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I緒 言

細菌酵素 に対す る阻害 剤 と してのKCN, NaN3の

作用は古 くからよ く知 られ て居 り, KCNはFeと

錯塩を形成す ることに よ りカ タ ラー ゼ,ペ ル オ キ シ

ダーセな どFeを 含む酵 素を 不活 化 し1),又 焦 性 ブ

ドー酸な どの ケ ト酸 と結 合 して捕 捉 す る こ と によ り

その代謝を妨げ るな どと考 え られて い る.又NaN3

の細菌呼吸に対す る影響 に関 して も多 くの研 究 が あ

り1).6), F++, Mg++そ の他金 属 イオ ンと結 合 す る

ことによりこれ らの イオ ンの 関与 す る酵 素 反応 を 妨

害し,又 エノラー ゼの反応 を 阻 害 し,或 は 又KCN

同様カタラーゼ,ペ ルオ キ シ ター ゼ そ の他 含鉄 酵 素

の作用を阻害 する と考 え られ , KCNと 共 に 細 菌代

謝研究のための阻害 剤 として研 究 され,利 用 され て

いる.

然 し細菌代 謝 に 於 け るKCN,或 はNaN3の 作

用点は一個所 とは限 らず,又 そ れ らの 濃 度,細 菌膜

透過性,細 菌の酵素 的性 状な どの ため 菌 によ りそれ

らの態度を異にす る場合 も しば しば 見 られ る.

筆者はSh. flexneri 2a , Staphylococcus aureus,

 Staphylococcus albusの 教 室 保 存 標 準 株 を供 試 菌

としてカタラーゼ作用
,ペ ル オ キ シ ダー ゼ作 用,並

びにグル コー スの分解 に 対す るKCN
, NaN3の 作

用を比較検討 した,

以下その成績 を記 して 御 批判 を 仰 ぐ次 第 で あ る.

II実 験 材 料 及び 実 験方 法

供 試 細 菌: Sh. flexneri 2a(B2aと 略),

 Staphylococcus aureus(aureusと 略), Staphylo

coccus albus(albusと 略)の 各 教 室 保 存 標準 株.

生 菌 浮遊 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, pH 7.0)

にて2回 洗 滌 後 同一 組 成の 緩 衝 液 に浮游 せ しめ た も

の を 生 菌浮游 液 と して 使用 した.

呼 吸 量測 定: Warburg検 圧 計 を 用 い常 法7)に

従 つ た.基 質 及 び阻 害 剤 は市 販 の ものを蒸 溜 水 に溶

解 し,必 要 によ りNaOH又 はHClを 以 つ てpH

を修 正 して 使 用 した.

カ タ ラ ー ゼ 活 性 測 定: Warburg検 圧 計 を用

い8),主 室 に供 試 菌浮游 液2.0ml,蒸 溜 水又 は阻害

剤0.3ml,緩 衝 液0.4ml,側 室 に終 濃度M/200 HgO2

 0.3mlを 入 れ37℃ に 保 つ た 後H2O2を 混 入 し発

生す るO2量 を10´, 20´,後 に測 定 して カ タ ラー ゼ

活 性を 測 定 した.

ペ ル オ キ シ ダー ゼ活 性 測定　 試 料 液1.0mlに

10%ト リヂ ン氷 醋 酸 溶 液0.1ml, 5% H2O2溶 液

0.1mlを 加 え10´ 後,及 び20´ 後 に 青 色 発 色 を比

較 した9).

グル コー スの 定 量: 3.5-ヂ ニ トロサ ル チル 酸 に

よ る比 色法10)に よ つ た.

焦 性 ブ ドー 酸 の定 量: 2.4-ヂ ニ トロ フ ェニー ル
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ヒ ドラヂ ンに よ る比 色法11)に よつ た .

乳 酸 の定 量:濃 硫 酸及 びP-ヒ ド ロ キ シヂ フ ェ

ー ル に よ る比 色 法12)に よつ た .

醋 酸 の定 量:試 料 液 を 硫 酸酸 性 と し水 蒸 気蒸 溜

に附 し,溜 出 液 をM/100 NaOHを 以 つ て滴 定 した.

Ⅲ 実 験 成 績

1カ タ ラー ゼ及 び ペ ル オ キ シ ダー ゼ作 用 に対 す

るKCN, NaN3の 影響.

