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菌体内核酸 の 自己分解に よ る 5t一 ヌ ク レ オ チ ド 、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　−　芒　，

　　　　　　　
’

　 生産に 関す る研究

（第 1 報） （）andida 　utilis に よ る5’一
ヌ ク レ オ チ ド分泌に 対す る

　　　　　・・ホ ヴ酸塩 お よび界面活性剤 の 影響

　 　 　 　 　 　 じ

北野 　一 昭 ・秋 山　駿一 宰 ・福田　秀雄
＊

（武田薬品工業株式会社高砂工場 ・唖

澱酵生産物研究駈）

Pro旺uct 圭on 　of 　5へNucleotides　by　A ｛1to 己egradatio 且 of　Iロtra（が1ular

　　　　　　　　　　 R 三bo且ucleic 　Acid　of 　Yeast

　
『
　　　　 （1 ）　Influence　of　Bo臓 te　and 　SurfaCtants　on 　the　Excred 

一一　　　　　　　　　　　〇蚕 5’−NuCleotides　by　a　Stra重n 　of・（randida％titis　　　　・　　　　 、、

　　　　　Kazuaki　Kitano，
　Shun ．ickf　Akiyama串

and 　Hldeo　Fukuda霧 ・ ．

　　（T蜘 go　Plant，「眦 eda 　Ch   オc衄 Intlusnies．　Ltd．，　Takasago・city，
　Hy6gひ ken，

　Japan．
　　　　　

＊Research　and 　Develop瓰 ent 　D三vision．　Takeda　Che面 cal　Industries，　Ltd．，　Osak亀 Japa且 ）
』

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　訂」　　　　　’

　　　The　oo ロ（盖ほons 　of 血 e　exceretion 　of 　5ぞ・nudeotides 　due　to　the
‘
（legradation　of　endogenoust

　ゴboロuddc 　 adld　（RNA ）of　 a 　 str血 of （randlda　 utt
’
liS’were 　 stロdied．　 It　 was 　fbund　5’・

　nudeotides 　scnrcnly 　ex 鷹 鯰d　by 曲 orga   血
厂
曾hen 董ts 恥tact　ceHs 　were 　incubated　in　a　bu任er

　s・luti・n ・With　acetate ，　ph（mPhte ・r　glyctine　as　a　buffer　with
’
頗 ・us　 values 　of 　IH 　 It　was

　also 　foulld　that　5へnuCleotidees 　were 　exeretet3 　by　the　organ   wh   量ncubated 血 aglydne

　 bu麩er　con 訟 ini  ace 鰄 n 　s肛   t 轍 h 鐵 a膕 ine　pE 　 SurfacLants　usefUl　f【π 面 s　a〔Xivity
were 　common 　cationics 　and 　nonionfcs 　havirrg曲 bOndS　 B 蜘 nder　 these　 conditions

，
　the

　y1dd　of 　5ノーnuCleotiddS 　was 　n 。t　enough ．0 皿 出e 。ther　hand，
　imte 　buffers　were 　found　to　be

　 四 yuseful　for　the　exc 麟 on 　of　5廴nudeo 曲 s 幅 thout　ad （近ng 　an ア surfac 鰌n し Mofeover
，
　an

　addidon 　of 　a 凱   a伽 t   dα 油 e　p  。e 。f   te 願 f  5　w     out 　a 。o呻   e　degen働 ・

　丘αnof 　end ◎genous　RNA 　into　5’・nu 《艶α idεs　and 　a皿thβ 5’・nude 面 des　 formed、were 　excreted

　 outside 血 e な臨贓 （）Ei口亀

　　
’
The 　optimum 　c。ndi 亘◎ns 　for　the　5’・nudeo 曲 s 蠍 面 on 　by　the　int麒 α 曲 whe 彑   ubq 屈

