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Candidaalbicansに お け る菌 体 内 グル タ ミン酸 の消長 に つ いて 第1報

遊離グルタミン酸の消長について

菅 野 忠 彰

大阪大学医学部第3内 科学教室(主 任 堂野前維摩郷教授)

(昭 和32年6月1日 受付)

緒 言

生 細 胞 内 に お け る遊 離 グ ル タ ミ ン酸(遊 グ 酸)の 存 在

は,KREBS,EGGLESTON&HEMS(1)に よ り哺 乳 動 物 の 細

胞 内 に,又TAYLOR(2)(3)に よ り酵 母 細 胞 中 に高 濃 度 に 見

出 され,又CLAPPER&HEATHERMANN(4)はStrepto-

coecusviridansのSulfathiazole,Chlortetracycline

(Aure｡mycin),Penicillinの 耐 性 株 におい て 遊 グ 酸 の

蓄 積 を認 め た｡一 方TAYLOR(2)は26種 の 細 菌 の 発 育

時 に お け る遊 グ酸 の蓄 積 を詳 細 に検 し,グ ラム 染 色 性 と

蓄 積 能 力 との 間 に 密 接 な関 係 が 存 在 す る事 を 示 した が,

GALE(5)は 高 濃 度 に遊 グ 酸 を 保 有 す るStaPhylococcus

aureUSとStreptOCOCCUSfaecatisを 用 い て遊 グ酸 の 蓄 積

及 び 結 合 グ ル タ ミソ酸(結 グ酸)の 形 成 状 況 並 び に こ れ

等 に 及ぼ す 各 種 薬 剤 の 影 響 に つ き広 範 な 実 験 成 績 を報 告

した｡し か し乍 らCandidaalbicansに つ い て こ の種 の

研 究 報 告 に は未 だ 接 しな い｡

Candidaalbicansが グ ラ ム陽性 菌 で あ る点 か ら当 然

遊 グ 酸 の 蓄 積 及 び 結 グ 酸 の 形 成 能 力 を有 す る と考 え られ

る の で,本 菌 の 菌 体 内 に お け る遊 グ 酸 及 び 結 グ酸 の 消 長

を検 し,こ れ 等 よ り本 菌 に お け る蛋 白 合 成 の 状 況 を 探 知

し,さ らに これ らに 及 ぼ す阻 害 剤,抗 生 物 質 及 び 抗 カ ン

ジ ダ 剤 等 の 影 響 を 検 す る 目的 を もつ て 本 研 究 を行 な つ た 。

本 報 で は 遊 グ酸 の 消 長 に 関 す る成 績 を 報 告 す る。

実 験 材 料 及び 実験 方 法

1.Candida菌 浮 遊 液 の調 製

阪 大 第3内 科 に て汎 発 性 モ ニ リヤ症 の患 者 よ り分 離 し

たCandidaalbicansNo.1001株 をSABOURAUDの 葡

萄 糖 寒 天 に37｡Cで24時 間 培 養 し,集 菌 後 滅 菌 生 理 的

食 塩 水 で2画 洗 菌遠 沈 を 行 い,滅 菌 生 理 的 食 塩 水 中 で

pH6.0で37｡C,1時 間 振 盗 した 後,反 応 液1ml中 の

湿 菌 重 量 が100mgに な る様 に 調 製 し,そ の1mlを 使

用 した｡

2.グ ル タ ミソ酸 はL型 を 用 い,NaOHで 中 和 した

後,反 応 液1mlに つ き10μMに な る様,又 葡 萄 糖 は

最 終 濃 度 が1%に な る様 に 調 製 し,各 種 薬 剤 は す べ て

NaOHで 中 和 した 後 直 ちに 使 用 した｡

