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著者らは石油資化性をもつ微生物の菌体内や菌体外

(培養液の水相)代 謝産物を調べていたところ,菌 体

内リン含量が乾燥菌体の3.3～3.7%にお よぶ 細菌を

見出した.そ の中の一株Brevibacteriumsp.strain

A25R菌 は特に石油資化性が強かつたので,そ の菌体

内冷酸呵溶,KOH可 溶,脂 質,蛋 白質と残渣の各画

分の有機 リン含撫こついて検討した結果,冷 酸可溶画

分とKOHIIJ溶 画分の中に特徴があることがわかつ

た.本 報告ではBrevibacteriumsp.strainA25R

菌の冷酸可溶画分とKOH町 溶画分中の有機 リン酸

化合物について述べ る.

実 験 方 法

1.培 養と菌体定量法 本菌株の前培養を3～5回

くりかえした後,12lの 培地を含む30l容 量のジャ

Broth  10  ml 
 -add 10 ml of 0. 03 % cetyl 

  benzyl ammonium chloride, 
  and shake, 

 -centrifuge (12, 280Xg , 30 min) 
Cells precipitate 

 -suspend in ether , and pour 
  into weighed bottle, 

 -evaporate ether and dry 
  under 105'C, 

Dried cells

Fig. 1. The determination method of 
cell concentration.

ーフ ァー メ ン ターに5%接 種 した.培 養 条件 は40℃,

1vvm通 気 量,pH6.4～7.4と し,攪拌 速 度 は150～

200rpmに した.培 地 組 成 は 次 の とお りで あ る=

(NH4)2HPO40.2%,NH,H2PO40.2%,KC10.05

%,MgSO4・7H200.04%,FeSO4・7HO20.002%,

MnSO,・2～7H200.002%,ZnSO,・7H200.002

%,n-パラフィン100ml/121.菌 体 定 量 に はFig.1

に 示 す方 法 を用 い た.

2.リ ン,RNAお よび 蛋 白質 の定 量 無 機 リンは

IrvingandCosgrove(197の の 方 法で,有 機 リン

はAllen(194の の方 法 で 定 量 した.蛋 白質 の含 量 は

ミク ロケル ダ ール 法で 定 量 した 窒 素 量 に6.25を 乗 じ

て 計 算 した.

3.菌 体 内 リン酸 化 合物 の分 画 法 新 鮮 な細 胞 に氷

冷 した10%ト リク ロル 酢 酸 を 加 え て2～5分 間 麗 挫

し,冷 酸 可 溶 画 分 を得 た.残 渣 か ら有 機 溶媒 で 脂 質 を

抽 出 した,さ らに0.3NKOH,37℃,18時 間 で 菌

体 内核 酸(RNA)と アル カ リ可溶 の リン酸 化合 物 を

分 解 抽 出 した.以 上 の手 順 で 大部分 の リン酸化 合 物 が

抽 出 され る.冷 酸 町溶画 分 とKOH可 溶 画分中の リン

酸 化 合 物 の分 画 に は,200～400メ ッシ ュの 強境 基性 陰

イ オ ン交 換 樹脂Dowex1を 使 用 した.ま た,得 られ

た各 画 分 中 に 混 在 す る 塩 類 を除 くた め にDowex50

を使 用 した.

冷酸 可 溶 画分 中の 核 酸 関連 物 質 とKOH可 溶 画分中



の分解したRNAの モノヌクレオチドの定性実験で

は,日 立分光々度計120型 を用いて紫外部におけるス

ペク トラム(BocketaL,1956)と,塩 基,糖,リ ン

の3者 のモル比を調べた.リ ボース,グ ルコース,マ

ンノースおよびフラクトースの定性分析はペーパーク

ロマ トグラフィーと数種の化学反応で行 なつた.ポ

リリン酸 はKuroiwaandNakagawa(1962)に

よ るバ リウム臨沈澱法で分画した.

