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納豆菌の粘質物に関する研究亙※

1粘質物の化学組成

松本宗人⑧岩原章一郎（農産製造学研究室）

Muneto　MATSUMlOTO　and Syδj1rδIWAHARA

On　the　product1on　of　s11me　substance　by　nattδbacterユa

　　（I）　Che皿1ca1compos1t1on　of　the　s11me　sUbstance

　　　　　　　　　緒　　　．言

　納豆菌は特有の粧質物を生産し，納豆を特徴ある食品

としている．納豆の粘質物については古くから研究が行

なわれているが，．．1・2）粘質物と菌体を完全に分離するこ

とが出来なかづたことや，化学分析の技術が進んでいな＝

か？たために，粘質物の化学成分は明確にさ≡れていな

い．この粘質物の化学的性状を明らかにすること律微生一

物学的にも，食品学的にも，理論面と実用面とにわたっ

て重要であると考えて実験を計画し，著者等は粘質物を

納豆に求めないで，合成培地に産生する粘質物について

検討を試みた．

　今日までに数種の細菌の生産する粘質物についていろ

いろ報告されているが，Bruckner　and　Ivanov1cs3）は

肋α〃〃so郷〃α伽のcapsu1arsubssanceがD－Po1y

g1utamateであるとい㌧，Bovam1ck　eta14・5）は

Bαα”洲脇舳1sの可溶性ペプチドもD－po1yg1utama－

teであることを明らかにしているので，納豆菌が肋㏄一

〃㈱5肋脇sの一変種であると考えられているところか

ら，納豆菌の粘質物もわそらくPo1yg1utamateではな

いかと考えて実験を進め仁結果，紳豆菌の粘質物二もまた

po1yg1utamateであることを明らかにし得たので以下に

その概要を報告する。

　　　　　　実験材料および案験方法

　使用菌株：市販納豆より分離した粘質物をよく生産す

る菌株を使用した．■その性状は肋6”μ5解α”0Sawam一＝

ura6）に一致する．

　培養基および培養　培養基は第／表に示した合成培養

基を用い，38～40◎Cで静置培養した．

　アミノ酸の定性および定量：粘質物試料を塩酸で加水

分解して，ぺ一パークロマトグラフィーで分析した．す

なわち，後埣の方法で得た粘質物試料／00mgに6－NHα

※　納豆菌に関する生化学的研究，皿

　　　　、牟．1秦合成培地岬、

N・耳二q岬岬・．一……．／O・0・．．

G1γ…i・∴…・・…・1∵…・一．20・0・・

Citric　acid　……・・…∵・・………　　2．09

干H・pO・．…1…一一∵・…一・・0・5・

K・早pOヂ．．’’．．．・…∵・・………：・0・5・．

M・SO・17叩’・…一一……ρ・5・
FeS04・アH20…一・・………　、0．01元9

B1otm　　　　　　　　　　　　00／mg

Tap　Water・・：1…一……tq1000m1．

pH（with　lO％一A平aq・）・・……・・7．4．

／0m1’を加えて「かCで3蒔間加水分解し，／0％NaOH

で申和して，1不溶物を遠沈除去してぺ一パークロマトグ

ラフィー用の試料とした．こめ試料の一定量’ζ0．05～

O．lm1）を東洋ろ紙No．53にスポッ．トして，一次元又は

二次元法で展開し，ドラ7ト申で乾燥せし苧た後にNin－

hydrin液’（0．5％，ア5％酒精申）を箪霧して45oCに30分

加熱発色㌣し苧三・・、発色し午スポ1トを切り取り一75％。

Ethano15mlで色素を溶出して570mμにおける吸光度

を測定して・各アミイ、酸の標準曲線から㌃！酸量予軍

出した．

　展開剤は：ゴ次にn－Butano1：ギ酸：水（4：1：

1，容積比）2次にpheno1（1％NH3，25％水）を主と

して用いた．

　全窒素およびアミノ態窒素の定量：全窒素はキェルダ

ール法で，アミノ態窒素はVav与1yke’法で常法に従っ

て分析した．

　粘質物の分離方法1：粘質物め分離清製は次の2種の

方法を用いて行った。

　＾　アルコールによる沈殿法　納豆菌を前述の培養基

で24時間38～40◎Cで静置培養して，菌体を遠心分離

（16，000R．R　M，20分）して除去し，最終濃度が0．05N

．になるように3N－HC1を加えて生ずる沈澱を毒心分離し
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て除去する．この液を10％NaOHで申和し，3倍量の

