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　　M ロ tant　bM 　g　which 　 was 　induced 肋 m α ワ励 仞 伽 伽 gJutamicum（AKU 　509）by
nitrosoguanid …ne 皿 utagene 曲 accumu 塾ated 　 catechohn 　 a　 medium 　 containing 　benzoic
acid ．　 Acculnula窒ion　 of 　 catechol 　 En　 the 　 medium 　 reached 　 maximum 　 1〔トー15　hr　 after

inoculation　and 　accumu1 飢 cd 　catechol 　was 　degraded　rapidly 　on 　 successive 　incubation．
Maximal 　accumuladon 　of 　catechol 　was 　achieved 　by　the 　addition 　of 　O．5％ bcnzoic　acid

to　the 　med 重um 　which 　was 　a司us 亡ed 　to　pH 　7．O　or 　8．0．　 Yeast　extract 　was 　a　suitable 　n 丘tro−

gen　source 　fbr　the　catedhol 　production　and 　add 三tion　ofglucose 　into　the　medium 　stimulatcd

the 　production．　Feed三ng 　of 　benzoic　acjd 　at 　2，5　hr　intervals　in　the 　course 　of 　the　culture

proved　favorable　f（）r　catechol 　production　by　bM 　9．

緒 論

　安息香酸を は じめ とす る芳香族有機酸 の 微生物分解

に つ い て は詳細な研究が行われて い る．しか し， 安息

香酸を微生物 に よ り変 換 し，有 用 な 生 産 物 を 蓄積 させ

よ うとす る 試みは 少 ない ．われわれ は こ の 点 に着目 し，

安息香酸か らの カ テ コ
ー

ル の 生産 につ い て 検討 した．

カ テ コ
ール の 微生物 に よ る生産に つ い て は，根井 ら，1 ）

が酵母を用 い て フ ェ ノ ール か らの 生産を 試 み た 例を 除

い て 報告 は ない．本報で は，安息香酸か らの グ ル タ ミ

ン 酸の 生成が 知 られ て い る CerJnebaeterium　glutamiSqm2｝

か ら安息香酸 の 代謝系が 変化した と思われ る変異株を

得 ， こ の 変異株を用 い て 安息香酸か らの カ テ コ
ール の

＊ 細菌に よ る安息香酸 よ りの カ テ コ ール の 生産 （第 1

　報）

　 Bacterial　Production　of 　Catechol　from　Benzoic　Acid

　（1）

蓄積に つ い て 検討 した結果 に つ い て 述 べ る．

実　験　方　法

　 カテ コ ール 蓄積性変異株の 誘導　　本実験で は Cor−

？nebacteritim 　glutamiCttm（AKU 　509）を変異株誘導の 親

株 と して 用い た．ニ ト ロ ソ グァ ニ ジ ン 処 理 に よ る変異

株 の 誘導は Adelberg の 方法
3）を 参 照 して 行 っ た，ま

ず ，
Table　1 に 示す 5m1 の 培地 A で対数増殖期 （30℃ ，

10hr）に い たるまで生育させた親株菌体をメ ン ブ ラ ン

フ ィ ル タ
ーを 用 い て ろ 過 集菌し，ク ェ ン 酸緩衝 液 （pH

6．0）で 洗浄 した 後 ， 菌体を 20ml 同緩 衝 液 に 懸 濁 し

た．こ の 懸濁液 4．Om1 に ニ トロ ソ グ ア ニ ジ ン 溶液 （0．5

mgtml ）O．2　m1 を 加え ，
10分間保持 した 後 ， メ ン ブ ラ

ン フ ィ ル ター一を用い て ろ過集菌 し，Davis4） の 最小塩

溶 液 4．Oml に 懸濁 した．っ い で 懸濁液 O．5ml を安息香

酸を0．25％含む最 小塩溶液 に 添加 し ，
37°G に 1時間保

持 した 後 ，
ペ ニ シ リン 溶液を 100units／m1 となる よ う
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Table 　1．　 Culture　mcdia 負）r σoワ励 α‘terium　glutamic脳m ．

