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KloeckeraapiculataはThiamine要 求 性 の酵 母 で あ るが本 酵母 は 数

種 のThiamine体 に より強 く増 殖 が捉 進 され る。 著者 はThiamine誘 導

体 の増 殖 促 進 性 の 原因 を辮 明 す る 目的 でThiaminepropyldisulfide

(TPD)な らび にS‐Carbethoxythiamine(c・ET)のK1.apiculata

にた い す る態 度 を検 討 し以 下 の知 見 を得 た 。

(1)Thiamine,CET診 よびTPDの 増 殖 促 進性 の比 較

CE田 冷 よびTPDを 添 加 して培 養 す る とK1.apiculataの 増殖 が

thiamineを 添 加 した場合 よ り促 進 され る のは濁 度.菌 体 重 量.タ ンパ ク

質 量 な らび に菌 数 の測 定 結:果か ら明 らか で ある。 しか しこれ ら2種 の 誘導

体 の増 殖 促 進性 には下 記の よ うな相 違 が み られ た。CET.TPDま たは

thiamineを 生 理食 塩 水 中 でK1.apicula七aに 集積 させ た の ち培地 を加

え て 培養 す る とCEτ はThiamineよ9強 い活 性 を示 す の に た い してTP

培
Dは^thiamineと 同 等 の活 性 を示 した 。 一 咳地 中 でTPDをCysteine

処理 に よ り、 ま たCETを タ カジ ア ス ター ゼ処 理 に よ りThiamineに 変化

させ た の ち菌 を接 種 して培 養 す る とTPDはThiamineよ9強 い活 徃 を示

す の にた い してCETはThiamineに 等 しい活 性 を示 した。 す なわ ちCE

TはCETの 型 で菌体 に接 触 しそ の ま ま菌体 内 に と り こま れ た ときThia-

mineよ9強 い活 性 を示 し.TPDは 培地 中 で菌 と接 触 す る こ とに よつ て

Cyst・i⑱ に よ り還 元 され た の ちに 冷 い て もThiamineVC比 べ よ9強 い活

性 を 示 す と考 え られ る。 ま たKユ.apiculataの 同調 培養 を 行 な うと

Thiamineの 増 殖促 進性 と の差 がTFDを 添 加 した ときは対 数増殖 期 の初

期 に辱CETを 添 加 しだ と きは後 期 に あ らわ れた 。

(2)ThiamineとThiamine拮 抗体 の闘連

Thiamineな らび にその 誘導 体 の増 殖 促進 性 に た いす るThiamine拮 抗
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体 の影 響 を し らべ る とCET誇 よびTPDはThiamineよh強 い増 殖促 進

性 を示 す に もか かわ らず そ の増殖 促進 性 はPyriもhia田inθ 夢 よびOxyt-

hiamineに よつ てThiamineの 場 合 よ り強 く阻害 さ れ た。 しか しThia-

mineま た はそ の誘導 体 を あ らか じめ菌 体 に集 積 させ た の ちOxythiamine

を添 加 して培 養 す る といず れ も同 様 な陽害 曲線 が得 られ た。Thiamine論

よびそ の誘 導体 の集 積 段 階に 論 け るOXythゴa田 漁eの 影響 の 差 が増 殖 阻害

の差 と なつ て あ らわ れ た と考 え られ,Thiamineと そ の誘 導 体 の菌 体 へ の

透 過 機 構 に相違 が あ る と思わ れ る。

(3)菌 体 中Thiamineの 存 在型 の変 化

増殖 に必 要 な最 少 量 のThia田ine勘 よび そ の誘 導 体 を添 加 して培養 した

K1.apiculataの 菌 体 中Thiamine含 量 を測 定 す る と総量 にはほ とん ど

差 がな いがThiamineを 添 加 して培 養 した菌 体 には23～420のFree

thiamineが 含 まれ るの に たい してCET,TPDを 添 加 して培 養 した菌

体 のThiamineは す べ て リン酸 化 さ れ てThiaminediphosphate(TD

P)と し て検 出 され た 。 す なわ ちCET,TPDは 添加 され た もの すべ て

が 増殖 に利 用 さ れ得 るTDPに 変 化 して い た の に たい してThiamineは 一

部 が 増殖 に利 用 さ れ得 ない遊 離型 と して存 在 し てい た。 こ の よ うにTDP

へ の変 化 率 の差 が 増殖 促 進 性 の差 と なつ て あ らわ れ た の で あるがaこ の差

の生 じる原 因 と して 先 に ものべ た よ うに 脂hi跚 加eとThiamine体 の

菌 体 へ の透 過 機 講 に差 が ある と思 わ れ る の でつ ぎにThia皿i聡 な らび にそ

の誘 導 体 の 集 積態 度 に つ き検 討 した。

(4)Thiamine澄 よびThiamine誘 導 体 の集 積

酵母 が 聖hia磁neを 集 積 す る現 象は 古 くか ら知 られ て い るが 、Kl.

apiGulaもaは20Glucose中pH4.7,30℃,1時 間 の保 温 で、 菌 体 量
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(乾 燥物 と して)の10鏐 に 冷 よぶ 壬hia戯neをFreethiamineの 型 で

集 積 した。 集 積 さ れ たThiamineはThiaminaseに よ り分解 され ず 曁Th-

famineを 集 積 した酵 母 を機械 的 に破 壊 す る とThiamineは すぺ て溶 出 し

細 胞 壁 に結 合 した ものは認 め られ な か つた。Thiamineを 集 積 したK1.

apioulataに α8飜 塩 化 ナ ト リゥム溶液 中 で細 胞n:.素 を作 用 させ 、

Protoplastを 調 製 す る と約60%のThi跏ineが 細 胞外 に溶 出 した。

Thiamineを ほ とん ど含 ま な い細 胞 か ら得 られ たProもoplastにThia田ine

を添 加 す る とThiamineの 集 積 が み られ た がIntactcellに 比 べ る と集

積量 は低 い。 これ らの事実 は集 積 され たThiamineの 大 部分 が原 形 質 膜 と

細 胞壁 の 間 に局 在 す る こ とを示 唆 す る もの で あ る。

Kl.apiculataにzDP(Cocarboxylase)を 添 加 す る とThia-

mineと ほぼ 等 しい 量 の集 積 が み られ,し か もす べ てFreethiamine

と して検 出 さ れ た。 酵母 の細 胞壁 にはAGidphσSphataseが 存在 して 夢

りそ の 作用 に よつ てTDPがThiamineに 変 化 した もの で あ る。Protop‐

lastを 調製 す る こ とに よつてPhosphataseを 細胞 か ら除 去 した とき あ

る いはFhosphatase阻 害 剤 を添 加 した と きに はTDPの 集 積 は 阻害 され

た。Thiamineが 集 積 され るた め に はFreethiamineの 型 で ある こ とが

必 要 と思 わ れ る。

TPD澄 よびCETのKl.apicula七aに よ る集 積 はThiamineに 比 べ

る と非 常 に低 い が ご く少 童 の反 応 液 中 で酵母 菌 体 に接 触 させ る とCETは

ほぼ 濃 度勾 配に 比 例 した緇 胞 内移 行量 を示 した。 また 細胞 内 では短 時 間の

接 触 では ほ とん どC琵 丁の型 の まま検 出 され た。CETを 保有 す る細 胞 を

大 量 の 等 張液 で 洗浄 す る とCE1が 細 胞外 に溶 出 した。 す なわ ちCETは

Simplediffusionに よつ て原 形 質 膜 を透 過 して 内部 に入9黜 洗浄 嶋 よ
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hふ た た びSi血plediffusiondzよ つ て流 出 した と考 え られ る。 。一 方

Thiamineま た はTPDを 添 加 した と き洗浄 に よる細 胞 か らの流 出 は認 め

られ ず,TPDを 添 加 した と きTPD自 身 は 検 出さ れずThiamineの みが

菌 体 内 に検 出 され た。TPDはThiamineへ の変 化 が速 や か な ため 原 形 質

内 に と じこ め られ て 流出 し得 ない と考 え られ る。

結 論

CE聖 於 よびTPDはThiamine要 求 性酵 母Kl.apiculataの 増 殖 を 対

応 量 のThiamineよ り強 く促 進 す る。 これ を解 明 す る ため に各 種 の実 験 を行

なつ てつ ぎの知 見 を得 た。

(1)増 殖 の経 過 を 同 調培養 に よ り比1絞 しある いは 増殖 各 期 の菌 体 中 のThia-

mineの 存 在 型 をBioauもographyで 検 出 し.ま たA飾iもhia孤ine化 合 物

とCETま た は 聖PDと の拮 抗 を検討 した 結果CETはTPDに 比べ 安 定

で菌体 申 に 一 部CETと して増 殖 初期 に検 繊 され た の み で な く、TPDに

比 べ増 殖 の 後 期 に澄 い てThiaminej/Cよ る増 殖 と差 を生 じた。

(2)CFTま た はTPDを 添 撫 して 培 養 した菌 体 にはTDPの み が検 出 さ れ

たの にた い してThiamineを 添 加 して 培 養 した菌 体 には か な りのFree

thiamineが 検 出 され た。CETとTPDは(1)の よ う左相 違 を 示 したが.

増殖 に肩 効 なTDPへ の菌 体 内 で の変化 率 が7hia皿ineよ り優 れ てい る点

で両 者は 一 致 した態 度 を示 した。

(3)Thiamineま たはThiamine誘 導 体 を短 時 間菌 体 と接 触 させ て集 積実 験

を行 な う と.τhi細ineは 多 量 に集 積 さ れ るが0集 積 され た もの の一 部 は
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原 形 質 膜 と細胞 壁 の 間 にFreethiamineと して と どま りProtOPlast

の 調製 に よつ て 溶出 す る。 多 童 のCETを 用 い た ときThiamineに 比 ぺ 集

積 が悪 い がSimpl・diff・ ・i。・に よつ て原形 質 内 に透 過 し・TPBは

ThiamineとCETの 中 間的 な態 度 を示 す 。

(4)以 上 の成 績 か ら培 養 初 期 の 菌 体 を想 定 す る とCETは 菌体 に透 過 した時

点 ではCETの 型 で あ るが.大 部 分 が 原 形質 内 に透 過 す るの でThiamine

を経 てTDPに 変化 す るに た い して,Thiamineを 添 加 した と き一 部 は原

形 質 膜 と細 胞 壁 の 問 にFreeThiamineと して残 る ためCETを 添加 す る

とThiamineを 添 加 した とき よh高 い 田DP含 量 となh強 い増 殖促 進 性 と

な つ て 現 れ る もの と して説 明 で き る。
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緒'論

近 年 多 くのThiamine導 体 が 含成 され実 用化 され て きた が 、Thiamine

誘 導 体 の い ぐつ か は増 殖 にThiamineを 要 求 す る微生物(乳 酸 菌 、酵 母 、糸

状Giど)に たい して対 応量 の 田hia磁 轟e以 上 の増 殖 促 進 効 果 を示 す こ とが

ロト の
報 告 さ れ て い る。 しか しThiamineよ り強 い効 果 が い か な る原因 で 発揮 され

る か につい て は耒 だ 十分 には解 明 され て い ない 。Thiaminepropyldi ‐

sulfide(TPD)に 代 表 され る非 対r+Disulfide型 誘 導 体 は上 記 の穢 生物

に たv>し てThiamineよ り強 い増 殖促 進 効 果 を示 す もの が 多 く、 当初Thia-

mineか ら分 離 され て生 じるAlk ,ylmercapt◎ 化 合物 が増 殖 を促 進 す るので

は ない か と考 え られ た が 、培 地ldhia証neとAlkylmercapto化 合物 との

添 加 はTh・ ・m… 鞠 添 加 に くらべ増 慰 差 姓 じな謄)Th、 。min。 誘..

はThiamineに くらべ 水溶 液 中 で の安 定 度 が高 く、 この ため オ ー トク レー プ

処 理 あ るい は培 養 中 に分解 さ れ る量 が 少 な い た めThiamineよ り高 い活 性 を

示 す とい う推 論 屯成 り立 つ が 、 オ ー トク レー プ処 理 を省 略 した場 合 で もや は

り活性 は高 く・培 養 後 の 菌体 のThiamine含 量 を比較 す る といず れ を添 加 し

て も大 差 ない こ とか らこの 推 論 も否 定 さ れ た。.tそ の 他 のThiamine導

体 は赤 血 球 そ の他 の動物 細胞 に 田hia斑ineよ り容 易 に透 過 す る こ とは多 くの

瀦 により報告されてい㌫ ㌦ 酸響 大腸粛幅 凱 る,h、am、new導

体 の と りこみ はThiamineと 同 等 も し くはそれ 以 下 で と りこみ量 の差 か らも

Thiamine導 体 の 強 い活性 の 原 因 を 解 明 す る こ とは で きない
。 しか し

ThiamineとThiamine誘 導 体 は構 造 的 にか な り異 な り
、 と り こみ の機 構 あ

為 いは と りこまれ たThiamineの 存在部位な どが 両者 で異 な る と思 われ 、 この

点 が 活 性 の 差 と な つ て あ ら 糠 る こ と が 予 想 さ れ る
.…eckera。P・ 。曲 、a

(IFQO630)はThiamine求 性 の 酵 母 で あ る が
、Thiamine誘 導 体 を も
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(31(4)
利 用 す る こ とが で きる。 乳 酸 菌LactobacillusfementiがCアsteine

そ の 他 の 羅 元 性 物 質 を培 地 に添 加 した とき のみThia憩ine誘 導体 を利 用 し得

るの にた い して本 酵母 はそ の よ うな物 質 の添加 な しにThia珮ine誘 導 体 を利

用 す る こ と 力珂 能 で あ る.特 にL.・ ・rm… 瓢 命 ・r・。h・ 。 。。・i7・ 一・(i5)3
,

・鋤

Saccharom ,ycescerevisiae7753に た い し て 非 常 に 活 性 の 弱 いS-

Carbethoxythiamine(CET)に よ りThiamineよ り 強 く 増 殖 が 促 進 さ

れ る の は 興 味 あ る 点 で あ る 。 著 者 はTPDお よ びCSTの2種 のThiaminel誘

導 体 を 中 心 と し てK1.api◎ulataに た い す る 増 殖 促 進 性 お よ び そ の 作 用 機

亨 に つ い て 検 索 し た の で 詳 述 す る 。

本 文 中 に は 以 外 の 略 語 を 使 用 し た 。

CETeS‐Carbethoxythiamine

TPD:Thiaminepropyldisulfide

CBTaS‐Carbobutoxythiamine

DOETOO,S‐Dicarbethoxythiamine

TTFDThiaminetetrah ,ydrofurfuryldisulfide.

TATDoThiamine-8‐(methyl-6‐acetyldihydrothioctate)

disulfide

BTMP:S-Benzoylthia鴨ine-0一 田on◎phosphate

SBTS‐Benzoylthiamine

TDSThiaminedisulfide

TDP.aThiaminediphosphate

TMPoThiaminemonophosphate

μ91弖9:Equivalenttokgthiamine

MB:Me七hア1eneblue
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第1章 田hi鑞n・,s--Garbe七h・xythiamine

澄 よ び 田hia通 加epropyldisulfide

のKZ.apicula七a定 た い す る 増 殖 健

{21×2

進性

第1'Thiamine,GETお ・よぴTPDのKl.apicula七a

に た い ず る 増 殖 捉 進 性 の 比 靉

実 験 方 法
●

(i}K1。apicula七aの 培 養

Hoff-rφrgensenの 変 法 培 地(Tab .1)を 基 礎 培 地 と し て 思 い た 。

特 に 記 し た 場 合 以 外 は 基 礎 培 地2誘 を オ ー ト ク レ ー プ に て α75Kg/講 で

滅 菌 し 、 無 菌 的 に 調 製 し た 試 科 液 お よ び 無 菌 蒸 留 水 を 加 え て 全 量4認 と し 、

前 培 養 し たKi,apiculataの 生 理 食 塩 水 け ん 濁 液 を 注 射 針 よ り1滴 加 え

30°C20時 間 静 置 培 養 し た 。

Tab.IBasal-MediumfortheCultivationofKl .apiculata

(DoubleStrength)

CasaminoAcids

(Viもa!n3nfree)

Glucose

SaltE*

15%聾a-Citra七e-5H20

Solution

2%L-A・paragi・'

Solution

磁eSO-lnositol

059

49

10田1

5ml

2阻1

2田9

Choline-HCl

Nico七i亘icAcid

Pyridoxine-HCl

Ca-Paaもothenate

Biotin

';　

100μ 禽

100μ9

10;Oug

Iμ9

AdjustthepHto4.7andaddmatertcmake100ml .
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*Diss・1v・22gKH2PO4,170KC1,10窯(NH4)2SO4,4露CaC12,

49㌶gS° ・冖7H・ °,α1gF・C1・ ・ °.1M・S° …d1° ・・ ・・…HC・

inwate「toπ 量ake1.000霞11.

(2)濁 度 の 測 定

日立 光 電 比 色計 ま た は コ タキ 光電 比 色 計 を用 い て波 長610搬 μ に お い て

測 定 した。

(3)菌 体 重量 の 測定

培 養 液 を300◎rpm15分 間遠 沈 して菌 体 を集 め 水 にて2回 洗 浄 後

90℃ にて恒 量 と な るま で乾 燥 し(約2時 間)秤 量 した 。

④ タ ンパ ク質 量 の 測定

乾 燥 した 菌体 を秤量 肇K〆 」θ1dah1法 に よ り窒素 量 を求 め 、こ の値 に

6.25を 乗 じて タ ンパ ク質 量 と した。

15)菌 数 の測 定

Thomaの 血球 計 算盤 を 用い て測 定 した 。

実 験 成 績

;1)各 誘導 体 の増 殖 促進 性 の 比 一i(Fi9.1,2)

濁 度測 定 法 に よるTPD,CETTCBTお よびDC珊 の増 殖 促進 性

をThiamineと 比較 し図 示 した。CETお よびTPDを 添 加 した 場 合 に は

対 応 量 のThiamineを 添 加 した とき よ り高 い0.D.を 示 したが(Fig,1)

CBTお よびDCETはCSTと の 構造 的類 似 に もか か わ らずThiamineよ

り低 い 活 性 しか 示さ なか つ た。(ヨig.2)

12)各 誘 導 体 の増 殖 促 進 性 の 比 較 一2(lab.2,3)

Thiamine,TPDお よびCETの 増 殖 促 進性 を 濁度 、乾燥 菌 体重 量 、
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 Fig.1 The Growth Stimulating Activity of Thiamine  

     Derivatives on Kloeckera apiculata 

 Fig.? The Growth Stimulating Activity of Thiamine 

        Derivatives on Kloeckera apiculata



 Tab.2 Optical  Density,Cell Counts  and.  Dry Weight of  Celli 

       after the  Cultivation. with  Thiamine,CET or TPD  

            Concentration of samples: 0.5  pg Eq./40  ml , 

 O.D. Cell counts Dry  weight. 

 x107cells/m1  mg/ml  
     Thiamine 0.527 4.01 0.23 

    CET- 0.787 7.25  0.39 . 

    TPD 0.680 5.54  _ 0.32

 Tab.3  Optical  Density,Dry Weight and Protein Contents of the 

      Cells after Cultivation with Thiamine or CET  

          Concentration of  sampleS: 0.5  gg Eq./40 ml 

 O.D. (A)Dry weight (B)Protein B/A 
 mg mg 

    Thiamine 0.83 14.6 8.5 0.57 

    CET 1.17 27.2 14.7  0.55

4.3



菌 数 お よび タンパ ク質量 の測 定 結 果 か ら比 較 し表 示 した 。 いず れ の 測定 法

を用 い た場 合 に もCET,TPDを 添 加 した場 合 の増 殖 度 はThiamineの

そ れ よ り も高 い値 で あ つ た。 ま た菌 体 重量 を菌 数 で除 した値 お よび タ ンパ

ク質 量 を菌体 重 量 で除 した 値 は 常 に一 定 値 を示 した。 す な わ ち菌 の平 均 の

大 きさ あ るい は菌 体 構 成分 の組 成 に は差 が な い と思 わ れ る。
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第2節TPDとCETの 作 用機 序 の相 違

第1節 に言己した よ うにTP㎡ とCETは とも にK1.apiculaもaに た い し

てThiamineよ り強 い増 殖 促 進 性 を 示 す が 、両者 のThiamineへ の還 元 性 に

大 きい 差 が あ る。 す なわ ちTPDはCysteine,チ ォ硫 酸 ナ トリウム な どの 還

元 剤 に よ り容 易 にThiamineに 変化 す るの にた い してCETは 還 元 剤 の 作 用

を受 け ず 、酵 素的 にThiamineに 変 化 し、動物 組 織 に よ る両者 のThiamine

醐
へ の変 化 速 度 に も大 きな差 がみ られ る。 この両者 の菌 体 での 活性 機 序 に っい

て 比 較 検 討 を 行な つ た。

実 験 方 法

(1)Thiamine,CE巴 ま た はTPDを 集 積 した酵 母 の 培養

Thiamine量 を制 限 した培 地 で培 養 し て得 られ た 菌体30田gを 生理 食

塩 水 にけ ん濁 し、0.01M酢 酸緩 衝 液 に てpH4.7と しThiamine,CE

乎ま た はTPDlQμ9Eq.を 加え30°C1時 間保 温 した と ころ添 加 さ れ

た 里hi跚ineも しくは誘 導 体 はほ ぼ 完 全 に菌体 に集 積 され たの で 、 これ に

培 地 を加 え て4田1申 に0～o.1μgEq.のThiamineま た は誘導 体 を含

む よ う希 釈 し30°C,20時 聞 培養 後0.D.の 測定 を行 なつ た 。

(2)菌 体 抽 出液 のBioautography

菌 体 を生 理 食塩 水 で2回 洗 浄 しo.1N塩 酸 で90～95°C、5分 間抽 出

し、抽 出液 を東 洋湧 紙N50に つ け 酢酸:n一 ブ タ ノー ル:水e1:4

:5を 展 開溶 媒 として1夜 展 開 し、風 乾後演 紙 を10等 分 し各7戸紙 片 を基

礎 培 地 に投 入 しKI.apiculataを 接種 して30°C20時 間培 養 後増 殖 度

を測 定 した。
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(3}Cysteine処 理 後 の 田hia磁neま た はTPDの 増 殖 促 進 性

培 地 に 終 濃 度50mg%と な る よ う にCystei皿e塩 酸 塩 を 加 え 、 各 量 の

堅hia磁neま た はTPDを 添 加 し60°C,30分 間 保 温 し 、 冷 後K1.

apiculataを 接 種 し30℃,20時 聞 培 養 簍 増 殖 度 を 測 定 し た 。

t4)T・kadiastase磐 理 後 のThiamin・ ま た はCETの 活 性

培 地 に 終 濃 度250mg%と な る よ うTakadiastaseBを 加 え 、

Thiamineも し く はCETを 加 え て37°('24時 間 保 温 後100°r.,15

分 間 滅 菌 し 、 冷 後K1.apiculataを 接 種 し30°C,20時 間 培 養 後 増 殖

度 を 測 定 し た 。

㈲Kl.apiculataの 同 調 培 養 法

(26)(27J

N.Sando,T.Yanagida・ ら の 方 法 を 参 考 と し て 次 の 操 作 を 行 つ た 。

Kl.apicula七aの 生 理 食 塩 水 浮 遊 液 を4,500rpm,5分 間 遠 沈 す る 操

作 を8回 繰 返 す こ と に よ つ て 菌 の 大 き さ を そ ろ え 、 得 ら れ た 菌 体 を 培 地 に

高 濃 度(109◎ells/ml)に け ん 濁 さ せ30°C,2時 間 保 温 し た の ち 試

料 を 含 む 培 地 で100倍 に 希 釈 し30°Cで 振 と う培 養 を 行 な つ た 。15分

ご と に 培 養 液4凪 を 分 取 し 濁 度 の 測 定 な ら び に 菌 数 の 測 定 を 行 な つ た 。

実 験 成 績

{1)Thiamineた はCET集 積 菌 の増 殖 度(Fig.3)

Thiamineた はCETを 集 積 した 菌体 の20時 間 静 置 培養 後 の増 殖度

をFig.3に 示 した。Fig.1の 場 合 と同様CET添 加 時 の増 殖 度 は

Thiamine添 加 時 よ りも高 く、CETは 生 理 食塩 水 中 で菌体 に集 積 され た

と き に もThiamineよ
、り高 い増 殖促 進 性 を示 した。

(2)cET添 加 培 養 時 の 菌体 中 存 在 型 の検 索(Fig.4,5)

Thiamineた はCETを 集積 した 菌体 を振 と う培 養 し増 殖 度 を継 時 的
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に測 定 す る と約5時 間 の培 養 で増 殖 度 の差 が あ らわ れ た(Fig.4)。

Fig.4に お い てCETを 添 加 して培 養 して得 られ た菌 体 の抽 出液 の

Bioaut。graphyを 行 な うと培 養 開 始 後3時 間の菌 体 に はCETが 認 め ら

れ 、CETは そ の ま まの型 で 菌 体 に と りこまれ てい る こ とが示 され た。

一(Fig.5)
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 Fig.3 Growth of  Kl.apiculata after the Accumulation 

       of Thiamine or CET

0.05 o.10

 Fig.L Growth of Cells  Accumulated with 

 Thiamine or CET



～

Fig.5 Bioautography  of. Cell Free Extract of  Kl.apioulata Cultured with CET 

           Solvent system Acetic acid;n-Butanol:Water (1:4:5) 

          he Standard

QO

●
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 g.6 Growth of  Kl.apiculata after the Accumulation 

     of Thiamine or TPD 
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越gEq./加be

 T-'ig•7 Effects of the Amounts of Inoculated Cells 

      to the Activity of TPD or Thiamine
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 Fig.8 Activity  of Thiamine or  TPA after  Cysteine Treatment 

 on the Growth of  Kl.apiculata 

Fig.9 Activity of Thiamine or  CET after Takadiastase  

       Treatment on  the. Growth of  Kl.apiculata  

       After Takadiastase Without Takadiastase

$・5



{3)雪hia面neま た はTPD集 積 菌 の増 殖 度(Fig.6)

TPDを 生理 食塩 水 中 で集 積 した菌 の培 養 を行 な うとThiamineと 同 一

の増 殖 曲線 が 得 られ た(Fag.6)。 な おTPDは 生 理 食塩 水 申 で菌体 に集

積 され た ときす で に完 全 にThiamineに 変化 してい た。

t4)TPDの 増殖 促 進性V`よ ぼ す接 種 菌 量 の影 響(Fig.7)

Fig.6の 場 合 の接 種 菌 量 は 通 常の 培 養時 の約102倍 に相 当す る。接 種

菌 量 が多 い た め にThiamineと 同程 度 の活性 しか 示 さ なか つ た とい うこ と

が:考え られ るの でThiamineた はTPDOO5μgEg.含 む培 地 に通 常 の

培 養 時 の10-1～103倍 の 菌量 を接 種 して培 養 す る と接 種 菌 量 の 多少 に か

か わ らずTPDはThiamineよ り強 い増 殖促 進 性 を示 した(Fig.7)。

(3}の実 験 でTPDがThiamineと 同等 の 活性 しか 示 さ な か つ たの は接 種 菌

量 の影 響 で はな い。

(5)Cpsteiae処 理 後 のThiamineよ びTPDの 増殖 促 進 性(Fig.8)

培 地 中 でCys七eing処 理 を行 な つ てTPDをThiamineに 変 化 させ たの

ち に菌 を接種 した と きの増 殖度 をThiamineに た い して 同処理 を行 なつ た

場 合 の増 殖 度 と比較 した 。TPDはCysteine処 理 を しない 場 合 と同様

Thiamineよ り高い 活性 を示 した(Fig・8)。 な お同条 件 でTPD1μgEq

をCysteine処 理 した と こ ろ完 全 にThi顳ineに 還 元 さ れ たの で上 記実 験

でTPDは 菌 を接 種 す る以 前 にThiamineに 変 化 してい た こ とは明 らか で

あ る。

(6)タ カジ アス タ ーゼ 処理 後 の τhia田ineま た はC'ETの 増 殖 促進 性(Fig.9)

㈱㈲
CETは タ カ ジ アス タ ー ゼ処 理 に よつ て 聖hia磁neに 変 化 す る が 、 この

よ うな処 理 を したの塚こはCETはThiamineと 同等 の 増 殖 促進 性 を示 した

(Fig.9)o

す なわ ちTPDは 菌 との 接 触 以 前 に 聖hia鵬i齢 に変 化 して いて もな お
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Thiamineよ り高 い増 殖促 進性 を示 したが 、CETがThiamineよ り高 い

増 殖 促進 性 を示 す た め に は菌 との 接 触時 にCETの 型 で あ る こ とが 必要 と

思 われ る。

(7)K1.apiculataの 同調培 養 にお よぼ すThiamine,.TPDま た はCET

の 影 響(Fig.10)

Thiamine.TPDま た はCETを 添 加 して 同調培 養 を行 な う といず れ を

添加 した 場 合 も約1時 間の 誘導 期 の の ち菌 数 が 増加 した がTPDを 添 加 し

た とき に は2回 目の分 裂 力竰hiamineま た はCFTを 添加 した と きよ り早

く起 り 、CETを 添加 した場 合Thiamine添 加 と同様 に増 殖 す るが4回 目

の 分 裂付 近 でThiamineと の 差が 顕 著 にあ らわれ た(Fig、10)。 す なわ

ちTPDとCETは 共 に菌 の一 世 代 を短 縮 す るがTPDは 対 数黼 期 の 初

期 、C .ETは 対 数 増殖 期 の 後期 の増 殖 を促 進 す る と い う違 い がみ られ た。
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 Fig.10  a .ynchronized .Culture of  Kl.apiculata on Addition 

      

I :of  Thiamine,  CET or TPD

Opticaldensity

」
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第3節 考 察 左 ら び に 小 括

考 察

TPDお よびCETが 対応 量 の τhi跏i箆eに 比 べ より強 くK1.apiculata

の増 殖 を促進 す る こ と は第1節 に示 した よ うに濁度 、菌 体 重量 、 タ ンパ ク質

お よび 菌 数 の測 定 結 果 か ら、 また 第2節 に示 した よ うに同調 培 養 の 成 績 か ら

弱 らか で あ る。 ただ し両者 のK1.apiculataに た い す る態 度 は異 なつ て お

り第2節 に示 した よ うにCETを 培 地 中 で タ カジ ア スタ ーゼ に よつ て

Thiamineに 還 元 したの ち接 種 す る とKl.apicuiataはThiamine;tic.加 時

と同 じ増 殖 度 を示 す が 、C星 丁を 生理 食塩 水中 で菌 体 に集 積 させ これ を 培地

に入れ て 培養 す る とThiamineよ り高い増 殖度 を示 した。 ま た培養 初 期 に は

菌 体 内 に一 部CETの 型 で 残 存 す る こ とが確 認 され た 。CETは 培 地 の有無

にか か わ らずCETの 型 の_...　 :体 内 に透 過 す る こ とに よつ て 聖hiamineよ

り強 い 増 殖促 進性 を 示 す と考 え られ る。一 方TPDは 速 や か に 臨ia珥ineに

還 元 さ れTPDの 型 は検 出 さ れ ず 、菌体 との接 触 に より容 易 にThiamineに

還 元 され る。ま た培地 中 でCysteineに よ り脇ia溢neに 還元 した の ち に接

種 して もK1.apiculataはThiamine添 卵 時 よ り高 い増 殖 度 を示 した。 ま

た 生 理 食塩 水 中 で 菌体 に集 積 せ しめ これ を培 地 に加 え て培 養 す るとThiamine

と同 等 の増 殖促 進性 しか示 さ ない こ とか ら培 地の 存 在 下 でThiamineに 変 化

す る こ とがThiamineよ り高 い増 殖促 進 性 を示 す ため に必要 と思 われ る。

Thiamine,CET,TPDを 添那 してK1 .apiculataの 同調培 養 を行 な

うとTPDは 対 数 増 殖期 の初 期 、CETは 後期 に有 効 で あつ た。 これ はTP

DとCETのThiamineへ の 変 化 速 度 に関連 す る もの で あろ う。以 上 あ よ う

にCEmとTPDは それぞ れ 異な つ た機 構 でThiamineよ り強 い増 殖 促 進性

を 示 す と考 え られ る。
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小 括

CETお よびTPDはKl.apiculataの 増 殖 を対 応量 のThiamineよ り

強 く促進 す るが そ の 作 用 に は次 の よ うな差 が み られ た 。

ω 生理 食 塩 水 申 で菌 体 に集 積 せ しめ これ を 培地 に加 え て培 養 した と きの増

殖促 進 性 はCETはThiamineよ り高か つ たの にた い してTPDは

Thiamineと 同 等 で あ つ た。

(21培 養初 期 に おい てCETは 一部 そ のmの 型 で菌 体内 に検 出 され た がT

PDは そ の まま で は検 出 され ず速 や か に 田hia田ineに 変 化 して い た。

t3)培 地 中 でThiamineに 還元 した の ち菌 を接 種 して培 養 した ときの増 殖 促

進性 はCETはThiamineと 同等 で あつ た の にたい してTPDはCysteine

還 元 を 行 な つた の ちもThiamineよ り高 い値 を示 した 。

④K1.apiculataの 同調 培 養 を行 な うとTPDは 対 数 増 殖期 の初 期 、C

ETは 後 期 にThiamineの 増 殖 促 進 性 との 差 を開 い た。

一12一



第2章KLapicuエa七aに 澄 け るThiamine

誘 導 体 とThiamine拮 抗 体 の 関 連

K1.apiculataに お け るThiamineとThiamine拮 抗 体 と の 関 連 に つ い

㈱{鋤 ㈱

て はSakuragi,川 崎 ら に よ り 報 告 さ れ て い る が 、Thiamine導 体 に っ い

て は 検 討 さ れ て い な い 。TPDお よ びCESの 増 殖 促 進 性 がThiamine拮 統

体 に よ り い か な る 影 響 を うけ る か を 検 討 し た 。 ・

第1節Thiamine導 体 とP翼i七hia虹nθ の 拮 抗

実 験 方 法

基 礎 培 地2mlにThiamine導 体 溶 液1mlお よ びPyrithiamine溶

液1mlを 加 え 、Kl.apiculataを 接 種 し て30°C,20時 間 培 養 後610

mμ に お け る 濁 度 を 測 定 し た 。

実 験 成 績

(1)聖hi跚ine誘 導 体 の 増 殖 促 進 性 に お よ ぼ すPyrithiamineの 影 響

・(Fig .11)

005μgEq .のThiamine誘 導 体 に たtoし て 各 量 のPyrithiamineを

添 加 し た と き の 増 殖 阻 害 曲 線(Fig.11)を 示 し た 。Pyrithiamineが

存 在 し な い と き 各 誘 導 体 の 増 殖 促 進 性 はThiamineよ り 高 い がPyri-

thiamineの 添 加 に よ り そ の 増 殖 促 進 性 は 強 く 阻 害 さ れ た 。

f21Thiamine体 に た い す るPyrithiamineの 抑 制 比(乎ab.4)

