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芽胞形成菌の栄養型細胞は，対数増殖期の末期になると培地中の栄養源の消失にともない，形態学

的にも生理学的にも栄養型細胞とまったく異なった芽胞を形成する (1 ， 2 ， 3) 。この芽胞形成は(4 ， 5 ), 

遺伝的コントロールされた一連の生化学的現象の発現ならびに形態学的変化を経て完成されるもので

あり，種々な面からの芽胞形成機構解明の研究が数多く行なわれている。そのひとつとして芽胞形成

時に特異的に認められる物質をは握し，この物質の変化あるいは芽胞形成時におけるその消長につい

て検討することより，物質のレベ)l(で芽胞形成機構を解明しようとする試みがある。これに関しては

すでに cortex の構成成分， spore coat のたん白質， ジピコリン酸等に関する研究が行なわれてい

るが，芽胞形成機構との直接的な関連を明らかにするまでには至っていない (6 ， 7 , 8 , 9 , )。

そこで著者は， B. 印刷ilis の芽胞形成期細胞に特異的に現われてくる低分子未知物質の検出を試み，

この物質を中心として芽胞形成機解明の糸口を見出すことを試みた。

本研究においては，まず芽胞形成期細胞中のトリクロル酢酸 (TCA) 可溶性抽出物に注目し，この

分画について検討したところ芽胞形成時の細胞中に Cysteic acid が蓄積されることが明らかとなっ

たので，この物質の芽胞形成期における挙動，を追求し芽胞形成との関連性を検討した。

本論

第 1 章 枯草菌芽胞形成期細胞の TCA 可溶性画分の強酸性 Ninhydrin 反応陽性物質の存在およ
び同定

芽胞形成期細胞を冷10%TCA で抽出し，抽出液をアミノ酸アナライザーにより分析した結果を
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Fig. 1 に示した。アスパラギン酸に先行して溶出される物質の存在が認められ，本画分を酸加水分解

した場合にもアミノ酸アナナイザーで、の溶出位置は酸加水分解前と同じであった。そこで，この画分

の化合物の本体を明らかにするため精製を試みた。すなわち， TCA 抽出液を Amberlite CGー120

カラムクロマト，酸加水分解し，再び Amber1 i te CG-120 カラムクロマトおよび活性炭処理を行な

った口つぎに 2 ， 4-dinitrophenyl イヒし， ECTEOLAーセルロースカラムクロマト， Sephadex G-

10で分画し，再結晶を行ない DNP-Compound 1 を得た。

この物質を薄層およびペーパークロマト (Table 1) ，ロ紙電気泳動 (Fig. 2) および高速液体クロ

マトにより，既知物質と比較した結果， Cysteic ac id と同定された。
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Fig.1. Elut ion Pattern of Ninhydrin Positive Materials in 

TCA Extract from Sporulating Cells by Amino Acid 

Analyzer 

Table 1 

Rf Values of DNP-Compound 1 and Other DNP-Derivatives in 

Thin Layer and Paper Chromatography 

System A System B 

DNP-Compound 1 0.81 0.53 

DNP-Cysteic Acid 0.81 0.53 

DNP-Taurine 0.60 0.55 

DNP-Phosphory lserine 0.72 0.57 

DNP-Homocysteic Acid 0.55 0.90 

System A: Thin Layer Chromatography 

Gel; Silicagel 60 PF254 

Sol vent; 1. 5M Levy' s Phosphate Buffer 

System B: Paper Chromatography 

paper; Toyo No. 51 

Solvent; n-BuOH-AcOH-H20 (4 : 1 : 5) 

-275-
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Fig. 2. 1 dentification of DNP-Compound 1 by Paper Electrophoresis 