Medium 　A （gμ）

　 Benzo 重c　acid

　Peptone

　 Yeast　 extract
　 NaGlMedium

　C （gμ）

5．010
，05

，010

．0

ρ噛Hydroxybenzoic 　acid 　　5．O

Peptone 　　　　　　　　　　10，0

Yeast　 extract 　　　　　　　　5，0

NaCl 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10．0

Medium 　B （9μ｝
　 Benzoic　acid

　Pep亡one

　 Yeast　 extract

　 NaCl

5．01
．OO

．51

．0

Medium 　D （gli）

　 Benzoic　acid 　　　　5．　O
　 Yeast 　extract 　 　 3．4

　 K2HPO4 　 　　 　 3．　O

　 MgSO4 ・7HsO 　　 O．5

pH 　of 　each 　medium 　was 　adjustcd 　to　7．0　with ユ0％ NaOH ．

に 加え ， さらに 37℃ IC　3 時間保持 した． こ の ペ ニ シ

リン 処理 を さ ら に 1回行 い ，メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ターを

用 い て ろ過集菌 ， 洗浄 した 後，か ヒ ドロ キ シ 安 息 香 酸

0．25％ を 含む最小塩溶液 5・Oml に 懸濁 した．こ の 懸濁

液を寒天 を 2．O％添加 した培地 B平面上 に塗布 し，37°C

で 24時間生 育 させ た．コ ロ ニ ーが 生 じtc後，培地 上か

らア ル カ リ性 フ ロ ロ グル シ ン 溶液 （5％ NaOH に 0．5

％溶解）を噴霧 し，周辺部が緑色を呈 した コ ロ ＝ 一を直

ち に ブ イ ヨ ン 寒天 斜面 に移植 し，こ れを 変 異株 と した．

　カ テ コ ール 蓄積性変異株の 培養　　P一ヒ ドロ キ シ 安

息香酸を含む Nutrient　broth （培地 C ）で 前培養を行

っ た後，そ の
一

定量 を安息香酸を含む培地 D に 植菌し，

30 °C で 振 と う培養を 行い ，経時的 に 培養を 停 止 （試 験

管培養）， ある い は培養液 の一定量を抜き取り（フ ラス

コ 培養）成分お よび 菌体生育度を 測定 した．変異株の

培養 に お い て は培地 が 著 し く褐変 した．そ の た め 生 育

度の 測定 は ， 培養液 の一
定量を 遠心分離 して 得 た 菌体

を一
定量 の 水に 懸濁 し ， そ の 600　nm に おけ る吸光度

を 計測す る こ と に よ っ て 行 っ た・

　分析　　カ テ コ
ール の 比色定量 は Arnow らの 方法

s〕

に よ っ て行 っ た．安息香酸は，培地 の
一定 量 を東洋ろ

紙 No．53 に ス ポ ッ トし，　n一プ ロ パ ノ
ール ー

ア ン モ ニ ア

（7 ：3）系で 展開 し，ク ロ マ トグ ラ ム よ り相 当 す る紫外

吸収部分を切 りとり，50％ エ タ ノ
ール で 抽出 した 後，

225nm の 吸 光 度を 測定 す る こ と に よ り定 量 した．紫

外 吸収の 測定 icは 日立分光光度計139型 お よ び 124型 を

用 い ，赤外吸 収ス ペ ク トル の 測定 に は 日立赤外分光光

度計 R −215型 を 用 い た．

実　験　結　果

カ テ コ ール の 単離 と 同定　　 ＝ ト ロ ソ グ ァ ニ ジ ン 処

理 に よ り得 られ た カ テ コ ール 蓄積性 と思われ る変異株

の うち bM 　9を用 い て 以下 の実験を 行 っ た．本菌株を

培地 A 寒天 平面 上 で 培養す る と，親株 と異 な り， 4〜5

日間の 培養で コ ロ ニ ーの 周辺 が著 し く褐変 した．また ，

培地 B で の 8 時間培養液の 上 澄 の ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

で は，カ テ コ
ール と 同 Rf 値部分 に 紫外吸 収を示 し，

2
，
6一ジ クロ ロ キ ノ ン イ ミ ドク ロ リ ドで青紫色を呈す る

物質が 検出 され （Fig．1｝，
　 bM 　9 が カ テ コ

ー
ル を培地

中 に 蓄積す る もの と推定 した．

　つ い で 生産物の 単離を試み た．培地 D100m1 を含

む 500ml フ ラ ス コ 3 個 に 前培養液 を そ れぞれ接種 し

て 14時 間 振 と う培養 した 後 培養液 を合 し， 遠 心 分 離上
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Fig．1．　 Accumuladon 　of　catechol 　by　bM 　9．
　 　Parent　and 　bM 　g　were 　cultured 　on 　Medium