以 上 の 各 材 料 を 最終 濃 度M/15,pH6.0の 燐 酸 緩 衝 液

に 加 え,反 応 液総 量 を6m1と な し,好 気 的 条 件 下 で

37｡Cに て1時 間反 応 させ た｡反 応 後 直 ち に2｡C前 後 に

氷冷 し,氷 冷滅菌生理的食塩水で2回 洗菌遠沈を行ない馬

洗灘菌体 よりグルタ ミン酸の放出を行なつた｡

3.グ ルタミン酸の定量

NAJJAR&FISHER6)の 方 法に従い,大 腸菌のグルタ・

ミン酸脱 炭酸酵素 標本(ア セ トン乾燥菌)を 用い,

WA脇URG検 圧 計によりmanometricallyに 行 なつた｡,

実 験 成 績

1基 礎実験

1.菌 体内遊グ酸の放出

滅菌蒸溜水中で50℃,24時 間放置する方法 と,3③ 外

間煮沸する方法及びアル ミナで1時 間磨砕する方法を比

較 した処,30分 間煮沸法が最も簡単でしかもアルミナ・

磨砕法に劣 らない成績を得たので,以 下の実験では30 、

分間煮沸法を用いた(表1)｡な お30分 以上煮沸しても

放出されるグ酸量が増加 しない事を予め確認した｡又 菌

洗瀞中に菌体内遊グ酸の菌体外への拡散の可能性が考え

られるので,滅 菌生理的食塩水中に菌を浮遊させ,24時

間氷室に放置し,遠 沈上澄液中のグ酸量を定量し,遠 沈

された菌体内遊グ酸量 と比較 したが,前 者は後者の僅か

3%に 過ぎず,明 らかに誤差範囲内であつて,菌 体内遊

グ酸の菌体外への拡散の可能性は本実験条件下では考慮

する必要がない｡な お実験の都度,使 用した菌液の乾燥

重量を測定し,以 下の表においては,乾 燥菌体100mg・

中のグ酸量を μMに 換算して記 した｡

表1菌 体内遊グ酸の放出

放 出 法1245鍵C間[煮30分 沸liiiル ミill

μM 4.7 5.9 5.8

2.葡 萄糖並びにグルタミン酸の影響

葡萄糖(1%)を 単独添加 した反応液中にincubate

した時は菌体内遊グ酸はむしろ減少し,グ酸(10μM/m1)

を単独添加 した場合は対照と殆 ど変 らず,葡 萄糖とグ酸

表2葡 萄糖,グ ルタミン酸の影響

反応液 対 照

μMi5.2

葡 萄 糖
単独添加

4.4

グルタミン酸

単 独 添 加

5.3

糖

酸ン、ミ

萄
十

タル

葡

グ

7.5

対 照:M115,pH6.0の 燐 酸 緩衝 液 にincubate

した場 合
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の両者を添加した場合に初めて菌体内グ酸の増加が見ら

れた(表2)｡こ の成績より,菌 洗i條によつて菌膜表面

のグ酸は完全に洗い落されていると考えられ,又 グ酸の

菌体内への摂取には,葡 萄糖の如き力源が必要であると

いうGALE(7)の 成績 と一致 した｡

3.反 応液pHの 影響

菌体内遊グ酸の増加に及ぼすpHの 影響を,最 終M/15

燐酸緩衝液でpH7.0,6.0,5.0に ついて検した処,

pH6・0の 場合に遊グ酸の増加が最大であつた(表3)｡

以下の実験はpH6.0で 行なつた｡

表3反 応液pHの 影響

表5葡 萄糖及びグルタミン酸の菌体内結グ酸に

及ぼす影響

対 照
グルタミン酸

単 独 添 加

グルタミン酸
十

葡 萄 糖

遊グ副 結グ酬 遊グ酸 結グ酬 遊グ副 結グ酸

5.3}・4.9 5…4・ ・18・51・3・9

反 応M/1.5pH6.0燐 酸緩衝 液,グ ル タ ミン酸

(10μM/ml),葡 萄 糖(4%)

