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結 核 菌 の ア ミ ノ 酸 代 謝 に つ い て

第2編 アスパ ラギナ一 ゼ につ いて

名古屋大学医学部内科第一講座(主 任 日比野 進教授)

片山 富男 ・田中 伸一.青 木 国雄

(昭和29年7月2日 受付)

緒 言

第 ユ編 において著者 は,鳥 型結核菌が窒素源 として数

多 のア ミノ酸 を利用 して生育 で きること,並 びにStre-

pt◎mycin(以 下SMと 記す)感 受性株 と耐性株 の両者

につい て,こ れ等 ア ミノ酸を窒素源 とした際 の発育の状

態 を定1勲勺に比 較観察 した｡同 時に該ア ミノ酸の培地中

よ りの消退 と,新 種 ア ミノ酸 の出現状況をPaperchr(ト

matOgraphyて 検討 して,い ずれ のア ミ ノ酸を窒 素源

と した時に も,感 受性株 とSM耐 性株 との間に差 異が存

在 しなかつたが,ASparagineを 窒素源 とした時 のみ興

昧 あ る差異が存在 する ことを見 出した｡す なわちAspa-

ragineを 窒素 源 として鳥型結核菌獣調株 を培養す ると,

感受性株 はSM醗 性株 よ り発育 が極めて迅速であ るに も

拘 わ らず,Asparagineの 消耗はSM耐 性株 において大 き

く,Asparticacidの 出現 もこれ と比例 して耐性株 に大

であ ることを知つた｡

古 くよ り結核菌 の培地 におけ る窒素源 として,Aspara-

gineに 倒する業績 を二,三 散見す るが1)2),SM問 題を

導入 した業績 として はこれをみず,最 近庄司等3)が ア ミ

ハ酸 の生合成に関 し,SMと の関 係を追及 した のが 目を

ひ くのみ であ る○

著 者は第1編 の培養 実験か ら,Asparagineに 纏わ る

諸問題 に,若 干興咲を唆 るもののあ ることを知つたので,

本研空 に 衿いて アスパ ラギナ ーゼの活性測定,及 び この

際離 脱 した無機NH3の 運 命の問題に関 し,基 質 として

ASparagineを 添加 した際 のア ミノ酸 の出納状況,さ ら

に又,実 験的に添加 した無機NH,の 同化作用の状態 を

そ の消失 よ り追究 した｡そ して随時SMに よる影響を こ

れ等諸反応 につ いて検討す るとともに,SM感 受}生株 と

SM耐 性株 との両者 の比較研究を したので報告す る｡

実 験 材 料 及 び 実 験 方 法

1ア スパ ラギナーゼ1刮生の測定

11)酵 素 材 料

酵素 として生菌 懸濁液 及び これのアセ トン乾燥粉末 や,

又凍結融解磨砕 して無細 胞状態 に分離 した酵素 を使用 し

た｡

(1)生 菌 懸 濁 液はGlutamicacidを 窒 素源 とする

SaEton合 成培地 に4～5日 培養 した鳥型結 核菌 竹尾株,

及 びそ のSM耐 性株 を使用 した｡繭 性株の耐性度は>1,0

00YPermlで あつた｡両株 の菌塊 をそれぞれ別 々に,ガ

一ゼ数 枚で濾過 して採 取 し
,PotterElvehjem型Hepa

mogenizer4)で 均 等化 後遠心 集菌 した｡こ のHomoge・

nizerに よる均等 化後,遠 心 の操作 を2～3回 反復すれ

ば,培 地 中の成分をほぼ完 全に洗源 除去 で きた5)｡こ れ

を後述 のよ うな反応系で実験 に供 した｡

