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論 文 内 容 要 旨

〔1〕 緒 言

細 菌によるグルタミン酸発酵が1957年 に見い出されて以来,数 多くの所謂 アミノ酸発酵

が確立 した。特定のアミノ酸の生産は微生物の糖代謝系,ア ミノ酸生合成系とその関連代謝系

の制御が何んらかの 機構 に依ってはずれる結果,ア ミノ酸生合成系が強化され,系 の稼動が

強力に進行する。これに対 し,ア ミノ酸非生産菌は前述の代謝系の制御が十分に働いているも

の欝 敷

酸を初め、す。核酸纐 、聴 等多,の代謝系を制御す。轟 作用を

有 す る こ とが明 らか に な ったoそ こで,ア ミノ酸生 成 系 の強 化機 構 に核 酸 系物質 とそ の代 謝 が

何 らか の 関 連性 を持 つ か ど うか 興 味 ある問 題 で ある。 本 研究 は前 述 の観 点 か らア ミノ酸生 産 菌

を用 いて プ リン,ピ リミ ジンア ナ ロ ーグの ア ミノ酸 生 産 に対 する作 用 を検 討 したo

ア ミノ酸 生産 菌 と して,バ リン,イ ソ ロイシ ン生 産 菌を次 の理 由で用 い たo(1)バ リン,イ ソ

ロイ シン生 合 成経 路 とそ の代 謝 制 御機 構 が比 較 的 良 く研 究 され て い るo② ア ミノ酸生 産 が培 養

条件 に支 配 され 易 い特徴 が ある。

他 方,ア ミノ酸 生 成系 と核酸 系物 質 の 関 連性 を求 め る方法 と して核酸 系物 質 の代 謝 拮抗 体 で

あ るプ リン,ピ リミジン アナ ロー グ を用 い たo

〔皿〕6一 プ リンチ オ ール に よ る グル タ ミン酸 一バ リン発酵 転 換

供 試 菌6株 中,AerobacteraerogenesNa19-35の み 高 濃度 アナ ロー グ存在 下

で生 育 したo本 株 は リン酸 低濃 度 培 地(PD一 培地)で グル タ ミン酸の み生 産 す るが,同 培 地

に6一 プ リンチ オ ー ルを添 加 す る場 合(MP一 培地),グ ル タ ミン酸 生産 は 完全 に1趾 ざれ,

代 って,パ リンのみ を生 産 す る。6一 プ リンチオ ー ルに よる所 謂 グル タ ミン酸.パ リン発 酵転

換 を見 い 出 した(図 一1)。 更 にA.aerogenes融19-35を 親 株 とす るイ ソロ ィ シン

要求 株A.aerOgθnesエ ー12は 培 地 中 に イ ソ ロイ シン十分 量 を存 在 す る時,親 株 と同 様

の 発酵 転 換 を行 う。 しか し,イ ソ ロイ シ ンを制限 す る とPD一 培 地 で グ ル タ ミン酸 とバ リンを 、

生産 し発酵 転 換 を起 さないGこ の培 地 に6一 プ リン チオ ール を添 加す る とバ リンの み生 産 し発

酵転 換 は 完結 す るoこ れ らの現 象 は 明 らか に核 酸 系物 質 が ア ミノ酸生 成 系 の調 節 に密接 に関与

してい る こと を示 す新 しい知見 で あ るo尚.発 酵転 換 は6一 プ リンチ オ ール(6一 メル カ ブ ト

プ リン,6一 メチル メル カプ トプ リン,6一 チオ グ アニ ン)に 特 異的 で あ ったQ以 下,主 と し

て6一 メル カプ トプ リン(6-MP)を 用 い て転換 機 作 を検 討 したo
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〔皿 〕6-MP耐 性 機 構 と そ の 代 謝

