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ア ミノ酸発酵菌開発の現状 と課題

伊藤　久生

　ア ミノ酸発酵は今か ら約 100年 前に創生 されたア ミノ

酸事業を背景に．およそ 50年前にわが国で誕生 し，産学

連携の 下学術的発展 を遂 げると同時 に，ア ミノ酸事業の

更な る拡大，グ ロ
ーバ ル 化 を支え て きた技術で あ る．

1957年，木下 ・鵜高らによ っ て 11ficrOCOCCTtS　gtutanzicims（現

在 の COtrvnebacterium　gtutαmi （／um ）が，糖質を主体 とする

培地 に て L一グル タ ミン 酸を過剰生産する こ とが見 い ださ

れた．この 発見を契機 として レ グル タ ミン 酸の発酵生産

法が開発 工業化された．その後，生合成系路 の 調節機

構を回避す る代謝制御発酵 の 技術 の 進展と共に，ア ミノ

酸発酵の 対象範囲は拡大し，L一リジ ン 、　 L一ス レ オ ニ ン ，

L一フ ェ ニ ルアラ ニ ン ，L一アルギニ ン な ど各種ア ミノ酸の

工 業 レ ベ ル で の 発酵生産が可能 とな っ た，

　ア ミノ酸発酵 は，事業 として も研究 として も長 い 歴史

を有す る分野であ り，L一グルタ ミン 酸生産菌の 発見や代

謝制御発酵に関しては生物工 学関連の教科書で もとりあ

げられて い る，すでに飽和 した事業分野，終了 した研究

分野 と思われ て い る方 もあ ろうが，そうで もな い ．一
例

として 図 1 に飼料用 ア ミ ノ酸 の 世界市場拡大，図 2 にア

ミノ 酸発酵 関連 企 業か ら出願された飼料用 ア ミ ノ酸発酵

関連特許公開数の 推移を示 した，現在で もア ミノ酸の世

界市場 は右肩上 が りに伸張 し て お り，ア ミノ 酸発酵関連
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図 1．飼料 用 ア ミノ酸 の 世界 市場の 拡 大 （味 の 素  推定）

特許 も毎年多数出願 されて い る．拡大す る市場 をめ ぐっ

て国際的に熾烈な競争が繰 り広 げられてお り，事業的に

も技術的に もきわめてアクテ ィ ブな領域である，

　本稿で は，50年 の 歴史をもつ ア ミ ノ酸発酵の 研究開発

が近年 どのようなかたちにな りっ っ あるのか，また将来

は どの ような可能性 を 目指 して い るの か につ い て，い く

つ か の 例 をあげて説明 した い ．ア ミ ノ酸発酵の 研究開発

の 主体は現在ではそれを事業として推し進めて い る各企

業であるがt 基盤 とな る べ き学術分野 で は大学 な どの 公

的研 究機関との 共 同研究が多 々 進 められて い る．企業と

大学 を含む社外研究機関との コ ラボ レ ーシ ョ ン を実施す

る際の利点 ・課題な どに も触れて い きた い ．

ア ミノ酸発酵菌株の育種

　ア ミノ酸発酵におい ては，原材料か らの転換効率，生

産速度，不純物濃度な どの生産効率に関 字す る 種 々 の 因

子は，使用する微生物 の 性質によ っ て大き く左右され る．

高 い 生産能 を有する変異株 を取得する ス テ ッ プ，すなわ

ち発酵生産菌株の 育種が重視 され る所以 で あ る．図 2 に

て示 した特許 も，そ の 多 くは発酵菌株の育種に関する も

のである，

　ア ミ ノ酸発酵の 菌株は，従来は C．gtUtamic？tm が中心 で

あ っ たが，遺伝生化学的知 見が豊富で実験技術も整備さ

れて い る F．schenlchia　coli な ども親株 として使用されつ つ
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図 2．ア ミ ノ酸主 要サプ ラ イ ヤ
ー

