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Citric　 acid 　 accumulation 　 and 　 enzyme 　 activities 　 w 云th　 ASpergillus　 niget
’
cultivated 　 en

　　 cellopllalle 　me 職 branes　placed　oa 　agar 　mcd 三a．− Note− KoHTARo 　K1】uMvRA ，　KAzuo

　　KVMAGAI ＊
，
　 and 　SHOJ と USAMI （1）ePartment 　Of　Applied（訪翩 癖り，　Fasulty　Of　Science　and

　　En8ineerin8，　 Wa5eda ひπゴひβγ魂ア，
　 Shinjidiu−ku

，
乃 砂o ヱ60，　 JaPan）Hakkokogaku　631

　 　 75−78．1985．

　　オ瑠 78 毋躑 πゴ86厂 Yang 　no ．2was 　cultivated 　on 　cellophane 　Inembranes 　placed　on 　agar

media
，　and 　the　colonies 　formed　werc 　divided　inヒo　areas 　evcry 　incubatien　day．　Spec三丘c

activities 　of　enzymes 　related 　to　cltric 　acid　accumulation 　were 　measured 　in　each 　area 　fbr
2to　8　days．　Specific　activities 　of 　citrate 　synthase 　and 　isocltrate　dehydrogenase （NADP ）

．

were 　IQw　in　the　central 　area 　of 　the　colony ，　With　longer　incubation，　specific 　activity

of 　isocitrate　dehydrogenase （NADP ）decreased　as 　a　whole ．　Isocitrate　dehydrogenase
（NAD ）activity 　was 　not 　dctected　du 【ing　the 　whole 　incubation　period ．　The　speci 行c

acdvity 　ofacQn 簸ate 　hydra亡ase 　was 　higher 三n 　the　in亡¢ ：
・
med まate 　area 　of 　the　colony 　than 五n

tlle　 central 　 and 　peripheral　 areas ，　 Specific　 activities 　 of 三soc 三trate　lyase　 and 　 malate

s｝
・nthase 　in　the　central　area 　of 　the 　colony 　were 　high，　but　that　of 　pyruvate　carboxylase

was 　low．

　筆者らは既 に ， ク エ ン 酸生産菌 AsPergiliUS フ塵 即

Yang 　 no ．2 を用い て グ ラス ウ
ー

ル を担体とする半固

体培養を 行 い ，酵素系の 消長 を 調べ て ，citrate 　 syn ・

thase と aconitate 　hydratase の 比 活性の 高 レ ベ ル 保持

と is。 citrate 　dehydrogenase （NADP ）の 比活性の 抑制

に よ っ て ク エ ン 酸 の 蓄積 が 誘引され る こ とを 見出し

た．1＞

　糸状菌の 成長 を と もな う培養系で の 酵素活 性 ， 生 理

活性 の 変化 につ い て は，既 に い くっ かの 報告がなされ

て い る．例え ば Yanagita と K 。gane2
｝

は ，
セ ロ ハ ン

平板培養法 を用い て ・4．niger の 核酸 と細胞壁 炭 水化

物 に つ い て 円形集落内で の 量的分布を測定 して い る．

セ ロ ハ ン 平板培養法 で は培地 か ら菌体の み の 分離， 回

収 が 容易で あ り， 接種 に A 吻 87
・

の 分生子 を使用 し

た場合 ， 表面 集落 は分生 子接種点 を中心 に して 円形を

＊
現在 ， 住友化学コニ業株式会社

　〒665 兵庫県宝塚市高司4−2一工

保 っ て成長す る ため ， あ る一定時間内に成 長 した部分

ご とに 菌体を分画す るこ とも可能 で ある．そ こ で 筆者

らは こ の 培養法 を 用い て ，成長 した 菌体 を一
定時間 に

伸長 した部分 ご と に 分取 し， 各分画 に お けるクエ ン 酸

蓄積に 関連す る主要な 酵素の 活性を測定 し， 菌体の 成

長 に と もな う酵素活性の 変化 と クエ ン 酸蓄積 との 関係

に つ い て 検討 した．

　使用 した菌株は A ．mker 　Yang　no ．2 で ， 半固体培

養に お い て 高 い クエ ン酸生産能を示 した．S’9）

　寒天培地 は，筆者 らが 半固体培養の 研究 で 合成培地

と して 使用 して い る もの を 基本 と して 調 製 した．すな

わち， グ ル コ ース 140g
，
　NH4NO32g

，
　KH2PO410 　g，

MgSO4 ・7H20250mg
，
　FeC ！s

。6H2020mg
，
　MnSO4

14mg を蒸留水 で 11ac した の ち，塩 酸で pH 　4．25 に

調製 し，こ れに 寒天 20g を溶か した．こ の 培地 25

m1 を直径 9cm の ぺ トリ皿 に とり，凝固 させ たの ち，

そ の 表 面 に蒸 留水 で 洗浄お よ び蒸気滅菌 を行 っ た セ ロ
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ハ ン膜 （Union　Carbide　Co ，製 ， 透析用）を ク リーン

