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海洋性細菌のベントース・イソメラーゼ  

山中啓，何森健，鍋島彰宏＊，谷本忠雄  

Ⅰま え が き  

細菌類のベントースの代謝系は，乳酸菌のベント・－ス発酵の経路およびペントース・サイクルに代表される嫌気的  

代謝系と，Pざe㍑ゐ∽0乃α5属細菌にみられるベントースからベントン敵へ・の酸化により開始される好気的代謝系（1・2）と  

に分けることができる．前者の嫌気的代謝系においては，いずれの場合もベントー・スはそれぞれのイソメラ、－ゼの作  

用によりまず相当するケトベントースに変化した後に附りんされてC－C結合が開裂される．‥還元的ベントース代謝  

系としてベントースが還元されてペンチトールとなり次いでペンチトール脱水素酵素により脱水素されてケトベント  
1－・スとなり，これがりん酸化されてベントース・サイクルに入る経路がかび類に広く分布しているが，細菌類にこの  

代謝系の存在はまだ見出されてはいない．従って，ベントースの好気的代謝系以外は，D－リボ・－スの場合を除き，  

ベントー・スの代謝能は，それぞれのベントース・イソメラーゼ酒性の有無により判断することかできる・   

以上の結果は，すべて陸生細菌について得られた知見であり，生育環境条件の全く異なる海洋性細菌のベントース  

の代謝系については現在まで全く検討されていない．海洋性細菌についての生理学的検討は，主としてその耐塩性，  

栄養要求，塩類の能動輸送等について行われ，その生産する酵素についての検討は比較的少なく，特にベントース代  

謝系の酵素活性についての検討はをい．   

我々軋海洋性細菌の示すベントース資化性を検討し，ベント凧スの代謝系を知る目的で薗株のスクリー・ニングを  

行なった．その結果，海洋性細菌からベントース・イソメラ・－ゼ活性を見出したので，これらの酵素を部分精製し，  

既に知られている陸生薗のベントース・イソメラ・－ゼと性質を比較検討した．  

ⅠⅠ実 験 方 法   

1．使用菌株   

瀬戸内海各地，特に香川県沿岸の海水より分離した薗株および大平洋各点の各種深度の海水より分離した菌株を用  

いた．これらの菌株は，01％ペプトン，0い2％酵母エキスを含む炉過海水（pHを70に補正）に寒天を2％添加した  

斜面培地に接種し，20Cで保存した… 海水は屋島の県栽培漁業センタ・－・で炉過したものを使用した．  

2，培   産   

ベントース資化性の検討には，炉過海水に0い05％ペプトンを加えpHを7け0に調生し，1‖0％ベントースを炭素源と  

した培地5mJを試験管に分注したものを用いた．各試験管には生酸の検定のため002％プロムクレゾーールパ1－プル（B  

CP）を1滴宛添加した… ベントースとして，D－キシロ1－ス，L－アラビノ・－ス，D－アラビノ・－スおよびD－リボ1－ス  

を用い，比較のためにD一グルコ・－スを用いた．   

まず005％ペプトン，0．05％酵母エキスを含む海水（pH70）培地5．Omgに保存菌株の斜面培地より1白金耳を  

接種し，300C，20時間振盤培養したい この培養液を前記ベントース・一海水培地に殺菌ピペットにて1滴ずつ添加し，  

300Cで4日間振汲培養した．   

菌体の生育軋試験管のまま600m〃における吸光度で測定し，その吸光度をそのまま生育値として表示した・糖  

より酸が生成されると，BCPは青紫色（pH6．8）より黄色（pH52）に変化し，黄変したものを＋として表示した巾   

菌体の集取のためには，01％ペプトン，0り1％酵母エキス，0‖01％MnSO4・4H20，1．0％Dヰシロ・－ス（または  

L－アラビノー・ス）を含む海水培地（pH7い0）100mgに300C，18時間撮盤培養した…  

3．粗酵素液の調製   

菌体を遠心分離により集め，3％NaClを含む0‖05Mトリス一塩酸絞衝液（pH8．0）に懸濁し，遠心分離により  

＊現在株式会社大塚製薬工場勤務   
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菌体を集めたぃ 洗源菌体をNaClを含まない上記緩衝液に懸濁し，水冷し乍ら10分間20kc超音波処理を行をったい  

