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　　Femeutat 玉ve 　production　ofabiodegradable 　plastic　materia1 ，　poly−D −3−hydroxybutyrate，　P（3HB ）

from　CO2 　is　expected 　to　contribute 　to　the　so ］ution 　of 　global　environmental 　po皿ution 　problems　caused
by 山 e 　increased　CO2 　concentration 　in 血 e　atmosphere 　 and 　the　dispo＆al　of 　non −degradable　plastic
materials ．　 Practical　cultureme 止 Od　for　autotrophic 　prOduction　ef　P（3HB ）frDM　CO2 ，　H2　and 　02　by

廿」ehydrogen −oXidizing 　bacteriurm　Alaatigenes　eutrephus 　were 　investigated．　 A 　recyded −ga8　do8ed−drcuit
culture 　sy8tem 　enabled 　high・ceU −d  8ity　cu ！tivatio聡 with 　high　ut 丗 zation 　e缶 eiency 　of 　substratc 　gasses，
The　fermentation　conditlons 　fbr　cell　growth　and 　P（3HB ）accumuLation 　and 　the　stoichiom α rγ 董br

biomass　 production　 werc 　thus 　inve8tigated．　 Thc 　P（3HB ）conccntration 　 could 　be　increased　 to

91．39 ／1after　40　h　cultivation 　 using 　 an 　 explosion −proof　type　 of 　fermentation　 system 　without 　the

danger　of 　sub8trate −ga3　exp 監03ion 　by　maintaining 　the　O2 　conccntration 　in　the　gas　phase　below　the

lower　lhnit　fbT　explosion （6．9％）a皿 d　by　using 　a　high−pe fo皿 aユ ce 　agitation 　system （肌 a＝2，
970

h
− 1

）．In　order 　to　produce　P（3HB ）under 　 a　non −explo8ive 　gas　compo3ition 　wi 出 out 　using 　a　high−

pe「fom ・ance 　agitati ・n 　3yst   ，　 a　tw ・
−stage 　cUlture 　methOd 　was 　developed．　 This　meth （Ul。 onsisted

of 　a　heterotrophic　ceU −grow 止 stage 　using 　an 　organic 　cart ｝on 　source 　and 　an 　autotrophic 　P（3HB）
accumulation 　 stage ．　 The 　P（3HB ）concentration 　 could 　be　incTeased　to　21　gノ’in　the　 autotrophk

culture 　stage 　using 止 i8　method 　in　a　nomlal 　type 　ofjar 　fcrmentor（KLa
＝＝3rO　h− 1

）under 　a 　 safe 　gas
oomposition ．

【K ¢ ywords ；　PHB ，　AiCa’を齠 50ntrOpbus ，　hydrogen・oxidiz 洫g　bacterium，　 chemolithoauto −

tToph ，　carbon 　diox五de 丘xation ，　biodegradable　plastics］

は　 じ　め　 に

　 プ ラ ス チ ッ
ク 製品は 全世界 で 年間 1億 ト ン 以上 も生

産 され て お り ， そ の うち の 12％は わ が国で つ く られ て

い る．しか しな が ら，そ の 廃棄物 に よ る環境汚染問 題

は 年 々 深刻化 し て い る．その 解決策 として ，自然界 に

お い て微生物の 作用 に よ っ て 分解され る生物分解性高

分子素材の 使用が検討 され て い る．な か で も微生物が

つ くる ボ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ート （PHA ）は 熟可

塑牲 の あ る生分解性高分子 とし て 古 くか ら知られ て お

り，

‘

地球 に や さ しい
”

