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はじめに

苦者らは砂舟細胞壁溶解酵素の強力な生産菌として.

Stretlomyces hygroscottcus202株1)およびSt.arge時

teolus 042株引を分離同定したのち，菌の地航ならびに

胞子1''i1'.のよい斜面培地lζ継代精養し保存して来た し

かし静ぷの分離精製を行なうために継代培益を繰り返し

た凶を使用すると液体倍養H:移した時.終解M素の生産

能が著しく低下している湯合があった。乙れは他の発併

生産幽株でもliit々 起る現象であり .乙れに対処するため

に人工変異株の分離が試みられたり ，分離した菌株の性

質を変える ζ となく保存する方法が，それぞれのすL窃で

検川されて来た われわれの場合も低下した府系生陀能

の凶彼をはかり.且つその特性を維持できる薗妹の保存

条件を6'{[¥Lしておく乙とが，今後の研究を進める上で必

須の課題であると与えた。そ乙で各種の方法を試みた結

果.紫外線照射によって再び高い隣家活性を示す菌株を

分離することが出来.その菌株は適当な分散媒巾でff;性

を保持させながら，冷蔵ないしは冷凍保存できる見通し

が得られたので報告する。

実験方法

1 紫外線照射によって欝素生産能を回復した菌の分隊

方法

斜而培?lした保存菌の懸濁液の 0.2田lをTable1また

はTable2311<::示す手板借地K接種し，胞子がよくお生

するまで約2週間， 280Cで活益した。生育した菌はかき

とり 10田lの生均的食溢水の入った試験管中に懸濁した。

しばらく締罰し.菌糸フラグメントの多い上層と爽雑物

か多い下前をのぞいて，中間の胞子府を集めた。乙れ

( I ) 

Table 1. Yeasl-agar medium 

Dried baker' s yeast 

K2HP04 

MgS04・7H20 

Distilled water 

pH 7.0 

Agar 

10.0 g 

2.0 g 

0.1 g 

1000 ml 

20.0 g 

Table 2. Tyrosine-agar medium31 

Glycerol 15.0 g 

L-Tyrosine 0.5 g 

L-Asparagine 1.0 g 

K2HP04・7H20 0.5 g 

NaCI 0.5 g 

FeS04・7H20 0.01 g 

Distilled water 1000 ml 

Trace salts solution 1.0 ml 

pH 7.2 -7.4 

Agar 20.0 g 

Composition of trace salts solution 

FeS04・7H20 0.1 g. MnCl2・4H20 O.lg 

ZnS04" 7H20 O.lg， Distilled water 100ml 

をさらに希釈して約108細胞/mlの懸濁液 (620nmの

O. D.1ti'i:が0.045付近)を作成した。 ζの10mlを直径9

C皿のシャーレに人れマグネチックスターラーを用いて撹

伴しながら約40c田の高さから紫外線 (15wの殺幽灯)の
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照射を行なった。 300秒まで二照射する間，適時一定量を

