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1． は じ め に

　L一イ ソ ロ イ シ ン は必須 ア ミ ノ 酸の一
つ で あり， 比較

的高価で ある．天然蛋白質 の 加水分解に よ り得 られ る

が，他の ア ミ ノ 酸 と くに ロ イ シ ン との 分離が 困難 で あ

り，合成法 に よ れば四種の 異性体を 生 じるの で ， 醸酵

法に よ る 製法 が有利 とい わ れ て い る．

　イ ソ ロ イ シ ン 醸酵に おい て ， 普通の 窒素過剰培地 で

はイ ソ ロ イ シ ン の 蓄積は少な く， 前駆物質 を 添加す る

方法が 多 く用 い られて い る．しか し， 薬剤耐性変異株

を用 い る こ とに より， グル コ
ース からの イ ソ ロ イ シ ン

の 生成
1・2） も報告され て い る．イ ソ ロ イ シ ン 生合成 は，

〔1） イ ソ ロ イ シ ン に よ る L−threOI】ine　dehydrataseの

feed　 back　inhibition
，

s） （2｝　バ リン に よ る acetohy −

droxy　acid 　synthetase 　inhibition，

4｝ （3）　イ ソ ロ イ シ ン ，

バ リン ， ロ イ シ ン に よ る こ れらの 酵素生 成 に 対 す る

multivalent 　repression5 ）
等 に よ り制御 され て お り，イ

ソ ロ イ シ ン 醸酵の前駆物質 と して 知 られて い る化合物

は か ぎられて い る．

　D 一ス レ オニ ン ，6
−11） DL −a一ア ミ ノ 酪酸

12−22｝を前駆物

＊
現所属 ：エ ッ セ クス 日本  ， 滋賀工 場

　 Present　address ： Shiga　Plant，
　Essex　Nippon　K ．　K ．

　 1−4
，
　Sasagaoka

，
　Minakuchi −che

，
　KQga −gun ，

　Shiga

質 とす る方 法 は，数 多 くの 研 究が な され て い る，著者

らは，比較的容 易 に製 造 で き る DL 一α一ヒ ド ロ キ シ酪酸

を前駆物質 と して イ ソ ロ イ シ ン 生産菌 の ス ク リ
ー

ニ ン

グ を行 な っ た 結果，すで に 報告 され て い る BaciUus，
Pseudnmonas属

23 ｝以 外 に ，
　 Aerobacter

，
　Brevibacterium，

Coryneba‘ten
’
um ，　Ftavobacterium，

　Miaococcus，　SarCina，　Ser−

ratia 属 そ の 他多 くの 属 の 細菌が イ ソ ロ イ シ ン の 蓄積

す る こ とを認 め た．さ らに，DL −a一ヒ ドロ キ シ 酪酸 よ り

も安価 に 製造 で き る DL 一α
一プ ロ ム 酪酸を原料と して ，

レ イ ソ ロ イ シ ン を 高 収率 で 蓄積 させ る こ とが で き た．

本稿で は，レ イ ソ ロ イ シ ン の工 業的製造を目的として，

生産菌の ス ク リーニ ン グ ， 培地 条件，培養条件，醗 酵

液 よ りの ア ミ ノ 酸 回収 と菌 体 分 離，イ ソ ロ イ シ ン醗酵

菌体の L一ア ス パ ラ ギ ン 酸生 産 へ の 再利用 に つ い て の 著

者 らの 検討結果を中心 に述べ る．なお ，同 じ生 産 菌の

静止菌体 を用 い る方法 また は培養法 で ，D レ α
一ヒ ドロ キ

シ ，プ ロ ム
， ケ トま た は チ オ ヶ トカ ル ボ ン 酸か ら， 対

応 す る レ ア ミ ノ 酸 の 生 成に も成功 した．24−uo ）

2． レ イ ソ ロ イ シン 生産菌の ス ク リー
ニ ン グ

24｝

　レ イ ソ ロ イ シ ン 生産菌 の ス ク リ
ーニ ン グ に 細菌 150

株 を 用 い た． こ れらは ， 当研究所保存の もの お よ び
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　Table　1．　Screening　of 　iSoleucine−producing　bac−

