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緒 言

酵母のアル コール帯群に際 し,グ リセ リンが生成することは, PASTEtJR の時代か ら認

め られてお り,その後 NEUBERG がブ ドウ糖か らのグ リセ リン生成機構並びに工黄的生

産に囲 して行 った研究は有名なものである.

しか し,グ リセ リンが分解 され る機構については,比較的古 くか ら研究 されてきたに も

拘 らず,その全系が明 らかになったのは最近のことであるo即ち 1880年 に既に FREUND

10'がグ リセ リンか ら トリメチ レングライ--ルの生成 を確霧 してお り, 1910年 頃 に は

VoISENET67)がア クロレインの生成を認め,その後,HUMPHREYS28),BRAAK 8,,VuTA-

NEN66', W ERKMAN 一派 =･56･7L', GuNSALUS23' らのグ リセ リン壊気分解に関する研究

が知 られているO-方,グ リセ リン酸化分解についての本質的な研究が行われたのは1940

年以後 であって･･酔 湯 川 の黒カビ, GUNSALUS22,の乳酸菌, M ICIくELSON- の E.

freundii･山村 72) の結 鮫嵐 MAGASANIK40)の Aerobacter, CHELDEuN 一派 26127133

81)の Acetobacier･池 即 9) の Gluco,10bacter についての研究 が知 られてい るO しか

し, これ らの研究はグ リセ 1)ン代謝の全系を総括する立場か ら考察 したものではない｡

グ リセ リン代謝 を述べるには,好気的分解 と嫌気的分解 とを考慮 しなければならない｡

何故なら酸素の有無によって異なる代謝系が進展 し,特に嫌気代謝に於ては他の炭水化物

とは異なったグ リセ リン特有の機構が存在するか らである｡

著者 州̀ )は Bacterium succinicum 及び Hansenulaanomalaを用いて研究 を行
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い,グ リセ リン代謝の全系を明らかにすることができたので,今までの結果を取 りま と

め,なお未発表のチークを掃足 して総括的に報告するo

即ち,静軌 まグ リセ ･9ンを醸酵できず,また好気的代謝に於ても沸敢系のみが優先する

上腰 的単純な径路なので,まず第 1編に於て酵母 (H･anomala) のグ 1)セ リン酸化卿 符

を記述 し,次いで第 2箱に於て洪酸系 と非燐敢系とを有する細菌 (BISuccim-cam)のグ

l)セリン酸化横柵を記述 し,さらに第 3編に於て,細菌のグ .)セ1)ン封賦 分解機構を記述

した次第であるO

第 1 編

酵母のグリセ リン酸化橿構

第 1葦 各種 酵母 の グ リセ リン資イと能並 び に駿化能

第 1節 資 化 能 試 験

約 300株の各種酵母 52,を用いて Tablel示す培地にて繁殖試験を行 ったo培地一丁は

斜面寒天とい う好気条件下のグ リセ l)ン培地で･無擬及び有横窒素を含有するoこの培地

に繁鞄できない酵母はビタミン欠除の条件では,グ 1)セ リンを資化できないものであるo

培地一 正はグ リセ リン液体培地で窒栗源 としては無故窒素のみで,これに繁殖できるもの

はグ リセ リンを資化する能力のある酵母 と判定されるo培地一mは培地イ ーの対照であ-

てグ 1)セ リンの代 りに薫糖またはブドウ槍を含有するo

Tablelに示す如 く,Saccharomyces,Kloeckera･SchizosaccharomyOe= ま庶糖培

地 (nL)には繁殖できるが,グ リセリン液には繁殖 し得ないo一方,いわゆる産膜性酵母

はグ リセ l)ソ液には繁殖することが認められ' Hansenulaは最も顕著であるo Pichia

はこれより幾分遅いものがある｡ここで用いた Zygosaccharomyce= まグ リセ リン資化

により二つの型になるo

以上のことから酵母をグ 1)セ 1)ン資化能をもたない Saccharom卯eS型と,資化能をも

つ産腰酵母型とに分つことができる0

第 2節 グ リ セ リ ン 酸 化 能

微生物の基質に対する資化能 と酸化能との関係は必ずしも一致 しないものであって,上

述の繁殖試験の結果からグ リセリン酸化能の有無を論ずることはできないo そこで各

speciesより菌株を任意的に採択 して,麹液で振激増奏 し, 洗椴菌体についてグ リセ 1)

ン酸化率及び庶籍,アルコ-ルの酸化率を測定 し,繁殖能と比較 した 52'o

Table2に示す如 くグ リセ1)ンを殆んど酸化できず, しかも資化できない酵母群があっ

て,Saccharomyces及び Schizosaccharomycesが殆んど例外なくこの中に含まれるo

これらの酵母には煎糖に対 して強い酸化能を示すものがある0-万産膜性酵母をみると-

掛 こグ リセリン酸化能が認められ,繁殖 しないものでも酸化能のあるものがあり,逆の場
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Table1.TheGlyceroLAssimilationbyVariolユSYeasts

No.ofStrains Growthafter7daysat300

experimented MediumIα) MediumⅡα)MediumⅡα'
てeasts Mark

Kloekerasp. Kl

Saccharomycessp.
Beeryeast

AIcoholyeast

Wineyeast

Cideryeast

Sakeyeast

Schi2:OSaCCb.sp.

洗

脱

W

AY

sH

m

MycodernuLSp. My

Candidasp. Ca

Pichiasp. Pi

Hansenulasp. Ha

Zygosacch.sp. ZS

9 - - か) S

2

3
4

7

2

6

1

1
3

5

1

5

8
6

3
9
6

4

7
2
6
5
1

1

4
2

1
1

2

S

一
+
十
十
+
l
十
士

十
+
十
士

一

十
十
十
十
十

十

+
十

十

+
+

+

十
十

一

一
一
一

一
一
一
一

一
S
S
F

F

S
R
R
F
F

F

一
F

一
一S
R

R

s

一R
R
F

F

一
F

S
S
S
S
S

F

F
F
F
F
F

F

R

R

S

a):Ⅰ,Glycerol-agar:Basalmedium (K2HPO4,0.05%;KH2PO4,0.05%;MgSO4,0.03%

pH 6.0);Glycerol,2.5%;Peptone,0.1%☆;NH4CI,0.3%;I
II,Glycerol-water:Basalmedium;Glycero12.5%;NH4Cl.0.3%;

III,Sucrose-water:Basal medium,･SucroseCorGlucose),2.5%;

港,Peptonewasomittedinthetestconcernedwithfilm-formingyeasts.

b):After14days.

Growth:S,sediment;F,film;R,ring.

Table2.ComparisonofQo2⊥ValueofGlyceroト0Ⅹidation

withSucrose-0ⅩidationbyVariousYeasts

N｡.｡f Growthin AverageofQo2

strains glycerol GlyceroI Sucrose

SH

SHS

ZS

Ha&Pi

6

8

6

9

2 0.3(0-1.6) 12.4(0.2-33.1)
0.6(0-2.3) 14.1(3.6-19.9))

+,- 10.4(0-25.7) 12.2(0.5-23.8}

+ 11.1(0-29.6) 8.7(0.1-47.2)

合もあって資化能と酸化能が一致 しないことを示 している｡然 し,概 してグリセリンに活
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性の酵母は産膜型に含まれることは明らかであるo

また京糖及びアルコ-7L,酸化能 と比較すると52)いずれの酵母も酸 化 力 は 大 で 特 に

Saccharomycesも顕著であって,このことからグ l)セl)ン酸化がアルコールの場合 とは

異なることが解 る｡

第 2章 H.anomola と S.sakeとの基 質酸 化 能 の比較

前章で示 した如 く,各種の酵母のグ l)セ1)ン資化能及び酸化能を検討 した結果,両性能

を持たない Saccharomyces型 と両性能を持つ産膜酵母型 とが存在することが認められ

たので,Saccharomyces型はグ リセ1)ンに対 し不活性である理由及び産膜酵母型がグ リ

セl)ンを代謝する際,いかなる機構で行なわれるか等の点につき以下検討 した｡使用菌株

として前者より S.sabeを,後者より H_anomalaを選び実験を行 った.

第 1節 各 種 基 質 酸 化 能 の 比 較

ワ-7L,プルク検圧計にて,麹汁に振重積表せる菌体を洗液 したものを用いて,各種基質

の酸化能を検討 した結果 53), H.anomala はグ リセ リンに対 し高い酸化率を示 し, しか

も他のポ 1)アルコールに対 しても酸化能が明らかに認められたo

これに反 して,S.sakeはグ リセ リンに不活性なことは勿論のこと,他のポl)アルコー

7L,に対 しても趣 く後顧な酸化能 しか持たない.

しか し,ブ ドウ糖,アセ トア7L,ヂヒ ト (以下 AcH と略記), ユタノ-7L,に対 して両酵

母共強い酸化能を示 し,また焦性ブ ドウ酸 (以下 Pyと略記)に対 しても酸化能 が認 め

られたo

また,H.anomalaはα-ダ リセロ燐酸 (以下 GPと略記)酸化率は高いが, ジオ キシ

アセ トン (以下 DHA と略記)及びグ リセリン酸 (以下 GSと略記)の酸化能は低い｡

このことは H.anomalaのグ リセ 1)ン酸化に於ては,DHA 及び GSを経由する系が否

定される理由となるo

S.sakeが GP,DHA,GS等に対 して微弱な酸化 しかできないことは,グ l)セ1)ン酸

化能に欠けている一つの理由と考えられる｡

酢顧酸化の比較 ;近来微生物の糖酸化には W ARBtTRO-D工CEENSSChemeが認められて,終局的には

C2一化合物の酸化に導かれることが主張されている｡そこで酢酸及びグライコール酸 (以下 Gcと略

記)について両群母の酸化速度を比較したのが Fig.1;2である｡両替母共酢酸をよく酸化できるが'

Gcは H,anomalaのみが酸化できる｡酢酸酸化は菌体重畳で比較すると,S.sake.による酸化速

度は遅いが,ガス畳の出入はより大である｡ (Fig.1)

酢酸汲皮を変えてほぼ最大の酸化速度をみると,H.anomdaではグリセリン酸化速度にほぼ一致

し,また S.sakeでは約 60分後のブドウ糖酸化速度にほぼ一致している.(Fig.2)

酢酸酸化反応式は Fig.2より次の如く算出されたo

cH3COOH+1.202-0.86CO皇+∬1(CH20)十ylH20(H.alW mala)

cH3COOH+1.502-1.2CO芝+a;2(CH20)十y2H20(S.sake)
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方2Iホ ブTクJB軟化と〆 .)セリンFP化との比較

声 14 ブ ドウ+叔化並行中に〆pIt9ソと書加した恥

H_a"QMDLD と S_sqkeとは,k･yTルコ- ･̂に対する書化fEは対肘 であ るに も和ら

I.1 rウJ*は両群母弗齢 ヒできる｡そこでブドウ書鼓化中に〆タ.tIyとホ加して〆9

Jt:ワンが放化反応に介入するかど)かと紳 すれは両差*の軟化の刑 Lが書が''o

Fig3aは Ha"OM Iクの書合であって.勿■事汝のaEFではいずれもZL化は旺&であ

るが (曲NL2,3)プT･ク糖酸化三色行中にグ9七.)yと添加 してみると･散化速度はJ+加 し

ない (曲AIl)｡このことはブrクtdEI脚 系に対 して,iBrtが攻に由布しているため

である (LO/.u 附近の暮度になるとブドウ書雌 と叫加 しても故化逮よは殆ん ど較 らな

いL もLg D七gソ故化系がブ ドウ+酸化兼と点 く井るものであれは･ 〆91tリン洗加

に1り故化速まに変化が即 つれるbl.あるいは桝 をZEirした齢 は,+kの書倉の和

に書 しい書である｡ しかるに,点加した〆gtgンは7rウJME化出 と全 く変化せしめ

で,まI=ブ ドウ*が発に放化されてから鼓に〆リセリンが耽化される上)に見えるが･曲

蚊｣こ1)の各点は曲扱 く 2).(3)の各点の和 よ り明らかに小さいことが群る｡

従 りて.fTono'〝D/Oの酵素系に対 して.〆9セ リン及びブドウJfは粥適性のある基*

である｡ATすれば,〆･)セリンはブドウJt鼓化にある程よ介入するものと考えられる｡

Fig.3bl土S.soh'の■合であ1て,グpJtリン事故では轍 吸入I土丸わられないが(也

牡-3),ブ t･ゥ書はよく故化される (曲Jr 2)｡この書糾 ブドウJLdE化速& に対 し

て,クリJtリン汲加は妙 がlJ:い く曲8-1)a EPちこの●合は7 リtリンh:Jr化反応に

介入しないことと示すoSsck.が〆リーt9ンt全く代計できないことlまさらに次の肘 I

からも碓められたo

1) グyltyyとXXとして,チオエソ,メチレソf (以下も11)と書E)I2･6-I-タロF'フーノ~

JL,イy Tt7_ノーJL･書の■l脚 と耕 させても■l雄 IiLめられない･

2) 大tの洗■■件と′It9ソ書棚 itに加えて,3D'1:9和 脚 こftしてt･I

F83, 伽 d Gbtd on GLL肋 .

01仙 Lq lJ)一dCd血d u

ddd (I)LEA S血 (切.

Cur▼e･(1).GIyczrollrd■hJn .

Wyb.iⅦ tJ押d dtq lSTniJLfrqzLthe

m oLWtrbuTで■Y■■■d);a).Glu珊

(10pJ).(の,81ycぎ01(20Jd),Cord,(.onJ

PhoCPhtebutE伊bHSS).05m)‥ read

Rl王pa.1.0plL.gLyerd.or ■IL… 亡.

0.2tnt;t叩 .30.5';p 如 .■ぴ



tIのTgtlyJLO>暮l王事卵 内で殆んとygt9yJまれ*さ̂ ない.

なお･ポ 灯下 (53<畑 ガス含有の槻 兼ガスにt扶)で柳 井ブドウ■と書称

するが･〆少七リンは両件母舟 こ畔 できない｡さらにブrウ書4t#准行中に〆9-tpy

tホ加 してもJt改ガス尭生tに生を生じない｡従 .,て Ssqkel土勿JL,I/.CHO"0/Oも
〆V.IVyと●気的には耶坪することはできない.

事 24 〆ワセリン及びブrクJ*書化搬

入水化bの汝化カ ニついては CL- Nl･'が榊 に冊 している.書手.9･JB母で■f=括

JEl王Flg･41こ示す如くuq.O- tOの79lt9ン5tlヒ曲牡より書也される且応式は次の
如(辞される｡

3Cla.0.+30げ 2CO,+CH,CJIO+¥CEl,0+5H,0

ここで AcH と事大したのは後述の如く.T件■肘 lこl土Pyに対しdecarbTyl視

力のみJ,'LJL出されることとp式の書出に当_てJt*ガス募生別 AA)折れと閃JZとし以後の

柵 牧と除外したためで.AcHがTに改化されることは当節 なわれる｡

FZB4 0血btl叫 d Glycerd Lq
I/､4叫

a-CI(ll.臥 Cz)vqerep sI-

仙 tq theo1血 llona 10.1,
6･7LZdS0JAJ'tJyceroJ.r畔 ･
ctlydy
EJIdlllJler唯 nJtheth仙･etlnl

levdJLOta)llVO】Yeq

Ol-叩hke cBJcuhtd on

thebBJb a LJleqLLatlOn.
9q札O'十恥 -2CO,
+<CH,0)+yz-(,0

CondJtjoT･,,Tm叫 t.a hlfFq
仙1S8).OSmJ;y朗 t
klBP.,IOml(M SIX)ndto
21･lmg oldLY､叫).hhh tJt

I0m);ctntq WE‖.0.2mJ
C20% KOHつ,I.EmP..305..
pI Fh t.LIT



クリセタンの馳 ま抜放ガス弗生と鼓兼吸収との曲妹の折れに時間のずれがあ.,たが,

ブT･ゥ*の恥 は曲姓の折れは殆んビー女している (flg･5)｡
tlO脚 /Qのブrウ書硬化式は次の如く示される｡

G H.tO.+臥 -2CO,+4(CH'0)+2Il'0

一方 SsQLeのブrウ糖 化式は次の如くガスtの収支は大である (Fig6)o

c.H1.0.+30.=3CO,十3(CH.0)+3fI10

i御 母の7･rウ点濃化曲娘は岨向に連いが毘められ, Ssnke でIよ曲様の折 れ が2カ

所BuiRめられろ○

こ
JJ
Y
o
J｡
王

,L41

.