ベ ン チ中で 密着 させ ， こ れを一
昼夜 30℃ に保っ て セ

ロ ハ ン膜上 の 水分 が消失した もの を セ ロ ハ ン 培地と称

した ，こ の セ ロ ハ ン 培地 の 中心 に 分生子を接種 し，

30℃ に て 静置培養を行 っ た もの を実験に 供 した．

　菌体量の 測定は，所定 日 数培養を行 っ たの ち ，
セ ロ

ハ ン 膜上 に生育した円形集落を後述するよ うな 区分 ご

とに分取 し ， 蒸留水で よ く洗浄 し，105℃ で 恒量 と し

て 乾燥重量を求め た．

　 クエ ン酸はペ ン タ ブ ロ ム ァ セ トン比色法
S） で 測定し

た．ク エ ン 酸全生成量を求 め る場合 は，培養物すべ て

を 加温 した 100m1 の 蒸留水に と り寒天 を完 全 に 溶か

して か らガ ラ ス 繊維ろ紙 （Whatman 　GF ／A ）で ろ 過 し，

寒天 の ゲル 化を防ぐため ， そ の ろ液を硫酸を用い て 約

2N 溶液 と した の ち定 容 に して 測定 した．菌体内 ク エ

ン 酸量は，各区分ご とに 分取 した 集落 を 蒸留水で よ く

洗浄 した の ち海砂とともに 乳鉢中で 磨砕 し，塩酸を加

え て pH を約 2 とし，ユ5，　OOO　rpm に て 30分間遠 心 分

離 して 得られ た上澄を用 い て 測定 した．

　酵素活性 の 測定は，以下 に 示すよ うに 行 っ た．まず

分画 した 集落を 蒸留水 お よ び 酵素活性の 測定 に 用 い る

緩衝液で 十分 に 洗浄した．つ い で ， 得 られ た 試料 を氷

冷しな が ら乳鉢中で海砂とともに磨砕 し， 氷冷した緩
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Fig．　 L 　Growth 　Qf 　A ．　 niger 　Yang 　no ．2cultivated
　　on 　ceNophane 　memb ：anes 　placed 　on 　agar

