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結核 菌 に よ る1一 チ ロ ジ ン の 分 解

(第1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3月24日 受付)

酵母或いは細菌による1一 チロジンの分解に関する内

外の報告は多い｡そ してその分解産物としては是に相当

する酸,オ キシ酸アミン,ア ルデヒド,ア ルコール等が

報告されている｡エ ールリツヒは酵母醸酵によりヒスチ

ジンより1)ぺ"タ ーeイ ミダ ツオールエチルアルコN

ル,ト リプトプアンより2)べ 一ター・インドリールエチ

ルアルコールの産成されるを見,同 じく又チロジンより

も3)パラオキシフエニールエチルアルコールすなわちチ

"ゾ ールの形成されるを初めて見,し かもこの変化はよ

さ収得量すなわち用いたチロジンの60～80%の 純粋の

チロゾール結晶を得うと云 う｡更 に酵母の場合には何等

含窒素化合物を加えることなくただ糖類のみを加えた培

地で菌体蛋白を構成するチロジンよりもチロゾールを産
へ

成すると云つているo又 工一ル リッヒはチロジン誘導体

すなわち4)チ ラミンより5)ノイバウエル及びフ■ムヘル

ツはパラオキシフエニール焦性葡萄酸よりもチロゾール

を酵母醸酵によつて得ている｡し かし細菌によつては6)

平井教授が初めて好気性乳酸菌の中のある一菌株によつ

て1一チロジンからチロゾールの結晶を分離確認されたが

tその量は少なく30日 間培養で粗チロゾール3 .9%の 収

量に過ぎない｡次 いで7)宮 路は酷酸菌を以つて90日 間

培養し,そ の申B.rancens株 でe*'6.7%の 粗 チロゾ

ールと7 .2%の 粗パラオキシフエニnル 乳酸を得,B.

xylinoides株 では5｡2%の 粗 チロゾールと2.4%の 純

パラオキシフエニール乳酸を得たと云 う｡上 述のように

彦母に比較 して細菌ではチロジンよりチロゾールが形成

されることは稀であつてしかも得 られたとしても微量で

ある｡そ れに反してチロジンに相当する酸やアミンが多

量に形成されたとい う報告は多い｡

一方結核菌によるアミノ酸の分解に関しては例えば ヒ

スチジンは8)イ ミダツオールプロピオン酸,同 乳酸,同

焦性葡萄酸を経て分解されると云 う人もあり,9)同 酷酸

を経て分解されるとも云われているがヒスタミンは証明

されていない｡一 般に結核菌によつては酸ができるがア

ミンができないと云われている｡

チロジンについては10)奥田,CQurmont,Bernheim

等の如 く多 くは分解されないと云つているが11)山 村 は

鳥型菌では菌浮游液にチロジンを加えてワールブルグ氏

検圧計で酸素消費のされるのを見て分解されるのではな

いかとも蚤つている｡是 等の間接法やチロジンを唯一の

窒素源として結核菌を培養する方法によらず著者は結核

菌を充分発育さすためにソートン変法培地(な るべく簡

略にするためクエン酸を除 く)に0.1%に1-・ チロジン

を加えて培養しその培養濾液中にチロジン分解産物を結

晶として確認 しようと努めた｡そ して結晶の得られない

時はペーパー・クロマトグラフィー(以 下 グロマトと略

す)に よつて分離 した｡

その結果鳥型菌では ムチロジンの40%の 粗 チロゾ・・)

