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　　A 　breeding 　study 　was 　performed　from　the 　vieWpoint 　of 　biocheinical　engineering 　to　obtain 　strains

ofmicroerganisrns 　which 　produce 　bialaphos（a 　herblcide）eMciently （high　productivity 　and 　high　yidd ）

from　inexpensive　substrates 　under 　low　oxyg ¢ n　concentration 　conditions ，with 　good 釦 tration 　ef 五ciency

and 　easy 　downstream 　treatment ．　 The 　strain 　ebtained 　was 　found　to　produce　about 　siX −hundred　times

higher 　product 　concentration 山 an 　the 　wild 　strain ．　 With 　this 　new 　strain ，it　was 　also　possible　to　use 　an

inexp∈nsive 　carbon 　source 　and 　to 　produce　bialaphos　under 　low　oxygcn 　concentration 　collditions ，with

good 五ltration　eMciency ．　 The 　activitiesof 由 e　tricarboxyhc 　acid 　cycle 　enzy π罵 s　ofthe 　new 　strain 　wcre

lowcr　than　those　of 　the　wild 　strain ，　while 　the　activides 　of 山 e 　glyoxylic　acid 　cycle 　enzymes 　of 　thc　new

strain 　were 　higher　than 　those　of 　the　wild 　strain 、　 When 　the　scale ・up 　was 　based 　on 　power 　consumption

（fbr　agitation ）per　unit 　vDlume 　of 　the 　reactor ，　bia】aphos 　production　in 出 e　300　kl　fヒrmentor 　was 　50％
of 　that 　ob 面 ned 　wi 山 Ule　3　i　jar　ferrnentor ．　 When 　the 　scale −up 　was 　based　on 　the　DO 　concentration

and 　the　DO 　conccntratien 　at 　thc　middlc 　of 　the　300　k1　fcrmentor　was 　centre ！led　at 　O、5ppm （Qptimum

DO 　concentratien 　for　bialaphos　production　in　the　3　t　ferment。 r），　bi齟aph 。 s　producti。n 　was 　incrcased

to　85％ of　that　obtained 　with 　the 　3’jar色rmentor ．　 Taking　the 　DO 　concentration 　gradient　in　the

300kl　fermentor　into　consideration
，
th¢ DO 　concentratien 　at 　the　bottom 　of 　the　fermcntor　was 　 main ・

tained 　at 　O．5ppm ．　 This　resultcd 　in　a　successful 　scale −up 　and 　bialaphos　production　increased　to　96％
of 山 e 　 maximum 　product孟on 　in　the 　3 ’jar　femlcntor．　 In　bialaphos　fem 】entation ，　production　of
bialaphos　is　greaUy　reduced 　when 　the　partial　pressure　of 　oxygen 　ls　increased，　 Methyladon　at　the

final　 step 　 of 　tle　biosynthetic　process　 of 　bialaphos　 was 　not 　induced　 under 　high　partial　pressure，
resuiting 　in　a 　low　bialaphos　conccntration 　duc　to 　thc 　accumulation 　of 　tbe 　deme 山ylated　derlvatives．

［Key 　words ：　bialaphos，　herbicide，　microergallirn 　metabolite ，　breeding，　i皿 dustrial　produc ・

tion ，　TCA 　enzyme 　actlVit ア，　oxygen 　supply ，　scale −up ，　DO 　concentration 　gradient】

は　 じ　 め 　 に

近 年，環境問 題 へ の 関心 が 高 ま り農薬 に よ る環境汚

＊
連絡先，Gorresponding 　author ．

染 に つ い て も種 々 論 じ られ て い る．こ の よ うな中で，

化学合成 で 得られ る非選択性茎葉処理 型除草剤 は ，毒

性，土壌残留 か ら社会問題化 し つ つ あ り，こ れ らの 問

題を引 き起 こ す心 配 の な い 農薬が求め られ て い る．微

生物代謝産物 は 天然物 の
一

種 で あ り，自然界 に お け る
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物質循環の 中で 容易に 代謝，分解 され るの で ，こ れら

の 要求に か な っ た もの で あ る．

　StrePtomlces　h）groscopiCtesの 生産す る ビ ア ラ ホ ス は，

非選択性茎葉処理型除草剤 で 殺草 ス ペ ク ト ラ ム が 広

く，生育中の 作物 の 根 か ら吸 収 され て 薬害作 用 を 示 す

こ とがなく，また 土 壌中で 容易に 代謝，分解され る の

で 土壌残留 の 問題 を 引き起 こ す心配がない ．1）こ の よ

うな 安全性 の 高 い 除 草剤の 創 出 は 高い 社会的 貢献度 を

もつ もの で あ る ．本研究は ，初め て の 微生物除草剤 で

あ る ビ ア ラ ホ ス の 工 業生産を確 立 す る こ と を 目的 と

し，変異処 理 株か らの 優良菌株 の 効果的な選別法 と，

ビ ア ラ ホ ス の 生合 成 を 促進的 に 進 め る メ カ ニ ズ ム の 解

明，さらに ビ ア ラ ホ ス の 生産菌 の 液内培養 の 際に 起 こ

る酸素阻害 が 問題 とな らない よ うに 考慮 した ス ケ
ール

・ア ッ プ 法 に つ い て 検討 し た もの で あ る ．

1． 工業生産 に適合 した優良菌株 の 育種
2）

　微生物代謝産物 を 工 業 と し て 確立す るた め の も っ と

も重要 な要因は ，使用す る菌株 の 性質 と能力で あ る と

い え る．こ れ に は優良菌株 の 育種 が 不可欠 で あ る．こ

れまで ，多 くの 企業が ア ミ ノ 酸発酵，核酸発酵，抗生

物質発酵 な ど多 くの 物質 の 工 業 化 に 成 功 した が，こ れ

は や は り菌株 の 改良に よ り達成 した もの で あ る．

　微生物代謝産物 の 菌株育種 に つ い て は ， こ れ ま で は

生産性 に 関す る 報告 が 主 で あ り，経験的あ るい は 試行

錯 誤 的 な 変異処理 が一
般 で あ り，合 目的的な ア ブ P 一

チ に 欠けた 面は 否 め ない こ とも事実で ある．こ の よ う

な 場合，取得 した菌株が フ ラ ス コ など小規模な培養装

置 で は 高い 生 産 を示 す が ，大 規模 な 培養装置で は な か

な か 再現性が得られ な い 場面 や ， ろ 過
・精製工 程 で の

収率 に 問題を生 じた り，廃水処理 に コ ス トが か か っ た

りす る 事実も多 く聞か れ，微生物代謝産物 の 工 業化 を

短時 間 に 効果的 に 成功 させ る に は か な りの 不確実性 が

あ る．

　工 業化を 短時間に 効果的 に 成功 させ る た め に は ，培

養 プ 卩 セ ス お よ び ダ ウ ソ ス ト リ ム プ 卩 セ ス を 含 む 工 業

生産 プ ロ セ ス に 強 く影響を及ぼ す要因をあらか じめ 考

慮し，菌株選別 を進め る必要があ る．我 々 は ，こ の 菌

株 の 選別 に 閧 して は ，生産 プ ロ セ ス に お け る 技術的問

題 の 中か ら，経済性 に 強 く影響を与え る要因 に 着眼 し，

効果的 で か つ 大量 に 処理可 能な菌株選別 シ ス テ ム の 開

発と，工 業的 に 適合 した 高生産能株 を 分離す る こ とを

目的 と し た ．

　 1．1　 野 生 株 の 親株 が 抱 え て い る技 術的諸問題
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Fig．1．　 Time 　course 　of 　bialaphos　fermentation　by　the
　　 wild 　stya 洫 in　P−1 皿 edium 　with 　glycerol．　Symbols ：

