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RhodoPseudomonas　sp ．の生育な らび に グル タ ミン

合成酵素 に及ぼ す グル タ ミン 酸 ，
エ タノ ー ル ，

n ・プ ロ パ ノ ー
ル

， リン ゴ酸の影響

藤井　貴 明 ・樽澤 　正 昭 ・ 宮永　昌樹 ・安藤 　昭一 ・矢吹 稔

千葉大学園芸学部農芸化学科

Effects　of 　glutamate ，　ethano1 ， π
一propanol，　and 　malato 　on 　growth　and 　glutam 五ne 　synth ¢

−

　　tase　activlty 　ef　Rhodop5eudotnonas　sp．− Note− TAKAAKI　FuJI1，　MAsAAKI　TARuzAwA ，

　　MAsAK ！ MryANAGA，　AKIKAzu 　ANDo，　 and 　MINoRu　YABuKI （Department　of 　Agri−

　　cuitarai　Chemisり“
） Facultyげ Horticulturら Chiba　 Universめ  Afaisude，　 A（atsudo ・shi，

　　Chiba　271，
」ψごzη＞Hakkokogaku 　64：71−75．1986、

　　When 　RhedePseudome砌 5　sp ．　nQ ．7was　incubated　in　a　salt 　medium 　containing 　ethanol

or ル propanol　as　an 　e】ectron 　donor　and 　a　carbQn 　source 　u1 ユder　anaerobic 　conditions 　w 三th

lighい ts　growth　rate 　was 　h三gher　in　the　presence　of 　NH4 ＋ than 　glutamate　as　a 　nitrogen

source ．　 In　cQntras ち the　growth 三n　a　ma …ate 　medium 　was 　favorable　when 　glutamate
was 　used 　 as　 a　 nitrogen 　source ．　The 　bacterium　showed 　 no 　diauxic　growth　in　the 　sa 王t

medium 　 containing 　 both　 alcoho 且and 　 malate ，　 and 　 consumed 　these 　substrates 　silnul −

taneousiy ．　 Imhe 　mixcd 　substratc 　medium
，　it　grew 　at　a　greater　rate 　than 　in　the　singlc

substrate 　medium ．　 The 　activity 　of 　glutamine　synthetase 　of 　cel15 　grown　on 　aIcohols 　was

about 　3　to　10　timcs 　higher　than 　that 　of 　cells　grown 　on 　malate ．　 This　difference　became
9「eate 「 when 　glutamate　was 　used 　as 　a　nitrogen 　source ．　On 　the　other 　hand

，
　the 　act 三vity

of 　glutamate　synthase 　was 　almost 　the 　same 　regardless 　of 　culture 　conditions ．　 No 　activity

of　glutamate　dehydrogenase　was 　detccted｛n 　the　bacter至um ，

　紅色非硫黄細菌は ，

一般に 光嫌気条件下に おい て 乳

酸，ピ ル ビ ン 酸 ， リン ゴ酸 コ ハ ク酸などの 有機酸類

を 炭素源な らび に 電子供与体として 利用 し生育す る こ

とが で きる．1） した が っ て
，

これまで の 紅色非硫黄細

菌の 代謝に 関する研究 は，こ れら有機酸を中心 と した

もの が 多 く，
2−9

有機酸よ り電子供与体として す ぐれた

化学構造をもっ て い る と考え られる直鎖ア ル コ
ー

ル に

関する もの は RhodoPseudomanas　acidoPhila を除い て

検討例 が少 な い ．5
一
帥

ま た， 2 種 以 上の 組成 の 明 らか

な 混合電子供与体を 用い た 場合の 生理化学的検討 は ほ

とん どなされて い ない．S’le ）

　下水汚泥よ り分離 した reh・dePseudomonas 　sp ．　no ，　7

は，エ タ ノ
ー

ル ，n一プ ロ パ ノ
ー

ル をよ く利用 して 生育

し ， 特定条件下 で は ，
こ れらの ア ル コ ール を電子供与

体として 光水素発 生 を行うこ とがで きる．e’11， 本報で

は，no ．7 株 の ア ル コ ール お よび リン ゴ酸 の 利 用性とそ

れ に及ぼ す窒素源 の 影響 に関して ，
こ れ らの 基質を単

独ある い は混合して 検討し， 生育経過ならび に細胞内

の グル タ ミ ン酸の 代謝に 関連す る酵素の 変動現象に つ

い て 二
，

三 の 特徴ある結果 を得 た の で 報告する ．

　菌株 は 下水汚泥 よ り分離 した RhedoPseudamenas

sp ・no ．79， を用い た．そ の 培養は ， 前報
9，
に従 っ て ，

0．1％（w ／v ）の 培養基質 （電子供与体な らび に炭素源）

を含む基 本培地 を 1．51 また は 0．81 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℃

，
3

，
000

1Xの 光嫌気下で 行 っ た ．な お，ア ル コ
ー

ル を基質 と

して 用 い る場合 に は炭酸水素 ナ トリウム を O．　1％添加

した．アル コ
ー

ル と炭酸水素ナ トリウ ム は基本培地を
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オートク レ
ープ処理 した の ち， メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ

