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I.緒 言

前 編 で はSh. flexneri 2a, St. albusを 供 試 菌 と

しそ れ らの 充 分洗 滌 した菌 体 を 用い,各 種 基 質 の 酸

化 に対 す るFe++, Fe+++の 作 用 を検 討 し, glu

core或 はpyruvateの 酸 化 に 於 け る分 解 産物 の 生

成,或 はP32を 用 い そ れ らを 基 質 と し た呼吸 時 に

於 け る燐 代 謝 に対 す るFe++, Fe+++の 影響 よ り

して こ れ ら イ オ ンはglucose, pyruoateの 酸化 を

促 進 し,主 と してpyruvateを 完 全 酸 化 に 導 く作

用 を 有す る こ とが推 定 され た.

而 してFe++, Fe+++は 同 様 の効 果 を有 す る の

で ある が,実 際 に 作 用 す る の はFe++で あ り,

 Fe+++はFe++に 還 元 さ れ て 後 働 くの で は ない

か と考 えら れ る こ と を 述 べ た.

本編 に於 て はglucose, glnconat, riboseを 夫 々

C源 と し, Fe++と 特 異 的 に 錯 塩 を 形 成 す る αα'-

dipyridylを 添 加 してFe++量 を 減 じた培 地 に発 育

した菌 体 がFe++を 充 分 に含 む 対 照 培 地 発 育 菌に

比 し酵 素 的性 状 に 如 何 な る変 化 を生 じ てい るか を 検

討 した.

II.実 験材 料 及 び 案 験方 法

供試 細 菌: Sh. flexneri 2aの 教 室 保 存標 準 株.

菌 培 養 法:

基 礎 培地 組成

第 一燐 酸 カ リ　 0.35g

第 二燐 酸 ソー ダ　 2.5

食 塩　 3.0

硫 酸 マ グ ネシ ウム　 0.02

ベ プ トン　 10.0

酵 母 エ キ ス　 0.5

水　 1.0l

pH　 1.2

上記 組成 の 基 礎培 地 にC源 と してglucose, gluco

nate,或 はriboseを2g/lと な る よ うに加 え,更

に αά -dipyridyl 0.01g/lを 加 え た も の,及 び

αά -dipyridylの 代 り に 硫 酸 第 一 鉄0.001g/lを

加 え た もの を 培地 と し,夫 々の 培地 に5代 以 上 継 代

した ものか ら接種 し, 20時 間37℃ で 培 養 した 菌体

を用 い た.

菌 浮游 液 の 調製:培 地 よ り集 め た菌 体 をM/50

燐 酸緩 衝 液(0.85%NaCl加, pH 7.2)2回 遠 沈

洗 瀞 し,再 び 同一 組 成 の 緩衝 液 に 浮游 して使 用 した.

菌 量 決定 は光 電 比 濁 計 に よつ た.

呼吸 量 測定: Warburg検 圧 計 を用 い常 法2)に

従 つ た.
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基 質,阻 害 剤:何 れ も市 販品 を 用 い,蒸 溜水 に

とか し, HCl又 はNaOHに てPHを 修 正 した.

glucoseの 定 量: 3, 5-dinitrosalicylic acidに

よ る比 色 法5)に よつ た.

pyruvateの 定 量2, 4-dinitrophenylhydrazine

に よる比 色 法6)に よつ た.

lactateの 定 量:濃 硫 酸, p-hydroxydiphenyl

に よ る比 色法7)に よつ た.

acetateの 定 量:試 料溶 液 を水 蒸 気蒸 溜 し溜 出

液 をM/100NaOHに て滴 定 した.

riboseの 定 量: orcine-HCl反 応10)に よつ た.

