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緒 雷

・微生物が環境変化に どの よ うに 適応す るか とい う こ

と は微生物生理 の 立場 か ら も，また微生物利用 の立 場

か らも非常に興味 の あ る問題で ある。こ の 問題 la対し

て 生 化 学 の 分野で は shift 　up とか 甑 ｛t　down とか の

方法が と られ
1
・
2）

，　 一方工学的立場か らは連 続培養 に

よ る定常，非定常 の状態を利用す る方法が 主 として 用

い られて い る よ うで あ る．

　我 々 は こ の 問題を検討 す る た め に運続培養 系 を 用 い，

定常状態 に あ る微生物系 に 外乱 と して 希釈率を変え る

こ とに よ り強制的に環境変化を与え ， 微生物が どの よ

う な代 謝 過程を経 て新ら しい 環境に適応 して 行 くか を

追跡 す る こ とを 目的 と した．

　 そ の 手段 とな る連 続培養 に 関す る研究は，Monod3），

NoVick‘） らに よ っ て 導入 され，そ の 後 Herbert5） ら

に よ っ て 理 論的 に 展開され て 来 た． さらに F血 n6 ），

Fuヱdり
らは dynamicsの 立 場か ら微生物の 適 癒性につ

い て の 実験結果を報告して い る．

　我 々 は微生物の動力学的な挙動を諞べ るの に 観点を

細胞内 に 進め，微生物が 環境 に 適応す る 際の 代謝活性

の 変化を 細胞内の 核酸 レ ベ ル （RNA ，　DNA ，核酸 プー

ル 等） で 検討を加 え ようとす る もの で あ る。伺様 な 立

場で SchulzeS｝，　 Herbert9），　Tempestie） らは定常状態

で の 酸素消費速 度，RNA お よ び DNA 量 と希釈率 ，

制限基質濃度・あ る い は pH 嬉 温度などの関係に つ

い て 報告して い る．

　
一

方，微生物の 環境変化 に 対す る応答を見る た め に

は ， ま ず そ の 微生物系を安定 な代謝を維持 して い る状

態 に保 た ね ばな らな い．そ こ で そ の 手民 と して 連続培

養で の 定常状態，い わゆる （ihemostaticな系を導 い た．

本報で はまず比増殖速度に 対芯す る希釈率を種々 変化

させ た 場合 に得 られ る そ れぞれ の 定常状態 に おい て ，

制限基質濃度とか 微生物の 代謝活性が希釈率との 関連

性 の もと に どの よ う に結 び つ くか を検討 した．

霙　験　方　法

　使用菌株は東大応微研保存の Azotobacter　vinelan −

dii　IAM 　lG78 （ATCC 　9046）， 培 養 は 301 ジ ァ
ーフ ァ

ー
メ ン ター （実容 131）で の 単槽運続培養系， 温度は

30℃ 通気量 は 2vvm ，標準型 タービ ン 羽根の 圃転数

は 75e　rp 皿 容量調 節 は over 　flow　type で 行な っ た

（第 1 図）．培地は炭素源を 制限基質として グル コ ー

ス に 置きか え た Burk の 組成を 使用 した （第 1 表）．

　菌体量は　Optical　 densityの 読み か ら乾燥菌体量

（rngfml ）に 換算し ， 残糖量 は Somegyi 法 に よ っ た．
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第 1 図。単槽オーヴ ァ
ー

フ ロ ー型 装置
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第 1表．培　地　組　成．

GlucoseK2HPO4

KH ，
，PO4

MgSQ ボ 7H20

NaClNa

・citrate

FeSOe ・7H20

Fe：（SO4 ）3
・3HaO

Na2MoO4 ・2H20

CaCl2 ・2H20

Top 　 water

5．OO

．80

．20

．2

 ．2

9／1

　 　 　0，05

　 　 　 0．005

　 　 　0．OG5

　 　 　 0．001

　 　 　 0．〔｝1

　　　1000ml

pH 匠7，0〜7．2

ま た　RNA ，　DNA 　お よ び 核酸 プール は　Schmidt −

Tannhauser−Schneider 法 （STS 法）に よ る細胞内全

量 と して 求 め た、な お RNA ，　DNA などの 測定は培

養液を 0 ℃ に 急冷 し遠心 勞離後 ドライ ア イ ス で 低温 に

した （− 20℃） ア セ トン で凍結乾燥 した 粉末状の菌体

を試料 と した ．こ の 方法で 試料を 調製して おけ ば比較

的保存が容易 で あ り幾つ か の 試料 に つ い て 同時 に 核酸

の分析 に供せ る利点が ある．

結果 お よび考察

　単槽 連 続培養系に おい て は菌体量 ， 基質 濃度 に つ い

て の 物質収支か ら次 の 式が成立す る．
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第 2図．希釈率と菌体量 ， 制限基質濃度 ， 収率因子 ．

　　　　比消費速度，お よ び核酸 との 関係．

ま た制限 基質 の 消費 に 対 して 菌体量当た りの 効率を考

え る上 で比消費速度を ＝ 〔1〆hr〕 とすれ ば（2）式よ りつ

ぎの ごとく表 わ され る．
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　希釈率 と制限基質濃度お よ び菌体濃度との 関係は 第

2 図〔a｝に 示す．図か ら わ か る よ うに い わゆ る Monod

の 式に基 づ い て 収率因予を
一

定と した場合．の 関係図と

はか な り異 な っ た 様相を 呈 して い る が こ れは用 い た

Ag．　vinelandii の 収率因子が 希釈率の 変化 に伴って

大き く変わる こ と，制限基質濃度と比増殖速度 （定常

状態で は希釈率 に等 と しい ）との 関係が Monod の 式

とずれて 来 る こ とな どか ら当然の 結果 とも考え られ ，

工erusalimsky1
ユ） らも Az ．　vinelandii を用 い た 実験で

同様 な結果を報告 して い る．

　第 2 図 b）に希釈 率 と収率因子 お よ び比消費速度との

関係を示す．収率因子 に 関 して は従来よ り
一定値を保

持す る もの で はな
』
く希釈率 が変われ ば変化す る とい わ

れ て お り本実験 に 使用 した Ax．　 vi −nelandii で は収率

因子 の 樹 ま非常に小さい が 希釈率力状 き くな る に 従 っ

て 大輻に大 きくな る傾向が 認 め られ た，一方比消費速

度か ら見 る と希釈率が 0．2 あたりを境 に して 両端で小

さくな っ て い るが希釈率 が 大 き い 場 合 に は 少 な い 消費

量 で 効率 よ く増殖して おり逆 に希釈率が小 さ い 場合に

は 維持代謝 の 方 に利用 され て い る ように 考え られ る．
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　第 2 図（c ｝に 希釈率 と RNA
，
　DNA ，お よ び 細胞 内核

酸プール と考え られ る冷酸可溶画分との 関係を示す．

DNA およ び 核酸プール にっ い て は希釈率 の変化に 対

して はほ ぼ一定の 値を保つ よ うで あるが ，RNA にっ

い て は希釈率が大 き くな る に つ れ て 増加す る傾向が 見

られ る．核酸プール の 値 が一定を保ちな が らRNA 量

が 大 き くな っ て 行 くこ とか ら具体的な 値は不明 と して

も希釈率が大き くなる1・C従 っ て核酸プール に お け る代

謝活性が 増大 して い る こ とが わか る．
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