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第1章　 緒 言

l-トリプ トファンの微生物 に於 ける分解経路は,

大 きくは2つ に分れ, 1つ は大腸菌,赤 痢菌,コ レ

ラ菌に於け る如 く,ト リプ トフ ァンを分解 してイン

ドール を 生 ず る経 路 で あ り,他 は チ フ ス 菌1),

 Neuroapora2)等 に於 け る如 く,イ ン ドール環の酸

化的開裂がお こり,フ オル ミルキ ヌレニ ンを経て キ

ヌ レニ ンにな り,次 いでアン トラニール酸,又 はキ

ヌレン酸に至 る道 と,キ ヌ レニ ンは更に3-オ キシキ

ヌレニ ンとな り之か らは3-オ キシアン トラニール酸,

又 はキサンッー レン酸 になる道 渉ある.更 に又3-オ

キ シアン トラニール酸か らニ コチ ン酸にな る道 もあ

る.又 トリプ トフ ァンを エネルギー源 とするPseu

domonas属 の 或 る 株は,ト リプ トファンを分解 し

て キヌレニ ンを経て アン トラニール酸に し,更 にア

シ トラニール酸をカテ コール→ シスー シスム コン酸

→β-ケ トアジピン酸に分解 する.

扨,細 菌の鑑別に際 し生物学的方法 として,イ ン

ドール形成 の有無を検する ことは古 くか ら行 われて

いたが, Hopkins及 びColeが1901年 トリプ トフ ァ

ンを発見 し,次 いで1903年3)大 腸 菌 によ り,ト リプ

トファンか らイン ドールが形成 され るのを証 明す る

迄 は,イ ン ドールの前 駆物質 は不明であつた.次 い

でHerzfeld及 びklinger (1915) 4), Woods(1935) 5),

 Happold (1935) 6),日 本 では古武門下7)に より トリ

プ トフ ァンか らのイ ン ドール形成の研究が行われた.

之 等 は何れ も殆ん ど,大 腸菌 を用いて行われている.

筆 者 は同 じ く トリプ トフ ァンを分解 してイ ン ドール

を産生す る赤痢 菌駒込BⅢ 菌を用いて トリプ トファ

ン代謝 に関 してい ささか知見を得たので此処 に報告

す る.

第2章　 イン ドール生成 に及ほす

pHの 影響

実験材料及び実験方法

1) 供試 菌,教 室保存の赤痢菌駒込BⅢ 菌 を用 い

た.

2) 細 菌 浮游液,普 通寒天平板培 地 に37℃, 18

～24時 間培養せ るものを
, pH 7.2の0.15M燐 酸

緩 衝液 にて遠心沈澱洗滌す ること2回,菌 体の イン

ドールを完全 に除去 した る後,同 緩衝液 に浮游 させ

30mg/ccの 菌 浮游液を 作 つ た.菌 量 は毎常,光 電

比 色計 を用 いて測定 した.

3) l-ト リプ トファン0.1mg/cc溶 液, l-ト リプ

トファンを蒸溜水 にとか して作つた.

4) 各pH緩 衝 液, pH 5.0～6.0に は フタル酸

緩 衝液, pH 6.0～8.0に は燐酸緩衝 液, pH 8.0～

10.0に は硼酸緩衝液を用いた.

5) イン ドールの定 量,後 藤 の方法8)を 基本 に し
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て,試 料の倍量 の石油 エー テルを加 えて,イ ン ドー

ルを振 盪抽 出する こと2回,石 油 エーテルを合 して

EhrlichのAldehyd試 薬 を正確に加える こ と5cc,

着 色 した水溶部を光電比色計 を用 いて緑色のフイル

ターによ り比色定量 した.

6) 内 容100ccの 三 角 コル ベ ンに 菌 液1cc,各

PH緩 衝液8cc, l-ト リ プ トファン溶液1ccを 加

え,綿 栓を施 して37℃ の孵卵器 にて24時 間放置 し

た る後,そ の混合液の1ccを 採 取 し,イ ン ドールの

定量を行つた.

実 験 成 績

図1に 示 した如 くで,各 反応PHに よ る生成 イン

ドール量 は百分率で示 した.イ ン ドール生成はpH

 8.0～8.5て 最 も著明であ り, pH 5.5以 下 ではイ ン

ドール生成 は全 く見 られなかつた.

図1　 反応pHと 生 成 イン ドール量 との関係

横 軸:反 応pH

縦 軸:生 成 イン ドール量の百分率

第3章　 卜IJプ トファ ンとイ ンド

ール との定量的関係

トリプ トフ ァンか らイ ン ドール の生成 されるのは

分つ たが,イ ン ドール生成 に伴 う トリプ トフ ァンの

消費 は どうなつてい るであろうか.イ ン ドール と同

時に トリプ トファ ンを定量す ることによ り両者間の

関係を見 てみた.

実 験材料及び実験方法

1) 内 容100ccの 三 角 コル ベンに 菌液2cc (30

mg/cc), PH 8.0の 燐 酸緩衝液17cc,ト リプ トフ

ァン溶液1cc (0.1mg)を 加 え37℃ に放置,時 間

置きに,そ の混合 液 の1ccを 取 り出し,イ ン ドー

ルを石油 エー テルで振盪抽出 して,前 と同 じ く定量

し,残 渣 について トリプ トフ ァンの定量を行 つた.

2) トリプ トファンの定量は川俣の方法9)に よつ

た.

実 験 成 績

図2に 示 した如 くで,イ ンドールは90分後には早

くも最高値に達し,理 論値の81%を 示し,以 後8時

間に至るも変 らず, 24時間後には少 しく減少 した.

