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鳥型結核菌に関する研究

第1報　増殖期における速かな代謝不活性状態への移行について

　　　金沢大学医学部微生物学教室（主任：谷友次教授）

　　　　　　　　河　　　上　　　　清

　　　　　　　　　（昭和32年8月12日受附）

（本論文の要旨は第27回日本細菌学会総会においてこれを報告した．）
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　先に西田はC．diphtheriaeを用いてジフテリア菌

を生化学的に取扱う際における諸種の注意について記

載した．1），2）・3）・4）彼によれば従来のこの菌について

の低い呼吸値は培養に際して牧獲iすべき時期が適当で

ない所に原因するものとされた．菌攻手の時期に関し

ては一般にnegative　acceleration　phaseが最も活性

が強いと思われているが5）このことはジフテリア菌

の静置培養に際して全くあてはまらないように見え

る．結核菌についても極めて低い呼吸値が示されつつ

ある現況であるが，結核菌とジフテリア菌は互に生物

学的性状が似た種属であるから著者は上述の見地から

言

結核菌の低呼吸値の問題について検討を試みた．即ち

従来用いられている結核菌についての基質呼吸値が内

部呼吸値とあまり差をみないのは結核菌そのものに外

界の基質（栄養物）に対して不反応な状態を形成する

性質があることに原因するものではなかろうかと著者

は考えた．又一方J．B．　Gunnison等6）は近来治療の

面から代謝不活性状態の結核菌について述べている．

培養時期と酵素活性については既に断片的には諸種の

入によって7）・8）・9），10）・11）述べられて来たが著者は本

報で系統的に枚獲時期と酵素活性の変動について検討

を試みた．

実験材料並びに実験方法

　使用菌株・鳥型結核菌A22で2～3代sauton培

地で継種した発育の良いものを用いた，

　使用培地：Sauton培地（窒素源として1－aspara・

gineを使用した原法通りのものとSod，　glutamateを

使用したものの2種を作製）並びに5％glycerinbou・

illonを用いた．

　菌液：200ml容量のフラスコに培養液25mlを入

れて37。Cで培養した．培養各時期に牧獲された菌は

濾紙にて濾過し水洗2回行い充分水をきった後乳鉢で

約5分間磨砕し生理的食塩水を加え室温30分間静置し

て沈澱菌を除き肉眼的に均等な上液を採り光電光度計

（Hitachi　type－120s）で2．5mgN／m1の菌液を作製し

実験を行ったが，最終的には各回浮游液の乾燥重量値

（60。Cに24時間放置乾燥後重量測定）を求めmg：Nあ

たりの最低重量値のものを基準として得られたmgN

あたりの呼吸値を乾燥重量比で修正した．従って得ら

れた呼吸値は厳密な意味では比較呼吸値であって正確

なmgNあたりの呼吸値ではない．

　酸化酵素系の測定方法：Warburg’s　manometer

を用い基質としてはこの菌の構成酵素の基質となるも

のを選んだ．即ちglycerin，　Succinate，　acetate，　for・

mate，　lactate，91utamate，91ucose，を用いた．主室に

は2．5mgN／m1の菌液（又は酵素液）0．4ml，　M／10基

質液1．Om1，　M／5燐酸緩衝液（pH　7．2）0．5m1加え
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たものに蒸溜水を加えて2．3mlとし中央室には20％