ル(30%の 純 チロゾーノの結晶を得,培 養 日数の倍加とと

もに10%の パ ラオキシフエニール酷酸の結晶を得た｡

又牛型菌や人型菌でも明らかに1一チロジンは分解されて

お り分解産物 として微量のチロゾールが見られる｡

次に培地の組成を変えると興味ある分解産物の変化を

起す｡す なわちグリセリンの代 りにブ ドー糖を用いると

チロゾールの産成は少量 となり,多 量のパラオキシフエ

ニール酷酸(用 いた1一 チロジンの50～60%)が 早 く形

成され更に興味あることは微量のチラミンが得られたこ

とである｡又 培地にTween80を 加 えて深部均等培養

を したり,グ リセ リンを除いて培養するとチロゾールが

全然得られないのである｡

その他種々のチロジン誘導体を用いて分解物を研索し

チロゾール形成機転を見んとして塩酸チラミン,パ ラオ

キシフエニール乳酸,パ ラオキシフエニール・プロピオ

ン酸の3種 を用いた｡そ の結果チラミンからもやはり20

%の 純チロゾールが形成されることを知つた｡

実 験 方 法

結核菌は,鳥型菌4株,ス トレプトマイシン耐性鳥型菌

1株,牛 型菌3株,入 型菌5株,mycobacterium607株

及びチモテー菌,ス メグマ菌の総計16種 の保存株(そ

の出所は各章で述べる)と ストレプトマイシン及びイソ

ニコチン酸 ヒドラジツド耐性 となつていると思われる患

老喀疫より分離 した結核菌の3種 である｡こ のように同

一菌でも種々の株を用いたのは菌株を異にすると分解物

が全く異なるとい う先人の成績による｡是 等菌は1カ 月

毎に鶏卵培地(小 川氏)に 植え継いで保存 した｡

培地はソートン変法培地でソートン培地 よりク等ン酸

を除去したものであつて組成はアスパラギン49,硫 駿

マグネシヤ0.5g,第 二燐酸カリO.5g,ク エ ン酸鉄ア
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yモ ンO・OSg,グ リセリン4(k`に 蒸溜水を加えて11と

したものである｡是 に'一チロジンをlg加 えて加熱溶

解 しアンモニヤでpH7・2と し200ccず つ5本 或いは

500ccず つ2本 培養コルベンに分注し型の如く高圧滅菌

してチロジンの結晶の析出しない前に贈卵器に保存 して

各菌株を表層に浮かすよ5に 櫨えて表層培養をした｡毎

日集落の性質を観察 し結核菌特有の表層集落の状態 と液

の透明なることに注意 し,培 養終了後は各コルベンより

釣菌 してチール ・ネールゼン氏染色 とグラム染色とを施

行 して検鏡し細菌学的に純粋なることを確めた｡こ れを

濾過 し菌膜は乾燥後秤量 して増殖の程度を見,濾 液につ

いてはそのpHを 検べて酸性なるを確めて後次の抽出

操作に移つた｡

抽 出 操 作:培 養濾液を蒸発皿の上に集めて重湯

煎上で蒸発さし舎利別状になるまでなるべく水分を除き
の

無水アルコールで加温 して抽出して濾過し,濾 液が ミロ

ン氏反応陰性になる迄充分反覆抽出し,残 渣よりはチロ

ジンの回収を行い,浸 出液よりはアルコールを蒸溜除去

し是を水に溶解し酸性なるを確めて隈州 ・須藤氏液体抽

出器で72時 間工一テル抽出を行つたo

エ ーテル抽出物を分液漏斗に移し約50ccの10%炭 酸

ソーダを以つて3・4回 耀 するとエーテル層 より炭酸

ソーダ液層の方が呈色が弱くなる｡こ のエーテル層より

もエーテルを駆逐 して塵かのチロゾールを得るが炭酸ソ

ptダアルカリ牲溶濠を隈川 ・須藤氏液体抽出器で72時

間工一テル抽出を行い,エ ーテル溶液よりエーテルを駆

逐 して残つた結晶がすなわちチロゾールである｡

炭酸 ソーダ液を塩酸酸性とし更に隈川 ・須藤氏液体抽

1表 抽 閏 操 作

培養濾液

園 灘 で醗
蒸発残{盗
!

