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序論

I.バイオマスのガス化利旦

現在の化学工業は,その原料とエネルギー源の大部分を化石資源(石油,天然ガ

ス､石炭)に依存しており､そこから大気中-排出される二酸化炭素(co2)が地球

温暖化の原因となっている｡このため,化石資源の消費を節減し､大気中のCO2濃

度の増大を抑制することが環境保全,地球温暖化防止のために求められている｡化

石資源に代わる再生可能な燃料や化学製品の原料としてバイオマスの利用が注目さ

れているl)｡例えば､農作物廃棄物やおがくず､廃紙､木屑などのリグノセルロース

系バイオマスを糖化し､水素(H2)や乳酸､エタノールなどの有用物質-の変換が

試みられている｡また､畜産糞尿や下水汚泥,食品残漆などの有機系廃棄物を嫌気

発酵させ､ H2やメタン(C托)を回収･利用する試みも行われ,一部は実用化の動

きがある2)0

リグノセルロース系バイオマスを有用物質に変換する現在のプロセスは大きく分

けて2つのプロセスから成り立っている｡最初のプロセスは,酸加水分解や酵素的

加水分解を用いて､セルロースやヘミセルロースを微生物が利用可能な糖に変換す

るプロセスである｡得られた糖は,次のプロセスで微生物によって発酵され､ H2や

乳酸､エタノールなど燃料や化学製品の原料として利用可能な有用物質に変換され

る｡しかし､このプロセスには､酸加水分解によって副産物の生産が起こることや

加水分解酵素の高いコスト､酵素的加水分解では反応が長時間に及ぶなどいくつか

の問題がある｡特に､バイオマス中のリグニンは酸や酵素によって加水分解しにく

いことからリグニンを除去する工程が必要となってくる｡リグニンは､例えば､ベ

イマツには20%(w/w)含まれており､これら木材廃棄物を利用する上での障害となっ

ている｡

一方､もう一つのプロセスとして,リグノセルロース系バイオマスを水蒸気改質

などによって合成ガス【一酸化炭素(CO), CO2､ H2]に変換するガス化プロセスが

挙げられる｡このプロセスはリグニンを含む全てのバイオマス成分に利用すること

が可能であると考えられる3}-5)ガス化のため高い含水率のバイオマスには乾燥工程

が必要となる｡しかし､乾燥後のバイオマスや元々低い含水率のバイオマスを用い

た場合には効率的な利用が可能である｡このようにして得られた合成ガスは､発電

用や内燃機関用の燃料を中心に利用が検討されている｡そこで､さらに､回収した

合成ガスを工業原料やより付和価値の高い物質に変換できれば､新たな資源循環サ

イクルの構築につながることが期待される｡回収されたバイオガスは,物理化学的

方法や生物学的方法によって有用物質-の変換が試みられている.一般的に物理化

学的方法の方が生物学的方法よりも反応速度が早いというメリットがある｡一方､

生物学的方法には､高い特異性､高い収率､低いエネルギー効率､不純物-の耐性

が高いなどのメリットがある6)｡そこで､我々は､生物学的方法として微生物を用い
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たガス基質から有用物質-の変換に着目した｡

Ⅱ.ガス基質の微生物変換

微生物の中には糖だけでなく､ H2やCO2､メタン(CH*)などのガス基質を利用

できるものが知られている｡例えば､ cIもを利用するメタン資化性菌は､好気発酵

によってメタンをメタノールに変換することができる｡また,メタン資化性菌には,

菌体外多糖や生分解性プラスチック原料を生産するものも知られており7)､ cH.を原

料とした有用物質生産-の応用が期待される2)｡ H2もまた,微生物のエネルギー源

として利用でき､メタン生産菌には､ H2-CO2からCfLを生産する菌の存在が知られ

ている8HO)

一方､ Acetogenと呼ばれる嫌気性酢酸生産菌(以降､酢酸生産菌)の一群は､ H2

をエネルギー源(電子供与体)としてCO2を固定して生育できる｡この反応は次式

1の化学量論式で表され､標準状態における反応の自由エネルギーAG-'が負の値を

とるため反応は右側に進むことができる｡

2HCO3~ +4H2+H" -サCHsCOCT +4H2O AG-'--105kJ(molacetate)'1 (1)

このような微生物は1936年に初めて報告され､ Clostridiumaceticumと命名された

ll)しかし､一度研究途中で失われ, 1981年に再発見された12)｡また､ 1977年には

第2　の菌が発見され,胞子を形成しない偏性嫌気性､グラム陽性梓菌で､

Acetobacterium woodiiと命名された13)現在では､酢酸生産菌は､ Acetobacterium属

やClostridium属の菌を中心に多岐に渡って知られている14)｡

H2-CO2の代謝経路はHarland G. WoodとLars G. Ljungdahlによって詳細に研究され､

アセチル-CoA経路(wood-Ljungdahl pathway,図1, p.7)と呼ばれている15H7)本

経路の特徴は, 2分子のCO2から1分子のアセチル-CoAを組み立てる点である｡図

1 <p.7)左側の反応系(Me也yl brand)においては､ CO2のメチル基-の還元が触媒

されており､図1 <p.7)右側の反応系(Carbonyl branch)においては､ CO2の活性型

CO -の還元が触媒されている｡最後に,メチル基､活性型COとCoAが結合して

アセチル-CoAが生成される｡アセチル-CoAから最終的に酢酸を生産し､基質レベ

ルのリン酸化によってÅrPを生産することができる｡アセチルーCoA経路には､生

化学的に興味深い酵素反応が存在する｡図l (p-7)のCarbonylbranchで､ CO2を活性

型coに還元する反応(coデヒドロゲナ-ゼ反応)と左側のメチル基とCoAを結

合する反応(アセチルーCoAシンタ-ゼ反応)とは､同じ酵素により触媒されてい

る｡アセチル-CoA経路をもつ酢酸生産菌の中には､ H2-CO2の他に,ガス基質として

COを利用できるものも知られている｡ COからの酢酸生産は次式2の化学量論式で

表せる｡
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4CO +4H2O -サCH3COO- + 2HCO3- + 3H+　AG-'=-165 kJ (molacetate) -1 (2)

cell material

CH 3CO-㌻CoA

-1 _ノ

fご:
CH^COOH

+Pi

CoA-SH
･ (≡)

図1嫌気性酢酸生産菌における代謝経路図
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Ⅲ.酢酸生産菌におけるエタノール代謝

前述のように酢酸生産菌は､通常,最終産物として酢酸のみを生産し､ ｢ホモ酢酸

菌｣とも呼ばれる｡しかし､ある種の中温性酢酸生産菌C. 1jungdahlii strain PETC18),19)

やC. autoethanogenum2ff>､ unidentified bacterium P7.21)においては､合成ガスからエタ

ノールを生産することが報告されている　C. Ijungdahliiにおいては,さらに,最適培

養条件下(pH,培地組成)で､基質ガスの液層(培地) -の移動を高めたバイオリ

アクターを用いて培養することによってエタノール生産量を効果的に増加できたこ

とが報告されている6㌔また､同じ中温性酢酸生産菌であるAcetobacterium woodiiや

A. wieringa､ A. carbinoHcumにおいては,グルコースを基質とし､培地中のリン酸濃

度を制限して培養を行った時に､エタノール生産の見られたことが報告されている

22)これらの報告からアセチル-CoA経路を持つ酢酸生産菌の中で､ある種の中温性

細菌はエタノール生産経路を有し､ある条件において機能していることが示唆され

る　H2-CO2及びCOからのエタノール生産は､それぞれ次式3､ 4の化学量論式で表

され､標準状態の自由エネルギーAG-'は負の値を示すことから可能な反応であるこ

とが分かる｡

6H2+2HCO3~ +2打- c2H5OH+5H20　AG-'--114kJ(molethanol)'1 (3)

6CO+7H2O - C2H5OH+4HCO3- +4打　AG-'--206kJ(molethanol)~ (4)

さらに､ COとIt2を用いた場合､つまり､式3と式4を組み合わせた場合には､式5

のようにエタノール収率が単独の場合の2倍に増加することが示唆される｡

6CO+6H2+2H20 - 2C2H5OH+2HCO3~ +2打　AG-'--160kJ (mol ethanol)'1 (5)

一方で､好熱性酢酸生産菌におけるエタノール代謝については､我々が調べた範

囲では､ほとんど報告されていない.その中で,Moorella thermoacetica (以前の名称､

Clostridium thermoaceticum)の一種は,硝酸(NO3~)を電子受容体として用いた時に､

エタノールを資化できることが報告されている23)また､ M. thermoaceticaの休止菌

体系や粗酵素液を用いた研究では､炭素の放射性同位体14cを含むアセチルーCoA

経路の中間体【5- T]methyltetrahydrofolateから14cを含むエタノールを生産すること

が報告されている24)さらに､メチルビオログンやベンジルビオログン､コバルト

錯体などの人工的な電子移動中間体が存在し,､ COやギ酸を電子供与体として用いた

条件下では,数種の有機酸を同じ炭素数のアルコール-と変換できることが報告さ

れている25)以上のことからある種の好熱性酢酸生産菌もまた,中温性酢酸生産菌

と同様にエタノール生産経路を持っている可能性が示唆される｡しかしながら､好

熱性酢酸生産菌が増殖条件下においてエタノールを生産することを直接示す報告は
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なく､それに関わる酵素系などについての情報も全く分かっていない0

