
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1040 立 花 精 ・梅原　万義 ・塩 出　十一 〔醸工　第45巻 ，
1967年

〔J．Ferrnent．　Technol ．，　VoL 　45，　No．11，　p．1040〜1048，1967〕

炭 酸 固 定 発 酵 に 関 す る 研 究
＊

（第 11報）SchizoPdyllam　commune に お け る尿素 お よび オ ル ト リ ン

　　　　　　　　　酸 の レ Malic　acid 生成 促進効果 の 酵素化学的意義

立花 精 ・梅原　万 義
＊ ＊ ・塩 出　十

一

（立 命館大学理 工 学部化学科）

（XI ）

　　　　　　　　　　Studies　on 　CO2一丘xing 　Fermentation
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Sei　Tachibana，
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　　　　It　was 　previously 　reported 　that　orthophosphate
，
　CaCO3 　and 　urea 　were ｝i血iting　factors　for

the レ malate 　production　by　CO2 一丘x 玉ng 　fermentation　using 　Schix（）phyllum ‘omm ”ne 　under

culture 　 oonditions ，　 By　using 　 the　 homogenate　 of　 the　 mold ，
　 L−malate 　 was 　 formed　 from

glucose，
3−phosphogly   rate 　 and 　pyruvate 　in　presen   s　 of 　orthophosphate 　and 　KHCO3

，
　whe 祀

glucose　was 　most 　e｛fective
．
as　the　substrate ，　and 　the　higher　Oon   ntration 　6rthophosphate　in二〆
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Therefore
，　L ．malate 　would 　not 　be　formed　through 　the　o 琴idative　process　such 　as 　TCA 　cycle

and 　glyoxylate 　bypath．　 By 　using 　the　cell．free　extract 　 of　 the　 mold
，
．　it　 was 　 also 　 revealed

that
．
　the

．
　inhibitory　effect 　of 　orthophq ．sphate 　on 　 the　 oxaloacetate 　 forma缸on ．　fro皿 pyruvate

was 　 reduced 　by　the　addition 　 of 　ATP ．　 On 　the　 contrary
，
　the　 oxaloacetate 　 fo  ation 　 from

3−phosphogly  rate 　was 　markedly 　stimulated 　by　the　addition 　of　both　of　orthophosphate 　and

KHCO3 ，　 The　formation　from　phosphoenolpyruvate　was 　 much 　 more 　 stimulated 　 by　the皿 ．．

．In　these　experimentS ，
　it　was 　shown 　that　the　effect 　of 　urea 　was 　reSembled 　to　that　of　KHCO3 ．

The 　optilhum 　60ncentration　of 　orthophosphate 　added 　was 　O．4　and
．
0．8　mM 　in　KHCO3 　 and

urea 　containing 　system ，
　respectively 。

　　　　Consequently，　both　of　the   currences 　of　pyruvate　carboxylase − and 　phosphQenolpyruvic

calboxytransphosphorylase ．like　enzymes 　seemed 　tb　be　observed 　in　the　extract ，
．
　while 　the　latter

reaction 　was
．
　exp   ted　to　be　more 　active 　than 　the 　 fofmer　 in　 the　 CO2．丘xing 　 fermentation

because　 of 　the　latter’s　superiority 　in　bic£ nergetics 　as　shown 　in　 equation 　（3）　and 　（4）．

　　　　In　 many 　 cases ，
　 it　 was 　 shown 　 that 　 the 　pyruvate 　 formation　 was 　parallel　 to　the　ox ．

aloacetate 　formation．　 The　 phenomenon 　 seems 　to　 be　 explained 　 by　 an 　 un   own 　 enzyme

which 　produces　pyruvate　from　phosphoenolpyruvate　acoepting 　its　phosphate　on 　orthophosphate ，
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but
，　on 　the　other 　hand，　it　can 　be　reasonably 　understood 　by　the　phosphoenolpyruvic

carbOxytransphosphorylase 　followed　by　oxaloacetate 　decarboxylation．

緒 言

　CaOOs 添加を必要 とす る Schixopdyllum 　commune 　Fries （ス エ ヒ ロ タ ケ）
』
の L −malate 発酵 の 培養試 験 に

お い て ．urea に ある程度 の CaCO3 代替効果 の あ る こ とを見 い 出 し
1）

， そ の CO2 源 と して の 役 割を 論じた
2）．

またオ ル トリ ン酸 の あ る範囲内で の 濃度 と L −malate 生成率との 間に は 正 の相関々 係が ある こ とも見 い 出 した 3）．

　本報 で は こ れ ら培養試験 に よ っ て 得 られ た 結果 の よ っ て き た る と こ ろを ス エ ヒ ロ タ ケ菌糸 の 粗無細胞抽出液を

用 い て 究明 し， も っ て 酵素 レ ベ ル で の ス エ ヒ ロ タケの L・malate 生成機構 の 研究 の 手掛 か りを得 よ う と した ．

実 験 材 料 と 方 法

　　 1． 菌株　　S．comtnulte 　Fries　 IFO　 4928 を 使 用 した， こ れ を 麦汁寒天斜面培地あ るい は ブ ドウ糖 3g，ペ

　 プ トン 0．2g ，　 NH ，NO ，　e．1　g．　KH2PO ， 0．1　g，　MgSO ，
・7H200 ．05　g，　KCI　O．05　g，水道 水 100　ml ，寒天 1，5　g か

