
393

鳥 型 結 核 菌 のDア ミ ノ 酸 同 化 機 作

(第3報)Dア ミノ酸 に対 す る ラセ ミぜ ーシ ョ ン

斎 藤 正 敏 ・田 中 伸 一

名古屋大学医学部第一講 座

受 付 昭 和51年1月7日

第1章 緒 言

第1報 お よび第2報 に お い て,私 は 鳥型 結 核 菌 のDア

ミノ酸 に対 す るOxidative deaminationお よびTrans

arninationの 現 象 的 の認 知 を報 告 した 。 しか しなが ら後

者 に 関 して は,D→L化 す るRacemizationが 前 段 階 と

してTransaminationが 行 わ れ た の か も知 れ な い とい

う疑 問 が 持 たれ る。 私 は この見 地 よ り,Dア ミノ酸 に対

して,鳥 型 菌 の ア セ トンパ ウ ダ ーをEnzymeと し,

Racemizationの 実 験 を行 い,そ の 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 鳥 型結 核 菌,供 試 ア ミノ酸,ア セ トン

パ ウダ ーの 調 製,ペ ーパ ρ ク ロマ トグ ラ フの材 料 は第1 ,

2報 と同 じ。

グル コ ー ゼ ・ブ イ ヨ ン ・

2%の 割 に葡 萄 糖 を 含 む 普 通 ブ イ ヨ ンを ア ル カ リ性

(pH7.8)と 酸 性(pH5.6)の もの を作 製 し,蒸 気 釜 で

120℃,1時 間3回 滅 菌 して 使 用 した 。

第2節 供 試 大 腸 菌 の 種 類

Bacillus.coli communlsを 使 用 し た。

第3節 実 験 方 法

(1)ソ ー トンの 培 地 に3～5日 培 養 せ る鳥 型結 核 菌 を

ア セ トンパ ウダ ー と した 。 その30mgを1mlのpH7.2

1/10M燐 酸 緩 衝 液 に 浮 游 せ しめ,こ れ をEnzyme prepa

rationと し,%MDア ラ ニ ン,あ るい はDグ ル タ ミン酸

0.5/ml,蒸 溜 水0.5ml(全 量2.0ml)試 験 管 内 に混 じ,こ

れ を37℃ 恒 温 槽 に て,3時 間 振盪 し,5分 間沸 騰 水 に

浸 して 反応 を停 止 した 。 な お,

A:Dグ ノレタ ミン酸 と菌 と作 用 した もの の上 清

B:Dア ラニ ン と菌 を作 用 した もの の上 清 とす る。

(2)上 記pH7.8,pH5.6の2種 類 の葡 萄 糖 ブ イ ヨ ン

に37℃,8時 間培 養 され た大 腸 菌 を さ らに それ ぞれ,

前 記2種 の アル カ リ性,あ るい は酸 性 の ブ イ ヨンに15～

16時 間 培 養 せ し め た。 それ を遠 沈 し,蒸 溜 水 に て3回 洗

源 した もの を,Lグ ル タ ミン酸Decarboxylase prepa-

ration(酸 性 培 地),お よびLア ラニ ン な らび にLグ ル

タ ミン酸Oxidase preparation(ア ル カ リ性 培 地)と し

た 。 しか してWarburgのManometerを 用 い,(1)よ り

え た 上 清 に つ い て,そ れ ぞ れ のpreparationを 働 か せ

て型 の判 定 を検 し た。 換 言 す る と,鳥 型 菌 にRacemase

が 存 在 す れ ば(1)に よ りえ た上 清 は それ ぞれL型 の ア ミノ

酸 が 存 在 す る こ とに な る。 その 判 定 に 上 記L型 に 対 す る

Decarboxylase preparationを 用 い,そ の 脱 炭酸 を 検

し,ま たL型 に 対 す るOxidaseを 用 い,そ の 酸素 吸 収

を 見 た の で あ る。

(i)Dグ ル タ ミン酸 十鳥 型 菌

(a)酸 性 培 地 に発 育 せ る大 腸 菌 湿 潤 量309%9を1/10M

pH4.5のAcetate緩 衝 液 に浮 游 せ し め,そ れ を蒸 溜 水

0.8編 と と もにWarburgのCup主 室 に,ま た上 清A

