
C

-

コ ハ ク酸の 取り込み 時の L i n e w e a v e r
-

B u r k p l o t より明ら か なよう に､ プ ロ

7) ン の 見か け の Ⅹm 値 は2 . 1 〟 臥 28 . 6 〃糾と2 種が 存在す る が､
コ ハ ク 酸は18 . 5 〟

出で あ っ た｡ また､ 浸透圧シ 望 ツ ク法で処理 した菌株 の 場合､ プ ロ リ ン の 取り込

み に おい て はV m a x の 減少で あり､ Ⅹm 値 は 一 定で あ っ た｡
コ ハ ク酸の 取り込 み は､

抹 とん ど影響を う けなか っ た(F i g . 30) ｡
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巧
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T i m e( m 舌n )

F i g . 3 0
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_
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I

●

●
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p r o 1 土n e o r s u c c 土n a t e u p t a k e

s u c cin cLt e 5 x 灯
5
M
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2 0 0 0
ー ー

一 W h ol e c ell s

～ s h o c k e d c elts

4 6 8

lim e( n
'

n)

u p t a k e 土n t o w h o l e c e l l s a n d

s h o c k e d c e l l s .

トリ プチ ル チ ン ( T r i b u t y l t i n) 耐性株と し て分離したR
-

10 4 の A T P a s e 欠損株

(a
-

1 04 A) で は､ プ ロ リ ン の細胞内取り込 み は低下する が､
コ ハ ク 酸の 取り 込み

は娃と ん ど変化を受けな か っ た｡ T ab l e 1 9 に は親株E
-

1 04 ､ 変異株R - 10 4 Åの グ

ル コ ー ス 添加時およ び非添加時に おける呼吸活性､ 細胞内外の pH 変イ比 和胸内

ATP の 生成量 を示す｡ 尚､ R
-

10 4 ､ K
-

10 4 A の GD 日活性は各々4 . 40 ､ 4 . 6 5 u n i t/ m g p

r o t e i n で あり､ 飢餓状態の 細胞 に グル コ ー

ス を添加す る と両株で 酸素消費､ p H

変化が同程度 で起 っ た. グル コ
ー

ス 添加に よりE
-

10 4 で はÅT P 合成の 増加が み ら
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れた が､ E
-

10 4A で は グ ル コ ー ス 添加 に よ っ て もAT P 産生 は変化 しなか っ-た ｡ 以上

の結果から､ プ ロ リ ン､
コ ハ ク 酸は能動輸送 の 系を介し て菌体内に 取り 込ま れ

る こ とを強く示唆 して い る｡

T a b l e 1 9 .

R 王S P JR ^ T )O N A c TT Y rr Y
, p H C 臥 N G 王 ▲ N D G E N E & ^ T 70 z ,

･

3 F

C E L L U L A R A T P I N T 岩E P R E S E N C E O F G L U C O S E

R e spi r a tio n
'

K _ 104 K - 10 4 A

A dditi o n

p fl c h & rLge
>

K - 104 K ･ lO4 A

C ell ula r A T ㌣

C O n e e n t r atl O n

K _ 10 4 K - 1 由A

N o n e N . D . N . D . N . D . N . D . 0 .18 0 .2 6

G l u c o s c 2 03 2 36 12 .4 14 .0 i .49 0 .3 7

N . D .
.

n o t d et e ct abl e .

`

G 一u c o s e (1 r n ･ u) w as ad d ed i n this e xp e ri
.

m e n L D at a a r e e xp r e s s ed as p g o r 0 a t o m s p e r T7 1g P r o

.

t ei n ･

A
G l u c o s e (1 0 JL叫 w a s ad d ed i爪 this e x p e n m e r I【. D a t a a r e e 叩 re S S d a s n m ol o r H

十

p e r ( n g p ro 【e] n p e r T nit l .

I

G 一u c o s e (1 00 n M) w as a dd ed iEl thi s e .tp c rir n e n L D at a a r 亡 e X P r e S S ed as n r n o l or A T P p e r r n 各 p rO t ei n ･

2 - 5 要 約 お ･ よ び 考 案

第2 章に お い て は､ 本菌が グ ル コ ー ス を唯
一

の 炭素源と して 利用 で き な い 原

因と炭素源 ( ア ミノ 酸､ 有機酸) 等を含む最少培地に､ グル コ ー

ス を少量加 え

た時に増殖の 大幅な増強が認 めら れた 原因を解析 し た｡ 第 1 章に続 き､ 被験菌

株数 を臨床分離株1 , 0 00 株に 増加 し て炭素源利用能の 調査 を行 っ た｡ 1 , 0 0 0 株中､

唯 一 の炭素源とし て グル コ ー ス を利用で き､ 増殖可能 な菌株 はわずか4 6 株 ( 4 .

6 % ) で あり､ 大多数の 菌株は グ ル コ
ー

ス を炭素源とす る こ とがで き なか っ た｡

こ の 原因は､ h e x o k i n a s e およ びg l u c o n ok i n a s e の 低活性ま たは活性が ない こ と に

ょるもの で あ っ た 1 4 ･ 5 3 )
｡

こ の こ と は グル コ ー ス 代謝経路の 中間代謝物 で ある

グル コ ー ス
ー

6
-

リ ン 酸､
フ ル ク ト - ス

ー

6
-

リ ン 酸､
フ ル ク ト

-

ズ
ー

1 . 6
- ジリ ン酸 を

唯
一 の 炭素源とす る最少培地で は増殖で きる事 と矛盾 しない.

一

方､ GI c
‾

株か

ら変異剤処理 に より得られ たG l o
十

( Ⅹ
-

10 4 G) は上記の 両酵素活性 を示し た｡ こ

の 事実 ほ両酵素の 遺伝子はG I c
‾

株に おい て は存在して い るが､ 発現 され て い な

い こ とを示し て い る｡
こ の よう な性質は多く の旦. 壬生主旦 辿 に共通の も の と

考えられるo

一 方､ 唯
一

の 炭素源として ア ミノ 酸､ 有機酸等をS t a n i e r の 最少培

地に 添加し､ そ の 1/ 10 - 1/ 10 0 洩度 の グル コ ー ス を添加す る と基質 の み の 時の 増
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殖に比 べ て 増殖促進 ( 生菌数､ 濁度とも) が認められ た｡ この 結果 娃グ ル コ ー

