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ホ ス ポ ジ エ ス テ ラ ー ゼ

　　　　　　　　　　高生産変異株 の 造成
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5’−Phosph（姐iesterase　hyperproductive　 mutants 　 of　Aspergill“s 厩解 ．　 FuJ［sHIMA ，　 T ．，　 R ．

　　YAMANE，　 T ．　 K 【YANAGI ，　 K ．　 Uc 田 DA ，　 and 　H ．　 YosHtNo　（Research　Laboratory　‘ゾ

　　Yamasa 　Shayu　Co ．，　L   ．，ChOshi　2S8 ）Hakkokogaku 　57；187 − 194．1979，

　　Astrain　 o蚕black q々／i−mold ，　 which 　 hyperproduced　5｝．phosphQdiesterase，　 was 　lsoiated

from　 soil．　 This　 strain 　 was 　identified　 as 乃 5鯉 r8 沼 欝 niger 　by 孟ts　taxonomica ］ character ．

istiCS．

　　An　8．azaadenl 【re　 and 　5、fluorocytesine　resistant　 mutant 　 FS．44　was 　successfully

obtained 　 from　 the　 above 　 strain 　 by　 treat 皿 ents 　 with 　 ultraviolet 　 light　 and

lVmethyl −1V仁nitro ・N ・nitrosoguanidine ．　 The　 resistant 　 strain 　 showed 　5．5　 times　 higher

activ 詮y　 of　5
’．phosphodiesterase　than 　the　parent　 strain ，　 though 　 it　 r（tsembled 　 the　 parent

strain 　in　appearance ．

　　Phosphomonoesterase　in　 the　 resistant 　 strain 　 was 　 inactivated　by　 heat　 treatment 　 at

80℃ ，pH 　4．8　for　l2　to　 24　sec 　ln　O．5 ％　sodium ］aurylsu ］fate　solution ．　 5
’−phQsphodi ．

esterase 　 solution 　 from　 which 　 phosphomonoesterase 　 actMty 　 had　 been　 eliminated 　 by　 this

treatment 　 was 　applied　to　an 　RNA 　digest　prepared　by　 nuc 艮ease 　P
】
digestion．　 The　5

’・

phosphodiesterase 　 treatment 　 diminished　 the 　 dinucleotide　 fraction　 and 　 gave　 4％　血crease

of 　 the　 5
「・mononucleotide 　 fractbn．

　国中 らに よ っ て工 業用 CtVidim 属酵母核酸中に は ，

3j → 5
’
ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結合 の 他 に 数 パ ーセ ン トの

2
’
→ 5

’
ホ ス ポ ジ エ ス テ ル 結合 が 存在 し，

こ の 2
’
→ 5

’

ホ ス ポ ジ エ ス テ ル 結合は ヌ ク レ ア
ーゼ P、 に 抵抗性 を

示 し ， 従 っ て ヌ ク レ ア ーゼ P、 に よる酵母 リ ボ 核酸 の

分解液中 に は ，
2
’
→ 5づ ヌ ク レ オ チ ドが残存す る こ と

が報告 されて い る
1司 さ らに ， 酵母か ら リボ 核酸 を熱

食塩水 で 抽出す る際 IC
， 高温 で pH の 低 い 条件 ほ ど，

3
「
→ 5

’
ホ ス ポ ジ エ ス テ ル 結合 が 2F→ 5tホ ス ホ ジ エ ス

テ ル 結合 に 転移 しや す く，しか もこ の 転移 の しや す さ

に 塩基の 種類 が 関係 して い る こ とが 明 らか に な っ 冠
）

著者 らは ，
こ の 2

’
→ 5

厂
ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結合 を特

異的 に 切 断す る 5  ホ ス ポ ジ エ ス テ ラ ーゼ （以下

5
卩・PDase と略称す る） を糸状菌920 菌株 に つ い て 固体

培養 を行い 活性を測定 し た結果 ，　5  PDase 高生産株

は 黒麹菌 に 限定 され ，
こ れ ら菌株 の うち AsPergltus

毎g礎 AHU 　 7117 の 生産す る 5「−PDase の 酵素的性質

に つ い て 前報 で 報告 したρ今 回 さ らに 5
’−PDase の み

を高単位 に 生 産 し， 共存す る ホ ス ホ モ ノ エ ス テ ラーゼ

〔以下 PMase と略称す る 1 の 生産 量の 低い 黒麹菌 を

広 く自然界 に 検索 し た結果，千葉県小見 川 町 の 土壌 よ

り分離した M ・471−2 が ， この 条件に 適合す る菌株 で

あ る こ とが判明 し た ．こ の M −471・2 を親株 と して 各

種変異処理 を行 い ，　5
’・PDase 高生産変異株の 検索に

核酸関連代謝拮抗物質で あ る塩基 ア ナ ロ グ の 8一ア ザ

ア デ ニ ン お よ び 5．フ ロ ロ シ ト シ ン 耐性菌 の 取得方法

を採用 した とこ ろ ， 優良菌株と して FS −44 を得 ，
こ

の 菌株の 生産す
’
る 5

’・PDase に よ る 2
’
→ 5iジ ヌ ク レ オ

チ ドの 分解条件に つ い て 検討 を加 え たの で報告す る．

実　験　方　法

　土 壌 よ リ黒麹菌 の 分離　　各地 よ り採取 し た土 壌 1

g を秤量 し，こ れ に 殺菌水 rOm ］ を加 え28℃ ，30分

間振 とう後，上 澄液 O．2ml を グ ル コ ース ・ペ プ トン

培地 の シ ャ
ーレ に植菌し ， 28℃ ， 4 日間培養 した．培

養終了後，黒麹菌の み を グ ル コ ース ・ペ プ トン 寒天培
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地 に 釣菌した．

