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緒 言

緑膿菌の産生す る色素 について は,こ の菌の発見

者であるGessard1)の 研究 を嚆 矢 として 幾 多の研究

がある.特 にその色素 の 一種で あるPyocianineに

関 しては, Fordes2)が 始 めて結 晶 と して取 り出 し, 

Wrede and Strack3)に よつて その構造 が決定 され,

緑膿菌に特異 な緑色色 素であ り,自 然界 に存在す る

フェナ ジン核を有 する色 素 と して最 初に報告 され た

ものである.

この色素 の産生 に関 しては,栄 養要 求 と増殖 との

関係 において幾多 の報告 がな されて いるが, Burton

4)5)の研究が もつ ともまとまつた ものと して有 名で

ある.彼 の報告 による と, Pyocianine産 生 に及ぼす

環境条件 は単一 の ものではな く,色 々の因子 を必 要

とし,特 に アミノ酸の面 の検討で は アラニ ンと ロイ

シンが必要であ ることを述 べ て い る.一 方Black

woodやNeish6)は14Cで ラベル され た基 質 を 用

いて検討 し, Glycerolが 最 もす ぐれたSubstrateで

あり,ア ミノ酸は基質 として は大 して役立 たない と

のべてい る.

著者は緑膿菌に よるPyocianine産 生の 場 合の 環

境条件に関 して更 に検 討 を進 め,多 面的 な観察 によ

り興味ある知見 を得たので報 告す る.

実験材料 及び実験方 法

供試 菌:　教室保 存のPseudomonas aeruginosaを 供

試 した.普 通 寒天培地 に数代継 代 して純 化を計 り,

常 に普通 寒天培地 に16～24時 間培養 した新鮮 株を実

験 に使用 した.

使 用化学 薬品:　培 地調製用薬 品,炭 水 化物,ア ミ

ノ酸, EDTA等 はす べて市販品 を用いた.

Pyocianine産 生 の判定:　特に断わ らない限 り37℃, 

24時 間培 養後,室 温に2～3時 間放 置後肉眼的 に観

察す.又 培地 及び菌 のす べて を コルベ ンに と り,ク

ロロホル ムで色素抽 出を行 つて検討 した.

実 験 成 績

1. 各種 糖類及 び中間代謝物 の影響

普 通 寒天培地 にPseudomonas aeruginosaを 培 養 し

た場 合に はPyocianineの 産生 は殆 ん ど 認 め られな

い,こ の 培 地 に 各 種 糖 類, Glycerine, β-glycero-

phosphate, Pyruvateを 各 々終 濃度M/10に な る如 く

添加 して その影響 を見 た.

表1に 示す如 く他 の物質 を添加 しない普通寒 天培

地 ではGlycerineを 加 へ た場合に のみ色素の産 生が

見 られ た.尚 各 々の組合せ にMgSO4をM/500添 加

した場 合, Glucose及 びGlycerine添 加例に お い て
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色素の産生が見 られる.そ の他の物質添加ではMg イオ ンの有無 にかかわ らず色 素産生は認 め られない.

表1　 Pyocianine産 生に 及ぼ す各種 糖及 び中間代謝物 の影響

基 礎 培 地:普 通 寒 天 培 地

添 加 物: 1/10M(終 濃 度)

MgSO4: 1/500M(終 濃 度)

Glycerine添 加 はPyocianine産 生 に特に有効で あ

るので,こ の添加濃度の系 列変化 を検 討 した.

1. その結果 はM/10(終 濃 度)添 加 が最 も有 効で あ

つたが, M/20以 上 のGlycerine添 加で あれば 産 生

は良好で ある成績 を得た.

表2

Pyocianine産 生 に 及 ぼ すglycerineの 濃 度 影 響

基礎培地:普 通寒 天培地

2. 金 属 イオ ンの影響

Glucoseを 添加 した場 合には,あ わせ てMgイ オ ン

の添加 が 必要 で ある事 を 知つた ので, M/10 Glucose

添加 に対す るMgSO4添 加量 の検討 を 行い,少 くと

もM/1000以 上 の添加 が必要 で あ る.し か し他 の金

属 イオ ン,例 えばFeイ オ ン又はMnイ オ ンでは無

効で あつた.

