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第1章　結論

自然界ではさまざまな微生物が物質循環にかかわり働いている。特に物質循環の

中で硫黄の循環辞ig．1－1）における硫黄化合物の酸化において、無機硫黄化合物を酸

化してそのとき得られるエネルギーを利用して生きている化学独立栄養細菌の硫黄

酸化細菌が重要な役割を果たしている1）。自然界においては含硫有機化合物の分解

により、あるいはまた、地中や温泉などから硫化水素及び還元型無機硫黄化合物が

発生する。硫黄酸化細菌はこれらの化合物を硫酸に酸化することにより環境汚染の

防止に貢献している。さらに生成した硫酸は嫌気的条件下で硫酸還元菌や種々の生

物により代謝され、再び硫化水素及び含硫アミノ酸になる。しかし、物質循環は局

所的には必ずしもバランスしていない。このため、硫黄酸化細菌が生育していると

ころでは多量の硫酸が生成し、pHが低下してpHが1以下という強酸性環境条件とな

る。

miobaCfJJus裾00gi血刀Sはこのような強酸性環境という特殊環境下においても

生育可能な好気性絶対独立栄養細菌である。7二と封00ズida月Sは硫黄や硫化水素などの

無機硫黄化合物を酸化し、酸化反応の中間代謝物として必ず亜硫酸を生成し、さら

に亜硫酸を酸化して最終的には硫酸を生成する。高濃度の亜硫酸は生体中では有害

であるため速やかに酸化除去されるべき物質であるとともに、亜硫酸酸化反応はエ

ネルギー生成反応に結びつくため、亜硫酸を硫酸に酸化する生体反応は硫黄酸化細

菌にとって最も重要でかつ基本的な代謝である。また、この微生物は耐酸性及び好

酸性菌であるため強酸性条件の環境を克服して生育しており、その微生物機能及び

生理活性は非常に特異的と考えられるところから中性付近で生育する従属栄養微生

物とは異なる特殊機能に興味がもたれるところである。

ところで、硫黄循環経路の中でも酸化経路はきわめて複雑で今だ不明なところが

多く、その全体像は明らかとなっていない。特にr仙00g用a月Sに関しては細胞培養

することそのものが困難で、生化学的研究をするために必要な細胞量を調製するこ

とができず、亜硫酸酸化系における酵素レベルでの研究は殆ど行われていない2）。
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一般にγ血00gida郡は固体硫黄をエネルギー源として培養されているが、増殖速

度及び菌体収量が低く、最大菌体収量として8日間で700mg几3）の菌体が得られるに

すぎない。また、菌体は硫黄の表面で分裂増殖してから培地中に遊離してくるこ

と、固液混合培養のため不均一な培養系となり、培養中の菌体増殖や基質消費が正

確に追跡できない。更に硫黄表面で増殖している菌体を活性のある状態で回収でき

ないため、遊離菌体を試料とせざるを得ない4）。このように硫黄培養には不都合な

点が多く、活性の高い菌体を多量に得るためにはより効率的な培養法の開発が必要

とされる。すなわち、新規培養方法が明らかとなると、r仙00gi　朋の硫黄循環経

路の研究、特に本菌の亜硫酸酸化系路を解明するために必要な細胞量が充分に得ら

れることになる。

m o acH us属における亜硫酸酸化経路には、今までに2つの経路が知られてい

る5）。第1の経路はAMP－dependent経路である。すなわち、亜硫酸がadenosine－5’－

monophosphate（以下、AMPと略称する）の存在下においてAPS reductase

伍．C．1．8．99．2）の作用によってAPS（adenosine－5’－phosphosulfate）となり、APSを経

由して硫酸に酸化される経路である。

ZSO32－Ⅰ2AMP一一→2APS＋4e－

2APS＋2H3PO4－－→2SO42－＋2AI）P

2ADP一一－一一－－→AMP＋ATP

2SO32－＋AMP＋2H3PO4－－→2SO42－＋ATP＋4e－

これらの反応が連続して起こると2モルの亜硫酸が2モルの硫酸に酸化される。

このとき酸素を必要とせず、シトクロム関与よりもエネルギー効率の低い基質レベ

ルのATP合成が行われる（基質レベルリン酸化）。この経路を持つ細菌として

rde山とHfica那，r血叩arUSが報告されていが）。

第2の経路はAMPが関与せずに亜硫酸が直接硫酸に酸化されるAMP－independent

経路である。

SO32－＋H20－－→SO42－＋2H＋＋2e一

すなわち、AMPの関与しない亜硫酸デヒドロゲナーゼ（亜硫酸脱水素酵素、E．C．1．
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8．2．1）によるものである。亜硫酸、シトクロム、シトクロム酸化酵素、分子状酸素

の順に電子伝達される経路である。このとき酸化的リン酸化によりATPが合成され

る。この経路はrferrooxんね朋，r月0Ve仙S，γ拍qparuSに存在すると報告されて

いる5）。

しかし、rthjooxjdansにおいてはPeck6）によりAPS reductase systemの存在が報

告されているにもかかわらず、AMP－independent経路であるという報告もあり、いま

だ経路がはっきりしていない7）。r．亡封00gJda乃Sの亜硫酸酸化に関して、瓦odamaら8）

はγと封00gJda朋の亜硫酸酸化に関与する酵素は酸素に対して安定であり膜画分（細

胞質膜）に活性が存在すると報告している。また、生菌体に対して無細胞系では最

適pHがアルカリ側にシフトするといわれている8）。しかし、亜硫酸酸化経路の解明

及び亜硫酸デヒドロゲナーゼの可溶化、精製は行われておらず2）、依然として亜硫

酸デヒドロゲナーゼの性質は不明である。

乃HobaC∴Uus属の亜硫酸デヒドロゲナーゼはrferrooズJ血刀59）、r仙叩arU510）、

γ月0VeJJu511）において精製され、性質が明らかにされている。これらの微生物が保

有している亜硫酸デヒドロゲナーゼはペリプラズムの領域に存在しており水溶性の

酵素である。すなわち、菌体を破砕して無細胞抽出液を調製すれば可溶化状態の酵

素が得られる。一方、γと鋸00方正ね朋の亜硫酸デヒドロゲナーゼは細胞質膜（内膜）

に結合した状態で存在する膜結合型蛋白質であると考えられている2）。

膜結合型蛋白質は生体膜との相互作用の強さにより、表在性蛋白質と内在性蛋白

質に分けられる12）。前者は相互作用が弱く、イオン強度、pH、キレート化剤による

処理によって上澄みに潜出させることができる蛋白質であり、一般の水溶性蛋白質

と同じ方法で精製ができる。これに対して、内在性蛋白質は生体膜に疎水結合を介

して強く結合し、脂質中に埋もれているため単独では水に不溶である。そのため、

内在性蛋白質の研究に当たっては水溶性蛋白質の研究法とは異なる手法が必要であ

る。γと封00g左ね朋の亜硫酸デヒドロゲナーゼは典型的な膜酵素である内在性蛋白質

と考えられるので、その蛋白質を研究するには界面活性剤を用いなければならな

い。
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界面活性剤は酵素の可溶化と可溶化された酵素の活性を保持するための2つの機

能が必要である。界面活性剤の選択条件の目安として膜画分から70％以上の可溶化

率で上澄み中に酵素が抽出されてくることが必要である12）。また、可溶化に用いら

れる界面活性剤が蛋白質の変性剤として作用しないものでなくてはならない。これ

らの観点から界面活性剤の選択は重要である。

膜酵素は可溶化により、膜結合状態にあったときの本来の性質に比べて酵素の性

質（馳借、最適pH等）が変化するものが多い13）ので、膜結合状態における酵素の性

質を基本に精製酵素の性質を明らかにすることは重要である。また、精製時に酵素

の活性を保持するために、界面活性剤を含む媛衝液中でのクロマトグラフィーの条

件検討も必要である。このように膜酵素を研究するには種々の条件検討が必要であ

る。それらの条件を満足して精製酵素の性質を明らかにするためには多くの困難を

伴うため、水溶性酵素に比べて研究例が少ない。

mJobaCH us属の膜結合型の亜硫酸酸化に関与する酵素については、乙　か刀ifrト

ficanSの亜硫酸オキシダーゼが膜画分からデオキシコール酸を用いて可溶化されて

いる14）。しかし、カラムクロマトグラフィーを用いる精製時では界面活性剤が含ま

れておらず、この酵素は典型的な内在性酵素ではない性質と考えられる。したがっ

て、rde別号再fica月Sに用いられている手法は本研究を進める上での参考にはならな

いので、本菌の亜硫酸デヒドロゲナーゼ研究のために精製方法を開発しなければな

らない。

ところで、硫黄酸化細菌r班iooxida刀Sは無機硫黄化合物を酸化して硫酸を生成

し、培養液のpHを低下させるため、鉱石を溶解する性質を持っている。この性質を

利用して本菌は鉱業においてバクテリアリーチングに利用されている15）。また、硫

黄化合物の酸化能を利用した石炭、石油中の無機硫黄の脱硫への試みもなされてい

る15）。このように本菌の特異な微生物機能を利用した硫黄化合物の変換や除去が注

目されてきている。

一方、これら鉱工業における場合と異なって、硫黄化合物の強力な還元力の積極

的な利用が食品工業において行われている。すなわち、亜硫酸、及びその塩類は食
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品工業において、有害微生物の増殖抑制、食品の酸化防止などに不可欠の化合物

で、広範囲の食品に添加されている16）。しかし、亜硫酸自体はきわめて不安定で他

の化合物と反応して変化しやすく、また高濃度の亜硫酸は人体に有害となる恐れが

あるため16）、その適切な濃度管理が不可欠である。そのためには食品中の亜硫酸の

迅速かつ正確な分析が必要である。

近年、新しい分析技術としてバイオセンサーによる測定が注目されている17）。検

出部に生物由来の素子（酵素、微生物）を使用するため、高い選択性を示し、特別

な前処理をせずに分析できるために有望な分析方法として期待されている。亜硫酸

を分析するためのバイオセンサーとして、トランスデューサに酸素電極を使用し、

素子として動物由来のsulfite oxidaseを用いた酵素センサー18）や肝ミクロソームを

用いたオルガネラセンサー19）が開発されてきた。しかし、安定性及び選択性に欠け

実用化までには至っていない。一方、これらの酵素やオルガネラのセンサーとは異

なり、微生物センサーは菌体自身を用いるため安定性に優れている20）ので有用であ

ると考えられる。

以上から、rHHoogida郡の培養の困難性を克服すること、亜硫酸酸化系路および

亜硫酸デヒドログナーゼの性質を解明すること、および本菌の亜硫酸酸化機能のバ

イオセンサーへの応用の可能性を検討することが、研究すべき課題として明らかに

なった。

よって、本研究では岩尾ら21，22）が岩手県の松尾鉱山から分離したm obaCHJuS

拍Joogida月SJCM7814を供試菌株として　r拍iooズidaJ】Sの大量培養法を開発するとと

もに亜硫酸酸化経路及び亜硫酸デヒドロゲナーゼについて研究し、亜硫酸酸化の機

構を明らかにすることを行った。更に本研究を通して明らかにされた、この特殊な

細菌の亜硫酸酸化反応を利用して亜硫酸測定用バイオセンサーを構築することを試

みた。

最初に、効率よく菌体を得るための培養方法の検討を行った。種々の硫黄化合物

の利用性について予備的な検討を行った結果、チオ硫酸で良好な生育が確認され

た。そこで、エネルギー源を硫黄から水溶性のチオ硫酸に代えて培養法を検討し

6



た。今まで本菌のチオ硫酸の利用性については不明23）であったが、pH制御を行って

培養することにより、チオ硫酸を唯一のエネルギー源として利用できることが明ら

かになった。このことにより、均一培養系でジャーファーメンターを用いて培養を

行うことができることがわかった。更に、増殖及び基質酸化に及ぼす阻害因子を検

討し、置換培養、流加培養、濾過培養を行うことによって、基質阻害、生産物阻害

を回避して高濃度の菌体を短時間に得る方法を確立した。

γ．拍Hoo幻da月Sの培養法の検討により生化学的研究の実施に十分な菌体量を得るこ

とができるようになったので、亜硫酸酸化経路の検討及び亜硫酸デヒドロゲナーゼ

の性質を研究することが可能となった。よって、本研究ではγ裾00幻da那の亜硫酸

酸化機構の解明を行うために本菌の亜硫酸酸化経路を決定した。引き続いて、決定

した亜硫酸酸化経路のキーエンザイムである膜結合型亜硫酸デヒドロゲナーゼの分

離・精製を行い、酵素の性質を明らかにした。更に亜硫酸酸化反応の検討結果を元に

本菌の亜硫酸酸化機構を検討した。

これらの本菌の亜硫酸酸化経路を解明した知見を基本にして、本菌の亜硫酸酸化

機能を利用したバイオセンサーへの応用研究を行った。7二と最00幻da月SJCM7814の菌

体が亜硫酸センサーの素子として適当か否かを検討した結果、亜硫酸に対する選択

性及び活性の長期安定性に優れていることがわかり、本菌が研究目的に適した微生

物であることがわかった。よって、本研究では食品中の亜硫酸を簡便に測定できる

微生物センサーを開発することを行った。酸素電極、固定化微生物膜、ガス透過性

膜を∫組み合わせて遊離型亜硫酸測定用バイオセンサーを作製した。その結果、亜硫

酸酸化反応に伴う酸素濃度の変化量から遊離型亜硫酸が正確、かつ迅速に測定でき

ることがわかった。更にワイン中の全亜硫酸を測定するために結合型亜硫酸の分解

方法についても検討し、実用化できることを明らかにした。また、酸素電極以外の．

トランスデューサとして水素イオン検知型ガラス電極（pH電極）を用いたバイオセ

ンサー装置も併せて開発し、用途に応じて遊醒型亜硫酸が測定できることを可能に

した。

これらの結果から、バイオセンサー法でワインをはじめとする食品中の亜硫酸を
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簡便かつ迅速に測定できることを明らかにし、食品工業の近代化に貢献できること

がわかった。

以上の研究結果より、独立栄養性硫黄酸化纏菌γ血00裏dansJCM7814の亜硫酸酸

化を研究するために本菌の効率的培養法を兄いだし、微生物細胞中の亜硫酸酸化経

路及び亜硫酸デヒドロゲナーゼの性質を初めて明らかにした。更に本菌の亜硫酸酸

化機能を応用して食品中の亜硫酸を簡便に定量できる微生物センサーを開発し、初

めて実用化することができたので、ここに報告する。
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第2章　チオ硫酸をエネルギー基質とした菌体大量培養法の開発

2－1　序

∑抽ioox昆ansは化学独立栄養細菌のため、従属栄養微生物に比べてきわめてエネ

ルギー効率が悪く、増殖速度及び菌体収量が小さい2）。よって、本研究において亜

硫酸酸化経路の解明を行うためには、大量の菌体が必要である。しかしながら、現

在までのところ、通常行われているγ仙00裏da月Sの培養法においては、硫黄をエネ

ルギー基質とした培養が行われており、この方法ではわずかの細胞量しか得られて

いない。mfoba正目us属の中でも、rn0VeJJuS，rversu拍Sなどはチオ硫酸をエネ

ルギー基質とした培養法が報告されている。これに対して、今までr血00ズfda郡で

はチオ硫酸を酸化できない報告23）や、チオ硫酸で生育できるという報告24，25）があ

り、チオ硫酸の利用性ははっきりしておらず、一一一般に硫黄をエネルギー源として培

養されている。

本章では、まずγ．批00裏da月Sがチオ硫酸をエネギー源として生育できるのか否か

を検討した。次に、その結果をもとに短時間に多量の菌体を得るための新しい培養

方法について検討した。

2－2　実験材料および方法

2－2一一1供試菌株：絶対独立栄養細菌の硫黄酸化細菌γ亡最00裏da那JCM781421，22）を

使用菌株とした。

2－2－2　培地

1）保存用培地

硫黄をエわレギー源とした場合：硫黄を含むSilverman9E培地26）を用いた。培地

組成をTable2－1に示した。乾熱殺菌した300mL容三角フラスコに硫黄を除いた培地

100mL（pH6．5）を入れ，115℃，15分間オートクレーブ殺菌した。別に、105℃，10
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Tabfe2－1・CompositionofSHverman9Kmedium．

Component g／L

K2HP04

Ca（NO3）2・4H20

（NH4）2S04

KCI

MgS04・7H20

Sulfurpowder

Dist川edwater

0．5

0．01

3．0

0．1

0．5

10．0

1．O L

PH6．5

Table2－2t GompositionofmediumusedforcuItivationo†
丁的／00ズ／danS．

Component g／L

KH2P04

（NH4）2S04

MgS04・7日20

CaC12・2H20

FeS04・7H20

Na2S203・5日20

D．W．

3．0

2．0

0．5

0．25

0．01

100「5

1L

PH5．0

10



分間殺菌しておいた硫黄粉末1gを無菌的に培地表面に加えた。

チオ硫酸をエわレギー源とした場合：斜面培地を作製し、菌体を植え継ぎ保有し

た0保存用培地の組成は（g几），EH2PO43，NH4C10．1，MgSO4・7H200．1，CaC12・2H20

0・1，Na2S203・5H2010，Agar15またはゲランガム6とし、pHは5．0に調整した。

2）増殖用培地

菌体の増殖にはSilverman9Ⅹ培地、または宇佐見ら27）の培地を改変した培地

（Table2－2）を基本培地として使用した。培地1．OLに対し、10gの硫黄粉末また

は10gあるいは5gのチオ硫酸ナトリウム5水塩を加えた。培地のp損ま硫黄培地は

6．5、チオ硫酸培地は5．0に調整した。

2－2－3培養方法

1）硫黄を基質とした培養

保存菌の培養：三角フラスコ中の培地100mLに、硫黄粒子を含んだ種培養液（同

培地に保有してあるもの）を2mL（2％（Ⅴ／v））加えて接種した。30℃で回転板とう

（130rpm）培養を3日間行った。3日後、三角フラスコを4℃又は10℃に保有した。

本培養：500mL容坂口フラスコに硫黄を除く9E培地100止を入れ、115℃、15分間

殺菌した。105℃、10分間殺菌した粉末硫黄1．■ogを添加し、種菌（保存菌）を2％

行／V）接種し、30℃で15日間往復振とう培養（140strokes／min）した。

2）チオ硫酸を基質とした培養

保存菌の培養：斜面培地に種菌を1loop接種し、3～5日間培養した後、4℃で

保有した。

前々培養：500mL容坂口フラスコにチオ硫酸ナトリウム・5水塩を含む培地を100

止を入れ、115℃、15分間殺菌した。これに斜面培地上の菌体を2loops接種し、30

℃で4日間往復振とう培養（140strokes／min）した。

前培養：同培地を含む坂口フラスコに、前々培養液を2％存在）接種し、30℃で4

日間往復振とう培養した。

本培養：培養には2．5L容ジャーファーメンター（M－100型、東京理化器械）を庸
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いた。撹拝は6枚の平羽根タービン型撹拝羽根で行った。また、槽内には3枚の邪魔

板が取り付けてある。通気は環状スパージャーから行った。培地量は1．5Lとし、オ

ートクレーブ（115℃、15分間）で殺菌した。前培養液を10％拉／v）接種し、通気速

度0．5vvm、撹拝速度300rpm、温度30℃で培養した。培養中のpHはpHコントローラ

．（FUlO、東京理化器械）を用い1MNaOHを添加してpH5．0に制御した。

2－2－4　菌体懸濁液の調製法

硫黄を含む培養液の場合は、培養液を濾紙で濾過することによって硫黄粒子を除

いた。濾液を8，000X g，15分間遠心分離して集菌した。菌体を冷蒸留水で2回洗浄し

た後、0．1Mクエン酸Na－NaOHbuffer（pH6．0）に再懸濁して菌体懸濁液を調製し

た。

チオ硫酸を含む培養液の場合は、培養液を直接8，000Xg，15分間遠心分離して集

菌した。以後、洗浄及び懸濁液の調製操作は硫黄培養液と同様に行った。

2－2－5　菌体の亜硫酸及びチオ硫酸酸化活性の測定方法

活性は菌体の酸素吸収速度から求めた。生物酸素モニター（Rank Brothers社，

Cambridge，UX）により測定した。反応混合物の液量は3mLである。反応セルはマ

グネチックスターラにより完全に混合した。反応温度は30℃にした。反応混合物

は、菌体懸濁液（OD66。＝0．7）0．5mL，0．1Mクエン酸Na－NaOHbufferl・OmL，蒸留水

1．O mLを含んだものを用いた。尚、BufferのpHは亜硫酸を基質とした場合は6．0，チ

オ硫酸を基質とした場合は5．0とした。撹拝しながら1分間空気を通気した後、5mM

EI）TAを含んだ0．1M亜硫酸ナトリウム溶液0．5mL、または0．1Mチオ硫酸ナトリウ

ム溶液0．5mLを添加することによって反応を開始した。溶存酸素濃度の減少を記録・

した。酸化活性の単位はmgO2／min・g－Cellで表した。

2－2－6　分析方法

1）菌体量の測定法：分光光度計（日立、100－20型）を用いて660nmにおける
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吸光度を測定し、光学密度（OD66。）として求め、この億に0．55を乗じて乾燥菌体重量

として表した。尚、OD660＝1．0の吸光度が乾燥菌体重量の0．55g凡に相当する関係

を、予め実験によって求めておいた。

2）チオ硫酸濃度の測定法：培養液を遠心分離して菌体を除いた上澄液を試料

として、Rellyら28）の方法に準じて定量した。

すなわち、試料中のチオ硫酸濃度が4mM以下になるように蒸留水で試料を希釈し

た0試料0・5mL、0．2MNaH2PO4－NaOH媛衝液（pH7．0）2．OmL、蒸留水2．5mLを20

mL容共栓試験管に入れ、混合後、5℃に冷却した。これに冷却した0．1N XCN2．5mL

を添加混合し、5℃で10分間放置した。放置後、冷却した0．1MCuSO4・5H200．75mL

を添加し、更に5℃で15分間放置した。この反応混合液に硝酸鉄試薬（1．5M

Fe桝03）3・9H20を含む4NHClO4）1．5mLを添加し室温に戻るまで撹拝した後、蒸留水

を2．75mL加え、総液量を12．5mLとし混合した。混合後、分光光度計で460nmにお

ける吸光度を測定した。濃度の算出はチオ硫酸を標準物質とした検量線から行っ
、）

た。

3）菌体の元素分析法：菌体を蒸留水で2回洗浄した後、凍結乾燥して、元素分

析及び灰分の測定のための試料にした。菌体のC，H，Nはアセトアニリドを標準物質と

して元素分析計（Perkin Elmer PE－2400）により、分析した。イオウはElemental

analyzer（三田村理研）を用いて銀吸収法により分析した。灰分の測定は約1，000mg

の菌体を電気炉で燃焼し、燃焼後、灰化した菌体の重量を天秤（0．1mgの精度）で

測定することにより行った。

2－3　実験結果及び考察

2－3－1硫黄をエネルギー基質とした培養

硫黄をエネルギー源とした振とう培養における遊離菌体濃度と亜硫酸酸化活性を5

日毎に測定し、Fig．2－1に示した。菌体増殖は見られたが、菌体収量は15日間で280

mg凡であった。増殖速度は5日目から10日目において0．0075h－1と小さかった。亜硫
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酸酸化活性は菌体増加に反して減少していき、15日目では5日目の45％になった。

