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　　Experiments　on 　absorpt 至on 　behavior　of 　benzo（a ）pyrene　into　yeast　or 　bacterium
showed 　that　fbr　Sa‘‘加 romJces ‘8「8謝 4 θ，　the　absorp 廿on 　rat 三〇 extractable 　with 　methylene

diChloride　from　dry　cells　was 　44．9％ and 　tlle　ab50rptio 皿 ratio 　extractable 　wi 止 benzene
from　crushed   11　homogenate　was 　55．且％ ，

　whereas 　f（）r　Es‘ゐ爾 ‘伽 coli　these　ratios 　were

98・4％　and 　L6 ％ ，
　respectivdy ．

　　Thus　there　is　a　great　difference　in　absorp 霊ion　behavior　fbr　benzo（a ）pyエ℃ ne 　betwecn
S，‘erem

’
siat 　 and 　E ．‘oあ．

　石油 re パ ラ フ ィ ン に は 非常 に 微量 で はあ るが ， 発癌

性多環 芳香族化合物，ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン が含まれ て い

る と も言われ，1 ｝ そ の た め 石油 n・パ ラ フ ィ ン を 炭 素源

と して 微生 物蛋白質を生産す る際 に は ，
ベ ン ゾ （a）ピ

レ ン の 完全除去が大 切 で あ る．ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン の 定

量 に は （1）ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 　（2）ペ ーパ ー
ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

お よ び （3）薄層 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

（TLC ｝が 検討 され ， （1）に つ い て は 脇阪 ・中山
2）に よ

り詳 しく報告 され，（2）に つ い て は HoffmannS ） に よ

り，そ して （3）に つ い て は松下 ら4−7）　ICよ り詳 し く報

告 されて い る．特に （3）に つ い て は ， ア ル ミナ G およ

び ア セ チ ル 化 セ ル ロ ース の 二 層
一次ま た は二 at　TLC ，

溶媒抽出， 分光螢光分析法 に よ り高感 度の 方法 と して

特 に 大気また は 重油，灯油等の 気体や液体の試料から

ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン を含む い ろい ろな 多環芳香族炭化水

素 の 分離，同 定に 使用 さ れ て い る．さ らに 松 下 らは

Grimmere，の 方法 に改良を加え ， 市販 酵母 につ い て，

そ れ に 含まれ る微量 の ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン の 抽出 ・
定量

に 応用 して い る．

＊
微生物 に お け る毒性有機化合物吸収 に 関す る研究

　（第 1 報）

　 こ れに 対 し著者らの 目的 は ベ ン ゾ （a ＞ピ レ ン 存在下

で 微生物を培養 した際の ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン の 行方を 追

跡する こ と，ま た そ の 吸収分布 を 調べ る こ とで あり，

濃度を松下 らの報告よ りもは る か に 高濃度を使用 し，

また分布 も低濃度か ら高濃度と か な り広 い 分布をもつ

た め に，松下 らの 方法を 改良す る こ と も必要とな っ た．

さらに本報で は 生体内分布を調べ る ため ， な るべ く生

体成分を変性させ な い こ と も必要とな る．例え ば松下

らの 方法 で は 酵母 よ リベ ン ゾ （a ）ピ レ ン を ジメ チ ル ス

ル ポ キサ イ ドある い は 強苛性 ソ
ーダ ， 強塩酸 な どで 処

理 して い る．こ れ らは生体内の い ろい ろ な吸収レ ベ ル

を み るに は 必ず しも適当で は ない，上述 の （2）に つ い

て は 既に松下らに よ っ て 不適当とみ な され た の で ， こ

こ で は （1）お よび （3）に つ い て 比較 した とこ ろ，（3）が

優れ て い る こ とを認 め た．そ こ で 本定量法を用 い て ベ

ン ゾ （a ）ピ レ ン 存在下 で酵母 お よ び 細菌を培養 した 際 ，

酵母 お よ び 細菌 が ベ ン ゾ （a）ピ レ ン の 吸収に 対 し，い

か な る挙動 を示すか 比較 した とこ ろ，酵母 お よ び細菌

で は ， そ の 吸収挙動に か な りの 差異が認められた の で，

そ の 結果 に つ い て 報告す る．
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実　験　方　法