供 試 菌B2a, aureus, albusの 生 菌 浮 游 液 の カ

タ ラー ゼ作 用 に対 す る10-3M, 10-4M,のKCN及

びNaN3の 影響 を検 討 す る た め,ワ ール ブル グ検

圧 計 の 容 器 の主 室 に生 菌浮 游 液,及 び阻 害 剤 を,側

室 にH2O2(終 濃 度M/200)を 入 れ, 37℃ に保 つ

た 後H2O2を 混入 し, 10分 間 に発 生 す ろO2を 測定

した.

結 果 は 第1表 に示 した 如 く, B2aで は阻 害 剤 無

第1表　 カ タ ラー ゼ活 性 に 対 す るKCN,

 NaN3の 影響

湿 菌 量2mg/cup, pH 7.2, 37℃, 10min.

添 加 の場 合 反応 開 始10分 後 に186μlのO2発 生 を

示 したの に対 し, 10-4M KCN添 加 で は28μl, 10-3M 

KCNで は5μl, 10-4M NaN3で は12μl, 10-3M

 NaN3で は4μlと な り, KCN NaN3は10-4Mに

於 て 著 明 に カ タ ラー ゼ作 用 を 抑 制 した.

aureusで は 阻害 剤 無 添 加 の場 合191μlのO2発

生 を 示 し, 10-4M KCN添 加 では206μl, 10-3M KCN

添加 に於 て も170μlのO2を 発 生 し,カ タ ラー ゼ

作 用 に対 す るKCNの 阻 害作 用 は10-3Mに 於 て も

殆 ん ど 認 め ら れ な い. NaN3で は10-4M添 加 で

172μl, 10-3Mで98μlのO2を 発 生 し,や や 阻 害

作 用 を 示 すがB2aに 於 け る よ りも効 果 は少 で あ

つ た.

Albusで は阻害 剤無 添 加 に於 て186μlのO2発

生 を示 し, KCN, NaN3は 夫 々10-4Mで は殆 ん ど

カ タ ラー ゼ作 用 を阻 害 せ ず, 10-3Mで は約50%程 度

の阻害効果を示 した.

次に生菌のベルオキシダーゼ作用に対する影響を

実験方法の項に於て記 した如く,生 菌浮游液にトリ

ヂン, H2O2を 添加したときの青色発色より検討し

たところ,第2～ 第4表 の結果であつた.

B2aで は反応開始10´ 後の呈色を阻害剤無添加

の場合に〓 として表 わすと, KCN, NaN3は 夫々

10-4Mで10´ 後の呈色は一ととなり, 20 後́にかす

かに青色を呈する程度であつて,ペ ルオキシダーゼ

は殆んど完全に阻害された.

aureusで は 阻害剤無添加の場合の呈色は〓程度

第2表　 生 菌 の ペル オ キ シダーゼ作用(1)

B2a

第3表　 生 菌 の ペル オ キシダー ゼ作用(2)

aureus

第4表　 生 菌 の ペル オ キシ ダーゼ作 用(3)

albus
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であり, KCN, NsN3は10-1M〓 方 て も 殆 ん と阻

害作用を示 さなかつ た.

albusで は 阻害剤 無添 加の 呈 色を 〓 と して表 わ す

とKCN, NaN3は 共 に10-4Mで は ペ ル オ キ シ ダ

ーゼ作用を全 く阻害 しな いが, 10-3Mに 於 て はや や

阻害作用を示 し+を 以つ て表 わ す程 度 の 呈 色 で あつ

た.

2 O2消 費に対す る影 響

生菌のグル コー ス,乳 酸,焦 性 ブ ドー酸,コ ハ ク

酸,フ マル酸,リ ンゴ酸 を基 質 と したO2消 費 に対

するKCN, NaN3の 阻害作 用 をみ た.

基質は終濃度M/100と しKCN, NaN3は10-4M,

 10-3M, 10-2Mの 濃度 として行 つ た.

B2aで は 第5表 に 示す 如 く, 10-4M KCN添 加

第5表　 O2消 費 に対 す るKCN, NaN3の 影 響

B2a

では各基質に於 て殆 ん ど阻 害 が 認 め られず, 10-3M

では約30～50%に 抑 制 され, 10-2Mで は どの 基質 に

於て もO2消 費 は完 全 に阻害 され た.

