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塩辛の細菌学的研究

第 8報 Bacillussubtilis によるArginineの代謝について

長 尾 清

〈北海道大学水産学部水産細菌学教室〉

Bacteriological Studi回 ofShiokara or“Sou記 dSquid" 

8. On the metabolism of arginine by the intact 

cells of Bacillus subtilis 

Kiyoshi NAGAO 

Facu!ty o{ FisheT;es， Ho.馳aidoUn;veTsity 

Abstract 

1. The intact cells of Bac. subtilis were able to accumulate arginine， in the free state in the 
internal environment， and the ∞ncentration within the cells was higher than that existing in the 
external medium at equi1ibrium. The concentration of free arginine within the cell was determined by 

the balance between the rate at which the amino acid entered the cell and the rate at which it was 

being metabolized within the cell. A∞nsiderable portion of arginine that entered the cell appeared 
to民 c0nvertedinto cellular matter in su版記quentreactions. The passage of the arginine into the cell 

may be produced by physical diffusion or by an active process on the part of the cel1. 

2. The washed cell suspensions of Bac. subtilis yielded evidence consistent with the idea that 

the following II児tabolicpathway was involved. 

Arginine 
4 
Omithine + Urea 
〆↓

Carboxylic acid .... Proline←GJutamic acid 

Citrulline was not found as an intermediate and was not attacked and therefore was ruled out as a 

possible intermediate. 

著者は塩辛中に ornithineが存在している事を報告した。1)とれはイカ肝臓の arginaseか或は細菌の

arginine分解酵素によって生じた代謝産物であると忠われるので，先ず著者が塩辛中より分離したB.subtilis

の arginine代謝について実験した01/.胸肝臓等の argin概については有名な Kre協の ornithinecyc1eが

知られている。腐航細菌による arginineの分解について. arginineから ornithineを生成する。とれは

arginase 1: urease の作用によって生成されたものであらうと云ふ古い報告がある02〉 しかし細菌による

.arginineの分解の際には尿素が生成されたいと古くから云われているo Hills'めはグラム陽性球菌による

arginineの分解についてt 1分子の arginineから 1分子の ornithine.2分子のNlむと 1分子のC02を生ず

る。 Citru11ineはこの酵素によって分解されないから.citrullineは中間生成物でないoHillsはとの酵素を肝

臓の arginaaと区別する為に argininedihydrola鉛を名付けた。 Slade及iTSlampのt主groupD.str~ρtococcus 

kついてarginineを含む培地に培養すると argininedihydrolaseの活性度大であると報告している。 Horn5)
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は B.ρ')Iocyaneusによる arginineの分解について中間生成物として citrullir.eを分離し，との反応に関

与する酵素を argininedesimidaseと名付けた。友田酌も B.ρ'yocyaueus，Salmonella enteritidisにこの

酵素の存在する事を報告している。最近赤松，関根nはStゆ tocoo拙 slaecalisについて， arginir.e dihydrolase 

は2つの酵素ρ混合によるもので， Hillsと異なり中間生成物として citrullineを生成する。との2つの酵

素を metarginaseとcitrullinase;!:よぴ.metarginase は Hornの argininedesimidase e同ーのものであ

ると報じている。

metarginase citrullinase 

Arginine -一一一一→ citrulline+NHJ Citrulline -一一一一→ ornithine+NH~+C02 
or arginine ee3imida崎

