
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

9 月 26 日 1会場 59

11pO6　 デザィン ドバ ィ オマ ス に よる バ イ オプロ セ ス の 開発

　　　　　 完全非食糧バ イオマ ス か らの 高効 率ブタノ ール 生産
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11pO8　 水 素 利用 微 生 物触 媒の 開 発 と水 素 に よ る 光 学 活 性 ア ル

　　　　　 ゴ ール 生産反応の 解析
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［目的］我々 は乳酸発酵産物の 乳酸 とグ ル コ
ー

ス を用 い た ア セ トン
ー

ブ タ ノ
ー

ル

〔ABE ）発酵 に おい て 、　 pH
−stat 流 加培 養に よ る 高効率ブ タ ノ

ー
ル 生産

o
に つ い

て 報 告 した。本研究で は、ヘ ミセ ル ロ
ー

ス の 構成糖で あ る五 炭糖 と乳酸 を用 い

て 、完全非食糧バ イオマ ス か らの 高効率ブ タ ノ
ー

ル 生産 に つ い て 検討 した 。
［方法

・
結果 J使用菌株 に は、Ciostridium　sacchai

’
operbutytacetonicum 　N1−4 〔ATCC

13564 ）を用 い た 。5 酬 DL 一乳酸 と 20 釧 h：炭糖 （キ シ ロ
ー

ス 、ア ラ ビ ノ
ー

ス ）で

回分培 養を行 っ た結 果、キ シ ロ
ー

ス よ りもア ラ ビノ
ー

ス の 方がブ タ ノ
ー

ル 生産

に適 して い た 。さらに 、DL 一乳酸 と グ ル コ
ー

ス の 場 合に 比べ て 、乳酸消費 とブ

タ ノ ー
ル 生 産が 促進 され 、特 に ブ タ ノ

ー
ル 対糖 収率がD、492か らO．54アC−moL ！C−

moL に 向上 した。また、乳酸 阻害 を回避 しなが らブ タ ノ
ー

ル 生 策濃 度を向上す

る た め に 、DL 一乳酸 とア ラ ビ ノ
ー

ス の 混合基質 を添加す る流加培 養を行 っ た。
その 結果、回分培養 と比 較 して ブ タ ノ

ー
ル 生 産濃度が 2 倍以上増加 した。以上

の 結果 か ら 、乳酸 と五 炭糖 の 混 合基 質を用い た 流加 培養に よる 高効率ブ タノ
ー

ル 生 産 に成功 した。現在．本プ ロ セ ス に おける 代謝 解析 を行って い る。
1）Oshiro 　et　al．、AMB ，87，1177 − 1且S5，2010．

【目的】循環 型社 会の 形成に お い て 、化 学 合 成 プ ロ セ スを 環 境 負荷 の小 さい バ イ

オプ ロ セ ス へ と移 行する こ とが 重 要 視 され て い る 。こ れ ま で に NAD 還 元 型 ヒ ド

ロ ゲ ナ
ー

ゼ （SH） を もつ 水 素酸化SM　th
’
　RaLstonia　eittropha に Kluyveromyces 　iactis

由来の   一2，3−butandiol　dehydrogenase（KLB ）を SH プ ロ モ ータ ー
制 御下 に 発現 さ

せ た 形 質転換 株 を作製 し、両 酵 素 の ln・Vlvo 共 役に よ り水素存 在下 で継続 的に ヒ

ドロ キ シア セ トン の 不 斉還 元 反応 が 進 行 す る こ とを 示 した 。今回 、さ ら に反 応

特性 の 解 析、お よ び SHの 転 写 促進因 r−llotwxの 導人 効 果 に つ い て検 討 を行 っ た。
【方法 と結果 】SH プ ロ モ

ー
タ
ー

が機 能す る グ リセ ロ
ー

ル培 養 条件 に て SH と KLB

を共発現 させ た 菌体 を 調 製 し、触媒 と して 反応 に使 用 した ．バ イ ア ル 瓶 に 基 質

と菌体懸 濁 液を入 れ 、水 素ガ ス雰 閃 気下 に て振 とうす る こ と に よ っ て 反応 を 行
い 、ヒ ドロ キ シア セ トン の 還 元 は GC を用 い て 分 析 を行 っ た。ま た、ヒ ド ロ ゲ

ナ
ー

ゼ の 転写 促 進因子 で ある HoxA 遺 伝 ∫は R．　eUtropha 　DNA か ら約 2．4　kb の Pmi

I．S・tt・II断片 をpBluescript　KS （＋ ）に ク ロ
ー

ン化 した 後、tacプ ロ モ
ー

ターご と KLB

発現 ベ ク タ
ー

へ 導入 して 1〜．eutropha へ の接合 伝達 を行 っ た。　HoxA 導入 に よ り、
SH お よび KLB 活性 の 増 大と触媒 として の 反 応性I　lトが 確認 され た。なお ，本