NaN3はKCNに 比 し一 般 に阻 害 作用 は は るか

に小であり, 10-4M, 10-3Mに 於 て は02消 費 は 多

少ながら促進 され る傾 向が 見 られ, 10-2Mで は グル

コースに於ては阻害 剤 無 添 加 で192μlで あ るの に

対 しNaN3添 加 では163μlと な り,乳 酸 で は131μl

に対し99μl ,焦性 ブ ドー酸 で は142μlに 対 し88μl,

コハ ク酸 で は93μlに 対 し72μl ,フ マル 酸 で は

72μlに 対 し46μl ,リ ン ゴ酸 では96μlに 対 し61μl

となつた.

KCN, NaN3の 阻 害作 用 は,基 質 別 に見 て 大 差 は

見られないが,焦 性 ブ ドー酸 を 基 質 と した 場 合 にや

や阻害が大である と思 われ た.

aureus(第6表)で はKCNの 阻 害 は 極 め て 小

であり, 10-4M , 10-3Mで は どの 基 質 に於 て もO2

消費はむ しろ増大 す る傾 向 が 見 られ10-2Mで も僅

第6表　 O3消 費 に 対 す るKCN, NaN3の 影 響

aureus

か に阻 害 が 見 られ る にす ぎな い. NaN3の 阻害 作 用

はKCNに 比 較 す る とは るか に大 で あ り,又B2a

に於 け るよ り も大 であ つ た.即 ち10-4M NaN3で

はO2消 費 はむ し ろ 促 進 さ れ る傾 向 にあ つ たが,

 10-3Mで 若 干の 阻 害 が 見 られ,更 に10-2Mに 於 て

は グル コー スで 阻害 剤 無 添 加 の 場合 の212μlに 対

し, NaN3 添 加で は66μlと な り,乳 酸 では161μl

に 対 し60μl,焦 性 ブ ドー 酸 で は142μlに 対 し42μl,

コハ ク酸 で は156μlに 対 し51μl,フ マ ル 酸 で は

112μlに 対 し43μl,リ ン ゴ 酸 で は109μlに 対 し

32μlと なつ た.

alebus(第7表)で はKCN, NaN3の 阻 害 作 用

第7表　 O2消 費 に 対 す るKCN, NaN3の 影響

albus

は同程度であり,且 つ共にそれ程顕著ではなかつた.

即ち10-4M, 10-3Mで はO2消 費 は殆んど影響され

ず, 10-2Mに 於ては共に どの基質でも80～90%に

O2消 費が抑制される程度であつた.

3グ ルコース酸化に於ける量的関係に対する影

響

静止生菌浮游液にグルコースを添加 し好気的,及

び嫌気的に37℃ で振盪 し, 1時 間 後の遠沈上清中
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のグルコース消費,焦 性ブドー酸,乳 酸,醋 酸蓄積

を定量し,そ の量的関係 と これにご対するKCN,

 NaN3の 影響を検討した.好 気的の場合は容器はワ

ールブル グ検圧計を使用し
,嫌 気的の場合はツンベ

ルグ容器を用い真空ポンプで吸引して空気を除去し

て行つた.

先ず好気的の場合につ いて見ると, B2aに 於て

は第8表 に示す如 く, O2消 費量は阻害剤無添加の

第8表　 グ ル コー ス,焦 性 ブ ドー酸 分 解 に 対 す るKCN, NaN3の 影 響(B2a)

対 照 で はO2消 費 量7.9μM,グ ル コー ス消費4.2μM,

焦 性 ブ ドー酸0.3μM,乳 酸 蓄 積0.4μM,醋 酸 蓄 積

0.6μMで あ るの に対 し, KCN添 加 に於 て は10-4M

の 場 合 に は グル コー ス消 費,生 成 物 蓄積 の 量的 関係

に大 した影 響 は 見 られ な い が, 10.3Mに 於 て はO2

消 費2.6μM,グ ル コー ス消費2.4μM,焦 性 ブ ドー

酸,乳 酸,醋 酸蓄 積 は夫 々1.0, 2.1, 1.0μMと な

りO2消 費 量 に対 す るグル コー ス消 費 量 は大 とな り,

焦 性 ブ ドー酸 蓄 積 が大 とな り,特 に顕 著 なの は乳 酸

蓄 積 が著 明 に増 大す る こ とで あつ た.

