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鳥 型 結 核 菌 のDア ミ ノ 酸 同 化 機 作

(第2報)Dア ミノ酸 に対するア ミノ基転移反応

斉 藤 正 敏・ 田 中 伸 一

名古屋 大学 医学部 内科第 一講座―指導 日比野進教授

受 付 昭和51年1月7日

第1章 緒 言

鳥型結核菌がDア ミノ酸(Dグ ル タ ミン酸,Dア ラニ

ン)を 単一窒素源 とす る ソー トンの培地 に発育 しうる と

い う事実 よ り,鳥 型菌のDア ミノ酸 に対 して,Oxidative

 deamination能 を有す る ことを第1報 に述べ た。本研究

の共 同研究者 たる川瀬1)は 前報に述べ た如 く,グ ル タ ミ

ン酸,バ リン,ア ル ギニン等14種 の ア ミノ酸が菌体構成

ア ミノ酸で あることを認 めてい る。

しか しなが ら14種 の多種の ア ミノ酸 を生ず るには,グ

ル タ ミン酸 とそれぞれのア ミノ酸に相当す るケ ト酸 との

間のア ミノ基 転移(Transamination)の 存在 を推 惟せ し

め る。事 実伊藤 ら2)は1954年 鳥型菌 のLア ミノ酸 に対す

るTransarninaseの 存在 を報告 してい る。私 の実験 にお

いて も,こ れ らのDア ミノ酸 に対 す るTransamination

の可能性 を考 え,Dア ミノ酸 を基質 として,菌 のアセ ト

ンパ ウダ ーをEnzymeと し,Transamination反 応 を

検 した。得 た知見 をこ こに報告す る。

第2章 実験材 料および実験方法

第1節 実験材料

使用培地,供 試細菌,供 試 ア ミノ酸 は前報 と同様

ω 鳥型結核菌 アセ トンパウダ ーの調製

ソー トンの培地に3～5日37° 培養器で培養 した鳥型

菌 を集菌 しPotter Elvehjem Homogenizerに て均等化

せ しめ,蒸 溜水にて3回 遠沈洗 滌 した。氷冷蒸溜 アセ ト

ン(-15°)に 約15分 浸 し攪拌せ しめた菌 をスツチ エに

て吸引濾過 し,真 空乾 燥器にて乾 燥 しア セ トンパ ウダ ー

を調製 した。

(ロ)1/2M焦 性葡萄酸 ソーダの調製

焦 性葡萄 酸ナ トリウム粉末110mgを2mlの 蒸溜水 に

溶解 せ しめ実験 に供 した。

(ハ)1/2Mα ケ トグル タル酸の調製

αケ トグノレタル酸粉末146mgを2mlの 蒸溜水 に溶解

せ しめた。

(ニ)Paperchromatographの 材料

i)80% Phenolの 調製

Phendを 温水 にて溶解 し,蒸 溜水 と2:8の 割 に混 じ,

これ を溶 媒 に 用 い た 。

ii)0.02% Ninhydrin液 の調 製

Ninhydrin粉 末0.2mlを 含 水Butanol 100mlに 溶 解

し,発 色 剤 と して用 い た。

第2節 実 験 方 法

ア ミノ酸 は 前 述 した 如 く,Dグ ル タ ミン酸,Dア ラ ニ

ンを 用 い た が,対 応 す るLア ミノ酸 に つ い て も対照 と し

て 同 様 に 実 験 した 。

菌 ア セ トンパ ウダ ー30mgを%M燐 酸 緩 衝 液pH7.2に

浮 游 せ しめ た もの と,1/5MD-あ るい はL-グ ル タ ミン酸

0.5ml,1/2M焦 性 葡 萄 酸0.2ml,蒸 溜 水0.3mlを 試 験 管 内

に混 合 せ しめ た。 ま た一 方 前 者 同 様,菌 ア セ トンパ ウダ

ー浮 游 液 と1/5MD ,あ るい はLア ラニ ン,1/2Mα ケ トグ

ノレタル 酸0.2mlと 混 じ た。 表 示 す る と,表1の 如 くで あ

る。

表 題 ア ミノ基 転 移 反 応 系

Transaminationの 惹 起 はPaperchromatographyに

よ り検 した 。 す な わ ち上記 反 応 系 を37℃ 恒 温 槽 に て6

時 間振 盪 作 用 せ しめ た。 これ に氷 酷 酸1滴 滴 下,沸 騰 水

に約5分 間接 触 反 応 を停 止 した。 しか して その 上 清 を

0.01ml,東 洋 濾紙No.50に 塗 布 し,80%Phenolを 溶

媒 と し,一 次 元 のPaperchromatogramで 約24～36時

間 展 開 した。 展 開 は25℃(±1℃)の 孵 卵 器 内 に置 い た

径25m,高 さ50mの 標 本 瓶 内 に て 実 施 した 。濾 紙 を乾

燥 後,0.2%Ninhydrin Butandを 霧 吹 きで一 様 に噴 霧

し,乾 燥 発 色 せ しめ た。

第3章 実 験 成 績

第2章 表1の 如 き 反 応 系 を用 い,Paperchromato-

graphyに よ り,Transamination Reactionを 実施 し,
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次 の 如 き結 果 を えた 。

