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第1章　 緒 言

化 学療 法がPaul Ehrlich(1904)に よ り華 々 し

く治 療 界 に 登 場 す る に 及ん で 早 くもFrank and

 Roehl1)(1907)が そ の薬 剤 に 対 して強 い 抵 抗 性 を

有す るTrypanoaomaを 報 告 し,そ の後 薬 剤 の 改善

とそれ らに対す る耐性 病 原 体 との競 爭 が 続 け られ て

来 た.そ して近 時 相 次 ぐ抗 生 物 質 の め ざ ま しい発 見

以 来各 臨 床分野 に於 け る卓 効 と と もに,そ の 薬剤 耐

性の問題 は 特に 注 目を浴 び る様 に な り,こ れ に関 す

る研 究 も多 数に 上 つ てい る2)-9).

薬剤耐 性 も安定 な遺 伝 性 を 持 つ た1種 の変 異 で あ

るが,い かな る生 物 学 的性 状 の 変 異 が耐 性 成 立 の基

礎 とな るので あ ろ うか.こ の点 の 解 明 は因 難 な 問題

であ り,現 在 の知 識 も又 極 め て 乏 しい が最 近 の生 化

学 の進歩 と ともに 薬 剤耐 性 の 機 構 を 生 化学 的性 状 の

変化 を通 じて解 明 し よ うとす る試 み が盛 ん に 行 われ,

凡そ次の様 な報 告 が な され てい る.

1)菌 体 の薬 剤結 合性 の減 弱,即 ち耐 性 菌 の 細胞

膜 の透過 性 が 変 化 し て い る 場 合(Fischl10), von

 Jancso11),石 井12))

2)薬 剤 を不活 性 化 す る物質 の 菌 体外 分 泌(Abra

ham13), Gilson and Parker14),榊 原15), Merkel16))

3)耐 性 菌 に於 て 薬 剤 との拮 抗 物 質 の生 産 が 原 株

より増加 して い る場 合(Mac Leod17),山 理18))

4)原 株 の発 育 素 を耐 性 菌 で は 必 要 と しな くな る

場合(Sevag19), Bellamy and Klimek20), Gale

 and Rodwell21),桑 原22) 25), Sevag and Rosanoff23),

 English and Mc Coy24),鶴 谷26))

5)原 株 と主 要 な代 謝 系 を 異 に す る 場 合(Mac

 Leod17),山 田18), Sevag19), Rosanoff and Sevag27),

 Geiger28), Umbreit29))

6)耐 性 菌 では 阻害 され る酵 素 系 が原 株 よ り大 量

に作 られ る場 合(Wyss30))

以 上 の 様な 事 実 乃至 可 能性 が 考 え られ るが,こ の

内 いず れ が菌 の耐 性 獲 得 の主役 を 演ず るか は依 然わ

か らず,又 薬剤 の相 異,病 原 体 の種 類 及 び菌 株 に よ

つ て も著 しい 差の あ るこ と も一 層 この機 作 解明 を 複

雑 に して い る.

筆 者 も既 に第2篇 に於 て 腸 チ フス 菌 のS型 株 ・R

型 株 ・SM耐 性 株 ・CM耐 性 株,夫 々 の無 細胞 粗 酵

素 液を 主 に用 い て,そ の 代 謝面 か ら種 々考 察 を加 え

二 三の 知 見 を得 た の で あ るが,今 回赤 痢 菌 に 就 いて

第2篇 同 様 その 無 細胞 粗 酵 素液 並 び に ア セ トン乾 燥

菌 を用 い,赤 痢 菌 の物 質 代謝 を酵 素化 学 的 に探 究 し,

併 せて 薬 剤耐 性 え の関 連 性 を窺 わ ん と して 本 実験 を

行 つた.

第2章　 実験 材 料及 び 実 験 方法

教 室 保 存 の 赤 痢 菌Sh. flexneri IIのSM感 受

性 菌 及 びSM耐 性 菌(200mg/cc)の2種 を用 う.

この何 れ も37℃, 18時 間 普 通寒 天 平 板 培養 した も

の を,前 報31)腸 チ フ ス 菌 の 場合 と同 様 に氷 冷 下金

剛 砂磨砕 法32)に よ り無 細 胞 粗酵 素 液 を 抽 出 し実 験
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に供 した.尚 耐 性 菌 株獲 得 に は広 く用 い ら れ る増 量

的継 代 法33)に よつ た.又 耐 性 菌 株 培 養 に は 上述 普

通 寒 天 にca 100mg/ccのSMを 混 入 した.又 ア セ

トン乾 燥 菌 も用 に臨 ん で使 用 した が,そ の 作 製 は現

在 の 細 菌 ア ミノ酸decarboxylaseの 知 見 の 大 部 分

を これ を用 いて研 究 したGale34) 35) 36)の 方 法 に よつ

た.

呼 吸 量 測定: Warburg検 圧 計 を使 用 しUmbreit

の常 法37)に 従 つ て酸 素 消 費 量 並 びに 炭 酸 ガ ス 発 生

量 を測 定 した.

窒 素 量 測 定: Mikrokjeldahl法38) 39)に よつ た.