採取し106-103倍 lζ希釈したのち，その 0.1mlを取り

出し，居手母を含む二層の寒天平板培地1'1ζ流した。 28
0

C

で培養し一週間後コロニ一周縁の酵母溶解帯の明確で大

きいものを選んで酵母液体培地 CTable1の組成より寒

天を除いたもの)1ζ移植して28
0

C，48時間振慢し前培養

とした。乙の 5mlを大立粉培地 (Table3) 100 ml中κ

Table 3. Soybean medium 

Soybean flour 

Dried baker' s yeast 

Kz HP04 

MgS04・7HzO

Distilled water 

10.0 g 

10.0 g 

2.0 g 

0.1 g 

1000 ml 

pH 6.8 -7.0 

移植して上と同様 4日間培養した。培養上清 0.5mlを用

いて濁度減少法れにより酵母細胞溶解活性 CLyticact-

ivity， L. A.)を測定し，次式』とより%で表わした。

n内-D，
L. A. (%) == ←一三ご~x100

ムノO

Do;酸素を加えない隣母懸濁液の吸光値

D，;僻素を加えた酵母反応液の吸光値

また L.A.の高かった平板上の菌は， Table 2のチロシ

ン寒天培地および Table1の酔母寒天培地に移植して以

下の保存試験に供した。

2. 菌の保存試験

物 学

Table 4. Yeast-starch-agar medium 41 

Soluble starch 

Yeast extract 

Agar 

Distilled water 

10 g 

2 g 

15 g 

1000 ml 

pH 7.0 

Table 5. Asparagine-glucose-agar 

":..~5 ) meQiUm 

Asparagine 0.5 g 

KzHP04 0.5 g 

Beef extract 2.0 g 

Distilled water 1000 ml 

pH 6.8一7.0

Agar 17.0 g 

Glucose 10.0 g 

Table 6. Nutrient agar COxoid) 

‘Lab-Lemco' beef extract 1 g 

Yeast extract COxoid L 20) 2 g 

Peptone Wxoid L 20) 5 g 

NaCl 5 g 

Agar 15 g 

Distilled water 1000 ml 

a)継代培養保存法。上記培地のほかに.酔母エキス pH 7.4 

・でんぷ!0寒天培地 CTable4)およびアスパラギン ・

グ‘ノレコース寒天培地 CTable5)に萄を接種し， 280C. との懸樹液を 2田lずつ c)と同様分注して 4
0

Cで保存し

2週間生育させた斜面培養を， 50

CIC保存した。 た。

b)流動パラフィ ン重層法6)0 042菌株ではチロシン e)寒天斜面培養の凍結保存法61。小型スクリューキ

寒天斜面培養および酵母エキス ・でんぷん寒天斜面培養， ャップバイヤノレiζb)と同じ組成の斜面培地をつくり.

202菌株では両手母寒天斜面培養の上lC滅菌した流動パラ 菌を充分生育させたのち密栓して 20
0

Cで凍結保存した。

フィンを借地の上 1c阻まで重層し，密栓して 4
0

Cの低温 f) 50%グリセリン懸濁液凍結保存法ヘ b)と同じ組

室IC保存した。 成の平板情地lζ生育させた菌を集めて滅菌した50~ぢグリ

c )蒸留水懸濁法6)0 b)と閉じ組成の平板培地に生 セリンIC懸濁し小型ノミイヤJレに分注し密栓してから -20

育した菌を集めて滅菌蒸傍7)<.IC懸濁し. 2 mlずつ小型ス 。Cで凍結保存した。

クリューキャップ付パイヤルIC分注し .40Cの低温室IC g)液体窒素による凍結保存6L 醇母寒天埼養および

保存した。 チロシン寒天tき養の場合は50%グリセリン懸濁液とし，

d)希薄寒天液懸濁法610 c)と同様に渚養した菌を 静母エキス ・でんぷん寒天培養の場合は胞子若生が少な

滅菌した 1/10.000濃度の TritonX-100溶液(保湿剤) いため滅菌したコルクボーラーで菌体を含む寒天をうち

中に懸濁し，乙れに加温溶解した栄養寒天 (Oxoid， ぬき50%グリセリンを入れたパイヤノレに 5-6校加えて

Table 6)を最終寒天濃度1.25g/1になるように加えた。 浸潰した。乙れらのパイヤノレをアヤトン中につけ， ドラ

(2 ) 
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イア イスを除々に加えてi~l度の降下速度を毎分 1 oC前後

