
大腸菌におけるcAMP合成とcatabolite
repressionについて : cAMP合成及びadenine
nucleotideの作用

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8708URL



2 5 0 金 沢大学十全医学会雑誌 欝87 巻 第 2 号 250
-

2 5 9 (1 9 7 8)

大腸菌 に お ける C A M P 合成 と C at a b olit e

r e r w e s si o n に つ い て

M

C A M P 合成及 び a d e ni n e n u cl e o tid e の 作用 -

金沢大学医学部第二 生化学講座 ( 主任 : 久野 滋教授)

浜 井 義 則

( 昭 和5 3 年3 月 2 日受付)

動物 , 微生物界 に広 く分布 して い る a d e n o si n e 31 5
'

c y c li c p h o s p h a t e ( C A M P) は代謝調 節 上 重要 な 役 割

を 果し て い る . 微生物に お い て は , こ の C A M P は誘 導

酵素 の 合成の 請節 に 関与す る と思 わ れて い る
1】2 )

. 誘 導

酵素 の 一

つ で あ る β･ g a l a c t o si d a s e は gl u c o s e に よ

り ,
い わ ゆ る C a t a b o lit e r e p r e s si o n を 受 け , こ の

r e p r e s si o n は C A M P を 培地に 加 え る こ と に よ り回復

さ れ る
3 卜5J

. こ の 回復は β･

g a l a c t o s i d a s e な ど の 誘導酵

素の遺伝子の t r a n s c ri p ti o n に C A M P が
, 関与する ため

と さ れ て い る
引

. 従 っ て gl u c o s e に よ る β･

g al a c t o si d a s e 合成の 抑制 は細胞 内 c A M P の 減少 に よ

る もの と 推定 さ れて き た
718)

. しか し なが ら gl u c o s e 等

に よ る C a ta b o li t e r e p r e s si o n が c A M P の 添加 に よ

り 回復さ れ る こ と は , どの 報告 で も
一

致 して い る が ,

大腸菌で の C A M P 合成 , あ る い は培 地中えの 放出の 程

度 が こ れ らの r e p r e s si o n の 程度と 完全 に 平行す る か

否か に つ い て 報 告相 互 に 矛 盾 が 見 ら れ
9 卜1 5I

, 最 近

c A M P 以 外 の 調節機構 の 存在も 示唆さ れ て い る
16)

. 誘

導酵素は ,

一 般 に C at a b o li s m に 関与す る も の で , 従 っ

て エ ネ ル ギ
ー 産生と 密接 に 関連 して い る

り)
.
そ れ故 . 細

胞 内に お ける e n e r g y 保 持の 主形態で あ る A T P 又 は

そ の 誘導体も 何等かの 作用 を誘導酵素産生 に 及ぼ し て

い る 可能性 も推測され る
1引

.

本研究で は種々 の 増殖条件下 で C A M P の 合 成 を

定 し. β - g al a c t o s id a s e 合成と c A M P 合成速度 の 問の

動 的 関 係 を 明 ら か に す る と と も に
.

こ れ ら の

r e p r e s s i o n に お ける A T P 等 の 作用機構 に つ い て 検

討 を行な っ た .

実験材料及び方法

1s o p r o p y トβ
- D - th i o g a l a ct o p y r a n o si d e (I P T G ) , a

･

m e th y
- D -

gl u c o si d e . A T P , C T P , U T P
, A D P . A M P

は シ グマ 社 よ り購 入し
,
G T P ヤ マ サ 醤油株式会社 ,

0 ･

n it r o p h e n y l
-β- D ･

g al a c t o p y r a n o s id e ( O N P G ) , 半井

化学薬 品 株 式 会 社, 〔2 -

3
H〕 a d e n i n e (2 0 ci / m m o l e) ,

〔8 -
3
H 〕 c A M P (3 0 ci / m m o 1 6) N e w E n gl a n d

N u cl e a r C o r p ,
セ ル ロ

ー ス
,

M a r c h e r y N a g el C o r p

か ら購 入し た .

薗と し て 大腸菌 3 , 0 00 ( th i a m i n e¶) の U V 照 射 か ら

分 離 し た ad e n i n e 要 求 菌 を 用 い た . 菌 の 増 殖

は , T ri s
･

gl y c e r ol 培 地
1 91

( 1 0 〟 g a d e n i n e . 2 p g

t h i a m i n e / m ほ 含む) を用 い 37
0

c で 行な っ た . 増殖の

測定 は , 6 6 0 m 〟 で の 吸光度 の 測定 に より 行な っ た .

β･ g al a c t o si d a s e の 測 定. β-

g al a c t o si d a s e の 測 定

は ,
P a r d e e ら と は ゞ 同様な方法で 行 な っ た

2 0)
. 菌の 培

養液 か ら 時 間 経 過 と と も に 0 . 5 mエ の 標 品 を 取

り , 1 d r o p の ト ル エ ン と と も に 撹 拝 後 37
0

c 30 分

間静 置 した .
こ の ト ル エ ン 処理 棲品0 .1 0 m⊥に 0 .05 M

リ ン 酸緩衝液 p H7 .0 に 溶 か し た 2 .6 m M O N P G O .9

m ほ 加 え 15 分 間37
0

c で 反応 を 行 な っ た . 反 応 後

0 . 4 M 炭酸 ナ ト リ ウ ム 2 m ほ 加 え , O D ｡ 2 0 m /上 で ( ト

n it r o p h e n ol の 量 を測定 した .

c A M P 合成の 測定 , 対 数 増 殖 期 の 菌 を 集 め . 40 n

m o l e / mL
3
H ･

a d e n i n e ( S P e Cifi c a cti v i t y 2 .7 × 10
5

c p m / n m o l e) を含む T G A 培地( 2 FL g t h i a m i n e / mL)

に 浮遊 し た( 菌 の 濃度 , O D 6 6 ｡
= 0 . 1

～

0 . 25 ) , 時間経

過 と と も に 1 . O mエの 標 品 を メ ン プ レ ン フ ィ
ル タ

ー

S y nt h e sis of c A M P a n d c a t ab olit e r e p r e s si o n i n E . c oli . Y o s hi n o ri H a m ai
,

