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好気性桿菌の核酸産生、

岩原章一郎・松本宗人（農産製造学研究室）

　Syδ〕1rδIwAHARA　and　Muneto　MATsUM0T0

0n　the　Proauct1on　of　Nucle1c　Ac1d．s　by　Aerob1c

　　　　　　　Spore・formmg　Bactena

　　　　　　　　緒　　　　　言

　著者らは納豆菌の…株が培養液中に多量の核酸類を生
　　　　　　　　　　（2）　、
産する現象を知ったので，さらに他の納豆菌菌株や類縁

菌にづい七も検討したところ，同様な現象が認められ，

また，その生産の様相や化学的性状の一部を明らかにす

るごとができたので，その概要を報告する。

　菌株を分譲していただいた発酵研究所に対して深謝申

し上げる。

　　　　　　　実験材料および方法

　使用菌株　　3種の納旦菌菌株と肋α〃α・Groupの

菌株3種を使用した．
　　　　　　　　　　　　　　（1）
　培地および培養方法：既報に従って行なった。

　菌体量の測定方法：．菌体分散液を適当に蒸留水で稀

釈して光電分光光度計を用いて615肌μにおげる吸収度を

測定した。

　紫タト部吸収の測定：菌体分散液を遠心分離（16，000

R．P．M．20分間）してその上澄液を20倍に蒸留水で稀釈

して260肌μにおげる吸収度を測定して全核酸量とした。

紫外部吸収スペクトノレは230仰～500肌μの波長で1吻μ

ごとに測定’した．

　DNAの定量　　DNAはD1pheny1a1m1ne試薬を用
いて定量した。培養液中のDNAは次のような前処理を

行なって後に定量した．一培養液を12，000見RM。で20分

聞遠心分離し，その上澄液5〃を氷冷し，これに氷冷し

た0．ア5WHC11〃を徐々に加えて生ずる沈澱を遠心分

離し、沈澱を50％エタノーノレで2回ラ水で2回遠沈洗携

した後に0．1亙NaOK2〃を加えて沈澱を溶解した後

にD1pheny1am，1ne試薬を加えて発色せしめて610肌μに

おげる吸収度を測定し，純DNAを用いてあらかじめ作

成しておいた標準曲線によりDNA量を算出した．

　RNAの定量1　RNAは0rcin法により純RNAを
標準として定量した。

　塩酸沈澱性核酸の精製方法：　培養液（ろ4）（3ア0C

で2目間培養したもの）を㍉6，000R．P．M．で20分間遠心

分離して菌体を除去す6、．ごの上澄液を0℃に氷冷し

6W　HC1（一5Tに冷却）を徐々に加えて最終濃度が

0．11Vになるようにする。この操作により酸不浄性の核、

酸カミ沈澱する。これを0oC’で3時間放置した後に遠心

分離（5，000R且M・5分問）して沈澱を集め，この沈

澱を0．1W　NaρH（一5℃）に溶解し不溶性の不純物

質を遠心分離により除去し，これに61V亘C1を加えて

再ホ沈澱せしめる。この溶解一沈澱の操作を3回くりか

えして行ない，得られた沈澱を50％エタノーノレで3回，

水で3回，エタノーノレーエーテノレ混合液（3：1）で数

回洗探し，更に99％エタノーノレで数回洗探し，工一テノレ

で数回洗糠脱水して，硫酸デシケーター中で乾燥して白；

色粉末約900解を得た。これを実験材料として用いた、

実　験　結　果

　培養液中への紫外部吸収性物質の放出と蓄積：　納豆

菌を合成培地で培養すると菌の発育にともなって多量の

柴外部吸収性物質が蓄積してくる。この様相の一例は第

1図に示す通りである。またこの現象は納豆菌以外の

肋・〃α・grouPの菌株についても認められる、その緒

果は第2図に示す通りである。1これらの図から明らかな。

ように，静置条件で培養した場合にもしんとう条件で培

養した場合のいずれの場合にも菌の発育に従って紫外部

吸収性物質が多量に放出されて来る。しんとう培養の方

が静置培養の方よりも放出される紫外部吸収性物質が多

く，放出される時期も早い．次にこれら放出される紫外

．部吸収性物質の化学的性状を追求するために，培養液の

紫外部吸収スベクトノレを測定してみた。その結果は第3

図に示す通りで，これは静置培養についての繕果である

が，しんとう培養の場合にもほぼ同様の緒果が得られ

る。この図から明らかなように培養時間とともに波長全

域の吸収カ亨高まり260～2ア0肌μ辺りにピークが認められ

る。’これは核酸が存在し，’その他に溶存する蛋白質やヅ

ピコリン酸などが影響して核酸年特徴的なスペクトノレを
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第1図培養ろ液の紫外部吸収性物質と菌体量の消長
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示さないものと考えられる。このスペクトノレは後