Ⅳ.エタノール及び酢酸の製造と用途の現状

ここでは､本研究で生産を試みたエタノール及び酢酸について現行の製造方法と

製品の利用用途について簡単に触れておく｡

エタノールについて

エタノールは､殺菌性､溶剤としての性質､揮発性､化学薬品としての反応性を

利用して多くの分野で利用されている｡国内における用途の特徴としては､飲食料

品工業用が多く､なかでも食品防腐剤用途が多い｡その他には､化粧品､食酢､医

薬品,洗剤､香料､試薬などに用いられている｡

また､エタノールの他の利用としては,自動車燃料-の混合が注目されているl)0

バイオマスを原料とするエタノールをガソリンに添加することによって､ガソリン

の消費量を削減し､さらに､ CO2排出量の削減にもつながると考えられている｡米

国では､主にトウモロコシを原料とするエタノールを10%混合させた｢EIO燃料｣

がシェアの約1%流通している｡また,ブラジルでは,主にサトウキビを原料とした

エタノールを22%前後混合した燃料がシェアの90%を占める程利用されている｡日

本においても2003年5月に揮発油品質確保法が改正され,3%までの混合許容値が定

められた｡そして､国の政策として,この｢E3燃料｣を普及させていく取り組みが

開始されている｡経済産業省では､ 2004年から､石油精製施設など全国6箇所でE3

燃料製造の実証実験を開始している｡また,環境省は､ 2012年までに､ E3燃料の全

面普及を目標として掲げている｡さらに､ El°-の転換を目指すシナリオが環境省や

燃料供給側から示されている( http:/7www.env.go.jp/earth/ondanka/renewable/ )

(http://www.env.go.jp/earth/report/h15-02)そのため､今後､バイオマス由来エタノ

ールの需要については､大幅な増加が見込まれている｡

2002年度のアルコール出荷量は､ 30万630キロリットルであり､そのうち,発酵

アルコールが19万5296キロリットル､合成アルコールが10万5334キロリットル

となっている26)発酵アルコールは､多くの場合､酵母(Saccharomyces cerevisiae)

の改良株を用いて製造されている27)合成アルコールの製造法としては,エチレン

を水と直接反応させる直接水和法とエチレンを濃硫酸に吸収させて加水分解する方

法(硫酸法)があり28)､ともにエチレンを原料としているが､その供給は輸入に頼

っているのが現状である｡
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(2)酢酸について

現在､酢酸は､ Cl化合物としては､メタノールに次ぐ生産量であり,その用途は

多岐にわたっている29)最終製品としては､酢酸ビニル(50%､エマルジョン塗料､

接着剤､織物等の原料)､酢酸エステル(15%､溶媒として使用)､ p-キシレンのテレ

フタル酸-の酸化反応に使用される特殊溶媒(10%)などが挙げられる｡その他､食

品や医薬品､道路の凍結防止剤などの原料にも用いられている30)日本においては､

2002年に56万8991トンを出荷したが､年々やや減少する傾向にある26)しかし,

誘導品である酢酸エステルやポバール､ PTAが好調であり､需要の増加が期待され

る｡

酢酸の製造は,工業的生産が始まった当初(1850年代)には発酵法によって主に

生産されていた｡現在では､ 60%以上がメタノールのカルポニル化によって供給され

ている29)この方法では､メタノールとCOを触媒存在､加圧下において反応させ

ることにより酢酸を製造する(式6) 29)また､酢酸メチルとCOの反応によっても

製造が行われている(式7) 29)

cH3OH+CO　些十CHsCOOH

cH3OCOOCH3 + CO ｣些十(CH3CO)20

(6)

(7)

【Mトハロゲン化物イオン､特にヨウ化物イオンを反応促進剤とする

3価のコバルト(Co),ロジウム(Rh),イリジウムOr)塩に由来する1価

金属による触媒反応

メタノール, COは合成ガスより製造可能であり､合成ガスの原料としては､石炭

が挙げられることから石炭からの酢酸の製造であるといえる｡ Co触媒反応では､不

純物のH2が大きく影響し､ Rh触媒反応では､ H2 50%までは､影響がないと言われ

ている｡
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Ⅴ.好熱性酢酸生産菌を用いたガス基質からのエタノール及び酢酸生産系

前節までのことから､我々は､バイオマスを由来とする合成ガスを原料とした微

生物的物質生産､特に好熱性細菌の利用に着目した(図2)0

バイオマス>

副生H2など

合成ガス

(co, co2, H2)

エタノール

発酵+回収

燃料･原料

図2　好熱性細菌を用いたエタノール及び酢酸生産プロセス

･ト原料

60℃前後で生育できる好熱性細菌をエタノール生産に利用できれば､培養と蒸留

によるエタノール回収を同時に行える効率的なプロセスの開発につながることが考

えられる｡また､好熱性細菌の利用には,コンタミネーションリスクが低く､維持

温度のコストも小さいというメリットも挙げられる31)-33)さらに､この生産系には

バイオマス以外に様々なガス供給源が考えられる.特に､ H2については,石油(ナ

フサ接触改質)､石油化学(ナフサ分解､エチレンプラント)､製鉄(コークス炉)､

ソーダ製造(電解)などで副生されるH234)を利用することも考えられる.そして､

この技術が化石資源の利用を削減し,また､ CO2固定によって地球温暖化防止策の

一つとして役立つのではないかと期待される｡

Ⅵ.本研究の目的

当研究室において,これまでにH2-CO2基質からエタノールを生産できる好熱性菌

の自然界からの単離が試みられており､吉本によって新たに9株が単離された35)

そこで､本研究では､その中からHUC22-1株を選択し､ H2-CO2からのエタノール及

び酢酸生産-の応用を目的とした基礎研究に取り組んだ｡

第1章では､本研究で使用する単離株を選択することを目的とした｡当研究室に

おいて単離されたエタノール生産株のエタノール生産能､托耐性､エタノール耐性､

酢酸耐性を整理し､菌株選択の基準とした｡また､選択した汀UC22-1株の培養条件

を決定した｡さらに､ HUC22-1株について同定試験を行った.

第2章では､HUC22-1株の増殖及び生産物特性を明らかにすることを目的とした｡

そこで､ H2-CO2を用いた回分培養について経時変化を詳細に調べた｡また､糖(フ

ルクトレス)を基質とした場合についても同様に検討を行った｡
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第3章では､ HUC22-1株におけるエタノール生産経路の解明を目的とした｡そこ

で､ H2-CO2培養及びフルクトレス培養におけるAlcohol dehy血ogenase (ADH)活性,

Acetaldehyde dehy血ogenase (ACDH)活性を測定した｡また,その補酵素と考えられ

るPyridine nucleotideの細胞内プール量についても測定を行った｡

第4章では､ HUC22-1株の酢酸及びエタノールによる増殖阻害の特徴について明

らかにすることを目的とした｡そこで､添加した酢酸が増殖に及ぼす影響について､

初発pH及び酢酸濃度を変えた条件で検討を行った｡さらに､その結果をpHと複合

させた非括抗阻害モデルに当てはめて解析を行った｡同様に添加したエタノールが

増殖に及ぼす影響について検討を行った｡さらに,添加したエタノールがPyridine

nucleotideの細胞内プール量に及ぼす影響についても検討を行った｡

第5章では､培養条件の検討による酢酸及びエタノールの高生産化を目的とした｡

そこで､ pH制御及びH2-CO2の連続供給が可能なリアクターシステムを構築し検討

を行った｡また､フルクトレス培養においても同様に検討した｡さらに､ H2-CO2培

養について酢酸濃度の増加を抑制するために､菌体の回収､再利用を伴う反復回分

培養を検討した｡

第6章では､エネルギー生産面から代謝経路を考察し, HUC22-1株の代謝をより

詳細に把握することを目的とし､エタノール及び酢酸の生産性向上に活用すること

を目指した.そこで､ H2-CO2と関連する基質を用いて回分培養を行い､各基質がど

のような代謝経路を通り､その際にどのようにAⅣ生産が行われるのかを考察した｡

第7章では､エタノールを高生産する変異株の作製を目的とした｡そこで,化学

変異剤の処理条件の検討､スクリーニング法の検討を行った｡さらに､確立した方

法によって変異株の単離を試みた｡
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第1部　HUC22-1株の同定､エタノール生産経路の解析

第1章　HUC22-1株の同定及び基本的性状の検討

第1節　緒言

当研究室の吉本らによって､ H2-CO2からエタノールを生産する好熱性細菌の探索

が行われた35),36)方法としては､まず汚泥などのサンプル約1 g(湿重量)をATCC1754

PETCmedium (1.2.1.,p.15) 25mlに加え､ H2-CO2 [80:20(v/v)]の混合ガス(太陽日

本酸素)を基質として集積培養を行った(図ト1)｡約2週間の培養後､Highperformance

liquid chromatography (HPLC)分析(1.2.8., p.19)でエタノール生産が見られたもの

について集積培養を数回繰り返した｡次に､フルクトレスを基質としてRoll-tube37)

を作製してコロニーを形成させた(1.2.3., p.17)｡一方､ H2-CO2を基質とした場合に

は,コロニーの形成が見られなかった｡ 3日-8日間培養後に形成されたコロニーを

単離し､さらに,確実に純化させるため､ Roll-tubeの操作を2-3回線り返したもの

を単離株とした｡温泉の源泉から集めた汚泥などを中心に16箇所(表l-l,p.!4)か

ら得られたサンプルについて探索を行った結果､ 9株を単離した(表ト2, p.14)｡い

ずれの株もH.-CO,を基質とした回分培養では､酢酸が主な生産物であった｡エタノ

ール生産については､ 0.2-0.5mMが検出されたが､菌株間で大きな差は見られなか

った｡そこで､本章では､単離株のH2やエタノール､酢酸に対する耐性を調べ､そ

れを基準として本研究で用いる菌株の選択を行った｡そして､選択した株について

同定試験を行った｡

Mud sample

Kb-CO,

Enrichment culture

Roll-tube

図1-1菌株単離方法の概要

Strain HUC22-1

and other strains
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表ト1本研究で用いた単離源と集積培養結果

エタノールa　　　単離源

① T大学農学部･堆肥集積所､ ②殺生石･蒸気吹出口､

③鹿の湯･源泉噴出口横､ ④北の湯･源泉噴出口､ ⑤不

動の湯･源泉､ ⑥新湯･源泉吹出口周囲､ ⑦新湯噴火口･

蒸気吹出口､ ⑧ N化学･地下水採取口b, ⑨ JRA馬事公

苑･堆肥集積所

±　　　　　⑳殺生石･湯畑横､ ⑪新湯･源泉吹出口

⑫湯原温泉･薬場､ ⑬湯原温泉･砂場･排水溝､ ⑭湯原

温泉･砂場入口､ ⑬三朝温泉･株湯･飲泉場､ ⑩三朝温泉･

飲泉所

a集積培養後のエタノール測定結果　+, lmM<; ±,<lmM; -,Notdetected.

