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1・ th・ 。・u ・se ・f　va ・i・ u ・ f・・m ・ nt ・ti・n ・ f・・ th・ p ・・ d・・ti・n ・f　antibi ・ti・ s　by・StreptomD，ces

sp ．，　glycero1，　as 　 well 　 as　 gluoose，　 has　 been　found　to　be　a　preferred　carbon 　source ．　 In
order 　to　determine　glycerol　in　the　fermentation　broth，　a　oolorimetric 　Inethod 　 based　on 　the

procedures　described　by　West 　 was 　modi 丘ed 　with 　 respect 　to　the　condition 　 of 　oxidation 　 of

glycerol　by　periodic　acid ．　 It　has　been　found　tllat，　 under 　a　mild 　condition 　of　periodic　 acid

oxidation 　at　O ℃ for　30　min
，　glycerol　can 　be　determined　even 　when 　gluoDse　 is　present．

This　method 　was 　applied 　in　the　practical　production　of　three　antibiotics ： cycloserine
，
　echino 一

皿 ydn ，　and 　streptomycin ，　and 　the　fonowing　results 　were 　obtained ：

（1） Th ・ m … b・liSm ・f　gly。… 1w − ・re　a・・i・・ th・ n 　th・t ・f　gl・… e ・r　s・。・ch ； d。．i。g
each 　fermentation，　the 　glycerol　in　the　medium 　was 　nearly 　oonsumed 　after 　45　hours．
（2）　The　peak　of　antibiotic　pmduction　in　fermented　broth　appeared 　after 　the　glycerolα ）nsu ．
mption 　was 　oompleted ．

緒 言

放線菌 に よ る 抗生物質生産 に お い て，培地 の 炭素源が

グル コ ース よりもす ぐれて い る とい う報告 は actino −

rnycin 醪酵 の ガ ラ ク トース
1）

，
　 siomycin 醸酵の 麦芽

糖
2），chloramphenicol 醸酵の グ リセ リン 3）等 が あ る．

我々 も長 い 間放線菌 の 生産す る抗 生 物質の 研究 を行な

っ て い る が ， 種 々 の 抗生物質醸酵 に お い て，グル コ ー

ス と同様に グ リセ リン が す ぐれ た炭 素源で あ る場合 が

多い こ とを 経 験 して い る．一方 streptomycin の 生 成

｝Carnidinotransferase4）
，
　 actinemycin 生成 の phenoxa ・

zinone 　synthetasefi
〕

の よ うに 各々 の 抗生物質醗酵 に 特

有 な key　enzyme の 存在が 報告され て い る が ， 目的 と

する醸酵が順調に い となまれて い る か否か を検査 す る

の に，多 くの 抗生物質醗酵 に 共通 す る有力 な 手段 は な

く， 菌の 観 察，醸酵液中の 成分 の 変化，特 に炭 素源 の

消費
の

などを測定 し総合的に判断す る方法を と っ て い

る．しか しな が ら醸酵液中の グ リセ リ ン の 定 量 に関 ず

る 詳細な報告 は い ま だ な い ．

　本研究 で は グ リセ リン を炭素源 とす る放線菌に よ る

抗 生 物質醸酵 に おい て ，培養液中の グ リセ リ ン の 定 量

を West7・s｝ らの 過 ヨ ウ素酸酸 化 で 生 ず る ホ ル ム ァ ル

デ ヒ ドを ク ロ モ トロ ープ酸で 発色 させ る方法 に おい て ，

過 ヨ ゥ素酸酸化条件を検討 し， 培養液中に グル コ ース ，

デ ン プ ン をグ リセ リ ン と共存 させ た条件で も定量 で き

る 方法 を確立 した．更 に 実際 に 3 種 の 抗生物質 生 産 の

場 に お い て ，本定量 を応 用 し， 2，3の 興 味 あ る知見 が

得 られ たの で こ れ につ い て も報告す る．
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実　験　方　法