述するように精製すれぱ核酸に特徴的なスペクト

ノレを示すようになる。

　次に紫外部吸収性物質が高分子のものであるか

低分子のものであるかどうかということについて

実験を行ない，第4図に示すような結果を得た。

この図から明らかなように酸で沈澱する高分子の

ものと酸に可溶性の低分予のものの割合は培養の

時間により変化し，培養後2～3日目頃が最も高

分子のものが多いようで，その後は時間とともに

減少する。

　培養液中の紫外部吸収性物質の化学的性質○

培養液中の紫外部吸収性物質の種類と化学自守性質

　　　　　　　　　　　（3）については一部はすでに報告したし，詳細につい

ては別に報告の予定であるのでこごでは繕果の概

略を述ぺる、

　まず紫外部吸収性物質の申で塩酸で沈澱する部

分の精製したものについて，紫外部吸収スベクト

　　　　訟　　侶　　帖　　92・　て勿

　　　培’養時間
○一○：振とう培養・紫外吸収一（260〃μ）

X　　×　静置培養　同上（同上）
○・・…・○：振とう培養蔚庫量（615肌μ）

×……X：静置培養同上（同上）

　第2図　供試菌類の培養ろ液の紫外部

　　　一吸収性物質の消長
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　　　培養時聞
㊧　　㊧　“千鳥納豆”（市販）より分離し

　　　　た菌株
△　　　△　IF03αo棚眺ηα〃o　Sawamura
X　　X　“強化納豆”（市販）より分離し

　　　　た菌株
○　　　○　　IFO万αo〃眺舳ろれZz300危π
　　　　θ椛8π∂　戸rα2仰o〃3此｛　No＾　3007
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第3図培養ろ液の紫外部吸収スベクトノレ’
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第4図

岩原章二郎・松本宗人：好気性桿菌の核酸産生

培養ろ液の核蛋白様物質の収量
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第5図培養ろ液およびそれから分離し

　　　た核蛋自様物質とDNA標晶との

　　　紫外部吸収スペクトノレ
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第1表　酸不溶性核蛋自質の核酸及ぴアミ

　　　　ノ酸合有量

D　N　A
（％）

16．67

RNA　　全核酸　　全アミノ酸※
（％）。　　（％）　　　　（％）

6．94　　　　　23．61 5p．05

※：．加水分解物をフォルモーノレ滴定により定量し

　た値

第6図

230　　　2↓0　　　250　　　260　　270　　　280

　　　波　　長　（肌μ）

　培養（40時問）ろ液

　精製晶（90γ〃，0．11v－NaOH溶液）

　DNA標晶（xRc・）　（25γ／〃・同上λ

290　刃0

培養ろ液の核酸類のP　P　Cグラム

／：核蛋白様物質

2：ヌクレオチド類（微量）

3：グアニン

4：アデニソ

5：シトシソ

6：ウラシノレ（多量）

7：ナミン（徴量）

ルを測定してみると第5図に示すような

核酸に特徴的なスペクトノレを示してい

る．また第1表に示すようにDNA約17

％，RNA6％とアミノ酸約50％を含有

している一種の核蛋白質であることが明

らかとなった。次に酸可浄性区分の方で

あるが，べ一パークロマトグラフィーで

調ぺた結果，第6図に示すようにウラシ

ノレを主体とした核酸塩基類の漉合物であ

ることが明らかとなった．

　培養液中へのDNAの放出1　前述し

たように培養液中に放出される酸不溶性

物質の主体がDNAを合有する一種の核

蛋白質であることが明らかとなったの

で，納豆菌及びBα・棚眺grOupの菌株

について培養液中に放出するDNAを調

ぺてみると第ア図に示す通りである。こ

の図から明らかなようにいずれの菌株で

も，菌株によりかなりの相異はあるが，

培養液中にDNAを放出する．このqN

Aは培養後2日目頃に最高に達し以後は

減少する。
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　　　　　第7図供試菌類の培養ろ液のDNAの消長　　　　　り分解を受げて培養液中に蓄積するものと考え

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　られる．すなわち，一種の自己消化により高分

　一ユ00　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　子の核酸が分解を受げて核酸塩基類が蓄積する

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ものであろうと考えられるが，この蓄積現象は

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　菌がまだ自己消化を起していない段階すなわ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ち，菌が盛んに発育している段階においても認

　　　　　　　　　　　　　　　　　　。　　　　　　　　　　　　められるので・この現象は必ずしも単なる菌の

　　　　　　　　　　　　　　　　　！　　　　　　　　　　　自己消化によるものでなく，菌の生理と何らか

　　　　　　　　　　　　　　　　！入11∵烹㌧1

。。　　　　ム〆㌔　　が・1の現象も大体納豆菌およびその類縁菌に

ミ　　戸プ＼∵黒蜂箒烹浸111
、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（4）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る現象が報告されている．こめ現象はその菌の

