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D－アラピノース。イソメラーゼ生産菌の分離，  

および酵素の誘導の特徴  

何 森  健，山 中  啓  

緒  戸  

ベントース・イソメテーゼの中で，D－キシロース・イソメラ・－ゼとL－アラビノ・－ス。イソメラ・－ゼはすでに種ふ  

の微生物より精製結晶化されており研究が進んでいる（ト4）小 その他のベントー・ス・イソメラ－ゼとして，D－アラビ  

ノ・－・ス（Lづコー・ス）・イソメラーゼ（5・8）とD－リキソ1－ス・イソメテーゼ（7）の存在が報告されているが十分を研究が  

行われていをい。、そ・の壕も大きな原因は，両酵素とも非天然のベントースに作用するイソメラ・一甘であるため，酵素  

を生産する菌株が得難く，その上酵素活性の強い菌を得ることが困難であることがあげられる．   

本報では，D一アラピノース・イソメテーゼ生産菌株の分離を試み，海水中より多段の酵素を生産する1菌株を得  

たので，本菌の分類学的性質および，D一アラピノ1－ス・イソメラ、－‥ゼの誘導の特徴について報告する“  

実 験 方 法   

1．分   離   

分離源としては，香川県の土壌，瀬戸内海の海水を用いた．分離にはD－アラビノ、－ス05％，硫安0，26％，K2HPO。  

0．56％，KH2PO40L24％，MgC1216H200．01％，MnC12・4H200005％，酵母エキス0．01％を含む培地を用いてD－  

アラビノ・－・スを単一・炭素源として生育する菌株を検索した．300C振数培養により数代修飾培養を続けたのち，常法  

通り平板培養によって純化後，ブイヨン寒天培地に保存した．   

2．培   養   

各種のベントース・イソメラーゼの誘導実験は，分離培地のD－アラピノースのかわりに各ベントースを単一・炭素  

源とし，500mJ容三角フラスコに培養基100mgを入れ，300C18時間振愚培養した、   

生育実験軋165mm試験管に培養液5mJをとり300Cで振忽培養し，経時的に生育皮を，日立101光電比色計を  

用いて直接600m〝の吸光度を測定した．   

3．簡素活性の測定   

酵素は，菌体を蒸潜水で洗浄後0．05MTris－HCl緩衝液pH7．5（10q8Mメルカプトエタノールを含む）に懸濁し  

20kcで20分間超音波処理を行い抽出，12000Ⅰpm20分間遠心分離した上椅を粗酵素液として用いた．各ベントース・  

イソメラ、－ゼは，それぞれの最適pH（8－10）（D－アラピノー・ス・イソメラーゼは0．025Mグリシン緩衝液pH9．3）で  

350C，10分間酵素反応の後，生成したケトペン1、－・スをシステイン・カルバゾ・－ル法く11）によって測定する方法を用  

いた1．L－・・7コース・イソメラーゼ活性はシステイン・カルバゾ、－・ル反応の吸光度（550mJ‘）を用いて表わした．  

実験結果および考察   

1．菌株の分離   

D－アラピノー・ス・イソメラーゼを多量に生産する薗株を，瀬戸内海の海水中より分証した一．平板増益においてD－  

アラピノー・ス単一・炭素源で生育したコロニーは，ほとんど同一・の形状を示した．D－アラピノい・・・ス・イソメラ・－ゼ生  

産急にも大差がないことからみて，生育したコロニーは一層の菌株によるものと思われた．最も酵素生産盈の高い  

M－7株を分離株とした．   

2．甘イ株の菌学的性質   

M－7株の形態学的，生物学的性質はTablelに示すとおりである。ゼラチン液化陰性，運動性陽性，デンプンを   
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資化しないなどAerobacter・aerPgeneSとAerobaciercloacaeとの中間的性質を示すが，Bergey’sMannualofDeter－  

