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Effect　of 　agkation 　on 　leakage　process　of 　intracellu亘ar 　nucleic 　add −rclated 　substances 　fro「n　sus
卩
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Qf 　intracellular　nucleic 　acid −rdated 　substances 　observcd 　on 　nlechanical 　agitation 　of 　mycelia1

、u ・p 。。・i。 n ．　 dS ・ ep ・ ・t・d　p・・ vi ・u ・ly
，
　th・ 1・ ak ・g・ ・ ccu ・・ed 山 ・Qugh 　tw ・ P ・・・… e・・n ・m ・1y・

the　degradation　of 　intracellUlar　hlgh　moiecular 　nucleic 　acid ．related 　substances （HN ） to

1。 w 　 m 。！。、。1。， 。 n 。 、 （LN ）・ nd 　th・ p・・皿 … i・ n ・f 三・t・a ・el1Ul ・・ LN 由 ・・ugh 血 ・ ・u ・魚・e

layer　ofmycelia ．

　　In　the 　present　repert ，　the　fbllowing　facts　were 　demonstrated．　 Agitation　has　a
　
d三rect

effect 　on 　thc　latt¢ r　proccss．　 Pcrmeation　did　not 　oc ⊂ ur 　through 　a　biochemical　system

which 　promotcd 　the　permeation　of 　LN ，　but　by　di偸 §ion．　 Theref（）re，　it　was 　suggested 　
that

止 ， di，e ，t 。ffe・t 。f ・gh ・ti。 n ・・ th・ p・・… ti・ ・ was 　t・ dec・ea ・e　mass −t・・n ・fe・ ・e ・i・tan ・ ・ i・ th・

surface 　layer　of 　mycelia 　and ，／er 　in　thc 　］iquid　film　around 　mycelia ．

　著者 ら は，糸状菌菌糸の 懸濁液を 液内培養条件で か

く拝した時，多量 の 菌糸内低分子核酸関連物質が短時

間 IC漏 出 す る 現象に つ い て 言及した が ，

1−4｝そ の 漏出

現象が い か な る機構に よ り生ず るか ICつ い て は，未 だ

明 らか に して い な い ．

　本報 で は，そ の 機構 を解明す るた めの 第 1段階 とし

て ， そ の 漏出現象を 構成す る 二 つ の 過 程，す な わ ち，

菌糸内高分子核酸関連物質の低分子化過程 と細胞表層

に お け る低 分子核酸関連物質 の 透過過程 に つ い て ， か

く伴がい ずれ の 過程に 直接的な 影響を与 え る の か を 検

討した の で ， そ れらの 結果 に つ い て報告す る．

実　験　方　法

　使用 菌株　　Mucor　javanicus　NI　1051を 用 い た・

　菌糸 懸 濁 液 の 調 製　　前報
4）の 調製に従 っ て 行 っ た．

な お，菌糸濃度は特 に こ とわ らな い 限 り，100ml の 水

に 対 して 乾燥重 量 と して 100mg に 相 当 す る量を加え

た．

＊
糸状菌の液内培養に おける菌糸 に与 え るか く拝の 影

　響 に 関す る研究 （第 7報）

　Studies　o皿 the 　Effect　of 　Agjtation　on 　Mycelia　in

　Submerged　Mold　Culture （VII ）

　か く拌 装置 　　菌糸懸濁液の か く拝装置と して ，
51

ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン タ

ー ） と 500ml 振 と うフ ラ ス コ を

用 い た，ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ーに は 2．5tの 液を入れ，

そ の か く拝 は イ ン ペ ラ
ー

の 回転速度を O か ら 950rpm

の範囲の 間を 選 ん で行 っ た．振と う フ ラ ス コ に は 100

ml の 液を 入れ ， 振幅 70　mm の 往復振 と う機上で 振と

うした，か く伴 に 際 して ，懸濁 液 の 温 度は特に こ とわ

らない 限り 30℃ に保 っ た．

　菌糸 内，外 の 核 酸関連物質 の 定k 　　核酸関連物質

を便宜 上，高分子核酸関連物質 （以後，高分子核酸 と

略す）と低分子核酸関連物質 （以後 ， 低分子核酸 と略

す ）IC分 け，そ の 定量 は前報
4） に従 っ て 行 っ た・

　RNA 分解酵素液 の 調製 　 0．02　M りん 酸緩衝液

（pH 　7．0）15ml に 水で 洗浄 した菌糸 （乾燥重量として

100mg ）を 懸濁 し ，
こ れ を フ レ ン チ プ レス を 用 い て 200

kg！cm2 の 条件で 2度処理 して，菌糸を 破砕 した・こ の

破砕 菌糸懸濁 液 に 0．1％ ゼ ラ チ ン 溶液を 加 え て全量を

100ml と し，こ れ を酵素液 と した・

　RNA 分解酵素活性の 測定　　Takahashi の方法
5〕

に 従 っ て 行 っ た．
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実 験 結 果 お よ び考察

