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結核菌及 び各種抗酸性菌のエステ ラーゼについて

(第1報)

○

大阪市立医科大学刀根山結核研究所(指 導 渡辺三郎教授う

国 立 療 養 所 刀 根 山 病 院(指 導 渡辺三郎博士)

山 村 雄 一 ・小 倉 克 彦 。今 津 史 郎

(昭和27年7月23目 受付)

(本論文の要旨は第24回日本生化学会総会及び第4回 日本結核病学会近畿地方会において発表した。)

第i章 緒 言

結核菌は脂質を多量に含有する点において他の微生物

と異っでお り,そ の酵素系のうちでは,Lipase及 び

Esteraseが 初期に研究された。1902年Carri6re1)は 結

核菌がMOItobutyrinを 分解して酸を産生することを知

り,こ れは菌体内のLipase叉FはMonobutyrinaseに

よると考えた。1912年Wells&Corper2)は グリセリン

寒天上に発育 した結核菌を24時 間 トルオール水で振盛殺

菌 した後,こ の菌浮游液をオリ戸ブ油,酷 酸 ブチル,ト

リアセチンに作用せ しめて酸の産生状況を測定した。そ

の結架結核菌は強力な脂肪分解力を持たないが,上 記三

つの基質を徐 々に水解する能力を有することを知つた。

彼等はこれ等三つのエステルに作用するのは同一の酵素

であろうと述べている。さらに1914年Kendall,Walker

&Day3)・4)拡 種 々の抗酸性菌(人 型 ・牛型結核菌 ・鳥

型菌 ・レプラ菌 ●恥垢菌等)の 培養濾液中にはヒマシ油

及び酪酸エチルを分解する酵素が存在するこ とを確 認

し,さ らにこれらの酵素は100。C15分 の加熱に耐える

ことを認めた。戸田5)は グリセ リン寒天上に発育 した各

種抗酸性菌の菌浮游液を用いて,そ の トリブチリン分解

能を検 した結果,蛙 結核菌において最 も強く,人 型及び

牛型結核菌がこれに次ぎ,鳥 型菌が最 も弱いことを知つ

た◎われおれは数年来結核菌の物質代謝に関 し系統的研

究を行つているが,そ の一部として結核菌のEsterase,

Lipase作 用 について検 し,二,三 の知見を得たので報告

する。

第2童 実 験 方 法

菌株としては,鳥 型菌(竹 尾株 ・細谷株 ・AV株 等),

人型結核菌(青 山B株 ・高垣珠 ・H2株),牛 型結核菌

(三輪株 。RK株 等),B・C・G・,恥 垢菌及びチモテー菌

を用い,基 質は トリブチリソ,オ リーブ油及びその他各

種の油脂を使用 した◎ESterasP作 用の測定は主として

War加rgの 検圧法(R◎na・&Lasnitzki法6))を 用い,

Lipase作 用の測定はWillst甜er等 の アルカリ滴定法?)

に準じて行つた。

検圧法においては,主 室に酵素液(菌 液)O・2ee,リ ン

ゲ ルー重 曹溶 液1・7ceを,副 室 にM/10ト リプ チ リンO。5ec

を 入れ,ガ ス腔 はN2とCOeを95:5の 割 合 に混 じ

た もの で充 し(PHほ ぼ7.4と な る),37。Cの 恒 温 槽

に 入れ,温 度が 平 衡 に達 した後 両 液 を混 和 し,発 生 す る

CO2量 ぐemm)を10分 毎 に計 測 した ◎対 照 と して は,

く酵 素 液 及 び リ ソゲ ルー重 藤 液 〕及 び 〔基 質及 び リ ンゲル ー

重 曹 液 〕 の2組 を用 い た 。 しか してQe◎2を 以 て 酵 素

活 性 度 をあ らわ し,E・E・(Esterase単 位)を 以 て 酵 素

量 をあ らわ した ・

但 し,

賊一脇霧暴1撫 書(甥
E.E.=上 記の実験条件において,酵 素液1ecに

よつて1分 間に発生するCσ2量 が1emm

であ る時の酵素量を,1E・E・ とする◎

滴定法においては,第1表 に示す如 く酵素液 。基質 。

M/20燐 酸緩衝液を一定の割合に混 じ,37◎Cで30分 聞

振盈 し,以 後37。Cの 贈卵器に一定時問静置 した後,酸

度の上昇を 寒ノ10KOHア ル コール溶液で齪 した(指

示薬フェノールフタレイン)◎ なお雑菌発育防止のため

トルオールを一滴添加 した.

