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　前軍1）において核酸集積力の強い酵母を検索し，Can－

dida　uli／is　IAM　4220を選び，本菌の種々の培養条件の

核酸集積に及ぼす影響について検討し，実験条件下で無

機窒素源として硫安が好適であることを報告した。本報

では有機窒素源の影響を精査するためにアミノ酸添加の

影響をしらべ，得られた酵母RNAの塩基紐成をしらべ

たので，これらの結果について報告する。

実験方法

1）　供試菌株　Cαndida　utilis至AM　4220

　2）増地組成

　窒素源を除いた基礎培地，硫安存在下における単独ア

ミノ酸添加培地及び硫安無添加時における単独アミノ酸

添加培地の組成はTable　1に示すとおりである。対照と

して基礎培地に硫安0．4％（窒素として0．8480mg／ml）

添加の培地を用いた。

3）塘　養　法

　i）保存培養i：　供試菌株はYeast　extract　agar

mediumで30。C，72時間培養後4。Cで保存した。本

培地の組成はyeast　extract　O．3％，　malt　extract　O．3％，

glucOse！％，　pepsone　O。5％，　agar　2．5％，　pH　7．2であ

る。

　　　　Teb｝e　1　The　composition　o£

　　　　　　　　　culture　medlum

1．Basa正medium（pH　5．0）

　　　glucose　290
　　　K，HPO，　O．2％
　　　！rv｛gso‘・7H20　o．2％

2．　Single　amino　acid　medium　supplemented

　　　with　ammonium　sulfate　（pH　5．0）

　　　basal　medium　！00　m．1

　　　（NH4）2’SO4　O．320／o（O．678N　mg／m／

　　　amino　acid　O．1696N　mg／m／

3．　Single　amino　acid　medium　witbout

　　　ammonium　sulfate　（pH　5．e）

　　　basal　medium　100　m／

　　　amino　acid　O．8480N　nig／ml

　ii）　本培養：保存培養から1白金耳量をとり，大型

試験管（内径22m／m，長193m／m）に分注した培地

10m♂に接種した後，30℃，72時問振盟培養（振盛数

125回／分，振盛幅50m／m）した。

　4）　乾燥菌体量

　培養後の培地を20mZつつ遠沈管に集めpHを測定

後，3，000　r．p．mで10分間遠心分離を行ない，沈殿す

る酵母を2回水洗，遠心分離後，10m♂にmess　upし，

その菌体懸濁液から5m♂を秤量：管にとり，100。～110

℃で12時問乾燥したのち，デシケーター中に3時間

放置し秤量した。
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　謬）　核酸の定量

　上記菌体懸濁液の残りの5m♂を核酸の定量に用いた。

RNA，　DNAの分画はOg環く≧osenの方法2）に準じ

RNA抽出段階でPCA濃度を1．5　Nに変更した方法3）

によって行なった。（Diagram　I）定量には日立分光光

度計を用いて吸光度（波長26Gmμ，スリット幅G．43）

を測定し，酵母RNA（キリン科研），胸腺DNAの標

準曲線に基づいて算幽した。

　6）　飛翼Aの塩墓組成定量

　RNAの分画，加水分解は　SchmSdt－ThanRhauser－

Schnelder法4）（S．T．S．法）における酸可溶性物質の紬

出段階をOgew－ROsen法で置きかえた方法によった

（Diagram豆）。この方法でえられた加水分解RNA区

分をHenney及びStorckの方法5）に準じてDowex　l

X10のカラムを用い蟻酸及び蟻酸アンモンの系でstep－

　　　　　　　　　　　　　　　　Diagram　　I

　　　　Cell　SLlsp
　　　　　　　ヨ

　　　　　｝　　　i
　　　．　Sup　　Pp£
　　　　　　　　　L．＿一一le　m／O。1％PCA～70回目thaltol
　　　　　　　ミ　　　　　　　　　　　　　　　ド
　　　　　　　｝　　　　i
　　　　　　　　　　Ppt
　　　　　　　　　＿」
　　　　　　　　　i　　l
　　　　　　　　　　　　Ppt
　　　　　　　　　　　　　…

　　　　　　　　　　　［　　　l
　　　　　　　　　　　Sup　　　Ppt
　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　l　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　Ppt
　　　　　　　　　　　　　　　　＿」
　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P辛