同 様 な 実 験 を 他 の 数 種 の 誘 導 体 に つ い て も 行 な い 次 式 に し た が つ てPyri

‐thiamineに よ る 抑 制 比 を 要hia魏ine等 量 比 で 算 出 し そ の 結 果 をTab
.
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4に 示 し た 。

50%阻 害 に要 す るPyrithiamine量(μ9耳q)

抑 制 比e
Thiamineま た はThiamine導 体 量(WgEq)

耡

層hiamineに た い す るP ,yrithiamineの 抑 制 比 は60でSakuragi,川

劔 し

崎 らの報 告蝉 ・こ一 致 した ・TPD$3よ び そ の他 のD'・ ・1f'd・ 型 騨 体

に たい す る抑 制 比 はThiamineに たい す る抑 制 比 に近 い 値 で あつ た が ～

AGy1型 お よびCarbalkox鯉 誘 導 体.に たい す る抑 制 比 は 田hiamineに た

い す る抑 制 比 とか な り差 が あ り、PyrithiamineはAcyl型 お よび

Carbalkoxy誘 導 体 の増 殖促 進 性 を強 く阻害 す る ことが 明 らか となつ

た 。
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第2節Thiamine導 体 とOxythiamineの 拮 抗

第1節 に用い たPyrithiamineは 微 生物 に おい て も 聖hia田ineに た い し

て 強 い 拮抗 作用 を 示 す が、本 節 に用 い るOxythiamineは 動物 体 内 で は強 い

擯抗 作 用 を示 す に もか か わ らず 、微 生物 に おい て は拮抗 作 用 は弱 く、KZ.

apiculataに お け る捲 抗 比 は 約20,000と 報告 され てい る。

実 験 方 法

(1)Thiamine誘 導 体 の 増 殖 促 進 性 に た い す るOxythiamineの 影 響

第1爺 に お い てPyrithiamineの 影 響 を 検 討 し た 方 法 を 用 い た 。

(2)菌 体 中Thia田ineも し く はThiamine体 の 定 量

菌 体 を 生 理 食 塩 水 に て2回 洗 浄 後01N塩 酸 に て15分 間 煮 沸 抽 出 し 、

抽 出 液 に つ い てBrCPd‐Zhiochrome法 に てThiamine量 の 定 量 を 行 な つ

た 。 な おThiamineを 含 む 袖 出 液 に つ い て は 下 記 の 処 理 を 行 な つ て

Thiamine誘 導 体 をThiamineに 変 化 さ ぜ た の ちBrCN‐Thiochrome反

応 を 行 な つ た 。

TPD:検 液1mlを 酢 酸 緩 衝 液 に てpH6と な し500蹴9%Gys一

七einθ 塩 酸 塩 溶 液1nlを 加 え て60°C、30分 潤 保 温 す

る 。

BTMP:TPDと 同 様Cys七eine処 理 を 行 な つ た の ち 、pH4 .5と な

し1%タ カ ジ ア ス タ ー ゼB液1mlを 加 え50°C、1時 間

保 温 す る 。

CEfi:検 液1mlにN-NaOH1田1を 加 え て 水 浴 中30°C
、5分

間 反 応N一 塩 酸1.5mlを 加 え て 酸 性 と す る 。
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(3)菌 体 中Oxy七hiamineの 定 量

(2}と 同様 に して得 た抽 出液 をPrebullda法 の 変 法 を 用 い て定量 した 。

実 験 成 績

(i)Thiamine誘 導 俸の 増 殖促 進性 に た いす るOxythiamineの 影 響

くFig.12)

Thiamine導 体o.05μgEqに た い し て 各 量 のOxythiamineを 添 加

し た 場 合 の 増 殖 阻 害 曲 線(Fig.i2)を 示 し た が 、 本 実 験 に 用 い たThia-

mine誘 導 体 はOxythiamineが 存 在 し な い と き に はThiamineよ り 強 い

増 殖 促 進 性 を 示 す に も か か わ ら ずOxythiamineの 添 加 に よ りThiamine

の 場 合 よ り 強 く 影 響 を 受 け た 。

(2)Thia田ine誘 導 体 に た い す るGxythiamineの 揶 制 比(Fig.13)

Pyrithiamineの 場 合 と 同 様 に し て 抑 制 比 を 計 算 し た が 、Thiamine

に た い す る 抑 制 比 と 誘 導 体 に た い す る 抑 制 比 と の 差 はPyrithiamineの

場 合 よ り 顕 著 で あ つ た(Fig.13)。

{3}田hia血ine誘 導 体 の 集 積 に お よ ぼ すOxythiamineの 影 響(Fig.14)

Fig.12,13の よ う に 抑 制 比 に 大 き な 差 の み ら れ る 原 因 を 検 索 す る た め

Thiamineお よ び 誘 導 体 の 菌 体 へ の と り こ み に た い し てOxythiamineが

い か な る 影 響 を お よぼ し て い る か を 検 討 し た 。K1.apiculata5mg

(乾 燥 重 量)に た い し てThiamine誘 導 体5μgEqお よ び 各 量 のoXy‐

thiamineを 添 加 しpH4.7,30°C1時 聞 後 の 菌 体 中Thiamineも し く

は 誘 導 体 量 を 測 定 す る と 、Thiamineの 集 積 は10,000倍 のOxythamine

の 添 加 に よ り は じ め て 阻 害 さ れ た の に た い し てThiamine導 体 の 集 積 は

そ れ 以 下 のOxythiamineの 添 加 に よ り 阻 害 さ れ ・ 増 殖 促 進 性 に た い す る

影 響 と 相 関 関 係 が み ら れ た 。

-16一



 Fig.12 The Influence of Oxythiamine on the Growth 

 _Stimulation of Thiamine-derivatives on  

       Kloeckera apiculata

Fig.13 The Inhibition Ratio of  Oxythiamine to  

 Thiamine-derivatives on  Kl.apiculata 



 Fig.14 The Influence of  Oxythiamine on the Accumulation 

        of Thiamine-derivatives to  Kloeckera apiculata

 Fig.15 The  Accumulation of Thiamine-derivatives  

        and Oxythiamine to Kloeckera apiculata  

 104gE4. of Thiamine-derivatives and 
            Oxythiamine added to 15mg of cells
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④Thiamine誘 導 体 お よ びOxythiamineの 集 積(Fig.15)

Ox ,ythiamineはThiamine導 体 の 集 積 を 阻 害 す る が,Oxy七hiamine

自 身 の 集 積 量 をThiamineよ び 騒ia鵜ine誘 導 体 と 比 較 す る とShia-

msneが 最 も 集 積 さ れ 易 く 、 つ い でTPD,BTMP,CETの 順 と な り

OxythiamineはCETよ り や や 高 い 集 積 量 を 示 し た 。 す な わ ちOXy-

thiamineはKl.apiculataに よ り集 積 さ れ る が 集 積 量 が 低 い た め
.

Thiamineと せ り 合 つ た と きThiamineの 集 積 に た い し て ほ と ん ど 影 響 を

お よ ぼ し 得 な い の に た い し て 、Thiamineよ り・集積 量 の 低 い 誘 導 体 に た い

し て は 強 く影 響 を お よ ぼ す と 考 え られ る 。

i5}Thianine誘 導 体 集 積 菌 の 増 殖 に お よ ぼ すOxythiamineの 影 響

(Fig.16)

OxythiamineはThiamine体 の 集 積 を 強 く 阻 害 す る が 、 あ ら か じ

め 菌 体 にThiamine体 を 集 積 さ せ た の ちOxythiamineを 添 加 し た と

き 、 そ の 増 殖 促 進 性 に た い す る 影 響 が ど の よ う に 変 化 す る か を 検 討 し た
。

K1・aniculata30mgに
・Thiamine誘 導 体5μgEqを 添 加 しpH47,

30°C・1時aj保 温 す る とThi跚ine誘 導 体 は す べ て 菌 体 に 集 積 さ れ た
。

こ の 菌 体 を 希 釈 し てQ.05μgEqのThiamine誘 導 体 を 含 む 菌 体 を 試 験 管

に 入 れ 培 地 お よ び 各 量 のOxythiamineを 加 え て30°C20時 尚 培 養 後 増

殖 度 を 測 定 し た(Fig.16A≧ ま た 対 照 と し て 同 一 菌 量 に た い し てThia-

mine誘 導 体 お よ びOxythiamineを 同 時 に 添 加 し た 場 合 に つ い て も検 討

し た(B)。 Ψhia磁ne誘 導 体 とOxythiamineを 同 時 に 添 加 し た と き 各

誘 導 体 に た い す るOXythi細ineの 影 響 に は 差 が み ら れ ゼ が 、 あ ら か じ め

菌 体 にThiamine体 を 集 積 さ せ た の ちOxγthi飆 短eを 添 加 し た 場 合

CETが や や 影 響 を 受 け 易 か つ た がBTMPお よ びTPDはThiamine
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と同様 な態 度 を示 した。 したが つ てThiamine誘 導体 の増 殖 促 進性 にた

い す るOxythiamineの 影 響 に差 の み られ る 第1の 原因 はThiamine誘 導

体 の菌 体 に よる集 積 にお よぼ すQxythiamineの 影 響 の 差 で あろ う。
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Fig.16  The Influence of Oxythiamine  on  the  Growth of 

       Kl.apiculata with Thiamine or its Derivatives

(A)Yeast cells containing  0.0511g  thiamine or its 
   equivalent  derivatives 

(B)The same amount of yeast cells in the broth 
  containing  0.05ug  thiamine or its derivatives
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第3節 考 察 な ら び に 小 括

考 察

Thiamine導 体 の うちCET,TPDお よびBTMPを 選 ん でKL

apiculataに お け るOxgthiaMineお よびPyriもhia田ineと の拮 抗 を し

らべ たが 、一 般 的 に これ らのThiamine導 体 はThiamineに 比べOxy-

thiamineお よびPyrithiamineに よる掬 制 作 用 を よ り強 く受 け た 。 この

現 象 はOxythiamineの 場含 特 に顕 著 にみ られCETはThiamineの 場 合 の

1/1,000のOxythiamineに より抑 制 作 用 を受 け た。 この こ とはCET

そ の 他 の 田hia磁 鵠 誘 導 体 が 壬hi飆i箆eに 還元 され る前 にThia証ne拮 抗 体

の 影響 を 受け る こ とを意 味 す る。そ の一 つ と してThia姫neま た はそ の誘 導

㈱～鋤
体 の膜 透 過 に た い す る影 響 が 考え られ る。Thiamineを 菌 と接 触 させ る とき

Oxythiamineを 添 加す るとThiamineの 集積 は10.000倍 ⑳xythia磁ne

の 添yrに よ りは じめ て阻 害 さ れ たの にた い して 、Thiamine導 体 の 集 積 に

たい して はOxythiamineの 疆善 が容 易 に現 わ れ 、増 殖 促進 性 に たい す る抑

制 作 用 と相 関 関係 がみ られ た 。 あ らか じめ 菌体 に 聖hiamine誘 導 体 を集 積 さ

せ たの ちOxythiamineを 添 加 して培 養 し た と きの 阻害 をみ る とTPD ,B

TMPに た いす るOxythiamineの 抑 制 作 用 はThiamineに た い する そ れ と

ほ ぼ 同程 度 で あつ た。 この こ とはTPD,BTMPが 菌 体 内 で容 易 にThia- .

mineに 変化 す る た め で あつ て 、Oxpthiamineが 存 在す る ときTPDお よ

びBT瓢Pが 菌 体 に集積 され て 聖hiamineに 変化 す る こ とが で きない ため 強

い 搾 制 作 用 を受 け た と考 え られ る。CETに つい て同処 理 を行 な つた とき抑

制 作用 は 回復 され たが 聾D,BTMPの よ うに完全 には 回復 され なか つ た。

CETは 菌 体 に 裹 積 され に ぐ くThiamineへ の変 化 速 度 も緩 や か な た め この

よ うな 差 を生 じ たの で あ る。以 上 の こ とか らOxgthiamineがThiamine
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導 体 の菌 体 に よる集 積 を強 く阻 害 す る ためThiaYineへ の還 元 が抑 制 さ れ 、

増殖 促 進 性 が 抑制 さ れ た と考 え られ る。

小 括

(i)Pyrithiamineお よびOxythiamineはCET,TPD,BTriPの

Kl.apiculataに た い す る 増 殖 促 進 性 をThiamineの 増 殖 促 進 性 よ り 強

く抑 制 し た 。

(2}OxythiamineはThiamine'(の 集 積 をThiamineの 集 積 よ り も 強

く陷 害 し た 。

(3)Thiamine体 を あ ら か じ め 菌 体 に 集 積 さ せ た の ちOxythiamineを

添 加 し て 培 養 す る とTPD,BTMPは 菌 体 内 で 容 易 にThi細inθ に 変 化

す る の でOxythiamineに よ る抑 制 作 罵 はThianineの 場 合 と 同 等 で あ つ

た が 、CFTはThiamineへ の 変 化 が 緩 や か な た め や や 強 い 搾 制 作 用 を 受

け た 。

t4)以 上 か ら増 殖 促 進 性 に た い す るOxythiamineの 影 響 の 差 の 原 因 は 菌 体

へ の 集 積 段 階 に お け る 影 響 の 差 に あ る と 推 定 し た 。
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第3章Thiamine,S-Carbeth◎xythiamine

ま た1ぱThiaminePro玉)yユdisulfide

添 加 培 養 菌 の 菌 体 中Thiamineの 存 在

型 の 変 化 ㈹

第1章 に記 した よ うにCEfi,TPDを 添 加 して培 養 した ときCET,fi

PDは 菌 体 中 で 曽hia鶏ineに 変 化 す る。Thiamineは 生体 内 で は リン酸 化 さ

れ てTDPに 変 化 し酵 素 系 に組 入れ られ て補 酵 素 と しての 作用 を示 し、Free

thiamineの 型 で は作用 を示 す こ とがで きto。 した がつ て菌 体 中 のTDP

含 量 が 高 まれ ば そ の 菌 の増 殖 が 高 ま る と考 え られ る。 乳 酸 菌や 大 腸 菌 に と り

こまれ たThiamineは 菌体 内 で はすべ てTDPに 変化 す るが酵 母 の場 合 に は

常 にtreethianizeが 菌体 中 に検 出 され る。CET,TPDを 添加 して培

養 した と き菌 体 中TDP含 量 がThiamine添 加 の 場 合 よ り高 くyる こ とが 考

え られ るの でThiamine,CETま た はTPDを 添 加 して培 養 した 菌体 中 の

Thiamine含 量 な らび に その存 在型 につ い て検 討 を行な つ た。

第1節 菌 体 中Thla磁 聡 な らび に 望DP量 の 変化

実 験 方 法

{1}菌 体 中Thiamineお よびTDP量 の 定 量

菌 体 を 生 理 食 塩 水 で2回 洗 浄 後o.1耳 塩 酸 に て15分 間 煮 沸 抽 出 し抽 出

液 を 直 接BrC賛 一Thiochro鐙e法 にて 定 量 す,る こ と に よ りFreethiamine

量 を 求 め ・ さ ら に 抽 出 液1mlに た い し て1%タ カ ジ ア ス タ ー ゼB液lml

を50°C,pH4.5,2時 間 作 用 さ せ た の ち 定 量 す る こ と に よ つ てTotal

thi跚ine量 を 求 め 、 両 測 定 値 の 差 か ら リ ン 酸 化 さ れ たThiamina(mlD

Pも し く はTMP)量 を 求 め た 。
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(2)菌 体 抽 出 液 のBioautography

(i)と 同 様 に し て 得 た 抽 出 液 を 減 圧 下 濃 縮 後 東 洋 滞 紙,砿50Y`っ け80%

(4D

エ タノールにて展 開 した。Tab.5に 示 したMaGias衰 培地 を2倍 希 釈 し寒

天 を溶 解 したの ちL.fermentiの け 〃濁 液 を混 入 し寒天 平 板 を 作製 した。

上 記 の游 紙 を乾 燥 後寒 天平 板 上 に約15分 間 貼 りつ け たの ち炉 紙 を取 り去

り 、37°C,20時 間 培 養 後L.f・rm…iの 増 殖 帯 か らTh・ ・m・ne活'噸

の 存 在 を 確 認 し た 。

Tab.5MaciasRmedium

CasaminoAcids

(Vitaminfree)

Glucose

D‐Xylose

Na-Ci七rate-2亘20

D,L‐Tryptophan

L‐Cysteine

K2HPO4

CaCl2-2H20

NH4Cl

Adenine

1g

2g

0.49

1β9
.

0。04g.

0.1g

0.59

0.1g

0.2g

2mg

Guanine

Uracil

SaltC

Ca-Pan七 〇thena七e

NicotinicAcid

Riboflavin

PABA

Pyridoxine‐HCl

FolicAcid

Biotic.

2m

2mg

2ml

100ug

100μg

1001eg

200μg

400μ9

20ug

2ｵg

AdjustthepHto6.Oandaddwatertoma?ie100ml.

*Dissolveα29翼aC1,α89獗nSO4-7H20,49翼[gSO4-7H20

andα2gF・so4-7x20inw・ も・・ も囲ak・100ml.
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実 験 成 績

;1)Thianine,TPD,CET添 加 培 養 菌 の 菌 体 中Thiamineの 存 在 型

の 検 索(Tab6.7.Fig.17)

増 殖 に 必 要 な 量 よ り低 いThia虚ne,C冠Tま た はTPDを 添 加 し て 培

養 し た と き 増 殖 度 はGET,TPDを 添 加 し た 場 合 に 高 い 値 を 示 し た 。

TotalThiamine量 に は あ ま り 差 が な い が 、Thiamineを 添 加 し て 培 養

し た 菌 体 に は23～42%のFreethia紐inθ が 検 出 さ れ た の に た い し て

CETま た はTPDを 添 加 し て 培 養 し た 菌 体 に はFreethiamineは ほ

と ん ど 検 出 さ れ ずTDP
.(Bioautographyで 確 認)の み 検 出 さ れ た 。 ま

た 菌 体1証 当 り のTDP含 量 は20時 間 の 培 養 後 に は ほ ぼ 等 しい 値 を 示.

し増 殖 度 の 差 はTDPへ の 変 化 率 と 比 例 し て い た(iab.6)

13時d9し た 菌 体 の 抽 出 液 のBi◎aufiograFhyを 行 な うahia珊ine

添 加 培 養 菌 に はFreethiamineお よ びTDPが 検 出 さ れ 、CETお よ び

TPD添 加 培 養 菌 に はTBPの み だ 検 出 さ れ た(Fig。17)。 し た が つ て

Tab・6に 示 し たPhosphorylatedthiamineはTDPと 考 え る こ と が

で き る 。

過 翹 量 の 艶i跚ineま た はThianine誘 導 体 を 添 加 し た 場 合 に は 増 殖

養度
に は 差 が み ら れ な い が 、4μgEq添 加 の と きThiamine添 加 培 菌 に は 多

量 のFreethia組ne揮 存 在 し て い た の に た い し てCET,TPDを 添 加

し て 培 養 し た 菌 体 に は2～3%のFreethiamineし か 検 繊 さ れ ず 他 は リ

ン 酸 エ ス テ ル と し て 検 出 さ れ た 。4◎ μgBq .添 加 の 場 合Totalthia-

mine量 はThiamine;,加 の 場 合 最 高 値 を 示 し 、Freethiamine含 有 率

を 比 較 す る と 聖hia田ine添 擁 培 養 菌 のFreethiaminQは61%で 最 高 値

を 示 し た 。C遥m添 瀦 培 養 菌 の 望otalgthiamineは 低 い 値 で あ つ た が

そ の 大 部 分 はTDPで あ つ た 。(Tab.7)。 以 上 の よ う に 増 殖 促 進 性 の 高 ・
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いCETお よびTPDは 菌 体 内 で高 率 で1DPに 変 化 してい る こ とが示 さ

れ た 。

t2)増 殖 菌 体 中 のThiamineの 存 在 部位(Tab.8)

Tab.6と 同条 件 に した菌 を集 め 第4章 第1節 に記 す 方法 に よつて

Protoplastを 調製 してThiamine含 量(Totalthiamine)を 測 定

す る と 、Thiamine添 加 培 養 菌 のThiamine溶 出量が や や 高か つ た が 、い

ずれ の場 合 も大部 分 の 田hia血ine演Pr。toplastす なわ ち原 形 質 中に 検

出 され た 。'
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Tab. 6 Free and Phosphorylated Thiamine Contents of  

        the Cells of  K1  apiculata,atter Cultivation  

        with Thiamine, CET  or' TPD  

           Cultivated in  100m1 of medium contained 

 2ugEq. of  thiamine, CET or TPD

Cultivation 

time 

 hOurs

Growth 

 0.D.

Thiamine contents

 Phosphorylated 

   41g

Free 

pg

 Thiamine

 CET

TPD

13 

16.5 

20

13 

16.5 

20 

13 

16.5 

20

0.243 

0.343 

0.390

0.256 

 0.393 

 0.500 

0.272 

0.390 

 0.480

 1.05(0.044)* 

1.31(0.038) 

1.38(0.035)

1.63(0 

1.78(0 

1.89(0 

 1.76(0 

1.81(0 

1.84(0

063) 

 045) 

038) 

062) 

046) 

038)

0.75 

0.52 

0.42

 0.05 

0.05 

0.03 

0.23 

0.10 

0.05

     * ( ) :  ug of  phosphorylated thiamine/mg of cells 

 Fig.17 Bioautography of  Cell Free  Extract of the Cells 

       Cultured with Thiamine. CET or  TPD

Solvent system : 80% Ethanol 
 24.2



Tab.7 

Free and Phosphorylated Thiamine Contents 

of the Cells of Kl.apiculata after Cultivation 

with Thiamine, CET or TPD

Addedamount

μgEq●/50皿:L】 駐e《ifu】醗

GrOwth

O.D.Phosphorylated

"9%

田hiaコ:工 】neCO恩 七en,t8

F'r6e

μ9%

4

40

Thiamine

OE緊

TPD

歴hia瓰i】ne

C起望

TPD

0.610

0。645

0.6うO

2.50

2.95

う.40

0064013●5

0●6454●8

0.65414.2

69

97

98

39

74

46

1.12

'o
aO7

・ ・:

21.3

1.7

16.8

31

3

2

61

26

54

Tab.8 

Release of Thiamine from the Cells  Cultured  with_ 

Thiamine,  CET or TPD by the Treatment with Cell Wall 

Digestive Enzyme  

  Cells were harvested and treated with enzyme after 

  the cultivation with  4),Ig Eq. of Thiamine,CET or 

  TPD in 200 ml of medium for 13 hours.

Thiaminereleased Thia孤ineCOヱ1七ents

ofprotoplasts

Thiamine

CET

TPD

o.95尹9

0.厚5

0.16

2.37}zg

2.醸9

3.4σ

24.3
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第2節 考 察 な ら び に 小 括

考 察

第1章 でρ べ た よ うにCETお よびTPDはK1.apiculataの 増 殖 を

Thiamineよ り強 く促 進 す る が これ らの誘 導 体 が増 殖 促 進 作 用 を示 す ため に

は菌 体 内 でTDPに 変 化 され ねば な らな い。 菌 体 内のTDP含 量 の 測 定 を行

な うと、Thiamineを 添 加 して培 養 した菌 体 中 には多量 のFreethiamine

が検 出 され た の にた い してCE田,TPDを 添 加 して培 養 した菌 体 中 にはT

DPの み が 検 出 され 、増 殖 後 の菌体1mg当 りのTDP含 量 はいず れ を添加

して もほ ぼ 等 しか つ た.す な わ ち菌体 内 のTDP含 量 に比例 した増 殖 が み ら

れ たわ け でTPD・,CETはThiamineよ り容 易 に菌 体 内 でTDPに 変 化す

る と考 え られ る。 第1章 で述 べ た よ うにCE聖 とTPDの 作 用機 序 に は相違
e

がみ られ 、培 養 初 期 に はCE1は 菌体 内 で:tETの ま ま検 出 され た が、

本 章 で は十 分 な増 殖 が 起つ て か らのTDP含 量 を比較 した 。CET,TPD

と もに 田hia孤ine添 加 の場 合 よ り高 い とい う点 で両者 は一 致 した態 度 を 示 し

た。 両者 のTDP含 量 を高 め た機 構 につい て は必 らず しも同 じでな い で あろ

う。Thiamine誘 導 体 がTDPに 変 化 す る ため に は蓬ずThj.amineに 還 元 さ

れ る必 要 が あ る。 そ れ に もか かわ らずThiamineよ り リン酸 化 され 易 い 点 に

つ い て 末だ 解 明 さ れ て い ない 。増 殖 に必要 な最 小量 を添 加 した菌 体 か ら

Protoplastを 調 製 す る とThiamineの 一 部 は上 清 に流 出 した が 、大 部 分の

ThiamineはProt。plast中 に残 存 した。す なわ ち増 殖 期 の菌 体 中 の

Thiamineは ほ とん ど原形 質 内 に存 在 す る と思 われ る。菌 を接 種 して 菌体 と

Thiamineま た はThiamine誘 導 体 が接 触 した時 点 にお いて それ らの 原形

質 内へ の透 過 機 構 に相 違 が あ り.、そ の ため に 曽DPへ の変 化率 が異 な る とい

う こ とが考 え られ るの で この 問題 につ い て 次 章 で検 討 した 。
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小 括

CET,TPD,Thiamineを 添 加 して培 養 した菌体 中 のThiamineの 存

在 部 位 な らび に存 在 型 を検 索 す る といず れ も大 部 分 は原形 質 内 に存 在 し、C'

ET,TPDを 添 加 した 場 合 すべ てTDPに 変化 してい た の にた い して

Thiamineを 添 加 した場 合 には一 部 がFree七hiamineと して残 存 して お り、

増 殖度 とTDP含 量 に は相 関 関係 が み られ た 。TPD,CETの 高 い増 殖 促

進 性 はそ れ らがThiamineを 添 加 した場 合 よ り高率 でTDPに 変化 す る ため

と考え られ る。

●
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第4章Kl.apicula七aに よ るThia磁ne雜 よ

Thiamine誘 導 体 の 集 積

第2章 で 一 部記 した よ うに 、 ま た他 の著者 が酵 母 お よびそ の他 の微 生物 で

認 め た ご と くThiamine体 の微 生物 に よる とり こみ は 田hia田ineに くら

(6)(,2》～(董?)
べ低 い 値 で あ る。 しか し動 物 細 胞 でみ られ る よ うにThiamineとThiamine

誘 導 体 の膜 透 過 濺 構 が異 な る こと は十分 予想 され る こ とで あ る。 酵母 が

㈱吻～㈲
Thiamineを 多量 に集積 す る事実 は多 くの著者 に よ り報 告 さ れ てい るが 、

集 積さ れ たThiamineの 存 在 部位 あ るい は なぜ 多量 のThiamineが 集 積 され

るか な ど不 明ーの点 が多 い 。 ま たKl.apiculataに よるThiamineの 集積 に

つ い て の報 告 は少 な い の でThiamineら び に そ の誘 導 体 のKl ,apiculata

に よ る集 積 に つ い て検 討 し た。

第1節Kl・apiculataに よ るThia血neの 篥 積

実 験 方 法

(1)菌 体 中Thiamineの 定 量

第2章 第2節 の 方 法 に よ つ た 。

(2)Thiaminaseの 調 整

iiミ ま た は ・・マ グ リ の 貝 肉}こ6倍 量 のO .1M9ン 酸 緩 衝 液(pH6.5)

を 加 え 摩 砕 後 ・10,000rpm30分 間 遠 沈 し て 得 ら れ る 上 清 、 ま た は 普 通

ブ 拍 ン 馳 にB・ ・i・…thiam・ …yti・ ・・ ・…uk・ … ち …a・ ・

を 褒 種 し30℃3日 闘 培 養 して 得 ら れ た 培 養 液 を 遠 沈 して 菌 体 を 除 い た 上

清 液 をThiaminase液 と し て 用 い た 。
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(3》Thiaminase活 性 の 測 定

Thiamineを 含 む 検 液 に 田hiaminase液 、o.1Mリ ン 竣 緩 衝 液5mlお

よ びo.0 .1Mピ リ ジ ンlmlを 加 え 水 に て 全 量45mlと し30°r,1時 間

保 温 後N塩 酸5mlを 加 え15分 間 煮 沸 し て 反 応 を 停 止 さ せ た の ち 残 存

Thiamine量 をBrCN‐Thiochrome法 に て 定 量 し た 。 反 応 前 のThiamine

量 に た い す る 残 存Tiamineの 百 分 率 を も つ てThiaminaseに た い す る 安

定 度 と し て あ ら わ し た 。

④ 酵 母 細 胞 の 機 械 的 破 壊 法 な らび に 分 画 法
■

酵 母300mgをo.25MSucrose-O.OQIMEDTA液50mlに け

ん濁 し、径o.45～a50mmの ガ ラ ス玉309を 加 えBraun胞 破壊 機

にて2,000rpmの 振 動 を一与え て細 胞 を破壊 し継時 的 に 一部 を分取 して

Fig.18の よ うに遠 沈 分 画 した。 同時 にThomaの 血 球 計算 盤 を用 い て未

破 壊 の細 胞 .数を計 算 し、最 初 の菌 数 との差 を求め 細 飽 の 破壊 率 を計 算 した 。

Fig. 18 Destruction and Fractionation of Kl.apiculata 

    Cells of Kl.apiculata + Glass beads 

 0.25M  sucrose-0.001M EDTA 

                Treatment with Braun cell disintegrator 

 Centrifugation  1,000g,  l5minutes 

Sup. Sed. 
                                           (Cell wall and 

                                                 intact cells) 
 Centrifugation  10,000g,  30minutes 

Sup. Sed. 
 (Cytoplasm) (Mitochondria)
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㈲
i5}蟹B染 色性 細 鞄数 の 測定

Ivi/15」 ン酸緩 衝 液 に 溶解 した ○.◎1%MB液 を 等量 の 菌 液 に加 え 、

青 く染 色 さ れ る菌 数 をThomの 瘢 球 計算 盤 を 用い て 測定 した。 この条

件 で染 色 され る酵 母 は死菌 と 見な す ことが で きる。

㈲ 酵 母 細胞 壁 溶 解 酵 素

鰌～㈱
照 井 らに よ り開発 さ れ たStreptomycesalbidoflavusの 産 生 す る

酵 素HCW(大 和化 成KK)を 使 用 した。

(?)protoplastの 調 製

酵 母 に等 張塩 液(終 濃iM化 ナ トリウム 、お よびa.05M硫 酸

マ グ ネ シ ウム の混 液)中 でo.07瓢 リン酸 緩 衝 液 に溶解 した細胞 壁 溶 解 酵

素 お よび0003蟹2一 賊erGaptoethanolを30°Cで 作 用 させ た。

Protoplastの 測 定 に はThomaの 血 球 計 算 盤 を 用 い、 総細 胞 数 お よび

水 に より破 壊 され な い細胞 数(Intactcel1)を 測 定 し、両 者 の 差 を

protoplast数 と した 。Protoplastに た い す る種 々の操 作 は上 記 等張

塩 液 中 で行 な つ た。

実 験 成 績

(1)Thiamineの 集 積 条 件 の 検 討(Tab.9
,10Fig.19)

Thiamineは 増 殖 に 用 い る 培 地 申 で 多 量 にKl.apiculataに よ り 集 積

さ れ る の で 培 地 成 分 を(Tab.9)の よ う に 分 け 各 成 分 溶..で のThiamine

鞴 量 を雌 す るとPH47の 緩衝液のみの鰍 申で も2・ 栂 ・・ce…

集 積 され 、塩 化 ナ トリウム そ の 抱 の無 機 塩 類 の添 加 は集 積 を促進 しな い 窃 、

Glucoseの 添 加 に よ り集 積量 は増 大 し増 殖培 地 を 用い た とき と同程 度 の

集 積 が み られ た。 す なわ ち培地 成 分 の うちG3ucoseの み が 集積 を促進 す

る因 子 と して 作用 し てい るわけ で 、 この よ うにGlucoseがThiamineの
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鞴 を促進 する事実 は,。zu。 、、鉾 棚 騫 らに より美 構 母 に繍 て観察 さ

れ てい る。

2%Glucose溶 液 中 で終 濃 度aO2Mの クエ ン酸 緩衝 液 に よ りpHを

変 化 さ せて 集 積量 を測 定 す る とpH5弱 で集 積 量 は最 大 に達 した くτab.10)

同様 な実 験 を酢酸 緩 衝 液 を 用 い て行 な う と至_;は 一 致 したが補 集積 量

は ク エ ン酸 緩 衝液 のば あい よ り30%減 少 した。

PH4.7の クエ ン酸緩 衝 液 中Glucose濃 度 を変 化 させ て30鴫 、1時

間 後 の 集積 量 を測 定 す る とGlucose量 に応 じて 集 積量 は増加 し、 ・0.5

%で 最 大 に達 して以 後 は平 衡 で あつ た(Fig._fg`)'。 な お温 度 は30° 前

後 、保 温 時 聞 は約1時 間 で 集積 量 が最 大値 を云 したr

以 上 の よ うにK1・apiculataに よ るThiamineの 集積 条 件 につい て検

討 したが 、 至適 条 件 に お いては 菌 体 重 量(乾 燥物)の10%に もお よぶ 一

Thiamineが 集積 され た。 な お い ずれ の 測定 結 果 で も集積 され たThiamine

は ほ とん どすべ てFreethiamineで あU.TBPに 変 化.した もの は認 め

られ な か つ た 。
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 Tab.9 The  Accumulation of Thiamine by  Kl.apiculata

(1)  Influence.sof medium 

     10  ma of cells were incubated with 1 mg of  thiamine 

     at pH 4.7, 30°C  for 1 hr.