T h e S e
･

c o n d D e p a r t m e n t of B i o c h e m is t r y .( D ir e c t o r : P r of . S . K u n o .) ,
S c h o ol of M e di ci n e

,
K a n a

-

Z a W a U ni v e r sit y .

r･⊥

･･‥･･■r

･-‥

‥

･■･･



大腸 菌に お け る c A M P 合成 と c a t a b o li t e r e p r e s si o n に つ い て

(S a r t o ri u s 社) で 濾過し , 5 mL の T G A 培地で 洗浄し

た .
こ の フ ィ ル タ ー 上の 菌体 を菌体 内 c A M P の 測定 に

使用 し , 濾液及 び洗 液 は
, 細胞外 c A M P の 測定 に 用 い

た .

a ) 細胞内 c A M P の 測定 .上記の メ ン プ レ ン フ ィ ル タ

ー に 集 め ら れ た 菌体 を 80 n m o l e c A M P を 含 む

臣1 N H C l l m£に 浮遊 させ .1 0 分間10 0
0

c 加熱し た . 冷

却後. 遠心 ( 10 0 0 0 r p m x l O 分間) し . 上滑を定量的

に 集め凍結乾燥 し , 残瘡を25 〟上 の H 2 0 に 溶解 し た .

こ の 溶液 10 〟上 を 薄層 ク ロ マ ト に 用い た . 薄層 ク ロ マ

ト は セ ル ロ ー ス pl a t e 20 × 20 c m を 用 い , 9 0 %

i s o p r o p a n o l で
一 度 展 開 し た 後 . 二 次 元 展 開 で

c A M P を 分 離 し た .

一 次 元 は , i s o p r o p a n o l :

N H 4 0 日 : H 2 0 ( 7 : 1 : 2 ) で 行 な い , 二 次 元

は.
i s o p r o p a n o l : f o r mi c a ci d : H 2 0 (7 : 1 :

2 ) の 溶媒 を使用し た . 薄層ク ロ マ トの 展開後 c A M P

の 位置 を U V ラ ン プ で 確認し
,

そ の 部 分 を け ず り 取

り , 0 . 1 N N H 4 0 H O . 5 m L . T rit o n
-t Ol u e n e
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2 0 ん0 6 0

T i m e ( m i n )

F i g .1 . c A M P s y n th e si s i n E . c o li 3 000 a d~ . C e11 s

W e r e g r O W n i n T ri s - gl y c e r o l m ed i u m a n d

a s s a y e d f o r c e ll u l a r a n d e x t r a c e11 u l a r c A M P

a s d e s c ri b e d i n M a t e ri al s a n d M et h o d s . E a c h

P O i n t r e p r e s e n ts th e a v e r a g e o f si x

m e a s u r e m e n t s t a n d e r r o r b a r s r e p r e s e n t th e

S t a n d a r d d e v i a ti o n s o f th e a n al y si s .

2 51

s ci n till a n t
2 H

5 m ほ 加え て 放射活性 を 測定 し た . な

お , 凍結乾燥 か ら 薄層ク ロ マ トま で の 回収率 は約96 %

で 細胞内 c A M P の 量 ほ1 ,O n = こ つ き O D … m LL の 吸光

度 1 ･0 あ た り の 量で 示し た( p m o l e / D U 660 ) . こ の 方

法 で 混入す る 培養液 の 畳 は0 . 5 〟£ 以下で あ っ た .

b ) 細 胞 外 c A M P の 測 定 . 挽 液 を 含 め た 濾 液

は , D o w e x
･1 ･

C O l u m n ( × 8 . 1 × 2 c m
,

a C et a t e

f o r m ) に 通し , 次で H 2 0 3 0 mL
, 0 . 1 M a m m o ni u m

a c e t a t e
. p H 4 . 5 60 mL , 5 M a c e ti c a ci d 1 5 nL で 溶出 し

た . a d e n i n e は H 2 0 及び0 .1 M a m m o n i u m a c e t at e

の 分画 で 完全 に 溶出さ れ
.
c A M P は5 M a c e ti c a ci d の

分画で 溶 出し た . 5 M a c e ti c a ci d の 分画 を 凍結乾燥

し , 2 .3 FL m O l e / mL c A M P 溶液0 .3 m L を加え て 溶 解

し , そ の 1 地エ に 薄層 ク ロ マ ト に 使用し た . 簿層 ク ロ マ

ト は セ ル ロ q ス pl a t e を用 い ,
一 次元展 開で C A M P を

分離し た . 溶媒 は
, 1 M a m m o n i u m a c e t a t e : E t h yl

al c o h o l ( 2 : 7 ) を 使用し , 展開後 c A M P の 位置 を

U V ラ ン プ で 確認 し , 前述と 同様に 放射活性を測定 し

;
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T i m e ( m i n )

F i g .2 . T u r n o v e r o f c A M P s y n th e si s i n E . c o li

3 0 0 0 a d
-

. C e ll s w e r e g r o w n i n 5 m l o f T ri s
-

gl y c e r o l m e d i u m f o r 4 0 mi n i n th e p r e s e n c e

o f
3

H - a d e n i n e . A t 4 0 mi n . c o l d a d e n i n e ( n n al

C O n C e n t r a ti o n O . 4 m M ) w a s a d d e d t o c ul t u r e

a n d s a m pl e s w e r e t a k e n a t i n t e r v a l s f o r

d e t e r m i n a ti o n o f c A M P . E a c h p o i n t

r e p r e s e n t s th e m e a n ± S D o f f o u r

m e a s u r e m e n t s .



2 5 2

た . 細胞外 c A M P 畳 は , S p e Cifi c a c ti v i t y か ら計算

し . 1 . O mエ培地あ た り に 放 出さ れ る量を 示 して い る .

なお , D o w e x
･ 1 c o l u m n か ら薄層 ク ロ マ ト ま で の 回

収率 は約90 % で あ っ た .