L 　 グ リセ リ ン の 定量　 　グ リセ リ ン を過 ヨ ウ素酸酸

化 し，生ず る ホ ル ム ァ ル デ ヒ ドを ク ロ モ トロ ープ酸一

ホル ム ァ ル デ ヒ ド反 応 に よ る比色定量法で行な っ た．

しか しなが ら従来 の 方？X−7・S ）
で は グル コ ース も反応す

る と い う欠点を もつ の で ，グ ル コ ース と共存 させ た 条

件で もグ リセ リン の 定 量 を 可能 に す る た め過 ヨ ゥ素酸

酸化条件を検討 した．過 ヨ ウ素酸酸化反 応 の 終了 は 亞

ヒ 酸ナ ト リウ ム 添加時と した．Fig．　1 に本定量法を示

す．

Fer皿 ented 　 broth

　　i　dii… d・Wi・h・
・ ・…

0．4ml 　di！uted 　 sa 皿 ple （containing 　from　 10　to

　60 μ9 。f　glycero1 ）
added 　 O．1ml 　 of 　 2．5NH £SO ‘

added 　O2 　ml 　of 　O．1Mperi （油 c　acid

incubatOd　 at　O℃ for　30　 min ．

added 　O．2ml 　 of 　1　M 　 sodiu 皿 arsenite

incubated　 at　 rooln 　te皿 perature　fer　15 皿 h1．

made 　up 　to　2．　O　ml 　with 　water

2．Oml 　 reaction 皿 ixture

ror皿 oved 　O．5　ml 　 aliquot

added 　5　m 正of　ch 工omotropic 　acid 　reagent

heated　 on 　 a 　 water 　bath　for　30 　 min ．

cooled 　to　room 　telnperature

determined　OD 　at　570 皿 μ

Fig，1　Procedure　of 　 glycerol　 determinatioロ in

　 　 fermented　 broth．

2．　使用 菌殊　　抗生物質醸酵 に 用 い た 放線菌は 当 研

究室 で 分離 され た 菌株で あ る． Cycloserine生産株 と

して Streptomyces 　sp ．　NO ．　OS −1866 を ，
　 echinomy −

cin 生産 株と して StrePtomrvces　sp ．　NO ．　OS −1277 お

よ び streptomycin 生産株と して ，
　 StrePtomyces　 sP ・

NO ．　OS −786 を使用 した ．

3， 醗 酵 液 中の 成 分 の 定 暈方法　　10ml の 醸酵液 を

目盛つ き試験管に とり， 3， 000　rpm ，5分遠心 して 得た

沈澱量 を 劇 本墨 と した．ま た グ ル コ
ー

ス は OrtOding ＞

法 で 測 定 して 求 め，全 糖 量 は NH2SO4 で 90分聞加水

分解後 ortodin 法 よ り求め，グル コ ース と して あ らわ

した．抗生 物質の 検定 は paper　disk法で 行な っ た ．

試験菌と して ，
Bacillecs　subtilis 　PCI−219 を使用 し，

培地は echinomycin と streptomycin の 検定 に は天然

培地を，cycloserine で は合成 培地 を用 い た．

4． 醸聹　　Cycloserine醸酵 に は グ リセ リ ン の み を ，

echinomycin 醒酵 に は グ リセ リン と デ ン プ ン を ，
　strep −

tomycin 醗酵 で は グ リセ リン と グ ル コ
ー

ス をそ れ ぞ れ

炭素源 とす る培地 を 用 い，次 の よ うな条件で 培養 した．

