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1． は じ め に

　微生物 の 工 業的利用 に おい て ， 培養原料は極 め て 重

要 で ある．農産物 か ら直接導か れ る炭水化物 を は じめ

として ， 石油系の 炭化水素お よびそ の 関連化合物 さ

らに は炭酸 ガ ス ，水素 な どが 既 に 利用 され，ある い は

今後利用 され よ うと して い る．そ の 中で メ タ ノ
ール は，

食飼料 と競合 しな い こ と， 安姫な 大量供給の 可能牲 が

あ る こ と，水溶性 で あ る こ とな どの 利 点 を 持 つ こ とか

ら，1970年前後か ら singlc 　cell　prote血 生産の ため の

薪しい培養原料と して 注 目 され る よ うに な っ て きた．

そ して 種 々 の メ タノ
ー

ル 資化性微生物が分離 され，培

養工 学 的，生化 学的 お よび 分類学的な 研究が数多 く行

われて い る．1
−fi）

　われわれは1969年 に 初 め て メ タノ
ー

ル 資化性酵母の

存在を報告 して以来 ，
single 　cell　proteinお よび発酵代

謝産物の生産へ の メ タ ノ
ール 利鷹 とい う観点か ら研究

を 続けて い る，本論文 は，メ タ ノ
ール 資化牲 の 酵母 ，

放線菌およ び細菌を用 い て 行 っ て きた こ れまで の研究

成果 を ま とめ た もの で ある．

2．　メ タ ノール 資化性酵母 KIOechera

　　　　　 sp ．　No ．2201

　分 離 と 培養
6−S）　 メ タ ン

，
メ タ ノ ール な ど の 還 元

型 C 正 化合物を単
一

の 炭素源，エ ネル ギ
ー
源 として 利

用する微生物の 存在は，古 くよ り知 られて い た が，そ
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れ らは い ず れ も細菌で あ っ た．そ れ まで そ の 存在が 報

告 され て い な い こ と，な らび に silgle 　cell　proteinの

生蘆を行う場合に有利で ある と考え られる こ とか ら，

メ タ ノ
ール 資化性酵億の 分離が試み られ た．

　 2％メ タ ノール を，単一炭素源 と した無機塩お よ び

ビ タ ミ ン 混液か ら成 る pH 　6・0 の 培地 で 集積培養を行

っ た．得 られ た 酵母の うち，最も良好な 生育を示 した

1菌株 ，
No ．2201 を 選び ， 以下の 実験 に 用い た，本菌

株 は，無胞子酵母で，両極出芽に よ り増殖し，偽菌糸

の 形成 は認め られなか っ た．糖の 発酵性，硝酸塩 の 資

化性お よび エ タ ノール の 資化性 など の 諸性質か ら，

Ktoeckera属 に属す る新菌種で ある と同定 した．ただ し，

まれ に偽菌糸が 観 察 され る こ と もあり，こ の点，後に

い くつ か の 既 究 グル ープ が 分 離 した （］andide 　boidiniiと

近似 した菌株と もい え る．な お現在まで に 分離され た

酵母 が全 て そ うで ある よ う に，本蘯株 は，メ タ ノール

以外 の 炭素化合物を も資化す る通性メ タ ノール 菌で あ

る．Fig．1 は Kleeckera　sp・No・　2201の 顕微鏡彗真 で

ある．

　生膏 の 至適温度 は 25〜30°C
， 至適 pH は4．5〜6．0
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Table　1。　 Ccll　composition 　of 　Kloeckera　sp ．　No ．2201．

