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【目的】通 性嫌気性細菌 Enterobactet．
　aerogenes は 自然 界 に 広 く存 在 して お り、

幅 広 い 糖類 の 資化 性 を 有 して い る。ま た 、通性 嫌気 性 菌で あ る た め培養 が

非 常 に 容 易 で あ る と と もに 、生 産 物 の 水 素 に よ る 阻害が 無 い とい う特 徴 を

持って い る、t しか し、水素収率が低 い こ とが 欠点 と して 挙げ られ る。そ こ

で 本研究 は、E．aerogenes 　HU101 を 用 い 代 謝 工 学 的 手 法 を 用 い て 、2β一ブ

タン ジ オール 非 生 成 株 を 作成 し、グ ル コ ー
ス か らの 水 素 生 産 に 関す る代謝

解析 を行 っ た 。
【方法 と結果 】本研 究で は、NTG 〔N −meth γ1−N −N ・n ；tre −N −nitoresoguanidi ］コc 〕
を変異剤 と して 用い 、ア セ トイ ン 陽性反応で あるフ ォ

ー
ゲス

・プ ロ ス カ ウ
エ ル （VP ）反 応 を 利 用 し、2，S一ブ タ ン ジ オ ー

ル 生成 が み られ な い 変異株
VP・L　VP−2の 2株 を 取得 した。　VP −1 殊 は 2，3・ブ タ ン ジ オ ー一

ル 収 率 だ けで

な く乳酸収率に も減少が 見 られ 、酢酸収率が 増加 し 、その 結果、水素 収率
が 約 2、OmoLH 　2〆  ol−glucoseと 二 れま で 確認 され た変異株 よ り高い 水 素収
率 を 示 した 。この 値 は 水 素 収 率 減 少 の 要 因 で あ る、乳 酸 、2，3一ブ タ ン ジ

オ ール 生 産 をブ ロ ッ ク した場 合 の 理 論値 と一致す る．ま た VP −2 株 は水素

収率 が 最大 で 1．2molH 　p’mot
−g］ucose で VP −1株 ほ ど高い 増加 が 見 られず．

乳 酸収 率に 高い 増加が 見 られ た ．現在こ れ ら変異株 の 最適培養条件 の 検討
を行 っ て い る。

【口的 】当研 究 室 で は 以前 か ら通 性 嫌気 性 菌 E アct
’
erobat ／te・r　aet’ogenes を 用 い た

水 素 生 産 を 検討 して きた 。E．aeioegenes は 糖 よ り高 速 に水 素 を 生 産 す る と と

も に有機 酸、ア ル コ ール を 生 産 す る。そ こ で 、E．aereg ’enes を用 い て グル コ ー
ス よ りまず 水素 を生 産 し、そ の 培養廃液 に含まれ る副産物 を メタ ン 発 酵 し

メ タ ン と してエネル ギー回収 を行 な う二 段 階 発 酵 シ ス テ ム を開 発 す る こ と

と した．
【方法お よび 結果】メ タ ン 発酵 は 東広 島市内の 食品製造工 揚 よ り採取 した メ

タ ン 発酵汚 泥を UASB リア クタ ー
（800 　m1 ＞を 用い 、人 工廃 液で 馴養 した．、

馴養 の 結 果、E、aet’ogenes が 生産する乳酸、酢酸、2．3 ブ タン ジオ ー
ル 、エ

タ ノ
ー

ル をほ ぼ完全 に メ タ ン 化 した 。水素発酵は 菌体充填床 型 リア ク ター
（60m りを 坩い 、野生 株 と 当研究室 の 伊藤に よ っ て 作製 され た 二 種類 の 2、B
ブ タン ジ オ ー

ル 非生成株 を用 い 連続培養 した とこ ろ、野生株が 一
番効率良

く水 素を生産 した。野 生株 を用い 10gfi の 基質濃度 で希釈 率が 0．93（h
．1
）の

とき 28　mrneVl ／h の 水 素 生産 速度 に 達 し た．副産物 と し て ギ酸 8mM 、乳

酸 UmM 、酢酸 14mM 、2．S ブ タ ン ジ オ ー
ル 24　mM 、エ タ ノ

ー一
ル 37 　mM

が生産 された．こ の 培養廃液 をメ タン 発酵 した とこ ろ、ほ ぼ 完全に 副産物

を消費 し、メ タ ン を生成 し た ．現在、UASB メ タン 発酵条件 を検討 中で ある．
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　Rccornbinant　Sa・ccharem ｝
’cevs　cereviSiae 　strains 、、・ere 　deve玉oped 　to　overpro −

ducc　an 　unticDugulallt 　 hirudin・The 　deka−sequence § of 　 rhe 　yeas し re 〔−
rotransposon 　乃1　and 　し