　　　第13号

wlseに溶出し280　mPtと260艶μの吸光度の比によっ

て4種のヌクレオチド即ちシチジル酸，アデニル酸ウ

リジル酸及びグワニル酸を分画の，260艶μの吸光度を

分子吸光係数6）で割ってモル濃度を算出した。

　　　　　　　　　実験結果

　9）　硫安存在下における単独アミノ酸の影響

　硫安存在下で！8種類のアミノ酸のうちから，それぞ

れ！種のアミノ酸をTable　I～2に示した培地に添加

して殺菌後，Ca．？zdida　z癖傭の斜面培地より1白金耳量：

を接種し，3G。C，72時間振嶺培養後，菌体量，　RNA

及びDNA量を測定した結果はTable豆に示すとおり

である。

　供試アミノ酸のうちグルタミン酸，アスパラギン酸及

びシスチンは著るしく生育を促進し，フェニールアラニ

ン及びヒスチジンは生育を阻害することが認められた。

　　　　　　　　　　　　Modified　Ogur　aRd　Rosen　method

10m／　70ry9590　Ethanol　OOC，　10　min，　40C　centr｛fuged．

5　m／　Ethanol－Ethey　（3：　1），　150C　15　min．

5　m－1　Ethanol－Ether　（3：1），　！50C，　15　min．

5　m／　Ethanol－Ether　（3：1），　150C，　15　mln．

5ml　Cold　O．2N　PCA

　　　5m／　Cold　O．2N　PCA
　　i
　Ppt　5　m／！．5NPCA，40C，！8hr．
l　　　l

Sup　Ppt
i　r一一一L一一一1　5mi　Coid　i］xT　pcA

II　9”1）　Pgt　sml　cold　lNPCA

l　i　gius’一’一’mnvi’

15　m／

RNA
　　　　　　5m♂C．5NPCA，70℃20　min、
i　　　i
Sup　　Ppt
l　　　　l　　5凱♂0．5NPCA，700C　20樋n．
ミ　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　アて

19。ppl，
㌧」

㍑

むaP
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Diagram　ff　Modified　S．T．S　method

Cell　sttsp

　　1　le　m／70t“v959（o　Ethanol　OOC，10　miR，40C，　cen｛’x｛fugecl
I””’T一’一wwrmI

St王P　　Ppt

　　　　　I　O．1％PCAm7090　Ethano｝
　　i　　　l
　　　　　　Ppt
　　　　　　　l　5m／Ethanol－Ethex　（3：1），　150C，　15　min，

　　　　　ド……　「

　　　　　　　　Pp’t
　　　　　　　　　I　5m／Ethanol－Ether　（3：！）　150C，！5　min．

　　　　　　　i　　　i
　　　　　　　　　　IPpt
　　　　　　　　　　　l　5mg　Ethanol－Ether　（3：1）　150C，　15　nkin．

　　　　　　　　　　　　　；

　　　　　　　　　　　　Ppt
　　　　　　　　　　　　　l　5mi　Cold　O．2N　PCA
　　　　　　　　　　　’lww”i
　　　　　　　　　　　　　　　Ppt
　　　　　　　　　　　　　　　　I　5m／Cold　O．2N　PCA
　　　　　　　　　　　　　i　　　i
　　　　　　　　　　　　　　　　　Ppt　10xnl　INKOH　370．C，16－20hr．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　i　conc．　PCA　（60％）　neutralized．
　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　S叩　　　　Ppt
　　　　　　　　　　　　　　　　lwh　1　（Protein，　DNA．，　KPCA）
　　　　　　　　　　　　　　　　1，　VS’　’smZ　s％pCA，　gooc，　ls　min．
　　　　　　　　　　　　　　　　」　Sitp　Ppt
　　　　　　　　　　　　　　　　I　　I
　　　　　　　　　　　　　　　　　　I

hydrobyzed　RNA

ri“able　g．　’EfEect　of　sing／e　amino　caclcl　a（lclition

　　　　vLTitk　ammonium　sulfate　on　the　nucl．eic

　　　　acid　 乏弐CC℃乏mlユ1aLti（）王1．

Amino　acid

　added．

Control

Gly　cine

L－Alanine

L－Valixxe

L－Leuc｛ne

L－lso｝euclne

L－Serine

］し一Threoni獄e

L－PhenylalaniBe

L－Tyrosine

L－Tryptophan

L一？roline

L－Lysine

L－Arginine

L－1－K！sticline

L－Aspartic　acid

L－Glutamic　acid

L－Me宅hiO通鷺e

L－Cystine

Yielcl　of

dry　yeast

mg／m／

RNA　per
clncy　yeast

　　o／o

DNA　per
dエyyeast
　　a／o

0
9
7
4
0
0
6
8
2
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G
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7
6
G
2
3
0
3
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1
1
1
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1
0
9
1
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9
9
1
1
1
0
9
5
7
1
1
7

