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百日咳菌に関する研究第2報

金沢大学医学部微生物学教室（主任　谷友次教授）

　　　　高　　　橋　　　　啓

　　　　　（昭和31年7月13日受付）

新鮮分離株と右京培養株のOxidative　assimllationについて

　　　　　　　　　　Studies　on　H：．　Pertussis

　　皿．Oxid乱tive　AssimiIatiolユof　a：Freshly’Isolated　Strajn　and

　　　　　　　a1⊃aboratory　Strain　of　H．　Pe【tuss｛s．

　　　　　　　　　　　　Hiraku　Takahashi

　PθPα伽θ幅げ瓶cr・6葱・1・9ッ，8Cん・・‘（ゾ1πε♂‘・6πθ，　Kαηα2α勿σασ渤θr吻

　　　　　　　　　　（Dεr80どor：P彫刀r・T・Tαηの

　　　この論文の要旨は昭和29年4，月6日東京における日本細菌学会

　　　　第27回総会の交見演説「百日咳」の席上これを報告した．

緒

　分離当初の百日咳菌は固形培養基では殆んど選択的

にBordet－Gengou培地にのみ発育し，他の培養基に

発育しない．然るにこの百日咳菌も継代を経るにつれ

て次第に血液寒天培地或いは更に普通寒天培地にも発

育し得るに至る．福見等1）は百日咳菌，パラ百日咳

菌，ブロンヒゼプチクス菌の3者について，これら

の菌の栄養要求上の差異をS源を中心として述べたの

は注目すべきものと思われるが，百日咳菌自体の，こ

の難培養性から容易に培養し得る状態への変化の過程

に関しては報告が殆んど無いようである．1その他新鮮

分離株（以下新鮮株と略記する）の栄養要求に関して

は既に浅野2），今村3）等はN源として有機のアミノ酸

（殊にグルタミン酸），S源としてチスチン，発育素と

してニコチン酸を必要とすることを明らかにしてい

る，しかし乍ら新鮮株はこれらのminimum　mediaに

如何なる栄養を加えても陳旧培養株（以下陳旧株と略

記する）の発育量には遠く及ばないことは研究室でよ

く経験する所であるので，この意味での新鮮株の難培

養性が栄養要求の差の問題とは別な意味を持っている

のではないかと著者は考えた．

　しかし乍ら結局それも合成力の差であることはいう

までもないことであるから著者は合成力を知る指標と

して栄養要求の研究に対してとられる被験培地に菌発

育の有無をしらべた福見1），浅野2）等の法以外の方法

言

をさがした．合成力を量的に示し得る実験法として適

応酵素のシステムを用いる法4）があるが，百日咳菌の

新鮮株を用いてin　vitroで適応酵素をつくらせること

は困難なことに思われる．そこで著者は，上記のいず

れの方法にもよらず，菌自体の構成酵素を用いて，そ

の合成能力をうかごう方法としてoxidative　assimna－

tionの現象5）に着目し，この面から百日咳菌の増殖

力の変化を検討すべく試みた．

　著者は前報6）において，百日咳菌の主なエネルギー

源について新旧両種菌株間においては酵素学的に質的

差異は殆んど無く，陳旧株における乳酸オ～化の著明な

増大という現象も，菌株の陳帯化を知る上に極めて手

近な酵素学的指標とはなり得ても，それ自体両種菌株

間本来の質的差異ではなく，それはむしろ葵膜の消長

に伴うpermeabihtyの変化が可成りに関与していると

考えた方が妥i当であろうと述べた．今回の著者の実験

は両種菌株間の差異を，菌体酵素の質，量的差異とい

う問題から転じて，各々の合成能力という点から観察

しようと試みたもので，方法として両種菌株のoxidat－

ive　assimilation即ち一定の基質が酸化を受ける際に

放出されるエネルギーによって基質の一部がassimi－

1ateされ，これが新しい細胞構成々分として合成に導

かれる度合を比較測定することによって，百日咳菌の

難培養性から易培養性への変化の機作を検討しようと
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試みた．

