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ABSTRAc’T

　　　　　　A　novel　mucopolysaccharide，　bacterial　cellulose　（BC）　containing　N－

acetylglucesamine　（GlcNAc）　residues　in　main　chain　through　S－li4　glucof　idic　linkage，　was

produced　by　the　bacterium　Acetobacter　」rylinum．　lncorporation　of　GlcNAc　residues　into　BC

has　been　achieved　by　thc　successive　transfers　of　the　strain　to　the　culturc　medium　containing

GlcNAc　instead　of　Glc．　］一lowever，　few　investigations　have　been　conducted　to　determine

metabolic　pathwayg．　of　GlcNAc　so　far．　The　fine　mechanism　of　incorporation　from

exogenous　GlcNAc　of　the　culture　mcdium　has　not　bccome　evident．　The　pu　rpose　of　this

study　is　to　clarify　the　incorporation　mcchanism　of　GlcNAc　by　A．　」cylinum．　Thus　culturc

conditions　of　A．　aylinum　and　its　uptake　of　carbon　sources　were　investigated　in　order　to

elucidate　the　flow　of　GlcNAc　in　the　biosynthetic　pathway　of　BC．　Furthcr，　scveral　carbon

sourceg．　were　employed　to　examine　thc　specificity　of　substrate　for　cellulose　production．

　　　　　　．4．xiY伽um　ATCC　10245　was　uscd　in　this　investigation．　Thc　adap重ation　of．4

xylinum　to　GlcNAc　was　carried　out　t）y　repetitive　subculturing　to　Schramm－Hestrin　（SH）

liquid　medium　containing　only　GlcNAc．　Then　cultures　were　transferred　to　SH　mixed

medium　containing　Glc　and　GlcNAc　and　incubated　at　280　C　statically　for　the　production　of

BC　pelliclcs．　Sincc　sugar　consumption　by　the　bactcria　is　essential　to　uptake　of　carbon

sources　for　cellulose　production，　sugar　concentration　in　the　culture　mediuin　and　variation　of

sugar　composition　werc　observed　time　dependently　during　incubation．　lt　was　shown　that

Glc　was　consumed　prefcrentially　in　SH　mixed　medium　containing　both　Glc　and　GlcNAc．

GlcNAc　was　utilized　as　a　minor　carbon　source　for　cellu｝ose　production　when　all　Glc

disappeared　from　the　culture　medium．　The　amount　of　incorporated　GlcNAc　ref　idues　into

BC　increat　ed　with　incrcasc　of　the　ratio　of　GlcNAc　concentration　in　the　culture　medium．

Although　the　sugar　component　in　the　culture　medium　became　only　GlcNAc　due　to

exhaustion　of　Glc，　production　of　pellicles　continued　and　major　constituent　residuc　of　BC

was　found　to　be　Glc．　These　results　indicate　that　GlcNAc　which　takcn　up　by　the　bacteria，

was　convcrted　into　Glc　by　the　equilibrium　fUnction　of　enzymatic　systems　including
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deacylase　and　aminotrang．　ferasc．　Resulted　Glc　was　provided　ag．　a　carbon　sourcc　to　the

general　biosynthetic　pathway．

　　　　　　Other　aminosug．　arf　，　glucosamine　（GlcN），　galactosamine　（GalN）　and　mannosamine

（ManN），　were　appljed　to　the　culturef　of　A．　xylinum　to　examine　enzymatic　stereoregulations

in　metabolic　pathway　of　aminosugars．　GlcN　and　GalN　were　taken　up　by　A．　xylinum　to

incorporate　GlcNAc　residues　into　BC，　whereas　ManN　was　not　achieved　to　incorporate．　lt　is

proposed　that　the　eqttilibrium　among　three　aminosugars，　GlcNAc，　GlcN　and　Glc，　is

established　in　the　flow　of　hexose　by　the　participation　of　GlcN．　The　GlcNAc　incorporation

mechanism　by　the　addition　of　GalN　might　be　proposed　as　epimerization　at　a　first　step　to

prepare　GlcN，　and　thcn　deamination　occurred　to　produce　Glc　as　a　carbon　source　for

cellulose　production．　As　the　stereospecific　deamination　and　amination　processes　are

suggested，　an　aminotransferase　and　an　epimerase　are　assumed　to　be　present　among　other

significant　enzymes　in　thc　metabolic　pathway　of　A．　xy伽um．

　　　　　　Aii　aminotrans（’erase　which　catalyzes　amination　and　deamination　reactions　rises　to

metabolic　pathway，　thus　ammonium　ion　seems　to　takes　part　in　the　equilibrium．　The

application　of　several　aminonium　salts　were　found　to　be　effective　on　the　incorporation　of

aminosugar　residues　into　BC　even　in　the　absence　of　aminosugars，　when　the　cultures　of　A．

aylinum　were　incubate（1　under　rotatory　and　aerated　conditions．　As　little　incorporation　was

observed　in　the　case　of’　static　culture．　aeration　was　assumed　to　be　an　essential　factor　to　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

aminosugar　incorporation　in　the　prescnce　of　ammonium　salts．　Ammonium　chloridc　seemed

to　be　the　best　additivc　to　enhance　aminosugar　incorporation，　because　the　highest　value　of

GlcNAc　content　obtaincd　by　the　addition　of　it．　lt　was　proposed　that　GlcN　which　arose　from

enzymatic　equilibrium　ot’　Glc　and　ammonium　ion，　was　converted　into　GlcNAc　to　be

provided　to　the　biosynthctic　pathway　of　cellulose，　sincc　incorporated　aminosugar　residuc

wag．　estim：tted　to　be　GlcNAc．

　　　　　　Attention　was　t’ocused　on　sugar　phosphate　which　is　an　intermediate　of　biosynthetic

pathway‘｝f　BC．　Two　pathways　of　GlcNAc　for　biosy1曲csis　of　BC　containing　GlcNAc

residues　were　proposed；　（1）　GlcNAc　was　metabolized　through　general　pathway　after　the

conversion　into　Glc，　（2）　GlcNAc　as　it　is　was　lcd　to　sugar　phosphates　（GlcNAc－6－P，　GlcNAc一
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1－P）　and　sugar　nucleotide　（UDP－GlcNAc），　and　became　the　substrate　of　cellulose　synthase．

Thus　sugar　phosphateg　are　important　as　interrnediates　for　the　biosynthetic　pathway　of　BC．

As　GlcNAc－6－phosphate　cnhanced　the　incorporation　of　GlcNAc　residues　into　BC　in　the

culture　of　A．　rylinum，　it　vvaf　proposed　that　pathway　of　GlcNAc　via　GlcNAc　phosphate　was

present　in　biosynthetic　pathway．

　　　　　　Since　chitin　is　：t　biodegradable　homopolysaccharide　consisted　of　GlcNAc　residues，

’
r
・

IE

phosphorylated　chitin　is　expectcd　to　1）e　suitable　carbon　as　a　source　to　the　incorporation　of

GlcNAc　rcsiducs　into　BC　and　enhancement　of電heir　colltcnt．　The　influcnce　of　phosphoryl

chitin　on　lhc　biosynthcsis　of　BC　was　invcstigated　by　the　addition　of　phosphorylated　chitin

dcrivatives　to　the　cuhure　medium（》f．4．　xyl加配’”．　Phosphorylation　of　chitin　could　bc

achi・ved　by　using・f　I・・sy1・ted　chitin　as　a　synth・tic　interm・di・te・whi1・it　was　ve・y　hard　t・

P・ep・・e　ph・sph・・y1・t・d　dcriv・tive貨・m　intact　chitin・・f…Inc・・p・・ati・n・f　GlcNAc　was

accel・・at・d　by　the　additi・n・f　ph・sph・・yl　chitins　t・SH　GIcNAc　m・diuln・Bi・d・g・ad・b1・

ph・sph・ryl　chitin　seenled　t・b・hyd・・lyzed　t・m・n・meric　sug・・du・ing　incub・ti・n・nd　its

hydrolysates　were　utilizcd　as　a　sourcc　of　hexose　phosphate　by　the　bactcria．

　　　　　　The　results　obtaincd　from　thc　present　investigation　indicate　that　the　colwcrsion　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
hexoses　alld　its　equilil）rium釦nctions　which　are　established　by　enzymatlc　systems　rlses　to

mctab・lic　p・thway・M．．ryl伽m，　lt　bccame　evid・nt　th・t　gluc・se・n・1・gues　such　as

GlcNAc，　GlcN　are　mctabolized　by　proposed　cnzymatic　systems　with　recognition　of　stereo－

sp・cificity　t・pr・duc・1～一1，4－glucan．　As　th・inc・rp・・ati・n・f　G】cNAc　residucs　int・BC　was

achieved　only　by　the　alternation　of　the　medium　components，　such　a　flow　of　hexoses　is

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロincvitable　for　the　bactcria　lo　adapt　to　a　new　envlronment．
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CHAPTER　1

GENERAL　INTRODUCTION

　　　　　　（］le：11ulose　if　the　most　abundant　carbohydrate　in　nature，　which　is　a　linear

polysaccharide　consisted　of　D－glucopyranose　through　S－1，4　glycosidic　linkage．　lt　forms　the

principal　constituent　of　cell　walls　in　higher　plants，　forming　the　main　structural　element．　lt

occurs　in　an　almost　pure　form　（98％）　in　cotton　fibers　and　to　a　lesser　extcnt　in　flax　（800ro），

jutc　（60－70％）　and　wood　（4050％）　and　has　also　been　found　as　a　constituent　of　some　algae

and　as　a　product　of　bacteriEtl　synthesisl　l］．

　　　　　　Aniong　the　bacteria，　the　gcnus　Acetobacter　produces　abundant　quantities　of

cellulose，　which　if　called　bacterial　cellulose（BC）．　ln　particular，　the　gram　negative

Acetobacter　xylinum　has　received　much　attention　for　the　study　of　cellulose　biosynthesis．

Unlike　the　algae　and　higher　plantf　，　thc　cellulose　ofA．　xylinum　is　not　produced　as　a　cell　wal　l

component，　but　as　an　extracellular　pellicle　of　essentially　pure　cellulose．　Thus　many　studies

have　addrcssed　the　physical　and　biological　aspects　of　BC　produccd　by　A．　xytinum　as　a

model　for　cellulose　biogencsis．

　　　　　　Various　physical　properties　of　BC　were　investigated，　especially，　structural　analyses

of　cellulose　relevant　to　biosynthesis，　the　mode　of　polymerization　and　the　form：ttion　of　fibrils

and　crystalline　structure．　C£11ulose　displays　a　diverse　range　ofconformations　and　crystalline

packing　arrangementg．　，　as　well　as　fiber　structure，　it　crystallizes　in　four　differcnt　forms，　the

cellulog．　e　1，　II，　III　and　IV　polymorphs12）．　Crystallographic　analyses　clarified　that　all　native

forms　of　cellulose　including　BC　exist　in　the　cellulose　1　form　（glucan　chai”s　are　aligned

parallel），　although　a　form　cellulose　1　is　thermodynamically　less　stable　than　ccllulosc　II　（an

antiparallet　orientation）．　X－ray　analysis　showcd　that　the　membranes　dried　with　a　flat　surface

parallel　to　a　glass　plate　provided　a　typical　selectivc　uniplanar　orientation　of　the　（101）

c，yst、ll。脚hic　plan・【3】．　Cr・ss－P・1・・iz・ti・n／m・gic一・ngl・　spinning（CP／MAS）13C－NMR

spectroscopy　has　also　proved　to　be　useful　in　characterizing　crystallinity　of　BC［41．　Thc
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average　degree　of　polymcrization（d．p．）　were　determined　by　viscof　ity　mcaf　urcment，　d．p．　of

BC　was　cstimated　to　bc　2，000－3，70015］　or　5700［6］．

　　　　　　A．　xylinum　grows　in　the　nutrient　medium　and　produces　cellulof　ic　pellicle　at　thc

surface　of　medium　by　using　glucose（Glc）　as　a　carbon　source　generally．　Synthesis　of

cellulose　from　addcd　Glc　to　the　culture　medium　was　demonstrated　by　using　of　radiolabeled

Glc，　it　vsras　clear　that　the　major　carbon　source　was　the　exogenous　Glc　in　cellulose

production［7］．　The　rangc　of　utilizable　substrates　for　cellulose　production　demonstrated

under　the　conditions　including　hexof　cs，　hexanoates，　three　and　four　carbon　substrates［8－10］，

and　it　depended　on　the　cell　history　and　on　the　conditions　of　the　assay［111．　lt　suggcsted　that

an　adaptive　effect　of　c；trbohydrate　composition　of　thc　growth　medium　contributed　to　use　of

substratef　except　gl　ucose．

　　　　　　Much　effort　has　gone　into　the　study　to　elucidate　the　biosynthetic　route　of　BC　in　A．

aylinum．　Pathway　of　carbon　mctabolism　was　shown　in　Scheme　1－1．　Essentially，　the

presence　of　four　enzymatic　steps　has　been　suggested　in　the　pathway　of　cellulose　synthesis

from　Glc　to　cellulose　as　follows；　（1）　phosphorylation　of　Glc　by　gl　ucokinase［12］，　（2）　thc

transphosphorylation　of　gl　ucose－6－phosphate　（Glc－6－P）　to　glucose－1－phosphatc　（Glc－1－P）　by

phosphoglucomutaf　e［13］，　（3）　the　synthesis　of　uridine－5’一diphosphoglucose　（UDP－Glc）　by

pyrophosphorylase114］　and　（4）　the　cellulose　synthase　reaction　to　polymerize　Glc

units［15，16］．　Cellulog．　c　synthesis　starts　in　A．　xylinum　from　Glc－6－P　synthcsized　through　two

alternativc　pathways［171．　One　pathway　is　direct　phosphorylation　of　exogenous　Glc．　The

other　is　an　indirect　onc　via　pentosc　cycle　and　gluconeogenesis　pathway，　which　is　induced

from　oxalacetate　via　pyruvate　in　A．　」rylinum．　The　immediate　sugar　nucleotidc　precursor　of

cellulose　synthesis　is　IJDP－glucose［18］．　Further　in　higher　plant　system，　it　is　proved　that

UDP－Glc　is　a　precursor　to　secondary　wall　cellulose　in　the　cotton　fiber　by　the　observation　of

thc　carbon：flow　in　vル。　from　Glc　to　end　products［19〕，　It　is　clcar　1hat　ccllulosc

polymerization　is　a　mcmbrane　associated　event，　cellulose　synthase　（UDP－glucose：1，4－P－D－

glucan　4－P－D－glucosyltransferase，　EC．　2．4．1．12）　is　located　in　cytoplasmic　membrane［201．

Solubilization　of　cellulose　synthase　has　been　achieved　by　treatment　of　membranes　from　A．

η伽um　with　digitoninl15】．　And　synIhesis　of　cellulosic　fibrils　from　UDP－Glc加vitro　was

5

ー
ー
L
ー
か
し
一

O



闘騨「一J

さ

allowcd　by　solubilization　of　synthase［21】．　Enhancemcnt　in　thc加1ぜtro　synthcsis　of

cellulose　has　been　accoinplished　by　u：　e　of　cellulose　synthaf　e　in　the　pref　ence　ot’　guanosin　5’一

（y－thio）一tri－phosphate，　a　protein　factor　and　polyethylcne　glycol－4000（221．　ln　the　genetic

engineering，　gene　manipulation　was　attempted　to　improve　Acetobacter　strains　for　the

productivity　of　BC　by　mcans　of　recombinant　DNA　technique［23］．　Analysis　of　DNA

sequence　of　Acetobacter　cellulose－synthesizing　operon　characterized　the　genc　coded　for　a

polypeptide，　which　was　identified　as　the　cellulose　synthase［24］．

　　　　　　Recently，　it　was　reported　that　the　incorporation　of　N－acetylglucosamine　（GlcNAc）

residues　into　BC　has　bcen　achieved　by　the　application　of　nevv　preculturing　procesg．　and　the

modification　of　the　cultu　re　medium　of　A．　aylinum［25］．　Thus　novel　polysaccharide，

heteropolysaccharide　consisted　of　Glc　and　GlcNAc　residues，　was　produced　in　the　medium

containing　GlcNAc　as　a　carbon　source　by　the　use　of　A．　aylinum，　which　was　previously

adapted　to　GlcNAc　（Scheme　1－2）．　Onc　of　the　most　important　process　of　that　ig．　adaptation　of

the　bacteri2tl　strains　to　GlcNAc，　it　was　carried　out　by　the　successive　transfcr　to　GlcNAc　as　a

liquid　medium　or　by　incubation　on　a　solid　medium　containing　GlcNAc．　The　amount　of

incorporatcd　GlcNAc　rcsidues　into　BC　was　up　to　4　mol％　detected　by　amino　acid　analysis　of

acid　hydrolysates．　Since　rcf　ulted　BC　showed　susceptibilities　for　not　only　cellulase　but　also

chitinolytic　enzymes　such　as　lysozyme　and　chitinase，　it　proved　that　GlcNAc　ref　idue　was

incorporatcd　through　S－1，4　glycosidic　linkage　in　BC　chain　with　random　distribution［26］．　ln

addition，　the　higher　plane　orientation　and　Young’s　modulus　than　those　of　normal　BC　were

observed　by　X－ray　analysis　and　the　measurement　of　tensile　strength，　ret　pectively1127］．　lt

was　demong．　trated　that　incorporation　of　a　few　mol％　of　GlcNAc　residues　into　BC　afforded

several　propenies　uniquc　to　this　novel　mucopolysaccharide．

　　　　　　Few　investigations　have　been　conducted　to　dctermine　metaboiic　pathways　of

GlcNAc　and　the　fine　niechanism　of　incorporation　so　far．　The　pathway　of　GlcNAc　from

exogenolls　GlcNAc　of　the　culture　med　ium　to　incorporated　GlcNAc　into　BC　has　not　become

evident．　The　purpose　of　this　study　is　to　clarify　the　incorporation　mechanism　ot’　GlcNAc．

　　　　　　Firstly，　cultures　of　A．　ay，linum，　which　adapted　to　GlcNAc　as　a　liquid　niedium，　were

performed　in　SH　medium　containing　only　GlcNAc　as　a　carbon　source　or　mixed　with　Glc．
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Time　courses　of　sugar　concentration　and　variation　of　sugar　composition　wcre　obscrved

during　incubation，　bccause　information　concerning　uptake　and　consllmption　of　sugars

inc｝uding　GlcNAc　by　the　bacteria　is　essential　to　determine　carbon　sourceg．　for　cellulose

production．　lt　bccome　evident　that　the　relationships　between　sugar　component　and

incorporated　GlcNAc　content，　yield　of　pellicles　in　Chapter　II．　An　enzymatic　equilibrium

among　sugars　was　assumed　in　the　biof　ynthetic　pathway　prior　to　cellulose　production．

