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結核菌による ムチ ロジンの分解

(第4報)

大阪阿武山赤十字病院研究室(院 長 矢野精太郎博士)

白 井 裕

(昭和29年7月24日 受付)

これまでの3編 の報告ではすべて培地はグリセ リンを

含 む ソートン変法培地を用いてきたが今回は二,三 の培

地 成分を換えてチロジン分解物に興味ある成績を得たの

で報告する｡

第1章 グルコーゼ培地における実験

結核菌の培地 として普通 に用いられるソートン培地の

ようなグリセリン培地では菌の発育は良いが,培 養終了

後 グリセリンが全部消費されて了わずに培地中に残存す

る時,チ ロジン分解物のエーテル抽出中にこの残存グリ

セリンも僅かにエーテルに溶けてきてエーテル駆逐後油

状 分として残 り目的のチロジン分解物の結晶析出を妨害

すると思われる｡こ の点グリセリンの代 りにグルコーゼ

を含む培地では都合がよく,微 量分解物も結晶として得

られるかも知れない｡

実 験 方 法

培地成分はグリセリンの代 りにグルコーゼを加えたの

み で前記 ソートン変法培地 と同じである｡し かし人型菌

の場合には充分発育さすにはグリセ リンも加えた方が良

いと考え,両 老を等分に加えた培地を用いた｡前 者をグ

ルコーゼ培地と略称 し,後 者をグルコーゼとグリセリン

4)両 方とも含む培地であるのでDorset変 法培地 と略称

す ることにする｡

そ の組成は次のようである｡

グ ル コ ーゼ培 地

グ ル コ ー ゼ

ア スパ ラ ギ ン

;硫酸 マグ ネ シ ヤ

錦 こ二燐 酸 カ リ

クエ ン酸鉄 ア ン
モ ン

1一 チ ロ ジ ン

水

309

49

0.59

0.58

0.05g

19

11

Dorset変 法 培 地

グ ル コ ー ゼ

グ リ セ リ ン

ア ス パ ラ ギ ン

硫 酸 マグ ネ シ ヤ

第 二 燐酸 カ ウ

ク エ ン酸 鉄 ア
ンモ ン

ム チ ロ ジ ン

水

159

15``

49

0.59

0｡59

O.OSg

18

11

その他の実験方法は第1報12)と 全 く同じである｡

実 験 成 績

実 験1鳥 型菌竹慰 朱の20日 培養実験

(グ ルコーゼ培地)

菌 の発育は良 く,チ ロジンは残存 しない｡

チ貸ゾール分劃にはミロン氏反応陽性の油状分のみで

あつた｡こ れをクロマトにかけるとチロゾールのスポッ

、

トの外にRfO・66(プ タノール溶媒で)の ところに別の

一つのスポットが分離された｡こ れは先(第2報)にd一

パラサ キシフエニール乳酸を1一 チロジンの代 りに培地

に加えて鳥型菌竹尾株を働らか した場合にその分解産物

としてチロゾール分翻に出てきた不明の物質 と同じもの

であろ う｡

酸 分劃には ミロン氏反応陽性の多量の針状結晶が得ら

れた｡こ れを陶土板で油状分を去ると0.65gも あつた｡

しかしなお僅かに油状分が含まれているので水に溶解 し

て濾過して再結晶し再び陶土板で油状分を取ると0.3g

となつて了つた｡融 点は139｡～141｡C(補 正な し)で

あつた｡そ こでさらに硫酸酸性でエーテル抽出を行い再

結晶さすとO.29で 融点は148｡Cと な りパラーオキシ

フェニール酪酸の融点と一致した｡こ れを無水燐酸を盛

つたデシケイターで乾燥して元素分析を行 う｡

元素分析値

物 質3.0950mgH£01.5166mg

C8H803

H

・C

理 論 値

5.30%

63.15%

CO27.1331mg

実 験 値

5.477%

62.86%

すなわちよくパラーオキシフヱニー ル酷 酸に一→致す る

ことを知つた｡

ア ミン分劃にも極めて微量の短針状結晶を得た｡ミ ロ

ン氏反応陽性である｡こ れを陶土板で油状分を去 り融点

測定をしたがなお黄褐色に呈色していた結晶の為か25

0｡～256｡Cで 黒 くなり融解した｡や つ と2回 融点ができ

る程の微量であつて再結晶はできなかつた｡し かしクロ

マ トではブタノール及びピリヂン溶媒でも塩酸チラミン

に一致 した｡

実 験2鳥 型菌竹尾株の10日 培養実験

(グ ルコーゼ培地)