定量法は彼らと同じ方法でA7P1を 求 め,こ れを細

胞内ポリリン酸のリン含量として適用した.ポ リリン

酸を沈澱させた後,残 つた上澄液からさらにLePage

(1949)の 方法で 有機 リン酸化合物をバ リウム塩とし

て分画 した.

結 果 と 考 察

1.冷 酸可溶画分 リン酸化合物

(1)分 画 と同定

新しく培養した定常期のBrevibacteriumsp.strain

A25R菌 体から得た冷酸可溶画分,脂 質,蛋 白質,

KOH可 溶画分 と残渣のリン含量をTable1に 示す.

これからわかるように冷酸可溶画分とKOH可 溶画分

の リン含量は他の画分のそれより高かつた.ま た冷酸

可溶画分中の無機リン酸 も高かつたが,こ こでは有機

リン酸化合物について研究を進めた.一 方,冷 酸可溶

画分の紫外部260nmに お ける吸光度より計算した有

機 リン含鼠 〔UV(260nm)-Po〕 は冷酸可溶画分に存

在している有機 リンよりも少ないので,UV(260nm)

-Poか ら計算した モノヌクレオチド以外の含リン有

機化合物が存在していると推定した.そ こでさらに冷

酸可溶画分の分画を行なつた.ポ リリン酸を分離した

後,LePage(1949)の 方法でさらに3つ の画分,す な

わち,バ リウム塩 として水不溶画分,水可溶画分とエタ

ノール可溶1画分を得た.Table2に 示すように水不溶

画分の有機リンはほかの3者 より多く,ま たUV(260

nm)-Poよ りも大きかつた.従 つてバリウム堀として

水不溶の画分をCl型Dowex1に よつてさらに分画

した(後 述).一 方,ポ リリン酸の含量は普通の酵母菌

のそれに類似しているが,細 菌の増殖速度は酉劉り:のそ

れより大きいので,ボ リリン酸の生産にはこの菌を使

用す るのが有利であろう.水 可溶画分には低分子の糖

リン酸エステルがバ リウム塩 として存在しているが,

水不溶画分中のそれより少ないので,さ らに詳しい追

求は行なわなかった.

LePage(1949)に よれば 水不溶画分 に はADP,

Table 1. Phosphorus contents of the intracellular phosphate compounds of 
Brevibacterium sp. strain A25R.

unit:  ug/mg cells 
1)p0=Pt-Pt, 2) Determined by a standard curve of an alkali digested yeast RNA, 3) A 
difference between Po and UV (260 nm)-P0. 

Table 2. Phosphorus contents of the phosphate compounds in the cold TCA soluble 
fraction (as Ba-salt).

unit: ttg/mg cells 
1)27Pi=Pi

eci. 100 c. 7min -Pi.



F-1,6-P,ATPな どが バ リウ ム塩 として 存 在 して い

る とい う.従 つ てKhymandCohn(1953)の 方 法

を用 い,水 不 溶 性 画分 のDOwex1(Cl型)に よ る・イ

オ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フィ ー を行 なつ た結 架,5つ の

画分 が 得 られ た(Fig,2).無 機 リン酸 発 色 法(lrving

andCosgrove,197の でPeak1を,紫 外 部(260

nm)の 吸収 でPeak2,3,4を 検 出 した.紫 外 部 に

お け る吸 収 スペ ク トラ ム,Duboisetai.(1956)の

フ ェ ノール ・硫 酸 法 と五炭 糖 検 出 の た めのSumner

(1923)の オル シ ノール ・塩 酸 反 応 な どの 結 果か ら,

Peak1は 無 機 リン酸,Peak2～4は 核 酸 関連 物 質 で

あ るこ とが 分 つ た.こ れ らにつ い て 標 準物 質のAMP,

ADP,ATPと の 比 較 の もとで 定性 な らび に 定籔 分 析

を行 なっ た.ペ ー バ ー クロマ トゲラ フ ィー(1N堀 酸,

沸 と う水 中で1時 間分 解 後,デ シケ ー タで 減圧 下 塩 酸

を 蒸 発 させ た サ ンプル を用 い た)のRf値(Table3),

紫 外 部 に お け る 吸 収 スペ ク トラ ムの 特 微(Table4)