大 腸 菌 の E D T A 処 理 . 大 腸 菌 の E D T A 処 理

は . H o s o n o 及び K u n o
22 ) の 方法に 従 っ た . 対数増殖

期 ( O D 6 6｡ m J` 0 . 1 5) の 菌 を集菌 し
,

1 / 7 量の 0 . 1 M

T ri s ･ H C I p H 8 に 浮遊さ せ ,
1 m M E D T A で3 7 ℃ 2 分

間処理 し た . 処理 後,
1 0 倍速の T G 4 培地 を加え た .

実 験 結 果

大腸菌の C A M P 合成 , 図1 は β-

g al a c t o si d a s e 合成

に よ く 用 い ら れ る T ri s
･

g l y c e r ol 培 地 に お け る

c A M P 合成で あ る . 細胞外 c A M P は , は ゞ 直線的 に 増

加 し , その 速度 は O D 8 6 0 m 〃 の 吸光度1 あ た り 3 . 5 ～

7 . 5 p m o l e / m£/ m i n で あ っ た .
こ れ に 対し て 細 胞 内

c A M P の 合 成 は 非 常 に ゆ る や か で 0 .1
～

0 . 2 p
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T i m e ( m i n )

F i g .3 . E ff e c t o f gl u c o s e o n β-

g al a ct o si d a s e

S y n th e si s . C ell s w e r e i n d u c e d w i th O . 4 m M

I P T G . A t l O m i n ( a r r o w ) ,
th e c u l t u r e w a s

d i v i d e d i n t o t w o p a r t s . O n e p a r t w a s s e r v e d

a s c o n t r o l ( ○) ; a n d th e ot h e r r e c ei v e d

l O m M gl u c o s e ( ◎) .

m o l e / D U 66 0 / mi n で 細胞 外 c A M P の 1 /20 以下 の 速

度で あ り . ま た 定常状態に 達す るの に 約 40 分も必要と

し た ･ あ らか じ め大腸菌%
3
H ･ a d e n i n e と と もに 40 分

間i n c u b a ti o n して か ら こ れ に 非放射性で a d e n i n e を

加え た( 最終濃度0 . 4 M ) 場合 の 変化 を見 ると 図2 で 示

し た よ う に
, 細胞外 c A M P の 増加速度 は直 ち に低下す

るの に 対 して 細胞内 c A M P は , 除 々 に 低下 し , 約40 分

後 に 予想 レ ベ ル に 達 し た .

C A M P 合成 に お よ ぼ す gl u c o s e の 効 果 . gl u c o s e

に よ る β,

g al a c t o si d a s e 合成の 抑制は図3 で 示し たよ

う に gl u c o s e 添 加 後 一 時 的 な 抑 制 ( t r a n si e n t

r e p r e s si o n ) と以 後長時間に わ た る抑 制 ( C a t ab o lit e

r e p r e s si o n あ る い は p e r m a n e n t r e p r e s si o n ) の 2

つ の タ イ プ の 抑 制が あ る . 1 0 m M gl u c o s e 存 在 下で

の C A M P 合成を検討 し て 見 ると 図4 で 示し た よう に ,

細胞 内 c A M P 合成は . glu c o s e を添加 し て も添加 し

な く て も はと ん ど影響 は認 め られ な い . し か し c A M P ･

;
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T i m e ( m i n )

F i g .4 . E ff e c t of g l u c o s e o n c A M P s y n th e s i s i n

E . c o li 3 0 0 0 a d- . C e ll s w e r e g r o w n i n T ri s
･

gl y c e r o l m e d i u m . T h e c u lt u r e w a s d i v id e d

i n t o t w o p a r t s . O n e p a rt w a s s e r v e d a s

c o n t r o l ( ○ ) ; a n d th e o t h e r r e c ei v e d

l O m M gl u c o s e ( ◎) .

3
H -

a d e n i n e w a s a d d e d t o

e a c h c u l t u r e , a n d s a m pl e s w e r e t a k e n f r o m

e a c h c ul t u r e f o r a s s a y o f c A M P . E a c h p o i n t

r e p r e s e n t s t h e m e a n ± S D o f si x

m e a s u r e m e n t s .



大腸 菌に お け る c A M P 合成と c a t a b oIi t e r e p r e s si o n に つ い て 25 3

;
遥
つ
凸
､

む
一

q

∈
d
)

d

三

雲
L

空
っ

〓

占

5

10 2 0

T i m 曹( m i n )

Fi g .5 . E ff e c t o f w a s h i n g o n m e a s u r e m e n t o f

C ell u l a r c A M P . C ell s w e r e g r o w n i n T ri s
･

gl y c e r o l m e d i u m t o l o g a ri th mi c p h a s e .
T h e

C u l t u r e w a s d i v i d e d i n t o t w o p a r ts . O n e

p o r ti o n w a s a d d e d
3
H -

a d e n i n e ( ○) , a n d th e

O th e r r e c ei v e d gl u c o s e (1 0 m M ) t o g e th e r w ith
3
H -

a d e n i n e ( ⑳) . A t i n te r v al s s a m pl e s w e r e

W i th d r a w n a n d m e a s u r e d c ell u l a r c A M P
.
W e

u s e d t w o 丘1 t e r s p e r s a m p l e p o i n t . T h e o n e

別 t e r w a s w a s h e d o n c e w i t h 5 m l o f t h e

m e d i u m b ef o r e th e a s s a y ( … ), a n d th e o th e r

W a S a S S a y e d w i th o u t a n y w a s h i n g ( ～ ) .

E a c h p o i n t r e p r e s e n t s th e m e a n ± S D o f

f o u r m e a s u r e m e n t s .

の 細胞外放 出は gl u c o s e を添加後 10 分位 か ら阻 害 が

見られ
. gl u c o s e 添加後20 分で ほ ゞ 完全 に 放 出 が 停

止し た ･ こ の 停止 は
一 時的なもの で あ り . gl u c o s e 添

加後, 4 0 分程で 再 び c A M P の 放出が 始 ま るが
,
そ の 速

度 は gl y c e r o l 培地で の C A M P 放 出速度 の 約1 /3 で あ

っ た . ま た こ の 再開時期は , 時間的に 少 し の ず れ が認

めら れ るが
, 図3 で 示し た よう に β-

g al a c t o si d a s e の

p e r m a n e n t r e p r e s si o n 開始時期と ほ ゞ 一 致 し て い

る .

