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　　Abacterium，　RCO ・4M
，
　that 　can 　grow　on 　cyclollexylacetic 　acid 　as　the　sole 　 carbon

source 　 was 　lsolated肋 m 　 soil　bv　 enrichment 　 cultures ．　 The 　isolate　 was 　identified　 as

aspcc 童es　of 　the 　genus　Microcec‘as　by　taxonom 且c　s匸udies ・

　　The 　optimal 　culture 　conditions 　ofthis 　organism 　were 　as　follows： the　growtll　medium

consisIed 　of　cycloh ζxy ｝ac ¢ tic　acid 　O．15％ ，
KNO30 ．25％ ，

　KH2PO40 ．1％，　MgSO4 ・7H20
0．002％ ，

FeG13・6H200 ．005％ ，
　CaC12 ・2H200 ．002％，　 and 　yeast　extract 　O．01％，　pH 　8．0．

The 　c山 ure 　was 　incubated　at　30℃ fbr　3−7　days　on 　a　shaker ．

　　Strain　RCO −4M 　grew 　on 　a　number 　of 　types 　of　alicyclic 　compo 岨 ds．　 Among 　the

alicyclic 　carboxylic 　acids 　tested，　cyclohexylacetic 　aGid 　and 　cyclohexylbutyrlc 　acid 　were

the　best　substrates ．　 The　organism 　grew 　on 　cydohexylpropionic 　acid ，　and 　gr¢ w 　a 　little
on 　both　cyclohexanecarboxylic 　acid 　and 　cyclopentanecarboxylic 　acid ・

　　This　isolate　also 　grew　on 　cyclohexanone 　and 　cyclohexanol ．

　　Stra三n 　R．CO −4M 　grew　well 　 en 　all　of 　the　n−alkylcyclohexanes 　having　6−14　carbL 川

atQms 　in　the 　 n・alkyl 　gr。 up ，　 after 　 a 　long　lag　time ・

　微生物 に と っ て 難分解物質 の 1 つ で あ る シ ク ロ ヘ キ

シ ル ・n・ア ル カ ン は ， 側鎖 が β 酸 化を 受 けて 代謝 さ れ

る．そ の 際， 側鎖 の 炭素数が奇数の もの は シ ク ロ ヘ キ

サ ン カ ル ポ ン 酸に，側鎖 の 炭素数が 偶数 の 場合は，シ

ク ロ ヘ キ シ ル 酢酸 （CsAA ）に な り代謝 され る．P
しか

しながら， 側鎖の 炭素数が偶数の 場合，単独菌 に よる

完全分解の 報告はな く，培地中に C・AA な ど を蓄積

す る た め，混合培養に よ っ て は じめて 環開裂を受けア

ジ ピ ン酸 へ と代謝 され る．2 −3，

そ こ で ， 著者らは ， 側鎖

に偶数 の 炭素数を もつ シ ク ロ ヘ キ シ ル ・n一ア ル カ ン の

単独菌 に よ る 完全分解の 可能性や 代謝中間体 の 有効利

用を は か る 観点か ら， 土壌より C ・AA 資化性菌の分

離を試み，得 られた菌株 に つ い て 菌学的性質，培養条

件 お よ び各種 基 質の 資化性等を検討 した の で そ れ らの

結果を報告する．

＊
連絡先，C 。 rrespondence 　auth 。 r

実　験　方　法

　分離 用培地　　CeAA 資化性菌を選択培養す る た め，

NH ‘NOa　1．　0　g，　KH2PO4 　1．　0　g，　MgSO4 。7H20 　O．　02　g，

FeC13・6HzO 　O．05　g，
　CaCi2 。2HgO 　O。02　g ， 酵母 エ キ ス

0．19 を ll の蒸留水に 溶解した無機塩 培地 に CsAA

を 1g 添加 し， そ の pH を7．0に調整 したもの を分離

用 培地 として 用 い た．また 分離用培地 に 寒天 2％ を添

加 した 固体培地も使用 した．

　シ クロ ヘ キ シ ル酢 酸 資化性菌 の 分離　　試験管 （22

mmX200m 皿 ）に分離用培地 7ml お よ び供試土壌 O．1

g を入れ，30℃ ，72時間振盪培養を行 い菌の集殖を行

っ た．分離菌の 純化は常法どお り平板，振盪培養を繰

り返 して 行 っ た．分離菌は 固体培地 に 移殖 し，5℃ で

保存 した ．

　分離菌の 同定　　分離菌の 菌学的性質の 検討は ，

Cewan と Steel の Manual 　for　the　Identification　of
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Medical　Bacteria（1970＞° 記載 の 方法ICUeじて 行 い
，