環境調和型 の プ ラ ス チ ッ ク 素

材 と して 期 待 さ れ て い る．PHA は ヒ ドロ キ シ ア ル カ

ン 酸をモ ノ マ ー単位 とす る ポ リ エ ス テ ル で あ り ， 多く

の 細菌が エネ ル ギー貯蔵物質 とし て細胞内に PHA を

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

186 田中　賢二 生物工 学　第75巻

Table　1．　Polyhydroxyalka皿 oates 　 and 止 e　 carbon

　 　 80urces ．

Carben 　sources Polyesters

Gluco8ePropionic
　acid

，
　pentaロ oic 　acid

4HB ，4・hアdroxybutyrate

Poly−3HB

Poly（3HB −co −3HV ）

Poly（3HB −co ・4HB ）

1．4−butanediol，9−butyrolaktone

　4−chlorobutyrate

4−HB 十 pentanoic 　acld Poly（3HB ・3HV −4HB ）

5−Chloropentanoate十 pentanoate　Poly（3HB −3HV ・5HV ）

Fatty　acid （G6−G12）　　　　　　 Poly（3HA ）

　HB
，
　 hydroxybutyrate； HV

，
　 hydroxyvalerate； HA

，

hydroxyalkanoate（C ＋
梱Ct2）．

蓄積す る．Table　1に 細菌が 合成す る代表的な PHA と

合成に 使用 され る炭素源を 示 す．PHA を構成する モ

ノ マ ー
の 種類 と含有率は 使用す る炭素源 や 生産菌 の 種

類に よ っ て 異な り，
プ ラ ス チ

ッ
ク 素材と して の 物性を

大きく左右す る．PHA を商業 レ ベ ル で実用化す る に

は 多 くの 課題が残され て い る が，最大 の 問題は そ の 価

格の 高 さ に あ る．現在，英国の Zeneca 社 に よ っ て D＿

3＿ヒ ド ロ キ シ 酪酸 と D −3＿ヒ ド ロ キ シ 吉草酸 の 共重合

ポ リエ ス テ ル （商品名 ；Biopol）が 年数百 トソ 規模 で

生産 ・販売 さ れ て い る が ，そ の 価 格 は 1kg あ た り

2，000〜3，000円で ，

1〕従来使われ て きた プ ラ ス チ ッ
ク に

較べ る と価格に 圧倒的な差がある．PHA の 価格を安

くす るに は生産 コ ス ト の 低 減が必須で あ るが，具 体的

に は 以下 の 検討項 目が考 え られ る．

　 （1）生産速度 の 向上
1

　 （2）PHA 生産濃度 お よ び 菌体 あた りの PHA 含有

　　　率 の 向上

　 （3）より安価な炭素源の 探索と利用法 の 開発

　 （4）PHA 含有菌体を培養 プ ロ ス か ら回収す る 操作

　　　 の 効率化

　 （5）菌体か ら PHA を 回収 ・精製する操作の 効率化
ユ

pむA の 高濃度生産や 生産 の 高速化に つ い て は 山根ら

の グ ル ープ が メ タ ノ ール 資化 細菌 な ど を使 っ て 早 くか

ら行 っ て お り，2・S）現在 も多 くの 研究者が こ れ に精力的

に 取 り組 ん で い る．← o）PHA は 自然界 で は 最終的 に 水

や炭酸 ガ ス に 分解され る た め ，
プ ロ ピ オ ン 酸の よ うな

化石燃料由来の 化合物を炭素源と して 生 産して い た の

で は ，温室効果 ガ ス で あ る炭酸 ガ ス を大気中 へ 大量 に

放 出す る こ とに な る．した が っ て ，PHA の 実用化 に

当た っ て は 生 産原料 の 由来に つ い て も慎重 に 考慮す る

必 要があ り， 光合成の 産物 で あ る 農産廃棄物やバ イ オ

マ ス を 原 料 と し て 利用す る こ とが 望 ま れ る 、さ らに ，

炭酸ガ ス そ の もの を炭素源 と して利用 で きれば，こ れ

は 地球温暖化現象の 抑止 に 貢献す る もの と期待 され

る．こ の よ うな 観点 か ら，光 合成細菌や ラ ン 藻 な ど の

独立栄養微生物ある い は遺伝子組換え植物9・lo）を 用 い

た 炭酸 ガ ス か らの PHA 生産が最近よ く研究され て い

る．し か し，発酵工 業に 用 い られ て い る徴生 物 に 較 べ

る と植物や光合成微生物 は増殖がた い へ ん遅 く，ま た，

採光 の た め 施設面積が過大 に なる 欠点 を 抱え て い る．

した が っ て ，炭酸 ガ ス か ら PHA を生産す る に は増殖

が速 く，基質の 供給が比較的簡単な化学独立栄養細菌

を使用す る必要が あ る．

1． 水素酸化細菌 の 独立栄養培養 に お け る 問題点

　分子状 の 水素を酸化 し ， そ の 際 に 生ずる エ ネル ギ ー

で 炭酸ガ ス を還元 ・固定 し て 生育す る 水素酸化細菌は

化学合成独立 栄養生物 と し て は 増殖速度が 非常に 速

く，な か で もAiCaligenes　eutroPhus 　et特に 増殖 が速 く，

有機化合物を基質 に 用い る従属栄養条件下 で も生育可

能 で あ る うえ，す ぐれ た PHA 蓄積能 を 持 っ て い る．

本菌 の 独立 栄養条件下 で の 生理 ・生態に つ い て は

SChlcge1ら が 多数 の 研究報 告を覈 し て お り，tl
−ls ）　A ．

eutroPhus 以外 の 水素酸 化細菌 に つ い て も児 玉 らの グ

ル ープ が精力的に 研究を行 っ て い る．1fi−25）しか しなが

ら ， 亙 卿 ψ燃 を 用 い た PHA 生産 に つ い て は 従属栄

養条件 下 で の 研 究 が ほ と ん ど で ， 独 立 栄養条件 で の 研

究は少な く，特に大1 生産の た め の 培養技術に 関す る

研究 は皆無 ともい うぺ き状況に あっ た．こ れは 基質で

あ る水素 ガ ス を 菌体 に 効率 よ く消費 させ る こ と の 難 し

さと，水素 と酸素 の 混合 ガ ス を使うた め 培養に 爆発の

危険がつ きまとうこ とが大 きな原因とな っ て い る．

　独立栄養細菌 の 高菌体密度培養技術は 発酵 工 学 で は

未開発 の 領域 で あ り，もち ろ ん ，炭酸 ガ ス や 水素 ガ ス

を基質とす る有用物質の 発酵生産 は ほ とん どな い ．ま

た ， 水素と い う無機質ガ ス を基質 と し て 利用す る こ と

や ，培養プ ロ セ ス が 常 に 爆発 の 危険に 曝 さ れ る こ とは

発酵工 業が こ れ ま で経験す る こ との な か っ た 問題で あ

り， こ の た め新 しい 発酵技術 の 創製が必要 とされ る．

以上 の 背景か ら，本研究 で は 炭酸 ガ ス か らPHA を生

産す るた め の 水紫酸化細菌 の 実用的な培養プ ロ セ ス の

開発を 目的 と して ，PHA 生産 の 効率化 とプ ロ セ ス に

お け る 安全性 を 確保す る た め の 培養制御法に つ い て
一

連 の 検討を 行 っ た ．
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2．独立栄養条件下 に お け る水素酸化細菌の

