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鳥 型 結 核 菌 の ニ コ チ ン 酸 代 謝 に つ い て

石 下 泰 堂 ・田 中 伸 一

茂 兼 英 寿 ・泉 桂 三

名古屋大学医学部内科第一講座―主任 日比野進教授

受 付 昭 和31年2月15日

緒 言

結核菌 は他 のMycobacteriaと ともに,広 範 囲な物質

代 謝 をす ることが知 られてお り,各 方面か ら検討が進 め

られてい る。

著者 らは,鳥 型結核菌 が,ニ コチ ン酸 を単一窒素源 と

せ る合成培地に発育 可能 な事 実 を見出 し,こ の代 謝過 程

を追求 してみ た。すでに安 息香酸 を中心 とした,一 連の

芳香族化合物の代謝に関 してはGale1)2),Bernｈeim3)4)
,

山村56)ら 多数の学者の報告が あるが,ニ コチン酸は こ

れ らとは核構造 の異 なつ た異環式化合物で あ りこれ につ

いての研究 は未だ な され ていない。 ニ コチン酸 はDPN

として,生 体 内酸化還元反応 に重要 な役割 を演ず るもの

で あ り,Tryptophanよ り3-Hydroxyanthｒanilicacid

を経て ニコチ ン酸 の含成 され る過程,ま た動物排泄物 中

へ のMetaboiiteの 排 出な どに関す る成績 は数多報告が

あ るが,著 者 らは,上 に見 出 した事実 より,鳥 型結核菌

が ニコチ ン酸 を一旦分解 し,さ らに菌体蛋 白成 分に再合

成す る ものであ ることを知 り,そ の過程 を静止菌液 を用

いた実験 に よ り検 討 し,結 果を報告 す る。

実 験材料お よび実験方法

本 実験に使用 した菌 はすべて鳥型結 核菌 竹 尾 株 で あ

る。本菌 を味の素 を窒素源 とす る ソー トン培 地に接 種,

37℃,4日 間培養後 ガーぜ濾過 によ り菌体 を採集す る。

ニ コチン酸適応菌 は,上 記培地 中味の素 を半量 とし,

培地1lに つ き2gの 割 にニ コチ ン酸 を加 え,pHを 中性

に補正 せ る もの と同様 に培養 して既適 応菌 として えた。

採取 した菌塊 は,培 地 成分 を除 く目的 で,Homogeni-

zerに よ り均等化後蒸溜水 にて洗源,遠 沈,本 操作 を3

回繰 返 して後,pH7.2の0.1M燐 酸緩衝液 に,毎ml中

菌塊0.05mlを 含有す るごと く懸濁せ しめて休止菌液 を

調製 す る。

ワール ブル グ検 圧計 によ る実験 の際 は,こ の菌液1ml

を一容 器に使用,基 質 は0.1M中 性溶液0.2mlを 添加,

反応液量2.0ml,中 央副室 には20%KOH0.2mlを 入 れ,

恒温水槽温 度37℃ にて酸素 吸収量 を測定 した。

基質 として使用 したのは,ニ コチン酸,2-Hydroxy-

nicotinicacid,6-Hydroxynlcotinicacid,お よび α-

Pyridoneで あ り,こ の うちニコチ ン酸 のみは 市販 の製

品を使 用 したが,他 はすべ て研究室 内で合 成せ る もので

あ り,合 成法 はPhilips7)8)の 記載 に基 き,概 略図示す る

方法 に よつた(図1)。 えられたSampleに ついての融

点は,2-Hydroxynicotinicacid245℃,6Hydroxy-

nicotinic293℃,α －Pyridone102～106℃ で あっ た。

他 に100ml容 量のErlenmyerフ ラス コに,上 記組成

と同一割含で液 量50mlと せ る反応系 をつ くり,37℃ 恒

温水槽 中にて振 盪,3～9時 間反応後ザ イッ濾過器 にて

濾過,濾 液お よび菌体 につ き次の実験 を行つ た。

濾液 は これ を時計 皿に と り,VacuumDesicator中 に

て一旦乾燥後,少 量の蒸溜水 にて溶解 し,こ れ を試料 と

してペーパーク ロマ トグ ラフを行 つた｡

菌体 は乳鉢 に とり1N硫 酸 を加 え,硝 子粉 とともに充

分磨砕 しつつ5倍 量 のアセ トンにて抽 出,遠 沈 上 清 の

pHを 中性 に補正後減圧濃縮 し,こ れ を ペーパ ーに展 開

した。

展 開用濾紙 としては東洋濾紙No.3を 使 用 した。 これ

は クロマ トグ ラム検 出のため紫 外線 の吸光 を観察 す る関

