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第1編　 培養条件 とカタラーぜ活性の関係

I.緒 言

細菌にはカ タラーゼを有す るもの と,こ れを欠 く

もの とがあり,有 す るもので も量的に種 々の差異が

あることは周知の通 りで ある.

細菌のみな らず種 々の生物細胞 に於 けるカタラー

ゼの役割 は物質酸化 に よつ て生 成 されたH2O2を

分解処理す るもの であ るとされてい る.

肺炎双球菌1) 2) 3),連 鎖球菌4)な どはカタラーゼを

欠 くため発育途 次,或 は静止菌 でもグル コース分解

途次H2O2を 生成蓄積す ることが知 られている.従

つてこのような菌 ではカタラーゼを有する血液その

他を加えて置かねば生成す るH2O2の ため菌 自体が

障害 され発育 は下全 となる.

ところがSh. dysenteriaeに 属す る菌ではカタラ

ーゼを欠 くに拘わ らず,普 通寒天 などで良好な発育

を行い,か つH2O2の 蓄積 も認 め られず,カ タラー

ゼを有する菌 と何 ら異 るところが見 られないもの も

ある.

又人に於て も無カタ ラーゼ症 患者が発見 され5) 6) 7),

カ タラーゼの意義乃至はH2O2の 生成 の有 無 は簡

単には推論 し得ない現状 となつた.

この ような観点よ り菌のカタラーゼに関 しても一

考の必要が認め られるの で 本編ではSt. flexneri,

 Sal. typhiを 供試菌 とし培養 条 件 と菌体カタラーゼ

活性 との関係について検討 した.

II.実 験 材 料 及 び 実 験 方 法

供試細菌: Sh. flexneri 2a, Sal. typhi 57の 教

室保存の標準株.

何れ もS型 と思われ るコロニーを とり,ミ ロン反

応,食 塩水srよ る自然凝集性など試験 してR型 の混

入 しないよ う継代 し,純 化 して使用 した.

静止菌浮游液の調製:培 地 よ り集 め た菌体を

M/50燐 酸緩 衝液(0.85% NaCl加, pH 7.2)を

以て2回 遠沈 により洗滌 した後,同 組成の緩衝液に

浮游 した.

菌量 は光電比濁計で濁度を測定 し,あ らかじめ作

成 した標準曲線 と対比 して決定 した.

O2消 費量の測定:ワ ールブ ル グ 検 圧計を用い
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常法8)に 従つた.

基 質 は 市 販 品 を 蒸 溜 水 に溶 解 し.必 要により,

 NaOH,又 はHClを 以てpHを 修正 して使用 した.

カタラーゼ活性の測定9):ワ ール ブル グ検圧計

を用 い,主 室に菌液2.0cc(湿 菌量1mg/cup),燐

酸緩衝 液0.7cc,側 室 にH2O2(終 濃 度M/300)

0.3ccを 入 れ,側 室のH2O2を 主 室に混入 してか ら

5分 間 に発生す るO2消 費量を測 定 して カタラーゼ

活性を比 較 した.

III.実 験 成 績

1.培 地へのグルユース添加の影響

基礎培地組成

ペ プ トン　 10 .0g

食 塩　 3.0g

第 一 燐 酸 カ リ　 0.35g

第二 燐 酸 ソー ダ　 2.5g

硫 酸 第 一 鉄　 0.001g

硫 酸 マ グネ シウ ム　 0.01g

水　 1.0l

pH　 7.2

上記組成の基礎培地(グ ルコース無添加培地)及

び これにグル コースを0.5g/l, 1g/l, 2g/l, 5g/l

とな るよ うに夫 々加 え た培地 を作り, 50cc容 コル

ベ ンに分注 して供 試 菌 を接種 し, 37℃, 20時 間培

養 して10代 継代 し, 1, 2, 5, 10代 目の菌体を夫 々

集菌 し,洗 滌後緩衝液に浮 游 して静止菌 とし,カ タ

ラーゼ活性 を測定 した.

なお各代のカタラーゼ活性の測定 では,常 に毎回

対照 として基礎培地 に培養 した菌体 につ いて も同様

に操 作 した.

第1表　 培地 グルコース量 と菌体カ タラーゼ

活性の関係

Sh. flexneri 2a

カタ ラ-ゼ 活性をC2発 生量(μl)を指標 として比較

す ると, Sh. flexneri 2aで は第1表 の如 くであ り,

グルコース0.5g/l添 加培地培養菌体 では10代 まで

殆んど対照培地 に培養.した菌体(対 照菌)と 大差 は

ないが, 1g/l添 加の場合は僅 かな が らカタラーゼ

活性 の低下が見 られ,培 地中のグル コース濃度が大

とな るに従い菌 体 カタ ラーゼ活性は低下 し, 5g/l

添加で は著明な低下が認め られる.

Sal. typhi 57で は第2表 の如 くで ある.や はり

第2表　 培地 グルコース量 と菌体カタラーゼ

活性
Sal. typhi 57

培地 グルコース濃度が大 となるに従い菌体カタラー

ゼ活性が低下 し, 5g/l添 加で はかなりの無下が見

られるが, Sh. fleaneri 2aに 比 較 す る とややその

低下 は少 いようであ る.

以上の通 り培地 にグル コースを添加す ることによ

りカタラーゼ活性が低下す るが,グ ルコースの添加

により対 照培地 とは菌の発育速度が異なり,同 じ20

第1図　 培地えのグル コース添加 と菌の発育

の関係

Sh. flexnori 2a

Sal. typhi 57
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時間培養でも両 菌 の 発育 に於 けるphaseが 多少と

も異るはずであ り,こ れがカタラーゼ活性の差異を

来すのではないかとも考 え られ るので,次 に培養時

間とカタラーゼ活性 との関係 を対照培地及び グル コ

ース(5g/l)添 加培 地 培 養 菌体 につ いて検討 し

た.

前記組成の対照培地及び これ にグル コースを加え

た培地の夫 々30ccを50cc容 コ ル ベ ンに分注 して

菌を接種 し, 37℃ で静 置 して培養 し, 4時 間毎に

その一部つつを取 り出して濁度を測定 して発育曲線

を作つた ところ,第1図 の如 くであり, Sh. flexneri

 2a, Sal. typhi 57共 に対照培 地では8時 間 目頃よ

りlog phaseと な り, 20時 間 目 頃よ りstationary

 phaseと なるのに射 し,グ ル コー ス添 加 培地では

log phase, etationarg phaseに 入 るの がや や 早 く,

かつ発 育 度 も対 照 培 地 に於 け るよ り もかな り大で あ

る.

そ こで次 に 両培 地 に菌 を接 種 し, 10時 間, 16時 間,

 24時 間, 48時 間 後 に夫 々集 菌,洗 滌 しカ タ ラーゼ 活

性 の培 養 時 間 的変 化 を 検 討 した.な お この 実験 で は

カ タ ラーゼ 活 性 の測 定 と同 時 に他の 酵 素 活性 を も見

るた め,グ ル コール,乳 酸,焦 性 ブ ドー酸,コ ハ ク

酸 を基 質 と したO2消 費量(1時 間 値 μl)を も測 定 し

て 比 較す る こ とと した.カ タ ラー ゼ活 性の 測 定 で は

各 菌共 湿 菌 量1mg/cup, O2消 費 で は . 20mg/cupと

し,基 質 は何 れ もM/100と な るよ うにζした.

