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Cl．　perfringensのブドウ糖代謝に関する研究

金沢大学医学部微生物学教室（主任

柴　　田　　道
　　価・吻αβFんゼ6伽

　　（昭和30年1月31日受継）

谷友次教授）

也

緒

　CI．　perfrlngensのブドウ糖代謝に関しては，

Wolf　1）らによって醗酵による水素ガス発生を認

めて以来，幾多の研究があるが，Pappenheimer

＆Shaskan　2）がブドウ糖分解に関して，鉄イオ

ンがガス醗酵に不可欠の要素であり，これを欠

く時はガス発生を俘わぬホモ乳酸醗酵を行うこ・

とを報告している．Bard＆Gunsalus　3）もこれ

を更に追求し，果糖一1，6一二燐酸をグリセリ

ン・アルヂヒドー3一燐酸とヂオキシアセトン燐酸

に分解するAldolaseが鉄を有する酵素である

ことを明らかにして，Cl．　perfringeDSにおける

Embden　Meyerhof　Systetnを経過する糖分解経

路の存在を略ヒ確認した．最近に至り準野敏

授ら4）1）は偏性嫌気菌であるClostridiaの申，

言

Cl．　perfringeDs，　CL　botulinulnを用いて，ワー

ルブルグ検圧計の実験においてブドウ糖を基質

として可成りの酸素吸牧を見ることを報告され

た．この事実は発育の場合，酸素が阻害的に作

用する，即ちRedoxpotentialの低いMedium

を好適の発育環境とするClostridiumにおいて

は極めて奇異な現象であると同時に叉重要な報

告であると思う．

　著者もCl．　per丘ingensのブドウ糖分解につ

いて，嫌気的並びに好気的環境における発生ガ

ス及び吸牧ガス量の測定，分解絡末産物の定性

これに対・するα一α’dipyr｛dy1の影響などについ

て検討し，嫌気的，好気的両者の分解過程の異

同について考察を行った。

実験材料並びに実験方法

　供試菌液：　Cl・perFringens：PB64株の1％ブドウ

糖加肝浸出ブイヨン，18時間覇気的培養より遠心集回

し，M／15燐酸緩衝液（pH：7・0）で3回洗源し，同緩：

衝液に浮游して，光電管比色計を用いて41ngN／mlの

静止菌液とした，菌液は実験の都度新鮮培養菌より作

製し，作製後可及的早く使用した．

　各種ガス量の測定：ワールブルグ検圧計を用い

た．フラスコ内容は，圭室に基質1m1，　M／5燐酸緩

衝液（pH　7・0）0・5m1，側室に菌液0．5m1，及び必要

な場合には0・03Mα一㏄，dipyridyl溶液0・1ml，神室に

20％苛性カリ溶液0・2ml，全量2．5mlとなるように

主室に蒸溜水を加えた，叉ワールブルグの実験と別

に．酸素吸牧吸び炭酸ガス発生の比を見るため，200

m1フラスコに2本のコヅク付ガラス管をつけたゴム

栓をし，この中にワールブルグ・フラスコの内容と同

じ比になる如く基質，緩衝液，菌液を各’々10倍量入

れ，37。Cの振撮恒温器申にて振盈し，反応を行わせ，

所要時闘毎にこれを取り出し，直ちに10％硫酸水を添

加して反応を止め，内容ガスを労研式ガス分析器にか

けて炭酸ガスの増加量と酸素の減量を測定した．

分解終末産物の定性・ワールブルグ検：圧実験後，

フラスコ内容液の各種物質の定性を行った・a）ブド

ウ糖：ペーパP。クロマトグラフ法による．溶媒は

Butano14容，　Ethanol　1容，水1容，発色剤はアン

モニア硝酸銀液．b）不揮発性酸類：ペーパー・ク

ロマトグラフ法による．溶媒は13utano14容，氷酢酸

1容，水1容，発色剤は0．04％：Brom・：Phe皿ol・：Blue

（：B・P・：B）アルコール溶液．c）揮発性酸類：蒸気蒸
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溜を行った被検：液についてReid＆：Lederer　6）のべP