〔I〕Dグ ル タ ミン酸+焦 性 葡 萄 酸

→α ケ トグル タル 酸+ア ラニ ン

まず 予 備 実 験 に て,L,Dグ ル タ ミン酸,LDア ラニ

ン のRfは それ ぞ れ021,0.56で あ る こ とを確 認 した。

LDと もSpotの 大 きさ,濃 度 は同 様 で あつ た。

i)表1Iの 反 応 系 に よ る実 験 成績 は 図1の 如 くで,

反 応 前 で は,基 質 た るグ ル タ ミン酸 の み の 出現 しか 見 な

い が,反 応後 で は,ア ラ ニ ンのSpotをD,Lと もに認

め た。 しか して 斑 値 は ア ラニ ン0.56で,SampleのR{

値 と一 致 し た。 ま た,生 成 ア ラ ニ ンの 上 方Rf0.74に 不

明 の 小Spotを 認 め た。

また表2の 如 く,Dグ ル タ ミン酸 と菌 の み の もの,焦

性 葡 萄 酸 と菌 の み の もの,菌 の み の もの に つ い て は,ア

ラ ニ ンのSpotを 見 な か っ た 。 ま た,出 現 ア ラ ニ ン の

Spotの 大 きさ はLグ ル タ ミン酸 を基 質 と した もの よ り

も小 で あ り,色 調 も淡 か っ た。

ii)出 現 ア ラニ ンのSpotを き り出 し,ア セ トン に て

抽 出 しBeckmanの 分 光 光 度計 に て測 定 し,Lグ ル タ ミ

ン酸 を基 質 と した場 合 の 出現 ア ラ ニ ンのSpotと 比 較 す

るに,Spotは 後 者 の65%で あ つ た 。

表2

iii)阻 害反応 として,終 濃度1/104M KCN,1/104M Ag

NO3の お のおのの阻害反応 を検 した。Spotの大 きさに よ

り判定す るに,KCNに は著明 な阻害 を見ず,AgNO3

に阻害 を見 た。

iv)反 応時間に よる最 高活性 を見 るた めに,2,4,5,

6,7時 間 にっい ておのおの反応 を停止 して観察 した。2

時間後 の ものは,ア ラニ ンのSpotを ほ とん ど認 め るこ

とはで きなかつたが,4時 間以後 の ものは,ア ラニ ンの

Spotを 明 らかに認 めえた。 しか して鮮 明度は6時 間>#

7,4,5時 間>2時 間で あ り,6時 間後の ものが,一 番最

高活度が高い結果 をえた。

v)ま たSM耐 性菌 に この反応に対す る差異の有無 を

検す るため,同 様の実験 を行つ たが,同 様 にア ラニンの

Spotを 認 め その大 きさ,鮮 明度 は感受性菌 による と同

様 で,感 受性菌 との間に何 らの差異 を認 めなか った。

〔II〕Dア ラニン+α ケ トグル タル酸

→焦性葡萄酸+ア ラニン

i)表2IIに よる反応系に よる実験成績 は図2に 見 る

如 く,反応前で は,グル タ ミン酸 のSpotを 見 ないが,反

応後で はRf0.21に 対照 のSampleと 同様に グル タ ミン

酸 のSpotを 認 めた。

