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　　　　 An 　enzymatic 　process　for　the　production　of5
’−guanylic　acid （GMP ），　a　Havoring　nucleotide ，　was

　　developed．　 Since　it　is　di缶 cult 　to　produce　GMP 　by　direct　fermentation，　we 　exanlined 　a　method 　of

　　fermentatively　producing　5
厂一xyanthilic 　acid （XMP ），

　a　precursor　of 　GMP
，
且rst

，
　and 　then 　enzynlati −

　　 cally　aminating 　XMP 　to　produce　GMP ，　 The 　amination 　reaction 　is　cataユyzed　by　GMP 　synthetase （or

　　XMP 　aminase ）and 　requires 　ATP ．　 As　ATP 　is　very 　expensive ，　we 　developed　a　means 　of 　producing

　　 GMP 丘om 　XMP 　without 　the 　need 　to　add 　ATP 　by　regencrating 　and 　repeatedly 　using 　a　catalytic

　　amount 　of 　ATP ，　 In　the　reaction 　to　regenerate 　ATP ，　a
“

resting 　ceU
”− that　is　a　bacterial　ce11　in　whi （滋

　　the　permeation　barrier　against 　nudeotides 　is　removed 　by　treating 　the　cell　with 　a　sur 魚 ctant − was 　used

　　 as 　an 　enzyme 　source ．　 First
，
　we 　develQped　a　selfLcoupling 　reaction 　in　which 　the 　ATP −regenerating

　　and 　GMP 　synthetase 　activities　possessed　by　resting 　cells　of （］orynebacteriutn　amtnoniagenes 　were 　utilized ．

　　This　enabled 　the　XMP 　fermentation　liquor　and 　the　culture 　liquor　of 　the　converting 　strain 　to　be

　　 utilized 　as 　sources 　of 　XMP 　and 　GMP 　synthetase
，
　rcspectivcly ．　 Ncxt

，
　we 　developed　a　process　to

　　 make 　use 　of 　the　ATP −regenerating 　activity 　possessed　by　the　cells 　after 　XMP 　fermentation，　 In　this

　　process，　we 　employed 　E ，60距 whose 　GMP 　synthetase 　activity 　was 　enhanced 　370−fbld　compared 　with

　　that　of 　the　host　by　self −cloning 　as 　a 　source 　of 　GMP 　synthetase ，　 Establishment　of 　this　coupling

　　reaction 　between　different　cells，　in　which 　ATP （and 　AMP ）is　exchanged 　between　resting 　cells　of 　an

　　XMP ・producing　strain 　and 　 a　small 　amount 　of 　E∫cゐerichia 　coli　resting 　cells ，皿 ade 　it　possible　to　in−

　　 crease 　the 　ratio 　of 　the 　XMP 　fermentation　liquor　and 　to　greatly　improvc　the　GMP 　productivity．

　　Also
，
　since 　GMP 　could 　be　produced　from　glucose　using 　a 　single 　fermentor ，　a　process　seenlingly 　very

　　close 　to　direct　fermentation　was 　established ，　 Application　of 　the　process　to　the 　production　of 　5
’・ino−

　　 sinic 　acid （IMP ）and 　GDP −
choline 　is　also 　brie且γ discussed，

　　　［Ke ア words ： 5
厂一guanylic　acid （GMP ），　ATP ，　regeneration ，5

’−inosinic　acid （IMP ），5
’−xan −

　　　 thylic　 acid （XMP ），　 CDP −choline ，　 coupling 　 rcaction ，　 resting 　 cell，8姻 ，　 recombinant 　DNA
，

　　　 selfLcloning ］

は　 じ　 め　 に

プ リ ソ ・ヌ ク レ オ チ ドの 1種である 5J一グ ア ニ ル 酸 （以

下 GMP ） の ナ ト リウ ム 塩は ，
シ イ タ ケ な どの キ ノ コ 類

に 多く含まれ て い る 呈味性成分
1）で ある．GMP の ナ ト

リ ウ ム 塩 は ， 昆布だ しの 旨味の 主成分 として 知 られて い
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る グル タ ミ ン 酸 ソ ーダ（MSG ＞との組み 合わ せ に よ り相