NH3の 定 量:ア ンモ ニ ア を次 亜 臭素 酸 塩 で 窒 素

ガ ス に酸 化 し これ を検 圧 す る方法40) 41) 42)を 用 い た.

pyruvateの 定 量: Friedemann and Haugen法43)

に よ る.

揮 発 性 酸 の検 出44):試 料 をH2SO4で 酸 性 と し水

蒸 気 蒸 溜 後1/100N NaOHで 滴 定 した.

paper-chromatography45): pyruvateの 同定42),

 glycineの 検 出, glycineの 分解 生 成 物 の同 定42)等

に 本 法 を用 う.濾 紙 は 東 洋 濾 紙No. 50,展 開剤 は

n-butanol(3%ア ンモ ニ ア 水 飽 和), n-butanol・

etanol・ 水(4:1:4)をpyruvate, glycine分 解生

成 物 に, n-butanol・acetic acidt・ 水(4:1:2)を

glycineに 用 う.発 色 は前者 に は 飽 和NaOHで,

後 者 はninhydrine反 応 に よつた.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 酵 素 活 性 能

まづ 炭 水 化 物5種,有 機 酸9種,ア ミノ酸4種 に

つ き 予 め休 止 菌 で そ の何 れ に 対 して も活 性 を有 す る

こ とを確 か め た 後,粗 酵 素 液 の活 性 を検 した が 第1

表 の如 く非 耐性 ・耐 性 両 菌株 と も相似 た傾 向,即 ち

lactate・succinate・glycineの3種 に は高 度 の 活性

を示 し, fumarate・asparateに 極 く微 か の活性 が

見 られ た.残 りの 不活 性 基 質 に つ きそ の 後種 々抽 出

条件 を変 え,又 補 酵 素 ・金属 イ オ ン等賦 活 因子 を 加

え る等 努 力 を 重ね たが 遂 に活 性 の 出 現 は認 め られ な

か つ た.即 ち これ らは 腸 チ フス 菌の 場 合 と同 じ く無

細胞 液抽 出の 操作 に よ り酵 素 蛋 白の 変性,不 活性 を

来 す か,或 は そ のCo-factor系 の 失 調 又 は 損失 に 由

来す る もの と推 察 し,爾 後 の 実験 に は こ の顕 著 な 活

性 の 見 ら れ たlactate・succinate・glycineの3種

を 専 ら使 用 し,そ の性 状 の 解 明 に努 め た.

この3基 質 の酵 素活 性 能 を 両 菌株 に つ き単 位 全 窒

素 量即 ち1mg当 りの1時 間 酸 素 消 費量 で 比 較 して

第1表 Sh. flexneri IIの 酸 素 消 費量

(μl/90min.)

み た処 第2表 に示 す 如 くlactate・succinate・glycine

 3基 質 と もに耐 性 株 に 酸 素 消費 量 の増 加 が認 め られ,

腸 チ フ ス菌 の場 合 を も考 慮 に入 れ ゝば耐 性 獲得 とと

もに酵 素 能 の 量 的亢 進 の傾 向が 推測 され る.

第2表　 Sh. flexneri IIの 酵 素 活性 能

(O2-uptake: μl/60min./mgN)

第2節　 阻害剤及び抗生物質の影響

阻害剤の中にはその阻害機作が判明しないものも多

いが,種 々の阻害剤を使い分けることにより或る基

質の分解過程にどの様な酵素系が関 与しているか或

る程度迄の推測が可能なことは生化学乃至酵素化学

の歴史が証明している処である.こ の種阻害剤には

種々のものが用いられ, KCNの 如 き簡単な物質か

らStreptomycin, Chloromycetinの 抗生物質に

至る迄この範疇に入れられる.筆 者もKCN・NaN3
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NaF・CuSO4・AgNO3及 びSM・CMを 用 い その 両

菌株粗 酵 素 液 に よ るlactate・succinate・glycine

 3基 質 に及ぼす 影 響 を比 較 検 討 し て み た が, SM・

CMを 除 く他 の 阻害 剤 に 就 い ては 両 菌 株 間 に著 差 な

く第3表 の 於 き殆 ど同 じ態 度 を示 した.

第3表　 阻害 剤 及 び抗 生 物 質 の 影響

(): SM-耐 性 菌.