ス を炭素源と出来な い
.
をこも かか わらずグ ル コ ー ス が何ら か の エ ネ ル ギ ー 代謝に

影響を与え る こ とが考 え られ た｡ 1 つ の 可能性と して､ グル コ ー ス が脱水素さ

れ､ 糖質電 子伝達系が活動する こ とを予謝した｡ しか し､ グル コ ー

ス の 濃度が

基質の ア ミノ 酸の1 0 - 10 0 倍濃度の 場合に 乱 逆に増殖抑制的に働い た｡ こ の 結

果の解釈と して グル コ
ー

ス の 酸化に より多量の グ ル コ ン 酸が生成し, 基質の 細

胞内 へ の 輸送の 阻害が考えられ た ( F i g . 1 4 , T ab l e l 1 ) ｡

一

方､ グル コ ー ス

の代わり に グル コ サ ミ ン を等量ある い は1/ 10 量加え た場合に は増殖促進は認め

られず､ む しろ抑制的に働い た ( Fi g . 6 ) ｡ 従 っ て､ グル コ ー

ス が脱水素 ( 戟

化) され て い く過程が､ 本菌の エ ネル ギ ー 獲得の重要な第
一

歩で ある こ とが推

察で き る｡ E
-

10 4 株 から突然変異に よ り分離したG DH 欠損株 ( E
-

l oÅn) で は グ ル

コ ー ス に よる増殖促進効果 は起 こ らなか っ た こ とから も上記の 推察が支持され

る｡ さ ら にF i g . 1 2 に示し た 1 4C - プ ロ リ ン の 細胞内取り込み結果も こ の 推察 を

支持す る
1 4 )

｡

E
-

10 4 株か らGb H を分離し､ そ の 酵素活性を珊定し たと こ ろ､ 内膜画分の 外菓

に存在し､ 物理 化学的性質 の 異 なる3 種 の GDfl の 存在 が判明した｡ ま た､
こ れ ら

のGD H に よ り脱水素 され た水素は､ 人工 水素受容体P MS , D C IP 等 を達元 したが､

F AD , F M N , N ÅD
十

, NA D P
' は水素受容体と 杜なり得なか っ た｡ GD H 酵素の 阻害剤と

して 知ら れて い る1 , 4
- ベ ン ゾキノ ン を用い て i n vi t r o で の酵素阻害 を検討 した

とこ ろ､ グル コ ー ス ( 基質) が1 . 0 ×10
-

3
M の 場金､ 1 , 4

- ベ ン ゾキノ ン5 . 0 ×10
1

5
M で9 0 % ､ 5 . 0 ×1 0

-

4
M で 10 0 % の活性阻害が認められ た｡ そ の 阻害機構は､ 非

括抗型で あ っ た
5 一 )

｡ 生 菌体レ ベ ル で はグ ル コ ー

ス 10
-

3
M および プ ロ リ ン 10

-

2 拭を

炭素源とす る増殖促進 に10
‾

8
村の 1 , 4

- ベ ン ゾキノ ン を涛加す る と､ こ の グル コ
ー

ス に よる促進傾向が抑制され た 5 4 )
｡

G D H 臥 グ ル コ ー ス を脱水素し､ 電子 はC o Q ｡ に渡されチ ト ク ロ ー ム 系 へ 入り､

ATP を産生す る ( F i g . 2 7 ､ T ab l e 1 7 ) ｡ 本菌種の こ の よう な性質が グル コ ー

ス は エ ネ ル ギ ー 源と して 利用されるが､ 炭素源と はなり得な い 理由 と考 え られ

る｡

-

5 9
-



第 三3 章 A c i n e t o b a c t e r c a 1 c o a e e t i c u s

の 将 卒r1 周 禽臣 と 溶 血 一

挺巨 石こニ つ t L
ヽ て

序

前章の T ab l e 9 に 示 し た よう に 臨床材料由来 の旦 c a l c o a c e ti c u s 1 , 0 00 株の う

ち 9 5 株 は羊血 液寒天培地 で溶血性 を認め た｡ こ の 申 で5 4 株 はOF
･

( グル コ
ー

ス

の酸化 がo x y d a t i v e かf e r m e n t i v e か) の 性質 を示し､ 4 1 株はO F
-

の 株で あ っ た.

トリ プ ト ソ イ 寒天培地 ( 5 % 羊血液 を含む) 上 で の 溶血 臥 β
一

溶血 を示すも の

が圧倒的大多数で あり､ 30
o

C よりほ 3 7
o

C で の溶血 が 鮮明で あ っ た｡ 溶血性は菌

の 病原性発現とも 関連が考え ら れ る た め､ 本章で は溶血 性菌株の 糖利用能と溶

血性との 関連お よび溶血 の 本体の 解析を行 っ た. 同時に 溶血株の グル コ
ー

ス に

よる増殖促進効果 に つ い て も検討を行 っ た｡ さら に非溶血 株から溶血株 の 変異

株の 分離 を行い､ 糖利用能､ 増殖促進効果等と の 関連 を調 べ た｡

3 -

実 験 村 料 な ら び 古こ プぎ 法

1 ) 変異株 の 分離法

非溶血性 の A . c a l c o a c e t i c u s 20 0 1 よ りN al id i x i c a ci d( n a l) お よびr i f a m p i c

i n(r i f) 耐性株を分離した｡ こ の 両耐性 マ ー カ ー を持 つ 2 00 1( n a l
r

, r i f
f

, 甘e m o

l y s i s
-

) を親株とし てNT G 処理( 10 0 〟 g/ m l , 3 0 分 37 ℃) に より溶血性変異株の 分

離を行 っ た｡ N T G 処理菌 を グ ル コ ー ス 10
- 2

M , 辛
-
シ ロ

ー

ス 10
-

2
M お よびÅB - PC 20

0 〟g/ ml 含むS t a n i e r の培養液中で､ 7 2 時間ゆ っ くり と振遮培養し たo これ を5 %

羊血液 を含む ト リ プ ト ソ イ 寒天培地上 に塗布 し､ 37
o

C 20 時間培養を行い
､ 溶血

環を示 す コ ロ ニ ー を選 択し た.

2 ) 放射性グル コ ー ス
ー

6
-

リ ン 酸の とり込み 試験

100 m l の菌培養液 ( S t a n i e r の 最少培地に10
‾

2
M プ ロ

1) ン添加) を3 , 50 0 r p n で 冷

却遠心分離 し､ 菌体 を0 . 1M リ ン 酸緩衝液 ( p H 6 . 8) で 2 回洗浄後､ 同緩衝液で0 .

D
5 D O n m 3 . 0 に なる よう に懸濁 し た. 菌液にC M を15 0 〟 g/ m l に なる よう に韓加し た.

菌液を2 分 し､ そ の 1 分に グル コ ー ス 5 ×10
‾

8 M と 1 4
C

- グ ル コ
ー

ス
ー

6
-

リ ン 酸5 ×10

‾

8
M を加え､ 他に は - d

C
- グ ル コ ー

ス
-

6
J ) ン 酸5 x 10

‾

8
M の み を加 え た. これ ら の

-

60
-



菌液を3 0 ℃ で イ ン キ エ
ペ ー

トし､

一

定時間毎 に10 0 i L l ず つ サ ン ブ 7
)

'

< グ し､ 0 .

