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第一章総論

第一節研究の目的

硫酸還元菌は吉くから地球上における硫黄循環に重要な役害tlを担っている細菌として知られてきたもの

の、これまでは乳酸などの限られた基質しか利用できないと考えられたり、また硫化水素を生成するために

嫌気処理にとっては不都合な細菌として扱われる場合が多かった印。しかし、最近になって次々と新しい種

類の硫酸還元蕗が発見され、それらの基質利用性がきわめて広いことが明らかになり問、自然界の有機物循

環および嫌気処理における硫駿還元菌の役割が再認識されるようになってきた。

硫酸還元菌のエネルギー獲得は基質を酸化する際に放出される還元力問］が電子伝達系を経て硫酸を還元す

る反応、と共役して起る。しかし硫酸還元菌は硫酸イオンがない場合でも発酵的に代謝を行い生育することが

古くから知られておりW へこの場合、基質の酸化により生成した還元力は他の物質などを還元することに

より消費される。このような発酵においては呼吸系を持たない他の嫌気性細曹と同様に、基質レベルのリン

酸化によって生成するATP が生育に科用されているものと考えられている。

しかし近年、多数の硫酸還元菌が単離され、それらの細菌が持つユニークな基質酸化経路が研究されてく

るにしたがい、硫酸還元菌の発酵的代謝は従来から知られている単純な不均化反応による代謝のみではな

く、プロピオン酸酸化経路（methylmalony ぱ oA経路）、酢酸酸化経路（CODH 経路やci回 te回路）のような

独特な代謝系を生かした発酵的生育が可能であることが示唆されてきた。しかしながらこのような経路が関

与している発酵的代謝系についての研究はまだ少なく、例えばCODH 経路については硫酸呼吸を伴う酢酸酸

化そのものについての研究がなされているのみである。現実には自然界において、硫酸イオン濃度が極めて

低い条件でも硫酸還元菌の存在が報告されておりへ硫酸還元菌の硫酸呼吸を伴わない発酵的生育を研究する

ことは、生態系における硫酸還元葡の挙動を明らかにする上にも非常に重要であると思われる。

本石汗究では自然環境下あるいは嫌気リアクター内での硫酸還元曹の挙動を明らかにするための基礎的知見

を得ることを目的として、競走気環境から硫酸還元菌の単離を行うとともに、それらの分離株が持つ特異的な

代謝経路と発酵的生育との関係を明らかにした。

第二節 研究の背景

近年、 UASB （上向流嫌気汚泥床）法や各種の微生物保持担体を和用した嫌気処理法の技術開発には巨ざ

ましいものがある。このような中で嫌気処理に関与する右犠酸生成細薗（共生細窟を含む）やメタン生成細

菌などの性質や役割の解明に関する研究が進められてきている。また、嫌気条件下に存夜する硫駿還元菌に

ついても近年急速に研究が進展しつつある。

ヰ



硫駿還元菌の存在拡古くから知られていたが、硫酸呼吸の結果、硫11::71<. 素を生成するため、嫌気処理の観

しかし最近の研究により、硫酸還元菌の中には各点からは不都合な細菌として扱われる場合が多かった1,2 ）。

アルコール類、糖類さらにはブエノールなどの芳香族化合物も分解できる麓が存在する程有機酸をはじめ、

ことが明らかになり、嫌気処理における硫酸還元菌の役割も再認識されるようになってきた九

硫酸還元菌の代謝様式は、大きく 2つのグループに分けられる。すなわちDesulfotomaculum dぱ O:t 幼 nsのや

Desulfo 如cter 属細菌のような酢酸を利用できる硫酸還元菌の発見に伴い、硫酸還元菌は各議の基質を酢酸を経

て二酸化炭素にまで酸化するグループと、最終生産物として酢酸を生成するグループとに分けられるように

なったお。前者を完全酸化型の硫酸還元菌、後者を不完全酸化型の硫酸還元菌と呼んでいる。酢酸を利用でき

さまざまな性質をる硫酸還元曹の発見の後も、白sulfococ 印 5、Desulfo 如あ凶、 Desulfonema 、Desulfobacterium など、

持つ硫酸還元菌が分離された。その結果、硫酸還元菌が分解利用できる物質は、今まで知られていた乳酸、

エタノールなどのほかに、脂肪酸、結類、芳香族化合物など多種多様にわたっていることが明らかになって

(Table 1参照）。きた。

Table 1. Properties of sulfate-reducing bacteria2'10> 

G+Cof 
DNA 
(mol%) 

NaCl 

腔 qui 陀 ment
(gll) 

.Ekg 盟ゑ.sl.QnQ 盛

Fa佼Y配 1d
Ethanol Acetate (C-atms) Benzoate 

Optimum Type 
temperatu 問 of
｛℃） oxidation Hydrogen Lactate 

Sped 回

。出e四

。削lfotorr111culum
nigrificu 出

orientlS 
rumrn 詰

antarcticum 
acetoxidans 
♂moideum 
田porr111ndei 詔

2-50 

Fructose 
Methanol, MBA 
Alanine 
Glucose 
Butanol 

nr 
Phenylacetate, 

Phenylpropionate 
Meth 回 ol, fumarate 
Fructose, pelargonate 
Palmitate, stearate 

Alanine, butanol 

!-alcoholsα －4），ルIBA

nr －
Srm 
－
4rnE

－ 

48

後

＋ 

（＋） 

十

＋ 

十

nr 

十

＋＋

iT

＋一十一

十日＋町一＋町も
Ra

・ ’
a

・ ’ ・ ・
2・
FLU

’
aPPM

55(max.70) 
37 

37 

2ふ30

35 

31 

38 

nw
’
RMQJrnδ

内
400

444n354 

nr 
＋ 

3-18 
3回5,6,8

｛＋） 十

＋ 

＋ 

寸一

＋時

斗叩a・
c 
c 

60”65 
54 

49 

50 
kuznet 却。ii
Z曲thermicum

＋ 

MM 
十

（＋｝ -'" 

＋ 

’「

＋‘ 

＋’ 

c 

c 

55-60 

62 

therm 国 cetoxidans 50 

thermobenzoicum - 52.8 

Choline, malate 

nr 
Malate 
Malate 
Malate 
Propanol, butanol 
M酎hanol, bu也nol

Glyc 町ol
V抑制＋CO,)
p-Anisaldehyde( +CO,) 
Syringaldehyde(+CO,> 
Glycerol, pentanol 
Furfural, 2-furoic acid 
4・Hydroxybutyrate
Fructose 
Propanediol(l,2- 1,3-
1,4-), 1,4-butanediol 

Gluco 舘，勾rlo 開，fruct 田 e -

20 

十

｛＋） 
｛十）
＋ 

＋ 

＋ 
＋ 

十

十

2T

十寸＋！？＋

ぬト

＋十十斗

1

＋什

μ

寸や

おおおおおお羽おおおおおおタ

37 

mmGGGM

明日間

G

46 

Desulfi 叩 ibrio
d田ul伽円回出
vulgaris 
gigas 
afri 田 n出

回lexiger1S
剖 lfod おmu祖国
日rbinoli ，口岨

Slm 戸店

2-50 

nr nr 

＋ 

十

＋ 

十

＋ 

nr 

戸 、
J06
qd

内
4d

お

Hm
gigant 目'5

戸＂如 ・al 回

7.5 
nr 
nr 

nr 
nr 

｛＋） 
や

nr 
＋ 

5 

＋ 

十

＋ 

＋ 

十

十

＋ 

35 

35-37 

ZJ

勾
J

qJV

内 。

64 

64.5 

68 

ι6 

か，ct出ovora 出

alcoholovorans 

ter 市 itidi 店

pigra 



。苗ulfomicr ぬium

lxlculat 硝 57 ~ト37 ｛十｝ ＋ れr Malate 
aF怒heron um 52 25-30 ＋ ＋ nr Malate, fumarate 

刀1ermod 酉ulfolxlcterium
commune 34 70(m 出.85) ＋ ＋ nr nr 
mobil お 38 65(m 出．お｝ ＋ ＋ nr nr nr 

D制 lfobulbus
propionic 国 60 28-39 ＋ 十 ÷ 3 nr 
elongat 出 59 35 ＋  ＋ 十 3 nr 
mannus nr 29 ＋  ＋  ＋ 3 nr 20 

D出拘d町
pos 匂atei 4品 28-32 c ＋ nr 7 
hydrogenophilus 45 28-32 c ＋・ ｛＋〉 ＋ nr 20 
lat 凶 44 28-32 c ＋ nr 20 
cuπ1atus 46 28-30 c （＋） ＋ ＋ nr 10 

D四 lfococc 凶

mult 即町a出 57 35 c 十 ＋ ｛＋｝ 3-16 ÷ Phenylacetate, 5 
Phenylpropionate 

biacutus 56.5 37 c ＋ ＋ 3-7 Acetone, acetoacetate 

Desulfi 出arcina
匂町出説／is 51 33 c ート’ ＋  ＋ ｛十） 3-14 十 Phenylaceta!e, 15 

Phenyl propionate 

。酉ulfobacterium

auto 廿ophicum 48 20-26 c ＋時 ＋  ＋ （十） (3ト16 Succinate 20 
vaεuolatum 45 25-30 c ＋時 ＋ （＋｝ ｛＋） (3)-16 Succinate 20 
phenoli 四 m 41 28 c ｛十） ｛＋） (4) 十 Phenol， ~cr田ol, 20 

Glutarate 
indol 出 47 28 c ｛十） ｛＋｝ (3) In dole 20 
回techolicum 52 28 c ｛＋）  ｛＋）  ｛十） （＋｝ (3-20) ＋ Cat echo! 
anilrn1 59 35 c -r 十 1-18 十 Methanol, phenol, 14 

~Cr目。！， an込ine,

macim 46 29 c 十‘ ＋ ｛＋） (3）噂16 Nicotinate, pimela!e, 15 
Succinate ，酔tarate

maε田tzi 58 35 nr ＋’ ＋ 十 nr nr 

D出ulfonema
limzcola 35 30 c 十時 十 ｛＋｝ 3-14 Succinate 15 

magnum 42 32 c ｛＋） 与10 ＋ Succinate 20 

D田ulfomonile
tiedje1 49 37 ( c) ＋神 ｛＋） （十） nr ＋ 与0-Benzoate nr 

Desulfohalob 出m

問tb世n記 57.1 37-40 ＋ サ“ 十 十 nr nr 100(<240) 

D回ulfobotulus
sapo 叩間出 53 34 “ト ふ16 Palmitate 

D出ul何rculus
lxla 悶iz もb 35-39 c ｛十｝ (3)-18 Methylbutyrate （込ふ｝

Symbols: c, completely oxidizing typ 匂 i, incompletely oxidizing type; +,utilized;+• ,autotrophic growth; (),poorly utilized ；勺not
utilized; MBA, methoxylated benzoic acids. nr ,not 陀 ported or not determined. ..D. thenn 仲間zoi 印 mw踊 firstly described by the 
author in this study. 

硫酸還元菌のエネルギー獲得は、多くの場合基質を酸化する際に放出される還元力［瓦］が電子伝達系を

経て硫酸を還元する反応と共投して起こる（Fig. 1参照）。硫酸還元反応、において、硫酸イオンはまずATP-

sulfurylase によりAPS (adenosine-5' -phosphosulfate ）に変換され、さらにAPS はAPらreductase により亜硫酸とAMP

になる。亜硫酸は最終的には硫化水素へと還元されるが、その反応、は単純な酵素反応というよりは、酵素反
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Substrates 

Acetate 
C02 

日S

Fig. 1. Scheme for dissimilatory sulfate reduction. Substrates are oxidized to C02 by completely 

type of sulfate 明 ducing bacteria, and are oxidized to acetate and co2 by incompletely oxidizing type of 

sulfate トreducing bacteria. 

応、とその結果生ずる反応、環境との化学反応とで成り立っていると考えられている11）。

嫌気処理において重要な中間生成物である夜鎖飽和脂肪酸や安息香酸は、完全嫌気でしかも硫酸イオン等

がない条件では、嫌気共生細菌（syn 廿oph ）と水素資化性紹菌との共生系でのみ酢酸へと分解される。共生絹菌

による有機酸などの酢酸、水素、二酸化炭素への分解反応は吸エルゴン反応、でエネルギー的に進行しにくい

が、水素資化？銃器曹による水素からのメタンもしくは硫化水素生成反応が発エルゴン反応であるため、共生

系においては全体の反応が発エJレゴン反応、となり分解反応が進行する12l(Table 2参照）。このように共生系に

よる有機駿の分解には水素消費細菌の存在が必須である。

一方嫌気共生細曹に対して、硫酸還元菌は硫酸呼吸という特有の宥利な代謝系をいかして、水素消費細菌

との共生関係なしに各種の有機訟を分解し生育することができる。一例としてプロビオン酸と安息香酸を基

質とした場合の硫酸還元反応をTable2C に示した。プロピオン酸分解硫酸還元菌は、単独で嫌気共生細曹と

水素資化性細閣の両方の反応、を行っていることになる。つまり硫酸還元菌は、硫酸呼吸を行うことにより単

独で嫌気処理の重要な中間生成物である安息香鼓や有機酸を分解することができる。

硫酸還元菌が飽和脂肪設や安息香離を単独で酸化するという知見は、 1977 年以蜂に発見された組蕗のなか

で初めて明らかになったことであり、それ以前の硫酸還元菌には知られていなかった特徴である。硫酸還元

菌による物質酸化に関する研究が進むにつれ、従来までは知られていなかった代謝経路の存在が次々と明ら

かになってきた。その代表的なものがプロピオン酸酸化経蕗であるmethylma1ony1-Co 必至路.13 刈、酢酸酸化経

路であるcitrate cycle 15，叩ηおよびCODH 経路.18,19 ）である。このような経路の存在が明らかにされたことにより、

近年硫酸還元茜によるプロピオン酸の分解、基質の二酸化炭素までの完全酸化などの、代謝経路に関する詳
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Table 2. Degradation of propionate and benzoate under anaerobic conditions SJ. 

A. Acetate-producing r田 ctions

① CH3CH2COO ’＋3Hp → CH3COO ’＋HCO れ 3H2 ＋甘

③ C6HFOO’＋ 7Hp→ 3CH3COO網＋ HC03”＋ 3H2+3H•

B . Hydrogen-consuming reactions 

③ 4H2+HC03 －＋苛→CH4+3H20

④必i2＋以）42・＋日＋→HS砂＋必ip

A+B 

ムGσ出＋76.1 kJ/reaction 

ムGO' ＝今89.7kJ ／犯action

ムGσ詰耐135.6 kJ/r 回 ction

ムGσ＝-151.9 kJ I reaction 

①十③ 4CH3CH2coo- + 3Hp → 4CH3COO ー＋HC03 －÷3CH4 ＋日＋ ムぴ＝・102.4 kJ/r 田 ction

①＋③ 4CH3CH2coo- + 3SOt→ 4CH3COO伊十 4HC03－十 3HS-+H• ムGσ＝・151.3 kJ/r 回 ction

②＋③ 4C6H5Cαア＋ 19Hp → 12C~coo-+ Hco3- + 3CH4 + 9H+ ムぴ＝-42.8 kJ/reaction 

③＋③ 4C6H5COO が＋3504 2-+ 16H2 0→ 12CH3COO ・＋4HC03- + 3HS- + 9H• ムGσ ＝・97.1 kJ I reaction 