含鉄酵 素 即ち チ トク ロー ム系 酵 素 の 阻害 剤 と され

るKCK46) 47)・NaN348)はlactate・succinateに 於

て相当 の阻害 度 を 示 す 反 面glycineに 対 して は殆

ど影響 が認 め られ な い.又Stumpf and Green49)に

よ りフラ ビン系酵 素 の阻害 剤50)と 目され るCuSO4・

Ag NO3はlactateに 軽 度 の そ し てglycineに は

高度 の阻害 を与 え て い る.こ の両 者 の 阻害 傾 向 の み

に よる即 断 は勿 論危 険 で あ ろ うがlactate・succinate

殊に前者 は腸 チ フス 菌の 場 合 と異 り通 常 広 く認 め ら

れてい るチ トクロー ム 系 に属 す る酸 化 酵 素, glycine

も又従 来 知 られ る フラ ビ ン酵 素 の1特 性 を 示 して い

るもの と見て い ゝで あ ろ う.尚NaFは 何 れ に対 し

て も著 しい影響 を 及 ぼ さな か つ た.次 にSMは 両

菌株間 に若 干の 差 を 示 し た.即 ち 非 耐 性 株 で は

lactate・succinateに 対 し稍 々促 進 的 に 働 くの に比

し, SM耐 性 株で は 殆 ど 無 影 響,又glycineで の

僅かな阻害 が耐性 殊 で は殆 ど消 失 して い る.然 しこ

の差 も僅か で あ り而 もSMが 促 進 的 に働 い て い る

点耐性 の本 質に は 余 り関 係 しな い 様 に見 え る.一 方

CMの 影響 は両 菌 株 の全 基 質 に 就 い て僅 か の 酸化 阻

害作用が認 め られ るが その 阻害 力 は極 め て小 さい 様

であ り,少 くとも この3基 質 酸 化 酵 素 にCMは 直

接には殆 ど作用 しな い ものの 様 に 推 測 され る.

第3節　 金 属 イオ ン及 び 透 析 の 影響

二価金属 イオ ンの酵 素 能 に対 す る 賦 活 作 用51)-56)

に つ い て は既 に 前篇 で詳 述 したが,本 菌 に就 い て も

FeSO4・7H2O, MgSO4・7H2O , MnCl2・4H2Oの3

種 を 用 い各 粗 酵 素 に対 す る作 用 を検 した.そ の結 果

SM耐 性,非 耐 性 両 菌株 の 態 度 に は差 が 認 め られ ず

第4表　 金属 イオ ンの 影響

(O2-uptake: μl/90min.)

何 れ もEndog. Resp.で 修 正 した値.

第4表 に 記す 如 く3金 属 イオ ン と もに呼 吸 促 進作 用

を示 し, lactate・succinateに 就 い ては 腸 チ フ ス菌

の 場合 同 様Fe++の 促 進作 用 最 も強 く, lactateで

はFe++・Mg++・Mn++の 順 で あつ たが 腸 チ フ ス菌

よ りは 賦 活力 が 弱 い 様 で あ る.又glycineに 於 て

も3金 属 イオ ンの 呼吸 促 進作 用 が 認 め られ るが特 に

Mn++が86%の 高促 進 率 を示 す こ とは 注 目 され る.

次 に本 粗酵 素 液 を0℃ で1昼 夜 蒸 溜 水 に対 して

透 析 を行 い そ の安 定度 を検 してみ た が,耐 性 ・非 耐

性両 菌の 差 は こ ゝで も認 め られず,第5表 に示 す 如

くlactate・succinateは 約25%の 活性 度 低 下 を 来 し,

これ ら酸 化酵 素蛋 白 の安 定性 又は 補 欠 因 子群 との結

合 が弱 くなつ てい る様で ある.こ れ ら に金 属 イオ ン,

透 析外 液 等 を添 加 す る こ とに よ りそ の復 活 を 期待 し

第5表　 透析 の影響(O2-uptake: μl/90min.)

たがFe++に より約15%の 失活度の所迄復活 し得

た以外にはそれらの効果は極めて薄い様である.然

しglycineの 場合殆どその失活が表われず,而 も先

に注目したMn++に より本実験の場合にも約2倍の

活性度上昇を見たことはいよいよMn++対glycine

酸化酵素の密接な関連性が窺われる.

第4節　 pHの 影響及び代謝産物

M/25燐 酸緩衝液を用いpHを4.5～8.3に 変え,
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粗酵 素液 のlactate・succinate・glycine 3基 質 に 対

す る酸 素 消 費量 えの 影 響 と と もに,そ の代 謝経 路 推

定 の一 助 に と炭 酸 ガ ス 発 生 量 を 検 し,又glycine

に つ い て はNH3生 成 量 を 同 時 に計 測 し第6表 に示

したが 耐 性 ・非耐 性 両 菌株 と も略 々相 似 た 成績 を得

た.即 ちlactate・succinate・glycine 3基 質 と も

第6表　 pHの 影 響(120分 値)

にopt. pHは7.2前 後 に あ る が,酸 性 に 傾 く と

succinate酸 化 は 相 当 低下 す るが アル カ リ側 には 比

較 的 影響 され な い 様 で あ りlactateは 酸 ・アル カ

リ両 側 とも に僅 か の活 性 低 下 しか 見 られず 相 当広 い

活性pH域 を 持 つ もの の 様 で あ る.又glycineに 関

して は酸 性 側 で 著 明 に酸 素 消 費が 減 る一 方炭 酸 ガス

発 生 の傾 向 が 認 め ら れ,ア ル カ リ側 で はpH 7.2の

場 合 と大 差 な く而 もNH3生 成 量 が 中性 の 場 合 に比

し増 加 し て い る こ と はGaleら に よ り広 汎 に研 究

され て い る57)-62)一 般 ア ミ ノ酸 の 分 解 過 程 が培 地

pH又 周囲 環 境 に よ り異 る如 く,即 ち 中性 又 は アル

カ リ性 培 地 で細 胞 が 生 長 の場 合に は脱 ア ミノが起 り,

酸 性 の 環境 で は脱 炭 酸 に よ りア ミノ酸 分 解 が 起 るの

に稍 々似 た傾 向を 示 して い る もの と推 察 した.然 し

これ の み を以 て既 に 知 ら れ て い るlysine・arginine・

ornithine・glutamic acid・histidine・tyrosine

6ア ミノ酸 脱 炭酸 機 能 と同一 に論 ず るのは 早 計 で あ

ろ うが,か くpHの 差 に よ り酸 化 的脱 ア ミノ と 脱

炭 酸 の両 作 用 の濃 淡 が 認 め ら れて い るこ とは 興 味 の

あ る 問題 と考 え る.尚succinate・lactateの 両者 と

もこ のpH域 に て はCO2発 生 は 認 め られ なか つ た.