これを遠心分離（12，000Ⅰpm，20分）した上滑を粗酵素液とした．．  

4．酵素活性の測定   

D－キシロース・イソメラ・－‥ゼおよびレアラビノース・イソメラーゼの酒性は既報（∂・4）の方法により測定し，単位  

として表示した．  

ⅠⅠⅠ結  果   

1小 海洋性細菌のベントース資化性  

1％糖を単一・炭素源とする海水培地を用いて80株のベントースの資化性を検討した．4日間の振放培養の結果，D－  

キシロース，レアラビノース，D－アラピノース，D－リ掛－スおよびD－グルコ・－スに全く生育しなかった菌株は22  

株（275％）であった．．これらはすべて大洋起源の菌株であったので，総数75株中の293％となった．5種の糖の資  

化性の分布を第1図に示した．菌の生育庶が05以上を示し，最終pHが3．0～514にあるものを資化性薗とすると，  
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Fig‖1・Growthonvariouspentoscsandglucosebyisolatedmarinebacteria一   

D－キシロース資化性薗14株，L－アラピノース資化性菌9株，D－リボ、－ス資化性菌10株となったが，D－アラピノース  

資化性菌は全く見出すことができをかったり これに反して，グルコ、－スの資化性は半数の菌殊に認められた．いずれ  

の糖に対しても資化性の孜かった22菌株を更に28日間継続して培養すると，14株はグルコースに生育を示すようにな  

り，そのうちの7株はD－キシロ・－スに生育した… しかし，その他のベントースの資化性の発現は弱く，ベントース  

のみを資化する菌株およびD－アラピノースを資化する菌株は全くをかった．．  

2．ベントース・イソメラーゼ活性の検出   

大平洋海水より分離した75菌株よりD－キシロ・－スおよびレアラビノース資化性菌11菌林，香川原発部沿岸海水よ  

り分離した50薗株よりD－キシロースおよびL－アラビノ・－ス資化性菌7株を選び，ベントース・イソメラーゼ活性の  

有無を検討した（第1，2表）。   

その結果，これら選定菌はベントー・ス・海水培地に充分に生育し，約半数の薗株はそれぞれのイソメラ・－ゼを生産  

する∴すなわち，D－キシロースに生育する大平洋起源の海洋菌の大部分にD－キシロ・－ス・イソメラ・－ゼ活性を検出  

したい しかし，沿岸海水より分離した薗株のD一キシロ・－ス・イソメラ・－ゼ活性は低く，D－キシロースはイソメラ¶－－・  

ゼを経凌い径路を通って代謝される可能性がある1．レアラビノー・ス・イソメラ・－ゼ活性は，大洋起源，沿岸起源をと  

わず，活性を示す菌株が多かった．   
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Tablel。Productionofpentoseisomerases丘omD－Ⅹylosemedium＊り  

D－Xylosei畠omerase  L－Arabinose   

activlty  isomerase activity 

（units／100mlmedium） （units／100mlmedium）  

Final  Protein in 
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＊Cellswereobtainedfkom100mlofmediumwithl％D－Xyloseascarbonsource．  

＊＊Alter18hoursculturewithshakingat300C 

Table2，Productionofpcntoseisomcrases丘OmL－arabinosemedium＊．  

Final  Proteinin  I．－AIabinoseisomerase  D－Ⅹyloseisomerase  

pII crude extracts activity aCtivity  

（mg）  （units／100mlmedium） （units／100mlmedium）  
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3”D一幸シロース・イソメラーぜの生産   

第1表の結果，D－キシロ・－スによく生育し，D一キシロース・イソメラ・－・ゼを最もよく生産する菌株としてNo…551  

菌を選定し，本菌のD－キシロース・イソメラーゼの生産について検討した．．   

菌の生育と酵素の生産の経時変化を第2図に示す．．本菌は1％D－キシロ・－スを炭素源とする時，Dアキシロース・  
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Fig‖2“Timecoursesofproductionofpcntoseisomerascsbyamarinebactcna，  

strain No，．551．  

0－○，D－Xyloseisomerase；⑳－⑳，L－arabinoseisomerase；”－－rI，PrOtCinincrudeextIaCt；  

・－・，pHinmedium 

イソメテーゼを生産し，その生産は培養14時間後に最大に達する小 本菌はD－キシロース培地より，レアラビノース・  

イソメラーゼも生産し，その生産盈はD－キシロ・－ス・イソメラ・－ゼの約半盈に達した．第1表から明らかなように，  

D－キシロ・－ス生育薗の約半数は，D－キシロース・イソメラ・－ゼの他にレアラビノ・－ス・イソメテーゼを生産する．  

本菌はD－キシロ－・スおよびL－アラピノースを資化し，D－リボースおよびD－アラピノースを資化しない（第3表）．  

Table3。E庁もctofpentOSeSandglucoseonthebacte工ialgrowth  
ofstrainNo，551 
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本菌は糖を除いた培地でも生育するが，無糖培地より得られる菌体にはD－キシロ、－ス・イソメラ・－ゼおよびレアラ  