C. Sulfate ャreducing reactions 

4CH3CH2coo- + 350／→ 4CH3COO幅十 4HCOれ3HS-+H• ムぴ←151.3 kJ/r 田 ction

4C6H5coo- + 1s以コ142・+ 16H20 → 28HC03－十 15HS-+9H• ムGσ＝剛165.8 kJ/reaction 

細な研究が急速に発展しつつある。

これまで述べてきたように硫酸還元曹の利用できる基質が多様性を緩めてくると、その中で実際の嫌気処

理などで問題になるのは水素や酢訟のようにメタン生成総菌と競合する基質である。特に酢酸は、ほとんど

の物質が酢酸を経由してメタンや二酸化炭素に変設されると考えられていることから、最も重要な基質と言

える。一般に硫酸還元曹の方が酢離に対する親和性が高いものと推定されている。依田らは、嫌気性生物膜

において処理水中の酢酸濃度が低い条件では酢酸資化性硫酸還元菌が優占になるが、逆に高い条件では酢酸

資化性メタン生成総菌が優占になると報告しているお）。しかし正常に行われている嫌気処理においては、基

質の誌とんどが最終的にはメタン生成に使われており、硫駿還元曹が消費する還元力はl割程度であるとの報

告もある九これは実際の揺鼠処理では、硫酸還元菌はメタン生成細菌と競合しない基質を利用しているか、

また各種の有機酸などからメタンを生成するまでの反応に関与する細直が互いにフロックを形成し、そのた

め硫酸還元醤が利用できる基質が減少していると考えられている九

硫酸還元菌は硫酸イオンが非常に押えられた環境でも普遍的に存在していることが知られている8）。これは

ひとつに前述したような基質に対する高い親和性が理由に上げられる。つまり微量に存在する硫酸イオンな

どを効率的に利用し儒体維持しているものと考えられる。また硫酸還元曹は硫酸還元を行わないで発酵的に

利用できる基質をいくつか持っていることが古くから知られている掛川。一般に硫酸還元の場合、基質を酸

化する擦に放出される還元力が電子伝達系を通る特にエネlレギーが生成され、その還元力は最終的に硫酸イ

オンを還元することにより活費される12）。硫酸イオンがない発酵的代謝の場合、基質の酸化により放出され
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た還元力は他の物質などを還元することにより消費されなければならない。リンゴ酸やフマル酸、ピルピン

離は発酵的に利用できる基質の代表的なものであるが、例えばピjレピン酸の場合、一部が酢酸にまで酸化さ

れ、残りが放出された還元力によりプロピ会ン酸に還元される。この際のエネルギーの獲得は他の嫌気性締

菌と同様に、基質レベルのリン酸化によると考えられる。

近年、今まで利用できないとされてきた基質を資化する硫酸還元彊が次々に発見され、硫酸還元菌の発酵

的代謝は、従来から知られている単純な不均化反応、による代謝のみではなく、いろいろな可能性があること

が示唆されてきた明｝。しかし実際の硫酸還元曹の発酵的生育に関する研究は、 1960 年前後から10年間ほど

Desulfovib 巾属の細菌により行われてきただけで、その報告タllは非常に少ない4,5,6,7) 。本研究はいくつかの硫酸

還元菌の発酵的代謝の多様性を示すとともに、 198'0 年代に発見されたrnethylmalonyl-CoA 経路やCODH 経路の

ような代謝経路を持つ硫酸還元菌について、その経路を有効に生かした独特な発酵的代謝を明らかにしたも

のである。

第三節研究の構成

本研究の構成は別図に示したように、 rnethylrnalonyl-CoA 経路およびCODH 経路を有する硫酸還元菌を単離

して、それぞれの硫酸還元菌が持つ代謝経路による特徴的な発酵的代謝について検討を行った。その後、単

離した硫酸還元菌および古くから知られている硫酸還元曹を用いて、同一基質でのその発酵的代謝の差異に

ついて比較検討を行った。

代議f経路としては Irnethylrnalonyl-CoA 経路jと Icarbonrnonoxide dehydrogenase 経路（CODH 経路）Jに注自

した。 rnethylrnalonyl-CoA 経路はプロピオン霊長酸化経路でプロピオン酸を利用する硫酸還元蓄に必4真の経路で

ある。またCODH 経路は酢酸酸化経路であり、有機酸を完全酸化する硫駿還元菌の大半にこの経路が見出さ

れている。まず第二章でこのこつの代謝系を有する硫酸還元菌をそれぞ、れ単離し、その生理・生化学的考察

を行ったo rnethylrnalonyl-CoA 経路を有する硫酸還元蕗はプロピオン酸で集積した培養から、またCODH 経路

を有する硫酸還元菌は酪酸で集積した培養から純粋分離を行った。

続いて第三章で各硫酸還元菌が有する代謝系を利用した発酵的代謝についての考察を行った。プロピオン

酸酸化硫酸還元菌についてはrnethylrnalonyl-CoA 経路を利用してのアルコール、アルデヒドからの酢駿および

プロピオン酸の生成を休止菌体を用いて反応、量論鑑等の検討を行った。またCODH 経路を有する硫酸還元菌

については、メトキシ安息香酸のメトキシ基からの酢酸生成について検討を行った。

第四章では、上記2穏の単離菌と従来から最も良く知られているDesulf ovibrio 属の細蕗とで、ピルピン酸の

発酵的代謝についての差異を、反応量論、酵素活性等から比較検討し、各細菌の代謝様式を考察した。

最後に第五章で全体的な総括を行った。
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新規硫酸還元菌の単離と発酵的代謝特性に関する研究

第二議：新しい代謝経路を有する説駿還元菌の単離

Methylmalonyl-CoA 経路を有する CODH 経路を有する
硫酸還元萄の単援とその諸性愛 硫酸還元商の単緩とその務性質

第三章：特異的代謝経路による硫酸還元を伴わない代謝

Methylmalonyl-CoA 経路によるアルコールおよび
アルデヒドからのプロピオン酸の

CODH 経路によるメトキシ安怠呑酸の代謝と
語字程変の生成

第四章：異なる3種の硫酸還元菌によるピルビン酸の発静的代謝の差異

Methylmalonyl-CoA 経路、 CODH 経路を持つ硫酸遼元積と
古くから知られている硫酸還元菌との代議の比較

章： i総括および結議

別図：研究の流れ
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第二章新しい代謝経路を有する硫酸還元菌の単離

第一節 はじめに

酢酸酸化経路であるcitrate 回路やCODH 経路、プロピオン酸酸化経路のmethylmalonyl-CoA 経路は近年発見

された硫酸還元菌が持つ代謝経路の代表である。硫酸還元菌がこのような代謝経路をどのように生かし、発

酵的に生育しているかを検討することは、硫酸還元菌の生態を考える上でも非常に重要なことである。本意

ではこのような代謝経路を持つ硫酸還元菌を得るために、嫌気リアクター汚詑からの単離を試みた。

第二節 ブロピオン酸酸化硫酸還元菌防sulfobu 伽 spropumicus MUD の単離とその諸性質

プロピオン酸は嫌気代謝において重要な代謝中間物質であるが、プロピオン酸分解細菌の研究は少ない。

Boone らが報告したSyntrop 加b制 erwolinii21l は唯一の硫酸還元宮以外のプロピオン酸分解細菌であるが、共生絹

菌であるため水素を消費するメタン生成紹菌もしくは硫酸還元菌との共生系でなければ生育できない。これ

はプロピオン酸の酢重量への分解反応が進むためには極めて低い水素分圧が要求されるためである。一方、 s.

wolinii のような共生細菌に対して、硫酸還元曹は水素消費組躍なしに単独で分解を進めることができる。これ

までにプロピオン膨テ解能の高い琉酸還元菌として6属1 2種が知られている（Table1 参照）。プロピオン

酸酸化硫酸還元菌はすべて、その分解経路である「methylmalonyl-CoA 経路jを持つ1九このことより

methylmalonyl-CoA 経路を持つ硫酸還元躍を得るためには、プロピオン酸で集積を行った培養系から単離操作

を行うことが最適な方法であると考えられる。本節ではプロピオン駿酸化硫酸還元菌の単離を行い、その単

離菌の縮菌学的性質について検討を行った。

1 分離源、および実験方法

1-1 分離漉

プロピオン識を含む器発性有機酸を連続処理していた中温性UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blankets ）リアク

ターの穎粒汚泥を分離源に用いた。

1-2 培地および培養方法

分離および培養に用いた基本培地はWiddel らの方法却に基づいて調製した(Table3 ）。培地中には唯一の炭素

源としてプロピオン識を10mM 、 また電子受容体として硫駿イオン（Na,504 ）を10mM となるように添加し

た。各種基質利用性試験においてはプロピオン酸の代わりにpH調整済みの基質溶液を無菌的に添加した。

培養には20ml 容スクリューキャップっきネジ口試験管を用い、気相がないように培地を満たして行った。
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Table 3. Composition of basal medium for sulfate reducing bacteria. 

Fresh Water Basal Medium 

NH~O 

KH2PO• 
MgC12 ・6Hp
CaC~·2Hp 

NaHC03 
Trace Elements Solution 
Vitamin Solution 

N~S ・9Hp

lOmM 
lmM 
lmM 
lmM 
30mM 

(1.0 ml fl) 
(1.0 ml /l) 

1.SmM 

Vitamin Solution 
20 nM of biotin ，ιaminobenzoic acid, pantothenate Ca, 

pyridoxine, nicotinamide, thiamine, lipoic acid, folic acid, 
vitamin B12 and riboflavin. 
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また水素利用性の試験にはプチjレゴム栓fすきの罰則容忠清瓶に培地20mlを入れ、気相をH/C02 (4:1, vol/vol) 

で置換しlkg/cm2 (98 ぽa）鵠圧として培養した。

補助栄養物質およびピタミン類の影響は次の6系の培地を用いて検討した。

1. Basal medium+ Yeast extract(SOmg/l) +vitamin solution+ trace elements 

2.Bas 品lmedium+ Yeast extract(lOOmg/ l) +vitamin solution+ trace elements 

4. Basal medium+ vitamin solution+ trace elements 

3. Basal medium+ Bactopeptone(lOOmg/ l) +vitamin solution+ trace elements 

5. Basal medium+ trace elements 

6. Basal medium (in tap water) 

Basal medium 中にはlOm M NHS1, 1 mM KHl04, 1mM MgC12, 1 mM Ca02 ，却m M NaHC03, 1.Sm M Na2S および

プロピオン酸（10 mM）と硫酸ナトリウム (10 mM）を添加した。すべての系において植え継ぎによる各種成分

の持込みの影響をなくすために、それぞれの培養での3代呂の培養系で測定を行った。

すべての培養は36℃にて静置で行った。

1-3 単離操作

植菌量4%での餅責を十分行い、あらかじめ十分洗静して可溶性物質を絵去した寒天を用いて、寒天希釈法

(agar-shake 法）を繰り返すことにより行った。この際気相はN/C02 (4:1, vol/vol ）で寵換した。

純度の検定は硫酸イオン存在下および非存在下で、 Y田 st ex加は（0.1 %）十 Bacto 戸ptone(0.1 問、各種糖類、乳

重量、水蒸・二重量化炭素で培養を行い、生育状況および爽雑細菌の有無を検鏡により調べた。

12 



1-4 各韓生理試験

各種基質の利用性試験は、基本培地に基質溶液を無菌添加した培地を用い、電子受容体として幻fを添加し

て、 36℃で静置培養を行なった。 2週間後に生育の有燕および機器分析により基質の消費を測定してその利用

性を検討した。

電子受容体としての各イオンの利用性は、亜硫酸 cscv ・）、チオ硫酸（弓Ot）、硝酸（N03・ ）、硫黄（5りに

ついて検討した。炭素源としてプロピオン酸を用い、亜硫酸ナトリウムは 2mM 、チオ硫酸ナトリウムは10

mM、硝酸ナトリウムは2mM 、また硫黄については過剰量添加してそれぞれの生育を検討した。

生育温度の測定は5～55℃での生育を鴻度と基質利用性とによって行った。その際基質はプロピオン酸、電

子受容体は硫酸イオンを用いた。また至適生育湛度はそれぞれの温度での比増殖速度（μ）より検話したo

MUD 抹によるプロピオン酸の分解経過を測定する培養には、プチjレ栓っき抑制メジウム瓶を用いた。気相

をN/C02 (4:1, vol/vol ）の嫌気ガスで霞換して、 36℃で静寵培養を行った。滅蕗シリンジを用いて1自2～3留の

割合で詩科諜取を行った。試科採取後夜ちに培養液のpH、吸光茂、基質および生成有機酸濃度を郡定した。

問機器分析

1-5-1 生育測定

試験管培養での生育は、分光光度計（自立製作所M吋 el100-10 ）を用い、倒nmにおける吸光度により求め

た。

生育の経時変化は、光路長IOmmのブラックセル（ガスクロ工業QUARTZ CELL M20 ・B-2 ）に試料採取し分

光光度計（BECKMAN DU-50 ）を用い、 600nm における吸光度により求めた。

1-5-2 有機酸の測定

各種有機離の濃度の測定はガスクロマトグラフを以下の条件で用いた。

ppp 

t
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m
叩

e

判記

zh

国民総・
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凸
iu

・
i守

μ
同
J1A

一

ι

白、亀戸

L

巴
JM

m

悶叩

r
－制悶

α
悶ぬ

出回

mmm

山一回附吟

い山加似｛

umRhchDh

日立製作所 G“お∞

HD Range 5 x 10・10 A/mV 

液相； PEG る00015% ，担体； Flusin P，硝子1.SmmID ×3m

高純度N2ガス

30 ml/min 

1.2kg/cm2 

0.8kg/cm2 

160 ℃ 

200 ℃ 

200 ℃ 

2 μl 

1・5-3 器類の誕定

グルコースをはじめ各種の器類、および蟻酸、乳酸、ピルピン酸、クロロプロピオン酸、ヒドロキシプロピ
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オン酸は高速液体クロマトグラフを用いて以下の条件で測定した。

Pump 

RI-Detector 

Column 

Column size 

Eluent 

Flow rate 

Column temp. 

Sample vol. 

1・5-4 GC含量の部定

日立製作所 L-6200 

目立製作所 L-3 湖，RANGE 1×10匂即

シマズゲJレSCR-101H

7.9mm 手× 30cm

酸性水100% （過塩素酸1.8ml/ 必ち.0ll) 

1.0 ml/min 

40.0 ℃ 

20μ l 

GC含量の測定は駒形らの報告お）を基に、デオキシリボヌクレオシドをHPLC を用いて定量することにより

算出した。すなわち、 DNA を常法に従い抽出した後、 RNa 犯処理を経てnuclease Plおよびalkaline phosphatase 

で処理したものを、試科として測定した。デオキシリボヌクレオチドの標準はYAMASA CC-kit のATCG1 ）ボ

ヌクレオチド等モル混合液をalkaline phosphatase で処理したものを用いた。

2 結果および考察

2-1 集積および単離

集積は培養系（試験管）の濁度を測定し、生育が最高となった時点で、植菌量4%での植え継ぎを繰り返し

た。集積を進めるうちに、培養説中には楕円形もしくはレモン形をした細菌が優占種となた。集積を5回繰

り返したときの培養では、 lOmM のプロピオン酸が約1週間で分解された。この時培養液中にはレモン形の細

菌のみが存在していた。

炉ーーー『ーー寸

Fig. 2. Photomicrograph of strain MUD. Bar 

equalsS μm. 

集積の進んだ培養液を寒天希釈法（agar shake 、法）を用

いて紹菌の単離を行った。寒天中には約3日目からコロ

ニーが出現し出し、 2週間後までに出現したコロニーはそ

のほとんどが茶褐色をしたレンズ状であった。ガラスマ

イクロチュープによりコロニーの摘出を行い、さらにそ

の摘出したコロニーから開じ単離操作を繰り返すことに

より、プロピオン酸を分解する硫酸還元菌（MUD 株）を得

た。
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2・2 M印株の形態

単離された菌株MUD 株（Fig. 2）は各々の紹胞の大きさが1.ふ1.3 ×2.C ド22 μmで、若干の運動性を持つ楕丹も

しくはレモン形の紹菌で、細胞は単在もしくはこ連であり、時に短い連鎖状を示すこともあったoTable4 に

示すように、グラム染色の結果は陰性を示し、抱子の存在は顕微鏡下でも認められず、また熱処理後（回℃10

分）の生育も認められなかったことより、本菌株は抱子形成能を持たない絹富であると考えられた。硫酸遼元

茜の分類の指標となる Desulfo討対din は、 Post~脱出円および細胞からの抽出操作25)のどちらの試験によって

も検出されなかった。

GC含量はHPLC による測定から59.0 mol% と算出された。

2-3 生育条件および基質資化性

MUD 株の生育可能な温度は15℃～44℃、至適生育温度は37℃であり、宝適条件下（炭素濃がプロピオン酸、

電子受容体が硫酸イオン、培養温度37℃）での比増殖速度（μ）はO.OSh・1 であった。

本菌株の生育には酵母エキスのような補助栄養物質は必要とせず、塩化ナトリウム（NaO ）の婆求性も認め

られなつかた。

プロピオン酸を炭素源および電子供与体としたとき、 MUD 株は硫畿イオンとチオ硫酸イオンを電子受容体

として利用できたが、亜硫酸イオン、硝酸イオン、硫黄は利用できなかった。

MUD 株によるプロピオン酸の分解経過をおg.3 に示す（電子受容体は硫酸イオン）。菌体の増殖と問時にプ

ロピオン酸の酢殻への分解が観察され、最終的にlOmM のプロピオン酸を約3日で完全に等量(lOmM ）の酢酸

へと分解した。このときのよじ基質消費速度はO品－1であった。

Table 4. Properties of strain MUD. 

