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乳酸菌に対する増殖促進物質の研究(その2)

山 岡 邦 雄＊・加 藤 美都子＊

Studies on the growth promoting factor for Streptococcus faecalis. 

(Part 2)

Kunio YAMAoKA.  Mitsuko KAT6
          '

Abstract

 Streptococcus faecalis 10C l was found to be tinable to grow in a lipid deficient medium when glucose

was sterjlized separatory from the other components of the medium. 

 On the other hand a sufficient growth of the organism occured by adding autoclaved mixtures of

glucose and alkali to the medium omitting glucose. 

 This fact indicates that some active factors (named as AcF) were produced by autoclaving glucose with

alkali. 

 Crude crystal of AcF was obtained and some chemical properties of AcF were studied.  Crude crystal

of AcF contained two components at least. 

1. 緒 論 2実 験 方 法

 通性嫌気性菌の一種である乳酸菌 (Streptococcus

faecalis 10C1)はアミノ酸;ビタミン，核酸塩基等を含

み，脂質一般を欠く脂質欠乏培地において，エネルギー

源であるグルコースを他の培地成分と別々に滅菌した後

に混合した培地では増殖出来ないが，グル＝一スをアル

カリ水溶液として滅菌した後，培地に加えると，菌は増

殖可能となる。このことはグルコースをアルカリ状態で

滅菌することにより，S.  faecalis lOC1に対し，増殖効

果を示す何らかの物質が生成したことを示す。前報1)・2)

に於て，この増殖促進物質をautoclave factor(以下

AcFとす)とし，その生成条件及び調製方法について

述べた。また同時に，このAcFが増殖活性を示す点で

酢酸と類似している点を指摘した。我々は引続きこの

AcFを単離，同定することを目的として実験を行った

ところ，この粗結晶が複数の物質から成り立ち，分析の

結果から，酢酸以外の物質を含んでいる可能性を認め

た。この新しい別の物質については不明の点が多いが，

同じく増殖活性を持っているものと考えられる。
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(1)使用菌株 Streptococcus faecalis lOCl

(2)培養方法 原則的に上原ら3)の方法に従い，培地

 の作成，培養を行った。

(3)AeFの生成方法 グルコース1009と水酸化カリ

 ウム2. 59を水にとかしleとする。この溶液を＞e・一一

 トクレープ中2気圧，120。Cで10分間加熱し，褐色の

 AcF処理液を得る。この処理液に濃塩酸4. 15m1を加

 え，ウイットマー蒸留装置で処理液の80％を留出せし

 める。この留出液をPH10に調整した後ロー・タリー

 エバボレー池心で減圧下約70。Cで濃縮乾固する。析出

 した物質をAcF粗結晶とする。収量は】OO・9グルコ

 ースから約19である。

(4)ガスクロマトグラフィー分析粗結晶を小量の水

 にとかし，酸性とした後，エーテルを等量加え，よ

 く振とう後，エーテル層からサンプリングして柳本

GCG550FPガスクロマトにて分析する。使用したカ

 ラムは(DEGS)で，カラム温度は102。C，インジェ

 クション温度195。C，検出器温度は205。Cである。

(5)NMR分析 AcF粗結晶を小量の重水にとかし常
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法によりNMR吸収法によるピークを求める。なお