萄 糖(4%),グ ル タ ミン酸(10pM/ml)を 含 む 反 応 液

で行 なつ た｡

pH 7.0 6｡0 5.0

1劇 則 劇 反応撫 隣
幽14・ ・15・ ・14・slZ214・6i6・9

対照:緩 衝液にincubateし た場合

反応 緩衝液に葡萄糖(1%),グ ルタミン酸

(10μ・M/m1)を 添加 した反応液にincubate

した場合

4.反 応液中の葡萄糖濃度の影響

10pM/mlの グ酸を含む最終M/15,pH6.0の 燐酸緩

衝液に種々の濃度に葡萄糖を加え,菌 体内遊グ酸の増加

を検した処,葡 萄糖濃度が4%の 場合にその増加が最大

であつた(表4)｡

以下 の実験は4%の 濃度で行なつた｡

表4葡 萄糖濃度の影響

II各 種 薬 剤 の 影 響

前 記 の 実 験 条 件 下 に お け るCandidaalbicans菌 体 内

遊 グ 酸 の増 加 に 及ぼ す 各 種 薬 剤 の影 響 を 検 した｡表 中 の

反 応(一)と は菌 体 を燐 酸 緩 衝 液 にincubateし た場 合

を指 し,反 応(十)と は 葡 萄 糖 及 び グ ル タ ミン酸 を含 む

完 全 反 応 液 にincubateし た 場 合 を 指す｡

1.阻 害 剤 の影 響

2,4-DinitrophenolはM/2,000,Sodiumazideは

M/1,000の 濃 度 で 遊 グ 酸 の 増 加 を 完 全 に 阻 害 す るが,

KCN(M/600),Quinhydrone(M/2,000)は 夫 々軽 度

の 阻 害 しか 示 さな か つ た(表6,の｡

表6KCN,2,4-Dinitropheno1の 影 響

対 照

対

照

葡 萄 糖 濃 度(%)
反応(一)隣(+≧

0

6.2 9.1

…1・ 2

KCN
MI600鴨蹄蜘
8・・}8・5

4 8

6.0

5・・4・7i6・416・gl乳4レ8レ4

5.葡 萄糖及びグルタ ミン酸の菌体内結グ酸に及ぼす

影響

グ酸を添加した反応液に菌をincubateし た場合に,

菌体内で91utamylcompoundが 生成されるか否かを

菌体内結グ酸を測定する事により検討した｡即 ち,グ 酸

の単独添加では菌体内の遊グ酸及び結グ酸は燐酸緩衝液

に菌を浮遊させた対照と殆んど変 らず,又 グ酸 と葡萄糖

の両者を添加 した場合には,遊 グ酸は明らかに増加する

が,結 グ酸は変化 しなかつた｡こ の事実は結グ酸の生成

にはグ酸の相手として他のアミノ酸を反応液に添加する

必要があることを示唆するものである(表5)｡

結グ酸の定量は,洗 灘菌体を最終5Nの 塩酸中で加

水分解 し,こ れにつき測定 した総グ酸量より同時に測定

した遊グ酸量を減じて算定 した｡

以上の基礎実験成績に基 き,次 項の各種薬剤の影響に

関する実験は,最 終M/15,pH6・0の 燐酸緩衝液に葡

表7Sodiumazide,DHSMの 影 響

対 照IS・diumazide DHSM

騎 糖iM1・ ・…IM/…110鷲 引50猛 劉100聯

卵 ・14・813・817・4}8・61…5

2.抗 生 物 質 の 影 響

Dihydrostreptomycin(D土HSM),Chlortetracycline

(AM)及 びTetracycline(ACM)は 夫 々10mcg/ml

以 上 の 濃 度 で 菌 体 内 遊 グ 酸 の 増 加 を 促 進 さ せ る が,

Viomycin(VM)及 びCh1｡ramphenico1(CM)は 著 明

な 影響 を 及ぼ さ なか つ た(表7,8,9)｡

表8AM,ACMの 影響

対 刷 AM ACM

騎 圏1mcg/m1}10蟹 卜mcg/m1;10濫 劉100際

6・319・gl…7い ・・719・81・ ・・・ …4
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表9VM,CMの 影響

