
576. 882. 822. 3: 577. 15

Candida分 離 株 の 酵 素 的 性 状

第2編

酵素 的性状 に対す る動物通過の影響 につ いて

岡山大学医学部微生物学教室(指 導:村 上 栄教授)

寺 坂 隆

〔昭和39年4月15日 受稿〕

Ⅰ　緒 言

Candidaで は発育 に於 け るC源 と して はグル コー

スが最適 であ り,発 育途 次のみ な らず静止菌 もよ く

グル コースを酸 化分解 す る.而 して この グル コー ス

分解 に於 け る末端酸化機 構 の発達 の度 合は菌 株に よ

り異つて居 り患 者よ りの分 離株 は人工 培地 に長期継

代 した標準株 に比 し発育 途次,並 びに静止菌 に於 て

グル コー スの分解産物 と しての エチル アル コールの

蓄積が大 であ り,又 クエ ン酸,サ ク酸,乳 酸等 をC

源 とした培地 に於け る発育 が不良 であ ることなどか

ら,分 離株 はグル コースの分解 に於け る焦性 ブ ドー

酸以下の完全酸 化が不 円滑 で あ り,や や嫌気 性に傾

いてい ると見做 され る.

分離株 のこのよ うな特 長は菌が動物 体(患 者)を

通過 して いるとい う点 に起 因す るのではない かと考

え られ るので,本 編 では これを更 に確 かめ るため患

者 より分離 した菌を供試菌 とし,一 方 では人工培地

に継代 を重ね,又 一 方で はマ ウス通過 を重ね,こ の

両 菌株 の酵素的性状,特 にグル コー スの分解 につ き

比 較検 討す ることによ り,原 株 は同一 で も継 代の方

法によ りどの よ うな差 異を生ず るかを うかが うこと

と した.

Ⅱ　 実験材料及 び実験方法

供試菌株: Candida症 と診断 され た 患 者 の 血 中

よ り分離 したC. albicansに 属 す る前 編 と同一の分

離株No. 1, No. 2を 下記 の如 く操 作 して 人工 培地

継代株,及 び動物 通過株 を作つ て実験 に供 し,又 同

時に比較対照 のため教室保 存のC. albicans標 準株

を も使用 した.

人 工培地継代;グ ル コー スをM/50と な るよ うに

添加 した普通 寒天(PH 7.0)を 平 板培地 と し, 25℃

20時 間培 養 して30代 以上継 代を重 ねた.

動物通 過: M/50グ ル コー ス加 普通寒天平 板培地

20時 間培 養の菌を集 菌 し,生 理食 塩水 に浮游 して マ

ウス腹腔 内に接種 し,心 血 を同平板培地 に塗布 して

菌を分離,コ ロニーを更 に も う一 度同平板培地 に接

種 して増 菌 し,こ れ を前 と同様 の操作で マ ウスに接

種 して通過 す ることを10代 以上 くり返 した.

従つ て本実 験で は動物 通過株 は人工培地 での継 代

は心血 よ りの分離 のために一回,増 菌 のた めに1回

計2回 だ けであ り,更 にそれ以上 の菌 体が必要 の場

合に は,も う一度 マ ウス通 過を行 つてか ら増菌 し,

集菌 して用 い, 3代 以上 の人工培地継 代は さけ るよ

う注意 した.

液体培地 に於け る発育 の実験:

ペプ トン 10g

食 塩 5g

グル コー ス 3.6g

第一燐 酸 カ リ 0.5g

第二燐 酸 ソーダ 2.5g

水 1l

PH 7.0と す る

上記 組成 の培 地に, M/50グ ル コー ス加普通 寒天

平 板, 25℃, 20時 間培養 の供試各 菌株の生理食 塩水

浮 游液か ら接 種 し25℃ で静置 して培 養 した.

尚動 物通過株 の場合 は前 記方法 で マウスを通過 し

マ ウス心血をM/50グ ル コー ス加 普通寒天培 地 に

塗布 して得 られた コ ロニーを と り,生 理食塩 水に浮

游 して接種 した.

発育 度 の測定 は一定時 間毎 にその一部を と り光 電

比濁計 に よ り比 濁 して行 つ た.