Sh. flexneri 2aに 於 け る結 果 は 第3表 の如 くで

あ り,両 培 地培 養 菌 共 にO2消 費 は 培 養 時 間 に大 き

第3表　 培 養 時 間 と 酵 素 活 性 の 関 係

Sh. flexneri 2a

く支配 され,培 養時間が 長 くな るにつれてO2消 費

量ば急激に減少す るが,カ タラーゼ活性は殆んど変

化されない.

Sal. typhi 57に 於て も表 示 は 省 略 したが全 く同

様である.

従つてグルコース添加培養 した菌体が対照菌より

カタラーゼ活性が小で あ るの は発育に於 けるhase

が対照培地 に於 けるの と異つているためではないこ

とが認め られる.

次にグルコース添加培地では発育途次酸産生のた

めpHが 漸次低下 す る ものであるが,カ タラーゼ

活性の低下が このpH低 下に起因す るものか否かを

見 るため, Sh. flexneri 2aを 用 い 次の4種 の培養

海で培養 した菌体(20時 問培養)の カタラーゼ活性

を比較 した,即 ち

(1)対 照培地(前 記基 礎培地,始pH 7.2)に 培

養

(2)対 照 培 地 をPH 6.0に 修 正 し,こ れ に菌

を接種 して時 々pHを6.0に 修 正 しな が ら培

養

(3)グ ルコース添加基 礎培地(始pH 7.2)に 培

養

(4)上 の グル コース添加培地に菌を接種 し,時 々

pHを7.2に 修正 しなが ら培養

以上の各菌体を集 め, 1mg/cupの 菌量でカタラ

ーゼ活性を測定 した.結 果は第4表 の如 くであり,

対照培地 に培養 した菌 体 は培養時のPg 7.2, 6.0

の場合共 に著明なカタラーゼ活性を有す るの に対 し,

第4表　 培地pHと 菌 体 カ タラーゼ活性

の関係

Sh. flexneri 2a
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グル コース添加培地 ではpH 7.2に 修正 して培養 し

た菌体 も,修 正 しない ものも共にカタラーゼ活性 は

小で ある.

従つてグルコー添加培地 に培養 した菌体のカタラ

ーゼ活性の低下 は,培 地pHの 低下 によるものでは

ないことが認め られた.

次 にグル コースがカ タラーゼ作用自体を阻害す る

か否 かを 見 る ため, Sh. flexneri 2a普 通寒天培養

菌体を用い,静 止菌のカタラーゼ作用に対す るグル

コース添加の影響を見 た.即 ち1mg/cupの 菌量を

用い,グ ルコース(M/30)を 加 え た場合 と,加 え

ない場合につ いてH2O2を 添加 してO2発 生量 を比

較 した ところ,第5表 の如 くで あり,静 止菌ではグ

第5表　 静止菌のカタラーゼ活性に対する

グル コースの影響

ル コースを添加 して もカ タラーゼ活性は影 響されな

い ことが認め られた.

次にグル コース以外のC源,乳 酸,焦 性ブ ドー酸,

コハ ク酸を添加 した培地 に継代 し, 5代 目の菌体の

カタラーゼ活性を比較 した.

培地に添加す るこれ らC源 は何れ もM/30と な る

よ うにし,培 養時間は20時 間 とした.

結果 は第6表 の如 くであり, Sh. flesneri 2a,

第6表　 C源 添加培 也に培養 した菌のカタ

ラー ゼ活性

Sal. typhi 57両 菌共 にこれ らC源 を 添 加 した培地

に培養 した菌体の カタラーゼ活性は何れ も対照培地

の もの と殆んど差異がない.

2.培 地へのKCN, NaN3添 加の影響

カタラーゼの作用 を阻害す ることが知 られてい る

KCN, NaN3を 添加 した培地に供試菌を継 代 して,

 5代 目の菌の発育曲線を記録 し,同 時 にその20時 間

培 養菌体の カタラーゼ活性及 びO2消 費量を対照培

地 にご培 養 した 菌 体 と比 較 した.

菌 量 は カ タ ラー ゼ 活 性 の 測定 で は1mg/cup, O2

消費 量 の測 定 で は20mg/cupと した.

先 づ 発育 曲線 を 見 る とSh. fleaneri 2aで は第2

図 の如 く, HCN, NaNe 1/3×10-4M添 加 で は 発育

に殆 ん ど影 響 を与 え ず, 10-4Mで は 若干 発育 は阻害

され, 3×10-4Mで は著 明 に阻害 され る.

第2図　 培 地 え のKCN, NaN3添 加 と菌の

発 育 との 関 係(Sh. flesneri 2a)

Sal. typhi 57で も第3図 の 如 くほ ぼ同 様の傾向

が 見 られ る.

而 して これ ら各 培 地 に 発 育 した菌体(20時 間培

養)の カ タ ラーゼ 活 性及 びO2消 費 量 を測定 したと

ころ 第7～8表 の結 果 で あ つ た .

この 実 験 で は カ タ ラー ゼ活 性 の測 定 は1mg/cup,

 O2消 費 量 の測 定 は20mg/cupの 菌 を用 い,基 質は

何 れ もM/100と な るよ うに して 行 つた.

Sh. fleaneri 2aで は 第7表 の 如 く, KCN, NaN3

 1/3×10-4M添 加 培 地 に培 養 した 菌 は カ タラーゼ活性

が著 し く低下 して お り, 10-4M添 加で は殆 んど失つ

て い る.

而 してO2消 費を 見 る と, 1/3×10-4M或 は10.4M

 KCN, NaN3添 加 培 地 に培 養 した菌 体で は.対 照培

地 に培 養 した もの と各 基 質 に於 け るO2消 費量は殆

ん ど差 異 が な く, 3×10-4M KCN或 はNaN3を 添加

した もの で は一般 に 各基 質 共O3消 費 量 が小 である

が,特 に焦 性 ブ ドー 酸 を基 質 と した 場 合のO2消 費
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第3図　 培地 え のKCN, NaN3添 加 と菌 の

発 青度 の 関 係(Sal. typhi 57)

が小 で あ る.

Sal. typhi 57で も第8表 の 如 く,こ れ と同 様 の

傾 向 で あ り,以 上 の こ とか ら3×10-4M或 は それ 以

上 のKCN,又 はNaN3を 添 加 した 培 地 に発育 し

た もの は発 育 度 も著 し く不良 で あ り,カ タ ラー ゼ活

性 も欠 いで い るが,そ れ と同 時 にO2消 費 よ り見 た

酵 素 的性 状 も対照 菌 と若 干相 違 して い るの に対 し,

 KCN. NaN2 1/3×10-4M～10-4M添 加 培 地 で は 発

育 度 は余 り不良 で はな く, O2消 費 量 も対 照 菌 と大

差 な く,た だ カ タ ラー ゼ活 性 を 欠 くの み で あ る.