Characteristics 

Form 
Width 
Motility 
Gram I官action
Growth factor 
Temperature for growth 
Temperature optimum 
G十Ccontent of DNA 
Desulfoviridin 
田氏tron acceptor 
Sulfate 
Sulfite 
τhiosulfate 
Sulfur 
Nitrate 

15 

Short rods 
1.0 ”1.3 x2.0 ・2.2(μm)

立10tile
negative 
none 
15-44 ℃ 
37 ℃ 
59 mol3 
not present 

十
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Fig. 3. Degradation of propionate by str 必nお抗JD. 500 ml 

medium bottles contai 凶ng300 ml medium with N/C02 (4:1, vol/ 

vol) as a gas phase were u配d. Cultivation was perfo ロnedat36 °C. 

Syr ゆols: eー-e; propionate, 0---0; acetatι0--0; growth 

(0D600nm). 

電子供与体としての各基質の利用性を調べた結果をすableS に示す。 MUD 株はエタノール、プロパノール、

ブタノール、ペンタノール、乳酸およびピルピン酸を利用した。また、 1,2 ・プロパンジオールと1ふプロパン

しかしプロピオン酸以外の飽和脂肪酸は利用できなかっジオールにおいては若干の利用性が確認できた。

た。酢駿を炭素源として若干量増養系に添加することにより、水素・二酸化炭素または蟻酸をエネルギー源

としての生育が確認できた。

乳酸およびピルピン酸は電子受容体がない培養系でも発酵的に生育が確認され、各基質からは酢酸とプロ

ピオン酸が生成された。

Table 5. Org 氾lie compounds tested as elec 住on donors and carbon 
sources in出epresence of sulfate. 

Utilized 
H2 /COz plus acetate(S}, formate(20) + acetate(S), propionate(lO), 
Ethanol(lO}, propanol(lO), 1ヱーpropanediol(lO}*, 1,3-propanediol(lO)*, 
Butanol(S), pentanol(2), pyruvate(lO), lactate(lO), 
町明1Vate(10) without sulfate, lactate(lO) without sulfate. 

Tested but not utilized 
Acetate(lO}, 3-hydroxypropionate(S), acrylate(lO), buりrrate(lO),
Crotonate(lO}, valerate(S), methanol(lO), ethyleneglycol(S), hexanol(2). 

Concentrations (mM) in the medium are given in parentheses. 
Each culture was incubated at 話 0cfor 2 weeks. After cultivation, remaining 
substrates were measured by HPLC. 
*Utilized slowly. 
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Table 6. Results of stoichiometric measurements with strain MUD on propionate as elec 紅on
donor and carbon source, and sulfate as el配位。nacceptor. 

Sub 宮trat 母 Substrate Acetate C宕Udry Substrate Substrate MolSO/° Grow 血yield
given utilized exαeted weight consumed oxidized consumed p告rgdryweight 

(s叫fate given) (s叫fateu 位lized) formed for αll by sulfate mol substrat 昔 permol 
material* reduction oxidized sub 宮trate

(mmol/l) (mmol ／。 (mmol/I) (mg ／。 (mmoi/I) (mmol/I) oxidized 

5 5.0 4.8 25.0 0.30 4.70 0.79 5.3 
(10) (3.η 
10 10.0 9.4 48.7 0.57 9.43 0.75 5.2 
(20) (7.1) 

20 20.0 19.1 92.1 1.09 18.91 0.73 4.1 
(40) (13.9) 

•: Substrate consumed for cell material wasαlculated by the following equation. 
17印 3CHFOσ÷SHCO;+SHp ー＞ 14(C4HP:i>÷220R 池田0.0118 mmol pr叩ion 制限問uir 吋 for
1.0 mg of cell おyweighL 

2-4 MUD 株によるプロピオン酸の酸化

MUD 株によるプロピオン酸分解の量論式を求めるための測定および、計算植をTable 6にまとめた。与えた

基質と電子受容体としての硫酸イオンの量、消費された基質と硫酸イオン、生成された酢酸の景とそのとき

生成された菌体景を測定した。また菌体成分として使われた器質量は常法により、 rc4Hp3J ：を菌体と見なし

下式から算出した。

17Cf もCH2Cα ）＂+ SHC03- + 15Hp → 14(C4Hp3) + 220H-

すなわち醤体lmg (dryweight ）を生成するためには0.0118mmol のプロピオン酸が必要となる。消費された器

質量より菌体成分に使われた基葉景を51いた量を酸化に使われた基質と見なし、この値と消費された硫酸イ

オンより、基質lmmol を酸化するのに必要な硫酸イオンの量を求めた。これらの結果よりMUD 株のプロピオ

ン酸の分解は次式に一致した（pH7.0) 12l 。

4CH3C8iCOσ ＋350 ／＂→ 4CH3COO- + 4HCO; + 3HS- ＋狩

ムca・ 出輔151 kJ I reaction 

この反応、は今までに報告のあるプロピオン酸を酢酸に酸化する硫酸還元首の反応と問裂である26）。

2-5 MUD 株の栄養要求性

方法に記した各培地1～6におけるMUD 株のよと増殖速度と増殖曲線をTable7 および、Fig.4 に示す。酵母エキス

および、Bactopeptone のような祷助栄養物質は、これらを含まない系4と1、2、3の比増殖速度を比べでわかるよ

うに、 MUD 株の生育になんら影響を与えていなかった。またMUD 株の生育においてピタミン類は、 4と5の比

増殖速度の比較やFig.4 からも、植え継ぎ3代までは影響を与えていなかった。さらに培地組成の簡素化を図っ

たtap water medium (6）でも、増殖の立ち上がりに多少の誘導期が生ずるものの、ほとんど通常の培養と同

程度の比増殖速度を得た。
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Table 7. Effect of organic nu位ients and vitamins on the growth of 拘冨inMUD. 

Medium 守出fie grow 仕1rate(h-1) 

Basal medium + yeast extract(SO mg/ l)÷Vitamins 0.050 
Basal medium + y田 stextract(l 00 mg／η＋ Vitam むlS 0.白8

Basal medium + bacto- 戸ptone(lOO mg/l) +Vitamins 0.049 
Basal medium + Vitan せns 0.049 
Basal medium 0.048 
Tapwaterm 吋ium 0.041 

All media contained 1伽nMpropionate and 10mM sulfate. Vitarr 出 solution was 
prepared according to "1-2". Tap water medium contained 鉛 me 泊organic salts 

without traαelements solu 邑on.

1.出
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言語草
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Fig. 4. Effect of yeast extr 百ct, vitamins 

and trace elements on the growth of 

strain MUD. 20 ml れibes with screw-

cap containing 20 ml medium without gas 
space were us号d. After 3 times ’transfer to 
same medium, growth was monitored 
spectrophotome 仕にally at“）（）nm. 
Symbolds: •ー-e;basal mediumφyeast 
extract(SO mg/I ) + vitamins, 0---0; 
basal medium +vitamins, T-T;ba ぬi
medium, V一一…－¥7; tap water medium. 
All media contained 10mM propionate 
and 10mM sulfate. Vitamin solution was 
prepared according to "1-2". Ta~ water 
medium contained same inorganic salts 
without trace elements solu 討on.

MUD 株は水道水を用いた非常に簡素な培地にでも良好な生育を示した。今まで報告されているプロピオン

酸分解硫酸還元曹がその生育に非常に制限された環境を要するのに比べ、本菌株は非常に扱い易い細菌であ

ると言える。このような性質は現状の嫌気処理に組み込むのにも適したものと考えられる。プロピオン酸の

嫌気処理リアクター中での蓄積は、処理効率を低下させ、メタン生成の陸寄を引き起こす。このような酸敗

状態が起きた場合には、リアクター内に蓄積した有機酸の濃度を下げるために液相の交換を行ったり、負荷

を下げ自然に呂復するのを待っているのが現状である。このような状況に対し効率よくプロピオン酸を分解

する細菌を利用できるならば、リアクターの効率の良い性能復帰が期待できる。今自分離したMUD 株は、こ

のような酸敗リアクターへ宥効に応用できるものと思われる。

2-6 同定に関する考察

硫酸還元菌の基質酸化は大きく二種類に分けられる。基質を二酸化炭素まで酸化するグループと、最終生

産物に酢酸を生成するグループで、前者を完全酸化型の硫殻還元薗、後者を不完全酸化型の硫酸還元富と呼

ぶ九今日までにプロぜオン酸を喜変化分解する中温性硫殻還元醤は6属12種知られている。そのうち不完全般

化型のものは1膳2種のみである。ひとつはWiddel らが単離したDesulfobulbus propionicu 戸）であり、もう一種は

Samain らが分離したD. elongatus27 ）である。 MUD 株はその形態、諾性質およびGC含量等から考えるとひ．
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Table 8. Morphological and physiological characteristics of the thぉestrains of 
Desulfobu 伽 spr 中ionicus 26> and 蜘 i刈 UD.

Desulfobulbus 問 i閉山
S位ain 2pr4 s位ain3pr10
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Wid 出xl聞がh（問。
Motility 
Gram reaction 
Tempera 且rre for g百wth
Tempe 悶 tu目 op邑mum
D宙ulfo 叫ridin

Growth factor 
8目 tron acceptor 
Sulfate 
Sulfite 
τ'hiosulfate 
Sulfur 
Nitrate 

Electron donor 

H,/C02plus acetate 
Formate plus acetate 
Acetate 
Propionate 
Butyrate 
Ethanol 
Propanol 
Pyruvate 
Lactate 

pro 戸onicus に属する株であると推測された。

しかしながらMUD 株と既知のD.propionicus にはいくつかの違いがみられたσable8 ）。 MUD 株がgrowth factor 

を要求しないのに対して、 D.propionicus のtype strain はふアミノ安息香酸を要求する。また、電子受容体の利

チオ硫酸イオン、硝酸イオンを利用できるが、 MUD 株用範協はD.propioni 印 5が硫酸イオン、亜硫酸イオン、

は硫重量イオンとチオ硫酸イオンのみ利用可能であった。 Type strain は蟻酸を電子供与体として和用できな

その至適生育祖度は30℃と、い。報告されている2pr4 株はMUD 株と間接にgrowth factor を要求しないが、

このような結果から考えて、 MUD 株はD.propioni 仰の新しいMUD 株のそれより明らかに低い値を示した紛。

タイプの蕗株であると推測された。なお本菌株はDSM(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen ）に寄託した
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第三節 新規安怠香酸酸化硫酸還元麓D側 lfotom ぽulum thennobenzoicum TSB の単離とその性質

完全酸化型の硫酸還元曹は必ず酢酸酸化経路であるCODH 経路もしくはcitrate 回路を有している。また、飽

和脂肪酸を酸化する硫酸還元欝のほとんどが完全駿化型の細富である（T油le1参照）。そこで本節では酢酸

酸化の代謝経路を有す硫酸還元菌を、酪酸を基質として集積を行い、その中より目的微生物の単離を行っ

た。得られた単離菌株は検討の結果、完全酸化型の代謝系を持っているのみならず安息香酸を酸化できるこ

とが判明した。

安患、香酸は芳香族化合物の嫌気分解において重要な中間物質であり、環境汚染で問題となっている堪素化

芳香族化合物を含め、フェノールやピフェニールなども、嫌気的な条件では安息香識を経由して酢酸などの

低分子有機援に分解され、最終的には二重変化炭素やメタン等に分解されることが知られている28,29 ）。しかし、

安息香酸を分解する嫌気性細菌としては30℃から40℃の中温域で生育する数種の硫酸還元商と、水素資化性

紹曹との共生系でのみ生育可能な2,3 の嫌気共生絹菌が分離されているだけである抑九本節では単離細菌の

完全酸化製硫酸還元菌としての特徴および安息香酸の酸化について詳しく検討を行い、さらに新種としての

提案を行った。

1分離源および実験方法

1-1 分離源

分離源として、クラフトパルプ製造過程から排出される廃水を、約一年間連続メタン発酵処理していた高

温固定床式バイオリアクター（55℃）の汚泥を用いた。

ト2 培地および培養方法

分離および培養に用いた基本培地は前節1-2 で述べたものと同様であり、その他に yeast extract （却 mg/n: の

を無菌的に添加した。各培養に用いた培地は、必要な基質（pH鵠整済み）および電子受容体を基本培地に無

菌的に添加することにより調製した。培養はすべて55℃で行った。集積培養はエネルギー源として酪酸(10

mM）、電子受容体として硫酸イオンOOmM ）を用いて行った。

1-3 単離操作

単離操作および純度の検定は前節目と同様に、十分な集積後、寒天希釈法により単離し純度の検定を行っ

た。
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1-4 各種生理試験

各韓基質の利用性試験は、基本培地に基質溶液を無菌添加した培地を用い、電子受容体として硫酸イオン

を添加して、 55℃で4週間静置培養を行った。

電子受容体としての主主硫酸、チオ硫酸、硝酸、硫黄の利用性の検討は、安息香酸を基質として、亜硫酸ナ

トリウムはlOmM 、チオ硫酸ナトリウムはlOmM 、硝酸ナトリウムは2mM になるように添加し、硫黄につい

ては過剰量添加してそれぞれの生育を検討した。 生育温度は却～部℃での生育を潟度と基質利用性によっ

て検討した。また至i車生育温度はそれぞれの生育曲線から比増殖速度｛μ）を求め決定した。

τ'SB 株の安息香酸の分解経過の観察には、プチlレ栓っき抑制メジウム瓶を用いた。気相を内／C02(4:1, vol/ 

vol) の嫌気ガスで震換して、 55℃で静置培養を行い、滅菌シリンジを用いて182 ～3回の割合で試料探取を行っ

た。試料採取後寵ちに培養液のpH、吸光度、基質および生成有機酸濃度を測定した。

同機器分析

生育測定、アルコーjレや有機酸類の定量、硫酸イオンの定量およびGC含量の測定は、前節1δに従った。芳

香族昆物質の定量にはHPLC を下記の条件で使用した。

Pump 

Detector 

Column 

Column size 

Column temp. 

Eluent 

How rate 

Sample vol. 

: Shimadzu LCるA

: Shimadzu SPD-6A V (210 nm) 

: GL Science Corp. Inertsil ODS 5 μ m, 

: 4.6 x250 mm 

:40 ℃ 

: CHpH/8i0 (60/ 40) adjusted pH to 2.6 with H3P04 

: 1.0 ml/min 

: 20 μ l 

1-6 Carbonmonoxide dehydrogenase(CODH ）の活性測定

CODH はSpormann らの報告18）を碁に活性を測定した。酪酸により生育した総胞をフレンチプレス処理

(1,200 kg/cm2 ）した後、遠心分離（10,000 x g, 20 min ）を行い、その上清部を粗酵素読として使用した。全

最2mlのスクリューキャップ・ブチルゴム栓つきのキユベットを用い、 lOOmM Tris-HC! 緩掻液（pH 8.5 ）中に

benzyl viologen (2 mM), 2”rr悶 ・captoethanol (5 mM），および粗酵素液を添加し、液量を1mlとした。気相を窒素ガ

スで置換後、シリンジを用いて一酸化炭素を若干量気相に添加・撹持し、 50mMN3iSP4 溶法を少量添加し若

干の色をつけた後に、産ちに生成する還元型benzyl viologen の555nm の吸収の増大を分光光度計によって測定

を行った（第四章参照）。
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Table 10. 臼g鉱山compounds tested as electron donors and carbon 却府間sin 
the presence of sulfate. 

Utilized 
H2 /C02' forrnate(20), forrnate(20) + acetate(S), propionate(10), 
Buザrat 《10), valerate(S ），臼proate(2), ethanol(10), propanol(lO), 
1,2-Propanediol(lO), 1,3-propanediol(lO)*, butanol(S), 
Crotonate(lO), pyruvate(lO), lactate(lO), furnarate(10), rnalate(lO)*, 
町市ivate(lO) without sulfate, lactate(lO) without sulfate, 
Be沼田te(S), p-or m-rnetho 巧rbenzoate(S), vanillate(S), syringate(S), 
3,4,5 セ加etho 巧benzoate(S).

Tested but not utilized 
Acetate(10), acrylate(lO), succinate(10), glucose(2 ），合uctose(2), sucro 回（1),
Phenol(S), o・rnetho 巧rbenzoate(S), o-, mヮp-hydro 巧rbenzoate(S).

