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Yasuo　Konishi　and 　Hideshi　 Yonetsu

（Shinsenshuzo　Co．，　Ltd．，　Sakai　City，・Osaka ）

　　 Nitrate　 reduc …ng 　activity 　of　diluted　cell　suspension 　or 　cell −free　extr 乱ct　of　I’

seudomonas

sp．（strain 　37330−0）isolated　from
‘‘
yamahaimot ♂ was 　increased　in　 the　 presence　 of　 rice ．

koji　or 　koji−extract ．　It　was 　found　that　the 　 nitrate 　 reducing 　 activity 　 was 　 specifica11y 　increased
in　the　presence 　of　L−malic 　 acid 　or 　fumaric　 acid 　 in　koji−extract 　 and 　that　L− malic 　 acid 　was

the　most 　effective 　substance 　so　far　 tested，　 lt　was 　also 　found　 that　koji．extract 　served 　as

an 　electron 　donor　in　the　reduction 　of　 NADP 　but　 not 　 in　 the 　reduction 　 of　 NAD 　 by　 cell

suspension 　or　sonicate ．　 Only　L− malic 　 acid 　and 　fumaric　acid 　 in　 koji，extract 　 were 　 found　 to

be　effective 　in　the　reduction 　of 　NADP 　and 　it　has　 been　observed 　that　no 　other 　 compounds

so 　far　stu （董ed 　could 　serve 　as 　electron 　in　the　 reduction 　of　nitrate 　so 　 effectively 　 as レ malic

acid ．　 It　was 　concluded 　that　the　 specific 　activation 　 of　nitrate 　redudng 　system 　of　 this　 strain

by　ri  ・koji　or　koji・extract 　was 　mainly 　due　to　the 　presence　Qf　 L−malic 　 add 　 in　 koji　 acting

as 　 an 　 electron 　 donor　 to　 NADP ．

　　Apossible　model 　for　the 　nitrate 　reducing 　system 　of 　this　straln 　was 　presented，　in　which

electron 　was 　transferred　as 　the 　 following　 sequence ； L− malic 　 add → NADP → menadione

→ 　cyt．　 c　→ nitrate 　reductase ．

緒 言

　山廃酒母か ら分 離 した 低 温 菌 Pseudoinenas 　sp ．37

330−0 株
≧） は 硝酸 カ リ＋ ペ プ トン ＋ ブ ドウ糖培地 で 嫌

気培養す る と 強力な 硝酸還元 酵素活性 （以 下 Na −R

活性 と略記）を示 す こ と を報告 した．細菌の 硝 酸還 元

に 関 して は 特 に E ．・coli で 多 くの 研究 が 行なわれて お

り， 最近 に お い て もその 電 子伝達系 は ギ酸 → Na−・R 系

が 主径路 で ある こ とを 示す 報告
2”“12 〕

が 多 い ．また E．

‘・li以外に お い て も例 え ば Nicholasら13 ）は Pseudo

mona5 　denitrificansの Na −R 系 で は ギ 酸 → Na −R 系

が 主径路で あ る こ とを報告 して い る．しか し他方で は

例えば Bacillus　stearotherntO ρhilers’） で は リ ン ゴ 酸

→ Na−・R 系 が 示 され て い る．従 っ て 細菌種に よ っ て 電

子 供与体 ， 酸素に 対す る不安定性，可溶化 の 差異等が

考え られ興味の ある問題と思われ る．

　ま た米麹成分中に ギ酸 は 見出されな い，従 っ て 少 な

く と も酒 母 もろ み 申で は Na−R 活性 が 発 現す る た め
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に は他 の 電 子供与体を考慮す る必 要 が あ り， ま た 本菌