②ytセ トン乾燥粉末 を作製す るには,-5～-10く ℃

の氷 冷下 で,過 マ ンガン酸 カ リに よる被 酸化物 を含 まな

い再蒸溜 アセ トンの4～5容 を加 えて結核菌を処理 し,

-5～-10｡Cに15～20分 放 置時 々麗搾 した
eこ れをブ

フナー漏斗 で濾過 し,圧 縮 して充分 アセ トンを除去 した｡

乾 陽は窒 漏て広 く拡げて行つた｡か くして調製 したアセ

トン乾 環粉末 はか な りの期間乾操器内に保存 できたが,

長期 は不 可能 であつた｡

(3)菌 体 よ り酸棄を無細胞状態 に抽出す るには,上 述

の如 くガーセにて濾過集菌 した菌塊 を乳鉢 に入れ て氷状

炭酸 と共 に磨砕 した｡か くて凍結融解 を5～10回 反復操

作 した｡又 乳鉢 を寒剤 の入つ た桶 に入れれ ぽ,菌 塊 を充

分凍結せ しめる こともできた｡磨 砕 にはアル ミナも しば

しば使用 されてい るが,著 者 は純精 なガラス粉 を利用 し

た｡こ の磨 砕菌をpH7・0の 燐酸緩衝液 に懸濁 し,氷 窒

に超夜遊 置 し,ア スパラギナーゼを菌体 よ り溶 離 させる

ことがで きた｡か くす ろ ことによ リアスパラギナ ーゼを

第1図 ア ス パ ラギ ナ ー ゼ
の活 性 比 較

NH;})
{石)

leG

50

震F塁
薗 晶 萄

元の菌体に比 較 して,

窒素量当 りの活性を5

～10倍 に 濃縮 精製で

きることを知つた(第

1図)｡

2)ア スパ ラギナー

ゼの反応系について,

基質濃度,反 応時間,

至適pH,共 存物質 の

影響,酵 素量等 を検討

吟 味 した｡

(1)ア スバラギナーゼの濃度 は,終 濃度50で ほぼ飽

和す るよ5に 考 え られた(第2図)｡

② 反応時間 は第3図 に示す如 き実験事実 に立脚 し,

90～120分 で反応 を停止せ しめた｡

(3)燐 酸 の共存が アスパ ラギナ ーゼ活性 を促進せ しめ

る事 が知 られてい るが6),燐 酸緩衝液で至適pHを 検認

一 一一6-一 一
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第2図 アスバ ヲギナNe
活性 と基質濃度

(洗 練菌)

基 賃 潔 度(膨 ・愈)

してみ ると7.0近 辺 に ピ

ー クが あつた(第4図)｡

この場合 の燐酸緩衝液 は

終濃度20mMで あつた｡

(4)Acylamidase活 性

を焦性葡萄酸が活性化す

る ことを天竺鼠 の肝臓 を

酵素源 として認 められ て

い るので7),生 菌浮游液

の アスパ ラギナーゼ活性

に及ぼす焦性葡 萄酸 の影

桜 を検 討 してみ る と,M/50～M/1,000(終 濃 度)で これ

第3図 反 応 時 間

働(37｡c・ 恒 温 槽 で 振 塗)
,《篭)

0書

τ5重3045薙6じ9σ120'B斎 鶴(分)

嚇 辮響
2)ア スパ ラギ ン

3)憐 酸薮 衝 液(pH7.0)

4)焦 性 葡 萄 酸 ソ ・一ダ

第4図 ア ス パ ヲギ ナ 鮪 ゼ

を活性化す ること

が実験的 に認め ら

れた(第5図)｡

上記 のよ うな反

応条件 の予備実験

による検討成績 か

ら,以 下 のよ うな

反応系 を採用 した｡

5～20mg

5～30mg

1～1.5mg

50mM(終 濃度)

20恥M(終 濃 度)

1伽M(終 濃 度)

