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プ ロ ピオン酸菌 と光合成細菌の 脱窒能を利用 した 混合培養によ

る ビタミ ン Bt 、 の 生産　 （広島大 ・工 ・
醗酵 ・

t

広島電気大）

○浦野博水 、 佐 々木健
牟

、 西 尾尚道、永井史郎

目的　ビタ ミ ン B ， 2 （B 、、）生産菌の プロ ピオ ン酸菌は嫌気条件下で 菌体内に B 、 2 を生成

しっ っ 増殖す るが 、培地中に蓄積す る 酢酸 ・プロ ピオ ン酸 （V甜 によ り著 しい 増殖阻害を

受けBlz生産も制限 され る こ とが多い
。

一方、光合成細菌は 、嫌気 ・暗条件下で 、 これ ら

VFAを基質 と して 、 脱窒増殖を行な い Bn も生 成する 。そ こで 、本研究で はプ m ピオ ン酸

菌 と光合成細 菌の脱窒能 を利用 した混合培養にお い て 、生産物阻害を解除 し Bl2 生産を増

大す る こ とを 目的 として 、 最適とな る 混合培養条件を検肘した 。

方法　供試菌は、プロ ピオ ン酸菌 4種お よび Rh。d。bact。r　Siuhi−a−e−i−g−Lgg．s．id　 ∫，sp，denitriflc
一
盗 ILIO6を用 い た 。 培地は通常の グル コ ース合成培地。培養はバ イアル 瓶あるい は 31

の ジャ
ーフ ァ

ー
メ ン タ

ー
で 嫌気条件下、硝酸を添加して 行な っ た 。 接種は プロ ピオン酸菌

と光合成細菌 を単独 ある い は種 々 の 比率で 、あ るい は接種時期を変化 させ て 行な っ た e 菌

体量、 B12 、　 NQ，

一
、　NO，

一
等分析は常法に準 じ分析 した 。

結果　光合成細菌はその 単独培養におい て グル コ ース ・ 酢酸 ・ プロ ピオン酸の 混合基質存

在下で それぞれ を同時 に消費す る こ とがわ か っ た 。 鎚 he【皿RnlEとの バイ アル 瓶で の 混合

培養 （接種比 、 プロ ピオ ン酸菌1 ：光合成細菌2） にお い て 、菌体量は プロ ピオ ン酸菌単独

時の 約 1．5倍、Bt2蓄積量は約 2倍に達 した。 こ の とき 、光合成細菌はプロ ビオ ン酸菌が

蓄積した酢酸の約 29％、 プロ ピオン酸の 約9．3％を消費して お り VFAによるプロ ピオン酸菌

の増殖阻害を緩和 して い る もの と思われ る。ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ンタ ーにお ける培養にっ いて

は現在、検討中で ある 。
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変換 に よ る D−・7−ACAtsnc
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［目的 ｝ B−7−ACA ラク トン は 、セ フ ァ m ス ポ リン 化合物 を工 業的 に生産す る際 に大 量 に生
’
成さ れ る副産物 で ある 。 も じこ の ラク トン体 を、新 規抗 生 物質合成 の 原 料 と して 利用さ れ

て い る D−・7−ACAへ 再 変換で きれば、現行抗生物質生産プロ セ ス の 効率化 と収量 増大 に寄 与

する もの と考 え られ る 。 本研究で は 、D−7−ACAラク トン 加水分解 に よ る D−7−ACA生産菌の探

索 を行 い、高活 性菌体調製の ため の 培養条件及 び反応条件の 検討を行 っ た 。

【方法 及び 結果 】　 自然界 か ら分 離 され た 多数の 菌 株及 び 保存 菌 株等 を 培 養後菌体 を集菌

し、3 刪 D−7−ACA ラク トン を含 む Ol・1　 M リン 酸緩衝液 中、30℃ で 17　 h 菌体反 応を行 い 、

反応液 1｝；「の O− 7一八CA生成 鍬 を11P［、Cで 測定 した 。 こ の 結果、　 D−7−ACA生産活性を 有す る 2株の

菌株が得 られ 、う ち ！株 は 1）setidomoRas 　 puLida と同 定 され た 。 さ らに、　 D−7−・ACi、生産活性

を 増大 さ せ る た め 培 獲 及び及応 諸 条件 の 検 討 を行 っ た 。 培 養時 にお い て は ア ミノ酸 の 添加

効果 が 顕 著 で あ り 、窒素 源 と して 、リジ ン 、チ ロ シ ン 、尿素 を用 い る こ と に よ り最大 活性

を 有す る菌体 が得 られ 、培養 開 始後 i2　hか ら4　dま で は 、 ほ ぼ最 大活性を 維持 して い た 。

菌体反応 時 に は 、Mcllvaine 氏緩 衝 液 を用 い 、至適 pHは 6．0で あ っ た 。 また反応 至適 温 度 は

‘t℃ か ら10℃ の 低温 で 高活 性を示 し、反応 液中の 基 質濮 度 は 約 4mN が飽 和濃 度 で あ るにも

か か わ らず 、基 質 濃度 15mM ま で そ の 生成 量 は ほぼ 比例 した 。 以 上の 駸適条件下で D−7−ACA

ラ ク ト ン か ら の D− 7−ACA生 産 を行 っ た と こ ろ 、 饂高 20％の 収 率 で 反応 液申に D−7−ACAが 得 ら

れ た 。 本反応の 生成物を Dialon −HP−20カ ラム を用 い て 精 製 ・単離 し、　 NMR及び IRによ りD−7

−ACAで あ る こ とを確認 した 。 （
’ ‘
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