ビノース・イソメラ、－ゼはこんせきしか認められず，D－キシロ・－ス生育菌の両酵素盈の2，3および19％に相当する．  

従って，本薗による両ベントース・イソメラ・－ゼの生産は誘導的であると考えられる 

4．L一アラピノース・イソメラーゼの生産   

表2表より，レアラビノ・－ス・イソメラ・－ゼ生産菌として，沿岸海水より分離したNo22菌を選定した・   

菌の生育と酵素の生産の経時変化を第3図に示す．．本菌のL－アラビノ・－・ス・イソメラーゼの生屈も誘導的であり，  
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Figl3・TimecourscsofproductionofL－arabinoseisomeIaSebyamarincbactcria，StrainNo、22 
○，L－Arabinoseisomerase；◎，amOuntOfL－arabinosercmainedinmedium；  

・－，bacterialgrowth；・－・〉 pHinmedium 
MediumwaCOmpOSCdofOl％yeastextract＞O11％pcptone，0”02％MnC12andOr5％  
L＿arabinoselnartificialseawater 

培地よりレアラビノ・－スを除去すると，酵素の生産は1／10にまで減少する．またレアラビノ・－スの代りに1％の各  

へキソースおよびベントースの影響を検討した結果，D－マンノ小一－・スで42％の酵素が生産されたが，D－グルコ・－ス，  

D－マンニット，D－リボース，D一キシロ・－スおよびDl－アラビノ・－スでは対照と差をく全く無効であった・D－フラク  

トースおよびD－ガテクトース生育菌に微弱を活性が認められた…   

a．塩類の影響   

ベントース・イソメラ・－ゼは活性にMnイオンを要求し，その生産もMnイオンの添加により著しく促進されるこ  

とが知られているり 海洋性細菌起源の酵素の生産についても，Mnイオンの効果が期待されたので検討した（第4  

図）。前培養に塩類を含まない培地に接種し，次いで各塩類を単独に含む培地に培養すると，MnSO4添加の場合，  

菌の生育はやや抑制されるが，酵素の生産は著しく促進された．このMn塩の効果は人工海水培地（2675％NaCl，  

0．075％KCl，0．342％MgC12，0051％CaC12，0210％MgSO4）においても顕著である．．更に天然海水にMnSO4  

を添加すれば充分酵素を生産することができた．   

b．酵素の精製   

No‖22菌を用いてL一アラピノース・イソメラ1－・ゼを精製した．培地は人工海水塩溶液に0‖1％ペプトン，0い1％酵   
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Fig41Efrtctofsaltsontheproductionofトarabinoscisomrcasebyamarinebacteria）StrainNo‖22小  
Medium（100ml）wascomposedofeachO．1％ofpeptoneandyeastextractandOl3％  

L－aIabinosc．Culturewas madeat27－280Cfor17hrs．  

A：BasalmediumwasmadcwithdcionizedwaterandO02％ofsaltwasaddcdl  
B：AIti丘cialseawater wasusedandO“01％ofsaltwasaddcd，  