株の Na −・R 系に 対 して 米麹 が 顕著な 活性上 昇を 与え

る こ とが判 っ て い た の で 更に検討 を加え た．

実　験　方　法

1。 Pseudomonas　 sp ．37330−o 株 の 培養　　前報
1）

の 方法に 準 じた．ただ し PN −1 培地 とは ペ プ トン （

Difco 製）1％，　 KNo ， 1％ を 含ん だ培 地，　 PN −1−・G −3

培地 とは PN −1 培地 に 更 に 3％ ブ ドウ糖を 含有 した

もの で あ る．菌体は 集菌後0．85％食塩水 に て 洗菌後一

20℃ に て 凍結保存 した．

2． パ ラオ キ シ安息香酸培地 （P，O 。B．培地）　　 前

報
15 ）と同 じ方法 で 調 製 した．

3． 硝酸還 元酵素 （Na −・R ）活性 お よ び 亜硝酸還 元酵

素 （Ni−R）活性 の 測定　　い ずれ も前報
1）
の 方法 に 準

じ た．

4．　蛋白濃度の定量　　前報
1） と同 じ方法に よ っ た．

5． NADP 還 元 お よ び NAD 還元 活性の 測定

凍結菌体懸濁液 （以 下 サ ス ペ ン ジ ョ ン と略記 ） お よ び

そ の 超音波破砕液 （以下 ソ ニ ケ
ー

トと略記）を用 い ．

本菌 の ブ ドウte−6−一　］J ン 酸脱水素酵素活性 （E．C．1．1．

1．49） の 測定 の 場合に 準 じて 測定 した．す な わ ち20．0

μmole ／ml の リン 酸緩衝液 （pH 　8．0），2．0 μ mole ／m1

の NAD （Baehringer　 Mannheim 製 ，
　 O．1NNaOH

で 中和）また は NADP （Baehringer　MImnheim 製 ，

2　Na 塩）， 2．0 μmole ／ml の ブ ドウ糖一6一リ ン 酸 Ba

塩 （以 下G −・6−P と 略記 ，
Baehringer　Mannheim 製）

に サ ス ペ ン ジ ョ ン ある い は ソ ニ ケートを添加，室 温 で

340m μ の 吸収の 増加を測定 した．各種有機酸 を G −6−P

の 代りに 10．0 μ mole ／ml を加 え た．

6． NADPH 酸 化 お よ び NADH 酸 化活性 の 測定

嫌気条件下で の 測定 は ッ ン ベ ル グ管型 セ ル を 使用，窒

素ガス 下 で 行な っ た．

ワ． ベ ン ジル ビ オ ロ ーゲ ン に 特異 的 な ギ 酸 脱 水 素 酵

素 （FDH ）活性 の 測定 は Demcxxs らs）
の 方法に よ っ

た．

8． 麹抽出液中の 有機酸 の 定量　 上 田 ら
16 ）の方法に

従 っ た．

9．　 フ マ ラ
ーゼ 活性 （E ．C．4．2，1．2）の 測定　　山村

ら
17 ）

の 方法 に 従 っ た．

10． 麹抽出液中の G −6−−P の 定 量　　60．0 μ mole ／ml

の トリス
ーHCI 緩衝液（pH 　8．0），3．0 μ mole ／ml の Mg

SO4
， 0．2 μmole ／ml の NADP ，こ れ に麹抽出液また

は既知濃度の G −6−P を加 え ，
G −6−・P脱 水素 酵素 （E ．

C ．1．LL49 ，　 Baehringer　 Mannheim 製の 懸濁液 1

mi に 3／100　M ト リス
ーHCI 緩衝液 （pH 　8．0）を 9

ml 加え て 調製 した ）を添加，室温で 340　m μ の 吸収

を測定 した ．10分後に 反 応 は終 了 した．

　 ビ タ ミ ン K3 は エ タノ ール 溶液 と して 加 え た．グ リ

セ リン ァ ル デ ヒ ド
ー3一リン 酸 は 　 D，i．−glyceraldehyde−

3−phosphate　 diethylaoetal（Baehringer　Mannhei 皿

製）40mg を 4m1 の水に溶か しこ れ に H 型 Dowex

50x8 （200〜400　mesh ）を 加 え 1 分間振騰，遠沈後上

清を40
°

C に 48時間放 置 ， 中和 して 用 い た．イ ソ ク エ ン

酸は D
，
L−isocitric　 acid 　 lactoneを 0．1　N 　NaOH に

溶か し沸盪水 に 10分間つ け冷却後中和 して 用 い た．2一

メ チ ル ー・1，4一ナ フ トキ ノ ン は VK ・ と 略 記 した．

実験結果 と 考察

1． Na −R 活性 に対 す る 米麹添加 の 影 響　　前報
1，ま

で に 示 した よ うな 実験条件 （反 応混合液中の サ ス ペ

ン ジ ョ ン お よび ソニ ケ
ー

トの 蛋白濃度 が 5．Omg ／ml

程度） で は反 応混合液中に 更 に 補酵素あ る い は 電子 供

与体 を加 え な くて も 反 応速度は 遅 くな るが Na −R 活

性 の 測定 は可能で あ る．けれ ど も反応混合液中の 蛋白

濃度が 0．2mg ／m1 以下と 低濃度に な っ た場合 は 反応

時間 を 長 く して も 見 掛 上 Na −R 活 性 は 殆 ん ど発現 し

な い．こ の こ とか ら酒母仕込 時 に本菌を サ ス ペ ン ジ ョ

ン と して 添加 した 場合，菌 の 蛋自濃度 （0．lmg ／ml 以

下）か ら考え て Na −R 活性 の 発現，　 NO ，

一
の 生成蓄積

が 起 き る可能性 は殆ん ど考え られな い．しか る に 前

報
1s ）

に も報 告 した ご と くサ ス ペ ン ジ ョ ン の 添加蛋白濃

度が O．　04　mg ／m1 以 下 で も， 無添加に 比べ て 顕著な

NO ・

一
の 生成蓄積が起きる．以 上か ら仕込初期 の 酒母

も ろみ 中に ，
Na −R 系に 対す る補酵素 ま た は 電子供与

体 とそ の 脱水素酵 素等が 麹より溶出 し，そ れ らの 不 足

す る希薄 な Na −R 系 の 場合に 特に有効 に 働 ら くと予

見 せ られ た．そ れ故 Na−R 活 性 に 対す る 固体米麹添

加 の 影響を まず検討 した．Fig．　1 に示 した よ うに 培養

条件 の 異 な っ た 3 種の サ ス ペ ン ジ ョ ン の 何れ に お い て

も，そ の Na −R 活性 に 対す る 米麹添加 の 影響 は 顕著

で ， 無添 加 の 場 合に は サ ス ペ ン ジ ョ ン の 添加 蛋 白濃 度

が O．2mg ／ml 程度 の た め 全 く NO ，

一
の 消費 ，

　 NO ・

一

の 生成 は 認め られなか っ た．なおス トレ プ トマ イ シ ン

lOO　pg ／ml 添加 して もご くわずか の NO ・

一
の 消費 が雑

菌 の 増殖 の た め 米麹単独添加 の 場合に 見 られ る．ま た

ブ ドウ糖無添加培養 の サ ス ペ ン ジ u ン で は Ni−R 活性

の 比活性がとくに 高 く一旦生成 した NO ゴ は再び消失

して い る．ま た Fig．2 お よび Fig．3 に 示 した，固 体

米麹 の 水抽出液 （以 下抽出液と略記） に おいて も米麹
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Fig，1，　 Effect　 of 　 additional 　 of 　koji　 on 　 the　 NOz −

