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Envinia　carotovora の 発酵槽培養に お け る

呼吸の休止現象

福岡 聰 ・小林 　良生

四国工 業技術試験所

Characte τ玉stic　behav …Qr 　of 　the　respiration 　pause　of　ETivinia　cρroto 〜）ora．− Note− 　SATosHl

　　FuKuoKA 　and 　YosmNARI 　KoBAYAsHI （aeventment　lndustrial　Resear‘ゐ lnstitvte
，
5乃ikoku

　　2−3甲3，　Hat卍anom ｛」
，a−che

，　Takamatsu　761，　Japan）　Hakkokogaku 　65 ；　127
−130・　1987・

　　Envinia　 carotovora 　 GIRIO44 （FERM 　 P−7576） was 　 found　 to　 show 　 characteristic

rCSpiratiOn 　behaViOr　dUring　CUltiVatiOn ，　 The　baCteriUm　Was 　cultiVated 　in　a　jar．fermen．

tor　o ロ basal　medium 　using 　pectln　as 　the　carbon 　source ，　and 　the　DO 　course 　ofthe 　culture

solution 　traced ．　About　nine 　hours　after 　inoculation　the 　DO 　increased　rapidly 　f（〕r　a 琵 w

minutes ；
this 　was 　caused 　by　 a 　 reg．　piration 　pause．　This　phenomellon 　is　most 　likely

