
緒 言

著者らは，アスコルビン酸の細菌およびファージに対する作用に関して一連の研究を行って
きた．アスコルビン酸は，多種の細菌に対して殺菌作用を示した１，２）．また，広範な種類のファー
ジに対して不活化作用を示した３，４，５，６）．しかし，アスコルビン酸の作用は，大きいものではな
かった．そこで，殺菌作用およびファージ不活化作用に関する研究は，より大きい作用を有す
る化合物を探して，アスコルビン酸関連化合物に広がった．
検討した化合物のなかで，最も大きい作用を有するものは，アスコルビン酸と２価鉄の錯体，

およびアスコルビン酸の立体異性体である D‐アラボ‐アスコルビン酸と２価鉄の錯体であった．
アスコルビン酸‐２価鉄錯体は，アスコルビン酸の１００～２０００倍大きい殺菌作用を示し７，８），ま

Effect of iron(II) gluconate on bacteria was investigated using eight bacteria. It was bactericidal to-
ward all bacteria examined. The bacteria were sensitive to iron(II) gluconate in this order from greatest to
least; Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Lactobacillus casei,

Morganella morganii, Staphylococcus aureus and Micrococcus flavus. Also, effect of iron(II) gluconate
on phages was investigated using eight phages. It inactivated all phages examined. The phages were sen-
sitive to iron(II) gluconate in this order from greatest to least; φ6, J1, M2, MS2, T3, φX174, T5 and T4.
Gluconic acid had no effects on bacteria and phages.

The mechanism of the bactericidal effect of iron(II) gluconate was investigated with E. coli . The re-
sults indicated that free radical mechanism is involved in the bactericidal effect and reactive oxygen spe-
cies are responsible for the effect. Also, the mechanism of the phage-inactivating effect of iron(II) gluco-
nate was investigated with phage J1.The results indicated that free radical mechanism is involved in the
inactivating effect and reactive oxygen species are responsible for the effect.
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Table 1. List of bacteria used.

Bacterial strain Abbreviation

Bacillus subtilis YS11 BS

Escherichia coli B EC

Lactobacillus casei S1 LC

Micrococcus flavus IFO 3242 MF

Morganella morganii IFO 3168 MM

Proteus vulgaris IFO 3988 PV

Staphylococcus aureus FDA 209P SA

Salmonella typhimurium LT-2 ST

た１０００～２０，０００倍という強大なファージ不活化作用を示した９，１０）．D‐アラボ‐アスコルビン酸‐
２価鉄錯体は，アスコルビン酸‐２価鉄錯体とほぼ同程度の殺菌作用１１）およびファージ不活化
作用を有していた１２）．この２種の錯体の作用における２価鉄の役割を追究する過程において，
２価鉄自体，大きい殺菌作用を有することを見出した１３）．
アスコルビン酸，アスコルビン酸‐２価鉄錯体，D‐アラボ‐アスコルビン酸‐２価鉄錯体，２

価鉄の殺菌作用およびファージ不活化作用の機構については，活性酸素種が関与するフリーラ
ジカル反応機構によることを明らかにしている２，７，８，９，１３，１４，１５，１６，１７，１８）．
同じ有機酸であるグルコン酸およびその関連化合物の細菌およびファージに対する作用につ

いては研究されていない．そこで，グルコン酸とその２価鉄塩であるグルコン酸鉄（�）につ
いて，細菌およびファージに対する作用を検討した．そして，グルコン酸鉄（�）は，殺菌作
用およびファージ不活化作用を有することを見出し，さらに殺菌作用およびファージ不活化作
用の反応機構について研究したので報告する．

実 験 方 法

１．試薬

グルコン酸鉄（�）は，藤沢薬品工業（現・アステラス製薬）特薬研究所において，グルコ
ン酸液を鉄塩とする製法で調製された無水グルコン酸鉄（�）［Fe (C６H１１O７)２］を使用した．な
お，市販試薬のグルコン酸鉄（�）は，二水和物か n 水和物である．
２‐アミノエチルイソチウロニウム（AET）と２‐メルカプトエチルアミン（MEA）はナカライ

テスクの製品，１，４‐ジアザビシクロ［２．２．２］オクタン（DABCO）はシグマアルドリッチジャパ
ンの製品，カタラーゼとスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）は Sigma Chemical社の製品，
その他の試薬は和光純薬工業の製品を使用した．

２．細菌

Table１に示す８属８種を使用した．培地は，通常のブイヨン培地を使用したが，L. casei は
MRT培地１９）を使用した．培養は，３７�で振盪培養したが，L. casei は静置培養した．

３．細菌の計数

通常のコロニーカウント法によった．L. casei は，改変重層法によるコロニーカウント法２０）

によった．
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Table 2. List of phages used.

