
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

第 9 号，　 9 月〕 酵母に よ る CMP と コ リ ン か ら CDP 一コ リ ン の 生産 637

［J．Ferment ．　TedlnoL
，
　Vol ，52

，
　No ，9

，
　p．637〜645

，
1974］

酵母 に よ る CMP と コ リ ン か ら CDP ・コ リ ン の 生産
＊

栃倉辰 六郎 ・苅谷　泰弘
＊ ＊

・ 木村 光

京都大学農学部食品工学科，京都大学化学研究所
＊＊

CDP ．chollne 　Production　 from　CMP 　and 　Choline　by　 Yeasts

Tatsurokuro　Tochikura
，
　Yasuhiro　Kar三ya，

＊＊ and 　Ak ｛ra 　Kimura

Department 　of 　Food 　Science　and 　Technology
，
　Faculty　of 　Agriculture

　　　　　　　 KyotO 　Univcrsity
，
　Kyoto

　
＊＊lnstitute　for　Chemical 　Research

，
　Kyoto 　Un 三versity

，
　Uji，

　Kyoto

　　Fermentative　produc 丘on 　 of 　CDP −choline 　by　yeasts蛭 om 　 CMP 　 and 　 choline 　 was

investigated．　 By　 use 　 of 　a　dried   1且preparation　of 　Hansemata　」
’
at伽 だ IFO 　O987，

　CDP −

choline 　was 　produced 　in　good 　yEdds 　at 　high　levels　of　inorganic　phosphate　under 　the

condition 　 of 　glucose　catabo 且ism，　 CDP −choline 　was 　isolated　 as 　its　sodium 　salt 　by　io旦
ex ｛ibange　columm 　Chromatography，　 and 　 identi丘ed 　by　 chmmatographic 　 and 　physico−

ch   ical　procedures．　 CDP −dlol玉ne 　production　by 泓 ゴα飆 was 　 snictly 　 controHed

by　both　cultivation 　time 　of 　cells 　and 　p且 of 　the　reaction 　mixture ．　 Long 　time 　cultivation

resuhed 　in　lowcring　th¢ activ 量ty　of 　both　choline   ase 　and 　CDP −dlo1三ne 　pyrophosphory−

lasc　of　the　cel 盈
，　while 　the　ph （rspherylation 　of 　CMP 　was 　not 　．affected 　by　long　time 　cu 王．

tivaほon ．　 The 　optimum 　conditions ｛br　CDP ・choline 　production　were 　as 　f（）Uows ： CMP
，

20 μmoleslm1 ； 止 ollne
， 80μ

moleslml ； glucose， 600μ
mol 【欝ノml ； MgSO4 ・7H20 ， 30

μ moleslm 夏and 　dr量ed 　ceU 　preparation　10（》−200　mglml 量n 　total　vo 弖ume 　of 　2　ml ．　 Under
thc　optimum 　conditions