Concentrations (rnM) in the medium are given in pa児 ntheses.
Each culture was incubated at 56 ℃for2 w配 ks. After cultivation, remaining 
substrates were m国間兇dbyHPLC. ‘Utilized slowly 

2 結果および考察

2-1 集積および単離

植菌景4%での集積培養を数匝行った結果、培養液中には胞子を形成する梓菌が優占種となり、 10mM の酪

酸が約2週開で分解された。寒天培養の中に出現したコロニーはそのほとんどが茶褐色をしたレンズ状で

あった。寒天希釈法を繰り返すことにより、酷酸を分解する硫酸還元菌（TSB 抹）を得た。このTSB 株は安恵、

香酸の分解能を持っていることが判明した。

2”2 TSB 株の基質資化性

TSB 株の基質の利用性を調べた結果をTable 10 に示す。 TS倒朱は蟻酸、プロピオン酸、酷酸などの有機酸、

エタノール、ブロパノール、ブタノールなどのアルコール類を利用できた。また水素・二酸化炭素での培養

でも良好な生育がみられ、酢離を生成した。安息香酸の分解性も認められた。高溢性の嫌気性細菌で安息香

酸の分解性が認められたのはのはこれが初めてである。またp-methoxybenzoate, vanillate, syringate, 3,4,5~ 

trimethoxybenzoate などのメトキシ安息香酸類の利用が確認された。これらのメトキシ安息香酸類は、乳酸や

ピルピン殺と同様に、硫酸イオン非存在下でも発酵的な生育が認められた（第三章第4節参照）。

2-3γSB 株の形態および生育条件

単離された菌株はTable9 に示した性質を宥していた。酷識での培養では単在もしくはこ連鎖の拝菌（1ふ2.0

×5・8μ.m ）であった（Fig. Sa）。また安怠香酸で培養するとほとんどの紹胞が紡錘形の梓欝となった（Fig.

Sb）。胞子の形成は鎮微鏡下でも確認でき、また熱処理後（95℃ 15分）の生育も認められた。 D田ulfoviridin

は、 Postg 脱出刊では検出されなかった。グラム染色およびグラムタイプテスト再試験とも腸性を示した。
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a) b) 

Fig. 5. Pho をomicr 司・graphs of 柑冨inTSB (bar equals 10 μm). Phase contr ぉtmicrograph of cells 
grown on buザrate (a) and benz 回 te(b). 

GC含量はHPLC の誕定結果より52.8mol% であった。

TSB 抹の生育可能な議度は40～70℃であり、至遮生育温度は62℃であった。生育pH域は6.0 ～8.0 で、至適pH

は7.2 であった。至適条件下でのTSB 株による安息香酸の分解経過を Fig. 6に示す。この菌株は生育に補劫栄

養物質としてyeast extract を要求した。 yeast extract の代わりにbactopeptone を用ても生育するが、生育はきわめ

て遅かった。

安息香酸を基質としたとき、 TSB 株は硫酸イオン、亜硫酸イオン、チオ硫酸イオン、硝酸イオンを電子受

容体として利用できた。しかしチオ硫酸イオン、硝酸イオンを用いたときの生育はきわめて遅く、硫黄は利

用できなかった（Table 9参照）。

Table 9. Properties of strain  strain TSB. 

Form 

Width x length （凶n)

Motility 

Gram reaction 

Spore formation 

Temperature for growth （℃） 

Temperature optimum （℃） 

pH for growth 

pH optimum 

G + C content of DNA (mol%) 

Desulfoviridin 

Elぽtron acceptor 

Sulfate 

Sulfite 

Thiosulfate 

Sulfur 

Nitrate 

rods or spindle “shaped rods 

1.5 -2.0 x 5.0 “8.0 

slightly motile 

positive 

＋ 

40-70 

ω 
6.0 “8.0 

7.2 

52.8 

＋＋

jT 

十
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Fig. 6. Degradation of benzoate by 

str ョinTSB.

500 ml medium bottles containing 

300 ml medium with N/C02 (4:1) as 

a gas phase we児 used. Cultivation 

was performed at 56 "C. 

Symbols: 0-一一〈〉 ;benzoate, 

⑧一--1 電器 ; sulfate, 

V一一ーマ ;growth. 
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山 口 ∞

16 

12 

4 

8 

6 

4
・弓

J－

A室 長 ｝

ggN

白由箇

0.4 

」＝

6 0.2 ... 
t.:l 

。。
25 20 15 10 5 。

Time (days) 

安患、香駿および酪酸の酸化2-4 

TS防長による安息、香酸と酪設を基質として用いた場合の代謝の景論式を求めるための各測定結果および計

この結果より各器質の酸化は次のように表される（pH7.0)1η 。算値をTable 11にまとめた。

酸酪

CH3CHFH2coo- + 1.5 幻／・→ CH3CC 幻ー＋剖co3-+ o.s 仕＋1.SHS・ 

ムGO' =-84.0 IくJ/r 白 ction

安息香酸

C凡coo-+ 3.7550/••7HC03-+ 3.75HS 鳴＋2.25H+

ムGσ＝・165.8 KJ/r 回 ction

Table 11. Results of stoichiometric measurements with strain TSB on benzoate or butyrate as ele 白百ndonor 
and carbon source, and sulfate as electron acceptor. 

u
出し出回 ・ 喝

1

怠

1

い吋附間凶問問的問・

m
州

。
gMo！回f

consumed per 
mo! substrate 
oxidized 

Substrate 
o沿dized
by sulfate 
reduction 
(mmol/I) 

Substrate 
consumed 
for cell 
material• 
(mmol/I) 

Cell dry 
weight 
foπned 

Acetate 
excreted 

Substrate utilized Substrate given 

(sulfate utilized) (sulfate given) 

加g/I)

13.9 3.71 1.67 0.13 23.2 0.1 1.8 
(6.2) 
3.4 
(10.0) 

11.8 

4.18 

3.98 1.39 9.68 0.32 38.5 告.6

3.01 1.48 1951 0.49 58.8 19.2 

｝

O
め
oa

nu

内3

・
． ．  
｝九

・37

．
030S

EC

－－

22 

－｛｛ 

Benzoate 
2 
(10) 

4 

(15) 

Butyraye 
5 
(10) 

10 
(20) 

20 
(40) 

(mmol/I) 匂1mol/I)むnmol/I)

3.13 

1.51 

3.19 

4.83 

0.21 

0.17 

37.8 

20.2 

0.2 

4.7 

•:Substrate consumed for cell material was calculated by the following equation 
17Q15COO-φHC0,-+718,0 → 30(C,H,O,) + 180H 

;thus 0.055 mmol benz 伺 te訂e詑 quired for 1.0 mg of cell 釘yweight 
170- もαちCH,COO- + 12HC03・+ 198,0 →お（Cp,0,) + 290H 

;th 山 0.0 問 mmol benzoate are re司uired for 1.0 mg of cell dry weight 
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Butyrate Bu勺尽yl・CoAに向。
4[H] 

Acetoacety l-CoA 

人 …
Acetate Acetyl-CoA Acetyl-CoA 2C02 

3H20 8 [H] 

CHFH2CH2COO 「＋4 Hp ;::. CH3COO 制令2C02 +12[H] 

12[HJ + 15 5042- +3[HJ ;::. 15H2S+6Hp 

CH3CH2CH2COO ーは.SSO/ －一一一－＞ CH3COO 掃はco2÷1.5 時十2Hp

Fig. 7. Proposed scheme of buザrate metabolism (R. Schauder 位 al.1986).

安患、香酸の酸化様式やcarbonrnonoxide dehydrogenase の活性（0.57 μrnol/rnin/rng-protein ）が認められたことよ

り、 TSB 株はCODH 経路を持つ完全酸化型の硫酸還元菌と考えられる。しかし諮酸の酸化においてはすべてが

二酸化炭素まで酸化されずに酢酸を生成した。諮酸から酢酸を生成する硫酸還元反応（不完全酸化型の硫酸

還元菌による反応）は、通常次式に表されるように、 1mo！の酷酸から2rnol の酢酸が生成される12) 。

CH3CH2CH2COO ー÷0.5 町→ 2CH3COO ー＋0.5 H+ + 0.5 HS-

TSB 株の場合、これと巽なり1rnol の諮酸から1rnol の酢設が生成された。この反応は1986 年にSchauder らが報

告しているDesulfo 拘cterium autotrophicum の代謝形式と一致した32）。 D. 仰 totr中hi印 mによる艶酸代謝はFig. 7に示

した通りである。すなわち酪酸はp酸化により生成したacetyl-CoA のCoAを受けとることによりbuゆが-Co Aと

なり、そのときに酢設が生成されるobutyrγ1-CoA はacetoacetyl-CoA を経て、 2つのacetyl-CoA となり、 1つは同

様に酪般をbutyryl-CoA へ活性化するのに用いられ、一方は二酸化炭素まで酸化されるoTSB 株も同様な代謝

経路となっているものと推定される。

エ5 安息香酸の分解に関する考察と新麓としての提案

安息香酸は芳香族化合物の嫌気分解におけるきわめて重要な中関体として知られている。高度に餅責され

た嫌気性汚泥によるフェノールやクロロフエノールの分解過程においても、分解中間体として安息香酸が検

出されている28,29 ）。また、分離された細菌を用いた研究でもシヒドロキシ安息香酸からの脱ヒドロキシ幼や、

与クロロ安息香酸から安息香酸への量論的な脱クロルが確認されているお）。安阜、香酸を共生的に分解する綿菌

についてはすでに何種類か知られている。最初に発見された安息香酸分解共生紹菌はSyntrophus b凶 wellii お｝であ
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すable 12. Properties of va出国Desulfo 初制αlum specie ダ．

D. ther 初 O切

acetoxidans 
D.g~砂
therm なum

D.sapo 岨

宵鼠nden 路
TSB 

40圃70
62 
52.8 

45-65 
55-60 
49.7 

37-56 
54 
50.4 

20-43 
38 
48 

＋＋十＋＋”＋＋“問＋＋

＋－＋

m
－ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

ND** 

＋ 

ND 
ND 

47

＋＋

a

醐

暢＋＋－＋＋－＋＋’

mp

＋＋÷・＋

必
γ

＋欄＋＋＋＋＋＋－＋よ？

ム
T

＋＋十相

Temp 哲rature for grow 出｛℃）
Temp 告rature optimum （℃） 
G + C content of DNA (mol3) 
Growth (+S0,2・); 

同／C02
Formate 
Ac坦tate
Propionate 
Buザrate
Eth 釦 ol
Lactate 
P戸uvate
Benzoate 
Fructos ♀ 

Lactate without 504 2・ 

Pyruvate without 504 2・ 

As e・ acceptor; 
氏〉込

sot 
5.0 ／・
N03・ 
s:i 

’Data from 40, 42 and 43. 

••Notdetぽmined.

の存在下で安息香酸を酢酸にこの紹菌は水素消費細麗（水素利用メタン生成細直もしくは硫酸還元菌）る。

分解する。最近の報告ではヒドロキノン分解菌（strain HQG れ）が混合培養系で安息香酸を分解したという

報告もある31）。

水素消費縮習が生育に必須である共生紹菌に対し、硫酸呼吸により単独で安息香酸を分解できる琉酸還元

菌も広く自然界に分布していると考えられる。現在までに安息香酸を分解できる硫酸還元菌は6属8種が報

告されているのesulfonema magnum 悶， Desulfob 且cterium phenolicurrfl6>, D. catecholi 印 ni3 η，D. anilinz'38>, Desulfococcus 

このすべてが完全制 ltivorans39>, Desulfosarcina va幼 ilis39>, Desulfotoma 印 lum 抑制托抑制， Desulfomonile tiedjei4 内。

これまで高温域で安息、香酸を分解する紹窟のしかもすべての絹葡は中温性であり、酸化型の硫酸還元菌で、

Desulfotoma 四.lum報告はなかった。高混性の硫酸還元菌のうちTS酎朱同様、有機酸資イヒ能の高い細欝としては、

geothermicum42>, D. thermoa αtoxidans 必）の2種類が知られているσable12 ）。前者はTSB 株が利用できないフラクトー

スを硫酸イオンの存在に関わらず利用することができる。後者の菌株は酢酸を用いた場合に非常に良好な生

育を示す。また再者とも安息香酸は利用できないoTSB 株は胞子形成能を持つ硫酸還元菌であることから

この属中の3種の高温性細菌（Desulfotomacu lum Desu ザotomaculum 属の紹習であると考えられるが39）、

とは上述のように基質の利用性に明らかな違いがみられgeothermicum42>, D. the 抑制oxidans43> , D. nigri 戸cans 封｝）

た（D.nigri, 向nsは有機塁走資化能力がない）。 TSB 株は高温性安息香酸分解菌としての初めての報告であり、

新種の細菌としてD. thermobenzoi α＜mと命名、提案した（Arch. Microbiol. 155, 348 ・352 (1991 ））。なお種名は

International Journal of Systematic Bacteriology (1991 ）のvalidation list に揚載され、有効性が認められた。また本菌
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第関節要約

Methylmalonyl-CoA 経路およびCODH 経路を持つ硫酸還元富の単離を試みた。

まずmethylmalonyl-CoA 経路を有する硫酸還元欝を得るために、プロピオン酸酸化硫酸還元菌の単離を行っ

た。 UASB リアクター汚混から単離されたMUD 株について検討した結果、以下のことが明らかになった。

1. MUD 株は37℃に至適生育温度を持つ、胞子非形成、グラム陰性の硫酸還元菌であり、その

生理的・形態的特徴からDesulfobu 伽 spr ＇伊onicus と同定された。

2. MUD 株はその生理的性質からD.propionicus の新しいタイプの菌株であると推部された。

3. 他のDesulfobulbus 属の細菌と比較して栄養要求性が非常に｛まいため、実リアクターなどに適

応できる可能性が示唆された。

次にCODH 経路を有する硫酸還元菌を得るために、酷酸酸化硫酸還元菌の単離を行った。高温国定床式リ

アクター汚泥から単離されたTSB 株について検討した結果、以下のことが明らかになった。

1. TSB 株は至適湿度を62℃に持つ、砲子形成、グラム腸性の梓菌であった。

2. TSB 抹は安息香酸を二酸化炭素まで完全酸化できる高温性硫酸還元菌であった。

3. また本菌株は安息香酸や酷酸の他にも有機酸やアルコーlレなど広い物質分解能力を持つこと

が明らかにされた。

4. しかしTSB 株は酢酸を酸化せず、しかも酷駿の酸化の際にも通常の不完全酸化を行わず、

Desulfobacterium autotrophi αtmと同様：の代謝を行うことが明らかになった。

5. TSB 株は現在唯一高温域で安怠香酸を利用できる嫌気性細躍であり、検討の結果

Desulfotomaculum 属の新種の細曹と問定し、 D.thermobenzoicum と命名した。
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第三章 Methylmalonyl-CoA 経路およびCODH 経路による発酵的代謝

第一節 はじめに

硫酸還元菌は比較的最近まで乳駿やエタノールなど限られた基質のみを利用し、酢酸を生成する締菌であ

ると考えられていた。しかし乳酸やエタノーJレなどの単純な基質のみならず、飽和脂肪酸や各種の有機酸、

結類、また安息香酸、フェノール、クレゾーJレなどの芳香族物震も利用できる新種の硫酸還元蓄が単離され

2,3 ）、さらにmethylmalonyl-CoA 経路（プロピオン酸酸化経路）、 CODH 経路（酢酸酸化経路）などの新規な代

謝経路が知られるようになって、硫酸還元富の多様性や環境中での生態学的役割についての認識が大きく変

わりつつあると言って良い。

しかしながら硫畿還元を伴わない代謝に関する報告は今のところ非常に少ない。硫酸還元を伴わないエネ

ルギ一樹尋は、弛の多くの嫌気性細菌と同様に発酵過程での基質レベルのリン酸化などによる。ピルゼン酸

や乳酸などが以前から知られている最も代表的な発酵基質であるが、利用できる基質が次々と見つかったこ

とから、発酵基質になり得る物質種も新たに見出されて行く可能性が高い。実捺、自然界において硫酸イオ

ン濃度が極めて低い条件でも硫酸還元菌が普遍的に存在していると報告されていることからへこのような硫

酸呼吸以外での硫酸還元菌の生育を研究することは、硫酸還元菌の生態を明らかにする上でも重要なことで

ある。

本章ではmethylmalonyl-CoA 経蕗およびCODH 経路が関与する発酵的代謝について検討を行った。

ところでmethylmalony!-CoA 経路は、 1984 年にStarns らによりD.propionicus Lindhorst を用いて初めてその存

在が明らかにされた13）。この経路の大きな特徴はpropiony!-CoA からmethylmalonyl-CoA への反応、がオキザロ酢

酸からのカルボキシjレ基転移で起こっている点である（Fig. 8）。すなわちpropionyl-CoA は methylmalonyl ”