上記 の 実験 に お い て 細胞内 c A M P の 測定 の 瞭 . 培地

内の C A M P の 混入を 避け る ため
, 菌を フ ィ ル タ ー 上に

集め た後 . 更 に 培養液で 洗浄を行 な っ て い る . こ の 操

作は培地 内の C A M P 混入を除く に は適 当 な 方 法 で あ

るが
. 同時 に 細胞内の C A M P の

一 部 が流 れ 出さ れ る可

能性が あ る . こ の 可能性を検討す る た め . 集菌後, 洗

浄操作 な し に 直 ち に C A M P を 測定 し た 結 果 が 図 5 に

示し て あ る . こ の 酪 , 培地内0
3
H -

C A M P 混入度を少 な

く す る た め ,

3
H -

a d e n i n e 添加後20 分以 内で の み行 な

っ た ･ 図で 明 らか で あ るが , 非洗浄条件で は洗浄し た
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T i m e ( m i n )

F i g ･6 ･ E ff e c t o f a ･

m e th yl ･ D ･

gl u c o si d e o n β-

g al a c t o s id a s e s y n th e si s ･ C e l
､

1 s w e r e g r o w n

i n T ri s
･

g l y c e r o l m e d i u m . T h e c u l t u r e w a s

i n d u c e d w i th I P T G (0 . 4 m M ) a n d th e n

d i v i d e d i n t o t w o p a r t s . O n e p o r ti o n w a s

l eft u n c h a n g e d ( ○) ; a n d a
･

m e th y l ･ D -

gl u c o s id e (1 0 0 m M ) w a s a d d e d t o th e o th e r (

●) .

場合に 比 べ て 2 ～ 4 p m ol e / D U 6 6 0 程度の 高値を 示 し

た ･ こ の 差 は非洗浄条件 で 20 ～

3 地∫ の 培地が フ ィ
ル

タ
ー

に 保 持さ れ る場合に 予測さ れ る値で あり , 従 っ て

細胞内 c A M P が 洗浄操作 に よ り .
一 部流 出 さ れ る 量

は ･ 非常 に 少 な い も の と考え ら れる . 又 , 非洗浄条件

に お い て も gl y c e r o l 培地と gl u c o s e 培地の い ず れ に

お い て も細胞内 cA M P 合成 は同 一 の値 を 示 し て い る

の で ･ 細胞内 c A M P 合成 ほ . gl u c o s e 添加に よ り全く

影響さ れ ない もの と 思 われ る .

C A M P 合成 に お よ ぼ す α - m e th y トD -

gl u c o si d e の

効果 ･ t r a n S i e n t r e p r e s s i o n と c A M P 合成 が ど の よ

う な関係が あ る か を 明らか に す る た め に , t r a n Si e n t

忘e p r e S S i o n の み を起 こ す とさ れて い る a
-

m e th y トD ･

gl u c o s i d e に つ い て 検 討 を 行 な っ た . α
･

m e th yl ･ D -

gl u c o si d e l O O m M ( 菌の 増穂 に は全く 影響 を 与 え な

い 量) は 図6 で 示し たよう に 約 20 分 間 の t r a n si e n t
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T i m e ( m i n )

F i g .7 . E ff e c t o f a
- m e th yl ･ D ･ gl u c o si d e o n c A M P

s y n th e si s i n E . c o li 300 0 a d
-

. C ell s w e r e

g r o w n i n T ri s
-

gl y c e r o l m e d i u m . T h e

c u l tlユr e W a S d i v i d e d i n t o t w o p a r t s . O n e

p a r t w a s s e r v e d a s c o n t r o l ( ○) ; a n d t h e

o th e r r e c ei v e d lO O m M a
-

m e th yl - D - gl u c o si d e

( ⑳) .

3
H - a d e n i n e w a s a d d e d t o e a c h c u lt u r e

.

a n d s a m pl e s w e r e t a k e n f r o m e a c h c u lt u r e

f o r a s s a y o f c A M P . E a c h p o i n t r e p r e s e n t s

th e m e a n ± S D o f f o u r m e a s u r e m e n t s .

r e p r e s si o n の みが 見 ら れ , p e r m a n e n t r e p r e S Si o n

は全く 認め ら れ な い . と こ ろが c A M P 合成に つ い て は

図 7 で 示さ れ て い る よう に 細胞 内 c A M P 合 成 も細 胞

外 c A M P の 増 加速度 も対照 で あ る gl y c e r o l 培地 と 全

く差 が言忍め られ な か っ た .

E D T A 処理 大腸菌 に お け る β-

g al a c t o si d a s e 合成,

正常な大腸菌 は n u c l e o ti d e 等の リ ン 酸エ ス テ ル は 細

胞膜を 通過 し て 菌体内に 入 る こ と は出来 な い . 菌 を短

時間 E D T A で 処理 する と ,
こ れ らの n u cl e o ti d e は自

由に 細胞膜 を通過 し得る様 に な る . し か し なが ら .
こ

の 際. 約1 時間程 タ ン パ ク合成能等 の 代謝活性 が着 る

し く低下 し , 従 っ て 増殖能力の 低下が 見 られ る . そ の

為 E D T A 処理 後,
n u Cl e o tid e 透過能 の 高 ま っ た 状態

を 維持 し たま ゝ 代謝能力の 低下 を最少 な ら しめ る 条件

を 検討 し た . 対数増殖期の 菌を E D T A 処理 した場 合.

図 8 で 示 し た よ う に 非 処 理 菌 に 比 べ て β一

g al a c t o si d a s e 誘導能は 1/2 以 下 に低下 する . し か し
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F i g .B . β- G al a ct o si d a s e s y n t h e si s i n E D T A ･

t r e a t e d c e11 s . E D T A -t r e at e d c el l s
,

S u S p e n d e d

i n T ri s
-

g l y c e r o l m e di u m c o n t a i n i n g l m M

M g C 1 2 , W e r e i n d u c e d w i th O . 4 m M I P T G . β･

g al a c t o si d a s e w a s a s s a y e d a s d e s c ri b e d i n

M a t e ri a l s a n d M e th o d s . E D T A ･

u n t r e a t e d c ell

( ○) ; E D T A -t r e a t e d c ell s ( ⑳) ; E D T A ･

t r e a t e d c e ll s p l u s l m M M n C l2 ( △) .

