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Dihydrodipicolinate　syn 七hase欠損 一 拠 変異株に よる

ス レオニ ン の 生産

（味の 素  ・ 中研）　 O 杉本愼一
、 横田　篤 、 川村和枝 、 椎尾　勇

【目的】Brevibacterium　flavum　lこおけ るス レオニ ン（Thr）の 生合成は 、 リジ ン（しys）生合

成 との分岐点直後の 酵素で あ るHomoserine　dehydrogenase（HD）の Thrに よ るフ ィ
ー ドバ ッ ク

阻害 に よ っ て調節 されて い る 。

一
方 、 Lysは共通経路最初の Aspartokinase（Ak）の LysとThr

に よる相乗陞害 に よっ て 綢節され る。 こ れ まで に コ リネ フ thル ム細菌で育種 され たThr生産

株 は全 て フ ィ
ー ドバ ッ ク阻害に 耐性な聒D（HDR）を持 つ 菌株で あ り、 これ らはThrアナ ログ で

HD を特異的に 阻害す る α　−Ami　no −　P　
−hyd　roxyvalericacid （AHV）に耐性な株として分離され

て きた。 しか しThr生合成の 調節及び種 々の ア ミノ酸の 過剰生成の 機構か ら予想され るよう

に 、しys固有生合成経路驫初の Dihydrod　ipicolinate　synthase （DPS）の 欠損変異株もThrの 過

剰生成 を引き起こ す可能性がある。 それ は 、 しys制限下で はAKの フ ィ
ー ドバ ッ ク阻害は働か

ず 、 共通中間体で あるAspartate・β・semialdehyde （ASA）の 濃度上昇 が起きて 、　HDの Thr阻害

が拮抗的に弱め られ ると考え られ るか らで あ る 。 しか しDPS欠失株 は監 堕 旦等で は報告は

あ るが 、 コ リネフ t ル ム 細菌で は未だ分離 されて い ない 。 今回我々は匙 flavurn　Aliv耐性株

よ りDPSを欠損 しta　Thr生産株を分離す る こ とに 成功 し、 更に DPS欠損と従来か ら知 られて い

ta　HDRの両性質 を併せ持つ 株を 誘導 し、生産性 を向上させ 尨の で 、 報告す る 。

【実験方法及び結果】フ ィ
ー

ドバ ッ ク阻害 に 感受性 なAK（AKS）を持 つ 株か らの 誘導 ：ア スパ

ラギン 酸生 産株で AKSタイプの No，70株よ りAHV耐性 株を誘導 し、　Thr蓄積が最高の 株 と して

DKi31株 を分離 しtat）． この 株はHDRタイ ブで はな く、 DPSを欠失 して いた 。 こ れ はDPS欠失

に よるASAの 灘度上昇で AliVttよ る HDの 阻害が弱め られ、耐性 とな っ た と考え られ る 。 本

株の 生育はDiaminopitaelic　acid （DAP）の存在 で著 しく促進され た 。 しか し非存在下でも遅

い が生育 し、DAPに対 して絶対要求性 を示さなか っ た 。 この 機構は不明で あるが、こ れが コ

リネフ thル ム細菌 よ りDAP要求性で DPS欠失株を分離で きなか っ た理 由と考 え られ る 。　DAPは

本株の Thr生産も促進 し、 5g ／l　DAP， 10％グル コ ー スを含む培地で 13．7　g／｝の Thrを生産 し

た 。 この 生産はHDRタイブの 生産株 と異な り、 培地 へ の 2　g／l　 Lys ・ HCI添加で 92 累阻害され

た 。 次に 、 Dk131株の 性質 を応用 して 、 よ り効率的に　DPS欠損株を誘導分離 す る方法を開

発 した
2 ｝

。 同 じ親株No．70よ りDAPを選択培地 に添加 して AHY耐性株 を分離 し、　Thrを 2　g／1

以上蓄積す る株18株得た 。 そ の 内 13株はDPS欠損 タ イブで あ り、　HDRタイブは2株の み であ っ

た 。 更 に これ らの タイプは 、 Lys添加培養に よるThr生産の 随害が47 ％以上は全て DPS欠損 タ

イプで あり、3 ％以下がHDRタイプで あるこ とで 容易に区別され た 。 残 りの3株 1訓 DRとDPS欠

損の 両性質 を持 つ タイブ だ っ た 。 こ の ように 、 いつ れの 株 も両 タ イプに 帰属さ れ た 。 Thr生

産 はDPS欠損タ イブで は DK330株の 12，4　g／1， 腿DRタ イブで はBK29株の 9．9　g／1が最高で あ

っ た。　　 フ ィ
ー ドバ ッ ク耐性なAK（AKR）を持 つ 株か らの 誘導

D
：　 AKR しys生産株 AC664か

ら誘導分離され たAHV耐性T卜r生産株の多 くはLysをThrよ り多 く蓄積 したが、　Thrを5　g／1以
上蓄積するhS　Lys蓄積はそれ 以下に 減少 した株を5株得た 。 その 内3株の DPSは完全欠失 また

は低下 して い た 。 代袤株 DAIO5はDAP非存在下で も良 く生育 し 、　 DAPに よっ て 親株以上 に は促

進 され なか っ た 。 本株は至適条件で Thr　10，3　g／1と共に Lys　3，5　g／1 蓄積 し、　Thr生産は

　Lys，
　DAPの 添加で影響 されな か っ た 。　　 HDR株か らの 誘導 ：Thr生産性を更に向上 させ る

ため 、 DPS欠損とHDRの 両性質を有するThr生産株の 育種を試み た 。　 HDRタイブの BK29株と

DPS欠損 タイブの DK330株で は前者がよ りAHVに 感受性で あ っ 艶 の で 、 これ より耐性株 を誘導

し 、 Thr生産 が 12　g／1以上の株 6株得た 。 その 上位5株はい つれ も DPSが欠失また は低下 して

い だ 。 また AK ， 闘D，　 Homeserine　kinase（HK）しこは変化はみ られ な か っ 艶 。　Thr生 産の 最高は

DB185株に よる 16。7　g／1で あ り 、 DPS欠損タイプ まtaはHDR単独の 株 よ り大幅 に向上 して い た 。

ま炬Thr生産はしys添加で 親株同様殆ど阻害されな か っ だ 。
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