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Formation　of 　1−Phenazinecarboxylic　Acid　from

HydrocarbOns　by　Microorganisms

Takanori　H 至gashihara　and 　／U ：io　Sato

（Fermentation　Res餡 rch 　Inst三tute，　Agency　of 　Industr魚1　Science　 and

TechnQlegy，　Inage−higash三，　Chiba，　japan）

　　 In　the　 course 　of　iso1飢 ion　of　hydrocarbon　utllizing　microorgan ｝s  
，
　 several 　 strai 龍 s　 were

found亡o　produee　yellow　crysta 韮i鵬 pigme 就 on 　 both　agar 　s】ant 　and 　pla艶 culture 　med 隻a　con 一

面 蜘 gkerosene 　as 　 the　 sole　 c段rbon 　 sQurce ．

　　丁臨 pigment 　was 　isolated　 from　a　submerged 　culture 　Huid　and 　an 　agar 　plate　 cukure

medium 　and 　identi丘磁 as 　1．phenazinecarbox 頭 c　 acid 　by 王R ．　and 　 UV ．absorption 　sp   tra　and

o童her　ch   i（皿 1　and 　physical　features．

　　The　yidLds　of　crude 　material 　P∈Pt　hter　of　the　culture 　｛至u 玉ds　of 　kerosene，11−hexadecane　and

n ．tetrad  cane 　 media 　 were 　 350〜 320   ，
150〜401ng 　 and 　 70〜40　mg ，　 respectively ．　 When

gluc（冫se　was 　used 　as　the　sole 　oarbon 　source 沁 place　of　hydrocarbon　in　shake 　culturq 　40〜20　mg

1・phenazinecarb・xyllc 　acid 　was ・btain（ri　per　liter・ f　the　cuiture 且uid ，

　　 The　ydlow 　crystaUine 　pigment −forming　microorganism 　possessed　gener＆l　characterlstics 　of

genUS　J’se　ud ・m ・nas ．

緒 鷺

　微生物に よ る 1−・phenazinecarboxylic　acid の 生成 は

Psexdomonas　aureofaciensi 卩‘〉，　 Pseudomonas　 aem ・

gin・sa5 ・e），　StrePtemyces　 misakiensis7 ），　Necardiaee・

aee ） な どで 観察されて い る．しか し なが ら展化水素

を 唯一の 炭素源 とす る培地で の 生成 は報皆 され て い な

い ．

　著者らは炭化水累 の 微生物的利用 ， 開発を R的 と し

て炭化水素資化性菌を多数分離して きた．これ らの う

ち 数菌株 が keroseneを唯一の 炭素源 とす る寒天平板

培地お よ び斜面培地 に 黄色結晶を生成す る こ とを 認め

た （Fig．1）．こ の 物質を 寒天平板培養およ び 振 とう

培養の培養物 か ら結聶 と して 単離 し，理 化学的諸性質

F塘．1，Yellow　crystalline 　 pigment 　 fommat三〇 n 　 on

　　agar 　 med 三um 　 c ・ ntaining 　 kerosene　 by　 hydr。・

　　carbon −uti1 セing　micrQorganism 　　（diatneter　 of

　　Petri　dish： 9cm ）．
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を 検討 し た 結果，1−phenazinecarbexylic 　acid と 同定