　　 ●，bialaphos；▲，　AMPB ；
・，pH ；ロ ，dry　cell 　weight ；

　　 ■
， glycero］．

bialaphos；
　　　O 　　　　　　　　　　　　 CH3　　　 CH3
　 　 　 rI　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 l　　　　　　 l
　CHs−P−CH2 −CH2 −CH −CO −NHCHCO −NHCHCOOH
　 　 　 l　 　 　 　 　 　　 l
　　　OH 　　　　　NH2
　 　 　 　 　 　 0
　 　 　 　 　 　 11
AMPB ； CH3−P−CH2 −CH2 −−CH −COOH
　 　 　 　 　 　 I　 　 　 　 　 　 　 I
　　　　　　 OH 　　　　　NH2

生産株の 育種 に 当た っ て ，野生株 の 親株が 抱えて い る

生 産 プ ロ セ ス に お け る 技術的問題 を 調べ た ．Fig，1 は

野 生株 （StrePtomPtces　hJgroscopicus　ATCC 　21750）に よ る

ビ ア ラ ホ ス の 発酵経過を示 した もの で あ る が，こ の 実

験 よ り次 の よ う な 解決す べ き多数 の 問題 が 観察さ れ

た ．まず，こ こ に 示 した 野生株の 培養は高価な グ リセ

ロ
ール を炭素源基質として 用 い て い るが，この グ リセ

ロ
ー

ル を安価 な グ ル コ
ー

ス に 替 え た 場合 に は ビ ア ラ ホ

ス 生 産は ほ とん ど見られ な い こ と，また グ リセ ロ
ー一ル

を使用 した場合 で も ビ ア ラ ホ ス の 生産量が 数十単位 と

低い 割 に は グ リセ ロ ール の 消費速度が高 く，菌体濃度

もきわ め て 高 い な どの 現象が 観察 さ れ た ．す な わ ち，

野生株は 生産物蓄積に 対す る基質効率が低 い こ とな ど

典型的な Carb 。n 　Catabolite　RegUlation を受け て い る

こ とが分か っ た．ま た ，野生株 は 形成 され る 菌体量 が

高い た め，醪 の 粘性 が 著 し く高 め られ，こ の 結果 液 内

培養｝こ は 高 い 酸素供給 を 必 要 とす る こ とや ，培養 ろ 液

の 回収 お よび ろ 過速度 が 低 い こ と などの 問題 が 生 じ

た．さ らに は ，培養後期に グ リ セ 卩
一

ル が 消失す る と

ともに pH が 上昇し，い っ た ん生成 した ビ ア ラ ホ ス の

分解が み られ，ア ラ ニソ 2 分子 が 外れ た 分解副 生 産物

AMPB が蓄積 す る な どの 問 題点が 観察 され た．

　 1、2　育種 の 着眼 点　　 こ の よ うに 種 々 の 問 題 点 を

有す る 野生株 の 育種 に つ い て ，工 業的生産 の 見地 か ら

N 工工
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Fig．2．　 ［
’

Ypical　inhibition　zenes 　of 　low（left）and 　high

　　（right）produc雌ve 　strains ．，

望 まれ る 育種着眼点 と，そ の 結果 期待され る 効果 を ま

とめ た ．

　（a ）
コ P ＝ 一

形成 の 小さい 株で は，単位細胞あた り

の 生産性の 高い こ と，ろ 過収率 が 高 ま る こ と，ま た酸

素供給量が少な くて 済む．

　（b）炭素源や窪素源の CatabOlite　Regulation の 解除

株 で は ， 培地 コ ス トの 低減が可 能 とな る ．

　（c ）分解活性 の 低 い 株 で は，生産濃度 の向上 と再 現

性が高まる。

　（d）綬や か な振盪条件で高い 生産を示す株 は，酸素

供給 が 少なくて 済む．

　1．S　薗株選別 シ ス テ 厶 　　上記 の 4 つ の 育種着眼

点 に 基づ き，ビ ア ラボ ス 生産 に 適合 した菌株選別 シ ス

テ ム を開発した ．

　菌株の 選別 に 先立 ち，ア ガ ー・ピース 法 3）が ビ ア ラ

ホ ス の 高生産株を選別す る 効果的な手法 で ある か ど う

か を検討した ．阻止円径の 大小 の 相違 ， すなわち 高生

産株 と低生産株 の ア ガ ー・ピ ース 選別系に お け る 相違

を Fig．2 で 示 した．写真 の 右の 菌株 は 左 の 菌株に 比

ペ ビ ア ラ ホ ス の 生産性が高く，阻止円径が大 きい ．

　次 に ，ア ガ ー・ピース 阻止円径 ， すなわ ち寒天培養

系 の ビア ラ ボ ス 生産 と液内培養系の ビ ア ラ ホ ス 生産 と

の 関係を鯛べ た結果，寒天培地 と液体培地 の 生産濃度

に 良 い 相関関係が 認 め られ た ．こ れ に よ りア ガー・

ピース 法が ビ ア ラボ ス の 高生産株 の 選別手法 と して 採

用 す る こ との 妥当性 が 確認 された ．なお ，ア ガ ー・ピー

ス の 検定菌 と して は，ビ ア ラ ホ ス の み に感受性を示す

が分解副生産物 AMPB に は 感受性を示 さ な い Hottus

sp．　MB −838 を用 い た．

　コ ロ ニ ー形成 の 小 さい 株の 採取　　コ Pt　＝ 一
形成 の

小さい株で は ， 単位細胞あ た りの 生産性 の 高 い こ と，

ろ 過収率が商 ま る こ と，ま た 酸素供給t が 少 な くて 済

Fig・3・　Colony　types　ef 　strains 　with 　progrcss 　h 　breed−

　　ing （frem　right　to　left）．　As　breeding　p：◎ grcssed，
　 　 colonies 　tended 　to　become 　srna 皿cr ．

