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収曲線の 形状 は よ く
一

致 して い る．

　4） CmPtaceccasは い ずれ も培養基中に 澱粉様物質を形成す る，黄色 RhetlOtorulaで は Rbl・　PeneaUSに こ の 性質

が認 め られ る．また赤色 RiiOdetmh の なか に も こ の 性質を示す もの が 2株報告 されて い る．

　 5） 両群の ビ タ ミ ン 要求性 は全 く
一

致して い る，

　す な わ ち カ ロ チ ノ イ ド形成性 CrJPtococcusと黄色 Rhedetoralaの 間に は 両群を分類学上 区別 す る に足 る特徴が

認 め られ な い ．したが つ て こ れら両群菌株 は い ずれも Rhedbtoruta属 の なかで 同
一

の 分類群に含 まれ る種類だ と

考 え られ る，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　旨

　カ ロ チ ノ イ ド生産性 Cr）VbtOcaccusの ビ タ ミ ン要求性を検討 し ， これ らが thiamine の み を要求しそ の要求型 は

黄色 RhetlOtorula群菌株 の それ と全 く
一

致す る こ とを 認 め た．

　終 りに ， 御 援 助御 鞭撻 を い た だ い た 武 田 研 究 所 長 桑 田 智 博 士，終 始 御 懇 篤 な御指 導 を 仰 い だ 醗 酵 硬 究 所長佐 藤

喜吉博士 ， 恩 師坂 口 謹
一

郎博士 な らび に 東 京 大 学 教 授 有 馬 啓 博 士 に 深 甚 の 謝 意 を表 す る，ま た 実 施 に 当 り御熱心

に 御 協 力 を い た だ い た 山内 栄 ， 見 万 洪 三 郎 ， 上 野 艶 子 の 諸 氏 に 厚 く御礼 を 申 し 述 べ る．

　 本 研究の
一

部 は 文部 省科学研究費に よ つ た．な お こ の 報告 は 大 阪醸 造 学会 第 n 回講 演 会 （昭 和 34年 IO月） に 発

表 しt：．
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細菌に よ る藍 の 工 業的還元 に 関 す る研究

（第 17報）　 S− 8号菌の 生育 因子に つ い て　 （そ の 3 ）

高 原 義 昌 ・ 高 崎 義 幸 ・ 田 辺 脩　（工 業 技術院醸酵 研究所）

Studics　on 　the　R．eduction 　of　Indigo　in　Industrial　Fermentation　Vat

　　　 （XVII ）　On 　 the　 Growth　 Factor　 of 　the　 Strain　 No．　 S−8 （3）

Yoshimasa　TAKAHARA ，
　Yoshiyuki 　TAKASAKI 　and 　Osamu 　TANABE

　　　　　　　 （Fermentation　Research　Institute，　Chiba ，　Japan）

　　Isolation
，
　purification　 and 　 chemical 　 structure 　 of　 the　growth　 factor　 of 　 the　 indigo

reducing 　organis 皿
，
　strain 　No ．　S−8

，
　were 　dealt　with ．

　　（1） Thc　factQr　can 　be　puri丘ed 　 by　 means 　of 　 dialysis
，
　 ion−exchange 　 resin 　 treatment

and 　starch 　zone −electrophoresis 　of 　thc 　alkali 　hydrolysatc　of 　aidama ．

　　（2）　In　the 　zone −clectrophoretic 　pattern　of 　 the　acid 　hydrolysate
，
　 two 　peaks　 can 　be

detectcd　by　 ninhydrin 　test
，
　but　only 　one 　of　them 　had 　the　activity 　of 　the　 factor．

　　（3） The 　factor　is　consisted 　 of 　 seven 　amino 　 acids
，
　 lysine

，
　 valine

，
　 giysine，　 glutamic

acid
，
　alanine ，　leucine　 and 　isoleucine．

　　（4） According　to　the　D ．N ．P　method ，　alaninc 　is　the　N −terminal 　amino 　 acid ，　 and 　yb
the　 hydrazinolysis　methodt 　glycine　is　 found　to　be　the　C −terminal 　amino 　acid ．
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　前報
1）に おい て，藍還元細ee　S − 8 号菌の 生育 に は ペ プチ ッ ドと 推定され る因子が要求 され るが ， こ の 因子 は