Moisture

Crude　proteil

Crude　fat
Grude 　fibcr
Nitr・gen−free・extract

Ash

4．05％
45．305
．244

．8433
．676

．　90

Tab 且e　2．　 Amino 　acid
，
　RNA 　and 　DNA 　composi 直on

　　of 　Kleeakera　sp．　No．2201．

LysineHiStidine

Arginine
Aspar虹c　acid

Threonine

Seri皿 eGluta

皿 ic　acid

ProlineGlycineAlanine1

’2Cysteine

ValineMethionlne

Isoleucine

LeucineTyros
血 e

Phenylalanine

RNADNA

3．4g 〆100　g　dry　oells

O．82

．44
．72

．32

．33
．51

。42

．43

．1tracc2

．40
．42

．33
，21

．51

．84

■

041

で あり，
ビ タ ミ ンお よび ア ミノ酸 の栄養要求性は ない

が ， チ ア ミ ン に よ る著 しい 増殖促進効果が 認 め られ た．

メ タ ノ
ール 濃度が 3 ％ の 時 に最 も良く生育 した が，対

メ タ ノール 乾燥菌体重量 の 収率は， 1％濃度の 時が最

も良 く，22．5％で あ っ た．こ の 値 は そ の 後 の 培養条件

の 改善に よ り39．5％ とな っ て い る．1）また μm 。 翼 は 0ユ3

hr−1 で あ っ た．菌体の
一般食品分析 な らび に ア ミノ 酸

お よび 核酸 の 組成分析 の 結果を Table 　1 お よび 2 に 示

す．他 の 酵母菌体組成と比べ て，特 に特徴 は認められ

な い 。培養ろ液中の 代謝産物と して ，ホル ム ア ル デ ヒ

ドを単離 した．

　メ タ ノール の 酸化経路
H5 ）　 メ タ ノ ール に生育す

る酵母 の メ タ ノール の 酸化経路，すな わ ち主 た る エ ネ

ル ギー
獲得系 に つ い て 明 らか に しだ．

　まず ， メ タ ノ ール の 酸化 の 第 1段階，メ タ ノ ール →

ホ ル ム ア ル デ ヒ ドにつ い て，当初，メ タ ノ
ール 資化性

細菌 に お い て 既に明 らか に さ れて い る よ うに ， phe−

nazine 　methosUlfate な どの 電子受容体を 要求す る反

応を予想した．しか し，種 々 の 電子受容体の 還元は認

められず，しか もホ ル ム ア ル デ ヒ ドの 生成は認 め られ

た．こ の こ とか ら，い わゆ る oxidase の 存在を想定 し，

メ タ ノ ール よ り cofactor の 添加な し に ホ ル ム ア ル デ ヒ

ドを生成す る酵素の 精製を行 っ た．超音波破砕に よ っ

て 得た粗抽出液 よ り， 50〜80％ の 硫安飽和分画を 調

製 した． こ れ を DEAE −cellUlose 　 column 　 chro 皿 at （レ

9raPhy に か け，活性区分を Sephadex 　G ・200 の ゲ ル

ろ過を行 っ た と こ ろ，ほ ぼ 純粋と考え られ る 標品が 得

られた．さらに，こ の標品 ICっ い て 固体硫安添加法 に

よ り結晶化を試み ， 極 め て 微細な黄色針状結晶を得た，

こ の 精製操作 に よ る結果を Table 　3 に ま と め た．粗抽

出液から約12倍 の 純化で 結晶酵素が得られ る．こ の こ

とは ， 菌体内可溶性たんぱ く質 の 約 8％を本酵素が占

め る こ とを示 し，本酵素 の 重要性と と もに，応 用的 に

利用す る場合 の 有利 さを も示して い る．精製酵素 に よ

る メ タ ノ
ー

ル 酸化反応の 化学量論よ り次 の 反応式を求

め た．

　　　CHsOH 十 〇2 −
→ HGHO 十 H20a

本酵素はそ の 後検討され た 全て の メ タ ノ
ール 資化性酵

母 に 見出され て い るが ， そ れ以外 に は Basidiomycctes

などに 知 られ て い る の み の 珍 しい 酵素で あ る．ア ル コ

ール 類 に 対す る基質特異性が広 い こ と か ら，a1cohoL

oxidase と 呼 ばれて い る．本酵素 の 酵素化学的牲質は，

Table　4 に示すとおりで ある．本酵素 は，280  の

吸収以外 に ，
373

，
392 および 461   ｝こ極大吸収を有

する フ ラ ビ ン 酵素 の 性質を示 した，TGA 処理 によ り

解離させた抽出液に っ い て フ ラ ビ ン を同定 した とこ ろ，

FAD である こ とを認 め tc．さらに ， 本酵素が 8個の

サ ブ ユ ニ
ッ トか ら構成され て い る こ と， お よ び補酵素

FAD は そ れぞ れ の サ ブユ ニ ッ トに 1個 ずつ 含まれて

Table　3．　 Puri丘cation 　of 　alcohol 　 oxidase 　of

　 Ktoe‘ke「a　SP ・No ．2201．

Fraction
　 Qta 　　　 ot 　　 SpeCi　c 　activity

protein 　activity 　 （unitslmg

（mg ）　　（UIIits）　　　　protein｝

Cel1−free　extract

A 皿 皿 onium 　sulfate

DEAE ・cellulose

Sephadex 　G −200

CrystaUizadon

9，　850
　 852

　 210
　 180

　 150

8，5703

，8921

，9451

，　8901

，650

0．874

．609

．301e

．5011

．00
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Table　4．　koperties　of　alcohOI　oxid 鯉 e 　of

　　Kaoeckera　sp ．　No．2201．

Optimum 　temperat 肛 e

Heat 　5tab 饕ity寧

QptirnUtn　pH
Km 　for　methAnol

Km 　fbr　ethano1
7   mc 臨 駿 ol

V 　for　ethano 且

場鷁。 皿

Molc  ！ar 　we 五ght
Mo1 ¢ cukr 　w ¢   ht　of　5ub 蝋 t

FAD 　c   記 nt

35℃

43°C8

．0−9．00
．44 皿 M2

．5mM5
．74　Ul μ moIc

6．10　Ulμmole

23．6673

，00083

，0008
．4 蹠 ole ’mole

＊　50％ of 　dhe　initial　activity 　of 　the　enxyme 　wa8108t

　蜘 r10 　min 　at 曲 temperatUre ．

い る こ とが 明 らか とな っ た． Fig．2 は ， 本酵素 の 結

晶標品を走査型電子顕微鏡で観察した もの で ある．e

の写真か ら、各サ ブ ユ ニ
ッ ト 4燗ずつ の単位が 2 段に

な っ た 形で酵素 1分子が構成されて い る こ とを明らか

に した．

　酵素生成は， メ タ ノ ール を炭素源 として 培養した場

合に顕著に綉導 される．また本酵素に よ る メ タ ノール

の 酸化反応で は ， 過酸化水素の 生成を 梓うため，al−

cdhol 　oXidase 誘導 と同時に catalase も誘導生成 され

る．種々 の メ タ ノ
ール 資化性酵母の粗抽出液につ い て，

alcohol　exidasc およ び ca戯 a3c 活性を測定した結果

を Tablc 　5 に 示 した．い ずれ の 酵母 で も， メ タ ノ ール

生青時に両酵素活性が誘導され て い る こ とが明らかで

あ る．

　 なお，alcobO1 　oXidase 　｝Cつ い て は ，
　Coancy らに よ う

て 分離された高温性メ タ ノ
ー

ル 資化性酵母 Hdnsen＃la

pal；pmeipha　DL −1 からも精製結晶化 した． こ の 酵素は

Kibeekeru　sp．　No．2201の 酵素と種々 の性質に お い て類

似 して い たが ， 生青適温 と比例して酵素の 反応至適温

度は高 く，また熱安定性もより優れて い た．

　 メ タ ノール の 酸化 の第 2段階 ， ホル ム ァ ル デ ヒ ド→

蟻酸の反応活性は NAD の 添加に よ っ て 認め られ た・

　　HCHO 十NAD 十H30 −→ HCOOH 十NADH8

本酵素 の 精製は， 超音波処理 に よ っ て得た組抽出液を

出発物として ， 硫安分画（40〜70％飽和），
DEAE −oc1 −

1Ulose　colum 　dhromateg 皿 phy ，
　hydrorylapatite　co−

1  chro 囮 tOgraphy および Srphadex　G200 ゲル

ろ過 に より行っ た．精製結果をTable　6 に示 した，精

製標品の 純度 は約90％で あり，菌体内の 含量 は可溶性

たんぱ く質の約O。8％程度 で ある，しかし基質特異性

は極め て 高く， ホ ル ム ア ル デ ヒ ド以外で はメ チ ル グ リ

Table　5．　 Activity　of 　alcohoi　ox 三dase　and 　catala 呂e　of 　methanol −ut 躅zing 　yea5ts．