供 試 菌は,6-MP存 在 下,リ ン酸 低 濃 度培 地 で硫 化 水 素の生 成 を伴 い生 育 す るが,リ ン酸 濃

度 が増 大 す るに つれ生 育阻 害が 出現 し,つ い に完全 に阻 害 す る(図 一2)06-MP存 在,又

は非 存在 下 で生 育 した細 胞 は,リ ン酸 濃度 に拘 らず,エMP.GMP,ピ ロホ スホ リラ ー ゼの

作 用 で6-MPとPRPPか ら6-MPRPを 形 成 す る。 しか し,PRPP合 成 が リン酸 濃 度

に依 存 す るた め,リ ン酸 低 濃度時 には:PRP:Pの 供給 が緩 慢 とな り,6-MPRP合 成 も抑 制

され る。 同時 に この条 件 下 で6-MPRP脱 硫 酵 素 が6-MPで 誘 導 され,6-M:PRPはI

MPに 変換 す る(図 一3)oこ の6-MPRPの 正 常 プ リン ヌ ク レオチ ドへの 変換(解 毒)が

耐性 機 構 で あるo

他 方,リ ン酸 高 濃度 の場 合,十 分 なPRPPの 供給 に よ って6-M:PRPが 多量 に生成 され,

しか も6-MPRP脱 硫酵 素が 合成 され ない為,解 毒機構 は 働 か ない。 そ して6-MPRPが

核 配 合成 系 を阻害 す る結果 生 育 阻害 が起 こる もの と推 定 され るo

特 に6-MPRP脱 硫 酵 素の 誘導 を新 たに見 い 出 した が,本 酵素 に よって生 成 す る硫化 水 素

並 びに プ リン ヌク レオ チ ドは 発酵 転 換 の要 因 に な らないoそ れ 故,常 時 細 胞 内に低 濃度 に存 在

す る と思 われ る6-MPRPが 発酵転 換 機 作 に関 一与す る もの と推定 した。

〔W〕 酸化的糖分解 とTCA回 路の6-MPに よ る抑制

動物 細 胞 で得 られ てい る結 果 と異 な り,供 試 菌の グル コ ース資化 を6-MPは 阻害 せず,む

しろ若 干促 進 したo

一方
,6-MPは グ ル コース ー6一 リン酸 脱水 素 酵素 の合成 を著 しく抑 制 し,RMS経 路 の 稼

動 を弱 め,グ ル コース の同経 路 へ の流 入 を 阻止 するo他 方,ボ スホ フラク トキ ナ ーゼの 合成 を

促 進 し,EMP経 路 の働 きを強 化 してい る(表 一1)Q従 って,MP一 細 胞 はEMP経 路 を主

ξ購 紫 讐灘1謬 調 竺謀 濡 騰 の結器 一細胞を嫌
PD一 細 胞 のTGA回 路 の諸 酵素 はMP一 細 胞の 酵 素 に比 べ高 い レベ ル を保 ってい て,TCA

回路 が 活発 に働 い てい るoこ の活 発 な稼 動 で生 成 する ケ'トグ ルタ ル酸 は,弱 い ケ トグル タル酸

脱水 酵 素の 為 に以 降 の反 応 が緩 慢 に な り,蓄 積 して グル タ ミシ酸 生成 へ と導 かれ るo

これ に対 し,MP一 細 胞 のTGA回 路 の酵 素 は全 般 的 に抑 制 され てい て,ケ トグ ル タル 酸 の

生 成 も抑制 され てい る(表 一1)Q

両 細 胞 に於 い て,ケ トグル タル酸 へ の窒 素導 入に関 与 す る グル タ ミン酸 脱水 酵 素や グル タ ミ
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ン酸 一オ ギザ ロ酢 酸 トランス ア ミナ ーゼ の レベ ルに差 畢 ぶ認 め られ ない こ とか ら,6-MPに

