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鳥 型 結 核 菌 のTransaminaseに 就 い て

(第1報)

大阪大学医学部第三内科学教窒(主 任 堂野前教授)

伊 藤 文 雄 ・菅 野 忠 彰

(昭和29年6月12日 受付)

緒 冒

襲に酒井 は 「イ ソニコチン酸 ヒ ドラジ ドの作用機序に

関す る実験的研究」(第1報)Dに 於いて,BCGに 於け る

Glutamin酸 一Aspaτagi裁 酸間のTransaminaseの 存

在を報告 した｡動 殖物組織や他の細菌 に於け るTrans-

amfmaseに 就 いては数多 くの研究がな されて来 たが,

抗酸性菌 の本酵素に就いては未だ全 く報皆に接 しない｡

今側著者等 は鳥型結核菌 竹尾 株を酵素材料 として,そ

のT㎜saminaseに 就いて検討 を試みたのでその成績

を報告する｡

実験材料及び実験方法

酵棄材料:鳥 型結核菌竹 尾株をGIycerinbOuillon上

に3～5日 問培養せ るものを以下 の如 くに して用 いた｡

(1}菌 浮游液:菌 塊 を硝子玉 と共 に振盈 して均等浮

游液 とな し,数 回遠心洗菌 を反復 して,湿 菌量50

mg/ccの 菌浮游 液を作成,そ の0.25ccを 使 用し

たo

(2)Aceton乾 燥菌:法 の如 くに して作つ たAceton

乾燥菌 を乳鉢で充分 に磨 り,M/10pH7.4の 憐 酸緩

衝液にて25mg/ccの 均等浮游液 とな し,そ の0・25

CCを 使用 したo

(3)抽 出粗酵素液:Aceten乾 燥菌 を乳鉢 にてAlmi-

maと 共 に約30分 間磨砕 し,M/20pH7.8の 燐 酸

緩衝液 を25m9/ccの 割に添加,氷 室申 にて2目 問

浸 出 し,10,000廻 転10分 ・間遠心沈澱後,そ の上

澄 液O.5ccを 粗酵素液 として使 用 した｡

α一Ketoglutar酸:a-Ketoglutar酸20・v50pMを

O.25ccの 蒸溜水中に溶解,苛 性 ソーダにて中和後使用,

菌浮游液或いはAceton乾 燥菌の際 には20yMを,抽

出粗 酵素液の際には50yMを 使用 した｡

Amino酸 或 いは塩化安門:Asparagin酸 或 いはその

他 のAmino酸 又は塩化安門の各20μMを0.25ccの

蒸溜水 に溶解使用 した｡

以上 の酵素材料,α 一Ketoglutar酸 及びAmi血o酸 を

pH7.4(抽 出粗酵素液を用いた際 にはpH7｡8)最 終M/15

燐酸緩衝液 と混合,反 応液総量を1・5ccと し,こ れ を

Thunberg管 中に入れ,+5mmHg程 度迄脱気後,37.

ル

5｡C2時 間半(抽 出粗酵i素液 を用いた際には3時 間)反

応せ しめ,遠 心沈澱せる上澄液の一淀猛(量 を記 してい

ない時には0.02¢ の を濾紙に定量的 に附着せ しめ,濾紙

Chromatggraphyの 操作 に よ り,生 成せ るGlutamin

酸量を測定 した｡展 開液は通常0.5%Ammonia水 を

20%の 割 に加 えたPhenolを 用 い,こ れ のみにてまぎ

らわ しい場 合にはButano1:酷 酸;水(4=1:2)の

混合物を用いた｡発 色剤 はNi紬ydrまn試 薬である｡

GlUtamin酸 生成度 の判定 は第1表 の如 き基準に従つ

た｡各 実験の際 には常に既知量 のIGlutamin酸 を同時
り

に展開せ しめて比較判定 したが,そ の成績 は第1表 に示

した如 く,帯 は4γ,昔 は3Y,十 は2Y,± は ユYの

Glutamin酸 に夫 々相当 した｡

第1表 判定基準

悌 色 度
惜

升

+

±

趣 明 瞭

明 瞭

ス 潔 ツ トのGlutamin

大 き さ 酸 濃 度

1cm以 上1

0.5～1cm
1

比糊 騨 贈 以嚢!