から,Peak2～4の 物質はアデニン,リ ボース,リ ン

の3者 を含んでいることがわかつた.こ の3者 のモル

比(Table4)か らPeak2はAMP,Peak3は

ADP,Peak4はATPで あることがわかつた.冷 酸

可溶画分に見出きれたAMPは,LePage(1949)に

よれば水可溶画分(バ リウム塩として)に 属するはず

であるから,分 画の際混入してきたものと思われ,量

的にも少なかった.

(2)Brevibacteriumsp.strainA25R菌 の

ADP,ATP含 量および他菌株との比較

ATPの 定 は法に関する多くの報告では,ホ タルの

尾部より調製したルシフェラーゼがATPと 反応して

生ずる螢光の強さからATP含 量 を測定しているが,

そのほかに紫外部260nmに おける吸光度とリンの定

量からもATPやADPを 定量している.本 研究にお

いては紫外部260nmの 吸光度測定とリンの含量から

標準物質 との比較のもとで 定量を行なった.ADP,

ATP含 量について すでに 報告された菌 と比べて見た

Table 3.  R  f values of the phosphate com-
pounds in the water insoluble fraction (as 
Ba-salt).

Fig. 2. Separation of the phosphorous 
compounds existing in water-insoluble 
fraction (as Ba-salt). Resin: Dowex 1 
(chloride form), 200-400 mesh ; frac-
tion volume: 10 ml ; flow rate : 1 ml/min,

Table 4. The characteristics of the spectra and the molar ratios of the phosphate 
compounds in water insoluble fraction.



Table 5. ATP and ADP contents of various microorganisms.

Aspergillus niger (C. M.  I. 41873) 

Escherichia coli strain B 
Aerobacter aerogenes 
Streptococcus faecalis ATCC 4083 
Saccharomyces lactis 
Algae 

Brevibacterium sp. strain A25R

Smith and Ng, 1972 

Franzen and Binkley, 1961 

Stranger et al., 1963 
Forrest, 1965 
Aldos and Lloyd, 1972 
Holm-Hansen and Booth, 1966

1) in lag phase of growth .

ところ,本 菌株では1例 をのぞいてほかの菌のそれよ

りも高かった(Table5).

ATP含 量 を菌の増殖サイクルを通して見ると,一

般に誘導期に最高で,対 数増殖期にはいると減少し始

め,定 常期で最低になる.Table5に 示す数値は本菌

株の定常期におけるものである.そ の含量が基質(n-

パ ラフィンやグルコース)の 種類と関係があるか否か

は興味のある問題である.

2.KOH可 溶 画分 リン酸化合物

(1)分 画

菌体内 から氷冷した10%ト リクロル 酢酸 によつ

て抽出されない有機 リンとしては,RNAやDNA

の ほかに 細胞壁 〔原形質 に 存在 しているとの報告

(Cummin,1973)も ある〕 に存在しているタイコ酸

も考えられる.タ イコ酸 もアルカリによつて抽出され

る(Arcllibaldetal.,1969)が,菌 の種類によつて

抽出された り,さ れなかつた りする,著 者らはArm-

strongetal.(196の の方法で 得た本菌株からのタ

イコ酸がアルカリで沈降することを確認した.ま たア

ルカリ可溶画分 に は ベーパークロマ トグラフィーと

ElsonandMorgan(1933)の 方法でタイコ酸の構成

成分であるリビ トール,グ リセロール,N-ア セチルグ

ルコサ ミンは存在していないことがわかつた.そ こで

RNAを 分解して得たモノヌクレオチドの分離によく

使われるDowex1(Cl型)樹 脂をリン酸化合物の分

離に使用した.サ ンプルをpH8・5に 調節した後,カ

ラムに流し水洗した.カ ラムに吸着されたリン酸化合

物は0,002～0.006N塩 酸で溶出し,紫 外部(260nm)