　 らな る合成斜面培地 に接種 し，30℃ で 1週間以上培養iし，約 1 ケ月ご とに植 え継い だ．以上ほ ぽ 既報
3 ）の 通 りで

　 あ る．

　 m2．種培養　　 ユ気圧で 30分加圧殺菌 した麹 ， 松鋸屑 ， 水 （1 ：1 ：2） の 固形培地を 100−・5eo　ml 容 三角 フ ラ

　 ス コ に 入れ，こ の 40　g に 対 し上記 保存培地か ら 2 〜3 白金耳 の 菌糸を接種 し， 2週間，30℃ で 培養 し ， 以後室

　温 に 放置 した．以 上 ほ ぼ 既 報の 通 りで あ る
3）．

　　 3． 培養　　500ml 肩付振盪 ブ ラ ス ：コ 中の 60　rn1 培地 に 上記種培養約 0．3g を 接種 し，
30℃で 振盪培養 した．

　培地 組成 は上 記合成保存培地 組成か ら寒天 を除 き，それ に 酵母 エ キ ス 0．2g を加 え た もの で あ る．培 養期間は

　 と くに断わ らな い 限 り4 〜 7 日で ある．酵母 エ キ ス の 代わ り，0．2％程度の CaCOs 添加培地 で も試験 した が，

　そ の 場合の 培養期間は 8 〜15日 を要 し，以下 の 試験 の 対象とな る酵素活性も高 くない こ とを 知 っ た i そ の 実験結

　果 は こ こ に 記 さな い．
・．−4． 磨砕液 　 菌体 を 沖取 し，フ ラ ス コ 1 本当り，100〜200　ml の 冷 0．　OI　M 　phosphate　buffer（pH 　68） で

　洗滌 じさ郵 沖紙 で挟 んで脱水 した の ち
一20℃ に保存 した．冷乳鉢中で 凍結菌体を速や か に 砕きなが ら，冷 0・1

　Mph 。 sphate 　buffer（pH 　6．8）を そ の 10倍量加え て 磨砕抽出し， 磨砕液 と した． こ の 間，洗液 は 洗滌 の 途中生

　成 され る粘質物 に よ り極 め て 粘性 を帯 び る し，ま た磨砕液を しば らく放置 した り，
5℃ の 冷蔵庫に 1夜保存 した

　場合 な ど，液面 に 粘質物 の 被膜 の 形成 が 認め られ た．こ れらの 粘質物は あ らか じめ 菌体中に存在 して い た もの で

　は な く， 以上 の 操作の 間に 新 た に 合成 され た もの の よ うに 見 え た．

　　5・ 粗無絏胞抽出液　　上記凍結菌体を冷乳鉢中で 速 や かに 融解 しなが ら，等量 の Celite　545 を加え 10分間

　磨砕 し，それ に 2倍量 の 0．05MTris −HCI　buffer（pH 　7．5）を 加 え 磨砕抽出 した の ち，15分間 4500　rpm で 遠

　心分離 し， 上清を得 て ， これを粗無細胞抽出液と して 用 い た．

　　ま た こ れ とは 別 に ，冷滅菌水 で 洗滌 した 菌体を 速や か に ビ ーカー
に とり，

こ れ に 菌体が 漸 く没する程度の 量 の

　一20℃ の ア セ トン を 加 え よ く菌体 を ほ ぐす． こ の ア セ トン 処理 を 5 回 く りか え し た の ち， エ ーテ ル で 乾 燥 し，

　acetone 　pOwder と し減圧 デ シ ケーター中に 保存 した．と くに断わ らない 限りこ の acet 。 ne 【pOwder か らは つ ぎの

　よ うに して粗無細胞抽 出液 を 調 製 した．acetone 　powder を冷乳鉢中に て．そ の 10倍量 の 0．05　M 　Tris−HCI 　buffer

　（pH 　7．5）を 加え て磨砕抽 出 した の ち，4500　rpm で 10分遠心 分離 し，上清を得，そ の ま ま粗無細胞抽出液と した．

　　6． L・Malate 　dehydrogensse 　 Gale ら
4） の 方法に 準 じ　Thunbery 管を用 い 2，4−dinitrophenyl　in−

dophenolの 脱色試験 に よ っ た．

　　7． Malic 　acid の 定 量 　　Hummel の 微量 蛍 光法
5） に よ っ た が ， 若干変更 して つ ぎの 通 り行 な っ た．酵素

反 応液を 5 分間 ，
95〜100℃で 加熱 した の ち ． 東洋沸紙 No．5°C で 炉過す る．こ の 沖液 0・025 皿 1 （1μg 以 下 の

malic 　ac 三d を含有） と水 0。025 を試験管に とり，20分間 105℃ で 加熱，蒸発乾固させ る．冷暗所に保存した

　100　ml の 12．5％ H ，SO ， に 80　mg の Orc三nol を溶解 した Orcinol 液 の 8、mL を濃 HzSO ， で 100　ml に希釈

　して の ち そ の 3m1 を 上記 試験管に加え ， よ く振盪 して ，20分間100℃ に 保つ ． こ れ を冷却して の ち ，
こ れ に濃
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H2SO ・ 2 皿 1 を加え ， 島津 ・コ タ キ蛍光光度計を 用 い て 測定 した．

　8． α
・Keto 　acids の 定量　　反 磨液 に そ の 0．6倍 の 0．5％ 2，4dlnitrephenylhydrazine　2N 　HCI 液 を加 え，

室 温 に 10分保 っ た の ち，そ の まま東洋D 紙 No ．2 に 帯状 に 塗布 し，　 3 ％ NH40H 飽 和 n −butanolで 1 液ペ ー

パ ー
ク ロ マ ト展開す る．Rf　O．　37 と O．　13の そ れ ぞれ pyruvic 　ac 三d （PyA ）と oxaloacetic 　 acid （OAA ）の hydra−

zone の 分離帯を 切 り取 り，細断後
一

定量 の 10％ Na ・CO3 液を 加 え て よ く抽 出 し，沖過 後汐液 に
一

定量 の 1．5

NNaOH を加 える．ベ ッ ク マ ン 型 日立 分光光 電光度計 を 用 い 450　m μ の 吸光度を 測 り定 量 した．以 上 ，　Fr 量ede ・

mann ・Haugen 法
6 ）などを参考 に した．

　 9． 基質　　Na −pyruvate は メ ル ク製品，　 Ba・3phos−phoglycerate，
　Na −phosphoenolpyruvate は シ グマ 製品．