≒4Y

≒3Y

≒2γ

≒1Y

実 験 成 績

1菌 浮游液を使用せ る実験

酵素材料 として菌浮游液を使用せる実鹸成績は以下の

如 くであるが,同 程度の反応 を示 した ものは便宜上一つ

の表 にま とめた｡表 に於いて菌は菌浮游液,AはAmino

酸又は塩化安門,αKGは α一Ketoglutar酸 を表 す｡

第2表 は α一Keto91utar酸 の相手 として1-Asparagin

酸を用いた成績 であるが,0｡02ccの 試料に より帯の

Glutamin酸 を証 明 した｡菌 浮游液,α 一Ketoglutar酸

Amino酸 の三者共 入つた反応系以外 の各対照に於 いて

は以下 の実験を通 じGluta=min酸 は全 く証明 されなか

つたo

第3表 は α一Ketoglutar酸 に対す るにGlycine,dl-Phe・

nylalanine,1-】L釦cine,d1-Valineの 斎々を用 いた際

の成績であるが,O・02ccの 試料に よ り静のGlutamin

酸を証 明 した｡な おd1体 を使 用 した場合には40yM

を使用 しな｡
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第2i表

誌 ≠ 町 ・…一 ・・
菌+A+αKG

菌+A

菌+aKG

A十 αKG

菌

十 十

0.02

帯

第6表 は α一Ket◎glutar酸 の相 手 として1-Asparagin

酸 或 い はdl-Valine或 いは1-Leucineを 用 い た場 合 の

成 績 で あ るが,そ のGlutamin酸 の形 成 度 は 非常 に 顕

著 で あ り,0.02ccの 試 料 に よ り帯 を証 明 した｡

第6表

譜
第3表

識
＼

応反

菌+A+aKG

菌+A

菌+αKG

A十 αKG

菌

O.OO5

±

O.01

十

0.02

AP+A十 αKG

AP+A

AP+αKG

A+αKG

AP

0.005

十

O.01 O.02

帯

第7表

第4表 は1-AIanineの 場 合 の成 績 で あ る が,O.02cc
霧

の試 料 で+のGlutamin酸 を証 明す る程度 で あつ た｡

第5表 は1-Histidine,1-Tryptophane,1一 塩 酸Cys-

teine,1-Tyrosine,塩 化 安門 の場 合 の 成 績 で あ るが,こ

の際 のGlutamin酸 形 成 度 は非 常 に 弱 く,O.02ccの 試

料に よ り士程 度 を証 明す るに 過 ぎ なか つ た｡

第4表

誰
AP+A+αKG　

AP十A

AP+αKG

A+αKG

AP

0・005iO・01

土 十

＼
㏄

＼

料試

、液応反

0.02

iO・oo5

菌+A+eKG

菌+A

苗+αKG

A+αKG

菌

0.01

土

0.02

十

第5表

＼ ＼ 試 料``

反 応 液卜 一 ～｡～

菌+A+aKG

菌+A

苗+αKG

A十 ¢KG

菌

0.005 0.01

士

0.02

士

第7表 はd1-Phenylalanineの 場合の成績 で,O.02cc

の試料 によつて静のGlutamin酸 を証明 し得 た｡

その他のAmino酸 或いは塩 化安門を用いた場合 には,

Glutamin酸 の形成 は非常に塵かか或 いは全 く証 明出来

ない程度 であつた｡

皿 抽 出粗酵棄液を使用せる実験

以上の実験に於 いてGlutamin酸 形 成の著 明に認め

られた α一Ketoglutar酸 とAsparagin酸,Valine,

Leucine,Phenylalanineの4つ のAmino酸 との間の

Transaminaseに ついて抽 出粗酵素液 を用い,更 に以下

の如 き酵素化学的検討を試みた｡な お本条件下では酵素

液 中にGlutamin酸 を検 出し得 なかつた｡

1)至 適pH

各反応系 に於け るGIutamin酸 の形成度は第8表 に

示 した如 くで,何 れ もpH7.8に 於いて最 も著 明に認め

られた｡

第8表pHの 影響

pH

lllAcetone乾 燥菌を使用せる実験

Acetone乾 燥菌を用いた場合 には菌体内の遊離Glu-

tamin酸 が反応液 中に放出 されて くるので,Acetone

乾燥菌の入つた反応 系では総ぺ てに圭程度のGlutamin

酸を証 明され る場 合がある｡

著 者等 の実験では証明され る場合の方 が少なかつたの

で,以 下 の表 は一応 一として記 した｡

な挙APはAcetone乾 燥菌 の略であ る｡

Amino酸

Asparagin酸

Valine

Leucine

Phenylalanine

7.0

十

±

土

士

7.4

　