，
　the 　maximum 　yield　of 　CDP ・choline 　was 　more 　than 　 13μ

moles

per　mL

緒 言

　CDP ・コ リ ン は Borkenhagenら1｝に よ っ て，　CTP と

P一コ リン か ら酵素的に 合成され る こ とが 知 られ た レ シ

チ ン 生合成 の 重要 な 中間物質 で あ る．2〕本物質 は 分子

内へ の 放射性同位 元 素 の 組 み 入れ など，その 用途 に応

じて 有機化学的 な方法で 調製 され て い る が，3
階5｝ 近年，

微生物に よ る生産も検討さ れ，報告され て い る．6・7）筆

＊
酵
・
母に よ る CDP 一

コ リン の 醗酵生産 （IV ）

　Fermentative　Production　o 『CDP −choline 　by　Yeasts
　（IV）．

　本報 で は次の 略号を用い た．
　CDP ・

コ リン ： cytidine 　5’・diphosphate　choline
，
　CDP

　鹽エ タ ノ ール ア ミン ： cytidine 　5’−diphosphate　ethan ．

　 olamine ，　CMP ：Cytidinc　5’−monophosphate
，
　P一コ リ

　ン ： Phosphory！cho ］ine，　 P呷エ タ ノ ール ア ミン ；phos・

　phorylethanolamine，　 PP1 ：　 inorganic　pyrophes −

　phate，
　FDP ；fructose　1，6−diphosphate．

者らは こ れ まで に酵母の 乾燥標品を用 い て，GMP と

P・コ リン ，あるい は CMP と P一手 タノール ア ミン か ら，

それ ぞれ CDP 一コ リ ン ，8・9） CDP ・エ タ ノ ール ア ミン lo・

11）を 醗酵生産す る方法 に つ い て 報告 して きた ．

　本報 に お い て は，P・コ リン の 代 りに コ リン を 用 い て，

収率よ く GDP 一
コ リン を 醗酵生産す る 方法を検討 した．

す な わ ち，高濃度の 無機 リン 酸 の 存在下 に おけ る糖代

謝 に よ っ て 生成す る エ ネル ギ
ー

を コ リン お よ び CMP

の リ ン 酸化 に 効率 よ く利用 して GDP 一コ リン を得 る こ

とを 目的 と して い る．

　 こ の よ うに ，リン酸化の エ ネル ギー供給体と して ，

醗酵の エ ネル ギ ー
を利用す る方法は，すで に パ ン 酵母

等の 乾燥菌体を 用 い た一連 の 糖ヌ ク レ オ チ ド醗 酵 に お

い て 実施 され た もの で あ る．la
−14｝ した が っ て 14C ・コ

リ ン を用 い る こ と に よ り CDP ・14G ・コ リン の 生産が 可

N 工工
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CMP  
：
−
7
− 』｝CTP

　　　
En
ヲ
gies

　 Fermer印o健1  Qr　Re5p 吻 †iGn【rn　Pl　buffer［　　 CDP −chQ瞳n已や PP ，

　　　 ＼

、圃 、e 轡 。 ＿

能で あり，32P 一リン 酸緩衝液を用 い て CMP −32P 一
コ リ

ン の 調 製 も 可能で あ る ，ま ず，各種酵母の 乾燥菌体標

品を調製 しCMP
，

コ リ ン ，無機 リン 酸緩衝液，グル コ ー

ス ，Mg2 ＋
， を含む 反 応液と イ ン キ ユ ベ

ー
トして CDP 一

コ リ ン 生産能を 比較 した．その結果，数種 の 酵母が比

較的多量 に 該当物質を生成す る こ とを 認め た．そ の 中

で も特 に 生成量 の 大 きい 菌株と して Hansenuta　jadinii
IFO 　O987 を 得 ， 本菌を 用 い て 醗 酵条件下に 生成す る