K2SO ， ま た は MgSO 、 と MnSO4 の 混 合物 を 用 い て 脱 Ba した．しか し Na 塩 は そ の ま ま使用 した．

実　験　結　果

　1．　磨砕液 に よ る Malate の 生 成　　5．　 comt ，tune 　の 上記 の 磨砕液 が い か な る 活性 を 示す か を，　 D・giucose，

3・phosphoglycerate （3−PGA ）お よ び pyruvate （PyA ）を基質 と して し らべ た．そ の 結果 は Table　 1 に示 す

通 りで あ っ て か な りの リ ン ゴ 酸生成活性を示 した．ま た基質 の 種類，添加 KHCO ・ の 有無，オ ル トリ ン 酸 の 量

の 効果が 大で ある こ とも同時に 判明 した．基質 と し て は glucose が 最 もす ぐれ，3・PGA ，　PyA の 順 に 劣 っ た．

TCA 　 cycle ，　 malate 　synthetase と glyoxylate　bypath に よ っ て malate 生成が 起 る とす れ ば PyA が 基質と

して最 もす ぐれ て い る は ずで ある． こ れ に反 し還 元的に 生成され るとす れ ば， g1UCOSe か ら glyCOIySiSで 生ず：

る glyceraldehyde・3・phosphate の 水素が有効 とな る か ら glucose が最 もす ぐれ て い る こ と に な る．結果 は 後者

に 該当す る し， こ れ は 既 報の 培 養 試 験の 結果 と矛盾 しな い． oo ： 添加 の 影響の 最 も著 明な の も gluc。se で，

？yA が最低 で あ るの は ，
　 PyA が こ の 3者の 中で 最 も脱 炭酸 されやす い ため か，あ る い は phosphoemlpyruvate

（PEP ）が 002 の 受容体と して PyA よ り有効 で あ る た め か な ど に よ る もの で あろ う．実験 1で PyA か らは

malate の 生成が 認 め 難 か っ た の は実験 H の 2 倍 の 濃 度 の 0．05　M の olthophosphate 添 加 の ため か も知 れ な い ．

AsPergillus 雇8 θr の pyruvate　carboxylase で は 0．05　M の orthophosphate で 50％ の 阻害が 認 め られ た とい

う
7）．

　Table 　1．　 Malate　for皿 ation 　by　the　homogenate　 of 　5c痂 £ o擁 γμπ ，2z　colnmune ．

　The　comp 】ete　system 　conta 三ned 　the 　 following（三n 　micromoles ）弖 D −glucose，10； 3・phosphoglycerate
（3−PGA ）t．　U ； or　Na 　pyruvate （PyA ），10 ； pH 　6．8　phosphate 　buffer，200 （0．05　M ） or 　100（0．025M ）；

KHCO3 ，50； mannito1 ，20； MgSO4 ，3； MnSO4 ，2； and 　 also 　10 μg　 of 　biotin　and 　l　ml 　of 　 homogenate ．
The 　total　 volume 　was 　4　m1 ； incubaほon 　 was 　for　30　 minutes 　 at　37℃．

Substrate

Glucose　 （k）mpiete

　 　 　 　 　 Without　KHcos

3．PGA 　　ComPlete

　　　　　Without 　KHCO3

PyA Complete

Without　KHCO3

　　　　 Experiment　I＊

Percent　 fluorescence　 Difference
　　　 （％）　 　　 （％）（Malate）

56．036
．545

．031

．032

．037

．8

19．5　（0．23 μ nloles ）

14．0 （0．17 μ moles ）

一5．8

　Experiment 　II＊＊

Percent　fluorescence　 Difference
　　　（％）　　　 （％）（Malate）

80．244

，985

，156

．6

35．3 （O．　41　pmoles ）

28．6 （0．34　pmeles）

＊ Experiment 　l： 0，05　M 　phosphate　buffer
＊＊ Experiment 　II： 0．025　M 　phosphate　buffer

　2・ Pyruvate か ら oxaJoacetate の 生 成　　上 記 実験に よ り orthophosphate （Pi）．の 高濃度に お ける L・

malate 生成阻害が 認 め られ た の で ，　 pyruwate　CarbOxylaSe の 存在 が考え られ る． そ こ で そ の 点 を確 め る た め，

Table．2 に 示す条件 で acetone 　powder か ら粗無細胞抽出液を調製して ，
　 PyA か らの oxaloacetate （OAA ） の

生成を し らべ Table　2 に示す結果を得 た． こ の 実験 で は さ らに Pl の 濃度 を高め O．　12　M と した うえ で ，添加

ATP の 効果を 期待 した が，結果 は 予想通 りで
，
　 ATP 無添加で は 生成 OAA は trace で あ るの に 対 して ，　 ATP
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　Table　2．　 Pyruvate　carboxylaso 　in　8．‘ ommune ・

　The 　co 瓜 plete　 system 　oonta 玉ned 　s　p 皿 oles 　of　Na 　pyruvate，50 μmoles 　of　KHCO3 ，5μ　meles 　of　ATP ，
20 μmoles 　MgSO4 ，150 μmoles 　of　 phosphate　buffer（pH 　6．8，0．12　M ），0．5　ml 　 of 　 ceU ・free　 extract 　 in

total　volume 　13m1 ，　 The 　incubation　was 　for　30　minutes 　at 　37℃．　 The　extract 　 was 　prepared　as 　fo1−

lowing ： 0．5　g　of 　acetone 　powder 　we τe　ground　for　10 皿 lnutes　with 　10　ml 　of 　Oユ MphQsphate 　buffer（pH
63 ）in　 a 　cold 　mortar ，　the　mixture 　 was 　centrifuged 　for　10　nlinutes 　 at　4000 叩 m ，　the 　supematant 　was

