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　　 Tlie　role 　of 　propionic　 acid 　as　an 　inhibitor　of　5−aminolevulinic 　 acid 　dehydratase（ALAD ）fom

Rhodobacter　sphaeTeides 　was 　studicd 　to　elucidate 　the　high　extraccllular 　accumulation 　of5
−aminolevulinic

acid （ALA ）in　a 　volatUe 　fatty　acid （VFA ）medium ．　 Like 且evulinic 　acid （LA ），propionic 　acid 三nhibited

ALAD 　as　a 　competitive 　inhibitor，　but　lビs κi　value （1．85　mM 〕was 　larger　than 　tha 亡 of 　LA （0．48　mM ）．
The 　inhibitory　effects 　of 　acetic 　and 　butyric　acids 　in　the 　VFA 　medium 　were 　negligible ．　 Using　the

ユtinetic　model 　equatien 　of 　competitive 　inhibition
，
the 　relative 　enzyme 　actMties 　were 　estimated 　for　two

cases − the 　presence　of 　only 　LA 　and 　the 　presence　of　LA 　p且us 　propionic　acid ，　W「hen　propionic　acid

was 　present　with 　LA ，　ALAD 　activity 　was 　reduced 　60−50％ as　compared 　with 　the 　case 　of 　LA 　only ．
Thc 　high　 accumulation 　 of 　ALA 　in　 a　VFA 　 medium 　 migh ほ herefbre 　be　 caused 　by 　 the 　 additiollal

inhibitory　effect　of 　propionic 　acid 　for　ALAD 　together 　with 　the 　inhibition　of 　LA ．
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　ポ ル フ
ィ リ ソ ，ヘ ム な ど テ トラ ピ 卩

一ル 化 合物生 合

成中間体 で あ る 5一ア ミ ノ レ ブ リ ン 酸 （ALA ）は ，近年，

生 分解性 で 低毒性 の 除草剤，1）殺虫剤，2）お よび植物生

長調節剤
3， と して 注 目 され て い る．ALA の 構造は 簡

単 だ が ，化学合成 が 容易 で ない こ とか ら，微生物生産

が 試み られ て い る．“〕我 々 は す で に ALA 合成活性 の 大

＊
連絡先，Corresponding　author ．

きい 光合 成細菌を 用 い た ALA 生産 に つ い て 報告 して

い る が ，そ の 際 ALA 脱 水 酵素 （ALAD ）阻 害剤 で あ る

レ ブ リ ソ 酸 （LA ）を逐次添加 し，菌体内 の ALAD 活性

を低 く保ちつ つ ，ALA の 菌体外高濃度生産 を 達成 し

て い る．5−71

　しか し，
テ トラ ピ P 一ル 生成に 適した グ ル タ ミ ン 酸

リ ン ゴ 酸培地 （GM 培地 ） を 使 用 して い る に も関 わ

らず，ALA の 菌体外濃度 は 約 4mM 程度 で 停止 した ．
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LA 添加量 を 増大 して も，逐次添加 法を 種 々 改 め て も