C：SeawaterwasusedwithO．02％MnSO4  
軸，L－Arabinoseisomeraseactivity；⊂コ，PrOtein  

母エキス，0．02％MnSO4，0小3％レアラビノl－・スを添加した培地100mlを500ml容の振滋用フラスコに入れ，試験  

管に前培養した浮遊菌体液02mgを接種して300C，17時間培養した．20本のフラスコ（2J）より集菌した．洗源菌体  

を0‖05Mトリス塩酸緩衝液（pH＝810）に懸濁し，20kcで超音波処理で30分間細胞を破砕したい遠心分離により得  

られる上詮液を粗抽出液として酵素の精製の出発胡料とした。粗抽出液に1MMnC12を005容滴下し，PHを7．0  

～7．2とし，30分間放置後遺心分離により沈でんを除去した（Mn処理上滑）．これに固塑硫安を加え，飽和皮0・5よ  

り0…8の間に生ずる沈でんを集め，沈でんを0．02Mトリス一塩酸緩衝液（pH＝7．5）にとかし，5mMMnC12を含む  

同緩衝液に対して一偲透析した．透析酵素に0小1MMnC12を1／20容加え，500Cで5分間熟処理を行ない，凝固た  

Table4．Pur漬cationof’L－arabinoscisomeIaSC 

Protein  L－Arabinoseisomerase  

（mg）  Totalunits Specificactivlty  Yield  

（units／mgofprotcin） （％）  

Step  

Crudeextracts  2，360  

MnC12Supematant  l，600  

（NH4）2SO40小5－0い8sat．   

ppt  l）030  

Heated  410  

2nd（NH4）BSO40‖5－0／7sat 

ppt  l‘70  

DEAE－Celluloseeluatc  34  

SephadexG－200eluate  6  

3，5L70  1い5  

3，310  2．1  

2，000  1．9  

1，700  4い1  

1，300  7い5   

800  33．7   

520  84／7   
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ん自を遠沈して除去した（熱処理）．次いで硫安塩析を行ない，0．5飽和から0，7飽和で生ずる沈でんを集め，上記同  

様に透析した（硫安05－OL7飽和沈でん区分）．0，02Mトリスー塩酸緩衝液（pH＝7．5）で緩衝化したDEAE一セルロ  

1－・スのカラム（39×24cm）に酵素液を添加し，0－0．5M KClのダラジエントでたん自を溶出した（DEAE－セルロ¶・・・・  

ス区分）．酵素液に硫安を加え，0．8飽和で沈でんする区分を集め，セ■7ァデックスG－200に対してゲル辞退を行な  

った．以上の精製結果を第4表にまとめたり 酵素は56倍に精製され，収率は14…7％であった．本精製酵素を用いて，  

性質を検討した．  

5り L一アラピノース・イソメラーゼの性質   

a．pH，温度の影響   

反応の最適pHは，10‾3MMnCl2の存在下で350C，10分の反応で65－7．0であった．．また10－2MMnC12の存在  

下で500C，10分間の熱処理により安定pHを求めると，pH7．5－8．0で最も安定であった．．反応時間10分における最  

適温度は10．8MMnC12の存在下で45OCで活性は最大を示した… これらの性質は既に得られている陸生菌，Lacto－  

あαCよJ血．ゞg㍑γ0乃よ左■の結晶L－アラピノース・イソメラーゼ（4），エい♪ぬ乃肋■・α∽（5），且ゞCゐβγ左cゐ去αCOgよ（6），Cぬ由・よ■成〟∽αCgわ・・  

あα砂Jgcα∽（7），ぶか一ゆわ叩γCeざ（8）のL－アラビノ、－ス・イソメラーゼとよく類似し  

てレ1る 

b．基質特異性   

本酵素はしアラビノ・－スにのみ特異的に作用し，D－アラビノ・－・ス，D－・キ  

シロt－ス，しキシロ・－ス，D－リボースのベントー・ス類には10倍盈の糖を作用  

させても全く作用しをかった．そのミハエリス定数は0．015Mであった（第  

5図） 

c‖ ペンチトールによる阻審  

6
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／‾  

、／／・′／・′一・  
0 100 200  
1／（L－Arabinose M）  

500   

L。．gayOniiの結晶レアラビノース・イソメラ1－・ゼは基質レアラビノース  Fig“5．E能ctofconcentration  

と構造類似の L－アラビトールの他リビトール，キシリトールにより抵抗的  OfL－arabinoseonenzyme  

に阻審されるが（4），海洋菌の本酵素もこれらペンチトールにより括抗的に阻審  
aCtivlty…  

される… そ・れぞれの阻害定数は，0，0011M（L－アラビトール），0．0011M（リビトール），00188M（キシリトー・）レ）  

であった（第6図）．D－アラビトールはほとんど阻零しなかった．  

0  1  2  3  4  
〔L－Arabitol〕（×10‾3M）  

0 1 2  3  4  
〔Ribitol〕（×10‾3M）  

010 20 30 40 5P  
〔Ⅹylitoり（×10‾8M）  

Figl6小InhibitionbypentitoIsofL－arabinoseisomeraseactivltyハ  

TheincubationwascarriedoutwithO－0。004・MCOnCentrationof1－alabitol，  
ribitolorO－0IO5MCOnCentrationofxylitol・L－Arabinose，aSaddedO”002M（A），  
0．005M（B），0．．02M（C）andO。04M（D）ineachincubationmlXtureWith the above  
mentionedconcentrationofeachpentitol 
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ⅠⅤ 考  察  