CoA:pyruvate transcarboxylase によりオキザロ酢酸のカルボキシjレ恭を受け取りmethylmalonyl-CoA となり、オ

キザロ酢酸はピルピン酸になる。続いてmethylmalonyl-CoA はコハク駿などを経てオキザロ酢酸となり、ピル

ピン酸はacetyl-CoA を経て酢酸へと酸化される。プロピオン酸の分解過程で、 propionyl-CoA から

methylmalonyl-CoA への反応、にtra 悶 arbo 巧lase が関与していることは、この長応、にATP を必要としないためエ

ネルギー的に非常に有和である13刈。

一方、 CODH 経路は酢酸酸化経路として19部年より報告され始めた。酢酸の二酸化炭素への酸化には、ク

エン酸闇路（citrate cycle ）によるものとCODH 経路（acetyl-CoA / carbonmonoxide dehydrogenase pathway ）によるも

のとがある。ちrand is羽田pらは羽田年にDesulfobacter postgatei を用い酢酸がクエン酸回路を経由して代謝される
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ことを示したlS)(Fig. 9）。この自路は今まで知られていたクエン酸回路とは異なりcitrate synthase やcitrate lyase 

の代わりにATP-citrate lyase が主に働いている15,16 ）。つまりD.postgatei ではlmol の酢酸がクエン酸臨路を経由し

2mol の二酸化炭素に酸化されると開時に、 ATP-citrate lyase の働きにより基質レベルでのリン酸化が起こり、

1mol のATP が生成されているものと推定されている。 ATP-ci 廿ate lyase がクエン酸回路の中で機能しているこ

とは初めての知見であり、硫酸還元曹のクエン酸田路特有のものであると考えられる。

酢酸代謝の研究が進む中で、雪下酸を利用する硫酸還元菌の中にはDesulfotomaculum 属やDesulfobacterium 属の紹

菌のように、クエン酸自路を用いずに酢酸を分解しているものも報告されてきた32）。 Spormann らは

D俗ulfotoma αZuma ぱ oxidans を用い、酢酸の酸化に関与すると考えられる酵素活性の測定を行い、まったく別の

代謝系であるCODH 経路を提唱した18>(Fig. 10）。この経路ではまず酢酸はATP により活性化されアセチルリン

酸を経てアセチjレCoAとなる。さらに carbonmonoxide dehydrogenase (CODH ）の働きによりcoとCH3-

FH／四Jまtetrahydrofolate ）とに炭素が分けられ、それぞれが酸化されてニ援化炭素となる。この系による酢酸

の駿化ではクエン酸田路による反応とは異なり、基質レベルのリン酸化によるATP の生成は起こらず、エネ

lレギーはすべて硫酸還元により得ているものと推定される。なお、 CHO- 持ちからHCα 〉が生ずる過程で1ATP

が生成するが、アセチルリン酸生成時に1ATP が消費される。

Desulfobacterium autotrophi，α~m も CODH経路により酢酸を代謝する必ベ D.autotr 中hicum とD.acetox 他市のCODH

経路はほとんど同じであり、その違いはメチル基の担体がD. acetoxidans ではfolate であるのに対し、 D.
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Fig. 9. Acetate oxidation via citrate cycle. 

Citr; citrate ，ιCitr; iso-ci 回 te, 2-0G; 2-oxoglutarate, SuCoA; succinyl-CoA, Su; succinate, 

Fu; fumarate, Ma; malate,OA; oxalacetate. 

①；ATP-citrate lyase ，②；aconitase ，③； iso-citarte dehydrogenase ，③； 2-oxoglutarate : 

ferredoxin oxidoreductase ，⑤； succinyl ”CoA: acetyl ”CoA transferase ，⑥； succinate 

dehydrogenase ，⑦；fumarate hydrogenase ，③；malate dehydrogenase. 

立utotrophicum では pterin が関与しているという点である。

CODH 経路を持つ紹直はその後の研究でメタン生成細菌を合む吉細菌（Arc 泊ea）の仲間にも見つかっている

47,48) 。

酢酸を利用する硫酸還元菌がクエン酸田路とCODH 経路のどちらの代謝形式を持つかは、各々の代表的な

酵素である2-oxoglutarate dehydrogenase (2心GDH ）とCODH の活性を調べることにより推定できる。クエン酸回

路により酢酸を代謝する細菌は当然ながら高い2-C 氾DH活性を示すが、 CODH の活性は認められない。逆に
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CODH 経路を持つ細菌では2心GDH の活性は認められず、高いCODH 活性が確認できる32)。これらの活性は酢

酸以外の基質（ピルゼン酸、乳酸など）で生育した紹胞にも存在する。

本章ではこれらの背景を踏まえ、能章で得た単離株2株（Desulfobulbus propionicus MUD, Desulfotomaculum 

thennobenzoicum TSB ）を用いて、硫酸イオン手ド存在下でのこれらの代謝系が関与する発酵的物質代詫を明らかに

した。

A田tale

ATP 一一ー」 I 

λ ① 

ADP 骨一一 I 

イ トFig. 10. Acetate oxidation via acetyl-CoA/ 

carbonmonoxide dehydrogenase pathway. 

AD：コ；：； rn•

2(H］~③ 

Bold a汀ows; reactions catalyzed by menbrane enz 戸nes,

Thin arrows; reactions catalyzed by cytoplasmic en勾市1es.

X; Des ゆtom 鉱山m附 ox抽出＝地te, Desu 仰向ium

autotrophicum = pte 巾，D必ulfov 必巾baarsii = pteridine. ①； 

acetate kinase ，②；phosphate acetyltransferase ，③；carbon 

monoxide dehydrogenase, c; methylenetetrahydro ”X” 

犯ductase ，③；methylenetetrahydro ”X”dehydrogenase ，⑤；

methenyltetrahydro ”X” cyclohydrolase ，⑦； 

formyltetrahydro ”X” synthetase ，③； formate 

I dehydrogenase. 
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第二節 Desulfobulbus propionicus MUD によるアルコーjレおよびアルデヒドからのブ口ピオン酸の生成

Desulfobulb 凶 propionicus は前章で明らかにしたようにプロピオン殻酸化硫酸還元菌でmethylmalonyl-CoA 経路

を持つ。この経路は前節のようにStarns らにより報告された経路であるカ問、これより前にLaanbroke らにより

D. propionia 必によるアルコール類の発酵的利用の可能性が示唆されていた九しかし当時はまだこの経路が解

明されておらず、その詳しい量論や考察はなされていない。本節ではD.propionicus によるmethylmalonyl-CoA

経蕗を利用したアルコールおよびアルデヒドの発酵的利用を検討した。

1 実験方法

1-1 培養および反応条件

鏡用したD・propionicus は先に報告したMUD 株（DSM6523 ）を用いた。培地および培養方法は先と同様である。

ただし、基質はピルピン酸（Na塩、 10mM ）を用い、硫酸イオンを含まない培地で発酵的に生育させた。

発酵代謝試験は正確な代謝産物量を得るために濃縮菌体を使用した。すなわちピルピン酸で発酵的に生育

させた対数増殖期後期の菌体を、違心分離(10,000 x g, 15min ）により集菌し、器質および硫酸イオンを含まな

い菊？鮮な培地を用いて2回洗浄後、 30ml 容血清瓶に移した。このときの菌体最は、アルコールの変換試験に

ついては乾燥菌体として32mg/20ml 、アlレデヒドの試験については17mg/20ml に調製し、気相部はN/C02(4:1,

vol/vol) もしくはH/C02(4:1, vol/vol) で置換し、 1.5 kg/cm2(147kPa ）陽圧とした。反応、は基質添加後36℃で仔つ

た。

ト2酵素活性の測定

ピルビン酸を基質にして硫酸イオンを含まない培地で発酵的に生育した細胞を遠心分離(10,000 x g, 15min) 

により集麗し、印mMリン酸経樹液（1mM Na2Sp4 を還元都として含む）を用いて2回洗浄後、フレンチプ

レス処理（1，却Okg/cm2 ）した後、遠心分離（10,000 xふ却min ）を行い、その上清部を粗酵素法として使用

した。酵素活性の測定には全量2ml のスクリューキャップ・プチルゴム栓つきのキュベットを用い、反応は

すべて嫌気条件下で行った。

Hydrogenase の活性はSOmM 1）ン酸緩衝液＜pH7.2 ）中にben 勾rlviologen (2 mM), glutathione (0.2 mM），および粗酵

素液を添加し、液量を1mlとした。気相を水素ガスで置換後、 N~Sp4溶液を少量添加し若干の色をつけた後

に、直ちに生成する還元型benzyl viologen の555nm の吸収の増大を分光光度計によって測定を行った州第閤章

参照）。
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またmethylmalonyl-CoA:pyruvatetra 間 arboxylase の活性は、剛、法（日mM リン酸緩癌液（pH7.0 ）にpyruvate:

10mM, methylmalonyl-CoA: 02mM, glutathione:0.2mM を入れ、酵素液を添加授、 NADH を0.2mM となるように添

加し、夜ちにNADH の340nm の吸収を分光光度計で縦走した。なおこの方法は、夜接該当酵素を鵠定している

わけではなく、下記のような共役酵素反応系（coupling e回 yme method ）により、 malate dehydrogenase による

NADH の減少を灘定するものである13）。

Pyruvate + methylmalonyl-CoA 吋 oxaloacetate + p加 pionyl-CoA
↑ 

Methylmalo ；句1ζoA. 判叩加tetran 制 :rbox ヲ＇lase

Oxaloacetate + NADH 刷幽令 malate+NAD 
？ 

ル1alate dehydrogenase 

なお本菌株は以下の要領でrr叫ate dehydrogenase を測定し、十分にその活性が認められている。

日mM 1）ン酸経癒液（pH7.0)

P戸uvate

methylmalonyl －＜こoA

glutathione 

NADH 

すべての反応は36℃で行った。

10.0mM 

0.2mM 

0.2mM 

0.2mM 

NADH の340nm の吸収を分光光度計で測定。

総たんぱく量はBIO-RAD 社製Protein Assay 司re-R 田 gent-Conce 出胞を用いた色素結合法により、 595nm での

吸光度により定量した。

1-3 機器分析

アルコール類、アルデヒド類および有機離は前記と同様にガスクロマトグラフおよび高速液体クロマトグ

ラフで定量した。

2 結果および考察

2-1 アルコール類からのプロピオン酸の生成

D.pro 戸on幻必MUD は硫酸イオンのないN/C02 雰囲気下で、エタノールを酢酸とプロピオン酸に変換し、ま

たプロパノール＋酢酸は開条件下でプロピオン酸に変換したσable 13a, 13c ）。培養系では約l遇間で完全に変

換されたが、生育は援めて低かった（0.D. く0.03 ）。これらの変換反応は次の量論式に一致した（pH7.0)12 ＞。

Ethanol: 

3CH3C8i0H + 2HC03・ 吋 2CH3 C8i COO- 十CH3COO- + 3Hp ＋昨日H・H・－－………・…H・H・(1)

ムGσ＝・124.0 kJ/r 回 ction

Propanol: 

3CH3CH2CHpH + 2CH3COO- ＋出C03 ’吋5CH3CH2COO- + 3Hp 十日＋一一一一一一一＿＿＿＿(2) 

ムGσ出掛116.9 kJ/reaction 
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Table 13 Conversion of e也知ol, propanol or a民組teby D.pr 中ionicus MUD. 

a) Ethanol under N/C02 b) Ethanol under H/Cq 

In四 bation Substrate and pr＜》ducts(mmoνl) Incubation Substrate and products (mmol/l) 
time time 
(h) Ethanol Ace tat 告 Propionat 宮 (h) Ethanol Acetate Propionate 

。 24.8 ND ND 。 262 ND ND 
3 0.3 8.0 15.7 3 0.3 8.8 16.0 
10 ND持 8.2 175 10 ND 9.0 175 

c) Propanol plus acetate under N/C02 d) Propanol plus acetate under H/C02 

Incubation Substrates and product (mmoνl) Incubation Substrates and product (mmol/l) 
time time 
(h) Propanol Acetate Propionate (h) Propanol Acetate Propionate 

。17.1 115 ND 。 152 12.1 ND 
3 4.1 3.2 21.4 3 3.2 4.0 192 
10 ND 0.2 27.1 10 ND 1.9 25.1 

Propanol was not converted without acetate. Propanol was not converted without acetate. 

e) Acetate under H/C02 

Incubation 
hme 
(h) 

Substrate and product (mmoνl) 

Acetate Propionat 芭

nU

内dnunU

噌i

内 ノ 』

21.4 
24.7 
21.7 
21.0 

DDD2 NNNn

弘

持ND, Notdet ぽted.

これらの代謝は気相部に水素が存在していても、影響は受けなかったσable 13b, 13c ）。先にLaanbroek らが報

告したD.propionicus Lindhorst も同様な代謝を行うが、 Lindhorst 株は水素ガスの影響を受け、プロピオン酸の

生成よじが高くなり酢酸の生成が抑えられる8）。またLindhorst 抹は酢酸ゃ叫／C02 でプロピオン駿の生成が確認さ

れているが、 MUD 株ではまったく反応はおきなかった(fable 13e ）。同じ穫である 2つの株でこのように代謝

に差がでるのは、水素の利用能に依存したものと思われる。 Lindhorst 株はエネルギー源として司／C02 を利用

できるが8）、 MUD 株は硫酸還元の基質としても水素の利用性は低かった。 MUD 株のhydrogenase の活性は0.12

μ rnol/rnin/rng-protein であり、ちなみに水素資化性に優れたDesulfovib バovulga 出では、 hydrogenase の活性は

0.66 μ rnol/rnin/rn 沙protein であることから（後述）、この活性値はかなり低いものといえる。
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Table 14. Conversion of acetaldehyde or propionaldehyde by D. propionicus MUD. 

a) Acetaldehyde (AceCHO) under N/C02 b) Propionaldehyde (ProCHO) under N/C02 

In四：bation Substrate and products (mmol/ l) Incubation Substrates and products (mmol/η 
悦江1e time 
(h) AαCHO Eth 出 ol Acetate Propionate (h) ProCHO Propanol Acetate Prof 重onate

。 9.0 ND ND  ND 。 7.5 ND 8.3 ND 
2 4.6 1.9 1.8 ND 2 5.8 0.7 8.2 0.8 
10 ND ND 5.7 2.8 10 ND ND 6.0 9.9 

2♂ アルデヒド類からのプロピオン酸の生成

アルコール代謝の中間物質として考えられるアlレデヒドも、 D・F叩ioni ，印 SMUD によりアルコールの代謝と

同様な物質に変換されたσable 14）。しかしアセトアルデヒドからのプロピオン酸の生成は、アセトアルデヒ

ドがエタノールと酢酸に変換された後に、反応が進んでいることが明らかになった。これはプロピオンアlレ

デヒドでも同様な傾向が見られ、すなわちアルデヒドの変換は単純に反応が進むのではなく、下式の様に二

段階の反応で代謝が進んでいることが明らかになった。最初の反克、ではアルデヒドからの各有機酸とアル

コールへの不均化反応（dismut 出onr 母 ction ）が起こり、その反応、が終了後に生成したアルコールが3・2の反応と

同様に進むと考えられた。

Acetaldehyde: 

3CH3CHO + 3/2Hp →3/2CH3COO- + 3/2CH3CHpH + 3/2H• (3) 

3/2CH3CHpH + HC03 －吋 CH3CH2coo －十l/2CHFOσ ＋3/2Hp + 1/2H• (4) 

3CHFHO + HC03 －→ CH3CH2COO- + 2CH3COO- + 2H• (3)+(4) 

Propionaldehyde: 

3CHFHFHO + 3/2Hp → 3/2CHFH2CHpH + 3/2CH3CH2COOH + 3/2H• (5) 

3/2CH2CH2CH20H + CH3COOH 十日co3 －→ 5/2CH3Cf もcoo-+ 3/2Hp + 1/2 片 (6) 

3CH3CH2CHO + CH3COσ 十日co3・ → 4CHFH2Cα ア＋1／：出＋ (5)+(6) 

アセトアルデヒドでは、アセトアjレデヒドからのエタノーjレと酢酸への不均化反応佃q.3 ）が完全に終了した後

に、生成したエタノールが酢酸とプロピオン酸へと変換される（Eq.4 ）。プロピオンアlレデヒドも同様にプロピ

オン酸とプロパノールへの反応終了後にブロパノールと酢酸からのプロぜオン酸生成が起こると考察され

た。

2-3 Methylmalonyl-CoA 経路とプロピオン酸の生成

ピルビン酸を基質に硫酸イオンを含まない培地で生育した細胞を破砕し酵素活性を測定した。その結果、
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オ軒 。＼ノ 惨惨 CH3COOH 2 CH3CH2COOH 
． 

2CoA-SH 

／ 
<<Methylmalonyl ・白Apathway>> 

2 H20, 2 CoA-SH 

4[HJ 

2CH3CO 四 S-CoA ~ '¥... 
、～12［時， 2C02

3 CH3CH2CH20H てて3問問。＼
2 CoA-SH 2 CO 2  6［問 ，〆’－戸田一一 6[HJ

＼ ＼ふ唱に2CH3COOH 山静2CH3CO 目ふω →＜＜Me

2CoA-SI -I 

惨.. 3 CH3CH2COOH 

Fig. 11. Proposed pathways of conversion of alcohols and aldehydes by Desulfobulbus propionicus MUD. 