乗的な強い 呈味性 を 示す．こ の 相乗効果は ， 同 じ く呈味

性 ヌ ク レ オ チ ドで あ り，鰹節の 旨味の 成分 と して 知 られ

て い る 5
’一イ ノ シ ン 酸 （以下 IMP ）の ナ ト リ ウ ム 塩 に お

い て も認め られるが，そ の 相乗効果の 程度は GMP が

IMP の 2．3倍強力である t とが知ら れ て い る，2＞こ の よ う

に ， GMP と IMP とが MSG との組み 合わ せ で強い呈味

性を示す こ とか ら調味料 とし て世界的 に 大きな需要があ

り，両 ヌ ク レ オ チ ドを合わせ て年間数千 トソ 生産され て

い る．

工． 各種の GMP 生産プ ロ セ ス

　GMP に 調味料 と して の 用途が見い だ され て 以来 ， 大

別 して 3 種類の 異な る工 業的生産プ ロ セ ス が開発 され

た．酵母 の RNA を酵素的 に分解 して GMP を生産す る

プ ロ セ ス （RNA 分解法）
3）が 最初 に 実用化 され，次 い で ，

発酵法で は生産が困難な GMP の 代わ りに そ の 脱 リ ン酸

化物である グア ノ シ ン を発酵生産 し ， 化学的に リン 酸化

す る プ ロ セ ス （化学的 リ ソ 酸化法）4）が実用化された ．

さらに ，発酵法 で 例外的に著量蓄積可能な 5L キ サ ソ チ

ル 酸 （以下 XMP ）を発酵生産 し，こ れを酵素的に ア ミ

ノ 化する プ ロ セ ス （酵素的 ア ミ ノ 化法）
5）が実用化され

た ，こ れ らの 方法 に は それぞれ得失があるが，現時点で

は化学的 リ ン 酸化法と酵索的ア ミ ノ 化法とが主流とな っ

て い る．本報 で は後者 に つ い て まとめ た．

1 、酵素的ア ミ ノ化プ ロ セ ス の概要

　GMP は プ リ ソ 生合成経路上 XMP の 次 に 位置す る化

合物であ り，GMP 合成酵素 （別名 XMPaminase ）に よ

る XMP の ア ミ ノ 化に よ り生成する （式 1），「酵素的ア

ミ ノ 化に よ る GMP 生産プ ロ セ ス 」 は ，
こ の 酵素反応を

利用す る方法 で あ り，XMP 発酵と転換反応 （ア ミ ノ 化

反応）か らなる．まずプ P セ ス の 概要を述べ る．

XMP 十 NH3 十ATP

　　→ GMP 十AMP 十pyrophosphoric　acid 　（式 1）

　皿一1． XMP 発酵　　核酸生産に広 く用 い られ て い る

o・rコnebacterium 　ammoniagenes 　（旧 Brevibacterium　ammeniagenes ♪

を親株と し，以下 の よ うな育種 に よ りXMP 生産性の 変

異株を得た ．6）まず ， XMP の 代謝経路を遮断す るため

GMP 合成酵素を欠損させ た菌株を 育種 した （Fig，1）．

そ の よ うな変異株 の 育種 に は ，培地 中に guanineを添加

す る こ とに よ り salvage 合成系経 由で GMP を補給 で き

る こ とを利用した （グア ニ ン 要求性株の 育種）．また ，

Adenine

　　　　 Accumulation　of　XMP 　　 ★ ： Sa［vage 　pathway

Fig．1．　 XMP 　accumulatlon 　by　a　mutant 　of　C．　 ammoniagenes

　　（adeL ，　gua
−
，Mnl ，　NtW）．

よ り上流に位置する IMP か らア デ ニ ン 系 ヌ ク レ オ チ ド

へ と分岐する代謝経路をも同時に遮断した．AMP
，
　ATP

な どの ア デ ニ ン 系物質の 補給も， 培地中に adenine を添

加す る こ とに よ り salvage 合成系経由で可能で ある こ と

を利用 した （ア デ ニ ン 要求性株の 育種）．なお ，
こ の よ

うに して育種した代謝経路遮断変異株を，guanineおよ

び adenine 制限条件下で 培養する こ とに よ り，プ リ ン 生

合成系 の フ ィ
ードバ

ッ
ク 制御を解除する こ とが で ぎ，

XMP 生合成活性が大幅に強化され た菌体が得られる．

　さらに ， 微生物は
一
般に脱 リ ソ 酸活性などの ヌ ク レ オ

チ ド分解活性を保持 して い る た め ，発酵法 で ヌ ク レ オ チ

ドを蓄積させ る こ とは 難 しい ．こ の 問題 を解決す るた

め ， c，　ammoniagenes の 分解活性欠失株 の 育種を試み ，実

質上問題に ならない レ ベ ル まで微弱とな っ た変異株を取

得 した （ヌ ク レ オ チ ダーゼ 活性微弱性株の 育種）．以上

の ような諸性質を備えた変異株の 中か ら， XMP 高生産

性 の 菌株が得られ た，

　なお ， GMP の 直接発酵生産に つ い て も検討 されてい

る．しか し，GMP を蓄積させ るた め に は ，（1）GMP

か らGDP を生成する GDP 合成酵素を欠失させ た代謝

経路遮断変異株 （栄養要求性変異株）が必要である が ，

GDP 合成酵素に代わ る GDP の補給経路がな い た め 代

謝経路 が 遮断 で ぎな い ，（2）GMP は RNA の 構成成分

で あるなどプ リソ ヌ ク レ オ チ ド生合成上重要 な成分 で あ

るた め ， そ の 生合成に つ い て は 厳しい 制御 メ カ ニ ズ ム が

存在し，解除が難 しい，（3）分子内に リ ソ 酸基を有する

親水性物質で あるた め細胞膜透過障壁が存在する，など

の 解決困難な問題点があ るた め，こ れ まで直接発酵法に

よ っ て著量 の GMP を蓄積させ た とい う報告は な い ，

　 ll−−2．転換反応　　XMP か ら GMP へ の 転換は GMP

合成酵素に よ る
一
段階の 反応であるが ， 式 1 に示すよ う

に 本反応で は基質 として XMP と共 に 等 モ ル の ATP が

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

106 藤尾 達郎ら 生物工学　第77巻

必要で ある．

　ATP は高価な物質で ある た め ，
　 ATP を原料と して添

加する単純な酵素反応 プ ロ セ ス で は，GMP の コ ス トが

大変高 くな り実生産技術 と し て は 成立 し ない ．こ の 問題

は ATP を必要 とする生合成酵素を物質生産に 用 い る場

合に 共通の 隘路で あり，次項に 記すよ うに こ れ まで に も

さまざま な方策が検討されて きた ．

皿． 静止菌体を用いる ATP 供給

　ATP を必要 とす る酵素反 応 に お い て，基質と して

ATP を用 い る代わ りに ，微生物の ATP 生合成活性を利

用 して ADP （もし くは AMP ）か ら ATP を再生 し ， 少量

の ATP を繰 り返し利用する こ とを可能 とする さまざま

な方法が検討 され て きた ．酵母の 解糖系を利用 し て

ATP を再生する方法
7”9＞や，　 Escherichia　coli の 酢酸キ ナ

ー

ゼ 活性 を利用す る 方法
iO，ti＞　7kどで あ る ．本報告 で は ，

ATP 生合成活性が強力な細菌で ある C ，　ammoniagenes の

グ ル コ
ー

ス 代謝活性を利用 した ATP 生合成系 との 共役

反応系に よ る方法に つ き述べ る．

　グ ル コ ース を代謝 して ATP を生合成 （再生）する た

め に は 多数 の 酵素が必要 で あ るた め ，単離 した酵素を組

み合わ せ て 用 い る方法 は 実用的 で は な く，必然的 に す べ

て の 酵素を保持して い る菌体そ の もの を酵素源 と し て 用