　分離 用 培地　　グ ル コ
ース 596 ，ポ リペ プ ト ン 0．05

％ 、 リン 酸 1 カ リ ウ ム O．050／o ， リン 酸 2 カ リウ ム 0．5

％ ， 塩化 カ ル シ ウ ム O ．04％，硫酸 マ グ ネ シ ウ ム 0 ．04％

か ら成 る グ ル コ ース ・ペ プ トン 培地を分離用培地 とし

た．

　酵素生 産培地お よび酵素液 の 調製　　ふ すま 8g を

200ml 容 三 角 フ ラ ス コ に 秤量 し ， 水 5ml を 加 え 充分

に か くはん ， 殺菌後植菌 し ， 28℃ ， 3 日 間培喪 した．

こ の 固体麹 に 80ml の 水 を加 え．， 28℃
，

1 時間振 と

う抽出後 ろ 過 し ， ろ 液 を酵素液 と し た ．

　5
’−PDase 活 性 の 測 定 　 　12 ．5mM ア デ ニ リル

（2
’
→ 5’）ア デ ノ シ ン 溶液 （pH 　4．8）O．2m ｝｝こ酵素液

O．2ml を加 え ，
70℃

，
30分間反応後 ， 反応液

’
0．05・m ］

を試料 と して 3 ％酢酸溶液を溶媒 として ろ 紙電気泳動

を行 う．生成 した ア デ ノ シ ン ， 5「・ア デ ニ ル 酸およ び

基質の ア デ ニ 1丿ル （2
「
→ 5

’
）ア デ ノ シ ン の ス ポ ッ トを切

り抜き ，
0．1N・塩酸6　mr で 抽出 した．各 ス ポ ッ トの

ODze。 を測定後 ， その 吸光値よ りア デ ニ リル （2
’
→ 5

’
）

ア デ ノ シ ン の 分解率 を算出 し た ．酵素活性の 表示 は
，

上記条件下で 1 マ イ ク ロ モ ル を 1 分間 で 分解す る酵素

量を 1単位 と した．

　 PMase 活性 の 測 定 　　25mM 　 5
’・シ チ ジ ル 酸 ナ ト リ

ゥ ム （pH 　4 ．8）1ml ，　O．02SM ベ ロ ナ
ール 緩衝液 （pH

4．8）2m1 に酵素液 1ml を加え，60℃，30分間反応

す る．反応 0 分 お よ び30分 に 反 応 液 1ml を と り，生

成 し た 無機 リン 酸 を ア レ ン 法
5）

で 測定 し た．反 応 中 に

生成 した無機 リ ン酸 よ り，1分間に 1 マ イ ク ロ モ ル の

基質 を 分解す る酵素量 を 1 単位 と し た．

　人 工 変異株 の 造成

　 1） 紫外線照射　　親株 と して 黒麹菌 M ・471・2 株

を用 い o ．85％ 食塩水に 胞子 を懸 濁 （loe− IOT胞子1ml）
し ，

10W の uv ラ ン プ を用い て 30   の 距離か ら90秒

照射した．こ の 時 の killi  ratio は99．12％ で あ っ た．

　2♪ N ・MethyL・N ’・nitro ・N ・nitrosoguanidine （NTG ＞処

理 胞子懸濁 液 20m 且 に 2　mg ！rnt の NTG 溶液

20ml を加 え， 室温で 2 時間放置後 ， 遠心分離 に よ っ

て 胞 子 を集 め
， 滅菌水 で 2 回洗浄 し最後 に 滅菌水 で 原

容 に 戻 し た ．こ の NTG 処理 に よ る killing　 ratio は
，

34％で あ っ た．

　界面活性剤　　供試 した界面活性剤 は 日本油脂  製

の もの で ， 陽 イ オ ン 系界 面 活 性剤 と し て は カ チ オ ン P

お よ び カ チ オ ン F2 −50
， 陰 イ オ ン 系界面活性剤 と し て

ニ ュー
レ ッ ク ス ・ペ ー

ス トW ， 両性界面活性剤 と して

ア ノ ン BF わよび ア ノ ン LG
， 非 イ オ ン 系界面活性剤

と して ノ ニ オ ン HS −210 お よび ノ ニ オ ン NS ．260 で

あ る．

実　験　結　果

　各種黒麹菌に よる 5
’・PDase 生産能 の 分布　　土壌

733検体よ り3 ，556菌株 の 黒麹菌を分離 し， 5
’・PDase

生 産能 が 高 く， そ の 上 共存す る PMase 活性 の 低い 菌

株 を取得し た結果を Table　1 に 示 した．前報
4＞

で 優

良菌株 と し て 選定 し た A ．niger 　AHU 　7117 は ，　Tabie

1 よ り明 らか な よ うに ，共存 す る PMase 活性が高

く，
こ の た め PMase の 除去 に煩雑 な操作を必 要とし

た．新た に 土壌よ り分離し た 黒麹菌の う ち Table　 1

の 代 表 的 7 菌 株 は ，い ず れ も 5
’−PDase 活性 は

A ．雇8召rAHU 　7117 よ り 2 〜4 倍高い ，特に 5
卩・PDase

活 性 16 ．00 単位／m ］，PMase 活性 0 ．92単位fmlを示 し

た 黒麹菌 M −471−2 株 を優良菌株と して 選定 し，以後

の 変異処理等 の 親株 と した．

　5