やは り菌の発育は良 くチロジンは全部消費されていた｡

チロゾール分劃にはミロン氏反応陽性の針状結晶が得

られた｡こ れを陶土板で油状分を去 る とO.19で 融点

87｡～88｡(補 正 なし)で あつた｡石 油工一テルで再結晶

を行い60mgの 純チmゾ ールとなつた｡

酸分劃はミロン氏反応陽性の油状分のみであつたので

クロマトにかけるとパラーオキシフェ ニール酷酸 からバ

ラーオキシフェニールプロピオンにわたる薄いスポ ッ ト
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を見た｡

ア ミン分劃にはやはりミロン氏反応陽性の呈掲色の泥

状物の微量を得たが結晶ではなかった｡そ れでクロマ ト

にかけるとプタノール溶媒でもピリジン溶媒でも坑酸チ

ラミンに…・致するスポッ トを得たo

実 験3鳥 型菌AVT株 の20日 培 養実験

(グ ル惣一ゼ培地)

この菌 も発育は良好であつてチロジンは全部消費され

ていたo

チwゾ ール分露1に少量の ミロン氏反応陽性の針状結晶

を得たので陶土飯て油状分を去ると30mgで あつ た｡

これを石諭工一一テルで再結晶すると針状結晶ができたが

油状分がこれに附着していたためなお融点は87｡～90｡C

(補 正なし)で あつて9.5mgと なつて了つた｡し か

しクロマトではチロゾールに一致 しているからチロゾー

ル結晶であろう｡

酸分調にはやは り多量のミロン氏反応陽性の針状結晶

を得たのでこれを陶土板で油状分を去るとO.59で あつ

て融点は145.5｡～147.5｡Cで あった｡こ れを硫酸酸性

でエーテル抽出を行い再結騒を行 うとO.39と な り融点

は ユ48｡Cで あつた｡先 に元素分析で確認 したパラーオ

キシフエニール酷酸 と混融するも融点の砥 ドを見なかつ

た◇

ア書ン分劃はミロン氏反応 も陰性でクロマ トでも何等

証明されなかつた｡

実 験4鳥 型菌竹尾株の60日 培養夷験

(グ ルコーゼ培地)

菌を長期聞培養す るとパラーオキシフェニール 酷酸が

さらに何か外の物質に分解されはしないか と考えた｡グ

リセリン培地の場合は茜膜が沈一ドし易い傾向があつたが,

グ/vコ ・一一ゼ培地ではその傾向はな く60日 間表層に良 く

生えていた｡チ ロジンに全部消費されていた｡

チ ロゾール分調には粗チロゾール55mg(融 点83｡～

gov>を 得,再 結晶して純チロゾ・一ル15mgと なるo

酸 分劃には ミロン氏反応陽性で融点120｡～139｡C(補 正 な

し)の針状結贔0.3gを 得 た｡こ れを水没び硫酸酸性でエ

ーテ乃抽出を行い,再 結晶を行 うと,パ ラーオキシフ巖ニ
ーノ噴1酸 に～致す・;S、辿点148℃ の純結晶0.19と なつた｡

ア 婁ン分∴はミロン氏反応 も陰性であつた｡

実 験5人 型菌H2株 の70日 培羨実検

(グ ルコーぜ培地)

薗 の発青は良 く40日 日より強 く増殖 し培地は黒 くな

つていた｡チ ロジンは19用 いてO.29が 残存 してい

た○

チ舞ゾール分調に嫉 ミロン氏反応陽性の油状分を得た

のでクロマ1・にかけるとチロゾールにny致 した｡少 量の

エーテルで再結晶して微景の針状結騙を得たのて陶土板

で漁状分を去ると2mgで 融点は87｡～89℃(補 正な

し)で あつた｡

チ ロゾール結晶であろうe

酸やアミンは証明されなかった｡

婁 験6人 型欝H37株 の60日 培養実験

(Dorset変 法培地)

菌 の発¥ゴは比較的よいが 馬 株程ではなく培養液はや

はり黒 く呈色する｡チ ロジンけ残存するよ5で あつて ミ

ロン氏反応は陽性であるが少ないためか結鹸として出な

かつた｡

チロゾール分型には ミロン氏反応陽性の油状 分 を得

て,ク ロマ トでチロゾールに一飯 した｡

これを少婦のエーテルで再結品して釘状結晶を得たの

で陶土板て・1二ii状分を去 ると,9.5mgで 融点は870～89℃

(補正なし)で あつた｡チ ロゾール結晶であろう｡酸 や

アミンは証明されなかつたe

実 験7人 型菌H,株 の30日 培養実験

(DOrset変 法 培地)