Krainsky 斜面培地の 保存菌株よ り500 エnl 振盪 フ ラス

コ に 培地 125m1 を含む もの に接種 し，27°C，48時間

培養 した もの を 種 菌 と して 用 い た．本培養 に は 種菌 を

1％ の 割合 で 培地15 」含有の 20　1容jar−fermenterに 接

種 し， 温度 ； 27℃ ， 通 気量 ；71／min ，撹拝数 ； 240

rpm ，圧 ；0．5kg ／cme ，消泡 剤 ；adekano1 　LG ・109 （旭

電化工 業株式会社製）の もとで 培養 し，醸酵液 を 経時

的に 取 り出 し実験 に供 した．

実験結果および考察

1． グ リセ リ ン 定 曩 に お け る過 ヨ ウ素酸酸化条件 の 検

討　　本定量法で は過 ヨ ウ素酸酸化条件を強くす る と，

グ リセ リ ン 同 様 グル コ ース も反 応 す るの で ，グ リセ リ

ン を グル コ ース と共存 させ た 場合 の グ リセ リ ン の 定量

は 不可能で あ る．Fig．2 は過 ヨ ゥ累酸酸化 に おける温

度 の 影響を示 す もの で あ る。温度が 上 昇す る に 従 い グ

ル コ ース の 0 ．D ．値 が ほ ぼ 直線 的 に 高 くな る こ と が 認

め られ た．
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Fig．2　Effect　 of 　 the 　 temperature 　 of 　 period正c

　　acid 　oxidation 　on 　gly  rol　determi血 ation ．
　 　 Incubation　time ； 5 皿 血．

　そ こ で グル コ ース の 反応が押え られ， グリセ リン の

酸 化 が充 分 進 む 条 件 を 選 ぶ た め に， 0
°
C お よ び 15

°
C の

温度条件で の 反 応時間の 影響を調 べ て ，
Fig．3 を 得 た．

こ の 場合グル コ
ー

ス の 反応 は15
°Cに 比べ て， 0℃ に お

い て 押 え られ るの に対 し ， グ リセ リ ン で は oQC ，15 ℃

の 反 応条件 の 差 異 は小 さか っ た．更 に o ℃
，
30分 と 室

温で の 反 応を考慮 して の 工5℃ ， 5分 お よ び50℃，60分
の 強 い 過 ヨ ウ索酸酸化条件 の もとに ，

50 μg／ml の グ

リセ リ ン を 添加 させ た 場合 の グ ル コ ース あ る い は デ ン
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・プ ン の濃度変化に対す る 0 ，D ，値およびグル コ ー
ス あ

る い は デ ン プ ン の み の 系で の 濃度変化 に 対す る 関係を

検討 した と こ ろ，Fig　4 に み られ る よ うに デ ン プ ン は

50
°C

，
60分の 強い 酸化条件 で も反応せ ず，デ ン プ ン を

共存 さ せ て も グ リ セ リン の 定量に 影響しな い こ と が わ

か っ た．ま た グル コ ース は 0
°C，30分で は 他 の 条件 と
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Fig．3　正藍fect　of 　time 　of 　period三c　acid 　oxidat 三〇 n

　　on 　glycerol　determination．
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F甅・4　Relation　between　a皿 ounts 　of 　glucose　or