した．

　 こ の 物質の 生産条件と して 数種類 の 炭素源に つ い て

検討 した．また 本物質生産菌株の菌学的性質に つ いて

も
一一

部検討 した．本報 は こ れ らの 結果に つ い て 報告す

る ．

実　験　方　法

　1． 炭化水素資化性菌の 分離　　千葉県 の 製油所で

採取 した土壌 ・1蕘液 ・油水な ど試料 37点力・ら，Table

1 の 培地で 2 回の 集殖培養の 後，平板 培養法 に て 炭 化

水素資化性菌 を 分離 した （Fig．2 ）．

Isolation　sOL 【1℃es

1・ il−Sea ・・d … 夏・
・
W ・… w ・… S・・d・a ・・ w ・・一

1st　Enrlchment 　 culture

Table　l、　 CoMpositioll　of 三solation　 med ［um ．

HydrocarhoD （ker。sene ）

NH 屯ClKH2PO4

Na2HPO ，

MgSO4 ・7112（，
NaClCaCl2

・2H20
FeSO4 ・7H20
MnSO ，

・4−6H20

ZnSO6 ・7H20

Na2Mo α ・2H20
Yeast　 extract

Distilled　 water

pH

　 20　 　 ml

　 2，0　9

　 1．5　9

　 L5 　9

　 0．5　9

　 0．1　9

　 0．029

　 0．019

　 1．O　m9

　 0．5　 mg

　 O．5　mg

　 o．l　g

1000　　 ml

　 7．2

A ： solid 　materials ，1g　or 　liquid　materials ，2−3ml ．

B ： 100ml 　 of 　isolation　medillm 　in　500・ml 　Erlenm−

　 eyer 　flask．

C ： on 　rotary 　shaker 　at　25 °C　for　7　days．

2nd　Enrich皿 ent 　 culture

A ； 0．1〜0．2ml 　of　lst　eurichment 　 culture ．

B ： 20m 】of 三solation 　 medium 　iu　test　tube （25

　　mm 　in　diameter）．
C ： 。 n　 r   三pr  al　 shaker 　at　25°C 　for　4 　days，

Plate　culture

A ： 1100p 　of 　2nd　 enrichment 　culture （streaked ）．

B ： 20ml 　of 　isolatien　agar 　medlum 　in　Petri　dish

　　（0．5ml 　kerosene　 was 　flooded　over 　agar 　plate）．

C ： at　25QC 　for　more 　than 　7　days．

Slant　 culture

l・ev ・・al ・1・t… ult ・ ・e… f・・ p… f・ca ・・…

Stock　 culture

　　　 F三g．2．　Isolat三〇n　 of 　microorganisrns ・

　　　　A ： In  ulum
，
　B ： Medium

，
　C ： Cultivation．

　2． 培養方法

A ．供試菌株　黄色結晶を 生 成 す る菌株の うち代表的

な M3542 株 を 用 い た．

B ．平 板培養　Table　1 に 示 す寒 天培地を 滅菌後ペ

ト リ皿 （2× 9cm ） に 20ml ずつ 分注 し，一方 e．　5ml

の kerosene をペ ト リ皿 ふ た 側の ろ紙 に 吸収 させ，前

培養液 （C 項に 示す）を 1白金耳とり画線法 に て 塗抹，

25DC に て 7 〜IO　H 培養 した．

C ．振 とう培養　Table　 1 に 示す 培地 （keroseneを

除 く）を 500−ml 容三 角 フ ラ ス コ に 100m1 ず っ 分注

When 　a　solid 　medium 　was 　required ，2Z 　 agar 　 was

added 　 to　the 　medium ．

し，滅 繭 後別 に ろ過 滅菌 （Seitz型 ） し た 2ml の ker−

osene を接種時に 添加 した．前培養 は大型試験管 （2．5

cm × 20cm ）に 分離培地と 同じ組成の 培地 10ml を分

注 し，0．2ml の kerosene を 前記 の 方法に 準 じ添加，

寒 天斜面培地 か ら 1 白金耳と り接種28℃に て 3 日振 と

う培養 した． こ の 培養液を種菌 として前記培養 フ ラ ス