　 培養特性 と閉鎖棊質 ガ ス 利用 率 の改善

　水素酸化細菌を 用 い て炭酸 ガ ス か ら PHA を生産す

る に は ，次 の 2 つ の 問題 の 解決 が 不 可 欠で あ っ た ．一

つ は 基質で あ る水素， 酸素お よび炭酸ガ ス の利用率 の

改善で あ り，もう
一つ は こ れ ら混合 ガ ス の 爆発 を回避

す る こ とで あ る．水 素酸化細菌を 独立栄養条件下 で 培

養す る に は ， 硫酸 ア ン モ ＝ ウ ム や リ ソ 酸 カ リ ウ ム など

か らな る無機塩合成培地 に 水素，酸素 お よび炭酸ガ ス

を適当な 比 率 で 調製 した 混合 ガ ス を供給 し な ければ な

ら な い が ，
こ れ らの 無機質 ガ ス は培地へ の 溶解度が 非

常ec小 さい た め，基質不足 に よ る増殖制限が起 こ りや

す い ．特 に高菌体密度培養で は ，他の 好気発酵と同 じ

方法で 通気 ・か くは ん操作を行 っ て も菌体は供給され

た 基質 ガ ス の
一

部 しか 吸収
・利用 で きず ， 残 りの ガ ス

はす べ て 発酵槽外へ 排気され る こ とに な り，そ の 結果，

基質 の 利用率が 大幅 に 低下す る．また ， 水素と酸素の

混合 ガ ス は 静電気 ス パ ーク な どで も容易に 爆発す る te

め ，こ れ を培養系外に 放出す る こ とは プ ロ セ ス の 安全

性を著 し く低下 させ る．

　 こ の teめ ， 排出された ガ ス を再び 発酵槽 に 戻 し循環

させ る こ とに よ っ て 基質 ガ ス の 完全利用 を 図 る閉鎖式

の ガ ス 循環発酵 シ ス テ ム を作製 し，こ れ を もと に 水 素

酸化細菌 の 培養 プ ロ セ ス を開発す る こ と に した ．閉鎖

循環式 の ガ ス 培養 シ ス テ ム の 概念はすで に Schle解 1ら

に よ っ て 発表 さ れて お り，

1り 新種 の 水 素酸化細菌 の 分

離 に 使用 され た こ と もあ っ た が，16）基質 ガ ス 貯槽の 容

量を大きくす る 必要がある こ とな どか ら高菌体密度培

養 や培養工 学的な 研究 ICは不 向 きで あ っ た．そ こ で ，

まず実験室規模で簡単に 取 り扱い が で き る培養 シ ス テ

ム の 作製を行 っ た ．26｝

2．1 閉鎖循環ガ ス 発酵シ ス テ ム の 作製 と培養方法

閉鎖循環式 ガ ス 発酵 シ ス テ ム の 概要 を Fig．1 に 示

す．26）発酵槽として 全容積 が 220　ml の マ イ ク ロ ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー
を，基質 ガ ス 貯槽と して 耐圧性 の ガ ラ

ス 容器 （全容積 20t）を 用 い た ．ガ ス 貯槽内 の 空気 を

真空 ポ ソ プ とデ ジ タ ル マ ノ メ ータを使 っ て 基質混合 ガ

ス と置換 した．ダ イ ア フ ラ ム 式 の 循環 ポ ン プを使 っ て ，

ガ ス 貯槽内の 混合 ガ ス を減菌 フ
ィ

ル タ
ー

に 通 した後 ，

発酵槽に供給 した ．発酵槽内で ガ ス の
一

部 は 菌体に 消

費され る が ， 残 っ た ガ ス は圧差に よ っ て ガ ス 貯槽 へ と

戻され ， 以後 ，
シ ス テ ム 内を循環す る．基質 ガ ス が 消

費され る と シ ス テ ム の 内圧 が 低下す る の で ， 基質 ガ ス

IG

』 ・

Fig．1．　 Schematic　diagram 　of 　recyded ・gas　dosed−c廿・

　　 cuit 　c 丗ture 菖y8tem ．1，Fementor ；2，
　agitation 　Imd

　　ternperature 　controllcr ；3，　pH 　contro1Ler ；4，　a監kali−

　　tubing 　pump ； 5，　 NHs 　 solution 　 reservoir ； 6，　 g躑
一

　　recyd 血 g　pump ；7，DO 　recorder ；8，　gas　reservoir ；9，
　　呂alinc 　water ；10，　ga3   let；11， gas−sa皿 pling　port．

の 培地 へ の 溶解速度は減少す る．これ を 防 ぐた め，ガ

ス 貯槽と飽和食塩 水 を 満た した ガ ラ ス 容器 を チ ューブ

を介して 連結し，飽和食塩水を ガ ス 貯槽内 に 自動的 に

滴下させ る こ とに よ っ て 内圧を
一

定 に 保 っ た．また ，

こ れ IC よ り菌体 の 基質 ガ ス 消費量を正 確に 測定す る こ

とが 可能 とな っ た ．

2．2　回分培養 における A ．　ontrophas の 増殖特性

本 シ ス テ ム を用 い て A ．eutrophus 　ATCC1 　7697T を 培養

し，そ の 増殖特性や基質 ガ ス 消費を 調 ぺ te　．　afi）　H2 ：02 ：

CO2 ＝75．0：4．B：11．6 の 組成の 混合 ガ ス を供給 した培養

の 結果を Fig．2 に 示す．接種後 ， 本菌は 0．2〜O．4h
−1

の 比 増殖速 度 で増殖 し，菌体濃度が増加 す るに 従 っ て

培養液の 溶存酸素分圧は 減少 した．や が て，培養系 は

酸素制限状態 に 陥 り，菌体増殖 は 対数増殖 か ら比例増

殖 へ と 移行 した ．培養系 が酸素制限状態に 移行す る 溶

存酸素分圧，す なわ ち 臨界溶存酸素分圧 は 3．17kPa

近傍に あ っ た ．2η 培養15時間以降に 菌体濃度が増加し

な くな っ た の は，気相 の 酸素濃度が著 し く減少 し て 菌

体が酸素を利用 で きな くな っ た た め と考 え られ る，基

質 ガ ス を適宜 に 補充す る と ， 菌体濃度 は 順調 に 増加を

続けた ．

　同様 に ，基 質 ガ ス 組 成 を 変 化 させ て 回 分培 養 を繰 り

N 工工
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返 し行っ た と こ ろ，本蔭の 増殖は溶存徴素分圧 に 著し

く影●される こ とが分か っ た （Fig．3）．岡 培養液の溶存

酸素分圧が低下する rc従っ て比増殖遼度は増加し ， 大

気圧条件下 で の 溶存験素分圧 （20　IPa＞よ りもか な り低

い 4．B　IEPa付近 の 溶存駿素分圧 に お い て 比増殖速度は

最大とな っ た．逆 に ， 溶存鹸素分圧が 上昇す ると比増

殖速度は 減少 し ， 溶 存散素分圧nS　SO　ltPa以上 に な る

と本菌は ほ とん ど増殖で きない こ とが 分か っ た．溶存

駿素濃度 の 上昇に よっ て 藤体増殖が阻害され る窺象

は ， 他の 種須の 水素識化紹薗で も報告され て い る．助 4 ．

Wias の 増殖が濤存融素分E の 上昇に よ っ て阻賓さ

れ る のは ，ヒ ド卩 ゲ ナ ーゼ の酸素に対する感受性が高

い こ とが原因と考えられ る．1a・粉 した が っ て ，
　A．α伽 ・

幽 の 独立栄養条件下 で の 塙養 で は ，溶存殿素分圧 を

4．S1［Pa 付近に伽御す る の が銀ま しい と考えられた．
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下におけるポリエステ ル の 蓄 積　　酸素制限条件下で は

