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糸状菌 に よる核酸 関連物質分泌 に及ぼす弗化物 の影響(そ の2)

杉本 洋,岩 浅 孝,石 山二郎,横 塚 保(野 田醤油株式会社中央研究所)

昭 和37年1月5日 受 理

緒　 言

NaFが 糸状菌 の液 内培養過 程 におい て核酸 関連 物質 の分 泌を 促進 す る現象 に関 しては,先 にペ ニシ リウ ムの1

菌株 につ い て報 告 した とお りであ るが(1),そ の原因 に関 して細 胞 内RNAの 代 謝 回転 に関 係す る酵 素群 の挙 動 と

は 別個 に細胞質 膜(Cytoplasmic membrane)の い わゆ る“ 透過 性 ”(permeability)が 関 係 してい るこ との 可能

性 につ いて プ リン要 求変異 株を 用い た実験 の結 果,一 応 の示唆 を得 た ので報告 す る.

実 験 の 方 法

実 験 に 用 い た 菌 株 は 東 京 大 学 植 物 学 教 室 石 川 辰 夫 氏 よ り分 譲 を 受 け たNeurospora crassa ad-8 (E 12 A)で

あ る.こ の 変 異 株 はPartridge等(2)に よ って 人 工 的 に 取 得 さ れad-E変 異 株 と して 報 告 さ れ て い る菌 株 で,後

にGiles等(3)に よ っ て い っそ う詳 細 に 検 討 され,そ の ブ ロ ッ ク位 置 はIMPとAMPSの 間 に あ り,し た が って

ア デ ニ ロサ クシ ネ ー トシ ンセ タ ー ゼ を 欠 き,ア デ ニ ン を 特 異 的 に 要 求 し,通 常 の 培 養 で は 細 胞 外 培 地 中 に ヒ ポ キ

サ ンチ ンを 蓄 積 す る.

ad-8変 異 株 及 び そ の 原 株 で あ るN. crassa (76A)を ポ リペ プ トン-グ ル コ ー ス培 地(グ ル コ ー ス3.0%,ポ

リペ プ トン1.0%, KH2PO4 0.05%, K2HPO4 0.05%, MgSO4. 7H20 0.02%, pH6.4)100mlに 接 種, 30° で

6日 間 振 盪 培 養 を 行 い,そ の 際 培 地 に ア デ ニ ン及 びNaFを 種 々 の量 で 添 加 して,そ の 蓄 積 物 に 及 ぼ す 影 響 を検

討 した.

吸光度 灘定 には 日立EPU-2A型 光電 光度 計を用 い た.さ らに蓄 積核 酸関 連物 質 の定性,定 量 には培 養濾液 を

直 接2種 の濾 紙ペ ーパ ー クロマ トグ ラフ ィー(4,5)で展開 し, RF値 の標 品 との比較,燐 酸基 の検 出(6),過 ヨー ド

酸 酸化(7)及び紫 外部 吸収 スポ ッ トを常 法 に よ り, 0.1N-HCl,ま たは0.5N-NH40Hで 溶 出 し,溶 出物 の紫外 部

吸 光曲 線に よ り同定 を 行 った.な お,培 養 濾液 を直 接試 料 として,ス ポ ッテ ィン グす る にとの是非 につ い て も若

干 の検 討を試 みた が,本 実験 方法 に関す る限 り,原 培地 を 同 じ溶 媒 で展開 し,種 々のRF値 につ いて紫 外部 吸光

性 を測定 したが,い ずれ もブ ラン ク値 との 間に有意 差 は認 め られ ず,蓄 積 物 の定量 には だい たい 支障 は無 い もの

と考 え る.

結 果 及 び 考 察

N. crassa (76 A),す なわち原 株 におい てはNaFの 核酸 関連 物分 泌に 対す る促進 効 果は 全 く認 め ら れ な い

(第1図).