Glucoseを 基 質 に入 れ た 場 合 に はMgイ オ ンが必

要 で あ り. Feイ オ ンは有 効 で な い 事 が 判 つ た が,そ

こでPseudomonas aeruginosaのGlucose, β-Glycero-

phosphate及 び, Glycerineの 酸 化 能 に対 す る これ ら

金 属 イオ ンの 影 響 を 検 討 し た.表4に 示 す 如 く, 

Glucose基 質 の 場 合 の 酸 素 消 費量 に対 し, Mgイ オ ン

は 特 異 的 な促 進 を 示 し, Feイ オ ンで は む しろ 酸 素

消 費 量 が低 下 した 成 績 を 示 した.即 ちGlucoseが 代

謝 され て, Pyocianine産 生 に必 要 な基 材 へ の変 化 に

Mgイ オ ン が 必 要 で あ る 事 が う か が え る.尚 β-

Glycerophosphate, Glycerine基 質 の 場合 はMgイ オ

ン添 加 は 効 果 な く, Feイ オ ン添 加 が 僅 か の 促 進を

示 した.

表3　 Pyocianine産 生 に 及 ぼ す 金 属 イオ ンの 影 響

添 加Glucose: 1/10 Mole(終 濃 度)

Ethylendiamine tetraacetete (EDTA)は 金 属 イオ

ン と キ レー ト化合 物 を つ くる が,特 にMgイ オ ン と

は同 モ ル で 結 合 して,細 菌 発 育 に対 して 不 活 化 され

る11).そ こでGlycerine添 加 ペ プ トン水 及 びGlucose

添 加 ペ プ トン水 にEDTA液 及 びMgSO4液 の 一 定

量 を加 へ て, Pyocianine形 成 にMgイ オ ンが必 要で
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ある事を確かめた. Glycerine添 加普通寒天 培地で は

EDTA添 加量を増 す と, Pyocianine産 生 は低下 して

行 き, 1/400M(終 濃 度)のEDTA添 加で産生 は認め

られな くな る. 1/500MのMgイ オ ンを添加 した もの

では, J度1/500MのEDTA添 加で その効果 が打消

される成績を得た. Glucose添 加培地 で も同様 の成

績を得る事が 出来た.即 ち1/500MのMgイ オ ン添

加による効果 も同モル のEDTAで 相殺 され る結果

を得た.

EDTAの 大量 を添加す ると菌 の発 育 も抑え られる.

この発育阻害を さける意味で,大 量 の燐 酸塩の添加

実験 も行つた.表 に示 さなか つたが,こ の場合 は発

育は全 く抑え られ なか つたが,大 量添加で はMgイ

オンが結合す る為か, Pyocianine産 生が阻止 された.

普通 寒天培地に37℃ 15時 間 培養せ る菌を生 理食塩

水にて, 3回 洗 滌 した ものを供試.

表4　 酸素 消費量 に及ぼすMgイ オンFe

イオン添加の 影響

菌 量: 5mg/cup

基 質: M/100(終 濃 度)

酸 素 消費 量: 37℃(1時 間 値)

金 属 イ オ ン: M/100(終 濃 度)

表5　 添加EDTAとMgイ オンの相 互関係

基 礎 培 地: 0.3% Peptone水

添加glycerine及 びglucose: 1/30M (終 濃 度)

添 加MgSO4: 1/500M (終 濃 度)

3. N源 添 加 の 影 響

一般 の 実 験 に は基 礎 培 地 に普 通 寒 天 培 地 又 は ペ プ

トン水 を用 い た が, N源 の 関 係 を 検 討 す る 目的 で,

合 成 培 地 を 用 い て 以 下 の 実 験 を 行 つ た. C源 は

Glucose, Glycerine, Lactateと 変 化 せ しめ,こ れ

にAlanine, Glutamate, Aspartateを 添 加 した.い づ

れ も通 常 の発 育 を 示 す にか か わ らず,こ の 実 験 の 範

囲 内で はPyocianineの 産 生 に はAlanineが 必 須 で

あ る成 績 を得 た.