7.8t8｡O
l

十

十

圭

帯

升

升

+

十

土

土

一41

2)反 応時間

無気的条件に於け る反応時間 とGllltamin酸 の生成

度 との関係 を α一Ketoglutar酸 とAsparagin酸 間の反

応系に より検 したのが第9表 の成績 であ り,3時 聞 の反



370

応 に より生成Glutamin酸 は平衡 に逮 している｡以 上

両実験の成績 よ り以下 の実験はp耳7&反 応時間3時 間

を以つて行 つた｡

第9表 反 応時間 の影響

反 応 時 剛r綱2劇3時 剛 塒 間

Glutamin酸

形 成 度
十 冊

3)阻 害剤の影響

第10表 は各反応 系に対す る青酸 カリ,Quinhydrone,

p-Phenylendiamine,IsonicotiR酸hydrazide(INA

H)及 び硫酸銅の影響を各M/100(最 終濃度)に 於いて

比較 した成績 であ るが,表 示 した如 く何 れ も相 当程度に

阻害を認めた◇

第10表 阻害剤 の影響

6)氷 室保存 の影響

粗酵 素液を0｡C氷 室 申に放置 した際の活 性の推 移を

α一Ketoglutari#1}-Asparagin酸 反応系を用いて検 した

成績が第13表 に示 した如 くで,6日 間放置す るも著明1

な活性の低下 は認 められ なかつた｡

第13表 氷室 保存 日数 の影響

保存日数

Glutamin酸

形 成 度

＼ 阻害剤1

対照

A鶏i簸o酸… 　…　ヤ

叢spa「ag'nl帯

Vali簸e隔

Leuci簸e辮

Pheny工ala- 十

nine

KCN

十

十

Quin-

hydro一

職e

十

十

十

0

帯

1 2 3 4 6

p繭

Phen-

ylen-

diami一

勲e

土

INAH

十

十

士

CuSO《

十

十

十

7)好 気的条件 との比較

第14表 は α一KetogIutar酸 一・・Asp腰ragin酸 反応系

を用いて,無 気的条件 と好気的条 件に於 けるG1utatnin

酸形成 を比較 した成績であ り,好 気 的条件 にてもGluta一

皿in酸 形 成度の顕著な低下 は認め られなかつた｡

第14表 好気的条件 との比較

条 件

Glutamin酸

形 成 度

無 気 的

帯

好 気,的

十

4)酵 素 の耐熱性

第11表 はLa-Ketoglutar酸 一Asparagin酸Transam、 ト

naseに 対 す る各温度3分 間加熱 の影響 をみた成績 であ

るが,80｡C3分 間 の加熱 に より完全 に不活性化 される

のを認 めた｡

第11表 加熱の影饗

加熱麟 馴5⑳ 艀cl7副8びcl鯉cl・ …C

十辮
度

践

成

α

短
形

±

5)緩 衝液 の影響

次 に瞬酸緩衝液の代 りに棚酸緩衝液を用いて両者 を比

較 した｡即 ち抽出操 作以下,同 濃度 の両緩衝液 同量を以

つて処理せ る両反応 系を比較 した成績が第12表 の如 く

であるが,表 示せ る如 く燐酸緩衝液を使用せる場合 の方

が,棚 酸緩衝液の場 合に比 し,Glutamin酸 形成 は多少

著明であつ た｡

第12表 緩衝 液の影響

8)各 硫安分劃に於ける酵素活性分布

酵素精 製の第1段 階 として粗酵素液 よ り硫安門の30%

以下飽和,30～50%飽 和,50%以 上飽和 によ り沈澱する

部分 を原粗酵素液の半量 の燐酸緩衝液 に溶解,そ の1cc

を酵素 として使用,各 分劃 に於 ける酵素活性の分布を検 糞

した｡そ の成績は第15表 に示す如 く,30%以 上 の飽和

度 の部分 に活性の強いのが知られ た｡

α一Ketoglutar酸 一Phenylalanine系 に於いては,硫

安分劃 によ り常に活性 は消失 した｡な お硫安 分劃申の硫