’・PDase 生産能 の 高 い 人 工 変異株 の 造成　　千葉

県 香 取 郡 小 見川 町 の 土 壌 よ り分離 し た 黒 麹 菌

M −471 −2 を親株 と し ， 所定 の 方 法 で紫外線照 射 を 行

っ た．こ の 紫外線照 射液 を 4mM 　 8一ア ザ ァ デ ニ ン お

よ び O．Olc／o α 一naphthy1 ・5’・adenylate 含有 グ ル コ ー

ス ・ペ プ トン 培地 に 植菌 し た．そ の結果 8・ア ザ ア デ

ニ ン耐性菌 の 出現率 は 0，028 ％で あ っ た．こ の よ うに

して 得 た 8一ア ザ ア デ ニ ン 耐性菌 2 ，700 株の 5
’・PDase

Table　 1 ．　 Distribution　 Qf 　 5
’−PDase　 and 　 PMase

　　activity 　 in　 black　 koji−molds ．

Strain
Enzyme　 activity （units ／rn1＞

5LPDase ω

　　 PMaseb ）

A ．niger 　 AHU 　71t7

M −10−4M
−33−4M
−121−8

M −123−3
M −244−1
M −471−2
M −593−3

4，0809

，5239
．7279
．9429
．91816
．31716

．36716

．947

5．9476
．3244
．3230
，6400

，9151

．5000

．9203
，950

　 の　5
厂．ph◎ sphOdlesterase 　 activity 　 was 　 based　 on

measurement 　 of 　 the　 amount 　 of 　 adenoslne 　 and

S
’・AMP 　 fQrmed　 by　 hydrolysi§　 of 　 adenyly1

（2L レ 5
卩
）adenQsine 　at 　70℃ ，

　pH 　4．8，
　for　30min ．

　 b｝ Phosphomonoesterase　 activity 　toward　5℃ MP
was 　 assayed 　 by　 measuri   the　 amount 　 o 臼 n −
organic 　phosphate　liberated　 at　 60℃ ，pH 　4 ，8，　 for
30min ．
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Tab 】e　2 ，5
，−PDase 　 production　by　 mutants 　 derived

　　from　A，　niger 　M −471−2．

StrainMutagen 　　Characteristic
Activity（units ／mD

5LPDasePMase

M −471−2
（parent ）

　↓
R −1227

　亅
FC −978

　1FS
−44

UV

UV

NTG

Wild

8−aAde 「

8−aAde 弋 5−FC 「

8−aAde 「
，5−FC

「

16．367

23．000

29．972

89．837

O．920

1．130

1．240

1．720

活 性を測定 し た結果 ，
R・1227 株 が 親株 の 1．4 倍 の 活

性で あ っ た．次 に この R ・1227 株 に さ らに 紫外線照射

を行 い ，
2trgfmlの 5・フ ロ ロ シ トシ ン 含有 グル コ ー

ス ・ペ プ トン 培地 に 対す る耐性菌 の ス ク リーニ ン ゲ を

続け た．な お 5一フ ロ ロ シ ト シ ン 耐性菌の 出現率 は 処

理胞子数 の 4．5x10 −5
で あ っ た．こ の 5一フ ロ ロ シ ト

シ ン 耐性菌約 1，500 株中， 5
’・PDase 活性 の 最 も高 い

菌株は ，
Tabte　 2 に 示 し た よ うに FC −978 で 親株 の

約 1，8 倍 に 5’・PDase 活性 が 増強され た．こ の 8・ア ザ

ァ デ ニ ン お よ び 5一フ ロ ロ シ ト シ ン の 両 耐性 菌 の

F℃・978 に NTG 処理を行 い
， 生育良好な菌株 を選択

し，
5’・PDase 生産能 の 上 昇 した菌株 に つ い て 単胞子

分 離 に よ り菌 株 の 純 化 を 行 っ た ．そ の 結 果 ，

5
「−PDase 生産能が親株 の 5 ．49 倍 に 増強 された お ・44

を得 た ．一
方 ，

FS・44 の 5
「・PDase に 共 存 す る

PMase 活性 は ，1．72単位〆m1 で 親株の 1・87 倍 で あ っ

た ．な お ，分 生 子 頭 が 球形 で 黒 褐 色 で あ る 本菌
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6，7）M −471−2 は ． Black　Aspergil］us の 分類　　　　　　　　　　　　　　　　　　 に従え ば ，