パー・クロマトグラフ法によって行った・溶媒は1．6：N

アンモニア水飽和のButano1を用い，発色剤は0．04

％　Methy1－Red　アルコPル溶液（原法は　：Brom・

Cresol・Purpleを用いている）を使用した．叉蟻酸は

甘乗里余法7）を併用した．その他アルコールの検出

にAgu】hon氏反応7）を用いた．

実　験成績

　1．窒素気中（嫌気的）におけるブドウ糖その

他申間代謝物よりのガス発生

　ブドウ糖及び中間代謝物である焦性ブドウ

酸，乳酸酢酸，蟻酸，グルタミン酸，コハク

酸，フマール帰馬について，これらを基質とし

てガス発生を見た．以上の申，ガス兆生のある

のはブドウ糖及び焦性ブドウ酸のみで，他のも

のでは認められなかった．

　1／50M，1m1のブドウ糖よりH2は900～11

20μ1・CO2は450μ1発生し，これは1Mブド

ウ糖よりH22～2．5M，　CO21Mに相当する．

同量の焦性ブドウ酸よりはH2，　CO2共約220

μ1癸生し，これは焦性ブドウ酸1M当りH2，

CO2各々0．5Mに相当する（第1図，第1表）．

　ブドウ糖よりのガス発生は焦性ブドウ酸に比

し遙かに早く，約30分闇で殆んど反応を絡え

る．この反応に対するα一α’dipyrldylの影響に

ついては著者が前報8）に述べた．

第1図N2気中におけるガス発生
　1．ブドウ糖よりの総ガス量

　2．ブドウ糖よりの水素ガス

　3．焦性ブドウ酸よりの総ガス量

　4．焦性ブドウ酸よりの水素ガス
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　2．室気申（好・気的）におけるブドウ糖，その

他の中間代謝物よりのガス発生並びに酸素吸牧

について

　前回の実験におけるワールブルグ・フラスコ

内のAtmosphereを窒素から勘気に替えて実験

を行った．好気的環境においても，ガス圧の変

動を認めたのは，前回と同じくブドウ糖と焦性

ブドウ酸のみで他の基質においては全く変化が

なかった．ブドウ糖を基質とした場合には水素

ガス及び炭酸ガスの発生と，同時に起る酸素吸

牧との複雑な関係が現われる．

　ワールブルグ・マノメータは第2図に示すよ

うな曲線を画く，即ち最：初の数分間には厚く少

量のガスの吸牧を見る（5～20μ，或いは全く

見られないこともある），その後急激にガス発

生が起り20v30分に至って止り，李衡1伏態にな

る．この実験において，副室にKOHを入れ

て発生する炭酸ガスを吸牧させる時には，カー

ブ（2）に示す如く，ガス発生は前者に比して

梢ζ少なく，前者が未だ上昇を続ける途中にお

いて下降にうつる．叉前者が李衡1伏態になった

後においても，このガス吸牧が経卸し180分に

至る迄この歌碑が続く．前述した如く，この曲

線は三種のガス（H2，　CO2，02）の発生，吸牧

総合の曲線であるため，この関係を明らかにす

る目的で，炭酸ガスと酸素のみの比をガス分析

器を用いて測定した．反応時間10分，30分，3

時間のものを夫々測定した結果どの時間におい

ても炭酸ガスの増量と酸素の減量は等しかっ

た．

　焦性ブドウ酸ソーダを基質とした時合は第3

図に示す如く，ガス圧はKOHを入れないも

のにおいては殆んど変化なく，K：OHを添加し
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第2前室気中におけるブドウ

