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　　Production　 of 　 spores 　 of 　C’03’7昭 忽餌 西解’丿ric％η軍 Miyairi　 642　 was 　 investigated　in
two −stage 　continuous 　c1ユ1tivation．　 The 　medium 　 was 　co皿 posed 　 of　corn 　starcl1，　amino
acids 　mixture 　aad 　 calcium 　 carbonate ．　 In　the　first　 vesse 三，

　 the　 opti 皿 al　 dilution　rate
was 　O，50− 0．60　hr−1　for　vegetative 　 cell 　formatio叫 alld　t｝1e　 cell 　 count 　reached 　1．O− 1．1
× 100ml

−1．

　　 This　count 　 was 　 greater　 than 　 that　 in　 batch 　 culture （specific 　gmw 雷h　rate ＝0．85
hr−1，

　 maximal 　 cell　 count ＝3．7× 108　 ml
幽1
）．　 In　the　 seco ロ d　vessel ，

　better　 spore 　forma一

七ion　 was 　obse 四 ed 　 when 　 diLutio紅 rate 　 was 　less　tllan　O．075　hr
曽

箕．　The 皿 ax 童mal 　 spore

count 　 was 　4．　O　x 　108　 mr1 ．　 The 　 spore 　 formatio且 of 　 C。　b＃tyricum 　 Miyairi　 642 圭n 　 the

oontinuo ロ s　culture 　did　not 　depend 　o 皿　dilution　rate 　 of 　the　first　 vessel ，　 but　 on 　that

