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乳酸桿菌のアミノ酸要求性に関する研究

第3報　乳酸桿菌のアミノ酸要求性について

　　　　　　　　（付，全編の総括）

東京歯科大学微生物学教室（主任：米沢和一教授）

　　　　田　　中　　勝　　雄

　　　　　（昭和31年10月16日受付）

Studies　on　Amino　Acid　Requirements　of　Lactobacilli

　3rd　Report，　On　Arnino　Acid　Requirements　of五actobacilli

　　　　　（Appendix：Summary　of　Three　Reports）

　　　　　　　　　　　Katsuo　Tanaka
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（本報の要旨の一部は昭和31年4．月5日，於，熊本市，第29回日本細菌学会総会の席上で発表した・）

1．緒言と文献概要

　一般にビタミン要求性のきびしい菌程アミノ酸要求

も強いとされており，なかでも乳酸菌はその要求する

アミノ酸の種類が多いこと，又その要求性が，特異的

でしかも安定なことが知られている．従って乳酸桿菌

は：Bioassayに用いられているばかりでなく，代謝研

究の対象ともなり，そのアミノ酸要求性の29）・30）・31）

検討も数多く報告されているところである．

　しかしながらL・acidophilusに関しては，割にそ

の報告は少ない．

　Dreizen　et　a132）は，鯖食から分離した乳酸桿菌，

レンサ球菌（Str・salivarius）．白色ブドウ球菌，ブド

、

ウ糖発酵性Saccharomycesの各1株についてそのア

ミノ酸要求性を検討しているが，単独の抜取り試験で

その必要性を判定している．

　わたしは，既に第2報において母子3種来源より得

た3株及び騙歯由来の1株（03株）の■actohacillus

acidophilusのビタミン要求性及び金属イオン要求性，

発育阻害物質等を検討して，その大要を明らかにし，

いずれの性状もよく相似していることを記載した．本

丁においては供試菌株のアミノ酸要求性について記載

する．

II．実　験方　法

　培地としては，ビタミン要求性の検査に用いた半合

成培地中の，Casein　hydrolysateをCystine，　Tryp－

tophaneを含む19種のアミノ酸に置き変えたものを

使用した．

　19種アミノ酸は，いずれも東京化成¢製品である．

DL－AIanine，　L一｝listidine，　D：L－Threonine，　DI．一Vali・

ne，　DL－Serine及びGlycineは水に，又L－lsoleu－

cine，　L－Methionine，　DI、一Phenylalanine，　DレTry・

ptophane，：L一：Leucineは温湯に，又DL－Aspartic

acid，　L－Glutamic　acidは，希釈NaOHで，又

工．一Arginine，　L－Lysine　lま，0．4：N　HCIに，：又1．一

Tyrosine　L－Cystineは：N　HC1にそれぞれ溶解して

保存液とした．

　培地中アミノ酸含量は第13表に示す通りである．

　培地pHその他は，半合成培地の調製法に準じた，

　接種材料，発育判定等も回報と同様である．
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第13表CompositiQn　of　AminQ　acids（per‘）

D：L一Alanine

L－Arginine

：L－Aspartic　acid

L－Cysteine

L－Cystine

：L－Glutamic　acid

L－Glycine

DL－Histidine

D：L＿Isoleucine

DL＿1．eucine

400mg
100mg
100mg
400mg
400mg
500mg
lGO　mg

200mg
500mg
500mg

L－Lγsine

D：L－Methionine

DL－Phenylalanine

L－Proline

D1』一Serine

D：L－ThreOnine

I・一Tyrosine

DL－Tryptophane

D工一Valine

200mg
400mg
200mg
1001ng

200mg
2GO　mg

100mg
200mg
500mg

1皿，・実

　　1．必須アミノ酸

　予備実験として本培地が供試菌の発育に適するか否

かを検討した．即ち，完全合成培地での発育曲線を画

験成績
　いてみた．その成績を第1図に示したが，いずれの菌

　株も本培地中でよく増殖した．

1図Acid　Production　and　Turbidity．
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　次にアミノ酸1種ずつを抜取つた培地で¢発育状態

