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I　 緒 言

赤痢菌の発育条件,特 に発 育 素(vitamine

類),及 びamino酸 の 要求に就 いては古 くよ

り多 くの研究がな されて来 た.そ れ らに よる

と,赤 痢菌は一般的に言つ て大腸菌な ど最 も

簡単な組成の培地に発育 しうる菌 と,ブ ドー

球菌な ど比較的複雑な培 地条件を要求する菌

との中間に位する といえ る1)-6).即 ちC源 と

してglucose, N源 と してglutamate又 は

aspartate, S源 と してcybteine又 はmeth

ionineを 含 む培地に発育 し,且 つnicotinamide

を必 要 とす るものが多い ことが知 られ ている.

これ迄の文献によれば同一菌株を用 いた実

験で もその成績に多少 の相異点が見受けられ

るが,こ れは恐 らくその菌株 の継 代の条件的

差異に起因す ることが少 くない と想像 され る.

筆者はSh. flexneriに 属 す る菌の数株 を

供試菌 とし,先 づそれらの発 育に及ぼす発 育

素の効果, N源 の 影響, S源 と してのcyste

ine, methionineの 影 響,及 び これ ら と各 静

止菌のamino酸 代謝能の関係を 検 討 し,次

いで各静止菌に よるcysteine, methionineの

分解様式に関す る実験結果 を記 し御批判を仰

ぐこととした.

II　 実 験材 料及び実験方 法

供 試 細 菌: Sh. flexneri 1a(中 村 菌),

 1b(昭 和 菌), 2a(駒 込B III菌), 2b, 3a(川

瀬菌), 4a(西 貢 菌), 5(駒 込A菌)の 各教

宝保存株.

菌 発育度の測定:各 培地に於ける菌の発

育度 を判定す るに 当つては,同 一組成培 地に

2代 継代 した ものの2白 金耳を5 .0mlの 培
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地に接種 し, 24時 間 後にその濁度 を光電比濁

計に よ り測定 し〓, +, ±, -の 符 号を以 て

表現す ることとした.一 を以て表わ した もの

は3代 継 代の不能 の もので ある.

静 止菌浮游 液の調製:普 通寒天18時 間培

養の菌 体 を集 菌後M/50燐 酸 緩 衝液(0.85

% NaCl加)に て2回 洗滌後,同 一組成の緩

衝液 に浮游 し37℃ に1時 間放置してか ら遠

沈 し,菌 体 を同 じ緩衝液に浮游 させた ものを

静止菌浮游液 として用いた.菌 量決定は光電

比濁 計にて測定 し,標 準曲線 に対比 して決定

した.

O2消 費 量の測定: Warburg検 圧 計を用

い常法7)に 従つた.

amino酸 の分析: amino酸 の定性はpaper

 chromatography8)に よ つ た.こ れ によ る定

量は精 度 が低いため, spotの 大 き さ よ りそ

の 概 略 を 判 定 す るに 止 めた.展 開剤はn

butanol, acetic acid, water(4：1：2),或 い は水

飽 和phenolを 適 宜用い,発 色はninhydrine

反応 に依つた.

III　実 験 成 績

1　 各 菌の発育に及ぼぼすN源, S源,発

育素の影響.

各 供試菌の 発 育 に及ぼすamino酸 そ の他

の影響を検討するため,

glucose 2.0g

Na2HPO4•E12H2O 2.5••

K H2PO4 0.35••

NaCl 2.0••

MgCl2•E6H2O 0.01••

FeCl2•E 4H2O 0.01••

water 1.0l

の組成の基礎培地(pH 7.0)にN源 としてNH4Cl
,

 glutamate,又 はaspartate(各M/50), S源

と し てNa2SO4, cysteine,又 はmethionine

(各M/500)を 種 々 の組 合 せ で加 え,更 に

nicotinamide(10-6M)添 加,及 び無添加の場

合につ き.各菌の発育状 況を測定 した.結 果は

第1～ 第3表 の通 りであつ た.即 ち,各 菌共N

源 としてNH4+, S源 と してSO4--の 培 地

にはnicotinamideの 存 在 に於 ても発育不能

であつた.各 菌 につ きN源 としてのglutamate,

及びas partate, S源 と し て のcysteine,及

びmethionineの 適 否, nicotinamideの 要 否

を要約す ると第4表 の通 りであ り, nicotina

mideの 要 否が培地のamino酸 組成 と関聯の

あ る場合 が1a, 3a菌 に 於て見受けられた.