菌 は 菌 体内rc ・ D − 3一ヒ ド Pキシ酪酸のポリマー

以下， P （3HB ）と 称する）を 蓄積し，基 質 ガス

繰 り
返

し 補 充し て 培養を統 けると， ほ 槭一定の速度 で P（ SHB

を
生
産した．

　Fig漕に，　H2 ： 02 ： CO2 ＝ 75：15

10 の組成の混 合 ガスを檢充 L ． ながら 行 った回分

養の絡果を示す ．恥培養20 時 闇 で乾燥菌 体重量濃

は 約 691 」に達し，培養 系 は 酸素捌限 状態 に移行 し

．以後，菌体内 に は P （SHB ）が蓄積 した． 培

65時間後には乾 燥 菌体重 量濃度は 505 πに， P （ 3

）濃度 は265g 〃 連した．培養中の 無機イオ ソ 濃

の 変 化を闘 べる と ， 培 養20 時 間 目以降 はリソ歐イ

I ソ が 枯 渇し ている ことが分か った．そ こで培養申期 にお

て KH2Pq を0 ．5 畝添 加すると P （ 3HB ）の生

いく
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Fig．6，　 Time 　course 　of 　ammonium
−1imited　culture 　of

　　A．6匪
ηρゐ” ．　Symbo18 ：　●

，
conc ¢ ntrations 　of 　ceU ；

　　 0 ，P（3HB ）；▲，　protei皿 ；△，（NH を）2SO4 ；
囗 ，partial

　　 pre88ure　of 　dissolved　oxygcn ・

60g 〃 に，　 P（3HB ）濃度は 36　g〃 に 増加 した （Fig．5）．2e）

2．4　窒素源制限状態で の ポ 1丿エ ス テ ル の蓄積　　A．

eutrePhas は 酸素制限条件だけで な く培地 中の 窒素源や

無機 イ オ ン などの 濃度を制限した条件下で も P（3HB ）

を菌体内に 蓄積 し， む しろ 本菌を 始 め 多 くの PHA 生

産菌は 窒素源濃度を制限 した 条件下 で も っ とも よ く

PHA を蓄積す る こ とが知 られ て い る．し か し ，どの

条件下 で も っ とも効率 よ くPHA を蓄積す るか は ， 使

用す る菌株 の 種類 と炭素源 の 種類に よ っ て 大 きく異な

る．独立栄養条件下で は ， A ．　cutroPhus は溶存酸素濃度

を制限 した場合 に もっ ともよ く P（3HB ）を蓄積した ．

Fig．6 は 窒素源制限培養 ， す な わ ち pH 制御 の た め の

中和剤 と し て ア ソ モ ニ ア 水 の か わ り）t 　IN ・NaOH を

添加 した 回分培養の 結果を示 して い るが ，酸素制限条

件下で の培養に較べ て P（3HB ）の 蓄積 が 悪 く， 最終的

な P（3HB ）濃度 は 16　g／1　Vt過 ぎな か っ た ．28）同様 ｝こ ，

リ ン 酸や マ グ ネ シ ウ ム などの 無機質栄養成分の 濃度 を

制限 した場合 も，P（3HB ）の 生成速度 と菌体内含有率

が 酸素制限培養 で の 値 に 較 ぺ て 低 くな っ た．ま た ， 気

相の 水素 ガ ス 濃度 を 低 くして 水 素制限 状態で 培 養 を 行

うと P（3HB ）は ほ とん ど蓄積しな い ．za）後に 述ぺ るが，

高菌体密度培養 で は 混合 ガ ス の 爆発を防止す る た め に

シ ス テ ム 内の 気相酸素濃度を非常に 低 くしなければな

らず，培養系が酸素制限状態 に 陥 る の は 避け られない ．

した が っ て ， 炭酸 ガ ス か ら P（3HB ＞を生産す る に は 酸

素制限条件下で 培養す る の が 望 ま し い と判断 し た ．

2．5　独立栄養条件下 に おける菌体生成の 化学量謫式

とエ ネル ギ
ー

利用効率　　本研究に 用 い た 培養 シ ス テ

ム は 完全な密閉系な の で ， 培養前後に お け る気相容積

と組成 の 変化か ら基質 ガ ス 消費k を測定す る こ とが可

能で ある．そ こ で ， 菌体生成量 ， 生成菌体の 元素組成

お よ び 各基質ガ ス 消費量か ら本菌の 増殖 と P（3HB ）蓄

積 に 関す る物質収支を明らか に した ．こ れ を Tab 蓋e　2

に 示 す．また ，こ れ らの データを もとに，菌体生成 の

化学量論式を次 の よ うに 決定 した．26・2e）

Expon   tial　cell　grOWth ；

　　21．36Ha 十6．2102 十 4．09CO2 十〇．76NHs

→ C
＋、ogH7 ．1sOI ．8gNo 、75  

P（3HB ）formation；

　　 33H2十 1202十 壬CO2 → qH602 十 30H20 　　（2）

式 （1）は 対数増殖期に お け る菌体生 成 に 関す る 化学

量論式 ，式 （2） は 酸素制限条件下 に お け る P（3HB ）

生成 に 関す る化学量論式を 示 し て い る．式 （1）に 示

され る よ うに ，対数増殖期 で は 1 モ ル の 菌体 （元素組

成 ；C ＋．coHl ．ljOl ．egNo．7fi， P などの 無機 元素 も含 め て 約

100g）が 生成す る た め に 約 21モ ル の 水素と 6 モ ル の

酸素が 消費 され，そ れに 伴 い 4 モ ル の 炭酸 ガ ス が 固定

され る こ とが わか っ た ．式 （1）は ， Bongerらが deaCl−

end 　cu1ture 　sy8tem に よ っ て 決定した A ．　eutroPhttS の 化

学量論式と よ く一致 した ．29）しか し ，
Pseudbmoas属の

水素酸化細菌1η や 孟‘α囎 儲 屑 7噌卿 餌 ’ガ o）とは か な

り異 な っ て い た．ま た ， 式 （2）が示す よ うに 本菌の

P（3HB ）蓄積期 で は ほ ぼ同 じ モ ル 数 の 炭酸 ガ ス を 固定

す る た め に 水素 の 消費量が対数増殖期 に 較 べ て 約 1．5

Table　2．　 Materia1　balance　for　production 　ofbiomass
，
　P（3HB ）and 隅 idual　biomas8＊ in　the

　　 ox ）
rgen ・limited　cultur ℃ ・

PrQduct
Amount 　of

prOduct
　 （9）

Ga8　co ロ sumption （mo り

H2 02 CO2Elementray

　composition

　　　 of 　product

Biomass   dud 血 g　P（3HB ）　3．05

Re8idual　bio皿 ass 　　　　　　　 2．0工

P（3HB ）　　　　　　　　　 1・e4

0．8330

．3760

，456

0．247　　　　0．132

0，114　　　　0，045

0．133 　　　　　0．087

q ．38H7 ．e702 ．17No ．ss

C4．ogH7 ．lsOt ．sgNo ．76

　　 C
＋
H60t

＊Residual　biorrvass　is　thc　cell　co 皿 ponent8 α cept 　P（3HB ）．
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Fig．7．　Biosynthesis　pathway 　of 　P（3HB ）．

