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Part 1. Utilization of α・aminoisobutyric acid by Piricularia orツzae
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緒 言 実験方法

1 アセトンの定量一般に日-dialkyl-α-aminoacidsは天然、アミノ酸の同

族体として，生物及びある種の酵素に対して限筈作用を

示し，拾抗阻害剤として総括されている7)，18)，2)。その中

の一つである日-aminoisobutyric acid (AIB)について

は阻害作用に関係するよりは，むしろ，不活性な或いは

代謝されないアミノ酸として，細胞内へのアミノ酸吸収

のモデノレ物質に度々使用されている6)，14)。しかし，この

アミノ酸は蛋白質的，13)及び抗生物質10)の構成分として

自然界に存在することが知られてきたので，その生体内

に於ける挙動をま日ることは興味あることである。 AIB

の生物による利用に関しては2，3の細菌19)が窒素源と

して利用することが古くから知られ，最近になって，こ

のアミノ酸を唯一の炭素源，窒素源として生育する細

菌1)も見い出された。更に AIBの分解についてもその

細菌の無細胞抽出液が pyridoxalphosphate， pyruvate 

の存在の下に AIBをアセトンに変化させることが見

い出され1)，その分解を触媒ずる酵素も精製されてい

強アルカリ溶液中でアセトンを salicylaldehydeと反

応させる方法3)によって発色させ， 500mμ のブイノレタ

ーを用いて比色定量した。

る13)，14)。

著者等も，種々の L-アミノ酸を含む培地に生育する糸

状菌，稲熱病菌12)，16)がAIBを適応、的に分解し，夜糖の

存在の下に窒素源として利用し，生育することを観察

した。

本報におし、ては，この糸状菌による AIBの吸収， AIB

への適応及びその消費を含むAIBの利用全般に関する

実験結果について記述する。
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2. AIBの定量

AIB を次亜塩素酸ソーダで分解するとアセトンを生

ずることが知られている9)，11)0 AIB (0.1-2.5μrholes) 
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Fig. 1. Assay of a-aminoisobutyric 
acid and acetone. 
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いる。 AIBの分解及びそれへの適応を訓ベる実験では，

細胞内への AIBの吸収の影響を除くため， AIBと菌糸

とを 20分間t辰吉差して， AIBが殆んど完全に吸収されて

から実験を開始した。

6. AIB分解酵素の活性測定

菌体を乳鉢で磨砕し， M/lOリン酸緩衝液 (pH7めで

抽出後遠心分離，上i肯に含まれる酵素活性を pyridoxal

phosphate， pyruvate， AIBを含む反応、系20)でアセトン

の生成量として測定した。

1. P. or!/zαtによる AIBの利用

木菌は炭素源であるR号、糖を AIBで置換した合成培

地17)では生育を示さなかった。一方窒素源の硝酸塩を

AIBで置き換えると第2図の如く，長L、lagの後，生育

を始め， その lagの長さは硝酸カリウムと置き換える

AIBの量に依存した。 すなわち， AIBを唯一の窒素源!

とした培地に生育することができるが，しかし生育に長

時間を要する。 従って AIB適応菌糸を得るためには，

方法の項に記述した倍養法をとる方が有利である。
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Fig. 2. Growth of P. 0乃花aeon AIB 

A number of each line represents a ratio of 
AIB-N to total-N in medium containing ni-
trate and AIB as N-source. 
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溶液に4N-次亜塩素酸ソーダj存淡0.5me，ホウ酸緩衝液

