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Ⅰ. 緒 言

ブドー球菌は赤 痢 菌,チ フス菌17)な どに比 し菌

体表面構成物質が強固であると見做され,例 えば静

止菌浮游液を振盪 した際の菌体内遊離物質の菌体外

への脱出は緩徐であり,又 基質,阻 害剤などの菌体

内への透過 も比較的因難である.

ブ ドー球菌の酵素的性状に関しては多 くの研究が

あり,当 教室でもそのグルコース酸化について検討

し18), St. aureus, St. albus間 の酵素 的性状の差異

を認めているが,本 編に於ては両供試菌につき前編

と同様の順序で凍結乾燥による基質,阻 害剤の透過

性の変化,酵 素系に対する影響を検討 し,併 せて両

菌の酵素的差異を追求することとした.

Ⅱ. 実験材料 及び実 験方法

供試細菌　 St.　aureus(寺 島株),　St.　albusの

教室保存標準株(夫 々aureus,　 albusと 略す).

菌培養法　 普通寒天平 板培地に18時 間, 37℃

で培養 した.

凍結乾燥法:　 前編同様,培 地より集めた菌体を

洗瀞後少量の水を 加え,-45～-50℃ で凍結 し,

凍結乾燥機に装置して乾燥 した.

生菌浮游液の調製　 前編同様,培 地より集めた

菌体を緩衝液で2回 洗滌,再 び緩衝液に浮游 した.

菌量測定は光電比濁計によつた.

O2消 費量の測定　 Warburg検 圧計 によつた.

カタラーゼ活性の測定　 前編同様Warburg検

圧計を用い, H2O2を 添加 して10分 間に発生するO2

量を測定 して比較 した.

グルコース及びその分解産物の定量 前編同様

の方法によつた.

Ⅲ. 実 験 成 績

1. 各菌の湿菌及び乾燥菌重量比

菌の構造或いは表面物質の差異その他により湿菌

重量,乾 燥菌重量の比率は菌により多少の差異があ

ることが予想されるので実験に先立ち供試菌aureus,

albusの 湿,乾 菌量を比較 した.

湿菌量測定 では遠沈 に よ り2回 洗 條 した菌 体

の約1gを 燐 酸緩 衝液6mlに 浮游 せ しめこれを

10,000r. p. m, 10分間遠沈し,可 及的に上清を捨て

更に遠沈管を濾紙上にさかさに立てて水分を除いて

秤量 し,乾 燥菌量は凍結乾燥直後に秤量した.

第1表　 湿菌量及び乾燥菌量の関係

　 aureua

この よ うな 実験 を3回 繰返 した とこ ろaureusで

は第1表 の 通 りで あ り,平 均 湿 菌 量1.073gに 相
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当 す る乾 燥 菌 量 は0.270gと な り,こ の 菌 で は 凍

結 乾燥 に よ り 約1/4に 減 量 す る と見 做 され る.又

albusで は第2表 の 如 く,平 均 湿 菌量1.187gに 相

当す る乾 燥 菌 量 は0.297gで あ つ て や は り約1/4に

な る と見 做 し得 る.

第2表　 湿菌量及び乾燥菌量の関係

　albua

2. カ タ ラーゼ 活 性 に 対 す る2, 3阻 害 剤 の 影 響

凍結 乾燥 菌 体 の表 面 が 生 菌 の そ れ と如 何 に 変化 し

て い るか を うか が う一 助 と して,供 試 菌 の生 菌 体 及

び 凍結 乾燥 菌体 の カ タ ラーゼ 活 性 に対 す るKCN,

 NaN3, NaF,ヒ ドロキ シル ァ ミン(HXAと 略 す)

の 影 響 を比 較 し,凍 結 乾 燥 の操 作 に よ る これ ら阻 害

剤 の 菌 体表 面 透 過 性 の変 化 を見 る こ と と した.

Warburg検 圧 計 容 器 の 主 室 に 菌 液 及 び 阻害 剤

を 入 れ て よ く 接 触 せ し め, 15分 後 にH2O2を 混 入

し10分 間 のO2発 生 量 を 測 定 した. pHの 影 響 の

差 異 を も見 る ため7.2及 び5.5の 場 合に つ き行 つ

た.