を検し，第14表¢如き成績を得た．

　この成績か「ら必．要性を判定すると，第15表の如くに

なる．

　菌種別に見ると，共通して必須としているものは，

Arg三nine，宏Gultamic　acid，　Ilistidine，　Leucine，

Phenylalanine，　Threonine，　T∫yptophane，　Tyros至，

Valineであり，7、Ms「株はその他Alanine及びSerine
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第14表　Effect　oF　deletion　of　Amino　Acids

　　　　lC。mpl。・。

　　　　　mediumStrain

7Ms
7Mm
7Km
　O3

32．0

23．5

17。4

32．7

DI．一Ala．

100

100

71．5

75．0

：L－Arg・

84．5

100

90．2

89．5

L－Asp・

34．6

73．0

70．2

37．5

L－Cyst．

28．6

13．5

14．0

46．8

：L－Cystine

19．4

12．0

15．5

31．2

工一Glu．

98．5

100

ユ00

ユ00

1・一Gly．

10．0

19．6

25．5

33．8

DL、H、、」DL．、1。u

77．5

100

100

67．5

22．6

22．5

33．8

39．5

Strain

7Ms
7Mm
7Km
　O3

DI．＿：Leu．

80．0

71．0

85．5

79．4

’L－1．ys・

26．4

12．5

13．8

24．8

DL－M。，IPL－Ph¢

　　　　1

36．7

ユ00

100

44．6

86．4

1CO

100

90．0

DL－Pro． DL－Ser．

2・・51

10．0

14．2

26．5

84．0

26．0

33．0

85．5

DレTllr．

1CO

86．8

97．2

91．5

D1・一Try．

100

1CO

100

100

L－Tyr．

89．7

100

89．0

89．0

DL一▽a1．

95．0

100

92．0

92．0

（注）数値はTransmission％を示す．

第15表Amino　Acid　Requirements　of　Test　Orgロnisms

Strain

7Ms
7Mm
7Km
（03）

D：L－Ala．

十

十

十

十

1・一Arg・

十

十

十

十

LA・p・
g噸・・

　　　1

十

十

L－Cystine L㍉Glu．

十

十

十

十

工一Gly． ］［）1」一1卜∈［is．

十

十

十

十

DL－lsoleu． DL一：Leu．

十

十

十

十

s銚＼

7Ms
7Mm
7：Km
（03）

L－Lys．
DL．M。，」D£一Ph。．

十

十

十

十

十

十

　　　　l
D：L－Pro．　DL－Ser．

　　　　i

十

十

DL＿Thr．

十

十

十

十

D：L－Try・

十

十

十

十

L－Tyr．．

十

十

十

十

DしVa1．

十

十

十

十

を・，7Mm株，7Km株はともにAlanine，　Aspartic

acid，　Methionineを必須としている．03株はSerine，

を必要としており・必須つもののみから見ると，7：Km

株（新産児口腔由来），7Mm株（母体口腔由来）は

全く一致している．

　本実験で得た成績を基にして，各菌株について，培

地のアミノ酸組成はいずれも必須のもののみとし，ビ

タミン組成は発育促進性を含んだ，発育を支持する組

成としたところの培地（A培地と略す）に各菌株を接

種したところ，いずれの菌株も発育して来なかった．

　　2．発育促進性アミノ酸

　上記実験で，必須アミノ酸組成のみでは供試菌の発

育を支持出来ないことがわかったので，A培地に不必

要なアミノ酸を1種つつ添加したものを調製し，この

培地での菌の発育を検した．その結果，7Ms株及び

03株は，いずれのアミノ酸を加えても発育は見られ

なかったが，7Mm株は，　Cysteineを，7Km株は

Cysteine或いは，　Cystineを添加すると充分に発育し

て来ることがわかった（第16表）．

第16表　発育促進性アミノ酸（Km株）

A双1ino　acid 　　　Growth
l（TmnSmission％）

Cysteine

Cアstine

　　Cont　ro1

41．0

42．5

46．0

　そこで，さらに7Mm，7Ms，03の3株について

不必要なアミノ酸．2種つつを須次組合せて，・・ム培地に
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添加して各菌株の発育を検した．

