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植 物 病 原 細 菌 の 生 理 に 関 す る研 究

第 3報 Erwiniamilletiaeに よるD-ガ ラ クトン酸 ,

2-ケ ト D-ガ ラクトン願 お よび ペ ントン酸 の生成

内 Et) 綱 ･鈴 木 孝 雄

さきに SUzUf(IandUcHlD̂ (1965)は,Erwz'niaamylovora群細歯が D一グルコースより

多良の2-ケトクルコソ髄を生成苔耶することを,i/LJ.めて報告した,また Erwmiacarotouora

群細菌が,D-グルコースより21ケトグルコソ幣を/巨成せずに α-ケトグルタール酸を/t成す

ることを認め,研代謝系が Erwiniaamylovora群鮒髄の それとは妬 むしていることを指

摘した.また鈴木 ･内田(1965)はI剛Fl朝】由の増虚的,生理的地質における類似点および相

違点をも比較検討した.本場ではErwimaamylovora仰の1紬菊であるErwmlamilletlae
が D一カーラク トースよりD-ガラク ト,/恨 および2-ケ トD-ガラク トソ酸, L一アラビノ-ス

よりL-アラボソ酸,D-キシロースよりD-キシロン軌 をそれぞれ生成することを認めた

ので禍告する,Eru)mla威曲によるこれら有機酸CJ_)生齢 こついてはいせだ搬告がない.

本研究に際して,-;J､外税吸収スペクトルの測定をしていただいた元rfl批J｣人草腔学部の中村幸人氏に

深謝する,また本研究を進めるにあたって,こ租=Lt∵を計ってくださった木研究所の小沢梢二郎教授お

よび本研究にご協力くださった味即愛子氏に厚くJTB17L申し上ける

実 験 方 法

供試菌株 としては SuzuKlandUcHIDA(1965)が感の木のガ1/値より分離 したErwlma

milletiaeNo.1苗株を用いた.折の定見はベル トラン法によった.pH はヒト立-J)d場 Ml4

形 pH メーターを用いて測定 した.比旋光度は島津光問分光光度計廿,I,･jl.分光偏光測定装InEi'-
を用いて測定した.D-ガラク トースおよびD-キシロースは 半井化学雑品, D-アラビノー

ス および L-アラヒノ-スは Merck, D17ラボソ惚カルシウム および L17ラボン慨 カル

シウムは K&K,のそれぞれ特級武井 あるいは それに準ずるものを位用した./i菌体懸

濁液は,以下のようにして調製した.すなわち D-グルコース 10%,ポリペプ トン0.3%,

碑はエキス0.05%, りん巾受水誠二カリウム0.1%, 塩化ナ トリウム0.2%,硫恨マグ不

シウム0.04%,および 硫慨新一鉄 0.005%を含む培地を500ml容振 とうフラスコ10本

にそれぞれ 100mlずつ分注して淑博し,これに 別に砿熱波筒 した対糖40%州当のJJR酸

カルシウムを無歯的に加え,さらに Erwmiamilletiaeの櫛薗 (スクロースを2% の割で

加えた/;レイショ汁 10mlに EruJiniamlZletiaeを1白金耳接種して,28oCで2-3Fl

間振 とう培養を行なった発酵液)2mlを緩和 してLtrrHIL1280Cで振 とう培点した.培虫後

発酔液封氏速で遠心分離して残存炭慨 カルシウムを除去し,得られた上層紋を 10,000×g,
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30分間遠心分離 して機体を妓めた, 偽体を 0.9%塩化 ナ トリウム水溶液に懸濁 し, 1夜

28oCで振 とう後遠心分離 し,集めた苗体を純水で 3hLll洗浄したのち 純水に懸濁 した.こ

れを七歯体懸濁液 (I;･Z煉瓜ili50mg/ml) として使用した.

