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腸内細菌菌体蛋白のアミノ酸組成に関する研究

高木光造*.飯田 優*

Amino Acid Composition. of Cell Proteins in Some Species 

of Bacteria ofもheEn七erobac七enaceae

Mitsuzo TAKAGI and Atsushi IIDA 

Abstract 

Inもheirresearch to find the relation between the pathogenethity and the chemical 
component自 ofbacterial cells， the authors h晶vepreliminarily determined the relative 
晶mountsof晶mino品。idsin hydrolys乱初日 ofcell proteins. 
In this p叩er，we report the results obtained from experiments with some b闘志eriaof 
Enterob晶cteri品開腕，ESMerichia coli， Proteus 叩 19aris，and Salmonella enteritidis. The 
methods of preparations and hydroly自isof cell pro旬inswere abouも the 自晶meω those 
described previouslyll. The amino acid composition was determined with a Hitachi Amino 
Acid Analyzer Model KLA・3. The results may be summarized闘 follows. The m晶in
constituten旬 ofthese pro句inswere foundωbe glutamic 品目id，品自particacid， leucine， 
alanine， lysine， v晶line，品rginine，品ndi自oleucine，乱ndresembled as a whole those of bioもype1 
and 2 of V ibrio parahae冊。lyticusll，and in a good part those of Ps側 do側側saerugi附綿剖.
The deもectionof tryptophan and diaminopimelic acid was not c晶rriedout in this study. 
Sever品1unknown ninhydrine positive substances were found in three kinds of b晶cteri晶
respectively. 

緒雷

細菌細胞のぺん毛，焚膜，細胞墜などの表在成分は，細菌の抗原性の決定要素となったり，またそ

のうちのあるものは人体に対する毒素ともなるので， 古くから研究きれてきたト7)0 とくに多くのグ

ラム陰性細菌の表在物質は内毒素と関連して究明きれト8入 その化学構成はリポ多糖類・蛋白質複合

体，またリポ多糖類とされているが，近年細菌表面の形態学的微細構造とその化学組成が次第に明ら

かになるに伴って，各種の細菌における他の組成分の生物学的活性も検討されるようになってきた。

Muddら玖 Liら1のは Staphylococcusaureusの細胞壁タイコイン酸がヒト正常血清存在下の白血

球の貧食作用と殺菌作用を阻止するととを報告し，本間ら11)は Pseudo慨 onasaeruginosaから分離

した蛋白質区分がウサギに対して発熱性と Shwarzman現象性を示す ζとを認め， また多くの研究

者によって多数の細菌における細胞壁またはムコペプチド区分の構成因子が定性的あるいは定量的に

研究されl~-~)，また最近 Abdulla ら叫は Streptococcus 属およびその他の細菌のムコペプチド区分

がウサギに対し皮膚壊死活性を示す乙とを報告していて，今後細菌表層物質とくに高分子窒素化合物

の化学的構造と生物学的活性の関係は，ますます追求されていくものと思われる。

乙のような観点から，食中毒原因細菌の化学的組成分と毒性との関係を追求する乙とは， はなはだ

興味ある問題と考えられる。著者ちはその予備的な試験段階としてまず前報りで腸炎ピブリオの

biotype 1および2の各1株における菌体蛋自のアミノ酸組成について報告したが， ひき続き本報で
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は3種の腸内細菌 Proteus叩 19aris，Escherichia coliおよび Salmonellaenteritidisの各1株に