Table　1．　 Relation 　between 　shaking 　time 　and

　　 ribanucleolytic 　actjvities ，

　 菌糸内高分子核酸の 低分子化に対するかく拌の 影 響

の 検討　　菌糸懸濁 液を種 々 の か く拝条件下 で か く拝

した際に ， 菌糸内低分子核酸 の 菌糸外へ の 漏出現象が

認 め られ る．そ の 低分子核酸 の漏出現象 と，そ れ に伴

う菌糸内の 高分子お よ び 低 分子 核酸 の 変動 と の 相 関 関

係 を 実験的 に 明らか に し，それ らの 関係を Fig．1 に 示

す よ う に模型化した．Fig．1 に示 した よ う に，か く拝

に よ る低分子核酸の 漏出現 象 は，二 つ の 過 程 で 構 成 さ

れ て い る．すなわち， 菌糸内高分子核酸 の低分子化過

程 （過程（1）） と ， 細胞表層に おける菌糸内低分子核

酸 の 透 過過程 （過程（ll））で あ る。本実験で は ，
こ の

よ うな 漏出現象 を生ず る原因 として ， か く伴が こ れ ら

の 過程 に 直接影響を与え た結果 で あ るか ど うかを明 ら

か に する た め ， か く伴 と過程 （1 ）との 間の 関係 に つ い

て，まず検討 した．

　か く拝 に よ っ て 菌糸 内低 分 子核酸 が漏出 して い くに

もかかわ らず，低分子核酸 の 濃度が 菌糸内高分子核酸

の 分解 に よ っ て
一

定水準に 維持 され る こ と が 実 験 的 に

わ か っ て い る．こ の 低分 子化 に は ，
RNA 分解酵素が

関与 して い る の で ， 菌糸内 RNA 分解酵素活性に ， か

く伴 が直接影響を 与 え るか 否 か を 検 討 した．菌糸懸濁

液 のか く拝 は，こ こ で は往復振 と う機上 の フ ラ ス コ 中

で行 っ た，振 と う間 の 菌糸内 RNA 分解酵素活性を経

時的に 測定 した，そ の 結果を　Table 　1 に 示 した．振

と う時間 と 関係 な く，酵素活性は ほ とん ど一一
定で あ っ

た．また ， ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン ター
に お い て ，種 々 の か

く拌速度で か く拝 した 場合 に お い て も同様に 酵素活性

は一定 で あ っ た．従って ， 菌糸内の RNA 分解酵素活
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Fig・1・Schematic　diagram 　showing 　leakage　of

　　nucleic 　acid −related 　substances 　on 　agitation

　　of 　mycelial 　susperrsi ・ n．
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性に ， か く梓 が 直接影響をお よぼ す こ とは な か っ た．