次 に多 くの赤痢菌に とつて重要な る発育素

であ るnicotinamide,及 びaimino酸 代 謝に

重要な関聯 をもつVB6の 供 試菌に対す る効

果を発 育曲線 よ り検討 した.即 ち

Na2HPO4•E12H2O 2.5g

KH2PO4 0.35••

NaCl 2.0••

MgCl2•E6H2O 0.01••

FeCl2•E4H2O 0.01••

glucose 2.0••

Na-glutamate 1.0••

cysteine 0.2••

methionine 0.2••

第1表　 培 地 成 分 と 発 育 度(1)
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第2表　 培 地 成 分 と 発 育 度(2)

第3表　 培 地 成 分 と 発 育 度(3)

第4表

water 1.0l

の組成の培地(pH 7.0)に菌 を接種 し,時間を追つ

て発育度を測定 してnicotinamide(10-6M). VB6

(10mg/l)添 加 の影響を 見 た結果第1図,第

2図 に示す通 り, 4aな どの如 くnicotinamide

を必 要 とせ ざる菌 では, nicotinamideは 発 育

曲線に さした る影響を与えず, VB6添 加 によ

つては発 育の最高に達す る時間が著 しく短縮

されたが,最 高 の発育度に於け る菌量には 殆

ん ど差 異 が 見 られ な か つ た.こ れ に対 し

nicotinamideを 必 要 とす る1b, 2a, 2bな ど

の菌ではnicotinamideが 発 育 を 支持す るこ

とは 当然であ り,又VB6は 発 育を支持 しない

が, VB6, nicotinamide両 者 の添 加に於ては

nicotinamideの み の場合 に比 し発育 の最高 に

達す る時間の短縮が認 められた.
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第1図　 菌の発育 に対 す る発育素 の

影響(1)(Sh. flexneri 4a)

1: vitamine無 添 加, 2: nicotinamide,

3: VB6 4: nicotinamide+VB6

第2図　 菌の 発育に対す る発育素の

影響(2)(Sh. flexneri 1a)

1: vitamine無 添 加, 2: nicotinamide,

3: VB6. 4: nicotinamide+VB6

medium:

Na2HPO4•E12H2O 0.25g

KH2PO4 0.035g

NaCl 0.2g

glucose 0.2g

Na-aspartate 0.1g

Na-glutamate 0.1g

cysteine 0.02g

FeCl2•E4H2O 0.001g

MgCl2•E6H2O 0.01g

water 100ml

pH 7.0

medium:

Na2HPO4•E12H2O 0.25g

KH2PO4 0.035g

NaCl 0.2g

glucose 0.2g

Na-aspartate 0.1g

pH 7.2,

Na-glutamate 0.1g

cysteine 0.02g

FeCl2•E4H2O 0.001g

MgCl2•E6H2O 0.01g

water 100ml,

pH 7.0

2　 静 止菌に よるamino酸 の生成

上述の実験か ら,菌 種 によ り発育に於ける

N源, S源 と してのamino酸 の 適 否,及 び

nicotinamideの 要 否に差 異のある ことを知つ

た.そ こで各静止菌に よるglutamate, aspar

fateの 分 解,並 びに他 のamino酸 の生 成 能

につい て検討す ることに した .

先 づ各菌 に つ き,こ れらamino酸 を 基質

としたO2消 費,及 び これ らのamino酸 自

身の消失を, amino酸 単 独 添 加 の 場合及び

glucose, cysteine,或 はmethionineと 同 時

に添加 した場合について測定 した.結 果は第

5表 に示 した通 りで あ り,一 般にglutamate,

 aspartateを 単 独で添加 した場合 に比 しglucose

を 同時 に加 えた場合には呼吸量が増大 され,

 cysteine又 はmethionineの 添 加 に より更に

増大 される傾向 にあつた.而 してglutamate,

 aspartateの うち各 菌 の発 育に於いてN源 と

して よ り適 当な ものの方がその静止菌によ り,

よ り よ く分 解 され る結 果 が 得 られた.又

cysteine, methionineの 呼 吸 促 進 作 用 も発 育

に 於 て よ り適 当 なS源 と な り う る も の の 方 が

大 で あ つ た.