コ に 2ml ずつ 接 種 し，28℃ に て 4 日〜5 日振 と う培

養 した （rotary　shaker ，160　r．p．m ）．以 下の 実験 に 使用

す る培地 は炭素源を除 い て すべ て Table　 l に 示す分

離培地 を 用 い た．

　 3， 黄色結晶の 単離およ び 同 定方法

A ．カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー　吸着剤 は Merk 製の

Silica　Gel　 O．05〜0，2emm をつ ぎ の よ うに 洗浄 して 用

い た．Silica　Gelを倍量の メ タ ノール
， 濃塩酸 （9 ：1）

で 4 〜5 回洗い 蒸留水 で 十分水洗 して 乾燥，110℃に

て 1時間活性化 した． こ．の 吸着剤約 809 を直径 2．5

cm ，長 さ 66cm の カ ラム に 充贋 し， 1夜酢酸 ＝ チル ，

メ タ ノ ール （10 ：3）の 展開剤で 洗浄後，試料を ア セ

トン に 溶解 しtE入 ， 前記展 開剤 に て 展 開 ・分 離 した．

な お流速は約 10ml／hr で 行な っ た．

B ．薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー　プ レ ート は Merk 製

TLC −plate　Silica　Gel　F2s4（Pre−coated ）を 用 い た．

展 開 剤 は酢 酸 エ チ ル ，メ タ ノ
ール ，水 （｝0 ：3 ：1）を

使用 して，紫外線下 で 試料物質を検出 した．

C ．赤外線吸収 ス ペ ク トル 　試料は KBr 　disk法 に よ

り調 製，Perkin　Elmer 製421型 に て 測定 した．

D ．紫外 部吸 収 ス ペ ク ト ル 　日立 自記分光 光度計

EPS −3T 型 に て 測 定 した．
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　4．　使用試薬　　Keroseneは比重 O．794 （15．4℃）

で 10％分留1989C，95％分留236℃，終点246℃の 小宗

化 学 薬 品 KK製 を 使 用 した．　 n −hexad   ane （GR ），　 n
−

tetradecane （EP ），1−hexadecene（EP ）は 東京化成 工

業 照 製 を 用い た．そ の 他の 試薬 は す べ て 市販の JIS特
級品，培地 に は 1 級品を使用 した ．

実　験　結　果

　1．　分離試料と黄色結晶生成菌株　　黄色結晶を生

成 す る菌橡は 試料37点 の うち Table　2 に 示す試料 9

点 よ り分 離 され た．こ の 結晶 を生 成す る菌株はM −2の

試料を除い て は，一般 に油を多く合ん だ 試料から分離

され た が，上 記 9試料以外 に つ い て 緻察する と ， 必 ず

し も油を 多 く含 ん だ 試料か ら黄色結晶を生成す る菌株

が分離 され る と は 限らな か っ た．こ の 実験 で 使用 した

菌株は 試料M −3か ら純粋 分離 さ れ た M3542 株を 使用 し

た，

Table　2，　 Sample　materials 　and 　yellow　 crystalform −

　　ing　 strains ．

Sample
　 No

M −2

M −3

M −5

1−5

1 −6

1 −7

卜 8

卜 9

1　−IO

Sources

in　ditch　 bes重de
all　oil −separator

about 　 an 　oil．se ．
paratorin

　 a　pool　beside
an 　 oi1 −separator

in　 settling ・tank
of 　 oil・separator

ln 　 pump ’area 　 ln

the 　 storage 　tank
Qf 　 crude 　oi1

1n　pump ’area 　ln
the　storage 　tank
of 　 crude 　 oil

覧npump “a 「ea 　ln

the 　 storage 　tank
of 　crude 　oil

In 　pump 幽a「ea 　m

the 　 storage 　tank
o 正crude 　 oil

mpump 匿a「ea　ln
the 　 storage 　tank
of 　crude 　oil

Propertles　　 Strains
　 　 　 　 　 　 isolated

muddy 　water
　　　　　　　亅

oil −seaked 　SQi1　　’