Schmidt， Logan及び・Tytellめは Clostridiumte1プ'ringens(BK6K)について.Ogirisky及び Gehrig9)は

Streρtocouus faecali・sについて同様の結果を得ている。

著者が B.subtilisについて以上の各代謝形式と異なる結果を得たのでと与に報告する次第である。

実験方法

1. 酋ft遜渡の涜製法 Bouillon培地 (broth.pH7.0)に B.subtilisを接種し.370， 18時間培養した

菌体を集め，菌体を 2度蒸溜水で洗糠.最後に菌体を homogenizerにて homogenizeL-.蒸溜水に懸濁さ

せた。菌量は光電比色計を用い，懸濁液の吸収度を測定して適当な濃度に稀釈する。予め菌体児暴濁液の吸収

度と商体乾燥重量の標準曲線を出しておく。著者は 4mg. dry wt./ccの商量の商浮遊液を常に用いた。

2. A唄inin2の定量法10) 反応。液に三塩化蟻酸を加え， 除蛋白した液を坂口反j広め改良法で墨色させ，
530mfの filterを用い光霞比色した。坂口反応は arginineのみならず gu;midyl基を有する物質はすべ

て墨色する。

3. Citrullineの定量法11)反応液に三塩化費量酸を加え，除蛋白後，尿素を除き diacetylmonoximeでpj.nk

色に量色させ， 470muの filterを用い光電比色した。この場合酸化剤として燐酸ー硫酸混液を用いた。

4. Ornithine ，及び prolin曹の定量法l!)日〉 反応液に三塩化積酸を加え，除蛋白後， pH1の駿牲で
ninhydrinと反応させると ornithineは特清の赤色を呈するので.530m，μの filterを用い光電比色じた。

しかしとの場合 prolineもornithineと同様に墨色するので，両者が存在する場合はその総量が測定される。

5. 原棄の定量濠H) 反応液に三塩化蟻酸を加え， 除蛋白後 diacetylmonoximeで黄色に呈色させ.
470mμ の filterを用い光電比色した。

6. 検庄法による原棄の定量法15) Warburg検圧計を飼い間受法により測定したo菌浮遊液2∞(8mg.
菌体).arginine O.4ccく4Oi1M)，'1>1/5繋酸buffer(pH5.0) 1 ccを380で反応させ.一定時間後，との反応液を

15分間煮沸して酵素を破壊し，次にこの液を再び主室に入れ，更に3N酷酸 buffer1 cc及び2ccを入れ，

側室に3%urea記憶鞠.5ccを入れ. CO~量を測定しとれより尿素量K換算した。使用した urease t士市股

urease粉末を用いた。

7. (02の測定法1.;) Warburg検圧計を用い間接法により測定した。主窒に菌葎遊液2cc(8mg.菌体)，

1>1/δ醗酸 buffer.(pH5.0) 1 cc，及び2ccを入れ，側室に arginine0.4∞(40uM)を入れ38。にて検圧した。
8. P.aper chromat，句ra帥yによる検a法一次元，上昇訟による。東洋諸紙 No.50を用いた。
9. Ureaseの測定法使用菌体の ureaseを測定する為，主室に菌浮遊液2cc(8mg;商体)， ft雪酸'buffer
lcc及び2ccを入れ，側室j::(}.6pM尿棄を入れ.380にでCO!量を測定した。

実験結果並びに考察

細菌の酵素は発育時の培地pH及び反応;PHにより，その反応機構及び酵素活性が異なる。今回は発育時の

培地pH7.0.反応pH5.0，、反応温度泊。の場合についてのみ報告する。

基質 L-arg:inine40μM.酷酸 buffer液及び菌淳遊液を Watburg検圧計の容器に入れ.38"で反応させ，

C02量及び尿素量を測定、し，又一定時間後，容禄中の反応液に三塩化酷酸を加え，遠心分離後，土澄液中の
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Fig. 1. Changes of rate of arginine 
disappearance during the incubation 
of arginine with washed cellsus-
pensions of Bac. subtilis 
Incubation tem関rature380C. pH of reaction 
mixture 5.0; acetate buffer employed. The 
Warburg f1asks contained 1 cc of 5/M acetate 
buffer， pH声，Q，2∞ofcell sU!lpension (8 mg. 
dry wむofcells) and 0.4cc of arginine (40 
μM). The arginine ∞ntent ot 10 per cent 

• trichloroacetic acid filtrates of reaction 
mixtures was measured by the Sakaguchi 
method as modified by Macpherson.10) Final 
'coloured solution adjusted to 25cc. 
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Fig. 2. Chang回 duringthe incubation of 
arginir.e with wast_ed cel1 suspensions 
of Bac. subtilis 
Incuhtion temperature 380C. pH of reaction 
mixture 5.0 ;acetate buffer emplQyeQ.. The 
Warburg flasksωntair.ed Eame mixture as 
d邸critedin fig.l in tl:e caa of omithir e 
determination. The omithir.e conte!lt of'10 t:er 
αmt trichlorcacetic acid filtrates of reaction 
mixtures was mesaured∞lorimetrically by a 
prccedure employed by Stein and M∞re.'め CO宮
was measuτ~d by Warbuτぎs"indhect rr聡thod."
Urea was measured by mancmetric rriethod.15) 
⑬ Omithine production 0 CO~ prcduction ・Ureaprcduction 

