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鳥型結核菌の適応の一特異型式について(続 報)

蔀 勇

国立療養所春霞園一院長 工藤敏夫博士

受 付 昭 和31年2月29日

第1章 緒 言

須田ら1)はPseudomonasに 属する1菌 株を用いて ト

リプ トファン代謝酵素系について適応酵素の研究を行い

「逐次適応」の現象を見出した。すなわち代謝上位の物

質Aに 適応させ ると代謝下位の物質B,C,D,… に

適応してい るので,こ の方法を用いて代謝経路の追跡が

できるとのべ,

トリプ トファン→キヌレニン→アンスラニール酸→ ピ

ロカテキン→

とい う代謝経路のあることを証明している2)。 この場合

はアンスラニール酸が代謝をうけている。

またStanierら3)は 芳 香族有機酸の代謝について研究

を行い,同 様に適応法による代謝経路の追跡が可能であ

ることを認めている。しか して最近Stanierら は マンデ

ル酸添加培地に培養 したPseudomonas fluorescensの

1菌 株か らの抽出液が,マ ンデル酸を酸化 して安息香酸

とす ることを報告してい る4)～6)。

また山村 ら7)は 鳥型結核菌を用いて種 々の適応型式の

あることを報告 しているが,そ のうち 「逐次適応」の方

法により,

安息香酸→ピロカテキン→

とい う代謝経路のあることを明らかにしている。

しかして以上はいずれの場合も,基 質が菌によつて代

謝をうける場合である。 しかるに私は鳥型結核菌(竹 尾

株)浮 游液を用いて実験を行い,マ ンデル酸に接触せし

めた菌がマンデル酸をまつた く代謝することができない

にもかかわらず安息香酸 とその代謝下位のピロカテキン

に完全に適応していることを認め,前 報告において特異

な適応型式であると述べた8)。

今回私はふたたび同様の方法で実験を行い,ア ンスラ

ニール酸に接触せしめた菌が,ア ンスラニール酸をまつ

た く代謝することができないにもかかわ らず ピロカテキ

ンに完全に適応してお り,未 処置菌に比して速かにこれ

を代謝することを認め,前 報告 と同様な特異な適応型式

と思われるので報告す る。

第2章 実 験 方 法

実験方法はすべて前報告 と同じ。

第3章 実 験 成 績

第1節 適応菌によるピロカテキンの酸化

ピロカテキン適応菌,ア ンスラニール酸適応菌および

対照の普通菌を用いて,基 質をピロカテキンとしてワー

ルブルグ氏検圧計により酸素吸収量を測定す ると図1に

示す通 りである。すなわち普通菌は一定の誘導期をもつ

て ピロカテキンを酸化す るが,ア ンスラニール酸適応菌

はピロカテキン適応菌 と同様に全 く誘導期を要 しないで

ピロカテキγを酸化す ることができる。

第2節 適応菌によるアンスラニール酸の酸化

第1節 と同様にビロカテキン適応菌,ア ンスラニール

酸適応菌および普通菌を用いて,ア ンスラニール酸を基

質 とした場合には,酸 素吸収量の増加は全 く認められな

い。すなわちアンスラニール酸はピロカテキン適応菌,

ア ンスラニール酸適応菌および普通菌のいずれによって

も酸化をうけない。

第3節 適応菌によ釜基質の酸化におよぼすス トレ

プ トマイシンの影響

第1節 の実験において同時にス トレプ トマイシン(以

下STMと 略)を 添加して,基 質の酸化におよぼすST

Mの 影響を観察すると図1に 示す通 りである。すなわち

STM500γ 添加によ り普通菌においては著 しい阻害を

うけるにもかかわらず,ア ンスラニール酸適応菌におい

てはピロカテキン適応菌 と同様にほとんど阻害をうけな

いことを認めた。すでに山村 らは,STMは 菌が安息香

酸およびビロカテキンに適応す ることを阻害す るが,適

応菌によるそれ らの基質の酸化はSTMに よつて阻害 さ

れないと述べている9)。 上述の成績からアンスラニール

酸によるピロカテキンの酸化 もSTMに よつてほとんど

阻害せ られず,ピ ロカテキン適応菌と同様な態度を示す

ことを認めた。

第4節 適応酵素浩性化の時間的観察

第1節 および第3節 の実験にもとづき,ピ ロカテキン

適応とアンスラニール酸適応の場合の適応酵素の活性化

について,両 者の時間的関係がどのようであるかを検討

す るために次の実験を行つた。

すなわちピロカテキンおよびアンスラニール酸をそれ

ぞれ基質 として,適 応時間をそれぞれ0分,5分,10分,
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図 霊 ピ ロ カ テ キ ン の 酸 化 と ス ト ン プ ト マ ィ シ ン(STM)の 影 響