used 　 for　the 　 reaction ．

System
Oxaloacetate　fermed

　 Molar 　per　cent 　Yield （％）

Complete

Without　ATP

Without　 KHOO3

0．73trace

  ．35

添加に よ り OAA が 著明に 生成され た．1（HCO ・ 無添加で も OAA が 生成 した の は溶存 CO2 に よ る もの で あ

ろう．上記 の 磨砕液に よ る 結果 と考え合わせ て pyruvate　carboxylase の 反応を示すil）式 が 成立す る可能性が強

冷な っ た．

　　　　　　　 Pyruvate＋ CO2 十 ATP → Oxaloacetate＋ ADP 十 Pi　　　　　　　 ・一 …………・………・…・・（1）

　　3． 3−Phosphogly ¢ erate か ら Oxaloacetateの 生 成　　既報の 通 り，培養試験 で Pi に よ る レ malate

　 生成促進効果 を認 め，上記 の Table ユ で PyA か らの L −malate 生成を阻害す る Pi 濃度で も 3−PGA か らの

　 L・malate 生 成 は阻害 され な い こ とを知 っ たの で ， 3・PGA か らは PyA を経 な い OAA 生成径路 に よる こ と も

　 推論 で きる．そ こ で acetone 　powder の 無細胞抽出液に よ る 3・PGA か らの OAA 生成 に 対す る添加 Pi の 効

　果 を し らべ
，
Table　3 の 結果を 得 た．添加 Pi の 促進効果 は著明で ，30分反応 で は 0．004　M 　Pi 添加に よ り 15

　．pmolesの 3−PGA か ら 0・　035　fomoles （O・　23％） の OAA が生成した の に対し，　 Pi 無添加の もの に は OAA
’

t
’・め生成 は認 め 難か っ た． しか し時間の 経過に と もな っ て Pi 無添加 の もの に も OAA 生成 が 認め られ た． こ れ

’
は 粗無 細 胞 瓠出 液中 の Pi な らび に pyruvate 　carbOxylase に よ る もの か も知 れ ない ．　 Pi 添加 の 有無 に か か わ ら

　 ず PyA 生成 も同時 に認められ，しかも Pi 添加 の もの に 著明で ある こ とも判明した が，こ れ らに 関 して は考察

　 の 項 で 討議す る．

　Table　3．　 Effect　 of 　orthophosphate ．

　The　complete 　system 　co 旦tained 　15　pmoles 　of 　3・PGA
，
50 μmQles 　of 　KHCO ，，10 μmoles 　of 　phosphate

buffer（pH 　7．0），75μmoles 　of 　Tris・Hcl　buffer（pH 　7．0），18 μmoles 　 of 　MgSO ．，
　O．5　p 皿 oles 　of　MnSO4

，

0．8ml 　of 　 cell・free　 extract 　in　tota正volume 　2．46　ml ．　 The 　temperature　was 　30°

Ci

30m 三n 　 reaction 60min 　 reactlon 180min 　 reactio 皿
・

Syste皿 M 蕊齢％ 1　OAAMolar
％ M 乱齢％ 1　OAAMolar

％ M 譜 ％ 臆 鑰
Complete

Without
　phosphate

8．52

．8

O．23trace le．86

．2

L45O

．76

16．11O

．4

1．682

．00

　Table　4 で は ま た 3−PGA か らの OAA 生成に 対す る添加 重 炭酸塩 の効果を し らべ た結果を 示 した ．　 Pi は

Table　3 の 実験同様 0．　OO4M で 行 な っ た．30分反応で は KHOO3 無添加 の もの に は OAA の 生成は認め難 か

っ た．60分で は KHQOs 無添加の もの に も若干 OAA の 生成が認め られ たが180分 で は 消失 した． こ れ に 対 し

て KHOOs 添加 の もの で は 時間 の 経過 と と もに 順 調 に増 加 した．　 Table　3 と Table　4 の 結果か ら 3−PGA か ら

OAA に 至 る径路 に は 002 な らび に Pi を必須因子 とす る径路 が 存在す る こ とが ほ ぼ 確定的 とな っ た とい っ て

よかろう．ま た見 か け上 PyA の 生成も Pi な らび に KHCOs 添加に よ り促進せ られ た よ うに 見え る． こ れ は
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Table 　4．　 Effect　 of 　bicarbonate．

　　The 　complete 　system 　contained 　15 μmoles 　 of　 3−PGA ，50 μmoles 　of　KHCO3 ，10p 　moles 　 of

phosphate　buffer（pH 　7  ，98μ moles 　of 　 Tris・HCI　bu丘er （pH 　7．0）； 18pmoles 　 o 正MgSO4 ，0．5
μmoles 　of 　MnSO ，，　O．8 皿 l　of 　cell．free　extract 　in　total　volume 　2．5m1 ．　 The　temperature 　was 　30Qじ

System

30min 　 reaction

　 PyAMolar
％

Complete

Without
　 KHCO3

11．55

．1

　 OAAMolar
％

0．23trace

60min　 rea （rtion 180min 　 reaction

　PyAMolar
％

13，87

．1

M 脚 剃 M 誹 ％

0，690

．23

20．024

．6

　OAAMolar
％

1．08trace

PEP と Pi か ら PyA と PPi を生成す る未知 の 酵素に よ る もの なの か．そ れ と も PEP ，　Pi と CO2 か ら PPi

と OAA が 既知 の 酵素に よ り生成され ，
つ い で 酵素的，非酵素的脱炭酸がお こ っ て PyA とな っ た もの なの か

い ずれ と もわか らぬ．

　4・ Phosphoenolpyru ▼ate から oxaloacetate の 生成　　3−PGA か らの OAA 　生成径路上 に phos−

Phoenolpyruvate （PEP ） カs存在す るか どうか を 知 る 目的 で，　 PEP 　と 3・PGA か らの OAA 生成を Pi と

KHOOs の 共存 の もと で 試験 し比較 した．ま た 今回 は 培養試験で 認 め られ た 尿 素 の L −malate 生 成促 進 効 果を
，
み
．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し
しらべ た．尽cetone 　powder か らの無細胞抽出液調製 は実験方法 の 項に 記載 した通 りで あ る．この と きの 活性が比