菌 量 は前 述 の実 験 に よ り乾 燥 重量 が 湿 菌 重 量 の約

1/4と な る こ とを知 つ たの で生 菌 は湿 菌量2mg/cup

と し,乾 燥 菌 は その1/4の0.5mg/cupと して行 つ

た.

結 果 はaureusで は 第3表 の如 くで あ り, pH 7.2

で は生 菌 のO2発 生 量187μlに 対 し,乾 燥 菌 で は

144μlと な つ て 僅 か な が らカ タ ラー ゼ 活 性 は 凍 結

乾 燥 操 作 に よ り低 下 して い た.

KCNは10-2Mに 於 て も生 菌 の カ タ ラー ゼ 作 用 を

僅 か に抑 制 す るにす ぎな い が 乾燥 菌 で は著 明 に 抑 制

され た.然 し10-3Mで は 両 菌 共 に殆 ん ど影 響 され

な か つ た.

NaN3で も10-2Mで 生 菌 で は殆 ん ど影 響 され な い

が,乾 燥 菌 で は かな りの 阻害 が見 られ た.

NaF, HXAは10-2Mに 於 て も 両 菌 の カ タ ラ-

ゼ 作 用 に殆 ん ど影 響 を 与 え な か つ た.

pH 5.5で は,阻 害 剤 無 添 加 で,生 菌184μl,乾

燥 菌138μlのO2を 発 生 しや は り僅 か な が ら乾燥 菌

で は カ タ ラーゼ 活 性 が 低 下 して い た.

第3表　 カタラーゼ活性に対する阻害剤の影響

aureus

KCNの 影響はpH 7.2の 場合と同様で,乾 燥菌

に於ける阻害度がや や大であり, NaN3はpH 7.2

の場合に比 し生菌,乾 燥菌共に阻害作用は大であり

特に乾燥菌に於 ける阻害は大であつた.又NaF,

 HXAの 影響も乾燥菌の方が強 く現われる傾向であ

つた.

第4表　 カ タ ラ ラー ゼ活 性 に対 す る 阻害 剤 の影 響

albue

albuaに つ いて は第4表 に示 した 通 りで あ り,生
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菌 に 比 し乾燥 菌で は,や は り カ タ ラーゼ 活性 の低 下

が 認 め られ,各 阻害 剤 の 阻害 作 用 は乾 燥 菌 の方 が 強

く現 わ れ る 傾 向 が 見 ら れ た.即 ちpH 5.5で は

NaN3は10-4Mで 乾燥 菌 の カ タ ラーゼ 作 用を 殆 ん ど

完 全 に 抑 制 す る が,生 菌 で は50%程 度 の 阻害 が 見

られ るの み で あ り, NaFはpH 7.2で は 両 菌共 殆

ん ど影 響 を 受 け な い が, PH 5.5で は 両 菌 間 の 阻害

度 の差 異 が 見 られ, NaF 10-2Mに よ り生 菌 で は む

しろ カ タ ラー ゼ 作 用 が促 進 され るの に対 し,乾 燥 菌

で は70%程 度 の 阻 害 が 認 め られ た. HXAはpH 7.2

に 於 け る作 用 の方 がpH 5.5の 場 合 よ り大 で あ り,

且 つ 乾燥 菌の 方 が僅 か なが ら阻 害 が 大で あつ た.

3. 各 基 質 に於 け るO2消 費 量

各 種 基質 に於 け るO2消 費 が 生 菌 の それ と如 何

に変 化 して い る か を 見 る ため,基 質無 添 加 の 対 照

(endogenous)及 び グ ル コー ス,グ ル コ ン酸,リ ボ

ー ス
,乳 酸,焦 性 ブ ドー酸,酷 酸,ク エ ン酸,コ ハ

ク酸,フ マ ル 酸,リ ンゴ酸,酒 石 酸,マ ロ ン酸 の12

種 を夫 々基 質 と したO2消 費(1時 間 値)を 測定 す

る こ と と した.菌 量 は生 菌 で は50mg/cup,乾 燥 菌

で は そ の1/4の12.5mg/cupと した.基 質 は す べ て

終 濃度M/100と し, pH 7.2及 び5.5に つ い て 行 つ

た.

