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　　　石 油 脱 硫 微生 物 Ps 　eu 　dom 　onas 　pa 　ti　da　No ．69 株 の

　　　　　　　　　高 濃 度 培 養 と DBT 分 解

（名 大 院 ・工 ・生 物機 能 ） ○ 本 多 裕 之 、 杉 山 浩 康 、 松 下 　響、

小 林猛 、　（工 技 院生 命研 ）倉根 隆
一

郎
【目 的 】原 油 中 の 硫 黄濃度 は増 加 す る 傾 向 に あ る

一
方 で 、 軽 油 に 含 まれ る 硫

黄の 含有 量 は 規 制 さ れ る 方 向 に向 か っ て い る 。 こ の た め 我 々 は 脱 硫 微 生 物 の

高濃 度 培 養 と休 止 菌体 反 応 に よ る 2 段 階 の バ イ オ 脱硫 を 提案 し て お り 、

Rhodococcos 　rh 　odoch 　rous 　IGTS 　8 を 用 い た 研 究 を 報 告 し た 。 今 回 は 別 の 脱 硫
微生 物 で あ る Ps　eu 　dom 　onas 　pu 　ti　daNo 。69 を用 い

、 ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ ー
で の

高濃 度 培 養 と、 モ デ ル 含硫 有 機 化 合物 で あ る ジ ベ ン ゾ チ オ フ ェ ン （DBT ）の

分 解 を行 っ た の で 報 告 す る 。

【方 法 お よ び結 果 】脱 硫 微 生 物 と して P ．pu 　ti　da．　No ．69 を使 用 し た 。 容 量 1L
の ジ ャ

ー
フ ァ

ー メ ン タ
ー を 用 い て 酢 酸 と酢酸 ア ン モ ニ ウ ム の 混 合 物 を 流 加 す

る pH ス タ ッ ト に よ る 培 養 を行 っ た 。 酢酸 、 ア ン モ ニ ア 濃 度 は と も に 培 養 期
間 を 通 し て 阻害 レ ベ ル 以 下 の 2g ！1以 下 に抑 え る こ とが で き 、 13 時 間 後最 終 乾
燥 重 量 で 31 ．49 −dry　weight1L に 達 した 。 こ れ は R ．　rh 　odoch 　rous 　IGTS 　8株 の 約
2 倍 の 増 殖 速 度 で あ っ た 。 また 得 ら れ た 菌 体 は DBT 分 解 活 性 を持 ち 、 20 時 間
で 0．2mM の DBT が 分 解 で きた 。

High　density　cUltUre 　of　Pseudomonas　sp ．　No ．69　for　biodesulfurization
OHi ・・yuki　H ・nd ・ ・ Hibiki　M ・t・u ・hit・

，　Hi・Qy ・・u 　Sugiy・m ・ 、　T・keshi・K ・b・y・ ・hi
，

’Ryuichiro 　Kurane （Dept ．　of　Biotechnoleg｝」
，
　Graduate 　School　of 　Engineering，

NagoyaUniv ．　’ NIBH ）
【K ・yW ・・d・】high　d・n ・ity・ultU ・e 、　d・・ulfu ・izati・n 、　pH ・t・ t

957 麹菌 由来 グル コ ア ミ ラーゼ 生産 酵母 の構 築 とそ の 培養特性

（阪大院 ・工 ・応生） ○梶原芳典 、 川 崎泰嗣 、 内 山圭 司 、塩谷 捨 明

【目的】デ ン プ ン を基質 と した直接発酵で は 、 デ ン プ ン を分解す る酵素を生産 させ 、 酵
素 に よ っ て 分解 し た糖 か ら目的生 産物 を生 産 させ る 。 以前 、 当研 究室 に お い て 、培養温
度に よ っ て 発 現調節が 可能 なイ ネ α 一ア ミラ

ー ゼ生 産酵母 を構築 し、そ の 培養 特性 に っ

い て の 研 究を行 っ た 。 しか し、デ ン プ ン の 直接発酵 を行 うた め には α 一ア ミラ
ーゼ だ け

で な く 、 酵母が 直接資化 しやすい グル コ ー
ス を生 成す る グル コ ア ミ ラーゼ も生 産 させ 、

デ ン プ ン に 、 α 一ア ミラ
ーゼ

、 グル コ ア ミ ラ
ーゼ 両酵素を作用 させ る こ とが よ り効率的

で あ る と考 え られ る 。 そ こ で 、本研 究では 、デ ン プン を基質 と した直接発酵 の 最適化 を
目的 と して 、培 養温度 に よ っ て 発現調節 が可能 な麹菌由来 グル コ ア ミラーゼ 生 産酵母 を

構築 し、培養温 度、基質濃度に対 す る比 増殖速度、比 生 産速度 の 関係 など、培養特性 に
つ い て の 研 究を行 っ た 。

【方 法及 び 結果 】宿主 には Saccharomyces 　cerevisiae の 無機 リン 酸 トラ ン ス ポ ーター を コ

ー
ドす る PffO84 遺伝子の 発 現 が 、温度 に よ り調節 可能 とな っ た PHO80 遺伝子 の 温 度感

受性変 異株 を用 い た。 こ の 株 に PHO84 遺伝子の プ ロ モ
ー

タ
ー

と、麹菌 グル コ ア ミ ラ
ー

ゼ 遺伝 子の 構造部 との 融合遺伝 子 を持 つ グル コ ア ミ ラ
ーゼ発現用 ベ ク タ

ー
を導入 す る

こ とに よ り 、 高 リン 酸濃度下で 培養温 度 に よ っ て グル コ ア ミ ラ
ーゼ の発現調節 が 可能な

グル コ ア ミラ
ーゼ分泌 生産株（YKU131 ）を構 築 した 。 以 前 の 研 究か ら、イネ α 一ア ミラ

ー

ゼ生 産酵母 は、比 増殖速度 は培養温 度 32℃ で 、ア ミラ
ーゼ 比 生産速度 は 34℃ で 最 も高

くな る傾 向を示 す こ と が わか っ て い る 。 そ こ で 、 YKUI31 株の 培養温 度 32℃ 、34℃ にお
ける培養特性 に っ い て 検討 を行 い 、 デ ン プ ン を基質 と した直接発 酵最適化の 指針 と した 。
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