45 iE m p o r e S i z e の ミ
1
) ポア フ ィ ル タ ー に菌体を集め､ 冷却7) ン 酸綬衝液 で 洗浄､

乾燥後､ 放射活性を液体 シ ン テ レ - シ ぎ ン カ ウ ン タ ー で 測定し た｡

8 ) 膜画分の 調製

A . c a l c o a c e ti o u s 28 7 を
- ～

1 1 の 普通 ブ ロ ス で3 7 ℃6 時間培養後､ 4
o

C に て集菌し､

50 n光トリ ス 塩酸援衝液 ( p H7 . 8) で2 回洗浄 し た｡ こ の 菌懸濁液を超音波処理 し､

4
o

C に て10 , 0 0 0 Ⅹg で 冷却遠心分離後､ 上 浦を10 5 , 0 0 0 x g で 道連心分離 した｡ こ の

沈査画分を5 5 % ( W/ W) , 4 1 . 7 % , 2 4 % , 15 % のD i s c o n t i n u o s g r ad i e n t ( s u c r

o s e) さら に5 5 - 25 % の S u c r o s e d e n s i ヴy g r ad i e n t で5 1 , 00 0 x g1 8 時間の逸遠心分

離を行い
､ 内膜 と外膜を分離 し た｡ 溶血活性は､ 5 0 〟 m o l e の p

-

ニ ト ロ フ ユ
ニ ル

フ ォ ス フ ォ リ ル コ リ ン を基質と し､ 遊離するp
- ニ ト ロ フ ェ ノ

ー ル を4 10 n m の 吸 光

度で測定し た
5 0 ･ 0 0 )

｡ SD S
-

P A G E は常法に従 っ て行 い蛋白質の 定量 はL o w r y 法
8 1 '

を用い た｡

4 ) 電顕試料作成法 は､ 第 1 章の項で 述 べ た方法で 行 っ た｡

3 .

- 2 さ巨 溶 血 株 よ り 溶 血 株 の 分 離

F i g . 8 1 に 示した方法 に従いA . o al c o a c e t i c u s 2 0 0 1( n al
p

, r if
f

, H e m o l y s i s

-

) を ニ ト ロ ソ グア ニ ジ ン 処理 ( 10 0 〟 g/ m l) し､
ペ ニ シ リ ン ス ク リ

ー ニ ン グ法に

より溶血変異株の 分離 を試み た｡ AB
- P C 20 0 〟 g/ 血l 含有最少培地に グル コ ー ス 1

o
-

2 帆 キ シ ロ ー ス 1 0
-

2
M を添加し､ 7 2 時間振遮培養し た｡ 菌液を5 % 羊血 液を含

む トリ プト ソイ 寒天培地に塗 布し､ 37
o

C 2 0 時間培養後､ 溶血性の コ ロ ニ ー を逮

択した｡
r r

i . 壁 唾 2 001( 伯l
.
rif

.
H e m oly 由)

i

I
( A B - P C . g l u c o s e i 0

-

”
.
x yto s el O

-
”)

＋
G e n tl e s 旭ki n g f o r 7 2 h .

＋

PL ati n g o n b l o o d ag a r
.

( 5
'

/ .s h e e p b Lc o d i n try p to c a s e s o y a g ar)

F i g . 3 l . S c r e e n i n g m e t h o d f o r m u t a n t s t r a i n .

-

6 l
-

N T G (1 0 0 1J g 州 ) 3 0 m れ

P C s c r e e n - n g
_ 2 _ 2



( 5)

Pr olin e 10 M 1)

2)

ト

lコ1

0

+

0 5

O3

81

pT O 3tn elO
-

2

◆

q u c c 6 e J

Xylo s e 10
-

2
M

Gtu c o 5 e 10
-2
M

5t a r w

'

s m edi u m

o 5

T i m e ( h r)

10

F i g . 3 2 . G r o w t h o f A
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c a l c o a c e t i c u s 2 0 0 1

Fi g . 8 2 は親株2 0 0 1 株の 増殖を示したも の で ある｡ こ の 菌株る丸 グル コ ー

ス

利用不能株で あり､ グル コ ー

ス 10
- 2
出存在下で 約2 0 時間培養を続 けて も増殖は見

られな い ｡ し かしキ シ ロ ー ス 10
-

2
糾存在下で は増殖可能で あ っ た. 前章で詳述 の

様に､ プ ロ 1) ン を唯
一

の 栄養源と した時に グル コ ー ス に よる増殖促進 は､ ∑o o l

株で も認められた｡ 車シ ロ
ー

ス 10
- 2

拭を唯
一

の炭素源として増殖させ た時に 臥

その最大増殖 レ ベ ル は､ プ ロ リ ン の場合の 約6 0% で あり､ それ以上 の 増殖 娃認め

られ なか っ た.

'

グ ル コ ー ス を炭素源と し た 場合およ び炭素源 を含ま ない S t a ni e

r の 最少培地 の 場合 ( F i g . 3 2 ､ (3)(4)) 全く増殖 は認められ な か っ た｡ 以上 の

結果より グ ル コ ー ス を炭素源と で き ない非溶血株 でも､ グル コ ー

ス に よる増殖

促進効果が認めら れ､ キ シ ロ ー ス の よう な五炭糖は炭素源と して利用可能で あ

っ た｡

一 方､ A .
c al c o a c e t i c u s 2 0 0 1 より変異剤処理 に より分離された溶血性変異株

200 1 H
十

に つ い て 同様 の 検討を行 っ た とこ ろ､ Fi g . 3 3 に示す結果が得られ た｡

Q5

8 3

Ql

ト
一

口I

a

P r olin e 10

s u ∝in ale 16

GLu c o s e

M

l

l

o

O:2

2

M

M

”

喜i
o 5

Tir n e ( h r)
10 15

F i g .
3 3 ･ G r o w t h o f A ･ c a l c o a c e t i c u s 2 0 0 1 H

＋
･

- ～

- 6 2
-



すな わち溶血株2 0 0 1H
十 は グ ル コ ー ス だをナで なく､ キ シ ロ

ー

ス も炭素源 として

利用で き なくな っ た｡ しか し､ 親株同様 プ ロ リ ン
､

コ ハ ク酸等は唯 一 の 炭素源

とし て利用で き る｡ ま た､ グ ル コ ー

ス に よる増殖促進効果も認 めら れた｡

以上 の 溶血 性変異株 の 性質 ほ､ 第 2 章T 8 bl e 9 に 示し た 溶血性 臨床分離株

(9 5 株) が グ ル コ ー ス も ベ ン ト - ス も とも に利用で き な い 事実と よく 一

難す るo

即ち非溶血 株が溶血 性変異し た場金､ グル コ ー

ス､
ベ ン ト

- ス とも に炭素源 と

して利用不能と なる｡ ま たL
-

ア ラ ピノ
ー

ス､ D
-

リ ボ
-

ス 等も利用不能と なる こ

とも確認し た｡

次に溶血株95 株 ( O F
･

54 株､ O F
-

4 1 株) の グル コ
ー

ス
ー

6
-

リ ン 酸の と
■

り込 み 試

験を行 っ た｡ 方法は､ Fi g . 8 4 に示すよう に行い､ 安楽等
4 1 '