(I) Conversion of ethanol to acetate and propionate. (II) Conversion of propanol plus acetae to propionate. 

II 

methylmalonyl-CoA 経路のkey en勾rme であるmethylmalonyl-CoA 初rruvate transcarboxylase の活性（0.338 μmol/min/ 

mg-protein ）が確認された。 （ちなみに硫酸呼吸により生育した細胞ではで0.333 μmol/ min/ mg protein であり、

発酵的に生育した紹胞とほぼ問鑑である（第四童話参照））このことはプロピオン酸酸化経路である

methylmalonyl-CoA 経路が硫酸還元を行わない紹抱内にも存在しており、この経路は発酵的代謝にも関与して

いるものと考えられるoFig. 11にエタノーlレおよびプロパノールの推定代謝経路を示した。エタノーJレが酢

酸へ酸化される捺に放出される還元力［HJと、エタノールからace 射-Co Aまでの反応で放出される還元力は、

methylmalonyl-CoA 経路内でacetyl-CoA をプロピオン酸に還元するのに使用されると考えられる（Fig.11 l)。また

プロパノールはプロピオン酸に酸化される際に放出される還元力を、 methylmalonyl-CoA 経路に取り込んでプ

ロピオン酸酸化の逆方向に経路を進めることにより、酢酸からプロピオン駿を生成していると推概される（Fig.

11 II) 。Fig. 11 IIの反応系において水素利用性の高いLindhorst 株は、プロパノールからプロピオン酸への反応、

より放出される還元力の代わりに、水素ガスを用いて酢酸とニ駿化炭素からプロピオン綾を生成することが

できる8）。しかしMUD 株はhydrogenase の活性が低いことからもわかるように分子状の水素を利用することは

できなかった。
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第三鮪 De：四ザ-otomaculum thennobenzoicum TSB によるメトキシ安患香酸の代謝と詐畿の生成

D.thenno 加izoicumTSB は嫌気性では唯一の高温性安息香酸分解組茜である。このTSB 株は第二章第三欝で述

べたように、メトキシ安息香酸類を硫酸イオンの有無にかかわらず基質として利用し生育できる。メトキシ

基を持つ芳香族物質は 1）グニンやその箆連物質の構成物質として知られているが、このメトキシ芳香旗物質

の純粋系による嫌気分解についてはSyntrophococcus sucromutans5° ＞による電子受容体としての利用や、

Aぱob宮前加mwoodii51 ＞による利用が報告されている。また硫酸還元菌の一種であるDesulfotomaculum o巾nt必にお

いても硫酸還元の基質になりうるという報告3）だけはあるが、前記二株も含めその中間物質など代謝過程の検

討はされていない。

そこで本節では、メトキシ安恵、香酸類を硫酸還元の基質としても、発酵基質としても利用できるTSB 株を

用いて、 Fig. 12 に示す隷なメトキシ安息香駿類の発酵的代謝およびCODH 経路によるメトキシ基の代謝様式

について検討した。

1 実験方法

1・1 培養および培養条件

実験には先に分離したD. thennobenzoicum TSB (DSM 6193 ）を使用し、培地および培養方法は前章に準じ、必

要に応じて基質を各SmM 、電子受容体（S0/-)20mM を添加した。基質としてに示したpメトキシ安息香酸、パ

ニリン酸性情hydroxy 幽3-methoxybenzoate ）、シリンガ酸（3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzaote ）、 3,4 ，ふtrim-

etho 巧rbenzoate を用いた。

coo-

ふ 。叩。
OCH3 OH OH 

4-m 巴thoxybenzoate vanillatε protocatechuate 

H3ゆ問 日，co＠－阿部
syringate 3ん5-trimethoxybenzoate gallate 

Fig. 12. s出 C加re of血 e出oxylated benzoates and hydro 巧rrated

benzoates. 
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量論試験では、 3'4 '5 ・

trimethoxybenzoate (5 mM）を基質

として硫酸イオンがない培地で

培養した細胞を、前節と同じ方

法で集菌洗浄後、濃縮菌体とし

て使用した。細胞は30 ml容の血

清瓶に乾；操菌体量で15 mg/20 ml 

になるように調裂した。気相部

はN/C02(4:1, vol/vol) で置換し、

1.5 kg/cm2(147 kPa ）揚圧とした。



反応、は基質添加f都5℃で行った。

1-2 酵素活性の測定

3,4 ふtrimethoxybenzoate(S mM）を基質として硫酸イオンがない培地で培養した細胞を、前第に準じて粗酵素

液を寵製した。タンパク質量も同議な測定で行った。

CODH(carbonmonoxide dehydrogenase ）の活性は、第二章第三節と同様に生成する還元型hen 勾rlviolgen の日5

m の吸担増大を分光光度計を用い挺定した（第四章参照、）。

ト3 機器分析

芳香族物質および生成物質の測定は、前記の方法に準じHPLC を用いた。

2 結果および考察

2-1 メトキシ安息香酸類における生育とその特性

-句4” 
お

・制§ 同
』時＝ 

ロe 
υ § 

Desulfotomaculum the 閉 wbenzoi αmTSB は硫酸イオンの有無にかかわらず、メトキシ安息香酸類をエネルギー源、

として生育することができた。 3・metho 冷rbenzoate および4-metho 可benzoate はそれぞれ3七ydroxybenzoate と4・

。
12 

10 

8 

6 

4 

2 

。

hydro 巧rbenzoate に変換され、パニリン酸（4-hydroxy 暢

without sulfate with su !fate 
3-m et hoxybenzoa te）はプロトカテキュ駿（3,4 ・

dihydroxybenzoate ）に変換された。またシワンガ酸

(3,5-dimetho 巧r-4-hydro 可benzoate ）は3,4-dihydroxy-5-

methoxybenzoate を経由して没食子酸（3,4,5-

trih yd roxybenzoa te）に変換され（Fig. 13 a）、 3ん5-

trimethoxybenzoate は没食子酸に変換される過程

2  4  6  8 10 
で、中題代謝物質として3,4-d ihyd roxy-5 ・

without 釦！fate 12~生盟主主 methoxybenzoate とシリンガ酸が検出された（Fig. 13 

10 

8 
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b）。また硫酸イオンのない培養ではそのほかに酢酸

Fig. 13. Conversion of syringate (a) or 3,4,5 ・

trimethoxybenzoate (b) by Desu ザotomaculum
thermobenzoicum TSB. Each left 戸gure shows 
conversion without sulfate, r捻ht figure shows 
conversion with sulfate. a) conversion of syringate, 
b) conversion of 3ん5ぺrimethoxybenzoate.
Symbols; a) -0-: syringate, -e・： 3,4-dihydroxy ふ
met ho巧benzoat 鳥窃“：gallate ，・.A-: acetate. 
b) -0-: 3,4,5-trimetho 冷rbe 氾 oate, -•-: sy巾 gat。
。制： 3,4 ・dihydroxy ふ methoxybenzoate ，認柳：
gallate ，耐dル：acetate.



Table 15. Growth of Desulfotoma 印 lum the1 明 obenzoicu ’
benzaotes with or without sulfate. 

Growth yield; 
gram dry weight 
per mol substrate 

Dry cells Sulfate added Substrate added 

(mg/l) 

52861678 35354849 UMAun

包括拐日

(mmol/l) 

ハUnununununununU
ヲ』ヲ伽今’恥今

4

(mmol/l) 

世心〆

bY952nM5

44335465 
4-Metho 勾benzoate

Vanillate 

S戸ingate 

3,4,5 r々imetho 勾，＿

be位 oate

が検出された。一方、硫酸イオンを含む培養では酢酸の生成は見られず硫イ切立素の生成が確認された。硫殻

イオンの存在は菌体収率を上げ、変換速度も高めている (Table 15）。

1982 年にKaiser らは嫌気性汚泥を用いてメトキシ芳香族物質の分解特性を調べ、 3,4,5 ・trimethoxybe 回 oate の没

は最初に4,5-dimethoxy-3-3,4,5 幽trimethoxybenzoate食子重量への変換の考察を行っているが、それによると

hydroxybenzoate に変換されると報告されている沼｝。一方今回の結果では、 Fig.13 よりえ4,5 ・trimethoxybe 氾 oate の

これに没食子酸への最初の変換過程は、 3f立や5位ではなく4位のメトキシ基のヒドロキシ基への変換であり、

よりシリンガ酸（3,5 ・dimethoxy-4-hydroxybenzoate ）が生成さた。引き続きシリンガ酸は3,4-dihydroxy ふ

methoxybenzoate に変換され最終的に没食子駿に変換された（Fig.13 ）。嫌気性紹菌群による分解特性と純粋系で

は直接比較はできないが、少なくともTSB 株はFig. 14に示した代謝様式を持っと考えられる。

またTSB 株は2・methoxybenzoate, 2,6 叫dimetho 可benzoate を利用することができなかったことより、 2位のメト

2,4 ・2,3-d imet hoxybenzoa te, キシ基は利用できないものと推謝された。 2,3,4 引・imethoxybenzoate,

2,3,4 “trihydroxybenzoate, 2,3 ・dimethoxybenzoate はいずれも利用されたが、最終生成物は少なくともそれぞれ

ではなかった。 3,4 ・Dihydroxy 之酬methoxybenzoate, 3・hydroxy-2 ・dihydroxybenzoate, 2，ふdihydroxybenzoate

methOX ）仇nzoate, 4-hydro 可・2・methoxybenzoate といった標準物質が入手できなかったために、最終生産物の同

定はできなかったが、後述する酢酸の生成比と2位のメトキシ基の非利用性などから考えて、それぞれ2位以

CH3-X CI-13 戸XCI-13-X 

④ 

Fig.14. 

③ 

Proposed pathway of conversion of trimetho 可lated benzoate to hydroxylated benzoate. 

① 3,4.5-trimetho 巧1benzoate ，②syringate ，③3,4-dihydro 巧r-5-methoxybenzoate, c gallate. 
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外のメトキシ基がヒドロキシ基に変換された3,4-dihydro 勾F・2-methoxybenzoate, 3-hydroxy-2-methoxybenzoate, 4-

hydroxy ・2・methoxybe 昭 oat と推定された。

2之濃縮菌体によるメトキシ安息香酸類の変換と量論比

TSB 株は硫酸イオンのない条件ではメトキシ安息香酸類から酢酸を生成した。酢重量およびヒドロキシ安息

香酸の生成量を正確に語べるために濃縮菌体を用いて4種類のメトキシ安息香酸類（4-methoxybenzoate ，パニリ

ン酸、シリンガ酸、 3,4,5-trimetho 勾rbenzoate ）の変換を調べた。すべてのメトキシ安息香酸類は直線的にヒドロ

キシ安息香酸類へ変換され、同時に酢酸が生成した。またシリンガ酸、 3,4 ふtrimethoxybenz 倒 teでは2-1 で示し

た中間物質も検出された。最終的な変換結果をTable16 に示す。これよりlmol のメトキシ基から0.75mol の酢酸

が生成されており、量論式は以下のように考察された。

4掃除ietho 巧岡田oate;

4C8Hp 什 2HC03 －吋 4C;£-ip3- + 3CH3COσ 十日＋

Vanillate; 

4C8Hp4- + 2HC03 ・→ 4C;£-ip4- + 3CH3COO- + H• 

Syringate; 

2C9H90 什 2HC03 －吋 2C;£-ips- + 3CH3coo- + H+ 

3ん5-Trimethoxybenzoate;

4C1 凡 05-+6HC03 －吋 4C7H505- + 9CHFOO ー＋3什

メタノールは利用できなかった。

2-3 酢酸の生成と脱メチル反応、

TSB 株の詐酸生成を伴うメトキシ安患、香酸類の代謝はAαtobacterium woodii の代謝と非常に類似している51）。

A. woodii のメトキシ安恵、香酸類からの酢酸生成は、 Fig.15 に示したように、メトキシ基が加水によりヒドロキ

Table 16. Conversion of methoxylated benzoates to hydro 巧lated benzoates by concentrated cell 
suspension without sulfate. 

Substrate added Metho 巧トgroup Total molecules of Products Molar ratio of acetate 
methoxyl 樽group {mmolLD formed per methoxyl 暢

(mmol/l) per molecule per liter HB持 Acetate group consumed 

ゐMethoxybenzoate
4.7 1 4.7 4.7 3.5 0.74 

Vanillate 
3.1 1 3.1 3.2 2.3 0.74 

Syringate 
3.3 2 6.6 3.3 4.7 0.71 

3ん5”Trimethoxybenzoate
3.9 3 11.7 4 8.5 0.73 

待Hydro 可lated benzoate 
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シ基となりその擦にメタノールが生成される。 A.

wood ii はメタノーjレからの酢酸生成能を宥するた

め、メトキシ基からのメタノーjレは二酸化炭素とと

もに酢酸に変換される。一方TSB 株はメタノールと

二酸化炭素から酢酸を生成しなかった（データ省

略）。またどの変換においてもその過認に中荷物質

としてメタノ…ルの検出は認められなかった（デー

}-o ・CH3 戸〉日＋山

4CH30H + 2co2 一回争 3CH3COOH + 2 H20 

Fig. 15. Formation of acetate from methoxyl ・group by 

タ省略）。これらのことよりTS＆株のメトキシ基か Acetobacte 巾 mwoodii (Bache and Pfennig 1981) 

らの酢酸生成はA.woodii のようなメタノール経由ではないと考えられる。

3ん5・Trimethoxybenzoate を基質とした場合、 CODH 経路のkey enzyme であるCODH (carbonmonoxide 

dehydrogenase ）の活性が、硫酸イ会ンを添加した培地で生育した細胞内（0.5 兜 μmoll min/ mg-protein ）にも硫酸イ

オンを添加しない培地で生育した細胞内（0.700 μmol/ mm/ mg-protein ）にも確認された。 CODH 経路と代謝最論

比から考え、酢酸はFig. 16に示すようにCODH 経路による二酸化炭素罰定によって生成されるものと忠われ

る。メトキシ基はメチルキャリアにメチル基を渡しヒドロキシ基となり、メチルキャリアはCODH 経路に入

る。 4mol のメチjレキャリアのうちlmol が二酸化炭素に酸化され、その際放出される還元力匹］が、 3mol のco2

を還元してcoを生成し、 3mol のメチル基CC[¥-X ）と結合して3mol の酢酸を生成しているものと思われる。す

なわち、ここでは通常酢般の二酸化炭素への酸化に機能しているCODH 経路が逆方向に機能しているものと

考えられる。

3 Acetate 

EもX

4@-o-CID 

4~0H 

Fig. 16. Proposed pathway of  ac君togenesis from m君thoxylated benzoate by Desulfotoma αlum 

thennobenzoi αm TSB without sulfate. 
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また硫酸イオンが存在するとメチル化合物（CH3 “めはすべて二酸化炭素に酸化され、放出される還元力は電

子伝達系を経由し、最終的に硫酸を還元して硫イはt素が生成されると考えられる。このときの反応は下記の

式で表される。

ふMethoxybenzoate;

4Cgiip 什 3504 2- -> 4C;Jip 什 4HC03-+3HS 帥＋H+

Vanillate; 

4C九0れ 350/ - 4C;Jip4- + 4HC03・ +3Hs －÷日＋

S戸ingate;

2C9H9Q5・ + 350 ／吋 2C;Jip5 －÷4HC03・ +3Hs －÷H+ 

3,4,5-Trimetho 勾rbenzoate;