図2　 インドール生成 と トリプ トファン消

失 との関係

｡… 。Tryptophan消 失 率

.-. Indole生 成 率

トリプ トフ ァンは90分 後には83%消 費 され, 3時

間 後 には94%と 殆 んど完全に分解 され, 8時 間 後に

は100%の 消 失を見 る.図 か らも分 る よ うに,ト リ

プ トファン消失率 とイン ドール生成率 は,ほ ぼ相等

し く,ト リプ トフ ァンが完全に分解 してイン ドール

になつ たことが分る.又,ト リプ トファンより中間

物質を経ず して,直 接にイ ン ドールになつ たことが

思われる.

第4章　 イン ドール生成に及ほす

金 属イオ ンの影響

実験材料及び実験方法

各種2価 金属 イオ ンの影響を 見 る た め にHg++

に はHg (C2H3O2)2をCu++に はCuSO4・5H2Oを,

 Mg++に はMgSO4・7H2Oを, Fe++に はFeSO4・

7H2Oを, Co++に はCOCl2・6H2Oを, Ni++に は

NiSO4・7H2Oを, Mn++に はMnCl2・4H2Oを,

 Zn++に はZnSO4・7H2Oを 濃 度 はすべ て10-2M～

10-6Mを 用 いた.

内容100ccの 三 角 コル ベ ンに菌液1cc, pH 8.0

の燐 酸緩衝液6cc,金 属 イ オ ン溶 液2cc,ト リプ

トフ ァン溶液1cc(0.1mg)を 加 え,綿 栓 を 施 し

37℃, 5時 間 放置後,そ の混合液の1ccを 取 り,イ
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ンドールの定量を行つた.

実 験 成 績

表1に 示す如 くで,名 種二価金属イオンのインド

ール生成に及ぼす影響を,阻 害率て表した.

表1　 インドール生成に及ぼす各種二価金

属 イオンの影 響

表中数字は阻害率を表す,阻 害なきものを
0%と する.各 種金属イオン濃度はモル濃

度(終 末)を 示す.

Hg++は 最 も著 しい阻害作 用 を 示 し, 10-5Mで

100%阻 害 を示 した.

Ni++はHg++に 次 いて強い阻害を示 し, 10-5M

で85%で あつた.

Cu++も 強 い阻害を示 し10-4Mで97%で あつ た.

Co++も 強 い 阻 害を示 し10-3Mで84%で あ り

10-4Mて は67%と,中 等度以上 の阻害を示 した.

 Zn++とFe++と は 中等度の阻害を示 し, 10-3M

て50%台 て あつ た.

Mg++とMn++と は中等度以下の阻害を示 し,

 10-3M～10-4MでMg++は10%台, Mn++は20%

台 で あつた.

第5章　 イン ドール生成 に及ほす

阻害剤の影響

実 験材料及び実験方法

用 いた各種 阻害 剤 はKCN,ヒ ドロオキ シル ア ミ

ン, NaN3,モ ノ ヨー ド酷酸, 8-Hgdrogyquinoline,

亜 砒 酸 ソーダ,砒 酸 ソーダ, NaFで あ る.

前章 と同 じで,金 属 イオン溶液の代 りに各種阻害

剤 溶液2ccを 用 い た.尚,阻 害 剤 の 濃度 は2×

10-2M～2×10-5Mを 用 い た.

実 験 成 績

表2に 示 した如 くで,各 種阻害剤の イン ドール生

成に及ぼす影響を,阻 害率で表 した.

KCNは 最 も著 しい 阻 害 を 示 し, 2×10-3Mで

100%, 2×10-4Mで99%を 示 した.

表2　 インドール生成に及ぼす各種阻害剤の影響

表中数字は阻害率を表す.阻 害なきものを0%と する.各 種阻害剤の濃度はモル濃度(終 末)を 示す.

KCNに 次 いで,ヒ ドロオキ シル ア ミンか強い阻

害を示 し, 2×10-3Mて99%を 示 した.

NaN3は2×10-2Mで は93%と 強 い阻害を示 した

が, 2×10-3M以 下 では弱 い阻害 しか示 さなかつ た.

モ ノヨー ド酷酸及び8-Hydroxyquinolineは2×

10-3Mで 中等度の阻害を示 した.

亜 砒酸 ソーダは2×10-2M～2×10-3Mで 可 な り強

い阻害を示 した.

砒 酸ソーダは2×10-2M以 下 の何れの濃度で も同

程度 の弱い阻害を示 した.

NaFは 殆 んど全 く阻害 は見 られなかつた.

第6章　 イン ド-ル 生成に及ほす

糖類 の影響

第1節　 発育時に及 ぼす各種糖類の影響

培地にグル コー スがあ ると,イ ン ドール生成 が抑

制 され ることは,古 くか らFischer10.)に よ つ て 知

られた.

筆 者は,赤 痢菌の発育時に於けるイン ドール生成

に及ぼす各種 糖類 の影響を見てみた.

実験材料及び実 験方 法

1) ト リプ トファン培 地(ト リプ トファンを0.1

%含 む)と して,次 の組 成の ものを作つた.

Na2HPO4 1.4

KH2PO4 1.0
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NaCl　 2.0

MgSO4　 0.1

ア スパ ラギ ン酸　 2.2

グ ル タ ミン酸 ソーダ　 2.5

メ チ オニン　 0.29

ト リプ トファン　 1.0

ニ コチン酸 ア ミド　 0.001

蒸 溜水　 1000.0

次 に,糖 を加え た トリプ トフ ァン培地 として,上

記の トリプ トファン培地(以 後T培 地 と略す)に,

グ ル コース,ガ ラク トース,マ ンニ ッ ト,キ シロー

ス,ラ ク トース,サ ッカ ロース,ソ ル ビ ット,グ リ

コーゲ ンを夫 々1%に 加えた培地を作つた.

