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結核菌 の トリカル ボ ン酸サイクルに関す る研究

(第1報)

大阪市立医科大学 刀根山結核研究所

(所長 渡辺三郎教授)

楠 瀬 正 道 ・楠 瀬 恵 美

(昭和27年6月21日 受付)

(本論文の要旨は第4回H本 結核病学会近畿地方学会及び第4回 日本生化学会総会において発表 した)

トリカルポン酸サイクル(TCAサ イクル)が 動物組

織の終末呼吸系に重要な役割を演 じていることは殆んど

確定的である◎しかるに細菌に関 しては,Azotobacter

sgili8,11icr◎c◎eens,lys◎deikticus,Aer(疲)acteraerog(y

Res,禿 腸菌等の多 くの 菌種について,報 告Dが 行われ

ているにも拘らずTCAサ イクルの存在を確証する決定

的な事実をあげた例ぽ殆んどないΦわれわれは結核菌が

極めて好気的な細菌である点からTCAサ イクルの存在

を予想 し菌体 よりこのサイクルに関する諸酵素の抽出を

試み,そ の結果大部分の酵素の抽出に成功 し2),ま た こ

のサイクルに関与する一部の反応はアセ トン乾燥菌を用

いて証明することができた3)。 すなわちTCAサ イクル

の各stepの 反応が菌体中に存在 している。

実 験 方 法

酵 素 の 調 製 法

鳥型結核菌竹尾株を使用 し,培 養条件は前報Dと 同様

にして行つた。酵素の抽出は次のような方法に従つた。

i)磨 砕法;菌 体を集菌洗灘後乳鉢中で少量の石英

砂と混合し約30分 間磨砕 し,つ いで蒸溜水に懸濁 して1

夜氷室に放 置 す る 第1図

(5◎C)o後 懸濁液を

12,000回 転,40分 聞

遠心沈澱 してその上

清液を酵素製品とす

る◎

ii)凍 結 融解法:

菌体をそのまま24時

間凍結 し後37◎Cで

融解,こ の操作を反

覆 して蒸溜水に懸濁

し,さ らに氷室申に

24時 間放置 して抽出

を行 ㌔

iii)

儀
咳毒OO

蘇

(こ岡

燥菌を得る。このようにして得られたアセ トン乾燥菌は

氷室中に保存すると少なくとも2週 問活性を失わない◎

この乾燥菌体を蒸溜水 と混合 し1夜 氷室中に放置 して酵

素を抽出する◎

定 量 法

酸化酵素の活性は前報りと同様ワールブルグ検圧計を,、、

用いて測定 した。但 しクエン酸々化酵素の測定にはペロ

ナール塩酸緩衝液(0・1M,PH6・0)を,そ の他は燐酸

塩緩衝液(0.2M)を 使用 した。コハク酸 ・1-・リンゴ酸 。

焦性ブドウ酸(α 一ケ ト酸)・ クエン酸及び α一ケ トグルタ

ール酸の定量はそれぞれKrebs5),Blanchara6),Silver-

man&Werkmalln7),Umbreiteta18)及 びKrehsg)

の方法に従つた。

実 験 成 績

1)コ ハク酸 々イヒ酵i素

石英砂磨砕法により抽出されるが,凍 結融解またはア

セ トン乾燥法により抽出されない。また常に一定の強い

活性を有する酵素製品を得難い◎この酵素はメチレン青

の添加 を必要としないでコハク酸を酸化 し,マ ロン酸及

コハク酸々化酵棄に及ぼすマロン酸及びアヂドの影響

NaN3

馨く)203040506070800重020304◎50600

→ 分 ・ → 分

XVarbur9検 圧計;コ ハク酸50随;燐 酸塩緩衝液(PH6・2,M/5);