Phage Nucleic acid a Morphology b Host bacteria

J1 ds DNA A Lactobacillus casei S1

T5 ds DNA A Escherichia coli B

T4 ds DNA B Escherichia coli B

M2 ds DNA B Bacillus subtilis YS11

T3 ds DNA C Escherichia coli B

φX174 ss DNA D Escherichia coli C

MS2 ss RNA E Escherichia coli K-12 W3110 F+

φ6 ds RNA F Pseudomonas phaseolicola HB10Y
a ds, double-stranded; ss, single-stranded
b A, long tail; B, contractile tail; C, short tail; D, tailless, large capsomere; E, tailless, small capsomere;
F, saclike tail, head surrounded by envelope.

４．細菌に対する作用

０．０２Mトリス‐塩酸緩衝液（pH７．４）に菌（１～４×１０７CFU／ml）とグルコン酸鉄（�）を
混和し，３７�で６０分間（実験によっては３０分間）反応させ，生存する菌を計数する方法によっ
た．

５．ファージ

Table２に示す核酸，形態，宿主菌などが相違する８種を使用した．

６．ファージの計数

通常のプラークカウント法によった．J１ファージは，改変重層法によるプラークカウント
法２０）によった．

７．ファージに対する作用

０．０２Mトリス‐塩酸緩衝液（pH７．４）にファージ（１～４×１０７PFU／ml）とグルコン酸鉄（�）
を混和し，３７�で３０分間反応させ，生存するファージを計数する方法によった．φ６ファージ
は，３７�で不安定なので，２５�で２０分間反応させた．

８．その他

その他の実験方法は，通常の方法にしたがった．

結果および考察

１．グルコン酸およびグルコン酸鉄（�）の細菌に対する作用
グルコン酸およびグルコン酸鉄（�）の細菌に対する作用について，８種の菌を用いて検討

した．結果は Table３に示す．
グルコン酸は，高濃度の１０－３Mでも全ての菌に殺菌作用を示さなかった．
グルコン酸鉄（�）は，菌種によって程度の違いはあるが，全ての菌に対して殺菌作用を示

した．グルコン酸鉄（�）に対する菌の感受性は，高いほうから Salmonella typhimurium, Proteus

vulgaris, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Lactobacillus casei, Morganella morganii, Staphylococcus

aureus, Micrococcus flavus の順であった．感受性の最も高い S. typhimurium は，低濃度の３×１０－５
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Mで生存率が０～１％であり，最も低いM. flavus は，高濃度の１×１０－３Mで３０～４０％である．

２．グルコン酸およびグルコン酸鉄（�）のファージに対する作用
グルコン酸およびグルコン酸鉄（�）のファージに対する作用について，８種のファージを

用いて検討した．結果は Table４に示す．
グルコン酸は，高濃度の１０－３Mでも全てのファージに不活化作用を示さなかった．
グルコン酸鉄（�）は，種類によって程度の違いはあるが，全てのファージを不活化した．

数種のファージには，１０－６M，１０－７Mオーダーの低濃度でも作用を示した．グルコン酸鉄（�）
に対するファージの感受性は，高いほうから J１，M２，MS２，T３，φX１７４，T５，T４ファージ
の順であった．φ６ファージは，反応の温度と時間が違うので直接比較できないが，低温（２５
�），短時間（２０分）の反応で，３７�，３０分間反応の J１ファージとほぼ同程度の作用なので，
J１ファージより感受性は高いと推考される．すなわち，検討したファージのなかで，φ６ファー
ジがグルコン酸鉄（�）に対する感受性は最も高いといえる．
グルコン酸は，殺菌作用およびファージ不活化作用を示さないのに，２価鉄は，強い殺菌作

用およびファージ不活化作用を有している１２）．したがって，グルコン酸鉄（�）の作用は，主
として，その２価鉄に基因していると考えられる．

Table 3. Effect of gluconic acid and iron(II) gluconate on a wide variety of bacteria.