この結果より明らかなように、菌体収量はきわめて低いものであった。Takakuwa

ら29）はモリブデン酸により増殖が促進されると報告している。本菌においてもモリ

ブデン酸添加を検討したが、促進効果はなかった。

r伽00ⅩJda朋が硫黄をエネルギー源として生育するには、まず硫黄粒子に付着し

て硫黄を酸化しエわレギーを発生させなければならない。そして、細胞は硫黄表面

で分裂増殖した後に培地中に遊離してくる。培地溶液中の遊離菌体は培養時間とと

もに増加し、兄がナ上増殖しているように見えるが、エわレギー代謝として重要な

亜硫酸酸化活性が徐々に低下することから、遊離菌体は増殖活性の低下した菌体と

考えられる。しかし、現在のところ、硫黄粒子上に付着した増殖活性の高い菌体を

生菌のまま得る方法は知られていないため4）、生化学的測定及び培養工学的研究は

活性の低い遊離菌体を使用しなければならない。また、硫黄が不溶性及び疎水性で

あるため、基質濃度を正しく定量することは難しい。

このように硫黄をエネルギー源とすると、増殖中の菌体を直接得るのが難しく定

量的に培養もできないことが明らかとなったため、次に、水溶性のエネルギー基質

について検討した。

2－3－2　チオ硫酸をエネルギー基質とした固分培養

チオ硫酸ナトリウムを硫黄に代わるエネルギー源として選び、rf封00gJda月Sの培

養の可能性を検討した。10g凡のチオ硫酸ナトリウム5水塩を含むSilverman9R培地

を入れた500mL容坂口フラスコに、硫黄で5日間培養した種培養液から得られた遊離

菌体を集菌し接種した。30℃で往復振とう培養を行ったところ、pHは7日間で5から2

に低下し、酸の生成があり培養液が薄く濁った。しかし、チオ硫酸はpH4．5以下で

は硫黄と亜硫酸に解離する性質があるために硫黄の析出によって培養液が濁ったの

か、チオ硫酸をエネルギーとして菌体が増殖したのか判定できなかった。

一方、水溶性基質として亜硫酸ナトリウムを基質とした場合には全く生育がな

かった。この培養において10g凡のNa2SO3（0．08MNa2SO3）を含む9瓦培地（pH
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5・0）では、培地中の溶存酸素とNa2S03が化学的に反応してNa2SO。に変化し、Na2S03

は消失する。生成したNa2S04はr血0血da月Sの生育基質にはならないため、生育が

不可能である。よって、Na2S03の基質が不足して生育できなかったと考えられる。

更に、pE5．0においてNa2S03が残存したとすると、γ血0血da月SによってSO32－が酸

化されてSO42‾が生ずる。この培養はp鏑欄をしていないので、SO42－の発生により培

養液のpHが低下する。pHが低下すると、溶液中の不解離のガス状S02の存在比率が高

くなり、ガス状S02は振とう培養判こ揮散することとなり、溶存亜硫酸濃度が減少し

基質不足となる。また不解経の亜硫酸は微生物の生育抑制をする効果があるため

16）、rHHoo裏da月Sにおいても同様の作用により、生育ができなかったと考えられ

た。

ジャーファーメンターを使用してチオ硫酸が解離しないようにpHを5．0に制御して

培養を試みた。培養条件は温度30℃、撹拝速度300rpm、通気量0．5vvmで行った。

硫黄で培養した菌を集菌し、10g／Lのチオ硫酸ナトリウム5水塩を含む培地に接種

し、培養したところ、約100時間の長い誘導期の後に急激な増殖を始め、144時間目

で224mg／Lの菌体濃度まで増殖した勘g．2－2）。比増殖速度は107～123時間のとこ

ろで0．040h－1となり、硫黄培養における比増殖速度よりも大きくなった。

奥積ら30）は、γ裾00裏da郡は本来チオ硫酸酸化能をもっており、硫黄で生育した

菌ではpH3．5でチオ硫酸を完全酸化すると報告している。それにもかかわらず、本

実験において長い誘導期を必要とした。これはrHH00裏da郡が複数のチオ硫酸酸化

経路をもち、硫黄で生育しているときのチオ硫酸酸化系と、pH5．0におけるチオ硫

酸酸化系とが異なり、その酸化経路の発現がp鋸こ依存しているためと考えられた。

そのため、硫黄培養の酸性環境条件下で生育した菌がチオ硫酸培地に植え継がれる

と、pH5．0におけるチオ硫酸酸化経路を獲得するために長時間の誘導時間が必要とt

なり、このような長い誘導期を生じたものと推測される。

次に、この培養で生育したチオ硫酸生育菌体を前培養菌として、新たに10g凡の

チオ硫酸ナトリウム5水塩を含む培地に接種した。その結果、誘導期が見られず、50

時間で210mg／Lの菌体濃度が得られることがわかった（Fig．2－2）。また、比増殖
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速度は0．067h－1に増加した。

これらのことから、r拍00ズda朋がチオ硫酸を唯一のエネルギー源として増殖で

きることが明らかとなった。今までr仁山00ズida月Sはチオ硫酸を酸化する能力がない

という報告23）や、チオ硫酸培地で生育するという報告24，25）があり、チオ硫酸に対

してまちまちであったが、本研究においてチオ硫酸をエネルギー源として生育する

ことが証明された。

チオ硫酸をエネルギー源として生育した菌体を集めチオ硫酸を基質とした酸化活

性を測定し、酸化活性に及ぼすpHの影響を検討した。チオ硫酸酸化活性の最適pHは

5．0付近であり、pH4．5から6．0の範囲で酸化されることがわかった申ig．2－3）。こ

の結果から、チオ硫酸をエネルギー源としたときの培養時のpHは5．0に制御すること

とした。また、チオ硫酸酸化活性を測定するときのpHも5．0を選択した。

次に菌体収量の増加を目的として40g凡のチオ硫酸ナトリウム5水塩を含む培地に

チオ硫酸で生育した菌体を接種して培養した。しかし、Fig．2－2に示したように10

g凡のチオ硫酸ナトリウム5水塩の場合よりも生育が悪く156時間においてもわずかな

菌体濃度しか見られなかった。このことから、本菌を高濃度のチオ硫酸ナトリウム

で培養するとチオ硫酸ナトリウムによる基質阻害が見られることがわかった。

2－3－3　増殖速度及びチオ硫酸酸化活性に及ぼす基質濃度及び塩濃度の影響

1）増殖速度に及ぼすチオ硫酸濃度の影響

最大比増殖速度に及ぼす基質濃度の影響を検討した。第1のジャーファーメンタ

ーにおいて4mMから160mMまでの範囲のそれぞれのチオ硫酸濃度で培養した対数増

殖期の培養液を、それぞれ同濃度のチオ硫酸を含む第2のジャーファーメンターに接

種し、対数増殖期初期における比増殖速度を測定した。結果をFig．2－4に示した。

20mMまでの基質濃度では濃度の上昇に伴い最大比増殖速度は増加したが、20mM以

上の高い濃度範囲では濃度の上昇に伴い減少した。この結果はチオ硫酸による基質

阻害であることが示された。よって、基質濃度は20mMのチオ硫酸濃度で培養するこ

とが適当であった。
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2）チオ硫酸酸化活性に及ぼすチオ硫酸濃度の影響

反応混合物中のチオ硫酸濃度を160mMまでの範囲で変化させ、チオ硫酸酸化活性

を測定した。チオ硫酸濃度に対する酸化活性をFig．2－5に示した。チオ硫酸濃度と

酸イヒ活性はミカエリスメンテン型の関係を示した。80mMまでの範囲ではチオ硫酸濃

度が高くなるにつれて活性も高くなった。逆数プロットによってチオ硫酸親和定数

は10mMであることがわかった。これらの結果から最大活性を示す基質濃度は80mM

となった。増殖速度と酸化活性に対するチオ硫酸の最適濃度は異なることがわかっ

たが、違いの理由はわからなかった。

3）増殖に及ぼす塩濃度の影響

培養中、p捕り御のためにアルカリ溶液小aOH）を逐次添加していくため、増殖に伴

いチオ硫酸の最終酸化生成物である硫酸とアルカリ溶液の陽イオンによるNa2S04の

蓄積が考えられる。そこで増殖速度に及ぼす硫酸塩濃度の影響を検討した。硫酸ナ

トリウム濃度を0から560mMの濃度になるように調製した培地で培養を行った。培養

時間に対する660nmにおける培養液の吸光度をFig．2－6に示した。560mMでは増殖

が停止した。0から420mMの塩濃度では、Na2SO4濃度が高くなるにつれて誘導期が長

くなった。誘導期以降は各濃度とも増殖した。このように硫酸塩濃度によって増殖

に阻害効果が現れることがわかった。

4）チオ硫酸酸化活性に及ぼす塩濃度の影響

チオ硫酸酸化活性の測定系にNa2SO4またはⅩ2S04を添加し活性に及ぼす影響を検討

した。Fig．2－7に示すように2つの硫酸塩とも200mM以上の濃度で阻害効果が認めら

れた。濃度が高まるに従って阻害度も大きくなった。このことからチオ硫酸酸化活

性を高濃度の硫酸塩が阻害することがわかった。

2－3－4　置換培養

10g凡のチオ硫酸ナトリウム5水塩を含む培地を用いたジャーファーメンターにお

ける回分培養では、増殖によりチオ硫酸が50時間以内で培養液中から消失するた

め、増殖はエネルギー基質の不足により停止した。そこで菌体量を増加させるため
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に、pH変化bH低下）速度が小さくなった時点でチオ硫酸を添加した。Fig．2－8に示

すように、69時間日から、増殖速度は徐々に低下してきたが、270時間で550mg凡の

菌体量にまで増加することがわかった。しかし、培地交換を行わない場合、チオ硫

酸を添加していったにもかかわらず、これ以上の増加は見られず、213時間後には増

殖速度が低下するにつれて亜硫酸酸化活性も低下した。これはチオ硫酸以外の因子

が増殖を制限するためと考えられた。そこで培養中に生成する代謝物による細胞活

性の低下を防ぐために、増殖速度が低下してきた69時間目に置換培養を始めた。

培養液を遠心分離して菌体を分離した。この菌体を培養液と等量の新鮮培地に加

え懸濁した。そして培養を続行した。この置換操作をFig．2－8に示すように141およ

び238時間日においても行った。その結果、新鮮培地に置換することにより、増殖速

度と亜硫酸酸化活性が増加することがわかった。その後、再びこれらの活性は時間

経過とともに徐々に減少した。しかし、この培養の結果、309時間の培養で891mg凡

という菌体量が得られた。今までのγ血00ズJ血刀Sの菌体収量に比べて約4倍高い菌

体収量が得られた甘able2－3）。また、置換培養を行わない培養に比べて菌体収量が

1．6倍、亜硫酸酸化活性も3倍に維持された。

この実験により、増殖速度、チオ硫酸酸化活性および亜硫酸酸化活性に影響する

物質が培養液中に蓄積されてくること、培地交換により一時的に阻害物質が除かれ

増殖が回復することがわかった。

2－3－5　流加培養

基質濃度（チオ硫酸濃度）が増殖速度に対して高濃度で基質阻害することがわ

かったので、培養期間中チオ硫酸濃度を20mM以下に保つような流加培養を行った。

pHコントローラにより培養液のpHを5に制御するのと同時に基質添加も行い基質濃度

を制御した0このとき、チオ硫酸1Mが酸化されると1Mの硫酸が生成する恥2S203

＋202　＋H20＝Na2SO4＋H2SO4）ので、1Mの硫酸を中和するのに2MのROHが必要で

ある。また、中和剤として炭酸カリウムを用いるとすると、Ⅹ2C03はpH5．0（25

℃）では96．5％がCO2ガスとして存在している33）。故にpH5．0、30℃の条件下でも
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同様にⅩ2C03の大部分が炭酸ガスに解離するので、K2C03は炭酸ガスの供給源として有

効であると考えられた。よって、pHの制御と基質制御、更に炭酸の供給のために1M

チオ硫酸ナトリウムを含んだ1．02M炭酸カリウム溶液を添加した。

培養中の菌体増殖とチオ硫酸濃度変化をFig．2－9に示した。培養期間中チオ硫酸

濃度を15から20mMの範囲に保つことができ、高濃度のチオ硫酸による基質阻害なし

に培養を行うことができた。培養42時間目までは菌体が対数的に増殖し、64時間目

で1，053mg／Lの菌体量が得られた。この値は置換培養の菌体収量よりも短時間で多

量の菌体量が得られ、基質濃度を増殖の最大速度に制御することの重要性が確かめ

られた。しかし、対数期が42時間で停止しそれ以降の増殖が低下していったことは

Fig．2－9に示す溶存酸素濃度の変化と関係していた。42時間後から徐々に溶存酸素

濃度が減少し、42時間目以降ではほぼ0％近くになった。このため酸素供給の不足

も考えられた。よって、菌体増殖を維持するには溶存酸素の供給が必要であると思

われた。

2－3－6　ホローファイバーを用いた濾過培養

今までの培養法の検討から増殖及び酸化活性に及ぼす因子を改善して培養するこ

とが菌体収量を向上させるために必要であることがわかった。すなわち阻害物（硫

酸塩）の除去、基質（チオ硫酸）濃度の制御、新鮮培地の供給、溶存酸素濃度の維

持を行うことがよいと考えられた。

以上の点を目標としてγと最00裏daJ15の高密度菌体を得るためにホローファイバー

を用いた濾過培養を行った。培養装置をFig．2弓0に示した。培養には2．5Lのジャ

ーファーメンター叶100、東京理化器械）を用いた。培地量は1．5Lとした。これに

前培養液を10％（V／V）接種し、回分培養を行った。増殖が対数期になった時点でホロ

ーファイバー（AHF－MA、220mm x55mm、中空糸数3，100本、中空糸内径370／m、

濾過面積0．65m2、中空糸口径0．2〃m、旭メディカル）の接続を行った。ホローフ

ァイバーへの培養液の供給は循環用のポンプ（PA－15B、Cole－ParmerInstrunent

Co．Ltd．、USA）を用い0．65L／minの流速で行った。モジュールを通過した培養濾液は

28



（
」
＼
ロ
∈
）
U
註
ゝ
x
O
 
P
聖
ち
S
S
B
（
↓
） 0

　
　
0

●

1

（
」
＼
空
u
O
蔓
巴
l
U
む
O
U
O
U
＝
U
U
（
○
）

50
■

0

0．005

0　　　　12　　　　24　　　　36　　　　48　　　　60

Trme（h）

Fig．2－9、Fed－bacth cu圧ure of T．fhiooxidans with pH control．

ThiosuIfate concentrations were mai［tained．at about　20　mM．

29

（
≡
∈
）
．
空
室
コ
S
〇
三
ト
（
●
）



Fig・2－10・ExperjmentaJseトupforthefermentorwithcross－fIow

f服ration．

1・mediumr占servoir；2．mediumfeedpump；3．fermentor：4．ceH

「ecyctepump；5．hoHowfibermodule；6．dischargepump．
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新鮮培地の供給速度と同じ速さでぺリスタポンプにより除去した。ホローファイバ

ーの接続後はチオ硫酸酸化反応に十分な溶存酸素濃度を維持するために通気速度を

0．5～1．5vvm，撹拝速度を300～500rpmの範囲で適宜変化させた。更に純酸素を通

気ガス中に混合して通気した。

Fig．2－11にホローファイバーを使用したクロスフロー濾過による流加培養の結果

を示した。培養39時間目で濾過培養に切り替えた。濾過培養開始時の希釈率は0．1

h‾1であったが、菌体が増加するのに伴い徐々に増加させていった。流入培地のチオ

硫酸濃度及び流入速度は、培養槽のチオ硫酸濃度を指標としてチオ硫酸濃度を適宜

変化させて10から30mMの範囲に保った。これによって高濃度のチオ硫酸による基質

阻害なしで培養を行うことができた。また、硫酸塩の除去も可能になった。

Fig．2－11に示すように培養96時間目まで対数増殖期を維持できた。このときの菌

体濃度は7，730mg凡という高濃度に達した。単位時間当たりの菌体収量は80．5mg－

cell几・hであった。96時間目以降は増殖速度が低下したが、最終菌体量は10．5g－

cell几となった。亜硫酸酸化活性は対数増殖期の間、高い活性レベルを維持した

が、比増殖速度の低下とともに低下していった。チオ硫酸が存在するにも関わらず

増殖速度が低下したのは培養後期において酸素の供給不足になり、菌体増殖の低下

が考えられた。したがって、更に高濃度の菌体を得るためには嵐aの大きな培養装置

を用いると、より高濃度の培養が可能になると思われる。

しかし、Table2－4に示すように濾過培養で得られた菌体濃度及び単位時間当たり

の菌体収量は固体硫黄をェネルギー源とする場合の、それぞれの約30倍及び約100倍

高いものであった。

ところで、本実験の濾過培養において培地供給および濾過排出された液量は31．5

Lであった。このときに使用したチオ硫酸量は2．31m01であり、培養液1．5L当たり

では1．54mol凡の濃度に相当する。生成菌体濃度が7．73g凡であるので使用基質当

たりの菌体収率はげ．73／1．54）＝5．0g／molとなる。この値はチオ硫酸を基質とした回

分培養および流加培養で得られた使用基質当たりの収率がそれぞれ、6．4、6．4

g舟01であるのに対してやや小さいものの、それらに比べて遜色はなく基質利用率の
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高い濾過培養が行われたことを示している（Table2－4）。更に、この濾過培養にお

いて消費された基質量は1．88molであり、培養液1．5L当たりでは1．254mol凡の濃

度に相当する。生成菌体濃度が7．73g凡であるので消費基質当たりの菌体収率は

け．73／1．254）＝6．2g血01となった。この菌体収率は、Table2－4に示したチオ硫酸を

基質とした回分培養で得られた消費基質当たりの菌体収率6．4g／mol（回分培養では

使用基質当たりの菌体収率と同じ値である）と比べると、ほぼ一致した結果となっ

た。よって、本実験における濾過培養は良好な菌体収率で行われたことが示され

た。

このように基質阻害及び生産物阻害の除去、溶存酸素濃度の維持によって、亜硫

酸酸化活性が十分にある菌体を短時間で大量に得る方法を確立できた。

2－3－7　増殖における物質収支

今まで、rHHooxi血郡の元素組成及び増殖における物質収支については明らかで

なかった。これは菌体が大量に得ることができなかったためである。ここでは本菌

の元素分析を元に増殖における物質収支式を作成した。

菌体成分の分析を行った。炭素、水素、窒素、硫黄、租灰分について行い、酸素

は全体を100％毎舟）としたときの差し引きより求めた。Table2－5に示すようにC

47．98％，H6．89％，N12．73％，026．89％、So．92％、租灰分4．59％であった。こ

れらの値から灰分を含まない菌体の組成式はC4．00H6．8201．68No．91So．03となった。

菌体増殖においてエネルギー源をチオ硫酸ナトリウム、炭素源を炭酸ガス、窒素源

をアンモニアとし、代謝産物を菌体、硫酸ナトリウムおよび硫酸のみと仮定する

と、化学量論式は以下のようになる。

Na2S203＋α02＋βCO2＋γNH3＋8H20＝　eC4．。OH6．8201．68No．91So．03

＋銅a2SO4＋　AH2SO4　　　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一－（1）

ここで回分培養の実験を行なったところ、チオ硫酸基準の菌体収率が以下のよう

になったとすると、

Yx／S＝0．300［g－Cell几／39．06mM－S2032●］＝7．680［g－Cell／mo卜S2032－］
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TabIe2－5・ElementafanaTysFS Of77hiooxidansJCM7814
Celts．

C H O N S Ash

Composition（％）47．98　6．89　26．8912．73　0．92　4．59

MolecuEarweight12．011．0116．0014．0123．07

Comp．／MW　　　　4．00　　6．82　1．68　　0．91　0．03
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この値には4．59％の灰分が含まれているので補正すると

Yx／S＝7・327［g－Cell／mol－S2032‾］である。無灰分菌体の組成式（みかけの分子

量）は95．45であるのでYx／S＝0．076［mol－Cell／no卜S2032－］となる。よって（1）式

中の亡は0．076となる。（1）式における各係数を求めるとα＝1．679，β＝0．304，γ

＝0．069，∂＝1．154，β＝1．000，人＝0．998となり、物質収支式は以下のとおりになっ

た。

Na2S203＋1・67902I O・304CO2＋0・069柑3＋1・154H20　＝

0・076C4．00H6．8201．68No．91So．03＋Na2SO4＋0・998H2SO4

2－3－8　炭酸ガス固定速度の測定

2－3刊こおける物質収支式から培養時に要求されるC02と02のモル数はそれぞれ

0．304と1．679である。これらの億を酸素を基準とするモル比に直すとC02が0．18で02

が1となる。ガス分圧ではC02が0．15％，02が21％となる。一方、空気中に含まれる

C02と02の分圧は0．03％と21％であり、要求されるCO2（0．15％）よりも低い値であ

る。ゆえに通気のみでのCO2供給では不足となると考えられる。

このように本菌を効率よく培養するためにはC02に対する本菌の挙動を明らかにす

ることが大切である。よって、ここでは各濃度の炭酸ガスにおける増殖を検討した

後、本菌の炭酸ガス固定速度を比増殖速度と菌体収率から推算した。

培養はチオ硫酸濃度を20m削こ維持する流加培養で行った。チオ硫酸1Mが酸化され

ると1Mの硫酸が生成する恥2S203＋202　＋H20＝Na2SO4＋H2SO4）ので、1Mの硫

酸を中和するのにZ MのNaOHが必要である。よって、pHの制御と基質制御のために

0．5Mチオ硫酸ナトリウムと1M NaOHの混合液を用いた。また、ガスフローコントロ

ール装置申M－140，東京理化器械）を用いて作製した各CO2濃度の混合ガスを通気し

た。

Fig．2－12に示すようにCO2ガス濃度に対する菌体収量は0．01～0．10％のCO2濃度範

囲ではCO2濃度に比例することがわかり、0．10％以上では増加しなかった。

比増殖速度（〃）に対するCO2濃度の影響をFig．2－13に示した。0．3％のCO2濃度
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で最大の比増殖速度となり、0．3％以上では低下してから一定となった。空気中の濃