4. 培養時の好気,嫌 気条件 の影響

表6　 Pyocianine産 生 能 に 及 ぼ すN源 の 影 響

基 礎 培 地: Phosphate M/2000, MgSO4 M/500 

Nacl 0.85% (終 濃 度)

添 加C源: 1/30M (終 濃 度)

添 加N源: 1/30M (終 濃 度)

次にPyocianine産 生に 及 ぼす 好気 的,嫌 気 的条

件 の影響 を観察 した.表7はGlucose添 加培地 の場

合で,好 気条件では いづれの培地条件 で も菌発 育は

著明であるが, Mgイ オ ンを加 えた場合のみPyocia-

nine産 生 が見 られる事 は既 述 の如 くであ る.し か し

嫌気状態で は,何 れ の培地 条件で もかな りの発 育は

認められるが, Mgイ オ ン添加の場 合に もPyocianine
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産 生はない.

次 に表8のGlycerine添 加 培地に おいて は,好 気

的条 件な らば菌発育, Pyocianine産 生共 に著明 なの

に対 し,嫌 気 条件 で は発 育は良好で あるに もかか わ

らず, Pyocianine産 生 は認 め られない.

表7,表8何 れの培地条件 で も嫌気状態で はpH

が やや低 い 傾 向が見 られ るが,何 れに して もPyo

cianine産 生 に好気 的条件 が必要 である事が判つた.

表7　 Pyocianine産 生 に 及 ぼ す好 気 嫌 気 状 態 の 影 響(Ⅰ)

-Glucose添 加 培 地-

添 加MgSO4: 1/500M (終 濃 度)

好気的 培養:液 体培地表 面を可 及的広 くす るため, 300mlコ ルベ ンに50mlの 液 体培地を入れ

培養 した.

嫌 気的培 養: 100mlコ ル ベンに50mlの 液体培 地を入れ デシ ケー ター中 で排 気,窒 素注入を3

回繰 り返 して嫌 気条件を保 った.

表8　 Pyocianine産 生 に 及 ぼ す 好 気 嫌 気 状 態 の影 響(Ⅱ)

-Glycerine添 加 培 地-

添 加MgSO4: 1/500 M (終 濃 度)

好 気的 培 養:表7に 同 じ

嫌 気的 培 養:表7に 同 じ

5. 培 養 時pHの 影 響

次 に 培 養 時 のpHの 変 化 に よ るPyocianine産 生

の 変 化 を 追 及 した. Pseudomonas aeruginosaは 酸 性

下 で は 発 育 が 悪 く,中 性 附 近 か 若 し くは そ れ 以 上 の

pHで よ く発 育 す る.表9はGlucose加Peptone水

で起 始pHを4, 5, 6, 7に して 培 養 を 行 い菌 発 育

とPyocianine産 生 能 を 見 た.起 始pHが6, 7で

な い とPyocianine産 生 は な く,又 発 育 は 認 め られ

な い,こ れ は 発 育 を と も な わ な い 場 合 は,色 素 産 生

が ない と断定す べ きか ど うか は後述 の検討にゆだね

なければな らない.

次に起始pHを7.6と 一定 して培養中のpHの 変

化の影響 をみた.実 験 の詳細 は 表10に 示 す 如 く, 

Glucose加Peptone水 のPeptone量 を0.2%と 低濃

度 と し,添 加Glucoseの 量 を1/20, 1/10, 1/7.5, 1/5 

M〔 終濃度〕 と変化 せ しめて培 養を行 つた.