　供試化合物　　ベ ン ゾ （a）ピ レ ン は 和 光純薬製 の も

の を使用 した．血清に つ い て は常法の 9Cよ り調製 した．

　供試菌株　　実験 に 供 した SaecharemJces　cerevisiae 　Ne・

511 株 お よ び ltScherichia　eeti　No ．187 株は ， い ず れ も

当研究室保存菌株で ある．

　培地組成 ， 培養法およびベ ン ゾ （a ）ピ レ ン の 分離法

酵母，細菌の培地 と して Moore の 培地
10） （グル コ

ー
ス

0．　5％ ， ポ リペ プ トン 0．5％，酵母抽出物O，2％ ， 燐酸

第 ニ カ リ0．2％）を用 い ，酵母 に つ い て は pH 　5・5， 細

菌に っ い て は pH 　7．1 と した培地 を 500　m1 の 肩付き

フ ラス コ ｝C　100ml 入れ ， 殺菌緩， 酵母また は細菌を

1 白金 耳接種 し，酵母は28°， 細菌は35°で ， そ れぞれ

24時 間振盪培養 （往 復振 盪，振 幅 7cm ，120cyclelmin）

した後，各々 の培養物につ い て ，
5

，
000xg

，
5 分間逮心

分離 し， 各菌体 を 分離 ， 生理食塩水に て 洗浄した もの

を 各洗浄菌体 と した．ベ ン ゾ 〔a ）ピ レ ン 2．5mg を 025

m1 の ジメ チ ル ス ル ポ キ シ ドに溶解した もの を，1夜流

水に て 透析 した 血清 30m1 に 加え 可溶化させたもの を

殺菌済 の Moore 培地 70　ml に 加え，全容量を 100　ml

と した後，洗浄菌体（酵母，細菌共に 乾燥重量 100mg）

を加えて 24時間 ， そ れぞ れの 温度 で 振盪培養 した 培養

混合物を 5
，000．Xg で 5 分間遠 心 分離後 ， 菌体 を 30％

血 清 で 洗浄 し， デ シ ヶ
一

タ
ー

中で 五 酸 化燐存在 下 で 乾

燥 した．乾燥菌体からベ ン ゾ （a ）ピ レ ン の 抽出に つ い

て は，
r 般的 に はベ ン ゼ ン 抽出法 が行 わ れ て い る が，

こ こ で は最近 ， 平川等 恥 に よ り改良 され た 2 塩 化 メ チ

レ ン 法を参考 ICした．すな わ ち ， 菌体の 加温処理 に も

とつ く影響 を少な くす る た め， ベ ン ゼ ン （bp　80°

）の

代 わ りに ，2 塩化 メ チ レ ン で 48時間還流抽出を 行 っ た・

こ の 抽 出 区分 を菌体
・2 塩化 メ チ レ ン 抽出区分 ［Fra−

ctien （1）］とした．2塩化 メ チ レ ン抽出後の菌体に つ い

て は，水を加えて Braun 　eel1　homogenizer 　lこて ガ ラ ス

ビ ーズ （0・45　rnm φ）存在下総計10分間破砕 した．な お，

この 水分 を含 ん だ ホ モ ジ ネ
ートよ りベ ン ゾ （a ）ピ レ ン

抽 出 に 当た っ て は，2塩 化 メ チ レ ン よ り水 に 対す る溶解

度が 1／30で あ る ベ ン ゼ ン で 抽出 した．そ の 抽出区分を

菌体 ホ モ ジ ネート・ベ ン ゼ ン 抽出区分 ［Fraction（II）］

と した，

　ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン の 定量法　　ベ ン ゾ （a）ピ レ ン の

定量法 につ い て は ， ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと TLC

に つ い て 比較実験を行 っ た．

　 1） ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ る定量 法 　ベ ン ゾ

（a ）ピ レ ン の ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る 定量 法 に

つ い て は ， 脇阪・中山の 方法を参考 に した．装置 は島

津製 GC4A 型を用 い ，パ ッ キ ン グと して 1．3％ SE・30

を用 い ， サ ポータ ーとして （thromoserb　 W （40・60

m6Sh ）を直径 4mm 長さ 200　cm の ガ ラ ス 管に充填さ

せ た カ ラ ム を 使用 した．カ ラ ム 温 度は230’， キ ャ リア

ガ ス （Na）は流速 20　ml ／min ，
　 FID 検出器を使用 した．

　2） TLC に よ る 定量法　Avicel　SF （旭化成製）109

を蒸留水 30ml に 加 え，10〜15分間攪伴後， ア プ リケ

ーターICて プ レ ートを調製した．　 SMca　Gel　G に っ い

て は ，
Silica　Gel 　G （Merck 製）10g を蒸留水 20　ml に