か らの 飼 料用 ア ミノ 酸 発酵 関連

特許 出願 数の 推移
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図3．ア ミノ酸生 産 菌株 育種 ポイ ン トの 広が り

あ る．E ．　coliは C．　glutattticumと比較す る と培養至適温度

が高 く生育も早い た め，育種期間の 短縮に加え．発酵生

産性 の 向上 も期待され る，現在 で は，E ．　coli は単な る実

験室 モ デ ル菌株でな く一1業 生産菌株で もあ る．

　先に述 べ た ように，変異株を用い た代謝制御発酵の 発

展 に つ れ て ア ミノ酸 発酵の範囲 は拡大 した，さ らに，

1980 年代以降遺伝子操作技術の進展に 応 じて，ア ミ ノ酸

生合成経 路遺伝子 の 発現量増強 による生産効率 の 向 Eが

図られて きた．生産効率の 更な る向上を rl指 して，現在

で は改変 され る べ き箇所 は目的 とす る ア ミノ 酸 の生合成

経路 分解経路 の みに とどまらず，図 3 に示す ように中

央代謝系，エ ネル ギー代謝系．補酵素変換系，ス トレ ス

応答 　目的物質 の菌体外排 出系な ど，多岐にわた っ て い

る．こ こ ではそ の うち，エ ネ ル ギ
ー
代謝系改変の 例，転

写 ・翻訳 調節因子改変の 例，お よび日的ア ミノ酸の 菌体

外排出系改変 の 例 に つ い て 紹介す る．この よ うな育種改

変の ポイ ン トが数多く積み重な っ て，図 2 に 示 した よ う

な多数の特許出願に つ なが っ て い るの で ある．

エ ネル ギー代謝系改変による育種

　ア ミ ノ酸発酵に お い て通常使用 さ れる 主原料は通常

グル コ
ース，シ ュ ク ロ

ースなどの糖類ある い は糖類を高

濃度 含有す る農産晶 で あ る．培 地 に添加 さ れ た糖類 は t

解糖系，TCA 回路などの 中央代謝経路を経て ア ミノ 酸 の

生 合成経路に 入 り，目的ア ミノ酸 の 炭素骨格 となる が，
一

部は菌体 自身の形成 に も使用 され，また ，炭酸ガス ま

で 分解さ れ て エ ネル ギ
ー
生成 に 利用 さ れ る もの もあ る．

中央代謝経路 にて NADH が牛成 され，呼吸鎖に て NADH

を酸化 して膜電位を形成，膜電位を利用 して Arp 合成が

なされ，こ の Arp が ア ミノ酸合成や菌体形成に使用され

　　　