E D T A 処理 後 , 直ち に 1 m M M n
+ 十

を加 え る と 多少 の

1 a g が 見 られ るが
. 非処理 薗と 同程 度の 酵素誘導が回

復 さ れ た . こ の 効果 は . M n イ オ ン に特異的で 他 の 二

価金属 ( M g
十

てC a
十

: z n
十一

等) は全く 無効で あ っ た .

E D T A 処理大腸菌 の β･

g a l a ct o si d a s e 合 成 に お よ

ぽ す ad e n i n e n u c l e o ti d e の 効 果 , E D T A 処 理 後

M n
♯

を 添 加 し た 条件 で の β･ g a l a c t o si d a s e 誘 導 の

際 . 1 m M
.
A T P を 培地に 加え る と 図9 に 示 さ れ る よ

う に . β
-

g al a c t o si d a s e の 合成 は . 約 10 分 間 抑制 さ

れ . 典型的な t r a n si e n t r e p r e s s o r で あ る a ･ m eth yl
･

D ･

g l u c o si d e に よ る抑制と類似 して い る . こ の 抑制は

A M P
.
A D P 等で も同様 に 認め ら れ るが . 同

一 濃 度 の

ad e n o si n e 等 は無 効 で あ っ た . ま た A T P の 濃 度

は . 0 . 3 5 m M か ら2 m M まで 高め て も抑制の 強度 に ほ

と ん ど影響が 認 め られ な い . しか し な が ら図 10 で 示し

た よ う に 1 m M A T P で 抑制後酵素合成能 が 回復 し た

時, さ ら に A T P l . 5 m M を加 えて も抑制 は認 め られ な
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大腸 菌に お け る c A M P 合成 と c a t a b oli te r e p r e s si o n に つ い て

†
2 0

T i m e;ニi ｡ )

60 8 0

F i g .9 . T r an Si e n t r e p r e s si o n o f β-

g al a c t o si d a s e

s y n th e si s b y A T P . E D T A - t r e a t e d c e ll s ,

S u S P e n d e d i n T ri s
･

gl y c e r o l m e d i u m

c o n t ai n i n g l m M M gC l 2 a n d l m M M n C l 2 ,

w e r e i n d u c e d w i th O .4 m M I P T G . A t ti m e

i n di c a t e d b y a r r o w , 1 m M A T P w a s a d d e d t o

th e c u l t u r e . n o A T P ( ○) ; A T P a d d e d a t

ti m e z e r o ( ⑳) ; A T P a d d e d a t 2 0 m i n ( △)

,
A T P a d d e d a t 40 m i n ( ◇) .

い が 1 m M A T P の 抑 制 解 除 後 . a
- m e th yl ･ D ･

gl u c o si d e l O O m M を 添加する と抑制が 見 ら れ . ま た

逆 に . a
･

m e th yl
･ D ･

gl u c o si d e に よ る 抑 制 解 除 後

A T P を 加え る と抑制が 認め られ , 両者 は異 な っ た 機

構に よ る抑制と思 われ た . こ れら の 抑 制 は い ず れ も

CA M P が 培地申に 添加さ れ て い る と殆 ん ど 認 め ら れ

ない
.

E D T A 処理 大腸 菌 の β
･

g al a c t o s i d a s e 合 成 に お よ

ぽ す 各 種 n u cl e o ti d e の 影 響,
A T P 以 外 の

n u cl e o ti d e , G T P
,
C T P

.
U T P に つ い て 検討 を行 な っ

た の が 図 11 で あ る . A T P O .35 m M で β-

g al a c t o si d a s e の 合 成 が 抑 制さ れ る に も か か わ ら

ず , G T P
,

C T P
,

U T P で は 抑 制 度 は 極 め て 弱

く . A T P の み に 強い 抑制が 認め られ た .
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T i m e ( m i n )

F i g .1 0 . E ff e c t o f a
-

m e th y l
･ D -

gl u c o si d e a n d

A T P o n β-

g al a c t o s id a s e s y n th e si s . E D T A -

t r e a t e d c e11 s , S u S p e n d e d i n T ri s
･

gl y c e r o l

m e d i u m c o n t ai n i n g l m M M g C l 2 a n d l m M

M n C l 2
,

W e r e i n d u c e d w i th O .4 m M I P T G . A t

2 0 m i n , th e i n d u c e d c u l t u r e w a s d i vi d e d

i n t o t w o p a rt s . O n e p a rt w a s i n c u b a t e d

w i th o u t an y a d di ti o n ( ○) ,
a n d th e o th e r

r e c ei v e d l m M A T P . A t 4 0 m i n
,

th e A T P ･

a d d e d c u l t u r e w a s f u rth e r d i vi d e d i n t o t w o

p a rt s . w h i c h r e c ei v e d n o a d d iti o n ( ⑳ ) a n d

lO O m M a
-

m e th yl ･ D ･

gl u c o si d e ( △ ) . S a m pl e s

W e r e t a k e n a t i n t e r v a l s f r o m e a c h c u l t u r e

f o r a s s a y o f β
一

g a l a c t o s id a s e .

