
Klebsiella　aerogenesのアスパラギン酸要求性

変異株の分離とその性質

福田敏克・浅田芳宏

　　　　　　〔1〕　緒　　　　言

　グルタミン酸発酵に代表されるアミノ酸発酵が確立す

る中で，培養条件等の違いにより，同一菌株が生産する

アミノ酸を異にする，所謂，発酵転換が見い出された二）

　著者等は先にKlebsiellααeγoyenes　Nα19－35株が

培地に6一メルカプトプリンを添加すると，グルタミン

酸一バリン発酵転換を起すことを勢い出した邑）その後，

本菌のグルタミン酸生成物，特にオキソグルタル酸への

窒素導入経路について検討した結果，菌体内で合成され

たアスパラギン酸のアミノ基がオキソグルタル酸に転移

し，グルタミン酸が生成する可能性が強く示された邑）

そこで，アスパラギン酸の窒素導入経路並びにグルタミン

酸への転移を証明する手段として，まず，アスパラギン

酸要求性変異株を分離し，若干の性質を調べ知見を得た

のでここに報告する。

　　　　　　〔∬〕　実験方法

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2）　（1）使用菌株・一Kt　ebsiellaαerogenes　Nα19　一35

　（2）変異株の分離……前培養は1％グルコース・ブイ

ヨン培地（5mZ）で15～20時間，30℃，好気的に培

養した。変異株の分離操作は図一1に示した。

　（5）変異株の要求アミノ酸の確認……（a）チューブ法

……O培養した菌を集菌後，3回滅菌水で洗浄し，

0．D660㎜O．02に調製した細胞懸濁液を1滴，最少培地

及びアミノ酸検定培地（5m匹）に添加，30℃で振盈培

養を1週間行った。アミノ酸の要求性については菌の生

育度を測定することによって確認した。培地組成は表一

1に示した。

　㈲　パルプデスク法……前培養後，集菌，洗浄した細

前培養（5mの1％glucose－bouillon培地，

15～20時間振盈，30℃

　」

洗浄（2～3回）0．7％食塩水

　，

トリスマレート緩衝液（0．05M。pH　6．0），10m6に

NTG，4㎎を含むに細胞を懸濁し，35分間，
30℃振盤

　s

遠心，洗浄（0．7％，食塩水）

　！

アスパラギン酸含有最少培地（300Ptg／mの

10mtに懸濁g一・夜振盈：培養i　30℃

　・

遠心、洗浄

　i

最少培地10m辺で3～4時間振盤培養

　・

ペニシリン（5万単位）を添加，1時間振盈培養

　・

遠心，

　s

5万単位ペニシリン含有最少培地10mlで再度振

盟培養する。1時間Q

　・

遠心，洗浄

　i
O．5　mZ中に10－4～10－6に稀釈し，細胞懸濁液

0．5　mlをアスパラギン酸含有最少寒天培地8mZ

に植えた。27℃，24時間平板培養した。

　s
最少平板培地を用いてレプリカ法により，要求株

を選択する。

　　　　　図1．変異株分離の操作法

胞を5mtの滅菌水で懸濁し，その1mZ．を7mlの寒天

含有最少培地に加え，シャーレに流した。平板寒天培地
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表1．使用した培地の組成