arginin勺 ornithine及び citrullineを測定した結果を Fig.1，2に図示した。即ち arginir.e量は顕著に

減少するに拘らず. ，ornithine，尿素及び CO~ 量は微量生成されているにすぎない。尿素の量は検圧法と比色

法で測定したが殆んど同じであった。叉 citrullineは生成されていたい。とれは何か別命働質に代謝されて

いると思われるので.paper chromatographyで代議産物の検出を行った。溶媒は phenol(phenol 11∞gに
水23gを添加).methanol (methanol:水=8:2)及び m-cr，駒1(259百量の水を加えた〉を用い，一次元.上昇

法に・より展開し，、 ninhydrinの butanol溶液で昼色させると.Fig. 3に図示した様t::.arginine， ornithine 

のほかに glittamicacid，proline及び黄色に墨色する未知物質が検出された。 Citrullineはchromatography

によっても検出されたい。叉 ph~nol で展開したものに坂口反応液tr.守スプレ【すると Rf 0.4-0.7に亘っ

て塚口反応陽性の物質が検出された。 n-butanol・pyridine・氷醗酸・水 (4:1: 1:仰の混液を溶媒としで展

開し，坂口反応液をスプレーすると arginineくRf0.20)のほかに稀にRf0.35， 0.45， O.舶にSpJtヵ喰出さ

れる場合がある。 Glutamicacidの量は測定していないが.chromatog:ram上の量色強度から見るk少量し
か存在したい様である。 Prolineは前述の様に ornithir.e 1;，の総昼が測定されているのでとの量も非常に白少

なL、。Glutamicacidが検出されているので.， a:-ketoglutaric acid の存在を推定し.2，4-dinitropbenyト

hydrazinを加えたがa:-kョtogluataricacidのhydrazoneは検出されたかった。17Chromatogram上でninhydrin

反応で黄色.を呈する未知物質は ami，n!!が考えられるが， diazo反応.!Il!硝駿反応， isonitri1反応.Wagner 

試薬反応及び Mayer試薬反応tまいずれも陰性である。漉化第二鉄による有機酸の定性反応で赤褐色の沈澱
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Fig. 3. Paper chromatograms of 
reaction mixtures 
Run in phenolくcontained23 per cent of 
water)， methanol (methanol:water=8:2)， 
m-cresolくcontairied25 per cent of water). 
Sprayed with ninhydrin-butanol鈎 lution.

胞内に濃縮されているのではたいかと考えた，そとで菌

体4Qmgに対して酸酸 bufferを入れた 2i)()μMarginir.e 

にお'.1時間購させた調体を充分水洗後，硫酸で加水ミ6
分解したものと.arginine ~諜織させたい同量の菌体を 留

硫酸で加水分解したもの』金窒素を micro-Kjeldahl法 :e 
で測定すると， 菌体8mgに対し， 接触させたものは 曽<4 
0.6必Qmg旬N，接触させたいものはO.必66mg白Nで，接触さ

せた事によって0.1614mg-Nが菌休中に増加した事にな

る。次に菌体8mg~対して強酸 buf!er と共に40μMの

arginineにgaoで接触させ，遠心分離した後菌体を充分

水洗し，沸騰水中で20分間加温し的細胞膜を破壊し，

遠心分離後， 細胞内に遊離の状態で.存在する arginir，e 

の量を坂口反応争這色，光電比色した。対照として袋線

さぜたい同量の菌体を同様の方法で加温，遠心分離後，

坂口反応で墨色させたもの ι透過率を 1∞%に合せた。

Fig.4 iまとの方法で菌体内に遊離の状態で濃縮増加され

た arginine量を図示した。即ち接触1時間後間ヰ8お

μMの arginineが菌体内に増加している。それ以後菌

体内の遊離の arginine量は誠少しているが，之は菌体

内で他のアミノ駿に代議されたか或t主体構成蛋白質にた

った為L思われる。勿論と Lで遊離の arginine ~云ふ

ているのは厳密に言へば guanidyJ基を有する物質を云

ふ，叉 omithineも同様濃縮作用が考えられるが.1尿素

及びCO!量から考えて後量生成されているにすぎ枇いか

ら，若し模縮されたとしてもこの量は問題にならたいで

あらう。
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を生ずるので有機裁であると，恩われる。以上の実験で