■
H
_

Flg 5 Flg6

Flg5 Oz'd3-lorIOLG Luco能 by fT a71血 ･ChrveLL)･C2LP)werer印 n-】bleforthe
o,Ekh1.0.,d 76S.572&nd9_82～ then .rq)edlVIy bd.L.nem- 3肘 1.IF-B4

t叫 onthe如 ･一OEtJlerdloY1Zq qLnt】On･

W .A +20.-汰:O'+<叫 )十yH=0
M tl｡田 ■dlZL'LZ-Fi8.4txcgtyt5L3(9･Sp,OlSmL (iB znB･ CLdryyt･)ard

tqrlp･,30.･
F.g6, OxldaLlOnOfClu肋 by S 血 C.-一 肌 C2)wtLrereSPOr'&.BIBforthe0Zidat-

Eo110E5.521ld 442～BlL仇 reBPとdlvdy
cond.t,.nB,Ph軸 tehlrtu bH S.8).0imI,ycELSt 恥 SP ･10 tTIL (o打re叩Ond

to5_0mg oLdry V't.), 恥 bStZtte.04ml p pha9C･8.r temP･30〇･

第 3辛 FI.qJLO'"aLaの クリ -tlyy酸化持株

弟 1節 棚 及び l)PNのP与

炭水化伽 叶叫 される書合,-丘に畑 化が行なわれることはよく知られる所 であ →

て.グリセリンもますGPと珪て代謝されることは当惑干鼓される｡ そこで浜故の劾Jt
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並びに DPN の効果について検討 したoW''

用いた材料は次の屯のであるo

a) 透析菌体 ;洗渦菌体をセロファン紙を用いて,氷室内にて15時間,51の蒸溜水に対して透析

し,再び遠心分節して2回洗源したo

b) 緩衝液 ;燐酸区には Soerensen 経衝液,(M/15)無鞘酸区にはフタール酸カリー苛性ソーダ緩

衝液を用いいずれもpH 6･0に調節した｡

C) DPN ,.パン酵母より調製したもので,約 60% 純度のものである07)

燐酸無添加区と燐酸区とを比較すると,初め 20分位は差がないが,その後は燐酸区の

方が早 く 1ag-phaseに逮する.DPN 存在下では lag-phaseは短縮され,DPN 添加並

びに燐酸区の lagが最も短かいoまた燐酸の有無による差も顕著となるo

各区とも lag-phase に於ける酸化速度には差がないので,以上の効果は反応の初期に

生ずるものと判定される｡

以上のことから,H.anomalL2のグ リセ !ン酸化の初期には phosphorylationとDPN

一系とが共振的に関与 していること換言すれば, 0Xidativephosphorylation が起って

いるものと考えられる｡

第 2節 グ l)セ1)ソー→ GP系の存在

第 1項 Glycerokinase及び Phosphatase反応

糖漁の燐酸化には普通は kinase系が働 くもので,三炭糖化合物の燐酸化に glycero-

kinaseが関与することが,KALCKARal),LINDBERG36),KENNEDY一派 9'10°32) により報

著されている｡著者は H.anomala 菌体より抽出 した酵素がグ リセリンの燐酸化を行な

うことを確かめ 53',GP を生成する系の存在を証明 した｡これと同様の方法で S,sake

より抽出 したものは kinase作用が認められなかった.このことは S.sake がグリセ リ

ンに対 して不活性な原因と考えられる｡

酵素反応は次のように して行なった｡ 即ち ATP 存在下で酵素液にグ リセリンを添加

して,15分間反応せしめた後,直ちに冷却 して除蛋白 (三二塩化酢酸使用) した上 澄 液 の

1.Omlづつにつき次の区分で燐の定量を行なった 53)o

1) p-direct;直壊餅｡

2) p-15/;1N 塩酸にて 1000,15分処理して得られた弊丑よりp-directを差引いた値で ATP-

Pを示す｡

3) Pl180′;上記(2)の条件で 180分処理して得られた燐iB:から p-directと p-15' とを差引いた

値｡

結果は,ATP存在下に於いてグ リセリン区は無機燐が増加 し,残存 ATP-Pは殆んど

なくなる (0.6γ)oこれに対 しグ リセ リン無添加区は ATP-Pの分解は微弱で残存 畳 は

4.4γである (これらの値は反応液 1/7ml中のもの)0p-18｡′には予想され る Gpの蓄

積は認められなかった｡ここでいえることは酵素液がグ リセ リンの存在下では ATP の

1abile-P を終局的に無機燐に迄分解 していることである｡

一方酵素液中には GP-phosphatase が強力に存在 していることが示された 53)ので,

前述の結果は,酵素液によりグ リセ リンが ATP より燐酸を転移されて GP とな り,こ
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れが強力な phosphatase の作用で再びグ 1)セ リンと無儀燐酸 とに分解 したものと考えJ･

れる｡

以上のことから H.anomalaには glycerokinaseの存在が証明されたが,生菌のよう

な有綾的組織系では恐らく phospbatase作用は抑制されていて, グ リセリン酸化が行な

われる場合は生成 した GPは次の酸化過程に連結されるものと考えるべきである0

第 2項 H.anomalaqi乾燥菌体の活性度

著者は H.anomaLa菌体よりグ リセ 1)ン酸化酵素系の抽出を試みたが, いずれも不成

功であった｡ しか し乾燥菌体が弱いながらGPに対 して酸化能をもっていることを見出 し

た 53)(後に乾燥を早急に行なうことにより,かなり強い活性のものが得 られた).この際

グ リセ リン及びブドウ糖は酸化されず,ATPの効果もなかった｡これは kinase系の不

活性化 と考えられる｡

第 3節 グ リセ リン- DHA系の否定

後述 (第2編)の如 く,細菌のグ リセリン酸化の際には GP経由系の他に DHA経由

系が存在する｡ しか し H_anomalaの洗液菌体で, ツンベルク溝にてグ リセ リン脱水素

反応を検討 したところ,チオ-ン,Mb, 2,6-ジクロロフ-ノ-ルインドフ-ノ-7L,の

3種の色素に対■して活性度は極めて微弱であった.M'

発途の如 く,H_anomalaは DHA及び GS に対する酸化力は弱 く, これらのことは

DHA経由系が否定的なことを示す｡

第 4節 GP代 謝 系 の 検 討

前節の結果より, H.anomala のグ リセ リン酸化は GPを経由することが予想された

ので,ここでは GP脱水素酵粟の性質並びに三炭糖妨酸代謝 (C3-P)系の検討, GPよ

りの生成物の検索年を行ない GP代謝系を明らかに した0

第 1項 GP脱水素酵素

酵薫液の調製 :べ-スト状の洗粕菌体を石英砂と共に乳鉢で約 30分間すりつぶし,010htの妨酸

諺衝縮 (pH 6.5)を加えて抽出し,初め 3,000回転の逮･b分首級により沈澱部を除き,上澄部をさら

に 15,000回転 10分間遼心分離して黄色の上澄部を柴める｡この部分は未だ混濁しているが,細胞

は除かれている｡上澄液はセロファン紙にて 0.0001ふTの燐酸媛鳩掛 こ対して永室内で 2時間透析す

る.透析野菜液の自己呼吸は殆んど認められず,GPを酸化することができるo

S.sakeは乾燥菌体では活性は認められないが, 上述の方法で得た酵素液は弱い活性が

示され,H.aタ10maZaの酵素液 と比較 した結果 5̀'両者の既着な差はチオエソの効果であ

って,H.anomalaの酵緊液は色素により酸化力の増加が認められたo

更に H.anomaZaの酵素液は DPN効果が明らかに示された (Fig.7)o

GP脱水素酵素については,EULER21'の酵素と,GREEN22'の酵素とが知られ て お
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り.前者は DPN-link で横着は CytOdm m-1立山 である｡GtmŝLt旭')がS/DeCqIIS

でftf=耕兼では桝 il梓で GREEN の脚 に瓜ているが.cytDChrom のP与 しない点が

Aっている｡鞘 の HGJIOND/Dの柵 は DPN-1inkで洲 がYしい こ とは EuL8Tt

の♯兼にJtfもものである｡ナオ-y効兵が SsqALの桝 には托められないこ とは ii

群母のl坪井がAるのであろう○
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系が存在している｡一方 〃 A"OmOlGの乾点苛休声棚 は GP放化系とも →てい るか

ら.もしiq者が甘- して GPZR化逮よがgl加すれltGPdE化が C.-P弗と&由するとい

う礼受が血 ナる｡
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この際 S･sake磨砕液中の Co-factorsの影響が問題となるので,あらか じめ磨砕液

を 1000,5分間加熱 したものを H･anomazL7の磨砕液に添加 してみた那,GP酸化速度

には全 く影響なく,従って S･sake磨砕液の添加は Co｣actorsまたは新らたに基質を

添加 したことにはならない｡

加熱処聾をしない S･sakeの磨砕液を添加 して, H.anomala磨砕液の GP酸化速度

を追跡すると明らかに速度の増大が認められた 54,0

以上の如 く C3-P系の添加により GP酸化力が増加することは,GPが TPを経て,

さらにこれが C3-P系によって酸化されることを諜魯きしている0

第 3項 GPより Py及びαケ トグルタール酸 (KG)の生成

GPが酸化されると,終局的には炭酸ガスにまで分解するので,その中間体 として予想

されるケ ト酸の検案を行 った｡

H･anomalaの生菌磨砕液を用いて,GPを 60分間酸化せ しめ,反応液に三塩化酢酸

液を約 3%になるまで加え,混和後遠心分離 して上澄液を得る｡これに 2,4-ジニ ト｡フ

ェニルヒドラジン (以下 2,4-DNPH と略記) 塩酸溶液を加え一晩放置する｡これにキ

シ｡-ルを加えて振渡 し,抽出部 と非抽出部とに分つ｡抽出部は酸性の水で洗液後,炭酸

ソーダ液に転酵 し再び塩酸軟性とし酢酸エチルにて抽出する｡非抽出部はそのまま酢酸エ

チルにて抽出するo酢酸エチル抽出液について,CAVALLINl 12' の方津に従い,折紙 ク｡

マ トグラフィ-を行いキシロール抽出部に Py,非抽出部に KGの 2,4-DNPH誘導体

に相当する物質が確認 された 54)O

即ち GPより Py及び KGが生成されることが確められたが, その生成丑は Py丑

に対 して KG畳は極めて少量である｡

第 4項 Py脱炭酸酵素

前項に於て,Gpが Pyを経由することが明らかとなったが,Py分解が decarboxy-

1ationによるか,oXidativedecompositionによるかが問題である.

H.aT10malaの磨砕液で Pyを分解せ しめると,好気条件にも拘わらず酸素吸収は全 く

認められず, しかも脱炭酸は旺盛に行われることが解る (Fig.8)｡この際,発生炭酸ガ

ス丑は消炎された Py盈と等モルであって,従って磨砕液による Py分解はdecarboxyl-
aseによるものである｡

第 5項 GPよりの生成9.酸化合物

H･anomalaの生菌体腔砕液による GP酸化液を三塩化酢酸にて除蛋白して, 上澄碑

を中和後,Ba-alcohol不浄区分を集める｡この Ba塩をイオン交換樹脂にて陽イオンを

除き,EBELlG),大村 48'の方掛 こよって二次元の折紙 クロマ トグラフィ-を行 .,,たo

a)正常酸化の場合:生成物として確認される燐酸エステルは TP及び弊グリセリン酸 (以下PG
と略記)である.TPは 1N アルカリ処矧こより完全に分解してしまう｡

b) 弗化ソーダ (Nap)存在の場合 ‥NaFを終濃艶として0,0025.Mを添加したOこの場合TP及

び PGの生成はより顕著に確認され,これらが NaFにより畜辞されたことを示す｡ この他不明の

スポットが生じた｡

.IT

l

l

TI
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Table3. Chromatographicldentificat]ronofPhosphoヱicEstersfrom

GP10xidationinH.anomala

RJOfphosphoricester

R′ofinorganicP
Rj-Value(

Normal NaF Hydra2;ine Standard
′ - 一 一 へ - - ′ヽ ､ ′ →へ

A B A B A B

89 100 83 123

101 12 100 18 100 0

85 14

100 157

93 228

2

0

B

11

A

91

畑

DetectioII

PG

TP

Unknown

Unknown

Unknown

A:Isopropanol:isobutanol:NH.OH:HQ_0-40:20･･1:39(alkalinel)

B:Isopropanol:trichloroacetic:NH40H:H丑0-75:5g:0.3:25(acidic)

C) ヒドラジン存在の場合 :ヒドラジンは hydl.aZinehydrate を硫酸にて中和し,終濃度として

0.001〉t添加した｡生成燐酸化合物はTPの他,2カ所に不明のスポットが認められ,PGは生成さ

れない｡

以上の結果から,NaF の enolase阻害及びヒドラジンの TP代謝阻害が明らかに示 さ

れたわけで,本章に於て得 られた結果を総括すれば次の型式の存在が明らかであるo

Gp-dehy血･ogen ase

- Hydrazille

02 -,TP 1-dehydogenase
DeCarb｡_wlaseCO)

,77/

TJ ,Py i ,_C.n2-COmp.

Enolase NとF
Fig. 9.Mechanism oEOxidationofGPbytheEnzymeSDluti()nobtains:1from

H.anomLda(PresenceoftheC3-PShunt).GP, α-glycerophosphate;TP,

Triosephosphate;PG,Phosphoglyc3rate,･Py,Pyru･′ate_

第 4葦 GP酸化径路に於ける燐六炭糖代謝 (C61P)系の関与う':

前章に示 した GP 代謝経路は C3-P 系であって,完全のものではない, とい うの は

':(I:C8-P系は WATuiURG- DICKENS-CoHE,V型式を戻すO

-■ L
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H,anomalaの磨碑液には燐六炭糖を酸化する酵素系が含まれ,また aldoiase の存在も

認められるからであって,C3- ->C6 の絡合を考慮せねばならない｡CHELDELIN一派は37)

Acetobacterで C3-P 代謝に pentose-cycleが 関与することを報告 している｡

第 1節 GP 酸化 と G-6-P 酸化 との比較

第 1項 膳砕液の Particleについて

_q.anomalaの菌体唐砕液を 7,000回転, 5分間程度の遠心分離 した上澄液はかなり

混濁 しており, これを更に 12,000-15,000回転,15分間遠心分離すると僅かに濁った

黄色液が得られる｡この両区分について GP 及び G-61P の酸化活性を比較 してみると,

Table4に示す如 く,強い遠心力をかけた酵素液の GP酸化力はかなり低下 し, G-6-P

のそれより下廻ってくる｡従来の経験よりみて,酸化能は車乗液の調製条件によってかな

り強弱があり,ここで得られた結果 と併考すると GP 脱水素酵素は Particleにより緊密

に附着 していることが解 る｡

第2項 呼吸率 (RQ)の比較

Table5に示す如 く GP 酸化の RQ は 0.61-0.65であるが,G-6-P では RQ は時

間の経過と共に増大 し,炭酸ガス発生が大 となる｡これは生菌休に於ける値向と芙酎以して

お り,従 って大部分の酵素系が抽出されているものとみることができる｡

Table4-.EffectofCentrifugeTreatmentofEnzymeSolutionon

OxidativeActivityofGPandG-6-P

Reaction
time
Cmi11.)

0

0

0

0

eyU
5

7

01

A

31

53

71

98

B

18

24

33

那

A

26

38

58

78

B

20

29

40

51

(A)and(B)weretreatedwithcentrifugeof7,000r,p.m.for5min.and

12,000r.p.m.for15min.,respectively.

Conditions:phc･sphatebuffer(M/15二),0.5ml.;enzymesoln.,1.0ml.;subStrate

〔0.5)1-GPol･0.111卜G-6-P),0.2ml･;pH,5.8;tempリ300; gasphase,air.