　　　tel
・ia　from　DL ・a −hydroxybutyric　acid ・

− lse
Strain

凶8γoうα‘ter　cloacae 　IAM 　1221

Bacittus　roseus 　IAム圧1257

Brevibacte伽 解 amrnoniagertes 　IAM 　l641

Co嬲 6うα‘‘67 ゴ砌 egui　IAM 　1038

Escherichia‘o麗 IAM 　1239

F 伽 oうα惚 伽 5鰯 7關 81AM 　1014

λ伽 ococcus 　varians 　IAM 　1314

Psettde瓰 onas 　s‘huγlkilliensis　IAM 　l　178

Sarcina　tutea　PCI 　 1001

Ser顧 a　marce ∬ 8那 IAM 　1106

f（）rmed
（9μ〉

1．82

．04

．01

．00

．40

．33

．00

．40

．81

．2

Collectioll，　Northern　Utilization　Research　and 　Deve −

lopment　Bran 面 よ り分譲さ れ た もの で ある．

　D レ α
一ヒ ド ロ キ シ 酪酸 を 前駆物質として ス ク 11一ニ

ン グ した 結果，Bacillus，　Pseudomonas　KkU外 lcAerobacter，

Brevibacteriurrt，
　c・r）nebacterium ，

　Eschericltia，　Flavobacterium・

MicrOCOCCUS，　Sacrina，　Serratia属 そ の 他多 くの 属の 細菌

が イ ソ 卩 イ シ ン を 蓄積 した （Table　1），

　DL 一α
一ヒ ド ロ キ シ 酪酸 は，酪酸から DL 一α 一プ ロ ム 酪酸

を経由 して 化学的 に 合成 さ れ る．そ こ で よ り安価 な

DL −a −7
“
ロ 1、酪酸 を用い て イ ソ ロ イ シ ン 生 産 菌 の ス ク

リーニ ン グ を行な っ た結果，DI．一（1一ヒ ドロ キ シ酪酸 と同

様 の 結果が 得 られ た．D レ α
一ヒ ドロ キ シ酪酸 2％ また は

DI ．一α
一プ ロ ム 酪酸 3．2％含む培地 に ，　 Brevibacte「iurn　am −

moniagenes 　IAM 　1641を培養 して ，イ ソ ロ イ シ ン 7〜 8

gμ蓄積させ る こ とが で きた，

　杉崎ら
31 ）は，グル タ ミ ン酸生 産菌が，DL −a 一ア ミノ

酪 酸 か ら高 収率 で イ ソ ロ イ シ ン の 生成する こ とを報告
・

して い る．そ こ で DL −a一プ ロ ム 酪酸を用 い て ，
　Brevibac・

terium，　Cor］nebacterium ，
　MicrOCOσCUS 属の グル タ ミ ン 酸生

産菌 に つ い て 試 験 を行 っ た結果，試験 した すべ て の 菌

株が イ ソ ロ イ シ ン を高濃度に 蓄積 した （Table　2）．

3．　培　地　条　件
251

　安価 に製造 で き る 肌 ・α 一プ ロ ム 酪酸を原料と し，グル

タ ミ ン 酸生産菌 Brevibacterium　roseum 　ATCC 　13825を

用 い る方法 に つ い て 以下 の 検討を 行 っ た．

　DL 一α
一プ ロ ム 酪酸の 含む培地を滅菌す る と，　 DL −a一プ

ロ ム 酪酸 の 分 解 に よ り生 じる 酸の た め ， pH が 著 しく

低下す る の で，こ の pH 低 ドを 防 ぐた め ，培 地 に 加え

る DL −a一プ ロ ム 酪酸 を あ らか じめ 加水分解す る方法を

検討 した （Fig．1）．　 DL 一
α
一プ ロ ム 酪酸 の 16％溶液 （pH 　7

に ア ン モ r一ア 水で 中和 ）を，100℃ 30min 加熱処理 す

る こ とに よ りほ とん ど DL 一α一ヒ ドロ キ シ酪酸 に 分解 し

た．

　 DL 一α プ ロ ム 酪酸中 に は原料の 酪酸 が含まれ るが，培

地中の 酪酸濃度 が ユ％に な る と，菌の 生育が わる くイ

ソ 卩 イ シ ン 蓄積量 が低下 した．ま た，DL 一α一プ ロ ム 酪 酸

Table　2．　 Formation　of 　isoleucine　by　glutamic　acid −producillg
　　bactcria　from　D レ α

一bromobulyric　acid ．

Strain
Isoleucine
forrned

　 （9μ）

Brevi加 cterium 　divardeat跚 1　NRRL 　2311

　 　 　 　 　 　 diva厂加 ご鰄η〜NRRL 　2312

　　　　　　immarioρhitum　ATCG ユ4068

　　　　　　saccharolJticum 　ATCC 　14066

　　　　　　／fuvum　ATCC 　13826

　　　　　　／7uvum　ATCC 　14067

　　　　　　ia‘tofermentum　ATCC 　l3869

　 　 　 　 　 　 roseum 　ATC （〕13825

Cownebacterium　lilium　NRRL 　B2243

　 　 　 　 　 　 ‘altunae 　NRRL 　 B2244

　　　　　　 ace ‘oa ‘idPhilum　ATCC 　13870

Micrococcus　glutami‘1∬ ATCC 　13032

　　　　　g’衄α曜 伽 5ATCC 　13058

　　　　　gtutami‘艇∫ ATGC 　13761

51104553400721455

．

9。

凧

9
＆

臥

＆

＆

翫

a6

。
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Table　3．　 Composition　 of 　culture 　media 　for　iSoleucine｛forrnation　from
　　 DL ・a −bromobutyric　acid ．