度0．033％では0．11h－1となり、最大速度には不十分であった。

次に炭酸ガス固定速度を〃と菌体中の炭素含有率から求めることにした。

r拍00g血刀Sの炭素含有率は48％である。本菌はチオ硫酸酸化によるエネルギーを

用いC02のみを炭素源として利用する。CO2中の炭素がすべて菌体の炭素になるとし

て菌体の増殖速度と菌体のCO2同化速度は比例すると考えられるので、次式より固定

速度を算出した。

1dco2　　（菌の炭素含有率　％）胴（CO2）
Qco2＝ 一一一一一（2）

X dt lOO　　　　　　脚（C）

ここでM剛ま分子量を示す。iL＝0．14h－1とするとQc02は5．9g－CO2／g－Cell・dayと

なった。藻類の固定速度Qc02は4．5～14．5g－CO2／g－Cell・day34）と報告されている

が、本菌の結果もこれらに匹敵する値であった。光合成菌に対して、本菌は光供給

が不要であるにも関わらず炭酸固定をするのでエネルギー節約となり、今後の炭酸

ガス問題にとって有用であると考えられる。

2－4　第2章の要約

miobaCHJuS　最00裏da月SJCM7814の菌体を効率的に得る方法を検討した。

（1）本菌株がエネルギー基質として硫黄の代わりにチオ硫酸を単一エネルギー基

質として利用できることを確認した。

（2）培養液のpHを5．0に制御することにより10g凡のチオ硫酸ナトリウム5水塩を

含む培地で培養したとき、硫黄での培養に比べて大きな増殖速度が得られ50時間と

いう短時間で210mg凡の菌体量が得られた。

（3）20mM以上のチオ硫酸濃度は菌体の比増殖速度に対して基質阻害を示すことが

わかり、基質濃度を制御する培養が必要であることがわかった。チオ硫酸濃度のチ

オ硫酸酸化活性に対して基質阻害はなかった。培養液中の高濃度の硫酸塩濃度が増

殖およびチオ硫酸酸化活性を阻害することがわかり、菌体濃度を高濃度化するため

にはその除去が必要であることがわかった。
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（4）新鮮培地を3回交換する置換培養を行うことにより、阻害物質を除去するこ

とができ、309時間で891mg凡の高濃度の菌体量が得られた。

（5）基質濃度を制御した流加培養を行うことにより、64時間で1，053mg凡の菌体

濃度が得られた。

（6）ホローファイバーを用いた濾過培養をおこなうことにより、96時間で7，730

mg凡という非常に高濃度の菌体濃度を達成することができた。単位時間当たりの菌

体収量は80．5mg几・hで粉末硫黄を基質とする従来の培養法に比べると、100倍高い

生産効率であった。

（7）菌体の元素分析を行い、チオ硫酸ナトリウムをエわレギー源としたとき菌体

増殖の物質収支式　Na2S203＋1．67902＋0．304CO2＋0．069NH3†1．154H20　＝

0・076C4．00H6．8201．68No．91So，03INa2SO4＋0．998H2S04　を作成することがで

きた。

（8）炭酸ガス濃度が増殖速度に影響することを確認した。本菌の炭酸ガス固定速

度は5．9g－CO2／g－Cell・dayであった。
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第3章　亜硫酸酸化経路の解明

3－1序

前章において∑裾00Ⅹida乃Sの培養方法の研究を行い、菌体を大量に得るための方

法を明らかにした。これにより、本菌の亜硫酸酸化経路の検討を行うことが可能に

なった。硫黄化合物は生物学的に酸化されたとき最終的には硫酸になるが、その酸

化経路において硫酸の直前の中間代謝物は全て亜硫酸になっているため、亜硫酸か

ら硫酸になる経路は∑班iooxjda月Sにおいて重要な代謝経路である。

miobac上目us属の亜硫酸酸化経路にはすでに2つの経路が知られている35）伊ig．

3－1）。それらのうちの1つはrdenHT fHcanSや工と鋸叩arUSに存在している、AMPに

依存するAMP－dependent経路である。他の1つはTlnovellus，TthlQParuS，

71feI・rOOXldansに存在している、AMPに依存しないAMP－independent経路である。

Tthlooxldansについては、APS reductase systemの存在がPeck6）によって報告さ

れているが、T．thlooxldansの亜硫酸酸化がAMP－dependent経路なのか、AMP－

independent経路なのか依然として明確になっていない7）。

本章では、乙と最00Ⅹida那JCM7814の亜硫酸酸化経路を決定することを目的とし

た。

3－2　実験ヰポ斗及び方法

3－2－1供試菌株

制oba正目uS f最00gfda月SJCM7814を使用菌株とした。対照菌株として、

rthlooxidansIFO13724およびIFO13701，TdenitI・iflcansJCM3869，rthlqparus

JCM3859，r月0VeJJusIFO12443を使用した。

3－2－2　培地および培養方法

1）71thlooxldans：10g凡のチオ硫酸ナトリウム5水塩を含んだSilverman9Ⅹ培
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Fig・3－1・MetaboJicpathwayofsutfiteoxidationbytheThiobac糾i・
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地を使用した。同培地を100mL含んだ500mL容坂口フラスコに種菌を2mL接種し

た。4日間、30℃で振とう培養した培養液を前培養液とした。同培地10Lを含んだ20

L容ジャーファーメンター（鈴木精工、SXJ－20－2）に前培養液500mLを接種した。30

℃、4日間通気撹拝培養した。培養条件は、通気速度0．5vvm、撹拝速度300rpmで行

い、生成した硫酸を中和するために5NNaOHの滴下によってpHを5．0に制御した。

2）rde月i出fica月S：300mL容三角フラスコにS－8乃HobacLUuS培地36）を150

mLずつ入れ、殺菌後、保存菌体を接種した。7二de刀HrifJca朋は通性嫌気性菌である

ため、フラスコに発酵栓を接続し、気相および液相を1分間窒素ガス置換した後、嫌

気的に培養した。回転振とう培養（130rpm）を30℃で4日間行った。同培地を5L含ん

だ10L容ジャーファーメンター（丸菱、MD－10）に前培養液600mLを接種した。通気

をせず窒素ガス雰囲気下、pH7．0，100rpm，30℃で3日間培養した。

3）rf封印arUS：500mL容坂口フラスコにmjobacLHuS No．1培地36）を100mLず

つ入れ殺菌後、保存菌体を接種した。30℃で、2日間振とう培養した。同培地を5L

含んだ10L容ジャーファーメンター（丸菱、MD－10）に前培養液500血を接種し、pH

6．8，30℃，0．5vvm，300rpmで3日間培養した。pH制御のために10％Ⅹ2C03を使用

した。

4）Tlnovellus：Na2S203・5H2010g，RH2PO41．0g，NH4Cll．Ogおよび寒天を除い

たthioglycollate培地Oifco Laboratories，Detroit，U．S．A．）10gを水道水1Lに溶

解し、pHを7．2に調製した。この培地を500mL容坂口フラスコに100mLずつ入れ、殺

菌後、保存菌体を接種した。30℃で、2日間振とう培養した。同培地を4L入れた10

L容ジャーファーメンター（丸菱、MD－10）に前培養液200mLを接種し、30℃，0．5

vvm，300rpmで2日間培養した。pH制御は行わなかった。

3－2－3　菌体懸濁液の調製法

培養液を9，000rpmで連続遠心分離した。得られた菌体を2回冷蒸留水で洗浄し

た。洗浄菌体を0．05Mクエン酸Na－NaOHbufferbH6．0）に懸濁し、4℃で保有した。
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3－2－4　細胞分画法

Tanoら32）の方法に準じて行った。菌体を0．05MTris－HClb。ff。rbH7．0，0．2

mM EI）TANa2・2H20を含む）に300mg－drywt．／20mLとなるように懸濁した。この懸濁

液を超音波処理（20KHz，0℃，60分）した。菌体破砕液を15，000Xg，30分，4℃で

遠心分離し、未破壊細胞を除いた。上澄液を更に144，000Ⅹg，60分間，4℃で超遠

心分離した。上澄液を可溶性画分、沈殿物を膜画分と定義した。膜画分は0．05M

Tris－HClbufferbH7・0，0．2mMEDTANa2・2H20を含む）の10mLに懸濁した。更

に、可溶性画分と膜画分はそれぞれ、0．05Mリン酸が）ウムbufferbH8．0，0．2

mM EI）TA Na2・2H20を含む）で24時間、4℃で透析した。透析した各画分を酵素活性を

測定するための酵素試料とした。

3－2－5　亜硫酸酸化活性の測定法

l）酸素吸収法：生物酸素モニター（RankBrothers社，Cambridge，UE）を用い30

℃で測定した。測定セルに、蒸留水1．5mL，0．05Mリン酸が）ウムbufferbH8．0，

0・2mM EDTA Na2・2H20を含む）0．5mL，酵素溶液0．5mLを入れた。撹拝しながら、

1分間通気して酸素濃度を飽和にした後、0．05M亜硫酸ナトリウム溶液（5mM EDTA

Na2・2鞄0を含む）0．5mLを添加して反応を開始した。溶存酸素濃度の減少から酸素吸

収速度を算出して、活性をFLmO1－02／h・mg－prOteinの単位で表した。尚、亜硫酸ナト

リウム溶液の化学反応による酸素の消費は認められなかった。

2）吸光光度法　　フェリシアニドの還元による420nmにおける吸光度の変化を測定

した14）。恒温セルを分光光度計に取りつけ、30℃に保った。1cmセル内に蒸留水1．O

mL，0・05Mリン酸カリウムbufferbH8．0，0．2mMEDTANa2・2H20を含む）1．1miJ，

0．01Mフェリシアン化カリウム0．5mL，酵素溶液0．2mLを入れ、30℃に平衡化L t

た00・05MNa2SO3（10mMEDTANa2・2H20を含む）0．2mLを添加して反応を開始した。

吸光度の減少から活性をFLmOl／h・mg－prOteinの単位で表した。

AMPの影響を測定する場合には、両測定法とも、LO mLの蒸留水に替えて5．O mMの

Na－AMPl．O mLを各反応混合物に加えた。
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3－2－6　蛋白質の測定法

蛋白質濃度はLowry法37）により測定した。標準蛋白質として牛血清アルブミンを使

用した。

3－2－7　薄層クロマトグラフィー

亜硫酸酸化におけるAMP，APS，AI）P，ATPの消長を検出するために、薄層クロマト

グラフィーを行った。反応混合物の組成は、0．05M Tris－HCl緩衝液bH8．0）1．1

mL，0．01M K3Fe（CN）60．5mL，5．OmMNa－AMPl．OmL，酵素液0．2mL，0．05姐

Na2SO3inlOmMEDTAO．2mL（計3．OmL）である。反応は30℃で1～60分間の各時間

で行った。1NN鴫OHを含むメタノールを3．75mL添加して反応を停止した。その

後、遠心分離によって変性蛋白質を除去し、上澄液を回収した。上澄渡をTLC用ス

ポット試料とした。セルロース薄層プレート（メルク，No．5787）に1～5〃Lの試料

をスポットした。

標準物質としてAMP－Na，APS－Na2，AI）P－E，ATP－Na2を用いた。展開溶媒はn－ブタノ

ール：アセトン：酢酸：5％アンモニア：水極．5：1．5：1：1：2）を使用した。展開

後、乾燥させてから、紫外線照射（260nm）によってスポットを観察した。更にクロ

マトスキャナー（島津CS－930，Japan）により、TLCのデンシトグラムを作製した。

3－2－8　膜画分の酸化還元スペクトル

島津マルチパーパス自記分光光度計伽PS－2000）において1cm一測定セルを用いて反

射測定法による酸化還元差スペクトルを測定した。反応混合物の組成は、膜画分（15

mg－PrOtein），50FmOITris－HCl緩衝液bH8．0），50／皿01Na2SO3，10FLmOI

EDTAを含み総液量を3．0mLとした。比較対照セル（酸化型）には反応混合物中に

Na2S03の代わりに過酸化水素を加えたものを入れた。

3－3　実験結果および考察
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3－3－1rわfo加CfHus帥fooズf舶〃SJCM7814の亜硫酸酸化活性の細胞内分布と

adenosine－5’一mOnOPhosphate漆加の影響

亜硫酸酸化活性を酸素吸収測定法と吸光光度法の2つの測定方法により測定し、細

胞内の活性の分布および活性に及ぼすAMPの添加の影響を検討した。7二血00Ⅹida月S

IFO13724およびIFO13701についても比較検討した。

Table3－日こ結果を示した。両測定方法において、膜画分の活性はAMPの存在の有

無にかかわらず可溶性画分の活性の10から20倍高く、膜画分に亜硫酸酸化活性が局

在することがわかった。3菌株とも可溶性画分にわずかの活性が認められた。以前の

報告32，38）では可溶性画分には全く活性が検出されていないと述べられていたが、本

実験の結果とは異なった。

AMPの添加による活性の増加は両測定方法においても認められなかった任able3－

1）。ここで経路が明らかにされている3菌株を用いて、AMPの影響を確認することに

より、rHH00裏da朋の亜硫酸酸化経路の結果を明確なものとすることとした。亜硫

酸酸化活性の測定はフェリシアニドの還元を測定する吸光光度法によった。Table

3－2に結果を示した。AMPが添加されると、Tdenltrlficansの可溶性画分の亜硫酸

酸化活性は40倍増加した。また、r裾叩aruSの可溶性画分の活性は7倍に上昇し

た。これらの結果からAPS reductaseの存在か71denltrlflcansと71thlqparusで示

された。一方、rnOVeJJusにおいては、膜画分および可溶性画分のいずれにおいて

もAMPによって亜硫酸酸化活性の増加が認められなかった。このことからr月0VeJJus

の活性のAMP－independent性が確かめられた。

以上の結果から、亜硫酸酸化においてAPS経路を持つ画分はAMPによって活性化さ

れるが、AMP－independent経路を持つ両分はAMPによって活性化されないことがわ

かった。よってT．thiooxIdansJCM7814はAMPとは無関係に亜硫酸を酸化するAMP－

independent経路を用いることがわかった。また、亜硫酸酸化は膜画分で主に行われ

ていることがわかり、本菌の亜硫酸酸化に関与する酵素は膜結合型の酵素であるこ

とが明らかとなった。すなわち、内膜（Cytoplasmic membrane）に結合状態で存在し

ているものと考えられる。
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3－3－2　蒲層クロマトグラフィーによるadenosine－5，－PhosphosuIfateの検出

r仙00gJda月SJCM7814の亜硫酸酸化系路を更に明確にするために、亜硫酸酸化に

おけるAPSの生成とAMPの消費について検討した。

T．denltrlflcansは亜硫酸とAMPからAPS reductaseによってAPSを生成し、AI）P

sulfurylaseによってADPを生成する。APS経路をもつ対照試料として、Tdenltrl－

ficanSJCM3869の可溶性画分を実験材料および方法（3－2－7）で述べた反応混合物中の

酵素溶液として使用した。Fig．3－2に薄層プレートの260mmにおけるデンシトグラ

ムを示した。T」denjtrjfjcansでは、反応1分間後にAPSの生成が認められた。反応時

間が10分，30分，60分と進むにつれてAPSはAI）Pへと変換されていくことがわかっ

た。更にAMPが消費されていくことも確かめられた（Fig．3－2（B））。

一方、r亡最00ⅩJda那JCM7814の膜画分における反応では、反応60分後でもAMP

の消費は認められず、APS，ADP，ATPの生成も検出できなかった（Fig．3－2伍））。更

に、上澄画分においても検討したが、同様にAPSの生成およびAMPの消費が認められ

なかった。

以上の結果から、T．thIooxjdansJCM7814の亜硫酸酸化経路にはAPSを生成する経

路が存在せず、亜硫酸デヒドロゲナーゼによって亜硫酸から直接硫酸に酸化される

AMP－independent経路であることがわかった。

3－3－3　丁わfoぬCfJJus軸fooズf a抑SJCM7814の膜画分の亜硫酸デヒドロゲナーゼとシ

トクロム

今までの結果より、r亡ムfoo裏dansJCM7814は膜画分に存在する膜結合型亜硫酸デ

ヒドロゲナーゼを亜硫酸酸化酵素としてもち、亜硫酸を硫酸に酸化するとともに、

シトクロムCオキシダーゼとの共役反応により酸素吸収を行うものと考えられた。

そこで、Charlesら39）の方法に準じて膜画分の亜硫酸デヒドログナーゼ活性を測定

した。JCM7814の膜画分はFig．3－3に示すように、550nmの増加によりシトクロムC

が亜硫酸酸化に伴い還元されることがわかった。シトクロムによって電子の授受が

行われていることが推測された。

よって、更に膜画分におけるシトクロムの存在を明らかにするために差スペクト
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ルを測定することとした。Fig．3－4にrh最00裏da刀SJCM7814の膜画分の亜硫酸酸化

におけるシトクロム還元の現象を酸化還元差スペクトルとして表した。これによ

り、γと最00裏da那JCM7814の亜硫酸酸化によりシトクムの還元が起こっていること

がわかった申ig．3－4A）。Na－dithioniteによる強制的還元のスペクトル醇ig．3－4B）は

523，552，607nmに吸収ピークが現れ、530，565n皿付近にショルダーが現れた。亜

硫酸添加時における膜画分の差スペクトルqig．3－4A）は523，552，607nmの吸収ピ

ークと、531，565nm付近にショルダーが現れ、亜硫酸酸化によってシトクロムが還

元されていた。607nmの吸収ピークにより、atypeシトクロム、531，565nm付近の

ショルダーによりbtypeのシトクロム、523，552rnの吸収ピークにより、CtyPeの

シトクロムが関与していることがわかった。

よって、スペクトルから亜硫酸デヒドロゲナーゼからの電子は亜硫酸酸化時に電

子受容体としてのシトクロムCへの移動があることが示された。また、∂タイプシ

トクロムの還元からシトクロムオキシダーゼの酸素吸収の関与も推測された。

本実験においてbtypeのシトクロムの還元も認められた。Tanoら32）はシトクロム

わがrHHoo幻da朋の亜硫酸酸化反応に関与していることを推測しているので、本実

験の結果も同様な理由で還元が生じたと思われる。しかし、実際の電子伝達経路に

おいてシトクロムわがどの位置でどのような役割を演じているのかは不明であっ

た。また、Relly35）は、rfep托brJusの亜硫酸酸化において発生した電子は最初にエ

ビキノンーシトクロムわ複合体に渡され次にシトクロムCに伝えられると述べてい

ることから、本実験においてシトクロムわが還元されたのもこのような機構による

ものと考えられる。しかし、Eelly35）はまた、シトクロムCは電子伝達鎖の入り口に

位置し、生理的な電子受容体であるとも述べている。以上のことから、現時点では

本菌γ拍fooズ昆描Sの亜硫酸酸化にシトクロムわが関与していることは推測される

が、電子伝達の順序、位置、役割については不明瞭のため、今後の検討が必要であ

ると思われる。

3－3－4　rわfo加CHJus的fooズf由nSJCM7814の膜画分の性質
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膜画分の亜硫酸酸化活性の性質を酸素吸収法で検討した。最適pHは7．0，最適温度

は35℃であった。pH7．0のリン酸カリウム緩衝液で膜画分を4℃に保存すると安定で

あった。また亜硫酸に特異性を示し、亜硫酸に対する馳億は2．05mMであった。更

に、呼吸阻害剤であるRCNの膜画分の酸素吸収に及ぼす影響を調べたところ、1mMで

91射迫害することから、膜画分には銅酵素であるシトクロムCオキシダーゼが存在す

ることも確かめることができた。

これらの結果は第5章で述べる菌体の亜硫酸酸化活性の性質とほぼ似た性質で

あったことから、JCM7814の菌体の亜硫酸酸化に関する反応系は膜画分に全て存在し

ていることが明らかとなった。すなわち、亜硫酸から酸素消費までの反応が細胞の

内膜（cytoplasmic membrane）上で行われていると考えられた。

3－4　第3章の要約

γ拍Jooズida那JCM7814の亜硫酸酸化経路の解明を行った。

（1）菌体内における亜硫酸酸化活性は殆ど膜画分に局在することがわかり、亜硫

酸デヒドロゲナーゼは膜結合型であることがわかった。

（2）AMPの添加による亜硫酸酸化活性の活性化は認められなかった。さらに、AMP

と亜硫酸からAPSの生成およびAMPの消費は認められなかった。以上のことから

∑血00gida月SJCM7814の亜硫酸酸化経路は、亜硫酸デヒドロゲナーゼによって直接

硫酸に亜硫酸が酸化されるAMP－independent経路であることが明らかとなった。

（3）膜画分の酸化還元スペクトルにおいて亜硫酸酸化に伴うシトクロムの還元が

認められた。膜画分において、亜硫酸が酸化され電子がシトクロムCに伝えられ更

にシトクロムオキシダーゼ、および酸素に伝えられ、酸素吸収が起こる反応が行わ

れていることがわかった。
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第4章　　亜硫酸脱水素酵素の性質

4－1　序

γとムjooxJda那JCM7814の膜結合型亜硫酸脱水素酵素（亜硫酸デヒドロゲナーゼ、

sulfite dehydrogenase ECl．8．2．1）の性質を明らかにすることを目的とした。亜硫

酸デヒドロゲナーゼは本菌の亜硫酸酸化反応における中心酵素である。本酵素の性

質を明らかにするためには、本酵素が細胞質膜（内膜）中に埋め込まれている内在

性酵素であるため、膜結合状態（膜画分）から界面活性剤を用いて酵素を可溶化す

ることが必要である。そのため、最初に酵素を効率よく可溶化できる界面活性剤の

選択を行った。次に精製操作について検討し、酵素の精製を可能にした。

膜結合型酵素は可溶化・精製した場合、石目弓voの膜画分において機能していると

きの性質とは異なることが多い。そのため、本研究では膜画分の性質を検討し明ら

かにした後、精製酵素の性質を明らかにし、比較した。さらに本菌の亜硫酸酸化機

構を明らかにした。

4－2　実験材料および方法

4－2－1供託菌株

γ拍fooズJdaJ】SJCM7814を用いた。

4－2－2　培地

改変Starkey培地4）を用いた。Na2S203・5H205．0g，KH2PO43．0g，小H4）2SO42・O

g，MgSO4・7H200・5g，CaC12・ZH200・25g，FeSO4・7H200・001g，Na2MoO4・2H200・75

mg，を蒸留水1Lに溶解し、pHを5．0に調整した。

4－2－3　培養方法および菌体懸濁液の作製

前培養は坂口フラスコに培地を100mLずつ入れ殺菌（115℃，15分）した。種菌を2

血（2％行／v））接種し、4日間、30℃で往復振とう培養した培養液を前培養液とし
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た。