(M/2ホウ酸ソーダ溶液， 1 N-水酸化ナトリウム溶液の等

量混合液)1meを加え，水蒸気蒸i留を行ない，溜出液を

1%重亜硫駿ソーダ溶液2meを含むフラスコに導いて

25meになるまで継続し その 5meについて含まれる

アセトンを前記の方法に従って比色定量した(第1図)。

この定量操作では AIB以外のアミノ酸のうち valine，

alanine， leucine， isoleucineも反応し各々 AIBの

1/8-1/4， 1/120， 1/60， 1/90-1/120の値を示した。従っ

てこれらのアミノ酸を含む試料については，この影響を

減ずるために次の操作を行ない，それらに原因する値を

各々未処理の場合の 1(4，4/5， 1/3， 1/2にまで低下せし

めることがで、きた。すなわち，小methyl-α-aminoacids 

は通常の a司アミノ酸に比しニンヒドリンと反応し難い

こと 5)を利用したもので，アミノ酸溶液3meに5%ニ

ンヒドリンのメチーノレセロソノレブ溶液0.2meを加え，

沸騰水中に 10分間加熱後， 1 N・硫酸1mLiを加えて酸性

としベンゼン lmLiを加えてよく撹枠，全体を水蒸気

蒸溜操置に移して約20mLiを溜出した後， 1N-水酸化ナ

トリウム 1me，前記ホウ酸緩衝液1mLi， 次亜塩素酸ソ

ーダ溶液0.05mLiを加え，前記の方法によって比色定量

し7こ。

3. 菌糸懸濁液の調製

P. oryzaeは当教室保存菌株12)を用いた。その菌糸

懸j埼液を合成培地17)100 meを含む500mLi三角フラス

コに接種し， 5-6日間280Cで振滋培養(毎分100回)し

たものをブレンダーで軽く処理し， i慮過，水洗後， 1.5 g 

の煎糖を含む M/lOリン酸緩衝液 (pH7.0) 100 meに懸

濁して， 更に 1日振還してから菌糸を分離し， M/10リ

ン酸緩衝液又は脱塩水 60-80mLiに懸渇した(菌糸乾燥

重量6-18mg/me)o AI，Bに適応させた菌糸を得るため

には，操作中，煎糖を含む緩衝液を AIB9mg，煎糖

1.5 gを含むリン酸緩衝液100mLiに置き換えた。
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2. P. OJ・y宮αeによる AIBの吸収と消費

AIBに適応させた菌糸の懸渇i伎を用い， AlBの吸収

と消費を調べた結果が第3図で，このアミノ酸は急速に

吸収された後，緩慢に消費されることが認められた。吸

収された AlBは大部分消費されず， 加熱によって放出

されるような状態で細胞内に長時間保持されている。叉

AlBへの適応操作を受けなし、菌糸は AIBを急速に吸収

するが， しかし AIBの消費は後述する如く 6時間以上

の lagを示した。従って P.oryzaeによる AIBの吸収

4 菌糸による AIB吸収の測定

リン酸緩衝液 (pH7.0，最終濃度M/10)，AIB 3μ 

moles， 菌糸懸濁液4mLiを含む全容6mLiを50cc三角

フラスコにとり， 280C， 100回/分で振濯した。 所定時

間後ただちに溶過し 漏:液に含まれる AIBを定量し吸

収率を計算した。

5 菌糸による AIB消費の測定

前項の条件の下に振習した後，沸騰水中に5分間加熱

して猪過後，i慮液中の AIBを定量し， 消費率を計算ーし

た。 この加熱操作によって菌体内の未分解の AIBは定

;量的に外液に放出されることが予備実験で確かめられて
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Fig. 3. Uptake and consumption of AIB 

Incubation; M/10 phosphate bu紅白 (pH7.0)， AIB 

3μmoles， mycelia (as dry weight) 68 mg， final vol-
ume 6 me， 280C. Mycelia were adapted for AIB 
in advance before the experiment. 