3.培 地へ の α, ά -ヂピ リヂ ル,オ キ シ ン 添

加 の影 響

α, ά -ヂピ リヂ ル 或 は オキ シ ンはFeイ オ ンと醋

塩 を 作 る ことが 知 られて い るの で,こ れ 等 を加 えて

微 量のFeイ オ ンを除 去 した培 地 に 継 代 した 菌体 の

カ タ ラー ゼ 活性 を 対照 培 地 に培 養 した もの と比 較 し

た.

前 記 基 礎培 地 の 硫酸 第 一鉄 の 代 りに α, ά -ヂピ リ

ヂ ル(10, 20, 40mg/1)或 は オ キ シ ン(15, 30,

 60mg/1)を 添 加 した培 地 を作 り,こ れ らに供試 菌

を継 代 して, 5代 目の 菌の 発 育 曲線 を 作成 し.同 時

に その20時 間培 養 の 菌 体を 集 めて カ タラー ゼ活 性 並

び にグ ル コー ス,乳 酸,焦 性 ブ ドー酸,コ ハ ク酸 を

基 質 と したO2消 費 量 を測 定 して 比 較 した.

発育 曲 線 はSh. fleaneri 2aに 於 て は 第4図 の如

くで あ り, α, ά -ヂ ピ リヂ ル10mg/l,又 はオ キ シ

第7表　 KCN, NaN3添 加培 地 に培 養 した菌 の酵 素 活 性

Sh. flexneri 2a

第8表　 KCN, NaN3を 添加した培地に培養 した菌の酵 素活性

Sal. typhi 57
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ン15mg/l添 加 で 発 育 は か な り不 良 とな り,そ れ

以 上 の 濃 度 で は著 明 に抑 制 され る.

又 各 培地 発育 菌 の カ タ ラーゼ 活 性, O2消 費 量 は

第9表 の 如 くで あ り, α, α'-ヂ ピ リヂ ル10mg,

 20mg/l.オ キ シ ン15mg, 30mg/l添 加 培 地 培 養

第4図　 培 地 え の α, ά -ヂビ リヂル,オ キ

シ ン添 加 と菌 の 発 育 との関 係

Sh. flexneri 2a

菌 体 は カ タ ラー ゼ 活 性 は 対 照 菌 と余 り大 差な く,

 α, ά -ヂピ リヂ ル40mg/l,オ キ シ ン60mg/l添 加

培 地 培 養菌 体 はか な りの カ タ ラー ゼ 活性 低下が見 ら

れ, O2消 費 量 は α, α'-ヂ ピ リヂ ル20mg/l以 上,

オキ シ ン30mg/l以 上添 加 し た 培 培 地 に養 した菌

第5図　 培 地 え の α, α´-ヂピ リヂル,オ キ

シ ソ添 加 と菌 の発 育 との関 係

Sal. typhi 57

第9表 α, ά -ヂビ リヂル,オ キ シ ソを添 加 した 培 地 に培 養 した菌 の酵 素 活 性

Sh. flexneri 2a

第10表 α, ά -ヂピ リヂル,オ キ シ ンを添 加 した培 地 に 培養 した 菌 の酵 素活 性

Sal. typhi 57
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休では一般 に対照菌 に比 し小で あり,特 に焦性ブ ド

ー酸を基質 としたO2消 費は著 しく小である.

Sai. typhi 57で は 発育 曲 線 は第5図 の如 くであ

り,や はり α, α´-ヂピ リヂ ル10mg/l,オ キ シン

15mg/lの 添加によ り発育はやや不良 となり,そ れ

以上の濃度では著明に発育が抑制 され る。

各 培 地 に培 養 した菌体の カタラーゼ活性は第10

表 の 如 く α, ά -ヂピ リヂ ル40mg/l,オ キ シ ン

60mg/1添 加培地 に発育 した菌体 もカタラーゼ活性

の低下 は比較的小で あり,そ れ以下 の濃度 に添加 し

た培地に発育 した菌体は対 照 と殆ん ど差異が見 られ

ない。

O2消 費量 は同 表 の 如 くてあ り, α, ά -ヂピリヂル

10mg/l,オ キ シン15mg/l添 加培地培養菌体 も焦

性ブ ドー酸 々化能 は対照菌体 よ り若干低下 してお り.

それ以上の濃度に添加 した もので は著明な低下が認

め られ る.

従つて これ らの ことから培地への α, ά -ヂピ リヂ

ル或 はオキシンの添加 によつては,か な り筒濃度で

ないとカタラーゼ活性の低下 は見 られず,そ れよ り

先 にO2消 費能 に変 化 が 現 わ れ ることが認 められ

る.

而 してSal. typhi 57はSh. flexneri 2aよ りも

更にカタラーゼ活性の低下 は困難 である.

IV.総 括 及 び 考 案

菌 の酵素的性状は培 養条件 に支配 され るところが

大きい.本 編 に於て はSh. flexneri 2a, Sal. typhi

 57を 供試菌 としてそのカタラーゼ 活 性 に対 する培

地条件を検討 した.

グルコースその他 のC源 を添加 した培地(ブ イヨ

ン)に 培養 した菌体のカタラーゼ治性を見 ると,焦

性ブ ドー酸,乳 酸,コ ハ ク酸を添加 した培地 の場合

は対照培地(C源 無添加のブ イヨン)に 培養 した も

の とカタラーゼ活性は殆 んど差異は見 られないが,

グルコース添加培地培養菌体ではカタラーゼ活性が

減弱す る傾向が見 られる.

而 して培地 中のグル コース濃度の大な程 カタラー

ゼ活性の減弱は大とな り,グ ル コ ース5g/lの 添加

では著明な減弱が認め られ る.

このようなカタラーゼ活性の低下 は,培 地 にグル

コースを添加す ることによる菌の発育の相違,即 ち

発育に於 けるphaseが 異 る こ とによる ものではな

く,グ ルコース添加 により発育途 次培地pHが 低下

することによるもので もな く,又 グルコースが カタ

ラーゼ作用 その もの を阻害す るもので もない ことは

上記各 実験 から明 らかであ り,グ ル コース添加培地

に於て菌が エネルギー源 として主 として グルコース

を利用することによると見做 され る.即 ちグルコー

ス添加培地 に培養 した菌の酵素的性状を見 ると,焦

性ブ ドー酸の酸化能が著 し く低下 してお り,こ の菌

の エネルギ ー獲得は主 として グル コース→焦性ブ ド

ー酸 の間の酸 化反 応 で行われ, O2消 費が活発でな

いと見徹 され る.

従 つて物質代謝 に於けるH2O2産 生は対照培地の

もの に比 し小であ り,菌 体 はカタラーゼ活性 を余 り

必要 としないため,漸 次活性低下が起 るのではない

かと想像され る.

次に カ タ ラ ー ゼの 阻 害剤 と して知 られている

KCN, NaN3を 添加 した培地に培養 した菌体につ い

て見 る.

これ ら阻害剤の培地への添加濃度を種 々かえて.