HUC22-1株の単離源

表ト2　単離株のH2-CO2を基質とした回分培養

単離株
生産物濃度(mM)

エタノール　　酢酸
単離源

HUC16-1　　　　0.2

HUC16-2　　　　0.3

HUC22-1　　　　0.5

HUC22-2　　　　0.4

HUC22-3　　　　　0.3

HUC22-4　　　　0.3

HUC22-5　　　　0.4

HUC23-　　　　　0.2

HUC23-2　　　　0. 1

鹿の湯･源泉噴出口

新湯･源泉吹出口

N化学･地下水採取口

N化学･地下水採取口

N化学･地下水採取口

N化学･地下水採取口

N化学･地下水採取口

JRA馬事公苑･堆肥集積所

JRA馬事公苑･堆肥集積所
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第2節　方法

1.2.1.基本培地､基質溶液の作製

本研究では､ C. 1jungdahliiの培養に用いられるAICC 1754 PETC medium

(叫://www.atcc.org)を改変したものを基本培地として用いた(表l-3)c改変として

cysteineHCl-H20の量を0.3gl-に減らし, Na2S-9H20を削除したo尚,全ての実験

を通じてオリエンタル酵母工業の酵母エキスを使用した｡

表1-3　基本培地組成(1~T) (ATCC 1754 PETCmedium改変)

NH4CI

KCI

MgSO4�"7H20

N aCI

KH2P O4

CaCl2-2H20

NaHCO3

Yeast extract

Trace elements (see below)

1g

0.1g

0.2g

0.8g

0.1g

0.02 g

2g

lg　(オリエンタル酵母工業)

10ml

Wolfe's vitamin solution (see below)　1 0 ml

Resazunn (redox indicator)　　　　　1 mg

Reducing agent (see below)　　　　　10 ml

Distilled water

Trace elements (1" ) (Nitrilotriacetic acidを添加し,KOHでpH 6.0に調整後､他試薬を添加するo )

Nitrilotriacetic acid, 2 g; MnSO4-H203 1 g; Fe(SO4)2(N町)2-6H20, 0.8 g; CoCl2-6H20, 0.2 g;

ZnSO4-7H2O, 0.2 mg; CuCl2-2H2O, 0.02 g; NiCl2-6H20, 0.02 g; Na2MoO4-2H2O, 0.02 g;

Na2SeO4, 0.02 g; Na2WO4, 0.02 g; Distilled water.

Wolfe's vitamin solution (1" )

Biotin, 2 mg; Folic acid, 2 mg; Pyridoxine-HCl, 10 mg; Thiamine-HCl, 5 mg; Riboflavm, 5 mg;

Nicotinic acid, 5 mg; Calcium D-(+)-pantothenate, 5 mg; Vitamin En, 0. 1 mg; p-Ammobenzoic

acid, 5 mg; Thioctic acid, 5 mg; Distilled water.

Reducing agent (1" )

Cysteine-HCl-H2O, 3 0 g; Distilled water.

Resazurin stock solution (1" )

Resazunn 1 g; Distilled water.

嫌気的に作製する必要はない｡遮光保存｡

場合によっては､嫌気度を上げるためにTi(ffl)citrateを2-3滴加えた｡

15



(1) ÅTCC 1754 PETC medium改変

培地作製は､還元剤(CysteineHCl-H2O,30gr)と基質(フルクトレス等)を別

に作製した.嫌気的に培地を作製する方法として､Hungateの方法37)を改変したMiller

らの方法38)を用いたoまず,計量した各試薬を逆浸透(Reverse osmosis)膜処理水(RO

水)に溶かした後, 20分間ボイルを行った､ (レサズリンの色が､青色からピンク色

に変わる)｡その後､ CO2を吹き込みながら氷上にて冷却した(20分間)｡ CO2で置

換しながら培地をバイアルピンに分注し､プチルゴム栓とアルミシールで蓋をした

(25 ml培地/ 125 mlバイアルピン)｡基質等を添加後の培養初発pHが6.3になる

ようにpHを調整した(この段階で､培地のpHを6.9に合わせるとほぼ目的の初発

pHになった)｡その後､オートクレーブ滅菌(121℃,1気圧,15分間)を行った｡

(2)還元剤【Cysteine-HCl-H20, 3 g (100 ml)-1]

先にRO水だけをボイルし, N2で十分に脱気した｡その後に､試薬を加えて溶解

させた後､ N2下でバイアルピンに分注して,プチルゴム栓とアルミシールで蓋をし

た(50ml培地/125mlバイアルピン)｡その後､オートクレーブ滅菌(121℃,1気

圧, 15分間)を行った｡基本培地の作製時と手順を変えたのは､試薬作製時に還元力

を減らさないためである｡

(3)フルクトレス(lOOgrl)

還元剤と同様に試薬を作製した後､ N2で脱気しながら, 0.45fj.mのCellulose

acetate hydrophilic filter (Dismic-25, Advantec,東洋渡紙)を通して､バイアルピン

(予め､ N2置換､オートクレーブ滅菌したもの)に分注した｡

(4) Ti(ffl)citrate soln. (還元剤.39)

8.5%三塩化チタン水溶液(Shigma-aldrich) 10 mlと0.2Mクエン酸ナトリウム水

溶液(N2脱気済み)50mlを500ml程度のバイアルピンでN2脱気しながら混合した｡

次に､ N2脱気しながら飽和炭酸ナトリウム水溶液でpHを6.0に調整し､バイアルピ

ンに分注して､プチルゴム栓とアルミシールで蓋をした(30ml培地/70mlバイア

ルピン)｡その後､オートクレーブ滅菌(121℃, 1気圧,20分間)を行い,アルミホ

イルで遮光して保存した｡

1.2.2.バイアルピンを用いた回分培養

バイアルピン-の基質の添加や植菌には22 GXl･1/4､あるいは､ 23 GXl･1/4の

注射針(ニプロ)を付けたプラスチック注射器(テルモ)を用いて嫌気的に行った｡

操作は､クリーンベンチで行い､注射針を刺すプチルゴム栓の部分は､アルコール

を付け,ガスバーナーであぶって滅菌した｡

H2-CO,を基質とした回分培養では､ 125 mlのバイアルピンに培養容積25 mlの割
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合にして､基質ガス量を十分にとり,かつ､振とうによって効率的に基質ガスが移

動できるようにした｡還元剤を培養容積25mlに対して0.25ml加え(必要に応じて､

Ti(DI) citrate溶液を2-3滴加えると還元度を上げられる.)､対数増殖期まで増殖さ

せた前培養液を5% (vル)濃度で植菌した｡その後､ 0.45〃mのCellulose acetate

hydrophilic filter (Dismic-25, Advantec,東洋渡紙)を通したH2-CO2 [80:20 (v/v)]の

混合ガス(太陽日本酸素)でヘッドスペースを置換し､ 0.2MPa(2atm)になるよう

に混合ガスを充填した｡ 55℃のシェーカー(MM-10,タイテック)にて135 s廿oke

(min)~1で振とう培養を行ったo

フルクトレスを基質とした回分培養では､ 125 mlのバイアルピンに培養容積が50

ml(または､ 25ml)の割合で用いた｡還元剤を培養容積50mlに対して0.5 ml､フル

クトレスを2.5ml添加し[終濃度27mM(5 gl-1)], H2-CO2培養と同様に5%(v/v)植

菌とした｡培養は55℃の恒温槽(SLI-700,東京理化器械)にて静置で行った｡

1.2.3. Roll-tube法による菌株単離

Roll-tubeの作製は､ Hungateの方法37)に従った.先ず､基本培地を分注直前の段階

まで作製した125mlバイアルピンに0.35-0.4gの高温培養用寒天(ナカライテス

ク)を計量し,粉末が飛散しないように基本培地18mlを分注し､プチルゴム栓､ア

ルミシールで封をした.オートクレーブ滅菌(121℃, 1気圧,20分間)後に80℃以上

で保温した｡使用直前に手で持てる程度まで冷ました後､泡立たないように基質､

還元剤を加え､植菌(適当に希釈したもの)を行った.直ちに,氷水を入れたRoll-tube

作製装置で回転しながら寒天をバイアルピン側面に固めた｡

Roll-tubeを立てた状態で､恒温槽にて静置培養したo　コロニーが形成されたもの

ついては, N2下でバイアルピンの蓋をとって､滅菌したパスツールピペットを使っ

て､コロニーを刺し取った｡ N2下で0.4 ml程培地を入れた滅菌エツペンチュ-ブに

コロニーを移し､注射器で懸濁後,新しい液体培地の入ったバイアルピン､または､

加圧培養試験管(三紳工業)に植菌したo実験の詳細は文献40),41)を参照した｡

1.2.4.位相差顕微鏡による形態観察

核酸電気泳動用のアガロレス(Agarose S,触a)を2%濃度でMilliQ水に溶解し､

スライドグラスの表面に塗抹し､完全に乾燥させた寒天コートスライドグラスを用

いた42)寒天コートスライドグラスを用いると菌体を固定化でき､形態を明確に観

察できるo位相差顕微鏡(Eclipse E600W,ニコン)を用い, 1000倍で観察した｡位

相差顕微鏡の詳細な操作･調整は､文献を参照した43)｡

1.2.5.グラム染色試験

グラム染色は, NCIMB Japan CO., LTD.の分析結果を参考にしたoその方法は､

Barrowらの方法に従っている44)
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土工姐　菌体量の測定

