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合成培地での納豆菌によるピラジン化合物

生成に対するアミノ酸(添加)の影響
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Bacillusnauowascultured in theche-

micallydeBnedliquidmedium whichcontain

variousaminoacidsasnitrogensource,and
effectsofaminoacidsontheformationof

pyrazineswereexamined.Theaminoacids

whicharerelatedtoglutamicacidonme-

tabolism,L-glutamicacid, L-aSparticacid,

L-arglnineandL-prOline, promotedthebest

growth.Yieldsofpyrazinesproduced in

theculturebrothwerenotalwaysparallelto

cellgrowth.In the case ofL-Serine,L-

aspartic acid,レalanine and ammonium

citrate,wholepyrazineswereyieldedabout

long/landabove,andmostlyconsistedof

tetramethylpyrazine.Pyrazineswhichhave

acharacteristicsidechaincorrespondingto
theaminoacidpresentinthemedium were

notdetected. (Receiveddun.21,1989)

納豆の重要な香気成分はピラジン化合物であり,これ

らは納豆菌が関与 して生成している可能性が高いことを

すでに報告 した1)2).そこで前報3)では大豆煮熟液に各

種アミノ酸を添加 して納豆菌の液体培養を試み,ピラジ

ン化合物の生成量を定量 したところ,L-スレオニンや

L-セ リン添加の場合, ピラジン化合物の生成量が多い

ことが判明した.しかし,この時納豆菌がピラジン化合

物生成のための前駆体を多量に生成するために,その後

のア ミノーカルボニル反応によってピラジン化合物が生

成するのか,最終段階まで酵素反応で効率よくピラジン

化合物が生成されるのかは不明である.そこで今回は納

豆菌が関与するピラジン化合物の生成機構をより明確に

するために培地組成をより明瞭な合成培地とし, ピラジ

ン化合物の抽出方法もLIKENS-NICKERSON型連続蒸留

抽出装置を用いる方法と,抽出の際全く加熱条件のはい

らない PorapakQ吸着剤を用いる方法を併用して比

較検討 した.

1. 実験方法

(1) 培養条件

培地組成は藤井4)が納豆菌の粘質物の生成に関する研

究に用いたものを改変 して調製 した.すなわち,KH2

po一l.36gとNa2HPO4･12H2032.2g,NaC10.5g

を 900mlの水道水に溶解 し,窒素源として Tablel

に示 した 14種のア ミノ酸と2種のアンモニウム塩及び

尿素を用い,窒素量 として 1%相当量になるように添

加 した溶液を Aとし,10本の 500m～の三角フラスコ

に 90mlづっ分注した.また,水道水 100mlにグルコ

ース 20g,MgSO4･7H200.5g,ビオチン1mgを溶

解 した溶液をBとし,10本の試験管に 10mlずつ分注

した.A,Bを別々に殺菌後,無菌的に Aに Bを混合

し培地 とした.培養はこの培地に納豆菌 (高橋 2号菌)

を少過剰植菌 し,40℃,通常4-5日間とした.ただし,

納豆菌の増殖が悪い時は10日間まで培養を試みた.菌

の生育のよかった培地では3回の繰り返 し培養を行い,

ピラジン化合物の生成量はそれらの平均値で比較 した.

(2) におい濃縮物の調製

各培養液 (納豆菌体を含む)11を LIKENS-NICKER-

soN型連続蒸留抽出装置に入れ,エーテルで4時間連

続的に抽出した.続いて前報3)と同様に処理 してにおい

濃縮物を得た.また各培養物 300mlを5000rpm で 10

分間,5℃で冷却遠心 し,菌体を除去 した.この上澄液

を試料 とし,精製 した PorapakQ吸着剤 (2.7g)を

充填 したカラム (内径 lcmX高さ 11cm)に1分間に

1mlの流速で流 し,におい成分を吸着させた5). ェ-

テル 100mlでにおい成分を溶出させ,エーテル溶出液

は前報3)と同様に処理 してにおい濃縮物とした.

(3) におい成分の分離,同定

ガスクロマ トグラフ (GLC)および GLCに直結 し
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Table1 CellGrowthofBacillusnatto■andflavorinthemedia
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Note -:nogrowth, 十1.poorgrowth. ≠:moderategrowth, 榊 :bettergrowth,
≠ :the/bestgrowth.
Am °it.:diammonium citrate, Am ac.:ammonium acetate.

た質量分析計 (GC-MS)を用いて分析 した.化合物の

同定は文献値のマススペク トルデータおよび標準物質と

の GLCの保持時間の一致によった.

