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145． 微生物 に よ る ヌ ク レ オ シ ド生産 の 研究

〈第 1 報） Bacilltas　subtilis の ヌ ク レ オ シ ド生 産性変異株に よ る

天 然核酸塩基 か ら リ ボ ヌ ク レ オ シ ドへ の 変換

山野井昭雄
・広瀬 義 輝 ・青木　幹男 ・城 照雄

（味 の 素 （株）中央研究所）

目 的

　微生物の生菌体お よ び無細飽抽出液を用 い て 天然お

よ び非天然核酸塩基をそれぞ れ に対応するリボヌ クレ

ーオ シ ドに 変換する 知見 は い くつ か報告 されて い る．多

くの 場合適当な リボース 供与体，た とえぱ リボ ヌ ク レ

．オ シ ドや リボ ヌ ク レ オ チ ド類 の存在を必要 とす る が，

グル コ
・∴

ス の よ うな適 当な炭素源 が あれ ば良 い 場合も

あ る ．

　 演者 らは Bcu：illus　 stebtilis の イ ノ シ ン （HxR ）生

：産性人 工 変異株が，外部 か ら与え られ た ヒ ポキ サ ン チ

ン （Hx ）を高収率で HxR に 変換す る C と を知 っ た．

こ の 性質 は HxR 生産菌 に共通 して認められ る もの で ，

・一方親株に は ほ とん ど認められ な い ．本報 で は 主と し

て HxR 生産菌 を 用 い て Hx →HxR へ の 変換 （以 後
”‘

salvage
”

合成と呼ぶ ）と．グル コ
ー

ス ，窒素源 な ど

か らの HxR 生成 ぐ
‘de　hovo”

生成と呼ぶ ）と の 関連，
’“

salvage
”

合成 と は裹裏 の 関係に あ る HxR −一・Hx 分

：解能な ど につ い て 若干検討 した結果を述 べ る．また 同

一
親株 か ら変異誘導 され た 各種 ヌ ク レ オ シ ド　（

‘‘de
二neVO

’t

）生産株につ い て ，各種 の 天然核酸系塩基 の リ

ボ ヌ ク レ オ シ ドの 変換能を比較検討 した結果を併せ報
一
告す る．

方 法

　使 用菌株は Bacillus　subtilis 　No、20932 株 お よ び

1本株か ら変異誘導 さ れた HxR ，　HxR ＋ Hx ，テ デ ノ シ

ン ， キサ ン bシ ン ， オ ロ チ ヂ ン， AICA ・riboside の

・各 （
“de　nOVO つ 生産株．ま た B α 躍 鋸 szcbtilis 　Marb・

冖
urg 株 か ら得 た HxR ＋ Hx 株 ，　 Bacillus　subtilis 　Ne ．

ユ1062 株か ら誘導 した HxR 生産株．培養法 は 9ro−
’Wing 　 cult 町 e ．の 場合 は 500ml入 り坂ロ フ ラ ス コ に培
」地 2〔inlを入 れ ， 31・5℃で往復振盪培養．培地はグ ル

コ ース ・カ ザ ミ ノ 醜 塩化ア ン モ ニ ウ ム に コ ハ ク酸ア

ン モ ニ ウ ム ま た は L一ピ
．
ロ グル タ ミン 酸 ア ン モ ニ ウ ム

（場合に よ っ て は 後二 者の 代りに CaCOs 添加）を添

加 した もの を主体に ， 各変異 株 の growtMactor を

各 ヌ ク レオ シ ドの
“ de　 nov  

”

生成 に至適 に な る 量加

え た ， non −prolifeTating  1i　suspension の 場合 は20

× 200mm 試験管 に菌体を含む反恋液 6．0皿 1 を入 れ・

31．5℃ で往復振盪． 反応液は グル コ ース 冒塩類 か ら

成り， CaCO3 を 少量加え て pH を調節 した． 菌体

は growing 　culture 約 30時間培養の もの を
．
数回洗滌

後使用 した．核酸塩基を加え る場合は 2〔洫 M の 濃度

に な る よ う に 添加 した．各塩基，リボ ヌ ク レ オシ ド

の 定性 ， 定量 は数種 の 溶媒を用 い るペ ーパ ーク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