菌体濃度は､良く撹拝させて採取した培養液をRO水で2-5倍程度に希釈し

て､分光光度計(ultrospec 3000, Pharmacia Biotech)にて吸光度(optical density

at660nm,OD,fin)を測定して求めた｡次に､得られたOD66｡の値から乾燥菌体

重量Drycellweight(gl-1)を求めるために､次のように検量線を作成した｡ま

ず､ o.45〟mのαllulose Nitrate Membrane filter (Advantec,東洋漉紙)を耐熱シャ
ーレに入れて､ 80-Cで3時間乾燥後､デシケ一夕一に入れて1時間放冷し､微

量天秤で秤量した｡このフィルター上で､ OD66｡=0.15-0.8になるように培養

した培養液20-50mlを吸引ろ過し､ RO水で洗浄して水溶性成分を除去した

後､耐熱シャーレに入れて､ 80-Cで約1晩乾燥し､デシケ一夕-で1時間放冷

した後に秤量した｡減退前と涼過後の秤量差により乾燥菌体重量(Drycell

weight)を求めた｡得られたデータを元に検量線を作成した結果(図1-2) ､
式ト1が得られた｡

Dry cellweight (gH) = OD660 X 0.46 (1-1)

0　　　　0.2　　　0.4　　　0.6　　　0.8　　1.0

OD660

図1-2　培養液の吸光度と乾燥菌体重量の関係
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1.2.7.培養液のpH測定

培養液を12,000rpm, 5分間遠心分離し､得られた上清を用いてpHメーターげ-22,

堀夢)にて測定を行った. pHメーター用電極(IWO57-BNC,アサヒテクノグラス)

を用いることによってエツペンチュ-ブに入った上清を測定することが可能である｡

1.2.8.基質糖類･生産物濃度の測定

フルクトレス､酢酸､乳酸､そしてエタノールはHPLCによって測定した｡また､

酢酸,エタノールはGas chromatography (GC)による測定においても確認した.

(l)HPLC測定

HPLCのシステムは,PU-980 pump, RI-930 detector, CO-985 column oven, 85 1-AS auto

sampler (日本分光), c-R3Achromatopac (島津)を用いた.移動相は5 mMH2SO4を用

い､ O.Smlmin"の流速で流した【ポンプ圧50-60kg(cmT]カラムは､打型のカチ

オン交換体を充填したAminex HPX-87H column (BiかRad)を用い､イオン排除･交換

作用､吸着･分配作用､サイズ排除､そしてリガンド交換によって分離を行った｡

カラムオーブンの温度は65-cに設定した.検出は､示差屈折率を検出するRe丘action

index(RI) detectorを用いた｡サンプルは､培養液を12,000rpm､ 5分間遠心して菌体

を除去後､ o.45 fj, mのMixed cellulose ester filter (Dismic-13, Advantec,東洋漆紙)で

処理した.次に､適宜H2SO,溶液で希釈を行い,測定対象の終濃度がIOmMこH2SO,

が5 mMになるように調整した｡サンプルは､ Auto samplerまたは､ Microsyringe

(Microliter㊥#705, Hamilton)を用いて20Ai lを注入した｡各成分10 mMの標準液を測

定し､一点検量法にて目的サンプルの濃度を算出した45)

(2) GC測定

GCシステムは､GC-1700, AOC-201 auto injector, C-R8Achromatopac (島津)を用い､

移動相はN2を用いて流速を54ml血n~lに設定した｡カラムは､ポリイミド樹脂でコ

ートしたフューズドシリカチューブの内壁に､極性の強いポリエチレングリコール

を固定相(液相)として結合させたタイプのULBON HR-20M capillary column (信和

化工)を使用した｡サンプルは,固定相との相互作用(分配または吸着)によって分

離される｡カラムオーブンの温度は､ 60℃から150℃まで10℃ min-1の速度で昇温す

るプログラムを設定した｡検出は水素炎中で有機物の一部をイオン化させ､そのイ

オンが電極間を通る際に生じる電流を検出するFlame ionization detector (FID)を用い

たInjectorとDetectorの温度は250℃に設定したoサンプルの前処理は､ Ⅰ廿LCと同

様に行い､ Auto injectorによって0.5 〟1を注入した｡ Ethano1 10 mM, Acetate 100 mM

の標準液を測定し､一点検量法にて目的サンプルの濃度を算出した｡
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1.2.9.基質資化性試験

30mlの加圧培養試験管(三紳工業)に基本培地10mlの条件で行った｡基質は,

オートクレーブ処理､またはCellulose acetate hydrophilic filter (Dismic-25, Advantec,

東洋漬紙)で滅菌したものを表ト6 (p.23)の濃度で加えた｡フルクトトスを基質とし

て対数増殖期まで増殖させた前培養液を5%濃度で植菌した｡培養は､ 55℃の恒温槽

(SLI-700,東洋理化器械)にて静置で行い､ 2-7日間培養を行った.また､基質を

全く加えていないものをブランクとした｡菌体の増殖をOD660で測定し､ OD660が0.1

以上のもの,または,ブランクより酢酸生産が高いものを資化性陽性と判定した｡

ガス基質については, 125mlのバイアルピンを用いた回分培養の条件で行った｡

1.2.10.硝酸利用性試験

KNO3を終濃度が､ o､ 2.5､ 5.0, 10､ 25, 50mMになるように添加した条件で､ 1.2.2.

(p.16)に従ってH2-CO2を基質とした回分培養を行った｡培養終了後､培養液をMilliQ

水で100-200倍希釈し,インドフェノール青吸光光度法(アンモニア.テストワコ

-､和光)にてアンモニア性窒素濃度を測定し､ mO3の利用性を調べた.この方法

では､試料中のアンモニウムイオンがアルカリ性でフェノール及び次亜塩素酸ナト

リウムと反応して､生じる青色(インドフェノール青)の吸光度(oD64｡)を測定す

ることによってアンモニア性窒素濃度を求めることができる46)また,菌体量､pH､

酢酸及びエタノール濃度の測定も行った｡

1.2.ll.チオ硫酸利用性試験

Na2S203を終濃度が､ o､ 2.5､ 5､ 10, 25､ 50 mMになるように添加した条件で､

1.2.2. (p.16)に従ってH2-CO2を基質とした回分培養を行った｡培養終了後､培養液

o.2-0.5 mlを用い､メチレンブルー法にて硫化物イオン(s2-)を測定し､ Na2S2O3

の利用性を調べた｡この方法では､試料中のS2-と岬ジメチル-P-フユニレンジアミ

ンシュウ酸塩が反応してメチレンブルーを形成し青く呈色するので, OD665を測定す

ることによってS2-濃度を求めることができる｡測定は､ DR/2010測定装置､測定キ

ット(HAC)を用いて行った｡また､菌体量, pH､酢酸及びエタノール濃度の測定

も行った｡

1.2.12.アピケンキAPI20Aキットによる解析

アピケンキAPI 20Aキット(日本ビオメリュ-)は､嫌気性菌の同定のために必

要な20項目の生化学的性状テストをまとめたキットである｡フルクトトスを基質と

して前培養を行い､キットに植菌した｡培養は高温用アネロパック･ケンキ(三菱

ガス化学)を用いて嫌気条件にした嫌気ジャー内で行った｡
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1.2.13. 16SrRNA遺伝子配列の決定と系統解析

フルクトレスを基質として対数増殖期まで培養した培養液15 mlからG NOME⑧

kit(Qbiogene)を用いてゲノムDNAを抽出し､25//g以上のゲノムDNAが得られた｡

得られたゲノムを鋳型にPremix Taq kit (Ex Tag version, Takara Bio)､ PCR装置(PC808,

ASTEC)を用いてPCRを行い､ 16SrRNA遺伝子を増幅させた　PCR反応液組成を

表1-4 (p.22)に､ PCR反応条件を表1-5 (p.22)に示すPCRのprimerは, Forwardprimer

27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'5 Escherichia coli, positions 8-27)とReverse

primer 1492R (5'-GGCTACCTTGTTACGACTT-3', K coli, positions 15 10-1492)を用いた

47) pcR産物25/zl分をo.8%アガロトスゲル(Agarose S,Takara)にて電気泳動(TAB

bu飴r)し､約1.5 kbのバンドを切り出し､ DNApurificationkit(Toyobo)を用いて精

製した　Premix Taq kitを用いてPCRを行った場合､ pCR産物の3'末端にAが一塩

基付加され,そのままTAクローニングを行うことができる｡そこで､精製した

FragmentをTAクローニングによって　GEM⑧-T easy vector (Promega)に組込み､ E･

co/7 DH5α　に導入して形質転換させた100 IJLg ml-　Ampicillin､ 80　fj.g ml"