　一定の基質としては，著者が前報｝）において得た成

績，及びその他の文献2）3）より考証し，百日咳菌にお

いて最も力源として利用されると考えられるグルタミ

ン酸を中心としてとりあげた．’

供試菌株及び実験方法

　この実験に使用した百日咳菌4株は新鮮株としては

群馬大学微生物学教室より分与を受けた百日咳菌株，

：L418－323株，40103株，41405株，22490株の4株を用

い，そのB・rde1－Gengou培地継代25代以内のものを

使用した．又，陳旧株としては，当教室に永く保存継

代されている伝丁丁，コイ株の2株を使用した．これ

らの陳旧株は現在では血液寒天培地は勿論，普通寒天

培地上でも35。C，24時間培養で充分発育可能な菌株

で，その生物学的性状はLeslie－Gardner7）の所謂

Phase】Vに相当する菌株である．

　この実験に使用した培地はすべて：Bordet－Gengou

培地変法（原法に1％の割合に照内ペプトンを加え，

血液は0・4％クエン酸ソーダ加牛全血液を20％の割合

に加えたもの，以下これをGB培地と略記する）であ

り，この培地に35。C，72時間培養（陳旧株において

は35。C，48時間培養）した菌を下記のように集菌し，

菌浮游液として使用した．

　実験方法はWarburg検圧法によった．検圧法の術

式細部については，Umbreit　et　al　8）の示す所に従っ

た．

　実験に使用した菌浮游液は：BG培地に上記のように

培養した菌を大形渦巻白金耳で集菌して蒸溜水に浮游

させ，これを4，500r．　P．m．30分遠沈して菌体を集め，

これを蒸溜水に再浮游させ，同様な手技で更に1回菌

体を水洗したのち，これを蒸溜水に再浮游させて，光

電管比色計を用いて2・5mgN／mlの菌浮游液として実

験に使用した．

　Warburg検圧計Ce11内ウヂウムは下記のように混

合した．即ち

主　室＝

側　室3

中心室＝

である．

M｝5『グルタミン酸ソーダ0．5m1（10μ

Mo】）

Mユ0一燐酸緩衝液（pH　7・2）0・5ml

蒸溜水0．5mI

2．5mgN／m1菌浮游液0．8斑】（2mgN）

：20％KOH　O．2m1

実　験　成　績

　実験1
　新旧両州菌株についてグルタミン酸々化能をしらべ

だ結果は，著者が一報6）に示したように，各々の酸素

消費量は，新鮮株ではQo2172」μ1，陳旧株ではQo2

424μ1であり，酸化速度では陳旧株の方が新鮮株より

遙かに大きい結果を得たのであるが，今同じく一定モ

ル濃度のグルタミン酸（10，μMo1）を基質として，こ

れに対する終末酸素消費量を比較追求してみると第1

図に示すような結果を得た．一

　即ち，新鮮株40103株一12代の菌では，その酸化速

度はQo2／mgN　80μ1で遅いが，1モルのグルタ・ミン

酸々化に要する酸素原子数は約8・5原子であるのに対

して，陳旧株（伝二二）ではQo2／lngN　215μ1（第1

図の陳旧株30分値よりの計算値）でその酸化速度は速

いが，終末酸素消費量は酸素約4．5原子の消費を示
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　　　　第　1　図

新旧両種菌株の終末酸素消費量
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し，新鮮株に較べて却ってその終末酸素消費量が少な

いという結果を得た．

　　　　　　　　　第　2　図

　　　　新旧二種菌株の終末酸素消費量
　　　　　’（基質Succinate　10μMo1）
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　こうした現象は第2図に示すように，コハク酸を基