ALA の 生産量 は 増大せ ず，む し ろ 多量 の LA 添加は

菌体を 死滅さ せ ，か え っ て ALA 蓄積 は 減少す る こ と

が観察 され た ．

　
一

方，安価な基質 として 農産廃棄物 の ミ カ ン 外皮廃

棄物 や 都市下水汚泥 の 嫌気消化脱離液に 含ま れ る酢

酸 ，
プ 卩 ピ オ ン 酸，酪酸 な ど揮発性脂肪酸 （VFA ）培

地 を 用 い る と，通常 の LA 逐次添加 で 9〜ユ6mM の

ALA 生 産 が 可能 で あ っ た，sn テ ト ラ ピ ロ
ール 生合成

に 適 さな い とい わ れ る VFA 培地 で
，
　 ALA 生産 が GM

培地を用い た 場合 に 比 べ ，す ぐれ る理 由 が未解明で あ

っ た ．

　VFA の うち プ ロ ピ オ ン 酸 は 防 カ ビ剤 と し て 食品保

存に 利 用 され，微 生 物代謝を 種 々 抑制す る こ とが知 ら

れ て い る．ALAD の 阻害剤 の 検索 の 過程 で プ ロ ピ オ

ソ 酸 h：　ALAD 活性 に 影響 を 与 え て い る 可 能性 が 示 さ

れ た ．10｝

　本研究 で は，VFA の う ち主 と して プ ロ ピ オ ン 酸 の

ALAD 活性 に 及 ぼ す影響を検討 した．さ ら に ，酵素

阻 害 モ デ ル を 利 用 し て プ 卩 ピ オ ソ 酸 や LA の ALAD

活性 に 及 ぼ す速度論的解析を 行 い ，GM 培地 と VFA

培 地 に お ける ALA 生産の 特性 に つ い て 考察 を 行 っ た ．

　使用 菌株は 前報同様Rhedobacter　spheeroides 　IFO 　12203

を 用 い た ．1− 9〕培地 は 通常の GM 培地 を 用 い ，21mm φ

試験管 （液量 10mD に て ，嫌気 明 条件 〔5　klux（600

Wfm2 ），30
°C）で 48時間培 養 し 菌体を得た ．光源 は タ

ソ グス テ ソ ラ ン プ （東芝 レ フ ラ ン プ）を 用 い た ，上記

培養で 得た 培養液を 15，000Xg で 30分間 遠 心 分離 し，

菌体 を 0．04M ト リ ス 塩酸緩衝液（pH 　8，1）で 2回洗浄

後 ， 前報同様 に 超音波破砕 を 行 っ た （28kHz ，50w ，5

min ）．
7）こ の 粗抽 出液 を 遠 心 分 離 （15000 × g，20　min ）

し ， 上 清を粗酵素液 と して ALAD 活性 の 測定 を 行 っ

た ．

　酵素反応 は 前報 同 様 Sateh ら
11｝の 方法 に 従 っ て ，

18mm φx100mm の 試験管を 用 い て 行 っ た ．酵素反

応液組成 は 次 の 通 りで あ る．（w ／w ％，ALA ・HC10 ，11，

O．053，　O．027，KCI 　O．25，MgC12 ・6H
：
O 　O．17，ト リス ヒ ド

P キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン 0．20，グ ル タ チ オ ン 6．0 ×

le
　4，　pH8 ．1，全反応液量 0．6m1 ）．

　反応 は 37 °C で 1時 間 行 い ，2，5ml の ト リ ク ロ 卩 酢

酸（e．1M ）を 添加 し て 反応 を 停 止 し，15000 × g で io分

間 遠 心 分 離後，上 清 中 の ポ ル フ
ォ

ビ リ ノ
ー

ゲ ン （PBG ）

を エ ール リ
ッ

ヒ 試薬で発色 させ ， 定量 した ．タ ソ パ ク

質量は バ イ オ ラ ッ ド社製 プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ キ ッ トを

用 い て 測 定 し た ．酵素活性 は タ ソ パ ク質 1mg あ た り

工 時間 に 生 成 す る PBG の 量 （nmol ）で 表示 した．

　プ ロ ピ オ ソ 酸 の ALAD 活性 に 及 ぼ す影響を検討す

る た め，酵素反応液 V：　O〜IO　mM の プ ロ ピ オ ン 酸を

添 加 して PBG の 生 成 速度 を 調べ た ．　 Fig．1 に 示 す ご

と く，プ ロ ピ オ ン 酸の 濃度増大 に と もない ，PBG 生

成速度 は 低下 した．DiXon プ ロ
ッ トした 結果，プ ロ ビ

オ ン 酸 は ALAD の 拮抗阻害剤 と して 働 く こ とが 示 唆
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Fig，1．　Inhibition　by　propionic　acid 　of 　ALA 　dehydratase　activity 　of　R ．　sphaeroides （A ）and 　Dixon 　plots （B）
　　f。・ e ・tim ・・i・・ 。f　i・hibiti・n 　p ・ ・am ・ t ・ ・ 。 f　p・ Qpi ・ nic 　a ・id （K1），．。・ALA ・・ nc ・ nt ・ ati ・ n ・ u ・・d　w ・r・ 6．6 （O ），

　　3，3 （△）and 　1．7mM （ロ ）．
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さ れ ，
プ P ピ オ ン 酸 に 対 す る 阻害 定 数 （Ki＞P」。 は