第二章 Cysteic acid の定量法および枯草菌生活環における菌体内 Cysteic acid 含量

枯草菌の芽胞形成期細胞中に Cysteic acid が存在することが明らかとなったが，生活環での

Cysteic acid 含量を測定するため，高速液体クロマトによる Cysteic acid の定量法について検討

した。

高速液体クロマト用試料の調製方法は，種々検討した結果，細胞の TCA 抽出液を Amberlite CG 

-120 カラムに吸着させ，脱イオン水で溶出した画分を DNP 化することにより満足すべき結果が得

られた。また，高速液体クロマトによる Cysteic acid の分離条件について検討したところ， zorbax

ODS カラム，溶出液 0.01 M酢酸ナトリウム溶液，温度500C ，圧力 100kg/ cm2 の条件が良好で、あっ

た。この方法により添加回収実験を行なった結果，回収率は94~98%であり， Cysteic acid の定量

法として用いることができることを確認した D

この方法を用いて 枯草菌の生活環における Cysteic acid 含量を測定したところ(Table 2)，乾

燥菌体100 mg 当り栄養型細胞で、は69nmole，芽胞形成期細胞では 350nmole 存在したが，芽胞では

ほとんど存在せず，芽胞形成期の細胞に多く存在することが明らかとなった。

Table 2 

Content of Cysteic Acid in Cells at Variour Stages 

Cell Phase 
TCA Extract After Hydrolysis 

( nmol/10mg) 

Vegetative Cell 

Sporulating Cell 

69.0 

350.0 

0 

7. 1 

69.0 

384.0 

9.1 'Spore 

Soluble Fraction 

Insoluble Fraction 2.0 
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Cysteic acid の芽胞形成期での挙動および芽胞形成との関連性第三章

芽胞形成期における Cysteic acid の挙動を Fig.3 に示した。細胞内 Cysteic acid 含量は芽胞

形成初期から増加しはじめ 芽胞の特異成分であるジピコリン酸の産生が開始される時期で最高に達

以後芽胞の成熟につれて減少することが認められた。この時期における培養液上清中に全くし，

Cysteic acid が検出されないことからこの減少は細胞内で代謝されることに起因するものと推察さ
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Ce lIs harvested at the indicated intervals were extracted wi th 

10% trichloroacetic acid. Cysteic acid was determined by high 

pressure 1 iguid chromatography. 

Fig. 3. Level of Cysteic Acid during Growth. and Sporulation 

of Bacillus subtilis NRRL B558 

芽胞形成と関連性があるかどうかについてつぎに，芽胞形成期における Cysteic acid の挙動が，

検討した，この関連性をみる方法のひとつとして，芽胞形成の阻害あるいは遅延を人為的に行なった場

これと対応して Cysteic acid の細胞内含有量がどのように変化するかを観察する方法が考えらA、
口，

また芽胞形成が遅延したとれる。もし芽胞形成が阻害されたとき Cysteic acid の合成がおこらず，

すくなくとも芽胞形成機構と CysteicCysteic acid の合成がこれに対応して遅延したとすれば，き，

クロラムフェニコーまず，acid 生合成機構が何らかの関連性を有するものと判断できる。そこで，

Cysteic acid の蓄積は抑制され，また，過剰量のグルコースをルで芽胞形成を阻害 (10) したところ，

添加して芽胞形成を遅延 (11) させた場合には， Cysteic acid の蓄積も遅延する結果が得られた(Fig. 5) 

Fig.6 Cysteic acid の蓄積は菌の増殖が停止することによりおこるとも考・えられたので，一方，

量は増加しに示すように Mn2+ を添加しないで培養し，菌の増殖を停止させたところ Cysteic acid 

Mn2 + を添加して芽胞形成が可能な条件にすると Cysteic acid の蓄積がみられた。

Cysteic acid の合成が芽胞形成機構と密接な関係にあることが示唆された。
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これらの事実から，

なかった。さらに，
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Fig. 6. EHact of Mn2+ on Growth , Sporulation and Cystaic 
Acid Accumulation 
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芽胞形成期細胞における Cysteic ac id の生合成および代謝経路の検討

