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Cambibaalbicansに お け る菌 体 内グ ル タ ミン酸 の消長 に つい て 第 皿報

結合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

Candidaalbicansの 菌 体 内 遊 離 グ ル タ ミ ン酸(遊 グ

酸)の 消長 に つ い て は,既 に 第1報 で 報 告 し,同 時 に 菌

体 内 結 内 グ ル タ ミン酸(結 グ 酸)の 形 成 増 加 には グ酸 の

相 手 と して 他 の ア ミノ酸 を 附 加 す る必 要 が あ る こ とを報

告 した が,本 報 で は 結 グ 酸 の 消 長 に つ き,そ の増 加 に関

す る諸 条 件 及 び これ に 及 ぼ す 各 種 薬 剤 の 影 響 に つ い て報

告 す る｡

実 験 材 料 及 び 実験 方法

1.Candida菌 浮遊 液 の 調 製

当 料 に お い て汎 発 性 モ ニ リヤ症 患 者 よ り分 離 したCa・

ndidaalbicansNo.1002株 を 用 い,第1報 と同様 に 菌

浮 遊 液 を調 製 し,そ の3m1を 使 用 した｡

2.ア ミノ酸 溶 液 の調 製 及び 分 類

グ ル タ ミン酸(Glu)はL型 を 用 い,NaOHで 中 和

後 反 応 液1m1中 に10μM,他 の ア ミノ酸 はL,DL型

共 に 夫 々3.3pM含 まれ る 様 に 調 製 した｡Gluを 除 く

17種 の ア ミノ酸 をGALE(1)の 分 類 に従 い,A,B,C

及 びDの4群 に 分 ち 実 験 に 供 した｡

A群:L一 ア ス パ ラギ ン酸(Asp),L一 ア ス パ ラ ギ ン

(Asg),DL一 フ ェ ニ ール ア ラ"ン(Phe),DL一 ト リプ

トフ ア ン(Try),L一 チPtジ ン(Tyr)｡

B群:L・ 一ヒ スチ ジ ン・HCI(His),L一 リジ ンーHC1(Lys),

Lア ル ギ ニ ンーHC1(Arg)｡

C群;DL一 セ リ ン(Ser),L一 プuリ ン(Pre),L・ 一メ チ

オ ニ ン(Met),DL一 ス レオ ニ ン(Thr),DL一 α一ア ラニ

ン(Ala)｡

D群:グ リ シ ン(Gly),L・ 一チ ス テ イ γ一HC1(CySH)・

L一 ロイ シ ン(Leu),DL一 ヴ ア リン(Va!)｡

3.葡 萄 糖 は反 応液 濃 度 が4%に な る様 に 調 製 した｡

又 薬 剤 は す べ てNaOHで 中 和 後 直 ち に使 用 した｡

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

に 加 え,好 気 的 条 件 下 で37｡C1時 間反 応 させ た｡反 応

液 の 総 量 は18mlと し,そ の6m1を 遊 グ 酸 の 定 量 に,

12m1を 結 グ酸 の定 量 に 供 した｡

4.Gluの 定 量 及 び結 グ 酸 量 の 決 定

Gu1の 定 量 はNAJJAR&FISI-IER(2)の 法 に 従 い,大

腸 菌 脱 炭 酸 酵 素 標 本(ア セ トン乾 燥 菌)を 用 い てWAR・

BURG検 圧 計 に よ りmanemetricallyに 行 なつ た｡

結グ酸量の決定は,反 応終了後,反 応液を可及的速か

に2｡C前 後に氷冷し,こ れを12m1と6mlに2分 し,

各 々を氷冷滅菌生理的食塩水で2回 つつ洗菌遠沈し,前

者より得た菌体を最終5Nの 塩酸水中で12時 間加水分

解 し総グ酸量を求め,後 者よりの菌体から30分 煮沸法

により遊グ酸量を測定 し,両 者の差をもつて菌体内結グ

酸量 とした｡こ の結グ酸量の誤差は±0.8pM前 後であ

る｡

なお実験の都度使用した菌液の乾燥重量を測定 し,以

下の表中においては,乾 燥菌体100mg中 の遊グ酸及び

結グ酸量を μMに 換算して記した｡

窯 験 成 績

蓋 菌体内結グ酸の増加に関する諸条件

本実験成績における対照とは,緩 衝液だけを含む反応

液に菌をincubateし た場合の各グ酸量を μMに て表

し,こ れ と葡萄糖及びGluを 含む反応液に種々のア ミ

ノ酸を附加 した場合を比較 し,結 グ酸の増加にGluの

相手 として どのアミノ酸が必要であるかを検 した｡

1.各 群別アミノ酸め影響

GALE(1)のStaPhytocoecusを 用いての成績では,結 グ

酸の増加に対し各群の間に大差なく全群の附加で最大の

増加を認めているが,Candidaで はいささか異な り各

群間に明確な差が認められた｡即 ち,A又 はD群 の附加

により結グ酸は夫々増加を示し,常 に遊グ酸の減少を伴

う｡然 しB又 はC群 の附加では結グ酸は対照 と殆ど差が

なく,夫 々遊グ酸の増加を伴つた(表1)｡

表1各 群の影響

結グ酸

遊グ酸

対 刷A群iB群

・5・812…1・5・8

6・4}5・218・ ・

C群

16.6

6,6

lD群

20.4

5.1

又4群 中で最も良く結グ酸の増加を認めたD群 と全群

附加の場合を比較すると,表2の 如 く,両 者間に殆 ど差

が認められない｡こ の結果から,D群 のアミノ酸力:結グ

酸の増加に主役を演ずると考えられたので,D群 をA,

B,Cの 各群に附加 した場合の影響を検 した｡

2.A十D群 の影響

A群 単独,A十D群 及びD群 単独の附加により3者 共
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表2全 群 とD群 の比較

