
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

306． ス トレ プ トマ イシ ン の 生合成

（第 6報） ス ト レプ トマ イ シ ン前駆体をス トレ プ ト

　　　　 マ イ シ ン に 転換 する酵素 の 精製ならびに

　　　　 その 性質

広大 ，
エ

， 醸酵　○浄原　法蔵 ， 新見 　　治

　　　　　　　　　能美　良作

　冐的　S．　griseus に よ る ス トレ プ トマ イ シ ン （SM ）

生合成経路上 の 中間物質 （L 成分 ：既 報）を SM に

転 換 す る酵 累 の 精製 と性 質 を究 明 す る こ と を目 的 とす．

　方法　28℃ ，
24時間振盪培養 した S．9Tisllusの 菌

体を超音波で 磨砕 し，CM −
cellulose イオ ン交換体を

通 過 させ て 不純物を除 く．次い で 60％飽和硫安塩析，

Tris緩衝 液中で 透 析後 DEAE −c31 ！1110se イ オ ン 交換

体に吸着させ ．
Na 　Cl を含む Tris緩衝液で gradient

elution 　chromatography を行ない活性画分を うる．

　結果　上 記透析後 に 酵素比活性は 2〜 3 倍に 上昇 し

さらに DEAE 一
イ オ ン 交換体 クロ マ トグ ラフ ィ

ー
で

の 1 ％ Na 　Cl （Tris緩衝液中） 溶出区分で 十数倍 に

上昇 した．

　 こ の 酵素 は Mg2→』（10
−2M

）また は Co2ト（10
−3M

） に

よ っ て 活性が著 しく増大する．また 熱処理 を行な うと

65℃で 完全 に 失活す る が こ の 際 10
−SM

の Mg 　SO4 ・

7H ・O を加え て お くと保護作用 が あり失活温度は 75

℃ とな る．

　本酵素液は基質 L 成分に作用 して SM を生成す る

際に等モ ル の Pi を 遊離す る．さ らに P−nittG 　pheny−

lphosphate（P−NPP ）に対 して ア ル カ リホ ス フ ァ ター

ゼ 活性を示す，こ の こ とよ り本酵素液の klnetiCSを

検討 し，
intestinalア ル カ リホ ス フ ァ ターゼ と 比較 し

た。

鵠 7． 放線菌に よる コ リ ン な らび に ポ ル フ ィ リ

　　　ン 系化合物の 生 成

（第 1報）補 酵 素 型 B ・2 と Copmporphyrin の

　　　　 生 成

京大 ， 工 ， 工 化　○佐藤　一精 ， 清水　祥一

　　　　　　　　　福井　三郎

　自的　放線菌 の 多 くが 抗生物質生産 の 副産物と して

B12 を 生成す る こ とが 知 られ て 以来 （Rickes ら（1948），

B エb の 放線eg
’
vtよ る醗酵生産 の 研究が 1950年代に多数

発表 された．しか し生成 した B ・2 の 型 ， そ の 放 線菌

の 生理 に お け る役割，生合成機構など につ い て は ほ と

（15 ）

ん ど知られて い な い．本報では， まず放線菌 の 生産す

る　B12 の 型を菌体部お よび培養沖液 につ い て 調べ て ，

B12 補酵素 （DBCC ） が菌体内の B12 の 主体で あ る

こ とを確認した．．
こ の 研究巾 ， 特別の条件で 培養液中

に Coproporphyr三n が多量 ｝こ蓄積す る こ とを認 め た．

B 、2 の コ リン 核の 生合成は，

一般に ポ ル フ ィ リン核 と

同様に ，
succinyl 　CoA 十 Glycin巳→ α 一Amino 一

β
一keb

adipate → δ一Aminolevulinate−← p  rphobilinogen の経

路 で 行なわれ ， そ の の ちコ リン 鞍合成と roporphyrin

合成の 経路に分岐する もの と考え られて い る．こ の 事

実か ら， 放線菌 に お け る コ リ ン 化合物 とポル フ ィ リン

系化合物生合成 の 関係を し らべ る こ と は興味深い ．

　方法 主 として st7
’ePtomyces 　 olivacetts （協和 醸

酵 よ り分与 の 6〔庵株）を用い ，他に603株 や東大応微研

0012株 に っ い て 比 較 した．培地 は グル コ ース をC 源 と

す る waksman 培地 ， そ れ に乳糖，
　 Ca　CO3 を 加え た

改変培地，お よ び グ リセ リン 培地を用 い た．