　　Bat 　30℃ for　8　hr．　 An 　a1 藍quot　of 　each 　cul −

　　tured　broth　was 　spotted 　on 　a　f…lter　paper　and

　　developed　with 　n −propa 皿 ol −a 皿 monia （7：3）
　　as 　 golvent ．　 Substrate　and 　pr（》duct　were 　lo−

　　cated 　with 　a　uv 　lamp ・ The 　spot 　of 　catechol

　　turncd 　blue　by　spraying 　2
，
6．didhlorequinone−

　　chloroim 三de　and 　ammonia 　successively ，

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

784 桑原　正 章 ・辻　　正 男 〔醗工 　第54巻　1976年

o，8

40●

O
‘

00

」
0
●●

0
く

A

8

　 　 　 　 　 　 　 t80 　　　　　　　　 aeo

　 　 　 　 　 　 　 　 We サ ●o● 屍 ●th ‘n 吊 ，

Fig・2・　 uv 　spec 【ra 　of 　catecho 豊and 　crystal 　iso艮a −

　　ted 　from　culture 　of 　bM 　9．
　　A ，Authentic　catecho1 ，　B，　Isolate．
　 　 Mutant 　bM 　9　 was 　cultured 　on 　100　ml 　ef 　Me −

　　dium　D 　in　500　ml 　nasks　with 　shaking 　at 　30℃ ．
　　Fourtecn　hr　aft 。 r　inoculation，3cultures　w 。re

　　combincd 　and 　cells　were 　removed 　by　centri−

　　fugation．　1．ead 　acetate （6g ＞was 且dded 　to

　　dhe　 supernatant 　so ！ution 　and 止 e　wh 三te　pre ・

　　cipitate 　was 　collected 　by　filtration　 and 　su −

　　 spended 　in 工OOml 　 of 　water ．　 Then 　4　ml 　o 『

　　acetic 　 acid 　 was 　 added 　to　the　suspension 　to

　　re 。・ver 　catech ・畳a 皿 d 出 e　supernatants ・1ut三・n
　　 was 　obtained 　by　centrifugation ．　 Further　2．5
　 　 ml 　 of 　acetic　 acid 　was 　added 　to　the　 undisso −

　　lved　prec三pitate　to　dissoLve　unrecovered 　 ca −

　　techol　and 　the　supernatant 　solution 　was 　ob −

　　tained 三n 　the 　 same 　manner ．　 These　supema 一

　　廿mt 　801utions 　were 　combined 　and 　3　N 　H2SO4
　 　 was 　 added 　to　 remove 　lead．　 Catechol　in　the
　　soluUon 　 was 　 extracted 　 w 三th　100　ml 　of　ethyl