生菌浮 游液 の調 製: M/50グ ル コー ス加普通 寒天

平板培 地 に25℃, 20時 間培 養 した各供 試菌体 を集

菌 後M/50燐 酸緩 衝液(0.85% NaCl加, PH 7.0)

を以 て2回 洗 滌 して か ら同一組成 の緩衝液 に湿 菌量
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15mg/ccと な るよう浮游 した.

凍結 乾燥菌体 の調製:上 と同様 に して集菌,洗 滌

した菌を比較 的濃厚 に緩衝 液に浮游せ しめ,乾 燥 用

ア ンプル に入 れて凍結乾燥 し,必 要 に応 じ緩衝 液に

浮游 して実験 に供 した.

O2消 費量 の測定:ワ ール ブ ル グ検 圧計を用 い常

法 に従つ た,基 質及 び 阻害剤KCNは 市販 品を水

に とか しPHを 修 正 して使用 した.

又 容器内容 は次 の とお りと した.

主室…{
菌 液 2.0cc(湿 菌 量30mg/cup)

緩 衝 液 0.7cc

(
阻 害 剤KCN添 加 の 場 合 に は

KCN 0.3cc

緩 衝 液 0.4cc
)

側 室 …… 基 質(M/10) 0.3cc

定量法:グ ル コース,焦 性 ブ ドー酸,乳 酸,サ ク

酸,エ チルアル コールの定量 は前 編 と同様 に した.

Ⅲ　 実 験 成 績

1. 発 育途 次の各菌 のグ ルコース分解

実験方 法の項 に記 した組織 の基 礎培地 にグル コー

スをM/50と な るよ うに加 えた液体培 地を作成 し,

これ に各 供試 菌株 の 生理食塩 水浮游液(10mg/cc)

を2白 金耳づ つ接種 して, 25℃ に静 置 して 培養 し,

 4時 間毎 にその一部 を取 り菌量 を測定 しなが ら48時

間培養 した後,遠 沈 上清 中のグル コー ス消費量,及

びアル コール生成 量を測定 した.

乳酸,焦 性 ブ ドー酸,サ ク酸 等 は前編 記載の如 く,

これ らの供試菌 では グル コー スの分解 産物の主体 で

はないので測定 は省略 した.

先 づ発育 曲線を見 ると第1図 の如 くであつて,何

れ の菌株 も8時 間 目頃 か らlog phaseに 入 り, 28

時 間 目頃 か らstationary phaseと な り,発 育 度 は

何れも前編(第1図)の 患者より分離直後のものと

大差なく,人工培地継代も動物通過も菌の発育度に

対しては影響が現われていなかつた.

第1図　 各菌 の発 育曲線

―:人 工培地 継代株,…:動 通物 過株

次 に培 養48時 間 目の グル コー ス消費量,及 びアル

コール生 成量を見 ると第1表 の通 りで あ り,グ ル コ

ー ス消費は分離株No . 1の 人 工培地継代株 で14.5

μM/cc,動 物 通過株で は15.0μM/ccで あ つ て 前編

記載 の患者 よ り分離直 後の もの と大差 な く,こ れは

分離 株No. 2に 於て も見 られ るが,ア ル コール生成

量 がやや異 つてい る.

第1表　 発育途 次の グル コー スの分解

そ こで アル コール生成 量の グル コース消費量 に対

す る比 を算 出 した ところ第2表 の如 くな り,分 離株

No. 1で は人工培地継 代株 の0.48に 対 し,動 物通過

株 では0.57で やや大で あ り,分 離株No. 2に 於て も

人工培 地継代株 の0.44に 対 し,動 物通過株 では0.58

で前 者 に比 しやや大で あつ た.又 比較対 照のため前

編記 載の標準 株で のグル コー ス消 費量 に対す るアル

コール生成 量の比 は0.11と なつ て極めて小であ る.

第2表　 発 育途 次の グル コース消費に対す る

アル コー ル生成 率

従つてこれらの事実から分離株は人工培地に継代

することによつてアルコール醗酵性が減少して行く

ことが推定される.

2. 静止菌によるグルコースの酸化

人工培地継代株と動物通過株の間には上述の如き

酵素的差異がうかがわれたので次に更にこれを確認
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す るため静止菌 に よるグル コー スの酸化 に於け る量

的関係を比較検討 した.