of 　 the　 second 　 vessel ．

　Clostridi”m 　butyric＃m 　Miyairi は，全 く毒素を生

産 しな い こ とが宮入
lj に よ り報告 され ， 現在整腸剤製

造 の 目 的 で 培 養 さ れ て い るが，本菌株 の 胞子 形成 の 生

理学的な諸条件は ，まだ 明 らか に され て い な い ・こ れ

は CIOεtridi＃ m 属が偏性嫌気性菌で あ り BaciUus 属

と異 な り取 り扱い が煩雑な た め と考え られ る．　Sj　Clest・

ridiwm 属 は栄養要求が一般的 に 複雑 で ，栄養細胞が増

殖 して も胞子が形成 さ れな い 場合があ り，本菌株 もそ

の 例 に もれな い ．胞子形成の 要因に つ い て は 多 くの 報

告があ るが ， そ れ ぞれ の 菌種に よ り異な り，Knaysi8｝

は栄養細胞 の 増殖 が停止 し飢餓状憩 に な る と胞子形成

を開始する と し，ま た Spudich ‘）
は 栄養細胞の 構成成

分の一部が分解され，そ の分解産物か ら新た に胞子形

成 に 必要 な物質が合成され る と して い る・

　大規模な菌体生 産 に は連続培養法は有効な手段で あ

り，Dawes ，5・ei　Humphrey ，T｝Kerravale｝
らは Bacr7tus

属 の 連続培養法に よ る胞子生産 の 条件を検討して い る・

著者らも胞子 の 大量生産を行う必要か ら本菌株 の 連続

培農法に つ い て 検討 し t 回分培養 との 比較を試み ， 二 ，

三 の 知見を得た の で 報告す る・

寞　験　方　法

　供 試菌 株 　　本 実 験 に 用 い た 菌株 は ，Clostridium

butyric＃m 　Miyairi　642 で あ る．

　回分培養法　　回分培養に は，Fig．1 の第 1槽と 同

様 の 装置 を 用い た．培地 と して は コ
ーン ス ターチ 2 ％

（w ／v ）， ア ミ ノ 酸混合液 （直分解味液 ， 脱脂大豆 の 塩

酸加水分解物，味の 素） 2 ％ （v ／v ），炭酸 カル シ ゥ ム

0・75％ （w ／v ） よ り成 る 組成の もの を用 い ，加圧殺菌

後約 80℃ に 冷却して ， 前培養液を 3 ％接種 し， 発酵

槽内 に COs ガ ス を 0・05 〜 0・1vvm で 通 じ，か つ 100

rpm で か くは ん しなが ら 37℃ で 培養した．9j な お，

前培養は，上 記の 回分培養と同様な培地 を 用い ，これ

に 加圧殺菌後約80℃ で 本菌株保存用砂培地を接種 し，

37℃ で 40時間静置培養した・

　連続培養法　　連続培養に は，Fig．1 に示す装置を

用い た・まず前培養として 第 1 槽およ び第 2 槽で 上記

の 回分培養を行い
， 第1 槽の栄養細胞数が所定の値に

達した時，培地の 供給 を開始して 連続培養に 切り換

え た．こ の 際 の 培地は，コ
ーン ス ターチ 2 ％ （w ／v ），
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Fig．1．　Schematic　dねgram 　of　apParatus 　for　spore

　　Production 　by　conti 且 uous 　cultivation ・

　　1，Feed 　vessel 　of 　medium ；2，
　 medium 　cooler 　；

　　3，3−’ mini 　jar　 fermentor （first　 vesse1 ）；4，

　　20−ljar　fer皿 entor （second 　vessel ）；5，
　harvest

　　 vesse1 ； 6，　 magnetic 　 stirrer ； 7，
　 variable 　flow

　　Pump ； 8，　 COt 　gas　inlet；9，　 COs　gas　outlet ；

　　10，constant 　temperature 　bath ；11 ，
　sample 　line．

ア ミノ酸混合液 4％ （v ／v ），炭酸カ ル シ ウ ム 0．75％

（w ／v ）か ら成 る もの と し，雑菌汚染を 防 ぐた め培 地 貯

留槽を 80℃ に 保ち， 冷却後第1 槽に供給した．COs

ガス は，第 1槽 の み に通 じ第 2槽で は菌体に よ り生成

され る COs ガ ス に よ り嫌気状態 を維持し た．

　測定法　　栄養細胞お よび 胞子数の 測定に は ，
トー

マ の 血球計算板を使用した．1°j 糖濃度は フ ＝ ノール ー

硫酸法
m

に ょ り，pH は 日立
一
堀場 M −7　pH メ ーター

を 用 い て 測定 した・

回分培養

うに ，
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実験結果および考察

回分培養の経過を Fig．2 に 示 した よ

こ の 培養条件下で は 約 10時間で 増殖を停止 し

oO
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Fig．2．　Time 　oourse 　of 　batch　culture 　of 　C．

