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　　Growth 　of 　1〜hedop∫eudomonas 　sp ．　No ．7in 　a　medium 　contain 血 g　ethanol 　as 　an 　electron

donor　and 　NH オ as 　a　nitrogen 　source 　was 　dependent　on 　the　concentration 　 of 　bicarbonate
und ¢ r　anaerobic −light　conditions ．　 Under 　the 　optimum 　growth　conditions ，　about 　l．93　g　of

cells　was 　obta 三ned 　in　thc 　mcdium 　containing 　l　g　of 　ethanol 　and 　2　g　of 　sodium 　bicarbonate．
However ，　the 　growth 　of 　dle　bacterium　in　a 　med 三um 　containing 　acetate 　was 　independent　of
the　bicarbonate　 concentration ．　The 　level　 of 　ribulose 一工，5−bisphosphate　 carboxylasc （EC

生 1．1．39）in　ceUs 　grown 　on 　ethanol 　was 　higher　than 　that 　of 　cells 　grown 　on 　acetate ，　and 　the

enzymc 　level　was 　affec 亡ed 　by 【he　bicarbonate　conce 蹴 ration ．　 On 　the　other 　hand，　the　levcls
of　pynlvate　carboxylase （EC 　4．L1 ，32）and 　isocitrate　lyase（EC 　4．L3 ．1）wcrc 　not 　affected 　by

出eabove 　growth　conditio 朋 ，

　紅色非硫黄細菌は ，光嫌気下 で 各種 の 有機化合物 を

炭素な らび に 電子供与体と して 利 用 して 生育 で きる．

こ れ らの 細菌 は 嫌気下 に もか か わらず，細胞を構成す

る C，H ，0 の 平 均的組成 と比 較 して 酸素 不 足 で あ る と

考え られ る有機化合物，た とえ ぽ ア ル コ ール 類や 低級

脂肪酸類 を も利用 で きる ．1） こ の よ うな 性質を も っ て

い る 微生物 は 少な く，紅色非硫黄細菌 の 他 に は硫酸還

元 菌，脱窒菌な どの 限 られ た 種 で あ る．

　エ タ ノ ール ［C2H60 】と 酢酸 1（CH20 ）2］を 比較 し て

み る と，エ タ ノ ール は い ち じ る し く還元 され た 状態

に あ り，酢 酸 の 組 成 比 は 細 胞 の 平 均的 な 組 成 を

＊
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（CH20 ）n と仮定 す る と そ れ と一致 す る ．し か し な が

ら，実際 の 培養系 で こ れ らの 定量 的 な 関係 は 確 か め ら

れ て い ない ．紅色非硫黄細菌に お い て もエ タ ノ ール は

酢酸 の 単位を経 て 代謝 され て い くと考え られ る が，光

嫌気条件下 で は こ れ ら化合物の 代謝は ，二 酸化炭素の

固定 に よる糖新生 の 有無と グ リオ キ シ ル 酸回路 の 駆動

に よ る糖新生が絡み合 っ て くる の で ，好気性 の 従属栄

養微生物 の 場合 と比較 して ，か な り複雑な様相を呈 す

る もの と予想 さ れ る．また ，紅色非硫黄細菌 に お い て

は ，グ リ才 キ シ ル 酸 回 路その もの に 関す る情報 も限 ら

れ て お り，2
一
η エ タ ノ

ール と酢酸 の 利用 に 関 して ，こ

れ まで に 上 述 の よ うな 観点 か らの 検討 は な され て い な

い ．一般に ， 紅色非硫黄細菌は ，
エタ ノ

ール や酢酸を
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電 子 供与体 と して 利 用 で きる と さ れ て い るが ，1）実際