（b1・ ck ・・ ily・ d・ ・）i
oil−soaked ．goil 　i
（black，　oily 　odor ）l
oily 　 sludge

（black，　oi 監y　odor ）

oi トsoaked 　 sand

（wet ，　black，　oily
od ・ r ）
oil −soaked 　sa 口 d
（wet ，black，・ily
odor ）

oil・stained 　 water

oil−soaked 　 sand

（black，　oily
　　　　 odor ）

〇三1−soaked 　sand

（oily 　odor ）

5

7

1

3

8

ll

9

9

10

硫酸 ソーダ に て 脱水 ・ろ過 し ， ろ液を40℃で 減圧濃縮

す る と黄色結晶が 得 られ た．な お こ の 結晶を メ タ ノ
ー

ル で 数回 再結 す る と 黄色繊 細針状結晶 （mp 　237．5〜

238℃）と して 得 られ た．

　黄色結晶 の 生成量 は こ の 結晶の 析 出 が 常 に一
定 の 割

合 で 析出す る こ と な く不安定 で あ っ た た め，正 確な収

量を得 る こ とが で きなか っ た．しか し多量 に 析出 した

平 阪培地からの 粗収量は 15〜5mg ／plate （agar 　med −

ium ： 20rn1
，
　kerosene： 0．5ml） で あ っ た．

B ．振 とう培養　前記培養 4 日で 得 た培養液 は 菌体も

含 め て reddish 　 purple を 呈 し，　 pH 　4．4〜4．6 を示 し

た ，
こ の 培養液 11 を 1NIICI で pH 　1 〜2 とし， 分

液 ロ
ートを 用 い て 倍量 の ク ロ ロ ホ ル ム で 2回抽出 した．

こ の と き培 養 液の reddish 　purple は 水 層 に 残 一
っ た。

こ の ク ロ ロ ホ ル ム 溶液約 41 を ろ過 し ， 菌体な どの 爽

雑物 を 取除き lt まで 40℃ に て 減圧濃縮 した．こ の ク

ロ ロ ホ ル ム 溶液を pH 　10 の 緩衝液 （NaHCO3 −NaOH ）

約 4eOml とふ りまぜ，目的物質を 水層 に移行 させ た．

こ の 操 1乍 を 3 回繰 返 した．こ の pH 　10 の 水溶液を 少

量 の ク ロ ロ ホ ル ム で 洗浄 して ，水層 に分散 ・残留 して

い る 炭化水素 ・脂 質 などを取 除い た．さ らに こ の 水溶

Culture　broth　（1‘〕OOml，　 kerosene　20ml）
　 ：

　　 acidified 　to　pH 　1〜2　 with 　IN 　HCI ；

　 　 extracted 　 with 　chloroform ．
　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　

Ch ］oroform 　 solution 　　　　　　　　 Aqueous 　phase　 　
　 lfiltered　with 丘lter　pape・；

　　extracted 　w 三th　pH 　10　buffer　solution ．

pH 　10　Buffer　solution

　　 washed 　 with 　 chloroform ；

　　acidified 　 with 　 IN 　 HC1 ；

　 　 extracted 　with 　chloroform ．
　 1

−
　　　 　

一〜

Chloroform 　 so ｝ution

　 　 　 　 　 　

Chloroform 　 solution

　2． 黄色結晶の単離

A ．平板培養　前記培養で 平板培地 に 析出 し た 結晶 を

寒天 と共 に 切 取り，乳鉢中で ア セ トン と共 に 磨砕
・
抽

出 した．こ の 抽 Ill躁 作を数回 くり返 し，結 昴 を ア セ ト

ン 中に 溶出，ア セ トン 抽 II1腋 を 吸 引 ろ過 して 寒 天な ど

の 夾雑物を取除 い た．つ い で こ の ア セ トン 溶液を 無水

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 f

　　　　　　　　　　　　　　　　 Aqueous 　phase

id。hyd，a・。d　wi ・h　anhyd ，。u 、　N 。、SO 、、　 し

［・・ncen ・・a・・d　in　va ・ u ・ a ・・ 40°C・

Crude　yell。w 　crystals （336mg ）

Idi・・。1ved　in　ac ，・。。。；

fed　through 　a 　silica 　ge ！ co ｝uMII ；

developed　 with 　 a　 mixture 　 of 　10　parts　 of 　 ethyl −

acetate 　and 　3　parts　of 　methanol ．

Yellow　 eMuent

1・… en・・… d ・nv 一

Yellow　crystals （285mg ）

1・・c・y… ll・・ed ・… m ・・h・…

Yellow 　 needles （mp 　237 ．5〜238℃ ）

　　　 Fig．3、　Isolation　of　yellow　crystals，

N 工工
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液を 1NHCI で 酸憾 に して．等量の ク ロ ロ ホ ル ム で

