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2S2pO6 　耐熱 性 ポ リ リ ン酸 キ ナ
ー

ゼ を 用 い た 1丿ン 酸 化合物

生産 のプ ラ ッ トフ ォ
ー

ム 構築

○ 畏 田 章 犬 ，廣 田 峰
．

（広 大陀 ・先端 研 ・生 命機 能 〕

3S2aO1 膜 利用 バ イ オプ ロ セ ス に よ る効率的な 発酵シ ステ

　ム の 開発

O 山 田 勝 成 ．澤井 秀樹、耳塚 ・髭 澤 丿．ト健 司 ，峯 岸 進
．tt

　米原 徹

（東レ ・先端研）

リ ン ぽ有 限 の 地 下 資源 であ り、石油 と同 じよ うに 枯渇する 資源 で ある 。持

続 可 能 な 社 会 を 構 築 す るた め に は 我 々 の 使った リン を回収 しなければな り

な い 。我 々 ．はバ イ オ マ ス、特 に汚泥か らの リン 回収 に つ い て検討 して きたc
リ ン 畜 積 汚 泥に は ボ リ リン 酸が 蓄積 し、それ を穏和 な加熱で 溶山 して 闃収

す る 二 とが 出来 る こ とが わ か った．一
方 この ポ リリン 酸 は AIIP と等価 の リ

ン 酸 ジ エ ス テ ル 結合か らな る 化合物 で あ FP、そ の まま リン として 利用 する

に は も っ た い な い 。
一
骨 まで し ゃ ぶ る新技術 1 と して 、ポ リリン 酸 を有効利

眉 する技 術に つ い て お 話 し した い ．こ こ で は、高温 で の ポ リリン 酸 に よ る

AIIP 再生 系 を う ま く組み 入れ る こ と に よ って 、リン 酸化含物生産 のフ
．
ラ ッ

トフ か
一ム を構築 で き る こ とを紹 介する。最後 に 、我

tt
の 夢 として．直接

ホ リ リン 酸 を利用 す る酵嘉 を新 た ； 創成 し、Al
．
P再生反応 を必 要 としない

リン 酸化 合 物生 産 系を替築 しよ うと する試み を紹 介する．．
　 生 体 内の AIIP を利 用 した リン 酸化反応 は、産業的 に 有 用な物質生離の パ