い る こ とに な る．7）し か し ， 基質である XMP や生産物

で あ る GMP な ど の ヌ ク レ オ チ ドは親水性であ t）　、 疎水

性の細胞膜を透過し ない．その た め ， 菌体そ の もの を酵

素源とするた め に は透過性付与処理が必要とな る．界面

活性剤，抗生物質，有機溶剤な ど各種 の 薬剤に よ る処理

に つ き検討 した 結果，界面活性剤で あ る ボ リオ キ シ エ チ

レ ン ・ス テ ア リル ア ミ ソ （以下 POESA ）が有効で ある

こ とを見い だ し た ．12＞POESA 処理後の菌体は ， 膜透過

障壁を失 っ て い る こ とか らもは や増殖は で きず ，
い わゆ

XM

Glu

GMP

［CO2H20Acids

Fig．2．　 Outline　 of 　GMP 　production　by　 selfLcoupling 　reac −

　　tion．■ ：XMP 　and 　GMP 　c跏 permeate　through 　the　cell

　　membrane 　treated　with 　4　mg ／ml 　polyoxyethylene　stearyl −

　　amlne （POESA ）．

る 「静止菌体」の 状態に ある．静止菌体は ，低分子物質

は透過するが ， 分子量の 大きな酵素は 内部 に 保持した ま

まで あ り，あたか も多孔性の 袋とみなす こ とが で きる．

IV．　 自己共役反応法 ：単一の静止菌体を用 い る

　　　　　　　 転換プ ロ セ ス

　C．amm ・niagenes の 菌体は ，　 ATP 生合成 （再生）活性と

共に GMP 合成酵素活性を保持 し て お り，
　 POESA 処理

を行 っ て得た静止菌体に おい て もそ の 活性が損なわれ る

こ とは なか っ た．したが っ て，C．　ammeniagenes を培養 し，

その 菌体 と POESA とを接触さ せ て 得た静止菌体は ，

XMP か ら GMP へ の 転換活性 と ATP 再生活性の両方

を保持して お り， 単
一

の 静止菌体で GMP 生産が可能で

ある．こ の場合 ， 静止菌体内に お い て XMP か ら GMP

へ の 転換反応 と，ATP を再生す る グ ル コ
ー

ス 代謝系反

応 とが共役す る こ とに よっ て ，少量 の ATP が繰 り返 し

使用 されるため ，静止菌体に 随伴して持ち込まれ る ATP

が存在する の み で著量の GMP が蓄積する こ とに な る．

こ の よ うな単
一
菌体に よ る共役反応系を 以下 「自己共役

反応系」 と称する （Fig．2）．

　自己共役反 応系 で は ATP 再生系活性が GMP 合成酵

素活性を上回 っ て い る，したがっ て ，GMP 生産 の 生産

効率を 高め るた め に は GMP 合成酵素活性の 強化が有効

で ある．そこ で ， GMP 合成酵素の阻害剤で ある deCQyi−

n 孟ne に 対する耐性株を多数分離 し，そ の 中か ら転換活

性が約 2倍に強化された変異株を得た．12・13），

V ． 転換反応の動的解析

　V −1， 培養液混合プ ロ セ ス の利点　　自己 共役反応

に よ る GMP 生産プ ロ セ ス は，　 XMP 発酵，転換菌培養

お よ び転換反応か らなる．よ り具体的に は ， まず XMP

発酵を行い ，発酵液か ら XMP を精製する．一方，転換

菌を培養し，そ の 培養液 か ら遠心分離などに よ り菌体を

得る．次い で，XMP と菌体を グ ル コ
ース そ の 他の 反応

成分を含ん だ 液に 溶解あるい は懸濁 し ， 最後 に POESA

を添加し ， pH ，温度 ， 通気量 ， 撹拌数を制御し なが ら反

応を行 う．

　しか し実用的観点か ら見る と，発酵液か ら XMP を精

製する工 程を省略 で きれば工 程数が減少し，省力，省設

備 ， 省 エ ネ ル ギ ーなど多くの メ リ ッ トが生 じる ため 大 い

に 意味がある．同様に
， 転換菌体に つ い て も，菌体分離

工 程を省略し菌体培養液を直接用 い るプ ロ セ ス が成立す

ればその メ リ ヅ トは大きい ．そ こ で ，
XMP 源と し て加

熱殺菌処理 した XMP 発酵液を ， また酵素源 として転換
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菌培養液を ， それぞれ直接用 い る プ ロ セ ス （発酵液直接

使用プ ロ セ ス ）の 開発に 取 り組ん だ （Fig．3）．

　 V −2． 転換反応の動的解析　　発酵液直接使用 プ ロ

セ ス に は多くの メ リ
ッ

トがあ る が，発酵液に 由来する さ

まざまな変動要因が （そ の 成分の 量的な変動も含め て）

すべ て転換反応系に 持ち込 まれる，実用化 の ため に は ，

それ らの 影響を解析する こ とに よ っ て常に 安定 した反応

結果が得られ る条件を設定す る必要があ っ た ，

　（A ）GMP 合成酵素反応に影響を及ぼす因子

XMP 発酵液お よ び 菌体培養液を直接使用するた め ， 各

培養液か ら転換反応液中に持ち込 まれ て GMP 合成酵素

活性に影響を 及ぼす因子を調 べ た （Fig．4）．
14）

　（1）Mg イ オ ン 　　GMP 合成酵素は ，　 Mg イ オ ン を

必須の コ フ
ァ

ク タ ーと し て要求する ．Mg イ オ ソ は さま

ざまな無機陰イ オ ン と化学的に 反応 し ， 不 溶性もし くは

難溶性 の 塩を形成す る など ， 転換反応系に お い て複雑な

挙動を示す．た とえぽ，GMP 合成酵素反応 （式 1）の

結果生成する pyrophosphoric　acid （PPi）と化学的 に反応

して ， 難溶性の magnesium 　pyrophosphate （MgPPi ）や

amm ・ niummagncsium 　ph・ sphate （NH4MgPq ）を生成す

る．こ れ らの こ とが Mg イ オ ン の濃度を至適値に 保つ こ

とを困難に す る．

　 （2 ） リン 酸イ オ ン 　　 リ ン 酸イ オ ン の 影響も同様に

複雑であ っ た ．まず，本酵素の 活性 は リ ソ 酸イ オ ン に よ

り阻害され る．1壬〉一方PPi は ，　 pyrophosphatase に よ り分

解され て
，
ATP 再生系の リソ 酸イ オ ソ 源と し て再利用

され るほ か ，過剰 の ATP が存在す る ときATP か ら宋

端の リソ 酸基を受け取 っ て ト リポ リリ ン 酸，テ トラ ポ リ

リン 酸な どの ポ リ リン 酸を形成 （式 2 ）す る基質とな る．

　（B）ATP 生合成活性に影響を及ぼす因子 　　自己共

役反応に お け る C，amm ・niagenes の 静止 菌体の ATP 生合

成活性 は，リン 酸イ オ ン と Mg イ オ ン の濃度バ ラ ン ス に

よ り影響を受け る．可溶性 の Mg イ オ ソ 濃度が リ ン 酸イ

オ ン の 等 モ ル 濃度を上回 っ た場合，ATP 生成は 停止す

　 XMPfermentatiQn

（c．・amm 。吻 θηθs）

一一
「

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Sterilization

　　　　　　　　　　　　↓　 　 。M ，一 。M ，
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Mixture→
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 CQnVerSiOn 　reaCtiOn