KOH　O，21n1を入れた．三二水浴（恒温槽）の温度は

37．5。C，振盈回数は90回／分，振幅5cmとし測定前15

分間水浴中で二二し検圧計内外の温度平衡を待って測

定を開始した．測定値はすべて1時間の観察によって

得られた．基質として脂肪酸が用いられた時には脂

肪酸を正確に秤量し中和して該脂肪酸の石鹸を作り

M／20液を作った．Tween　80，　propionic　acid，　buty・

ric　acid以外は水に難i溶性であるからPotter－Elve・

jehm　homogenizerでemuls量onとした飽和液を用

いた．

　脱水素酵素の測定方法：Thunberg管を用いてH2

受容体として常法の如くM／5000methyleneblueを

使用したが1）培養各時間の菌に活性の差が見られな

かったので大林等12）に従ってM5002，6－dichlor・

phenol量ndophenolを用いた．主室には2．5mg　N／ml

菌液0．3ml，　M／5燐酸緩衝液（pH　6．9）0．7m1，副室

にはM／5000methyleneblue（又はM／5002，6di・

chlorphenolindophenol）0．5ml，　M／10基質（1actate）

0．5mlを入れて管内圧20mmHgで実験を行った．反

応温度は37．5。Cであるが酸化酵素系同様水浴中で15

分放置温度平衡を待って三門の液を主室の液と混合反

応させた．

　カタラーゼ作用の測定方法：Euler，　Josephsonの

法13）により行った．作用は次の式で表わされるが各

培養日数のものを比較する時はKoの値を求めた．

　　　　　　　　　　　　　作用時間……………t

K一
A（1高撃氏jb・懸絶繕繁野●●a

　　　　　　　　　　　　　滴定値……………a－x

　即ち0，07M燐酸緩衝液（P：H　6．8）中0・01Nの

H202を含む基質溶液50mlを100ml三角フラスコ

に取り細話した氷中に深く挿入して0。Cに冷却して

おく．別にM／15燐酸緩衝液（pH　6．8）で稀釈した

菌液（0．2mgN／m1）を冷却（0。C）しておきその1・O

mlを基質溶液に加えてよく振盈した後なるべく速か

に反応液5．Omlを取り出して予め用意してある2N

H2SO45．Omlの中に注加し0．05　N　KMnO4溶液で

微赤色迄滴定した．

　エステラーゼ作用の測定方法：Wafburg’s　mano・

metry（Rona＆Lasnitzki法）14）によった．即ち主室

に酵素液（菌液）0，2ml（2．5mgN／m1），リンゲル重曹

液1．8ml，副直にM／10　tributyrin　O．5m1を入れ，

ガス腔：まN2とCO2を95＝5の割に混じたもので満

たし37。Cの恒温槽に入れ温度が平衡に達した後両三

を混和し発生するCO2量（cmm）を10分毎に計測し

1時間後の測定値を求めた．

　乳酸々化酵素抽出液の製法：楠瀬の法15）に準じ

て行った．即ちsauton，5％91ycerin　bouillon培地

に2日並びに6日培養された菌を濾紙にて集罰し蒸溜

水にてよく洗いその10倍量の氷冷アセトン（一15。C）

中に徐々に投入し同時に撹伴を行った．投入後10分間

静置し菌体をヌッツェで吸引濾諭した．更に若干量の

新しい冷アセトンを注いで急速に濾過し同様3回繰返

した．以後デシケータ中に入れ吸引ポンプで1時間吸

引した後24時間放置乾燥しこの一定量即ち0・49をと

り8mlの蒸溜水をよく磨砕しつつ加え2日闇5。Cの

氷室中に自己融解させ6000回／分40分野心しその上清

を乳酸々化酵素抽出酵素液として用いた．

　補酵素の製法＝乳酸々化酵素の抽出液中に補酵素

の不足が予想される場合を考慮して酵母より補酵素を

作って用いた．即ち圧搾パン酵母を乾燥器（加熱送風）

にて二身乾燥した後乳鉢にてよく磨回しそれに10倍量

の水を加えて100。C5分煮沸し13000回／分20分間

遠心し上清を用いた．

　結核菌からのRibo且avin抽出方法：菌を型の如

くaceton　powderとした後その0．59を少量の水に

とかし乳鉢で磨…砕5分の後蒸溜水を加えて10mlとし

80。Cで10分加熱して抽出後：遠心上清につき次の方法

で実験した．18）

　ビタミンB2の測定法：Lactobacillus　caseiを

使用するBioassay法によった．17），18）使用菌株は武

田薬品工業生物化学研究所大村氏の好意で入手したビ

タミン測定用のL．caseiである．菌株の保存は10％

yeast　water　agar（glucose　1％添加）に高層培養し

stockcultureとしては1週間毎に接種保存した．定量

用基本培養基はすべて型の如くRiboHav圭nを除去し

た．その組成は1）ペプトン0．5％皿）酵母水0・5

％皿）葡萄糖1％IV）無機塩類0．1％V）シスチン

0．Ol％である．各個の調製法は江口の法18）によった・

標準Ribonavin溶液は純リボフラビン結晶（和光純

薬）を温めた：N／50一酷二二で正確に100Y／m1の溶液

とした．貯蔵はすべてトルオールを加え氷室に入れ

た．定量用基本培養基はpH　6．7最初2倍濃度のもの

を作製しその5ml宛をとってRibo飴vin含有試料を

加え，更に蒸溜水を加えて10miとし151ds　15分高

圧滅菌した．接種菌の培養は予め前日RiboHavin　IY

を含有させた上記基本培養基10mlにし．　caseiを高
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層培養から1白金耳接種し37。C　24時間培養した．菌