次 に 終 末 濃度M/1000のlactate・glycineに つ

き約210分 ～240分 酸 素 消 費 の 認め られ な くな る迄振

盪測 定 後,除 蛋 白 しそ の上 清 を 前者 ではFriedemann-

Haugen法 に よ り定 量 し,そ れがpyruvateで あ る

こ との 同定 並 に 後 者 の生 成 物 の 同定 を第2章 で述 べ

た 如 くpaperchromatographyに よ り行 つ た.そ の

結 果 第7表 に 示 す 如 くlactateは 非 耐性 ・耐性両 菌

第7表　 代 謝 産 物 及 び代 謝 経 路

(1) lactate:

 CH3•ECH(OH)• COOH+1/2O2

CH3•ECO•ECOOH+H2O

(2) succinate:

(3) glycine: 
CH2• NH2• COOH+1/2O2CH• COOH+NH3

株 とも酸 素 消 費量, pyruvate生 成 量 と もに(1)式

の理 論値 に 殆 ど一 値 し化 学 量 論 的 に完全 に 分解 して

し ま うこ とを 知 り,又Edson63)・ 山村50)ら の発見

せ る 酢酸 に 向 う乳 酸 々化 酵 素 も存 在 す る こ とが 知 ら

れ て い るの で,こ の 上 清 につ き酢酸 の検 出に も努 め

た が 認め られ ず 結 局(1)式 に 従 い本 粗酵 素 液に よ

りlactateか らpyruvateえ のone-stepの みの代

謝 が 行 わ れ る こ とを確 認 した.

succinateに 就 い ては 確 実 な定 量法 もな く施 行 し

得 な か つ たが 恐 ら く一 般succinate酸 化 酵 素 の如 く

fumarateえ 酸 化 反応 が進 ん で い る もの と思 う.

最 後 にglycineに 就 い ては(3)式 の酸 素 消費量

は 理 論値 の約1/2と な り,而 もpaperchromatography

でglycineの 既 に 消 失 して了 つ た こ と並に 分解産

物 と してglyoxylic acidの 生 成 され た こ とを確認

し,又 理 論値 に は 及 ば なか つ たがNH3の 可成 の発

生 も認 め ら れ る こ と よ り, Ratner及 びGreenら64)

が豚 の 腎 臓 中 に 発見 した も のや, Jankeら65)に よ

り僅 か に 数種 の 細 菌(Ps. fluorescens, Bac. my

coides, Bac. vulgare, Bac. coli)で 認 め られた も

の と同様 本 菌粗 酵 素 に よつ て もglycineは(3)式

に従 い,酸 化 的 脱 ア ミノ反 応 を受 け るこ とが 推測 さ
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れる.

第5節　 アセ トン乾燥菌

以上述べた如く本赤痢菌Sh. flexneri IIの金剛

砂磨砕法による無細胞抽出液中にglycine oxidase

の存在することは明らかで,前 篇腸チフス菌の場合

には見られなかつたことで,こ の点に着 目しGale

らがアミノ酸脱炭酸酵素抽出に用いたのを始め他の

種々酵素抽出にも広く利用されるアセ トン乾燥法に

より,他 のア ミノ酸に対する酸化能並びに菌体表面

構造等を検してみた.尚 非耐性菌のみを使用した.

まづアミノ酸12種 その他の基質6種 につきその酸

素消費量を休止菌(5mg w. w.)及 びアセトン乾燥

菌(10mg d. w.)と で測定し第8表 とした.こ れに

第8表　 Sh. flexneri IIの アセ トン乾燥菌

の呼吸(O2-uptake: μl/60min.)

よると7種 のアミノ酸は休止菌にても既に酸化は認

められぬが,ア ミノ酸の菌体内透入速度は細菌によ

り又基質により可成の差がある様であ り見掛けの酸

素消費量のみでその酸化能の真の大きさの決定は早

計であり,ア セ トン乾燥菌に就いても検 したがこれ

ら7種 のアミノ酸のみならず, glycine以 外のアミ

ノ酸にはasparateに 極めて僅かの酸素消費が見ら

れたに過ぎず,操 作中に補欠作用族の欠損も考えら

れるので金属イオン・Yeast-extracts(10%, 1時

間煮出)を 添加する等努力を重ねたが矢張磨砕法同

様lactate・succinate・glycineの3基 質以外 には

酸化能が認められず,酵 素蛋白の絶対量の不足も考

えられ,抽 出法の改善,補 欠作用族の解明等ととも

に将来の研究に待たなければならない結果であつた.