よ る グル タ ミン酸 生 成 阻害機 構 はHMS経 路 の抑 制 に よるNADP耳 供 給制 限 とTCA回 路 の

阻害 に依 ると思 われ る0

6-M:Pに よる グ ルタ ミン酸 一バ リン発酵 転換 は 前述 の 酵 素の成 績 及 び細 胞 の他 の生 理 的性

質か ら,"呼 吸翠 細 胞 〃か ら"発 酵 型細 胞 〃へ の転 換 で ある と認 識 され るo

〔V〕 バ リ ン 生 合 成 系 の 弾 化 機 構

㈲6-MPに よるALSγ(pH6.0)のCatabolite抑 制 の解 除

ピル ビン酸 か らバ リン が合成 され る系 の律 速 酵 素は ア セ ト乳 酸 合成 酵 素(ALS)で ある。

A.aerogenθsNα19-35で グ ル タ ミン酸 を生産 す るPD一 細 胞 のALSは 至適pHを

8.0に 看 し,エLV※ に よる フィ ー ドバ ック阻害 に感受 性 酵 素 で ある 〔ALS4(pH&0)〕 。

本酵素は他のバリン非生産菌の酵素と同 じ性質で,PD細 胞が必要以上のバリンを生成 しない

ように調節されているo

・れに対し〆 ・リ・を生産するMP細 胞は至適 …0の ・・Vに 非感難 の酵素 〔.A認
ソ

(:pH6.0)〕 を 有 してい る(図 「4)oALS(pH6.0)はPD細 胞 でCataboユite

抑制 を受け て い るが,6-MPは この抑 制 を解除 する(図 一5)o更 に 二AMPの 添 加 又 は嫌

へ
気的 培 養 で この抑 制 は解 除 され る。 従 って,6-MPはCAMPの 合 成 を調 節 す る こ とでALS

(:pH6.0)のeatabolitθ 抑制 を解除 する もの と思 われ るo

MP細 胞 では6-MPに よるALSぴ(pH6.0)のCatabolit .e抑 制 解 除.でバ リン

生成 系 が強 化 され,TGA回 路 へ の 流入 を阻止 され た ピル ビン酸 がバ リン生 成 系へ と導 か れ る

と推 定 したo

ソ

⑬ イ ソ ロイシ ン制限 に よるALS(pH8.0)の 終 未産 物 抑 制 の解 除

A.aerOgθnesI-12の イ ソ ロィ シ ン十 分量添 加時 に於 け るバ リン生 成 系強 化機 構は

親株 と全 ぐ同 じで,AエSγ(pH6.0)のOatabolite抑 制解 除 で ある(図 一6)oこ れ

4
に 対 し,イ ソロイ シ ンを制限 した場 合,そ の 強化 機 構 は イ ソ ロイ シン制 限 でAL.S(pH8.0 、)

の イ ソ酵 素で あるAL♂(P且8.0)合 成 の終 未 産物 抑 制 か らの 解 除 で ある『(図_6)。

ア
このALS(pH8。0)の 出現 で バ リン生 成 系は ブ イー ドバ ック・調 節 か ら解放 され る。 今LS

(pH8.0)の 終 未 産物 抑 制 ⑱解 除 は イ ソ ロイ シ.ンに 特異 的 で あ ったo

ア

イ ソ ロイ シ.ン制限 下 での6-MP4)作 用ば グ ル タ ミ.ン酸生 成 系 の阻 害 のみ で,ALS(pH8・ α

の制練 は全 く影響を与えないQ

鉱 … 鑓 の・・齢 ・・♂(・耳・・.),AL畝pH・ ・),・ ・げ(.函 ・・)・嗣一

※..、 イ ソ ロ イ シ ン,ロ イ シ ン,バ リン,
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株 に存在 し,そ れぞれ異なった制御を受けることを初めて明らかにしたo叉 本酵素の補酵素で
ド