実 験 末吉果 と考 察

I. I)-ガラク トン醸および 2-ケ トーI)-ガラク トン酸の生成

第 1(軸こホす ように,還元力は培盛初期に急速に低下 し,その後再び増加 した.このよ

うな還元力の変化は,軍戎源此度が0.1%および0.5%のいずれの場合においても認めら

れた.pHは 増発2日目1邦範,5から6の間にあった, 培1-LJe終了後分析を 子Jdなった とこ

ら,揮発倣櫨は酢酸 として 1mg/ml以下であ り,添加した庚恨カルシウムは明らかに溶
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肺Itlェキス 01%: -●- ●-. -●一一1･●日
掛 はエキス 05%: -1}一･････一二)-, -0-I-(⊃-

D-ガラクトース3%, D-クルコース01%,締けJ-キス0.1% あるいは05%,

りん樫水糸二ノ,りウム0.1%.塩化ナ トリウム0.2%.7耗慌て3,ネシウム 004%,
およC瀧頼Jl',LS火0.005%を含む1洋他を50Oml舛如とうフラスコ10本にそ11_ぞ九
lOOmtずつ)JtLLして軌冶し.これに別に乾納滅L'4-LI二JR倍かレシウム600mgをt!?.ち

ilWl'･jt二加え,さらに Erw7niamllleilaeの敵対 (スクロースを2%の.̀1川{･JuFIえた

･ミレイ ノヨ汁 10rnlに ErwinlamilleEiaeh'011摘一株を1白食コ刊妾印して,28cc

で2日間振とう蛸ItLした発群液)2mlなは印して9口間28℃ で振とう恥 昏した.
J糾i川柳 与.i,.h'r呈2日Jl,4nJl,6日Il,および9｢川 にそれぞれ振とうフラス
コな2本ずつ採って分析に供した

折115(l Erw‡ntamさ//ellaeによ,1 日-プJラクトースの慌化党倍のft_過
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解 していた･また還元吐物軌 まェーテ′し可桁部にほとんど見受けられず,エーテル不溶部

に認められた.これらの結果 kよび 本蛸か D-ク′しコースから多良の2-ケ トグルコ./憶を

生成蓮根する甘夫から]捌 目して,弟1い小二おける茂元力か最低の時制(増Il毛2肌 D に r)-

ガラク トン酪 還Jt力 が伸冊｣した 時期 (]射程9日円)に2-ケ トD-カラク ト./酸が そ

れぞれ蓄積 していると考えられるので,各時期に増超を中止 して発酵液からそれぞれの腰

の単離を試みた.

(1) I)一カラク トン酸カルシウムの単離,同定 :

第 1図に示 した酵母エキスを 0.1% 含む D-ガラク トース (3%)培地を 500ml容振と

うフラスコ8本に 100mlずつ分注, 滅闇 し,これに Erwiniamllletlaeの種菌を 2ml

接種し,JR傾カルシウムを添加後28oCで 振とう析兼を行なった.培轟2日後振とうフラ

スコ8本の発酵確を集め,遠心分排して歯体および残存抜取 カルシウムを除去した.得 ら

れた上澄液の還元力は培矧 凋捌 寺(初触)の 19O%であった.上沼液から第2岡に示す方

法により,白色柱状の結晶Glを得た (収姑5.99g).結晶G.の一部をとって,70oCで
24時間 1013mmHgのもとで乾燥後カルシウム是を求よりた.

Found:Ca.9.13%

Calcd.for(Coロ..07)2Ca:Ca,9.31%

また結晶G.の赤外線吸収スペク トルは,KilianiandKleeman(1884)の方法により

D-ガラク ト-スを臭素恨化して 調製した D-ガラ'/トソ慨 カルシウムの結rF描享品 (カルシ

ウム含量 :9.15%)のそれとよく一致した (第3円).号た 結晶Glの水溶液に,計算JT!こ

よりやlI-J過剰のシュウ酸水溶液を加えて沸騰水浴 lで 3TT.tfllnlJ加熱後,/生じたシュウ酸 カル

シウムの沈殿物を除き,上澄液をエーテル柚.'Jjにかけて過剰のシュウ酸を抽出,除去し,

ついでエーテ/レ不浴部を成形カリウム水溶液で｢fltIlして減作潰縮し,濃縮舷にエタノール

を加えてl'｣濁させ,氷室に旅探してWfIl芯.G2〔mp:147-150oC(分解発泡),〔a]2l'--9.10

(C-9,0,水)〕を得た.別に;†成 D-ガラク1､ソ恨 カルシウムから同じ操作により誹働 し
た D-ガラク トン酸 カリウム の 結舶 軌 1.-, 〔mp.,148へ150oC (分解)〕は,結晶 G2と混棚
してもr一札卓の降下を示さなかった.