　結 果　改 変 培地 で 大 量 に培養 して え た 菌体中の Bn

は，エ タ ノール 抽出後， フ ェノ
ール 精製処理 ，イオ ン

交換セ ル ロ
ース ク ロ マ トグ ラフ などで 精製 し， 沖紙電

気泳動 ， 沖 紙 ク ロ マ トグ ラ フ ，吸 収 ス ペ ク トル ，補酵

素活性試験，な らび に 分解物中の DBI の 検出な どを

行 な っ た．こ の 結果菌体中の B12 が ほ とん ど DBCC

で あ る こ とを証 明 しえ た．

　 グル コ ース 培地で は
一

般 に B12 も少 な く，ポ ル フ

ィ リン の 生成も ほ とんどなか っ た が，改変培地 で はBt2

ポ ル フ ィ リン ともに 多量 に 蓄積され ， さ らに グ リセ リ

ン 培地 で はと くに ポ ル フ ィ リン が 10μg／姐 以上 に 達

した．こ の もの を メ チ ル エ ス テ ル に 誘導し，IR など

の 理 化学的方法に より coproporphyrin で あ る こ とを

明 らか に した ．な おグ リセ リ ン 培地 に B ・2 を添加 して

も影響 はな か っ た が，Co 蹄
塩 の 添加は増殖の lagを

著し く短 縮す る とともに ， 醗酵液 の 著 しい 赤色をお こ

した 。こ れ は，おそ らくポ ル フ ィ リン 条物質と Co 間

の キ レ ート化合物生成 に よ る もの と推定 され る．Fe2＋

塩を添加 した 蒔 に は遊離型ポル フ ィ リン の 蓄積は きわ

め て 少な くな り，
1eg の 短縮はみられな か っ た． これ

らの事実に もとずき COt “

，
　Fe2t，　Fe3

ト
の 添加．酸素

供給などが 放線菌 にお ける コ リン 化合物 とポル フ ィ リ

ン 化合物 の 生成 にお よ ぼす影響 に つ き検討を加 え る．

30e．乳酸逐次 添加通気培 養法 に よる酵母

　　　cytochrome 　C 含量 の 増加

京大 ， エ ，工 化　○ 上野 　　進 ， 角野　
一成

　　　　　　　　　 谷 喜雄 ， 福井 三 郎
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　目飽　嫌気培養酵母の cytochro 皿 e　c （以下 cyt，　C）

含量は検出 されな い ほ ど微量で あ るが ， 好気条件で は，

呼吸系の増大 に よ り cyt ．　 C 含量が 増加する，さ らに

清酒酵母を乳酸添加培地 で 通 気 培養 した もの の cyt ，　c

含量が著 し く大 きい こ とは．著者 らがすで に 報告 した

とおりで あ る．しか し乳酸添加 に よ る cyt ．　 c 量の 増

加は
一

過性で ある た め に工 業的に は，菌体 の 採取 の 時

期が 問題とな る．本報 で は， cyt．　c 量を高 い 状態の ま

ま持続させ る試み を行 な っ た．

　方法　清酒酵母 ，
パ ン酵母また は Candida　albic −

ans を糖濃度 昼％ の 完全合成培地 で 振盪培養また は

」

’
ar

：fervnenter　に よ り 通気培養 した．酵母 菌体中の

cvt ・c の 抽出は大林法に従い ，　 cetyltrimethylaniifi ・

or ，ium　 brorr．ide を用い
， 抽出液の 吸光度か ら，

cyt ．　c 含量を算出 した．また島津製 の マ ル チパ ーパ ス

自記分光光度計 MPS −50 型 を 用 い て，直接菌体内の

cyt ．　C を定量 した，な お，本実験 で 採用 した定量 方法

によ る吸収物質が本当に cyt ．　c で あるか ど うか を確

か め る た め．抽出液を樹脂精製 して 得 られ た もの の ス

ペ ル トル ，ア セ トン
ーHCI 液へ の 不溶性，お よ び蛋 白

部を取除 い た heme 部を pyridine と反 倦 させ て 得

た pyridine ．ferrohemochromeの ス ペ ク トル などか ら

cyt ・c で あ る こ とを確認 した ．

　結果 　菌体の cyt ．　 c に お よ ぼ す乳 酸 の 作用 は菌種

に より異 なり，C．　 albicans で は 乳酸を ほ とんど利用

で きな い の に反 して
， 清酒酵母 ，

パ ン 酵母な ど で は糖

消費後 ． 乳酸を 消費 して ． 増殖 曲線は Mencd の

“ diauxi：”

