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結 核 蔚 に よ る ビ タ ミ ンB2の 産 生

国立療養所刀根山病院(院 長 渡辺三郎博士)

山 村 雄 一 ・渡 辺 震

(昭和27年2月12日 受付)

(本論交の要 旨は第3回 日本結核病学会近畿地方会ならびにビタミソB綜 合研究委員会において発表した)

結 接菌の培養液が黄色を呈 し,螢 光を発 し,そ の菌体

や培養液中にビタミンB2(V馬 と略記)の 存在して

いることについてはすでに若干の報告がある"Rohner

とR◎鵬t1)は 人型結核菌中には,1、25mg/菌 体100g(乾

燥量),牛 型結核菌中には1.64mg/菌 体100ク(乾 燥量)の

割にVB,が 存在することをみとめ,そ のほかBouiSSi"一

'vain等2)及 びStrect鋤dReeve・ 1つ等 も同様に結 懐菌

申にV残 がふくまれていることをみとめMeyαaltd

R◎dbart等 も恥垢菌についてVB,が 産生せられ るこ

とをみとめているの種瀬等のは鳥型結核菌から二種の乳

酸々化酵素の抽出に戊功 し,そ のうちの一種は助酵素部

分としてフラビン・アデニン。ヂヌクレオチツドをふ く

んでいることを報告し,ま た山村及び今津はの鳥型結捜

菌から抽出した脂肪酸脱水素酵素を精製 してその助酵素

部分としてラク トフラビン燐酸がふ くまれる こ とを 指

摘 した。 このよ うに結捜菌においてはその酵素作用から

考えてもV残 が重要な役割を演 じていることが想像

せられる導

われわれは数年来結核菌の物質代謝について研究を行

つてお 夢),そ の一部として結核菌によるVB,の 産生

の問題を検討することとした難

実 験 方 法

試料としては結核菌を適当な液体培地に培餐した後,

第 ユ表 各種抗酸性菌によるビタ ミンB,の 最大産生騒

充分に菌が増殖するのを待つて,そ の菌体を濾別 してえ

た濾液を用いた◎ この際培療液を加熱滅菌するとVBc

の著 しい破壊が行われるので,原 期として滅菌を行わな

いでそのまま用いた。濾過によつて得られた菌体は充分

に蒸溜水を用いて洗灘 した後に,90◎Cに て乾燥 し,後

秤量 して乾燥菌量を求めた◎

基礎培地 としてはKirethnear氏 無蛋白培地を用いた◎

(以下K培 地 と略記す)K培 地はKirchner氏 培地より

血清を除いたものであつて,次 の組成から膚つているe

グリセリン40ec,グ ルタミン酸 ソーダ10y,ク エ ソ酸

ソPtダ2.5g,〕KH2POg4g,N我2HPq43y,MgSO4。

7H200.69,を 蒸溜水を用いて11と する◎

VB2の 定量はル ミフラビン法(藤 田氏法)7)に 従つ

た。

実 験 成 積

第1節 種々の抗酸性菌によるビタミンB2の 産生

人型 ・牛型 。鳥型結核菌及びその他の抗酸性菌はK培

地において,い ずれの菌株を用いてもVB2の 産生量

は200～250γ%を 示 しており,乾 燥菌量100gあ たり

の培養液中のVB・ 産生量は10～15myで ある。 その

成績は第1表 に示す如 くであつて,結 核菌をふくめた抗

酸性菌が,窒 素源としてグルタミン酸 ソーダを,炭 素源
つ

としてグリセリンのみを用いてVB,を 産生すること

は興昧潔い。'以下の実験

`ま上ヒ較自勺取扱 し・カ:容易

抗 酸 性 菌

鳥 型 結.核 菌(竹 尾)

牛 型 結 核 菌(三 輸)

培 養 日 数

(370C)

0

◎
μ

「1

F◎

ビタ ミ ンB2最 大 産 生 量

青

人 型 結 核 飼 上
高

i

山 コう

池

垣 ・

II黛
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Y%(培 剛 助 幾 灘 …,

22013,0

22510.8

〆
150
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140
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恥 垢 菌