梗子 が 2 段 で分生子 は直径 5μm 以 下 で成熟す れ ば著

し い 小突起 を有す る こ と よ り，
AsPergitttts　 niger に

属す る菌株 と同定し た．親株 お よ び 人工 変異株 rs・44

の 形態的特徴，生育最適 温度お よ び pH に は ほ とん

ど差異は 見 られ な か っ た．

　各種 PMase 阻害剤の 検 討 　　黒麹菌 の 生産す る

5’−PDase を酵母 RNA の ヌ ク レ ア ーゼ P ， 分解液 に

適 用 し ，　 2
’一
→ 5

’
ホ ス ポ ジ エ ス テ ル 結合 を 分 解 し

て 5
’一ヌ ク レ オ チ ドの 収量を上 げ る場合 ，

5
’・PDase

に共存す る PMase 活性 は， 5’．PDase の 約 0．05 ％以

下 ， す な わ ち S
’−PDase 活 性 が 100 単 位！mi な らば

PMase 活性 は O．05 単位！m1 以下 に 低下 させ るこ とが

必須条件 で あ る こ と を著者 らは経験的 に 明 らか に して

い る．酸性 PMase の 阻害剤 と して は，現 在 の と こ ろ

フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム
S
！　2一ハ イ ド ロ キ シ カ ル ボ ン 酸類

g
！

モ リブ デ ン 酸 お よ び タ ン グ ス テ ン 酸 1°・11） ゲ ラ イ ・

　 　 　 12 ）一ル 類　　　　 等が知 られて い る．造成菌 ms・44 の 酵素液

に つ い て 上 記 PMese 阻 害剤 の 作用 を 検 討 し た と こ

ろ ，
PMase に 阻 害 作用 を 示 す もの は ， 同 時 に

5’・PDase に 対 して 同程度 の 阻害作用が 見 られ た．ま

　 　 　 　 　 　 　 　 13 ）
た，フ ロ ロ リ ン 酸　　　　　　　　　 お よ び N ・プ 卩 ム ス ク シ ン イ ミ

ド （NBS ）
1‘）

は ， 同濃 度 に お い て PMase よ り も

5’−PDase をより強 く阻害 し た ．す な わ ち NBS の 場

合 ，
PMase は 250 μM 添加 で は全 く作用 を受け な か

っ た の に 対 して ，
5
卩・PDase は 約 99 ％ 阻害 さ れ ，

PMase 　free の 5’−PDase を調製す る こ と は で きな か

っ た ．

　熱処理 に よる PMase の 失活　　次 に両酵素の 耐

熱性 の 差よ り， 5’−PDase に共存す る PMase の 除去

が 可能か どうか を検討 し た ．すな わ ち ，
FS44 よ り

調 製 し た 酵 素 液　（5
’・PDase　 135 ．85単位！ml

’
，
　 PMase

4．15単位1ml）を pH 　5．0 に 調整後 ，
60〜90℃ ，

1 〜

30分間の 熱処理後， 両酵素の 残存活性を測定 し た 結

果 を示 し た の が Table　 3 で
， 　5

’−PDase よ り も

PMase の 方が 耐熱性 の 弱 い こ とが 判明 した．し か し

これ ら の 熱処理 で も 5
’．PDase に 対す る PMase の 活

性は 0．27 ％で あ り，当初 目的 とした 0．05 ％以下に は

到達 しな か っ た． rs−44 株の ふ す ま麹よ り調製 した

酵素液を濃縮後 ア セ トン を添加し て得 られ た 部分精製

酵素液を DEAE 一セ ル ロ ース カ ラ ム で 分画 した とこ ろ，

PMase 活性 は 4種類 に 分別 され ， こ の 黒麹菌 の 生産

す る 菌体外 PMase は multiform で あ る こ と が 判 明

し
，

こ の 4 種類 の PMase を同時に 失活 させ る処理方

法 を見 い だ す こ とは 容易で は な い と予想 され た．

　界 面活 性 剤存在下 に おけ る PMase の 熱失活

著者 らは
， し ょ うゆ 中 の ホ ス フ ァ ターゼ の 研 究中 ，
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Table　3．　Thermostability 　 of 　5
’−PDase 　 and 　 PMase ．

Heat　 treatment 5   PDase PMase

Temp （℃） Time（min ） Units／mlR ．A （％）
a

　 Units／ml 　　R ，A （％ ）
E

0000ρ
07000

♂

0
匚

031

3 42．97109
．9111L80112

，27

31，6380
．3182
．3082

．64

1．070
．690

．340
，30

43、6728
，1613

．8812
．24

Control 135．85 100，00 2．45 100，00

Enzyme　 solutions 　 were 　 incubated　 at　 temperatures 　 from　 60　 to　 90℃，　 for　from　 l　 to

30min　at　pH 　5．0，　 and 　residual 　activities 　 were 　assayed 　 and 　expressed 　 as　 a　percent．

age 　of 　the　original 　 activities ．
tR ．A ： Relative　 activity ．

Table　4．　 Effect　 of 　 surfactants 　on 　 S’一・PDase
　 　 and 　 PMase 　 in　 heat　 treatment ．