反応 系の総量4.Oml

この よ うな反応系にて

実験 を行つたのであ るが,

反応停止 は トリクロール

酷酸(終 濃度5～10%)で

行い除蛋白,上 清 中の無

機NH3を 炭 酸 カ リ又は

硝酸緩衝液 で,pH12の

弱 アルカ リの下に,Con-

wayの 拡散 皿 の中で一

酵素材料中に既存す る無機NH3をnosubstrateの 条

件で全 く同様 の手技 で計測 した盲験値 を計算 の際 に削除

した｡

第1表SM耐 性菌(R)と 感受性(S)の アス

パ ラギナ ーゼ活性比較(NH,定 量 に

よる)
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第2,第3表SM耐 性 菌(R)と 感 受 性菌(S)

のア スパ ラギ ナ ー ぜ活 性比 較

(NH3定 量 に よ る)

＼凶 劃S蝋Y)IR蝋Y)1比 較

ア

セ

ン
ト

ン
菌

10｡0 9.4 9.8

6.0 16.2 16｡3

30.0 30.0 31.0 S≒R

20.0 40.7 43.7

&075P7068a560pH定 量 の酸 に拡 散 吸 収 せ し

第5図 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ活 め,余 剰 の 酸 を逆

穿 論編 ド鱒騰 に瀧 して検体中
禍 のNH,を 定量 し

誼 が)｡こ の 際 拡散

の 時 間,温 度 は2

3む 時 間,37｡Cで 過

不 足 な く,又 この

20pH12,37｡C,120

売 誌 論 詣 虚0分 拡 散 の 実 験 条件

焦粧フドー葭濃度(MoD で
,基 質Aspara-

gineよ りのNHsの 放 出 は極 め て 礎 少 で あ つ た｡な お

＼ 隊 轟 蔚S蝋 γ)IRi・>rH3(Y)比 較

磨

砕

菌

0.51 12.6 15.4

1.53 37.8 60.0

0.41 19｡4 28.2

1.23 58.1 110.9

S《R

ll無 機NH,の 同化

われおれ はアスパ ラギナ ーゼ活性 とSMの 問題 を検討

中 無機NH3の 出納を動的 に把握す ることが必要 であ

る と考 え,以 下 の よ うな反応系 で無機NH3の 同化作用

の問題を研 究 した｡

一一一7一
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・)劇il弊 草蟻 灘 量)9z99"a多

2)無 機NH310mM(NH,)2SO4(終 濃度)

3)SM10Y,100Y,1,000Y(終 淡度)

4)焦 性 葡萄酸 ソー…一ダ10;xtM

反応系の総量4.0短1と し2時 間,37｡Cで 作用 さし

た ◇

∬Paperchromat｡graphy9)1e)

Asparagine問 題 を動的 に 把 えるためには,さ らに

Asparagineの 消失,Asparticacidの 生成,叉 生成 し

たNH3が 例えば ヶ ト酸 にaminateし て生ず るア ミノ

酸 を検索 してみ ることが必要 になつて きたので,わ れわ

れは主に80%フ ヱノール水 による一次元Paperchro-

matographyで 試料O・015mlを 東洋濾紙No・50に 形

の如 く附着 さし展開,風 乾後0.2%ニ ンヒ ドリン ・ブタ

ノール溶液 を噴 霧 して,ガ スの遠火 にて加熱,ア ミノ酸

群 を発色 させ,こ の問題 を主 として定性的 に研究 し,併

せ て発色spotの 大 きさの比較検討を行つた｡

実 験 成 績

i)SM感 受 性珠 と耐性株 とのアスバ ラギナーゼ活性

を比較 してみる と,生 菌懸濁液では窮1図,第1表 に示

す 如 く両者 に著 しい差 を認 めなかつた｡

ii)ア セ トン乾燥菌 において もSM感 受性株 と耐性株

との間に差を見なかつた(第1図,第2表)｡

iii)次 に磨砕菌を使用 した実験 の結果であ るがSM感

受 性株 と耐性株 との活性を比 較 してみる と,こ の磨砕操

作 によ り醗性菌では洗瀞菌体 の場 合に比 しアスパラギナ

ーゼ活性が7～8倍 に上昇,感 受性菌の場 合は同 じくそ

れ が5～6倍 に上昇 し,い ずれの場合 もアスパ ラギナー

ゼが この手技 に よりかな り精 製され ること が わ か つた

(第1図 ゐ

第6図SMの 影 響(ア スパラ 叉,SM耐 性株 の

ギナ ーゼ反応 系)ア スパ ラギナ ーゼ活

性が,感 受性株 のそ

れよ りも大 である と

い う明確 な成績 を得

た(第1図,第3表)