　at　33 °C 蛋｝r　4　to　6　hn
， 職 e　as　foUσ ws ； 　　　　 ，　 ，　　 、　　　　　　

』
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緒 君

酵母 に よ る ヌ ク レ オ チ ド類の 分泌 に つ い て は ， すで

多 くの 報告がみ られ る；
’”1 ）一中尾 緒方らの は多種類

酵母を各種 pH の 緩 衝液に 懸濁 して ヌ ク レオ チ ド類

分泌能を調べ
， 分泌の 至適 pH などか ら酵母を タ群

分類した．
1
　　　　　　　　　　　 ∫

一方，微生物に よる核酸系物質の 分泌を促進させ る

法として は， 微生物生菌体を適当な 緩衝液に懸濁さ

る方法
1”’12 ）以外に ，

UV また は X 線照射
ls ・ll ）抗生物

処理
5 ・1の な どが有効で あ る こ とが知 られて い る。ま

　微生物生菌体に陽イ オ ン 界面活性剤を作用 させ る

菌体内物質の 漏洩がお こ る こ と
t7・a4’“t7⊃

， 陰イオ ン界

活性融が モ ノ ヌ ク レ オ チ ド の 分泌 に 有効で あ る こ

s）も知られ て い る．
’
しふし 5’一

ヌ ク レ オ チ ドの 分泌

関す る報告は みあた らない ．

著者 らは 5t一ヌ ク レオ チ ドを有利 に生産するため，

ボ核酸源 として きわめて 有利 に生産 され るが ． ヌ ク

オ チ ド分泌能が 弱 い と 考え られ て 来たS．　 】砌didu

lisの 生菌体 に よる 5’一
ヌ ク レ オ チ ド分泌条件を詳

こ検討 した結果 ， ホ ゥ酸塩お よび 陽 イ オ ン また は一

の 非イオ ン 界面活姓剤の 添加 が 特 iζ有効で あり，1両
の併用 に よ っ て ， 菌体内 RNA が定量的に 5’一

ヌ ク

オ チ ドとして分泌される ことを見出したの で ． それ

の 結果に つ い て 報告する．

実 験 方　法

　 供試菌株　　C勘 ゐ 廊 utilis 　B −2 ，

　　培養方法お よび 菌体懸濁液の 調製法　　 Tab 
ζ示し た培地を用 い

，
28℃で 単槽連続通気撹伴培養

た．対数増殖期の 培養液を低温で 遠心分離 して 集菌

　冷水で 2 回洗滌 した後，菌濃度が12％ （乾燥重量

して ） とな る よ うに蒸留水 に 懸濁 した．

闘 eL 　Medi面 oσ叫 x）sition　far　yeast　cu！t臨 》：

　 3． 5t−・ヌ ク レ オチ ドの 分泌方法　　 菌体懸濁液を

等容 の 緩衝液 と混ぜ合わ せ ， 必要 が あれば 薬剤を添加

し，33℃ で一
定時間反応 させ た．

　 4． 分析方法　　紫外部吸収物質の分泌量は反応液

を遠心分離 して 得られた上清の 260m μ に お け る吸光

度から求め ， 冷酸可溶性物質は等容の 10％ 冷過塩素

酸を加え ， 生 じた沈澱を除去 した 上清の 260　mp にお

ける吸光度を測定して 定量 した．紫外部吸収物質の 分

泌率は薦体懸濁液を 1N カ セ イ ソーダ溶液中で 37℃

18時間保持す る ときに 増加す る冷酸可溶｛生の 260m μ

吸収 に対す る分泌上 済の 260m μ 吸収 の割合 で 求め ノニ

　 菌体懸濁液の RNA 量は Sdhmidt，　 Tharmbuser

and 　Sc  eide τ の方法
19 ）に より求め た．

　 5仁 AMP の 定量は Brevibacterium　vitarutnen 類

縁菌
20 ）の 5’一

ヌ ク レ オ チ ダーゼ と牛小腸 ア デ ノ シ ン デ

ァ ミ ナーゼ を 使用 し ， Kalckerの方法 Zl｝に 準 じて 行な

っ た．5’一一GMP の定量は 5’一
ヌ ク レ オ チ ダ

ーゼ とグア

ノ シ ン デ ア ミナーゼ 22｝を使用す る石 田 らの方法に よ っ

た．ま た ，
こ れ らの 定量 に あ た っ て沖紙電気泳動法を

併用 した．

　 5’。
ヌ ク レ オ チ ド の 生成 量 は 5’−AMP と 5’−GMP

・の量で代表させ ，
5’一

ヌ ク レ オ チ ドの生成収率は 酵母