(2)2一ケ トI)-ガラクトン酸カリウムの単離.同定 :

第 1同に示 した船田エキスを0.5%含-LFD-ガラクトース(3%)梧地に Erwl'mamllletiae
を按和して9BrF11]振 とう培理を行なった.lJfT盛後振 とうフラスコ20本の発桁液を躍めて遠
心分離 した. 得られた上澄液の 還元力は紗那の 6(l.3%であった.上澄液から第 2図に示

した方法により柱状の粗結晶を 7,fJた 川LL7.:23.7g).この結晶を 純水に溶解後活性炭を加

えて脱色し,ユタノ-ルを加えて結晶L(桝-出させ,朽結晶を2岨 くり返 して白色柱状の結晶

G3を得た.結晶G3はフェ- リング溶液を還元し一その触′舶ま138-140OC(分解)で 21ケ

ト-D-ガラク トン酸カ1)ウムの融,如 )文献値 朗非 ･棚LH･上野 (1952)'と一致 した.

また結lL.71Gaの一部をとって,宝瓶で 24時間 1013mmHgのもとで柁燥後,フl:.J,弓川 伎 行

なった 結果は,C.28.92;H,4.00;K,15.95% (Calcd.forKC6H90,:C,31･01;H,

3.91;K.16.84%)であ り,〔α〕2D0--6.7O(C-12,水)であった.),lrJに D-カラク トン

酸カ1)ウムを RegnaandCaldwell(1944)の方掛 こより恨 化して,2-ケ ト-D-力う ク ト

ン酸 カリウムの 合成品を 調製 した.この合成11.1.の敵点は138-140oC(分解)であ り,結

551yJF･(1976) 179



発 群 液

ニー追心分港して菌体および残存炭酸カルシウムを除去

卜.泣 絃

t=
4倍11十の-/}/-ルを絵加
1週間氷室中に1jI(旧称去心分舵

且 蝉 物

一冷80%エタノールで洗浄後.淑圧硫酸ギシケ-メ-中で掛.;'LL!

E L̂乳A虹

一熱水に.'ii解 (不榊 勿は遠心分雌により除去)

上 沼 液

｣活作J')iを加えて脱色

_過_卓且

ト瓶瑚 鮒陳~柏 小 二鮒
結 晶

｢熱水から2同市綜凧
旦且 曲

-槻圧波折後.濃縮液にンニウ酸を添Jj目し,生じた
シュウ恨カルシウムをII'ii心分離により除去

1 沖 嘩

-エーテルで柚.Lll.

?lL((誓 言芸二㌔ ,"/二言Zf) i -テル欄 ;

ト以酸/i;ゥム叫 和柊丁~元 高の-Jj/-ルを糾
_沈 好さ竹

一水に折節後,附/ヒ脱を加えて脱色

脱 色 液

r-イ1-ソ烹換剛 旨7■ソハーライトCG-120クイブTr(H十)のカラムに通過1
通 過 液

｢朕飛べりウムで中和柊･Lr'迎
if- 液
r-3倍il'l:のエタノールを添加

｣生_艶 物 _

-エZ,lノールで再沈KrLをくり返す

輔徴沈略物

X.(O-キ シ ロ ン酸-りウム)

｢LR憶カリウムて中和
中 和 艶_

･-イオン_交換樹脂7ソ/く-ライトCG-400タイプn(CO32~)カラムに
L-NJ)偲 7/-i-こウムで〔尉II. 城ぷ

'浴IlllJ波

r-イオン交鮒 胎7ソ/く-ライトCG-120タイプn(H')カラムに通過
油 堪_盤_

｢順 カリウムで中和後,抑遇
.1･rll 放

｢

ノラップ･1):にまで械旺浪縦縁,汝締液にユダ/-ルあるいは ア七ト
1/を件加して水菜中に放fPl

180

節 _ 町

-水に溶解柊,tfl副生駅をIu11えて脱色

r脱色液をシラノプ桝 まで批正鮒 後･鵬 液に エタノ-ルあるいは-/七 トンを)州えて再結晶をくり返す
至_もIil瓜
GS(2-ケト-D-ガラクトン行をカリウム)
x2(i'･道元作物IL5)

1_祈2回 硬化確柑生成物の印t雄方法

牌 学 研 F-JTE
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- I.結晶軌 TT,Gl
･･合17q:した r)--ガラクトン酸カル/ウムのihfl.1倍J.i,