較 的低 くか っ た の で 反応 時間を 4 時間 と した．そ の 結果 は Table　5 に 示す通 りで あ っ て PEP は 3PGA よ り

多量 の OAA を与え る こ と，　 Pi な らび に CO ・ を添加 しない 場合 PEP か らも 3−PGA と同 様 OAA 生成が

認 め 難 い こ とが 判明 した．よ っ て PEP は 3−PGA か らの OAA 生成径路上 に 存在す る とみな す こ とが で きよ

う．

Table 　5．　 Effect　 of 　phosphoenolpyruvate 　 and 　 urea ．

　The　complete 　system 　contained 　15 μ moles 　of 　phosphoenelpyruvate （PEP ）or 　3・PGA ．50 μmoles

of 　KHOO3 ，10 μ moles 　of 　phosph ＃te　buffer（pH 　7．0，0．004　M ），
50 μmoles 　of 　Tris・HCI　bu旺er （pH 　  

7．0），15p 皿 oles 　of 　MgSO ，，0．5〃 moles 　MnSO4 　and 　l　ml 　of 　cel1 ．free　extract 　in　total　volume 　2．5　rn1 ．
The 　incubation　 was 　for　4　hours　 at　30℃．

Substrate Syste皿 　PyAMolar
％

　OAAMolar
％

PEPPEP3

−PGA3
．PGA3PGA

Complete
Colnplete　 minus 　both　of 　Pi　and 　KHCO3
Co 瓰 Plete

Complete 　minus 　KHCO3 　plus　Urea，50μ moles

Co皿 plete　 minus 　both　 of　Pi　 and 　KHCOs

6G．528

．834
．537

．555

．2

2．88traceO

．394

．99tra

 

　Urea が KHCOs の代替効果を 示す こ と も Table　5 の 結果か ら判明 し，培養試験結果 2を酵素 レ ベ ル で 支持

で き そ うで ある．

　5． Vrea な ら び に KHCO3 の 濃度効果　　Table　5 の 結果か ら無細胞抽 出液 に よ る OAA 生成に も urea

が KHOO3 の 代替 的 効果を 示す こ とが 判明 した の で ，そ の 効果を さ らに 確認 す る た め に．各種濃度 に お け る影

響を KHOOs の そ れ らと比 較 した．濃度 は 0〜50 μmoles （O−−20　mM ）で 行な っ た．　 urea な らび に KHOOs

の 試験はそ れぞ れ Table　6
，
7 に 示 した． 2者と もこ の 濃度範囲で は濃度に 応 じて OAA 生成を増加せ しめる

こ と ，
urea が KHCOs よ り濃度に よ る差が 著明で あ る こ と，前者が後者よ り遅れて OAA 生 成 に 作用す る ら

しい こ とな どが判明 した ． 3．時間反応 で は前者が後者 に 比 して より多量 の OAA を蓄積せ しめた． こ れ ら2者

ともそ の 添加に よ り PyA の 量 も増加 した．以上 の 結果から判断す るに ，
　 urea も KHOOs と．同様 CO2 源 と し

て 役立 っ て い る と み な しとて 差 し支えなか ろう．
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　 Table 　6．　 Effect　of 　 urea 　concentration ．

　The 　 reaction 　mixture 　contained 　15μmoles 　of　3・PGA ，15　moles 　of 　MgSO ‘ ，1 μ moles 　of　MnS α ，
10μ moles 　 phosphate 　buffer（pH 　7．0），50μ moles 　 of 　 Tris・HCI　 bu仔er （pH 　7．5），　 and 　 urea 　 and

KHCO3 　as 　descrived　in　Table ．　 The 　reaction 　volume 　was 　2．551n！．　 The　temperature 　was 　37℃

Added μ moel

Urea　　 O
Urea　　lD

Urea　　20

Urea　　50

KHCOs 　 50

30rnin　reaction

M 認 ％ 1 諡翫
37．869

、772

．874

．46

？．5

O．080

．23

0．130

．30

180m ｝n 　 reaction

　PyAMolar
％

57．372

．870

，274

．482

．2

OAAMolar
％

0，230

．390

．701
．060

．25

Table　7．　 Effect　of 　bicarbonate　 concentration ．
The 　 reaction 　 conditions 　 were 　 same 　 as 　 Table　 6．

Added μmole

30mln 　 reaction

　PyAMolar
％

　OAAMolar
％

180n ユin　reaction

KHCO3KHCO3KHCO3KHCO

，

Urea

00000　

12rOrO

16．457

．359

．756

，169

．0

　 PyAMolar
％

　 OAAMQlar
％

O．310

．500

．470

．800

．59

−

ー

49．578

．072

．971

．480

．3

0．110

．50

0．300

．50

　6． Orthophosphate の 濃度効果　　当該 ス エ ヒ ロ タ ケ の 無細胞抽 出液 に よ る 3−PGA か らの QAA 生成 に

Pi が 必要 で あ る こ と は Table　3 か らも知 る こ とが で き る．今 回 は Pi の 濃 度 と OAA 生 成 との 関 係 を知 る た め ，

2 種類 の 実験を行 な っ た．Table　8 に示す 通 り，ま ず ，
　 CO2 源 ，

　 Pi 源 を そ れ ぞ れ KHOO ・ と KH ・PO4 と した

実験 と．
L』．

つ い で そ れ らを urea と phosphate　buffer（pH 　7．0 ； KH2PO ， と Na2HPO ， の 比が 1 ：2）に変えた実

験の 2 種類 で あ る．前者 で は 4mM ，後者 で は 8mM 附 近 に Pi の 至 適 濃度 が 認 め られ tgr、しか し前 者 で は

8mM 以 上 の 濃度 で は KH2PO ‘ の た め pH の 低下を来 た して い る恐 れが あ るの で pH 低
一
ドに よ る 活性の 低下