RNA 中の AMP 十 GMP 量を ア ル カ リ分解物につ い

て あ らか じめ 求あ ，

’
こ れに 対す る生成 5t−AMP ＋ 5「−

GMP の 量比 で 求め た，

　 5’一
ヌ ク レ オ チ ドの 分離同定 は Dowex −1 （ギ酸型）

カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを用い た緒方 らの 方法

St）に

準じて 行な っ た．

　　　　　　　　実験結果お よ び考察　 畑

　　1． 界面活性剤の 5i一ヌ ク レオ チ ド鈴泌促進効果

　A ．5L ヌ ク レ オ チ ド分泌 に 対 す る n 一ブ タ ノール お よ

　び 界面活性剤 の 影響　　種々 の pH の 緩衝液 に 酵母菌

体を懸濁 し， 紫外部吸収物質お よび 5’一
ヌ ク レ オ チ ド

類 の 分泌 の 有無を調 べ た が ，
Fig．　1−a

’
に示す よ うに ，

本菌はい ずれの pH に おい て も， 紫外部吸収物質をほ

　とんど分泌しなか っ た．次 に
， 酵母の 自己消化を促進

鬻 甑 麗驚 黷 鷺 驪 鸚』
みた （Fjg．ユーb）．紫外部吸収物質の 分泌 はか な り促進
「
され た が ， 5t一ス ク レ オ チ ドは恥ずれの pH に おい て

．撃 わ め砂 鮒 淤 れ燦 聹 な訣憐 ζれ鮒

籌 覯 錨
面

欝 磁 都韓 羅 蓑
加すると 紫外部吸収物質の 分泌が 促進さ縅 魂くに恋

1’

驫∴
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・
excre 樋on 　o歪U ，V ．−ab60rbi 籖g 　sub ・

　 　 sta 口 ces 　and 　5−nucleo 丘des．

　 　 Yeast   11s　 were 　 incubated　 for
　　 4　hr　at　33 °C 血 the 　O25M 　bu珪eτ

　　 solution 　of 　various 　pH ． ・

　
・
　　 pH 　3〜5 ：　 aeetate 　bu鉦er

lF・　 pH 　6〜 7 ； pbosphate　buffer

　  
一
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　 Table 　2．　E旺ects 　of マarious　 s匸ロ｛actants　bn 　thε exereti6116f 　5’層nu （il白otides鴨
’1

　　　　　 　　　　　 C αロ◎entratioロ of　s℃  actant ； 0．3％ 　 　 　 　 　 　 　
一

Co ［nmercial

　 瓜 a工ne
Component

Catiα取 AB
Cation　BB

Trimethyl　octadecyl 　arnrnonium 　ch1cnide

Trimethyl　dodecyl　am 皿 onium 　chloride

、Tdmethy 韮he漁 decyl　a血 n。niurn　chloride

Alkyl　dimethyl　beロzyl 　ammo 皿 iu！n 　6h至σ ride

Poly。 xyethylene 　fatty　a皿 ine　 ：
・・

Alkyl　hetera　cyclic 　compeund

Cetyl　trimethyl　a皿 皿 oniu 【ロ bro価 de

　Sod洫皿 alkylalyl 　su ！fo臓ate ドだ 蔚 聖 、「 ・、・｝
こ
言、．

一．　Sodium　alkylaryl　sulfbnate ・・一・一一 ・・　・一・一・
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P ・1y ・血 ylen・ 91yc・1　m α・。laurn・te
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これ に対 して pH 　10 の グリ シ ン 緩衝液で は大部分が

5’一
ヌ ク レオ チ ド と して 分泌された． こ の 結果か ら，

本菌は中繹 らの分類
’〕 によると， アル カ リ側 で 5’