シ チ ジ ン ヌ ク レ オ チ ドを単離して CDP ・コ リン と同定

した．ま た，本菌 を 用い た CDP 一
コ リ ン 醗 酵の 至 適条

件を 検討 した の で そ れ らの 結果 に つ い て 報告す る．

実験材料および方法

　酵母の培養と轄燥酋体の 調製　　酵母は 前報
8）の 方

法に した が っ て培養した の ち，乾燥標品を調製 した．

　コ リ ン と CMP か ら CDP ・コ リ ン 生成能 を 有す る酵

母の 検索　　GMP と コ リ ン か ら CDP ・
コ リ ン を生成

する酵母の 検索は CMP ，20 ；コ リン ，50； グル コ
ース ，

400；リン 酸緩衝液 （pH 　7．4），200；　MgSO4 ，12（μmolesl

ml ）を 含む 反応液を 標準反応液 と し ，反 応液 2m1 を試

験管に とり，被検菌 を 100mg ！m1 の 割合で 添加 して

28℃ で 振 と う，CDP 一
コ リ ン の 生 成 量 を 比 較 した．

　分析法　　シ チ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド類 の 定量 は，ペ ー

パ ーク ロ マ トグラ フ ィ
ー （PPC）に よ っ て 分離 したの

ち，紫外線吸収画分を切 りとり，0．01N −HC1 で 30℃

1夜抽出 した 抽出液 の 280nm に お ける吸 光度測定 に

よ り行な っ た．280nm に お け る シ チ ジ ン ヌ ク レ オ チ

ドの 分子 吸光係数，13× 10B（pH 　2）を用い て ，各 ヌ ク

レ オ チ ドの 濃度を算出 した．

　 コ リン は PPG および シ リカゲル G を用い た薄層ク

ロ マ トグラ フ ィ
ー

（TLG ）に よ っ て 分離 し，ア ル カ リ性

過 マ ン ガ ン 酸 カ リ液を 噴霧 して 黄色 の ス ポ ッ トと して

検出 し た．15 》

　P一コ リン お よ び P・エ タ ノ
ール ア ミ ン の 定量 の 場合に

は ，PPG で 分 離 し たの ち，　 Hancs −lsherwood 試 薬 16冫

で そ の 所在を 確認 した．同時 に並列 して展開 した ろ紙

上の P一コ リ ン
，
P一エ タノ

ール ア ミ ン に相当する画分を

切 りと り，pH 　8．e の Tr 孟s・HGI 緩衝液で 抽 出 し たの ち，

EschericEia　 segi か ら調製 し た Alkaline　phosphatase17｝

で 処理 した．本酵素処 理 に よ っ て 遊離iして くる無機リ

ン 酸 を Fiske−SubbaRow 法 ls）で 定 量 し P一コ リン ，　 P一

エ タ ノール ア ミン 量と した．

　反応生成物の 単離　　 コ リン と CMP を 用い た反応

液か ら，前報
7）

の 方法を一部修正 して生 成物 の 単離を

行な っ た．反応停止液 （100℃ ， 3 分間煮沸）の 遠心分

離上清液に 少量の 濃塩酸を 冷却下に おい て 加え，pH

を 2 に 調 整 し，生 じた 白沈 を 遠 心 分 離 して 除 去 した．

上清液の 280　nm に お け る 吸光度200に対 し 100　mg の

精製活性炭を加え て冷所で 1 夜攪梓しなが ら核酸関連

物質を 吸着させ た．核酸関連 物質を 活性炭 か ら 2％ ア

ン モ ニ ァ を含む50％ エ タ ノ ール で 数回溶出 し たの ち，

50℃ 以下 で 減圧濃縮 した．濃縮液を pH 　8．0 で Dowex・

1s　X −2 （fbrmate　type ）カ ラ ム （1．8　x　48　cm ）に 吸着 さ

せ
，
0・0025M の ギ 酸で 溶出 し ，

　 CDP 一
コ リ ン に相当す

る画分を単離 し た．

　CDP ・コ リン 画分を再び活性炭 に 吸着 させ た の ち，

上記 の ア ン モ ニ ア 性 エ タ ノ
ー

ル で 溶出後 濃 縮し，

Dowcx ・50 （Na 　type ）カ ラ ム （3　x 　7　cm ）を 通 して ， 水で

溶出した．核酸画分を集 め て 50℃ 以下 で 減圧濃縮し

た．濃縮液の 着色物質を 少量の 活性炭 で 処理 して除い

た の ち，4−−5ma容の 99％ エ タ ノ
ー

ル を加 え る と 白濁を

生 じた、低温に 数 日間静置して 白色板状 の結晶を得 た．

　コ リン キ ナーゼ 活性の 測 定 　　醗 酵条件下 に お ける

酵母の コ リン キ ナーゼ 活性 は，標準反応液か ら GMP

を除 い て 反応 した の ち，生成す る P・コ リン を 定量 して

示 した ．コ リン を エ タ ノ
ー

ル ア ミ ン に 換 え て 生成す る

P・エ タ ノ
ー

ル ア ミ ン の 生成量 で も比較 した．

　定量法　　グル コ
ー

ス は 除 蛋 白操 作 後 SomQgy レ

Ncls・ n 法 19）で 定量 し，　 FDP は Roe 法 ao）で 定量 した．

　試薬 　　CMP は協和醗 酵 工 業 K ．K
， から恵与され

た もの を使用 した．そ の 他 の もの はすべ て 市販の 試薬

特級を用い た．

実 験結果 及 び 考 察

　CMP と コ リ ンから CDP 一コ リ ン 生成能 を有する酵

母 の 検索　　標 準反 応 液 を用 い て ，CMP と コ リン か

ら CDP 一
コ リ ン を 生成す る酵母 の ス ク リーニ ン グを行

な っ た．Table　1
，
　A 欄に示す よ うに，　 CMP と コ リン

か ら比較的多量 の CDP 一コ リン を 生成す る菌株 と して，

Candida　 utiliS　IFO 　O936
，
　 IFO 　O639

，
　 IFO 　1089

，
　Hau −

senula 　bei
’
erinckii 　IFO 　O98ユ，　 H．　iadinii　IFO 　O987，　H ．

miso 　IFO 　O146，
　Saccharomりces 　cartSbergensis 　IFO 　O641，

ε，cerevtSiae 　IFO 　OO21
， お よ び ，

　 S．　 rezaxii　IFO 　O320
，

IAM 　4369 が得 られ た．これ らの 酵母 の CDP 一
コ リン

生成量は 6時間反応で 4−9μmolestml で あっ た．これ

らの 酵母は P一コ リン と GMP か ら比 較的多量 の CDP 一

N 工工
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9 E] ptNec.lt6CMP e -V7b)5CDP.=V  yo&re

Tabie 1. Distribution of

    actlvlty  tn  yeasts.cholSnekinaseandCDP-cholineformtng

Nucleotides found in 6 hr.iR.gub.atig.u

CDP+CTP CDP-choline
(A) (B)

Brettanonlyces ctaussenii

            (IFO 0627)
Cktidida krusei
            CIFO OO13)
thndidu Par`ipsiiosis
            CIFO 0708)
thndidaPseudotropicatis
            (IFO 0617)
(]Uxndide rtrgesa

            (IFO 0591)
clandide

 
tropiC"(ii'Fo

 ooo6)

Clandida utilis
            <IFO 0396)

Candido utilis
            (IFO 0639)
Clandidu utilis
            (IFO 1086)
Debarvompces glebosas
            (IFO OO16)
Debaryon!yces hansenii

            (IFO O023)
Debaryen!ycessttbgtobosus
            (IFO 0794)
Debarventyces m'ni

            (Y.U.)
EVtdomyces hordei
            (IFO OI04)
EVetnuscusfortilis

            (IFO 0691)
Hhnseniaspora valbyensis
            (IFO OI15)
Hlxnsenula anomala

            (IFO O149)
HLinsenula amomata
            (IFO 0569)
Hbnsenula beijerinkii

            (IFO 0981)
Hhnsenula bimundati･s
            (IFO 1366>
Hdnsenuia J'adinii
            <IFO 0987)
Hinnsenuta matritensis

            (IFO 0954>

Hlrinsenuta miso

            (IFO O146)

