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2冂 0−4 　酢酸菌の 走行制御 に よ る ハ ニ カ ム 型 セ ル ロ
ー

ス 3
　次元構造体 の 構築

⊂）笠 井 　稚 子 ，近 藤 　哲 男 ，森 田　光 博

〔九大 院 ・生 資環 ）

2110−5 　酢酸菌分 泌 繊維 を用 い る ボ トム ア ッ プ型自動 3 次

元 構造体構築

○ 富 田　陽子 ，近 藤　晢 男 ，森 田 　光博

（九 大 院
・生 資 環 ）

緒 言　最近演者 らは、フ ォ トリソグラフ ィ
ー

法 よ りも簡便 な自己組織化 を

用 い る方法で 、ハニカ ム細 孔を有す るセ ル ロ
ー

ス フ ィ ル ム を創製 した。こ

の フ ィル ム は、セ ル ロ
ー

ス 分子鎖はハニカム 骨格 に沿 っ て 配向 して い るが、
非結晶性 で あると い う特異 的な性質 を有 して お り、こ れ は我々 が提案 した

ネマテ ィ ッ クオ
ー

ダ
ーセル ロ

ー
ス 〔NOG ） と同様 の もの で あ っ た。最近、

こ の NOC をテ ン プ レ
ー

トに して、酢酸 菌を培 養す る と、表面の セ ル ロ
ー

ス

分子鎖 の 配向方向に沿 っ て 、菌がバ クテ リアセ ル ロ
ー

ス ナ ノ繊維を菌体外

に分泌．堆積 させ なが ら走行 する とい う現象が 見出された。これは 、酢酸

菌の 走行 がテン プ レ
ー

トによ り制御 され る こ とで 、3 次元 構造体が構築 さ

れ る こ とを示 して い た．こ の こ とは、さ らにハ ニ カム 型セ ル U 一ス フ ィ ル

ム を足場に用 い た場合、ハ ニ カム 型 3次元 構造体 の構築の 可能性を示 唆 し

て い るc 本発表で は、この 酢 酸菌 による ハ ニ カ ム 型 3次元 構造体の 構築 を

試 み、得 られた結果 を報告す る．
結 果　タイム ラプス 光 学顕微競 によ りフ ィ ル ム 上 で の酢酸 菌の 運動 挙動の

観 察を行 っ た とこ ろ、菌はハニ カム 骨格上 にの み セ ル ロ
ー

ス ナ ノ繊維 を堆

積 して い るこ とが明 らか とな っ た．また、培養前後 にお ける ハ ニ カム の骨

格 の 高 さや幅の 変化 をAFM で モ ニ タ
ー

した とこ ろ、幅 は ほ とん ど変化 しな

か っ たが、高 さに著 しい 増加 が見 られ、現段階で は ．およそ100nm （酢酸

菌の ナノ 繊維 10層分 ） まで高 くす る こ とがで き、ハ ニ カ ム 型 3次元 構造体

の 構築に 成功 した．

酢酸菌は、バ クテ リア セ ル ロ
ー

ス （BC ）と呼ばれ る高結 晶性 ナノ繊維 を菌体

外に分泌す ると同時に．その 反作用 として分泌 と逆 方向に走行す る。通 常

培養 によ り、こ の 繊維の ネ ッ トワ
ー

ク構造を有する薄膜が 得 られ る。演者

らは、分泌繊維 とテ ン プ レ
ー

ト表面 分子 との 強 固な相互 作用 を利 用 して 、
酢酸菌の 繊維の 堆積方向 と菌体の 走行方向を同時に制御 する方 法を提案 し

た，こ の テン プ レ
ー

トは、セ ル ロ
ー

ス 分 子が 一
軸方 向に配 向 して い るが 、

非結 晶性 を示 すネ マ テ ィ ッ クオ
ー

ダ
ー

セ ル ロ
ー

ス と呼ばれ るもの で あ り、
さらに最近、ハ ニ カム 細孔 を有す るセ ル ロ

ー
ス フ ィ ル ム を足場 に したハ ニ

カム 骨格 3次元 構造体構築 を提案 して い る ．これは 、ナノ テ クノ ロ ジ
ー

で

注 目 され てい るナ ノパ タ
ー

ニ ングが酢酸菌を用い て 可能に なるこ とを も示

して い る。　 以 上の パ タ
ー

ン は、直線か ハ ニ カム かに 限定 され る ため、今

回 は 任意 のパ タ
ー

ニ ン グ足場の 作製を 目指 した。まず、親 水性の B〔：表面 に

疎水性 を付与 し、そ れを原 子 間力頭微鏡 の 探針 で任 意の ナ ノ サイズ の パ

タ
ー

ン に 削る こ とに より、親水性の レ
ー

ル を疎水表 面に 有する セル ロ
ー

ス

テ ンプ レ
ー

トを作製 した。この ．ヒで 酢酸菌を培 養す る と、親水性 レ
ー

ル 付

近 に菌 は集ま り、分泌繊維 をレ
ー

ル の 沿って 堆積 させ る。こ の よ うに して 、
疎水性表面 にバ クテ リア セル ロ

ー
ス の ナノ パ タ

ー
ンが構築 され る．さらに

培養 を続 ける と、そ の ナ ノパ タ
ー

ン を足場 と して 酢酸菌が選択的 に吸着 し、
高 さ方 向に選択的か つ 自動的 に菌が分泌繊 維を堆積 す るこ とに な るc この

方法 は．生物ナ ノ リ ソ グラ フ ィ
ー

とみ なす こ とがで きる。

Autofabrication　of 　3D 　s重ructUre 　on 　ho皿 eycomb ．pa眈 erned 　celMose

fi至m 　as　a　scalf ・ld　bアAcet・bacter　aytinum

　OWakako　KASAI ，
「
lbtsuo 　KONDO ，　Mitsuhiro 　MORI 丁 A
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211H 　デ ン プン資化性 新奇 乳酸菌 に よるサ ゴ デ ン ブンか