　 こ の 分解酵素 は ， 前報
1）

の 結 果 か ら，緒方
e）の 分類

に よ れば 3’−phosphodiesteraseを含む RNA 　depoly−

merase で あ ろ うと推定 さ れ るが ， 菌糸 に含ま れ る こ

の 酵素 の 活性を，pH 　7．O，30℃ の 条件 で 120分間酵母

RNA と反 応 させ て 測定する と， 約 120 （units ！mg ）で

ある の に 対 し ， 菌糸懸濁液をか く拌した際に ，高分子

核酸 の 低分子化 に 働 く酵素活性 はせ い ぜ い 0．5（unitst

lllg） で あ っ た． こ の よ うな 高活性の RNA 　depoly−

merase は ， 菌糸内の 低分子核酸濃度を
一

定 に 保つ た め

だ けに 働 くよ うに 制御 され て い る もの と推定 さ れ た．

な お ， 菌糸内の 低分子核酸濃度を一定水準に保と うと

す る生 理 的理由は，現 在 明 らか で な い が，Saccharem）ces

属 の 酵母 に お い て も，菌体内の 低 分 子核酸濃度が一
定

に 保た れ て い る報告η が ある．

　以上 の 結果 よ り，か く拌 と過程（1 ）との 関係 は，か

く拝 に よ る低分子核酸 の 菌糸外へ の 漏出に 伴い
， 菌糸

内で は低分子核酸濃度を
一

定水準に維持 しよ うとす る

制御が働 い て ，菌糸内の 高分子 核酸が，高 活 性 の RNA

depolyrneraseに よ り瞬時 に 低分子化 す る と い うよ う

に考え られ る．従 っ て ， か く拝 が 過 程（1 ）に直接影響

を与える こ は とない と考 え られ る．

　か く拌と細胞表層に おける低分子核酸の 透過との 関

係 過程（1 ）に か く梓が何ら直接的に 影響を 与 え な

い こ とが 明らか とな っ た の で ，か く拌 は 過 程 （1 ）に影

響を 与え て い る こ とに な る．

　微生物 の 細胞表 層 の 物質透過 機構 につ い て，これ ま

で ，い くつ か の 透過模型が 提案されて い る が，今，物

質 の 細胞表層 に お け る細胞内か ら細胞外 へ の 透過に つ

い て 考察 して み る と ， 菌糸内低分子核酸 の細胞 表層に

おけ る 透 過 につ い て ， 次 の 二 つ の 機構が考え られ る．

　（a ）細 胞 表層 に 透 過 酵素 な ど の 透過 を積極的 に 促進

す る物質 が存在し， 低分子核酸 はそ の 働 きで 細胞表層

を透過 す る．
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Table　2．　 Effect　ef　temperaturc 　on 　AE260．

Te
響

tu 「e
（・E ・・ 〉・ （・E … ）・

＊
（AE ・・ ）・

2005012334

榑

O．200　　　　0．060
0．240　　　0．106

0．450　　　　0．300

0．635　　　　0．350

　 　 　 　 　 0．635

0．1400
．1350

．1500

．285

0．5

　 O
　　 O 　　　　30 　　　60 　　　90 　　　120
　 　 　 　 　 　 　 　 　 Time ‘min ）

Fig．2．　 Effect　of 　temperature 　on 　leakage　of 　nu −

　 　 cleic 　acid − relat ◎d　substances ．

　（b）細胞表層 に透過を 積極的 に促進する物質が存在

せ ず，低分子核酸 は もっ ぱ ら， 濃度勾配 に基 づ く拡散

に よ り，細胞表層 を透過する．

　菌糸内低分子核酸 が ， 以上 の 二 つ の う ち，い ずれの

機構 に 基づ い て 細胞表層を 透過す るか を次に検討 した．

  漏出速度 と温度との 関係

　菌糸内低分子核酸の 細胞表層 に お け る 透 過 が （a ）の

機構 に よ る とすれば ， 酵素が 関与 す るた め，温 度の 影

＊
（∠E260）2＝（」E260＞r （」E260）o

響 が 顕著 に現 れ る もの と考え る こ とが で きる．そ こ で，

か く拝の影響で促進される漏出速度と温度 の 関係を検

討 した．ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン ター中の菌糸懸濁 液を ， 温

度およ び か く拝速度 を 変え て ，菌糸内低分子核酸 の 漏

出経過を 測定 した・そ の結果を F量g・2 に示 した．明

らか に，か く拌速度 が 0お よ び 550　rprn い ず れに お い

て も， 温度の 高い 程漏出量が 多 く， そ の 直線部分の 傾

きで示され る漏出速度も大きい こ とが わか る．次に，

各 々 の 温度に お い て ，かく拝速度が Orpm の 場合 の 直

線部分 の 傾きで 示 さ れ る漏出速度，（」E26のo， か く拝速

度 550rpm の 場合の 漏出速度 ， （AESfiO）1 ， お よび，そ

れ ら両者の 速度差 ， （dEse ・）2
， を 先 の 図よ り求め，そ れ

らを Table　2 に まとめ て 示 した．な お，40℃ に お い

て か く拌 した 場合，直線的 な 漏出経過 が得 られな か っ

たの で ， 記載 しな か っ た．こ こ で，（AE2ee）2 は，各温

　
8
£
　

0

　　　　　　　　　　　　　　　 Tim¢ （min ）

Fig．3．　 R 即 ・n ・e ・f　leak・ge・f　nu ・1・ic　a ・id−・elated 　・ub ・tan ・e・ t。　agitat ・・

　　speed 　change ・
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度 に おけ るか く伴の 影響 で 促進され る漏出速度 で ある．