ー

（0．2 μm ）を通 して 加 え た．培養液中 の ア ル コ
ー

ル は

ガ ス ク ロ マ トグラ フ （島津 GC ・3BF） に よ っ て 定量

した．測定 は ポ ラパ
ッ ク Qを 充て ん した ス テ ン レ ス カ

ラ ム （2m ， φ3mm ＞とキ ャ リア
ーガ ス に 窒素 （20m1／

min ）を 用い て 175℃ に て 行 っ た．レ リン ゴ 酸 は分析

用 キ ッ ト （ベ ー
リンガー・マ ンハ イ ム 社製 F 一キ ッ ト

ー

リン ゴ酸）を用 い て 定量 した．供試菌株の 増殖量 は 培

養液 の 660nm に お け る 吸 光度 を測定 して 求 めた ．

（吸光度 LO ÷ 0．6mg ・乾燥菌体重／rn1 ）対数増殖期

の菌体を 10
，
000 ×g，10分間の 遠心分離を行 っ て 集菌

した の ち，50mM リン 酸カ リウ ム 緩衝液 （pH 　7．2）に

て 洗浄 し，
こ の 400〜500mg （乾物重量相当）を 20

ml 同緩衝液 に 懸濁 し， 超音波細胞破砕器 （Ohtake，
5201，PZT ）を用 い て 20　KHz ，2 分間の 処理 を 3 回行

っ て 破砕 した．得 られた 破砕液を 20，000×g，20分間

遠 心 分離 し， そ の 上 澄液を細胞抽出液 とした，グル タ

ミ ン 酸合成酵素活性は Alef ら
12）

の 方法に 従 っ て 30℃

に て 測定 した．酵素反 応 は イ ミダ ゾー
ル 塩酸緩衝液

（pH 　5．0）150μ mo1
，
　EDTA ・Na27 ．5μ mo1

，
2・オ キ ソ グ

ル タ ル 酸ナ トリウ ム 2．5μmol
，
　NAD （P ）H 　O．5μ mo1 ，

L一グル タ ミ ン 30 μmo1 ，細胞抽出液 0．1〜 O．2ml を含

む反応液 3ml を 用 い て 行 っ た．グル タ ミ ン 合成酵素

活性は Shapiroi3｝
の 方法に従 っ て 測定した，酵素反応

は イ ミダ ゾー
ル
ー
塩酸 緩衝液 （pH 　7．0）40 μ mol

，
　L・グル

タ ミン 30　pmo1 ，
　MnCl2 ・4HaO 　3　− mel ，　ADP 　O．　4　pmol ，

亜 ヒ酸 カ リウム 20 μmo1 ，
ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン 60μ

mol
， 細胞抽出液 0．02〜0．05　m1 を含む 反 応液 1ml

を用い て行っ た．こ れを 37℃ に て 10分間 イ ン キ ュ ベ

ート した の ち ，
10％FeCls　 4．3ml ，24％ ト リク ロ ル 酢

酸 1ml
，
　INHCI 　O．5ml ，水 6．5ml からな る組成 の 停止

液 2ml を加えて 反応を止め，生成 した グル タ ミ ン 酸

の ヒ ドロ キ サ ム 酸 を 540　nm の 吸光度よ り定量 し， 活

性を求 め た．グル タ ミ ン酸脱水素酵素活性は 3m1 中

に F　）J ス
ー
塩酸緩衝液 （pH 　8．　0）150　” mol

，
2・オ キ ソ グ

ル タ ル 酸 150μmo1 ，　 NAD （P）H 　 O．　75　pme1 ，
　 NH4Cl

20μ mol
，
　MnC12・4H20 　30　”mol ，細胞抽出液 0．1〜0．2

ml を含 む反応液を 用 い て 30℃ にて 測 定 した．14）

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 Lewry ら
15 〕

の 方法で 測定 した．

　RliodoPseudomonas 　sp ．　ne ．7 を，生育基質として エ

タ ノ
ー

ル ，n ・プ ロ パ ノ ール ま た は リン ゴ 酸を ， 窒素源

として 塩化 ア ン モ ニ ウム または L 一グル タ ミン 酸 を 加

え た培地 で そ れぞ れ培養 し，こ れ ら基 質 の消費 と生育

経 過 を比 較 した （Fig・1）．生育基質が エ タノ
ール お よ

び n ・プ ロ パ ノ
ー

ル の 場合 は， 窒素源 に塩化 ア ン モ ニ

ウ ム を用 い る と，グル タ ミ ン 酸を用 い た もの よ りも生

育速度 お よ び基質消費速度 が大 き く，最終菌体濃度が