対 剛 VM {
圏 騎i・mcg/m1110噺00離

6.4111.2」

CM

i・mcg/m11100瀞

い … い … い ・3い ・・71・ …

3.抗 カ ンジ ダ 剤 の 影 響

抗 カ ンジ ダ作 用 の 強 いMerzonine及 びTrich｡mycin

は 夫 々10mcg/mlの 濃度 で 遊 グ 酸 の増 加 を 完 全 に抑 制

す るが,抗 カ ン ジ ダ作 用 の 弱 いPropylparaben,Vita・

m量nK3に は 夫 々中 等 度 な い し軽 度 の抑 制 作 用 を 認 め た

(表10,11)｡

表10Merzonine.Trichomycinの 影 響

対 照1 Merzonine Trichomycin

圏 圏1ワ 詔110魍 轟 加1}1ヲ譲}10り継9/m1
6・41…41…5

i6・513・7i9・ ・16・61Z2

表11propylparaben,VitaminK3の 影 響

対 照lPr・pylparaben VitaminK3

騎 隔i・mcg/mll10猛 『100溜gi・mcg/m!100解

6・219・68・717・816・21g・618・6

総 括 及 び 考按

以 上 の 如 く,Candidaalbicansは 菌 体 内に 一 定 量 の遊

グ 酸 を 有 し,菌 体 を葡 萄 糖 とグ ル タ ミ ン酸 の 混 合 液 中 に

置 く時 に この 遊 グ 酸 が 著 明 に増 加 す る｡然 し本 菌 は 他 の

物 質 か ら もグ ル タ ミン酸 を 合 成 し得 る の で,こ の 増 加 し

た遊 グ 酸 の 全 部 が 外 界 よ り摂 取 さ れ た グ ル タ ミ ン酸 に 由

来 す る もの とは 云 い 得 な いが,そ の大 部 は 外 界 よ りの摂

取,蓄 積 に 因 す る もの と考 え て支 障 が な い と思 われ る｡

即 ち,葡 萄 糖 の如 き 力 源 が 存 す る時 に は,Candidaalbi｡

cansは 外 界 の グ ル タ ミン酸 を菌 体 内に 摂 取 す る が,他

の ア ミ ノ酸 の 附 加 な き時 に は,グ ル タ ミ ン酸 は 合 成 面 に

は 利 用 され な い で い る も の と考 え られ る｡ ～

こ の 点 に 関 して は 結 グ酸 の消 長 につ い て の 詳 細 な 研 究

に また ね ば な らな い が,GALE(8)は,StaPhylococcus

のdisruptedce11内 へ のCKglutamateの 導 入 実 験

で,C14-91utamateの 単 独 添 加で は そ の 導 入 は 一・M・A定時

間 後 平 衡 に達 し,以 後 はexchangereactionに よ り蛋

白 分 子 中 の グ ル タ ミン酸 の 外 界 へ の排 泄 が 行 な わ れ るが,

これ に 多 種 類 の ア ミ ノ酸 を 同時 に 添 加 す る と,蛋 白 合 成

が 行 な わ れ,そ の 結 果Ci4--91utamateの 導 入 は 時 間

の経 過 と共 に 直 線 的 に 増 加 し,こ の 増 加 は 蛋 白 窒 素 の 増

加 と平 行 で あ り,同 時 に あ る種 の 酵 素 活 性 の 上 昇 を伴 う

と報 じて お り,上 記 の 見解 の妥 当 性 を 裏 付 け る も の と考

え られ る｡

こ の 菌 体 内 遊 グ 酸 の増 加 に 及 ぼ す 各 種 阻 害 剤 の影 響 は

前 述 の 如 く,KCN,Quinhydrone,2,4-Dinitrophenoi

及 びSodiumazide共 に 阻 害 を認 め た｡す で にSPIEGEL-

MAN(9)はSodiumazideがGlyceraldehydeの 酸 化

的 燐…酸 化 を,又LOOMISae)は2,4-Dinitropheno1が