III.実 験 成 績

1.各 培 地 に於 け る発 育 曲線,並 び にC源 の酸 化

本 実 験 に 先立 ち,「 実 験方 法 」 の 項 に 記 した 通 り

の 組 成 の基 礎 培 地 にC源 と してglucose, gluconate,

 ribose(各2g/l)を 夫 々に 加 え,更 に αα'-dipyridyl

 0.01g/lを 加 え た も の,及 び 対 照 と し て αά -

dipyridylの 代 りに硫 酸第1鉄0.001g/lを 加 え た

もの に菌 を 接種 し, 4時 間毎 に菌 濃 度 を 測定 して 発

育 曲線 を 作 り,又20時 間 目,及 び48時 間 目 に 一部

を と り遠 沈 し て 上 清 中のC源 消 失 量、pyruvate,

 lactate, acetate生 成 量,及 びpHの 変 化 を測 定 し

た.

得 られ た 発 育 曲 線 をC源 をglucoseと し た場 合

に つ き示 す と第1図 の 通 りであ り,対 照 培地 で は4

～5時 間 目 頃 よ りlog phaseに 入 り14時 間 目頃 よ

りstationary phaseと な るの に対 し, αα'-dipyridyl

加 培 地(α ά -培地 と略)で は 発育 は遅 れ8時 間 目頃

よ りlog phaseに 入 り, stationary phaseに 入 る

のは18時 間 目頃の よ うで あ り,最 高 菌 濃 度 も対 照培

地 に 比 しか な り小 で あっ た.

第1図　 αά -dipyridyl添 加,及 び無 添 加 培

地 に 於 け る発 育 曲線

(glucose加 培 地)

gluconate, riboseをC源 と し た 場 合 に も図 示は

省 略 したが 同 様 の傾 向 で あ つ た.

次 に20時 間 目及 び48時 間 目の遠 沈 上 清 中 のC源 消

失,生 成物 の 量 的 関 係,並 びにpHの 変 化 を 見 る

と, glucoseをC源 とした 培 地 の 場 合 は 第1表 に示

す 如 く, pHは20時 間 目, 48時 間 目に対 照 培 地で 夫

々5.6, 5.9で あ り, αά -培 地 で は 夫 々6.0, 5.9

第1表　 glucose添 加培 地 に発 育中 のgluesoseの 分 解

第2表　 gluconate添 加 培 地 に発 育 中 のgluconateの 分 解
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第3表　 riboseをC源 と した 培地 に 発 育 中 の菌 のribose分 解

で あ つ た.又glueose消 失 量 は 対 照 培地 の方 が 大

で あ る が, glucose消 失 量 に 対 す るpyruvate,

 lactate, acetateの 生 成量 の 割 合は何 れ も αά -培地

の方 が は るか に大 で あつ た.

gluconateをC源 と した培 地 に つ い ては 第2表 に

示 した如 く, pHは20時 間 目, 48時 間 目に対 照 培地

で は 夫 々6.0, 5.9, αα´-培地 で は夫 々6.0, 5.7で

あ り,又gluconateの 定 量 は精 度 の 高 い方 法 が な

い ため 省略 した が, pyruvate, lactate, acetate生

成 量は αά -培地 の方 が 大で あつ た.

更 にriboseをC源 と した培 地 で は第3表 の 如 く,

 pHは20時 間 目, 48時 間 目は 対 照培 地 では 夫 々6.2,

 6.0で あ り, αά -培地 で は 夫 々6.2, 6.1と 大差 が

なか っ た.然 しribose消 失量 は 対 照 培地 の 方 が大

で あ るの に 対 し, pyruvate, lactate, acetate生 成

量 は αά -培地 の方 が 大 で あ り何 れ もglucoseをC

源 とした 培地 に於 け る所 見 と同様 の 傾向 で あ つ た.