あ るFADが 酵 素活 性促 進 作 用以外 に新 た にALS(pH8.0)の 安定 化 を行 う機 能 を見 い 出

したo

〔田 総 括

A・aerogθnesN匝19-35並 び にA.aerogenes工 一12に 澄け る6一 プリンチオ

ー ルに よるグ ル タ ミン酸 一バ リン発 酵転 換 は ア ミノ酸 生成 系 の強 化機構 に核 酸 系物質 とそ の代

謝 が 関 わ りを持 つ こ とを示 す もの で ある0

6-MPの 作 用 はHMS経 路 を抑 制 し,NADP且 の供給 を制 限 す る と同時 にTCA回 路 を

阻害 する。そ の結 果,グ ル タ ミン酸 生 成 は阻 止 され るo

一 方
,6-MPはEMP経 路 を 強化 し,ALS'(pH6.0)のCa七aboユite抑 制 を解 除

して,バ リン生成 系 を 強化 ナ るoこ の二 つの機 構 が6-MPに 依 って 同時的 に起 る場 合,発 酵

転 換 は完 結 する ことが 明 らか に な ったo

本研 究 に於 い て,6-MPの 耐性 機 構 を始 め と して,多 くの代 謝 系 に及 ぼ す ⑤一MPの 作 用

が 明 らか に な った が,特 にALSゼ(pH60)のCataDoユite抑 制 を6-MP,cAMP

が解 除 する作 用 は,高 濃 度炭 素 源存在 下に生 育 す る細 胞 に於 い て も,ア ミノ酸非 生産 菌同様,酵

素 蛋 白 合成 がcAMPに よる制御 を受 け る ことを示 した点 で重 要 な意 義が ある と考 え られ る。

6-MPに よる発酵 転換 を"呼 吸型細 胞 〃か ら"発 酵型 細 胞〃へ の転 換 とと らえ たが,エ ネ

ル ギ ー生成 と他の代 謝 調 節の 関係 を示 した,例 えば,ホ ス ホ フ ラク トキナ ーゼ活 性 のATP・

ADP。AMP。 に よる調節,'〃Adenyユatecontroユ 〃 は供 試 菌の主 要 な酵 素 の活性

調 節 に全 く見 い 出 せず,発 酵転 換 は酵 素合 成 の制 御 を伴 って起 る こ とが明 らか に な ったo

従 つて,高 濃度C・N源 存 在 下 での エネ ルギ ー生成 と物 質 生産 調 節 の蘭係 につい ては今 後 更

に検 討 され る必 要 が あろ うo

供試 菌の バ リン生産 系強 化機構 と して,ALSなp且6.0)とALSガ(:pH8.0)の 合成 抑ソ
制 の解 除 機 構 が明 らか に な った。 特 に 変異株 ム ・aerogenθsエ ー1,2でALS(pH8.0)

の終 未産 物 抑 制解 除機 構 は ア ミノ酸非生 産 菌の.旦1・coliの バ リン耐性 機構 の 研究 結果 と一

致 したQこ の 結果 は パ リン生産 菌が バ リン耐性 で ある こ とか ら当然視 され るが,し か し,AL♂

(pH8.0)の 存 在が 即 ちバ リン生産 に結 びつか ない こ とか ら,ア ミノ酸 発酵 の代 謝制 御 を考

え る上 で ア ミノ酸 生成 系 と糖 代謝 系 を始 め とす る他 の 系 との一 連 の関 わ りを重 税 す る必要 性 が

指 摘 され るo
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ALSの 合 成 の調 節 因子 と してス レオ ニ ン脱 ア ミノ酵 素,tRNA等 が 働 く"自 動 制 御 モ デル"

が提 唱 され て い るが,供 試 菌は ス レオ ニン脱 ア ミノ酵 素 を欠損 してい る変異 株 故,こ の モ デル

を容 易 に当 ては め る ことは 出来 ないo

更 に補 酵 素FムDの 新 しい機 能 あ るいは 三種 の イ ソ酵 素 の存 在等 を明 らか に した が,生 理 的

意 義 等 につ い て も詳細 に将 来 研究 され る ことが期 待 され るo
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審 査 結 果 の 要 旨