一 般にPeptoneの 濃 度を下 げ, Glucose量 を増す

とpHは 強 く低 下す る.又 そ の下 降の状態 は図1に
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示 す如 くで(M/20 Glucose及 びM/6・6 Glucose添 加

の場合 を 代表 と して 示す), M/20 Glucose添 加 の

場合 は,培 養10時 間後よ り徐 々にpHは 下 が り始

め,終pHは5.0附 近 に達 し,そ の 間に菌発育 も著

明に認 め られるが, M/6・6添加 の 場合 はpHは 急激

に下 降 して発育 も殆 ん ど認 め られない.

表9　 Glycerine添 加Peptone水 で 起 始

pH変 化 に よ るPyocianine産 生

培地成分 
Peptone 1%
Glycerine 1/10 M (終 濃 度)

表10　 Pyocianine産 生 に 及 ぼ すGlucose添 加

量 増 加 に よ る培 養pH変 動 の影 響

基 礎培 地: Peptone 0.2% (終 濃 度)

MgSO4 M/500 (終 濃 度)

起 始pH: 7.6

終pHが4.8で あ るた め,培 養 直 後 に は 青 色 を 呈 せ

ず.よ ってNaOHでpH 10.0に 修 正 後 緑色 を 呈 し た .

培地: 0.2% Peptone水 , MgSO4M/500 (終 濃 度)
この培地 に 図 中記 述 の 如 くglucoseを 添 加 した

。

pHは 日立pHメ ー タ ーに て,菌 量 は 光 電 比濁 法 に よ

り測定 した。

PyocianineはpHが 酸性の ままで は 緑色 を 示 さ

ない.こ れ はPyocianineはpHの 変 化で色調を異

にする為であ り,著 者が抽 出精製 したPyocianineの

各 種pHに お ける色 調は 表11の 如 くであ る.し た

がつて判定 時pHが6.0以 下の時 はpHを 中性以上

に上 げて検 討す る必要 がある.表11の 成績 はこの方

法で検討 し, 1/20M Glucose添 加 の場合 のみにPyo

cianine産 生 が見 られた.

表11　 pH変 動 に よ るPyocianineの 色

6. 菌 の 発 育 とPyocianine産 生 との 関 係

表12　 起 始 菌 量 とPyocianine産 生 の 関 係

培 地: Peptone 0.3% Glycerine 1/10 M pH 7.6 

Incubation: 37℃. 15hrs

好,嫌 気培養 の実験及 びpHの 変動 による実験の

成績 か ら,菌 の発 育 とい う点 が色素産生 に影 響を与

え るか どうか と云 う事 が問題 に なつ た.そ こで起 始

接種菌 量を変え て正 常菌 が存在 するに も拘 らず,人

為的 に菌増殖 の有 無を生ぜ しめ,菌 の発 育 とPyoci

anine産 生 との相 関関係を見 た,表12に 示 す 如 く,

元来色 素産生 に良 好 な1/10M glycerine添 加Peptone
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水で終pHは 中性以上 で あつ て も,起 始菌 量2mg/ml

で,そ の後の菌増加 が認め られ ない様 な場 合では, 

Pyocianine産 生 は認め られない.起 始菌 量0.4mg/ml 

0.016mg/mlの 時 は菌 増加 も著 明で あ り,色 素産生

も良 好で ある.し か し起始 菌量0.003mg/mlの 時 は

発 育良好で あるが, 15時 間培養で最終菌 量が他 に く

らべて,さ して多 くな らないので, Pyocianine産 生

もやや劣 る結果 を得た.

静止菌で あつ て もPyocianineを 産 生す るとす れ

ば,大 量接種 の もの程 大量のPyocianine産 生 があ

つて よい筈 であ るが,仮 定 に反 した結 果を得た.即

ちPyocianine産 生 は 必 ず菌 発育を 必 要 とす る事 が

予想 された.