2 〜 3 回抽畠した の ち，無水硫酸 ソーダで 脱水 した．

こ の ク mn ホル ム 溶液を減圧 で 濃縮 す る と yellowish

brown の 粗結晶 336mg が得 られ た．こ の 粗結晶を ア

セ トン に 溶解 して 前記 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーに て

分離 し， 溶出液を 濃縮す る と黄色結贔 285   を得た。

こ の結晶を メ タ ノール で 1〜 2回再結す る と黄色繊細

針状結晶 （mp 　237．5℃〜238PC）と な っ た．一
方カ ラ

ム ク ロ マ トを用 い な くて も上 記粗結晶を メ タ ノール で

4 〜 5 回再結す る こ とに よ っ て も岡純度 の 結晶が 得ら

れた．以上 の 操作を Fig．3 に示す．な お 色の 判定は

財団法人 日本色彩研究所編，色 の 標凖を使用 した．

　3． 黄色結晶の 理化学的性質　　平板培養お よ び 振

とう培養物か ら単離 した黄色結晶は つ ぎの よ うな 理 化

学的姓質が
一

致 した．こ の 物質 は クロ ロ ホル ム ，酢酸

＿solvent
　front

エ チ ル ，ア セ 5 ン に よ く溶け昇華性があ る．メ タ ノ ー

ル か ら再結驫す る と 黄色繊綯針状結贔 と な っ た．mp ．

237．5℃〜238℃．（uncorr ．，　in　open 　capiUary ）．元素分

析 6ま　Found：　C，69．76；　H ，
3．61 ；　N ，

12．68，　Calcd．

for　C 、sHsN20za ： C，69．　64； H ，3．6e； N ，12．50 で あ

っ た．薄層 ク ロ マ トグ ラフ ィ
ーに よ る性質は前記条件

で RrO ，64〜 ．66
，

ス ポ ッ トは 黄色で 紫外線下 に て

暗色を 呈 し，標準 1−phenazinecarboxylic 　 acid と
一

致 した （Fig．4 ）．紫外部吸収 ス ペ ク トル は Fig．5 に

示すように，UV 濫｝野
1江G「

m μ ： 250，366　sh ，375，　 UV λ

無沖
QHm

μ ： 253，　362sh，368，　UV λ麗寡9H顎nμ ： 251，365 で

あり標準 工
一phenazinecarboxylic　 acid と一致 した．ま

た赤外吸収ス ペ ク トル も Fig．6 に見 られ る よ うに 標

準品 と一
致 した．質 量 ス ペ ク トル に よ る と分子量　224

に 示 し，m ／e　180 に phenazine と岡様 base　peak が

み られ た 。 （Fig．7）．な お標準品 との混 融 試験 に よ っ

て も融点 の 降下を示 さなか っ た．

　 以 上 よ り こ の 黄色繊細針状結聶は 1−phenazinecar ・

boxyHc 　acid と「司定 した．

lo
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丶
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丶
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邸e   　 　　 　　 　 　　恥

Wu 咀  僻，hζ論刃

400 ■50

A 　　4　　3　 　2　 　1　　 A

Fig．4，　 Thin−layer　 chromatogram 　 of 　 crude 　 yellow

　　 crystalS ．

A ．Authent 三c 正一phenazinecarboxylic 　acid．

工．　From　kerosene　medium ．
2．From 　 n ・hexad   ane 　Inedium ．

3．From 　 n ．tetradecane　 medium ．
4．Frem　glucose 　 medium ，
Solvellt： 旦thy鮟cetate ： methanol ： water （10：3 ：1）．

TLC 　plate ： Si互呈ca 　Gel　F2s4（pre−coated ）．

Fig．5．　Ultraviolet　absorpt 玉Qn 　　spectra 　of 　yellow
−

　　crystall 三ne 　pigment ．

の

1鷏ジ繍
塩 　　嫐　　即　　：！n　　跏　　脚　　   　　 贈 　　 um 　　 脚 　　 爾 　　 嶋　　　　　　　　　　 一 働1

F恕，6．　Inf：ared 　absorption 　spectra 　of 　yeliow 　crys −

　　talline　p   田 ent （A ： authentic 　 1・phenazi 皿 ecar −

　　boxylic　acid，　B ： yeUow 　crystalline　pigment ）．
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m ／e

