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I.緒 言

微 生物 の糖 代 謝 に 関 しては近 来 多 くの研 究

が 見 られ るが,病 原 菌 のそ れ は 比較 的 少 く,

限 られた 範 囲 に過 ぎな い.著 者は 本 教 室 に お

け る病 原 性細 菌 の 系統 的 な糖 代謝 研 究 の一環

と して, Sh, flexneriに 属 す る 菌 のglucose

代 謝 の一 端 を うか が うべ く実 験 を 行つ た.

細 菌の物 質 代 謝は そ の発 育 環境 に大 き く支

配 され,病 的材 料 よ り分 離 直 後 の 菌は 継 代 を

重 ね るに 従 い,漸 次 酵 素 的性 状 に変 化 を 来 す

こ とは 周知 の ことで あ るが,本 実 験に 於 て は

長 期 間継 代 を続 け,そ の性 状 の 安定 し てい る

と見 做 され る教 室 保 存株 を用 い,そ の普 通 寒

天培 養菌 体,並 び に僅 か に 培 養条 件 を変 化 せ

しめ た菌 体 にっ きglucoseの 代 謝様 式 の検 討

を行 つた,以 下 そ の成 績 を記 し御 批 判を こ う

次第 で あ る.

II.実 験 材 料 及 び実 験 方 法

供試 細 菌: Sh. flexneri 1a, 1b, 2a, 3a,

 4a, 5に 属 す る標 準 株 の 各教 室 保 存 の もの.

菌培 養 法:普 通 寒 天培 養 菌は そ の37℃,

 18時 間培 養 の ものを 用 い,液 体 培 地 に よる静

置培 養 菌は,

第 二 燐酸 ソー ダ　 25.0gr

第 一 燐酸 カ リ　 0.35

グル コ ー ス　 3.6

ペ プ トン　 1.0

硫 酸 第一 鉄　 0.001

硫 酸 マ グ ネ シ ュ ウム　 0.01

食 塩　 1.0

水　 1l

pH 7.2

の組 成 の 液体 培 地250mlを300ml容 コ ルベ

ンに 入 れ て滅 菌 し,同 組 成 の 培 地 に3代 継 代

した もの か ら接 種 し, 37℃ 18時 間 静 置 した

後 遠 沈 に よ り集 菌 して用 いた.又 振盪 培養 菌

は,同 組 成 の 培 地250mlを1l容 コル ベ ン

に入 れ て接 種, 37℃ で10時 間 激 し く振 盪 じ

て培 養,同 様操 作 に よ り4代 継 代 した 菌 体 を

集 め て用 い た.

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)

に て2回 遠 沈 洗 滌 し,再 び 同 組成 の緩 衝液 に

浮游 して使 用 し,菌 量 決 定は 光電 比濁 計 に よ

つ た.

呼 吸 量 測 定: Warburg検 圧 計 を 用 い,常
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法1)に 従 つた.

基 質,阻 害剤:何 れ も市 販 品 を 蒸 溜 水 に

と か し, HCl,又 はNaOHに てpHを 修 正

し て使 用 した.

glucose及 びそ の分 解 産 物 の定 量: glucose
へ

は3, 5-dinitrosalicylic acidに よ る比 色 法2),

 pyruvateは2, 4-dinitrophenyl hydrazineに

よ る 比 色 法3), acetoineはcreatine, α-naphthal

に よ る 比 色 法4), lactateは 濃 硫 酸, p-hydro

xydiphenylに よ る 比 色 法5)に よ り定 量 し,

又acetateは 試 料 溶 液 を 水 蒸 気 溜 に 附 し,溜

出 液 をM/100 NaOHで 滴 定 し て 定 量 し た.

III.実 験 成 績

1.各 菌 の 基 質 酸 化 能

実 験 を 行 うに 先 立 ち,各 供 試 菌 の 酵 素 的 性

状 の 概 略 を 知 る 目 的 で,普 通 寒 天18時 間 培 養

の 各 菌 体 の 種 々 基 質 に 対 す る 酸 素 消 費 量 を 測

定 し た と こ ろ 第1表 に 示 す 通 りで あ つ た.即

ち,六 炭 糖 で はglucose, fructoseは 各 供 試

菌 に よ り よ く酸 化 さ れ, mannoseは3a菌 に

よ り, galactoseは2a菌 に よ り 酸 化 さ れ 難

い.又riboseは1a菌 が 僅 か な が ら そ の 酸

化 能 を もつ 以 外,他 の 菌 で は 極 め て 微 弱 で あ

つ た.