に 代表的な多くの タ イ プ種を 調べ て み る と，窒素源 と

し て カ ザ ミ ノ 酸や酵母 エ キ ス な どを 用 い た 場合 に は 生

育 で きる もの の ，そ れ らの 菌株の 中 で ，微量 の ビ タ ミ

ソ 類を除 い て エ タ ノ
ール と酢酸以外 に は 有機物 を 含 ま

な い 培地 で ，両基質の い ずれ を 用 い て も良好 1・t 生 育 で

きる 種 は 限 られ て くる ．しか し な が ら，自然界 よ り無

機 塩 類 とわずか な ビ タ ミ ソ に ア ル コ ール 類を 含 む 培地

で 光嫌気下 で 良好 な 生育 を 示す菌株 は 容 易 に 分離 で

き，そ れ らの 中に は 酢酸 を 利用 で きる 菌株も多数存在

す る，！｝

　 本報 は ，そ の うちの
一

菌es　RhedoPseudomonas　sp ．　No ．

7 を 用 い て ，紅色非硫黄細菌 の エ タ ノ
ール と酢酸利用

時に お け る生育 と細胞内の 酵素活性 レ ベ ル に 及 ぼ す二

酸化炭素源 （炭酸水素ナ トリ ウ ム ）の 影響に つ い て 検

討 した もの で あ る．

　本実験 に は ，0．1％（w ／v ）n一プ ロ パ ノ ール ，0 ．1％炭

酸水素 ナ ト リ ウ ム を含む培地を用い て ，下水汚泥等を

光嫌気条件 下 で 集積培養 して 得 られ た もの の 中 よ り単

離 され た Rh ・d・Pseud・m ・nas ．sp ．　No ．7 を 使 用 した．2）No ．

7 株 は ，RhedoPseudomonasPaiustris　IL　ue似 し て い る が ，

そ の タ イ ブ 種 よ り エ タ ノ ール 利用 性 に す ぐれ て い

る ．2・e）N ・ ，7 株 の 各種 の 培養 に は ，前報
2】に 示 し た 基

本 塩類培地を用 い た ．菌株 の 保存 に は 電 子 供与体 な ら

び に 炭素源 と して 0．1％ n 一プ 卩 パ ノ ール を使用 した ．

菌株の 培養 は 0．1％（w ／v ）の 各種培養基質を含む基本培

地 を 1．5〜の ネ ジ ロ ル
ー
型 フ ラ ス コ に 口 まで 満 た した

もの を 用 い て
，

30 ° C ，3，0001ux の 光嫌気下で 行 っ た ．

な お，エ タ ノ ール を 単独 の 基質 と して 用 い る場合に は

炭酸水素 ナ ト リ ウ ム を 0 ．1％（w ／v ）添加 し た ．エ タ ノ ー

ル と炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム は 基本培地 を オ
ー

ト ク レ ープ

処 理 し た の ち ，メ ソ ブ ラ ン フ
ィ

ル タ ー
（0．2 μm ）を通

し て 加 えた ．供試菌株 の 生育度は ，培養液 の 660nm

に お け る 吸光度 を 測定 して 求 め た．な お ，吸 光度 1．0

は 供 試 菌株 の 菌体乾燥重量約 0，55mg ！ml に 相当 した ．

細胞抽出液の 調製は ，対数増殖期 の 細胞 を 10，000　Xg ，
10分間 の 遠心 分離に よ り集 め ，こ れ を 50mM リ ン 酸

ナ ト リ ウ ム ーカ リ ウ ム 緩衝液 （pH 　7，2）を 用 い て 3 回

洗浄 し，再び 20ml の 同 上緩衝液 に 懸濁 した ．こ れ を

20kHz ，2 分間 の 超音波処理 を 3 回 行 っ て 破砕 し た の

ち，20 ，000 ×g ，30 分 間 の 遠 心 分離 を 行 い ，得 られ た 上

清 液 を 細胞 抽 出液 と して 以 下 の 実験 に 使用 した．イ ソ

ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ーゼ （ICD ，　EC 　LI ．1．42）の 活性

は ， Cook と Sanwal の 方 法 9）に 従 っ て 測 定 した ．イ ソ

ク エ ソ 酸 リ ア ーゼ （ICL ，　EC 　4 」 ．3．1）の 活 性 は ，　 Dixon

と Kornbergの 方法 1°｝　1・こ 従 っ て 測定 した ．ホ ス ホ ＝

ノ ール ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ
ーゼ （PEPC ，　EC

4．1．1．32）の 活性 は ，Hatch の 方法
L1 ）に 従 っ て 測定 し

た ． リ プ ロ ース ー1、5一ニ リ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ
ーゼ

（RuBisCO ，　EC 　4．1．1，39）の 活性 は ，　 Lorimer ら の 方

法
12 ）に 従 っ て 測定 し た ．細胞抽 出液中 の タ ン パ ク 質

は ，牛血 清 ア ル ブ ミ ン を標準 と して ， L 。 wry らの 方

法
12 ｝に よ り測定 した ，培養液中の エ タ ノ ール は ，ガ