次 に 各 静 止 菌 浮 游 液 にglutamate,又 は

aspartateを 単 独 で,及 びglucose, cysteine,

 methionineな ど と 共 に 添 加 し37℃, 2時 間

振 盪 し た 後 のmedium中 の 新 生amino酸 を

paper chromatographyに よ り検 索 した 結 果 を

1a, 2a, 2b, 3a,に つ き 第6表 ～ 第9表 に 示

し,他 は 省 略 し た が,各 菌 共 一 般 にamino酸
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第5表　 静 止 菌 に よ るaspartate, glutamateの 分 解

菌 液 2.0ml(湿 菌 量15mg)

glucose 0.25ml(終 濃 度10-2μ)

amino酸 各0.25ml(終 濃 度10-2μ)全 量3.0ml, pH 7.0, 37℃, 2hr.

第6表　 静 止 菌 に よ るamino酸 の 生 成(1)(Sh. flexneri 1a)

菌 液… … … …2.0ml(湿 菌 量15mg)

glucose… … …0.25ml(終 濃 度10-2μ)

amino酸 … 各0.25ml(終 濃 度10-2μ),全 量3.0ml, pH 7.0, 37℃, 2hr.

単独で添加 した 場 合 には新生amino酸 量は

僅少であるが, ghlcoseの 添 加 に よ り生成 も

大 とな り,種 類 も増 太す る .こ の 傾 向は

cysteine或 はmethionineの 添 加に より更に

促進された.新 生amino酸 の 生 成 はその菌

の発育にとつて最 も適 当なN源, S源 とな り

うるamino酸 の場合に 最 も顕 著であ るよう

であつた.而 して菌によ り新生amino酸 の種類

は異るが,一 般にglutamate, aspartate, alanine

の生 成 され る例が多 く,こ の他,添 加基質に

よ り β-alanine, valine, leucineな どの生成

す る場合 も認 められ, 2b菌 に於てglutamate

よ りvalineを 大 量に生成す る点は特 徴的で

あつ た.尚 生成amino酸 の うち,菌 体内に

保 存 され る もの と,菌 体 外 に 出 る もの 即ち

反応液中にあ るもの とで種 類に相異が あるか

否かを見 るため,菌 体 を洗滌後磨砕 して比較

したがamino酸 の種類に相 異 は 認 められな
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第7表　 静 止 菌 に よ るamino酸 の 生 成(2)(Sh. flexneri 2a)

第8表　 静 止 菌 に よ るamino酸 の 生 成(3)(Sh. flexneri 2b)

第9表　 静 止 菌 に よ るamino酸 の 生 成(4)(Sh. flexneri 3a)

かつ た.

尚,以 上の如 き静止 菌によるamino酸 生 成に

対す るnicotinamide, VB6の 影 響を も同時 に検

討 した ところ, VB6はamino酸 生 成を常 に

促進す るが,生 成amino酸 の 種 類 には変化

を与 えず,又nicotinamideはamino酸 生

成には無影響であつた.

IV総 括 及び考案

Sh. flexneriに 属す る供試菌は一般に発育
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にN源 と し てglutamate,又 はaspartate, S

源 と し てcysteine又 はmethionineを 必 要 と

し, nicotinamideは 多 く の 場 合 必 要 で あ る が,

然 し4a菌 で はNH4+をN源 と し て 発 育 が 可

能 で あ り,且nicotinamideは ど の 培 地 で も

決 定 的 な 影 響 を 与 え ず,又1b, 3a菌 で は

nicotinamideの 要 否 は そ の 培 地 中 のamino酸

組 成 に 依 存 し, N源 がglutamateの 場 合,

 S源 がcysteineで は そ の 必 要 性 が 認 め られ

るが, methionineで は 不 要 で あ る.こ の こ

と はcysteineよ り, methionine又 は 他 のS

化 合 物 の 合 成 に 何 ら か の 形 でnicotinamideが

不可欠で あ るか,或 はnicotinamide自 身の

合成にmethionineが 関 与す るのか,何 れか

によるのではないか と推定 され興味あ る点で

あるが,そ の詳細は明らかに し得なかつた.

次に各静止 菌に よるamino酸 の 生 成能を

見るに,菌 浮 游液 にaspartate, glutamate,

 alanineな どのamino酸 を単独で添 加 した場

合には,他 種amino酸 生 成は 殆ん ど認 められ

ず,又 添加amino酸 の消失 も僅 かであるが,

 glucoseと の共存に於 てはamino酸 自 身の分

解 も促進 され,且 つ反 応 液 中に 他種amino酸

の 生成が 見 られ る.こ の 生 成amino酸 は

aspartate, glutamate, alanineの 場 合 が多 い

が,菌 株に よりその割 合は種 々異つ ている.