4C10H1105- + 950 ／＂→ 4C戸p5・ + 12HC03- +9Hs- + 3汁
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第四節要約

本章では、近年発見された、本来硫酸還元と共投して働くプロピオン酸酸化経路（methylmalonyl-CoA 経

路）および酢酸酸化経路（CODH 経路）が、硫酸呼吸以外の発酵的な代謝においても、還元力の受け渡しの

場として働いていることを明らかにした。

まずDesulfobul 加 F仰 n白必MUD が持つプロピオン識酸化経路であるmethylmalonyl-CoA 経蕗が、硫酸イオン

のない発酵的生育碍にも関与していることを明らかにするべく、アルコール類の代謝を濃縮茜体を用いて検

討を行った。その結果次のことが明らかになった。

1. 発酵的に生育した細抱内にもmethylmalonyl-CoA 経路のkey enzyme であるのmethylmalonyl ・

CoA:pyruvate transcarbo 巧lase の活性が確認されたことより、この細脇内にもmethylmalonyl 酬

Co A経路が存在するものと予想された。

2. MUD 株はニ駿化炭素の存在下でエタノールを酢酸とプロピオン酸に、プロパノール＋酢酸

をプロピオン酸に量論的に変換した。

3. アjレデヒド類もアルコーlレと同様に変換されるが、その反応はアルデヒドからの有機酸と

アルコールへの不均化反応、が起こり、その後生成したアルコールが代謝されていることが

明らかになった。

4. これらの代謝はmethylmalony!-CoA 経路により起こっていると考察された。

5. しかもこの場合、通常プロピオン酸酸化経路として機能しているmethylmalonyl-CoA 経路が

逆方向に進んでいるものと推定された。

6. このようにDesulfobul 如s属の硫酸還元曹がプロピオン酸を発酵的に生成することは、嫌気消

化槽に見られるプロピオン酸の蓄積に関与している可能性も考えられる。

続いて酢酸酸化経路であるCODH 経路が硫酸イオンの有無に関わらず代謝に関与していることを明らかに

するべく、硫酸還元菌ではほとんど報告がないメトキシ安怠香酸類の発酵的代謝をDesul 仰omaculum

thennobenzoicum TSB を用いて考察した。その結果次のことが明らかになった。

1. TSB 株は硫殻イオンの有無に関わらずメトキシ安息香酸類を利用して生育することができ

た。

2. 硫酸イオンがある場合、メトキシ安息香酸をヒドロキシ安息香酸に変換し、この時硫酸還元

反応、が確認された。

3. 硫酸イオンがない場合、メトキシ安息香酸からとドロキシ安息香畿の佑に酢酸を生成してい
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た。

4. 今まで硫酸還元菌によるメトキシ基の利用についての詳細な検討はなく、また今回嫌気純粋

系でははじめて中間代謝物の蓄積を明らかにした。

5. TSB 株は2位（6位）のメトキシ基を利用することができず、そのほかのメトキシ基は4位、 3

位、 5位のJI度に利用されることが明らかになった。

6. 発酵的に生育したすSB株の縮施中にもCODH 経路のkey enzyme であるcarbonmonoxide

dehydrogenase の活性が確認されたことより、 CODH 経路が関与している可能性が示唆され

た。

7. しかもこの場合、通常酢酸駿化経路として機能しているCODH 経路が酢酸生成という逆方向

の代謝系路として働いている可能性が示唆された。
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第四章異なる3種の硫駿還元欝によるピルピン酸の発騨的代謝の差異

第一舗 はじめに

硫酸還元菌のエネルギー樹尋は多くの場合、基質を酸化する際に放出される還元力開が電子伝達系を経て

硫酸を還元する反応、と共役して起こる。還元力は最接的に硫酸イオンの硫化水素への還元に使われる。一

方、多くの嫌気性細菌は呼吸系を持たず、そのエネルギーの街尋は発酵過程での基質レベルでのリン酸化な

どによる。硫酸を還元する反応に共役する霞子缶達系からエネルギーを得ている硫酸還元菌は、他の嫌気性

細菌と同様に硫酸呼吸を行わずに器質を発酵的に利用して生育することが吉くから知られている4,5,6,7) 。硫酸

還元菌のこのような発酵的代謝に関してはすでに1%。年前後より研究されていた。しかし当時はDesu 和nhrio. 患

の硫酸還元菌と2,3 のDesulfotom 且印lum 属の締菌しか報告されておらず、その基質利用性は極めて狭いもので

あった。そのため発欝的に利用できる基質も眼られ、リンゴ酸やフマル酸、ピルピン駿などほんの数種類と

考えられていた。ところが、 1980 年前後から新しい種類の硫酸還元菌が次々に単離され、同時に

methylmalonyl-CoA 経路やCODH 経路などの、今まで知られていなかった新しい代謝経路がいくつか発見され

るに至った。これらの発見により、 methylmalonyl-CoA 経路やCODH 経路が関与する硫酸還元蕗の発酵的生育

の可能性が示唆され始め、前輩ではこれらの代謝経路が関与する硫駿還元菌の新規な発酵的代謝について明

らカ‘にした。

ところで硫酸還元首が発酵的に利用できる代表的な基質であるピルビン酸は、硫酸イオン存在下では不完

全酸化型の硫酸還元菌による硫酸呼吸によって酢酸と硫化水素に変換される。ではピルピン酸は、硫酸イオ

ン非存在下では異なる代謝系路を持つ硫酸還元菌によってどのような発酵的代謝がなされうるのであろう

か。本章では前章まで用いてきた2種類の硫酸還元菌および古くから知られている最も一般的な硫殻還元菌

を用い、それぞれのピルピン酸の発酵代謝について、代謝産物、生成比および酵素活性の比較等行うことに

より検討し、その違いを明確にした。

第二節 実験方法

1 試供欝体

供試菌体として、 Desu 静to問 culum thermobenzoicum TSB (DSM 6193), D倒 lfobulbus propionic 凶 MUD (DSM 65お），

Desulfovibrio 叩 lga 出 Marburg (DSM 2119 ）の3株を使用した。 D. 叩 lg，店ris は最も古くから知られている代表的な硫

酸還元菌である。

2 培地および反応条件

使用した培地はそれぞれ前章に従い調製した。各菌株をぜルピン酸を基質として硫酸イオンの含まない培
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地で36℃（D・propioni αu;MUD, D.叩靭rお Marburg ）および~ss℃（D.thennobenzoicum TSB ）で前培養を行った。反応に

用いた菌体は、対数増殖期後期の紹胞を遠心分離（10,000xg, 15 倒的により集菌し、 100 mM1J ン駿緩衝液で洗

浄後開設衝液に懸濁し、 50 ml容パイアル瓶に約おmg dry cell/20mZ buffer となる隷に分注した。気相部をN/

C02(4:1 vol/vol)(D. thennobenzoi ，α＇m TSB, D. propionicus MUD ）および、NzCD.vu 切ris Marburg ）に置換し、プチルゴム

およびアJレミシールにより密栓後内圧を1.5 cm2 /kg (147 kPa ）加圧とした。反応、は基質添加後、 36℃および55℃

で行った。

3 酵素活性の測定方法

酵素活性はこれまでと荷様に粗酵素溶液を用いて部定した。すべてスクリューキャプブチルゴム栓付き2ml

用のキュベットを用い、反応液量1ml として分光光度計を用い測定を行った。各反応、液の組成、分子吸光係数

（£）および測定波長｛めは次の通りである効。

Lactate dehydrogenase; 

Sodium lactate (10 mM) 

2,6 ・Dichrolophenolindophenol (0.07 mM) 

Phosphate buffer (pH 7.4, 100 mM) 

Lactate+ DCPIPre →Pyruvate + DCPUJ0X 

円収ivate dehydrogenase; 

Sodium pyruvate (10 mM) 

Benzyl viologen (5 mM) 

CoA-SH (2 mM) 

Na,S,0, (50 mM solution で適鐙添加）

Phosphate buffer (pH 7.4, 100 mM) 

Pyruvate + CoA-SH + BV0x →Acetyl －＜ごoA+C02+BV 開

Succinate dehydrogenase; 

Sodium succinate (10 mM) 

K,Fe(CN), (1 mM) 

Phosphate buffer (pH 7.4, 100 mM) 

Succinate + Fe(CN), 3-→Fumarate + Fe(CN). 4-

Malate dehydrogenase; 

Sodium oxaloacetate (5 mM) 

NADH (0.2 mM) 

Tris-HCl buffer (pH 7.2, 50 mM) 

Oxaloacetate + NADH →Malate + NAD・ 

Adenylylsulfate reductase; 

AMP(2mM) 

N旬以コ3(2 mM in 5 mM EDT A) 

Tri シHCI buffer (pH 8.0, 50 mM) 

AMP+S032 ・φFe(CN), 3-吋 Adenylylsulfate ＋お（CN), 4-
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LlflmM = -11.3/e ，λ口 600nm

AεlmM ＝・8.1/e ，λ＝555nm

おlmM ＝・1.02/e ，入口420nm

ふflmM =6.22/2e ，入＝340nm

AεtmM ＝・1.02/e ，λ＝420nm



Hydrogenase; 

2・Mer 臼 ptoethanol (5 rnM) 

Benzyl viologen (5 mM) 

Na,5,0, (50 mM回 lu訴onで適量添加）

H2(sa れlrated)

Tris-HO buffer (pH 8.5, 100 mM) 

H2+ svox →妊デ＋BV児

Carbonmonoxide dehydrogenase(CODH); 

2・Mercaptoethanol (5 mM) 

Benzyl viologen (5 rnM) 

Na,5,0, (50 mM solution で遠景添加）

CO (saturated) 

Tris-HO buffer (pH 8.5, 100 mM) 

CO+BV0x →co2 十BV棺

Methylmalonyl-CoA:pyruvate transcarboxylase; 

町市1Vate (10 mM) 

4 機器分析

Methylmalonyl-CoA (0.2 mM) 

NADH (0.2 mM) 

Gultathione (2.5 mM) 

Phosphate buffer (pH 7.0, 100 mM) 

Pyruvate 十Methylmalo が-Co A→Oxaloacetate + Propionyl-CoA 

Oxaloacetate + NADH →Malate + NAD• 

&/mM = -8.1/e ，λ詰 SSS nm 

AεlmM ＝・8.1/e ，λ＝SSS nm 

&/mM ＝ー8.1/2e ，入棺SSS nm 

基質および生成物は前節と同様に高速液体クロマトグラフで測定した。水素および二酸化炭素の測定はガ

スクロマトグラフを下記の条件で使用した。

Column 

Column temp. 

Carrier 

Detector 

第三館 結果および考察

1 各硫酸還元菌の発酵特性

Shimadzu porapak Q 50/80 mesh, Sm 

ω℃ 
30m トAr/min

TC相detector, cu汀ent:60mA

硫酸イオンの存在する場合はD.thennobenzoicum TSB, D. propionicus MUD, D.印刷出Marburg3 株いずれもとも

硫酸還元によりピルピン駿を酢酸と二酸化炭素に変換する（データ省略）。しかし発酵的な代謝の場合は、

その発酵パターンが3株ともそれぞれ異なっていた（Fig.1η 。D.thennobenzoicum TSB はピルビン酸を酢酸のみに

変換したがD.propion たusMUD は酢設とプロピオン駿に、またD.vulga 市 Mar burg は水素の生成も見られた。こ

の代謝の最終的な最論をTable 17に示したが、この結果よりD.thermobenzoicum TSB とD.propionicus MUD の代謝

は次式と一致した＜pH7.0)12 ＞。
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Fig.17. P戸uvate conversion by the three sulfat 宮reducers in the absenc 官

。fsulfate. a) Conversion of pyruvate to acetate and propionate by 
concen 出 ted cell s出 pension of D.仇U初obenzoicum TSB without 釦 Hate. 20 
ml of cell sus 戸nsion in SO ml s叩 lID vials with N2/CO:l as a gas phase was 
in間.bated at 5るoC. b) Conversion of pyruvate to acetate and pro がonate by 
cone 告n位置tedαn 銃ispension of D. prop わniαsMUD without sulfate. 20 ml of 
cell susp 哲郎ion in 50 ml serum vials with N2/CO:l as a gas phase was 
incubated at 3伊c. 。Conversion of pyruvate by concentrated cell 
suspension of D.四 Igar おMarburg without sulfate. 20 ml of cell suspension in 

SO ml of s釘umvials with N2 as a gas phase was mαlbated at 36oC. Syi 官bols:
ー〈〉ー；pyruvate, -A・ …づace 泊te, -1.トー；：propionate，一一Vーー； lactate，~診ー；

formate ，一嘉一；H2，ーιー；CO:l.
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D. thennobenzoicum τSB 

4CH3COCOσ ＋4Hp →5CH3COσ ＋2HC03 ・＋3H+

~Gσ ＝・293.1 kJ/reaction 

D. propioni ，印 SMUD 

3CH3COCOσ ＋3Hp 
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→2CH3COO 蜘＋CH3CH2COO- + 2HC03・ ＋去十

~Gσ ＝ -217.9 kJ/r 田 ction

5 

c 

4 2 3 

Time (hours) 
1 

D. vulgaris Marburg の発酵パターンは上の二種の硫酸還元菌と異な

これまでの報告り酢酸のほかに水素、蟻酸、乳畿が生成された。

二酸化炭素、酢ではlmol のピルピン酸からそれぞれlmol の水素、

A2Evsua

噌2
弘司

522

芯吉田

（下式参照）、今回の反応は酢酸酸が生成するとされているが臼）。。
ピルピン酸から乳酸およへ酸化される際に生成される還元力が、

8 4  6 
Time (hours) 

2 

ぴ0[H]/C02 から蟻酸の生成へ流れたと考察できる。

.t.G σ＝－74.1 kJ/r 回 ction

CH3cocoo・ + 2Hp→ c~coa + CH3CH2coa 十日co3 ・＋H2+H+ 

Table 17. Pyruvate conversion by concentrated cell suspension of D. thennobenzoicum, D. 
propioni α'5 or D. vu~初出 in the absence of sulfate. Each organism was suspended in 100 mM 
phosphate buf たrwith 1 mM Na2Sp4 as reductant. Head space gas was 問 placed with N /C02 or N2 
gas. After addition of pyruvate, the cell suspension was incubated at 56 or 36 ℃. Substrate and 
products were measured by HPLC and/ or GLC after 10 hours incubation 

Products (mmol) 
Ac定tale Propionate Formate Lactate 

Pyruvat 母added Residual pyruvate 
(mmol) (mmol) 

民 ‘co, OTgmisi 国

ND ND 0.001 0.190 。0.155 D. thermobenzoicum 
TSB 

ND ND 0.051 0.0 ヲ8。0.153 D.prop 必ηiα'5
MUD 

0.049 0.055 0.00 吾0.012 ND 0.108 0.002 0.153 D.四 lgaris
Mar burg 
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Table 17. En勾rme activities h血ecell extracts of 佳昭仕t.ree strains grown on pyruvate in 血e

absence or p回sencd of sulfate (μmol/min/mg protein). 

Desulfobulbus pゅionic 凶 Desulfot ，仰はulum Desulfrn 蜘 io加 ：lga 市

MUD thennobenzoicum τSB Marburg 
En勾羽1e

without 50.2" with 504 2- without 504 2- with 荻）／＂ without 叙）／＂ with 筑＼2-

Lactate 0.0“ 0.041 0.002 0.002 0.028 0.008 

dehydrogenase 

巧rruvate 0.321 0.736 0.340 0.254 0.569 0.307 

dehydrogenase 

Succinate 0.892 0.669 0.308 0.178 0.323 0.197 

dehydrogenase 

Malate 0.440 0.360 0.276 0.206 1.223 0.186 

dehydrogena 開

Adenylylsulfate 0.317 1.764 0.393 0.543 1.225 1.078 

r吋 uctase

Hydrogenase 0.120 0.234 0.052 0.023 0.659 3.078 

Carbon monoxide ND  ND 0.704 0.570 ND ND 

dehydrogenase 

MM-CoA:pyr. 。」338 0.333 0.261 0.276 ND ND 
廿anscarbo 可lase 持

待MM-CoA, methylmalonyl-CoA : ND, not detected. 