ス ク ロ w トグ ラ フ （島津 GC ・8A ，検 出器 FID ）に よ っ

て 定量 した ．Gasukurepack56（ガ ス ク ロ 工業）を充填

した ガ ラ ス カ ラ ム （φ3mmX2m ）とキ ャ リ ア ー
ガ ス に

窒素 （20ml ！min ）を 用 い て ，1乃
゜C に て 行 っ た ．培羮

液中の 酢酸 は，分析用 キ ッ ト （ベ ーリ ソ ガ ーマ ソ ハ イ

ム 山之 内）を用 い て 定量 した．

　炭素な ら び に 電子供与体 と し て ，0，1％ の エ タ ノ ー

ル あ る い は 酢酸 ナ ト リ ウ ム ，窒素源 とし て 0．1％ の 塩

化 ア ソ モ ニ ウ ム を 用 い ，0 〜0．3％ の 濃度 で 炭酸水素

ナ ト リ ウ ム を含む培地 で RhedoPseudomonas　sp ．　No ．7 の

生 育 経 過 を 調 べ た ．No ．7株 は ニ タ ノ ール 培地 に お い

て ，炭酸水 素ナ ト リウ ム 無添加 で は ほ とん ど生育せ ず，

また，そ の濃度が低い 場合 に は ，培地 中に エ タ ノ
ー

ル

が ま だ 残存 して い て も生 育 は 停 止 した ．最終細胞濃度

は ，添 加 さ れ た 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 が

0．01〜0．2％ の 間 で ，そ の 濃度 に 比 例 して増加 した ．

細胞濃度 は ，0．1％ の エ タ ノ ール （21．7mM ）に 対 して

炭 酸水 素 ナ ト リ ウ ム 濃度 が 0，2％ （23 ．8mM ）の 場合 に

最大に 達した （Fig．1）．こ の 1．00　g エ タ ノ ール に 対 し

て 2，00g の 炭酸水素 ナ ト リ ウ ム （二 酸化炭素 量 と し

て 1．05g ） を 添 加 した 培 地 に お け る 培養 で は ，約 100

時間後の 細胞濃度 は 660nm に お け る吸 光度 に し て 3．5

に 達 し，こ れ は お お よそ 1．93　g （乾物重量）〃 に 相 当

した ．こ れ らの 添加 した 炭素源 （エ タ ノ ール と二 酸化

炭素，2．05g ）あた りの 菌体収量 は 94．1％ に達 した ．
一

方，0，1％酢酸 ナ ト リ ウ ム （酢酸 と し て 0 ，732g 〃）

培地 に お い て は，本菌 の 生育 は 培地中の 炭酸水素 ナ ト

リ ウ ム の 存在 の 有無に ほ と ん ど 影響 され る こ とは な

く，い ずれ の 濃度 に お い て も添加 され た 酢酸 は ほ ぼ 完

全 に 消費さ れ た （Fig、2）．こ の 酢酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い

た 培養系 で は ，い ず れ も最終細胞濃度が 660nm に お

け る 吸 光 度 に て ，お お よ そ 1．4 （0．770　gf4 乾物重量）

付近 で あ っ た．以 上 の 結果は ，い ずれ の 培養系に お い

て も，培地 に 添加 した 炭酸 水素ナ ト リ ウ ム 量 を お さ え

て あ る が炭酸 ガ ス の 消費量 は 定量 して い な い 点 ，細胞

N 工工
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Fig．　1．　Effects　of 　bicarbonate　on 　culture 　of 　Rhode
一

　　ρseudomonas 　 sp ．　 No ．7in 　 a　 medium 　 containing

　 　 ethanol 　 as　 an 　electron 　donQr　 and 　ammonium

　　 ch1 ・ ride 　as　a　nitr ・gen　source ．　 Cells　were 　incubated

　　in　the　salt 　mediu 皿 containingO ．1％（w ！v
，
2L7mM ）

　　ethancl 　in　the　absence 　or　presence　of 　O．01〜0．3％

　　（w ！v ）sodiuni 　bicarbonate．　A ： Grow 出 ．　B ： Con ・

　　sumprion 　of 　 cthano1 ．　 Conc ∈ntrations （％＞ of

　　 sodium 　bicarbonate： ○ ，0；●
，
0．01；▲ ，0．05； ■ ，

　 　 0．1；▼，0．2；■，0．3．

成分 に 培地中か ら取 り込 ま れ た ， 窒素，灰 分等 を 考慮

に 入 れ て い な い 点 な どか ら，系内 の マ ス パ ラ γ ス を た

だ ち に 考察す る に は 問題 が あ る ．し か し ，RhodoPseu−

domenas 　sp ．　No 、7 は エ タ ノ ール を炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム

の 存在下 で ，酢酸 を そ の 存在 に か か わ りな く，こ れ ら

両化合物をい ずれをも効率 よ く菌体成分へ 転換 して い

る こ と を示唆 し て い る もの と思 う．

　RhedoPseudomonas　sp ．　No ．7 は 構成的 な ア ル コ ール 脱

水素酵素 ， ア ル デ ヒ ド脱 水素酵素，ア シ ル ーCoA 合成

酵素， リ ン ゴ 酸合 成 酵素お よび ICD と誘導的 な ICL

を 有す る こ と が 報告 され て い る ．S・6）エ タ ノ ール な ら び

に 酢酸 は い ずれ もア セ チ ル ーCoA を経 て ，
グ リオ キ シ

ル 酸回路 を 介 して代謝され て い くもの と考え られ て い

る．しか し な が ら，上 述 した よ うに ，本 菌 は エ タ ノ
ー

ル 利用時に は 生育量 との 間 で ほ ぼ 等 モ ル に 炭酸水 素 ナ

ト リ ウ ム を 必要 とす る の に ， 酢酸利用時に は 必要と し

な い こ とが 明 らか に され て い る．した が っ て ，本菌に

お け る エ タ ノ ール 利 用 時 の 代謝 は，酢酸利 用 時 の そ れ

と比較 してか な り複雑で あ る こ とが予想 され る．そ こ

で ，エ タ ノ
ー

ル ，酢酸 の 他 に も各種 の 有機酸類を炭素

な らび に 電 子 供与体 と し て 用 い て 培養 した No ．7 株の

細胞 か ら抽 出液 を 調製 し ， そ れ ぞ れ に つ い て ICD ，

ICL，　RuBisCO ，　PEPC の酵素活性 レ ベ ル （酵素量）を

調 べ た （Table　1）．な お ，本菌 に よ る リ ソ ゴ 酸， コ ハ

ク酸，乳酸，ピ ル ビ ン 酸 を 利 用 して の 生育 に 関 し て は ，

酢酸 の 場合 と同様 に 炭酸水素 ナ ト リ ウ ム の 存在 の 有無

“
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Fig．2、　Effects　of 　bicarbonate　on 　culture 　Qf 　Rhodo・