Specific　activ 三ty　in　extract 　of 　ce1 墨s　grow職 on

Strains methanol glucose

alcohol 　oxidase 　catalase 　　　alcohol 　oxidase 　catalasc

κ伽 ‘hera　sp ．　No．2201

σα伽 脚 ‘加πo臨 α

TorutoPsiS　pinttS
7  」ψ ∫ゴ∫ 7π 8∫加 neiovescens

魚 膨 πぬ caPStdata

Pichin　pi鵬

P励 如 吻 加坤鯤 α

0．130
．400

．160
．080

，070

．240

．48

12．910

．76

。29
．45

．76

．93

．2

＿＊

0．002

0．002

G．640

．20e
．　180
．180

．　090

．350

，20

窄 Nondebectabie．
Sp   証ic　8喝dvity： alcohOI　oxida8e ， μmde 　of　H 雷09ノ孤   1mg　Prote 略 catalase ，

∠IE糾 01

min ’mg 　probein．
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Table 　6．　 Purification　of 　f｛）  1dehyde　dehydro−

　　genase　of 　Kloecke
’
ra　sp ．　No2201 ．

Tab 】e　8．　Puri丘cation 　of 　f（）rmate 　dehydrogenase

　　 of 　Kloeekera　sp ．　No．2201．

Fraction
　 ota 　　　　ota 　　 pecユ cactavlty

proUin 　 actiVity 　 （mitSlmg
（mg ）　 （units ）　 pr。tein）

Cell−free　extract 　　 22，780
Ammonium 　sUlfate 　 5，520
1st　DEAE 噛cellulose 　1，000
2nd 　DEAE −cellulose 　 513

Hydroxylapatite

Sephadex 　G −200

134，00066

，240115

，20068

，
400

57．3　29，400

19．5　12，200

　 612115133516629

Fraction
　 eta 　　　ota 　　Specユ cac ロv 蘆ty

protein　 activity 　　（units ／mg

（mg ） （units ）　 protein）

Cell−frce　extract 　　 6，240　　25．7
Heat 　treatment 　 　 　 975　 20．9

DEAE −cellUlose 　　　 105　　 9．16

Hydroxylapatite　　　 51　　7。70

Scphadex 　G −200　　　 40　　 5．72

0．00410
．0210

．0870

．1390

．143

Table 　7．　 Substrate　specificity 　of 　fbrmaldehyde

　　dehydrogenase 　of 　KIOeafera　sp ．　No2201 ．

Subs 廿 ate 　　AcUvity
（dEs40　for　1　min ）

Formaldehyde
Acetaldehydc

Propionaldehyd ¢

Butylaldehyde
Isobutylaldehyde

Glutaraldehyde
Glyceraldehyde

Glycolaldehyde
Benzaldehyde

G且yoxalMethylglyexal

0．090

．000
．000
．000

．000
．000

．000
．000

．　OOO
．000
．08

オキザ
ー

ル が酸化され る に 過 ぎない （Table　7）．本酵

素 は，メ タ ノ
ー

ル 生育時 に誘導生成された．反応 に際

して は， メ タ ノール 資化性細菌の一部お よ び他の 生物

起源 の formaldehyde　dehydrogenaseと同様に，還元

型 グル タ チ オ ン の 存在が必須で ある．ホ ル ム ア ル デ ヒ

ドお よび NAD に対す る Km 値は，そ れぞ れ 0・29　mM

お よび 0．025mM で あ っ た．

　な お，ホ ル ム ァ ル デ ヒ ドは alcohol 　 oxidase に ょ っ

て も酸化 され る．こ れ は ホ ル ム ア ル デ ヒ ドが 水溶液 で

水和 され た形を と る た め で あ るが，この場合 K 切 値は

2．4mM と高 く， 生理的意義 は乏 しい と考えて い る．

　 メ タ ノ
ー

ル 酸化経路 の 最終段階，蟻酸→ 炭酸ガ ス の

反応 を触媒 する酵素 として ，
forrnate　dehydrogenase

の 存在を見出 した．前段階 の ホ ル ム ア ル デ ヒ ドの 酸化

反 応 の 反 応 生成物 が，グ ル タ チ オ ン と結合した 状態 （S一

ホル ミル グル タ チ オ ン ）と した場合， こ の 2っ の段階

の 間IC　S−fermyl　glutathione　hydrolaseを存在させ るか，

あ るい は他 の酵母で 報告され て い る よ う に，真の基質

が蟻酸で なく，S一ホ ル ミル グル タ チ オ ン で ある と考え

る必要が ある．一応蟻酸を基質と して 酸化反 応活性を

測定 し，NAD 関与の dehydrQgenase を得 た．本酵素活

性は メ タノ
ール に よ っ て誘導され た．超音波処理 に よ

っ て 得 た 粗抽 出液 よ り熱処理 （55℃ ），DEAE −cellUl ・ se

お よ び hydroxylapatite　column 　chromatography な ら

び に Sephadex 　G ・200 の ゲ ル ろ過を 行い ，超遠 心 的お

よ び 電 気泳動的 IC均一な 標品を 得 た （Table　8）・本酵

素 は，基質特異性 は極 めて 高 く，また 蟻酸お よ び NAD

に対する Km 値はそれ ぞれ 22　mM およ び 0．l　mM で

あ っ た。14c
で ラ ベ ル した 蟻酸を 用い て ， 本反応の 化

学量論を求 め蟻酸の 酸化が次式 に よる こ とを認めた．

　 　 　 HCOOH 十 NAD −
→ CO2 十 NADH2

　以 上 ，
Kteeckera　sp ・　No ・2201 の メ タ ノ

ー
ル 酸化系に

Table 　9，　 Flavin　contents 　of 　Kloecke厂a　sp ．　No ．220ま．

Intrace1置ular 　fiavin Extracellular　fiavin
CarbQn　sourccTotal

　 FAD 　 FMN 　 Ribofiavin　 Total　 Ribofiavin

Methanol

EthanoIGIuc

（rseGlycerol

273137144119
（nmolesl9 　cellS ）

198　 　 58

71　　 51

86　 　 42

64　　 44

75

ρ
01

ー

ユ

ー

−

324481157330348

ヱ1468
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Table　10，　 Activity　of 　FAD 　biosynthesiz洫 g　enzymes 　of κ’08 ‘kera　sp ，　No ．2201．