C1 S1 G1 G2

Cane 　molasses （9μ）

SucroseGlucoseDL

一α ・Bromobutyric　acid

Corn 　steep 　liquor

Cotton　 seed 刊our

UreaKaHPO4

CaGl2 ・2H20
MgSO ，

・7H20

Biotin（μ91m1）
Thiamine （μg！m1 ）

pH

1DO

2058つ」

−

100

100

20

尸
D91

31

！OO321D

　 5

　 9

　 　 　 　 　 O．5　　　 0．5

　 　 　 　 30　　　　 30

　 　 　 　 500　　　 　 500

7．0　　　　　　7．5　　　　　　7，5

　 80

爭

護
60

喜如

主

　 20

1003210

　 5

　 9

1

　 O，530500

　 7．5

8

Table　4．　 Effect　of 　potassium　phosphate　concen −

　　 tration　on 　iSoleucine　f（）mmation ．

6
舌

4

2

　 　 0　　　　　 20　　　　 40　　　　 60
　 　 　 　 　 　 　 　 Time〔叩 in）

Fig．1，　 Hydrolysis　 of 　 DL ，α一bromobutyrate 　 by

　　heat　treatment （100
°C），

　　
一

●
一

： Hydrolysis（％），一〇一
； pH

Concentration
of 　K2HPO4

　　 （9μ）

ISO］eucineformOd

　（gll）

3．　2％ の 培地 で イ ソ ロ イ シ ン を 高収率で 蓄積したが ，

さらに高濃度の4．8％ ，
6．4％ に な る と， 菌の 生育が わ

る くイ ソ ロ ィ シ ン の 蓄積量も少な か っ た．

　天然物 の 有機窒素源 と して ，
corn 　steep 　Liquor　1％ ，

綿実粕O．　5％ の 添加が良好で あ っ た が ， 無添加の 時 は，

接種量 1％ で は菌 の 生育が遅 れ るが，接種量 5 彩で は

悪影響 は認 め られな か っ た．また ， 尿素濃度 は培養中

の pH 経過 と 関連 して 重要 で あ っ た．

　廃糖蜜を炭素源 と する 培地 に つ い て 主 に検討し，
Cl

培地 で （Table　3）イ ソ ロ イ シ ン 12〜14gft蓄積 させ る

こ とが で きた．しか し， 廃糖蜜 に 由来 す る 多量の 不 純

物の た め，イ ソ ロ イ シ ン の 精製 が 困難 で あ っ たの で，

グル コ ース ま た は シ ュ ク ロ
ース を炭素源 とす る培地 に

つ い て 検討 した．シ ュ ク ロ
ース を 炭素源 とする培地で

　

