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第1章 緒 論

E.Fisher以 来 の広範な研究において,自 然界に存す

るアミノ酸は6炭 素に関してすべてL系 に属することが

認められ,こ れは`"natural form"と 名付けられ,D系

アミノ酸はこれに対して"unnatural form"と 呼ばれて

きたのである。したがつてD系 ア ミノ酸は人工的に合成

される以外には自然界にそのままで存在することはない

と信ぜられた時代が続いたのであつた。

しか しな が ら,Koglお よ びErxleben1)2)は,1939年

悪 性腫 瘍 中 の 蛋 白 を水 解 して,Dグ ノレタ ミン酸 の 存 在 を

報 告 した 。以 来 天 然 界 に存 す るDア ミノ酸 はcloseupさ

れ,世 界 の 注 目 を惹 い た と言 つ て よか ろ う。 事 実Kogl

の報 告 以 来,多 くの 追試 が 行 わ れ,反 対 論 も少 な し と し

な い が6)～9),White3は 健 常 入 肝 臓 よ り,Johnson15)は

健 常鼠 肝 臓 よ りDグ ル タ ミン酸 の 存 在 を認 め,Dア ミノ

酸 の天 然 的 存 在 を報 告 し て い るの であ る。 ま たLipma-

nn4)は 健 常組 織悪 性腫 瘍,Insulin, Bence-JoRes蛋 白 等

を検 し て総 蛋 白窒 素 の0.6～3.7%がD型 と して存 在 す る

こ とを認 め た。

ま た微 生 物 に おい て も,BruckRerお よ びIvanovics

5)は,Bacillus anthrax, B. mesentericus, B. su-btilisを

培養,菌 体 を除 い た液 よ りDグ ル タ ミン酸 を えて い る。

Jacobお よ びCraig6),Smithお よびTirnmis7)は,麦

角 アル カ ロイ ド中 よ りD-プ ロ リン を認 めて い る。Hot-

chikisお よびDubos8は 土壌 菌 よ りグ ラ ミシ ヂ ンお よ び

グ リ ミシ ヂ ン酸 を え た。 これ は トリプ トフ ァ ンが2～3

分 子 あ るPolypeptideで あ るが,こ れ を加 水 分 解 し て,

約半 分 が 非 天 然型 ア ミノ酸 で あ る こ とを報 告 し てい る。

しか して後 のSynge20)の 報 告 に よ る と グ ラ ミシヂ ンS

は フ ェ ニ ーノレア ラ ニ ン,ヴ ァ リン,プ ロ リン,ロ イ シ ン

結 合物 で フ ェ ニ ール ァ ラニ ンはD型 な る こ とが 明 らか に

され て い る。 この報 告 と同 様 に最 近 で は,1952年,Pad-

masine ayenger, Eugene Roberts9)はLactobacillus

 arabinosusの 加 水 分 解 にお い て,全 ア ミノ酸 の ほ ぼ 半

分 がD型 で あ る と報 告 して い る。

以上によつて推測 され る如く,現 在の趨勢 としては,

あ る菌にはDア ミノ酸の存在するのは最早疑い難い現実

である。

さてここで目を結核菌に転ず ることにする。結核が病

態論的,疫 学的に特殊の様相を呈することは周知の事実

であるが,結 核症の本態の究明は病原体である結核菌の

生態を正確に把握す るにあることは論をまたないところ

であろう。 日比野内科結核研究室はここに着目し,結 核

治療に癌的存在である耐性問題 と関連して結核菌の生化

学的研究に数年来従事しているが,私 もその 一 環 とし

て,Dア ミノ酸と結核菌との関連について研究実験を行

つた。

結核菌が発育するに,グ ルタミン酸,ア スパラギン等

のLア ミノ酸を窒素源 とするソートンの培地に発育 しう

ることは周知の事実であ り,ま た現在大いに利用されて

いるところであるが,私 共の共同研究者である片山24)は

Dア ミノ酸(Dグ ルタミン酸,Dア ラニン)を 窒素源 と

した培地においても,そ れに対応するL型 とほぼ同様に

発育することを認めた。 この事実によ り,結 核菌は非天

然型たるDア ミノ酸を菌体内に同化 しうることは論をま

たないところであろう。

私 は鳥 型 結 核 菌 竹 尾 株 を用 い,Dア ミノ酸 の鳥 型 結 核

菌 に よ る同化 機 作 を研 究,し た。 研 究 に先 だ つ て,3つ の