　Table　8．　 Ef正ect 　of　orthophosphate 　concentration ．

　The　reaction 　mixture 　contained 　 15 μmoles 　of　3−pGA ，50　P 皿 oles 　Qf 　KHCO30r 　urea ，15 μ moles

of 　MgSO4 ，1　pmoles 　of　MnSO4 ，100 μ moles 　of　Tris，HCI　buffer（pH 　7．6）and 　l　Inl 　of 　cell・fre♀　extract
三ntotal 　volume 　2．5　ml ．　 The　incubation　perid 　was 　60　minutes ，　 temperature　was 　37℃．　 The　ex −

tract　was 　prepared　from 　1．5　g 　 Qf 　acetone 　powder 　of 　4　days　cultivation 　 mycelia ，　 which 　was 　ground
for　7　minutes 　with 　15　ml 　of　O，02　M 　Tris−HCI　buffer（pH 　7．6）in　a 　cold 　 mortar 　and 　centrifuged ｛br
10minutes 　at　4000　rpm ．　 The 　 supematant 　was 　 used ．

KHCO ， Urea

KH2PO40rthophosphate

　 PyA 　　　　　OAA
Molar ％　　

．
MQIar ％

Phosphate　buffer
　 （pH 　7．0）

・dded… m ・1・； mM added 　psmole 　 mM

0 0 65．1 0．39 0 0

10 4 62．7 0．86 5 2

20 8 57．4 0 ．47 10 4

40 16 50．2 0．50 20 8

80 32 51．9 0．52 40 16

160 64 44．1 0．23 80 32

　PyAMelar
％

71．07L874

．181

．682

．272

．5

　 OAAMolar
％

0，280

．230

．120

．760

．370

．03
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を 考慮 せ ね ば な らぬ ・ したが っ て 強 い て 云 え ば至適 濃 度 は 8mM に 近い とみ な され る．無 細 胞抽出液中の Pi

も考慮 せ ね ば な らぬ の で Pi の 至適濃度を 8mM 附近 とみ な す の は む しろ妥当で あ ろ う．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　　察

　S．commune 　 Fries　IFO　4928 の 菌糸体の 磨砕液お よ び そ の acetene 　powder の 粗無細胞抽出液を 用 い た実
験 に お い て ，

oAA 生 成 に 基質 と して PEP な らび に 3・PGA を用 い たぱあい は Piな らび に KHCQ 、 の 添加が

不可欠 で あ る こ と を見 出した．した が っ て つ ぎの   式の 成立 の 可能性が 考 え られ る．

　　　　　　　　　　　PEP 十 CO2 十 Pi→OAA 十 PPi ＊

　　　　　　　　　　　　　　　 …・…・・…一・・……
（2）

　PEP の リン 酸結合 は高 エ ネル ギー
結合で

一dF ° − 12．4　kcal／rnole の エ ネル ギーを 保有 し， ま た inorganic

pyrophQsphate （PPi）の ピ ロ リ ン 酸結合 に は
一dF ° π6．O　kca1／mole の エ ネ ル ギーが 保有され て い る か ら，

ピル

ビ ン 酸に CO ・ を固定 し，　OAA を生成す る反応は 6kcal1皿 ole の 吸熱反応 で は あるが   式の エ ネル ギー収支 は正

と な り，エ ネル ギー収支論的に も成立 しうる式 で ある．Pomerantz8） は プ ロ ピ オ ン 酸菌，　 P．　shermanii の 粗抽

出液 に よ る COa 固定 に よ る OAA 生 成が そ の 煮沸抽 出液 に よ り促 進 され る こ と， そ の 効 果 は Pi に よ り代替

され る こ とを発見 し，
つ い で Wood らに よ り1961年 ， （2｝式 を可逆的 に 触媒す る 新 酵 素 phosphoenolpyruvic

carboxytransphosphorylase が そ の プ ロ ピオ ン 酸菌 に 発 見 せ られ
9 ），同酵 素の 至適 pH 　7．8，至 適 Pi 濃度 10　mM

な ど が判明 して い る軌 上 述の 通 り当該 ス エ ヒ ロ タ ケ の 粗抽 出液 で ｛2試 が 成立 しそ うで あり，そ の 至適 Pi 濃度

が 8mM 附 近で あ る こ とな どか ら類推すれ ば当該ス エ ヒ ・コ タ ケに も，プ ロ ピオ ン 酸菌以外 に ま だ そ の 存在が卸
・

られ て い ない phosphoenQlpyruvic 　carboxytTansphosphoTylase 様酵 素 の 存 在の 可 能 性 が 強 くな っ て き た．

　こ こ で 91ucose が 91ycolysis で 分 解 され，　 glyceraldehyde　dehydrogenaseと malic 　dehydrogenaseが 共軛

す る と仮定すれば，こ の phosphoenolpyruvic　carboxytransphosphorylase 関与 の L −malate 発酵式 は〔3〕式となる．

　　　　　　　　　　　Glucose＋ 2CO ，＋ 4Pi→ 2L−Malate 十 2PPi　　　　　　　　　 ………・・…・…・・・…（3）

こ れ に 対 して こ の 炭酸固定発酵 の 研究の 当初提出した 11）

　　　Glucose十 2002 十 2ADP （GDPer 　IDP ）→2　L −Malate十 2ATP （GTPqrlTP ）　　　 ……・…………”…
（4）

と こ ろ の ADP を PEP の Pi の 受容体 とす る phosphoenolpyruvate 　carboxylasei2 ） な い しは GDP ，　iDP を

そ の Pi の 受容体とす る phosphoenolpy 正uvate 　carbexykinase13 ）
関与 の 式は 〔4｝式 で 示 され る．　　　　　　　

幽

　さらに また上 記 の Table　1，2 で そ の 存在 の 可 能性 が 示され る pyruvate 　 carbOxylase で L−malate が 同様に

して 生成 されるとす る と（1｝式 に よ り glycolysis で 生 成す る glucose 　1 モ ル 当りの 2 モ ル の ATP が消費さ れ る