チ モ テ ー 菌

14{
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。

脚
㎜
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融:Kirchxxer氏 基 礎 培 地 ◎(PH7.0)=無 滅菌 に て測 定 。 培 養 温 度37◎C:表 面 培 養◎

で,し か も培養日数が短

時 日でVB,の 最大産生

に進する鳥型結核菌(竹

尾株)を 使用することと

した。

第2節 培地PHの ビ

タミン 鎚 産生に及ぼ

す影響

K培 地の種々のPHの

ものを作製 し,鳥 型結核

菌(竹 尾株)を 培養し,

日を逐つて第4,7,10,14

日目に培地中のVB・ を定
瓢 諏
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第2表 培地PHのVB2産 生 に及ぼす影響

培
養
前

培 養 目 数 (日)

4 1 7 10 14

ノ
PH}馴 恥(Y%)iPH」 顯%)iPHiB・(γ%)iPHIB・(γ%)

6,0

6。2

6.4

6.6

6.8

7.0

7.3

7.7

6.3

6.7

7.2

7.4

7.7

7.7

7.7

7.9

6.0

6.0

7.0

8.0

20.0

8.0

15.0

11。0

8.190.0

8。170.0

8,1120.0

8.2125.0

8。3120.0

8.2100.0

8。3125。5

8。289.5

7.5

7.5

7.6

7.7

8.4

8.5

8.5

8.5

217.5

215。0

240.0

240。0

235.0

225.0

230.0

235.0

8.3

8.2

8.4

8。9

9.3

9.3

9.2

8.9

250.0

215.0

125.0

70.0

50.0

37.5

35。0

80.0

最大産生量を増加させる

物質を添加するといずれ

の場合に も単位菌量に対

するVB,の 産生量も

大となつている◎ペプ ト

ンをN源 とすると,5y/dl

の割に添加したときV

秘 産生量が最大で あ る

が,基 礎培地のV遇 量

と大差がなく,こ のとき

菌の増殖は基礎培地に比

して旺盛であるから単位

菌量に対するVB¢ 産

生量はかえつて減少して

量したところ第2表 の成績を得た。すなわち培地のPH 第3表

が酸性である程V恥 の産生が最大に達するのに日数

を要しており陪 地 田 がややアルカリ側であるとv讐 鑑 轡 終 末B2産

B2Q産 生は速かに 最大に達するが,そ の後極めて速か 終 末 濃 度PH

.に滅少する◎この際いずれの場合においても培養日数の

経過とともに培地PHは アルカジ側に傾 くが,培 地V

B2の 急激な減少はPHの 変化のみによつては説明でき

ないのであってVB£ の酵素的分解が考えられるQ

第3節 燐酸塩の影響

K培 地において緩衝液として添加する燐酸塩の濃度を

N/2よ り漸次低減 してx勧 迄添加Lた ところ,第3表

に示す如 くVB2の 最大産生量は濃度が天 となるとか

えつて低下 しているが緩衝能力は濃度が高いほど強い。

第4節N源 のビタミ 第4表N源 のビタミンB
2産 生に及ぼす影響

ンB2産 生に及ぼす影響

憐酸塩のVB2産 生 に及ぼす影響
'f

生 量

B・(培地)Y%P鴨 贈 、。。
,

N/20 8.5 205 14.1

N/10 8.4 225 14.0

N/5 8.3 240 16.5

N/3 7.9 175 11.6

N/2 7.7 180 18.1

註;PH6・4のKirchner氏 基 礎 培地 の燐 酸 緩 衝 液 の 濃 度

を上 表 の如 く種 々 の もの を作 製 し,鳥 型結 核 菌(竹 尾

株)の 培 養。37。C,表 面培 養。 培 養 日数14日 。

K培 地のN源 として使 培

用 しているグルタミン酸

ソーダの代りにN量 にお

いて当量となる如 く,種

種のアミノ酸 ●酸性燐酸

アンモニウムをN源 とし

て添加して鳥型結核菌の

培養を行つた。その結果

は第4表 に示す如 くで,

アルギニソ。アスパラギ

ン。酸性燐酸アンモニウ

ムをN源 とするときは,

培地中のVB2産 生量

はかなり増加 し,グ リシ

ン,ま たは尿素をN源 と

するときは培地VB・ 燈

は増加するが最大産生量

に達するのに日数を要す

る。以上の培地中のVB・

地 N 源
終 末 培 養B2産 生 量(最 大 量)

対 照(グ ル タ ミ ン酸 ソ・・一ダ109/1)!