体を3000回／分15分遠沈し上清を捨て更に0．9％滅菌

食塩水10mlを加えて菌浮游液を作った．これの0．0

5mlを上記基本培養基（Ribo且avin含有試料入り）に

接種し37。C　72時間培養して産生乳酸量を測定した．

標準曲線は上記基本培養基10m1中にRibonaviR　O．

0，　0．025，　0．05，　0．075，　0．1，　0．2，　0．3，　0．4，　0．5Y

含有させた試験管各を3日間培養後フェノールフタレ

ンを標示薬として：N／10NaOHをもつて産生乳酸を

滴定した．被検液並びに基準液の測定は共に3本の試

験管を用い平均値をとって値とした．標準曲線は江口

と略ζ等しい値を示した．（第1図）

第1図　Ribonavin標準曲線
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実　験成績

　1　酸化酵素系における酵素活性について

　第2図はこの菌のSauton培地における増殖曲線と

その増殖の各時期における一定菌量をとりこの菌の

生物学的代謝に関係すると思われる諸種基質（即ち

91ycerin，　sllccinate，　acetate，　formate，　lactate，91uta・

mate，　glucose）を用いて酸化酵素値を調べた成績を

示している．この成績からみて一定菌量の活性はその

内部呼吸値を差引くと否とに係らず（結核菌のような

大きな内部呼吸値を差引くことは適当ではないだろ

う）その増殖期に著しく下って来る．即ち対数増殖期

に著しく酵素活性が下降し増殖が極期に達する4日

には活性が（特に基質呼吸が）殆んど認あられない．

一方glycerinboui110n培地では第3図に示す如く増

殖曲線は前者と同様であるが，酵素活性の降下は（特

に基質呼吸）sauton培地における如く著しくはない

がやはり対数増殖期に急激な下降がみられる．これら

の対数増殖期における特異な酵素活性の下降をみるに

これらの現象は培地pHの上昇によるものではないか

と考えsauton培地のN源としてsod．91utamateをや

めて1－asparagineを使用して実験した所第4図の如

き成績を得た．即ちこの特異な酵素活性の下降現象は

pHに関係なく存在することが明らかになった．次に

第5図はsauton培地発育菌についてこの菌の他の重

要なエネルギー源と考えられている脂肪酸に対する酸

化の成績を示している．Tween　80，　propionic　acid，

butyric　acid，　stearinic　acid，は活性が認められるが

lauric　acid，　capfic　acid，　caprylic　acid，　palmitic　acid，

は活性なく前4者もtween　80を除いて基質呼吸は殆

んど認められない状態である．以上の成績から脂肪酸

の酸化は寧ろ抑制的でsauton培地上に生える菌のエ

ネルギー源とは考え難い成績を示した．

　皿　脱水素酵素における活性について

　複雑な反応系をもつ酸化酵素系は増殖期に酵素活性

が著しく下降するが次に比較的簡単な脱水素酵素につ

いて調べた．第1表のH2受容体としてmethy玉ene－

blueを用いた方は増殖時期によって活性の差を認め

ることは出．来なかった．そこで一応同一のようにみえ

るけれども結核菌のような菌体電位の高いと予想され
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第2図　Souton培地発育菌の増殖曲線並び

　　　　　に酵素活性（1時間値）

　　　（培地N源：sod．　glutamate）
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第3図　Glycerihbouillon培地発育菌の増殖
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第1表脱水素酵素試験