　　糖代謝のガス圧カーブ
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　酸ソーダ代謝のガス圧カーブ

μ
　　　　　60
　0
－100

－200

－300

－400

　μ1

　0
－100

－200

－300

－400

－500

’一U00

60 120 180

120　　　　　180分

（1）　KO｝夏なし

ほ）　KOHを加えない時

（2）　KOHを加えた時

（2）　KOHを加えた時

たものではガス吸牧を認めた，このことは焦性

ブドウ酸ソーダをも酸化し，この際の酉変素吸牧

量と，炭酸ガス発生：量が等モルであることを示

す．以上の成績より各ガス量の値は第1表に

示す如く，ブドウ糖1MよりH21．5M，　CO2

1．6M発生し，021．6Mの吸牧を見る．焦性

ブドウ酸ソーダ1MよりはH2の発生なくCO2

0．5Mの発生と020．5Mの吸牧を見る．

　3．室気中におけるブドウ糖，焦性ブドウ酸

酸化に及ぼすα一α’dip頭dylの影響

　実験2と同条件で，側室内にα一α’dlpyridyl

の0．03M溶液0．11n！を添加して，ガス圧の

変化を検討した．第4図に示す如く，この場合

には水素ガスの発生は全く認められず，KOH

を添加しないものでは殆んどガス圧の変化を見

なかった．発生炭酸ガスを吸牧したものでは約

600μ1の酸素吸牧を認めた．即ちα一4dipyridy1

の添加は水素発生を弄わぬ酸化の反応を起すも

のと思われる．

　焦性ブドウ酸ソーダを基質とした場合には，

ブドウ糖の場合と梢ζ異なり，酸素吸牧は可成

阻害され，α一α’dipyrldy1非添加時に比し％～

雛量になる．

　以上の成績を第1表に纒めた．

第1表ガス量測定値

基質：

ブ
ド

ウ

糖

焦酸
性ソ
ブ！

ドダ
ウ

ガスMedium
添　加　物

置　素

望　素
dipyridy1

室　気

室　気
dipyridyI

窒　素

窒　素
dipyridy1

室　気

室　気
dipyridy1

H2

2－2．5

0

1．5

0

0．5

0．2

0

0

CO2

1

0

1．6

1

0．5

0．2

0．5

0．1－0，2

02

1．6

1

0．5

0．1－0．2

註：基質各々1Mに対するH2，　CO2
　　の発生モル及び02吸牧モル．

　4．反応終末産物の定性

　以上の実験において，ワールブルグ・フラス

コ中にi残溜するブドウ糖，分解終末産物の定性

をペーパー・クロマトグラフによって行った．

基質にブドウ糖を用いた場合の残溜ブドウ糖

の定性試験では，嫌気的条件において，α一α’

dipyridy1非添加では完全に浩失して認めら

れない．α一αノdipyridyl添加のものでは，著明

なブドウ糖のSpotを認め，対照のものと同様

の大きさであった．好気的条件においては，
’α一α’ р奄垂凾窒奄р凾P添加，非添加何れにおいてもこ

れを認めることがなかった．

　不揮発生酸類の定性では著明なものは認めら
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れなかったが，ブドウ糖を好気的，α一α’dipyr｛dyI

