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大豆根嬬菌による酒石酸と ア ン モ ニ ウ ム 塩

より生成するアミノ酸について

沢井 功下村得治中 村幸彦

まえが き

前報で1) 大豆根癌菌はアンモニウム塩の存在下で，

TCAサイクルを構成する各有機酸をよく利用して生育

するが，これらの酸の他に，酒石酸，アジピン酸， グノレ

ターノレ酸等の二塩基性酸を与へてもよく生育することを

報告した。

酒石酸が植物界に広く存在することは古くから知られ

ていたが，最近二，三の微生物2)・，)及び動物組織5)，6)か

ら部分的に精製した酵素標品を用いて，酒石酸代謝の機

構を明らかにせんとする研究が発表された。これらの研

究を概括すれば次の諸点となる。

(1) 動物組織では， DLー酒石酸及び meso-酒石酸を分

解するカ~，.自然、界に存在するし(+)寸酉石酸は殆んど分解

しない。 細菌では， L-(+ト酒石酸が最も強く分解され，

meso型や DL-W.は前者の 1/5位しか分解されなし、。

(2) 動物と細菌では代謝経路が異る。

(COOH COOH COOH 

|HdcH-mdH AH2 

れるアミノ酸はどの様なものであるか，叉それ等のアミ

ノ酸が酒石酸の代謝とどんな関係にあるかについて二，

三の結果が得られたので報告する。

実験方法

1. 培養液の組成 NH，Cl， 0.2 g; KH2PO" 0.5 g ; 

MgSO，・7H20，0.2 g; NaCl， 0.1 g; L-(+)酒石酸， 0.7g; 

FeCl.・6H20，微量;MnSO，・4H20，微量;蒸溜水， 1000 

mfi; NaOHで pH6.5に調節。

2. アミノ基の定量所定の培養日数毎に，培養液を

無菌的に分取し，ザイツi慮過器で菌休をj慮別し，夫々の

i慮液 25mfiに飽和炭酸ソーダ 1mfiを添加し，重盗H1t上

で蒸発乾回し，アンモニヤを除去する。残澄を水に溶か

し， 1慮i邑洗糠する。 1慮、液は三塩化酷酸ても沈澱を生じない

ので，可溶性蛋白質の存在は無視庁i来るo 塩酸で pHを

5.0としてから，水を加へて 50mfiとしこれから 1mf! 

をとり YEMM等の方法7)により，ニンヒドリンによる呈

色を光電比色~t で定量した。標

CH3 準曲線には DLアラニンを用

動物 (5)~ I τ三三 1 ζコ|

I H?OH 十H20?OH?O
ごてー '.~ CO+C02 
lVlnπ| 

L 、fこo

3. 酒石酸の定量上記のザ

イツ漏過器でj慮過した穂波うた々

8 mf!を 2mfi迄重量煎上で濃

縮したものにつき， GORBACH 

等
8) の方法で定量した。

COOH 
COOH COOI-I COOH 

(2) ( CH(OH)・COOH CH2.COOH 
|嫌気的:3 I =2CH3COOH+ I 十4CO，-f-2H20

細 菌!分解
lCH(OH)・COOH CH2.COOH 

(3) ( -C02 

1好気的 :L-(十)酒石酸ー→DihydroxymaleicAcid -→ 7 
1分解 l

4 アミノ酸の分離確認 3 

日目の桔養液約 300mfiを5分

細菌による好気的分解では DihydroxymaleicAcid以

下の分解は複雑で未だ明らかにされていないが，動物又

は細菌による嫌気的分解では，中間代謝産物として，酷

関空， オキザロ酷酸， コハク酸， ピノレピン般の様な TCA

サイクノレの酸が生成され，それらが TCAサイクノレを経

て酸化されて行くことがわかる。

大豆恨癌菌によって，酒石酸が分解される際に，その

中間代謝産物の一部は当然共存するアンモニヤを取入れ

て菌体蛋白の構成分であるアミノ酸の合成を行なうもの

と考えられる。本実験では，生育初期の段階で，合成さ

間煮沸後，遠心分離 (12，000r.p.m.)して菌体を除去する。

上澄液を約 50ms迄i威圧濃縮し，予め処理をしたアンバ

ーライト IR-120(メッシュ， 400)のカラム(内径 2cm，長

さ25cm)に注く、、。 2Nーアンモニヤ水て、溶出し，最初の溶

11:¥液 250msを減圧で乾回し，残澄を小量の水にとかし，

i慮過する。溶液は更に HIRS9)等の方法に準じてカラム

クロニトグラフイーを施行した。 HIRS等の方法と異る

点は， Dowex 50-X8を用いたこと及び Dowex50-X8の

カラムの長さが 80cmであることである。確認はペーパ

ークロ 7 トグラフイーによった。展開剤は水飽和フエ/

- 23ー
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-)レと nープタノーノレ.酷酸:水=4:1:5の上層液との二