倍 に 増加す る こ とが 明 ら か に な っ た ．P（SHB ）蓄積期

に お い て菌体 の 水素要求量が対数増殖期 よ りも大きく

な っ た 理 由を，以下の よ うに 考察 した ．培養系 が 酸素

制限状態 に 移行す る と電子伝達系 に お け る NADH の

NAD へ の 酸化 ・再生 が 滞 り，　 NADH の 菌体内濃度が

上 昇す る ．菌体内NADH 濃度の 上 昇は TCA サ イ ク

ル の 関与酵素 で あ るイ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ーゼ や

ク エ ン 酸 シ ン セ タ ーゼ の 活性 を 阻害し，そ の 結果，菌

体内に は ア セ チ ル CoA が蓄積す る．ア セ チ ル C 。A は，

P（3HB ）合 成酵 素 の 作用 に よ っ て ア セ ト ア セ チ ル

CoA ，
ヒ ド卩 キ シ ブ チ リ ル CoA を経 て ，　 P（3HB ）の 合

成に 利用 され る （Fig．7）．対数増殖期 で は エ ネ ル ギ ー

生成反応 と菌体合成の た め の エ ネ ル ギ ー
消費反応は う

まく共役 して お り，水素酸化 に よ っ て 生 じた エ ネ ル

ギ ー
は す み や か に 菌体合成 に 利用 され る と考え られ

る．しか し，培養系の 溶存酸素や 窒素源が制限 された

状態で は 菌体合成反応が抑制され ， 菌体内に は エ ネ ル

ギ ーが過剰に 蓄積す る こ とに な る．過剰な エ ネ ル ギ ー

の
一

部 は ポ リ エ ス テ ル の 合成な どに 利用されて 菌体内

に 蓄え られ ， 残 りは発酵熱な ど と して 菌体外 に 放出さ

れ る．こ の た め ，P（3HB ）蓄積期 に お い て は エ ネル ギー

源で あ る 水素 と酸素の 要求量 が 増加す る の で は な い か

と考えれ られ た ．実際，P（3HB ）蓄積期 で は 対数増殖

期 に 較べ て 菌体内 の ATP レ ベ ル が 約 L5 倍 に 増加 し ，

さらに 培地 に リソ 酸が 過剰に 存在す る と ポ リ リソ 酸が

菌 体 内 に 蓄積 した．Si）P（3HB ）も ボ リ リ ソ 酸 も 細 菌 に

と っ て は ， エ ネ ル ギ ー高貯蔵物質 で あ る．ま た ，

P（3HB ）蓄積期 で は 対数増殖期 に 較 ぺ て 発酵熱 に よ る

温度上昇が激 し くな っ た ．

3．酸素供給の 制御に よ る爆発の 回避

s．1　三成分系ガ ス の爆発範囲 と ガス 組成 の 制卻

閉鎖循環式 ガ ス 発酵 シ ス テ ム を用 い る こ とに よ り，基

質 ガ ス をほ ぼ 完全に 利用 しなが ら P（3HB ）を生産 で き

た ．しか し， 水素酸化細菌に よ る有用物質生産を実用

化 す る に は ，混 合 基 質ガ ス が爆発す る問題 も完全 に 解

決しな くて は な ら な い ．一般に ， 水素， 酸素お よび炭

酸ガ ス か ら な る混合ガ ス が爆発を起 こす下限界濃度

は ，酸素 に 関 して 6 ％（vXv ），水 素 に 関 して 4 ％（v ！v ）

とされて い る．e2）しか し，閉鎖循環式発酵 シ ス テ ム の

よ うに 水蒸気を多く含む ガ ス が系内を循環する場合に

は，爆発範囲 は こ れ と異 な る こ と が考 え られ た ．そ こ

で ．ヘ ン ベ ル 式 の ガ ス 定量装置 UIS　K2301 −−198e ）を

改良 した 装置を用 い て ，酸素 お よ び水素 ガ ス の 爆発下

限界濃度を測定 し た ．そ の 結果，炭酸 ガ ス を 数％〜

10％（v ／v）含 む 混合 ガ ス は ，酸素濃度 が 6．9％（v ！v ）以

下 に な るか ， 水素濃度 が 4．0％（vlv ）以下 に なる と ， 静

電気ス パ ーク な ど が生じて も爆発 し な い こ とがわ か っ

た ．SS・S−） した が っ て，水 素酸化 細菌の 独立 栄養 的 な培

養プ ロ セ ス に お い て 基質ガ ス の 爆発を 回避す る に は ，

気相組成が 爆発範囲に 入らない よ うに ガ ス の 供給を制

御す る の が も っ とも確実 で あ る．しか し，菌体生成 の

化学量論 式が示す よ うに 且 翩 m ρ伽 の 水素要求量 は

非常に 大 ぎい の で ，気相 の 水素濃度をあま りに 低 くす

る と培養系は 容易 に 水素制限状態 に 移行 し，その 結果

と して P（3HB ）が蓄積 しな くな る，したが っ て ，本研

究 で は気相の 酸素濃度を爆発下限界以下に 保つ よ うに

ガ ス 供給を制御す る こ とに よ っ て 培養プ ロ セ ス の 安全

性を確保する こ とに した ．

3．2　防爆型培養ベ ン チ プ ラ ン トの開発　　非爆鳴気

組成下 で の 培養試験を行 うた め ，先 の 閉鎖循環 ガ ス 発

酵 シ ス テ ム を ペ ース と して 防爆型 の 培養ベ ソ チ ブ ラ ソ

ト を西部 ガ ス   総合研究所 と共 同で 作製 した （Fig．

8）．
ss）発酵槽 に は 全容積 2’の ジ ャ

ー
フ ァ

ー
メ ン タ を用

い ，ガ ス 循環 ラ イ ン 上に は 可燃性 ガ ス 検出装置や ガ ス

供給遮断装置 などの 安全装置を導入した．また，循環

ボ ソ ブ や竃気系統は 全て 防爆型 の もの を使用 し，ガ ス

循環 ラ イ ソ と して 用 い た ス テ ン レ ス 製 の パ イ ブ に は す

べ て 禁油処理 を 施 して 静電気 ス パ ーク の 発生を防止 し

た ．

　と こ ろ で ，6．9％（v／v ）と い う気相酸素濃度は 空気 の

そ れ に 較ぺ る と S 分の ！ しか な く，こ の よ うve低 い 気

相酸素濃度で は酸素移動速度が激減す る．酸素移動速
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度（OTR ．）は式 （3）が示す よ うに ， 気相 と液相閭の 酸

