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Iク エ ン 酸 代 謝
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受 付 昭 和52年4月13日

緒 言

結核菌の良 く知 られ た特性の1つ は,そ の発育が達い

とい うことであ り,臨 床上種 々の不便 を齎 らしてい る。

著者 はこれ らの特性 を菌 のエネル ギー代謝 と結 びつ け

て解 明しよ うと試 みたのであ る。

文献 によ ると現在 までに結核菌 のエネルギ ー代謝 を明

らか にした ものは限 られ た数篇 にす ぎない。

1951年 結核菌 の物質代謝 を総説 したEdsoni)は,結

核菌 のエネルギ ー獲得 および 利用 について も言 及 し,

Hexokinaseお よびATPに よるHexosemonophosphate

へ の燐酸化 お よびPhospho91ycerateの 嫌 気的分解 に伴

うATPの 生成 を見 よ うとい う努力 は失敗 に帰 した と記

載 してい る。

一般に生物 において は,ブ ドウ糖の酸化 によるエネル

ギー生成の大部分 は,TCAcycleの 中間代謝産物の酸

化 に共軌す るとい われ てい るが,結 核菌 におい て もTC

A cycleが 働 いてい るとい う事実 を予想 させ るい くつか

の文献2)～4)があ る。 また最近Volk5)はM.smegmatis

においてHexokinaseを 証 明し,特 にBrodieら6)はM.

phleiに おいてTCA cycleの 中間代謝産物 を基質 とし

て酸化 的燐酸化 を認 めてい る。

著者 も1954年 来鳥型結核菌の酸化的燐酸化 を取扱つて

きたが,当 初 はTCA cycleの 酸 化的活性 と共 に,か え

っ て無機燐 の反応medium中 への放出 を認 めた。 この

ことはTCA cycleの 中間代謝産物の代謝経路がTCA

 cycle以 外の経路 を も通 る可能性 を示 す ものであ ると思

わ れ る。

最近TCA cycleの 中間代謝物質 の短絡 経路が幾 つか

見 出 されて きたが,著 者 もまた クエ ン酸 を鳥型結核菌 竹

尾株 の抽 出液 とincubateす ると,CoAとATPに よ り

活性化 され ることを見 出 したので報告 す る。

実験 方 法

Srereら15)は 鳩 の肝 臓 のhomogenateが ク エ ン酸 を基

質 と し た場 合 に,無 機 燐 のliberationと 同 時 に,Acetyl

 CoAの 生 成 が あ るこ と を証 明 し,か つ この 経 路 がcitrate

 condensing enzymeの 逆 反応では ない と述べてい る。

そこで著者 もクエ ン酸 を基質 とした場合の短 絡経路の可

能性 としてAcyl-hydroxamate生 成 を検討 した。

a菌 抽 出液

3%Glycerol肉 汁液体培地 に38℃3日 間培養 の鳥型

結核菌 竹尾株 の菌体 を集 め,0.9%KCl冷 溶液 で3回 洗

滌 後,菌 体 と等重量 の石英砂 を加 え,5。 以下 の氷室 内で

乳鉢にて約30分 間磨 砕,し か る後 菌量 のほぼ3/2量 の0.9

%KCl溶 液 を加 えpHを 約7.0に 修 正後,約10分 間 よく攪

拌 した。3500r.p.m.に て約40分 間遠心す ることに よ り,

やや溷濁せ る帯黄色の上清 を得 た。 これ を氷室内 にて攪

拌 した冷蒸溜水 に対 し3時 間透析,再 びpHを 約7.0に 修

正 し,こ れを酵素液 として用 いた。 この酵素液 は実験 の

都 度,当 日調製 した。

b補 酵素

ATPは 市販品(和 光 純薬)を 用い,Ba塩 の場合 はK

塩 とした後使用 した。

CoAの 粗Ba塩 はLipmannら の方法7)に よ り兎の肝臓

よ り調製 したが,第2のBa塩 処理 の段階の もの である。

K塩 に修正 して用いた。

c酸 化能 の測定

ワー レブル グ検圧計 を用いた。温度 は38℃ 。

dオ ル ト燐酸お よびAcyl-hydroxamateの 測定

無 機燐 の測定は反応終 了後,反 応液 に12%三 塩化 醋酸

を加 え除蛋 白後,Fiske & Subbarow法8)に て行つた。

Acyl-hydroxamateの 定量はLipmann & Tuttleの

方法19)に よつた。ferric hydroxamic acid complexの

発色標準 にはSuccin-hydroxamateを 用 いた。Succin-

hydroxamateはLipmann & Tuttle法 に よ りSuccin

anhydride(石 津製 薬)か ら調製 した。

eケ ト酸 およびAcyl-hydroxamateのPaperchro-

matographyに よる同定

ケ ト酸 の同定にはHawary&Thornpsonの 方法10)