2. glucoseをC源 とした 培 地 に発 育 した 菌 体の

酵 素 的性 状

実験 方 法 の 項 で 記 し た 通 りの 組 成 の, glucose

をC源 と し, αά -dipyridplを 添 加 した培 地,及 び

αά -dipyridylの 代 りにFe++を 加 え た 培 地 に20

時 間培 養 した菌 体(夫 々 αά -菌,対 照 菌 と略)の

酵 素的 性 状 を比 較 した,即 ち 各菌 を 集 菌 後,洗 滌 し

て か ら 緩 衝 液 に 浮 游 せ しめglucose, gluconate,

 ribose, glycero-P, pyruvate, lactate, acetate,

 succinateを 夫 々基 質 と し たO2消 費 量 を測 定 した

とこ ろ第4表 の結果 で あつ た.即 ち, αά -菌と対 照

菌 で はglucose酸 化 能 は大 差 な いが, pyruvate,

 lactate, succinate酸 化 能 は αά -菌が 著 し く劣 つ て

い た. gluconate, ribose, acetateは 両 菌 共 酸 化能

が 弱 くendogenous respirationと 大 差 なか つ た.

αά -菌及 び 対 照 菌のglucose酸 化 に 於 け る量 的

関係 と,こ れ に 対す るDNP(1/3×10-3M), mono

iodoacetate(1/3×10-3M), KCN(10-3M), arsenite

(10-3M)の 影響 を 見 る と第5表 に示 す 如 く, glucoae

第4表　 glucose培 地(α α-dipyridyl添 加,

無 添加)発 育菌 の 各 基 質 酸化 能

菌 液(湿 菌 量20mg)2.0ml,基 質(終 濃 度

M/100)0.3ml,全 量3.0mlと す る.

pH 7.2, 37℃, 1hr.

の 酸 化 に と もな うpyruvateの 生 成 は 対 照 菌 では

4.0μMのglucose消 費 に よ り1.6μMのpyru

vateを 生 成 す る の に対 し αά -菌で は5.1μMの

glucose消 費 に よ り3.6μMのpyruvate生 成 を見,

対 照 菌に 比 し著 し く大 で あ つ た. DNP成 はKCN

を添 加 した場 合のglucose消 費 に対 す るpyruvate

生成 の 割 合は対 照 菌, αά -菌間 に著 差 は認 め られず,

 monoiodoacetateの 添 加 に よ つ て は 何 れ の 菌 も

glucose酸 化 は著 し く阻 害 さ れ, pyruvate生 成 も

認 め ら れな か つ た.又arsenite添 加 に よつ て は両

菌共1Mのglueoseよ り2M近 くのpyruvateが

生成 され た.

而 してpyruvateの 酸 化は これ ら阻 害 剤 の添 加 に

よ り何 れ の菌 に 於 て も著 明 に抑 制 され た.

3. gluconateをC源 とし た培 地 に 発 育 した 菌体

の酵 素 的性 状

前 述 の 組 成 の基 礎 培 地 にC源 と してgluconate

を 添 加 し た αα'-培地,及 び 対 照 培 地 に発 育 した 菌

体(何 れ も20時 間 培 養)の 酵 素的 性 状 を比 較す る た
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第5表　 glucose培 地 発育 菌 のglucose酸 化 に 対 す る 阻害 剤 の影 響

菌 液(湿 菌量20mg)2.0ml,基 質(各 終濃 度M/1000)0.3ml,阻 害 剤0.3ml,全 量3.0mlと す る.

pH 7.2, 37℃, 1hr.

め,先 づ 両 菌 の各 基 質 酸 化能 をO2消 費 の 面か ら見

た と ころ第6表 の通 り, glueose酸 化 能 は 両 菌間 に

著 差 は な いが, pyruvate, lactate succinateの 酸

第6表 gluconate培 地(α ά -dipyridyl

添加,無 添加)発 育菌 の各 基 質酸

化 能

菌 液(湿 菌量20mg)2.0ml基 質(各 終濃 度

M/100)0.3ml,全 量3.0mlと す る.

pH 7.2, 37℃, 1hr.

化能 は αα´-菌の 方が 著 し く小 で あ り, ribose, ace

tateは 両 菌共 殆 ん ど酸 化 しな い.而 してgluconate

酸化 能 の獲 得 は αά -菌の 方 が は るか に大 で ある と

い う結 果 が 得 ら れ た.