　　　　　　In　Chapter　I　II，　other　aniinosugars　exccpt　GlcNAc，　glucosamine　（GlcN），

9・1・ct・salnin・（G・IN）・nd　m・㎜・samin・（M・nN），　w・・e　apPli・d　t・the　cultu・es・fA・xy伽燃

GlcN　is　a　deacetylated　form　of　GlcNAc，　GalN　and　ManN　are　epimcr　of　GlcN．　The

processes　that　sugar　is　subject　to　deamination　or　acetylation　were　estimated　by　the

observation　of　the　relationships　betwcen　sugar　component　and　incorporated　aminosugar　into

pellicles．　Enzymatic　stercoregulations　in　metabolic　pathway　of　aminosugar　were　also

examined　by　the　application　of　sugar　sources　having　different　stereostructures．

　　　　　　It　is　presumed　that　A∴t’y伽〃1〃should　convert　aminosugars　into　Glc　for　cellulose

production，　since　BC　was　produced　even　in　the　medium　containing　only　GlcNAc　or　GlcN．

It　seemed　that　enzymatic　systems　catalyzed　such　a　conversion　and　the　equilibrium　between

aminosugars　and　Glc　werc　assumed　in　the　bacteria．　An　aminotransferase　which　catalyzes

amination　and　deamination　reactions　rises　to　metabolic　pathway，　thus　ammonium　ion　secms

to　takes　part　in　the　cquilibrium．　ln　this　Chapter　IV，　the　cultures　of　A．　xylinum　were

pcrformed　in　the　presence　of　ammonium　salt，　it　is　expected　that　the　equilibrium　was　shifted

to　the　side　of　aminosug：trs　due　to　increaf　e　of　concentration　of　ammonium　ion．　And

incorporation　of　aminosugar　residues　into　BC　was　investigated　in　thc　cvlture　medium

consisted　of　several　ammonium　salts　and　Glc　instead　of　aminosugars．

　　　　　　Attention　was　focused　on　sugar　phosphate　which　is　an　intcrmediate　of　biosynthetic

pathway　of　BC，　in　practice，　GlcNAc　phosphate　and　chitin　phosphate　were　applied　to　the

cultures　of　A．　xylinum　as　medium　components．　GlcNAc　phosphate　secms　to　bc　available

sugar　source　to　examinc　direct　incorporation　pathway　of　GlcNAc　into　BC．　lt　is　anticipated

that　phosphorylated　derivative　of　chitin　becomes　a　utilizablc　sugar　source，　because　chitin　is

a　glucan　consisted　of　GlcNAc　residues　through　S－1，4　glycosidic　linkagc，　further　constant

7



supply　of　t　ugar　sourcc　to　the　culture　medium　during　incubation　may　bc　achicved　by　the

addition　of　phosphorylated　polysaccharide，　whilc　commercial　sugar　phosphates　are　hardly

obtained　owing　to　itt　instability．　ln　Chapter　V，　a　fevvr　phof　phorylated　chitin　derivatives　were

prepared　and　the　influence　of　phosphoryl　chitin　on　thc　cultures　ofA．　xLylinum　was　cxamined，

g．ince　it　ig．　expected　that　added　phosphoryl　chitin　is　hydrolyzed　by　giycosidases　of　the

bacteria　in　incubation　stagc．　On　biosynthesis　of　cellulose，　phosphorylated　chit　in　derivativeg．

were　adde（t　to　the　culture　medium　at　various　concentration，　the　amount　of　GlcNAc　residues

into　BC　was　examined．　Molecular　weight　and　its　distribution　of　phosphoryl　chitins　of

medium　component　wcre　determined　by　GPC　analysis　in　order　to　observe　dcgradation　of

additives　during　incuba｛ion．

　　　　　　Chcmically　modified　chitin　derivatives　such　as　deacetylated，　carboxymethylated，

sulfated　chitin　have　alrcady　becn　applied　in　the　biological　field　due　to　its

biodegradability［28－33］．　ln　general，　when　chitin　derivatives　are　applied　to　biological

materials　including　bactcriit，　it　is　essential　to　prepare　with　controlling　degree　of　substitution，

introduction　site　and　so　on．　However　chemical　modification　of　chitin　is　very　difficult　due　to

rigid　crystalline　structure　formed　by　intra一　and　intermolecular　hydrogen　bondg．　1．34］．　Thus　iii

the　case　ot’　phosphorylation，　the　product　which　regulated　degree　of　substitution　and　its　f　ite

was　hardly　obtained　by　reported　methods　without　depolymerization135－3．81．　ln　this

experiment，　tosylated　chitin　is　prepared　as　a　synthetic　intermediate　for　phosphorylation．

When　substitution　reaction　to　hydroxyl　groups　of　chitin　is　carried　out，　alkali－chitin　is　such

an　important　precursor　that　preparation　method　of　that　determines　the　propertics　of　the　final

product．　1’herefore，　in　this　tosylation　of　chitin，　alkali－chitins　were　prepared　by　two　different

procedures，　that　is，　in　hcterogeneous　and　homogeneous　systems．　The　relationg，　hips　betwcen

reaction　conditions　and　degree　of　phosphorylation，　substitution　site　and　molccular　weight

were　inveg．　tigated，　furthcrmore，　susceptibilities　of　chitin　phosphates　for　glycosidases　such　as

lysozyme　and　chitinase　were　also　examined　as　one　of　indications　of　biodegradability．
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CHAPTER　II

Incorporation　Mechanism　of　N－Acetylglucosamine　Residues

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　into　Bacterial　Cellulose

INTRODUCTION

　　　　　Acetobacter　xylinum　produces　BC　on　the　surface　of　the　liquid　medium　including　Glc

as　a　carbon　source　gencrally．　The　incorporation　of　GlcNAc　residues　into　BC　was　achieved

by　the　suc．cessive　transfer　to　GlcNAc　as　liquid　medium　（containing　GlcNAc　as　a　carbon

source，　instead　of　Glc）　under　the　culture　of　A．　xlylinum　strains，　which　were　adapted　to

GlcNAc．　｝lowever，　the　details　of　the　incorporation　mechanism　of　GlcNAc　residucs　have　not

become　evident　owing　to　limited　amount　of　information　concerning　uptake　and　metabolism

of　GlcNAc　in　the　biosynthetic　pathway　of／望．　xy伽um．

　　　　　　In　this　chapter，　the　cultures　of　A．　xylinum　were　performed　in　the　mcdium　containing

GlcNAc　as　a　single　sugar　source　（SH　GlcNAc　medium）　or　in　mixed　medium　which　was　a

combination　of　Glc　and　GlcNAc　（SH　mixed　medium）　to　observe　sugar　consumption　during

cultivation．　And　the　rclationship　between　time　coursc　of　sugar　composition　in　the　culture

medium　and　the　amount　of　incorporated　GlcNAc　residues　into　BC　was　investigated　in　order

to　elucidate　the　mechanism　of　bactcrial　metabolism．　Productivity　of　BC　pellicles　was　also

examined　in　connection　with　sugar　composition　of　the　medium．
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EXPERIMENTAL

Bacterial　strain　and　c”：ture　conditions

　　　　　　Thc　bacterial　strttin　used　in　this　investigation　was　Acetobacter　xylinum　ATCC　10245．

All　culturcs　were　incubatcd　statically　at　280　C　in　Schramm　一　Hestrin　（SH）　mcdiumf－71

containing　GlcNAc　instead　of　Glc　as　listed　in　Table　2－1．　When　combinations　of　Glc　and

GlcNAc　（SH　mixed　mcdium）　were　applied，　the　weight　ratio　of　Glc　and　GlcNAc　was　set　to

7：3．

Adaptation　of　／4．　xJ，linum　to　GlcNAc

　　　　　　Thc　strain　of／1．墨y1加μ1ηhas　bcen　maintaincd　in　SH　GIc　medium　by　rcpetitive

subculturing．　A　O．5　ml　aliquot　of　3　days’　culture　was　transferred　to　15　ml　of．　SH　GlcNAc

medium．　This　culture　was　transferred　to　SH　GlcNAc　medium　every　3　days　of　culture

repcatedly．

　　　　　　Thc　numbers　of　transfers　were　set　to　more　than　5　times，　because　the　incorporation　of

GlcNAc　rcsidues　into　pell　icle　reached　a　maximum　value　in　the　case　of　five　transfers　to

liquid　GlcNAc　medium　when　cultures　were　incubated　in　SH　mixed　medium　containing　Glc

and　GlcNAc［25］．

Production　of　pellicles

　　　　　　AO．5　ml　aliquot　of　the　cultures　in　SH　GlcNAc　medium　was　inoculated　into　15　ml　of

SH　medium　containing　2．Ooro　of　GlcNAc　or　O．60je　of　GlcNAc　and　1．4％　of　Glc　imd　incubated

statically　at　280　C　for　7　days．　ln　the　cag．　e　of　long　period　incubation　more　than　a　week，　a　15

ml　aliquot　of　culture　was　inoculated　into　200　ml　of　the　culture　medium　and　incubated．

Purification　of　pellicles

　　　　　　The　pellicles　produced　at　the　surface　df　the　culture　medium　wcre　harvested　and

boiled　in　2qo　（w／v）　sodium　dodecyl　sulfate　（SDS）　aqueous　solution　for　3　hours　and　in　4％

（w／v）　aqucous　NaOH　solution　for　1．5　hours，　successively．　The　pcllicles　were　rinsed　with

12
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deionized　vvrater　extensively　until　neutral．　Resulted　peHicles　were　dried　on　g．　tainlcss　steel

plates　at　600　C　or　lyophilized．

Estimation　of　incorporated　arninosugar　into　pellicle

　　　　　　Dried　pellicles　were　swollen　in　85％　phosphoric　acid　as　described　i　n　thc　textt39］　and

lyophilized　after　extenf　ive　rinsing　with　deionized　water．　The　samples　wcre　hydrolyzed　in

2N　HCI　at　100eC　for　12　h　under　reduced　pressure．　After　the　hydrolysis，　excesg．　acid　was

removed　by　evaporation　to　dryness　under　reduced　prcssure　over　NaOH．　Thc　residue　was

applied　to　amino　acid　analysis　to　estimate　the　amount　of　incorporated　aminosugar　content

referring　that　of　GlcNAc　as　standard．

Sugar　composition　of　clllture　medium

　　　　　　Thc　portionf　ot’　c”lture　medium　were　taken　out　during　incubation　and　filtrated

through　cellulosc　acetatc　membrane　of　0．45　pm　（Millipore）　to　remove　bacteria．　The　filtrates

were　diluted　with　deionizcd　water　to　appropriate　concentration　and　deproteinized　by

addition　of　deproteination　reagent（40］．　After　removal　of　denatured　protein　by

centrifugation，　concentrations　of　sugar　in　the　culture　medium　were　measured．　The　amount

of　sugar　components　wcre　estimated　by　the　modification　of　Schales’　mcthod［41］　for　total

amount　of　sugar，　glucosc－oxidase　peroxidase　systcm［4211　for　Glc　and　Morgan－Elson

（Reissig）　method［43］　for　GlcNAc．
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Table　2－1．　Composition　of　medium　components　a

Components，　of　medium Concentration　（w／ve／o）

Sugar　b

Bacto　peptone　C

Yeast　extract　C

Disodium　hydrogenphosphate

Citric　acid

2．O

O．5

0．5

0．27

0．115

”　The　initial　pH　value　js　6．O

b　Concentrations　of　sugar　in　SH　mixed　medium　are　1．4e／D

　of　Glc　and　O．6910　of　aminosugar

C　Difco　Laboratories
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RESULTS

S皿gar　con甜mp髄on

　　　　　　Time　courses　of　sttgar　composition　in　the　mixed　medium　consisted　of　Glc　and

GlcNAc　are　shown　in　Figure　2－1．　The　arrows　show　thc　repeated　addition　of　frcsh　SH　mixed

or　SH　GlcNAc　mediuni　after　harvestjng　pellicles　produced　on　the　surface　of　the　culture

medium．　ln　the　initial　g．　lage　of　incubation，　Glc　concentration　decreased　immediately　prior　to

that　of　GlcNAc．　Reduction　of　GlcNAc　concentration　was　barely　found　in　the　mixed

mcdium　after　addition　of　fresh　medium．　So　long　as　Glc　existed　in　the　cullure　medium，

GlcNAc　was　little　consumed　by　A．　aylinum　．　The　preference　of　Glc　consumption　was　found

in　the　casc　of　mixed　medium　containing　Glc　and　GlcNAc．　However，　concentration　of

GlcNAc　began　to　decrease　gradually　when　all　Glc　was　dif　appeared　from　the　culture

medium．　Thus，　production　of　pellic｝es　was　continued　though　sugar　component　was　only

GlcNAc．　It　suggests　that　GlcNAc　is　taken　up　by　A．　aylinum　as　a　carbon　source．

　　　　　　When　one　batch　incubation　was　carried　out　without　addition　of　fresh　medium，　sugar

consumption　was　observed　as　shown　in　Figure　2－2，　Glc　concentration　was　diminished　from

the　beginning　of　incubation．　After　all　Glc　was　consumed，　total　amount　of　sugar　increased

slightly，whereas　that　of　GlcNAc　was　hardly　changed．　lt　seems　that　the　bacteriit　transformed

medium　component　into　reducing　sugar　or　deamination　GlcNAc．

Incorporation　of　GlcNAc　residues　into　BC

　　　　　　Tinic　courf　e　of　Glc　fraction　in　SH　mixed　mcdium　and　the　amount　of　incorporated

GlcNAc　residues　into　pellicle　are　shown　in　Figure　2－3．　The　incorporated　GlcNAc　content

became　higher　when　sugar　component　was　only　GlcNAc　after　consumption　of　all　Glc　from

the　culture　medium．　A　lincar　relationship　was　found　between　incorporatcd　GlcNAc　content

and　the　rat　io　of　GlcNAc　ooncentration　in　mixed　medium　as　shown　in　Figure　2－4．　lt　seems

that　uptake　and　incorporation　of　G｝cNAc　were　accelerated　by　increase　of　the　ratio　of

GlcNAc　concentration　in　the　culture　medium．　Thus　GlcNAc　which　was　taken　up　by　A．

rylinum，　scems　to　be　utitized　directly　for　the　biosynthesis　of　BC．
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　　　　　　However，　as　a　major　constitucnt　residue　of　resulted　BC　was　Glc　even　whcn　sugar

component　became　only　GlcNAc　caused　by　exhaustion　of　all　Glc，　GlcNAc　which　was　taken

up　by　the　bacteria，　seems　to　be　converted　into　Glc　to　utilize　as　a　carbon　source．　lt　was

suggested　that　produced　polysaccharide　was　constructed　mainly　from　Glc　whic，h　arose　from

catalytic　conversion　of　GlcNAc　by　some　enzymatic　system　in　the　mctabolic　cycle　of

bacteria．

Production　of　pelllicles

　　　　　　Thc　relationship　between　the　change　of　Glc　fraction　in　SH　mixed　medium　and　the

yield　of　pellicles　is　shown　in　Figure　2－5．　The　yields　of　pellicles　were　nearly　constant　whilc

Glc　was　present　in　the　culture　medium，　because　most　of　Glc　was　consumed　as　a　carbon

source　for　the　cellulog．　e　production．　Subsequently，　the　yields　of　pellicles　were　extremely

depressed　after　the　disappearance　of　Glc　from　the　culture　medium．　But　production　of

pellicles　was　continued　cven　in　GlcNAc　medium，　it　suggests　that　A．　xylinum　could　consume

GlcNAc　for　cellulose　production．　It　is　evident　that　resulted　pellicles　are　shown　to　be

exclusively　1，4－P－D－glucan，　because　the　products　are　insoluble　in　hot　aquc．ous　alkaline

solution　similarly　to　reportcd　previously［15，20，22］．

　　　　　　Figure　2－6　f　hows　the　relationship　between　the　amount　of　incorporated　GlcNAc

residues　and　the　yiel　ds　of　pellicles．　The　GlcNAc　contcnt　in　pellicle　starts　to　isicreasc　at　the

time　when　the　yield　reduces　sharply．　While　productivity　of　BC　became　lower　probably　duc

to　exhaustion　of　Glc　from　the　culture　medium，　BC　of　high　GlcNAc　contcnt　could　be

obtained．　The　harvested　quantities　of　BC　were　quite　small　in　GlcNAc　alone　medium，　but

production　of　pellicles　was　continued　by　the　bacteria　and　incorporated　GlcNAc　content

became　higher．　The　cellulose　production　seemed　to　be　depressed　by　the　increase　of　GlcNAc

ratio　in　the　culture　med沁m．
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Thc　arrows　show　addition　of　fresh　SH　mixed　or　SH　GlcNAc　medium．
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DISCUSSION

　　　　　　Observation　of　sugar　consumption　during　incubation　revealcd　that　Glc　was

consumed　prior　to　GlcNAc　in　SH　mixcd　medium　containing　both　sugar　sources　（Figure　2－1，

2－2）．　Since　constant　yields　of　pellicles　were　observed　so　long　as　Glc　was　prescnt　in　the

culture　mcdium，　most　of　Glc　was　utilized　by　the　bacteria　for　ccllulose　production．　Glc　is

known　to　be　the　most　common　substrate　for　cellulose　production　among　other

carbohydrates［17］．　On　the　other　hand，　since　the　bacteria　seemed　to　bccome　familiar　to

GlcNAc，　GlcNAc　conccntration　started　to　decrease　slowly　after　all　Glc　disappcared　from　the

culture　mcdium．　GlcNAc－grown　cclls　which　was　adapted　to　GlcNAc　by　s　uccessive

transfers　would　begin　t｛）　utilize　GlcNAc　as　a　substrate　for　cellulose　production．　lt　agrees

with　the　results　that　concentration　of　GlcNAc　decreased　during　incubation　and　production　of

pellicles　was　continued　even　in　only　GlcNAc　medium　（Figure　2－5）．

　　　　　　Though　only　GlcNAc　was　a　sugar　component　in　the　culture　medium，　cellulose

production　was　contintted　accompanying　reduction　of　the　yields．　While　produced　BC

contained　relatively　high　GlcNAc　content，　the　most　of　constituent　residue　was　still　Glc．　The

result　indicates　that　GlcNAc　which　waf　taken　up，　was　converted　into　Glc　for　the

biosynthef　is　of　cellulosc．　，Since　A．　Jt：yiinum　requires　carbohydrate　as　a　substrate　of　cellulose

production，　it　might　come　to　consume　even　GlcNAc　because　of　the　abscnce　of　Glc　in　the

culture　medium．　GlcNAc　which　was　taken　in　would　be　transfornied　into　Glc　in　the

metabolic　cycle　of　bacteria，　because　GlcNAc　is　unfamiliar　hexose　to　biosynthetic　pathway．