酸安門 の影響をみ る為に酵素液に 伽Keto91utar酸 のみ

を加 えた対照 を とつてみたが,表 に示す如 くGlutamin

酸 の形成は全 く認 め られ なかつた｡

第15表 各硫安分劃 に於 ける酵素活性分 布

反 応 系

分 劃

αKG+ASRaragi

亘酸

αKG十Valine

αKG+Leucine

αKG+Pheny1-

alanine

αKG

綴 衝 液

A鵬i難o酸

Asparag魚 酸

Vaiine

]Leucine

PhenylaIani簸e

燐酸緩衝液

帯

帯

+

未分割

帯

へ

帯

帯

十

3・%以 上i3・-5・%15・%以 上

十

十 ●

十

翻酸緩衝液

士

・ 総 括 及 び 考 按

以 上鳥 型 結 核 菌 竹尾 株 に 於 け る α一Ketoglutaf酸 と昏

Amino酸 との間 のTransamination反 応 に就 い て一 通

りの 検 討 を試 み た結 果,α 一Ketoglutar酸 とAsparag血

酸,Valine・Leucine・Phenylalanineの 各Amin◎ 酸 と

を反 応 せ しめ た 時 にGlutamin酸 の形 咳 が比 較 的強 い

一一42
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,のが認め られた｡

そ こで この4つ のTransaminaseに 就 き抽 出粗酵素

液を用いてその性 質を探求 したので あ るが,そ の至適

pH7・8はBCGを 用いた際に も認 められた点 であ り,

他 の酵素材 料 よりの同酵素に関 し報告 されている ものに

比 し,少 しくアルカ リ性にかた よつてい る｡

本反応 を好気的条件下 で行 えばTCAサ イ クル2)等 に

より酸化され る可能性が考 えられ る｡そ こで無気的 ・好

気的両条件 に於 けるGlutamin酸 形成を比較 したので

あるが,好 気的条件下では少 し弱 くな る程 度であつた｡

即 ち斯かる反応条件に於いてはTransaminase反 応系

は非常に活発 に働 いてい る事 が想像せ られる｡そ してか

かる反応が結核夢に於けるAmino酸 合成ひいては蛋 白

合成に極めて重要な役割 を果 していることを推察す るも

のであ る｡

結 論

1鳥 型 結 核 菌 竹尾 株 を用 い α一Ketoglutar酸 と各

Amine酸 間 のTransaminationに 就 いて 検 した所,

・Asparagin酸,Valine,Leucine,Phenylalanineの 各

Amino酸 の 場 合 に比 較 的顕 著 なGlutamin酸 の 形 成 が

認 め られ た｡

2上 記4つ のTran$amina$eの 性 質 を抽 出 粗酵 素

液 を用 いて 検 し,至 適pHは7.8附 近 に あ り,音 酸 カ

リ,Quinhydrone,Is◎nicotln酸hydrazide,硫 酸 銅 の

各M/100に よ り相 当程 度 の 阻 害 を受 け,80｡C3分 の

加 熱 で完 全 に不 活 性 化 され,比 較 的 長 期 の 氷室 保 存 に 醗

え,硫 酸 安 門30%以 上 飽 和 に よ り沈 澱 す る部 分 に活 性

の強 い の を認 め た｡

稿 を終 る に臨 み,終!こ 獅 懇 篤 な る御 指導,御 校 閲 を

賜 つ た堂 野前 教 浸 及 び 河盛 助敦 授 に深 謝 す る｡

本 研 究費 の一 部 は丈 部 省科 学 研 究 費 に よつ た｡記 し

て謝 意 を表 す｡
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勇)第6表 空欄 の所は下記

体 温 赤 沈1織 菌所 見
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