培地名

最　少　培　地

アミノ酸要求性

検　定　培　地

ア　ミ　ノ　畢

生　産　培　地

組 成　　（％）

グルコース0．5，

塩化アンモンO．3，

リン酸第ニカリウムO．1，

硫酸マグネシウム0．035，

pH　7．2

最少培地十アミノ酸（300μg／m9）

を基本とする。

寒天使用時は寒天を1．2％添加した。

グルコース7．5，

：塩化アンモン1．8，

リン酸：第三カリウム0。05，

硫酸マグネシウム0．035，

炭酸カルシウム3，

アミノ酸（要求）1mg／ml，
pH　7．2

スパラギン酸以外に他のアミノ酸を修飾的に要求する株

が炭素源，窒素源の高濃度下で，完全な要求性に変換す

る。従って，アミノ酸生産の制御機構の解明手段として

用いる場合には，これらの条件を満たすため，三次選択

としてアミノ酸生産培地での生育実験を行ったQその結

果，6株を選択した。この6株について更にパルプディ

スク法により要求性を確認した結果を表2．に示した。

表2．Klebsie！！aαeγogenesのアスパラギン

　　　酸要求性変異株（二次選択）におけるパ

　　　ルプディスク法による要求性の確認

菌　　株
ミ
酸
ザカ
ノ

）
母
ス

育
　
キ

　
酵
工

生（

ラ
酸
パ
ン

スア
ギ

加添無

上にアミノ酸を含むパルプディスクをのせ，30℃で静

置培養を2日間行った。その結果，パルプディスクの周

辺の生育リングの出現によって判定した。

　（4）アミノ酸生産の確認……1％グルコース・ブイヨ

ン培地で20時間培養後、集菌，洗浄し，0．D660㎜

1．0に調整した細胞懸濁液1　mCをアミノ酸生成培地（表

1．）30ml、に加えて，4～5日間，30℃で振盤培養を行

う。生育並びアミノ酸の定量は喪亡に従った9）

　⑤　粗酵素の調製とAHASの測定……前報に従っ
た言）

K．　aeToyenes
　　　No．　4

　”　No．5－37

　11　No．35

　m　No．　B　rm8

　／t　No．　B－12

　11　NGA－35

計
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目
＋
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紐
＋

表3．　Klebsiellααerogenes　Nα4株のアミノ

　　　酸要求性の再確認

　　　　　　〔1皿〕　結果と考察

　（1）アスパラギン酸要求株の分離と要求性の確認

　レプリカ法によるアスパラギン酸要求株の一次選択で

得られた株は74株で謡った。　74株について最少培地

で培養した結果，生育しなかった株は15株であった（二

次選択）。目的とする変異株は次に述べる理由で，アス
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　アミノ酸（300μg／mの含有最：少培地5　mlに供試
パラギン酸を要求すると同時にアミノ酸生産培地（アス
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　菌を接種，好気的に培養した。

パラギン酸含有）に生育可能であることが必要条件とな

る。①変異株には耐糖性を失いアミノ酸発酵培地の様な　　6株共にアスパラギン酸を要求することが確められた。次

高濃度糖含有培地に生育出来なくなる傾向がある。②ア　　にアミノ酸18種に対する生育の対応を検討した結果を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一78一

アミノ酸 生育 アミノ酸 生育

無添加 … ロイシン 一
アスパラギン酸 惜 バリン 一
ブローリン

一 フエニールアラニン 一
グルタミン酸 廿 アラニン 一
スレオニン 一 アルギニン 一
トリプトファン

『
リジン

一
チロシン 一

グリシン
一

セリン
一 メチオニン 一

システイン 一 ヒスチジン 一
イソロイシン 一
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表3に示した。この結果はK。αeγogenes　No．　4，について

示した。本菌株はアスパラギン酸及びグルタミン酸の二

種を要求することが判明した。菌の生育はどちらか一方

のアミノ酸が存在すると可能であることから，アスパラ

ギン酸とグルタミン酸の合成系が欠損しているが，相互

の変換系は欠損していない。つまり，glutamate　oxa1－

acetate　transaminase（GOT）は稼動出来る状態にあ

るものと推定されるぷ　尚，これと同じ結果は他の変異

株に於いても得られた。次にNo．　4株のアスパラギン酸と

グルタミン酸濃度に対する生育の影響を検討した結果を

図2に示した。アミノ酸濃度に対し，生育度は直線関係
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地での生育に比べ若干低い値を示した。他方，親株（K．

αeγogenes　No．　19－35）は培地中のリン酸濃度によって

生育度が異なる9＞そこで，生育に及ぼす培地中のリン酸

濃度の影響をNα4株とNα　5　一37株で調べた。図3から，
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　　アミノ酸（ptg／ml）