13

GOO12

り

0

15，114
．313

．OIO

．29

．68

．4

は尿素濃度0．9％が 良 く，S1 培地 で イ ソ ロ イ シ ン 16．7

gμ蓄積 した． こ の 培地 の シ ュ ク ロ
ー

ス を グル コ
ー

ス

に おきかえ た培地 で は 培養中の pH が低 く， イ ソ ロ イ

シ ン 蓄積量 は少 な い が ， リン 酸塩 を 除去す る こ と （GI

培地） に よ り pH が 上昇 し，イ ソ ロ イ シ ン 蓄積量 は 増

加 し （Table　4）， さらに CaC12・2H20191t 添加 （G2

培地 ）に よ りイ ソ ロ イ シ ン 16・19μ蓄積 した．

4． 培　養　条　件
2G ｝

　微生物は，継代移植に よ り姓質 が か わり，生産能の

低 下 す る例が 知 られ て い る．イ ソ ロ イ シ ン 生産菌を凍

結乾燥法，鉱油重層法，凍結法 ， 継代培養法の 四 種 の

方法で 保存 し，そ の 生産 能を し らぺ た 結果 ， 差 は認め

られなか っ たが，簡便で長期保存の で きる凍結法で 主

に 保存 した．

　前培養の 条件 に よ り本培養 の 収 率に 影 響が あ るの で ，

N 工工
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　 　 　 亀 10

　　　薑
　　　88
　　　匸
　　　三6
　　　萋

　　　畠 4
　　　蚕

　　　喜2

　　　塁
　　　量 0　　 1　 2　　3　 4　　5
　　　　 0xvgen　tTensf・・ rat・ ・IO3Cgm ・1・’e・min ）

Fig．2．　 The 　effect 　of 　oxygen 　transfer　r飢 c　on 孟so・

　 　 leUC三ne 　f［）  tlon．
　　B纏 西礑 r伽 am 脚 niagenes 　 IAM 　 1641　 was

　　 cuhured 　in　a　s　i　jar　fermcnter・
　　− O −

：Isoleucine，一▲
一

： Growth

前培養条件を ，
ス ケ

ール ア ッ プ を 考慮 して 5t ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

で 検討した．プ ロ ム 酪酸 に よ り菌が生

育阻害を受け る こ と，生育阻害が馴養に よ りか な り緩

和 さ れ る こ と等か ら，プ ロ ム 酪酸濃度を，種培養 O％ →

前培養1．6％一
〉本培養3．2％ と した．前培養時間 は ， 菌

体量が 最大生育時の 1／3〜1／2に 達 した時に 適 当で あり ，

こ れ をすぎる と ， 菌の 生育が わ る く糖消費が 少 な くイ

ソ ロ イ シ ン 蓄積量 も低 い 値 で あっ た．

　醸酵タ ン ク の ス ケ
ール ア ッ プを 行 うた め，まず亜硫

酸 ソーダ法 に よ り酸素移動速度 を 測定 した．S2｝ っ ぎ

に イ ソ ロ イ シ ン 蓄積 にお よ ぼす酸素移動速度の 影響を

51 ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン タ

ー
で し らべ ，1．2　×　10−3g 　molel

bmin 付近 が イ ソ ロ イ シ ン 蓄積 に 適 して い る こ とを求

め た （Fig，2）．さ らに，酸素移動速度
一

定で ，通気量 お

　 　 　 　 8 ＾

i：： ：1
．矍 5　 2 疂

　囂　　　　 　 『

薹　 o
看

　 　 0　　　　　 　　　 　　　 　　　 　　　

　 　 　 　 　 　 　 C011ure　tim已 くhr〕

Fig．3．　 Formation　of 　isoleucine　in　a 　600　t　tank

　　（Medium 　Cl）・

　　一
〇
一

： Isoieucine， 一●
一：Sugar ，

　　一▲一： Growth ，　 一一一一一：pH

よび攪伴数を変えて も影響の ない こ とを し らべ た後 に，

酸素移動速度を 基準として 1001 タ ン ク，6001 タ ン ク

に 好収率 で ス ケ
ー

ル ア ッ プ す る こ とに 成功 した （Fig．

3）．

　な お ， 林部ら
20）は ，

Bacillus　subtilis を 用 い る 肌 一a一

ア ミ ノ酪酸 よ りの イ ソ ロ イ シ ン 醗酵に おい て ，
ジ ャ

ー

フ ァ
ー

メ ン ターを用 い て 耀 罵 3〜 8× 10−6 （gmole ／m1
・

min ・atm ＞の範囲で イ ソ ロ イ シ ン 生産 が順調 に 行われ

る こ とを 報告 して い る．

5． 醗 酵液よりの ア ミ ノ酸 回 収 と 菌体分 離
27 ）

　イ ソ ロ ィ シ ン 醗酵液から繭体を 分離 して，イ ソ ロ イ

シ ン を 回収す る方 法に つ い て 検討を 行 っ た。

　まず炉過に よ り菌体分離す る方法 を検討 した．放線

菌 の 場合 は通 常枦過が 用 い られ る が，難炉過の 場合が

多 く， 醸酵液 の 酸性化，s3ny
：5）酸性加熱，36 ）菌体の 自己

1，0

　

　

　

　

 

（
Eo
）
く、
》

 

冨レ
離

匚

Ca｝卩H （600C、10min》 （b｝Tem卩ereture　and　time　a電pH4

0　　　　　　　20　　　　　　40　　　　　60　　　0　　　　　　20　　　　　40　　　　　　60

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ti皿 e　（　min 　｝

　　○ ：pH 　4，△ ： pH 　5
，　 0 ： 60°C，10　min ； ● ：80°C ，10　min

　　▲ ・pH 　6，［コ・ pH 　7 　 （D ・80℃ ，
30　min ；   ・ 100°q 　30mi ・

Fig．4．　Effect　of 　heat　treatment 　on 　filtratlon　res
「stance ・
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40

（
5｝

　