す なわちNaFの 添 加量 を0,M/100,M/50と 変化 させ て培養 を 行 って もNaFに よる生 育阻 害現象 は 当然現

わ れ るが,い ずれ の場合 も培 養濾液 の紫 外部 吸光 曲線 は原 培地 とほ とん ど同様 で あ ってペ ニ シ リウム属 の如 き菌

株 とは 異 な り,一 般 に ノイ ロスポ ラ属 ではNaFの 添加,無 添 加 の如何 に かか わ らず,培 地 中に 核酸 関連物 質を

分泌す るに とはほ とん ど無 い よ うに思 われ る.と にか く,こ れ らの物 質 の分泌 が 行わ れ る とい うか らには細 胞内

にお け る これ らの物 質の生成 と蓄 積 とが前 提 とな るわけ で あ って,後 者で は正常 な 条件 下ではRNAの 代 謝回

転は 円滑 で あ って分解生成 物 が蓄積 され るこ とは 無い よ うに思 われ る.す なわ ち, ad-8変 異 株に 関 しては,他 の要

因 に よ る核酸 関連 物質 の分泌 に 患 らわ され 混乱 を招 くこ とな くして,あ る程 度純 粋 に変異 に よ る蓄積 物質 の質及

び量 に関す る検 討,及 び それ らに及 ぼすNaFの 影 響 の解 析が 可能 とな る、 このこ とが 実験 に本 株を 選択 した理

由 であ る.
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第1図 Neurospora crassa野 生 型 培 養

濾 液 紫 外 部 吸 収 ス ペ ク トラ ム

第2図 N.crassa ad-8培 養 濾 液 紫 外

部 吸 収 ス ペ ク トラ ム

(ア デ ニ ン 硫 酸 塩100γ/ml

第3図 ad-8蓄 積 物 紫 外 部 吸 収 ス ペ ク

トラ ム

第4図 N. crassa ad-8培 養 濾 液 紫 外

部 吸 収 ス ペ ク トラ ム

(ア デ ニ ン硫 酸 塩30γ/ml)

ad-8変 異 株 は その変 異

の性 質上,そ の生育 に当然

の にとなが らアデ ニ ンを要

求す るが,培 地 に添加 す る

アデ ニ ン量は また,ヒ ポキ

サ ンチ ンの蓄 積量 に大 きな

影響を 与え る.す なわち充

分量 のアデ ニ ン硫酸塩(100

γ/ml)を 添 加 した場合 もま

た,ア デ ニ ンの消 費に よる

培養 濾液紫外 部吸 光曲線 の

低下 が見 られ るのみで,関

連物 質の蓄 積現象 はほ とん

ど観察 され ない(第2図).

本 株に関 す る限 り,生 育

曲線 を検討 した結 果,そ の

アデ ニン硫 酸塩 の綱限濃 度

4は30γ/ml付 近 にあ り, 以

下 の濃度 では著 しい生育 制

限 を 受 け るが,一 方NaF

無 添加 で 本株 を300,6日

間振 盪培 養を 行 った 場合,

培養 濾液 の250～260mμ 付

近 の吸光 度は この濃 度 の近

辺 で最大 とな る、 これは ウ

ラシル要 求性 のMicrococ

cus glutamicus変 異 株 に

よるオ ロチ ン酸 蓄 積 の 場

合(8)やE.coliの 非特 異的

プ リン要 求性 変異株 に よ る

AICAリ ボシ ドの蓄 積 の場

合(9)と類 似 した現象 で あ っ

て,プ リ ンの "de novo"

 合成 に お け る "Potential

feed back control(10)" の

結果 であ る と推定 され る.

この吸 光性物 質を前 記 ペ

ーパ ー ク ロマ トグ ラフ ィー

で展 開 した結果,蓄 積物 質

は単 一で あ って このスポ ッ

トを溶 出 し吸光 曲線 をRF

値,及 び その他 の検 出反応

と合 せ検 討 した結果,ヒ ポ

キ サ ンチ ンに他 な らない こ

とが判明 した(第3図).

30゜,7日 間

……  培 地 一 NaF M/100
一 NaF O

30゜,7日 間

……  培 地 一 NPaF M/100
一 NaF O

30゜,7日 間
… … 培 地 一 NaF M/100

一 NaF O
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第1表 ヒポキサ ンチ ン分 泌量

第5図 N. crassa ad-8培 養 濾 液 紫 外 部

吸 収 ス ペ ク トラ ム

(ア デ ニ ン硫 酸 塩10γ/ml)

この場合 にお い て もM/100濃 度 のNaFを 添 加 した 方は アデ

ニ ン硫酸 塩100r/mlの 場合 と同様に 核酸 関進物 質 の蓄 積 は微 弱

であ った.こ の こと はNaFに よ って生 育量 が36.8%(乾 燥菌 体

重量 比)に 制 限 され る結 果,こ の アデ ニン 量では相 対的 に制 限濃

度 を遙か に上 回 りいぜ ん として "feed back" 制 御機 構 が働 く結

果 であ ろ うと推 考 され る(第4図).

