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烏型結核菌の endogenousdehydrogena tionについて

山下偵子・佐藤孝治

(北海道大学結核研究所細菌部主任大原達教授)

(昭和 34年 6月 15日受付)

結核問、lは一般に高い内部呼吸を有し， しかも長時間に

わたってこれを持続する。すなわち，開株や培養条件に

よって高さは種々ではあるが，その QÜ2は 2~20，時

にはそれ以上にも及び，基質を添加した場合の Q02 と

北較してその値は多くの場合無視することができない。

またその持続時聞は蒸溜水中 370C で数時間以上，

燐酸綬衝液中では 3~4 日後も殆ど低下せず，実験中完

全な休止菌を得ることは甚だ困難である。

この上うな内部呼吸は結核開の有する特性の 1つと考

えられる。 しかし現在迄のこの方市での研究は諸条件

(酸素分正，阻害剤その他の添加等)の内部呼吸に及ぼ

す影響に関するものが大部分であって，内部呼吸酵素及

びその基質については未だ臆測の域を出ない状態であ

る。

著者はこの点について研究を進めて行くことによっ

て，この特異的な内部呼吸の結核国における意義を明ら

かにし，結枝問の特性の一端をうかがし、知ることが出来

るのではなL、かと考えて実験を始めた。実験の最初の段

階におし、て，生物学的な複雑さを滋分でも少なくしよう

としてアセトン乾燥菌よりの拍出液を粗酵素液として使

用したところ，酸素吸収をともなわない endogenous

dehydrogenationがかなり強く存在することを知った。

これが量的に内部呼吸の全体に対応するのか，或いはそ

の 1部分にのみ対応するのかは不明であるが， この

endogenous dehydrogenationについて予備実験的な 2，

3の叡祭をしたのでその結果を報告する。

実験材料及び実験方法

実験材料:烏型結核菌竹尾株(当研究所保存のもの)，

Sauton 培地に 370C で通常 4~5 日培養した間膜より

懸濁液，粗酵素液を作って実験に使用した。

実験方法:

1. FH酵素液の調製一-acetone乾燥菌を石英砂と共
に磨砕， 1¥1/50燐酸絞jJiji夜(pH7.2)を加えて氷室中で

24~40 時間抽出し，遠沈した上清(12， 000 r.p.m.， 20 

min.)をセロファン嚢に入れ，氷室マ 1晩脱イオン水で

透析，その内液を粗酵素液とした。

2. 籾酵素液の硫酸アンモニア分画一一上記の方法で

粗酵素液を調製する時，透析する前に適当な飽和度の硫

酸アンモニアで沈澱させ，遠沈した沈澄を脱イオン水で

透析して用いた。

3. 基質一一1.における透析外液を加熱濃縮したも

の。アンバーライト IR120で freeのアミノ酸を除去

し，アルコール，次いでエーテルで沈澱する部分を乾回

してこれを基質とした。

4. Paperchromatography による基質の分画一-i~壁

紙は東洋訪問氏の No.50，ブタノール・酷酸・水 (9:1 : 

7)を展開波として 370C で展開，発色剤には Aniline

phtharateを使用， 110
0

Cで発色させた。

5. 脱水素酵素活性の測定一一Thunberg 去を用L、

た。水素受容体には 2.6-dichlorophenolindophenolを

使用し 3rcで反応させて脱色時間を測定した。
6. 内部叩吸の測定 Warburg検!王計によって酸

素消費量を測定， Q02であらわした。

実験成績

先ず基質を精製し，それが何であるかを知る為に，加

熱或いは有機溶媒による分nmを行し、，その酵素活性lこ及
ぼす影笠を Thunberg法によって観察した。結果l主第

1去に示す通りである。すなわちこの基質は熱に安定な

物質で，アルコール，エーテルには不溶性，アセトンに

よる透析内液，外液が共に effectiveであるところから，

単一物質ではなく 2種類又はそれ以上の有効成分があ

ると考えられる。これ等の結果から，以後の実験では透

析外液を加熱濃縮し，アルコール，氏いでエーテルで透

析，内液を乾回して得られた白色粉末を使用することに

した。

加熱濃縮の段、の状態からこの基質中には相当量の糖類

を合んでいると思われたが， Bertrand法によれば還元

君主の{f在は微量であり，ヨード反応もごく僅かしか見ら
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基質に施された各種の処理と

脱水素酵素の活性

反応液の組成:粗酵素液， 0.3 ml;基質(各種

処理後，脱イオン水で抽出時の 5倍の濃度にし
たもの)，0.2ml;燐酸緩衡液 (M/50，pH 7.2)， 

0.5 ml; 2.6一dichloro-Phenolindophenol(M/ 
250)， 0.2 ml ;脱イオン水で全量を 2.0mlと

9る。

表 1
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透析タト;1ゼ
室温で濃縮

約 1000C で濃縮

アルコール透析内j夜

" "外j夜

エーテル透析内液

" " タ卜J夜

7セトン透析内j夜

" タトilii

脱水素酵素の活性に及ぼす粗 FAD，

粗 DPNと基質の effect

(反応j夜の組成は表 1と同じ〕

図 1

表 2

対照 |基質j夜 DPN FAD 

530 民

40 77 250く

!反光度 l

(260 mμ) 