minativeBacterioIogyseventheditionに従ってAeYObacteY・aeY喝βneSM－7と命名した．   

本菌株は，MoItlock等（り2・18）により各種ベントース・イソメラーゼ生産菌株として研究が進められているAβrO－  

が乃eざαeγ喝e乃eSPRしR3と比較してベントースの資化性など類似点が多い．しかしペンチトールの資化性において  

完全に異り，Aeγ0みα（ねγαβγ喝e乃gゞPRしR3は全てのペンチトールを資化することがで車るが，Aβγ0あαCfe7αgγ聯乃βゞ  

M－7はペンチトールを全く資化することができない． これほペンチトール脱水素酵素を全て欠損していることを示  

しており，本菌の大きな特徴である．   

3．A抑適例才βγ〟gγ喝働購∵ M－7による各種ベントース・イソメラーゼの生産   

D－アラビノ・－ス・イソメラーゼ生産菌株として分離されたM－7株は，D－アラビノ・－ス・イソメラ・－ゼの他にD－  

キシロ－ス・イソメラ・－ゼ，L－アラビノ・－ス。イソメラーゼおよびD－リキソース・イソメラ・－・ゼを生産サーる．これ  

らのベントー・ス・イソメラーゼは全て誘導酵素で，各ベント「スに生育した場合にのみ対応するベントース・イソメ  

ラ、－ゼを菌体内に誘導する（Table2）．これはWood，MoItlock等のAeYObacteraerpgenesPRL－R3によるベントー  

ス・イソメラ・－ゼの誘導実験の結果と一・致している（12）．   

D－アラビノ、－・ス・イソメラ・－ゼ活性は，D－アラピノースの他に し7コースに生育した場合にも誘導される（レ  

フコー・ス・イソメテーゼ）＝ 簸るinducerによって誘導される両酵素の異同は興味ある問題である．   

4D一アラピノース・イソメラーゼとフL－コース・イソメラーゼの同一性  

1）生育実験による検討   

Aeγ0みαCfβγαeγ喝e乃eゞが D一アラピノー・スに生育するためには，D－アラビノ・－ス・イソメラ・－・ゼを含む D－アラビ  

ノ・－スの代謝酵素系が誘導され夜ければならない．そのため菌体内にD－アラビノ・－ス代謝酵素系が誘導されている  

場合と，誘導されていない場合とでは生育初期の誘導期の長さに差が生ずる．レフコースに生育する場合も同様で  

ある．すでに代謝酵素系が誘導されている場合は誘導期が短く，誘導されていをい場合は長くなることを用いて，D－  

アラビノ・－スおよびL－ブコ・－ス・イソメラーーゼの異同について検督した．   

M－7株を0．02％D叫グルコ・－ス，D－アラビノ・－ス，およびL－フコースをそれぞれ単一・炭素源とする培養基で試験  

管を用いて振扱培養し，炭素源を消費し尽し生育が止った時点で各々の試験管に最終潰度002％D－アラピノ岬スを  

追加して培養を続けた．．生育の経時的変化を測定した結果をFig．1に示す．D－アラピノー・スまたはL－フコースに  

生育した菌体はほとんど誘導期がなく，D－アラビノ・－・スを添加すると直ちに生育を開始し，D－グルコー・スに生育し  

た菌体は約1時間の誘導期ののちに生育が始まった．この結果からL－フコ・－スに生育した菌体はすでにD－アラピノ  

ノ＝・・・・ス代謝酵素系を誘導しているため，ほとんど誘導期がなく直ちに生育するものと思われる．   

同様の実験をレフコ・－スに対する生育について検討した結果を，Fig．2に示す．レフコ・－スに生．簡した菌体は，  

L一フコースを添加するとほとんど誘導期がみられず直ちに生育を開始するい D－アラピノースに生育した菌体は少し  

遜れ，D－グルコースに生育した菌はさらに遅れて生育が始まった．この結果は，D－アラピノ軸ス生育菌はL－ブコー  

ス代謝酵素系を部分的にではあるがすでに誘導していることを示している．．   

これらの生育実験の結果軋GREEN，CoHEN（β）が 且co彪によって得た結果とよく一哉しており，M－7株のD－ア  

ラピノースおよびレフコ・－スによって誘導されるD－アラビノ、－ス（L－フコ・－ス）・イソメラ・－ゼは同一・の酵素であ  

ることを指示するものである．   

2）酵素活性の比較による検討   

D－アラピノ1－スとし■7コ・－スはともに，D－アラビノ・－スおよびL－フコ・－ス両方に作用するイソメヲ1－ゼを誘導  

する一．それぞれの炭素源で培養した菌体に誘導されるイソメラ、－ゼの，各々の基質に対する酵素活性の比を測定した．  

Table3に示すとおり，D－アラピノースおよびL－フコ・－スによって誘導された酵素のD－アラピノースとしフコ1－  

スに対する活性此が一・致したことは，両酵素が同一・の酵素であることを示していると考えられる18）．   

今後さらに酵素を精製し単一・な酵素蛋白によって，D一アラビノ・－スおよびレフコ・－・スがともに作用を受けること  

を確認する必要があるが，1），2）の結果は最近のOLrVER，MoRrlOCK（1り5）等がAβ′0ぬぐおγαβ7聯乃β∫PRL－R3の  

変異株を用いて得た結果と考え合わせ，両酵素が同一・の酵素であると考えてよいであろう．   

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



217  第24巻第2号（1973）  

Tablel．．PropertiesofAerobacteraerogene‡M－7 

Rods，07tol．Obyl．3to2，3microns，OCCurlngSinglyMotilebymeanSOfperitrichous鮎gella 

Gramnegative 

GelatlngStab：Noliquefaction  

Litmasmi1k：Acidwithcoagulation 

Indole：Notproduced 

Hydrogensul丘de：Producedinpeptone 

AcidfiOm DLglucose，D一丘uctose，D－galactose，D－mannOSe，SaCCharose，maltose，lactose，ra臨nose，  