Surfactant
Remaining 　 activity （％ ）

5 ’−PDasePMase

Cation　 P

Cation　 F2 −50
Newlex　 Paste−W

Ano ロ BF
Anon 　 LG

Nonion　 HS −210

Nonion　 NS −260

None

74．4683
．7188
．5580
．0876

．4479

．1878

，2581

．38

6。667
．652
．6127
．206

．8924

，9726

．9524

．36

Surfactants　 were 　added 　 at　 fina【 concentration 　 of

O．1％．　After　 heat　 treatment 　 at 　 70℃ ，　 for　 15min ．

pH 　 4．8，　 remaining 　 activities 　 were 　 determined　 with

aliquots 　 of 　the　incubation　 mixtures 　 and 　 expressed 　 as

a 　Percentage 　of 　the 　original 　activity ．　　Surfactants
were 　 purchas αd　 from　Nippon　Oil ＆ Fat　Co ．　 Ltd．

しょ うゆの 火入れ時 に 界面活性剤を添加するこ と に よ

り，ホ ス フ ァ ターゼ の み を特異的 に失活 さ せ る こ と

　 　 　 　 　 　 　 　 15｝
を見い だした の で，　　　　　　　　　　 本酵素に つ い て も界面活性剤の

添加効果 に つ い て 検討 した．各種界面活性剤の 添加量

を 0．1 ％ と し ， pH 　4 ．8，70℃，15分間 の 熱処理を行

っ た結果が Table　4 で ，　 PMase の 失活率 の 高 い も

の は ，陽 イ オ ン 系 で は カ チ オ ン P ，カ チ オ ン F2−50，

陰 イ オ ン 系 で は ニ
ュ
ーレ ッ ク ス ・ペ ース トW ，両性界

面活性剤で は ア ノ ン LG で
，

こ の う ち陰 イ オ ン 系界

面活性 剤 ニ
ュ
ーレ

ッ ク ス ・ペ ース トW が 最 も高い

PMase 失活率を示 した．こ の 陰 イ オ ン 系界面活性剤
ニ

ュ
ーレ

ッ ク ス ・ペ ー
ス トW の 主成分 は ， ドデ シ ル ベ

ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な の で
， 各種ス ル ホ ン 酸

お よ び硫酸化合物 の 熱処理 に よ る PMase 失活時の 添

加効果に つ い て 検討 した 結果 ，
Table　 5 に 示 し た よ

うに，ドデ シ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ トリ ウ ム と同程

TabIe 　5，　 Effect　 o 正 sulfonate 　 and 　 suifate 　 compounds

　 　 on 　 5’−PDase　 and 　 PMase 　 in　 heat　 treatment，

Remaining 　 activity

Su】fonate＆ sulfate 　 compound

5
，−PDasePMase

NoneNewlex

　 Paste −W

Sodium　 sul 正ate

Sodium 　thiosulfate

Sodium　dodecylbenzenesulfate

Sodium 　 laurylsul正ate

Sodium 　 chondroitinsulfate

Sodium 　p
−toluenesulfate

Sodium 　 m −sulfobenzoate

1−Amino −2− naphthol −4−sulfo ロ ate

93．7398

．7198

．3569
，8989
．84100
，03104

．51105

．2197

，4616

，25

45．7812642

．1739

．750

．961
，1742

．7657

．2452

，2350

．95

Sulfonate＆ sulfate 　 c ・ mp ・ und ・ Dncentration ： 0．1％
Heati  cenditions ： pH 　4 ．8，70℃ ，10　min ．
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Table6．　 Effect　 of 　 sodi ロ m 　 laurylsulfate　 on 　 5  PDase