を側 室 に加 え,37町 恒 温 槽 にて,5分 間 振 盪,次 い で

側 室 内液 を主 室 に 傾 入 し,約10分 毎 に 検 圧 計 の ヨ ミを と

り,60分 の 間CO2の 発 生 を検 した 。 ま た反 応 前 後 に お

い てPaperchromatographyを 行 い,反 応 後 の γア ミノ

酪 酸 の存 在 を検 した 。

(b)ま た アル カ リ性 培 地 に培 養 した大 腸 菌 をLグ ル タ

ミン酸,Oxidase preparationと し,Aを 基 質 と し,

Manometric methodに よ り,酸 素 吸収 を検 し た。

以 上 を要 約 して表 示 す る と表1の 如 くで あ る。

表1Racemase反 応 系I

1.

3時 間,37℃ 恒温槽 にて振盪,5分 間沸騰水に浸 し

て反応停止,上 記上清 をAと す。

II.

Warburg Manometerに て脱 炭酸 を検 す。

III.
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Warburg Manometerに て酸素 吸収 を検 す。

(ii)Dア ラニン十鳥型菌

この場合 も前者 と同様に,酸 性 ブイヨンに培養 した大

腸菌 とBをManometricmethodで 作 用せ しめ,そ の

脱炭酸 を検 した。(表2参 照)

表2Racemase反 応 系II

I.

上記 上清 をBと す。

II.

Warburg Manometerに て酸 素 吸 収 を検 す 。

第3章 実 験 成 績

〔1〕Dグ ル タ ミン酸 に対 す るRacemization

前 節 に述 べ た よ うに,Dグ ル タ ミ ン酸 と鳥 型 菌 ア セ ト

ンパ ウダ ーを作 用 し た上 清 に,大 腸 菌 のLグ ル タ ミン酸

Decarboxylase,Oxidaseを 作 用 し た成 績 を次 に述 べ る。

(1)Lグ ル タ ミン酸Decarboxylase preparationに

よ る成 績

図1に 見 る如 く,対 照 と し てDグ ル タ ミン酸 の み を振

盪 した もの に,大 腸菌 のDecarboxilase preparationを

作 用 せ し め た図1結 核 菌 とDグ ル タ ミ
ン酸 を作 用 せ

しめ た上 清 に対 す る大 腸菌 の脱 炭酸 作 用 もの は,わ ず

Lグル タミン酸

上清

Dグ ルタミン酸

か にCO2発 生

を認 めたにす

ぎなか つた。

しか し な が

ら,菌 のアセ

トンパ ウダ ー

を作 用せ しめ

た上清 は,対

照 であ るLグ

ル タ ミン酸 に 対 す るDecarboxylationと 同 様 なCO2発

生 を認 めた 。

ま た反 応 前 後 のPaperchromatographに お い て,反

応 後 の,paperに お い てRf.0.77にSpotを 見,γ ア

ミ ノ酪 酸 の 存 在 が 推 測 され る。(図2参 照)

図2Dグ ル タ ミン酸 に 対 す

る ラセ ミゼ ーシ ヨ ン反 応 前

後 のPaperchromatograph

(2)Lグ ル タ ミ

ン酸Oxidase

に よ る成績

Dグ ル タ ミン酸 に

対 す る鳥 型 菌 のRa-

cemization能 を さ

らに 確 実 な ら しめ る

た め,大 腸 菌 のOx-

idasepreparation

を作 用 せ し めMan-

ometricmethodに

てO2吸 収 を見 た。

図3に 見 る如 く,こ

の場 合 も同 様 に上 清

Aに 対 し て は,酸 素

吸収 は顕著で,Lグ ル タ ミン酸 に対す るよ りも,大 なる

結果 をえた。

図3結 核菌 とDグ ル タ ミン酸 を作用せ し

めた上清 に対す る大腸 菌の酸化作用
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以 上 大 腸菌 のLグ ル タ ミン酸 に対 す るOxidase,Dec-