第5表　 各基質に於けるO2消 費量

　 aureus

aureusで は第5表 の通 りで あ り, pH 7.2に 於 け

る対 照 は生 菌41μl,乾 燥 菌69μlで,乾 燥 菌 の 方

が や や 大 で あ るが 各 基 質 を 添 加 した場 合のO2消 費

量 は乾 燥 菌 の方 が 一 般 に小 で あ り,特 に焦 性 ブ ドー

酸,酷 酸を基質 とした場合の低下は著しかつた.又

クエン酸,リ ンゴ酸を基質とした場合には生菌,乾

燥菌共に基質無添加の対照と変化な く,グ ルコン酸,

マロン酸を基質 とした場合には乾燥菌で対照よりは

やや大となつた.

pH 5.5に 於ても全 く同様 の傾 向が認められ,

 endogenousは 乾燥菌 の方 が大であるが,基 質を添

加した場合には一般にO2消 費は乾燥菌の方が小 と

なり,特 に焦性ブドー酸を基質とした場合に著 しく,

凍結乾燥により焦性ブドー酸酸化に関与する酵素活

性が不活化され易いと考えられた.こ れに対 しグル

コン酸,マ ロン酸を基質 と した場合 には生菌では

endogenousと 大差ないが乾燥菌ではやや大 となり,

これらの基質の菌体表面透過が乾燥菌の方がやや容

易となるのではないかと推定 された.

第6表　 各 基 質 に 於 け るO2消 費 量

　albua

albusに つ い て は第6表 に示 した 通 り, pH 7.2,

 5.5共 にaureusに 於 け る と同様, endogenousは 乾

燥 菌の 方 が 大 で あ るが,グ ル コー ス,グ ル コ ン酸,

乳 酸,焦 性 ブ ドー 酸,コ ハ ク酸,フ マル 酸,リ ンゴ

酸 な どを基 質 と したO2消 費 は 乾燥 菌 の方 が 小 で あ

り,特 に焦 性 ブ ドー 酸 を 基質 と した 場 合微 弱 で あ つ

た.リ ボ ー ス,ク エ ン酸,酒 石 酸 を基 質 と した 場 合

に は両 菌共 にendogenousと 殆 ん ど差 異 は な く,マ

ロ ン酸 を基 質 と した 場 合 に は 乾燥 菌で は僅 かな が ら

O2消 費 が認 め られ た.

以 上 の 如 く乾 燥 菌で はendogenous respiration

が 高 く,以 下 の 実験 を行 うに 当 り基 質 添 加 の影 響 が
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不明瞭となるのでこれを低下 させるたあ乾燥菌をあ

らかじめ緩衝液に浮游させ30分間基質を加えないで

振盪 して後遠沈し,再 び緩衝液に浮游させたものを

実験に供することとした.又 生菌も同様に前処理 し

て使用 した.

而 してこの よ うな30分 の前処理が, endogenous

及び基質添加のO2消 費に如何 に影響するかをグル

コース,コ ハ ク酸を基質とした場合について見ると

第7表 の如くaureus, albus共 に生 菌 でも,乾 燥

菌 で も30分 前 処 理 に よ りendogenous及 び グ ル コー

ス或 は コハ ク酸 を 基質 と したO2消 費 は何 れ もや や

低 下 す るが, endogenousの 低 下 に よ り基 質 添 加 の

影 響 が 明瞭 とな つ た.

第7表　 O2消 費 に 対 す る 前 処理(基 質 を 加 え な

い で振 盪)の 影 響 pH 7.2

さて 前 述 の 如 くマ ロ ン酸 は 乾 燥 菌 で は 菌体 表面 の

透 過 が 容 易 とな る もの と考 え られ る ので,コ ハ ク酸

を 基 質 と したO2消 費 に対 す る マ ロ ン酸 の 影響 を次

に 見 た.

マ ロ ン酸 は終 濃 度M/100と し菌 液 と共 にWar

burg検 圧 計 容 器 の 主 室 に 入 れ, 15分 後 に コハ ク酸

(M/100)を 側 室 か ら 混 入 して1時 間 のO2消 費量

を測 定 した.菌量 は前 の実 験 同 様 生 菌は50mg/cup

と し,乾 燥 菌 は12.5mg/cupと した.