分離株No. 1, No. 2の 人工 培地継代 株並 び に動

物通過株,及 び比 較のた め標準 株を供試菌 とし,実

験方法の項 に記 した通 りに して 静 止 菌 浮 游 液を調

製 し,ワ ールブル グ検 圧計 を用 い グル コー スをM/

100 (10μM/cc)と な るよ うに添加 し て1時 間25℃

で振盪 し. O2消 費 量を測定 した後遠沈 に よ り菌体

を除去 した上清 について グル コー ス消費量,並 び に

乳酸,焦 性 ブ トー酸,サ ク酸,ア ル コールの生成量

を夫 々定量 した.

結果 は第3表 に一括 して示 した通 りで あ り,分 離

株No. 1に ついて見 ると,人 工培 地継代株 では グル

コース消費14.0μM/3ccに 対 しO2消 費12.3μM/

3ccで あ り,分 解産物 と しては乳酸,焦 性 ブ ドー酸,

サ ク酸は量的 に少 く,ア ル コールが主体 で8.0μM/

3ccで あつ た.動 物通過 株で もグル コー スの分解産

物 と して はアル コールが主 体で あ り,後 記 の如 く人

工培 地継 代株 に於け るよ りアル コール生成率 は更 に

大で あり,分 離株No. 2に 於て も同様の傾 向が認め

られた.

第3表　 靜 止菌の グル コース酸化に於 け る

量的 関係

これに対 し標準株 で は グル コー ス消費16.5μM/

3ccに 対 しO2消 費は17.2μM/3ccで かな り大 であ

り,分 解 産物 と して はアル コールの生成が分離株 に

比 し極めて小で あ り,サ ク酸生成 が僅かな が ら大 で

あ る傾 向が認め られ た.

以上 の如 く各菌株 間に量的 な差 異が うかがわれた

ので,第3表 に従 つ て グル コー ス消 費量 に 対す る

O2消 費 量,及 びアル コール生成 量の 比率 を 算 出 し

て見たと ころ第4表 の如 くなつた.

O2消 費量/グ ル コース消費 量の比 は分離 株 に於 て

は, No. 1で は人工培地 継代株 の0.88に 対 し動 物通

過株 では0.78, No. 2で は人工培地継 代株 の0.86に

対 し動物通 過株で は0.69で あつて,動 物通過株 はグ

ル コースの酸化 に於てO2消 費の割 合が人工培地継

代株 に比 し小 さい傾 向が認め られ た.

第4表　 靜枝 菌の グルコース消費に対す るO2

消費,ア ル コール生成 率

又 アル コール生成量/グ ル コー ス消 費量 の 比を 見

ると, No. 1で は人工培地継 代株の0.57に 対 し動 物

通過株 の0.74, No. 2で は人 工培地継代株 の0.53

に対 し動 物通過株 の0.60と なつて,分 解 産物 と して

のアル コー ルの蓄 積 も亦動物通過 株 の 方 が 大 で あ

つた.

更 に 又標準 株 で はO2消 費量/グ ル コー ス消費 量

の比 は1.04,ア ル コール生成量/グ ル コー ス消費 量

の比 は0.12で 共 に極 めて小で あ り,グ ル コースの分

解 が完全酸化に近づ いてい る ことが うかが われた.

3. 静止 菌O2の 消費能

次 に静止菌の各 種基質 に於 け るO2消 費能 を比較

す るため,基 質 と してはグル コース,乳 酸,焦 性 ブ

ドー酸,サ ク酸,ク エ ン酸,コ ハ ク酸の6種 を選 び,

何れ も10-2Mと な るよ うに添加 して25℃ で振盪

し, 1時 間のO2消 費量を測定 した.又 基質無 添加

の場 合につ いて も同様 に行 つ た.

結 果は第5表 の通 り で あ り,分 離株NO. 1に つ

い て見 る とendogenous respirationは 人工培 地継

代株57μl動 物通過 株42μlで あ り,グ ル コー スを

基質 と した場合に は夫 々305, 283μlで 何れ も著 明

なO2消 費 を示 すが,他 の基質 では 比 較的小 であ る.