可能 性 を考 慮 し,そ の お の お の に つ い て実 験 を施 行 し

た。 す なわ ちOxidative deamination, trans3millation,

 racernizationで あ る。

1)ア ミ ノ 基 転 移transarnination

2)ラ セ ミ ゼ ー シ ョ ンRacemization

以 上 の 方 途 につ きお の お の 実 験 を行 い,若 干 の 知 見 を

えた の で あ るが,こ こに 第1篇 と して,Dア ミノ酸 に 対

す るOxidative deaminationに つ い て 述 べ る。

D-aminoacid→L-aminoacid

第2章 実験材料および実験方法

第1節 使用培地の種類および試薬

(イ)ソ ー トン培 地

菌 の培 養 は ソ ー トンの液 体 培 地 を 用 い た。 培 地 成分 は

グ リセ リン50ml,硫 苦0.5g,第 二 燐 酸 カ リ0.5g,ク ェ
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ン酸 ア ンモ ニ ヤ鉄0.05g,ク エ ン酸 ソー ダ2,5g,蒸 溜 水

940ml,窒 素 源 とし て味 の素 グル タ ミン酸4.0gで,こ の

割 合 で培 地 を作 成 し,pH7.2に 修 正 し1時 間Autoklav

に て滅 菌 使 用 した 。

(ロ)1/10M燐酸 緩衝液(pH7.2に 調製)

(ハ)1/5Mア ミノ酸の調製

i)1/5Mグ ル タミン酸の調製

L.D共 グノレタ ミン酸末147mgを5mlの1/5M,PH7.2

の 燐 酸 緩 衝 液 に溶 解 し た。

ii)1/5Mア ラ ニ ンの 調 製

上記同様アラニン89mgを5mlの 燐酸緩衝液に溶解 し

た。

第2節 供試細菌の種類

実験に供した鳥型結核菌は竹尾株である。

第3節 供試アξノ酸

ア ミノ酸 は ミノ フ ァ ーゲ ン本 舗 供 試 の特 級 ア ミノ酸 を

用 い た 。種 類 はL,Dア ラ ニ ン,L,Dグ ル タ ミソ酸 で あ

る。 供 試 ア ミノ酸 の 比 旋 光 度 は,液 層 の長 さ2dmの 管

で20℃ に お い てD線(5893A)に て 測 定 し た2)。 その 際

旋 光 計 の 測 定 誤 差 は 士0.02° で あ つ た。 測 定 値 を表 示 す

れ ば表1の 妃 しで あ る。 ま た グ ル タ ミン酸 に つ い て は

よ り溶 解 度 の 高 い ア7レカ リ側(2N NaOH)で 比 旋 度 を測

定 し文 献 値22)と ほ ぼ一 致 す る こ とを 確 認 した 。す な わ ち

表 に見 る蝋,Dグ ル タ ミソ酸 は 〔α〕D20=-9.12°,D

ア ラニ ソは 〔α〕D20=-2.62° でD型 な る こ と を確 認 し

た 。

表1供 試ア ミノ酸の比旋光度

第4節 実験方法

(イ)Warburg検 圧 法

供試菌はソ一トン培地に4～5日37℃ 孵卵器において

培養した ものを,ガ ーゼで濾過し集菌 し,そ れをPotter

 Elvehjem型,Homogenizerに て均等化せしめ，さらに

遠心3回 洗瀞せしめて用いた。すなわち洗瀞菌体の湿潤

重量30Mgを1/10M燐 酸緩衝液(pH7.2)と と もに1.0ml

の浮遊液 となし,約5分 放置後,Warburg cupの 主室に

入れた。側室には%Mア ミノ酸0.1ml,副 室 にはCO2を

吸収するために20%のKOHを 入れ反応系を作成した。

(表2参 照)反 応系は37℃ 恒温槽において,5分 聞振湯

後,側 室の基質溶液を主室の菌浮遊液に静かに移 し,さ

らにその後2時 間振盪せしめ,検 圧計において,約10分

毎 に酸素吸収量を測定した。

回 反応後発生 アンモニャ定量

恒温槽にて 振盛後発生アンモニヤの定量はConway

氏法 により,Conwayのdishを 用いて実施 した。Con-

way dish内 室 に1/50Mの 硫酸1ml,外 室 に検体1ml

を入れ,蓋 を皿にワツクスを以て密着せしめ,外 室に磯

酸緩衝液(pH10～12)を 加 え,さ らに蓋 を密着し,37℃

孵卵器において2時 間放置し,蓋 をあけ,内 室におけ

る酸を1/100Mの 苛性 ソーダにて逆適定 し,ア ンモニヤ

を定量 した。

表2Dア ミノ酸酸化反応系

洗滌菌30mg(湿 潤重量)