Hlrinsenala mrakii

            (IFO 0985)

Hlinsenula octosportes

            (IFO O145)
H2insenulaPettersonii
            (IFO 1372)

 1. 64

 7.22

13.00

 2. 09

 
trage

13,40

 2,40

 2,99

 3. 93

 7. 71

14,10

le. 7o

]8.45

 L44

13.20

17.40

 2,08

 2. 03

 8.70

10. 02

 6.75

17. 00

 1. 80

15.21

 6. 60

14.78

(mM)Cholinekinase*

l.99

2;31

4,05

1.95

trace

1,45

5. 10

6.39

4.63

O,93

2.95

4,92

1.93

O.58

2.40

3.35

O.81

L35

5.09

2,30

9.15

1.83

6.50

2,82

2,56

O, 58

4,84

3. 66

5. 29

2,43

4,45

5, 02

6. 39

5, 50

2. 60

3.55

4.SO

4.00

1,80

2.46

2.02

3. 09

1.35

5.95

3.00

9.00

2.90

6. 95

4. 05

4.82

1. 52

  O.5

  2

  1

  o

 13

 15

160

  O.5

  O.5

  1

  1

  1

100

 14

  6
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Nucleotieds　fbund 　in　6　hr　incubation（mM ）

CDP 十CTP CDP 璽choLine
（A ）　　 （B）

Cholinekinase
＊

月ransenula　5aturnttS

　　　　　　（IFO 　O117）
Hansenula認‘痂 o融

　　　　　　（IFO 　O807）

翫 膨 π訛 winge ’

　　　　　　（IFO 　O9？6）
L珈 尠 ‘θ5 」ψ卿 ∫

　　　　　　（IFO 　O673＞

Pi｛hia　PolymorPka
　　　　　　（IFO 　O195）
1〜hodetorula　glatin‘∫
　　　　　　（IFO 　O388）

1〜加 d扉 oη ↓’orndra

　　　　　　αFOO889 ）

Sacc加 ro嬲 ‘85 ‘αプ’∫56  8癬 ∫

　　　　　　（IFO　O641）
Saca加 rρ

昭
σ8∫ σ6 ／8〃iSiae

　　　　　　（IFO 　OO21）
ε召 6‘加 ro 砂 ‘8∫ ro謝 げ

　　　　　　（IFO 　O320）

Sa‘‘harom7‘θ5　rOtLxii
　　　　　　（IAM 　4369）
τbr  ’ebSis ‘andida

　　　　　　（IFO 　O768）

19，70

0．68

2．96

trace

2．80

0

4．3U

14．40

4．81

14．40

13．15

18，20

0，87

O

1．26

ttace

3、00

0

L54

4．75

5，20

4。45

6．38

1．83

1、52

1．16

2．59

trace

3．64

1．93

4、65

6．50

5．80

6．93

1 

8

17

o．5

1．5

1

1

0

穿 Relative　activity 　of 　cheline 　kinase　 was 　 determined　by　phosphorylation　 of

　ethanolamine 　 under 　the　ferrnentation　conditions ．　 Hundred 　per　cent 　activity

・・ rre ・p・nds 　t・ aph ・・ph・・yl・ti・ n ・f　eth ・ n ・1・ mine ・f　3・32・s・m ・las！ml ！h「・ （A ），
　 no 　supplementat ｛on 　of 　T．　candida ； （B＞，　T ．‘ andida 　supplernented （100　mg ／ml ）．