related 　to　 the 　degradation　of 　pectin　in　the　medium ．

　著者らは ， 靱皮繊維 の 生化学パ ル プ化 の 研究 に お い

て，Erwinia　 carotovora 起源 の エ ン ドーペ ク チ ン 酸 リ

ァ
ーゼ （poly（1，

4一α 一D −galacturonide）lyase，　 EC 　4．　2，

2．2
，
endo −PATE と略称す る）の 生産を検討 し，前va1］

で 同菌株 の 培養 における 最適酵素生産 の 条件を ， 培地

お よ び培養方法か ら明 らか に した．引 き続き ， 同 菌株

の 培養 に お い て ，培 地 の DO ，お よ び排 ガ ス 中の 酸 素

と炭酸 ガ ス 濃度の 変化 を追 跡 した ．そ の 結果 ， 炭 素源

に ペ ク チ ン 質を用 い る と ， 培養開始 9時間前後 に 呼吸

を
一
時的に 休止す る こ とがわか っ た．こ の 現象，お よ

び 同現 象 を 起 こ す要因を 培地成分 な どか ら検討 した の

で 報告す る．

　本報告で 使用 した菌株 は ， 前報
1）

と 同様に E ・caro ・

Xovora 　GIR 　1044 （微 工 研 菌寄第7576号）で ある．同 菌

株 の 培養 は主 に Nasuno と Sta【【 の 培地
2冫
を改良 した

基本培地を使用 した．以下 に そ の 組成を 示す ．ペ ク チ

ン 5g，グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リゥ ム （1水和物）5g，硫安

3g
，
　KH2PO42 ．4g

，
　Na2HPO40 ．8g ，　MgSO4 ・7H20

0．2g お よび蒸留水 IL ペ クチ ン 酸を炭素源に 用 い た

場合は蒸留水 11 当た り 59 ，ま た，グ リセ ロ
ー

ル お よ

び フ ル ク ト
ー

ス を 用い た 場合 は そ れ ぞ れ 20g を同量

の グル タ ミン 酸ナ トリウ ム （1水和物） と共に用 い た．

こ の 場合 も無機塩類 は基本培地 と同
一と した ．培地 の

pH は特に調整 する こ と無く用 い たが ，
ペ ク チ ン酸 の

場合 は，滅菌前 に NaOH 溶液 に よ り7．0に 調整 した．

培養実験 は 前報
P
と同様 に 基本培地 51 を 10 〜容 量 の

発酵槽 （関東理化器製） に入れ ，
121℃ で 15分間滅菌

した 後 ， 基 本培地を用 い て 調製した 前培養液を 2％接

種 し，28℃ の 下で ，か くは ん速 度 48G　rpm ，通 気 量

e．5vvm を基 本的な 培養条件（以 下 ，基本条件と呼 ぶ ）

と して培養 した．

　DO の 測定 は 発 酵 槽 用 の DO 電 極 （オ リエ ン タ ル

電気製，LP 特型），排 ガ ス 中の 酸素お よ び 炭 酸ガ ス

濃度 の 測定は，酸素分析計（堀場製作所製 ，
PMA −200），

お よ び赤外線分析計 （同社製，
VIA −300）を使用 した。

無 機塩 類 の 濃度 は，リン 酸塩 は モ リブ デ ン ブル
ー
法

3 ）

に よ り，ま た マ グネ シ ウム 塩 はキシ リジ ン ブル
ー
法

4，

に よ り測定 した ．

　培地 DO の 経時変化 に 与え る培地成分の 影響は，

以下の 培地を 用 い て 検討 した．（1）基本培地の 成分 の

うち 1 種類 が欠けて い る培地 ， （2）誘導的炭素源 の ペ

ク チ ン 酸，お よ び 非誘導的tc　 endo −PATE を生 産 させ

る場合 に 用 い られ る グ リセ ロ
ール や フ ル ク トース な ど

を炭素源とする 培地 ， （3）誘導的炭素源の ペ ク チ ン と
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非誘導的炭素源の グ リセ ロ ール な どを複合させ た培地．

　ペ ク チ ン 質 の ゲ ル ろ過 は培養液を 9000× 9 にて 10分

聞遠 心 分離 し，得 られ た 上 澄 液 10m1 を 凍結乾燥 した

後 ，
1m1 の 蒸留水 に 溶解 し，

セ フ ァ ロ
ーズ CL 　 6B

（フ ァ ル マ シ ア 社製）70ml を充て ん した内径 16mm

の カ ラム に 展 開 した．ペ クチ ン 質 の 溶出は カ ル バ ゾ
ー

ル
ー
硫酸法

5｝
に よ り総 ガ ラ ク チ ュ ロ ン 酸量を測定す る

とともに ，簡易法 として 全有機炭素 （TOC ）の 分析に

よ っ て 調べ た ．

　 ユOl 容量 の 発酵槽で ， 基本培地 51 を用 い て ， 基本

条件 で ，培養 した 場合の 培地 DO ，お よ び排 ガ ス 中の

酸素 と炭 酸 ガ ス 濃 度 の 経 時変 化 を Fig．1 に 示 す．培

養開始時 の DO は水温が 28℃
， 1気圧 に お ける飽和溶

存酸素量 の 7．8ppm に 設定 した ，培養 の 進行ととも

に DO は 低下 し，8 時間45分後に は 3，6ppm を示 し

た が，続 く数分間で 6．3ppm まで 上 昇 した．上昇を

停止 した 後は再 び 低下 した．10時間40分後頃よ り DO

は 2ppm ほ ど で 定常状態 とな っ た．引 き続 き培養を

継続す る と，13時間 40分後 に DO は 再び 数 分間で 4

ppm ほ ど上昇 し，そ れ以後はゆ るや か に DO の 飽和

量に 向か っ た．

　培養の 途中， 排 ガ ス 中の 酸素 と炭 酸ガ ス 濃度を 測定

す る と，酸素 は DO と類似 の 挙動を示 し，8 時間 45

分後に は空気中の 平衡濃度 よ りO．　70％低い 値を示 した

が，続 く数分 間 で O．　32％ に まで 回復 した．一
方，炭酸

ガ ス は 酸素とは逆 の 挙動を示 し， O．　76％を示 して い た
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Fig・1・　Course　of 　the　respiration 　of 　E ．　carotorvora

