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緒 言

グル タ ミン酸 がブ ドウ球菌の生理乃至代謝

面に於て,極 めて重要な役割を果 す事が報告

されている1) 2).こ の グルタ ミン酸 を 基 質 と

した場合のブ ドウ球菌の呼吸 に対す る諸種阻

害剤及び抗生物質の作用を しらべ,こ れ等の

物質の作 用機序 と同時にブ ドウ球菌細胞の生

理的機構の一端を窺つた.

実 験方法及び材料

使用菌:教 室保 存のブ ドウ球 菌Staphylo

coccus citreus及 びaureus(寺 島).

菌 調製 方法:前 記ブ ドウ球菌を普通寒天平

板上に37℃, 18時 間 培養後,採 取 し, M/50

燐酸緩衝液で2回 洗滌し,蒸 溜水に浮游 した.

菌量は島津光電比濁法により調製した.

呼吸測定方法:ワ ールブルグ検圧計を用い,

 37.5℃ に於て常法に従つて測定を行つた.

実 験 結 果

第一節　生菌の呼吸に対する諸種

阻害剤の作用

1.チ オニンの作用.酸 化還元反応酵素系

に於てメチ レンブルー若しくはチオニンが電

子運搬系の代 りに屡々使用される事は衆知の

事実である.然 るに,チ オニンを生菌に添加

した場合,表1に み る如 く,チ オニンは菌の

呼吸を阻害した.

表1　 ブ ド ウ 球 菌 の 呼 吸 と チ オ ニ ン

容 器 内 容:生 菌 浮 游 液1cc(湿 菌 量10～20mg), 0.2M燐 酸 緩 衝 液1cc(Staph. citreusで はpH7.0,

 aureusで はpH6.2), 0.1Mグ ル タ ミン 酸0 .3cc, 1/1000チ オ ニ ン0.3cc,水 を 加 え て 全 量3.0ccと す

る.気 相:空 気. 37.5℃, 60分.
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又 チオニンを添加 して呼吸を行 わせた後遠

沈 して得た菌は紫色に染つ てお り,呼 吸阻害

の強 い もの程 よ り強 く染つ ていた.そ の阻害

作 用は,グ ル タミン酸を基質 とした場合に,よ

り強 く,又, Staph. aureus(寺 島)に 対 して,

 Staph. citreusに 対 す るよりも強 かつた.尚

Staph. anreusに 於 てはグル タ ミン酸 呼 吸の*

*至 適pHは6
.2に 存 在す るため3),実 験 はすべ

てpH 6.2に 於 て行 つた.

2.シ ヤ ンカ リの作 用.シ ヤンカリは呼

吸酵素 系の中,チ トクロム系を阻害す る事は

よ く知 られてい る.ブ ドウ球菌 に於て も,シ

ヤンは強 く呼 吸を阻害 した(表2).

表2　 ブ ドウ球菌の呼吸に対するKCN及 びチオニンの作用

容 器 内 容: 10-2M KCN 0.3ccを 追 加 した 以外 は 表1の もの と 同様.実 験 条件:表1の もの と同様.

然しその阻害作用はチオニン添加により恢

復されなかつた.

3.窒 化 ソ ー ダ の作 用.窒 化 ソ ー ダ も 強

く呼 吸 を 阻 害 し た(表3). Staph. -citreus

表3　 ブ ドウ球菌の呼吸に対するNaN3及 びチオニン

容 器内 容: 10-1M NaN3 0.3ccを 追 加 した 以外 は 表1の もの と同 様.実 験条 件:表1の もの と同様.

に於てはその阻害はチ オニ ン添加に よ りやや

恢復す るようであつたが, Staph. aureus(寺

島)に 於ては全 く恢復 しなかつ た.

4.そ の他の阻害剤の作用(図1),亜 砒酸

ソーダは10-2～10-3Mの 濃 度に於て強 くグル

タ ミン酸呼吸を阻害 した, 8-ヒ ドロオキシキ

ノ リンは10-5～10-6Mの 低 濃 度 に於 て強 く呼

吸 を阻害 したが,そ の作 用 はStaph. aureus

(寺 島)に 対 して よ り強 く認 められた. 2, 4-

ジニ ー ロフェノール も10-2～10-3Mに 於 て強

く呼 吸を阻害 した.

第 二節　 生菌の呼吸に対す る諸種抗

生物質の作用

図2に 見る如 く,諸 種抗生物質中 オーレオ

マイシン(10-3～10-4M)が 最 も強 い呼吸阻
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図1　 ブ ドウ球菌の呼吸に対する諸種 阻害剤の作用

阻害 剤 終 濃度(M)

容 器内 容 及 び実 験 条件:表2の もの と 同様

●-●staph. citreus, ○… …○staph. aureus(寺 島)

図2　 ブ ドウ球菌の呼吸に対する諸種抗生物質の作用

抗 生物 質 終濃 度(M)

容 器 内容 及 び 実験 条 件　 表2の もの と同様

●-●staph, citreus, ○… …○staph. aureus(寺 島)

害作用を示 した.ク ロ ラム フェ ニ コ ー ル

(10-3M)は 極 く軽度に呼吸を阻害 したが,ペ

ニシリン及びス トレプ トマイシンは認めるべ

き呼吸阻害作 用を示 さなかつた.