Carbon 　source

Specific　activity 　of

riboHav 三n 　synthetase 　flavokinaseFAD

　pyrophes −

　 phorylase

Methanol

EthanolGlucoscGlycero

艮

（nmoles ！mgthr ）

2．1　 　　 　 　 　 　 　 3．2

1．3　　　　　　　　 1，6

1．4　　　　　　　　 1．0
1．5　 　　 　 　 　 　 　 1．3

7．41
．40

。91

．2

つ い て ， こ れまで に得 た実験結果を ま とめ た．ホ ル ム

アル デ ヒ ドの 酸化 の 次 の 段階 に つ い て は，上に 述べ た

よ うに ま だ問題 が 残 され て お り，現在検討を続けて い

る．さらに 酸化 され た メ タノ
ー

ル が ， ど の よ うに 菌体

構成成分 に 資化され て 行 くかに つ い て は，メ タ ノ
ー

ル

資化性酵母 に 関す る知見 は きわめ て 乏 しい．こ の 問題

に つ い て も現在検討中で ある．

　FAD の 発酵生産
1e −18）　 メ タ ノ

ー
ル の 酸化の 第 1

段階を 触媒す る alcohel 　oxidase に は，1 分子当た り 8

個 の FAD が含まれて い る こ と，さ らに は alcohol 　oxi −

daseは菌体内可溶性 た ん ぱ く質 の 8％も占め て い る こ

と，ま た培養後期の 培養液 が螢 光 を帯 び て くる こ と な

どから，　KIOeckera　sp ・　No・　2201 は，　FAD 生成能が優れ て

い る こ とが推定 され た．そ こ で 本菌を使 っ て 補酵素と

して 有用 な FAD を発酵生産す る こ とを試 み た．先ず ，

菌体内外 の フ ラ ビ ン 化合物 の 量を，メ タ ノ ール お よ び

他 の 炭素源 に よ っ て培養 して 比 較 した （Tablc　9）．メ タ

ノ ール 生育時に，菌体内外 とも明 らか に フ ラ ビ ン 化合

物量は増加 した．菌体外は どの 炭素源 の 場合 もリボ フ

ラ ビ ン が主で あっ た が，菌体 内 の フ ラ ビ ン 化 合物 の メ

タ ノ ール 生育時 の 増加 は ，
FAD の増加に よ る こ とを 認

あ た．FAD 生合成 に 関与 す る酵素活性に 対 す る炭素

源の 影響を諷 べ た の が Table　10 で ある．　 FAD 　pyr〔ト

Tab聖c　11．　 P【Qduction 　of 　FAD 　by　me 止 anol −

　　 utiliZing 　yeasts．

omc 　μ9m 　 Wlt

additien 　of

phosphorylase 量 の 明 らかな増加 がメ タ ノール 生育時

に 認め られた．フ ラ ビ ン 化合物を前駆 体 と して メ タ ノ

ール を炭素源と した培地 に添加 し培養したとこ ろ，か

な りの FAD の 生成が認められた （Table　11）．　Kleeckera

sp ．　No ．2201 以外の メ タ ノ ール 資化牲酵母に も強い 活

姓が認 め られ，FAD 生産 の 最高値 は，　 FMN およ び

AMP を添加する こ とに よ っ て 45．4μglml とな っ た．

3．　 メ タ ノール 資化性放線菌 Streptemgces

　　　　　　 sp ．　No．239ig−21）

Strain
None 　 FMN 　FMN 十AMP

Kleeckera　sp ．　No．2201　　　0．4　 3．7
Cattdide　beidinii　S−1　　　　　　0．4　 10．0

正lansenuta　Po伽 ψ加 DL −1　0．4　 7，2
Un 三dcn庭丘ed 　yea酖 12　　　1．0　24．7
Unidentified　yeast 　13　　 0．6　20．8
Unident 猷 ed 　yeast　14　　　0．6　15．2

37。745

，025
．232

．845
．433

．6

　 メ タ ノ
ール 資化性酵母を分離後，さらに広範囲に メ

タ ノ
ー

ル 資化性微生物を検索 して い たとこ ろ，ニ
ュ
ー

ギニ ア の 土壌を試料と した平板培養上 に 放線菌 らしい

コ ロ ニ ーを 見出 した．メ タ ノ
ー

ル 資化性放線菌 の 報告

は．4 まで な い こ とか ら，こ の 放線菌を 単 離 した．本

菌は，メ タ ノ
ール 以外 の 炭素源 に も生育す る通性メ タ

ノー
ル 菌で ，気菌糸 の 形態，色（白色系），胞子 の 形状

（ova1 ，
　in　Chains

，
　smooth 　in　 surface ），色素生産 （黄色）

な どか ら，
StrePt・ mrvces 属 に 属す る 1 菌種と考え，

StrePtompces　sp ．　No ．　239 と呼ぶ こ とと した．

　生育時の メ タ ノ ール 濃度 は， 1〜 2％で 最 も高 い 生

育度を与え ， それより高濃度 で は阻害 した．菌体収率

は0．5
，
LO お よ び 2．0％ の メ タ ノ

ー
ル 濃度 で，それぞ

れ．乾燥菌体 重 量 と して メ タ ノ
ール 1g 当た り0・37

，

0．35 お よ び 0・189 で あっ た，生育適温 は 37〜40QG で

あ っ た．菌体構成成分を分析 した とこ ろ，キ ェ ル ダ
ー

ル 窒素 は 10．1〜 10．5％ で ， こ の 値か ら粗 た んぱ く質

は，63．1〜65，6％と算出され， また核酸 は 9．　8−・・10．3

％ で あ っ た．ア ミノ 酸組成 は Table　12 に示 す 通 りで，

シ ス チ ン 含量 の 高 い こ とが 特徴的 で あ る．

　本菌 の 無細胞抽 出液 を 用 い て ，メ タ ノ ール の酸化系

の酵素活性を検討 した 結果を Table　13 に示す．全体

と して は， メ タ ノ
ー

ル 資化性細菌に 近 い 酸 化系 の 存在

を 示唆 して い る．しか し，第 1段階の メ タノ
ール の 酸
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Table　12．　 Amino　acid 　composition 　of 　StreptomJces