になるよう調節しながら試料を 300C付近まで下げて完

全lζ凍結させた。ついで液体窒索中(-1960C) Iζ移し

て急激iζ温度を下けてそのまま保存した。

h)凍結乾燥法ヘ b)と閉じ組成の平板沼地に伶.育し

た歯を集めて滅歯した分散媒(スキムミルク 10~ ， グル

タミン酸ナト リウム l匂)中K懸濁した。これを滅菌し

た綿栓付アンフル (6x 100 mm)中11:0.1 mlすっ分注し

たのち，綿怜を 3-4 mlll筏して炎でやき .チューブ内に

約 1CIlI押し込み，乙のアンプノレをアセトンにつけ， g)の

場合と同じ要領でトライアイスを加え 300Cまで下けて

から真空凍結乾燥機で乾燥させた。終了後，五般化リ ン

を入れたデシケーターに移し真空ポンフで 1-2時間減

[E乾燥し，アンフノレを取山し.凍結乾燥機の多岐行iζ装

将して真空lとしてから綿伐の上部をパーナーで・冷封後，

4
0

CK保存した。

i) L-乾燥法九乙のJj法は少量の胞子懸i~~i夜の水分

を点空下で急速に蒸発乾煤させて保存する}j法である。

録作は予備凍結の部分を除き h)の項とIriJ織であるが.

分散媒は 3%クツレタミン駿ナトリウムを含む 0.1Mリン

酸緩衝液 (pH7.0) をITI~ 、た。 シャーレ 4 枚分の胞子を

4 mlの分散媒に懸溺し， L-乾燥用アンプノレ (8x 110 

m田)11: 0.1 mlずつ分注した。 綿栓を切って約 6cm権中κ

押し込み，綿後より上をバーナーで熱してひいて細くし，

乙のアンプルを点空ポンフで20-30分減圧乾燥し完全K

乾燥したら細くした部分をjl}びノ、ーナーで点常熔封した。

凍結乾燥薗体の場合と|口]綴 40Cで保存した。

lカ月保存後の2021道および7カ月保存後の042簡の

一部について L.A. の.vv.!F. fj~を調べた。 残り は a引き続き

同じ状態で保存した。 202菌のtt:{子i釈を測定するためつ

ぎのような倣作を行なった。 O.HぢTween80を含む滅

菌した生.HI1的食糧*'1 ml中K保存した幽の胞子の少量を

とって出来るだけ均質な懸濁液を作り.一部をとってト

ーマ氏血球計算燃を用いて顕微鏡により全胞子数を計算

した。一方懸溺液を適当なiQ;変lζ./j;釈したのち，その0.1

mlをMfま平仮培地に植歯しよくひろげてから280Cで格安

し，コロニー数を測定して生存胞F数を求めた。乙れよ

り，

生存胞子数
繭の生ft.'争~~一一一一一一 x 100を求めて%で示

全胞子数

した。

実験結果と考察

1. 202菌株および 042菌株の紫外線照射による酸素生

産能の回復

Table 7. Relationship between ir.."dia-

tion time and relative survival 

cells of St. argenteo/us 042 

time survival cells 

cfCC 4.2 X 1010 100 % 

40 6.9 X 109 16.4 

80 3.1 X 108 0.7 

120 2.5 X 107 0.06 

1.0 X 105 0.0002 

2.0 X 105 0.0005 

Table 8. Production of L.A.of mutants derived from 

St. argenteo/us 042 by irradiation of U. V. light 

time L.A. No. of 
tJme L.A. No. of 

tl打le L.A colony colony colony 

100 sec % 1∞ sec 唱6 Osec 9ぢ
41 11 74 21 20 8 

2 64 12 13 22 42 

3 16 13 46 23 11 

4 16 14 57 24 160 12 

5 14 15 68 25 45 

6 41 16 38 26 39 

7 17 17 19 27 70 

8 52 18 200 13 28 120 83 

9 50 19 78 29 61 

10 50 20 35 

( 3 ) 
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継代培養によ って自然に変異退化した菌の酵素生産能