同定は，同書および Bergey，s　Manual　of 　Systernatic

Bacteriology（1986）s） 1こよ っ た・

　DNA の 分離精製 と 塩基組成の 測定　　集菌 した対

数増殖 期 の 湿菌体 （約 39）を 2。ml の 15％ シ ・ 糖

．O，02　MEDTA −0．03　M ト リス ・塩酸緩衝液 （pH 　8・O）

に 懸濁 し，リゾチ
ーム を 600μg／rnl　icなる よ うに 加

え
，

37℃ で 60分間保存し，ス フ ェ ロ プ ラス トをつ く

り， 以下 ，
Marmur6 ｝

の 方法lcagじて DNA を分離精

製した． DNA の 塩基組成 は Tm 法
T）
　 iこよ り測定 し

た．

　生育度の 測定　　生育度 は ，
Calernan　Junior　Spe・

ctrophotometer 　Mode1 　6　D に よ り550　nm に お ける 濁

度 （ODse・）で 示 した．

　培養方法　　分離 した C6AA 資化性菌の 培養条件

の 検討 に 当た っ て ， 500ml 容肩付き培養 フ ラ ス コ に

分離用培地を 80m1 ずつ 分注 した もの に定常期 の 菌懸

濁液を 1ml ずつ 接種 し ， 必 要に 応じて 培地組成 ，　pH ，

温度等 の諸条件を適宜変化 さ せ，30℃
，
72時間振盪培

養 （130叩 m ，7cm ）を行 っ た．各種基質 の 資化性を検

討する にあた り， ．生育培地 （Table　1）の CeAA を シ ク

ロ ヘ キ シ ル プ ロ ピ オ ン 酸 ，
シ ク ロ ヘ キ シ ル 酪酸，シ ク

ロ ヘ キ シル カ ル ボ ン酸 ， シ ク ロ ヘ キサノール お よ び シ

クロ ヘ キ サ ノ ン icそ れぞれ置き換え （0，15％）， 高圧

蒸気滅菌 （121℃ ，10分）を行 い 培地を調製 した．他の

基質の 場合は，CeAA を除 い た生育培地を 高圧滅菌後，

無 菌的に 0．15％濃度 にな る よ う添加 し， 培地 を調製 し

　た ．

　　シ クロ ヘ キ シル 酢酸 の 定量　　培地中 に 残存す る

CeAA は，塩酸酸性に した 培地を等量の エ チ ル エ ーテ

　ル で抽出 し，
Blakleyの方法

8 ，

に準じて TMS 化 した後 ，

　FID ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ （日立 023型）で 定量 した．

　ガ ス ク ロ マ トグラ フ の条件は ，
ス テ ン レ ス ス チ

ー
ル カ

　ラ ム （内径 3mm ，長 さ 2m ）， 充塀剤 OV −170 ・　5％

　［Chromesorb　G （AW −DMCS ）］で あり・ カ ラ ム 温度

　107℃
，
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 温度 105℃ ，N2 流130 　

m1 ／

　min
， 内部標準物質 として シ ク ロ ヘ キ シ ル プロ ピオ ン

　酸を用 い た・

　　　　　　　 実験結果および考 察

　シ ク ロ ヘ キ シ ル 酢酸資化性菌の 繭学的性質　　各地

の 土壌 20点よ り CeAA 資化性菌と し 1株 を得 た．

C6AA を含む分離用固体培地上で ， オ レ ン ジ色 の コ ロ

ニ
ー
を形成 し，そ の 形状は円形 ， 表面隆起は突円状で

あり，周縁 は全縁を呈 しtc．本菌はグラ ム 陽性の 単
一

また は 対をなす球菌 （直径 0．5pm ）で 運動性は認め

られなか っ た．さらに ， 好気的 に 生育し，胞子形成は

な く，カ タ ラ
ーゼ

， ウ レ ア
ーゼ 活性は共 に 陽性で あり，

オ キ シ ダーゼ活 性 は 陰佐で あ っ たもの の Benzidine試

験は陽性を示し， かつ
， グル コ ース か ら酸および ガ ス

の 生成は認 め られず， 硝酸塩 の 還元 は 陽性で あ っ た．

また
，
FTO 寒天培地 お よ び 7．　5％ nutrient 寒天培地

上で 生育 した が ，
Sirnons　citrate 寒天培地上 で は 生育

は認 め られなか っ た．本菌 の DNA の GC 含量を TTn

法 に よ り測 定 した とこ ろ ，
70％　m 。1eで あ っ た・ま た ・

25−30℃ で 良好な生育を示 し，至 適 pH は 7 −12で あ

っ た．

　これ らの 諸性質から，本菌は Bergey’s　 Manual や

Cowan と Stee1の 鑑別表に よると，　Micrececcaceae科

の Micrococcus属に 属 す る もの と判断 し ，　
Micrococ−

cus ・ sp ．　RCO ・4M と命名 した ．　Fig・1 に 分離 した菌の

電子顕微鏡写真を示す．

　 シ クロ ヘ キシ ル酢酸資化性菌の 培養条件

。 ）基質濃度の 影響 　分離用培地の （tSAA の 濃度

を 0。05−O．25％ （w ／v）の範囲で 変化 させ た時の 菌の 生

