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結 核 菌 の 焦 性 ブ ド ウ 酸 代 謝 に つ い て

(第2報)
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名古屋大学医学部第一内科(主 任 日比野進教授)

山 本 正 彦

(受付 昭和30年3月22日)

(本論文の要旨は第28回 日本結核病学会総会において発表した)

1緒 言

わ れ われ は 結 核 菌 の物 質 代 謝 に関 す る研 究 を 行 つ て い

るがそ の一 部 と して 焦性 ブ ドウ酸 の 代謝 につ い て 実験 を

行 つた 。

動物組 織 に よ る焦 性 ブ ドウ酸 の 酸化 的 脱 炭 酸 に つ い て

は,近 年Schweet… 等1),Green等2),お よびOchoa

等3)に よ り比 較 的 詳 細 に研 究 せ られ て い る.

一 方 細 菌 に 関 して は,1932年Barron4)のNeisseria

gononohoeaeに よ る研究 以 来,Lactobacillusdelbru・

ckii5),Proteus▽ulgaris6)7),Escherichiacoli8)9),

◎IQstridiumbutylicumω),Strept㏄ ㏄cusfa㏄alisu),

等 を用 い た研 究 が 行 われ て い るが,そ の酵 素 化 学的 研 究

特 に反 応 に 関与 す る助酵 素 につ い て の成 績 は必 ず し も・一

致 してい な い。

山村 等 はす で に鳥 型結 核 菌(竹 尾 株)の 生 菌 浮游 液 が

焦 性 ブ ドウ酸 を酸 化 し,ま たそ の アセ トン乾 燥 菌 に よつ

て焦性 ブ ドウ酸 が 酸 化的 脱 炭 酸 を受 け酢 酸 を生 ず る こと

を報告 して い る]2)13)。 この 報告 にお い て は,鳥 型 結 核 菌

よ り焦性 ブ ドウ酸 脱 水 素酵 素 を抽 出 し,一 定 度 精 製 を行

つ て,溶 解 性 の酵 素 液 とす る こ と に成功 し,そ の 酵 素化

学的 性状 につ い て検 討 を 行 つた 成 績 を 報告 す る。

II実 験 方 法

1・ 酵素の抽出および精製

鳥型結核菌(竹 尾株)を3%グ リセリン肉汁培地に

37。Cで3日 間培養,炉 過による集菌,滅 菌生理的食塩水

による洗溝を行つた後これをアセ トン乾燥菌とするか,

またはそのままでよく冷却しながら海 砂 また はglaSS

powderと ともに磨砕,滅 菌蒸溜水を加えて氷室で一晩

抽出する,抽 出液は3,000r.P.m.30分 間遠心分離を

行い,上清液をさらにアセトンドライアイスを用いて10

回以上凍結融解を繰返す。生じた不活性の蛋白質を高速

遠心沈澱8,000r.P.m.ユ5分2回 によつて除きその上

清液を0℃ でゴロヂオン膜中にて蒸溜水に一晩透析す

る。か くして得た酵素液は無細胞状態で可溶性のほとん

ど透明なものである。その方法をまとめると第1表 の如

くである。

第1表 酵素の抽出精製法

3%グ リセ リン肉汁培地に3日 間培養した

鳥型結核菌(竹 尾株)を 集菌,洗 灘

アセ士ン轍.1

↓ ↓

glasspowder叉 は海 砂 と共 に磨 粋

↓

水 を加 え て氷 室 で一 晩 抽 出

↓

遠 心 沈 澱(3,000r.P.m.)30分

1

↓ ↓

上 清 沈 澱(捨 て る)

↓

遠 心 沈 澱(8,000r.P.m.)15分

!

↓ ↓

上 清 沈 澱(捨 て る〉

↓

凍 績 融 解10回 以上 繰 返 す

↓

遠 心沈 澱(S,OOOr.P。m.)15分

1

↓

上清

↓

水に対して一晩透析

↓

↓

沈澱(捨 てる)

一・部 精 製 した可 溶性 酵 素 液

2.酵 素 作 用 の測 定

酵 素作 用 の測 定 は 次 の三 つ の 方法 を用 い た.