， 沸紙電気泳動法などの 親合せ に よ り相互

に分離後． U ．V ．吸収 曲線測定，オ ル シ ノ
ール 反応・

uLv．吸光度な どか ら求め た．定量の 際に は 既和濃度

の 塩墓，リボ シ ド溶液 につ い て 同様 の 操作を行な い ，標

準とした ．HxR → Hx 分解能 は 上記の 休止菌体を用い ，

40mM の HxR と各種条件で 反応 させ ， 生成す るHx

量 か ら求め た．

結果 および考察

　まず HxR 生産菌の
一

っ ，
　 No．11023株を用 い て

growing 　culture で 検討し た．本菌は前述の 培地を用

い る groWing 　 culture で 約 20mM の 苴xR を
“de・

novo
”

に生成す るが，　 この と き Hx を 添加す る と

HxR は著しく増加す る．た とえ ば 39／1（ea ．22mM ）

の Hx を培養開始後24時間目に 添加す る と，以後 Hx

は頌次減少し，添加後48時間の 培養で ほ sc　 lOO％HxR

に変換する．添加後の各時期で消失 Hx と，宣X 添加

に よ り増量 した部分 の HxR の モ ル 比 は 1 ± 0．05の 範

囲 に あり， Hx は 消失と共 に定量的に HxR に変わ る

こ とを知 っ た．な お Hx 添加量 ， 添加時期 につ い て若

干検討した．

　本菌 は non ．proliferating　 cell 　suspension の 状 態
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で HxR ‘‘de　novo
”

お よ び
“
salvage

”
合成を強力 に

行なう．す な わち両者共約30時間位まで 時間の経過 に

対 し定速度 で 進行する ．また
“

salvage
”

合成に は lag
time が ほ とん ど認 め られ な い ．反 琳条件あ設定後 ，

主 と して 反 応液構成 分々あ両者 に対す る影響をみ た．

顕著な 現象 としせは NH ♂ およ び PO4… の 効果が

挙げ られ る． す な わち反応液か ら NH4 “

を除豪する

と予想され る よ うに
‘‘de　novo

”

生成はほ 貸 完全 に停
止す る が，

“
salvage

”

含成はきわめて良好に 進行 する．
一
方 PO ，

『’
を除去す る と

‘‘de　novo ”

生成 は著 し く

促進 され るが ， “

salvage
”
合成 は相当抑制 される．面

白い こ とに これ らの 各条件下 で 生成す る 全 HxR 量

　（
‘Cde

　noVo
’J
＋

‘‘

salvage
”

）は ほ ぼ 一定 の 冰準 に あり
1
，

し た が っ て 十分 に 供給能の あ る リーボ ス 部分を
“ de

novo
”

生成と
“
salvage

”
合成とが相互 に奪い合 っ て

い る よ うに見える．

　No．11023 株 は HxR →Hx 分解能を有 して い る．
た だ し親株の そ れ に比べ て 弱 い ．しか し こ の 分解能 は

HxR を
“de　no ▽ e

”

に生成ずる条件，ま た は
“

salvage
”

合成 が 起 る条件下 で は顕在化 しな い ．こ の 現象は Hx
→ H ・R 変換 と H ・R 項 x 分解 の バ ラン ス で 分解能

が 顕在化 したりz しなか っ たりする と解釈する こ とも
’
で き る．　 ・  、

　 No．11023株以外の 各種親株か ら得られ た HxR 生．

産 菌は・ 共通 して Hx →Hx 良 変換能を強力 に有して

居り， HxR 生産菌 の
一

っ の特徴と考え られ る 、 また．
HxR ＋Hx 生産株で は 活性 は 弱 い こ ともわか っ た ．

　最後に No．20932株 お よ び 本株か ら得 られ た 各種 ：

の ヌ ク レ オ チ シ ド
Ctdg

　no ▽e
’1 生産株につ い て Hx を

・

含め て 各種天然塩基に 対する リボヌ ク レ オ シ ドへ の 変

換能を比較検討 した．一
般 に自身が

“de　nOVO ”
に生一

成す る ヌ ク レ オ シ ドに含まれ る塩基を リボ ヌ ク レ オ シ

ド化す る 活性は 他の 菌株に比尽 や や強力で ある傾向が

あ るが ，活性自体は HxR 菌 の Hx → HxR 変換 に比 べ

は る か に 弱 い ． Hx→HxR 変換は HxR 菌 に の み 特
一

徴的 に強力に 認 め られ た．ま
』
た No．20932 株 自身ア

デ ニ ン か ら相当量 の アデ ノ シ ン を，　AICA か ら少量 ．
の AICA −・ib・・id・ を 生成 す る

・1｛躓 鮪 し，

．
こ の 性質

は一ee略 変異椥 こ保存され て い た．ま嶼 味ある 多

くの 軈 ・V ．t．ヌ ク レ オ シ 躙 の 1・ t・，C・ nversi 。。 が

認められ た．
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