むなどが 期待で きる．上述の ア ガ ー・ピース 法に よ る

選別法に 基 づ い て ，小 さt コ ロ ニ ーで 大 きな 阻止円を

示 す菌株 の 選別 を 検討 した ．Fig．2 の 写真 の 右 に 示 し

た よ うな ア ガ ー・ピ ース 上 の コ ロ ニ ー
の 形成 が 小 さ

く，か つ 阻止円径 の大 きい 菌株の 選別を繰 り返 し実施

し た ．育種 の 経過 を Fig．3 に 示 した が，左 か ら右 へ

育種 が 進む に つ れ コ ロ ；
一が 小さ くな り，胞子形成能

を失 っ た タ イ ブに な っ て ゆ く様子が認め られ た ．

　CatabOlite　RegUlati。n 解除株 の 選別 　　炭 素源 の

CatabOlite　Regulati。n の 解除株で は ，培地 コ ス トの 低

減 が期待 で きる．すなわ ち，Gluc。se 　Catab。1ite　R 。9U・

1ation解除株の 選別 に よ り， 高価な グ リセ ロ
ー

ル を用

い ず とも安価な グ ル コ ース で の 生産が可能とな る ．

　Glucose　Catabolite　RegUlation解除株の 選別 は ，
ア

ガ ー・ピ ース 培地 の 炭素源を グ リ セ ロ ール か ら グ ル

コ ース に替え る こ と で コ ロ ニ
ー
形成 が 小 さく，か つ 阻

止円径 の 大きい 菌株の 選別 を実施 した．そ の 結果は 得

られ た Glucose　Cataboiite　RegUlation解除株は ， 液内

培養系で菌体形成量が 著 し く減少 した こ と，また グル

コ ース を基質と した 揚合 の 生産性が 飛躍的 に 向上す る

な ど，aatabolite　Regulationを 受けに くい 菌株 に 改良

された ．

　生産物分解抑制株の 採取　　液内培養の 培養後期 に

ビア ラ ホ ス の 生成が減少 し，分解生産物 AMPB が増

加する こ と が見 い だ され た （Fig．1）．こ の 現象 は pH

コ ン ト 卩
一ル ，培地培養条件 お よ び撹拌条件な ど培養

面か ら分解活性を若干抑える こ ともで きるが，根本的

に は 菌株面 か らの 改善が 望 ま し い ．そ こ で
， 生産物分

解 の 少な い 菌株の 選別を検討 した．こ の 場合菌株の優

劣を は っ きり区別 させ る目的 で ，ア ガ ー・ピース 培養

系 で ビ ア ラ ホ ス が 分解 しやす い 条件 （塩化カ ル シ ウ ム
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Fig．4．　 Cernparisen　 of 　the　 wild 　 strain 　with 　 the 　im−

　　proved　 strain 　with 　 respect 　to　filtration　 ra ℃e　in　P−1

　　 medium 　wlth 　glucese．　 Symbols ： ロ ，　 dry　cell

　　weight ； ■ ，丘1tration　rate ．

な どの 添加 ）を 構築 し，一定量 の ビ ア ラ ホ ス を添加 し ，

阻止円の 大 きい （ビ ア ラ ホ ス 残存量 の 多 い ）菌株を 低

分解活性変異 株 と して 分離 した ．

　 ビ ア ラ ホ ス 分解促進 ア ガ
ー・ピー

ス で 阻止円を大き

く示 した改良株 は，培養 8 日 目以降 もま っ た く分解物

AMPB を生成 せ ず，ビア ラ ホ ス の 分解が 完 全に 抑 止

さ れ て い る こ とを 確 認 した．本 菌 株 は ビ ア ラ ホ ス 分解

酵素 の 欠損，あるい は 分解活性 の 抑制 され た 変異株 の

い ずれ か と考え られ る．

　液内培養系で の 選別　　上 述の 寒天培養系で の 選別

手法 を 繰 り返 し ある い は 組 み 合わ せ で 実施 し，得られ

た 菌株 か らさらに 液内培養 で 緩や か な振盪 条件，すな

わ ち 低酸素供給条件で 高い 生産性 を 示す菌株を選別 し

た ．ま た，同 時 に 液内培養系 で は 培養 プ ロ ス を ろ 紙 ろ

過 し，ろ過速度 の 高い か つ 清澄な ろ液 が 得 られ る こ と

も菌株選別の 判断に 採用 した ．

Table 　 1．　 Properties 　of 　a　strain 　improved　from　the

　　biochemical　engineering 　viewpoint ・a

謝
H  

嬲轡

　Fig．4 に 歴 代株 の フ ラ ス コ 液内培養 で の 菌体形成量

お よび ろ紙ろ過に よ る ろ 過速度 に つ い て 示 し た が，野

生株に 比ぺ 育種が進むに つ れ菌株 の 菌体形成量が著 し

く減 少 して い る こ と，こ れ とは 逆 に ろ 過速度 は 高 くな

る な ど の すぐれた特徴を有 し て い た ．

　1．4　優良菌株の 総合評価　　最優 良菌株 の 性質を

パ イ 卩
ッ ト タ ソ ク で 調 べ た （Table　1）．改良株は ，野

生株に 比 べ 安価な 基質 （グ ル コ
ース ） の 使用 が 可能 と

な っ た こ と，生産性は お よ そ500〜600倍まで増大 し て

い る こ と，酸素供給量が少 な くて 済む容易な環境下 で

培養 が 可能な こ と，さ ら1・C ろ 過速度 が お よそ 20倍向上

し，また 副成 分 の 生 成 が ない な ど の す ぐれ た 姓質 を有

して お り，十 分 に 工 業生産 に 適合 した 菌株で あ る と こ

とが確 認 され た．

2． 高生産株 に おけ る代謝の調節機構 4）

　 ビ ア ラ ボ ス の 生合成 は ，グ ル コ
ー

ス か らホ ス ホ エ

ノ ール ピ ル ビ ソ 酸 （PEP ）を 経 て C ・P 結合 を 形 成 し，

さら に ア セ チ チ ル C ・A に よ る酢酸付加 お よ び ア ラ ニ

ソ 付 加 を 経 て 行わ れ る，i）こ の こ とか ら グ ル コ
ース 代

謝 と ビ ア ラ ホ ス 生成 とに 因 果関係が あ る もの と考え，

低生産株 と 高 生 産株 の 糖代謝 と，こ れ に 関連す る

TCA サ イ ク ル の 酵素活性を調べ ，高生産株に お け る

代謝 の 調節機構を 検討しk ．そ の 結果，高生産株 は 低

生 産撫 こ比 べ ，穂 の 消 費 が 緩慢 で 形成 さ れ る 菌体量 が

少な い こ とが知 られ た．一
方，高生産株 の TCA サ イ

ク ル の 酵素活性 は 低生産株の それに 比べ 低い こ と，逆

に グ リオ キ シ ル 酸サ イ ク ル の 酵素活性 は高い こ とが 明

らか とな っ た．こ れ らの 知 見 か ら，高生産株 で は グ ル

コ ー
ス 代謝を 効率的 に ビ ア ラ ホ ス 生合成 に 向けて い る

仕組 み が明 らか に な っ た ．

3． ス ケ
ー

ル ・ア ッ プ に 関 す る検討
6〕

Property

Relative　product 　concentration 　1　　　　　　500〜600

Carbon 　 source

Oxygen 　supply （kLa）

Filtration

Glyccrol　　 Glucose

200hF1 　　 50〜100h
一

亅

20 〃h！m2 　 410　Uh！m2

　
aA600

　t　tank 　 using 　 commercially 　 availablc 　 natural

organic 　substances ．

　3．1 撹拌消費動力を指標に した ス ケ
ー

ル ・ア ッ プ

微 生 物細 胞 を 用 い る液内培 養 の ス ケ
ール ・ア

ッ
プ 法｝こ

関 して ，従来か ら も っ と も重要視 され て い た こ とは，

い か に して 効率 よ く酸素供給 を 行 うか と い うこ とで あ

り，ス ケ
ール ・

ア ヅ
プ 基準と して，酸素移動容量係数

（kLa）あ る い は 単 位 液 量 あ た りの 撹 拌消費動力 （P／り

を 用 い る方法が広 く採 用 され て い る．

　明治製菓 に お い て も，こ れ らの ス ケ ール ・ア ッ プ 基

準 を採 用 し て ス ト レ プ ト V イ シ ソ ，ペ ニ シ リ ソ ，カナ

マ イ シ ン ，ミ デ カ マ イ シ ソ な ど多 くの 抗 生 物質発酵 の

大型槽 へ の ス ケ
ール ・ア

ッ
プ に 成功 して い る．ビ ア ラ
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θ
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　　　 2　　　 4　　　 6　　　 B　　　 lO