第3章 実 験 成 績

第1節 菌浮游液による油脂の分解

鳥型菌浮游液を用い各種油脂の分解を滴定法によつて飽

検すると,第1表 の如 く落花生油 ・オリーブ油 ・黒芥子

油 ・菜種子油 ・ヒマシ油筆は若干分解せられ るが,そ の

他の油脂分解作用は一般に弱い。

第2節 菌浮游液による トリブチリンの分解

1)各 型菌浮游液のEsterase作 用

各種抗酸性菌浮溝液の トリブチリン分解能を検圧法を

用いて検すると,第2表 に示す如 くいずれ も強 力 な

Esterase(Tributyrinase)作 用を有 している◎本作用は

豚肝エステラーゼに較べれば弱いが,他 の一般細菌,例

えば大腸菌,ブ ドー状球菌よりも著 しく強力である。な

お培養濾液中にも弱いE、sternse作 用を認めることがで

きる。

一一5-一 ・
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第1表 各種油脂の分解

油 脂 名

B. C. 引饗享騨冨}酬
分 解 恥 垢 菌

鵬 磯轟 酬 分腋(剛
油

油

油

油

油

油

油

油

油

油

油

油

油

油

生

プ

子

子

シ

ク

リ

陶

肝

マ

ツ

豆

シ

ワ

一実

花

り

芥

種

マ

ポ

マ

落

オ

黒

菜

ヒ

鱈

ゴ

カ

大

ヤ

ヒ

椿

荏

綿

1.57

1.30

1.04

LO2

0.71

0。63

0.60

0。51

0.43

0。54

0。39

0。37

0.26

0.23

チ モ テ ー 菌

4.95

4.07

3.67

3.60

2.28

2.08

L92

L62

L35

1。27

1。26

1.19

0。83

0.71

大 腸 菌(西 野株)

プ ド ー状 球 菌

(寺 島株)

瑠 養 濾→ 液

(鳥型竹尾株)

豚 肝 抽 出

グ ウセ リ ンブ イ
ヨ ン

〃

〃

〃

〃

12196

2日260

3日470
__1_一 一一一_

20時 間0

〃

液D

10日

18

11

4250

タ カ ヂ ァ ス タPff2) 8

菌 液 ξ鳥 型 菌(竹 尾株)酸 性 グ リセ リン ブ イ ヨ ン培養

10日 目の 菌

測定:菌 浮 游液(13、5mg/ce)10.Oec

.油 脂1.Oee

M/20燐 酸 綴 衝 液(PH7.4)… ……1.Occ

蒸 溜 水2.Oc¢

上 記 の 割合 に 混 じ3?◎C19時 間静 置 後,0.02%フ

ェ ノPt7v・ フタyン 加 アル 臓{ル10。Oee,エ ーテ

ル2・Oecを 加 え,充 分 振 盟 して これ をO.1NKOH

アル 甥 一ル で滴 定

暫分腋(%)-i薯 姿錯oo

a:滴 定 に要 したO・1NKOHア ル3一 ル 溶 液

(鍛り

b:添 加 油 脂量(ml)

c:油 脂 の 鹸 化 値

d:油 脂の 比 重

第2表 各 型 菌 の ニ ステ ラ ーゼ

註=1)Pantschenk◎-Jm'ewitz法 に準 じて薪 鮮 豚 肝 ,

よ り抽 出 せ る粗 酵 棄 液

2)市 販 タカ ヂ ァ ス タ ー ゼ(三 共 製)の 蒸 溜 水 溶

解 濾 液

2)鳥 型菌 のEsterase

(i)至 適PH:ト リブ チ リ ンを基 質 とす る と,第1

図 に示 す如 くPH7・2～&0で あ る。

第1図

魅

菌 液:

鳥 型 竹 尾 株

(グ リセ リン ブ イヨ ン

3日 目)

鐸

(ii)培 養 日数とEsterase:培 地 の如何に関わらず,

培養の陳旧化につれて単位菌量に対する酵素作用は低下

の傾向を示している(第3表)。

第3表 培養 日数 とエステラ■-ti作用

菌型

人

型

菌 捌 培 地 培養日数Qeo2

培 地

培養日数
＼

グ リセ リ
ン寒 天

グ リセ リ ン

ブ イ ヨ ン

無蛋白培地

(キル ヒナー氏)