コ リン を 生 成 す る もの で ，CMP の リン酸 化能，およ

び CDP ．choline 　pyrophosphOtylase活性の 強 い もの で

あ る．s）GMP と P一コ リン か ら GDP 一
コ リン を 生成す

る能 力 を 持 ち な が ら，8》コ リン と CMP か らの CDP 一

コ リ ン 生成能の 弱 い 菌種 として ，（λ tropicalis，　 Debar−

？onlces 加 鬻 8槻 ，　D ．　globosus，　D ．　vini．　H ・mat 「itenSis、　H ・

mrakii ，　H ．　 saturnUS ，
　 TorutePSis　candida な ど が挙げ られ

る．中で も T．candidU は特 に CMP の リン 酸化 お よ

び （】DP−choline 　pyrophosphorylase 活性の 強い こ と

が 示 され て い る の で，S）他 の 酵母の 反応液 に 両酵素を

補充する 目的 で，T ・candida の菌体を添加 して CDP 一

コ リン 生 成を検討 しt ．Table 　1，
　B 欄 に示す よ うに，

T ．　ca ，tch
’
daを 添 加 して CDP 一コ リン の 生成が 促進 され た

もの は BrettanomJces　claussenii
，

（］■tropicalis
，　D ・viniJ　H ・

anemata な ど で あ るが そ の 他の 酵母 で は 促進効果 は 認

め られ な か っ た．こ の 結果 か ら明らか な よ うに，特 に

コ リン キ ナーゼ 活性の高い 酵母を見出す こ とは で き な

か っ た．

　 反応生成物の 単離，同定　　CDP 一
コ リン の 生 成量

の 最も大きか っ た H ．ゴα4鰄 ‘を用い て 反応生成物 の 単

離，同定を行な っ た．後述 の 改良 した 反応液組成 で ，

2mmole の GMP を用い て 8時間，28℃ で振 とう反

応 し，生成す る CDP ・コ リン を前述の 方法 で 単離 し，

白色板状 の 強い 吸湿性を示す結晶 120　mg を得 た．本

結晶の融点は 266−267℃ で （269
°C で 分解），水溶液

の 酸性，中性，塩基性条件下で の 紫外線吸収ス ペ ク ト

ル は Fig．1 に示 す よ うに シ チ ジ ン ヌ ク レ オ チ ドの そ

れと一致 した．

　本結晶の 赤外線吸収 ス ペ ク トル を Fig・2 に 示 した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　甲
1660cm−1 に pyrimidine環 に 存在す る 0 グC ＼N ・

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　0
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　 11
1220〜1240cm −1

に
一N （CH3 ）3，1080　cm −1

に
一P −0 −

　　　　　　　　　　　　　　　　o 　 o6H
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 41　　　　 u
CH2 ，お よび 920〜 940  

』1 に O −P −O − P 一
の 存在

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 I　　　　　 I
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 OH 　 　O 且

を 示す ピ ークが認 め られ た．同 様 に Proton　Magnetic

Resonance （PMR ）ス ペ ク トル を Fig．3 に示 した．
　 　 　 　 　 　

S− 3．19 に N （CHs ）s の 存在 を示す シ グナ ル と 9個 の
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Fig・3・Protoll　 magnetic 　 resonance 　 spectrum 　of

　　CDP ・choline −Na2．

プ ロ トン J δ・＝6・05
，
6・14 に Pyrimidine 環 5 位の プ ロ

トン 1 個 ，
δ＝7・9

，
8・0 に Pyrimidine 環 6位の プ ロ ト

ン 1 個 が認 め られ た．δ矗5．98 に は リボース の 1 ’