So　it　is　suggested　that　such　enzymatic　systems　which　catalyze　hexosc　conversion　are　present

in　A．　xylinum，　and　they　scems　to　be　induced　and　activated　by　an　ada（ptation　process　of

preculturing．

　　　　　　The　amount　of　incorporated　GlcNAc　Tesidues　into　pellicle　increascd　with　the

increase　of　GlcNAc　ratio　in　the　mixcd　medium，　and　GlcNAc　content　reached　the　highest

value　when　sugar　component　became　only　GlcNAc　（Figure　2－4）．　GlcNAc　consumption　wag，

found　concurrently　in　the　GlcNAc　alone　medium　during　incubation　（Figure　2－1）．　The

incorporation　seemed　to　bc　acceleratcd　when　uptake　of　GlcNAc　increat　ed　due　to　a　rise　of

23

醗灘．灘羅灘x一「醗購灘1講・・雛

．一一一

［
［

s

（

「
　
」

7

」

t
－
－
h
［
「
：
一
匿
卜
ロ
レ
隙
「
．
一
｝
卜
卜
，
ド
隣
じ

胃
～



：一・

萄

GlcNAc　concentration　comparing　to　that　of　Glc　in　the　culture　medium．　Thus　the　formation

of　GlcNAc　phosphate　would　arise　directly　to　BC　production　by　phosphorylation　of

exogenous　GlcNAc　due　to　its　high　concentration　in　the　medium　and　adaptive　effect，

consequenlly　the　incorporat　ion　into　BC　was　promoted．

　　　　　　Two　possible　mctabolic　pathways　of　GlcNAc　t　hould　be　present　in　A．　xylinum．　Thc

flow　of　he　xoses　are　shown　in　Scheme　2－1．　One　is　the　conversion　of　GlcNAc　into　Glc　for

cellulose　production　after　the　bacteria　took　up　it　（area　enclosed　by　thick　line）．

Deacetamidation　or　a　combination　of　deacetylation　and　deamination　reactions　were

proposed　to　involve　in　the　pathway　in　order　to　transforrn　GlcNAc　into　Glc，　then　resulted　Glc

was　provided　as　a　carbon　source　to　thc　general　biosynthetic　pathway　from　Glc　to　cellulose．

It　presumes　that　some　cnzymatic　systcms　which　catalyze　the　conversion　between　GlcNAc

and　Glc　exist　in　A．　xylinum．　Enzymes　such　as　acylase　and　aminotransfcrase　secm　also　to　be

activated　by　adaptation　to　GlcNAc　by　means　of　repetitive　subculturing　because　of　the

demand　of　Glc　for　cellulose　production．　The　other　is　utilization　of　GlcNAc　after　direct

phosphorylation．　GlcNAc　was　phosphorylated　directly　by　glucokinase　and　conscqllently　led

to　UDP－GlcNAc　as　a　substrate　for　cellulog．　e　synthase．　The　immediate　utilization　of

exogenous　GlcNAc　seems　to　be　caused　by　relatively　high　concentration　of　GlcNAc　in　the

culture　medium．
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CONCLUSION

　　　　　　Thc　preference　of　Glc　consumption　was　indicated　by　the　time　dependent　observation

of　sugar　consumption　in　SI｛　mixed　medium　containing　both　Glc　and　GlcNAc．　GlcNAc　was

also　utilizcd　as　a　minor　carbon　source　for　cellulose　production　when　all　Glc　disappeared

from　the　culture　medium．　The　amount　of　incorporated　GlcNAc　residues　into　BC　increased

with　increase　of　the　ratio　of　GlcNAc　concentration　in　the　culture　medium，　yet　the　yields　of

pellicles　tended　to　decrcase．　Although　the　sugar　component　in　the　culture　medium　became

only　GlcNAc　due　to　cxhaustion　of　Glc，　production　of　pellicles　continued　and　major

constituent　residue　of　BC　was　found　still　to　be　Glc．　These　results　indicate　that　GlcNAc

which　takcn　up　in　the　bactcria　was　converted　into　Glc　by　thc　equilibrium　function　between

GlcNAc　and　Glc．

　　　　　　Following　two　possible　metabolic　pathways　of　GlcNAc　are　assu　med　for　the

biosynthesis　of　BC　and　the　incorporation　of　GlcNAc　residue．

（1）　GlcNAc　is　converted　into　Glc　by　enzymatic　systems　including　acylase　and

aminotransferase　as　shown　in　the　foliowing　equilibrium．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GlcNAc　・4”c一一“＋一一一一d；一　GlcN＋　CH　3COOH　‘’：：’“’一”一’・一一一一一：一　Glc　＋　NH4＋

And　resultcd　Glc　is　provideid　as　a　carbon　source　to　the　general　biosynthctic　pathway．

（2）　GlcNAc　is　utilized　immediately　as　a　carbon　source　for　cellulose　production．　GlcNAc

was　phosphorylated　dircctly　and　led　to　UDP－GlcNAc　as　a　substrate　for　cell　ulose　synthase．
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CHAPTER　III

Stereostructural　Participation　of　Aminosugars　in　the

　　　　　　　　　　　　　　　　Incorporation　Mechan．ism

INTRODUCTION

　　　　　　As　the　existence　of　enzymatic　cquilibrium　between　GlcNAc　and　Glc　was　proposed　in

thc　mctabolic　pathways　of．4．：xy伽助7　as　dcscribcd　in　Chaptcr　II，　it　is　assumcd　that　enzyme

catalyze　deacetamidation　or　a　combination　of　deacetylation　and　deamination．

Glucosamine（GlcN），　a　deacetylated　form　of　GlcNAc，　is　expected　to　play　an　intermediate

role　on　thc　conversion　of　GIcNAc　into　Glc．　Thus，　in　this　chapter，　GlcN　was　employed　to　the

culture　mcdium　of．4．　xッlinum　to　examine　participation　of　GlcN　in　the　cquilibrium　statc　as

intermedinte　between　GlcNAc　and　Glc．

　　　　　　Moreover，　the　stereospecificity　of　carbon　source　for　the　metabolism　of　the　bacteria

was　investigated　to　clarify　the　incorporation　mechanism．　Thus　three　hexosamines，　GlcN，

galactosamine（GalN）　and　mannosamine（ManN）　were　employed　as　carbon　sources　togethcr

with　Gic　（Chemical　structures　are　shown　in　Figure　3－1）．　The　cultures　of　A．　xylinum　were

performed　in　the　medium　containing　aminosugars　as　a　single　sugar　source　or　in　the　mixed

medium　containing　Glc　and　each　aminosugar．　The　relationship　between　time　course　of

sugar　composition　in　the　crulture　medium　and　the　amount　of　incorporated　GlcNAc　residues

into　BC　were　investigated　in　order　to　elucidate　thc　stereospecific　utilization　of　carbon

sou：rces　byノ霊．　aンlinu〃．
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EXPERIMENTAL

BacteriaR　strain　and　ciilture　conditions

　　　　　　The　bacterial　strain　was　Acetobacter　cylinum　ATCC　10245　which　was　adapted

previously　to　GlcN　by　repetitive　subculturing．　All　cultures　were　incubated　statically　at　28e　C

in　SH　medium　containing　Glc　and　cach　aminosugar　at　the　weight　ratio　of　7：3　or　in　SH

aminosugar　medium　containing　2．090　of　only　aminosugar．　GlcN，　GalN　and　ManN　were

used　as　a　form　of　hydrochloric　acid　salt．

．

Production　and　pllrification　of　pellicles

　　　　　　AO．5　ml　aliquot　of　the　cultures　maintained　in　SH　GlcN　medium　was　inoculated　into

15　ml　of　SH　mixed　medium　containing　1．4ero　of　Glc　and　O．6ero　of　aminosugar　and　incubated

statically　at　280C　for　7　days．　The　pellicles　produced　at　the　surface　of　the　culture　medium

were　harvcsted　and　boiled　in　2％　（w／v）　SDS　aqueous　solution　for　3　hours　and　in　4ero　（w／v）

aqueous　NaOH　solution　for　1．5　hours，　successively．　The　pellicles　were　rinsed　vvith

deionized　water　extensively　until　neutral．　Resulted　pellicles　were　dried　on　stainless　steel

plates　at　600　C　or　lyophilized．　lncorporated　aminosugar　residues　into　pellicle　were　estimated

by　amino　acid　analysis　of　acid　hydrolysates　as　described　in　previous　chapter．

S”gar　composition　of　culture　medium

　　　　　　Sugar　concentration　was　measured　by　the　modification　of　Schales’　method　for　the

amount　of　total　sugar　and　glucose－oxidase　peroxidase　system　for　Glc　in　the　similar　manner

as　described　in　previouf　chapter．

IR　spectru

　　　　　　IR　spectra　of　pelticles　were　taken　with　HORIBA　fourier　transform　infrared

spcctrometer　FT－210　at　a　rcsolution　of　4　cm　一1．
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RESULTS

Sugar　consumption

　　　　　　Time　course　of　sugar　consumption　was　observed　during　incubation　in　SH　mixed

medium　as　shown　in　Figurc　3－2．　Glc　was　consumed　prior　to　any　kind　of　aminosugars　at　the

early　stagc　of　incubation．　Concentrations　of　GlcN　and　GalN　started　to　decrease　a　little

before　the　exhaustion　of　Glc　similarly　to　GlcNAc　mixed　medium，　whercas　that　of　ManN

was　hardly　changed．　These　results　indicate　that　GlcN　and　GalN　could　be　takcn　up　and

utilized　as　caTbon　sourccs　by　the　bacteria．

　　　　　　Time　courses　of　aminosugar　consumption　in　thc　medium　consisted　of　only

aminosugar　are　shown　in　Figure　3－3．　The　cultures　were　transferred　to　the　same　medium

components　up　to　4　times　at　the　intervals　of　a　week．　ManN　was　not　consumed　except　first

transfer　while　both　Gl　cN　and　GalN　were　consumed　from　the　early　stage　of　transfers．　lt

seems　that　ManN　was　scarcely　acceptcd　by　the　bacteria　as　a　carbon　source．

Incorporation　of　aminosugar　residlles　into　BC

　　　　　　Thc　amount　of　incorporated　aminosugar　residues　into　pelliclc　was　found　to　increase

gradually　in　SH　mixed　medium　accorcling　to　the　number，s　of　transfers　as　shown　in　Figure　3－

4．　But　little　incorporation　was　observed　by　ManN，　it　seems　that　ManN　is　almost　insensitive

to　the　adaptation　by　repetitive　subculturing．　GlcN　and　GalN　increased　the　incorporation　of

aminosugar　effectively　with　increase　in　the　numbers　of　transfers．　ln　addition，　since　only

GlcN　was　detected　by　amino　acid　analysis　of　acid　hydrolysate，　GalN　which　taken　up　by　the

bacteria　might　be　converted　into　GlcN　by　epimerization．　IR　spectrum　of　harvested　pellicle

produced　in　the　medium　containing　GlcN　is　shown　in　Figurc　3－5．　The　aminosugar　residue

incorporatcd　into　BC　was　presumed　to　be　only　GlcNAc，　because　amide　1　and　ll　bands　which

derived　from　acetamidc　gr（）up　of　GlcNAc　residue　were　observed．　Thus　GlcN　seems　to　be

acetylated　followed　by　incorporation．

　　　　　　Alt　hough　carbon　source　was　oniy　aminosugar，　the　production　of　pclliclcs　and　a　little

incorporation　of　GlcNAc　rcsidues　werc　observed　in　SH　GlcN　mediurn　similar　to　the　case　of

r
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GlcNAc　alone　medium．　As　a　major　constituent　residue　of　produced　BC　waf　Glc　even　when

SII　GlcN　medium　was　applied，　the　presence　of　enzymatic　systemf　such　an　aminotransferase

wcre　also　suggested　in　the　metabolic　pathway　of　A．　xylinum．　GlcN　was　assumed　to　be

transformcd　into　Glc　by　the　deamination，　and　was　utilizcd　as　a　carbon　sourcc　for　cellulose

production．　As　ManN　is　an　epimer　of　GlcN　at　C－2　position，　axial　amino　group　of　ManN

seemed　to　be　hardly　deamjnated　and　converted　into　hydroxyl　group　due　to　the　stereospecific

recognition　of　enzymes．

1．　，．

1－
11

Production　of　pellicles

　　　　　　Yiclds　of　pelliclet　produced　in　SH　mixed　medium　consisted　of　Glc　and　each

aminosugar　at　the　weight　ratio　of　7：3　are　shown　in　Figure　3－6．　A　similar　pellicle　yield　were

shown　in　all　cultures　of　every　transfcrring　numbers，　because　Glc　is　a　major　carbon　source

for　cellulose　production，　The　averagc　yields　of　pellicles　produced　in　15　ml　of　SII　medium

for　a　weck　are　shown　in　Figure　3－7，　The　average　values　were　about　2／3　o．f　the　yield

harvested　in　SH　Glc　medium．　Their　values　corresponded　to　the　initial　concentration　of　Glc

fed　in　the　culture　medium．

　　　　　　Yields　of　pcllicles　produced　in　SH　GlcN　medium　were　quite　low　comparing　with

those　in　the　medium　containing　Glc．　Little　pcllicle　was　harvested　in　the　medium　containing

only　GalN　or　ManN．

31

藁
’1一・r



2．0

（a）Glc二GlcN・＝7：3

1．0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（
器
之
≧
）

∈
⊇
℃
Φ
∈
で
Φ
×
唇
工
の
⊆
一
の
⊆
O
逼
一
⊆
Φ
O
⊂
8
お
0
⊃
の

。．o

20

1．0

o．o

（b）　Glc：GalN　＝7：3

一一一・一一一一一一一 毎鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈黶Z
2．0

（c）　Glc：ManN　＝7：3

1．0

o．o

o 7 14 21

Days

Figure　3－2．　Timc　course　of　sugar　concentrations　in　SH　mixed　medium　containing

1．490　of　Glc　and　O．6％　of　aminosugar：　（a）　GlcN；　（b）　GalN；　（c）　ManN．　The　broken

line　shows　initial　concentration　of　aminosugar．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（O）　：　Concentration　of　Glc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（一）　：　Concentration　of　aminosugar
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Figure　3－3．　Timc　course　of　aminosugar　concentration　in　SH　aminosugar

medium　containing　290　of　aminosugar：　（a）　GlcN；　（b）　GalN；　（c）　ManN．

1’he　numbers　of　transfers：（●）1；（△）2；（口）3；（0）4times．
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GlcN　at　the　wcight　ratio　of　7：3．
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Figure　3－7．　Averagc　yield　of　pellicles　produced　in　SH　Glc　medium　and　SH　mixed

medium　containing　Glc　and　aminosugar　at　the　weight　ratio　of　7：3．　Cultures　were

incubated　statica｛ly　at　280C　for　a　week．　Volume　of　medium　was　15ml．
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DISCUSSION

　　　　　　From　the　observation　of　sugar　consumption　in　SH　mixed　medium　duri　ng　incubation，

it　was　evident　that　Glc　was　consumed　prior　to　any　aminosugars　（Figure　3－2）．　And　GlcN　ancl

GalN　seem　to　be　taken　up　by　the　bacteria　as　a　minor　carbon　source，　when　adaptation　to

aminosugar　was　carried　o”t　hy　successive　transfer　to　GlcN　medium　in　these　culturcf．　The

tendency　of　prefercntial　Glc　consumption　in　SH　mixed　medium　was　the　same　as　the　case　of

GlcNAc．　On　the　othcr　hand，　as　the　concentration　of　ManN　both　in　the　mixed　medium　with

Glc　and　in　ManN　alone　mcdium　hardly　decreased，　it　suggests　that　the　bacteria　did　not　accept

ManN　as　ft　carbon　source．

　　　　　　The　rate　of　ccllulog．　e　production　seemf　to　be　constant　as　far　as　Glc　exists　in　thc

culture　mcdium　（Figure　3－6）．　lt　indicates　that　pellicles　are　produced　from　Glc　regardless　of

kinds　of　coexisting　aminosugars．　But　the　average　yields　of　pellicles　harvested　in　SH　mixed

medium　were　lower　than　that　of　pellicles　in　SH　Glc　mcdium　（Figure　3－7），　their　values

corresponded　to　thc　initial　concentration　of　Glc，　2．Oe／o　in　SH　Glc　mcdium　and　1．40／o　in　SH

mixed　medium．　ln　addition，　the　suppression　of　production　might　be　caused　by　an　adaptive

effect　of　preculturing　in　GlcN　alone　medium．

　　　　　　When　the　cultures　were　incubated　in　SH　mixed　medium　containing　GlcN　or　GalN，

only　GlcN　was　detectcd　by　amino　acid　analysis　of　acid　hydrolysates　and　the　adsorption

derived　from　acetamidc　group　was　observed　in　IR　spectrum　of　pellicle　（Figure　3－5）．　Thus

incorporated　aminosugar　residues　into　BC　were　estimated　to　be　GlcNAc，　though　GlcNAc

wag．　absent　in　the　culture　inedium．　Moreover，　the　amount　of　incorporated　GlcNAc　residues

increased　according　to　the　numbers　of　transfers　（Figure　3－4）．　lt　is　suggested　that　GlcN　and

GalN　are　taken　up　as　carbon　sources　by　the　bacteria，　espccially　GalN　might　bc　utilized　after

a　conversion　into　GlcN　by　epimerization，　and　consequently　incorporated　into　BC．　BC　is

polymerized　by　cellulof　e　synthase　via　a　direct　substitution　mechanism，　in　which　the

phog．　phoester－activating　group　at　the　anomcric　carbon　of　UDP－sugar　is　displaced　by　the　C－4

hydroxyl　group　of　another　glucosyl　rcsidue　with　inverting　the　ct　configuration　to　form　a　6－

g｛ucog．　idic　bond［17］．　Thus　it　was　inevitable　that　GalN　was　epimerized　when　it　was
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incorporated　into　BC　chain，　because　configuration　of　hydroxyl　group　at　C－4　position　is

involved　in　the　biosynthesis　of　fi－1，4　glucan．　On　the　other　hand，　aminosugar　content　was

inscnsitivc　to　the　transfer　numbcrs　in　the　case　of　SH　mixed　medium　of　ManN．　The　results

obtained　in　the　study　of　application　of　GalN　and　ManN　suggest　that　not　2－epimerase　but　4－

epimerase　is　involved　in　enzymatic　systems　rclated　to　the　conversion　of　aminosugars．

　　　　　　Though　a　sugar　component　of　the　culture　medium　was　only　GlcN　（SH　GlcN

medium），　consumption　of　GlcN　was　observed　（Figure　3－3）　and　production　of　pellicle　was

continued．　ln　addition，　the　amount　of　incorporated　GlcNAc　residues　were　quite　small　and

most　of　constituent　sugar　of　produccd　BC　were　Glc　residues．　These　rcsults　indicate　that

