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AcultivationstudyofBac"んssuM"ｓＭＴ－２/ｐＭＫ１,whichproducedahighlythermostableneut‐

ralprotease，wascarriedouttoestablishtheproductiontechnologyoftheprotease・Theeffectof

mediumcompositiononthegrowthandtheproteaseproductionofthestrainwereinvestigated・Glu-

cosewasrecommendedasthecarbonandenergysourcesforthestrain，while，ｏｎｔｈｅｏｔｈｅｒｈａｎｄ，the

metabolicintermediatesmightcauseanenzymerepression・Ｔｈｅdissolvedoxygeninthebrothmight

beoneofthesignificantfactors・Calciumdidnotshowthesignificanteffectonthegrowthandthe

proteaseproductioninthepresentcase・Itwassuggestedthatthecarbonsource，aminoacid，andvita-

minsandmineralswereessentialforthegrowthandtheproteaseproduction．

緒巨

微生物を利用した有用物質の生産あるいはプロセス

は，古くは，醸造に始まり，現在，農業，食品，医薬

品，排水処理，エネルギー及び鉱物資源回収など，広

い分野に応用がひろがりつつある。また，従来は，天

然菌，変異を施した菌を利用していたものが，最近の

遺伝子組み替え技術の出現により遺伝子組み替え菌も

利用できるようになり，その技術の多様化を促してい

る。遺伝子組み替えの宿主としては，従来，大腸菌

（Escheγjc伽ＣＯ"）がよく用いられてきたが，最近，

以下のような理由から枯草菌（Ｂａｃｊ"ｕｓｓｕ６伽s）が

注目され始めている。’）

(1)毒素を生産しないこと。

(2)大腸菌のリポ多糖のような発熱物質を生じないこ

と。

(3)ペプチド分泌能があることから有用物質の分離精

製が容易であること。

＊：東ソー株式会社

微生物によって生産される有用物質の代表的なもの

の一つとしてプロテアーゼが挙げられる｡近年,東ソー

㈱の技術陣ら3)によって，好熱菌の一種（Ｂａｃｊ"脚s

Steαγo伽γmopM泌sMK232）が，耐熱‘性に優れた中性

プロテアーゼを生産することが見いだされた。この耐

熱性中性プロテアーゼは，ペプチド合成反応用触媒な

どとして有用であることから，さらにプロテアーゼ生

産性に優れた菌株をつくり出すため，今中，久保2)に

よって，Ｂａc"んssu伽"sを宿主とした遺伝子のクロー

ニングが行われた。その結果，Ｂａｃｊ"秘ｓｓｔｅαγo伽γ－

mopMusMK232を上回るプロテアーゼ生産能を持つ

Ｂａｃｊﾉんssu6伽ｓＭＴ－２/ｐＭＫ１が得られた。

本研究においては，遺伝子組み替え枯草菌ＢａC"んｓ

ｓｕＭ/ｊｓＭＴ－２/ｐＭＫ１による耐熱性中性プロテアーゼ

生産技術を確立するための第１段階として，Ｂａｃｊ"ｕｓ

ｓａ６"ﾉｊｓＭＴ－２/ｐＭＫ１のフラスコ培養を行い，各種培

地成分が，枯草菌の増殖特性並びにプロテアーゼ生産

能力に及ぼす影響を検討した。
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１．実験

合計２４Ｒｕｎの遺伝子組み替え枯草菌ＢａＣｊ""Ｓｓｕ卜

""ｓＭＴ－２/ｐＭＫ１培養実験を行った。以下，それら

につき培地組成及び培養法について説明する。

１．１供試菌株

Ｂａｃ〃んｓｓｕ伽ﾉｊｓＭＴ－２/pＭＫ１

１．２培地組成

実験に使用した培地組成（水１リットルに対するグ

ラム数)及び培養条件をそれぞれ表１及び表２に示す。

ペプトン，酵母エキス及びカザミノ酸は，Difco

Laboratory社製のものを，その他の薬品としては，

化学用試薬特級を用いた。

表２に示すように，実験は，Ｒｕｎｌ～７，Ｒｕｎ８～

17,Runl8～24の３回に分けて行った。

Ｒｕｎｌ－７Ｊ

Ｒｕｎｌは，炭素源としてグルコースを，窒素源と

して硫酸アンモニウムを選んだ実験である。Ｒｕｎ２

では，炭素源及び窒素源としてグルタミン酸ナトリウ

ム（モノ）を選んだ。Ｒｕｎ３及びＲｕｎ４は，それら

に対する酵母エキスの添加効果を確認しようとした実