高 くな っ た．一
方， 生育基質が リン ゴ 酸の 場合，グル

タ ミン酸を窒素源 とした培地 で わずかで はあ る が生育

速度 が増大 し， 最終菌体濃度 も高 くな る傾向を認 め た．

また
， リン ゴ酸消費速度 につ いて も，グル タ ミ ン酸を

窒素源 とした 培地で 大 きく， ア ル コ
ー

ル を生育基質と

した 場合 とは異 な る結果が得られた．なお，グル タ ミ

　 3ρ

　 2ρ

61・08

。sogEOJ

蒹
eOOl

A　　　　　　　　　B　　　　　　　　　 C

丶

　  

丶
＼

。

＼

丶
0　　　　50 　　　100 　　　幡 O　O50 　　　，00 　　150　0　　　50 　　　■OO　　l50

Tlme （h｝

（

Σ
U2P

二
鱒

Ω

＝

切

　

　
 

も

艦

o
；

α

藍
6
鋸

8

　

　

ゐ

　

　

O
　
　

　
　

　
　

O

Fig．1．　Effects　of 　nitrogen 　source 　on 　g【owth 　of 　Rhodopseudomonas　sp ，　no ．7in 　me −

　　dium 　 containing 　ethano1 ，　 n −propano1，
0r 　 malate ．

　　Eth 跏 01 （A），　n・prQpano1 （B），　or 　malate （C）was 　added 　to　the　culture 　medium 　as 　a

　　ca ・b ・ n 　s。 u ・ ce 　aUhe 　final・。 ncent ・ati・n 。f　Oユ％ （w ／v ）．

　　（O） and （●），　growth； （△ ） and （▲ ），　consumption 　of 　substrates ．　 Open　symbols ，
　　NH ‘CI　as 　a　nitrogen 　source ； closed 　symbols ，　sodium 　glutam 飢 e　as　a　nitrogen 　source ．
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ン 酸を窒素源 とすると，0．1％ ア ル コ
ー

ル からは水素が

発生す る が，O．　1％ リ ン ゴ 酸か らは ほ とん ど発 生 しな

い『ID

　ア ル コ ール と リン ゴ酸をそ れぞ れ 0．1％ の濃度 で 混

合 した 培地を用 い て 生育特性を調 べ た （Fig．2）．窒素

源 として は ， 前述 と同様塩化 ア ン モ ニ ウム ま た は L一

グル タ ミ ン 酸を用 い た．い ずれの 培地 にお い て も本菌

は ジオ キ シ
ー

増殖を 示 さず，培養開始とともに リン ゴ

酸 とア ル コ
ー

ル を 同時 に 消費 した ．ま た，増殖速度 は ，

単独基質の 場合 よ りも， いずれ の窒素源を用 い て も大

きく， 最終菌体濃度も塩化 ア ン モ ニ ゥ ム を窒素源 と し

た 培地 で は 660nm に お け る吸 光度 が 3以 上 に 達 し，

添加基質をそ れぞ れ単独に 用い た 時 の 最終菌体濃度

（Fig・1）の 和 に ほ ぼ等 し くな っ た．一
方 ， グル タ ミ ン

酸を窒素源 と した 場合 で は 吸 光度 は 1．5以 上 に は達 せ

ず ， 単独基質で 得 られた結果 の和 （2．0〜2．5） よ りか

なり低くな っ た．また ，
Fig．1 と同様に ，窒素源 が グ
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Fig．2．　Growth　of 　Rhodopseudomenas 　sp ．　no ．7in

　　medium 　 contain 三ng 　bo出 alcohol 　 and 　 malate ．
　　The 　bactelium　was 　incubated　in　a　mixed 　medium

　　 containi ロg 　ethanol 　and 　malate （A ）or 　a 　medium

　　centaining 　n ・propanol　 and 　 malate （B），　 AlcQhol
　 　 and 　 malate 　 were 　 added 　 to　the 　 medium 　 at 　the