結 グ 酸

遊 グ 酸

表6A群 の分類

対 刷 全 群 D群 隔 照
15.4 21.9 22.4

8.1 5.4 5.7

結グ酬 ・5・5

P

g

S

S

A

A

Tyr

Try

Phe
A群

22.5 16.0 18.9

それぞれ結グ酸の著明な増加が認められたが,3者 の問

には殆 ど差がなくCandidaalbicansの 菌 体内結グ酸の

増加には・A群 中のア ミノ酸又はD群 中のア ミノ酸の

関与する2つ の場合が考えられる(表3)｡

表3A十D群 の影響

遊グ酬8・5 6.1 10.0 7.4

独の方が遙かに増加大であ り,然 も両者を同時に附加し

た場合と比肩し得る成績を得た(表7)｡

表7Asp,Asgの 影響

国 副 齪
因 照

結グ酬 ・5・6

遊グ酬 π

A群IA+D群

22.2 22.5

6.7 6.0

D群 結グ副16・4

23.2

22.3

遊グ酬7・8 5｡0

Asp Asg

20.2 22.2

6.7 5.0

7.1

3.B十D群,C十D群 の影響

B群 又はC群 の単独附加では,遊 グ酸は夫々増加する

が結グ酸は殆ど増加しない｡し かしこれにD群 を加える

と遊グ酸の減少 と共に結グ酸が増加するが,こ の増加は

D群 単独附加に及ばない｡こ の結果,B及 びC群 中のア

ミノ酸は結グ酸の増加に対 し直接には関与しないものと

考えられる(表4,5)｡

表4B十D群 の影響

これ等より,A群 附加による結グ酸の増加がAsgの

附加によるものと判明したので,Asgを 中心として反応

液の内容を変えて結グ酸の消長をみた処,Asg,Glu及

び葡萄糖の3者 を含む反応液において初めて結グ酸の増

加が見られた(表8)｡

表8Asgを 中心 とした実験成績

対 照

結グ酬 ・6・・

Asg

Glu.
糖

舘

萄葡
糖管葡

16.7 16.1 22.4

1対 照IB群IB+D群ID'群 遊グ酬7・6

結グ酬 ・6・4

7.3 5.6 6.4

16.4 21.2 22.0

遊グ酬7・2 10.1 6.7 7.0

表5C十D群 の影響

一方D群 の分析をA群 と同様に行なつた結果,D群 附

加による結グ酸の増加はCySHの 附加によるものであ

る事が判明した(表9,10,11)｡

表9D群 の分類

国 刷c群
結グ副 15.6 16.1

遊グ酬6・ ・ 6.7

lC+D群ID群 1対 刷c躍 慨iD群
19.3 22.2

6｡4

結グ酬 ・6・8 22.8 18.0
123・4

6.0
遊 グ酬7・817・6 9・5レ3

4.A群 及びD群 の分析

上述の成績よりA群 及びD群 中のアミノ酸が結グ酸増

加に関与する事が判明したので,両 群中のどのアミノ酸

が主役を演ずるかを知る目的で両群を分析し結グ酸の増

加を検 した｡

まずA群 をAsp及 びAsgの 群 と,Tyr,Try及 び

Pheの2群 に分ち検 した処,前 者の附加で結グ酸が著明

に増加 し,こ の増加はA群 を附加した場合より一層大で

あり同時に遊グ酸の減少を伴つている｡し かし後者の附

加では遊グ酸は増加するが結グ酸は殆 ど対照 と変 らなか

つた(表6)｡

次 にAspとAsgの 各々単独の影響をみ る と,Asp

単 独でもある程度の結グ酸の増加がみられたが,Asg単

表10CySH,Glyの 影 響

国 刷c躍 GlylCySH
結グ副 ・7・2 22.4 17｡3 22.6

遊グ酬z3 7.1 9.6 6.5

表11CySHを 中心とした実験成績

対 照
CySH
GIu

結グ酬 撫 19.2

CySH
葡 萄 糖

18.9

遊グ酬8・7

CySH

GIu

葡 萄 糖

23.3

6、9 5｡7 6｡5

以 上 の如 く,Candidaalbicansの 菌 体 内結 グ酸 は,外
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界に力源 としての葡萄糖と

Glu及 びその 相 手として

Asg又 はCySHを 附 加し

た場合に増加することが判

明したが,こ の結グ酸の増

加の本態を知る日的で増殖

に及ぼす両ア ミノ酸の影響

をみた｡潤 濁度はColeman

JuniorSpectrophotometer

を使用し550mμ で測定 し

た｡

図1に 示す如く,葡萄糖,

Glu及 びAsgを 含む完全
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反応液にincubateし た時に典型的な増殖 が見 られる

が,こ の反応液より葡萄糖を除 くと増殖は全然認められ

なかつた｡こ の結果Asg附 加時の結グ酸の増加は蛋白

合成を意味するもの と考えられる｡一 方,CySH附 加時

においては完全反応液中でも極 く軽度の増殖が認められ

るに過ぎず,CySH附 加時の結グ酸の増加は蛋白合成を

示すものと思われず,む しろ生細胞内に普遍的に存在す

るTripeptide(Glutathione)の 様な特殊なGlutamyl

compeundの 合成を意味するものと考えられる｡

皿 結グ酸の増加に対する各種薬剤の影響

結グ酸の増加に対する薬剤の影響を,Asg附 加 時 と

CySH附 加時の2つ の場合につき上述と同じ反応条件下

において比較実験 した｡

以下の表中に記載 した対照とは菌を燐酸緩衝液のみを

含む反応液中に,反 応対照とは薬剤以外のすべての材料

(葡萄糖,Glu及 びAsg又 はCySH)を 含む反応液中に

incubateし た場合の結グ酸の実測値を μMに て表わし

た｡

1.阻 害剤の影響

Sodiumfluoride(NaF),Sodiumazide(NaN2),

8-Hydroxyquinoline(8-HQ),2,4・DinitropheneZ(DN

P),Monoj｡doaceticacid(JA)及 びKCNに つ き夫 々
'