育度を比較した （Fig．2）．　C6AA の濃度が0．15％まで

は生育度の 増加 が認め られ る が，O．　15％を越 え る と急

激な生育低下を示 した．CeAA の 最適濃度をO．　15％と

Fig．1．　　Scanning　electron 　micrograph 　of　suain
　　RCO ・4　M ．　 Strain　RCO −4　M 　was 　grown 　on　the

　　growth 　rnedium ｛fer　3　days　at 　30℃ （X31000 ）．

　　 Bar 　deロotes　O．97μrn．
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Fig．2．　 Effects　of　cyclohexylacetic 　acid 　concentra
・

　　t三〇non 　growth　of 　cyclohexylacetic 　acid
−
using 　bac−

　 　 tenum ．

　　The 　bacterium　was 　grown　fo匸 72　h 酖 30℃ in　the

　　 mineral 　salts 　 medium 　 supplemented 　with 　cyclo ・

　　hexylacetic　acid 　at　the　concentratiQn 　indicated．

した．

b ）窒素源の 影響　　分離用培地 の 硝酸 ア ン モ ニ ゥ ム

を他 の 5 種類 の窒素源で 置き換 え，各 々 の 濃度はN と

して o．035％ に 統
一し，菌の 生育状況 を比 較 した （Fig．

3），尿素お よ び硝 酸 カ リウム は 硝 酸 ア ン モ ニ ウ ム に 匹

NoneNH4NO5NH4C1

【NH4 ，2SO4

NH4H2PO4

｛NH2 】2COKNO5

　 　 　 　 　 Q 　　 O．l　　 O2 　　　Q．3　　 Q4 　　 C．5　　 0．6

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Grow ，hlOD5501

Fig．3．　 Eff巳cts 　of 　various 　nitrogen 　sources 　on

　　growth　of　cycIohexylacetic 　acid ．using 　bacterium．

　　The　bacterium　was 　grown 　fbr　72　h　at　3G℃ inthe

　　mineral 　salts 　medium 　conta 三ningcyclohexylacetic

　　acid （O．1％）and 　a　nitrogen 　sou τce （0。035　N％，，

敵す る生育を示 した．しか し， ア ン モ ニ ウム 塩型の 窒

素源で は 生育が 悪 く， 硝酸ア ン モ ニ ゥ ム は NO3 が 利

用 されて い る もの と考え られ る．尿素 は加圧滅菌で 分

解する煩わ しさか ら，硝酸 カ リ ウム を窒素源 と して 選

定 した，そ こ で ，硝酸カ リゥ ム の 濃 度を 1．3−15g ／1

（0・Ol8−0。21　N ％ ） の 範囲で 変化 させ ，菌の生育に お

よ ぼ す窒素濃度 の 影響 に つ いて 検討 した．そ の結果 ，

い ずれ の 濃度に お い て も 550nm に お ける OD に よ る

生育の 差 が 認 め られな か っ た の で 窒素源 と して 0．25

g／l（O．　035　N ％）の 硝 酸 カ リゥ ム を 用 い る こ ととし

た ．

c ）水素 イ オ ン濃度の 影響　　分離用培地 の pH を5−

13に 調整 し，生育度を 検討 した と こ ろ最適 pH は 7−12

と非常に 広い範囲を 示 した （Fig・4）．

d ）温度の 影響　　培養の 温度範囲を 20−37℃ に 設

定 し，菌の 生育度を比較 した とこ ろ，37℃ で は ほ と

ん ど生育 は認 め られず，最適温度は 25−30℃ で あ っ

た （Fig・5）・

e ）最適培養条件 の設定　　以上の 結果 よ り，
C6AA

資化性菌の 最適培養条件を決定 した （Table　1）．こ の 条

件下で ， 生育培地 80ml を 500　ml 容肩付きフ ラス コ

O．6

＿ O．59

ぎ
90 ．4

ξ

9Q3e

O．2

0，1

　 　 　 0
　 　 　 　 45678910 凵 1213

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 pH

Fig，4．　Effects　of 　pH 　on 　gτowth 　of　cyclohexylacetic

　　add −using 　bacterium・

　　The 　bacte血 m 　was 　grown 　for　72　h　at 　30℃ in　the

　 　 isolation　 medium ．
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Fig．5．　Effects　of 　temperature 　Qn 　growth　of　cyclo ・