藍 玉 を一規 定 の 苛 性 ソ ーダ で 10〔ドC ， 5時間程度分解す る こ と に よ り分離 し透 析性 と な る こ と を報告 した．

　細菌の 生 育因子 と して の べ プチ ッ ドに 関 して は Lactedccutus　casei に 対す る Strepogenin2）お よ び ア ラ ニ ン ペ プ

チ ッ ド
S）

， 火落菌
4）
や醤油醪中の PediaceceUS　SWJasS ）に 対す るペ プ チ ッ ド様物質，　 Lact・delbrueckiiに対す る ヒ ス チ ヂ

ン ペ プ チ ッ ドや セ リ ン ペ プ チ ッ ド
7）

，
Lact・鉚 膨 に対す る麹汁 お よ び 清酒中に 存在す るペ プチ ッ ド

s），　 StrePtOcoccus

fnecalisに 対す るチ ロ シ ン ペ プ チ ッ ド
9 ）お よび StOP・tactis　“こ対す る Strep。genin 様物質

工゚ ）11 ）
等多数の 研 究が あ り，

その 構造 の 決定され た もの も少な くな い．

　藍 玉 中に 含有され る ペ ブチ ッ ドが ， これ らの ペ プ チ ッ ドと構造上若し くは生育因子としての 活性上 に 関運をも

つ か否か又 ，
S − 8 号菌 は藍玉中の ペ プ チ ッ ドを特異的に要求す る とすれば ， こ の ペ ブ チ ッ ドは 藍玉 中 に の み に

存在す る もの か 叉 は他の天然物中に も存在す るか否かは ， 単に 該菌 の 栄養要求に 関す るば か りで な く人 工 培地 を

造成 し コ ス トの 低下 を 図り更 に 生産へ の 応用 とい う工 業的な 面 で も極 め て 重要 で あ る．

　 こ の 様な見地 か ら藍玉 に含有 され るペ プ チ ッ ド を単離精製 し， その 構造を明らかに す る た め ， 藍玉の ア ル カ リ

分解液を透析 ， イ オ ン 交換欄脂処理 ， ゾ Ptン 電気泳動等の一
連の 処理 を行 な つ て 精製し，酸 分解 に よつ て構成 ア

ミ ノ 酸 を ，
D ．N ．P、法に よっ て N 末端 ア ミ ノ 酸 を ，

ヒ ド ラ ジ ン 分解法に よ つ て C 末端 ア ミノ 酸 を決定し た 結果 ，

因子 は ア ラ ニ ン を N 末端 と し グ リシ ン を C 末端 とす る 7 種 の ア ミ ノ 酸 よ りな る ペ プ チ ッ ドで あろ うと推定 され た

の で そ の 結果 に つ い て報告す る．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 試 　 　 　 　 　験