arboxylaseを 利 用 し,結 核 菌 のD型 →L型 グル タ ミン

酸 へ のRacemaseの 存 在 を思 惟 せ しめ る成 績 を得 た 。

〔II〕Dア ラ ニ ンに対 す るRacemization

この場 合 は 大 腸菌 のLア ラ ニ ンに 対 す るOxidaseを

利 用 して,Manometric methodで 検 した。 図4で 見 ら

れ る如 く,Dア ラ ニ ンに対 す る場 合 は酸 素 吸 収 は 低 い

が,菌 と作 用 せ しめ た上 清 は酸 素 吸 収 は大 で,対 照 でL

ア ラ ニ ンに 対 す る酸 素 吸 収 に極 め て近 い価 を えた 。

以 上 〔I〕,〔II〕 の 成績 を総 合 す るに鳥 型 菌 はDグ ル タ

ミン酸,Dア ラ ニ ンに 対 して,L型 にRacemizationす

るRasemaseの 存 在 を推 測 せ しめ る結 果 を えた 。
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図4結 核菌 とDア ラニンを作用せ しめ

た上清 に対す る大腸菌 の酸化作用

上清

Lア ラニ ン

Dア ラニ ン

第4章 小括および考察

Racemaseが 種 々 の細 菌 に存 在 す るの をF報 告 し た の

は,こ こ数 年 前 か らの こ とで あ る。 す なわ ち1952年Pa-

dmasineAyenger112)ら はLactobacillus arabinosus

にDグ ル タ ミン酸 をL型 に 転化 す るRacemaseの 存 在

を報 告 して い る。

ま た,1947年Dunn,M.S.Camien5)はDグ ル タ ミン酸

を含 む培 地 で 培 養 し たLactobacillus arabinosusの 加 水

分 解 で,菌 体 内全 グル タ ミン酸 の1/2がD型 で あ る と報 告

し て い るが,Padmasineは 一 部 はL型 にRacemization

され,別 の部 分 は直 接 菌 体 蛋 白 に 合 成 され るの だ ろ う と

推 測 して い る。 ま た この 報 告 で 興 味 が 持 たれ るの は,

Streptococcus faecalisの ア ラ ニ ンRacemaseがCo-

enzymeと してPyridoxal phosphateを 必 要 とす るの

に対 し,こ の 場 合 もPyridoxal phosphateがCo-enzyme

と して推 測 され るに か か わ らず,酵 素 活 性 を賦 活 し なか

つ た こ とで あ る。 従 つ て 彼 はPyridoxal phosphateを

Co-enzymeと み な し難 い と し てい る。 しか して 彼 は こ

の酵 素 系 は ア ラ ニ ンRacemaseと 同 様 に 広 く存 在 す る

だ ろ うと推 測 を下 して い る。 また ア ラ ニ ンRacemase

に 関 して はWood Gunsalus4,がStreptococcus faecalis

に お い てLア ラ ニ ン をD型 に 転 化 す るRacemaseの 存

在 を報 告 して い る。 ま た彼 はStreptococcus以 外 に,

P.fluorescense,B.subtilis,B.brevis,R.rutru mwelchii,

Lmesenterides,A.aerogens,Proteus vulgaris等 の

菌 に その 存 在 を認 め た と述 べ てい る。

私 の 用 い た 実 験 方 法 はErnstF.Gale5)の1951年 著 し

たTheChemical Activities of Bacteriaに 述 べ られ た

大 腸 菌 の 酵 素 学 的 特 徴 を参 考 に し,Padmasine Ayeng-

er2)ら のGlutamine Racemaseの 報 告 に基 い て実 施 し

た。