麗ediu田 hc_cumulationofthiamine

ug/mgcells

加ater

O.9%NaCl

2%Glucose

工norganicsolution

Bas{曳lmedium管 醤

26

25

81

2醇

80

 *KC1,(NHO2SO4,CaC12,MgSO4,MnSO4,FeC13 
 **Hoff-Jorgensen  medium(2%  Glucos'e-,0.25$  Casamino acids 

 Inorganic  ,solution, Vitamin solution)

 Tab.10The Accumulation of Thiamine by Kl.apiculata 

      (2)Influence of pH

pH 1●93●o妬 ●04●5邸ig5●36●37.zレ

Accumulation

ofthiamine

刄9/mgcells

55 6910コ.108122116 97 10

30.2



Fig.19.InfluenceofGlucoseConcentration

totheaccumulationofThiamine

Glucose(%)

303



乂

(21酵 母 に 集 積 さ れ た Ψhi・ ・i・e轟 こた い 言 る 望Li・mina・eの 影 響

(Fig・20望ab.1ユ)

酵 母 細 胞 に 集 積 さ れ たThia斑ineに た い す る'Thiaminaseの 影 響 を 検

討 し た 。Thiamineを845ug集 積 し たK1.apicnlatalmgにThia-

minaSe液 α1～16mlを 反 応 さ せ た の ち 残 存Thiamine .を 定 量 し、、 同

時 に 対 照 と し て 酵 母 の 存 在 し な い 状 態 でThiamine100μgに た い し て

同 量 のThiaminaseを 反 応 さ せ た(Fig.20)。 シ ジ ミ お よ び 丑.

thiaminolyticusのThiaminaseに よ つ てThiamineは 容 易 に 分 解 さ

れ た が 、K1.agiculataに よ り 集 積 さ れ たThiamineは ほ と.ん1ど 分 解 さ

れ な か つ た ・Sacchar・myc・ ・carlsbergensis(IFOO"5::6"5):ま

た はSacch,cerevisiae(IFOO305)に 集 積 さ れ たThiamine

に つ い て も 同 様 な 検 討 を 行 な つ た が 、 や は り酵 母 に 集 積 さ れ て い な い

田hiamine力 玉完 全 に 分'解 さ れ る条 件 で 、 こ れ ら の 酵 母 に 集 積 さ れ たThia-

mineは 分 解 を 受 け な か つ た(Tab.11)。

+.3)機 械 的 細 胞 破 壊 に よ るThiamineの 溶 出(Fib.21)

菌 体1mgあ た り10iのThi・mineを 集 積 し たK1.api・ul・to

3 .00mgを 機 械 的 に 破 壊 し 、Fig.18に し た が つ て 遠 沈 分 画 し て 各 分 画

のThiamine量 を 測 定 し た 。 こ の 操 作 で1,000×9沈 渣 は 末 破 壊 の 綱 胞 な

ら び に 細 胞.10,000×9沈 渣 は ミ トオ ン ド リ ア な ど の 顆 粒 成 分 、10,000

×g上 清 は 原 形 質 成 分 な ら び に そ の 他 の 可 溶 性 成 分 と 考 え る こ と が で き る
。

Fib・21に 示 し た よ う に16分 間 の 処 理 に よP細 胞 は 完 全}こ 破 壊 き れ る が 、

細 胞 破 壊 と 並 行 し てThiami,eが10,◎00×g上 清 に 溶 出 し 、16分 後

に はz,000×gな らび に1a,00ゆ
.×gの 沈 渣 に は ほ と ん どThiamineは

検 出 さ れ な か つ た 。 ま た10,000×9上 清 にhリ ク ロ ロ 酢 酸 、 硫 酸 ア ン モ
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ニ ウ ム 、 ア セ トンな どを加 え て除 タ ンパ ク雪 を行 な うとThiamineは す

べ てそ の 上清 に 倹 出され た。す なわ ちThiamineは 細 胞壁 そ の他 の不

溶 成分 ま た は タ ンパ ク質 な ど と結 合 した 型 で は存 在 しな い と思 わ れ る。
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Fig.20 The Influence of Thiaminase to Accumulated  Thiamine

Thiaminase of shell-fish Thiaminase of Bacillus 

 (Corbculid) thiaminolyticus  M.M.

Enzymesolutionfml)

Tab.11 

Influence of Thiaminase of  B.thiaminolyticus  M.M. 

• to Accumulated Thiamine on Yeast

Yeast ACOU瓰 駄1a宅io.夏 Deoomposi七io夏

K1●a1)icula七a

Sacch.carlsbergensis

SaCC]b.cerevi8生ae

8.8

5.1

$.1

μ9/距9cells 1%

0

0

`

曝OoO㎎of田hia遒i】 巨e 95

32.2
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Fig.21

ReleaseofThiaminefromtheCells ofKl.aniculata

b七]heMechanicalDestruction

r

u
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Fig.22 
      Kl.apiculata 10 mg and Thiamine 1 mg 

              Incubated at pH 4.7,30°C for 1 hour 

 Centrifuged 

 Sup.1 Cell 1 
 Suspended in water 

              Centrifuged 

 Sup.2 Cell  •2 

 'Suspended in 0.8M NaC1 
               Centrifuged 

 Sup.3 Cell 3 

 'Suspended in water 
 Centrifuged 

 Sun.4 Cell  4 

 'Suspended in  0.8M  NaC1 
              Centrifuged 

 Sun.5 Cell  5 

 'Suspended in water 
              Centrifuged 

 Sup.6 Cell 6 

 Thiamine in  Sup.1-'-6 and MB positive cells in 
 Cell 1-6 were assayed

Tab.12 Release of Thiamine from  the Cells  

      by  Osmotic Shock  (1)  

           0.8M0.8M               olater-.NaCl water •N
aC1-Water 

Thiamine            1 2
.6 15.3 20.1 35.3 Released b,) 

 MB positive         0  0  5
.6 8.6 14.7 cells (A) 

 32.4



Fig.23 

Release of Thiamine from the Cells 

 by Osmotic Shock (2)

　
叉
._.

w
の

Φ
d
①

Φ

む

痔

・r→

.0

NaCl(逝)

 Fig.24 Release of Thiamine  from. the Cells 

      by Osmotic Shock  (3)

w輪 →H轍 、-w-、H→w

奥W2冒a七er 、 縣軸H;HγpertCh三.C.£Oユutう,Cヱ}

32.5



t4)浸 透 圧変 化1こ よ 翻hi・ 薙ih・ の溶 出 侮ab・12,Fig.22,23,24)

翼 の献 作 に した がつ て酵 母 に變 透 圧変 化 を与 え る とThiamineの 溶 出が

み られ た 。酵 一母 を単 に水洗 した とき あ るい は高 彊液 にけ ん 濁 した と き には

聖hia磁neはPaと ん ど溶 出 しない が 、 高張 か ら低 彊 に移 した と き多 量 の

Thiamineが 溶 出 しe2uの 浸 透 圧変 化 を与 え るこ と に よつ て全 集 積量 の

35.33が 飆 酬 に瀦 した(T・b・
.12)・ この とき同 時 に 褞 染 色 性黼

数 を湖 定 す る と操作 が進 む につ れ て染 色性 細 胞 数 は増 加 し最 初 の集 積量 に

た い して35.3%のThiamineが 溶 出 した と きの染 色 性 細 胞 数(死 菌 数)は

全 細 胞 数 のi4.7%で 溶 出Thiamineの 割 合 の方 が高 く、 か な りの細 胞 が適

鬘 活性 を有 す るに もか か わ らずThiamineを 放 出 した と 見 るこ とが で きる。

Thiamineを 集 積 して い ない酵 母 に同 様 な浸透 圧変 化 を与 え て もThiamine

集 積 酵 母 ほ どに菌 の死 減 が 起 こ らな かつ た。

各 濃 度 の塩化 ナ トリウ ム液 中 か ら水中 に移 した と きの 田hia滋ne溶 出量

を図 示 した が浸 透 圧 の差 が大 きい ほ ど 聖hia磁 ロe溶 出量 は多 く、21塩 化

ナ ト リウ ム液 中 か ら水 に移 した と きには全 集 積量 の50%が 溶 出 した。

(Fib.23)

α8班 塩 化 ナ トリウ ム と等張 に した塩 化 カ リウム(6.2%) ,塩 化マ グネ シ

ウ ム(105%),尿 素(&5%),,グ リセ リン(13.5%)を 用 い て浸 透 圧変 化 を

与 え た と きの?'hiaminerg一 出量 累 積値 を図 示 した が、 いず れ を用 い た場 合

に も塩化 ナ トリウム を用 いた 場 合 と同様 のmhiamirseの 溶 出 がみ られた 。

(Fig齢24)
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㈲Pr◎toplastの 生 成 に 澄 よ ぼ すMercapteethanolの 影 響(・Fig.25)

2‐;v4ercaptoethanolの 添 カロ量 を 変 え てProtoalastを 謂 製 す る と

G一 艶rcag七 〇ethano1の 添 力Qに よ りProtoplastの 生 成 は促 進 さ れ た 。

得 ら れ たProもoplastは α卜4・伽 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 中 で 安 定 で 、

5,COrpm以 下 の 遠 心 分 離 に よ つ て 破 壊 さ れ ず 従 来 報 告 さ れ た 酵 母 の

もト 鱒

PrC・Plastの 性 状 に 一・致 し た 。

(6)ProtoUlastの 調 製 に よ るThiamineの 溶 出 一1(Fi砕26)

菌 体1殍 当 り10(レgのThiamineを 集 積 し た 聾 母 に 細 胞 壁 溶 解 酵 素 を 作

用 さ せProtoplas七 を 調 製 し継 時 的 に 総 菌 数 、Protopiast数 な ら び に 上 .

清 論 よ び 菌 体 中 のThiamine量 を 測 定 し た 。30分 の 酵 素 処 理 で70%,2時

間 の 処 理 で98%がProtoplastに な りProtoPlastの 生 成 に と も な つ て

乎hia鵁iロ θが 細 胞 外 に 溶 出 し た が 、4時 間 後 も約20%の 聖hia説neが 細 胞

内 に 残 存 し て い た 。 総 菌 数 も か な り減 少 し た の で 上 清 に 検 出 さ れ たThia-

mineに はProtoplasも の 破 壊 に よ つ て 溶 出 し たThiaMineも 含 ま れ る わ

け で こ の 点 を 考 慮 .し て 測 定 直 を 補 正 す る とPratoplast中 に は 全 集 積

lhimineの う ち 約40%が 存 在 し た こ と に な る 。

(?)Pr・t・p1・ ・tに よ るThi・min・ の 集 積 丁・b・
.13)

雪hia磁neを 集 積 し て い な い 細 胞 を 用 い てPrctoplastを 調 製 し 、

Thiamireを 添 加 す る とlntactcellこThiamineを 添 加 し 賣場 合 よ り 集

積 量 が は る か に 少 く、 と く にGhcoseの 存 在 し な い と き に は ほ と ん ど 集

積 さ れ な か つ た 。

(8)Protoplastの 安 定 性 に 澄 よ ぼ す 肥hiamine量 の 影 響(Fi昏27)

Fig.26に 澄 い て 示 し た よ う に 多 量 のThiaMineを 集 積 し た 酵 母 に 細 胞

壁 溶 解 酵 素 を 作 用 さ せ る とProもoplas七 の 破 壊 す な わ ち 菌 数 の 減 少 が 顕 著

で あ っ た の で 、 菌 体1解 当 り10,a8ま た は9LqμgのThiamineを 集 積

一34-y .



 Fig.25- Influence of  2-MercaptoethP:nol  to  the 

 Preparation  of Protoplasts  

 Mercaptoethanol(M)

 Fig.26 

  Release  of Thiamine from the Cells of  Kl.apiculata 

  during the Preparation of  Protoplasts 



Tab. 13  Accumulation of  Thiamine on  

 Intact cells or Protoplasts  

        Cells  : 3 x  108 cells 

 Thiamine  : 200  }1g 

         Incubated in isotonic solution 

 at  pH  4.7,  300C for 1 hour 

• 

 Glucose ProtoplastsIntact cells 

 2  41.7  )1g  112.7  /1g 

        2.3 97.7

'

34.3
亀
勘



 27 Influence of Accumulated Thiamine to the  

 Stabikity of Protoplast 
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 Tab.  i4  Release  of -Thiamine from the Cells 

 Accumulated with  Thinmine by the  

            Treatment with Cell  Wall Digestive 

             Enzyme

ユ3hi2!了1inecOn七en七S

ofints.ctcells
圧h土a・ でinereleased

[[・hiamine

contents

ofprotopla.st

μ9/鵬gceユ 陵.S
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1

Fig.28 Influence of Thiamine Contents to the  Viability of  Kl.apiculata 

           10mg of  Cells were incubated with  (A)1004g,  (B)100gg 

          or  (C)10gg of thiamine in fermentation medium 

               Total  thiamine--,0--- Total cell number
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した酵 母 にた い して細 胞壁 溶 解 酵 素 を作用 させ継 時的 に菌 数 を測 定 す る と

Thiamine含 量 の 高い 酵一母 ほ どPr◎toplast数 の減 少 が顕 著 で あつ た。 な

澄1時 間 の酵 素 処理 に よJ90%以 上 窃Protopla$tに な つ て いた の で図 に

は 総 菌 数 の変 化 のみ を記 した。

(91Pr…PZ・ ・tの 調 製 に よ る ぞh・ ・m・n・ の 酬 一2(T・b・ ・4)

Fig.27に ゑ け る3時 間 酵 素 麺 理 の 反 応 液 に つ い て 上 清 な ら び に 菌 体 中

Thiamine含 量 を 灘 定 し、Drotoplastの 破 壊 に よ り上 清 に 流 出 し た

'Phiamine量 を 補 正 し て 得 ら れ る 結 果 をTab
.14に 記 し た 。

Fig.26の 結 果 に く らべ や やProtoplas坤 のfihiamine含 量 が 高 か つ た

が 、 集 積 τhiamine量 に あ ま り 関 係 な く 常 に50%前 後 がProtoplastの 調

製 に よ,..,胞 外 に 流 出 し た 。 す な わ ち 集 積 さ れ たThiamineは 常 に 一 部 は

細 飽 壁 付 近 に 、 一 部 は 原 形 質 内 に 存 在 す る と 思 わ れ る 。
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(10)酵 母 の生 存性 に訟 よぼ す 騒iamine量 の影 響(Fig.28)

酵 母 を醗 酵 さ せ た と き酵 母 の 生 存性 に たい してThiamine含 量 が どの よ

うに影 響 する か を検 討 す るた めAtkin‐Schultz‐greyの 醗酵液(Tab.

15)中 でThiamineを 添 加 し、集 積 甑ia翼 軽ine量 な らび にMB染 色 性 細

胞 数 の変 化 を測 定 した(Fig.28)。10海 よび10(ルgのThiamineを 添 加

した と きThiamine集 積 量 なち び にM合 染色 性 細 胞(死 菌)数 は20痔

間 後 に も変 化 しなかつ た が・ 姻 倣9轡 加 した と きThi・ ・i・・の雑 量

は1時 聞 の場 合 の53%に 減 少 し、MB染 色 性細 胞 数 も1時 間 の場 合 には全

菌 数 の1.6%で あつ た の にたい して20時 間 後 には31%に 増加 した 。 す な わ
し

ち多量 に集 積 さ れた 田hia田ineは 直接 あ るい は そ れ が溶 出 す う.こと に よつ
ヤ

て酵母細胞 に傷害 を与 えてい ると思 われる

Tab. 15 Composition of the Medium for Fermentation—test 

Glucose 15 g  FeC13 0.8 W 

 (74}14)2S°4 5 g  MnSO4  0.6  5W 

 KH2PO4 164 W Citric Acid  3.5 g 

 L:a.C12 94.5W K2HPO4 6.9 g 

 VigSO4-71120 750 W Nicotinic Acid 4.9 W 

Add water to make 1.000 ml.

一36一

'



第2節Kユ 。apiculataに よ る 鵬hia血neお よびTDPの 集積

TDFもThianineと 同 様 酵 母 に よ り 多 量 に 集 積 さ れ る が 、 こ の 場 合TDP

は 騰 リ ン 酸 さ れFreethiamineと し て 菌 体 中 に 検 出 さ れ る 。 酵 母 の 細 胞 壁

鋤～ ⑲

付 近 に は 強 いAcidph◎spl-bataseカ §存 在 し 、 こ のPhosphataseは 培 養 上

(17?

清 に も 流 出 す る こ と が 認 め ら れ て い る 。Phosphataseの 作 用 でTDPが 脱

リ ン 酸 さ れFreethiamineと し て 検 出 さ れ る の は 当 然 で あ る が 、Protc‐

plastを 調 製 す る こ ・と に よ つ て 菌 体 か らPhosphataseを 除 去 し た 場 合 、

あ る い はPhosph'a七ase隕 害 剤 を 添 加 し た 場 合 にTDPは ど の よ う に 集 積

さ れ る か に つ い て 検 討 し た 。

丶

実 験 方 法

(1、 菌 体 中 のThiamineも し くは 田DP量 の定量

菌 体 か らの 抽 出 は 第2章 第2節 の方 法 に した が い、 第3章 第1i.の 方 法

に した がつ て タカジ ア ス ター ゼ処理 の有 無1く よ る測 定 値 の差 をTDP量 とし

た.艢 締 に切 プデン酸。一ダ 価 。、ghat。醐 害斉矜 艙 勲 、

場 合 には タカジ ァ ス ターゼ 処理 が不能 であ るの でBrCN‐Thiochrome法

に澄 け る水層 の螢 光 度 を測 定 してTDP量 を求 めた。

実 験 成 績

(11Protoplastま た はlntactGellに よ るThiamine,

TLPの 集 積(肱b。16)

Protoplastま た はlntactcellに よ るThiamineた はTDPの 集

積 量 を%1定 す る とIntactce11で は 田hia岨neとTDPは 同 量 集 積 さ れ

TDPを 添 加 し た 場 合 も す べ てFreethiamineと し て 集 積 さ れ た 。
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Pretoplastに よ るThiamineの 集 積 量 は 前 節 と 同 様lntactGellに

く ら べ る と 低 い が 、TDPを 添 加 し た 場 合 に は さ ら に 減 少 し 、 こ の 場 合 に

も 集 積 さ れ た も の は ほ と ん ど 遊 離 型 と し て 検 出 さ れ た 。Protoplast診

よ び エntactcellのAcidphosphatase活 性 をTDPを 基 質 と し て

PH47で 測 定 す る と 、 こ こ で 用 い たProtoplastのPhospha七asθ 活 性
`

は1・ もaG七 ・・11の 約5%で あ つ た ・ わ ず 加 峨 つ たPh・sph・t・SP.の た .

め にTDPが 脱 リ ン 酸 さ れ て 集 積 さ れ た と 思 わ れ る。

(2)Thiamine,TBPの 集 殯 に 於 よ ぼ す モ リ ブ デ ン 酸 塩 の 影 響(Tab.16)

Thiamineた は1DPの 集 積 に 澄 よ ぼ す モ リブ デ ン 鶸 ソ ～ ダ の 影 響 を

検 討 す る とTriamineの 集 積 は10-1Mの モ リ ブ デ ン 醜 塩 に よh若 千 滅 少

し た が 、 そ れ 以 下 の 濃 度 で は ま つ た く変 動 し な か つ た 。 田DPを 添 加 し た

と き10-3M以 下 の モ リ ブ デ ン 酸 塩 を 添 加 し て もThiamineと 同 量 し か も

Freethiamineと し て 集 積 さ れ た の に た い し て102Mの モ リ ブ デ ン 酸 塩

に よ り集 積 が 阻 害 さ れ て 上 滑 に 多 量 のTDPが 残 存 し、10_1?Y4で は 完 全

に 集 積 澄 よ びPhophatase活 性 が 阻.害 さ れ た 。 し た が つ てTDPが 酵 母

に 集 穂 さ れ る た め に は そ れ がPhoaphatase作 用 に よ つ てFreetr.iamiraa

に 変 化 す る こ と が 必 要 で あ る 。
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Tab. 16 Accumulation of  ,Thiamine or TDP  

         by Kl.apiculata  

 1.2x109 cells were incubated with  1 .mg 

         of Thiamine or TDP in  2X glucose medium 

         at pH  4.7, 30°C for 1 hour

         Thiamine TDP  

 Total. Free Total Free 

 jig  jig  jig  jig 

 Frotoplast 185 175 70 60 

Intact  cell. 375 375 370 375

 Tab.17  influence  of Na-molybdate to the Accumulation  
        of Thiamine or TDP 

           1 mg of cells were incubated with  loollg Eq. 
           of Thiamine or  TDP  pH  4,7,30°C for  1.hour

Na-molybdate ThThiamine TDP

Sup Cells Sup  Cells

F* p** F P

 ug  pg pg  pg  pg ug

 10  -1 32 68 0 86 3  0
-

102 25  77 0 63

 10-3 22 75 19 0  77 0

 10-4 18 76 20 0  77 0

0 25 76 21 0 78  0

骨F:Free七hiamine 躰鱒 王):Phosphorylated

thiamine
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第3節Thiamine,TPI)ま たはCETの 集 積

実 験 方 法

(1、 菌 体 中Thiamine,TPDま た はCETの 定量 は第2章 第2節 に記 した

方 法 に よつ たQ

(2)Pr◎ もoplastの 調 製 な らび にそ の取 扱 い は 本 章 第1節 に 記 した方 法 に

した がつ たQ

実 験 成 績

(1、Thiamin・,CETTPDの 集 積(Fig.29.30}

各 誘 導 体 の集 積 量 を比 較 す る とThiamineの 集積 量 が最 庵高 くサ つ い で

TPD,CETの 順 となつ たcrip.29)。 乎hi磊!戯跳eは 田&紅護2に 記 し

た と同様Glucose添 加溶 液 中lntactGel1に よる集 積 が最 も多 く、 反

応 液 か らGlucoseを 除 い た場 合 あ るいは 細胞 壁 を除去 してPr◎topiast

に した場 合 集 稼 量 は減少 し、TPDも 同 様 な傾 向 がみ られ た がCETは 本

条稗 下 では ほ とん ど集 積さ れ なか つ た。 な訟図 にはTPD澄 よびCETを

含Totalthiamine量 を記 した が、 響PDを 添 加 した場 合 には菌 体 中

には すべ てFreethiamineと して 存在 し、CE乎 の 場 合本 実 験 では集 積

が少 なかつ た の で不 正確 で は あ るが.若 干 のCETが 菌 体 中 に検 出 さ れ た。

τhia搬ine誘 導 体 は動 物 細 胞 の膜 をSimplediffusionに 峯 つ て透 過

す る と言 わ れ てい る。 微 生 物 細 胞 の 原形 質 膜 も動物 細 胞 の細 胞 膜 と同 様 単

位 膜 構 造 を持 つ と言 わ れて 訟 りSimplediffusionの 起 る可能性 は 十 分

考 え られ るの で そ の点 を考 慮 して反 応液 量 を で きるだ け 制 限 して内径 約

2.5嬲 の小 試験 管 中 で細 胞 内移行 量 の測 定 を行 なつ た(Fig,30)。 こ こ

で用 い た反 応 条 件 では細 胞 は全 反応 液 の%を 占め る。Si呷lediffusion
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により細胞 内に移行 した ものは細胞を洗浄 す ることによ り細胞外 に流 出す

る可能性 があるので集積量 の測定 には反応後 の菌 体の溌浄 は行 なわず 、毛

細 管 ピペ ッ トで上 清 を で き るだ け 分離 して細 胞 内 含有 量 を測 定 す る方 法 も

しくは上 清0,05祕 を分 取 して それ に含 まれ る量 を定量 し、 細 胞 内含 有量 を

次 式 に よ り算 出 す る方 法 に よつ た。

a=100‐2b

a:細 胞 内 に含 まれ るThiamine,CETも しくTPD量

(μgBq)

b:上0.05m2中 に含 ま れ るThiamine,CETも しくはTPD量

(μgE旦)

本 実験 で もThiamineはFig.29と 詞様 の傾 向を示 したが 、 添加 量 が 少

ない の でGlucose含 有液 中 では添 加 さ れ たThiamineが ほぼ 完 全 に集 積

さ れ、IntactcellとProtoplast,に よ る集 積量 の差 が あま りみ られ

な かつ た。CETの 集 積 量 は 聖hia田ineに く らべ ると少 な いがFig・29

の 場会 よ り も増加 し、Gluc◎seの 有 無 あ るい は細 胞壁 の有 無 に あま 参関1

係 な くほぼ 一 定量 す なわ ち添 加量 の約%が 細 胞 内 に検 出 さ れ たCysteine

処理 ま たは アル カ リ処理 を行 な つ て定 量 した値(TPDrCETを 含 む 饐}

とそ れ らの 処理 を省 略 して得 られ た値 との差 か らTPDも しくは σ犀B

を算 出 して 記 したが 、CETを 添 加 した と き には 細 胞 内 にほ と一ん どCB堅

のま ま検 出 さ れ たの に たい してTPDを 添 加 した場 合 に はTPD自 身 は細

胞 内 にほ とん ど検 出 さ れ なかつ た。 す なわ ちCETは そ の まま の型 で

Si呻1ediffusionに よつ て 原形 質 膜 を透 過 し濃 度 勾 配 に平 行 した綱 胞

内 移行 量 を示 す と考 え られ る。
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Fig.29 
Accumulation of Thiamine Derivatives by Kl.apiculata 

 Ce11;5x108cells,  Thiamine.  derivatives;500lig Eq. 

Total volume;  5m1 

Incubated at  p14.7,30°C for 1 hour

Figo30

AccumulationofThiamineDerivativesbyK1.apicula七a

8



 Fig.31 Method for Washing the Cells Accumulated with 

        Thiamine, CET, TPD

丿
P「 °t°plast

O.051(9。 °rlnterlO8cell:tCellThiamine-derivativesS°lut'㎝

・n。ubat・dat
、pH4・7・ つ ・°cf・r・h・ur

Centrifuged

CelllSupernat2n㌻ 「1

Suspendedin5mlofSolution

Incubatedat30°Cfordhour

Centrifuged

Cell2 Su】 多ern翕ta]nt

Fig・32Release。f聖 瓧a皿ine。r聖hi鼬i丑e-derivatives

2

from

七heCellsbythe算ashingwith工sotonicSoiution
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(2)洗 浄 操 作 に よる集 積物 の流 出(Fig。31,32)

Simplediffusionに よ り細胞 内 に移行 した もの は細 胞 を洗 浄 す る こ

とに よ りふ た たびSimplediffusi◎nに よつ て細 胞 外 に流 出 す る と考 え

られ る。 そ こでFig.31の 操 作 に した がつ てThiamineも し くはそ の誘 導

体 を保 有 す る細 胞 の洗 浄 を 行 ない各 分 画 のThiamineよ び 誘 導 体 量 を澱

定 した。Fig.30と 同条 件 で酵 母細 胞 にThiamineも し くは誘 導 体 を接 触

させ た の ち細 胞 を多量 の等 張 液 にて洗 浄 した。 最初 の 接触 操 作 に お いて は

細胞 は反応液の ン3砧 めるが、瀞 操 作・・おいては全体の ・/… を

占め るに す ぎな い。Ce111は 洗 浄 前 に細 胞 が保 有 してい たThiamineも

し ぐは誘 導 体量 、Supernatant2は 洗 浄 に よ り流 出 した量 、Gell2は

洗 浄 後 の細 胞 が保 有 す る量 を 示 す 。CET,TPDの 場 合Cysteine処 理

ま た はア ル カ リ処理 を行な つて 得 た値 の み を記 した。Thiamineお よびT

PDを 添 加 した細 胞 か らの洗 浄 に よる流 出 は ご くわ ず か であ るが 、CET

を添 加 した細胞 か らは多量 の流 出が認 め られ た(Fig.32)。 さ らに流 出

した もの を分 離 定量 す る と95%がCETで あつ た 。 サなわ ちC奪Tは

Simplediffusionに よつ て原 形質 膜 を 出入 りす る た め に洗 浄 に よ り流

出 し得 るが 、ThiamineはActiveもra聆portま た は独 自 の 集積機 構 に

よ り細胞 内 に と り こまれ るの で洗 浄 に よ り流 出 しな い と考え られ る。 ま た

TPDは 細胞 内 で容 易 にThiamineに 変化 す る ため 流 出 し得 な い の で あろ

う。
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第4節 考 察 な ら び に 小 括

考 察

第3章 で のべ た よ うにCET,TPD添 加 培養 菌 のTDP含 量 はThiamine

添 加 培養 菌 の それ よ り も高 く、 これ が増 殖促 進 性 の差 とな つ て あ らわ れた と

考 え られ る。 この よ うな 高 いTDP含 量 を示 す原 因 と してThiamineと そ の

誘導 体 の 膜透 過 機 構 ある い は菌 体 内 での存 在 部 位 に違 い が あ る ので あろ う。

第3章 に示 した よ うに増殖 菌体 中 のThiamineは 大 部 分 原形 質 内 に存 在す る

が増 殖 初 期 にお い てThiamineた はThiamine導 体 が菌 体 と接 触 した と

きそ れ が 原形 質 内 に透 過 す る過 程 が問 題 とな る が それ を追 跡 す る の は困難 で

あ る。本 章 で は 田hi跏ineま た はそ の誘 導 体 を大 量 に短 時 間接 触 させ て 集 積

状態 を観 察 し、第3章 の 実 験成 績 と比較 した。

酵 母 がThiamineを 多量 に集 積 す る現 象 は古 くか らみ とめ られ て お り、 そ

の 集 積量 は増 殖 に要 求 さ れ る量 を は るか に しの ぐ量 で あ る。 この よ うな

田hia磁aeの 集 積 現 象 を 検討 す るこ とは増 殖 促進 性 と はま た別 の問 題 と して

興 味 あ る ζ とな の で第1節 にお いてK1.apiculataに よるThiamineの 集

積 に つい て詳 細 に 検討 した 。K1。api◎ulataは2%Glucose溶 液 中pH

4.7,30°C1時 間 の接 触 で菌 体 重 量(乾 燥 物)の10%に お よぶThiamine

㈲(姻

を 集 積 した。 この よ うにGIUGoseが 集 積 を促 進 す る こ とは鈴 置 、棚 瀬 らに

よつ て も報告 さ れ て お 吟、彼 らの 指摘 した よ うにThiamineの 集 積 は一種 の

鋤
Activetransportと 解 釈 され る。 市1((ら は清 酒酵 母 に集 積 され たThia-

mine力 竰hiaminaseの 作 用 で分 解 さ れ る こ とを 認 め 、Thiamineが 酵 母 細

胞 壁 の 表 面 に付 着 して存 在 する と推 定 してい るが 、著 者 がK1。apiculata

を用 い て行 な つ た実 験 で はそ の よ うな現 象 は観 察 さ れ なか つ た。 し か し

Protoplastを 調製 す る とThiamineは 大量 に上 清 中 に流 出 し、細 胞 を機
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械 的 に破 壊 した ときすべ て のThiamineは 可 溶 成 分 中 に認 め られ た。 ま た菌

に浸透 圧 変 化 を与 え た と き、 あ るい は長 時 間 醗 酵 させ た とき に も集 積Thia-

mineの 溶 出 が み とめ られ た。 これ らの ことか らThiamineは 細 胞 壁 表 面 に

付着 した状 態 で集 積 され た とは考 え られ ず原 形 質 膜 よ り外 側 、 おそ らぐ は原

形 質 膜 と細胞 壁 の間 に遊 離 な型 で存 在 す る と推定 さ れ る 。

鋤
Suomaleinenら はパ ン酵 母 中のThiamineは ほ とん ど原形 質 内 に存 在 す

る と報 告 して い る。著 者 の 実 験 で も第3章 に記 した よ うに増 殖至 適 量 の

Thiamineを 添 加 して培 養 した菌 体 のThiamineは13時 間 後 に は大 部 分 原

形 質 中 に検 出さ れ た。 しか し短 時 間接 触 さ せ た ときに はTab.14に 示 した よ

うに集 積量 と は無 関 係 にほぼ 一 定 の比 率 で 原形 質 内 と原形 質 外 に 臨i細ine

が 存 在 した。 したが つ て培 養 時 に添加 され た 唾hi跚ineは 容 易 に菌 体 に集 積

さ れ るが 、集積 さ れ た もの はその 時 点 で は原形 質 膜 よ り外側 に存 在 す るのみ

で 、 その 一 部 が しだい に原形 質 内 に透 過 す る と思 わ れ る。 原形 質 膜 と細 胞 壁

㊨の～萄
の間 に はAcidphosphataseが 存 在 す るの で集 積 され たThia皿i鷺 θが すべ

て遊 離型 で存 在 す る こ とは うな づ け る。TDPを 添 加 した とき に もこの

Phosphataseの 作 用 でTDPはFreethiamineに 変 化 して集 積 され た 。

ま たProtoplastの 調 製 に よつ てPhosphataseを 除去 す るか あ るい はモ

」 ブデ ン酸 塩 に よつ てPhosghataseを 阻害 す るとTDPは 集 積 され な か っ

た 。 この点 か ら考 え て 酵母 に多量 のThiamineが 集 積 され る にはFree

thiamineの 型 が 必要 と思 わ れ る。

Thiamineを 多量 に集 積 した酵 母 は異 常宏 状 態罵 あ る とい うこ とが で き、

これ を長 輔 鰭 させ た と きあ るい は浸 透 圧 変{ζ を厩 た と きに はMB染 色

菌(死 菌)が 増 し、 とれ か らProtoplast塗 調 製 す る と不 安 定 で あつ た。 こ

れ らの事 実 は多 量 に集 積 さ れfihiamineが 直 接 に漂 形 質 膜 を害 し、 あ るい

はThia瓰i且eが 溶 出 す る と きに も原形 質 膜 に傷 害 を与 え る こ とを示 唆 す る。
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以 上 の よ うにThiamineはKl.apiculataに よ り多 量 に集積 さ れ るが 、集

積 さ れ たThiamineの 大 部 分 は原 形 質 膜 と細 胞 壁 の 問 にFreethiamineと

して局 在 し、集 積 され たThiamineが100%増 殖促 進 に役 立 つ もの で は な
(6)