次によく知られたsuccinateに 対 す るmalonate

の阻害が腸チフス菌の場合休止菌では見られず無細

胞状態にして始めて表われることを知 り前篇に於て

その細胞 膜透過性 との関係を論じたが本菌に就い

ても此の間題を追究してみた.ま づ休止 菌を用 い

succinate酸 化に対するmalonateの 態 度を見たが

第9表 の如く全然阻害作期は表われなかつたが磨砕

法による無細胞液では明らかに阻害 が認 め られ本

菌に於 ても細胞 膜透過性 がsuccinateに 対する

malonate阻 害 作用に何らかの影響を与えているこ

第9表　 コハク酸々化に及ぼすマロン酸の

影響

とが推 測 され,更 に 菌体 の表 面 構 造 を変 性 せ しめ た

ア セ トン乾燥 歯に 於 て も本 阻害 が 立 派 に 証明 され る

こ とよ り,既 に発 表 され て い る奥 貫66)ら の 大 腸菌 ・

鳥 型 結 核 菌, Gerhaardtら67)のAchromobacter

 sp. (UH3)と 並 ん で前篇 の 腸チ フ ス菌S57,そ して

この赤 痢 菌Sh. flexneri IIのsuccinate酸 化酵 素

系 に対 す るmalonate阻 害 が 細胞 膜 透過 性 に 由 来 し

て そ の様 相 が変 る事 実 を知 り得 た.

第4章　 考 按

以上 述 べ た 如 く第2篇 腸チ フス菌 に つ ゞい て今 回

は 赤痢 菌Sh. flexneri IIを 用 い て金 剛 砂磨 砕 法 に

よる無 細 胞抽 出液 を主 に 使用 し同 菌 のSM耐 性 株 と

非 耐性 株 の酵 素学 的性 状 を種 々検 討 した.

両 菌株 とも無 細 胞抽 出 液 中に はlactate・succinate・

glycine 3酸 化酵 素を 含 有 して居 り,こ の酵 素能 を

現 在 最 も信 度 の お け る と され る68)単 位 全 窒 素量 当

りの酸 素 消費 量 の1時 間値 で 両 菌 株 につ き比 較 した

が(第2表), 3基 質 と も耐 性 株 に酸 素 消 費 量 増 加

が 認 め られ た.耐 性 菌 の呼 吸 量 に関 して は比 較 的 報

告 も少 く,稍 々増 加18)或 は減 少27) 69) 70)と なす 説,

基 質 に よ り増 加又 は 減 少す る 報 告15) 20) 21)等 実 験 者

に よ り一 致 した 成 績 は得 られ て 居 ず,筆 者 の腸 チ フ

ス 菌の 場 合31)もCM耐 性 株 で は増 加 し, SM耐 性
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株では原株よりわずかに酵素能低下が認められ,結

局薬剤 ・菌種 ・基質の相異によりその態度も異にす

る様で抽出し得なかつた基質に関しては速断出来な

いが,少 くともこの3基 質の酸化酵 素能 はSM耐

性株では増加して居る事実より,未 だ明確な耐性機

構の知られていない今日これら耐性菌性状の断面が

数多 く集積されて行き,そ れらを通覧することによ

り一貫した耐性解析の律序解明に近ずく上にこれら

事実の意義を見出したい.尚 両菌株間の3酸 化酵素

の質的差は阻害剤 ・抗生物質 ・金属イオン・透析・

pH等 による影響並びに代謝産物を通じての観察で

は有意の顕著な差は認められず,酵 素自体の質的変

化はな く飽 く迄も耐性 とともに量的変化として表わ

れるものと推測した.

