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1 ． 目 的

　　　　　　　　　　　　　
’
　　　　　　　　　　　　　 酵素お よ び酵素工 学　33

　 固 定 化 増 殖 微 生 ．物 薗 体 に よ る グ リ シ ン か ら の し一セ リ ン の 生 産

　 （京 大 ・工 ・工 化 ）　
e

田 中 孝 明 ，山 本 圭
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t 中 屡 寛
1
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　 （味 の
．
素 ．・中 研 ）　 　 横 閣 健 三 ， 久 保 田 浩 二

近 年 、従 来 の 微 生 物 に よ る 餓 酵 生 産 に 代 わ る 手 段 と し て 固．定 化 増 殖 微 生 物 薗 体

を 用 い た 連．続生 産 シ ス v ム が 注 ．目 を　 lbN　u て い る ・演 者 ら は グ リ シ ン か ら L 一セ リ ン へ の 変

換 活 性 を 有 ず る 一 一 を 生 存 状 me で 固 定 ｛t し 、 こ れ を 廊 鞣
子 と す る

．
L一セ リ ン 連 続 生 産 シ ス テ ム の 構 簗 を 目 me・cz 研 1究 を 進 め て い る ，今 回 、種 々 の s旦 ．

体 に 固 定 化 し．炬 薗 体 で L　一・セ リ ン 坐 産 を 行 い 、導 続 生 産 に 適 し た 繊 体 の 検 討 お よ び 固 定 化

菌 ｛本
．
の 繰 り

’
返 し 使 用 の 検 討 を 行 w た の で 輯 告 す る ゆ

2 ．方 法．　種 々 の 合 成
．
樹 脂 お よ び 天

．
然 多 糖 類 担 休 で 魁 括 圃 定 化 し te− A丁CC

2i341 の ロ イ シ
．
ン 要 求 性 変 異 株 1 ｝

を
．
培 養 し 、グ リ シ ン を 基 質 と し て 、．L一セ リ ン li） 生 産 を

行 っ

．
た．。グ リ シ ン お よ び

．
し
一

セ リ ン ．の 膿 度 は Leucenest
’
e ．c　 mesentereides

．
ATCC 　 BO42 を

．

試 験 菌 と す る 微 生 物 定 量 法 で 求 め ね 。

B ．結 栗 　種 々 の ウ レ タ ン ブ レ ボ リ マ ー
お よ び κ

一
カ ラ ギ

ー
ナ ン で 固 定 化 し た 蔚

．
体 は 、遊

離 薗
．
体 と 同 程 度 に セ リ ン を k 産 し た が 、菌 体 は 但 体 か ら 蕚 し く 漏 出 し た 。ま た 、光 ．架 橋 性

樹 脂 ブ レ ボ リ マ ー．で 固 定 化 し 海 菌 体 は 遊 離 菌 体 に 比 べ ．幾 分 生 産 性 は 劣 る も の の 適 当 な 鎖 長

を も．っ た ブ．レ ポ リ マ
ー（E・”T −40eo ）を 使 用 す る こ と に よ り 菌 体 の 漏 出 は 抑 え ら れ た 。 ア ル ギ

ン 酸 カ ル シ ウ ム で 固 定 化 し た 菌．体 に っ い て も 生 産 性 お よ び 曷 体 保 持 能 の 点 で 奥 好 な 結 果 を

得 た 。さ ら に 、 こ れ ら の う ち い く つ か の 固 定 化 菌 体 の 繰 り 返 し．使 用 に つ い て も 検 討 を 加 え

h 。
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補 酵 素 回 収 再 利 爾 型 バ イ オ リ ア ク タ ーに よ る 乳 醗 お よ び ．

ア
．ラ ニ ン の 連 続 生 産

（
．
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．　1 ｝ 目 的 　 ．NAe ．．ATP な ど の 補 酵 素 を 要 求 す る
．
酵 素 を 圃 定 化 し て ．．バ イ オ

．
リ．ア ク タ ーの 反

応 素 子 と す る 場 合 ．補 酵 累 の 回 収 ，再 利 用 が 必 要 で あ る ．従 来 は 補 酵．素 の 高 分 子 化 ．補 酵 絮 再

tl三．酵 素 の 圃 定 化 ．な ど が 試．み ら れ て き た ．我 々 は ．こ れ ら 補 酵 累 が リ ボ ー ス 環 に 蜘 窪
一
ジ オ ール

を 持 っ こ と に 着 R し ．こ れ と 特 異 的 に 鰆 合．す る Borate 　 gel を 用 い て ．反 応 液 中 か ら 補 酵 素 を．
．
回 収 T再 利 用 す る 系 を 確 立 し た

1 ｝ ．さ ち に ，
．
．補 ．酵 案 回 収 系 を 組 み 込 ん だ パ イ オ リ ア ク タ ー を 構

築 し ，乳 酸 脱 水 素 酵 繁 （L．闘 ）を 用 い た ζ ル ピ ン 酸 か ら 乳 酸 へ の 連 続 転 換 ，及 び ア ラ．ニ ン 脱 水 素

酵 素 （ALA ）4）を 用 い た ピ ル ビ ン 酸 か ら ア ラ 耳 ン へ の 連 続 転 換
．．
を 試 み た ．．

　 2 ．） 方 法 ．　 Bio −Rad 社．の Affi −
gel 　 60

．
1は 高 pH で cis 一ジ ォ

ー
：ル と 績 ．合 し ，低 Fllで 解 離 す る

BQrate 　 ge1 で あ る ．こ れ を つ め た 補 ．酵 素．回 収 餌 カ ラ．ム を 並 列 に 捜 続 す る こ
．
と．に ．よ り ，t 方 が

．補 酵 素 を 吸 著 す る 闇 に ，他 方 か ら 吸 着 し た
．
補 酵 素

．
を Pt・

t
収 す る ．．こ の

．
系 に よ り ，補．酵 素 に 鰯 飾 を ．

加 え ず に ，反 応 を 中 断 す る こ と な く 、連 続 的 に 補 酵 素 を 回 収 ，再 利 周 で き
・
る ，こ．の 団 収 系 に 固

定 化 酵 素 を．．
っ 尽》 た．反 応 用 カ ラ ム を 接 続 し て バ イ オ リ ア ク タ ーを

．
構 築 し た ．酵 素 は 、ブ タ 筋 肉

1．PII．醇 母 ア ル コ ール 競 水 素 酵 絮 ｛APtt ）．枯 草 菌 ALADH ．酵 母 ギ 酸
．
脱 水 素 酵 素 （FOH ）を Sepharqs

．
e

4B 誘 導 体 に 固 定 化 し て 胴 い た ．回 収 し た 補 酵 素 量 は 紫 外 部
．
の 吸 収 に よ り 測 定 し ．た ．

　 3 ・） 輔 果 　 　 LDI ［−ADH 系 に よ ．る 乳 酸 へ の 連 続
．
転 換 の 突 験 ．で は ．5 日 周 連 続 還 転 に よ る 平 均

転 換 率 は 86X ．補 酵 素 回 収 率 は 94Z に 達 し た ，
ALAPII −FDII系

’
に よ る ア ラ ニ ン へ の 連 続 転 換 の 実 験

鯖 果 に つ い て も 述 べ る 予 定 で あ る ．
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