GlcN　was　led　to　GlcNAc　as　mentioned　above　or　transformed　into　Glc　for　cellulose

production　in　the　metabolic　pathways　of　A．　xylinum，　and　GlcN　would　take　part　in　the

equilibrium　between　GlcNAc　and　Glc　as　a　metabolic　intermediate　of　hexose．

　　　　　　Proposed　flow　of　hexose　is　displayed　in　Scheme　3－1．　GlcN　which　is　taken　up　by　the

bacteria　is　converted　into　Glc　for　cel　l　ulose　production　or　into　GlcNAc　for　the　incorporation

pathway．　GlcN　seems　to　play　an　intcrmediate　role　and　take　part　in　the　equilibrium　between

GlcNAc　and　Glc．　lt　is　proposed　that　the　equilibrium　among　three　hexoscs，　GlcNAc，　GlcN

and　Glc，　was　establishcd　by　the　application　of　GlcN　to　the　culture　medium　and　induced　by

adaptation．　lt　suggests　that　enzymatic　systems　which　catalyze　such　conversion　rcactions

exist　in　A．　aylinum．　Enzynies　including　deacylase　and　aminotransferase　scem　to　be　activated

by　the　repetitive　subculturing　of　bacteria．　The　hypothesis　to　asg．　ume　the　existence　of

aminotransferases　in　the　bacterial　mctabolism　might　be　assisted　by　the　fact　that　the　rate　of

aminosugar　consumption　and　polysaccharide　production　were　relatively　slow　comparing

vvith　that　of　the　culturcs　in　SH　Glc　medium．　GalN　is　transformed　into　GlcN　by　epimerase

owing　to　different　configuration　of　C－4　hydroxyl　group．　ManN　is　hardly　metabolized　due　to

axial　amino　group　at　C－2　position，　aminotransferase　proposed　did　not　recognize　ManN　as　a

substrate．　Configuration　of　amino　group　of　hexose　might　be　related　to　incorporation　of　a

carbon　source　and　enzymatic　recognition．

謹
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Scheme　3－1．　The　flow　of　aminosugars　in　the　metabolic　pathway　of　A．　xylinum．
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CHAPTER　IV

Contribution　of　Ammonium　lon　to　the　lncorporation　of

　　　　　Aminosugar　Residues　into　Bacterial　Cellulose

JNTRODU（　TION

　　　　　　Incorporation　of　GlcNAc　residues　into　BC　main　chain　has　bcen　achieved　by　the

app｝ication　of　several　aminosugars　to　the　culture　of　A．　xylinum　as　describcd　in　former

chapters，　The　strain、A．　ry1ノ欄醒should　be　adapted　to　aminosugars　prior　to　inc（）rporate　thcm

by　repctitive　subcultures．　Production　of　pellicles　on　the　surface　of　the　medium　and　a　littlc

amount　of　GlcNAc　residues　incorporated　into　BC　were　found　even　in　the　culture　medium

coiisisted　of　only　GlcNAc　or　GlcN．　Although　a　carbon　source　in　the　medium　was　only

aminosugar，　Glc　vvas　a　major　constituent　residue　of　resulted　BC．　This　rcsult　may　indicate

that　an　aminosugar　is　transformed　into　Glc　to　utilize　for　ccllulose　production．　lt　is　proposed

that　the　equilibrium　might　exist　between　GlcNAc　and　Glc　which　catalyzed　by　enzymatic

system　such　an　aminot　ransferase．　The　ammonium　ion　concentration　would　be　increased

gradually　by　the　deamination　of　GlcNAc，　hydroxyl　groups　are　transformed　into　acetamide

groups　by　the　enzymc　through　equilibrium　shift　due　to　increment　of　ammonium　ion

concentration．　Thus　the　related　errzyme　reaction　may　proceed　reversibly　to　provide　GlcNAc

again．　Then　varioug．　ammonium　salts　were　employed　to　the　Glc　medium　to　cxamine　the

possibility　of　aminosugar　incorporation　into　BC．　As．4．　xy伽z朔is　strictly　aerobic　bacteria，

sufficient　air　supply　is　cxpccted　to　activate　growth　of　bacteria．　ln　this　study，　the　incubation

system　was　also　investigated　to　improve　the　incorporation　of　aminof　ugar，　in　which　an

aeration　incubation　system　was　applied　to　the　cultuTe　of　A．　xylinum　．　The　hypothesis　would

be　confirmed　by　the　GlcNAc　incorporation　under　the　strong　influcnce　of　artificial

ammonlum　lon．
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EXPERI　MENTAL

Bacterial　strain　and　cRtl“ire　conditions

　　　　　　A．　xylinum　ATCC　10245　which　was　rnaintained　in　SH　Glc　mcdium　was　used．　SH

GIc　medium　containing　O．2（w／v）％　of　various　ammonium　salts　was　applied　：　ammonium

sulfate，　（NH4）2SO4；　ammonium　chloride，　NH4Cl；　ammonium　phosphate，　（NH4）2HPO4；

ammonium　citrate，　（NH4）？．HC6HsO7・

　　　　　　Glucose－6－phosphate（Glc－6一一P）　was　applied　to　the　culture　of　A．　xylinum　instead　of

Glc．　（Glucose　6－phosphate　monosodium　salt，　SIGMA　Lot．　12H3805）　The　culturcs　were

incubated　in　SH　medium　containing　290　of　Glc－6－P　and　O．290　of　ammonium　chloride　for　a

weck　statically　or　under　rotatory　一　aerated　conditions．

　　　　　　Rotatory　culturc　apparatus　was　employed　in　these　cultivation　systcm　as　illustrated　in

Figure　4－1．　ln　this　apparatus，　aeration　was　performed　by　bubbling　air　sterilized　through

cotton　wool　from　the　bottom　of　tilted　culture　tank　and　an　axle　fixed　stainlesf　stcel　meg．　hes

rotates　to　stir　the　culture　medium．

Production　of　celltilosic　fibrils

　　　　　　A　15　ml　aliquot　of　3　dayg．　’　culture　in　SH　Glc　medium　was　inoculatcd　into　2，500　ml　of

the　culturc　medium　contai　ning　ammonium　salt，　and　stirred　gently　at　6r．p．m．　with　aeration　at

a　fiow　ratc　of　2　liter／min　at　280　C　for　a　week．　Fibrils　produced　on　the　meshes　were　collected

by　filtration．　Purification　procedures　were　the　same　as　those　of　pellicles．
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Figure　4一　1　．　Outline　of　rotatory　culture　apparatus．

　　　　　　（Volume　of　medium　is　2500ml．）
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RESULTS

Production　of　BC

　　　　　　The　initial　pH　value　of　the　medium　containing　O．2％　（w／v）　ammonium　salts　was

slightly　shifted　to　6．2　for　ammonium　sulfate　and　5．8　for　ammonium　chloridc．　These　pH

values　would　not　interfcre　with　synthesis　of　cellulose，　because　the　optimum　pH　was　reported

in　the　range　of　5－7［7］．　Not　pellicle　but　fibrous　BC　was　produced　in　the　rotary　and　aerated

culture　medium　as　seen　in　Figure　4－2．　Fibrous　BC　became　to　visible　on　the　meshes　after　3

days’　incubation．

Incorporation　of　aminosiigar　residues　into　BC

　　　　　　Rotatory　一　aeration　incubation　was　applied　to　the　culture　of　A．　aylinum　in　SH　mixed

medium　containing　1．4％　of　Glc　and　O．6％　of　GlcNAc　or　GlcN．　IR　spectra　of　produced

fibrils　are　shown　in　Figure　4－3．　The　incorporated　G｝cNAc　content　were　O．3　molojo　in

GlcNAc　mixed　medium　and　O．4　molero　in　GlcN　mixed　medium．　These　incorporated　values

seem　to　bc　almost　equal　to　the　case　of　static　cultures．

　　　　　　The　amounts　of　incorporated　GlcNAc　residues　into　BC　were　listed　in　Table　4－1　with

several　ammonium　salts．　ln　the　static　culture，　a　little　effcct　on　incorporation　of　aminosugar

residues　was　observed　by　the　addition　of　several　kinds　of　ammonium　salts．　On　the　other

hand，　significant　incorporation　was　observed　by　rotatory　一　aerated　culture　in　the　presence　of

ammonium　salts．　Ammonium　chloride　seems　to　be　the　best　additive　to　enhance　GicNAc

incorporation　and　its　amount　of　incorporated　residues　was　remarkably　higher　than　that　of

pellicle　produced　in　static　culture　of　SH　GlcNAc　medium．　Since　static　incuE）ation　was　not

effective　as　much　as　thc　incubation　with　aeration，　aeration　seems　to　be　an　important　factor　to

utilize　ammonium　ion　which　was　prcsent　in　the　culture　medium．　ln　addition，　when　stirred

culture　wag．　incubated　without　aeration　in　SH　Glc　medium　containing　O．2％　of　ammonium

chloride，　incorporat　ion　of　GlcNAc　reg．　idues　into　harvested　fibril　was　hardly　observed．　Thus

it　suggests　that　the　aeration　is　an　esf　ential　factor　to　affect　the　incorpora｛ion　of　aminosugar

residues　into　BC．

’
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　　　　　　IR　spectra　of　BC　produced　in　rotatory　一　aerated　culture　with　ammonium　salts　were

shown　in　Figure　4－4．　As　the　adsorption　bands　of　amide　1　and　II　wcrc　obscrved　around　1650

and　1550　cm’1，　incorporated　aminosugar　residues　into　resulted　BC　were　ass”med　to　be　N－

acetylated　form．

　　　　　　The　dependence　of　concentration　of　ammonium　chloride　was　examincd　in　rotatory　一

acrated　cultures．　Thc　rclationship　between　incorporated　aminosugar　content　and　the

concentration　of　ammonium　chloride　added　to　the　culture　medium　is　shown　in　Figure　4－5．

GlcNAc　residues　were　hardly　incorporated　at　the　concentrations　of　O．1　and　O．40ro，　whereas

GlcNAc　content　reached　its　maximum　value　around　O．2－O．3％．　lt　seemed　that　O．2％　of

ammonium　salt　was　the　optimum　concentration　for　the　aminosugar　incorporation．　The

concentration　of　ammonium　ion　was　so　low　that　reversible　reaction　of　aminotransferase　was

not　performed　at　the　conccntration　of　O．1％．　Since　the　yield　of　BC　fell　extremely　at　the

concentration　of　O．4‘％o，　the　growth　of　bacteria　seemed　to　be　suppressed．

　　　　　　The　amounts　of　incorporated　GlcNAc　residues　into　BC　produccd　in　SII　medium

containing　Glc－6－P　and　O．2％　of　ammonium　chloride　were　listed　in　Table　4－2．　ln　the　static

culture，　little　effect　on　incorporation　of　aminosugar　residues　was　observed．　On　the　other

hand，　significant　incorporEttion　waf　observed　by　rotatory　一　aerated　ctilture　in　the　presence　of

Glc－6－P　and　ammonium　chloride，　but　its　value　was　lower　than　that　of　Glc　and　ammoRium

salt．
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Fi　gure　4－2　．　Photographs　of　rotatory　aerated　culture　of　A．　Jrylinutn．　The　culture

medium　was　SH　Glc　medium　containing　O．2qo　of　ammonium　sulfate．
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Table　4－2．　The　amount　of　incorporated　GlcNAc　residues　into

BC　produced　in　SH　medium　containing　Glc－6－phosphate　and

O．2qo（w／v）　of　ammonium　chloride．

Incubat　ion Sugar Incorporated　GlcNAc
　　　　　（molqo）

Static Glc－6－P O．1

Rotatory Glc－6一・P 1．2

Glc 4．5

ヴ
、
」
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十

DISCUSSION

　　　　　　Formation　of　BC　fibril　was　observed　in　rotatory　culture　（Figure　4－2）．　lt　has　been

reported　that　highly　orientated　BC　was　produced　under　stirred　culture　accompanying

decrease　of　yields　of　BC［44］，　formation　of　fibril　seems　to　be　inevitable　under　stirred　culture．

　　　　　　Incorporation　of　aininosugar　residues　into　BC　was　achieved　by　thc　addition　of

ammonium　salts　to　SH　Glc　medium　when　cultures　were　incubated　rotatory　with　aeration

（ITable　4－1）．　Further，　incorporated　aminosugar　was　found　to　be　N－acetylated　form　by　IR

anaIysis　of　resulted｛ibri1（Figure　4－4）．　The　obtained　values　of　GlcNAc　conte耐are　higher

than　those　of　pellicles　produced　in　SH　GlcNAc　medium　and　SH　mixed　medium　with

aminosugars．　Especially，　ammonium　chloride　seems　to　be　the　best　salt　among　other

additives，　1：　cause　the　highest　value　of　incorporated　GlcNAc　residues　was　shown　when　it

added　to　the　medium．　On　the　other　hand，　little　effect　of　ammonium　salt　on　incorporation

was　observed　under　static　conditions．　lt　seems　that　regulated　aeration　is　essential　to

incorporatc　GlcNAc　residues　in　the　presence　of　ammonium　salts．

　　　　　　Thcse　results　suggcst　that　an　ammonium　ion　participatcd　in　the　conversion　of　Glc

into　GlcN　as　an　equilibrium　species　of　enzymatic　systems　which　catalyze　such　a　conversion

would　exist　in　the　metabolism　of　A．　ayZinum　．　The　equilibrium　between　aminosugars　and　Glc

with　ammonium　ion　was　propof　ed　as　shown　in　Scheme　4－1．　Exogenous　Glc　was

transformed　into　GlcN　with　reversible　reaction　of　aminotransferase　which　caused　by　rather

high　concentration　of　ammonium　ion　in　the　bacteria　body．　Resulted　GlcN　was　provided　to

the　incorporation　pathway　after　acetylation　similar　to　the　case　of　exogenous　aminosugars．　lt

is　suggested　that　the　additi　on　of　ammonium　salts　to　the　culture　medjum　makes　equilibrium

shift　to　the　side　of　GlcN．　Moreover，　its　equilibrium　would　shift　after　phosphorylation　of

Glc，　since　the　incorporation　was　observed　by　the　application　of　Glc－6－P　and　ammonium

chloride　（rable　4－2）．　But　such　an　incorporation　was　observed　only　in　rotatory　一　aerated

cukure．　As　agitation　of　the　culture　medium　was　very　gentle，　it　did　not　secm　to　disturb

cellulose　production．
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CONCLUSION

　　　　　　The　application　of　several　ammonium　salts　was　found　to　be　effcctive　on　the

incorporation　of　aminosugar　residues　into　BC　when　the　cultures　of　A．　xylinum　were

incubated　under　rotatory　and　aerated　conditions，　though　a　carbon　source　was　only　Glc

instead　of　aminosugars．　As　li田e　incorporation　was　observed　in　the　casc　of　static　culture，

aeration　was　assumed　to　be　an　essential　factor　to　the　aminosugar　incorporation　in　the

presence　of　ammonium　salts．　Ammonium　chloride　seemed　to　be　the　best　additive　to

enhance　aminosugar　incorporation，　bccause　the　highest　value　of　GlcNAc　contcnt　obtained

by　the　addition　of　it．　The　incorporation　mechanism　was　proposed　that　GlcN　which　arose

丘om　enzymatic　equilibriuln　of　Glc　and　ammonium　ion，　was　converted　into　GlcNAc　to　bc

provided　to　the　biosynthetic　pathway　of　cellulose，　since　there　was　little　aminosugar　residue

other　than　GlcNAc　cven　if　GalN　or　GlcN　were　added　to　the　culture　medium．
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CHAPTER　V

Participation　of　Phosphorylated　Chitin　Derivatives　in

　　　　　　　　　　　　　　　　Aminosugar　lncorporation

INTRODUCTION

　　　　　　On　the　time　dependent　observation　of　sugar　consumption　in　SH　mixcd　medium，　it

was　clcar　thaし4．：xy伽um　started　to　take　up　GlcNAc　after　exhaustion　of　Glc．　Moreover，　BC

production　continued　even　when　medium　component　became　only　GlcNAc，　and　the　major

constituent　sugar’@of　produced　BC　was　still　Glc　residues．　Most　of　GlcNAc　which　were　taken

up　by　the　bacteria　seems　to　be　incorporated　into　BC　after　conversion　of　GlcNAc　into　Glc，

since　GlcNAc　content　of　resulted　BC　was　maintained　in　low　level　even　in　SI・1　GlcNAc

medium．　lt　was　suggested　that　the　enzyme　which　catalyzes　such　a　sugar　conversion，　exists

in　A．　xylinum　．　Two　pathways　of　GlcNAc　were　assumed　for　biosynthesis　of　BC　incorporated

GlcNAc　residues；　（1）　GlcNAc　was　metabolized　through　general　pathway　after　the

conversion　into　Glc，　（2）　GlcNAc　as　it　is　was　led　to　sugar　phosphates　（GlcNAc－6－P，　GlcNAc－

1－P）　and　sugar　nucleotide　（UDP－GlcNAc），　and　became　the　sllbstrate　of　cellulose　synthase．

Thus　the　sugar　phosphates　would　be　important　as　intermediates　for　the　biosynthetic　pathway

of　BC．

　　　　　　Since　chitin　is　a　biodegradablc　homopolysaccharide　consisted　of　GlcNAc　residues，

phosphorytated　chitin　is　cxpected　to　be　suitable　substrate　to　examine　the　incorporation

mechanism　of　GlcNAc　residues　into　BC　and　to　enhance　its　content．　ln　thi，g　chapter，　the

influence　of　phosphoryl　chitin　on　the　biosynthesis　of　BC　was　investigated　by　the　addition　of

several　phosphorylated　chitin　derivatives　or　GlcNAc－6－phosphate　to　the　culture　medium　of

A．　Jtlylinum　．

　　　　　　In　order　to　invcstigate　the　influence　of　chitin　derivatives　on　biological　system　of

bacterja　such　as　A．　xylinum，　it　is　essential　to　prepare　chitin　derivatives　under　the　regulated

conditions　for　the　site　specific　substitution．　The　chemical　modification　of　chitin　is　fairly