　　　　a   皿 ation 　 by　 the　 Na −R 　 system 　 of

　　　　   lls　 suspensi ・ n ・f　Pseudom ・ 娜 sp ，37330

　　　　−0．Reacti・n 　mixtu 祀 。。ntained 　100　P9／ml

　　　　 of 　 streptomycip ，306 μg／ml 　 of 　 NO ゴ and

　　　　 O．45mg 〆m1 （as 　protein ）of 　cell　suspension ，

　　　　 Reaction　temperatUre　was 　20 °C．

と同 じ結果 が 得 られ た．＄た 抽出液を 100℃， 5 分間

以上加熱処 理 して も変 らな い が，抽出液を一
夜流水に

対 して 透析す る と そ の 賦活作用 は完全 に 失われ る．以

下米麹 に よ る Na −R 活性 賦 活作用 の 検討 は 抽出液 で

行な っ た ．Fig．3 に 培養条件の 異な っ た 4 種 の 菌体の

サ ス ペ ン ジ ョ ン （蛋 白濃度約 0．4mg ／mi ）を 用 い て 抽

出液の 影響を 示 した．一
方 抽 出 液 は Ni −・R 活 性 に 対 し

て は 殆ん ど 賦活作用を 示 さな か っ た，（た だ し PN −1

培地 ，
24℃ 培養 の 菌体 は あ る 程度賦活を 受け た）す

なわ ち抽 出液の 作用 は Na −R 活性 に 対 して 選 択 的 で

Ni−R 活性に 対 して 特異的で ある こ とが 判 っ た．前

報1） に一
部報告 した が 本菌株は 低温菌の 特性を 有し

Ni−R 活性 の 形成が 温度感受性 で あ る が，こ の 実験結

果 か ら低 温 培 養 の 菌体 は 抽出液に 対す る 感受 性 も30℃

培養菌体 に比 べ て 高 い こ とが 判 る．Ni−R 活姓 は サ ス

ペ ン ジ ョ ン の 添加 蛋白濃度 0．2mg ／ml 以下で は急 に

不 可 逆 的 な 失活を 起 こ しや すか っ た．こ れに 比べ Na −

R 活性 は抽出液を 添加すれば可な り希薄 な 条件下 で も

活性測定が 可 能で あ っ た ．希釈 に よ る Ni −R 失 活 は 牛

血 清 ア ル ブ ミ ン の 添加 （2．5mg ／ml ）で 可 な り抑制せ

られ た．な お 抽出液の Na −R 活性 へ の 選 択的賦活作

Fig．2．
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Fig．3．　 Effect　 of 　 koji−extract 　 on 　 Na −R　 and 　 N レ

　　　　Ractivities　in　diluted　cell　 suspension ．　 Re −

　　　　action 　mlxture 　conta 三ned 　12．O　pmole ／ml 　 of

　　　　Trls−H α 　（pH 　 8．0） buffer，0， 395〜0．408

　　　　皿 9／m1 （as 　protein）　of （rells　suspension
，
2．5

　　　　μg／ml 　 of 　NO2
−

Qr 　NO3
−

，
　 and 　50pg／ml 　of

　　　　chl 。 ramphen 三co1 ，

用 は抽出液を希釈す る と急 に失 わ れ る．例えば常法 に

よ っ て 得 た抽出液はブ ドウ糖濃度に して 0．5N に 希釈
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して あ るが こ れを 1／10 に希釈す る とそ の 作用 は急 に

消失す る．

2． Na −R 活性に対する 各種有機酸の 影響　　抽出

液の 選択的賦活作用 は抽出液を限外沖過 して も変 らず ，

こ の 除蛋白液 を COs2一型 に した ア ン バ
ー

ラ イ ト IRA −

410 樹脂 カ ラ ム を 通 過 させ る と完全 に 失わ れ る．また

H 型 に した IR−120 樹脂カ ラ ム で 処理 して も賦活作用

は ほ と ん ど低下 しな か っ た ．従 っ て 抽出液中 の 陰イ オ

ン 成分，有機酸成分 の 有効性が予見せ られ tc．本実験

に使用 した 抽出液中の 有機酸組成 は Table　1 に示し

た．そ れ故 PN −1−G −3 培地 に 30℃培養 した サ ス ペ ン

ジ ョ ン （蛋白濃度 0．18   ／ml ）を用 い て 各種有機酸

添加の 影響 を検討 した．対照として 米麹 6．25mg ／ml

を 添加 した 区 分，お よ び マ レイ ン 酸を用 い た．各有機

Table　1．　 Organic　 acld　 oomponents 　 in　kOji−extract

　　　det  ted　by　silicic 　acid 　column 　chro   tography ．

μmole ／ml

No −Roo 「yKoiINo
　prOP 噂  1● N ロ oo 辱「o セoNo ρyruuol6No 一

曜um 研 ob
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ハ
崔
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＼
呈
♂
zNc