1．85mM と計算された．

　一方，本菌 の ALAD 活性 に 対 す る LA の 阻害定数

（Ki）tS は 前報 に お い て 0．48　mM と計算さ れ て い る ，i°）

こ の 値 と比較す る と プ ロ ピ オ ソ 酸 の 阻害定数 は 大きい

が ，VFA 培地中の プ ロ ピ オ ン 酸濃度を考慮す る と，

その 影響を考慮す る必要が あ る と思わ れ る 、

　VFA で あ る酢酸 の ALAD 活性 et及ぼす影響も検討

し た ．酢酸 に よ る 阻害 は 弱 く，10mM の 濃度 で も

10％程度 の 阻害が 見 られ る だ け で あ っ た ．一
方，酪酸

に つ い て も酢酸 の 場合 と 同様，ご く弱い 阻害 が示 され

た が ，VFA 培地 に 含 ま れ る 0．5〜1　g／t（8、35
〜16．7

mM ）の 範 囲 で は ALAD 活性に は ほ と ん ど影響せ ず，

阻害は現実的 に は 無視 で きる と考 え られ る．

　 次 に こ れ ら VFA の 有す る ALAD 阻害効果 が ALA

蓄積に ど の 程度影響して い るか を酵素反応速度論的に

検討 した ，

　 ALA 生産 に お い て は ，　 ALA 合成 酵 素（ALAS ）活性

が 重要 と考えられ る．しか し，本菌 で は LA 添加 に よ

り ヘ ム に よ る ALA 合成 の フ
ィ
ードバ

ッ
ク 阻害が解除

さ れ て お り，そ の た め に ALAS 活性 の 著 しい 増大 が

観察 され て い る．5”s）しか も LA ，　VFA は ALAS を 阻 害

せ ず グ リシ ン な ど の 前駆体 も 30−6emM と常 Vt充分

量 培 地 に 供 給 され て い る た め ，ALAS 活性 の 影響は 大

き
「
くな い と判断で きる ．い ま，ALAD 活性 が ALA 菌

体外蓄積 の 律速段階に な っ て い る と仮定 して 以下 の 検

討を 行 っ た．

　 ALAD に よ る PBG 生 成反応に つ い て，　 PBG の 生成

速 度 v （・m ・1PBG ！mg 　Pr。 t・in・h）， 基 質 ALA 濃度 S

（mM ），阻害剤濃度 Ii（rnM ）と し，阻害剤濃度を 0 と し

た時 の PBG 生成速度を リo とす る と，拮抗阻害 モ デ ル

よ り，］2）

1＿＝　Km　＋
＿L

Vo　 v．。．ls］　 　 　 　 　 　 v。、ax

Table　 1．　 Estirnation　ofALA 　dehydratase（ALAD ）

　　activity 　in　 the 　presence　 of 　various 　concentra −

　　 tions 　of 　LA 　and 　propionic　acid 　in　the　reaction

　　mlxture 　 containing 　various 　 concentrations 　 of

　 　 ALA ．

Inhibitor

Relative　ALAD 　activity
＊

　　 at 　ALA （mM ）

0．1　 1　 　 2　 　 4　 　 7

NoneLA

（15mM ）

LA （30　mM ）

Pro．（40　mM ）

04
凸

25

01

LA （15mM ）十 Pro．（40　mM ） 2

