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納豆菌によるアミノ転移について(第1報)

柿　本　大　宅･金　沢　昭　夫

Study on the Transamination in Bac. Natto No･ 8･ (1)

Daiichi KAKIMOTO and Akio KANAZAWA

アミノ転移の反応は1937年Braurlstein(1)等により明らかにされた生体内反応であり,

実験方法の進歩にともないアミノ転移酵素,及びその作用範囲,助酵素の性質等も漸次明

らかになると共にアミノ酸の生体内代謝に重要な役割を演じていることも認められるよう

になった.これ等の事実に関してはP.P. Cohen(2)による綜拓的著述並に山下氏く3)の記述に

ょって庸詳細を知ることが出来る.アミノ転移の反応はアミノ転移酵素によって行われる

反応で此の酵素は広く動植物組織や微生物等に分布している･アミノ転移を簡単な反応式

で示すと次のように書き表すことが出来る･

Rl-CH-COOH+R2-CO-COOHこ､RrCO-COOH+R2-CH-COOK

N ha NLn2

式で示すようにアミノ転移は或るアミノ酸からNH3が放たれることなく　NH3基が同時に

存在するα･ケト酸に移動してアミノ酸はそのα-ケト酸となると同時に最初存在してい

たα-ケト酸はそれに相当するアミノ酸になる反応を言い,此の反応は可逆的である･自

然界で最も良く見受けられる転移反応は次の3種類であることが知られている･

グルタミン酸十オキザロ酷酸ごアスパラギン酸+α･ケトグルクール酸

グルタミン酸+焦性葡萄酸27ラニン+α･ケトグルク-ル酸

アスパラギン酸+焦性葡萄酸ごアラニン+オキザp酪酸

然し乍ら近年に到り他の多くのアミノ酸が酸性アミノ酸額とアミノ転移を行い得ることも

証明されている(4).叉アミノ転移にあずかる助酵素がピリドキサ-ル燐酸である(5)等,吹

第にアミノ転移の本質が判明しつつある･著者等はBac･ Natto No･8く6)がマーサン氏培

養基に含まれるアスパラギンを他のアミノ酸額に変化せしめることを観察したので,該歯

のアミノ転移作用を確かめる為2, 3の研究を行った･次にその結果を報告する･

莫験並　に考察

本研究に使用した菌は鹿児島大学農学部に於て蟹江氏がゼラチン分解酵素の研究に用い

ているBac. Natto N0.8　である.アミノ転移に関する従来迄の研究では生活細胞から酵

素を分離又は濃縮し,これにアミノ転移に関係のあるアミノ酸額,ケト酸額,並に助酵素

を加えて転移の行われたか否かを観察しているが,アミノ転移反応が前述のように生体内

反応であるとすれば細菌が或る基質中で繁殖する場合アミノ転移に必要な基質を自らの力

で生産する筈である.斯かる推論の下に著者等は納豆菌をマ-サン氏,フランケル氏,ど

シンスキ-氏の人工培地に培養し,アミノ転移が行われるか香かをアミノ酸の泌紙クロマ

トグラフイ-によって実験した結果,上記の人工培地は何れも同様なアミノ転移を行う培

本報告は昭和27年12月6日,日本水産学会九州支部秋季大会(佐世保)に於て発表したものである.
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地であることが判った.以下記述するアミノ転移はマーサン氏培地に就いて実験したもの

である.