鮒 CGIno世● No　IOG 「o陶 Nggly60b ■6 陶 molo ，cN ■ Ci世rdONo 　moI ●q ，O

” 醐
号40
∈
コ

oり
く 20

242424242424

mg ／ml

Pr・pi・ n 玉c　 acid

Acetic　acid

Pyruvic　acid

Fumaric 　 acid

Succinic　 acid

Lactic　 acid

GLycolic　acid

Malic 　acid

Citric　ac 三d

1．676
．361
．214
．931
．201
．704
．189
．7435
．30

22．6106

．013
．842

．510

，18
工8，855

．083

．0168
．0

酸 の 添加濃度は Na 塩 と して O．5％ で ある．　 Fig．4 に

示 した ように 固体米麹と似 た 効果を 示す有機酸 は L−・

リン ゴ 酸 と フ マ ル 酸 で あ っ た．乳 酸，コ ハ ク酸 に わ ず

か な有効性が認 め られ る．サ ス ペ ン ジ ョ ン の 蛋 白濃度

10．88〜2．47mg ／m1 の範囲で はFig．5−1に 示 した よ う

に特異な賦活作 用 を 示 す L一リン ゴ 酸 お よび フ マ ル 酸

の 最適濃度 は 20，0〜40．Oμmole ／rn1 の 間 に あ っ た ．次

に Fig．5−2 に ソ ニ ケ
ー ト （lo　Kc ，

20分間） の 24
，
600

xg ，30分間遠 心上 清 （S ・4 と 略記） を使 用 して 同 じく

有機酸添加の 影響 を示 した．反 応 液中の 蛋白濃度 は 約

10．Omg ／ml ，　NO3
一
は25．0 μmole ／ml ，反 応時間は 90分

問 で あ る。ギ 酸 は 全 く無効 で あ っ た．ギ 酸 → Na−R 系

に つ い て は E．coli に お い て 報告
2｝1t ）

が 見 られ る．す

な わ ち Ruig　Herreraら5）は 最近 ，嫌気培養 した E ．　coli

K −12 株 に お い て ギ 酸→ Na −R 系が Na −R 活性の 主

径路で ある こ とを 示 し， 還元型 ピ リジ ン ヌ ク レオ チ ド

の 関与 は少な い と して い る．Itagakiら12 ）は 同 じ E ．　coli

山 口 株 で ギ 酸 → Na−R 系が主径路 で あ る こ とをギ酸存

在下 で 培養 した菌体 に つ い て 示 して い る．最近 Azou一

Incubafion　time　　Chour〕

Fig．4．　Eff  ts　 of 　 koji　 and 　various 　 organic 　ac ｛ds

　　　　 on 　the　NO ゼ accumulation 　by　very 　diluted

　　　　cell 　 suspens 玉on ．

　　　　Reaction　mixture 　contained 　25　mg ／ml 　of 　koji

　　　　or 　O、05％ of　organic 　acid −Na 　salt ，0 ，018　mg

　　　　／ml （as 　pmtein）of　cell 　suspension ，306　mg ／

　　　　 ml 　of 　NO3 −
，　and 　50　leg／ml 　of　streptomycin ．

　　　　 Reaction　temperature 　 was 　 12°C ・

宕loo
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Fig．5−1．　 EfEect　of　organic 　acids 　on 　Na −R 　actiVity ．

　　　　Reaction　mixture 　contained 　12，0μmole ／ml 　of

　　　　Tris−HCI 　bufEer（pH 　8．0），0〜200 μrnole／

　　　　皿 lof　organic 　acid ，
10．0μ mole ／皿 1　■ f　NO3

−
，

　　　　10．88〜2．47mg ／ml （as 　protein）of　cell　suspen −

　　　　sion ．　Na−R 　activity 　was 　expressed 　as　NO3
−

　　　　 consumed （μ mole ／ml ）for　20　miii 　 or 　10【rnin

　　　　in　case 　of 　10．88　mg ／lnl　prr）tein　at　30 °C ．

1ay ら
19）は E ．　coli 　K 一ユ2　HfrP・X 株に 関す る 研究で

Na −R 活 性を 欠 く変異 株 は 可溶型 の ギ酸脱水素酵素

（以 下 FDH と略記）が 低下す る こ とを報告 し Na −R

活性と FDH 活性とが 切 り離せ ない もの で あ る こ とを

示 して い る．また Wimpenny ら
B−11 ） は E ．coli　K −12

に 関す る研究で，嫌気生育で の 可 溶型 FDH と Na −R

N 工工
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Fig．5−2，　 Ef正ect 　of 　organic 　acids　on 　Na −R　activity

　 　 　 　 in　cell 　free　extract ，

　　　　Reacti。n 　mixture 　 c・ ntained 　12．0 μm ・le／ml

　　　　of 　Tris−HCI　 buffer　（pH 　8．0）， 0〜200

　　　　μmole ／mI 　 of 　 organic 　 acid
， 25．0 μ mole ／ml

　　　　of　NOs −，9．　3−一ユ0．22　mg ／ml （as 　protein） of

　　　　ce11−free　extract ．　 Na−R　 activity 　 was 　 expr −

　　　　essed 　 as 　 NO ゴ c・nsumed （μm ・le／ml ） f・ r

　 　 　 　90min 　at 　30
°C ．

　　活性 の 相関性を示 して い る．ピル ビ ン 酸 はphosphQro−

　　clastic な 酵素に よ っ て ギ酸に 変化 して 働ら くと して い

　　る．1｛ori2 °）は 耐塩性 A・ficrococcus　sp ．で は ギ 酸 → Na

　　
−R 系 が 主な径路 で あ る こ とを 示 して い る．細菌種と

　　Na −R 系 と の 関係に つ い て は最近 Pichinoty ら
11 ） は

　　Enterobacteriaceaeに 主として 見 られ A型 と他の B

　　型に 分 けて い るが，本菌株に 類縁 の Pseudomonas

　　aeruginosa や Pseiidomonas 　 stutxeri は両型 を 含ん

　　で い る と して い る．こ の 両型 の 区分とギ酸 → Na−R 系
’