本培養は10L容のジャーファーメンター（MD－10，丸菱）に培地7Lを入れ殺菌した。

前培養液700mLを接種し、撹拝速度300rpm，通気速度0．5vvm，30℃，pH5．0で培

養した。pHコン1、ロールおよび基質供給のために、1．5Mチオ硫酸ナトリウムと1．53

M炭酸カリウムを含む混合溶液をpHコントローラおよびペリスタポンプを用いて滴下

した。対数増殖期後期（培養2～3日冒）の培養液を回収した。

培養液を11，000Ⅹgで15分，4℃で遠心分離し集菌した。得られた菌体を2回冷蒸

留水で洗浄した。洗浄菌体を0．1Mクエン酸Na－NaOH buffer（pH6．0）に懸濁し、4℃

で保存した。

4－2－4　膜画分詞製法

クエン酸Bufferに懸濁されている菌体懸濁液を遠心分離し、菌体に0．05M Tris－

HClbufferbH7．0，0．2mMEDTANa2・2H20を含む）を加え、15mg－dry cell／mLの

菌体濃度に懸濁した。

菌体懸濁液を超音波破砕機（ゆ－201，トミー精工）で破砕した（20EHz，0℃，5分）。

菌体破砕液を遠心分離（15，●000Ⅹg，4℃，30分）して、沈殿物と上澄渡にわけた。上

澄液を更に超遠心分離（144，000Ⅹg，4℃，60分）して沈殿物と上澄液に分けた。沈

殿物を膜画分として0．01MTris－HClbuffer bH7．0，0．2mMEDTANa2・2H20を含

む）に懸濁した。この膜画分懸濁液を使用するまで冷凍保有した（－20℃）。

4－2－5　亜硫酸脱水素酵素活性測定法

活性測定法の検討から、本酵素はTriton X－100（以下TX－100と略称する）を活性

発現に必要とすることがわかったので、Table4－1に示す反応系で測定した。亜硫酸

を基質とし、電子受容体としてフェリシアン化カリウムを使用し、0．5％TX－100存

在下におけるフェリシアニドの還元による吸光度の減少を420nmで測定した。恒温

セルを分光光度計（日立，100－20型）に取り付け、25℃に保った。1cmセル内に基質

を除く反応混合物をいれ混合した。次に亜硫酸ナトリウムを加えて反応を開始し
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TabZe4－1・Compositionofreactionmixtureforenzyme

aSSay・

Component Vofume（mL）

0・1MTris－HC＝〕uffer（PH8．0）

0・003MK3Fe（CN）6

3％Triton X－100

D．W．

Enzyme

O・01M Na2S03in5mMEDTA

0．5

0．5

0．5

0．9

0．1

0．5

Totat 3．O mL
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た。吸光度の変化速度から活性をFLm0卜ferricyanide／hの単位で表した。

4－2－6　蛋白質濃度の測定法

Lowry法により測定した40）。標準蛋白質として午血清アルブミンを用いた。蛋白試

料中にTX－100を含む場合には、2％Na2C03の試薬の代りに0．5％SDS（ドデシル硫酸

ナトリウム）を含む2％Na2CO3（0．1MNaOH中）を使用した41）。

4－2－7　ポリアクリルアミドディスク電気泳動法

ポリアクリルアミドゲルディスク電気泳動（PAGE）はI）avis42）らの方法に従って行っ

た。0．1％TX－100を含む5％分離ゲルを用いて泳動を行った。ゲルはクーマシーブリ

リアントブルーG－250で染色した。

ドデシル硫酸ナトリウムを含む電気泳動（SDS－PAGE）はLaemnli43）の方法に準じて

行った。0．1％SDSを含む10％ゲルで行った。

4－3　実験結果および考察

4－3－1亜硫酸脱水素酵素の可溶化

本酵素を膜画分から可溶化するために適した界面活性剤を選択するための実験を

行った。すなわち、界面活性剤の選択条件として、上澄み画分に高い活性回収率で

可溶化されること及び比活性の高い可溶化酵素を得ることを目標にした。

可溶化挽作を3つの方法で実験した。

1）デオキシコール酸による可溶化：AmminuddinとNicholas14）の可溶化方法に従っ

て行った。膜画分（15mg／mL）に、デオキシコール酸ナトリウムを最終濃度として0．2

mg／mg－prOteinとなるように加えた。混合物を30℃，30分間ゆるやかに撹拝した。

2）TX－100による可溶化：Matsushitaら44）の可溶化方法に従って行った。膜画分（

20mg／mL）に、最終濃度が1％のTX－100および1MのKClとなるようにTX－100とEClを加

えた。混合物を4℃，16時間ゆるやかに撹拝した。

58



3）界面活性剤キットによる可溶化：キット（和光純薬）に含まれる8つの界面活

性剤を用いEaiらの45）方法を改変して行った。膜画分（5mg舟L）にそれぞれの界面活

性剤を最終濃度が1％となるように加えた。混合液を4℃，60分間緩やかに撹拝し

た。

各々の可溶化法で得られた懸濁液を超遠心分離（144，000Ⅹg、60分、4℃）して

上澄みを可溶化酵素液として回収した。3種の方法で行った可溶化酵素液の酵素活

性および可溶化されずに膜画分に残存している沈殿区分の酵素活性をTable4－2に示

した。可溶化する前の膜画分の活性を100％として可溶化区分および沈殿区分の活性

回収率を相対活性として示した。界面活性剤を含まない可溶化操作では上澄みに活

性が抽出されず全て沈殿画分に留まっていた。このことから本菌の亜硫酸デヒドロ

ゲナーゼは細胞膜の脂質に埋め込まれている状態で存在することが考えられた。TX－

100は膜酵素の可溶化に一般的に用いられているが、本実験では活性回収率が35％と

低かった。デオキシコール酸はrdenltrlflcansのsulfite oxidaseの可溶化におい

て使用され良好な結果を得ているが14）、本実験では活性回収率が46％と低かった。

3つの可溶化実験方法において最も良い可溶化効率を示した方法は界面活性剤

キットを用いた方法であった。試験した界面活性剤の中でn－オクチルーβ－D－グルコ

シドとn－ヘプチルーβ－Dサオグルコシドを用いた場合、活性回収率がそれぞれ100

％および96％という非常に高い可溶化率を示すことがわかった。2つの界面活性剤

のうち、n－ヘプチルーβ－Dサオグルコシドを用いて可溶化した可溶化酵素の比活性

が最も大きかった。

以上の結果から、r拍00裏da乃SJCM7814の亜硫酸デヒドロゲナーゼを膜画分か

ら可溶化するためにはヘプチルーβ－D－チオグルコシドを可溶化用界面活性剤として

使用することがよいと結論した。よって可溶化操作は以下のように行った。

0．01MTris－HClbuffer bH7．0，0．2mMEI）TAを含む）に懸濁した膜画分懸濁液

（10mg／mL）に、同bufferに溶解した2％n一ヘプチルーβ－D－チオグルコシドを膜画分

と等量加えた（最終濃度1拍／v））。4℃で1時間媛やかに撹拝した。その後、

144，000Ⅹg，60分，4℃で遠心分離した。上音を可溶化画分として回収した。
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4－3－2亜硫酸脱水素酵素の精製

酵素を精製するための予備的検討を行った。可溶化画分に硫酸アンモニウムを加

えて硫安分画による精製を試みたが、満足する結果が得られず硫安分画操作は行わ

ないこととした。

膜酵素は膜結合状態では膜中のリン脂質に埋め込まれているため本来の膜酵素の

性質を示し安定である。一方、可溶化されるとリン脂質が除かれて酵素蛋白は膜画

分における状態とは異なり、不安定になり性質が変化し、凝集沈殿しやすくなる。

IldenltI・IfIcans由来の膜酵素であるsulfite oxidaseの可溶化酵素は界面活性剤の

デオキシコール酸を除いても可溶化状態を示し、界面活性剤の存在しない状態でク

ロマトグラフィーを行って精製している14）。本菌の酵素はrd錯HHfica刀Sの酵素と

は異なり、ヘプチルチオグルコシドを除くと混濁し、不溶性となった。酵素の可溶

性および安定化をさせるためには界面活性剤を添加して膜酵素の本来の状態に近づ

けることが必要である。よって酵素を可溶化状態に保ちながら、クロマトグラフィ

ーを用いる精製操作において、多量に安価に使用できる界面活性剤が必要であっ

た。

可溶化した酵素溶液の凝集・沈殿を防ぎながら活性を維持することを目的とし

て、界面活性剤を高価なヘプチルグルコシドから安価な界面活性剤に交換する予備

的検討を行った。可溶化酵素をTX－100を含む媛衝液中に保存したところ、凝集沈殿

せずに活性を維持することがわかった。よって、可溶化後のクロマトグラフィーに

おける精製操作はTX－100を含む緩衝液中で行うこととした。TX－100は可溶化には適

していなかったが、酵素の安定化には適していた。

また、酵素の精製操作は4℃で行った。

1）I）EAE－Sepharoseカラムクロマトグラフィー

1％TX－100を含んだ0．01M Tris－HClbuffer bH7．0，0．2mM EDTAを含む）で平

衡化したDEAE－Sepharose CL－6Bカラム（3．6×20cm）に可溶化画分を加え吸着させ

た。カラムに吸着した物質を0．05～0．2Mリン酸カリウムbuffer bH6．0，1％TX－
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100と0．2mMEDTAを含む）の直線的リン酸濃度勾配で溶出した（300血Ⅹ2）。溶出

液を10mLずつフラクションコレクターで分画した。各画分の酵素活性および蛋白濃

度を測定した。

クロマトグラムをFig．4－1に示した。亜硫酸脱水素酵素活性は0．11Mと0．14Mの

リン酸Buffer濃度のところに2つのピークがみられた。第1のピークと第2のピー

クの比活性はそれぞれ、70および528〃皿01e舟・mgであった。全活性のうちの83％の

活性が第2番目のピークにみられた。第1のピークは以後の精製操作には用いな

かった。第2のピークにおけるフラクションを活性画分として回収した。この画分

を1％TX－100および0．2mMEI）TAを含んだ0．001Mリン酸カリウムBufferbH7．0）

で24時間透析した。

3）Hydroxylapatiteカラムクロマトグラフィー

透析酵素を、1％TX－100を含んだ0．001Mリン酸カリウムBufferbH7．0，0．2mM

EDTAを含む）で平衡化したハイドロキシアパタイトカラム（3．05Ⅹ4．1cm）に加えて

吸着させた。カラムに吸着した物質を0．001Mリン酸カリウムbuffer bH6．5，1％

TX－100及び0，2mMEDTAを含む）のカラム量で洗浄した。更に、0．1～0．4Mリン酸カ

リウムBuffer bH6．5，1％TX－100及び0．2mMEI）TAを含む）の直線的リン酸濃度勾

配で溶出した（100止Ⅹ2）。溶出液を5mLずつ分画した。各画分の酵素活性および

蛋白濃度を測定した。

クロマトグラムをFig．4－2に示した。亜硫酸脱水素酵素活性は0．14Mリン酸濃度

付近にピークをもつことがわかった。ピークのフラクションを回収し、精製酵素標

品とした。

4）精製の要約

Table4－3に膜画分から、Hydroxylapatite chromatographyまでの精製結果をまと

めた。精製酵素は膜画分に対して比活性が約53倍上昇し、活性回収率は18射こなっ

た。

5）純度の検定

精製酵素を0．1％TX－100を含むポリアクリルアミドゲルディスク電気泳動に糾す
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て純度を検討した。Fig．4－3に示したように蛋白質バンドが1本のみ現れた。

よって、本酵素は電気泳動的に均一に精製された。

4－3－3　分子量の測定

1）ゲル濾過法による末変性蛋白質の分子量の測定：0．1Mリン酸カリウムbuffer

bH7．0，0．2mMEDTAおよび1％TX－100を含む）で平衡化したSepharose CL－6Bカラ

ム（1．5Ⅹ90cm）に、試料を添加し、同Bufferで洛出した。3mLずつ分画した。標準

蛋白質としてThyroglobulin（669kI）a），Catalase（232kI）a）および牛血清アルブミン

（68kDa）を使用した。

Fig．4－4に各蛋白質の分子量に対するKav値をプロットしたものを示した。亜硫酸

デヒドロゲナーゼのEav値は0．5であったので、検量線から、本酵素は400kI）aの分子

量であることが見積られた。

2）sDS一電気泳動法による変性蛋白質の分子量の測定：酵素試料中に含まれるTX－

100を除くために、試料にアセトンを添加して蛋白質を沈殿させた46）。沈殿した蛋白

質を遠心分離によって集め、80％アセトンを加えて懸濁し、洗浄した後、SDS－PAGE

用の試料調製液に溶解した。不溶性部分を遠心で除き上澄みを泳動用試料とした。

試料及び標準蛋白質を加熱処理した後、電気泳動を行った。標準蛋白質として、針

Galactosidase（116．4kDa），Fructose－6－Phosphate－kinase桓5．2kDa），Glutamate

dehydrogenase（55．6kDa），Aldolase（39．2kDa）およびTriose－6－Phosphateisomer－

ase（26．6kI）a）を使用した。

Fig．4－5に電気泳動の結果を示した。亜硫酸デヒドロゲナーゼには3つのサブユ

ニット（a，b，C）が兄いだされ、それぞれ、74kDa，70kDaおよび62kI）aの分子量と

なった。

mHobaCHJus属において他の種の膜結合型亜硫酸デヒドロゲナーゼの分子量は報

告されていない。亜硫酸酸化に関与している膜結合型酵素として、rferroogJda那

AP19－3株由来のsulfite：ferricion oxidoreductaseが報告されている。その酵素

の分子量は650kI）aであり、2つのサブユニット（61kI）aと59kDa）から構成されてい
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Fig・4N5．Sodium dodecyF suTfate（SDSトpolyacryZamide gel electrophoresis（PAGE：

Of su日日te dehydrogenase．
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る47）。この分子量は、γ血00裏da那JCM7814の亜硫酸デヒドロゲナーゼの分子量に

似ていた。

一方、可溶性型の亜硫酸デヒドロゲナーゼの分子量がr乃0Ve仙S（40kDa）11），

T・thloparus（54kI）a）10），T．versutuS　極4kDa）48），T．ferrooxldans（41．5kDa）9）

甲菌株において報告されている。これらの分子量は40～60kDaであり、本菌の分子

量とはかなり異なっていた。

4－3－4　rわio如CfHus帥fooズf舶nsJCM7814の亜硫酸脱水素酵素の性質

膜画分における酵素の性質と精製酵素の性質との間には相違が見られた。これは

膜画分から酵素を可溶化して精製すると、精製酵素は膜結合状態における酵素の本

来の性質からかけ離れて不安定になり、性質（最適pH、温度、随値等）が異なって

くることが考えられる13）。よって、膜画分における酵素の性質を明らかにしてか

ら、精製酵素の性質を比較検討した。

1）酵素活性に及ぼすpH及び温度の影響

酵素活性に及ぼすpHの影響をpH5．0から9．0の範囲で検討した。膜画分の最適pHは

7．5であった。精製酵素の最適pHも同様であった勘g．4－6）。使用した媛衝液のう

ち、Tris－HCl bufferにおいて最も活性が高く、リン酸BufferとグリシンBufferは活

性が低かった。他の裾0badHus属の最適pHはr血刀HrifJca朋が8．314），

rHHoparUSが8．010）と報告されており、本菌の酵素の値とほぼ一致した。本菌の活

性の最適pHは菌体が6．0であったのに対し、精製すると若干p掴ゞ上昇していく傾向が

みられた。このことは、Eoda皿a49）が、別のγ拍JooズJda月Sにおいて生菌体から無細胞

抽出液になると最適pHが6．0から7．0にシフトするという報告と同様であった。ま

た、リン酸は酵素活性を酸性側で阻害すると報告されている50）が本研究においても

同様であった。

酵素活性に及ぼす温度を検討した。膜画分の最適温度は25℃であった糾g．4号）。

これに対し、精製酵素の最適温度は20℃であった。精製酵素の至適温度は膜画分の

至適温度より低い値であった。
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2）酵素の安定性に及ぼすpHおよび温度の影響

酵素の安定性に及ぼすpHの影響を検討した。膜画分をpH5から9の緩衝液中に懸濁

し25℃に1時間放置した後、pH7．5における残存活性を測定したところ、pH5から9

では活性の低下は認められなかった。膜画分を更に6、12、24時間、25℃に放置した

後の残存活性のタイムコースをとったところ、各時間においてpH6から7の範囲で安

定であることがわかった。Fig．4－8に膜画分の6時間後の残存活性を示した。また、

膜画分は4℃においてpH7．0の0．01M Tris－HClbuffer中で保存すると15日間は安定

に活性を維持することがわかった。

精製酵素を20℃に1時間、各pHに放置した後、残存活性を測定すると、pH7．0の

みで安定であることがわかった勘g．4－8）。この結果、精製酵素は膜画分に比べて非

常に不安定であることがわかった。

酵素の安定性に及ぼす温度の影響を検討した。膜画分を0～60℃の各温度に1時間

放置した後、25℃において残存活性を測定した。結果をFig．4－射こ示した。40℃以下

では安定であることがわかった。精製酵素を0～60℃の各温度に1時間放置した後、

20℃において残存活性を測定した。精製酵素は30℃以下で安定であった（Fig．4－

9）。この結果から、精製酵素は膜画分に比べて温度安定性が劣っていることがわ

かった。

3）基質特異性

基質として亜硫酸ナトリウム、チオ硫酸ナトリウム、テトラチオン酸カリウムに

ついて検討した。硫化ナトリウムはフェリシアニドと化学的に反応したため試験で

きなかった。膜画分は亜硫酸のみに活性を示し、チオ硫酸、テトラチオン酸には反

応しなかった。精製酵素の基質特異性は膜画分と同様に亜硫酸のみに反応した。

よって、本酵素は基質特異性が高いことが明らかとなった。

4）基質親和定数の測定

亜硫酸ナトリウム濃度の酵素活性に及ぼす影響を検討した。活性と基質濃度の逆

数プロットは直線関係を示した。膜画分のRm倍は4．88mMと見積もられた。精製酵素

のEm値は1．95mMであり精製によって馳値が約1／2に小さくなることがわかった。Ⅹ皿
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＝1．95mMの倍はIldenltI－1fjcansの膜結合型sulfite oxidaseのXn＝0．5mM14）より約

4倍大きい値であった。一方、γ月0Ve肌551），r仙叩arU510），rVerSu拍548）の亜

硫酸デヒドロゲナーゼは水溶性型の酵素であり、それぞれの随倍は0．01，0．088，

0．014mMであった。これらの値は膜結合型の酵素の馳倍よりもかなり小さい値で

あった。

このような馳値の違いは、水溶性酵素と膜結合型酵素の菌体内における存在箇所

が異なっているためであると考えられる。すなわち、水溶性酵素は外膜と内膜の間

のペリプラズムに局在し、膜結合型酵素は細胞膜（内膜）に埋め込まれて局在して

いるために性質が異なると考えられる。

5）電子受容体

亜硫酸を基質としたときの電子受容体として、フェリシアニド、　シトクロムC

（ウマ心筋シトクロム）および酸素について試験した。フェリシアニドは420nmの

減少、シトクロムは550nmの増加、酸素は生物酸素モニター択ank Brothers社，

Cambridge，UX）を用いて酸素吸収速度を測定した。

その結果、膜画分はフェリシアニド，シトクロムC，酸素を電子受容体として

利用した。一方、精製酵素ではフェリシアニド、シトクロムCを利用したが、酸素

の電子受容体としての利用は認められなかった。

以上の結果から、本酵素は酸素を電子受容体としないために、酸素を電子受容体

とするsulfite oxidase［ECl．8．3．1］ではなく、Sulfite dehydrogenase［EC1．8．2．

1］であることが確かめられた。

6）TX－100濃度の酵素活性に及ぼす影響

TX－100濃度の酵素活性に及ぼす影響を検討した。膜画分の活性はTX－100が存在し

ない場合、低い億であった。TX－100濃度が0．03から1．03％に増加すると、膜画分の

酵素活性が上昇し、0．5％以上のTX－100濃度では活性がほぼ一定となった申ig．4－

10）。精製酵素ではTX－100が存在しない場合、活性がなかった。更にTX－100濃度が

0．03から1．03射こ増加すると酵素活性が上昇し、膜画分の傾向と同様であった。一

般に膜結合型酵素は膜画分から可溶化されるとリン脂質が除かれ疎水性がなくなる
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ために活性が低下するといわれている。よって、リン脂質の代わりに界面活性剤の

添加が必要であると考えられる。しかし、膜画分においても界面活性剤の添加によ

り活性が上昇することから考察すると、膜画分の調製過程において、脂質成分の部

分的な除去が生じたとも考えられる。本実験においては活性測定において常に反応

系内に0．5％のTX－100を添加して活性を測定した。

7）阻害剤の影響

亜硫酸デヒドロゲナーゼの酵素活性に影響するSH一基阻害剤について試験した。

0．1mMまたは1．O mMの阻害剤を活性測定系に添加した。実験結果をTable4－4に示し

た。膜画分と精製酵素の両者において阻害が認められた。阻害度は膜画分よりも精

製酵素の方が大きかった。亜ヒ酸ナトリウムと塩化水銀は大きく阻害することがわ

かった。またヨード酢酸とェテルマレイミドも阻害することがわかった。これらか

ら酵素のスルフヒドリル基を修飾して阻害するため、本酵素はSH酵素に属すると考

えられる。

p－クロロメルクリ安息香酸（〆MB）は71denltrlflcansのsulfite oxidase14）や

71thlppaI・uSのsulfite dehydrogenaselO）では1．OmMの濃度でほぼ100射阻害すると報

告されている。しかし、γと最00Ⅹida刀SJCM7814の亜硫酸デヒドロゲナーゼは1．O mM

のpCMBにおいて膜画分では26％、精製酵素では47％の阻害であり、阻害度が小さいこ

とがわかった。

4－3－5　亜硫酸酸化機構

前章および本章において検討した本菌の亜硫酸酸化経路、酵素の精製および性質

の結果から　r拍00gJda那JCM7814の亜硫酸酸化機構を考察した。

菌体外から入ってきた亜硫酸またはチオ硫酸が代謝されて生成した亜硫酸（SO32‾）

は外膜と内膜との間の可溶性区分のperiplasm部分に達する。亜硫酸は更に内側の内

膜（Cytoplasmic membrane）に進む。内膜（膜画分）には亜硫酸酸化反応を行う酵素

系および電子伝達系が存在している（Fig．4－11）。

本菌の亜硫酸デヒドロゲナーゼは膜画分に存在し、EDTAを含む緩衝液では可溶化
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しない不溶性蛋白質の内在性膜結合型酵素である。界面活性剤を用いて抽出しない