M/100濃 度の影響をみたe

Asg附 加時の結グ酸の増加に対 して,JAは これを完

全に阻害し,8-HQは 中等度に,又NaF,NaN2及 び

DNPは 夫 々軽度に阻害するが,KCNは 殆 ど影響 しな

かつた｡

CySH附 加 時の増加に対しては,JAはAsg附 加時

に対すると同様に結グ酸の増加を完全に阻害するがNaF,

8-HQ及 びKCNは 夫 々軽度 に阻害 し,NaN2及 び
輩

DNPは 殆 ど影響しなかつた(表12)｡

これ ら薬剤の結グ酸の増加に対する阻害率を一括図示

すると図2の 如くであつて,Asg附 加時 とCySH附 加

CySHの 影 響

1821243691215182124 ゐ

oαr

表12各 種 阻 害 剤 の 影 響

Asg

附 加

CySH

附 加

噸 鷺NaFINaN218-HQiDNPIJA

・6・・12…i2α6國 ・S・412・ ・71・6・ ・

・晦812・ ・7剛2・ ・Sl22・51・5・5

KCN

22.6

lig・ ・

時 の2者 の 間 に は 大 差 が 認 め られ な い｡

2.抗 生 物 質 の 影 響

Chlortetracycline(AM),Tetracycline(ACM),

Dihydrostreptomycin(DHSM)及 びChloramphenico1

(CM)つ き夫 々100mcg,10mcg,1mcg小m1の に濃 度

で 結 グ酸 の 増 加 に 対 す る 影 響 を み た｡

AM及 びACM等 のTetracycline系 の薬 剤 はAsg

附 加 時 の結 グ酸 の 増 加 に 対 し,前 者 は10mcg/ml及 び

1mcg/m1で 後 者 は1mcg/m1で 促進 的 に 働 くが,Cy-

SH附 加 時 の 増 加 に 対 して は両 者 と も夫 々抑 制 的 に 働 く

の が 認 め られ た(表13,14)｡

表13AMの 影響

対 照

ボs～ ロ「 ・5・8

爵yS別 ・6・2

反 応

対 照

22.1

A M

100
mcg/ml

22.4

レ川 ・乳4

10
mcglml

26.5

liz8

1mcg/m1

28.4

21.1

表14ACMの 影響

Asg

附 加…ご語H

附 加

対 照

15.2

14.6

反 応

対 照

ACM

1盤

9小mll19)cg/ml

2・・71・8・512・ ・3

1・9・7116・81・&2

1mcg純1

24.8

19.0

DHSMはAsg附 加時の増加に対 しこれを強 く抑制

するがCySH附 加時の増加には殆ど影響を及ぼ さない
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(表15)｡又CMはAsg附 加時の増加には殆 ど影響し

