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Diaminopimelic acid (DPA) is a component of cell wall of Mycobacterium, Rhodococcus, and Nocar

dia. A comparative study of the uptake of radioactive DPA has revealed that these three genera have 

different patterns of the uptake of this compound.

Test organisms were cultivated on Ogawa egg medium at 37•Ž for 5 days. The bacteria grown 

were harvested and washed three times with a 0.9% NaCl solution. The bacteria were weighed asep

tically, and 100mg, wet weight, of bacteria were suspended in 4.0ml of a M/15 phosphate buffer solu

tion (pH 7.1) containing sodium acetate (2.5 ƒÊg/ml) and 2, 6-diamino (G-3H) pimelic acid dihydro

chloride (25ƒÊCi/ml). The radioactive DPA (3H-DPA) was a product of the Radiochemical Center, 

Amersham, England (specific activity, 2.6Ci/m mol; batch 40). The reaction mixture was incubated 

at 37•Ž for 24 hours. The mixture was centrifuged, and supernatant was discarded. The bacteria 

were washed three times with 5ml of distilled water, and fractionated according to the procedure of 

Schneider (J. Biol. Chem. 161: 293, 1945).

The bacteria were first extracted twice with 2ml of a 10% trichloroacetic acid (TCA) solution 

(Fraction I), and twice with 2ml of ethanol and then once with 3ml of a boiling ethanol-diethyl ether 

(1:1) mixture for 5 minutes (Fraction II), and extracted twice with 2ml of 5% TCA solution at 90•Ž 

for 15 minutes (Fraction III). The residue was dissolved in 2ml of a 1% NaOH solution by heating 

at 100•Ž for 5 minutes (Fraction IV).

A 0.5ml sample of each fraction was added to 5ml (Fractions I to III) or 10ml (Fraction IV) 

of a scintillator solvent, and the radioactivity was estimated by a liquid scintillation counter (Aloka 

LSC 651, Nihon Musen Co., Tokyo). The scintillator solvent used was composed of the following: 

Toluene, 1,000ml; 2, 5-diphenyloxazole, 4g; 1, 4-bis [2-(5phenyloxazolyl)]-benzene, 100mg (TDP

-1-SL). The radioactivity was expressed as disintegrations per minute (dpm). Total radioactivity 

in a whole fraction was calculated by multiplying the radioactivity estimated by the volume.

The radioactivity from 3H-DPA was incorporated first principally into the Fraction II, which 

contains lipids, and then moved to the Fraction IV, which contains proteins (Table 1). In this study, 

the radioactivity in various organisms were compared at a stage, at which the majority of the radio
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activity was present in the Fraction II (Table 2).

Comparisons of the radioactivity in Fraction II of various organisms are shown in Table 3. Rapid

ly growing mycobacteria showed a large amount of the incorporation (60,650 to 1,217,900dpm), whereas 

rhodococci and nocardiae showed a small amount of it (2,648 to 44,570). An intermediate between 

rapidly and slowly growing mycobacteria, M. flavescens, showed a radioactivity of in between these 

above two groups. It is considered that the uptake of the 3H-DPA is influenced by the growth rate, 

as DPA is a cell wall component. Comparison of the uptake would be meaningful, only when test 

organisms have the same growth rate. Rapidly growing mycobacteria, rhodococci, and nocardiae 

grow abundantly after incubation for 3 days, and are considered to have almost the same growth rate. 

Difference of the uptake of 3H-DPA between the rapidly growing mycobacteria, and the rhodococci 

and nocardiae would be considered as some difference of cell wall formation of these organisms.

In summary, rapidly growing mycobacteria took up more amounts of 2, 6-diamino (G-3H) pimelic 

acid dihydrochloride than did rhodococci and nocardiae. No marked difference was observed between 

the latter two.

Diamino-pimelic acid (DPA)は,Mycobacterium, Rho

-dococcusお よびNocardiaの 細 胞 壁(cell wall)の 構成 分

の一 つ と し て知 られ てい る1)～6)。我 々 は この3つ の属 に

よ るDPA取 り込 み の差 を 観 察 した の で報 告 す る。

実 験 材 料 お よび 方 法

被 検 株 は表3に 示 し てあ る。 菌 株 は 小川 培地 に37℃5

日間培 養 し,生 理 食 塩 水 で3回 洗 浄 した 後,使 用 した 。

湿 菌 量100mgを 無菌 的 に計 り,次 の反 応 液 に 浮 遊 させ

た。 反 応 液 は,sodium acetate(2.5μg/ml)お よび2,6-

diamino [G-3H] pimelic acid dihydrochloride (3H-DPA)

(25μCi/ml)を 含 有 す るM/15phosphate buffer solution

 (pH7.1)4.0mlで あ る。3H-DPAはThe Radiochem

-ical Center, Amersham, England製 で,比 放 射 能 は

2.6Ci/mmolの もの で あ る。 反 応 液 を37℃24時 間,静

置 培 養 した後,遠 心 し て菌 を 集 め,蒸 留 水 で3回 洗 浄 し

た後,Schneider法7)で 分 画 した 。

分 画 は 次 の ご と く行 なつ た。 まず 菌 を10%trichloro-

Table 1. Time Course of Uptake of 2, 6-diamino (G-3H) Pimelic Acid Dihydrochloride 
into Various Fractions of Mycobacterium smegmatis Strain 17032