の吸収で塩基を,フ ェノール ・硫酸法で糖を,Irving

andCosgrove(197の 法 とAIIen(194の 法で無機 リ

ンと総 リンを追跡した。その結果Fig.3に 示すよう

に6つ のピークが検出された.標 準物質としてCMP

Fig. 3. Separation of the phosphorous 
compounds existing in KOH-soluble 
fraction which could be adsorbed on 
the resin of Dowex 1 (chloride form). 

 Resin  : Dowex 1 (chloride form), 200-
400 mesh ; volume : 10 ml ; flow rate : 1 
ml/min.

Fig. 4. Separation of the other phos-
phorous compounds which could not be 
adsorbed on the resin of Dowex 1 in 
chloride form. Resin : Dowex 1 (ace-
tate form) ; volume : 10 ml ; flow rate : 
1 ml/min.

(2',3'),AMP(2',3'),UMP(2',3')とGMP(2',

3')を 用 いた.ま たパ ン酵 母RNAをO.3NKOH,

37℃,18時 間 分 解 し,60%過 壇 素酸 でpH8.5に 調 節

した後,同 様 な実 験 を行 なつ た と ころFig.3に 類 似



した溶出パタンを得た.そ れぞれの画分の定性ならび

に定脆分析は(2)同 定の項に述べる方法に準じた.

一方,DowexI(Cl型)樹 脂に吸着されないリン

酸化合物はDowex1(酢 酸型)樹 脂によつて完金に

吸着された.そ の溶出パタンをFig.4に 示す.

(2)同 定

リン酸化合物の うち,DOwex1(Cl型)樹 脂に吸

着 きれた もの は,Fig.3の 各 ピ ー クの 紫外 部 に お け る

スペ ク トラ ムの 特 徴(Table6),ペ ーパ ー クロ マ トグ

ラ フ ィー に よ る塩 基 と糖 のRf値(Table6)お よび

溶 出 パ タン(Fig.3)を 標 準物 質の それ ら と比 較 した

ところ,Fig.3に 示 した 各 ピ ー クの 堪 基 は それ ぞれ

C,A,A,U,G,Gで あ る こ とが わか つ た.こ れ ら

の ピー クの糖 成 分 の 存在 が トリプ トフ ァン ・硫 酸 反 応

Table 6. The characteristics of the spectra and the  Rf values of the fractions of 

peak 1, 2, 3, 4, 5 and 6.

1) n-butanol-acetic acid-water (4: 1 : 5) . 2) n-butanol-pyridine-water (6: 4: 2. 5). 

     Table 7. The properties of the each fraction obtained from ion exchange 
     chromatography. (part 1)

Table 8. Properties of the each fraction obtained from ion exchange chromatography. (part 2)

1) for detecting aldohexose . 2) for detecting amino sugar. 3) for detecting aldopentose. 
") for detecting ketose. 5) for detecting uronate. P : pink, Y : yellow, YB : yellowish brown.



(Badinetal.,1953)に よつ て 確 認 され た(Table7).

さ らに これ ら糖 成 分 は ペ ーバ ー クロ マ トグ ラフ ィー で

は 標 準物 質 のCMP,AMP,UMP,GMPの 糖 と同

-Rf値 を示 し(Table6) ,フ ェ ノー ル ・硫 酸 反 応 で は

アル ドペ ン トー スの 特 徴 で あ る最 大吸 収 波 長480nm

を示 し(Table7),ま た シ ス テ イン ・硫 酸 反 応(Dis-

che,1949)で は アル ドペ ン トー ス の特 徴 で あ る最 大

吸 収波 長390nmと ピ ン ク色 を示 し,オ ル シ ノール ・

塩 酸 反 応(Sumner,1923)も 陽 性(Table8)で あつ

た.こ れ らの 結 果 か らPeak1～6の 構 成 糖 は リボ ー

スで あ る こ とが わか つ た 、 これ らの ピー クの 以 上 の性

質,カ ラ ム ク ロマ トゲ ラ フ ィーの 溶 出 パ タ ン(Fig.