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-6-D-galactoside (Xgal) ､そ　して　0.5　mM isopropyl

thiogalactoside (IPTG)を含むLuria-Bertani plate (LB plate)上に形質転換させたE. coli

を培養し､ Blue,∧柚ite selectionを行って組換えplasmidを持つE. coliを選別した.港

別したE. coli faらQiagen mini prep kit (Qiagen)を用いてplasmid回収し､精製を行っ

た｡回収後のplasmidに含まれる16S瓜NA遺伝子の塩基配列の決定は､北海道シス

テム･サイエンス株式会社に依頼した　M13 forward primerとM13 reverse primerを

用いて両端から配列を決定し､さらに内側の配列については､ 16sFl

(5 '-CCTGGCAAGTCAGÅTGTGAA-3 ')と16sRl (5 '-ACCAGGTTCGCAGGÅTGTCA

-3')を用いて決定した｡

得られた16S rRNA遺伝子配列を用い､ DNA Data Bank of Japan (DDBJ)のHP

(http://www.ddbj.nig.ac.jp/W己Icome-j.html)のBLAST検索を用い､ホモロジー検索を

行った｡さらに､ガス基質を資化可能な関連菌と比較するため､関連菌の16SrRNA

遺伝子配列についてDDBJのHPのCLUSTAL W program48^こよる多重配列の整列と

近接結合法解析(Neighbor-joining method)49)を行い､系統樹ファイルを作成した｡そ

の際､ Bootstrap解析は1000に設定した｡系統樹ファイルを元にTree View program,

version 1.6.6 (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html)を用いて､系統樹を作成し

た｡方法の詳細は文献50)を参照した｡
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表1-4　PCR反応液組成

組成　　　　　　　　　　　　　　〃1

Genometemplate (0.05　¥ig IJL 1" )

Primer 27F (10 nM)

Primer 1492R (10 nM)

Premix Taq

MilliQ water

1

2.5

2.5

25

IK

計　　　　　　　　　　　　　　　50

Negative control: MilliQ water

表ト5　PCR反応条件

Temp (C)　Time(second)

95　　　　　　120

95　　　　　　30

50　　　　　　15

68　　　　　　40

68　　　　　　180

4　　　　　　　∞

25 cycle

1.2.14.真空凍結乾燥による菌株の保存

以下の操作は可能な限り､クリーンベンチ内で無菌的に行った｡まず､ 1.2.2. (p.16)

に従って培養した培養液50mlを無菌的に遠沈管に移し､ 8000rpmで15-20分間遠

心した｡上清を約1ml残して､それ以外を除去した｡残した上清で沈殿を穏やかに

懸濁し,滅菌済みのエツペンチュ-ブに移した｡ 8000rpmで10分間遠心後､上清を

除去した　SMI分散媒o.5mlを加え､穏やかに懸濁し､再び､ 8000rpmで10分間遠

心後､上清を除去した｡ SMl分散媒o.5 mlを加え､穏やかに懸濁し,乾熱滅菌した

パスツールを使って､懸濁液約80//I (パスツールの先端部分3/5程度)ずつを綿栓

した細試験管(予め乾熱滅菌)に分注し､再び綿栓をした｡締栓の先を切ってガス

バーナーであぶり､消毒したドライバー等を使って細試験管の底から約3cmのとこ

ろまで押し込み､氷上で保存した｡次に､アルコール噴射式ガスバーナーで加熱し

ながら､試験管の中心よりやや底側の部分をくびれさせた.真空凍結乾燥機Flexi-dry

肝TSsystem社,予め準備運転)にセットし､菌液が突沸しないようにゆっくりとバキ

ュームにかけた｡約2-3時間後にバキュームによって完全に真空になったら､真空

にしながら専用バーナー(Tokyokoshiniseeバーナー)で試験管をくびれさせた部分

を溶かして､管をふさぎ､さらに､蓋状に溶かした｡試験管が冷えたら高周波装置

(Teslacoil)で真空状態を確認したo真空凍結乾燥した菌株は4℃で保存した｡
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第3節　結果及び考察

1.3.1.単離株の比較

当研究室で単離した菌株においてH2-CO2を基質とした回分培養では､0.2-0.5 mM

のエタノールが検出された｡しかし､菌株間でエタノール生産に大きな差は見られ

なかった35)そこで､本研究で用いる菌株の選択を行うため､ 3箇所の単離源毎にエ

タノール生産の高い株を全部で5株選び､ H2-CO2基質下で(1)ヘッドスペース部分

を100%H,に置換した条件､ (2)エタノール200mMを添加した条件､ (3)酢酸ナトリ

ウム100 mMを添加した条件でそれぞれを培養し､増殖を比較した(表1-6)その

中で､千葉県のN化学の地下温水源から採取された汚泥を由来とするHUC22-1株は

他の菌と比較して､ H2やエタノール､酢酸に対する耐性全てで､ ± (OD660, O.K)

を示したことから本研究ではHUC22-1株を選択し､その後の検討に用いることとし

た｡ HUC22-4については､ HUC22-1株とほとんど同じであったため,若干エタノー

ル生産の高かったHUC22-1株に絞ることとした｡尚, H2､エタノールで耐性を示し

たHUC23-2株については､共同研究先のコスモ石油株式会社の方で検討を進めるこ

とになった.また､ HUC16-1､ 16-2についてはエタノールに対する耐性が悪かった

ことから本研究では除外した｡

表1-6　単離株のH2,エタノール､酢酸耐性の比較

単離株
H2　　　　　　エタノール　　　　　酢酸

(100%)　　　(200 mM)　　　(100 mM)

HUC16-1, 16-2　　　　　±

HUC22-1, 22-4

HUC23 -2　　　　　　　　　4-

+: OD660, 0.4<;ア: OD660, O.K; -: OD660, <0.1

1.3.2. HUC22-1株の形態

HUC22-1株をH2-CO2基質下で培養し､増殖期にあるものを位相差顕微鏡にて観察

を行ったところ､単一菌のように見られた｡しかし､同様にフルクトレス培養を行

った時には､少なくとも2種類以上の菌【菌体の幅が太い菌(A)と細い菌@)]が混

合している可能性が示唆された(図l-3,p.24),そこで､再度純化を行うため､HUC22-1

株をH2-CO2基質下で培養し､継代を3回線り返し､ H2-CO,下で生育できる菌のみに

絞り込みを試みたo次に､ H2-CO2を基質としてRoll-tubeを作製し､コロニーを形成

させたところ通常見られる直径1-2 mm程度の白いコロニーとそれよりも小さいコ

ロニーが観察されたo　小さい方のコロニーを単離し､ H2-CO2基質下で培養後に顕微

鏡観察を行ったところ図ト3 (p-24)で見られた太い形態の菌ではないかと推察された｡

一方､大きい方のコロニーについては､ H2-CO2下では生育できなかったため､太い
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形態の菌株(以下L株)に着目して､次の解析を行った｡ L株のH2-CO2培養の生産

物をHPLCにて調べたところ､酢酸を主な生産物とし､エタノールを少量生産する

ことが確認された｡そこで､ L株について再度H2-CO2を基質としてRoll-tubeを作製

し､コロニーを単離した株を純化したHUC22-1株として以降の実験に用いた｡

位相差顕微鏡によって観察されたHUC22-1株の形態を図ト4 (p.25)に示した｡図

ト4A (p.25)はH2-CO2培養下の増殖期の菌体で､形態は直線､あるいは､やや湾曲し

た梓菌であり､矢印の個所のように胞子形成が見られた｡図l-4B(p.25)はフルクトト

ス培養下の増殖期の菌体で,図ト4A (p.25)と同様に梓菌であったが､胞子形成は見

られなかった｡また､グラム染色は､ NCIMBJapanCO.,LTD.の分析結果から陽性で

あった｡

尚,もう一方のH2-CO2で生育できなかったコロニーの方をフルクトレス下で培養

した結果､図1-3で見られたBの細い方の菌ではないかと推察された(以下S株)0

s株の生産物はエタノール､乳酸､酢酸であり､ 16SrRNA遺伝子に基づくホモロジ

ー検索では､ Thermoanaerobacterium aotearoense (Sequence accession number, X93359)

に近い結果となった｡この菌はNa2S2O3を利用し､硫黄粒を形成することが報告され

ている51)｡そこで､ S株も同様にNa2S2O3存在下で培養したところ硫黄粒と考えられ

る頼粒を蓄積することが顕微鏡観察によって確認された｡そのため､ S株は

Thermoanaerobacteriumの1種であると推定された｡

図1-3　純化前のHUC22-1株の位相差顕微鏡写真

培養条件,フルクトトス培養.