LA （30　mM ）十 Pro，（40　mM ） 1

10010

　 5464

昂

1

100　 100　 100

16　 26　 37

　 9　　15　 23
21　 33　 45

10　　17　 26

　 7　　11　 18

　
＊ Activities　are 　expressed 　as　relative 　values 　using 　Eq ．

（5），
when 　 K．＝ 0 ．4mM ，　 Ki　pr 。

＝ 1．85　mM 　 and 　 Kma
＝0．48mM ．

　 LA ，　Levuhnic 　acid ；Pro．， propionic　acid ．

PBG 生 成 速 度 リi は 次式 で 表 さ れ る ．

⊥ ≡　K ・　＋
＿塾 ＿

Vi　 v．．ISI　 v．．［Ki〕，． ［Sl

＋
＿ 塾 一 ÷ ＿L

　 　 　 　 　 　 　 　Vm。x　 Vm 。．［Ki】P．。固
（3）

　 こ こ で 添字の LA ，p 【o は そ れぞれ レ ブ リ ン 酸 ，
プ ロ

ピ オ ソ 酸を 示 す．さ ら に ，ひi と レo の 比，い わ ゆ る 相

対活 性 を と る と，

　　⊥
りi＿　レ0

ひo　　 l

　　耳 Km 　　　 1
　 　 十

（4）

⊥ ＝

κm

＋
＿ll9｝［Lli＿

＋
＿L

Vi　 Vm
。x［S］　 Vm

、．κi［51　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Vmi＝

（1）

（2）

　こ こ で ，Vmax は 最大反応速度 ，　 Km は ALAD の ミ カ

エ ル ス 定数 で R ．sphaereides で は 0．406 　mM で あ る．

　GM 培 地 で ALA 生産を 行 う場合 は 阻害剤 は ta の

み と考 え ら れ る ．グ ル タ ミ ソ 酸 や リ ン ゴ 酸 （GM 培

地） は 通常 の 濃度 （3−591りで は ALAD に 対す る 阻害

は 無視 で きるか らで あ る．しか し VFA 培地 で は ，　 LA

の 他 に ブ 卩 ピ オ ソ 酸に よ る 阻害作用 が 無視 で きず，

＝＿＿ ＿ ＿ ＿ 一 一
K ・

＋
K・MLA

＋ ＿型 12・＿＋
⊥

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Vm。xVm。．［S］　 Vm。i［Ki］LA 固 　殊膿［Kilpr。［S］

整理 し て

　　　　　　　 1＋
．旦L

苛
一

1．
［・ta

．
缶

．
旦 　 （5）

　　　　　 ［Kl］M 　［κ、】P，。　 Km

　（5）式を 利 用 し て 複数 の 阻害剤 が 存 在す る場 合と

LA 単独 の 場合 の PBG 生 成 速度を ，阻害剤 の ま っ た

く存在 し て い な い 速 度 との 比 ，い わ ゆ る相対活性で 計

算 し，％表 示 で ま と め た の が Table　1 で あ る ．

　PBG の 生成速度 は 菌体内の ALA 濃度 に よ っ て当然

変 化 す る．in　vivo で の 菌体内の ALA 濃度を 正確に 測

N 工工
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定す る の は 容易 で は な い ．そ こ で ，ALA は 膜透 過 性