と可溶化されない。酵素液は界面活性剤が存在しないと濁り、活性も低下してく

る。よってカラムでの精製には1％TX－100を含んだ緩衝液で平衡化したカラムを使用

して行わなければならない。また、活性はTX－100の存在下で測定すると発現する。

このように本酵素は典型的な膜結合型酵素の性質を示した。

亜硫酸デヒドロゲナーゼ¢cl．8．2．1）は亜硫酸を酸化して硫酸（SO42－）を生成する

qig．4－12）。硫酸は膜画分からperiplasmを通過して菌体外へ放出される。この反

応はAMPの関与しないAMP－independent経路で代謝される。このとき亜硫酸デヒドロ

ゲナーゼによりSO32‾がSO42宣酸化される。SO32‾に結合する酸素原子は水（H20）に由

来し、そして水素イオン（2H＋）が発生する。亜硫酸酸化で発生した電子は内膜中また

は酵素に存在する酸化型シトクロムCを還元し、還元型シトクロムCを生成する。

シトクロムCに渡された電子は更にシトクロムCオキシダーゼ伍Cl．9．3．1）に伝え

られ、最終的な受容体として溶存酸素に渡される。このとき水素イオン（2H＋）は酸素

と反応して水（H20）になる。よって酸素吸収が認められる。同時に還元型シトクロ

ムCは酸化されて再び酸化型シトクロムCに戻る。

以上から、菌体内において亜硫酸が酸化されるときの反応機構は、内膜において

亜硫酸が亜硫酸デヒドロゲナーゼの触媒作用により硫酸に酸化される。亜硫酸酸化

に伴い発生する電子はシトクロム系に渡され最終的にシトクロムオキシダーゼによ

り酸素に渡されるために酸素吸収が生ずる、と考えられる。またこのときシトクロ

ムCが再酸化されると考えられる。

本研究においては亜硫酸酸化反応に関してシトクロムbならびに酵素中の補欠分

子族の関与については検討するに至らなかった。また酵素、シトクロムC、シトク

ロムオキシダーゼを混合した反応系の再構成まではできなかった。今後検討するこ

とにより、更に詳細な反応機構が明らかになると思われる。

4－4　第4章の要約

γ血00幻ぬ那JCM7814の膜結合型亜硫酸脱水素酵素（亜硫酸デヒドロゲナーゼ）
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の分離精製を行い、酵素の性質を明らかにした。

（1）本酵素は典型的な内在性膜結合型酵素であったため、膜画分から効率的に酵

素の可溶化を行うために界面活性剤の選択を行った。可溶化率および可溶化酵素の

比活性が高い界面活性剤としてn－ヘプチルβ－Dチオグルコシドを選択した。

．（3）可溶化酵素を1％TX－100および0．2mMEDTAを含む緩衝液で平衡化したDEAE－

Sepharose CL－6Bおよびもydroxylapatiteカラムクロマトグラフィーで精製した。精

製酵素は電気泳動的に均一であった。膜画分に対して活性回収率が18％となり、比活

性は53倍に上昇した。

（4）本酵素の分子量は400kDaと見積もられた。サブユニットは74、70、62kI）aの3

つが兄いだされた。

膜画分は25℃、1時間の処理ではpH5から9で安定であり、6時間ではpH6から7で

安定であった。精製酵素は20℃、1時間の処理を行ったとき、pH7でのみ安定で

あった。更に膜画分は40℃以下で安定であったが、精製酵素では30℃以下で安定で

あった。この結果、精製酵素は膜結合型酵素（膜画分）に比べて不安定であったた

め、膜画分の性質を基本にして精製酵素の性質を比較検討した。膜画分と精製酵素

の至適p鋸ま7．5であった。膜画分の至適温度は25℃であったが、精製酵素の至適温度

は20℃と低かった。膜画分と精製酵素の両者とも、基質として亜硫酸のみに反応し

た。亜硫酸に対するEm倍は膜画分が4．88mM、精製酵素が1．95mMであった。膜画分

はフェリシアニド、シトクロムC、酸素を電子受容体としたが、精製酵素は酸素を

利用しなかった。膜画分と精製酵素の活性はTX－100の添加によって増加し、SH阻害

剤によって阻害された。

（5）亜硫酸が酸化されるときの反応機構は、亜硫酸が亜硫酸デヒドロゲナーゼに

より酸化され硫酸となり、発生した電子はシトクロム系に渡され、最終的にシトク

ロムオキシダーゼにより酸素に渡されて酸素吸収が生じる反応であることが明らか

となった。更にシトクロムCの再酸化により亜硫酸酸化反応が続くと考えられた。
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第5章　酸素電極型亜硫酸測定用微生物センサーの開発と測定

5－1　序

食品工業において亜硫酸及びその塩類は食品の酸化防止、漂白、保存などの目的

で多くの食品に使用可能な添加物である16）。特にワイン醸造工業では、有害菌の増

殖を抑制して酒母による発酵を順調に行わせること、果汁及びワインの酸化褐変を

防止すること、蛋白質などの凝固沈殿を容易にしてワインの混濁を防止すること、

など亜硫酸はワイン醸造にとって不可欠な添加物である52）。

ワイン中に存在する亜硫酸には、ワイン中のアセトアルデヒドなどのカルポニル

化合物や色素などと結合した状態で存在する結合型亜硫酸と、これらの化合物と結

合していない状態で存在する遊離型亜硫酸がある。遊離型亜硫酸は酸化防止、漂

白、保存などの食品にとって重要な機能を持っている。一方、結合型亜硫酸はこの

ような機能をもっていない。

ところで、遊離型亜硫酸は、カルポニル化合物などと結合して徐々に効力のない

結合型亜硫酸に変化したり、空気中の酸素により順次酸化されて硫酸塩となるもの

および空気利こ揮散するなどにより、次第に減少する。よって、食品管理のために

は遊離型亜硫酸を常に適正量存在させることが必要である。そのため、遊離型亜硫

酸濃度が常に適正な濃度に維持されるように補填していく必要がある。しかし、遊

離型亜硫酸濃度を保持するために亜硫酸量が過剰に使用される傾向にある。このこ

とは食品衛生上好ましいことではないので、これを防止するために全亜硫酸量（遊

離型亜硫酸と結合型亜硫酸の合計量）が規制されている16）。従って遊離型亜硫酸、

結合型亜硫酸、および全亜硫酸量を常に把握していることがワインの品質管理上重

要である。そのためにはワイン中の亜硫酸、特に遊離型亜硫酸の分析定量が必要不

可欠である。また、分析には迅速簡便かつ正確で感度の高い測定法が要求される。

現在、ワイン中の亜硫酸の定量には公定法として改良ランキン法16）が採用されて

いる。しかし、通気蒸留および滴定操作のため分析時間が長く操作が煩雑で、かつ

熟練を要すことから、簡便な方法の開発が望まれている。改良ランキン法に代わる
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亜硫酸の定量法としてMonier－Williams法53）、ガスクロマト法54）、イオンクロマト

法55）などが報告されているが、いずれも操作が煩雑、ないしは高価な分析機器を必

要とするため普及していない。

近年、新しい分析技術としてバイオセンサーによる測定が注目されている17）。検

出部に生物由来の素子（酵素、微生物）を使用するため、高い選択性を示し、特別

な前処理をせずに分析できるため期待されている。亜硫酸を分析するためのバイオ

センサーとして、物理化学的デバイス（トランスデューサ）に酸素電極を使用し、

素子として動物由来のsulfite oxidaseを用いた酵素センサー18）や肝ミクロソームを

用いたオルガネラセンサー19）が開発されてきた。しかし、安定性及び選択性に欠け

実用化までには至っていない。一方、微生物センサーは菌体自身を用いているため

安定性に優れているので有用であると考えられる。

本章では前章までで明らかにした本菌の亜硫酸酸化機構の検討結果をもとに

rf封00gJd∂那JCM7814の特異的な亜硫酸酸化機能が菌体中に存在することを利用し

て、食品中の遊離型亜硫酸を測定するための微生物センサー測定装置の開発とこれ

を使用した実サンプルの測定を行った。r拍iooxidanSJCM7814が亜硫酸センサーの

素子として適当か否か検討した結果、亜硫酸に対する選択性及び活性の長期安定性

に優れていることがわかり、本菌が研究目的に適した微生物であることがわかっ

た。よって、酸素電極、固定化微生物膜、ガス透過性膜、パーソナルコンピュータ

ーを組み合わせて遊離型亜硫酸測定システムを作製した。その結果、亜硫酸酸化反

応に伴う酸素濃度の変化量から遊離型亜硫酸を正確かつ迅速に測定できることがわ

かった。

5－2　測定原理

亜硫酸は水溶液中ではpHに依存して3つの形態をとる。すなわち、ガス状のSO2，

イオンの状態のHSO3－とSO32－である。ワイン中の亜硫酸の解離状態56）に関係するpX値

（諦1＝1．77，pE2＝5．30）を用いて計算すると溶液の3つの形態の存在比率はFig．51に

示したような曲線として措かれる。
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Fig・5－1において、pH4以下のpH領域ではガス状SO2（不解離）の存在比率が大き

くなることが示される。一一万、rf鋸00gida月SJCM7814の菌体における最大の亜硫酸

酸化速度を示すpH5．5ではイオン化したHSO3－とSO32－の存在比率が高くなる。

微生物センサーによる亜硫酸定量における測定の機構をFig．5－2に示した。微生物

菌体内で亜硫酸は亜硫酸デヒドロゲナーゼ［EC．1．8．2．1］により醸化され、電子はシ

トクロムCに渡され、更にシ下クロムCオキシダーゼ［EC．1．9．3．1］によってシトク

ロムCの酸化が行われるときに溶存酸素が消費される。亜硫酸を含む試料溶液のpH

を2．0に調整すると、pH2．0ではFig．5－日こ示すようにガス状の亜硫酸の存在比率が

高いので、37痛言ガス状のS02となる。このとき結合型亜硫酸はこのpHでは結合が切

れないのでガス状にはならず、遊離型亜硫酸のみがガス状のS02となる。このSO2ガ

スはガス透過性膜（多孔性テフロン膜）を通過できる。一方、イオン性の化合物、

結合型亜硫酸および不揮発性物質はガス透過性膜を通過できないので、遊離型亜硫

酸を選択できる。また、ガス透過性膜内部は本菌の菌体の亜硫酸酸化活性の最大pH

である5．5の緩衝液で満たされている。故に、テフロン膜を通過してきたSO2ガス

は、テフロン膜内部がpH5．5になっているため、pH5．5ではFig．5－1に示すように

イオン性の亜硫酸の存在比率が高いので、SO32－イオンに変化する。ここで、pH5・5

の緩衝液中に浸っている固定化微生物膜（親水性の多孔性アセテルセルロース膜に

菌体細胞を固定化）中のγと鋸00裏da乃SJCM7814は菌体内の亜硫酸デヒドロゲナーゼ

により、SO32‾をSO42－（硫酸）に酸化する。同時に酸素が消費されるので溶存酸素濃

度の変化を電流減少億として酸素電極で測定する。電流減少億は試料中の遊離型亜

硫酸量に比例する。亜硫酸濃度と電流減少値の関係をあらかじめ検量線として作成

しておくと、試料を測定したときの電流減少値から試料中の遊離型亜硫酸濃度が算

出することができる。

バイオセンサーをこのような原理で連続測定すると、テフロン膜内部において亜

硫酸酸化によって生成する硫酸イオンが蓄積し、内部緩衝液のpHが低下する。低い

pHの状態では、本菌の亜硫酸酸化活性の至適pHとは異なってくるために活性が低下

する。故に測定100回毎に内部緩衝液の交換が必要である。
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5－3　実験材料及び方法

5－3－1使用菌株

γ拍00裏danSJCM7814を用いた。

5－3－2　培養方法

チオ硫酸ナトリウムをエネルギー基質とした改変Starkey培地bH5．0）を使用培地

とした。100mLの培地を含む坂口フラスコに種菌を接種し、30℃で3日間振とう培養

したものを前培養とした。本培養は2L容ミニジャーファーメンターに1．2Lの培地

をいれ、前培養液を100mL接種した。温度30℃、通気量0．5vvm、回転数300rpm

の培養条件で行った。また、25％Ⅹ2C03をpKコントローラーによって添加すること

によってpHを5．0に制御した。

5－3－3　菌体癒濁漆調製法

対数増殖期後期の培養液を11，000rpm，15分，4℃で遠心分離した。菌体を蒸留水

で2回洗浄した後、0．1Mクエン酸Na－NaOH媛衝液bE6．0）に懸濁した。使用するま

で4℃に保存した。

5－3－4菌体の処理および調製法

1）アセトン処理菌体の調製法：洗浄菌体を冷蒸留水に懸濁し、常法通り57）にて、ア

セトン粉末を調製した。

2）凍結乾燥菌体の調製法：洗浄菌体を蒸留水に懸濁し、常法通り58）凍結乾燥した。

3）風乾菌体の調製法：洗浄菌体を蒸留水に懸濁し、時計皿の上へ広げ、室温で一晩

風乾させた。その後、真空デシケ一夕内で減圧乾燥した。

5－3－5菌体の亜硫酸酸化活性測定法

生物酸素モニター取ank Brothers社、Cambridge、UX）を用いて亜硫酸ナトリウム
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を基質としたときの酸素吸収速度を測定することにより活性を求めた。

反応液組成をCharlesらの方法39）に準じてTable5－日こ示した。反応セル内の温度

を30℃に調節し、基質を除いた成分（2mL）を入れ、1分間通気した。基質を添加する

ことによって反応を開始した。溶存酸素濃度の減少を記録し、亜硫酸酸化活性を酸

素吸収速度（mgo2在in・g－Cell）として表わした。

5－3－6　微生物膜の作製法

軽部らの方法59）に準じて固定化微生物膜をFig．5－3に示す方法で作製した。親水性

の多孔性アセテルセル／ロース膜（Millipore Ltd，Massachusetts，USA，0．45FLm

pore size，type HAWP O2500）2枚と、ドーナッツ状に整形した両面テープ

（Commercia10ffice Supply Division／3M，USA）1枚を1セットとして用いた。アセテ

ルセルロース膜の1枚と両面テープをはり合わせ、吸引ぴんの上部にのせた。

OD660＝10になるように0．1Mクエン酸Na－NaOH緩衝液bH6．0）で調製した菌体懸濁液

50／上Lを加え、アスビレーターで吸引した。水分が確認されなくなるまで吸引した

後、菌体のついた膜と別の1枚のアセテルセルロース膜を空気が入らないようにはり

合わせ、微生物膜を完成させた。微生物膜は0．1はクエン酸Na－NaOH媛衝液bH6．0）

中に浸漬し、4℃に保有した。

5－3－7　改良ランキン法

アルカリ滴定法60）による遊離型亜硫酸の測定手順を以下に記述する。ナシ型フラ

スコに0．3％過酸化水素水溶液10mLを入れ、メチルレットメチレンブルー混合指示

薬を3滴加えた。これに0．01M－NaOHを溶液の色が緑色になるまで滴下した後、装置

に取り付けた伊ig．5－4）。丸底フラスコに試料溶液10mLを入れ、25％リン酸水溶液

20mLを加えて、速やかに装置に取り付けた。ポンプより0．5L／minの流量で加熱せ

ずに室温で15分間通気蒸留した。15分後、0．01MNaOHで滴定して溶液の色が緑色に

戻った点を終点として、滴定量hL）から遊離型亜硫酸量を求めた。
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TabIe　5－1・Compositionofreactionmixtureforassayofsu怖teoxidation

byr的／00ズ／danS．

Component Volume（mL）

Ce‖suspensioninO．1Mcitratebuffer（PH6．0）　　　0，5

0・01MNa2S03in5mMEDTANa2・2日20　　　　　1・0

0・1MNacitrate－NaOHbuffer（PH6．0）　　　　　　　0．5
D．W．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．0

Tota蔓　　3．O mL
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Fig・5－4・Dist＝lation apparatus used for the

modified Rankine method．

Pear tyPe ffask；B

CaPHla「y glass；E
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5－4　実験結果及び考察

5－4－1rわ／0如CH／us州毎0ズ舶〃SJCM7814菌体の亜硫酸酸化活性の特性

rL侶00ズ昆anSJCM7814の菌体における亜硫酸酸化活性の特徴を亜硫酸ナトリウム

を基質とした酸素吸収速度の測定によって調べた。

1）pHおよび緩衝液の種類の影響

亜硫酸酸化活性に及ぼすpHおよびbufferの種類について検討した。PH4．5～7．0の

範囲で、0．1Mの各buffer中における酸化速度を測定した。Fig．5－5に示したよう

に、最適pHは5、5～6．0の範囲であった。この範囲の両端すなわち、pH7．0またはpH

5．0以下において活性は低下した。このように最適pHが狭い範囲であることは、

EodamaらがT．thlooxldansの他の株において最適pHがpH6．0～6．5と報告している61）

結果と同様であった。

また、pH6において、緩衝液をリン酸緩衝液、クエン酸媛衝液、クエン酸－リン

酸緩衝液で比較すると、リン酸イオンにより活性が低下することがわかった。リン

酸による活性抑制は、rversu拍548），γ裾叩arUSlO），r月0Ve仙562）においても報

告されている。

2）温度の影響

亜硫酸酸化活性に及ぼす測定温度の影響をpH6．0において検討した。40℃で最大

活性を示したが、30℃から50℃の範囲でも充分な活性が認められた。しかし、60℃

では失活した。

3）亜硫酸量と酸素消費量との関係

亜硫酸を酸化する際に、添加した亜硫酸量に対し消費される酸素量を実験的に求

めた。添加亜硫酸量と酸素消費量は比例関係になることがわかった。添加した亜硫

酸1mol当りの酸素消費量は0．46m。1であった。このことから化学量論的にほぼ完全

に亜硫酸は硫酸に酸化され、酸素を消費していることがわかった。

4）種々の方法で処理した菌体の亜硫酸酸化活性

r血00ズida月Sの菌体を長期に保存するための菌体処理方法としてアセトン処理、

凍結乾燥処理および風乾処理を施した。これらの菌体処理を行っても亜硫酸酸化活
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性が菌体中に保持されているか否かを検討した。

Table5－2に示すように、0．1Mクエン酸Na－NaOH BufferbH6．0）に懸濁されてい

る未処理菌体（control）に比べて、風乾処理菌体および凍結乾燥処理菌体では活性が

約90％減少していた。また、アセトン処理した菌体には活性がなかった。この結果

から、本菌の亜硫酸酸化活性を利用するためには、菌体を処理せずに媛衝液に懸濁

した懸濁液のままの状態で使用することがよいとわかった。

5－4－2　r恒0如CHJus的fooズfda〃SJCM7814菌体の亜硫酸酸化活性の保存と安定性

1）菌体の保存安定性に及ぼすpHの影響

12g凡の菌体濃度に生理食塩水中（0．9％NaCl）に懸濁した菌体懸濁液0．1止を、

0．05Mの各pHの媛衝液0．9血に加えた。使用した媛衝液はECl－HCl緩衝液bHl，

2）、クエン酸Na－HCl緩衝液bH3，4）、クエン酸Na－NaOH緩衝液bH5，6）および

Tris弓に1緩衝液bH7，8，9）である。各々の懸濁液を4℃に保存した。2日後または6

日後に0．5mLずつとりだし、0．1Mクエン酸Na－NaOH緩衝液bH5．5）を4．5mL加えた

後、亜硫酸酸化活性を測定した。

その結果、4℃保存において、2日後ないし6日後でもpHl～7の範囲では活性

の低下は認められなかった。一一一万、pH8以上では活性の低下が生じた。このことか

ら、保存は酸性下で行うことがよいとわかった。

これらの結果から、本蘭の亜硫酸酸化活性を保有する溶媒として、亜硫酸酸化活

性測定において最適な緩衝液であった、0．1Mクエン酸Na－NaOH緩衝液bH6．0）を

選択した。

2）30℃における菌体の亜硫酸酸化活性の安定性

菌体を0．1Mクエン酸Na－NaOH媛衝液bH6．0）に懸濁し、30℃保存した試料を15

日間毎に取り出し、残存活性を測定した。結果をFig．5－6に示した。30日間は活性の

低下が見られず、その後、徐々に低下していった。このことから、本菌を亜硫酸測

定用バイオセンサーに用いる場合、30℃で連続運転できる可能性が示唆された。
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TabIe5－2・SulfiteoxidationactivityofThiobaci／lusthiooxidansJCM7814

CeHstreatedbyvariousmethods．

Method Activity

（mg02／min．g－CeH）

ReIativeactivity

（％）

ControF a

Roomtemperaturedriedcelts

Lyophilizedce‖s

Acetone treated celIs

aTheceJJsweresuspendedjnO．1Msodiumcitrate－NaOHbuffer（PH6、0）．
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3）4℃における菌体の亜硫酸酸化活性の長期安定性