Tヌ

ク レ オ チ ドを分泌す る型 の菌で あるとい える、

B ．界面活性剤の 種類と分泌捉進効果　　こ の よ うに

界面活性剤が 本菌 の 5，一
ヌ ク レ オ チ ド分泌を促進す る

こ とが わ か っ たの で ，界面活性 剤 の 種 類 と促進効果の

関係を調べ た （Table　2＞．すなちわ ，

一般に 陽イオ ン

界面活性剤 は有効で あ っ た．渡辺 ら
le ）が紫外部吸収物

質 の 分 泌 に 効果 を 認め て い る陰 イ オ ン 界 面 活性剤は，

本菌 に お け る 5’一
ヌ ク レ オ チ ドの 分泌 に対して 効果が

認め られなか っ た．またい ままで ． 比較的検討 されて

い な か っ た 非イ オ ン 界面活｛生剤の 申で は ，
エ ーテ ル 型

の もo だ けが特異的に 効果が 認 め られたが ，
エ ス テ ル

型 の もの は無効で あ っ た

C ．界 面活性荊 の濃度の 影響　　次 に 界面活姓剤の 添

加濃度 の影響を 界面活柱剤 と して カ チ オ ン F2−50 を選

ん で 調 べ た結果 F泌 2 に示すように 反応液中 ．O．3％
（乾燥菌体量当 り 5％）付近が至適で そ れ以上の 添加

で は む しろ収率は 低下 し た．

　ζ の 池 ，

．
反 応温度．pH そ の 他の 条件 に つ い て も種

々 検討 を行な っ た が，5な ヌ ク レ オ チ ドの 生成収率は高

々 60％ 程度 にす ぎなか っ た．
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　2． ホ ウ酸塩の 5｛一ヌ ク レオ チ ド分泌促進効果

A ．塩溶液 の 組成 の 影響
冖

次 に塩溶液の 組成の 影響

を調べ た．緩衝力の 弱いもの にっ い て は，反応中30％

ヵ セ イ ソーダで pH 　8．5〜9．0 に 調整 した．得 られ た

結果を Table　3 に示 した．グリシ ン 緩衝液で は 界面

活性剤を添加しな い 場合に は 5’一
ヌ クレ オチ ドは わず

か しか 生 成 され な か b た の に魁 し，° ホ ウ 酸塩 の 入 っ た

緩衝液で は界面活性剤無添加で も 5’一
ヌ ク レ オ チ ドが

よ く生成され た．さ らに 界面活性剤を併用添加す る と

生成量が 顕 著 に 増大 する ζ と を認めた．こ れに 対して

クエ ン 酸緩衝液，リン 酸緩衝液，炭酸 ソーダ 緩衝液 ，

食塩水な どで は界面活性剤を添加して も 5’一
ヌ ク レ オ

チ ドの 生成は わずか で あ っ た これ らの 結果か ら，ホ

ウ酸塩 は本菌に お ける 5’一
ヌ ク レ ォ チ ドの 分泌 に 対 し

て ， 単な る pH や イオ ン強魔の保持だけで な く． 別の

生理的な意義を有す る もの と鮭論さ れ る。　　tttt

Tab1e　3．　Effects　of 　vatious 　buffers　on 　the　excretion

　 　 of 　5’−nucleot 三des．

5’・Nucleotides　formed
Buffer　 マ　　　　 1　　　　 宀

．

伽　1 「
・N ・  ド

丁

鸚
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 M
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　　　 Yeast　cells 　 were 　 incubated　 in　each 　 buffer　 with 　 or

　　　　without 　add   g　CTAB 　foピ 4hr 　at 　33 °C ，

　 ．　 pH 　was 　 adjusted 　 to　pH 　8．5物》9．O　with 　 30％ NaOH
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　　 用 がホ ウ素の 作用な の か虜鋸 酸イ オ ノ め作用なの か を

　　　知る た め に ， 各種ホ ウ素化合物の 分泌促進作用 を調べ

　　 、た　そ の 結果は Table　4 に示す通 りで ， 反応液中 ホ

…
・
・ゆ 酸 イ オ ノ を与樋 よ繁 犁の もの IC効騨 あり ・ 脊

　機 ホ ウ素化合物などに は効果炉認め．b れな釦う ち
Yeast　cens 　we 爬 incub直ted　f  卜 4h τ ｛【重・33℃ 、i乱　　，

軌25Mglyc 重neNaOH 　buf正er （pH 　9．8）．　　　　　 ・ K 繍 癒畷 知

tー’　 み 　　 　　t．
t・　　　　 雌 ぺ

．

Nrr 且 l 　 otf 　 n

　　ゆ

騨 細 … v ・一



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

寝靉 廻　　 tS

爨
「
　 翻

ゴビ＝一・

・ミ
1

「
！．

18 北野
層
一 贈 マ 秋山　酸一 」福田　秀雄 （醸 工　第48巻 ，

1970年

』
Table　4．　　E 舐ects 　of 　variQus 　bOron　co 皿 Pζ⊃unds 　on 　th巳　exaret まon 　of　5

’rnucleot三des，

Compound．

Borlc　 acid

BoraxPotassium
　tetrabOratゆ

Boric　aτLhydr 三de
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 伊

Sod玉u 皿 metaborate

Boront罫i丑uQride 　etheroo 田 Plex

Sodiu：n 　tetrafiuoro　bQrate
Triphenyl　borate　　

’