素分圧 の 差 （ρ‘r薩）t
ヘ ン リー・

定数 π お よび 酸素移勘

速度容量係敬である KLa の積として衰わ され る．

σ「R 箒 撫 ・H ・（ρt・dbL） （3）

そ し て ，式 （3）と P（SHB ）生成 の 化学量論式か ら，

ある通気条件下 に おける P（SHB ｝生産速度 rUt　t 式

（＋）に よ っ て 推定す る こ とが 可能で ある．

γ6●闘
篇 冨0．26・』【L6・H ・（ρ5rρL） （＋）

ラ ポ ス ケ
ール の 閉鎖循環ガ ス 発酵 シ ス テ ム で 使月 した

発酵槽の KLa 　et ， か くは ん 速度 1
，
をOO　rpm ， 通 気量

1．5wm ，温度 30°C の 条件で lt　760　h−t で あ り． 好気

培養月 の 発酵槽の性能として は決して低 くは なか っ た

が ， 気相の 殴素濃度を 6．9％（v／v ）ま で 下げ る と式 （4）

か ら推定 され る P（SHB ）生産速度“t　O．4〔91i・h　rcしか な

らな い ．95）

　そ こ で ， 防爆型培養ベ ン チ プ ラ ソ トで は パ イ オ ッ ト

翰社製の EG −star と い う特殊なか くは ん 装置を使用す
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Fig・9・　Diagraxn　of 　a 　baskct・type 　agitation 　system ．

る こ とに よ り発酵槽の IULa　lt高めた．　 Fig．9に 示す よ

うに ，こ の か くは ん 装置は ， ドー
ナ ツ 形状を した ス テ

ソ レ ス 製の籥型か くは ん翼と ， その 上 下 に 取 り付けら

れ た タービ ン 翼に よ っ て 構成されて お り， 700：rpm ，

1．5wm の 通気条件下 で 発酵槽の 2，970　h
−t の KLa 　lt

得る こ とが で きた ．SS）また ， 水素と炭酸ガ ス を 9：1の

割合 で 凋製 した混合 ガ ス を発酵槽中央部の ス パ ージ

ャ
ーか ら供給 し，酸素 ガ ス は 別 の ス ー t’一ジ †

一か ら供

給 した ．防爆型電磁弁と接続した 溶存酸素濃度 コ ソ ト
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ロ
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ラ に よ っ て，ガ ス 循環 ラ イ ン 中に お け る気相酸素

濃度が爆発下 限 界を 超 え な い よ うに 酸素ガ ス の 供給 を

制御した．

3．S　防爆型培養ベ ン チ プ ラ ン トに よ る P （3HB ）の生

産 防爆型 ベ ン チ プ ラ ソ ト で の 回 分培養 の 結果 を

Fig．10 に 示 す．気相の 酸素濃度 は 培養全期間を 通 じ

て 6．0％（v ！v ）付近 に 維持 した ，培養40時間 で菌体濃度

は 約 91．3g 〃 に ，　 P（3HB ）濃度 は 62　g〃 に 増 加 し た ．

P（3HB）の 生産速度 は培養25時間目で 5．Og〃・h− 1 に達

し，以後 は 時間が経つ に つ れて 減少 した ．25時間 目以

降，P（3HB ）の 生産速度 が 減少 した の は ，基質ガ ス 消

費速度 の増大 に よ り気相 の酸素濃度を爆発下限界付近

に 維持 で きな くな り，そ の た め 酸素 ガ ス の 供給を停止

した こ とが原因 と思われ る．培養全期間を通 じて の

P（3HB ）の 生産性 は t．55　g！1・h
−t

で あ っ た ．35）

　閉鎖循環型 シ ス テ ム お よ び 防爆型培養 シ ス テ ム で の

培養成績 を ，水 素酸化細菌 の 高菌体密度培養 お よ び

PHA の 発酵生産 に 関する過去の 報告と比較 しtc（Table

3）．な お ， PHA 生産に 関 し て は ，有機化合物 を炭素

源 に 用 い て A ．eutrOPhus の グル コ
ース 資化性変異株 や

他の 種類の 菌株を従属栄養条件下で 培養 した 結果も含

ん で い る，本研究で 得ら れ た 孟．eutrvPhus の 菌体濃度

と菌体生産性 は，水素酸化細菌 の 独 立 栄 養条件 下 で の

培養成績と して は もっ とも高 く， 化学合成独立栄養微

生物 の なか で も飛び抜けて高い ．また ，グ ル コ
ース な

どの 有機化合物 を 用 い た培養と較ぺ て も遜色 の な い 生

産速度と収量 で P （3HB ）を得られ る こ とが示 され た．

　 こ の よ うに 防爆型培養 ベ ソ チ プ ラ ン ト を用 い て 気相

の 酸素濃度を低 くす る こ とに よ っ て ，爆発 の 危険 の な

い 安全な条件下 で 高 い P（3HB ＞収量を得 る こ とに 成功

Table　3・　 List　of 　autotroP 止亘c　cultiva 廿on50fh アdrogen−oxidizing 　bacteria　and 　fer皿 entalve 　production　of 　P（3HB ）

　　 us   9　va 「ious　microorgansims 　and 　substrates ．

Strains
　　　　　　Culture　Cult重vation
Substrate　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 tlme
　 　 　 　 　 　 method
　　　　　　　　　　　　 （h）

　 　 Cell
concentranon

　　（9／り

　 Cell　　　 P（3HB ）．　　 P（3HB ）
productivity　cQncentrat 艮on　　　　　　　　　　　　 productiv辻y　Ref．
　（9”・h）　　　　　　　（9！り　　　　　　　（9〃・h）