い 。 乳 酸 菌 にThiamineを 添 加 した場 合?hia田ineの と り こみ量 は低 く、 し

か も菌 体 中 のThiamineがTDPと して存 在 す るの に比べ る とK1.apicul.ata

に よ るfihiamineの 集 積 は他 の微 生物 の場 合 と異 なつ た現 象 と思 わ れ る。

CETお よびTPDの 集 積を検 討 す る と大 量 を 短時 間 添 加 した ときCET

は濃 度勾 配 に比 例 した綱 胞 内移行 量 ・洗 浄 に よる流 出 ・Glucoseに 無 関 係

な と りrみ な どの 点 か らSimplediffusionに よつ て 原形 質 内 に移 行 す る

と考 え られ るが 、 田hia田ineに み られ た よ うな菌 体へ の異 常集 積 はみ とめ ら

れ なか つ た 。CETは 大 量 添 加 した と き短 時 間 で はPrat。plas七 中 に大 部 分

CETの ま ま検 出され るこ とか らわ か る よ うに容 易 に は 望hia罰匡ineに 変 化 し

な い のでCETの 型 でSimplediffusionに よ り膜 を透 過 す るの で あ ろ う。

TPDはCETに 比 べThiamineに 還 元 され 易 い の でThiamineとCETの

中 間的 な態 度 を示 した 。 この よ うに 望hiamine誘 導 体 は菌 体 に と りこまれ た

と きThiamineと 共 存す るの で 単一 物 質 の集 積 に はな い複 雑 さ がみ られ た 。

以 上大 量 のThiamineお よびThiamine体 の酵母 に よ る集 積態 度 を検

討 した。 この実 験 か ら培 養 時 に少量 のThia田ineま たはThiamine誘 導 体

が菌 体 と接 触 す る時 点 の 状 態 を考 え る こ とは必 らず しも適 切 で は な いが 、一

慮Fig.33の よ うな考察 が可 能 で ある 。 大量 添 加実 験 で はCETの 集 積量 は

Thiamineの 集 積量 に比 べ 非 常 に低 か つ たが 、増 殖 に至 適 な量 が 添 加 さ れ た

と き第3章 で観 察 した よ うに両者 と も添 加量 が すべ て菌体 に集 積 さ れ た 。著

者 が赤血 球 を 用 い て観 察 し報 告 した とお り Ψhiamine誘 導体 を添 加 す る と

Thiamine誘 導 体 はSimplediffusionに よつて 細胞 膜 を透過 す るが ・

Thiamine体 が 細胞 内 でThiamineに 変 化 すれ ば 流 出 が不 能 とな り、細

一44一



胞 内 に と じこめ られ た形 とな るの でSimplediffusionに よつ て 膜 を透 過

した に もかか わ らず 、一 見 濃度 勾 配 に逆 らつ た現 象 と して観 察 され 、 高 い細

胞 内 移行量 が測 定 され る。今 回 の実 験 か らcETをK1.apiculataに 添加

して培 養 した と きに も同 様 な こ とが考 え られ る。CETが 安 定 で あ るた め に

Thiamineと 異 な るSimplediffusionに よる菌 体へ の集 積 が 起 り原形 質

内 に入 り、CET力 竰hiamineに 変 化 すれ ば 原形 質 内 のCETと して の濃 度

が 低 下 す るた め そ こに培 地 か ら新 た にCETがSimplediffusion6こ よつ て

透 過 す る。 この よ うな現 象 を繰 り返 す こ とに よつ て最 終 的 に は添 刀口さ れ たC

ETの すべ て が原形 質 内 に集 約 されThiamineを 経 てTDPに 変 化 す る と思

わ れ 、増 殖 が最 大 とな つ た と きに はTDPの み が検 出さ れ た事 実(第3章 り

を よ く説 明 で きる。 しか しC居TのThiamineへ の変化 が ゆ るや か な た めT、

DPの 増 加 速 度 が遅 く同調 培 養 を行 な うと封 数 増 殖 期 の 後期 にな つ て は じめ

て 高濃 度 のTDP含 量 とな りThiamineと の増 殖促 進性 の 差 を 開 ぐ と考 え ら

れ る。ihiaminaを 短 時 間 接 触 させ た細 胞 か らPr。Blastを 調 製 す る とその

集積 量 の多 少 にか かわ らず 常 に 聖hia田ineの 一 部 は原形 質 膜 の外 側 に、一 部

は内 側 に検 出 さ れ た 。 したが つ て増 殖 に必要 な最 低量 のThiamineが 添舶 さ

れ た と きに も原 形質 内へ の透 過 は制 限 され るので 原形質 膜 と細 胞 壁 の間 に

Freethiamineと して 集積 さ れ 、そ の一 部 が徐 々に原 形質 内 に透 過 してT

DPに 変 化 す る ため 原形 質 内 のTDP含 量 はCE2添 加時 よ りも低 い 値 とな

る と思 わ れ 、 それ 故 にThiamineの 増 殖 促 進性 はCETの 増 殖促 進性 よ り も

・劣 つ た の で あ ろ う。一 方 望PDは 容 易 にThiamineに 変 化 す る ためThiamine

とCFTの 中 聞 的 な機 構 を と る と推 定 さ れ る が、 原 形質 内 に透過 してTDP

に変 化 し易 い点 でrETと 同 様 で あ る。 ま たCETよ り速 や か にThiamine

に還 元 さ れ るた め速 や か にTDP含 量 を増 し、同 調 培養 を行 な う と対 数増 殖

の初 期 に 田hi飆ineと の増 殖 促 進 性 の 差 を開 い た と思 わ れ る。
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以 上 と ぐにCETとThiamineを 中心 と してそ れ らの菌体 へ の透 過 機 構 を考

察 した が 、最 少量 添 加 時 に はc猛 勤 竰hiamineに 比べ 原形 質内 に透 過 し易 く

増 殖中 に 原形 質 内 のTDP含 量 を容 易 に高 め るこ とが増 殖 促進 性 に お いて

Thiamineと の差 を 生 じた 原因 で あ る と説 明 で きる。

小 括

illK1.apiculataは2%Gluc。se溶 液 中30°C,pH4,7,1時 間 の接 触 で

乾 燥 菌 体 重量 の約10%のThiamineを 集 積 した。

(2)集 積 さ れ たThiamineはThiaMinaseの 作 用 を受 け ず 、Protoplastの

調 製 、浸透 圧変 化 、機 械 的 細 胞 破 壊 、長 時 間の 醸酵 な どに よつ て犬 部分 が溶

出 した。

f3)Thiamineを 多量 に集積 した 酵母 はPro七 〇pla3tを 調製 した とき不 安定 で 、

浸 透 圧 変 化 を与 え た と きあ るい は長時 間 醗 酵 さ せ た ときMB染 色 菌(死 菌)

が増 大 した。

s1)K1 .apiculataはTDPをFreethiaBineに 変 化 させ て集積 レ、

Phosohatase作 用 が除 か れ る とTDPを 集 積 す る こ とが で きなか つ た 。

{5}CLTTPDを 大量 に短 時 間 菌体 と接 触 させ る と集 積 量 はThia田ineに

比 べ る と低 い値 で あ つ た が、CETはSimplediffu3i。n&こ よっ て 原形 質

膜 を透 過 す る こ とが示 され た 。

(6)以 上 か らFig.33の 透 過経 路 を推定 し、CETの 高 い増 殖 促 進性 の 原因 が

Thiamineと は異 な つ た膜透 過 機 溝 に ある こ とを証 明 した。
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第5章 総 括 澄 よ ぴ 結 論

第1節 総 括

KloeckeraapiculataはThiamine要 .求性 の 酵母 で あ るが本 酵母 は数

種 のThiamine誘 導 体 に よ り強 く増 殖 が促 進 され る。 著者 はThiamine誘 導

体 の 増殖 促 進 性 の原 因 を解 明 す る 目的 でThianinepropyldisulfide

(fiPD)な らび にS‐Carbethoxythiamine(CEfi)のK1・apiculata

にた い す る 態 度 を検 討 し以 下 の 知 見を得 た。

(1}Thiamine,CETお よびmPDの 増 殖 促 進性 の 地較

'
CET:お よびTPnを 添 加 して培 養 す る とK1.apiculataの 増 殖 が

Thiamineを 添 加 した場 合 よ り促 進 され るの は濁 度 、菌 体重 量 ・ タ ンパ ク

質 量 な らび に菌 数 の測 定 結 果 か ら明 らか で あ る。 しか しこれ ら2種 の 誘 導

体 の増 殖 促 進性 に は下 記 の よ うな相 違 が み られ たOCBT,TPDま た は

Thiamineを 生理 食塩 水 中 でK1.apiculataに 集 積 させ たの ち培 地 を加

え て培 養 す る とCETはThiamineよ り強 い活性 を示 す の に たい してTP

DはThiamineと 同 等 の活性 を示 した。 一 方培 地 中でTPDをCysteine

処理 に よ り、 ま たCETを タ カジ ア スタ ー ゼ処理 に よ りThiamineに 変 化

さ せ たの ち菌 を接 種 して 培養 す る とTPDはThiamineよ り強 い 活姓 を示

す の に た い してCETはThiaminedZ等 しい 活性 を示 した。 す なわ ちGE

虫はCETの 型 で菌 体 に接 触 しそ の ま ま菌 体 内 に とり こまれ た ときThia一

磁neよ り強 い活性 を示 し、TPD、 は培地 中 で菌 と接 触 す る こ とに よつ て

Cアs七eineに よ り還 元 され た の ち に お いて も 肱iamineに 比べ よ り強 い 活

性 を示 す と考 え られ る。 ま たKI.apiculataの 同調 培 養 を行 な うと

Thiamineの 増 殖 促 進性 との差 がTPDを 添 孤 した とき は対 数 増殖 期 の初

.・



期 に 、CETを 添 加 した と きは後 期 に あ らわ れ た 。

f2)Thiamin・ 誘 導 体 とThi3mire抗 体 の関 連

Thiamineら び にそ の 誘導 体 の増 殖 促 進性 に た いす るThiamine拮 抗

体 の 影 響 を し らべ る とCETお よびTPDはThiamineよ り強 い増 殖促 進

性 を示 す に もか かわ らずそ の増 殖 促 進性 はPyrithiamineお よびoX ,y‐

thiamineY`よ つ てThiamineの 場 合 よ り強 ぐ阻害 され た。 しか しThia-

mineま た はそ の 誘導 体 を あ らか じめ菌 体 に集 積 さ せ たの ちOxpthiamine

を添 加 して培 養 す る といず れ も同 様 な阻 害 曲線 が得 られ た 。Thiamine

よび その 誘 導 体 の集 積 段階 におけ るOxythiamineの 影 響 の 差が増 殖阻 害

の差 とな つ て あ らわ れ た と:考え られ 、Thiamineと そ の誘 導 体 の菌 体へ の

透 過 機 溝 に相 違 が あ る と思 われ る。

'3)'菌 体 中Thiamineの 存 在型 の 変 化

増 殖 に必 要 な最 少 量 のThiamineよ び そ の誘導 体 を添 加 して培 養 した

Kl.apiculataの 菌体 中Thiamine含 量 を測定 す る と総量 にはほ とん ど

差+:な い が 、Thiamineを 添加 して培養 した菌 体 に は23～42%のFree

thiamineが 含Aれ るの に たい してCFTTPDを 添 加 して培 養 した菌

体 のThiamineは す べ て リ ン酸化 され てThiaminediphosphaze(TD

P)と して検 出 され た。 す な わ ちCET,TPDは 添潴 され た もの すべ て

が増 殖 に 利用 され 得 るTDPに 変 化 して いた の に たい してThiamineは 一

部 が 増 殖 に利 用 され 得 な い遊 誰 型 と して存 在 してい た。 この よ うにTDP

へ の 変 化率 の 差 が増 殖促 進 性 の 差 となつ て あ らわ れ た の で あ るが 、 この差

の生 じる原因 として 先 に ものべ た よ うに 凸ia温neとThiamine体 の

菌 体 へ の透 過 機 構 に差 が あ る と思 わ れ るの でつ ぎに 黙ia田inθ な らび にそ

の誘=R.の 集 積 態 度 につ き検 討 した。
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曳4)Thiamineお よ びThiamine誘 導 体 の 集 積

酵 母 がThiamineを 集 積 す る 現 象 は 古 く か ら 知 ら れ て い る が 、K1.

apiculataは2%Glucose中pH4.7,30°C,1時 間 の 保 温 で、菌 体 量

(乾 燥 物 と し て)の10%に お よ ぶThiamineをFreethiamineの 型 で

集 積 し た 。 集 積 さ れ たThiamineは 壬hiamina鑓 に よ り 分 解 さ れ ず 、Th-

famineを 集 積 し た 酵 母 を 機 械 的 に 破 壊 す る とThiamineは す べ て 溶 出 し 、

繝 胞 壁 に 結 合 し た も の は.認 め ら れ な か つ た 。Thiamineを 集 積 し たK1.

apiculataに08M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 中 で 細 胞 壁 溶 解 酵 素 を 作 用 さ せ 、

Protoplastを 調 製 す る と約60弱 の 聖hia珊ineが 細 胞 外 に 溶 出 し た 。

Thianineを ほ と ん ど 含 ま な い 細 胞 か ら得 られ たProtoplastbLThiamine

を 添 加 す る と 田hi飆ineの 集 積 が み られ た がIntactcellに 比 べ る と 集

積 量 は 低 い 。 こ れ ら の 事 実 は 集 積 さ れ たThias.ineの 大 部 分 が 原 形 質 膜 と

細 胞 壁 の 間 に 局 在 す る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。

Kl.apiculataにTDP(Cocarboxylase)を 添 加 す る とThi象 一

amineと ほ ぼ 等 しい 量 の 集 積 が み ら れ 、 し か も す べ てFreethiamine

と して 検 出 さ れ た 。 酵 母 の 細 胞 壁 に はAcidphosphataseカ §存 在 し て お

り そ の 作 用 に よつ てTDP力 煙hiamineに 変 化 し た も の で あ る 。Protop‐

lastを 調 製 す る こ と に よ つ てPhosphataseを 細 胞 か ら 除 去 し た と き あ

る い はPhosphatase阻 害 剤 を 添 加 し た と き に はzDPの 集 積 は 組 害 さ れ ・

た 。Thiamineが 集 積 さ れ る た め に はFreethia田ineの 型 で あ る こ と が

必 要 と 思 わ れ .る 。

TPDお よ びCETのKl。apiGUlataに よ る 集 積 はThiamineに 比 べ

る と 非 常 に 低 い が ご く少 量 の 反 応 液 中 で 酵 母 菌 体 に 簧 触 さ せ る とCETは

ほ ぼ 濃 度 勾 配 に 比 例 し た 細 胞 内 移 行 量 を 示 し た 。 ま た 細 胞 内 で は 短 時 間 の

痿 触 で は ほ と ん どC冠Tの 型 の ま ま 検 出 さ れ た 。CE、Tを 保 有 す る 細 胞 を
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大 量 の等張 液 で洗 浄 す る とCETが 細 胞 外 に溶 出 した。 す なわ ちC8Tは

Simplediffusionに よつ て原形 質 膜 を 透過 して内 部 に入 り、 洗 浄 に よ

りふ た たびSimplediffusionに よつて 流 出 した と考え られ る。 一 方

Thiamineた はTPDを 添 加 した と き洗 浄 に よる細 胞 か らの流 出 は認 め

られ ず 、TPDを 添 加 した ときTPD自 身 は検 出さ れ ずThiamineの み が

菌体 内 に検 出 され た 。TPDはThiamineへ の 変化 が速 やか な た め原形 質

内 に と じ こめ られ て流 出 し得 な い と考 え られ る。
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第2節 結.論

CETよ びTPDはThiamine要 求 性 酵 母K1.apiculataの 増 殖 を対

応量 の τhi細inθ よ り強 く促 進 す る。 これ を解 明 す るた め に各 種 の実 験 を行

な つて つ ぎの知 見 を得 た。

ω 増 殖 の経 過 を同 調 培養 に よ り比 較 しあ るい は増殖 各期 の菌 体 中 のThia-

mineの 存 在型 をBi◎autographyで 検 出 し、 ま たAr.tithiamine化 合物

とCETjyはTPDと の 拮抗 を検 討 した 結 果CE-TはT'iに 比 べ 安定

で菌 体 中 に一 部CETと して増 殖 初 期 に検 出 され たの み でな く、1PDに

比べ 増 殖 の後 期 にお い てThiamine:よ る増 殖 と差 を生 じた 。

(2}CE田 ま た はTPDを 添 加 して 培養 した菌 体 に はTDPの み が検 出さ れ

たの にた い してThiamineを 添 加 して培 養 した菌 体 に は か な りのFree

thiamineが 検 出 さ れた 。CETとTPDは(1?の よ うな相 違 を 示 した が 、

増 殖 に有 効 なTDPへ の菌体 内 での 変 化 率 がThiamineよ り優 れ て い る点

で 両者 は一 致 した態 度 を示 した 。

r3)歴hi跏ineま た はThiamine誘 導 体 を短 時 間菌 体 と接触 さ せ て集 積実

験 を 行 な うと、田hia証neは 多 量 に集積 され るが 、集 積 され た もの の一 部

は原形 質 膜 と細 胞 壁 の間 にFreethiamineと して と どま りProtoplast

の 調 製 に よつ て溶 出す る。 多量 のCETを 用 い た ときThiamineに 比 べ 集

積 が悪 い がSimplediffusi。nに よつて 原形 質 内 に透 過 し、mPDは

ThiamineとCETの 中 間的 な態 度 を示 す。

④ 以 上 の 成 績 か ら培 養 初 期 の 菌 体 を 想定 す る とCETは 菌 体 に透 過 した時

点 で はCETの 型 で あ るが 、大 部 分 が 原形 質 内 に透過 す るの でThiamine

を経 てTDPに 変 化 す るの に たい して 、Thiamineを 添 加 した と き一 部 は

原瀕 膜 と細 胞鞄 間 に ・・eeth・ ・mi・・と して残 る ためCEfiを 添 加 す
'
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る と 猫ia鵬iaeを 添 加 した と き よ り高 い 田DP含 量 とな り強 い増 殖 促進 性

とな つ て現 れ る もの として説 明 で きる。
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ビタ ミンB1誘 導 体 の微 生物 活 性

(V皿)S-Carbalkoxythiamineの 微 生 物 活 性(2)

大 阪 大 学 薬 学 部

川 崎 近 太 郎 ・篠 田 純 男

THE GROWTH-STIMULATING ACTIVITY OF THIAMINE DERIVATIVES 

         ON THIAMINE-REQUIRING MICROORGANISMS 

 (VII) S-CARBALKOXYTHIAMINES (2) 

                     Chikataro KAWASAKI, and Sumio SHINODA 

                      School of Pharmacy, Osaka University, Toyonaka 

    Carbethoxythiamine (I) and carbobutoxythiamine  (II) were both more absorbed by cells 
of Kloeckera  apiculata than dicarbethoxythiamine (III), when an equimolar amount of each 
compound was incubated with a suspension of  Kloeckera cells in saline. Thiamine-HC1 was 
almost completely absorbed by Kloeckera cells on the same condition but it was not absorbed 
by heat-sterilized cells, while (I),  (II) or  (III) showed better absorption to sterilized cells than 
thiamine-HC1. (I) was always more active in stimulating the growth of Kloeckera. This was 

proved not only by comparison of optical densities of the brothes but also by that of dry 
weights and nitrogen contents of the cells after incubation although the thiamine content of 
Kloeckera cells corresponding to (I) was not proved to be higher than that to thiamine.

CET*1)がBl要 求 性 の 酵母1ζZoθ`んθ7αapiculataIFO

NNo.0630に たい してBl-HCI相 当量 よ り強 い 増殖 効 果

が あ り,CBT*2)はBiよ り劣 りDCET*3)は ほ とん ど増

殖 勅果 が な い こ とは す で に報 告 され た1).B1誘 導 体 は

BIに 分 解 され て か ら活性 を示 す の で あ るか ら本来 はBl

と同等 あ るい は そ れ以 下 のB1活 性 を示 すべ きで あ る.

CETがKJ.α 麹 πZ伽 に たい してBlよ り優 れ た効 果 を示

す原 因 を知 るた め にKl.apiculataに たい す る態 度 を検

討 した.

実験方法および試料

(1)試 料

CET,CBTお よびDCETは 塩 野 義 研 究 所 よ り送 付 さ

れ た結 晶 を用 いPPC*4)に よ りB1そ の 他 の 混 在 は 認 め

られ な か つ た.

(2)KC.apiculataの 培養

Kl..apiculata.に よるB1定 量 用 培地2)(培 地A)ま た は

Reader培 地3)に0.5%の 濃 度 に乾 燥 酵 母 エ キ ス を加 え た

もの(培地B)を 用いた.

(3)菌 体 によるB1集 積量の測定

培地Aま たはBで 培養 して得た菌体 を遠 沈 し生理食

塩水で2度 洗浄 したのち生理 会塩水 に懸濁 しそめ一定

量に聊10酢 酸 ・酢酸 ナ トリウム緩衝液(pH4.7)1mlを

加 え,B1ま たはCET液 を加 えて生理食塩水で全量5mJ

としノ30℃ で一定時間保温後 遠沈 して上清 と菌体 に分

けた.菌 体は生理 食塩水で2度 洗浄 して洗液 は上清に

合 してつ ぎの操作 を行 なつた.

α)菌 体に0.1M硫 酸5mZを 加え5分 間煮沸抽出後

pH5に 調整 し2%タ カジアスターゼB液1mlを 加え

45℃,2時 間保温後水 を加 えて一定量 とし2遠 沈 して

上澄液 を検液 とした.

の 上清部はpH.5に 調整 しt%タ カ ジアスターゼB

液1mlを 加え45℃;2時 間保温後 水を加 えて一定量 と

し検液 とした.

a)b)で 得た検液 を高濃度の タカ ジアス ターゼ処理4)

または アルカ リ処理5)によりCETをB,に 分解 してか ら

*i>CET=S-Carbethoxythiamine

*3>DCET=O
,S-Dicarbethoxythiamine

*2)CBT〒S-Carbol)utoxythiamine

*4)PPC=Paperpartitionchromatography
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パームチ ット処理 を行 なつて常法通 りBrCN法 に より

Bl量 を定量 した.CBT,DCETもCETと 同様 に処理 し

て定量 した.

(4)菌 体重量の測定

遠沈 し集 めた菌体 を2度 生理食塩 水で洗浄 し,90°C,

2時 間乾燥後秤量 した.

(5)菌 体蛋 白質の測 定

Kjeldahl法 に ょり窒素量 を測定 し丿6.25を 乗 じて蛋

白質 量 とした.

実 験 成 績

(1)B・ お よ びCETそ の 他 のKム ψ 伽 τα如

に よ る集 積

Blお よびCETの33.7μgBl-HC1瓦*5を 培地Bで 培養 し

て得た菌体(湿 菌重量700mg)の 浮遊液 に添加 し15n,

30分,60分,120分,5時 間 および18時 間後 の 菌体 に

よる集積量 を測定 し図1の 結果 を得た.15分 でCETは

添加量の約69%,Blは84%が 菌休 に集積 され,CETは

1～2時 間 で最高 の集積 を示 したが以後 しだいに集積

量が減少 した.つ ぎにCET,CBT,DCETお よびBlを

1時 聞菌体に接触 したときの集積量 を測 定 し,同 時に

図1Kl.apeculataに よるCET,Biの 集績

添 加 量10-luモ ル(33.7μgB玉 一HClE)

10分間煮沸 した菌体 による集 積 も検討 した(図2).そ

の結果CETとCBTは 集積量にほ とん ど差がな く死菌

に よつ てもい くらか集積 されたが,生 菌に よ りひ じよ

うに多量集積 されるB1は 死菌には まつた く集積 されな

かつ た.

{2}CET,CBTお よ びB1集 積 菌 の 増殖

前実験に おいてCETは 生理会塩水中でKZ.¢picul¢t¢

の菌体 によ り集積 され たが,こ の菌体 を抽出 してPPC

を行 な うと2時 間程度の保温 ではCETが 菌 体中 に残

存することを 認めた.ま た 上清中にはBlは 認め られ

ず,CETの みが存在 していた.す なわちCETは 菌体

外ではB1と ならず菌体 内に と りこまれてか らB1に分解。

される と老 えられ る.同 様 な ことが 培地に 添加 した

CETに ついて も考え られ るのであ らか じめ(⊇ET,CBT

およびBlを 集積 した菌体の培養 を行 なつた。 生理食塩

水中で 培地Aに より得た菌体(乾 燥 重量約100㎎)に

CET,CBTお よびBlの ユ〇-2μモル を30℃ で30分 間接触

させた ところいずれ も95～98%が 集積 されたので添加

量全量が菌体に集積 された とみな した.こ の菌体 を培

地Aで 希釈 してo.oz,o.04,0,06,0.08,0.1μgBユ ーHCIE/

tubeのCET,CBTお よびBIの 集積菌液 として18時 間静

*5)BrHClE=B1塩 酸 塩 相 当量
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図4Kl.apiculataY° た い す る活 性

(2)添 カロ 培 養

(0.D,)

置 培養 した(図3).な お対 照 として通常の培養方法1)2)

(添加培養)に よつて も行 なつた(図4)。 図示の ように

集積 菌培養 でも添加培養で もCETが もっ とも活性が

高 く7以 下Bl>CBT>DCETの 順 となつた.

(3)CETお よびCBTの 増殖菌体中存在形

の検出

301

CETとCBTの 活性の差は増殖菌体中の菌体に よる

B1へ の分解速度の差 に一因があるのでは ないか と考 え

Bioautographyに より増殖中の 菌体内の 存在 形の検 出

を試みた.培 養初期 の菌体について検討す るために培

養は集積菌の振 とう培養(72rpm)を 行ないで きるだけ

大量の菌体 を得た.o,3,5,7時 間後のOD*6)を 測定

してか ら(図5),遠 沈 して菌体 を集め生理 食塩 水で2

回洗浄 しO.iN硫 酸 で5分 間90～95℃ で抽 出 し抽出液

のPPCを 行 ないさらにKZ・ ¢picul¢t¢を用い るBioauto-

graphy1)に より検出 した(図5).図 示の よ うにCET,

CBTと もに5時 間以上の培養でほぼ 完全 にB1に 分解

されてお り,CETとCBTの 聞に分解 速度 の著明 な差

はなかつた.な お0時 聞で もかな りのBlが 検 出された

が培養開始 までにCETお よびCBTを 生理 食塩水中で

菌体に接触 させてい るのでこのあいだにBlに 分解 した

ものと思われ る.

図5CET,CBTお よ びB1集 積 菌 の 増 殖

添加 量0.legB1-HCIE/tube

 O.D. 
                       A 

 1.2 

1.0  CET 

 0.8 

 0.6 
                 131 

 0.4  CET 

 0.2 

 00 3 5 7 

              (hours)

(4)菌 体重量および蛋白質量の測定

従来菌の増殖度は610mμ におけるODを 測定 しOD

の高い ことか らCETがBIよ り強い活性 を示す として

きた.し か し菌の形態に変化 があるとき同一の菌量で

*6>OD=Opticaldensity
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図6Bioautographyに よ るCETお よびCBTの 菌 体 中 存 在形 の検 出

展 開溶 媒:酢 酸 ・n一ブ タ ノー ル ・水=1:4:5

使 用 菌株:Kloeckeyaapiculat¢
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も異なつたODを 示 す ことが考 えられる.CETとBI

の活性 の差 をさらに明確 にす るために菌体量お よび蛋

白質量の測定 を行なつた.

CET,CBTお よびBlの0.5μ9BrHCIEを 含む培地A

40m1に 菌 を接種 し,30℃ で18時 間培養後ODを 測定

し遠沈 し,洗 浄 して菌体 を集 め乾燥後菌体重量 および

蛋白質 量を測定 した(表1).こ の結果OD,菌 体重量

および蛋 白質量の いずれもCET>Bl>CBTの 順 とな

り,明 らかにCETを 添加 して培養すれば 大量の菌体

が生産 され ることがわかつた.

㈲ 増殖後の菌体中B1量 の測定

一般 に酵母はB1を 合成す る能力 を持つが 紹 .dpicu‐

lataのB1合 成力が きわ めて弱 い。CETを 添加す ると菌

のBl合 成力が増 してその結果菌 の増殖 が よくなること

が考え られる.B1お よびCETの10μ9Bl-HClEを 含 む

培地・4400mZに 菌 を接 種 し18時間静置培養 して得 た菌

体の乾 燥重量お よび総B1量 の測定 を行 なつた.結 果 は

表2に 示 す とお りBl,CETの いずれ を添 加 して培養1.

て もBl量 は添加量か らほ とん ど増加せず,一 方乾燥重

量はCETを 添加 したばあいの方がはるかに多 く,し た

がつて単位菌体 あた りのB盧 はB1を 添加 したば あいの

方 が多 かつた.

考 察

増殖後の 菌体重量 および 蛋 白質量の 測定結果か ら

CETを 添加培養 した とき,B1の ばあい より増殖度の

大 であ ることは明 らか である.

酵母がBlを 集積す ることは多 くの著者6)7)8)が認め る

303

ところであるが7菌 体 によるCETの 集積量 はBiよ り

少 な くCBTことほぼ等 しかつた.し たがつてCETが と

くに増殖促進効果 が優れているのは菌体への集積が容

易 であるため とは考 え難い.図5,6に おいてCETは

増殖 を開始 してか らもなお菌体中に存在 し,低 い増殖

促進効果 しか示 さないCBTと 同 じ速度でBlに 分解 さ

れ ることか らCETはBlと しての効果だけでな く,他

の増殖促進因子 として も働 くことが推察 され る.ま た

増殖後の菌体 が含 む総B正量はCET,Blの いずれ を添加

したば あいで も添加量にほぼ等 しく菌 自身 に よるBlの

合成はほ とん ど認め られ なかつた.CETは 菌体内で

BIに 徐々に加水 分解 されるか らCETがBlよ り優れた

増殖効果 を持 つ原因 としてCETのCarbethoxy基 が意義

を有す ると思われ るので今後の検討が必要で ある.

結 論

1)Kl.api,culataの 生理食塩水の浮遊液にBl誘 導体

を加え30℃ で放置する ときB1は容易に菌体中に集積 さ

れ るが7CET=CBT>DCETの 順で 集積 されBIに 比

べは るかに量が少ない.菌 体 を煮沸殺菌す るとBlは集

積 されずCETお よびCBTは い くらか集積 された.

2)CETお よびCBTは その まま菌体 に とりこまれ

3～5時 間の 培養 で徐 々にBlに 変化 することをBio-

autographyで 証明 した.

3)CETがBIよ り強い 増殖促進 効果の あることを

濁度 による比較 だけで なC,菌 体重量 および蛋 白質量

の測定に よつて も確認 した.

4)増 殖後の菌体が含むBl量 はBl,CETい ずれ を添

加 したば あいで も添加量にほぼ等 し くBlの合成力は き

表1 静置18時 間培養後の菌体重量お よび蛋白質量

添カロ量0.5μgB1-HCIE/40m1

OD
匝 乾鰊 体韓(・g)

B.総 蛋 白 質 量一(mg) ..

Bl

CET

CBT

0.83

1.17

0.79

14.6

27.2

13.2

:.:

14.73

7.67

0.57

0.55

0.60

表2静 置18時 間培養後の菌体中BI量

添加量10μgBI-HclE/400mZ

OD 八 乾鰊 腫 量(・g)1 B.総B1量(μg) B/A

Blank

Bl

CET

0.16

0.86

1.14

21.5

168.0

275.5

0.62

11.51

ii.oz

2.9x10_Z

6.8×10-2

3.9× ユ〇-2
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わめてはずかである。

5)以 上の知見 か らCETはBlに 変化 して増殖効果

を示 すだけでな く増殖初期 にはCETと して菌体 に存
噛在 す

るのでCETそ の ものが増殖促進性 を有す るもの

と推察 され る.(昭38.7.29.受 理)

なお終始 ご指導下 さいました武庫川女子大学岡田幸
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 THE GROWTH STIMULATING ACTIVITY OF THIAMINE 

DERIVATIVES ON THIAMINE REQUIRING MICROORGANISMS 

 (XI) ACTIVITY OF CARBETHOXYTHIAMINE AND THIAMINE 
     PROPYLDISULFIDE ON KLOECKERA APICULATA 

               Chikataro KAWASAKI and  Sumio SHINODA 

                 School of Pharmacy, Osaka University , Toyonaka

    Either carbethoxythiamine (CET) or thiamine propyldisulfide (TPD) is stronger in sti -
mulating the growth of Kloeckera apiculata than equimolar thiamine-HC1 , but the mode of 
action is different  : CET, when preincubated with Taka-enzyme in the broth

, showed the 
same growth stimulation as that with thiamine or Taka-enzyme treated carbobutoxythiamine . 
TPD, when preincubated with cysteine in the broth , stimulated the growth  "better than thiamine 
with cysteine. TPD, if preincubatad with a suspension of Kloeckera in saline , is easily  reduced 
to thiamine and the yeast centrifuged  showed the same growth as that preincubated with thia -
mine. As shown previously, CET is adsorbed in Kloeckera as CET and the adsorbed yeast 

showed better growth than thiamine-adsorbed yeast.  CET itself gradually reverted into thia-
mine in the yeast, while TPD when it was added to the broth was quickly reduced to thia -
mine and yet it is more effective in stimulating the growth than thiamine . Growth-stimula-
ting effects of the two compounds seemed to be based on different mechanisms .

CET*1)はB1要 求 性 酵 母Kloeckeyd¢picul¢taIFO

No.0630の 増 殖 をBl-HCIよ り強 く促 進 す る.著 者 ら

は この 原 因 を探 ぐる た めCETのKl.¢picul¢t¢ にた い す

る種 々の 態 度 を調べ 報 告 した1)2).TPD*2)な どの非 対

称 型Bl-disulfide,体 はCETと 同 じ くKZ.¢pi-cu-t¢ の

増 殖 をBiよ り強 く促 進 す る3).CETとTPDの 酵 母 に た

い す る態 度 を比 較 した の で報 告 す る.

実 験 方 法

(1)KZ.apiculataの 培 養

川 崎 ら4)の 方 法 に よ りHoff‐J¢rgensens)の 改 艮培 地

2mlに 試 料 を無 菌的 に加 え全量4mlと し,菌 液 を1/3

皮 下 注 射 針 に よ り接種 して30℃,20時 間 培 養 後 日立 光

電 比 色 計 を用 い て610mμ に お け る濁度(OD)を 測定 し

た.

(2)試 料

BI,CET,CBT*3)お よびTPDは すべ て 塩 酸 塩 を無

菌 蒸留 水 に溶 か して 用い た.

実 験 成 績

(1)タ カ ジ ア ス ター ゼ 処理 したCET,

CBTお よ びB、の 活 性..

CETお よび:CBTは タカ ジアスターゼに よりB1に復

帰 す るので6)7):あらか じめ タカ ジアスターゼの 作用に

よ りBlに復帰 せ しめておいてか ら菌 を接種 したぱあい

のCETお よびCBTの 活性 をBIと比較 した.培 地2ml

にCET,CBTま たは月10.02～0.1ｵgEα*4)を 加え タカ

ジアスター ゼB液(酸 性白土処理 によ りB1を除いた も

の)を 終濃度250mg%と なるよう加 え全量4mlと して

37℃,24時 聞保温後100℃,15分 聞滅菌(タ カ ジアスタ

*1>CET=S‐Ca・b・ ・h・xy・hi・mine*2'TPD
-Thi・mi・ ・p・ ・pyldi・ulfid・ …CBT=S-Garb。b。 ・。。ythi。mine
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図1タ カジ ァスターゼ処理 をしたC班,CBTお よびB1の1(乙 砂勧 弼 α にたいす る活性

(a)250皿g%タ カジァス ターゼで37℃,24時(b)タ カジァスターゼ処理 をせずに菌 を接

間処理後菌 を接種 種

OD.

μgEα!tube

一ゼ 中 の 雑 菌 を殺 すため)し,冷 後菌 を接種 した

(図1-a).ま た対照は培地 にタカジアスターゼを加 え

試料 を加 えずに保温後 滅菌 し冷後試料 を加 えて菌 を接

種 した(図1-b).タ カジアスターゼ処理 しない ときの

活性はCET>B1>CBTの 順 となつたが タカジアスタ

ーゼ を用いてB1に 復帰せ しめてお くと3者 は まつた く

同 じ活性 を示 した.

(2)シ ステ イ ン処理 を したTPI}の 活 性

培i#b2mlにCySH*5)-HCIを 終濃度50㎎%に なるよ
"う

に加 えて滅菌 し試料 を加 えて全童4m♂ として60℃,

30分 間 保温 しTPDをBlに 復帰せ しめたの ち菌 を接種

し30°C,20時 間培養 した(図2-a).ま た対照は60℃,

30分 間の 保温 を行 なわずに 菌 を接 種 した(図2-b).

TPDはCETと 異 な り菌体 外でBlに 復帰 してい て もな

おBlよ り高い活性 を示 した.な おTPD1μgEα にっい

て本実験 と同条件でCySH処 理 を行 なつ たところBl生

成率は102%で あつたので図2-aに 示 したTPDはCySH

処理で完全にBlに 復帰 していた とい える.ま たCySH

はKl.apiculat¢ の増殖 を阻害す るがこの濃度では阻害

はわずかであつた,

QD.