Formula
正bglative　prOcluct三V …ty　　　　・

．… Ml 晦 M

H3BO ガ
齟

Na含B‘07・10H20
．KsB ‘O ，

・5H20

B203NaBO2
・4H20

BF3（C2H5）20

NaBF4

（C ．H50）3B

70989510310612101210032289564

　 8

　 818

The　ratios 　were 　normalized 　to　make 　the　pr（溢ロ ct ｝vity 加 the 　case 　of 〔）．25 　M 　br）ric 　acid　equal

　 to　100．
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　3， ホウ酸塩存在下 で の 5’一ヌ ク レ オ チ ド分泌に対

する界面活性荊の 影響

A ．界面溏性剤の種類と分泌促進効果　　ホ ウ酸塩存

在下 で の 5’一
ヌ ク レ オチ ド分泌に対 して も界面活性剤

の 効果が 認め られ た の で ，
こ の条件下 で の 界面活性剤

の 種類と促進効果 の 関係を再度検討 した．そ の 結果 グ

リシ ン 緩衝液の 場合と同様に ， 陽 イ オ ン お よ びエ ーテ

ル 型非イオ ン 界面活性剤が有効で 菌拯内 RNA は 100

％ に 近 い 収率で 5な
ヌ ク レ オ チ ドに分解され分泌蓄積

され た （Table　5）．

B ．分泌至適条件の検討　　つ ぎに ， ホ ウ酸塩として

ホ ゥ酸 （HsBOs）を使用 した場合の 5，一
ヌ ク レ オ チ ド

生成条件 につ い て検討 した．至適初発 pH は 0．25　M

ホ ゥ酸を使用した場合 pH 　10．0〜 10．3 付近で ある が

Table　5．

（Fig．3）J／反応中 5’・一ヌ ク レ オ チ ドの 生成 に ともな っ て

pH が低下する傾向が認め られ た，そ こで 反応中液性

を ア ル カ リを補添しつ つ 一定 に保 っ た場合 の 至適 pH

を求めると pH 　8。8 付近で あ っ た．　　 、一

　ホ ウ 酸の濃度は F嬉 4 に示すように ，
0．2M 以下

で は収率 は 低下 した．ま た， こ の ホ ウ 酸塩 の
一部を

NaC ！で置き換え て も収率低下が み られ，したが っ て

分泌を十分行 な わせ るため に必要なホ ウ酸イオ ン 濃度

は 0．2M 塚上で あるこ とがわか っ た．なお ， 界面活

性剤の種類に よ っ て この 条件はあまり変化 しなか っ た．

界面活性剤の 至適量 は
，

そ の 種類に よ りや や異 な る が

乾燥菌体当り5・VIO ％ で あっ た．

　 こ れらの 結果に みられ る よ うに，ホ ゥ 酸塩 は単独で

も 5’一
ヌ ク レ オ チ ドの 分泌 に効果が あ るが ，収率 は 至

Addition謡 e鉦ects 　6f　suτfactants　on 　the　excretion 　of 　5’・
加 c1θ ot …des　using 　borate　buffer．

　　　 、　　　　　　　　　C ⊂瓜 ceohpation 　of 　surfaCtartt；　03％

Form CommerCial　name Component・
　 覧

　 Yield　 of

5’−nucleoti （飴

鑞・
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・AU 守1　he寧 o ¢ゆ c　co皿 punds

Pol郭｝xy 　eth興e彑e　alk ヲ1鋤 ロe

93．0  

　 　
’
；プ

96．0
’

A   onic Sintok鼠 L−100 正6auryl 　aloohol 　suユfate　（Na−saユt） 69．5
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適条件下lctsい て も 60％ 前後で ・グリシ ン 緩衝rWIC

界面活性剤を添加 した場合と同 じ程度で ある・しか し・

ホ ゥ酸塩存在下 で 界面活性剤を作用させ た場合菌体内
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Fig．3．　Optimum 　pH 　of 　bOrate　buffer　on 　the 　ex ・