脱色時間
(min) 250く

と思われる部分があるので，これ等を合めて数種の糖の

基質としての effectをしらべてみた(表 4)。すなわち，

脱水素酵素活性にjjする数種の桁の effect

(反応i夜組成は表 1と同 n
表 3

脱色時間 (min)

240< 

240< 

240く

80 

110 

40 
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方~質

Glucose 

孔1annose

Inositol 

Ra伍nose

Dextrin 

基質j夜

この粗酵素液は Inositol，Reffinoseに弱し、 effectが見

られるが Glucose，Mannoseには e白"ect なく，また

Dextrinでかなり強し、酵素活性が見られた。但し，後に

れなかった。

またこの液の二ンピドリン反応は可成強度の陽性を示

したが，アンパーライト IR120による処理後，ニンヒ

ドリン反応が陰性になった液を用いても脱水素酵素の反

応に変化ば認められなかった。

上記のように，熱に対する安定性から見て， FAD， 

DPN等のub酵素の effectは考えられないと忠われた

が， m裂の FAD，DPNを用いて之をたしかめた。 FAD
は北大理学部値物学教室から分与されたもの， DPNは

パン酵母から硝酸銀塩として沈澱させたもの1)である。

結果を図1，友 2に示す。図 1から見て，基質液中に

260mμ に吸収をもっ物質が存在することは明らかで

あるが，相lDPNとの比較で見られるように，それが基

質としての重要な部分とは考えられなし、。狐基質液で

340mμ における DPNHに特有な吸収は全く見られな

かった。

次にこの基質液を 1次元 Paperchromatograhy によ

って展開させると Anilinephtharateによって発色す

る数個の spotが得られ，原点に残る相当量の物質も発

色する。この各 spotの部分を別々に脱イオン水で拍出

し，これを基質として用いると，原点に残る部分を含め

て5つの部位に effectが見られた。基質;夜を lN硫酸

で数時間，引1;騰水中で加水分解後同様の実験を行えば，

原点部分の発色，脱水素反応、は共に認められなくなる。

この effectiveな各部位がどのような物質であるかは

未だ不明であるが， Rf値から見て対照にとった数種の

糖等の中， Ra伍nose，Inositolに対応するのではなし、か

" 
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述べるような酵素液の硫安分出jjを用いた時には Inosi-