培養基;マーサン氏液は次の如き組成のものを用いpHを8,0に調節した･即ちマー

サン氏培地に於ける該菌の発育状態はpH 7.5-8.0が最も旺盛であったのでアミノ転移と

は別に上記の水素イオン濃度を採用した･勿論水素イオン濃度によってアミノ転移が種々

相異することも考えられるのでこれについては目下研究中である･

マーサン氏培養基(苛性カリ水溶液でpnを8･0に調節する) ･

葡萄糖-･ 20g,林檎酸･･･0･7g,アスパラギン･･･ log, Na2CO3結掛･12･5g, Na2HPO4･･･

2.0g, MgSO｡･7H20･･･ 0.4g, CaC12･･･0･01g,蒸溜水11

Ba｡. Natt｡ N｡.8は使用に先立ち大豆寒天培養基より前記のマーサン培養基に2回馴秦

しその-白金耳をアミノ転移被検培地に移植し37℃の恒温器内で培養した･該菌の発育状

況を見るに,約15時間で液面に被膜を形式し,約3日で繁殖最も旺盛となり5日日頃から

被膜が沈降し始める･

嘘紙ク｡マトグラフイ-及び結果の考察

東洋櫨紙No.50を用い展開剤にはブクノール･酪酸･水(4:1:1)及びフェノー

ル(250/a合水)を用い,発色には-ンヒド1)ン･ブクノール溶液を使った･実験方淡とし

てマ-サン培養基に納豆菌を植え一定時間培養後の培養基中のアミノ酸を漉紙クロマト法

により検出した.対照となるマ-サン培養基の菌無添加のものは常にアスパラギンの軌点

を明確に与えるが,試験区に於ては時間と共に第1図に示した如く'アスパラギン以外に

アミノ酸の出現が認められた･

Fig 1.　Transamination by Bac･ Natto No･ 8

The reaction was recogni2;ed in Maassen's solution when Bac･

Natto No. 8 was cultured for many hours at 3TC.

The figure shows the transaminationwith the paper chr0-

matography.

十

第1図の如くBac. Natto No･8は培養後25時間で潤瑞を示し,此の培養液の逓紙ク

｡マトグラフイーではアスパラギン酸の位置にかすかに-ンヒドリンによる星色を認め得

る程度である.培養後50時間ではアスパラギン酸の生成は甚だ明瞭となり更にアラニンが
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かすかに認められるが75時間後には一層明瞭になる.引続き培養すると100時間後にグ

ルタミン酸の色斑が現われ始め125時間では明瞭になる.又150時間後にはアスパラギ

ンは消費されて逓紙クロマトグラフィーには甚だ薄い色斑となり175時間に到り全て消失

するに到る.

次にマーサン氏液中のアスパラギンが直接アミノ転移を起すものか叉は脱アミノ作用の

結果アスパラギン酸に変化した後転移が行われるかに就て検べるために,培養液中のアス

Table 1. The changes of amino acids when Bac. Natto No.8 are

incubated in modified Maassen's medium in which the amino acids

( dトaspartic acid, d一glutamic acid, dl-alanine ) take the place of

aSparaglne.

パラギンを夫々アスパラギン酸,グルタミン酸,アラニン等に置き代えてBac.Natto N0.

8を培養した結果は第1表に示す如くアスパラギン酸では約150時間後に始めてグルタミ

ン酸の出現が認められ,グルタミン酸の場合は培養後200時間を経過したものでも他のア

ミノ酸の出現が認められなかった.叉アラニンの場合では約200時間でグルタミン酸の出

現を認めることが出来た.上述のグルタミン酸はd型を使用したがアミノ転移に関する従

来の研究から考えて当然なこととも思われる.第1表に見られる如く基質にアスパラギン

を含むものと之れをアスパラギン酸に置き代えた場合とではグルタミン酸の出現するまで

の時間は常に前者の場合が速かである.此の事実のみで直ちに転移の過程を論ずることは

担釆ないが,アスパラギンから直ちにグルタミン酸への転移を起すアミドとアミノ酸の間

にも一部転移が行われているのではないかと考えられる.なお此の事実はMeister等(7)の

研究にも既に発表されている.

アミノ転移が行われるためには緒論でも述べた如く,ケト酸と助酵素のピl)ドキサ-ル

3燐酸が不可欠の因子である.著者等は納豆菌の繁殖によってマーサン氏培養基中に斯か

る物質が生成しているか否かを検べるためケト酸のみを2, 6-dichlorphenol･indophenol

試薬によって試験してみた.即ち20mg a/oの2,6-dichlorphenol-indophenolをマー

サン氏培養基に入れて菌を接種し, 37℃で培養したところ約2時間後に完全に試薬の紫色
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Table 2. Changes of amino acids by Bac･ Natto No･8
Wllich occurs in the TnOdified Maassen's medium in

whichthe other amino acids take the place of asparaglne･
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が消失した.然し乍らこのことのみからアミノ転移に関与すべきケト酸額が生成したもの