を童生らせる手段として乙れまで多くの微生物Iζ用いられ

てきた紫外線照射法を選んだ。これに先立ち，紫外線

(2537 A. 15¥引を40cmの高さより 042菌株の胞子懸濁

液に照射して，照射時間と菌の生存率との関係を調べ，

Table 7 le示した。一般に変異株の出現頻度が高いと

されている10%以下の生存率を示すための照射時間は，

本菌の場合80秒以上にあると判断した。そ ζで胞子懸濁

液iζ100-200秒間紫外線を照射したのち，生き残った

菌を分離して液体培養し L.Aの生産能を調べた。Table

8で明らかなように， 042菌の28株中4株が70労以上の

L.A.を示し，その発現率は14%であった。また 202菌

株についても同じ方法で 100-300秒照射し， 72個のコ

ロニーの中から50%以上の L.A.を示した10菌株を分離

した。 Table9 Iとその結果を示したが， L.A.が最も高

Table 9. Production of L. A. of mutants 

derived from St. hygroscoticus 

202 by irradiation of U. V 

light 

N~. of time ム L.A 
colony nm 

No.of L A 
~~l~;y tJme 

5 3~Õc 54~ 憎う 18 15tec 52?!: 汚う

8 250 58 22 61 

9 100 55 44 60 

10 54 47 64 

12 60 72 200 62 

かったのは.No17株で64%であった。乙れは 042菌から

分離した No28株の83%1ζ比べるとはるかに低い値であ

るが，いずれも自然界からスクリーニングした時の原菌

株の L.A.le匹敵するものであった。直孝母細胞壁溶解

作用の主役を演ずるのはfi-クールカナーゼであり，放線

菌の生産する fJ-1.3ーグJレカナーゼはfJ-クソレカンによ

って誘導生成されることが報告されている。われわれの

分離した菌の場合も合成培地中にプストラン，自手母クツレ

カン，ラミナリンを添加すると，このJI闘に培養液中の溶

解隣索の生成が促進され， s-グノレカナーゼの活性も上

昇している乙とが観察されている九一方溶解酔素生産

能を失った菌では . ζ れらの誘導物質の添加効果は全く

認められなかった。紫外線照射によって細胞内の DNA

中にチミンダイ 7 ーが生成される乙とはすでに確認され

ているが7}，その後の研究によると，乙の変異にはさら

にいくつかの修復機構が働き，中でもエラーがちの修復

物

( 4 ) 

学

機構が変異成立の主因であるといわれているヘ 042菌

株や 202菌株の酔素生産能の回復には，果して上記のよ

うな修復機構が働いたかどうかは，明らかでない。いず

れにしても，紫外線照射によって L.A.生産能の高い菌

株を分臨するととができた。

2 菌の保存方法

つぎに，乙れらの菌の生理的特徴を失う乙となく必要

な期間，できれば半永久的le保存するにはどのような方

法がよいかについて検討を行った。従来斜面培地に継代

培養する方法が微生物の一般的保存方法として広く使わ

れているが，最大の欠点は菌の変異や退化の危険が大き

Table 10. Relationship between repeated inocu-

lation of strain 042 and its production 

of lytic acti vity 

No. of 

inoculation 
medium L.A. 

1 st Tyrosine-agar 689ぢ

2 nd Tyrosine-agar 57 

Tyrosine-agar 24 

Yeast-tyrosine-agarホ 32 
3 rd 

Yeast extract-starch-agar 54 

Yeast嶋 agar 74 

* One percent of dried baker' s yeast was 

added to tyrosine-agar medium 

Table 11. Relationship between repeated inocu-

lation of strain 202 and its production 

of lytic activity 

L.A 

medium 5 days 7 days 
culture culture 

Tyrosine-agar medium 58% 77% 

Yeast-agar medium 。 41 

Tyr. -agar m.→ tyr.-agar m. 6 

Tyr. -agar m.→ yeast-agar m. 62 81 

Yeast-agar m →yeast-agar m. 65 77 

Yeast..agar m.→阿部t-agarm. 28 50 
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いという乙とである。Table10にその一例を示したが.

042幽株を.闘の生育と胞子の若生の良好なチロシン寒

天.ti}地lζ3回悩えつぐと，液体倍養液中に生産される L.