最小培地にアミノ酸を図に示した濃度添加し，

24時間30℃で振盤培養を行った。

　　一一一〇一：アスパラギン酸

　　一一一＠一一：グルタミン酸

図2．K．aeToyenes　Nα　4の生育に及ぼすアスパラ

　　　ギン酸とグルタミン酸の濃度の影響

にあり，グルタミン酸培地での生育はアスパラギン酸培

O．05　O．075　O．1　O．2
　　　　　　リン酸（％）

O．3

　変異株はアミノ酸生産培地で5日間培養した。

　　ts　；　K．aeToyene　s　No．5－37

　　e　；　K．aeToyenes　No．4

　一一　　アスパラギン酸添加培地

　一一一　　アスパラギン酸無添加培地

図3．変異株の生育に及ぼす培地中のリン酸濃度

　　　の影響

Ne．　4株の生育は培地中のリン酸濃度の影響を全くうけて

いない。一方，No．　5－37株の生育は親株と同様にリン酸

濃度によって影響される。しかし，その影響の受け方は

親株と全く逆で、リン酸濃度が高くなるに従って阻害さ

れた。以上の結果から，アスパラギン酸又はグルタミン

酸要求変異株，6株を分離し，その生育条件として，リ

ン酸低濃度の培地を用いて培養すると安定した生育が得

られることが明らかになった。

一）e　iA在酵素レベルで，変異株について検討中であるが，これら

　の変異株のGOT活性は十分に認められている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一79一
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　（2）アスパラギン酸要求性変異株の性質

　㈹　アミノ酸の生産

　分離した変異株のアミノ酸生産培地における生育曲線

を図4に示した。培地には1㎎／ml相当のアスパラギ

ン酸を添加し培養した。Na　4株は生育が遅く，しかも最

大生育もかなり低い。これに対し，Nα5－37株は比較

的生育もよく，2～3日で最高生育に達する。この場合
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一e一；　K．　aeToyenag　No．19－35

－o一；　K．　aeToyenes　Na　5－37

－A一；　K．　aeToyenes　Na　4

図4．K．αeγogenes　Na　19－35と変異株のアミノ酸

　　　生産培地における生育曲線

のアミノ酸生産を図5に示した。親株はこの培地でグル

タミン酸のみを生産するのに対し，変異株はバリンのみ

生産した○従って。変異株は発酵転換を起さなくなった

株である。

　アミノ酸生産培地に添加したアスパラギン酸とグルタ

ミン酸濃度のアミノ酸生成に及ぼす影響を検討した。Na

4株に於けるアスパラギン酸の添加量の増大はバリン生

産を促進した（図6）。これに対し，アセトインの生成

量は逆に抑制された（図7）。他方，もう一つの要求ア

　　0
　　　　　　19－35　5－37　4
　　　　　　　（K．　aeT　oyenes）

［＝＝コ：グルタミン酸・　　囮：バリン

図5．アミノ酸生産培地に於けるK．αeγogenes

　　　NG　19－35，4，5－37のアミノ酸生産．

　　　Nα19－35株は2日間，他は4臼聞培養した。

ミノ酸のグルタミン酸は，アスパラギン酸の場合に比較

して，バリンとアセトイン生成を全体的に抑制していて，

濃度変化に依る顕著な促進や抑制は認められなかった

（図6，7）Qこのグルタミン酸添加時の生産抑制は菌

の生育と添加したグルタミン酸の消費から説明される。

図8に示したようにgグルタミン酸添加時の菌の生育は

アスパラギン酸の場合に比べ抑制されている。この原因

は添加したグルタミン酸の消費がアスパラギン酸のそれ

に比べ非常に低い（図9）ことによると推定される◎ア

スパラギン酸濃度の増大による変異株の生育抑制の機構

は不明であるが，バリンやアセトインの前駆体であるα

一アセト乳酸の生成がアスパラギン酸に依って調節を受

けないと推定される。このことはグルコースの細胞への

とり込みや代謝（分解）速度を今後検討することで明ら
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図6　K．αer　oyenes　Na　4株のバリン生産に及ぼす

　　　アスパラギン酸，グルタミン酸の濃度の効

　　　果

かになるであろう。他方，α一アセト乳酸がバリン生成

系に導かれるか，又は，アセトイン生成系に導かれるか

と云う調節機構はアスパラギン酸の濃度と深く係わって

いる。このような変異株に於ける現象は，供試菌のイソ

ロイシン要求量のバリン，グルタミン酸の生成で，特に

バリン生成の調節がイソロイシン濃度に依って変化する

現象5）と類似している。同様の現象は：E。coli　K－126）

　　　　　　　　　　　　7＞
やSalmonella　typhimiriumの変異株でも見い出される

一般的現象である。しかし，現在までその詳細な機構は全

く解明されていない。Nα4株で得られた結果は全体的傾

向として，他の変異株（5株）でも認められた。

　⑧　Catabolite　repressison非感受性

　　　acetohydroxy　ac　id　synthetase

　親株のグルタミン酸生成細胞がバリンを生産しない機

構は，バリン生成系の律速点に位置する終末産物阻害に
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図7　K．αerogenes　No．　4のアセトイン生成に及ぼ