く　　　　　　　　　　　　　　　　俺亀　　　　　　　　　　　　　紬胞壁が物理的な変化を受げて菌体内のDNA

呂　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　が菌体外に放出されてくるものであることが明
ρ　　　　　　　　　㌔㌣〆　　　　　　　　　　　（・）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌔　　　　　　　　　　　　らかにされている。納豆菌の場合には電子顕微
　　　　　　　　　　　　　　　　　　蒐　　　　　　　　　　　　　　　　　　　瓜　　　　　　　　　　鏡による観察からは上に述ぺたような紬胞壁の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　旬四回榊碗回腕Q
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　物理的変化は認めがたいので今のところζの菌

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の培養液中へのpNAの放出の原因やその生理

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ムユ　　的意義は全く不明である、　一
　　　　　　　　　　24　　　　　　循　　　　　　　72
　　　　　　　　培養　時　間　　　　　　　　　　　　　　　　次に培養液中へ放出された酸不洛性の核酸が

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　培養日数が進むにつれて減少してくるのは，放
　△　　△　納豆菌“強化納豆”より分離した菌株No1
　0　　0　3α・肋”舳δSawamura（発酵研究所）　　　　　　出された核酸が酵素により分解を受げて酸に可

　△一△1“干鳥納豆”（市販）より分離した菌株　　　　　　　　溶性になるためだと考えられる。

　×＿x－IF03αc棚伽舳肋応肌8釘（M1gu1a）Sm1th

　　　　　　GordonetC1arkNo．32／4　　　要約　X…．．．×：IF03αo棚眺　me5θ肋〃｛ω8　〃ωZざ肋ω　F1廿gge

　　　　　　No．ろ035　　　　　　　　　　　　　　　　　　　納豆菌および類縁菌について培養液中への核

　○一○：IF03α・舳・・ω舳1…　危η㎝〃Pアα舳・ω・肋　　　酸類の蓄積現象につレくて実験を行ない，次のよ

　　　　　　Nα3007　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　うな結果を得た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．納豆萬および類縁菌は菌の発育にともなって紫外

　　　　　　　　考察　　部吸収陸物質を多量に蓄積する．蓄積量は菌株によりか

　以上の実験緒果から，納豆菌及びその類縁菌は培養液　　　なり差がある・

中に多量の核酸類を放出し蓄積することが明らかとなっ　　　2．これら紫外部吸収性物質の20％程度は酸に不浄性

た。低分子の核酸類（子クレオチド・ヌクレオシド等）　　のDNA（／6％）・RNA（6％）及びアミノ酸（50％）

が微生物の培養液中に放出蓄積される現象については多　　章合有する一種の核蛋自質である．一方低分子の核酸類

くの研究が報告されている．納豆菌およびその類縁菌の　　も多量に含有されており・その主体はウラソノレである．

場合にも本実験の結果から培養液中に多量の核酸塩基類　　　　3．塩酸沈澱性物質の牧量は培養後三目目ごろが最も

を蓄積することが明らかとなったが，この蓄積の原因に　　多く，それ以後は減少する勺この塩酸沈澱性物質の消長

ついてはまだ明らかでない．これはおそらく，納豆菌の　　　と平行的に培養液中の酸不浄性DNA量も変化する。
　　　　　　　　　　　　　　　　　（3）
培養液中および菌体内には核酸分解酵素が存在している
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献
ので，納豆菌および類縁菌の菌体内または菌体外の高分

予の核酸類（DNAおよびRNA）が核酸分解酵素によ　　　1）松本・岩原：島根農大研　91172－／74，／％／



2 ) ~~:'~~~1~ ･ ~J~~' : ~I~~._･i~A~~~ 167 ~lf~l~f~~~~IJA~' microbiol. I : 614 621 , 1955 

1961 ' 5 ) TAKAHASHI, I. and GIBBONS, N.E. : ibid 5 
6 ) ~~:'~~t ･ ~}J~~ : ~:~~: . 25 55, 1959 
4 ) SMITHIES, W. R. and GIBBONS, N. E. : Can J 

Summary 

The papef deals with the production of the nucleic acids in the cultural filtrates of the 

natt5 bacteria and other strains of Bacillus group, and with the purification method of the 

nucleoprotein in the cultural filtyates. 

When the organisms were grown on the synthetic medium, remarkable amounts of ultra-

violet absorbing substances 'were produced in the cultural filfrates and increased with the 

growth of the organisms. 

These ultraviolet abS0rbing substances contain about ~0 Per cent of acid insoluble 

nucleoprotein containing 16.67 per cent of DNA, 6 .94 per ',"cent ~of RNA and about 5C per 

cent of amino acids, and contain uracil as the main base of nucleic acid. 

The changes of the amounts of DNA in the cultural filtrates of the organisms were also 

inve stigated. 
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