　　hexylacetic　 acid −using 　bacterium．

　　The 　bacterium　was 　grown 　for　72　h　at　30℃ in　the

　 　 isolat三〇 n　 medium ．

に分注 し ， 72時間振盪 培養を行 っ た 菌の 生育の経時変

化を Fig・6 に示す．培養初期の C6AA （O．129／80　m1 ）

は約39時間 後 に は ほ ぼ 全 量 が 消費 され，比 増 殖 度 は

Ptmax＝0．15　h−1 で あ っ た．

　各種基質の資化性　　Table　2 に示す各種脂環化合

Table　1．　 Growth 　 medium 。

　 一　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　
’
δ

　
一

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ゆ

　 σ 1
　 　 　　 　 　　 0

　，三　1．4 　 0．7 ユ三

　 〇 　1．2　 Cし69
　 く 　　 　 　　 〔9

　 ，91 ．O Q59
　 5 　　　 　　 　　 コ：

　 8Q8 Q48c 「

　 巷
　 石 Q4 　 　 Q2
　 δ
　 　 Q2 0．l

　　　o 　　　　　　　　　　　　　　　　 O
　 　 　 　 O　　io　20 　3040 　50 　60 　70

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　Timeth ）

Fig．6。　 Growth 　curve 　of 　cyclohexylacetic 　acid ・using

　　bacterium　 with 　 cyclohexylacetic 　 acid ．

　　The 　growth　was 　done　under 　optimal 　culture 　con ・

　　ditions： 80　ml 　ofthe 　grQwth　med ｛um 　in　a　500　ml

　　flask
，
30°C　for　72　h　wi 出 shaking ．

　　一
△
− OPtical　 density　 at　550　nm ．

　　一
■
− Concentration　of 　cyclohexylacetic 　acid 　in　the

　　　　growth　 mediuln ・

　　
一
●
−pH 　 of 　the 　growth　 medium ．

Cycl。hexylacetic　 acid

KNOsKH2PO4

MgSO4 ・7H20

FeC13。6H20

CaCI3・2H20

Yeast　 extract

Distilled　 water

pHTemperature

　 L59

　 2．539

　 1．09

　 0．029

　 0，059

　 0．02g

　 O・lg1000
　ml

　 8．0

　 30℃

物を唯
一

の 炭素源 と し生育培地 に そ れぞ れ0．15％添加

し，資化能を検討した．資化能は ，全て の 脂環化合物に

お い て 認め られ た が ，
シ ク ロ ヘ キ サ ン カ ル ボ ン酸と シ

ク ロ ペ ン タ ン カ ル ボ ン 酸で は生育 は不良で あ っ た．最

も良好な生育 が認 め られた の は ，
n・デ シ ル シ ク ロ ヘ キ

サ ン で ， 次い で C6AA
，

シ ク ロ ヘ キ サ ン 酪酸 で あ っ た．

6−14個の 炭素数を側鎖 に 持つ シ ク ロ ヘ キ サ ン 類は，長

い 誘導期の 後，高い 生育を示 した．また，CfiAAの 代謝

中間体 と考え られ る シ ク ロ ヘ キ サ ノ ン 9）
に は比較的良

好 な 生育 （OD ・s。　O．　55〕を示 した もの の，シ ク ロ ヘ キ

サ ノ ン の 代謝中間体 と考 え られ る ε・カ プ ロ ラ ク ト ン や

ア ジ ピ ン 酸
9−t2）

の 場合の 生育度は ，
　 Table　2 に表示 し

て ない がどちらも0．02と非常に低 く生育は認め られな

か っ た ．しか し，
C ，AA か らの 培 養生成 物を検索す る

た め，培養 ろ液を 常法 どお り2，4一ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ヒ

ドラ ジ ン 処理 し，ベ ン ゼ ン ： ジ オ キサ ン ：酢酸 （90 二

20 ：4）を用い た TLC を 行 っ た と こ ろ，標準試料の シ

ク ロ ヘ キ サ ノ ン と 同 じ Rf 値 （0．58） を持 つ ス ポ ッ ト

が 確認 され た ．さらに ， 塩酸酸性 に した C6AA 培養

ろ 液を エ
ー

テ ル 抽 出 し ，
エ
ー

テ ル 層 を N2 気 流中で 留

去後，
MetcalfeiS，

らの 方法 に よ りメ チ ル 化 し，標準

試料の ア ジ ピ ン 酸 ジ メ チ ル エ ス テ ル との GC −MS 分析

に よ る 比較を 行 っ た、親 イ オ ン ピーク （m ／z174 ）は 認

N 工工
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Table　2．　Growth 　of 　cyclohexy 工acetic 　 acid ・using 　bacterium　on