菌

青 山B

高 垣

i正 … 　

}三 輪I

Ra・il

葦

グ リセ リ ン ブ イ

_ヨ ン ー__

無蛋白培地(キ
・2セヒえ 二)一一_

1"・
〃

18日

7
14日
一～_

30日

27日

〃

}騨 踊踊 ㎜… 鞘欄欄鱒… 一 ▼ 臨一鴨_____

〃

42日

15日

グ リセ リ ン ブ イ

ヨ ン
2日1

〃 6則

〃
…

7則

〃 欝 7日/

325

204

83

136

2

3

4

5

6

249.4515.1

--269 .1

167.8314.0

142.0378.0

ユ35。6277,5

319.1

114.8

11LO

66.5

36.9

牛

型

菌

鳥

型

菌

竹

細

AV

尾

⇔谷

ノ

56

229

570

278

433

495

6

註:数 値は,Q¢02を 示す

3)弼 熱 性

各型菌のEsterase鵬 熱性を検すると,第4爽 に示す

如 く・人型結核菌 ・牛型結核菌 。恥垢菌 ・チモテー菌に

属する各菌株はすべてPH7・0で60。 ～70。CIO分 の

加熱により∫その酵素作用の大部分を消失する。 しか し

鳥型菌に属する各菌株は60◎ ～70。C加 熱により全活性

の60～70%を 消失するが・残 りの30～40%は100。C10
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分の加熱によつても破壊せられない。これらの事笑から,

抗酸性菌のEsteraseに は耐熱性Esteraseと 非耐熱性

Esteraseの2種 類の酵素が存在すると考えられる。 し

かして鳥型菌はこの両種のEsteraseを 有 しTい るが,

他の撮 性菌は綱 難Este㈱ のみ鮪 している◎

なお豚肝E8terase,タ カヂァスタ・・ゼのEsteraseは と

もに非耐熱性である。

第3節 抽出液のEsterase作 用

1)酵 素抽出液に対する加熱の影響

菌体をアセトン,エ ーテル乾燥後,又 はエーテル,ド

ライアイス凍結融解後,N/4ア ンモニア水にて抽出した

後ご遠心沈澱により菌体を除去すると,か なり強いエス

第4表 菌浮游液に対する加熱の影響

テラーゼ作用を示す無細胞状態の濃黄色微濁の粗酵素液

を得る◎この粗酵素液について加熱の影響をみると,第

5表 に示す如 く菌浮游液の場合と同様に,鳥 型菌は耐熱

性Estera8eと 非耐熱性Este瓢seと よりな り,そ の他の

抗酸性菌は非耐熱性Esteraseの みからなつている◇そ

こで次の如 く両酵素を菌体 よりそれぞれ抽出 し,両 者の

性状を比較することとした。非耐熱性酵素の抽出は蓑に

より明かな如 く凍結融解法がアセ トン。エーテル乾燥法

より優れている◎

2)両 酵素の抽出とその性状

(i),耐 熱 性 酵 素

鳥型菌(竹 尾株)菌 体を4倍 量のアセ トンで3回,ア

セ トン・エーテル混液で1回 振

菌

型

菌

株

人 陪 山B

培

地

o。
.晒

培
養
日
数

キ高 垣
ノレ

型
恥RV}勤
菌i

1・4

βo

牛 」三

型
菌

25

万

姶

菊

-
氏
無
蛋
白
培
地

恥

輪

鱒R

B.C.G.

I

l・・

91

82

32

136

56

229

加 熱 温 度(。C)

