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Abstract月んo∂oわααθグ理んαθグo乙∂θ8NII2wasユso1ated．near　here　fromユake　Nakaum1

and－now1s　expectea　to　exh1b1t　some　n0Ye1character1st1cs，Under　heterophototrop－

h1c－anaerob1c　cond1t1on，the　stram　grows　we11ass1m11at1ng　NH4＋　In　the1ntrace1－

1uar　am1no　ac1d　poo1of　the　grown　ce11s，The　part1cu1ar　amount　of　L－a1an1ne　was

observed　and－no　another　am1no　ac1d　L－a1amne　was　cons1dered　to　be　b1osynthes1zed

d1rect1y　from　NH4＋and　pyruYate　wh1ch　was　the　end　product　of　g1yco1yt1c　pathway

of　g1ucose　Th1s　was　conf1rmed1n　the　obta1ned　resu1ts　that　a1an1ne　dehydrogenase

am1nat1ng　act1v1ty　was　determmed1n　the　ceu－free　extract　of月わ　卯んαθグo乙∂θ8gro－

wn　anaerob1ca11y　The　enzyme　act1v1ty　was　remarkab1y　h1gher1n11ght－gIown　ce1ls

than1n　dark－grown　ce11s　The11ght111um1nat1on　seems　to　promate　the　format1on

of　L－alan1ne　dehydrogenase　For　ammon1a　ass1m11at1on，L－a1anme　dehydrogenase

cou1d　be　apparent1y　the　pr1mar　enzyme　m　the　phototoroph1c　bacter1um，五6　理んα一

θr0乏dθ8．

Key　word。月んodoわααθrξρんαθro乙dθ8，a1an1ne　dehyd．rogenase，

緒　　　　言

　日本海に通じている中海と宍道湖はNaC1濃度002～30

％の汽水湖である．その大部分の水深は3～7mであって，

太陽光の到達する範囲にある．この底泥より，多数の微

生物が採集分離され研究室に保存されている．この中に

肋oゴo6αo妙8＝ρんαθro乏dθ8と同定された細菌があり，光照

射下でNO。■を還元してN。ガスを発生する特性を有して

いた．

　光合成細菌は一般植物とは異なり，光照射下でCO。を

同化固定することが出来ない　そのため，生育には炭素

源として有機化合物を与えなければならない．しかしな

がら光エネルギーを利用することが出来るので、有機化

合物の代謝分解は嫌気条件下で効率よく行われる．また

一方では，．坤．8≡ρんαθro肋8の光脱窒に見られるように。

光合成細菌は窒素化合物の多様な代謝分解能も持ってい

る．

　光合成細菌のNH戸の取り込み機構についてはいくっか

の報告があり，現在までのところGS－GOGAT（G1u＋N

H戸→G1n，G1n＋2－OG→2G1u）1）系が普遍的であると考え

られている．詳しく調べられている肋0d06αC炊0α≡ρ8αZ

α眺ではGDH　（20G＋NH。十→G1u）活性はなく，　GS－G

OGATによってNH。十は取り込まれるが，　NH。十濃度が高

いときには，L－a1amne　dehyarogenase（A1aDH）活性を

示すことが報告されている2）・3）．この高濃度NH。十の作用

は，光合成細菌ばかりでなく，λ肋ro6αo鮒∫Zαoグθcθ几8

でも見出されている4）．

　ところがR6．卵んαθグ0肋8ではまだアンモニァがどのよ

うに取り込まれるのかは明らかにされていない．本研究

室の肋．卵んαθro肋8NII2では，光⑧嫌気培養で細胞内

アミノ酸プールのアラニンが特異的に高濃度となること

が見出されている．このアラニン生成がA1aDHによるも

のかを確認し，．さらに光の作用，硝酸呼吸との関係を調

べた．
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実験材料と方法

供試光合成細菌

　当研究室で1989年に汽水湖（島根県・中海）の底泥よ

り分離され，肋0∂0わα0妙理んαθr0泌と同定された分離

株のうち，脱窒能を有すると報告されたNII25）株を使用

した．

培地組成と培養条件