　　cretion 　of 　5へ nucleotides ．

　　Yeast　 cells 　were 　incubated　fbr　4　hr　at 　33℃ in

　　O25　M 　 bO瓰 te　buffer　 of 　 vaゴous 　 pH 　with 　 or

　　without 　add   CTAB （O．3％）．　 　 　 一

RNA は ほ ぼ定量的1ご 5’一
ヌ ク レ 矛 チ ドどして分認さ

れ た．　　　　　　　　　　　　　 、　　　
1

4． f｝fitsのwrmarevaお よび頒 伽 雕 ；魏 条
1件下で の 5’一

ヌ ク レ オ チ 甘 分泌の 特間経過の 1例を　 t．

Fig，5 に示した．菌体内 RNA は約 4時間で 滴失し；

ほ ぽ 100％ 5’一ヌ ク レ オ チ ドとして 回収 され た．まだ

生成 した 5’一
ヌ ク レ オチ ドは さらに長時間反亦を っ ブ

けて もほ とん ど減少せず ，
この 条件 で は 脱 リン 酸化反

応 は ほ とん ど起 っ て い ぼい 乙 とが わ か っ た．紫外部吸

収物質の 生成 と 5’一
ヌ ク レオ チ ドの 生成経 過 は ほ ぼ一

致 し
，

反 応の ど の 時間を と っ て も冷酸不溶性 の 紫外部

吸収衝質はほとil，ど梦鱗されて い ない．翁鱒物 を Dc，−

wex −1 （ギ酸型）カ ラム クロ マ トグラ フ ィ
ーで 分離 し

た と こ ろ， Fig．6 に示 す よ うに 生成物は ほ とんど 5’一

ヌ クレ オ チ ドの みで ヌ ク レ オ チ ド・ニ リン酸 ， 三 リン ー

酸，お よ びオ リゴ ヌ クレオ チ ドなどはみとめ られな い．

以 上の こ とか ら， 本条件で は 菌体内 RNA は 5’一
ヌ ク

レ オチ ドに まで 分解 されて は じあて菌体外へ 分泌 され

るもの と考え られた．
』
また分泌 された 5’一

ヌ ク レ オ チ

ドの 組成との RNA 組成を比較すると Table　6 に 示

すよ うに よ く一致した．た だ RNA の 組成に 比べ て

5’−AMP の 生成量が若干多い の は， 菌体中の 5’−AMP

関連化合物か ら生 じたもの と推定 される．

　 ホ ウ酸塩緩衝液 を 用 い た 場合 の 菌体成分 ． および

RNA の物質収支をグ リシ ン 緩衝液を用 い た場合 の ぞ
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Fig．6．　Sepaエation 　of 　excreted 　nucleo 蚯des　by　an 量on 　exchanger ．

　　Exdhartger； Dowe × 1x8 　formate　type ，200〜400 田 esh，0．63
　 　 c皿

2x8cm ．

　　E 監ution ； Eluted　w 玉th　form…c　ac …d　and 　sodium 　formate　at 出 e

　　Iate　of　O．5　m1 ／血 　Each　10　ml 　fraction　was 　c◎1互ected 　In　a
　 　 tube．

　　（1）Adsorption＆ water 　 　（2）0．005　M 　fomlic　acid
　　（3）0．02MfG 面 c　acld 　 　 （4）0ユMformic 　 acid

　　（5）0．01Mfom 且c　 acid 十 〇．05　M 　formate
　　（6）0ユ M 　formic　acid 十 〇．1　M 　fotmate
　　（7）0．1Mfomic 　acid 十 〇．3　M 　farmate