図1L-D-グ ル タ ミン酸 に対す るア ミノ基転移反応

ま た表3の 如 く,Dア ラ ニ ン とα ケ トグル タル 酸(以

下 αKGと 略),Dア ラ ニ ン と菌,αKGと 菌,菌 の み の

もの で は グル タ ミン酸 のSpotを 見 なか っ た。 ま た出 現

グル タ ミン酸 のSpotはLア ラニ ン を基 質 と し た もの よ

り,大 き さ も小 さ く,鮮 明度 もや や 淡 か つ た。

表3

ii)分 光光 度計 によ るSpotの 大 きさの比較 はLア ラ

ニンを基 質 とした場合 の62.1%で あつた。

iii)阻 害反応 は前者 と同様 にAgNO3に 阻害 をみ,K

CNに は阻害 は全 く見なかっ た。

iv)活 性の時間的変動 は前者の実験 と同様に,2時 間

ではグル タ ミン酸 の出現 を見ず,6≠7時 間>4.5時 間>

2時 間であった。
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v)SM耐 性菌 に よる実験 も同 様 に グル タ ミン酸 の

Spotを 感受性菌 と同様に認 めた。

図2L-D-ア ラニンに対す るア ミノ基転移反応

第4章 小 括 お よび 結 論

Transaminationは 周 知 の如 く,甲 ア ミノ酸 か らNH3

が 放 た れ る こ とな く,同 時 に存 す る αケ ト酸 にNH3が

移 動 して,甲 ア ミノ酸 は そ の αケ ト酸 とな る と同 時 に,

乙 ア ミノ酸 が形 成 され る過 程 を言 うの で あ る。 このTr-

ansaminationはBraunsteinお よびKritzmann3)が

1937年 鳩 の 胸 筋 を用 い て グル タ ミン酸 と焦 性 葡 萄 酸 とか

ら,NH3の 生 ず る こ とな く α-KGと ア ラ ニ ンの 生 ず る

こ とを認 め た こ とに 始 ま る。 か れ らは この 反 応 は大 抵 の

Monocarboxylic aminoacidはAminoacceptorと して

αKGま た は オ キ ザ ロ醋 酸 に よ りTransaminationを 行

う もの で あ り,ま た 転移 に よ るア ミノ酸 は天 然 型 す な わ

ちLア ミノ酸 に 限 る もの だ と報 告 した 。 しか し な が ら

Eulerら4)はDア ミノ酸 に対 す るTransaminationの 存

在 を愚 惟 せ しめ る成 績 を報 告 して い る。す な わ ちJensea

氏 肉 腫 のDア ミノ酸 に 対 す るTransamin&tionをLア ミ

ノ酸 に 対 す るTransaminationと 比 較 して,加 え た オ キ

ザ ル 酷 酸 の 消 失 は,Lグ ル タ ミ ン酸 の 場 合 が,Dグ ル タ

ミン酸 の 場 合 よ り遥 か に速 か で あ るが,肉 腫 エ キ スで は

後 者 が 顕 著 で あ る こ とを認 め た。 ま たBraunsteinら5)