　　・・lt・va ・・・… 　 」
　 　 COnverting 　CellS

Fig・3・ Outllne　of 　GMP 　production廿om 　glucose　by　a　com −

　　bination　 of 　XMP 　fermentation　 and 　 self−coupling 　 enzy −

　　matic 　reactio 鳳 ・XMP −producing　strainl 　C．　 ammoniagenes

　　KYI3215 （ad 〆，8ua
−

，
　MnL 　Nt　nv）．　 Converting　strain ： C．

　　ammoniage 脇 KY13510 （dec「，劉，　Nt吟．

る．一
方 ， リン 酸イ オ ン 濃度が Mg イ オ ン 濃度を上回 っ

た場合 ，
ATP 生成は促進される，

　（c ）リン酸イオ ン と Mg イオ ン の相互作用　　リ ン

酸イ オ ン が ポ リ リン 酸 に 取 り込まれ る こ とに よ っ て ， リ

ソ 酸濃度は低下する．また，ポ リ リ ソ 酸の 蓄積は 副反応

の 結果に過ぎない が ， 実際に は こ の よ うに して形成 され

た ポ リ リソ 酸が 2価金属イ オ ン の キ レ ー
タ
ーと し て働

く．す なわち難溶性の 塩 の 生成阻害 ， 菌体に付着 して持

ち込まれた Mg イオ ン の 可溶化な どを通 じて反応液上清

中の Mg イオ ン の 濃度維持 の 役割を果たす．した が っ て

ポ リ リ ン 酸が存在する こ とが GMP 合成酵素の 活性発現

に きわ め て重要で ある こ とが明らか とな っ た （Fig，4）．

　GMP 合成酵素反応 の 結果生成する PPiが，リ ソ 酸イ

オ ン に戻っ て 再利用 され る か ， Mg イ オ ン と難溶性 の 塩

を形成す る か ，あ る い は ポ リ リ ソ 酸とな っ て 可溶性 Mg

イ オ ソ の 濃度維持に 働 くかが，反応成績を左右す る要点

である が，それは主 と して GMP 合成酵素活性 と ATP

再生系活性との 微妙なバ ラ ン ス に よ り決まる，こ の こ と

は ，本転換反応 の 成績が ， XMP 発酵や菌体培養 の 変動，

より具体的に は それ らの培養液か ら持ち込まれる可溶性

の Mg イ オ ソ や リ ン 酸イ オ ン の 量 の 変動に よ っ て大きく

影響 され る こ とを示 して い る．

　（D ）副反応系　　GMP 合成酵素活性は
， 高濃度 の リ

ソ 酸イオ ン に よ り阻害される た め ， リ ン酸イ オ ソ濃度が

高 い 状態 で は GMP 合成 酵素反応 に よ り消費さ れ る

ATP 量を大 きく上 回る量 の ATP が供給され る こ とに な

る．こ の よ うな状況下 で は ，
ATP の 浪費反応系ともい

うべ きポ リ リ ン 酸生成系 （式 2）や G3P 生成 系 （式 3 ）

が活発に働 く．した が っ て，Mg イ オ ソ と リン 酸イ オ ソ

との バ ラ ソ ス を適切に保つ こ とが，安定した GMP 生産

を行 ううえ で 必須の 要件 となる。

P
（n ）

十ATP → P
〔n ＋ り

十 ADP

XMP

P

（式 2）

PPi↓

　

P °lyP

　　　
Fig．4．　Interaction　between　phosphate 　and 　magnesium 　lons

　　durlng　conversion 　ofXMP 　to　GMP ．
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GMP （guanosine　5
’−menephospate ＞十ATP