か らそ の 発 酵式は〔5｝式とな る．

　　　　　　　　　　　Glucose十 2CO2 → 2 レ Malate　　　　　　　　　　　　　　 − ………一 ・……
（5）

　
こ の （3｝・ ｛4［， ｛5｝の 3 式を比 較す るに，エ ネ ル ギー

収支が 零 の （5）式は 生菌の 営む 発 酵式 と して は 不経済 で あろ う．
したが っ て 炭酸固定発 酵 式 と して 可能性の あ る もの と して は こ の ばあい 〔3｝，｛4｝の 2 式がより有望で あろ う．

　PEP と CO ・ か ら OAA と Pi を生ず る phosphoenolpyruvate　carbOxylase
・4）

が 関与す るば あ い も〔5〕式 が成

立 す る・しか しこ の 酵素は heterotrophic微 生 物 に は 未発 見 で あ る
＊＊

の で こ こ で は ふ れ な い こ と とす る．

　（3｝と〔4拭 を比較 す る に ，当該 ス エ ヒ ロ タ ケ の 培養試験で は Pi の 量 と L −malate の 量 の 間 に あ る範囲内で の 正

の 相関関 係 が 認 め られ た こ と，
MeyerhQfiS） に よ れば酵母の ア ル コ

ー
ル 醗酵の 培養条件で は Pi が 制限因子 とな

らな い こ とな どを 考え 合わせ る と，（4）式 よ りもむ しろ〔3拭 の 方が 優 勢に 作動 して い る可 能性 が 強 くな る．しか し

PP 五の ピ ・ リン酸 結 合 エ ネル ギーは 一dF ・− 6．O　k・al ／m 。1。 で ，　ATP の 末端 の ピ 。 リン 酸結合 の そ れ は 7．・ek・al ／

mole で あ るか ら，   は（4｝よ り若干 エ ネル ギー
効率が 低 い したが っ て仮 りに inorganic　pyrophosphatase が存在

し〔6拭 に よ っ て Pi

　　　　　　　　　　　PPi 十 H20 → 2Pi　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　………・・……・……（6）
が 再生 して 91ycolysisに Pi が 補給せ られ た り．　adenyplate 　kinaseが 存在 して 〔7｝式が 成立 し Piな らびIC　ATP

　　
＊ PPi： Pyrophosphate （inorganic）

　
＊’k’た だ し投稿時現在で は E ．　coli な ど heterotrophic微生 物 に も見 い 出さ れ て い る．た とえ ば Biochem．」．

94，28p　（1965、．
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が 再 生 され，Pi と エ ネ ル ギーが 補給せ られ よ うと も，

PPi 十 ADP →ATP 十 Pi

エ ネル ギー−bU率を〔4｝式に 少 し で も近 づ け る た め ，一
部

　　　　　　　　　　　　　　 ・・・・・・…　t・・・・・・・・・…　s・（7）

glucose を TCA 　cycle で 消費して ATP を効率よ く生産す る こ とを 当該 ス エ ヒ ロ タケ は 余儀なくされ て い るか

も知 れ な い．

　っ ぎに OAA 生成量の 多 い ば あ い，　 PyA 生成量も多い とい う現象を い か に解釈す るか とい う問題 が あるが，

〔8拭 を

　　　　　　　　　　　PEP 十Pi→PyA ＋PPi　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ・…・………・…・・t…（8）

成立 せ しめ る未知の 酵素 の 仮設 に よ り， （2）式同様 Pi に よ っ て OAA と同時 に PyA の 生成 も促 進 され る道が

ひ らか れ る． しか し｛8〕式の 仮設 に よ っ て も CO2 に よ っ て 見 か け上 〔8）式が 促 進 され る と しな け れ ば Table　7 の

結果を 説明し難い ．したが っ て｛8拭 を 触媒す る未知 の酵素 の存在を全 く否定す る わけで は な い が ， 現段階で は つ

ぎの よ うに 既知の 酵素だけに よ る説明が 妥当で あ ろ う．す な わち OAA は酵素 的 に も非酵素的に も極めて 脱炭

酸 され や す い の で ｛9｝式は

　　　　　　　　　　　OAA → PyA 十CO2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　………・……・・…”
く9）

Pi，　CO ・ に よ り促進せ られ る〔2〕式と 同時に 進行す る 可能性 は十分あ る．したが っ て   と〔9）式 の 和はaarf1の

　　　　　　　　　　　3・PGA ＋ Pi→ PyA 十 PPi　　　　　　　　　　　　　　　　　　
・・………・・…・……〈10）

歳立 を 促 し，
Table　3〜7 の Pi，　COs に よ る OAA と PyA の 生 成 の 同時促進 現象 を説 明 す る，

　ま た Table 　3 の 3 時間反応で 見 られ る よ うに Pi無添加 の もの に OAA が 多 く生成 され た の は Ul）式 の pyruvate

kinaseが作用 して の ち，〔1〕式 の pyruvate　carboxyla §e

　　　　　　　　　　　PEP 十 ADP → PyA 十 ATP 　　　　　　　　　　　　　　　　　　・・…………・一・・…
（11）

反応が 進行 した ためと解釈す るこ と も可能 で ある．

　培養試験 で は これ ら副反応に よ る PyA の 生成増加を見 る こ とな く（3｝式 に 近 い 収 率 で L −malate 生 成が 進行す

る の は glyceraldehyde　dehydrogenase と の 共軛反応 に よ っ て 極めて 速 や か に OAA が 還元 され L・malate と

な る た めと考え られ る．L−malate の Gale ら
4）

の 方法に よる酸化は 認 め難 か っ た の で ，一た ん 生 成 した L・malate
’
は 分解 され る こ とな く蓄積 し ，

よ っ て （3）式 の 成立 に至 る もの と考え られ る．恐 らくこ の 実験 に malic 　dehydro−

genase と NAOH ， を用 いれば PyA の 2 次的生成な しの よ り高い CO2 固定率 ひ い て は Pi お よ び CO2 添加

効果を よ り著明に 認 め る こ とが で き たで あろ う． こ うした助酵素を使用す る 実験 とか， urea が い かなる 機構 に

よ っ て CO2 源 と な っ て 行 くの か な どの 研究 は さ らに 酵素の 精製 ，
ラ ジ オ ァ イ ソ トープ の 使用 な どに よ っ て 進 め