12〜30℃ の 間 で は，ほ ぼ 等しい （「iEse。）s が 得 られ る

こ とよ り， か く拝 に よ る漏出現象 に おい て ， 温度 の依

存性がかなり少ない こ とがわか る．

  か く拝速度変化 に 対す る漏出速 度の 対応

　か く拝の 強弱 に よ り， 菌糸内低分子核酸の 漏出速度

が 変化す るが，S〕 もし （a ）の機構に 支配 さ れ る と仮定

すれば，か く拌速度 の 強弱 に よ り透過酵素の 活性化 さ

れ る度合 が異な る こ とを意味す る．そ こ で，か く拝速

度を
一
定時間間隔で変化させた場合に，どの よ うな漏

出経過を示すか検討した． そ の 結果を F孟g．3 に示 し

た，か く拝速度の 変化 に対 して ，即座に 漏出速度 も対

応 して 変化 し，しか も，同 じか く拝速度 に 対 して は ，

等 しい 漏出速度を示した．こ の ようなか く拝速度変化

に対す る漏出速度の 対応は， 透過酵素が 関与 した と仮

定す る と，酵素 の 活性化と不活性化が か く梓 の 強弱 に

よ り即座 に 行わ れ る こ と に な る．従 っ て ， 透過酵素 が

関与す る と は考え 難い ．

  漏出現象 と酸素要求性との 関係

　か く拌速度 の 強弱は ， 液表面か らの 酸素の 巻き込み

量 の 大小 と相関性 が あり， 従 っ て ， 菌糸内低分子核酸

の 細胞表maicお け る透 過が （a ）の 機構 に よ る 場合 ， 酸

素 の 関与 す る可 能性 が 考え られ る．そ こ で ， 漏出現象

と酸素要求性と の 関係 を 検討 した．

田
N
凵

1．o
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　 　 O
　 　 　 O　　　　 30　　　　60 　　　　90 　　　　120
　　　　　　　　　 Tim¢ 　@（　 min@
） Fig． 4 ，　Leakage　of 　nucleic　acid−relat ¢ d 　 su』

t
一 　 　   sunder　aerobic 　and

　 anaerob 三 c 　condi 廿o

． 　
ジ ャ

ー
フ ァ ー

メンタ ー中の菌糸 懸 濁液の溶存

素を 窒 素で 置 換し，さらに ，上部 の気 相に窒 素を

気 しな がら，550 　 rpm でかく拝した場合 の 漏 出経

と ，窒 素 で置換 しない対照の漏出経過を比較した

その結果が Fig ．4 で あ る．明 らか に ， 両 者の間で

と ん ど相 違 が 認め ら れ な か った ． 従って，かく拝

よ る低分子 核 酸 の漏出現象 には 酸素 が 何 等関 与 し

いな

ことがわ か る． 　 以上の 実 験結果より，かく

に よる菌糸内 低 分 子 核 酸 の細胞表 層に お ける透 過が

a）の機 構によ る よ り ， （ b） の機 構 による 可 能性

明 ら か となった． 従って ， こ の ような機 構の も とで

かく 拝の過程 （ 1 ）へ の 影 響 は ， 細 胞表層や細胞

辺 の 液 境 膜に おけ る 物 質移 動抵 抗などを 減少 さ せ

こと

あ と

定す るこ と が でき た． 要 約 　 か く 梓

よる菌糸 内 低 分子 核 酸の漏出過程につ

て 検討を行 い ，次のような結果を得 た ． 　（1
漏出過程は，菌 糸内高分子核酸の低分子 化 過 程 と

細胞 表 層に おける 菌 糸内低分 子核 酸 の透過 過 程の

ﾂ で 構 成 さ れ て いる が，

く拝の直接的な影響 は後 者の 過 程に与えられ る．

@ （2 ）低 分 子核酸 の 細 胞 表層 に お け る透過機構は，濃

度勾配に基 づ く拡散によ る もので，かく夢判ま細 胞表

や細

周

辺
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液

境

膜
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抵

を 少
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