
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

21a15　　微生物二 相培養系に用い る新規培養装置の 検討
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ー

面で の 化学 プロ セ ス に対す る バ イオ プ ロ セ ス の 有用性

は よ く知られ てい るが、有機溶媒 と疎水性物 質の 毒性 に よ リバ イオ プ ロ セ ス に

お ける 生産物 質の 多 くは親水性 の もの に制 限 され て きた ．バ イオ プ ロ セ ス に

よ っ て 生産で きる物 質の 領域 を疎 水性物 質に まで 拡大す るた め に は、二 相培養

系が 有効で あ る と考えられて い るが、酸素や 基質供給 およ び生産物の 抽 出の た

め の 十分なか くは ん と微生物 に対す る疎水性物質 の 毒性 を抑制す る た めの 二 相

の 適切な分離 とい う対立す る 課題 を同時 に解 決する 必要が ある。本研 究で は 、
多孔性の 隔壁 を用 い た培養装置が こ の 課題 を解決 しうるか どうか につ い て 検 討

を行 っ た。
【万法お よび結果 1 隔壁 は 丸孔 60°千鳥 タ イ プの バ ン チ ン グ メ タ ル 〔孔径 lmm 、
開孔率22．6％〕を用い 、隔壁 の 高 さをr／xuの 界 面に 合わ せ て 調節出来 る よ うに

作製 した。1．OL の 水 （1一ブタ ノ
ー

ル 飽 和）と0．3L の k一ブ タ ノ
ー

ル （水飽和 ）を充

填し た 2L 培養槽 を用 い て そ の 分 離能 と酸素供 給に つ い て 検討 した と こ ろ 、隔

壁は 酸素供給 に影響 を及 ぼす こ とな く、二 相 の 過剰 な混合 を抑制 で きる 口」
．
能性

が 示 され た。水 ：1一デ カ ノ
ー

ル ニ 相 系に おい て Pseudont・nas 　r）utida 　T57 の 増殖 に

対す る影響 を検討 したとこ ろ 、隔壁 を用い た 場合 に最終菌体濃度が 2 倍以 上 に

改善 され てお り、隔壁の 効果 が示 され た、，
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近年、キ チ ン の分解 産物で あ る GlcNA。 が 様 々 な生理活性 を持つ こ とが明 らか

とな り、健康機能性 食品 とし て注 目 されて い る。しか し、キチ ン は工 業 的に 強

酸 に よ りGlcNAc に まで 低分子化 され お り、中和 ］：程に おい て 大量の 塩 を生 じ

るた め 、環境 へ の 負荷が 高 く問題 とな っ て い る。我 々 はこ れまで に低環境負荷

型 GlcNAc製造技術開 発 を最終 目的 と して、キ チ ン 分解微生物で あ る J’aenibac ’i1−
ius　sp．　FPU −7株の 変異育種 を行 っ て きた。本研 究で は微 生物発酵 に よ る GlcNAc

の 製造及 び キチ ン 分解活性の 向上 を 目的 と し．イオ ン ビ ー
ム 照射 に よ る キ チ ン

分解活性 向 ヒ株の 変異育種 を行った。
まず、キチ ン 分解活性向上 株取得 の ため ．キチン 分解 能力 を 指標 と してハ ロ

ー
ア ッ セ イを行った。その 結果、高い キチ ン 分解能 を有す る変異体 を4 株取得 し

た。次 に、こ の 4 株に つ い て 抗キ チ ナ ーゼ 抗体 を用い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト解

析 を行った と こ ろ、野生 株 と比 較 し、よ り多量 の キ チ ナ
ーゼ を分泌 し て い る こ

とが 明 らか と なった。さ ら に変異株 を用 い て カ ニ 殻 由来の キ チ ン を分解 し、生

じた 分解物 につ い て HPLC を 用い GlcNAc と（GlcNAc ）2 の 定量 を 行った と こ ろ、
変異株No ，4 に おい て野生 株 と比 較 し 1．7倍 の キ チ ン糖 化率が確 認さ れ た。
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植物バ イ オマ ス や 温暖化ガ ス であ る CH4 や CO2 か ら直 接合 成 で きる メ タ ノ
ー

ル

は、水 と CO ．に まで 完全 酸化 され る環境 負荷 の 少 ない ク リーン な炭素源 の
．
つ

で あ る。つ ま IO　’メ タ ノール を出 発原 料 と した 高効率 な発 酵生 産 系が 実 現 で き

れ ば、直接的 な 「カーボ ン ニ ュ
ートラ ル な 物質循環 シ ステ ム．1 へ の 寄 与 が 期 待

で きる。よ っ て 、メ タ ノール を利用で きる メチ ロ トロ
ー

フ 酵母 は、低環境 負荷

型発酵牛 産系 の 構築 に向けた 極め て 重要な鍵 微生 物で あ り、本酵母の 細 胞機能

を最大 限に有効活用す る技術 の 開発が 今後、生 物 工学分野 にお ける 大 き な柱の

一一
つ に なる もの と 考えて い る。この よ うな背景か ら、演者 らは メチ ロ トロ

ー
フ

酵母の 産業利用 に 向け た分子基盤 の 構築 と して 、酵母の メ タ ノール 代謝の 制御

メ カ ニ ズ ム を詳細 に 解析 し、本酵 母の 産業応用の 可能性 を探索 した 。

1，細胞 内毒性管理 と酸素 認識 に 立 脚 した メ タ ノ ー
ル 代謝 制御機構

演者 らは 、メ チ ロ トロ
ー

フ 酵母の メ タ ノ
ー

ル 代謝制御の 最 重要ポ イ ン トが 、1｝

強 い 毒性 を持つ 代謝巾 間体ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （FA ）の 細胞内毒性管理 と、2）メ

