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論文内容の要 旨

ジフテリヤ(以下「ジ」と略す)菌は，至適条件下でその培養P液中に多量の毒素蛋白質を産生す

る。最近米田， Pappenheimer らは，この形成が de novo に行なわれることを立証し，菌体外蛋白質

であるジ毒素生合成の機構研究を進めるうえに有力な足場を与えた。しかし，その反面，毒素の菌体

外遊出の生理は，膜透過性につながる重要な問題として注目されているにもかかわらず，未だ殆んど

未解明の段階にあるといっても過言ではない。本研究の目的は，新しい培養法を考按するとともに，

充分にコントローノレされた培養条件下で，毒素の菌体外蓄積について詳細な速度論的研究を行ない培

養発育との定量的な比較解析をすることによって，ジ菌発育と毒素産生との関係を明確にし，ジ毒素

産生機構を解明するうえのはっきりとした手がかりりを得るととにある。

〔方法〕

1 )使用菌: Corynebacterium diphtheriae. P.W. No 8, Biken 株を使用した。

2 )培養法: Ca-gel 法により除鉄した Pope 培地及びカザミノ酸培地を使用し， 340C にて，振渥

培養したロなお，発育抑制培養では，コハク酸を 0.3% に含むカザミノ酸培地又は20種アミノ酸混合

培地を使用し，上記と同様な方法で培養したD

3 )菌量: O.D. 590 mμ，乾量の測定によった。なお，それらの蛋白量， DNA, RNA 含量はそれ

ぞれ Lowry， Burton, Dische らの方法により測定した口

4) 菌数測定:全菌数は， Petroff.・Hauser の細菌計算板を使用し，位相差顕微鏡下で算定した。生

菌数測定には，チヨコレート寒天培地を使用したり

5) ジ毒素の定量及び検定: Lf 及び毒性試験は，それぞれ Ramon のおcculation 法，家兎皮内

反応により，叉 Ouchterlony の寒天ゲノレ内沈降法 lとより，産生毒素の免疫化学的性状を結品ジ毒素と
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比較検討したD

6) 14C ロイシンの蛋白への取り込み:毒素蛋白への取り込みは，結品毒素から作られたトキソイ
ドに対する家兎抗血清による特異反応枕降物について，一方菌体蛋白への取り込みは， Siekevitz の方

法によって処理された菌体について，それぞれガスフローカウンター (Chicago) により測定したD

〔結果〕

1 )ジ毒素産生と，ジ菌の発育並びに Viability との関係を明らかにするために，培養法を考按し

て， declining 及び exponential growth rate の発育相にある培養それぞれについて，その O.D.590，

菌体乾量，蛋白及び核酸量，全菌数及び生菌数を経時的に追跡した。その結果， O.D.590 に対するそ

の他の測定値の ratio は，それぞれ培養期間中ほぼ一定の値を示し，また生菌数と全菌数は殆んど一

致することが明らかとなった口

2 )以上から明らかなごとく，ジ毒素産生が，いわゆる lethal production でないとすれば，ジ毒

素産生と菌発育との速度論的関係について，少なくとも次のような二つの可能性が考えられる口

(dT (t) T/dB(t)¥ 
③ 毒素産生速度は，菌発育速度に比例する o l一読一=KG--31 ) 

(dT(t) T/I_ ....,>,\ 
⑥ 毒素産生速度は，菌発育速度に直接関係なく，菌量にのみ比例する o l---d;-' = Kb , B(t) J 

(但し t: 時間， T(t): 毒素蓄積曲線， B(t): 菌発育曲線 ， Ka, Kb: 常数)。

そこでこの可能性の何れが正しいかを実証するため， declining growth rate の発育相にある菌につ

いて，その発育と産生毒素量とを定量的に比較解析した白乙の発育相では ， B(t) は t に関する一次

式で表わされる。従って， (a) 及び (b) の可能性からする毒素蓄積の理論曲線は，それぞれ一次式及

び二次式として成立する。一方実測された毒素蓄積曲線は，二次式に極めてよく適合することが証明

されたD 乙のことは，毒素が発育とは直接関係なく，菌量当り一定の速度で産生されることを示唆し

ている。

3 )上記の予測は，発育が極度に抑制された培養による毒素産生に成功することにより直接実証さ

れた。乙の培養系では， O.D.590，菌乾量，核酸量，全菌数及び生菌数 lこより実測された菌量は，培

養期間中殆んど変化せず，又 14C ロイシンの取り込みから算定すると，菌体蛋白合成は，発育系の

それに対し僅か15%以下に抑制されていることが明らかとなった白乙れに対し毒素は，可能性 (b) か

ら推論されるごとく，直線的に増加し，その産生速度は，菌量に全く比例し，しかも発育系と同様の

速度で de novo に形成される乙とが示された口

(総括〕

詳細な速度論的比較解析を行なうことにより，ジフテリヤ毒素産生が，菌発育とは関係なく行なわ

れうることを示す二三の知見を得た。また以上の知見に基づき実験を試みた結果，発育を伴わない培

養での毒素産生系の開発に成功した。今後この方法はジ毒素蛋白生合成，及びその菌体外遊出機構の

研究を進める上に，有力な方法になるものと思われる。
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論文の審査結果の要旨

ジフテリヤ( I以下「ジ」と略す)菌が至適条件下でその発育途上，毒素蛋白質を de novo に形成

し，培養P液中にそれを産生することはよく知られた事実である口しかし現在，その生理の全貌はお

ろか，ジ菌発育と毒素産生との関係といった最も基本的な問題すらなお殆んど未解明の段階にある。

云うまでもなく，このような菌発育との関連性についてはっきりとした理解像をもつことは，ジ毒素

産生の生理機構を明らかにするうえに，またひいてはその本質的な生理的意義を把握するためにまず

必要な乙となのである。

著者は，乙のような現状に鑑み，また上述の観点から，乙の問題をとりあげその解明を試みてい

る。本研究で著者は，まずジ菌培養法について考案を重ね，コントロールされた発育条件下で，毒素

の菌体外蓄積(狭義の毒素産生)について詳細な速度論的解析を行ない，ジ菌発育と毒素産生との量

的関係を仮設にもとづく推計学的処理法によって比較解析した結果，ジ毒素産生が菌発育の有無にか

かわらず起りうると云う全く新しい考え方を提出した。さらに著者はその推論にもとづき研究を重ね

た結果，発育が極度に抑制されたジ菌培養による毒素産生系の開発に成功し，著者の推論の正しさを

立証するとともに，この新しい系を用いて以下の諸事実を明らかにしている。

1 .ジ毒素産生は，菌の死を伴わず，生菌によって行なわれ，かつ菌発育並びに分裂の有無にかか

わらず起る。

2. 培養P液中における毒素の増加速度は，その瞬間の全菌量にのみ規制される D

3. 至適条件下では単位乾菌量によって単位時聞に産生される毒素量 (Kb:~刀mgd.w. ・ hour) は菌

濃度，培地組成，菌発育の有無のいかんを問わず一定である口

4. 乙の発育抑制系においても，毒素はアミノ酸から de novo に合成される。

以上の著者の成果は，従来不明であったジ菌における発育と毒素産生との関係を初めて明確にした

のみならず，発育が極度に抑制されたジ菌による新しい毒素産生系を開発したことによって，ジ毒素

産生機構の解明に有力な足場を与えるものであり，この分野の研究に寄与する所大なるものと考え

る円
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