ア ス パ ラ ギ ン7.99/1

グ リ シ ン4.59/1

ア ル ギ ニ ン9.59/1

(NH4)H2PO46・89/1

田 日 数 培 地Y%陣 瑠 撫
、。。,

7.7

7。0

7.5

5。3

6.8

0

9

3

7

9

¶■

-
ゐ

4

望五

¶■

迎 卜
審0

、59/dど 6.5 14

19μ
'

6.7 〃

ペ プ トン29/{幻 8.1 〃

59μ 8.5 〃

109μ 7.3 〃

240

425

815

1100

410

35

85

185

275

155

ペ プ トン59/協 米 糠 エ キス(2%)

尿 素1.Sg/al9

8.5

8.1

14

詔

205

700

14.7

29.1

29.8

64.5

42、7

4.1

5.6

7.8

9.6

5.5

7.3

50.7

チヲ尿索

炭酸グア昌ヂン

2.39/gl

7.Og/dl

殆 ど菌の発育をみとめず

発育をみとめず

註:PII6.4のKirchner基 礎培 地 の グ ル タ ミン酸 ソー・・ダ の代 りに上 表 の 如 く

種 々 のN源 を添 加。 培 養 温 度37。C◎ 表 面 培 養◎ 鳥型 結 核 菌(竹 尾株):

一31-一 一
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第5表C源 のV璃 産生に及ぼす影響
周

添 加C源
添加量

9/L

終 末

PH

菌 の

乾 燥 量

(7η9/50¢の

培 養

日 数

B2産 生 量

B念(培 地)B整(培 地"～g)

Y%/乾 燥 菌1004

ブ ド ウ

果

焦 性 ブ ド ウ 酸

イ ノ シ ツ ト

測5・2}
糖i46、9

酪

酒

り

乳

雛

石

ン ゴ

ア セ

バ ク

ト イ

酸

酸

酸

酸

酸

ン

45。9

56.3

&2

8.4

9.1

8。3

460

437

140

340

8

8

7
・

6◎

¶ユ

堪人

-

225

85

20

145

ユ5。2

6。2

6,6

12,8

34.4i
i

箆:l

llir　 　
註;Kirchner氏 基 礎 培 地(PH6.4)よ リグ リセ リ ンを 除 い た培 地 に,上 表 の

如 く種 々のC源 を添 加 して,鳥 型結 核 菌(竹 尾 株)の 培 養。37。C,表 面培 養 。

数 値 はB2の 最 大 産生 量 を示 す 。 培 養 液燈50ce.

すると菌の増殖もVB,

も,と もに低下 し,前著の

方がより著明である。グ

リセリンの代 りに酪酸 。

酒石酸 。リンゴ酸 。乳酸

・◆讐バク酸又はアセ トイ

ンを添加 しても殆んど菌

の発育をみとめることが

できなかつた◎

次にK培 地に小量添加

してあるクエン酸を除い

て,他 のC源 文は芳香族

化合物をC量 においてク

エ ン酸と等量となる如く

添加して鳥型菌の培養を

行5と,第6表 に示す成

績を得た◎すなわち果糖,

いる◎米糠エキスを添加

、して もV璃 産生量は

増加 しない。この点はア

・セトン。ブタノ{ル 醸酵

菌と異つている♂)