添加分解時に乳酸のSpotを認めることがあっ

た．叉この時焦性ブドウ酸の根跡を認めること

もあった．

　揮発性酸類については，ブドウ糖を嫌気的分

解時に酪酸，酢酸を認め，これにα一α’dipyridyl

を添加した時には解糖が行われないため，酸類

を認めなかった．好気的分解に際しては，酢酸

のみを，これにα一α’dipyridy1を加えたもので

も同檬酢酸のみを認めた．

　焦性ブドウ酸分解産物としては，嫌気的，好

気的何れの場合においても酢酸の出現が著明で

あった．

以上の成績は第2表に示す如くである．

第2表終末産物の定性

基

質

ブ
ド

ウ

糖

焦酸
性ソ
ブ1
ドダ
ウ

ガ　　ス

Medium
添加物

窒　素

窒　素
dipyridy1

笙　気

室　気
dipyridy1

ブ糖
ド

ウ

十

窒無
記気1一
　　　｝

蟻

酸

酢

酸

十

十

士

十

「＋

酬耐酸
酬　焦ド　　　乳
　性ウ

十

士

ア1
ルル
コ

±

総括並びに老按

　CI．　per伍Dgens　PB64株の灘止菌を用い，嫌

気的，好気的両歌態におけるガス発生並びに吸

上，代謝産物に関する検討を行った．嫌気的条

件下ではブドウ糖lMに対し水素ガス2～2．5

M，炭酸ガス1Mの発生を件い，分解産物と

して酢酸，酪酸を形成する．即ちブドウ糖は

Embde丑Meyerhofの経路を通って焦性ブドウ

酸となり，これが更にCH3COCOOH：十H20→

CH3COOH十CO2十H2の形式にて酢酸を形成
し，又一方活性酢酸が還元されて酪酸を形成す

るという経路をとるのであろう．この酪酸形成

の彊弱叉はhydrogenlyaseの不安定性の故に還

元Coenzymeより発生する水素ガス量に変動

が見られるのであろうと思われる．この代謝経

路がα一α’dipyridylによって阻害されることは

：Bard＆GullsalusのAldola　seの報一告によって

明らかであるが，著者も叉この事実を認め，

この場合にはブドウ糖は全く変化を受けずに

Medium内に残溜しているのを認めた．

　好気的条件下，即ちRedox－Potentialの高い

室気中においても亦，CL　per仕illgensによって

ブドウ糖は分解される．この場合，水素ガス，

炭酸ガスの放出されることは窒素気中における

現象と同じであるが，同時に叉酸素を吸慣す

る．その割合はブドウ糖IMに対し，水素ガス

1．5M，炭酸ガス1．6M，酸素1．6Mである．

叉この場合水素ガスの産生は極めて短時聞の聞

に起り，炭酸ガスの発生と酸素の吸牧は同時に

起り，而も2－3時間の聞，徐々に起るのを認

めた．絡末産物としては酢酸のみであって，前

者において多量に認められた酪酸を全く認めな

かった．焦性ブドウ酸ソーダを基質としても亦

酸素吸牧が認められ，基質1Mに対し0．5Mの

酸素吸牧があった．

　Cl．　perfringe1〕sはCytochrome系の酵素を全

く保有していない菌であるが故に，酸素吸牧は

焦性ブドウ酸以下の過程において，K：r6bs　Cycle

或いはSzent　Gy6rgyi　Cycleを経過することは

考えられない．故にこの酸素浩費は焦性ブドウ、

酸脱水素酵素が作用し，直接酸化の反応（CH3

COCOOH十〇→CH3COOH十CO2）が行われて

いるものと考えられる．又一方水素ガス発生は

窒素気中の場合に比し約1M少ないが，これは

Diplococcus　pneurnor蓬ae”），　Streptococcus　faec－

alis　1。）11）などに見られる如きH202の形成，

女いでこのH202と　Pyruvate　との間に起る

：Ho】1eman反応が行われているのではないかと

の予想を抱かしめる．
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　好気的条件下において，α一α’d｛pyridylを添

加しても，嫌気的条件下におけるような解糖阻

止の現象は見られず，ブドウ糖は完全に分解さ

れて全く残存しなかった．この時水素ガスの発

生は全くなく，酸素吸牧と，炭酸発生のみが起

り，酢酸が反応産物として検出される他，焦性

ブドウ酸及びアルコールの少：量が認められた．

嫌気的条件下ではEmbden一：M　eyerhof経路を通

って焦性ブドウ酸に至ることは略ζ明瞭である

が，好気的条件下においても，この経路の存在

は否定できない（Bardらは好気的ではAldolase

の鉄が2価から3価に酸化されて，このため

AldoLlseが不活化され，好気的な場における

C】ostridlaの癸育不能の原因の一つではないか

と予想しているが）．しかし著者の実験の成績

の如く，好気的な場でα一α’dipyridy1がブドウ

糖分解に何ら阻止効果を与えないこと，即ち

Aldolaseが不活化され乍ら糖分解が進むという

ことから見るに，C1．　perfrillgensが箪にEmb－

den－Meyerhof型式のみの分解を行うものでな

く，別な分解経路が当然予想される．この経路

としては，酸素吸牧と炭酸放出とが交互に繰返

されて酸化をうける　Warburg－DickeDSの経路

が存在するのではないかと思われる．

結

　C1．　per丘illgeus　P：B64株の静止菌を用い，ブド

ウ糖代謝について検討し，次の結果を得た．

　1．嫌気的代謝においては，ブドウ糖1Mよ

り水素ガス2～2．5M，炭1酸1M発生，酢酸，

酪酸形成を見た．

　2．好気的代謝においては，ブドウ糖IMよ

り，水素ガス1．5M，炭酸1．6Mi発生，酸素

1．6M吸牧，酢酸のみの形成を見た．

　3．焦性ブドウ酸ソーダ1Mより，嫌気的で

は水素ガス，炭酸共に0．5M発生，好気的では

炭酸0．5M発生，酸素0．5M吸牧，何れも酢

酸のみの形成を認めた，

　4．ブドウ糖分：解に際し，α一α’dipyrldylの添

論

加により嫌気的では反応が阻止されるに反し，

好気的では水素の発生なく，且つ1Mの酸素吸

牧，炭酸発生を件い，ブドウ糖は完全に分解さ

れていることを認めた．

　5．好気的，且つα一α’dipyridy】添加時には

ブドウ糖はEmbden－Meyerhof経路以外の代謝

経路により分解されるものの如くである．

　（本論文の要旨は第27回日本細菌学会において発表

した）．

　稿を終るに当り，終始御i懇篤なる御指導と御鞭燵を

賜った谷教授に深く感謝の意を表します．叉御側示を

載いた西田助教授，田上学兄に感謝致します．）
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