と見ることは出来ないので更にCavallini等の行った方法を用い検討中である.マーサン

氏液の炭素瀕としては葡萄糖と林檎酸の2種煤がある.従って本研究で認められたアミノ

転移が起るためには上記の何れかがアミノ転移に関係あるケト酸の前駆物質でなければな

らない. Lockwood, Stodola氏等(8)伎ps.且uorescens NRRL. No. B-6　が葡萄糖より

α-ketoglutaric acidを生成すると報告して居り　朝井,相田等(9)はSerratia marcescens

が葡萄糖より著量のα-ketoglutaric acidを生産することを確認しているので著者等の用

いたBac.NattoN0.8に就ても此の様な反応が考えられないことはない.著者等の研究

から推察すると種々のアミノ転移に対しアミノ転移酵素の活性度が培養基並に培養条件に

ょって相異しないとすればアラニンとアスパラギン酸の転移が最も迅速であるから焦性葡

萄酸が覚づ第一に葡萄糖より生成されると見傾きねばならない.而してα-ketoglutaric

acidは焦性葡萄酸の生成後に生じここにアラニン及びアスパラギン酸よりダリクミン酸が

生ずると考えることが出来よう.

次にマ-サン氏培養液中の窒素源アスパラギンを他のアミノ酸額に置きかえてBac･

NattoN0.8を培養した結果簡2表の通りであった.トアJL,ギニンを窒素源とした場合は

培養後25時間からRfO.09なる1ケのSpotが現われた. Knoop(10)によればアルギニン

と焦性葡萄酸の混合液を接触還元することによりオクトピンが生成するが,本研究ではこ

のことを確認するには到っていない.トヒスチジンの場合は150時間後に於てグルタミ

ン酸が出現したがこれはEdlbacher,瀬良民等の説えているヒスチダーゼによる反応と符

合し,恐らくアミノ転移による変化ではあるまい.トl)ヂンでは200時間でRfO.04な

る不明のSpotが出現しているがこれもアミノ転移を示すものであるか否かは疑わしい･

dl-バリンでは150時間後に痕跡のアスパラギン酸が認められる. 1-プロ1)ンでは200時

間後に3つのSpotが認められたが, Rf値の判定では確実なところは知られなかった･

dl-メチオニンは200時間後に痕跡程度のアスパラギン酸が認められる. 1-システン,ト

システイン酸も100時間後及び75時間後にSpotが現われたがアミノ転移を断定するに至

っていない.

以上アミノ転移以外の分解その他の化学変化も考えられるので単に以上の簡単な観察の

みからアミノ転移の現象を認めることは早計である.併し著者等の用いたBac. Natto

N0.8がアスパラギンを基質として之れから他のアミノ酸を生成する動作は従来認められて

いるアミノ転移に偶然にも全く一致する.著者等は直接生活細菌細胞を用いて認めた此の

様な現象をアミノ転移と認定したが更にアミノ転移を確証するに必要な他の手段によって

研究を続行中で,何れは魚体に於ける此の種の栄養現象の追及にまで発展せしめたいと考

えている.

最後に本実験を行うにあたり終始御指導を賜わった本学相田教授に深甚の感謝を表する

次第である.

Resume

l) Being supposed the transamination performed by Bac. Natto No. 8,

authors studied it by paperchromatography･ In the culture of this bacteria in

Maassen's medium, following three reactons were con丘rmed.
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1. Aspartic acidごGlutamic acid

2. Aspartic acid Z Alanine

3. Glutamic acidこAlanine

As to the transamination by Bac. Natto No･ 8, the following two reactions

could also be observed.

1. Asparagine - Glutamic acid or Alanine

2. Asparagine →Aspartic acid - Glutamic acid or Alan)'ne

2) When the transamination bad carried out by Bac･ Natto No･ 8 in Maas･

sen's solution, it was conceivable that glucose changed into ketonic acid in the

Brst place and this ketonic acid took part in transamination･

3) When amino acids was used as nitrogen source instead of asparagine

in Maassen･s solution, Some visible changes occured in the case of histidine･

lyshe, proline, cysteine, cystine, valine and methionine･ but it was doubtful to

attribute those changes to the transamination.
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