酵棄液及び阻害剤,38◎

アセ トン乾燥法:菌 体を20分 聞多髭の アセ ト びアヂ ドにより阻害を受ける(第1図)。

y中 に懸濁 し後遠心沈澱 してアセ トンを除きついで濾紙 本酵素液中には強い活性を有するフマラーゼ及び 」.リ

上に薄層に拡げデシケータ中で真空乾燥 してアセ トソ乾 ソゴ酸々化酵素が存在するため反応生成物としてフマ_
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ル酸を証明することはできないがおそらくこの酵素によ

り(1)式 がcatalyzeさ れ ると考えられる。

第2表cartier,oozymaseの 影 響

COOH

餐
Cli【21

蝕+so・ →
lCOOH

コハ ク酸

COOH
lCH

ll+H20CH

I
COOH

添 加 物
酸素吸収量pl/60分

対 照1添 加

フマ ー ル酸

(1)

皿)フ マ ラ ー ゼ

凍結融解法により容易に抽出される。フマラーゼ作用

の証明は次のような方法で行つた。ッンペルグ管中に酵

素液,フ マール酸及び燐酸塩緩衝液(PH7・0,】W5)を

添加し,嫌 気的に37。,5分 間incubate後,反 応液を

煮沸水浴中で3分 加熱,遠 心沈澱することにより得られ

た上清液申の生成1一リンゴ酸を定量 したQl一 リンゴ酸の

定量はLactobacillUSarabineSUSの1・ ・リンゴ酸適応菌

を用いて生成する炭酸ガス量を測定 した。

対照として煮沸酵素液及びフマール酸を除いた場合につ

いて同様の実験を行つた(第1表)。

第1表 フマラーゼの証明

発生炭酸 生 成試 料
ガ ス ム リンゴ酸

メチ レン青50Y 156 138

チ トク ロ ー ムC
-_ド 聯㎜

コ チ マ 陶 ゼ

榊 …__

156 154

64 68

ワ 紳ル プ〃 グ検 圧 計=

酵 素 液

(PH6。2,M/5)

380

●燐 酸 塩 緩 衝 液

。dl 一リ ンゴ酸(100μM)

第3表 種々の阻害剤の影響

酵 素+フ マ ール 酸10eSl1

酵 素

228gel

23

翻 醸+7一 噸 ・・画`1{・ ・il・

8。2粋M

0.8

ワ 糊ル ブ 〃 グ検 圧 計:

主 室:各 反 応 液

側 室:Lactobacillusarabinosus(」 一リン ゴ酸 含有 肉

汁培 地2日 培 養)の 洗i條菌 浮 游 液

の5%N2十5%CO2;380

CO2発 生 が 止 む迄 反 応せ しめ る(4時 間)

第1表 によると使用酵素液は37。,5分 間 に10PMの

フマ"ル 酸中約8PMを ム リソゴ酸に変化 している。

故にこの酵素により(2)式 がcatalyzeさ れ る。

阻 害 剤 終末 濃 度
酸素吸櫨 移"雰

1

阻害%
対 照 添 加

青 酸 7.4x10殉3M 104 49 35

ア ヂ ド

皿 ㎜

1.6×10h3 155ミ 94 39

マ ロ ン 酸 7.4十10鞠2 192 157 16
庸

ヨ ー ド酷 酸 2。Ox10輸3 138 112 19

弗 化 ソー ダ 7.4×10『3 192 194 0

硝 酸 銀 4.Ox10備4 138 0
き

100

硫 酸 銅 4.Ox10幅4 155 64 59

COOH

lCH

薩+H20
C且

{
COOH

フ マ ール 酸

皿)

COOH

i
CHOH

→{

CH,

fCOOH

リ ンゴ酸

(2)