係 上,濾 紙 自体 の吸光の もつ と も少 ない もの として選択

したので ある。

検出法 としての紫外線 下吸光 スポ ットの観察は,光 源

としては マッダの低圧殺菌燈 を使用 し,こ れに科 学研究

所製の紫外線 フィル ターを併用 した。 この フ ィル ターは

透過範 囲2,700Å ～2,450Å であ り,2,537Aに 最大透過度

を有す る もので ある。 その他 ニン ヒドリン試薬 ドラー

ゲン ドル フ試薬の噴霧9),プ ロムシアン反応10)等 を行 つ

た。

濾液 中遊離 ア ンモ ニア量 の測 定はConwayの 微量拡

散定量法11)に従い行 つた。

展開溶剤 としては主 として フェノール(20%含 水)を

使用 し,他 に醋]酸ブタノール水(1:4:5),水 飽和n-ブ

タ ノー ル,0.1M燐 酸緩衝液飽和 ブタ ノー ル(pH7.2),

10%ア ンモニア水飽和 ブ タノール を用 いた。

実 験 結 果

1)菌 浮遊液 に よるニ コチ ン酸酸化

結核菌生菌 に基質 を作用 させて その酸素 吸収を測 定す

る場合,す でに多数の入の指摘 してい るご とく12),内 部
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図12-Hydroxynicotinicacid合 成 法

図2鳥 型結核菌 によ るニ コチ ン酸酸化

a.非 適応 菌の場合

b.ニ コチン酸 適応 菌に よる場 合

呼 吸が非 常に大 きい とい う事実 に

遭遇す る。 これ は菌液 をaerate

す ること,泳 室 中にstarvateす

ること等の操作 を加 え,あ る程度

は減少せ しめ うるが,こ れ を雰 と

す ることは不可能 で あ り,か つ こ

の間に適応酵素産生能 も低下 を き

たす。従つて実験に は新鮮菌液 を

使用 し,基 質 を加 えた場合 の酸素

消費量か ら内部呼吸 によるそれ を

差 し引い た もの を,そ の基質酸化

に よる酸 素消 費量 として あ らわ し

た。

図2は 本 反応に よる酸素 吸収 を

示 した もので,約60分 の誘導期 を

必要 とし,そ の後 に漸 く直線的 と

な る。 ニコチ ン酸既適応菌 を用 い

た場合 は,こ の誘導期 は 消 失 す

る。す なわちニ コチ ン酸化 は適応

的 に行 われ る。

1)モ ルの ニ コチン酸酸化に要

す る酸素 消費は,理 論値5.5モ ル

であ るが,実 測値では2モ ルで あ

つた。 また反応後のMedium中

の遊離 ア ンモニア量 を 測 定 す る

も,そ の放 出は見 られ なか つた。

2)2-Hydroxynicotinicacid,

6-Hydroxynicotinicacid,α-Py-

ridoneの 酸化

これ らの ものは ニコチ ン酸 が酸

化 された場合,第1段 階の生成物

として もつ と も可能性 あ りと考 え

られ る2-お よび6-位 の酸化物,

お よび そ れ らの 脱 炭酸 され た 形 の 化 合 物 と して 選 ん だ も

の で あ る。

結 果 は図3に 示 す ご と く,2-Hydroxynicotinicacid

お よび α-Pyridoneは 全 然 酸 化 され ず,6-Hydroxyni-

cotinicacidは 誘 導 期 を以 て酸 化 され,ニ コチ ン酸 適 応

菌 に よ る と,こ の 誘導 期 は 著 明 に短 縮 し,ニ コチ ン酸 適

応 菌 は6位 の酸 化 物 に も同時 に 適 応 して い る こ と を示 し

た。

3)ニ コチ ン酸 代 謝 物 の ペ ーパ ー ク ロマ トグ ラ フに よ

る分 析

a)濾 液 を,フ ェ ノ ールレを溶 媒 と し,反 応 前,反 応 後

3,6,9時 間 後 に ペ ーパ ーに展 開 した ク ロマ トグ ラ ムを ,

模 式 化 して示 す と図4の ご と くな る。Rf0.74お よび0.47

に見 られ る スポ ッ トは,紫 外 線 吸収 ス ポ ッ トと して見 ら

れ る もの で,そ れ ぞれa,bと 命 名 した。
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面3鳥 型結 核菌に よるニ コチ ン酸 誘導体 の酸化