ベントー・ス資化性の海洋薗にべントース・イソメラ・－ゼ活性を見出した．従って環境の全く異なる海洋または海水  

起源の細菌においても，陸生菌にお車て見出されたベントース・イソメラ・－ゼを出発酵素とする代謝系が作用してい  

るものと考え．られる．海水中の有機成分として糖質の存在が報告されているが，その主なるものはグルコー・スであり，  

ベントースの盈は0い5摺／J程度の微蓋である．従って，海洋菌の示すベントー・ス・イソメラ、－ゼ活性の生理的意義  

は明らかではをい．またイソメラ・－ゼを経由しないベントースの代謝系の存在の可能性があるが，今回は充分検討し  

なかった．   

精製酵素の性質については，既報の陸生薗のそれと全くよく類似しており，海洋起源による特殊性を見出すことが  

でさなかった．   

特にⅠ√アラビノ、－ス・イソメラ1－ゼは陸生薗のエいgqγ0乃去よ（4），ム．ク払花王αrα∽（5〉，且c0ゐ（8）の酵素と同様にMnイ  

オンにより活性化されたu L－アラビノ・－スに対するミハエリス定数は，0．055M（エいg呵γ0乃gよ（4）），0‖028M（ムク払乃－  

gα7祝∽（5）），OL．06M（且coゐ（6））よりヤヤ小さく0．．0108M（Cg…αC朗わあα秒gよcα∽（7〉）と大体同じく0015Mであり，  

0い107M（α∽成一ゐ＝戚ゐ二5（9））よりは小さい．ペンチトールによる阻普定数は，第5表に示したように；陸生菌2種の  

それより小さく，ミハエリス定数の小さいことと相倹って，本菌の酵素の親和力は高いものと考えられる．  

Table5。ComparisonontheinhibitionconstantSbypentitoIs・  

PentitoI  Kivalue（M）  

MaIinebacteria  エりgqyOnii（4）   EICOli（6〉  

L－Arabitol  O．001  0…0075  0．O18  

Ribitol  O．．001  0…006  0い006  

Ⅹylitol  O．019  01・038   

謝辞 大平洋各地の海水より分離された多数の海洋性細菌の保存菌株を快よく分譲していただいた京都大学農学部  

農芸化学科緒方港－・教授の御厚意に対して厚く御礼を申し上げる．  

Ⅴ 要  約  

海洋性細菌のベントースの資化性を検討した結果，80株中，D－キシロ、－スを資化するもの14株，L－アラビノ・－ス  

を資化するもの9株，D－・リボー・スを資化するもの10株を得たが，D－アラビノ・－スを資化するものを見出すことがで  

きをかった．   

D一キシロースおよびL－アラビノ・－ス資化性菌に，それぞれのベントー・ス・イソメラ・－ゼ活性を見出した．これら  

の酵素の生産は誘導的であった．   

瀬戸内海の海水より分離したNo，22菌株のL－アラビノ・－ス・イソメラ・－ゼを精製し，その性質をしらべた∴設題  

pH6．5－7．0，最適温度亜OC，KmO。．015M，ペンチトールによる阻審はすぺて括抗阻書であり，その阻普定数札  

0．0075M（L－アラビトール），0。006M（リビトール）および0．．038M（キシリトー・｝レ）であった 
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PENTOSEISOMERASES FROM MARINE BACTERIA   

KeiYAMANAKA，KenIzuMORI，AkihiroNABESIMAandTadaoTANIMOTO  

SⅦmmary  

Dissimilationofpentosesbymarinebacteriawas examined・Among eightystrainstested，  
itwasfoundthat14strainswereabletogrowonD－Ⅹylose，9strainsonL－arabinoseandlOstrains  

On D一士ibose・None ofthem dissimilated D－arabinose一Activities ofD－Ⅹylose and L－arabinose  

isomoeraseswerefbundinthebacterialcellsgrownonD－ⅩyloseorL－arabinose，reSPeCtively・  

Theywereinducible．   
L－Arabinoseisornerasewaspartiallypurified56－fo1dinspecificactivityfiomamarinebacteria  

StrainNo・22whichwasgrOWnOnL－arabinose・Propertiesoftheenzymewascomparedwith  
thatfiom the terrestrialbacteria・Close similaritywasfound between both enzymes・This  

enzymewasspecificforL－arabinose，anditsMichaelisconstantwasrathersmallthanthatofthe  

terrestrialorlgln aS15mM”The enzyme actlVlty WaS StrOng1yinhibited bypentitoIs whose  

inhibitionconstantswere7…5mMforL－arabitol，6mMfbrribitoland38mMforxylitol．These  
inhibitionswer・eCOmPetitive・  

（昭和47年10月31月 受理）   
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