iv)次 にアスパラ

ギナーゼ に 及 ぼ す

SMの 影響 を実験 し

このNH3の 蓄積 に何等の影響 も与 えなかつた｡

vi)無 機NH,の 同化作用 をさらにアセ トン乾燥菌で

実験 した結果は第8図 に示す如 く,SMはNH3の 同化

に対 して全 く影響 を与 えず,生 菌浮游液の実験結果 と全

第7図

3
-

5

轟
v

H
6

1

1

N
ー

ア
ン
モ

ニ
ア
同

化
燈

ア ンモ ニア の 同化(洗 蘇 菌)

感 牲 菌 毒噛三菌

5

0・

匿 1
[

{

一

篇発

護 纏「一 藪

劉S械S睡 ～繕
Pメ らPγ ら

感受性 株の場 合 と全 く同 じ成績 を得た｡

第8図 ア ンニアの同化(ア セ トン菌)

閣ρ
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葦
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等鍍 菌 耐 姓 爵

一

峯

[

ρゾ 難 づに一酸Pγ

S曝
Pγ

訓 訓
Pyら

く同様であつ

た｡又,耐 性

菌株 の場合 も.

無機NHsの

同化量,及 び

SMの これに

影響 を及ぼさ

ない結 果は,

vii)ア ス

パ ラ ギ ンに ア

スパ ラ ギナ ー

ゼが 作 用 して

無 機NH,を

生 ず る時,こ

れ を 同 時 に

Paperch醐 ト

matography

で追究 してみる と,これ に平行 してアスパ ラギンのspot

第9図 無 機ア ン毛=ア と菌体

及びSMの 影響
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P刀鱗 滋 た結 果 は,第6図 に

示 す 如 く,SMは10

Yfm1,100∵,'2nlで と

もに アスパラギナーゼ活性 を抑制する傾 向がみ られた｡

v)無 機NH、 の同化作用を先述 した洗瀞生菌浮游液

で実験 した結果は第7図 に示す如 く,無 機NH,の 受容

体 にな ると考 えられ る焦性葡萄 酸を反応 系に添加する と・

NH、 の消失が増大 した｡又,SMを 添加 してみ るも・
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第10図 ア ラ ニ ン形 成(ア ス パ
ラギ ナ ー ゼ反 応)

ナR

06

S蕗 牲菌R酎 牲菌

アう二》

α42ア2月 ぐラギン

9.12 轍ラ櫨

の減少が見 られた

のは当然 であるが,

これにSMを 作用

させる とアスパ ラ

ギ ンのspotの 滅

少 はな か つ た が,

Alanineのspot

が大 き くなるのを

認めた(第9図)｡

又,SM感 受性

株 と 耐性 棟 と の

比較 を 見 る に,

Alanineの 蓄積に

関 してけ茎 を認め

ず,又,ア スパ ラ

ギ ンの泌失 よ りア

スパ ラギナーゼ活

性を比 較 してみ る

に,生 菌浮游液,

アセ トン乾燥菌 で

差異な く;磨 砕菌

よ りの抽出物にて,

耐性菌の方が アス

パ ラギナーゼ活性

.一 一8-・ 一
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の大 な る こ とがPaperchromatographyか ら も確認 す