鳥型結核 菌(竹 尾 株)の グ リセ リン ・ブ イヨン培 養第3日 目の菌浮游 液.基 質は いずれ

竜ピロカ テ ・ン10μV,菌 量は菌浮游液1.0ml中 の乾 燥菌量(mg)。 測定 はWarbu

rg検圧計 を用 いて酸 素吸収の増 加を 測定 し,対 照の酸 素消費量 を差引いてあ る。すなわ

ち容器主室に菌浮游 液1.03%1,燐 酸緩衝液(pH7.5,M/10)0.4mlを 入れ,側 室に

基質液0.1ml(通 常,基 質 濃度は0.1ml中10μMと し,一 定時 間後主 室 と混 和す る),

中央小室に20%苛 牲加里液0.2mlを 入 れ,容 器中の総液量2.4mlと な るように残余

は蒸溜水を加 えた。温度はすべて37.5゜.で,容 器 内容は空気 を 竜つ てみた した。

A)普 通菌

菌 量9.2mg

B)ピ ロカテキ ン適 応菌

菌 量9.4mg

C)ア ン ス ラニ ー ル

酸適応菌
菌量9.1mg

20分,40分,60分 として実験を型のごとくおこない,お

のおの適応菌をえる。これ らの適応菌浮游液 を使用して

基質を ピロカテキ)/と し,お のおのにSTM500γ を添

加して測定中に ピロカテキン適応酵素の産生 して くるの

を抑制しつつ酸素吸収量を測定す ると図2に 示す通 りで

ある。すなわちピロカテキン適応およびアンスラニール

酸適応のいずれの場合 もほとんど同様な時間的推移を示

しなが らピロカテキンに対する適応酵素が活性化してく

ることが明 らかになつた。

図2適 応 酵 素 活 性 化 の 時 間 的 観 察

鳥型菌(竹尾株)の グ リセリン寒天培養第4日 目の菌。基質はいず

れもピロカテキン10μVI。0分において,い ずれ亀STM500γ 添

加。図中～分とあるのは適応時間 を示す。

A)ア ンスラエール酸適 応菌

菌 量14.5mg/ml

B)ピ ロカテ キン適 応菌

菌量14.8mg/ml

第5節 適応に用いるピロカテギンおよびアンスラ

ニール酸の量的関係

以上のごとくアンスラニール酸適応菌ばピロカテキン

適応菌と同様にピロカテキンに適応しているが,適 応に

用いるアンスラユール酸 とピロカテキンの量的関係がど

のようであるかを検討するために次の実験を

行つた。すなわち菌浮游液1.0mlに 対 してピ

ロカテキンおよびアンスラニール酸100 ,50,

10,5,1,0.2μMを それぞれ0.1mlの 蒸溜水

に溶解 したものを添加 し,燐 酸緩衝液0。4媚

を加えて総量1.5mlと し型のごとく適応せ し

め,こ れ らの適応菌によるピロカテキンの酸

化について比較観察 した。図3は 各適応濃度

の対数を横軸に,酸 素吸収量を縦軸にとり,

その適応濃度と反応初速度(反 応開始後30分,

45分,60分 の酸素吸収増加量)と の関係を示

した ものである。これによるとアンスラニー

ル酸適応の場合もピロカテキン適応の場合 も

約10μM附 近に適応の至適濃度がある。 しか

し100μM/1.5mlに おいては,ア ンスラニー

ル酸適応菌ではピロカテキン適応菌に比 して

反応初速度は増加している。

第6節 適応に用いるアンスラニール酸の検討

以上の実験においては再結晶を くりかえしてえたアン

スラニール酸を使用したのであるが,あ るいはこのアン

スラニール酸の中に僅かに他の適応可能な代謝物質が混

在 していて,そ れに菌が処置の間に適応して,前 述のご

とくピロカテキン適応菌の場合と同様の成績 をえたので

はないか という惧れがあ り,こ れを検討するために次の

実験を行つた。すなわち図4A)の ご とく菌を適応せし

める場合と同様に型のごとくアンスラニール酸 と菌浮游

液とを3時 間振盪して,そ の操作中に塵かに混在する惧

れのある基質を酸化消費せしめ,こ のようにしてえた菌

浮游液を遠心沈澱(10,000γ/m,30分)し て上清をえる。

この上清をもはや他の適応可能の基質を含まぬアンスラ

ニール酸液 と見なして,こ れに別に新しく調製した普通

菌液 を適応せしめる。このようにしてえた菌をアンスラ

ニール酸適応菌とし,ピ ロカテキンを基質 としてその酸

素吸収量を測定したが,前 述の成績となん ら異 る点を認

めず,こ のようにしてえたアンスラニール酸適応菌は図

4B)の ごとく,ピ ロカテキン適応菌 と同様に誘導期な

しに直 ちにピロカテキンを酸化 し,STMに よつてはほ

とんど阻害をうけない。すなわち前節までの実験成績は,

ア ンスラニール酸中に他の適応可能な代謝物質が混在し

たためによるものではないことを確めることができた。

第7節 吸牧スペク 恥ルによる基質の変化の観察

以上は適応菌による酸素の消費量を観察 したのである

が,次 にベックマンのスベクトロフォトメ四ターDU型

を用い紫外部の吸収スベク トルを測定して基質の変化を

追跡した。

〔第1項 〕アンスラニール酸の吸収スベク トル

ピロカテキン適応菌,ア ンスラエール酸適応菌および

普通菌(1.0郷1中 の乾燥菌量いずれ も約120mg)を 用いて,
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図3適 応 に用 い る ピ ロ カテ キ ン と ア ン ス ラ ニ ール 酸 の 量 的 関 係