　 　 and 　 PMase 　 in　 heat　 treatment ．

Heat　treatment 5’−PDase PMase

Temp．
（℃）

Time　　　 Activity
（sec ）　　 （units ／m ］）

RelativeactivityActivity
（units ／m1 ）

Relativeactivity

90
24812

」

侵

61．8941
．8432
，71

53，5636
，2128

．31

0．0510
．0280

．025

2．251

．231

．01

85

248124 87．2988
，1665
．98

75．5376
，3057
，10

0．e320
．0240
．OI2

1
’
．411
，060
．53

80

ワ臼
4
管

8

12

」
侵

113．93112
，60103
，27

98．6097
，4589
．37

0．Q300
．0330
．023

1．321
．451
．01

Control ！15．55 100，00 2．270 100．00

Sodium　taurylsulfate　 eoncentTation ： 0 ．5％

度の PMase 失活率 を示 し 高 い 5
’・PDase の 残存率 を

示 した 化合物は
， ラ ウ リル 硫酸 ナ ト リウ ム で あ っ た．

次 に こ の ラ ウ リル 硫酸 ナ ト リウ ム を用 い て ， 高温 ，短時

間の 熱処 理を行 い
，

PMase の 失活条件を検討 した の

が Table　 6 で ある．その 結果，ラ ウ リル 硫酸 ナ トリ

ウ ム 0．5 ％存在下 で 酵素液を 80 ℃ ，12〜24 秒間熱処

理 す る こ と に よ り，
O．05単位〆m1 以下 の PMase 活

性 とな り， 5
’・PDase の 残存酵素活性 は 98 ％程度 で

，

目的と した 5
’・PDase の O ．05　°

／。以下 の PMase 活性 と

い う こ とに 適 合す る良好な結果 が 得 られ た 岬

　 酵 母 RNA の ヌ ク レ ア
ー

ゼ P
、 分 解 液 へ の

5
’・PDase の 適 用　　FS・44 の ふすま培養酵素液 に ラ

ウ リル 硫酸 ナ ト リ ウ ム を 0．5 ％添 加 後，80℃，pH

4．8，12 秒間熱処 理 し た PMase 　free の 5TDase を ，

酵母 RNA の ヌ ク レ ァ
ーゼ P

， 分解液に 添加 し，　 pH

4．8，70℃，3 時閲分 解 した．な お，酵母 RNA 　lg 由

来 の 2
厂
→ 5

’
ジ ヌ ク レ オ チ ド を 分 解 す る の に ，

5
’．PDase を約 70単位添加 す る こ とが 必要 で あ る．こ

の 酵素量は
，

2
’
→ 5

’
ジ ヌ ク レ オ チ ドを 分解 す る に 必

要な 理論酵素量 よ り十数倍多くな っ て い る が，これ は

RNA の ヌ ク レ ア ーゼ P， に よ る分解に よ っ て 生成し

た 5
’一ヌ ク レ オ チ ドが S

’・PDase に 対 して 生 産 物 阻 害

をして い る た め で あ る． 5
「・PDase 反応液 を DEAE 一

セ フ ァ デ ッ ク ス A．25 の 7M 一尿素 力 ラ ム 処理を行 い ，

分解生成物の 分別 を行 っ た」
7’18）

す な わ ち，
7M 尿素

を含 む 0 ．02M トリス 緩 衝 液 （pH 　7．6） で 緩 衝 化 し た

DEAE ・セ フ ァ デ ッ ク ス A ・25 （径 20mm ，長さ400mm ）

カ ラ ム に 分解液 を吸着 し ， 7M 尿 素含有下 で 食塩

0．14〜O．20M （pH 　 7，6）の 濃度勾配溶出法 （全 溶出

111 を行 っ た後 ， 溶出剤 を 0．5N 水酸化 ナ トリウ ム

に 切 り換 え ， オ リゴ ヌ ク レ オチ ドを溶出した．カ ラ ム

の溶出順序に従 い
，

ヌ ク レ オ シ ド，
5
’・モ ノ ヌ ク レ オ

0
　

　

　

51

　

翫

　

。
曷

゜・
o

　 LO

§
： 。 ・・

0 　　　　200 　　　　400 　　　500 　　　　80D 　　　ユ000 　　 12QO
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　 　 　 　 Fr 旦 ction 　 Cml）

Fig．　 L 　 DEAE ・Sephadex　 A ’257M 　Urea　 colurnn

　　chromatography 　　of 　nuclease 　　pl　digest　of

　　technical　 gfade　RNA 　（A ） and 　the　 digest
　　treated　further　 w 量th ／1．　 niger 　 FS445

’−PDase

　　（B ）．　　Each　digest　 was 　 app 駈ed 　to　a

　　2x40cm 　column 　 of　 DEAE 　 Sephadex　A −25

　　equilibrated 　with 　the　 urea 　 Tris　buffer　 system

　　containipg 　7　M 　 urea ，0 ．02M 　 Tris　 Hα buffer

　　（pH 　 7．6） and 　 O．14M 　 NaCl ．　The 　 column

　　 was 　 them 　 connected 　 to　 a　 1．000・m 】 ［inear

　　gradient 　 of　 O．14−0．20M 　 NaChn 　 the 　 urea

　　Tris　 buffer．　After　 the 　 linear　 gradient，　 elu ．

　 　 tion 　 was 　 co ロtinued　 with 　O．5　N 　 NaOH ．
　 　 Ten−m ［fractions　 were 　collected 　at　 a　fbw

　　聡 te　of 　2ml！min ．　 T 卜e　peaks　l．2，3and 　4

　　were 　 cQnfirmed 　 to　 be　 nucleoside ，　 mon 。 −

　　n ロ eleotide ，　 dinucleotide　 and 。 ［igonuckotide

　　fractions
，　respectively ．
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チ ド，
ジ ヌ ク レ チ ド最後 に オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドに 分画

され ，
全 紫外部吸収 （260nm ）に対す る各 フ ラ ク シ ョ

ン の 割合 を 算出 し た ． Fig．1 に 示 し た よ う に ，

RNA の ヌ ク レ ア
ーゼ P

， 分解液中に存在し た 2
」
→ 5

「

ボ ス ホ ジ エ ス テ ル 結合を含むジ ヌ ク レ オ チ ド区分 が
，

黒麹菌 の 5
「・PDase を作用 させ る こ とに よ りほ とん ど

消失し た．す な わ ち， 5’・PDase 作用後 分析 し た 結

果， 5  モ ノ ヌ ク レ オ チ ドお よ び ヌ ク レ オ シ ド が 各 々

3．81％および 0．64 ％増加し，一
方 ジ ヌ ク レ オチ ドお

よ び オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドが 各 々 4・28 ％ お よび 0・22 ％