考 按

緑 膿 菌 は1882年Gessard1)に よ つ て 緑色 を した膿

か ら初 め て 分 離 され た.こ の 時 以 来 この 菌 が 緑 色 色

素 を 作 る こ と は 明 らか で 各 種 の 研 究 が な され て 来 た.

該 菌 の 産 生 す る色 素 は2種 あ り,そ の1つ は青 緑 色

のPyocianineで あ り,他 は黄 色 の 螢 光 を 発 す る

Fluorescinで あ る.

前 者 のPyocianineは フ ェナ ジ ン誘 導 体 で あ つ て

そ の 生 理 学 的 意 義 や 合 成 に 必 要 な条 件 等 に つ い て は

序 論 に お い て述 べ た 如 く幾 多 の 研究 が な され て い る.

一 般 的 に言 つ て ,こ の色 素 産 生 に は ア ミノ酸 に 加 え

て, Magnesium, Sulfur Sourceが 必 要 で あ る と言 わ

れ る. Burton4)5)は 特 に ア ミノ 酸 と し てAlanine, 

Leucineを 強 調 し, Blackwood6)等 はGlycerineが

必 要 で あ る と して,ア ミノ酸 は軽 視 して い る.そ の

後 の 研 究 の 進 展 に と も な い, Frank7)等 はAlanine

と,そ してGlycerineがJointsubstracteと して 必

要 で あ る との べ て い る.又Kurachi8)はAnthranilic 

acidが, Millican9)はAnthranilic acidの 前 駆 体 で

あ るShikimic acidがPyocianine合 成 に 関 与 す る

こ とを 報 告 して い る.

著 者 はPyocianine生 合 成 を 細 菌 生 理 学 の 面 か ら,

各 種 条 件,要 因 に つ い て 検 討 を 加 え た.著 者 の 得 た

成 績 で も, Glycerineが 存 在 す れ ば 色 素 産 生 が 行 わ

れ る事 は 明 らか で あ る が,こ れ に 代 る も の と し て

Glucose+Mgイ オ ンが あ げ られ る .即 ちGlucose+

Mgイ オ ン はGlycerineと 全 く同 様 の態 度 を 示 す . 

Blackwood6)は14Cで ラ ベル したGlycerineはPyo

cianineにIncorporateす る事 を の べ て い る .し た が

つ てGlucoseはMgイ オ ンをCofactorと して , 

GlycerineえConvertし, Pyocianine合 成 に あ づ か

る もの と考 え られ る. Mgイ オ ンはDihidroxy aceton 

phosphate→Glycerine系 に も必要で あると同時に, 

Embden-Myerhoff系 に も必要で あるので あるが,こ

の 場合前 者 は基材生成 に,後 者 はTCA cycleえ入つ

てか らEnergyを 得 る事に必要で あるのか,又 両者

に存 するDPNH Linkageに 関与す るものかは断定出

来 ないが,充 分 その両者の可能性 が考 え られる.緑

膿菌 のGlucose酸 化がMgイ オ ン添加で強 く促進 さ

れる事実か らも,こ れ等代謝系を 円滑 に促進 してい

る事が窺 われる.

N源 に関 しては広 範な実験 は行 わなかつたが,他

の条件 が満足 させ られて もAlanineは 基材 として必

ず要求 され る ことはBurton6)の 報告 と一致 した.

pHの 影響 と してpH 6.0以 下 の強 い 酸性下,又

は培 養中速か に酸 性に傾 く場合 には, Pyocianineの

産 性は 認 め られなかつた. pH 6.0以 下 に した 場合

には,菌 の発育 も認 め られないので,す べての代謝

系 が停止 して いる と考え られ る. Glucoseの 大量添

加を行 つて, Incubate中 にpHが 速かに下 る状態

の場合,発 育曲線の上昇 も殆 ん ど認 め られず, Pyo

cianineの 産生 も認 め られない.こ こで 当然考え ら

れ る事 は, Pyocianine産 生 は菌 増加 に何等かの関係

があ る とい う事で ある.著 者 は これを確かめる為に,

起始菌量20mg/mlと い う高濃度で,そ の他 の因子

はすべ て満足 せ しめて培 養を行つた.