　　pseudomenas　 sp ．　 No ．7in 　 a 　 medium 　 containing

　 　 acetate 　 as 　 an 　electron 　donor　 and 　ammonium

　　chloride 　as　a　nitrogen 　source ．　 Ce ］ls　were 　incubated

　　in　the 　salt　mediurn 　containing 　O．1％（w ！v ，21．7mM ）

　　 s。dium 　 acctate 　 in　 the　 absence 　 or 　 presence 。f

　　O．01 〜0．3％（w ／v ） sodium 　 bicarbonate，　A ： Gro−

　　wth ．　 B ： Consumption 　of 　acetate 、　 Concentrations

　　（％）of 　s◎dium 　bicarbonate： Q ，0；▲ ，0，05；▼ ，0．2．

が 影響す る こ とは なか っ た ．こ れ らの 有機酸に 生育 し

た 細胞 に つ い て は ，炭酸水 素 ナ ト リ ウ ム の 存 在 の 有無

が 調べ た 4 種 の 酵素の 細胞内 レ ベ ル に ほ とん ど 影響を

与え る こ ともなか っ た ．各細胞間で の 酵素量 の レ ベ ル

を 比 較 し て み る と ，ICL は ，エ タ ノ ール ，酢酸 に 生

育 し た 細胞 の 間 で は ほ ぼ 同 レ ベ ル で あ っ た が ，こ れ ら

を他の 基質に 生育した細胞と比較す る とか な り高 い レ

ベ ル で あっ た．こ れ に 対 して ，PEPC の レ ベ ル は 対照

に 調 べ た ICD と同 様 に 各細胞 間で ほ とん ど差 が 認 め

ら れな か っ た ，RuBisCO の レ ベ ル に つ い て は ， 全体

的 に 比較的高 い レ ベ ル に あ り，各細胞間 で 大 きな差 が

認 め られ な か っ た が ，基 質 の 利 用 時 に 炭酸 水 素 ナ ト リ

ウ ム を絶対的 に 必要とす る エ タ ノ
ール 生育細胞 で 若干

高 い 傾向を示 した．さらに ，＝ タ ノ
ール 利用時 に お け

る RuBisCO の レ ベ ル に つ い て は ，培 地 に 添 加 し た 炭

酸 水素 ナ ト リ ウ ム の 濃度 の 影響 を調 べ た と こ ろ，その

濃 度 が0．1％ ，0，2％ ，G．3％ に お い て ， 97．6，136 ，

156nmollmin ／mg ．pr。tein と，そ れ ぞ れ濃度 の 上 昇に

よ っ て 細胞内の 酵素の レ ベ ル も上 昇した．な お，酢酸

を用い た培養系 に お い て は ， 炭酸水素ナ ト リ ウ ム の 存

在 の 有無 が 細胞内の 酵素 の レ ベ ル に 影 響す る こ とは な

か っ た ．

　 以 上 の よ うに ，　RhodePseudomenas　sp 、　Ne ．　7　et　：L タ ノ
ー

ル と酢酸を基質 とした場合に は，一
方 は 炭酸固定を し

て 細胞内の 酸化還元バ ラ ン ス を調節 し，他方 は そ の 必

要が な く，い ず れ も効率 よ く細胞成分 に 転換 し た ．こ

の よ うなエタ ノ ール と酢酸に 生育 した 細胞 の 間で
， 細
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Table　 1．　Enzyme 　activities 　jn　Rhodopseudemonas　sp ，　No，7grown　on 　various 　organic 　substrates ．

、盤 農 ・・H ・・、 　 1，。、、，，a、e

　 　　 　　 　　　 　　 　 dehydrogenase

Enzyme 　activity 　in　ce1 】s （nmol ！min ／mg 　protein）

IsoCitrate　　　Phosphoenolpyruvate　Ribulosc−1，5−bisphosphate
　lyase　　　　　　　　carboxylase 　　　　　　　　　　　carboxylase

Ethanol

Acetare

Majatc

Succinate

Lactate

Pyruvate

＿＊

十

十

十

十

十

十

763525066653952698118032322232334 28．428

，028

．05

，675

．316

，293

．996

．895

．9910

．89

，13

3．9G3

．863

．512

．083

．002

．462

．642

．703

．033

．593

．57

97．659

．058

．555

．858

．t73

．871

，0

生2261

、260

．962

．8

　The 　organism 　was 　incubated　in　a　basal　salr 鵬 edium 　containing 　O，1％ growth　substrate 　without （
一
）or 　with （十 ）

O．1％ sodium 　bicarbonate，　alld 　harvested　in　the　mid −logarithmic　growth 　phasc （24−40　h）．
　

＊

　No 　growth ．

胞 内の RuBisCO は 基質の 酸化還元 の レ ベ ル と二 酸化

炭素濃度 に よ っ て 酵素量 が 調節を受け て い る の に 対 し

て ，ICL 　IX　＝ ＝ タ ノ
ー

ル と酢酸 に よ っ て 細胞 内の 活性

レ ベ ル が 上昇す る もの の ， PEPG とともに 基質 の 酸化

還 元 レ ベ ル や 二 酸化炭素の 濃度 に よ っ て 酵素量 の 調節

を 受けない こ と が示唆 され た．

要 約

　紅 色非硫黄細菌 RhodoPseudomonas 　sp ．　No ．7 の 生育

は ，光嫌気条件下 に お い て 窒素源 と して 塩化 ア ソ モ ＝

ウム ，炭素ならび に 電子 供与体として エ タ ノ ール を用

い た培地中で は ，添加され た 炭酸水素 ナ ト リウ ム の 濃

度に 依存 した ．最適培養条件下に お い て ，エ タ ノ ール

（1g ）と炭酸水素 ナ ト リ ウ ム （2g）か ら菌体約 1．93g が

得 られ た．一
方，酢酸を 用 い た 培地 に お い て は ， 本菌

の 生育 は 炭酸水素 ナ ト リ ウ ム の 有無 に 影響 され なか っ

た ．こ れ らの 培養 に お い て ， リ ブ ロ ース ー1，5一ニ リ ソ

酸 カ ル ボ キ シ ラ ーゼ （EC 　4．L 工、39）は ，エ タ ノ ール に

生育 した 細胞 で 高 く，こ の 場 合 ， そ の レ ベ ル は 炭酸水

素 ナ ト リ ウ ム の 濃度に よ っ て 影 響 を 受け た ，一
方，ホ

ス ホ エ ノ ール ピ ル ビ ソ 酸 カ ル ボ キ シ ラ ーゼ （EC

4、1．1．32）とイ ソ ク エ ン 酸 リア
ーゼ （EC 　4．1．3，1）の 細胞

内 レ ベ ル は こ れ らの 培養条件 に よ っ て 影響 され な か っ

た ，
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