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塩辛の細菌学的研究

第 9報 Baci・llussubtilisのグノVタミシ酸股水素酵素についτ

長 尾 清

〈北海道大学水産学部水産紺歯学教室〉

Bacl出 ologicalStud説。f.S協同raor ':Sou詑 dSquid" 
9. On the glutamic dehydro酔凶器 ofDacillus subtilis 

Kiyoshi-N企GAO

Faculty 01 Fisheries， Hokkaido University 

Abstract 

The formation of enzyme within the ce11 was conditione:l by the chemical constitution of the 

medium， by the physicochemical conditions holding during growth and by the age of the culture. 
1. The change in the external pH during growth was fo11owed by. alteration . in glutamic 

dehydrogenase content of theα11s， but the pH optimum activity (pH7.4) dces not vary‘withgrowth 

pH. 

2. The variation of potential activity and effective. activity .of enzyme with pH of medium during 

growth were studied. The potential activity was roughly ∞nstant whatever the pH. in the medium. 
The effective activity was great1y affected by thepH of me:lium during growth; The potential 

activity is that activity estimated at the optimal activity pH of the enzyme and it represents the 

total formation of enzyme within the ce11; The eIfective activity is the activity eStimated at the pH 

of the environment in which the cell was grown. 

3. The preance of鉛 diumchloride in the su凶trate鉛 lutioninhibits any activity of this enzyme. 

4. This enzyme was formed to a gl'ぬterextent when growth occurs at 370 than when at 23，0 300 

and 42.0 

5. This enzyme was formed during growth， reaching a maximum at about the time of ce邸ationof 

ce11 division. After the end of the growth the activity declined. 

細菌によるアミノ酸の生合成について次の反応が知られている。

aspartase 
(1) Aspartic acid ζ-~ fumaric acid + NH. 

glutamic dehydrogenase 
(2) Glutamic acid + CoII←→ a-iminoglutaric acid + reduωd ColI 

?↓ 
a-ketoglutaric acid 

transaminase 
く3) Glutamic acid + R 0 CO 0 COOHι二二二二三 a-ketoglutaricacid + R・CHNH2oCOOH
(4) Serine + indol→tryptophan + H!O 

Glutamic dehydrogenaseにより glutamicacidより a-ketoglutaricacidが生成されるが，とのもの

は糖代謝に重要な役割をはたすと共に， transaminaseの反応に関与しアミノ酸の生合成に重要た鍵の役目を
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している。叉 alanine，serine及び cysteineが分解されるといずれも

pyruvic acid は叉 transaminaseの反応に関与している。

著者t土前に溢辛熟成中の量味の原因は monoamino-N量の増加に起因するであらうと述べたが，O 呈球

の源と考えられるアミノ酸が細菌(塩辛の熟成に関与する細菌〉の生鮒包の内外でいかにして生合成され或

は代議されて作くかと云ふ問題特に gIutamicdehydrogenaseと transaminase との関連に・ついて詳細に研

究し，撞辛の呈味の問題を解決しよう L恩ふ。木報に於ては著者が溢辛中より分離した B.subtilisの

gIutamic dehydrogen蹴について実験した結果について報告する。

pyruvic acidを生成ナるが，との

1. 薗浮遜波の回毎逮前報宮〉に同じ.木報に於ては常に1.28mg.dry wt./ccの菌量の菌漆遊液を用い
?と。 f荷菌体は寒天斜面培地~37，O 18時間培養発育させた。

2. 醗棄作用力の測定法 Thu.n1:erg管の反応管r:.M/50gIutamate 3cc， MIJ.;燐酸 buffer3 cc及びM./t刷。
methylene blue 1 ccを入れ，側室に菌浮遊液1ccを入れ，泊。の水精中で排気後，側室の菌淳遊液を反応管