melibiose，D－arabinose，L－arabinose，D－Ⅹylose，D－1yxose，D－ribose，L－rhamnose L－fucose，SOrbitol，mannitol，  

glycerol，andL－SOrbose．Noacidf王OmレⅩylose，D－fucose，ribitol，Ⅹylitol，D－arabitol，L－arabitol，dulcitol，  

andstarch．  

Methylredtest；Negative・  

Voge5－prOSkaue∫te5t‥ Po5jtive 

Nitritesproducedfiomnitrates 

Catalasepositive 

Aerobic，facilltativelyanaerobic．  

Source：Isolated fi｛OmSea Water 

Table2、Pentoseisomeraseactivitiesofcellsgrownonvariouspentoses 

Isomeraseactivities＊  

Growth substrate D－Arabinose L－AIabinose  D－Ⅹylose  D－Lyxose  

王SOmeraSe  lSOmeraSe  lSOmeraSe  1SOmeraSe  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

9
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

D＿Arabinose  

L＿Arabinose  

D一Ⅹylose  

D－Lyxose  

l－Fucose  

6
 
0
 
0
 
0
 
0
J
 
 

一
5
8
〇
一
 
 ＊Unitsinthcce11sobtained丘omlOOmlofmedium．  

Table3．．ActivitiesforD－arabinoseandレfucoseisomerascsinthe  

CeilsgrownonD－arabinoseorL－fhcose．・  

D－Arabinose  トFucose  

Growth substIate isomerase lSOmeraSe  B／A  

activiとy（A）   activity（B）  

（A540）＊  （A550）＊  

D．Arabinose  O．225  0248  l，10  

ト甘ucose  O128  0．149  l‖14  

＊Activity was expIeSSed as the absorbance ofcysteine－Carba2：01   

reactionat540mFLforD－arabinoseisomeraseandat550mpfor   

l＿fbcoseisomeIaSe 
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Fig”1＝ GrowthpatternsonD－arabinosebycellsgrownonD－arabinose，L－Lhcoseor  
D－glucoseり BacteriaweregrownonsinglesugaTmediaofI）－arabiムose（A），  

L－fucose（B）orD－glucose（C）．Aftergrowthwasceased，D－arabinosewas  
addedineachtesttubeatthepointshowedbyarrow 

5
 
 
 

6
 
 

0
 
 

0
 
 

（
さ
0
0
還
）
l
ウ
＞
′
O
h
餌
弓
U
 
 

0．3  

0．2  

0．1  

0  

Culture time（hr）  

Fig．2．Growthpatternson L－fucosebycellsgrownonD－arabinose，L－fucoseor  
D－glucose．BacteriaweregrownonsinglesugarmediaofD－arabinose（A），  
L－fucose（B）orD－glucose（C）．I．－Fucosewasaddedineachtesttubeatthe  
POintshowedbyarrow． 
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摘  要  

搬戸内海の海水中より，D－アラビノ・－・ス・イソメテーゼを多盈に生産する1菌株を分離し，AβrOみαCfβrαgr聯乃βぎ  

M－7と同定した．   

本薗は，D－アラビノ・－ス・イソメラーゼの他に，D－キシロース・イソメラーゼ，L－アラビノ・－・ス・イソメラーゼ  

およびD一リキソ・－ス・イソメテーゼを誘導的に生産する．   

D－アラビノ、－ス・イソメラー・ゼは，D－アラピノー・スの他に，L－ブコ、－スによっても誘導され，レフコ・－スに対し  

ても活性を持っている．．生育実験および各基質に対する酵素活性の比較によって，D－アラビノ－・スおよびレフコ・－ 

スによって誘導されるD一アラビノ、－ス（レフコー・ス）・イソメラ・－・ゼは，同一・の酵素であろうと推定した．  
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ISOLATION OF D－ARABINOSEISOMERASE PRODUCING  

BACTERIA AND CHARACTERISTICS ON THEINDUCTION  

OF THE ENZYME  

KenIzuMORIand KeiYAMANAKA  

S11mmary  

AbacteriaM－7wasisolated丘omseawaterofSETONAIKAIasapotentproducerofD－arabi－  
noseisomeraseandwasidenti丘ed to be astrainbelonglngtOAerobacteraerogene5．   
TheproductionofD－arabinoseisomerasewasinducibleandtheinducerwereD－arabinoseand  

L－fucoseLActivityfbrtheisomerizationofL－fucoseaswellasD－ar・abinosecouldbeobservedin  
extractsofcellsgrownonbothD－arabinoseandL－fucoseasthesolecarbonsource・  
Itwasposturatedthataslng1eenzymcmightberesponsiblefbrtheisomerizationof．D－arabinose  

andレfbcose．  

（昭和47年10月31日 受理）   
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