･Llh,311l r,-ガラクトソ懐カル/ウムの赤外鰍刷 上スペクトル (臭化カリウム錠剤)

晶G]と混融しても融′点の降下を示さなかった. また結晶 Gaに計算匙の硫酸を加えて減

圧搬縮し,濃縮液にジオキサンを加え,生t:た観相カリウムの沈殿物を除き,.dtI液を減I]三

浪縮して氷室に放置したところ,柱状結晶か研.lJ.Lた.この結晶を純水に溶解後活性供を

点は 169-171OCで あり,2-ケ トD-ガラク トン幣の 融点の 文献催 し柳井 ･相川 ･_L_野
(1952);RegnaandCaldwell(1944)〕 と一致した.

以 Lの謂結果から結晶G.および G3を それぞれ D-ガラク トン酸カルシウムおよび2-

ケ ト-D-ガラク トン腰カリウムと同定した.

ⅠⅠ.レ アラボン蕨の生成

第4r利こ/T(すように,L-アラビノースを歳讃肺とした場合には､還元力は1,1'乍英2日後に
初糖の1.7%にまで激減し,その後把虚日数か経過しても還元I))の増加はほとんど見られ

なかった.また添加した炭恨カルシウムは潜解し,慨の生成が見られた. L17ラビノ-ス

の代わりに D-7ラビノ-スを班崩源とした場合には,還元力の減少は微弱であった.

I.-7ラボン酸カルシウムの単離,同定 :

斡A岡に示した酵Laェキスを0.5%含JrL-7ラビノース(3%)培地に Erwimamll/etzae

を接種して.2日間振とう増j-ifL,行なった.)..-I,,柁後振とうフラスコ3本の発帖砲を狂めて
遠心分離した,得られた上澄液から第2図に-,卜した方法により,針状の机結Liほ 門た(収杜

3.96g).この結晶を集めて熱水から2Ll楢 結晶をくり返し,白色針状結晶Aを得た.結晶

Aの一部をとって,10~3mmHgの弾圧下に7OつCで24時間乾燥後か レシウムB!:,i,求めた.

Found:Ca.10.42%●
Calcd.for(C｡H｡06)2Ca:Ca,10.82%

また結晶Aの赤外線劇 又スペクトルは,Tlf版の L-アラボソ欣 カルシウノ､を熱水より2

回耶結晶して得た結晶刑 乙(カルシウム令息 :1り.34%)のそれとよく一致した (第5rlA).

また結晶Aを純水に溶解して7ソ/ミーライ トCG-120(H←型)カラムに通過させ,通過液

を炭恨カリウム水溶酸で中和したのち束削凝紙 No.5Cで肖然机良し,折液をシラップ状

にまで減田畏縮した.濃縮液にエタノールを加えて粉末化したのち,減u=.硫恨デシケータ

-中で乾燥した.この乾燥物を60%熱ユタノ-ルに溶解し,不溶物を折過して除ムしたの

55巻 (1976) t81
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lLr'.lt･: Lli''(
-ト7ラビノース:-0----{)- -10----0.-
L-7ラビノ-ス : -●-●一 日●---●--

D-7ラヒノースあるいは L-7ラビノース3%. ローyルコース0.1%,醗rTエキ

ス 05%.りん酸水顎二カリウム01%,Jf.ふ化ナ トリウム0.2%,硫僚マ'/不シウム
004%∴および硫幣叩-3/)'0005%を含む脚 ulを殺伐 し,こ/ナ1に別に峨熱鼎牌した

I火酸･))ルシウムを 0.6%加えたのち Erwlnlamlllellaeを接印して 28℃ で 911間
振とう培推した.

JTi･,1伺 ErwlmamilletlaeにJ:ろ r)-アラビノースおよび L-7ラビ/-スの
恨化発彬の経過

4000 3000 2000 1600 1200 1000 800 650

Ilil T( (cm ))

- - -.?,絹l帆､flA
-:Tl了版の L一丁ラボン軽-/)/レシウムの結晶肌J,?,

策5回 L-7ラボソ酸カルシウムの赤外線吸JLlスペクトル (-jilヒカリウム錠剤)

ち,折液を氷室に放E;!-Lして針状L結晶を得た.この結晶を鮎め,60%エタノールか ら再結 晶

した.木結 晶は mp210-212oC(分解).｢αl2uO-+4･90(C-5.9,求)であ った.別に市

販 の L-7ラボソ恨 カル シウムか ら同 じ媒作に よ り調製 した L-アラボソ恨 カ リウムの結 晶

182 J,".iJ､IJ'研 '7JtE



棲品の融点は209-21loCであ り,結晶Aから得た カ.)ウム塩の結砧標品と混融 しても,

融点の降下は認められなかった.