種を用いた。

5. 酸素及び炭酸ガスの定量 ワーノレブノレグ検!王法に

よった。反応温度は 38
0
C。気相は空気。

6. 乾燥菌及び cell.free抽出液の調製 NaCl， 0.2 g; 

KH2PO.， 0.5 g; MgSO.・7H20，0.2 g; NaCl， 0目1g; 

L-(+Iー酒石ー酸， 5g; FeC13・6H20，微量 MnSO，・4H20，

微量，寒天， 20g;蒸溜水， 1000 mii; NaOHで pHを

6.5とする。この寒天培地に菌を接種し， 30o
C， 4日間指

養後，菌{本を集め， EISENBERG叫の方法により乾燥菌

を調製した。叉乾燥商から LINDSTROM")の方法により

cell-free抽出液を調製した。

実験結果と考察

前記府養液 300miiに一白金耳の菌を接種し， 30
0Cで

静置府養する。 I背養日数毎にj~養液中のアミノ誌を定量

した結果は第 1図の通りである。叉同時に消費されるi酉

石酸を定量した結果も第 1図に示した通りである。
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第 2図 Dowex 1-8のカラムからの溶出液の Rf値

(展開剤・フエノーノレ水飽和溶液)

1-X8 (mesh， 200)のカラム(内径 1cm，長さ 30cm)で，

0.5M酷酸を溶出剤として溶出した。浴出液は 20mii宛

分取し，溶出液が 130mii流出後に 0.5M麟酸を 1NHCl

に切替えて更に 100mii溶出を続けた。各区分を重滋烈

"t'で蒸発乾国後，残在互に小量の水を加へ，ニンヒドリン

の呈色反応をしらべた。その結果は，第 2図に示した如

く， 最初から 20mii迄の区分及び 131mii以後 160mii

迄の 30miiの区分はニンヒドリン陽性であった。これら

の区分を夫々一緒に集め，水飽和lフエノーノレを展開剤と

して，ペーパークロマトグラフィーを行なえば，第2図

の刻lく，最初Jの20miiの裕出区分には， 4ケのスポット

が示され， 131 miiから 150miiまでの区分には2ケのス

ポットが示された。後者の 2ケのスポットの中 0.16がア

スパラギン酸， 0.24がグノレタミン酸によるスポットであ

ることは文献記載9) の治Ll:'.区分とこれらが大体近い区分

第 1図熔養中のアミノ稜の生成と酒石酸の に溶出していること及び純粋のアスパラギン酸とグノレタ

消費(培養液 1000mii当り) ミン酸とを対照にして，ペーパークロトグラフィーで比

第 l図からわかることは，ニンヒドリン呈色物質が培 較した時，同ーの Rf値が示されたことから知られた。

養後3日目迄急激に増加し，以後は漸時減少し，更に 6 前者の区分に含まれる 4ケのニンヒドリン陽性物質を確

日目以後では一定の値を示した。尚培養0日の倍養液中 認するために，これを 2mii迄濃縮して， Dowex 50-X8 

にわづかニンヒドリン呈色物質が存在した。前報で述べ (mesh， 200)をつめた第2のカラム(内径 1cm，長さ 80

た如く，この場合，菌の生育は 4-5日目が生育の極大で cm)に注ぎ，濃度の異なる盗西空で溶1:¥:]した。第3図に示

あることから，このニンヒドリン陽性物質は一菌体の自己 した如く A区分は溶出液 101miiから 160miiまでの

消化等で菌体から培養液中に溶tl:]したものではない。 60mii，B区分はその次の 60mii，C区分は更にその次の

方酒石般の消費は大休一定の割合で進み，培養後9日目 90mii，以下同様に D区分 120mii，E区分 120mii， F区

では殆んど消費されている。ここでみられたニンヒドリ 分 90mii，G区分 90miiを夫々分取し，減圧濃縮後，二

ン陽性物質がアミノ酸であらうと云ふ前提の下に，前記 つの臭った展開剤を用い，ペーパークロマトグラフィー