次に各酸化酵素の性状を若干検 してみたがその結

果の概略を第10表 に示 した. lactateに 就いては従

第10表　 Sh. flexneri IIよ り抽 出 の粗 酵 素 性状

来 か ら広 く動 植 物界 で知 られ た71)-79)チ トク ロー ム

系 を 通 りpyruvateに 向 う酸 化 酵 素 に対 し,最 近

Edson63)・ 山 村50)ら が鳥 型 結核 菌 で フ ラ ビ ン 系 を

通 りpyruvete又 はacetateえ 向 う 新 酸 化 酵 素 を

発 見 して注 目を 浴 び て い るが,筆 者 も先 に腸 チ フス

菌S57に 於 て 全 くチ トク ロー ム系 に は 不 関 性 を 示

しむ しろ フ ラ ビン系 に 由来 す ると思 わ れ る諸 性 状 を

備 え た新 乳 酸 々化酵 素 を 発 表31)し た が,本 菌に て

はWarburg47), Warburg及 びNegelein48)等 に

よ りチ トク ロー ム 系含 鉄酵 素 の阻 害 剤 と して知 られ

たKCN,同 じ くCliftonら の 云 うoxidative

 phosphorylationの 阻害 剤80) 81)で あ る と と も に 含

鉄 酵 素 を も特 異 的 に 阻 害46)す る と云 わ れ るNaN3

を用 い た 場合 矢張 相 当 の 阻害 を 受 け る に反 し腸 チ フ

ス菌 で は 著 しい 阻害 の 見 られた フラ ビン系 酵 素 毒 と

され るAgNO3・CuSO449) 50)で 余 り影 響 を受 け ず,

代 謝 産 物 と してはpyruvateを 而 も 完 全 に 化学 量

論 的に一致 した実験値で生成し酸素消費量も又こ

れに伴う成績を得た点腸チフス菌の場合と異りチト

クローム系通過の一般に存在する乳酸々化酵素類似

の酵素を本菌は有するものと思われ,フ ラビン系に

促進的に働 くとされ るYeast-extractsに より全く

影響されず, cytochrome Cに よる促進効果,耐 熱

性等それを裏書きする事象の認められるとともに益

々その推定を深くした.尚 透析によつて約25%の 活

性低下を見たことは賦活因子群との結合状態が腸チ

フス菌とは異 り稍々疎なるためか,又 抽出操作によ

り失活を来 し易い酵素蛋白の脆弱性に基くものか詳

かでないが透析外液 ・金属イオン就中Fe++で 約

10%の 活性回復 しか得られぬ点よりこれら両因子の

夫々に起因するためと考えるが,こ れらは矢張各菌

固有の酵素性状なのであろう.又SM・CM両 抗生

物質の影響はCMに は見られなかつたがSMに 約

17%の 促進作用が認められ, SM耐 性菌株には全然
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影響の見られなかつた点 よ り, Umbreit29) 82)ら の

云うT. C. A. cyele上 えのSM作 用 の何らかの陰

影を暗示しているのかも知れないが,こ れのみを以

つては遺憾乍ら何れとも論断出来なかつた.尚 アセ

トン処理によつてもlactateに 強い酸化能を有する

アセトン乾燥菌が得られ,こ れに就いての性質も無

細胞粗酵素液同様追究したが山村50)の 鳥 型結核菌

の場合の如き異つた抽出法により性状の異つた乳酸

々化酵素は得られず全く無細胞抽出液中に含まれる

粗酵素と同質の乳酸々化酵素であると思われる.

TCA cycleの メ ンバー として重視 されている

suecinate酸 化酵素系はsuccinateを 脱 水素 して

fumarateに す る脱水素酵素と,脱 離した水素を酸

化する酸化系とより成 り広く動植物界に見出されて

いるが,い づれの場合もこの脱水素酵素系と酸化酵

素系とが緊密に結合しているのみならず,そ の結合

物が更に細胞の不溶性構成々分と結合しているので

抽出純化の困難なもので現在でもsuccinate酸 化酵

素系として抽出し実験に供されている.細 菌に就い

ては比較的大腸菌に就き研究83)が 進められて居 り,

菌塊を磨砕又は超音波により菌細胞を破壊後遠心沈

澱しその沈澱部分よりsuccinate酸 化酵素系が得ら

れて居 り,そ の上清部分には極めて僅かしか含有さ

れていないとされているが,筆 者の場合は専らこの

上清中より而も相 当高 活性 のsuccinate酸 化酵素

が得られた.こ れは抽出に常用している遠心沈澱回

転数(10,000rpm)を 更 に増すに従い各上清の酵素

活性度は漸次低下し20,000rpmで 約50%の 活性度

となり, 40,000rpmで は 殆 ど痕跡的となつて了う

こと(第10表)よ り,常 用回転数の上清中には破壊

菌体顆粒の大部分が尚残存し,そ れと結合したsuc

cinate酸 化酵素系が作用を発揮 してい るもの と考

えられる.

succinate酸 化 酵素系からチ トクローム系えの反

応形式に関しては未詳の処も多 く近 年Keilin and

 Hartree84), Slater85), Neufeldら86)に よ り研究が進

められて居るが,チ トクローム系を通ることは略々

確実で本菌succinate酸 化酵素系に於ても阻害実験,

 Yeast-extractsに より促進 されず, cytochrome C

により促進される等の点よりその酸化過程に於てチ

トクローム系と極めて密接な関連性を有するものと

推測される.酵 素作用上に於ける金属イオンの持つ

意義51)-56)の重大さに関 しても,前 篇で述べたが,

本粗酵素に於ても二価金属 イオン就中Fe++に 顕

著な賦活作用の認められる事実はいよいよこの推測

を 深 く した.こ の酸 化 作用 に は 一 般 に助 酵 素 は不 要

と され本 実 験 に 於 て も見掛 け 上 直 接 基質 に 働 きか け

る様 だ が将 来 更 に純 化 が 進め られ るな ら既 知 の助 酵

素 以外 の要 因 を 要求 す る もの で あ るか も知 れ ぬ.尚

この代 謝産 物 は 確 認 出来 なか つ た の で あ く迄 推 定 の

域 を 出 な いが 一 般succinate酸 化 酵 素 同 様 恐 ら く

fumarateえ 向 う もの と思 う.