　　starch 　and 　optical 　density　under 　various

　　conditions 　of 　per三〇dic　acid 　oxidation ．

　　1 ・glucose 　containi1950 μ9／皿 ！of 　glycerol

　　　　（1）　　50
°
C

，　60　min ．

　　　　（2）　15
°C，　51nin ．

　　　　（3）　 0℃，30min ．

　　［．starch 　containing 　5  P9／ml 　of 　glycero1
　　　　（4）　　15

°
C

，　5　min 　or 　50
°C，60　min ．

　　皿．91ucose　alone

　　　　（5）　15
°
C

， 　5 皿 in．

　　　　（6）　 0℃ ，30min ．

　　IV．　 starch 　 alone

　　　　（7） 15℃
，
5 皿 in　or　50℃

，
60　mhn ，

比 べ て きわめ て 反応が 押え られ る こ とを認め た。そ こ

で グ ル コ ー
ス の 反応を押え，グ リセ リ ン の 反 応が 充分

に 進 む 酸 化 条件 と して ，O ℃
，
30分を選 択 した．

2． 検量線　　次 に過 ヨ ゥ素酸酸化条件，0
°C，30分

を用 い て，150μg／ml の グル コ ース 添加 お よ び 無 添 加

の 場合の グ リセ リン の 検 量 線 を求 め て
，
Fig．5 を得た．

こ の 場合両者の 間 に若干の 相違が 認 め られ た が，誤差

を 3％以内に 押 え る こ とが で きた．一方従来法 の 15
°

C，
5 分で は 8 ％ 誤 差を も っ た．またデ ー

タ に 記載 して な

い が，培地 に 多量 に 存在す る NaC1，　 KH 、PO4 お よ び

CaCO3 な どの 無機塩類の 本定量方 法 に 及 ぼ す 影 響 は

全 く認め られなか っ た．以上 の よ うに本法は き わめ て

簡便 で あ り，しか も短 時 間 に 多数の 試料を 定量で きる

利 点 を 有 して い る ．そ こ で 抗生 物質醸酵 に お い て ， 本

定量法を 用 い て ，醸酵液中の グ リセ リ ン の 消 費 を 経時

的 に 追 い，定 量 方法の 妥当性を検討 す る と同時 に ， 特
に抗 生 物質蓄積と糖消費との 関係を調 べ る 目的 で 次 の

実験を行な っ た．
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Fig、5　Standard　 curve 　 w 三th　 and 　 without 　 150

　　Pg ／ml 　 of　glucQse ．

3． グ リセ リン を炭素源 とす る醗 酵　　グ リセ リン を

主 炭 素源 と する Streptomyce5　sp ．　NO ．　OS −1866 に よ

る cycloserine 醗酵 の 経過 を F 三g．6 に示 す．グ リセ リ

ン の 急激な 消費 に 伴 い 抗生物質 の 蓄積お よび 菌体量の

増大 が観察 され ， グ リセ リン が 完全 に 消費され て ， 約

15時間の ち最高の 抗菌活性を認め た．
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　　The 　medium 　was 　composed 　of　2 ％ glycero1，
　　O，5％　peptone ，0．5 ％　meat 　extract ，0、3 ％

　　dry　yeast，α 5％ NaCl，　and 　O．3 ％ CaCO3．

4． グ リセ リン と デ ン プ ン を 炭素源とす る醸酵

StrePtoη
’2yces 　sp ．　NO ．　OS −1277 に よ る グ リセ リ ン と

デ ン プ ン を 主 炭素源 とす る echinomycin 醗酵 の 経過 を

Fig．7 に 示す．　 Cycloserine醗酵 同 様 グ リセ リ ン の 急

瀲な 消費が 認 め られ，45時間の ちに は 完全 に代謝 され

た の に対 し， デ ン プ ンの 消費 は緩慢 で そ の 消費が低 ド

した後 に ，抗生物質 生 産 が 最 大 に 達 した．しか し本培

地中に は 炭素源と して の 1 ％ デ ン プ ン の 他 に 窒 素源 と

して 添加 して い る 大豆粉 （窒素含量 ； 3．51 ％ （w ／w ），

小 川 産 業抹式会社製）中に 酸加 水 分 解 で 6L％ （w ／w ）

の グル コ ース を 生 成 す る 多糖類が含有 され て い る．培

養開始時不溶物と して 存在す る大豆粉 が 菌 の 活発な 代

謝 に 伴 い 次第 に 培地中に 可溶 性 物質 と して 溶 解資化 さ

れ る もの と思われ る．不溶物を除去 して 試料に供 して

い る我 々 の 分 析方法で は見掛け上 はデ ン プ ン 消費が か

なり培養初期の 段階 で 停 止 し た状 態 に ある と推察 さ れ

た．
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Fig．7　Echinomycin　femユentation ．