 No. 2に 於 て も同様 でendogenous respirationは 夫

々68, 55μlで あ るの に対 し,グ ル コー スを基質 と

した場合 は夫 々317, 279μlで 著 明なO2消 費 を示

すが,他 の基質 では比較 的小 であつ た.

と ころが標 準株で はendogenous respiration 74μl

に対 し,グ ル コー スを基質 とした場合367μlでO2

消費 が著 し く大 であ る点 は分離株 の場 合 と同 様で あ

るが,更 に乳酸212,焦 性 ブ ドー酸206,サ ク酸298,
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クエ ン酸287μlで かな りO2消 費が大 で あ り,こ

れ らの基質で も特に クエ ン酸,サ ク酸 で大で ある点

は分 離株 と明 らかに異 るところであつた.コ ハ ク酸

を基 質 と した場 合に は標準 株に於て もO2消 費 は小

であつた.

第5表　 靜止 菌のO2消 費 μl/1hr

以 上の如 く分 離株 ではグル コー ス以 外の基質 に於

けるO2消 費が小で あつたが, Candidaで は細 胞膜

が比 較的強固 であ り,基 質 や酵 素阻害 剤の透過 性が

悪 く22), O2消 費が小 であ るの はこの た め で あ ると

い う疑い も生 じるので,念 のため実験方 法の項 に記

した如 くして菌体 を凍結乾燥 し,細 胞膜 の透過 性を

大 と してか ら,更 に各基質 に於 け るO2消 費 を測定

した.

凍結 乾燥菌 は 乾燥 重量40mg/Cup (3cc)と な る

よ うに ワール ブル グ検圧 計容器 に入れ,他 は生菌の

場 合と全 く同 様に操作 した.

結 果は第6表 に 示 す 如 くで あ り,標 準 株 で は

endogenous respiration 183μlで 非 常に大 で あ り,

グル コー ス添加 では347μlで 前述 の 生菌の場 合 に

比 し基質添加 に よるO2消 費の促進 は小 ではあ るが

尚明 らか な基質 酸化が認 め られ.又 他 の基質 で も夫

々かな りのO2消 費が認 め られた.

第6表　 凍結乾 燥菌 のO2消 費 μl/1hr

これ に対 し分離株 では人 工培地継代株,動 物通過

株共 にendogenous respirationは 大で あ り,又 グル

コー スを基質 として かな りのO2消 費促進 を認めた

が,他 の基質 乳酸,焦 性 ブ ドー酸,サ ク酸,ク エ ン酸,

コハ ク酸 で はO2消 費 はendogenous respiration

と同程 度か,僅 かに促進 され るにす ぎないことは生

菌 の場 合 と同様 であつた.又 人 工培地継代株 と動物

通過株 との間 には顕 著な差異 は認め られ なかつ た.

前述 の如 く動物通 過株 は人工培 地継代株 に比 しア

ル コール醗酵能 が大 であ り,グ ル コー スの酸化 に於

け る焦 性 ブ ドー酸以 下の完全酸 化は不円滑で あ り,

や や嫌気 性に傾 いてい ると見做 されたが,然 らばH

伝達系 には差異 はないか否 かを うかが うため,チ ト

クローム系阻害剤 と して知 ら れ て い るKCNの グ

ル コースを基質 と したO2消 費 に対 す る影響 を各菌

株 につ いて比較 した.

尚酵 素阻害剤 の作用 は菌 によつては菌 体表面透過

性 に難易 があ り, Candidaに 於て は生菌 体と乾燥菌

体 とでKCNの 影響 が異 るので22),本 実験 に於ては

生菌体及 び凍結乾燥 菌体 の夫 々について検討 した.

菌量 は生菌 体で は湿 菌量30mg/cupで あるが,凍

結 乾燥菌体 では乾燥量40mg/cupと な るよ うに し,

 KCNは1/3×10-3M, 10-3M, 3×10-3Mの 三段階

の濃度 と し,基 質 に先立つて検 圧計容器 に菌体 と共

に入れ, 15分 間 よ く接觸せ しめた後基質を混入 して

1時 間のO2消 費を測定す るよ うに した.

先づ 生菌体 については第7表 の如 くで あ り,各 菌

株共 に一般 にKCNの 阻害 は極めて小で あつて3×

10-3Mの 高濃 度に於て も僅 かにO2消 費阻害 が現わ

れ るにす ぎない.