　 〔1〕　因子 の分離精製

　市販藍玉 （分析成分 は 第 10報
：2）

に 示す） を乾燥 後， 約20 メ ツ シ ユ に 粉砕し ， 第 1表の 如き燥作に よ り分離 ， 精

製 を行なつ た．

第 1表　因子 の 精製

唾 玉 ：

鞴 讐
゜ll分遠 沈

残

−

渣

　↓

［上 澄 液［
　 透 析（3℃ 以下 ）1　 48時間

液

ー
内

　 ↓

「外液］
　 ↓減 圧濃 液（40℃ ）
IRC −50
　 　 0 ．3N
　↓　　 NaOH 溶離

1＿
nvtlt

　reta−一三工1

　 包 〕　 透 析外液中の 物質とその 活性

　前報
1） に お い て藍 玉 中の 生育因子 は ア ル カ リ分解 に よ り透 析

性 を有す る様 に な る こ と を 認 め た の で ， 透 析 外 液 を 2 次 元

Paper　Chromatographyに ょ つ て a ン ヒ ド リ ン 呈 色 物質 を検出

した，即 ち東 洋 濾紙 No ・50を用 い 第 1次 元 に は n一ブ タ ノ ール ：

酢酸 ：水 （4 ： 1 ： 2 ）， 第2 次元 に は0・5％ ア ン モ ＝ ア 含水 フ

エ ノール を溶媒 とし上昇法 に よ っ た．

　結 果 は第 2 表 に 示 す が，こ れ らの うち原 点 は 極め て 微弱 な エ

ン ヒ ド リ ン 反応 を示 した が 活性の 認 め られ た の は 原点溶離物の

み で あつ た．

第 2 表 　ア ミ ノ 酸 組 成
be

　　　　 ↓
　 　 　IRG・50
　　　　 10．5N
　　　　　NH ‘

・OH 溶 離

　　　　↓　 　 　 　 　減 圧 乾 固

　　1溶 離 液一21

　　　　 ↓M 〆30燐酸緩衝液溶解

澱 粉 ゾ ーン 電 気 泳 動

　　　　 ↓水溶 離

　　1鑓 液
『31

　　　　 ↓
　 　 　 IRC ＿50

　　　　↓
　 　 　 　 　0 ．5N
　　　　　NH4 ・OH 溶 離

透 　 析 　 外 　 液 因 子

1−as−mp液一41
　 ↓減 圧乾固

［茵手
一
！

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

末 確 認 ス ポ ッ ト（原点 を含 め て 3 ケ ）旨　　　 一

LysineGlycineGlutamic

　 acid

AlanineValineIsoleucie

Leucine

ILy、in。　I

　 IGIycine

　
．GIUtamic 　 acid

　
IAIanine

　 lValinellSQI

・ucin ・

匡 ・ ucine

−＿」一．

〔置〕 澱 粉 ゾーン 電気泳 動に お け る ペ プチ ッ ドと活 性

（1＞ 装置お よ び 泳動法
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　装置 は三 田 村理 研 工 業製，水平式で 泳動槽 は 4・5cm 　x30cm 　x 　2　cm の合成樹脂 製 を 用 い た．

　 こ の 泳 動槽 に予 め 充 分 水洗 し，更 に M ！50燐 酸 緩 衝 液 （pH7 ・0）に て洗 滌 した 局 方 馬 鈴 薯 澱 粉 を厚 さ約 lcm に

な る様 に流 し ， 余剰 の緩衝液が 両端 か ら流れ お ちて 澱粉 ブ ロ
ッ ク が成型され た の ち， 中央部 を0 ・5cm の 巾で摘出

し溶離液一 2 （第 1表参照） 100mgと少量 の 緩衝液 とを 充分混和 し再 び 中央部に 充填 し，　 M ／50燐 酸 緩衝 液 （pH

7．0） に て 300V ， 7 時間 通 電 す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （2） 泳 動帯の 検出

　　 　　　　 泳動後の 澱粉 ブ ロ
ッ クの 陽 極側 を 12区分に し，

　 　 ‘十，

　　 極 　　各区分を水 で 数回抽出後濾過 し 5ml に 濃液 ， そ

　　 　　　 の 1ml を 6N −HCI で 常法に よ り加水分解 した も

飴 欝讌鑼 轆ll
　　 　　　T ．T ．C．還元力を測定 し， 泳動帯を検出した結果

　　 　　　 は 第 1図 に示 す．

　　 　　　　 澱粉ブ ロ
ッ

ク よ りの 溶離液 を加水分解 した 時

　　 　　　 の ニ ン ヒ ドリ ン 呈 色 に は 2 っ の Peak が み られ

　　 　　　 る が ， 生育に 対す る活 性 は 1つ の Pcak の み で ，

　　 　　　 ニ ン ヒ ド リン 呈色の 2 つ の Peak の 内，泳動値

　　 　　　 の 大なる方 の Peak と
一

致 した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 一一rp 　　 　 （］V） 因子 の ア ミ ノ 酸組成

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 区分
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 因子を 6N −HGI

，
　 llO℃ 20 時間分 解 した の ち

　　　第 1 図 澱 粉 ゾ ーン 電 気泳動 に お け る呈 色 と活 性
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 滅圧下 に 酸を除去し，〔V 〕と 同 様 に 2 次 元