① GLC:島津 GC｣どA型ガわ ｡マ トグラフ.檎

出器 :FID.カラム :化学結合型シリカキャピラリーカ

ラム PEG20M (¢0.25mmX50m).オープン温度 :

60℃-200℃ (3cc/min).キャリヤーガス :N2, カラ

ム内流速 1.6ml/min(スプ リット比 20:1).ピーク

面積ゐ計算は島津クロマ トパック C-R2A によった.

･② GC-MS:HITACHIG3000ガスクロマ トグラ

フ直結 HITACHIM-2000マススペク トロメーター.

イオン化電圧 :70eV.カラム :化学結合型シリカキャ

ピラリーカラム SupelcowaxlO(¢0.25mmX50m).

オープン温度 :40℃ (5minhold)-200℃ (3℃/mュn).

MSデータ処理 :HITACHIM-0201形システム.

'2. 結果及び考察

(1) 培地窒素源の変化と菌の増殖

培地の窒素源を変えた時の納豆菌の増殖状況はTable

lに示 した通 りであり,L-アラニ ン,L-バ リンiL-イ＼

ツロイシン,L-セ リン,L-アスパ ラギン酸,レ グルタ

ミン酸,L-アルギニン,レ プロリン,クエン酸二アン

モニウム添加培地では培養 1日で液面に菌膜がはり,増

殖 は良好であった.菌の増殖は レ グルタミン酸代謝に

密接な関係をもっアミノ酸の添加培養で良好であった.

次いで'L-スレオニンがよく,2-3日で菌膜が形成され

た.その他のア ミノ酸添加培地では10日以上培養 しな

いと生育 しないものや全 く増殖のみられないものもあっ

た.そこで レ アスパ ラギン酸, L-グルタミン酸, L-ア

ルギニ ン,L-プロリン,クエン酸二 アンモニウム塩を

添加した場合は4日間培養,レ アラニン, レバ リン,L-

イソロイシン,レセ リン,L-スレオニンは5-6日間培

養後, ピラジン化合物を抽出した.他のアミノ酸添加の●

場合は菌の増殖が悪いので, ピラジン化合物の生成はき

わめて少ないものと考えた.

(2)連続蒸留抽出法 と PorapakQ吸着剤による吸

着法によるピラジン化合物の生成量の比較

LIKENS-NICKERSON 型連続蒸留抽出装置による方法

と一PorapakQ吸着剤 による方法での ピラジン化合物

の生成量の比較を Table2に示 した.PorapakQ吸

着剤を用いた方法では抽出段階で二次的にピラジン化合

物が生成する可能性はないが,連続蒸留抽出法では培養

液を加熱するためその可能性が高い.そこで二つの抽出
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Table2 Pyrazineproductionin theculturebrotha)
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a):Asmg/Iofculturebroth, None:ChemicallyDe丘nedLiquidMedium addedi-Serine
withoutinoculation.

MP-Methylpyra･zine, DMP-Dimethylpyrazine, TrMP-Trimethylpyrazine, TeMP-Tetrame-
thylpyrazine, DEMP-Diethy1-2-methylpyrazine, I)EP-2,6-Diethylpyrazine, EDMP-2-Ethyll
3,61dimethylpyra2;ine, MPP-2-Methyl-5-propenylpyrazine.
Am °it.:Ammonium citratedibasic.

N:MethodofextractionbyLikens-Nickersonsapparatus.
P:MethodofabsorbtionbyPorapakQ.

方法を併用し比較 した.その結果,連続蒸留抽出法にお

いてピラジン化合物の定量値が特に高いという傾向は得

られなかった.レセ リン及び レ グルタミン酸添加では

PorapakQ吸着法での定量値が高 く,また空試験の結

果からも連続蒸留抽出法でピラジン化合物が二次的に生

成する可能性はあまり考慮する必要はないと判断 した.

二法で定量されたピラジン化合物の値は多くのアミノ酸

添加の場合には大差はなかったが,.最も多量にピラジン

化合物が検出された L-セリン添加では吸着法が蒸留法

の4倍以上になっておりこれについては再検討する必要

がある.