考 察

微生 物 に お け る C A M P の 存 在 は, M a k m a n 及 び

S u t h e rl a n d
71

の 発見以来 , 誘導酵素系の 合成調節 に 関

与し て い る も の と 信じ られ て い る
1 閻

. 大腸菌で 誘導酵

素の 産生が 培地中 に gl u c o s e を加え る こ と に よ り 抑

制さ れ る , い わ ゆる c a t a b o lit e r e p r e s si o n の 現 象が

古く か ら知 られ て い るが
2 31

･ こ の r e p r e s
苧
i o n は ･ 培地

中 に C A M P を加え る 事に より 完全 に 解 除さ れ る こ と

か ら
3卜 5I

, C A M P は誘導酵素系の 調節因子 の
一

つ で あ

る こ と が推定 さ れ た . ま たi n v it r o の タ ン パ ク 合成系

を用い て C A M P が t r a n s c ri p ti o n l e v e l で p o si ti v e

r e g u l a ti o n を行 な っ て い る こ と が示さ れ た
2 4J

. 従 っ て

C a ta b o li t e r e p r e s si o n は細胞 内 c A M P 量 の 低 下が
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T i m e ( m i n )

F i g .1 1 . E ff e c t o f n u cl e o si d e t ri p h o s p h a t e o n β･

g al a ct o si d a s e s y n th e si s . E D T A ･t r e a t e d c ell s
,

s u s p e n d e d i n T ri s
- gl y c e r o l m e d i u m

c o n t ai n i n g l r n M M g C 1 2 a n d l m M M n C l 2 ,

w e r e i n d u c e d w i th O .4 m M I P T G i n th e

p r e s e n c e o f O . 3 5 m M o n e n u cl e o si d e

t ri p h o s p h a t e s . β一 G al a c t o si d a s e w a s a s s a y e d

a s d e s c ri b e d i n M a t e ri al s a n d M e th o d s .

c o n t r o l
,
E D T A ･ t r e a t e d c e11 s pl u s l m M M n C 1 2

( ○) ; A T P ( ⑳) ; G T P ( △) ; C T P ( く>

) ; U T P ( ◇) .

主 因 で あ る と考 え られ , 事実 い く つ か の 報告別
～

咽
で 大

腸 菌 の β･ g a l a c t o si d a s e 合 成 系 を 用 い て 細 胞 内

c A M P レ ベ ル と β･ g al a ct o s id a s e 合成能 と の 平 行 関

係 の 存在が 述 べ ら れ て い る . しか し な が ら , こ れ 等の

報告相互 の 間 に 細部に お け る矛盾が 見ら れ , また 細胞

内 cA M P と c a t a b o lit e r e p r e s si o n 相互 間 の 平 行 関

係 を否定す る報告 も見ら れ る
1 4l

.
こ の よう な矛盾 の 一

原 因と して , 大腸菌の 細胞 内 c A M P 量の 正確な測定 の

困難 さが あ る . 大腸菌で は 合成さ れ た c A M P の 相 当量

が 培地 内に 放出さ れ る . こ の 培地内に 放 出蓄積さ れ た

c A M P 畳が か なり の 高濃度と な る た め , 細胞内 c A M P

の 定量 に 当っ て 培地の 混入 を完全 に 除去 出来 な い 限

り ,
正 確な決定 は難か し い .

本研究で は常法と し て 集 めた 菌 を
一

回培養液 で洗浄

後 t 細胞内 c A M P を 測定 し た . 図 5 に 示さ れ る よ う に

非洗浄 の 場合よ りも 3
～

4 p r n ol e / D U 6 6 0 低い 価 と な

る .

3
H -

a d e n i n e 添加20 分後の 培地 内に 蓄積さ れ た
3
H .

C A M P は約 40 p m o l e / m L 程度で あ り . も し両方法の 差

が 培地 中の C A M P 混入に よる もの と すれ ば , 約 20 pL

の 培 地 が フ ィ ル タ
ー

に 保 持 さ れ る こ と に な

り , W a y n e ら
川

の 50 FLl と近 い 価を 示すの で . 上記の

差 は 大部分培地 内 c A M P 混 入に 由来す るも の で あり .

洗浄 に よ り t 細胞 内 c A M P が流 出す る危険 は少なく ,

実 態に 近 い 価 が 得ら れ る もの と 思われ る .

本研 究に 用 い た E . c o li 3000 ( a d~) の C A M P 合 成

系は 極 めて 特徴的で あ る . 対数増殖期 に 培地 中 に
3
B .

a d e n i n e を 加え た場 合, も し菌の C A M P 合成系が単 一

の も の で あ れ ば
,

3
H - a d e n i n e よ り 合 成 さ れ た

3
H .

c A M P は細胞内で 急速に st ati o n a r y p h a s e に 達 し ,

培地中 に は多少 の 1 a g の 後 , は ゞ - ･ 定速 度で 放出さ れ

る はず で あ る . しか し 本菌 で は , 逆に 培地中に は殆ん

ど1 a g な く ,

一 定速度で 放出さ れ るの に 対し , 細胞内

で の 上 昇 は 緩 や か で
, 約 40 分 で 漸 く st a ti o n a r y

l e v el に 達す る . 従 っ て 細胞内と放 出さ れ る CA M P の

合成系 は別の も の で あり . 細胞 内合成系 ( A 系) で は

c A M P は . 非常に 低速鹿で 合成さ れ . 且 つ , ゆる やか

に 放出又 は分解さ れ る の に 対 し , 他( B 系) は合成速度

が 速や か で . 且 つ 培地中に 容易 に 放出さ れ る もの と考

え るの が 妥当 で あ る . こ の 様 な 2 種の C A M P 合成系に

つ い て は未だ 報告 は なく . 本 s t r ai n に 特異 的なもの か

否 か に つ い て は 明らか で な い
.

前述 の ご と く 誘 導 酵 素 の 一

つ で あ る β･ g al a ct o ･

S id a s e 産 生 は , gl u c o s e に よ り C a t a b o lit e

r e p r e s s i o n を 受け る .
こ の C a t a b o li t e r e p r e s si o n

は , 短時間 一 時的の t r a n si e n t r e p r e s si o n と 長時間継

続 す る p e r m a n e n t r e p r e s si o n の 2 状 態 が 存 在す

る
8J

. こ の r e p r e s s i o n 時の C A M P 合成の 様 相 を 見る

と , 菌体 内 cA M P 合成( A 系) は gl u c o s e の 添加の 有

無 に よ り変 化 は 全 く な い . こ れ に 対 し て 菌 体 外 の

c A M P 放 出( B 系) は , gl u c o s e 添加後約10 分で 除々

に 低 下 し . 約 20 分後 に は ゞ停止す る . しか し こ の 停止

は永続 的で な く , 約 40 分後に 再び放出が 始ま るが . そ

の 速 度 は gl u c o s e の 無 い 場 合 の 約 1/ 3 で あ

る .
t r an S i e n t r e p r e s si o n は gl u c o s e 添加後約20

～

3 0 分の 問継続 す る も の と見 られ る の で
,
こ れ ら の 実験

結果 は , 本菌で はt r a n si e n t r e p r e s si o n と c A M P 合

成の 問 に は . 直接的な平行関係が存在 し な い こ と を示

して い る . こ れ に 対 し て P e r m a n e n t r e p r e S Si o n は

gl u c o s e 添 加 後 30 分 以 降 に 始 ま り , β･

g al a c t o si d a s e 合成速度 は, gl u c o s e を加 え ない 場 合

の 約 40 % で あ る の で , gl u c o s e 添加 40 分 以 後 の

c A M P 放 出速度と ほ ゞ 平行し て い る様 に 思わ れる . 即
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ち , p e r m a n e n t r e p r e S Si o n は B 系 の C A M P 合 成 が