　（メチレン青使用）

た．即ち脱水素酵素も酸化酵素同様な活性の降下現象

をみた．

乳　　酸

琉珀酸

日

培
養

2　分
20秒

2　分

四
日

培
養

3　分

3　分

六
日

培
養．

2　分

2　分

八
日

培
養

2　分

2　分
15秒

半　第2表　脱水素酵素試験
（2，6－dichlorphenolindopheno1使用）

乳 酸

二日培養

1分20秒

六日培養

2分50由

るものに対してmethyle皿eblueが適当でないことは

充分推定されるので大林等の法12）に従って別の高電

位色素である2，6－dichlorpheロolindophenolを用いた

時は第2表に見る如く明確にその差をみることが出来

　皿　エステラーゼ，カタラ甲ゼについて

　エステラーゼ，カタラーゼについて調べた結果は第

6図の如くである．即ちトリブチリンエステラーゼは

脱水素酵素同様活性の著しい下降を認めたが，カタラ

ーゼは極く僅少の下降を認めたのみであった．

第6図　エステラーゼ，カタラーゼの活性
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　IV　Cell　free抽出液による乳酸二化酵素について

　上述のi皿tactce11を用いての実験成績は別な見地に

たてばこれは菌膜の基質に対する透過性の相違であっ

て菌体内の酵素量の相違ではないのではなかろうかと

いう問題が生ずることは避け難いだろう．そこで著者

は細胞膜を粉砕して抽出し得る酵素の活性を定量的に

知ることによって一層正確に上述の現象を分析し得る
　　　　　　　ヨ
と考え構成酵素として抽出容易な乳酸々化酵素によっ

て実験を試みた．即ち乳酸を基質として抽出乳酸々化

酵素め作用をWarburg’s凪anometryで検査したとこ

ろその結果はintactce11の場合と同様著明な下降現

象をみたのである，しかし山村によればこの乳酸々化

酵素は補酵素たるFADと蛋白担体からなりたってい

るから古い培養菌中のFADが減少している場合（培

養が古くなると培地が次第に黄色になるから菌体内の

第3表　抽出乳酸々化酵素活性

Sauton培地発育菌から抽出した乳

　群々化酵素活性（1時間値）

　（培地N源＝sod．　glutamate）

No．1

No．2

煮沸酵母

抽出液

十

2日培養

96cmm
192cmm

6日培養

56cmm
92cmm

Glycerinbouillon培地発育菌から抽

出した乳酸々化酵素活性（1時間値）

No．1

No．2

煮沸酵母

抽出液

十

2日培養

569cmm
543cInm

6日培養

104cmm

104cm瓢

【35】
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Havin流出が考えられる）蛋白担体の非活性化がなく