‘
営
「

、
‘
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difficult，　bccause　chitin　forms　rigid　crystalline　structure　due　to　intra一　and　intcrmolecular

hydrogen　bonds（341．　Therefore，　in　the　case　of　phosphorylation，　the　product　which　regulated

degree　of　substitution　and　its　site　was　hardly　obtained　without　depolymerization　by　reported

methods［35－38］　（Scheme　5－1）．　ln　this　study，　tosylated　chitin　（Ts－chitin）　is　preparcd　as　a

sy1曲etic　i耐ermediate　for　g，　ite　specific　phosphorylation　as　dcpicted　in　Schemc　5一一2，　bccause

improvemcnt　of　reactivity　is　expected　by　the　introduction　of　Ts　group　as　a　leaving　group　to

chitin　molecule．　ln　addition，　site　specific　substitution　is　also　anticipated，　as　btilky　Ts　group

is　introduced　into　only　primary　hydroxyl　group［45］．　When　substitution　reaction　will　be

carried　out　to　hydroxyl　groups　of　chitin，　alkaline　chitin　is　such　an　important　precursor　that

preparation　method　of　that　determines　the　properties　of　the　final　product．　Therefore，　in　this

tosylation　of　chitin，　alkaline　chitins　were　prepared　by　two　different　procedures，　that　is，　in

heterogeneous　and　homogeneous　systems．　And　the　relationships　between　reaction

conditions　and　degree　of　phosphorylation，　substitution　site　and　molecular　weight　were

investigated，　furthermore，　susceptibilities　of　chitin　phosphates　for　glycosidases　such　as

Iysozyme　and　chitinase　were　also　examined　as　one　of　indications　of　biodegradability．
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　　Scheme　5－2．　Synthetic　route　of　phosphoryl　chitin　through　tosyl　chitin．
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V－1．　Preparation　of　Phosphoryl　Chitins　and　lts　Properties

EXPERIMENTAL

Materials

　　　　　　ct－chitin　was　prepared　from　Queen　Crab　shells　according　to　thc　method　of

Hackman［46］，　and　powdered　to　60　mesh　pass　before　use．　N，N－dimethylformamide　（DMF）

was　distilled　under　reduccd　pressurc．　100％　orthophosphoric　acid　was　prcpa（rcd　from

commercial　85ero　phosphoric　acid　by　the　addition　of　phosphorus　pentoxide　to　dehydrate［47］．

The　other　rcagents　of　reagent　grade　were　purchased　from　Wako　Pure　Chemical　lndustries

without　further　purification．

Preparation　of　alkaline　chitin

　　　　　　Preparation　of　alkaline　chitins　were　carried　out　by　following　two　procedures．

（1）　Alkaline　chitin　under　hcterogeneous　system　（freezing　method）

20ml　of　40％（w／w）　aqueous　NaOH　solution　including　O．2％　SDS　was　added　to　5g　of　chitin

powder，　stirred　at　40　C　for　lh　and　left　overnight　at　一200　C［48，49］．　Frozen　alkaline　chitin　was

thawed　at　room　temperaturc　in　20ml　of　2－propanol，　and　then　pressed　up　to　three　fold　weight

to　remove　excess　alkali．

（2）　Alkaline　chitin　under　homogeneous　system　（aqueous　alkaline　chitin　solution）

5g　of　chitin　powder　was　well　dispersed　in　100ml　of　4090（w／w）　aqueous　NaOH　solution　and

stirred　vigorously　with　crushed　ice［50，51］．　The　resulted　viscous　solution　was　used　as

aqueous　alkaline　chitin　solution．

Tosylation

　　　　　　90g　of　tosyl　chloride　（20　mol．　equiv．　to　GlcNAc　residue）一chloroform（150ml）

solution　was　added　to　each　alkaline　chitin　prepared　in　heterogeneous　and　homogeneous

systems，　and　stirred　mcchanically　at　OOC　foT　lh　and　for　another　3h　at　room　temperature．

The　product　was　collected　by　filtration，　successively　washed　with　deionized　water　unti1
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neutral，　followed　by　rinsed　with　methanol　and　ether，　and　dried　in　vacuo．　Yield，　5．5g　from

hetcrogencous　system　（Ts．fz－chitin），　8．5g　from　homogeneous　system　（1’s．aq－chitin）．

Phosphorylation　of　Ts－chitin

　　　　　　2．Og　of　Ts．fz－chitin　（degree　of　tosylation　was　O．38）一DMF（50ml）　sug，　pension　was

added　to　the　reaction　bath　which　conf　isted　of　urea　（120g）　and　DMF　（80ml）．　7．5g　of　100‘）（o

orthophosphoric　acid　（10　mol．　equiv．　to　GlcNAc　residue）　was　added　dropwise　to　the　above

mixture　and　stirred　at　1500　C　for　4h．　After　cooling　to　room　temperature，　the　mixture　was

suspended　in　400ml　dcionized　water，　neutraj　ized　with　IN　HCI，　and　separatcd　into　water

soluble　and　insoluble　part　by　centrifugation．　lnsoluble　part　was　suspended　in　2‘％o　NaOH

aqueous　solution，　stirred　at　room　tcmperature　for　24h　in　order　to　form　sodium　f　alt．　This

water　insoluble　product　was　washed　vsrith　deionized　water，　methanol　and　acetone，　and　dried

in　vacuo．　Yield，　O．8g　（water　insoluble　P－Ts．fz－chitin）．　Soluble　part　was　initially　dialyzed

against　deionized　water　to　remove　urea，　salt，　etc．，　further　dialyzed　against　deionized　water

after　adjusting　pH　with　diluted　aqueous　NaOH　solution　and　lyophilized．　Yield，　1．2g　（water

soluble　P－Ts．fz－chitin）．

　　　　　　In　the　phosphorylation　of　Ts．aq－chitin，　purification　was　carried　out　in　the　similar

manner　to　water　soluble　part　of　P－Tg，　．fz－chitin，　since　all　phosphorylated　product　became

water　soluble　（P－Ts．aq－chitin）．

　　　　　　Phosphorylation　in　phosphorus　pentoxide－methanesulfonic　acid　system　was　carried

out　similar　to　reported　procedures［37，38］．
lf’

IR　and　NMR　spectra

　　　　　　IR　spectra　of　chitin　derivatives　were　took　by　KBr　pellet．　13C－NMR　spectra　of　water

soluble　chitin　phosphatcs　were　obtained　by　using　of　Bruker　NMR　spectrometer　ASX－300　in

D20　at　500C．　The　assignment　of　NM　R　signals　of　phosphorylated　derivativef　was　referred

to　those　of　carboxymethylatcd　chitin［48，49］　and　sulfated　chitosan｛52］．

．
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　　　　　　X－ray　diffractograms　were　obtained　by　the　reflcction　method　with　Rigaku　automatic

diffractomcter　RAD－II　SR　using　Cu　K（x　radiation　（1541A）．

Degree　of　substitution

　　　　　　The　degrees　of　tosylation　and　phosphorylation　were　estimated　from　elemental

analysis　value　of　sulfur　and　phosphorus，　respectively．　Phosphorus　content　of　the　products

was　estimated　by　molybdenum　blue　method（53］．

Estimation　of　moleclllar　weight

　　　　　　Average　molecular　weights　of　chitin　phosphates　were　estimated　by　GPC　method

using　pullulan　as　standard．　HPLC　analysis　was　performed　on　Asahipak　GFA－30F　column

and　eluted　at　a　flow　rate　of　O．5　mVmin　with　a　mobile　phase　of　water　at　500C．　Effluent　was

detected　by　using　a　Shimadzu　JC－6A　with　refractive－index　detector．

Enzyme　assay

　　　　　　Egg－white　lysozyme　（EC　3．2．1．17，　50，000units／mg，　Seikagaku　Kogyo）　and　chitinase

（EC　3．2．1．14，　O．045unitf　／mg，　Wako　Pure　Chemical）　were　used　without　further　purification．

　　　　　　Phosphoryl　chitins　were　dissolved　or　suspended　in　O．IM　acetate　buffer　（pH4．5）　at　the

concentration　of　1．5mg／ml．　lml　of　enzyme　solution　（O．15mg／ml）　was　added　to　2ml　of　above

substrate　solution，　and　incubated　at　370　C　with　shaking．　Enzyme　was　inactivated　by　the

addition　of　lml　of　dcproteination　reagent［40］．　After　removal　of　denatured　protein　and

insoluble　substrate　by　centrifugation，　the　amount　of　reducing　ends　in　1．5ml　of　the

supernatant　were　measured　by　the　modified　Schales’　method［41］．
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RES　ULTS

Phosphorylation　of　chitin　throllgh　Ts－chitin

　　　　　　In　the　tosylation　reaction　of　two　alkaline　chitins　which　prepared　in　heterogeneous

and　homogeneous　systcmg．，　degrees　of　tosylation　were　O．38　and　O．81，　respectively．　IR

spectra　of　Ts－chitin　are　shown　in　Figure　5－1．　lntroduction　of　Ts　group　was　confirmed　by　thc

peaks　at　1600cm－1　（SO，　st．），　1175cm’1　（S＝O，　st．），　810，　650，　545cm－i　（S－O－C，　st．）．　X－ray

diffractograms　show　that　Ts．aq－chitin　became　completely　amorphous，　whilc　Ts．fz－chitin

slightly　held　crystalline　structure　as　seen　in　Figure　5－2．　Ts．aq－chitin　was　soluble　in　DMF

owing　to　high　substitution　of　Ts　group，　whereas　Ts．fz－chitin　was　not．　Ts．fz－chitin　swelled

only　in　dimethylsulfoxide．

　　　　　　The　resulted　P－Ts．fz－chitin　was　the　mixture　of　water　soluble　and　insoluble　parts，　and

the　degrees　of　phos　phorylation　were　O．71　for　water　soluble　fraction　and　O．13　for　insoluble

one，　respectively．　Sincc　phosphorylation　reaction　in　DMF　was　proceeded　in　hetcrogeneous

system，　two　derivatives　with　different　solubilities　might　be　obtained．　However，　in　the　case

of　direct　phosphorylation　of　chitin，　the　product　was　poorly　substituted　dcrivative　（degree　of

phosphorylation　was　O．16）　and　insoluble　in　water．　ln　this　way，　even　lower　tosylated

derivative　which　was　prepared　in　heterogeneous　system，　was　available　to　intermediate　for

phosphorylation．　ln　the　phosphorylation　of　Ts．aq－chitin，　the　degree　of　phosphorylation　was

O．58，　and　whole　product　was　soluble　in　water．　IR　g．　pectra　of　phosphoryl　chitins　are　shown　in

Figure　5－3．　The　peaks　derived　from　phosphoric　ester　appeared　at　1230cm－1　（P＝O，　st．）　and

920cm－1　（P－O，　st．）　with　disappearance　of　the　peaks　of　Ts　group．　lt　suggests　that　the　residual

Ts　group　was　not　remained　at　all　on　phosphoryl　chitins　prepared　from　Ts－chitin，　and　it　was

also　proved　by　the　result　that　no　sulfur　content　derived　form　Ts　group　was　detected　by

elemental　analysis　of　the　products．　The　relationships　between　degree　of　phosphorylation

and　reaction　conditions　are　shown　in　Figure　5－4．　The　degree　of　phosphorylation　increased

with　increase　of　the　amount　of　orthophosphoric　acid　（2－10　mol．　equiv．　to　GlcNAc　residue）

and　reaction　time　（1－4h）．　Thus　it　suggested　that　any　degree　of　phosphorylation　could　be

obtained　by　the　reaction　conditions．　Phosphorylation　of　chitin　in　phosphorus　pentoxide一

63

一

一
㌦
－
～
∵
－
』
睡
工
艶
η
「
」
一

口
π

Σ
．
畝
　
．
ご
u
．
、
斗
日
蘭
．
・
，
b
・
㍗
∵
ド
．
．
．
秘
噌
鞍
ズ
　
・
㌧
∵
・
画
ら
り
㍗

乾



methanesulfonic　acid　system　gave　extremely　high　substituted　derivative　（P－MSA－chitin）　and

its　dcgree　of　phosphorylation　was　1．90．

　　　　　　The　average　molecular　weight　of　phosphorylated　derivatives　estimated　by　GPC

method　using　pullulan　as　standard　are　listed　in　Table　5－1．　As　the　molecular　weight　of　P－

MSA－chitin　was　2．8xlO4，　rcmarkable　depolymerization　seemed　to　be　occurred　due　to　acidic

sQlvent　uscd，　though　its　phosphorylation　was　carried　out　bclow　OO　C．　ln　contrast　with　P－

MSA－chitin，　molecular　weight　of　P－Ts．fz－chitin　and　P・一Ts．aq－chitin　were　relatively　high

valtie　in　the　range　of　7．6×104　to　9．8xlO4．　lt　shows　that　phosphorylation　through　Ts－chitin　is

effective　synthetic　route　without　depolymerization．

　　　　　　i3C－NMR　spectra　of　water　so｝uble　phosphoryl　chitins　are　shown　in　Figurc　5－5，　5－6

and　thcir　chemical　shifts　are　listed　in　Table　5－2．　According　to　i3C－NMR　spectrum　of　P－

MSA－chitin，　the　downfield　displacement　of　C－3　and　C－6　were　obscrved　due　to　the

substitution　of　phosphoric　esters　（Figure　5－5）．　The　signals　of　C－6　and　C－6’　which　was

shifted　to　low　magnetic　field　by　the　substitution　were　observed　in　spectrum　of　P－Ts．aq－

chitin，　on　the　other　hand，　both　C－6’　and　C－3’　were　appeared　in　that　of　P－Ts．fz－chitin　（Figure

5－6）．　Thet　e　results　indicate　that　the　substitution　site　of　phosphoric　ester　of　P－Tg．　．aq－chitin

was　only　C－6　site　on　GlcNAc　residue　and　that　of　P－Ts．fz－chitin　was　both　on　C－6　and　C－3

sites．　Thus，　phosphoric　ef　ter　seems　to　be　introduced　site－selectively　to　Ts．aq－chitin，　but　not

to　Ts．fz－chitin．

Susceptibilities　of　phosphoryE　chitins　for　glycosidases

　　　　　　The　time　course　of　lysozymic　hydrolysis　of　phosphoryl　chitins　arc　shown　in　Figure

5－7．　Not　only　water　soluble　part　of　P－Ts．fz－chitin　but　also　insoluble　part　seems　to　bc

hydrolyzed，　since　the　amount　of　reducing　ends　increased　time　dependently．　Contrary　to　this，

the　amount　of　reducing　ends　of　P－Ts．aq－chitin　was　hardly　changed　in　this　experimental

period．　lt　suggests　that　susceptibility　of　P－Ts．aq－chitin　for　lyg．　ozyme　was　not　shov，b’n　in　spite

of　water　solubility．　The　results　of　chitinase　hydrolysis　are　similar　to　the　case　of　lysozyme　as

seem　in　Figure　5－8．　The　reducing　cnds　of　water　soluble　P－Ts．fz－chitin　increased　time

depcndently，　whereas　those　of　P－Ts．aq－chitin　did　fiot．　’lhese　results　might　indicate　that　even

M



，

P－Tf　．fz－chitin　which　is　3，6－O－phosphorylated　derivative　is　susceptible　for　glycosidases　such

as　lysozyme　and　chitinase，　however，　P－Ts．aq－chitin　which　is　6－O－phosphorylated　derivative

shows　little　susceptibility．　lt　is　assumed　that　susceptibilities　of　phosphoryl　chitin　derivatives

relate　to　preparation　methods　of　alkaline　chitin，　which　is　a　precursor　of　Ts－chitin．
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Figure　5－7．　Time　course　of　lysozymic　hydrolysis　of　P－Ts．fz－chitin，

water　soluble（O），water　insoluble（A）　and　P－Ts．aq－chitin（m）　in　O．　IM

acetate　buffer　（pH4，5）　at　370C．
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P－Ts．fz－chitin（O）and　P－Ts．aq－chitin（口）in　O．05M　acetate　buffer

（pH5．2）　at　370C．
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DISCUSSION

　　　　　　There　is　a　difference　between　two　systems　for　preparation　of　alkaline　chitin，

homogeneous　system　makes　chitin　dissolve　completely，　whereas　heterogeneous　system

makes　it　be　gel．　Thus　high　reactivity　is　expected　in　homogeneous　system，　practically，　highly

tosylated　derivativet　（1’s．aq－chitin）　has　been　obtained．　This　agrees　with　the　result　that　Ts－

chitin　is　soluble　in　common　polar　organic　solvents［45］．　On　the　other　hand，　Ts－chitin

prepared　in　homogeneous　system　using　freezing　method　（Ts．fz－chitin）　was　not　so　high

degree　of　Ts　group・substitution　comparing　with　Ts．aq－chitin．　X－ray　difffactograms　of

resulted　Ts－chitins　indicate　that　the　crystalline　structure　was　still　remained　in　Ts．fz－chitin　，

whereas　Ts．aq－chitin　was　almost　amorphous　（Figure　5－2）．　lt　suggests　that　the　collapse　of

crystalline　structure　of　chitin　gives　rise　to　highly　substitution　reaction　to　chitin　molecules　in

homogeneous　system．

　　　　　　Water　soluble　phosphorylated　derivatives　could　be　obtained　accompanying　insoluble

part　from　Ts．fz－chitin　which　was　low　degree　of　tosylation．　As　phosphorylation　of　Ts．fz－

chitin　proceeded　hcterogeneously，　the　products　possessing　different　degree　of

phosphorylation　would　be　fractionated　merely　by　water　solubility．　But　poor　reactivity　was

shown　by　direct　phosphorylation　with　orthophosphoric　acid　te　chitin　probably　owing　to　its

rigid　crystalline　structure．　lt　suggests　that　the　reactivity　and　water　solubility　of　the　products

are　improved　by　tosylation　step　even　in　heterogeneous　system．　The　regulation　of　degree　of

phosphorylation　was　achieved　by　the　choosing　of　reaction　conditions　of　Tf　．aq－chitin　（Figure

5－4）．　ln　addition，　as　no　residual　Ts　group　was　detected　in　the　final　products，　Ts　group　seems

to　be　excellent　leaving　group　for　chitin　under　thef　e　conditions．

　　　　　　In　former　method，　that　is　phosphorus　pentoxide　and　methanesulfonic　acid

system［37，38］，　water　soluble　derivative　of　high　degree　of　phosphorylation　could　be

prepared，　however，　remarkable　depolymerization　happened　owing　to　acidic　catalyst　and

solvent．　On　the　other　hand，　the　average　molecular　weight　of　phosphorylatcd　derivatives

through　Ts－chitin　were　relatively　high　value　（Table　5－1）．　Molecular　weight　of　water　soluble

6－O－carboxymethyl（CM）一chitin，　which　was　prepared　from　frozen　alkaline　chitin　with
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燭．

monochloroacetic　acid，　was　estimatcd　to　6・一10xiO4　by　viscomctric　mcasurcmentt54，551．

Since　molecular　wcight　of　P－Ts．aq－chitin　and　water　soluble　P－Ts．fz・一chitin　were　similar

values　to　that　of　CM－chitin，　applied　phosphorylation　route　through　Ts－chitin　seems　to　be

available　to　avoid　depolymerization．

　　　　　　Substitution　site　of　phosphoryl　group　on　GlcNAc　residue　became　evident　from　the

observation　of　13C－NMR　spectra　（Figure　5－6）．　Phosphorylation　of　Ts．fz－chitin　was　not　sitc

specific　substitution，　because　phosphoryl　group　was　introduced　to　C6　and　C－3　sites　of