Table 2. Distribution of Radioactivity from 2, 6-diamino (G-3H) Pimelic Acid Dihydro
-chloride in Various Fractions of Rapidly Growing Mycobacteria, Rhodococci, 

 and Nocardiae after Incubation for 24 Hours
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Table 3. Uptake of 2, 6-diamino (G-3H) Pimelic Acid Dihydrochloride into Fraction II of 
ycobacterium, Rhodococcus and Nocardia

*Type strain
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acetic acid(TCA)液2mlで2回 抽 出 し,こ れ を 「TCA

可 溶 画 分 」 と した。 次 いでethanol2mlで10分 ず つ2回

抽 出 し,更 にdiethyl ether-ethanol(1:1)混 液3mlで

沸 騰 させ つ つ5分 抽 出 し,先 のethanol抽 出 分 と合 して,

「脂 質 画 分 」 と した 。 次 に 菌 を5%TCA液2mlで90℃

15分 ず つ2回 抽 出 し,こ れ を 「核 酸 画 分 」 と した 。最 後

に,菌 を1%NaOH液2mlに 加 え て100℃5分 加 熱 し,

溶 解 し,「 蛋 白画 分 」 と し た 。 以 下,以 上 の4画 分 を お

のお のI,II,III,IV画 分 と呼 ぶ 。

各 画 分 の0.5mlを とつ て,scintillator5ml(た だ し

IV画 分 の場 合 は10ml)に 加 え,そ の放 射 能 を,日 本 無

線 製liquid scintillation counterで 測定 し,"dismtegra-

tions per minute" (dpm)を あ ら わ し た 。 使 用 し た

scintillatoreの 成 分 は,次 の通 りであ る。Toluene1,000

ml,2,5-diphenyloxazole4.0g,1.4-bis〔2-(5-phenyl-

oxazolyl)〕-benzene100mg。

実 験 結 果 お よび 考 察

Mf. smegmatis No.17032株 を 例 と し て,各 画 分 にこお け

る放 射 能 の配 分 をみ る と,表1の ご と くで,24時 間 後 に

は,そ の92%ま で が第II画 分 に 集 まつ た 。 しか し,こ

の 配 分 は時 間 に よつ て異 な り,48時 間 後 に は第IV画 分

に50%,第II画 分 に は46%が 見 出 され た。3H-DPAが

細胞 壁 の構 成 分 で あ る とこ ろか ら期 待 され た よ うに,第

1画 分 お よび 第III画 分(お のお のTCA可 溶 画 分 お よ

び核 酸 画 分)に はほ とん ど入 つ て こな か つ た 。

次 に,菌 種 また は 属 に よつ て,3H-DPAの 各 画 物 へ の

入 り方 の差 が あ るか ど うか を み てみ る と,表2の 通 りで,

3HDPAと24時 間 ,incubateし た 場 合 は,ど の菌 属,菌

種 で も,放 射 能 の大 部 分 は第II画 分 に み られ た(表2)。

以 上 の観 察 か ら,3H-DPAと 菌 とを24時 間incubate

した場 合 は,第II画 分 の 取 り込 み量 を 比 較 すべ き で あ

る とわ か つ た の で,表3に これ を比 較 してみ た。

な おDPAは,細 胞 壁 の構成 の材 料 とな るゆ え,発 育

の遅 い菌 で は,当 然,取 り込 み が 遅 く,発 育 の速 い菌 で

は速 い と考 え られ る。 した が つ て発 育 速 度 が ほ ぼ 同 じ菌

同志 の比 較 を し ない と意 味 が な い と思 わ れ る。 この点,

表3に 示 した菌 は,M. flavescensを 除 い て,37℃3日 で

小 川 培 地 に よ く発 育 し,発 育 速 度 は互 い に ほぼ 類 似 して

い る。 た だM. flavescensの み は,小 川 培 地 で豊 富 な発 育

を 示 す のに5日 間 位 か か り,他 よ り発 育 が遅 い。

表3の 結 果 を み る と,迅 速 発 育 性 抗 酸 菌 に お け る第II

画 分 へ の3H-DPA取 り込 み 量 は,60,650～1,217,911dpm

で あ る のに 対 し,Rhodococcusお よびNocardiaで は,こ れ

が2,648～44,570dpmで あ る。 す な わ ち 抗酸 菌 で は,

Rhodococcusお よびNocardiaに 比 して ,3H-DPAの 取 り込

み 量(取 り込 み 速 度)が 著 し く多 い 。 な お 発 育 の 遅 い

M. flavescensで は,こ の 値 は 約24 ,000～46,000dpmで,

他 の抗 酸 菌(迅 速 発 育 性 抗 酸 菌)よ りも,取 り込 み が 少

なか つ た 。

結 論

遅 速 発 育 性 抗 酸 菌,Rhodococcusお よ びNocardiaの

2,6-diamino (G-3H) pimelic acid dihydrochloride取 り

込 み量(37℃24時 間 後)を 比 較 す る と,抗 酸菌 で は取 り

込 み が他 の2者 よ り大 で あ つ た 。 後 の2者,す な わ ち

Rhodococcusお よびNocardiaの 問 に は,差 は 認 め られ な

か つ た。
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