の プ

ロ トン 1 個の 存在が 認 め られ た こ とな ど から本物質 が

コ リン と シ チ ジ ン か ら成る もの で あ る こ とが 明らか に

な っ た．

　元素分析 の 結果 は C 罵26。22％ ，
H …5．47％ ，

N ＝9．43

％ で あ り Ci4H26N4P20u ・Na2 ・6H20 の 分子式 を 推定

した．ま た ， 酸性溶液で の 光学漠度か ら CDP 一
コ リン

1モ ル 当 り約 6 モ ル の H20 を含む こ とを認めた．

　結 晶 標品の 水溶液を 1N −HCI 濃度 で 100°C 　60分間

加水分解 して 得 られ る 核酸関連物質 は PPC 上 で は

CMP と同 じRt 値を示 した．す な わち，　 PPC 展 開溶

剤 として （A ｝95％ エ タ ノ
ール ： 1M 酢酸 ア ン モ ニ ゥム

（pH 　7．0）（2 ：1）， （B）iSe・butylic　 acid ：0．5　N 　NH40H

（10 ：6），（C）廊o−propano1 ：conc 　NH40H ：H20 （7 ： 1

：2）を 用 い た際の 標準 GMP と酸分解 に よ っ て 得 ら

れ る核酸 の Rt 値は （A 】で 0．27，（B）で O．39，（C ）で

O．　08で よ く一致し た．

　酸加水分解 に よ っ て P・コ リ ン と同 じ Rr 値 を有す る

有機 リン 酸 エ ス テ ル が得 られ た．本物質 は 酸加水分

解後 に活性炭処理 して 核酸 を 除い た の ち，中和 して

alkaline 　pho9．　phatase で 処 理 す る と PPC ，お よ び TLC

上 に て標準 コ リ ン と同 じ Rt 値を 有す る もの で あ っ た．

PPG の 展開剤 として は （A）phenol （50　g）十 n−butanol

（50m1 ）十 80％　formic　acid （3　ml ）十H20 （10　ml ）
21）；

（B）95％ エ タ ノール ：1M 酢酸 ア ン モ ニ ウ ム （pH 　7．0）

（2 ： 1｝； を使 用 し，TLC の 展開剤 と して （G ）， メ タ ノ

ール ： conc 　HC 駁95 ： 5）15）を 用い た． コ リン の Rt 値

は （A ）で 0．60，（C｝で O．51，P一コ リ ン の Rt 値は （B ）で

0．50で あ っ た．

　以 上の 結果か ら単離 した 結晶を CDP ・
コ リ ン で あ る

と同定 した．

　ff．　jtrdiniiによる CDP ・コ リン 生成条件の 検討

　1． 反 応液組成 の 至 適 条件の 設 定 　　鳳 ゴ44 鰄 ξを

用い る CDP 一コ リ ン の 醗 酵生産 の 至適条件を ， 標準反

応液組成 の 個 々 の もの に つ い て検討し た．Table　2 に

示す GDP 一コ リン 生 成 の 好 適 な 反応 液組 成 は 以下に 述

べ る よ うに して 得 られ た．まず，CDP ・
コ リ ン 醸酵に

おい て，使用す るリン酸緩衝液の pH の 及 ぽす影響を

検討 した．pH を 6．　0，6．5，7．0，7，5，8．0，8．9と変

え た 緩衝液を 用 い た 反 応 液の 初発 pH （反 応開始30分

後に 反応を停止 して 測定）は そ れ ぞれ ，5．8，5．9，6．4，
6。5

，
7．1，7．4 で あ っ た．

　 コ リ ン を 使用 す る CDP 一
コ リ ン 醸酵の 至適初発 pH

は 6．5〜7．4 で あ っ た．初発 pH が 6．4で の CDP 一コ リ

ン 生成量は初発 pH 　6．5 の 反応液 の 約50％ で あ り，
5・9

，

5．8 で は ほ とんど CDP 一
コ リン の生成は 認 め られ な か
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Tablc 　2．　 Composition 　 of 　reaction 　 mixture