　　（8）0．1Mfo τmlc 　acid 十 〇．4　M 　fennate
　　（9）α5Mfo 面 c　acid 十 α5　M 　fom 】ate

ヒ

れ と比較して 模式的に 示 した の が Fig．7

で ある．ホ ウ酸堪緩衝液で は菌体内RNA

は ほ とん どが 5’一ヌ ク レ オ チ ドに 分解 さ

れて 分泌 される の に 対 し．菌体成分 は

20％ あまりが可溶化される．こ の う ち

10〜12％ は RNA で ，
8〜10％ は そ の

　　　　　　　　　　　　　　1

他 の 冷酸可溶性物質で あ るか ら、 菌体内

高分子物質は RNA 以外ほ とんど 自己

消化 されて おらず ． RNA に対 して きわ

めて特異的な 自己分解現象とみ る こ とが

で き る．こ れに 対 して グ リシ ン 緩 衝液 で

は RNA 以外 の 物質 もかな り 自己消化

され ， そ れ に と もな っ て 菌体成分 の 漏洩

が はげしくなり，
RNA が完全 に モ ノ ヌ

ク レ オ チ ドに まで分解されな い う ち に そ

れ らの
一

部 が 分 泌 され て 来 た．

Table　6．　 Cornpositions　of 　RNA 　and

　　exerted 　nucleotides ．

5’−AMP5
’−GMP5
’−UMP5
’−CMP

RINA28

．3％
27．825

．218

．7

Excreted
nUCleotldes30

．2％
26．824

，218

，8
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　　　　　　　　 要　　　　 約

　1プ Candida 　utilis 　B −2 の 生菌体を 用い 菌体内

RNA の 自己分解に よ る 5t一ヌ ク レ オ チ ド生成に 対す

る 界面活性剤 お よび各種塩溶液 の 影響を調べ た．

　2） 本菌 は陽 イオ ン ま た はエ ーテ ル 型非イ オ ン 界面

活性剤の 存在下 ，ア ル カ リ性 pH に おい て 菌体内RNA ’

の 約60％ を 5’一ヌ ク レ オ チ ドと して 分泌する こ とを認

め た．　　　　　　
’