に混入させ，反応を開始させ，反応開始時から methyleneblueの脱色する迄に要した音寺聞を測定した。こ

の場合 methyleneblueの脱色する時聞は光電比色

計を用ひ，位。m.のfiIterを用い透過中1∞%にな

るまでの時間である。

法方厳実

呆

1. 細胞内醇棄形成に及ぼす培地pHの彫響
いろいろな培地 pHで発育した B.subtilisの

gIutamic dehydroger.aseの活性度の反応pHによる

変化を測定した結果を Fig.1に図示した。実験結

果より酵素の至適pHは7.4であり，しかも至適pH

は発育時の培地pHによって影響を受けたい事がわ

泊注る。

次に発育時の培地 pH1亡伴ふ B. subtilisの

. gIutamic dehydrogenaseの潜在活性度 (potentiaI

activity)と見掛け活性度 (effectiveactivity)の褒

化を Fig.2に図示した。潜在活性度とは至適pH

で測定した場合のn1ethyleneblueの脱色する時聞

を以て表はし，これは細胞内に於ける酵素の全成量

を表はす。見掛け活性度とは細胞の発育する看護境

pHで測定した場合の methyleneblueの脱色する

時聞を以て表はした。実験結果より潜在活性度は発

育時の培地pHの如何に狗らず大体一定に保たれて

いる事が解る。叉見掛け活性度は発育時の培地 pH

に依り影響され，アルカリ性培地よりも酸性培地に

発育した場合にとの活性度は非常に減少している。

2. 遁廊酵素か否か
寒天斜面培地(pH7.0)に370，18時間培養した菌

体の菌淳遜液を用ひ， Warburg検圧装置の反応容器

にMhs燐酸buffer液 (pH7.4)3cc，Mj5Jglutamate 
1Ccc及び菌淳遊液3ccく1.28mg. dry wt./cc) 
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結験実

7.0 8.0 
Reaction pH 

.t<'ig. 1. Variation with reaction pH of 
acitivity of glutamic dehydrogena田
of Bac. subtilis grown at various pH 
values. Shows that pH of optimum 
activity does not vary with growth 
pH 
③ Growth pH6.0・GrowthpH7.0 0 Growth 
pH8.0⑨ Growth pH9.0 
Thunterg tute contained， Mj50 gIutamate 3cc， 
M/15 phosphate buffer 3cc and MJ10，仮m
methylene blue 1，∞ in the reaction tube and 
1ccof bacterial suspension (1. 28mg. dry wt./cc) 
in the side cap. 
Buffer soIution: pH 6.0-8.3 phosphate buffer， 
pH 8.3-9~0 veronaI bilffer. 
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を入れ..300でロ分間接触させた後，反応液

を遠心分離，菌体を充分水洗した後，再び蒸

溜水に懸淘させた菌淳遊液を用い前同様の方

法で methyleneblueの脱色する時閣を測定

した結果を Fig.3図に示した。即ち反応

pH7.4に於ては3分間で脱色された。

3. 食塩による彫普及び食塩に対する

遁R慢性

(a) 普通agar-agar培地〈食嵐無添加〉に発

育した菌体を用い菌穆遊液を作り，Thunberg 

管の反応管に 14/15燐酸 buIfer液 (pH7.4)

3∞; ~/δ， glutamate液r-:.20%になる様 NaCl

を加えた基質液 3∞及び 14/10曲。methylene

blue lccを入れ，側室に前記菌主事選液 lcc

を入れ前同様の方法で methyleneblueが脱

色される迄に要した時間を測定した結果 3

時間経過しでも methyleneblueの色は殆ん

E菱化なかった。

くb) 普通 agar-agar培地 C食塩無添加〉

f 
IlO 

。
O.O 7.0 &a 
pH of mediun1 during growth 

Fig. 2. Variation of potential aetivity 
and effective activity. of glutamic 
dehydrogenase of Bac. subtilis with 
pH of medium during growth 
Potential activity = time required _ to the 
moment of methylene blue reduction estimated 
at the optimal activity pH. Effective 
activity=time required to the moment of 
methylene b!ue reduction estimated at、 the
pH of the environment in which the cell 
was grown. 
o Potential activiy・Efffectiveactivity 
Buffer solution: pH'6.0-S.0 phosphate buffer， 
pH 9.0 veronal buffer. 