0
　

2
尾

O一
賜

弓

幅

臨

図

甲

冨
薗

　 　 　 0　　 　　 　 　 2　　 　　 　 4　 　　 　 　 6

　　　　　　Sup巳rficial　 ve 「Dcitソ（cm ’min ）

Fig．5．　Effect　of 　superficial 　ve 旦ocity 　on 　bed　ex ・

　　pansion　 of　 ion　 exchangc 　 resin （Dowex 　50
　　WX8 ，20〜50　mesh ）．

消化
s7）等 の 処 理 に よ り炉過抵抗を 小 さ くす る方法 が

報告され て い る．醸酵液の pH 調整，加熱処理等を 行

っ た が炉過抵抗は大き く （Fig，4），凝集剤の 併用，炉

過助剤 の 検討 も行 っ た が 著 し くは良 くな らな か った．

フ ィ ル タ
ープ レ ス

， オ リバ ー
フ ィ ル ター

等の 炉過機 に

つ い て 試験を行な っ たが，10％以上の 珪藻土の 添加が

必要で あり，工 業的菌体分離法として 炉過 は適当と は

認 め られなか っ た．

　醗酵液 の 炉過 は 困難 で あ る の で ，菌体を除去しな い

で イ ソ ロ イ シ ン を強酸性陽イ オ ン 交換樹脂塔 に吸着さ

せ る方法 に つ い て 検討 した．普通 に 用 い られ る下 降 法

で は，菌体 が 樹脂の 間 に つ まり流速が 著しく低下 した

が，上 昇法で は安定 した流速 が 得 られた．流速 2〜2．4

cmtm 三n の 時 に 樹脂層 が 20％膨張 し （Fig．5），流 れ の

状態が 良好 で あ っ た．樹脂が 流動す る こ とに よ り吸 着

能がや や低下 したが，こ れはカ ラム を 3 個直列 に つ な

ぐこ とに よ り防 ぐこ とが で きた．なお，菌体の 存在 に

よ る イ オ ン 交換能の 低下 は ， くりか え し使用して も認

め られなか っ た．さ らに ， 遠 心 分離機 に よ る菌体分離

を検討 した．円筒型 遠 心 分離機 は遠心効果が 大きく，

確実 に菌体を分離で きた が ， 固形分 の 自動排出がで き

ず，処理 量 も少 な い．分離板型遠心分離機 は，ノ ズ ル

排出型の もの が 酵母 の 分離 に広 く用 い られ て い る が ，

遠心効果が 小 さく微粒子 の 分離 は 困難 で ある．それ で ，

分離板型 遠心分離機 の 重液排 出ノ ズ ル の 面 積 を極 め て

小 さくし， 給液速度を酵母 の 場合の 10−−20％ に低下 さ

せ る こ と に よ り，菌体を 分離する こ とが で きた （Table

5），遠心分離機の 処理量 は，遠心沈降面積に 比例す る
ss ，

と い われて い るの で，こ れを もとに ス ヶ
一ル ア ッ プす

れば良い と考え られ る．

　廃 糖蜜 を 炭素源 とす る培地 を 用 い た 時 は，廃糖蜜 に

由来す る不純物 が 多い の で ，イ オ ン 交換樹脂工 程を省

Table　5・　Centrifugation　ofculture 　broth　by　disk−

　　bowl　 nozzle 　centrifugc ．

Arca　of 　centrifugal

　 sed 三mentation

Culture　broth（pH 　4）
　 feed　 ratc

　 ccll

　 tempcrature

Operation　time
Light　liquid　vol

　 　 　 　 　 　 cell

Heavy 　liquid　vol

　 　 　 　 　 　 cell

28，eOOm2

229tlhr27

％

70℃

　 7．6min191

　 0％

10t80

％

略す る と，イ ソ ロ ィ シ ン の 回収は極め て 困難で あ っ た．

したが っ て，菌体分離しない で 上昇法で イオ ン 交換樹

脂塔 に イ ソ ロ イ シ ン を 吸着させ る方法が，工 程を 短縮

で きる の で優 れて い る．グ ル コ
ース ま た は シ ュク ロ ー

ス を炭素源とす る培地 を用 い た 時は， イ オ ン 交換樹脂

を用 い る こ となく， 親水溶媒中で 等電点沈澱を行うこ

と に よ り イ ソ ロ イ シ ン の 精 製 が可能 で あ っ た・醸酵液

中に は多量 の 陽イ オ ン （NH ，
＋
）が 含まれる の で 樹脂量

が多 くな り，樹脂工 程の 省略が 望 ま しい．　 し た が っ

て 遠心 分離が 適当で ある．ま た，分 離菌体を利用 して

L一ア ス パ ラギ ン酸を生産す る場合， 醸酵液 の 加熱処理

や 醸酵液 を直接 イオ ン 交換樹脂塔 へ 流す こ とは，as −

partaseを失活 させ る の で ，遠心 分離 に よ り菌体 分 離

す る こ とが必要で ある．

6． イ ソ ロ イシ ン 醗 酵菌体 の L一ア ス パ ラ ギ ン 酸

　生 産へ の 再利 用
2S ）

　Quastel，　Woolf39｝ が ，
1926年に 大腸菌 に よ る ア ス パ

ラ ギ ン 酸＃ フ マ
ール 酸 十 ア ン モ ニ ア の 反 応 を証明 して

以来，aspartase は TCA 　cycle で の ア ミ ノ 酸生 合成 に

関与す る重要 な 酵素 で あり，広 く微生物界 に存在す る

こ とが 知 られ て い る．

　微生物 の aspartase を利用 して フ マ
ー

ル 酸から L一ア
ス パ ラ ギ ン 酸を製造す る方法 と して ，フ マ

ール 酸含有

培地 で 培養 す る方法，4°一’42》静 止菌体 を用 い る 方法，4s
”’