Table5.ComparisonofRespiratoryQuotielltOfGp-andG-6-p-0Ⅹidation

byEnzymeSolution

Reactiolltime

(miJl.)

02-uptake(FLl,) COreVOIve(ILtl.) RQ
- 〈 - ノ ーし ヽ

GP G-61P GP G16--P GP G-6-P

24

弘

74

01

8

1

2

5

1

3

.4
6

5

2

0

9

1

4

∩ン
51

1

0

7

2

1

2

2

4

64

80

20

51

0

0

1

1

61

位

63

6

0

0

0

0
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第 2節 Aldolase 反 応 の 存 在

磨砕液は鼻緒二燐放 (以下 F-1;6-P と略記) を酸化 しうるので aldolaseが存在す

れば TP は C6-P系を経 由する可能性がでて くる｡aldolaseが可逆反応を行な うことは

有名であ り,平衡は著 しく F-1;6-P系に寄 っている｡ そこで実験的には ト1;6-P分

解 を TP の生成丑から追及することが aldolase反応の証明に簡便である｡

フールブルク容器内にて F-1;6-P を酵素液で反応せ しめ,ガスの消長,TP及び Py

を測定 した｡TP は除蛋白液について 1N アルカ リ中で室温 20分で藁､解する燐酸 より算

出 LPyは 2,4-DNPH 誘導体 65'として比色党塗 した｡

Table6に示す如 く,酵素液で F-1;6-P を酸化せ しめ, TP生成を経過的に測定 し

た ところ,初期 (5分 目)に TP が著 しく増加 し, 以後は減少する結果を得た｡ この初

めの TP丑は炭酸ガス及び Py畳に比 してはるかに多 く,直接 F-1;6-P か ら生 成 さ

れたことは確実である｡また同様の実験を嫌気条件で行なったが,この際はガス発生な し

に TP が生成 した｡

これ らの事実は H.anomalaが強力な aldolaseを含んでいることを示す｡

Table6.FormationofTPfrom F-1;6-PinH.anomala

Reactiontime O2-uptake CO皇-evolve Pyruvateformed TPformed
(min.) (Ftl.) (Ftl.) (/_Lbl) (.LLhT)

5 13 10 0.41 3.25

15 27 75 0.62 1.85

30 35 203 0.69 0.32

50 0.47 1.05

Conditions:Phtalatebuffer,0.5ml.;enzymesoln.,1.0ml".thionine,0.1ml.;

F-1;6-P(0.1M),0.2ml.;pH,5.8;temp.,Sou;gasphase,air.

雄3節 C8-P系 の 存 在

易等1項 F-1;6TP- F-6-p -- G-6-P

F-1;6-P を酵素液にて酸化せ しめた反応液について燐酸の折紙 クロマ トグラフィーを

行 ってみると,Table7に示す如 く F-6-P及び G-6-Pの生成が認められる｡F-6-Pの

Rfは l)ポースー51燐酸のそれと近いが,別に嫌気条件 で F-1;61P を反応せ しめたもの

でも同 じ位置にスポ ットを生ずるのでここでは F-6-P と判定 される｡酵素液は遊離の糖

源に働かず,ATP効果もないので F-6-p- ナF-1;6-P の反応は酵素液では認められな

い 〇

第 2項 F-6-PF====± G-6-P

G-6-P を基質 とした場合, 反応液には Table7;8に示す如 く ト6-P の生成が認め

られる｡更に嫌気条件下でも F-6-Pが生成する｡

一方 ト6-P を基質 とすると G-6-P が生成 される｡従 って酵素液には phosphohexo-
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isomeraseが存在 し,F-6-P芋=ゴG-6-P の可逆反応を行 うことが解るo

Table7.ChronlatOgraphicIdentificationofOxidationProductof

G-6-PandF-1;6-P inH.anomala

R/Value.･(R/ofphosphoricesteT/R/ofinorganicP)xlOO

Substrate

ど-1;6-P

Norrnal Nap
E≡==i■===≡

A B A

66 116 68

100 9 97

56

70

86

00l

ー-

ノ■t

90

51

85

53

68

組

001

6

08

14

06

17

1

1

1

Hydmzine
一一一･一′- →

B A B

Standard
ノノ､

A B

Detection

126 64 122 68 125 F-㌃P

o l00 0 100 0 6-PG
(98 9)

4

0

0

11

112

123

111

10

(TP)

91 112 PG

Unknown

UnkJ10Wn

54 109 G-6-P

68 125 F-6-P

91 112 PG

100 0 TP

A :Alkalinesolvent, B :Acidicsolvent･

Table8.FormationofPhosphoric

Estersfrom G-6-P,F-6-P and

F-1;6-P undel･An aerobic
Conditions

substnte Phosphoricester
fornled

G-6-P F-6-P

F-61P G-6-P

F-1;6-P i iI,tPp

第 3項 G-6-p-一一 6-PG

G-6-P 及び F-6-P よりの生成燐酸化

合物には,アルカリ性溶媒で移動 しないス

ポットが認められ (Table7)これはアル

ヵリに安定であって,標準の61PGに一致

する.このスポットは嫌累条件では生成さ

れない｡

従 って酵素液にはいわゆる Zwischen一
十O

fermentが## L,G-6-p---)6-PGの酸

化反応が行なわれることが解る｡

第 4項 C,-P 系 の 酪 与

G-5-P 及び F-1;6-P の酸化生成物には Pyが認められ,NaF存在下では PG が蓄

積 し,ヒドラジン存在下では PG が消滅する (Table7)｡これらのことは先に GPの項

で示 した C8-P 系が C6-P 系にも関与 していることを示 しているO

第 4節 C6-P系の検討

前節に得 られた C8-P系は次頁のように示されるo

そこで F-1;6-P は C6-P 系と C3-P 系二つの系が直接的に関与することとになり,

しかも酵素液では 1(inase系が欠除されているので F-1;6-P は F-6-P,G-6-P とは異



･-■-1
1

-
-

l
･l
l
l

~

~

~

18

F-1;6-p-一一F-6-PF=±Gl61Pー 6-PG
TI

TP一一 PG- Py- C2-COmpound

F-i;6lP,Fructose-1;6-Phosphate;6-PG･6-phosphogluconate;Forother
abbreviationsseepage4.

った行動をするであろうo これを阻審訊の効果から比較 したo 同時に GP の行動と比較
検討 した｡

第 1項 ヒドラジン阻醤

先述の如く･ヒドラジンは TP代謝を阻書する憶向がある｡そこでヒドラジンの GP,

G-むP,F-1;61P代謝に対する影響をガスの消長,TP 及び Py生成量について上腰 し

たoTable 9に示す如 く,COご/02比をみるとヒ ドラジンによる比率の低下は GPが 20

･ofF-i;6-P が 50,00,,G-6-P が 80,ho,であって,F-1;6-P は中間の値を示 した｡

Table9･EffectofHydl･azineontheOJll,idat･;onofGP,G-6-Pand

F-1;6-P bytheEnzy1-neSolutionfi･onlH.anomala

substrate -3meaection HydrazineO21upAklke CO2l P.vruvate TP(-1′､1.I... L_
e-vl01ve formed formed
〔岬 〕 G叫 ･:Ilユ■')(min･) (p:,T)

GP llO 2.0 1.1

+ 1.4 0.5

-61P 7O 2.0 3.1

T 1.6 0.4

F-1;㌻P llO 2.8

+ 2.7
6

9

1
.
0
.

謂

87

鉛

"u

O

O

3

4

68

4
t

49

鯛

0

o

o

o

o

o

0.55

0.36

1.55

0.25

0.57

0.33

TablelO･EffectofSodit- FluorideontheOxidatiol10fGP,G-6-Pand

sL1bst-te RtFS! 'io;-Pi;ayFtheo芸 h;eec芸 -net;oOlnve&op:rrum芸萎纂 TstiebiYiLt.:(nl.in.i, (,Ll,i r,.､∴ ′ ..､
GJユー) (F̀}7) (;-t･")一一 0-, - 一̀UL;ubJj

GP 150 ° .7 2.1

-L 3.6 1.7

G-5-P 90 3.1 3.6

+ 1.5 0.1

F-1･･6-P 60 2.1 2.9

+ 1.3 C.il_

0.03 0.58

0･02 olii6 20.7

1.34 1.57

0･10 0.ユ2 92.3

0.60 1.70

0･鎚 o･35 78.8

第 2項 NaF の影響

酵素液による基質酸化の際に NaF を添加すると,TablelOの如く G-61P と Fll;

6-P よりの炭酸ガス発生及び Py生成は著 しく阻害さjlるo (COB+Py)/0.iLECこついて

九
r
r
,5

JJ
i
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NaFによる比率の低下は'GPが 20%,F-1･･6-Pが 78%,G-6-Pが 92% であるo

ヒドラジンの場合 と同様にここでも F-1･･6-Pは中間の値を示 したことは,F-1;61け

ca-P系と C6-P系との両方で代謝されることを示すo

解5節 C8-P系と C6-P系に於ける支配因子

第 1項 燐酸による CJ-P系制御効果

D ICKENS lさノ, LYNEN 36･89), JoHNSONaO), LE PAGE85), ScoTT5｡, らほ高敷皮の鰯 変

が G-6-P酪化を榊 け ることを認めている｡著者は H･ancmalaの酵 素 液 を用い て

GP,G-6-P,F-6-P,F-1;6-P酸化を行なう際,燐- 産州 こより纏 質よりのガス

の収支に影掛 あり, 特に F-6-P及び G-6-Pに著 しい影響のあることから,C3-P系

と C｡IP系とのBS係を知り得た｡

即ち燐酪 納 経 を 0,018M と 0･LTJM として比較すると,Tablellに示す如く高濃

度牌 区では･G-6-P較化のガスの- は- され,殊に トかP 醇化は殆んど抑 制 さ

れてしまうCこれに対 しF-1;6-Pでは逆に高態度燐酸区の方が群葉の扱郎 増 大 し･

炭酸ガス発生も lag･はあるがかなり発生するo GPは酸- - かなり抑えられるが,

炭酸ガス発生の抑制は少ないo

Tabiell.Effecto- hosphateAdditiononPhosphoricEsterOxidation

bytheEnzymeSolutionfrom H･an･7mala_______.一

C｡ncentl-:ationcfPhosphate

o.018ht O･29､1

Reaction

substTate time

(min.)

G-6-P

.h一∫
TL-Jtヽ

29

50

100

200

-0

-｡

畑

郷

が

-｡

1｡｡

拭

_壇 艶 鎧 竺
34 159

56 33S

llO 609

143 690

認

60

108

116

25

60

87

1

49

湖

419

54｡

123
伽

513

紬

0 0

22 2

40 29

52 89

o

o

∩
)

0

0

25

96

89

7

5

0

ハム
一
】-

2

o

n
･1

.l

l8

31

69

103

130

2

1l

l
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納 ･G--6-Pと Fふ Pは- のIに対 して- のq向を示 し.F-I:6-PJまLW

のけJtである｡GP4(化にl王Gp鹿水- の軸 が入って(るので柵 軌 こついては

何一に■せられないが･JW ガ- 生の仏向としては F-1･6-PのEZ句にJtfる｡

AJ=のことlま暮JLBEJL4tb;CrP兼と- し･F-iI6-pは aldo1- に上りTP鮎

iることができるた小 二Gヰ P及び F一心 PとAる- を示 し{=のであって. C1-p兼
I捕 棚 lこよりむしろ清牲化されるものである｡

書24 P.sTEUR効tに対する考A

p▲srnilR 奴 についてl▲古くから伽 にされてきたb;･ LY- ～",らl王他 力;

pAsTEUt桝 にJtCtfる一つの下田であもことを洗示 している｡ 柵 の括如 何dtに事

40 80 120

TFme(m ln.)

上ることができる｡姓に柵 の軌 l

F-トP と ト1,6-P とでtt席と区別され

ること .EEICELJlARtWlr･が P̂ sTBLJR

BhJtJ土地 が噺 に上ウR書さ

れるため1-'とitqしていもこととQFeIする

と轍 ･｡
柵 三 PAsmJ･.L劫JLと′ 9tyン代Jr

との■CtlこついてはLYz<LN,ENGELJtATm
Eと併弓 して次のL)に書えた｡月lち生7

熊の●合.称 のJtfな桝 では吋 に1

り P̂sT町日 月tが●きf放内の触

FEE10 E打d d ぬ F伽 FrzwtLIP巾d
CIL■由●U血 AzN一･〇日亡Co山llth )

(i)Azd onOzjdJtLOrla Clycd

Lrd Clll伽 uDdqん雌 Co【dl.

thl(b)brTI 4血

Cl-rye M lrdC2).がdyedCO,

reqW ue rq glLJ一叫 1d lIu叫

び 1F).rせpd 】ydy La)Ld 仰.

dyqrdAZydCLycrdCNaF)

Cod,L加 ･ rhDqh t.帆 (オ I

i8),OL与mL.Ed 叫 .,10.nJ

(7･S rEt d dLY-L).N▲F(0.05

･L A2nl･.0,7# (I)or2* O))

dLb OlZd.a dy廿d(1メ).
OL2 d H卓山か.弧 5';p 蜘

叫一COl(I)q Llr(h}

T
r..p

"

-

･
専
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が低下 して,C6-P系が優先的に進み, F-6-P は G-61Pへ強力に代謝される｡ このた

め,fructokinaseの基質減少により F-1;6-Pの生成は抑制される結果になる｡ 逆に嫌

気条件になれば薗体内の燐酸濃度が高まり C6-P系は抑制されて,F-6-p---F-1;6-P

が強 く行なわれ C3-P系が匪尭する｡

H.anomalaはブ ドウ糖を嫌気下で醗酵できるので, EMBDEN-MEYERHOF型式をもっ

ているが, グ リセリン及び GP は嫌気的には代謝できない｡ これらは酸素があって初め

て代謝される｡従 って好気下では C6-P系が強力に行なわれるから,グ リセ リン酸 化 は

CG-P系を通るものと考えられる｡

生菌体の NaF阻害をみると,ブドウ糖,グ リセ リン,G-6-P,6-PG 酸化は影響を受

けないo同様の条件で嫌気LFではブ ドウ糠の醗酵はNaFで明らかに阻害される(Fig.⊥0)｡

これらのことは NaFが EMBDEN-MEYERHOF型式を阻害 し,CG-P系に働かないことを

示 しており.グ リセ リンが生菌体で醍化される際は aldolaseの逆行により C6-P系で進

行されることことが結諭される｡

第 5章 H.anomalg に よるグ )セ リン酸化 型式

以上第 1編に於て得られた結果より次のことが結論される｡

1) 各種酵母のグ リグ l)ン異化能及び酸化能の検討により,Saccharomyces型 と産膜

酵母型 と区別 した｡

2) グ リセl)ンを醍化できない S.sakeと酸化旺盛な LJ.anomala とにつき,各種基

質の酸化能を比較 し,LI.anomalaがポリアルコールを酸化できること,さらに GP酸化

力も強いことが示された｡S.sakeはグ リセリンに全く不活性なことが確められた｡ 両酵

母共グリセリンを嫌気的に醗酵することはできない｡

3) H.anomalaには glycerokinaseが存在 し,グリセリンはこのものの作用で GPに

代謝され,GP は脱水素酵素の作用で TP となり,これは PG を経て Py となる｡Py

Glycerol

Glycerokinase

-2上i
-,TP--ナFI1;61P -P -,F-6-P Phosph0--,G-6-P

GP-dehydrogenase H Aldolase Phosphabse hexoisomerase

TP_｡ehyr｡Lqel..aSeI:S iiR mL-, 61PG

i -H20
PG- I,- 1･Py

-COB

Zwischenferm ent

-,C2-Comp.一一一→
Enolase DJ〇三rboJYll;ミSe

Fig.ll.0xidativePathwayofGlycerolbyIJ.ano71とLda.
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は脱炭改酵葉によって分解されるo即ち C3-P系の存在が確められた0