使用するNMRは日電子JNM-PMX60である。
(6)官能基の検出 梅沢ら4)の方法に依り行う。但し

 レダクトンの検出についてはVon Euler5)の方法によ

 る。即ち，AcFを濃厚な水溶液とし， PH 7に調整後

飽和酢酸鉛水溶液を過剰に加え鉛沈澱を析出させた。

 この沈澱を一旦乾燥させ重量測定後60％エタノールに

懸濁しPH6. 8に調整した。この懸濁液を00Cに放置

後遠心分離し，上清液の増殖活性をしらべた。

3. 結果と考察

0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0

ハ
5
0
窃
0
9
(
5
ぎ
色

o

o

一e AcF

O一一一AcONa

    /
一＿一一〇

●
 

O

∠
ゲ

/
/
/
一

 (1)Streptococcus faecalis lOCI(以下S.  faecalls

10C1とする)のリボ酸定量条件を上原ら3)が検討して

いるがその場合，糖を他の培地と共に加熱滅菌処理して

いる。又，上原ら1)は各種還元性物質が増殖活性を示す

ことを報告しているがこの場合は糖を他の培地と別々に

加熱滅菌処理している。我々は，上原らDの増殖条件を

用い原則としてグルコースを別に滅菌することにより

AcF粗結晶の活性を調べた。又，リボ酸定量条件に於け

る酢酸の作用と比較する目的で酢酸による増殖活性も対

照として検討した。AcFの生成各段階における増殖活

性をFig. 1. に示す。最初の加熱滅菌操作後の溶液の増

殖性を100として以下表わした。Flg. 1. に示すように

活性物質は強酸性下で蒸留されるがアルカリ溶液中では

蒸留されないことがわかった。又かなりの活性が粗結晶

中に残存することが確認された。以上のことから活性物

質が酸性物質であろうと考えることが可能となった。

     10％Glucose-alkali soln. 
                コ ロ               τ漏・・(12・''・・1・…)

Mixture soln.  ( 100)

Distillation (PHI)

5. 0 6. 5 8. 0 le. O ×10-i
        (g/gmedium)

Fig.  2.  Growth effect of AcF and AcONa

粗結晶の各ロット別にややバラツキがあるものの，だい

たい酢酸ナトリウムの示す増殖活性曲線と似た活性を示

した。粗結晶はうす茶色，あるいはこげ茶色を呈し，吸

湿性も大で，外観上は結晶酢酸ナトリウムと著しくその

'性質を異にしている。従って増殖活性が粗結晶中に含ま

れている酢酸ナトリウムのためだと考えるなら，かなり

の不純物の存在が予想される。又，活性が酢酸ナトリウ

ムよりやや高い粗結晶が得られたことは考えられる不純

物も又，増殖活性を示すのではないかと推定される。

 (3)得られた粗結晶を精製するために，再結晶を試

みた。方法は原則的に梅沢ら4)の方法を用いた。各種溶

媒に対するAcF粗結晶の溶解度を調べた。結果は

Table 1. に示す。各種溶媒に対する溶解度は，-AcF粗

結晶，酢酸ナトリウム・グルコースの間に大きい差が認

Table 1.  Solubility of AcF

論、＼
Water

Residue (126)

  r
Distillate (O)

Distillate (67)

Evaporatibn

  (PH9)

幽『一一『一一＜

  Crude AcF (50)

Fig.  1.  Recovery of growth effect of AcF. 

 Growth effect of mixture solution is taken as 100. 

Methanol

Ethanol

Ether

Acetone

Chloroform

Benzene

Toluene

 (2)次にAcF粗結晶添加量と増殖との関係を調べ

た。結果はFjg. 2. に示す。比較のためリボ酸定量条件

下での活性を示す。酢酸ナトリウムを対照として添加し

た。

AcF

十十

十

Ac ONa Glucose

十

十十

十

十

十十

十

十

(十＋) shows easily soluble

(十) shows soluble. 

(一) shows slightly soluble. 
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められなかった。メタノールからの再結晶，水，エタノ

ール混合溶媒からの再結晶を試みたが，粘稠な物質が得

られたにとどまった。5( AcF粗結晶のmp測定を行っ

たところTable 2. に示すように，酢酸の高温度におけ

るmpがAcFのそれにやや近いことがわかった. 