結 果 は第8表 の 如 く, aureus, albus共 に 何 れ の

pHに 於 て も コハ ク酸 とマ ロ ン酸 を 同 時 に添 加 した

場 合のO2消 費 は コハ ク酸 単 独 の 場 合 よ り大 であ り,

特 に乾 燥 菌 で は この傾 向 が 大 で あ り,マ ロ ン酸 は コ

ハ ク酸 々 化 を 阻害 しな かつ た.

4. グル コー ス の酸 化

次 に 凍 結 乾燥 に よ り 菌体 酵 素 活 性,特 に グ ル コー

ス酸 化 様 式 が変 化 す るか 否 か を 検 討 す る ため 生 菌 及

び 乾 燥 菌 の グル コー ス酸 化 に 於 け る 量的 関係 とこれ

に対 す るKCN, NaN3, MIA, DNP, arsen添 加

の影響を見た.

第8表　 コハク酸酸化に対するマロ酸の影響

　 aureus

albue

菌 量 は 生 菌 で は湿 菌量50mg/cup,乾 燥 菌 で は

O2消 費 を 生 菌 と大 体 揃 え る た め 乾 燥 菌 量25mg/cup

と した.

第9表　 グル コ ー ス酸 化 と これ に対 す る阻 害 剤

の 影　 aureus

阻害剤は菌液と共 にWarburg検 圧計 主室 に入

れてよく接触せ しめ,15分 後に側室より基質グルコ

ース(終 濃度M/100)を 混入 し, 2時 間振盪 して

O2消 費を測定 し,更 に遠 沈上清中のグルコース消

費量,分 解産物としての焦性 ブドー酸,乳 酸,酷 酸
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蓄 積 量 を定 量 した.

阻 害 剤 濃 度 はKCN 3×10-3M, NaN3 10-2M,

 MIA 10-3M, DNP 10-3M, arsen10-3Mと し,

 pH 7.2に 於 て 行 つ た. arsenで は 第10表 に示 す 通

り,生 菌 で は 阻害 剤 無 添 加(対 照)の 場 合02消 費

21.8μM,グ ル コー ス消 費13.1μM,焦 性 ブ ドー酸,

乳 酸.酷 酸 蓄積 は夫 々2.2, 1.8, 0.7で あ り,乾 燥

菌 で は 夫 々17.6, 13.9, 5.4, 3.1, 1.8μMで,生

菌 に比 しO2消 費 に対 す る グル コー ス消 費 の 割 合 は

大 とな り,焦 性 ブ ドー 酸,乳 酸,酷 酸 の 蓄 積 量 も大

で あ つ て,乾 燥 菌 で は焦 性 ブ ドー酸 の 完 全 酸 化能 が

減弱 していると推定された.

第10表　 グル コ ー ス酸 化 と これ に対 す る阻 害 剤

の 影 響　 albus

KCN添 加で は生 菌,乾 燥 菌共にO2消 費,グ ル

コース消費は同程度に阻害され,又 共に乳酸蓄積量

の増大が見 られた.

NaN3, MIA添 加では生菌,乾 燥菌間に著明な差

異は見 られなかつた.

DNP添 加では,生 菌,乾 燥菌共にO2消 費,グ

ルコース消費は殆んど影響されないが,焦 性 ブドー

酸蓄積は生菌ではやや減少する傾向が見られ,乾 燥

菌では逆に増大 し,又 乳酸蓄積は両菌共に増大 した.

arsen添 加では生 菌 に於 て は焦性ブドー酸,乳

醍蓄積は共に増 大 され るが,グ ルコース消費1M

に対する焦性ブ ドー酸,乳 酸蓄積 の和は1M足 ら

ずであり,乾 燥菌で は グル コース消費1Mに 対 し

1Mを はるかに上廻つた.従 つて 乾燥菌のグルコー

ス酸化はEmbden-Meyerhof経 路 をへるものを主

とす る と考 え られ,生 菌 で は この 経 路 の 外 に 別 の も

の も存 在 す るの で は ない か と推 定 され た.

