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MorioAKAK王，YoshioNIS‡IIDÅ，Makoto日量SÅMÅTSU  

andTetsuyaYÅMÅDÅ  

代わる簡単な培地としてCzal）el（－Dox橡地を採用した  

が．本培地の窒素澹であるNH4NO。では本萬の生育が  

見られなかったので，これをアミノ酸に腱き扱え曳霧含  

有率を椚一定比率とし又グルコ…スは3％とした。Table  

lにCzal）ekJ）ox改良料地の組成を示した。  

Tablel．Czapek－Dox改良培地  

緒  嘗  

微生物による藁∈瀾生應は高等縫物のそれと異なりエ  

業約手段で行えることから将来の動き瀾資源取得の十方  

法として概梅的に研兜が進められ，鰍こ酵母培養による  

菌体がS主ngle Ce‖pl・Otei†lとして既に実用化の段階に  

ある。この菌体そのものの利用に則し蘭体から体外に震  

‡ヨ督を分泌させ，この蛋白質を取得する研究が細菌を対  

象として鵜商らjhlj）によりなされたが，この壁良質牡  

鹿を醗酵食品として古くから人頬になじみの深い酵馴こ  

置き換えた方が安全性の上でより有利であるし，又菌体  

がはるかに大きいことから培養彼の分離も容易であると  

の見地から酵母による菌体外衣‡；1翳（Exモrace11uはr pでか  

tein，ECP）の生産を検討した。先に著者の…ハ′▲人赤木がにJ  

然界から分離したキシロース整化件のX劇19母萬を，有  

望株として選択し苅■揖ぬ卿肌椚叩．に属する新礫と同定  

し15－1露），この有望株7晶漁明矧ⅦSp．X…19による菌体  

外蛋白磐鑓感服∴いて，培地灸軋 培餐条件等種々検討  

を行った細欄㌔  しかし，その培地組成はYM培地を使  

用したため，さらに実相性に富む安価で人手し易い培地  

の検討を行い大鹿培養を試みた。  

実験方法及び結果   

1．各種アミノ餞の影啓  

1）培地組成  

1酢粗呵錮）のようにこの酵馴こよるECp生産はYM  

培地で初発p‡iを3にした時のみなされる。YM培地に   

‡長澤窮！60勾こ6月29】ヨ 受理  

グリシン  0．3（％）  

K乏HPO庵  0・1  

MgSO庵・7Hユ0  0・05  

KCl  O，05  

FeSO4・7H之0  0．001  

グルコース  ・3．O  

pH  3   

2）培養条件   

新鮮な斜面培養から一白金耳をとり，100mJ啓三角フ  

ラスコ咋のYM培地25mJに接秘し，300C，24時間，  

固乾擬敵機（135rpm）で前橋進級，薫の0・2mJを100  

mJ容三角フラスコ中のCzapek－Dox改良培地25mJに  

按礫し，300C，48時間開脚欄擬教条件で培滋した。   

3）蛋白質の摘出と定数   

増童終了後特務液を遠心分離機で菌体と上松液に分離  

し，菌体は0．05N NaOH25払ぃ針加え撹梓後，遠心分  

離（12000rpm，5mill）してアルカ】j洗浄・液を禅た。これ  

と上澄液にそれぞれトリクロル酢酸（TCA）を7％にな  

るように加え生じた沈澱を遠心分離で褒めてさらに5％  

TCÅで洗浄した後，この沈澱を0．1N NaOH25111′に  

溶解し，ミクロピューレット法22）で蛋白質の産威を縛っ  

た。   
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ろ液 アルカリ抽出   蛋白質（pg／姐）  

毅変（％）  

Ala O．356   

Val O．468   

もe11 0．524  

工1e O．524  

Me七  0．596   

Trp O・409   

pbe O．660  

Pro O．460   

Gly O．300   

Seェ、 0．420  

でb王・ 0．476   

Cys O．700   

でyェー  0．724   

Asn O．300  

Gln O．292   

Lys O．365   

His O．207   

Arg O．211   

Asp o．532   

Gユu O．588  

0  100  
生育（○）（喝／25舶）  

F主g．1．各樅アミノ酸の蛋白質召三産に与える影野   
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4）培養結果   