　基本培地11iterは，次のような成分を含んでいる．

無機塩：KH2POぺO．5g；K．HPO。，0．5g；

　　　　　MgS04⑧7H20，O．2g；CaC12⑧2H20，O．05g

；　　　　FeS04⑧7H20，0，005g；NaC1，O．4g

微量元素：H．BO。，O．1mg；CoC1。⑧6H．O，1．0mg；

　　　　　MnS04⑧5H20，1．2mg；Na2Mo04⑧2H20，

　　　　　1．O　mg；

　　　　　CuC12⑧2H20，0．01mg

成長因子　酵母エキス（和光純薬工業），04g

　基本培地に炭素源として50mMクルコース（g1c），窒素

源として25mM（NH。）。HPO。（N。。一Pと略記）を添加し

た．硝酸呼吸条件下で培養するときには，種々の濃度のK

NO。（0，50，100mM）をさらに添加した．基本培地，

リン酸塩，炭素源，窒素源は別々にオートクレーフし，

滅菌後，混合して培地を調製した．PHはNaOHで7．0に調

整した．

　前培養として，上述の液体培養培地と同じ組成のプレー

ト培地で40001ux，30℃の条件下で48時問培養し，シン

グルコロニーを得た．そのシングルコロニー約100個を採

取しO才88％生理的食塩水に懸濁し。その細胞懸濁液（OD6

60＝1．5）10m1を，800m1ルーフラスコに満たした液体

培地に接種した．培養は，光照射の明条件は4．0001ux，30

℃，暗条件は01ux，30℃に設定した．

肋o伽肋肋r卯肋8ro肋8の生育およぴpHの測定

　シリコライト栓をした培養フラスコから注射器（1m1

容）によって培養液を採取し15倍に希釈する．その希釈

培養液を波長660nmで濁度を測定することによって生育

を測定し，また同時に培養液のpHを測定した．

培養中の生成窒素（N。）の測定

　培養フラスコにガストラップ（20m1注射筒）を直結し，

予めフラスコに入れておいた撹拝子をマグネチックスター

ラーで援拝することによって溶存窒素を気相に放出させ

た．この生成窒素量をガストラップの目盛りで定量した．

細胞内アミノ酸プールの定量

　細胞内アミノ酸プールと培養液上清のアミノ酸を分析

するために，培養液60m1を15，000×g，4℃で15分問遠心

した．その上清を培養液上清アミノ酸分析サンプルとし

た。遠心分離して得た細胞は，その後の実験に用いた．

細胞は5％食塩水10m1で洗菌し，その一部の90倍希釈溶

液を波長660nmで濁度を測定し，数式

｛（mg　D．C．／5m1）＝（OD660－0．0092628）／0．0056923｝

によって5m1中の細胞の乾燥重量（D　C）を求めた　その

結果を元にして細胞濃度が100mg／300m1となるように

蒸留水を加えた．その細胞懸濁液を100℃で10分問煮沸し

て細胞内アミノ酸を蒸留水中に抽出した　抽出液を15，000

×g，4℃で5分問遠心し，その上清を細胞内アミノ酸プー

ル分析のサンプルとした．

　そのサンプルをそれぞれ1μ1をTLC（MERCK　S111ca

ge160）プレートにスポットし，エタノール／25％アンモ

ニア水（77：23，v／v）で展開し，個々のアミノ酸をTLC上

に分離した。TLCプレートを20分問風乾後，80cCで20分

問乾熱した．冷却後，0．02％ニンヒドリンのブタノール溶

液を噴霧し，風乾後，100◎Cで3分問加熱することによっ

て呈色させ，アミノ酸のスポットを検出した．

A1aDHの無細胞抽出液の調製（Fig．1）4’6’7）

　細胞内の酵素を抽出するために48時問培養した肋odo5

αo炊吸んαθグo泌　NII2を集菌し，生理的食塩水で洗菌し

た。遠心分離して得た細胞を50mM　Tris－HC1（pH7．2）

5mM　EDTA，0．05％（7μM）2－mercaptoeth6no1｝に

懸濁し，フレンチプレス及び超音波破砕器で破砕した．

16，000rpm，4℃で遠心し，上清に酵素を抽出した．無細

胞抽出液のタンパク質全量は、明条件培養細胞で22mg

prote1n／g　we七ce11s，暗条件培養細胞で20mg　prote1n

／g　wet　ce11sであり，ほほ同程度のタンパク質が抽出さ

れていた．その酵素抽出液を用いてA1aDHの活性測定を

行った．

A1aDH活性の定量

　A1aDHの反応は可逆的であると報告されていることが

多いが8・9），肋．卵んαθro肋8NII2の場合はアミノ酸プー

ルのアラニンとの関係を調べるために，下に示すような

アミノ化反応の活性を定量した

pyruvate＋NH才十NADH→L－alanine＋　H20＋

NAD＋
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　反応液1m1には100mM　Tris－HC1buffer．（pH8．4），