グ ル タ ミソ酸の 発酵 生産 が 開発 され たの は1957年 の ことであ るが,そ れ 以 来 多 くの ア ミノ酸 の

発酵 生産 が 可 能 とな った。 これ らの 微生 物で は,い わ ゆ る 代謝 制 御の 働 きが 不充 分 であ るた め,通 常

は蓄 積 され る ことの ない ア ミノ酸 が 多量 に蓄 積 され る もの と考 え られ る。 近 年 ア デ ニル酸 をは じめ と

す る核 酸系 物 質 が多 くの 代謝 系に 対 し調 節 的 作用 を有 す る ことが 明か に な った。 本論 文は ア ミノ酸生

成系 の 強化 機 構 に核 酸 系物質 が 関 連性 を持 ち うる こ とを,核 酸 系物 質 の代 謝拮 抗 体 を用 いて 明か に し

た もの で あ る。

著 者 は まず 濯θγ・ゐα漉 γ αβγ・g¢初3の 一 株 が 低 リン酸濃 度 培地 で は グル タ ミソ酸 のみ を 生成

す るが,培 地 に6一 プ リンチ ナ ール を添 加 す る と,グ ル タ ミソ酸の生 産 は完 全 に阻 止 され,代 りに バ

リソが 蓄 積す るこ とを明 か に した。 す な わ ち6一 プ リンチ オー ルに よる グル タ ミン酸 一パ リンの発 酵

転換 の 発 見 であ る。 次 に著者 は6一 プ リンチ オ ール の 一つ,6一 メル カ プ トプ リソ(6-MP)を 用

いで,本 菌株 が何 故6-Mpに 対 し耐 性 を示 めす か を 検討 した。 本 菌は培 地の リン酸濃度 が低 い時 に

6-Mpに 対 し耐 性 を 示 すが,こ の理 由は6-Mpが6-Mpリ ボ シル リソ酸(R・P)に 変 換 され,

さらに脱 硫 に よ りイ ノ ジン酸 が生 成 し,正 常 な核 酸合成 系に 入 るた めで あ る・培 地 の リン 酸濃 度が 高

い 時 には6-MPRPの 脱硫 酵 素 が合 成 されず,そ の た め 上述 の解 毒 機構 が 作用 しない。 発酵 転 換 に

関与 す る 有効 な 物 質は6-MPRPで あ る と推定 した。

次 い で 著者 は グ ル タ ミソ酸 生成 型細胞 と,6-MPを 供与 してパ リン生 成型 とな った 細 胞 の糖分 解

お よびTGA回 路の 諸 酵素 の 活性 を 調べた 。 グル タ ミソ酸生 成型 細胞 で は糖分 解 に つい て はHMS経

路の 比 重 が大 き く,α 一 ケ トグル タ ール酸 までのTCA回 路 も活 発で,経 路 全 体が グル タ ミン酸の 生

成 の方 向 にか た よ ってい るが,バ リン生 成 型の 細胞 で は糖 分 解 につ いて はEMP経 路 の作動 が大 き く,

ま たTCA回 路 の活 性 も低 く,む しろ バ リン生 合成 の 前駆 体 で あ る ピル ビ ソ酸生 成 の方 向 に経 路が か

た よ ρて 喝 こと棚 か に した・ す なわ ち,6-MPに よる グルタ ミシ酸 一バ リソ購 転 換 は呼 吸 型

細胞 か ら発酵 型 細胞 へ の 転換 であ る。

最後 に著 者はバ リン生成 細胞 にお いて 何故バ リン生 合 成 系が強 化 され て い るか を律 速酵 素 アセ ト乳

酸合 成酵 素(AhS)活 性 の 面 か ら検討 した。 グル タ ミン酸 生成 細胞 は イ ソ ロイ シ ン ・ロイ シン ・バ

リソ(ILV)に よ り フィ ー ドバ ッ ク阻害 を 受け る至 適pH8.0のALSを 含 み,細 胞 が 必要 とす る

以上 の バ リソを 合 成 しな い様 に 調節 を受け て い る 。バ リン生 成 細胞で は至 適pH6.0のILVに 対 し

非感 受 性 のALSを 含み,ピ ル ビン酸 がバ リンへ と導か れ やす くな ってい る 。 このILV非 感受 性A

LSは 正 常 な条 件 では カタ ボ ライ ト抑 制を 受 け て い るが,6-MPに よ り抑 制が 解 除 され る こ とが 発

酵転 換 の 重 要な一 原因で あ る こ とを 明 か に した。

以上 の よ うに本 論 文は い くつか の 新知 見 を含 み,応 珀 微 生物 学に 貢献 す る ところ が 大 きい 。 よ って

三 論文 審 査 員 とも著者 は農学 博 士 の学 位を 授与 され る 資格 があ る と判 定 した。
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