3)と 塩 基,リ ボ ー ス,リ ンの モ ル比 の 計 算(Table

11)か らPeak1～6は それ ぞれCMP,2'-AMP,

3ノーAMP,UMP,2'-GMPと3'-GMPで あ る こ とが

わ かつ た 。

一方 ,Dowex1(Cl型)、 樹脂 に 吸 着 され ず,酢 酸

型 樹 脂 に 吸着 され た もの は,Fig.4に 示 した6つ の

ピー クに紫 外 部 吸収 が な く,核 酸 関 連 物 質で はな い こ

とが わ かっ た の で,こ れ らの 画 分 につ いて さ らに種

々の 定性 実 験 を行 なつ た.モ リブ デ ン ・リン 酸 反応

(Allen,194の フェ ノ ール ・硫 酸 反 応,銅-Folin

反 応(FolinandCiocalteu,1927),Yemmand

Cocking(1955)の ニ ン ヒ ド リン 反 応 な ど の 結果

(Table7)か らPeak1!は 少 量 の蛋白質 が ま じつ て

い る糖 質 で あ り,Peak2'～5'は 糖 リン酸 エ ス テル で

あ り,Peak6ノ は無 機 リン酸 で あ るこ とが わ かつ た.

またTable8に 示 す よ うに,各 種 糖 の 呈色 反 応 の結

果か らPeaklt～5'の 糖 は ア ミノ糖,ケ トース,ウ

ロ ン酸,6-デ オ キ シ糖,2-デ オキ シ糖 で は な い こ と

が 知 られ,一 方Dische(1949)の シス テ イ ン ・硫 酸 反

応(ア ル ドヘ キ ソー ス定 姓 定1資法)の 最 大 匿受収 波 長 が

407～411nmを 示 した こ とか らア ル ドヘ キ ソー ス を含

ん で い る こ とが わ かつ た.こ れ らの 画分 に 新鮮 なバ ン

酵 母 懸 濁液 をそ れ ぞれ 添 加 して30℃,2時 間 振 と うし

Table 9. The utilization of the sugar com-

ponent in each fraction by yeast cells.

Part  1  : Before hydrolyzing by 1 N HC1 (100 
°C , 1 hr). Part 2 : After hydrolyzing by 1 N 
HC1 (100°C, 1 hr). I> By using Somogyi-
Nelson's method.

Table 10. Comparison of the sugar of each fraction obtained from ion exchange 
chromatography with the standard materials.

1) over a night , 2) paper chromatography, samples were obtained after hydrolyzing by 1 N 
HCl at 100 °C for 1 hour. (1) : n-butanol-pyridine-water (6 : 4 : 2.5), (2) : phenol-water 
(4 : 1). Y : yellow, P : pink, YB: yellowish brown, YG : yellowish green, G : green.