の 方法に準t; て 行

っ た｡

その結果､ 10 17 ( O F
十

) で は､

1 4
C

- グ ル コ ー

ス
ー

6
-

リ ン 酸 ( 以下 1 d
C - G - 6 - P と略

す) 5 ×10
-

8
拙存在下で､ 2 ､ 5 ､ 10 ､ 15 ､ 2 0 分後の とり込 み を測定 し たが 取 り込

み量 は低 く､
･15 分後に は逆 に排出効果が見られ た｡ こ の 系にG

-

6
-

P の1/ 10 0 洩度

比の グル コ ー

ス を添加 し た時に は､

1 4
C

-

G
-

6
1

P の と り込 み が増加 し､ 10 分後 の 比

較で は､ グル コ ー ス 非存在下の 約3 倍以上 の
1 4

C
-

G
-

6
1

P の とり込 み が認められ た

( F i g . 3 5 ) ｡
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の測定を行 っ たと こ ろ､ Fi g . 8 6 に示す よう に
1 4

C
-

G
-

6
-

P の とり込 み は､ グル コ

ー

ス の 存在下､ 非存在下で 大き な差異は認 め られ なか っ た｡
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以上 の 結果もま溶血 株に おい て も グ ル コ
ー

ス に よ る能動輸送系の 促進が起 る こ

とを示 唆 して い る｡
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の 両菌株 を用い てS t a n i e r の 最少培地中にG
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-

P ( 10
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M)

を唯
一 の 炭素源 とし て､ 増殖を測定した｡ F i g ･ 8 7 ､ 3 8 に 示す よ うに1 0 17

oF
十

で はG
-

6
- P k 対 し グル コ ー ス を1/ 10 洩度添加 した場合､ そ の増殖 は促進され､

増殖 の 立 ち上 が りの 短縮が観察 され たo
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次に 非溶血 性のA . c al c o a c e t i c u s 2 00 1 株および､ 2 00 1 由来 の 変異株で ある20

O uI
十

の 形態的特徴を電子顕微鏡に より検討した｡ 写真 3 ( a)(b) , 写真 4 ( a) (b)

に示す よう に､ 超薄切片像か ら本菌の グラ ム 陰性菌の 特徴が観察され､ 両株と

も厚い ペ プチ ドグ リ カ ン 層で 覆われて おり､ 溶血 株 ( 写真3 ) は外膜の 外側に

突起様 の も の が多数観察され た｡

一

方､ 非溶血 株は ペ プチ ドグリ カ ン と内膜と

の 間が大きく空間を保ち､ 第 1 章で 観葉され たGI c
‾

株 の 特色を よく示 して い た｡

ま た外膜はい ずれも 波状を示し て い た｡
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A . c a l c o a c e t i c u s の 洛血株の 多くは羊血 液寒天培地上 で ､ 典型的なβ 一 溶血反応

を示す が､ こ の 溶血 の 機構を検討 し た｡ 緑膿菌や多く の 腸内細菌で は溶血 反応

を呈す る菌種が 多数報告され て い る
8 2 ･ 6 3 '

. 中で も緑膿菌の 溶血反応は､ ぞ の

病原性と の 関連に おい て 多くの 報告がみ られ､ 溶血の 原因が フ ォ ス フ ォ リ バ ー

ゼ で あ るが 明ら か に され て い る. A
. c a l c o a c e ti c u s に よる溶血 の 原因として 19 7

7 年にF i n n e r t y 等
8 7

･
8 8 ･ 6 9 '

が､ フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A を報告して い る. 彼らは

A . c al c o a c e ti c u s の 外膜画分に本酵素活性が存在す る こ と を観葉して い る｡ 著者

臥 F i n n e r t y 等 の 方法に な ら っ て 菌体外 外膜､ 内膜､ 菌体内部の 客分画 に お

ける溶血活性の 分布 を検討した｡ 溶血 株95 株中､ 寒天平板上 ( 血液寒天培地)

で最も溶血 環が大 きく鮮明 な溶血斑を形成し たA . o al c o a c e t i c u s

i g . 8 9 に示 す方法で フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ 活性を測定 し た｡

i n

l

∩

O n

: e

C e u s g r o w (

i
c e nt rif u g a til

i
w a s h t w i c

i
5 o n ic ati o n

i
C e n t ri†u g at

i
S u p e r n at a n

i
P e u et

も

Lti o n

nt
.

i s c o nti m u c u s

L
-

b r ot h

w ith

1 0
.
0 0 O r p m l O m i n ･

T r

･

6
-H Ct b u ff e r(p H 7 8 0)

1 0 .0 0 0 r p m l O m れ

uttr a c e nt rif u g ati o n 4 5 ･0 0 0 rp m

1 2 0 m i n

w a s h t w ic e w it h T ris - H C l

(p H 7 8 0)

s u c r o s e d e n sity g r a d i e nt

f
ltra c e n 州 u ? ti o n 1 8 h r s

F r a c ti o n a tio n

/ ＼
optic a L

､
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2 3 7 を用い てF

血 (P L a s e a s s a y)

41 0 n m

土s o l a t 土o n a n d p h o s p h o 1 土p a s e

a S S a Y .･r

そ の結 鼠 本菌 如 i n n e r t y の報告と は異なり､ フ ォ ス フ ォ
.) パ ー ゼ C を産生し､

その 活性は主に 外膜画分 に存在した ( F i g . 4 0 ) ｡ 基質 として p
- ニ ト ロ フ ュ

エ

ル フ ォ ス フ ォ リ ル コ リ ン を用い て 遊離するp
- ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル の4 10 n m の 吸光度

の 上昇 を観察 する こ とに より各 フ ラ ク シ ぎ ン の 活性を検討した｡ その 結果､ F i

-

6 8
-



g . 4 0 に 示す よう に外膜画分 に 主要な 括牲が認 め ら れ､ 菌体外 に 娃 ごく わずか

しか 認 め られ なか
.
っ た｡
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F i g ･ 4 0 ･ D i s c o n t i n u o u s s u c r o s e g r a d i e n t c e n t r i f u g a t i o n o f

m e m b r a n e s a n d p h o s p h o 1 土p a s e C a c t 土Ⅴ土t y .