　 と の 関連性 は 未だ 明 確で は な い が Pseudemonas 　sp ．

　　に お い て 例えば Pseudemonas 　denitrtficans で は
13 ）

　　ギ 酸 → Na−R 系が 主径路 （こ の Na −R 活性 は 酸素 に

　　対 して 不 安定）で ある に 対比 して 本菌株で は ギ 酸 →

　　Na −R 系 は存在 しな い もの と考え られ，本菌株 の Na

　　−R 活性 が 酸素 に対 して 安定な こ と と共 に Pseudomo−

　　nas 中 に お い て も必ず しも一つ の 型 式 で は な い こ と を

　　示 して い る．他 の 培養条件，す な わ ち ブ ドウ 糖 の 有無，

　　培養温度の 違う菌体に おい て も同 じ結果が得 られ た．

　　さ らに Na−R 活性 に 対 して L一リン ゴ 酸 ， フ マ ル 酸 の

　　い ず れ が よ り有効で ある か に つ い て 検討 した．Fig．6

　　ic示 した よ うに NOs
一
濃度が 蛋白濃度 1mg 当り4．11

　 μmole ／m1 と高い 条件下 で 比 較 した場合 L一リ ン ゴ 酸

　　の 方 が よ り顕著 な 賦活 f乍用 を示 した．さ らに ベ ン ジ ル

　　 ビ オ m 一ゲ ン に 特異的な FDH 活性 は サ ス ペ ン ジ ョ ン

　　お よ び S24 共 に 殆 ん ど 認め られなか っ た．
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Fig．6．　 Comparative　 effect 　 of 　 L −rnalate 　 and 　 fuma．

　　　　rate 　on 　 Na−R 　act 三vity ．

　　　　Reaction　mixture　contained 　12．O　prn ｛）le／mI

　　　　of　Tris−HCI　buffer（pH 　8，0），12．14　mg ／ml

　　　　of 　cell 　 suspension ，40．0μmole ／（as 　 protein）
　　　　ml 　 of 　 organic 　 acid 　 and 　50．0 μmole ／ml 　of

　 　 　 　NO ゴ ．

3，　Na −R 活性 の 電子伝達系に 関 する検討　　こ の

よ うな L一リ ン ゴ酸 お よび フ マ ル 酸の Na −R 活性賦

活作用 は L一リ ン ゴ酸 → Na −R 系，あ る い は フ マ ル 酸

→ Na −R 系 と して そ の 脱 水素酵素 に よ っ て ， ま た は フ

マ ラーゼ 活 性・を も 含 め た系 に よ っ て 電子 供与体 の 役

割を演 じ （サ ス ペ ン ジ ョ ン や ソ ニ ケ
ー

トお よ び S24 は

L一リン ゴ 酸 か ら フ マ ル 酸 を 生 成 す る，また サ ス ペ ン

ジ ョ ン に よ る NADP 還元 の場合， 反応 混 合液中に チ

オ シ ァ ン 酸 カ リを 添加す る と L一リン ゴ酸 の み が 電 子

供 与体と して 働 ら く），ユ ビ キ ノ ン 等を 介 して Cyt　b・

へ 電子を供与 して い る とも考え られ る．また 現在まで

に 還元型 ピ リジ ン ヌ ク レ オ チ ドの Na −R 系へ の 関与 も

報 じ られ て お り2〜1！・2e），有機酸と Cyt　b・ や Cyt ‘ と

の 中聞 ， ま た は別個の 径路と して 働 らい て い る とも考

え られ る．チ トク ロ
ーム の 関与 に つ い て は Radcliffeと

Nicholas13）は Pserdomonas　denitrtficans（こ の 菌株 の

Na−R 活性は酸素 に対 して 不安定 ，膜結合性）で は Cyt

c の関与は少な い と報告して お り Cyt　b→ Na −R 系を

示 して い る．一
方 Lam と Nich。las22）に よ れば Psettdo・

lnenas 　 aeruginosa は Cyt　 c を 含ん だ Na −R 系を持

つ とし，また Sadana ら
23 ）に よ れ ば 精製 した Achro・

mebacter 、fisheriの Na−R 系は C 型 チ トク ロ
ーム の

吸 収を 示す と して い る．また H 。 ri2
°） は 耐塩性 Mic −

rococcus 　 sp ．の 膜結合性 Na−R 系に お い て 可溶型 の

C 型 チ トク ロ
ーム が 有効な電子供与体 とな っ て い る こ

N 工工
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とを 示 して い る．次報に お い て 報告す る 予定で ある が，