μgE(Z/tube

*4)μgEα ロ μgB1-HCI相 当 量

*5>CySH=Cysteine

μg$q/tube

(a)50皿g%CySH添 加 培地 で60℃,30分 処 理 後

菌 を接 種

(b)CySH処 理 せ ず に 菌 を接 種
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図3TPDま たはB港 集積 したK1.頭 伽醸傍の増殖

(的 生理食塩水で集積遠沈 して菌体 を集 め(b)生 理食塩水 申で集積後遠沈 をせず菌体

洗浄後培地 で希釈 の生理食塩水懸濁液の まま培地で希釈

(3) BPDま だはB、を集積した菌体の増堯

CETは 生理食塩水中で 菌 体に 接触 させると菌体 に

とりこ まれ,こ の菌体 を培地で希釈 し培養す ると同様

に操作 したBlよ り高い活性 を示す2).TPDに ついて同

様の検討 を行なつた.菌 体(乾 燥重量 として30㎎)の 生

理食塩水浮遊液にTPDま たはBI10μgEα を加 え生理食

塩水で全量5mlと して30℃,30分 間保温 した.こ の操

作で添加 したTPDお よびBlは 完全に菌体 に集積 され

TPDはB1に 還元 された.こ の菌体 浮遊液 を一部は遠

沈 して菌体 を集 め,菌 体 を生理食塩水で2度 洗つたの

ち培地で希釈 し(図3-a),他 の 一部は 遠沈 せずその

まま培地で希釈 して(図3-b),そ れぞれ0.01～0.08μg

Eα/tubeの 集積菌液 として30℃,20時 聞 培養 し た.

TPDは 生理食塩水 中で 菌体に 集積 された とき遠沈洗

浄操作 の 有無 にか かわ らずBlと 同じ 活性 しか示 さず

CETと は態度 を異に した。

(4)TPDお よびB1のKl.apieulata

に た いす る活 性:接 種 菌 量 の影 響

(3)に おい てTPDがB且 と同 じ活 性 しか 示 さなか つ た

原 因 の ひ とつ と して通 常 の 培 養 方 法 よ り も接 種 菌 量が

多 い こ とが あげ られ,ま たL,¢ctob¢cillusfeymenti .36

図4TPD,BlのKl.¢picul¢t¢ に た いす る活 性

接 種 菌量 の 影 響

BI,TPDO.05μg石 α/tube
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に おいて接種菌量の少 ないほ どTPDとBlの 活性の差

が あらわれやすい事実8)が あるので接種菌量の影響 を

しらべ た.B1ま たはTPDOの5μgEqを 含 む培地に通常

の 接種 菌量の1/10～103倍 の菌を接種 し30℃,20時 間

培養 した(図4).(3)に おける菌量は通常 の菌量の約10

～100倍 であつたが この範 囲ではTPDは あ きらかにB1

よ り高い活性 を示 した.

(5)菌 体浮遊液によるTPDお よび

CETのB1へ の復帰

菌体(乾 燥重量 として約10mg)の 生理食塩水浮遊液 に

TPDま たはCET10μgEα を添加 しpH4.7,30QCで 保温

し,一 定時間後10%メ タリン酸5mlを 加 えて反応 を

止 め,10分 間水浴上で煮沸 して菌体中B1を 抽 出し遠沈

後上清 を用いて遊離BI量 および 総BI量(TPDお よび

・CETを含 めた ものを意味 しTPDはCySH処 理,CET

はアルカ リ処理7)を 行 なつてBlと してか ら求めた)を

BrCN法 に より測定 した(表1).TPDは ほぼ完全 にB1

に復帰 したがCETのB1へ の 変1ピはご くわずかで 両者

間 に天 きな差がみ られた.

表1菌 体 浮 遊 液 に よるTPDお よびCETか らの

B1生 成

TPD,CET:10ｵgEα

菌体:10皿g(乾 燥 重 量)

全 量:5ml,30℃,pH4.7

C3rbeth。xy基 は菌体内で有効で あるとい える.し か し

ここで注意すべ きはCETを タカ ジアスターゼ処理 し

たの ち加熱滅菌 した ことで,も しCarbethoxy基 が加

熱操作で揮 散 して しま うな らば上の推論は成 りたたな

い.タ カジアス ターゼ中の雑菌 による汚染 を防 ぐため

タカ ジアスターゼ処理後滅菌 したカ㍉ これはCET分 解

酵素 を無菌的に作用 させて比較 することによ り解 明 し

うるであろ う 逆 に生理食塩水 中でCET,TPDを とり

こんだ菌体 を培地 で希釈す るとCETはBlよ り活性 が

高 い2)の にたい し,TPDはBlと 同 じ活性 しか示 さな

い。 これは(5)で示 した ようにTPDが 生理食塩水中で

菌体 との接触 によ り容易にB1に 復帰するこ とが関連 し

てい るようであ り,培 地中で還元 したと きにはTPDが

B1よ り強い活性 を示す ことと著 しい対比 をなす もので

ある.CETは 生理食塩水中で はひじよ うにBlに 復帰

しに くいが培地 中で菌が増殖状態に あるとき徐 々にBl

に戻 る1)2).以上の ようにTPDとCETはKl.apiculata

にたい する態度にかな り差がみ られ,次 報で述べるよ

うにB1拮抗体 による阻害の程度に も違いがみ られ る.

両者は ともにKl.apiculataの 増殖 をBIよ り強 く促進 す

るが,そ れぞれ異なつた機構に よる もので あると考 え

られ る.

保温鞠 ・}・ ・i・ ・6・8・i1・ ・

98%194%
(98)IC96)

結 論

TPD

CET

11%

(98)*

0

(96)

96

(94)

7

(95)

95

(96)

7

(99)

97

(96)

8

(96)

9

<ioo>

12

(94)

*()内 は 総B1量(た だ しTPDま た はCETを 含

めた 値 を 示 す)

考'察

TPDお よ びCETは と もにKl.apiculataの 増 殖 をB1よ

り強 く促 進 す るが両 者 のKl.¢picul¢t¢ に た い す る態 度

に は 異 な る点 が み られ た.CET,CBTは 菌 体 外 でB1に

復 帰 せ しめ た と きB,と 同 じ 活 性 とな るがTPDは 菌 体

外 でB1復 帰 してい て もBlよ り強 い活 性 を示 した.両 者

と もにB1に なつ て は じめ て活 性 を示 すの で あ るか らBi

・に復 帰 す る こ とに よ り生 じたPropylmercapto基 も し く

はCarbethoxy基 が 活 性 に 有 効 で あ る と考 え[ちれ るが

薯 者 の 実験 成 績 か らPropylmercapto基 は 菌 体 外 でン

TPD,CETは ともにKl.apiculataの 増殖 をB1よ り強

く促進 するがつ ぎの よ うな異 なつた態度 を示 した、

〔1)CETは 菌体外で タカジアスター ゼ に よりBlに

復 帰 したと きB1と同じ活性 を示 す.

{2)TPDは 菌体外でCySHに よ りB1に復帰 した とき

もなおBlよ り強い活性 を示す.

〔3}生 理食塩水中で 菌体 に とりこまれたTPDは 培

地で希釈 して培養 した ときB1と同 じ活性 しか示 さない

が,同 様の操作 をしたば あいCETはB1よ り高い活性 を

示す.

(4)TPD:は 菌体の 浮遊 液によ り容易にB1に 還元 さ

れ るがタCETはTPDに 比べBlに 戻 りに くい.

以上の ようにTPDとCETはKl.apiculataに たい して

異 なつた態度 を示 すので両者の活性は異 な る機構 によ

るもの と考 えられる.・

(昭39.7.28.受 理)
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 Carbethoxythiamine stimulates the growth of a thiamine -requring mutant , Kloeckera 
 apiculata IFO No. 0630, more than thiamine -HC1. To clarify the reason, various 

behaviors of CET toward K .  apiculata was investigated by the authors (1, 2). Asymmetrical thiamine disulfide derivatives , such as TPD, promate the growth of 
K.  apiculata like CET more than thiamine (3). In this paper, the behavior of 
CET toward the growth of K . apiculata is compared with that of TPD .

                         EXPERIMENTAL 

  1. Culture of K.  apiculata 

   To 2 ml of the medium improved by  Hoff -b5rgensen (5), as described by the 
author (4), the samples were added aseptically in a total volume of 4 ml . The cells 
were inoculated to the medium with a hypodermic syringe with a needle, 1/3 mm i
ri diameter. After incubation at 30° for 20 hours , the growth of the cells was 

measured  spectrophotometrically as the optical density at 610  m
it, using Hitachi S

pectrophotometer. 

  2. Samples 

   Thiamine, CET, CBT and TPD, each as hydrochloride , were dissolved in steri-l
ized distilled water. 

 3. Determination of TPD and  CET 

   TPD was reduced to thiamine by cysteine treatment and the thiamine th us 
produced was determined as thiochrome by the BrCN method . CET was treated with 
alkali (7) and the thiamine thus produced was determined by the  BrCN meth od.

                         RESULTS 

1. Activities of  CET, CBT and Thiamine Treated with Takadia stase 
 As CET and CBT are known to be easily reduced to thiamine by Tak adiastase 

1 The Growth-stimulating Activity of Thiamine Derivatives on Thiamine -requiring Microor-
 ganisms. XI. Following abbreviations are  used  : CET,  carbethoxythiamine  ; TPD , thiamine  propyl disulfide; CBT,  S-carbobutoxythiamine. 2 )1114-At15 , 

                              153
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(6, 7), both derivatives were treated with Takadiastase to be converted into thia-
mine and the activities were compared with that of thiamine as follows. To 2 ml 
of the medium,  CET, CBT or thiamine, equivalent to  0.02-0.1 pg thiamine, is added 
and, in addition, Takadiastase B (thiamine was removed by adsorption on acid clay) 
is  added to give a final concentration of 250 mg per 100 ml in a total volume of 4 ml. 
The mixtures were incubated at 37° for 24 hours.  Thereaf  ter they were heated at 

 100° for 15 minutes for sterilization of the bacteria contaminated in Takadiastase 
solution and after cooling, the bacteria were inoculated (Fig. 1, A). The control 
test was made in the same way but without Takadiastase treatment (Fig. 1, B).

 Amount corresponding to  p.g thiamine per tube Amount corresponding to  vg thiamine per tube 

 FIG. 1 Activity of  CET, CBT and Thiamine after Takadiastase 
        Treatment on the Growth of K.  apiculata 

       A, inoculation was made after incubation at  37° for 24 hr with 250 mg 
          Takadiastase per 100 ml 

        B, inoculation was made without  Takadiastase treatment. 
        0, thiamine;  ^, CET;  Zs., CBT. 

Without Takadiastase treatment, the activity showed in the decreasing order of  CET, 
thiamine, CBT, but after conversion to thiamine by Takadiastase all showed the 
same activity. 

 2. Activity of TPD Treated with Cysteine 

   To 2 ml of the medium, cysteine hydrochloride was added up to a final con-
centration of 50 mg per 100 ml. After sterilization the samples were added in a 
total volume of 4 ml. The mixtures were heated at 60° for 30 minutes to reduce 
TPD to thiamine. After inoculation, the whole were incubated at 30° for 20 hours 

(Fig. 2, A). The control tests were made with inoculation of the medium, but 
without heating at 60° for 30 minutes (Fig. 2, B). TPD showed, however, differing 
from CET, stronger stimulation of the growth than thiamine, though TPD had
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 FIG. 2 Activity of TPD and Thiamine Treated with Cysteine on the 
        Growth of K.  apiculata 

        A, inoculation was made after treatment with 50 mg cysteine per 100 ml 
           at  60° for 30  min. 

         B, inoculation was made without cysteine treatment. 
 ^, TPD (A);  ^, TPD (B); 0, thiamine (A); •, thiamine (B). 

been converted to thiamine extracelluarly. TPD equivalent to 1  pg thiamine pro-
duced 102 thiamine after cysteine treatment under the same condition as de-
scribed above. Therefore, TPD given in Fig. 2, A is assumed to have completely 
converted to thiamine after cysteine treatment. Cysteine is known to inhibit the 

growth of K. apiculata, but it was very slight at this concentration. 

 3. Growth of the Cells Accumulated with TPD or Thiamine 

   CET was taken up by the cells in the saline . If the cells thus treated were 
diulted with the medium and were incubated, it showed the activity greater than 
thiamine treated similarly (2). The same test was made with TPD as follows . To 
the cell suspension in saline (containing 30 mg dry weight of cells) , TPD or thia-
mine, corresponding to 10  pg thiamine, was added in a total volume of 5 ml . The 
mixtures were heated at 30° for 30 minutes. With this treatment, TPD or thiamine 
added to the suspension was completely accumulated in the cells and TPD was 
reduced to thiamine. A part of the suspension was centrifuged and the cells were 
washed twice with saline and suspended in the medium (Fig . 3, A). The other 
part of the suspension was diluted immediately with saline (Fig. 3, B) without 
centrifugation. The suspensions containing the vitamin , equivalent to 0.01-0.08  pg 
thiamine, were cultured at 30° for 20 hours. TPD, accumulated in the cells being
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                       . _ 

Amount corresponding to  p.g thiamine per tube Amount corresponding to  bcg thiamine per tube 

         Fie. 3 Growth of K.  apiculata Accumulated TPD or Thiamine 
         A, after accumulation of the vitamin in saline, the cells are collected 

            and washed and diluted with the medium 
         B, after accumulation of the vitamin in saline, the cells are diluted 

             with the medium without centrifugation. 
             0, thiamine; •, TPD. 

suspended in saline, showed the same activity as thiamine irrespective of the treat-
ment of centrifugation and washing, a behavior quite different from CET. 

 4. Activity of TPD and Thiamine on K. apiculata (Effects of the Amounts 
of the Cells Inoculated) 

   That TPD showed the same activity on the growth of K. apiculata as thiamine 

may be due to the fact that more cells were inoculated than in the ordinary culture. 
On the other hand, it was observed in the culture of Lactobacillus fermenti 36 
that the difference of the activities between TPD and thiamine was the more 
marked, the less bacteria were inoculated (8). The effects of the amounts of the 
inoculated Kloeckera were therefore investigated as follows. To the medium contain-
ing TPD or thiamine equivalent to 0.05  Ag thiamine, the cells 0.1 to  103 times the 
amount usually empolyed were inoculated and the whole were cultured at  30° for 20 
hours (Fig.  4). In the experiment given above (Fig. 3), the yeast about 10 to 100 
times the amount usually employed was used. Within this range, TPD showed 
definitely greater activity than thiamine. 

 5. Reduction of TPD and  CET to Thiamine by Cell Suspension 
   To the cell suspension in saline containing the bacteria (about 10 mg as dry 

weight) was added TPD or  CET equivalent to 10  rg thiamine and the whole was
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        Fin. 4 Activity of TPD and Thiamine on the Growth of K .  apiculata 
       (Effects of the Amounts of Inoculated Cells) 

        Amounts of TPD and  thiamine  : equivalent to 0.05  fcg thiamine per tube. 
 0,  thiamine  ;  •  , TPD. 

incubated at pH 4.7 and  30° . After a certain period, the reaction was stopped by 
addition of 5 ml 10 % metaphosphric acid , and the thiamine in the cells was ex-
tracted for 10 minutes in a boiling water bath . After centrifugation, the supernatant 
was assayed for free and total thiamine including TPD and  CET (Table 1). Re-
markable differences were observed between the conversion of TPD and CET into 
thiamine; TPD was completely reduced to thiamine but  CET was a little reduced . 

 TABLE 1 
 Fcrnzation of Thiamine from TPD and  CET by Cell  Suspension 

          Amounts of TPD and  CET, equivalent to 10  jog  thiamine; cells, 10  jog           (d
ry weight); total volume,  5  ml  ; 30°, pH 4.7.

 Iucubation time  (min)

0 20 40 60 80 100

 per cent
TPD 11 

 (98)°
96 

(94)
95 

(96)
97 

(96)
98 

(98)
94 

(96)

 CET 0 
(96)a

7 
(95)

7 
(99)

8 
(96)

9 
(100)

12 
(94)

 a Total th  iamme estimated including TPD or  CET.
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                         DISCUSSION 

Both TPD and CET were shown to stimulate the growth of K.  apiculata more 
than thiamine, but the behaviors of the two toward the yeast were different. CET 
and CBT showed the same activity as thiamine when they were reduced to thiamine 
extracellularly, whereas TPD showed the activity greater than thiamine, when it 
was converted to thiamine extracellularly. Both of them became active after con-
version to thiamine. Therefore, the propylmercapto or carbethoxy radical which 
was produced during conversion to thiamine, is assumed to be effective for the growth. 
From the findings of the authors it is assumed that the propylmercapto group was 
effective extracellularly and carbethoxy radical intracellularly. But it is to be noted 
that CET was heat-sterilized after Takadiastase treatment. If the carbethoxy group 
is evaporated by heat sterilization, the above assumption may be untenable. To avoid 
the contamination in Takadiastase preparation, the suspension was sterilized after 
Takadiastase treatment, but the effect may be clarified by comparing the suspension 

 after aseptic addition of CET-degrading enzyme. When the cells in which CET 
and TPD had been accumulated in saline were diluted with the medium, CET 
showed the activity greater than thiamine (2), but TPD was as active as thiamine. It 
may be due to the fact that TPD was easily reduced to thiamine by the contact 
with the cells in saline. It is a good contrast to the finding that TPD showed the 
activity greater than thiamine, when it was reduced in the medium. CET is hardly 
reduced to thiamine in saline, but was gradually reduced in the medium when the 
cells were in the accelerated growth (1, 2). It was thus concluded that TPD and 
CET stimulate the growth of K. apiculata but each of them behaves differently in 
the mechanism of growth-stimulation. 

 SUMMAR  Y 

Both thiamine propyl disulfide (TPD) and S-carbethoxythiamine (CET) stimulate the 

growth of K. apiculata but they show the following different behaviors. 
    1. When CET is reduced to thiamine extracellularly by Takadiastase, it shows 

 the same activity as thiamine on the growth of the bacterium. 
    2. When TPD is reduced to thiamine by cysteine extracellularly, it shows the 

 activity greater than thiamine. 
    3. When TPD accumulated in the cells in saline are diluted with the medium 

 and incubated, they show the same activity as thiamine, but when CET is treated 
 in the same way, it showes the activity greater than thiamine. 

    4. TPD is easily reduced to thiamine in the presence of the yeast suspension 
 but CET is slowly converted to thiamine on the same treatment. 
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     STUDIES ON ANTAGONISTS OF THIAMINE 

(XVI) COMPETITION OF OXYTHIAMINE TO MODIFIED THIAMINE 
        COMPOUNDS ON KLOECKERA  APICULATA 

               Chikataro KAWASAKI,  Sumio SHINODA 

                      and Hideyo NOSE 

         Faculty of Pharmaceutical Sciences, Osaka University, Toyonaka

    Some of modified thiamine compounds stimulated the growth of Kloeckera apiculata 
more strongly than thiamine but the growth by these compounds was more effectively inhibited 

by oxythiamine than the growth by thiamine, inhibited by oxythiamine. 50% inhibition index 
to oxythiamine ; thiamine, 68,000 ; thiamine propyldisulfide (TPD), 4,600 ; benzoylthiamine 

monophosphate (BTMP), 210 and S-carbethoxythiamine (CET), 42. The accumulation of these 
compounds on Kloeckera cells was inhibited by oxythiamine ; inversely proportional to inhibition 

index. Kloeckera cells, when preincubated and accumulated with TPD or BTMP, were inhibited 
by oxythiamine on the growth test to the same extent as thiamine, whereas cells preincubated 

with CET were inhibited more strongly by oxythiamine than those with TPD or BTMP . 
These differences could be explained by the stability of CET and easy reversion of TPD or 
BTMP to thiamine.

B1誘 導 体 の 多 くはBl要 求 性酵 母KZoθ`為 θ7α¢piculut¢

IFOO630に たい してBl対 応 量よ り 強 い 増 殖 促進 性 を

示すi)2)3).Bl拮 抗体 で あ るOxy-Bi*1)はKl.apicul¢ta

に お い て は 増殖 阻 害 作 用 が 非 常 に弱 い こ とが 報告 され

て い る4).今 回Bl誘 導 体 に よ るKl.apiculataの 増 殖 促

進 性 に た い してOxy-B1が い か な る 影 響 を お よ ぼす か

につ い て検 討 したの で 報 告す る.

実験方法および実験成績

(1)B1ま た はB、誘 導 体 の 増殖 促 進 性 にた

いす るOgy-B1の 影響

Kl.apiculataに よ るBl定 量用培地5)2mlに 各量の

Oxy-B1を 加え滅菌後無菌的に調製 したBIま たはB1誘

導体0.05μg召α*2)を加え全量4mlと しKZ.apiculataの

生理食塩水浮遊液を注射針か ら1滴 加え30℃ で20時 問

培養後610m,uに おける 濁度を 測定 し図1の 結果を得

た.

Oxy-Blが 存在 しない ときにはTPD*3),BTMP*4},

CET*5)はBIよ り高い増殖促進性を 示 したがBlの 増殖

促進性は1㎎ のOxy-B1で も阻害されず,10mgのOxy-

B1に よ り阻害 され るのにたい して各Bl誘 導体 の増殖促

進性はいずれ もBIの ばあいよ り少ないOxy-Blに よ り

阻害を受けた.

同様な実 験を他 のBl誘 導体を用いて試 み次式に した

*DOxy-BI=Oxythiamine*2)Eα=Equivalenttothiamine*3)TPD=Thia
minepropyldisulfide

*4)BTMP=S-BerzQylthiamine-0-lnonophosphate*5)CET=S -Carbethoxythiamine
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TablelCompetitiveinhibitionratioofoxythiaminetothiamine-derivatives

onthegrowthofKl.¢picul¢t¢

Thiamine TPDTATDTTFDTDSIBTMPISBT(CET
.:111 4,600 3,100 4,400 2,800 210 81 42

Fig.IInfluenceofoxythiaminestimulationof

Kl.¢picul¢tabythiaminederivatives

O.D

0

-9レ ・.

●-a鳴 一

一 一一〇.・ 　

Bl

TPD

BTMP

CET

抑紕 一5°%の犠 驚 羅 穩y-B量

こ こ に 用い たBl誘 導 体 は す べ てBiと 同等 も し くはそ

れ 以上 の 増 殖 促 進 性 を示 した が,Oxy-B1と の 抑 制 比

はす べ てBlよ り低 い値 を示 した.TATD*6),TTFD*7),

TPDお よびTDS*8)は い ず れ もDisulfide構 造 を 持 っBl

誘 導 体 で あ るが これ らは ほ ぼ 等 しい 抑制 比 を 示 し,

S-Acyl型 誘 導 体 で あ るSBT*9),BTMPお よびS-Carb‐

alkoxy型 であ るCETはDisulfide型B1誘 導体 よ り さ らに

低 い 抑 制 比 を 示 した.

(2)B1誘 導 体 のB1へ の 復 帰 に お よ ぼす

Oxy-B1の 影 響

Bエ誘 導体 がBlに 復帰 す る 過 程 をOxy-BIが 阻 害 す る

か 否 か を 知 るた めっ ぎ の実 験 を 行 なっ た.Kl.α 伽 鯵

1¢t¢の ア セ トン 乾 燥菌 体 を 調 製 し,こ の30㎎ にTPDま
冒

た はCET10μgEα お よ びOXy-BlO,1,10mgを 添加 し

pH4.7,30℃ で 保温 後 生 成Bi量 を測 定 した.TPDか らの

B1生 成 率 はOxy-BI量 に 関 係 な く30～34%でOxy-B1の

影 響 は み られ な か つ たが,CETか らのBl生 成 率 は本 条

件 で は5%前 後 で 非常 に低 くOxy-Blの 影 響 を 明 らか

にす る こ とは で きな か つ た.

(3)B、 誘 導 体 の菌 体 へ の集 積 に お よ ぼ す

Oxy-B1め 影 響

乾燥重量 として約5皿gに 相当す る菌体 を生理食塩水

にけん濁 させ,B1誘 導体5μgEα お よび各種 のOxy-B1

Fig21nfluenceofoxythiaminetotheaccummu‐

lationofthiaminederivativesonKl.apicu‐

1¢td

*6)TATD=Thiamine8-(methy1-6-acetyldihydrothioctate)disulfide*7)TTFD=Thiaminetetra-

hydrofurfuryldisulfide*8)TDS=Thiaminedisulfide*9)SBT二S-Benzoylthiamine
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Table2Accumulationofthiamine,thiamine-derivativesoroxythiamineonKl.¢picul¢t¢cells

Thiamine TPD BTMP CETIOxythiamine
Cells98μg75ug41μg12μg

SupernatantI323156i82

15mgofcellswereincubated::with100μgoflthiamine,thiamine.derivativesor

oxythiamineinsalineatpH4.7,30°Cforlhour

35μ9

61

を加えpH4.7,全 量5mlと し30°Cで1時 間保温 後遠沈

により上清 と菌体に分離 し,菌 体 を生理食塩水 で2度

洗浄 し洗液を上清に合 した.菌 体を0.1NHC15mlで

10分間煮沸抽出 して得た菌体抽出液および上清液 の一

定量に1%タ カジアスターゼ液1mZを 加 えpH4.5で

45℃,2時 問保温後Bl量 をBrCN一 チ オクロム螢光法で

定量 した.な おTPDは システィン処理6),BTMPは

システインおよびタカジアス ターゼ処理7),CETは ア

ルカ リ処理8)を行なってB1と してか ら測定 した(図2).

Blの集積は50㎎ のOxy-Blに よっては じめて阻害 され

たのにたい してTPD,BTMP,CETの 集積 はいずれ も

より少ない量のOxy-B1に より阻害 され た.

(4)B、,B、 誘 導 体 ま たはOxy-Blの 菌 体 へ の

集 積

前実験にみ られ るよ うにB1誘 導体の集積 には差が認

められた.こ の差を明確にす るため大量 のBlま たはBI

誘導体を菌 体に添加 して 実験を 行ない同時にOxy-B1

の集積 量 も測定 した.乾 燥重量約15mgの 菌体に培地 中

でBI,B1誘 導体またはOxy-BlloOμgEα を加え以下(3)

に従って集積量を 測定 した(表2).Oxy-Blの 定 量は

Prebluda法 の改良法9)に従がった.集 積量はBl>TPD

>BTMP>Oxy-Bl>CETと なったが,Blは 添加量の

ほ とん どが菌体か ら検 出され たので添加量 を増せばさ

らに集積 され ると考 え られ る.

(5)B1ま た はB1誘 導 体 を 集 積 した 菌 の 増

殖 にお よ ぼすOxy-B1の 影 響

(3)に示 したようにOxy-BIはBl誘 導体 の菌体への集

積を阻害す る,そ こでB1誘 導体を集積 した菌の増殖に

与える影響 について検 討 した.乾 燥重量 と して30㎎ の

菌体 にB1ま たはB1誘 導体5μgEα を 添加 し30°C,1時

間保温後遠沈 して菌体 を集 め,そ の1/100に たい して

各量 のOxy-B1を 添加 して培地 にて全量4mlと し30℃,

20時 間培 養後 濁度を 測定 した(図3-A) .な お30℃,

1時 間保温後 の菌体 による集績量を測定 したが,添 加

したBlま たはBl誘 導体はいずれ も完全に菌体 に集積 さ

れてお り,TPDお よびBTMPで はB1に 変化 して検出

され,CETで は31%がB1と して,残 りがCETと して

集積 され ていた.

同時に対照 と して 圖 の実験を行なっ たが(B)に おい

ては集積 の操作を 行なわず(A)と 同一菌量に たい して

Oxy-B1とB1ま たはBl誘 導体を同時に添加 した.(B)は

図1と 同 じ実験をたんに接種菌量のみを多 くして行な

つたのであるか ら本来な らば図1と 同 じ傾向がみ られ

るはずで ある.Oxy-BIに よ る影響の受け方がBl<TPD

<BTMPくCETの 順 にな るとい う点で は 図1と 図3-

Bと は一致 した.一 方(A)においてはこのよ うなB誘 導

体 間の 明 らかな 差は 認 められず,TPD,BTMPはBl

と同様 な阻害曲 線を 示 したが,CETの みは やや強 く

Oxy-Blに よ り影響を受けた.

考 察

Bl誘 導体の多 くはKl.apiculataに たい してBlよ り強

い増殖促進性を持つが,Oxy-Blに よる 影響を強 く受

け,影 響 の受け方にはB1誘 導体の構造によ る共通性が

み られた.CETは 最 もOxy-Biの 影響を強 く受 けBIの

ばあいの1/1,000のOxy-B1に よ り増殖阻害を 受 けた.

Oxy-B1は 生体 内で リン酸化 されてTDP*10)と 競合 的に

拮抗す るといわれて いる.B1誘 導体 はBIと なつて は じ

めてBl活 性を示すのであるか らB1に復帰 して しまえば

B1と 同 じような態度 でOxy-Blと 拮抗す るはずである.

今回の実験のよ うなばあいにはB1に 復帰 しがたいB1誘

導体においてOxy-Blの 影響が強 く現われた と考 え ら

れる.B1誘 導体が増殖促進性を示す ためにはまず菌体

に集積 されなければな らない.

岩島 らlo)はパン酵母のBlと りこみが50倍 量のOxy-

B1に ょっ てあま り影 響され ない ことを 報告 して いる

*io>TDP=Thiaminediphosphate
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Fig.31nfluenceofoxythiaminetothegrowthofKl.apiculatawiththiamineanditsderivatives

(A)YeastcellscontainingO.05μgthiam三neoritsequivalentderivat量ves

(B)ThesameamountofyeastcellsinthebrothcontainingO.05ｵgthiamineoritsderivatives

が,著 者 らの 結果で もKl.apiculateに よ るBl集 積は

Oxy-B1に よつて あま り抑制 されなかつた.し か し図

2が 示す ようにBl誘 導体 の集積はOxy-Biに よ り顕著

に抑制 され,こ の傾向 は図1の 増殖阻害の傾 向 と一致

した.ま た生理食塩水 中でBIま たはB1誘 導体を菌体 に

集積 させ たのちOxy-Blを 添加 して培養す るとTPDお

よびBTMPは まった くBエと同 じ態度を示 した.し たが

つて この2種 の誘導体の 集積がOxy-B1に より強 く抑

制 され るため 増殖促進性が強 く抑制 されたので あろ

う.CETを あ らか じめ菌体に集積 させたのちOxy-B1

を添加 して増殖 させ ると対照に くらべ るとBIと の差が

少 な くな るが,TPD,BTMPほ どには阻害回復 はみ ら

れ なかつ た.CETの ばあい 菌体 に 集積 されたのちも

一 部はCETの 型をとどめ るのでCETが 菌体にと りこ

まれる段 階をOxy-Biが 阻害す ると同時に このCETが

BIに変化す るときに もOxy-Blが 阻害作用を 示すのか

も知れない.ア セ トン乾燥菌体を用いてこの点を検討

したが アセ トン乾燥菌体のCET分 解力が 弱いため結

論を出 し得 なかつた.い ずれに して も増殖阻害比 の差

の1つ の原 因はBl誘 導体 の菌体 による集積にたいす る

Oxy-BIの 影響の差 とい うことがで きる.

図1と 図3-Bは 同じ実験を行 なっ た ものであ るが接

種菌量が異な り,図3-Bは 図1よ り大量の菌体 を接種

した ものである.1～100μgのOxy-Blを 添加 したばあ

いを比較す ると図1で はB1に たい してなん らの影響を

与 えないのに たい して 図3-Bで はかな りの 影響を与

え,Oxy-Blを 添加 しない ときよりも 増殖度を 減少せ

しめていた.こ のよ うに大量の菌体を接種 した ときの

方が低濃度 のOxy-B1の 影響を受 け易い原 因は 不明で

あるが,1つ の説明 としてつぎのような ことが考え ら

れ る.表2か らわか るよ うにOxy-B1の 菌体 への集積

はBlに くらべ困難であ る.1例 と して0.05ｵgのBlお よ

び10μgのOxy-BIを 異なつた菌量 に添加 した とき少な

い菌量のばあいB1は すべて菌体に 集 積され るがOxy-

BlはB1よ り集積 力が弱 く添加量 もB1よ り多いので一部

しか集積 されないであろ う.一 方,多 量の菌体のばあ
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いや はりBlは すべて菌体に集積 され るが菌量が多いた

め結果的には 単位菌体が持つBl量 は 減少す る.oXy-

B1は菌体量が少ないばあいには多量に菌体外に残つて

いたのであ るか ら菌体量が増せば総集積 量は増加 し,

単位菌体の持 つOxy-B1量 には変化が ないで あろ う.

したがつて単位菌体 中のOxy-B1量 とB1量の 比は菌体

量によ り変化 し,多 量の菌体 のば あいにはBlに たいす

るOxy-Biの 量が増加 し阻害作用が現 われ易 くな ると

考え ることが できる.

〔1)Bl誘 導 ・iよ

り強 い増殖促進性を 示すが,そ の 増殖促進性 はOxy-

Biに よ りBlのばあいよ り強 く阻害 され,拮 抗比はBl>

TPD>BTMP>CETと なった.

(2)Oxy-B1はBl誘 導体の菌 体への 集積 を 阻害 し,

CET>BTMP>TPD>Blの 順に強 く作用をお よぼ し

た.

(3}あ らか じめBl誘 導体を 菌体 に 集積 させてか ら

Oxy-Blを 添加 して培養す るどTPDお よびBTMPはBl

と同 じ態度を示 し,CETの みがやや強 くOxy-B1の 影

結 論
レ!へ 〃 ノ}斗71π 扁M,ln{n≧r子 炉「.、iアF

響を受 けた.

(4)Oxy-B1はBI誘 導体の菌体への 集積の 段階およ

びBlへ の復帰 の段階を阻害 し,こ のために増殖促進 性

にたいす る影響の受 け方が各誘 導体で異なった と思わ

れる.(昭42.10.7。 受理)

(経 費 著 者 負 担)
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(XIV)酵 母 に集積 された ビタ ミンB、の存在部位 と細胞 からの放出
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THE GROWTH-STIMULATING ACTIVITY OF THIAMINE 
     DERIVATIVES ON THIAMINE-REQUIRING 

             MICROORGANISMS 

 (XIV) THIAMINE, ACCUMULATED ON YEAST CELLS ; ITS 
   DISTRIBUTION IN CELLS AND RELEASE FROM CELLS 

      Chikataro KAWASAKI,  Sumio SHINODA and Teruyo  ONO 

       Faculty of Pharmaceutical Sciences, Osaka University, Toyonaka

    Thiamine, when preincubated with yeast cells in glucose solution, was almost completely 
absorbed on cells. The thiamine on cells could not be destroyed on the incubation with crude 
thiaminase from B. thiaminolyticus or Corbicula, although it was easily released from the cells 
on the digestion with cell-wall-lytic enzyme from  Streptomyces albidoflavus. The stability of 

protoplasts prepared from thiamine-accumulated  Kl. apiculata cells was decreased inversely 
proportional to thiamine contents. The highly accumulated thiamine on yeast cells was partly 
released by osmotic shock or during the process of fermentation, corresponding to the decrease 
of viable cells. The thiamine was completely released from sedimentation fractions of cells, 
after the treatment with Braun cell-desintegrator. The thiamine accumulated on yeast cells, was 
found as free thiamine located in the concentrated status between cell-walls and cytoplasmic 
membranes.

次報1)にのべるよ うに酵母Kloackey¢apoculataは 多

量のBlを 集 積す る.小 野 ・市川2)は 清酒酵母に集積さ

れたBlが 酵 母細胞壁表面の粘質物に付着 して存在する

と推定 し,Suomalainenら3)は パン酵母 中のB1は すべて

原形質 内に 存在す ると推定 して いる。 著者 らはKl.

apiculataに集積 され たB1の 存在部位について検索 を加

えた.