質とした時にもその傾向は全く同一であって10！’Mo1

のコハク酸を酸化するのに，新鮮株（40103－12代）では

Qo2／mgN　50μ1で速度は遅いが，その終末酸素消費

量に酸素約6・5原子を要するに対し，陳旧株（伝研株）

ではQo2／mgN　90、μ1で酸化速度は速いが，その終末

酸素消費量は酸素約2・5原子で却って少ないという結

果を得た．

　著者は百日咳菌の新鮮陳旧両種菌株におけるグルタ

ミン島々化に認められるこうした現象は，先にChfton

et　a15）がE・coliのブドウ糖酸化においてmanometric

にその存在を明らかにしたoxidative　assimilationの

現象に関係があると考え，以下百日咳菌における

oxidative　assimilationについて検討を加えた．

　即ち1モルのグルタミン酸及びコハク酸が完全酸化

を受けるとすれば，（Krebsのcitric　acid　cycle或い

は別の経路によるものでもよい）それぞれ9原子及び

7原子の酸素を必要とする訳であるから，著者の得た

新鮮株のグルタミン酸における8・5原子及びコハク酸

における6・5原子の酸素消費は殆んど完全酸化の値に

近く，assim量1ateされる分は極めて僅か若しくは殆ん

ど無いといってよいであろう．これに対して陳旧株が

：不完全酸化を示すのは，oxidationによって生ずるエ

ネルギーが同時にassimilation→synthesisの経路に

使われるために，完全酸化を受ける前に基質の一部が

assimilateされて，既にメヂウム中から消失している

ためであろうと考えられる，即ち陳旧株ではcatabolic

reactionも相当に強いが同時にanabolic　reactionも

相当に強い菌であるように思考される．陳旧株におけ

るこの不完全酸化の現象がoxidative　assimilationの

現象によるものであることを以下に行う実験の成績か

ら証明し，陳旧株の発育良好な特性が，一つにはこう

したoxidative　assimilationの発達という現象を通し

て約束づけられているように思われる．

　実験2
　そこで著者は，次に陳旧株についてグルタミン酸，

乳酸及び焦性ブドウ酸々化時における酸素消費量と炭

酸ガス排出量とのバランスについて検討を試みた．そ

の結果は第1表に示す通りであるが，この成績は

CliFton等のE・coliにおける値と類似している9）．

第1表　諸種の基質（10μMo1）酸化時における終末酸素消費量及び炭酸ガス排出量

Glutamate

：Lactate

Pyruvate

Non－Substate

蜜説瀕馨難旙離必要と
基質10／’M・1i基質10μM・】

i（μ） 02（／ノMo1）

680

668

570

222

458

446

348

20．5

20．7

15．5

CO2排出量：
3hrs．（μ1）米

752

611

620

174

基質10μMoI
酸イヒにより担ド

出したCO2
（，μ1）

578

437

446

基質10，〃Mo1
酸イヒにより翁忌

出されたCO2
（μMol）

25．1

19．5

20．7

米　3時間で基質酸化速度は略コントロール（non－substate）の酸化速度と等しくなり，基質
消費の完了したものと’ ｻ定した．　　　　菌　株：伝出品

　上述の陳旧株の示す事実がoxidative　assimilation

に関係があり，この陳旧株の示す反応が，反応の中間

段階で停止しているために起るものでないことを確認

すべく次の実験を試みた．

実験3
M一流「グルタミン酸ソーダ10m1・陳旧株菌浮游液（2・5

m・N／m1）・5ml，一町瞬酸緩鰍（・H7・2）・・ml｝・

，【112】
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水を加えて50m1としたものを2組作り200m1容量