第7表　 靜 止菌のO2消 費に対 す るKCNの 影響 

μl/1hr

又 凍結乾燥 菌体で は第8表 の如 くで あ り,生 菌体

の場 合より もは るか に阻害 は強 く現 われ,例 えば標
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準 株 で は阻 害 剤 無 添 加 で は326μl KCN 10-3M添 加

で は146μl, 3×10-3Mで は55μlで あ つ た.

第8表　 凍結 乾燥菌 のO2消 費に対す るKCN

の影響 μl/1hr

而 してKCNの 阻害度 は標 準株 と分離 株,更 には

人工培地継 代株 と動物通 過株 の間には有意 の差異 は

認め られなかつ た.

Ⅳ　 総 括及び考 案

本編 に於 てはCandida症 と診 断 され た患者 よ り分

離 したC. albicane 2株(No. 1, No. 2)を 一方 に

於ては人工培地 に30代 以上 継代 し,又 一方 に於 ては

マ ウス腹 腔 に接種 し,心 血 よ り分離 す る操作 を重ね

て10代 以上通過 した ものを夫 々人工培地 継代株,動

物通過 株 とし,そ の両者の酵素 的性状 を比 較す るこ

とによ り,原 株 は同一 で も環境 によ りどのよ うな差

異 を生 ず るか,動 物通 過が菌 の性 状に どのよ うな影

響 を与え るかにつ いて検 討を加 えた.

先づ ペプ トンをN源 と し,グ ル コー スをC源 とし

た液体培地 で好 気培養 した際 の発育 度,並 びにグル

コー スの消費,及 び その分 解産物 の蓄積の量 的関係

を比較 して見 ると,発 育度 に於て は人工 培地継代 株

と動 物通過株間 に殆ん ど差異 は見 出 し得 ないが,ア

ル コールの生成量 に差異 の存在 す る こ とが 判 明 し

た.

そ こで これを量 的に取 扱 うためアル コール生成量

/グ ル コー ス消費量 の比を算 出 して比較 す る と,分

離株 で はNo. 1を 例 に と る と 人工 培地 継代株 の

0.48に 対 し,動 物通過 株で は0.57で 若干大 であ り,

分離株No. 2に 於 て も同様 の傾向が認 め られ て い

る.又 比較対 照の ため前 編記載 の標 準株で の同様の

実験 結果で は0.11で あつて極めて小 であ る.

この ことか ら,動 物通過 す ることによ り菌 はアル

コール〓 酵能 を増 大 し,又 人工培地 に継 代す るこ と

によつてはそれ は低 下 して行 く傾向が あ ることが 認

め られ た.

而 して次 に静止菌 につ き各種 基質に於 け るO2消

費能 を比較 す ると,対 照 として用 いた標準株 では グ

ル コー スのほか クエン酸,サ ク酸,乳 酸,焦 性ブ ド

ー酸な どを基質 と して著 明なO2消 費を示 すのに対

し,分 離株 では一般 にグル コー スを基質 と した場合

の みにかな りのO2消 費 を認め るだけであ る.尚 微

生物 では生菌体 を用 いた場合 細胞膜 の透過性 の関係

で添加基質 が細胞 内へ侵入 し得 ず,こ のためO2消

費が起 らない ことがあ ることが知 られて い るので,

念 のた め菌を凍結乾燥 して基質 の透過性 を大 と して

か ら行つ た実験 に於て もグル コース以外 の基質 で は

O2消 費が小 であ り,こ の ことか らも分 離 株 は標準

株 に比 して いわゆ る末端 酸化が不 円滑で あ ることが

うかがわれ る.

然 し分 離株 の人工培地継 代株 と動物通 過株 の間に

はO2消 費の上 か らは有意の差異 は認め ることは出

来 なかつた.

次 に静止 菌 によ るグル コースの酸化 に於 け る量 的

関係を比較 す る.先 づO2消 費量/グ ル コー ス消費

量 の比を算 出 して見 ると,標 準株 では1.04で かな り

大 であ り,分 離株 ではNo. 1を 例 に とると,人 工培

地継 代株の0.88に 対 し動物通 過株 では0.78で あ り,

人工培地 継代株 の方が やや大 であつ て標 準株 の性状

に近 づ きつ つあ ると見做 され る.