ついて同様に比較検討したので，その結果を報告する。

実験方法

供試菌株:供試菌株E.coli (serotype 0-5)とP.vulgaris SMLU 854は本学部微生物学教室の保

存菌株中より， また S.enteritidis 1891は大阪府立衛生研究所より分与を受けて，本実験に供した。

供試M体:各供試菌株をそれぞれブイヨン培地で 370C，24時間前培養を行ない，あらかじめマグ

ネチック・スターラーの携祥子を入れた 21容三角フラスコ中に用意したブイヨン培地 11Ir.，前記

前培養液の2白金耳量をそれぞれ接種し，以後マグネチック・スターラーによる揖伴培養を行ないつ

つ，一定時間毎に培地の所定量を無菌的tζ採取して，供試菌の増殖による培地の濁度を前報1) と同様

の方法で観察し，対数期直後におけるそれぞれの埼養液から 5，000r. p. m.， 15分間の遠心分離により

菌体を集め，反復7回の洗糠によって培地成分を除去して得た洗詩集菌体を，供試菌体として使用した。

なお各供試菌株とも 2回ずつ培養を行ない，それぞれ別個に供試した。

菌体蛋自の蹄組:前記の各供試菌体をナス型フラスコに移し，湿菌量として 1096程度になるように

水を加えて懸濁液としたのち， 揖伴しながら 85.596エタノールにドライアイスを投じて作った寒弗j

k浸して凍結させ，つぎに 300~'400C の温湯Ir.浸して融解し，乙の凍結一融解の操作を 7 回反復し，

さらに沸騰水浴中に 10分間浸潰して加熱処理を行ない， 菌体を破壊するとともに菌体蛋白を凝固さ

せ，菌体内エキス成分の完全な溶出を容易ならしめた。ついで遠心分離してエキス分を捨て，固形物

は 7596エタノールを用いて遠沈法でくり返し洗糠してエキス成分を除去したのち，少量の無水アル

コールとエーテルで洗い，硫酸デシケータ{中で乾燥恒量化したものを一応菌体蛋白と考え，乙れら

を試料として供試した。

測定方法:各供試菌体蛋自について全窒素をケルダール法で測定した。また組成アミノ酸の7JlIJ定に

は試料 12mgを 6N塩酸 5mlとともに封管内で 1100C，22時間加熱後，生成したフミン質を鴻別

洗糠し，減洗液を減圧濃縮して塩酸を除去し， pH 2.2のクエン酸緩衝液で 10m1Iζ定容化して供試

液とした。アミノ酸の定量は AmberliteCG-120を用い， 目立アミノ酸分析計 KLA-3型で7JlIJ定し

た。なお測定値は各試料とも，別々に培養，調製して得た2検体における菌体蛋自の測定値の平均値

を求めた。

結果ならびに考察

各菌体蛋自の組成アミノ酸の7JlIJ定結果を Fig.1と Table1 I乙示した。 Table1によると菌種に

よるアミノ酸組成のいちじるしい差はみられなかった。全窒素は E.coliとP.叩 19arisがそれぞれ

14.796， S. enteritidisは 11.896で， アミノ酸含量は P.叩 19arisが他の2者Ir.比べて多く， S. 

enteritid isとE.coliはほぼ同じ程度であったが， ζれらの含量は各供試菌の繕養条件を規制して，

さらに比較検討されねばならないと考えられる。 3種の供試菌体蛋自のアミノ酸組成について観察し

た結果では， グルタミン酸がもっとも多く 8叫 11.596，ついでアスパラギン酸 7.......1196， ロイシン

5.6叩 996であった。さらにアラニン， リラン，パリン，アルギニン，イソロイシンなどが多く，アミ

ノ酸の含有割合は各供試菌によって若干の相違が認められたが，前報1)の V.parahaemol yticus 

(bio勿pe1および2)の菌体蛋白ともほぼ同様の傾向が認められた。

細菌のアミノ酸に関する研究の 1っとして，前記のごとく細胞壁またはムコペプチド区分のアミノ

酸組成が報告されている12-23)が， それらのアミノ酸組成は細菌の形態やグラム染色性などの相違に

よって多少異なる乙とが認められており 1ト H，17，語-27)，グラム陰性棒菌のムコペプチド構成アミノ酸は

アラニン，グルタミン酸!/アミノピメリン酸などであると推定されているlM5-27)o本実験の供試菌3

種はいずれもグラム陰性菌である ζとから，前述のごとく供試菌体蛋白中にグルタミン酸やアラニン
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ト一一-Amberl1 te CG-120ー 1500moolumn--50・c一一一一一+Amberl1 te CG・120一--1
15cIII colu皿n50・c

il::λ 訓いU札止仏人l
S.・nterlt1dl・

1 2 1141. 11 11 11 11 . 5 n 11 1 7 9 11 11 
1_ . 3 11 n n 1¥ 11 11 1 ¥ 6 1¥ 11 8 1 ¥ 1¥円|
ト0.1 ' 11.11111 1 11 11 1 1 -11/1 ^ 11内 11

Eluent凪・ 1企o leo 240 300 360 斗20 480 6'0 120 Hio 
トp担3.250.2N Na-oltrate +一一pH4.250.2H Na・01trate-+pH5.280.35N一一ー→

Na-oltrate 

Fig. 1. Amino aoid阻晶lysisof the cell pro飴inhydrolysates of E. coli， P. 1)1吻aris，
and S. e叫teritidis.1， 2， 3， 4， 5， 6， 7， 8，晶nd9: unidentified subst乱nces.