1/10M燐酸緩衝液pH7.2 1.0ml

1/5Mア ミノ酸(側 室)0.1媚

蒸溜水0.9ml

20%KOH(副 室)02ml

全 量'2.2ml

(ハ)反 応後ア ミノ酸減少の判定

反 応 前 後 に お け る基 質 の 減 少 を判 定 す る に,Nafton氏

法25に よ りPaperchromatograph, Beckmanの 分 光 光

度計 を用 い た 。 す な わ ち1/100M基 質0.01mlをNo.50

の東 洋 濾 紙 に塗 布 し,約24時 間 水 飽 和Phenolを 溶 媒 と

して 展 開 し,室 温 に て 乾 燥 後0.2%のNinhydrin溶 液 を

噴 霧 し発 色 せ し め た。 さ らに発 色 せ し め たSpotを 切 り

出 し,70%Acetonに 浸 し,5分 間 振 蛋 抽 出 し,抽 出液 を

Beckmann分 光 光 度計 を 用 い630mμ の 波長 で検 した 。

第3章 巽 験 成績

第1節Warburg manometerに よる成績

前記方法,反 応条件にて,SM感 受性鳥型菌洗滌菌体

のDグ ルタミソ酸,Dア ラニンに対する酸素吸収を観察

した。なお結核菌に基質を作用させて,そ の酸素吸収 を

測定する場合,多 くの入によつて26)指 摘 されたる如く,

菌 の内部呼吸は甚だ大である。その弊を除 くために菌体

をaerationす るとか,氷 室内にstaresage生 存せしめ

てその内部呼吸量を減少せしめるなどの方法があるが,

いずれ も零とすることは不可能であ り,ま た適応酵素の

産生を阻止する弊があるとされている。私は従つて新鮮

菌液を実験に供した。従つてこの実験成績は,基 質を加

えた酸素消費量か ら内部呼汲量を減引したものをその基

質を酸化した酸素消費童 としてあ らわした。

Dグ ルタミン酸,Dア ラニンとも,適 応期を見ること

なし,ほ ぼ直線的な酸素吸収曲線を認めた。 しか してD

ア ラニンはDグ ルタミン酸に比 して酸素吸収量は大で,

1時 間後65l(Dグ ル タミン酸20μl)2時 間 後158l

(Dグ ル タミン酸41μl)の 価 を示し,培養成績 とほぼ一致
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す る結果をえた。

第2節Lア ミノ酸酸化とDア ミノ酸酸化の比較

上記反応条件で,菌 のL型 ア ミノ酸に対する酸素吸収

との比較を検 した。すなわち同一条件において,D型,

L型 のアラニン,お よびグルタミン酸を菌と作用せしめ

たが,図1A,Bに 見 られる如 く,両 者の間には有意な

差は認められなかつた。換言すれば,Dア ミノ酸に対す

るOxidationはL型 の ものに対するそれとほぼ 差がな

い。

第5節 反応後発生アンモニヤの定量

第1節 に述べたDア ミノ酸に対する酸素吸収は,果 し

てOxidationで あ るかを確実ならしめるため,2時 間

反応後の容器についてNH3の 定量をConway氏 法によ

り実施した。

表3に おいて見 られる如 く,反 応後,そ れぞれNH3の

発生せるを認めた。しかして発生NH3量 は対応するL

型 アミノ酸 とほぼ同値であり,ア ラニンはグルタミン

よりも多量であるのは,第1節,第2節 のWarbur2

Manometerに よる実験成績を裏書 して極め て興 味

い。しかしなが ら表に見 る如 く,い ずれ も酸素吸収より

計算した理論値に比較す ると低値であるが,こ れはNH3

が,可 逆反応によりrecoverさ れ るのか,あ るいはそ

まま菌体に同化 され るのか不明である。

表3反 応後発生アンモニアの定量(Conway氏 法)