第1表　 Sh. flexneri各 菌 の 基 質 酸 化 能

(O2消 費 量 μl, 1hr値)

菌 液(湿 菌 量20mg)2.0ml,基 質(終 濃 度10-2M)

0.3ml,全 量3.0mlと す る, pH 7.2, 37℃, 1hr.

pyruvate酸 化 能 は 各 菌 共 に 大 で あ り,

 succinate, malateも 又 然 り で あ る が, 3a菌

以 外 の 菌 で はacetate酸 化 能 は 一 般 に 微 弱 で

あ つ た.

次 に,こ れ 等 供 試 菌 の う ち1a, 2a, 3a

の3菌 を 選 び,そ の 普 通 寒 天 培 養 菌 を 用 い て,

 glucose, gluconate, riboseを 基 質 と し たO2

消 費 量,基 質 消 費 量 及 びpyruvate, lactate,

 acetoine生 成 量 間 の 量 的 関 係 を 検 討 し た.

但 しgluconateの 定 量 は 精 度 の 高 い 方 法 が

無 い た め 行 わ な か つ た.結 果 は 第2表 に 示 す

如 くで あ りglucoseを 基 質 と し た 場 合 のO2

消 費 量 は1aで16.8μM, 2aで39.2μM,

 3aで17.5μMで あ り,こ れ に 対 す るglu

cose消 費 量 は 夫 々4.0, 4.9, 4.4μMで あ

つ て, glucose 1M当 り のO2消 費 量 は,約

4Mと な つ た.而 し て, glucose 1M当 り1/4～

1/5Mのpyruvate , 1/4～1/5Mのacetate, 1/3

～1/4Mのlactateの 蓄 積 を 認 め, acetoineの

生 成 は 僅 か で あ つ た.

他 の 基 質gluconate, riboseで は 前 述 の 如

く,各 菌 と もO2消 費 ば 全 く認 め られ な い か,

極 め て 僅 少 で あ り,且 つ 基 質 の 消 失,分 解 産

物 の 生 成 も認 め ら れ な か つ た.

2. glucose酸 化 に 対 す る 阻 害 剤 の 影 響

上 の 実 験 に よ り,こ れ 等 供 試 菌 はglucose

第2表　 各 菌 のglucose, gluconate, ribose

の 酸 化 と 生 成 物

菌 液(湿 菌 量30mg)2.0ml,基 質(30μM)0.3ml,

全 量3.0mlと す るpH 7.2, 37℃, 1hr.
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を 酸化 してpyruvateに 至 る と考 え られ る.

そ こで 次に, glucoseよ りpyruvateに 至 るに

主 として如 何 な る経 路 をた ど る ものか を うか

が うた め2, 3阻 害 剤 の 存在 下 に於 け るglucose

酸化 を量 的 に 検討 した ところ 下記 成 績 が 得 ら

れた.

1a菌(第3表)で は,阻 害 剤 無 添 加 の場

合(対 照)glucose 4.7μMの 消 費 に 対 しO2 

17.4μMを 消 費 し, 1.3μMのpyruvateを

蓄 積す るに対 し, 2, 4-dinitrophenol(DNP,

 10-3M)添 加 に於 て は, 3.1μMのglucose消

費 に対 し9.3μMのO2を 消費 し, O2消 費 に

対 す るglucose消 費 の 割 合 は 対 照 に 比 し大

とな り,且 つ この 阻 害 剤 の 存 在 下 で は 消 費

glucose 1Mに 対 し1Mを は る か に 上 廻 る

pyruvateの 蓄 積が 見 ら れ る.

又RQはDNP添 加 に よ り著明 に低 下 す る

こ とを認 めた.

arsenite(10-3M)も 同 様 にRQを 低 下せ し

め,旦 つglucose 1M当 り1M以 上 のpyru

vateの 蓄 積 を来 した.

第3表　 glucoseの 酸 化 に対 す る阻 害 剤

の 影響Sh. flexneri 1a

菌 液(湿 菌 量30mg)2.0ml,基 質(30μM)

0.3ml,阻 害 剤0.3ml
,全 量3.0mlと す る

pH 7.2, 37℃, 1hr.

DNP: 10-3M, arsenite: 10-3M , monoiodoaeetate

: 1/2×10-3M, NaN3: 10-2M

monoiodoacetate(1/2×10-3M)で は, RQ

値 に は 殆 ん ど 変 化 な い がO2消 費, glucose消

第4表　 glucoseの 酸 化 に 対 す る 阻 害 剤

の 影 響Sh. flexneri 2a

菌 液(湿 菌 量30mg)2.0ml,基 質(30μM)

0.3ml,阻 害 剤0.3ml,全 量3.0mlと す るPH 

7.2, 37℃, 1hr.