以上の謂結果から,結晶Aを L17ラボン恨カルシウムと同定 した,

III･D-キシEjン醸および還元性物質の生成

第6凶に示すように,雪崩斬浪度が 0.1%の場合には,還元力は横溢初期に激減 したの

ち,培盛日数とともに微弱ながら上77-した.窒#源濃度が 0.5%の場合には,還元力は増益

初期に激減したのちfll増加 した,窒讃源般慶が 0.1%および0.5%のいずれの場合におい

ても,添加 した炭酸カルシウムは溶解し,慨の/卜成が見られた.EruJmlamllletiaeを D-

ガラク トース培地に 振とう増滋すると, 還元力が瓜低a)時期に D-ガラク トン酸,還元力

が 再増加 した 時期に 2-サ ト-D-ガラク トン憶かそれぞれ′卜)式事Hfした 前述の実験結果か

ら推測して.Dヰ シロース培地に ErwiniamilleLiαCを増水した場合には,還元力の巌紙

および再増加時にそれぞれ D-キシpソ恨 および 2ケト-D-キシpソ慨が生成蓄lJjiしてい

ると考えられるのて.押棒)y]に培養を中止してそれぞれの勲の]il離を試みた,
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酵JLlェキス 0.1%: -●一一●一 一一●-一一●-一

群りエキス 05%: W ,J- --〇･一一一〇一-
D-キシロース3%.r)-ylルコース01%.排日エキス0.1%あるいは05%.りん

酸水九二カリウム01%,舶 ヒナトリウム02%,硫酸 -I,_I,ネシウム004%,およ

び硫酸耶一銭00053(Oをf_I;む即地を殺萌し,こItに別に酷熱殺L常したIR酸カルシウム

を06%添加した0)ちErwL'niamil/etiaeをは榛して28ccで9R間振とうJ.L-.Ljl'iした

耶6回 Erwlmamillei2aeに上る TLキシロースの酸化発鮒の経過

555･(1976) Ⅰ83



(1) D一手シロン酸バ リウムの単離,同定 二

第 6図に示した酵母エキスを0.1%含む D-キシロース(3%)培地に ErwiniamLlletiae

を接種して,2日間搬とう)漕虚を41.なった.増塵後振とうフラスコ10本の発酵液をJJ5･めて

遠心分離した.得られた上澄液の還元力は初地の15.5%であった.上澄液から第 2図に

示 した方法により白色粉末 X.を持た (収姐7.26g).Xlは 〔α〕2uO-+10･Oo(C-4.5,

水)であった.また Ⅹ-の赤外線吸収スペク トルは,KilianiandKleeman(1884)の方

法によりD-キシロ-スを臭讃慌化して別製した D-キシロン憶 バ ')ウムのそれと一致した

(第 7匡l).また Xlの水溶液Ji･7./パーライ トCG-120(H'型)カラムに通過させ,通過

1000 3000 2000 1600 1200 ユ000 800 650

IJl' {L,I((cm I)

:柿製炊品 Xl
H一･一一･一一:合成した リーキンT,ソ酸ノミリウムの怖他も':'Ju

3',r7E伺 D-キンロン醸バl)ウムの赤外抑1)1収スペクトル (Nujol)

液をエタノールに楢解した8%プルシ1/溶液でL｢)和し,中和液中の過剰のブルシンをタロ

PJ+.ルムで挽去したのち,/ft7･られた水J.:Piをシラップ状に 盲で沸騰水浴上で蓑縮し,搬練物
を熱エタノールに浴解して氷室に放Efllしたところ,針状結晶が析出した.この結晶を梨め

て熱エタノールから再結晶Jk2I.1｣lくり返して,白Eti結JPl(mp:172-1740C)を得た. 衣

給uFhを室鮎で24時間,10-3mmHgu)もとで乾放後元#分析を行なった.元必分析値 :C,
59･01;H,6･71;N,4188% (Calcd.forC,Hl｡OGIC23H260｡N2:C,59.99;H.6.47;N.