第4節Beckman分 光光度計による基質の威少の

定量

図1Dア ミノ酸酸化 とLア ミノ酸酸化の比較

前記WarburgのManometerに て2時 間反応せしめ

たCupに ついて,反 応前 と反応後において,第2章 に

述べた方法により(Paperchromatography)基 質 の減少

度をBeckmanの 分光光度計にて検し,表4の 如 き結果

をえた。すなわち基質の減少は表の如 く明 らかである。

表4Dア ミノ酸の減少(酸 化反応後)

。ペーパー展開後分光光度計による測定

第5節 夏)ア ノ酸酸化阻害反応

,第1節 に述 べ たDア ミノ酸 酸 化 反 応 に お い てINAH,

、KCN,AgNO3に よ る阻害 反 応 を実 施 し た。 図2に 見 ら

れ る如 く,Dア ラ ニ ン,Dグ ル タ ミン酸 と も,AgNO3

の 阻 害 を著 明 に受 け,KCN,INAHに 対 し て は阻 害 を ほ

ぼ認 め な か つ た 。 表 示 す る と,表5に 見 られ る如 くで あ

、 る。

表5Dア ミノ酸酸化阻害反応

文6節Dア ミノ酸酸化至適水素イオン濃度

Dア ラ ニ ンに対 し て のOxidation Reactionに

お い て 至 適pHを 検 した 。 す な わ ちpH5.0,5.5,

6.0,6.5,7.2,8.0,9.0の7種 類 の燐 酸 緩 衝 液 お よ

びVeronal緩 衝 液 を調 製 し,こ の異 なれ るpH

溶液 を前 記 菌 体 浮 遊液 に 加 え,37QCの 恒 温 槽 内

図2Dア ミノ酸酸化阻害実験

で作 用 せ しめ,酸 素 吸 収 量 を定 量 的 に比 較 し た。 す な わ

ち酸 性 側 に お い て は,pH5。0附 近,ア ル カ リ性 側 で は.

pH8.0,9.0附 近 で は,02 uptakeは 極 め て低 く,pH
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6.0近 辺 でpeakが 見 られ,Optimal pHはpH 6.0近