　　ether 　and 　thc 　ether 　layer　was 　evaperated 　to

　　dryness，　 The 　residue 　of 　cateChol 　was 　disso−

　　1ved　in　hot　n −hexane　and 　recrystalized 含om

　　the　same 　so1vent ．　The 　yield　of 　catechol 　was

　　402mg ，

　　The 　uv 　spectra 　of 　the 　aqueous 　solutions 　of

　　the 　crystals 　（60　mg ／m1 ）　and 　authentic 　ca −

　　techo1 （80　mgtml ）were 　measured ．

澄を得 た （カ テ コ ール 量 558mg）．こ の 上 澄 に 酢酸鉛

粉末 6g を徐 々 に添加 し，生 じた 白色沈で ん を水 100ml

に 懸濁 した 後，酢 酸 4ml を 加 え て 溶解 し，遠心分離

上澄を 得 た．遠心分離沈で ん 物 に は再び酢酸 2．5ml を

加え ， そ の 遠心 分離上 澄 を 前記 上 澄 に 合 した．こ の 液

に 3NH2SO4 を新た な硫酸鉛 の 沈 で ん が 生 じな くな

るまで加え た後， 遠心分離 して 上澄を得 た．こ の 上 澄

中の カ テ コ ール を エ
ー

テ ル 200m1 で 抽 出 し，　P 一
タ リ

ーエ バ ポ レ ー
タ
ー

で 濃縮乾固 した．生 じた 残渣を熱 π 一

ヘ キ サ ン に溶解し，再結晶を行 い，結晶 402mg を 得た．

　こ の 結晶 の 水溶液の紫外 吸 収 ス ペ ク トル を Fig．2 に ，

また KBr 錠剤法 に よ る赤外吸収 ス ペ ク トル を F三9．3

に 示 した．い ずれ も標準 の カ テ コ
ー

ル と
一

致した．以

上 の よ うに J 生 成物が カ テ コ ール で あ る こ と を確認 し

た．

　 カ テ コ・・一ル 蓄積 の 経時的変化　　培地 D を 6ml 含

む各試験管 に前培養液の
一

定量を接種 して 30℃ で 振

と う培養を行 っ た．経時的 に培養を停止 し，カ テ コ
ー

ル の 蓄積 ， 安息香酸 の 減少 ， 菌体の 生育を分析し
’
た 結

果 を Fig．4 に 示 した．親株で は 安息香酸の 分解 と，良

好な菌の 生育が み られた が，カ テ コ ール の 蓄積 は全 く

認 め られ な か っ た．一
方 ，

bM 　9 で は10時間目で 1・6

mg ！m ！の カ テ コ
ー

ル が蓄積 し，以後カ テ コ
ール は減少

した．こ の こ と は bM 　9 が カ テ コ
ー

ル 以 後 の 代謝系を

完全 に 欠損した変異株 で はな く，一種 の leaky　rnutant

で ある こ とを示 して い る．また，こ の実験か ら，bM 　9

の 安息香酸の 分解 は特 に カ テ コ
ー

ル 蓄積 時 に 高 い こ と

が示 され た．

　カ テ コ
ール蓄積に 及 ほす諸条件 の 影響　　培地 D に

お ける安息香 酸 の 濃度を 種 々 変化 させ，カ テ コ
ー

ル 蓄

積 にお よ ぼ す影響を検討 した 結果を Fig．5 に示 した．

bM 　9 は カ テ コ
ール 分解能 を 完全 に は欠損 して い な い

2500 2000 　 　 　 　 1500

Wo 》■ “umbor 　 ‘om
’
り

Iooo 500

Fig．3．　 IR 　spcctra 　of 　catechol 　and 　isolate．
　　……　 authentic 　catechol ，　一 量solate
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Fig．4．　 Growth 　and 　catechol 　accumulation 　of 　parent　 strain 　and 　bM 　9，
　　A ： Parcnt

，　B ： bM 　g

　　　　Parent　strain 　and 　mutant 　bM 　9　were 　subcUltured 　on 　6　ml 　of 　medium

　　C ・f・ r ・8hr・at ・30℃ ，　 A1三qu。ts （0．15　ml ）・f　this　culture 　were 　tn・ cUlated 　tO　6

　　ml 　of 　medium 　D 　in　test　tubes ．　 Tlle　cu1tures ，　which 　were 　shaken 　at 　30℃ ，
　　were 　stopped 　at 　5　hr　intervaL　Cells　in　the　culture （6m1）were 　precipitated
　　by　centrifugation 　and 　suspended 　in　 water 　f（）110wed　by　measuring 　the　absor −

　　bance　of 　suspension 　at 　600　nm ．　Catechol　in　the　supernatant 　so 晝udon 　was

　　determined　phetometrical 藍y　and 　benzoic　acid 　was 　analyzed 　aftcr　chromat （》．

　　graphic　separation （see 　the　text＞．

　　　
一〇− catech ・1，一●− b・nz ・ic　acid

，

一
△− gr・wth

た あ，0．1％添加 で は カ テ コ ール の 蓄積 は わ ずか で あ

っ た ．一方高濃度添加 （1．　O％）で は蓄積の 遅れが 認 め

られ た，培地 D を 基本培地 と して 用 い た場合，安息香

酸O．　5％ が 最適条件 で あり，
．
10時間自に お い て 1，5mgf

ml の 蓄積 が み られ，安息香 酸 の カ テ コ
ー

ル へ の 変換

率 は30％ で あ っ た．

　初発 pH の 影響に つ い て は Fig．6 に 示 した．初 発

pH が 低 い 場合，カ テ コ
ール の 蓄積 はま っ た く認 め ら
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Fig ．5．　 Effect　of 　benzoic　acid 　concentration 　on