　その結果7Ms株は第17表に示すような組合せによ

って菌の発育が見られた．即ち最もよい発育を示した

のはCysteineと：Lysineを添加した場合である．

　7Mm株の；場合は：第18表に示すような組合せで菌は

増殖して来るが，いずれもCアsteine単独を添加した

場合に劣る．

　03株の場合は，第19表に示した．

第20表　ビタミンとアミノ酸の関係（03株）

Amino　acid

Pyridoxine十：PA：BA

　　ControI

　　Growth
（Transmission％）

67．5

38．0

第17表　発育促進性アミノ酸（Ms株）

Amino　acid

Cysfeine十Lysin

Glycin十Methionine

Lyslne十Methinine

Asparatic　acid十C：ystine

　　Contro1

　　Growth
（Transmission％）

36。2

72．5

80．0

45．5

第18表　発育促進性アミノ酸（Mm株）

Amino　a，cid

Cvste三ne

Cystine十Glycin

Cystine＋Lysin

Cystine十Isoleuc量ne

Cystine→一1⊃roline

Cystine十Serine

　　Contro1

　　Growth
（Translnission％）

26．5

74．5

47．0

53．5

38．5

40．0

28．0

第19表　発育促進性アミノ酸（03株）

Amino　acid 　　　GrOwthi（Transmlssion％）
Aspartic　acid十Cysteine

Cysteine十Isoleucine

　　ControI

64．0

50．0

32．0

　　3．アミノ酸とビタミンの関係

　つぎにA培地に不必要ビタミンを1種つつ，さらに

2種ずつの組合せを加えたものでの発育を検したとこ

ろ，7Ms株，7Km株，7Mm株では，いずれの場
合も発育しなかった．

　03株の場合は，PA：BA及びPyridoxineを加えた

場合にのみ中等度の発育が見られたが，それぞれ単独

添加の場合は勿論発育して来なかった（第20表）．

　さて，すべてのビタミンの存在下での必須アミノ酸

の種類について，DreizenらはGlutamic　acid，　Valine，

Cystlne，　Methionine，　Phenylalanine，　Serineを挙げ

ており，Leucine，　Isoleucine，　Arginine，　Tyrosine，

：Proline，　Tryptophane，　Alanine，　Threonineの1頂に

必要でなくなることを報じている．そして，、その不必

要なアミノ酸を抜取つた際の酸産生量には各種の段階

があることを示した．

　わたしの或績では，各アミノ酸抜取り成績は比較的

判然としていた．

　必須アミノ酸を菌株別，即ち富源別に見ると，7Ms

株，即ち母体膣由来株は，7Mm株（母体口腔由来）・

7Km株（新産児口腔由来）より1種少ない．

　発育促進性アミノ酸の成績を見ると，いずれも，含

有アミノ酸が組合せ中に含まれていることがうかがえ

る．Dreizenらは，　Cystine，　Methlonineが必須であ

るとしているが，単一に抜取つた場合は，他の含有ア

ミノ酸の一種は培地組成中にあるわけであって，氏の

菌株では三者が互いに代用し合っているものとも考え

られる．いずれにしても，乳酸桿菌の発育には含有ア

ミノ酸は必要なことが考えられる．

　ビタミンの代償性については，M611er　33），　Snel134）

らの記載があり，宮沢35）は，最近　：Lactobacillus

fermenti　36について，　PA：BA或いは，葉酸が，　V・：B2の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼
存在しない場合にはV・：B2の代用或いは合成を行い，