4・15・i6・ レ ・18・19・1…

100

92

100

100

100

100

100

941・71・ ・1・ ・

63

・71

62

57

・1・ ・1・ ・

91・ ・1・ ・

2・}・ ・}・ ,・

281・7 ・}・ ・

6・1・1・ ・1・ ・

9814・1・ ・1・ ・

鳥

型

菌

i匪

.竹 融 グi

{

3一
ll
100181 29{32 34 3132

細 谷

リ__

セi7433

りil
100188

多

64142 43 一36

AV
ン{

7i495・{

i
9185 55 46 59 5259

恥 垢 菌 は
ブ{
一 卿

2i26・7gl一 0 一 0 一 〇

ヨ

チ モ テ ー 菌
、ン

一
3{47・ い ・・匝 81一 0 一 〇

註:数 値は,加 熱 しない場合の酵素活性を100と した時の,加 熱酵素活牲の

100分 率 を示す

加熱時間10分,PH7.0

第5表 粗製酵素抽出液に対する加熱の影響

盛,脱 脂乾燥後海砂と混 じ充分

に磨砕 し,こ れを10倍 量 のN/4

ア ンモニア水で抽出(37。Cで3

時間振盗,1夜 冷室放置),上

清を中和後,70。C10分 問加i熱

し,遠 心沈澱 した上清を弼熱煙

粗酵素(EstαaseDと す る◎

(ii)非 耐 熱 性 酵 素

人型結核菌(青 山B株)又 は

チモテー菌々体を少量の蒸溜水

と混 じ海砂とともに磨砕 し,エ

ーテル,ド ライアイス寒剤で凍

結,こ れを30。Cで 融解(本 操

作を10数 回繰返す)し,菌 体を

10倍 量 のN/4ア ンモニア水で

抽出(1夜 冷 室放置)遠 心沈

澱 した上清を非耐熱 性 粗 酵素

(EsteraseI)と する◎

(iii)両 酵 素 の性 状,

上記の方法で得たE§terase

IとEsteraseI[の 性状を比

較すると第6表 に示す如 くであ

る。

菌 抽 出 法

鳥 型 菌

　株尾竹(

菌
)

型
山青

人
(

チ モ テ ー菌

豚 肝

タ カ ヂ ア ス

タ ー ゼ

Qco2
加 熱 温 度(。C)

4・IS・155」6・17・18・li・ ・

ドライアイス
凍 緒 融 解
「ラ セ ト ン

乾 燥
ア セ ト ジ『

乾 燥
ドライアイス

凍 結 融 解
ヲ セ ト ン

乾 燥

167.0
引96・5179・ ・

150.096。oi97

39.9

322。0

4250.0

96

88

91

90

91

79.0 31.7

92巨

23

70

一

72 54

8980

日25・8

8.0 100 80

1一

一一13

0

20

11

0

66

0

0

0

0

30.0

62

0

0

0

0

蝕:数 値は,第4表 に同じ 加熱時間10分,PH7・0

一7-一 一

種 々 の物 質 の両 酵 素

作 用 に及 ぼ す 影 響 をみ

る と第7表 に示 す 如 く

両酵 素 と も酸 化 剤,キ

ニ …一一ネ,ア トキ シル に

よ り著 明 な阻 害 作 用 を

うけ る◎青 酸,ア ル デ

ヒ ド試 薬(セ ミカル パ

チ ッ ド,伽 ヂ ニ トロ フ

ェ ノ ール,2・4一 ヂ ニ ト

ロ フヱ ニ μル ヒ ドラ ヂ

ン),ア ミノ酸(ヒ ス
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第6表 粗 酵 素 の 性 状

{臆 説1陣 ㎞ ・e皿
70。C,10分 加 熱 不 安 定 安 定

透 析 安 定 安 定

至i適1》 正【8。07.4

ミ

(露 ト7チ 勝2・4x・ ・一…6× ・・-3

チ ヂ ソ,グ ル タ ミン酸 ソ{ダ,ト リプ トフ ァ ン,ア ル ギ

ニ ン等),Cu++,Mn→,ビ タ ミンC,シ ステ イ ン及 び ク

エ ン酸 ソ ーダ に よつ て は 両 者 と も殆 ん ど影響 され ない 。

塩酸キニ..ネ,ア トキシ・・…Fルに対 しては,EsteraseE

の方がEsteraseIに 較べてより強 く阻害 される。

第4章 結 論

各種抗酸性菌の油脂分解能を滴定法により・・トリブチ

リン分解能を検圧法により検 して次の結果をえた。

1)各 種抗酸性菌はいずれ も弱い油脂分解作用と・強

力な トリブチリン分解作用を有 している◎

2)Estera§eに は耐熱性のものと非耐熱性めものと

があり,鳥 型菌は両者の酵素を有するが・その他あ抗酸

性菌は非耐熱性Esteraseの みを有 している◎

3)両 酵素はそれぞれ無細胞状態に抽出することt,Sで

き,各 々の酵素化学的性状を比較 した◎

第7表 阻 害 剤 の 影 茱

Este・a・ellEste-∬

鷺 讐 塑}M猛M鯉M/ピ 播lM割M鯉 凹城M智
　 く

ア ト キ シ ー ル1898184葬10025424271 　 　ト ミ
ヨ ー ドレ131628763933E16131

赤 血 塩778…6・ ・5・ ・592・92{94

過 酸 化 水 素(0・3%λ(0・03%)(0・003%)_(0・3%)(◎ ・◎3%)}(O・(}e2%)i_.喚7492858461{61i

註:数 植 は,阻 害剤 を加 え な い場 合 の酵 素 活 性 を100と し た時 の,阻 害 荊添 加 酵 素 溜 生の

ユ00分 率 を示 す
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