　 　 accumu ｝ation 　 of 　catecho1 ．
　　Mutant　bM 　g　 w 島s　 subcultured 　on 　6　mi 　Qf

　　medium 　G 　for　8　hr　at 　30℃ ．　 Aliquots （0．1
　　ml ）of 　this　culture 　 were 　inoculated三nto 　6　m 丑

　　of 　med 孟um 　D 　containing 　indicated　 concen −

　　tration　 of 　benzoic　 acid 　in　 test　tub 《s ．　 The
　 　 cttltivation 　 was 　 carried 　 out 　 at 　 30℃ with

　　shak まng ．
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Fig・6・ Effect・f　initial　pH 　on 　accumulation 　 of

　 　 ca ・teChol ．

　　Mutant　 bM 　g　 was 　 subcultured 　 on 　6　mL 　of

　　med 三um 　C 　fbr　7　hr　at 　30℃ ．　 Aliquots （OJ
　　m1 ）of 　this　culture 　were 　inocUlated　inte　6　ml

　　of 　mediu 皿 Dwhich 　were 　adjusted 　to　indi・

　　catcd 　pH 　in　test　tubes ，　 The 　cUlt 三vation 　was

　　carried 　out 　at 　30℃ with 　shaking ．
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Tablc　2．　 Effect　of 　volume 　of 　cUlture 　rnediurn 　on 　catCChol 　a   cumulation ．