とも酵素活性の下降があることは一応推定されるので

補酵素たるFAD（酵母エキス使用）を充分加えて実

験したところ第3表の如くFADを加えない場合と

同様著明な降下をみた．即ち非活性化が蛋白担体部に

も存在することが判った．又上述した如く菌体内の

飴vinが培養日数の経過と共に減少することが予想さ

れたので測定したところ第4表の如く果して古い培養

菌に著明な減少がみられた．即ち乳酸二化酵素全体

（FAD十蛋白担体）が落下していることが判った．し

たがって乳酸々化酵素に関する限りintactcellの活性

の降下は基質の透過性に由来するものではない．その

他のトリカルボン酸酵素群の抽出は楠瀬19）にならっ

て試みたがいずれも満足な酵素液を得ることは不能で

第4表鳥型結核菌の含むVitamin　B2含量
　　Sauton培地（N源：sod・glutamate
　　使用）発育菌使用．　測定法：L・casei

　　　　　使用によるBioassay

培養日数

　V．B2量
（乾燥菌量19中）

2　　日

120～100γ

4　日

46γ

6　日

38Y

あった．しかしながらこの乳酸々化酵素から類推して

他の基質酸化の低下が基質の透過性の相違によるもの

ではないように思われる．

考

　永らく生存するためには代謝的に不活性状態を形成

するということは細菌に限らず一般生物に共通する原

則であるだろう．生存力の強いBacillusが特に胞子

形成というメカニズムによって代謝不活性の状態を形

成していることはいうまでもない．胞子を持たぬ菌群

の中で最も生存力の強いものの例としてMycobacte・

rium，やCorynebacteriumをあげることが出来る．

これらの菌の生存のメカニズムを考える時これらの菌

は胞子のような特に著明な構造をもたないだけに形態

学的に生存力の強さを裏づけるものの存在を示すこ

とは極めて困難iである．しかしMycobacterium，や

Corynebacteriumが他の細菌とちがって特にgranule

を形成し易い菌であることは枚挙にいとまない程沢

山の論文があることから考えても明白である．20）この

granuleが胞子に似たものであると述べたのはKoch，

L6伍er，　Babes　21）であって最：も古典的な説明である．

最近での有力な見解としてはKhaysiのNuc】eus説

助，MuddのMitochondria説23）・24）・25），　Bisset

のCytoplasm濃縮説26）・27）Bringmannの：K：aryoid

説28）があるだろう．このうちBringmannのKaryoid

説はBissetのCytoPlasm濃縮説と略ヒ同じ基盤の

上に立つものと思われるし：KnaysiのNucleus説も

亦これらの見解と原則的には同一のものと見ることが

出来る．これらの研究は純粋に細胞学的見地からなさ

れているものであるが，著者は“それでは何故これら

の菌群がこのようなgranule形成へ容易に移行する

か”という問題及び“このgranule形成の背後にど

のような生化学的現象が起きているか”という問題に

按

興味をもつた．細胞質の濃縮化への移行性という点で

細胞学的な類似性をもつ菌を探せばBacillus，　C韮ost・

ridiumをあげることが出来るが，これらについては

目下生物学的，分類学的見地から比較参丁目て検討中

である．このCytoplasmの濃縮への傾向と共に生物

学的には代謝不活性状態への形成が共に関連する2つ

の面であるように考えられ予想された．しかし爾来結

核菌は内部呼吸と基質呼吸との差が殆んどないものと

報告されているが29）西田1）吉田7）等のCorynebac・

terium，　Mycobatceriumについての研究はそれらの

菌の早い非活性化の傾向を示しているから上述の結核

菌についての報告は使用菌が既に非活性化しているも

のを使用しているのではないかと予想せしめた．しか

して著者の鳥型結核菌についての実験成績も上述の如

く著明な酵素活性（特に基質呼吸活性）の降下をみたの

である．山根等30》はBCG菌のような増殖の極めて

遅い菌でも若し増殖速度を増せば内部呼吸と基質呼吸

の間に著しい活性の差のあることを報告している．こ

れらの非活性化への傾向がこの菌の生存性或いは形態

と密接な関係にあるものかどうかについては著者は現

在検討中である．結核菌の生存性についてはsauton

培地上の人出菌或いはBCG菌が増殖の過程の中で著

しくviabilityを喪失することが多くの人によって認

められているが31）・10）又一面適当な環境におけば12

年の長きにわたって菌が生存するという報告32）・33）

もあるからどのような形で最も生存に適するかは更に

検討を必要とするだろう．著者の生化学的検討は主と

してintactcellで行われ抽出酵素によるものは乳酸々
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化酵素活性に関するもののみであるからintactce11の

非活性化がcellpermeabilityの変化によるものでは

ないとは否定し去ることは出来ない．しかしながら既

に山村等34）は鳥型結核菌を用いてその抽出液により

発育の時期でエステラーゼ活性が著しく差のあること

を報告し著者も亦乳酸々化酵素で同様な結果を得た．

このことから菌体内においても代謝不活性がおきてい

るものと考えてよいように思われる．抽出酵素による

実験は楠瀬等に従って更に検討してみたが定量的には

測定困難であった．酸化酵素系，脱水素酵素，エステ

ラーゼの活性が一様に下降するに反してカタラーゼの

活性が下降しない点についてはカタラーゼ活性が細菌

の崩壊と全く無関係であることを田上35）が胞子形成

菌で西田3》がジフテリア菌で証明しているので結核

菌におけるカタラーゼ活性の下降もこれと同一の現象

であると解釈した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結

　1　生物学的に重要と思われる諸種基質（91ycerin，

succinate，　acetate，　formate，　Iactate，91utamate，

glucose，　Tween　80，　propiollic　acid，1）utyric　acid，

stearinic　acid）を用いて鳥型結核菌における酸化酵素

活性を検討したところ，増殖学期に達しない内に著し

く活性が落下してゆくことが判った．

　皿　2，6－dichlorphenolindophenolをH2受容体と

して脱水素酵素活性を調べたところ，酸化酵素活性の

　論

落下と期を一にして落下することが判った．

　皿　エステラーゼ活性も著しく落下することが判っ

たがカタラーゼ活性は著明な変化がなかった．

　W　菌体から抽出した乳酸々化酵素の活性は新旧両

三の間に著しい差を示し細胞内部の酵素の活性降下を

予想させた．
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