菌のカタラーゼ活性及びO2消 費 量 を比較すると,

両 供試菌 ともKCN, NaN3濃 度 が3×10-4M以 上

の場 合には菌体はカタラーゼ活性を欠 くと同時 に,

 O2消 費量 も対照培地の もの と相 異 してお り,焦 性

ブ ドー酸を基質 としたO2消 費が著 し く小であるが,

 1/3×10-4M～10-4Mで は発育 も余 り影響 されず, O2

消費量 も殆んど変化な く,た だカタラーゼ活性のみ

を失つている.

このような菌体の酵素的性状 について は後編に於

て2, 3検 討す る予定てある.

次にFeイ オンと錯塩を作 るこ とによ りこれを除

去す ることが知 られている α, α'-ヂピリヂル及 びオ

キ シンを添加 した培 地 に培 養 した菌体 について見

る.

これ らの10～15mg/lの 添加で両供 試 菌 とも発

育は若干抑制され,そ れ以上の濃度 では著 明に抑制

され る.

而 して20mg/1の α, ά -ヂピ リヂ ン,又 は30mg/l

の オキシンを添加 した培 地 に 発 育 した菌体では一

般 にO2消 費は 小 で あ り,特 に 焦性 ブ ドー酸を基

質 としたO2消 費が小であるが,カ タラーゼ活性の低

下 け余 り著 しくな く, 40～60mg/lの 添加ではO2消

費能は著 しく低下 し, Sh. flexneri 2aで は同 時 に

カタラーゼ活性の低下が認め られ るが, Sal, typhi

 57で はカ タラーゼ活性の低下 はそれほど著 し くない.

このよ うにSh. flexneri 2aで は阻害剤の添加濃

度を大 にす るとカタラーゼ活性の低下が見 られ るが,

他の酵素活性 もこれ にともなつて変化す ることはま
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ぬがれ られず,こ れ は α, ά -ヂピ リヂル,オ キシン

はFeイ オ ンを除去することによ りカタラーゼの合

成を阻害す るため,カ タラーゼ合成 を阻害 するより

前 にFeイ オンを必要 とす る他の酵 素の作用を阯害

し.従 つて 発育その他の新陳代謝が阻害 される こと

によ ると考え られ る.

V.緒 言

Sh. flesneri 2a, Sal. typhi 57を 供 試菌 と し,

菌体 カタラーゼ活性 に対す る培地添加物の彩響を検

討 して次の成績を得た.

1.培 地への乳酸,焦 性 ブ ドー酸,コ ハ ク酸等の

添加 はタカラーゼ活性 に殆んど影響を及ぼざないが,

グルコース添加 によつてはカタラーゼ活性は低下す

る.

2. KCN, NaN3(1/3×10-4M～10-4M)添 加 では

カ タ ラー ゼ 活性 は 著 明 に低 下 す るが,他 の酵素活性

は殆 ん ど変 化 しな い.

3. α, ά ヂ ピ リヂ ル,オ キ シ ン(40～60mg/l)

添 加 で は焦 性 ブ ドー酸 々化 能 は 著 し く低 下 し, Sh. 

flexneri 2aの 場 合の み は同時 に カ タ ラー ゼ活性 も

低 下す る.

第2編　 カ タ ラ ー ぜ を 失 つ た 菌 の グ ノレ コ ー メ,ア ラ ニ ン の 酸 化

1.緒 言

グル コー ス,ア ラニ ンその 他 の物 質 の酸 化 系の酵

素 反 応 に 於 て はH2O2が 生 成 し,カ タ ラー ゼが 存

在 しな い と生 成 した 焦 性 ブ ドー酸 はH2O2に よ り 自

働 的 に酸化 され る こ とは 周知 の通 りで あ る.

細 菌 で も肺 炎 双 球 菌,連 鎖 球 菌な どで は カ タ ラー

ゼ を欠 き,静 止 菌 に於 て もグル コー スの酸 化途 次生

成 す るH2O2の た め,一 方 に於 て 生 成 した焦 性 ブ ド

ー酸 は逐 次 酸 化 され て 行 く.又 この 際 カ タ ラー ゼを

欠 く赤血 球 を加 え て 置 くとヘ モ グ ロ ビ ンが 酸 化 され

て メ トヘモ グ ロ ビ ンとな る.

と ころがSh. dysenteriaeに 属 す る あ る菌 で は カ

タラ ーゼ を欠 くに拘 わ らず,焦 性 ブ ドー酸,メ トヘ

モ グ ロ ビ ンの酸 化 は 認め られず10), H2O2の 生 成 は

な い と考 え ざるを 得 な い.

本 編 で はSh. flexneri 2aのKCN, NaN3を 添

加 した培 地 に培 養 した カ タ ラー ゼ活 性 を失 わ しめ た

菌 体及 び カ タ ラー ゼを 有 す る 原 株 に つ き, Sh. dy

senteriae 4, D. pneumoniae IIと 比 較 しなが ら,グ

ル コー ス,ア ラニ ンの 酸 化 に於 け る量 的関 係,ヘ モ

グ ロ ビ ンに対 す る影 響 な どを 検 討 した.

II.実 験 材 料 及 び 実 験 方 法

供 試 菌: Sh. flcxneri 2a, Sh. dysenteriae 4,

 D. pneulponiae II型 の 教 室 保存 株 。

静止 生 菌 浮 游 液 の調 製:培 地 よ り集 め た菌 体 を

燐 酸 緩 衝 液(0.85% NaCl加, pH 7.2)を 以 て2

回 遠 沈 洗 滌 した後,同 緩衝 液 に浮 游 した.

菌 量 は光 電 比 濁 計で 濁 度 を測 定 し,あ らか じめ 作

成 した 標 準 曲 線 と対 比 して決 定 した.

凍 結 乾 燥 菌の 調 製:培 地 よ り集 め た菌体 を2回

遠 沈 洗 滌後,少 量 の蒸 溜 水 を加 え,東 京 応用物 理研

究 所 製RL-1000型 凍 結 乾燥 機 に よ り乾 燥 した.

使 用 に 当つ て は乾 燥 重量 を測 定 し,緩 衝液 に浮游

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.

カ タラー ゼ活 性 の 測 度:前 編 同 様 ワール ブル グ

検 圧 計 を用 い,菌 液 にH2O2を 加 え て5分 間 に発生

す るO2量 を 測 定 し比 較 した.

ペル オ キ シ ダー ゼ 活性 の 測 定: Main & Shim11)

のH2O2定 量法 を逆 に応 用 し,菌 液1.0cc(湿 菌量

10mg,乾 燥 菌 の場 合 は乾燥 重量2.5mg)にo-ト

リヂ ン氷醋 酸 溶液0.25cc(o-ト リヂ ン が10-2Mと

な るよ う に す る), H2O2 0.25cc(10-3Mと な るよ

うに)を 混 じ室温生に放 置 し, 10分 の 青色発 色 によ り

比 較,+,-等 の 符 号 を以 て ペル オ キ シダー ゼ活性

を 示 した.

グル コー スの 定 量: 3, 5-ヂ ニ トロサ ル チル酸を

用 い る比色 法12)に よつ た.

乳 酸 の定 量: p-ヒ ドロキ シヂ フ ェニル を用 いる

比 色 法13)に よつ た.