実 験 方 法

(1)使 用 酵 母

Kl.apiculataIFOO630,Sacch¢yomycesc¢ylsbey‐

gensisIFOO565,Sacch.cerevisiaeIFOO305,

(2)An*1)液 の 調 製

シ ジ ミま た は ハ マ グ リを6倍 量 の0.1Mリ ン 酸 緩 衝

液(pH6.5)と 混 和 後 磨砕 し遠 沈 して得 られ た 上 清 液 ま

た はBacillusthiaminolyticusMatsukawaetMisawa

を 普通 ブ イ ヨン に て30℃,3日 間振 と う 培 養 して 得 た

培 養液 の遠 沈 上 清 をAnI液 と した.

(3)Sacch.cerevisiaeお よ びSacch。c¢rls-

bergensisの 培 養

Goodwin9)の 培 地 に て30°C,20時 間培 養 して 得 た菌

体 を 用 い た.

(4)KZ.¢piculut¢ の培 養

B1集 積量 の 測定 お よびKZ.apiculataのProtoplastの

調 製 は 次報1)に 記 した.

実 験 成 績

(1)B、 を集積 した酵母にたいするAnIの

*1)An=Th三aminase
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小 野 ・市 川2)は 清 酒 酵 母 に 集積 され たBtが 貝類An

に よ り分 解 され る こ とを 報 告 して い るの で この点 に つ

きKl.¢piculataに 集 積 され たB1に つ い て 検 討 した.2

%グ ル コ ー ス溶 液 中pH4.7で1時 間BIと 接触 させ 菌 体

1㎎ 当 り80μgのBlを 集 積 した菌 体1mgに 各 量 のAn液2

0.01Mピ リジ ン1ml,0.07Mリ ン 酸 緩 衝 液(pH6.5)5

mlを 加 え全 量45m1と して30°C,1時 間 保 温後NHC15

mlを 加 え煮 沸 し,残 存Bl量 を 測 定 した.対 照 と して

酵 母 に集 積 され て い な いBi100μgに た い して 同 量 のAn

液 を 作 用 させ て 残 存Bl量 を 測 定 した(図1).

Fig.1Stabilityofaccumulatedthiamineto

B.thi¢yninolyticus(M・M)お よび シジ ミのAnは と

もにBIを 完 全 に 分解 す る量 で も集積 され たB1に は なん

ら作 用 を 示 さ なか つ た.ま た ハ マ グ リのAnを 用 い た

と きに も 同様 な 結 果 が 得 られ た.さ らにB.tl226YJ2Z-

9tOlyt2C2GS(M・M)のAnをS¢cch.cerevisiaeお よび

Sacch.carlsbergensisに 集 積 され たBlに 作 用 させ たが

BI分 解 作 用 を示 さな か つ た(表1).

TablelInfluenceofthiaminaseofB.thiamino-

lyticustoaccumulatedthiamineonyeasts

lmgofyeastsaccumulatedwiththiaminewere

incubatedwithlmlofenzymesolutionatpH

6.5,30°Cforlhour

Thiamine
decomposed

(%)

Fig.2Celldestructionandreleaseofthiamine

bytreatmentwithBrauncelldesintegrator

1驚;蕪}-
sCelldestruction(96)

菌体中約100μg/㎎のBlを 集積 したKZ.apiculata300

㎎を終濃度0.25Mシ ョ糖 および0.001MEDTAを 含む

溶液50m1に けん 濁し,径0.45～0.50㎜ の ガラス玉309

を加 えBraun細 胞破壊機によ り2,000rpm,16分 間処理

した.一 部を分取 しThomaの 血球計算盤を 用 いて細

胞の破壊率を測定 後まず1,000×g,15分 間 遠沈 しその

上 清をさ らに10,000×g,30分 間遠沈 して各画分 のB1量

を測定 した(図2).

1,000×g沈 渣は未破壊の細胞 および細胞壁の画分で

あ るが16分 間の 処理で 細胞 を 完全に 破壊 した ときこ

の細胞画分 にはB,は ほとん ど 存在 しなかっ た.10,000

×g沈 渣は ミトコン ドリア画分 と考え られ るが この画

分に もBIは存在せず,B1は16分 の 処理後 には すべて

10,000×g上 清に認め られ た.こ の画分 を 硫安,ア セ

トン,ト リクロル酢酸で除 たんぱ くす るとBIはほ とん

どこの上清に認め られ た.す なわ ち集積 され たBlは細

胞 内で細胞壁や顆 粒成分,た ん ぱ く質な どに結合 して

存在す るのではない と考 え られ る.

Yeast

Kl.¢piculat¢

Sacch.caylsbeygensis

Sacch.cerevisi¢e

Thiamine

accumulated

(μ9/mg)

8.8

5.1

8.1

(3)酵 母細胞壁溶解酵素処理による集積

B1の溶出

i

O

O

Thiaminesolution 10.0 95

(2)機 械的細胞破壊による集積B、の溶出

菌 体 中 約10Qμg/㎎ のB1を 集 積 したKl.apaculata12

皿gに等張 塩 液(終 濃 度0.8MNaCI・0.05MMgSO9混 液)

中 でStreptomyces¢lbidofl¢vusよ り得 られ た酵 母 細 胞

壁 溶 解 酵 素 をpH7.0,30℃ で作 用 させ 経 時 的 に反 応 液 の

一 部 を と り総 細胞 数 ,Protoplast数 お よび 上 清 お よび

菌 体 中B1量 を 測定 した.
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その結果,図3の ように30分 の反応で全体の70%,

2時 間の反応で98%がProtoplastに な り,Protoplast数

の増加 に伴ないBiは 細胞外に溶 出したが.;,がProto-

plastになつた2時 間後にも約20%のBlが 細胞 申に残存

してい た.こ の とき総細胞数 もかな り減少 したので上

清中 に検 出されたB1の なかには細胞の破壊 によつて溶

出したB1も 含 まれ るわけで この値を補正す ると約40%

のB1がProtoplast中 に存在 したことにな る.

Fig.3Releaseofthiaminefromcellsinthepro-

cessofdigestionbycell-walllyticenzyme

n¥umberoftotalcells

protoplasts

sPercentageofprotoplasts

OクoftlliamineinmediU聖11

Fig.41nfluenceofthiaminecontentstothe

stabilityofprotoplastpreparedfrom

thiamime-accumulatedyeastcells

Incubationtime(hours)

△Thiamine1 .0μg/mgcells

O9.8μ9/mgcells

匚]91 .0μg/nlgcellS

Table2ReleaseofthiaminefromcellsofKl.

¢picul¢t¢byosmoticshock

Thialnineaccumulated:98μg/㎎

Processof

osmotic
shock

(4)B1集 積酵母にたいする酵母細胞壁溶

解酵素の作用

前 記の ようにBiを 集積 した酵 母に細胞壁 溶解酵素を

作用 させ ると総細胞数の顕著な減少がみ られたのでBl

集積量を変えて細胞壁溶解酵素を作用 させ 細胞数の変

化を観察 した.菌 体1㎎ 当り1,9.8,91μgのB1を 含む

菌体 に(3)と同様に して細胞壁溶解酵素を作用 させ総細

胞数お よびProtoplast数 を 測定 した(図4).1時 間の

反応でいずれのばあいも90%以 上がProtoplastに なっ

ていたので図には総細胞数の変 化のみを記 した.B1集

積量の多いほ ど総細胞数の減少は顕著であった.多 量

に集 積 されたBlは 原形質膜になん らかの傷害を与えて

い ると思われ る..

Thiamine
released

MB-dyed
cells

Water‐}NaCI‐'Water-}NaCIWater

(5)滲 透圧変化による集積B、の溶出

低 張液中に浮遊させ るとProtoplastは 破 壊され これ.

に保有す るB1は 溶出す るが,正 常細胞 に同様な滲透圧

12.715.320.135.3%*

0 05.68.614.7%*

*Thepercentageshowedaccumulatedvalues

変 化を与え ると細胞 は破壊 され ないに もかかわ らず集

積 され たB1が 細胞外 に溶出 した.菌 体中98μg/㎎ のB1

を集積 したKl.apiculatalOmgを0.8MNaCIに 浮遊 させ

遠沈 して菌 体を集め,っ ぎに この菌体を水に浮遊させ

たのち遠沈する操作を2回 繰 り返え した.以 上の操作

ののち遠 沈上清中のBl量 を測定 しその溶 出量(累 積値)

を表2に 記 した.

同時に菌 体の一部を とりpH4.6の リン酸緩衝液に溶

解 したMB*2)を 加 えMB染 色性の菌体数 を測定 した.

高張液に浮遊 したときにはあ まりB1の溶 出はみ とめ ら

れ なかつたが,こ の菌体を低張液に移す と多量のBIが

溶 出し2回 の滲透圧変化を繰 り返えす ことにより全集

積量の35%が 菌体外 に溶出 したが この ときのMB染 色

*2)MB=Methyleneblue
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Table31nfluenceofthiaminecontentstotheviabilityofKl.¢picul¢t¢

lOmgofcellswereincubatedwith(A)1,000ｵg,(B)100ｵgor(C)10ｵgofthiamine

(A)

Thiaminecontents(μ9)

Cellcounts(x109)

Total

Free

Total

Viable*

Incubationtime(hours)

i 4 20

(B)

(C)

Thiaminecontents(μ9)

877

877

1.24

1.22

Total

Free

96

90

Cellscounts(x109)
Total

Viable*

Thiaminecontents(ｵg)

Cellcounts(×109)

Total

Free

Total

Viable*

1.30

1.27

9.8

6.5

1.37

1.35

821

ass

468

414

1.14

1.07

97

90

1.16

1.13

9.3

3.7

1.15

1.12

1.38

0.96

98

46

1.47

1.42

8.8

0.6

1.35

1.32

*Viablecells=Totalcells‐MB-dyedcells

性菌体は全 体の15%で あっ た.MB染 色は酵母 の生死

の判定に利用され死菌はMBに 染色 され るといわれ る

が5),今 回の結果ではBl溶 出量の比 率は死菌の比率を

上回わつた.滲 透圧変化の差は大 きいほ どBI溶 出量は

多 く2MNaCI中 か ら水に菌体を移す と1回 の滲透圧変

化でB】溶出量は全集積量の60%に 達 した.ま たOB麗

NaClと 等張に したKCI,MgCI2,尿 素,グ リセ リンな

どによ る滲透圧変化に よつて もBlの 溶 出が 認め られ

た.

(6)長 時間保温時のm染 色菌体および集

積B1量 の変化

Atkin・Schultz・Freyの発酵液IOmlと 菌体10mgにB10,

10,100,1000ｵgを 添加 し30℃ に1,4,20時 間保温 し

集積B1量 な らびにMB染 色菌数 を測定 した(表3).

10,100μgのBlを 添加 したとき 総B1集 積量 および

MB染 色菌数には大 きな変 化がみ られなかったが結合

型Bi量 は しだいに 増加 した.1,000μgのBlを 添加 した

とき集積B1量 は1時 間と4時 間では 変化 しなかつた

が,20時 間後 には減少 し,こ のよ うに長時間放置 した

のち も集積Blの ほ とんどは遊離型であった.MB染 色

菌数は31%に 増加 したが,(5}の ばあいと同様MB染 色

性菌数よ りも溶出 したB1の 比率の方が上回わつ た.表

には記さなかつたが さらに保温を続 けると48時 間には

Bl100μgを 添加 したばあいのMB染 色菌数 は11%で あ

ったのにたい して1,000μg添 加のばあいには54%に 達

した.す なわち多量のBlを 集積す るほど菌は死滅 し易

いと思われ る.

考 察

Kl.apiculataに 集積 され たB,は 本酵母に細胞壁溶解

酵素を作用 させ て細胞壁を除去 しProtoplastに す ると

集積Blの 大半が細胞外に溶 出した.し たがって集積 さ

れたBlの 大半が原形質膜 よ り外側に存在す ると思われ

る.市 川 ・小 野2)は清酒酵母 に集積 されたB1が 貝類An

によ り分解され ると報告 し酵母に集積 され たBlが 細胞

壁表面に付着 して 存在す ると 推定 して いるが 著者が

Kl.apiculata,Sacch.cerevisiae,Sacch.carlsbergensis

に集積 され たB1に ついて検討 した結 果ではそのような

現象は認め られ なかつた.ま たBIが すべて細胞壁表面

に存在するな らば細胞壁溶解酵素の作用で速 やかに細

胞外に溶出す ると思われ る.酵 母に集積 され たBlが腸

管か ら吸収されに くいとい う事実 もあわせ考え るとき

Blが 細胞壁表面に付着 してい るとは考え られ ない.BI

を集積 した酵母を機械的に破壊す るとBIは容易に上澄

液申に溶出し,細 胞壁 その他の不溶成分 に結合 したBl

は認め られなかった.以 上の知見か ら集積 されたBlは

原形質膜 もし くは原形質膜 と細胞壁 の間に存在すると
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思われ る.

ProtoplastもBlを 保有す る能力を持 ち,Protoplast中

のB1は 原形質内部に存在す るとも考え られ るが原形質

膜表面にB1の 局在部位があ りンその部分がProtoplastの

調製時に一部破壊 されB1が 溶出 し,一 部は破壊 されず

Blが 残存 してProtoplast申 に検 出されたのか も知れな

い.短 時間のB!と の接触によ り集積 され たBlは 遊離型

であ り リン酸化 され るのにかな りの時間を要す ること

か ら集積 された時点ではB1が 原形質内部に透過せず,

酸性Phosphataseの 存在す る 原形質膜 より外側に 局在

し,徐 々に少量が原形質 内に透過 して リン酸化 され る

と考 え る方が妥 当と思われ る.最 近Suomalainen3)は パ

ン酵 母のB1は ほ とん どProtoplast内 に存在す ると報告

して いるが,彼 らの用いた酵母のBl含 量 は今回著者ら

の用 いたものに くらべ非常 に少 な く,そ の大半は酵母

自身が生合成 した ものと考え られ培地 中に添加 したBl

を集積 したばあいをおのずか ら異 なるであろ う.現 在

酵母 の集積B1に ついて 電子 顕微鏡によるRadioauto-

graphyを 検討中で あり追つて報告 したい.

酵母に集積 され たB1は ほ とんど遊離型であるが,著

者 らの実験ではBlを 大量に 集積 した 酵母のProtoplast

は破壊 され易 く,長 時間放置 したときおよび滲透圧変

化を与えた ときMB染 色性菌体 の増加が著明で あるな

ど酵母に悪影響をお よぼ している結果のみ得 られてい

る.こ れ らの結果は市川 ら2)がB藻 積酵母を脱水 した

ときBlが 細胞外に溶出 し,MB染 色性が増 すと報告 し

てい るのに相通ず るものである.MB染 色性は原形質

膜のReductaseの 有無に左 右され ると いわれてお り,

MB染 色細胞が増加 する事実はProtoplastが破壊 され易

いとい う事実 とともにB1が 原形質膜付近に局在す るこ

とを裏 づけ るものであろ う.
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結 論

B1を 多量 に集積 したKl.apiculataに たい して以下の

よ うな処理を行ないBIの 存在部位 を検索 した.

(ilB.thi¢minolyticus(M・M),シ ジ ミおよびハマ

グ リのAnを 作用 させて も集積B!は 分解 され なかつた.

(2)Braun細 胞破壊機 にて破壊 するとB1は 可溶成分

中にのみ見出 され,除 たんぱ く操作後 もB,は その上清

部分 に検出 された.

〔3)細 胞壁溶解酵 素を作用 させ てProtoplastを 調製

すると約60°,0のBlが細胞外に溶出 し,Blを 多量 に集積

した酵母か ら得 られ たPrQtoplastほ ど 安定性が低かっ

た.

(4)高 張→低張の滲透圧変化を与え るとB藍の細胞外

へ の溶 出がみ られ,発 酵液中に長時間放置 したときに

も最大限にBlを 集積 した酵母 ではBlが 溶出 し,MB染

色性菌体すなわち死菌数が増加 した.

以上を総合 して考え るとき酵母に多量に集積 された

BIの 大部分 は原形質膜 もしくは原形質膜 と細胞壁の間

に遊離の型で局在す ると推定 され る.

(昭42.9.27.受 理)
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(XV)Kτoθ6々 θ儡(砂66π 」α'αに よ る ビ タ ミ ンB、誘 導 体 の 集 積
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Vitamins(Japan)36,(6),535-540(1967)

      THE GROWTH-STIMULATING ACTIVITY OF THIAMINE 

           DERIVATIVES ON THIAMINE-REQUIRING 

                   MICROORGANISMS 

      (XV) ACCUMULATION OF THIAMINE DERIVATIVES ON THE 
                CELLS OF KLOECKERA APICULATA 

               Chikataro KAWASAKI,  Sumio  SHINODA and Teruyo  ONO 

                 Faculty of Pharmaceutical Sciences, Osaka University, Toyonaka 

    Kloeckera apiculata, when incubated with thiamine in 2 % glucose solution for 1 hour, 
absorbed thiamine to the amount of one-tenth the cell weight but protoplasts prepared from 
Klosckera cells absorbed thiamine incompletely to the amount far less than that of intact cells. 
Thiamine diphosphate (TDP) was absorbed by the cells as free thiamine to the same extent as 
thiamine used but TDP was poorly absorbed by protoplasts. TDP, when incubated with intact 
cells in glucose and molybdate  (M/10), was not converted to free thiamine and no absorption 
of thiamine by cells was demonstrated. S-Carbethoxythiamine (CET) and thiamine propyl 
disulfide (TPD) stimulated the growth of the yeast more strongly than thiamine but the both 
were absorbed on cells to the less extent than thiamine.  Kl. apiculata, however , when innocu-
lated in the broth containing 2  pg of thiamine, CET or TPD, showed better growth and higher 
content of TDP in cells after incubation with CET or TPD than incubation with thiamine . 
CET, when incubated with higher quantity of the yeast cells, penetrated into cells by simple 
diffusion and was easily washed out by isotonic solution. Thiamine was accumulated on the 
cells completely and could not be washed out by isotonic solution. Penetration of CET into 
cytoplasm and conversion to TDP might be correlated with higher content of TDP in cells on 

growth tests.

CET*1)お よびTPD*2)がBI要 求性酵母Kloeckeya¢pi-

cu-t¢ の増殖をBIよ り強 く促進す ることはすでに報告

した1)2).著 者 らはこの:原因がKl.apiculataに よる集

積の差 によるもの と考えBIお よびB1誘 導体の集積 量を

測定 したがB1の 方が 容易に集積され,増 殖促進性 と集

積量の間に相関関係 はみられなかつ た2).し か し膜透

過の機構がBIとB艮誘 導体 とで異な りこれが活性 の差 と

なって現われ ることが考え られ るので今回BIとB1誘 導

体のKl。apicul¢t¢に よる集積 態度 についてさらに検討

を加えた.

実 験 方 法

(1)使 用 菌 株 お よびB1誘 導 体

菌株 と して はKdoeckey¢apiculataIFOO630を 用 い

た.CETとB1は 塩 野 義 製薬 か ら供 与 され た もの,TPD

は 松川 らの方 法3)で 合成 した.

(2)酵 母 細 胞壁 溶解 酵 素

Streptmnycesalbidoflavusの 生産 す る酵 素 を大 和 化

*i>CET=S-Carbethoxythiamine *2>TPD=Thiaminepropyldisulfide
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成 よ り供 与 を受 け て 用 い た.

(3)KZ.apiculataの 培 養

川 崎近太郎 ・篠 田純男 ・小野照代

さきに報 告 した基礎培地4)にB1を 加え菌を接種 して

て30℃ で培 養 した.

(4)B1お よびB1誘 導体 の集 積 量 の 測 定

菌 体 を 生 理 食 塩 水で2回 洗 浄後0.11VH2SO4ま た は

HCIで15分 間煮 沸 抽 出 し抽 出液 をpH4.5に 調 整 後4ml

にi/タ カジ アス タ ーゼB液1mlを 加 え50℃,2時 間

保 温 した のちBrCN・Thc*3)法 に てB1量 を 測定 した.な

おCETを 添 加 した もの につ い て は タカ ジ ア ス タ ーゼ

処 理 前 に アル カ リ処理5),TPDを 添 加 した もの につ い

て は シ ス テ ィ ン処理6)を 行 なつ た.

(5)KZ.apiculataのProtoplastの 調 製

対 数 増 殖期 に あ る菌 体(ODO.250に な る よ う菌 を接

種 し30℃,3時 間 振 と う培 養 して 得 た 菌 体)を 終 濃度

0.8MNaCl,0.05MMgSO4,0.003M2-Mercaptcethanol

お よび0.03Mリ ン酸 緩衝 液 の 混 液 中 で 細 胞 壁 溶解 酵

素 を30℃ で2時 間 作 用 させ た.本 反 応で96～99%が

Protoplastに なつ た.な おProtp・lastの 判 定 は 細胞 を水

にけ ん 濁 した とき破 壊 され る こ とに よ り行 ない,菌 数

の計 算 はThomaの 血 球 計 算 盤 を 用 い た.調 製 した

Protoplastの 洗浄 お よび そ の後 の操 作 に は 等張 塩 液(終

濃 度0.8MNaCI・0.05MMgSO4混 液)を 用 い た.

実 験 成 績

(1)Bユ の集積におよぼす培地成分の影響

Kl.¢piculateは 基 礎 培 地 申 でB1を よ く集 積 す るの で

TablelAccumulationofthiamineonKl.

¢piculata

lOmg(asdrymatter)ofcellswereincubatedwith

lIDgofthiamineinlOmlofmediumatpH4.7,

30°Cforlhour

Thiamineaccumulated*3>

培地成分を表1の ように分け,各 溶液IOml中 で菌体

10㎎(乾 燥重量)にBI1㎎ を30℃,1時 間接触 させたの

ち集積Blを 測定 した.表1の よ うに水または生理食塩

水 中でBlは 集積 されたが,グ ル コースの存在す るとき

集積量は最大 とな り他の成分 は集積量を増加 させる作

用を示さなかった.

(2)B1の 集積におよぼすpHの 影響

2%グ ル コース溶液中で終濃度0.01Mの クエ ン酸緩

衝液 によ りpHを変化 させ30℃,1時 間後の集積量を測

定す るとpH1.9で乾燥酵母と して55μ9/㎎ とな りpHの増

加 につれて集積量 は増加 しpH4.9で 最高値122μg/mgを

示 し以後は減少 してpH7.4で は10μg/mgと なつた.

(3)Bエ の集積におよぼすグルコース濃度

の影響

クエン酸緩衝 液によりpH4.7と しグル コース濃度を

0^'4%と して30℃,1時 間後のB1集 積量を 測定す る

とグル コース濃度 の 増加につれ てBl集 積量が 増加 し

0.5%で 最大 とな りそれ以上 グル コースを 増 して も集

積量は増加 しなかった.

(4)正 常 細胞 お よ びProtoplastに よ るB1,

CET,TPDの 集 積(1)

5x108個 の 正 常細 胞 また はProtoplastに 等 張塩 液 中

BI,CET,TPD500ｵg,Eα*4)を 添加 しpH4.7,全 量5ml

と して30°C,1時 間保 温 後 総BI集 積 量 を測 定 した(表

2).い ずれ の ば あ い で もBiが 最 もよ く 集 積 され,っ

いでTPD,CETの 順 で あ つ た.Biお よびTPDの 集 積

は正 常 細 胞 で グル コー ス の存 在 す る とき最 大 で グル コ

ー スま た は細 胞 壁 の 除去 に よ り集 積 量 は減 少 した .

Medium

Water

O.9%NaCI

2%Glucose

Inorganicsolution*1)

Basalmedium*2)

26

25

81

24

80

Table2Accumulationofthiaminederivatives

onKl.apiculata

Cells:5x10$cells,Thiaminederivatives

500μgEα,Totalvolume:5ml

IncubatedatpH4.7,30°Cforlhour

Glucose

*i>KCI
,(NH4)zSO4,CaClz,MgSO4.FeC13

*2)Hoff-Jφrgensenmedium(2%glucose,0・25%

casaminoacid,inorganicsolutionandvitamin

sQlution)*3)μ9!mgofdrycells

Thiamine

CET

TPD

Intactcells

十

361*

25

208

158*

15

96

Protoplasts

+i

*μgfor5×108cells

181*

iz

69

ii*

13

14

*3)The=Thiochrome*9)Eα=Equivalenttothiamine
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(5)正 常 細 胞 およ びProtoplastに よ るB、,

CET,TPDの 集 積(2) .

前述 のようにCETの 集積量はBIに くらべ ると無視

し得 るほどに低い値である.赤 血球な どの動物細胞で

はBI誘 導体は単純拡散 によ り細胞膜を透過す るといわ

れてい るので この点 について検討す るため反応液の量

をで きるだけ制限 して行なった.す なわち前 と同条件

で内径約2.5mmの 小試験管中BI,CET,TPDを 添加 し全

量0.15m1と して集積量を測定 した.こ のとき菌体の体

積は約0.05m1で 全反応液の1/3を 占める.な お単純拡

散によ る細胞 内移行量を測定す るため反応後の菌体 の

洗浄 は行なわず,上 清をできるだけ完全に毛細管 ピペ

ッ トで吸い取 るか,も し くは森 田らがDCETの 赤血球

移行 量の測定 に用いた手技7)に よ りBぽ たはB1誘 導体

の測定 を行 なつ た.

その結 果,表3に 示すようにB,お よびB1誘 導体は濃

度勾配 に逆って高い集積 量を示 したがンCETは グルコ

ースの有 無にかかわ らず,ま た正常細胞で もProtoplast

でもほぼ濃度勾配に比例 して細胞 内に移行 した.ま た

TPDを 添加 した ときほとん どがBlに 変化 して検 出さ

れたが2CETを 添加 したとき本条件下では大 部分CET

のま まで菌体中に見 出された.す なわちCETは その

ままの型で 単純 拡散 により 膜を 透過す ると考え られ

る.

ば菌体 内のCETは 細胞外に流出するはずであ る.

図1の よ うな操作を行ない各部分の総B1量 を測定 し

た.菌 体 とB1誘 導体を接触させたとき菌体は全液量の

1/3の体積を 占めるが,洗 浄操作 では 菌体は全液量の

1/100を 占め るにすぎない.測 定結果は図2に 記 した

が菌体1は 最初に菌体 に集積 され たBlま たはBl誘 導体

量,菌 体2は 洗浄後 の菌体が保有す る量,上 清2は 洗

浄 により流出 した量を示す.Bl,TPDの ばあいほとん

ど洗浄 による流出は認 め られなかっかがCETは 洗浄

によりほ とん どが菌体外に流出 した.

Fig.1Procedureforwashingthecellsaccumu‐

latedwiththiamine,CET,TPD

Table3Accurnulationofthiaminederivativeson

Kl.apicul¢ta

Cellvolume:0.05m1(9xIOBCells)

Thiaminederivatives:100μg$4(0.10mの

Totalvolume:0.15ml

IncubatedatpH4.7,30°Cforlhourwith

(十)1)oエwithout(一)2)glucose

ProtoplastorintactcellThiaminederivativessolution

O.05m1(9×108ce11s)+0.10㎡(100μgEα)

IncubatedatpH4.7,30°Cforlhour

i

Centrifuged

i

iii

CelllSupernatantl

Suspendedin5mlofsolution

incubatedat30°Cforfhour

Centrifuged

1
Cell2

iS
upernatant2

Fig.2Releaseofthiamineorthiaminederiva-

tivesfromthecellsbythewashingwith

isotonicsolutionintheprocedureofFig.1

Compounds

Thiamine

CET

TPD

Intactcells

+・ ・ト ・・

92μg卜

30
(22)
64
(1)**

..

32
(23)
59
(0)

Protoplasts

+・ ・i・ ・

87μ9

37

(35)

52

(9)

29μ9

29

(31)

37

(7)

*ThiamineasCET**ThiamineasTPD

(6)B1,CET,TPDを 添 加 した菌 体 の 洗 浄

前 述のよ うにCETが 単純拡散 によ り菌体 内に透過

するな らば この菌体をCETを 含まない 溶液中に 移せ

(7) 正 常 細 胞 お よ びProtoplastに よ るB1,

TDPの 集 積

酵母 に集積 されたB1は ほ とんどが遊離型であ り,ま

たTDP*5)を 添加 したときにも遊離型 として集積 され

る.酵 母 のAcid-Pase*6)は 原形質膜よ り外 側にのみ存

*5)TDP' 一一一Thiaminediphosphate*6)Pase=Phosphatase
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在 す る とい われ8)‐io)ProtoplastEこ す る と除 去 され る.

この よ うな,[acid-Paceの 存在 しな い 状 態 で のTDPの

集 積 を 検討 した.

1.2×109個 の菌 体 にB1,TDPlmgを 添加 し,2%グ

ル コ ー スを 含 む 等張 塩 液 中 でpH4.7,30℃,1時 間保 温

後集 積Bl量 を 測定 す る と表4の よ うに正 常 細胞 で はBI

とTDPの 集積 量 はほ ぼ 等 しいが,Protoplastで はTDP

はBlに く らべ 集 積 量 は低 か つ た.

Table4AccumulationofthiamineorTDPon

Kl.¢picul¢t¢cells

1.2x109cellswereincubatedwithlmgof

thiamineorTDPin2%glucosesolutionat

pH4.7,30°Cforlhour

清中に多量のTDPが 残存 した(表5).TDPはPaseの

作用でBlに 変化することによ りは じめて酵母 に集積 さ

れ ると考え られ る.

(8)増 殖菌体中B、の存在型

Kl.apiculataに よ り大 量に集積 されたBiは すべて遊

離型で あるが,微 生物定量に用 いる濃度に添加 したば

あいの菌体内の存在型を検討 した.300m1の 三角 コル

ベンにBl,CETま たはTPD2μgEα を含む培地100m1を

入れKl.apiculataを 接種 し30℃ で培養後 増殖な らび

に菌体申遊離BIお よび結合型Bi(TDP)を 測定 した(図

3),

Thiamine TDP

Protoplast

Intactcell

μ9μ9

185*(175)**

375(375)

*Totalthiamine

freethiamine

μ9μ9
70*(60)**

370(375)

**Valuesinbracketare

またBl,TDPの いずれを添加 した ときで も集積され

た ものはほ とん ど 遊離型であつ た.同 時にProtoplast

のPase活 性をTDPを 基質 としてpH4.7で 測定す ると正

常細胞の5%で あつた.Pase阻 害剤であ るモ リブデン

酸塩を添加 して30℃,1時 間後 の集積量を 測定す ると

10-3M以 下のモ リブデン酸 ナ トリウムによってはPase

は全 く阻害 され ずTDP.はBIに 変化 して 集積 され上清

申に残 存す るもの もBlに脱 リン酸 され ていたが,10-2

Mの モ リブデン酸塩を 添加 したときB1の 集積 は全 く

阻害され ないのにたい してTDPの 集積は 阻害 され上

Table51nfluenceofmolybdatetotheaccumu-

lationofthiamineorTDP

lmgofcellswereincubated・with工00μgEα

ofthiamineorTDPin2%glucosesolution

atpH4.7,30°Cforlhour

Fig.3Freeandphosphorylatedthiaminecontents

ofthecellsofKl.apiculataaftercultiva-

tionwiththiamine,CETorTPD

(2μgEα)

Conc.ofNa-

molybdte

Thiamine

M

10-1

10_2

10-s

10_4

0

Sup.Cells

μ9

32**

25

22

is

25

μ9

68**

77

75

76

76

TDP

Sup. Cells

μ9μ9

0*(3)**

3(19)

0(77)

0(77)

CET,TPDを 添加 した とき増殖度はBlを 添加 したと

きよ り高値を示 し,菌 体Blは ほ とんど結合型すなわち

TDPと して検出され た.一 方BI添 加 の ばあいは27～

40%が 遊離B1と して検 出された.こ れはBioautography

によっても 確認 した.ま たBl添 加 濃度を 増 して4μg

Eαを50m1の 培地に添加 して20時 間 培 養を行 なったが

遊離型Blの 総Biに たいす る比はB1添 加31%,CET添 加

3%,TPD添 加2%と な り,他 は結合型BIと して検出

され,B且 添加培養菌の リン酸化率は低かった.

μ9μ9

86*(0)**

63(0)

o(19)

o(zo)

0(21)10(78)
*Phosphorylatedthiamine**Freethiamine

考 察

Kl.apiculataは 至適条件にお いては菌体重 量の10%

にもおよぶBlを 集積するが,集 積 されたBlが ほとん ど

すべて遊離型であること,ま た集積量が異常 とも思え

る高い値であることか らみて集積 されたB1の すべてが

増殖 に利用するための ものとは考え られない.前 報11)

で のべたよ うに集積 され たBlの ほ とん どは原形質膜ま
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たは原 形質膜 と細胞壁 の間に存在す ると思われるがそ

の付近 にはAcid-Paseが 存在 してお り8)-10),集積 され

たBIが 遊離Blと して存在す るのは当然であ ろう.Pro-

toplastを調製 してPaseを 除去す るとTDPはB1よ り集積

され に くく,Pase阻 害剤で あるモ リブデン酸塩を添加

する とTDPの 集積 は阻害 され た.し たがつて集積 さ

れ るためのBiは 遊離型であることが必要で,酵 母細胞

申に遊 離Blと して存在す ることに意義があ ると思 われ

る.能 勢 らiz)はE.taliがThiaminokinaseの 作用でB1を

とりこむと報告 しているが,酵 母 のばあい全 く異 なつ

た機構 が考え られ る.ま た林 ら13)のいうBl収 着現象 と

も異 な るものであろ う.

BI誘 導体 は動物細胞 においては単純拡散によ り容易

に細胞 内に移行す るのにたい して微生物細胞にはとり

こまれ に くい.し か し一般に動物細胞の実験では反応

液にたい して細胞はかなりの体積 を占めるが微生物実

験で は細胞 の占め る体積 はご くわずかで ある.も し単

純拡散 による細胞内移行を問題にす るならば反応液を

できるだけ少 くして 細胞体積の 比率を 増す必要が あ

る.

今 回の著者 らの実験 に おいてCETは 単純 拡散 によ

りxi.¢piculat¢ の原形質膜を 透過 す るこ とが 示され

た.実 際には培地中では細胞の占める体積はご くわず

かで あるが,単 純 拡散に よつて 原形質内に 透過 した

CETが 原形質内でB1に 変化すれば原形質 内のCET濃

度は下が りそ こにふ たたび 原形質外か らCETが 透過

し最終 的にはCETがBiに 変化 して 原形質 内に集約 さ

れ るで あろう.CETの ままで もB1よ りは 弱いが 濃度

勾配 に逆つて菌体に集積 され る.し か しこのばあい細

胞壁付近には とどま らず に原形質 内に透過す ると思わ

れ る.