このT培 地及び糖を加えたT培 地 は何れ もpH 7.2

に修 正 し, 100℃, 30分, 3回 滅 菌 して使用 した.

2) 駒 込BⅢ 菌の普通寒天斜面 に18～24時 間 培養

せ る ものの一白金耳 をかきとり,こ れを1ccの 滅 菌

生理 的食塩水に浮游 させ,そ の二白金耳 を,上 記T

培 地及び糖を加 えたT培 地の各 々20ccに 接種 し,

 37℃, 24時 間 培養 した後,各 々の培地か ら1ccを 取

り出 し,イ ン ドールの定量を行つた.

実 験 成 績

表3に 示 した如 くで,発 育時,培 地 にグル コース,

ガ ラク トース,マ ンニ ッ トが存在す ると,イ ン ドー

ル生成 は著 しく抑制 されて,イ ン ドール生成量 は,

糖 の存 在 しない場合に比 べて,グ ル コース,ガ ラク

トースの場合 は約1/10で あ り,マ ンニ ッ トの場合 は

前二者 よ り幾分抑制は弱 くて,約2/10で あ る.

之 に反 して,他 の糖類 の存在 は,何 等 イン ドール

生成 に影響を与えなかつ た.

表3　 発育時,イ ンドール生成に及ぼす各

種糖類の影響

何れの培地 も初発pH 7.2と す

培地pHの 変 化をみると,培 養前のpH 7.2に

比 べ て,培 養 後は,イ ン ドール生成 の抑制が著 しか

つ たグル コース,ガ ラク トース,マ ンニ ットの場合

は, pHは4.7～5.4と な り,ず つ と酸性側 に下っ

ている.こ れは之 等の糖が利用 されて,そ の結果培

地が酸性側に傾 いたもの と思 われ る.

之 に反 して,糖 の存在 しない場合 は, pHは7.8

と一 番よ く上 り,イ ン ドール生成 に影響のなかつた

糖類の場合は, pHは7.5～7.6と 少 し上つている.

この ことか らイン ドール生成 には培地のpHが アル

カ リ側の方 がよい ことが うかがえ る.

第2節　 グル コース培 地について

前節 の実験 か ら,発 育時にグル コ-ス,ガ ラク ト

ース
,マ ンニ ットが存在す ると,イ ン ドール生成を

著 し く抑制 し,尚 培地pHが 酸性側 に下 ることが分

つたが,此 等糖類 と培地pHの 変化及びイ ン ドール

生成 との関係 はどうなつてい るであろうか,此 の場

合,グ ル コー スを選んで,そ のことを調べ てみた

実験材料及び実験方法

1) T培 地(前 節 と同 じ)及 びグル コースを0.2

%に 加 えたT培 地を用い た.何 れ もpH 8.0に 修並

した.

2) 上 記 培地の各 々30ccに 前 節の時 と同 じ菌量

を接種 して, 37℃ で 培養, 24時 間 置 きに各 々の培

地 か ら無菌的 に 夫 々1ccつ つ を採取 し,イ ン ドー

ルの定量を行 うと同時 に,グ ル コースを加えた丁培

地か らの1ccに つ いて はグル コースの検出 も行つ

た.

尚,グ ル コースを加 えたT培 地 は,グ ル コースが

利 用 されて培地pHが 酸性に下 るため,時 々アルカ

リを加 えて,培 地のpHを8.0に 修 正 した.

3) グル コースの検 出には, 3.5-ヂ ニ トロサ リチ

ル酸を用い るSumnerの 法11)に よつ た.

実 験 成 績

図3に 示 した如 くで, T培 地 では24時 間 後,イ ン

ドール は早 くも80%生 成 され,以 後72時 間 では少 し

く減少 して77%で あつ た.之 に反 して,グ ルコース

が加わつたT培 地では24時 間後,イ ン ドール生成は

僅 か6%に す ぎず, 48時 間経つ も尚5%で,同 時に

グル コースの検 出を行 つたが,グ ル コースは存在し

てい た.処 が, 72時 間 ではイ ン ドール は急に60%生

成 され,こ の時,培 地にグル コースは全 く見出ださ

れ なかつた.

T培 地では著明な イン ドール生 成が始めか ら見 ら

れ たのに,グ ル コ-ス が加わつたT培 地では,グ ル
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コースが利用 され てその 結 果,酸 性 側(pH4.7～

5.0)に 低 下 した培地pHを 時々8.0に 修 正 したに も

拘 らず,イ ン ドール生成 は僅か しか認め られず,培

地のグル コースが全 く消費 され尽 して後,始 あて著

明なイ ン ドール生成が始ま るこ とが分つ た.

図3　 発育時,イ ン ドール生成に及ぼす グ

ル コースの影響

｡-。 ト リ プFフ ァ ン培 地

。… 。0.2%グ ル コ ー ス+ト リ プ トフ ァ ン培

地

これを もつて見 るに,グ ル コースによるイン ドー

ル生成の抑制は,全 くはグルコー スが利 用されてそ

の結果培地pHが 酸性側に低下 した為ではないと思

われる.

第3節　 グル コース生育 菌について

今迄は,発 育時に於けるグル コー スの影響 をみ た

が,し か らば グルコース培地に育つた菌は,グ ル コ

ースを 含まない培地の菌に比べて ,イ ン ドール生成

はどのよ うであろ うか.

実験 材料及び実験方法

1) 次 の3通 りの培地を作つた.