　ゐ躍丿r’o齧 η霧　Miyairi　642　i皿 　2−J　fermentor ・

　● growth ，
　 O 　residual 　suga τ， △ PH ．

内生胞子を形成 し た．Clestridi” m 　N の 胞子形成 の 最

適 pH は，　 C ．　sPorogenes で は pH 　7．0〜8．O，　ls｝ C ．

thermesaccharol丿ticum で は 5，0〜5．5エs｝
とい う報告

があ る よ うに菌種に よ り異な る．本菌株は，pH 　5．0〜

5．5 で 良好な 胞子形成を示した．一般に 胞子形成は炭

素源の グル コ ース が 過剰な状態で は阻害 され るが ，

1‘⊃

本菌株で は炭素源濃度 の 高い 状態で も栄養細胞 の 増殖

が 停止 す れ ば胞子は 形成 さ れ た．

　本菌株の 回分培養に おける最大比増殖速度および胞

子形成率は，そ れ ぞ れ O．　85　hr ”
お よ び 80％ 以上 で

あ っ た．

　連続培養　　本菌株は 回分培養で は，生産物の 蓄積 ，

増殖制限因子 の 濃度低下，pH 等の 影響に よ り栄養細

胞 の 生育が 抑 制 さ れ る と胞子 が形成され るよ う に な る

もの と考え られる・連続培養の 場合は， 第 1槽で 回分

培養 の 10g　phase 後期 に 相当す る栄養細胞 の 生産を

行い ， 第 2 槽 は 胞子 の 形成 され る stationary 　 phase

とすれ ば効率 の よ い 胞子生産が可能で あ る と考え，そ

の 操作条件 を検討 した．

　Fig．3 に 示すよ うに ， 第 1槽 の 栄養細胞数 は，回分

培養の 結果か ら予想 され る値 よ りも大きく， 希釈率 の

増 大 に 伴 い 増加 した．そ の 原因は，比較的希釈率の 大

き な と こ ろ で は新しい 培地 の 供給 に よ り，代謝生産物

に由来する生育阻害因子が希釈 されるこ とに あると考

え られ る．ま た，回 分培 養で の 最大比増殖速度 は 0．85

hr−1 で あり， 培地供給量 の上限は こ の 値に よ り制限さ
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Fig．3．　 Steady−state 　 relationshiP 　in　continttous

　　culture 　（first　vesse1 ）．

　　O 　total　ce】ls　（sPore 十 vegetative 　cells ），　▲

　　 spore ， ● cell　pr6ductivity， ［コresidual 　sugar ，

　　 △ pH ．
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れ る．

　回分培養の 結果よ り，胞子形成を抑制する 1 つ の 要

因 と して，比増殖速 度 の 増大 が 考 え られ る．従 っ て Fig，

3 に示す よ う に，希釈率が 0．1hr
”i

以上 の 領域で は胞

子形成能が低下 して 栄養細胞の 生育は旺 盛 に な り，菌

体数は 回分培養か ら予想 され る 最大値 よ りも多 くな っ

た もの と考えられ る，また Fig．3 を考慮すれば ， 第

1 槽の 希釈率 が α 1hrl 以 上 に な らな い よ う に す れ

ば胞子形成が 起 こ り，栄養細胞 の 生産量 は 減少す る．

第 1 槽 に おける最大の 菌体数は，希釈率が 0．18〜 0．60

hr
−1

に お い て 1．　O−vl ．　1　x 　10S　ml −
！
で あ り， 最大菌体

生産能は 希釈率が 0．6011ガ 星
で 6．3× 108　ml ’1　hr“1 で

あ っ た．

　第 2 槽 に お け る 本菌株 の 胞子形成 は，Fig．4 に 示す

よ うに希釈率と密接な関係があり， 希釈率の 大きな範

囲で は胞子形威能が低 い ．回分培養 に おい て比増殖速

度 の 低下 す る 時期か ら胞子形成が 開始する こ とを 考慮

すれば， 第 2 槽の 操作条件 として は低 い 希釈率が好ま

しい ．そ こ で 第 2槽 に おけ る胞子形成 に及 ぼ す希釈率

の 影響を 検討 した とこ ろ，Fig．4 に 示すよ うに 第 1 槽

の 希釈率 の 値 に かかわ らず，第2 槽の希釈率に よ り胞

子形成能が 支配され る こ とが 明 らか と な っ た．す な わ
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Fig．4．　Steady −state 　 relationship 　in　continuous

