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結核菌 のパ ラニ トロ安 息香酸

還元作用 に就いて

国立療養所大府荘(指導 勝沼六郎博士)

束 村 道 雄

(昭和29年6月15日 受付)

緒 書

パラアミノ安息 香 酸(P-Aminobenzoicacid,以 下

PABA)が 微 生物の代謝に重要な意義を有することは広

く知られている｡生 体特に微生物は強力な還元作用を有

し,パ ラニ トロ安息香酸(P-Nitrobenzoicacid,以 下

PNBA)がPABAに 還元される可能性は容易に考え得

る¢芳香属ニ トP化 合物(AromaticNitroc◎mpOunds)

の還元については古 くから酵母によるNitrobenzo1の

Anilineへ の還元が知られている1)2)3)｡上 述 のPNBA

のPABAへ の還元についてはKohlandFlynn4)(1941)

に よつて肝及び腎がその作用を有することが報 告 され

た｡然 しながらこの現象は何れも一種の解毒作用として

了解 されたものであつて,生 体における生理作用の一つ

と!て 考えられたのではなかつた｡

江上 ・佐藤 ・江幡5)(1951)はPABAがPNBAを 通

じて生合成されることを想豫して,PNBAのPABAへ

の還元について研究し,Streptoceocushemolytic・ に

よるPNBAの 還元を認め,こ の作用をcatalyzeす る

酵素を亜硝酸還元酵素 と同一と考えた｡更 に,佐 藤 ・江

幡6)(1952)は 酵母によつてP-Hydroxybenzoicacid

(POBA)とNaNO2と か らPNBAが 盈合成されるこ

とを示 して,POBA+NaNO2→PNBA→PABAの 径路

を暗示した｡従 つてPNBAはPABAのPrecursorと

して重要な意義を有するものと考えられる｡

結核菌はPABAを 含 まない簡単な合威培地によく生

育するのであるから,当 然PABAを 合成 し得るものと

考えられ,従 つて上述の意味から芳香属 ニトロ化合物特

にPNBAの 還元機構は注 目すべき現象と考えられる｡

結核菌による芳香属 ニトロ化合物の還元作用 につ いて

は,東村7)(1950)が は じめてピクリン酸(2,$6-Trinitro-

phenol)の 還 元につい て報告 したが 上述のような意

嚢を考えていたわけではなかつた｡そ こで再び芳香属ニ

トロ化合物の結核菌による還元 を,そ の生理的意嚢を考

慮しつつとりあげてみたが,上 述のようにPNBAの 重

要性にかんがみて,ま ずPNBA還 元作用について検討

し,以 下に述べる成績を得た｡こ の報告は結核菌による

PNBAのPABAへ の還元の最初の具体的証 明 と考 え

るo

実 験 成 績

この実験にはすべて鳥型結核菌獣調株を使用 した｡菌

液の調整はグリセリンブイヨン叉はSauton培 地 に5日

間37｡Cに 培養 した菌を遠心して集め,蒸 溜水で3回 洗

瀞 と遠心を繰返 して最後に蒸溜水に浮游させた｡浮 游液

は一夜氷室に保存して使用 した｡す なわち所謂Resti㎎

cellsに 近いとみなされるこの生菌浮游液(以 下単に菌

液 と呼ぶ)を 一応酵素液として取扱つて以下の実験を行

つた｡

1)P-NitrobenzoicacidがP-Aminobenz◎icacid

に還元されることの証明

PABAの 証明は芳香属アミンが塩酸酸性 の も とで

P-Dimethylaminobenzaldehydeに よつて黄色を呈色

する反応を用いた8)｡

反応系 としては,

M/15PhosphateBuffer,pH7.8

生菌 浮游 液(20～40〃i9/ml)