イ オ フ
．
ロ セ ス と して 注 冖され て い る もの も存在す る。しか しなが ら．，NTP

は 高価 で あ る う え に、高 濃度の A τP を そ の ま ま某 質 とし て用い る と、キナ
ー

ゼの 反応 を 阻害 す る場合が あ る。この 問題を解決す る手法 と して 、AIIP 再

生系 が用 い られ る．これ まで に、い くつ か κ rP 再生方法が 報告 されて い る

が 、いずれ の リ ン 酸 ドナ ー一も　，X’丁 P「司様に コ ス トガかか る．そこ で ．安価な

ポ リ リン 酸 を用 いた Al
．
P 再 生 系 が 開発 され て い る．t ポ リ リン 酸キナ

ーゼ

（PPK ）は AIIP の ］
・位 の リン 酸 を可逆的に ボ リリン 酸 に 転移 させ る 酵素で あ

り、ボ リ リン 酸 に よ るA 正
．
P再 生系 L 使 わ れる。

　 我 tt は、耐熱性 PPK を発現す る大腸 菌を利用 した 組
1P

冉 生系の 構 築を

行 っ た 。高況 で 膜透過性を Hげ る こ とに よって 、外か ら加えたポ リリン 酸

と AD ？か ら AコrP を合成 した。こ の 反応系 と同様に 耐熱性の リン 酸 化酵 素を

紺 み 合 わ せ る こ とで 、コ ス トの 宏い ポ リリン 酸を リン 酸 ドナ
ー

と して 用い

る こ とが で きる。こ こで 壕 、耐熱性の フ ル ク ト
ー

ス キ ナ ・一ゼ、ホ ス ホフ ル

ク トキ ナ ーゼ を共 役 さ せ 、ポ リ リン 酸 と フ ル ク ト
ー

ス か ら フ ル ク ト
ー一

ス

1，6．ビ ス リン酸 （FBP ）を 合成 す る 系を紹 介 する．
一

方ポ リ リ ン 酸 を 直接 利 用 で き れ ば、さ らに プ ロ セ ス は簡 単 に な る 。一部

の 微生物 は ポ リ リン 酸を リン 酸化 り 基質 とし て利 用 す る酵素 を持 つ 、これ

まで 、ポ リリン 酸 と ATp の r而方を利 用 す る グル コ マ ン ノキナ ー・セ 〔Al1P ／

polyP−GK ）の 構造 が 京都大学 の村 田 らの グル ープに よ り明 らか に され て い

る 。我々 は．4TP を利 用 せ ず、ボ リ リン酸 のみ を リン 酸 化 の 基 日 と して 利用

する ポ リリン 酸 グル コ キ ナ ー・ゼ（Pol「P−GK ）を IE見 して い ナ
・

あ る 仮説 に よ

る と、PoL
｝
P・GK はAIP と，1・リ リン 酸 の 両 方 を 利 用 す る AIP ，polyP．GK へ と

進化 し、さらに ATP2 ）み を 利用 す る グル コ キ ナ ーゼ（．ギrp−GK ）に進 化 した の

で はない か と考 えられて い る。そ こ で、Po！yP
−GK の 結 晶 を取f号し、広 島人

学片柳准教授 と共 同 で構造解析 を行 っ た 。PolyP−GK に は特 徴 的 な ボ リ リ ン

酸結 合部泣 と考 えられ る領域 が 存：在 し、そ こ を基 点 と して プ ロ ．ヒ ッ ンブ な

反応 が進む と考え られたt−PolyP−GK とAl11ヲpol｝
・P・GK の 構 道 を比 転 した と

こ ろ 、こ の 領域が消失 し、お そ ら くこ れ に よ りAl
．
Pが 利 用 可 能 に な ・

⊃た の

で は ない か と推定で きた c さらに ATP −GK へ と変化す る際に は ア デノ シン

認識部位が 追加 され 鵡 こ れが 豆 体障害 となって ポ リ リン 酸を 利 用 で きな

くな っ て い る と考 えられたttまた その 原理に 基づ い て 、岨
．
P利 用 酵素を ポ

リ リン 酸利用酵素、一改変 させ る こ とがで きれば、上記の よ うなべTP 再 生系

を経 る こ とな く、狽 っ た リン 酸化反応を直接ポ リリン 酸に よ って 行える こ

とが 可能 にな る と 杉え られた 。

枯渇 が 懸念され るイ
．1油資 源の節約や ：酸化炭素 i非出の抑制の ため に、カー

ボン ニ ュ・一トラ ルな 素材が 望まれ て お り、微生物 に ．よるバ イ オマ ス か らの

ポ リマ ー原 料合成 は、環境 にや さ し い 技術で あるた め世 界的 に注 目されて
い る。微二［，物を 用 い た 発酵技術 に よ トO、ホ リマ

ーの 原料 とな る有機酸、ア
ル コ ・一・ル などが 発酵生産 で き る こ と は従来か ら知られてい るが、低 コ ス ト

で高純度な重 合グ レードの モ ノ マ ・一製造の た めに は、生産効率の 飛躍的な

向 L力 望 ま れて い る。我 々 は、高分子分離膜技術 と発 口孝技術 を融合 した膜

利用 高効率連続 発酵 リア ク ターと膜利用精製技術か らな る膜利用バ イオプ
ロ セ ス に ．よ っ て 高効率な 発酵基盤技術の 創出 に取 り組んでい るtt

膜利用 高効率連続発酵 リア クターで は．蒸気滅菌可能な精密ろ過 膜 （MF
膜） を用 い る こ とで 、微生物 を発酵 リア ク ター内に 高密度に保持 しなが ら

連続発酵が 可 能な 某 本技術 を確立 し、微生物に よる物 質生産を、従来の 5
侶以 Eの生産 連 度で 数週閾以 ．E連続的に 継続 させ る こ とが可能 とな っ てい

る．こ こで は 、疝性汚泥 ろ過に 使用可能な 団詰 まりの 少ない 低フ ァ ウ リン

グ性MF 膜技術 と発酵条件の 設定が キ ー
技術で ある。

発酵に お ける 生産効率の 向 Eに お い て 、培 養液 か らの 目的生曜物 の分離 ・
精製 も亟要な 課題で あ る。発酵は 、化学合成 に比べ て 生成物 の 濃度が低 い

た め 、水の 濃縮 コ ス トが 負担 となる 、．また、培地 や微生物 に山来 する不特

疋 で 構造の 複雑な不 純物が 含まれ る こ とが多 く、目的生産物 の 物 性に よ っ

て は 煩雑な 精製方法が 必 要 とな るケ
ー

ス が ある．我 々 が取 り組ん でい る膜

利用 精製技術で は 、海水淡水化、浄水処理 な ど幅広 い 分野 の 水処埋用途 に

闕発した ナ ノ フ ィ ル トレーシ ョ ン 膜 〔NF 膜 ）、逆浸透膜 （RO 膜）之利用

し
一
〔、低 エ ネル ギーか つ 低 コ ス トな精製 プロ セ ス の 開発 をH指 して い る ．

今回 の 発表で は 、膜利用 高効率連続 発酵 リアクタ
ー
技術 と膜利用精製技術

を 組み 合わせ た膜利用バ イオ ブ ロ セ ス の検討状 況につ い て、ピル ビ ン 酸発

酵を III 心 に紹 介 す る と共 に今後の 課題 につ い て も触れ るt．
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