Volume
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 fi〕r　10hr
（m 王） 伽

翻
… r評

5010D1502002501．401

．080

，860

．530

．38

1．501

．001

．151

．　030

．87

　 　 Incubadon

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 fbr　15hr一

丙ガ Ga
鴨 丙 c

鮃 匸璽
0．931

．080

．740

．510

．45

2．201

．991

．971

．461

，26

2，631

．781

．581

．30

王．20

0．831

．121

。241

．121

．05

M 幽 蹠 bM 　9　w 鷁 cuhur 。d　on 団 cated 　vo 且umc 　of 　m α 虹um 　D 加 a500

m1　flask雛 30°C 　with 　rotary 尋h姻   ．

れない か （pH 　5，0）あるい は薯積速度が著 しく低下 し

た （pH 　6．0）．初発 pH として は 7 ある い は 8 が適 当 と

思われる．しか し， 培養が進むに つ れ ， 培地の

’
pH は

＆ 5〜9．0に 上昇 し，培養液は著 しく褐変した．ζ れは

ア ル カ リ条件下で カ テ コ ・一ル が一部化学変化を受けた

ためと思われ ， 初発 pH と同様， 培養中の pH 調節に

つ い て も考慮す る必要の あ る こ とを示唆 して い る．

　丁題 b艮c2 は 500衄 フ ラ ス コ 内の 培養液量を変化 さ せ ，

通気量 の変化に よる培養液， ある い は生青菌体あた り

のカ テ コ
ー

〃 生成量を検討した結果を示す．通気の 最

も多い と思 わ れ る 5einl の 培養で は ， 液量 1ml あた

りの カ テ コ ー
ル 生成量 は最大で あ っ たが ， 菌体 1mg

あた りの カ テ コ
ー

ル 生成量 は 150ml 培養 に お い て 最

高鍍を示した．また ， ζ の 実験はカ テ コ ール 蓄積時に

（15時間付近）における遍気量は菌体生青が旺籔な時期

（10時間まで ）に お けるよ りも少ない 方がカ テ コ ール 蓄

積に好適 で あ る こ とを示 して い る．

　竄素潔および縮帥炭調翩瞑の影響　　カテ コ ール の蓄

積は Table　2 に も示 した よ うに 自体の 生育農に よ っ て

も影響を受ける ζ とが 予想され る。その ため ， 窒素源

さらに菌体の生青を促す目的 で 加える櫨肋炭素源 の影

響を検討 した．窒素源として NH ‘Cl
， 酵母 エ キ ス ，

グ リシ ン を用 い ， 培地 の 騾 含量 ；t　NH4q を用 い る

場合 に
一

致させ た．また，補助炭素源として グル コ
ー

ス およびグ リセ ロ ール を用い た．Tab 且c 　3 に は各条件

で の カ テ コ ール の最高薯積量を紀した．薗体の生育は

グル コ ース と醇母エ キ ス 添加の場合に特に良好で ， カ

テ コ ール の 蓄積 も 2・6glt と最高値を示 し，変換率50％

であ っ た．窒素源 と して の 「“H ‘a あるい はグ リシ ン ・

補助炭素源 として の グ リセ ロ
ール の添加効果は顕著で

T 魯b毳e3 ．　 EffectS　of　carbon 盈nd 　nitmgcn 　80ur   80n 　c就 ◎d 亀01

　　aocurnulatian 　by 皿 u 纏 nt 　bM 　9．

　 　 　 　 　 　 ConG ．G 膳Sourcc
　　　　　　 （％）

　 　 　 　 　 　 （】onc ．N 噌Source
　　　　　　 （％）

Xlma 　Pt　 uctien 　o

　 　 catechol

Time 　 Amount
（hr＞　　　　 （9μ）

Gluoose

Glyoerol

None

・ ・ 儻欝
・ ・ 儻影

0，20

．340

．　280

．20

．340

．　ZZ

Yeast　ext ．　　　　0．34

46621146

ウ鐸

−

10

0，982

．450

．37G

．831

．80traCC1

．70

C 艀 bo臥 a 認 n 虻m6     麗 wc 鵬 addcd 　to　thc　b鵬 1　m 繭 um 　co鼬慨    
  c   id　5　gig　K 雷llPO6　3　gll鋤 d　M8SO ぐ7H 箋0 α5gμand 　pH 　w 闘

a｛鱒u5勧巳d ω 二7・0・
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Fig．7．　 Effcct　of 　glucose　concentration 　on 　 accu −
　 　 mUlation 　of 　catecho1 ，
　 　 Mutant　 bM 　g　 was 　 subcultured 　 on 　6　ml 　 of

　　 medium 　C 　fbr　8　hr　 at 　30℃ ．　 NiquotS （0．1

　　ml ）of 　this　culture 　were 　inoculated　into　6　ml

　　of 　medium 　D 　 containing 　indicated　 concen −

　　tration　of 　glucose　in　test　tubes ．　 The 　cultiva −

　　 t三〇 nwas 　carried 　out 　at 　30°G 　with 　shaking ．
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　 次 に ，補助炭素源 と して 加 え る グル コ
ー