albusに つ い て は第11表 に 示 した 如 く,阻 害 剤 無

添 加 で は,生 菌 のO2消 費22.3μM,グ ル コ ー ス 消

費11.6,焦 性 ブ ドー酸,乳 酸,酷 酸 蓄 積 は 夫 々0.2,

 0.1, 0.7μMで あつ て前 述 のaureusの 場 合 に 比 し

02消 費 に対 す るグ ル コー ス 消 費 の 割 合 は か な り小

で あ り,焦 性 ブ ドー酸,乳 酸,酷 酸 蓄 積 も 極 あ て

少 く,又 乾 燥 菌 で はO2消 費15.9μM,グ ル コー ス

消 費8.1μMで や は りaureusの 乾 燥 菌 に 比 しO2消

費 に対 す る グル コー ス消 費 の 割 合 は 小 で あ り,焦

性 ブ ドー 酸,乳 酸,酷 酸 蓄 積 は夫 々2.8, 1.4,

 0.9μMで 生 菌 に於 け るよ りは何 れ も大 で あ る が,

 aureusの 場 合 に比 し少 な かつ た.

KCN添 加 で は生,乾 両 菌 共 にO2消 費,グ ル コ

ー ス消 費共 にか な り阻害 され
,乳 酸 蓄 積 は や や増 大

す るがaureusの 場 合 に は遙 か に 及 ばず,焦 性 ブ ド

ー酸 蓄 積 も極 め て小 で あ つた
.

NaN3添 加 で は酷 酸 蓄 積 が や や増 大す る が,焦 性

ブ ドー酸,乳 酸蓄 積 は 見 られ ず, MIA添 加 で は何

れ の分 解産 物蓄 積 も認 め られ な い か極 め て僅 かで あ

つ た.

DNP添 加 で は生 菌,乾 燥 菌共 にO2消 費,グ ル

コー ス消 費 は大 して 阻 害 され ず,焦 性 ブ ドー酸 蓄 積

は減 少 し,又 乳 酸蓄 積 は生 菌 で は僅 か に増 大 す るが

乾 燥 菌 で は む しろ減 少 した.

arsen添 加ではやはりO2消 費,グ ルコース消費

は僅かに阻害されるに過ぎず,焦 性ブ ドー酸蓄積は

増大するがaufeusに 於けるよりもはるかに少 く生

菌,乾 燥菌共にグルコース1Mに 対する焦性ブ ドー

酸,乳 酸蓄積の合計は1Mに も達しなかつた.

Ⅳ. 総 括 及 び 考 案

aureus, albus両 供試菌につき,前 編 と同様の順

序で凍結乾燥による菌体表面の変化,酵 素的性状の

変化をうかがい,併 せて両菌の酵素的性状,特 にグ

ルコース酸化様式の差異を追求 した.

先づカタラーゼ活性に対する阻害度を指標として,

数種阻害剤の菌体内への透過性の変化を見ると,両

供試菌共にKCN, NaN3, NaF, HXAの 阻害効果

は乾燥菌の方が生菌より大であり,凍 結乾燥により

菌体表面構造が変化 し,そ れら阻害剤の浸入が容易

になるものと見做される.

次に各種基質に於けるO2消 費を比較すると,チ

フス菌の場合と同様,乾 燥菌では焦性ブ ドー酸を基
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質 と したO2消 費 が 著 し く小 で あ り,又 一 方 グル コ

ン酸,マ ロ ン酸 で は む しろ生 菌 よ りは大 であ つ て,

これ ら基 質 の 透 過 性が 増 大 して い る ことが うか が わ

れ る.

尚 マ ロ ン酸 に よ る コハ ク酸 々化 の 阻害 は,チ フ ス

菌 の場 合 と は異 り,生 菌 は勿 論,乾 燥 菌 に於 て も認

め られ ず,コ ハ ク酸 と マ ロ ン酸 を 同時 に加 え る と両

者 単 独 の場 合 のO2消 費 量 の和 よ り もむ しろ大 とな

つ て促 進 作 用 が 認 め られ る.こ れ は コハ ク酸 脱 水素

酵 素 自体 が チ フス 菌 と は異 るた め か,或 は乾 燥 菌 に

於 て も コハ ク酸 脱 水素 酵 素 の 存 在す る部 位 にま で マ

ロ ン酸 が 到 達 し得 ない た め か は解 明 し得 な か つ た.