第三節　 無細胞抽出液 によるグルタ ミ

ン酸酸化に対す る諸種阻害剤

及び抗生物質 の作用

1.無 細胞抽出液の調製法.ブ ドウ球菌

の37℃, 18時 間培養 した ものを採取 し, 0～3℃

に於て約1時 間 石 英 砂 と磨砕 し,湿 菌量

300mgに 対 し1ccの 割 合でM/50燐 酸 緩 衝

液を加え, 0℃ に 於て, 14,500G, 40分 間 遠

沈 し,こ の上清を無細胞抽 出液 として使用 し

た2).

2.諸 種 阻害剤及び抗生物質

の作 用(表4).

生 菌 に対 して強 い呼吸阻害作

用を示 した もの ゝ中,チ オニン

亜砒酸 ソーダ及び8-ヒ ドロオキ

シキノ リンは無細胞抽 出液 のグ

ル タ ミン酸呼 吸に対 しては全 く

阻害作 用を示 さなかつた.又 チ

トクロム系に作用す ると考え ら

れ るところの阻害 剤の中,シ ヤ

ンカ リ及び窒化 ソーダの作 用は

チオニ ンの添加 によ り,よ く恢

復 された.然 しオクタノールに

よる阻害はチオニン添加に よ り

余 り恢復 されなかつ た.

2:4-ジ ニ トロフ ェノール及

び オー レオマイシンは生菌に対

す ると同様無 細胞抽 出液の呼吸

を も阻害 した.こ れ ら無細胞抽

出液に関 して得 られた結果は,

 Staph. citreus及 びaureus(寺

島)の 両者に於てほぼ 同様 であ

つた.

総 括 及 び 考 按

グルタミン酸を基質 とした場

合 のブ ドウ球 菌の呼吸は,矢

部2)が 報告している様に,所 謂呼吸 と云 う現

象として最も典型的な機序乃至機構によつて

行われる.今 これを模式的に表示すれば

グル タ ミン酸

↓

細胞膜
↓
原形質液
↓

原形質顆粒
↓
酸素

の如 くなる.

前記諸種阻害剤及び抗生物質の呼吸に対す

る作用について,こ の模式に従つて考按を試

みたい.

チオニン,亜 砒酸 ソーダ及び8-ヒ ドロオ
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表4　 Staphylococcus citreus無 細 胞抽 出液に よるグル タ ミン酸 々化 に

対す る諸種阻害剤及び抗生 物質 の作用

容 器 内容:無 細 胞 抽 出液1cc(蛋 白 窒素 量3～4mg), 0.2M燐 酸 緩 衝 液(pH 7.0)1cc, 0.25M

グル タ ミン酸0.6cc, 1/1000チ オニ ン0.3cc,水 を 加 え て全 量3.0ccと す る.気 相:空 気. 37.5℃,

 120分.

キシキノ リンは生菌 の呼吸を強 く阻害 したが,

抽 出液の呼 吸を全 く阻 害 しなかつた. Gale4)

は グル タ ミン酸 のStaph. aureus内 え の透過

は所謂Energy-linkedで あ り,そ こにMn++

或 はMg++が 関 与 し,こ の機構を8-ヒ ドロオ

キシキノ リンは阻害するのであ ると報告 して

いる.亜 砒酸 ソーダについてはその機序は不

明 であ るが,こ れ もグルタ ミン酸 の細胞膜透

過を阻害す るものであ ると考え られ る.又 チ

オニンを生菌に添加 した場合菌 の呼吸は阻害

され,菌 は チオニンに染つていたが,そ の着

色 は呼吸阻害の強 い ものに於て一般 的に著 し

いのが認め られ た.一 方 チオニ ンは無細胞抽

出液の グルタ ミン酸呼吸を全 く阻害 しなかつ

た.従 つてチオニンが細胞膜に吸着 され る事

に よ り細胞膜 の状態が変 り,基 質の透過が阻

害 され るものと考 えられ る.又 チオニンの生

菌 の呼吸に対 する阻害作 用はグルタ ミン酸を

基質 とした場合,グ ル コースを 基質 とした場
へ

合 よりも強かつた.こ の 事に より,グ ル タ ミ

ン酸 とグルコースの細胞膜 透過機序が異 るこ

とが考え られ る.

更 に又,こ れ らグル タ ミン酸の細胞膜透過

を阻害す ると考え られ るところのチオニ ン,

亜 砒酸 ソーダ及び8-ヒ ドロオキシキノ リン

の何れによつ ても, Staph. aureus(寺 島)が

Staph. citreusよ り もよ り強 く阻害 された.