A) T培 地(第1節 と同 じ)pH 7.2に 修 正 せ

るもの.

B) T培 地pH 5.0に 修 正せ る もの.

C) 0.2%グ ル コース+T培 地pH 7.2に 修 正

せ る もの.

2) 普 通 寒天平板 上に37℃, 18～24時 間 培養 し

た駒込BⅢ 菌を,上 記培地の各 々100ccに1白 金耳

接種 し, 37℃, 20時 間 培養後,そ の培 養菌を夫 々集

めて, pH 7.2の 燐 酸緩 画液にて2回 洗 滌,菌 体 の

イ ン ドールを完 全に除去 した後,再ひ 同 後衝液に浮

游, 30mg/ccの 静止 菌浮遊液を作つた.

3) 菌液1cc,ト リプ トフ ァン溶液1cc(1.0mg),

 pH 7.2の 燐 酸緩 衝液8ccを 加 え, 37℃ の孵 卵器

に放置, 90分, 3時 間, 5時 間 後に夫 々の混合液か ら

1ccつ つ 採取 し,イ ン ドールの定量を行つ た.

実 験 成 績

図4に 示 した如 くで,図 の曲線A, B, C,は 夫 々

A, B, C培 地 に育つた菌の経過時 間によるイ ン ド

ール生成量を表わ している.

図4　 発 育時の グルコースの存在 が菌 の ト

リブ トフ ァナーゼ活性 に及ぼす影響

曲線Aは グルコー スを含まないト リプ ドフFフ ァ

ン培地(初 発pH 7.2)に 生 育 した菌の活性を,曲

線Bは1司 じ培地(但 し初発pH 5.0)に 生 育 した菌

の活性 を,曲 線Cは グルコースを0.2%含 ん だ トリ

ブ トファン培地に生育 した菌の活性を夫 々示す.

A培 地の菌は, 5時 間 後26μg, B培 地 の菌は,

 A培 地 の菌 より幾分少いが,し か し20μgの イ ン ド

ール生 成をみた.

之 に反 してC培 地 の菌 は5時 間 に至 る も5.5μg

しか生 成 しない.

5時 間後の イン ドール生成 量を比 較する と, B培

地 の菌 は,発 育時 のpHを5.0と 下 げ たに も拘 らず,

 A培 地 の菌 に くらべ て,約80%も あ り,他 方, C培

地 の菌は,約20%し かない.

これをもつてみ るに,グ ル コー ス生育菌 のイ ン ド

ール生成 が,著 し く低下 してい るのは,全 くは,培

地のグル コースが利 用されて その結果,培 地のpH

が 酸 性側に下つた為 ではないとい う事が分 つた.
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グル コー スを 含んだ培地に育つた菌は,グ ル コー

スを含まない培 地に育つ た菌に比べ て,イ ン ドール

生成が著 し く減弱 していると思 われ る.

第7章　 総 括 及 び 考 按

大 腸菌,コ レラ菌,赤 痢菌等 は,ト リプ トフ ァン

よ りイ ン ドールを生成 するが,そ の経路 として,古

くは トリプ トファン→イ ン ドール焦 性葡萄酸→ イン

ドール酷酸→スカ トール→ イン ドール と言 う階段的

形成 が信 じ られていた.

し かし, Frieber (1922) 12)は 生 育 試 験で イン ド

ールカルボ ン酸 ,-ヂ カルボン酸,-ア ルデ ヒ ド,

一 醋酸
,一 焦性葡萄酸,-エ チル ア ミン,ス カ トー

ルか らは,い つれ もイ ン ドールを生成 しないことを

認 あた.

斉 藤(1931) 18)は 生 育試験で大腸菌がdl-イ ン ド

ール乳酸及 びイン ドール焦性葡萄酸か ら
,他 の窒素

源の存在 の下 にイン ドール を生ず ることを明 かにし

た.

間 島(1936) 14)は 静 止 大 腸 菌 が, dl-イ ン ドール

乳酸,右 旋性イ ン ドール乳酸.イ ン ドール焦性葡萄

酸か らはイン ドールを生 じ,左 旋性イン ドール乳酸,

イ ン ドール アク リル酸か らは全 くイ ン ドールを生ぜ

ず と報告 した.

藤 川(1938) 15)はl-Abrin(N-メ チ ル ト リプ ト

フ ァン)か らのイン ドール生 成を認 めた.

大 島16)は トリプ トフ ァン誘導体であるd-Trypto

phan, Acetyltryptophan, Benzoyltryptophan,

 Tryptophanhydantoin, Tryptophanmetylester,

 Tryptophanuraminosaure, Tryptophansaure amid

等 に静止大場菊 を作 用させたが, Tryptophanmety

leater及 びTryptophansaure amidか ら の みイン

ドールを生 じ,他 か らは全 く生 じないのを認めた.

市 原17)は 之 等 斉藤,間 島,藤 川,大 島の得た結

果 か ら栄 養上無 効の ものか らは全 くイン ドールを生

ぜ ず,栄 養上 トリプ トファンの代 りをして有効な物

質 のみか らイン ドールの生ず るを見た.そ して栄 養

上 トリプ トファンの代 りをして有効であ るというこ

とは,そ れ らの物質が細胞内で トリプ トフ ァンに容

易に移行することを示す ものであるか ら,結 司イ ン

ドールは トリプ トファンのみか ら生 じて,他 の もの

か らは生 じない とした.即 ち,イ ン ドールは トリプ

トファンか ら直接に生 じて,中 間 の物質を経 ないと

主張 した.