　　SP ・No ，23g．

Lysine

田 stidine

Argininc

Aspartic　acid

Threonine

SerincGlutamic
　acid

ProlineG1

アc孟neNanineCysdneVa1

血 eMethionine

Isoleucine

Leuc 血 eTyrosine

Phenylalanine

5。5391100gprotein

2．137
．558

．　845

．813

．1115
．475

．035

．569

．319

．752

．141
．282

，917

．272

．623

．82

化 に おい て ， phenazine　methosUlfate を 電子受容体と

して検出さ れ る活性は，細菌 とは異なり， pH 　9．0 お よ

びア ン モ ニ ウ ム イオ ン 存在下 で は活性 は示さず，また

グ リセ ロ ール を炭素源 とした 場合 に よ り高 い 活性が 認

め られた．馬心臓 か らの cytochrome 　e を 電子受容体

とす る 活性 が最 も強 く，か つ メ タ ノ
ール 生育時に特異

的で あ っ た．ホル ム ア ル デ ヒ ドお よ び蟻酸 は，い ずれ

もphenazine　methosulfate を 電子受容体 と して 酸化 さ

れ る が ， 特に 蟻酸 の こ の 型の 酸化酵素 は ， 他 の メ タ ノ

ー
ル 資化性微生物で は見出 され て い な い 新しい 酵素で

ある．酵素が 不安定な た め，酵素精製などの実験 は進

展 しなか っ た．

　一
方，本菌の メ タ ノ

ー
ル 資化経路 を 検討 した とこ ろ，

さ らに 珍しい 特徴が認 められ た．すなわち Table　14

に示 す よ うに，セ リ ン 経路 お よ び リビ ュ ロ
ー

ス モ ノ リ

ン 酸経路の それぞ れ の key　enzyme 活性を同時に持 つ

こ とを見出した．2 つ の 資化経路 が 同時 に存在する例

は，メ タ ノ ール 資化性細菌 で ユ
，
2 報告 され て い るの み

で あ る．Hydroxypyruvate 　reductase は，培養初期に

高 く，以後減少 した． 3−Hexulose　phosphate　synthase

は，logarithrnic　phase に そ の 最大値を 示 した．

　メ タ ノール 資化性放線菌は ， 今まで の とこ ろ本菌以

外に は報告が見られない ．代謝 の 特異性お よび代謝産

物 （抗生物質）生産の 可能性から，さ らに 広 く検索す

る必要がある．

4．　メ タ ノ ール 資化性細 菌

　Methutomonas 　aminofaciens ？7　a に よる分岐状

ア ミ ノ 酸 の発 酵 生産
22

・
2s ）　 single　 cell 　PTotein 生産

を 1つ の 大きな 目標と して 始 ま っ た メ タ ノール 資化性

微生物の 研究にお い て ， 代謝産物 の 蓄積 の 例がい くっ

か 知られ る よ うに な っ て きた ．わ れ わ れ は ， ア ミノ 酸

生産菌を 得 る 目的 で ス ク リーニ ン グを 開始 した，約

Table　la 　Enzyme　activhies 　of 　methanol 　oxidation 　in　5‘7ψ’o尠 ‘6∫ sp ．　No ．239．

Activities　in　cells　grown 　on

SubStrate Electron　acceptor
methanol 　　glycerel　　glucose

（psmolestminimg　protein）

Methano 玉

PMS −DCPIP （pH 　7．0）
Cyto 〔池 rome 　c

NAD 　or 　NADP
PMS −DCPIP （pH 　9．0

，
　NH4 ＋

）

Oxygen

0．1290

．210

0．161 ＿＊

FormaldehydePMS

−DCPIP

Gytochrome ‘

NAD

0．8160
．203

0．197　　　0．033

Formate

PMS −DCPIP

Gyto〔洫 ome 　6

NAD

0．4320
．023

0．438

＊ Nondetectable．
PMS

，
　phenazine　methosUlfate ；DCPIP ，

　2
，
6−dichlotephenolindophenol．
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Table 　14．　 Enzyme 　 activities　 of 　 methanol

　　assimilation 　in　Streptom2ces　sp ．　No．239．

Enzyme
Activities三n 　ce 正1s　gmwn 　on

methanol 　 glycerel

　　　　　　　　　　　　（nmolesfmin ／mg 　protein）

Hydroxypyruvate　reductase 　　　　26．0　　 11，0

Malate 　lyase（ATP ・dependent ）　　 0．67　　 一

Isocitratc　lyase　　　　　　　　　　　　　　　　1．35　　　　1．01
3−HexUlose 　phosphate　 synthase 　　 55．0　　　 一