な けれ ば な らぬ ．

　以上 要す るに 既 報 の 培養試験 に お い て 認め た，Pi な らび に urea さ らに また caCOs の 効果などを．当該 ス

エ ヒ ロ タ ケの 磨砕液 お よ び粗無細胞抽 出 液に よ る 酵素化学的 レ ベ ル で の 試験 に よ っ て も確 認す る こ とが で き．そ

の 効果 の もつ 意 義 に つ い て も，培養試験 に おけ る推論を支持す る こ とが で き た．しか し最終的結論に 達す る に は ，

こ こ で は まだ 取 り上 げな か っ た pyruvate　carbOxylase に対す る Acetyl・CQA ＊ の促進作用
le ）， ビ オチ ン と の 関

係
IT ） な ど多 くの 問題を 解決 して お か ね ば な らぬ．

　 さて 本実験結果か らだ けで も，当該 ス エ ヒ ロ タ ヶ に お い て も PEP
，
　PyA

，
　OAA の 3 者が 極め て 密接 な相互 関

係 に お か れ，そ の 関係もい か に 複雑で あ るか が 明白とな っ た．こ の 3者を 頂点 とす る三 角形 は
一

般に glycolysis ，

glycogenesis，　glyconeogenesis な ど の 糖代 謝 を は じめ と して ，脂質代 謝，ア ミノ 酸代謝 の 大 きい 流れ，ある い は

ま た エ ネル ギ ー代 謝 の 流れ の ター ミナ ル に 位置 し， 異 化と同 化 の ターミナ ル とい う
一

面 も有 して い る 関 係上，生

体代謝 の 扇 の 要 に た とえ られて い る．したが っ て こ の 3 者を結ぶ 役割を演ず る酵素，補酵素そ の 他 の 諸因子 は 既

知，未知 の もの を含め て 極あ て 重要 な 意 義をもつ もの で あり，そ の 影響 は直接，閲接 に 生物の 全 代 謝 に 大きく及

ぼ され る もの で あ る．こ こ に お い て 主 題 の 炭 酸 固定 発 酵 の 研究 に は こ れ ら諸 因子 の 相互 関 係を よ り詳細 に 究 め，

代謝 調 節 の 実態 を 把握す る こ とが い か に 必要 な こ とで あ る か が 当然 の こ とな が ら再 認識され る で あ ろ う．

　　
＊

投稿時現在 phosphoenolpyruvate 　carboxyIase に 対す る促進作用も知 られて い る．た とえば Canovas，　J．
L ．，Kornberg，　H ．　L．： Biochent．　Biophpys．　Acta ，96．169 （1965）．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1048 立花　　精
・
梅原　万義 ・

塩　出十
一

〔醸工 　第45巻，1967年

総 括

　1． Schi・一．oPhytluni 　cotnmecne の 磨砕液 に よ る L・rnalate 生 成 試験 に お い て ，　glucose，3・phosphoglycerate お

よ び pyruvate か ら KHCO ・ 存在の もとで L−malate の 生成を認め た．そ の さい 基質として glucose が 最もす

ぐれ，pyruvate が 最 も劣っ た，高濃度の orthophosphate は こ の pyruvate か らの L・malate 生成を阻害 した．

　2． 当該 ス エ ヒ ロ タ ヶ の acetQne 　powder か ら得 られ た粗無 細胞 抽 出液 を調製 して そ の 酵素活性を し らべ つ ぎ

の 結果 を え た．

　3． pyruvate か らの oxaloacetate （OAA ）生成に は ATP が必要 で ，　 orthophosphate に よ りそ の 反応が 阻

害 され た の で pyruvate　carbQxylase の 存在 を 推定 した．

　4． 3−phosphoglycerate か らの OAA 生成 に は orthophosphate と KHCO ， が 必要で あ る こ とが判明 した．

　5． phosphoenolpyruvate か らの OAA 生成に も orthophosphate と KHCO3 を必要 とす るが，3−Phosphogly・

cerate か らの OAA よ り多 い OAA を与え た．

　6・ 3−phosphoglycerate か らの OAA 生成に さい して ，　 urea に KHOO3 の代替効果 の ある こ とが判明 し，

そ の 濃度効果は KHCO ， と ほ ぼ等 し く，　 O〜50 μmoles の 範囲内で 濃度 に 応 じて OAA が 増加す る こ と．ま た

urea は KHCO ・ よ り若干 そ の 効 果 が 遅 れ て 現わ れ る こ と も認 め られ た．そ の と き erthophosphate の 最邇 濃度

は KHCO ・ を 用 い
，
　 KH2PO ・ で pH を 調節 した と き 4mM

，
　urea を用 い phosphate 　buffer （pH 　7．0）で pH

を調節 した とき 8mM を 示 した．

　7・　 こ れ らの 結果を綜合 し，当該 ス エ ヒ ロ タ ケ に は phosphoenolpyruvic　carboxytransphosphorylase 様酵ζ、

が存在す る だ ろ う と した．

　8・ OAA と同時に pyruvate も orthophosphate と COt に よ り生成が促進 され た か の ご と き所見が得 られ

た．こ れ は OAA の 脱炭酸 に よ る もの か も知 れ な い が ， 別 に未知 の 酵 素 に よ る も の か も しれ な い と した．

　9． phosphoenelpyruv 三c　carbOxytransphesphorylase 関与 の L・malate 発 酵式を 示 し ，
こ れ と既報な らび に

pyruvate　carboxylase 関与 の 発酵式 と比較 し， 考察を加え た．

こ の 研究 は 日本化 学会第17年 会（1964．4）に て 発表済 み （同要 旨集，199 （1964 ））
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