3 -

3 要 約 お よ び 考 察

臨床分離旦 c a l c o a c e t i c u s I , 0 0 0 株の 申に5 % 羊血液寒天培地上で 溶血 性を示

す菌株が9 5 株存在 した｡ こ れ ら の菌株 は3 7 ℃ に おい て β溶血 を示 し､ グル コ ー

ス､ キ シ ロ ー ス の い ずれも 利用で きなか っ た｡ またL
-

ア ラ ピノ
ー

ス ､ D
- 7) ボ ー

ス 等も利用で きなか っ たo

ま た溶血性 を示さ ない 菌株か ら ニ ト ロ ソ グア ニ ジ ン 処理 に より得 た溶血 性変

異株枯 グ ル コ
ー

ス ､ キ シ ロ ー ス の い ずれも利用す る こ とはで き なか っ た｡ し か

し､
こ の 変異株 は プ ロ リ ン

､
コ ハ ク酸な どを唯 一 の 炭素源として 増殖 した 臥

その1/ 1 0 - 1/ 10 0 浪度比 の グル コ ー

ス の 添加で 増殖促進効果が認 められた｡ こ の

こ とは さら に
1 4

C
-

G
-

6
-

P の とり込 み実験 に よ っ て も確認 され た｡ す なわち､
1 4

C

-

G
-

6
-

P 5 ×10
‾ 6

対存在下にl/ 1 0 0 洩度比の グル コ ー ス を添加した 時､ グル コ ー ス

-

6 9
-



非添加と比 べ て
1 4

C
-

G
-

6
-

P の とり込み 促進が み られ た｡ さらにG サ P を唯
一

の 炭

素源とし た時 に､ 溶血株 ( 1 0 17 , O F
十

) の 増殖 に及ぼす グル コ ー ス の 影響を検討

した結果､ グル コ ー ス の添加に より着 い ､ 増殖の 促進が認められ た
7 D '

｡

これ ら の 結果 は､ 溶血株 ( OF
･

) に おい て も第2 章で 述べ た よ うな グル コ ー ス

に よる促進 効果 が働 き､ 能動輸送 の 活性 を高め て い るも の と推察で きる｡

一

方､ 溶血 株は､ 電子顕微鏡 に よる超薄切片像で 観察す る と以下の よう な特

徴が み られ た｡ グラ ム 陰性菌特有の 3 層構造 ( 内 鼠 ペ プチ ドグリ カ ン
､ 外膜)

が観察さ れ 厚 い ペ プチ ド グリ カ ン 層で覆われ て お り､ 外膜 の 外側 にb l eb ( 突

起) 様構造が 多数観察され た｡ こ れ に対し､ 非溶血株で は突起様構造の も の は

経 とん ど認めら れ 坑 ペ プチ ドグリ カ ン と内膜 に空間が観察されたo さら に外

膜画分 に フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼC 括牲が認めら れ 溶血性は こ の酵素の作用と推察

され た｡ 電顕観察 に お い て み られ たb l e b 様構造 は溶血株 に特異 的に観察 され､

こ の フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼC の 局在部位と の関連 が 考 え ら れる

-
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覇写 ･4 t 章 E s c 也 e r i c h i a c o l i 古こ お をナ る グ ) レ

コ
_ ス ‡ こ , よ る 増 タ直 促 進 効 果

序

前章まで の 研究に より､ A . c a l c o a c e t i c u s の 多くの 菌株が唯 一 の 炭素源と して

グル コ
ー ス を代謝利用で きS

.

'
そ の 原因 如 1 u o o s ek i n a s e ､ g l u c o n o k i n a s e の 著

い → 低活性 に よる事 を明ら かに した｡ しかし､ グル コ ー ス 非利用株より突然変

異に より利用株が容易に 出現 す る事実より､ 両酵素を支配する遺伝子は非利用

株で も存在し て い る 汎 発現が抑制され て い る こ とが考 えら れた｡

一

九 唯
一

の炭素源と して ア ミ ノ 臥 有機酸を用 い た 場乱 少量 の グル コ ー ス 添加に より

非利用株で 著 しい 増殖促進効果が認められ る｡ 本章で は こ の よ うな現象が旦･ 望

l c o a c e t i c u s の み で はな く E .
c o l i に おい ても存在する か検討した｡

4
- 1 実 験 材 料 な ら び に プぎ 法

1 ) 使用菌株

臨床材料に よ り分離され た グ ル コ
ー ス 非利用株旦･ 99ii R YO 2 を使用 した｡ E . o

9ii Z S C l 12 L ( g p t
-

2 ､ m p t
- 1 ､ - 7 ､

s t 叫 L a c
･

) 削 hi c a g o 大学C u r t i s 博士

より分与され たも の を用い た 7 1 )
｡ こ の 菌株はg l u c o s e ph o s p h o t r a n s f e r a s e( g p t ) I

A a n n O S e p h o s p h o t r a n s f e r a s e( m pt) , g l u c o k i n a s e( gl k) の 欠担変異株で あ る｡

2 ) 培地

最少培地 としてSt a ni e r の 最少培地を用い､ 生 菌数 の 測定 に 削 e a r t I n f u s i n

A g a r ( ニ ッ ス イ) を用 い 払 膜画分調製時の 菌の 培養に 払 ペ プト ン ー グリ セ ロ

- ル 培地 を使用し た｡

ペ プ ト ン
- グリ セ ロ ー ル 培地

ペ プ ト ン 10 g

グ リ セ ロ - ル

監H 2 P O 4

N a C I

M g C 1 2
･ 6 月20

- 7 1
-

3 g

3 .
2 g

3 g

0 .
2 g



d . w l l ･

( p H 7 . 2)

8 ) 各種酵素活性 は第 2 章で 述 べ た方法で 測定した｡

4 ) 増殖淵定

最終洩度0 , 1 0
-

I - 10
-

4
枇の グル コ ー ス および プ ロ リ ン の 種々 の 組み 合わせ を

含む培養液 に､ 2 . 3 ×1 0
5

c el l s / ml の 菌量 を接種し ( 全量5 ml) 37
o

C 12 時間振返培

養後､ 生菌数を測定 した｡ 同様に し て プ ロ リ ン 10
-

2
M の 場合の生 菌数を経時的に

測定 し た｡

5 )
1 4

C
- プ ロ リ ン の とり込 み 実験

10
9
c e l l s/ ml の 細胞を懸濁したS t a n i e r の 最少培地 に､ C 桝 4 0 iL g/ m l を添加し､

25
o

C で3 分間の プレ イ ン キ ュ
ベ - シ fE ン 後､

1 d
C

- プ ロ 7
) ン を添加し た｡ 以後､ 経

時的に 菌液をサ ン プリ ン グ し､ 液体 シ ン テ レ - シ ぎ ン カ ウ ン タ ー で 菌体内 へ の

1 4
C

- プ ロ リ ン の 取り込 み を測定 し たo な お､ グル コ ー

ス は
1 4

C
- プ ロ 7) ン と同時

に添加 した｡

6 ) 膜画分に お けるG DH 活性測定

膜画分Ⅰ および Ⅱ の 作成方法 は､ 以下 に示した 方法で 行 っ た｡ 下記組成の 反

応液3 . O ml を､ 2 5
o

C 3 分間 プ レ イ ン キ ュ
ベ - シ ビ ン後､ 20 mM グル コ ー

ス0 . 5 ml を添

加し､ 試料 ともに全量5 m l とし て､ D C IP の 遺元 に伴う波長60 5 n n の吸光度変化を

経時的 に測定し た｡

5 01n M T r i s
-

H CI p H 8 . 0

4 n M X CN

O . 0 4 m M D C IP

O . 2 m M P HS

-

7 2
-



.& - 2 グ } レ = コ ー ス 茅巨寿r1 用 株 壱ミニ お をナ る 増

殖 促 進 効 果

Fi g . 4 1 に E . c o l i EY O 2 およ び対照とし たE . c o l i E
-

12 の gl c o s ek i n a s e , gl u e

o n ok i n a s e 活性測定 の結果 を示 したo

! o ･2 .