T晶，ble1. Amino acid composiもionof E.ωli. P.例tlgaris，and S. enleritidis. (g. of 
阻 linoacid in hydrolys晶tesper 1∞g. of prep乱redcell protein) 
Amino acid E. coli P. vulgaris S. enteritidis 

Cysteic acid 0.07 0.59 0.68 

Aspartic acid 7.32 11.10 8.11 

Threonine 2.83 4.50 3.44 

Serine 2.13 3.44 2.33 

Glutamic acid 7.96 11.48 8.97 

Proline 2.55 2.87 2.64 

Glycine 3.52 5.44 3.56 

Alanine 4.69 7.50 5.38 

Valine 4.72 6.20 5.04 

Methionine 0.34 0.51 0.41 

Isoleucine 3.62 5.95 4.03 

Leucine 5.60 9.10 6.17 

Tyrosine 1.94 3.32 1.59 

Phenylalanine 2.62 4.92 2.70 

Lysine 5.50 5.85 5.10 

Histidine 1.53 1.49 1.49 

Arginine 4.69 4.88 4.42 

NHa 1.11 0.93 1.19 

Total-N d gm.paetrte1r 00g.0 
drie 

14.66 14.73 11.83 

N recovered (96) 66.10 86.69 86.05 
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が多いととは，それらの 1部がムコペプチドに由来しているのであるまいかと推定される。また

Clarkeらめが Pseud omonus aeruginosaの細胞墜区分について行なった結果によると，そのアミノ

酸組成はグルタミン酸，アスパラギン酸，アラニンが多く，ついでロイレン，アルギニンの順になっ

ているが，本実験の供試菌3種の菌体蛋白はほぼ ζれに似たアミノ酸組成を示している。さらに

Propionibacterium属の 2，3の細菌16)，Mycobacterium lepraemuriumI9)， Micrococcus radiodurans同

などで行なわれた研究結果によると，細胞壁中のムコペプチド区分を精製する ζとによって，構成因

子以外のアミノ酸はいちじるしく減少する ζとが認められでいるが，本実験の菌体蛋自の調製法はそ

れらの研究に比べると簡略であり， またアスパラギン酸，ロイシンなどの含有割合が多いととから，

供試菌体蛋白中にはムコペプチド以外の結合状アミノ酸が存在している ζとが容易に推察される。

本実験においてはトリプトファンとヲアミノピメリン酸は定量しとEかったが， Fig. llL示したよう

に不明のニンヒドリン反応陽性のピークが認められ，その数は E.coliで5コ，P. vulgarisで6コ，

S. enteritidis で 9 コあり~アミノピメリン酸のぜークは ζれらのうちのいずれかに相当するもの

と考えられる。 3 種の供試菌体蛋白のアミノ酸分析による窒素の回収率は 66~'87% で，貝類lIB-3I) な

どの動物性蛋白質の場合Ir.比べて値が低いが，細菌細胞壁で行なわれた実験伊tl'，I6)では ζれと同程度

の値を示しており， ζれは細菌がアミノ糖や多糖類などを多量に含むζとによるものであろう。

なお本実験の結果では， 3種の供試菌聞のアミノ酸組成に顕著な差違が認められなかったが，今後

各蘭種についてそれぞれ多数の菌株を供試し， また ζれらの菌体蛋白をより分画精製するととなどに

より，各菌種の特徴が見出きれる乙とが予想され， きちにそれらの精製画分についての生物活性につ

いて比較検討も行ないたい所存である。

終わりに臨み，本稿を御校関下さった本学部微生物学講座坂井稔教授に，深い謝意を表する。
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