　Paper　Chromatography に よ り ア ミ ノ 酸 を検出 した結果は 第 2 表 に 示す．

　（Y ）　N 一末端 ア ミ ノ 酸

　蛋 白質の N 末端 ア ミ ノ 酸の 決 定は 古 くか ら行な わ れ て い る
t’・）ld ）ls ）

が ，
　 SANGER は 2，4−Dinitrofiuorobenzene

（D ・N ・EB ・）を用 い る優 れ た 方法を見出 し ， イ ン
・i　 ．

　 1） ン の N 末端 ア ミ ノ 酸 を決 定 しt：コs）．　 N 末端の ア ミ ノ 酸 の

決定に は ，
D ．N ．F．B．の 代 りに Dinitrodifiuorebenzenei7，　 Ethyl−3nitro・4fiuerobenzoatels）を用い る方法 も報じ ら

れ て お るが，最近 で は 殆 ん ど SANGER の 方法 に 準じて N 末端を決定 して お るの で ，著者等 も因子 ペ プ チ ッ ドの N

　　　　 第 3 表 　D ．N ．P．ア ミ ノ 酸 の 分 離　　’

　　　 試料 10mg

　　　　 l十 NaHCQs 　lOOmg
　　　　 1 十 〇ほ m 工D ．N ．F．B ．
　　　　 ↓室 温 ，

3 時 間振 盪

　　D ．N ρ，peptide
　　　　　 十 HsO 　 2　tml

　　　　 I エ ーテ ル 5ml 数 回 抽 出

　↓　 　　 　　 　 Conc ．　HCI （pH 　 1 とす る）
F．D ．N ．B ．　　　　　＿ ．＿ ［−2mLの エ ーテ ル 数 回抽 出

　　　鳳 畆H ） ↓減圧乾 固

　　　　　　　　D ．N ．P ．−peptide

　　　　　　　　　　　l購鑼臨 。 下 ）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　エ ーテ ル 5ml 数 回抽 出