菌 の発育は痙めて良 く30日 で沈下して了つた｡培 養

液はやはり黒く呈色 しチロジンは残存するようであるが

結晶として得られなかつた｡

チロゾール分劃にはミロン氏反応陽性の泊状分を得た

が,ク ロマ トでチロゾールに一致するスポットを見たの

みでエーテルで再結晶しても結晶として得られなかつた｡

酸 やアミンはやはり得られなかつた｡

以上の7実 験を綜括すると次頁麦のようである｡

小 括 及 び 考 按

鳥型結核菌の場合,グ リセリン培地の時では20日 培

養でチロゾールが最も多 く得られたのに反 して,グ ルコ

ーゼ培地ではチロゾー ルは少量で,そ れに対しパラーオ

キシフェニール酷酸が用いた ムチロジンの実に50%も

粗結品として得られたことは興昧深い｡

叉アミン分劃には塩酸チラミンと思われる微量の結晶

を得た｡従 来グリセリン培地では一度 も見られなかつた

のである｡こ れはグリセリン培地ではグリセリンがこの

アミン分調に溶げてくるのか,多 くの油状分が出てくる

からチラミンの結晶析出が妨げられるに反 して,グ ルコ

ーゼではかよ5な 油状分が殆んど出ないためとも考えら

れる｡

さらに長1り;間培養した 実験で もパラーオキシフヱニー

ノLkiliEtlrt一がやはり多燈得られたのみで新 しい分解物は見ら

れなかつた｡

人型結核菌をグルコーゼ培地に培養 した時は培養液は

漸次黒くなるが分解産物 としてはグリセリン培地での成

績と殆んど変らずやはり微蛙のチロゾールが得 られたの

みであつた｡

第2章 特殊培地における鳥型菌に

よる1一チロジンの分解

第1節Tween80培 地における実験

12一
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表

菌

曜
培

株

鳥 型 菌 { 人 型 菌

竹 尾 側 竹 尾 株iAVT梱 竹 尾 株 匹 捌H37株

地i
グ ル コ ーゼ

培 地
〃 〃 〃

供試 チ ・ジづ 18 19 lg 18

〃

H2株

培 養 日 剃2・ 日

培 養 濾 液pH

10日 20日

5.8 6.2 6.6

60日

6.0

乾 燥 菌 測4・395・8914・99 39

チ ロ ゾ ー ル

{懸 曇
N曇 判 粗0 .19

1⑫+x購 懸6｡mg

粗30mg
粗55mg

1純15mg

{
Dorset

変 法 培 地

19

Dorset

変 法培 地

19 19

70日 60日 30日

5.8

5.49

粗 パ ラーオ キ シ フ
エ ニ ー ル酷 酸

O.65g ⑪+x

粗2mg

純 パ ラーオ ギシ フ
エ ニ ー・レ醍 酸

0.59 03g 0

0.29

ア ン ⑲

0 O.39

⑲ 0

0.19

0

0

0

6.0 5.8

28g 7.79

粗9.5mg ⑫

0 0

嚇 チ・ジ沼 0 0 0 } 0

0 0

0

日 晦 隊 量

0

微 量

養◎ とは結 晶 に得 られ デ ク ロ マ トで の み泣 明 言れた もの 鞭+Xと に 別 に ク ロマ トで得 られた 不 明 物 質 の

ス ポ ッ トを示 す 曇鞭 粗 と は粗 紡 晶 難 柵 純 とは純 結 晶

有毒結核蔚はcord(索)形 成 として菌が索状をなし

て集団的に発育するものであ るがTween8017)を 加え

て発育さすと菌はばらばらに分散 して単孤蔚 として発育

する｡又 こうす るとc◎rdfactorが 蓄体から培養液の

中に溶け出て菌の毒性18)が弱 くなるといわれている｡

そこでこの培地でも1一チロジンからチロゾールができ

るか試験した｡

実験方法は前記 ソートン変法培地11にTwee簸80

を(L.5cc加 えた外は第1報 と全く同じである｡

実 験1鳥 型竹尾株の20日 培養実験

Tween80を 加 えると深 部培養 も可 能 となろので毎

日1回 培地を振登 して深部発育をさすようにして培養し

た｡従 つて菌量は少なく乾燥菌量として1.6gで あっ

て,用 いた1gの1一 チ"ジ ンはO・5g残 存 していた｡

チロゾール分劃及び酸分謝は僅かにミロン氏反応陽性

であつたが何等結晶は得 られなかつた｡ア ミン分劃はミ

ロン氏反応陰性である｡

この実験ではクロマトを施行しなかつた｡

実 験2鳥 型東大株の30日 培養実験