(A)太い形態の菌(L株),(B)細い形態の菌(s株).
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1.3.3. HUC22-1株の同定

HUC22-1株について16S rRNA遺伝子配列を決定し､相同性の比較､系統樹の作

成(図1-5, p.27)を行った結果､ Moorella属の4種の菌と高い相同性を示したo M.

thermoacetica ET-5a ( Sequence accession number, AJ242494 )と　99% J M.

thermoautotrophica DSM 1974 (X77849)と99%の相同性を示した.また､ M. glycerini

YS6 (U82327)と95%､そして､ M. mulderi DSM 14980 (AF487538)とは93%の相同

性であったことからHUC22-1株は､M. thermoaceticaとM. thermoautotj'ophicaのどち

らかであると推定された｡次に､ HUC22-1株の様々な基質についての資化性を調べ

たところ表1-7 (p.28)のような結果となった｡ H2､ CO2､ COのガス基質を利用でき､

糖類については利用できるものがかなり限られることが分かった｡また､ Q-C4の

一部の有機酸の利用も確認された｡

M. thermoaceticaとM. thermoautotrophicaにおいてNO,を利用しアンモニアを形成

することが報告されている52)そこで､ HUC22-1株についてもNO3~の利用性を検討

した　H9-CO,を基質とし､ KNO30､ 2.5､ 5､ 10､ 25､ 50mMを漆加して回分培養を

行った結果､アンモニアを形成することが確認された(表1-8,p.29),また､アンモ

ニアが形成された分､酢酸生産は低下した｡

Moorella属を含むClostridiaでは､ so,は還元できないが､ s2o3-を還元してS2-を

形成する｡そこで､ HUC22-1株についても検討した｡ H2-CO2を基質とし､ Na2S2O;

をo､ 2.5､ 5､ 10､ 25､ 50mM涼加して回分培養を行った結果､ S2~を形成することが

確認された(表l-9,p.29),また､培養中の観察においても培養液が黒色に変化し､

硫化水素臭も確認された｡酢酸生産についてはS2-の形成によってやや低下した.一

方､ Na^SCXを用いた場合には､ S2-の形成は見られなかった｡

次に､ HUC22-1株とM. thermoacetia DSM 521 (type strain)について嫌気性菌用の同

定キット､アピケンキAPI 20Aを用いた解析を行った(表1-10, p.30),その結果､

両方の株で同じパターンを示した｡糖の資化性については､表1-7 (p.28)と同じ結果

となった｡また､プロテアーゼを調べる項目であるゼラチンの加水分解が陽性を示

した｡この項目で陽性の菌株はClostridium属が多いことが分かっている.

以上HUC22-1株とMoorella属の4種の菌を比較した結果を表1-ll (p.31)にまとめ

た　HUC22-1株はM. thermoaceticaとほとんど同じ基質資化性のパターンを示したo

HUC22-1株とM. thermoautotrophicaでは､ ArabinoseとRhamnoseについての資化性

が異なり､ HUC22-1株とM. glyceriniとは､ H2-CO2､ CO-CO2､そしてGlycerolにつ

いての資化性が異なっていた　HUC22-1株とM. mulderiでは､ 16SrRNA遺伝子配列

の相同性が他の3種に比べて低いことから異なると判断された｡これまでの結果を

合わせて考えるとHUC22-1株は､ M. thermoaceticaの1種であると考えられた.しか

し､完全に同定するためにはDNAのGC含量､ DNA-DNA相同性試験を行う必要が

あり､また､菌体脂肪酸組成､細胞壁成分､酵素や全菌体タンパク質の電気泳動パ

ターンなど53ゝ54)多くの試験結果を合わせて確実性を上げる必要がある｡以上のこと
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から本研究では､ HUC22-1株をMoorella属に属するところまでで同定試験を終

了し､ Moorella sp.HUC22-1と報告した.本菌の16S rRNA遺伝子配列は100%の
相同性を示す同じ配列がなかったので､新規の配列としてDDI∋Jに登録した

(sequence accession number, AB127110 )

図ト5　HUC22-1株と関連細菌間での16SrRNA遺伝子配列に基づく系統樹

Sequence accession numbers are indicated

Bootstrap values are shown inside the dendrogram (percentage of 1000 bootstraps).

The scale bar represents the expected number of changes per sequence position.
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表1-7　HUC22-1株における基質資化性

Substrates used for growth

sugars (5 g P)

Alcohols (20 mM)

Organic acids (20 mM)

Gases

Fructose3, Glucose3, xylose ,

Methanol

Sodium formate3, Glycolic acid3, Glyoxylic acid , Lithium

DしIactate , Potassium oxalate3. sodium pyruvate3 sodium

Dしmalate

H2-CO2 [80:20 (v/v)]a, CO-CO2 [30:70 (v/v)]'

Substrates tested but not used

sugars (5 g P)

sugar alcohols (5 g l~1)

Alcohols (20 mM)

Arabinose3,cellobiose3,cellulose3,Galactose3,Glycogen,

Lactose3,Maltose3,Mannose3,Melibiose3,Melezitose,

Raffinose3,Rhamnose3,Ribose3.starch3,sucrose,

Trehalose3,xylan,β-Ka
-methylcyclodextrin(2g1")

Mannitol",Sorbitor

2,3-Butanediola,l-Butanola,Ethanol3,Glycerol(5gl~T.

1,3-Propanediof, 1-Propanof, 2-Propanol

organic acids(20 mM) Sodium acetate , Potassium gluconate3, Maleic acid;

Malonic acid3. sodium propionate3, succinic acid , Potassium

sodium tartrate

Filteトsterilized substrate.　Autoclaved substrate.
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表1-8　HUC22-1株におけるKNO,の利用性(96時間培養)

KNO,　Dry cell　　〃　　　　Products

(mM)　(g r )　(h'1 )　NH3-N Acetate Formate Ethanol

(mg rl )　(mM)　(mM)　　(mM)

0.17

2.5　　　　　0.08

0.ll

10　　　　　0.12

25　　　　　0.ll

50　　　　　0.09

0.042　　　226

0.068　　　273

0.057　　　296

0.060　　　308

297

264

45.7　　　　　N.D.

3.1　　　　　7.9

N.D.　　　　7.2

N.D.　　　10.8

N.D.　　　　N.D.

N.D.　　　　N.D.

0.5

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

培養条件: H2-CO2基質､培地中にigrNHUCIを含む　N.D. : notdetected.

表1-9　HUC22-1株におけるNa2S2O3の利用性(96時間培養)

Na2S203　　Dry cell　　¥L Products

(mM)　(g P )　(h'1 )　　s2'　　　Acetate Formate Ethanol

(mg l~l )　(mM)　(mM)　(mM)

0.23

2.5　　　　　0.23

0.23

10　　　　　0.32

25　　　　　　0.31

50　　　　　0.31

0.041　　0.7

0.035　　1.4

0.033　　　3.5

0.035

0.05　　　27.9

0.043　　　37.1

45.0 N.D.

47.0 N.D.

38.1　　　　N.D.

30.6　　　　1.3

29.4　　　　　1.9

22.7　　　　　1.8

0.4

0.4

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

培養条件: H2-CO2基質. N.D. : notdetected.
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表ト10　アピケンキAPI20Aの結果

Strain HUC22 - 1
M. thermoacetica

DSM 521

基質資化性項目

ブドウ糖

D-マンニトール

乳糖

白糖

マルトース

サリシン

D-キシロース

しアラピノース

グリセリン

D-セロビオース

D-マンノース

D-メレチトース

D-ラフイノース

D-ソルビトール

L-ラムノース

D-トレハロース

その他項目

インド-ル生産性

ゼラチン加水分解(プロテアーゼ)

エスクリン加水分解

(β-グルコシダーゼ)

尿素加水分解(クレア-ゼ)

カタラーゼ

+,陽性; -,陰性.

m



表1-ll HUC22-1株と既存Moorella属4種の各性状の比較

HUC22-1　　　M thermoacetica O&　M. thermoautotrophica b'e M. glycerini c M. mulderiM. thermoautotrophica 'e M. glycerini

Mud Horse manure Mud and soil Mixed sediment-water Anaerobic bioreactor

Characteristic

Origin

Cell size (nm)

Spore formation

Gram stain

Utilization of substrate:

H^-COO

CO-CO,

Methanol

Formate

Lactate

Pyruvate

Glycerol

Arabmose

0.4-0.7 x 3.0-7.0　　0.4 x 2.8

+

　

+

　

+

　

±

　

+

　

+

Cellobiose

Gal acto se

Glucose

Mannose

Rnamnose

Reduction of NCV

Reduction of S2O32-

l

r

⊥

　

　

　

　

(

.

r

▲

G

O

 

G

O

 

G

O

+

　

+

　

+

　

±

　

+

　

+

+

+

+J

+

0.8-1.0 × 3.0-6.0　　　　0.4-0.6 × 3.0-6.5　　　　0.4-0.6 × 2.0-8.0

+
　
4
-
±
　
+
　
l
 
I
　
絹
　
o
+
　
+
　
±
　
+
　
+

D

+

　

+

　

+

+

+

+

N.D.

+

+

N.D.

+

+

+

+

Q

 

Q

 

Q

+
　
z
　
+
　
!
z
　
!
z

Symbols: +S, some strains positive; N.D., not determined; +, weak growth.

References:a, Fontaineetal.55); b, wiegel etal.56); c, slobodkinetal.57); d, Balk et al.58); e, cato etal. 59); f, Daniel etal.60); g, savage et al. 1};

¥ GoBneret al.62); 5,Talabardon et al.63); j, seifritz et al.52)
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第4節　要約

これまでに､当研究室で温泉源などよりH2-CO2からエタノールを生産する好熱性

細菌の単離が試みられ､ 9株が単離された｡本章では､9株の中からH2､エタノール,

酢酸に対する耐性がバランスよく良かったHUC22-1株を選抜した｡ HUC22-1株は､

グラム陽性の梓菌で､胞子形成能が見られた16SrRNA遺伝子配列に基づく系統解

析と基質資化性のパターンでは､本菌は､M. thermoaceticaに最も近い性質を示した.