Table　4．　 Cleavage　of 　 carbohydrates 　 with 　Barsie・

　 kow ’
s　 and 　Ayers　 et 　 al

’
s　 media ．

Carbohydrate

Glucose

Fig．7，　 Mass　 spectrum 　 of　 yellow　 crystalline

　 　 Plgment ・

Lactose

　4． 資化 性炭化水素 と 1・phenazinecarbe 】【ylie

aCid の 生成量　　Kerosene以外 の 炭素源に つ い て資

化性 と本物質 の 生成 量 を 検討 した ．培養 は 前記方法

で keroseneを他 の 炭素源で おきか えた条件で 行な っ

た，そ の 結果，
ker（）senq 　n −hexadecane，　n・tetradecane

が よ く資化 され ，
1−hexadecelleお よ び glucose も資

化され た．しか し ρ
一xylene ．　 ethylbenzene ，

　 cyclohex ．

ane ，　ethyrcycl ・hexane，　cycl ・・ctane は資化 されなか っ

た．

　 なお この 物質の生成量はカ ラム クロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る精製前の 粗収 量 と して，炭素 源 keroseneの 場

合 は 350〜320mg 〃，　n −hexadecaneで 150〜40mg ／1，

n −tetradecane で 70〜40mg／l． そ して glucose で は

40〜20mg ／1 （glucose，20g） で あ っ た．

　 5． M3542菌株の菌学的性質　　こ の 菌株は グ ラ ム

陰性の 稈菌， 極べ ん毛 で 運動性がある，2 ％グリセ リ

ン 肉汁寒天培地 で dull　blue　green の 水溶性色 素を 生

成し培地中に 拡散する．前記分離培地 に よ る振と う培

養で は 28℃ ， 1〜 2 日の培養で pale　green の 水溶性

色素を生成 し， 3 〜4 日の 培養 で こ の 色は 消失して培

地は reddish 　purpleを呈す る．

　 こ の 菌株 の 特徴 と して，glucose を炭素源 に 用い る

と reddish 　purp1e の 色素 の 生成 は ほ とん ど認め られ

な か っ た．

Sucrose

MediumBarslekow

AyersBarsiekow

AyersBarsiekow

Ayers

… w ・hi ・…

十

十

十

十

±

±

Gas

Table　3，　 Cleavage　of 　 carboh アdrates　 by　 Hugh 　 and

　 　 Leifson’s　method ．

　　　　　　　　 （Ternperature　25
°C ，　Age　5days）

十 ： Positive　reaction ，± ： Similar　growth 　to　contTol ，

一
：　Negative　reaction ．

　糖 の 分解 に っ い て は Hugh 　and 　Leifson培地，　Barsi−

ekow 培地 お よ び Ayers らの 培地 を 用 い て 試験 した．

結果を Table　3 お よ び Table　4 に示す．

　 エ タ ノール か ら酢酸 の 生 成 に つ い て は Hugh 　 and

Leifson培地 （開放）および Barsiekow培地な ど 用

いて 試験 した．そ の 結果 こ の 菌株は Acetobacter　crceti

IAM 　1802菌株で み られ る よ うな 強 い 酸反応 を 示 さな

か っ た．

　以 上 の 菌学的諸性質 か ら Bergey’s　M 伽 μα Zげ D θ
一

terminatiwe　Bacteriology　7th　Editionに よ り分類す

る と ，
こ の 菌株 は genus　Pseudomonas に属する と考

え られ る．

考 察

GlucoseLactoseSucrose十 ±

±

±

　　　　　　　　 （Temperature 　25℃ ，　Age 　7days）
十 ： Acid 　reaction ，± ： Neutral　 or　slightly　acid 　reac −