　→ G3P （guanosine　5
：monophosphate

　　3Ldiphosphate）十 AMP 　　　　　　　（式 3）

　一方，XMP 発酵液と菌体培養液を直接使用する場合，

培養ごとに 可溶性の Mg イ オ ソ 量お よび リソ 酸イ オ ソ 量

がある程度変動する こ とは 避け られず，場合 に よ っ て は

大きく変動する こ とがあ る，したが っ て，反応液中 の 両

イ オ ン の 濃度が変動 し て もそ の 変動を吸収で きる何 らか

の 方策を考案する こ とが ， 実用化の た め に 必須の要件で

あ っ た．

　（E）フ ィ チ ン 酸 ；培養液混合プ ロ セ ス の安定化因子

前述の よ うに，副生す る ポ リ リ ソ酸が可溶性 の Mg イオ

ン濃度を保つ 働きをす る こ とが明 らか とな っ た．しか し，

リ ソ酸イ オ ン 濃度や Mg イ オ ソ 濃度 に よ りポ リ リ ソ 酸自

体 の 生成が左右されるため ，結果と して転換反応液中の

可溶性 リン 酸イ オ ン お よ び マ グネ シ ウ ム イ オ ン の 濃度を

常に
一

定に保つ こ とが難し く，成績変動の 主原因とな っ

て い た ．そ こ で ，
ポ リ リ ン 酸に代わ りその 役割をつ とめ

る化合物を検索し，同 じリソ 酸系の キ レ
ー

ト剤で あるフ

ィ チ ソ 酸が有効で ある こ とを見い だ した．反応系に フ
ィ

チ ン 酸を添加する こ とに よ り，Mg イ オ ン と リ ン 酸イ オ

ソ との 複雑な相互作用を断ち切る こ とがで ぎ， それぞれ

の 濃度を独立 に 扱える よ うに な っ た．そ の 結果，両イ オ

ソ の濃度をそれぞれ至適に保つ こ とが容易とな っ た こ と

か ら， 共役反応活性を高い レ ベ ル で 安定化させ る こ とが

で ぎ，転換反応成績 の 安定化が可能とな っ た，14）

　以上 の 検討の 結果，XMP 発酵液お よ び転換菌体培養

液を直接使用する 自己共役反応プ 卩 セ ス が実用的生産技

術と して成立する に 至 っ た，

W ． 異菌体間共役反応

　自己共役反応プ P セ ス に お い て は ，XMP 発酵液と転

換菌体培養液とを等容積ずつ 混合 し，さらに 少容積 の 反

応成分溶液を添加して転換反応を行う．した が っ て ， 反

応開始時の XMP 濃度は XMP 発酵終了時の 濃度 の 半分

以下に な る．本プ ロ セ ス の生産性を さらに改善す るた め

に は ，で き る 限 り転換菌体が 占め る容積を減 ら し，

XMP 発酵液の 容積を増す必要がある ．そ の た め に は ，

転換菌の GMP 合成酵素活性と ATP 再生酵素系 の 活性

を同時に強化す る必要がある。

　組換え DNA 技術の 進展 に よ り，特定の 酵素活性を 強

化する こ とに 関し て は ある程度見通しが立 つ よ うに な っ

た ．GMP 合成酵索の 高発現に つ い て は ， 後述す る よ う

に 固有の困難な問題点が存在 したが，最終的 に は 大幅な

活性強化株が得られた．しか しATP 再生酵素系に つ い

て は ，組換え DNA 技術を適用し て も大幅な活性増強は

困難 と考えられ た ．多数の 酵素が関与する こ の よ うな反

応系の場合，特定の酵素活性を強化 して もす ぐ次の 酵素

が律速段階と して顕在化す る ため ，た とえ当面の 律速酵

素の 活性 を大幅に 強化 で きた として も，ATP 再生系全

体 として の 活性は大 きくは増大 しな い と考えられるか ら

で ある．し た が っ て ， 組換え DNA 技術の 適用を考慮 に

入れて も両活性を同時に強化する こ とは難し く， 転換菌

の培養液量 を大幅に削減す る 見通 しは得られなか っ た ．

プ P セ ス をよ り複雑 に す るこ とな く，転換反応系に 強力

な ATP 生合成活性を導入する方法を考案する こ とが次

世代プ ロ セ ス 開発に お ける課題で あ っ た ．

　こ の 課 題は ，XMP 生産菌 （C．　ammoniagenes ）が保持 し

て い る ATP 生合成能を利用する とい う着想に よ り解決

の 可能性を 見い だ した （Fig．5）．自己共役反応 プ ロ セ ス

は ， 前述の よ うに XMP 源 と して XMP 発酵液を用 い て

い る が，加熱操作に よ りXMP 生産菌を殺菌 して お り，

XMP 発酵液 由来 の 菌体は有効利用 して い な か っ た

（Fig．3）．しか し，　 XMP 発酵終了時点に お い て もXMP

生産菌は 強力な ATP 生合成活性を保持 して お り， そ の

活性が転換反応時点で 利用で きる こ とが 明らか とな っ

た．XMP 発酵終了時点 の 菌体量 は ，自己共役反応法に

お け る転換菌 （c．　ammoniagenes ）の 菌体量 とほ ぼ同等で あ

る こ とか ら，ATP 生合成活性は量的に も十分で あっ た ，

　一方，XMP 生産菌は ， 前述の ご と くGMP 合成酵素

を欠失 して い る （Fig，1）．した が っ て ，　 XMP 生産菌 の

ATP 生合成活性を利用する 場合に も転換菌は 必要 で あ

るが，従来の 転換菌が単一
の 菌体に よ っ て ATP 生合成

1．Sejf−coupling 　reaction 　system

Precursor

　 CO2

　 H20
　 Acids

ATP 　 　 　 　 ADP

C．　amm σniagenes

2．Coupttng　reaction 　between 　two　different　cells

Precurser

ATP 　 　 　 　 ADP

　　 　　 　　 　　 　　　 　　 　 E，σo 〃
ATP 　 　 　 　 ADP

Product

Glucose

Product

GO2H20Acids A　P ADP

Glucose

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 σ ammoniagenes

Fig．5．　 Schematic　comparlson 　of 　 self −coupling 　reaction 　 and

　　couphng 　reaction 　between　two 　different　ceUs ，
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活性と GMP 合成酵素活性 の 両方を供給して い た の に 対

し ，
こ の場合は GMP 合成酵素活性の み を供給すれば よ

い こ とに な る，

　GMP 合成酵素 に 限 らず単
一

の 酵素活性を強化す る に

は，組換え DNA 技術を用い る方法が も っ とも効率が よ

い ．しか し ， C，　ammoniagenes の 場合は ，　 E．　coli の 場合ほ

ど DNA 操作 の た め の い ろ い ろ な道具立 て が整 っ て い な

い た め ，GMP 合成酵素の供給に E．　 cogi を用い る方法を

考案 した ．こ の 想定プ ロ セ ス で は ，XMP 生産菌で あ る

C．ammoniagenes の 静止菌体を用 い て AMP か ら ATP へ の

再生 を 行 い ，そ の ATP を用 い て E ．　c・ti静止 菌体 の

GMP 合成酵素が XMP か ら GMP へ の転換を行 う．

GMP 生成 に 伴 っ て 生 じる AMP は 再び XMP 生産菌の

静 1と菌体に よ りATP に 再生 され，繰 り返 し使用され る，

こ の 反応系 が機能 して GMP を蓄積す る た め に は ，　 C，

αmmeniagenes と E．　coii の 静止菌体間 で ATP と AMP をや

りと りする こ とが可能で なければ な らな い ．こ の よ うに ，

2種の異なる静止菌体間で共役する反応系を 「異菌体間

共役反応系」 と命名 した （Fig．6）．

　異菌体問共役反応系が成立すれば，転換反応 に お い て

必要な転換菌の 培養液量 は ， 前述の よ うに 量的に 十分な

ATP 再生活性が別 に 存在するた め，　 GMP 合成酵素活性

の 強化の 度合い に 応 じて削減する こ とが で きる．削減し

た液量だけ XMP 発酵液を増量する こ とに よ り， 転換反

応液中の XMP の 濃度を増す こ とが可能とな る．

　異菌体間共役反応系を構築するた め ，まずE ．・曜 に組

換え DNA 技術を適用す る こ とに よ りGMP 合成酵素活

First　ste 　XMP 　fermentatienGluc

・ se − XM ・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　σ ammo η’age ρes　celI
鬮 豐 凹 ■ 一 一 一 一 一 一 一 一 一