DNP: 10-3M, arsenite: 10-3M, monoiodoacetate

: 1/2×10-3M, NaN3: 10-2M

第5表　 glucoseの 酸 化 に 対 す る 阻 害 剤

の 影 響Sh. flexneri 3a

菌 液(湿 菌 量30mg)2.0mi,基 質(30μM)

0.3ml,阻 害 剤0.3ml,全3.0mlと す るpH

 7.2, 37℃, 1hr.

DNP: 10-3M, arsenite: 10-3M, monoiodoacetate

: 1/2×10-3M, NaN3: 10-2M
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費 共 に抑 制 され,且 つpyruvate蓄 積 は 殆 ん

ど認 め られ な かつ た. NaN3(10-2)で は, RQ

値 は 殆 ん ど変 化 し な いが, O2消 費, glucose

消 費 は共 に僅 か に促 進 され,又pyruvate蓄

積 も対照 に比 し増大 す る のを 認 め た.又 同 時

にpyruvateを 基 質 とした場 合 に つ いて もこ

れ等 阻害 剤 の 影 響 を調 べ た が,同 表 の示 す 如

く, DNP, arseniteはO2消 費 並 び にpyruvate

の 消 費 を著 明 に抑 制 し, NaN3は 抑 制 作 用 こ

れ に次 ぎ, monoiodoacetateで は 約50%の 抑

制 作 用が 見 られ る に す ぎ な か つ た.他 の 菌

2a, 3aに 於 て も1aに 於 け る と同様 の 傾 向

が 見 られ,以 上 の 成 績 よ りす る にDNP,

 arseniteは 各 菌 のglucoseの 酸 化 をpyruvate

の段 階で 殆 ん ど完全 に 停 止 せ しめ る もの と推

定 され た.

3.培 養 条 件 とglucose酸 化 の関係

次 に 培養 条 件 の 変化 に よ り, glucose分 解 経

路 の 変 換 が 起 り う る か 否 か を 見 るた め,

 glucoseを 含む液 体 培 地 を 用 い,実 験 方 法 の

項 で 述 べ た如 くして 静 置培 養 した もの(「 静

置」 と略 す)と 振 盪 培 養 した もの(「 振 盪 」

と略 す)に つ き,そ のglucose酸 化 の 量 的

関係 を 比 較 検 討 し た.先 づ 各 培 養 菌 につ き

glucose, gluconate, ribose及 びpyruvateを

基質 とせ るO2消 費 量 を見 る に,第6表 の 如

く,各 菌共,「 振 盪 」 は 「静 置 」 に 比 し各 基

質 に対 す るO2消 費 量 が 大 で あ る が,特 に

gluconate, riboseの 酸 化 能 が1a菌 に於 て著

明 に,又2a, 3a菌 に於 て も 僅 か な が ら大

とな つ た こ とは 注 目す べ き こ とで あ つた.

第6表　 静 置 及 び 振 盪培 養 菌 の基 質酸 化 能

O2消 費量 μl

菌 液(湿 菌 量20mg)2.0ml,基 質(10-2M)

0.3ml,全 量3.0mlと す る, pH 7.2, 37℃,

 1hr.

次に各菌の各培養菌体によるglucoseの 酸

化の量的関係及びこれに対するDNPの 影響

を見ると第7表 に示す如き結果が得られた.

第7表　 静 置 及 び 振 盪培 養 菌 のglucose酸 化

菌 液(湿 菌 量30mg)2.0ml, 基 質(30μM)0.3ml, DNP(10-3M)0.3ml,全 量3.0ccと す る, pH

 7.2, 37℃, 1hr.
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即 ち 「静 置」 は 「振 盪 」 に 比 し 各 菌 共 一 般

にglucoseを 基質 としたO2消 費 量 は少 な い

が, O2消 費 量 に 対 す る基 質 消 費 量 の割 合 は

「静置 」の 方が 大 で あ り,例 え ば1a菌 に 於

て,「 静 置」 は7.9μMのO2消 費 に 対 し

glucose消 費 は6.8μMで あ るが,「 振 盪 」

で は12.6μMのO2消 費 に 対 す るglucose

消 費 は6.5μMで あ る. RQは 「静 置 」 の

0.49に 対 し,「 振 盪 」 では0.68と な り 「静

置 」 に 比 し大 な るRQ値 が 得 ら れ た.又

pyruvate酸 化 能 は 何 れ の 培 養 菌 で も,普 通

寒天 培養 の ものに 比 し微 弱 となつ て い るた め,

 glucose消 費 量 に 対 す るpyruvate蓄 積量 の

割合 も何 れ の培 養 菌 も普 通寒 天培 養 の もの に

比 し大で あ り,「 静 置」 は 「振 盪 」 に 比 しこ

の傾 向が 更 に著 明 で あつ た.