のA，：B2つのフラスコに入れた．これを37。Cの

振回三三三内で三二（振幅5cm，1分間140回転）を継

続した．その間1時間毎にAフラスコ内より2mlずつ

をとりワールブルグ検圧計で15分間の呼吸を測定し，

その呼吸値が対照（グルタミン酸ソーダの代りに水を

入れ，他は前記と同濃度のものを対照とする）から同

時にとった2mlの呼吸値に近づくまで振盈を継続し

た，呼吸完了までに5時間を要した，5時間30分の

後，：Bフラスコ内のメヂウムをとり出し，遠心沈澱し

て上清45m1を分離した．この上清につき，　Kutscher－

Steudelの抽出器を用いて有機酸のエーテル抽出を試

みた．

　12時間連続抽出した後，エーテルを蒸発し，4mgの
　　　　　　　　　　　　M
残渣を得た．用いられた一滴「グルタミン酸ソーダ溶液

9mlの含むグルタミン酸（66・15mg）に較べて残渣は

僅：かに6％に過ぎず，且つ又，この残渣を0・5mlの水

に入れても，その大部分は不溶であったのでKrebsの

中のcycle中間産物たる脂肪酸は殆んど無いと考えて

もよいと思われる．又，この液をブタノール，ピリヂ

ン，蒸溜水（3＝2：1）10）により指示薬、B・P・B・を使

用してペーパークロマトグラフィーを行って有機酸の

有無を検討したが，この液の中から有機酸は予期の如

く検出不能であった．又，Aフラスコ内残りの30mI

を揮発性有機酸の定性に使用した，即ち，この遠沈上

清の蒸気蓄溜液につき酷酸，蟻酸の検出を試みたがこ

れらの酸についても検出不能であった．

　この実験の結果から，陳旧株のグルタミン酸4化に

おいては，初めに加えた基質のグルタミン酸は途中反

応停止による不完全酸化によって中間代謝産物をメヂ

ウム中に蓄積しているのではないことが明らかとなっ

た．Assimilative　synthes量sはcatabolic　energyと密

接な関係があり，catabolicとanabolicな反応の中間

にenergy　carrierとして燐酸が重要な役割を果して

いることは周知の事実である11）．百日咳菌陳旧株にお

いてoxidative　assimilationの現象が存在するならば，

陳旧株のグルタミン三々化に際し，燐酸の欠乏は必然

的にassimilative　synthesisの阻害，即ち酸化時にお

ける終末酸素消費量の増大という形をとって現われて

来ると考えられる．百日咳菌陳旧株のグルタミン酸4

化に対する燐酸の影響を実験4において検討する．

　実験4
　前記の条件に従って培養した陳旧株菌を型の如く集

めて蒸溜水に浮游させ，可及的菌体内部の燐酸をも流

出させる目的で前記のような手技で此体を充分水洗

（4回水洗）し，光電管比色計を用いて2・5mgN／m1の

菌浮游液をつくる．

　検圧法に関する手技はすべて前記の条件に準ずる

が，この実験においては，操作中ピペットその他の容

器などについて，極めて微量の燐酸の混入をも防止す

るよう努めること勿論である．又，検圧計Cell内山ヂ

ウムについては，燐酸を加えないものにおいては，燐

酸緩衝液の代りに蒸溜水を用い，燐酸緩衝液（pH7・2）

を添加した場合においては，以下のように燐酸緩衝液

の終末濃度が2・5」μMo】，5μMo1，10μMol，100！」Mo1

の各種濃度となるように添加した．基質はグルタミン

酸ソーダ10／2Molである．

燐酸濃度に関する酸素消費量の変化は第3図及び第4

図に示す通りである．

　　　　　　　　第　3　図

燐酸（1’hosphate）が終末酸素消費量に及ぼす影響
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　この実験の成績から，燐酸を全く（可及的）除去し

た場合においては，酸素吸牧量が著しく増大して殆ん

ど完全酸化の値に近づくのが認められる．（第3図）

即ちこれはenergy　carrierとしての燐酸の欠乏によ

り，assimilative　synthesis力賦しく阻害され九ために

起る現象であると思考され，且つ又，10」μMo1の燐酸

緩衝液を添加することによって，酸素消費量は完全に

元の酸素モル数（4・5原子）に還ることが認められ，（第

4図）又，充分に水洗した菌に段階的に燐酸を加える

ことによって次第に完全酸化からまぬがれてゆくこと

も第4図の成績からうかごうことが出来よう．極めて
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　　　　　　第　4　図

燐酸（Phく）sphate）の各種濃度と終末酸素

　　　　　消費量との関係
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微量の燐酸によって終末酸素消費量が直ちに低下する

事実は，energy　carrierとしての燐酸が絶えず分解再

生を繰り返して回転使用されると考えられることから

当然といえよう．

　更に以上のような結果は燐酸の存在下に合成阻害剤

として2・4－Dinitrophenol　12）を使用して行った次の

実験によって更に強固に裏づけられるであろう．

　実験5
　検圧法に関する条件はすべて実験1に準ずる．合成

阻害剤としては2・4－Dinitrophenol（pH7・0溶液に修

正，以下これをD・N・P・と略記する）を用い，これ
　　　　　M　　　M　　　　　　　　　　　　　M
を終末濃度π　1150及び2300となるようにメヂ
　　　　　　　　　　　ン