型 と なり， そ の 時の cyt ．　c 含量 の経時変

化 を み る と， 乳 酸利用 の 対数期で 急 激 に増加 し，ふ た

た び 減少す る．そ こ で乳 酸 を逐 次添加 して 培地 の 乳酸

濃度を約 0，5 ％に保つ と．あ る程度 の 増減はあ るが

cyt ．　C 量 は高 い 値を 維持す る こ とがで きた．こ の 方法

は cyt ．　 c の 工 業生産 に 有効 な 方法で あ ろ うと思 わ れ

る． さ らに乳酸を添加 して 通気培養を 行な っ た 際の

cyt ．　c 量 の 変化を 追跡する た め に 島津製 マ ル チ パ ーパ

ス 自記 分光光度計を使用 して 金菌体 の ままで 測定 した．

こ の方法 によ り，嫌気条件下で は っ きりと現われな い

cyt ．　c の 吸 収 が ，好気条件で 速や か に 出現 し，さ らに

乳酸を添加 して 通 気 した 場合 は著 し く増大 し，吸光値

か ら算出す る と乳酸無添加 の 場合 に 比 し約 2 倍量とな

っ た ．

11．四93

臼9． 醗酸醗酵に 関 する研究

　 （第 1報）麹酸生 産条件の 検討

理 研，醗酵 　○北田　牧夫 ， 上 由　英夫

　　　　　　　鈴木　衿子 ， 富金原　孝

　目的　麹酸 は A 功，oryxae の 生産物で あ る こ とが

斉藤に よ り発見 されて 以来， 多 くの研究者に よ っ
て 醸

酵機講の 検討が な され て き た．特 に 1953〜56 に Arnste−

inらは放射性同位元 素を用 い グル コ ース か ら麹酸生成

の 主要経路は炭素鎖 の 分解 な しの直接的な もの で あ る

こ とな ど そ の 醗酵機構の 大要を明らか に した．この よ

うな研究に もか か わ らず麹酸醸酵が い まだあまり問題

とされて い な い の は麹酸の 工業的価値が 認め られ て い

な い こ との 他 に麹酸 が 主 に表面培養 に よ っ て 生産され

るか らと考 え られ る．深部培養 に 関す る 研究と して は

Kluyver お よ び 飴山らの 報告をみ る の み で あ る・演者

らは深部培養で もか なり顕著 に麹酸を生産 す る ASP ．

oryzae 　69 株を入 手 した の で 今 回 は主 に 深部培養で

麹酸 の 生産に影響す る2 ・3の 要因 に つ い て 検討 した 結

果 に つ き報告す る．

　方法　使用菌株は AsP．　eryxae 　69株．麹酸の 定量

は Fe2（SO4 ）3 溶液 で 発色 さ せ 500　m μ の 吸収で 測定．

糖は Bertrand氏変法 で 測定 し，麹酸 の もつ 還 元力は

さ し引い た．pH はガ ラス 電極法で また菌体量は減圧

下 で 乾燥後秤量 した．培養方法は 300m1 お よ び 5GO

ml 容工 一レ ン マ イ ヤーフ ラ ス コ で 30℃，7 日間 振盪

培養 した。

　結果　グル コ ース 濃度 に関 して2．5，5，10，15％ に

つ い て 検討 した とこ ろ 工0 ％にて 最高 の 生産をみ た．

窒素源で は peptone ，
　NH ，　NO ， に つ い て 検討 し peひ

tone 　O．5％ ，
　 NH4 　NO30 ．06％ で最大 の 蓄積を み た．

筌 素 源 の 量 を制限す る と 麹酸収量の 増大が 推測 され る．

次 に麹酸生産期 の 洗滌菌体を用 い て 同 様な検討を行 な

っ たt

310． トリプ トフ ァ ン 醗酵 に 関する研究

（続報）増殖停止 期以後 の 基質逐 次添加につ いて

1汳大，工，醗酵 　藤田　正 憲 ， ○新津 　　尚

　　　　　　　　照井　堯造

　目的　前報 によ り， ト リプ トフ ァ ン 醸酵 の 最適溶存

酸素準位は，培養前期 に おい て  ．1〜02mMO2 ／♂程

度で あ っ て ， こ の 条件下で は比増殖率 μ が 0 に 近 い
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