る こ とが で きた(第10図)｡

総 括 及 び 考 按

第 ユ編 で わ れわ れ ほ培 養実 験 よ り,SM耐 性 株 は感 受

牲 株 に比 してASparagineを よ り多 量 に消 耗 し,こ れ に

対 してAsparticacidの 出 現 もSM耐 性 株 に お い て大

で あ る こ と,す な わ ちSM耐 性 株 の方 が 感 受 性 株 よ りア

スパ ラギ ナ ー ゼ活 性 が大 な る こ とをPaperchromatog-

raphyで 確 認 報 告 した｡こ の培 養 実 験 で 得 た 成績 を さ ら

に 納 得せ しめ る結 果 を今 回 の酵 素 化 学 的 実 験 か らも得 た

わ け で あ るが,さ ら に突,SMは アス パ ラギ ナ ーゼ活 性

sc抑 制 的 に動 くこ と,及 びAlanineの 蓄 積 を もた らす

とい う結 果 を 得 た｡叉 無 機NH3を 結 核 菌 ぱ同 化 利 用 す

る ことが で ぎ るが,こ れ にSMは 全 く影 響 を与 え ず,

SM耐 性 株 と感 受 性 株 との聞 に差 異 を 見 な かつ た｡

す な わ ちSM耐 性 株 にお い てASparagineの 消 耗 大

で あ る とい うこ とは,SM耐 性 株 の 方 がASparagineの

aCylamide基 を感 受 性 株 よ り労 費 す る と もい5べ ぎ こ

とであ るeこ のaCylamideの 生 化学 的重 要 性 は親 近 頓

に重要 性 を加 え て きて お り,Meisterエ1)等 はGlutamine

か ら ¢一ケ ト酸 へ の直 接 ア ミノ転 位 が 起 る こ とを 証 明 し

て い る｡す な わ ち 従 来 はGlutamineの 如 き ア ミ ドは

加 水 分解 後 にTran$aminationを 起 す と考 え られ て い

た が,Tyrosine,Phenylalanine,Leucine,Isoleucine

等 のそ れ ぞれ 相 当す る ケ ト酸 と,Glutamineと が ア ミノ

転 位反 応 を 起 す こ とを 見 出 し,上 記 の ア ミノ酸 とα一Keto-

glutamicacidを 生 じ こ の 際 遊離 す るNH3はY一 ア

ミ ド基 に よ る もの で あ り,転 位反 応 がGlutamicacidを

使 用 した 時 よ り もGlutamineと の方 が 早い こ とよ り,

加水 分 解 後 に 転 位 が 起 るの で は な い と報 告 してい る｡又

Asparagine,やGlutamineは 組 織 内 に1まか な りの量 が

含有 され て お り,こ れ等 に対 す るaCylamidaseは 生 物

界 に広 く分布 して い る こ と,及 び 無 機NH、 は 生 体 に有

毒 で あ る こと等 よ り,か か るaCylamide化 合 物 はNH,

の 無 害 なPoo1と も見 な され て い る12)13)｡の み な らず

ASparagine,Glutamineは 古 くか ら蛋 白合 成 と密 接 な

関 係 が あ る と考 え られ て お り,GlutamineやAsparagine

のacylamide基 がNH3と 交 換 してPeptidebondの

で ぎる こ とが 酵 素 化 学 的 に立 証 され て い る14)15)｡か くの

如 くAsparagineとGlutamineの ヂ ア ミノ酸 で は興 昧

あ る報 告 が あ り,わ れ わ れ の 行 つ たAsparagineで の実

験結 果 を比 較 す る と き非 常 に 興 味 が あ る｡

しか しなが ら ア スパ ラギ ナ ーゼ活 性 のSM酬YW,Yilと 感

受 性 株 との比 較 にお い て,洗 灘 菌 及 びそ の アセ トン乾燥

菌 に よ る実 験 で は,両 痔聞 に有 意 な差 を見 て い な い か ら,

これ か ら直 ち に 耐{'研 で は ア スパ ラ ギナ ーゼ1舌性 が強 大

であ る と断 定 す る こ とは早 計 か も知 れ な い ¢ が しか し,