0
5
0
0
7
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1
0
0
0
1
1
！
0
0
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！
1
0

mイシンを添加した置旧にRNA含量は著るしく高ま

り，平均k．84％を示し，菌体内集積RNA総量の点か

らもmイシンの効果が認められた。一方生育促進効果の

認められたアスパラギン酸，グルタミン酸及びシスチン

はRNA集積に対し阻害的であった。このことは現象

的には生育に好都合な条件はRNA集積に不利な条件で

あると考えられた。DNA集積に対してはロイシン，フ

ェニ・一一ルアラニン，チロシン，トリプトフアン，ヒスチ

ジン及びメチオニンが効果が認められた。

　2）　硫安無添加鋳における単独アミノ酸

　　　の影響

　硫安を添加せず，単独アミノ酸を単一窒素源として添

加した培地（Table　I｛・羅）にCa？zdilcla　Ztstiisの斜面

培養より1白金耳量を接種して，30℃・72時聞振盛培

養後，菌体収量，RNA及びDNA量を測定した結果

はTable斑に示すとおりである。

　供試アミノ酸のうち，グリシン，アラニン，バリン，

セリン，プロリン，アルギニン，アスパラギン酸，グル

タミン酸及びロイシンは対照の硫安培地に比して，生育

促進効果が認められ，スレオニン，チWシン，フェニー

ルアラニン，ヒスチジン，メチオニン及びシスチンは生

育を抑制することがみとめられた。RNA集積に対して
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Tab！e　pt．．　Effect　of　single　aimino　acld　addition

　　　　　im｛thout　ammonium　sulfate　on　the

　　　　　鍛ucleic　ac圭d　accumula宅ion．

Amlno　acicl

　aclded．

Control

・Glycine

L－Alc　nine

L－Valine

L－Leuclne

L－lsoleucl／Re

L－Ser｛ne

L－Threonine

L－Phenylalanine

：し一TyrOs漉

し－Tryptopha／．

L－ProliRe

L－Lysine

：L－Argi王民e

L－Histidine

L－Aspartic　acid

L－Glutamic　acid

L－Methioniq一　e

L－Cystine

7
0
5
4
2
9
1
3
2
2
8
5
9
3
7
3
！
4
8

9
3
7
6
5
2
0
6
0
5
6
7
6
2
0
7
7
8
2

3
7
6
5
4
4
7
3
3
2
2
6
4
6
3
5
6
2
2

13．41

1：1別

6．4“

0
1
3
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8
7
7
2
1
6
5
1
5
4
2

6
9
3
4
9
5
2
1
4
3
7
7
7
6
5

6
6
7
3
6
8
5
6
6
7
4
5
6
3
4

7
0
1
7
7
8
2
7
9
2
3
7
4
4
8
5
！
5
2

1
8
9
5
7
8
8
4
0
6
2
8
8
7
3
8
0
4
9

1
0
0
0
0
0
0
0
1
1
！
0
0
0
0
0
1
0
0

は硫安が存在しない場合のアミノ酸添加はすべて抑制的

に作用し，特に生育に阻害的であったスレオニン，トリ

プトフアン，ヒスチジン，メチオニン及びシスチンで著

るしくみとめられた。結局，アミノ酸を添加する場合に

硫安を添加せず単独アミノ酸を唯一の窒素源として添加

することはRNA集積に対して一一般に阻害的であって，

硫安存在下で顕著なRNA集積の認められたuイシン添

加も硫安無添加時では却って抑制的に作用することがみ

とめられた。

　DNA集積に対してはトリプトフアンが促進的に作用

し，バリン，スレ才ニン及びヒスチジンは抑制的であっ

た。

3）　asイシン添加時の酵母鼠N’Aの塩基組成

　硫安存在下でロイシンを添加した培地で培養した菌体

は硫安培地で培養した菌体に比して高いRNA含量（最

高15．99％）を示したので，そのRNA塩基組成に何ら

かの変化があるかどうかを知るために，それぞれ両培地

で300C，72時聞振盗培養した菌体について前記（9）

の方法で塩基組成をしらべた結果はTable　IVに示すと

おりである。本表に示された値は両培地で培養した

Candidαuti／’is菌体のRNAがほぼ同一のヌクレオチ

ド（塩基）組成をもつことを示している。これらの値は

パン酵母の既往の文献値とほぼ一致することがみとめら

れた。

　4）RNA集積に及ぼすロイシンの添加量と

　　　生育時との関係

　これまでの実験は30。C，72時間培養菌体について行

なったが前記1）で報告したように菌体内集積R．NA量は

growth　phaseにより，また培地組成によって異なるの

で硫安存在下ロイシン添加培地を用いて，Uイシンの添

加量をかえてそれぞれのgrowth　curveと各grow£h

phaseにおけるRNA集積を試験した。ここで接種菌液

はC〃ndida　Ztti／isの斜面培地より1白金耳量をグルコ

ーズ1％，酵母エキスO．3％，モルト・エキスO．3％，

Teble　IV．　The　bag．　e　compsitiok　of　ribonucleic　acid　fro，m　Candida　zeti／is

RNA　base　composition　（mol　％） Baker’s　yeast

Base
　Cultures　grown　ln　the
ammo無圭um　SU王fate　med呈um

　　　　　　　　　　　　　　1’