A.か次第に低下していく乙とがわかった。しかし 3凶

Uの移航時11::併母を含む培地を用いると ζの低下は抑制

された。Table1111::示したように 202菌株についても同

械の乙とが観察された。202爵を分離したずー仮上の!.!!洛

から，ますチロシンtift也に移植すると生育もよく L.A

は5896であった。つぎに同じ居地に植えつぐと L.Aは

6 %1と低下した。しかし 2回日K務ほ培地lζ植えっく、と

L. A.生:@能は全く低下しなかった。はじめK平仮ヒよ

り防母斜面!fit也lζ移植すると，その菌のし A が液体!i}

地に現われる口数は.チロシン培地lζ移植した菌の場合

よりも5日程遅れるととか観察された。乙れは 2回目以

降の値えつぎでは正常の生産経過に戻った。しかし防母

のみを有機栄益源とするほ地で継代倍養をくり返すと閣

の~勉ーが次第Kわるくなるため，この方法も好ましくな

t'c思われた。以上の結果から継代培養は本薗の保存κ

適切でないと判断した。

っさに継代精妥に代る菌の保存方法として1z:験方法の

項でのべた 8種類の方法について検討した 乙のうちb)

-d)の方法は，蘭を駿索との後触を断っかあるいは栄養

分を除いた条件のもとで代謝速度を低下させて保存する

方法であり， e) - i )の方法は菌を凍結するか水分を除

去して細胞内の代謝を休止させた状態lζ して長時間生存

させる万法である。

042菌株は 7カ月保存後の標品を，202 ~株は l カ )j

保作後の標品を用いて，まずチロシン2E天沼地および防

母恕天借地lとそれぞれ生育させて液体!Pi1!f11::移してその

L. .̂ . pv_性能を測定した。042閣についてはその時のグ

ルカナーゼの活性を，202菌Kついては生在市も凋ベ

た。その結果を Table12および Table13 1と示した

か，代謝を低下させて保存する方法としては流動パラ

7イン者防法が，代謝を休止させて保存する刀法の中

では50必グリセリン懸渇液凍結保存法かそれぞれよい

成績を示した。前者の場合，流動ハラフィンを畳間し

た斜l布情地から菌を植えつぐと繭糸の生育か不良になる

羽合があったが，一旦生育すれば菌の L.A.ltjl討をの科

Table 12. Production of Jytic or.zyme activity from strain 042 

after seven month's storl'lge 

preservation slant L. A. gl ucanase culture 

Slant culture covered with tyr. agar事 795b 1.1 U/ml 
liquid paraffin at 4.C yeast agar *事 78 1.2 

Spore suspension in distilled tyr. agar 55 1.1 
water， stored at 4.C yeast agar 20 0.4 

Spore suspension in 0噌 125% tyr. agar 73 1.2 
Oxoid agar， stored at 4.C yeast agar 65 1.1 

Slant culture kept in a freezer tjr. agar 73 2.0 
at -20.C yeast agar 70 1.0 

Spore suspension in 50~ぢ tyr. agar 73 1.0 
glycerol， stored at -200C yeast agar 83 1.1 

Spore suspension in 50% tyr. agar 77 1.0 
glycerol stored in liquid N yeast agar 26 0.3 

Freeze dried spore kept in 
a cold room at 4.C tyr. agar 26 0.3 

Suck.dried spore kept in a 
cold room at 4 oC tyr. agar 26 0.3 

After preservation， the strain 042 was inoculated to tyrosine.agar 

medium* and yeast.agar medium輔 respectively.

( 5 ) 
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Table 13. Production of lytic enzyme activity from strain 202 

after one month storage 

Preservation 

Slant culture covered with 

liquid paraffin at 4
0

C 

Spore suspension in 0.125，杉

Oxoid agar，stored at 4
0
C 

Slant culture kept in a 

freezer at -20
o
C 

Spore suspension in 50 % 

glycerol stored at -200C 

Spore suspension in 50 % 

glycerol stored in liquid N 

現性は高かった。後者の方法では分散媒として用いるグ

リセリン濃度は，通常.lO-15匂の場合が多いようであ

るが，放線菌K閲しては特殊な性質を保持させるためK

高い濃度が適しているといわれているので.今回は50%

を採用した。

液体蜜索中 ( 196
0

C) K保存する場合も同浪度のグ

リセリンを分散媒として用いた。凍結の際はすべて緩慢

凍結法を採用した。液体窒素中IC:保存した L.A.の産生

能は標品lζよってばらつきが見られた。これは保存後の

融解速度!C:問題があったのかも知れない。 一般に保存温

度は低いほど良いようであり，凍結時の菌の死滅が少な

ければ凍結保存法は良い方法であると考えられる。今後

分散媒の種類や濃度.凍結や融解速度を考慮しながら保

slant 
survival L. A. 