は これ に対 して廿 日鼠 腫 瘍 を用 い て追 試 し,腫 瘍 組 織 で

のTransaminationはLア ミノ酸 の みが 健 常 組 織 よ り

弱 いだ けで,Dア ミノ酸 にお い て は,腫 瘍 の方 が 健 常 よ

り高 い か,あ るい は 少 な くと も同 程 度 で あ る こ とを認 め

て い る。1940年Cohen6)は 筋 肉組 織 よ りこの酵 素 を抽 出

精 製 しTransaminaseと 命 名 し た。 しか し彼 は この 反

応 は グル タ ミン酸,ア スパ ラギ ン酸,ア ラ ニ ン と それ ら

の ケ ト酸 との 間 に の み 認 め られ る と報 告 した 。 以 後 今 日

まで,こ の2つ のTransaminaseが,広 く研 究 され,

動 物9),細 菌7)8)に 広 く存 在 す るこ とが 明 らか に なっ た。

さ らに それ に 続 い て,Lichstein,Umbreit7)8)ら に よ り,

ピ リ ドキ サ ール 燐 酸 が,Co-enzymeと して働 く こ とが

分 っ て きた。1950年Gunsaluslo)の 報 告 に よ る と,Trans-

aminaseを 有 す る細 菌 はEscherichia coii,Psendomo-

nas fluorescens,Bacilius subtilis etc.多 数 の細 菌 が

これ を 有 し,い ず れ もAminoacceptorと して αKG,

Aminodonorと して ア スパ ラ ギ ン酸,ア ラ ギ ン,バ リ

ン,ロ イ シ ン,ノ ル ロ イ シ ン,ト リプ トフア ン,チ ロ ジ

ン,フ エ ニ ール ア ラ ニ ン,メ チ オ ニ ン等 の存 在 の下 に グ

ル タ ミン酸 の 形 成 を認 めて い る。

結 核 菌 に つ い て は,酒 井11)は1954年BCGお よび 鳥 型

菌 を使 用 して そ の浮 游 液 ま た は抽 出液 が,αKGと ア ス

パ ラギ ン酸 との 間 に,Transamlnationの 有 す るの を認

め,庄 司,山 上12)は,グ ル タ ミン酸 と焦 性 葡 萄 酸 か らア ラ

ニ ンの 生 成 す る こ と を認 め てい る 。私 はDグ ル タ ミン酸,

Dア ラニ ン をAminodonorと したTransamination実

験 をL型 の もの に対 す るTransaminationと 対 比 しな が

ら施 行 し,そ れ らのD型 に 対 して のTransaminationを

1)aperchromatographylこ よ り現 象 的 に 認 め た。 しか し

なが ら私 は後 の 実験 に お い て,Racemizationの 可 能 性

を認 め る成 績 を えた の で,こ のTransarniaationはRa

 cemizationを 前 提 と して,化 生 せ るLア ミノ酸 に 対 して

Transaminationが 行 わ れ た の か も知 れ な い 。 この こ と

に 関 して は,さ らに 研 究 が 必 要 とされ よ う。 しか しなが

ら鳥 型 結 核 菌 に非 天 然 型 ア ミノ酸 に 対 す るTransami-

nationが 現 象 的 に認 め られ る こ とは極 め て興 味 深 い と

患 わ れ るの で あ る。

またL型 の もの に比 して,両 反 応 と も出現 ア ミノ酸 が

小 さい こ とは,前 述 せ るBraunstein5)の 実 験結 果 よ り

首 肯 され うる と思 う。

第5章 結 論

鳥 型 結 核 菌 ア セ トンパ ウダ ーをEnzymeと し,Dグ

ル タ ミン酸,Dア ラニ ンをAminodonor,焦 性 葡 萄 酸,

αケ トグ ル タル酸 をAm.inoacceptorと す るTransami-

nation実 験 をPaperchromatographyl象 に よ り次 の 如

き結 果 を えた 。

1)Dグ ル タ ミン酸 と焦 性 葡 萄 酸 との反 応 に よ りア ラ

ニ ンの 出現 を認 め た 。

2)同 様 にDア ラ ニ ン と αケ トグル タル 酸 との 反 応 に

よ リグル タ ミン酸 の 出現 を認 め た。

3)両 反 応 と もKCNの 阻 害 は ほ とん ど認 め なか っ た

が,僅 か な が らAgNO3に よ り阻害 を認 め た。
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4)こ の反応はそれぞれ対応す るL型 に対 す るTrans-

aminationよ り活性 度は低 く,約62～65%で あつ た。

5)SM耐 性菌 も感受性菌 と同様 に転移能 を有 し,そ

の間に差異 は認 め られなかつた。
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