辺 に あ る。

第7節 ストマイ感受性菌と耐性菌のDア ミノ酸酸

化に対する比較

図3に 見 られ る如 く,Dア ラニン,Dグ ルタミン酸に

対する感受性菌 と耐性菌の02uptakeは ほ とんど差異

を見出しえなかつた。すなわち耐性菌,感 受性菌はDア

ミノ酸に対する代謝は差異がないと言つてよい。また両

者 とも,O2 uptakeに 適応期を要しなかつた。

図3Dア ミノ酸に対するSM感 性菌,耐

性菌の酸化反応の比較

第4章 考 案

Dア ミノ酸酸化酵素に関してはHAKrebs10)が1933

年 この酵素が動物組織に存在することを明らかにし,さ

らに5年 後,O.Warburg,W.Christian11)は その本体

がFADをco-enzymeと した黄色酵素であることを報

じ,こ の酵素の広い分布が動物組織 微生物に存在する

ことが示 されている。私は前章において述べた如く,D

ア ラニン,Dグ ルタミン酸を基質 とし,鳥 型結核菌浮遊

液を以つてその酸化的脱ア ミノを検 した。

しかしてDア ミノ酸に対して,鳥 型結核菌がL型 のア

ミノ酸 とほとんど同様に酸化的脱ア ミノする推測性を,

ア ンモニャの定量,基 質の減少度測定 と同時にWarburg

のManometerを 主体 とせる実験において認めた。Ma-

nometric methodに おける酸 素吸収曲線は,菌 の培養

実験成績に一致し,ま たConway氏 法 によるアンモニ

ヤの定量成績は,Manometric methodに おける成績に

合致 していた。以上によつて鳥型菌がDア ミノ酸に対 し

てOxidative deaminaseを,対 応するL型 のものと同

様に有することが認められると言つてよいだ ろ う と思

う。

ま た共 同 研 究 者 た る川 瀬12)は 鳥 型 菌 を 加 水 分 解 して

菌 体 内 ア ミノ酸 が 次 の 種 類 よ りな るこ とを報 じ てい る。

す な わ ちア スパ ラ ギ ン酸,グ ルタ ミン酸,セ リ ン,グ リ

シ ン,ス レ オ ニ ン,ア ラ ニ ン,バ リン,メ チ オ ニ ン,ロ

イ シ ン,フ ェ ニ ール ア ラ ニ ン,リ ジ ン,ア ル ギ ニ ン,シ

スチ ン,プ ロ リン以 上14種 の ア ミ ノ酸 を認 めて い る。 し

か して この 実験 に お い て,生 じた ア ン モ ニ ァ は菌 体 内 に

お い て ケ ト酸 と反 応 して ア ミノ酸 を合 成 して 行 く過 程 が

推 測 され るの で あ る。

緒論に述べた如 く,Lactobacillus arabinosusg)の 構

成ア ミノ酸のほぼ半分がD型 であることが認められてい

るのであるが,こ の問題に関して も同様に,今 後,結 核

菌体構成ア ミノ酸のD型 存在の決定にすすむべ きであろ

う。

私 は後 の 実験 に お い て,鳥 型 菌 にRacemaseの 存 在

を推 測 せ しめ る結 果 を 得 た 。 従 つ て この 実 験 にお い てD

ア ミノ酸 に対 す るOxidative dearninationは まずRac-

emizationを 前 提 とす るの で は ない か と の想 像 が 持 たれ

る。 しか しな が ら,阻 害 実験 に お い て 前 記 し た如 く,K

CN,INAHに ほ ぼ阻 害 な く,AgNO3に 著 明 な阻 害 を認

め た事 実 よ り,直 接Dア ミノ酸 に 対 す るOxidative de-

aminaseの 存 在 を認 め て よい と思 う。 す なわ ち米 田13)

はVitamin B6 Pyridoxal phosphateに 対 してINAH

がinhibitorで あ る こ と を認 め てい るがPyridoxal ph-

osphateはRacemaseのco-enzymeで あ る こ と よ り,

Racemizationの 前 提 は 否 定 で き る と言 つ て よか ろ う。

ま たFADは 重 金 属 こ と にAgNO3に よつ て 阻 害 され,

ま た青 酸 はD-ア ミノ酸Oxidaseに 影 響 を与 え ない とい

う事 実25)に よ るの で あ る。

また山村14)は 主 としてD,Lロ イシンに関して次の如

く報告している。Lロ イシンに対する適応菌はLロ イシ

ンに対して,酸 化す るに適応期を有 さず,Dに 対しては

ある程度の適応期を有し,そ の逆の場合 も同様であ り,

す なわちこのアミノ酸Oxidaseはadaptive enzymeな

ることを認めているが,私 のD,Lグ ル タミン酸,ア ラニ

ンに対するOxidationは 適応期を認めず,constitutive

 enzymeの 如 き結果を得たのである。またSM耐 性菌と

感受性菌とともに同様な酸化曲線を得 られたことは,耐

性菌においてもDア ミノ酸代謝の一環であるOxidation

においてはなんら感受性菌 と差異がないと言つてよい。

第5章 結 論

鳥 型 結 核 菌 竹 尾 株 の菌 浮 遊 液 を用 い,Dア ラ ニ ン,D

グノレタ ミン酸 に対 す るOxidative deamination reaction

につ きWarburg manometerを 主 と した 実験 を行 い,

次 の結 果 を得 た 。

1)鳥 型 結 核 菌 はDア ラユ ン,Dグ ル タ ミン酸 に 対 し

てOxidative deaminaseを 有 す る。
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i)酸 素 吸 収 はDア ラ ニ ンの 方 がDグ ル タ ミ ン酸 よ り

大 で あ る。(O2uptakeは2時 間 反 応 後Dア ラニ ン158

μl,Dグ7レ タ ミン酸41μl)

ii)対 応するLア ミノ酸と酸素吸収においてはほとん

ど差は認められない。

iii)酸 化 は適応期が認められない。

iv)発 生 ア ン モ ニ ヤ を定 量 し,Dア ラ ニ ン は酸 素 吸 収

量 よ りの 理 論 値 の 約36%,Dグ ノレタ ミ ン酸 は約13%で あ

る こ と を認 め た。

v)基 質 の減 少 をPaperchromato2raph,Beckmann

の 分 光 光 度 計 に よ り認 め た。

2)こ の反応はAgNO3に よつて著明な阻害を受け,

INAH,KCNに よる阻害は著明でない。

3)SM耐 性菌,感 性菌とも酸化反応に差はほとんど

認められない。

4)至 適pHは6.0近 辺 で あ る。
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