焦 性 ブ ドー酸 の定 量: 2, 4-ヂ ニ トロフ ェニル ヒ

ドラヂ ンを 用 い る比 色 法14)に よつ た.

サ ク酸 の 定 量:試 料 溶液 を水 蒸 気蒸 溜 し,溜 出

液 を0.01N NaOHを 似 て滴 定 した.

H2O2の 定 量: Main & Shinn11)の 方 法 によつ

た.即 ち試 料1.0ccに10% o-ト リヂ ン氷醋酸 溶液

2滴 及 び じや が い もよ りの ペ ルオ キ シダー ゼ抽 出液

6滴 を 加 え, 10分 後 の 青 色 発 色 を 比色 し, H2O2標

準 曲線 と対 比 して定 量 した.
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ヘモ グロビン,メ トヘモグロピンの吸収曲線の記

録:ベ ックマ ン自記式分光光度計によつた.

III.実 験 成 績

1.各 菌のカラターぜ,ベ ルオ キシダーゼ

活性及びケ ルコース,ア ラ ニンの酸化

に於ける量的関係

一般に細菌の生菌体ではグル コース,ア ラニ ンな

どは酸化 されて焦性 ブ ドー酸 とな り,生 成 した焦性

ブドー酸は更に酸化ざれて漸次消失して行く場合が

多 く, Sh. flexneri 2a, Sh. dysenteri 4の 供 試 菌 で

もそれが見 られ るが,凍 結乾燥 した菌体を用い ると,

焦性 ブ ド耐酸以下の酸化能は著 しく低下 してお り,

グルコース,ア ラニンの酸 化は焦性 ブ ドー酸で殆 ん

ど停止 し,焦 性 ブ ドー酸の蓄 積が見 られ る15).

従つて グルコース,ア ラニ ンの酸 化に於 ける量 的

関係を検討す る実験では凍結乾燥菌体を用いるのが

便利な場合が あり。本実験 に於て も主 として凍結乾

燥菌体を用いることとした.

先3以 下の実験 に 用 い る供試菌Sh. flexneri 2a

の普通寒天に培養 した 菌 体及びKCN, NaNを 加

えた普通寒天に培養 した菌体並びにSh. dysenteriae

 4, D. pneumoniae IIの普通寒 天 に培養 した菌体及

びそれ ら各菌の凍結乾燥 した もののカタラーゼ活性,

ペルオキシダーゼ活性を比較 した.

カタラーゼ活性の測定 はワールブルゲ検圧計を用

い,.生菌で は湿 菌 量1mg/cup,乾 燥菌 では乾燥菌

量0.25mg/cupと し, H2O2を 加 えて から5分 間に

発生す るO2量 を以て比較 した.

結果 は第11表 の如 くで あり, Sh, flexneri 2aで は

第11表　 各培 地に培養 した生菌,凍 結乾燥

菌のカタラーゼ活性

普 通 寒 天培 養 菌 体 は生 菌,乾 燥 菌 共 著 明な カ タ ラー

ゼ活 性 を有 し,凍 結 乾 燥 して もカ タ ラー ゼ活性 の低

下 は殆 ん ど認 め られず, KCN, NaN3添 加 培 地 に

発 育 した もの は カタ ラー ゼ 活性 を 殆 ん ど失 つ て い る.

又Sh. dysenterise 4, D. pneumoniceは 何れ もカ タ

ラー ゼ 活性 を 殆 ん ど全 く欠 いで い る.

ペ ル オ キ シ ダー ゼ活 性 をH2O2, o-ト リヂ ン添 加

に よ る青色 発 色 よ り比 較 す ると第12表 の 如 くで あ り,

第12表　 各培地に培養 した生菌,凍 結乾燥

菌 の カ タ ラー ゼ活 性

Sh. flexneri 2a, D, pneumoniae IIは 普 通 寒 天 培 養

の もの も生 菌,乾 燥 菌 共 ペ ル オキ シ ダー ゼ 活 性 は極

めで 微 弱で あ り, Sh. dysenteriae 4は 普通 寒 天培 養

菌 体 で は かな り著 明 な ペ ル オギ シ ダー ゼ 活性 を 示 す

が, KCN, NaN3添 加 培 地 に培 養 した もの は 殆 ん

ど これ を 失 つて い る.

次 にSh. flexneri 2a普 通 寒天 培 養 菌体 を 用 い,

そ の カ タ ラーゼ 活 性 に 対 す るKCN, NaN3の 影 響

を濃度別に見,更 にグル コース,ア ラニ ンを基質 と

したO2消 費(1時 間値)に 対す る影 響をも見て比

較 した.

カタラーゼ活性の測定では生菌は湿菌量1mg/cup,

乾 燥 菌 は0.25mg/cupと し, O2消 費測 定 で は生 菌

は湿 菌 量20mg/cup,乾 燥 菌 は40mg/cupと し,

 KCN, NaN3は 各 々10-4M, 10-3M,基 質 濃 度 は

10-2Mと な る よ うに した.

結 果 は 第13表 の如 くで あ り.カ タ ラーゼ 作 用 は生

菌,乾 燥 菌 共 に10-3MのKCN, NaN3で は勿 論,

 10-4MのKCN, NaN3に よ つ て 著 明 に抑 制 され る

が,こ れ に対 しグ ル コー ス 或 はア ラニ ンを基 質 と し

たO2消 費 は10-3MのKCN. NaN3で は か な り 抑
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第13表　 靜 止生 菌,凍 結 乾 燥 菌 の カ タ ラー

ゼ活 性, O2消 費 に 対 す るKCN,

 NaN3の 影 響(Sh. flexneri 2a)

Aカ タ ラー ゼ活 性

B O2消 費

制 され るが10-4MのKCN, NaN3で け 殆 ん ど影響

ざ れず,む しろ若 干 の促 進 が 見 られ る.

又Sh. dysenterise 4の 普 通 寒 天 培 養 菌体 を 用 い,

そ の ペル オ キシ ダ ーゼ 活性 及 び グ ル コー ス,ア ラニ

ンを 基質 としたO2消 費 に対す るKCN, NaN3の 影

響 を見 る と第14表 の 如 くで あ り,生 菌,乾 燥 菌 共 に

ペ ル オ キ シ ダー ゼ 作用 は10-4MのKCN, NaN3に

よっ て 著 明 に抑 制 され るが,グ ル コー ス,ア ラニ ン

を 墓 質 と したO2消 費は ζの濃 度(10-4H)のKCN,

 NaN3に よつ て は 全 く阻 害 されな い.

以 上 の如 くKCN, NaN3は10-4Mで は カ タ ラー

ゼ作 用 を 著 明 に抑 制 す るが, O2消 費 に は 殆 ん ど影

響 を 及 ぼ さない こ とか認 め られ たの で,普 通 寒 天培

養Sh. flexneri 2aの 凍 結 乾 燥 菌 体(カ タ ラー ゼ

有)を 用 い,グ ル コー ス,ア ラニ ンの酸 化 に於 け る

第14表　 靜 止 生 菌,凍 結 乾 燥菌 の ペルオキ

シ ダー ゼ活性, O2消 費 に 対する

KCN, NaN3の 影 響

(Sh. dysenteriae 4)

Aペ ル オ キ シダ ー ゼ活 性

B O2消 費

量的関係 と,こ れに対す る10-4M KCN, NaN3の 影

響を検討 した.即 ちこれ ら阻害剤 はワールブルグ検

圧計容器の主室に菌液(乾 燥菌量40mg/cup)と 共

に入れ,あ らかじめよ く接触せ しめてか ら15分後に

側室 より基質をM/100と な る よう加え, 1時間振

盪 してO2消 費量を測定 した後,遠 沈 上清について

基質消費量, H2O2生 成量,分 解産物 としての乳酸,

焦性 ブ ドー酸,サ ク酸生成量を夫 々測定した.