0.05%PNBA液

M/10基 質液又は蒸溜水

蒸溜水又は酵素阻害剤

1.0甥1

1.0栩1

1.5獄 〃

0｡5魏1

1｡0甥1

合計;5.Omlを 使用した｡菌 液は通常湿菌燈20～40

mg/mlの ものを使用 した｡乾 燥菌量は湿菌量の約20%

であつた｡

上 の系を37｡Cで 反応 させて,任 意の時間後に等量す

なわち5inlの アセ トン及び10%塩 酸1.Omlを 加 え

て振盈 し,濾 紙で濾過すると無色透明の濾液を得る｡こ

の濾液に,P一Dimethylaminobemaldehydeを2%の 割

合に10%塩 酸に溶解 した液 すなわちEhrlich氏AI・

dehyde試 薬(以 下Ehrlich液)をO.2ml添 加 し,室

温に10～15分 放置した後測定に供 した｡対 照は上述の

系でPNBA液 を除いたものを同様に操作して使用に供

した｡例 えば上述の系で基質液及び阻害剤なしで37｡C

5時 間反応させた濾液にEhrlich液 を加えると肉眼で黄

色を呈し,日 立のPhot()-ElectricSpectrephotometer

で吸光曲線をとると,波 長400--600mgeの 範 囲では,

吸光の極大は460mpの 附近に存在する｡PABA溶 液

を同様に操作 したものも肉眼で黄色を呈 し,吸 光曲線は

FIG.1.
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FIG.2・PABAとP-DimethylaminQbenzaldehyde

のHC1液 とに よ り生 じた黄 色 化合 物 の吸 光 曲線
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同じく460mgeの 附 近に吸光の極大を示した｡従 つて結

核菌のいわゆるResti㎎ce11sに よつてPNBAがPA

BAに 変化されたものと考える◎(Figure1及 びFigure

2参 照)(な おNaphthylethyleRedia=mine法 で も定性

的にPABAを 証明した)

2)PNBA還 元作用の定量法,す なわちPABAの 定

量法

結核菌によつてPNBAが 還元されて生 じたPABA

を定量するために,既 知濃度のPABA溶 液 の倍数稀釈

列をつ くつて,前 述の被検液と同様に操作 して,heitz

FIG.3.
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のRouy-Photr(》meterでfilter460郷 を使 用 して吸

光 度 を 測定 し標 準 曲線 を作 る と,原 液 のPABA濃 痩 が

1--32y・9/mlの 間 で 吸光 度 とPABA濃 度 の 間 に直 線 的

関 係 が成 立 し た｡又 被 検 液2.Omliア セ トン4・Oml

及 び10%塩 酸1.Omlの 濾 液 にEhrlich液O.2mlを

加 え て発 色 させ て,日 立 のSpectrophotOmeter(EPB

-U)波 長460郷
,Slit幅O.5mlで 測定 す る と原 液 の

PABA濃 度 がO-8pag/mlの 間 で,PABA濃 度 と吸光

度 との間 に直 線 的 関係 が 成 立 した｡以 上 か ら,上 述 の反

応 系 で37｡Cで 好気 的 条 件 下 に反 応 を させ て,此 に ア セ

トン及 び 塩酸 を加 え て濾 過 した濾 液 にEhrlich液 を 加 ・

え て発 色 させ て460mgeの 吸 光 度 を 測 定 し,Figure3

の標 準 曲線 に よつ てPABA濃 度 を測 定 し た｡通 常 は

LeitzのRouy｡Photrometerfilter460muを 使用 す

る方 法 で充 分 目的 を達 した｡本 報 に述 べ る成 績 は すべ て

等 量 ア セ トンと10%塩 酸1ml添 加 に よる濾 液 をEh-

rlich液 で 発 色 させ てLeitz比 色 計 で測 定 す る方 法 に よ

つ た ○

注1こ のPNBA還 元 反 応 は 比較 的緩 徐 で あ るの で

長 時 間 の観 察 が必 要 な場 合 に は反応 系 の汚 染 を防 ぐた

あ に10-20yg/栩1の 割 合 にStreptomycinを 添加

した｡こ の反 応 は此 の濃 度 のStreptomycinの 添加 に

よっ て 全 く影 響 を受 けな い｡

i主2こ の反 応 で は亜硝 酸(吸 光 趣 大 は440my附 近)

及 び他 の芳 香 属 ア ミン も発 色 す るか ら,斯 様 な 物 質 を

反 応 系 に含 ませ な い よ うに注 意 を要 す る｡従 っ て 硝酸

塩 の添加 も禁 忌 で あ る｡

3)反 応 曲 線

M/15PhosphateBuffer,pH7.82.0

菌液,48mg/7nl1.0

M/10SodiumSu㏄ipate

の反応系で37℃ 好気的条件下でのPNBA還 元反応す

なわちPABA生 成の時間的経過はFigure4に 示す通

FgG.4.PNBA還 元反応の時間的経過
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りであつて,'時 間と吸光度は10時 闇以上直線的関係を