4)酵素液には aldolaseの存在が確められ,また燐六炭糖酸化が認められ る こ と よ

り,C6-P系の存在が確められたo酵葉酸では GP酸化は C3-P系で行なわれるが, 坐

菌体は顔酸潰慶が低い好素条件下ではグ リセl)ンを C6-P系により酸化することが想定さ

jtたO

第 2 編

細菌 (B.succinic7im)によるグ リセ 7)ン酸化楼構

H.anomalaのグ l)セ l)ン酸化は GP経由系のみであったが,供試菌株 (B･succini-

cu771)ではこの他に DHA経由系が存在 しより複lRLEな壊構 となる0

第 1茸 酵 素 液 の 行 動

H.anomalaよりはグ 1)セ .)ソ酸化酵素系の抽出は不成功であったが,供託菌株の乾燥

菌体の磨稗によりほほ完全な酵素系の抽出に成功 した0

第 1節 酵 素 液 の 性 質

第1項 酵 素 液 の 調 製

乾燥菌体の調整 ‥供試菌操をブイヨンで約 20時間環笹培養する｡菌体を遊心分粒して崇め,生理

的食塩水にて3匝俄推して,ペースト状の-B体を塩化石灰上にて一晩舜空乾燥するo

菌体の磨蔭と抽出-･乾快菌体 0･1-0･5gをガラス怨のミルに入れ,架空中にて 18-24時間粒砕

するO回転数は1分間,50-60回にて行なった｡開栓後す速く,あらかじめ氷冷せる蒸溺水または

粥酸滋砺液 (pH S･5-7･2)5-157,uを加えよく混和後,沈澱管に移し遠心分辞して (12,000回転

で3分rEnまたは 4,000回転で 15分間),故障緋の沈澱を除いた上澄液を酵緊液とするO

第2項 Particleの酸化能

上記の酵素液は更に 12,000回転で 15分間聞還心分離すると,沈澱部 と発色の上滝部

とに分れるoこの両部につきグ.)セ .)ン酸化力を測定 した緯風 酸化能は殆んど沈澱部に

集まっていることが解 った058)

沈澱部は趣 く促かの細胞が認められるが,粘籾な蛋白質様物賃が大部分で,三塩化酢酸

により殆んど完全に垢焦 してしまうo

従 ってグリセ .)ンを酸化 しうる蘇葉系はこの沈澱部に集められ,結局は細胞外に於て英

験出来ることが纏められた0

第 3項 ATPの効果

GUNSALUS=コ)は S.faecalisの麗辞液によるグリセ 1)ン酸化には ATP が必要なこと

を述べているが,著者の得た酵素液はそのままでもグ 1)セ 1)ンを酸化出来ることが特敏的

｢

｣

J
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である｡ しかし ATPの効果は明らかに示され 50)･グ 1)セリン酸化に ATP系が関与 し

ていることが明らかである0

第 4項 各簡基質に対する酵素液の活性度

乾燥菌体 0.35gのを膳砕 し,微丑の Mg･･を含む M/60-燐酸露衝液 (pH 7･0)ll

mlにて抽出して得た酵素液を 10倍に稀釈 して,ツ=/ベルク掛 こて各基質による Mb脱

色時間を比較 した結果 50,酵素液は沢山の脱水素酵素を含んでおり,特に乳酸脱水鄭 草葉

は強力であるOグライコ- レ静 こは作用が認められるが,第 1級アルコ-ルには活性度が

認められない｡

第 2課i グ .)セ リン酸化に於ける軟化的洪酸化

(OxidativePhosphoIYiation)の証明

第 1項 酸 化 的 燐 酸 化

近時,過激及び微生物の物質代謝に較化的燐酸化は重要因子 と考えられているOこの証

明には酸素の有無による有桜燐酸生成の比較を行なう方法が簡単である0

着私 消 素液を用いて,好気的にはフールブルク容器を,称完的にはツンベルク管を用

いてダ リItリンを代謝せ しめ有横島生成豊を比較 したOなお,娩気条件は無酸素窒素によ

る置換で得たものであるo

域哲の定立 :反応諏 (全容 2･2ml)を氷冷し,あらかじめ凍冷せる 10%三塩化酢薮41nLを加え

てよく況和し,沈滞管に移して道心分馴 -る｡上澄液の 1･Oml宛につき直貨#･及び全折を定温し,

その差を有㌫塀とLT= 51)｡

実験の結果,好累下に於てグ1)セ リン区は著 しい燐酸化が認められ, (P:0)の比は2で

ぁった｡これに対 し蜂気下の簸酸化は譲世であって,明らかに酸素の存在によって疾酸化

が清溌に行なわれ,酸化的燐酸化がBS与 していることが解るっ

第 2項 酸化的執酸化の阻誓

阻薯剤 としてモノヨード酢敢 (MJA);As=03;As:05;NaF;NaNB;2,4-DNPを用

いたoこの うち MJA及び As巴03は re,loxsystem を,NaFは enolaseとphosphat-

aseを,As.LOT.は al･senOSisによる燐酸化を,NaNs及び DNPは unCOlユplei-としての

阻害を起す試薬であるoこれらの阻審都はその性質からグ1)セリンの擢酸化代謝に影響を

与える箸であるo

巽験の緒県 阻審剤添加芝はいずれも有私儀の形成は阻哲されている51)Oこの うTDMJ

A,NinE,Asご03は監莱吸収も阻害するが As,03及び NztN之は隠者しな いo DNPは

妖艶化と散策吸供共に阻書を示 したが (GP酸化は阻音 しない)10~5M位の濃度では蘇葉

吸収は NaN｡の場合 と同様にむしろ増大 したo

以上の如 く,阻審剤によりいずれも燐酸化が減少しこの際 MJTA･NaF･As:03では酸

菜吸収も減少し,DNP及び NaN3ではむしろ敢莱吸収が増大することはグリセリンの燐

酸化が酸栗吸収 と齢供 しており,酸化的燐酸化の存在を前審きしている｡
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第 2茸 GP 経 由系の存在

第 1節 GPの 生 成 確 認

前尊に於てグ リセ リンは燐酸化を受けることが確められたが,生成燐酸は何かが問題 と

なる｡ここにこのものが GP なることを明らかにした｡

乾燥菌体 0.5gをすりつぶ し,RINGER 氏液 15mlにて抽出 した酵素液を用い次の組

成で2時間 300にて反応せしめた｡

反応液組成 :酵素液 Sml,i,I/60槻 巌衝液 (pH6.4)10mL,1%,グリセリン2ml

反応液は三塩化酢酸にて除蛋白後,Ba-不落部と Ba-alcohol不符部を得る｡ この ものにつ き

Aヱm ROD5)の方法で醇紙クロマトグラフィ-を行なっT=｡戸綿は東洋N0.2を用い, これはあらか

じめ塩酸及び水にて洗い風乾後,後に用いる溶媒を上昇せしめ,上昇方向と直角方向に炉紙を帯状に

切り耳支ったものを使用した｡50)

検出された燐酸は無機:硝酸 と GP とに一致 した｡ 二つのフラクシ ョン共同一の結果を

示 した｡GP のα型 とβ型 との区別については発色 と R′とによった｡即ち前者は緑色に

近 く,後者は青色であり,また R/もβ型の方が高いことより,ここではα型 と判定され

た｡

第 2節 グ リセ リン- GP.･.･- TP系の存在

酸素液のグ リセl)ン酸化の際 NaF を存在せ LC);二場合は,GPの他に TPが認められ

る○

即ち酵素液 1.Oml,1% グ l)セ リン 0.2ml,NIF(0.01M)0.1ml,グ リシン頗衝液

(pH 5.8)0.5ml,DPN lmgの組成にて 11(.一寺･反応せ しめ,反応液の Ba-alcohol

不溶部について EBEL16),大村 48) の方法で折紙 クロマ トグラフィ-を行 った｡

Table12に示す如 く生成燐酸化合物 として GP と TPが検出された｡

Table12.ChromatographicIdentificationofGPandTPfrom Glyceroト

OxidationinthePresenceofNaFbytheEnzym eSolution

from B.succinicum

RJValue(≡;≡.pnhqcqA :cp&tq xl00)

Found Standard Detectioll

A B A B

90 123 91 146 GP

99 6 100 0 TP

A:Alkalinesolvent;B:Acidicsol-lent

第 3節 GP代謝系

前節に於てグ リセ リンが GPを経て,TPに代謝されることが示 されたので,第 1編の

酵母の項で認められたC‥'-P系及び aldolaseの存否が問題 となる｡
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第 1項 GP よりの生成物 (C3-P 系の存在)

酵素液を用いて NaF 存在下に GP を酸化せ しめ,反応液の Ba-alcohol不溶部につ

き声紋 クロマ トグラフィーを行 ったo

Fig.12に示す如 く,生成された燐酸化合物は TP と PG である｡ これは NaF存在

下に於ける鯨県であるが,正常の場合は生成燐酸の位置は不明確であって NaF により明

らかに蓄積 されたことを示す｡

従 -I,て H.anomalaで認めた C3-P 系が供就菌株にも存在することが明らかであるo

)u
â
一

OS
C
)
ニ
t2
q
l
V
-

. > Acidrcso一vent

~ユ
T Figl12･ChromatographicIdentificationof
l TPandPGfTOnGPbyElユZyme

SolutionofB.Sitccinicum.

IP :horganicphosphoricacid･

G)nditions:GP-Na(0.5.W),0.2

mi .;Nap(0.Oi}7),0.1ml.:DP

N,1mg.;glycinebuffer(pH5.

8),1.011J.;enZymeSOln･,1.0

ml;reactiontiTne,80min.;

temp.,300.gasphase,air･

第 2項 Aldolase反応の存在

酵素液を用いて好気並びに嫌気条件下で F-1;㌻P の分解を行ない, 経過的に TP の

生成敦を測定 した｡

反応条件は,ワールブルク容終中でグリシン鼓衝液(pH 6.0)を 015mL,酸素鞍を 1･0'nl,FI1;

6-P(0.2､')を 0,2mL添加して 300で振潜した｡好気区は空気 腰気区は窒素ガス中で行った.

反応線はすばやく三塩化酢酸 (20%)を 0･5nd添加し混和後,遠心分辞して上澄液の 0･4mL宛

につき,直接併及びアルカリで分解したあとの隣を測定し,その左よりTP丑として算出したo

Table13に示す如 く,好気下では初めの 5分間で TP 生成は最大で以後は減少するo

好気下ではこの際,酸紫吸収をともな うので TP は更に酸化 を受けて減少するわけであ

Table13.FormationofTP 血･om F-1;6-PbytheEn町meSolutiorlfrom

B.succinicum

Reaction Aerobic Anaerobic

time Pd TP Pd TP

(min.) (ItM) (Flu) (脚) (F4,.)

5

15

胡

6

⊂J
2

6

6

1

5

3

3

7

9

4

4

1

1

1.10 7.92 0.64

1.06

0.85 15.95 1.06

0.85

pd:Phosphorousoforthophoshoricacid
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る｡一方排気下では初めの5分間より,40分以後の方が TP生成堂は多い｡

従 って,好完並びに締完了でF-1;6-Pから TPが生成することは酵素液中に aldol-

aseが存在することを示 しているo

以上本章に於て,供試菌株の磨砕酵素液がグリセリン酸化を行 う際に次の過程が存在す

ることが示 された｡なお, aldolaseが存在するので C6-P系が考慮されねば な らな い

が,これは後述する｡

Glycerol

F-1;6-P
-

1
P

t
-

T1 十PG 一･

Fig･13･0Ⅹidatit′ePathwaysofGlycel･01byB･succiniclmL(PresenceofC3-PShunt).

第 3章 DHA経由系の存在

グ リセ l)ンより DHAの生成は培養的には古 くより知 られ て お り,最近 AsNISl,,

BURTON 19'によりグ リセ1)ン脱水素酵素が抽出されたo H.anomalaではこの系は否定

的であったが供試菌株では以下の如 くその存在が確められた｡

第 1節 グ リセリンより三炭糖の生成確認

DHA は古くから認められていたものはいずれも長時間培養液より分離されたもので,

このことから一次的生成径路であるとは即断 し難い｡ HAUGE27,はAsuboxyd〟乃∫を用い

てグ リセl)ンよりの DHA生成が直接的なることを証明 した｡これよりさき著者 50)は以

下の如 く供託菌株の乾燥菌体を用い,3時間の反応でグ リセリンより三炭籍の生成を確認
した｡

反応は 0･26gの乾燥菌体を剛 ､,食塩水 10ml,M/15 燐酸緩衝液 (pH 6.5)5ml,

グ l)セリン 0･5gの混液で 300,3時間坂逢 した.

反応液に 10N 硫酸 1mlを加え混和後遠心分離 して菌体を除き,上澄液を--テルに

て 60時間抽出 したG 抽出液は溶媒を駆逐後 2,4-DNPH の読穀アルコール飽和溶液 2

mlを加えて加温放還拍~ると,赤桜色の沈澱が得 られるOこれをピリジンとエタノールと

で3回再結 した｡このものの m.p.は 2350 であった｡

別に DHA純品につき同様に調製 したものとの混敵 こより m.p.の降下が 認 め られ

ず,三炭糖の 2,4-DNPO(オサゾン)に一致する.

得 られ7こ2,4-DNPOは酒粘性苛性カリに浪紫色に捧げ,この点も標準のものと一致 し
J､_○

しかし生成物は,DfrAか GAかの区別は判定されないo そこでェ-テル抽出部につ

き,折紙クロマ トグラフィ-を行 った｡溶媒はブタノール :酢酸 :水-4:1:1と,発
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色は硝酸銀を用いた. 検出された ス ポ ･' トは RI-0･47であって, DHA の棟準の値

0.47-0.49に一致 した｡ したがってグリセリンよりの三炭糖は Df･TA と考えられるO

なお,乾燥薗体の反応の際,ツンベルク管を用いた Mb 存在下に妹繋的に反応せしめ

たものからも同一の物質が得られた｡

これらのことは DHA がグ 1)セ1)ンからの一次的生成物であることを示すO

以上の実験において基質無添加区には DHA は認められT3:い.元来 DHA はェ-テル

不溶とされているが,長時間の液体抽出港によると幾分抽出されるものである0

第 2節 三炭糖-- TP 系の存在

MAGASANIK40,は Aerobacterのグ リセ1)ン酸化の研究で, DIIA とGA が類 似 の

行動をし,KALCKER81~38'らの glycerokinase作用も両物質とも同様に働かれるとして

いるo

frAUGが 7) らは Acetobaclerの研究で DHA が燐酸化され,TP を経て pentoSe

cycleで代謝されることを示 したo

著者は供試菌株の酵紫綬が DHA 並びに GA 喪rLて燐酸化反応を行なうこと を認 め

た.即ち酵素敵 1.Oml(Mg十十を含む,(tris巌衛#,1.OmlbH 7.2),Nap(0104M),

0.1ml,DHA (0.2M)または GA (0.5M).0.2mlをワールブルク容器に加え,300

で 60分間反応せしめたO反応液は除蛋白後,Ba-alcohol不溶部につき, 炉練 クロマ ト

グラフィ-を行なった｡

Fig.14に示す如 く,DHA,GA 共 TP に相当する燐故化合物を生成 した｡ 従 って酵

素液には三炭糖を燐酸化する glycerokinaseが存在する0

第 3節 三炭糖の非鱗酸代謝系 (C3-系)の存在

前節に於いて三炭糖が燐酸化を受ける代謝系の存在を証明したが,供試菌株ではこの他

に燐酸の関与 しない三炭糖酸化系 (C8一系)が存在するものと思われるoCozIClりは DHA

一
u
a
^
EO
S

OLJtZI
IV
l

ー AcldIC SOlvent

Fig,14･ChromatographicIdentification orrTP from
GA (a)and DHA (b)byEIIZymeSolutiollOf
B.sIWCinieum.IP:inorganicphosphol.icacid･
Conditions:trisbuffer(pH7.2),1.0ml.;GA(0.5
}t)orDHA (0,2トl),0.2ml.;NaF (0.04hl),0.1
ml.;enzymesoll1.,1.OrnLATP,ca.0.1mg･;templ.
300,･gasphase,ait･;reactiolltime,6.0min.