arginine 量は顕著K滋少しているが，その代謝産物

である omithine，尿素.CO" glutamic acid， proline 

及び有機酸らしい物質が検出されたが，とれ等はいず

れも微量生成されているにすぎたい。

しかし Gale1めは Streρtocoa師 faecalis が細胞

膜を通じて環境即ち細胞膜外のアミノ酸くlysine，

glutamic acid， omithine及ひと histidine)を外界の濃

度の約40倍の濃度に細胞膜を通じて濃縮し，しかも遊

離の状態で保持している。叉13種のグラム陽性菌及び

3種の醇母についてもこのアミノ酸の濃縮作用が見ら

れるが11種のグラム陰性菌は lysine及び glutamic

acidを濃縮する事が出来た?いと報じている。著者は

この濃縮機構によって arginineが B.subtilisの細
{
・

l
i
s
-
i

z 

。
o 60 拘 120 叩

Minutes 
F:ig. 4. ACCUIUlllation of free arginine 
. within bac. subtilis 
Organism grown for 18 hr.s. at 370C. in 
broth. Accumulation of interl1al free 
arginine determined before and after 
incubation at gaoC. in buffered Ealt 
solution containing 0.4 cc arginineC40μM)， 
1 cc acetate buffer (pH5.0) and 2 cc cell 
suspension ( 8 mg. dry wt. of cells). 
Determination of free arginine within ωl1s 
was as follows: reaction mixture was lieated 
for 20 minutes in a boiling water bath and 
this heated reaction mixture was aSEayed 
for arginine by the Sakaguchi method. Final 
coloured solution adjusted to 25 cc. Results 
expre蹴 d舗 μMincreased in free argininej 
8 mg. dry wt. of cells. 
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細簡の物質代謝経路を追及する方法正1;..で逐次適応法(同時適応法〉が広〈用いられる様になり，

trypfpphaiJe， tyrosine等の代謝経路がとの方法でで明らか択された。との方法はAという物質を基質として細

胞鮮に加えるとAを分解する酵素系が細胞内に生産される。 AがB，C， D等の物質を経て代謝されるとす

るたらぱ， Aを加えた時細胞内に形成される酵素系はA→Bえの反応を触媒する酵素は勿論， B→C， C 吋

D等の酵素をすべて含んでいる。つまり， A'→B→c→D→と酵素系が逐次に形成されるのである。 A適応

菌はB，Cを誘導期たく直ちに分解する。叉Bに適応した菌は同様Cを直ち?で分解するが， Aはある一定の

誘導期を経て.周1ちA→B聞に関与する酵素系が形成されて始めて分解される。とれ等の事実を道に利用レ

て未適応菌及び適応菌が中間代議員物と考えられる色Jをた物質をどの様に分解するかを調ぺ，代謝過程を推定

する方法である。著者の実験の場合，主力?代謝過程は生体内への arginineの灘縮過程であり，生体外ド出

される代謝産物は少量であるので，生体外に出される arginineの代謝経泌を遂次連死唱でWarburg検圧計

で02のuptakeを追及して行くのみでは難があるので， paper chromatographyを用い代謝経路を追究した。

先ず arginine適応菌 ornithir.e適応菌 glutamicacid適応菌及び proline道総菌を作り arginir.e，

ornithine， glutamic acid及び prolir.eを基質とし〈いずれも 40μM)醗酸 bufferと共に380，1時間反応

後，三塩化酷酸で除蛋白した液を，一次元上昇法で展開し， ninhydrinで呈色させた。溶媒として陶耐を

用ひた実験結果をTable1に表示した。未知物質と去;ふのは Rf0.1の母国il'tマ落事官室色している。逐次蕗t、
法により.との物質の代謝経路を表わすと次の様にたる。

Arginine 
↓ 

Ornithine + Urea 
〆↓

Carl:腕ylicacid←ProliIIe← Glutamic acid 

Table 1. Metabolite in rection mixtures 

I Cells a仰 t吋Cellsadapted I CeIls adapted with I 'Cells尚 ted

JL志士 lomfl hi|Glu||叶抽!;I PToline 1叶刷 I~l~|thine atacrI.ndic proli問 |1Olne:-，，"I taacm1・die FToli田ーnine thinelProJine nine 偽伽min I taacm1d ie 