以 上 の諸 性 状 に加 え て 特 に 注 意 を ひ い た の は

malonate阻 害 の 態 度 で あ つ た.凡 そmalonateは

succinateと 同族 列 に 位 しsuccinate酸 化酵 素 に は

強 い 親和 力を 示 し所謂 基 質酵 素 結 合物 を 作 るこ とに

よ りsuccinate酸 化 を阻 害す るの で あ り,厳 密 には

本 酵 素 に の み 特 異 的 と は 云 い 難 い(oxalacetate

 decarboxylaseも 阻害 され る)87) 88)が 多 くの 場 合 こ

の阻害 が あれ ばsuccinate酸 化酵 素系 が 関係 し てい

る とみ な され て い る.然 し乍 ら先 に 腸 チ フ ス菌S57

で 見 られ た と同 様,本 菌 に於 て も休 止 菌 酸化 の 場 合

に は全 然 この 阻害 が 認 め られ ず(第9表)無 細 胞 抽

出液 に して始 め て この 阻害 が 表 わ れた こ とよ り菌体

細 胞 膜 の透 過性 を無 視 す るこ とは 出来 ず,菌 体 細 胞

膜 を変 性 せ しめ る手 段 と して アセ トン乾 燥 菌 を作 り,

これ に て実 験 を行 つ た 処矢 張malonate阻 害 を証 明

し得 た.奥 貫 らは大 腸 菌66)に 於 て 同様 の事 実 を認

め 又鳥 型 結 核 菌66), Achromobacter sp.(UH3)67)

に 就 い ての 報告 も あ るが 前者 は 原 形 質 膜 のmalo

nate非 透過 性 に 原 因 を求 め,後 二 者 はPseudomonas

 aeruginosa89), Pseudomonas fluorescens90),鯉 等91)

で 認め ら られ たmalonate decarboxylaseと 類 似 の

malonate分 解 酵 素に 起 因す る と述 べ て い る.飜 つ

て筆 者 の 場 合はmalonate添 加 に よつ て も脱 炭 酸 は

見 られ ず,又malonate decarboxylaseがSMに よ

り阻害 を 受 け る こ と よ り, SMを 添 加 した 実験 に 於

て も別 に成績 は変 らず 而 もア セ トン処 理 に よ り菌体

表面 構 造 を変 え,透 過 性 を高 め た状 態 に て も典 型 的

malonate阻 害 が認 め られ る こ と等 よ り, malonate

分 解酵 素 の 完全 な否 定 も出来 ぬ が本 菌 に あ つ ては 矢

張succinate酸 化 酵 素 系 の存 在す る 場 迄malonate

は 細胞 膜 透 過性 の制 約 を受 け て 到 達 出来 ぬ とす る考

え の方 が可 能性 が強 い 様 に思 え る.

最後 にglycine酸 化酵 素 に 就い て で あ る が,古

くはDakin92), Bach93)に よ りglycineか らNH3・

glyoxylic acid・ 尿 素 等 えの分 解 が 発表 され,近 年

Isotopeの 導 入 に よ りOlsen ら94)はC13を 用 い,

又Ratnerら95)はN15を 用 いて の研 究 に よ りこの

代 謝 分 解過 程 も大 分 明 らか に されつ ゝあ る.細 菌 に
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つ い て はJanke65)ら はPs . fluorescens, Bac.

 mycoides, Bac. coli, Bac . vulgareに つ き本 酸 化

酵 素 を 発 表 し てい るが,幸 い赤 痢 菌Sh . flexneri

 IIに 於 て もglycine酸 化 酸 素 を粗 酵 素 液 と して抽 出

し得 た の で,そ の 性 状 を 検 討 して み た の で あ るが

lactate・succinateの 場 合 と 異 りKCN・NaN3等

チ トク ロー ム 系 阻害 剤,又NaFに よつ て も全 く阻

害 を受 け ない こ とはRatner, Nocito及 びGreen64)

ら に よ り1944年 豚の 腎 臓 よ り抽 出 され た酵 素 と同 じ

様 で あ る.反 之 フ ラ ビ ン 系 阻 害 剤 と 目 さ れ る

AgNO3・CuSO4に 対 し て は 高 度 の阻 害 を 受 け,又

Yeast-extractsの 促 進 効 果 よ りみ てRatnerの 酵

素 同様 フ ラ ビ ン系酵 素 に 属す る もの と思わ れ,助 酵

素 も又 従 つ て彼 の云 う如 くFADで あ ろ う と 思わ

れ る.透 析 に よつ て も比 較 的安 定 で あ り且 つ 金 属 イ

オ ン就 中Mn++に よ る顕著 な賦 活作 用 が 認 め られ

た こ とは 機 作 は 未詳 乍 ら興 味 の あ る事 象で あ る と思

う.

pHの 活 性 域 はlactate・succinateに 比 し,比 較

的 狭小 の 様 でopt. pHは7.2前 後 に あ り, Ratner

の云 う如 く酸性 に傾 くと極 度 に酸 化 能 の低 下 を 来 し

約1/4～1/5と な つ たが 脱 炭酸 の 傾 向 が認 め られ,又

ア ル カ リ側 で は 脱 ア ミノ機 能 が 旺 盛 に 見 ら れ た .

 Galeら57)-62)は ア ミ ノ酸 代 謝 に て 中性 又 は アル カ

リ性 環 境 で は脱 ア ミノ機 能亢 進 し,酸 性 条 件 で は脱

炭 酸 が 起 る と述 べ て い る.

代 謝 産 物 は 化学 量 論 的理 論 値 に は粗 酵 素 な るため

か 完 全 に 一致 し な か つ た が,細 菌65)(Ps. fluore

scens・Bac. mycoides・Bac . vulgare・Bac. coli)

や 動 物組 織64)のglycine酸 化酵 素 同 様 本酵 素に よ

りglycineが 酸 化 的 脱 ア ミノ作 用 を 受 けNH3並

び にglyoxylic acidが 生 成 され る こ とを 認 めた.