NaN3 10-2M添 加 に 於て はO2消 費6.8μM,グ

ル コー ス消 費 量4.1μM,焦 性 ブ ドー酸,乳 酸,醋

酸蓄 積 は夫 々1.2, 0.1, 3.9μMで あ つ て や はり

O2消 費 に 対す る グル コー ス 消 費 の割 合が増大し,

焦性 ブ ドー 酸 蓄 積 はや や大 とな るが,乳 酸蓄積は逆

に減 少す る.而 してNaN3添 加 の 場合について著

明 な ことは 醋 酸蓄 積 が著 し く大 とな ることであつ

た
.

aureusに つ い て は第9表 に 見 られる如 くであり,

 KCNは10-2Mに 於 て もO2消 費,グ ル コー ス消

第9表　 同 上(aureus)

費,及 びその分解産物の蓄積の量的関係に殆んど影

響を与えず乳酸蓄積がやや増大する程度であるが,

 NaN3は10-3Mか らかなりグル コース酸化に影響

を与えB2aの 場合と同様, O2消 費 に対するグル

コー ス消 費 の割 合 は増大 し,醋 酸 蓄積 も著明に増大

した.

albusに 於 て も 第10表 の通 りB2aで 見られた

よ うなKCN, NaN3の 影 響が 程 度 は少いながら明

第10表　 同 上(albus)
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らかに認められ た.

次に嫌気的の場 合に つい て 見 ると, B2aで は第

11表の如 く,グ ルコース消費は好気性の場合に比較

して少であるが,分 解産物の蓄積は一般に大となり,

第11表　 同 上(B2a)

阻害剤無添加 に於て はグ ル コー ス4.1μMの 消 費 に

対し,焦 性 ブ ドー酸0.8μM,乳 酸2.0μM,醋 酸

1.8μMの 蓄 積 が 見 られ た. KCNの グ ル コー ス消

費,分 解産物蓄 積に対 す る影 響は 好 気的 の 場 台 に比

し小であり, 10-3M KCN添 加 に於 て は グル コー ス

消費2.9μMと な り,焦 性 ブ ド ー酸,乳 酸,醋 酸

蓄積はわ づ か づ つ 増 大 し夫 々1.2μM, 2.5μM,

 2.3μMと な つ た. NaN3の 影 響 も好 気的 の 場 合 よ

りは小 で あ り, 10-2M NaN3添 加 で は グル コー ス消

費3.0μMと 減 少 し,焦 性 ブ ドー 酸蓄 積 はや や 増大

す るが,乳 酸蓄 積 は か な り減 少 し,醋 酸蓄 積 は逆 に

増 大 し,夫 々1.4μM, 0.4μM, 3.1μMと な つ た.

aureusで は 第12表 の 如 くKCNは 好 気 的 の 場 合

同 様 グル コー ス酸化 に あ ま り 影 響 を与 え な いが,

第12表　 同 上(aureus)

NaN3はB2aに 於 ける よ り影響 は大 で あ り, B2a

の場合と同様乳酸 蓄積 を減 少せ しめ,醋 酸 蓄 積 を増

大せ しめた.

albusで は第13表 の 如 く, KCN, NaN3の 影響

はB2aの 場 合よ りは小 であ るが,や は りKCNは

乳酸蓄積をやや増大せしめ, NaN3は 乳酸蓄積を減

少し,醋 酸蓄積を増大する傾向は認められた.

然 し一般にKCN, NaN3の グ ルコース酸化に対

する影響は,嫌 気的の場合は好気的に比し極めて小

であつた.

第13表　 同 上(albus)

Ⅳ 総 括 及び 考 按

KCNはFeと 錯塩を形成することにより含Fe

酵 素,或 はFeイ オ ンをCofactorと す る酵 素 活 性

を 阻害 し,又NaN3もFe, Mgな ど 金属 イ オ ン と

結 合す る こと によ りそれ らの 関与 す る酵 素作 用 を 不
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活 す る ことが 知 られ て い る.