Second　step：Goupling　reactbn 　between　two　dl暫erent　cells

α a用 脚 舶 g θηθ50ell

Glucose
翔　隔量■■　匚■　■　鹽
Glucose

・
罐 、播 、鸚

’
罰
鹽
：
’
詫：〜望階．

AMP 　　　 ATP

GMP GMPsy 曲 e   e XMP

性を大幅に 強化する こ とを試み た ，

呱． E ，　coli の GMP 合成酵素活性強化

　E ．c・liの GMP 合成酵索遺伝子 （guaA）は ， 我が国に お

い て もも っ と も早 くか ら組換え DNA 研究の 材料 と して

用 い られた遺伝子 で ある．15）こ の g μ詛 を用 い て ，セ ル

フ ク P 一ニ ン グ に よ り GMP 合成酵素活性を大幅に 強化

した E，coli の育種を試み た，

　皿 一1． コ ピー数増お よびプ ロ モーターの交換に よ る

高発現系の構築　　まず常法 に よ りgundを含む プ ラ ス

ミ ド pLG34 −10か ら guaA を切 り出 し，多 コ ピ ー
数 プ ラ

ス ミ ドpBR322 に つ なぎ込ん だプ ラ ス ミ ドpXA1 を作成

した ．次 に ， tryptophane 　promoter （Ptrp）を保持する プ

ラ ス ミ ド pGBK3 か らPtrpを切 り出 し，　 pXA1 の 8π祕

の 上 流に 挿入 し ，
プ ラ ス ミ ド pXAR33 を作成 し た ．

pXAR33 を E ‘祓 MM294 に 形質導入 した．形質導入株

E ．coli　MM29e ／pXAR33 を培養す る こ とに よ り，宿主 の

E，coli　MM294 の 場合に 比 べ GMP 合成酵素の 活性 が約

80倍に 増加した菌体を得た （Tabl・ 1）．17）

　皿一2． 生育相と発現相 と の分離　　よ り高活性を求

め て E．coli 　MM294 ／pXAR33 株に つ い て さらに培養条件

な どを検討したが ，それ以上 の 活性増強株は得られ なか

っ た．そ こ で 培養終了時点 の 生菌を調べ ると，プ ラ ス ミ

ド保持株は 認め られず，すべ て プラ ス ミ ド非保持株 で 占

め られて い た ．こ れは GMP 合成酵素が高発現する と致

死的に働くため で ある と考え られた．16）

　 こ の 結果から，菌の 生育相と酵素誘導相を分離する こ

とが有効と考え られたため ，温度感受性 の リ プ レ ッ サ
ー

（Glss7）と Pエ、プ 卩 モ ー
タ
ー

との 組み合わせ に よる温度感

受性 の 発現系を導入 し，16）プ ラ ス ミ ドpPLA66 を作成 し

た （Fig．7）．　E ‘砒 MP347 に本プラ ス ミ ドを形質導入 し

た E．celi　MP3471pPLA66 株を培地 に 培養 し ， 培養の 5

時間 閏に昇温 （30→ 40 °G）す る こ とに よ り， GMP 合成酵

Table　 1．　 ComparisQn　of 　GMP 　synthetase 　activities ．

Host1Plasmid Growtha
（910

GMP 　synthetase

（U ！ml ）
b
　（U ！g）

c

　 （f（）ld）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 E．σo〃 oell

Fig．6，　 Schematic　 representation 　of 　GMP 　production　by　a

　　combination 　of 　fermentative　production　of 　XMP 　and 　its

　　conversion 　 to　GMP 　by　 coupling 　 reaction 　between　 two

　　different　resting 　cells ．

MM294 　 　 　 　 　 6．48
MM2941pXAR ．33　 7．22
MP347 ／pPLA66 　　 6．94
MP347 ／pPLC14 　　 5．37

0，0057　　　　0．88　　　　　1

0、531　　　 73，5　　　　83．5
2．27　　　 327　　　　372

0．118　　　　22　　　　　　25

　
aWet

　welght 　of　collected 　cells．

　
bU ，μmol 　GMP 　formed　per　 min ； U ！ml

，
　U ！ml 　 culture

broth．

　
cU19 ，　U ！g　wet 　cells．
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　 C亅aP
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Ptrp　　　　　　　Sa圃
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（6．63kb ）

　 BgIb

伽 IBAL31

∫七
・tI

MEuL

Clal
　 Pustl

　 　 Clab

EcoRI 　　　　 SphIPl

．

Ap・pPA1
　 （4．02kb ＞

Nrub

SPh　IT4

　DNA 　polymerase

Pst　I

PuSt1

T4　DNA 　ligase

Clel

Fig．7．　 Gonstruction　of 　plasmid　pPLA66 　 carrying 　the　guaA

　　gene　downstream　of　the　PL−promoter．

素活性が宿主 の 約370倍に強化された E．c ・li菌体を得る

こ とがで きた （Table　1），17）こ の 培養 の 終了時点の 生菌

を調べ た とこ ろ，やは りプ ラ ス ミ ド非保持菌 の みが認め

られた こ とか ら， GMP 合成酵素が高発現する と致死的

に働 くこ とが再び示唆された．

　田一S．　 2 シ ス トロ ン発現系の有効性　　gund遺伝子

の 発現をさらに最適化す る 目的で ，P
正、プ ロ モ

ー
タ
ー

の

下流 に あ る SD 配列 か ら 14bp の とこ ろ Vt　gund の ATG

コ ドン が位置する よ うに 設計 した合成DNA を用 い て プ

ラ ス ミ ドpLC14 を構築 した ．最適 と考え られる配置を

と る本 プ ラ ス ミ ドを導入 した形質導入株 E．c・ti　MP347f

pLC14 で は ，宿主 に 対 し約 25倍 の GMP 合成酵素 しか

発現 しなか っ た．1η

　
一方，pPLA66 で は gund 遺伝子 の 上流 に 位置す る

68bp が保持され て お り， そ の 中に は 上流の イ ノ シ ソ 酸

脱水素酵素遺伝子 （guaB）の ス ト ッ
プ ・コ ド ン （TGA ）を

含む C 末側 10bp の領域 も含まれ て い る ．　 pPLA66 に お

い て は ，こ の TGA コ ドソ の 上流に ATG コ ドン が位置

して お り， 14ア ミノ 酸か らなる短鎖ペ プチ ドが生成 して

い る と考え られ る．ま た ， pPLA66 で et　guaA 遺伝子 の

SD 配列も保存され て い る ．　 pPLA66 の高発現 に は ，こ

の 短鎖ペ プ チ ドの 存在と，gund の SD 配列を保存 して い

る こ とが有効に働い て お り， 特に 2 シ ス ト ロ ソ の発現系

thggundの 高発現に 必要で あっ た と考え られ る。1η

ミ
ら。）．（
oN
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脳

囲
×
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Fig．8 ．　 Time 　 course 　of 　GMP 　production　from　glucose　by　a