又酢酸ナトリウムとの類似性を調べるために混融試験を

行ったところ，ややmpの低下が認められた。

Table 2.  mp of AcF

 (5)AcF粗結晶と酢酸ナトリttウムのNMR分析を行

った。結:果をF19. 3. に示す。 AcFと酢酸ナ｝・リウム

のピークは殆んど重ったが3. 3ppm付近のピークが酢酸

ナトリウムについては認められなかった。このことは複

数の物質が混在していることを示している。't

mp

AcF

AcONa

Glucose

AcF十AcONa

320-v3300C

55-v580C

1500C

316'N-3250C

3240C

 (4)梅沢ら4)の方法で官能墓試験を行った結果を

Table 3. に示す。比較対照のため酢酸ナトリウム・グ

ルコースについても調べた。ヨードホルム反応と2，4

ジニトロブェニルヒドラジンによるCH3CH(OH)一，

CH3CO一，一CO一の. 検出反応に於てAcFは著しい

陽性を示した。この陽性反応は酢酸ナトリウム・グルコ

ースとの比較実験からグルコース残留による可能性は認

められず，酢酸ナトリウムは構造からも可能性はない。

銀鏡反応，ヒドロキサム酸試験，フェーリング反応等に

ついては明確な結論は得られなかった。粗結晶をより精

製することによりはつきりした結果が得られると思われ

る。

AcF

AcONa

A一

Table 3.  Detection of functional group

     
AcONa iG且ucose
    「

10 8 6 4 2 o (ppm)

Fig.  5.  NMR spectrum of AcF

 (6)結果をFjg. 4. に示すようにAcFのデスクv

マトグラブィーにはRt＝3. 8minのところにり三瞭なピ

ークが現われRt＝5. 1minのところに肩が現われた。 Rt

＝3. 8minのピークは酢酸と考えられるが， Rt＝5. lmin

の肩は不明である。酸性水溶液中からエーテル層への転

AcF

Bromine test

Silver mirror reaction

     .  . .  '' A
Hydroxamic acid methodi
             F
             ILucas' test

             l
Iodoform test i

             I
Fehling's iest l
             l
2. 4-dinitrophenyl

  h. yg，q-zL. neL-tesL. 

○
:
∩
Y

十

9
・

十

十

十

(十)shows clearly detectable. 

(一) shows not detectab！e. 

(？) shows obscure. 

o
   5
Retention time

10 (min＞

 Fig.  4.  Gaschromatography of AcF

Column;DEGS lnjection temp;19sOC
Column temp;1020C Detector temp;2050C

Carrier gas;30ml/min (N2)

H2 gas;40ml/min Air;O. 9 t/min
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溶率を60％程度と仮定するとAcF中の酢酸は約20％

前後の低濃度が予想される。このことは他成分の存在を

予想させると同時に，より低温での分析等考慮する必要

があろう。

 (7)Von Euler5)らはうすい水酸化ナトリウム水溶

液中のグルコースを加熱すると強い還元性を示すレダク

トンが得られることを報告している。得られたAcF粗結

晶についてレダクトンの検出を行った。この結果AcF中

にレダクトンを認めたがその量が少いために増殖活性等

については検討中である。

 以上のことから，グルコースのアルカリ分解により得

られたAcF粗結晶はS.  faecalis IOC1に対する増殖

促進効果が著しく高く，酢酸と類似した効果及び増殖傾

向を示した。しかしガスクロマトグラフィー，NMR分

析から少くとも2種以上の化合物の混合したものである

                   
ことが認められた。各種定性反応から llの存在が考え
                 0

られた。又この物質が酸性条件下でのみ蒸留可能である

ことは，この化合物が一COOHを含む可能性を強く示

唆している。赤外吸収スペクトルによる分析も試みたが

試料が粗結晶であるため明確な結果が得られなかった。

前報2｝にも報告したようにJ. C.  Sowden6)らの報告に

ある糖のアルカリ分解生成物のいずれもAcFと同じ傾

向は示さなかった。これからは粗結晶をより精製すると

共にレダクトン等を中心に研究を進めたい。

4. 要 約

AcFは著しい増殖促進効果をS.  faecalis lOC1に

対して示す。AcFをガスクロマトグラブィー， NMRス

ペクトル分析した結果このAcF粗結晶中には少くとも

2種以上の化合物が存在していることを確認した。又レ

ダクトン等の存在も考慮すべきである。
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