グル コースを基質 と した場合には第15表の結果で

あ り, O2消 費,グ ル コース消 費 は阻害剤無添加の

対照 とKCN, NaN3添 加の 場 合 とで大差な く,又

H2O2生 成 は何れの場合に も認 められないが,対 照

で は焦性 ブ ドー酸生成 が著 しく大であるのに対し, 

KCN, NaN3添 加 により小 となり,代 りにサク酸の
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第15表　 グル コー ス酸 化 に 於け る量 的 関 係 に対 す るKCN, NaN3の 影 響

Sh-flexneri 2a凍 結 乾 燥 菌

生成が大とな る.

アラニンを基質 とした場合は第16表 の如 くであ り,

 O2消 費はKCN, NaN3添 加により 殆んど影響 され

ず,ア ラニン消費量の測定は精度の高い定量法がな

いた め行わ な かつ た が,ク ロマ トグ ラ フ ィー に於 け

るspotの 大 きさ よ り判 定 す る と,ア ラ ニ ン消 費量

はKGN, NaN3添 加 に於て も対 照 と大差 ない もの

と推定 され,又H2O2は 何れの場合 にも蓄積 されな

いが,焦 性 ブ ドー酸生成は対照では著 しく大 である

の に対 し, KCN, NaN3添 加 に於て は小 となり,代

りにサ ク酸の生成が著明に大 となることが認め られ

た.

第16表　 ア ラニ ソ酸 化 に 於 け る量 的 関係 に対 す るKCN, NaN3の 影 響

Sh. flexneri 2a凍 結乾 燥 菌

次 にSh. flexneri 2a, Sh. dysenteriae 4の 普 通

寒天 培 養菌 及 びKCN, NaN3添 加培 地 培 養菌,並

び にD-pneumoniae II家 兎 血液 加 普 通 寒天 培 養 菌

の各 凍結 乾燥 菌体 を用 い,グ ル コー ス,ア ラ ニ ンの

酸 化 に於 け る量的 関 係 を比 較 した.

菌 量 その 他 はす べて 上 記 実験 と同 様 に して 行 つ た.

結 果 はグ ル コー スを 基 質 と した場 合は第17表 に 一

括 して示 した 如 くで あ り, Sh. fleaneri 2aで は普

通寒 天培 養菌 は グル コー ス よ りの 焦 性 ブ ドー酸 生 成

が著 し く大で あ るの に対 し, KCN或 はNaN3添 加

培地に培養 した菌では焦性 ブ ドー酸生成は小であ り,

サ ク酸生成が大と な つている. H2O2生 成は各菌体

共認 められない.

Sh. dysenteriae 4で は普通 寒天培養菌はやは りグ

ル コースよりの焦性 ブ ドー酸生成量が著 しく大であ

り,か つKCN或 はNaN3添 加培 地 に培養 した菌

で もかなりその生成が大であ り,普 通寒天培養の も

のよ り僅かに小であ るにす ぎず,サ ク酸生成量 も著

明な差異 はな く,前 述のSh, fiexneri 2aの 場合 と

はこの点が異つてい る. H2O2生 成 はやは り各菌体

第17表　 各培地に培養した菌のグルコース酸化

凍 結 乾 燥 菌
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共 全 く認 め られ ない.

D. pneumoniae IIの 血 液 寒 天培 養菌 で は, H2O2の

生 成 が 明 らか に認 め られ,グ ル コ ー スよ りの 焦 性 ブ

ドー酸 蓄 積 は小 で あ り,か つ サ ク酸 の 生成 が 大 て あ

る.

ア ラニ ンを基質 と した場 合に も第18表の如く,グ

ル コースの 場 合 と同 様で あつて, Sh. flesneri 2a

で は普通 寒天培養の ものは焦性 ブ ドー酸生成が大で

あるが, KCN, NaN3添 加培地培養のものは小であ

り,代 りにサ ク酸坐成が大 となつている.

第18表　 各培地に培養 した菌の アラニ ン酸化

凍 結 乾 燥 菌

又Sh. dysenteriae 4で は 焦 性 ブ ドー酸,サ ク酸

生 成 量 は普 通 寒 天培 養 菌, RCN, NaN3添 加培 地 培

養 菌間 にSh. flesneri 2aに 於 け る程 の 大差 は認 め

られな い.

D. pneumoniae IIで はア ラ ニ ン酸 化能 は極 めて 小

で あ るた め,そ の 量 的 関係 は 明 らかに しえな か つ た.

以 上の こと か らSh. flesneri 2aでKCN, NaN3

添 加 培地 に培 養 して カ タ ラー ゼを 失 わせ た菌,或 は

普 通 寒天 培 養 の 菌(カ タ ラー ゼを 有 す)で も反 応 時

KCN, NaN3を 加 えて カ タラー ゼ 活性 を 抑制 して 置

くとグ ル コース,ア ラニ ンの酸 化 に於 て 生 成 した焦

性 ブ ドー酸 は同時 に生 成 す るH2O2に よ つ て 自働 的

に酸 化 され てサ ク酸 と な る こ と が うかが わ れ, D.

 pneumoniae IIで は血 液 加 普通 寒 天培 養 菌 もカ タラ

ーゼ を 有 せ ず,か つ グ ル コー ス酸 化 途 次 著 明 なH2O2

を 生 成 す るの で,生 成 した 焦性 ブ ドー酸 は直 ちに酸

化 され て サ ク酸 にな るが, Sh. dysenteriae 4で は普

通 寒 天培 養 菌 体, KCN, NaN3添 加培 地 培 養 菌 は共

にカ タラ ーゼ を 有 しない に拘 わ らず.グ ル コー ス,

ア ラニ ンの酸 化 に於 て 著 量の 焦 性 ブ ドー 酸 の生 成 が

認 め られ, Sh. flexneria 2のKCN, NaN3添 加培

地 培 養 菌,或 はD. pneumoniae IIと は異つ てい る こ

とが うか が われ る。

2.有 及 び 無 カ タ ラー ゼ 菌体 の 赤 血球 に対

す る影 響

カ タ ラー ゼ を有 す る赤血 球 及 び これ を 欠 く赤 血 球

に対 す る有 力 タ ラー ゼ 菌体 並 び に無 カ タ ラー ゼ菌 体

の 代 謝 時の 作用 を以 下 に検 討 した.

有 カ タ ラー ゼ血 液 と して は家 兎血 液,無 カタラー

ゼ血 液 と して は無 カ タ ラー ゼ症 患 者血 液を脱線維し

て 用 い た.