次 にgluconateの 酸 化 様 式 が 両 菌 で 異 るか 否

か を 見 る た め, glutonate酸 化 に 対 す るDNP,

 monoiodoacetate, KCN , arseniteの 影 響 を検 討 し

た と ころ 第7表 に示 す 如 くで あ つ た. glutonateの

定 量は精 度 の高 い方 法 が見 当 らなか つ たの で 省略 し

たの で あ る が,対 照 菌 で はgluconateを 基 質 とし

て7.7μMのO2を 消 費 して0.3μMのpyruvate

を生 成 し, αά -菌で は13.8μMのO2消 費 に対 し

2.0μMのpyruvateを 生 成 した . RQは 対 照 菌の

1.13に 対 し αά -菌で は1.07で あ つ た.

DNP(10-3M), monoiodoacetate(1/3×10-3M)

添 加 に よつ て は両 菌共O2消 費 は著 明 に抑 制 され,

同 時 にpyruvate生 成 も全 く認 め られ な くな つ た.

KCN, arsenite添 加 に よ るO2消 費 量 の 阻 害

率 は 両 菌 間 に 著 差 は 見 られず, O2消 費に 対 す る
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第7表　 gluconate培 地 発 育菌 のgluconate酸 化 に対 す る阻 害 剤の 影 響

菌 液(湿 菌 量20mg)2.0ml,基 質(各 終 濃 度M/100)0.3ml,阻 害 剤0.3ml,全 量3.0mlと す る.

pH 7.2, 37℃.

1hr. DNP: 1/3×10-3M, monoiodoaeetate: 1/3×10-3M, KCN: 10-3M, arsenite: 10-3M.

pyruvate生 成 量 の割 合は 何 れの 菌 に於 て も増 大 さ

れ た.た だgluconateよ りのpyluvate生 成 は

glucoseよ りの 生成 に 比 し両 菌共 は るか に小 で あつ

た.

4. riboseをC源 と し た 培 地 に 発 育 した 菌体 の

酵 素 的性 状

前 記 同 様 の基 礎 培 地 にC源 と してriboseを 加 え,

更 に αά -dipyridyl及 びFe++を 夫 々 加 え た もの

に発 育 した菌 体(α ά -菌,対 照 菌)を 用 い,先 づ 各

基 質 に於 け るO2消 費 量 を測 定 した.

結果 は第8表 に 示 す 如 く,前 述 のglucose, glu

conateをC源 と した 場合 と同様, glucoseを 基 質 と

したO2消 費 量 は αά -落の 方 が む しろ大 で あ るが

pyruvate, succinateを 基 質 と したO2消 費 は αά -

第8表　 ribose培 地(α ά -dipyridyl添 加,

無 添 加)発 育 菌 の各 基 質 酸化 能

菌 液(湿 菌 量20mg)2.0ml,基 質(各 終 濃

M/100)0.3ml全 量3.0mlと す る.

pH 7.2, 37℃, 1hr.

第9表　 ribose培 地 発 育菌 のribose酸 化 に対 す る阻 害 剤 の 影響

菌 液(湿 菌量20mg)2.0ml,基 質(各 終濃 度M/100)0.3ml,全 量3.0mlと す る.

pH 7.2, 37℃, 1hr.



3580 戸 部 清

菌 の方 が 著 し く小 で あつ た.