ア ツ コー ル加 温 抽 出
　

1ア ル コ ール 溜去
XPtテ ル抽 出(72時 間)

エ ー テ ル層

}
エ ー テル 層

(チ ロゾ ール)

液
ー
溶
-
水

出器で72時 間工一テル抽出を行い,エ ーテル溶液より

エーテルを駆逐して得た結晶は酸である｡抽 出残渣は ミ

ロン氏反応陰性であることを確めた｡

初めのエーテル抽畠を行つた残渣液を苛性ソーダで申

和し,更 に炭酸ソーダアルカリ性にして隈川 ・須藤氏液

体抽出器で72時 聞工一テル抽出 し,エ ーテル溶液を分

液漏斗で稀塩酸を約40ccず つ3回 加えて充分振疑抽出

し,塩 酸溶液とし是より更に塩酸を蒸発させて得た結晶

が塩酸チラミンである｡抽 出残澄の ミロン氏反応は陰性

であることを確めた｡こ れ等を表示すると1表 の如くな

る｡

ペーパークロマ トグラブイー:上 述のようにして各分

劃 ともミロン氏反応陽性であるが結晶が得られなく油状

液のみか結晶が得られても融点測定不能か再結晶のでき

ない程微量の場合にはこれをクロマ トにかけた｡す なわ

ち溶媒を種々変えて一次元上昇法によるクロマ トを施行

して次のものが分離が良いことを知つた(呈 色はミロン

氏反応液では不分明となるのでヂアゾ呈色液を用いるが

緩で噴霧するアルカリ液は10%苛 性 ソーダが最も鮮明

な赤色を呈する)チロゾールは2.5Nの ア ンモニヤ水1

とブタノe'-7v4の 混合液がよく,酸 の場合には2.52Nの

アンモニヤ水1と ピリヂン4の 方が分離確認がよい｡そ

れはプタノール溶媒を用いると∬表の如 くに対照培養液

申に酸に近いRfを 持つヂアゾ呈色物があつて紛わしく

なるからである｡チ ラミンはいずれでもよい｡常 に対照

のチロジン誘導体結晶を用いて被検液と比較 した｡

またパラオキシフエニール乳酸とパラオキシフエニP

ル酷酸とは上述の溶媒でも種々溶媒を変えても大体の見

当はつ くが確実に分別することは困難で

あ》歌｡主 なチロジン誘導体のRfは1r

表 の ようである｡

10%Na2CO3液 洗1條

一 一 一

10%Na2COa液

…
エ ーテ ル 層

(チ ロ ゾ ール)

エ ー テル 抽 出

(72時 間)

NaOHで 中 和Na2COs

モ

で アル カ リ牲 とす

エ ーテ ル抽 出

Na2CO3溶 液

sHC
Iで 酸 性 とす エ"・…テ ル層

1
エ ーテ ル抽 出

(72時 間)
エ ーテル 層

(酸 性 分 解 物)

(72時 間)

IH・,液 で灘
HC1属

(塩 酸 チ ラ ミ ン)
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鳥型菌による1一チロジンよリ

チ 回ゾールの形成

実 験 材 料:菌 株は竹尾殊,東 大

株,AVT株,A71株 の4株 であり竹尾

株 ・東大株は大阪微生物研究所より分譲

を受けAVT株,A7t株 は 日本医大細菌

学教室より分譲を受けたものである｡前

3株 は発育は極めて良好であつて鶏卵培

地でも3日 間で培地一面に集落を形成す

るがA71株 は2週 聞を要する｡

更にAVT株 にっいてストレプトマイ

シン耐性を得さしめた｡す なわちゾー ト

ン培地にス トレプ トマイシンを無菌的に

培地1ccに つ き0.1Y,1γ,10Y,100Y,

1mg,10mg,100栩gと なるように加

え,小 試験管で表層液体培養をして2週



餅

五 表 ペ ーパ ーク ロマ トグ ラ ム(ヂ ア ゾ呈 色)

譜
TyrosoI

HC1-tyramin

Tyramin

P-Oxy｡pheny1一

縣propions蕊ure

〃-essigS乞ure

〃鳳鶏ilchs蕊ure

対照竹尾抽出物

対照H37抽 出物

2・5NNH40H(1)

Butanol(4)

RfO.86

〃0.80

〃O.76

〃O｡20

〃0.14

〃0.09

〃00.12

0.09・〃0

0.3(紫)

2｡52NNH40H(1)
Pyridin(4)

Rf1.OO

〃O.87

〃0.91

〃o｡75

〃0.69

〃0｡71

〃0

〃O.13(紫)