∩
一

点
､

蛋
'

1ロ

:8
8 o .2 0

Iα 0 2

K 12

0 5
1 加 ((T in )

10

GIL KZ) kbTK ) S e ∝ t
'

Nity

0
.
4

0 .3

0
.
2

K 12

KY 02

0 5 10
T q ye(r ni nJ

G4u c o n o k h ユS e ∝ l M ty

F i g ･ 4 1 ･ G l u c o s e k i n a s e a n d g l u c o n o k i n a s e a c t i v i t i e s o f I
. c o l i

s t r a 土n s .

結果 はX YO 2 株はg l u c o n o ki n a s e が欠抗 して おり､ そ の た め に グル コ ン酸を利用

する羊とがで きな い こ と を示して い る｡ RY O2 はS t a ni e r の最少培地に唯
一

の炭素

源とし て グル コ ー ス を添加した時に は増殖で きず､ グル コ ー ス
ー

6
- I) ン 酸で は増

殖可能 で ある 丁2 )
｡ 次に プ ロ 1) ン と グル コ

ー

ス の名演度組合せ に おをナるE YO 2 株の

増殖をF i g . 4 2 に示 した｡ こ の 結果から グ ル コ ー ス の 洩度に依存し て 増殖が促

進され て い る こ とが確認され た｡ プ ロ リ ン10
-

2
M の条件下で グル コ ー

ス 溝度を1

0
-

1
M よ り1 0

-

4
M まで 変化させ た 時の 増殖曲線をF i g . 4 8 に示す｡

-

7 3
-
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F i g ･ 4 3 L S u p p l e m e n t e f f e c t o f g l u c o s e o n g r o w t h o f E ･ c o l i K Y O 2 1

グ ル コ ー

ス 10
‾

2
M の み 添加で はEy O2 の 増殖は､ 2 4 時間後も全く認め られ なか っ

た｡ A . c a l c o a c e t i c u s に おい て は多くの 場合､ グル コ ー ス の 強度が炭素源となる

基質の 1/ 10 - 1/ 10 0 で 増殖促進が 認 められ､ グル コ ー

ス 洩度が基質より高い 場合

に は逆 に 阻害効果が認めら れ た｡ しかしE . c o li ⅩYO 2 に おい て はこ の 様な阻害

効果は見られ ず グル コ ー ス の 漉度 に依存し て増殖促進が観察され た｡

次に
- 4

C
- プ ロ リ ン を用い て

_

E . 旦旦出 RYO 2 へ の プ ロ リ ン の とり込み に及ぼす グ ル

コ ー ス の 影響 を調 べ た｡ グル コ
ー

ス 添加 によ り
- 4

C
- プ ロ リ ン の 取り込み の 顕著

な増加 が観察 され た｡ ( F i g . 4 4 )

-

7 4
-



こ の 促進現象は4 分後よ り加速度的に 観察され､ A . c a l c o a c e t i c u s で証 明され

たよう に初発 の 脱水素酵素に よ り グル コ ー ス が酸化され て､ 糖質酸化電 子伝達

系に より エ ネ ル ギ ー の 産生 が予想され た｡ そ こ で旦. 9 9jj R YO 2 からGDfl を抽出し､

その 酵素活性 を渦定し た｡ ま ず全菌体 および シ ョ ッ ク細胞の 両者を用い てD CI P

を還元す る活性測定を行 っ たと こ ろ､ そ の 活性が認め られ た｡ 方法の 部で述 べ

た調薬法 に より得 た膜分画Ⅰ､ Ⅱ を用い てGD H の 活性を測定し 払 T ab l e 2 0 に

示すよう に膜分画Ⅰ とⅡ で はD C IP 遼元能で は約3 倍の 差異が認 められ､ 膜の反転

を抑え たⅡ の 調製法の膜分画が より高い 酵素活性を示 した｡

KY 02

4 00 0

喜
一 ■

4 1

卓
9 -

4 ,

2 00 0

=

亭
#

(1) Pr oI
.

d Y 3 X15
5

. Gl u c cE i e 3 xlO
-3

(2) Pr d;n e 3 x d
S

( M at)

( I )

( 2)

0 2 6 8 10

TvTt e ( r ni n .)

F i g ･ 4 4 ･ S u p p l e m e n t e f f e c t o f g l u c o s e o n
1 4

c -

p r o l i n e u p t a k e i n

E . c o l i K Y 0 2 .

以上 の結果 はA . c al c o a c e t i c u s で は､ 内膜の ペ リ プラ ズム 側に向 けて､ GD H の

存在す る こ と と 一

致し て い る｡

次に E . c o l i Z SC l1 2L ( g p い2 ､ m p t
-

1 ､ gl k
-

7 ､ s t r A ､

グ ル コ ー ス 祷加に よ る増殖促進効果に つ い て検討を行 っ た

L a o
十

) 株 を用い て､

( T 8b l e 2 1 ) ｡

T a b l e 2 0
.

R e d u c tio n of D CI P of m e m b r a n e f r Q Ctk ) n s

Str qi n

m e m b r Q n e m err b r cLr W

†r Q 亡tlo n T 1 rc LCt
'

o n 正

K Y O2 0
.
016 0 .0 4 2

D e c r e a s e Of Q D ./1 m g p r ot ei n /1 m i n .

-

7 5
-



T a b l e 2 1 ･ S u p p l e m e n t e f f e c t o f g l u c o s e i n E ｡ c o ユi s t r a i n s

K Y O 2 a n d Z S C l 1 2 L
.