「
兄 43 　were 　used 　aS 　targe し　SiしeS 　【br　a 　吐1irudin

expre ∬ ion　 cassette ．　 High 　 cop ｝
・．number 　 transfbrmants 　wcrc 　 succcssfu11 ）

・
sele ε ted　uslng 　a　dominant　selec しion　antibietic ，　G418 、　Thc 　cDpy 　numbers 　of

the　hirudln　express め n　 casse 巳 e 　integratcd　int〔，　dcltとし一sequences 　〔｝f　 th ビ

ァeast 　chromosome 　ranged 　h・om 　five　 to　ten　copies 　per　cell ．　Production 　of

hirudin　in　the　delta−integra匸ed 　re ⊂o ヱnbinanl 　S．‘厂〃 召碗語α8　system 　increased
over 　twof （）ld　compared 　w 比h しhe　YEp −based　episornal 　hirudin　expression
sγstem ．　A 　lincar　 relationship 　bctween　the 　copy 　 number 　 of 　the 　hirudin
cxprcssion 　cassctte 　 and 　hirudin　expre ∬ ion　level　 was 　 observed 　up 　Lo 　lO
⊂opies ．　 A 　d〔｝uble 　delta　syst 巳m 　trunca 匸ed 　 with 　 the 　 unnecessar ）

・bacteriaI
genes　and ⊂ onsequently 　redu 匸ed 　insert　size 「6r　integration　sbowed 　a 丘bur −
fc｝ld　increasc　in　 transfermation 　 ef五dency　 a 匸 glven　 DNA 　 cDn 匸entrations

and 　 as 乱 result ，　the 　cDnstruc しcd 　rccDmbinant 　yeast　strain 　had　 a　 L3 −ft）ld
enhancement 　in　hirudin　expressk ｝nlevel 　compared 　with 　a　sing ］e　delta　sys−
tem ．

【目的 】我 々 はキラル な医薬 品の 原料 として 重要な L一ホ モ グル タ ミン 酸

（L・HG ）が L一リジ ン か ら FlavobacLerium 　lutescensを用い た 微生 物変換 に

よ っ て 生 産 で きるこ と、さ ら に、こ の 変換反応 を触媒す る酵素 LAT と P6G

デ ヒ ドロ ゲ ナ ーゼ 〔PCD 〕の 遺伝 子 （lat，　pcd）に っ い て 既に 報告 して い る

〔1，2）。今圓は L −HG の 生 産性 の 向上 を 目指 して 組換 え Elutesccns の 作成
な らび に 変 換培 養条 件の 最適化 を行 な っ た．
【方法 と結果】L −HG 変換反応 で は PCD が律 速に な っ て い た た め 、　 larと

pcd を載せ たプ ラス ミ ド p〔：FS41 を E 　iutes〔ens に 導入 して wild 〆S41 株 を

作製 し L−HG の 生 産速度 を上 げた 。次に L−HG の 蓄積量 を上 げ るた め に

wild ／S41 株 を用い て 変換 培養 条件の 検討 を行 い 、グル タ ミン酸 と金属塩の

添加 効果 を 見い だ した。さ らに 、高濃度 の リジ ン 及び NH4Cl に よる 変 換
への 阻害が 認め られ た た め 、その 解 除を H 的 と して NTG 処 理 に よ 0野生

株に リジ ン 耐性 と NH4Cl 耐性 を付与 した EN6 株 を宿主 と した EN6tS4 ］

株 を作製 した。こ うして 最適化 された培養条件 で EN61341 株 は約 40gJL の

L−HG を 生 産 し た 。（1）J．　 Bio 〔hem ．128，3〔｝1−397 （2000 ＞．（2）」．　Biochem ．
128，975 −982 （2000 ），
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