Atcalige，ws
　 entroPhus

At‘aligenes

　 翩 厂ψゐas

Pseudomonas

妙drog卿 ワ翩

4加 ∫聖灘 6∫

　 extrePhus

Alcali　vrtes

H2 ／02／GO2 　 Batch

Ha ／Oi〆CO2 　 Batch

H2 ！02／CO2 　 Batch

Hl ！021CO2 　 Continuous

H2 ！021CO2 　 Batch
entrePhus 　H16

孟 勧 ’igenes
　姻 跖q卿 ψ ゐ謬邸

H2fO2／CO2 　 Continuous

凸げ琶吻 皿 9πユs 　 H2fO2／CO2 　 Continuous
　妙drogenotiimnoPhila

AZcatigenes　　 H2 ／02／CO2 　 Batch

　餌 ‘厂ePhas

Recombinantα UQO 巳e

　 E．‘oだ

1『rotomonas

　 extrogttens

Alcalig〃 躍 ∫

　 etttrop勧∫

Alcalig傭 s

　 伽 螂

Methlio一

Methanol

Glucose

Sucrose

　 　 　 　 　 Methano1
伽 ’訂也 m 　organePhilum

Alcaligenes　　 Glucose十
　 etttroPhzas 　 valerate

Fed−batch

25

40

48

70

60

42

F◎d−batch　　　121

Fed・batch50

Fed−batchs　　　18

Fed−batch

FOd−batch

70

50

25．0

9i．3

24．0

18．O

60．0

117．0

223，0

164．0

142．0

250．0

1．00

2．28

0．50

0．40

0．26

0．33

3．00

LOO

2．79

1．84

3．28

7．89

5、57

61．9

16．0

36 ．O

S9．0

136．0

12LO

68．4

130

90．4b

1．55

0．23

O．60

2．11

L12

2．十2

4．0

t．85

i．80

41

35

29

46

42

43

44

28

4

3

5

6

7

8

T゚he 　inoculum　cel1　siZe 　was 　13．7　gXt．
ti
　The 　product　was 　poly（hydroxybutyrate−co −hydroxyvalerate），
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した．しか し，ペ ン チ プ ラ ソ ト で使用 した 発酵槽の

KL4 は 非常 に 高 く， こ の よ うに 特殊 な発酵槽を そ の

ま ま工業 レ ベ ル で の 発酵に 使用す る こ とは 実用 的 で は

な い ．か とい っ て 酸素供給能 が低 い 発酵槽を使 うと

P（3HB ）の 生産性 は 低下す る．

4． 2 段階培養法 に よ る安全 な条件下で の

　　　　　　 P（3HB ）生産

4．1　2 段 階培養法 に よ る P（3HB ）の 生産 　　そ こ

で ， KI．a の あま り高 くな い 通常 タ イ プ の 発酵槽を使

っ て ， 気相酸素濃度 を低 くし た 条件 で も高 い P（3HB ）

収量 を得られ る培養方法に つ い て 検討 し た ．そ の た め ，

培養の 全期間を独立栄養的に 行 うの で は な く，まず糖

な どの有機炭素源を 用 い て空気 を 通気す る こ とに よ っ

て 菌体 を従属栄養 的 に 増殖 さ せ ，次 に 酸素濃度を

6．9％（v〆v ）以下に調製した混合基質ガ ス を供給する こ

とに よ っ て 独立栄養的に P（3HB）を蓄積さ せ る培養方

法を新 た に 考案 した ．S6 〕我 々 は ，こ れ を従属 ・独立栄

養段階 か らな る 2 段階培養法と呼 ん で い る．もち ろ ん ，

こ の 方法 で は 菌体増殖段階に お け る有機炭素源の 異化

に よ り炭酸 ガ ス が 発生す るが ，後 の P（3HB ）蓄積段階

で 菌体 に よ っ て 固定 ・還元 され る炭酸 ガ ス 量 の ほ うが

増殖段階に お い て 発生する炭酸 ガ ス 量 よ りもず っ と多

い た め ， 培養 プ ロ セ ス 全体は 炭酸 ガ ス 吸収系 とし て 機

能 す る．

　従属栄養段階で の 炭素源と して 10g 〃 の フ ル ク ト
ー

ス を用 い た 2段階法 に よ る 回分培養 の 結果を Fig．11

に 示す ．使 用 した 発酵槽 （全 容積 ；220　ml） の KI．a

は 1　
，
400　rpm ，

　L5vvm の 通気条件下 で は 340 　h『1 で あ

っ た ．菌体濃度を 4．3　gllまで 従属栄養的 に増殖さ せ

た後に ，混合 ガ ス を 供給 して 独立栄養条件下 で菌体内

に P（3HB ）を蓄積 させ た とこ ろ，　 P（3HB ）濃度は 21　g〃

ま で 増 加 し た ．s6｝こ の よ うに 2段 階 培養法 に よ り

P（3HB ）の 高濃度生産が 可能性な こ とを 確認 した が，

た だ し従属 栄養段 階 で使用 した フ ル ク ト
ース は 価格 が

非常 に 高 い の で ，現在こ れ に 代わ る炭素源 と して 乳酸

発酵 に よ っ て 農産廃棄物，特 に リグ ノ セ ル 卩
一ス か ら

生産 し た 乳酸や酢酸などの 有機酸 を 原 料 とす る 生産法

を 検討 して い る．37・S8 ）

4．2　気泡塔に よ る パ イ ロ ッ トプラン ト運転　　つ づ

い て ，地球環境産業技術研究機構 （RITE ）の 研究 プ ロ

ジ ェク トと し て ，パ イ ロ
ッ

トブ ラ ン トを西部 ガ ス   総

合研究所内に 設置 した が ，ガ ス 爆発を避け る安全 上 の

配慮か らパ イ ロ
ッ ト プ ラ ン トに は 気泡塔型 バ イ オ リア

30
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Fig．11．　 Time 　course 　of 　a 　tw（卜 stage 　culture 　oL4 ．甜
一