を用いた。すなわ ち反応液 を除蛋 白後,ケ ト酸 を2,4

 Dinitrophenylhydrazoneと し,東 洋濾紙No.50を 用い,

一次元上昇法 にて展開 した。溶媒 は実験成績 と共 に記載

した。



548
結 核 第32巻 第10号

Acyl-hydroxamateはStadtman & Barkerの 方 法11)

を用 い,一 次 元 上 昇 法 に て展 開 後,塩 化 第 二 鉄 溶液 を噴

霧 して 発 色 同 定 した 。

実 験 成績

aク エ ン酸 よ りAcyl-hydroxamateの 生成

実験 は下記の如 き組成 を もつて行つ た。

反応時間 は45分,温 度 は38℃ であ る。

菌抽出液1.0ml

クエン酸加 里2供M

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

緩衝液100μM

ATP(Na塩)1.1mg

Mg++20μM

F-66μM

0.9%KCl溶 液 にて全 量 を3.0魂 とした。

実験結果 は表1の 如 くであ る。

表1ク エ ン酸 分 解 に よ るAcyl-hydroxamate

生 成 と反 応medium中 の 無 機 燐 の 増加

数殖ば基質を加えない対照値を差引いたものである

す な わ ち ク エ ン酸 を基 質 と し た場 合 に,Acyl-hydro-

xamateの 生 成 を 認 め,同 時 に反 応medium中 の 無 機 燐

の 増 加 を証 明 した 。

bAcyl-hydroxamate生 成 の至 適pH

Veronal緩 衝 液 お よびTris緩 衝液 を用 い た 。

結 果 は 図1の 如 くで 至適pHは7.3附 近 に あ る。

図1Acyl-hydroxanlate生 成の 至 適pH

反応液組成

菌抽 田液1.0mlMgC1220μM

クエ ン酸 加里20μMATP(Na塩)1.1mg

NaF66μMHydroxylamine200μM

0.1MVeronal曹 達-0.1N HCl緩 衝液1mlま たは100μM

Tris緩 衝液

全量3ml,反 応時間60分,温 度58℃,

c弗 素 イ オ ンのAcyl-hydroxamate生 成 に及 ぼ す

影 響

図2に 示 した。す なわち弗素 イオ ンは抑制的 に作用す

る。

図2Acyl-hydroxamate生 成 に及 ぼ すF-の 影 響

d Mg++の 及 ぼす影響

実験結果 は表2に 示 したがAcyl-hydroxamate生 成 に

は適当濃 度のMg++を 必要 とす るよ うに思われ る。

表2Mg++のAcyl-hydroxamate生 成 に及 ぼ す影 響

e Acyl-hydroxamate生 成 に 対 す るCoA,ATPの

必 要 性

前処理 した イオ ン交換樹脂IRC50を 菌抽 出液 と混和

し,氷 室 にて30分 放置後遠心,上 清 を酵素液 として使用

した。

表3 Acyl-hydroxamate生 成 に お け るCoA ATP

結果 は表3の 如 く,本 反応 にはCoA,ATPを 必要 と

す ると考 え られ る.CoAを 加 えな くと もAcyl-hydroxa-

mate形 成が見 られ るの はイオ ン交 換樹脂 によ りCoAが

完全 に除か れなか つたためであ ろう。

酵素液 を硫酸安門 にて劃分 しよ うと試 みたが酸素液が

不活性化 して成功 しなかつ た。

fク エ ン酸 よ りのAcyl-hydroxamateの 同定

前記 の方法11)によ り,反 応液 中のAcyl-hydroxamate

の同定 を行 ったが,溶 媒 としては水 を飽和せ しめたブ タ
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ノ ール を用 い,12時 間30℃ で展 開 し た 。Rf値 は0.08で 未