又 アル コール生成量/グ ル コース消費量 の 比 を見

ると標準株 では0.12で 極めて小 で あ り,分 離 株No. 

1は 人工培地 継代株0.57,動 物通 過株0.74で 人工培

地継代株 の方が小 であつて,や は り標準株 の性状 に

近づ いて い ると考 え られ る.

従 つて 菌は動物通過 に よつて嫌気性 に傾 き,ア ル

コール醗酵能 が増大 し,末 端酸 化は不 円滑 とな り,

人 工培地 に継 代す る ことに よつて は逆 に末端酸化 は

円滑 とな り,グ ル コー スその他 の基質 の酸 化は完全

酸 化に近づ き,好 気性 に於て盛 んに発育 しうるよ う

にな ると考 え られ る.

尚標準株 と分 離株,更 に は人工 培地継 代株 と動物

通過 株の間 に電 子伝達 系の酵素系 に何 らかの差異 は

ないか と考 え,生 菌体並 びに凍結乾 燥菌体 について

グル コー スを甚質 と したO2消 費 に 対 す るKCN

の阻害 実験 も行 つたが,各 菌株間 にKCNの 阻害 度

に有意 の差 は認め られ なかつ た.

従 つて動物通過 によつ て蒙 る糖 代謝上 の変 化は主

として末 端酸化 の不 円滑 化,ア ル コール醗酵能 の増

進 とい うことであ り,こ の よ うな性状の変 化は動物
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体 内とい う空気 中 よ りやや嫌気性 に傾 い た環境 に順

応 した結 果 と見做 され るが,こ れ は又 動物体 の菌に

対 す る防禦機構 に菌 が対抗 す るための毒素産生 能,

宿主細胞 への侵入 力等 の病原 性の維持 に必要 な代謝

様式 ではない か と想 像 され る.

而 して この変 化は菌 が環 境に漸次適 応 して その よ

うに変つて行 つた ものか,或 は たまた まそのよ うな

性状 を有す る少 数の 菌体 のみ がselectさ れ て生 き

残 り,そ のよ うな菌体 のみが増殖 して行つ た ものか

は不 明で あ り,酵 素 的性状 と病原性 との関連 な どと

共 に今後の研究 に待つ もので あ る.

Ⅴ　結 語

Candida症 患 者よ り分離 したC. albicans 2株 を

一方 では人工培地 に30代 以上 継代 し(人 工培地継 代

株),又 他方 で は マ ウス を10代 以上通過 し た もの

(動物 通過株),及 び対 照 と して教室保 存 の 標準株

を夫 々供試菌 として酵素 的性状を比 較検討 して次の

結果 を得 た.

1. 動物通過 株は人工培地 継代株 に比 し発育途次,

並 びに静止菌 のグル コースの分解 に於 てアル コール

生成 の割合が大 であ る.

2. 菌 は動物 を通過す ることによ り嫌気性 に傾 き

アル コール醗酵能 が大 とな り,又 人工培 地に継代す

る ことに よ り末 端酸化機構 は発達 しグル コー スよ り

のアル コール生成 は減少 し,グ ル コー スの酸化は完

全酸 化に近づ くもの と考 え られ る.

終 りに臨み終 始御懇篤 な御指 導 と御校 閲を賜つた

恩師村上 教授,並 びに微生物 学教室松 浦慶之博士に

深尋 の謝意 を表 します.
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Author's Abstract

With two strains of Candida albicans isolated from the patintes with candidasis and succ

essively cultured in an artificial medium for more than 30 successive generations (succeissive

generation cultured strain) on one hand, and with those strains passed through mice over ten 

generations (animal passage strain) on the other, as well as the standard strain preserved in 
our laboratory as control, enzymic properties of these strains were studied. The results are 

summarized in the following.

1. The animal passage in the course of growth and of glycolysis at the rest state shows 

a greater rate of alcohol formation that of successive-generation cultured strain.

2. It seems that Candida albicans tend to turn anaerobic as they pass animals, making 
their ability of fermentation greater, and that by successive cultures in the artificial medium 

the terminal oxidative mechanism is fortified and thus the formation of alcohol from glucose 

becomes less, approaching near a perfect oxidation of glucose.