対照 とはチロヂン及びチロヂン誘導体を含まぬソ

ートン変法培地に鳥型竹尾株を20日 間人型H,,株

を60日 間培養した培養濾液を1表 のように処理 し

た もので あ る

聞艀卵器中に収め,こ の中最高濃度のス トレプトマイシ

ン培地に生えたものを新 しく作成したス トレプトマイシ

ン加培地に植える｡このようにして3回 繰 り返す と10mg

濃度 で生えるものを得た｡

この菌も発育は極めて良好であつて集落の性質も変り

なく勿論染色上抗酸性でありムツフ氏穎粒 も有する｡

実 験 成 績

実 験1東 大株鳥型菌による実験

菌の発育極めて良好で3目 間の培養で全面に菌膜を作

、り20日 間には厚い菌膜 となる｡エ ーテル抽出によるチ

ロゾール分劃はそのエーテルを蒸発して放置すると,花

環状に並ぶ芳香性の黄色を帯びる針状結晶を得た｡是 を

陶土板に置 き油状分を去つたものは0・18gで ミロン氏
ゑ

反応陵性である｡そ の融点は87｡～88｡C(補 正な し)で

あるoす なわち粗チロゾールと考え再結晶する為にエー

テルに溶かし約10倍 量の石油工一テルを加えて氷室に

一昼夜放置すると棒状乃至針状の結晶が出た｡こ れを秤

量すると,O・085gで あつた(こ の際注意すぺきはエー

テルも石油工一テルも無水炭酸 ソーダで充分脱水 して置

かないとチロゾールは極めて水に溶け易いから結晶は出

て来ない)｡こ の再結晶物は融点は91｡Cで 鋭敏に融け

る｡更 に無水燐酸を入れた真空除湿器で乾燥して元素分

析を行 うと111表の ようにチロゾールの理論値とよく州致

する｡

物質2,860mg

CsHleO2

H

C

皿 表

HO21・8275mgCO27.2715mg

理 論 値

7｡230

69.50

実 験 値

7.152

69.34
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酸分劃にも僅かの結晶を得たが精製し得る量ではなか