a.非 適応 菌の場合

b.ニ コチ ン酸適応菌に よる場合

(1)6-HydroxynicGtinicacid

(2)α-Pyridone

(3)2-Hydroxyoicotinicacid

図 ４ ニ コチ ン酸 代 謝 生 成 物 の べ ー パ ー ク

ロマ トグ ラ フ(溶 媒 フ ェ ノ ール)

このaお よびbの 性格 を明か にす るため,反 応3時 間

の試料 を,水 飽和 ブ タノールル,0.1M燐 酸緩衝液飽和 ブ

タノール(PH7.2),醋 酸 ブ タノール,10%ア ンモ ニア

水飽 和ブ タノール,フ ェノールの各溶 媒にて展開 し,そ

れ ぞれのRf値 をニ コチン酸,上 記酸化物 とと もに比較

検討 してみた。 その結果,表1に 示す ごと く,い ずれの

場合 もaは ニ コチン酸 と,bは6-Hydroxynicotinicacid

と完全 にRf値 の一致 をみた。

さらに このbス ポッ トの部分 を截 り取 り,蒸 溜 水にて

溶離 し,塩 酸酸性 として沈 澱結晶化 させた もの を再溶解

し,そ の紫外部吸収 スベク トル を測定,ニ コチン酸,そ

の酸化物溶液 と比較 してみ た。結果 は表2,図5に 示す

表1各 種 溶媒 を用いた べーパ ーク ロマ トグラフのRf値

表2紫 外部吸 収スペ ク トル の比較

図5紫 外部吸収 スベク トル

如 くで,や は り吸収 スペ ク トル の上 か ら も,bは6-Hy-

droxynicotinicacidと 一 致 し た像 を示 し た。

さ らにRf0.1に は,cス ポ ッ トを検 出 し た。 これ は ド

ラ ー ゲ ン ドルレフ試 薬 噴 霧 に よ り,陽 性 の 著 色 を呈 し た部

分 で あ り,ブ ロム シ ア ン反 応 で は,a,bい ず れ も呈 色 す

るが,cは 陰 性 で あつ た。

反 応 後9時 間 の もの で は,以 上 の 他 に ニ ン ヒ ドリ ン試

薬 に よ り3つ の ア ミノ酸 を検 出 した。Rfは それ ぞれ0.6,

0.2,0.12で あ り,こ れ らは お の お の ア ラニ ン,グ ルレタ

ミン酸,ア スパ ラギ ン酸 に一 致 す る。 この うち グルレぶ ミ

ン酸 が 顕著 で,他 は極 く微 量 で あつ た 。

b)菌 体 内抽 出物 の場 合,こ の ク ロマ トグ ラ フはや や

複 雑 で あ り,対 照 の基 質 添 加 な き もの に つ い て も菌 体 内

ア ミノ酸 が 存在 す る。 わ れ わ れ の 行 つ た もの に つ い て
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も,グ ル タ ミン酸,ア スパ ラギ ン酸,ア ラ ニンを 同定