ないが,CySH附 加時の増加を強 く抑制するのが認めら

れた(表16)｡

以上の成績を百分率にて一括図示すると図3の 如くで,

Asg附 加時とCySH附 加時の結グ酸の増加に対する抗

表15DHSMの 影響

対 照

表18Trichomycinの 影 響

対 照

縞｡1・5・6

爵yS劉 ・4・8

反 応

対 照

Trichomycin

11戴cg/.1{19,cg/mli・mcg/mL

Asg

附 加

CySH

附 加

14.8

14.0

22・61・9・821・4{2・ ・8

22・31・4・2 15.418.7

反 応

対 照

22.1

19.8

DHSM

1戴

cg/m111島cg/mll・mcg/m1

13・81・7・8121・7

2…ii8・Sl2・ ・6

表16CMの 影響

Asg

附 加

対 照

15.2

爵yS劉 ・4・5

反 応

対 照

123・ ・

19.4

C M

1戴

cg/mii1Ricglmil・mcg/m1

Merzonine及 びTrichomycinは 夫 々Asg附 加 時

の結 グ酸 の増 加 を 軽 度 に 抑 制 す るに す ぎな い が,CySH

附 加 時 の 増 加 に 対 して は 強 度 の 抑 制 を 示 した(表17,18)｡

PropylparabenはAsg及 びCySH附 加 時 の夫 々に

対 し強 い 抑 制 を 示 し,VitaminK3はMerzonine及 び

Trichomycinと 同 様 にAsg附 加 時 の結 グ酸 の 増 加 に

対 し馨度 に,一 方CySH附 加 時 の 増加 に対 し て強 度 の

抑 制 を 示 した(表19,20)｡

i表19Propylparabenの]影 響

i23・ ・12・ ・3}22・9

・4・91・4・51ig・ ・
対 照

反 応

対 照

Propylparaben

NaF{
NaN2{
8-H9{
DNP{
JA{
KCN{

1戴

cg/m111島cg/mll・mcglm1

図2阻 害剤 の阻 害率
010～030405060708090

Asg

附 加
・4・312… 14.317.117.6

lllI猛 」 ヨ ヨ.鑑一 囮As9附 加
1口CγSh附 加一

1一
1

囮
]一

垂

コ
1

10G%爵yS疑 い4・612・ ・91i4・ ・ 【 ・5・8i・5・2

表20VitaminK3重 亜 硫 酸 塩 の影 饗

Asg

附 加

CySH

附 加

対 照
仮 応

対 照

・4・・}22・4

・4・8i22・9

VitaminK3

1留

cglm111監cg/m1

17.921.8

・5・・li7・ ・

1mcg/m1

20.3

17.1

生 物 質 の 影 響 の 間 に は 大 差 が 認 め られ た｡

3.抗 カ ン ジ ダ剤 の 影 響

Merzonine,Trichomycin,Propylparaben及 びVi-

taminK3重 亜 硫 酸 塩 に つ き夫 々100mcg,10mcg,1

mcglm}の 各 濃 度 で結 グ酸 の 増 加 に 及 ぼ す 影 響 を み た｡

表17Merzonineの 影 響

Merzonine

これら薬剤の結グ酸の増加に対する抑制率を一括図示

すると図4の 如 くで,Asg附 加時の増加がCySH附 加

応

照

反

対

促

進

率

抑

制

率

1

図3抗 生物 質 の影 響(E分 率)
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附 加

CySH

附 加

対 照

15.0

15.4

22.5

23.1

100i10
mcg/ml!mcg/ml

・8・9{2・ ・5

・5・61・7・7

1mcg/m1

21.2

18.1

加
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Ioo吻 玩}o%`)"9/
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抑

制

率

聖 キ克力》ジダ斎唱の影 響{百 分率)

too"`it/mt;OPXS/mt}mi/9mz
(o,-MerZOnine

9;:穐踏h
← う・・b・CγSH附カロ

ノ
;｡o%∠10鱗 ど 暢!