示して,植 常糊 は24時 間以後に著明となつた｡

4)酵 棄濃度(菌量)とPNBA還 元量との関係

sM,15PhbsわhateBuffer,pH7.81.5m1

離
ー

ー

響奪

M/10Sod沁 通succinate

PNBA,O.05%

ご、Dihydi'ostrePt〈)myein,100Y/2♪～ノ

以上の系で菌液を50mg/mlか ら倍数稀釈して加え

て,37℃10時 聞後に前述の方法でPABAを 測定する

と.上 述の系の終末濃度で0.3殉g/ml以 上の濃度では

襲光度(PABA生 成量)と菌量(酵 素濃憂とみなした)の

間に直線的関係が成立 した｡旨

FIG.5｡酵 素濃度(菌量)とPNBA還 元量

(吸光度)と の関係
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5)水 素供 与 体(基 質)添 加 の影 響
あを ハ～このPNBA遺 元 作 用 は

,Phosphatebtiffer,蔚 液,

PNBAの ぎ者 が あ れ ば 特 に 水 素 供 与 体 を添 加 しな くて

もま ぐPNBAめ 遼 元 が 行 わ れ る｡水 棄 供 与 体 と し て

d一友 び1-91疑ta澱 允acid,d一 及 び1-alanine,asparagin,

glycocol1,lacticacid,pyruvicacid,suecinicacid,

formicacid,malicacid,aceticacid,citricacid,

glycerine,dextrose等 をNa塩 と し七終 末 濃 度M/100
　

の割 合 に添 加 して み た が,非 添 加 時 と堵 較 して著 明 な促

進 は認 め られ な か つ た｡然 しsu㏄inatellactate,pyru-

vate,formate,91utaminate,dextroge,glycerineの

添加 に よつ て還 元 作 用 の増 加 が認 め られ る こ と もあつ た

が,そ の還元 増 加 の程 度 は不 定 で あ り,例 え ばsu㏄i-

nateの 添加 で は還 元増 加 は0～16%で あ つ た｡こ れ は

恐 ら くはPNBAの 還 元 反 応 が これ 等7嫌 供 与体 と直 接

的関 係 を もた ぬ た め と,菌 体 内 に水 棄 供 与 体 が存 在 す る

た め で は な いか と考 え て い る｡』 脅

6)..Ωpt{malpH.

Phoぢphatebuffer中 でpH6.2～8.3の 範 囲 を検 討

したが,水 素 供 与体 非 添 加 で はpHβ｡2が 最 低,pH8.3

が 最 高 の還 元 を 示 した(Figure6参 照 ゐSOd・succinate

FIG.6.pHとPNBA還 元 作用 との関 係
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添加で反応が促進した例ではpH6.8～7.1及 びpH7・8

～8.0の 附近に至適pH域 が認められた｡

7)酵 素阻害剤の影響

、述前の系でSod・1actateをM/100と な るようセζ添

珈 した系で胆害剤の影響を検 した結果を表1に 示 した｡

水素供与体非添加め際はMonoiodoaceticacidの 阻害

度が若干誠少(約50%)す るように思われた他は全 く同

様であつた｡

阻害度は次のように算出したぐ

阻 害 度 一(1_｡nE.rE
｡)x…%

E:阻 害剤添加時の吸光度

E｡:阻 害剤非添加時の吸光度

表1阻 害剤の影響

INHIBITOR 騰A黙 鰍ITI・N

NoInhibitor

KCN

Urethane

NaF

Sod.Arseniate

MalenicAcid

MonoiodoaceticAcidl

Sod.Azide

Sod｡Benzoate

Chinin.Hydr◎chloric.

AgNO3

AgNO3

HgC12

HgC12

CuSO・l

CuSQ・ .1

2x10旧3M.

2x10'3M.

2x10帽3M.

2x10儒3M.

2x10齢3M.

2×10櫛3M.

2x10噛3M.

2x10欝3M.

2×10』3M.

2x10轍3M.

2×10営4M.

2×10働3M.