鳥型菌(竹尾株)の グ セリン・ブイヨン培養第4日 目の菌浮游液。使用乾燥菌量は下表の

ごとし。数字の単位はmg/ml。 ただし,Kは 対照の普通菌。

A)ア ンスラニ ール酸適 応菌

基質 ピロカテキン10μM

B)ピ ロカテ キ ン適 応菌

基質 ピロカテキン10μM

log適 応濃度 μM

図4ア ン ス ラ ニ ー ル 酸 の 検 討

鳥型 菌(竹 尾株)の グ リセ リン ・ブイヨン培 地培 養第4日 目の菌浮游液)に

おける乾燥 菌量9.2mg/ml,基 質 はピロカテキ ン10μMそ の他 の実験方 法は

図1に 同じ

A) B)Aの ア ンス ラニール酸 適応

菌に よるピロカテキ ンの酸化

アンスラニール酸を基質 とした場合のアンスラニール酸

の吸収スペク トルを接触前および24時 間接触後において

比較測定すると,図5に 示すごとくなん らの変化を認め

なかつた。すなわちアンスラニール酸自身はこれ らの菌

液のいずれによつても代謝を うけないことを認めた。

〔第2項 〕ピロカテキンの吸収スベクトル

ピロカテキン適応菌,ア ンスラニール酸適応菌および

図5ア ン ス ラ ニ ー ル 酸 の 吸 収 ス ペ ク トル

鳥型結核菌(竹 尾株)の グ リセ リン。ブイヨ ン培 養

第4日 目。菌量128.51mg.mlと して,ア ンスラ

ニール酸 と接触。

図6ピ ロ カ テ キ ン の 酸 化

鳥型 菌(竹 尾株)の グ リセ リン・ブ イヨン培 養第4

日目。乾燥菌量は普通 菌11.2mg/ml,ア ンス ラ

ニール酸適応 菌11.8mg/ml。

酸 素吸収はWarburg検 圧計 によ り,ピ ロカテキ

ン10μMを 添 加 しれ場合 の酸 素吸収 の増加 を測定。

基質 ピロカテキン10μM

普通菌によるビロカテキンの酸化において,図6の

ごとくまず酸素吸収量を測定 して反応開始後0分,

20分,105分 で 適応菌 と普通菌 との間に著 しい差の

あることを確めた後,硫 酸を添加して反応を停止せ

しめ,上 清についてピロカテキンの吸収スペクトル

を追跡すると図7に 示すごとく,適 応菌 と普通菌の

場合における吸収スペク トルの変化は著しい差異を

示 し,普 通菌の場合に比 し適応菌の場合は速かにピロヵ

テキンの特異的吸収スベク トルが消失す る。すなわち20

分 では両者の問に著 しい差は 認められないが,105分 で

は著 しいoptical deasityの 差 を示し,適 応菌の場合は

普通菌よりもピロカテキンの分解の度が大きいことを認

める。そうしてその分解速度はアンスラニール酸適応菌

の場合 とピロカテキン適応菌の場合 とほとんど差を認め
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図7ピ ロ カ テ キ ン の 吸 収 ス ベ ク トル