　 　 suitable ．for　CDP ・choline 　f（）rmation ，

5
’−CMP 　　　　　　　　　　 20　limoles；ml

ChoUne　chloride 　　　　　　　　　80　iirnoles／m1

α ucose 　 　 　 　 　 　 　 　 600 μmoleslml

Potassium　phosphate　buffer（pH 　8・0＞
　　　　　　　　　　　　　　　 300 μmoles ／ml

MgSO4 ・7H20 　　　　　　　　　30 μmoleslml

Ce］ls　 　 　 　 　 　 　 　 　 100　mg ！ml

Total　　　　　　　　　　　　　　　 2．Oml

っ た，対照 として P一コ リ ン を用 い た 系で は 初発 pH

6．4−7．4 の 範囲 で高 い 活焼 を 示 した が JpH5
・9 前後で

は コ リン を 用 い た系と同様に生成は ほ とん ど認め られ

なか っ た． こ の CDP 一
コ リン 生成量 の 低下の 原因 は

CMP の i）ン 酸化の 阻害 に よ る もの で はない ．すな わ

ち，初発 pH が 5．8 で あ っ て も，
　 CMP の リ ン 酸化は

反 応開始 2 時間 で ほ ぼ 完了す る こ とを 認 め た．こ れは

ま た ，リ ン酸化の た め の エ ネ ル ギ ー供給が 低 い pH で

も正常に 行 な わ れ て い る こ とを示す もの で ある．こ れ

らの 結果か ら CDP ・
コ リ ン ピ ロ フ ォ ス ホ リラ

ーゼ と コ

リン キ ナ
ーゼ は共 に酸性側 pH で 活性 が 低下す るが；

特 に 後者の 方が 強 く影響を受ける こ とが明らか に され

た．こ れ は コ リ ン キ ナーゼ の 特性 で ，ビ ー
ル 酵母

21・22）
　　　　　　　　　　　　　　 　
や rapesecd23 ） の コ リ ン キ ナーゼ の 性質 と良 く似 て い

る．な お，本菌 か らコ リン キ ナーゼ を部分精製 して 同

様の 現 象 を 確認 した （栃倉，相坂，苅谷，木村 ；昭和

49年農化関西支部例会講演） が，そ の 詳細 に つ い て は

次報以下 で 報告す る予定で あ る．

　 CDP 一
コ リ ン 醸 酵 に お け る リン 酸緩衝液の 最適濃度

は 306mM 前後 で あ っ た．リン 酸濃度が 300mM よ り

も低 い と CMP の 1」ン 酸化 される総量 も少な く CDP 一

コ リン の 生成量 も低か っ た．一方，400−600mM の 濃

度 で は CMP は 100　．％　iJ ン 酸化 された に もか か わ らず

GDP 一
コ リ ン の 生成量 は低下 した， リン 酸濃度が 800

mM で は，　 CMP の リン 酸化は起 らず CDP 一
コ リ ン の

生成 も認 め られ なか っ た．こ の 結果，本菌の 高濃度無

機 リン 酸存在下 で の 醗酵能はパ ン 酵母の そ れ
24） に 比

べ て 弱 い こ とが 示唆された．

　 CMP や コ リソ の リン 酸化エ ネル ギー
の 供給体 と し

て の グル コ
ー

ス の 至 適濃度は 600mM 前後で あ っ た．

反応を 6 時間行 な っ た と き，グル コ
ース 濃度が 600〜

1，200mM で は CDP 一コ リ ン の 収量 は 10〜 12μ molesf

m1 で ほ ぼ 等 しか っ たが ，
400　mM ．以下 の 濃度 で は

CDP ・
コ リ ン の 生成量は低 く，かつ

一
度生成 した GDP 一

コ リン の 分解が認められ た．

　Mg2 ＋ は コ リ ン キ ナー
ゼ ，22

〜24）解糖系，25
”’27）およ び

糖ヌ ク レ オ チ ド醗 酵
12・13冫 に おい て 必須の 因子 で あ る

こ とが知 られ て い る．CDP 一
コ リ ン の 醗酵生産 は 10〜

30mM の Mg2 ＋
の 添加で 著し く促進 され た．30　mM 以

上 の 濃度で は 生成量 は一
定で あ っ た．20mM の GMP

に 対 し 4〜5 倍量 に 相当す る 80〜100mM の コ リン を

使 用す る時 CDP 一コ リン の 最大生成値 が得 られ，6時

間反応 で 12〜13μmolesfm1 の CDP ・コ リン が 生成 し

た．コ リン の 濃度が 40mM 以下の 低濃度で は生成量

は 低 か っ た．200mM の コ リン を 用 い て も CDP 一コ リ

ン 生 成は 阻害され な か っ た．

　GMP の CDP 一コ リン へ の 転換率 は GMP 濃度の 低

い 時に 高 く，濃度を高め る と転換率は低下 した，すな

わち，CMP 濃度を 5，12，20，30，40，　50（mM ）とした

と き ，
6 時間の 反 応 に よ っ て 得 られ る GDP 一コ リ ン量

は そ れ ぞれ 4〜 4．5，6，5〜 7，5，11〜13 ， 10〜12
，
9・vlO ，

8〜 9 （μ moles ！m1 ）で 転換率 は80〜90，55〜65，55〜65，
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Fig．4．　Effect　of 　cultivation 　tlme 　 of 　cells　on 　CDP 齒
　 　 cho1ine 　fermentation．
　 　 　 Reaction 　 mixtUre 　 was 　 the　 same 　 as 　 shQwn 　 in

　　Table 　2，　Reaction　was 　carried 　out 　fbr　2　hr （A ），

　　 and 　4　h：
・
（B）．
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30 〜 40 ，22〜25 ，15〜18（％）で あ っ た ．

　2． 培養時間と CDP 一
コ リ ン 生成能の 関係　　CDP

一
コ リン の 生成量 は 供試乾燥菌標品 に よ っ て しば しば

変動 し た，こ の 原因が菌の 培養時間と密接な 関係を有

す る こ とが培養時間を変えて 調製 した乾燥菌体を 用 い

た結果示 され た， Figure　4 に 示す よ う に CDP 一
コ リ

ン 生成能 は培養時間の 増 加 に ともな っ て 低下 した．

CDP 一
コ リン 生成能 の 低下の 原因を明 らか に す る 目 的

で ，生成能 の 大きい 18時間培養菌体と， 極端に生成能

の 低下 して い る72時間培養菌体を用 い て両 反応 系に お

け る生成物の 変化に つ い て 検討した．

　Figure　5 に示す よ うに、両標品 に お け る CMP の リ

シ酸化は ほ ぼ 等 しい ．そ の 結果 CMP を リン 酸 化す る

酵素系とエ ネル ギ
ー

供給系 に は両標品間 に差 の な い こ

とが 示され，同時に 長時間の 培養 に よ っ て コ リ ン キ ナ

ーゼ か CDP 一コ リン ピ ロ フ ォ ス ホ リラーゼ の い ずれか

の 酵素活性が 低下す る可能性 が 示 され た．

　 P一コ リ ン を 用 い て も CDP 一コ リン生成は 培養時 間 の

長 い 菌体 で は低 くコ リン を用い る時 とほ ぼ 同 程度 で あ

っ た，こ れ は 長時間培養 に よ っ て CD ？一コ リン ピロ フ

ォ ス ホ リ ラーゼ 活性が 低下 した こ とを 示す もの で あ る．

また ，
CMP を含 ま な い 反応液組成を用い て 醗酵条件

下 に 蓄積するP・コ リン 量か ら コ リ ン キ ナーゼ 活性 を 比

較 し次の 結果を得た ．すなわ ち，18時間培養の 菌体の

コ リン キ ナーゼ 活性を 100（27 μmoles 　P一コ リン 生成量

ノ100mg 菌体16hr， 28℃ ）とす る と，24，36，48，72 時間

培養の 菌体の 性活は それぞれ96，78，56，44で あ っ た．
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Fig．5，　 Differences　in　chemica1 　changes 　of　CDP ・
　 　 choline 　 lヒmen 捻 tion　 be亡ween 　18　hr．　 and 　72
　　hr−grown 　cell　systems ．
　 　 　Reaction 　 mixture 　 was 　 the　 same 　 as 　shown

　 　 in　Tablc 　2．

　培養時間を延 長す る と菌体収 量 は 増 加す るが，CDP 一

コ リン 生成に 関与す る 酵素活性が 低下す る の で 高い 生

成活性を有す る乾燥菌体標品を得るに は培養時聞を18

時間前後に 設定す る こ とが 好ま しい ．

　3， CDP 。コ リン 醸酵 に お け る菌体濃度の 影響

18時間培養した菌体の 乾燥標品を用い て 20mM の

CMP を含 む反応系で CDP 。
コ リン 生 成反 応 に対す る

菌体濃度の 効果を検討 した．Figure　6 に 示 す よ う に菌
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　 Fig．6．　 Effect　of 　ceU 　concentrat 三〇 n　 on 　chemical 　changes 　in　CDP ・cholhne 　fermentation．
　　　　 Gomposition　of 　the　react 三〇 n 　mixture 　wa 呂 the　same 　as　5hown 　in　Table 　2．　 The 　cell