加え ，
1 分間攪拝 した後，ア プ リケーターに て プ レ ー

トを 調製した．なお TLC につ い て は 展 開前の処理が

試料の 分離 に 大 き な 影響 を 与 え る の で ，こ の 点に つ い

て次 の 4 通りの 方法を 検討 した．

　 a ．プ レ ートに 水を 噴霧 した 後 ，
70°

，
20分間処理後 ，

固定相溶媒 と して N ， N ジ メ チ ル ホ ル ム ァ ミ ドで プ レ

ートを処理 した．

　b． N ，
N ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ドを プ レ

ートに 噴 霧

した 後，70°，20分 間処理 した．

　 c・プ レ
ー

トに 水を噴霧 した後，70 °，20分間処理，

次い で N
，
　A「 ジ メ チ ル ホル ム ア ミ ドを固定相溶媒とし

て 処理 後，温風乾燥 した．

　 d・プ レ ートに 水を噴霧後，室 温 に て 12時間乾燥 さ

せ た 後 ，
N ，　N ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ドを 固定相溶媒 と

して 処理 した，

　 上 述 の 4通 りの い ずれか の 方法 に より前処理を行 っ

た プ レートに 試料 およ び ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン 標品を マ イ

ク ロ シ リン ジで 50　pl　ts加 した後 ， イ ソ オ ク タ ン で約

90分間展開 した． ベ ン ゾ （a）ピ レ ン の 検出は紫外線鑑

識器 に よ り 2537A で の 青紫色螢光 に もとづ き確認 し

た．薄層板よ りの ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン の抽出および定量

に つ い て は ， 上述の a 〜d の い ず れ か の 方法 で 展開 し

た TLC の ス ポ ッ トに つ い て 次の 方法を用 い た・す な

わ ち内径 5   の ガ ラ ス 管の中央 に くび れをっ くり ，

一端を毛細管状 に ひ き延 ばす，毛細管側 の くび れ の と

こ ろ に ガ ラス ウール を つ め る・他端 は ， そ の ままの太

さ で サ ッ カ ー
に連結する．展開 した TLC の ベ ン ゾ （a ）

ピ レ ン の ス ポ ッ トを 上 述の 装置で 吸引し なが らス ポ ッ

ト部分 を 毛 細管 で か き と り，か き と っ た 吸着剤を試験

管に移す．次 い で 吸 引側よ りベ ン ゼ ン を 加えて ガ ラ ス

ゥール に残 っ て 付着して い る TLC 吸 着剤か らベ ン ゾ

（a ＞ピ レ ン を抽出す る．こ の 操作を もう
一

度繰 り返 し充

分 に ベ ン ゾ （a ）ピ レ ンを 回収す る ．次い で 口 径 O・45　1trn

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1977年 第 1号 酵母 ・細菌の ベ ン ゾ ピ レ ン 吸収 53

の ミ リポ ア フ ィ ル ターに て ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン を 含む ベ

ン ゼ ン 抽出液を 濾別 した後，抽出液を濃縮 し， 改 めて

ベ ン ゼ ン にて抽出，

一
定量とし分光光度計に て 記録紙

に 吸収曲線を画 か せ る．定量法 につ い て は吸 収曲線の

4 つ の 吸収 ピークの 最大吸収波長 338・9nm に つ い て

WedgwoOd の ベ ー
ス ラ イ ン法

12） に よ りベ ン ゾ （a）ピ

レ ン を定量 した．

結果およぴ考察

　 ペ ン ゾ （a ）ピ レ ン 定量 法 に対する ガ ス ク ロ マ トグ ラ

7 イ
ー

および TLC の 比鮫　　従来の方法に もとづ き，

　1， 2，4， 6， 8お よ び 101sgの ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン 標品に

つ い て ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ る定 量 法を 検討 し

た．実験結果 の 1 例として 6μg の ペ ン ゾ （a｝ピ レ ン に

つ い て の ガ ス ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．　1 に示す．

　Fig・1 で 明 らか な よ うIC，ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン の ピ
ー