(3)培地組成の違いによるピラジン化合物生成量の比

較

添加されたアミノ酸の種類によるピラジン化合物の生

成量の比較を Table2に示 した.L-グルタミン酸, レ

アスパラギン酸の添加培地では,菌の増殖もよく,ピラ

ジン化合物の生成量 も多かった.レ プロリン, L-アル

ギニンでは菌の増殖はよかったが,ピラジン化合物の生

成量は極めて低かった.L-セ リン, レアラニンでは菌

の増殖はあまり良好ではなかったにもかかわらず,ピラ

ジン化合物の生成量は高かった.このように菌の増殖と

ピラジン化合物の生成量には相関がみられなかった.こ

れは菌の代謝経路上,菌体の増殖に関与 しやすいアミノ

酸とピラジン化合物の生成経路に関与 しやすいアミノ酸

とがあることを示 していると考え られる.特に, L-セ

リンを添加 した培地ではかなり大量のピラジン化合物が

生成されており,そのほとんどがテ トラメチルピラジン

であった.次に,多量に生成 したグループは レアラニ

ン,L-アスパラギン酸,L-グルタミン酸で,クエン酸

二テンモニウムもこのグループと同じレベルであった.
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クエン酸二アンモニウムが直接 ピラジン化合物になるの

か,アミノ酸に変換後,ピラジン化合物になるのかは不

明であるが,ピラジン化合物の生成経路に関与 しやすい

ことが判明 した.このグループでは L-セリンと同様,

ピラジン化合物の大半がテ トラメチルピラジンであった.

ピラジン化合物の全生成量が多ければテトラメチルピラ

ジンが多く生成されることが明かとなった.また,テト

ラメ~チルピラジン以外に,7種のピラジン化合物を同定

したが,添加 したアミノ酸の構造に関連 して,特徴的な

側鎖を持ったピラジン化合物は同定できなかった.この

ことは, アミノ酸から直接 ピラジン化合物が生成される

可能性は薄く,ある程度分解され,簡単な中間体となり,

これを経て生成されることを意味していると考えられる.

微生物によるピラジン化合物の生成機構解明の研究で,

DEMAIN ら6)はイソロイシン･バ リン代謝経路の-酵素

が欠損した CorynebacteriumglLLtamiczLTnの ミュー

タントを用いて,テ トラメチルピラジンを 5日間で 3

ど/l生産させた･この時,ピルビン酸からアセ ト乳酸を

経てアセ トインが生成され,2分子のアセ トインと2分

子のアンモニアからテトラメチルピラジンが生成されて

いると報告 している.レ アラニン,L-セリン,レ グル

タミン酸,レ アスパラギン酸は構造上,比較的容易に

ピルビン酸になり得,クエン酸 も TCA サイクルを構

成する有機酸である.よってこれらの添加培地で大量に

テ トラメチルピラジンが生成 された結果は,DEMAIN

ら6)の報告した経路を裏付けるものと考えられる.また,

アセ トインないし関連物質が存在する場合にはアミノー

カルボニル反応で化学的にピラジン化合物が生成するこ

とが知 られている.RIZZI7)はアセ トインとアンモニウ

ムアセテー トか らpH6.88,22℃,17.5時間という条

件でテトラメチルピラジンが相当量生成 したことを報告

している.以上より納豆菌はピラジン化合物生成のため

の前駆体を多量に生成 している可能性も高いと考えられ

る.しかし,納豆菌が関与 して最終段階まで酵素的にピ

ラジン化合物が生成する可能性は全 くないとは言い切れ

ず,先に述べた以外の生成経路も含めて更に検討する必

要があると考えられた.

3. 要 約

各種アミノ酸を添加 した合成培地で納豆菌を培養 し,

ピラジン化合物の生成量を比較検討 し,ピラジン化合物

生成に対する納豆菌の役割について考察した.

1(1)各種アミノ酸を添加 した合成培地での納豆菌の増

殖は代謝上 L-グルタミン酸と関連の深いアミノ酸 (L-

グルタミン酸,レアスパラギン酸 , レ アルギニン,L-

プロリン)で良好であった.

(2)培養液からのピラジン化合物の抽出方法として,

加熱条件の有無を考慮 して,LIKENS-NICKERSON型連

続蒸留抽出装置を用いる方法とPorapakQ吸着剤を

用いる方法を比較 したが,連続蒸留抽出法でピラジン化

合物が二次的に生成 している可能性は薄かった.

(3) 納豆菌の増殖の良否とピラジン化合物の生成量に

は相関はみられず,レセ リン,L-アスパラギン酸,レ

アラニン,クエン酸二アンモニウムで,long/l前後,

あるいはそれ以上のピラジン化合物を検出し,その大半

はテトラメチルピラジンであった. /

(4) 各種アミノ酸の特徴的な側鎖をもつピラジン化合

物は確認できなかったので,この化合物はアミノ酸から

直接生合成されず,より簡単な中間体をへて生成され右

可能性が高い.

(5) 納豆菌が関与するピラジン化合物生成はその前等区

体を多量に生成することによる可能性は高いが,最終段

階まで酵素的に進むことも考えられ,さらに検討が必要

である.
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