各種アミノ酸を窒素蘭として用いた培養結束をFig．王  

に示した。アミノ酸の秘密によりECPの生産性に大差  

のあることが判明した。  

2．アルギニンの影響  

1）アルギエン培地における培養経過  

生野 く○）（喝／258】り  

実験1の結果でアルギニンがECI）鑓魔性が敢も商  

かったのでアルギエン培地での培番線過を爽験1と同一  

条件で調べた。その培養結果をFig．2に示した。この  

鮪染地のアミノ酸にみられない特徴が見られた。即ち，  

アルダニン培地ではECP生産が36時間以降保持された  

ままであり，又pHも2了∋す後で維持されていることが  

分った。  

要貰日華（p広／l沼．）  

0  61215 2ム 丑〕36   ムB  72  

Fig．2．アルダニンを親米源にした時の時間経過  

96 時間  

初発pH  澱終pE   

3．05  1．85  

3．51  2．01   

3．95  2．10  

3．97  2．13  

4．70  2．01  

5．80  2，29  

6．42  2．42  

‡50  200 銀閣（○）（喝／26融）  

500  1000欝i摘（リg／叫  
∵∵‾二．  
ろ紙 アルカリ抽出   

Fig．3．初発pHの蛋白質舷遮に与える影響   



100  赤木盛郎・西田淑男   久松展・山田哲也  

2〉 アルギニン培地での初発pHの影響   

アルダニン培地での堵魔経過が他のアミノ酸とは興  

なっていることから，初発pIlを変化させてECPの生  

産性を見た結果をFi払3に示した。   

初発pH7ではECI）の生産はほとんど見られなかっ  

たがpH6以下で虫遮が見られpH5付近ではpIi3と  

変わらない生産性が得られることが判明した。又，ECp  

鹿渡時に必ず見られる菌糸の特輿約肥大細胞がpH3と  

pH5の堵巷でPboto．1，2に示したように同じ程度見ら  

れた。  

Table2．アルギニン商汲皮の影響  

淡
白
 
 

り
蛋
 
 

カ
の
 
 

ル
液
盈
 
 

ア
浄
質
 
 

の
鹿
 
 

波
質
 
 

養
白
 
 

堵
盛
 
 

終
H
 
 

最
P
 
 
 

発
H
 
 

初
p
 
 

アルギエン   
池度  

01211（％） 5  2・1 205（〃g／m′）1726（喝／m～）   

1  5  6．8  430  591  

3  5  7．3  －  21  

5  5   7．0  －  30  

ジャー ファメンターを用い窒紫波の比較を行った。   

アミノ酸を幾紫源とする吻合，グリシンのみが光学異  

性体を持たないため合成も容易で安価であるので爽射ヒ  

に有利である。又Fig．1に示したようにグリシンは鑓  

魔性も商い。グリシンを無税盤紫櫛に紀換した吻合，フ  

ラスコ規模の爽験で（NIも）2SO4（0．26％），NH4Ⅵ2PO4  

（0．46％），（NH2）ヱCO（0．12％）でかなり良好な結束が柑ら  

れ，特にNH4H2POヰ培地ではグリシン培地の約70％櫻  

度のECI｝生産が見られた。   

以上の点より，実用化の基礎爽放として培地ほCzか  

pek－Dox改良培地で盤来館としてグリシン，アルギニ  

ン，NHヰH2pO4 の3種をそれぞれ採用し，生産性を比  

敬した。本坊滋には30～容ジャーフ ァメンターを用い  

培地は20Jで行った。本来験の堵滋条件と結果をFig．4  

に示した。グリシンを親米源とした場合菌体収盤は良い  

がアルダニンの方がECP生産性により優れており，  

NH4H乏POヰ はアルダニンの50％程度のECP 蛍鷹で  

あった。  

孔；紬闇肌卯肌用叩．X岬19のタンク培華とECPの抽  

出  

1）タンク埴嚢   

襲用イヒの敢終段階での基礎爽放として800J容培沓タ  

ンクを用いて培地500′での培養を紙みた。培地は爽験  

3の結果よりECP商生産性と培饗管理の容易さの点よ  

りアルギエン培地を用いた。結果をFig．5に示した。   

培養の経過はほぼジャーファメンターによる培饗に敷  

似しておりECI〉生産性も同様であった。   

2）ECPの抽出   

ECPほFi払5に見られるように培養城中に全盛の約  

30％程度生威されたがこの回収は大規模培怨では祖難で  

あるので，本研究でほ菌体表面に輩放されただCPのみ  

抽出回収の対象とした。即ちECPは酸性軌当質である   

Pbotol・符′e力叩クrβ乃Sp．X－19の細胞（初発pH3．05）  

photo2・乃～血軍ク㌢ク乃Sp．X－19の細胞（初発pH4．70〉   

3）アルギエソ高波成増地における培餐   

アルダニンを変紫源とするとECPの盤凌が広いpH  

範囲で可能となることから，アルダニンが菌体の膜構造  

に彫啓を与えECPの生産を促進しているのではないか  

と考えられたので，アルダニンの高波度培地でこの生産  

性を調べた。   

結果をTabt¢2に示した。予期に反して商紗皮でほ生  

魔性が見られず，菌体もECP生應時に見られる肥大化  

が全く検出されなくなった。  

3・ジャー ファメンターによる予備培養実験   

タンク培滋による大盤培養の前段階として，30J容  
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40  50  10  ユ0  30  