菌体を0．1Mクエン酸Na－NaOHBufferbH6．0）に懸濁し、菌体の亜硫酸酸化活性

の長期安定性を検討した。Fig．5朝こ示すように、45日間、元の活性を維持すること

がわかった。その後、活性が低下したが、60日後においても78％の活性を保存して

いることが明らかとなった

これらの結果から、r仙00才JdanSの菌体における亜硫酸酸化活性は非常に安定で

あることが示され、本菌株の優れた性質であることがわかった。

ところで、本菌の亜硫酸酸化活性の安定性は緩衝液中では十分に安定であった

が、バイオセンサーを実用化して流通経路に載せる際には、菌体を緩衝液に保存す

る方法ではなく、乾燥状態や湿潤状態で保有できる方法を開発することが必要であ

ると考えられる。また、長期間40℃くらいの高温においても耐えうるための菌体の

固定化法なども課題になると考えられる。

5－4－3　亜硫酸測定用バイオセンサー装置の製作

1）微生物電極の作製

5－3－6で作製した微生物膜を、多孔性ガス透過性膜（PTFE膜，住友電工，0．5／m

pore size）を取り付けた感応膜固定具申に入れた。0．1Mクエン酸Na－NaOH緩衝液

bH5．0）を少量入れた。これを酸素電極（電気化学計器社製）にとりつけ、遊離型

亜硫酸測定用微生物電極を作製した勘g．5－7）。

2）遊離型亜硫酸測定用バイオセンサーシステムの組み立て

自動的に遊離型亜硫酸を測定できる装置を組み立てた（Fig．5－8）。微生物電極を

フローセル装置に取り付けた。フローセルには恒温槽から恒温水を循環し、フロー

セル内温度を30℃に保った。微生物電極はⅠ／Vコンバーターおよび電圧計に接続し

た。更にパーソナルコンピュータ（PC－9801VX21，NEC Co．，Ltd．，Japan）にインタ

ーフェースを介して接続し、バイオセンサーシステムの制御を行った。

5mMの硫酸水溶液bH2．0）を30℃に保たれたフローセルにペリスタポンプを用い

て2．7mL／minの流速で送液し、出力電流値を安定させた。電流値の安定化後、5mM
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Fig，5－7．Structureofthemicrobiafelectrodesensor．

A，anOde；B，Cathode；C，Teflonmembrane；D，buffersorution；

E，microbialmembrane；F，POrOuSgaS－Permeablemembrane．
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硫酸水溶液で希釈調製した試料溶液をサンプルチェンジャーによって2分間フロー

セルに注入した。再び5mM硫酸水溶液を8分間流し洗浄した。1回の分析に要する時

間は洗浄時間を含めて10分間であった。

Fig．5－9に示すような応答曲線から、ピーク電流値とベースライン電流値の差から

電流減少値を求めた。既知濃度の亜硫酸ナトリウム（5mM硫酸に溶解）溶液を用い

て検量線を作成した。試料中の亜硫酸濃度はコンピューターによって自動的に算出

した。

5－4－4　固定化微生物膜の安定性と基質特異性

1）固定化した菌体の亜硫酸酸化活性の長期安定性

菌体についての亜硫酸酸化活性の安定性試験の結果（5－4－2）を参考にして、固定

化微生物膜の亜硫酸酸化活性の安定性を検討した。微生物膜を0．1Mクエン酸Na－

NaOHBuHerbH6）に浸し、4℃に保有した。亜硫酸の酸化反応によって生ずる微生

物電極の電流減少値を測定して、亜硫酸酸化活性とした。

Fig．5－10に結果を示した。固定化菌体の活性は4℃で3ケ月間維持されることがわ

かった。その後、徐々に低下していったが、7ケ月後でも65％の活性が認められた。

この結果から、菌体を固定化して保存すると遽離菌体に比べて更に亜硫酸酸化活性

の安定性が増すことがわかった。一般に、酵素や微生物は固定化すると安定性が上

昇するといわれているが本菌においても、より安定化することがわかった。

2）バイオセンサーの基質特異性

ワイン中に含まれる主要な揮発性成分に着目して、微生物電極の各基質に対する

反応性（活性）を測定することによって基質特異性を検討した。揮発性成分はワイ

ン中に含まれる平均的な濃度63）の1／10濃度で検討した。尚、不揮発性成分はガス透

過性膜を通過せず揮発性成分のみが選択されるので、検討をしなかった。

揮発性成分に対する応答値（活性）（電流減少値）の結果をTable5－3に示し

た。亜硫酸に対応する応答に比べて、他の揮発性成分ではアセトアルデヒドに対し

て1／30の応答が認められたのみであった（Table5－3）。しかし、アセトアルデヒド
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Table5－3・Effectof voFa川ecompoundsontheresponseof

immobiHzed Tthiooxidans．

Compound Concentration Currentdecrease（FLA）

EthanoI

Acetic acid

Acetaldehyde

EthyIacetate

Sulfur dioxide

1・3％（∨／v）

50mg／L

8mg／L

5mg／L

5，1mg／L

0．01

0

0．02

0．01

0．60
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はワイン中では通常、亜硫酸と結合して存在しているため63）、遊離型アルデヒドは

ほとんど認められない。このため、本測定法を実サンプルに適用した場合の亜硫酸

測定には影響しないと考えられた。

以上の結果から、本センサーは微生物膜とガス透過性膜との組み合わせにより、

亜硫酸のみを特異的に選択して酸化し、揮発性有機化合物を酸化しない、高い基質

特異性をもっていることがわかった。

5－4－5　バイオセンサーを用いた亜硫酸測定における条件の検討

1）測定温度の影響

ガス透過性膜内部を0．1Mクエン酸Na－NaOH緩衝液（pH6．0）で満たし、膜外部を

0．01M XC卜HCl緩衝液（pH2．0）で満たした。フローセル内の温度を20から40℃の

範囲でそれぞれの温度に調節して、測定温度のセンサーの応答への影響を検討し

た。Fig．5－11に示すように温度の上昇に伴って電流減少値が大きく増加し、測定温

度の影響が大きかった。これは液中の溶存酸素濃度は温度によって大きく変化する

ため、酸素電極の感度が温度によって強く影響されたためと考えられる。微生物菌

体内の亜硫酸酸化反応の温度特性も少しは影響すると思われるが、大きな原因は酸

素濃度のよるものと思われる。よって、酸素電極をトランスデューサとしたバイオ

センサーを用いて実験するためには、測定温度を厳密に制御することが重要であっ

た。

本実験では以後の操作温度は30℃に制御して行うこととした。

2）微生物膜を投漬する緩衝液とpH

感応膜固定具内で微生物膜を浸漬するための内部緩衝液について検討した。各pH

の0．05Mクエン酸Na－NaOH緩衝液又はクエン酸Na－HCl媛衝液を用いて検討したとこ

ろ、pH5．0が最も大きい出力を示したため、最適pHを5．0にした辞ig．5－12）。次に、

pH5．0における緩衝液の種類について検討したところ、クエン酸Na－NaOH緩衝液が最

も出力が大きかった。また、媛衝液の濃度の影響をクエン酸Na－NaOH媛衝液bH5．0）

について0．01から0．20Mの濃度で検討したところ、濃度による違いは殆どみられな

106



（
く
孟
宗
謡
L
U
g
l
u
聖
」
コ
U

25　　　　　　　’35

Temperature（Oc）

Fig・5－11・Effectoftemperatureonthebiosensorresponse．

ThesodiumsulfiteconcentrationwaslOmg／L・

107



（
ミ
ニ
S
票
L
O
む
P
言
石
ヒ
コ
U

0

3　　　　　5

PHoftheinnerbuffer

Fig・5－12・EffectofpHoftheinnerbufferonthesensorresponse・

Thecarrierbuffer（PH2．0）containinglOmg／LofsodiumsuIfitewas
usedontheoutersideofthebiosensor．

108



かった。よって0．1Mを緩衝液濃度とした。

3）キャリヤー溶液のpHの影響

センサーの応答に及ぼすキャリヤー溶液（外部緩衝液）のpHの影響を検討した。

0．05MXCl－HCl媛衝液bHl．0～2．0），5mM硫酸水溶液bH2．0）および0．05Mクエ

ン酸Na－HCl緩衝液bH2．5～3．0）のそれぞれのキャリヤー緩衝液にNa2S03を潜解

し、センサーの応答を測定した。pHが低くなるほど出力が大きくなることがわかっ

た辞ig．5－13）。これはpHが低いほど不解離の亜硫酸の存在比率が大きくなるので、

ガス透過性膜を通過する亜硫酸量が多くなるためであると考えられる。

本研究では、キャリヤー溶液として、簡便な5mM硫酸水溶液bH2．0）を使用する

こととした。

4）微生物段内の固定化菌体量の影響

アセテルセルロース膜内に固定化したrL侶00ズidanSの菌体量が測定時の応答値に

及ぼす影響を検討した。その結果、1枚の微生物膜中に0．25皿gの菌体量（乾燥菌体

重量）を固定化した場合、最もセンサーの出力が大きいことがわかったので、この

菌体量を含む微生物膜を使用することとした。

5）流速の影響

キャリヤー溶液と試料溶液のぺリスタポンプによる送液の速さが応答に及ぼす影

響を検討した（30℃）。Fig．5－14に示したように2．7mL／minの流速の場合、最大の出

力がみられた。このときのフローセルの容積は7．5mLであったので、フローセルに

おける試料溶液の滞留時間は2．78minであった。1．4～3．25mLhinの流速範囲で最

大値の80％以上の出力がみられたので、通常は2～3mL／minの流速に調整することと

した。

5－4－6　長期連続運転

本章の542において、r伽00gida那JCM7814の微生物菌体の亜硫酸酸化活性が

30℃において30日間安定であることを述べた。そこで、本項では30℃におけるバイ

オセンサーの連続運転における出力の安定性について実験した。
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5mg／LのS02を含む5mM硫酸溶液を3．O mL／minの流速でフローセルに2分間流し、8

分間洗浄する操作を繰り返し実施した。すなわち、1回の測定を10分間として連続

測定した。Fig，5－15に示すように測定回数が200回までは充分に安定した電流減少倍

（活性）がみられたが、その後、徐々に活性が低下していった。450回目の後、微生

物電極から微生物膜をとり出し新しい0．1Mクエン酸Na－NaOH緩衝液bH5．5）に15

分間浸した。内部緩衝液も新しいものに替えた後、再び微生物膜を感応膜固定具と

ともに装着し運転を再開した。1回緩衝液を交換することにより、再び約100回の安

定した測定が可能であったが、その後、活性は再び低下してしまった。

感応膜固定具内の内部媛衝液のpHを測定したところ、pHが2．5に低下していること

がわかった。感応膜固定具内には、酸素電極上の疎水性テフロン膜と感応膜固定具

に取り付けられた疎水性ガス透過性膜との間に緩衝液と微生物膜が存在している。

そのため、ガス物質以外の出入りは不可能である。よって、亜硫酸酸化によって生

成した硫酸イオンが蓄積すると、水素イオン濃度が増加しpHが低下してくる。この

ことにより媛衝液の緩衝能が低下してきて、本菌の亜硫酸酸化活性の最適pHの環境

とは異なってくるので、微生物の亜硫酸酸化活性が低下してきためと考えられる。

そこで、内部緩衝液を測定回数100回毎に交換したところ、Fig．5－16に示すよう

に、微生物膜の活性は第1回目の実験結果卸g．5－15）に比べてはるかに安定し、長

期間活性が維持されることが明らかとなった。この方法では400回の分析（約3日間

の連続運転）を安定して行うことができた。

5－4－7　食品中の遊離型亜硫酸の測定

1）検量線

標準亜硫酸には亜硫酸ナトリウム（Na2SO3）を標準化合物として用いた（Na2S03の

うち50．82％毎／W）がS02として存在する63））。Na2S03を5mM硫酸水溶液bH2．0）に

潜解し、バイオセンサー装置により電流減少値を測定した。

Fig．5－17に示すようにNa2S03として33．7mg／L（S02として17mg几）までの濃度と

電流減少値（〃A）とが直線関係になることがわかった。このバイオセンサーの亜硫酸
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（SO2）に対する感度は0．116FLA・L／mg－S02であった。

2）ワイン中の遊離型亜硫酸の測定

市販の白ワインを測定試料として用いた。試料のpHを2．0に調整した後、バイオセ

ンサー装置で6回測定した。比較データとして改良ランキン法による測定も行った。

センサー法を用いて試料ワイン中の亜硫酸を測定した結果、遊離型亜硫酸濃度は

15．75～17．02mg／L（平均値16．26±0．36mg／L）であった。一一万、改良ランキン法

では14．65～17．26mg／L（平均値15．95±0．72mg几）と測定された。また、標準偏差

値は、それぞれ、2．2％（センサ一法），4．5％（ランキン法）となった。

これらの結果から、バイオセンサー法による測定により、改良ランキン法とよく

一致した測定値が得られることがわかり、芙肝性が認められた。

測定時間はバイオセンサー法は自動的に60分間で6回の測定が可能である。一

方、改良ランキン法では6回の測定には少なくとも90分間は必要であり、試料の交

換、操作が煩雑であった。

3）ワインへの亜硫酸添加試験

50，100，150mg／Lのメタ重亜硫酸＊リウム伍2S205）を市販の白ワイン及び赤ワ

インに添加し、それぞれの試料を3日間、10℃の暗所に保存し安定化させた。3日

後、遊醒型亜硫酸量の増加量を2つの測定法（センサ法とランキン法）で測定した。

測定結果をTable5－4に示した。一般的に、Ⅹ2S205は理論的に57．6％のS02を含んで

いる63）。しかし、実際には添加したSO2量の約50％が遊離型亜硫酸として検出され、

残り闇ワイン中の成分と結合して結合型亜硫酸に変化する。2つの測定方法で分析し

た遊離型亜硫酸の増加量は、白ワイン、赤ワインともほぼ一致することが示され

た。

この結果から、バイオセンサー法によってワイン中の遊離型亜硫酸を正確に測定

できることが明らかとなった。また、赤ワイン中の色素による測定への妨害も認め

られなかった。

4）固形食品中の遊離型亜硫酸の測完

本バイオセンサーの食品への応用範囲を広げる試みとして、亜硫酸が添加されて
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Tabfe5－4．ComparisonbetweenthebiosensorandmodifiedRankinemethods．

VVine S02added（mg／L）　TncrementsoffreeS02　　RatioofA／B

（Addedamountsof　　（mg／L）

K2S205）

Biosensor Modified

method Rankjne

method

（A）　　　（B）

White　　28．8（50）

Wlne　　57．6（100）

86．4（150）

Red　　　28．8（50）

Wlne　　57．6（100）

86．4（150）

14．2　　　　13．3

31．3　　　　　29．1

48．0　　　　　48．4

12．8　　　　13．4

34．0　　　　　33．9

46．2　　　　　48．2

Theincremenlsweremeasuedforfreesuffiteafteraddingpotassium

metabisulfitetowhite and red wines．
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いる市販の固形食品中の遊離型亜硫酸を測定した。3種の乾燥果実（パパイヤ、パイ

ナップル、アプリコット）を小片（1mm角）に細切し、0．05NNaOHに浸し、室温で

4時間時々振り混ぜて抽出した。4時間後、濾過し、ろ液を抽出液として回収した。

干びょうは小片（1～2cm）に締切した後、蒸留水とともに、ホモジナイザー（日本

精機，M一刀　でホモジナイズした。ホモジナイズを3回繰り返し、ホモジネートを室

温に2時間放置した。濾過し、ろ液を抽出液として回収した。

各抽出液のpHを2．0に調整した後、バイオセンサー法で測定した。測定結果を

Table5－5に示した。センサー法による遊離型亜硫酸の測定値は、ランキン法による

遊離型亜硫酸の測定値とほぼ一致することがわかった。よって、バイオセンサー法

によって固形食品中の遊離型亜硫酸を測定できることが明らかになった。

5－5　第5章の要約

亜硫酸測定用バイオセンサーを構築するために、工と鋸00gJda月SJCM7814菌体自身

の亜硫酸酸化活性の性質と菌体を用いたバイオセンサーの特性とを検討した。

（1）rf最00Ⅹida那菌体の亜硫酸酸化活性の特性を、亜硫酸を基質とした酸素吸収

速度の測定によって明らかにした。活性の最適pHは5～6にあり、0．1Mクエン酸Na－

NaOH BufferbH6．0）に菌体を懸濁して保存すると活性が保存されることがわかっ

た。本菌の活性は凍結乾燥等で処理すると活性が失われ、生菌体のまま使用するこ

とがよいことがわかった。

菌体の保存安定性を検討したところ、4℃で45日間、30℃で30日間、最初の亜硫酸

酸化活性が維持されていることがわかった。

以上の結果から、γと最00ズJda乃SJCM7814の亜硫酸酸化能を亜硫酸測定用微生物セ

ンサーへの研究に供試することが可能であることが明らかとなった。

（2）本菌の亜硫酸酸化能の検討結果をもとに、ワイン中の遊離型亜硫酸を測定す

るための微生物センサーを作製した。酸素電極にr亡封00ズJda那JCM7814を固定化し

た微生物膜およびガス透過性膜を取り付けて、遊離型亜硫酸を選択的に測定できる

バイオセンサーをつくった。センサーをフローセル、パーソナルコンピュータに接
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Table5－5．Determinationoffreesulfiteinextractsofsolidsamptesbythe

biosensorandthe modified Rankine methods，

Sample Biosensor method Modified Rankinemethod

（mg／L）　　　　　　　　　　（mg／L）

Papaya

Pineapp）e

AprlCOI

Driedgourd

10．0

5．5

8．5

690，0

9．8

4．9

8．9

678．0
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続し測定システムを構築した。1回の測定は洗浄時間を含めて10分間を要し、自

動測定が可能であった。

（3）微生物センサーは亜硫酸のみを特異的に酸化し、基質特異性に優れていた。

固定化微生物膜は4℃において、3ケ月間亜硫酸酸化活性の低下がみられず安定で

あった。

（4）酸素電極を用いたバイオセンサーは、温度によって溶存酸素濃度が大きく影

響を受けるので、測定温度を厳密に制御することが必要であった。また、外部緩衝

液および試料液のpHは2、内部媛衝液のpHは5、流速は2．7mL舟in、固定化菌体量は

0．25mg－Cell／膜、の測定条件が最適であった。

（5）微生物電極内の内部緩衝液を交換することにより長期連続運転が可能であっ

た。

（6）亜硫酸濃度と電流減少値がS02として17mg凡までの範囲で比例関係にあっ

た。ワインおよび固形食品中の進範型亜硫酸をバイオセンサーを用いて測定する

と、改良ランキン法の測定値とほぼ一致した測定値が得られ、改良ランキン法より

も簡便で迅速に測定できることがわかった。

以上のように食品中の遊離型亜硫酸を測定するためのバイオセンサーを開発する

ことができた。
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第6章　結合型亜硫酸および全亜硫酸のバイオセンサーによる測定

6－1　序

前章において、r亡ムJoo裏血刀Sを固定化した微生物膜と酸素電極およびガス透過性

膜を組み合わせた装置（バイオセンサー）によって、選択的に食品中の遊離型亜硫

酸が定量できることを明らかにした。

しかし、実際の食品中には遊離型亜硫酸のみならず、結合型亜硫酸も含まれてい

る。これら2つの亜硫酸量を測定することが食品の安全管理上きわめて大切である

ことはすでに述べたとおりである。そこで、本章においては結合型ないしは遊離型・

結合型をあわせた全亜硫酸量を測定する方法の検討を行った。バイオセンサー法で

結合型を含む全亜硫酸を測定するには結合型亜硫酸を全て遊離型亜硫酸に変換する

必要がある。

本章ではバイオセンサー法によって食品中の結合型および全亜硫酸量の定量を行

うために試料を前処理する方法の検討を行った。すなわち、結合型亜硫酸を遊離型

亜硫酸へ分解するための条件について検討した。前処理条件を決定した後、実サン

プルとして食品中の全亜硫酸量を測定した。

6－2　実験材料および方法

6－2－1供試料

1）供試試薬

標準遊離型亜硫酸として、亜硫酸水素ナトリウム串aHSO3）を用いた。標準結合型

亜硫酸として、グルタルアルデヒドp重亜硫酸付加化合物伍1drich Chemical

CompanyInc．，U．S．A、）を用いた（グルタルアルデヒド一重亜硫酸付加化合物を

GANa－SO2試料と略称する）。これらの試薬を蒸留水または0．5N硫酸溶液に溶解し

た。

2）試料

亜硫酸が添加されている市販の食品を供試料とした。固形試料は2mm以下に締切
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してから使用した。

6－2－2　結合型亜硫酸のアルカリ分解法

結合型亜硫酸を分解するためのアルカリ溶液として各濃度の水酸化ナトリウムま

たは水酸化カリウムを用いた。また、Hamanoら54）によって報告されているアルカリ

試液も用いた。すなわち、（A）5％硫酸第1鉄溶液（0．01N硫酸酸性）および㊥）

アルカリ抽出液（4％NaOHおよび2．5％ロツセル塩水溶液）を作製した後、25mLの

伍）溶液と50血の匝）溶液を混合してアルカリ試液を調製した。以下、この試液を

Hamano試液と略称する。

5mLの亜硫酸を含んだ試料に7．5mLのアルカリ溶液またはHamano試液を加え混合

した。結合型亜硫酸を分解するために室温に各時間放置した。このアルカリ処理液

を硫酸溶液でpHを2以下に調製した後、亜硫酸量を測定した。

6－2－3　結合型亜硫酸の酸による分解法

試料を酸性条件下で加熱分解することによって結合型亜硫酸を遊離型亜硫酸にし

た。ガラス製のバイアルぴん（10mL容）に試料と希硫酸（またはリン酸）をヘッドス

ペースを残さないように入れ密閉した。アルミブロックヒーターを用いて加熱し

た。加熱後、冷水中で室温まで冷却した。この酸加熱処理液をバイオセンサーによ

る亜硫酸の定量に供試した。

6－2－4　全亜硫酸の測定方法

1）バイオセンサー法

6－2－2または6－2－3で処理した亜硫酸の試料をバイオセンサー装置で測定した。バ

イオセンサー装置は亜硫酸測定用バイオセンサー（本研究の結果を製品化した装

置：SO2METERNA－SOll，中埜酢店（殊）製）を使用した。装置の概略図をFig．6－1に示

した。測定原理は前章の5－2で述べた遊離型亜硫酸測定法と同様であるが、装置は新

たに改良され、実用的に用いるために製品化されたものである。
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反応セルにセットされた微生物電極はr仙00ズんね那JCM7814をアセチルセルロー