Cysteic acid の生合成経路について検討した o 35S_ Methionine あるいは 35 S一 Cysteine

第 4 章

を培

地に添加して培養した芽胞形成期細胞の TCA 抽出液をアミノ酸アナライザーにて分離し，放射活性

を測定したところ，“S- Methionine 添加の場合， TCA 抽出液の放射活性の50%以上が Cysteic

抽出液の放射TCA acid の溶出位置に認められた (Fig. 7) 35 S-Cysteine を添加した場合には，

括性の90%以上が Cysteic acid の溶出位置に認められた。

さらに， 35S_ Methionine および 35S一 Cysteine を添加して培養した芽胞形成期細胞の TCA 抽

DNP 画分および DNP 化されない画出液の Amberlite CG-l20 素通り画分を DNP 化したのち司

そのそれぞれについて 35 S 標識化合物の検討をした。 DNP画分を高速液体クロマトによ分に分画し，

また，acid の溶出位置に放射活性が認められた (Fig. 8) 。DNP-Cysteic り分析した結果，

Rf 値 0.35 付近に放射DNP化されない画分の 35S 標識化合物，を薄層クロマトにより分析した結果，

この物質は芽胞中にも存在することが判明した。 このような性質さらに，活性が認められ(Fig. 9) , 

の物質としては枯草菌芽胞に Sulfolactate が存在することが報告されており，検討した結果

Sulfolactate と同定した。 Sulfolactate がCysteic ac id の代謝産物であるかについて検討するた

芽胞形成期細胞および芽胞中の Sulfoトめ， 35 S 一Cysteic acid を培地に添加して培養したところ，

Methionine あるいは Cysteine から Cysteic acid 

Q
d
 

門iつ
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actato に放射活性が認められた。

以上のことから，芽胞形成期初期において，
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Fig. 9. Analysis of 35 S-labeled Compounds in Non-DNPｭ

Fraction R-1 from Sporulating Cells 

3 

2 

{
円
。
戸kg
a
u
)
h
H
F
a
p
F

“-
U唱
。

=
=
z
-

~ 

。

1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 。

Rf. Value 

Sporulating cells were cultivated in schaeffer medium 

containing 35 S-Methionine. 

Fig. 10. Conversion of 35 S-Cysteic Acid into 35S_ sulfoｭ

lactate in vitro 
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に代謝され，これはさらに芽胞形成の進行に伴い Sulfolactateが生合成されて菌体内に蓄積され，

芽胞中に取込まれることが明らかとなり，本代謝経路が，芽胞形成期の低分子含硫化合物の主要代謝

経路であることが示唆された。

Cysteic acid および Sulfolactate の in vitro における生合成第五章

Methionine • Cysteine • Cysteic acid → Sulfolactate の代前章において，芽胞形成期では，

謝系の存在が示唆されたので， cell-free 系で Cysteine から Cysteic acid ，および Cysteid acid 

から Sulfolactate への生合成について検討した。“ S- Cysteine を含む 0.2M glycine buffer 

次に好気的条件下で37
0

C ， 30分間反応37
0

C30分間反応させ，(pH 9) と菌抽出液をけん気的条件下，

のCysteic acid 高速液体クロマトにより分析した。その結果，したのち，反応物を DNP 化して，

0.01 M-α- Ketoglutarate と菌抽出

の位Sulfolactate 

溶出位置に放射活性が認められ，

液を 37
0

C ， 30分間反応させたのち，反応物を薄層クロマトにて分離したところ，

置に放射活性が認められた (Fig.11 ，

また， 35 S-Cysteic acid , 

12). 
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Fig. 12. Formation of Sulfolactate by Cell-Free System 

Cysteic acid からCysteine から Cysteic ac id ヵヘcell- free 系でも，以上のことより，

Sulfolactate が生合成されることが認められた。

壬右、

再開キ吉

B , subtilis NRRL B 558の芽胞形成期細胞の TCA 溶性画分の Ninhydrin 反応陽性物質につい

さらに芽胞形成期での挙動について検討した。

1 .芽胞形成期細胞中に Cysteic acid が存在することを明らかにした。

2. Cysteic acid の高速液体クロマトによる定量法を確立し，

その同定および定量法，て，

含量を生活環での Cysteic acid 

芽胞形成期に多く存在することが認められた。測定じ，

3. 芽胞形成期における Cysteic acid の挙動は，芽胞形成と関連性があることが示唆された。

とくに芽胞形成期細胞内で活発に生合成されるが，芽Cysteic acid は菌体内で生合成され，

胞形成後期には代謝されて減少することが推察された。

さらに Cysteic acid は4. Cysteic acid は Methionine および Cysteine から生合成され，

Sulfolactate に代謝されることが明らかとなった。

5. celト frer 系で Cysteic acid および Sulfolactate が生合成されることが認められた。
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論文の審査結果の要旨

Bacillus subtilis の芽胞形成期細胞中にシスティン酸が存在することを発見した。このシスティ

ン酸は芽胞形成期の細胞内で生合成され菌体内含有量は増加するが，芽胞形成期後期には代謝され減

少することが明らかとなり また 同時にこの生合成および代謝が芽胞形成機構と密接な関係がある

ことを認めた。システィン酸生合成ならびに代謝機構を検討した結果メチオニン，システィンを経由

してシスティン酸が生合成され，芽胞形成期後期にはスルホラクテートに代謝され，この物質となっ

て芽胞内に存在することを明らかにした。これらの成果は薬学博士を J受与するに値する研究であるこ

とを認めた。
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