　　cultivated 　 on 　basal　 medium 　using 　pectin　 as

　 　 carbon 　SQurce ．

　　一 ，DO ；
一一一，　 oxygen 　 content 　 of 【he　 outlet

　　gas ；　
．一・…・・，　 carbon 　dioxide　 content 　 of 　the　 outlet

　 　 gas ・

の が
， 0．36％に低下 した．ま た ，13時間40分後に は酸

素濃度 は上昇 し，炭酸ガ ス 濃度は下降 した．

　以上 の よ うに ，培地中の DO
， 排ガ ス 中の 酸素お よ

び 炭酸 ガ ス 濃度 の い ずれも同
一

の 時刻 に 変化 し，空気

中の 酸素濃度の 低下と DO の 低下とは 呼応して お り，

ま た
，
DO が低 くな る と炭酸 ガ ス 濃度は高くな っ た こ

とか ら，DO は呼吸の 指標 として 用 い られ る こ とが分

か っ た．最初 に DO が 上昇 した培養開始 8時間45分

前後 は，前 eal） の 基本培地を 用 い た 培養 の 経時変化 で

は対数増殖期 の 途中で ， 菌体数 な どへ の著 しい 影響な

ど は観察され なか っ た．ま た，同時刻 頃よ りペ クチ ン

質 の 資 化 ，お よ び endo −PATE の生 産 は 向上 した ．

以上 の 結果か ら，DO が 上昇した数分間は 呼吸 を休止

して い る と推測 され た．一
方，2 回め の DO の 上昇

は，ほ と ん ど 同時 に 菌 の 増殖 も停止 した こ とか らペ ク

チ ン 質 が 消失 し， 培養が終 了 した た め と考 え られ る ．

　呼吸を休止す る原因 に 培地成分の 濃度変化 ， および

変性 が 考え られた．しか し，無機塩 の 場合 は 13時間 30

分後で も ，
マ グ ネ シ ウ ム 塩 で は 初期値 の 50％，リ ン 酸

塩で は90％残存 して い た こ とから，濃度変化 の 影響 は

小 さ い と推測 され る ．続 い て ，培地 の 他 の 成分の 影 響

を，基 本培 地 の 各成分 の う ち 1 種を 含 ま な い 培地を 調

製 し，基本条件で 培養す る こ と に よ り検討 した．ペ ク

チ ン
， あ るい はグル タ ミ ン 酸 ナ ト リウム を含まな い 場

合は ， 呼吸 の 休止 に 関連 した DO の 上 昇 は全 く観察

さ れ な か っ た．そ の 他 の 無機塩 の 場合 は，呼 吸 の 休止

に関連した DO の上昇が観察さ れた もの の，上昇幅，

発 現の 時刻などに著 しい 変化が 見 られ た．こ の こ とか

ら， 呼吸の 休止 は基本培地 を 用 い た最適培養条件下で

起きる現象で あ る と推測され た．ペ ク チ ン を 含ま な い

培地で は，菌 は増殖せ ず，DO の 上昇 も観察 され な か

っ た ．一
方 ， グル タ ミ ン酸 ナ ト リウム を含ま な い 場合

は ， 培養開始 8時間頃まで は，菌 の 増殖 は正常に 進行

し，基本培地 と類似 の DO 経時変化を示 した．こ の

場合に
，
DO の 上昇が観察されな か っ た の は，　 pH が

4．　2まで 低下 し，そ れ以降 もほ とん ど 変化 しな か っ た

こ とか ら培養が 継続されな か っ た と考えられ る．ま た ，

培地 の TOC ，お よ び ペ ク チ ン質量共に 8 時間以 降 は

変化が 見 られな か っ た．

　次に ， 使用 した 菌株 は誘導的ある い は，非誘導的炭

素源の い ずれ を 用 い て も endo −PATE を 生 産 す る
P こ

とか ら，炭 素源 の ペ クチ ン に代え て ペ クチ ン 酸，グ リ

セ 巨
一ル お よ び フル ク ト

ー
ス を用 い て 基本条件で 培養

し，DO の 経時変化を調べ た．結果は Fig．2 に示す
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Fig，2．　Course　of　the　DO 　during　cultivation ．

　　Panel　A
，
　 cultivated 　on 　a　medlum 　using 　g】ycero1，

　　fruct。 se，　 of 　pectic　 acid 　 as 　its　carbon 　 source ・

　　 rpectic 　acid ；
一…・…

， glycerol　medium ；
一・

一

　　fructose　med ｛um ；
一・・一，　pectin　added 　into　the

　 　 ferrnentor　 after 　24h　 cultivation 　 on 　fructose　 me 昌

　 　 dium．
　　Panel　 B

，
　 cultivated 　on 　 a 　mixture 　 of 　pectin　and

　 　 non
−inducible　carbon 　source ．

　　・・．・．…
， glycerol；　一・一

，　fructose；　一
，　sorbito1 ；

　　
一一一一

，
xylose ・

よ うに ，ペ ク チ ン 酸で は ペ ク チ ン を用 い た場合 と類似

した DO の 経 時変化を示 した ．一方，グ リセ ロ ール

や フ ル ク ト
ー

ス の 場合は ， 呼吸の 休止 に 関連 した DO

の 上 昇は 観察 され な か っ た．しか し， フ ル ク トース を

炭 素 源 に 用 い た 培地 で 培養 し，24時間 後に ペ ク チ ン エ8

g を含む水溶液 ll を加え，　 O．　3％の ペ ク チ ン 培地とし

て培養を継続 した とこ ろ ，
Fig・2 に示す よ うに，投入

6 時間30分後に DO が 2．2ppm 上 昇 し，基本培地培

養 と類似 した DO の 経 時変化を 示 した．

　ま た ， 培地 に 誘導的， あ る い は 非誘導的に endo −

PATE を 生産 す る場合 に 用 い られ る炭素源 の 2 種類

を 複合 させ て 培養 した．そ の 結 果 を Fig．2 に 示す．

F量gユ の 基本培地培養で の 結果と比較す る と，い ずれ

も培養開始 9時間前後ま で は 類似 した変化を示 した．

炭素源を異 な らせ て も DO の 経時変化が 大 きく異 な

らな か っ た の は ，非誘導的炭素源は 前報
D と 同様 に ，

い ずれも資化速度が 遅 く，培養 の初期段階で はペ ク チ

ン を単独で 炭素源に 用い た 条件 に 近 い た め，呼吸の 休

止が 起きた と考え られ る．

　培地 の 種類を変え て 培養した 結果か ら， 培養開始9

（
一
＼
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）
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←