1一リンゴ酸々イ晒睾i素

凍結融解と石英砂による磨砕を反覆ナることによつて

抽出される。抽出液による`一リンゴ酸の酸化はメチレソ

青,チ トクロームC及 びコチマ・・ゼの添加により促進さ

れない(第2表)。

酵素一基質問のMichaelis恒 数は約6xlotMol!1で

至適PHはPH6・0～8・0に 亘つている。阻害剤の影

響は第3表 の如 くであるo

反応条件は第2表 と同じ

酵素液を4。以下で16時 問蒸溜水に透析するも全 く影

響はみとめられない。また硫安50%飽 和 により酵素は好

収量で洗澱部分に移行する◎ 乳酸々化酵素の 精製玉のに

有効であつた酢酸による沈澱の方法は本酵素を完全に破

壊するので用いられない◎この酵素によつて添加 ～一リy

ゴ酸1分 子に対 しほぼ1原 子の酸素が吸収され,(第2

図)約1分 子の α一ケ ト酸と炭酸ガスが 生成する(第4

表)。

第2図 ム リンゴ酸の酸化

so}oo

800

600

400

20◎

巌
理論値は酸素1原 子

寺

農 矯引
へρ

60120`8◎

→ 分

Warburg検 圧 計:ム リン ゴ酸75μM;燐 酸壇 緩 衝 液

(PH6・2,M/5);酵 素 液,38◎
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第4表1一 リ ンゴ酸 の 酸 化 第5袈 ク=:一ン酸 の 生 成

添加 ムリンゴ酸 10.OYM

消 費 酸 素 4.7

基 質

フマ ー ノレ

酸 々化 に
よ る酸 素

消 費 量

クエン酸
生成量

盛

}　
罫

生 成 炭 酸 ガ ス 9。0 7マ 簡ル 酸80tLM十 酢 酸100いM 9。2PM6・1PM

生 成 ケ ト 酸 9.1 フマ ー ル酸80いM 10.0 4.8

ワー ル ブル グ検 圧 計;

9。9ン ゴ酸10yM;

燐 酸 塩 緩 衝 液(PH6。2,M/5);