Woods(1935) 5)は 争七 大腸 菌 が,イ ン ドール 孔

酸,-プ ロピオ ン酸,-ア ク リル酸,-酷 酸.-カ

ル ボン酸,一 アルデ ヒドか らはイ ン ドールを生ぜず
,

唯 イン ドール焦 性葡萄酸のみか らは,他 の窒素源の

存在の もとに10%の イ ン ドールが生 じたのを認めた,

そ して これは トリプ トファンに移 つたものであると

な した.

Happold及 びHoyle (1935) 6)は 大 腸 菌 の 死菌

製品 で始 めて トリプ トフ ァンか らイ ン ドール形成を

証 明 し,そ して こ の 酵 素 系 に “トリプ トファナー

ゼ” なる名を与えた.そ して この死 菌でWoodsと

同 様の結果を得た.

Baker及 びHapPld (1940) 18)は,こ れ ら先人の

成績及び 自己の成績 か ら17種 のイン ドール誘導体中

死菌によ りイ ン ドールの生 ずるのは トリプ トファン

以外にはなかつたので,氏 等 は 側 鎖 は3CでNH2

及 びCOOHが 完 全でな くて はイン ドールは形成さ

れない.つ ま り トリプ トフ ァンのみか ら出来 る故に.

市 原 と同 じ くイン ドールは トリプ トファンか ら直接

に生 ず ると唱えた.

さて,ト リプ トフ ァンか らイ ン ドール は直接に生

ず ることは分 つたが,ト リプ トフ ァンか らのインド

ール生成 のpHに よる影響 はどうであろ うか
.

Happold及 びHoyle (1935) 6)は 大 腸菌の死菌製

品 では至適pHは8.5で あ るといい,大 島(1940) 15)

は静 止大腸菌ではpH 8.0～9.0の 間 に於て,イ ン

ドール生 成は最 も著明であ り, Happold及 びHoyle

の成 績 と一致 した と述べてい る.

後 にGale及 びEpps (1942) 19)は 至 適pHが 少

し高す ぎ る と して,静 止大腸菌ではpH 7.5で あ

るといい,尚Dawes及 びHappold (1948) 19)は 大

腸菌の無細胞酵 素液で至適pHはGale及 びEpps

に 一 致 してpH 7.5で あ るとい う.

筆 者の場 合,静 止赤痢菊ではイン ドー ル生 成 は

pH 8.0～8.5の 間 で最 も著明 であつた.

次 に トリプ トファンとイン ドールとの定 量的関係

で はHerzfeld及 びKlinger (1915) 4)は,生 育試

験で生 成す るイ ン ドール と消失す る トリプ トファン

との間 に化学 量的関係 の存在す ることを明かにした.

Woods (1935) 5)は ト リプ トファンは静止大腸菌

によ り完 全にイン ドールに変化せ られる こと,し か

もイン ドールの生成 速度 は トリプ トファンの消失速

度 と一致す ることを示 した.さ らに又 トリプ トプァ

ンか らイン ドールの生 成 せらるるに当り, 1分 子の

イ ン ドール生 成に対 し, 5原 子 の酸 素を要す るの を

見て、次 の式を立 てた.
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トリプ トファン+50→ イ ン ドール+3CO2+NH3+

H2O

間 島(1936) 13)は 静 止大腸菌で トリプ トファンか

らのイン ドール生成 は24～30時 間 の間に最高 に達 し,

その値 は理論値 の82～88%を 示 し,そ の値 を補 正す

ればほぼ理論値 になるとして,Fリ プ トフ ァンは完

全にイン ドールに変化せ られ ると述べ てい る.

藤 川(1938) 14)は トリプ トフ ァンは静止大腸菌に

よ り50分 後 には最高値 である86%迄 分 解せ られてイ

ン ドール とな るも,そ の後 は20時 間後に於て も分解

量は増加せず と述べ てい る.

筆 者は静止赤痢菌による トリプ トフ ァンか らのイ

ン ドール生成に於て,イ ン ドール と トリプ トフ ァン

を同時に定量する ことに より次 の事を知つた.即 ち

イン ドール生成 は90分 後 には最高値に達 し理論値の

81%を 示 し,以 後8時 間に至 るも変 らなかつ た.一

方 トリプ トファンは90分 後83%消 費 され, 8時 間 後

には100%と 全 く消失 していた.

これか ら分 るように,静 止赤痢菌に於て も大腸菌

と同 じ く,ト リプ トファンは完全 にイ ン ドールに変

化せ られ ること.イ ン ドール生成率 と トリプ トフ ァ

ン消失率は,ほ ぼ一致することを見出 した.尚,ト

リプ トフ ァンか ら中間物質を経ず して,直 接イ ン ド

ールになることが思 われ る.

次 に トリプ トファンか らのイ ン ドール生成 に及ぼ

す金属 イオ ンの影 響 で あ るが,静 止 赤 痢 菌 で は

Hg++は 最 も強い阻害を示 し,次 いでNi++, Cu++,

 Co++も 強 い阻害を, Zn++, Fe++は 中等度 の阻害

を, Mg++, Mn++は 中等度 以下の弱い阻害 を夫 々

示 した.

Dawes及 びHappold (1949) 20)は 静 止大腸菌で

はHg++は10-4Mで100%, 10-5Mで95%, Cu++

は10-2Mで92%阻 害 し, Fe++は10-2Mで23%し

か 阻害 しないと述べてい る.

筆 者の場合,静 止赤痢 菌で あ るが, Dawesと 同

様 にHg++, Cu++は 強 い阻害を示 した が, Fe++

はや や異な り10-2Mで65%と か な りの阻害を示 し

た.