ピ ロカテキ ンの吸収 スペク トル はBeckman's Spetrophotometer DU型 を用 いて,波 長220～300mμ

の紫外部において(ptieal densityを 測定 し た。一定時間後に硫酸 を用 いて反応 を停 止せ しめ,遠 沈に

よつて上清 をと リ,添 加ピロカ テ ン量がM/10,000と な るごと く稀釈 して,10mmの 直径の容器中にて

吸収 スペ ク トル を測定 しれ。

A)普 通菌 B)ア ンス ラニール酸適応菌

ない。しか して 図7B)に 示 すごとくビロカテキンの特

異的な吸収スベクトルのピークが時間の経過 とともに左

方にずれ,250/mμ 附近では0分 に比 して20分,105分 の

optical densityが 大 きいが,こ れはペンゾール核開裂

による分解産生物質の吸収スペクトルが関与しているた

めと考えられる。

第8節 培地および菌株の検討

前節までの実験成績が培地の変化によりいかなる影響

をうけるかを検討す るために,グ リセ リン寒天,グ リセ

リン・ブイヨンおよびキルヒナー氏無蛋白培地よ りえた

菌について,同 様の方法によりそれぞれ比較実験を行つ

たが,い ずれ も同様の曲線を描 き,こ れ らの培地の変化

によつて差を認めなかつた。

また菌株の変化によ りいかなる成績を示すかを検討す

るために,鳥 型結核菌のかわ りにチモテー菌を使用した

が同様の成績を得た。

考 案

須田,Stanierら は 「逐次適応」の現象を報告 して,

これによ り代謝経路の追跡ができると述べている。

しかして須田らはPseudomonasに 属 する土壊菌を用

いて 「逐次適応法」によりトリプ トファンの代謝経路の

中に,

ア ンスラニール酸→ピロカテキン→

とい う経路があることを証明し,こ の現象 を利用してす

でに ピロカテカーゼの単離精製に成功 している2)10)～12)。

またStanierら は マンデル酸添加培 地 に培 養 した

Pseudornonas fluorescensの1菌 株か らの抽出液がマン

デル酸を酸化して安息香酸とすることを報告している。

また山村らは鳥型結核菌(竹 尾株)浮 游液を用いて,

安 息香酸→ピロカテキン→

という代謝経路のあることを

明 らかにしている。

すなわち,こ れらをまとめ

あけると,

ア ン ス ラ
マンデル酸 ニール酸

↓ ↓
安息香酸→ラピロカテキン→

とい う代謝経路のあることが

明 らかとなつている。しかし

てこの場合はいずれ もマンデ

ル酸およびアンスラニール酸

が代謝をうけている。

しかるに前報告で私は,鳥

型結核菌(竹 尾株)浮 游液を

用いる実験において,マ ンデ

ル酸に接触せしめた菌はマン

デル酸自身を代謝しないにも

かかわらず,安 息香酸 とその

代謝下位のピロカテキンに完全に適応 してい る と述 べ

た。

しか してふたたび私は同様の実験を行つたが,上 述の

成績のごとく,鳥 型菌によりアンスラニール酸は酸化分

解 されず,ま たベックマンのスベクトロフォトメーター

による吸収帯の変化か ら考えてもアンスラニール酸は代

謝をうけているとは思われない。したがつて須田,Sta-