E . c o li X Y 02

I
基 質 液 剤 )

p m l i r 氾 10
- 2

pr ℃l i n e lO
一

之
pI ℃li 胎 10

‾

2

p - li 蒜1＋ ＋ ＋

g h J CC 6 e lけ
‾ l

gl一打 C 6 Q IO
一 望

$11 虻 岱 e lO
1

8

吸弛萱( 5 h ) I .636 1 .585 0 . 防9 0 . 011

E _ c o li Z S C ll a 一

基 質 洩 度(”)
p 一っ1i l 杷 10

-

2
pr ℃li I 態 10

- 2
pr t)li n e lO

-

2

p m li 地 10
- 2

＋ ＋ ＋

8 h J C C 6 e lO
-

1
81 肥 C 6 e lO

- 2
gl 旧 6 e 18

‾ 3

吸光彦(5 h ) 1 .875 1 .1 訪 0 .5 38 0 _ 135

Z S C l 1 2L 株はg lk
-

7 マ
ー

カ ー を持 つ gl u c o s ek i n a s e 低活性株で あるo グル コ ー ス

を代謝利用 で きる が､ 唯
一

の 炭素源として グル コ ー

ス を添加 した 時の 増殖 はwi

ld 株より劣 る変異株 で あるo グル コ
ー

ス 非利用株E . c o l i K YO 2 とE . c o li Z SC ll

2L に つ い て､ 種々 の 浪度の プ ロ リ ン と グ ル コ ー

ス の 組み 合わせ に よる増殖速度

を測定し た｡ T ab l e 2 1 に示 し た ように､ い ず れの 菌株も プ ロ リ ン 単独で培養し

た 時よりも
'

F )レ コ ー ス 添加で増殖 は著しく促進され て おり､ A
. c a l c o a c e ti c u s に

み られ た と同様の エ ネ ル ギ ー 獲得系の存在が示唆され たo

4 - 3 要 約 お よ び 考 察

旦･ 9 9j1 臨床材料由来株か ら グ ル コ ー

ス を炭素源と し て 利用で き ない 菌株をス

ク リ ー ニ ン グし､ E Y O 2 を得 た. こ の 菌株 臥 g l u c o s e k i n a s e 活性を持 つ が､ g l u

c o n o ki n a s e 活性は検出され なか っ f=, 4

- ･

方､ グル コ ー

ス
ー

6
-

リ ン 酸は炭素源とし

て 利用 で きる こ とか ら､ P T S 経路の 変異株と推淵され た｡

2 L 株に つ い て､ 唯
一

の炭素源として プ ロ リ ン を使用し､

増殖促進 を測定し たと こ ろ､ 旦. 9Bi 99 A 9Biii29 B で 観察され

確認され た｡
一

方､ E . c o l i X YO 2 に つ い て､

K YO 2 とE . c o li ZS C ll

グル コ
ー

ス 漆加に よ る

たと同様の促進効果が

1 d

C
- プ ロ リ ン の とり込み に及ぼす グ

ル コ ー ス の 影響を み た と こ ろ､ グル コ ー ス に よ り促進がみ られ た｡ A . c a l c o a c e

吐生壁 と同様 に脱水素酵素に より グル コ ー

ス が脱水素され､ 糖質酸化電子伝達 系

に より エ ネ ル ギ ー 産生 され る こ とが推測された.

さ ら にE . c o li RY O 2 で は､ 内膜の 外葉にGD H が 局在 す る こ とが確認 され た｡

-

7 6
-



かし､ A . 生 垣堕望臼旦望の GD H 活性と比較 して

の 補酵素と してPQ Q の 存在が考 え られるが､

弱 い も の で あ っ た 了 3 )
｡ な妊､ G D H

著者娃E . c o li のGD H か らP QQ を分離す

る こと がで きなか っ た｡ しかし最近 オラ ン ダの研究者
7 4 '

､ 及び わが国
7 5 ･ 7 8 ' の

研究者グ ル - プか ら革. 望虫よ りP QQ の 分離の 報告が相次い で 出されて お り､ 本研

究で 用い たE . c o li 菌株の GD H もP QQ を補酵素とす る と考 え られる○

又､ g l u c o s e k i n a s e 欠失変異株 で ある旦. 9 iLi Z S C l 12 L ( g p t
-

2 ､ m p い 1 ､ g l k
-

7 ､ s t rA ､ L a c
十

) に おい ても上 述 した促進効果が観察され た こ と よ り､ 炭素源と

して は利用で き な い グル コ ー ス を エ ネル ギ - 源として 利用す る機構は革･ g 2j1 に

も普遍的に 存在す る と考 え られ る｡ E . o o l i に お ける糖質電子伝達系に よ る エ ネ

ル ギ - 産生 の s ch e m e をF i g . 4 5 に示すム

clu C D 5 e

O U T

Gl u C O n 山 e

G D H

C y t o P cLS r njc
m eTT b r q n e

1 N

H
◆

＼
田 一 院司パ芸

S Lb strQl e

S u b sl rQ t e

ÅT P
A ロp

◆

P;

H
◆
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一

一

77
-



総 括

過去半世紀の 間の 多種類の 抗生物質の 発見に より細菌感染症の多 くの 症例は

治療が可能とな っ た｡ しか し
一

方で 薬剤耐性菌が増加 して おり､ 近 年はそ の菌

様に も変化が見 られ る｡ 抗生 物質剤､ キ ノ ロ ン 系化学療法剤の 大量使用 に伴い

感染症起因菌が薬剤 に 自然抵抗性の 高い 菌種に 変わり つ つ あ り､
い わゆ る 日和

見感染 菌として 臨床 の 場で 狂威 をふ るう ように な っ て い る｡

グラ ム 陰性菌で は､ P . a e r u g i n o s a , A . c al c o a c e t i c u s ､

e p id e m id i s 等が主要な 日和見感染菌種で ある｡ とくに旦

グ ラ ム 陽性菌で は旦.

c a l c o a c e t i c u s 右ま本来､

土壌中､ 水中に 分布 し て い ると い われて い たが､ 現在で は臨床 に おい て 日和見

感染の 原因菌とし て 注目さ れて い る｡

本研究は､ 日和見感染菌 とし て 重要な位置 に ある にも か かわ らず､ そ の 生理学

的性質､ 形態学的性質及 び抗生物質耐性機構に つ い て 経 とん ど明ら かに され て

い ない 本菌種を対象 と して 行なわれ た｡ 以下に 本研究結果を総括す る｡

本菌 はβ
+ ラ ク タ ム 抗生 物質 に はとりわけ感受性が低か っ 払

一

方､ ア ミノ

配糖体抗生物質や テ ト ラ サ イ ク リ ン 等 に は 感受性菌が多く認 め られf= o ク ロ ラ

ム フ ェ ニ コ ー ル は高度耐性菌と感受性菌の 二 つ 菌群が見られた｡ β - ラ ク タ ム 抗

生物質耐性菌に お い て は, 他 の 多く の グラ ム 陰性菌種 の 場合と異なり そ の 耐性

の 主 な原因はβ
-

ラ ク タ マ - ゼ に よるも の で は なか っ た｡ ま た ク ロ ラ ム フ ェ
ニ

コ ー

ル の 耐性機序に 関し て も､

一 般に耐性菌の 産生す る不括化酵素 として 知ら

れ て い るC AT a s e は検出さ れなか っ た｡ 更 にβ - ラ ク タ ム 抗生 物質と ク ロ ラ
■

ム フ

ユ
ニ コ ー ル に 対す る感受性 辻本菌の グル コ ー ス 代謝利用と相関す る こ とが明ら

かと な っ た｡ 即ち､
GI c

一

株 はβ
-

ラ ク タ ム､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル に対 し共に

高度耐性を示 し､ G I c
十

株は両抗生剤に 感受性で あ っ た｡

β
-

ラ ク タ マ
- ゼ に よら な い β

-

ラ ク タ ム 抗生 物質耐性の 機構 を探 る た めβ

- ラ ク タ ム 抗生 物質の 標 的酵素で あるP BP s に 対する､

1 4
C

- ベ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン

の結合様式 を調 べ た｡ 本菌の 持 つ 6 種のP BP s の 申､
Gl o

‾

株で はP B P Å､ E へ の
1 4

C

- ベ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン の 結合が 検出されず､ Gl o
十

株で はA , A
'