ス の 最適条

件を 検討した．結果 を Fig．7 に 示す．グル コ ース o，5
’
％ ま で は菌体 の 生 膏 は増加 した が，カ テ コ ール の 蓄 積

は 0，2％が最適 で あ っ た．この よ うに ，カ テ コ ール の

蓄積 に は菌体の 生育だ けで な く， 培地 の pH や ，通気

量 な どの 他 の 要 因 も影 響 を 与 え る もの と思 われ る．

　 安息香酸の 逐 時添加条件下 に お け る カ テ コ ール の 蓄

積 こ れ ま で に 述べ て き た よ うに ， カ テ コ
ール 蓄積

は通常10〜15時間で 最高 と な り， 以後急激 に 減少す る．

した が っ て ， カ テ コ
ール の 減少が 起 こ る直前 に 新た に

基質安息香 酸を添加すれ ば ， さ らに カ テ コ
ー

ル の 蓄積

量 が 増加す る と考え られ る・本実験 で は，500ml フ ラ

ス コ に 培地 D を 100m1 入れ，前培養液 6ml を接種 し，

培養 10時間目よ り2．5 時間毎 ic培養液 20　ml を抜きと

り，こ れ と同量の pH 　5．0 に 調節 した 安息香 酸 O．　3．％ 含

有 の 培地 D を 添加す る とい う培養を行 っ た．結果 を

Fig．8 に 示 した．カ テ コ
ール へ の 変換 は 培養 12，5〜

22．5時 間 で 極 め て 効 率 よ く行 わ れ，逐 次 添加 した 安 息

香酸 の ほ とん ど全部が カ テ コ
ー

ル へ 変換 され た．22．5

時間以降 は カ テ コ
ール の 変換能 は低下 した が，これ は

培地 pH の 上昇に よ る菌体の カ テ コ ール 生産能 の 低下

に よ る もの と思 わ れ る．な お，25時間 目 まで の カ テ コ

ー
ル の 生産量 （Fig・8 中の Total　catec 　lol で 示す）は

　 　 　 　 0　　　　　 10　　　　　20

　 　 　 　 　 　 1網 C ロ bo 曾lon 　　lhr｝
Fig．8．　 Accumu 厩 on 　of 　catechol 　by　bM 　g　with

　　interval　feeding　of 　benzoic　acid ．
　 　bM 　g　was 　cultured 　 on 　100　ml 　 of 　 mcdium 　D ．

　　After　10　hr　incubation，20　ml 　aliquo 田 of 　the

　 　 cultured 　broth　 wcre 　 taken 　from　the　culture

　　at 　interva且s　 of 　2．5hr 　 and 　 20　ml 　portions　 of

　　medium 　D 　 containing 　 O．3％ benzoic　 acid

　　and 　 adjusted 　to　pH 　5．O　 were 　fed　to　the　cu1 −

　 　 ture．

　　一●− catechol 　in　the α 止 ur ¢ （mg ！m1 ）

　　− Q − total　catechol 　production（mg ）

394mg で あり，添加安 息香 酸総量 860　m9 に 対 し46％

とい う高 い収量を与え た．

　 窒素 源，補 助炭 素源 の 検討 あ る い は培地 pH の 適 切 」

な 調節が 行 われ る こ とに よ り安息香酸逐次添加 に よ る

カ テ コ ール の蓄積 は さらに増加す る と思 わ れ る．

考 察

　安息香酸 は一般的 に は カ テ コ ール
，

シ ス 。シ ス ーム

コ ン 酸，β一ケ トア ジ ピ ン 酸な ど を 経 る，い わ ゆ る β
一ケ

b ア ジ ピ ン 酸経路に よ り代謝さ れる．こ の 経路は Pseu・

domonas　Ptttida．

e）Micrococcus　urea ，

7｝ あ るい は Atcatigenes

cutroPhusS ） な ど に お い て 詳細 に 検 討 され て い る ．本実

験 で 用い た Cor）nebacterittm 　glutamiSumもβ一ヶ トア ジ ピ

ン 酸経路を有する こ とが推測され る．S）

　安息香酸 か らカ テ コ ール を 蓄積 させ る場合 ， カ テ コ

ール の 分解 に 関与 す る cateCho1 　oxygcnasc （EG 　1・13・

1・1）ある い は代謝経路上 こ の 酵素よ り下位 に ある 酵素

を 欠損 した 変異株 を 用い る方法が 考え られ るd 本実験

で は，二 ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 処理 とペ ニ シ リン 濃縮法に

よ り，カ テ コ
ール 蓄積性変異株 を 得 る こ とが で き た．

ペ ニ シ リン 濃縮後，平面培地上 で フ ル オ ロ グル シ ン に

対 して 強 い陽性を 示す コ ロ ニ ーは， コ ロ ニ ー2，
000 個
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に 対 し 1 個程度で あり，出現 の 頻度 は高 い と はい え な