4fi）
固定化酵素を用 い る方ttt、　46〕

固定化微生物を 用 い る

方法
47・4S ）が報告 されて い る．ま た， マ レ イ ン 酸から

L一ア ス パ ラギ ン 酸を生成 す る方 法，　4enyS3 》グ ル コ ース を

原料とす る フ マ ール 酸醗酵に aspartase 活性 の 強い 細

菌を組 み合わせ て 培養す る方
’za54・55） も報告 されて い
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Table　6．　 Preparation　of 　sodium 　aspartate ．

　D 譌 solutlon 　o
＊

　 ・
筆P遮 …壑・d ．

Water 　 Aspartic　acid

（m 皇）　　　 （9 ）

1052

．5

Me 　　 ad 　 to

　 　 aspartlc

　 acid 　solution

　　 （ml ）

　 So 　 IUMaspartate

yield（mole ）

　 （％）

101010 303D30 go9797

・

．
Eq 五。l　m ・1・… ・ un ・ ・f・。di・ m ・hydr。・ id・ t… pa・・i・ a ・id・ w ・・ add ・d・

　 100
拿
三 BO
艮

・E60

暑圏
；

T40

冩

巷 20

霧
く

　 0 20　　 　 　 40
丁imeChr》

10

　 8 兮
　 　ε

　　署
　 6　 ロ

　　
・
蕘

　4 雪
　 　：

2 遷
　　羞

　 060

Fig．6．　 Time 　course 　of 　aspartic 　acid 　fbrmation．

　　一
●
一

： Aspartic　acid 　yield，
　　一〇一： Residual　fumaric　acid

る．

　イ ソ ロ イ シ ン 醸酵菌体が，強 い aspartase 活性の 有

す る こ とを発見 し， こ の 菌体を再利用 して フ マ
ー

ル 酸

か らレ ア ス パ ラギ ン 酸の 製造 す る方法を検討 した，

　反 応条件 と して ， フ マ ール 酸 の 1／4量の 菌体（乾燥菌

体 と して ），菌体の 4 ％の カ チ オ ン 界面活性剤 が 必要

で あ っ た．反応温度 は 45°G が良 く， pH は 7〜8 の 時

に高 い 収率が 得 られ た．5t ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン タ

ーを 用

い て 行 っ た ア ス パ ラ ギ ン 酸生成 の 反 応経過を Fig．6

に示す．

　ア ス パ ラ ギ ン 酸の 溶解度 は極 めて 低 い の で ，等電点

沈 澱 法が 有利な精製法で ある．反応液か ら不 溶物を除

去後濃縮 し，等電点 に する こ とに よ り結晶化 させ た・

　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ソ
ーダ の 含水 メ タ ノ

ール に対する溶

解度 は，メ タ ノ
ール 濃度が 高 くなる と急激 に 低下す る．

そ こ で ， ア ス パ ラ ギ ン 酸 ソ
ーダ の 水溶液 に メ タ ノ

ール

を添加 して 結晶化させ る方法 に つ い て 検討 し， ア ス パ

ラギ ン 酸 か ら97％ の モ ル 収率で ア ス パ ラ ギ ン 酸 ソ
ーダ

を得た （Table　6）．

　 以 上の 結果をもとに ， イ ソ ロ イ シ ン ， ア ス パ ラ ギ ン

　 酸，ア ス パ ラギ ン 酸 ソ
ーダ の 中間試製を行 っ た （Fig・

Culture　broth　o看

isoleucin巳fermentation（45　L）

　Centrifuged

閧e臼uy　li口uidRea

哮ted　with
fuma「io　aoid
（32009）
Centrif凵ged

Heavy　liqui“

Light　liquid

ly・・ld・71％
lsoleucine｛4619〕

Light　　liq凵id

！yi・ld　s6　・・

Aspartic　acid（71909｝

レi・ld97％
　　　　　　　　Sodium　asparta↑e

Fig，7．　Production　of 　iSolcucine，　aspartic 　acid