本菌株 の S24 また は そ の 50％硫安飽和 上清 に は 多量 の

Cyt ‘ が存在 して お り，　 Wimpenny ら
24）

の 報告 して

い る Cyt　 c とよ く似て い る，　 Na ジ チ オ ナ イ トに よ

っ て 還元 したそ の 還元型は NO ゴ の 添加 に よ っ て 直ち

に 酸化 さ れ る．E ．　coli と異な っ て Pseudomonas　sp ．

で は 培 地 中の NO ・

一
濃 度が 高 い と 菌体内 Cyt　 c の 含

量 が高くな る報告
2−1・19−2‘ ）

も少 な くない ．以下 L一リ

ン ゴ 酸 → L一リ ン ゴ 酸脱水素酵素 → 還 元 型 ピ リジ ン ヌ

ク レ オ チ ド→ メ ナ ジ オ ン → メ ナ ジ オ ン 還 元 酵 素 → Cyt

c → Na−R と経過す る 系を考え　eメ ナ ジ オ ン の 関与 に

つ い て は後で示 した ），還 元 型 ピ リジ ン ヌ ク レ オ チ ド

の 関与 に つ い て 検討 した．

　 まず反応液中の 蛋 自濃度が約 0．13mg ／ml の 条件に

おい て サ ス ペ ン ジ ョ ン お よ び ソ ニ ケー
トに よ る NAD

PH お よ び NADH 酸化活性を検討 した．　 Fig，7 に 示

した ご と く VK ・ 不存在の 場合 NADH 酸化活性 は 見

られ る の に NADPH 酸化活性 は 殆ん ど見 られ な い ，

こ の 結果は 後述の サ ス ペ ン ジ ∋ ン お よ び ソ ニ ケートに

よ る両 ピ リジ ン ヌ ク レ オ チ ド還 元 に お い て 麹抽出液お

よ び L −一リン ゴ 酸 は NADP 還 元 に 対 して の み 有効 な

電子供与体と して 働 ら く こ と と は一見 矛盾 して い る．

しか し Fig．8 に 示 した ご と く VKs が存在 した 場合

に は NADPH 酸化活性 も 発 現 して 来る こ と，ま た

NADH 酸化の 速度 は 特 に NO3
一

の 有無 に は 影響 され

な い こ とな どか らNADH が 本菌の Na−R 活性 に特に

選択的に 関与 して い る とは 考えられな い．な お VKs

は Fig．8 に 示 した よ うに 単独で Na −R 活性 に 対 し顕

著な賦活作用を示 し，そ の 最適濃度はサ ス ペ ン ジ ョ ン

蛋白 1mg 当 り O．　OO13　pmole ／ml で あり L一リン ゴ

酸 の 場合に 比べ て は るか に 低 い 濃度で ある．

　以上の よ うに ピ リジ ン ヌ ク レ オチ ドの 酸化と Na−R

活性 との 間 に直接的な関係は 得 られなか っ た が，反応

開 始 時 の 還 元 型 ピ リジ ン ヌ ク レ オ チ ドの 濃度 が LO μ

mole ／ml と比較的高濃度 に な る よ うに 添加 して Na −・R

活性 な らび に Ni−R 活性に対す る影響を検討 した．結

果 は Table　2 に 示 した．両還 元型 ピ リジ ン ヌ ク レ オ

チ ド共に Ni−R 活性 に対 して は フ ラ ビ ン キ ャ リヤ
ー

の

無 い条件下で は ほ とん ど作用 しない．一
方 Na−R 活

性 に 対 して は 活性 上 昇 を 与え た が，い ずれ の ピ リジ ン

ヌ ク レ オ チ ドが よ り有効 で あ るか につ い て は 明確な結

言侖は得 られなカ｝っ た．

　次 に サ ス ペ ン ジ ョ ン お よ び ソ ニ ケ
ー

トに よ る両 ピ リ

ジ ン ヌ ク レ オ チ ド還元 に 対す る 抽 出液や 有機酸 の 電子

供与体 と して の 可能性 に つ い て 実験 した．そ の 結果を

Fig．9 に 示 した．対数増殖期の 終期に 集菌 した菌体に

よ る 場合は mb　fl腋 は NADP 還 元 の 有効 な 供与体 と な

る が NAD 還元に 対 して は ほ とん ど無 効 で あ る，　 L一

リン ゴ 酸，フ マ ル 酸も抽出液と類似 した働 らき を示 し

た ．な お ク エ ン 酸も供与体 と な るが，Fig、10 に示 し
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Fig．8．　 Eff  t　 of 　addition 　of 皿 enadiQne 　 on 　Na −R

　　　　activity 　in　the　presence　o ｛L −malic 　acid ，

　　　　Reaction　 mixture 　 contained 　12．0 μmole ／ml

　　　　σfTris −HCI　buffer（pH 　8．0），
20．  μ皿 o 】e／

　　　　ml 　of　L−malate 　Na ，50．　0　pmole ／ml 　of　NO ゴ，

　　　　5．Opmole ／ml 　Df 　MgSO ‘，　a ！1d 　12．18　mg ／m1

　　　　（as　protein）　of　cell 　suspension ．

　　　　Each　concentration 　of　 VKs 　 selution 　was

　　　　prepared　in　O．1ml 　 of 　ethanol ．
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Table　2，Effect　 o 壬