NaFの 添 加,無 添加 に関 係 な く培 養 濾液 の紫外 部 吸 光 度が 一

致 す る アデ ニン硫酸塩 の濃 度 は,以 上 の 濃 度 よ りもさ らに低 い

10γ/ml付 近 に あ って この場 合,培 養 濾液 の吸 光 曲 線 は ほ とん ど

両 者 一致 を見 る(第5図).

この場合 には 両者 と も 明 らか に250mμ 付近 に ピー ク(pH

5.6)を 持っ 物質 の蓄積 が観 察 され る。 この物 に つい て も 同 様 な

方 法 で同定 及び定 量 を試 み た結 果,蓄 積物 は両 者 ともヒ ポキサ ン

チ ンであ ってそ の ヌ クレオシ ド,ヌ ク レオ チ ドの分泌 は見 られ な

か った.

一 方 ,こ の場合 もM/100濃 度 のNaFの 添 加 に よ り,ア デ ニ

ン量 に よる生育 制 限に加 え て明 らかに 生育 阻害 効果 が見 られ,そ

のため 生育量 は 無添加 の場 合 に比 較 して62.8%(乾 燥 菌体 重量 比)と な る.す なわ ち,単 位 菌体 量 当 りの分泌

ヒポキサ ンチン量は1.59倍 とな り,明 らかにこNaFに よ る分泌促 進効 果が見 られ るので あ る(第1表) .

いずれ にせ よ,こ の よ うに蓄積 物 が ヒポキサ ンチ ンに限 られ,キ サ ンチ ン,グ ア ニ ン等 の蓄 積 が見 られ ない の

は,Magasanik等(11)の 報 告 の如 くIMPデ ヒ ドロゲナ ーゼ の生成 に, GMPが レプ レ ッサ ー と して働 く効 果に よ

るもの であ ろ う.

この分泌 され た ヒポキサ ンチンは,本 株 の性 質 よ りして明 らかにRNA以 外 に起 因す るもので あ り.し たが っ

てNaFの 分泌 促進 効果 の一 因 と して の細胞 質膜 の透過性 に与 え る影響 を示唆 す るもので あ る.す なわち透 過性

の増加 の結 果 と して "feed back" 欄 御 機構 の機能 低下 を きた してい ると考 え るの が 自然 で あ ろ う.

他に考 え られ る原因 としてNaFが プ リン生 合成 に全 く阻害 を与 え ないか,あ るいは 逆 に促進 してい る とい う

可能性 であ るが,他 の菌株,た とえ ばペ ニシ リウム属 に おけ る既報 の デ ー タか らもその可 能性 は少 な く.や や無

理 があ る よ うな感が あ る.

要 約

NaFが 糸状 菌 の液 内培 養 の過 程 に おい て核酸 関連物 質 の分 泌を促進 す る現 象 の 原 因 に 関 し て
, Neurospora

crassaの アデニ ン特 異的 要求性 変 異株(ad-8)を 用い て解 明を試 み
,菌 体 内RNA代 謝回 転関 係 の挙 動 とは 別個

に,細 胞質膜 の これ ら物質 に対 す るいわ ゆ る “透過 性” が関 係 してい る可 能性 を見 出 し
,い わゆ る "Feed back"

 制 御機構 と関 連づ け て考 察 を行 った.

本報告の終了に当り御懇篤な御指導を賜わりました東大坂口謹一郎名誉教授,有 馬啓教授,池 田庸之助教授,

当研究所所長茂木 正利氏,貴 重な変異株を御恵与いただきました東大理学部石川辰夫氏,本 報告の発表を許可さ
れました本社首脳部の各位,並 びに本実験の一部を担当していただきました同室の竹内啓幸氏,石 川道子嬢初め

所内の各位に厚く御礼申上げます.

30゜,7日 間

…… 培 地 一 NaF M/10
0一 NaF O
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