次 に トリプ トフ ァンか らのイ ン ドール生成 に及ぼ

す阻害剤の影響 であるが,静 止赤痢菌で はKCNは

最 も強い阻害を示 し,之 に次 いで ヒ ドロオキ シル ア

ミン,亜 砒酸 ソーダが強い阻害 を, 8-Hydroayqui

noline,モ ノ ヨー ド醋 酸 が中等度以上の阻害を,

 NaN3,砒 酸 ソーダは弱い阻害を夫 々示 した.

NaFは 殆 ん ど全 く阻害 は見 られなかつた.

Evane及 びHappold (1942) 21)は 静 止大腸菌で

は,モ ノ ヨー ド醋 酸 は3×10-2Mで, NaFは2×

10-2Mで 何 れ も阻害 しない と云 う.

筆 者の場合,静 止赤痢菌 で あ るが, Evansと 同

様 にNaFは 阻 害 は見 られなかつ たが,モ ノヨー ド

醋酸 は2×10-2Mで77%の 阻 害 を示 し,い ささか

異な る結果 を得 た.

Dawes及 びHappld (1949) 20)は 静 止 大 腸菌で

KCNは2×10-3Mで100%, 4×10-4Mで80%と 最

も強い阻害 を 示 し,こ れ はKCNが トリプ トフ ァ

ナーゼの補酵素である ピリ ドキサール燐酸(後 述)

と シアン ヒ ドリンを形成す るためだ ろうと云 う.

又, NaN3が10-2Mで50%, 10-3Mで7%阻 害 が

み られ ることか ら,ト リプ トフ ァナーゼ酵 素系に鉄

又 は他の金属の関与 を思 わせ ると言つ てい る.

筆 者の場 合,静 止赤痢菌で あ るが, KCNは 最 も

強い阻害 を 示 し,そ の 作 用 機 点 は, Dawes及 び

Happoldの 言 うが如 き為 と思 わ れ る.

金 属結合試薬 で あ る8-Hydrogyquinoline及 び

NaN3に よ る阻害が見 られ る こ と は, Dawes及 び

Happoldの 言 う如 く,ト リプ トフ ァナーゼ系に金

属の関与を思わ しめ る.

又, SH阻 害 剤 であるモ ノ ヨー ド醋 酸, Hg++,

 Cu++に よ る阻害が み られる ことは,酵 素系にSH

基 の存在を思わ しめる.

次 に トリプ トファンか らの イン ドール生成に及 ぼ

す糖類 の影響については,先 づ発育時 に及ぼす各種

糖類 の影響を見てみるに,培 地にグル コース,ガ ラ

ク トース,マ ンニ ットが存在すると,糖 の存在 しな

い場合に比 べて著 しくイン ドール生成が抑制 された.

之 に反 して他 の糖類,キ シロース,ラ ク トー ス,サ

ッカロース,ソ ル ビ ッ ト,グ リコーゲンの存 在は何

らイン ドール生成に影響を与えなかつた.

又,培 地pHの 変 化をみ るに,培 養前,い つれの

培 地 もpH 7.2に してあつた ものが グル コー ス,ガ

ラク トース,マ ンニ ットが加 わつ た培地では培養後

はpH 4.7～5.2と な り,ず つと酸性側に下つてい

る.こ れは之等の糖が利用 されてその結果,培 地の

pHが 酸 性側に下つた もの と思われ る.

之 に反 して,糖 の存在 しない培地 はpH 7.8と な

り,グ ル コース,ガ ラク トー ス,マ ンニ ット以外 の

糖類の加わつた培地で はpH 7.5～7.6と な り,い

づれ も培養後の培地pHは む しろ上つている .

即 ち,グ ル コース,ガ ラク トース,マ ンニ ット以

外の糖類 は利 用 されない もの と思われる.又,イ ン
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ドール生成 には培地 のpHが よ り ア ルカ リ性側の

方 がよいことが分 る.

これをもつてみ るに,利 用 され得 る糖が存在す る

とイ ン ドール生成 は著 しく抑制 され,尚 且つ,培 地

pHが 酸性側に低下する ことが判明 した.

で は,な ぜ発育時に糖 が利用 され るとイ ン ドール

生 成を著 しく抑制す るのであろうか.

この点に関 して, Happold及 びHoyle (1936) 22)

は,大 腸菌の培養で,グ ル コースが存在す るとイン

ドール生成 は僅 かしか認 め られず,グ ル コースがす

つか り利 用され尽 した後に,始 めて著 明な イン ドー

ル生成 が始 まることを見 出 した.こ の間,グ ル コー

スが利 用 される結果,酸 性 に低 下 し た培地を時々

pH 8.0に 修 正 したに も拘 らず,イ ン ドールの著 明

な生成 はみ られなかつたので,グ ル コースの イン ド

ール抑制作用 は,全 くはグル コースが利用 され た結

果,培 地pHが 酸 性 に低下 した為ではないとした.

筆者 は赤 痢菌の発 育時,培 地にグル コー スが存 在

する とイ ン ドール生成 は僅か しか認 め られず,グ ル

コースがすつか り利 用され尽 した後,始 めて著明な

イ ン ドール生成を認 めた.こ の間,グ ル コースが利

用 された結果酸性に低下 し た培 地 をpH 8.0に 時

々修正 したにも拘 らず,グ ル コースの存在す る間は

著 明なイン ドール生成 を認あ る事 は出来なかつた.

赤 痢 菌に於て も, Happold及 びHoyleと 同 じく,

グル コースによ るイン ドール生成 の抑制作用は,全

くは,グ ル コースが利用 されて その結果培地pHが

酸性に低下 した為で はない ことが分つ た.