の方法に従いアミノ酸の分離確認を行なった。 を行なった。 A区分にはセリン， B区分にはセリンとア

I芦養3日目の培養液3000miiを前記の方法に従い，先 ラニンの混合したものの存在が知られた。 C区分は水飽

づアンバーライトlR-120のカラムで大体脱血後，最初 和フエノールて、展開すれば，アラニンに相当したスポッ

の捺出液250miiを約 2mii迄減圧濃縮し，これを Dowex ト1ケがあらわれるのに，Jl プタノーノレ・酷酸・水の時
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第 3図 Dowex 50.-X8カラムからの各溶出区分の示すニンヒドリン呈色スポット

には，少量のセリンとパリンの他に多量のアラニンに相

当するスポヅトが見られた。即ち後者の展開剤の方が前

者より分離能がよいことがわかる。 D区分中にはパリン

と少量のイソロイシン， E区分中にはイソロイシンのみ，

F区分中には少量の4ソロイシンの他に闘が非常に小

さい微量のニンヒドリン陽性物質の存在が夫々知られ

た。叉 G区分にも不明の微量のニンヒドリン陽性物質が

みとめられた。

以上のことから， 1訴によって生成されたアミノ酸はア

スパラギン酸，グノレタミン酸，セリン，アラニン，パリ

ン，イソロイミンである。これらの中，アラニン，パリ

ンが最も強L、ニンヒドリン呈色を示し，次がセリン，イ

ソロイシンで，大体同じ程度の呈色を示し，アスパラギ

ン酸，グノレタミン酸はし、づれも非常に~~1.、呈色を示した。

このことは，アスパラギン酸とグノレタミン酸は他のアミ

ノ酸より代謝される速度か早い為，上自;養液1いの濃度がう

すいものと考えられるが，このl，~は吏に検討する必要が

ある。

酒石酸とアンモニヤから，この様にアミノ酸が生成す

ることは，当然，酒石酸の代謝経路のどこかの段階でアン

モニヤが固定されてアミノ酸を生ずる反応があるためと

考えられる。このj去を明らかにするには，先づ菌による

酒石酸の代謝経路を知る必要があり，前記方法で調製し

た乾燥商及び cell-free抽出液を用い，酒石酸が分解され

• 

〔
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( cell-free銅出液 0.5mf!叉は乾燥菌25mgを水 0.5
主室 {rneIC分散したもの

lM/5燐酸緩衝液 (pH7.0)， 0.5 mf! 

r 1 L-(+lー酒石酸ソーダ (30mM)， 0.5 mf! 
側室{

III 3N-H2SO" 0.2 mf! 

副室 20% KOH， 0.2 mf! 気相:空気;反応温度 38
0

C

第 4図乾燥菌及び cell-free抽出液による

酒石酸の酸化と脱炭酸

る際に，消費される酸素と発生する炭酸ガスをワー Jレプ

ノレグ検圧計で測定した。第4図に示した結果は，1.、づれも

Endogenousの値をヲ11.、たものてある。乾燥菌の場合は，

酸素 1モノレの消費量に対して，炭酸ガスは約4モノレ近く

発生していることがわかる。 叉 cell-free抽出液の場合
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は，全体として酸化も脱炭酸反応も乾燥菌より弱く，モ

ノレ比は酸素 1モJレに対し炭酸ガス 2モノレとなっている。

これは乾燥菌の方が cell-free抽出液より，含まれている

種々の酵素の活性が強い為であり，叉両者のモノレ比が異

るのも，酸化反応より脱炭酸反応を行なう反応系の方が

多く含まれている為と考えられる。乾燥菌体を用いて，

反応を行なったワーノレプノレグセルの内容物をi慮過し，溶

液に2・4-dinitrophenylhydrazineの2N塩酸溶液を添加

し，冷所に数時間放置すれば，黄色針状の結晶が折出し

た。結品を瀦別，合水アノレコー Jレから一回再結晶を行な

し、微量の結晶を得た。この結晶につき，n-プタノーノレ:水:

エタノー Jレ=5:4・1を展開剤として，ペーパークロニト

グラフィーを行なえば 1ケのスポット (Rf= 0.55)が得

られた。この値は hydroxypyruvicacidの 2・4-dinitro-

phenylhydrazoneの Rfと近い値を示す川。 叉 m.p.は

1500Cで文献記載12)の値よりやや低いけれど， ここに

得られた結晶は hydroxypyruvicacidの 2・4-dinitro-

phenylhydrazoneであると考えられる。更に， hydroxy-

pyruvic acidのhydrazoneを多量に捕集する目的で，亜

批酸阻害による実験を行なった。即ち，前記庭養液 100

msに 5%K3As03を 5msの割合て‘添加し，塩酸で pH

を 6.5にした培養液を調製した。 これを 250ms容三角

フラスコ 25本に 30ms宛分注し，殺菌後，一白金耳の閣

を接種し， 30
0

C，4日間培養後，培養液を遠心分離(12，∞o
r.p.m.)し菌体を除去する。上澄液を弱アルカリ性とし，

減圧濃縮し，濃縮液を酸性にもどしてから，エーテルに

よる続連抽出 (8時間)を行なった。抽出物の一部はヒド

ロキサム酸鉄試験日)に供したが，脂肪酸の存在は認めら

れなかった。他の一部は不揮発性有機酸のペーパークロ

マトグラフィ_1<)に供したが， TCAサイクノレの有機酸

の存在はみとめられなかった。抽出物の残部は常法の如

く処理し， 2・4-dinitrophenylhydrazoneに誘導した。こ

れを 3回，含水アルコールから再結を行ない，ペーパー

クロマトグラフィー(展開剤 nープタノーノレ:水.エタノ

ーノレ=5:4:1)を行なえば 4ケのスポットが得られた。即

ち， Rf = 0.85， 0.62， 0.45， 0.36であった。 0.85のスポット

は他のスポットより遥かに大きく，叉強い黄渇色を示し

た。このスポットを液紙から切取り，アルコーノレで抽出

後，抽出液を減圧濃縮し，小量の水を加える操作を繰返

し，精製したものは m.p.148
0
C，元素分析の結果 N=

25.46%であった。 これは恐らく 2・4-dinitrophenyl-

hydazineの分解産物ではないと考えられる。 0.62と0.36

のスポットは 0.45のスポットより非常にうすいPyruvic

acidの 2・4-dinitrophenylhydrazoneとベーノマークロマ

トグラフィーで比較すれば， 0.62はそれの syn-type，0.45

は anti-typeに一致した。 0.36はオキザロ酷酸かグリオ

キシ Jレ酸の hydrazoneの Rfに相当するが，これらの分

離確認は行なはなかった。従って，亜枇酸阻害では，

hydroxypyruvic acidは折集することが出来なかった。

以上の実験結果から，酒石酸は菌によって次の二つの

経路で分解されて行くものと考えられる。

OOOH 

-H.O/"ノ bHE-C02W3
"7  一一一一一ー 00 ー+

POOHf?0600H  
問。H 0∞H 

OHCH¥_U OOOH 

OOOH 可にふo -00. 9H20H 
叩6 -ー CO 一一t 

booH 
COOH 

従って，ここに生ずるオキザロ酷酸，ピルピン貫主，

hydroxypyruvic acidは夫々アラニン，セリン，アスパ

ラギン酸の骨酪を与えるものと考えられるが，パリン，

イソロイシンの骨幣かとの様にして生成されるかは本実

験からは推定出来ない。叉アンモニヤかどの様な機械で

同定されてアミノ酸を生ずるかも，推測することは出来

なし、。

要 約

l. 恨癒閣は L-(+)酒石酸とアンモニウム塩から，ア

ラニン，セリン，アスパラギン般，グルタミン円安，パリ

ン，イソロイシンを生成する。

2. 酒石酸は酸化及で脱炭酸を受けて，分解されるが，

代謝中間体として， Pyruvic acid， hydroxypyruvic acid 

及び glyoxylicacidが oxalovoticacidがみとめられた。

3. これらのケト酸は夫々アラニン，セリン，アスパ

ラギン酸の前駆物質となり得ることか推定された。
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