減少 し， 5
’・モ ノ ヌ ク レ オ チ ドの 収率向上 とい う目的

に ほ ぼ 到達す る こ とが で きた．

考 察

　酵母 RNA より 5
’・ヌ ク レ オ チ ド類を製造す る方法

と して は ，酵母 RNA の 酵素分解法 と 化学法 〔酵母

RNA を化学的 に ヌ ク レ オ シ ドま で 分解 し， あ らた め

て その 5
厂
位を リン 酸化 ） の 2 つ の 方法 が あ り， それ

ぞ れ 工 業化されて い る．前者の 場合，酵母 より熱水抽

出法 で 調製 し た RNA 中 に は
，

3 〜5 ％の 2
’
→ 5

脚
ジ

ヌ ク レ オ チ ドが 存在し， 5
「一ヌ ク レ オ チ ド収率 を低下

さ せ る 原 因 と な っ て い る．し か し ，こ の よ うな

2
’
→ 5

’
ホ ス ポ ジ エ ス テ ル 結 合 を含 ま な い 無変性 RNA

の 酵母よ りの 抽 出法 も開発 さ れ て い る19・20＞ こ の

2
卩
→ 5

’
ジ ヌ ク レ オ チ ドを分解する酵素の 高単位生産

菌 が 黒 麹菌 に の み 局 在 す る こ と を前報 に お い て 見い だ

し ， 今回 は 自然界よ りさ らに 高単位生産菌の 分離 を試

み た わ け で あ る ．糸状 菌以 外 の 微生 物 に つ い て

5
’−PDase の 生産能 を検討 した と こ ろ ，例 え ば 放線菌

で あ る StrePtomortes　 tanashfensis 　 IAM 　OOI6 の 液体培

養 で は ， 菌体外 O．033単位fm］，菌体内 0．035単位fml
（菌体を分離 し ， 超音波破砕後遠 心 分 離，洗浄 し，上

澄液 お よ び洗液 を最初の 培養液量 に希釈し た もの ） と

微量 で あ り，
か つ グ ア ニ リル （2

’
→ 5

’
）ア デ ノ シ ン を

基質 と し て 検討 した と こ ろ ，
2J・formerの PDase で

あ る こ とが 判 明 し た．ま た P鋤 如 farinosa　 lFO　OI93

で は ，0 ．016 単 位 1ml，
　 C α 祕 泌 palymorPha　 IFD

O836 で は 0．019 単位1ml，　 R 厩 伽 or 嘱 α 9∫漉 諮 IFO

o559 で は o．043 単位 1mlの 活性 が あ っ た が ，
い ず れ も

2
’−formerの PDase で菌体内酵素で あ っ た ．さらに

Bacitltts　 stebnttS 　 IAM 　 1033 で は 0 ．066 単位 ！ml ，
Bactlttts　 cereus 　IAM 　 1110 で は 0 ．041 単 位 〆ml の 2

’−

former の PDase 活 性が あ っ た が ， 酵母 の 場合 と 同 様

に ， い ずれ も菌体 内に の み 活性が 検出 され た．以上の

ように，糸状 菌以外の 微生物，す な わ ち放線菌，酵

母，細菌 の 各 々 数菌株 に つ い て 検討し た と こ ろ ，
全 て

の 供試菌株に 微弱 の 2
’
→ 5

’
ジ ヌ ク レ オ チ ド 分解活性

が 認 め られ た が ，黒 麹菌 とは 異 な り 2
’・formerの

PDase の み が 存在 した の が 特徴的 で あ っ た．

　5
“・PDase 高生産黒麹菌変異株 の 造成に 当 た り ， 著

者 らは 8・ア ザ ア デ ニ ン お よ び 5一フ ロ ロ シ トシ ン 耐性

菌 の 取得 を ス ク リーニ ン グ の 手段と して 用 い た．こ れ

ら核酸関連代謝拮抗物質 で あ る塩基 ア ナ ロ グに 対す る

耐性菌 を取得するこ とに より， 各種代謝物の 菌体外蓄

積 量 が 向上 し た こ と が 報告 さ れ て い る ．例 え ば ，

BaCt’UtLS　subtilis の ア デ ニ ン 要求株 で ，か つ ア デ ナーゼ

欠損株よ り低濃度の 8・ア ザ ア デ ニ ン 耐性株 を誘導 し，

親株 よ りイ ノ シ ン 蓄積量 が 50〜70 ％上 昇した と い う
　 　 　 　 　 　 21）
椎尾 らの 報告 ，　　　　　　　　　Brevibacterittm　 amtnoniagenes 　 KY