　　and 　sodium 　aspartate ・

　　 ＊ Passed　Japanese　standardS 　for　f｛〕od 　addi
−

　 　 　 tives

　　＊＊ Passed　Japanese　industrial　standards 　for

　　　 guaranteed　rcagen 偲

7），1001 タ ン ク で ，培地 G2 を用 い て 72　hr 培養 し

て イ ソ ロ イ シ ン を蓄積させ ， 上澄液か ら食品添加物規

格
se｝に 適品の イ ソ ロ イ シ ン を収率 71％で 得 た．遠 心

分 離 した 菌体を フ マ
ー

ル 酸 と反応 させ，収率84％ で ア

ス パ ラ ギ ン 酸が 生 成 し，こ の 上澄液か ら回収率86％で

Jls試薬特級 に 適品の L一ア ス パ ラギ ン 酸結晶を 得た・

L 　その他の L ・ア ミ ノ 酸の 生 rc2e・3°）

　D レ α
一ヒ ド ロ キ シ 酪酸 を含 む培地 に細菌を培養して

L一イ ソ ロ イ シ ン 生産菌の ス ク リ
ー

ニ ン グ を 行 っ た 時

に，多くの 属 の 細菌が ，
L一イ ソ ロ イ シ ン 以 外 に L一α

一
ア

ミノ酪酸 の 蓄積する こ とを認 あ た （Table　7）．　DL −a一ア

ミノ 酪酸 か ら L一イ ソ ロ イ シ ン へ の 生合成は a・ヶ 卜酪

酸を経由す る le）が，　 OL −a 一ヒ ドロ キ シ 酪酸 か ら L一イ ソ

ロ イ シ ンへ の 生合成 も α
一
ケ ト酸 を 経由す る 57）の で ，
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Table　7．　 Formation 　 of 　L −a −ami 矼 obutyric 　 acid

　　from　DL 一
α
一hydroxybutyric　acid ，

Strain
a −Aminobutyric
　 acid 　fbrmed
　　 （gμ）

Aeroba‘ter　aerogenes 　IAM 　1063

Bacittas　Pol7m“xa 　IAM 　1210

Ceワnebacte 加 m 　egui 　IAM 　IO38
E ∫6伽 σんia　coli　IAM 　1239

Ftavoうα ‘terium 珈 呶 ηε姻 B16−3

ルf此厂0606 ‘  ぬ 鰡 IAM 　lO97

Proteus　vulgaris 　IFO 　3045

Pseadomonas　cr卿 伽 IAM 　IO48

εα痂 a　marginata 　IAM 　1130

ε‘ψ娚 o ‘06 ‘us 　aureus 　IAM 　1058

1．51

．90

．80

．40

．31

．00

，52

．01

．00

．3

L一α一ア ミ ノ 酪酸 は a一ケ ト酸 を経 て 生 成す る もの と推 定

され る．こ の よ うな L −a一ア ミ ノ 酪酸の 生成法 は，DL −a 一

ヒ ドロ キ シ カ ル ボ ン酸が 対応す る レ α
一
ア ミノ酸 に変換

した こ と に な り， さ らに
一

般的 な ア ミ ノ 酸生成法 と し

て 適 用 で き る か ど うか を 検討 した．そ の 結果，ロ イ シ

ン，バ リン，フ ェ ニ ル ァ ラ ニ ン 等が 対応す る DL −a一ヒ ド

ロ キ シ カ ル ボ ン 酸 か ら生成 した．ま た，こ の 反 応を ア

　　
H （lHO
《》

−CH ，
一一9｝｛−COOH

　 　 　 　 　 　 　 　 　 NH2

　　　　　　  

　
CH ・9

・H ・・
一
く｝ ・H ・

−9H−C・ ・ H

　 　 　 　 　 　 　 　 　 OII

　　　　　　 （lv）

CH ・9H
・．．
〈）

一・H ・
一
 
一C ・ ・ H

　 　 　 　 　 　 　 　 　 s

　　　　　　 （VI1）

C］HHO
　 　 ＼

ミノ 基供与体（グル タ ミン 酸 ソ
ー
ダ）存在下 で ，細菌の

静止菌体 に よ り酵素的 に 行 うこ とが で き た （Table　8）．

　な お ， 著者らの 研究とは異な っ た菌株を使用 し，和

田
5s・59 ｝が ，　 L・メ チ オ ニ ン ，　 L一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 等の ア