験である。Ｒｕｎ５では，炭素源及び窒素源としてカ

ザミノ酸を選んだ。Ｒｕｎ６は，Ｌ培地，Ｒｕｎ７は，

Ｌ培地十グルコースである。

Ｒｕｎ８－１７

Ｒｕｎ８は，Ｌ培地，Ｒｕｎ９は，Ｌ培地の往復振鐙

培養である。ＲｕｎｌＯとＲｕｎｌｌは，グルコースとグリ

セロールの効果の比較のため行った。Ｒｕｎｌ２は，カ

ルシウムの添加効果を確認しようとした実験である。

Ｒｕｎｌ３及びＲｕｎｌ４は，それぞれ酵母エキス及びペプ

トンの増量効果を確認しようとした実験である。Run

l5は，ペプトン＋無機塩類，Ｒｕｎｌ６は，それから硫

酸アンモニウムを除いたものである。Ｒｕｎｌ７は再現

性確認（Ｒｕｎ８と同じ）のための実験である。

Ｒｕｎｌ８～2４

Ｒｕｎｌ８及びＲｕｎｌ９は，何れもＬ培地であるが，前

者はＲｕｎｌ～17において使用されたものであり，後

者は，標準Ｌ培地である。Ｒｕｎ２０は，Ｌ培地のペプ

トン及び酵母エキスを２倍にしたものである。Run

21は，さらにそれにカゼインを加えたものである。

Run22は，Ｆ３倍地と呼ばれる天然培地である。こ

の培地は，Ｂａｃｉ""ｓｓｕＭ"ｓＭＴ－２/ｐＭＫ１に対する遺

伝子供与株であるＢａｃｊ"ｕｓｓｔｅαγotheγ､o”んsＭＫ２３２

の良好な培地である。Ｒｕｎ２３は，炭素源として，グ

ルコースを，要求性アミノ酸として，トリプトファン

及びロイシンを，窒素源として硫酸アンモニウムを使

用したものである。Ｒｕｎ２４は，炭素源及び窒素源と

してカザミノ酸に，カザミノ酸に含まれない要求性ア

ミノ酸であるロイシンを加えたものである。

１．３培養実験手順

培養実験は，試験官による前培養とそれに続くフラ

スコ培養により行い，フラスコ培養終了後，培地の

OD660及び培地上清の酵素活′性を測定した。試験管に

よる前培養は，カナマイシンを５ﾉｕｇ/ｍｌを使用して，

振鎧恒温槽中37℃で21～24時間（表２）行った。培養

実験には，容量500ｍlのバッフル付き三角フラスコを

使用し，表ｌに示す各種培地lOOml中に，前培養液ｌ

ｍｌを植菌して開始した。３７℃に保ったロータリー振

鐙式のインキュベータ中,160rpmで16～21時間(表２）

培養を行った。ただし，Ｒｕｎ９のみについては，往

復振鎧培養を行った。

１．４分析法

培養終了後，分光光度計により培養液のOD660を，

ｐＨメーターにより培養液のｐＨを測定した。OD66oの

測定に関しては，吸光度の実測値が0.1前後となるよ

う生理食塩水で希釈を行った。酵素活性は，培養終了

後の培養液上清（15000rpmで５ｍｉｎ遠心分離）を試

料としてカゼイン消化法（基質：ハマルステン氏法カ

ゼイン）により測定した。

２．実験結果及び考察

表３，表４及び表５に実験結果を示す。

Ｒｕｎｌ，２，３，４及び５より，グルコース＋硫

酸アンモニウム（Ｒｕｎｌ），グルタミン酸ナトリウム

（Ｒｕｎ２）あるいはカザミノ酸（Ｒｕｎ５）を炭素及

び窒素源とした場合，増殖，酵素生産ともほとんど起

こらず，酵母エキスを加えると（Ｒｕｎ３及び４），増

殖，酵素生産にかなりの向上が見られる。Ｂａc"んｓ

ｓｕ航"sMT-2/ｐＭＫ１の増殖及び酵素生産には，ビタ

ミン，アミノ酸，ミネラルの存在が有効であることが

示唆される。Ｒｕｎ６及び７の結果より，Ｌ培地にグ

ルコースを加えても増殖速度は変わらないが，酵素生

産が大幅に減少していることがわかる｡即ち，グルコー

スを培地に加えることにより酵素抑制が起こってお

り，直接の抑制因子は，グルコースの解糖による代謝
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Table5Experimentalresults（３）
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Table3Experimentalresults（１）Table2Experimentalconditions

産物である有機酸によるｐＨ低下の可能性が高い。直

接分析による有機酸生成の確認は行わなかったが，

Ｒｕｎ７に限らず，グルコースを使用した培地（Ｒｕ、３，

１０及び23）において，培養終了後の液ｐＨが５～６と

低いことから間接的にその生成が示唆される。また，

Ｌ培地での最終ｐＨが8.24であるのに対し，Ｌ培地十

グルコースの最終ｐＨが5.26であることから，Ｂａc"‐

んｓｓ妨雌ｓＭＴ－２/ｐＭＫ１は，グルコースをエネルギー

源あるいは炭素源として優先的に資化する特性を持っ

ていると考えられる。

Ｒｕｎ８及び９より，ロータリー式の振鎧培養（Ｒｕ、

８）と往復式の振鐙培養（Ｒｕｎ９）では，増殖に差

異は無いが，酵素生産は，往復式はロータリー式の1.