13102 株よ り低濃度 6・メ ル カ プ トグ ア ニ ン 耐性 の イ

ノ シ ン 生 産 菌 を取 得 し た と い う報告
22’23）

や Co・

町ynabaderittm　gtutanu
’
Cttm 　KY 　 10260 に 2・フ ル オ ロ ア

デ ニ ン 耐性 を付与す る こ とに より，
ヒ ス チ ジ ン と共 に

ア デ ニ ン が 0．5〜2．Omg ！ml 蓄積を認 め た 荒木 らの 報

告
24 ）

が あ る．本報に お け る黒麹菌の 5
・−PD 。、e 離 産

変異株 の 造成 は
， 以下 の 考 え方 に よ っ て 行 っ た．すな

わ ち黒麹菌は， 4mM の 8・ア ザ ァ デ ニ ン 単独存在下

で は 生 育 で き な い ．し か し α ・naphthyl −5
’−adenylate

共存下 で は ， 5
’−PDase の 生産性 の 高 い 菌株 の 場合

α
・naphthyl ・5

’・adenylate が 分 解 さ れ た 結 果 生 ず る

5
「・AMP が 8一ア ザ ア デ ニ ン と拮抗す る こ と に よ り ，

8・ア ザ ァ デ ニ ン に よ る生育阻害が解除 さ れ る． α・na ．

phthyl・5
「・adenylate よ り 5

’．AMP の 生 成 量 の 多 い 菌

株 ， す な わ ち 5
’−PDase 生 産能 の 高 い 菌株 の み が

， 検

索培地 に生育 して くる．この 方法 に よ っ て 得 た造成菌

R −1227 の 5
’−PDase は ，親株の 1．4 倍 で あ っ た． 5一

フ ロ ロ シ トシ ン は
， 強力な ガ ン 化学療法剤を開発す る

目的で 合成 され た一連の 含 フ ッ 素 ピ リ ミジ ン の
一種 で

あ り，真菌 に 対 し て 強 い 抗菌作用 を示 す こ とが 報告 さ

　 　 　 　 25）
れて い る．　　　　　　 こ の 5・フ ロ ロ シ トシ ン の 真菌に対す る

選択毒性 は
， 真菌細胞 に 5一フ ロ ロ シ トシ ン が取り込

まれ る と，ま ず 5一フ ロ ロ ウ ラ シ ル に 脱 ア ミノ され る．

こ の 5・フ 卩 ロ ウ ラ シ ル は 生体内 で FdUMP に変換 さ

れ ，
dUMP と拮抗 して DNA 合成の 律速反応 で あ る

thymidytate　synthetase を 阻害
26’27 ）

す る と さ れ て い る

が ，
5・フ ロ ロ ウ ラ シ ル の RNA 内 へ の 取 り込 み に よ

る lethal　synthesis と も考え られ て い る．
28
　
30）

核酸合

成 に 対 し て 阻害作用を示す 5・フ ロ ロ シ トシ ン の 耐性

N 工工
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菌を取得す る こ とに よ り， あ る頻度 で 5
’・PDase 高生

産変異株 が 出現 す る こ と を期待 して 検索 し た 結 果，

5
’−PDaSe が 親株 の 約 1．8 倍 に 高 ま っ た FC・978 を得

た．

　PMase を含 まな い 5
’・PDase を調製す る方法 と し て

は
，

PMase 阻害剤 の 添加 ， 熱 処 理等 に よ る PMase

の 失活 ， さらに は PMase の 生産性の 低 い 菌株 の 造成

が 考 え られ る PMase 阻害剤 に つ い て 検討 し た 結果 ，

PMase に 対 して有効な阻害は同時に 5
’・PDase を も阻

害す る こ とが判明 した．界面活性剤添加熱処理 に よ り

S
’・Pl］laseの 損傷 な しに PMase を 除去す る こ とが 可 能

とな り，
5
’一モ ノ ヌ ク レ オ チ ドの 収率向 L に 貢献 で き

る ように な っ た．低 PMase 生産菌 に関 して は，現在

検討中で あ る．

要 約

1 ．2
’．

→ 5
’

ボ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を分 解 す る

5
’−PDase 活性が 高 くか つ 共存す ろ PMase の 生産量の

低 い 黒麹菌 を土壌 よ り分離 し ，
Ast・ergtlttts　 niger と

同定 し た M ・471−2 を得 た．

　 2 ．こ の M ・471 ・2 に uv 照射 ，
　 NTG 処理 の 変異

処理を行 っ て 得 た 8一ア ザ ア デ ニ ン お よび 5．フ ロ ロ シ

トシ ン 耐性菌 咫 ・44 の 5
’．PDase 生 産能 は

， 親株 の

5．5 倍 で あ っ た．

　 3 。5
卩一PDase 中 に共存する PMase の み を特異的 に

失活 させ る条件を検討 し た 結果 ，
0．5e／o ラ ウ 1 ル 硫酸

ナ ト リ ウ ム 存在下 で pH 　4 ・8，80℃ ，12〜24秒 間熱 処

理が 最 も良好 で あ っ た．

　 4 ．こ の PMase 　 free の 5
厂・PDase を，　RNA の ヌ

ク レ ア ーゼ P置分 解 液 に 適 用 し た結 果，ジ ヌ ク レ オ チ

ド区分 が ほ とん ど消失し， 5
’・

ヌ ク レ オ チ ドの 収率が

約 4 ％上 昇 し た。
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