一方,B1を 添加 したとき一部は原形質膜 または細胞

壁付近 に遊離Blと して局在部位に残 るため一部 しか原

形質 内に透過 しない.過 剰量が添加 された ときはBlの

方が多量 に菌体に 集積 され るがSuboptimal量 が 添加

され たならばBlは 一部 しか原形質内に透過 しないのに

たい してCETは ほ とん ど原形質内に 透過 す るため原

形質 内の総Bi量 はCETを 添加 したばあいの方が 高 く

な り,そ の結果TDP含 量 さらには増殖度が 高 くなる

と考え られ る.TPDを 添加 した ときCETと 同 じ く単

純 拡散 の起 こることも考え られ るがTPDは 容易にBl

に戻 り,ま た生理食塩水申で菌体に集積 させたのち培

地 を加 えて培養す るとBlと 同じ活性 しか示 さない14)こ

とか らCETと まつた く同 じ機構 とは考え られない.

な ん らか の培 地 成 分 の 影 響 も考 え られ 今 後 の検 討 が 必

要 で あ る.

Bl誘 導 体 の酵 母 に よ る と り こみ に か ん して は 黒 木

15),鈴 置16)の 報告 が あ り,福 井 らユ7)はBenzoylthiamine

disulfideをSacch.cerevisi¢eの 培 養 に加 え た と きo-

Benzoylthiamineの 型で 酵 母 の表 面 に ゆ るや か に結 合 す

る と述 べ て い るが,少 な くと もKl.apiculataに お い て

はB1よ り強 い活 性 を 示 す 点か ら考 え て もBl誘 導体 の 細

胞 内 透 過 性 の差 と考 え る方が 妥 当 で あ ろ う.

結 論

(1)Kl.apiculat¢ は2%グ ル コースの存在下pH4.7,

30℃ で1時 間B1と 接触す ることによ り菌体乾 燥重量の

10%に のぼ るBIを遊離Blと して集積 した.

〔2)細 胞壁 を除去 したProtoplastもBlを 集積す るが2

集積量は正常細胞に くらべ ると 低かつた.TDPもBI

と同様集積 され るがすべて遊離Blに 変化 して検出 され

Protoplastに よる集積量 はB1よ り 低値で あつた.特 定

部位おそ ら くは原形質膜付近で遊離B1と して存在す る

ことが酵母に とって1つ の意味を持つ と思 われ る.

(3}CET,TPDの 集積量 はBIよ り低いがCETは 単

純拡散によ り原形質膜を透過 した.

〔4〕増殖に必要な量のCET,TPDを 添加 して 培養

した菌体中にはTDPの みしか検出 され ないがBlを 添

加 して培養す ると27.40の 遊離B1が 検出され た.

(5)CETは 単純拡散によ り細胞内に 透過 してB1を

経てTDPと なり増殖に利用 され るのに たい してB1で

は一部が原形質膜付近に とどまり遊離BIと して存在す

るため一部 しか増殖に利用 されずCETよ り低い増殖

促進性を示 したと思われ る.(昭42.9.27.受 理)
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Vitamins(Japan)36,(6),541-543(1967)

      THE GROWTH-STIMULATING ACTIVITY OF THIAMINE 

           DERIVATIVES ON THIAMINE REQUIRING 

                   MICROORGANISMS 

   (XVI) INFLUENCE OF THIAMINE DERIVATIVES ON THE GROWTH OF 
         KLOECKERA APICULATA IN SYNCHRONIZED CULTURE 

                     Chikataro KAWASAKI and  Sumio SHINODA 

                 Faculty of Pharmaceutical Sciences, Osaka University, Toyonaka 

    Kloeckera apiculata cells repeatedly centrifuged at 1,500 rpm, were incubated in the broth 
at higher concentration of cell-counts for 2 or 4 hours and then they wer diluted with the 
broth containing thiamine or its derivatives ; synchronized growth of cells was observed on 
incubation for 2 - 6 hours. When thiamine, thiamine propyldisulfide (TPD) or S-carbethoxy-
thiamine (CET) was added to the broth (0.125  pg equivalent), TPD stimulated the growth 
more quickly than thiamine at the first stage of growth, whereas CET and thiamine showed 

parallel synchronized growth, until at the last stage of logarithmic growth CET stimulated one 
more synchronized growth than thiamine. These differences of synchronized growth by TPD 
and CET will be originated from their different speed of conversion to thiamine.

Bl誘 導体の うちTPD*1)お よびCET*2)はBl要 求性酵

母KloeckeyaapiculataIFOO630:の 増殖を対 応量 のBl

よりも強 く促進す る1}2).著 者 らは この 原 因を 解 明す

るためBl誘 導体の酵母にたいす る種 々の態度を検討 し

てきたが今回Biま たはBl誘 導体を添加 してKl.¢picu‐

伽 αの 同調培養を行ない,B1誘 導体の強 い増殖促進性

が増 殖のいかなる 時期に 現 われ るかに ついて 検討 し

た.Kl.¢piculataの 同調培養法は報告 されていないが

他の酵 母においてはYanagita3),Sando4)ら により報告

され ているのでそれ らを参考 としてKl.apaculataの 同

調培 養を試 みB誘 導体の影響を しらべた.

実 験 方 法

(1)、Kl.apiculataの 培 養

さ き に報 告 した 基 礎培 地 にBlま た はB1誘 導 体 を 添加

し,菌 を接種 して30℃ で振 とう培養を行 なっ た.

(2)菌 数ならびに濁度測定法

培養 液の一部を分取 し100℃,5分 煮沸 して増殖を停

止 させ 日立光電光度 計にて610mμ における濁度を測定

後Thomaの 血球計算盤を用 いて総菌数を測定 した.

実 験 成 績

(1).KZ.apiculataの 同調 培 養 法 の検 討

酵母の同調 培養 として は遠沈またはろ過によ り菌の

大 きさを一定 とす る方法,熱 処理を したのち常温で培

養す る方法,酵 母を高濃度 にけん濁 して前培養 したの

ち急激に希釈 して 培養する 方法 などが 報告 されてい

る3)～6).KZ.apiculataの 生理食塩水浮遊液を1,500rpm

で5分 遠沈 し上清を除き沈 でんをふたたび生理食塩 水

*i)TPD=Thiaminepropyldisulfide*2)CET=S -Carbethoxythiamine
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にけん 濁 して遠沈する操作を8回 繰 り返え した.こ の

操作 により菌の大き さをか なりそろえることがで きた

ので,こ の菌体を培地 に移 して振 とう培養 し菌数を継

時的に測定 したが菌数の増加 は階段状とはならなかつ

た.さ らに遠沈を繰 り返え してみた り遠 沈操作におけ

る回転数を変 えて行なつたが,思 わ しい結果が得 られ

なかつた。そ こで1500ypyn,5分 の 遠 沈を8回 繰 り返

え して得た 菌体を培地に109cells/mlの 濃度 に けん濁

させ30℃ で2時 間保温 したのち菌体けん濁液を100倍

の新 しい培地 に移 して30QCで 振 とう培養を行 な うと1

時間あ まりの誘導期 ののち急激に菌数が約2倍 に増加

し,以 後階段状の曲線を画いて菌数が増加 した.ま た

前培養時間を4時 間 とした ときには誘導期がやや短縮

され たが,以 後は同様 な増殖曲線 を示 した.な お対数

増殖期 にある酵母を顕微鏡で観察す るとつねに大 部分

が 出芽状態にあ り,出 芽 していない細胞はあま り見 ら

れ なか つた.お そ らく娘細胞が成熟 して母細胞 か ら分

離すれ ば速やかに つぎの1出芽が 始まるもの と 思われ

る.

Fig.Methodforthesynchronizedcultureof

Kl.¢piculata

B1と まつ た く同様に菌数が増加 したが,対 数増殖期 の

後期に至 つてB1添 加菌 の増殖が衰うえたときにBlと の

差が現われ,な お 菌数 の 増加が み られ た.す なわち

TPDは 対数増殖期 の初期に 増殖を促進 し,Bl添 加 よ

りも菌の1世 代の長さを 短縮 し,CETは 対数 増殖期

の後期に影響を与え ると考え られ る.な おこの傾向は

濁度の測定結果か らも菌数測定のばあいほど顕著では

ないが観察す とことができた(図2,3).

Fig.21nfluenceofthiamine,TPDorCETon

thesynchronizedcultureofKl.¢picul¢t¢

(1)Cellcounts

Cellsuspensiodinsalinesolution
i

Centrifugedat1,500rpmfor5min.
Repeated8times

l
i

CellsSupernatant

Suspendedinthebrothat109cells/ml

Incubatedat30°Cfor20r4hours

i

Dilutedwiththebrothcontaining

samplesto100times

i

Incubatedat30°C

(2)同 調培養におよぼすB1誘 導体の影響

図1の 操作を行な うことによって菌数 の増加を階段

状 とな し,同 調培養をすることができたのでB誘 導体

を添加 しその 影響を しらべ た.B1誘 導体 の 添加量は

0.0125ｵg(B1相 当量)/mlと した.ま た前培養を非常に

高濃度の菌けん濁液で行なわなければな らない こと,

および菌数測定 の都合上接種菌量は微生物定量法にお

ける量の約102倍 となつた.い ずれを添加 したばあいに

も誘 導期の長 さは等 しかつたが2TPD添 加時には2回

目の菌数の増加がB1,CETの ばあいよ り早 く起 こり以

後Biと の差が しだいに 大 となった.CET添 加 時には

Fig.31nfluenceofthiamine,TPDorCETon
thesynchronizedcultureofKl.apcculata

(2)Opticaldensity

考 察

BI,TPD,CETを 添加 してKl.apicul¢t¢の同調培養

を行な うとTPDとCETは やや異なった増殖促進作用

を示 した.TPDを 添加 して 培 養す ると対 数期の 初期

にB且との差を開き,2回 目の菌数の増加がBl添 加のば

あいより早 く起 こつたのに たい して,CETを 添加 し

たばあいにはBlと の差が顕著に現われ るのは対数期の
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後期 になってか らで あつた.TPDは 対数 増殖期の菌

の1世 代 の長さを短縮 するのに たい してCETはBl添

加菌 の増殖が衰え る時期すなわち静止期 に入 る時期に

影響 を与 えfなお1世 代 の 増殖 を 続行させ ると 思われ

る.こ の よ うな違いはこの2種 の誘導体 のB且への復帰

速度 に関連す るものであろう.前 報7)に 記 したように

CET,TPDがB1よ り高い増殖促進性を示す直接 の原因

はこれ らの誘導体を添加 した とき遊離B1の 集積 よりも

原形 質中のTDP*3)含 量がB1添 加 のばあいよ り高 まる

ためであろ う.そ のさい菌体中のTDP含 量を測定す

るとTPDを 添加 したば あい早期 に高いTDP含 量 を示

したのにたい してCET添 加のばあいにはTDP含 量が

ゆるやか に 増加 した.TPDは 速やかにBlに 変化す る

のでTDPに 変化 し易いが,CETは 増殖中に も一部は

そのまま残 存 し徐 々に 変化す るのでITDP量 の増加が

ゆるやか になっ たと考え られ る.し たがつてTPDを

添加 すれ ば増殖初期の菌体 申TDP量 がB1添 加 より高

くな るので 対数期に強 く影響する.CET添 加時 には

Blへ の転換がおそ く,対 数期の後期に至つては じめて

TDP含 量がBl添 加のばあいよりも顕 著に高 くな りBi

添加菌の増殖がすでに静止期に入 ろうとす る時点で な

お増殖を続行 させ る作用を示 したのであろ う.

Nosohら5)は パン酵母の同調培 養を行なつて菌 を 形

態的 に観察 し,出 芽への誘導期および娘細胞の成熟期

を明確 に区別 し同調させて いるが,著 者 らの実験では

出芽 に至 る誘導期(出芽 していない状態)が ほとん ど観

察 されず,つ ねに大 部分 の細胞 が出芽状態で観察 され

た.著 者 の用い た条件では(あ るいはKl.¢piculata自

身の性質 と して)出 芽に至 る誘導期が短 く,娘 細胞が

母細胞か ら分離すれ ば速やかにつ ぎの出芽が始 まるの

ではないか と考え られ る.完 全 な同調培養法 につ いて

はなお検討 を要す るであろ う.

結 論

Kl.apiculataを 低速遠沈 して菌の大 きさをそろえ,

培地 に高濃度 にけん濁 して前培養 したのち100倍 に希

釈 して 本培養す ることによ り同調培養を行な うことが

で きた.BI,TPD,CETを 添加 して同調培養を行 なう

とTPDは 対数期の初期の増殖をBlよ り強 く促進 し,

CETはB,添 加菌が静止期に入 る 時点で なお増殖を継

続 させ る作 用を 示 した.TPD,CETの 強 い 増殖促進

性が現われ る時期が異な る原 因は この2種 の誘導体の

B1へ の復帰速 度の違 いによ ると考え られ る.

(昭42,9.25.受 理)
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ビタ ミンB1誘 導 体 の血 球 移 行性

(1)'ThiaminepropyldisulfideとThiothiamineと の 比 較

大 阪 大 学 薬 攣 部 一

川崎 近太 郎 ・富 田 勲 ・篠 田 純 男

      PENETRATION OF MODIFIED THIAMINE COMPOUNDS 

                 INTO ERYTHROCYTES 

          (I) COMPARISON OF THIAMINE PROPYLDISULFIDE 
 AND . THIOTHIAMINE 

               Chikataro KAWASAKI,  'Sap  TOMITA, and  Sumio SHINODA 

                      School of Pharmacy, Osaka University, Toyonaka 

    Penetration of thiamine propyldisulfide (TPD) or  thiothiamine  (SB1) into bovine ery -
throcytes was investigated upon their  suspension in physiological saline solution . TPD was 
quickly absorbed by erythrocytes and the thiamine level in erythrocytes was either kept un-
changed for 24 hours or not washed out by repeated shaking with saline solutions .  SB1 was 
found almost equally in erythrocytes and the supernatant , after incubation for one hour.  SB1 
in erythrocytes was partly washed out by shaking with saline solution , as  SB1 existed as itself 
in the erythrocytes. TPD, when penetrated into blood cells, was reduced to thiamine which 
was no more washed out by saline solution. Only one spot of thiamine was demonstrated in 

hemolysate of the erythrocytes by means of paperchromatography .

TPD*1)あ るいはTAD*2が 洗浄 した血球の浮遊液 に

おい てBIよ り優れた血球移行性 を示 し,血 球中では遊

離B1ま た はTDP*3)と して存在す ることは鈴置1)の報告

以来多 くの 薯者 に より認め られ て きた.松 川 ら2)は

TADの 血球移行性はその脂溶性 に基 づ く 単純拡散に

よるもので あると推定 した.Blに 比べて脂溶性が強い

が,TPDと 異な り動物組織 に よつてBIに なり得 ない

とされてい る3)9)SB1*4)の 血球移行性 をTPDと 比較 し

た.

1実験方法および試料

(1)使'用 し た 血 球

脱 フ ィブ リン した ウ シ血 液 を3,0007伽 で10分 遠沈

して血 球 を集 め,Krebs・Ringerリ ン酸 緩 衝 液 で2回 洗

浄 しそ の つ ど3,000rpmで10分 閤 遠 沈 した もの を用 い

た.

(2)血 球 移 行 量 の測 定

血球4mZにB1誘 導体液1m♂ お よび生理食塩水3ml

を加 え237℃ で 一定時聞保温後乳3,000rpmで 遠沈 し

て上清部 と血球部に勞 け,血 球部 は生理食塩水 で2度

洗浄 し洗液は上清部に合 してつ ぎの操作 を行 なつ た.

a)血 球部 はO.1N硫 酸15m♂ を加 え煮沸抽 出後pH4 .5

とし,30タ カジアス ターゼB液1mlを 加 え37°Cで

1夜 保温後全量50m1と してヒダ濾紙で 濾過 し濾液の

一定量 を検液 とした
.

b)上 清部はpH4.5と してか ら2%タ カジアスター

ゼB液1mZを 加 え37℃ で1夜 保温後全 量25mZと しこ

の一定 量 を検液 とした.

か く調製 した 検液に 常法通 り パームチ ッ ト処 理後

BrCN法 によ りB1量 を定量 した.な おTPDお よびSBl

を添加 した ものはパー ムチ ット処理 前につ ぎの操作 を

行 なつ た.す なわち2TPDは0.5%シ ステイン液1m♂

を加 えpH6,60℃ で30分 保温 し2SBIは30%過 酸化水素

水数滴 を加 え50°Cで5分 振 りまぜ酸化 してB1と した.

*1)TPD=Thiaminepropyldisulfide

*3)TDP=Thiaminediphosphate

*z>TAD=Thiamineallyldisulfide

*g>S$1=Thiothiamine



311Vol.28NNo.4 TPDとSB1の 血球移行性

(3)血 球の洗浄操作

図1の ごとく行 なつた.

図1血 球 洗 浄 操 作

一血王求+B1誘 導 燉

37°C,60分 保温-

遠 沈i

磁 部

賺 黔櫨
1_1

血球部 洗液1

1以 下同様 ・洗浄操作・行 ・ ・

1
上清部

(1μ

図2TPDお よびBlの 血 球 移 行 量

添 加 量:13.5μgBI-HCIE

」血 球:4ml,37℃

11
血球部 洗液2お よび3

実 験 結 果

(1)TPDお よびB、の血球移行量

TPDお よびB玉の4×10-2μ モル(13.5μgBI-HCIE*5))

を血球 に添加 し30n,60分 お よび24時 間後の血球移行

量 を測 定 した(図2).TPDを 添加 した ものは30分 後

には添 加量の約80%が 血球中に存在 しノその値は60分

さらに24時 間後 でもあ まり変化 しなかつた.一 方Blを

添加 した ものはご くわずか しか血球に移行せず,24時

間 でも13%が 血球中に検出 され るにす ぎなかつた.

(2)過 酸化水素酸化によるSB、 の測定法

SBIの 定量にはBPO*7)法5)が 用い られてい るが薯者

らは これ を血液試料 に応用 した さい回収率が低下す る

ことを経験 した.過 酸化水素がSBIを 酸化 して定量的

にB1を 生成することは周知の事実であるので これ を血

表1

中SBIの 定量 に 応用 した.まずSBi標 準 液1～4×10-Zｵ

モル(3.37^-13.5pg$t-HCIE)に30%過 酸化水素水5滴

を加え50℃,5分 反応 させ,冷 後 パームチ ッr処 理 を

行 ない以下常法通 りBrCN法 に よつてBl量 を測定 した

ところいずれ も96～99%のB1を 生成 した.そ こで 血

球 に添加 したSBIの 回収実 験を行 ない表1の 通 り満足

な回収結果 を得 た.な おパームチ ッ ト処理 を行 なわず

に定量す るとまつ た く螢光 が認 め られ なかつた.こ れ

は過剰の過酸化水素がThc*7)の 生成 を妨害 しているも

の と思われ る.

(3)SB1の 血球 移 行 量

血球添加SB1の 過酸化水素法 による定量

SB1添 加 量(μ9) H202 B1と しての検 出量 1回 収 量*

主 験

盲 験

6.6

13.3

0

十

一k一

十

7.8

3.2

14.9

4.2

1.5

1.6

6.2(94)**

13.3(100)

*回 収量=(主 験 一盲 験)xO .99

**回 収 率(%)

た だ しSB1-HC10。99μgはBi-HCI1ｵgに 相 当

*5)Bl-HCI$_$1塩 酸 塩 相 当量*6)BPO=Benzoylperoxide*7)Thc=Thiochrome
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SBiの4× 工0一勉 モ ル を血 球 に添 加 し30>6Q,90お よ

び120分 後 の 血 球移 行 量 を定 量 した(図3).60分 後 で

血 球 部 と上 清 部 の比 はほ ぼ1:1に な りこの比 は90分

さ らに120分 で もあ ま り変化 しなか つた.

(4)SBi,TPDお よ びB1添 加血 球の 洗 浄

SBi,TPDお よびB1の4×10-2μ モル を添加 した1血球

を図1の 操作に従つ て洗液i,z,3,血 球部および上清部

の中のBl量 を 定量 した(表2).SBIは 洗液 中にかな り

の量が検出 されzと くに血球部 を生理食塩水中で30分

保温 したぱあいは洗液中の量が増加 した.一 方B1お よ

びTPDを 添加 した 血球では37℃ で30分 保温 したぱあ
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い で も 洗 液 中へ の 流 出量 は わ ず か で あつ た.さ らに

TPDの2×10-1μ モ ル(67.4μ9BrHCIE)を 添 加 した ば

あ い に つ い て も 検 討 した が(こ の と き血 球 中 に は58ｵg

BrHCIEが 移行 して い た)洗 液 中 へ の 流 出 量 は0.3～

σ.5μgBrHCIEで あつ た.

(5)PPC8>に よる血球中存在形の検出

SBI,TPDお よびB1を 添加 して37℃ で60分 保温 した血

球浮遊液 を遠沈 して血球部 をと り,生 理食塩水で洗浄

してか ら溶血,除 蛋白後遠沈 しその上澄液 を東洋濾紙

No.50に つけ酢酸n一 ブタノール ・永(1:4:5)を

展開溶媒 として1夜 展開 し赤血塩 賦アルカ リ また は

Dragendorff試 薬 を 用いて呈色せ しめた(図4).TPD

添加血球はBl標 品 と一致す る点に 呈色 し,TPD標 品

図4PPCに よる」血球 中存 在 形 の 検 出

展 開溶 媒:酢 酸 ・n一ブ タ ノー ル ・

水(1:4:5)

表2」 血 球 洗 浄 に よ る 流 出(単 位 μg)

B1誘 導 体 添 加量:13.5ugBl-HCIE

sB,

TPD

[上 清 部1洗 液1i洗 液 ・1洗 液 ・
4.5*

(4.5)

1.6
(1.6)

[
1.6

<z.z)
o.a

(o.a)

1.3

<os>
o.z

(o.z)

1.0

(1.3)
o.i

「(0
.1)

BI(1111:1)1(8:1)(8:ち(8:1)i

単 位 拶gB1-HCIE
*()内 は洗 浄 操 作 にお い て生 理 食 塩 水 を加 え てか ら37°C

,30分 保 温 後 遠 沈 した もの.

血 球 部

4.8

(3.4)
11.3
(u.$)
1.2
(1.1)

*8>PPC=Paperpartitionchromatography
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の 部 分 に はDragendorff呈 色 物 質 は認 め られ な かつ た.

SBi添 加 血 球 はRfO.43お よびRfO.63に2斑 点 が み ら

れ た が2RfO,43はRfO.63に 比 べ ご くうす い 斑 点 で あつ

た.RfO.63はSBKRfO.73)と 思 われ るが これ を 確 認す

るた め濾 紙 を10等 分 し各 濾 紙 片 を0.01NIHCIで 抽 出後

5%BPO液0.2m1を 加 え て 振 りまぜ,30%NaOH3ml

で 強 アル カ リ性 として か ら イソ ブ タ ノー ル で抽 出 し螢

光 度 を測 定 した.そ の 結 果RfO.63を 含 む 第7画 分 が 最

高 の 螢 光度 を示 し2RfO.43を 含 む第5画 分 は 第7画 分

の6%の 螢 光 度 を示 す に す ぎな かつ た.BPOはSBIを

特 異 的 にThcに す るの でRfO・63の 斑 点 はSBIに よる も

の で あ りRfO.43はSB1が 展 開 中 に酸 化 され てBIに なつ

た ものか,あ るい は他 の異 物 と老 え られ る.

考 察

TPDそ の他の非対称型Brdisulfideの 血球移行性の

よい ことはTPDがBIよ りも脂質への親和 性が強 く脂

質 に富む血球膜 への親和 性が強 いため といわれ てい る

が血球膜 とTPDと の反応 ではBlに 比べい ちじるしい

結合性 の差 は証明 され なかつた6).TPDは 一SHに よる

還元性が強 く容易にBlに なるが,血 球移行性 は血球膜

に結合 するか または膜 を透過す るときにB且に還元 され

生成 したB1が 血球内に取込 まれ ることが考 えられる.

Blは 血球膜 を透過 し得ないのでB1は 血球 内に封入 され

た形 とな る.同 じようにBIに 比べ脂溶性 であ り血球移

行 性のあ るSB1は 血球 内で もSB1の ままであるので血

球 を溶血 しない ように生理食塩水で洗 うとSBIは 流 出

する.TPDの ばあはい 血球 を洗つて もBlが ほとん ど

流 出 しない.も しTPDの ままで 存在すれば生理食塩

水 で流出 で きるはずで ある.血 球中のTPDは すべて

還 元 され てBlと して存在 すると老 えるとこの実験成績

が よ く説 明で きるド

血球 中のBlは 溶血後PPCで 証明 したが,溶 血操作 で

TPDもBlに 還元 され るか ら この証 明は 血 球中のBlの

存在形 を証明するこ とにはな らない.最 近TPD-35Sを

用いた実験7)で血球中にBlが,血 球外にPropyl-35Sが

証明 されたので 血球 中ではTPDで な くB1と して存在

するこ とが確実であろ う.

著者 らの実験に よると血球中のBlは24時 間放置 して

も変化 しなかつたが,血 球 を破壊 しないか ぎり外部へ

出 る可能性が少ないので生体内での血球移行性はむ し

ろBlを血球 中に封入す る形 とな り,し か も大部分が遊

離のBlで あ るのでBl利 用上有効 なもの と老 え難 い.血

球 内の酵素系でTransketolaseはBI欠 乏に鋭敏 に反応 し

酵素力が低下 する といわれ るが2血 球移行性 を非対称

型B1-disulfideの 利点 として 強調 しようと す るな らば

多量QBlが 血球に移行 した ときのTransketolase活 陸そ

の他 にかんす る影響 を検討すべ きであろ う.

結 論

1)TPDは 血球浮遊液に 加 える とき血球に大部分

移行 し,」血球 内のBl含 量は24時 聞後 も変化 しなかつた.

SBIは 同条件で血 球中に移行す るが 完全で な く1血球中

と上清中の比がほぼ1:1で あつ た.

2)上 の操作で得 られた血球 を生理食塩水で洗 うと

SB1添 加血球か らはSBIの 流 出が認め られたが,TPD

添 加血球か らはほ とんど流出が認 め られ なかつた.

3)SBIは 血球 内でSB1の まま存在す るがTPDは 血

球内でBlに 還元 されて存在す るため生理食塩水で洗い

出 されないので あろう.(昭38.7.29.受 理)
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The fact  that thiamine propyl disulfide (TPD) or thiamine ally! disulfide (TAD) 
in the suspension of washed erythrocytes was more quickly absorbed by erythrocytes 
than thiamine, and existed in the cells as free thiamine or thiamine diphosphate 

(TDP) was reported by Suzuoki (1), and many researcheres. Matsukawa et al. (2) 
assumed that the penetration of TAD into erythrocytes was due to simple diffusion 
because of its fat-solubility. Thiothiamine is known to be more fat-soluble than 
thiamine, but cannot be converted into thiamine by animal tissues, differing from 
TPD (3, 4). The penetration of thiothiamine into erythrocytes was therefore com-
pared by the authors with that of TPD. 

                        EXPERIMENTAL 

  1. Erythrocytes 
   Defibrinated bovine blood was centrifuged at 3,000 rpm for 10 minutes. The 

erythrocytes were washed twice with Krebs-Ringer phosphate buffer by centrifuga-
tion at 3,000 rpm for 10 minutes. 

  2. Determination of the Amount of Thiamine Penetrated into Erythrocytes 
   To 4 ml of erythrocyte suspension 1 ml of the solution of thiamine derivatives 

and 3 ml of a saline solution was added and the whole was kept 37° for a certain 
period. Serum and cells were separated by centrifugation at 3,000 rpm. 

   The cells were washed twice with a saline solution and the washings were 
added to the supernatant for the following treatment. 

   (a) To the cells 15 ml of 0.1  Iv sulfuric acid was added and the mixture was 
heated for extraction. The extract was adjusted to pH 4.5 and 1 ml of 3 % 
Takadiastase B solution was added, followed by incubation at 37° overnight. Then 
water was filled up to 50 ml and the mixture was filtered through filter paper. 
An aliquot of the filtrate was used for the test. 

   (b) The supernatant was adjusted to pH 4.5 and 1 ml of 2% Tadadiastase B 
solution was added. The mixture was kept overnight at 37°. After adding water 
up to 25 ml, an aliquot of the mixture was used for further experiment. 

 )11tP15, 

                                 154
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   The sample solutions thus prepared were treated with permutit and the amount 
of thiamine was determined by BrCN method . But the sample containing TPD or 
thiothiamine was treated as follows prior to permutit  adsorption  : To the sample 
containing TPD 1 ml of  0.5  % cysteine solution was added and the mixture was 

incubated at 60° for 30 minutes at pH 6.0. To the solution containing thiothiamine 
several drops of 30 % hydrogen peroxide was added and the thiothiamine was 

oxidized to thiamine by shaking at 50° for 5 minutes. 

 3.  Washing the Erythrocytes 

   The suspension was treated as shown in Fig. 1. 

                     Erythrocytes + thiamine-derivative solution 
                    Incubated at 37° for 60  min. 

                               Centrifuged 

        Erythrocytes Supernatant 
                      Washed with 3 ml of saline solution by 

                        centrifugation 

         Erythrocytes Washing No. 1 
                        The same treatment was repeated 

    Erythrocytes Washing Nos . 2 and 3 

 Fin. 1  -Washing the Erythrocytes

                          RESULTS 

  1. Penetration of TPD or Thiamine into Erythrocytes 

 4  x10-2  Amoles of TPD (equivalent to 13 .5  tcg thiamine-HC1) or thiamine was 
added to the erythrocytes. After 30, 60 minutes and 24 hours , the amount transfered 
into the erythrocytes was determined with the results given in Fig . 2. In the 
erythrocytes, to which TPD had been added ,  80% of  it was already found after 
30 minutes, and the level was kept practically unchanged for 24 hours , whereas l
ittle was found in the cells after thiamine addition and as low as 13% was 

detected in the cells even after 24 hours . 

 2. Determination of Thiothiamine by Oxidation with Hydrogen Peroxide 

   Thiothiamine can be determined by benzoyl peroxide method , but when the 
method was applied to the sample containing blood , the recovery was found to 
be reduced. The well-known fact that thiothiamine is quantatively oxidized to 
thiamine by H202 was therefore applied to its determination in the blood . To 1 
to 4 x  10-2  ,u,moles of thiothiamine (equivalent to 3.37 to 13.5 jig of thiamine-HC1) 
five drops of 30 % hydrogen peroxide were added and the whole was kept at 50° 
for 5 minutes. After cooling, it was treated with permutit , followed by thiamine d

etermination by the BrCN-thiochrome method . In all the cases, thiamine formed 
was  96-99%. The amount of thiothiamine added to blood was recovered satisfac-
torily as shown in Table I. However , without permutit treatment, no fluorescence 
appeared, possibly due to the inhibition of thiochrome formation by the excess
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0

 FIG. 2 Amount of TPD or Thiamine Penetrated into Erythrocytes 
The amounts equivalent to 13.5  pethiamine-HC1 were added. 
Erythrocytes, 4 ml, incubated at  37° 
•, TPD;  x, thiamine 

                           TABLE I 
xidation of Thiothiamine Added to Erythrocytes by Hydrogen Peroxide

Thiothiamine 
   added H200 Thiamine 

detected
 Recovery.

Sample

6.6 

13.3

 gg 
7.8 
3.2 

14.9 
4.2

6.2 

13.3

 (94)6 

(100)

Blank 0
1.5 
1.6

    a Recovery = (sample — blank) x 0.99 (0.99  eg of thiothiamine-HC1 is equivalent to 
     1  ug of thiamine-HC1) 

      Percentage of recovery 

peroxide. 
 3. Penetration of Thiothiamine into Erythrocytes 

 4x  10-2  /moles of thiothiamine was added to erythrocytes and the amount 

penetrated into the erythrocytes was determined after 30, 60, 90 and 120 minutes. 
As can be seen from Fig. 3, the amount of thiothiamine in the cells was roughly 
the same as that in the supernatant after 60 minutes. This level remained almost 
unchanged even for 120 minutes. 

 4. Washing the Erythrocytes Added with Thiothiamine, TPD or Thiamine 

   The erythrocytes, to which  4x  10-2  //moles each of thiothiamine, TPD or 
thiamine had been added, were washed as shown in Fig. 1 and the amount of 
thiamine in the washing 1, 2 and 3, the erythrocytes and the supernatant were
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Fm. 3 Amounts  of  Thiothiamine Penetrated into Erythrocytes 
The amounts equivalent to 13.5  ug thiamine-HC1 were added. 
Erythrocytes 4 ml, incubated at 37°. 
- , in erythrocytes;  ---, in medium.

determined. 

   Much thiothiamine was detected in the washings and the amount markedly 
increased after incubation of the cells for 30 minutes in a saline solution. However, 
from the erythrocytes to which thiamine or TPD had been added, very little of 
it was washed out even after incubation at 37° for 30 minutes. In the experiment, 
in which 2 x 10-1  ,umoles of TPD  (eqivalent to 67.4  jig thiamine-HC1) had been 
added, 58  p.g thiamine was detected in the cells, but the amount in the washings 
was as low as 0.5  [Lg.

                         TABLE II 
     Amounts of Thiamine Washed out of Erythrocytes 

Thiamine derivatives equivalent to 13.5  ug thiamine-HCI were added

Supernatant Washing No.  1 Washing No. 2 Washing No. 3 Erythrocytes

Thioth

TPD

iamine

Thiamine

 4.5 
(4.5) 
 1.6 
(1.6) 
 11.5 

(11.1)

1.6 
(2.2) 
0.2 
(0.2) 
0.4 
(0.5)

1.3 
(0.8) 
0.2 
(0.2) 
0.4 
(0.2)

1.0 
(1.3) 
0.1 
(0.1) 
0.1 
(0.1)

 4.8 
(3.4) 

11.3 
(11.6) 
 1.2 
(1.1)

a The amounts 

 centrifugation.
determined after incu bation at 37° for 30 minutes, followed by

5. Forms of the Thiamine Present in 

 The erythrocyte suspension incubated
the Erythrocytes 

with thiothiamine, TPD or thiamine at
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37° for 60 minutes was centrifuged. The cells were washed with a saline solution, 
followed by hemolysis. After depreteinization, the supernatant obtained by cen-
trifugation was subjected to paper chromatography using Toyo Filter Paper No. 50 
and developed with a solvent system, acetic acid-n-butanol-water  (1  :  4: 5), over-
night. Alkaline ferricyanide solution or the  Dragendorff reagent was used to visua-
lize the spot (Fig. 4). From the erythrocytes, to which TPD  had been added, the 
spot corresponding to thiamine was found but that corresponding to TPD was not

 FIG. 4 Identification of the Form of Thiamine Derivatives 
           Present in Erythrocytes by  Paper  Chromatography 

            Solvent system, acetic acid-n-butanol-water  (1:4:5). S, standard; 
            E, in erythrocytes. 

detected with the  Dragendorff reagent. From the erythrocytes to which thio-
thiamine had been added, two spots were found at RF 4.3 and 0.63, the former 
being fainter than the latter.  RF 0.63 compound seemed to be thiothiamine  (RF 
0.73). For confirmation the following experiment was performed. The filter paper 
was cut into 10 equal portions; each was extracted with 0.01 M HC1; after addi-
tion of 0.2 ml of 5% benzoyl peroxide solution, the mixture was made strongly 
alkaline by adding 3 ml of 30% sodium  hydroxide  ; following extraction with 
isobutanol, the fluorescence was determined. In the fraction 7 corresponding to 
RF 0.63 showed the most intensive fluorescence and the fraction 5 corresponding to 
RF 0.43 showed the fluorescence as low as 6% of that of the fraction 7. As 
benzoyl peroxide  specifically turns thiothiamine into thiochrome, the spot RF 0.63 
is due to thiothiamine, and the spot RF 0.43 seems to be due to the thiamine pro-
duced by oxidation of thiothiamine during development or other contaminant. 