Ornithine十+

一一一一 一一

Glutamic acid + I + I I I + I I 1.  I !  I + 
一一一一 一一

Proline I + I + 十十+I I + 
一一一一一一一一一一一一

CarboxyIic acid I ++  I + I I + I + I 1. + I I + 

Unknown + I 1+1 I +| 

Incubation of sul:strate for one hr.at 380C. with the cells adapted with伺 chsubstrate. Adapted 
cells were pttpared by the incubation of substrate with intact cel1s at 380C. for 000 hr.， then the 
cells were washed twice with distilled water. Ascending paper chromatograms were emplQyed ' 

in the identification of metabolite. 
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10 

Ornithineは5炭素アミノ酸で proline，glutamic acid 

との相互移行が考えられる。最近 Roloffl引は重水棄を含む

ornithineを二十日鼠に与えその体蛋白質のアミ 71駿を検.べ

たととろ， prolineと glutamicacid に相当量の重水素が

移行していたと述べ.Stetten及びSchoenheirner，酌 Stetten

~ì. )2のは proline l:: ornithine はaーケトSアミノ線草酸を中

間体として相互に移行し得ると云っている。との様に

proline， glutamic acid及び ornithineは化学的に近接して

いる丈でなく生理的にも深い関係があり生体内で互に移行

出来るものと見られる。著者の得た実験結果は Stetten等

がご十日鼠で行った代謝経路と殆んど同じであるO 細菌に

ついてとの様た代謝過程t玄米だ報告されていない様でおる。

叉 arginineと菌謬遊液の接触により 1時間後には

ornithine e.尿素がほとんど等モノL濃度生成されている。

Arginine適応菌K酷酸 bufferと共に 40.μMのL-ornithine

に反応させると Fig.5~ 図示した様に反応液中のornithine。。 2 
"Hours 

3 4 は速かに代謝され減少するが.DL-citrullineに副むさせる

Fig. 5. Changes of rate of ornithine 
disap戸 aran四 during tl:e incu-
bation of ornithine with cells 
adapted with arginine 
Such adapted cells were made by the 
incubation of arginine (40，uM) with 
intact cells at 380C. for one hr吋 the:1
the ceUs were wash阜dtwice with 
distilled water. Incubation temperature 
380C; pH CiI reaction mixture5.0. 
1Lhe VVarburg flasks ∞ntained 1∞of 
acetate buffer (pH5.0)， 2 cc of cell 
susx:ensiOll何時・ dηwtcells)制
0.4∞ of omithineく40μM). 1Lhe 
omithine contnent of 10 per cent tri. 
ch1croacetic ac:dfiJtrates of reaction 
mixtures was measured∞1m irnetrically 
by the same pro<訓ureas that emp10yed 
by Ste in and Moore.12) 

と citrullineは代謝されたい。 Ornithineがとの様に速か

に代謝されるとすると.arginineと反応して生成された

ornlthineも速かに代謝きれ消出されなければならたいが実

際は Fig.2 に図示した様に反応一時間後は一定量~保たれ

ている。とれはいかたる理由によるか不明であるが，恐らく

ornithineが代謝されたと云ふのは arginineの場合と同様

に生体内に濃縮されて行く過程が主で生体外に代議される

量は彼量である為であらう。尿素量は反応後1時間で最大

量に逮し，以後滋少しているが之は菌体に適応的に urease

が生成された事に起因すると恩われたが. 実際に菌浮遊液

に尿棄を作用させ検圧法及び反応液中の尿素の残存量を比

色定量した結果では殆んどU児as告は生成されなかったので，

釘giω5の反応により生成された尿素がどの様な機構に
より代謝されるか不明である。

要 約

1. B. subtilisの生菌(intactcell)は生細胞内に遊離の状態で arginineを濃縮蓄積する事が出来る。

生細胞内の遊離の arginineの濃度は環境の濃度よち高い。細胞内に蓄積された遊離の arginineはその後

の代謝により細胞構成物質に褒化する。

2. B. subtilisの生菌により arginineは次の禄な経路tてより代謝される。

Arginine 
↓ 

Ornithine + Ur，ぬ
〆↓

Carboxylic acid←Proline←Glutarnic acid 

citrulline は中間産物として検出されたいし叉生菌により酸化されたい。従って citrullineはとの代謝K関

与しないE恩われる。

終ち l~臨み，木研究に協力された宗像一郎氏に感謝の意を表します。
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