Bail10)の“生物学的空 間”の概念か ら言へば,いか

に栄養条件 が揃つて いて も,あ る一定限度以上 には

菌 は増 殖 しない といわ れ,こ れをM-concentration

とい う. 0.4mg/ml以 下 の起始菌濃度で はIncubate

によ り発育 は認 め られ,又 色素産生 も高度 に認めら

れ る.し か し2mg/mlで は,そ の後 の菌の増加が認

め られず,色 素産 生 も認 め られ ない.若 し静菌状態

で も充分 な素 材が揃えば色素産 生が認 め られるとす

るな らば,多 量の菌が存在 している故,色 素産生が

あつ て も良 い筈で ある.し か し結果は色素産生が認

め られず,色 素産生 には菌発育が必要であると考え

られ る.又 その他 の 実 験 に お い て,菌 の増加量と

Pyocianine産 生 の両 者を観察 した成績で,菌 増殖の

認 め られ ない時 は色素産 生は無 い という事が云える.

結 論

Pseudomonas aeruginosaの 産 生す る フ ェナ ジン色

素 で あ るPyocianineの 生 合成 に 及 ぼ す 理学 的因子

に つ い て 検 討 し,次 の 結 果 を 得 た.

1. Pyocianineの 産 生 に はGlycerineが 必要であ
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るがGlucose+Mgイ オ ンに よ つ て も 置 き換 え られ る.

2. N源 と して はAlanine, Glutamate, Aspartate

を検 討の対 照 と した 範 囲 で は, Alanineの み が 有 効

で ある.

3. 発育 時 の 気 相 条 件 で は,好 気 条 件 の時 に の み

産生 せ られ,嫌 気 条 件 で は如 何 に 培 地 条 件 が 満 足 さ

れて も, Pyocianineの 産 生 が 見 られ な か つ た.

4. 発 育 時 のpHの 問 題 で は, pH 6.0以 下 の 酸

性で は発育 も悪 く, Pyocianineの 産生 が認め られ な

い.又 起 始pHが 中性附近 にあつて も,急 激 にpH

が下 る条件 で は産生 されない.

5. Pyocianine産 生 には菌の発育 が必 須で あつて,

完全 な静菌状 態で は産 生が認め られない.

稿を終 るに際 し御 懇篤な る御指 導並びに御校 閲を

賜つた恩 師村上教授並 びに金政博士 に深甚な る謝意

を表 します.
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Studies on the Physiological Factors Participating on the Biosynthesis 

of Pyocianine by Pseudomonas aeruginosa

By

Saizo Sakano
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(Director; Prof. Sakae Murakami)

Pseudomonas aeruginosa produces the two pigments, namely Pyocianine and Fluorescin. The 

Pyocianine is bluish green pigment and is derivative of phenazine pigment.

In this paper, the physiological factors that give influences on the biosynthesis of Pyoci

anine by Pseudomouas aeruginosa in culture will be presented.

1. Pseudomonas aeruginosa required glycerine as a nitrogene source for the biosynthesis of 

Pyocianine. In a case that glucose was used as carbon source, the addition of magnesium ion 

was essential.

2. Within alanine, glutamate and aspartate on which the author examined, only alanine 

was of effective as nitrogen source for the Pyocianine synthesis.

3. The following results have been investigated by the studies on the atmospheric condi

tion. Pseudomonas aeruginosa produced the pigment at a aerobic condition in the chemically 

satisfactory culture media , but could not produce at anaerobic condition in any culture media.

4. In the acidic media below pH 6.0 , the growing of bacteria was very slight and the 
Pyocianine could not be produced. Moreover, the pigment did not be synthesized when the 
pH was descended rapidly, even if the startiag pH of the medium was neutral or slight basic.

5. The growing of the bacteria is indispensable for the synthesis of Pyocianine, then the 
resting cells could not synthesize the pigment .