, ち, C , D , E の 全て の

p B P s へ の結合 が検出され た｡

した が っ て 本菌種 の 多数の G I c
一

株 の β - ラ ク タ ム 抗生 物質に対す る 耐性機構

-
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は第
一

に､ β
-

ラ ク タ ム 標的酵素の 2 つ の 欠担又 はβ - ラ ク タ ム 抗生 物質 に対

する親和性の 著しい 低下で あり､ 第二 に は外膜の 透過性 の 低下が推察さ れた｡

ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル に お い て は不括化酵素が検出さ れなか っ た こ と よ り外膜

透過 の 障害が主な耐性要因と推察 され た｡

細菌表層 の 多糖類 の 分析結果か らG I c
十

株はラ ム ノ ー

ス､
ヘ キ ソ

ー

ス､ グル コ

ー ス の 含量がG I c
一

株 よりも少 ない事 が明らか と な っ た. 更に 電子顕微鏡 に よる

形態学 的観察に より､ GI c
‾

株 は外膜が規則正 しく波状構造 を示す の に対し､ GI

c
十

株は外膜構造が不規則で ペ プチ ドグリ カ ン 層も外膜から分離し て い る事が明

らか と な っ た｡ こ れ ら の外膜の 組成､ 構造 の 差異が 抗生 物質の 外膜透過性に 差

異をも たら す こ とが 考え られ る｡

一

方､ テ ト ラ サ イ ク 7
) ン

､
ア ミ ノ 配糖体抗生

物質はG I c
'

, G I c
一

両菌株に対し共に強い 抗菌力を示し たo こ の結果は本菌種に よ

る日和見感染症治療に おい T
.
こ れ ら の 薬剤に よ る治療の 有効性を示 して い るo

テ ト ラサ イ ク リ ン
､

ア ミ ノ 配糖体抗生 物質は エ ネ ル ギ ー

依存的に 菌体内に取

り込まれる と考え られ て い る｡ 本菌 にお い て､ GI G
-

, G l o
十

両株に テ ト ラサ イ ク リ

ン
､

ア ミノ 配糖体抗生物質が高い 抗菌力 を発現 した こ とは､ 第 2 章 に おい て 述

べ たよ うに GI c
‾

, G I c
十

株 の多数が細胞質膜外葉 にGDH を保有し､ 補酵素PQQ 及び

糖質電子伝達系に よりA T P を生 成 し､ こ の エ ネ ル ギ ー を利用して 菌体内に取 り込

ん だ可能性が 考 え られる ( 第 1 章) ｡

本菌はg l u c o s e ki n a s e . およ びg l u c o n o k i n a s e を産生 しない かま たは活性が著 し

く低い た め に グル コ ー

ス を代謝利用で き ない こ とを明らか に した. しか し､ ア

ミ ノ 酸や有機酸を唯
一

の 炭素源と した場合､ グル コ ー

ス を 一

定量添加す る と著

しい増殖促進が認め られf= .

一

方､ G I c
‾

株か ら変異剤処理 に より､ GI c
･

株が得

ら れた｡ し たが っ てG I c
-

株で はg l u c o s ek i n a s e , g l u c o n o ki n a s e 両酵素の 遺伝子

は持 つ に も か か わら ずそ の発現 が抑制され て い る と推察され た｡ 本菌種の GI c
一

株で は､ グル コ ー

ス 古ま炭素源と して 利用で きない が､ エ ネ ル ギ ー

源とし て使う

こ とが で き ると い う独特 の エ ネ ル ギ ー 獲得系を有する こ とが明らか とな っ た｡

こ の エ ネ ル ギ ー 獲得系で 産生 されたA TP が ア ミ ノ酸､ 有機酸､
ア ミノ 配糖体抗生

物質な ど の 能動輸送活性を維持 する もの と推定され る ( 第 2 章) ｡

一

方､ 病原細菌が そ の 感染を成立 さ せ る 因子と して､ 細菌の産生 する毒素､

溶血素 な ど の 因子が知られ て い る｡ 本菌は日和見感敷菌で あ り､ 宿主が正常な

-
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免疫機構 をそ なえ て い れ ば 一

般 に感 勤ま成立 し な い ｡ しか し ト -ひ と たび免疫不

全状態に 陥 っ た凋 合に は病原性を発現 す る｡ 感染成立 に 関与する代表的な因子

の
一 つ で ある溶血 性に つ いて 臨床分離株1 , 00 0 株を調 べ たと ころ､ β 一 溶血 を示

す株が約1 剖検出され た｡ 溶血 株は グ ル コ ー ス ､ キ シ ロ
ー ス ､ ア ラ ピノ ー ス ､

7)

求 - ス を利用で きなか っ た. し か し､ 溶血 性を示さ ない 菌株 より変異剤処理 に

ょり溶血性変異株が分離さ れた｡ し た が っ て 溶血素遺伝子は持 つ に も かかわ ら

ず負の 制御機構に よ り本菌種 の 大部分の 菌株で は溶血 素産生 が抑制されて い る

事が明らか に され た ( 第 3 章) ｡

以上 の 本研究で 得られ た 新知見 駄 本釆貧栄養下 の 水中､ 土壌中な ど生息し

て お り従来 の 多く の 病原細菌と そ の 生 物進化 の 背景の 著 し く異な る本菌種に よ

る日和見感染症の 治療に あ たり､ 抗生 剤の選択､ 併用効果に よる治療な ど の 応

用の 基礎と な るも の と考 え られ る｡

更に､ A . c al c o a c e t i c u s がPQ Q を介し た糖質酸化電子伝達系に よ り グル コ ー ス
ー ～

か ら エ ネ ル ギ ー を獲得する こ と を明ら かに しただもナで なく､ E . c ol i に おい て も

こ の 様 な機構 の 存在を明らか に し た｡ 細菌に お い て 普遍 的に 存在す る エ ネ ル ギ

- 獲得 系と考 え られ る ( 第 4 章) . こ の よう な エ ネ ル ギ ー 獲得系紘A . c a l c o a c e

t i c u s を対象 とし た研究で 初めて 発見の 糸口が得られ たも の で ある｡ 本研究の

こ れら の 成果 は細菌 の 基本的な代謝機構の理 解にも貢献したも の と考え る｡

-
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