GlcNAc　residue．　lt　suggests　that　phosphorylation　proceeds　into　not　only　Ts　group　of　C－6

but　also　hydroxyl　group　of　C－3，　because　the　degree　of　phosphorylation　of　P－Ts．fz－chitin

exceeds　the　degree　of　tosylation　of　Ts．fz－chitin．　As　substitution　site　of　P－Ts．aq－chitin　was

found　only　at　C－6　of　GlcNAc　residue，　phosphorylation　of　Ts．aq－chitin　progressed　site－

selectively．　Site　specific　phosphorylation　was　achieved　due　to　high　substitution　of　Ts　group

into　chitin．

　　　　　　The　difference　between　P－Ts．fz－chitin　and　P－Ts．aq－chitin　was　obscrved　in　enzymatic

susceptibilities．　P－Ts．fz－chitin　vvras　susceptible　for　both　lysozyme　and　chitinat　e，　whereas　P－

Ts．aq－chitin　was　not，　though　they　were　water　soluble　derivative　（Figure　5－7，　5－8）．　ln

general，　it　is　known　that　there　is　close　relationships　between　susceptibilities　for　lysozyme

and　substitution　site　of　chitin　derivatives．　ln　the　case　of　CM－chitin，　susccptibility　was

extended　when　C－6　hydroxyl　group　was　substituted，　and　it　depressed　extremely　when　further

substitution　was　progressed　to　C－3　site［56］．　But　it　is　suggested　that　susceptibilities　of

phosphorylated　chitin　derivatives　for　lysozyme　did　not　relate　to　substitution　site　of

phosphoric　ester　on　GlcNAc　residue，　because　P－Ts．fz－chitins　substituted　at　C－6　and　C－3　sites

were　highly　hydrolyzed　by　lysozyme．　Since　only　procedures　of　tosylation　were　different

between　P－Ts．fz－chitin　and　P－Ts．aq－chitin，　one　was　in　heterogeneous　system　and　the　other

was　in　homogeneous　system，　it　is　clearly　concluded　that　the　preparation　method　of　alkaline

chitin　is　closely　correlated　with　susceptibilities　for　enzymes．
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V－2．　lnfluence　of　Phosphoryl　Chitins　on　the　lncorporation　of　Aminosugar

　　　　　Residues　into　Bacterial　CelEulose

EXPERIMENTAL

Clllture　conditions

　　　　　　A．　aylinum　was　precultured　to　adapt　to　GlcNAc　by　successive　transfer　to　SH

GIcNAc　medium．　O．5ml　of　aliquots　of　the　3　days’　culture　were　inoculated　to　15ml　of　SH

mixed　medium　containing　Glc　and　GlcNAc－6－phosphate　at　the　weight　ratio　of　7：3　or　3：7　and

incubated　statically　at　280　C　for　a　week．　（GlcNAc－6－phosphate　disodium　salt，　SIGMA　Lot．

52H7817）　Water　soluble　phosphorylated　chitin　derivatives　were　employed　to　SH　GlcNAc

medium　at　the　range　of　concentrations　from　O．1　to　1．0（w／v）％．　Purification　of　pellicles　and

estimation　of　incorporated　aminosugar　content　into　them　were　the　same　as　former　chapters．

声

自
画
ρ
量
可

Analysis　of　culture　medium

　　　　　　HPLC　analysis　of　the　culture　medium　was　performed　to　observe　the　state　of　chitin

phosphate　during　incubation．　The　portions　of　culture　medium　were　taken　out　time

dependently　and　filtrated　through　cellulose　acetate　membrane　of　O．45　ptm　（Millipore）　to

remove　bacteria．　Their　solutions　were　loaded　on　connected　two　columns　（Asahipak　GFA－

30F）　and　eluted　at　a　flow　rate　of　O．5　ml／min　with　a　mobile　phase　of　water　at　500　C．　Effluent

was　analyzed　by　using　a　Shimadzu　JC－6A　with　refractive－index　detector．

’

Acetylation　of　BC　pellicle

　　　　　　Acetylation　of　pellicle　was　canied　out　in　acetic　anhydride　and　sulfuric　acid　system　as

follows．　50mg　of　pellicle　was　suspended　in　8ml　of　glacial　acetic　acid．　O．9ml　of　acetic

anhydride　（10mol　equiv．　to　hydroxyl　group）　and　a　catalytic　amount　of　sulfuric　acid　were

added　to　above　suspension，　and　stirred　at　200　C　for　6h．　The　reaction　mixture　was　poured　into

100ml　of　ice－cold　water　and　washed　with　deionized　water　extensively　by　filtration．　Finally

the　product　was　lyophilized　（Yield　79mg）．

、
，
．
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Acid　hydrolysis　of　phosphoryl　chitin

　　　　　　Phosphorylated　chitin　（P－MSA－chitin）　was　hydrolyzed　with　hydrochloric　acid．

Briefly，　1．4　g　of　P－MSA－chitin　was　dissolved　in　180ml　of　IN　aqueous　HCI　and　stirred　at

400C　for　24h，　The　solution　was　concentrated　and　dialyzed　against　deionized　water　using

cellulose　tube　which　fractionated　molecular　weight　of　about　12，000．　lts　outer　solution　was

collected　and　concentrated，　successively　dialyzed　by　using　of　dialyzing　tube　which　was

molecular　weight　3，500　cutoff　（Spectrapor，　3787－H45）．　The　inner　solution　of　3，500　cutoff

membrane　was　collected　by　lyophilization　as　a　medium　molecular　weight　fraction　（AH－1，

Yield　O．08g）．　The　outer　solution　of　3，500　cutoff　was　concentrated　and　precipitated　with

methanol．　The　precipitate　was　dried　under　reduced　pressure　（AH－2，　Yield　O．86g）．

Molecular　weight　of　each　fraction　was　estimated　by　GPC　method．
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RESULTS

In翻uence　of　GlcNAc　p』osph3te　on　cu1加res

　　　　　　Monomeric　sugar　phosphate　was　applied　to　the　culture　in　SH　mixed　medium　instead

of　GlcNAc．　The　amount　of　incorporated　GlcNAc　into　pellicle　produced　in　the　mixed

medium　containing　GlcNAc－6－P　was　higher　than　that　of　GlcNAc　and　increased　with

increase　the　ratio　of　GlcNAc－6－P　to　Glc　as　listed　in　Table　5－3．　IR　spectra　of　resulted

pellicles　are　shown　in　Figure　5－9．　Enhancement　of　incorporated　GlcNAc　residues　was

confirmed　because　of　the　appearance　of　amide　1　and　II　adsorption　bands．　These　results

indicate　that　GlcNAc　phosphate　was　taken　up　and　utilized　by　the　bacteria　as　an　intermediate

of　biosynthetic　pathway．

Infiuence　of　phosphory1　chitins　on　cultures

　　　　　　The　pH　value　of　the　culture　medium　was　hardly　changed　by　the　addition　of

phosphorylated　derivatives．　As　shown　in　Figure　5－10，　the　amount　of　incorporatcd　GlcNAc

residues　into　pellicle　produced　in　SH　GlcNAc　medium　containing　phosphoryl　chitins

increased　with　increase　the　concentration　of　additives．　lt　shows　that　incorporation　of

GlcNAc　residues　into　pellicle　was　promoted　by　the　addition　of　phosphoryl　chitins．　And

GlcNAc　contents　of　pellicle　produced　by　the　application　of　P－Ts．fz－chitin　which　vvas

hydrolyzed　by　lysozyme　were　higher　than　that　of　P－Ts．aq－chitin　which　was　poorly

biodegradable．　IR　spectra　of　pellicles　produced　in　SH　GlcNAc　medium　containing　P－Ts．fz－

chitin　are　shown　in　Figure　5－11．　The　peaks　derived　from　acetamide　grollp　were　observed

clearly　and　their　intensities　depend　on　the　concentration　of　additive．　lt　is　suggested　that　the

biodegradability　of　phosphoryl　chitin　was　significant　in　the　process　of　incorporation　of

aminosugar．　But　GlcNAc　content　of　pellicle　produced　with　P－MSA－chitin　did　not　depend

on　the　concentrations　of　P－MSA－chitin，　and　further，　no　pellicle　was　harvestcd　in　medium

containing　1．090　of　P－MSA－chitin．　P－MSA－chitin　seems　to　interfere　with　synthesizing

cellulose．
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　　　　　　The　GlcNAc　content　of　pellicles　which　was　produced　in　SH　Glc　medium　containing

phosphoryl　chitins　are　shown　in　Table　5－4．　The　incorporatcd　GlcNAc　content　became　a

significant　amount　in　the　medium　containing　P－Ts．fz－chitin　comparing　with　other

phosphorylated　derivatives．　As　incorporation　of　GlcNAc　was　observed　even　in　SH　Glc

medium　without　GlcNAc，　added　P－Ts．fz－chitin　seems　to　be　used　as　a　substrate　for　cellulose

production　following　to　chitinolytic　hydrolysis．

Infiuence　of　hydrolysates　of　phosphory1　chitins

　　　　　　P－MSA－chitin　which　was　not　effective　on　GlcNAc　incorporation　in　SH　GlcNAc

medium，　was　hydrolyzed　under　acidic　condition　and　fractionated　into　two　parts　（AH－1　and

AH－2）　by　dialyzing．　lts　oligomeric　hydrolysates　were　added　to　the　culture　medium　and

incubated　similarly．　Molecular　weight　of　hydrolysates　were　estimated　to　about　4，000　for

AH－1　and　300－400　for　AH－2．　The　fraction　of　AH－2　corresponded　to　mono一　and

disaccharides．　The　incorporated　GlcNAc　content　was　hardly　changed　even　in　both　SH

GIcNAc　and　SH　Glc　medium　as　seen　in　Table　5－5．　Since　this　P－MSA－chitin　was　highly

substituted　derivative，　phosphoric　esters　of　hydrolysates　still　remained　even　after　acidic

hydrolysis　（Substitution　at　C－3　and　C－6　sites　was　confirmed　by　i3C－NMR　spectrum　of　the

fraction　AH－1）．　lt　suggests　that　sugar　diphosphate　is　not　catalyzed　by　transferase　or

isomerase　in　the　metabolic　pathway　of　bacteria．

聖
鼠

GPC　analysis　ofthe　culture　medium

　　　　　　The　average　molecular　weights　of　phosphoryl　chitins　in　the　culture　medium　were

measured　time　dependently　by　GPC　analysis　as　shown　in　Figure　5－12，　13，　14．　Molecular

weight　of　P－Ts．fz－chitin　was　slightly　decreased　in　SH　GlcNAc　medium．　The　peak　of

polymer　was　broadened　in　SH　Glc　medium，　its　molecular　weight　distribution　was　2．74　at　the

beginning　of　incubation　and　it　changed　to　4．46　after　2　weeks　（Figure　5－12）．　The　result

indicates　that　P－Ts．fz－chitin　was　degraded　during　incubation．　ln　the　case　of　P－MSA－chitin，　a

similar　tendency　to　P－Ts．fz－chitin　was　observed　as　seen　in　Figure　5－14．　On　the　other　hand，

the　molecular　weight　of　P－Ts．aq－chitin　and　its　distribution　was　hardly　changed　in　both　SH

81



一
　
　
I
　
　
U
　
　
　
　
　
，
　
　
．

　
　
　
　
一
「
1

　
　
　
　
　
　
一
　
唱

　
　
　
　
　
　
　
1
　
　
1

Glc　and　SH　GlcNAc　medium　（Figure　5－13）．　Biodegradable　phosphoryl　chitins　seem　to　be

hydrolyzed　by　glycosidases，　degraded　into　oligomer　and／or　monomer　and　consequently

taken　up　by　the　bacteria　as　a　carbon　source．　lt　is　proposed　that　their　oligomeric　and／or

monomeric　phosphoryl　chitins　were　supposed　to　be　utilized　as　intermediates　in　synthetic

pathway　and　led　to　substrates　for　cellulose　synthase　ofA．　xylinum　．

上

Acetylation　of　peElicle

　　　　　　Acetylation　of　pellicle　was　carried　out　in　acetic　anhydride　and　sulfuric　acid　system

which　was　general　method　to　prepare　cellulose　acetate［57］．　Starting　material　was　a　pellicle

which　was　produced　in　SH　mixed　medium　containing　O．590　of　P－Ts．fz－chitin．　Acetylated

product　was　readily　dissolved　in　acetone　and　aqueous　acetone，　and　insoluble　part　was　not

found　in　the　solution．

・
雷
9

Treatment　of　pellicle　with　saturated　CaC12　methanol　solution

　　　　　　As　saturated　calcium　chloride　dihydrate　methanol　solution　is　known　to　be　good

solvent　system　for　chitin［58－60］，　pellicles　which　produced　in　the　medium　containing

phosphoryl　chitin　were　treated　with　this　solvent　to　extract　contaminated　chitin　molecule．

However，　the　GlcNAc　content　in　pellicles　never　changed　even　after　extraction．　This　result

might　indicate　that　there　is　no　contaminated　chitin　in　the　BC　pellicle．　This　means　that　added

phosphory1　chitin　was　not　converted　to　chitin　by　the　removal　of　phosphoric　ester　during

cultivation　of　A．　aylinum．　But，　no　phosphorus　content　was　detected　by　the　elemental

analysis　of　harvested　pellicle．
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Table　5－3．　The　amount　of　incorporated　GlcNAc

residues　into　pellicles　produced　in　SH　mixed

medium　contai　ning　Glc　and　GlcNAc－6－phosphate．

Sugar　components Ratio　lncorporated　GlcNAc

（wt）　（mo190）

Glc　：　GlcNAc 7：3 O．3

3：7 1．2

Glc　：GlcNAc－6－P 7：3 1．3

3：7 3．4
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Table　5－4．　The　amount　of　incorporated

GlcNAc　residues　into　pellicle　produced　in

SH　Glc　medium　containing　O．5qo　（w／v）

phosphoryl　chitin　derivatives．

IncorporatedGlcNAc
　　　　　（mol　go）

Additive

鎌
～
垂
勲
～

None o．o

P－Ts．fz－chitin 2．4

P－Ts．aq－chitin O．4

P－MSA－chitin O．5

義
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恥

Table　5－5．　The　amount　of　incorporated　GlcNAc　residues

into　pellicle　produced　in　the　culture　medium　containing

O．5qe　（w／v）　of　acid　hydrolysates　of　phosphoryl　chitin．
f

Culture　medium Additive”　Incorporated　GlcNAc
　　　　　　　　　　　　　　　　（mo1　90）

SH　GIcNAc

SH　Glc

None

AH－1

AH－2

None

AH－2

“　Molecular　weight　of　hydrolysates　was　4，000　for　AH－1

and　300400　for　AH－2　estimated　by　GPC　method．
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（a）　SH　GlcNAc　medium （b）　SH　Glc　medium

14　days
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o

，
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20 40

Retention　time　（min）

Figure　5－12．　GPC　profiles　of　（a）　SI－1　GlcNAc　mcdium　and　（b）　SH　Glc

medium　containing　O．50／o　of　P－Ts．fz－chitin．　The　arrow　indicates　the

pcak　of　P－Ts．fz－chitin　eluted．
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Figure　5－13．　GPC　profiles　of　（a）　S｝1　GlcNAc　medium　and　（b）　SH　Glc

medium　containing　O．50／o　of　P－Ts．aq－chitin．　The　arrow　indicates　the
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Figure　5－14．　GPC　profiles　of　（a）　SH　GlcNAc　medium　and　（b）　SH　Glc

medium　containing　O．590　of　P－MSA－chitin．　Thc　arrow　indicates　the
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DISCUSSION

　　　　　　Hexose　phosphate　is　a　common　intermediate　in　cellulose　synthesis　of　A．

aylinum［9，61］，　and　it　arises　directly　by　phosphorylation　of　exogenous　hexose［12］．　Further，

the　conversion　of　hexose　phosphate　to　cellulose　is　direct　in　the　sense　that　it　does　not

necessarily　include　intermediary　cleavage　of　the　carbon　skeleton　of　the　hexose　moiety．

When　GlcNAc　was　employed　to　the　cultures　of　A．　xylinum　which　adapted　to　GlcNAc，

exogenous　GlcNAc　might　be　led　to　UDP－GlcNAc　following　direct　phosphorylation．　Since

incorporation　of　GlcNAc　was　enhanced　in　the　mixed　medium　containing　Glc　and　GlcNAc－

6－P　instead　of　GlcNAc　（Table　5－3），　it　suggests　that　pathway　of　GlcNAc　via　GlcNAc

phosphate　to　UDP－GlcNAc　is　also　preg，　ent　similar　to　that　of　Glc．

　　　　　　Since　it　became　evident　that　GlcNAc　phosphate　could　play　an　intermediate　role　in

the　metabolic　pathway，　phosphoryl　chitins　were　employed　to　the　culture　of　A．　xylinum．　The

application　of　P－Tf．fz－chitin　to　the　cultures　accclerated　the　incorporation　of　GlcNAc

residues　into　BC　and　its　content　reached　the　highest　value　so　far．　GPC　analyg．　is　of　the

culture　medium　found　that　P－Ts．fz－chitin　was　degraded　during　incubation　（Figure　5－12），

then　monomeric　and／or　oligomeric　sugar　came　to　be　utilized　as　a　substrate　for　GlcNAc－1－P．

The　incorporation　of　GlcNAc　was　observed　not　only　in　SH　GlcNAc　medium　but　also　in　SH

GIc　medium　（Table　5－4）．　lt　suggests　that　GlcNAc　phosphate　arose　from　hydroiysates　of

phosphory1　chitin　which　degraded　by　some　glycosidases　as　a　carbon　source．

　　　　　　The　flow　of　GlcNAc　phosphate　was　proposed　as　illustrated　in　Scheme　5－3．　lnitially

phosphoryl　chitin　is　degraded　to　permeable　size，　then　added　GlcNAc－6－P　or　hydrolyzed

GlcNAc　phosphate　are　taken　up　and　isomerized　to　GlcNAc－1－P　by　phosphoglucomutase．

And　it　is　led　to　UDP－GlcNAc　as　a　substrate　of　cellulose　synthase，　finally　GlcNAc　residue

was　incorporated　into　BC．

　　　　　　　P－MSA－chitin　which　was　highly　phosphorylated　derivatives　was　not　effective　on　the

incorporation，　it　seems　that　3，6－O－substituted　phosphoric　esters　inhibit　isomerization　to

GlcNAc－1－P　or　synthesis　of　UDP－GlcNAc，　even　if　it　was　hydrolyzed　to　monomeric　sugar．