【a】 メ チ レ ン青 を水 素章 容 体 として 醗 素 吸 収 に よつ

て測 定す る方 法

酸 素 吸 収 量は 反 応 液 の組 成 を酵 素 液1.ont,メ チ レ

ン青1000γ,焦 性 ブ ドウ酸 ソー ダ100ゆf,thiamine

pyr◎ph◎sphate(c◎earbOxylase,TPPと 以下 略 記 す

る)200γ,MnCl2500γ,MnO燐 酸 緩 衝 液(pH6・0)

O.5mZ,全 量2.2mlと して 反 応容 器 中央 小 室 に20%

KOHO.2mlを 入 れ て 空気 中で 測 定 した 。 即 ち この場
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合はメチレン青を水素受容体として焦性ブドウ酸の酸化

的分解を酸素吸収によつて測定した。

【b】 赤血塩を水素受容体とした場合

反応液の組成を酵素液2・Omt,赤 血塩150μM,焦 性

ブドウ酸ソーダ100μM,TPPleOγ,MgC12500γ(*)

M/2燐 酸緩衝液(pH6.0)O.4mZ全 量3.1mZと して

容器は100%窒 素ガスを充填して測定したeこ の場合

TPP,焦 性 ブドウ酸をあらかじめ酵素と接触させて後赤

血塩を側室より加えて反応を始めた時は第2表 の如く他

の場合より高い活性が得られる。 これは基質と酵素とが

あらかじめ接触しているために赤血塩による酵素の不活

性化が防がれた為と思われる。 この場合は赤血塩を水素

受容体として生成する炭酸ガスを定量することによつて

焦性ブ ドウ酸の脱水素反応を測定することになる。

第2表 酵素と反応物質との接触 と酵素活性との関係

温度が平衡に達 した後側室の物質を主室に入れて反応

を開始する。数値は発生OO2量(μ)を 示す。

TPP,焦 性
ブ ドウ酸

鋤PP,

赤血塩

otide(TPNと 以下 略 記 す る),ecenzymeA(COAと

以 下略 記 す る),adenosintriphosphate(ATPと 以下

略 記 す る)は そ れ ぞ れLePagez9)2L}),Ochoa21),DuBoism》

の方 法 に よ り合成 あ る い は 抽 出 し,fiavimaucleotide

(FMNと 以下 略 記 す る)は 日本 衛 材 会 社 よ り購 入,TPP

は武 田薬 品 研 究 部 よ り譲 与 せ ら れ た 。

III実 験 結 果

1.水 素受容体

第ユ図,第2図 および第5図 に示す如 く本酵素はメチ

レン青,赤 血駐2,6dichlorophen◎1-indopheno1を

水素受容体 としてそれぞれ焦性ブ ドウ酸を脱水素するこ

とが出来る。この場合水素受容体を添加しないと反応速

度は著明に低下する。

第1図 メチレン青の影響

主 室鴨 盤 蓬

50

検 圧 計
側劉 赤 血 塩

焦 性
ブ ドウ酸

反騨1ト 券 55pl5μ

・27μ満 μ

*MnCl2はK3Fe(㎝)6と 不 溶 性 の 沈 澱 を生 ず る

の でMgC12を 使 用 した。

【c]2,6-dichlorophenolindophenolを 水 素 受 容

体 と した 場 合

反 応 液 の 組 成 は酵 素 液1.Omt,焦 性 ブ ドウ酸 ソー ダ

50μ 鴎Tpp200γ,血C12500γ,』f/10燐 酸 緩 衝 液

(pH6・0)1・5ml,飽 和2,6-diehlorophen◎1ind◎phenol

1・Oml,水 を 加 え て全 量4・Omtと してBeckman分 光

光 度 計 を用 い て波 長600犠 μにお け るoptiealdensityの

減 少 か ら脱 色 速 度 を測 定 す る。 この場 合2,6-dichloro・

phen・olindophenolを 水 素受 容 体 と して そ の還元 的 脱

色 に よつ て焦 性 ブ ドウ酸 の脱 水 素 反応 を測 定 す る こ とが

出来 る。

3・ 焦性 ブ ドウ酸 の定 量

Friedman法 の清 水 氏改 良法M)に よ り2,4-dinitro-

phenylhydτaziRを 加 え て生 成 す るhydrazoneの ア ル

カ リ性 に お け る呈色 をB㏄kman分 光 光 度計 を用 い て

波長442mμ にお い て比 色 定 量 した 。

さら に硫 酸 セ リウム法15)を も参 考 と して行 つ た,,

4.酢 酸 の定 量

E.CiaranfiandA.Fonnesu法t6)に よつ て行 つ た

が,蒸 溜 法17)を も参 考 と した。

5.基 質 そ の他 の材 料 の調 製

焦 性 ブ ドウ酸 ソー ダ は市 販 の 焦 性 ブ ドウ 酸 よ りRo・

bert80n法18)に よ り,diphogPhopyridinenucleotide