activities ．

NADH 　on 　Na −R 　and 　Ni −R

t．O

Na −R Ni−R

Residual　NO ゴ or 　NO2 − in　 mix 加 re

　　　　　　（μ mele ／ml ）

Reaction　time （min ）

60 120 60 120

H20NADPHNADH2，411
，211

，34

2．070

，680

．60

1，631

．511

．47

0，980
，770

，73

Reaction　 miXture 　 cQnta 三ned 　6．　O μ mole ／ml 　 of 　 Tris−

HCI 　 buf正er （pH 　8，0），1．0 μ mole ／rnl　 of 　NADPH 　 or

NADH ，2．5 μ mole ／ml 　of 　NOs　 or 　NO2
−
，0，539　mg ／

ml （as 　protein）of　 cell　 suspension ．

た ご とく反応混合液中の 蛋白濃度 0．25mg ／ml で は

NADP 還 元 に 対 して 無効 で あ っ た．抽出液な らび に

こ れ ら有機酸が NAD 還元 に 対 して 無効なの は NA

DH 酸化活性が ある ため見掛上発現 しなか っ た とも考

え られ た ．しか し Fig．11 に 示 した よ うに 反 応混合液
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Fig。9．　 Reduction　o 壬NAD 　and 　NADP 　by　using 　va ．

　　　　riQus　organic 　 acids ，　G −6−P　and 　koji　extract
　　　　 as　electron 　donor．

　　　　一一一
； NAD ，

一
； NADP ．

　　　　Reaction　 mixture 　 contained 　20，e μmole ／ml

　　　　 of　 pyrophosphate　buffer　（pH 　 8．0），
10．　O

　　　　pmole ／ml 　of 　organic 　acidrNa 　salt 　or 　2．0

　　　　 μ mole ／ml 　of 　G −6−P　Na 　salt，0．1 μ mole ／ml

　　　　 of 　NAD 　or　NADP ，1．5 μ mde ／ml 　 of 　Mg ”，

　　　　 and 　O．287　mg ／m1 （as　prote血）of 　cell　suspen ”
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Fig．10．　Effect　of 　 organic 　ac 三d　on 　reduction 　of

　　　　 NADP 　ooncent 凪 tion　by　diluted　preparation．
　　　　 Reaction　 mixture 　 contained 　 20p 　mole ／皿 1

　　　　 0f　 pyrophosphate　buffer，0．1 μmole ／ml 　 of

　　　　 NADP ， 10．　O μmole ／ml 　 of　 organic 　acid

　　　　 Na −salt
，
1，5 μ皿 ole ／ml 　 of 　 Mg

，
0．051　mg ／

　　　　 ml （as 　plotein） o ｛cell 　suspension ．
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中に さ らに G −6−P を加え る と急 に NAD 還元が 起き

る こ とか ら事実上各種有機酸 お よ び 抽出液 は NAD 還

元 へ の 電子供与体とはな り得ない と考え た．なお サ ス

ペ ン ジ ョ ン およ び ソ ニ ケートは G −6−P 脱水素酵素活

性 を示 し NADP お よ び NAD は共 に 受容体 と な る．

な お 抽出液中の G −6−P 濃度 は 0．3 μmole ／ml とい う

低濃度で あり G −6−P→ G −6−P 脱水素酵素 → NAD …→

Na −R 系 の 働 らきの 可能性 は低 い と考え た．以 上 の 各

実験結果 か ら L一リン ゴ 酸 十 NADP 十 VK3 系 の Na −R
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Tab弖e　3．　 Relative　activity　of 　Na−R 血 the 　presence

　　　of 　various 　organic 　compOundS ．

Relatlve　activity （％）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 IO　 　 　20
　　　　　　　 1ncubation　tlme ｛min ｝

Fig．12．　 Changes　of 　Na−R　activity 　by　adding 　of

　　　　 NADP
，
　 L−malate 　 and 　 Menadione ．

　　　　 Reaction　mixture 　 contained 　12．　Oμ瓜 ole／

　　　　 ml 　 of 　Tris−HCI　 buffer（pH 　8．0）， 20．　O
　　　　 μ mole ／m ［of　L−malate 　Na ，5．O μmole ／m 【