2x10-4M.}

2x10"3M.i

2×10-・M.1
夢

0%

-26%

-10%

0%

O% .

0%

70%F

20%

15%

100%

100%

80%

100%

100%

100%

100%

そ の結 果 は表 に 示 す よ うにAgNO3,HgC12,CuSO,,

塩 酸 ギ ニ ー家 の 作 用 が最 も強 丸 次 い でMenoiOdoacetic

acid,Sodiumazide,Sodiumbenzoate等 も碧 干 の阻

12-一 一



止作 用 を示 した｡KCN及 びUrethaneは 逆 に若干 の促

進作 用 を示 した｡

8)Michaelis恒 数

PNBAの 濃 度 を 種 々 に変 えた 系 でPNBA還 元作 用 を

検 し作 図 に よつ てMichaelis恒 数 を算 出 した(Figure

7及 びFigure8参 照)◎d'

Michaelis恒 数Km二1/07809ノmlす な わ ち6.1×10-a

モル と算 定 され た(反 応 系 は菌液 終末 濃 度6mg/ml水

素 供 与体 非添 加,Streptomycin添 加,37｡C16時 間 に

よる)｡

F亙G.7.Michaelis恒 数(1)
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し,PASの 鳥型結核菌にたいする発育阻止作用がPN-

BA並 びにPABAで 措抗されることを認めた｡こ れら

の現象は本報で述べるPNBAのPABAへ の還元作用

によつて説明 し得る｡佐 藤｡江 幡6)が 酵 母 でPOBA

とNaNO2と か らPNBAが 形成されることを示したが,

かような径路が結核菌でも存在するかどうかは分らない

が,こ こに示すように著明なPNBA還 元作用が認めら

れることは,PABA形 成 の過程に一つの暗示を示すも

のではなかろ うかと考えている｡

PNBA還 元反応に対する影響では銀イオン,水 銀イ

s・

鋼と 胎

3｡

ユ◎

10

0
～ec〈)iqOCO20・OOO叡)'OOO8e

,O◎0

き(s-9/rrtQ)

FIG｡8.Michaelis恒 数(2)
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9)加 熱 の影響

70｡C10分 の加熱でPNBA還 元作用は完全に消失す

る｡

考 按

上述のように結核菌MycobacteriumaviumはPN-

BAを 還元したPABAを 生成する作用を有している｡

この還元反応が酵素作用によるものであることは上述の

成績から明かである｡

別報するように著者は鳥型結核菌にたいす るSulfa-

thiazoleの 試験管内発育阻止作用が,PNBAで よく拮

抗されることを認め(PABAよ り粁 劣る),叉 勝沼(信

彦)9)(1954)は 大府荘においてPASの 作用機//iを研究

オン等が強力な阻害作用を示し,シ アン阻害

がないことを考慮すると,フ ラビン酵素が密

接な関係を有する可能性が懇像されるように

思われる｡

総 括

結核菌による芳香属ニ トロ化合物の還元作

用の研究の一環として本報では鳥型結核菌猷

調株によるPNBAの 還元につい て報 告 し

た｡

1)結 核菌がP-NitrobenzoicacidをP-

Aminobemzoicacidに 酵素的に還元するこ

とをはじめて証明した｡

2)こ の反応は好気的条件で行われ,嫌 気

的条件にすることを必要としない｡
憶

3)生 菌浮游液による反応曲線は最初の10

時閲以上直線的である｡反 応に対 して水素供

与体の添加の影響は直接的ではないようであ

る｡

4)OptimalpHは6.2～8.3の 間 で は

7.8～8.3の 附近にあるc

5)阻 害剤では銀イオン,水 銀イオン,塩

酸キニーネ,銅 イオン等の作用が著明で,モ

ノヨード酷酸がこれに次ぎ,そ の他Azide

及びBenzoateも 若干の阻害を示した｡CN

の阻害は全 くない｡

6)Michaelis恒 数 は6｡1x1'40モ ル と

算出された｡

7)PNBA還 元作用の定量の基礎的成績を示した｡

御指導を賜った勝沼六郎院長並 びに日比野進教授に

感醐の意を表 します｡勝 沼信彦学士(名 大生化学)の 御

援助に感謝の意を表 します｡又 大府荘研究室の水野松

司,加 藤千代子両氏の御協力に感謝 します｡
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