　　　　　Cul　ture 　　　time 　　　（d）

conStant 　 kLa
v ・1ume （PgF ）・
135h

− 1
）1 へ 2k】 （200　rpm ，　kLa＝　135　h− 1，　P 琶

〃 ＝

2．5kW ！k】）； ▲ ，101d （170 【pm ，　P8／F ＝2．5kWk1 ）；
●

，
300k1 （95　rpm ，　 PY 　V ＝ 2，5kWkl ）． たL4 　 was

determined　by　the　static　gassing−out 　methods ．　 The

amounts 　of 　bialaphos　produced 　were 　expressed 　as

P ε rcentage 　ofthe 　value 　obtained 　in　3 ♂jar　fe皿 entor ，

Bialaphos　production　in　various 　fermentors　at

　　　　 and 　power　 consumption 　 per　 unit

　　　　　 Symbols：　O ，3t 〔750rpm ，　kLa＝：

ホ ス 発酵 に お い て も，こ れ ら抗生物質の 例 に な ら っ て ，
3i ジ ャ

ー
か ら 2　kl槽 へ の ス ケ ール ・ア ッ プ は酸素移

動容量 係数 （kLa）を指標 に ，また 2k1槽 か ら 10　kl槽
お よ び 3ee　kl槽へ の ス ケ

ール ・ア ッ プ は 単位動力あ

た りの 撹拌消費動 力 （P／nyを 指 標 に 実 施 し た ．

　結果 は Fig，5 に 示 し た が，こ れ ま で の 抗生物質の

経験 とは 反 して ，3t ジ ャ
ー

の ビア ラ ホ ス 生産 に 比べ

2kl 槽 の 生産 は 94％ で あ り，また 2kl 槽の 生 産に 比 ぺ

300k 】槽 で は 約 50〜60％ と著 し く低 い 結 果 に 終 わ っ

た．ピ ア ラ ボ ス 生産量 は，大型槽 に な る ほ ど生産量 の

低 下 は 大 き く，ま た グ ル コ ー
ス の 消費が 速 く，菌体濃

度 が 高ま る こ とが観察され た．こ の よ うに ビ ア ラ ホ ス

発酵 で は ，kLa や 単位動力あた りの 撹拌消費動力を指

標 に ス ケ
ール ・

ア ッ
プ した場合に は，小型槽 と大型槽

の発酵経過を 同
一

とす る こ とは 困難 で あ り，酸素供給

以外 の 別 の 律速因 子 を 発見す る こ とが 必要 とな っ た ，

小 型槽 と大型槽 で の 発酵経 過 不一
致 の 原因 と して は ，

a）翼径 な ど の 物理的因 于 （剪断応 力）の 相違，お よ

び b）大 型槽内 で の 液深 に 付随す る環 境 因 子 （圧 力，

炭酸 ガ ス 濃度 ，溶存酸素濃度）の 相違が 考え られ た．

（A）
　 　 P 【巳SSUIe 　［orTtrolle【

∴翫
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Fe【mertto 【只uto 冊 eLEI

　 　 旧 ）
　 　 　 　 ケ

ノ

110temeter

「
→

　 　 　 FlU冒

Rotamete 【　　　　　Fermじ11to【　　　cOllt【oller

Fig．6 ，　Schematic　flow　diagram　of 山 e　pressurized　fer・

　　mentation 　 system ．（A ）Cyclic 　pressurized 　cu 工ture，
　　and （B）constant 　pressurized　culture ，

　3．2　ス ケ
ー

ル ・ア ッ プ因子 の 検討

　翼先端周 速度 の 影響　　撹拌速 度 （N ）お よ び 撹拌翼

径 （Di）をそれぞれ変化 させ て 剪断応力 （翼先端周 辺

速度，π NDi ）の ビ ア ラ ホ ス 生産 に 及 ぼ す影響を調 ぺ

た ．撹拌速度 お よび 撹拌翼径 い ず れ を変化 させ た 場合

も，ビ ア ラ ホ ス 生産に は変化は認め られ ず， ま た菌体

濃度 お よ び 液粘度の 変化 もみ られ な か っ た．す な わ ち，

剪断応力は ビ ア ラ ボ ス 生 産 に 影響 を 及 ぼ さ な い こ と が

知 られ た ．

　加圧変動培養 に お け る ビ ア ラ ホ ス 生産　　大型槽の

水 圧勾配に 関連す る 環境を小型槽 で 再現す るた め の 圧

力可変培養装置 を 作製 し （Fig．6），液深 10m の 大型槽

内を 微生 物 が 循環す る環境 を 設定 （本装置を周期的に

1，013〜1，994HPa ） させ た と こ ろ，ビ ア ラ ホ ス の 生産

量 は 300k1大型槽 と同 じく低 い 結果 とな っ た （Fig．

7）．ま た ，周 期 的 な 変 動 圧 力 の 平 均 圧 力 （1，503HPa ）

で もま っ た く同 じ現象が 観察され た．

　 こ の こ とか ら，液深に 付随す る環境因 子 が ビ ア ラボ

ス 生産 を 阻 害 し て い る こ と が 明 らか と な っ た ．こ の 環

境 因 子 と して，a ）圧 力 そ の もの ，　 b）溶存炭酸 ガ ス お

よ び c）溶存酸素が挙げ られ る．

　 圧 力 の 影響　　小型槽 に ガ ス 富化装置 を設置 し，酸

素分圧を
一

定 に 設定 し た 条件下 で 圧力そ の もの の 影響

を 調べ た ．まず，空気に 窒素 ガ ス を 1 対 1 の 比率 で 混

合 した ガ ス を 1，994　HPa の 加圧下 で供給する こ とで ，

加圧下 で あ りな が ら常法培養とお な じ酸素分圧 を 設定

し た （窒素富化加圧 培養）．次 に ， 空気 に 酸素 ガ ス を

3 対 1 の 比率 で 混合 した ガ ス を 供給す る こ と で，空気

N 工工
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Fig．7．　 Effect　 of 　 pressure 　on 　bialaphos　 pmdu ¢ tion．

　　SymbDls ： ● ，non −pressurized　culture （1，013HPa ）；

　　▲ ，cydic 　prcssurized　culture 　（1，013〜1，994　HPa ）；

　　 闘 ，　constan 仁　pressurized　culture 　（1、503．5HPa ）．

　　The 　amounts 　of 　bia】aphos 　produced　were 　exprcsscd

　　 as 　percentage　of 　the 　value 　obtained 　in　31　jar
　　fermentor　at 　I，0王3HPa ．

を 1，994HPa の 加圧下 で 供給 し た 加圧培養 と同 じ酸

素分圧 を 設定 した （酸素富化常圧 培養）．そ の 結果，

窒素 ガ ス 富化加圧培養 と常法培獲が，ま た酸素富化常

圧培養 と加 圧 培養とが そ れ ぞ れ ま っ た く同 じ ビ ア ラ ホ

ス 生産量を示 し た （Table　2＞．す なわ ち，同 じ酸素分

圧 の 下 で は ビ ア ラ ホ ス の 生産量 は 総圧力 に 関係な く，

同 じで あ っ た，

Table 　2．　Effect　of 　02　partial　pressuTe　on 　bialaphos

　　pr。ductiVity．

Inle亡gas （1／rnin ）　 Total　　O2　parda】　 Relative
　　　　　　　 pressure　　pressuTe　　prDduetivity
alr 　 N2　 Q2　　（HPa ）　　 （atm ）　　　 （％）

4 812 　 　　16　　 20

Dl55U工ved 　oxygen 　cvntentratiOll

　 　 　 　 　 tppnO

Fig ．8．　 Effect　of 　d｝ssolved 　oxygen 　concentration 　on

　　bialaphos　preductien．　Thc 　arnounts 　of 　bialaphos

　　produced　were 　expressed 　as 　percentage　of 　the　va ユue

　　obtained 　in　31jar　fermentor　 when 　the　DO 　 concen −

　　tvation　was 　controned 　at　O．5ppm ，

2，01

，01

，52

．0

1．0　 −

− 　　0．5

1
，
9941

，9941

，0131

，013

O．420

．210

．4080

．21

5310556100

　 Thc 　amounts 　ofbialaphos 　produced　were 　expressed 　as

percentage　of 山 e　value 　obtained 　when 　air　was 　used 　f‘）r
aeration 　at 　1，013HPa 、