　　　　 of　MgSO4 ，50．0μmole ／ml 　 Qf 　 NOs ”
，0．2

　　　　 pmole ／m ！ of 　 2−methy1 　 −1，4−naphth ・

　　　　 oquinone ，1．0 μ mole ／ml 　 of　 NADP2Na
，

　　　　 and 　13．54　mg ／ml （as 　protein）　of 　cell

　 　 　 　 suspenSlon ・

活性 に対す る影響 を実験 した．Fig．12 に 示 した よ う

に NADP 単独 で は 活性上 昇 は殆 ん ど見 られ な か っ た ．

4． Na −R 活性 に 対す る他 の 有機物の 影響　　本菌

サ ス ペ ン ジ ョ ン の Na−R 活性 に 対 して L一リ ン ゴ 酸

の よ うに有効な 電子供与体と な り得 る 他の 有機 物 に つ

い て VK ・ 無添加の 条件下 で 検討 した．結果 は Table

3 に示 した．反応混合液中の 蛋白濃度 10．22mg ／ml で

は L一リン ゴ 酸存在下 蛋 白 1mg 当り 30 分間 に NO ゴ ，
1．59 μM ／ml を消費 した が，こ の 値 を 100と した相 対

値 で 示 した．

　以 上 本菌 の Na−R 系 の 特性 と 麹成分 と の 密接 な 関

連性に つ い て 実験を 行な い，そ の Na −R 系が L一リ

ン ゴ 酸→ L一リン ゴ 酸脱水素酵素 → NADP → メ ナ ジ ォ

ン → メ ナ ジオ ン 還元酵素→Cyt ‘
一ゆ Na −R 系で ある こ

と を推定した，な お メ ナ ジオ ン が Na−R 系 に関与し

て い る こ と ；C つ い て は Wainwright29）に よ っ て 示 さ れ

て い る．山廃酒母初期 に 出現 す る硝酸還元菌として 各

種 の 細菌種が 報告 され て い るが 31’v31），　Enterot α cter

や MicrOCOCCUS に 属 す る もの は硝酸呼吸の 発現 に は

ギ 酸 → Na −R 系 を主径路 とす るとも考え られ る こ とか

ら，麹成分，換言すれば酒母初期成分 と生態的 に も密

接 な 関連性 は 少 な い と 考 え られ る．こ の 点か ら見て も

Pseudomenas の ように 麹成分と密接な 関連 性を有す

ControlL
−Malate　Na
Ethyl　alcohol

L−Homose加 e

2，3−Butyleneglycol
AcetoinGlycerol

D
−Xylito1

α一Glycer叩 hosphate　Na
D −Glucurono −7−lactone

Uridine−5’−diphosphateglucose　Na
Ωuinate 　Na
Shikimate　Na
D，し一Glycerate　Na
D−3−Hyd1Qxybutyrate　Na
D

，
L −ISOC三trate　Na

6−Phospho−D−gluconate　Na
L−Arabinose
β
一D −Glucose

D −Galactose
D−Glucose−6−phesphate 　Na
A 】lyl　alcohDl
Pyridoxine　HCI
D −Mannitel
1，2−Propanediol
5−Keto −D−gluc⊂mate 　Na

α
一Ketoglutarate　Na

D −Gluconate　 Na
Acetaldehyde

Benzaldehyde
レ Alanine
L−Glutamate　 Na
D，L−Glyceraldehyde−3−phosphate
L−Proline
D−Glucose−1−phosphate　K

D −Fructose
D −Fructose−6−phosphate　Ba

D−Fructose−1，6−diphosphate　K
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Relative　 activity 　is　expressed 　 as 　 a　percentage　 of

L −malate 　 addition （in　 this 　 case 　 1．59 μ mole ／ml 　 of

NO ゴ was 　exhausted 　for　30　mi 旦 at 　30°C　per　 mg 　 of

protein），
　 which 語 taken 　 as 　 100％．　 Reaction　mix −

ture　 contained 　 60．　O　rVmole／ml 　 of 　 Tris−HCI 　 buffer
（pH 　8．0），

50．0 μmole ／ml 　 of 　NO3 −
，5、　0　pmele ／ml

of 　 Mg ”

，　O．　05　pmole ／ml 　 of 　 FADNa ，11．76　mg ／mI

（as 　protei［1）of 　cell 　suspension 　and 　20，0pmole／ml 　of

organ 三c　cQmpounds 　unless 　otherwiSe 　speci 丘ed ．　UDPG
was 　 added 　 to　10．　O　pmole ／ml ，　 shikimate 　 Na 　was

added 　to　4．5 μmole ／ml ，　glyceraldehyde−3−phosphate
was 　 added 　 tQ　10．48 μmole ／ml ，　 and 　6−phosphogluco −

nate 　was 　added 　to　3，72μ皿 01e ノ皿 1．
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る 菌種 が 生 態学的 に も亜 硝 酸 生 成 に 重 要 な役 割 を 有 し

ー
て い る もりと思 わ れ る．

要 約

　 1．　初期山廃酒母か ら 分離 した 低 温菌 Pseudomo−

・nas 　 sp、37330−0株は 硝酸還 元酵素 （Na−R）活性 を 有

し，そ の Na −R 活性 は 米麹添加 に よ り顕著 に 上昇す

る ，米麹 の こ の 作用 は 米麹中 に 存在す る L一リン ゴ 酸

お よ び フ マ ル 酸 に よ る こ とを認め た．こ の 作用は 亜 硝

酸 還 元酵素 （Ni−R ）活性に ｝ま働らか な い．

　 2． 少量 の ビ タ ミ ン K3 は顕著な Na −R 活性上 昇

を 与え る．

　 3． NADH ，　 NADPH は共に Na−R 活性上昇を与

え る．

　 4． 麹抽出液 は本菌株の NADP 還 元 に対 して の み

有効な 電 1一供与体 と な る ． L一リン ゴ 酸 ，　 フ マ ル 酸 も

全 く同 じ作用を 示 す．

　 5，　 L一リン ゴ 酸 → NADP → メ ナ ジオ ン → Cyt　c → Na
−R か らな る Na−R 系を推定 した．

　終 りに 臨 み終始御鞭撻頂 い た 京大片桐名誉教授 ， 京

大 農化緒方，栃倉両教授，京大食研山田助教授，大阪

府 大 農 化 辰 巳 教 授 に深 甚 な る 謝 意 を 表 わ します．ま た

終始本研究を 支持，発表を 許可 され た 当社 田所社 長 ，

鳥井取締役，また実験に協力 さ れた松本， 井本両嬢 に

感謝致 しま す．

　こ の 報 文 の 大 要 は 昭 和45年 4 月 4 日，日 本農芸化学

会全 鬨大会 に お い て 発表した （講演要旨集， P ．359）
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