V・：B2の存在する場合には，　Alan1ne，　AsPartic　acid，

Prolineの代謝に関係があるらしいことを報告した．

　アミノ酸とビタミンとの相互関係は，わたしの3菌

株では見られなかったが，03株においてはアミノ酸

の場合はAspartic　acid十Cysteine或いはCysteine十

Isoleucineを添加すると発育が見られ，不必要ビタミ

ンの場合は，PyridOxine十PA：BAで発育して来ること

がわかった．

　もちろん，発育の程度はいずれの場合もあまりよく

ないが，両者の間に代謝面で何らかの関係があるよう

に考えられる．
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IV．小

　供試乳酸桿菌4株のアミノ酸要求性を検し，その成

績を小評すれば，

　ユ．全菌株共通して必須なものは，Alanine，　Arg「

nine，　Phenylalanine，　ThreoniRe，　Tryptophane．

Tyrosine，　Valineであり，母体腔由来株及び03株

は，その他Serineを，母体ロ腔由来株及び新産児口

腔由来株は共通のアミノ酸の他にAspartic　acid及び

Methi。nineを必須とすることを知った．即ち，来源

別には，母体腔由来株は，他の母体及び新産児口腔由

括

旧株よりも1種少なかった．又母体口腔内由来株及び

新産児口腔由来株は全くその種類が合致していた．

　2．発育促進性アミノ酸として，下町アミノ酸のう

ちの1種ないし2種は，各菌株の発育を支持すること

を知った．

　3．母体膣由来株，母体口腔由来株，新産児口腔由

来株の発育に対しては，アミノ酸とビタミンとの間に

相互関係は見られなかった，

〔付〕全編の総括

　口腔，腸管，腔等の常在菌である乳酸桿菌は，酸産

生によって腸管或いは腔内での常在価値が或る程度解

釈されているが，ロ腔内乳酸桿菌は，一部の人を除い

ては騙食起因菌と目されており，全く対照的な位置に

ある．従ってこれら諸体腔における乳酸桿菌の相互関

係が多くの研究者によって論議されて来たことは当然

のこどと考えられる．教室の小塙は，さきに11組母子

4種来源（母体産道，母体口腔，新産児口腔，新産児

腸管）より分離した乳酸桿菌を検討して乳酸桿菌の母

子間移行は部分的であることを主張した．

　わたしは，小塙の分離菌同定についてさらに産生乳

酸の旋光性の検：査を行いL・acidophilus　3株，同類

似菌1株，：L・Plantarum類似菌3株は，それぞれ同

名の菌種であることを確証した．

　そしてその内の1組（母体産道，母体ロ腔，新産児

口腔由来）の：Lactobacillus　acidophilus　3株及び鶴

町由来の：Lactobacillus　acidoPhilus　O3株の4株につ

いて，ビタミン，金属イオン及びアミノ酸の要求性を

詳細に検討してその大要を明らかにし得た．即ち，各

菌株の発育を支持する合成培地中のビタミン組成は，

産道由来株，母体口腔由来株，新産児口腔由来株は全

く一致していた．又全菌株共Mnイオンに対する態度

も同様であった．

　ついで必須アミノ酸の種類は殆んど共通しており，

発育を促進するアミノ酸にはいずれも含硫アミノ酸が

含まれていることも明らかにすることが出来た．

　早食由来の03株は，供試菌株中ただ1株の右旋性

乳酸産生菌であったが，ビタミン要求性の強い点が他

の菌株と異っている．

　Lact・baci1】us　acidophilusの栄養要求の側から見る

と，今日まで報告されていた二，三のものと比較して

供試菌株中の3株は，ある程度共通の様相を呈してい

ることもわかった．

　以上の結論として，わたしは，母子間での乳酸桿菌

の移行を証明し得る希有な例を提示した一方，菌株特

異性が強いとされている乳酸桿菌の栄養要求に一定の

共通点を実証したもので，この事実は学界に寄与する

所大と信ずる．

　稿を終るに当り本研究に対して終始懇篤な御指導を

賜り，御核閲をいただいた米沢和一教授に鳴謝すると

共に御協力を惜しまれなかった高添一郎・関山幹雄・

竹内太刀夫の諸氏をはじめ教室員一同に深謝する．
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1図左下のグラフ中で

第17表2行二

四ユ7表6丁目

第13表3行目
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Primidine

7Mm株
・十Lysin

Contro1が空欄

十Glycin
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正

brevis

brevis

Hetefoferlnelltation

Pyrimidine

7Ms株
十Lysine
33．5をいれる

十Glycine

十Lysine