脱水素群素について報告 してい

るが,著者の用いた蘭の酵素液

にも DHA 硯水菜反応が認め

られること53)及び高橋 oe'らが

Gluconobacterでグ リセ リン

より DHA の他に GS を捕建

していること等の事 実 よ りみ

て,三炭糖より GS を経由す

る径路が予想される わ け で あ

るo
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第 1項 掛 添加下のaE稚 化東庄の比故

秦1十第2節で示 した如く,供扶育操のグ 9tリン酸化の酸,糊 弟の添加は酸素吸

収tを斗大せしめたが,ここで井酸と滞加せず蜘 育休に上る〆9セリン,D且A,GA

及び GSの軟化速度と此俊 してみると.いずれも殆んど同一軸 でZR化された(Fig15)｡

このことは三成轍が GSを･軽由することの末書 となる.

節2項 DllA と GA酸化の比較

Flg16に示す如く,DFtA及びGA の鼓化適齢 王事 しく,この事は艮放ガス粟生に於

いても舟められf=oGAのガス頼長tは大伴, DIIA に比 し約半分であり.このことは使

用 した GA の rrLP･が 1400であ.,て,A/垂であるため,恐F.く d型のみが醍化され

1=若井と考えられる｡臥上のことは〆リJtワン世化に於いて DHA と GA が可逆的に移

行することt想定せしめる｡

5
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⊃

Tlrne(mln) Tlme(m･n)

ng･15 F唱16

Flg15Com-nrJEX)naOx.血t.onofGlycerolwlthGA,Dl･u aJTdGSbythedCdls
of♂8わctnwtL7nunderNo d̂d■tior'ofPh叫〉hLe,Curve 【1).tM^.伽,Ĝ ,伽.
GlyceLtIL.剛,GS CoIldlt-On9 TrLSZdFer,10mユ.托 11馴 SP..I0mL.kJbBtnte,

0.4ml.temp.305o.卵 pLnge.FLlr
FlB16･CompLl∝旧 OfOzkhllona GLy剛 lw.LhGAaJXIDĤ by a BELLmntCtL7R
u血 NoAddlt･O.Ia PhcITh tLCu〝e tl).如 qm l(10FLl).C2).Dh (8,8/.'');
臥 GACLO■■} 伽 ditわn9 T血 tdtq bHil一).10rnL,ceu■βp.(dTledcells).
1.OnL.即 tm te,0.4TTtJ.;帆 .30㌢;卯 如 .山r一

事 3項 GA よりAcH の生成 (紙 条件)

書t猪井で4た首位を洗漉 し. 1ガの GA淡 くtns援他 10メ含有)lこ■斉し, 好

気的に 300で2時間凝iLした｡反応軟を遠心分1■して菌体と除き,燕浮沈に 2.4-DNPrI

辞液を加え. 生する沈澱について. 炉叔クt,マ トグラフィーt行ない In, このものが
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Acllに一女ナることt辞めた｡ (この油 土如 法でタ け リンの.TJFJEによって R′

がAなるのでtにkZIのものと弊行した｡)従 って,鰍 薪加に於ても,舟木的に GA

がAclllこ分群することがわかっ(=｡

Lt 第 44 〆 リJt9ソの棚 改代脚

ii ciニ ーCd,"-o"戸 C器.oH_T .nHJ,C= ｡H｡

こ 上 い･-･-..･11:L I..I!/ "i.h:";"/'･▲.･予 1..I.Li
FIE.170抽 tLvelhthwA,-(lntL,eAbK叫 .H hoqhAt.)byB..dw",.

革 4手 GP系 と Cr系 と忙放 け る支配田子

巾8 2.において供Jt耳珠による〆 pItリンJR化には GPJE由井と三炭■JE由美とが存

在することがFWちかとな→たが,この日系t立正する田子として HAuGE■'らは pltと
背dlしている｡著者も各兼についてtiApHとれ定したが,11▲1㍍8ちの ÊtLobLZCIEr

に放て+たところとま分JLなも付知 ;待ち九(=｡ 鞘 は pH と同Frlこ雌 も土圧因

子 と書えた｡

兼IF 〆9Jtlンt化のJtilpti

X lgl Jf帆 の掛

軸 書体JDg'ワJtワン欧化とS6tE倣 Iの耳Zd や兼rL4/旭)

tlJ(r
OP
q
r

ldn

h.チ

:

I.
PJI cN

Flg18

賃 Fl.18.Tk O如 pH a O血 I■Ona Glyceld bFDrid G曲 cI a.n ain血 7n

l LAW a Tri>tW q Sdu1- (.)LJd 恥 td r Sduthl(b).C也ヤ.=(I),

AねrSOzn･n e),血 】00 nm (-)Ld gOmlr･_(b),叫 djvdy Cmd】t'w
ClycEd Oや .02m1, d l9L･Sp. LO.Ttl. tzl-h伽 q 仙 trhJqef,
0.5111l

Z･1■･ 19･TtLeOtdmuEnpH a GlycercAtW Cod･t･.)n+udq Tbuz'be'巾

仙 叫 h t blue(0･C1J),0･Sml.d阿 山 (1メ).0.2ml;DPN(0,25
～).01nd.;enzyzne d n,0.5ml.;内 力1tetLrEEr M S),10mL
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と用いて行った.Fig18bに示す如く,世化まよのJtl prll土6･70-7･T3に認められ

る〇

第 2萌 JIEK脚 加の】■合

tEやT恥 土あらかじめ2脚 透析した同体と粧dLして■JIしたもので,plH･4ヽ-92

の載知で trl812や淡で折節した｡この書合は立析及び*放れ添加のため, 反応は♯轍

LZがGBLEにCE:い状帯で行なわれ 非Vt放反応が大細分投形されるものと希えてよいo

Flg18aに示す如く,ダリセリ-/酸化逮正はアJt,カリ性になる耳大 となり･粒 pll

は 877-〟 221こ認められ.井 14の書合よりはるかにTルカPdqに書一ていもことが示

される｡このこと11非JW 代書井のJtl ptlが ■TJL･カ94にあることと示す｡
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第 2節 C8一系 の 最 適 pH

第 1項 グ リセ リン脱水素群素の菓通 pH

AsNISl)によればこの酵素の最適 pH は 10.0にある. 著者は供試菌株の磨砕酵素液

を用いて,ツンベルク港にて Mbの脱色時間の追及により,最適 pHが 9.60以上にあ

ることを見出 し,AsNISの値 と一致 した (Fig,19)0

第 2項 C3一系の最適 pH

乾燥菌体を用い,燐酸無添加で酸性側は tris趨衝液, アルカ1)側は塩化アンモニウム

アンモニア遥衝液で行 ったoFig.20aに示す如 くこの条件に於けるDHA酸化の最適 pH

は 6.8-7.7に認められる｡

第 3節 GP系 の 最 適 pH

第 1項 グ リセ リン酸化に於ける燐酸の影響

燐酸無添加下の透析乾燥菌体によるグ リセ リン酸化はほぼC3-代謝系の投影 と考えられ

るので,これに燐酸を初めから添加 して GP系を発現せしめて, 酸化速度の増加の大小

を pH別に検討すれば,燐酸の阿与する系の好適 pH が解る筈である.

添加燐酸畳は (相当する pH をもつ燐酸液を加える)6.6〝M である｡

Fig･21に示す如 く燐酸添加による酸化速度の増大は微アルカ リ性 (pH7.38)で認め

られ,酸性側はむしろ減少の値向がある｡ したがってグ リセ リンより GP を生成する系

は微アルカ リ側で進行 Lやすいものと判定 した｡

第 2項 GP酸化の最適 pH

乾燥菌体を用い,酸性側はグ リシン接衝液,アルカ1)側は tris援衝液で GP酸化速度

を比較 したoFig120bに示す如 く,pH5.25-9.05の範囲内で顕著な最大値を示 さない

が,pH6.10が貴通 と思われる｡

以上に得 られた各系の好適 pH を絵持 して図式化 したのが,Fig.22 であ.I,て,結局グ

リセ リン酸化に於ける二つの経路は燐酸濃度 と pH とによって支配されるものと結論で

きるo

-Triose.一旦旦ゴム tNonPhosphGrylative

8.77-9.22

6.70-7.75
Glycerol

｣ pathway

ー1Pbosphorylative

.I pathw.ay

Fig.22.FavorablepHRangeofEp-chPhaseConcerningwithGlyceroト0Ⅹidation
byB.succiniculn.
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第 5馨 C6-P系及び TCA-cycleの関与

第 1節 C6-P 系の存 在

供試菌株に aldolaseの存在が確められたことは,H･anomalaで証明されたように,

TP が C6-P 系に連結される可能性があり,C6-P 系の有無が問題となるo

供試菌株の酵素液を用いて,G-6-P 及び F-1;6-P を好知 勺に代謝せしめ,反応液中

の生成燐酸化合物を検索する方港を行 った結果, G-6-P よりほ Fig.23a に示す如 く,

IL6-P 及び 6-PG の生成が纏められ また F-1･,6-P よりはアルカリに不安定な TP

が確められた (この場合は 6-PG の生成はなく,aldolase が分裂方向に強 く働いたもの

と考えられる)0

一方,娩気条件では G-6-P よりほ F-㌃P のみが検出され, 6-PG は生成 しな いo

(Fig.23b)従 って,供試菌棟でも C6-P 系が存在するわけで, H･anomalaの場合 と

同様に考えらjtるC

第 2節 TCA-cycleの 財 与

CHELDELIN一派 33'は Aceiobacterが TCA-cycle中の有様酸を酸化せず,グ リセ リ

ン酸化の際有様酸が spal･ker として働かずまた CorA の役割も認められな い こ とか

l

I

l
I

l

OIP

丁 ト 6_｡

Tu
Ô
1
0
S
O
ニq
lV

I

' } Acidicsolvent

ら,グ リセリン酸化に TCA-cycleは関

与 しないと述べているOしか し山村 70-)

は結核菌でグ リセリンの酸化に C.1ヂカ

ルボン酸系が関与 していることを報告 し

ているo

Fig.231ChromatographicIdentification

of6-PG and F-6-P formedfrom

G-6-PunderAerobic(a)andAn-

aerobic(b)CoTlditions.IP:inorganic

pbosphoricacid.ConditiollS‥G-6-P

Na(0.1ふ1),0.2mi･;gllyCinebuffer,

0･5mL;phosphate buffer,011ml･;

NaF(0.01AI),0.1rnl.;enzymesoln･,

1.Ornl.;pH6.0;reactiolltime,60

min.,･temp.,30;gasphase,air(a)

crN･1(b).
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一方,供試菌株に於ては,多 田 63',高橋 61'らによってクエン酸 を嫌気的に酢 酸 とコ

ハ ク酸に分解する塵横が証明されている｡

著者は供試菌株が有横取 を百変化 しうること及びグ リセ リン酸化にマロン酸阻害があるこ

との事実から TCA-cycleの関与を提唱 したい0

第 1項 有機手堅酸化能

a) 乾燥菌体の場合 :フマール酸,クエン酸及びコノ､ク酸に対して較化能が示されたOこの際,グ

lJセリン酸化速度に比してフマール酸密化速度の方が大であるOクエン酸酸化にはlagが認 め られ

る 51)｡

b) 車乗液の場合 :この掛合も,クエン較,フマ-ノL酸,コノ､クー酸,リンゴ酸,Py に対して酸化

舵が認められる｡各酸の轡地点以熟 まコノ､ク酸の酸化速度にほぼ一致している50)o

寛2項 マ ロン酸阻害

グ リセ リン酸化に対 してマロン酸は終期に於て阻皆が認められた 川 ｡

第 6茸 B.succinicum K,よ るグ リセ yン酸 化 型 式

以上第 2編に於て得 られた結果 より次の事項が緒論 される0

1)供蘇菌株のグ リセ リン酸化機構には二つの径路即ち GP生成系 と DHA生成系 とが

存在 し,燐酸 と pH が両系の支配因子である｡

2)GP生成系は H.anomalaで認められた C3-P系及び C6-P系が醍与する0

3)燐酸が園与する系は酸化的燐酸化に酪係がある0

4)DHA 生成系は燐酸が附加 して TPと7IcEって C3-P系及び C6-P系に入る径路 と,

燐酸が囲与せずに代謝 される径路 (GS経 由系) とがある0

5)グ リセ リン酸化は終局的には炭敢 ガスになるが,この間 TCA-cycleが阿与する｡

Glyceroi旦 -ナGP

m.il2HATP ⊥二2H [_一日, _P T,n▼
:rp- -1･F-1;6-Pユ ー,F-61P

plc:2-Hl _ 6_PGー_i ｡⊥ p

Triose

GS二 堕9- - トC2-Comp -I

Fig.24.05こjdativePathwaysOfGlycer｡･lbyB･sILCC･i?乙iezL?n･
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番 3 編

細菌 (B.succinicum)によるグ リセ リン嫌気代謝機構

第 1章 クーリセ リンよ りの 生成物

細菌によるグ リセ')ン分解生成物には種種のものが知られているが, BRAAK8'及び

WERKMAN一派 ･̀4) の用いた Cilrobacterの生成物は,水菜ガス,炭酸ガス,ユタノ-

jL,, トリメチレングライコール (以下 TMGと略記),アク｡レイン (以下 ACと略記),

蟻酸,酢酸,乳酸,コ-ク敵である｡著者の用いた供試菌株による生成物も全 く同様のも

のが認められた｡

第 1節 有 様 酸 の 生 成

第 1項 吐気培養液よりの生成有機酸

培壷液 :グリセリン,2%,塩化アンモニウム,0,3%,･監事浴液,1% (MgSO4･2HeO,log;

NaCl,0.5g;FeSO.I･7H三0,0.5g;MnSO一･41は_0,0.5g;HeO,250mL)

5Z容器に 31の培貴液を入れ,常法通 り殺菌するoこれに同一培養液 (30ml)に前培

養 した供託菌株を悟菌 し,直ちに萱粟ガスにて置換 して,300で 14日間静置培養 したっ

堵養後の液 21を硫酸酸性にて--テル抽出を行ない,抽出部をエーテルにて 25ml

とし,これより 15mlを取 り, --テルを駆産後, シリカゲルを用いてク｡マ トグラフ

(
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Fig.15.CilrOmatO3raPhicSepa二ationofAce,-i.ic(A).Fで･L'mミC(F),L三Cti･J(工.)ュnd

SuccinicAcid(S)intheE･L･herEx̀cractRes･･JltanJ;fronlGiycertJ,'iDisぅi-i,Aila如n

byβ･87WCtnicZL札 EILitingsoiverヱtSused～.･′ereinthefouowill･gCOP一武ituentS:
100% chlcLrOform;5/O占bu払nL)i+95% chloroEqrm;10%b'JALanOl+90% ci'･1L'r〇一

form;15% butane･l十85%,chloroforIn;20ヲGbutanol+80% chlo-foform･Eacil

peakvolum己CfefEiL･Le▲-COfstan血 dacidswas175mi･(A),ユ90ml･(F).39tS
ml.(L),a71d425lril言S)･
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ィ-41,を行なった｡Fig.25に示す如 く, 溶出液の酸度のピークの位置より酢酸, 簸酸

及びコハク酸区分が認められたo

別に培養せるものの--テル抽出部について波紋 クロマイグラフイ-を行い,コハク酸

区分が乳酸 とコ-ク酸なることを確めた0

第 2項 洗液菌体による生成有榛酸

洗液菌体 ‥500ml三角ビンに 80mlのブイヨンを入れ,供試菌株を楯濁して 10時間好気的に揖

盟培坐し,これを2.51のブイヨン液 (0･5% グリセリン含有)に加え,窒素ガスにて置換して約20

時間嫌気塔婆するO菌体を遠心分節して集め,蒸溜水にて2回批准するo

燐酸巌簡液を含むグ リセ.)ン1,oi液 に洗濯菌体懸濁液を加え, 窒柴ガスにて嫌気状 態 と

し,400で2時間娠迫する｡

反応液を遠心分離 して菌体を除き,硫酸酸性にてエーテル抽出し,抽出部につきクロマ

トグラフィ-により第 1項 と同一の有横酸を検出 した0

第 2節 ガ ス 発 生 宜

妹気培養洗濯菌体を用いて,窒素ガス中にてグ リセ1)ソi-分解せ しめその際発生する,=7'