　 こ の こ とか ら，圧 力 そ の もの は ，ビ ア ラ ボ ス 生 産 阻

害に 影響 を 及 ぼ さな い こ とが 明 ら か と な っ た ．一方，

酸素分圧は 著 し くビ ア ラ ボ ス を阻害 して お り，ビ ア ラ

ホ ス 生産を阻害 し て い る 環境因子 は 溶存酸素濃度 で あ

る こ とが 明らか とな っ た ，

　溶存炭酸ガ ス の 影響　　液深に 不 随 して変化す る他

の 因子 と して は，溶存炭酸 ガ ス の 影響が考 え られ る．

空気 と20％炭酸 ガ ス を 9 対 1 の 比率で 混 合 した ガ ス お

よ び空気と50％炭酸 ガ ス を 9 対 1の 比率 で 混合 した ガ

ス をそれ ぞれ供給 し て 炭酸 ガ ス 富化培養を実施 した■

な お ，pH の 変動 を避 け る た め 培養液は ，　 NaOH 溶 液

で pH 　6，5 に 制御 した．こ れ ら の 炭酸 ガ ス 富化培養 は

通常培養に 比 べ ，溶存炭酸 ガ ス 濃度 は 6 〜20倍高い に

もか か わ らず ビ ア ラ ボ ス 生産 の 阻害 は 見 られ な か っ

た ．

　以上 の こ とか ら ， 小型発酵槽と大型発酵槽で の 発酵

経過 の 不
一

致 の 原因 は 液深 に よ っ て 高 め られ る 溶存酸

素濃度が原因で あ る こ とが明らか とな っ た ．

　S．3　 ビ ア ラボ ス 発酵 に おけ る最適溶存酸素濃度

溶 存 酸素濃度の 設 定 に つ い て は，撹拌 回 転数を オ ー ト

マ チ ッ ク に 制御す る こ と で 培養全期間を
一

定濃度 に 推

移 させ た ．高溶存酸素濃度域 に つ い て は 酸素 ガ ス を富

化 させ ，ま た 低 酸素 濃度 域 で は 窒 素 ガ ス を 富 化 させ そ
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．5ppm ）； ○ ，300 　kl　tank （Pg 　v＝2．5k 稿 Vkl，　wi 匸hout

DO 　contrGl ）｝● ，30G　kl　tank （DO ＝ 0，5ppm ）．　 The
amounts 　 of 　bialaphos　produced　 were 　expressed 　 as

percentage 　ofthe 　va 】ue 　obtained 　in　31jar 　fermentor

when 　the　 DO 　concentration 　was 　 controlled 　at

O．5ppm ．

　 0

　 　 0　　　 2　　　 4 　　　 5　　　 8　　　 瓦O

　 　 　 　 　 　 Cultur 巳　time 　　（d）

Scale−up 　ofbialaphos 　production　on 　the　basis　of
concentration 、　 Symbols ： △

，
3tjar （DO ＝

れそれ の 水準 を維持 さ せ た ．結果 は Fig．8 に 示 し た

が ，ビ ア ラ ホ ス 発酵 で は 溶存酸素濃度と生産とは 負の

相 関関 係が あ り，溶 存酸素 濃度を 低 く保 つ 発酵 方式 が

望 ま し く，そ の 最大生産を与える 溶存酸素濃度 は 0．5

ppm で あ っ た ．また ，溶存酸素濃度 0．25　ppm 以下 で

は ビ ア ラ ボ ス 生 産 は 完 全に 停 止 し た．

　3．4　溶存酸素濃度 を 合致 さ せ た ス ケ ール ア ッ プ

小型発酵槽 の 実験 で 得 られ た 最大生産を与え る 溶存酸

素濃度 （G．5ppm ）を大 型槽 300　k1 に 再 現 させ る こ とを

試 み た ．な お，溶 存 酸 素 セ ン サ ーの 飽和 濃度 の キ ャ リ

ブ レ ーシ
ョ

ソ は ， 3tジ ャ
ーフ ァ メ ン ターで は 7．6ppm ，

300k1 槽 で は，内圧 0．2kg！cm
！

を保持 しセ ソ サ
ー
取 り

付け位置 が 液深の 中心 部 （液面か ら 5m ）で ある こ と

を考慮 し 12．9ppm と した ．その 結果を Fig．9 に 示 し

た が ，300kl 大 型槽の ビ ア ラ ホ ス 生産は 小 型槽の そ れ

に 比べ 85％ で あ っ た ．溶存 酸素濃度を 0 ．5ppm に 制

御 し ない 場合 （消費動力を 指標 に し た 場合，溶存酸素

濃度 2〜6ppm ）の 生産 （60％）に 比べ て は 著 し くビ ア

ラ ホ ス 生 産 は 向上 した が ま だ 小型槽の そ れ に は 及ば な

い ．こ の こ とは 溶 存酸 素 濃 度 の 不 均
一

性 が 微 生 物細 胞

に 種 々 の 悪影響を与え る よ うな ビ ア ラ ホ ス 発酵に つ い

O

（
圏）

　

　
　

　

　

 

匚

0一
一
 」材
匚

0じ
U
匸

口

り

釦

U

峅

0
‘

a
畑一
冂一
』

　
 

〉一
銅

而皿
 
匡

Ca｝ Cb）

⊥
ー
…
…
ー
ヨ

Cc）

u；

0．5　　 1．O　　　 O　　 O．5　　 工、o　　 q　　 o，5　　 1．σ
DiSsolved　oxygen 　CO ηcentr 日亡io冂　（pprn）

Fig．10．　Effect　 of 　DO 　 concentration 　gradient　 on 　the

　　 scale 唱 p　ofbialaphosproduction ．　 The 　left　and 　right

　　broken　lines　represent 　the 　DO 　concentrations 　 near

　　山 eIiquid 　 surface 　 and 　near 【he　bottom　 of 　the　fer・

　　mentor
，
　respectively ．　 The 　shadowed 　portion 　shows

　　山 ereduction 　in　product　due　to　the　DO 　concentra
・

　　tion　gradient 　in　 the　 fermentor．　 The 　 amounts 　 of

　　bialaphos 　produced 　were 　expressed 　as 　perccntage 　of

　 　 the 　 value 　obtained 　when 　thc 　DO 　 conccntratien 　was

　 　 controlled 　between　O．25　and 　O．5ppm ．

て は ，小 型発酵槽 の 実験で 得 られ た 最大生産を 与 え る

溶存酸素濃度を大型槽全体 に 再現させ る こ とが で きな

い こ とを 意味 して い る．

　S ．5　溶存 酸 素 濃 度 の 分 布 を考 慮 し た新 し い ス ケ
ー

ル ・ア ・
ソ プ法　　従来の ス ケ

ー
ル ・ア ッ プは ，大型槽

内環境は 小型槽内環境 と 同 じ く均
一な もの と して 捉 え

取 り扱わ れ て きた，しか しな が ら，実際に は槽 内は 液

深 に よ り水 圧 勾 配 を 形 成 し，溶存酸索濃度 （DO ）の 勾

配が形成 され て い る．7・e）溶存酸素濃度 の 不 均
一

性 が 細

胞 に 種 々 の 悪影響を与える よ うな ビ ア ラ ホ ス 発酵 に つ

い て は ，従来 の 槽内環境が均
一

で ある とす る ス ケ ール

・ア
ッ

プ 法は 必ずしも十 分で ある とは 言 え な い ．すな

わ ち，本 研究 の よ うに 溶存酸素濃度が 生産 に 影響を与

える発酵 の 場合に は ，大型槽 の セ ン サ
ー
位置に 小型槽

の 最大 生 産 を 与え る 溶存酸素濃 度 を 代表 させ る こ とは

好 ま し くなく， 大型槽内の 溶存酸素濃度の 分布の 幅 を

考慮に 入 れ た新しい ス ケ ール ・ア ッ プ法 が 必 要 と考え

る．

　Fig．10　i’こ 大型槽の 種 々 の 位置に DO セ ン サ ーを取
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り付けて ，そ れぞれ の 位置で 溶存酸素濃度を小型槽の