い が，カ テ コ
ー

ル 分解 能 の 変 異 した 菌株以外の 変異株

も誘導 され た 可能性が ある．こ の よ うに して 得た フ ル

オ ロ グル シ ン 陽性菌は ， い ずれ も液体培地中 に 安息香

酸 か らカ テ コ
ー

ル を 蓄積 した が，本実験で 主 と して 川

い た bM 　9 を は じめ と して ，い ずれ の 菌株に お い て も

培養時間の 延長に したがい ， 蓄積 されたカ テ コ
ール が

減少す る こ とが 認 め られ た．こ の こ と は，得 られ た 変

異株 が カ テ コ ール 分解能を ま っ た く欠損 した もの で は

な く，一
種 の leaky　mutant で あ る と考え た 方が妥 当

と思われ る．

　本実験 で はカ テ コ
ール 蓄積能 の す ぐれ た菌株 と して

bM 　9 を用 い た． こ の 菌株を 用 い た場合 ，

一
旦蓄積 し

た カ テ コ
ー

ル が 分解をうける こ と，培養の 経 過 に と も

ない 培地の pH が 上 昇 して カ テ コ ール 蓄積が停止す る

こ とが 問題 と な っ た．カ テ コ
ール 蓄積量を増大 させ る

た め ， カ テ コ
ール 蓄積が 極 大 に 達 す る以 前 に 基質安患

香酸を遂次添加 し， 菌体の 増殖 と基質濃度の 保持 を は

か り，ま た，添加する安息香酸培地 の pH を低く （pH

5・0）する こ とに よ り培養液全体の pH を 調節 す る こ と

が有効と考えられ た．実験 こ の よ うな処理 に よ りカ テ

コ ール へ の 変換率お よ び 蓄積 量 を 増大 させ る こ とが で

きた、

　カ テ コ
ー

ル 蓄積量を増加させ る た め に は ， 根井 らn

が試み た a ，a
’一ジ ピ リジル 等の catechol 　 oxygenase 阻

害剤 の 利用 が考え られ る．bM 　9培養中 に お い て 2mM

まで の 範囲に お い て 添加 量，添加時期等 の 検討 を 行 っ

た が ， 顕著 な 効果が み られな か っ た ．しか し，こ の よ

うな 阻害剤の使用 につ い て さらに検討が 必要 と考え ら

れ る．

　bM 　9 に よ る安息香酸 の カ テ コ ール へ の 変 換 に は 菌

体の 生育を ともなう，菌体の 増殖を増加させ る た め ，

安息香 酸 に さ らに 補助的 に 炭素源 を加え る方法を 検討

し， グル コ ース の効果を認めた．一般に ， 分解酵素の

誘導 は グル コ
ース の添加 に よ り抑制され る とされて い

るが ，
bM 　9 で は抑制 は認 め られ ず，む しろ カ テ コ ー

ル の蓄積量が増加 した，こ の こ と は ，
bM 　9 が 親株 と

は異 な っ た 遺伝生化学的性質 を 有 して い る こ とを 示 し

て い る と考 え られ る．グ ル コ
ー

ス の 影響 に つ い て は次

報 に お い て 検討を 加え る．

　 bM 　9 は leaky　 mutant と考え られるが ， カ テ コ ー

ル 蓄積量 を さ らに 増加 させ るた め に は catechol 　 oxy ・

genase 活性 の さ らに 低下 した 変異株 の 誘導 が 必要で

あろう、また ， 本実験で 用い た手法に よ り， カ テ コ ー

ル の 次の 中間体で ある シ ス ・シ ス ーム コ ン 酸などの よ

う な，さ らに 化学的反 応 性 に 富 む物質を 蓄積 させ る こ

とが 可能 で あろう．また ， β
一
ケ ト ア ジ ピ ン 酸経路を有

す る微生物全般 に わ た っ て ，こ の よ うな手法 を 用い る

こ とが 可能 と考え られ る．

要 約

　1，　 CorlnebacteriUin　glutamicum　AKU 　509 か ら，二 ト

ロ ソ グァ ニ ジ ン 処理 に よ り，力子コ
ー

ル 蓄積性変異株

bM 　9 を 得た ．本菌 の 安息香酸添加培養液か ら，生産

物で あ る カ テ コ ール を 結驫状に 単離 した・

　2． bM 　9 に よ るカ テ コ
ール の蓄積 は ， 通常 10〜15

時 間 で 最 大 に 達 し，以 後急激に 減少 した．こ の こ とか

らbM 　9 は
一

種 の 1eaky　mutant で あると考え られる．

　3． カ テ コ
ール 蓄積 に 対す る種 々 の 条件 を 検討 した．

初発安息香酸濃度 0．5％ ， pH 　7 ある い は 8
， 培養液量

100〜150ml で 蓄積 は良好で あ っ た．また ， 窒素源 と

して 酵母エ キ ス ，補助炭素源と して は グル コ ース の添

加 が 有効で あ っ た．カ テ コ ール 蓄積 の 最 高 は 2．6gμで

変換率 は52％で あ っ た．

　4． 安息香酸の 逐 次添加を 試み た．こ の方法で は，

カ テ コ
ール 蓄積 の最盛 時に お い て 追 加安息香酸 の 100

％近 くが カ テ ゴ ール に 変換 され た．培養液全体で は 46

％ が カ テ コ
ー

ル に 変換 され た．
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