　　combination 　 of 　fermentative　production　of 　XMP 　and 　its

　　enzymatic 　 conversion 　 to　 GMP 　 by　 coupling 　 reaction

　　between　C．　 ammoniagenes 　and 　E ．　coli 　cells ．

皿． 異菌体間共役反応による GMP 生産プ ロ セ ス

　皿一1． 異菌体間共役反応プ ロ セ ス の成立用件

　 （1）ATP 膜透過性付与法　　自己共役反応 プ ロ セ

ス で は ，POESA を添加する こ とに よっ て XMP お よび

GMP が細胞膜を透過する よ うに な っ た 静止菌体を用い

た ．しか し ， 異菌体間共役反応系で は こ れらに 加えて

ATP も細胞膜を透 過で きる よ うに する必要が ある．

POESA 単独処理 で は ATP は 透過 しなか っ たた め ，透

過条件 の 検討を行 い ，POESA と少量 の キ シ レ ン を用 い

る こ とに よ りATP が菌体の 細胞膜を透過する こ とを見

い だ した ．18 ）な お ， C．　 ammoniagenes は 1層 の 細胞膜 よ り

な る グ ラ ム 陽性細菌であ り，

一
方 E．c・liは 2層か らな る

グ ラ ム 陰性菌で あ るが，同
一

の 条件を用 い て膜透過性付

与処理 を行っ た とこ ろ違 い は特に認め られなか っ た．

　 （2 ）ATP の 供給　 反応開始時 に POESA （4mg ／

ml ）と少量の キ シ レ ン （10μ1／ml ）を添加する ことに よ り，

ATP が菌体か ら反応液中に 漏出する．反応液中に お い

て ， ATP の濃度は菌体内に閉じ こ め られた場合に 比 べ

て 著 し く希釈され た状態とな る が，こ の よ うに 低濃度に

な っ て も， ATP を添加する 必要は認め られなか っ た ，

本反応系に 存在する ATP は 主 と し て XMP 発酵終了菌

に 由来す る が，そ の持ち込み量だけで GMP 合成酵素反

応は 進行 した．17）

　皿一2． 異菌体間共役反応プ ロ セ ス の 概要　　異菌体

間共役反応プ n セ ス で は ，まず C．　amm ・niagenes の XMP

N 工工
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生産性変異株を用 い て XMP を発酵生産する，次い で，

セ ル フ ク ロ
ー

ニ ン グ に よ りGMP 合成酵素活性 の 発現を

強化し た E，celi　MP3471pPLA66 を別 に 培養 し ， こ の 培

養液を XMP 発酵終了液に適当比率で加え転換反応に移

る．転換反応開始 に 先立 ち，グ ル コ
ー

ス ，フ ィ チ ソ酸，

Mg イ オ ソ ，リ ソ 酸イ オ ソ など反応成分を添加 し，温度，

通気量 ， 撹拌数 ， pH を至適条件 に 設定する．最後に 膜

透過性処理剤と して POESA と少量 の キ シ レ ソ を添加 し

て転換反応を開始する．

　XMP 発酵液に 対す る GMP 合成酵素供給源 と し て の

E ．c・9i培養液 の 量 は ，自己共役反 応法 で は等量 で あ っ た

の に 対し，本異菌体間反応プ ロ セ ス で は 17分 の 1 （全反

応液量に対 し ， XMP 　85％ ， 転換菌 5 ％ ， 転換反応液成

分10％）に 削減 し て も20〜24時間 の うち に す べ て の

XMP が消失 し，80％以上 の 収率で 70　gfl以上 の GMP

が得られ た （Fig．8）。1η な お ，本転換反応 に お い て ，

XMP 発酵液か ら菌体を除去 した上澄液を XMP 源とし

て使用 した 場合，GMP は ほ とん ど生成 しなか っ た ，こ

の こ とは ， XMP 発酵終了後 の C．　amm ・niagenes の 菌体が

ATP 再生系と して機能して い る こ とを示 して い る，

K ． 異菌体間共役反応法の応用

　異菌体間共役反応法は ， ATP 再生活性を供給する菌

体 と生合成酵素活性を供給する菌体とを分離 した分業シ

ス テ ム とする こ とに よ っ て ， 生合成酵素源を ATP 生合

成能力 に 関係な くス ク リーニ ン グで きる こ とに な っ た ．

微生物の みならず，動植物細胞を含めあ らゆる生物を ス

ク リーニ ン グの 対象 とす る こ とが で きるた め ，目的の 触

媒活性を有する生合成酵素を見い だす可能性が大きく広

が っ た ．目的の 酵素が見 い だ されれぽ ， それが ATP を

要求する生合成酵素 で あっ て も，そ の 遺伝子を ク ロ
ーニ

ソ グ し微生物 （た とえば β，c・ti）を用い て 高発現 させ て

共役反応系に 組み 込む こ とに よ り，ATP を必要 としな

い 実用的な生産 プ P セ ス を構築で きる見通 しが得られ

た ．

　P（−L 　C．amm ・ niagenes と E ．　celi の共役反応法に よ

る IMP の 生 産　　IMP は ，発酵生産 した イ ノ シ ン の

5L位を リン 酸化す る こ とに よ り得 られ る．従来は 化学

的な リ ン 酸化法が用 い られ て ぎたが，筆者らは GMP に

お い て成功した 異菌体間共役反応法を適用する こ と を念

頭 に ，イ ノ シ ン リソ 酸化活性を E．c・li中に求め ，グア ノ

シ ン と イ ノ シ ン を 基 質 とす る 酵素 guanosine−inoSine

kinaseを見い だ した ，つ い で，本酵素の 遺伝子を取得し，

セ ル フ ク ロ ー ＝ ソ グ に よ りそ の 活性を大幅に 強化 した

Flrst　ste　 Inos［ne 　fermen壌tlOn

・1・c・・e−EiiEiEiiii］　 i・・s・・e

　　　　　　　　　　　　　　　0，ammo η’age ηθ 5

− 　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　嗣 　　　　一　　　　一　　　　一

Second　step ：Coup」旧g　reaction 　between　two　di仟erent 　ce1 トs

GIUCOSGIUCOS
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　　　　　　　　0．ammo η’agθηθ5　celI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　薩 、i購 、
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Fig、9．　 Schematic　 representation 　 of　IMP 　production　by　 a

　　combination 　of 　fermentative　production　ofinosine 　and 　its

　　conversion 　 to　IMP 　by　 coupling 　 reaction 　bctween　two
　　different　resting 　ce 置ls．