積  寒  時  間  
培養条件   

前増益 YM培地100mJ／500mg坂口 300C振とう培凝詑時瀾   
本培養 20′張込み／30りar 授坪（200rpm）通気（10プ／nlin〉 内圧（0．5kg／c】が）300C  

酸素供給速度7．5×10→gmolO2／m7・min  

No．1（グリシン培地）  No．2（アルギニン培地）  No．3（NH4HユPO4培地）  

グリシン  013％  

K2日P玖  0．1  

MgSO4暮7H20  0．05  

KC1  0．05  

FeSO4  0．001  

グルコ岬ス  3．0  

消泡剤  

アデカノールLG12（～ 0．01％  

（旭電化）  

初発pH3．0  

1200C20分殺瀾  

L血アルギエン  0．21ま％ NHヰHヱPO4  0．46％  

Kニト11）0。  0．1  

MgSO4・7H之0  0．05  

KC1  0．05  

FeSO4  0．001  

グルコース  3．0  

消泡剤  

アデカノールLG126 0．01％  

（旭電化）  

初発pH  3．0  

1200c20分数萬  

KごトIl）0．  0．I  

MgSO4・7持20  0．05  

KCl  O．05  

FeSOA  O．001  

グルコース  3．0  

消泡剤  

アデカノールLGIZ6 0．01％  

（旭電化）  

初発p‡ま3．0  

1200C20分殺菌  

Fig．4．EC‡｝虫遮における褒素顔の相違  

ため締アルカリに易溶であり酸性側で直ちに沈澱する牲  

繋桜利用し，Fig．6に示す操作で回収し，爽鹸1）のタン  

ク特発によりECpをま380g，乾燥済体を1920g得た。  

考  察  

前述のように現段階でほ罰・7ぐカβ呼♂r∂〃Sp．X－1りによ  

るECp吸塵は親米濾を別にしてグルコ岬スを除けば無  

機塩を添加するだけの簡単な培地で可能となっており，  

ディスク電気泳動の結果から餐寮源を変えてもその  

ECf〉の蒼白質組成には殆んど変化がないことを確認し  

た。本蘭はキジロ岬ス異化性磯として白然界より分離さ  

れ，当研究室で升∫ぐカ0堺βJ▲β月に属する新種と同定され  

た株である1a）がガラクトース，マンノースも極めて良  

く資化し，これを淡紫源としてECP生産も行うことを  

確認している。従って爽用化に際しては安価な無機餐索  

源（この場合NH4HエアO。）と非食料源であるヘミセル  

ロースを組合せた培地の検討が経済的効果の衝から必要  

であろう。   
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ト鵬－  

ユ0   20  30  40  

箪  時  間  

堵嚢条件   
第1次瀞密養 YM培地100王Ⅵ′／500m～坂口2本300C振とう培登28時間   

第2次前略餐 YM培地20′／30JJarZOOrpmO．5volO．5kg／Cm2300C28時間  

l）11  0I）  

0時聞  6．22  

19時間  5．80  

24時間  7，70 15．74   
本 培 餐 アルダニン0．211％料地500J／80eけanlく×2基  

消泡剤 アデカノール 0．05％ 添加……ポリオキシァルキレン系  
操作灸件 換祥 通気  酸素供給速度  内圧  温度  

150rpmlOO∫ハⅥin 8．45×10…てgmol／mJ・min O．5kg／cm之 300C  

按棟数 第2次前略童液（28時間）を之×接種する。  

Fi払5・パイロットプラントにおけるECPの生産  

予測されたように，岬…・般の酵母勘当に見られる傾向と同  

じくメチオニン，システイン等の含硫アミノ酸が少ない  

ことによる壁督不良が見られたが，メチオニンを少数添  

加することでカゼイン並みに改脅された。しかし将来的  

にはECP単独でも叢白撃として評価を関る必要がある  

ので，トウをロコシ蛋白繋の商リジン震白鷹への変換方  

法と同株にECi）中の商含硫アミノ酸磯睾l蟹成分の増大  

化を何んらかの方法ではかることば，商吸塵性と共に率  

ECP8ま渡来用化の山深過と考える。  

要  約  

先の報磯で，菌体外に蛋白質を妾k威する酵母の選択を  

行い，キシロース資化性萬として著者の血▲人赤木が分灘  

したⅩ泄19母歯を選択し，その歯学的性質を調べ同産を  

行い∴汀潜血餅肌別儀の新種であることを報壊した。   

培養i夜（Ⅰ，00（川）   

ト再瀾  
l簑i棒 ＼Vet22．51くg  

Ⅳ皿叫」＝聖  
＼＼＝）11二：：1l■ 二川、J？り川＝  

1  

アルカリ抽出液  
「 

蘭 

く  
ト2  

竜ノjく懸濁  N＝dでl丑㍑∴和へ   

「富江過           ■  

菌体  

トェタノ血ル洗浄   

ぎ仙遠心分緋  

鮮明僧往】  

乾燥物（靂三CI））  

（漁；毒と】∴i80g）  

ト  
斑璧乾燦  

眩煤菌棒  
（I澱瀧1．t）20g）  

Fig．6．ECP及び菌体層収  

本来故により蚕三鷹したECP，菌体射習いての栄養附誠  

