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2P−1109　　 大腸 菌の 発酵生 理 学的 解析 に適 した最少培地 およ

　　　　　　　び培養条件の 検討

　　　　　　○紀平 知 枝 ，Nli田 壮 矢 ，吹谷 智 ，和 田 大 ，横 田 篤

　 　 　　 　　 （北大院 ・農 ・応 生科 ）

2P・1110　　 濯齬d・ monas 　methanolica 　MB58 の メ タ ノ ー
ル 代謝

　　　　　　　と生育に 及 ぼ す二 酸化炭素の 影 響

　　　　　　○片山 寛子 ，松崎 亮平 ，二宮 佑梨花，三 井 亮 司 ，
　　　　　　　 田 中 三 男
　　 　　 　 　 （岡 山理大 ・理 ・生 化）

【背景 ・目的】大腸菌 を用 い た発酵生産の 効率化を達成す る上で、実生産

に近 い 高糖濃度バ
ッ チ培養 条件 に おい て、合成 培地を用

’、て発酵生理学的

解析 を行 うこ とは、基礎 的な知見を得 るために 重要で あ る。そ こで 本研究

で はバ ッ チ培養 に 付随す る様 々 な制限要因を で き る限 り除去し、速や か な

生育 と塘消 費を達成す る最少培地 お よ び 培養条件を 決定 した 。具 体的 に は

無機塩 発酵培地 を ベ ース と して ジ ャ
ー培養に よ り リン 酸源濃度、微量要 糸

添加 お よび通 気条件 を検討 し、生肯、糖消費、呼吸活性、有機酸生成 鼠二を

指標 に最適化 を行った。
【方法 ・結果 】大腸菌野 生株Wl485 株 を 509 ／L グ ル コ

ー
ス を含 む 無機塩

発酵 培地 を 用 い 、溶存酸 素濃度 を 一
定 以 上 に 維持す る DO −STAT 条 件 で

ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン タ

ーに よ る バ ッ チ 培 養を 行 った 。培地 組成 の検 討 を行

い、微 旱二要素 （銅、亜 鉛 な ど ） の 添 加 で 、生 育 速 度 お よび 生 育 量 、菌体 当

た り の 酸素 消 費量 が顕 著 に 上昇 す るこ とを 認 め た 。次 に リン 酸 源 と し て リ

ン 酸 「 カ リウ ム濃 度 を 検 討 した と こ ろ ．1．5g ，tL以 上 で生育 お よ び糖消 費が

改 善 さ れた c しか し、一
時的 な 酸素欠乏 が 観察 され、ビル ビン酸お よ び酢

酸 の 蓄積が 見 られ た た め 、通 気条件 を検討 したと こ ろ 、2vvm の 高通 気条

件で 良好な結 果を得た。この培養 条件 で 本株は速や か に 増殖 し、培 養12時

間後 に グ ル コ ース を完全 に 消 費 した ．こ の ときの 生育量 は OD660nm 値 と

して 35 に達 した。卞 要生成 有機 酸は α
一ケ トグル タル 酸を 検 出した ．

【目的】Acildamondis　methdinetica 　MB58 はメ タ ノ
ー

ル 以外の グル コ
ー

ス などで

も生育す る グ ラ ム 陰性 の 通性 メチ ロ トロ ー
フ 細菌で ある。MB58 株の Cl化

含物代 謝 に関わる 遺伝子群が
．
連 の ク ラ ス タ

ーと して 局在 して い る こ とを

明 らか に して きた ．今回、さ ら に下流に二 酸化炭素固定に 関わ る 遺伝 f’ge
の 存在 が 明 らか と な った。こ の こ とか らメ タ ノ ール代 謝に 加え 、最 も酸化

型 の C
、化合物で あ る二 酸化炭 素固定系 まで が近接 して 存在 す るこ との 意義

を明 らか に す るこ とを 目的 と した 。
【方法

・
結果】MB58 株は 希薄 な炭素 源の 固体培地 に植 菌 して も生育が 見

られ た 。この こ とか ら メ タ ノ ール と は別 に生 育基 質と して 二 酸化炭素固定

を 行 って い る こ とが 考 え られ た。そ こ で メ タ ノール を 含 む 固 休 培地 上 の 葭

体 量 を 高 濃 度 二 酸 化 炭 素下 と通 常 空気 で培 養 した 場 合 で 比 較 した と こ ろ、
高濃度の 場 合 に菌体昂：は 著 し く上昇 して い た 。さ らに 二 酸 化炭素 の み で 生

育可 能で あるか 確認 す る た め 、炭素源 を含 ま な い 培地 で 培 養 を 行 った が 生

育は み られず、「 酸化炭素 固 定に は メ ダ ノ ール な どの エ ネル ギー源を 必 要

と す る こ とが示 唆 された。液 体培養 に おい て も二 酸化炭素を含 まな い空気

を通気 した とこ ろ 、通常 の空 気を通気 した場 合と比較 して 生育に 明 らか な

遅れが 見 られ た。こ の こ とか ら、C，e
’
化経 路 ド流に 見い だ ざれた二 酸化炭

素固定遺伝子群 と 9 ダ ノ
ー

ル 代謝 が 関連 して い る 可能性が 示唆 された 。現

k／c，化 合物代謝に 関連す る酵 素の 誘導 に二 酸 化炭素の 存在が どの よ うに影

響 す るの か 検 討 中 で あ る n
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2P・1111n −Decanoic　acid を水 酸 化 して 3−Hydroxydecan −
oic 　ac 三d を生産 する細菌の 探索
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2P−1112　　 ガス ス トリ ッ ピ ン グを 用 い た組 み 替 え大 腸 菌 に よ