本 実験 に於 て は 細 菌の 代 謝,特 に グル コー ス の代

謝 に 及 ぼすKCN, NaN3の 作 用 をSh. flexrin 2a

(B2a), Staphylococcus aureus(aureus), Stap

hylococcus albus (albus)の 三 菌を 供 試 菌 と して検

討 した.

先 づ カ タ ラー ゼ作 用,ペ ル オ キ シ ダー ゼ作 用 に対

す る 影響 を 見 ると,そ の作 用 は菌 に よ り多少 異 な り,

 B2aの カ タ ラー ゼ作用,ベ ル オ キ シダ ー ゼ作 用 は

KCN, NaN3の10-4Mに 於 て 強 く阻 害 され るが,

 albusに 於 ては10-4Mで は殆 ん ど影 響 され ず, 10-3M

で は強 く阻害 され る.

aureusで は10-3M NaN3で はか な り の阻 害 が 認

め られ るが, 10-3M KCNで は全 く影 響 され ない.

これ はKCN, NaN3の 菌 膜透 過 性が 細 菌 の種 類 に

よ り異 な るた め と想 像 され る.

グ ル コー ス,乳 酸,焦 性 ブ ドー 酸,コ ハ ク酸,フ

マル 酸,リ ン ゴ 酸 を 基 質 と したO2消 費 に対 す る

KCN, NaN3の 影 響 を 見 ると, B2aで はKCNは

10-3Mで かな りの 抑 制作 用 を 示 し,特 に焦 性 ブ ドー

酸 を 基 質 と したO2消 費 は最 も強 く阻害 され る.然

しNaN3は10-2Mで もそ れ程 強 い 阻害 は示 さず,

焦 性 ブ ドー 酸 で他 の 基 質 に於 け るよ りや や 強 い 阻害

が 認 め られ る.

aureusで は 各 基質 に於 て は10-2M KCNに よつ

て も大 な る阻 害 は 認 め られ な い が, NaN3は10-3M

でか な りの 阻 害が 認 め られ る. albusで はKCN,

 NaN3と も10-2Mで 中等 度 の 阻 害 を 認 め る にす ぎ

ない.こ の よ うにKCN, NaN3のO2消 費 阻害 は

菌 の種 類 によ り相 違 が あ り,恐 ら く酵 素 系に 若 干の

差 異 が あ るの で は ない か と考 え られ る.次 に好 気 的,

及 び嫌 気 的 の グ ル コー スの分 解 に 於 け る量的 関係 に

及 ぼすKCN, NaN3の 影 響 を 見 ると,好 気 的グ ル

コー ス分 解 で は, KCN添 加 に よ りaureusで は大

な る影 響 を受 けな い が,他 菌 で は 一般 に, O2消 費

に 対 す る 基 質 グル コー ス消費 量が 増 大 し乳 酸 蓄 積

の 著 明 な る増 大 が 見 ら れ る.従 つ てKCNは 基 質

よ り離 脱 す るHを 空気 中のO2に 伝 達 す る機 構 を

阻 害 す る結 果,乳 酸 の蓄 積 を 見,嫌 気 的 解 糖が 行 わ

れ る もの と考 え られ る.

又NaN3添 加 に よつ て はO2消 費 に 対 す る グ ル

コー スの 消費 の 割 合 はや や 増 大 し,焦 性 ブ ドー 酸 蓄

積 もかな り大 とな るが,特 に著 しい の は醋 酸 蓄 積 の

増 大 が 顕 著 な こ と で あ る.従 つ てNaN3は グル コ

ー ス分 解 に 於 け る焦 性 ブ ドー酸 以 下 の完 全 酸化 に 関

与 す る酵 素 系を 阻害 し,醋 酸に至 らしめるものと推

定 され る.

嫌 気的 グル コー ス分 解 に対 す る影響 を見ると
,各

菌 共 阻害 剤 無 添 加 では 好気 的 に於 けるよりグルコー

ス消 費は 少 く,又 当然 な こ とな が ら分解産物の蓄積
,

特 に乳 酸,醋 酸 の 蓄 積が 大 であ る.而 してKCNの

添 加 によ り乳 酸 蓄 積 は更 に増 大 し, NaN3の 添加に

よつ て は乳 酸蓄 積 は減 少 し醋 酸蓄積 は増大する傾向

で あ る.た だ阻害 剤 無添加 の対 照に於 ける乳酸,醋

酸 の 蓄積 が 大 で あ るた め好 気的 に於 けるよ りは乳酸

或 は 醋酸 蓄 積 の増 大 率 は小 で ある.