ク に 対す る溶媒 （ベ ン ゼ ン ）の ピ ー
クの テ

ー
リン グに

よ る影響も著しく，ま た ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン 自体の ピー

ク も対称性を 欠 くこ とが 示 され る．な おベ ン ゾ （a ）ピ

レ ン 1，
　2，　4，　8 お よ び 10 μg につ い て 実験 した結果 も同

じよ うな溶出パ ターン を示 した．次に ガ ス ク ロ マ トグ

ラ ム よりベ ン ゾ （a ）ピ レ ン の 定量に つ い て 検討する た

め ， 各濃度 の パ ターン に つ い て Fig・1 の斜線 に示され

た よ う な区画に つ い て ， そ の 面積比を重量法 に よ っ て

測定 した結果 を Table　1 の 2列目に 示す．

　次 に TLC に よ るベ ン ゾ （a）ピ レ ン の 定量 に つ い て

検討 した。本実験 は実験方法 2）に述べ られた方法 に

霧
鷹

R
扉
o」
」
 

「」
oo

避

　 0 　　　　　　　　 10　　　　　　　　 20

　 　 　 　 　 　 　 Retentien　time　Cmin｝

Fig．　L 　Gas　chromatogra 【n 　of 　authentic 　benzpt
　　（a ）pyrene．

　　Concentration　of 　benzo （a ）pyrene，
6μ9．

基づ き TLC の 吸着剤と して Avicel　SF および Siliea

Gel　G 両者につ い て 比 較 した結果 ， 薄層上の ス ポ ッ ト

に つ い て は Avice工SF 使用の 際 に は ， 標品 が 4
μ9 以下

で はス ポ ッ トも鮮明で あ っ た が 6s− g 以上 の 濃度 で は

ス ポ ッ トの テーリン グも大きか っ た ．一方，
Silica　Gel

G につ い て は 30μ9 ま で テ
ーリン グ が 見 ら れ な か っ

た．次い で最 も実験結果 の良 か っ た 2）d に よ っ て ベ ン

ゾ （a ）ピ レ ン 標品を 展開 した 後 ，
ベ ン ゼ ン に て ベ ン ゾ

（a ）ピ レ ン を 回収 し定量 した 結果を，Table　1 の 3列

目に示す，

　Table　1 か ら明 らか な よ うに ベ ン ゾ （a）ピ レ ン の 定

量 法 と して は ，
TLC が ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーに比

べ 優れ て い る こ とが 示 された．そ こ で 本実験で は TLC

に よ っ て ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン を定量 した。な お，薄層 よ

り ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン め回収溶媒 と して Whitele ）は メ タ

ノ ール を用 い て い るが，著者らの実験結果 か らは ， メ

タ ノール は 回収率が 悪か っ たE また溶媒濾過に 当た っ

て は，濾 紙を 使用 す る と，か な りの ベ ン ゾ （a）ピ レ ン が

吸着 され る の で ， ミ リポ ア フ ィ ル ター（O．45pm ）を使

用す る こ と が大切で あ る．プ レ
ートの 厚 さに つ い て も，

い ろ い ろ の厚 さで 検討 した が，薄い 方が 望 ま し く， こ

こ で は 0．2mm を 採用 した，吸着剤 よ りの 抽出回数 に

つ い て は，2回で 充分 で あ っ た．TLC の 吸 着剤の 前処

理 と して は先 に述 べ た a か らd ま で 4通 りに つ い て 検

討 した結果 ，
d が 最 も良い 結果を与 え た．

　酵母およ び細菌の ペ ン ゾ （a ）ピ レ ン吸収挙動に つ い

て 　　S．　 txrevisiae 　No．　511株 お よ び E ．　celi　No ．　187　es
に つ い て ，25ppm の ベ ン ゾ （a）ピ レ ン 存在下 で 洗浄菌

体を用い ， 24時間振盪培養 した後，菌体に吸収され た ベ

ン ゾ （a ＞ピ レ ン の 分別 を 行 っ た．そ の 結果 を Table　2 に

示 す．Table　2 よ り，先ず乾燥菌体重量当た りの ベ ン ゾ

（a ）ピ レ ン 吸収能は，E ・　celi　bS　S・　cerevisiae 　Ic比べ 約 2

倍と，は るか に 大きい こ とが 認 め られ た．次 に そ の 内

訳 につ い て みると，菌体・2塩化 メ チ レ ン ーベ ン ゼ ン 抽

出 量 に つ い て は S．cereviSiae で は全吸収量の 44，9％に

対 し，
E ．　coti で は98．4％となり，E．　coli で は S．　 cereviSiae

に 比べ
， 菌体よ り抽出さ れやすい 状態 で存在 して い る

もの と考え られ る． こ れ に 対 し S．ceTeviSiae で は
一

度

吸 収 され た ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン は ， か な り抽 出 され に く