図 4．ア ミノ酸発酵 にお け る炭 素 分配 とエ ネル ギー
代謝，

一レ 炭素骨 格の 流れ

る わけである，すなわち．原料の糖炭素骨格は日的ア ミノ

酸に転換され るか，菌体になるか，あ るい は分解されてエ

ネル ギーを産生する か，大き く三 分割さ れ る （図 4）．
一

定量 の ATP を産生する た めに必要な NADH 量を減 らす

こ とが可能で あれ ば　そ の た め に使用 さ れ炭酸ガ ス に 分

解され る炭素骨格の 量が低減し，そ の分炭素骨格を目的

ア ミノ酸の 生産の た めに有効に利用で きる ・」能 性があ る．

　E，coli　K −12株の 呼吸鎖では，主 に 2種類の NADH 　de−

hydr ｛〕genasc （NDH ）と，2種類の末端酸化酵素が機能

して い る と考え られてお り，NDH と末端酸化酵素 の そ

れ ぞれ の段階で 2種類ず つ 存在する酵素は，プ ロ トン排

出効率が異な る ため，相対的 に エ ネ ル ギー獲得効率が低

い もの と高い もの が存在す る こ と とな る．高 い エ ネ ル

ギー効率を示す酵素の 増幅と，低 い エ ネ ル ギー効率を示

す酵素の欠損化の組み合わせに よっ て．単位菌体量 を形

成 するため の 酸素使用 串；が減少 した．こ れは，同菌株 の

エ ネル ギー獲得効率が向 ヒして い る こ とを示 唆 して い

る．また ，呼吸鎖改変を行 っ た E ．　coli　K −12株を 利用 し各

種の ア ミノ酸発酵を実施 した とこ ろ，エ ネル ギー効率が

向上 して い る と考え られる 呼吸鎖の改変 を行 っ た株で

は，生産能の向上が観察された t）．

転写 ・翻訳調節因子改変に よる育種

　転写 ・翻訳調節因 r一の ア ミ ノ酸発酵に与え る影響 の 例

として，定常期特異的 に 発現す る mef
’
遺伝子 の 改変によ

る ア ミノ酸生産能 の 改良を示す．rmJ1 は Ribosomc 　modu
・

lation　factorを コ ードする遺伝子で あ り，定常期 に リボ

ソーム を二 量体化 し，翻訳活性を停 止させ る 因子 として

知 られ て い る．一
般 に ア ミノ酸発酵 の 効率は培養後半低

下す る．発酵効率の高い 培養中盤まで と，低下する培養

後半の 各種遺伝 子発現 の 違 い を DNA ア レ イ技術 を用 い

て検討 した と こ ろ，培養後半 に ア瞬 遺伝子 の 発現量 が 向
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ヒして い る こ とが判明した，そ こ で，L’．　coti 由来の L 一リ