先 づ普 通 寒 天 に これ ら血液 を2%と なるようにこ加

えた培 地 及 び これ に更 にKCN又 はNaN3を10-4M

とな る よ う に 加 え た 培 地 を作 り,各 培地にSh.

 flexneri 2a(有 カ タ ラ ー ゼ), Sh. dpsenteriae 4

(無 カ タ ラー ゼ), D. paeumonise II(無 カタラーゼ)

を 夫 々 コ ロニー の 現 わ れ る よ うに接 種 し, 37℃,

 24時 間 培 養 し,メ トヘ モ グ ロ ビ ン(MetHbと 略

す)環 及 び脱 色環 の生 成 状況 を 観察 した.

有 カ タ ラーゼ血 液加 培 地 に於 け る成 績 は第19表 の如

くで あ り,阻 害 剤 無 添 加 の培 地 で はD. pneumonise

 IIに 於てMetHb環,脱 色 環 の 生 成 が 見 られる

の み で,他 の 菌 で は 認 め ら れ ず, KCN, NaN3

添加 培 地 で はD. pneumoniae IIの 他Sh. fleaneri 2a

で もかな り明 瞭 に 認 め られ るが, Sh. dysenteciae 4

で は これ らの環 の 出現 は僅 かで あ る.

無 カ タ ラーゼ 血 液 添加 培 地 で は第20表 の如 くであ

り,阻 害 剤 無 添 加 の培 地 で はD. pnenmonise IIは著

明 にMetHb環,脱 色 環 を 生 成 し,他 の菌では生

成 せ ず, KCN, NaN3添 加 培 地 で は有 カタラ ーゼ血

液 加培 地 に於 け る とほ ぼ 同 様でD. pneumoniae IIで

は 著 明な,又Sh. flezneri 2aで もかな りのMetHb

環,或 は脱色 環 を 生 成 し, Sh. dyeenteriae 4で は比

較 的 僅 か で あ る.

次 にSh. flexneri 2aの 普 通 寒天 培養 菌(有 カタ

ラー ゼ), KCN或 はNaN3(10-4M)添 加 普 通寒天
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第19表　 有 カ タ ラ ー ゼ血液 加 培 地 に 於け る メ トヘ モグ ロ ビ ン生 成 及 び

これ に対 す るKCN, NaN3の 影 響

KCN, NaN3: 10-4M

第20表　 無 カ タ ラー ゼ血 液 加 培地 に於 け るメ トヘ モグ ロビ ン生 成 及 び

これ に対 す るKCN, NaN3の 影 響

KCN, NaN3: 10-4M

培養菌(無 カタラーゼ)を 用い,そ の静止 生菌 によ

るグルコース,ア ラニンの酸化途 次に於 ける無 カタ

ラーゼ赤血球に対する.影響を見た.即 ち各培地 に20

時間培養 した菌体を洗滌 して静止菌 とし

菌液(湿 菌量20mg)… ……… …1.0cc

基質(M/100と なるよ うに)… …0.5cc

無カタラーゼ赤血球浮 游液

(100倍 稀釈 とな るよ うに)… …0.5cc

を中試験管に入れて1時 間振盪 した後, 1,000r. p. m.,

 5分 間遠沈 し,沈 渣(赤 血 球を 含む)に 蒸溜水を加

第6図　 各培地培養菌の グルコース酸化途次に

於け るHbの 変化(反 応後 の吸収 曲線)

第7図　 各培地培養菌のアラニン酸化途次に於

けるHbの 変化(反 応後の吸収曲線)

第8図　 Hb, MetHbの 標 準吸 収 曲線
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えて溶血 せ しめ た 後,更 に5,000r. p. m., 10分 間

遠沈 して菌体その他を除 き,上 清を蒸溜水で適当濃

度 に稀釈 して分光光度計を用いて吸収曲線を記録 し

た.

なお比較のため菌無添加の場合 についても同様に

操 作 した.

グル コースを基質 とした場合 には第6図 の如 き吸

収曲線が え られ,標 準曲線(第9図)と 対比 して検

討 す ると,菌 無添加 ではHbの 吸収曲線 と殆んど一

致 しており,対 照培地培養菌に於て もHbの 吸収 曲

線 に近いが, KCN或 はNaN3を 添加 し た培地 に培

養 した菌体ではHbの 吸収曲線 とは異な り, Met Hb

の麹線 に近い ものが えられる。

ア ラニンを基質 とした場 合にも第8図 の如 く同様

であ り,カ タラーゼを有す る対照菌体で はHbは 殆

んど変化を うけないが,カ タラ ーゼを欠 ぐKCN,

 NaN3添 加培 地培養菌体ではHbは 酸化 されてMet

 Hbに な ることが推定 され る.

IV.総 括 及 び 考 案

Sh. flexneri 2aは カタラー ゼ を 有 す る菌であ る

が, KCN或 はNaN3を10-4Mと な るよ うに添加 し

た培地に継 代す る とカ タ ラーゼ活性を失い,か つ

O2消 費量を指 標 とした基 質 酸 化能 は対照培地に培

養 した もの と殆んど差異がない.

然 し代謝 に於 けるカ タ ラ ーゼの 役割 が生成す る

H2O2を 分解処理する もので あ るとすれば,カ タラ

ーゼを失つた菌体 は対照菌体 に比 しグル コース.ア

ラニン等の酸化に於 ける量的関係に何らかの相違が

あ るもの と予想される.

そ こで先づ有及び無カタラーゼ菌体のグル コース,

アラニ ンの酸 化に於ける量的関係を詳細に検討 して

見る.

一般 に細 菌では グル コース,ア ラニ ン等は酸化 さ

れて焦性ブ ドー酸 となり,こ れは更に酸化 され るこ

とにより漸 次消失 して行 くものである.然 し凍結乾

燥 した菌体 では焦性ブ ドー酸 々化能が著 しく減弱 し

てい るため15),焦 性 ブ ドー酸の段階で酸化反応は停

止 し,こ れが 積す る.従 つてグル コース,ア ラエ

ン等の酸化を量的に検討す るのに凍結乾燥 菌体を用

いるのが便利な場 合があ る.本 実験で もこの ような

理 由か ら主 として凍結乾燥菌体を用いた.

有及び無 カタラーゼ菌を凍結乾燥 して グル コース

の酸化に於ける量的関 係 を 比較す ると, Sh. fleneri

 2aの 対照菌(普 通寒天培養菌,カ タラーゼを有す)

では焦性 ブ ドー酸蓄積 が極めて大であるのに対し,

 KCN或 はNaN3添 加培地培養菌(無 カタラーゼ)

で はグル コース消費量は対照菌 と大差ないに拘わら

ず,焦 性 ブ ドー酸蓄積量 は極めて小 である.

アラニ ンを基質 とした場合 にも同様であり対照菌

で は焦性 ブ ドー酸蓄積 が大なのに対 し,カ タラーゼ

を欠 くKCN, NaN3添 加培 地 培 養 菌では焦性ブ ド

ー酸蓄積 が小 で あ る.

又対照菌で もKCN, NaN3(10-4M程 度)添 加に

於てはグル コース,ア ラニ ンよりの焦性ブ ドー酸の

蓄積は阻害剤無添加 に於 けるより極めて小である.