研究 は経 済産 業省の 産業科学技術 プ ロ ジ ＝ク ト
ー
微 生 物機能 を活 用 した高 度 製

造基盤技術 開発」の
一

環 と して行 わ れ た。

Development 　of 　bioprocess　with 　designed　biomass； Ef最cient　butanol

production　from 　inedible　biomass

　OTsuyQg．　hi　Yoshidai，Yuklhiro　lbshiro2，　Ke 唾 Sonomo 匸oL3
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Development 　and 　reaction 　of 　H2 ・driven　microbial 　catalysmsing 　hydro・
gen・oxidiZing 　baeterium　Ra ’stonia 　eutorpha
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　 Iiirofi」mi 　Nishihara1
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IlplO リン の 除去 を 目的 と した ビフ ィ ズ ス 菌お よ び乳酸菌の ス

ク リ
ー

ニ ン グと そ の利用 （第 2 報）

O佐藤 麻由子，唐 澤 慧，青柳 秀紀
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　 aeyagi ＠sakura ．cc ．tsukuba．ac ．jp

【目的】水素酸化細菌に有用 な反応 を行 う酵素 を導入 し、水素 酸化 反応 を その 変

換反応の 駆動力とする こ とで 、環境 負荷 の 小 さい 物 質生 産が 可能 に なる。本研

究で は RatStonia　eutropha を宿主 と し て Rhodecoceus 　er
）
，thropolis 由来の ア ル コ ー

ル 脱水素酵素 （ReSADH ）を発現 させ た 形質転換 株 を作製 し、疎水性化合物 の

水素利用変換反応に つ い て 検討 を行 っ た。
【方法 と結果】可 溶性ヒ ド ロ ゲ ナ ーゼ プ ロ モ

ーター制御 1・
．
に ReSADH 遺伝子 を

導入 する こ とで 、Ra．　eutropha を宿主 と した本酵素の 発現 に成功 した。作製 した

形質転換 株H16 −SADH3 を触媒 として用 い 、水素存在下 にお け る 4一ク ロ ロ ア セ ト

酢酸 エ チ ル の （R ）
−4一ク ロ ロ ー3一ヒ ド ロ キ シ酪酸エ チ ル へ の 不斉還 元 をモ デ ル 反応

として 、水単層系お よび有機溶媒二 層系で の 反応 を検討した 。 使用する有機溶
媒 の 選択は、基質 と生成物の 水層お よび有機溶媒層へ の 分配 特性お よび 有機溶
媒 の 宿 主細菌 に対す る毒性 を調沓 して 選定 した。変換量 は GC を用 い て 、また

生 成 物の 光学純度は HPLC を用 い て 分析 を行 い 、基質の 初発濃度や 温度 ・
pH な

どの 条件 の 反応への 影響 に つ い て 調べ た、，水単層系 と比較 して 、水侑 機溶媒二

層系 を用 い る こ とで 変換 量の 向 Eが見 られた 。
なお 、本研究 は 経済 産業 省の 産業 科学技 術プ ロ ジェク ト

ー
微生物機能を活用 し

た 高度製造蛬 盤技術 開発」 の
一
環 と して 行わ れた。

【H的】慢性腎臓病 で は 腎臓機能の 低下 に よ り尿素や ク レ アチ ニン などの 老廃物

が 体 内に 蓄積 し、病気の 進行 に伴 い 血 中の リ ン 値が 上昇す る。現 在、種 々 の高

リン 血症治療剤が 使用 されて い る が、便秘 や副作用 な どの 問遺 が あ り、QOL の

観点 から新 た な リン 除去法が求め られて い る ．こ の 現状 を踏 まえ、我 々 は新た

なリン 除 去法 と して 腸内有用微生物の 活用 を考案 し、リ ン の 除去 を目的 とした

ビ フ ィ ズ ス 菌や乳酸菌の ス ク リ
ーニ ン グ を試み た O 。本研究で は 、更 に高い リ

ン 除去能 を有する 菌株の ス ク リ
ーニ ン グ と最適条件の 設定 を試み た。

【方法お よ び 結果】JCM 登録株の ビ フ ィズ ス 菌 9株、乳酸 菌 10株 を用い て 培養 を

行い 、リン 酸 イオ ン 濃度 （リン 除去能 を評価）、pH 、細胞量、糖 消費な どをモ

ニ ターし た c 種々 検討 した 結果、リン 除去量は0〜0、22g −PO43’！L の 阜互囲で 菌株

に よ り異 なっ た 。全般的に ビ フ ィ ズス 菌は乳酸 菌に 比べ て 学位 菌体 あた りの リ

ン 酸イオ ン 除去号が 高い 値 を示 し、ビ フ ィ ズス 菌 の 中で も約 5倍 の 違い があ っ

た （DAP1 染色に よ リビフ ィ ズ ス 繭の 困体内に ポ リリン 酸の 蓄積 が認め られた〉。
Bijidobacteintm　adoiescentis な ど を対象 に、効果的 リン 除去が 可能な条件 を種k

探索した結果、適切な ペ プ トン やオ リゴ 糖 を含む培地 を用い て B．adolescentis の

pH 制御培養を行 っ た 結果、効果 的に 培 地中の リン 酸イオ ン を除去で きた。〔1）
H22 生物工 学会要旨P．52

H2・driven　bioconversion　of 　a　hアdrophob 董c 　substrate 　using 　hydrogen ・
oxidizing 　bacterium 　Ra．lstonia　eutorpha 　transformunt 　in　biphasic　sアstem
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