チ ヲ尿素や炭酸グアニ

ヂンの添加によつては菌

の発育を殆 どみとめるこ

とができない。

第5節C源 のビタ ミ

ンB・ 産生に及ぼす影響

K培 地の主要なC源 と

して使用 しているグリセ

リンの代 りに,他 の種々

のC源 となると考えられ

る物質を,グ リセリンと

ほぼC量 において等量と

なる如 く添加 して鳥型菌

の増殖 とVB2産 生に及

ぼす影響をしらべると,

第5表 の如き成 績 を得

た◎すなわちブ ドウ糖を

以て代用すると菌の増殖

もVB2の 産生 もグリセ

リンのときと大差をみと

めないか,果 糖を使用す

ると菌の増殖度は変らな

いが,V地 の産生は著

く低下する心焦牲ブ ドウ

酸又はイノシツトを使用

第6表C源 及び芳香族化合物のVB2産 生 に及ぼす影響
直 一

添 加C源
9/工

添加量}終 末

PH

菌 の

乾 燥 量
(窺9/50c6)

培 養

日 数

B2産 生 量

馬(培矧}》 蝦 幽

ブ ド ウ 州 ・・7・}8・21 610 10 245{ 13.7

果 糖 い ・5・い ・3i 560 10 135 8.2

イ ノ シ ツ ト い ・8417・9 510 1・2・5;

・・ 「 π 「

12.4

酪
酬 ・・】2i8・ ・1

490 14.6

酒 石 酬1・9・18・6 420 22 240 14.9

=・2Nク 酬1・5・i8・ ・1 510 1・12・5

フ ー ・vmeli・4Si9・ ・

14.1

625い ・/1551 8.7

乳
酬1・53i9・214"ill-・118

焦性 プ ドー酸 ・・5・i8・4} 510 18

2J5上」L

2・5{ 13.7

ア セ ト イ ン1

0.25

0.5

LO

18.0
17.5
7.7!

506

425

227

14

ヱ4

9

150

80
`

50

10.4

6.6

7.9

_r_一 一 一 一 一 　 7 淋 一 _一 一

パ ラ ア ミ

安 息 香

(U

5

噸1

1

0

AU

ノ
酸

3

一7

4

7

7

6

360

405

330

7
f
ワ
`
7
δ

1

1
■
-
義

85

125

50

3

ハ◎
8

7

8

4

P A

《U
O

5

噌1

5

1

0

AU

8

Ω
U
7
・
ρ0

バリ

ρ0

ρ0

ハ0

{り

385
455

375

420

7
σ
7
`
7
8
7
醒

雪よ

℃ユ

讐■

-

255

230

165

175

20.3

16.7

14.5

13。3

AU
O

ζ
ψ
1

5

1

0

AU

3

0

6

に
σ

8

8

8

8

497

522
505

430

7
.
7
.
ワ
諏
7
・

望ニ

ー

¶
人
-

275

240

245

240

17.2

13.8

14.8

ユ7。0

融:Kirchner氏 基礎培地よリクエン酸を除いた培地に上表の如くC源

又は芳香族化合物を添加。その他の実験条件は,第4表 に同じ

一32
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第7衰 重金属塩のVB2産 生 に及ぼす影響
一

Fe百 分率

赤 血 塩
一

FeCI3 Fe2(SO4)£

培釧 培裸畿8
)響i培嘱轟 培 地B2

Y%

培地現(m4)
/菌 量(4)

1肇

0.005

0.01

0.05

0。1

0.2

0。3

325

350

335 .

370

18。4

19.3

33.6

32.9

一

190

155

165

100

14.3

13.3

12。6

5.7

150

180

185

260

240

17。5

19.7

12。8

15.6

12.7
/

培 地B2培 地B2

(mg) 百 分 率

菌100g

Ni(NO,)2。6H20

培 地B2

(mg)

培 地B2

(栩9)