Survival (%)

Concn. (M) Bacteria

BS EC LC MF MM PV SA ST

Gluconic acid

1×10－３ 90～100 90～100 90～100 90～100 90～100 90～100 90～100 90～100

Iron(II) gluconate

1×10－３ 0 0 0 30～40 0 0 0 0

3×10－４ 0 0 0 50～60 1～2 0 10～20 0

1×10－４ 0 1～2 1～2 60～80 5～10 0 30～50 0

3×10－５ 5～10 10～20 40～60 90～100 30～50 5～10 90～100 0～1

1×10－５ 20～40 40～60 90～100 ― 90～100 15～30 ― 5～10

Bacteria (1～4×10７CFU/ml) were incubated with gluconic acid or iron(II) gluconate in 0.02 M Tris-HCl buffer (pH 7.4)
for 60 min. at 37�.

Table 4. Effect of gluconic acid and iron(II) gluconate on a wide variety of phages.

Survival (%)

Concn. (M) Phage

J1 T5 T4 M2 T3 φX174 MS2 φ6

Gluconic acid

1×10－３ 90～100 90～100 90～100 90～100 90～100 90～100 90～100 90～100

Iron(II) gluconate

1×10－３ 0 30～50 40～60 0 0 0 0 0

1×10－４ 0 60～80 70～90 0 0 0 0 0

1×10－５ 0 90～100 90～100 0 1～2 3～5 0 0

1×10－６ 3～5 ― ― 10～20 30～60 50～80 15～30 5～10

3×10－７ 20～40 ― ― 40～60 90～100 90～100 50～70 40～60

Phages (1～4×10７ PFU/ml) were incubated with gluconic acid or iron(II) gluconate in 0.02 M Tris-HCl buffer (pH 7.4)
for 30 min. at 37�. Phage φ6 was incubated for 20 min. at 25�.
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３．グルコン酸鉄（�）の殺菌作用の機構
グルコン酸鉄（�）の殺菌作用の機構を解明するために，グルコン酸鉄（�）の殺菌作用に

影響する因子について検討した．１×１０－４Mのグルコン酸鉄（�）と E. coli を３７�で３０分間イ
ンキュベートし，菌の生存率が１０％のときを基準とした．そして，金属イオン，金属キレート
剤，酸化剤，還元剤，ラジカル捕捉剤の影響について検討した．結果は Table５に示す．
遷移金属イオンの Cu２＋と Fe２＋は，殺菌作用を著しく促進した．金属キレート剤のクエン酸

塩と EDTAは，作用を完全に阻害した．酸化剤の H２O２は，作用を著しく促進した．還元剤の
２‐メルカプトエタノールは，作用を完全に阻害した．また，L‐システイン，チオグリコレー
ト，グルタチオン，ジチオスレイトールは，作用を阻害した．一般的なラジカル捕捉剤である
AETとMEAは，作用を完全に阻害した．特異的なラジカル捕捉剤のうち，スーパーオキシド
アニオンラジカル（O２－）の特異的捕捉剤である１，２‐ジヒドロキシベンゼン‐３，５‐ジスルホン酸
（Tiron）は，作用を完全に阻害した．ヒドロキシルラジカル（OH・）の特異的捕捉剤であるチオ
シアン酸カリウム，ギ酸ナトリウム，臭化カリウム，ヨウ化カリウムは，作用を阻害した．一
重項酸素（１O２）の失活剤である DABCOは，作用を完全に阻害した．
酵素のカタラーゼと SODの影響について検討した結果は，Table６に示す．H２O２の分解反応

を触媒するカタラーゼは，作用をわずかに阻害した．また，O２－の不均化反応を触媒する SOD

は，作用をわずかに阻害した．
以上総合すると，グルコン酸鉄（�）の殺菌作用にフリーラジカル反応機構が関与していて，

Table 5. Effect of selected substances on killing of E. coli by iron(II) gluconate.

Addition Concn. (M) Survival (%)