つたのでミロン氏反応陽性なるを見てクロマ トにかけパ

ラオキシフエニール酷酸に一致するを見た｡

アミン分劃は結晶が出ず ミロ ン氏反応も陰性であつ

たo

実 験2AVT株 鳥型菌による実験

東大株と同じく発育極めて良好であつた｡用 いたチロ

ジンはO.89で あつてチロゾール分劃よりO・129の 融

点91｡Cの 純 白結晶を得た｡元 素分析で確認 した結晶と

混融するも融点の低下を見ない｡勿 論 ミロン氏反応陽性

で純チロゾールである｡更 に是を確かめるためこの50mg

よ りチロゾール ・ヂ・ベンツアート(融 点111｡C)を 作

つた｡す なわちシヨッテンパウマ ンの方 法に従つて約

20ccの20%苛 性 ソーダに溶かしベンツオイル｡ク ロ

リドを約2cc振 塑 しながら滴下し20分 間強 く振登す

ると粗大な結晶が析出するに到る｡

これを濾過 し溜水でよく洗い,ア ルコールに溶か し溜

水を加えて再結晶すると微細な美しい針状結晶を得た｡

融点は109｡～110｡C(補 正なし)で あつた｡こ れを更にエ

ーテルに溶かし水を加えてエーテルを溜去 して行 くと水

面に花環状に並ぶ針状結晶を得る｡こ れは融点111｡Cで

鋭敏に溶ける｡チ ロゾール ・ヂ ・ベンツアLト とよぐ一

致しその収量82mgで あつた｡こ れにより更に本物質

はチロゾールなることが確定された訳である｡

酸分劃にも黄色の針状結晶でミロン氏反応陽性の物質

を得たのでこれを陶土板上で油状分を去るに0・095gで

あつたe融 点は143｡～145｡C(補 正なし)で ある｡こ れ

を再結晶の為塩酸酸性で再び隈川｡須 藤氏液体浸出器で

72時 間抽出してエーテル層を蒸発して得た結晶も融点が

変らない｡そ こで炭末で不純物を吸着 しようとしたが試

料微量で本酸 も炭末に吸着されたか濾液中に結晶が出な

い｡再 びエーテルでその炭末を抽出して微量の結晶物を

得たが反つて融点が低下 して了つた｡す なわち148｡Cの

融点を持つパラオキシフエニール酷酸 と思われるが純結

晶とすることができなかつた｡そ こでクロマ トにかける

とパラオキシフエニール酪酸に一致 した｡ア ミンの分劃

はミロン氏反応陰性であつた｡

実 験3竹 尾株鳥型菌による第1実 験

これも菌の発育は良好であつた｡用 いた1一チロジン1

9か らチロゾール分劃にやはり粗チロゾール0・29を 得

た｡融 点89｡～90・5｡Cで ミロン氏反応陽牲であるo再

結晶で融点91｡Cの0・129を 得た｡元 素分析で確めた

チロゾールと混融するも融点の低下を見ない｡こ の者も

またベンツオイリーレンすると融点111｡Cで よくチロ

ゾール ・ヂ ・ベンツア・・トに→致することを知つたe

酸分劃は ミロン氏反応陽性であるが結晶物を得なかつ

た｡ク ロマ トでパラオキシフエニール酷酸によく一致 し

た｡



鵬

アミン分劃は結晶も出ない し,ミ ロン氏反応 も陰性で

あつた｡

実 験4竹 尾株鳥型菌による第2実 験

更にチロゾールの収量を多 くしたいと思い1.5gの チ

ロジン入培地1・51を 用いた｡チ ロゾー一ル分劃の結晶を

陶土板上で油状分を去るとO・92gを 得た｡用 いたチロ

ジンの60%で あつて酵母の場合に近い｡し かし融点は

81｡～85｡C(補 正 なし)で少し低 く再結晶の際脱水が不充

分であつた為か結晶が仲々出ないので融点91｡Cと す る

ために2～3回 再結晶を繰 り返さねばならなかつた｡そ

のたあ収量悪くO・249に 減 じた｡こ れもベンツオイリ

ーレンすると融点111｡C'の チロゾール｡ヂ｡ベ ンツア

ー トとなることを確認した｡

酸分劃はミロン氏反応陽性で極めて微量の結晶を得た

が再結晶 し得る量ではなかつた｡ク ロマ トにかけるとパ

ラオキシフエニール酷酸に一致することを知つた｡

ア ミン分劃はミロン氏反応陰性で結晶も勿論得られな

かつた｡

実 験5｡A?i株 鳥塑菌による60日 間培養実験

前述のように鳥型菌 としては発育が悪 くあたかも牛型

菌のように30日 で培地全面に薄膜を形成 し,そ れから

漸次厚 く盛 り上つてくる｡し かし前3株 の鳥型菌程の厚

膜 とならないしまた沈む傾向はない｡

チロゾール分劃には帯黄色の針状結晶を得,陶 土板上

で油状分を去ると既に融点91｡Cの0・179純 白結晶を

得た｡先 に確認 した純チロゾールと混融 しても融点の低

下を見ない｡勿 論 ミロン氏反応は陽性である｡

酸分劃には結晶は得られず油状分のみであつたがミロ

ン氏反応は陽性であつたのでクロマ トにかけるとやはり

パラオキシフエニール酸に一致 した｡