　　trephus　using 　109 〃   cto8e 　medium 　in　the　heterQ−

　　trophic 　stage （indicated　by
“
A
”
）and 　a　substrate 　gas

　　mixture 　composed 　of 　H2 ：02 ：CO2 呂86．5 ：4．9 ：9．8

　　in 出 e　autotrophic 　stage （indicated　by
“
B
”
）．　Sym駒

　　bols： ●
，

concentratiQns 　of 　ceU ； O ，P（3HB ）；▲
，
　pro−

　 　tc血 ； ロ ，fructose．

ク タ
ー

（容量 ；400t）を 採 用 した．s9｝しか し ， こ こ で

使用 した 気泡塔型発酵槽 の KLa 　et　100 　h
− 1程度しか な

く ， P（3HB ）生 産性 は 非常 に 低 くな っ た ．一方，菌体

内に 蓄積可能 な P〔3HB ）量 に も当然限界があ り，最大

で も菌体あ た り 90％（w 〆w ＞の 含有率 ま で しか P（3HB ）

は 蓄積で きな い の で ， 低い 菌体濃度 で 培養系 が 酸素制

限状 態 に 移行 し て P（3HB ）が 蓄 積 し始 め る と，

P（3HB ）の 最終的な収量 も当然低 くt っ て し ま う．こ

の 問題を解決す る方法 として ，培養系に GMC な ど の

増粘剤を若干量添加 し て 培養液の レ オ ロ ジー
を制御す

る こ と に よ り酸素移動速度 を高め る方法を検討して い

る．「o）

お 　 わ　 り　 に

　本研究で は ，資源 の リサ イ ク ル を前提 と した環境調

和型 の 発酵工 業技術 の 開発を目的 として ，炭酸ガ ス か

ら生分解性プ ラ ス チ
ッ

ク 素材を生産するため の 水素酸

化細菌 の 発酵 プ ロ セ ス と生産の 効率化，ブ 卩 セ ス に お

け る 安全性 の 確保 に つ い て 検討 した ．こ の た め ， まず

閉鎖循環 ガ ス 発酵 シ ス テ ム を使 っ て A ，e：ttroPhttS の 独

立 栄養条件下で の 増殖 お よ び P（3HB ）の 生産特性 を 調

べ た ．本シ ス テ ム を ベ ー
ろに し て 防爆型 の 培養 ベ ン チ

ブ ラ ン トを製作し ， 気相 の 酸素濃度を6．9％以下 に 抑

え，か つ KL ，・ の高い特殊な発酵槽を用 い る こ とに よ

り． 爆発 の 危険性 の な い 安全 な 条件下 で 高い P（3HB ）

生産速度を得 る こ とが で きた ．さ らtL　KLa の あ ま り
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Fig．12．　SChematic　diagrarn　of 　the　two −
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　　 fbr　continuous 　production　of 　P（3HB ）　from　CO2 ．

高くな い 通常 タ イ ブ の 発酵槽を 用 い て も高い P（3HB）

収量が得られ る培養法と して ，従属栄養培養 と独立栄

養培養か らな る 2段階培養法を開発した ．菌体濃度を

4．3g〃 ま で従属栄養的 に 増殖させ た 後 に，混合 ガ ス を

供給 して独立栄養条件下 で 菌体内に P（3HB ）を蓄積 さ

せ た と こ ろ ，P（3HB ）濃度 は 21　g〆1ま で 増 加 し た ．2

段階培養法は ，特 に P（3HB ）生産 の 連続化に 有効 と考

えられ る 認 ‘6晦 翩 ∫姐   ）などの
一部の 菌株を除けば，

PHA 生産菌 の 多 くは PHA 蓄積期 で は 新 し い 細胞 を

ほ と ん ど生成 せず ， PHA は す で に 生成した細胞の 中

に 蓄積する．した が っ て，連続培養法 で PHA を生産

する 1こ は 希釈 率を 非常 に 低 く設定 しな ければ な ら な

い ．有機化合物の 基質を O．1〜O．2h− 1程度の 希釈率で

供給 して従属栄養的 に菌体を増殖させ ，その 培養 プ ロ

ス を 従属栄養 段 階で の 10倍容積 の 発酵檀 に 供給 して ，

0．Ol・− o．02h − i の 希釈率で 独立栄養的に 連続培養を行

えば，気泡塔発酵槽を用 い て 効率 よ く PHA を生産で

きる の で は ない か と思わ れ る （Fig．12）．

　A ．　eUtrePhtLS が 炭酸 ガ ス か ら生 産す る PHA は P（3HB ）

で あ り ， D −3一ヒ ド ロ キ シ 酪酸な どを 構成 モ ノ マ ーと

して 含み プ ラ ス チ ッ ク 素材と して の 物性 に す ぐれ る共

重合 タ イ ブ の PHA で は な か っ た ．しか し，遺伝子工

学などの 手法を用 い る こ とに よ っ て 物性 の す ぐれ た ポ

リエ ス テ ル を炭酸ガ ス か ら合成す る こ と は充分可 能 と

思 わ れ る ．八 木らは 炭酸 ガ ス か ら共重 合 タ イ プ の

PHA を生産する Psettdemonas　acinlOPhila の 組換 え体株 の

作製 に 成功し て い る ．＋5）一方，水素 ガ ス に つ い て は そ

の 供給源を ど こ に 求め る か と い う根源的 な 問題 が 残さ

れ て い る が ， 現在 の と こ ろ，天然 ガ ス 精製工 程 に お い

て 副産物と し て 生成する ガ ス などに 依存す る しか な い

よ うに 思わ れ る．しか し ， 水 素 エ ネ ル ギ ー
は 次世代 の

2 次 エ ネ ル ギ ーと して も利用が期待され て お り， 将来 ，

大量生産され る 可能性 も残され て い る．

　生分解性 プ ラ ス チ
ッ

ク素材の 商業的な実用化に は ま

だ まだ 多くの課題が残され て い る が ， 本研究を通 じて

得られ た知見が生分解性 プ ラ ス チ ッ ク 素材 の 実用化の

み な ら ず，独立栄養細菌 の 産業面 で の 応用 に 役立 つ こ

とを期待して い る．

　本 研究 テ ーマ を お与え下 さ り，終始御指導頂 い た 九州 大学 農学

部 教 授石 崎 文 彬先 生 に 深耐 申 し上げ ます、また，さらに ，本 研

究は 九州大学農学部食糧化学工 学科微生物工学講座の 卒業生 と西

部 ガ ス   総合研究 所バ イ オ グ ル
ープ の 皆様の ご協 力 と ご努力に よ
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