　 　 media ．

　　 Incubation　was 　in　Petri　d｛shes 　 containing 　25　ml

　　of 　agar 　medium 　at 　30℃．
　　O ，growth　and 　▲

，
　 citric 　acid

，
　 cultivated 　on

　　ceUophane 　membranes 　placed　on 　agar 　media ．

　　0 ， glowth　and △
，
　 citric 　acid

，
　cuItivated 　Qn 　agar

　 　 media ．

　　Agar 　medium
，
　per 〜； glucose， 140 　g； NH4NO3

，

　　2g ； KH2PO4
，

1093　 MgSO4 ・7H20
，

250mg ；

　　FeC13・6H20 ，20　mg ； MnSO4 ，14mg ； agar −agar ，
　　29

衝液 10ml を 加え て よ くか きま ぜ ，15，
000rPlnで 4℃

に て 30分間遠心分離 した．こ の 上澄 の 無細胞抽出液を

粗酵素溶液 と し，つ ぎの各酵素活性を 30℃ に て 測定

した．

　 citrate 　synthasefi
）

（EC 　4．1．3．7）

　 aconitate 　hydratase7） （EC 　4．2，　L　3）

　isocitrate　dehydrogenase （NAD ）
B）

（EC 　L　L　1．41）

　isocitrate　dehydrogenase （NADP ）
s）

（EC 　1．1．1．42）

　isocitrate　lyases＞

　（EC 　4、1．3．1）

　 malate 　synthase9
，

（EC 　4．1．3．2）

　pyruvate　carboxylase1
 

　（EC 　6．4．1，1）

　 な お 1　unit は 1分間 に 基質 1 μm 。1 を 変化 させ る，

また は反 応物 1μ m 。1を 生成す る酵素量 と して 定義し，

比 1舌性は無細胞抽出液中の タ ン パ ク量 1mg 当た りの

unit 数で 表 した．タ ン パ ク量 は Lowry らの 方法
「1）

で

測定 した．

　 セ ロ ハ ン 培養の 発酵経過 を，セ ロ ハ ン膜 な しの 寒天

培地の 場合 と比較 して Fig，　1 に 示 した．セ ロ ハ ン 培

養 で は，
セ ロ ハ ン膜 を 通 して 菌体は基質を吸収し， 生

成物は拡散され る ので ， 菌体 の 生育 は セ ロ ハ ン 膜の 透

過性 に よ る影響 を 受ける こ とが 考 え られた が ，
Fig．1

よ り明 らか な よ うIC，菌体量，ク エ ン 酸生成量ともに

セ ロ ハ ン膜 の有無 に よ る差異 は ほ とん ど認 め られ なか

っ た．ま た，ペ トリ皿 上 で 生育 して い る菌体は 外縁部

にむか っ て た えず新 しい培地に接する こ とが で きるた

め ， 培養 8 日 目ま で は増殖を停止 しなか っ た．

　供試菌は セ ロ ハ ン 培地上で は，接種 して 発 芽お よ び
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急速 な 菌糸の 伸長開始に は約20時間を必要と した ．し

た が っ て ， 実際の菌糸の成長 は そ れ以降で 顕著とな っ

た．Fig．　2 は，セ ロ ハ ン 培地 上 で の 巨大集落の 拡大 の様

子を模式的に示 したもの で ある．この集落の 1 日 ご と

の 伸長部分を中央 か ら区分 （area ）1
，
2

，
3……と名付け，

各部分を 分取 して 酵素活性の 測定 に用 い た ．区分 1 は

分生子を接種 して か ら培養 2 日目まで に成長 した 部分

とし，そ の 他の 区分は そ の 後の 1 日間に 成長 した部分

と した ．す な わ ち，培養 2 日 目で は 区分 1 の みで あり，

培養 3 日 目で は 区分 1〜2 ， 培養 8 日 目で は区分 1〜

7 と なる．本実験における区分番号は， 菌糸 の成熟度

を 必 ず し も正 確 に 反 映 す る もの で は ない ． こ れは，

Yanagita と Kogane2 ｝
も報告 して い る よ うに ， 菌糸が

ペ ト リ皿の 水平方向の み で な く，各区分の 内部で も分

枝 しな が ら増殖を続けたため で ，円形集落中心部の隆

起 も観察され た．

　 Fig．　3　に　citrate 　synthase ，　aconitate 　hydratase，

isocitrate　dehydrogenase （NADP ）の 比 活性の 変化を

示した．な お ， 培養全期間に わ た っ て isocitr乱te　dehy・

dr。genase （NAD ）の 活性 は認め られな か っ た。　citrate
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Fig．3．　Speci丘c　activities 　of 　TCA 　cycle 　enzymes 　in

　　the　 vari 。 us 　 areas 　 of 　mycelia 　 of ！ゴ．　 niger 　Yang

　　no ．2grown 　on 　 ce11Dphane 　 membranes 　 placed
　　on　 agar 　media ・

　　（a ＞citrate 　synthase 　（b）aconitate 　ilydratase　（c）
　　isocitrate　dehydroge 且 ase （NADP ）

　　Exp 巳rime 凱 al　 conditions 　 are　the　 same 　 as　 de・

　　 scribed 　in　Fig．1．

synthase
，
　isocitrate　dehydrogenase（NADP ）の 比活性

の 変化 は ほ ぼ 同様 の 傾向を 示 し ， 同 じ培養 日数で は 区

分番号 が大 きくな るに つ れ て 比 活性が大きくな る ， す

なわ ち集落中央部ほ ど比活性が低下 して い る傾向が見

られた．また，同じ区分番号（た とえば area 　1）で の 比

活性 が，培養日数の 増 加に ともな い 減少 した の も，両

酵素に つ い て 共通 した 特徴で あ っ た．しか し， citrate

synthase の 比活性の 最大値 は ， 培養日数の 増加 に かか

わ らず ほ ぼ 同
一

の レベ ル に保 た れ て い る の に 対 して ，

isocitrate　dehydrogenase （NADP ）の 比活性 は， 培養日

数 の 増加に ともな い 全体的 に 低下 して い た．aconitate

hydiataseの 比活性は集落中央部と周 辺部で低く，
そ

の 中間部分で 高 い 特異的変化を示 した．また，そ の 比

活性は全体的に みて ， 培養日数に か か わ らず ほ ぼ 同
一

の レ ベ ル に保たれて い た ．

　Fig・　4 に は，グ リオ キ シ ル 酸回路特有 の 酵素 is。 cit・

rate 　lyase と malate 　synthase
， お よ び pyruvate　car −

boxylase の 比活性 の 変化 を示 した．　 is。 citrate 　lyaseと

malate 　synthase は J と もに 集落中央部ほど比活性が

高 か っ た．pyruvate　carboxylase は集落中央部 ほ ど比
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Fig．4，　 Specific　activities 　of 　enzymes 　related 　to 　the