Practically，　little　incorporation　of　GlcNAc　was　observed　by　the　addition　of　hydrolysates　of
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P－MSA－chitin　both　jn　SH　GlcNAc　and　SH　Glc　medium　（Table　5－5）．　lt　suggests　that　sugar

diphosphate　is　not　catalyzed　by　enzymes　such　as　transferase　and　isomerase　in　metabolic

pathway．

　　　　　　No　adsorption　of　phosphoric　ester　was　observed　in　IR　spectra　of　the　pellicles

produced　in　the　medium　containing　phosphory1　chitins　and　also　no　phosphorus　content　was

detected　by　elemental　analysis．　Moreover，　when　their　pellicles　were　acetylated，　all　products

were　dissolved　in　acetone　or　aqueous　acetone　solution．　Thus，　chitin　molecule　would　not

contaminated　in　the　pellicle，　because　acetylatcd　chitin　is　not　soluble　in　acetone　and　water　at

all［62］．　Even　though　phosphory1　chitin　was　converted　to　chitin　by　removal　of　phosphoric

esters，　it　should　be　extracted　with　saturated　CaC12’2H20　methanol　solution　which　is　good

solvent　of　chitin．　However，　the　GlcNAc　content　of　pellicle　did　not　change　by　the　treatment

with　its　solvent．　These　results　indicate　that　phosphoryl　chitin　did　not　contaminate　and　were

not　miscible　with　BC　pellicles　produced　in　the　medium　containing　them．
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Scheme　5－3．　The　flow　of　GlcNAc　phosphate　in　the　metabolic　pathway　of

A．　．xylinum．
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CONCLUSION

　　　　　　Phosphorylation　of　chitin　could　be　achieved　by　using　of　Tf－chitin　as　a　synthetic

intermediate，　while　it　was　very　hard　to　prepare　phosphorylated　derivative　from　intact　chitin

so　far．　Especially，　depolymerization　could　be　avoided　and　water　solubility　was　extremely

improved　by　this　synthetic　route．　As　no　residual　Ts　group　was　found　in　phosphoryl　chitin

obtained，　Ts　group　seems　to　be　convenient　leaving　group　for　chitin．　And　control　of　degree

of　phosphory1　group　substitution　was　allowed　by　the　choosing　of　reaction　conditions．　ln

addition，　substituted　site　on　GlcNAc　residue　was　shown　by　i3C－NMR　spectra　of

phosphorylated　derivatives．　Two　kinds　of　phosphoryl　chitins　were　obtained，　one　showed

susceptibilities　for　glycosidases　and　the　other　did　not，　it　might　be　caused　by　the　difference　of

preparation　procedures．

・斗『「一

Since　GlcNAc－6－phosphate　enhanced　the　incorporation　of　GlcNAc　residues　into　BC

in　the　culture　of　A．　xylinum，　it　was　proposed　that　the　fiow　of　GlcNAc　via　GlcNAc　phosphate

was　present　in　biosynthetic　pathway．　lncorporation　of　GlcNAc　residues　was　accelerated　by

the　addition　of　phosphoryl　chitins　to　SH　GlcNAc　medium．　Biodegradable　phosphoryl　chitin

seemed　to　be　hydrolyzed　by　the　enzymes　to　permeable　size　during　incubation，　and　its

hydrolysates　were　utilized　as　a　source　of　hexose　phosphate　by　the　bacteriq．　No

contamination　of　chitin　derivatives　in　pellicles　was　proven　by　IR　spectra，　elemental　analysis，

acetyiation　and　extraction　with　solvent　of　chitin，　when　phosphoryl　chitins　added　to　the

culture　medium．
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CHAPTER　IV

CONCLUDING　REMARKS

　　　　　　The　incorporation　mechanism　of　aminosugar　into　BC　were　clearly　shown　by　this

study，　as　follows；

1．　The　time　dependent　observation　of　sugar　consumption　indicated　that　Glc　was　consumed

by　A．　aylinum　preferentially　as　a　major　carbon　source　for　cellulose　production　in　the　mixed

medium　containing　both　Glc　and　aminosugar．　GlcNAc　was　a（　lso　utilized　as　a　minor　carbon

source　after　exhaustion　of　Glc　in　the　culture　medium．

2．　Although　the　sugar　component　in　the　culture　medium　became　only　GlcNAc，　production

of　pellicles　continued　and　major　constituent　residue　of　BC　was　found　to　be　Glc．　GlcNAc

which　was　taken　up　by　A．　xylinum，　was　converted　into　Glc　by　the　equilibrium　function　of

enzymatic　systems　including　deacylase　and　aminotransferase．　Resulted　Glc　was　provided　as

a　carbon　source　to　the　general　biosynthetic　pathway．

3．　GlcN　was　taken　up　by　A．　aylinum　and　incorporated　aminosugar　residue　was　found　to　be

GlcNAc．　lt　is　assumed　that　the　equilibrium　among　three　aminosugars，　GlcNAc，　GlcN　and

Gic，　is　established　in　the　fiow　of　hexose　by　the　participation　of　GlcN．

4．GlcN　and　GalN　were　taken　up　by．4．η1ご川槻to　incorporate　GlcNAc　residues　into　BC

whereas　ManN　was　not　accepted　to　incorporate．　GalN　might　be　subjected　to　epimerization

to　convert　into　GlcN，　because　GalN　was　not　detected　in　acid　hydrolysates　of　produced　BC．

As　the　stereospecific　deamination　and　amination　processes　were　suggested，

aminotransferase　and　epimerase　were　also　assumed　to　be　present　among　other　significant

enzymes　in　the　metabolic　pathway　of　A．　rylinum．
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5．　The　application　of　several　ammonium　salts　was　effective　on　the　incorporation　of

aminosugar　residues　into　BC，　when　the　cultures　ofA．　xylinum　were　incubated　under　rotatory

and　aerated　conditions．　As　littlc　incorporation　was　observed　in　the　case　of　static　culture，

aeration　was　assumed　to　be　an　essential　factor　to　the　aminosugar　incorporation　in　the

presence　of　ammonium　salts．　Ammonium　chloride　seemed　to　be　the　best　additive　to

enhance　aminosugar　incorporation．　The　incorporation　mechanism　was　proposed　that　GlcN

which　arose　from　enzymatic　equilibrium　of　Glc　and　ammonium　ion，　was　converted　into

GlcNAc　similar　to　the　case　of　exogenous　aminosugars，　since　incorporated　aminosugar

residue　was　estimated　to　be　GlcNAc　residue　by　amino　acid　analysis　and　IR　spectrum．

6．　Since　GlcNAc－6－phosphate　enhanced　the　incorporation　of　GlcNAc　residues　into　BC　in

the　culture　of　A．　aylinum，　it　was　proposed　that　pathway　of　GlcNAc　via　GlcNAc　phosphate

seemed　to　be　present　in　biosynthetic　pathway．　GlcNAc　phosphate　seems　to　play　a

intermediate　role　of　the　incorporation　pathway．

7．　lncorporation　of　GlcNAc　was　accelerated　by　the　addition　of　phosphoryl　chitins　to　SH

GIcNAc　medium．　Phosphoryl　chitin　seems　to　be　hydrolyzed　to　permeable　size　during

incubation　and　its　hydrolysates　were　utilized　as　a　source　of　hexose　phosphate　by　A．　xylinum．

　　　　　　The　results　obtained　from　the　present　investigations　indicate　that　the　conversion　of

hexoses　and　its　equilibrium　functions　which　are　eg，　tablished　by　enzymatic　systems　rise　to

metabolic　pathway　of　A．　rylinum　as　illustrated　in　Scheme　6－1．　lt　became　evident　that

glucose　analogues　such　as　GlcNAc，　GlcN　are　metabolized　by　proposed　enzymatic　systems

with　recognition　of　stereospecificity　to　produce　P－1，4－glucan．　As　the　incorporation　of

GlcNAc　residues　into　BC　was　achieved　only　by　the　alternation　of　the　medium　components，

such　a　fiow　of　hexoses　is　inevitable　for　the　bacteria　te　adapt　to　a　new　environment．

97

竃Fデ野
」

言　、’醤袴、r’．」ミニし



1

r

t

伸
営
轄
一
一
博
鉤
脚
輔
月
一
＝
月
月
榊
川
棚
＝
一
儲
一
一
伸
一
輌
顧
輔
榊
鱒
軸
一
躍
鱒
幽
二
二
醐
獅
卿
憎
鱒
嵩
輯
齢
輯
開
　
朝
勘
酬
一
哺

”

　掴嚇響〔

“

1卸嘩

Bagleqgellglg

1粥伽〔ほ纏ln闘董華lll蝕田川1

　　　　　　　7

UDP－Glc

　　　T

GIc－1　一P

　　　containi

Cellulose
　　　　　　　　葺川錘l
Synthase

　　　T

UDPGIcNAc
　　　’

GlcNAc－1　・一P

GlcNAc

山期華

　　　韮

　　　蒙

　　　萎

　　　套

　　　葺
｛
綴
一
一

1

CIG

’

～

餉
榊
万
富
琳
勧
＝
＝
ζ
苺
醐
厳
＝
≡
編

ノ

Glc－6－P　〈一’一一””’〉　GlcNAc－6－P　
　
T

　GIc　〈”“一一一’一’…”’）’　GlcNAc

　　NH4

｛
I　llI川IlllIIllllIl

NH4＋

　　　　　　　　　　　　　T

　　　　　　　／

　　　GlcN　e　GalN

　　　GlcN　GalN

　　e　GlcNAc－6－P

　　　　　l　一“．GlcN．Ac，

　　　　　E　’　Phosphate

　　　　　：　Chitin
　　　　　l　phosphate

＃

”　　　　　　　　　　　　　　　　“

　　　　　　μ二・

．．　．1

Scheme　6－1． Proposed　metabolic　pathway　of　hexoses　in　A．　．rylinum　．

　　　　　　　　　　　98

戴難灘蓼辮際、鐵
一　　　，，～陰‘∫・・鶏蕗

航1

f



　　　　　　1　would　like　to　express　my　special　gratitude　to　Professor　Seiichi　Tokura　for　his

continuous　guidancc　and　encouragement　through　this　work，　and　1　am　very　glad　to　carry　out

the　present　investigation　under　his　guidance．　1　wish　to　express　my　appreciation　to　Professor

Norio　Nishi　and　Professor　Shin－ichiro　Nishimura　for　their　valuable　advice　and

encouragement．

　　　　　　1　would　like　to　acknowledge　Mr．　Masato　Ogawa　for　his　help　making　the　apparatus

for　the　cultures．　1　would　also　like　to　give　my　thanks　to　the　members　in　this　laboratory　for

their　continuous　encouragement　and　assistance．

99

・．

c霞、」　・’』．隣‘層t’：『’「』’三七㌧．．
ゴ「

孕
・
㌦
，

　
　
　
　
層
卸
、
h

　　

ﾔ
倒
．　

　
　
叫
り
撃

曝
瓢



1

2
（
」
4

15

16

7
’
0
0

1
五
－

19

REFERENCES

Kennedy，　J．F．，　White，　C．A．　Ed．，　Bioactive　Carbohydrates　ln　Chemistry，

Biochemistry　and　Biology，　Ellis　Horwood，　Chichester（1983）．

Delmer，　D．P．　Adv．　Carbohydr．　Chem．　Biochem．　，　41，　105－153　（1983）．

Takai，　M．，　Tsuta，　Y．，　Hayashi，　J．　and　Watanabe，　S．　Polym．　．L，　7，　157－164　（1975）．

Horii，　F．，　Yamamoto，　H．，　Kitamaru，　R．，　Tanahashi，　M．　and　Takayoshi，　H．

Macromolecules，　20，　2949－2951　（1987）．

Marx－Figini，　M．　and　Pion，　B．G．　Biochim．　Biophys．　Acta　，　338，　382－393　（1974）．

Takai，　M．，　Tsuta，　Y．　and　Watanabe，　S．　Polym．　」．　，　7，　137－146　（1975）．

Hestrin，　S．　and　Schramm，　M．　Biochem．　」．　，　58，　345－352　（1954）．

Benziman，　M．　and　Burger－Rachamimov，　H．　J．　Bacteriol．　，　84，　625－630　（1962）．

Weinhouse，　H．　and　Benziman，　M．　Biochem．　」．　，　138，　537－542　（1974）．

Weinhouse，　H．　and　Benziman，　M．　」．　Bacteriol．　，　127，　747－754　（1976）．

Schramm，　M．，　Gromet，　Z．　and　Hestrin，　S．　Biochem．　」．　，　67，　669－679　（1957）．

Benziman，　M，　and　Rivetz，　B．　」．　BacterioL，　111，　325－333　（1972）．

Gromet，　Z．，　Schramm，　M．　and　Hestrin，　S．　Biochem．　」．　，　67，　679－689　（1957）

Valla，　S．，　Cbucheron，　D．H．，　Fjeervik，　E．，　Kjosbakken，　J．，　Weinhouse，　H．，　Ross，　P．，

Amikam，　D．　and　Benziman，　M．　Mol．　Gen．　Genet．，　Z17，　26－30　（1989）．

Aloni，　Y．，　Cohen，　R．，　Benziman，　M．　and　Delmer，　D．　」．　BioL　Chem．，　258，　4419－4423

（1983）．

Ross，　P．，　Weinhouse，　H．，　Aloni，　Y．，　Michaeli，　D．　Weinberger－Ohara，　P．，　Mayer，　R．，

Braun，　S．，　de　Vroom，　E．，van　der　Marel，　GA，　van　Boom，　J．H．　and　Benziman，　M．

Nature，　325，　279－281　（1987）．

Ross，　P．，　Mayer，　R．　and　Benziman，　M．　MicrobioL　Rev．　，　55，　35－58　（1991）．

Swissa，　M．，　Aloni，　Y．，　Weinhouse，　H．　and　Benizman，　M　J．　Bacteriol．　，　143，　1142－

　1150　（1980）．

伽ita，　N．　C．・nd　D・lm・・，　D，　P訊励・1・　Chem・・256・308－315（1981）・

100

鰯輩



20

21

22

23

24

25

27

rs

29

30

31

32

33

Bureau，　T．E．　and　Brown，　R．M．，　Jr．　Proc．　Natl．　Acad．　Sci．　USA，　84，　6985－6989

（1987）．

L血，F．C．，　B・・wn，　R．M．，　Jr．，（IO・pcr，　J．B，　and　D・lm・・，　D・P・Sci・n…230・822－825

（1985）．

Aloni，　Y．　Delmer，　D．P．　and　Benziman，　M．　Proc．　Natl．　Acad．　Sci．　USA，　79，　6448－

6452　（1982）．

Fujiwara，　M．，　Maruyama，　M．，　Takai，　M．　and　Hayashi，　J．　p．17－22．　ln　CELL　ULOSICS：

Chemical，・Bi・1・8’c・l　andルlate・ialA・pects，Kenn・dy，　J・F・・Phillips・G・0・and

Will　iams，　P．A．　Ed．，　Ellis　Horwood，　Chichester　（1993）．

Saxena，　1．M．，　Kudlicka，　K．，　Okuda，　K．　and　Brown，　R．M．，　Jr．　．L　Bacteriol．　，　176，　5735－

5752　（1994）．

09・w・，R，・ndT・k・・a，S．　Cα・励卿P・卿・・19・171－178（1992）・

Ogawa，　R．，　Miura，　Y．，　Tokura，　S．　and　Koriyama，　T．　lnt．　」．　BioL　MacromoL　，　14，　343－

347　（1992）．

Ogawa，　R．，　Sato，　M，　Miura，　Y．　Fujiwara，　M．，　Takai，　M．　and　Tokura，　S．　p．35－40．　ln

CELL　UL，0∬CS：　Chemical，　Biological　andルlateria　1　Aspects，　Kennedy，　J．F．，　Phillips，

G．O．　and　Williams，　P．A．　Ed．，　Ellis　Horwood，　Chichester　（1993）．

T。ku，a，　S．　and　Azum・，1．　Chitin　Derivatives加Life　S伽ce・S・pP・r・・JAPAN

（1991）

T。ku，a，　S．　Miu・a，　Y．　Kan・d・，　Y。　and　U・aki，　Y．　P・lymeric　Deti吻Syst・m　・　25・351－

361　（1993）．

Tokura，　S．，　Kaneda，　Y．　Miura，　Y．　and　Uraki，　Y．　Carbohydr．　Polym．，　19，　185－190

（1992）．

Murate，　J．，　Saiki，　1．，　Makabe，　T．，　Tsuta，　Y．，　Tokura，　S．　and　Azuma，　1．　Cancer　Res．，

51，　22－26　（1991）．

Nishimura，　K，　Nishimura，　S．一1．，　Nishi，　N．，　Saiki，　1．，　Tokura，　S．　and　Azuma，　1．

　Vaccine，　Z，　93－99　（1984）．

Nishimura，　K，　Nishimura，　S．一1．，　Nishi，　N．，　Numata，　F．，　Tone，　Y．，Tokura，　S．　and

Azuma，　1．　Vaccine，　3，　379－384　（1985）．

101

灘灘灘購灘灘織嚢雛灘欝繍．繍’、t、／．



」
4
く
」

つ
」
3

36

37

38

39

　
　
　
」
4
4
45

46

S7

S8

S9

T0

T1

T2

3
4
．

く
」
く
」

Muzzarelli，　R．A．A．　CHITIN，　Pergamon　Press，　Oxford　（1977）．

Sakaguchi，　T，　Horikoshi，　T．　and　Nakaj　ima，　A．　Nippon　Nogeikogaku　Kaishi，　53，　149－

156　（1979）．

Sakaguchi，　T．，　Horikoshi，　T．　and　Nakaj　ima，　A．　Agric．　Biol．　Chem．　，　45，　2191－2195

（1981）．

Nishi，　N．，　Nishimura，　S．一1，　Ebina，　A，　Tsutsumi，　A．　and　Tokura，　S．　lnt．　」．　Biol．

ル1とzcア。〃10乙，6，53－54（1984）．

Nishi，　N．，　Maekita，　Y．，　Nishimura，　S．一1．，　Hasegawa，　O．　and　Tokura，　S．　lnt．　」．　Biol．

Macromol．　，　9，　109－114　（1987）．

Reese，肌。nd　Mand・ls，　M。撫乃・d・加Car助伽ご・α・mi・try・V・1・3・Acad・mic

Press，　New　York，　p．　141　（1963）．

Merrill，　A．　T．　」．　Biol．　Chem．　，　60，　257－266　（1924）．

imoto，　T．　and　Yagishita，　K．　Agr．　Biol．　Chem．　，　35，　1154－1156　（1971）．

Ebell，　L．　Phytochemistry，　8，　25－36　（1969）．

Reissig，　J．L．，　Strominger，　J．L．　and　Leloir，　L．F．　」．　Biol．　Chem．，　217，　959　（1955）．