関与す る もの と 思 わ れ る が , t r a n S i e n t r e p r e s si o n

は ,
A 及 び B 系の c A M P 合成と は外 見的 に 全 く 関

係な い よ う に 考 え ら れ る . 事 実 . t r an Si e n t

r e p r e s si o n の み を起 こ す a
･

m e th y l - D -

gl u c o si d e に

よ っ て は ,
A 及 び B 系の C A M P 合成 は全 く 影 響 を 受

けなか っ た . B 系で 合成さ れ た c A M P は , 測定時 の 洗

浄操作 に よ っ て 大部分が流出さ れ るが , 実際に はか な

り の 量 が 細 胞 内 に 残 っ て お り . t r a n si e n t

r e p r e s si o n 時 に
,

こ の 保持さ れ て い る cA M P 量 の 減

少 に起 因す ると の 可能 性はあ るが , 図 5 で 見ら れ る よ

う に非洗浄条件で 測定 し た場合 に も gl u c o s e 添 加 と

無添加 で 細胞内 c A M P 量 に 変化なく ,
こ の 可能性 も乏

しい と 考え られ る .

C a t a b o li t e r e p r e s s i o n の 機構 を更 に 検討を 行 な う

た め , 主 と し て 各 種 n u cl e o ti d e の 影 響 を 調 べ

た .
n u cl e o ti d e は

一 般に , 細胞膜 を通過 し 得 な い た

め
, 薗を あ らか じめ E D T A 処理 を行 な い

, 通過可能 な

状態で 実験 を行 な っ た . 処理 後t M n イ オ ン の 添加 に

よ り , 通過能 を維持 した ま ゝ
, 正常 に 近 い 状態の 代謝

能を得る こ とが 出来 たた め , 詳細 な検討が 可能と な っ

た . β･ g a l a c t o si d a s e の 誘導時 に 各 種 の n u c l e o ti d e

を加え る と , a d e n i n e n u cl e o ti d e の 場合 に 一 時 的 な

酵素産生の 抑制が 見 られ る . 他の n u cl e o ti d e は 殆 ん

ど 無 影響 で あ り , ま た 抑 制 の 様 相 は 典 型 的 な

t r a n s i e n t r e p r e s si o n を 起 こ す a ･ m e th yl ･ D ･

gl u c o s i d e を加 え た場合と区別し難 く , 同様 に C A M P

の 同時添加に よ り回復さ れ る . し か し な が ら ad e n i n e

n u cl e o ti d e に よ る r e p r e s si o n は . 既 に a
･ m e th y l ･ D ･

gl u c o s i d e で 抑制が 起 こ さ れ た後 で も 見 ら れ る 点 か

ら , 明 らか に a
-

m e th yl - D ･ gl u c o s id e と異 な っ た 作用

機構 に 起因す る . ま た A M P
,
A D P

. A T P の い ず れ に よ

っ て も同程度の 抑制が 見ら れ るが
, 菌 体内で の こ れ ら

n u cl e o ti d e の 相互 転換が 容易 な こ と を考慮 す れ ば ,

実際 に は上記い ず れか 一 種の n u cl e o ti d e の 一 時 的 上

昇 に よる もの か , あ る い は e n e r g y c h a r g e ( A T P +

1 / 2 A D P / A T P + A D P + A M P )
2 51 の 変化 に よ るも の

と考え られ る . gl u c o s e の よう に 生体 内で 極 めて 代謝

さ れ 易 い 栄 養 源 を 与 え た 場 合 . 細 胞 内 の ad e ni n e

n u cl e o ti d e 量の 変化 は非常に 速や か に 起 こ る こ と を

考慮す れ ば , t r a n Si e n t r e p r e s si o n の 原因 と し て 細

胞膜 に お け る t r a n s p o rt s y s t e m の 関 与
2 612 7)

( a
･

m e th yl
- D ･ gl u c o si d e 等 の 非 代 謝 性 物 質 に よ る

r e p r e s si o n ) 以 外に 細胞内 ad e n i n e n u cl e o ti d e 量の

急速 な 変 化 を 考 え る 必 要 が あ ろ う . T r a n si e n t

r e p r e s si o n が 細胞 内の C A M P 低下に 起 因す る も の と

考え れ ば , C A M P を 低下せ しめ る原因と して 2 つ 以上

の 機構 を考慮 し な けれ ば な らな い . 本研究の 結果で は

誘導酵素系 の 調節 に は C A M P 以外 に も他 の 因子 が 関

与 して い る こ と を 示 唆 し て い る . 即 ち , 細胞 内で

C A M P の 作用 に 対 して 括抗する 因子が あ る 様 に 思 わ

れ . こ の 因子と c A M P の 両者 に よ っ て 複雑 な調節が出

来 るの で は な い か と考え ら れ る . こ の 点に閲 し
, 最近

U ll m a n n ら
16 J に よ っ て 報 告 さ れ た c a ta b o lit e

m o d u l a ti o n f a c t o r は C A M P 以外の 韓導酵 素 産 生 の

調 節と して 興味あ る もの で あ るが , 本研究の 結果と の

関連に つ い て は
, 更に 検討を要する .