5100%).以上の謂結果から,Xlを D-キシT,ン恨ノミ･)ウムと同定した.

(2) 還元性物質の単離 :

第 6区lに示した酵母エキスを0.5%含むD-キシp-ス(3%)培地に Erwinlamdletlae

を接種して6日間振とう培衣を行なった.培鹿後振とうフラスコ10本の発解液を 熊めて
遠心分離した.得られた上澄液の還元力は初掛の52.6%であった.上澄液から第 2回に
示 した方法により7-/パーライ トCG-120(H+盟)カラムの油過液を 軌̂ 炭慨カリウム水

-L''#液で 中仙後,中和液を庶洋泌紙 No.5CをTT]いて自然炉過し,折液を液圧濃縮した.港

絹物に4倍idのア七 ト1/を加え,Jlした沈掛物を折別して蝕め,純水に叫溶解後活性針 で･

脱色し,4倍坑のアセトンを加えて再沈般させる操作を2Jf･lくり返し,ついでアセ トンを

わずかに白濁するまで加えて氷室に約6カ月間放冊したところ,白色柱状の結晶 x2を得

た.x2はフェーリ1/ク溶液を迎元した.現在 x2のIHJ定を進めている.上述の満結晶の

写J●ilを第 8r如 こ示 す .
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ⅠⅤ.生菌体による各種の糖類の酸化

生菌体懸濁液に よる各種の舶煩の廠化を ワ-ル ブル グ検圧計を用いて調べた･第 9図に

/I(｢ように,D-ガラク トース,D-キシp-ス.L-アラビノース,D一カラクトソ酸 カル シウム,

ぉよび D-キシpソ酸 バ リウムを基質 とした場合には 酸素吸収が 起 こったが,D-7 ラビノ

ース, D-アラボ -/酸カ リウム (市倣o) D-アラボ ソ酸 カル シウムよ り調製), L-アラボ t/酸

ヵ リウム,21ケ ト D-ガラク トソ慨 カ リウム, および D-キシロース か ら得 た 還元性物質

か らは慨讃吸収が認め られなか った.
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ワールフルグ扱止計 の フラスコ主賓 に 鶴岡

(触Ⅳl)5あるいは 10pmoles.りん慨絞触液 (pH

6.0)50FLmOles,硫軽でクネシウム2･5FLmOles;

フラスコ側室に Erwmiamilleltaeの生筒†′Iゝ懸

濁披0.5mL,フラスコ別室に 15%水倍化))リウ
ム0.2m)を それぞれ 入れ,全iiI.:を 2.6mlとし

た フラスコをつけたマノノークーを30℃ のbi

配水相中で 】5I/JJhtJ振とうし,tLj.1.1M く糟の温度とIF

術になった後,基質と生筒休憩淘液を混合して-

30℃ の空知巾で 反応 した.洲'Jil伯から自家呼吸

ili･を,S引いた他を赦舟放収もととした,

(1) I)-キ シ p-ス (5fJmOles)

(3) L//jヒノース (10IlmOLes)

(4) D一カラクトン酸カルシウム (10JLmOLes)

(5) i)-キシロ･/較/i･)ウム (10/JmOles)

(6) L･-アラt='ノース, r)-アラボソ酸 カリウ

ム. tJ-7ラボソ酸カリウム,2-ケ ト r)-〟

ラクト/酸 カ.)ウム (10/▲moJes)ll-JこごL
D-キンロースか ら工l一成 した:J'･-1)L作物質
(2.0mg)

第9Lg Erwtlniami/leiiaeの生御 心こよる
各種の粁顔の酸化

要 約

藤 の木のガソJJ.Eより分離 した縫物病蝶抑歯Erwinwmilletiaeが,鮎 と う増長に おいて

D-ガラク トースよ りJ)-ガラク トソ恨 および 2-ケ ト-D-カラク トソ酸,L-7 ラヒノース よ

りL-7ラ,ii./腰, D-キシp-ス よりD-キ シロン恨お よび酸性のir:;;元性物質,をそれぞれ

生成す ること,i･..J,elめた.
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