た と ころ各 両 分 は酵 母 に よつ て 消 費 され な かっ た.し

か し,各 画分 を1N塩 酸 で100℃,1時 間 加 水 分解 し

て 遊 離 して きた糖 は酵 母 に よつ て 消 費 され た(Table

9),こ れ らの各 画 分 の構 成 糖 は 既知 の ア ル ドヘ キ ソ ー

スで あ るこ とが わ か つ た.こ こでPeak1'～5'の 画

分 と標 準 物 質 との 比 較 実験 を 行 なつ た.そ の 結 果 を

Table10に 示 す.Peak2/の 糖 は オル シ ノー ル 。垢、1

酸 反 応 が 陽 性で(Table8),ベ ーパ ー クロ マ トグ ラ フ

で一で2つ の スポ ッ ト(Tablelの が あ る こ とか らマ

ン ノー ス とア ル ドヘ ン トー スが 含ま れて い る こ とが わ

かつ た.Peak3'～5'の 糖 は マ ン ノー スの み で あ つ た

(Table1の.Peak2/～5!の マ ン ノー スは リン1モ

ル に つ い て それ ぞ れ3.1,2.1,1.5,0.6モ ル で あ つ

た(Table11),こ れ らの糖 リン酸 は氷 冷 した10%ト

リ クロル 酢 酸で 抽 出 で きな いば か りでな く,ド ラ イア

イス中で 一 夜菌 体 を処 理 した 後 も.水に よつ て は抽 出で

きな い こ とか ら菌 体 内低 分 子 と して存 在 す るの で はな

く,マ ン ノ ース 系 ポ リサ ッカ ラ イ ドの リン酸 エ ス テル

の 形 で存在 し,ア ル カ リで 部 分 分解 を うけ つ つ抽 出 き

れ るの で はな い か と推 定 され る.ま た,こ の リン峻 エ

ス テル はpH4.0以 下 で 長時間5℃ の 冷 所 に放 置す

る と無機 リン酸 を放 出 した.Table11か らわ か る よ

うに 本菌 体 内の リン酸 化 合 物 の う ち,RNAに っ いで

多いの は この リン峻 エ ス テ ルで あつ た(Tablelも 参

照).ま た,こ の エ ス テル 含量 は増 殖 サ イ クルに お け

る時 期 に よつ て 異 なつ てお り,こ の エス テ ル は一つ の

生 理 的活 性 の あ る リン酸 化 合 物 と思 わ れ る.

Table 11. Molar ratios and phosphorus 
contents of each fraction obtained 
from ion exchange chromatography.

要 約

Brevibacteriumsp.strainA25R菌 の菌 体 内 の

冷 酸 呵溶 とKOH可 溶 画 分中に 存在 して い る リン酸 化

合 物 につ いて 分 画,同 定 した.冷 酸可 溶 画分 中に 多 く

存 在 して い るの はATP(3.4μ9/mgcells)とADP

(2.4μ9/mgcells)で あ り,その含量 は これ まで 報 告

され た 菌の それ よ りも高 か つ た.

KOH可 溶 画分中に は,RNAの 分 解 に 由来 した モ

ノヌ ク レオ チ ド(CMP,AMP,UMPとGMP)の

ほ か に,糖 リン酸が 存 在 して いた.菌 体 内RNAの 含

量は リン と して9.32μ9/mgcellsで あつ た,糖 リン

酸の 含量 は リン と して4.4μ9/mgcellsでRNAに

つ ぐ含 敬の 多い 菌体 内 リン酸 化 合物 で あつ た,こ の糖

リン酸 は 氷 冷 した10%ト リ ク ロル 酢 酸で 抽 廷1で きな

いが,ア ル カ リに よつ て分 解 を受 けつつ 抽 出 され るよ

うな生 理 的 活性 の あ るマ ンノ ー ス系 ポ リサ ッカ ライ ド

の リン酸 エ ステ ルで はな い か と推 定 した.
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                                  Summary 

   A newly isolated Brevibacterium sp. strain A25R, contained about 3.3—'3.7 % of 

phosphorous compounds within cells which were significantly high as compared with 
those of common bacteria. Especially, the phosphorus contents of the cold acid-soluble 
fraction and the KOH-soluble fraction were found to be higher than those of ordinary 
bacteria. In the cold acid-soluble fraction, the contents of ATP and ADP were about 
3.4 and 2.3 ,ug/mg-cells, respectively. A kind of phosphate ester of polysaccharide, 

phosphomannan, which could not be extracted by cold trichloroacetic acid (10 %), was 
the main phosphorous compounds existing in the KOH-soluble fraction except for the 
mononucleotides originated from the decomposition of ribonucleic acid by KOH. The 
content of the phosphate ester was about 4.4,ag/mg-cells (as phosphorus), while the 
content of ribonucleic acid was about 9.3 1ag/mg-cells.