以 上 の 如 く, KCN, NaN3は 何 れ もグル コース

分解 に於 け る焦 性 ブ ドー 酸以 下の完全酸化を阻害す

る もの で あ るが,そ の作 用 は多 少 異 り, KCNは 乳

酸の 蓄 積 を 増大 す る方 向 に働 くもの と考え られる.

次 篇 に 於 て は これ を更 に確 か めるため, KCN或

い はNaN3を 含 む培 地 に発育 した菌 体 の酵素的性

状 につ き検 討 す る こと と した.

V結 言

Sh. flexneri 2a, St aureua, St. albusの 教室保

存 標準 株 を 供 試 菌 と し普 通寒 天培養の静止菌体の酵

素活 性 に対 す るKCN, NaN3の 影 響を検討 し次の

結 果 を得 た.

1カ タ ラー ゼ,ペ ル オ キシダーゼ活 性に対する

阻 害 度 は菌 によ り異 り, KCN, NaN3共Sh. flexner

 2aに 於 て は 強 い阻 害作 用 を示 し, St. albusに 於

て は 中等 度 の 阻害 作 用 が 見 られ る. St. aureusで

はKCNは カ タ ラー ゼ,ペ ル オ キ シダーゼ作用を

高濃 度 に於 て も阻害 せず, NaN3は 中等度の阻害を

示 す.

2 O2消 費 に 対 す る影 響 も菌によ り異り, KCN

はSh. flexneri 2aに 於 ては強度の, St. albusに

於 て は強 度 の, St. albusに 於 ては 中等度の阻害作

用 を 示 し, St. aureusで は 阻 害 作 用 は極めて微弱

であ る.

NaN3はSh. flexnevi 2a, St. albusで は影響

が 小 で あ るがSt, aureusで は強度の阻害作用を示

す.

3好 気 的 グル コー ス分解は 各 菌共一般にKCN,

 NaN3に よ り完 全 酸化 が 不 円 滑 とな り, KCN添 加

で は乳 酸 の, NaN3添 加 では醋 酸の蓄積が増大する.

嫌 気 的 条 件 に 於 て もKCN添 加で乳酸蓄積が増

大 し, NaN3添 加 で醋 酸 の蓄積が 増大する.



細菌の代謝に於けるKCN, NaN3の 作 用 4429

The Action of KCN and NaN3 on the Bacterial Metabolism

Part 1. The Action of KCN and NaN3 on Bacteria 

grown on Plain Agar

By

Takao TANAKA

Department of Microbiology Okayama University Medical School
(Director: Prof. Sakae Murakami)

With the use of Sh. flexneri 2a, St. aureus, and St. albus, the standard strains stocked 

in our laboratory, as the test bacteria, the author studied the effects of KCN and NaN3 on 

the enzymatic activity of resting cells grown on plain agar and obtained the following 

results:

1. Differing as they do in the degree of inhibitory action on the catalase and peroxidase 

activities according to different bacteria, both KCN3 show a marked inhibitory action with 

Sh. flexneri 2a and a moderate inhibitory action with St. albus. In the case of St. aureus, 

KCN even in a high concentration does not inhibit the catalase and peroxidase activities, 

while NaN3 with the same strain shows a moderate inhibitory action.

2. Likewise the effects of two drugs on the oxygen consumption differ according to 

different bacteria; namely, KCN with Sh. flexneri 2a shows a strong inhibitory action; 

with St. albus a moderate inhibition; and with St. aureus an extremely slight degree of 

inhibition.

Although NaN3 shows only a slight influence on Sh. flexneri 2a and St. albus, it shows 

a marked inhibitory action with St. aureus.

3. As for the aerobic glucolysis of these bacteria both KCN and NaN3 generally act to 

interfer complete oxidation, and with the addition of KCN to the culture medium the accumu 

lation of lactic acid increases on one hand and with NaN3 that of acetic acid.

Even under anareobic condition likewise lactic acid is accumulated increasingly with the 

addition of KCN while an increase in the accumulation in acetic acid with NaN3 addition.