Mitochondriaに お け る酸 化 的燐 酸 化 をuncoupleす る

事 を 報 じ,GALE'5・a)はStaPhPtlococcusに お い て

Crystalvioletは 菌 体 内 遊 グ 酸 の代 謝 を抑 制 す る結 果,遊

グ酸 の蓄 積 を招 来 し,8-Hydroxyquinolineは グル タ ミ

ン酸 の 菌 膜 通 過 を 阻 害 して 菌体 内 遊 グ 酸 を減 少 せ しめ,

又Sodiumazide,Arsenate及 び2,4-DinitrophenoI

も夫 々遊 グ 酸 の 減 少 を招 来 す る と報 じ て い る｡し か し

Can4idaに お け る遊 グ酸 の増 加 に 及 ぼ す 上 記 阻 害 剤 の

阻 害 が 上 述 の 如 き機 構 に よ る もの か 否 か は 未 だ 言及 し得

な い 処 で あ る｡

抗 生 物 質 の影 響 に つ い て も,GALE5・c♪ はStaPhylo-

coecusascreusを 用 い て,葡 萄 糖 の 醗 酵 を阻 害 しな い 濃

度 で,AM,CM,SMが 遊 グ酸 の 蓄 積 をあ る程 度 抑 制

す る と報 じて い る が,Candidaに お け る私 の 成績 は 全

く相 反 し,殊 にSM,AM,ACMに お い て は 促 進 的影

響 を認 め た｡

こ の事 実 は 抗 生 物 質 の 使 用 がCandidiasisの 発症 を

促 す 事 実 と考 え 合 せ 真 に 興 味 深 く思 わ れ る｡

抗 カ ンジ ダ 剤 で あ るMerzonine,Trichomycin,Pro-

py!paraben及 びVitaminK3は 夫 々遊 グ酸 の蓄 積 を抑

制 し,抗 カ ンジ ダ 作 用 の 強 い 前2者 の 抑 制 度 が 強 く,抗

カ ン ジ グ作 用 の 弱 い 後2者 の抑 制 度 の 弱 い点 は興 味 が あ

るが,本 現 象 が これ 等 物 質 の 抗 カ ン ジ ダ作 用 に お い て如

以 な る地 位 を 占 め る か に つ い て は 尚 今 後 の研 究 に侯 た ね

ば な ら な い｡

結 論

1.Candidaalbicansは 菌 体 内 に 一 定 量 の遊 グ 酸 を

保 有 し,こ の 遊 グ酸 は本 菌 を グ ル タ ミン酸 溶 液 中に 置 い

て も変 化 せ ず,葡 萄 糖 とグ ル タ ミン酸 の 混 合 液 中に 置 く

事 に よ り始 め て著 明 に 増 加 す る｡こ の 場 合 の至 適pHは

6.0で あ るが,斯 る 条件 下 で は 菌 体 内 結 グ酸 は 不 変 で あ

る｡

2,KCN,Quinhydrone,2,4-Dinitrophenol,Sodium

azide等 の 阻 害 剤 は 夫 々菌 体 内遊 グ酸 の 増 加 を 阻 害 す る｡

3.抗 生 物 質 で は,DHSM,AM及 びACMは 夫 々

10mcg/m1の 濃 度 で 菌 体 内遊 グ 酸 の 増 加 を 促 進 させ る

が,VMは これ を 抑 制 し,CMは 殆 ん ど影 響 を 認 め な

い0

4｡抗 カ ン ジ ダ剤 の うちMerzonine,TrichomyciR

は 菌 体 内遊 グ酸 の増 加 を著 明 に,Propylparaben,Vita｡
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mineK3も あ る程度抑制する｡

本論文の要旨は昭和30年11月 日本化学療法学会近

畿支部第3回 総会において発表 した｡

稿 を終るに臨み,御 懇篤なる御指導,御 校閲を賜つた

大阪大学 堂野前教授,熊 本大学 河盛教授,大 阪大学

第3内 科 伊藤博土,並 びに大阪大学微生物研究所 直

野博士に深く感謝する｡
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