}:;囎 辮en
(6)-Asg附 力0

←.→畳CγSH角 寸加

時 のそ れ に較 べ て 一 層 強 く抑 綱 さ れ る こ とが 認 め ら れ

"た
｡

総 括 及 び 考 按

Candiaaalbicansの 菌 体 内 結 グ酸 は 菌 体 を葡 萄 糖 と

Gluの み を 含 む 反 応 液 にincubateし て も増 加 せ ず,こ

れ にGiuの 相 手 と して 他 の ア ミノ酸 を 附 加 して 始 め て

そ の 増 加 が 見 られ,本 実 験 に供 した17種 の ア ミノ酸 の

うちAsg及 びCySHが 夫 々結 グ 酸 の 増 加 に お い て 主

役 を 演 ず る事 が 判 明 した｡そ して,Asg附 加 時 に み ら

れ る典 型 的 な 増 殖 曲 線 よ りAsg附 加 時 の 結 グ 酸 の 増 加

の 本 態 は 蛋 白 合成 で あ る と考 え られ る｡GALE(i)は す で

1にStaPhylococcusewreusの 生 菌 を 用 い ,結 グ 酸 の 増 加

に はGluの 他 に 種 々 の ア ミ ノ酸 の附 加 が必 要 で あ る と

'報 じ,又 同 菌 のdisruptedce11(3)を 用 い て 蛋 白 分 子 内

へ のCiLGIuの 導 入 及 び 酵 素 活性 の測 定 実験 で,外 界

にCM-Gluの 他 に ア ミ ノ酸 を 附 加 す る事 に よ りCM-Glu

導 入 の 直 線 的 な 増 加 と蛋 白窒 素 の 平 行 的 増 加 及 び あ る種

の 酵 素 活 性 の 上 昇 を認 め,こ れ らの 事 実 は 蛋 白 合 成 を 示

す と報 じて い る｡こ れ らの 報 告 か ら も本 実 験 に お け る

Asg附 加 時 の結 グ 酸 の 増 加 は 蛋 白 合 成 を 示 す も の と 考

え て 支 障 が な い と思 わ れ る｡

一 方CySH附 加 時 に は 極 く軽 度 の 増 殖 が 認 め られ る

に 過 ぎ ない 点 か ら,CySH附 加 時 の 結 グ 酸 の 増 加 は 蛋 白

合 成 を 示 す も の と思 われ ず,む し ろ生 細 胞 内 に 普 遍 的 に

存 在 す るTripeptide(Glutathione)の 如 き91utamyl

Compoundの 合 成 が 考 え られ る｡ツ ーglutamylcysteine

の 合 成 に つ い てMANDELES&BLOCH(a)はho91iver

enzymeを 用 い て,又WEBSTER(5)はbeanseedling

に お い て 認 め て お り,YANARI,SNOKE&BLOCH〈6)は

このPeptideの 合 成 にGlycolysisが 力 源 と して必 要

で あ る と報 告 して い るが,Candidaに お い て もか か る合

成 機 転 の 存在 が 充 分 察 知 され る｡

結 グ酸 の 増 加 に 対 す る各 種 薬 剤 の 影 響 に つ き上 述 の 如

き成績を得たが,す でにLOOMIS(?)は,AMはMito・

chondriaに おける酸仁的燐酸化を阻害し・DNPやNaN2