0.00122510。2

0.00514011.6

0。012009.1

0.051253.0

0.000121516。9

0。000521014藤4

0。00121513。8

0.00516514ひ2

0.0001145

0.0005160

0.001120

0。005170

8
8

0

nd

6

7
7

Q
y

奪

Go

百分率

Co(NO3)2・6H20
斑ロ

百分率

斑uCI2・4H20註:Kizchnez氏 基 礎 培 地(P

培地B2

γ%

培 地B2

鯉
菌1009

培地B2

γ%

H6.4)に 上表の如 く,種 々の培 地B
2

(塑 濃度の重金属塩(濃 度は培地

菌1009,中 における重金属の百分率に

0。00001100

0。00005105

0。0001110

0.0005205

4。1

4.4

4。8

17。2

0.0005235

0.001"240

0.01200

15.4
14.8

13.7

の最大産生量を示す

アセトイソ,又 はパラアミノ安息香酸を添加した場合に

は菌の増殖度は不変であるが,VB2の 産生 量 は低 下

し,フ マール酸を添加 したときも僅かに低下 して い る

が,そ の他の化合物を添加 しても対照と差をみとめなか

つた。

第6節 金属塩のビタ ミyB2の 産生に及ぼす影響

K培 地に第7表 に示す如 く種々の鉄塩及びその他の重

金属塩を添加 してVB2産 生に及ぼす影響を検すると,

赤血塩はVB,産 生を若干促進 しており,そ の他のFe

塩,Zn,及 びCoの 塩 はVB・ 産 生を僅かに阻害する

が,Cu,Ni,Mn塩 の添加にては殆んど無影響であつ

た。アセ トソ・ブタノール曜酵菌の如 く鉄イオジによつ

て影響されないことは興味深い。

考 按

微生物のビタミソB2の 産生能はその種類によつて著

く異つてお り,顕 著な産生を行 うものから全 く合成能を

欠いているものまである。例えばLactobaei11usmanni-

top◎cus,Laetobaei11uslyeopersiei等 の乳酸菌は全 く

合成能を欠いており,生 長素としてVB2を 要求する。

VB2を 多少に拘わらず産生するとみとめられている細

て示 してある。)を添加

鳥型結核菌(竹 尾株)の 培養◎

37。C,表 面培養。数値は培

養 日数8～19目 におけるB2

菌はかなり多いが,抗 酸

性菌のV璃 産生量はジ

VB,の 工業的生産に使

用ぜられるCI◎8trid沁磁

acetobutylieumやEr(b

加◎theciumAshbyiiに

ついで多量にのぼる◇従

つてこのVB2ま たは

フラビン酵素系が抗酸怪

菌の物質代謝において重

要な役割を演 じているこ

とが想像せられる¢すで

に述べた如 く,鳥 型菌か

ら抽出ぜられた乳酸々化

酵素の・一種や,脂 肪酸脱

水素酵素の助酵素部分と

してそれぞれフラビソ。

アデニソ・ヂヌクレオチ

ツ ドやフラビン燐酸を有

することは,こ のビタミ

ンが菌の呼吸系に重要で

あることを物語つている,

VB2を 多量に培地中

に産生するClo§tridium

acetobutylicumと 抗酸

性菌とによるVB2産 生

の状況はかなり異つてい

る。山崎9)に よると前者 ・

のVB2産 生は鉄によつて著 しい阻害をうけることが

明らかにせられているが抗酸性菌においてはみとめられ

ない。また前者は米糠エキス,ペ プトンによつてVB2

の産生が促進されるが8)抗 酸性菌においては全 く影響を

うけない◎両者の相似 している点は,ア ルギニンやアス

パラギソによつてともにVB2産 生が促進せられる点

である。 これらのア ミノ酸はVB,の イ ソアロキサヂ

ン核合成に際 して,一 種の基質として働 くものと想像せ

られる。然 し同様な考えのもとに使用 したアセトインは

かえつてVB2の 産生を低下せ しめている◎

結 諭

われわれは結核菌及びその他の抗酸性菌によつて培地

中に産生せられるVB2量 を測定し,Kirehner無 蛋白

培地においては約200・)250γ%の 割に産生せられるこ

、とをみとめた。さらに鳥型結核菌を用いてVB2産 生

に及ぼす諸条件を吟味 し,ア ルギニン・尿素 ・アスパラ

ギン等を添加するとその産生量が増加するが・培地中の

炭素源を変化せしめたり,種 々の金属塩を添加 しても著

しい影響をうけないことを明らかにした。

終 りに終始御指導と御鞭撞を賜つた院長 渡辺三郎教
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授ならびに大阪大学理学部　赤堀四郎教授に深謝する。
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