最大生産 を与え る溶存酸素濃度に に設定 した場合の 生

産量 の 差異 を 示 した ．す な わ ち ，a）は 液面付近，　 b）

は セ γ タ
ー
付近，c）は ボ トム 付近 に そ れ ぞ れ DO セ

ン サ ーを設置 し小型槽 の 最大生産を与え る溶存酸素濃

度 0，5ppm に 制御し た．破線で 示 され る部分が ，大

型発酵槽内 （液深 10m ）の 溶存酸素分布 の 幅 で ，ま

た 斜線 で あ らわ され る 部分は ，小型槽 よ り生産が 減 じ

て い る部 分を 示 して い る．こ の こ とか ら，生産量を最

大 に す るに は ，従来 の 発酵槽 の 中心 に あ る DO セ ソ

サ
ー

に 小型槽 の 最大生産を与え る 溶存酸素濃度 を合 わ

せ る よ り，タ ン ク の 下 層部分 付近 に 小 型 槽 の 最 大 生 産

を与え る溶存酸素濃度を 合わ せ る方が有利で ある こ と

が説 明 で きる，

　 こ の 考え を 実際 の ビ ア ラ ホ ス 生産 の 大型槽に 適用 し

た 結果，す な わ ち 300kl 大 型 槽 の ボ ト ム Vこ DO セ ソ

サ ー
を取 り付け ， 溶存酸素 を 0．5　pprn に 制御 した 場

合 に は ，小 型槽 の 最大生産量 の 96％ ま で 再現す る こ と

が可 能 とな り工 業生産 の 実用化 に 成功 し た （300｝d 槽

の セ ン タ
ー

と液面 付近 で ，溶存酸素濃度 を 0 ．5ppm

に 制御 した 場 合 は ，そ れ ぞれ 小型槽 の 最大生産量 の

85〜90％ と80〜85％ で あ っ た）．こ の よ うに ，溶存酸

素濃度が細胞 に 種 々 の 悪影響を与え る よ うな発酵 に つ

い て は ， 大型槽内で の 水圧 勾配 に よ り形成 され る溶存

酸素濃度の 不 均一性を 無視す る こ とは で きな い こ とが

わ か っ た．

d ． ビ ア ラ ホ ス 生合成に及 ぼ す酸素濃度の 影響
9）

　培養時期 に 酸素分圧 を 種 々 変化 さ せ た 場合 の 影響

フ ラ ス コ 内 の 酸 素 分 圧 を変 え る 手 段 は Fig．11 に 示 し

た 装置 を 用 い 実施 した．酸素分圧 が ビ ア ラ ホ ス 生成に

影響を及ぼす こ とを上述 した が ， どの 時期 に もっ と も

酸素分 圧 の 影 響 を 受 け る か を 調 べ た ．増殖期（0
〜2d ），

生産前期 （2〜4d ）お よ び 生産後期 （4
〜6　d）の そ れ ぞ

れ の 時期 の 酸素分圧 を 変化 させ た が，い ずれ の 時期で

も酸素分圧を低下させ る と，ビ ア ラ ボ ス の 生成 は 増大

され る こ と，また そ の 期間が 長けれ ば 長い ほ ど ビ ア ラ

ホ ス の 生成 は 増大す る こ とが 判 っ た，逆 に ，い ずれ の

時期に お い て も，酸素分圧 を増大 させ る とビ ア ラ ボ ス

の 生産は抑 制 され た．こ の こ とか ら，ビ ア ラ ホ ス 発酵

に 関 し て は すべ て の 期間を 通 して 低 い 酸素分 圧 を 保 つ

こ とが望ま しい こ とが分か っ た．

　4．ユ　 TCA サ イ クル 酵素活性 に 及 ぼ す酸素濃度の 影

響

Er篳enmeyer 　

Ges

Ges　outlet 　　GeS 　
hLet

ress 凵「己一preot　vesset

Pres

Fig ．11．　Equipment 　for　varying 　 oxygen 　partia】pres°

　 　 sure 　in　shake ・
cu ］tUrc．

　TCA サ イ ク ル の 酵 素活性　　糖 代謝 に 関連す る

TCA サ イ ク ル の 酵 素活 性 と 酸素 分 圧 と の 関 係 を

Table　3 に 示 した ．低生産株 （24
−15）で は ，酸素分圧

を 変 え て も増殖期 と生産期を通 して こ れ らの 酵素活性

の 変化 は ま っ た く見 ら れな い ．高生産株 （527・1）株 の

場合 は ， Citrate　synthase を 除 い た す ぺ て の 酵 素 活 性

は ， 増殖期 と生産期 を 通 して ，通常酸素分圧 下 （0．21

atm ）に 比 べ 低 酸素分圧 （0．105　atm ）下 で は 相対的 に 低

い ．

　 グ リ オ キ シ ル 酸 サ イ ク ル の 酵素活性 　　TCA サ イ

ク ル 酵素とは逆に ， 酸素分圧 を下げる と増殖期と生産

期を通 して，酵素活性 は 相対的に 増大 し，酸素分圧を

高め る酵素活性 は 低下 した ．こ の 現象 は 低生産株に 比

べ 高生産株 で よ り顕著 で あ っ た （Table　4）t

　 以上 の こ とか ら，高生産株 で は ，酸素分圧を下げ る

と，TCA サ イ ク ル の 酵 素 が 抑 制化 され る と同 時 に ，

グ リオ キ シ ル 酸 サ イ ク ル の 運行が 活性化 され る こ とが

明らか とな っ た．すなわ ち ， ビア ラ ボ ス の 生合成の 形

式 を Fig．12 に 示 し た が ，ビ ア ラ ホ ス の 生合成 は ，グ

ル コ ース か ら ホ ス ホ エ ノ ール ピ ル ビ ン 酸 を 経 て C −P

結合形成，ア セ チ ル CoA に よ る酢酸付加お よ び ア ラ

ニ ン 付加 を経 て 行わ れ る が，高生 産株で は 酸素分圧 を

下げ る と，TCA サ イ ク ル の 運行 が 抑制され，ビ ア ラ
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Table　 3． EHセct　of　ox アgen　part童al 　pressure　on 　TCA 　c アcle 　enzyme 　activities 　in　strains 　24−15and 　527−1．