鍵墾囎壁遡凱7）28）
・Cytidylic　acicl（C）

Adenylic　acid　（A）

Uridylic　acid　（U）

’Guanylic　acid　（G）

20．97

24．4！

27．87

26．75

24．14

25．42

24．64

25．80

匝5匝6．
ミ　　　　　　　
…25．6　】25．4

1　　i
i　26・4i27・4

i27．5　i　24．6
∫．．　　　1

39）

21．2

24．9

23．6

27．2

G÷C
　Purines　（G十A）

Pyrlmidines　（C十U）

s6－Amino－nucleotides　（A十C）

6－Keto－nucleotides　（G十U）

A十U
G十C

47．72

1．05

O．83

1．10

49．94

1．05

O．98

1．eo

i　4s．o　1　47．2　1　4s．4

　　　I
l．14　i　1．00　i　1．09

1　o．s6　1　o．g2　1　o．s6

エ・・8 ?L・7
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Yig．　！．　Effect　of　leucine　oR　the　accumulation

　　of　ribonucleic　acid　in　Ca，ndida　’uti／is

141一一
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　　　　　　　培養時問，時聞
巨＝＝］cont，ro｝，［＝＝12mg！ml，騨5mg／ml，　i劉DNA

14

Q
．
O

ペプトン0．5％の培地に接種し，30℃，49時間振盛培

養後遠心分離して，得られた沈殿酵母を殺菌法で2回洗

浄し，さらに殺菌水を用いて，島津Spectronic　20で

660mμで0．　D．：1になるように稀釈したもので，こ

れを本培養に1％接種した。その結果はFig　1に示す

とおりである。本図で分るように10g　phaseの後期に

おいてRNAの集積が最大となり，硫安存在下でnイシ

ンを5mg／m／添加した場合は対照に比して約35％の

RNA含量の増加がみとめられた。なおstatiQnary　phase

ではロイシン添加の促進効果がみとめられなかった。こ

．のことは前の実験で72時聞培養後の菌体RNA含：量を

定量してロイシンのRNA集積に対する促進効果をみと

．めたことと相矛盾するようであるが，前実験では斜面培

養から直接1白金耳量を接種して培養したことから考

えて，実際はこの場合もlog　phaseの後期に相当する

phaseでRNAを定量していたと考えられる。

要 約

　1．Candiida　llti／isを用い，硫安存在下で単独アミノ

酸の添加がRNA集積に及ぼす影響をしらべた結果，ロ

イシンが顕著な促進効果を示すことがみとめられた。U

イシンを5mg／ml添加した場合，　wイシンを添加しな

い対照に比して，約35％のRNA量の増加がみとめら

れた。

　2．硫安を添加しないで単独アミノ酸を唯一・の窒素源

として加えた場合は一般にC．Zt．ti；／？；sのRNA集積に対

して阻害的に作用するこにがみとめられた。

　3．硫安存在下でロイシンを添加して培養したC．

utilis菌体のRNA塩基組成は硫安だけ加えて培養して

えられた菌体のそれとほぼ等しいこと及び他のパン酵母

のそれともほぼ等しいことがみとめられた。

　4．硫安存在下でロイシンを添加する場合は生育の

10g　phaseの後期に加えると効果があることがみとめら

れた。

　本報告は昭和39年7月札幌で開催された田本農芸学

会大会において発表した。なお，本実験の一部は昭和38

年度・文部省各個研究費によったことを附記し感謝の意

を表する。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Seetwmsewy

　　　　A磁h◎rs　recGgnized£hat　the　ribeinucleic　acid　co簸重e鷺t　inα魏読ぬz6擁薦celis　i簸creased，、

when璽euci籍e・nly　was　added三貧出e　basal　medi鷺m　with徽m。蜘m　sulfate．0鍛the　other．

h・・d・wh…m瓶・漁憩・・ll・t・W・・離・・甑・・d　in　th・b…1m・di購塩・・ib・nU・1・圭・・Cid

c幡e煎was抽敵ed　by　si貧91e　ami捻・acid　additi・n。　The　base　c・mp・si匙融・f重he・ib・nucleic

acid　of　C．　z£tilis　cell　growm　in　leucine　aRd　amm－eRium　sulfate　medium　was　recognized　as

・q・・！t・癒・歪9・・W爵且・mm・ni・・1…Ulf・t・m・d・Um。　Th・di曲gUi・h・d・ff・。t。f　l。U。in・

・献i・鍛W・・・…9簸i・ed・d・重・・S£・g・・f1・9・・i重h獄・C伽・e・fg・。軸．
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