タ ノ
ー

ル 酸化酵素 （AOD ）と呼吸鎖の 酸素消費バ ラ ン ス の 調節 にあ る こ と を示

した。こ れ ら メ タノ
ー

ル 代謝制御 の 分 子 メ カ ニ ズ ム に 関す る知 見 は 、高 メ タ ノー
ル
・
低酸素下 で は ト分 に 細胞機能 を発揮で きな い メ チ ロ ト ロ ーフ 酵母 の 分子育

種や 産業 利用 に 向 けた 極め た 重要 な基盤 的情報で ある。
（1）AOD ア イソ ザ イム と メ タ ノ

ー
ル 代謝酵素群の 統括的 な活性発現 に よ る細胞

内 酷 管 理

AOD ア イソ ザ イム は、メ タ ノ
ー

ル お よ び酸素 に 対す るκ
m

・
  ．が 異 なる 2種の

サ ブユ ニ ッ トから 成る 9種 の 分了
．
種 で 構成 される 。本 ア イソ ザ イム は 両サ ブユ

ニ ッ トの 構成比 に よ り分子活性が 調節で き、どの よ うな環境で もメ タ ノ
ー

ル 酸

化 を
一

定に で きる優れ た細胞 内FA レ ベ ル 制 御系 で あった。また 、　 AOD ア イソ

ザ イム とメ タ ノ
ー

ル 代謝酵素群 は発現 オ
ー

ダ
ー

が 協調 的に 制御 され、その 発現

量 もメ タ ノ
ー

ル お よび酸素濃度 に応 じて 決定 され て い た。また 、こ れ ら酵素群

の 細胞 内局在 を厳密 に制御す る こ とで その 活性発現が調節 されて い た 。こ の よ

うに統 括的な メ タ ノ
ー

ル 代謝 の 活性発 現制御 シ ス テ ム が細胞 内 FA レ ベ ル を巧

妙 に管理 し、円滑 なメ タ ノ
ー

ル 代謝 を実現 して い るこ と を示 した。
（2）細胞 内酸素消 費バ ラ ン ス の 制御 に よる メ タ ノ

ー
ル 代謝制御

メ タ ノ
ー

ル 代謝で は呼吸鎖が酸素セ ン サ
ー

として 機能 し、呼吸鎖活性 に 応 じて

AOD ア イソ ザ イム の 活性発現 を制御する こ と で 細 胞内酸素消 費バ ラ ン ス を整

え、適切 な酸素代謝 を行って い た。こ れは 、ミ トコ ン ドリ ア が 自身の 活性状態

に応 じて 代謝．L流 の AOD の 酸素消費を 、核 を介 し て 制御す る巧妙な メ タ ノ ー
ル

代謝制御 機構 で あ る。また 、呼吸鎖因子 シ トク ロ ム c の 発現 もAOD 活性が 関与

して お り、両者 は互い に 代謝状態 を確 認しあい ．メ タ ノ
ー

ル 代謝の 酸素消 費バ

ラ ン ス を巧妙 に制御 して い る こ と を示 した 。

H．メ チ ロ トロ
ー

フ 酵母の 物質生 産系 へ の 応用

演者 らは 2 つ の AOD ア イ ソ ザ イ ム プ ロ モ
ータ ーを活 用 し、生 産量 と発 現時期 を

炭 素源 に よ り制御で き る 新規 タ ン パ ク 質生 産 系 を 開発 し た、，ま た 、転 写 因 了
．

Mig1 が AOD の グ ル コ
ー

ス 揶制を 制御する こ と を示 し、そ の 知見 を応 用 し た グ

ル コ
ー

ス 抑制解除型 タ ン パ ク 質生 産系 も構築 し、メチ ロ トロ
ー

フ 酵母 の 新 た な

産業利用 の 可能性 を示 した 。

以 上 ．本研究 は メ チ ロ トロ
ー

フ 酵 母の メ タ ノール 代謝制御機構 を分
．
ア
・
細胞 レ

ベ ル で 明確に し、本酵母の 新 た な活用 と現在 まで 成 し え なか っ た
一
ス
ーパ ーメ

チ ロ トロ
ー

フ 酵母」の 分子育種 へ の道 を切 り拓 い た。これ ら基 盤 的 研 究 は低環

境負荷型 発酵生 産系の 実現 な ど、生 物 工学分野の 進展 に貢献す る もの で ある。
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