0．1mMNADH　in10mM　Tris，166．5mM　NH4C1，

2mM　sod1umpyruvate，蒸留水，無細胞抽出液を含む

30℃，3minの反応を行い，NADHの吸光度の変化（減少）

をカイネティクスモードによって測定した．

　また、肋．吸んαθro肋8のA1aDHは細胞内酵素であるこ

とを確認するために，Fig．1の培養液遠心上清のA1aDH活

性を定量した．上清には酵素活性が無かったので，A1aDH

は細胞内酵素である．

　酵素抽出液を遠心上清に分離し，残査（Fig．1中のce11

debris）に酵素活性が残っていないことをFig．1のext－2の

活性を調べることによって確認した．

　従って，Fig．1のext－1をA1aDHの無細胞抽出液として，

以下の実験に供した．

結果と考察

育しないので，KNO。を添加した硝酸呼吸に依存しなけれ

ばならない．この場合，細胞内’アミノ酸プールはFig．2

［B］に示すように，アラニンが消失し殆どグルタミン酸

である　25mM以上のKNO。存在下ではクルタミン酸プー

ルは高い水準に維持される．

　他方，光照射の明条件でKNO。を高濃度に添加すると，

弱い硝酸呼吸が行われ（実験結果は示してないがCO。の

生成を確認している），Fig．2［A］に示すように僅かのグ

ルタミン酸プールが認められるようになる．

　アラニンは解糖系の終末にあるピルビン酸へのアミノ

基導入により生成し，グルタミン酸はTCAサイクルの中

問生成物である2一オキソクルタル酸から生成する　明

条件下では，硝酸呼吸よりも，光の作用によって促進さ

れる嫌気的代謝が優先的に行われるために，TCAサイク

ルが活発に作動することは無い　そのため，解糖系の最

終産物であるピルビン酸の生成が増加し，アラニンの細

胞内プールが増大する

　また暗条件では，肋．卵んαθグo肋8は硝酸呼吸によって

生育しているので，常にTCAサイクルヘと代謝系が流れ

ている．このために，2一オキソグルタル酸のアミノ化に

よって生成するグルタミン酸が細胞内アミノ酸プールの
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大部分を占めている．

2、肋．理肋εro肋8の細胞内AlaDH活性

　実験方法で述べたように，Fig．1の無細胞抽出液θxt－1を

用いてA1aDHの活性を定量した．A1aDHのアミノ．化活性

をNADHの酸化に伴う吸光度の減少で定量したが，Fig．3

に示すように，無細胞抽出液のタンパク質量との問に直

線関係が得られた．光を照射しない暗条件で培養した場

合には，A1aDHの活性は非常に低いレベルであったが，

同様にタンパク質量との直線関係が認められた．この結

果より得られたA1aDHの比活性は無細胞抽出液のタンパ

ク質量に対して0．21mo1／min／mg　proteinであった（T

abユe．1）．この値は，肋．o卯8αZα舳の無細胞抽出液で高

い活性があったと報告されている値の0．1810）を越えるもの

であって，A1aDHが肋．8≡ρんαθro肋8の明条件下での

NHオ取り込みのkey　enzymeであることを強≦示している・

られるように，A1aDHはNHナ取り込み機構のprimaryで

はないと考えられている．

　肋．卵んαθro肋8については，GS－GOGATの存在を否

定する結果を未だ得ていないが，嫌気明条件下ではAlaDH

がNH才取込みの主経路であることは確かである．

呂
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3、児6。理肋θro肋8の培養とAlaDHに及ぼす光の作用

　肋．理んαθro肋8のA1aDH活性は明条件下で培養した場

合に高くなることが示されたので（Fig．3），すでに報告し

た光の作用を加えて，Tab1e．1に明条件と暗条件の対比を

示した．表中の結果は，A1aDHの酵素抽出液を調製する

ために用いた培養を分析したものである．

　嫌気条件においては，　肋．理んαθro肋8の生育は光に

よって促進され，暗条件では生育は認められない．しか

し，KNO。が存在すると硝酸呼吸が行われ，光照射が無く

ても肋．卵んαθro肋8は生育する．Tab1e．1に示すように，

暗条件では，NOゴはほとんど消費し尽くされ，単位細胞

当たりの生成N。ガスは明条件の2倍にもなっている．活発

な硝酸呼吸によるTCAサイクルの作動によって，細胞内

アミノ酸プールはA1aからG1uへ転換している．明条件で

のA1aプールとA1aDH活性の関係はよく一致しており，グ

ルコースの代謝が解糖系に傾いていることを示している．

しかしながら，AlaDHの発現が光によって促進されるか

どうかは明らかではない．

　光合成細菌に限らず、微生物のNH。キ取り込み機構にお

いて，A1aDHが主要な経路であるという報告は少ない．

M的Zoc㏄ω811）とルα6αθ几α12）セは，NH戸の取り込み経

路の主体はA1aDHであると報告されており，また，肋乏o6α一

〇〃α8’のでは制限された代謝条件下でのみA1aDHによると

報告されている．しかしながら多くの報告では，　肋．

oα≡ρ8αZα舳14），B昭g乏α亡oα15），α08乙r肋α肌16）などの例に見

丁曲皿e1雌拓㏄t⑪f随g賊鮒a幽蝕⑪醜⑪醐
　　　　厭あ卵ゐ鮒榊滅㈹c魍脱囲鵬盈醜砥A亙盟⑰H鮒宜重v肘y
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