し,反 応5時 間後の試料で は,ア ミノ酸の種類 には変化

な く,た だ グル タ ミン酸 の著明な増量が観察 され た。な

おRf0.1に はや は りドラーゲン ドル フ反応陽性のcス ポ

ットの存在 をみた。

考案 お よび総括

以 上の諸 成績 よ り検 討を加 えてみ ると,鳥 型結核菌 は

ニコチ ン酸 を適応 的に酸化利 用す る
。 しか して その利 用

は緒 言に述 べた如 く,こ れを単一窒素源 として発育 可能

な ことよ り考 えれ ば,単 にエネルギ ー源 として分解 す る

のみな らず,こ れをア ミノ酸,菌 体蛋 白へ と合 成同化 す

るのでな くてはな らない。実験結果 において も反応終止

時 の酸素消費 が理論値 に達 せず,か つア ンモニアの遊離

を認 めない ことは,こ れ を裏書 きす ると思 われ る
。

しか して第1段 階 の生 成物が,6の 位置 のMonohrd

roxyDerivativeた る6-Hydroxynicotinicacidた る

ことは,AdaptivePatt-rn,ペ ーパ ーク ロマ トグラフに

お けるRf値,吸 収 スペ ク トルの合致 せ るスポ ッ トとして

把 握 され たことよ り,確 定的で ある。 さ らに本反 応 を

触媒す るceHfreeな 酵素抽 出 も試 みたが,ニ コチン酸

酸化酵素の抽出 は不可能に終つ た。 しか し,6-Hydroxy-

nicotinic酸 化酵素 は,一 応次の手段で粗酵素状態 に 抽

出 し うることを観察 した。すなわ ち

適応菌
↓

アセ トン乾 燥粉末

↓
硝子粉 とと もに磨 砕,水 にて抽出

↓
一夜 氷室放置後遠沈

↓

硫安 分劃

しか し未 だActivityの 低 い こ と,不 安 定 な こ との た

め,さ らに吟 味 を重 ね 発 表 す る予 定 で あ る。

ス ポ ッ トcと して見 られ た物 質 は ,お そ ら く さ らに反

応 の進 ん だ もの で あ り,核 開 裂 せ る もの,ま た は核 構 造

の変 化 した物 質 で は な いか と考 え られ る。 ま た グル タ ミ

ン酸 が ニ コチ ン酸 代 謝 過 程 中 に 出現 す る を思 わ せ る事 実

は,興 味 深 い とこ ろで あ り,ピ リヂ ン核 の 動 態 が こ こで

問 題 とな ろ う。

ニ コチ ン酸 が 生 体 内 で ト リプ トフ ァン よ り合 成 せ られ

る過 程 中,3-Hydroxyanthranilicacidニ コチ ン酸 の

過 程 は,ベ ン ゾ ール 核 よ りピ リヂ ン核 へ の転 移 ケ ー ス と

して,最 近 生化 学 的 興 味 の 中 心 問 題 と して取 り上 げ ら

れ,多 数 の 学 者 の 研 究 対 象 と な り15)～15),Henderson16),

Bonner17)ら は さ らに この 間 の 中 間体 を2,3提 唱 して い

る。 この際3-Hydroxyanthranilicacidの ア ミノ基 中 の

Nが,ピ リヂ ン核Nに 至 る こ とは,N15でlabelし た実

験 で確 か め られ て お り,逆 に ピ リヂ ン核 中のNが,核 開

裂後 ア ミノ化 し,Transaminationに よ りグル タ ミン酸

を生 成 す る こ と も,あ り うる こ とで あ ろ うが,い まだ 推

論 の 域 を出 ず,今 後 の 研 究 問 題 で あ る。

またRoth18)はC14でCarboxyl基 をlabelし た ニ コ

チ ン酸 を,マ ウ スに接 種 し,そ の 呼気 中 にCO2と して

C14の 放 出 を見 る こ とか ら,Decarboxylationが ニ コチ

ン酸 代 謝 中 に起 る こ とを観 察 して い るが ,著 者 の実 験 で

は α-Pyridoneは 酸 化 され なか つ た。

以 上 論 旨 を要 約 模 式 化 す れ ば 次 の如 くな る。

―→核開裂―→ グル タ ミン酸―→菌体成分

結 論

鳥型結核菌が ニ コチ ン酸 を単一窒素源 とず る合成培地

に発育可能 なこ とよ り,そ の代謝過程 を明か に す る た

め,該 菌竹尾株静止菌液 を用い た実験 を行い,次 の結 果

をえた。

1)本 菌は ニ コチ ン酸 を適応的に酸化 す る
。

2)6-Hydroxynicothlicacidは ニ コチ ン酸 にSuc 。

cessiveAdaptationを 受 け る。

3)菌 液 ニコチ ン酸反応 系をべ ーパ ー で 分 劃 し
,6-

HydroxynicotinicacidとRf値 お よび吸収 スペ ク トル

の一致 す るスポッ トを認 め,そ の代謝生成物 な ることを

確認 した。

4)他 にグル タ ミン酸 および一未知物質 を認 めた
。

本論文 の要 旨は昭和29年4月 第29回 日本結核病学会総

会 にて報告 した。
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