す なわ ちGaleは そ の第4章 にお い て,Esch.coliを

酸 性 培 地 に培 養 す る と,そ れ は あ る種 の ア ミノ酸 を脱 炭

酸 して 炭酸 ガ スを游 離 し,同 時 に ア ル カ リ性 の ア ミンを

つ く る。 ま た ア ル カ リ性 培 地 に培 養 す る と,ア ミノ酸 脱

炭 酸 酵 素 は 作 られ ず,代 りに ア ミノ酸 を脱 ア ミノす る酵

素 を 作 り,ア ン モ ニ ヤを游 離 し,同 時 に 酸 性 の 生 成 物 を

作 る との べ て い る。

ま た そ の第9章 に お い て,Esch.coliは グ リシ ン,L

ア ラ ニ ン,Lグ ル タ ミン酸 の3種 の ア ミノ酸 に の み,酸

化 的 脱 ア ミノ能 を 有 し,菌 株 に よ り分 布 は異 な るが,グ

ル タ ミン酸,ア ル ギ ニ ン,リ ジ ン,オ ル ニチ ン,ヒ スチ

ヂ ン等 の ア ミノ酸 の 脱 炭 酸 作 用 を 有 す る と述 べ て い るの

で あ る。

ま たPadmasine,Ayenger等 はLactobacillus ara

binosusに つ い てSubstrate 1ml,Cellの 浮 游 物 あ る

い は,ア セ トンパ ウ ダ ーのhomogenate 1ml,Buffer

 1ml,3mlの 反 応 系 を3時 間37℃ に て 振盪 し,そ の 上 清

に つ い て,大 腸 菌 の グル タ ミン脱 炭 酸 酵 素 を働 か せ て,

CO2の 形 成 と 、ア ミノ酪 酸 の形 成 を見 て い る。

以 上Galeと,Ayengerの 報告 に基 き鳥 型 結 核 菌 のD

グル タ ミン酸,Dア ラ ニ ンに 対 す るRacemization Re-

actionを 実 施 し,前 章 に述 べ た 成績 を え た の で あ る。 た

だ私 は決 定 に用 い たLア ミノ酸 に対 す るDecarboxylase

 preparation,oxidase preparationは 生 菌 浮 游 液 を用 い

た の で,そ れ ぞ れ酵 素 能 にや や鋭 敏 度 を欠 い た の は遺 憾

で あ るが,定 性 的 に そ のRasemaseの 存 在 の可 能 性 は

大 い に 信 ず るに足 る もの で あ ろ う と思 わ れ る。 しか しな

が ら,さ らに 酸 素 の 精 製,そ のCo-enzymeの 決 定etc.

に研 究 は す す め られ るべ きで あ ろ う。

このRacemaseの 存 在 に よ り,先 に述 べ たDア ミノ

酸 に 対 す るTransaminationはRacemizationを 前 提

と して い る可能 性 が 濃 い よ うに 思 わ れ る。

第5章 結 論

鳥型 結 核 菌 のDア ミノ酸 に対 す るRacemization Re-

actionを,大 腸 菌 の 有 す るL,ア ミノ酸 脱 炭 酸能,酸 化 能

に よ り,manometric methodに よ り検 し次 の結 果 を え

た 。

鳥 型 結 核 菌 は,Dグ ル タ ミン酸,Dア ラ ニ ンに 対 して

Racemization能 を有 す る こ とが 思 惟 され る。

(1)(i)Dグ ル タ ミン酸 と鳥 型 菌 を作 用 せ し め た 上 清

は,ア ル カ リ培 地 に培 養 し た大 腸 菌 に よ り酸 化 さ

れ る。

(ii)ま た そ の上 清 は酸 性 培 地 に培 養 し た大 腸 菌 に よ

り脱 炭酸 され,反 応 後 りア ミノ酪 酸 の 存 在 をPa-

perchromatographで 認 め た。

(2)Dア ラ ニ ン と鳥型 菌 を作 用 せ しめ た上 清 は アル カ リ

培 地 に発 育 せ る大 腸菌 に よ り酸 化 され る。
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