ミノ 酸 が ヒ ド ロ キ シ カ ル ボ ン 酸か ら生成す る こ とを報

告 して い る．

　最近，L −Dopa （1）がパ ーキ ン ソ ン 病の 治療薬 と して

多 く使用 され，　60） 微生物を 用 い て L −Dopa を生産す る

試 み が な され て い る．L −Tyrosine から酵素的に ある い

は培養法で，61
“’68）N −fbrrriyl−L・tyrosinc か ら，69 ｝細菌の

tyrosine　phenol　lyaseを 用 い て pyrocatechvlから
70−78）

L −Dopa の 生成が報告 され て い る．

　 L−Dopa 合成 の 中間体 3−（3，4−dimethoxyphcnyl）・L・

alanine （II）およ び 3−（3，4−methylenedioxyphenyl ）
・L．

alaninc （III）を生産す る た め，　 L一ア ミ ノ 酸を生産する

方法を 検討 し，肌 一α一ヒ ドロ キ シ （IV）， ヶ ト（V）， チ オ

ケ ト （VI ，
　VII ）お よび プ ロ ム （VIII ，

　IX ）カ ル ボ ン 酸

を，細菌，か び，放線菌あ るい は 酵母の 静止菌体を用

い る方法また は 培養法で ，そ れぞ れ対応す る L一α ・ア ミ

ノ 酸 へ 変換す る こ とに 成功 した．も っ とも生産能 の す

ぐれて い た Brevibacterium　roseum 　eCよ る結果を Table 　9

に 示す．α一ケ トカ ル ポ ン 酸か らの 反 応条件として，pH

・H … −O −CH ・
−9H−C ・ ・H

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 NH2

　　　　　　 （II）

　
GH ・？

・H ・ぴ （》・H ・ 卿 ・H

　　　　　　　（V ）

O

　CH ・？
・H ・Q ・．

〈：》．・CH2 −
？
H −C ・ ・ H

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Br

　　　　　　　（VIIi）

CH2 −O

  一b −CH ，
−9H−C・ ・ H

　 　 　 　 　 　 　 　 NH2

　　　　　　（III）

　
GH ・9

・H ・σ 《）一．・H ・
−f］−C ・ ・H

　 　 　 　 　 　 　 　 　 s

　 　 　 　 　 　 　 （VI ）

CH 巳
．．O

  之）−C恥 ・
即

・H

　　　　　　　　（1殳；

Table　8．　 Formation　of 　a 皿 ino　acids 　frOM 　DL −a−hydroxycarboxylic
　　acids 　by　cells　of 　Brevibacterium　roseam 　ATCC 　13825．

肌
一
α
一Hydroxycarboxylic　acid Amino 　 acid 　formcd

　　　　　　 DL 一α 一HydroxyiSovalcr孟c　acid 　8　gμ　　　Valine　　　　 6．7gμ

　　　　　　 D レ α
・Hydroxy 面 capro 三c　acid 　 8　　　　 Leuci且 e　　　 6．O

　　　　　　 DI ．・β一Phenyllaα ic　add 　　　　20　　　　　　Phenylalanine　8．7

Monosod 三um 　glutamatc　was 　added 　double　the 　weight 　of 　the　D レ α．hydmxycarboxylic 　acid ．
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Table　9，　 Formation 　 of レ Dopa 　 intcrmediates

　　from　 various 　sub8trates 　by　cell＄ of 　Brev伽 ‘−

　 　 teriunけ eseum 　ATCC 　13825．

文

L−Dopa　intcrmediate
　 　 　 丑）rmed

　　　 （9μ）

献

Substrate

w
・

w

温
凰

3〜4＊

4〜 5＊

0〜0．5＊

　  
＊＊

1〜2＊

1〜2＊＊ ＊

　＊ 3−（3，
4−Dimethoxyphenyl ）

−alanine
＊＊ 3−（4Hydroxy −3・methoxypheny1 ）

−alanine
＊＊＊ 3−（3，4−Methylenedioxyphenyl）

・alanine

Table　10，　 Time 　course 　of 　3−（3，
4−dimethoxyphenyl ）−

　　L −alanine 　forrnation　from　3
，
4−dimethQxyphenyl −

　　pyruvic　acid 　by　cells　of 　Breviあα6’β  π解 　
roseum

　 　 ATGC 　13825．

Time

（hr）

3−（3，4−Dimcthoxypheny1 ）−
　 　 1．−alanine 　f｛＞rmed
　　　　 （gμ）

0244872 2．6zo8

．310

．6

7〜8
，
30℃ が良 く，

72hr で L一ア ミ ノ 酸 10．6gμ蓄積

した （Table　10）．ヒ ドロ キ シ カル ボ ン 酸を用 い た時，

反応液か ら a一ヶ トカル ボ ン 酸を単離 した の で ，
L一ア ミ

ノ酸 へ の 変換 に 中間体と して a一ヶ トカ ル ボ ン 酸を 経由

して い る もの と考え られ る．

　な お，Nagasaki ら
79−81）は トラ ン ス ア ミ ナ

ーゼ に よ

り 3・（3，4−dimetlloxypheny1）−L −alanine の 得 た こ とを

報告 して い る，

8． お　わ　り　 に

　レ イ ソ ロ イ シ ン を 醗酵に よ り生 産す るた め，筆者 ら

が ， 菌株の ス ク リ
ーニ ン グ か ら工 場生 産の た めの 培養

お よ び 精製条件 に つ い て ，とくに 収率の up ，現場化 と

い う面 か ら検討 した結果を中心 に 述べ た．イ ソ ロ イ シ

ン 醗酵 は ， そ の 代謝調節の 点か ら数 多 くの 研究が な さ

れ ， す ぐれた総説
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