　　　　　　　る イソプ ロ パ ノ
ー

ル生 産
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【背 量 ・目的 】 ロ
ー

ヤル ゼ リ ーに の み 含 まれ る 稀少 脂肪酸 IO−hydroxy −
2〔E ）

−dc ⊂en 。 ic　acid （1〔）HDA ）は 、神経細胞 分化 促進作 用 を 持 っ こ と が 報告

され、ア ル ツ ハ イマ
ー

病予 防 へ の 応 用が 期待 され て い る。しか し、ロ ー一
ヤ ル ゼ リーそ の も の が 稀 少 品 で 、安 定 確 保 す る こ と が 難 しい。私 た ち は

2（E）−Decenoic　acid 　ethyl 　est．er （2D八Et）を ω 水酸 化 して 10HDA を生 産 、蓄 積

で き る酵 母 、Candida　maitosa 　KU83 −26を獲得 し、731nM 　2DAEt か ら46　mM
10HDA に変換す る培 養条件 を確 立 した 。本研究で は 、1eHDA の 生産 に 用

い る 基質2DA を n
’decaneic　 aci 〔1（DA ）か ら調製 する こ とを 目的に 、　 DA を

3−Hydroxy 　decanoic 　acid （3HDA ＞に 変換後、脱水 して2DA を生成する方法を

検討 して い   そこ で 、D 八 か ら 3HDA を 生産 で き る細菌を 探索 した ．
【方法1 菌株 の ス ク リ

ー
ニ ン グ に は 、近畿大 学 農学部裏 山 の L嬢 を 約 lg

使 用 した 。土壌 試料か らDA を 単 一一．炭 素 源 と して 生 育 す る コ ロ ニ ーを 釣 歯

し、MM 培 地 に移 植 し48　h培 養 したe 培養 液中の 脂 肪 酸 は酢 酸 エ チ ル で 抽

出 し、抽 出物 は塩酸 一メ タ ノール で メチ ル ェ ステ ル 化 し、GC 〆MS 分析 に 供

して 、3HDA と 同 足 した 。3HD 八生産 株は 16S 　 rDNA の シ ーケ ン ス解 析を

行 って 、属種 を同 定 した。
【結果】約300 の コ ロ ニ ーを獲得 し、コ ロ ニ

ー
の培養液 抽出物をGC 〆MS 分

析 した結果、No ，17株が3HDA を生産 して い た 。　 No ．17株 は 、16S　rDNA の

シ
ー

ケ ン ス 解析の 結果、Pseudomonas 　putida　KT2440 と 100 ％ の 相同性を 示 し

た 。現在、変異導入 など を 行って 、3HDA の 生 産力を 向上 させ る こ と を 検

討 して い る。
Screening 　ofbacter 至a 　producing 　3−Hydroxydecanoic 　ac 孟d 　by
hydrexylatien 　ofn −Decanoicacid ・
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【目的】 近年の 不安定 な原 油価格、coz排 出量 削減の 観点な どか らバ イオ

ア ル コー一ル生 産 に注 目が 集 ま って い る 。バ イ オ ア ル コ
ー

ル と して は 、現

在 の と こ ろ エ ダ ノール が 広 く利 用 され て い る が 、エ タ ノール よ り エ ネ ル

ギ ー密 度 が 高 く、吸水 性 も 少 な い 等 の 利 点 か ら、よ り長 い鎖長 を有す る ア

ル コ ール 生 産の 研 究 が 行 わ れ て い る
u 。特 に、イ ソ プ ロ パ ノー一ル は、」．タ

ノ ー一ル よ り
一

っ 炭素 原 子 力 多い2級 ア ル コ ール で 、容 易 に プ ロ ピ レ ン に 変

換可能 で ある こ と か ら、バ イ オ プラ ス チ ッ ク材料 と して 有望で ある。イ ソ

プ ロ パ ノ ール は CtO」−tアidium属細 曲に よって 生産 さ れて い る が、生産量 は十

分で は な い 。tt　’t は 、大腸菌 が 、　 Ciestridiu＃Luz 細菌 と比較 し、増殖速度 が

速 く 、遺伝 子組換 えも しや す い た め 、よ り有望 な ホ ス トと 考、（コtostrid｛urn

属細菌 の イ ソ プ ロ パ ノール 生 産 関連遺伝子を 導入 した 組換 え大腸 菌を作成

し、イ ソ プ ロ パ ノール生 産 に 成 功 して い る
：／，。本 研究 で は 、この 大腸菌 を

用 い て イ ソ プ ロ パ ノ ール 生庠 を向 上 させ るた め に、ガ ス ス トリ ッ ピ ン グ法

に よ る イ ソ プ ロ パ ノ ール 分 離回 収を 試み た 。　 【結 果 お よ び 考察 】組 換 え大

腸菌 に よる イ ソプ ロ パ ノ ・一ル 生産に お い て は 、生産物阻 害が 観測 され た た

め、培 養液中か らガ ス トリ ッ ピ ン グ 法に よる イ ソ プ ロ パ ノー一ル の 分離 を行

い 、トラ ッ プで 口収 したu その 結果、従来の 結果 より、大幅 な生産 向上に

成功 した 。1）S．Atsumi ，　T ，　Hanai ，J．　C．　Liao．諏 醗 6，451，7174 ，86 −89 （2008 ）

2）T ．Hanai ，　S．　Atsumi ，　J．　C．　Liao，∠dppL　E η跏 σ陀．」LficrohieL，73，24，7814 −7818
（2007）
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