ス膜で固定化した微生物膜と酸素電極で構成されている。微生物電極にはガス透過

性膜が装着されており、遊離型亜硫酸を選択的に分析できる。洗浄液（蒸留水）と

試料液はペリスタポンプを用いて送渡し、液流は三方電磁弁により自動的に切り替

えた。1回の測定に必要な試料液量は3mL，測定時間は5分である。センサの校正は

5mg几または50mg凡のS02を含む亜硫酸溶液を標準試料として行った。

2）改良ランキン法

前章の5－3－7で述べた通気蒸留装置勘g．5－4）を用いて、分解処理をしていない試

料の全亜硫酸濃度を求めた60）。すなわち、遊離型亜硫酸測定の操作の際、丸底フラ

スコの内容物をガスバーナーで15分間加熱しながら通気蒸留して全亜硫酸量（結合

型と遊離型亜硫酸の合計）を求めた。

6－3　実験結果及び考察

6－3－1結合型亜硫酸の遊離化条件の検討

1）アルカリ分解法

GANa－SO2標準試料とワイン試料をHamano試液を用いて処理し、各試料中の全亜硫

酸量をバイオセンサー法で測定した。さらにバイオセンサー法で得られた全亜硫酸

の測定値を、改良ランキン法によって測定された全亜硫酸測定値を基準（100％）

とした相対値で示した。尚、GANa－SO2試料は100mg凡のS02を含むものを試料とし

た。

測定結果をTable6－日こ示した。改良ランキン法で得られた測定値に対するバイオ

センサー法による測定値の相対値は、GANa－SO2試料の場合、5分間の処理で80．7％，

15分間で94．1％であった。また、30分間でも同じ相対値であった。しかし、ワイン

を試料とした場合、30分間処理したにもかかわらず、相対値は80％以下と低いもの

であった。この結果から、Hamano試液を用いて処理した30分間以内の分解処理では

ワイン中の結合型亜硫酸を充分に分解することはできないことがわかった。
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Table6－1．The reIativevaIuesoftotarsul†itefromstandard boundsuLfite

andwinesamptestreatedwiththeHamano，salkalinesolutionbybiosensor

method．

Sampfe Treatmenttime DetectedS02　　RelativevafueC

（min）　　　　　（mg／L）　　　　　（％）

GANa－S02a

VVhitewineb

Redwineb

5
1
5
3
0

5
　
5
　
0

1

　

3

a：Glutaraldehydesodiumbisutfite．

AppliedsuEfiteconcentrationwaslOOmg／L．

b：TotalsulfiteconcentrationestimatedbythemodifiedRankinemethod：

Whitewine，71．3mg／L；redwine，139mg／L．

C：TherelativevalueoftotalsuIfitebythemicrobialsensorrepresented

thevalueoftotalsuJfitebythemodifiedRankinemethodas100％・
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バイオセンサー法でワイン試料中の全亜硫酸を測定するためには、前処理として

短時間で充分な結合型亜硫酸の分解が必要である。そこでHamano試液の代りにアル

カリ溶液串aoHおよび宜OH溶液）を用いた分解法を検討した。Table6－2に白ワインに

おけるバイオセンサー法による全亜硫酸量の相対値を示した。室温で5分間処理を

行った。EOH溶液の使用はNaOH溶液よりもバイオセンサー法の相対値が高かった。ア

ルカリ溶液の濃度は1Nよりも4Nのほうがすぐれ、バイオセンサー法の相対値は

95．5％となった。ロツセル塩の添加はNaOHには有効であったが、ROHには効果が認め

られなかった。

赤ワインを4N XOHで5分間室温で処理を行うと、Table6－3に示したように白ワ

インと同様にほぼ100％のバイオセンサー法による相対値が得られることがわかっ

た。

以上から、ワインを試料としてアルカリ分解法で結合型亜硫酸を処理するには、4

N EOHを用いることがよい方法であった。

しかし、アルカリ分解法は強アルカリ条件下で行われるため、分解後の試料をバ

イオセンサー法に適用するためにはアルカリ処理液を酸性化する必要があり、測定

操作が煩雑になる。よってバイオセンサー法のための前処理方法としては必ずしも

適切とはいえない。公定法の改良ランキン法は酸性下の加熱条件下で行われている

ことから、更に良好な処理方法を兄いだすために酸加熱による遊離化条件を検討す

ることとした。

2）醸加熱分解法

分解処理のための酸としてリン酸と硫酸を選択し、その濃度と処理時間等を検討

した。試料には市販のオレンジジュースにS02として30mg凡になるように亜硫酸を

添加して結合型亜硫酸を形成させたものを用いた。回収率は添加量を基準（100％）と

して計算した。結合型亜硫酸の試料に0．5Nおよび1．O Nとなるようにリン酸または

硫酸を加え、85℃で5～15分間加熟した。その後、冷却しバイオセンサーで分析し

た。Fig．6－2に示すように、0．5N，1．ONのいずれの濃度の場合も硫酸の方が高い回

収率が得られ、0．5N硫酸の場合に最も高い回収率になった。
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TabJe6－2・Effec▼tofcompositionofa．kaHnesolutionontherelative

VafuesoHotaEsulfitefromwhitewinebybiosensormethod．

AlkaHne soIution DetectedS02　　RelativevaIuea

（mg／L）　　　　　（％）

Hamano’s alkaHne

l N NaOH

I N KOH

4N NaOH

4N KOH

70．7

96．0

101．8

96．0

109、8

4N NaOH＋RocheHesalt　　　104．5

4N KOH＋RocheHesaJt　　　　　93．7

TotaIsulfitecontentinwhitewineestimatedbythemodifiedRankine

methodwas115mg／L．

a‥Therelativevafueoftotatsu附tebythemicrobialsensorrepresented

thevalueoftotaIsulfitebythemodifiedRankinemethodas100％．
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Table6－3．DeterminationoftotalsuIfiteinwinetreatedwithalkalineof

4N KOH bybiosensorandmodifiedRankinemethods．

Sample DetectedS02（mg／L）　ReIativevafueb

Rankinea Biosensor　　（％）

VVhitewine

Red wine

109．8 95．5

69．3　　　　　　100．4

a：ThesampIewasanaEyzedbythemodifiedRankinemethodwithout

alkaline（KOH）treatment．

b‥TherelativevaIueo†totaLsuLfitebythemicrobialsensorrepresented

thevalueoHotalsulfitebythemodifiedRankinemethodas100％・
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そこで、0．5N硫酸による加熱処理において、更に加熱温度と加熱時間について

検討した。亜硫酸30mg几を添加したオレンジジュースを用い各温度で10分間の処理

を行い、処理温度の影響を調べた。Fig．6－3に示すように、80℃から90℃の範囲で最

も高い回収率が得られた。この結果から、加熱温度は85℃に決定した。また、加熱

時間は、Fig．6－4に示すように10分間の処理で最大の回収率（94％）となることがわ

かった。

以上の結果から、0．5Nの硫酸濃度で85℃，10分間の酸性条件下で加熱処理する方

法が最適条件であることがわかった。

また、GANa－SO2標準物質における回収率もこの条件下で、99～100％と高い回収率

が得られた。

6－3－2　各種食品中の全亜硫酸の測定

1）ワイン中の全亜硫酸の測定

赤ワイン、白ワイン、ロゼワイン及び貴腐ワイン中の全亜硫酸を測定した結果を

Table6－4に示した。バイオセンサー法による全亜硫酸測定値を、改良ランキン法に

より得られた全亜硫酸測定値を基準（100％）とした相対値で示すと、改良ランキン

法の測定値に比べて、84～101％の相対値でワイン中の全亜硫酸が測定できた。貴腐

ワインについても良好な測定結果を得ることができた。バイオセンサー法では、改

良ランキン法に比べて相対値がやや低くなったが、ワイン中の全亜硫酸を充分に測

定できることがわかった。

2）各種食品中の全亜硫酸の測定

ワインビネガー、オレンジジュース、冷凍えび、干びょう等の試料について全亜

硫酸を測定した。結果をTable6－5に示した。各食品においてバイオセンサー法によ

る測定値と改良ランキン法の測定値がほぼ一致した。よって固形試料中の全亜硫酸

が測定可能であり、ワインビネガー中の酢酸による妨害もなかった。

以上からバイオセンサー法によって、改良ランキン法と同様に食品中の全亜硫酸

を測定できることがわかった。
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TabIe6－4・Determinationoftota暮suLfiteinwinebybiosensorand

modified Rankine methods．

Samptewine DetectedS02（mg／L）　RelativevaIuea

Biosensor Rankine　　（％）

VVhite（aged）

White（young）

Red（aged）

Red（young）

Rose

Noble rot

173

101

163

58

157

317

194　　　　　　89

117　　　　　　86

173　　　　　　94

69　　　　　　84

158　　　　　　99

312　　　　　101

a二TherelativevaIueoftotalsurfitebythemicrobialsensor

representedthevalueoftotalsulfitebythemodifiedRankine

method as100％．
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Table6－5．Determinationoftotalsulfiteinvarious†○○dby

biosensor and modified Rankine methods．

Sample DeterminedS02（pg／g）

Biosensor Modified Rankine

VVinevinegar

Orangejuice

Mizuame

Soybeanprotein

Frozenshrimp

29

27

28

14

800

DriedgourdshavIngS　　　95

（kanpyou）

27

25

25

13

808

92
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6－4　第6章の要約

（1）バイオセンサーを用いた全亜硫酸の分析のために結合型亜硫酸の遊離化条件

を検討した。アルカリで分解する方法は、4N水酸化カリウムアルカリ性条件下で

室温、5分間試料を処理することにより違離化ができた。しかし、遊離化後、前処理

液を酸性化する操作が必要となり煩雑であった。醸加熱で分解する方法は、0．5N

硫酸酸性条件下で85℃、10分間試料を処理することにより遊離化ができた。他の操

作は必要なくこの処理法を選択した。

（2）各食品中の全亜硫酸量をバイオセンサー法で測定したところ、テーブルワイ

ン、貴腐ワインなどの液状試料のみならず固形試料も測定可能であることがわかっ

た。
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第7章　ガラスpH電極型亜硫酸測定用バイオセンサーの開発

7－1　序

第5章及び第6章において酸素電極をトランスデューサに用いたバイオセンサー

をこよって食品中の亜硫酸を測定できることがわかった。この方法は従来のランキン

法と比較し、きわめて有効な実用的方法であることが示された。この測定法の基本

原理は亜硫酸から硫酸を生成する反応である。このことから、亜硫酸は弱酸、硫酸

は強酸であることを考慮すると、反応系にpHの変化が生ずる可能性が予測される。

もし、pH電極をトランスデューサに使用することができるならば、酸素電極とは異

なる特性を持つ亜硫酸センサーを構築できる可能性が期待できる。すなわち、pH感

受性ガラス電極（温度補償付き）は温度や酸素濃度に影響されない特徴を持ってい

る。また、pH電極は汎用的でありかつ安価である。更に将来、水素イオン感受性半

導体を用いることにより、電極の微小化も期待できる。

本章では水素イオン濃度の変化を測定することを原理とした、遊離型亜硫酸測定

用バイオセンサーを開発した結果について述べる。

7－2　測定原理

1）測定原理

nhlooxldansJCM7814は亜硫酸（SO32，）を硫酸に（SO42J）にFig．7－1に示す代謝経

路に．よって酸化する64）。亜硫酸デヒドロゲナーゼによる酵素反応においてH20から生

じた水素イオン（2H＋）は、酸素が存在するとシトクロムCオキシダーゼによって水

（H20）に酸化され、水素イオンはなくなる。よって、この発生した2H＋はpH変化に

寄与しない。しかし、実際には好気条件においてもpH変化は生ずる。この原因は亜

硫酸（SO32‾）から硫酸（SO42－）が生成すると、硫酸イオンの解離定数伍2＝2×10－3

M）65）が亜硫酸イオンの解離定数伍2＝5×10－6M）66）よりもかなり大きいために、その

違いによって水素イオンが発生することとなり、pH変化が生ずると考えられる。

従って、この反応におけるpH変化は酸素吸収の反応には関係がなく、亜硫酸が硫酸
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H20

Cytochromecoxidase

Fig・7－1・MechanismforoxidationofsuffitebyTthiooxidbnsJCM7814．
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に酸化される反応が重要であるので、亜硫酸濃度と微生物の亜硫酸デヒドロゲナー

ゼ活性に依存することとなる。

この水素イオン濃度の変化をトランスデューサによって電気信号に変換すると、

r拍ioo幻da月SJCM7814を分子認識素子としたバイオセンサーを構築することができ

る。本章においてはトランスデューサとしてガラスpH電極を用い、水素イオン濃度

の変化を電位差またはpH減少値として測定することにより、亜硫酸濃度を測定した

結果について述べる。

2）理論的なpH変化

亜硫酸の解離式と亜硫酸の酸化式から反応液中のpH変化を推算できる。ただし、

亜硫酸の酸化により生じた硫酸は完全解離するものと仮定する。

亜硫酸は次式のように解離し、あるpHにおいて平衡状態となる。

El E2

H2SO3≠二三H＋＋HSO3－　‡＝±H＋＋H＋＋SO32－

ここでⅩ1＝1．7×10－2M66），Ⅹ2＝5×10－GM（20℃）66）である。SO32■の解離はⅩ2に依存する

ので、解離平衡から次式が成り立つ。

［H＋日SO32‾］

［HSO3‾］

ただし、［］内はそれぞれの成分の濃度（M）を表す。

今、溶液のpHを6．0（［H＋］＝1×10－6（M））としたときのSO32‾の濃度を求める。

［SO32‾］　　5×10－6

＝5　となるので、

［HSO3●］　　10‾6

H2S03が1×10－3（M）の濃度で反応系に加えられているとすると、そのときの［SO32‾］

は［SO32丁＝10－3×（5／6）＝　8．3×10－4（M）となる。SO32●がr血00ズほa月Sによって

SO42月こ酸化されると等モルの8．3×10－4（M）の硫酸が生成する。硫酸の解離における

電離度はほぼ1に近く、完全解離すると考えられるので、水素イオン濃度も［刑　＝

8．3×10‾4（M）生成する。

反応後の新たな水素イオン濃度を［H＋γ　とすると、
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［H＋］’＝（もとの［H†］）Ⅰ（生成［H＋］）＝　（1×10－6）Ⅰ（8．3×10－4）＝　8．31×10－4

となり、新しいpHは　pH＝－log［H＋］，＝3．1となり、pH変化は6．0－3．1＝2．9と

なる。

実際の測定においては、緩衝液による媛衝作用が存在するため、pH変化は理論値

よりも小さいと考えられる。

7－3　実験材料及び方法

7－3－1使用菌株と培養

第5章の5－3－1および5－3－2と同様の使用菌株及び培養方法で行った。すなわち

γ拍00ズJdaJ】SJCM7814をチオ硫酸をエネルギー源とした無機塩培地で、ミニジャー

ファーメンターを用いて通気撹拝培養を30℃において48時間行った。

7－3－2微生物懸濁液の調製法

培養液を10，000Xg，15分間，4℃で遠心分離して集菌した。菌体を冷蒸留水で2

回洗浄した。洗浄菌体を0．1Mクエン酸Na－NaOH緩衝液bH6．0）に懸濁し、4℃に使

用するまで保存した。

7－3－3微生物膜の作製方法

菌体懸濁液（16．5mg－Cell／mL）15FLLを、ドーナツ状の両面テープ（3MComercial

Office Supply Division，USA）を貼り付けた直径12mmの親水性のアセテルセルロー

ス膜（type HAWPO2500，0．45FLm，Millipore Ltd．，USA）に滴下し、吸引ぴん上で

吸引して菌体を吸着させた。別のもう一枚のアセチルセルロース膜を貼り合わせ

て、菌体をサンドイッチ化した微生物膜を作製した。微生物膜は5mMクエン酸Na－

NaOH buffer（pH5．0）に浸し、4℃に保存した。

7－3－4pH電極型バイオセンサー装置の組み立て

139



微生物膜を平型ガラス電極（type39533，BeckmanInstrumentsInc．，USA）の先

端にとりつけナイロンネットでおおい、さらに0－リングでネットを固定した卸g．7－

2）。これを微生物電極とした。微生物電極をpHメーター（type pHI34，Becknan

InstrumentsInc．，USA）に接続し、史に記録計に連結した。

Fig．7－2にワイン中の遊離型亜硫酸を定量するための装置の概略を示した。緩衝液

を入れるため内部容器（18Ⅹ50mm，プラスチック製円筒）および試料溶液を入れる

ための外部容器（50mL容ガラス製ビーカー）から装置は構成されている。内部容器の

底部には多孔性ガス透過性テフロン膜（0．45fLn，Millipore Ltd．，USA）をとりつ

けた。

試料溶液をpH2に調整すると、ガス状の亜硫酸の存在比率が高くなり、試料中の

遊離型亜硫酸がガス状S02となる。このガス状の亜硫酸（SO2）は反応装置の内部容器

底に取り付けたガス透過性膜を通過できる。内部容器中の低濃度の濃衝液bH6．0）

に吸収され、試料中の遊離型亜硫酸のみが選択される。緩衝液中（pH6．0）に吸収

されたS02はpH6．0における亜硫酸の存在比率は亜硫酸イオンの比率が高いので、

亜硫酸イオン（SO32‾）に変化する。この亜硫酸イオンは微生物膜内に存在する蘭体中

の亜硫酸デヒドロゲナーゼによって硫酸イオン（SO42〕に酸化される。亜硫酸酸化に

よって生じた溶液中の水素イオン濃度変化bH）をガラス電極で測定する。

7－3－5亜硫酸の測定方法

2．5mMリン較ナトリウム緩衝液bH6．0）を内部容器に5mL入れた。微生物電極

（測定電極と略称する）の先端を、内部容器の底に貼りつけてあるガス透過性膜から5

m上部の位置にセットした。内部容器の中に小さな撹拝子を入れpHの値が安定する

まで緩衝液をゆるやかに撹拝した。

ワインの試料10mLを1N硫酸でpHを2．0に調整してから、すぐに5mM硫酸bH

2．0）を用いて20mLにfillupした。調製したワイン（20mL）を試料溶液として外部容

器に入れ、マグネチックスターラーでゆっくりと撹拝した。試料溶液に内部容器ご

と測定電極を浸すことによって測定を開始した。内部容器の底部の位置は試料溶液
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Fig．7－2．SchematicdiagramoHhebiosensorsystemusing

aglasselectrodeforfreesuhrdioxidedetermination・

Theトengthunitinthisfigureism‖imeters．
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水面から2mmの深さに保った。pHの変化bHの低下）を室温で20分間記録計に記録し

た。同時に、Blank値として熱失活（60℃に60分間加熱した）させた菌体を固定化した

微生物電極（比較電極）におけるpH変化を測定した。そして、測定電極における測

定値から比較電極の測定値を差し引いた。

ワイン中の遊離型亜硫酸膿度は、標準亜硫酸溶液から作成した検量線から算出し

た。

7－3－6試料

亜硫酸を含んだ白ワインおよび赤ワインとして市販のワインを使用した。標準亜

硫酸は亜硫酸ナトリウムを用いた。

7－3－7公定分析法による亜硫酸分析

遊離型亜硫酸測定値の対照として、公定分析法の改良ランキン法を用いて測定し

た60）。

7－4　実験結果および考察

7－4－1rわfo如CH／us的fooズf舶〃SJCM7814の亜硫酸酸化に及ぼす酸素の影響

rf鋸00ズfd∂乃Sの亜硫酸デヒドロゲナーゼによる亜硫酸から硫酸への反応過程にお

いて、酸素の有無がpH変化に影響しないことを明らかにするための実験を行った。

好気条件下および嫌気条件下において菌体による亜硫酸酸化から生ずるpH変化を、

固定化していない菌体を含む混合物中で測定した。反応混合物中には0．5mMクエン

酸Na－NaOH bufferbH6．0）4．O mL，亜硫酸ナトリウム20FLmOl，EDTANa2・ZH2010

〃mOl，菌体6．0mgを含ませ、液量を6．0血にした。反応混合物として、嫌気条件

にするために窒素ガスを通気したものと、窒素ガス置換しないもの（好気条件）を

用いた。反応混合物を30℃で1時間振とうした。1時間後、pHメーターでpHの変化

を測定した。

Table7－1に結果を示した。嫌気条件（窒素雰囲気下）で変化したpHの倍は1．04
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Table7－1・PHChangeinthereactionmixtureunderanatmosphere

Ofnitrogenorair．

Atmosphere FinaJpH pHdifference

Air

Nit「ogen

4．26

4．33

Measurementswerecarriedoutat30℃forl h．ThesuLfite concentration

WaS3・3mM，andinitiaIpHwas5．37．
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であった。一・万、好気条件下においては1．11のpHの変化であり、両条件下で同じpH