ス畳を計測 したo

即ちワ-ルブルク検圧計を用い,容許の別室にアルカl)を入れたものと,入れないもの

と並行 し,前者に示されたガス畳を水素ガスとし,両者の差を炭酸ガス畳として算 出 し

た｡ガス腔を窒素ガスのみで置換 したので,炭酸ガス畳に誤差があるが,反応液の pH

を 5.8-6.0で行 ったので,反応後側室より硫酸を添加 してみると5% (約 乞5cmm)堤

度が発生する極度であるo

洗礁菌体に 39･2FM のグリセl)ンを添加 し窒素ガス中にて反応せしめると,約 50分

でガス発生堂は最大となるo (水素ガス,23･4〝M;炭酸ガス,弘 6〝M)

これより,グリセリン 1M よりのガス発生盤は次の如 く算出されるo

H2/glyce1101-0.60;COJglycero1-0163

第 3節 MG の 生 成

従来,微生物代謝で MG が得 られたのは, F-1･,6-Pからの特殊な場合の み で あ る

那",, BRAAK はグ リセ.)ン醐 孝で MG を中間体と考えているo

著者は供試西棟の静置培養液 (第 1節第 1項 と同一のもの)を蒸潤 し,その再 溜 派 に

2,4-DNPH 溶液を添加 し, 生ずる沈滞よりベンゾール, アルコールに難潜の物質を裾

た.このものはジオキサン,ど.)ジンには溶けるoテ 1･ラl)ンJrl,別 ､た波枕 クロマ トグラ

フ/:: ･い に-:7さて殆んど移動 しないoまたメタノール性苛性カ')溶液に濃紫赤色に溶解で

る○

沈産IL-;･71練 クロマ トグラフィ-により,他の 2,4-DNPI-Tlと分離 し,朝 りとった波紋を

クロロホルムにて溶出 し･近紫外部の吸収曲線を測定すると Fig･26の如き曲線を示 したC

別に GA を琉歌 と共に加熱葬溜 して,MG を得て,この 2,4-DNPI-1誘導俸 (MGの

ォサゾン)の吸収曲線を測定 したところ,上記の培養液より得たものと一致 したoまたメ

■臣

=

iiiiiii
iiij

c
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クノール性苛性カ リ酵解に於ても性質が一致 した｡

一方, 供試菌株の洗瀬菌体を GA と嫌気約に接触せしめ, その蒸留液の 2,4-DNPH

誘導体の吸収曲線 も上記のものに一致 した｡

80

40

^

1

(SU

a

P

J

e
D
-1d
o

2rJO 3(刀 4(X)

日)

S(メ) 4

WaveLength(mp)

Fig26 Fig27

Fjg126･AbsorptiunCurvesof2,4-DNPH Derivative ofMG in Chloroform Curve:
(1),2,4-DNPH ofthemattel･obtianed from gl),cerol一medium cultL汀ed B.sue_

cinicunL･'(2)･2,4-DNPH ofMG synthesized from GA,(3),2,4-DNPH ｡fthe

matterobtainedfrom GAdissimilationbyintactcellsofa.sucoinicum.

Fig･271Chromatographic Identification of TMG Obtained from GlyceroIMediLun

Cultured ofB･Succinicu･m.(1)I sample･･(2),TMG ;(a),propyleneglycol,･(4),
2,3-butyle工Ie glycol;(5),glycerol. n-ButaDOl:aceticacid‥Water=4‥1:1

Color-developmentwascarriedoutbyAgNO3-NHj.

第 4節 TMG の 生 成

前節第 2項 と同様に培養 した液 107を減圧濃縮 して, 硫酸改性にてエーテル抽出 し,

抽出部を中和 して再びエーテルにて抽出 したo抽出部のエーテルを駆逐 し残債につき漆紙

クロマ トグラフィーを行なった (Fig･27)oこれは,大部分が TMG であった｡更に 3,5

ヂニ トロベンゾェ- トに導いたが,このものの m･p.ほ 1640で TMG と一致 した.収

量 は1%グ リセリン埼養液 107より約 2g であった｡

第 5節 AC の 生 成

上記の培養液の恭滑液を再溜 し,2,4-DNP王i塩酸溶液を加え, 生ずる沈澱をクロロホ

ルム,ベンゾp-ルにて再結 し, m p･164-1650の赤極色の結晶を得たoこれは AC の同

じ誘導体と混励 しても臥 魚降下なく AC にIL致 したo なお,この他にも 2,4-DNPH 誘

導体が生成 している｡

なお,ブイヨン,酵母71(･グリセリン,ブドウ糖を以下の割合で組合せた培養液につい

て AC 生成の有無を検索 した｡

ブイヨン (1%),10% ･･軒母丸 10,oi;グリセリン,2% ;ブドウ賂 0･5% ;塩顎搭液,6% ;
1.,1槻 衝液,5,% ;CaCO3,2%｡

前培養はブイヨン液 5mlで行ない,これを上記増養液 400mlに添加 した｡増養期間

.A
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は5日間o

培養液 300mlを蒸溜 して,初溜 50mlを集め, このものにつき定性反応及びメタフ

ェニ レンヂアミン法によって定量 した｡定性は RIMINI反応 (A)及び (B)諒を併 用 し

六二o

Table14に示す如 く,グ リセリンを含む培養液にのみ AC が生成され,ブドウ糖のみ

からは生成されないことが明らかである｡またグリセリン区ではグ リセリン単独のものが

最も新著で,次いで酵母水のもの,ブイヨンのものとい う順であった｡

Table14.AcFormationf1-0m GlycerolbyB.succillicum

1111TTLi工/s ReactiozI ACfound

Medium A

1. Glycerol + + +

り Glucose

3. (1)+(a) 十

4. Bouillion

5. (1)+(4)

6. (1)+(a)+lLl)

7. Yeastextract

8. (1)十(7)

9. (2)十(7)

十

】

十

+

一

十

一
10. (1)+(2)十(7) + 十

B (mg./mi.)''･:''･:

十

十

十

l

十

一

十

十

一

十

十+

-

22

8

09

g

は

14

00

19

08

1

0

0

0

ハU

0

nU

o

0

0

0

A):1dropof5% Na-nitroprussid+1dropof20% pyrimidine.

a):10dropsof0.1形 phenylhydrazine-HCl十1dropof5% Na-nitroprussid

+1dropoflO% NaOH.

I-:-t:-〕:Determine:ibythesp-ICtrL,lphot｡met.Ticmeasurement'withm-phe一1ylenediami11e.

第 2牽 各種基質の醗酵麓の比較

第 1節 醗 酵 能 と 酸 化 能

赦気培秦の洗液菌体でr/--ルブルク検圧計を用いて Table15に示す各種基質を嫌気状

態 (窒素ガス置換)にてガスの発生を検索 した｡

ガス発生 しかも水菜ガスと炭酸ガスの発生の認められたものは,グ リセ リン ;GP;2,3

-ブチレングライコ-7L, (以下 BG; と略記);DHA;GA ;MG ;Py;蟻酸であって,

他の基質特にグ リセリン酸は不溶性である｡

グライコ-ル類について同一菌体で醗化能71/比較 したのが Fig.28であって,酸化に於

ける酸素吸1抑まいずれも認められる｡ しか しこの際炭酸ガス発生が知者に認められるのは

グ 1)セリ:/と 2,3-BG のみであった (GA 及び l)HA は後に行ったが同様である)｡

I:ITable14参照 ACは両反rTJとも磁性であるO

日
日1

一
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弟2軒 グリセリン,Gp及び三抜■の雌 の比C

方 Iq 〆y･tpソと GP との比世

JW 噂兼の洗阿 体について両iE文の好禾及びJM に於ける分棚 をガスの消長より

追跡した. FIE_291こ示す如く.GPl=対してlま鵬 的にL捕 しくr*辞力が低くなら.好

気の書合は〆pt.)ンが GP より速風 土大-Cあるが･30柵 より同一速射 こなも.これ

は事2■に示 し1=如(. 供紳 助 ;GP兼と C.一美とと★つf=めで初洞にl土Crltが先

行するものと息われる○

以上の如く,十朱下の GP分触 ･Lirしく低いことは･ダウセリン舟群が GP兼と

宅事径路としないものとJH定される｡

弟 2コ六 g'リJtリンと三BE廿との此奴

三炭Jlとして GA と DfLA とと比較し,=が･Flg1301こ示す如く･ 庚dlガス葵生息変

に糾 ､て,三炭+はいずれも〆pセリン分棚 と同一出 であゥT=｡

U ;ZO JO tn 0
TIme(mtn)

Fk30.叫 oLVd∝.tyd GIycd D甜 tP`
ElrioEI(0九一6,clve) Y.dtGA d DHA bF
z7.ば(触れ C-JrYe:い.GA一位.B)yqFd ,政.
MG PL 什IA, CWd'tloTll≡PhoFPhJLtetd.q

cEP 且lO).OSmL.dlsIBTL･]･OnJIkJ触 tt.
0.2m】.terrや.30°.夢8 pln書亡.71!

cl王.OH CiもOZi CIiO

dH｡R_ふ 』 EiOH

df的 .~2Hi,i亡OH dlhOlt
bly措･OL) (m ) (GA)

第3功 グリセリン片気

分頼経防

本部に机 ､て,ダリセ1)ン分

書が三浪+と'匹て行なわれ.さ

らにGSが伸 されす,稚鮮

上り _MG が耗雄 さA. また

刑g30に示す如く,MG がFEt

砂されることより.GS 荘由来

が否定きれ (恐らく脚 下では

kLZm が●けないため).MG

tE由来がFpipソ僻 分辞に

htける去声径路と郷党されたc

J十 一.1
(MG)

Fly8L･4- CPhthway8aGl}TCd -1)- 叩 双 tioユb}-LhIu17LIeK仇

(Cr引tuTlfvJaMG).
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肝3幸 水 兼 ガ ス 粟 生 bL枕

ypJtpy,DtLA 及び GAのdW の帝は,炭dtガスの他は水XH久である｡ またt

PされるJETからほ殆んとすべて7k兼dス串生と伴なうことと由一(I.そこでYytPン

分書がPy とJE由すらこととEqL.淵 Hス昇生についてJlT鮒 LT=｡

羊lp Pyの 生 J&

洗脳 仕t〆gLtDンまたは GA(h l〆X)と■気的に反応せしめたoLiJZ紙 と捨書

哉伽 性にて 2,4-DNPH沖柵と加え･一枇 t謙一+グロ-んにて抽出し,書IJtf
4秒 こ示 し(=方汝にて1妖 タロ▼ け ナフィーi･行な_1消 臭, 〆サJtPノ及び GA共
に Jウ t･生成することがわカL,た｡

* た･ポ1事で行なったJW Jは と■etに九斗 したものにもPy l二一暮する2,4-
DNPJlが●られた｡

事2q PTの 令 書

≠ lJE JI榊 加の3h-書に上る基A

Tlne(rllln)

PIB S3

Fl■ 翌･EHd a Phod )teA血li血 ･OJIPm vlttDp:llr■P ltbTl(JL)■rdForrEutO
Ib mpd d恥 (t･)リ∫血 AzLd CDZdLth Ch-eA)LEd肌恥 vdyJ

ZrL#uitbt'■d DO d ltbE･d 〆叫 tir叫 V巾 .句 Lzd Ll).Hr●畑 Y4

h ■出 'th'd 妙 ■地 tlzh OtphcO thr叫 ydy M th7t.Glyb 仰tLZEFq(〆tLO} OISmL;dltdp･,LOd･hbh te.0.2m1. FhDqh tJ
血 ･CI･･B)q diL■廿-.0.1口上.p か .Nt

Fl← 3ま E〟d d 血H th Py th Dd- u- ポOThoBFhL.人血ltE叫Lq
D Jtd JrkNk OJyt(1日2)IEyd7tdCO'yl払Py■EdTY+Aが.'eJPaCt-

E'erT臥 tALE=GIvea HIYlthPy+仙 1ⅣdP16).JbrEonly(0 SpJ addd)

∃

U

､
r
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pyは洗液菌体により妨気分解 されて,ほぼ同一速度で水紫ガスと炭酸ガ ス を発 生 す

る. しか しこれは燐殴緩衝液を用いた場合であって,燐酸を添加せずにグ リシン巌衝液を

用いると,Fig.32aの如 く炭酸ガス発生は殆んど変らないのに, 水素ガス発生に顕著な

1agが生 じたoこれに対 して,蟻酸の場合は Fig･32bの如 く炭酸ガス,水素ガス共に速

度が小さくなるが,特に水素ガスに lagは生 じないo

即ち燐酸の影響は (水素ガス発生の lag)Pyの分裂に関係があるO

第 2項 燐酸無添加に於ける AcH の効果

pyの燐酸無添加分解の際に,徴 臣の ACH を添加 しておくと,水素ガス発生に生 じた

lagが著 しく短縮 されたo(Fig･33)

この事は AcH が水素ガス発生に関係 していることを示 しており, 以上の結果 を第 3

節に於て解析 した｡

第 3節 水 素 ガ ス 発 生 棲 構

前節に於て,Py分解に湊酸及び AcH の影響があることを認めたが,これは次の如 く

説明される0

1) 嫌繋下に則 ナるPy分解には燐酸が関与 して,いわゆる加燐酸分裂が行なわれるこ

とは従来認められているo

+Ph
py一一一一→AcO～Ph十 CO空+Hヨ (i)

著者の用いた供就菌株の燐酸援衝液に於ける Py分解は水菜ガスと炭酸ガスが並行 して

発生するので,(i)の反応が行なわれている0

2) 燐酸無添加の場合,水素ガス発生に lagの生 じたことは,沸教欠乏のために (i)

の反応は進行 しに くく,decardoxylationが発行することになるo

decardoxyユation
'AcH +CO巳 (ii)

水素ガスは lagの後,炭酸 ガスと並行 して発生することと,AcH の添加がこの 1ag

を短縮することは AcH より水菜ガスが発生するものと考えざるを得ないoBARKULIS O'

らにによれば,AcH･Ⅹ 脱水素酵素と hydl'OgenyaSeとで水菜ガスが発生するO

AcH･Ⅹ- ' AcOH.X t

2H二竺 , H,. J

ところが AcH 自体からは水素ガスを発生 しないことは,

X
AcH- 〉 AcH･Ⅹ

(iii)

(iv)

恐 らく (iv)の反応が必要なためであって,これは Pyの分裂 と共析 して行なわれるので

あろうO従 って ACH が添加されれば,より速 く (iv)- (iii)の反応が進行 して水菜

ガス発生の 1agが短縮されるわけである0

3) 以上の解析により,供試菌株の Py嫌気分解には燐酸激変により, 次の二つの径

路が存在するo
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Fig･34.AnaerobicDecompositionoEPyruvatebyB.S?LCCinicun.

第 4章 AC生 成 機 構

ク1)セ リンより TMG の生成については,緒言でも記 した如く, 古 くから知られてい

るが 桝,BRAAK8)及び WERKMAN一派 14･71) の研究により, グ.)セリンの酸化退元の

結果生成されることが考えられている｡一方,AC もグ リセリンのみから生成される物質

であり,VoISENET67)の研究を始めとして,果実酒 57184',プランヂ- 69･TO),ウ ィス キ

-4空.60'及びイモを原料 とするアルコ-ルに15･46)その存在が認められた｡

VoISENET6j'は AC の生成はグリセ1)ンの脱水によって行なわれ中間体として β-オ

キシプロピオンアルデヒド (以下 OpA と略記)に注目し,想定径路を提出 している.