酵 素液

38◎

酢 酸100蹴 0.7

対 照 0.5

生成 ¢一ケト酸が焦性 ブドウ酸である ことは次のよう

にして確認した。ワ・・ルブルグ容器中で38。,3時 間反

応後(容 器2個 を使用)半 容の6N塩 酸 を添加直ちに遠

心洗澱を行いその上清液に3ccの2N塩 酸 に溶解 した

2%2・4ヂ ニトロフヱ=ル ヒドラジンを加え,20分 聞放

置後生 じた ヒドラゾンを捕集しこれを酢酸エ チル に溶

解,つ いで10%炭 酸 ソーダを加えてよく振とうし下層部

分を分離 してこれを塩酸で酸性にする◎生 じた眈澱を濾

別後真空乾燥を行い,融 点を測定した◎試料 の融 点 は

212・5◎～213・5◎ で焦性ブ ドウ酸の融点(213.0。)に 殆

んど一致 した◎且つ焦性ブ ドウ酸 との混融点は213.5。

であつた◎故に上述の実験条件下ではこの酵 素 に よ り

(3)式 がcatalyzeさ れ る。

COOH

lCH3

搬H+S・ ・-1・+C-一 ・・(3)
iCOOH
COOH

ム リンゴ酸 焦性ブドウ酸

なおアセトン乾燥菌はオキザロ酢酸脱炭酸酵素を含む

から,(3)式 は申聞物としてオキザロ酢酸が生成する

2-8tepの 反応であると思われる。

IV)ク エ ン酸 の生 成

最近Ochoau)等 は動物組織よりクエン酸生成にあつ

かる"c◎ndensingellzyme,,の 結晶化に成功 しクエソ酸

の生成機作を明らかにした◎さらに人型結核菌の抽出液

申にもこの酵素の存在を報告 している。われわれ もまた

鳥型結核菌のアセ トン乾燥菌体を用いオキザロ酢酸と酢

酸より嬢気的にクエン酸が生成することをみとめた。こ

の場合オキザロ酷酸のみからでも著明にクエン酸が生成

する。またオキザロ酢酸の代 りに好気的条件でフマール

酸またはリンゴ酸を用いて も全 く同様にクエン酸が生成

する(第5表)◎ さらに酢酸の代 りに焦性ブ ドウ酸を用

いてもクエソ酸を生成するがこれらの物質はともにC4

デ カルボン酸の存在を必要とする◎

われわれは菌体よりクエン酸生成 の酵素系を無細胞状

態に抽出することに未だ成功 していないがアセ トン乾燥

ワールブルグ検圧計:ア セ トン乾燥菌;燐 酸塩酸緩衝液

(PH7。3,M/5);各 基質

38◎

ユ00分 反応後クエン酸を定量

菌による以上の成績及びOchoaA)等 の報告より結核菌

中でも(4)式 のような機作でクエン酸が生成するもの

と考えられる

リンゴ酸 ← フマー〃酸

↓

難 ブドゥ醍 発 貌 警鎖 ト→クーン酸・〈4)

轟

V)ク エ ン酸々化酵素系

アセ トン乾燥法または凍結融解法により容易に抽出さ

れる。本酵素は酸素分子 と反応するためにメチレン青,

マソガソ及びコチマーゼを必要 とす る(第3図)。

a)メ チ レン青の影響 ・メチレン青の濃度変イヒ}ごよ

る影響を示すと第6表 の如 くである◎

第6表 メチ レン青の影響

添加メチ レン司 ・Yl25Y

酸 素 消 費 量
四/90分

5 49

25・Yl25・ ・Y"

137 183

ワール ブル グ 検 圧 計:ク エ ン酸50伽;ベ ロナ 卿ル

塩 酸 綾衝 液(PH6.0,M/10);

MnSO,20μM;酵 素 液

380

b)金 属 イ オ ンの 影 響:マ グ ネ シ ウ ムは マ ン ガ ンと

同 様 の作 用 を 示 す ◎ 種 々の金 属 イ オ ンの 影 響 を示 す と第

7表 の如 くであ るo

第7表 種 々 の金 属 イオ ンの 影 響

iM蜘}瑚F廿1識 謹1対象

実 験1

〃11

313

244

〃 皿314

254

/
353

・8・】6d/・35

//・2・U・

180 185
/1・4・

十

nZ Ca Cu

/8・15・

叫//
/・b・99

ワ ール ブル グ検 圧計:ク ェ ン酸501LMペ ロナ_ル 塩L

酸 綾 衝 液(PH60;M/10);メ

チ レン青500Y

添 加 金 属 は カ ド ミウ ム(Cde㊧ の メ

他はすべて硫酸塩20懸 董を使屠
380

数 値は酸素吸収量μ/60分 を示す
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第3図 ク=ン 酸の酸化に及ぼすM詮,Mb,DPNの 影響

3_a3-b
-ke

粗 抽 出 液14時 間 透 析 酵 棄 液

第10表 阻害剤の影響

酸

豪

吸

収

傾
。 ↑

←～や

,乞∫ゴレ

姓 照

囎 剤 陣 末激
ヨ ー ド 酢 酸6・6x1『 蹴

弗 化 ソ ・・ ダi〃

ビロ燐 酸 ソ 鯛ダ}〃

亜 砒twl1.2×10…

阻害%

37%

0

0

37

fO3060to30

→ 分
Warburg検 圧計

3-a:粗 酵 素 液;ク=ン 酸50PM.;べ ・ナ ール塩 酸緩 衝 液

(PH6。0;M/10);〕MnSO`20PM;メ チ レン青500Y

3-b=14時 間 透 祈 酵素 液;ク エ ン酸50PM;ペ ロナ 紳ル塩 酸

緩 衝 液(PH6、0,M!10);M鳥SO420yM;.メ チ レン青

500Y;DPN.