現象を AIBの消費から分離して取り扱うことができ

る。

3. AIBからアセトンの生成

AIBに P.oryzae菌糸を作用させた反応液の水蒸気

蒸溜溜出液から，カノレボニノレ化合物を 2.4-dinitropheny1 

Table 1. Formation of acetone from AIB 

Formation of (14C] acetone 
Degradation 一一一

from [l-'4C] AIB from [3-14C] AIB 

by hypochlorite 

by P. 01ツzae

十

+ 

Formation of [14C] acetone was detected by ra-

dioactive acetone 2.4-dinitrophenyl hydrazon巴

on paper chromatogram. 
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Fig. 4. Formation of acetone from AIB 
Incubation; M/lO phosphate bu任er(pH 7.0)， AIB 

4μmoles， adapted myce1ia (as dry weight) 72 mg， 

final volume 6 me 280C. 
1; Consumption of AIB 

2; Formation of acetone 
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hydrazon巴として集め，ペーパークロ 7 トグラフイー

(n-Heptane-Methanol; 2: 1 v/v)19l，及び融点測定から，

その大部分がアセトンの hydrazoneであることを認め

た。 更に [3_14C]AIBに P.oryzae菌糸を作用させて

得たアセトンの hydrazoneは放射活性を有することが，

au toradiographyによって認められた20)(第1表)0AIB 

の消費とアセトン生成の関係の一例を第4図に示した。

AIBの消費に比しアセトンの生成が時間と共に小さく

なっており，この消失はアセトン水溶液を用いた予備的

実験から，空気中への蒸散による部分が大きいと思われ

る。なお，密栓した試験管中で行なった実験で、は6時間

に消費した AIB0.87μmoleに対して生成したアセト

ン0.81μmoleであった。 すなわち，消費した AIBの

大部分はアセトンに分解されて外液に放出されるものと

考えられる。 AIBからアセトンを生成することは， AIB 

分解酵素活性が AIB適応菌休にのみ認められることか

らも確認された(第2表)。

Table 2. Adaptation for AIB and AIB-

decomposing enzyme activity 

F元高石01ada函ationfor AIB 

Time (hr) Consumption of AIB (%) 
Enzymy 
activite 

O 

6 

20 

ハリ
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h
u
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h
υ
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坐 + 

Incubation in adaptation process; M/10 phos-

phate bu丘町 (pH7.0)， AIB 3μmoles， sucrose 180 

mg， mycelia (as dry weight) 44 mg， final volume 

6 me， 280C 
Myce1ia from four flasks were disrupted with 
sea sand in a mortor， and extracted by 5.5 me of 
M/lO phosphate bu妊巴r(pH 7.4) 

Enzyme activity; phosphat巴 bu妊er(pH 7.4) 1 m 

mole， AIB 10μmoles， Pyridoxal phosphate 0.5 
mg， Pyruvate 20μmoles， extract 5 me，五nal
volume 10 me， 300C， 120 min. 

今迄に AIBを利用することが知られている細菌のう

ち 1種を除いて他の細菌は糖等他の炭素源の存在の下

に AIBを利用し生育する2)，19)，20)0AIBを唯一の炭素

源，窒素源として生育する細菌12)では，その無細胞抽出

液が AIBをアセトンに変化すると同時に， アセトンを

も酸化することが示された。

一方， AIBを窒素源としてのみ利用できる細菌2)，20)