実故については既に報磯したが2a－28） ，このラット飼育試  

験に於てもアミノ酸分析のアミノ酸スコアーから怒ちに  
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本報告では，選択された酵牒卜釣吏如噸肋・併＝叩，X血19  

株の大鹿培餐について放射した。   

Czapek－Dox改良培地がこの酵母のECP牡鹿に有用  

であり，培地の教養漁として試験した20樅斬のアミノ酸  

の中，グリシン，アルダニン，アスパラギンがだCP敦  

盛に良好であった。アルギニンを登米源とした場合は，  

中性に近い培養でもECPを生威した。   

30′容ジャ鵬ファメンターを用いて，3椰斬の盤瀦漁  

についてECP生産の比椴を行った。グIjシンはブルギ  

ニンとほぼ岡魔のECPを壁越したが，燐酸アンをンで  

は約をの収鼠であった。   

増殖用タンクの全容数800Jのや間工楽試験月け倉嚢装  

匿を用いて，運転客層5駅‖で大数培養を2固行い，1．3  

lくgのECf，と1．9lくgの乾燥菌体を得た。   

だCPの栄養価についてほ，他の報告で述べた。  

本研究の・h、い〉一一部は，i昭和54年】0月20E＝≡箋本虚業化学金銅  

西支部・中郷文部合同大会及び，昭利57年4月1日日本  

農芸化学会大会において発表した。なお，本爽秋中タン  

ク培養は天野製薬∂おのパイlコットプラントを使用させて  

いただいた，御協力いただいた関係者に感謝します。  
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Sl川川lエ1り・  

lnも如pl・eViotlSPaperS，1ホ・】8‘2－き wehavere！）Orledontheselectionoryeaststrainp】・Oducingextraceilu払rprotein  
（ECP），a‡1dmorphologicala11dphysio重0由calcharacleris【icsorthese王ecte（istraill．TileSe蜃ecredyeas【，X」9離は毎  

W‡lichhadbeenisolatedasaxyloseuti】jzerbyM．Akaki，OneOftheaulhors，即Oducedappreciab】eamountorprotein  
i】1YMmediu王Ⅵ，andtilissけaillPrOVed10be払neWSl〕eCiesbejon如ぎfo七重1egenuS罰メたカ♂堺♂J℃払  

Inthispape】一，Wehavediscし】SSedはrgescaleproductionorECPbytheselecledstrain，れイcカβ岬〝J■0′JSP．X叫19．   

fnsiead orYMlⅥediも王m，Czapek棚Doxmer王iとim nlOd室月ed（glycine O，3％，KヱHPO。0．ユ％，MgSO4・7H。00．05％，   
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KC10・05％，FeSO4・7Hヱ00・001％，由ucose3・0％）provedtobeuserも王1触ECPprodtlCtion．Å1ⅥOngtWentykindsor  

alninoacidusedasnitrogensot汀Ceinthecu如remedillm，由yc加，arglnineandaspara留紬e gavegoodECPpro－  
dt】Ction・Aisoit＼沌SShownthata】、gininehasspeciaIprol〕ertiestoallowprodしICtionorECPby血yeastevenat  

neutra王COnditionsorthecuIture．   

Comp玖risonorECPproductionbyyeast，uSingjar托rmentorwith血eekindsornitrogensotll℃e，i．¢．，如ycine，  
ar如ineandammoniumphosphalemonobasic，WaSmade．’罰1e丘Il】capac叩Orthe托rme】1tOruSedwas30iぬ・S，and  
mol■maloperati喝VOlumewas20】iters・Asaresult，g】yc】negaVemearly血same王三CPyieIdasarg紬ine，a】ldam－  

moniumpl10Sphate】Ⅵ0】10basicgave長1a汀thesameECpyield．   

Largesca王ecultivationwiththisyeastwascarriedoutlwicebyusingpilotp】antcu】tivat主淵equip】nent，andl．3Kg  
OrECPandl・9Kgofdryce】lwererecovered．Theft11Icapacityofprogagationtankwas8001itersandnormal  
WOrkingvolしImeWaS500日ters．   

Nutl－itionalevaluationortheECPwasdiscussedintheotherpapers．ヱヰ，瑚   