380

e)コ チマ"ゼ の影響:粗 製酵素液にコチマt…ゼを

添加 してもi著明にクエン酸の酸化を増 加 しな い(第8

表)。 しかるにこの酵素液を氷冷蒸溜水にユ4時間透析す

るかまたは酢酸でPH4・5で 沈澱させると明らかに一部

分 アポ酵素と助酵素部分とに分離 し,コ チマーゼによる

賦活がみとめられる(第3-b図),(第8表)。

第8表=チ マーゼ及ひ煮沸酵素液の影響

60

tooo

硝 酸 銀}6。6x10-445

ワール ブル グ 検 圧計:鵜

ク エ ン酸50懲1;ベ ロナ 殉ル塩 酸

緩 衝 液(PH6.0,M/lO);MnSO4

20限;メ チyン 青500γ;酵 素 液

及 び 阻 害剤

380

f)反 応 式:こ の酵 素 に よ り添 加

クエ ン酸1分 子 に対 して ほ ぼ1原 子 の

酸 素 が 吸 収 され る(第4図)。 ま た反 応

物 質 の定 量 の結 果(第11表)(5)式

が この酵 素 に よ りcatalyzeさ れ る 。

800

600

4eo

200

第4図 クエン酸の酸化

理論値一酸結 α

酸
奉
吸
戒

(`拠肌)

酵 素

㎜ 一一

対照

添 加 物

課 チ マ ー ゼ
煮 沸
酵素液

1

酢 酸
沈澱上清
1

α・㏄tα3㏄1α5㏄1α8㏄IL5㏄

原 酵 素 液
`

155 / / / 203 /1/レ/
透 析0。,16時 間 84 115 117 141 180 190 ・司7
酢 酸 沈 澱PH4

.5
196 ♂//1謝

ワール ブル グ検 圧計:ク エ ン酸50阻;ペ ロナ ー ル塩 酸

綾 衝 液(PH6.2,M/10);MnSO420PM;メ チvン 青

500y;酵 素液

38。,数 値 は酸 索 吸収 量yl/60分 を示 す 。 消

d)PH:至 適PHは5・5～6・2で あ る(第9表)。

費第9表PHの 影 響

123
→ 時 向

4

'

Warburg検 圧 計:

クエ ン酸80阻;ベ ロ ナ ール塩

酸 緩衝 液(PH6。O.M!10);

MnSO420yM;メ チ レ ン青

500γ;酵 素 液

380

第11表 反応物質の定量

実 験 番 号

PH

酸紫吸収量
配/30

4・8ト56・21Z・17・5

80 168167

8.0 9.8 生

・6・1・娼1・gl7・

ベ ロナール塩酸緩衝液使用

e)阻 害剤の影響;種 々の阻害剤の影響を示すと第

10表 の如くである。

成

ク エ ン 酸(PM)

酸 素(PM)

α一ケ トグ ル タ ール 酸

(魑M)

コ ハ ク 酸(YM)

炭 酸 ガ ス(PM)

・lI[ 皿

4到//
ユ9・519・2 36。3

}∠}∠157・3

i∠ レ/ _聾Li/

iig・・/
ワ ール ブル グ検 圧 計:ク エ ン酸;ベ ロナ ー ル塩 酸 緩衝

液'(PH6・0,Ml10)MnSO420geM;メ チ レン青500γ;

酵 素 液,38。
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COOHCOOH

llCE
2CH,

H。一.6-C。 。H+気 → 戯+C。,+H,。.。 〈5)