　　 alicyclic 　 compounds ．

Growth　 at 　 ODsso
Substrates　（0．15％）

72h 120h 148h

Cyclohexy王acetic 　acid

CyclGhexylpropionic　acid

C｝
・clohexyibutyric 　 acid

Cyclohexanecarbexylic　acid

Cyctopentanecarboxylic　ac 三d

Cyc1。 hexano 正

Cyd 。hexan 。 ne

n ・Hexy！cyct。hexane ＊

n・Hepty 旦cyclohexane
＊

n −Octylcyclohexane＊

n −NonylCYclohexane＊

n −Decylcyclohexane＊

n −Undecylcyclohexane＊

n・Dodecylcydohexane ＊

n −Tetradecylcyclohexane＊

0．710
．320
．680
．140

．080
．310

．55

0．430
．430

．610
．540

．77
O．　510
．560

．56

＊ After　 each 　culture
，
　the　med 洫 m 　 was 　 centrifuged 　 and 　the　 pellet　 obtained

　w 邑 sresuspended 　in　80　ml 　of 　distilled　 water 、　 The　 grow出 was 　 measured

　by　the　OD 　at　550　nm 　Qf 　a　50r　7　day　culture ，

め られず，ベ ー
ス ピ

ー
ク は m ／z59 で あり，確認され

た 主な ピーク と して m ／z143 （M −31｝（28％」，
m ／zl14

（M −31−29♪（70％），
CeH702 を示す m ／s 　111 （4e％）や

CsHeO2 を示す In ／z　IO1 （38％ ，が確認 で きた．これ ら

主 な ピー
ク の マ ス ス ペ ク トル と相対強度は標準の ア ジ

ピ ン 酸 ジ メ チ ル エ ス テ ル と良 く
一

致 して い た．また ，

Blakleys） の 方法に より TMS 化 し GC ・MS 分析を行

っ た 場合も同様 な結果 が え られ た．こ の よ う に C6AA

か ら ア ジ ピ ン 酸の 生 成 が確認 さ れ た こ とお よび 偶数 の

炭素数を側鎖に 持つ シ ク ロ ヘ キ サ ン 類 ζ良好な 生育 が

認め られた こ とは，単
一

菌に よ る偶数の 炭素数を側鎖

に 持つ シ ク ロ ヘ キ サ ン 類の 完全分解の 可 能性を強 く示

唆して い る．

要 勺糸

　土 壌中よ りシ ク ロ ヘ キ シ ル 酢酸 〔C6AA ）資化性菌 を

分離 し，そ の 菌学的性質を調べ る と共 に ，培養条件の

設定や 各種脂環化合物の 資化性 に つ いて 検討 した，

　1． 分 離菌 は，Microcaccus に属 す る細菌で ある と

同定 した．

　2． 最適培養条件 と して，C6AA 　O．15％，　 KNOs

O．　25％ ，
KH2PO40 ．　1go

，
　 MgSO4 ・7H200 ．002％ ，

FeCl3・6H200 ．Oe5％，　 CaCl2。2H20　O．　002％，酵母 エ

キス 0．Ol％，　 pH 　8．0 の 粗成の 培地 を ，
500　ml 容肩つ

き フ ラス コ に 80m1 分注し，
30℃ ，72時間振盪培養 し

た．

　3． 脂環性 カ ル ボ ン 酸 の 資化性に つ い て は， C6AA

が最 も生育が良好で あ り，シ ク ロ ヘ キ シ ル 酪酸も資化

性 が 高か っ た．しか し，シ ク ロ ヘ キ サ ン カ ル ボ ン 酸 や

シ ク ロ ペ ン タ ン カ ル ボ ン 酸は 生育が 不良で あ っ た．

　4， 6−14個の 炭素数を側鎖 に 持つ シ ク ロ ヘ キ サ ン 類

で は 長い 誘導期 の 後 ，高い 生育 が認 められた．なかで も

n 一デ シ ル シ ク ロ ヘ キサ ン が最 も生 育 が 良好 で あ っ た．

　DNA の分離精製に 関 して 有益なご 助言を賜 りました 京都大学理

学部，山岸秀夫博士な らびに 当研究所放射線医 学班 の諸民に 厚 くお

礼 申し上げまず，
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