2倍となっていることがわかる。このような差は，培

Table4Experimentalresults（２）

ACtivity／
Ｇｒｏｗｔｈ

[U/ml］

BrothpH
after

cultivation

Culturein500ml

baffledflask

at37℃（＊2）

Ｇｒｏｗｔｈ

(OD660［一］

Protease

）activity
［U/ｍｌ］

Pre-culture

intest-tube

at37℃（＊l）

ＲｕｎＮｏ．

BrothpH
after

cultivation

Protease

activity

[U/ml］

0．１１

０．３４

6．１３
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1.32

1.06

0.52

2.88
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ｗａｓｕｓｅｄ．

＊２１mlofpre-culturedbrothwasaddedtｏｌＯＯｍｌ
ｏｆｍｅｄｉｕｍ（Tableｌ）ineachflask・

Arotaryshakerwasusedatl60rpmexcｅｐｔ

ｆｏｒＲｕｎ９（reciprocallO4rpm)．

Protease

）activity
［U/ml］

１
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０
１
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８
９

９
５
９
６
０
３
１
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３
４
３
３
５
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４

地中の溶存酸素が振鐙方式により異なるためと考えら

れる。ＲｕｎｌＯ及び１１より，グリセロールもグルコー

スと同じく酵素抑制を引き起こすことがわかる。グル

コースとグリセロールは，何れも解糖経路においてグ

リセルアルデヒドー３－燐酸以降は同じ経路をたどる

ので，これ以降の代謝産物（特に前述したように有機

酸）が直接の抑制因子となっている可能性が極めて高

い。Ｒｕｎｌ２より，塩化カルシウム添加の効果は，今

回の実験では，あまり認められなかった。Ｒｕｎｌ３及

び14より，酵母エキスの増量は，酵素生産にほとんど

効果を示さないのに対し，ペプトンの増量は，酵素生

産をかなり向上させることがわかる。しかしながら，

Runl5及び１６より酵母エキス抜きのペプトン＋無機

塩培地では，増殖及び酵素生産とも不良であるので，

酵母エキス中のビタミン，ミネラルも重要な役割を果

たしていると考えられる。Ｒｕｎｌ７の結果は，Ｒｕｎ８

の結果とよく一致していることから，実験の再現性は

良好である。
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Ｒｕｎｌ９及び20より，Ｌ培地で酵母エキス及びペプ

トンを同時に２倍に増やすと，0,6602.1倍，酵素活

性１．４倍となり，菌体増殖及び酵素生産に対してかな

りの効果があることがわかる。また，Ｒｕｎ２１より，

カゼイン添加の効果は全く無い。Ｒｕｎ２２の結果は，

Bacj"ｕｓｓｉｅαγo伽γ'nopMz‘ＳＭＫ２３２の良好な培地であ

るＦ３培地は，Ｂａｃｊ"ussu6MsMT-2/ｐＭＫ１に対し

ては少なくとも酵素生産については効果が無いことを

示している。Ｆ３培地は小麦粉を懸濁状態で含有して

いるので，OD660の測定は行わなかった。Ｒｕｎ２３及び

24は，炭素源十窒素源十要求‘性アミノ酸を別々の方法

で満たした培地による実験の結果であるが，増殖，酵

素生産とも極めて不良である。これらの培地において

は，Ｌ培地に比べ，ビタミン及びミネラルが不足して

おり，ビタミン及びミネラルの役割の重要‘性を示す結

果であるとも言える。

結言

Ｂａｃ"んｓｓｕ６雌ｓＭＴ－２/ｐＭＫ１によるプロテアーゼ

生産を目的としたフラスコ培養による培地の検討を

行った。その結果，以下のような知見を得た。

（１）グルコースは，非常に資化され易い炭素及びエ

ネルギー源である。しかし，その代謝産物であ

る有機酸により酵素抑制を引き起こしている可

能性が高い。

（２）振鐙様式により酵素生産量が異なることから，

溶存酸素が重要な因子であることが推察され

る。

（３）カルシウムの添加は，繭体増殖あるいは酵素生

産に対して効果が認められなかった。

（４）遺伝子供給株であるＢａｃｊ"ｕｓｓｉｅαγo伽γmopﾉhj‐

ノｕｓＭＫ２３２の良好な培地（Ｆ３）は，Ｂａc"んｓ

ｓｕ６伽ｓＭＴ－２/ｐＭＫ１に対しては有効で無いこ

とが判明した。

（５）炭素源及びビタミン，アミノ酸，ミネラルをバ

ランス良<含んだ（Ｌ培地の如く）培地が菌体

増殖及び酵素生産に欠かせないものであること

がわかった。
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