None 0 10

Cu２＋ 10－７ 1～2

Fe２＋ 10－７ 1～2

Citrate 10－４ 90～100

EDTA 10－４ 90～100

H２O２ 10－４ 1～2

2-Mercaptoethanol 10－２ 90～100

L-Cysteine 10－３ 60～80

Thioglycollate 10－２ 60～80

Glutathione 10－３ 50～70

Dithiothreitol 10－３ 40～60

AET a 10－３ 90～100

MEA b 10－３ 90～100

Tiron c 10－４ 90～100

KSCN 10－１ 70～90

HCOONa 10－１ 70～90

KBr 10－１ 60～80

KI 10－１ 50～70

DABCO d 10－１ 90～100

E. coli (4×10７PFU/ml) was incubeted with 1×10－４M iron(II) gluconate and an ad-
ditional substance in 0.02 M Tris-HCl buffer (pH 7.4) for 30 min. at 37�.
a 2-Mercaptoethylamine
b 2-Aminoethylisothiuronium
c 1,2-Dihysroxybenzene-3,5-disulfonic acid
d 1,4-Diazabicyclo [2.2.2] octane
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菌細胞の内外で生成する O２－，OH・，１O２などの活性酸素種が直接的，間接的に作用すると考
えられる．菌細胞内において細胞膜近くで生成する活性酸素種は，細胞内膜に結合しているク
ロモソーム DNAないし内膜近くに局在する DNAに損傷を与えるであろう．菌細胞外で生成
する活性酸素種は，細胞表層（外膜）に酸化的損傷を与えるであろう２１）．
細菌のグルコン酸鉄（�）に対する感受性は，菌種によって相違する．これは，菌の細胞膜

透過性，細胞内における活性酸素種の生成系・反応系・消去系，クロモソーム DNAの構造，
修復系などの違いによると考えられる２１）．
なお，O２－の不均化反応を触媒する SODは，作用の阻害はわずかなのに，O２－の特異的捕捉剤

である Tironは，作用を完全に阻害する．この矛盾は，Tironの金属キレート作用２２）によるもの
であって，O２－の直接的な関与を示すものではないと説明できる．

４．グルコン酸鉄（�）のファージ不活化作用の機構
グルコン酸鉄（�）のファージ不活化作用の機構を解明するために，J１ファージを用いて

研究した．反応混液に，金属イオン，金属キレート剤，酸化剤，還元剤，ラジカル捕捉剤，酵
素を添加して，グルコン酸鉄（�）のファージ不活化作用に及ぼす影響について検討した（表
省略）．
遷移金属イオンの Cu２＋と Fe２＋は，不活化作用を促進した．金属キレート剤のクエン酸塩と

EDTAは，作用を阻害した．酸化剤の H２O２は，作用を促進した．還元剤の２‐メルカプトエタ
ノールと L‐システインは，作用を阻害した．一般的なラジカル捕捉剤の AETとMEAは，作
用を阻害した．特異的なラジカル捕捉剤のうち，O２－の特異的捕捉剤である Tironは，作用を阻
害した．OH・の特異的捕捉剤であるギ酸ナトリウムとチオシアン酸カリウムは，作用を阻害
した．１O２の失活剤である DABCOは，作用を阻害した．酵素のカタラーゼと SODは，作用を
阻害した．
したがって，グルコン酸鉄（�）のファージ不活化作用は，殺菌作用と同様，活性酸素種が

関与するフリーラジカル反応機構によると考えられる．

摘 要

１）グルコン酸およびグルコン酸鉄（�）の細菌に対する作用について，８種の菌を用いて
検討した．グルコン酸は，全ての菌に殺菌作用を示さなかった．グルコン酸鉄（�）は，菌種
によって程度の違いはあるが，全ての菌に対して殺菌作用を示した．グルコン酸鉄（�）に対

Table 6. Effect of catalase and SOD on killing
of E. coli by iron(II) gluconate.

Addition Concn. (U/ml) Survival (%)

None 0 10

Catalase 100 20～30

30 15～25

10 10～20

SOD a 100 20～30

30 15～25

10 10～20

See the legend to Table 5, but an enzyme was used instead of a substance.
a Superoxide dismutase
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する菌の感受性は，高いほうから S. typhimurium, P. vulgaris, B. subtilis, E. coli, L. casei, M. mor-

ganii, S. aureus, M. flavus の順であった．
２）グルコン酸およびグルコン酸鉄（�）のファージに対する作用について，８種のファー

ジを用いて検討した．グルコン酸は，全てのファージに不活化作用を示さなかった．グルコン
酸鉄（�）は，種類によって程度の相違はあるが，全てのファージに対して不活化作用を示し
た．グルコン酸鉄（�）に対するファージの感受性は，高いほうから φ６，J１，M２，MS２，T

３，φX１７４，T５，T４ファージの順であった．
３）グルコン酸鉄（�）の殺菌作用の機構について検討した．その結果，活性酸素種が関与

するフリーラジカル反応機構によると考えられた．
４）グルコン酸鉄（�）のファージ不活化作用について検討した．その結果，殺菌作用と同

様，活性酸素種が関与するフリーラジカル反応機構によると考えられた．
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