で はグル コース培地に生 育 した菌は,グ ル コース

を含まない培地 に生育 した菌に比べて イン ドール生

成 即ち トリプ トフ ァナーゼの酵素活性 はどうであろ

うか.

筆 者は赤 痢菌で,培 養 前,培 地pHを5.0に した

グル コースを含 まない培地に生育 した菌は,培 養前,

培 地pHを7.2に し た 同 じ培地に生育 した菌に比

べて,ト リプ トフ ァナーゼ活 性は約20%し か 減少 し

ていないのに,グ ル コー スを含んだ培地に生 育 した

菌は約80%も 減 少 してい る.

この ことか らも,グ ル コースによるイン ドール生

成 の制抑 は,全 くはグル コー スが利用 されてその結

果培地pHが 酸性側 に低下 した為ではない ことが分

る.

又,グ ル コース培地に生 育 した菌の トリプ トファ

ナーゼ活性が著 しく減少 している ことが分つた.

Huppold及 びHoyle (1936) 22)は,普 通 寒 天 か

らの クロロフオル ム死滅菌は5.0mgの トリプ トフ

ァンか ら0.6mgの イ ン ドールを生成 したのに,グ

ル コース寒天 か らの夫れは,全 くイン ドールを生成

しなかつたので,グ ル コースの存在 では恐 らく トリ

プ トファナーゼの形成 が不可能であろ うとな した.

Dawes及 びHappold (1949) 19)は 大 腸菌の無細

胞酵素液 の実験で,グ ル コース生育菌から得 られた

透析液 は,ト リプ トフ ァナーゼ酵素液のApoenzyme

を活 性化す るのに,グ ル コース生育菌の蛋白部 は活

性化 しないのを見 て,グ レコース生育菌はcoenzyme

は 充分持つてい るの に, Apoenzymeの 形成 が出来

ない とな した. Boyd及 びLichstein (1955) 23)は,

グ ル コース生育菌に,ビ タ ミンを含まないカゼイン

の酸加水分解物又 はア ミノ酸の混合物 を加え ること

によ り,グ ル コース生育 菌の トリプ トフ ァナーゼ活

性 は充分恢復 したのに,ビ タ ミン,ミ ネ ラルなどの

cofactorを 加 えても,活 性が恢復 しないのを見て,

グ ル コー ス 生 育 菌 は,ト リプ トフ ァナ ー ゼの

Apoenzymeの 形 成が 出来ない となした.

そ して,グ ル コースが利用 される結果 トリプ トフ

ァナーゼの酵 素合成 に必要な窒 素源が不足 している

ので,酵 素合成能力 は持つているが,ト リプ トファ

ナーゼ酵素の形成 が阻止 され るのだと言 つている.

そ して この際,ア ミノ酸の内で も,グ ル タミン酸

とゼ リンが酵素合成 に必要であ るのを見ている.

Apotryptophanase形 成 に及ぼすグルコースの影

響 について,培 地 にグル コー スが存在す ると菌の増

殖 が良 いので菌体 の蛋白合成 に必要なア ミノ酸の要

求 が増す為に,ト リプ トフ ァンの分解 よりも トリプ

トフ ァンの合成 を必要 とす るか らだろ うと想像して

い る.

さて,次 に トリプ トフ ァンが分解 されて,イ ンド

ール と共 に他方 に何が生ず るかが問題になるであろ

う.誰 し もアラニンかゼ リンを考え るのが当然であ

る.

Baker及 びHappold (1940) 18)はWoodsが 酸

素5原 子 を要す ることを見た事実 から,こ れを配分

し次の経過 に従 い,還 元的切断によつて1原 子酸素

を用いてイ ン ドール と共 にアラニ ンが生ず ると仮定

した.

しか し後述す る如 く,精 製 された トリプ トファナ

ーゼ酵素ではイ ン ドール生成 は酸素の消費がな くて

行われ るのであ るから,氏 等の仮説は訂正 されねば

な らない.

krebe, Hafez及 びEggleston (1942) 24)は0.
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Aminophenylaldehydは 有力な イン ドール形成の中

間物 であるとなした.ト リプ トフ ァンは酸化 されて

本物質 とな り,次 いでひと りでに環状になつて イン

ドール に移 る とい う の で あ る.し かしBaker等

(1946) 25)は0-Aminophenylaldehydは18時 間 に22

%イ ン ドー ル と な るが,ト リプ トフTン は2時 間

以内に90%イ ン ドールとな り,且 つDimedonを 加

え ると前者か らの イン ドール形成 は完全 に抑制 され

るが,ト リプ トフ ァンか らのは抑制 されない とて

Krebe等 の 説に反対 した.

Tatum及 びBonner (1944) 26)はNeurospora

の 変株 に於て,イ ン ドール とゼ リンか ら トリプ トフ

ァンが合成 され るのを見,大 腸菌によつては逆 に ト

リプ トファンか ら加水分解的に イン ドール とゼ リン

を生ず ると唱え次 の式を立てた.

Dawee, Dawson及 びHappoid (1947) 27)は 紙

片吸 着 法 を用 い て, Mepacrineの 存 在の下 にイ ン

ドール形成 と同時 にアラニ ンを証明 したが,ゼ リン

は証明 し得 なかつた.

Mepacrineの 影響 で,静 止大腸 菌は初めの60分 間

に酸素を消費 しないのに,イ ン ドール は少いが形成

され る.こ の時 アラニ ンが認め られたのであ る.こ

れによりHappold等 は 還元分解でイ ン ドールが生

ずるとい う自説を固持 してい る.