しかし､これ以上の同定試験を行わなかったため､本研究では､ Moorellasp. H¥JC22-1

として報告した｡

< 16S rRNA遺伝子配列登録内容>

LOCUS

27-OCT-2004

D EF INITION

ACCES SION

VERS ION

KEYWORD S

S OURCE

ORGANIS M

REF ERENCE

AUTHORS

TITLE

J OURNAL

REF ERENC E

AUTHO RS

TITLE

J O URNAL

AB127110 1529 bp DNA linear BCT

Moorella sp. HUC22-1 gene for 16S rRNA, partial sequence.

AB127110

AB127110.1

Moorella sp. HUC22-1

Moorella sp. HUC22-1

Bacteria; Firmicutes ; Clostridia; Thermoanaerobactenales ;

Thermoanaerobacteriaceae; Moorella group ; Moorella.

1 (bases lto1529)

Nis血io,N. and N;血ashimada,Y.

Direct Submission

Submitted (28-NOV-2003) to the DDBJ/EMBL/GenBank databases.

Naomichi Nishio, Hiroshima University, Department of Molecular

Biotechnology, Graduate School of Advanced Sciences of Matter;

ト3- 1 Kagamiyama, Higashi-Hiroshima, Hiroshima, 73 9-85 3 0, Japan

(E-mail:nnishio@hiroshima-u.ac.jp, Tel: 8 1 -82-424-7760,

Fax:8ト82-424-7046)

2

Sakai,S. , Nakashimada,Y. , Yoshimoto,H., Watanabe,S., Okada,H. and

Nishio,N.

Ethanol production from H2 and CO2 by a newly isolated

Thermophilic bacterium, Moorella sp. HUC22- 1

Biotechnol. Lett. 26, 1607-1612 (2004)
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C OMMENT

FEATURE S

S ource

rRNA

Location/Quah丘ers

l‥1529

/db xref-"taxon:256467"

/mol_typ e-"genomic DNA

/organism-"M?ore//a sp. HUC22- 1 "

/strain-"HUC22- r

<1‥>1529

/product-" 1 6S rRNA"

BASE COUNT　　　　　375 a　　　　　369 c　　　　　509 g　　　　　276 1

ORIGIN

l agagtttgat cctggctcag gacaaacgct ggcggcgtgc ctaacacatg caagtcgagc

6 1 ggtctttaat tggggaaatc ttcggatgga accgattaaa gatagcggcg gacgggtgag

1 2 1 taacgcgtgg gtaatctacc cttcagactg ggataacacc gggaaactgg tgctaatacc

1 8 1 ggatacggtc tacgggaggc atcttctgta gaagaaaggt ggcgcaagct accgctgaag

24 1 gatgagcccg cgtcccatta gctagttggt gaggtaatgg ctcaccaagg cgacgatggg

3 0 1 tagccggcct gagagggtgg tcggccacac tgggactgag acacggccca gactcctacg

3 6 1 ggaggcagca gtggggaatc ttgcgcaatg ggcgaaagcc tgacgcagca acgccgcgtg

42 1 agcgatgaag gccttcgggt tgtaaagctc tgtcatcagg gacgaagtct taaaggcgaa

4 8 1 tagtctttaa ggtgacggta cctgaggagg aagccccggc taactacgtg ccagcagccg

5 4 1 cggtaaaacg tagggggcga gcgttgtccg gaattactgg gcgtaaaggg cgtgtaggcg

6 0 1 gcctggcaag tcagatgtga a姐accccgg cttaaccggg ggcatgcatt tgaaactgcc

66 1 gggcttgagg gcaggagagg agagtggaat tcccggtgta gcggtgaaat gcgtagatat

72 1 cgggaggaac accagtggcg aaggcgactc tctggcctgg ccctgacgct gaggcgcgaa

7 8 1 agcgtgggga gca姐cagga ttagataccc tggtagtcca cgccgtaaac gatgggtact

84 1 aggtgtagga ggtatcgacc ccttctgtgc cgcagtaaac acaataagta ccccgcctgg

90 1 ggagtacggc cgcaaggctg aaactcaaag gaattgacgg gggcccgcac aagcggtgga

96 1 gcatgtggtt taattcgacg caacgcgaag aaccttaccg ggg仰gaca tcctgcgaac

l 02 1 ctggtggaaa cactggggtg cccttcgggg aacgcagaga caggtggtgc atggttgtcg

l 0 8 1 tcagctcgtg tcgtgagatg ttgggttaag tcccgcaacg agcgcaaccc ctacctttag

l 1 4 1 ttgccagcgg gtaaagccgg gcactctaaa gggactgccg gtgacaaacc ggaggaaggt

1 20 1 ggggatgacg tcaaatcatc atgcccctta tatcccgggc tacacacgtg ctacaatggc

1 26 1 ctgtacaaag gggtgcgaag gagcgatccg gagcgaatcc caaaaagcag gtctcagttc

1 32 1 ggattgcagg ctgcaactcg cctgcatgaa gtcggaatcg ctagtaatcg cggatcagca

1 3 8 1 tgccgcggtg aatacgttcc cgggccttgt acacaccgcc cgtcacacca cgaaagctgg

1 44 1 caacacccga agccggtgac ctaacccgcg agggaaggag ccgtctaagg tggggctggt

1 5 0 1 gattggggtg aagtcgtaac aaggtagcc

m



第2章　HUC22-1株の増殖及び生産物特性の解析

第1節　緒言

第l章では､ HUC22-1株がH2-CO2培養においてエタノールを生産することを確認

した.しかし､使用した培地には､ CO2, NaHCO3以外の主な炭素源としてYeast extract

I gl-を含むoそこで,本章では､生産されるエタノールの由来がYeastextractでは

ないことの確認を行った｡次に､本菌の生育温度範囲と生育pH範囲を調べ､今後の

培養実験に使用する条件を決定したo決定した条件を元に､ H2-CO2を基質とした回

分培養の経時変化を調べ､本菌の生育速度や基質消費などの生育特性について検討

を行った｡さらに､エタノール生産がどの段階から始まるのか,増殖に連動してい

るのかどうかについても検討した｡エタノール生産が増殖に連動しているならば､

培養条件の検討によって生産性を向上できると考えられる｡また､増殖に連動して

いないならば､酵素系を利用する休止菌体系-の利用が考えられる｡最後に､ H2-CO2

以外に糖からはエタノール生産が見られないのかを確認するためフルクトレスを基

質とした回分培養の経時変化を調べ､増殖特性をH2-CO2培養と比較した｡本菌は､

M thermoacetica6^と同様に一般的に用いられるグルコースよりもフルクトレスの方

が利用しやすいことから本研究では,フルクトレスを基質として用いた｡

第2節　方法

2.2.1. Yeast extract無添加培養

H2-CO2を基質として基本培地で前培養(1.2.2., p-16)を行い､増殖後にYeast extract

を含まない基本培地に5%(v/v)で植菌した｡さらに､もう一度､ yeastextractを含ま

ない基本培地に5%(v/v)植菌で継代し,増殖後に生産物をHPLC (1.2.8.,p.19)で測

定した　Yeastextractを含まない培地は,培地作製時にボイル･脱気換作を行っても

レサズリンが青色のままであった｡

2.2.2.回分培養における各項目の経時変化の測定

H2-CO2培養､フルクトレス培養は720 mlバイアルピンに培地が最終的に150 ml

になるように調整して行った1.2.2. (p.16)に従って回分培養を行い､ H2-CO2培養で

は6-12時間毎に､フルクトレス培養では2-3時間毎にサンプリングを行い､ OD660

(1.2.6.,p.18), pH (1.2.7.,p.19)､ガス消費量(2.2.4.,p.35)､生産物(1.2.8.,p.19),

フルクトレス消費量(1.2.8.,p.19)の経時変化を測定した｡ガス消費量の経時変化を

測定するには､培養液が1回に4-5ml必要であることから125mlより大きいサイ

ズの720mlのバイアルピンを用いた｡
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?,2.3.比増殖速度の算出

培養後に得られた菌体量の経時変化を次式2-1に基づき､対数(h)に換算し､ X

軸に時間､ Y軸に菌体対数値をとってグラフを作成した｡ラグ時間を除いた培養初

期の対数増殖期に直線が得られるので,その直線の傾きを求め､比増殖速度[^, Ooユ

とした｡

〟　=
In (dry cell: / dry celh)

t2　-　tl

(2-1)

]l:比増殖速度(h-1)､ drycelli時間tlにおける乾燥菌体量(gl-1)､

drycel!2‥時間t2における乾燥菌体量(gl-1)