ウム中に添加した．基質はグルタミン酸ソーダ10μ

Mo1である．これら各濃度のD・N・P・添加時におけ

ゴる終末酸素消費重を測定した結果は第5図に示す通り

である．

　　　　　　　　M　結果としては・一76万のD・N・P・添加により酸化量は

著しく増大して殆んど完全酸化の値に近い酸素量約

8・5原子を消費し，それ以下のD・：N・P・濃度ではその

濃度の減少に比例して終末酸素消費量が減少してゆく

ことがうかがわれる，

　即ちこれは合成阻害剤としてのD・N・P・の作用に

より，百日咳菌陳旧株のassimilative　synthesisの経

路が阻害されたために起つた酸素消費量の増大である

と思考される．

　以上実験1から5までに示した結果から，著者は，

百日咳菌陳旧株の一定モル濃度グルタミン酸々化にお

いてみられる不完全酸化の成績は，酸化エネルギーを

媒介してoxidative　assimilationが行われているため

に起る成績であることを，oxidative　assimilation現

象の存在を明確にすることによって証明し得たと考え

る．

　そして以上の結果から，百日咳菌陳旧株では酸化エ

ネルギーはよく合成に1inkしているが，新鮮株では

この点が極めて弱い菌であることが明白となった，

　　　　　　第　5　図

D・N・：P・が終末酸素消費量に及ぼす影響
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　百日咳菌新鮮株は如何に環境の栄養を良くしても依

然として貧弱な発育をなすに過ぎないが，又一面，栄

養をを相当に制限しても発育し得ることも明らかにな

っている．かかることから百日咳菌新鮮株はその難発

育性にも拘らず，栄養要求的には寧ろ簡単な菌群に入

るものと思われる．即ちその難発育性は，更に複雑な

察

他の栄養物質の不足とか，或いはVirusで示されたよ

うな生体のつくるエネルギーに依存している13）ため，

というような問題とは一応離れているように思われ

る．

　そしてその難i発育性は上述の実験からみれば，寧ろ

エネルギー効率の悪さに原因しているもの・と考えられ

【U4】
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る．

　そこで著者は百日咳菌新鮮株のこのエネルギー利用

の低効率ということが，百日咳菌のK抗原の合成とい

う問題と密接な関係があるのではないかと考え，この

ことに関して実験を継続中であり更に次報で述べる予

定である，

結

一以上の実験から，著者は百日咳菌新旧両種菌株の代

謝について，次のような新知見を得た．即ち，

　（1）一定モル濃度のグルタミン酸及びコハク酸々

化における終末酸素消費量を新旧両種菌株について比

較追求した結果，新鮮株では殆んど完全酸化に近い酸

素消費を示し，陳旧株では著しい不完全酸化の値を示

すことを知った．

　（2）そうしてこの事実は，百日咳菌陳旧株におい

てoxidative　assilnilationの現象が著明なために現わ

れる新旧両種菌株間の相違であることを証明した．

　（3）このoxidative　assi・nilationの有無から，百

日咳菌陳旧株は基質酸化における酸化エネルギーが極

論

めてよく合成に利用されて，エネルギー効率のよい菌

であり，陳旧株の良好な増殖力がここに起因していよ

うことを推論した．これに対して百日咳菌新鮮株で

は，用いられた条件下ではoxidative　assimilationが

極めて弱く，基質酸化における酸化エネルギーは殆ん

ど合成に利用されず，極めてエネルギー効率の悪い菌

であることを証明した．そして百日咳菌新鮮株の難培

養性がエネルギー効率の低さに原因していることを指

摘した．

　稿を終るに当り，終始御懇篤な御指導並びに御校閲

を賜った愚論谷友次教授並びに西田尚紀助教授に深甚

の感謝を捧げます．
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