　　　　　　　　↓　　　　 ↓

　　　　　　　 水層 　 工
一

テ ル 層

　　　　　　　　　水 2ml （HGl 酸 性 ）
　　　　　　　　 1 数 回洗 滌

　　　　　　　　↓ 減圧 乾 固

　　　　　　 D ．N ．P．ア ミ ノ 酸

末端決定 に SANGER の 方法 を 用 い た，

　（1） D ．N ．P．・ペ プ チ
ッ ドの 合成お よ び D ．N ．P ．ア ミノ 酸

　　　 の 分離

　第 3 表 に その 大略を示す．

　 （2＞ D ．N ．P．ア ミ ノ 酸 の 同 定

　D ．N ．P・ア ミ ノ 酸 の 同 定 は Paper 　Chroneatography に

よ つ た．

　即 ち東洋濾紙 No ．51を用 い， 1次元 に は 2N一ア ン モ ニ

ア 水飽和 ブ タ ノ ール を ，
2 次元 に は 1・5M 燐 酸 塩 緩衝 液

を用 い 遮 光 下 に 展 開 し ， 対照 と して 標準 D ・N ・P・ア ミ ノ

酸 を同条件 で 展開 した ．こ の 結果因子 ペ プ
．
チ ッ ドの N 末

端 は ア ラ ニ ン で 渉）る こ と を 認 め た．

　 〔XI〕　 G 来端 ア ミ ノ 酸

　蛋 自質 の C 宋端 ア ミ ノ 酸 に 関 し て は種 々 の 蛋 白につ い

て 研究 され その 報告も多L ・
’9）2°）

以前は HSCN を用い る

Tiohhydantoin 法
2 りが多く用い られ た が ， 赤堀等に よ り

N 工工
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所 謂 ヒ ドラ ジ ン 分解 法 が
le

｝行な わ れ て 以 来，優れ た 方法 として 応用されて お る．ヒ ド ラ ジ
ッ ドの分解 を少 な くす

るた め本報 で は BRADBURy2s ＞の 提唱 した硫酸 ヒ ド ラ ジ ン を 触媒として 低温 度 で 分解す る方法 を採 用 した．

　（1） 無水 ヒ ドラ ジ ン の製法

　ビ ドラ ジ ン は 5 ％程度の 水 を含ん で い て も， ア ミ ノ酸 の 副分解 と ヒ ドラジ
ッ ドの分解 を 起 しや す い の で

29
， 高

純度 の ヒ ドラ ジ ン を用い る必要がある，

　本報 で は CaO を脱水剤
25）と して ， トル エ ン との 共沸蒸溜法

26） に よつ て 無水 ヒ ドラ ジ ン を調製 した．

　す な わ ち全 慴 合せ フ ラ ス コ に80％ 匕 ド ラ ジ ン 水和物50gと トル エ ン 500g，　 CaO 　500gとを 混 合，栓を して
一夜放

瞿 したの ち， 還流冷却器に 苛性 ソ ーダ管をつ け，
3時闘加熱したの ち蒸溜 し， 溜出 した93〜94℃ の 共沸混合物 の

下 層 を 無水 ヒ ドラ ジ ン （98・5％）として 用い た，

第 4 表 ヒ ド ラ ジ ン 分解 と D ．N ．P．化

試料　 10皿 g

L十 硫酸 ヒ ド ラ ジ ン 6．5mg
十 無水 ヒ ド ラ ジ ン O．5ml

　　 ↓　 封管中 60℃ 16時 問 分 解
ヒ ドラ ジ ッ ド

　　贋 謙 ぎ
シ ケ

ータ冖
）

　　［
　　　 十 〇．2ml　 D ．N ．FB ．／3ml 歐 ・OH
　 　 　 十 3m ｝E 亡・OH
　　　 十 〇．3g　NaHCOu
　　↓　　　 8 時間振盪
DNP 化物

　　｝
　　　 十 H2020 【n1

　　　　 2N・HCI で pH 約 ！

　　　　 醋 エ チ 15mlx210ml × 3

↓

層
　
水

　 ↓
醋 エ チ 層

　↓
　 　 エ ーテ ル 120rコ 1
　　 2 ％ NaHCOg 　30 × 3

エ
ー

テ ル 20ml × 2t　 　　　
のレ

12N・HC 　pH 　1
↓醋 エ チ 10ml × 3

層
↓

水
　 ↓

醋 ニ チ 層

層ルテ冖工

　

チ

　

　
エ

↓

醋

艦 躙。 ）除去

↓（Mil］es の 装置）
P．G，

　  ヒ ドう ジ ン 分解

　第 4 表に その 大略を示す，

　（3） C・一末端 D．N ．P．ア ミ ノ 酸 の 同定

　滅圧乾國した もの をMlmS2T）の 装置を用 い て ， 滅圧 下 50

℃ の 温水溶中に て ，
パ ラ ニ Fu フ エ ノ ール を昇華させ る こ

と を繰 り返 し可 及 的に 除去す る．残渣 を少量 の 酢 エ チ に と

か し Paper に Spot し〔V〕と同様の 溶媒で 展開す る．

　 こ の 結果因子 ペ プチ ッ ドの G 末端 は グ リ シ ン で あ る こ と

を認め た，

　　　　　　　　　　考 　　　　　察

　因子の 精製に は 当初 ア ル コ
ー

ル 分劃 を行な つ た が 良好 な

結果が得 られず ， 処理 量 に 著 しい 制限 を受 け るが 適確 な 澱

粉ゾーン 電気泳動法を採用した，

　澱粉 ゾーン電 気 泳動 に お い て，溶離液 の 酸加水分解物が

呈す る ニ ン ヒ ド リ ン 呈 色に よ る と，
2 コ の Peak が み られ

るが因子 と して の 活性 は 泳動値の 大 きい 方 の み に 認め られ

た．

　 こ の 2 つ の Peak の ア ミ ノ 酸残基 は 余 り差異がない と思

わ れ る．こ れ は ア ミ ノ 酸 の結合様式に 差異 が あ るの か，又

は 1 コ 程度 の 少 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 差 異 に よ る もの か は 未
　 　 　 　 6

