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ウ リジ ン 醗酵 に 関す る 研 究

（武 田 薬 品 ・研 開 本部、 ＊ 医 薬事業 部）
秋 山峻

一
、中尾義雄 ＊

シ ン ポ ジ ウ ム （ア ミノ 酸核酸）　 29

土 居宗 晴 、O 朝 臼知 、常 見裕 、

　 ピ リ ミ ジ ン 系 化合 物 は 、各 種 医 薬品 な ど の 製 造原 料 と し て 有 用 な 物質で あ る 。わ れわ れ
は 、微 生 物 の 代 謝制 御 機構 を人 為 的 に 改変 す る こ と に よ っ て 、 ピ リ ミ ジ ン 系化 合物 を大 量
に 生 成蓄積す る 変異 株 の 育成 を試 み て き た 。 こ こ で は 、s3acillus　 subtilis の ウ ラ シ ル ア

ナ ロ グ耐性 株 に よ る ウ リジ ン の 製 造 プ ロ セ ス の 開発 経 緯 に っ い て 述 べ る と と も に 、そ の 逓

程 で 得 ら れ た 各 種変 異 株 の 特性 を手 掛 か り と し て 解 明 す る こ と が で き た B。subtilis の ピ

リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド坐 合成の 調節機 構に 関す る 2、3 の 知 見 を紹介 し た い 。

　 1 ） 生産 菌 の 育種 ：　 麺 迦並ilis　 No，122 株 か ら ウ ラ シ ル ア ナ ロ グ耐 性株 を分 離 し た 。

ウ リ ジ ン 生 産量 と ア ナ ロ グ耐性 度 と の 闘 に は 、密 接 な 関 係 が 認 め られ ．Noe　 122 株 の ア ナ

ロ グ 耐 性度 を段 階的 に 高 め る こ と に よ っ て 、46lng／岨 の ウ リジ ン を生 産 し う る NQ．508株
が 得 ら れ た n し か し 、 こ の 株で は 、ウ リ ジ ン の 他 に ウ ラ シ ル の 謂生 が認 め られ た の で 、次
に No ．508 株 か ら ウ リ ジ ンの 分解 に 関 与 す る ウ リ ジ ン ホ ス ホ リ ラ ーゼ の 欠 損株 を誘導 し た

と こ ろ 、著量の ウ リジ ン （55mg／］ltl） を遡 択 的 に 蓄 積す る elo．556 株が 得 られ た 。

　 2 ）　旦延］生合 成 の 灘 鎧 ： B．su 匹蠱鐙 の UMp 生 合成系酵素群 は 、培 地 に ウ ラ シ

ル や シ チ ジ ン を添翻 す る こ と に よ っ て 抑 制 され る こ と が知 られ て い る 。 しか し、 こ の 場 合 、
培 地 に 添 加 され た シ チ ジ ン は 脱 ア ミ ノ 反応 に よ っ て 、容 易 に ウ ラ シ ル 関 連物 に 変 換 され る

の で 、抑 制 に 関 与 す る よ り直 接 的な 因子 が ウ リ ジ ン 誘導 体 で あ る の か 、シ チ ジ ン 誘 導体 で

あ る の か を区別 す る こ と が 園 懸 で あ る 。そ こ で ． B．　 subtilis の シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ーゼ

欠損株 を用 い て 、ピ リ ミジ ン ヌ ク レ オ チ ド生 合 成 の 制御 機 構 を調 べ た eUMP 生 合成 系 の 諸

酵 素 は 、培地 へ の ウ ラ シ ル 添加 に よ っ て 抑制 さ れ 、 ま た 、初発 酵素 カ ル パ ミル リ ン 酸合 成

酵 素 は 、 ウ リジ ン ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 阻 害 さ れ た 。一
方 、CTP 合 成酵 素 は ．シチ ジ ン の

添加 に よ っ て 柳制さ れ 、シ チ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 阻害 さ れ た v こ れ ら の 結 果 か ら 、

UMP 生 合 成酵 素 群 は 、ウ リジ ン 系 化介 物 樟よ っ て 、ま た CTP 合成 酵素は 、シ チ ジ ン 系化

合 物 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ 制 御 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。

　 3 ） ウ リジ ン の 蕾 積 機構 ：　 No。556 株 の ウ リジ ン 蓄 積 機穂 を 明 ら か に す る た め に 、

UMP 代 謝 経路
’
の 各酵 素 活性 の 変動 を調 べ た 。そ の 結 果、 ウ リ ジ ン 生 産 株 で は 、　 UMP 生 合成

系 諸酵 素 の ウ ラ シ ル 関 速 物 に よ る抑 制 と 、カ ル バ ミ ル リ ン 酸合 成酵 素 の ウ リジ ン ヌ ク レ オ

チ ド に よ る フ ィ
ー ドバ ソ ク 阻 害 が 遺 伝的 に 解 除 され て い て 、各 酵素 の 活 性 量 が 野 生 株 の 16

1− 32 倍 に上 昇 して い る こ と が明 ら か に な っ た 。

一力 ． ウ ラ シ ル ホ ス ホ リボ シ ル トラ ン ス

フ ェ ラ ーゼ お よ び ヌ ク レ オ チ ダ ーゼ 活性 に は 、野 生 株 と変異株 と の 間 で 有意 の 差 異 が認 め

ら れ な か っ た。

　 4 ） ウラ シ ル ア ナ ロ グ耐 性 化 遺伝 子 （pyrR ） の ク ロ
ーニ ン グ ；　 上述 の よ う に 、 ウ リジ

ン 生 産 菌 No．　 S56 株 は、各 種 ウ ラ シ ル ア ナ ロ グ に 耐 性 を示 す 。 そ こ で ． こ の 耐性 に 関与

す る 遺 伝 子 （pyrR ） を pBR322 に ク ロ
ーニ ン グ し 、　 E．　 coli 　 c600 株 を ウ ラ シ ル ア ナ ロ グ

耐 性 に 形質耘 換す る プ ラ ス ミ ド pYRIOO を得 た 。 こ の プ ラ ス ミ ド は ．約 10　 kb の 挿入 断

片 を も ち 、』L 蕊 gユ1C600 株 由来 の 各 1≧Xエ 変異 株 を野 坐 型 に形 質転換 した 。 次 に 、　 pYRIOO

の 挿入 断 片 に よ り B ． subtilis ユ68 株 を形償 転 換 し た と こ ろ 、ウ ラ シ ル ア ナ ロ グ耐 性株

が 高頻 度 で ljl　Jn し た 。さ ら に サ ブ ク ロ
ーニ ン グ を行獄 い 鯉 領 域 と 理 二 遺 伝 子 ク ラ ス

タ
ー

と の 関係 を 調 べ た と こ ろ pyrR 領 域 は 、　pyr 遣伝 子 ク ラ ス タ
ー

中央 部 の pyrA お よ

び ｝≧皿 ．遺 伝子 を 含む 約 5．5 ・kb の DNA 断片 内 に 存 在 し た 。 こ の DNA 断片 で 些 subtilis

168 株 を形 質転 換 して 得 られ た Tl7BA16 株 は 、培地 中 に 多 量 の ウ ラ シ ル お よ び ウ リ ジ ン を

蓄積 し た 。ま た ． こ の 形 質 転 換 株 で は 、U｝il） 生 合 成酵 素群 の ウ ラ シ ル 関連 物 に よ る抑 制 と、

カ ル バ ミ ル リ ン 酸合 成 酵素 の VMP に よ る プ ィ
ー ドバ ッ ク 阻害 の 解 除 が 観 祭 さ れ た 。
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