　　tion
，

一
： Alkaline　reaction 　in　the 　 uppeT 　part　 of 　tube ，

　微生物に よ る 1−・phenazinecarbQxylic 　acid の 生成 は

最初 に 1956年 A ．」．Kluyveri） に よ っ て 報告 さ れ て い

る．そ れに よ るとこ の 物質を生成す る Psendontonα S

aureofaciens は keroseneの 中で 3 週間懸濁 され た

clay か ら分離 されて い る．著者 らが 分離した菌株 も目

的 は異な るが Kluyver が 行 な っ た条件と 偶然 に も類

似 して い る，しか し Kluyverが なぜ keroseneを菌

株分離の 過程 で 用 い た か明確で な い．

　 こ の実験か ら本菌株 （M3542）の 特徴 と して つ ぎの

こ とが 言 え る．1−phenazinecarboxylic　acid の 生成量

は振と う培養 に おい て glucose 培地 に 比較 し炭化水索

培地 を用 い た 場合 の 方が 多か っ た．ま た炭 化 水 素 培地

で 水溶性 reddish 　purple の 色素 を生成す る が glucose

培地で は こ の 色素の 生成がほ とん ど観察されなか っ た．

こ の reddish 　purple の 色素 は pH 　2 近 くで purplish

red を 呈 し水層 に 移行 し．　 pH 　8 以上で grayish　blue

な い し blue　green を星 し有機溶媒特に ク ロ ロ ホ ル ム

に よ く溶け blue系の 色を呈 す る こ とか ら pyocyanine

N 工工
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と推定 して い る．

　1961年 J．C ．　Senez ら
9＞ はパ ラ フ ィ ン 系炭 化 水素の

脱水素反応に おい て 天然色素 で あ る py  アanine が

NAD と同 じ親和 性をもつ 水素受容体 と して 利用 され

る こ と を 報告 して い る．ま た 近年炭化水素培地 で

pyocyanine が 高濃度で 生成され る こ と が 知 られて い

る 1 °・11・la ）．こ の よ うに フ エ ナ ジ ン 系の 色素が 炭化水素

の 代 謝 に 関与 して い る こ とが 推察 さ れ， ま た 前 記

Kluyverの 実験 か らも本物質 の炭化水素培地に お け る

代謝は興味あ る問題 と思われ る．

　本物質の 利用面を考察する と，
1−phenazin  carbox ・

yl三c　acid は py  yan三ne ，
　oxychlororaphine

，
　iodininな

どの 関連物質と同 じよ うに 細菌 の 産生す る色素抗生物

質で あ る．

　最 近 ，
1−phenazinecarboxylic 　 acid は藻類 ・高等植

物 などの 成長を強 く阻害す る が，昆虫
・
魚

・
動物 IC対

して はあまり毒性を示さない こ とか ら，除藻剤 ・除草

剤 として の 用途 が 可能で ある こ とが 報告 され て い る

13’14）．また フ エ ナ ジ ン お よび フ エ ナ ジ ン 系化合物 は農

薬
・
医薬 と して の 開発 研 究 が 多 くな さ れて い る

15・1fi・17 ）．

総 括

　1． 分 離 され た 炭 化 水素資化性菌 の う ち数菌株 が

kerosene を唯
一

の 炭素源 とす る 寒天 平板 お よ び 斜面

培地 に黄色結晶を生成す る こ とを観察 した．

　2。　 こ の 物質を平板培養 お よ び 振 と う培養物か ら結

晶と して 単離 し ， 元素分析 ，
mp ，　TLC ，　UV ，　IR ，な ど

の 理 化学的性質を検討した 結果，1−phenazinecarhox−

ylic　acid と同定 した．

　 3． 1−Phenazinecarboxylic　acid の 粗収 量 は 炭素源

として kerosene
，
　n ・hexadecane

，
　n −tetradecane ，gluc〔）se

を用 い た場合，そ れぞ れ 350〜320  ／」，150〜40mg／1，

70〜40mg ／l，
40〜20mg ／1 で あ っ た．

　 4． 本物質生産菌株 の 菌学的性質を
一

部検討し た結

果 ， Pseudomonas 属 の 性質を もっ て い た．

　 こ の実験に あた っ て ，貴重 な標準 1−phenazinecarboxylie

acid を分与 して くだ さ っ た K δ1” 大学 L ．　Birkofer 教 授 に

深謝 い た します．ま た 赤外分光分析を依頼 した 工 業妓術院 東

京工 業試験所 の 田辺技官，な らびに 菌株の 分離 に 鵬力 して い

た だ い た 当 研究所 の 山 ロ ，多賀谷 技官 に 感謝 い た し ます．

　な お本研 究 の 大 要 は、1967 年 10 月，日本農 芸化 学会 関東支

部 大 会で 発 表 した．また 本 報告 の
一部は Agr．　 BioL 　Chem ．．

VoI ．33，　No ，12，　p．1802帽1804，1969 （Short　Cornmunica・

tien）　　1こ揚載．
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