定で あ るが，今回は 活性 を有す る Peak の み に つ い て は 検討を加 え た，

　叉試料に 附随す る黄褐色の 色素は 泳動に よつ て 移動し略 々 活性曲線 と
一

致す るの で ， 泳動状態が 肉眠的 に観察

で きるの は よい として も， 泳動に よ つ て も因子が 黄褐色を帯び る の を避 け る こ とが で きな い．因子の ア ミノ 酸組

成に は特に変つ た もの は み られ な い が ，塩基性 ア ミ ノ 酸 で あ る リ ジ ン の 存在は 注目すべ き こ とで ， その 構成順位

や E −NH2 基が 遊離 して お る か 否 か は ，
こ の ペ プ チ ッ ドの 特性を左右す る大きな 点と考えられ るの で 次報 に て更

に 検討す る こ ととす る，

　 ヒ ドラ ジ ン 分解法 は C 末端 ア ミ ノ 酸確認法として は優れ た方法で あ るが ， こ れ らの ア ミノ 酸 が末端 に 位置 す る

場合は 採用す る こ とが で きな い こ と，ヒ ドラ ジ ッ ドは 分解 さ れ 易い 等の 欠点があるの で ，前者の 場合は カ ル ボ キ

シ A
’
Tfチ ダーゼ を

29 ）29 ）
， 後者 に は本報 の 如 く硫酸 ヒ ドラ ジ ン を触 媒 とす る方法 を適 用す れ は 解 決 し う る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　約

　 S − 8号菌 の 生 育因 子 を市販藍 玉 中よ り分離，精製 して そ の 構造 に つ き検討 を加 え次 の こ と を 明 らか に した．

　 1．因子 は藍玉 を ア ル カ リ分解 し たの ち透析 ， イ t ン 交換樹脂処理，澱粉 ゾーン 電 気 泳動等
一

運 の 黴作 に よ り

分 離 精製 す る こ とが で き る，

　 2．澱 粉 ゾーン 電 気 泳 動 に お い て は，溶離液 の 酸加水分解物の ニ ン ヒ ド リ ン 呈色に は 2欄 の Peak が み られ る

が，こ の 内因子活性 を示す もの は 1個だけで あ る，

N 工工
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　3 ，因子の 構成 ア ミノ 酸 は ア ラニ ン ，イ ソ ロ イ シ ン ，ロ イ シ ン ，バ リ ン ， リジ ン ，グル タ ミ ン 酸 ， グ リシ ン の

7個 で あ る．

　4 ．D ．N ．P．法 に よ りN 一
末端 ア ミ ノ 酸 は ア ラ ニ ン

，
ヒ ドラジ ン 分解法 に よ りC一末端 ア ミ ノ 酸 は グ リ シ ン で あ る

こ と， 従つ て 因子 は次 の 如 き ヘ プ タペ プチ ッ ドで あ ろ う と推定 され る．

　Ala−（Lys ，
　Glu ，　Val ，　Ileu，　Leu ）−Gly ．

　終 りに 臨 み 御指導 ， 御校閲 を賜 つ た 阪大 照井教授 に 深 甚 な る謝意 を表 し ます．

　尚本 報の 要旨は 第 11回 お よ び第 12回大 阪醸 造 学 会 に て 発 表 済，
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細菌に よ る藍 の 工 業的還元 に 関す る研究

（第 18報）　S− 8号菌 の 生育 因子 に つ い て 　（そ の 4 ）

高 原 義 昌． 高 崎 義 幸． 田辺 脩　（工 業 技術院醗酵研究所）

Studies　on 　the　Reduction　of　Indigo　in　IndustriaユFermentation　Vat （XVIII）

　　　　　　　　　 On 　the　Growth　Factor　of 　the　Strain　No ．　S−8 〈4）

Yoshimasa　TAKAHARA ，　Yoshiyuki　TAKASAKI 　and 　Osamu 　TANABE

　　　　　　　　（Fermentation 　Research　Institute，　Chiba 冫Japan）

　　The 　growth 　fa2tor　of 　the　strain 　No ．　 S−8　 reported 　previously　 has　 been　 studied 　to

detcrmine　the 　structurc
，
　the　distribution　in　naturc 　and 　whether 　or 　not 　it　can 　be　replaced

by　a　substance 　having　strepogenin 　activity ・

　　 The 　 results 　 obtained 　 are 　 as 　 follows．
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