　　final　concentration 　of 　O．1％ （w ／v）．（○）and （● ），

　　growth ； （△ ）and （▲ ），　 consumption 　 of 　 ethano1 ヌ

　　（▽ ）and 　（▼），　 n・propano1 ；　（囗）and （■），　 malate ．

　　Open　 sylnbols
，
　 NH4Cl 　 as 　 a　 nitrogen 　 source ；

　　closed 　sy 皿 bols，　sodium 　glutamate 　as 　a　nitrogen

　 　 source ．

ル タ ミ ン 酸で ある と，塩化 ア ン モ ニ ゥム の 場合 よ り ア

ル コ ール の 消費速度 が低下 した．な お，混合基質の 場

合に は ， ア ル コ
ー

ル の 単独培地 で 本菌が生育するため

に 不可欠な二 酸化炭素源 （炭酸水素 ナ トリウ ム ）
帥 　の

添加は 必要で な か っ た．

　Pike と Sojkato⊃ は L・リ ン ゴ酸 （3．5mM ）と グ リセ

ロ
ー

ル （54mM ）を混合した培地 で RhodoPseudeme −

nas 　 sPhaeroides が ジオ キ シー増殖を示す こ とを報告

し， グリセ ロ
ー

ル に よ っ て グ リセ ロ キ ナ
ー

ゼ
， グ リセ

ロ リン 酸脱水素酵素が 誘導 され る こ とを明 らか に して

い る．一方， 北村
S〕

は R ・　sPl ；aeroides が酢酸とプ ロ ピ

オ ン 酸 を 同時 に 利用 す る事実 に つ い て 述 べ て い る，

RhodoPseud ・”謬ρ軅 ∫ sp ・no ・7 で は混合基質培地，すな

わち， 0・1％ エ タノ
ー

ル （21．7mM ）・O．1％ L ・リン ゴ 酸

（Z4mM ）お よ び0，1％ n 一プ ロ パ ノ
ー

ル （16．6mM ＞・0，1

％　L−　1）ン ゴ 酸 （7．4mM ）培地中で 両基質が 同時に利用

され ，
ジ オ キ シ ー

増殖が 観察されな い ．そ の 理 由の一

つ として ，
ne ．7 株が ア ル コ

ー
ル の初期代謝 に 関係する

ア ル コ
ー

ル 脱水素酵素， ア ル デ ヒ ド脱水素酵素，ア シ

ル C。A 合成酵素を い ず れ も構成的 に 生成
9｝

す る こ と

が考えられ る，しか しな が ら， エ タ ノ
ー

ル と n ・プ ロ

パ ノ
ー

ル の 中間代謝経路はかなり異な っ て い る こ とも

予想 され る の で ，9j さ らに 検討 を 加え る必要 が あ る．

なお ，
エ タ ノ

ー
ル と n・プ ロ パ ノール をそ れぞ れ 2 倍

（43．3mM ，
33．2mM ＞， リ ン ゴ 酸を10倍 （74mM ）に 高

め た混合培地 にお い て も，本菌は基質を並行消費 し，

ジ オ キ シ
ー
増殖 は示さなか っ た．こ れ 以 上 の ア ル コ ー

ル 濃度で は生育阻害が著 しか っ た．

　以上，RhedoPseudemonas 　 sp ・no ．　7 の ア ル コ ール

あ る い は リン ゴ 酸を利用 して の 生育 に は，窒素源に よ

り顕著な 差がある こ とが観察された，ま た ， 本菌は グ

ル タ ミ ン 酸を 唯
一

の 炭素な らび に窒素源 と して 生 育 で

きな い こ と も明らか に な っ て い る
9，

の で ， 各種条件下

で 生育 した 細胞 につ い て，グル タ ミ ン酸の 代謝関連酵

素活姓を 調べ た （Table 　1）．グル タ ミ ン 酸 合成酵 素活

性 はい ずれの 条件で も 5．0（nmol ／min ／mg ・protein）前

後で あ っ た．NADPH 依存性グル タ ミ ン酸合成酵素

活性は 検出 されな か っ た．一
方，グル タ ミ ン 合成酵素

活性に 関して は，培養条件によ っ て 著 しい 差 が 認 め ら

れた．すな わち，窒素源に グル タ ミン 酸を用い る と，

塩化 ア ン モ ニ ウム の 場合 に比べ
，

い ずれの 生育基質に

お い て も活性が上昇した．こ れは すで に広く知られて

い る事実で ある が，20’2P 本菌の 場合に は ， 特に ア ル コ

ール を生育基質 に用 い る と ， 窒素源 の 種類に かかわら
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Table　1．　 Enzyme 　 activity 　of 　glutamine　synthe ・