WERKMAN一 派 44) は TMG の中間体が AC ではないかと想定 し亜流敢石灰添加により

AC を機 したが,TMG 生成丑は変らなかったと報 じた｡評者は TMG よりAC の生

成を確認 し,VoISENET 説がかなり正 しか,,たことを認め, ここに AC 生成接鶴を明ら

かに した｡

第 1節 グリセ1)ン芦=±TMG系の証明

本編第 1茸で示 した如 く,グ1)セ リ1,増養碑から TMG が生成 したわけであるが, こ

こでは供試菌株の好気培養の洗源菌体により,TMG よりグリセ リンの生成を確めた｡即

ち,供試菌株の乾旋菌体 n13g を用いて,Tris緩衝液 (pH 7.59)中にて TMG を好男

的に8時間反応せ しめたoこれは 500ml容三角掛 こ抹栓 して競演 したものである｡

反応液は逆心分離 して菌体を除き,上澄液を蒸溜 して約 2Omlを溜出 して,残液を500

附近にて減圧濃縮 して約 50mlとする.これに説教を加えて酸性とし, エーテルにて約

4つ時間蓮尉 由出を行なう (ここで--テル可溶の敢及び大部分の残留 TMGが抽出され

る)｡抽出残虐を苛性カリにて中和 して,500附近にて減圧譲流 してシラップ状 とし, こ

れに 95/oiアルコ-ルを約 4･Oml加えて,不溶物を炉別する. 炉液のアルコ-ルを低温

にて罪透 して環慈 (シラ.'ブ状の粘調液)を緒る.これはグリセ リンと類似の甘味をもつ

(TMG の味は甘味の他に牧特な撤兵と刺戟味を感 じ,グリセ リンと区別できる)0
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この粘桐液についてIbj統 クロマ 一･グラフイーを行なった とこら,Fig･35に示す如 く,

グ リセ リンに一致する物質 を同定 したo

従 って TMG が酸化 されてグ 7)セ 1)ソとなる反応が見出されたO

グ リセ l)ンが嫌気的に分解 される際は, W ERKMAN一派 7･'のい う如 く, グ 1)セ l)ンが

酸化選元 を受けて,三炭籍 と TMG とが生成するもの と考えられるo

oO

nU
‖
∩〓U

し｢.

第 2節 TMG より AC の生成

第 1項 AC 生成の証明

従来,AC の生成はグ リセ リンの培糞液 より見出されていた

那,著者は洗蔽菌体,乾燥菌体及び抽出酵素液により･ TMG

より短時間に AC を生成させることに成功 したo

a) 洗液菌体による反応 .･維気培単頚の洗源菌体を次の組成の掛 こ

懸鰐し,約5時間好気約に猿襲した. 〔反応液組成 :TMG,0･5g;

Tris連破液 (pH 7.2),20mL;菌体懸濁払 10ml;蒸溜水,125

77ZL)

反応後,遮心分縮して菌体を除き,上澄液を蒸潤 して初溜分20nd
を奨めたOこのものは封戯臭をもち, 恥 ItドT反応A及びB共陽性で

あり,Sc甘ⅣF硫酸酸性瀬で紫で眼性, さらに VoISENET 反応, 背で

いずれも ACの反応に一致 したo

Fig.35･ChronntographicIdentificationofGlyceroIFcrmedfrom
TMG by Dried CellsofB･succinicJl- . Conditionsof
reaction‥Trisbuffer(pH7.59),20ml･,TMG,0･5m⊥cdl

susp_,80ml･(containedO･3g･ofdrycells);temp.I300;

gasphase'air;reactiontime,8hr･

｣_ __｣ Ldlt:tigclTTvraotle-:=2'4=‥i9._m171ei.L3r'__:DTeTdG憲 V…nyt_i_gBNt芸-n;1H;

12 3 atllOo･

初潜熱 こ2,4-DNPH 潜液を加え,一晩放置後沈故を奨め素溜水にて洗淋綾･乾燥してからベンゾ

ーノし,クロロホルムにて再績すると排赤色緒晶が,得られたom･p･165-1660で,純 ACの 2,4-DN

pH と混融 しても融点降下は認められなかったo

また55紙クロマ トグラフィー之5)の結果も ACに-重 し,結局 TMG 酸化の転生ずる揮発性物質

は ACなることが確認された｡

b) 嫌気下では ACは生成されないこと‥上記の反応tの軌 Mbを添加 して･窒葉ガスにて嫌気

状態として反応せしめたものも同掛 こACが生成したoLかしこの際 Mbを添加せず･tJQE気状態と

したものには ACは生成されなかったo

c) AC生成菌はグ.)セ ー)ンに適応的なこと:TMG よりの酸化的 AC 生或は佐用菌体の培避液

条件によって左右さjlた｡即ちグリセリンを含まないブイヨンで増糞 した菌体を用いた校合は TMG

よりACは生成しなかった｡

d) 菌体の条件 :以上は比気的に増糞 した菌体についての結果であるが,好気的に増資 した菌体も

TMG より弓蚤力に ACを生成 した. そこで好気培発菌体について乾燥条件を検討 した所･ アセトン

菌体は不良であったが架空乾燥 したものは生昏体と同担段に AC生武力があったo 即ち菌体懸濁液
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30mlを 10mLづつに部に分け,1部はそのまま窒素ガス中で氷室に保ち, 1部は沈澱させて塩化

カルシウム上にてEl空乾映 し,他の1部はアセ トンを倍丑加えて沈澱させ美空乾燥 した.この3種質

の菌体製品を Tris援衝液 (pH 7･4),100nl;れ 50ml;TMG,0.3gの組成液 50mlに 10mL

の菌体懸濁液として添加 Lで,3002時間好気的に振渡 した.反応液 257nlを水蒸気蒸溜 し, 溜液

100mlを奨め,NaHSO3-ヨードメトリーにて定鼓 した｡

Table16に示 す如 く,アセ トン菌体は ACを生成 しな くなるが,乾燥菌体は生菌体 と

同程度の活性を保持 した｡

Table16.ACFormatjonfrom TMG なお,Vo了SENET 反応 67' について著者

byB.succinicum

Cells VIOSENET/s ACfound

Reaction (mg/25ml)':'･'

IntactCells Blue 1.3i

DriedCells P)1ue 1.29

AcetoneTreated
Cells Pillk 0.30

:I:':DeterminedbythemethodofNaHSO8-

Iodometry.

が類縁の物質につい て 検 討 した 結 果 は

rrable17に示す通 りである.

第 2項 反応条件の検討

AC生成の最適 pH (乾燥菌体):殻硬液は塩

化アンItニウムーアンモニア援衝液を用いた｡反

応液組成は TMG(1%),10nd;菌体懸濁液,

5珊ヱ;緩衝液,15竹dである｡こjJtを好気的に5

時間反応せしめ,反応薄の 15mLに2N 硫な1

滴を加えて水蒸気蒸溜 して溜液 70mlをとり,NaHSO8-ヨードメトリーにて定位 した｡

Fig･36に示す如く,pH9-10の間で TMG よりACが最も生成されることがわかった｡

阻書剤の影響 :乾燥菌体による AC生成に於ける阻告剤の影響をみると,Table18に示す如く,

NaF,DNP,As205が阻啓を示した｡

10 11

O

o

(
.一uJ
St＼
.
B

LU
)

⊆a;0
｣

'JV

蟻酸の影響 ‥アルカリ性に放て郷 を添加 し

て,AC生成丑を比較したが,徴アルカリ側で

は燐酸区の方が AC 生成丑は多いが,全体丑

がアルカリ性にくらべて著 しく低いoアルカリ

性に於ける憐酸の効果は余りなかった (Table

19)0

Fig,36.The Optimum pH Acrolein

Formation from TMG by Dried
CellsofB.succinicum.Conditions:

TMG(1%),10mlリCellsusp.,5ml.;

buffer(NH.CトNH3),15ml.temp.,
300;gasphase,air‥reactiontime,5
hr,
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Table17.DevelopementofColorinV10SENET'SReaction

Compound Cold Heated Compound Cold Heaとed

None YetIow Yeti_ow Propylene
glycol None Pink

AC None Green-blue Propion-
aldehyde None Yet1ow

0PA Yel1ow Violet-red ALA None B1ue

Formalirl Pink Pink

AcH None Dark
Ydlow

Acrvlic
a占id Yellow Yellow

TMG Yellow Yellow

Conditionsofreaction:sample,2m1.;albuminesoln.,0.5ml.;HCl(cofltained

NOLl),7.5mLMixturewasheatedfor10min.at50o

Table18.EffectofGiftonAC Formationfrom TMG byDriedCells

ofB.succiniclytm

Co王1Cenlr如ionofgift ACfound
Gift (N) (mgL./20ml.)

None

NaF

MJA

DNP

As20

AsO 3

0.01

0.0005

0.001

0.001

0_001

5

7

3

6

6

4

4

2

4

1

2

3

0

0

0

0

0

0

Conditionsofreaction:TMG,0.1% ;cellsusp.,5m1.,Atrisbllffer(pH 7.44),

15ml.;total volume,45ml,;temp.,SOD;gasphase,ail･:reactiontime,3.5hr

Table19.EffectofPhosphateonAC FormationbyDriedCellsof

B.Syvccim'cun,i

Phosphate
buffer

6

7

1

9

7

8

･･.l･

＼ 1..G

l
1 1.Ob

九

m

10

11

1

.
0

0

0

0

血

5
.
5
.
5
.
5

i

otq
=

=

=

a) pH 7.09 ;b) pH9.05

ACfound

ml. mg./15m1.

5.0 0.15

5.0 0.34

5.0 1.49

5.0 1.60
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第 3節 AC 生 成 酵 素

寛1項 酵素系の抽出

グリセ l)ンを含有せるブイヨンに好気培養せる菌体を洗膜後,東空乾燥する (能率のよ

い塩化 カルシウムを用い,2時間以上連続耕気する)｡乾燥物を約 0.5g とり,ガラスミ

ルにて約 18時間真空中にて磨砕する｡Tris緩衝液 (pH 8.9)を4倍に稀釈 して,20ml

にて抽出 し,これを還心管に移 し 1,200()r.p.孤.にて 20分間遠心分離する｡こうして

帯蓑色の殆んど透明な上澄液を得る｡

酵素液,5ml;Tr三S接衝液 (pH 8.9), 10ml;TMG, 0.1gの組成液を好気的に

300で 2時間反応せ しめると,反応液の VoISENET反応は膏色で AC の生成が明らかに

認められた｡

従 って酵素反応により TMG より AC の生成が確められた｡

第 2項 TMG 脱水素酵素の性質

第 4節に示す如く, TMG より AC 生成には二つの酵素が働 くものと考えられるが,

ここでは TMG 脱水素酵素について検討 した｡

基架特異性 :第 1項で得た酵素液のグライコール項に対する脱水素作用を Table20に示した.最

も速皮の早いのはプロピレングヲイコール次いで乳酸であるが,グリセリン始め TMG,エチレング

ライコ-ルさらに三択糖に対しても活性力を示したo

Table20.DehydrogenationResponsibleforVariousG1ycolsbyEnzyme

Solution (Cell-free)｡fB,succinicum

Substrate Concentration ReductionTime Activity

(ill) (tmin.) (1/tJ/lr)×100

Glycerol 1/70

TMG 1/20

en

e

∴

.

∵

G 1/7

1/70

1/14

1/175

1/1400

LEICtate 1/14

Py 1/70

Autく)TeSpirEltion(E〕

L/)
tr3
0

8

0

lJT

S

8

13

10

2
.
10

28

1

8

4
.
33
.
70

0

1

6

8

1

つJ

6

cO

OO

7

2

4

.4
`

cc)nditions:Substrate,0.3ml.;methyleneblue(2×10-311Ⅰ),0.4ml.;irisbuffer
(pH 7.59),0.5ml.;en2:ymeSOln.,1.0ml.

TMG脱水素反応の最適 pH=塩化アンモニウムーアンモニIr緩衝液で pH を調節して行なった

所,Table21に示す如く,pH9.5が最適と認められた｡第2節で示した乾燥菌体･:=よるTMG よ

■フACの生成の好適 pH は 9.0-10.0にあり大体一致している｡
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助酵素とLて TPN が関与すること:いわゆるアルコール脱水詳撃諾またはグリセリン脱水累苦

熱 まDPN-1inkとして知られているが,著者はここにTMG脱水策安東がTPN-1inkであって,

新 しい誓架であることを認めた｡即ち Table22に示す如く,′rPN 添加区は最も速く反応が行なわ

れた｡表中の値は Mb,0.05ml迄のものであるが,途中の経過ではTPN 区が駁著に脱色が起り,

その後は反応が遅くなったoDPN 共存の場合,TPN 単独より遅くなる理由は不明である｡

Table21.Optimum pH of TMG

DehydrogenationbyEnzyme

SoIL.tionofB.succinicum

(THUNBERG′sMethod)

pH

0

【⊃
0

5

0

lLJ
0

8

8

9

9

0

0

1

1

1

1･一

ReductionTime Activity

〔Lmュn/) (1/txlOり

∞

00

32

29

44

48

50

1

1

0

1

4

2

0

6

0

1

3

3

2

2

0

Coilditio.TIS:Eac･h pH wasadjusted by

NH4Cl-NH3buffel･.TMG(2.5%),0.3ml.;

meEhyleneblue(2×1013);buffer,0.5ml.;

enzymesc,ln.,1.0ml.

Table22.EflCe〇tofCo-EIコZyme On

TMG Llehydl'ogenaSe

(THUNBERG'sMethod)

C〇enzyme Reductiontime

(min.)

71PT

N

.,･
＼

仙l

P

P

P

0

D

T

D

N

33

29

38

朗

Conditions:Trisbuffer(pH8.9),0.5ml.;

enzymesoln.,1.0ml.;methylene blue

(2×10311),0.5nll.;MgSO.1 (0.01hl),

0.1ml;TMG 〔2.5%),0.3ml.;total,

2.6ml.;DPN,0.1ml.(O.1mg.);TPN,

0.1m1.(_0.1mg.)

第 4節 TMG.一･一- AC 反応に於げる中間体について

TMG か らの AC 生成は節気下では行 なれず,色素 (Mb) または酸素の如 き水素受

容体が存在 して初めて行なわれ る｡従 /,て反応系には脱水素反応が関与 してい ることは明

らかである｡そこで脱水素反応 を考えると AC 生成には Fig.37 の径路が仮定 されるo

(1) (1/)
-IALA

-H20 -2H

(2) (2/)

PA
ーH20 -2H

(3) (3/)
-2H -H20

Fig.37. Pathwaysfrom TMGtoAC.
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この うち (1)- (1′) 及び (2)-(2′)の径路は脱水反応が発行するわけであるが,

TMG を月賦 的に反応せ しめた場合,ACは勿論のこと,他にもアルデヒド反応は認めら

れないので, (2)の径路は否定 され,また TMG節気反応液の蒸溜液を硫酸 とMn02

にて酸化 した補液には AC反応がないので, (1)の径路も否定 されたO

従 って (3)- (3′)の径路が考えられるわけで以下に於て証明することができた0

第 1項 TMG より OPA の生成

好気的埼奉菌体の乾燥の際,矧 ヒカルシウムの乾燥能力を弱めて,徐 A･に輩か すと,辛

透明のアメ色をしたかなり固い乾焼物となる (乾燥を素早 く行な-たものは,白味 をおび

た,かさかさのもろいもので群素活性力は強い)oここで用いた乾燥菌酎 よTMG より

AC生成カは殆んど認められないo しか し反応液の VoISENET 反応は淡赤紫色を示 したo

菌体を一晩ガラスミル (真空)中にて摩砕 し,Tris緩衝液 (pH B･9)20mlにて抽出

し,12,000r.p･m･,20分間の還∫脚 拒処理によって得た上澄液に, TMG,0･1gを

加えて 30｡で 3時間好気的に銀盤 した｡反応液を水蒸気蒸溜 して,溜液 20mlをとり,

これに 2,4-DNPH 溶液を加えて一晩放置 したO生ずる沈慨を災め,洗軌 乾燥後, 声

紋 クロマ トグラフィー =5'を行なった所,OPA の 2,4-DNPH に一致 したO

従 って,ここで用いた乾燥菌体は TMG より OPA を生成する能力を保持 していた｡

第 2項 OPA より ACの生成

opA の合成 :二酸化マンガンと硫酸 とで TMG を酸化蒸潤 し,再溜 したoOPA は

油状に分離するので,この部分を袋めたO臭熱 よACとは異なる刺戟臭で,Vo工SENET反

応は赤紫色であるo

生菌体懸濁液に OPA (18mg)を添加 し,練累下に於いて,約 6時間反応させ,反応

液を蒸溜 した (OPA は b.p.が高いので, 常圧下では潤出 しに くい)O 溜液に 2,4-DN

pH挿液を加えて,生ずる沈澱を洗源,乾燥後折紙 クロマ げ ラフイー25'を行ない,AC

に一致することがわかったO沈澱は再拓の結果,m p･1650に恒定 し,ACの 2,4-DNPH

との梶融に於いて乱 魚降下がなく,AC として同定 された｡

なお,乾燥菌体の状態により,その磨砕液の TMG酸化反応液が VoISENET 反応青紫

色 を呈することがある.この水蒸気葬溜酸 (同反応膏紫色)をさらに生菌体懸濁液で反応

せ しめたところ,このものの同反応は青色になったoこのことは乾燥菌体の AC 生成力

がかなり不活性となっていたために,OPA が幾分蓄積 して同反応に紫色を附加せ しめた

もので,これを生菌体で反応せ しめた結果,OPA が ACに変化 したのである (従 って

反応は育 とな,,て ACの久の反応を星する)o



第 5節 AC より ALA の 生 成

CH乏 CH空
目 十 2H
CH ≒ 妄 言 JH.