に発育した菌体を用い菌謬遊液を作り， Warburg検

圧装置の反応容器に燐酸 buffer液 (pH7.4)3cc， 

M./5<'glutamate液に却%にたる様 NaClを加えた基

質液 lOcc及び前記菌淳遊液 1ccを入れ.30。にて

3時間接触させた後，菌体を集め，充分水洗じた後

再び蒸溜水に懸濁させた菌淳遊液を用い.(a)の場

合と同様の方法で methyleneblueが脱色される迄

!に要した時聞を測定した結果2時間経過後，僅かに

透過率が大にたったにすぎたかった。(反崎高始時

及び2時間後の透過率は夫Jをお%及び48%であ

った〉。
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Fig~ . 3. Adaptability of. glutamic 
dehydrogenase of Bac. subtilis 
The pH of medium during growth was 
7.0. The cetls adapted' with glutamic 
acid . were pr，句渇redby the incubation of 
glutamate with intact cells at却。 for
12niin.， then the cells were washed with 
distilled water. 
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(c) 肉エキス 1%. ペプト:/l%，NaCl 115%.寒
天1.5%及び "!.tj加になる様 glutamateを湖Hした

培養基に釘3 にて 18時間培養後，発育した菌体を用

い商浮遊液を作り.(2)の場合と同様 glutamateに

30，0 12分接触，水洗した菌を使用し. Thunberg管

の反応管に燐酸 buffer液 3∞， M./so glutamate液

(NaCl無添加) 3cc及び rnethyleneblue 1 ccを

入れ，側室に前記菌若手遊液 1ccを入れ，前同様の方

法で methyleneblueが脱色される迄に要した時間を

測定した結果を Fig.4に図示した。ー

くd) (c)の場合と同じ培地に培養 (37，0 18時間).

との菌替遊液を glutamateに 30，0 30分 1時間及

び2時間接触，水洗した菌を使用し. Thunberg管の

反応管に燐酸 bulfer液 3cc，MjiiO glutainate (15% . 

NaCl含有) 3cc 及び m~thylene blue 1 ccを入れ，

側室に前記 glutamatel~接触させた菌浮遊液 1∞を

入れ前同様の方法で methyleneblueが脱色される迄

に要した時間を測定した結果.glutamateに30分，

1時間及び2時間接触させた菌葎遊液は測定開始後2

時間経過しても methyleneblueの色は殆んど変化な

かった。

Fig. 4. Effe~tsof tl:e pte鵠:nce りf
sodium chloride during growth 

Medium: 1% meat extract， 1% peptone， 
15%叡対iumchlordie， M150 glutamate and 
1.5% agar・18hrs.culture at-37~.， then 
th閣 cellswere ad;ipt-ed with glutamate 
with intact c泡lIsat 300 for 12 min.， then 
the cel1s were washed' twice with -di!lti1Ied 
water. Activity was estimated as usually. 

細菌の発育温度及び培.時閣が酪棄形成に

及ぼす彫響

(a) 発育温度の彰響.• Agar-agar (pH7.0)に

B. subtilisを接種， 23¥ 30''. 37"及び 42'~

て18時間培養し.常法により m哩thylene. blueの

脱色に要した時間を測定した結果を Fig.5 r-:図

示した。基質中に NaClを添加していない，倫

420にて培養した菌体は発育状障惑し培養基も

軟かで，反応開始後50分経過しでも methylene

，blue l-x.脱色されたかった(反応開始時及び町分

後の透過率は夫々 33%及び 72%であった〉。
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くQ)培養時間の彰響