だ 同 定 す るに至 らない 。 な お,標 準Acyl-hydroxamate

と してSuccin-hydroxamateお よ びPropion-hydrox-

amateを 展 開 した が それ ぞれ0.30,0.83のRf値 を示 し

アこ。

Succin-hydroxamateよ りRf値 が低 い の でAcet-hy-

droxamateで は ない 。

9反 応 液 中の ケ ト酸 の 同 定

前 記 の 方 法10)に よ り反 応 液 を除 蛋 自後,2,4-Dinitro-

phylhydrazineを 加 え,生 成 し たHydrazoneのPaper-

chromatographyを 行 つ た 。溶 媒 はn-Butano1,Ethanol,

0.5NNH40Hを それ ぞ れ70,10,20の 割 合 で混 じた も

の を用 い30℃ で10時 間 展 開 せ し め た。

2つ のSpotを 認 め,そ のRfは それ ぞれ0.04お よび

0.10で あつ た。 これ は同 時 に展 開 し た α-Ketoglutarate

お よびOxalacetateのHydrazoneのRf値 と一致 した 。

考 察

クエ ン酸 を基質 とした とき,鳥 型結核菌 抽出液 を酵素

液 とす る酸化 的燐酸化 を検討 したが,実 験 の初 めの ころ

は反応medium中 の無機燐 の減少 を 認 め ることがで き

ず,か えつて無機燐の増加 を認 めた。 この=場合Phosph-

atase作 用は もちろん考慮せね ばな らないが,ク エ ン酸

を除いた対照で はこの よ うな ことは認 め られない。

この事実 は,ク エ ン酸の分解機構 にTCA cycle以

外 の経路 を考 慮せねばな らない ことを示 してい る。

細菌 においては,TCA cycleの 中間代謝物質 の正常

経路以外 の短絡経路 が,多 数知 られてい る。結核菌 にお

い て も,最 近山村 ら12)はリンゴ酸の オキザ ・醋酸へ の酸

化 とフマール酸の コハ ク酸への還元の共範 の事実 を証 朗

した。 また竹 内 らユ5)は,結核菌 によ り生成 され るクエ ン

酸 はス トレプ トマィシ ンで焦性 ブ ドウ酸の酸化 を抑制 し

て も変 らない ことか ら,ク エ ン酸代謝 にTCA cycle以

外 の経路 の あることを示唆 してい る。

著者の実験の結果,ク エン酸 の分解に伴つて無機燐の

反応液 中における増加,Acyl CoAお よび オキザ ・醋酸

の生成 を認 めたが,酵 素液 の純化 に未だ成功 していない

ので,こ れ らの間の化学量論 的関係 は明 らか でない。

この場合 に生ず るオキザ ・醋酸が結核菌 に存す るとい

われ るcitrate condensing enzyme14)の 逆方 向の結果 と

考 えることはで きない 。何 となれば同時 に生 じたAcyl-

hydroxamateはAcet-hydroxamateで ない ことは実験

成績 よ り推 定 され るか らであ る。反応液 中に同時に証 明

された α-Ketoglutarateは 正常 のTCA cycleの 経路

を通 り生成 され るものであろ うと考 えてい るが,現 在実

験続行中 である.

著者 は現 在の ところクエン酸 の分解経路 は正常のTC

A cycle以 外 に次の如 き反応が同時に行われ るのであ ろ

うと推定 してい る。

クエ ン酸+CoA+ATP→

Acyl CoA+ADP+オ ル ト燐酸

この よ うな短絡経路の持っ意味 については,実 験続行

中であ る。

総 括

1.鳥 型結核菌 竹尾株 の抽出液 とクエ ン酸 をincubate

す ると,Acyl CoAお よびオキザ ・醋酸 の生成 と,同 時

に反応medium中 の無機燐の増加が認 め られ る。

2.Acyl CoA生 成の至適pHは7.3附 近 にあ る。 弗

素 イオ ンは反応 を抑制 す るが適 当濃 度のMg++は 反応 を

促進 させ る。

3.Acyl CoA生 成にはCoAとATPが 必要 であ る。

4.生 成 されたAcylCoAは 未同定で あるがAcetyl

 CoAま たはSuccinyl CoAで はない。

5.以 上の事 実か ら菌抽出液 にはクエ ソ酸 を分解す る

TCA cycle以 外 の経路 が予想 され る。

擱筆 にあた り,御 指導,御 校閲 を賜 つ た第三内科堂野

前教授,河 盛助教授 な らびに微研 伊藤 教授に深謝 し,直

接御指導頂 いた微研守 山隆 章博士 に厚 く御 礼 を 申 し ま

す。

(本論文要 旨は昭和31年5月 日本結核病学会 にて報告 し

た。)
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