変化を示した。この結果から、嫌気条件下での1時間以内の反応で測定に充分なpH

変化がみられ、亜硫酸酸化による硫酸イオンの生成に伴う水素イオンの発生（pH低

下）は、酸素に依存していないことが明らかとなった。

以上から、酸素濃度管理が不要なガラス電極をトランスデューサとした、亜硫酸

測定用微生物センサーを構築できることがわかった。更に酸素の有無は測定に影響

しないことが明らかとなったので、以後、操作が簡便な好気条件下（窒素通気を行

わない条件）でバイオセンサーによる測定を行うこととした。

7－4－2バイオセンサーシステムに影響する測定因子の検討

1）内部緩衝液の最適イヒ

Fig．7－2に示したバイオセンサーシステムには2つの容器が装着されている。外部

容器は試料を入れるもので、内部容器は緩衝液を入れておくものである。試料から

発生した亜硫酸ガスは緩衝液中に吸収され亜硫酸イオンに変化する。内部容器にお

いてγと封00裏da朋によって亜硫酸が硫酸に酸化されて媛衝液のpHが変化する。よっ

て、定量的および充分なpH変化を得るために緩衝液の最適化を行った。

最初にセンサーの応答に及ぼす緩衝液の種類について検討した。2．5mMの濃度で

pH　5．0の緩衝液として、クエン酸Na－NaOH，リン酸ナトリウム，リン酸がリウム，

酢酸ナトリウムbufferを使用した。その結果、リン酸ナトリウムとリン酸カリウム

の緩衝液が他の緩衝液よりも大きな応答を示した。更にこれら2つのリン酸緩衝液

について、1回目の測定終了後、電極の指示値が元のpHの状態（測定開始時のpH）

に戻るまでの時間を調べた。その結果、リン酸ナトリウムbufferを用いた場合、元

のpH値に戻るまでの時間は30分間であったが、リン酸が）ウムbufferを用いた場合

は2時間を要することがわかった。これらの結果から、媛衝液としてリン酸ナトリ

ウム緩衝液を選択した。

次にバイオセンサーの応答に及ぼす緩衝液の濃度の影響を検討した。pR6．0のリ

ン酸ナトリウムbufferの濃度を1mM，2．5mM，10mMとして検討したところ、1mMの
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濃度で最も大きい出力があった。しかし1mMでは出力の値が不安定であった。2．5

mMを用いたときは安定した応答が得られかつ、充分な大きい応答値が見られたの

で、濃度は2．5mMに決定した。

さらに、緩衝液の初発pHの影響についても検討した。pH5．5から6．5の範囲で応答

を測定した。Fig．7－3に示すように、初発pHが6．0の時最も大きな応答が得られた。

以上の結果から、援衝液として、2．5mMリン較ナトリウム媛衝液bH6．0）を選択

した。

2）ガラス電極型センサーの特性

バイオセンサーの応答に及ぼす測定温度の影響について検討した。Fig．7－4に示

すように、温度15～35℃の範囲では応答に影響がみられなかった。

本実験は亜硫酸デヒドロゲナーゼにより亜硫酸から硫酸が生成するときのpH変化

を測定したものである。本菌の亜硫酸デヒドロゲナーゼ活性は第4章Fig．4刊こ示す

膜画分の亜硫酸デヒドロゲナーゼ活性に及ぼす温度（15～35℃）の影響において、

最大活性（100％）に対して最小活性の15℃では約60％の活性となり、温度の反応速

度に及ぼす影響は（100／60）＝1．7倍の差になる。

これを20分間で反応したときに発生する水素イオン濃度量で考えてみる。例え

ば、最大活性（100％）のとき［H＋］100＝1×10－4Mの水素イオンが発生したとする

と、60％の活性では［H†］60＝0．6×10－4Mとなる。今、水素イオン発生前のpHが6．0

であるとすると、それぞれの活性における新たな水素イオン濃度（［H＋］，）は、

［H＋］100’＝（もとの［H＋］）＋（生成［H＋］）＝（1×10－6）＋（1×10－4）＝1．01×10－4M、

［H＋］60’＝（1×10－6）＋（0．6×10－4）＝0．61×10－4Mとなる。それぞれの新しいpH

は、pHlOOニーlog［H＋］l（氾’＝4．0、pH60ニーlog［H＋］6。’＝4．2　となる。故にpH変化

はそれぞれ、△pHlOO＝6．0－4．0＝2．0、△pH60＝6．0－4．2＝1．8となるので、両者

を比べると、（△pHlO。／△pH60）＝1．1倍の差となり、温度の影響は小さくなる。こ

のため、Fig．7－4に示すように15～35℃の温度範囲ではpH変化にあまり差がなかっ

たと考えられる。

本実験の結果から、pH電極を用いた亜硫酸の測定では厳密な温度コントロールを

145



6．0

両面a座H

Fig・7－3．EffectofinitiatpHoftheworkingbufferonthe

biosensorresponseto50mg／LofsuIfurdioxide・

146



Fig・7－4・Effectoftemperatureonthebiosensorresponse

to50mg／LofsuIfurdioxide．
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必要としないことがわかり、測定を室温で行うことが可能であった。一般にトラン

スデューサとして酸素電極を使用する場合、温度が酸素電極の出力に強く影響する

ので厳密な温度管理が要求される。一方、トランスデューサとして温度補償機能付

きのガラス複合電極を用いた場合は、このような厳密な温度管理は不要である。こ

のことはガラス電極をトランスデューサとしたときの利点であった。

次に、バイオセンサーの応答に影響する揮発性成分について検討した。ワイン中

の主な揮発性成分として酢酸、アセトアルデヒド、エタノールを選択した。各成分

を含む溶液をpH2．0に調製して、比較電極を用いたセンサーシステムで揮発性成分

による非生物的なpH変化を測定した。20分間の測定によって得られたpHの変化の値

は、酢酸（500mg几）で0．102，アセトアルデヒド（50mg几）で0．057，エタノール

（13．0％（Ⅴ／v））で0．007となった。これらの結果から、酢酸によって比較的大きな

応答があることがわかった。よってワイン中の揮発性成分によって生ずる非生物的

pH変化の値を、測定電極（生物的pH変化）のpH変化の値から差し引くことが必要で

あることが示された。

3）微生物膜の保存安定性

5mMクエン酸Na－NaOHbufferbH5．0）に微生物膜を浸し、4℃に保存した。経時

的に微生物膜をとりだし、バイオセンサーシステムで微生物の活性（pH変化）を測

定した。亜硫酸濃度50mg凡に対する応答を、初発pH5．0，30℃で20分間測定した。

20分後のpH変化の値を活性として表した。測定操作の後、再び同bufferに4℃で保有

した。

Fig．7－5に示すように、くり返して活性を測定したにもかかわらず、上記保存条件

で30日間一定した活性がみられた。よって長期間微生物膜は安定であることがわ

かった。

7－4－3ワイン中の遊離型亜硫酸の定量

1）検量線

最適測定条件下において、標準亜硫酸溶液の測定から検量線を作成した。Fig．7－6
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に示すように50mg／Lまでの亜硫酸（SO2）濃度とpH変化との間に直線関係が認められ

た。最小検出濃度はS02として5．0mg凡であった。pH電極を用いた測定のために、亜

硫酸濃度の対数値に対してpH変化の値が比例すると考えられたが、実験結果はほぼ

普通軸で直線関係になった。これは亜硫酸濃度が低濃度で狭い範囲（0～0．78mM）

であったために、近似的に直線関係を示したものと考えられる。Galindoら67）も基質

濃度とpH変化が普通軸で直線的になることを、平型pH電極をトランスデューサに用

いたペニシリン測定用微生物センサーにおいて報告している。

2）ワイン中の遊離型亜硫酸の測定

市販の赤ワインおよび白ワイン中の遊稚型亜硫酸濃度をバイオセンサー法で測定

した。各々のワインについて8回測定を行い、平均値および変動係数を改良ランキ

ン法の結果と比較した。Table7－2に示したように、バイオセンサー法による測定値

は赤ワインおよび白ワインの両試料とも改良ランキン法による測定値と殆ど一致し

た。

バイオセンサー法によって分析した測定値の変動係数は、赤ワインにおいて7．41

％，白ワインにおいて5．00％の値となった。これらの値は改良ランキン法によって分

析した測定値の変動係数（赤ワイン9．81％、白ワイン5．07％）よりも小さく、本

センサー法において良好な結果が得られた。

バイオセンサーによる測定は、色素、緩衝物質、温度、酸素によって影響されな

い。従って、ガラス電極を用いたバイオセンサー測定法はワインの公定分析法であ

る改良ランキン法と同程度で使用できる亜硫酸測定法として有用である。このpH電

極を用いたバイオセンサーシステムはランキン法及び酸素電極法に比較し、多くの

優れた点を有するが、実用化するためには、測定時間の短縮など、さらに研究を行

う必要がある。

7－5　第7章の要約

（1）亜硫酸酸化反応により発生する水素イオン濃度の変化を、ガラス電極をトラ

ンスデューサとして測定することにより、ワイン中の遊離型亜硫酸が測定できるバ
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TabFe7－2・ComparisonbetweenthebiosensorandmodifiedRankinemethodsdurlng

eightsuccessiveanaIysesoffreesu情teinwinesamp．es・

MeanS02found

（mg／L日∩＝8）

SampIe

Coe用cientofvariation

（％Hn＝8）

Biosensor Modified Rankine Biosensor Modified Rankine

Red wine 7．33　　　　　8．42

Whitewine　　　18．01　　　17．30

7．41　　　　　9．81

5．00　　　　　　5．07
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イオセンサーを開発した。ガス透過性膜で遊離型亜硫酸を選択分離し、内部緩衝液

中での菌体による亜硫酸酸化によって生ずるpH変化を測定した。

（2）亜硫酸測定条件の検討を行った。内部緩衝液に2．5mMリン酸ナトリウム媛衝

液（pH6．0）を使用することにより安定した大きな応答が得られた。温度による応

答への影響はなく、微生物膜の亜硫酸酸化活性は4℃で30日間安定であった。

（3）ワイン中の遊離型亜硫酸を測定したところ、50mg凡の範囲まで測定可能で

あった。バイオセンサーによる測定値は公定法の改良ランキン法の測定値とほぼ一

致した。
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第8章　総括

自然界における硫黄の循環には硫黄酸化細菌miobaCiHus血00ズJda郡が重要な

役割を演じている。この細菌は強酸性下に生育できることなどから特殊な機能を有

することが考えられるが、その培養の困難性の故に、酵素レベルでの研究は殆ど行

われてこなかった。本論文は、まず、γと最00ズida月SJCM7814の高密度大量培養法の

開発ならびに本菌の硫黄化合物代謝の鍵となる亜硫酸酸化経路の解明とそのキーエ

ンザイムの精製について述べたものである。更にこれらの研究成果をもとに本菌の

亜硫酸酸化機能を応用して実用的な亜硫酸測定用微生物センサーの開発に成功した

結果について述べたものである。

本菌は独立栄養細菌であるため、従属栄養菌と比較し、増殖速度がきわめて小さ

く、菌体収量も少ない。従来の研究例にみられるように硫黄をエわレギー源とした

培養では、研究の遂行に十分な菌体を収穫することさえ困難であった。このため、

rtムJooxJda朋に関するこれまでの研究はきわめて限られた範囲にとどまっており、

代謝機構の解明や酵素化学的研究は殆ど行われていない。

本研究ではまず第2章において、本菌の高密度大量培養に成功した結果について

述べた。次に第3章及び第4章において、亜硫酸酸化経路の解明ならびに亜硫酸脱

水素酵素の精製とその性質について明らかにした結果を述べた。これらの知見よ

り、本菌株が亜硫酸を特異的に酸化し、かつ長期間活性が保持されることから、亜

硫酸測定用微生物センサーの作製を構想し、その可能性について検討した結果を第

5章及び第7章で述べた。また、第6章においてはセンサーの実用性をさらに高め

る目的で、結合型亜硫酸の測定法について検討した結果を述べ、多くの食品中に品

質保持剤として含まれている亜硫酸の濃度測定に応用できることを明らかにした。

本研究により明らかにされた結果を各章毎に、以下に述べる。

第1章の緒論では本論文の位置づけと目的について述べた。

従来の研究においてはr仙00ズJda月Sの培養は固体硫黄をエネルギー基質として行
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われており、これにより得られた菌体収量は15日間の培養で280mg凡の少量にすぎ

なかった。そこで第2章では大量の菌体を短期間で得ることを目的として培養法の

検討を行った。すなわち、エネルギー基質として硫黄の代わりにチオ硫酸を用いて

培養する方法を検討した。本菌のチオ硫酸酸化活性の最適pHであるpH5に制御して

培養を行うと、50時間で210mg凡の菌体が得ることができた。しかし、培地中のチ

オ硫酸濃度を高くすると、増殖速度が低下する現象がみられ、基質阻害を生ずるこ

とが判明した。また、pH制御操作の結果、発酵槽内に蓄積する硫酸塩によって、増

殖阻害とチオ硫酸酸化活性の阻害を生ずることが認められた。そこで、培養途中

で、培地を新しい培地に交換する置換培養を行ったところ、309時間で891mg凡と菌

体収量をかなり増加させることができた。更にチオ硫酸濃度を制御した流加培養を

行ったところ、64時間で1，053mg凡の菌体収量となった。以上の検討結果を基礎と

し、阻害物の除去、基質濃度の制御、新鮮培地の供給、溶存酸素濃度の維持を図る

ことを目標として、ホローファイバー装置を用いた濾過培養を行った。その結果、

対数増殖期が96時間維持され、7，730mg凡という、γと封00ズi血刀Sとしてはきわめて

高密度な菌体濃度を達成することに成功した。更に、チオ硫酸をエネルギー基質と

した増殖における物質収支式を、菌体の元素組成をもとに作成した。収支式をもと

に炭酸ガス固定についても検討したところ、炭素源として空気中の炭酸ガス濃度

の．03％）では不充分であることがわかった。また炭酸ガス固定速度を見積ったとこ

ろ、Qco2＝5．9g－CO2／g－Cell・dayであることがわかった。

このようにして微生物菌体を大量に得ることに成功したので、本菌の生化学的性

質の検討が可能となった。まず、第3章において本菌の亜硫酸酸化経路について検

討した。従来、rf最00gJ血那の亜硫酸酸化経路は、亜硫酸デヒドロナーゼ（EC

l．8．2．1）によって亜硫酸から直接硫酸に酸化されるAMP－independent経路なのか、

亜硫酸とAMPからAPSレダクターゼによってAPSを生成し最終的に硫酸になるAMP－

dependent経路なのか不明であった。最初に本菌の亜硫酸酸化活性の菌体内分布を調

べるために菌体を破壊後、無細胞抽出液を分画して可溶性区分と不溶性粒子画分

（膜画分）に分け活性を測定したところ、活性は殆ど膜画分に局在し、本菌の亜硫
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酸酸化に関与する酵素は膜結合型酵素であることがわかった。活性測定混合物にAMP

を添加してAMPによる活性化を検討したところ、AMPによる活性化は認められなかっ

た。また、さらに亜硫酸とAMPからのAPSの生成を調べたが、APSの生成は全く認めら

れなかった。これらの結果から、本菌は膜結合型亜硫酸デヒドロゲナーゼにより亜

硫酸から直接硫酸に酸化されるAMP－independent経路のみをもつことが明らかとなっ

た。更に本菌の亜硫酸酸化における電子の移動を膜画分における亜硫酸酸化反応の

酸化還元スペクトルによって検討した。その結果、亜硫酸酸化に伴うシトクロムC

およびシトクロム∂（シトクロムCオキシダーゼ）の還元が認められ、酵素によっ

て亜硫酸から電子がシトクロムに渡されることが明らかとなった。さらに亜硫酸を

基質とする酸素吸収は呼吸阻害剤によって阻害されることから、電子は最終的に酸

素に渡されることがわかった。

第4章では本経路のキーエンザイムである亜硫酸デヒドロゲナーゼの酵素化学的

性質を明らかにする目的で酵素の可溶化および精製を行った。最初に膜画分から酵

素の効率的可溶化を行うために界面活性剤の検討を行ったところ、n一ヘプチルーβ－

I）一チオグルコシドが本酵素を特異的に可溶化することがわかった。また、Triton X－

100を存在させることにより活性が保持されることが認められ、本酵素は疎水的な内

在性型酵素であることがわかった。可溶化酵素をTriton X－100を含むI）EAE－

SepharoseおよびHydroxylapatiteカラムクロマトグラフィーで調製したところ、

電気泳動的に均一な精製標品を得ることに成功した。本酵素は分子量が400kDaと

見積られ，74，70，62kDaの3つのサブユニットをもつ蛋白質であることがわかった。

精製酵素は膜結合状態の酵素（膜画分）と比較し、pHおよび温度安定性に劣ってい

た。膜画分の性質を基本に精製酵素の性質を検討したところ、精製酵素の至適温度

（20℃）は膜画分の至適温度（25℃）より低かった。一方、至適pHは膜画分、精製

酵素とも7．5であった。膜画分および精製酵素は亜硫酸のみに反応した。精製酵素は

フェリシアニドとシトクロムCを電子受容体としたが、酸素を電子受容体としない

ことから、本酵素は亜硫酸デヒドロゲナーゼであることが確認された。亜硫酸に対

するⅩ皿値は膜画分が4．88mM、精製酵素は1．95mMであった。本酵素はTriton X－100
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の添加により活性が増加し、SH阻害剤によって阻害された。

第3章及び第4章の結果から、本菌の亜硫酸酸化機構は、菌体内の細胞膜におい

て膜結合型亜硫酸デヒドロゲナーゼにより亜硫酸と水醸イオンから硫酸が生成し、

同時にシトクロムCが還元される反応であることが明らかとなった。発生した電子

はシトクロムCから更にシトクロムオキシダーゼに移り、分子状酸素に渡されて酸

素吸収が起こる。また、シトクロムCが再酸化され亜硫酸酸化反応が続くものと考

えられた。

以上の亜硫酸酸化反応の研究結果をもとに本菌の特異的な亜硫酸酸化機能を応用

して、食品中の遊離型亜硫酸を測定できる微生物センサーを開発した経緯を第5章

で述べた。まず、亜硫酸を測定するための生物素子として、本菌株のセンサーへの

使用可能性について検討した。亜硫酸ナトリウムを基質とし、酸素電極法によって

酸素吸収速度を測定することにより亜硫酸酸化活性を求めた。本菌の酸化活性はpH

5～6に最適pHをもち、PHl～7で安定であった。特にpH6のクエン酸緩衝液中では4

℃で45日間活性の低下が見られなかった。また、30℃においても30日間安定であっ

た。さらに菌体を固定化すると4℃において90日間活性の低下が見られなかった。

これらの結果をもとに、酸素電極型の遊離型亜硫酸測定用バイオセンサーを作製し

た。亜硫酸はpHにより形態の存在比率が異なる。pH2では不解離型が多く存在し、

pH6では約80％が亜硫酸イオン（SO32－）として存在する。pH2の試料においてガス化

した亜硫酸はガス透過性膜を透過し、内側のpH6の緩衝液に入り亜硫酸イオンに変

化する。そして、酸素電極先端にとりつけてある微生物膜によって酸化される。こ

のとき、亜硫酸の酸化に伴い酸素が消費される。従って、溶存酸素濃度の減少に対

応する酸素電極の電流減少値は、試料中に含まれる亜硫酸濃度に比例するために定

量が可能となる。この測定原理をもとに、r亡最00ズida月Sをアセチルセルロース膜に

固定化した微生物膜、ガス透過性膜および酸素電極を組み合わせて微生物電極を作

製した。この電極を恒温フローセルに装着し、コンピュータを接続したシステムを

構成し、自動測定を行った。本システムによる測定時間は試料注入を含めて10分で

あった。本センサーは微生物膜とガス透過性膜との組み合わせにより、遊離型亜硫
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酸のみを選択的に酸化し揮発性有機化合物を酸化しない、高い基質特異性をもって

いることがわかった。17mg凡までの範囲の亜硫酸濃度と電流減少値とが比例した。

実サンプルとしてワイン中の遊離型亜硫酸の測定を行ったところ、迅速かつ正確な

測定が可能で、公定分析法とされている改良ランキン法の測定値と一致することが

確認さ．れた。本センサーを使用した場合、試料の前処理は不要であり、赤ワインの

ように色素を含む試料であってもその影響はなかった。ワイン以外の食品中の遊離

型亜硫酸も十分に測定可能であった。30℃における連続運転を試みたところ、200

回の連続測定ができた。連続測定により出力が低下した場合には、硫酸の蓄積した

内部緩衝液を交換することにより、出力を回復させることが可能で、更に連続運転

を続けることができた。

このように第5章においては、r血00ズJda月Sを用いたバイオセンサーによって遊

離型亜硫酸を選択的に定量できることを明らかにした。第6章においてはこのセン

サーの応用範囲をさらに拡張するために、結合型ならびに全亜硫酸の測定を可能に

する試料の前処理法を検討した。結合型亜硫酸の遊離型亜硫酸への分解を2つの方

法で検討した。アルカリで加水分解する方法では、4N XOHを用い、室温で5分間

処理することにより完全に遊離化することができた。この処理液を酸性化した後、

センサーシステムに導入することにより、遊離型亜硫酸として全亜硫酸を測定する

ことが可能であった。酸で加水分解する方法を用いる場合は、0．5NのH2SO4酸性

条件下で85℃、10分間加熱処理すると完全に分解することができた。2つの処理

方法のうち、アルカリ法では遊離化後、試料を酸性化する操作が必要となり煩雑に

なるため、前処理法としては酸性下で加熱する方法を選択した。この方法を用いて

食品中の結合型及び全亜硫酸量をバイオセンサー法で測定した。その結果、テーブ

ルワイン、貴腐ワイン、オレンジジュース、冷凍えび、かんぴょうなどの試料にお

いて公定法の分析結果と一致することが明らかとなった。よって、本測定法および

装置は充分に実用的であることが証明された。

前章までの結果、酸素電極をトランスデューサとしたバイオセンサーにより、迅

速、正確な亜硫酸の測定が可能であることが示された。叫一方、r班iooズidanSによる
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亜硫酸酸化反応の考察結果から、酸素電極以外のトランスデューサ、すなわちpH感

受性ガラス電極を使用するセンサーの可能性が考えられた。pH感受性ガラス電極

（温度補償付き）は温度補償が可能であると共に、酸素濃度の影響もないなど、優

れた特徴がある。また価格が安価で最も一般的なセンサーであり、将来微小化も期

待できる。第7章では水素イオン濃度の変化を測定することを原理とする、pH電極

型バイオセンサーの開発を行った結果について述べた。亜硫酸が酸化されて硫酸が

生成すると、硫酸イオンは亜硫酸イオンよりもはるかに大きい解離定数をもつた

め、水素イオンが生じpH低下が生ずる。pH変化は試料中の亜硫酸濃度に比例する。

予備的な検討から、木蘭の亜硫酸酸化によって生ずるpH低下は酸素量によって影響

されないことがわかり、測定時における酸素濃度管理は不要であった。以上の原理

にもとずいてpH電極型バイオセンサーを作製した。微生物膜を平型ガラスpH電極に

装着し、微生物電極を作製した。試料槽内にpHを2に調製した試料をいれ、遊離型亜

硫酸ガスを発生させた。内部緩衝液槽の底にガス透過性膜を装着して試料槽中に浸

積し、更に内部媛衝液槽中に微生物電極を浸した。内部緩衝液中に亜硫酸ガスを導

き、菌体の亜硫酸酸化により発生するpH変化を測定した。測定条件を検討した結

果、内部緩衝液に2．5mMリン酸緩衝液（pH6，0）を用いると安定した大きなpH変化

を測定できることがわかった。15～35℃の範囲では、pH変化に及ぼす温度の影響は

なかった。微生物膜は4℃、pH5の保存で1ケ月間安定な出力を示した。このシス

テムを用いてワイン中の遊離型亜硫酸を測定したところ、50mg凡の亜硫酸濃度範囲

まで測定可能であった。測定値は改良ランキン法の測定値とほぼ一致した。本セン

サーは程衝物質（有機酸など）、色素、温度、酸素濃度に影響されなかった。

以上のように、本研究では独立栄養性硫黄酸化細菌r仙00ズfda郡の新規培養方法

を確立した後、本菌の亜硫酸酸化経路ならびに膜結合型亜硫酸脱水素酵素の性質を

初めて明らかにした。更に亜硫酸酸化機能を応用して高感度かつ安定な微生物セン

サーの開発にも成功した。本研究により、rHH00ズ昆∂朋を容易に培養できる方法が

提示され、今まで不明であった硫黄酸化細菌の亜硫酸酸化経路の解明に貢献するこ

とができた。更に本細菌の特異な機能を応用して、安定かつ長寿命の亜硫酸測定用
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微生物センサーを開発することができた。これにより、食品産業の品質管理におい

て省力化ならびに簡便化に寄与できたと考えられる。
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