Strain

Oxygen 　partia1　pressure

Enzymc
0．10atm 0．21atm O．42atm

Growth 　 Production
phase 　　　　phase

Growth 　 Production　　 Growth 　 Production

phase　　　　phase　　　　　　phase　　　　phase

24−15

α trate　syn 出 ase 　 　 　 　 2．6

Aconitate 　hydratase　　　　　683

1s・ citrate 　dehydrogenase 　 　 8・5

Malate　dehydrogenase　　　 25 ．1

（Relative 　product三vity ）　　　　　　 （108）

　 2．3375

　 3．034

．2

　 2．4667

　 8．424

．4

（100）

　 2．3368

　 2．93
・L3

　 2．5647

　 9．922

．4

（83）

　 2，1348

　 7．235

，9

527・1

Citrate　synthase 　　　　　　　　　　　1．1

Aconitate　hydratase　　　　　　　350

1socitrate　dehydrogenase　　　　　2．2

Malate　dchydrogenase　　　 8．壬

（Rclative　productivity）　　　　　　（720）

　 0 ．8108

　 1．1

　9．5

　 1．1405

　 2．614

．4

（498）

　 0．813

多

　 L318

．7

　 0．9448

　 3．224

．9

（186）

　 0．7192

　 L649

．8

　Enzyme 　activity ：μmo1 ／min ／mg 　protein、

　Amount 　of 　bialaphos 　expressed 　in　values 　relative 　to　a　culture 　by　Iow　producing　strain 　24−150f 　ordinary 　partial

pressure　of 　O，21atm （0．44　g〃＝100）．

ホ ス の 基 質と な る ア セ チ ル C ・ A や ピ ル ビ ン 酸 が 二 次

代謝に 有効 に 利用 され るた め ，ビア ラ ホ ス 生成が増大

す る もの と判断 し た ．酸素制限下 ，TCA サ イ ク ル の

運 行が あ る程 度 抑制 され た 際に 最大生産 を示 す代謝物

に つ い て は Bacittus　subtiiis が 生産す る ア セ トイ ン お よ

び 2，3一ブ チ レ ン グ リコー
ル 発酵 ゆ や フ ェ

ニ ー
ル ア ラ

ニン ，パ リ ソ ，ロ イ シ ソ の ア ミ ノ 酸発酵 12・13）な どが 報

告 され て お り，こ れ ら の 代謝 物 が い ずれ も ピ ル ビ ン 酸

も し くは ホ ス ホ エ ノ ール ピ ル ビ ン 酸を基質素材 に して

い る 点は ビア ラ ホ ス 発酵 と共通 して お り興味深 い ．

　 4．2　 メ チ ル 化 ス テ ッ プ に 及 ぼ す 酸 素 濃 度 の 影 響
13）

　高酸 素 分 圧 下 に お け る ビ ア ラ ボ ス 生 合成中間 体 の 蓄

積に つ い て　　高生産株 は 高酸素分圧下 で は ビ ア ラ ボ

ス 生産は 著 し く低下す る．こ の高酸素分圧下 で の 生産

阻害の 現象を解明す る た め，高酸素分圧下 で 培養を実

施 し，その 培養 ろ 液を ア ミ ノ 酸ア ナ ラ イ ザ
ー

に よ り分

析した 結果，一
つ は ピ ア ラ ホ ス の デ メ チ ル 体 （MP

・

102），他 の
一

つ は AMPB （ビ ア ラ ボ ス の 脱 ア ラ ニ ン さ

れ た ） の デ メ チ ル 体 （MP
・101）で あ る こ と が 明 らか と

な っ た．こ の よ うに デ メ チ ル 体 の ビ ア ラ ホ ス 生 合 成 中

間体が蓄積して い る こ とか ら，高酸素分圧下 で は メ チ

ル 化 の ス テ ッ プが 抑制 され て い る こ とが示 唆 され た．

Table　 4， Effect　of 　oxygen 　partial　prcssure　on 　glyoxylic　acid 　cycle 　enzyme 　activities 　in　strains 　24・15and 　527・L

Strain

Oxygen 　partial　pressure

Enzyme
O．10atm 0．21atm O．42atm

Growth　 Production
phase 　 phase

Growdh 　ProCluction 　　 Growth 　 Production

phase　　　　phase　　　　　　phase　　　　phase

24・15

Isecitrate　lyase 　 　 　 　 3．8 　 　 3・8

Ma 】ate 　synthase 　　　 2亅90　　 2080

（Relative　productivity）　　　　　　　（108）

　 3，3　 　 　　 3．6

1960 　　　　　1980

（100）

　 1．2　 　 　　 1，2

1810　　　　 1650

（83）

527−1

Isocitrate亶yase　　　　　　　　　8．4　　　　　7・9

Malate　 synthase 　　　 2580　　 5160

（Relative　productivity ）　　　　　　（720）

　 5，2　 　 　　 4．9

2320　　　　　 4490

（498）

　 1．1　　 　　 1．4

2050　　　　　　1050

（186）

　Enzyme 　activity ； μmOl ！min ！mg 　P ・ 。 tein ．

　Amount 　of 　bialaphos　expressed 　in　values 　relative 　to　a　culture 　by　low　producing 　strain 　24−150f 　ordinary 　partial

pressure・ f　O・21　atm （O・44　g／l＝エ00）・
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Fig．12，　Scheme 　 of 　bia亅aphos 　blosynthesis　by　S，　h7groscopicus．　 Arrows ： “ ，low　ox
γgc川 partial　prcssurc； ⇔ ，

　　high　oxygen 　partial　prcssurc・

　生合成中間体 か らの ビ ア ラ ホ ス へ の 変換　　高酸素

分圧 下 で メ チ ル 化 の ス テ
ッ

プ が 抑制 され る こ とを 明ら

か に す る た め ，洗浄菌体系を 用 い 検討した ，各種生合

成中間体 か ら ビ ア ラ ホ ス へ の 変換 に 及ぼす酸素分圧 の

影 響 を 調 べ た （Table　5）．そ の 結果，　 MP ・101 お よ び

MP −102 を 基質に した 場合 に は 酸素分圧 が 高ま るに つ

れ ビ ア ラ ホ ス へ の 変換が抑制 され た が，AMPB を 基

質に し た 場合 に は 酸素分圧 が 高 ま っ て も変換 は 進 ん

だ ．こ の こ とか ら，ビ ア ラ ホ ス 生合成に 関与す る ア ミ

ノ 化 お よ び ア ラ ； ル 化 は 酸素分圧 の 影響 を 受けな い

が，メ チ ル 化 は 明らか に 酸素分圧 の 影響を受け る こ と

が 判明 し た ．さ らに ，高酸素分圧 が メ チ ル 化を 進 行 さ

せ な い 原因 と して は 次 の こ とが 考えられ る ．酸素分圧

が 高ま る と，a＞メ チ ル 化関連酵素 （補酵素）の 酸化

に よ る 活性 の 低下，b）培養 中の メ チ ル 化関連酵素 の

生成 が 減少，c）メ チ ル 化酵素を 阻 害す る 物質 の 生成 ，

お よ び d）メ チ ル ドナ
ー

の 供給が 抑止 さ れ る な どで あ

る．しか し ， 酸素分圧 を 下げる と た だ ちに ビ ア ラ ホ ス

の 生産 が 開始 され る事実 か らみ て ，a），　b），　c ）に つ い

て は 要因 と しない と考 え る こ とが 妥当で あろ う．

　各種 メ チ ル 関連物質 の 添加　　上述の よ うに ，酸素

分圧 が高い と メ チ ル ドナ
ー

の 供 給 が 抑止 さ れ る こ とが

考 え られ る．そ こ で ，培養液 に ビ タ ミ ン BJ2 （シ ア ノ

コ パ ラ ミ ア ），メ チ ル コ パ ラ ミ ン ，メ チ オ ニ ソ ，お よ

び ベ タ イ ン な どの メ チ ル 化関連物質を 添加 し， 高酸素

分圧 （0．42　atrn ）下 の 暗所 で ビ ア ラ ホ ス の 生産を 調 べ

た．Table　6 に そ の 結果 を 示 した が ，ベ タ イ ン お よ び

メ チ オ ニ ン を添加 した 場合 高酸素分圧 （0．42　atrn ）下

で の ビ ア ラ ボ ス の 生産は 回復して い る こ とが 判 っ た ．

すなわ ち 高酸素分圧下 で もメ チ ル ドナ
ーの 供給が満 た
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Table　 5．　Effect　 of 　the　partial　pressure　 of 　oxygen