＊ Nondetectable．

400株の 培養液中の ア ミノ 酸を検索 したとこ ろ，ア ミノ

酸生産性 に 関 して 2 つ の グル ープ に 分け る こ とが で き

た． 1 つ は ア ラニ ン を主生成物 とし， 他 の 1 つ は ，
バ

リ ン，ロ イ シ ン を主生成物 とした．ア ミ ノ 酸発酵とい

う観点 か ら後者 に 属 す る 1 菌種を選 ん だ．本菌 は偏性

メ タノ
ール 細菌 で ， グラ ム 染色陰性の桿菌で単極鞭毛

を持 っ て い る．そ の 他の 形態学的，培養的 お よ び生理

的な 性質 を総 合 して ，Meth2tomenas属 に 属す る新菌種

と認め，MethJlomonas　aminofatiens 　77a と命名した，

　本菌は初発 メ タ ノ
ール 濃度 1〜 3％で 良好な生育を

示
1
し，L・バ リン お よ び レ ロ イ シ ン の 生 成 は メ タ ノ

ール

濃度 3 ％ で 最大値 を示 した （Fig・　3）．な お，分岐状ア

ミノ 酸 の 他 に ，
2，3 の ア ミ ノ 酸 も蓄積され る．培養条

件を検討 した 結果 ，
Fig・4 に 示 した 培養方法が，ア ミ

ノ 酸生産 に 最適 で あ っ た．すなわち，初発 メ タ ノール

濃度 3 ％ と し，培養開始 2 日後 か ら 1 日毎 に メ タ ノ ー

ル 1％お よ び 尿素O．025 ％ずっ feeding して い く方法

　 　 4

　　　 　隻

1： 顎
｛　 　8

8　 §
　 　 　 　 〈

　 　 O
　 　 　 　 I234 　 i　 2345

　 　 01 量ivq奪ion　fime｛面 y〕　　　　　　　　　Me雪hanol〔％，

Fig 。3．　 Effect　ofmethanol 　con （】entration 　on 　am 孟no

　　 acid 　prOduction　by　Methylomonas　aminofacdens

　 　 77a．
　　A ；Growth 　with 　 methanol 　 conce 皿 tradons 　 of

　　　 1％ （v ’v ）（○）， 2％（△ ）， 3％（●），
4％ （口）and

　　　 5％   ．

　　B ； Amino 　acid 　production　after 　4　dayS　cultiva −

　　　 don ： L −valine （●），
レ 1euc血 e （0 ），

　 glutamic
　　　 acid （△ ），　alanine （●＞and 　aspar 廿c　acid （口）．

で，ア ミノ 酸生産は 8 日後に最高値 に 達した．しか し，

こ の 最 適 条件下 で も生成 さ れ る ア ミノ 酸 は 1 皿 g／ml

以下で 不充分で ある，そ こで ， ア ミノ 酸発酵菌 の 改

良に今ま で 用 い られて き た 方法の うち ， ア ナ ロ グ 耐

性変異株誘導法 に よ り，生 産能を 向上 させ る こ とを試

み た． norieuc   e
，
　 norvaline および va…ine　hydroxa・

皿 ate を用 い て ，そ れぞ れ nitrosoguanidine 処理 に ょ

っ て 耐性株 を誘導 した．Table　15 は，　 norvaline 耐性

株M325 を誘導 した 過程 で ある．　 M325 株を用い て 培

養条件を検討 した．特に ピ ル ビ ン 酸を添加した場合に

顕著 に 増加 し，ま た チ ア ミ ン の 添加 も効果的で あ っ た．

こ の こ とは，本菌 にお ける分岐状 ア ミノ 酸 の 生合成が ，

他 の 微生物で 知 られ て い る と 同様の 経路，すな わち ピ

ル ビ ン 酸を経由し， また チ ア ミ ン によ る ピル ビ ン 酸 の

活性化が起こ る経路によ っ て い る こ とを強 く示唆 して

い る．Fig．5 は，メ タ ノール 濃度 2％で ，ピ ル ピ ン 酸

およ び チ ァ ミン を添加 した条件で の培養の経時変化で

ある・用 い た菌株は，親株 77a
，
　M325 およ び valine

hydroxamate耐性株 X329 で あ る．こ の 条件で は X329

株 が最 も高い 生成量を示し，L一バ リン 22mglml お よ

　 　 　

看l！
1
喜

ミ 5

　迂

誉　
4

　∈5
　3

碧 2
　 0

　21

ξ
　 　 　 　 　 　 l2345678

　　　　　　　 Culセivo量ion　tirne　｛doy｝
Fig．4．　 Time　 course 　 of 　a 皿 ino　 acid 　 production

　　 by　M ／etiplomonas 　aminofaCt
’
ens　77a．

　　 Initial　 me 血 anQI 　 c ・ ncentrati ・ n
，

3％（vlv ）：

　　 Every　day　from　the 　2nd　day 　to　the 　7th　day，
　　 methanol 　and 　urea 　were 　added 　to　1％ and

　　 O，025％，
respectively ．

　　
＿＿

○
一一

， pH ；
一

〇一，　Growth；
一

●
一

，
　L・Vaiine；

　　 − O − ，レ Leucine；　一ロー，　Aspartic　acid ；

　　
一

△− Glutamic 　acid ；
一■ −

s
　A 且anine ．
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Table　15．　Product玉on 　of 　L・valine 　and 　L層leucinc　by　analog −resistant

　　皿 utantS 　of 　Meth）lemenas　aη；inefaciens　77a．

St，ain 　 Pargnt
　 　 　 　 stram

Resistant　tQ

no 　ac ユ　　 orme

（mg 伽 1）
L．Valine　 L −Leucine

77a2L308

　　77a

BI314　 2L308

D704 　 BI314

J528　　D704

K723 　 J528
M325 　 K723

肌
一Norleucine，2mg ／ml

D レ Norleucine， 3mg ！ml

D レ Norleucine
，
7　mgfml

DL −Norvaline，5mg ！ml

DL −Norvaline
，
7 皿 g！ml

DL −Norvaline，7mg ！ml

0
＊

2
【

0

0．640

．680

．85

0．250

．500

．500
．640

．480

．360

．60

＊ Not　tested．

び L一ロ ィ シ ン O．8rng！ml の値が得 られた・

　MethylOmonas 　 aminefaciens 　77　a の メ タ ノール

代謝
24 ・25 ｝　 偏性 メ タ ノ ール 菌 で あ る本菌の 生育 は き

わめて 良好 で ある こ とか ら， 従来 ， 報告 の 少な い メ タ

ノ ール 資化経路の酵素 の 酵素化学的研究 に 好適 な材料

で あ ろ うと考え て実験を 行 っ た．他 の 多 くの 偏性 メ タ

ノ
ー

ル 菌 と同様，本菌 も強 い 3−hexulose　 phosphate

synthase （hexose　phosphate　synthase ）活性を示 した．

5

4

　