等の阻害剤 と同一作用機序を有すると報告 し,GALE(8)

はStaPhylecoccusaurexsの 結グ酸の増加 に対 しAM

その他の抗生物質は各種阻害剤 と同様 に抑制的 に働く

と報 じている｡Candidaalbicansに おいてはStaPhy-

lOCOCCttSの場合と異な り阻害剤は一般に結グ酸の増加を

阻害するが,抗 生物質のうちTetraCycline系 の薬 剤

はAsg附 加時の結グ酸の増加を促進させる成績を得た｡

この点は抗生物質の使用がCandidiasisの 発症を促す

事実と考え合せ興味ある点と思われる｡

抗 力yジ ダ剤は一般に結グ酸の増加を抑制するが,特

にCySH附 加時の増加に対しその抑制が高度であつた｡

この抑舗作用はこれ ら薬剤の抗カンジダ作用の一端を示

すものと考えられる｡

またAsg附 加時の結グ酸の増加とCySH附 加 時の

増加に対する各薬剤の阻害の間に差異が認められたが,

これらの差異はAsg附 加時 とCySH附 加時の結グ酸

の増加の本態の相違によると考えると理解される｡

しかし,菌 体内の結グ酸量は外界 よりのア ミノ酸の摂

取,結 グ酸の形成及びこれ らの代謝等の複雑な機序の総

括的結果と考えられるので,本 実験成績 より各種薬剤が

どの様な作用機序に基き上述の如き影響を示すかは,未

だ言及し得ない処である｡

結 論

LCandidaalbicansの 菌体内結グ酸は葡萄糖,Glu

の他にア ミノ酸を附加して始めて増加するが,こ のアミ

ノ酸 としてAsg又 はCySHが 必要であると考えられる｡

2・ 阻害剤の影響:JAはAsg附 加時及びCySH附

加 時の結グ酸の増加を共に完全に阻害するが,NaF,Na

N2,8-HQ,DNP及 びKCNは 夫 々軽度の阻害か或は

殆 ど影響がなく,Asg附 加時とCySH附 加時の間に大

差が認められなかつた｡

3.抗 生物質の影響:Tetracycline系 のAM及 び

ACMは 夫 々Asg附 加時の結グ酸の増加を促進させ る

が,CyS且 附加時の増加を抑制する｡DHSMはAsg

附 加時の増加には無影響であるに対 し,CySH附 加時の

増加を強く抑制する｡CMはAsg附 加時の増加を強 く

抑制するが,CySH附 加時の増加には無影響であつた｡

4・ 抗カンジダ剤の影響;Merzonine,Trichomycin,

Prepylparaben及 びVitaminK3は 夫 々結グ酸の増加

を抑制するが,特 にCySH附 加時の増加を一層顕著に

抑制する｡

本論文の要旨は昭和31年5月 第4回 日本化学療法学

会総会及び昭和32年5月 第5回 日本化学療法学会総会
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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　伊藤博士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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