結 論

大腸蘭 300 0 (th e
~) か ら分離 した ad e ni n e 要求菌

を用 い て
,

3
H -

a d e ni n e よ り
3 H ･

C A M P 生成速度か

ら細胞 内で の C A M P 合成速度及び 培地 中えの 放出速

度 を調 べ た所,
こ の 菌株で は, 二 つ の C A M P 合成系

( A 系 ,
B 系) の 存在を示 唆した . gl y c e r ol 培地中で

は
,

A 合成系 の C A M P 合成速度は遅く, 合成さ れ た

C A M P は 除々 に 分解又 は培地 中に放 出さ れる が
,

B

合成 系で は C A M P 合成 は速か で
,
合成 され た C A M P

は速か に 培 地 中 へ 放出さ れる . こ の C A M P 合成系 に

対す る gl u c o s e の 影響 を検討 した所,
A 合成系は

glu c o s e 添加 に よ り全 く影響され な い が
,

B 合成系で

は gl u c o s e 添 加後, 約20 分 で 完全 に合成が 停止 し
,

4 0

分後, gly c e r ol 培地 で の 1/ 3 の 速度で合成が再開 さ れ

た . こ の 事実 と β-

g al a c t o sid a s e 誘導に おける C a t a b o
-

1it e r e p r e s si o n の 様相と 比較すると
,

A 合成系 は C a ,

ta b olit e r e p r e s si o n と は関係 なく
,

B 合成系は p e r
･

m a n e n t r e p r e s去i o n に 関 与する もの と考えら れ た .

大腸 菌に E D T A 処理 し た場合, 本来非透過性物質

の 細 胞 膜透過性が 高ま る が
, 同時 に代謝 活性の 減少 の

ため
, β-

g a l a c t o sid a s e の 合成 は , 着る しく低下 す る .

こ の 際 ,
M n

■廿

を加 える こと に よ り透過能を維持 した

ま ま酵素誘導能 を高める こ とが 出来た . この 効果 は
,

M n
+ ←

以 外の C a
十ト

,
M g

+ +
,
Z n

≠ 等で は認め ら れ な い
.

こ の 条件で a d e n in e n u c l e o tid e ( A T P
,
A D P

,
A M P)

を加 える と
, β- g a l a c t o sid a s e 合成 に対 して tr a n Si e n t

r e p r e s si o n を起 こ した . こ の r e p r e s si o n は C A M P

添加 に よ り回復さ れ , 典型的な tr a n si e n t r e p r e s si o n

で あ る α- m e th yl
- D ･

gl u c o sid e と類似して い る が
, 機

構的に 異 な っ て い た . 他 の n u C le o sid e t rip h o s p h a t e

G T P
,
C T P

, U T P は抑 制効果が 認め られ なか っ た .

稿を終え る に あ た り , 御指導 と初校閲を賜 りま した久野滋

教授 に心か ら御礼申し上げます .
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A b s t r a c t

R at e s o f c A M P s y n th e sis a n d r ele a s e of s y n t h e si z e d c A M P i n t o m e d i u m w e r e

i n v e s ti g at e d i n a n a d e n i n e
- r e q u iri n g m u t a n t of E s c h e ri ci a c o li 3 0 0 0 ･ T h e r at e of

s y n t h e si s w as m e a s u r e d b y i n c o r p o r a ti o n of
3
H - ad e ni n e i n t o c A M P ･ I n gl y c e r ol -

g r O W n

c ell s
,
t h e r el e a s e of c A M P i n t o m e d i u m o c c u r r e d at a m u c h h i g h e r r at e t h a n t h e

a c c u m ul ati o n of i n t r a c e ll ul a r c A M P a n d s h o w e d n o m e a s u r a b l e l a g p e ri o d . O n t h e o t h e r

h a n d
,
t h e a c c u m u l ati o n of i n t r a c ell ul a r c A M P r e a ch e d t o a s t e a d y s t a t e l e v el i n a b o ut 4 0

m . T h e r e s ult s s u g g e s t s t r o n g ly t h a t t w o s y s t e m s f o r c A M P s y n t h e si s e x i s t i n t h i s

st r ai n . O n e s y s t e m (A) h a s l o w e r s y n t h e ti c a c ti v it y a n d t h e s y n t h e si z e d c A M P i s sl o w ly

e x c r e t e d o u t sid e o f c e11s o r d e g r a d e d . T h e o t h e r (B) h a s a h i g h s y n t h eti c a c ti vit y - b ut

t h e s y n th e si z e d c A M P is r a p i dl y e x c r et e d ･ A n a d di ti o n of g l u c o s e g i vi n g ris e t o

r e p r e s si o n of s y n t h e si s of β
-

g al a c t o s i d a s e i n IP T G -i n d u c e d E ･ C Oli , S h o w e d n o eff e ct o n

c A M P s y n t h e s is b y A s y s t e m . W h e r e a s ,
C A M P s y n t h e s i s b y B s y s t e m w a s s e v e r el y
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r e p r e s s e d l O - 4 0 m . aft e r th e a d diti o n of g l u c o s e
,

a n d t h e n r e s t o r e d t o a n i n t e r m e d i at e

r at e .
P o s sib le r o le of a d e n i n e n u cl e o tid e o n a c a t a b o lit e r e p r e s si o n

, e S p e Ci all y o n a

t r a n si e n t r e p r e s si o n of β-

g al a ct o si d a s e s y n t h e si s w a s f o u n d ･ A n a d d i ti o n of A T P
.
A D P

,

o r A M P t o IP T G -i n d u c e d E . c oli m a d e p e r m e ab l e b yl t r e a t m e n t W i th E D T A , b r o u gh t

ab o u t t r a n si e n t r e p r e s si o n of s y n ti i e Si s o f β一

g al a c t o si d a s e . T h e r e p r e s si o n w a s

a p p a r e n tly i n di sti n g ui s h a bl e , b u t d iff e r e n t i n m e c h a n i s m ,
W i t h t h a t t ri g g e r e d w ith α

-

m et h yl - D -

g l u c o sid e ,
a t y p i c al t r a n si e n t r e p r e s s o r . O t h e r n u c l e o ti d e s

, S u C h a s G T P
. C T P

.

a n d U T P
,

W e r e n O t O r l e s s i n h ib it o r y f o r t h e e n z y m e s y n t h e s i s .