3
　
　
　
　　
2

［
O一
り
OO

｝
‘←
30
」

OL

77GM325

4−／

X329

｛一
E

丶

0
ε一

η

uoF

ζ

ρ｝
　
U　
OO

2
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

1O

ε

E
く

本酵素反 応 の反 応生成物を 同定す る た めIC， ホ ル ム ア

ル デ ヒ ドと リビ ュロ
ース 5一りん 酸を基質として 縮合生

成物の 糖 りん 酸化合物を単離 しk ．こ の 糖りん酸化合

物は，280  で最大吸収，250nm で最小吸収を示 し

た．また 脱りん 酸 した もの の 薄層 ク ロ マ トグ ラム 上 の

挙動を Table 　16 に示 した． こ れ らの 性質か ら本糖 り

ん 酸化合物 は，D −arabino −3−hexUlose　6−phosphate で あ

る と同定 した．次 に こ の 縮合反 応 を触 媒す る酵素を 精

製 した．超音波処理 に よ っ て 得 た粗抽出液に つ い て ，

DEAE −cellulose お よび hydroxylapatite　column 　chr ｛ト

matography
，
　Sephadex 　G −150 お よ び Sephadex 　G −100

に よ るゲル ろ過 な らび に DEAE −Sephadex　A −50　 co −

lumn 　 chromatography を行 い ，超遠心 的 お よ び電気

泳動的｝こ均
一な 標品を得 た． Table 　17 は ， そ の 精製

結果を示 した もの で あ る．本酵素は，リビ ュ ロ
ース 5一

Table　16．　Thin・1aycr　chromatogra 瓜 of 　product

　　of 　3−hcxu ！os ¢ phQsphate　syn 山 ase 　reacUon ・

Solvent　system Rf　value 　of

dephosphorylated　product

Fig．5・
　　by 　Meth ）‘omonas 　aminefaciens 　77a ，

　M325 　 and

　 　 X329 ．

　　Me 出 anol 　concen ロration
， 2％ （vlv ）： Sodium

　　pyruvate　 and 　 t証 amineHCI 　 were 　 addcd 　 to

　　 concentrations 　 of 　lO　mglml 　 and 　 10 μglm1 ，

　　 r ¢ specdvely ．
　　●，Growth ；○，レ Valine；△ ，

　L−Leucine．
　　（A ），

77a；（B ），
　M325 ；（G ），

　X329 ．

0
　 　 2　 4　　 2　 4　　 2　 4

　　 Cultivation　輔rne 【day ）

Time 　course 　 of 　amino 　 acid 　production

n−Butanol：pyridine ；HsO 　　　　　　　　　　O．34
　（6 ：4 ：3v ／vlv ）

Acetonc ；acetic 　acid ：H20 　　　　　　　　　0．36
　（20 ：6 ：5vlvlv ）

Pheno1（90％ wlv ）： formic　acid ： H200 ．68
　（500 ：13 ：167w ／vtv ）

Spray 　reagent
Coter　reaction 　of

dephesphorylated　product

Urca −phosphate
Diphenylamine −aniline

Resorcinol．HC1

pinkyellow
−brown

ycllow

Layer： Avicel　plate　SF  
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Table　17。　PurMcation 　of 　3−hexUlose　phosphate
　　synthase ・f　M ・thJtem・ nas 　amimfacdens 　77a，