次 に グル コー ス酸 化 につ い て 見 る と,両 供 試 菌共

に 乾燥 菌 で は 生 菌 に比 し焦 性 ブ ドー酸 々化 能 が 低下

す るた め,グ ル コー スよ りの焦 性 ブ ドー 酸 蓄 積 が 著

し く大 で あ る.

而 して 一 般 に生 菌,乾 燥 菌共 にKCN添 加 で は乳

酸 蓄 積 が 増 大 し, arsen添 加 で は焦 性 ブ ドー 酸蓄 積

が 増 大 す るが, aureusに 於 て は 生 菌 で はKCN或

はarsen添 加 で グル コー ス消 費1Mに つ き, C3化

合 物 で あ る焦 性 ブ ドー 酸,乳 酸 蓄 積 量 の 合 計 は1M

に足 らす,乾 燥 菌 で は1Mを は るか に上 廻 り,従 つ

て 前 編 記 述 の チ フ ス菌R型 と同 様,乾 燥 菌 で は グ ル

コ ー ス酸 化 は 主 と してEmbden-Meyerhof経 路 に

よ り,又 生 菌 で は そ の 他 に 別 の 経 路 ,恐 ら く

Warburg-Dickens経 路 も存 在 す る もの と考 え られ

る.

これ に対 しalbusで は生 菌,乾 燥 菌共 にKCN
,

 arsen, DNFな ど の 添 加 に於 て も焦 性 ブ ドー酸
,

乳 酸 蓄 積 の 合 計 は グル コー ス消 費1Mに つ き1M

に 足 らず,こ の 菌 で はaureua,チ フ ス菌S
, R型

と は 異 り,グ ル コー ス酸 化 はEmbden-Meyerhof

経 路, Warbnrg-Dickens経 路 と は別 の 経 路 に よ つ

て 主 と して 行 わ れ て い る もの と想 像 され,こ の経 路

は凍 結 乾 燥 に よ つ て も残 存 す る もの と考 え られ る.

Ⅴ. 結 言

Staphyl. aureus及 びalbaeを 供 試 菌 と し,前 編

同 様 凍 結 乾 燥 に よ る基 質,阻 害 剤 の 透過 性変 化,酵

素 系 に対 す る影響 を検 討 し,併 せ て 両 菌 の酵 素的 差

異 を 追 求 して 次 の結 果 を得 た.

1. 両 菌共 凍結 乾燥 菌 は生 菌 に比 しKCN, NaN3,

 NaF, HXAの 透 過性 が大 で あ る.

2. チ フ ス菌 と は異 り両 菌共 乾 燥 菌 に 於 て もマ ロ

ン酸 に よ る コハ ク酸 々化 の 阻 害 は認 み られ な い.

3. 両 菌共 乾燥 菌で は焦 性 ブ ドー 酸 々化能 が著 し

く低 下 して い る.

4. グ ル コ ー ス 酸 化 に 於 け る 量 的 関係 か ら,

 aureusで は 乾 燥 菌 は主 と してEmbden-Meyerhof

経 路 に よ り,又 生 菌 で はWarburg-Dicrens経 路 も

存 在 す る と考 え え られ, albueで は 生 菌,乾 燥 菌共

E-M経 路, W-D経 路 以 外 の もの によ る と推 定 され

る.
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The Enzymatic Properties of Freezing-dried Cells

Part II Staphy. aureus and albus
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Using the standard strains of Staphy. aureus and albus stocked in author's department, 

the author carried out the investigations just in same way as preceeding paper (Part I). The 

results obtained are following.

1) The freezing-dried cells of both strains showed increased permeability to inhibitors, 

namely, KCN, NaN3, NaF, and HXA, compared with the fresh cells of these bacteria.

2) The oxydation of succinate by the freezing-dried cells of both strains were not inhi

bited in the presence of malonate, while that oxydation by Sal. typhi was inhibited.
3) The oxydation capacity for pyruvate were markedly decreased on the freezing-dried 

cells of both strains.

4) In the sight of stoichiometrical studies, it could be postulated that the oxydative 

degradation of glucose by freezing-dried cells of Staphy. aureus might be carried out mainly 

through the Embden-Myerbof's pathway; and the Warburg-Dickens' shunt was also supposed 

to be present in the fresh cells of that bacteria. The other pathway for the degradation 

was thought to be exist in Staphy. albus in either case, fresh or freezing-dried.