次 にribose酸 化 に於 け る量 的 関 係 に 対す る阻害

剤 の 影響 を 両 菌 につ い て比 較 す る と第9表 の 如 くで

あ り,阻 害 剤 無 添加 の 場 合に は,対 照 菌 で はO2消

費2.7μM, ribose消 費2.1μMに 対 し0.1μMの

pyruvate生 成 を 見, αά -菌で はO2消 費3.1μM,

 ribose消 費2.3μMに 対 し0.8μMのpyruvate

を 生 成 した. DNP, monoiodoacetateは 両 菌 共O2

消費, ribose消 費 を 著 明 に 抑制 し, pyruvateは 全

く生 成 され な くなっ た. KCNFはribose酸 化 をか

な り阻 害 す るが, pyruvate生 成 のribose消 費 量

に 対 す る割 合 は む し ろ増 大 し た. arseniteは 両 菌共

O2消 費を50%以 上阻 害す るが, pyruvate生 成 は 著

明 に 増 大 され た.

IV.総 括 及 び 考 案

Sh. flexneri 2a(B2a)を 供 試 菌 と して, C源 を

glucose, gluconate.或 はriboseと し, αά -dipyridyl

を 加 え てFe++を 減 じた培 地 に 発 育 した菌 体が,

 αά -dipyridyl無 添加 のFe++を 含 む 培 地 に 発育

した もの と酵 素 的性 状 が 如何 に変 化 してい るか を 検

討 した.

先 づglueose, gluconate或 はriboseをC源 とし

た培 地 に 培養 した 菌の 発 育 曲線 を 見 る と, C源 の如

何 に 拘 わ らず αά -培地 で は対 照 培 地 に 比 し当然 の

ことな が ら発育 は 不良 で あ り,対 照培 地 で は4～5

時 間 目頃 よ りlog phaseと な り14時 間 目 頃 よ り

stationary phaseと な る の に 対 し, αα'-培地 で は

発育 艦 線 は徐 々に上 昇 し8時 間 目頃 よ りlog phase

に 入 り, 18時 間 目 頃 よ りstationary phaseと な る.

而 して 発 育20時 間 黛 及 び48時 間 目に 培 地pHの 変

化,培 地C源 の 消 費 量, pyruvate, lactate, acetate

の 生成 量を 測 定 し た と ころ,一 般 にpHの 低 下 は

対 照 菌の 方 が や や大 で あ るが,こ れ は菌 の 発育 が良

好 な た めC源 の 分解 が 盛 んで あ るため と考 え られ,

培 地C源 の 消 費 量 に 対 す るpyruvate, lactate,

 acetate生 成 量 の比 は αά -培地 の 方 が 大で ある.

これ は培 地 中 のFe++の 不 足 に よ りpyruvateの

酸 化が 不 完 全 とな る結果 と考 れ られ,第1編 で 述べ

た 如 く静 止 菌 のglucose或 はpyruvateの 酸 化が

Fe++欠 乏 状 態 で は不 完 全 と な る とい うこ と と符合

す る.

次 に 固 形培 地 を 用 い,各C源 培 地 培 養 の静 止 菌体

の 酵 素 的性 状 を, αά -dipyridyl添 加 及 び無 添加 の

場 合に も比 較 した.

glucose, succinate, gluconatp, ribose, glycero-P,

 pyruvate, lactate, acetateを 夫 々基 質 と したO2

消 費量 を 見 る と, C源 の 如 何 に拘 わ らず αά -菌で

はpyruvate, lactate, auccinateを 基 質 とし たO2

消 費量 が 著 し く小 で あ り, pyrgvateのTCA cycle

に よる完 全 酸化 に関 与 す る酵 素系 の 衰 弱が 予想 され,

この こ とは 静止 菌 のglucose, glueonate, riboseの

酸 化 に と もな うpyruvataの 蓄 積 量が αά -菌で は

対 照 菌に 比 し著 し く大 な る ことか ら も推 定 され る.

な おgluconateをC源 と した 培 地 では, αά -菌

は対 照 菌に 比 しgluconate酸 化 能 が 著 し く大 で あ

り, riboseをC源 と した培 地 で は, αά -菌は対 照菌

に比 しribose酸 化能 が 大 で あ る.こ れ は減鉄 培地

に於 て は完 全 酸化 が 困 難で あ るた め エ ネル ギーを獲

得 す る必 要 上培 地C源 に対 す る適 応 が著 しい ので は

なか ろ うか.