い 状態で存在して い る こ と ， 言い 換えれ ば ， 乾燥酵母

そ の ままの 状態で は非常 に 抽出 され に くい 形 に な っ て

い る こ と，そ れに 反 し，E ・　cali で は非常 に 高濃度 の も

とで 培養したに もかか わ らず吸収量が 低 い こ との 2 つ

の新しい 知見を得た．しかし本実験 で 使用 されたべ ン
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Table　1．　 Compar 並on 　of 　gas　chromatography 　with 　thin　layer

　　c 垣omatograp レy ｛br　benzo（a ）pyrene　determination．

　 Cenc ．　or
benzo（a）pyrene
　　（μglml）

Gas　Chromatography 　 　 m 　aye 「

chromatography

Ratio　of 　area Ratie　of 　height

012468000　

　

　

　

　

12qV

01

．002

．373

．585

．169

．1710
。63

01

．001
．983

．855

．887
．909

．7018
．8529

，27

Nete： Values　are 　relative 　to　that　of 　1μglml　of 　benzo （a ）pyrene　taken 　as　LO．

Tablc 　2．　 DiStribution　of 　benzo（a ）pyrene　between　methylene 　dichloride　erctractab 匡c 　frac．

　　tion　from　dried　cells （1）and 　benz
’
ene 　extractable 　fraction　from　cell 　homogenate（II）

　 　 of 　5  σ8r8痂卿 80r 　E ．‘eli．

Fraction 　　　　　（1｝

Amount 　 Absorption＊

abSorbed 　　　　　 ra 砿Q

　（μ9）　　　 （％）

（II）

M ・cr … g ・n ・・m 　
D
嬲

ght

s．cerem
’
siae

E ．coti

1174887 81．5294

．5

44．998

．4

Amount 　 AbsorPtion ＊

absorbed 　　　　　ratio

　（μ9）　　　 〈％ ）

100．04

．8

55．ユ

1．6

・・…
＊A ・ ・伽 ・a・・ −

Eenz
縮

y
黜 鵲 嬲 鵠

a

器
（搬 ・ …

5・‘erevtSiae 　 or 　E  ‘oJ‘cel 聽 （initiaI，100　mg 　dry　 weight ）were 　 cultivated 　 in　a　5001nl　 shaking

nask　cQntaining 　100　ml 　of 　Moore
’
s　medium 　in　the　presence　of 　2．5　mg 　benzo （a ）pyrcne　fbr　24hr．

ゾ （a ）ピ レ ン の濃度 は実際に 比 べ
， 非常 に 高濃度で 行

われた もの で あり，こ の 結果をそ の ま ま実際に あ て は

め る こ とは出来な い ．また，こ の 操作で 用 い た溶媒抽

出で ， い かな る成分が ， そ れぞ れ の 区分 に抽出さ れて

くるか に つ い て は今後 さらに詳しい 研究を必要とする．

さ らに ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン 以外 の 炭化水素吸収 に つ い て

も併せ 考 え な ければ な らな い と思 う．

要 約

　著者らは ，
ベ ン ゾ 〔a ）ピ レ ン の 定量法 と して TLC

が 優れ て い る こ とを認 め た，次 に S．　cerevtSiae お よ び

E ・　ceii の ベ ン ゾ （a ）ピ レ ン吸 収 挙 動を検討 した 結果 ，

S・　cereviSiae で は全吸収量 に 対 し，菌体 ・2塩化 メ チ レ

ン ・ベ ン ゼ ン 抽出率 は44．9％で ある の に 対 し，
E ・eali

で は98．4％ で あ っ た．逆に 菌体ホ モ ジ ネ ー
ト ・ベ ン ゼ

ン 抽出率は E．　 coli で はわず か に 1．6％で あ るの に 対 し，

S．cerevisiae で は55．　1％で あ り，こ の こ とか ら S・aere−

viSiae と E ．　coli との間に は ，
ベ ン ゾ （a＞ピ レ ン の 吸収

挙動 に大きな 差異が存在す る こ とを 認 めた．
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