i2{C
H,CO

l{COOH
COOH

ク エ ン酸 伽 ケ トグ ル タ 鱒ル 酸

↓+炉 ・

COOH

I
CH2

i十CO2(6)
CH2

ξCOOH

5バ ク酸

第11表 の少 量 の コハ ク酸 の 生 成 は この 酵 素 液 中 にα・

ケ トグ ル タ ール 酸 々化 酵素 が 存 在 す る た め と 想 像 され

る9

g)ク エ ン酸 の嫌 気 的 酸 化;酸 素 分 子 と同様 メチ レ

ン青 もま た良 好 なHydrogeB-Aceeptorと な るが チ トク

Pt・一ムCは な り得 な い(第12表)。

第12表 ク エ ン酸 の嫁 気 的 酸 化

添 力一 撒 ガス発蟷 脚 分

く
対 照1ユ6

チ トク ロ ー ムCO

〆 チ レ ン皆20畔184

ワ・-jUブ ル グ検 圧 計:ク エ ン酸50s・P:1;ベ ロナPル 塩

酸 緩 衝液(PH6.0,ム1/10)5

MkSO420PM;メ チ レン青20

Yl1;チ トク ロー ムC;酵 素 液,

95%N2及 び5%CO2ガ ス腔 中,38。 で反 応

、1)a一 ケ トグル タPル 酸 々化 酵 素

本 酵 素 を好 収 量 で 菌体 か ら抽 出 す る こ とは ま だ成 功 し

て い な い ◎ しか し第11表 に示 す 如 く 活 性 は 少 な いが 明

らか に この酵i素 が抽 出液 中 に含 まれ て い る。 な お,ア セ

トン乾 燥 菌 は著 明 に α一ケ トグル タ ール酸 を 酸 化 す るか

ら(6)式 をcatalyzeす る酵 素 は明 らか に菌体 申 に存

在 す る と思 われ る。

考 察

以 上 の実 験 成績 に よる と,烏 型 結 核 菌 中 に お い てTC

Aサ イ クル の 各stepに 関 す る酵 素 系 が こ と ご と く存 在

して お り,且 つ これ らの諸 酵 素 の活 性 は か な り強 力 で あ

る。 こ の こ とは この 菌 に お い て もこれ らの 諸 酵 素 が次 の

表(第13表)の よ うなTCA`〉 イ クル を形 成 し,菌 の終

末 呼 吸 系(ter澱imlrespirat。rysystem)と して働 い て

い る こ とを示 して い る◎

最 近,細 菌 のterminalrespjratiOMに つ い て 種 々 の

研 究 が 行 わ れ て い るがDそ の機 作 は なお 明 確 で な い 。

第13表 結 核 菌 のTCAサ イ ク ル

CH.COOMai>CK、 ・・ceCH

ωeH.COOHとH、-ceeH

CH,.c。 詳 ・磁x]s7KN(6)・
馨"eH
-coeHCCO穏

(3)ぎ 職le

鮒co傭 俄

ノ 孕識 酸lll,
CHゴ・CO-coeHK一 ケtク㌔し7-al

騰 ㈲…〆 灘
註:(A),(B)は それぞれ乳酸々化酵素1及 び皿(4・10)

によつてeataユyzeさ れ るo

Karlsson&BarkerX2)は 適応酵素及び同位元素等を用

いてAzotobacteragilisがTCAサ イクル及びDCA

サイクル(ヂ カルボン酸サイクル)の いずれをも経ずに

酢酸を酸化することを示 し,Barron13)等 はC◎ryMebae-

teriumCreatinQvoransの 休止菌により酢酸がDCAサ

イ クルを経て酸化されると考え,さ らに酢酸の存在でメ

レソ青を脱色する無細胞酵素液を得ている。Ajl等3)も

毬 々の菌種について実験を行いDCAサ イクル及びTC

Aサ イクルの存在をみとめているがその方法は主として

同位元素を使用 したもので未だ決定的とは言えない。細

菌に関する研究の困難性の一つとして強力な活性を有す

る無細胞酵素液の得難いことがあげられでいるが,わ れ

われの用いた酵素製品は細菌におけるTCAサ イクルの

存在を支持する有力な証拠の一つにはなるであろ う。

結 論

鳥型結核菌からTCAサ イクルに関する諸酵素すなわ

ちコハク酸々化酵素 ・フマラーゼ 。`一リンゴ酸々化酵素

及びクエン酸 々化酵素を無細胞状態に抽出し,又 アセト

ン乾燥菌を用いてクエン酸合成酵素系及びα一ケ トグルタ

ール酸々化酵素の存在を証明 した。

おそらくこれらの諸酵素がTCAサ イクルを形成して

鳥型結核菌のtermimalrespirati◎nを 推進するものと

考えられ る。
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一助教授に深謝の意を表する。なお,オ キザロ酢酸億

永井定助手の合成による◎記 して感謝する◎本研究は

交部省科学研究費によつた。
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