E．　coli を育種した ．19）

　C．ammoniagenes の イ ノ シ ン 生産性変異株を 育種 し，

GMP の 場合に 倣 っ て ， イ ノ シ ン 発酵終了後の菌体の

ATP 再生活性 を利用する異菌体間共役反応プ ロ セ ス を

構築した （Fig．9）．本共役反応 プ ロ セ ス を用 い る こ とに

よ り，ATP を 必要 とす る guanosinc−inosine　kinaseを用

い なが ら ， ATP を添加する こ とな くグ ル コ
ース か ら

IMP を生産する こ とが可能な実用的プ ロ セ ス が実現 し

た．2卿 ）

　D（−2． 複合共役反応法による CDP コ リン の 生産

CDP コ リ ン は，脳血管障害 の 治療薬として 世界 で年間

O　ammoniagenes 　celi

盤

嚇戀鑼融

　　　　　　　☆　　　　　　　☆　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　☆
Oro重ic　 acid う OMP → UMP → ・UDP ， UτP

　　　　　GIycolysis−一→ E．T．S

uτ

ADP 　 　　 　　 　 ATP （☆ ）

翻
　　　　　　　　 ☆
　　 Choline→ Cholhe・P

UT， ム CT， ふ CD ，．、、。。 e

E．00 ’厂celI

　礁 驪 勲 ．R ・ w 　m ・t・ ・i・ I　 　 　 　 CDP ’ch °line

Fig．10．　 CDP −choline 　production　from　orotic 　acid 　and 　cho −

　　line　 chloride 　by　 a 　 complex ・coupling 　 reaction 　 with 　two

　　kinds　 of 　resting 　cells．
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数 十 ト ン の 需要が あ る．従来 は 5L シ チ ジ ル 酸 （以 下

GMP ） と コ リ ソ リ ン 酸を原料とする化学的合成法 に よ

り生産されて きた が ， こ れらの 原料は高価であるた め コ

ス トが高 く， 製法革新が望 まれ て い た．

　筆者 らは 主原料として ，CMP の代わ りに C，　amm ・nia
−

genesの 変異株を用 い る発酵法に よ りきわ め て 経済的 に

生産で きるオ ロ
ッ ト酸を用 い ，また コ リ ソ リン 酸の 代わ

りに 化学合成法で安価に 製造されて い る塩化 コ リン を用

い る ， 酵素法に よ る製造プ ロ セ ス を開発した ．新プ P セ

ス は ，自己共役反応系 と異菌体間共役反応系を同時に 利

用する複合共役反応系か らなる．すなわち，オ ロ
ッ ト酸

か UTP ま で は ，単一
の C．　ammeniagenes の 静止菌体を酵

素源 とする自己共役反応系で ある．一方 ， （1）UTP か

ら CTP
， （2）塩化 コ リ ン か ら コ リ ン リ ン 酸，お よ び

（3）CTP と コ リ ン リ ン 酸か ら CDP コ リ ン の各酵素反応

は ，
E ．　c・liの 静止菌体に よ り供給され る それぞれ の 生合

成酵素 と C．ammoniagenes の ATP 再生系との 共役反応 系

で ある．した が っ て ，全体として は複合的な共役反応 プ

ロ セ ス と言え る．21＞

　 リン 脂質 の 生合成経路は真核生物と原核生物で は 異 な

っ て お り， 原核生物は CDP コ リ ン 生合成経路を持た な

い ．群馬大学 の 山下 らは ，
Sacchαromyces 　cerevisiae の cho −

line　kinase（CKIase ）遺伝子 （CKI ）お よび chelinephosphate

cytidylyltransferase （GCTase ）遺伝子 （CC7 ）を ク P 一ニ ン

グ し，E，ω 晒 こ お ける発現に成功 した 22・23）の で ，両遺伝

子源と して こ の E，coli を導入 した ．ま た CTP 　synthetasc

の遺伝子 （PyrG）を遺伝子バ ン ク よ り入手した．

　C．　ammoniagene ∫ の 菌体 と，
セ ル フ ク ロ

ー
＝ ン グ で GTP

synthetase を強化 した E ，60」4 お よび 5，　cerevisiae 由来の 2

遺伝子をそれぞれ導入 した E，c・liの 計 4 種類の 菌体を用

い て複合共役反応を行い ，オ ロ
ッ ト酸 と塩化 コ リン を原

料 と して ， 酵素法に よ りCDP コ リ ン が製造で きる こ と

を実証する こ とが で きた．しか し実用的観点か ら見る と，

用 い る菌体種類は 2種以下 に した い ．そ こ で 3種類の

E ，c・liがそれぞれ に保持して い る 各遺伝子を単一
の プ ラ

ス ミ ドに挿入 し E ，6砒 に 導入 した とこ ろ，単一
の E ．磁

菌体が 3 種類の 酵素活性を発現 し た．・24・25）こ の E．c・liと

C．amm ・niagenes との 2種の菌体を酵素源とする反応に よ

り，オ ロ
ッ ト酸 と塩化 コ リ ン とか ら CDP コ リ ン を生産

する実用的なプ ロ セ ス が成立 した （Fig、10）．

本研究の 機会を与えて い た だ ぎ，また 発表の 許可をい た だ きま

した当社関係幹部 の 皆様に 感謝申 し上げ ます．本研究は，森英郎

博士，飯田彰博博±，遠藤節子 さん，森下 恵理子 さんをは じめ，
協和 発酵東京 研究所 旧藤 尾 グ ル

ープの 皆様，杉 山喜好研究 員を は

じめ とす る 同技術研 究所 の 皆様，防府工 場製造部，工務部 の 皆様

との 共同研究開発の 結果を ま とめ た もの で あ り，関係の 方々 に 深

謝致 します．
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