以上 の 如 く赤 痢 菌Sh. flexneri IIよ り抽 出 し得

た3酸 化酵 素 の耐 性 との 関係 に触 れ つ ゝ各 酵 素 の性

状 に検 討 を加 え,細 菌 の 種類 に よつ て は 菌体 内 え の

基 質 の 透 入 速 度 に差 が あ りそれ が 限定 要 因 とな る時

見 かけ の 酸 素 消 費 量 のみ で その 細 菌 の酸 化 能 の 真 の

大 き さ を決 定 出 来 な いの で 菌体 表 面 の状 態 を 変 化 さ

せ 基 質 の 透 入 を 容 易に す るた め アセ トン乾燥 菌 を用

いてアミノ酸を中心に未抽出酵素の検出に努めたが
,

遺憾乍らこれら基質に就いては所期の酸化能が得ら

れなかつた.

第5章　 結 論

前篇腸チフス菌につゞいて今回は赤痢菌Sh.

 flexneri IIを用いて,金 剛砂磨砕法による無細胞抽

出液及 びアセ トン乾燥菌を主に使用し,そ のSM

耐性 株と非耐性株とを代謝的変異の面から眺め,酵

素学的性状に種々検討を加え下記知見を得た.

1)金 剛砂磨砕法によりSh. flexneri IIの乳酸・

コハク酸 ・グリシン各酸化酵素を含有ずる無細胞液

を抽出し得た.又 アセ トン乾燥菌にてもこの3酸 化

酵素が得られ,こ の両酸化酵素の性状は全 く同一め

ものであつた.

2)Sh. flexneri IIのSM耐 性株,非 耐性株間

にこれら3酸 化酵素の性状の著差は認められなかつ

たが全窒素量1mg当 りの酵素活性度は耐性株に強

く量的に酵素の差を認めた.

3)本 菌の乳酸 ・コハク酸々化酵素は従来知られ

た動植物組織,細 菌類のそれとよく似た性状を持つ

ことを確認した.

4)グ リシン酸化酵素は動物組織 ・数種の細菌で

しか抽出に成功していないが,本 菌で抽出し得たも

のはこれらと略々似た性状即ちチ トクローム系阻害

剤 では全 く阻害を受けず,比 較的狭小なpH活 性

域を有し,酸 化的脱アミノによりグリシンからグリ

オキシ酸を生成するフラビン酵素なることを証明し

た.

5)コ ハ ク酸に対するマロン酸阻害が休止菌では

全 く認められず,ア セ トン乾燥菌 ・無細胞液に於て

完全に起ることより細胞膜透過性に起因する可能性

を確実にした.

本論文の要旨は第66回 岡山医学会総会にて発表し

た.

擱筆するに当り御指導御校閲を賜つた村上教授に

深甚の謝意を表するとともに,種 々御便宜御厚意に

預つた教室員各位に心から御礼申し上げる次第であ

ります.
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Studies on the Metabolism of Bacteria by Cell-free Extract

Report 3. On Bacillus Dysenteriae

By

Hajimu Kitanaka

Department of Microbiology Okayama University Medical School
 (Director: Prof. Sakae Murakami)

Following up the previous experiments, with the use of extracts and acetone powder pre

pared from several strains of B. dysenteriae such as SM-resistant strain and SM-susceptible 
strain of Sh. flexneri II, this study has been conducted in order to consider some aspects of 
their metabolism. The results are as follows:

1. It has been possible to obtain cell-free extracts from Sh. flexneri II by grinding with 
emery powder, the extracts containing oxidases of lactate, succinate, and glycine; and also 

the same three oxidases have been obtained from the acetone-powder prepared from Sh. flex
neri II. Moreover, the characteristics of those oxidases obtained by the above two methods 

are exactly the same.
2. No marked difference can be observed in the properties of these three oxidases con

tained in extract from SM-resistant strain or in those from SM-susceptible strain, of Sh. flex
neri II, but there is a quantitative difference in oxygen uptake: namely, in SM-resistant 
strain oxygen uptake on three substrates per hour per mg of N is greater than the same in 

the case of SM-susceptible strain.
3. It has been confirmed that the properties of three oxidases of this bacillus, namely, 

oxidases of lactate, succinate, and glycine, are quite similar to the properties of those oxi
dases found in animals, plants, and bacteria.

4. Glycine oxidase has been extractable only from animal tissues and from and from a
 few kinds of bacteria, and the one that has been extracted from this bacillus possesses some

what similar properties as those of animal tissues and other bacteria in that it is not affected 
by inhibitory agents of the cytochrome system and possesses a relatively narrow pH range of 

activity. It has been proven that glycine oxidase prepared from Sh. flexneri II is a flavop
rotein which produces glyoxylic acid and NH3 by oxidative deamination of glycine.

5. Inhibitory action of malonate can not at all be seen on succinoxidase in resting cells 
of Sh. flexneri II, while this inhibitory action is observable in the case of the acetone pow
der and cell-free extracts of Sh. flexneri II. This phenomena seem to be possibly brought 

about by permeability of the cell membrane.