                          DISCUSSION

The reason of easy 

into erythrocytes is 
to which TPD has

penetration of TPD 
ascribed to its great 

greater affinity than

or other asymmetrical thiamine disulfides 

affinity to stroma containing much lipids, 
thiamine. But no marked differences in
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 the combination of TPD or thiamine with stroma was found in the reaction of 
 stroma and TPD (6). TPD is easily reduced to thiamine by SH-compounds and 

 the penetration of TPD into erythrocytes is assumed to be due to its reduction to 
 thiamine, which takes place during the combination with stroma or during the 

 passage through stroma and the thiamine, once produced, cannot permeate the cell 
 membrane and remains included in the cells. Thiothiamine like TPD is more fat-
 soluble than thiamine and readily penetrates the cells, but, differing from TPD, it 

 remains in the cells as thiothiamine and by shaking the cells with a physiological 
 saline solution without hemolysis, it is washed out of the cells. But in the case 

 of TPD, thiamine cannot be washed out by shaking with a saline solution. If 
 TPD were present  per se in the cells, it should be washed out of the cells . The 

finding can easily be explained if we assume that the TPD in the cells has been 
 entirely reduced to thiamine. Thiamine in the cells could be detected by paper 

 chromatography of the hemolyzed solution, but TPD is partially reduced to thiamine 
 during hemolysis. Therefore it cannot be the proof of the existence of thiamine 
 in the cells. The experiments using TPD-S35 (7) demonstrated the presence of 

 thiamine in the cells and that of propyl-S35 in the plasma so that it is certain that 
 the vitamin exists in the cells as thiamine but not as TPD . According to the 
 authors' experiments, the thiamine level in erythrocytes remained unchanged for 

24 hours. There is scarcely any possibility of washing the thiamine out of the 
 cells unless the cells are destroyed. 

    The penetration into erythrocytes causes thus the inclusion of thiamine into 
 the cells, the majority being in the free form. It can hardly be believed that 

thiamine exists in a state beneficial for utilization. 
    Among the enzyme systems in erythrocytes transketolase is said to react sensi-

tively to the deficiency of thiamine. In order to emphasize the good penetration 
into erythrocytes to be the benefit of the asymmetrical thiamine disulfides, the 
transketolase activity after penetration of much thiamine into erythrocytes should 
be investigated. 

                         SUMMARY 

    1. When thiamine propyl disulfide (TPD) is added to erythrocyte suspension , 
much of it penetrates into the cells and thiamine level remain unchanged for 24 
hours. Thiothiamine penetrates also into the cells under the same condition but 
not complete, the ratio of thiothiamine in the cells to that in plasma being roughly 

 1: 1. 
    2. When the erythrocytes after above treatment were washed with a saline 

solution, thiothiamine was washed out but TPD could hardly be washed out of 
the cells. 

    3. Thiothiamine exists  per se in erythrocytes but TPD does not. It is present 
as thiamine after reduction in the cells and it cannot be washed out with a saline 
solution. 
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      PENETRATION OF MODIFIED THIAMINE COMPOUNDS 

                  INTO ERYTHROCYTES 

 (II) COMPARISON OF THIAMINE PROPYLDISULFIDE 
                 AND DICARBETHOXYTHIAMINE 

                     Chikataro KAWASAKI and  Sumio SHINODA 

                       School of Pharmacy, Osaka University, Toyonaka 

   Thiamine propyl disulfide (TPD) or dicarbethoxythiamine (DCET) can penetrate into 
bovine erythrocytes either in whole blood or in suspension of erythrocytes in Krebs-Ringer 

phosphate buffer ; TPD, when added to a suspension of erythrocytes, was quickly and 
completely absorbed by the erythrocytes but DCET was only partly and gradually absorbed 
by them. When applied to whole blood, TPD was incompletely absorbed by erythrocytes , 
while DCET was absorbed by them to nearly the same percentage as in the case of a 
suspension. DCET in erythrocytes was washed out by repeated shaking with saline solutions , 

 whereas no washing out of the erythrocytes which contained TPD , by saline was observed. 
DCET is rather stable either in erythrocytes or in serum ; slow reduction of DCET to thiamine 

was demonstrated by both paper partition chromatography and microbiologiaal assay using 

Kloeckera apiculata. TPD was quickly reduced to thiamine both by serum and by hemolyzed 
erythrocytes. The difference between TPD and DCET in their stability in blood systems is 

partly responsible for easy or slow penetration into  erythrocytes.

前報1)においてTPD*1)の 血球移行性 をSBI*2)と 比較

して研究 したがTPDの 血球移行性の一要因 として血

球内に移行 した とき容易にBlに 還元 され ることを指摘

した.CAT*3)類 は他 のBl誘 導体に比べB1に な りに く

く動物 体内にCATの 存在が 証明 され てい る2).CAT

は血球 内で一部CATの まま存在する と考え られ るか

らTPDの 血球移行 と異 なつた態度 を示すであろうこ

とが予想 され る.CATの うちか らDCET*4)を 選び血

球移行性についてTPDと 比 較検 討 したの で報告す

る.

実 験 方 ・法

(1)使 用 した血液

脱 フ ィブリンしたウシ血液 を3,000rpm,10分 間遠沈

して血球 を集 めKRP*5)で2度 洗 浄 しそのつ ど3,000

rpm,10分 間遠沈 して得 た血球にKRPを 加 えて原血液

と等 容量の血球浮遊液 とした.

(2)血 球移行量の測 定

血球浮遊液 または全d¢4mlに:.・ 導体1mlを 加 え

37℃ で一定時間保温後8,000ypm ,5分 間遠沈 し1血球部

と上清部に分 け血球部は 生理食塩水3mlで 速やかに

洗浄 し洗液 を上清部に合 してつ ぎの操作 を行 なつた.

(a)卑 球部 は10%メ .タリン酸警液20m1を 加 え水浴

上15分 間煮沸 したの ち全量50m1と して濾 過 し濾液の

一定 量 を検液 とした.

(b)上 清部 は100メ タリン酸溶液5mlを 加え水浴

*ユ)TPD=Thiaminepropyldisulfide*2)SB
FThiothiamine*3)CAT=Carbalkoxythiamine

*9>DCET=O
,S‐Dicarbethoxythiamine*5>KRP=Krebs・Ringerphosphatebuffer

φ
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上15分 間煮沸 したの ち全量25mZと して沈 でんの ある

ば あいは濾過後濾液の一定量 を検液 とした.

か く調製 した検液 を直接BAN処 理 してThiazole型

Bi(OCET*6)を 含む)を定量 し,さ らにTPDの ときは

システイン処理,DCETの ときにはアルカ リ処理3)を

行 なつ てか らBrCN法 に より総B1す なわちThiazole型

$1+Thiol型BI(TPDあ るいはDCET,CET*7))を 定量

しBl塩酸塩 として示 した.

(3)DCETお よびTPD添 加血球の洗浄操作

洗浄 した血球2mlにDCET,TPDを 添加 し37°G15

分間保 温後遠沈 して上清(画分1)と 血球に分 け,こ の

血球に生理食塩水5mlを 添加 しただ ちに遠沈 する操

作 を2度 行 ない得た上清 を画分 皿および皿 とした.さ

らに血球に生m塩 水5mlを 添加 し37℃io分 保温後

遠沈す る操作 を2度 行 なつて上清 を画分IVお よびVと

し最後 に血球 を溶血抽 出 して画分VIを 得 た.

(4)Kloeckeraapiculataに よるBlの 定量

川崎 ら4)の方法 に よつた.

実 験 結 果

(1)TPD,DCETの 全血または血球浮遊

液においての血球移行量の比較

た.し か しTPDは 血球浮遊液 では添加量の93%が 血

球 に移行 したが全血 では血球移行 量が減少 し血清部 と

血球部にほぼ1:1の 比 で存在 した.

(2)TPD,DCETか らの血清または溶血

血球液によるB、生成量の比較

1)血 清

〔1)におけるTPDとDCETの 態度の違 いは血清の存在

に よるもの と老 えられ る。血清2mlにKRP2mlお よ

びTPDま たはDCETO.2μ モルを加 え全量5mlと して

37°C,1時 間保温 し,以 下上清部B且の定量法に従つ て

チアゾール型B1の 定量 を行なつた(表2).DCETか ら

は8%の チア ゾール型BIが 検出 され たにす ぎなかつ

表2TPD,DCETか らの血清 によるBI生 成量

iB1生 成量(・9)B1鰔 率(%)

玉置 ら5)はTPDの 血球移行 量は全血 と血球浮遊液 と

でかな り異 なることを報告 しているの でまず全 血につ

いて検討 した.表1に 示 した条件で全血 または血球浮

遊液にTPD,DCETO。2μ モルを添加 し37°C,1時 聞保

温後上清部 と血球部の総B1量 を測定 した.DCETは 全

血 と血球浮遊液 とで血球移行 量の差が認 め られ なかつ

表1TPDお よびDCETの 全血 または血球

浮遊液における血球移行量の比較

TPD(μ9)

DCET

TPD

*OCETを 含 む

5.1*

61.1

8

91

TPD,DCETO.2μ モ ル(67.4μg,Bl-HCI相 当 量)

血 清2ml,全 量5ml

pH7,37°C,1時 間保 温

全 1血.

血球浮遊液

DCET(ｵg)

雌 剖 上翻

:.
(42)
27.8
(41)

32.7

(49)

32.1

(48)

血球部 上清部

31.6

(47)

63.1

(94)

34.9

(52)

4.7

(7)

TPD,DCETO.2μ モ ル(67.4μgB1-HCl相 当 量)

全 血 また は血 球 浮 遊 液4.ml

全 量5ml,37℃,1時 間 保温

Bl-HCI相 当量 と して示 し()内 は添 加 量 に た い

す る胃 分 比

たがTPDは91%がBlに 還元 されてい た.B1が 血 球移

行性を示 さない ことは周知の事実 であ り著者 らもすで

に報告 したi).し たがつて(11の全1血のばあい添加 され

たTPDの 一部が血清 に よりB1に 分解 され るため血球

浮遊液に比べ て血球移 行量が少 ない と老 え られ る.

2)溶 血血球液

洗浄 した血球に水 を加えて原」血液 と等容 量 とし,さ

ちに凍結融解 して溶血 させた液4mlにTPD,DCET

の0.2,Eモルを加 えpH6.8,全 量lOmlと して37°Cで保温.

し以下血球部Bl定 量法に従 つてチアゾール型BI量 を定

量 した(図1).TPDは 最初 の測定 で完全にチ アゾー

ル型B1に 還元 されてお りさらに システ イン処理 を行な

つて も測定値 は増 さなかつた.DCETか らは短時間で

はチアゾール型BIは わずか しか検出 されずアルヵ リ処

理 で測定値が著 明に増加 しDCETが その ままの形 でか

な り残つている ことがわかつた.

(3)血 球移行量にたいする時間および濃

度の影響

1)時 間の影響

*6)OCET=O-Carbethoxythiamine*7)CET=S-Carl)ethoxythiamine

㌧
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図1溶 血 血球液に よるTPD,DCETか らのBl生 成 か つ た がフDCETは 全 体 と してTPDよ り血 球 移 行 量

が 少 な く保 温 時 間 と ともに移 行 量 が 増 し た.:.・一..,

2)濃 度 の影 響 ・… ぞ .

血 球 浮 遊液3mZにTPD,DCETO.2μ 鐔ル 毒ヵ口えKIP

で全 量 を4～2Qm♂ と し37℃ で1時 間保 温 して血 球移, .

行 量 を測 定 した.た だ し この実 験 では血 球 浮 遊 液 は 元 ・

の 血液 の3/4の 液 量 と したの で全4.m1、 の と きが も と

の 血 濂 と等 容 量 とな り全 量20m1の と きは も との 血 液

の5倍 に 希釈 され た..図3に 示 した よ うにTPDは 液

図3血 球移行量にた小する濃度の影響

保 温 時間(分)

TPD,.DCETO.2,Eモ ル(67.4ｵgBI-HCI相 当量)

溶 血血 球 液4ml,全 量10mZpH6.8,37℃ 保 温

図2」 血球移行量にたいす る時間の影響

DCET,TPDO.2μ モ ル(67.4μgBI-HCI'ml

相 当量)血 球 浮 遊 液3ml,KRPOん16mZ,

全 量4～20mJ,37℃,1時 間 保 温

量 に無関係に一定の血球移行量 を示 したが,DCETは

液量 と血球移行 量が ほぼ逆比例 の関係 となつた.、

(4)DCET添 加 血 球 のPPC*$〉

保 温 時 間(分)

DCET,TPDO.2μ モ ル(67.4μgB1-HC1相 当量)

血 球 浮遊 液4ml全 量5ml37°C保 温

血球浮遊液 を用いでTFD,DCETの 血球移行 量を経

時的に調べる と図2に 示 す ようにTPDは15分 以内 に

添加量(o.auモ ル)の85%が 血球に移 行 し以 後変化 しな

TPDを 添 加 し た血 球 のPPCで はTPDは 自身 は検 出.

され ずBlの み が 検 出 され.る こ とはす で に 報 告 した1).

溶1血血 球 液4mlにDCET1皿g(B1塩 酸塩 相 当量)を 添 力既

し37QCで 保 温 後0.2ハ 塩 酸 ・エ タ ノー ル で 抽 出 し全 量

を20mZと して この1mlを 幅2cmの 濾 紙 に つ け,酢 酸 、

・n一ブ タ ノー ル ・水(1:4:5)で 展開 し乾 燥後 濾 紙

の 両 側 巾5㎜ 切 り取 りDragendorff試 薬 また は赤 血 塩

・ア ル カ リ試 薬 で呈色 させ る とB1 ,0CET,DCETま た

*8)PPC=Paperpartitionchromatography
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はCETに 相当する個所に呈色がみ られ たがDCETと

CETはRf値 が近いのでCETが 分解の中聞体 としてで

きてい るか否かは このPPCか らは不 明であつた.そ こ

で残 りの濾紙 を第1画 分(RfO.1～0.23;Bl)ン 第2画

分(RfO.23～0.5}OCET)),第3画 分(RfO.5～1.03

CETお よびDCFT)に 分 け0.11縢 酸で抽出 し抽出液 の

一部 をアルカ リ処理後B1量 を定量 し,さ らに第3画 分

の抽 出液の一部 をKl.αρ蜘 傭 σに よる微生物定量法で

CETとDCETの 分別定量 を行 なつた.CETとDCETは

KZ.¢piculat¢の増殖促進 性に量的な差が あ り6)7)この差

を利用 してCETとDCETの 分別定 量が 可能であ る.表

βに示 した ように第3画 分の27～42%がCETと して

表3濾 紙抽出法によるDCET分 解産物の分別定量

皿,皿 で血球外に残 つてい たものは 完全 に除去 される

か ら画分IV,Vで 検出 されたもの はい ちど 血球内に入

つてか ら洗浄に よ り流出 したもの である.DCETの ば

あい画分IVに 明 らかな検出量の増 加がみ られIV,Vを

合 した流出量 は全体の12.4と なつ た.画 分VIす なわ

ち最後に血球 に残つていた ものは ほ とん どがチア ゾー

ル型Blと なつていた.一 方TPDを 添 加 した ときは前

報 と同じ く流 出は まつた く認 め られなかつた.

Rfに よ

る分類

60分後

120分後

0.100.23

Bi)C
og)

正.5

4.6

0.23^・0.50

(OCET)

Cog)

5.1

7.9

0.50-1.00

(CETお よびDCET)

(wg)

17.2(4.1)

12.1(5.1)*

BrHCI相 当量 と して示 し,()*内 は 微生 物 定 量

法 に よ るCET量.た だ し各標 品 のRf値 な つ ぎの

通 りであ っ た.B1:0.15,0CET:o.29,CET:0.68,

DCET:0.75

検出 された.以 上の ことか ら明か なようにDCETか ら

Blへ の中間段 階にCET,OCETの い ず れ も検出 され

た.

(5)TPD,DCET添 加血球の洗浄実験

前1)でSB1が 血球内にSB1の 形 で存在 し,そ の親油

性 のゆえに膜透過が容易 で生理食塩水 で洗い出 し得 る

ことを報告 した.(2)お よび(4}で示 したようにDCETは

血球 内で一部はDCETの 形で存在す るか らSB1と 同様

に生理食塩水 で洗い出 し得 る と思われる.実 験方法(3)

に従い血球洗浄 を行ない表4め 結果 を得た.画 分1,

考 察

B1誘 導体の血球膜透過には脂溶 性 または脂質親和陰

が一因 となつてい るが血球内でBlに 還元 され ると血球

膜 を透過で きず血球 内に とじこめ られ ることになる.

TPDとDCETは その血球移行性 の態度 には大 きな違

いが認め られ たがBlへ の復帰度の難易 と関係が あるよ

うに思 える.DCETの 血球移行性 は1種 の拡 散であ り

血球膜内外 の濃度が平衡状態 にある と老 えれば著者 ら

の実験 を解釈 し得 る.す なわちDCETを 血球に添加す

る と血球外 の濃度に応 じて血球 に移行 しBlへの分解が

遅 いため洗浄 によ り血球外 の濃度 が さが るとふたたび

膜 を透過 して血球外に流 出 し,ま た逆に長時間保温す

ると血球内でBlに 分解 され るため血球内 に入 り結果的

には時間 とともに血球秒行 量 が増す。TPDはDCET

と同 じく拡散に より血球内に入 り速やかにBlに 還元 さ

れて血球外に出 られ な くな り血球 内に とどまるとも老

えられるが2血 球 内に とりこまれ る速度 が速い点か ら

血球膜 とTPDの 結合力が 強 く血 球 膜 を透過の とき

Disulfide結合が切れB1が とりこまれPropylmercaptanま

たその化合物 を放出する ことが血球移行の因子 とも老

えられDCETに 比べて より特異的 なTPDの 性質 とい う

こ とがで きる.

表4TPD,DCET添 加血球の洗浄実験

上 清 部 洗浄 に よる流出 1血 球 部

画 到 1 II 皿
i計

N V 計

DCET

TPD

56.610.2.1.8
(12.5)*(1.3)(0.7)

4.51.61.2
(4.0)(1.5)(1.2)

.:.
(14.5)

7.3

(6の

9.82.6
(2.4)(0.5)

0.30.3
(0.4)(0.2)

12.4

<z.$)

0.6

(0.6)

19.0
(18.3)

添加 量0,5μ モ ル(169μg$i-HCI相 当量)

単位:%
*()内 はThiazole型Bl量

92.1
(92.3)
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結 論

TPDとDCETの ウシ全血 または 血球浮遊液に おい

ての血球移行性 を比較 し両者の間に異なる点 を見出 し

た.

〔1)血 球浮遊液 か らの血球移行量はDCETに おいて

は保温時間,濃 度に影響 されるが,TPDで はそれ ら

に無関係に一定の血球移行量 を示 した.

〔2}全 血ではTPDは 血球浮遊液におけるよ り低い

血球移行量 を示 したが,DCETは 血球浮遊液 と同様の

1血球移行量 を示 した.

(3}TPDは 血清 および血球 で 速やかにB隻に還元 さ

れ るが,DCETは 同条件 でBlへ 復帰 しがた くBIの生成

量が低かつた.

(4)DCETは 添加 した血球 を 生 理 食 塩水 で洗 うと

DCETの 流出がみ られたカ㍉TPDを 添加 したばあい

流出は ほ とん どおこらなかつた.

以 上の ことか らDCETの 血球移行性 は単純 な拡 散に

よるもの と考 え られ るが,TPDは たんに拡散 だけで

な くBlに還元 され易 く還元 されたBlが 血球膜 を透過 し

がたい点が 関連 している と思える.な おDCETの 血球

に よる分解産物 としてCET,OCETお よびBlをPPCお

よび微生物法 に より検出 した.

(昭39.2.22.受理)
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          STUDIES ON HYDROXYETHYL-2'-THIAMINE 

      (I) THE ACTIVITIES  OF HYDROXYETHYL-2'-THIAMINE AND 
          ITS RELATED COMPOUNDS ON MICROORGANISMS 

              Chikataro  KAWASAKI, Takeo  KISHI  and  Sumio SHINODA 

                  Faculty of Pharmaceutical Sciences, Osaka University, Toyonaka 

 Hydroxyethylthimine (HET) and  its related compounds showed the following  activities 
on thiamine-requiring microorganisms for the growth.  (1)  HET,  hydroxypropylthiamine(HPT) 
and hydroxyisobutylthiamine (HIBT) stimulated  The  growth of Lactobacillus fermenti at the 
same rate as thiamine, but the  O-acylated compounds of HET, HPT and HIBT showed 
lower activities than thiamine. (2) HET,  • HPT and their  0-acylated compounds stimulated the 

growth of Kloeckera apiculata at the same rate with thiamine, but HIBT and its  0-acylated 
compounds showed lower activities than thiamine. (3) The growth stimulating activities of D-
and  D-HET on L. fermenti and  Kl. apiculata were almost same as thiamine, but the acti-
vity of D-HET was a little higher than  D-HET. (4)  Kl. apiculata  and.  Saccharomyces  carts-
bergensis,  grown in the broth containing HET, accumulated thiamine and HET per  se in 
cells. HET,  HPT and HIBT  proved _ to be inhibitory to the growth of Sacch.  carlsbergensis to 
the same extent as thiamine, but the  0-acylated compounds of  HET, HPT and HIBT sho-
wed  lower inhibition than thiamine. The growth inhibitions by HET, HPT and HIBT were 
reversed by the addition of pyridoxine.

Breslowの 仮 説1)以 来HET-PP*1)は ピル ビン酸 の脱

炭 酸 系 に おけ るB1の 活 性 中間 体 と して 注 目 され,酵 素

系 を 用 いて の多 くの実 験 に よ りそれ を 裏 づ け る事 実 が

得 られ て い る.HET*2)はB1要 求 性 の 乳酸 菌Z,actobaci-

llusfermentiお よびZ,..viridescensに た い してB1の 約

80%の 活 性 を 持 つ ことがKrampitz2)に よ り報告 され,

村上 ら3)もD一 お よびr,-HETの ムferynentiに た いす る

活 性 につ いて 報 告 して い る.今 回HETお よ び そ の 関

連 化 合 物 の試 料 の提 供 を 受 け た の で それ らの 微 生物 活

性 を 検討 した.

実験方法および試料

(1)使 用菌株

Z,.fermenti36(IF'03071),Kl.apiculata(IFO

O630),S¢cch.caylsbeygensis(IFOO565)

(2)菌 の培養 方法

川 崎らの報告4)5)6)にしたがい滅菌 した基礎培地2mZ

に試料液を無菌的に加 え全量4mlと し 注射針 よ り菌

液を1滴 加え,培 養後 日立光電比色計を用いて610mμ

における濁度を測定 した.

3)試 料

試料化合物の構造は次 ページに示 したが化合物1～

田は武田薬品工業ホ り,皿 および双は山之内製薬 よ り

供与 され たものを用いた.1い ずれ も滅菌蒸留水に溶解

して試料 液とした.な お以下の記述でたんにHETと

,記した ものはDL体 を意味す る.

*1>HET-PP=a-Hydroxyethyl-2'-thiaminepyrophosphate
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実 験 結 果

(1)L.fermentiに た い す る 活 性.

i 1 R i R'

B1要求性乳酸菌ム.feymentiに たい しては37℃,20時

間の培養で 図1-Aの 結果を得た.HETはBiと ほぼ等

しい活性を示 し,AHETお よびAHIBTの ような0一

アセチル体はB1よ り低い活性を示 した.
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(2)Kl.apiculataに た い す る活 性

BI要 求 性 酵母Kl.¢picul¢t¢ にた い して は図1-Bの ご

と くHIBTはB1よ わ活 性 が 低 く,HETお よび そ の ア セ

チル 体 はBlと 同等 の 活 性 を示 した.

(3)Sacch.carlsbergensisに た い す る 態

度

Sdccla.caylsbeygensisはB1に よ り増 殖 が 阻 害 され,

Fig. 1 The growth stimulating activities of HET and its related compounds 
        on L.  fermenti  (A) and  Kl.  apiculata (B)

*2)HET=a-Hydroxyethyl-2'-thiamine*3)AHET=0-Acety1-a-hydroxyethyl-2しthiamine

*4)PHET=0-Propiony1-a-hydroxyethyl-2'-thiamine*5)MPT=α 一Hydroxypropyl-2'-thiamine

*6)AHPT=0-Acety1-a-hydroxypropyl-2'-thiamine*7)HIBT=a-Hydroxyisobuty1-2'-thiamine

*8)AHIBT=O-Acetyl-≪-hydroxyisobutyl-2'-thiamine
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B6の 添加 でその阻害が 回復 され る酵母で ある.本 酵母

にたい してHETはB1と 同等の増殖阻害作用を示 した

が,AHETはBlよ り増殖 阻害作用がやや低 く,AHPT

Fig.2TheinhibitoryeffectofHETandits

relatedcompoundsonthegrowthof

Sacch.c¢rlsbergensis
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Fig.3Theeffectofpyridoxineonreeersalof

thegrowthinhibitionbyHETandits

relatedcompounds

OThiamine 　 HPT

・HETpHIB'1'

●HET 巴AHPT

TablelThemicrobiologicalactivitiesofHET

anditsrelatedcompounds

Ratioofgrowth

lstimulation*
Z,.Kl.
feymentiapiculata

Ratioofgrowth
inhibition*

S¢cch.

caylsbeygensis

Thiamine

HET

AHET

HPET

HPT

AHPT

HIBT

AHIBT

1

i.ii

O.17

0.13

1.11

0.08

i.ii

i.oz

i

1.25

0.91

i

O.91

i

O.09

0.23

i

i

1

i

O.18

0.13

i

o**

1

0**
ζ

*Ratio=(Doseofthiamineat50%stimulation

orinhibition)/(DoseofHETanditsrelated
compoundsat50%stimulationorinhibition)

**Growth-stimulatingathigherconcentraton

にはまつた く阻害作用がなかつた(図2).

同様 に して以上3種 の菌にたいする活性を他 の化合

物について も調べその結果を まとめて表1に 記 した.

Sacch.carlsbergensisに たい して 増殖阻害 を示 した

HET,HPT,HIBTお よびB玉10-6モルを含む培地にBs

を添加 し培養するといずれ もB6に より阻害 の回復がみ

られた(図3).

(4)D一 お よ びL-HETの 活 性

光 学活 性 のD一 お よびz-HETの1,.fermentiお よ び

Kl.apiculataに た い す る活 性 を し らべ る と図4の よ う

に両 菌 に た い してD-HETの 方 が や や 高 い活 性 を 示 し

た.

(5)HETのKZ.apiculataに よ る集 積 な ら

び にB、へ の 変 化

HETま た は$11.5x,10-8～10尸6モ ル を含 む培 地60mZ
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∫F三g.4Thegrowthstimulatingactivitiesof、D厂,.L-andDL-HETon乙.feymenti㈲

andKZ.¢piculata(B)

AThiamine ムD-HET

●DL-HET▲L-HET

Kl。 ¢piculataを接種 し30℃,20時 間培養 し増殖度を測

定後菌を遠沈 して集 め,生 理食塩水で2回 洗浄 し,つ

ぎのよ うに してHETま たはB1量 を測定 した.

上清液はそのまま検液 とし,菌 体は0.1NHZSO9で

10分 間煮 沸抽出 した ものを検液 とした.各 検液の一定

量に1%タ カジ アスターゼB液1mlを 加 えpH4.5,50℃

で2時 間保温後BrCN-Thc*9)法 または フ.エリシヱ ンー

The法 によ⑳Blま たはSET量 を測定した.HETは フ

ェ リシアン塩 と反応 してThcを 生成す るが,.BrCNと

の反応ではThcを 生じないので フェ リシアン塩 による

測定値 とBrCNに よる測定値の差を求めれ ばHET量 を

知 ることができる3)7)8).しか しBIと フェ リシ アン塩の

反応ではThcの 生成率はBrCNの ばあいに くらべ低

く91,F3ETか らのThc生 成率 と一致 しない ことが多い

のでHET,Blの 抽 出液 にたいす る添加回収実験を行な

い測定値を補正 した(表2).

B1を 添加 して培養 した ときHETの 生成は認 められ

なかつたがHETを 添加 して培養 したとき培地 中に残

Table2 TheaccumulationofHETanditscon-

versiontothiaminebyKl.apiculatu

Doseofsample

(mμmole)

Thiamine15

150

1500

HET15

150

1500

Growth

(O.D.)

0.81

1:1

尸『0181

'0
.8・1

0.81

0;82

Accumulation(m/cmole)

Thiamine;HETTotal

15
齒148

636

11

90

231

0

0

0

3

65

495

15

148

636

14

:155

:726

存 す る もの は す べてHETで あ1り菌 体 に集 積 さ・れ た も

の は一 部B1に な り,残 りはHETの ま ま存 在 して い た.

さ らに菌 体 抽 出液 を 東 洋 ろ紙No.50に つ け0.WHCI・

エ チ レ ン グ リコール ・n一ブ タ ノー ル(1:1:47で 展

開 し,L.fermentiに よ るBioautographyを 行 な つ た と

ころB1お よびHETが 検 出 され た.

*9)霊hc=Thi㏄hrome
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(6)Sacch.carlsbergensisに よ るHET

の集 積 な ら び にB1へ の 変 化

B1ま たはHET1.5×10-7モ ル ま た は1.5x10-6モ ルを

含 む培 地60m♂(B6不 含)にSacch.`α7♂ εわ87gθ%ε63を接 種

し30℃,20時 間振 と う培 養 を 行 なつ た.菌 の増 殖 度 を

測定 した の ち遠 沈 して 菌を 集 め,一以 下 〔5〕のKl.¢picu-

lataの ば あ い に準 じて 菌体 お よび上 清 のB1ま た はHET

含 量 を 測定 した(表3).

Table3TheaccumulationofHETanditscon-

vertiontothiaminebyS¢cch.c¢rlsbergensis

Doseofsample

(mμmole)

Thiamine150

1500

HET150

1500

None

Growth
Accumulation(mμmole)

(O.D.)IThiaminelHETITotal
0.801
0781
0.79
0.81
1.42

150

480

75

103

8

0

0

75

285

0

150

480

150

388

8

添加 したBlま たはHETは 試験管を用いた 微生物定

量では10-8ま たは10-7モ ル/tubeに相 当し十分な増殖阻

害作用を示す量である.振 と う培養を行なつたので菌

の増殖度は高かつたが試料無添加 のばあいに比べ ると

著 しい増殖阻害効果がみられ た.添 加 した 試料は1.5

x10辱7モルでは全部が菌体に,ま た1.5×10_6モ ルでは

約30%が 菌体 に集積 されてお り,Bi添 加時にはHET

生成がみ られなかつたがHET添 加 時にはKl.¢picul¢t¢

のばあいと同様かな りの部分がHETの ままで菌体 に

集積 されていた.

考 察

HETお よび その関連化合物 の微生物活性を 総括す

ると表1の ように なる.ム.feymentiお よびS¢cch.

carlsbergensisにたいす る作用には相関関係がみられ5'

の側鎖 一C2H40HのOH基 が エステル化 されて いない

HET,HPTお よびHIBTは 両菌 にたい してBIと ほぼ

等 しい効果を示 したが,そ れ らのアシル体はいずれ も

B1よ り低 い作用 しか示 さなかつた.

Kl.¢picul¢t¢にたい してはHET,HPTお よびそれ

らのO一アシル体はB1に 等 しい効果 を示 したが,HIBT

およびその0一アセチル体はB1よ り効果が低 くKl.αρか

cult¢ にたい してはOH基 が エステル化されてい るか

否かは活性に影響 しなかつ た。

これ らの知見は他のB1誘 導体によ り得 られた従来 の

知見 とほぼ一致す るもので ある.し か し従来のBl誘 導

体はB1に 復帰 してBl効 果を示 し,か な りBlに復帰 しに

くい誘導体で も20時 間の培養を行 なつたのちには菌体

に存在す るものはすべてBlに なつて いたが,HETを

添加 してSdcch.c¢rlsbergens%sお よびKZ.apiculataを

培養 した とき,か な りの量 のHETが 両菌か ら検出 さ

れた.

著者 らは他 の実験で人およびシロネズ ミにHETを

投与 したときかな りのHETが 尿申に 排泄 され ること

を認めた11).HETはBI欠 乏のシロネズ ミおよび ジ ウ

シマツにたい してB1と 同等 の成長効果 を示す ことが報

告 されて いる12).こ のようにHETがBlに な りに くい

に もかかわ らずB1と 同等の活性を示す事実はHETの

まま リン酸化 されて酵素系に組入れ られ る可能性を示

唆するものであろ う.し か し酵母は細胞壁 の外側に多

量のB1を しか も遊離型のままで付着 させることがで き

る13).し たがつてSacch.carlsbergensisお よびKl .

¢picul¢t¢の菌体か ら検 出されたHETはB1と おな じよ

うに細胞壁付近に付着 したものであろ う.

Krampitzら2)はDL-HETが 乙.fermentiに たい してB1

の約80%の 活性を示すことか らいずれか一方の光学活

性体がB1効 果を示すので あろ うと推論 もてい るが,著
ぐ

者 らの実験ではややD体 の方が高い活性を示 したがL体

との差 はあまりなかつ た.同 様な事実は村上 らによつ

て も報告 されている3).D体 のみが そ のままの型で酵

素系に組入れ られ ると仮定することは これらの結果か

ら否定 されるよ うに思 う.f

結 論

HETお よびその関連化合物の 微生物活性を 調べつ

ぎの知見を得た.

(1)HET,HPTお よびHIBTはB1要 求性乳酸菌ム.

feymentiに たい してBIと 同等の活性を示 したが,そ れ

らの0一アシル体はいずれ もB1よ り活性が低かつた.

②HET,HPTお よびそれ らの0一アシル体 はB1要

求性酵母Kl.apicul¢taに たい してB1と 同等の活性を示

したがHIBTお よびその0一アセチル体の活性 はB1よ り

も低かつた.

(3)HET,HPTお よびHIBTはBIに よ り増殖阻害

を受ける酵母S¢cch.c¢rlsbergensisに たい してBlと 同

等の阻害効果を示 したが それ らの0一 アシル体の 阻害

はBIよ り少なかつた.HET,HPTお よびHIBTに よる

増殖阻害はB6の 添加で回復 した.
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〔4}D一 お よ びL-HETの 乙.feymentiお よびKl.api-

cu-t¢ に た いす る活 性 はBiに ほぼ 等 しか つ た が 前 者 の

方 が やや 高 い 活 性 を示 した.

(5)HETを 添 加 して培 養 したKJ.apiculdtdお よび

Sdcch.cdylsbeygensisの 菌 体 か らB1の ほか にHET自 身

が 検 出 され た.

終 り}こ試料を提供 された武田薬晶工業KKな らびに

山之内製薬KKに 感謝 します.な お本報告の要 旨は第

21回 自本薬学大会におい て発表した.
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