初め表層にも菌膜を形成したので3日 目に培養器を振

量して沈めて深部増殖をさしたが15日 目頃から又表層

に薄い菌膜を作つた｡乾 燥菌量は2・89で 前者より多い

が用いた19の1一 チロジソは殆んど残存 し0.99を 回

収した｡

チ ロゾール分劃は ミロン氏反応が微かに陽性であった

のでク拶マ トにかけると不分明なスポッ トを見たがチロ

ゾールに一致 しなかつた｡酸 及びアミン分劃は ミロン氏

反応陰性でクロマトでも何等認むべきスポットを見なか

つたo

第2節 グリセリン除去培地での実験

石橋K"W)は1一 チロジ ンから チラミンを作る好気性乳

酸菌をグリセ リンや含水炭棄源を除いた培地に植えると

もはや1一チロジンからチラミンができなくなることを報

告 している｡そ こで前記ソートン変法培地からグリセリ

ンを除去して鳥型菌竹尾株を植えてみた｡し かし殆んど

菌は増殖 しないので60日 間培養 してみた｡そ れでも僅か

に増殖 したかと思われる程度であつた◎1一チロジンは19

用 いて0.49残 存 していた｡

チロゾール及びアミン分調はミロン氏反応陰性でクロ

マ トでも何も証明できなかつた｡

酸分劃は ミロン氏反応 陽性でクロマ トでパラーオキシ

フェニール酷酸に近似するスポッ トを得た｡

小 括 及 び 考 按

Tween80を 加 えたために鳥型結核菌のCordforma-

tionが 消失し,毒 性 も滅弱する といわれるような変化

と共に酵素系にも異常を来 して1一チロジンよりチロゾー

ル産生の能力も失 うらしい｡ま たグリセリンを除いた培

地でもチロゾールは得 られていないが これは殆んど菌が

増殖していない程度なので確言はさける｡

全 編 の 綜 括

結核菌によるアミノ酸代謝の正 しい観察は独 り生化学

上の興昧のみならず臨床的には結核菌によつて組織蛋白

13
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メ破壊されて何等かの有毒物質が産成されるか どうかの

問題に関 し,叉 結核菌発育阻止剤の究明乃至その機講に

関 し,細 菌掌的には菌種の鑑別,菌 体毒素,培 地の問題

等に関 して重要な問題と考 える｡

従つてこれにっいての研究報告は種々あつてCamp・

bel19)は アラニンから酷酸が,ヒ スチジンすなわち βイ

ミダツ才一ルアラニンから β イミダツオール酷酸が形

成されるといつていぞが,ヒ スチジンからは βイミダツ

オールプロピオン酸,同 乳酸,同 焦性ブ ドウ酸を経て分

解されるとするもの8)もある｡

しか しチロジンに関しては結核菌によつて分解されな

いとするもの1のが多いe

著 者は結核菌をムチロジン含有の無蛋白培地に充分発

育 さし,そ の培養濾液中から千ロジン分解物を抽出して

結晶として確認するように努めた｡

そ してまず発育の早い鳥型結核菌を用いて,チ ロジン

すなわちパラーオキシフェニールアラニンから パラーオキ

シフェニ'ル 酷酸ができることを見,こ の点より考える

とCampbellの アラニンから酷叢,β イミダツ才一ル

アラニンからβイミゲツォール酷駿ができるアミノ酸の

分解形式 と一致する よ うて5,る か,そ の他にパテ オキ

シフェニール ・エチルアルコールなるアルコールを多量

に得たのである◇

培養 日数の経過を追つてチロジン分解物を見て行 くと,

まず該アルコールができてこれが該酪酸に移行して行く

ようである｡そ の他のチロジン分解産物 としてほ一朗;に

極 く微母のチラミソガ証明されただげである｡

そ して別にチラミンをチロジンの代 りに培地に加えて

培養 してチロジンからの場合 とほぼ等鍛のチロゾールが

形成されることを知つた｡そ れでチロジンの分解形式と

してチロジン→チラミン→チロゾール→パラ・オキシフ

鑑ニール酷酸への道が考えられる｡

これ等の点は酵母4)に よるチロジンの分解に非常によ

く似ている｡酵 母の場合 にはパラーオキシフヱニール焦

牲ブ ドワ酸5ノからもチロゾールを得ているが著者の鳥型

結核菌の実験では培養日数を順次追つてチロジン分解物

の推移を見ても該焦性ブ ドー酸を証明できなかつたから

この酸を用いての実験を行つていない◎

さらに鳥型菌 でパラーオキシフェニール乳酸 からも微

量のチロゾー一/vが得られた｡こ れは又,Neubaueru.