99％Ethano1を加えると粘質物は塊状の沈澱となる．

この粘質物を熱水申に分散せしめて遠心分離（3，000R．

P．M，5分）して残存している菌体の破片等を除去する

これに更に99％Ethano1を加えて再び塊状の沈澱とし，

これを乳鉢申で十分にすりつぶして，これにさらに99％

Ethano1を加えて十分鍵拝して後にEthanO1を傾斜し

て洗浄する．この操作を数回くりかえして残存する不純

物を除去する。さらに同様の方法でAcetoneで3回処

理して沈澱を洗浄し，デシケーター申で乾燥せしめて乳

鉢ですりつぶして白色の粉末として粘質物を得た．培養

液11からこの粘質物約／gの収量であった．

　B　硫酸銅による沈澱方法　　A法と同様に処理して

得た培養液の遠心分離上澄液を酷酸でPH2～3にして

生ずる沈澱を遠心分離して除去し，上澄液にNaOHを加

えてPHを6～7に調整する．この液14に対し20％硫酸

銅溶液を200m1を加えて粘質物を銅塩とせしめる．この

沈澱を乳鉢で十分にすりつぶして，蒸溜水を加えてよく

撹拝して後に傾斜して水を除去する。この操作を数回く

りかえして行い不純物を除去する。さらに同様の方法で

99％Ethano1で3回，Acetoneで3回，Etherで3回

処理して，デシケーター申で乾燥せしめて乳鉢で十分に

すりつぶして粉末とする。この方法では培養液14から約

3gの収量であった．これらの方法で得た粘質物を以下

に述べる分析に供した。

　　　　　　　　実　験　結　果

　上記の方法で得た粘質物について化学分析を行った．

結果は第2表の通りである。

　　　　第」2表　納豆菌の粘質物の化学組成

試　　　料 全N NH2＿N
全N

粗灰分 Cu

％ ％ ％ ％
A法で得た粘質物 10．15 ％．50 1．25 一

恭2 扶2

B法で得た粘質物 9．95 95．00 ／．／2 55．0
米1

理論値（（C6Hg03N）x） 9．79 100．00

1 一

％

　㎡／　Po1yg1utamate　　＊2：Cuを含有しない粘
質物量に対する値に換算．

　次にこの粘質物試料をHC1で加水分解してアミノ酸

組成の定量分析を行った．結果は第3表に示す通りであ

る。

第3表粘質物のア ノ酸組成

試料の全NH2－Nに対する％
試　　　料

クルタ1療・1 アスパラギン酸一N メチオニン“1未知ア1ノ酸・

A法で得た粘質物 83．0 0．55 ／5．50 0．85

B法で得た粘質物 82．55 0．53 15．25 1．00
　　　米1’理論値（（C6Hg03N）x）

／00．0
一 一 ．

＊／：Po1yg1utamate， ＊2：グルタミン酸一Nとして計算した値0

　次に，この実験の初期にはA法で，除菌ろ液に酒精を

添加して粘質物を分離したが，このものの講性質を検討

したところD1pheny1amme反応も，Orc1n－FeC13反

応も陽性で，DNAやRNAの存在を示した．従って上

記の如く除菌液を酸性にして7）核蛋白質を沈澱除去し

てからアルコール沈澱を行う方法に改良した．この方法

で分離した粘質物でも　DNA，RNAの呈色反応は改良

前の方法で分離した粘質物の反応よりもかなり弱いがな

お陽性であった．B法で得た粘質物の反応も明らかに核

酸様物質の存在を示した。

　これらの粘質物について念のため紫外部の吸収をしら

べたが，260mμ付近に明らかに吸収の山を認めたので

上述の核酸の存在は間違いないものと考える．

考　　　　察

　納豆菌の粘質物を2種の方法で分離して，その化学成

分を検討したが，いづれの方法で得たものもその化学組

成においては大きな差異を認めなかった．

　第2表わよび第3表から明らかな如く粘質物の構成成

分の本体はグルタミン酸であるが，その他にアスパラギ

ン酸，メチオニンおよび／種の未知アミノ酸8）がかな

り多量に含有されている．

　このグルタミン酸はおそらくpo1yg1utamateの形で

存在しているものであろう．グルタミン酸以外のアミノ

酸は粘質物中のPo1yg1utamateに結合しているpepti－

deとして物粘質の構成成分として存在しているものか，
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あるいは粘質物の精製法が不十分なため’不純物として混

存しているものか，現在までの実験結果からは確認し難

い。

　次に，種々の方法で分離した粘質物に核酸の反応を認

めることや核蛋白質が一般に粘性の高いものであること

などから，納豆菌の粘質物が多元的なもので，p01yg1u－

tamateを主体として，核蛋白質もまたいわゆる粘質物

に一役持っているかとも考えられ，一方においては核酸

が混在成分としてではなくて，po1yg1utamateと結合し

た核蛋白質として存在しているものかとも考えられる．

　またグルタミン酸以外のアミノ酸も，G1utamateと

化学的に結合しているかどうかは別として，粘質物標品

申に核酸が存在することや納言菌の培養液申に多量の核

蛋白質が蓄積7）することなどから考えて，核蛋白質の

構成成分として存在しているものとも考えられる．また

これらアミノ酸がD一型であるかL一型であるかは重要な

問題であるが，いずれもさらに追究して後報したい．

　　　　　　　　　要　　　　約

　納豆菌の粘質物の分離方法とその化学成分について実

験を行い次の結果を得た．

　／　納豆菌の粘質物の分離方法として，アルコールで

沈澱せしめる方法と銅塩として沈澱せしめる方法をを適

用して粘質物を分離した．

　2．粘質物を水解して構成アミノ酸をしらべた結果，

主体はグルタミン酸であり，その他にメヂオニン，アス

パラギン酸および1種の未知アミノ酸が存在していたの

で粘質物の主体をpOlyg1utamateと認めた．

　3．粘質物に核酸反応を認め，このものやグルタミン

酸以外のアミノ酸の存在状態等を推論した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S皿㎜m躯y

　Two　methods，a1coho1Ψec1p1tat1on　and　Cu　sa1t　metho乱were　apP11ed．for　the1so1at1on　of　the

s11me　substance　produced1n　the　cu1ture　f1u1ds　of　natt6bacter1a

　G1utam1c　ac1d，Meth1on1nらAspart1c　ac1d　and．one　unknown　am1no　ac1d．were　detected1n　the

hydro1ysates　of　the5i1me　substances1s1oated　by　the　two　method－s　from　the　cu1ture　f1u1d．s　of

natt6bacter1a

　Po1ygutamate　w11l　be　the　ma1n　co皿ponent　of　the　s1me　substauce　of　nattδbacter1乱because　the

ma1n　prod．uct1n　the　hyd－ro1ysate　of　the　s11me　was　a」ways　g1utam1c　ac1d