　　culture 　（second 　vessel ）．

　 　 Dilutien　 rates 　 of　 tlle　 first　 ve8sel 　 were 　O．05

　　hr−i　（● ），　0。18　hr
’i　（▲ ），　0．28　hr

一
瓢　（■），

　　0．30hr −i
（△ ），0．50　hゴ

1
（○ ）， 0．60　hr−1 （［］）．

　　A
，
To 飽1　 cells （spores 十 vegetative 　cells ）；

　　B ，spores ．

O
　O　　　　O ．04　　　0ρ8　　　0」2　　　0」6　　　α20
　 　 　 　 　 　 Dilutjen　rete （hド 1

）

Fig ．5．　Relatio皿sbip 　 between 　 dilution　 rate 　and

　　 spore 　productivity　in　the　seco ロd　vessel 　of　the

　　◎ontinttous 　 culture 　 of　 C ．衂 丿  σ翩 Miyairi

　 　 642．

ち第 2槽の 希釈率が 0．03hr
−1

， 0．07　hゴ
1
近辺，0．15

hr1 の 場合，胞子形成 は そ れ ぞ れ 3．0〜 4．0× 10Sml ’1，

1．0〜2．0 × 108　ml −lt
　 O．3× 10Bml

−1
以下 で あ っ た．こ

れは回分培養 に おい て 比増殖速度が培地中の 生育基質

の 低下，代謝 産 物 の 蓄積お よ び pH の 影響を 受けて 減

少 し，胞子 の形成能が増大す る現象 と対応す る もの と

考え られ る．ま た Fig ．5 に 示す よ うに ， 胞子生産 に

最も効率 の よ い 第2 槽の 希釈率は，0．07　hr’i 付近 に

あ る と考え られ る．

　以上 の 結果よ り第1 槽で の 胞子生産は ， 希釈率 の 影

響を あ ま り受けな い こ とか ら， 栄養細胞が 最大値に な

る希釈率 0．60h ビ
1
を選択すべ きで あろ う．ただ し ，

実際の 操作で は安定な定常状態を維持す るた め に，安

全側 の 希釈率 0・50　hr“i を 選ん だ ・第 2 槽 は最大胞子

生産能を示す希釈率 O・07hr
−1

を採用 した．しか し栄

養細胞 は ， 比較的高 い 比増殖速度を維持した状態で 代

謝産物と接触する と，形態な らび に 代謝が変化す る場

合 の あ る こ とが 知 られ て い る，畍

事実，本菌株で も長

時間の 連続培養 に お い て 正 常 な胞 子 形成能は 次第に 低

下 し， 140時間以上 の 操作は困難であ っ た．現在， こ

れ らの 問題を 解決す る培養法な らび に代謝産物の 被毒

を 受 け な い よ う な菌株 の 選 択を 試 み て い る．

要 約

　Clestridi”m 　bntyricun　Miyairi　642 の 胞子生産 に

つ い て検討し，次の よ うな結果を得た．
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　1．　 回分培養 に お け る最大比増殖速度は O．　85　hrt
，

最大菌体数は 3．7 × 108ml
一コ

で あ っ た．本培養条件で

は 10時間で 増殖を停止 し， 内生胞子を形成 した・

　2． 連続培養 に おける第 1槽の 菌体数 は，希釈率が

0 に 近 づ くに つ れ 回分培養で の 最大値 に 近づ き，希釈

率が 0。75hr
−1

で 洗い 出しが起こ り， 回分培養よ り推

察 した値と ほ ぽ ヅ 致し た．また希釈率 が 0．18〜0，60

hr
一
且
範囲で は ， 回分培 養 に お け る 菌体数を 上 回 る 1．1

× 109　ml
“1

の 菌体数が得られ た．しか し希釈率 が小 さ

い と胞子形成 が 起 こ り菌体数が 減少す るの で ， 第 1 槽

の 栄養細胞の 生産の た め に は，希釈率 が 0．50〜O．　60

hr−t が最適で あろう，

　3． 第 2 槽の 胞子形成は 第 1 糟 の 希釈率 に あま り依

存せ ず，第2 槽 の 希釈率に 左右され る こ と が わ か っ た．

第 2 槽に お い て は 希釈率が O．　15　hrLi以下の場合に胞

子生産 が認め られ た が ， 最大胞子生 産能が 可能な希釈

率 0．075hガ 1 を 選択す る の が よ い と考え られ る，

　本 研究を行 うに あ た りご鞭撻 を賜 っ た 名古屋市立大学蜂須賀愛悦

教授，東 海大学小沢 敦教 授，ミヤ
1）サ ン   宮入雄吾社長 t らぴ に森

茂行氏 に深 謝い た し ます．
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