Fromherz5)の 酵母による実験 とよく似ている｡

他方一般細菌では平井教授6),宮 路7)等 の二,三 の報

告はあるがチロゾールのようなアルコールを形成するこ

とは稀であつて,こ の点結核菌はMycobacteriumに 属

しておつて酵母 と細菌の申問の位置にある細菌学的性質

から考えると誠に興味潔い｡

しかしながらグルコーゼ培地ではグリセリン培地にお

けるような多量のチロゾールが得 られず して約10%に

過 ぎなかった｡そ れに反して パラーオキシフニニ 煽ル鼎

酸が50%も 多量得られている｡こ の点酵母とは大分性

質が異なるようである｡

次に菌の性質を多少変えてみてこの代謝形式に変化を

起すかどうかを見てみた｡す なわちス トレプ トマイシン

耐性とい う性質はこの代謝形式に変化を起さないがTw-

een80を 加 えて培養 して菌のcordfactorを 取 り単孤

菌発育すなわち均等培養を行 うとチロゾールが全然髄明

されな くなることは面白い◎

以上は鳥型菌での成績であるが人型結核菌や牛型結核

菌では発育は鳥型菌に比べて遙かに緩慢であつて2カ 月

か ら3カ 月間充分発育さしても1一チPtジ ンの分解能力は

悪い｡し かし分解産物 としては同じようにチロゾールが

微鍛(0.5%内 外)で はあるが結晶として得 られ,一 部

ては微量の酸性分解物をクロマ ト上で見た(恐 ら くパ

ラーオキシフエニーノレ酪酸であろう)｡

人型菌から由来しているが無毒で性質上雑萄だといわ

れているMycobacteriumtuberculosisN《).60715)は

鳥型蔚には及ばぬが入型菌よりは遙かに多いチロゾール

が得られた｡し かしスメグマ菌のように全然チロゾール

等のチロジン分解物1):得られない性質 とも異つていた｡

す なわちこの1｡チ ロジンよりチロゾール彫壷の性質は

抗酸性菌一般の性質ではなくy結 核菌一般の牲i質のよう

であるが毒性の有無 とは関係がないようである｡

結 論

1)鳥 型結核菌(4株 とも)を0.1%に!一 一一チロジンを

含む無蛋白ソートン変法培地に充分発育させてた体20

日培養で用いたチロジンの約10～30%量 の パ ラーオ キ

シフェニールエチルァルコールすなわちチロゾールを純

結晶として取 り出し得た｡そ してこれはス トレプトマイ

シン耐性菌で行つても同様であつた｡

2)さ らに上の実験で培養日数を倍加すると用いたチ

ロジソの約10%の パ ラーオキシ フェニ ール酷酸がやは

り純結晶として証明された◎

3)上 の実験で1一チロジンの代 りにチロジソ誘導体を

用いて見た｡す なわち塩酸チラミンからやは り20%の

チVゾ ールを得,d一 パラオキシフヱニー ル乳酸 からも

微量のチロゾール結晶を得た｡

4)上 の実験でTween80を 加 えた り,グ リセリン

を除 くとチ繋ジンからチロゾールは得られなかつも｡

5)上 の実験の培地成分のグリセリンの代 りにv'ル コ

ーゼを用いると1一チロジンからチVゾ ールの産生が少な

くな り,早 くパラーオキシフェニール酷酸 となるの か,

20日 培養で用いたチロジンの約50%鍛 の粗結晶(約30

%純 結晶)の パラーオキシフェニール酷酸を得た｡さ らに

竹尾株では極 く微量の塩酸チラミンを得た｡

6)人 型及び牛型結核菌では ムチmジ ンの分解能力は

乏 しいがやは り微量(0・5%内 外)の チPtゾ ー ル結晶が

一 一 一14-一 一



得られ,一 部ではペーパークロ マ トグラフィーでパラー

オキシフェニール酷酸 と思われるスポッ トを得た｡

7)MycobacteriumtuberculosisNo.607で は用い

たチロジンの4%の 純チロゾールを得た｡

8)ス メグマ蔚,チ モテー菌では何等のチロジン分解

物も得なかつた｡

(本論文の要旨は第7回 日本結核病学会近畿地方学

会,日 本医科大学50周 年記念講演会及び第29回 日

本結核病学会総会に報告 したン

欄筆するに当り終始直接御指導を賜わη,貴 重なる

チロジン誘導体を御分与下きつた長崎大学名誉教授平

井金三郎先生及び御校閲,御 指導を戴いた日本医科大

学生化学教授上代皓三先生並びに当院院長矢野精太郎

博士に深甚の謝意を表 します｡
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