　　　 （18hr 　cu 且tured ｝concentration 　wa8 　varied 　as　indicated　below ：

　　　 ●
一
● ，

50mg ！m1 ；  
一一
くD ， 100　mglm1 ； ○

一
〇 ，

150 皿 g／ml ；⊂）一（i）， 200　mglml ，
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体量が 100　mgfm1 以 上に おい て 反応時間の 経 過 とと

もに CDP 一コ リン の 著しい 生成が 起 っ た．菌体 200mg ！
m1 を用 い，2．5時間反応で 約 12μ molestml の CDP 一

コ リン が 生成 したが ，菌体 50mglml の 低濃度 で は

CDP 一コ リ ン の 生成量は 極端 に低 か っ た （約 3 μmolesl

m1 ）・グル コ
ー

ス 消費の 面か ら反 応 経 過を み る と，菌

体100　mgtml 以 上で は 1時間反応で 100〜350μ molest

ml の グル コ
ー

ス が 消費され J リン 酸化 の エ ネル ギ
ー

源 と して 利 用 され 得 る FDP も 35〜 80μmoleslml 蓄

積
．
した． こ の よ うな FDP の 著 しい 蓄積が起る反 応 1

時間で GMP は ほ ぽ 完全 に リン 酸化 され，以後 CDP ＋

CTP の 減少 に つ れ て CDP 一
コ リン の 生成量が 増大 し

た．

　菌体 50mglml 灘度 で は グル コ
ース の 消費と FDP

の 蓄積 は ゆ るやか に進行し，CMP の リン 酸化に 遅れ

が 観察 さ れ た が ，1．5時間 反 応 で CDP 十 CTP が約 17

μmoles ！ml 生成 した．しか し CMP の リン 酸化量 に 比

較して CDP 一
コ リ ン の生成は 微量で あ っ た．これ らの

結果 か ら CDP ・コ リ ン を 効 率 よ く生成 せ しめ る に は

100mg ！ml 以．ヒの 菌体を 添加す る こ とが 好ま しい ，

要 約

　L 　 コ リ ン と CMP か ら CDP 一コ リン を高濃度 に醸

酵生産す る酵母を乾燥菌体を用い て ス ク リー．ニ ン グ し

た結果，H ・　jadinii　IFO 　0987を得 た．こ の 他 に （∴ 麗’傭

IFO 　O396 ，　IFO 　O639 ，　IFO 　1086，　H ．　bei
’
erincbli 　IFO

O981
，　H ．　miSo 　IFO 　O146，　S．　carlsbergensis 　IFO　O641

，
　S．

‘σ 6痂 伽 IFO 　OO21，　S．　 rouxii 　IFO 　O320 お よ び IAM

4369 な どが 相当量 の CDP 一
コ リ ン を 生産 す る 菌株と

して得られ た．

　2．　 コ リン と CMP か ら，醸酵条件下に生成す る シ

チ ジン ヌ ク レ オ チ ドを イ オ ン交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り単離 し，化学的，物理 化学的 分析を行 な っ て

CDP 一コ リン で あ る と 同定 した．

　3．　ノノヴσ漉藤 IFO 　O987 に ょ る CDP ・コ リン の 醸酵

生産は，反応液の pH に よ っ て 左右 され る，ま た，培養

時間の 延長 に よつ て もコ リン キナ
ー

ゼ ， CDP 一コ リ ン

ピ ロ ホ ス ホ リ ラーゼ の 両酵素活性 の 低下が認められた．

　4． H ．　jadinii　 IFO 　O987 に よ る 醗酵 条件 下 で の

CDP ・
コ リ ン 生成条件を検討 し，次の 反応液組成を好

適条件と して選 ん だ．CMP ，
20；choline

， 80；　Glucose，
600； Potassium　 phosphate　 buffer（pH 　8．0），300 ；

MgSO4 ．7H20 ，30 （μmoles ／ml ）．

　200　mgtrn1 の 乾燥菌体を用 い て 6時間反応を行 ない ，

約 正3μmoleslm1 の CDP ・コ リ ン （対 CMP 収率 とし

て 65％ ）を得た．

　　おわ りに の ぞみ，PMR ス ペ ク トル の 解析を お願 い した 京都大学

　農 学部食品工 学科，，J丶清水弘 一
助 教授，1R ス ペ ク トル の 解析を お

　願い した 京都大 学工 学部石油化学教室 ， 杉 田利夫助教授， ならびに

　元 素分析を お願 い した 京都大学化学研究所元素分析室 ， 平潭 登代氏

　 に 深謝致 します．
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