Fraction
　 ota 　　　 ota 　　　pecl　 c　actavlty

pr・tein　activity 　 （unitSlmg

（mg ）　（units ）　　　protein＞

Cell駻free　extract

DEAE −cellulose

Hydroxylapatite
Sephadex　G −150
Sephadex　G −100
DEAE −Sephadex　A −50

6031　20，010
1251350

　 78

　 50
　 31

7，0106

，　2003

，7442

，6221

，645

3．36
．317

．748

．052
．053

．0

りん 酸 に 対 して 特異的で あ っ た．本酵素の 理化学的 な

らびに酵素化学的諸性質を Tablc　18 に ま とめ た．

　 ホ ル ム ア ル デ ヒ ドの 縮合の 次 の 段階 ， す なわち D −

arabinth3 −hexulose　6−Phosphateの 異性化を 触媒する

phospho −3−hexulo蜘 merase 活性 も本菌の 抽出液 ｝こ認

められた．プ ロ タ ミ ン 処理 ，硫安 沈 殿 ，DEAE −cellu −

Iose
，　DEAE −Sephadexお よ び hydroxybpatite　colu  

dlromatographyな らび iC　Sephadex 　G −200 ゲ ル ろ過

に よ っ て 部分精製酵素標品を 得 た．本酵素 の D −arabino ・

3噛hexulose　6
−phosphate　お よび fructose　6−phosphate

に 対す る Km 値 はそ れ ぞ れ 0．029　mM および 0，67　mM

で あ っ た．

　なお，同時 に ，メ タ ノ
ール 資化性酵母 Kloeckera　sp ．

No ，2201 およ び Hansenula　PolymorPha　DL 一工 にっ い て，

phospho−3−hexuloisomerase 活牲 を 測定 した とこ ろ検

出され な か っ た．こ の こ とは，酵母が細菌と異な っ た

メ タ ノ ール 資化 経路を 持つ こ とを示唆して い る．

Table　1＆　Properties　 of 　3−hexulose　 phosphate

　　syntha3e 　of ハ  ’妙le〃〜oπα 5　a〃 zinofaefens 　77a．

　 Arthrobacter 　globiformi8 　SK −200 に よる L・セ リ

ンの 発酵生産
26）　 メ タ ノ

ー
ル の 資化経路 の 1 つ に セ

リン 経路が あ る．一
方 ，

L−ti リン は，発酵法に よ る生

産が 報告 されて い る が ， そ の 収量 は充分 で は な い ，こ

れ らの 点 か ら、メ タ ノ
ー

ル 資化性細菌 に よ る L一セ リン

の 発酵生産を試 み た．レ セ リン は，ア ミ ノ 酸代謝 の 中

央 に 位置 し，き わ め て 代謝回転 の 早 い ア ミノ 酸で ある

の で 通常 の 培養法 で は蓄積が 困難で あ る と考 え られ る．

そ こ で 前駆体 と して グ リシ ンを添加す る方法を と っ た．

グ リシ ン は，一
方で 微生物の 生育阻害物質で あるの で，

メ タ ノール 資化性細菌を分離した の ち，グ リ シ ン 添加

培地 で 生 育する こ との で きる菌株の み を 選 択 した．L一

セ リン 生成能 の優れた 1菌株 ， SK −200 は，グ ラ ム 染

色陽性 の 桿菌で ，そ の 形態学的，培養的お よ び 生 理的

な諸性質か らArthrobacter　globtf・rnttS と同定した．

　本菌の L一セ リ ン 生成 の た め の 培養条件を 検討 した と

こ ろ，高濃度の メ タ ノ ール お よび グ リシ ン に よ っ て 相

乗的 に生育阻害を受け，
L一セ リン の収量は 上が らな か

っ た．そ こ で 他 の 糖類を添加した とこ ろ，グル コ ース

に よ っ て メ タ ノ
ール お よ び グ リシ ン の 生育阻害が 軽減

され る こ とを見出 した．Fig．6 は， メ タ ノール ，グ リ

シ ン およびグル コ ー
ス の 各濃度 の L一セ リ ン 生成 に 及ぼ

す影響を検討 した結果で あ る．さ らに 種 々 の 化合物の

添加効果 につ い て 検討 し，
Table　19 に示す結果を得 た．

こ れ らの 化合物 は い ず れ も レ セ リン およ び グ リシ ン の

生 合成，分解 の 経路 に 関連 した 化合物 で あ る．レ ト リ

プ トフ ァ ン などの 促進効果が 見 られ る他 に ，L＋メ チ オ

ニ ン の L一セ リン 生成 iC対す る阻害効 果 が顕著に あ らわ

れ て い る． こ の 現象 は，Eschen
’
ahia 　coti などの serine

Opt 三mum 　temperature

Heat 　stability
＊

OP 直皿 um 　pH
Km 　ft）r　HCHO
Km 　fbr　D −ribulose 　5−phosphate
亅（mf ｛》r　D −arabino −3＿hexulose
　 6−phosphate
丿（m 　for　MgC12
s旦。

JvrMolecular

　weight

Molecular　weight 　of 　subunit

P∬

40°C80

℃

80

．29mMO

．059mM
O、036mM

0．17mM

3，19S
「

45，000−47，000
23

，
　0005

．1

＊

　II丘tial　activit ゾ of 　Ule　enzyme 　was 　total　lost　after
　10m 洫 at 曲 に mp 。 ra 血re ．
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2
　

　
　
　　
1

　 　 Methanol 　VkJ　　　　　　GIyclne‘％⊃　　　　　　　Glリcose 幌 ，

Fig．6．　Effect　of 　metha 皿 ol，　glyc 三ne 　and 　glucose
　　concen 魄 ロ ons 　 on 　 L−serine 　 product 量on 　 by
　　Arthrobacter　globiformts　SK −200．
　　Basal ・nedium ： methan ・1

，
1．2％（vlv ）39 且y−

　　 cine
，
2％ ；glucose， 2％．

　　ChJltivation　fer　3　days．
　　O ，pH3 △ ，

　Growth ；●，　L．Serine．
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Table　19．　Effect　 of 　compou ロd5　0n 　レ ser 三ne

　　produc亘o 皿 by 〆47’hrebaeterg’obiformi ∫　SIく一200．

一
NoneLr

］7hreonine

L −TryptOphan

L −Cysteine・HCl

DL −Glycerate・Ca

Glyoxylate・NaHSOs

G 弖ycolate・Na

Ethanolamine

Pyruvate ・Na

Choli皿 e

L −Metliionine

Folic　 acid

Pyridoxine・HCI

既

。

2

。

222

°

2

°

2
。

2
。

2
。

朧
。5

皿

、

瞞

ロ
　

リ
　

ロ
　

ロ
　

リ
　

ロ
　

ぼ
　

ロ
　

サ
　

ロ
　

　
　

コ
　

リ
　

コ
　

　
　

り
　

ゆ
　

コ
　

コ
　

コ
　

ロ
　

　

0101000

ユ

0101010

工

000000

4065

別

001000

韶

跖

馳

册

mOO9035860655

緬

紹

餌

如

20

紹

111222121222122211111

正

1

65

鴨

07308461

矼

20

695988

3939

刀

盟

6933U5690U

OO111001000000000000000

transhydroxymethylase が L・メ チ オ ニ ン に よ っ て 抑制

され る現象 と類似 して い る．そ こ で こ の 阻害を解除す

る 目的で ，
L一メ チ オニ ン 要求性変異株の取得を試みた．

uv 照 射に よ っ て 得 た 1 変異 株 は，優 れ た L一セ リン 生

産能を 示 し， 生成量 は 5．2mgiml とな っ た．

5． お 　わ　り　 に

　メ タ ノ
ー

ル 資化性 微生物 に 関 して ，わ れ わ れ が 今ま

で 行 っ て きた一
連 の 研究を，動機お よ び実験結果 を 中

心 に して まとめ て みた．微生物を利用 した single 　cell

prote三n の 生産 に つ い て 論ず る場合，酵母，細菌，か

び，あ る い は放線菌の そ れぞ れ の 優位性を決定 する 因

子は多様で，そ れ ぞ れ の特徴を充分把握 した上 で 選択

しな けれ ばな らな い．本研究 は，single 　cell　protein生

産 の た めの 基礎研究 と して は 必 ず し も充分で あ る と は

い え な い が ， 菌体生産 の ための培養条件を出発点と し

た メ タ ノール の酸化経路 お よ び 資化経路 の 解明を通 し

て 得 られた知見 は，single 　cel1　protein生産に 1 つ の 有

力 な手掛りを与え る で あろう．さ らに，メ タ ノ
ール 資

化性微生物の 利 用 が single 　cell 　protein生 産 の み な ら

ず，ア ミノ 酸を は じめとす る種々 の代謝産物の 生産 に

も適用 しうる こ とを示 し，こ の 面 で の 今後の 発農を示

唆する こ と を試み た．

　 　本研究は ， 京都大学農学部発酵生理 学研究室に おい て 行われた も

　 の で あ る。初期の 研究の共同研究者で あり， そ の後の 研究に おい て

　 も種々 の ご助言を い た だ い た京都大学教授
・
栃 倉辰 六 郎先生な らび

　 に 各研究段 階で の 共同研究者 T 大 杉慝 弘，西川 英郎，美矢豊文，玉

　 沖達也，加 納正賀寿，辻和 予，堀隆夫，大 森康 男，河 盛幹 雄，浅 野

　 泰久，大橋弘幸， 金川貴博，Aran　Hanpongkittikun ， 石田雅 昭の

　 諸氏に 謝意 を 表します。
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