(DPNと 以下 略 記 す る),triphosphopyridinenucle・

40

、↑30

0≧20

駿1・

Slkt)
0

↑

300

200

CO2

発100・

生

■

ケ2)
'一#0

/汝 一
斡/

反麟 閤㈲ 辺 →!2。

《》一ウ メチレン青を添加したとき

咋一x一 メチレン青を添加しないとき

第2図 赤 血 塩 の影 響

⑭ 赤血塩を添加したとき

"→ 赤血塩を添加しないとき

2.至 適pH

異つたpHの 燐酸緩衝液を使用してメチレン青を水

素受容体として酸素吸収量を測定したところ至適pHは

約6.0で ある。

3.助 酵素および金属イオンの影響

本酵素反応は水素受容体の如何にかかわらず助酵素と

してTPPとMn●'ま たはMg'● 等 の2価 の金属イオン

を必要とする。第3図,第4図 および第5図 に示す如く

金属イオン酵素標晶より完全に除 くことが困 難 なた め
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か,金 属 イ オ ンの添加なしでも一定の活性を示すが,

TPPを 添加しないと反応はほとんど進行しない。

第3図 メチレン青を水素受容体とした

場合のMn',TPPの 影響

100

↑50

望2

舜〕
12006σ及応

時 問(分)一→
-o-'K)一 メチ レン青

,TPP,MnClzを 添 加 し
た場 合

"(-x一 同上 条 件 下 でMnCl
2を 添 加 し ない場

.合
→ 一ひ 同様 にTPPを 添 加 しな い場 合

ooTPP,MnC12を 添 加 しな い場 合

第4図 赤 血 塩 を水 素 受 容 体 と した場 合

のMg。 ●,TPPの 影 響

100

↑50

02
綾

卿
0反 廟 間

㈲ 鱈60

側 ン100%窒 素充填下に赤血塩,MgC12,
TPPを 添加した場合

一例 一 同条件下でM
拷C12を 添加しない場合

一e…ト 同様にTPPを 添 加しない場合

ooTPP,MgC12を 添加しない場合

第5図

↑Q3

き
"

5Q2
℃

宅

§Q1

&

2,6-dichlorophenolindophenolの

脱 色 に対 す るTPP,Mガ の影響

極汝の濃度のTPPを 加 えた場合の影響を赤血塩を水

素受容体として検すると第6図 の如く30rで 反応速度

は最大に達するeMg● ● にっいても同様の実験を行うと

添加終末濃度1x10-2Mの 場合に最大の活性を示しそ

れ以上の濃度ではむしろ阻害のおこることが第7図 によ

つて知られる。

第6図 反応速度とTPPの 濃度との関係

500

400

↑3。。

CO2

発200

生

99)100

0α313tO30100300

TPPの 濯 度(8)→

赤血塩を水素受容体止して 測定種 々の濃度のTPP

を添加した

第7図 反応速度とMダ の濃度との関係

↑1。。

讐

蒜,

03x10"slx10-43xlO-Mx10-・33xlO'31x10-}3x10;-iji2x104

Mぎ あ終 末濃 度(MCN2》 →

赤 血 塩 を水 素受 容 体 と して測 定TPPは200γ 添

加 しMgG12の 濃 度 を種 々に変 えた。

そ の他 の 種kの2価 の 金 属 イオ ンの うち促 進 作 用 を 示

す も のは第3表 の 如 くで あ り,Mg㌧Mバ,Ni● ●,Co"

が特 に著 しい。

第3表 各 種 の二 価金 属 イオ ンの賦 活 作 用

メチ レ ン青 を水 素 受 容 体 と して60分 間 の酸 素 吸 収 量

(μ)を 測 定 すぺ て金 属 はCoC12,Nic12,Mnor2,MgC12,

BaClx,CaC12,CdCl2の 形 で塩 化 物 を加 え た.

終 未 濃 度 は3x10-3M

金 属IC・"INi"iMバ 陣'.IBa.●

Ol

μ辮 ・・79S・92i9・9・

Cバ測Fe桝 照
,

88i8・ 79{δ2

o及応巳燗1斎 一 σ
一◎""一'o.2

,6-dichlorophenoiindophenolsi
TPP,MnC12を 添 加 した場 合。 反応

温 度 は室 温
(一 同条 件 でTPPを 添 加 しな い場 合

e-。 ・TPP・MhJlzを 添 加 しな い場合

つぎにATPを 家兎筋肉より抽出しEMNと 共 に加

えたが全 く影響をみとめなかつた。

さらにこの酵素に家兎の肝臓,パ ン酵母,豚 の肝臓よ

りそれぞれ抽出調製 したCoA,DPN,TPNを 添加した

が,メ チレン青,赤 血塩を水素受容体としたいずれの場

合においても全く影響をみとめなかつた。
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