Ogawa，　R．，　Ohtsuki，　M．，　Miura，　Y．　and　Tokura，　S．，Sen－i　Gakkaishi，　48，　434－436

（1992）．

Kurita，　K．，　Yoshino，　H．，　Yokota，　K．，　Ando，　M．，　lnoue，　S．，　lshii，　S．　and　Nishimura，　S．一

1．　Macromolecules，　Z5，3786－3790　（1992）．

Hackman，　R．H．　Aust．　」．　Biol．　Sci．　，　7，　168－178　（1954）．

Katsuura，　K．　and　Mizuno，　H．　Sen－i　Gakkaishi　，　ZZ，　510－514　（1966）．

Tokura，　S．，　Yoshida，　J．，　Nishi，　N．　and　Hiraoki，　T．　Polym．　」．　，　14，　527－536　（1982）．

Tokura，　S．，　Nishi，　N．，　Tsutsumi，　A．　and　Somorin，　O．　Polym．　」．　，　15，　485－489　（1983）．

Se両u，　R．　and・Okimasu，　S．吻・n・N・g・i　Kbgaku　Kai・hi・　23・432－437（1950）・

Sannan，　T．，　Kurita，　K．　and　lwakura，　Y．　MakromoL　Chem．　，　176，　1191－1195　（1975）．

Hirano，　S．，　Hasegawa，　M．　and　Kinugawa，　J．　lnt」．　Biol．　Macromol．，13，　316－317，

（1991）．

Nakamura，　M．　Nogei　Kagakush4　Z4，　197　（1951）．

Inoue，　Y．，　Kaneko，　M．　and　Tokura，　S．　Rep．　Proc．　Polym．　」pn．，Z5，　759－760　（1982）．

102

＿、鎌灘灘灘蠣灘難．灘鍵購灘’ ge．．y．，f．．，．“．t．M」rfl．：．・r＃一tr’“z／s一・r．



ー
ー
r
一
，
1
」

55

く
）
5
5

59

60

4
1
（
∠

1
0
〆
0

Tokura，　S，　Baba，　S．，　Uraki，　Y．，　Miura，　Y．，　Nishi，　N．　and　Hasegawa，　O．　Carbohydr．

Polym．，　13，　273－281　（1990）．

Nishimura，　S．一1．，　Nishi，　N．　and　Tokura，　S．　Carbohydr．　Res．　，　146，　251－258　（1986）．

Fordyce，　C．R．　Adv．　Carbohydr．　Chem．　Biochem．，1，　（1945）．

Tokura，　S．，　Shirai，　A．，　Kaneko，　H．，　ltoyama，　K．　and　Takahashi，　K．　Proceeding　ofthe

International　Seminar　on　Alginate，　Chitin，　and　Ch，itosan，　Royal　Norwegian

Embassy，　Tokyo，　Japan　（1993）．

Tokura，　S．，　Shirai，　A．，　Kaneko，　H．，　ltoyama，　K，　Ren，　L．一D．　and　Sekiguchi，　H．

Carbohydr．　Polym．　（1994）　in　submission．

Shirai，　A．，　Takahashi，　K．，　Ruj　iravanit，　R．，　Nishi，　N．　and　Tokura，　S．　Proceeding　of

Asia－Pacific　Chitin　and　Chitosan　Symposium，　Bangi，　Malaysia　（1994）．

Schramm，　M．，　Gromet，　Z．　and　Hestrin，　S．　Nature，　179，　28－29　（1957）．

Nishi，　N，，　Noguchi，　J．，　Tokura，　S．　and　Shiota，　H．　Polym．　」．　，　11，　27－32　（1979）．

．
「
　
　
　
．
ド
、
㌧

103



r

」
¶
」
湘

t

9 一”
電

ご

，
　
，

墜

醐イ
」

，

、
う
　
　
矧

　
’
》

、
爵
・
、
’

、

孟 ～「

　
無

（

　
、
　
　
　
　
　
【

　
ひ

　
’
こ
・

り
“
、
’

も
．
望
㌧

㌧
　
　
　
　
幽
間

　
　
　
4

’
も
も
τ

　
「
2

亀

　
　
　
と
コ
、

㌧
、
！
｝

娠
　
　

・
瓢
．

　
　
　
　
畢

　
　
　
　
～
奄
課
」

　
　
　
ぎ
し
．

”
¶
f
・
、
三
　
ー
ム

　
　
．
，
ム
　
～
、
」

・

　
　
　
滝
ず
　
℃

　
　
ぐ
¢
　
’

い轡　
　
　
　
　
霧
雪
零
謹

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
陶

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
へ

ゆ
　
　
　
し
　
し

．
ー
ナ
．
’
「
1
國
「
」
列

－
畢
　

「
　
　
　
　
　
　
　
↑

曲
」

「
　
　
幽

－
　
　
　

e

↑
中
一
i
㌧
｝
」
■
昌
－
一
お
－
ー
ー
ド

－
I
1
1
1
．
」
ア
」
「

↑
η

レ
「
」
訂
ひ
陣
1
，
」
p

1

轟
コ
1

一：

箇

1te

麹，趨，

拶菱織曳弧・負’

impme
　　　qひ　　　　｝
　セ　　噛

畢葦㌔、
、与　　　 ♂

、」

町
　
　
　
’
司
β
㌃
、
♂
、
、

熱

　
　
　
　
験

奉
い
戯

‘
デ
’
・
　
’
．

　
　
　
　
鴫

曳

　
　
，
も

’噂

A
轟

　
　
　
し

ズ　　

灯
Z

禽
　
　
　
　
、

　
、

し

ン

窺
・

警
や
「
曹

’

　
～
麿

　
f
　
竃

ノ
’

　
‘
↓

臥
諺
’
弘

　
　
帆属

総
毒　、

蚤云

漁

　　　　　　幽

脇
麓

攣譲…5 識繋

　
　
　
　
ヤ
　
一
ぜ
　
　
　
　
券

　
　
　
　
　
　
　
　
き

礎
・
；
一
三
一
匿
誓
い
！
匿

耀きみ鼠
ノ

騰勢“・、小㌃酵・一∴き，，響豊艶羅賊

．
ゴ
轟

　
　
　
　
翼
・

　　　　　　　　　　幽

　　　　　”，！，，妾難、

跨
ミ

　
二

　　タひ　　　　　　　　　　　　　　　　イ

1舞㌔・‘二s，

　
　
ド
．
竃

マ
毒

象
、
菟
潜

　
　
’
　
．

う
．
嘉
惣
熱

　
　
　
　
　
　
”
｝
「
　
底
幻

　
　
　
　
　
　
・
　
μ
’
．

　
　
晩
◎
㌔
9
　
2
驚

　
　
♂
5
．
㌔
、
’
㍉
、
’
郎

　　

t
，
屡
嬢

ダ奪
遮
奪
、

　
　
　
び
　
　
　
　
　
　
コ

う
で
　
り

　
，
＼
協
頑
ボ
多
’

　
（
　
’
　
　
　
壽
・

　
’
暑
　

も
5

気
、
潔
蒙
讐

ぜ・＿逮

5
概
メ

．
’
‘

凋
再
臨
レ

瑳
げ
・声一ρ

`
9F

μ
’

’
h

藻．
義
星麹’

窺

　
　
　
●

・
藻

　
’

勢
麹

鍬
癬

　
　
　
能
」

一
叢
ゑ
て

難
藤

葛礁

櫛
鷺

誌
、
、

　司卜　　　　曾｝
礼　　、囎、

，、・辞’＝㌧

　　　淳毒

・譲纂・

妙趣

　　tS
　亀（

呼　膨膠

ハ．　毫

　　　x・灘㌫
覧，　羊，

艘
弾
潴

　　憂く
鋤，櫨玉『

．
雨
　
」

下
、

洗
「
｝

ゆ｝6
　
　
L
薗

　
’　

’

り　
「

覧る

已
Ψ

尋参ζ

二．匁

，冷

　ム　ユ

　ボ

赫
㌻

壌
嘩

縫
懲

♂　
　
　
　
　
號

車
、
’

隔

離

て
～
b

　
　
ず

　
　
　
帰
2

、
で

　　　　堀．義編論ψ

　　　　　　　　　　　、　　　　　レ　　へじ　　　　　　　　　の　　　　ず　　　　　　ヘ　　　モ　　　　　　　　　　　し

　　　　・．藩填μ
　　　　齢　一馬
　　　　　　　　駿二ご

　　　　　　　　　ひ　ノ　　　　　，　触　　ノ」

　　　∴麗灘卵

慕
総
懸
ノ
鋒
壕

’．3．t／’e｛”IMgts）es．5ilj．1’d．4Vil．．．，Mee

．整・’薦露髄

　　、儀ζ；馬

’譲
、　｛蟻

　4
謬

、簿粂
　嬬4「倉SA

　メンら

㍉凄
；ぜ“な　●

b’！

簿
謬
ゴ

蟻溝醸喧
鷲

博
直

窪
鰹慧

澤，洞繍霊醸
緬

　
、
．
麟
撫
帖
甲
馨
蝿
船

津
調
・
・
，
鞍
籔
一
ぐ
。

護
．
芝
㌧
．
．
削
欝
姦

戯
賦

‘♂轟
．

ま
、

τ灘
鑑
憾
夢

　
♂
ン
・
｝

　
”
熟
覧

　
　
｝

ゐ

、
辱
灘

羨
♂

釜
謬

論
♂ 　

　
．
聡

争
ζ
さ

繁
譲

離
職

t・避『
藁；課ごも’零

　　ぎ

癖こ鵯灘磐

㌻
霜
、
，

　
　
ご

　
’
∫

、
厚
亀
●

袖

　
　
　
　
ゆ
㌔
葺

．
鍔
憲

「・

齠
剪
ﾄ

総
懸
犀
、

　　

閨
`

口
輪
↓

灘一、

雅

　　｝

？融

“
s

　－t’

蔓
1津t
　i

　s

黛†蛯P滋蕊説量
。

｝轟　　り

一sげ，、

層、

ヤぬ　ヨ

簸
磁

魯∴。i

t書噌

蔑鶏・

　L
　　　l

剣
一

　
　
量

レ
、
ド

つ
　
馬

“甲
9
』
覧

蠣岨・i艦

　へ凸　黒∫
　，

載
．
、甜

鞍
、

　
．
嶋
鱒
，
一

説
饗

・
’
盈
も

駐
も　

揮

芝　、

噛　、

夢

薫
、
難
月

影
．
’
ぜ
い
前

震
墜
も

鞠
、
溺

ノ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　
o
搬

鷲
総 麟

避

難
嚢

醸
醐
薩

x 繕
ヌ
詩
既

1

（

」
鯉
遼

　
．
麺

　
↓‘

攣
‘

　
夢
価
λ

　
　
，

・舗・贈

　　N」　　亀

ナく

メ

産

　　、　　
茜

講齪，
　　　　　　乱

漁蔽鶴野
　　　　　、戦3～

　　　　　艦♪

謎’忌
　’

　t㌔語・

　．き

駄，

轍

”
賛

　輔」レ

へb

、与・

kl、

難
f　唆P

・・＝ ｿ“一鞭・
　｝t

・桟嘩〆縛i”

・拶．・9．、　織・・r“一’

　　　　も

千騒

、
回
可
蜜

　　　　　　誕
　の　　　　コ　げ

難，霧纏

一
月♪

5
も灘鋤

…卜 @。乞㍉’9y、　質　　亀
一艦孟蜜’趨

響き

　gt・一：’k，

鴇
，

欝鰭
　　，

謬
霧

　
、
　
　
　
　
　
ナ

噌

　ひ」殉曜

講磁

凄　、蓼尊
話

鱒
講

彰
騒

，
．
閣
2
タ

　
6

．
属
鐘

　
　
奏

1

㌣
］
ゴ

　
コ

疋
」
1
　

「

遠

馨
ξ
亀
・

嗜
’
ζ

囎幽
緩

　　1．‘f

驚・・F、
宰σ

　
離
磯

講
、楢

鰯
簿
圏
灘

”
霞
㌧

籟、

p
　
よ
、
，
諭
8

　
零
－
匡
λ
」
「

・覇
、甚

　畠lu　 ◎’

畢　ソ

　ミ

．
鼠
監

セ
ら

覇
塁
・

．
聖
’
㍗

ρ

蜴

籔
欄

■

掌
・
‘
噴
県
．

’
　
　
β

tc I

　
　
を
　
ま

無
学
墾

蔑
罵
醸
暢
ぶ
凝

　ユ　　ゐは
・植・嶺

止こ・、　’・

JS　覧　　　　A

，妊Yゼ　“

r．t，ww：

’舗、蝋：
、華　　農繁

　…麟　　し
キ’噌　　　　「

馨
　

霧
髭

　
る
　
　
　
む

獲
麟
蕊

　
シ

難
吉…

雛

　
　
堕
’

　　　　　ぜ

　馬↓、

鷺螺ム

・懸灘
一
角
激
怒
ぐ

薯
・
ニ
ド
、
．
油

締
義

　　　　i　　　　　製

　　　’　　　sて
馬
ら慧

つ
、
‘

　　　冠　　　」
ゆ　　　　　　　　　　　ヨ

　　の　　　　　　　　　　　　　　り
　　A‘　　　角

総
　M「幌　峰

　　＝
’ぐ6

ピ
『
、
占
聖

　
デ
晩

霜
　
　
　
し

も
コ
わ
　
　
ザ
し
ノ

畿
㍊

　
す
ら

瓢・欝欝．
　　ク　　　　　レ
、　　　　　　　　回せ9

　　　　ゆ、り D冨鼻‘

し

区
詠
ト
層
灘
　
“
「
「

．jT1era　一

　　”’i

鷺蓼

盤・罐ル
罵

：韓

霧鐘螺
　　　　丁▼ろダ

・き．

螢鑛羅・7邊

・難・調

醐
蠣
ご

糞
脇　

護
「

航

　　　　野

　L
　謡想　’
鞭
　　韓
　’　ζ、鮎r

　騒

　　　む

　　’t
　楚　学㌧

　一　　t
　　z：g’＄

読
㌦籍、』四

』

誕
鯉

蛎↓
警
　
．

　
　
晒
ミ

規惑
製

擁
　
“

♂

馳
曜
萌
　

糊

，

’
灘

髭甲塾

髄一

F

へ

む

鰯
灘

酷

　
　
　
，

学

瀞
騨

、
．
・
縞

艦

F
“

レ

岳

購
欝
灘
湊

　
　
　
　
　
　
　
駒
塗

　　

@　

�
M
・

　
　
嵐

　
　
　
　
　
，
　
．
垂
■
」

誌
　
攣
託

　
争
と
　
　
　
4

、
激
、
’
譲

餐
・駅三，

し

蝋論難へ照懸・・

」
脚

　
　
、
㌶

　
摯
を

．
醗
鷺

’

馬
翻
．
建 ら

覗
・
魏
運

　
ナ
ノ
　
　
ゾ
繋
，

嚇
灘
騒

　
　
　
　
　
噸
Ψ

　　　ハ　
舎寮岡　，、
～P「く　　蔑ぴ

　　　　“幽　、

凄鎖’、翫
F

蓋

　　　　　戴
　　　壁ハ　髄
　　　　　　3！

鎌灘・一

し蘇雛翼

酬
鍮
．
旨

ワ置

胃
超
為
譲

　
、

L

　　聾、

　藻

心、難購
㎏

：　一fi：t

灘
噛
髪
磁
蓼
．

　
轡

ら、
㌶

㌧

む

　
㌧

卸
　
ぢ

7
’

「

‘
‘

ぜ

　
　
　
　
　
　
　
　
冨
魍
．

藝
．
瞥
骨
壷
藪
・

墜

　　　　　　　　　i’

　　羅羅灘講灘灘難欝雛奪騨難欝蝶欝辮難難。縫縫，

　　　　凶

J　　　、翌　亀
㌶v・・一　＝汽

　　嬉　翼　　　ti

，　　　　　　　らtS

鰹、

湖
引
潮

鰐
’、

1

’
笥

．
も畿

潔
．
糠

“
讐

　
「

・
　
置

¢
㌧．

睡
」

燃5　’　凌’

　；　　　婦

　　　　　動粥鞍
．♪　野　群　・瓢

　　　　　劉Ψ4

乱塩

鴬

．一gtt

e　　瀦　　　　　“
　　柵齢
　iMN

r　rr

　　：J
　　；
一．　　1

　］“］

蹴嬉t
碗～

　
「

、
戴

i

セ
」
圏
畢
Z
隅
翫
4
￥
蓄
胃

［

“
　
　
l
　
L
「
　
1
1

一
亡
覧
レ
曇
彰
勧
廉
直
馴
馴
同
製
三
三
」
∫
趣
掛
麹
範
ゴ
．
籍
：
h
態

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

ﾀ
等
、
壇
距



f／，」．

u♂w蝸聖静聡耀

ω

轟

蟷冗

Φ

刈

℃
　
　
　
「

Q◎

O

否
α
O
習
∩
O
δ
「
∩
○
⊃
ぐ
⊆
「
舞
∩
了
Φ
し
∩

　
　
　
　
　
b
餌
戸
；
＝
　
O
δ
Φ
3
　
　
イ
σ
＝
O
《
く

一
〇
　
　
　
一
一
　
　
　
一
沁
　
　
　
一
ω

刀
Φ
α

ζ
Φ
9
寅

一
轟
　
　
一
伽
　
　
　
一
①
　
　
　
一
刈
　
　
　
一
q
o
　
　
一
り

≦
ゴ
馴
δ

　
　
㊥
歪
婁
紡
8
M
↓
琴
否
窟
婁
’

健
ゆ
O
δ
『
三
．
．
級
ゆ
要
、
．
ド

峯

　t”　　ウ　　臼王j

t，灘灘

IWnyE

寒
O
q
O
閑
○
茜
く
し
∩
8
δ

〉
　
感

、野璽

晒⊃

@
ω
　
斜
　
O
　
O
　
嗣
≦
　
c
◎
　
O
　
δ
　
ご
　
誌
　
お
　
≦
　
一
q

一
　
…

一
　
一

　
　
　
…

　
　
　
一

㍗
」
■
7
町
，
、

1欝欝鷺

書瞬　　「　　；　　’、‘レ　，　＝→，」

門門i
紫一、、・ぎ〉ア．・・」，．犠｝》く，．

鶏
罐

　
畷

誘
、

ハ

▼

顯

，
こ“

　∵i一斑

　
　
　
　
　
　
　
　
．
ド
」
’
“
磁

、
一
§
導
憂
　

　
　
　
　
　
　
　
　
　
レ

　　

ｮ
三
。
。
．
益
蝋

u口
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ア
　
　
　
　
　
ヨ
い

　
　
　
　
　
　
　
　
．
識