1:01， Ra伍noseの effectは更に低下するようであった。

次に粗酵素淡の硫酸アンモニア分闘を行って活性の存

:{I二部分をしらべたところ，硫安 50%飽和以下では全く

活性が見られなかった。 50%飽和以上の各分IH!Iにおげ

る脱水素酵素活性は次のようであった(表的。但しこ

表 4 粗酵素淡の硫安分画と脱水素酵素の活性

脱色時間|
¥(min)i 醇索 J夜

添加 ¥50%飽和 60% 70% 80%* 90~け I 100%料

260< 260< I 260< 180く 180く 180く

m DPN 260く 260く 260< i 180く 180く 180く

j占質 j夜 90 40 22 20 54 

}II;質 j夜 35 24 14 18 22 34 
判1DPN 

へ判:粗酵素j伎は 50~70% 飽和のものとは違う。現在のところ，剥]酵素液の活・

性は調製の度毎に只り CI岩自体にも1O~20% の差はあるが，麿砕の程度

を量的にたしかめる方法がない)，之を一定にすることはむつかしい。

れは祖酵素淡のbjL安 45%飽和波での上清を更に各飽和

度の硫安でj七澱させたhのである。基質液にmDPNを

加えることによって酵素活性の高まるのが見られた。机

DPNのみを添加しても色素の脱色時聞を全然短縮出来

ないことから，この DPNが基質として用いられている

のではないと考えられる。

更に上記の基質液の生細胞における effectをみるため

に，生細胞を飢餓操作後基質液を加えて酸素吸収を検庄

法，及び Thunberg法でしらべた(友 5)0Thunberg 

j去による脱色時聞は基質淡を加えないもので 70分，加

えた場合は 25分であった。

表 5 内部呼吸に及ぼす主主質j夜の e仔ect

反応液の組成:菌懸;:%1夜， 0.3ml(Sauton5日

培養のもの);基質， 0.2ml;燐酸緩衡j夜(M/
50， pH 7.2)， 0.5 ml; 11見イオン水で全量を

2.8mlにする。

f奇 j夜 J張力口 Q02 

fresh 13.7 

脱イオン水に
一一 5.2 

1 

;EJtMUon | 持液 17.0 
(370C. 6 hrs) ー一

glycerin 9.3 

考擦並に結語

微生物の内部呼吸についての研究はこれ迄あまり多く

見られず， しかもその多くは内部呼吸に及ぼす基'1'1， I征

e害剤添加，酸素分圧の変化等の影響に関するものであ

る。すなわち Moses& Syrett")は Chlorellavulgaris， 

Baker's yeast等を用いて，内部呼吸によって排出され

る炭酸ガス量が生物の種類，添加基質の極類によって阻

'浮から促進にいたる様々な影響を受けることを見て居

り， Blumenthal等3)，Reiner等4)も Penicillium，Yeast 

から同様の結果を得ている。内部呼吸の基質;主勿論生物

によって異なっているであろう。 Y伺 stについて Stier

等日や Spiegelman等6)，主 Polysaccharideであるとした

が， Reiner等4)は Yeastの endogenousmetabolic CO2 

がその脂質部分に由来することをたしかめているし，更

に沢井川主酵母の一種 Mycotorulajaponicaでほウレ

タンによって阻害される部分と， NaFによって阻害さ

れる部分のあることを見ている。又 Dawes& Holms8) 

は Sarcinaluteaにおいては細胞内部におげるアミノ酸

ブールが主要な基質であると云L、，高崎9)は糸i犬JT，j

Rhizopus G. 34の内部呼吸基質は核酸にi豆半まな物質であ

ろうと述べている。結核i1iにおける内部呼吸基質が何で

あるかについてはポだ全く知られていないが，透析タトj夜

中にあること， frecのアミノ酸を除去した後も effective

であることから，アミノ酸，ぺプタイド，蛋白質等ではな

いと考えられる。結核問体内に多量に有する脂質，脂肪酸

よりも糖類の可能性が大きいと考えたのは主としてその

椅製過程における観察に基くものである。山村等10)は烏

型車iのアセトン乾燥菌を磨砕，抽出液中に脂肪酸脱水素

醇素の活性を見ているが，著者の使用してし、る机酵素淡

マは脂肪酸は基質にはなり得なかった。しかしこの点に

ついては更に検討中である。表3に選んだ糖績は，結核国

体成分として見出されているものの 1部であるが，結核

自体中の糖l主大部分複お止な化合物を作っていると云われ



て居り，単一物質について検討しただけでは Glucose，

Mannose等が基質ではないと断定することは出来ない。

殊に Dextrinが可成の e仔ectを有する点から見て，又，

現在使用している粗酵素液の段階では，脱水素酵素以外

の多くの酵素も混在しているであろうことを考える時，

粧の燐般エステルや比較的低分子の多糖類について実験

を進めて行く必要.があると考えられる。

図 1，1A 2に示した実験結果から見て， FAD， DPN 

等の助酵素が透析外液(主主質液〕中で重要な役割jを果し

ているとは考えられなし、。しか Lその他の熱に安定な物

質が混ιして助酵素として作用しているかも知れなL、。
又，表 4の結果は机 DP1¥'に混血する物質が基質とし

て作用し口、るのではなくて，助酵素として作用を促進

しているのであろうと思われる点から，或L、は酵素液中

に透析によっては火われず硫安沈澱によって酵素蛋白か

ら i~ltれる，いわば bound DPNの様な物質が存在して

何等かの役割をかiじていることも考えられる。主L質j皮，

酵素j夜の精製を進めて酵素作用を追求して行く段階迄残

される問題の 1つであろう。

更に，内部呼吸の問題を追求するのに，脱水素反応の

段階から文験を始めた点にも問題は残されている。

Dawes & Holms8l も述べてL、るように内部呼吸と色素

の還疋とi土必ず、しも全面的に対応するものではないかも

矢口れない。この意味においては，表 5に示した実験は，

11住 endogenousdehydrogenationの基質が exogenous

にも利用されるものであることを示しているに過ぎず，

飢餓操作前後iこおける基質量の変化の測定，同位元素使

用によるよと質の行方の検討等多くの実験が必要であろ

う。又アセトン乾燃によって活性の失われる脱水素酵素

の存在も巧えられるので，生同の磨 ìì!f~，或L 、は{也の適当

27 

な処理による酵素淡との比較も考ぼしている。

以上 1~だ全く予備実験の域を出ないが， r~型結核菌の

内部呼吸と少なくとも部分的に対応する endogenous

dehydrogenationが単品の酵素反応、ではなく，数種の物

質を基質とすること， Inositol， Raffinose， Dextrinが夫

々基質になり得ること等を知り，今後の実験の方向につ

いて検討した。

*2 括

1. 応型結核的竹厄株のアセトン乾燥凶より endo・

genous dehydrogenationの基質波及び酵素液を得た。

2. 子会質は数箆の桁或L、はその化合物と忠われる。

3. 酵素活性は硫安 50%飽和以上で沈澱する部分に

のみ見られる。
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