　　The 皿 edium 　was 　conlpQsed 　of 　1％ glycerol，

　　1 ％ starch
，
2 ％ soy 　bean，0．2 ％ （NH4 ）2

　　SO4，0．3 ％ dry　yeast， 0，1％ K2HPO4 ，0，5％
　　NaCi，　 and 　O，3％ CaCO3 ．

5．　グ リセ リ ン と グル コ ー一ス を炭素源とする醗酵

グ リセ リ ン と グル コ ース を 主炭素源 と す る 培地 を 用 い

て ， Streptomyces　sp ．　NO ．　OS・786 に よ る strepto ・

rnycin 醸 酵を 検討 した． そ の 培養経過 を Fig．8 に 示

す．図か ら明 らか な よ うに ， 前述 の cycloserine ，　echi −

nomycln 醸酵同様 に ， グ リセ リ ン は 45時間 で ほ ぼ 完 全

に 消費 され た ．こ の よ うに 菌株 お よ び培地組成の 異 る

抗生物質醗酵に お い て，グ リセ リ ン の 代謝速度が ほ ぼ

等 しい こ とが認め られた．ま た興味ある こ とは グル コ

ース の 代謝 が グ リセ リ ン の そ れ よ りもお くれる 現象 が

観 察 され た こ とで あ る．
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Fig．8　Streptomycin　fer皿 entation．

　　The　medlum 　was 　co 皿 posed 　of　1 ％ glycerol，
　　1％ glucose，　 ．5 ％　　pel）tone ，　O．5％　meat

　　extrict ，0．3％ dry　yeast， 0．5 ％ NaCl
，
　 and

　　O．3 ％ CaCO3．

　醸酵は 増殖過程と生産過程が 同一槽 内で 行 な わ れ る

の が 普通 で，菌体増殖 の よ い もの が 必 ず しも生 産 性 の

よ さ と結び つ か な い，一
方放線菌 に よ る抗生物質生産

の 場 で は増殖速度 の 活発な trophophase な らび に そ れ

か ら 引 き続 く増殖速度が 低 下 し， 抗生 物質 生 産 が 活発

と な る idiophaseの 2 つ の phase が知 られて い るが，

こ の troPhophase か ら idiophaseへ の 順調な転換 こ そ

抗生物質生 産 に大 切 な 要素 と され て い る．また actino ・

皿 ycin醗酵で ガ ラ ク トース がグル コ ース よ り炭素源と

して す ぐれて い る の は，ガ ラ ク トース が グル コ ース よ

り代謝 が ゆ るや か で 三diQphase の 時期 に 移 っ て も充分

な 崖素 源 を 供給 で き る か らと して い る
1°）．しか しな が

ら本実験 で み る よ うに グル コ ース の 消費 が グ リセ リン

の それ よ り もお くれ，しか もグル コ
ー

ス よ りもグ リセ

リン が 抗生物質生産 に す ぐれて い る場合， 上記の よ う

な 説 明 は不 充分 で あ る と思われ る．また 実験を行な っ

た 3 種 の 抗生物質醸酵 に おい て は糖消費が完全に終了

した の ち抗生物質 生産 が 最高 に 達 し た．
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　醗酵液中の グ リセ リン の 定量，特 に グ ル コ ース 共存

下 で の 定量を 過 ヨ ウ素酸酸化 で 生ず る ホル ム ア ル デ ヒ

ドを ク ロ モ トロ ープ酸 で 発 色 させ る West らの 方法を

もとに検討 した。そ の 結果，0
°
C，30分の 過 ヨ ゥ 素酸

酸 化 条件で 行なう醸酵液中の グ リセ リン の 比色定量法

を確 立 した．更 に 3種類の 抗生物質醸酵 で 本定量法を

応用 し，次 の 知見を得た ．
1） グ リセ リ ン の 消費 は グ ル コ

ー
ス ，デ ン プ ン の それ

よ りも活 発 で ，い つ れ の 醗酵に おい て もほ ぼ45時間 の

ち完企 に 消費され た．

2）　糖消費 が 完全に 終 了 した の ち ， 抗生 物質の 蓄積が

最 高に 達 した．

　終 りに の ぞ み，本研 究に 際 し，実 験に 協力 され た北里 大学

学 生の 小林和 予氏，北里 研究 所の 増 間 碾郎 氏 ，宇佐 見弘 氏 に

深謝致 します．
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