次 に阻 害剤DNPの 影 響 に つ い て見 る と,

各菌 共glucose基 質 に 於 て,「 振 盪 」 で は

「静 置 」 に比 しO2消 費 のDNPに よ る抑 制 が

顕 著で あ り, glucose消 量 量 も 亦 多少 よ り強

く抑 制 され る成 績が 得 られ た が,特 に1aの

「振 盪」 で はglucose酸 化 に 対 す るDNPの

障害 作 用 が他 菌 に比 し大 で あ り,そ のglucose

酸化 の過 程 にDNPに よ り阻 害 され る様 な経

路 の関与 が 他 菌 に比 し大 な る こ とが認 め られ

た.

IV.総 括 及 ひ考 案

Sb. flexneriに 属 す る各 菌は 一 般 にglucose

をよ く酸化 分解 してpyruvateに 至 ら しめ,

更 に そ の一 部 を 完全 酸 化 し,一 部 はlactate,

或 はacetateに す る と考 え られ る.

さ て, 2, 3の 供 試 菌 に つ き, glucose→

pyruvateの 代 謝 が如 何 な る経 路 に よるか を 検

討 す る と,先 ず 普 通 寒 天培 養 菌 のO2消 費 量

を見 るに(第1表)各 菌 共riboseそ の 他 の

5炭 糖 及 びgluconateを 基 質 とせ るO2消 費

が極 め て小 さ く,こ の こ とは これ 等 の 菌 に よ

るglucose酸 化 に 於 てWarburg-Dickens経

路6) 7) 8) 9) 10)の 関 与 を欠 くこ とを暗 示 す る も

の と考 え られ る.

次に1a, 2a, 3a各 菌 のglucose酸 化 に於

け る量 的関 係 と,こ れ に 対 す る数 種阻 害 剤 の

影 響 を 見 る に(第3, 4, 5表), monoiodo

acetate, NaN3を 用 い た 阻 害 実 験 に よつ て は

glucose分 解 経 路 の推 定 に 対 す る手 掛 りを 得

る こ とは 出来 な か つ た が, DNP, arseniteを

用 い た実 験 に よつ ては,普 通 寒 天培 養 の これ

ら供 試 菌 が 主 と してEmbden-Meyerhof経

路11) 12)に よ りglucoseを 分解 す る こ とが ほ ぼ

推 定 され る.即 ち各 菌共 阻 害 剤無 添 加(対 照)

では, glucose 1Mに 対 す るO2消 費 は4M

程 度 で あ り, RQは0.76～0.78で あ るの に対

し10-3M DNPを 添 加 す る こ とに よ りglucose

 1Mに 対 す るO2消 費 は2.5～3.2Mと な り,

 glucose消 費 量 に 対 す るO2消 費 量 の割 合 は 対

照 に 比 し 低 下 す る. DNPはpyruvate以 下

の酸 化 を 殆 ん ど完 全 に 抑制 す る こ とが 認 め ら

れ るの で(同 表), DNP存 在 下 のO2消 費 は

主 と してglucose→pyruvateの 間 の もの の み

に 由 来 す る と一 応 考 え る こ と とす る.而 して

pyruvateの 蓄 積 はDNP添 加 に よ り著 し く増

大 し, glucose 1Mよ り2M近 くのpyruvate

が 蓄積 し,且 つRQもDNP添 加 に よ り著 明

に低 下 す る のが 認 め られ る.又10-3M arsenite

に よる阻 害 実 験 に 於 て も同 様 な傾 向 が 見 られ,

これ ら の こ とか らし て供 試 菌 に よ るglucose

の分 解 は 主 としてEmbden-Meyerhaf経 路

に よ り行 な わ れ る とす る こ とが 妥 当 と考 え ら

れ る.