ジ ン生産菌に て iveTf遺伝子 欠損を誘導 した と こ ろ，生育

の若干の向上に加え，1．一リジ ン生産能の 向上がみ られた，

生産能向上は特に定常期に 著しい ．翻訳活性の維持に よ

り，L一リジ ン 生合成能が より長期に保持された結果 と考

えられた 2）．

ア ミノ酸排出経路の 改変

　ア ミノ酸発酵に お い ては，目的 とす る ア ミ ノ酸は菌体

外 に蓄積され る．ア ミノ酸の菌体外排出経路は近年注目

され つ つ ある研究分野で あ る，筆者 らはC．glu．tωmicui
’
n の

L一グルタ ミン酸排 出担体と想定され る因子 を特定した S）．

本因子を コ ードす る遺伝子 NCgl1221 は他微生物にてメ

カノ セ ン シ テ ィ ブチ ャ ン ネ ル と呼ばれて い る遺伝子と相

同性 を有する．メカ ノセ ン シ テ ィ ブチ ャ ン ネル は T 浸透

圧 の ダウ ン シ ョ ッ クの 際に細胞膜の 膨圧 を感知 し適合溶

質を細胞外に放 出す る機能 を有す るイオ ン チ ャ ン ネルで

ある．NGgl1221 も同様に，　 L 一グル タ ミ ン 酸生産 の 誘導

処理に よ っ て引き起こ される細胞膜の 張 力変化によ っ て

活性化さ れ，L一グル タ ミン 酸 の 細胞外 へ の 排出を触媒す

る トラ ン ス ポ ー
タ
ー本休か，ある い はそ の 活性調 節因子

で あ る と考え られ て い る．NCgl1221 遺伝子 をプ ラ ス ミ

ドなどで増幅する とt 誘導処理条件で の L一グル タ ミン 酸

蓄積の増加がみ られた，また，誘導処理なしで もL一グル

タ ミ ン 酸を細胞外に排出する よ うな変異型 の NCgil221

も単離され て い る．

菌の代謝系全体の至適化

　ア ミノ酸発酵の 効率化に向けた各要素技術の 改変に つ

い て触れてきたが，実 際の高力価生産菌株で は こ の よ う

な改変が多数組み合わ された もの が使用され る．多数の

改変の 組み合わせ に お い て は，単独 で は有効と思われる

改変が常に有効で あ る とは限らな い ，逆に代謝経路全体

の バ ラン ス を崩しネガテ ィブな影響を与え る こ とも稀で

はな い ．実際の 生産菌株育種にお い て は，代謝系全体を

俯瞰して 至適化がなされて い る こ とが きわ め て重要なポ

イ ン トで あ る．

　代謝系全体の 至適化に は，近年発展の著 しい フラ ッ ク

ス解析技術，オ ミ ク ス解析技術の使用が有効で あ る．細

胞内の 生化学反応ネ ッ 1・ワーク の化学量論に基づ く代謝

フ ラッ クス 解析に よ っ て，目的生産物の理想的な代謝経

路を探る こ とがで きる．また，同位体ラベ ル 基 質を用い

て代謝生産物の同位体分布比率を実験的に測定する こ と

に よ っ て，現状の フラ ッ クス の状態を推測する こ とも可

能であ る．菌体内の代謝中間体を網羅的に測定する メ タ

ボ ロ ミク ス 技術 を使用すれ ば 代謝過程 の どの 部分に律

速が生じて い る の か推定する こ とができる．また， トラ

ン ス クリプ トミ ク ス 技術 を使用す る こ とに よ っ て ，あ る

一
つ の 改変に対 して菌が思わ ぬ レ ス ポ ン ス をして い る こ

とを察知 できる場合もある．こ れ らの技術を用 い て発酵

生産時の代謝系全体の動きを捉え，適 切な改良を加え る

こ と に よ っ て 代謝全体を至適化す る こ とを筆者 らは 目指

して い る．

　発酵中の菌の代謝系全体の至適化 の 重要性に つ い て述

べ て きたが，将来的 に は発酵液か ら製 品を単離精製す る

工程 も含めた製造工 程全体の 至適化，さ らには発酵原料

で あ る農産物調達ま で含めた生産 シ ス テム 全体の 至適化

が重要となる，図 5に当社が提唱する 「環境調和型バ イ

オ サイ ク ル 」 を示 した ，

　糖蜜を原料 として使用 して
．
い る ア ミノ酸製造工場を想

齢

図 5．環境 調和型
“
ア ミノ酸 バ イオサ イ クル

tt
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定し，50万 tの ア ミノ酸を製造する た め に IJ「o万 tの糖蜜