　3） 本菌 に お ける 5’一
ヌ ク レオ チ ド分泌に 対 して 塩

溶液の 組成 が 大きな影響をおよぼ し，ホ ウ酸塩が特 に

有効で ある ζ とを認 め た．

　の　ホ ウ酸塩存在下に おける界面活性剤 の 効果に っ

い て 調べ
， 両者の併用に よ っ て菌体内 RNA がほぼ定

量的 に 5’一
ヌ ク レオ チ ドと して 分泌 され る こ とを見 い

出 した

　5） 5’一
ヌ ク レ オチ ド分泌の 至適 pH は 10．0 付近 ，

．

ホ ゥ酸塩 の至適濃度は 0．2〜0．25M ， 界面活性剤 の 至

適添加量 は 乾燥菌体当り5〜 10％ で あっ た．

　 6） 分泌生成物を イ オ ン 交換樹脂 で分 画 し， 大部分

が 5’一
ヌ ク レ オ チ ドで あリヌ ク レ オ シ ド，

ヌ ク レ オ チ

ドポ リリ ン 酸， オ リ ゴヌ ク レオ チ ドはほとん ど存在 し

な い こ とがわか っ た，

　 7） 分泌物の ヌ ク レ オ チ ド組成 は 5し AMP を除き

RNA の それとよ く
一

致 した．　　　　　　　　　 ．
　 8）　ホ ウ 酸塩存在下に おける 自己分解現象は RNA

IcPtし き わ あ て特異的で あ っ た。　　　　　　　　　．、

　 終 りに 臨み ， 終始櫛指導御鞭鏈を賜 りま した当社寺田楽，

　 6）　Holden， 工 丁．： Biechim ．　BioPhys．　Acta．， 29，

　　　 667 （1958）．

　 7）・　Delamtetr，　E．　D ．，　 Babc  k
，
　K．　L ，

　 Mazza且嬉

　　　 G ．R ．： J．翫 広．，77，
513 （1959）．

　 8） Stephenson，　M ．，　Mayle，　J，　M ．： Biachem．　J．， 45，

　　　 vii （1949）．

　 9） Cohn ，　Z ．　1￥・，　Hal）n
，　E 　E ．，　Ce1（  k廴 W ．，　B 唹

　　 、嘸 n ， F．　M ： Science， 127， 282 （1958＞．

　 10）　Ogata，　K．，　Imada，ん ，　Nakao，　Y ．： Agr ．　Biol．

　
’t
一
ド
　Chem ．， 26， 596　（1962）哂

　 11） 今田， 中尾 ， 野上 ， 五十嵐， 緒方 ： ア ミノ駿．

　　　　核酸，No．8，　p．118 （1963）．

　 12）　Sugimori，　T ，，　Tazuke，　Y ．，　Ham 血 Y ．； 497．

　　　　Biel．　Chem ．
，
27

，
712　（1963）．

　 13）　LoofbOurow，エ R．，　Oppenheim，　E．　S．，　Loof。

　　　　bourow，　D．
『
G．，　Yeats，　C．　A ．こ Biochem．　J．，41，

　　　　122　（1947）。　s、　　三、

、
14）．

Bill・馬 P受，4rrケ・B癖 厭 助 嫉 畝 靄

　　　　（1957）．　．　　
←
、　
『
tt．

　 15プ NeWton，　B．　A ： 孟 Cen．　 MicrChiol．
，
9

， 54

　　　　（1953）．

　 16）、、Kinsky，
　G．　C．： 必 Beurt

．
82」889（1961）．

　 17） 大林 ：農化 ， 37， 265 （1963）．

　 18） 渡 辺 ， 大 沢，
．典本 ：

：本誌 ．
46p　538 （工968）．

． 19） Volkin．　E ．・．Coh馬 W ・E
！
： ・Metheds　of 　＆

’
“

　 一ガ 跏 塵 64Z ん 畷y轟 嵩 287 （195の．．

　 20）’，冨士谷 t ／中尾 ； 昭和41年 4月農化関西支部鍔会

，　， ．報告・∵ 、 tttt・．一一　，，：．、　「

食品 事業 部次 長，醸酵生産物研 究所長武 田六 郎博士，同副 ．∵ ∫2．1）．Kalclren・　4　M ：：J・　・Bial・Chem・・ 1S7・ 44践 461

　所 長石 田安成博士，食品 研究所 仲仁七部 長，醸 酵生 産物研

　 究 所中尾義雄 博士に 深謝 します・

潔雛 糶欝賜
17回

τ1
ノ酸

轡鴨
　　　　　　　　　 文　　　　 献
）−　；　’．t“tゴ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ’　　　　tt

　ユ冫　　桶 匚1p　植村 ：農イ匕，　33 ，　304　（1959）．
1t1

． 2）1 田中，桶 口 ， 殖村 ：農化 ，
36

，
978 （1962）．

層

　
’
3） Tsuk田 da，

　Y．，　Sugimeri，　T．： Agr．　BioL　Chem．，

　　　 28，429　（1964）．

　4） Nakao
，
　Y ．

，
　Imada，　A．，　Wada ，　T ，，　Ogata，　K ．：

　 　 4t 　’
　　　 A，gr・＆

’
ol．　Chem 、，2S，151　（1964）．

∴勲．Hursち R ・o ．，　littlq・J．・A ，、　B 。tter，　q α 訊

囃 灘 鰹 坤・ 脚 95⇒・
， ，

款 擁

裙 癬
． ・’

1　，r ．卸 斬 瀞 雪 　 ．．^　
’・．、・ 、　 、・

欝辮努轡 葛 贈 鰯 驫 満 蒲 汀・∴ 一・一 ・

　　．．、（1947）阪　　ピ ド
∴ ：、：，　　　　　．　　　：e　　　　飛

、

ヒ22） 石 田 ， ，白藤．米 田．．軍士谷 ；農イ」 43，1 （196g）．

　23）．Oga岻 K ．，　 Imadら A ，　Nakao，　Y ．；，　Agr．　Bi’ol．

．r　1、，1；：．ρ卿 乳 零6・ 58昏《工9町 ・
、

∴ ．

　 24） Hotchkis5，　 R．　D ．： Ann ．ハr．y．　Aeed ．＆ら 46，

　　　 479　（1946）．

　 25）　　Gale，
　E 　R 囲 ［「aylor

，
　E 　S謎　Natnte，　1砿 　548

．　 ．（1946）．　　．　 。一．’
26s 。lt6。 ；　Mi

”

エ三瑟 σ。蠧1厩珈 ∫。1．∴亀
’
391、

’一

　 ．．，．（1951）・
’
　 デ ∵ 一 ＝

．27）．　S量ade ・
正1・ni　J：．Gen・PhPtSt

’
al

！〜
4馬一〇3 （三957）・

　 　 …　　ら　　．　．i．　’
tH ・・，　 ≧、ご、・・鴛　’．

唱¶
广 二　　6　 

 略・
を』：　

’｝「t4
　曽・

豪
「’　　　　　　　　　　　ヤ　’　　　　ア　　　’　　ゐ；．　ny　　　　　　　　　　のtt　ム　　　　　ロttt’　　　　　　　　　　ヒ　　も　　　　　　　　　’

最 紘：
、 ．、ゾ ，

∴ 、齒癒霧吸藝 19〜署、琴鮮）
．

孫：r∴？憲 糞ぎ巌讐幾譲婁妻
 

午 渇 贈 ・怠 蹴
・。禰   ：艶 笹

．
檸 ξi二諒 欝 ；

穿佑 ｝ぎ賞 ∫
 

、雫

響 鐔 辮 撫 轡 鑼 母攤 蜘
　　　　　　　　　　　　　　　　　

Nn −E ’ ・ 。 t ・ 。 ・エ。
　
hb 虚

平簿 F・ ・ 。 ・