2

　　　　 20 　　　　　 30 　　　　　　40
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Fig．3．　Chromatography 　of 　the　culture 　solution 、

　　Condensed　culture 　solutions （10ml 　Io　l　m1 ）were

　　put　on 　a　Sepharose　CL ・6B　column ．
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〇
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一
ロ
ー，　 aft ・ ・ 8・5

　　h ；
一一△ 一一，after 　g　h；

一
●
一，　after ユ6h．

時間前後に 呼吸を休止す る の は，ペ ク チ ン 質を炭素源

に 用 い た 場合で あ り，ペ クチ ン質 が資化 さ れ る過程 で

呼吸 の 休止 に 関与す る物質を生成 して い る と推測され

た．ペ クチ ン 質の オ リゴ マ
ー

の 中に は 横塚 ら6）

が報告

して い るよ うに ， 抗菌活性を示 す もの が あ る こ と か ら ，

呼吸の 休止 と ペ クチ ン質の抗菌活性とは 関連 して い る

と予想 され た ．ペ ク チ ン 質 の 抗 菌活 性 は pH が 7 以 上

で は 認め られて い な い
6’T｝

こ と か ら，基本培地 の 植菌前

の pH を NaOH 溶液で 7．5に 調整 して 培養を 行 っ た．

そ の 結果，DO の 経時変化 は Flg．1 の pH を 調整 し

て い な い 場合 （初発 pH 　 6．　D）とほ とん ど同様 に 推移

し呼吸の 休止が 起 きた．pH は培養開始直後よ り緩 や

か に 下 降 し，呼吸 の 休止 が起 きた 8 時間35分後 に 6．9

を示 し， そ れ 以 降 は上 昇 に 転 じた．pH は最 も低 い と

こ ろで も6．9で あ っ た こ とか ら，横塚 ら
6）

が 報告 して

い る ペ ク チ ン 質 の 抗菌活 性 と は機構が 異な っ て い る と

推測され る．

　呼吸 の 休止を起 こ す の は ペ ク チ ン質を 炭素源に 用い

た場合だけで あ る こ とか ら，次 に ペ ク チ ン の 資化の 過

程を，培養の 各時刻 に お ける 分子量 分布 の 変化 に よ り

調べ た．基本培地 を 用 い て 基本条件で 培養し ， 途中適

時分取 した 試料の ゲ ル ろ過の 溶出パ タ
ー

ンを TOC 値

で Fig．3 に 示す．培養開始直後 に は 25　m1 付近 に 見

られ た ピ
ー

ク は ， 8時間30分後 に は 38m1 へ と移動 し

た．しか し ，
そ れ 以降は急 速 に 38m1 の 位置の ピーク
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は低 くな っ た．同 ピー
ク 付近 の 溶出物質は，カ ル バ ゾ

ール 硫酸法に よ る分析結果か らペ ク チ ン質 で あ る こ と

が分か っ た．つ まり，培養の初期 に ペ クチ ン は低分子

化 さ れ，呼吸を 休止する の と同 じ時刻頃に そ の 蓄積 が

最大とな ると推測される．DO が 2回め に 上昇 した 16

時間後 は，38m1 付近 で の 溶出は確認 されなか っ た ・

分 子量既知の 標準物質 と して β
・シ ク ロ デ キ ス ト リ ン を

用 い て 同様に ゲ ル ろ過を行 っ た場合は ，
65m1 付近 に

溶出 した こ とか ら，
38ml 付近 の 画分は こ れ よ りも分

子量 の 大きい オ リゴ マ
ーと推測 され る．

　E ．caroXo ’dera の 基本培地培養 に お い て は，前培養

の 接種 に より ende −PATE が 初発力価 で O．8単位 ／ml

程 度 含ま れ る ．こ の 酵素 に よ っ て ， 培養開始直後よ り

ペ ク チ ン 質 は低分子化 し，オ リゴ マ
ーの 蓄積が 9時間

前後 に最大とな り
一

時的 に 呼吸を休止する．しか し，

同菌株は ペ クチ ン 質を栄養源 に 利用 して い る こ とか ら，

生成 した オ リゴ マ
ー

は 逐次 に 生成 して い る酵素および

菌体 に よ っ て速や か に分解摂取 され るため，一
旦呼吸

を休止 して も，数分間の うちに 再び活発 に呼吸活動を

開始する と考えられる．
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