が必要 と仮定する，150万 tの糖蜜を入手するため に は50

万 haの 農場 で 生産 され る サ 1・ウキ ビ 3800 万 tが 必 要 で あ

る，
一

方，ア ミ ノ酸の 発酵生産に伴い 副産物で ある培養

廃液が 160 万 t程度得られ る．一般 に 培養廃液は良好な有

機肥料 として利用 可能で あり，160 万 t の 液体肥料は 35

万 ha の サ トウキ ビ 畑に有機肥料 として施肥す る こ とが

で き る．こ の よ うなサ イ ク ル を回す こ とに よ っ て，、k気
中の炭酸ガス を吸収 しなが ら再生可能な資源を用 い て，

環境的 に も経済的 に も有効な生産シ ス テ ム を構築す る こ

とが可能と考えて い る．

産学連携に よ る ア ミ ノ酸発酵研究 の 課題

　こ れま で述べ てきた ように，高度な ア ミノ酸発酵菌株

は多数の改変箇所を有して お り，それ ら の検討の ため に

は，単に そ の ア ミ ノ酸の生合成経路の 研究だ けで な く，

使用する菌株の 生理 ・生化学全般 の 研究が重要で あ る．

こ の ような広い 分野 の研究を
一

企 業だけで 実施する の は

不可能で あ り，社外 との 共同研究が必 要 とな る場合 が 多

い ．筆者ら も日本の 国公立大学を始め として種 々 の 公的

機関 との 共同研究 を実施し て きた が，そ の際に気に な っ

た点に つ い て触れ て みた い．

　企業 ・大学間の共 同研究で は情報公開，アウ トプ ッ ト

で ある知則の取扱い などが問題 となる場合が 多い ように

思われ る．産業化を目指 した研究開発の場合は，特許出

願はア ウ トプ ッ トの
一

つ の H安で あ る．特許は未発表の

新奇性ある知見 に の み与え られ る た め，学生の卒業 ・修

了 ・学位取得な ど の都合上 学術発表を優先さ せ た い 大

学 と，特許取得を目指す企業 とで利害が対立 する場合が

あ る．近年は，、k学で も特許出願 を ト分意識 した 上 で外

部発表する風潮で はある が，権利範囲を拡大するた めの

実施例 の追加，国内出願を元 に した海外出願実施などの

場合，国内出願が終了した後 もしばら くの問発表を控え

る必要の ある 場合 もある．学会発表 ・論文投稿だけで な

く，科研費の報告書に
一

行概略を記載 して提 出した と こ

ろ，それが web 上に速やか に公開され，特許成立 の妨げ

とな っ た 例 もあ る．特許とする よ り ノ ウ ハ ウ とす る方が

良い知見の 場合 は，企 業内研究の場合は発表 自体が見送

られ る が，大学 との 共 同 研究 の 場合はそうもい かな い 場

合 も多 い ．

　 囗本 の 大学 は 国内の み 特許を出願 し，海外出願 に は興

味を示 さな い 場合も多 い が，ア ミ ノ酸発酵 の ように生産

現場 ・市場 が 主 に海外に依存し て い る よ うな場合は そ れ

で は 不十分 で あ る，日本 で の み成 立 し た特許 と は，口本

企業の研究開発の み に制約を課 し，海外の競合会社には

白由 に 使用可能な情報 を 学える発明 とい う こ とである．

　研究成果を共 同出願 の形で 特許化 し，実用化された場

合は，その 対価 も課題となる．すでに産業として成立 し

て い る ア ミ ノ酸発酵の 場合，その 更なる効率化に 向けて

新たな技術のパ ー
ツをはめ込んで い くとい う形 に なる こ

とが多い が，そ の 新たなパ ー
ツ に よるメ リッ トの算出は

非常に 困難である．知財に対する ロ イヤ リテ ィ
ー
，あ る

い は不実施保証 を求め られ た 場 合に 論理的 に 適切 な金額

は算出で きな い 場 合が 多い．

　企 業が大学 を含む外部機関 と共同研究を実施する場合

は，通常共同研究契約を締結する．共同研究前に 研究の

範開，知財権が発生した場 合の対応な どを想定 して開始

する わ けで はある が，契約書の 作成 ・締結に は結構な時

間と労力が割かれ る．一
方，プリ ミ テ ィ ブな因f を検討

対象とする こ とが多い 大学 との 共同研究で は，そ の 範囲・

方向性が不確定な場合 もある．先行 きはよ く判 らな い が

ち ょ っ と試 して み よ う とい っ た と こ ろ か ら意外な発 見が

生み出され る こ とも多い が、き ち ん と共同研究契約を交

わ し た 上 で の 研究開始 は，小回 りの 利 き に くい 対応 とな

りが ちで ある．ア ミノ酸発酵は こ れま で，産学連携の ド

で発展し て きた技術で ある，本稿に て論じた ような課題

は存在する が，更な る産学連携 の もと更に技術の 高度化

を図 り，事業を通じて世界に貢献した い と思 っ て い る．

おわ りに

　近年，バ イ オ リ フ ァ イ ナ リ
ーが注 目さ れ て い る．再生

可能な農林資源か らさ まざまな有用化学品を製造する技

術の こ とで あ り，世界的に今後の 発展が 大き く期待さ れ

る分野で あ る が，糖系原料を微生物によ っ て更に有用な

化学品で ある ア ミノ酸に転換する ア ミノ酸発酵はバ イオ

リフ ァ イナ リーその もの とい え る，ア ミノ酸発酵で培わ

れた技術 ・概念は，他の有用化学品の 生化学的な製造 に

も適用可能であろう．ア ミノ酸発酵 の 研究開発が，バ イ

オ リフ ァ イナ リーに よる物質生産全般に つ なが っ て い く

こ とを期待したい ．
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