これはカタラーゼを欠 く菌 体 又 は対照菌体でも

KCN, NaN3を 添加 して カ タ ラー ゼ活性を抑制す

るとグル コース,ア ラニ ンの酸化途 次生成するH2O2

の処理が困難とな り生成 した焦 性ブ ドー酸がH2O2

により酸化消滅す るため と見做 される.

Sh. dysenteri 4で は対照菌体(普 通寒天培養)も

カタラーゼを欠 くがグル コース,ア ラニンより著量

の焦性ブ ドー酸を生成蓄積 し, KCN, NaN3添 加培

地培養菌体で もその蓄積が大であ り,もともとH2O2

産生はSh. flexneri 2aに 比 し極めて小であると考

え られ,物 質代謝(酸 化)機 構がやや異つていると

推定 され る.

又D. pneumoniae IIでは対照菌体 もカタラーゼを

欠 き,グ ル コースよ りの(ア ラニンは殆んど酸化し

ない)焦 性ブ ドー酸 蓄積 は小であ り, H2O2の 産生

も明 らかに認め られ る.

次 に有及び無カタラーゼ菌の発育途次,並 びに静

止菌のグル コース,ア ラニ ン酸化途次に於 ける有及

び無 カタラーゼ 赤 血 球,特 に血赤素(Hb)に 対す

る影響を検討す る.

先づ有 カタラーゼ血液を加 えた普通寒天及びこれ

にKCN, NaN3(10-4M)を 添加 した培 地に培養し

た場合, Sh. flesneri 2aで はKCN, NaN3添 加培

地に於て はコロニーの 周 辺 に褐色のMet Hb環 或

は脱色環の生成 が見 られ,阻 害剤無添加培地ではこ

れが認めめ られない.

Sh. dysenteriae 4で は阻害剤 添加 培地,無 添加培

地共にごMet Hb環 の生成は見 られず, D. pneumoniae

 IIでは阻害剤無添加培地 で もかな り見 られ,阻 害剤

添加培地では更 に著明であ る.

又無 カ タ ラ ーゼ 甑 液 を添 加した培地 では, Sh.

 flexneri 2a, Sh. dysenteriae 4で は有カタラーゼ血

液加培地に於 ける所見 と大差ないが, D. pneumomse

 IIで は阻害剤無添加 で も著明なMet Hb環,脱 色
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環 が 出現す る.

これ らの こ とか らカ タ ラー ゼを 有 す るSh. fleaneri

 2aはH2O2を 生 成 す るが カ タ ラー ゼ に よ り処 理 さ

れHbの 酸 化 は殆 ん ど起 らず, KCN, NaN3を 加 え

て カ タ ラー ゼ 作 用 を 抑 制 す る とHbは 酸 化 され て

Met Hbと な り,更 に酸 化 され る と無 色 の 物質 とな

る と見做 され,こ れ に 対 しSh. dysenteriae 4で は カ

タ ラー ゼを 有 しな いが,阻 害 剤 添 加,無 添 加 に拘 わ

らずHbの 酸 化 は 殆 ん ど起 らず, H2O2の 産 生 は無

い か.極 めて小 で あ る と考 え られ る.

次 にSh. fleaaeri 2aの 対 照1培 地 培 養 菌(有 力 カ

タ ラーゼ), KCN, NaN3添 加 培 地 培 養 菌(無 カ タ

ラーゼ)を 凍結 乾 燥 し,グ ル コー ス,ア ラニ ンの 酸

化途 次 に於 ける無 カタ ラーゼ赤 血 球(特 にHb)に

対 す る影 響 を比 較 す る と対 照培 地 培 養 菌 で はHbの

酸 化 は殆 ん ど見 られ ない が, KCN, NaN3添 加 培地

培 養菌 で はHbは 酸化 され てMet Hbを 生成 す る

ことが認 め られ, H2O2は 産 生 され る こ とが推定 さ

れ る.

V.結 言

Sh. fleaneri 2a, Sh. dysenteriae 4, D. pneumoniae

 IIを 供 試菌 と し,有 及 び 無 カ タ ラー ゼ 菌体 の酵 素的

性状,特 にグル コース,ア ラニ ンの酸化に於 ける量

的関係を比較 し,又 有及び無 カタラーゼ赤血球,特

にヘモグ ロビン(Hb)に 対す る影響を検討 して次の

成績をえた.

1. Sh. flexperi 2aで はKCN, NaN3添 加普通

寒天 培 養 菌体 は カ タ ラー ゼを 欠 くた め,グ ル コー ス,

ア ラニ ン酸 化途 次H2O2の 処 理 が 不 能 で あ り,生 成

した焦 性 ブ ドー酸 がH2O2に よ り酸 化 され る.又 赤

血 球 を 添 加 し て 置 く とHbは 酸 化 され てMet Hb

とな る.

2. Sh. dysenteriae 4は カ タ ラー ゼ を有 せ ず,何

れ の培 地 に培 養 した 菌体 もH2O2の 生 成 はな い か,

極 め て少 い.

3. D. pneumoniae IIは カ タ ラー ゼ を 欠 き,か つ

H2O2の 生 成 は極 め て大 で あ る.
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Part. I Effect of Added Substance to the Media on Catalase Activity

Using Sh. flexneri 2a and Sal. typhi 57 as test organism, the author studied the effect 

on calase activity of bacteria by adding a certain kind of substance into culturing media, 

the following results were obtained.

1) The catalass activity was not influenced by the addition of lactate, pyruvate or 

succinate into media, but was decreased by addtion of glucose.

2) A marked decrease in the catalase activity was observed by addition of KCN or 

NaN3, in dilution of 1/3x10-4M; whereas no change in other enzyme activity was observed 

by the addition of these substance.

3) The addition of ƒ¿, ƒ¿•L-dipyridyl or oxine, in dilutions of 20-30mg/L, showed 

marked decrease in oxidative ability of bacteria of pyruvarte, and the decrease in catalase 

activity was simultaneously observed only in Sh. flexneri.

Part II Oxidation of glucose and alanine by catalase deficient bacteria

Using Sh. flexneri 2a, Sh. dysenteriae 4 and D. pneumoniae II, the author studied 

the enzymatic properties of the catalase active and inactive bacterial cells mentioned above 

by means of volumetric studies of glucose and alanine oxidation and also studied the effect 

of these cells on normal. or acatalasemic erythrocytes, especially on hemoglobin of the 

erythrocytes. The following results were obtained.

1) As the cells of Sh. flexneri 2a grown on KCN or NaN3 added nutrient agar media 

was lacking catalase activity, the organism could'nt decompose H2O2 produced throuth the 

course of glucose or alanine metabolism. So formed pyruvate by the metabolism was oxidized 

by H2O2 inversely. And hemoglobin was oxidized to methemoglobin, when erythrocytes were 

added to the reaction media.

2) Sh. dysenteriae 4 is failing catalase and the production of H2O2 was not detected 

at all or only scantily onthe cells grown on any kind of media.

3) D. pneumoniae II is also failing catalase, but the production of H2O2 was remar

kably high.