Woods, Gunealua及 びUmbreit (1947) 28)は 大

腸菌のアセ トン死菌か ら精製 した トリプ トフ ァナー

ゼを用 いて,ト リプ トフ ァンか ら酸素を消費す るこ

とな くイン ドール,焦 性葡萄酸及びア ンモニアが各

々1モ ルつつ形成 されるのを見た.

そしてその過程の補酵素がピリドキサール燐酸で

あることを明かにした.

全体の反応は次の式で示される.

この精製酵素は アラニ ン又 はゼ リンを脱ア ミノし

て焦性葡萄酸 とアンモニアに分解 しないので,氏 等

は アラニ ンもゼ リンもイ ン ドール形成の中間代 謝物

で はないとな した.

ア ラニ ンもゼ リンも出来 ずに トリプ トフ ァンか ら

イン ドール,焦 性葡萄酸及 びアンモニアが生 じた と

す ると,ト リプ トフ ァンは先づ イン ドー ル-α-ア ミ

ノアク リル酸 とな り,次 いで イン ドール とα-ア ミノ

ア クリル酸に分解 し,後 者 はひとりでに焦性葡萄酸

とア ンモニアとなつたことが思 われ る.

そ うす る と,前 記Dawes等 がMepacrineの 存

在下にア ラニ ンを証明 し た こ とは,α-ア ミノア ク

リル酸 が還元 され るか,又 は焦性葡萄酸が先 づア ン

モニ アを得 てイ ミノ酸 とな り,次 いで還元 されて ア

ラニ ンが出来 たと考え られる.

先 にWoodsが 静 止大腸菌で,ト リプ トフ ァンか

らのイン ドール形成 に5原 子の酸素を要 するのを見

たが,こ れはイ ン ドール形成以後の焦性 葡萄酸の酸

化 に関与す るものと思 われ る.

以上,赤 痢菌の静止 菌を用 いて得 られた結果 につ

いて,従 来 から一番広 く研究 されてい る大腸 菌の成

績 か ら比較検討 して総括及 び考按を加えたが,尚,

詳 しい ことは更 に赤痢菌の無細胞酵素液に よる実験

に待 たねばな らない.
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結 論

筆者は教室保存の赤痢菌駒込BⅢ 菌を用い,次 の

如 き結果を得た.

1) 本 菌に よる トリプ トファンか らのイン ドール

生成 はpH8.0～8.5の 間 で最 も著明であ る.

2) 本 菌に より トリプ トファンは完全 にイン ドー

ルに変化せ られ る.且 つ,ト リプ トフアン消失率 と

イン ドール生成率 は略一致す る.

3) 二 価 金属イオン で は, Hg++, Ni++, Cu++,

 Co++が 本 菌のイ ン ドール 生成を強 く阻害す る.殊

にHg++の 作 用は著明である.

4) 阻害 剤 では, KCNが 本 菌のイン ドール生成

を最 も強 く阻害す る.

5) 菌 発 育時,培 地 にグル コース,ガ ラク トース,

マ ンニ ットが存在すると,イ ン ドール生成を著 しく

抑制す る.

之 に反 して,キ シロース,ラ ク トー ス,サ ッカロ

ース,ソ ル ビ ット.グ リコーゲ ンの存在は何 らイン

ドール生成に影響 を与えない.

6) 菌 発 育時,培 地 にグル コースが あると,イ ン

ドール生成 は僅 かしか認め られず,グ ル コースがす

つか り消費 され尽 くして後,始 めて著明なイン ドー

ル生成が始ま る.

グル コー スによ る抑制作用は,全 くはグル コース

が本菌によ り利用 され る結果,培 地が酸性側に下つ

た為ではない.

7) グ ル コースを含んだ培地 に生育 した菌は トリ

プ トファナーゼ活性が著 しく減少 している.

終 りに臨み終始御懇篤なる御指導 と御校閲を賜つ

た恩師村 上教授に深甚の謝意 を表 し,併 せ て御協力

下 さつた中桐,瀬 尾両嬢に感 謝す る次第であります.
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Studies on the Tryptophan Metabolism of Bacteria

I. Tryptophan Metabolism of B. dysenteriae

By

Minoru Inada

Department of Microbiology, Okayama University Medical School
(Director: Professor Dr. Sakae Murakami)

It is well Known that B. coli. B. dysenteriae and B. cholera etc., so called indole 

positive Bacillen produce indole from tryptophan.
There are many reports of B. coli but only a few reports of B. dysenteriae. Then the 

author performed experiments with sh. flexneri 2a belonging to B. dysenteriae in order to 

study the Mechanism of indole production from tryptophan on B. dysenteriae.

The results were as follows:

1) Indole production from tryptophan by this organism is the most remarkable between 

PH 8.0 and 8.5.

2) Tryptophdn is completely converted into indole by this organism and the rate of 

indole production is almost equal to the rate at which the tryptophan disappears.

3) Of the various divalent metal ions tested, Hg++, Ni,++ Co++ and Cu++ inhibit 

strongly indole production by this organism and the most remarkable is the inhibitive ac

tion of Hg.++

4) Of the various inhibitors tested, KCN inhibits indole production most markedly.

5) When glucose, galactose or mannit are present in the growth medium, indole production 

is inhibited markedly. In contrast, xylose, lactose, saccharose, sorbit, and glycogen were 

without influence upon indole production.

6) When the glucose is present in the growth medium, small amount of indole was 

produced and no appreaciable indole production commenced until all the glucose was completely 
utilized. The inhibitory effect of glucose is not entirely due to the development of the 

acid side in culture resulting from the utilization of the glucose by this organism.

7) Tryptophanase activity is markedly reduced when bacterial cells are harvested from 

a meidum containing glucose.