以 上 の如 く減鉄 培 地 発育 菌 はpyruvate以 下の鼓

化 が 不完 全 と な つ て い るが, glucose, gluconate,

 ribose酸 化 に於 け るpyruvateに 至 る 迄 の経 路乃

至 はH伝 達 系 に変 換 が 生 じ て い るか 否 か を見 る た

め2, 3阻 害 剤 の 影響 を検 討 した.

ヂ フテ リー菌1)で は 減鉄 培 地 に 発 育 した 菌 はH伝

達 が チ 卜ク ロー ム系 よ りフ ラ ビ ン系へ 変化 す る こと

が 知 られ て い るが, B2a菌 で は 各C源 培 地培 養 菌,

 αά -菌,対 照 菌 間にKCN, monoiodoactateの 阻害

効果 に 著 差 は見 られ な い こ とか ら,チ トク ロー ム系

よ りフ ラ ビ ン系へ のH伝 達 系 に 変 換 は 起つ て いな

い と考 れ られ る.

而 してglucoseを 基 質 と した酸 化 に対 す るDNP,

 monoiodoacetate, KCN, arseniteの 影 響 に 変 化 が

見 られ ず, glucose→pyruvate間 の 経 路11)の 変換 は

認 め られ な い.又gluconate, riboseの 酸 化 に対 し

て も これ ら阻害 剤 の 阻 害 率 が αά -菌,対 照 菌 間に

差 異 は 認 め ら れ ず, gluconate, riboseの 酸 化経 路

に も変換 は 認 め られ な い よ うで ある .

V.結 言

Sh. flexneriの 教 室保 存 標準 株 を供 試菌 と し,培

地C源 をglucose, glueoante,或 はriboseと し,

 αά -dipyridylを 添 加 してFe++量 を減 じた 培地,

及 びFe++を 充 分 含 有 す る 培 地 に 静 置培 養(18時

間)し た菌 体 の酵 素 的性 状 を 検 討 して 次 の 結果 を得

た.

1. C源 の 如 何 に 拘 ら ず 減 鉄 培 地発 育 菌 では

glueose酸 化 に於 け るpyruvate以 下 の完 全 酸化 に
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関与する酵素活性が著明に低下する.

2.減 鉄 培地発育菌 のglucose酸 化 に於ける

glucose→pyruvate間 の経路は,含 鉄培地発育菌の

それと変らないようである.

3.減 鉄 培地発育菌に於て, H伝 達系のチトク

ローム系よりフラビン系への変換は起らないものと

思われる.

(参考文献は第3編 の末尾に記載)

The Action of Iron Ions in Glucose Oxidation of Bacteria

Part 2. Enzymatic Properperties of Bacteria Cultued in the Medium 

in which Iron Content is Reduced (1) Sh. Flexneri 2a

By

Kiyoshi TOBE
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(Director: Prof. Sakae Murakanli)

With Sh. flexneri 2a, the standard stocked in our laboratory, as the test bacteria, 

after examining enzymatic properties of bacteria cultured the medium of which Fe++ had 

been reduced by addition of ƒ¿ƒ¿•L-dipyridyl and also in the medium containing sufficient Fe++, 

and after examining metabolic properties of the bacteria, the author obtained the following 

results:

1. Irrespective of whichever carbon source is used, the enzymatic activity involved in 

the complete oxidation of pyruvate in the process of glucose oxidation is markedly lowered 

when the bacteria are cultured in the medium with reduced Fe++

. 2. Oxidation pathway from glucose to pyruvat taken by the bacteria cultured in the 

medium with reduced iron content does not differ from that taken by the bacteria cultured 

in the medium containing sufficient Fe++.

3, Even in the case of the bacteria cultured in the medium with reduced Fe++ there 

occurs no conversion from cytochrome system of the H-transport system to flavine system.