尚2b菌 に 於 て, glutamate, glucoseの 共 存

下にvalineが 大 量に生 成 され る ことは特異

的であ り,こ の菌のamino酸 代 謝 が他菌に

比 し相異点を もつ ことが うかがわれ る.

上 述の如 きaspartate, glutamate, alanine

な どとglucoseの 共 存 に於けるamino酸 生

成 は一 般 にcysteine又 はmethionineの 添

加により更に 促 進 され,且 つ生成amino酸 の

種類 も増加 す る.而 して この含硫amino酸

の効果は,各 菌の発育に及ぼす これ らamino

酸 のS源 としての適 否 と大体平行 して居 り,

 cysteineがS源 と して適 す る1短 に 於 て は,

 amino酸 生 成に も効果 的であ り, methionine

が適 す る菌 に於ては, amino酸 生 成にme

thionineの 方 が よ り貢献す ると見做 しうる.

このことはcysteine又 はmethionineの 添 加

が 菌の環境を発 育し うる条件に接近せ しめ る

ため, amino酸 代謝 の活溌化 が起 ることに依

ると考 え ら れる.然 しnicotinamideは,発

育にそれを必要 とす る菌に於て も,本 実験 の

範囲内ではamino酸 生 成に 影 響 を及ぼ さな

かつた.

V　 結 論

Sh. flexneri 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a, 5

の 各 教 室 保 存 株 を 供 試 菌 と し て,発 育 に 及 ぼ

すN源 と し て のaspartate, glutamate, S源

と し て のcysteine, methionineの 影 響 を 検

討 し,更 に そ れ ら 静 止 菊 に よ るamino酸 の

生 成 能 を 比 較 し て 次 の 結 果 を 得 た.

1　 こ れ ら の 菌 は 一 般 にN源 と し てaspar

tate,又 はglutamate, S源 と し てcysteine

又 はmethionineを 必 要 と し,且 つnicotinamide

を 要 求 す る も の が 多 い.然 し4a菌 の み は

NH4+をN源 と な し 得,且 つnicotinamideは

発 育 に 於 け る 不 可 欠 因 子 で は な く,又1a,

 3a菌 で はglutamate-cysteine培 地 の 場 合 は

nicotinamideを 必 要 とす る が, glutamate-me

thionine培 地 で は 不 要 で あ る.

2　 aspartate, glutamate, alanineな ど を

単 独 で 静 止 菌 に 与 え て も他 種amino酸 の 生

成 は 僅 か で あ る が, glucoseと 共 に 添 加 す る

とamino酸 生 成 量 は 著 明 に増 大 す る.こ の

際 の 生 成amino酸 はaspartate, glutamate,

 alanineの 場 合 が 多 く, 2b菌 に 於 て は 特 異

的 にvalineの 生 成 が 顕 著 で あ る.こ の

amino酸 生 成 能 はcysteine又 はmethionine

を 追 加 す る こ と に よ り更 に 促 進 さ れ,且 つ 各

菌 に 於 てS源 と し て 発 育 に 適 当 な もの の 方 が

促 進 効 果 は よ り大 で あ 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 な る謝 意 を表 し ます.
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Amino Acid Metabolism of Sh. flexneri

I. Relation between Growth and Amino-acid Metabolism

By

Seishi Ushida

Department of Bacteriology, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Dr. S. Murakami)

This experiment was conducted to examine the effect of aspartate and glutamate as N 

source and cysteine and methionine as S source for the growth of some strains belonging to 

Sh. flexneri, and the ability of amino acids syntheses by the resting cells of each strain. 

Thus the following results were obtained.

1. These organisms generally need aspartate or glutamate as N source and cysteine or 

methionine as S source, and many of them require nicotinamide. It is interesting that in 

each strain belonging to Sh. flexneri 1a, 3a, when growth medium is glutamate-cysteine 

system the organisms require nicotinamide, but when glutamate-methionine system, they do 

not require it.

2. If each of amino acids, such as aspartate, glutamate, alanine, is added to resting 
cells suspension independently, the formation of the other kinds of amino acids is little, but 

if each of them is added with glucose, the formation is great. At this time formed amino 

acids are mostly aspartate, glutamate and alanine, but to form valine from glutamate. and 

glucose with a strain in Sh. flex. 2b is peculiar. The above mentioned synthetic reaction of 
amino acids is remarkably accelerated by the addition of cysteine and methionine.