dH｡ JH空｡H
(AC) (ALA)

第 1項 ACの還元

AC を嫌気下に於いて, 洗液菌体 と反応せ しめ, 茶溜液に 2,4-DNPH一塩穀溶液を過

剰に加え一晩放置する｡沈澱を除いた母液を再び蒸増 し,溜液に 2,4-DNPII 酵液を加

え一晩放置 し, 母･#を蒸溜する｡ この滑液はもはや RIMINエ反応 (A)(ち)陰性で残存

ACは全 く除かれており,臭気は ALA 臭気に酷似 している｡ この溜液に二酸化マンガ

ンと硫酸を加えて酸化蒸溜 した溜液は RIMINl反応陽性であって,2,4-DNPHの沈澱を

生ずる｡このもののIiP耗 クロマ トグラフィーのスポットの位置は ACの 2,Ll-DNPH に

一致 した｡

したがって ACが還元されて ALA が生成されることが確められた0

第 2項 ALA の酸化

好気下に於て ALA を洗椴菌体を反応せ しめ,反応液を弟溜 した液 は RIMINI反応

(A)(B)は陽性となる (使用 した ALA は RIMINl 反応陰性)o 溜液の 2,4-DNPH

は ACの 2,4-DNPH に一致 したo

一方反応液を硫酸酸性にエーテル抽出を行い,抽出部について有様酸の折紙 クロマ トグ

ラフィー (ブタノール :酢酸 :派-4:1‥1)を行 ってみると,RJO･7及び 0･9附近

の 2カ所に有模酸が検出された｡ このことは ACがさらに変転 していることを示 してい

る｡このうち 0.7は乳酸,0.9はアクリル酸のスポ ットに一致 しているo

以上のことから AC,ALA 問には可逆反応があり,2,4-DNPH の生成量より見てこ

の反応は退元方向に平衡がずれているようである｡

したがって本章に於てグリセリンよりの AC生成横鰍 三次の如 く証明されたo

CIもOH
I
CH20I:I.

i
CfT_巾OB

十0
†1

CH50H
-2H l

うCO

(glyceTOl)

+2H

CH20H

k

占H.OH
(TMG)

Clも_CF_
(DHA)

†
CF_eOTd CH:

- 2H l -HeO ll +2H
jCE! ヰCIi. )

】~ l←-
CHO CHO

CIi:

HO

H

H

-

C
=
C

(OPA) (AC) (ALA)

Fig.38.Mechanism ofAC-Formaticm h･om GlycerolbyBISILCCinicum･･
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第 5章 ALA 脱水素酵素

前章に於て,ACが ALA に変転することが認められたが, これには脱水素酵素の節

与が考えられる｡著者は約 10種の大腸菌について,ALA の脱水素反応の存在を認め,

その一種より該酵素の抽出に成功 した｡

第 1/ifTi ALA 脱水素酵素の抽出

任用苗横 =短枠毎で達蘇培地を赤変せしめ, Ⅴ00 ES-PROSKAUER 反虹 (-), メチル赤試験 (+),

クエン酸資化世 (-),乳街を拓 ,グリセリン盗化性 (+)で,Escherichiacoliの一笹である｡

培玉条件 ‥乳捺またはブドウ蛤 1%,肉エキス1%,ペプトン(武田狸)1%,グリセリン0.2%,

pH 7･2の培車液で 20-24時間振恐培碇する (ョoo)o

増吏菌体を遠心分離 して鎮め (21より湿丑で約 10g),洗濯後,約同盟の石英砂と共に

乳鉢にて約 30分間すりつぶすo冷却茅溜水 200mlを加えよく挫拝後,3500回転にて

50分間遠心分離 して石英砂及び生菌体を除く｡ 上澄部は再び遠心分離 して上澄液に硫安

を加えて 50%飽和 (重畳港)とする｡暫時冷却 してから遠心分離 して沈濠を嫉め,幕滑

水に懸濁 してセロファン紙を用いて蒸留水に対 して 40-60時間透析する (水窒内). 透

析液は炭酸 ソ-ダにて pH 7･0として還心分離 して沈澱を除くと上 澄液に ALA一脱水葉

酵素液が得られる｡

酵素の諸性質の検索には硫安塩析一溶解一遠心一透析一遠心の挽作を2回くり返 したも

のを使用 した｡酵素液は検鍵 しても菌体は全 く認められず,cell-freeの酵素である｡

酵緊液は pH 5･0附近以下より沈滞するが,再び pPlを中性にもどせば,これにより

活性度に著 しい変化は認められない｡

第 2節 酵 素 液 の 特 性

第 1項 基IE特異性

酵素液の活性度はツンベルク港によって Mbの脱色時間(分)の測定値より算出 した｡

QJ,lb-i XIOO

酵素液の特にアルコール類に対する活性度を比較 した所.甑著に活性の示され た の は

ALA,2,3-BG 及び乳酸である49)O

エタノールに対 してほ極 く僅かの脱色が認められるが,semicarbazid(0_1M) を添加

しても脱色には 1時間を要 し,この際の ALA の脱水素速度 9分 25秒に比 して極めて遅

いo酵母より分放 した DPNを添加 しても効果はない｡エタノール脱水葉酵素 (いわゆる

アルコ-ル脱水祭酵素)は NEGELEINJ5'によって酵母より結晶状に得られており,DPN

を助酵素とするoこのものは他のアルコールにも作用があることが認められている｡細菌

よりは未だ細胞外に抽出されていないようである｡これらの事は著者の得た酵素はアルコ

ール脱水素酵業とは異なるもので,ALA に特異的に鋤く新 しい酵葉であることを示 して

いるo透析に対 して安定で,特に助酵素を必要としないことも特徴的である｡
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酵素液には乳酸脱水素反応が新著に認められるが,硫酸アンモニウムによる分別沈愚を

行なってみると,乳酸脱水素酵素のみは65%飽和の区分に殆んど集まってくることから,

ALA 脱水素酵素とは異なることが解る｡ しか し BG 脱水素酵素は同一の行動を示すの

で,今のところ ALA 飽水乗鞍素 との異同は明らかではない0

第 2項 ALA 脱水素辞素の性JE

a) ALA 税水素反応の畏適 pH:0,1M 併酸-カリ,鱗酸二カ1),蛋較三カリの巌衝

液で,華道 pH 7.6-7.7を示 した ･i9'o

b) 索による不活性度 :600または 700に於て,酵素液を5-3G分間浸潰 した後, 急

冷 したものについて,反応速度を測定 した結果,600,10分にて 5C% ;7C!0,20分で殆

んどが不活性になった 19)0

C) 阻害剤の影響 :生菌体及び酵素液とによる ALA脱水素反応に対する KCN,Nap,

MJA の阻害を比験 した4g)0

KCN は房掠 濃では閏啓を示 し,生常体の場合は呼吸静索を阻番できる態度(0.0IM)

でも阻害されない｡このことは脱水素反応であることを,明らかに示 している｡M,TA は日章

薬液では効果はないが,生菌体ではむしろ促進の傾向がある｡NaFはいずれにも効果が

ない〇

第 3項 反応生成物

大型のツンベルク管を用い,Mb存在下に嫌気的に ALA を酸素波で脱水素せ しめた｡

ConstilueniofReactaniinAL･A-Dehydl･Ogenation:Methyleneblue(1/250
M),8ml.;Allylalcohol(4%),2ml.;Phosphate buffer(pH 7.21),lOml.;

Enzym esolution,5Znl.

脱色は 20分間で行なわれた｡脱色後,冷却 してからツンベルク管を開栓 し,50%燐酸

10ml及び珪藻土を加え,混和彼遠心分離する｡上澄液を蒸溜 して初恕 5mlを取 り,こ

の 1mlにつき ScHIFF 試薬 1ml,5N 硫酸, 1mlを添加 して 15分間放置 したO呈

色は青紫色であって ACの生成が確められた｡

以上本章に於て,大腸菌を用いてALA脱水素酵素の存在が確められたわけであって,

前章に於て示 された AC- ALA 間の可逆反応はこの酵素が行な うものと考えられる｡

第 6章 ALA 代謝 に於 け る燐酸 の影響

第 1節 朕水菜速度に対する影響

鱗を顔衝潜 (O.lM,PH 7.2)の添加丑を変えて,ALA 脱水素速度を生菌体と酵葉舵

とで此奴 した｡基礎表衝液は RINGER 液 (pH 7.2)を用いた州 ｡

生菌体にJrJ':Iては脱水素速度は燐酸洪慶の増加と共に大 となり,燐酸浪慶 1/2iF3 M で最

大となるo一方酵素液に於ては啓酸の影響は全 く認められないo
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なお生菌体による ALA 脱水素反応は砺改題衝液により阻書を受け, これに燐酸 を添

加 しても活性度は回復されない 49)o

これらのことは生菌体の ALA 代謝には, 燐酸に影響される反応と, 影響されない反

応 (傭酸で阻害されない)とがあることを示 しているO

第 2節 ALA代謝に於ける燐酸の消長

大暢菌の洗源菌体を用いて ALA を代謝せ しめ,この際の無機東歌 の 消 長 を測 定 し

た.I.lPMANN〇7)の方法により,無機燐酸分別を行ない燐酸を比色覚生 した｡

即ち測定時にちさて,直ちに反応液を氷冷 し,穴冷せる5%三塩化酢酸 5mlを加え混和

篠遠心分割 して薗体を除き,上澄液 O.5mlを円すい型遠心管にとり,チモール青を指示

薬として中和 し,塩化石灰アルコール溶液 2.5mlを加え,遠心分離 して沈澱を集める.

これを1回沈殿剤にて洗礁 し,塩酸にて溶解 し直接燐を比色定盤 した 49'｡

10分及び 33分 別こ於て,1ml中70-80γの無機燐が減少している.この際,AI.A

無添加の場合は 3γ 程度の減少が認められるのみであって, 明らかに基質添加により無

機燐酸が吸収されたことを示 している｡

これらのことは ALA が燐酸化を受ける可能性を示 しているO 馬場 3･̀)は黒カビでグ

リセリンよりモノアl)7L,燐酸 (CH2-CH･CH:0･PO8H2) の生成を認め,これが Py

に代謝されることを示 しており,また AxELROD2) はレモンより得た acidphosphatase

が nitrophenylphosphateより燐酸を転移されてモノアl)ル燐酸を生成することを記 して

いる｡

第 7葦 グ リ セ リンの嫌気分･解型式

本編で示された事項は次のように結論される｡

1) B.sEiCCinicum はグ リセリンを醗酵 して,水素ガスと炭酸ガスとを発生す'6)｡

2) GP醗酵速度は小さく,一方,三炭糖の醗酵速度はグ リセリンのそれに匹敵するこ

とより C.1一系を経由する｡

3)GSが醗酵されず MGが捕獲され,また醸酵されることより,MG経由系の存在

を判定 した｡

4) 醗酵される基質は Pyを経由し,Pyは加燐酸分解を受け,また憐酸欠亡下では,

脱炭酸反応を更ける｡

5) 以上の主要醗酵道路の他に rr'MGがグ リセ リンの還元によって生 じ, これ よ り

OPA を経て,AC を生成する機構がある｡

6) AC生成径路は酵素的に証明された｡

7) ACはさらに ALA 脱水素酵素によって ALA に還元される｡

8)E.coliより ALA 脱水素酵窯を抽出 し,ALA 代謝に燐酸が関与することを示 し

た
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Glycerol

l+2H
TMG

-2H

OPA

-2H
→DHAー 二GA

I,PyiH_ーLa｡ti｡

-H20 Ftrmi C

AFJ望L ALA- 1

＼ゝ
ノ'
AcOH→ Succinic

/-H2

1 H2Ico 2 A誼

Fig.39.Mechanism ofArlaerObicD三C〇mpCISitionofGlycerolbyBacteria.

結 語

微生物によるグ リセ リン代謝d機構について得られた結果について記述 した0

1) グ リセ リン酸化機構には二つの系があり, 一つは GP を経て酸化される系と他の

一つは三炭糖を経て酸化される系とである｡この両系の存在は微生物の種類によって異 り

MAGASANIK,CHELDELTN 一派及び著者が判定 した結果は Table23の如 く示される｡

両系は pH と燐酸潰慶によって支配される｡

rilable23.ComparisonofMetabolicPathwaysofGlycerolwithin

SomeMicrobes

Glycerolー GP Glycerolー Triose

S.sake

H.anomala

A aerogenes

Asuboxydans

B.succinicum

一

十

十
一

十

十

Referencs

一

一

一
十

+

十

OTSUXA&MAsロDA53)

OTSUKA& MASUDA33.54155)

MAGASA}lK,BROOKE&
ILIRJBIAh,JO)

iJくTNG&CtrELDELTN33134)

OTSU且A 50.51)

-,Signifies,AbseJlt +,Signifies,Present

2) rrP代謝に於て,TP が aldolaseにより C8-P 系によ.1て代謝される こ と で あ

る｡ しかし,H.anomala及び B_succinicum は TP を C3一化合物のまま分僻 する系も

もっており,この二つの系は燐酸強度によって支配される｡

3) C3一代謝系は一つは燐酸化 されて TP を経由して上述の径路に入る系と,他の一つ

は燐酸の関与 しない系との二つの系があることである0

4) 以上の酸化過程に於ては,いずれも Pyを経由して炭酸ガスに分解する｡また各系

において燐酸濃度は重要な支配因子であるっ
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5) 封拭 分解に於て (H･anomalaは不活性)主要径路は三炭糖の非燐酸過程 で MG

を経由するものであ り,発生ガスは水素ガスと炭酸ガスである｡

6) 橡気分解には以上の他に TMG より AC を生成する横線が存在する｡

以上明らか となったグ リセ リン代謝磯僻 を絵描 したのが次の型式であるO

Anaerobic

TMG 一三宗一Glycerol

i-2H
OPA

トH三O
AC ー

1十2H
ALA

ト2H
DHA三二

L,/
MG
l -2H

竜 一--､

Aerobic

= GA-些旦-Tト→F-1;6_P一二些 → F _6_P

● -L上t

.･_

.-
,y
-∫

P＼

Fig･40･Pat･hwaysofDecompositionfi･Om GlyceroltoPyruvate.

AC･Acrolein;ALA,Allylalcohol･･DHA,Dihl,droxyacetone;F-1;6-P,Fructosと1;6-

Ph･:F-6-P･Fructose16-ph･;GA,Glyceraldehyde･･GP,Glycerophosphate;G-6-P,Glucose-

6-Ph･;GS,Glycericacid;MG,Methylglyoxal:OPA,β-o･W-propionaldehyde;PG,

Phosphoglycericacid;6-PG,6-phosphogluconate:TP,Triostph･;TMG,Trimethylene
glycol.

終りに臨み,本研究に閑し終始御繁簡なる御指導を賜わりました,寛京大学数摂坂口誰一郎先生,

新井弟宜先生,国税庁細追試験所長山江は 一先生･山梨大学慌酵研究所長六所文三先壁,多田靖次

先生,小原巌先生に心から感謝と御礼を申上げます｡

なお,本研究の実験に心からの協力を照きました増田博氏に厚く感謡致しますC
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