nierら の使用した菌とは性状を異にしていると考えられ

る。そしてそれにもかかわらず,ア ンスラニール酸に接

触せ しめた菌はピロカテキン適応菌 と同程度にピロカテ

キンに適応 している。すなわち前報告 と今回の成績をま

とめると,

マ ンデ ル 酸'ア ン ス ラ ニ ール 酸

←代謝しないのに適応する→

安息香酸 → ピロカテキン→

適応 適応

とい う関係が成 りたつ。すなわち従来の逐次適応の型式

では代謝をうけるはずのアンスラニール酸が,前 報告に

おけるマンデル酸 と同様に自らは代謝をうけないにもか

かわらず適応酵素の活性化に関与す るという点が特異的

である。

最近Monodら13)は 大 腸菌の1菌 株が代謝 されない

mdibioseと 接触せしめられることによつて β-galacto

-sidaseを 産生してくることを報告してお り,私 の観察 し

た現象 と相似 している。

総括および維論

鳥型結核菌(竹 尾株)浮 游液を用いる実験において,

1)ア ンスラニール酸自身は普通菌および適応菌のい

ずれによつても酸化せ られないが,ア ンスラニール酸適
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応菌はピロカテキンに適応してお り,全 く誘導期を要し

ないのでピロカテキンを酸化す ることができる。

2)ア ンスラニール酸適応菌によるピロカテキンの酸

化はSTMに よつて著明な阻害をうけない。

3)ア ンスラニール酸適応とゼロカテキン適応の場合

の適応酵素系活性化の時間的推移は,両 者の聞にほとん

ど差を認めない。

4)ア ンスラニール酸適応 とピロカテキン適応の場合

は,ほ とんど同程度の至適濃度 を示した。

5)ベ ックマンのスペク トロフォトメーターにより紫

外部において基質の変化を追求す ると,ア ンスラニール

酸は普通菌および適応菌いずれの場合も,菌 液 との接触

前および24時 間接触後 とにおいて変化を認めなかつた。

また適応菌においてはピロカテキンの速かな分解が見 ら

れ,か つアンスラニール酸適応菌 とピロカテキン適応菌

との間に基質分解速度の差を認めなかつた。

6)以 上の現象はグ リセ リン寒天,グ リセ リン・ブイ

ヨンおよびキルヒナー氏無蛋白培地などの異なる培地に

培養 してえた鳥型菌において同様に観察することができ

る。またチモテー菌においても同様の成績をえた。

7)前 報告に続いて上述の成績か ら,代 謝をうけない

一定の物質 と接触させ ることによつて,あ る物質に適応

して くるとい うことは,従 来か ら明らかにせ られている

適応の型式か ら考えて特異な適応の型式であると思われ

る。

終 りにのぞみ,終 始御懇篤なる御指導 と御校閲を賜わ

つた渡辺三郎教授ならびに山村雄一助教授に深甚の謝意

を捧げる。また常に種々の御指導と御鞭燵を賜わつた恩

師春霞園院長工藤敏夫博士に衷心より感謝する。また常

に不変の御友情を頂いた刀根山結核研究所員各位と春霞

園医局員各位ならびに終姶御協力を頂いた当園脇田政美

技官に感謝する。
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