2 各硫酸還元菌の酵素活性

プロピオン酸酸化経路であるmethylmalonyl-CoA 経路および酢酸酸化経路であるCODH 経路は、それぞれの

key em勾rme であるmethylmalonyl-CoA:pyruvate transcarboxylase とcarbonmonoxide dehydrogenase の活性を確認す

ることで、その存在を推定することができる叩仰）。ピルピン酸を基質として発酵的に生育した細抱内のいく

つかの酵素活性億をTable18 に示した。比較のためピルピン駿とともに硫酸イオンClOmM ）を加えて培養した際

の活性値も併せて示した。この結果、発酵的に生育したD・F中ionicusMUD の細胞中にもmethylmalonyl-CoA 経

i替のkey enzyme であるmethylmalonyl-CoA:pyruvate transcarbo 可lase およびその経路の関連酵素が存在している

ことが明らかとなった。これはピルピン酸の酢酸とプロピオン酸への代謝にmethylmalonyl-CoA 経路が関与し

ていることを示唆している。またD. thermobenzoicum TSB の組抱中にはCODH 経路のkey emzyme である

carbonmonoxide dehydrogenase とmethylmalonyl-CoA:pyruvate transcarboxylase の両者の活性が認められ、

methylmalonyl-CoA 経路とCODH 経路の問者が存在していることが示唆された。 TSB 株がmethylmalonyl-CoA 経

路を持っていることは、本株が硫酸イオン存在下でプロピオン酸を資化できる（第二章参照）ことから考え

ても合理的である。しかし代謝生産物にプロピ:tン酸がほとんど生成されなかったことから、ピルピン酸の

発酵的代言討にはD・propioni αlSMUD のようなmethylmalonyl-CoA 経路による代謝ではなく、ほとんどすべてのピ

ルピン駿はCODH 経路によって代謝されていると推定される。これに対しD.vulga 出 Marburg はmethylmalonyl 柑

Co A経路とCODH 経路のいずれも認められないが、他の2株に比べhydrogenase の活性がきわめてに高かった。
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担っていることを示唆している。

この結果はD. 叩 lgaris Marburg のピルビン酸からの酢酸とH/C02 への変換には、 hydrogenase が重要な役害tlを

3 代謝経路についての考察

酵素活性を測定した結果から3種の硫酸還元菌は、ピルピン酸を発酵する際にはそれぞれ異なる代謝経路を

用いていることが示唆された。 MUD 株はmethylmalonyl-CoA 経路のkey em勾meおよびその関連酵素が存在する

ことから、ピルピン酸をmethylmalonyl-CoA 経路によって、酢酸とプロピオン酸に変換していると考えられる

<Rg.18 ）。ピルピン酸がa田引くoAへ酸化される際に放出される還元力と、 a印刷-Co Aの一部（3mol 中2mol) が酢

酸へ酸化される擦に放出される還元力を、ピルピン酸と二酸化炭素からのプロピオン酸の生成に利用してい

ると考えられる。

Methylmalonyl －＜ごoA経路とCODH 経路のいずれも紹鞄内に存在していると考えられるTSB 株は、実際のピル

どン酸の発酵的代謝にはCODH 経路のみが働いていると考察される（Rg.19 ）。ピルビン酸はac定tyl-CoA を経由し

酢酸に酸化されるが、そのときに放出される還元力はCODH 経路に導入され、この経路が通常酢酸酸化の反

応の逆方向に進むことによる二酸化炭素からの酢酸生成に用いられると考察される。この反応により4mol の

CH3 

CH与CH2-CO A I 
I~~ I HOOC ・CH・COSCoA
Propion 〉〈…i

OH 

HOOC-CH2 ・CO-CO OH 一一一一句F 争 ｜ 
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Fig. 18. Proposed pathway of pyruvate conversion 

by D. propionicus MUD. 2 Mol pyruvate are 

oxidized to 2 mol acetate with releasing of 4[H]. 1 

Mol pyruvate is reduced to 1 mol propionate by 4[HJ 

form reaction of pyruvate oxidation to acetate. 
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ピルピン酸からSmol の酢酸が生成され

ることになる。

Sa王3..（ご OOH

仁SATP

SADP 

50王3-CO 四 p

一方Mar burg 株は、 methylmalonyl ・

Co A経路とCODH 経路どちらの経路も

この株のピルピン酸の持っていない。

ピルピン酸を酢援に酸化する代謝は、

緊の還元力をhydrogenase の働きにより

水素分子として系外に放出していると

考えられる。また一部の還元力はピル

ピン酸からの乳酸への還元に流れてい

ると予測された（Fig. 20）。

このように硫酸還元を伴わない発酵

的代謝においては、それぞれの硫酸遼
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元欝が持つ特異的な経路を生かした、

代謝が行われていることが明らかに

なった。Fig. 19. Proposed pathway of pyruvate conversion byD. 

thennobenzoicum TSB. 4 Mol pyruvate are oxidized to 4 mol acetate, 

releasing 8[HJ. 8[H] is utilized for acetate formation from C02 via 

CODH pathway. 
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Fig. 20. Proposed pathway of pyruvate conversion by D. vulgaris 

Marburg. Pyruvate is fermented to acetate and H/C02 as main 

products, and to formate and lactate as minor products. 
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第臨節要約

Desulfobulbus pr咋ionicu MUD, Desulfotom 叫 lum thennobenzoicum TSB およびDesulfov ゐ巾加lgaris Marburg を用いて

各代露首経蕗による発酵的代謝特性の違いを検討し、次のことが明らかになった。

1. 比較した3謹の硫酸還元菌はピルピン酸を異なる代謝様式で発酵代謝する。すなわち、

2. MUD 株はMethylmalonyl-CoA 経路を利用して酢酸とプロピオン酸に変換する。

3. TSB 株はMethylmalonyl-CoA 経路とCODH 経路の両者を持っているが、ぜlレピン酸の発酵的代

謝にはCODH 経路が働いていると考えられる。

4. 酢酸酸化経路の一つであるCODH 経路が、全章で述べたメトキシ安患、香酸類のみならず昔か

ら発酵的基質として知られていたピルビン酸の代謝にも関与していることをはじめて明らか

にした。

5. Marburg 株はhydrogenase 系を利用し、生成する還元力を水素ガスとして系外へ放出し反応を

進めている0

6. methylmalonyl-CoA 経路やCODH 経路という特異的な代議I経路だけでなく、硫酸還元菌はそ

の紹習がもっ各々の独特な性質を活かし、硫酸イオンなどの電子受容体のない条件でも生育

していることが京唆された。
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第五章総指および結論

硫酸還元菌はこの十数年の関に新しい種が次々に報告され、現夜では13属あまりの硫酸還元欝が知らてい

る。かつては白sulfov 必rio 属、 Desulfotomaculum 属など数種の硫酸還元菌が知られていたのみで、しかも硫酸還

元菌の器質利用性は非常に狭いとされてきた。また硫化水素を生成するために、嫌気処理等においてはメタ

ン生成の盟害を引きを起こすとの報告もあり、処理にとっては不都合な細菌群として扱われることが多かっ

た。しかし近年、多くの種類の化合物の低分子化に硫酸遼元菌が関与することが明らかにされつつあり、硫

酸還元習が持つ多様な代謝形式に対する興味も拡がりつつある。

硫酸還元菌の物質分解能の多様性が明らかになるにつれて、物質代謝様式に関しでも新しい知見が発見さ

れ、その解析が行われてきた。完全酸化型の硫酸還元曹が持つcitrate 回路やCODH 経路、またプロピオン離

分解経路であるrnethylrnalonyl-C.oA 経路などが最も長い例である。一方硫酸還元菌は、硫酸イオンのような電

子受容体の非存在下でピルどン酸のようなある特定基質を発酵的に代謝し、生育することが知られていた。

しかし、発酵代謝様式についてはほとんど詳しい研究はなされておらず、しかも近年見出された

rnethylmalonyl-C.oA 経路やCODH 経路のような硫酸還元菌に特捜的な代謝系が発酵代謝にどのように関与して

いるかについてはほとんど知られていなかった。そこで本研究では、こういった代謝経路が関与する硫酸還

元菌の発酵的代謝について、単離菌株および既知の菌株を用いて詳細に検討した。

第一章では硫殻還元富の研究の歴史と基本的な性質を述べ、それを踏まえて研究の目的を明らかにした。

第二重量ではrnethylmalonyl-C.oA 経路およびCODH 経路を有する硫酸還元首の単離と各硫酸還元菌の諾性質に

ついて明らかにした。

まずmethylmalonyl-C.oA 経路を有する硫酸還元菌を得ることを目的に、プロピオン酸酸化硫酸還元詣である

Desulfobu ゐuspropionicus MUD の単離と諾性質について検討を行った。中温性UASB1J アクターのグラニュール

を単離源とした集穣培養系から単離されたMUD 株は、 1.0 ・1.3 x 2.0-2.2μm の持丹もしくはレモン形の胞子非形

成、グラム陰性の硫酸還元菌であった。諸性質およびプロビオン殻酸化能からMUD 株はDesulfobulbus

propioni 仰に属するの硫酸還元菌と同定された。 MUD 株は37℃に至適温度を持ち、基質をプロピオン駿、電子

受容体を硫酸イオンとしたときの比増殖速度（μ）はO.OSh-1 であり、プロピオン酸の酸化は次式に一致した。

14C 司CH2COO 川町・吋 4CHFOO- 十3HS-+H+

さらに栄養要求性等を検討した結果、 MUD 株はD.propionicus の新しいタイプの株であることが鞘明した。
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またMUD 株は他のD.propionicus に比べ、水道水を用いた非常に簡素化された培地ででも良好な生育カf得られ、

嫌気リアクターへの応用が可能な菌株との結論を得た。

次の節ではCODH 経路を宥する完全酸化塑の硫酸還元菌の単離を行いその諸性質を明らかにした。高温固

定床式バイオリアクターの汚泥を分離諒とした集積培養系から単離されたすSB株は、高祖域で有機酸、安息

香酸さらにはメトキシ安息香酸類などを酸化する硫酸還元菌であった。 TS副朱はグラム揚性で胞子形成詑を

有す硫酸還元菌であることよりDesulfoto 間山！um属の硫酸還元欝と同定された。また本富株は安息、香酸での生

育では紡錘形を呈し、酷酸での生育では拝菌状となり、培養条件で形態を変えることが明らかになった。 TSB

株の至適温度および至適pHは62℃、 7.2 で、硫酸イオンを竜子受容体とした場合、安息香酸の酸化は次式の反

応、と一致した。

C6H5COσ ＋3.75 以）／・吋万-JC03 －十3.75Hs- + 2.25H+ 

さらにTSB 株は完全酸化型の硫酸還元菌ではあるが酪酸の酸化に捺しては完全酸化は行わず、また一般の不

完全酸化とも一致しない特異な代謝を行うことを明らかにした。

高温域で安息香酸を利用する嫌気性紹菌の報告はこれが初めてであり、得られた結果をもとに既知の硫酸

還元菌との比較検討を行い、新議の硫酸還元菌Desulfoto 剛山lumthenno 伽 zoicum と命名した。本種名はすでに有

効な発表として認められている。

第三章では単離したそれぞれの硫酸還元欝が持つ特異的代謝経路、 methylmalonyl-CoA 経路およびCODH 経

路を利用した発酵的代謝について検討した。

まずDesulfobulbus propionicus の持つmethylmalony!-CoA 経路によるアルコール類およびアjレデヒド類からのプ

ロピオン酸の生成を検討した。これに先立ち発酵的に生育した細胞内の酵素活性を測定したところ、

methylmalonyl-CoA 経路のkeyemzyme であるmethylmalonyl-CoA:pyruvate transcarboxylase の活性が確認され、本

経路の存在が示唆された。

この欝体を用いて発酵的代謝試験を行ったところ、エタノ…ルは二酸化炭素の存在下で酢酸とプロピオン

酸に変換され、プロパノーjレは酢酸と二義変化炭素の存在下でプロピオン酸に量論的に変換されることをが明

らかになった。さらに各中間物質と考えられるアセトアルデヒドとプロピオンアルデヒドもそれぞれ景論的

に変換さた。注呂すべき点としてはアルデヒドの変換の第一段階は対応する有機駿とアルコールへの不均化

反応で、この不均化皮応が終了しなければ生成したアルコールからのプロゼ会ン酸への反応は起こらないと

いう点である。このプロピオン酸生成反応を代謝量論式などから検討した結果、 methylmalonyl-CoA 経路がこ

の発酵的代謝に関与していると結論づけた。つまりプロピオン酸重量化経路であるmethylmalonyl-CoA 経路は、
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硫酸呼吸時の代謝のみでなく、発酵的生育時にはプロピオン酸生成経路として働いているとの結論を得た。

つづいてDesulfotom 仰 lum thermo 加izoicum TSB を用いてCOD 日経路が関与する発酵的代謝について検討を行っ

た。 CODH 経路を利用した発酵的代裁に関する研究はこれまでに詳しい報告がなかった。その結果3ん5・

trimethoxybenzoate ではまず4位のメトキシ基がヒドロキシ基に変換されシリンガ酸となり、 3,4-dihydroxy ふ

metho 巧rbenzoate を経自して没食子駿（3,4,5-trihydro 勾benz 保健）へ変換されていることがわかった。また2位のメ

トキシ碁は変換されなかった。メトキシ基からの酢酸生成は、 Aぱ obac 加1・umwoodii のそれと量論上では一致し

ていた。しかしメタノールの利用性、細胞内のcarbonmonoxide dehydrogenase の活性などから考察して、 A.

woodii の代謝様式とは異なり、メタノールを経由せずにCODH 経路により代謝されているものと推定された。

つまりメトキシ基からのメチル基を受けたメチルキャリアがCODH 経路に入札一部が二酸化炭素に酸化さ

れる際に還元力が生成され、この還元力によりメチル基と二酸化炭素から酢酸が生成されていると考察され

た。 CODH 経路によるこのような発酵代謝は、今まで知られていた古典的な不均化反応による発酵的代謝と

は大きく異なっており、硫酸還元菌が持つ硫酸呼吸を伴わない新たな代謝様式が示唆されたといえる。

以上のように各々の硫酸還元菌が持つ特異的な代謝経路による発酵的代謝を明らかにしたが、第四章では

それぞれ異なった代謝経路による同一基質（ピルピン鼓）の発酵的代謝の楚異を比較した。なお、この際古

くから知られている硫酸還元菌としてDesulfo 地問問lgaris も同時に取り上げ比較した。これら3株の硫酸還元

菌は硫酸イオンの存在下ではピルピン酸を酢酸と二酸化炭素に変換するとともに硫化水素を生成する。

しかしながら硫離イオンのない条件下ではピルピン離はそれぞれ異なる代諸経路によって代謝されること

がわかった。発酵的に生育した蕗体の酵素活性の部定結果から、 D. propionicus MUD とD. thermobenzoicum TSB 

にはmethylmalonyl-CoA 経路が存在し、さらにTSB 株にはCODH 経路も存在していることが明らかになった。

またD. 印刷ris Marburg の紹胞中には商経路に関係する酵素活性はまったく認められなかったが、高い

hydrogenase 活性が検出された。

D・propionicus MUD はmethylmalonyl-CoA 経路を利用して3mol のピルピン酸から2mol 酢酸とlmol プロピオン酸

に変換していると考察された。これに対し、 TSB 株はどjレピン酸がほとんどすべて酢酸に変換されているこ

とより、 Methylmalonyl-CoA 経路よりもむしろCODH 経路が鑑先的に働いていることが示唆された。つまり、

TS財朱は4mol のピjレピン酸をacetyl-CoA を経由して酢酸に変換し、その際放出される還元カをCODH 経路によ

り二酸化炭素からの酢酸の生成に利用し、最終的にSrnol の酢援を生成するものと考察された。一方D.凶 Igar お

Mar burg はピルピン酸を酢酸に酸化する際の還元力をhydrogenase の働きにより水素分子にして系外に放出し

て反応を進めているものと推定された。
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以上一連の研究から、硫酸還元閣は呼吸系を持たない他の嫌気性紹菌と同様に、基質によっては硫酸呼吸

を行わずに発酵的に利用してエネルギーを獲得し、生育できることが明らかになった。発酵的生育には古く

から知られていた単純な不均化反応のみならず、本来なら硫酸還元反応、に共役して進む基質酸化経路を逆方

向に進行させることによって利用、代謝していることが明らかになった。さらに、ピルピン酸のような硫酸

還元菌にとって最も代表的な発酵基質に対して、硫酸還元菌は各々が有する代謝経路を審利に利用し、各々

異なった代謝様式によって発酵することも明らかにされた。硫酸還元菌が硫酸呼吸を伴わずに、特異的な代

謝経路を利用して生育できるという知見は、自然界や嫌気リアクター内の硫酸還元菌の挙動を考える上で宥

意義かつ重要な矯報をもたらすものと考えられる。
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