culture 

tyr. agar 
% 

43
7杉

l

yeast agar 55 

tyr. agar 55 

yeast agar 10 

tyr. agar 
17 

40 

yeast agar 42 

tyr. agar 
94 

51 

yeast agar 12 

tyr. agar 
100 

23 

yeast agar 62 

広く調べられており，乙れによると32属929菌株が乾燥

直後ではいづれの属の菌株もすべて再生育し，保存上困

難な点はないとされている。 ζれより前K箕浦101は放線

菌の中には植つぎ， mineral oil seal，土境保存，凍結

保存では長期間保存できない菌株のあるととを示したが，

乙の点について清野引は，その様な labileな菌は新しい

物質を生産するという事実から分雛された新菌株iζ多い

ので，乙れらを凍結乾燥法で長期間変異せずに保存し得

るかどうかは，今後の課題であると述べている。これら

を参々にして欣線菌のL乾燥法Kついてもさらに検討す

る予定である。

要 約

存温度を考えて乙の保存法のより良い条件を検討したい 著者らの分離した放線薗 St.Ilygroscoticus 202およ

と考えている。胞子を懸濁液として冷蔵保存する協合は び.St. argenteolus 042の静母細胞壁画手業生産能は斜

分散媒として蒸留水よりも希薄な栄養寒天液を用いる方 面精養を繰り返すと次第κ低下したが，紫外線照射Kょ

が良いようであった。一方 042鈎について水分を除去し って，再びζれを回復させる乙とがで・きた。

て保存する凍結乾燥法と ，L乾燥法を行L叶。'CIC:保存 8極の保存法を用いて2種の菌の保存を試みたうち，

した。 7カ月後の菌の生育は良かったが，醇ぷの生産 最もよく し A.のと主E霊能を維持できたのは流動パラ フィ

能は 3分の IK低下した。乙の鹿由はまだ明らかにされ ンを重附した斜面培養を冷蔵 (4
0

C)保存する方法と，

ていないが，代謝を休止させる手段としては，乙の}j法 胞子を50%グリセリンに懸濁して凍結保存する方法であ

より凍結させる方法が，本菌の場合より安全であると判 った。ついで希薄栄妥寒天懸濁液の冷蔵保存法と寒天斜

断された。放線菌類の凍結乾燥保存法は清野91によ って 而消長の冷凍保存法が良好であった。

(6 ) 
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(昭和59"f:11JJ 6日受原)

Jn prevlOus sludies， two microorganisms， whlch strongly produced yeast-lytic enzyme were isolated and 

Identified as Streptorrり'ceshygroscopicus 202 and S. argenteolus 042 

Lately repeated lOoculations of thE'se werE' found to cause gradual decreases of the lytJC actJvity. 

However the activity was restorcd to the level of that of the ongJnal strains by JrradiatJOn of X-ray 

The reactivated slrains were subjected to the storage test using vanous preparations such as the slant 

cultures， the spore suspenslOns suspended in d1fferent medJ8 and the dned speCJmens. 

After the preservatlOn for one monlh with the strain 202 and for seven months ¥V1th the stra1n 042， the 

slant culturos covered with liquid n-paraffin kept at 4
0

C and the spore suspenS10ns in 50% gJycerol kept 

at 2ぴ'Cwere superior III survival and keeping the producibility of the Jytic enzyme. 

ln the cases of the spore suspensJOns in diluted nutnent agar kept at 4
0

C and the sJant cultures kept 

at 20
o
C， the produciblllty of the lybc enzymo was aJso relatively high 
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