洗 條薦 に て有 意 な 業 異 が得 られ なか つ た 理 由 と して,滲

透性等が原因 となつているか も知れないか ら,や ぱ り一一

応SM耐 性株 には感受性株 よ り,よ り多 くのAsparagine

のaCylamide結 合を利 用す るよ うな菌体内複合酵素系

が組 立て られている もの と想像 され得 る｡

なお,第1,2表 に示す如 き側 々のdataが 実験1オ糾

によつてかな り著 しい動揺があ るのは菌 のAgeofcu1--

tureに よつ てアスパラギナ ー ゼ活性 にか な り大幡 の変

化 のあ ることを物語つてお り,特 にAgeの 進 んだ もの

では活性iが著 しく低落す ることを私 どもは経験 してい る

ので,わ れわれ は使用菌の培養 日数 は最 も慎重 な配慮 を

必要 とす るとして,集 菌の時期 を10garithmicphase

終了の暫時前 とした｡す なわちアスパラギナーゼは細菌

の発育 と当然密接な相関関係を持 つ酵素 であ るか ら,わ

れわれ は この問題に充分な配慮 を払い,SM酬 生株 と感

受性株 との活性 を比較する ときは嚢同一培地 の同一条 件

で培養 した同一培養 日数 の菌 につ いて比較定量す るよ う

に した｡

SMが アスパラギナ ーゼ作用 を抑制 した如 き,実 験結

果 は,庄 司3)が 報告 してお の,又,お れわれ も同様 の結

果 を得 た如 く,SMはAlanineの 蓄積を もたらす とい

うことと関係があ る｡す なわ ちASparagineか ら遊離 し

た発生期NH3の 利用過程 をSMが 促進的 に作用す ると

想像 され る｡

謙つてSM問 題 では,著 者等 の研究室においては5),

SMは 燐酸転位反応系にその侵襲点 の中心があ り,特 に

PNAに おいて荒廃極 に達 し,SMを 作用 させた感受 性

株 より興昧 ある一新核酸関係物質BOundNucle◎tideが

新生 して くる事を発見 した｡か か るRNAを 申心 とす る

燐酸代謝 の擾乱 は,複 合酵素系のuribaranceを 招来す

ることは当然 の帰結であ る16)17)18)19)｡Asparagine問

匙 に関 して,SMがSM感 受性株 に対 して と る態度 に

ついては上述 の如 く,こ れを生化学 的に断定的決論を出

す ことは未 だ早計 といわ ざるを得ないが,動的netw◎rk

をなすmetabolicmosaicに おいて,い わゆろ複合酵

素 系のunbaranceが 招 来され,Asparagineに 関 して

われわれ の得た よ うな諸事実 が惹 き起 され るであ ろ5こ

とは,容 易 に考 えられ る｡い ずれ にして もSMのAspa-

ragine問 題 に関連す る真 絹は,今 後 の検 けに待たな け

れば ならないが,」'1上 を総 合考察 してみ ると,窒 素の

Poo1と もい うべ さAsparagineのacyla類ide基 が,感

受性株 よりもSM耐 性株 の方 が より多量 に消耗 され る如

き特異な代謝径路 を具備 してい ると想像され,SM耐 性

株 におけ る窒 素代謝 の特殊性が伺われた｡

結 論

われあ れは鳥型結核菌竹尾株 及びそのSM耐 性株 を使

用 して,ASparagineに 対 する同化 作用 について観察 し

た｡・

1)ア スパラギナーゼ活性測定 の反応 系を多 角的に吟

一9-一 ・
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鉄検討 してその条件 を決定 した｡

2)SM感 受性株 と耐性株 とのアスパ ラギナーゼ活性

を比較 して繋生菌浮溝液,菌 のアセ トン乾燥粉末 では差

な く,磨 砕菌 よ りの抽出物で耐性株 の方 が感受性株 よ り

薯大 なる ことがわかつた0

3)ア スパ ラギナーゼ活性測定 の反応 系 にSMを 添加

す るとAlariineの 蓄積 が見 られたG

4)結 核菌は実験的に添加 した無機NH3を 同化利用

で きるが,こ れに対 しSMは 全 く影響を与 えなかつた｡
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