　　　すアミノ酸の濃度効果
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　e．3　o．7　1．o
培地に添加したアミノ酸（mg／ml）

　［＝コ；アスパラギン酸　　　　圏團1；グルタミン下

図＆　Keαeγoyenes　Nα4のアミノ酸培地における

　　　生育に及ぼすアミノ酸濃度の影響
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図9．アミノ酸生産培地における要求アミノ酸の残
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　　　一一一〇一一一：バリン無添加

　　一一⑧一：バリン添加（1×10　一3　M）

　av　K．aeroyenes　NG　19－35，CB）　K．　aeroyenes

　Nα5－37，アミノ酸生産培地に親株は2B間，変

　異株は4日間好気的に培養し，集菌，洗浄後，粗

　酵素を調製した。

図10・K．αteγogenes　Na　19－35とNα5－37のAcetohy－

　　　droxy　acid　synthetane活性とバリン感受性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　非感受性のacetohydroxy　acid　synthetase（AHAS）が

Catabolite　repressionを受けていて，バリン生成系を

稼動させ得ない為である邑〉先に，アミノ酸生産培地で変

異株はバリンを生産したことは，このAHAS「が稼動出

来る状態にあることを示唆している。そこで，変異株の

AHASがどのような性質を持つか検討した結果を図一10

に示した。終未産物阻害に非感受性のAHASには至適

pHを6と8に持つ二種のイソ酵素が存在する暑～12）Na　5

－37株のAHASの至適pHは6で終未産物に対し非感

受性である。　しかも，親株と対照的にCataboli　te

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　repressionを受けていない。従って，変異株のAHAS

（pH：6）はCatabolite　repression非感受性酵素である◎

変異株ではAHAS「（pH　6）が稼動出来るためにバリン

が生成可能となるものと推定される。

　親株の発酵転換機構解明の結果，グルタミン酸発酵か

らバリン発酵への転換が起る為には，バリン生成系の強

化，（つまり，AB：AS「の稼勤）とグルタミン酸生成系

の阻害（TCA回路の阻害）が同時に起ることが必要であ

るL3）

　本変異株はグルタミン酸要求性で，しかもバリンを生

産する。つまり，グルタミン酸生成系が欠損した状態で，

バリン生成系は強化されている。従って，この結果は親

株での発酵転換機構を一層強く支持するものである。先

に，ノくαeroyenes　恥19－35のイソロイシン要求株が

発酵転換を起さなくなり，バリンのみを生産すると述べ

たが，この場合，AHAS「（pH　8）が合成されていて，

　　　　　　　　　　　　　　　　12）
バリン生成系が強化される結果である。従って，アミノ

酸要求性の獲得とAHAS「合成の制御機構は密接な関係

にあることを示唆しているQ
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TOS田KATSU　FUKUDA　and　YO　S　HIHIR　O　ASADA

　　　　Mutanrs　of　Klebsiella　aerogencs　requiring　aspartate　or　glutamate　have　been　isoiated．　These

mutants　accumulated　o撮y　valine　under　any　c　onditions，　although，　with　parent　strain，由e　conversion　of

fermentation　from　glu　tamate　to　valine　was　occurred　by　the　addition　of　6－mercaptopurine　to　medium．

　　　　　Acetohydroxy　acid　synthetase　（AHAS）　played　a　important　role　of　the　regulation　in　valine

biosynthesis．　AHASr　insensitiye　to　feedback　inhibitioR　in　mutants　was　insensnive　to　catabolite　repres－

sion，　while　the　enzyme　was　subjected　to　catabolite　repression　in　glutamate　producing　cell　of　parent

strain．　Therefore，　it　was　likely　that　the　valine　biosynthesis　in　mu　tanrs　was　dependent　oR　tihe　operation

of　AHASr　in　high　level．

（　Sci．　Rep．　Fac．　Agr．　Ibaraki　Univ．，　No．　27，　77”v83，　1979）
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