　　TCA 　 cアcle 　 in　the 　 various 　 areas 　 of 　 mycelia 　 of

　　A ．niger 　Yang 　no ．2　grown 　on 　cellophane

　　membranes 　placed　on 　agar 　media ・

　　（a ＞　isocitrate　lyase　（b）malate 　synthase 　（c ）　pyru
＿

　　vate 　carboxylase

　　Experimental　 conditions 　are 　 the　same 　as 　de
・

　　scribed 　in　Fig．1．
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Table　1．　 Intracellu！ar 　 citric 　 acid 　accumulation ．

A ：ea
　 Dryrnycelium

　（mg ）

Intracellu］ar 　citr三c 　a ⊂id

（・ ・）
（m
髫儲 ，，，1、。 m ）

要 約

1234567 4．825

．063

，864

．258

．856

，015

，0

0．210

．801

．812

．162

．252

．340

．78

43 ．832

．028

．333

．738

．241

．852

．0

Incubations　were 　carried 　out 　at 　30
°C 　f（）r　8　days．

活 性 が 低下 して い た．

　 酵素活性 の 変化 と菌体内ク エ ン 酸量 との 開係を調べ

る た め，Table　1 に 培養 8 日 目 の 各区 分の 菌体内 ク エ

ン 酸量 を示 した ．乾燥菌体量自体は コ ロ ニ ーの 中央部，

周辺部で小さか っ た が，乾燥菌体量当た りの 菌体内ク

エ ン 酸含量 は集落中央部 ， 周辺 部で 高 く，そ の 中間部

分で 低 か っ た．こ の 変動 は aconitate 　hydratase の 比活

性の 変動 （Fig．3（b））と正 反 対 の 関係 とな っ た．

　以上の結果 よ り，菌体 の 成長 に ともない 各区分に お

け る ク エ ン 酸蓄積 と関連す る 酵素群の 活性が そ れぞ れ

特徴をも っ て 変化 して い る こ とが わか っ た．すなわ ち，

acenitate 　hydratase の 比活性はほ ぼ 同
一

の レ ベ ル に 保

た れて い た が ， 培養日数の 増加 と ともに isocitrate　de−

hydr 。genase（NADP ）の 比 活 性 は全 体的に 低下 し， し

か もこ の 活性 が 低下 して い る区分で は ， グ リオ キ シ ル

酸回路 の isOcitrate　lyaseと malate 　synthase の 活性が

高 ま っ て い た ．した が っ て is。 citrate 　 dehydrogenase

の 活性低下 が，TCA 回路の 正 常な運行を さ また げて

ク ェ ン 酸の 蓄積を誘 引す る とともに，側路と して の グ

リオ キ シ ル 酸回路 を一
部活性化 した もの と推 察 さ れ た．

こ れ らの 結論 は ， 既報
i｝

の 半固体培養 に おける結果 と

一致して い た．ま た ，
aconitate 　hydratase の 比活性は

isecit「ate 　dehydrogenase （NADP ）と同 調 性を示さな

い こ と，
さ らに 菌体内の クエ ン 酸含量 と正 反対 に対応

す る こ とから考えて ，aconitate 　hydrataseは菌体内 ク

エ ン 酸量を 調節 して い る こ とが 推測された．pyruvate

carboxylase は，　 citrate 　synthase と類似する 比活性の

変化 を示 した こ とか ら，ク エ ン 酸合成へ の オ キザ ロ 酢

酸 の 補充作用 を活発 に行 っ て い る と考え られ た．

　A ．niger 　Yang 　no ．2 の セ ロ ハ ン 平板培養を行い
，

成長 した 円形集落を一一fe時間内 に伸長 した部分 ご とに

分取 し，各区分に お ける ク エ ン 酸蓄積 に 関連 す る主要

な酵素の 活性を測定 した．

　 eitrate 　 synthase と isocitrate　 dehydrogenase

（NADP ）の 比活性は集落の 中央部で低下 して お り，
isocitrate　dehydregenase（NADP ）の 比 活性 は培養日

数 が増加する に つ れて 全 体 的 に低下 した．isocitrate

dehydrogenase （NAD ）の 活性 は ， 培養全期間を通 じ

て 認 め られな か っ た．aconitate 　hydratase の 比活性は，

集落 の 中央部 と周辺部で は そ の 中間部分 に 比 べ て 低 く，
こ の 特異的な変動は 菌体内 クエ ン 酸含量 と正 反 対の 傾

向 を 示 した．isocitrate　Iyase と malate 　synthase で は

集落中央部で比 活性が 高 く， pyruvate　carboxylase で

は集落中央部で 比活性が 低下 して い た．

こ の 報文の 概要 は ，昭 和 58年度 日本醗酵 工 学 会大会 に お い て 発表

し7 ．
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