　　tase　and 　glutamate　s）mthase 　in　RhodePsett・

　　domonas　sp ．　 no ．7　9匸own 　on 　 alcohGI 　and

　 　 malate ．

。、、，。9，nG ，。w 、h 鐙
seurce 　　 substrate 　　glutamate　 glutamine

　　　　　　　　　　　 synthase 　　 synthetase

NH4Cl

Glutamate

Ethanoln

・Propan 。i

MalateEthanoln

−Propanol

Malate

5．805

．814

，475

。315

．405

．10

322．0377

．194

．01057

．41538

．8167

．7

ぐれて お り， ア ル コ ー
ル の 消費速度も大きか っ た．こ

れ に対して ，
r．一リン ゴ 酸培地 で の 生育経過 は逆 の 傾向

を示 した．ア ル コ ー
ル と リ ン ゴ 酸 を混 合 した 培地 中で

本菌は ジオ キ シ
ー
増殖を示 さず，基質を同時 に利用 し

た．本菌の細胞抽出液中にはグル タ ミ ン 酸脱水素酵素

の 活性は検出されず ， グル タ ミン 酸合成酵素とグル タ

ミ ン 合成酵素の活性 が認 め られた．グル タ ミ ン 合成酵

素活性は リン ゴ酸 で 培養 した細胞 に 比較 して ，ア ル コ

ール で 培養した もの が 3〜10倍高 く，特 に窒素源を塩

化ア ン モ ニ ウム か らグル タ ミ ン酸 に変 え た 場合 に こ の

差は拡大 した．一
方 ， グル タ ミ ン 酸合成酵素活性は培

養条件に かかわらず ほ ぼ一定で あ っ た．

Culture　conditions 　were 　the 　same 　as　in　Fig．ユ，
The 　 bacterium　 was 　 incubated　 for　 48　 h　in　 an

alcohol 　 medium 　 and 　 for　 78　h　 in　 a 　 malate 　 me ・
dium ．

ず活性が上昇する傾向を示 した．こ の 傾向 は グル タ ミ

ン 酸を窒素源とする と著 しくなり， リン ゴ 酸を基質に

用 い た場合 の 活性の 約 10倍の 高さに 達 した．な お，

Table　1 に は 示 して い な い が，ア ル コ
ー

ル
ー
リン ゴ 酸

混合培地に生育 した細胞中に もア ル コ ール 単独培地生

育細胞とほ ぼ 同程 度の グル タ ミ ン合成酵素活性が 検出

された．グ ル タ ミ ン 酸脱水素酵素活性は ， 前述の 方法

で 測定した かぎり検出さ れ な か っ た．

　
一

般 に ， 紅色非硫黄細菌は有機物か らの 電子を利用

して ，ニ トロ ゲ ナーゼ の 作用に よ っ て 水索 を 発 生 す

る．t6
−le）

ニ トロ ゲナーゼ 遺伝子の 発現 調節に ， グル タ

ミン合成酵素とその ア デ ニ ル 化が関係 して い る こ とは ，

すで に知 られて い る とこ ろで ある．ao’2v 本菌は，リン

ゴ 酸 に 比較 して ア ル コ ール から水素を多量に 発生す る

が ，

9・且e）そ の 理由として ，ア ル コ ール が化学構造上す

ぐれた電子供与体で ある だけで な く，細胞内の グル タ

ミ ン 合成 酵素 レ ベ ル を上昇 させ
， そ れ を 通 して ニ トロ

ゲナ
ー

ゼ 生成の 調節 に な ん らか の 影響を与えて い る こ

とも考えられる，グル タ ミン合成酵素 の 細胞内 レ ベ ル

の 調節に 及ぽす窒素源の 影響に 関す る研究は多数みら

れる が，20’2V ア ル コ ール 類 が こ の 調 節 に影 響 を 与え る

とい う報告例は こ れまで にない の で ， 現在 ，
こ の点を

申心 に 検討を 加え て い る．

要　　約

　ノ〜hodePseudomenas 　 sp ．　 no ．7 の エ タノ
ール お よ び

n・プ ロ パ ノ
ー

ル 培地 で の 生育 は ， 窒素源 に L ・グル タ

ミ ン酸を 用い るよ り塩化 ア ン モ ニ ウム を 用 い た方がす

本研究の遂行：Cあた り，有益な助言をい ただ い た工業技術院微生

物工 業技術研究所 川村杉生博士な らびに三 宅　淳博士に 深 く感謝 し

ます．なお ， 本研究の 一部は昭和58年度科学技術庁科学技術振興調

整 費で行 われ た ．
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