Agar~agaf (pH7.0)に B..subtilisを接種.37'に

て，15，18，20及び22時間培養し，常法によりmethyleI1e

blueの脱色に要した時間を測定した結果をFig.6に図

示した。

20 

細菌細胞内での酵素形成は細胞形成の際の培地 pH

の影響を著しく受けるが，酵素の型と機諸によって培

地，pHの効果が兵なる，~)その効果を類別すると次のミ

型に要約される。

く1) 中和機構。細菌は非常に広い範囲のpHをも

っ培地中で発育出来るコそれは細菌が外界の酸度やア

ルカリ度を中和し，内部環境を安定させる機能をもっ

ているからである。例へば Esch.coliをアミノ酸を

含む酸性培地で培養すると，或る種のアミノー酸を脱炭

酸してco，を遊離し同時にγルカリ性のアミ Yを作る
叉アルカリ性で培養するとアミノ酸を脱アミノずる酵

素を作りNH;を遊離し同時に埋ま性の生成物をつくるの

である。

く2) 防禦機構。 Catalaseの様た酵素は蓄積すると

細菌に膏・性を示す代謝物質を分解する機.~êをもってい

る。

(3)'発育時η培地pHが聖子4素活性の至適pHにある時最も多くつくられる酵素で，との鮮に属する酵素は

中和或は防禦のいずれの機能ももっていたい。

Glutamic dehydrogenase 1-l::.(3)のグル戸 7・に属する酵素でFig.lに図示した様にとの酵素の至適pHは 7.4

であり，しかも至適pHは発育時の培地pHによって影響を受けず叉発育時の培地pHが，酵素活性の至適pH

にある時に最も多くつくられている。細胞のもつ見掛け上の酵素構成は，その潜在的た酵素構成の一部で，

細胞の発育条件即ち (1)培地の化学的組成， く2)発育中の物理化学的条件. (3)培養の発育鹸，によっ

て取捨選択される。

Thunberg管による測定では酵素の量的形成を測定する事は困難である。 Fig.3に図示した様lC300で12

分間基質と第怯させる事によって methyleneblueの脱色に要する時間は日以上に短縮されたが，との事実

のみで適応的に苦手素が形成されたとは云へたい。 Warburg検圧装置を使用し，生細胞内で酵素が適応的に

形成される様相を時間的に連続的に計測したければたらたい。とれは後に報告する予定である。

酵素生成に対する温度の彰響は今主主殆んど研究されていたい。僅かに Esch.ωliの或る菌株のアミノ酸

脱炭酸酵素の生成カ~2\)-3i)。培養の方が 37~培養よりも多い。しかし Esch. coliの他の菌i株及ひとClosfridium

we/chiiでは高温培養の方が低温培養よりも同酵素生成が多い事が知られているの.叉 P10feusvulgarisに

よるアミノ酸々化酵素は，反応温度37"の方が240よりも活性が高いtても拘らず.28。培養の菌の方が芳素生

成量が多いととが知られている程度である円著者の実験で B.subtilisのglutamicdehydx:ogenase生成量

は.37'培蓑の菌が最も多かった。叉 Fig.6に図示した様K菌体の酵素量は培菱の発育齢によって互霊化する事

がわかる。細胞の発育経過中における環境の物理化学的性質が，発育しつ Lある細胞の物質代謝のはたらき

によって常に変恥細胞の酵素含量は，その酵素がつくられる時の環境に大部分支配される。著者の実験結

果より，この酵素は発育中に次第につくられ.細胞分裂が停止する時期にその量は最大とたる。発育古鳴っ

た後の活性は弱まるが，それは細胞が死滅して酵素蛋白質の酸化や消化なEが起ったためと思われる。細菌
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Fig. 6. Effects of the age of the 
culture on enzyme constitution 
Medium: agar-agar， Culture temperature 
37" 
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中の大部分の型の酵素は，培養経過とともに酵素活性もとの様な菱化を示す様である。例へば脱アミノ酵素，

脱炭酸酵素及脱水素酵素等である。叉培養の発育齢とともに愛りつ Lある基質に対して示す細胞膜透過性に

原因しているのかも知れない。近年の研究によれば，ふるい発育年齢の菌体には殆んど核酸機物質がないと

と.lag phaseの後期と logphaseの初期に相当する発育相では，との物質が著明に増加するが.negative 

growth phaseとmaximumstationary phaseにいたる聞には，一様に誠ってゆくととなどが明らかになった。

要 約

細胞中の酵素生成は培地の化浮的組成，発育中の物理化学的条件及び培養の発育齢によって彰饗される。

B. subti/isの glutamicdehydrogenase生成に彰響を及ぼす之等の条件について実験し次の結果を得た。

1. 至適pHは7.4であり，しかも至適pHは発育時の培地pHによって影響を受けない。

2. 細菌発育時の培地に伴ふ膨素の潜在活性度 (potentialactivity)と見掛け活性度 (effectiveactivity) 

の菱化を測定した。潜在活性度は発育時の培地pHの如何に拘らず大体一定に保たれ.見掛け活性度は

発育時の培地，pHにより彰響される。

3. 基質溶液中ICNaClが存在すると醇素作用は阻害されるの

4. 酵素生成量は37ご培養の菌が最も多い。

5. 醇素は発育中に次第につくられ，細胞分裂が停止する時期にその量は最大とたち，発育が終った後の

活性は弱まる。

終りに臨み，木研究に協力された川村義夫氏に感謝の意を表します。
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