及び P.οryzaeでは AIBを分解してアセトンを細胞外

へ放出する。従って AIBを炭素源として利用できるか



4 北海道大学農学部邦文紀要第7巻第1号

どうかは，アセトンの酸化によって決定されるものと思

われる。

4. AIB利用に対する他のアミノ酸及び
無機窒素化合物の影響

P.oryzaeによる AIBの利用は種々のアミノ酸の存

在によって阻害される。本菌は種々のアミノl!i.支を炭素源

窒素源として利用するので，窒素源として利用されうる

AIBと他のアミノ酸との間に措抗作用が存在すると考

えられる。 そこで AIBの利用の過程をかりに吸収，適

応，消費に分けて，P. oryzaeによって利用されること

が知られているアミノ酸9)及び無機窒素化合物による阻

害について調べた(第3表).システイン，シスチンはそ

の阻害様式が特異で、あるため特に挙げナこ。適応及び消費

の過程については，吸収の影響を除くため，菌糸と AIB

との Preincubation(20分)を行ない， AIBを殆んど完

全に吸収させた後，阻害物質を添加した。

Table 3. Inhibition for AIB utilization 

nhibition 0 
Inhibitor 1-' m州 uptake ∞nsump♂;苧

(%) tion (%) I 

L-glutamic acid 10 20 ←ー** 1.0 

100 67 4.2 

L-aspartic acid 10 7 0.8 

100 62 3.9 

L-phenyl alanine 5 80 

30 2.4 

ammonium chloride 5 68 

100 100 2.0 

potassium nitrate 100 1.0 

L-cysteme 5 92 99 

L-cystme 10 8 87 

Incubation; M!10 phosphate bu任er(pH 7.0)， AIB 
3μmoles， mycelia (as dry weight) 40-70 mg， 

五nalvolume 6 me， 280C. 
1n adaptation experiment， 180 mg of sucrose was 
added. Duration of incubation was 5 min for 

uptake exp巴rimentsand 6 hr for consumption 

experiments. A1B uptake and consumption were 

determind in pr巴senceand in absence of the 
inhibitors. 

R*; Ratio of times for consumption of 10% 

substrate. (in presence of inhibitor!in ab-

sence of inhibitor) 

料 Compoundsexcept for cysteine and cystin巴

did not inhibit the consumption of AIB， as 
describ巴din text 
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Fig. 5. Inhibition of adaptation for AIB 

by nitrogenous compounds 

1ncubation; M!10 phosphate bu任er(pH 7.0)， AIB 
3μmoles， sucrose 180 mg， mycelia (as dry weight) 

54mg，五nalvolume 6 mlJ， 280C. 

Aspartic acid， glutamic acid， phenylalanine or 
NH4Cl (100μmoles) was added at the time indi-

70 

cated by an arrow. 

AIBへの適応操作を受けない菌糸は AIBの消費に6

時間以上の lagを示した(第5図)。従って，適応の過程

については第5図に示すように AIBの10')'0を消費する

に要する時間の比から阻害の程度を比較した。すなわち

比の値が大ならば， AIB消費が認められるまで，より長

時聞を要することを示す。

AIB消費に対して，システィン，シスチンを除く他の

アミノ酸及び塩化アンモニウムは，阻害的に作用するよ

りはむしろ，促進的に作用することが認められた。しか

しその効果は実験毎に大きく変動するので，第3表では

AIB消費に対して阻害作用を呈しないという意味のみ

を表わすために(ーjで記した。

この実験において阻害剤としてのアミノ酸等の濃度は

合成培地17)の窒素濃度に匹適する M!16以下を用いた。

この濃度範囲では，用いたアミノ酸及び塩化アゲモニウ

ムは AIBの吸収過程及び適応過程を阻害し， 消費の過

程には阻害を示さなかった。唯，システィン，シスチン

は消費過程に強L、阻害を示し，そのため適応過程に対す

る影響はこの方法では調べられなかった。このシスティ

ンの3齢、阻害は AIB分解酵素の pyridoxalphosphate 

との反応から理解されるかもしれな¥，，21)0 P‘oryzaeに

より利用される硝酸カリウムは AIB利用に対して阻害

を示さないことが AIB消費利用全体に対する影響を調

べた他の実験からも認められた。
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要 約

1. α-dialkyl-a-amino acidsの lつである AIBは

P.oりzaeによって適応的に分解され，烹糖の存在の下

に窒素源としてその生育を支えることができる。

2. P. orツzaeは AIBを急速に吸収し， 後緩慢に消

費し，その大部分をアセトンとして外液へ放出する。

3. AIBの利用過程を吸収，適応，消費の 3つの過程

に分け，他のアミノ酸及びアンモニウム塩の影響，特に

阻害作用を調べた。

4. AIBの比色定量法を検討した。
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