　ら の 直接 L一乳酸 生産

0 柴田　圭右
1，Dulce 　M ，　Flores2，小林　元 太

1，
　園元 　謙二

1

（
1九 大院

・
農 ，2 ミン ダナオ 大学）

2111−2 　高密度菌 体 を用 い た ア セ トン
・ブ タ ノ ー

ル 発 酵の

　高効 率化

O 田代 　幸寛，武 田　勝久，小林 　元 太，園元 　謙 二 ，
　吉野 　貞蔵

（九大院
・
農）

【目的 】近 年 ．L一乳酸 は生 分解 性 プ ラ ス チ ッ ク の
一

種 で あ るポ リ乳 酸 の 原

料 と して 注 目 され 、効 率的 な 生産 法 が研 究 され て い る．代表 的 な熱 帯 産 バ

イ オ マ ス で あ る サ ゴ デンプ ン は非 常 に安 価 で豊 富 に存 在 し 、工 業 用 発 酵 原

料 と して の利 用 が期 待 され る 。こ れ ま で に 当研 究 室 で はサ ゴ デ ンプ ン 酵 素

糖 化物 を 原 料に 高効 率L．乳 酸発 酵を行 っ て き た が 、効 率的 な発 酵 生 産 法 の

構 築に は 酵素糖化 行程 の 簡 素化 が 望まれ る。そ こ で 、本研 究で はデ ン プ ン

資化 能を有する新 奇乳酸菌 を用い た サゴデ ン プン か ら の 直接 L一乳 酸発 酵

生産を行 っ た 。
【方法 ・結果】使用菌株に は フ ィ リ ピ ン の 発酵食 品 よ り、デ ンプ ン資化 性乳

酸菌 として 分離 され 、糖類発 酵性試験 と16S　rDNA 解析に よ り、Enterococcus
faeCiumと同 定 され た No ．78株、培 地 に は サ ゴ デ ン プン も しくは 可 溶性デ ン

プン 含 有MRS 培地 を 使用 した 。3D℃、　pH 　6．5、か く は ん速度200rpm で 回

分 培養 を 行った．デ ンプン 濃 度は ヨ ウ 素デ ンプ ン反 応 に よ る比 色法、糖濃

度 ・乳 酸濃度 は HPLC にて 測定 した。そ の 結果 、最大 生産乳 酸濃度 と対 糖

乳 酸収 率 は 、サ ゴ デ ンプン か ら18．9　gtL、99．4％、可 溶性 デ ンプ ン か ら IS．7
gtL、　B5．9％で あ った。また 、サ ゴ デ ン ブ ン か ら の乳 酸生 産 性 は 1．17　g〜L／h
とグル コ

ー
ス か らの 場 合 とほ ぼ1司等で あ ったが 、可溶性 デ ンプ ンか ら の場

合 と比 較する と2．5倍 で あった．

【口的 】アセ トン
・ブ タ ノ

ー
ル （ABE ）発 酵 に よ る未利 用 バ イ オ マ ス の利 用 は

近 年 の環境 問 題 に よ っ て 注 目 を浴 び て い る が 、実 用 化に 向 け た 問題 点 と し

て 菌 体 濃 度 お よび ABE 生 産 性 が 低 い こ とが あげ られ る。そ こ で本 研 究 で

は ．高 ABE 生 産 性 シ ス テ ム の 構 築 を 目的 と し、高密度菌体に よ る連続 発 酵

を行 っ た．
【方法 ・結果 】使 用 菌株 は Cto∫t・ridium 　saccharoPe

・
rbuij

’lacetenicum　N1 −4（ATCC
l3564｝、培 地 に は グル コ

ー
ス を 炭 素 源 と し た TryPtDne−1’eaSt　extraCt一

飽 etate 培地 を用 い た 。通 常 の 連続培養で は 、希釈率 0．20　h．1の 場合．　ABE
生産性 は 1．82g 〆Uh で あ っ た。次 に培養液 を10倍濃縮 し、さらに 中空糸膜

を用 い て菌体 を回 収 しなが ら連続発 酵 を行 っ た結果、希釈率0、85h ’Lの 場合

にABE 生産性 は Il．O　g1L／h とな り、通 常 の 連続発 酵に 比 べ て 約6倍に 増加 し

た 。しか し、100g／L以 上の 高密度菌体で は 発 泡が激 し く、培養液量の 制御

が 困難 と な り、連続発 酵が 不 可 能 とな っ た。そ こで 、菌体濃度を
一

定に 制

御す る た め に 、一定流速 で 培養 液 を引き抜い て （Bleeding）連続発酵 を

行 った。Bleeding希 釈率0．〔｝9　h
’1

の 場 合に は菌 体濃 度を30−40　g〆Lに維持 し、
培 養液量 の制御が 可 能 と な り、そ の 時の ABE 生産性 は 9．7791Uh で あ っ た ．
現 在、ABE 生産性 、菌体濃度 にお よぼすBleedingの 希釈率の 影響お よび 最

適化 を検討 中で あ る。

Direct　 L．1actic　 acid 　 produc 廿on 　 from 　 sago 　 starch 　 by 　 a 　 novel

amylolytic 　Iac直c 　acid 　bacterium
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IFa
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Improv   ent 　 of 　 continuous 　 acetone −butanol・e 舳 ol （ABE ）
fermentation　with 　high　ceU 　densitア
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