　　 on 　the 　conversbn 　from　various 　biosynthetic　in−

　　 tcrmcdiates ，　MP −10正，　MP −102　 and 　AMPB 　 to

　　 bia｝aphos 　using 　washed 　cell　system 　of　the　non −

　　 producing 　strain （NTG −213）．

Table　6．　 Effects　of 　various 　mcthylation 　agents 　on

　　 bialaphos　production　by　the　highly　preductive
　　 strain （527−1）under 　high　oxygen 　partia］pres−

　 　 sure 　in　P −1　 medium ．

02partia］pressure
　　　（atm ）

Bialaphos　concentration （μ9／rn1 ）

　　　　　　　　　　 Rclative　bialaphos　concentration
Methylati・ n 　agent

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 O．21atm 　 　 　 O、42　atrn

MP −101　 MP −102　 AMPB

0．100

，210

，310
．420

，84

29022017095trace36527

｛｝

205130trace

325320310328300

None 　　　　　　　　　　　　　IOO

Betainc（1　mgfml ）　 　 　 99

Methionine （1　mg 〆mD 　　　 92

Vitamin 　B
：2 （5 μg／ml ＞　 　 108

Methylcobalamin （5μg／ml ）　 107

CoC12 ・6H20 （50 μg！rn1）　　 102

233577697555

　Thi践 y　ml 　of 　50　mM 　phosphate 　buffer（pH 　6．5）con ・

taining　3．1mM 　of 　lntermediate　and 　900　mg （dry　weight ）
of　myceliawas 　intτ oduced 　into　the 　Erlen皿 eyer 　fiask，　and
incubated　on 　a 　rotary 　shaker 　a 【320C 　fc）r　24h ．
b｛alaphos ；

　　　 O 　　　　　　　　　　　　CHs　　 CH3
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1　 　　 　 　 　 1　 　 　 11
　CH3−P−−CH2 −CH2−CH −−CO −NHCHCO −NHCHCOOH
　 　 　 i　 　 　　 　 　 　 l
　　　 OH 　　　　　NH2
　 　 　 　 　 　 0
　 　 　 　 　 　 11
MP −101 ； H −P−CH2 −CH2 −CH −COOH
　 　 　 　 　 　 I　 　 　 　　 　 　 I
　 　 　 　 　 　 OH　　　　　　　　　　　　 NH2
MP −102 ；

　 　 O
　 　 II

　 　 　I
　 　 OH

CHsI CH ，

1
H −P−CH2 −CHrCo −NHCHCO −NHCHCOOH

011P

ー

1NH2

AMPB ； CH3 − −CH2 −CH2 −CH −COOH
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 J
　　 　 　　 　 OH 　　　　　NH2

され れ ば，ビ ア ラ ホ ス 生 産 が 低 下 しな い こ とが 示 され

た ．以上 の こ とか ら，高酸素分圧下 で ピ ア ラホ ス 生産

低下が起 こ る理 由として メ チ ル ドナ
ー

の 供給 が 律速 と

な っ て い る こ とが 示 唆 さ れ た ，こ の 高酸素分 圧 下 で メ

チ ル ドナ
ー

の 供給 が 抑止 さ れ る メ カ ニ ズ ム の 解 明 に つ

い て は さ らに
一

歩突 っ 込 ん だ 研究が必 要 で あ り現在検

討中で あ るが，ビ ア ラ ホ ス 発酵 で は 酸素分庄が一
次代

謝，二 次代謝 の い ず れ に も影 響 を 及 ぼ す こ と，す なわ

ち，酸素分圧が 高 ま る と TCA サ イ ク ル の 運行が活発

とな リビ ア ラ ホ ス の 生合成に 係わ る基質が菌体生成 に

盛 ん に 流 れ ，さ らに メ チ ル ドナ
ー

の 供 給 が 抑止 され ビ

ア ラ ホ ス 生合成 の 最終 ス テ ッ
プ の メ チ ル 化が 進 まず ビ

ア ラ ボ ス の 生産が低下する こ とが明らか とな っ tcこ と

は ，ビ ア ラ ホ ス の 工 業的培養法 を 設定す る うえ で 充分

価値 の あ る知見 と な っ た ．

お　 わ　 り　 に

　Bialaphos 　production　was 　expressed 　as　a　re ！ativc 　value

for　 control 　 whcre 　the　partial　 pressure 　 of 　oxygen 　 was

O．21atm 　without 　the 　addition 　of 　methylation 　agent ．

敗 例 を 開発段階 で 有す る こ とが 必 要 で あ る と考えて い

る．フ ラ ス コ 培養 で 優良と認め られた 菌株 が ， ま っ た

くオ リバ ー
フ

ィ
ル タ に よ る ろ 過 が 不 可 で あ っ た り，ま

た 大型槽 へ の ス ケ ール ア ッ プ実験 で 生産量 が 目標 の

50％し か 達成 で きなか っ た こ とな ど著者 ら も苦 い 思 い

を して い る．しか し ， こ うし た 中か ら大き く飛 躍す る

ヒ ン トを得 た の も事実で あ る，

　本研究 に お い て は ，大 型槽で の 失 敗 を 小 型槽 で再現

さ せ る た め，大型槽内の 環境を 実験室 レ ベ ル で 再現 さ

せ る こ とが 重要 で あ っ た ．著者 らが 使用 した 圧力可変

の 培養装置 や，耐圧 で 送気可能な密閉型振盪培養装置

は，大 型 槽 の 環 境 を一部 有 す る もの で あ り，大型槽 で

細胞が 影響 を 受ける で あろ う諸因子 に つ い て ，それら

の 影響を事前 に 知 る こ とが で き ， 大型槽 の 運転条件を

決め る 有効な 武 器 とな っ た．

　一方，大 型槽の 水 圧 に よ り高 め られ る酸素分圧 お よ

び そ の 酸素分圧 の 不均
一

勾配を考慮 した ス ケ ール ・ア

ッ
プ を 提案 した が，こ の 概念は ，こ れ まで ス ケ ール ・

ア
ッ

プ が 困 難 で 問 題 を残 して い た 微 生物代謝産物の 工

業生産 へ の 再 考 の チ ャ
ソ ス を 与 え る こ と と な り，さ ら

に 溶存酸素制御培養法 の 精度 ア ッ プ や再構築などに 役

立つ もの と考 え て い る ，また ，こ れ らの 概念が微生物

代謝産物 の 大 量 培養成 功 の 一端 を 担 うこ とを 期待 した

い ．

　本研 究 の 機会 を与 え て 戴 き r 御 激 励 を 賜 つ た 弊社専務取締役岡

田 明氏，常 務取 締 役本部 長 故深 津俊 三博 ± に 謹 ん で御 礼 を申 し上

げ ます．また ，実験に 御協力下 さ っ た弊社お よび筑波大学の 研究

員の 皆 様 に 厚 く御 礼 を 申し 上 げ ま す．

工業的 な製造技術 を 完成 させ るた め に は ，多 くの 失
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