アミン分劃は ミロン氏反応陰陸の油状分のみでクロマ

W

トにも何のスポツトも見なかつた｡

実 験6A・ ・株鳥型歯 こよる100醐 培 養実験

更に培養 目数を増加して見てチロゾールの変動を見ん

とした｡発 育は同様で表層に厚い菌膜を形成 し沈下 しな

かつた｡

チロゾール分劃に結晶を得たので陶土板上に油状分を

去るとO・4gで あつて60日 間培養の時の2倍 以上であ

り融点は88｡～89◎Cで あつた｡・これを再結晶すると融

点91｡Cの 純白結晶O.39を 得た｡先 に確認 した純チロ

ゾール と混融するも融点の低下を見ない｡ミ ロン氏反応

陽性である◎

酸分劃は結晶が出なかつたが ミロン氏反応は陽性であ

つたのでクロマ トにかけるとやは りパラオキシフ、エニー

ル酷酸に州致 した◎

アミン分劃はミロン氏反応陰性の油状分のみでクロマ

トにも何のスポットも得なかつた｡

実 験7ス トレプ トマイシン耐性AVT株

鳥型菌による実験

非耐性菌に優る程良好な発育を示 し15日 目より後か

に液面より沈下 し始める程厚い菌膜 となつた｡

チロゾール分劃に帯黄色の針状結晶を多量に得た｡融

点は84｡～86｡Cで あつてO.39で あつた｡こ れを再結晶

して融点91｡Cの 純結晶0.29を 得た｡先 に確認したチ

ロゾールと混融 しても融点の低下を見ず勿論 ミロン氏反

応陽性である｡

酸分劃にも少量の美 しい結晶を見たが再結晶し得る量

でなかつたのでミロン氏反応陽性なるを見てクロマ トに

かけるとパラオキシフエニール酷酸とよく一致 した｡

ア ミン分劃はミロン氏反応陰性の油状分のみでクロマ

ト上にも何のスポットも得られなかつた｡

以上7実 験 とも1一チvジ ンは全部消費されていて残存

表

菌 株 東 大AVT 竹尾三 欄

鰍 チ ・ ジ ンiigi・ ・Sgl

A?,1 砺三 垂武謬 耐臨 覇
・91・ ・59} ・91・ 引 ・91・9

培 養 日 数i2・ 日 20目 20日 20日 6・日1… 目 20日 20日

培 養 、濾 液pH 5・815・61 5.0

乾 燥 菌 型gggl5・29 8・891 13.4g

粗 チ ・ ゾ ー ル1…891・ ・U4g}・ ・291 0・929

5・415・ ・ 】6・6{6・4

4・・9正5・ ・gl7・59i7・29

…791・ ・49i・ ・391 0

純 チ ・ ゾ ー ・pl…8591・ …49昭 …29正 ・・2491…791・ ・391・ ・29i 0

酸 性 分 解 物 ⑫1…959

ア ン1・

跡 チ ・ ジ ンi・

⑫ ⑬ ⑪ ⑪1⑪ 0

・⊥scl・ 」
0

0

・1・ 0

・1・ 0

0 0 0

⑪ とは融点測定の不能な程微量でクロマトでのみ分離 されたものである
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チロジンは少 しも回収されなかつた｡

実 験8竹 尾株鳥型菌による対照実験
の

上記 ソー トン変法培地のみで1ザ ロジンを含まない培

地た竹尾株を植えた◎発育は良好でグリセリンは殆んど

消費されていた｡斉 分劃 とも結晶は得 られず ミロン氏反

応は陰性であつた｡

以上実験5,実 験6を 除いた6実 験とも培養日数は等

しく20日 である｡こ れ等の成績を表示するとIV表のよ

うである｡

本 編 の 総 括

一一般に結核菌によつて1一チロジンは分解されないと云

われ鳥型結核菌によつても1一チロジンは分解されないと

するものが多いが著者の如き方法で菌を充分発育させ直

接培養液申の ムチロジンの消費を見その分解物を結晶と

して取 り出すように努めることによつて鳥型菌4株 とも

皆試験した0.8～1.59の1・ 一チロジンを分解 し尽 し,分

解物として多量のチロゾールの結晶を得た｡時 には用い

た1一チロジンの60%の チロゾール結晶を得ることがあ

つて酵母による成績に近接する程多量であるが大体は4

菌株とも粗チロゾールとしては20～40%純 チ ロゾー一

ルとしては10～30%の 収量であつて細菌ではあるが酵

母に似た発育形式も取る結核菌の細菌学的性質を考える

時誠に興昧深い｡

3〈4株 とも微量であるがパラオキシフエニール酷酸と

思われる酸性分解物を得た｡

更にス トレプトマインシ弼性の性質がこのチロジンの

分解機転に何等かの変化を及ぽすのではないかと思つて

実験したがむしろチロゾールの産成が増最した程であつ

てやはり是でもアミンは得られなかつた｡

(文献は末章に一括する)
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