が よ く，培 地 中 の ALA 濃度と菌体内 ALA 濃度が同

じで あ る と仮定 し，実際 の ALA 生産 に よ る ALA の

濃度，0．1−7mM で 各 々 相対活性 の 計算 を 行 っ た ．ま

た ，30mM の LA 逐次添加 で ALA 生成が最大 に な る

こ とが わか っ て い るが ，
こ の と ぎ LA は 菌体に 消費さ

れ ， 培養液中に 30−15mM 存在して い る．6・7）そ こ で，

LA 濃度 と して 15 と 30mM に つ い て 試算を 行 っ た．

　 Table　1 か ら 明 らか な よ うに ，阻害剤 と し て LA 単

独 の 場合 に 比 べ ，ブ 卩 ピ オ ン 酸 が 3g 〃 （40　mM ）共存

す る と相対活性が 常 に 40〜50％ ほ ど低下 して い た．つ

ま り，ブ 卩 ピ オ ン 酸 に よ り ALAD 活 性 が 阻 害 され ，

LA 単独 の 場合 よ り強 い 阻害が 示 さ れ ， そ の 程度 は

ALA 菌体外生産に 充分寄与 し うる レ ベ ル で あ る．

　 Table　1 の 計算 は in　vitro で の 実験 に 基 づ ぎ試算 した

もの で ，実 際 の ゴπ 砌 o の 系 で こ の 通 りに プ ロ ピ オ ソ 酸

が ALA 菌体外蓄積 に 効奏 して い る か は 言 及 で ぎな

い ．し か し こ れ ま で の VFA 培地 で の ALA 生産実験

に お い て ，ALA の 菌 体 外排 出 が 活発 な と ぎは 菌体 の

ALAD 活 性 は LA 無添加 の 場 合 （505
　 nmol 　PBG ／mg ・h ）

の 約 20％ （86−100　nmol 　PBGImg ・h）程度に 低 下 して い

る こ とが確認され て お り，培養経過 に 伴 い LA が 減少

し阻害が 添加 前 の 活 性 の 20％ を 上 回 る と ALA 排出 の

速度 が 低下す る こ と も認め られ て い る．7）　Tablc 　1 の 試

算 は こ の 前報η の 実験結果 とよ く対応 して い る．

　た と え ぽ菌体濃度約 2g 〃 の GM 培地 を 用 い た ALA

生産系 （グ リシ ン 60mM 添 加，　 pH 　7．G± 0．1，5klux）

で は ，LA 　30　mM を 24時間 ご と に 逐 次 添 加 して も，

ALA の 菌体外濃度 は 最大値 4．6mM で 停止 し，以後

低 下 し た （未発表 デ ー
タ ）．一

方，同 じ く菌 体濃度

2解 の VFA 培地 （ミ カ ソ 外皮嫌気消化脱離液）で の

ALA 生産 系 （グ リ シ ソ 60　mM 添加 ，
　 pH 　7，0 ± O．1，

5klux）で は ，　 ALA の 最大蓄積量 は 16mM ま で 達 し

て い る ノ，同 じ く，下水汚泥嫌気 消化脱 離 液 か ら の

VFA 培地 を用 い る 系で は ，9mM の ALA 蓄積が観察

され て い る．9）Table　1 の 相対活性 は こ れ ら プ ロ ピ オ ソ

酸 を 2〜4g 〃 含 む 培地 が ALA の 菌 体 外 蓄 積 に 適 し て

い る こ とを，間接的 に で は あ るが 示 す も の で あ る．

　 本 菌 は メ チ ル マ ロ ニ ル ーCoA 経路を有 し て お り， プ

ロ ピ オ ソ 酸は メ チ ル マ ロ ニ ル ーCoA を経 て コ ハ ク 酸に

す み や か に 代謝 さ れ ，ALA の 前駆体 と な る こ と を す

で に 報告 し て お り，5・7）こ の こ と も VFA 培地 に お け る

ALA の 高濃度生産 に 寄与 し て い る と考 え られ る．さ

ら に ，本研究 に よ っ て ，プ ロ ビ オ ソ 酸 に よ る ALAD

阻害も ALA の 高濃度生産 に寄与 し う る こ とが示唆 さ

れ た ．

　今後，ALA の 高濃度生産 を行 うに は ，
　 LA ばか りで

は な く，
プ ロ ピ 才 ン 酸 の 逐次 添加 （流加 培養）法 の 改

良も必 要と 思わ れ る ．また ，ALAD 活性 の 低 い 変異

株の 取得も重要課題 で あ り　，　e・is］　ij在検討中で ある．

要 約

　Rhodobaster　sPhaeroides 　lこ お い て ，プ ロ ピ オ ソ 酸含有

揮発性脂肪酸 （VFA ）培地 で 観察され る著量 の ALA 菌

体外排出現象 の 原因 を 解明す る こ とを 目的 と し て ，プ

・ ピ オ ソ 酸 の ALA 脱水 酵素 （ALAD ）の 阻 害 に つ い て

検討した ．プ 卩 ピ オ ン 酸は ， 典型的な ALAD 阻害剤 ，

レ ブ リ ン 酸 （LA ）と同 様 に ，拮抗阻害を 示 した が，瓦

値 は 1．85mM と LA の 0．48 　mM と 比較す る と 高か っ

た．酢 酸や 酪酸 の 阻 害作 用 は 無 視 で き る 程度 で あ っ た ．

拮抗阻害 の 酵素反 応 モ デ ル 式を 用 い て ， LA 単独 の 場

合 と LA とプ ロ ピ オ ン 酸が共存す る 場 合 の ALAD の

相対活性 を試算 し た と こ ろ，LA 単独 の 場合 に 比べ ，

プ ロ ビ オ ソ 酸 が 共存 した 場合，ALAD 活性 は40−50％

低 下 した ．プ 卩 ビ オ ン 酸 は ALAD の 阻害剤 と して も

作用 し，ALA の 菌体外排出 に 寄与 して い る こ とが 示

唆 さ れ，VFA 培地 で の 高 ALA 生産の 合理性 が 改め て

確認 さ れた ．
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