この事よ り,グ ル タ ミン酸 の透過機序,従 つて

細胞膜の状態 乃至機構は,同 じブ ドウ球菌で

も,こ れ ら両 菌でか な り異 る事が推測される.

シ ヤンカ リ及び窒化 ソーダの呼吸阻害作用

は無細胞抽出液に於 ては,チ オニ ンの添加に

よ り充分恢復 された.従 つ て これ らの もの ゝ

阻害作用は,原 形質顆 粒に存在す るところの

チ トクロム系に対 して行われ る もの と考えら

れ る.一 方オクタノールの阻害作用はチオニ

ンに よ り余 り恢復 されなかつた.即 ち従来報

告 されてい る様に,シ ヤン及び アジ ドとオク

タノールでは同 じチ トクロム系に於て もその

阻害部位が異 ることが考え られ る5) 6).

2, 4-ジ ニ トロフェノール及 び オ ー レオマ

イシンは燐代謝に対 す る阻害剤 として知 られ
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ているが,ブ ドウ球菌に於てもその生菌及び

無細胞抽出液の両者の呼吸を阻害した.従 つ

てこれらのものは呼吸に関聯 した燐代謝即ち

酸化的燐酸化の機序を阻害するものと考えら

れる.以 上を要約すれば次の様になる.

チオニン,亜 砒酸 ソーダ及び8-ヒ ドロオ

キシキノリンはグルタミン酸の細胞膜透過機

序を阻害し,そ れ以外のものはチ トクロム系

乃至呼吸に関聯した燐代謝という原形質内の

真の呼吸機序を阻害すると考えられる.

無細胞抽出液でみられた現象がその儘生菌

内に於ても行われていると考えるのは必ずし

も正しくはない.従 つて前記の様に,は つき

りとその呼吸阻害作用の機序をわ りきること

には多少 とも危険性がある.然 し細菌の示す

種々の生理現象の解明のために阻害剤を使用

するに当つて,一 応その阻害剤の作用機序を

前記のようにすつきりとした形に於て理解 し

ておくことは細菌生理の研究上,殊 に細胞膜

の状態乃至その透過機序を研究し,理 解する

上に非常に重要なのではないかと考えられる.

結 論

1.チ オン,亜 砒酸 ソーダ及び8-ヒ ドロオ

キシ ノリンはブ ドウ球菌生菌のグルタ ミン酸

呼吸 を著 し く阻害 したが,無 細胞抽 出液 の も

のは全 く阻害 しなかつた.又 これ らの ものは

Staphylococcus aureus(寺 島)の 呼吸 をSta

phylococcus citreusの もの よりも,よ り強 く

阻 害した.

2.生 菌 に於 ては,シ ヤンカ リ及 び窒化 ソ

ーダによる呼吸阻害 はチオニ ン添加に よ り恢

復 され なかつたが,無 細 胞抽 出液に於 てはチ

オニンによ りよ く恢 復 された.

3.無 細 胞抽 出液に於ては,オ クタノール

に よる呼吸阻害はチ オニ ン添加 に より余 り恢

復 されなかつた.

4. 2, 4-ジ ニ トロフェノールは 生 菌 及び

無細胞抽 出液 の両者 のグル タ ミン酸呼 吸を阻

害 した.

5.諸 種 抗生物質 中,オ ー レオマ イシンの

みが グル タ ミン酸呼吸を強 く阻害 した.

終始御懇篤なる御指導と御校閲を賜つた恩師村上

栄教授に深甚の謝意を表し,併 せて御協力下さつた

元井氏に心より感謝致します.
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The author studied the action of various inhibitors and antibiotics on the glutamate
respiration of staphylococci under the consideration of physiological structure of the cell. 
Staphylococcus citreus and aureus (Terashima) were used as the test organisms, and L-glutamic 
acid as the substrate. The results were as follows:

1) Thionine, sodium arsenite and 8-hydroxyquinoline inhibited the respiration of intact 
cells of staphylococci markedly, but did not inhibit that of cell-free extracts. The inhibitive 
action of these three sorts of inhibitors was stronger on Staph. aureus (Terashima) than on 
Staph. citreus.

2) In intact cells, the inhibition of respiration by potassium cyanide and sodium azide 
was not restored by addition of thionine. In cell-free extracts, however, the inhibition 
by these two sorts of inhibitors was well restored by thionine.

3) By addition of thionine, the inhibition of the respiration of cell-free extracts by 
octanole was not so well restored as that by cyanide or azide.

4) 2, 4-Dinitrophenol inhibited the glntamate-respiration of both of the intact cells and 
cell-free extracts.

5) Of all the antibiotics tested, aureomycin was the only one which noticeably inhibited 
the glutamate-respiration of staphylococci.