次 にglucoseを 加 えた 液 体 培 地 を 用 い,静

置培 養 した もの(「 静 置 」)と 振 盪 培 養 した も

の(「 振 盪 」)に つ きglucoseの 酸 化 様 式 を比

較 す るに,「 静 置」 で はgluconate, riboseの

酸 化 能 を 欠 くの に対 し,振 盪培 養 す る こ とに

よ り,各 菌 共 これ ら基 質 の酸 化 能 を多 少 と も

獲 得 し,特 に1a菌 に於 て この傾 向 が 顕 著 で

あ る.而 し て 静 置 に 比 しglucose消 費 量 に

対 す るO2費 量 の 割 合 は 大 で あ り,従 つ

て 「振 盪 」 で はglucose分 解 にEmbden-

Meyerhof経 路 の他, Warburg-Dickens経 路

も関 与す る と予 想 され るが,こ の こ とはDNP

に よる阻 害 実 験 に よ り更 に確 か め られ た .即

ち, DNPはEmbden-Meyerhof経 路 を 阻 害
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しな い と考 え られ るが13),「 振 盪 」 は 「静 置」

に 比 しglucoseを 基 質 としたO2消 費,及 び

基 質 自体 の消費 がDNPに よ り,よ り強 く阻

害 され る こ とか らして,振 盪 培 養 す る こ とに

よ りEmbden-Meyerhof以 外 の経 路,恐 ら

くはWarburg-Dickens経 路 が 僅 か な が ら

現 わ れ て来 る もの と考 え られ る.然 しなが ら

「振 盪 」 に 於 て もDNP存 在 下 のglucose酸 化

で は1Mのglucoseよ り1M以 上 のpyruvate

の 生 成 が 見 られ る こ とか ら して, glucose酸

化 にEmbden-Meyerhof経 路 も 関 与 し,む

しろそ の主 流 は こ の経 路 で はな いか と推 定 さ

れ る.

V.結 言

Sh.flexneri 1a, 1b, 2a, 3a, 4a, 5の

各 菌 を供 試 菌 と して,普 通 寒 天 に発 育 した 菌

体, glucose, peptonを 含 む 液 体 培 地 を 用 い

静 置培 養 した 菌体,及 び振 盪 培 養 した 菌体 に

つ きglucoseの 酸化 様 式 につ き検 討 し次 の結

果 を得 た.

1.こ れ ら 各 菌 に よ り, glucoseは よ く

酸 化 され てpyruvateに 至 り,更 に 一 部 は

acetateと な り,一 部 は 完全 酸 化 され る.

2. DNP, arseniteな どの 阻 害 剤 に よ る実

験 の結 果,各 菌 の 普通 寒 天 培 養 菌 体 はglucose

を 主 としてEmbden-Meyerhof経 路 に よ り

分 解 す る.

3. gliucoseを 合 む 液 体 培 地 で静 置 培養 し

た 菌 体 はglucoseを や は りEmbden-Meyerhof

経 路 よ り分 解 す る と考 え られ る.

4. glucoseを 含 む液 体 培 地 で振 盪培 養 を

重ね た 菌 で は他 の経 路,恐 ら くはWarburg-

Dickens経 路,或 はgluconate, α-ketogluconate

(又 は5-ketogluconate)を へ る 経 路 も発 達

し て く る と 考 え ら れ る が,主 流 は や は り

Embden-Meyerhof経 路 と推定 され る.

(参考文献は第3編 の末尾に記載)

Glucose Metabolism of Bacteria Belonging to Sh. flexneri

Part 1.

The Glucose Oxidation of the Bacteria Growing on

 Agar and Fluid Media

By

Gohei Fujimoto

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

With the use of the bacteria of standard strain such as Sh. flexneri 1a, 1a, 2a, 3a, 
4a and 5. a series of experiments were conducted in order to study the modos of glucose 

oxidation of each of these bacteria growing on plain agar and still-standing or shaking fluid 
medium containing glucose and peptou. The results are presented in the following.

1. Each of these bacteria oxidize glucose converting into pyruvate, and a portion of 

glucose is converted to lactate or acetate and still other portion of it is completely oxidized.
2. In inhibitory experiments using DNP and arsenite, it has been found that each of 

these bacteria growing on the plain agar medium oxidizes glucose primarily by the Embden

-Meyerhof pathway.
3. Those bacteria grown on the fluid medium containing glucose likewise oxidize glucose. 

by the Embden-Meyerhof pathway in the case of still-standing culture , whereas in the case 
of shaking culture they seem to convert glucose by other pathway too, most likely by the 

Warburg-Dickens pathway or even the pathway, gluconate, 2-keto gluconate or 5-ketogluconate 
can be thought to develop.