2.2.4.消費H赴量の測定
バイアルピンを用いた回分培養において消費されたH2-CO2の量は､バイアルピン

のヘッドスペースのガス組成とガス量､培地中の溶存CO2濃度を測定し,それらを

合計して求めた.尚､培地中の溶存H2濃度は､ヘッドスペースのガス量に比べて､

極めて小さいため本研究では計算には含まなかった｡

(1)ヘッドスペースのガス組成の測定

ガス組成はGCによって測定した｡ GCシステムはGC-8A, C-R3A chromatopac (良

津)を用い､キャリアガスとしてHeより熱伝導性の高いArを圧力2kgcm-2､流速

50ml血n-1で流した｡カラムは､吸着型充填剤でCO, CO2の分離に適した活性炭を充

填したステンレススチールカラム(length, 1m;OD,4mm;ID,3mm;信和化工)を

用いて分離した.検出は熱伝導度検出器Thermal conductivity detectorぐrcD)を用いて

行い､ 60 mAに設定し､ブリッジ回路に組み込まれたフィラメントの抵抗がまわり

のキャリアガスとサンプルの熱伝導度の変化に対応して変化することを利用した｡

Injecterの温度を140℃､カラムの温度を110℃に設定した.サンプルは､ Microsyringe

(MS-GANIOO,伊藤製作所)で0.6 mlを採取し注入した｡本方法では､酸素は測定で

きないので､結果は酸素分を除く(H2, CO2, CO,CH4, andN2)のガス組成(%)で表

示される65)

(2)ヘッドスペースのガス量の測定

ガス量については､サンプリング時､あるいは､培養終了後のガス量を水上置換

法によって測定した66)バイアルピンのヘッドスペースのガスを22GXl ･ 1/4針を

付けたファーメドチューブを通して放出させ､上下を逆さまにして飽和NaCl溶液で

満たしたメスシリンダー内に放出ガスを水上置換で捕集した｡ガス量はメスシリン

ダー内のガス量とバイアルピンのヘッドスペースのガス量を合計して算出した｡ -
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方､培養開始､あるいは､サンプリング後に再開する時に充填したガス量

は､ Digitalmanometer(pop760,岡野工業)を用いて測定した｡予め同じガス量

をDigitalmanometerと水上置換法で測定し､圧力(mraHg)とガス量の相関関
係を求め､グラフにした(図2-1)　そこから以下のような換算式2-2を求め

た｡そして､換算式2-2を用いて実測した圧力値からガス量を求めた｡

Total gas volume (ml)=

{[Gas pressure (mmHg) ×0.13 -0.98】 ×士×Headspeace volume (ml)}

+Headspace volume (ml) (2-2)

(
T
U
I
)
s
r
a
m
o
A
s
e
｣
)

1000

Gas pressure (mmHg)

1500

図2-1マノメーター測定値と水上置換による捕集ガス量の関係

125mlバイアルピンに25ml培地を入れた条件で測定
室温

Gasvolume (ml) =0.133 ×Gaspressure (mmHg) - 0.979

r=0.999
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(3)ヘッドスペースのガス濃度-の換算

以上得られたガス組成とガス量から次式2-3を用いて培養液1Lあたりのmmol濃

度に換算した｡

Gas concentration [mmol (1-medium)" ]-

1

Gas compos辻ion X

1

×　　　　　×1000×
22.4

× Gas volume (ml) ×

1

medium volume (ml)

1000

(2-3)

×1000×
273

293

(4)培養液中の溶存CO2濃度の測定

まず､ 50mlビーカーにMilliQwater30mlを測り取り､そこに､培養液3mlを加

えたo　さらに､ 0.5 MTrisodiumcitrate-HClbuffer (pH4.5) 3 mlを加え,擾拝しながら

溶存CO2電極(model 9502, Thermo electron)とDigital ORP controller (MOR-3C,ミツワ

バイオシステム)を用いて測定した｡標準液としてO.1MNaHCO,を用い､ 0.5, 1.0, 2.0,

3.OmlをそれぞれMilliQwaterで30 mlに希釈した標準系列を測定し､検量線を作成

した｡得られた検量線から溶存CO2濃度【mmol (1-medium)" 】を算出した｡

(5)合計ガス濃度

H2はヘッドスペースのガス濃度(mM), CO2はヘッドスペースのガス濃度(mM)

と溶存co2濃度(mM)の合計量とした｡合計ガス濃度の経時変化を求めてH2-CO2

の消費量とした｡

2.2.5.生育温度と生育pHの検討

H2-CO2培養における生育温度範囲を調べるため40, 45､ 50､ 55､ 60､ 65､ 70℃の

各培養温度で回分培養(1.2.2.,p.16)を行った｡培養は125mlバイアルピンで行い､

初発pHを6.3に調整した｡菌体量の経時変化を測定し､比増殖速度(〟)を算出し

て(2.2.3.,p.35),各温度間で比較した｡

次に､ H2-CO2培養における生育pH範囲を調べるためNaOH,または､ HClで初発

pH3.8､ 4.5､ 5.0､ 5.3, 5.7､ 6.0､ 6.4､ 6.7､ 7.2､ 7.5､ 8.0に調整した培地を用いて回

分培養(1.2.2.,p.16)を行った｡培養は125mlバイアルピンで行い､培養温度を55℃

とした｡菌体量の経時変化を測定し､比増殖速度(〟)を算出して(2.2.3., p.35)､

各pH間で比較した｡
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第3節　結果及び考察

2.3.1. Yeastextract無添加条件におけるエタノール生産

生産されたエタノールが培地成分由来ではないことを調べるため､培地中の主要

な炭素源であるYeast extractを含まない培地を用いて回分培養を行った5% (v/v)植

菌で2回継代培養を行ったものに関してもエタノール生産が見られた｡このことか

ら本菌もC. Ijung血Mz18)'19)やC. autoethanogenum20)と同様にH2-CO2からエタノールを

生産すると考えられた｡ただし､Yeast extractを含まない場合のエタノール生産量は､

通常の1 g 1-1を含む場合に比べて若干減少した｡この原因としては, Yeast extractを

含まないことによって菌体の増殖が悪くなったことが影響しているものと考えられ

m

エタノール生産に及ぼすyeastextractの量は､当研究室の喜多によってpH無制御

の回分培養で検討された67)その結果､基本培地の5倍濃度5 grで､若干のエタ

ノール生産の増加が見られた｡しかし､他の濃度では大きな影響はなかったことが

報告されている｡

2.3.2.生育温度及び生育pH範囲

H2-CO2培養におけるHUC22-1株の生育温度範囲を調べた(図2-2A, p.39),初発

pH 6.3の条件で回分培養を行った結果､生育は45-65℃で見られ､ 55-60℃で最も

良い増殖を示した.次に､ H2-CO2培養におけるHUC22-1株の生育pH範囲を調べた

(図2-2B,p.39)｡培養温度55℃で回分培養を行った結果,生育はpH4.5-7.5で見ら

れ､ pH5.7-6.7で最も良い増殖を示したo他のMoorella属4種の菌との比較を表2-I

(p-40)に示すo生育温度範囲と最適温度範囲はHUC22-1株と他の菌で同様な範囲であ

った.一方､生育pHと最適pHについては､菌種によって差が見られた. M

thermoaceticaでは表20 (p.40)に示す以外に多くのStrainが存在し､多様性があるの

で一概には言えないが､ HUC22-1株はMoorella属の中でもpH酸性側で生育する菌

に分類されると考えられた｡以降の条件では,基本的に培養温度55℃､初発pH 6.3

に設定して培養を行った｡
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表2-1 HUC22-1株とMoorella属における生育温度範囲と生育pH範囲

Strain
Temperature ( C)　　pH

Rang e Optimum Rang e Optimum

Referenc e s

HUC22- 1

M. thermoacetica

Ljd

JW/DB-2

JW/DB -4

M. thermoautotrophica

701/5

M glycerini

M muideri

45-65　　　55-60

45-65　　　55-60

51-65　　　60

47-65　　　58

48-67　　　59

36-70　　　55-58

42-66　　　60

43-65　　　58

40-70　　　65

4.5-7.5　　　5.7-6.7

N.D.　　　　6.9

5.7-7.65

5.5-8.3

5.25-8.7

4.5-7.6　　　5.7

4.8-7.3

dV-OS恥
J

i

^

K

い

九

5

　

　

′

0

0
0
　
　
0
0

∠

U

　

　

′

h

)

68

5.9-7.8　　　6.3-6.5　　　　　57

5.5-8.5　　　7.0　　　　　　　58

N.D., not determine!.

2.3.3.岨回分培養における経時変化

図2-3A(p.42)はH2-CO2を基質としたHUC22-1株の回分培養における典型的な経時

変化を示す｡本菌は増殖期までは酢酸生産のみであったが,定常期からエタノール

生産が見られた｡培養後156時間には260mMH,と120mMCO2を消費し､ 1.5mM

エタノールと56.7mM酢酸を生産した(表2-2,p.43)0 Iも1molあたりの酢酸生産量

を表すyp/sは0.22 [molacetate(molH2r]となり,序論(Ⅱ)の式1からの理論値o.25に

近い値であった.また, CO2 1 molあたりの酢酸生産量を表す[p/sは0.44 [molacetate

(molCO2)~】となり､理論値o.5に近い値であった｡このように本菌の培養結果は量論

式とよく一致していた｡炭素収支は95%､電子当量収支は92%となった｡

2HCO3~ +4H2+HT -> cHsCOO'+4H2O AG-'--105kJ(molacetate)'1 (1)

エタノール生産は定常期に見られたことから対数増殖期には連動していないと考

えられた｡しかし,菌体量に影響を受けると予想されることから培養条件の検討は

必要であると考え､第5章で検討を進めた｡また､休止菌体系の利用も効果的な方

法であると考えられ､現在､当研究室の喜多らによって検討が進められている｡

A. woodiiのグルコース培養においても定常期からエタノールを生産することが報

告されている22)その中で､彼らは､リン酸塩濃度の制限がエタノール生産を誘導

することを報告している｡そのメカニズムはリン酸塩の欠乏によってアセチル-CoA

の蓄積が誘導され､その濃度が増加することによってアセチル-CoAからエタノール

生産の方向に反応がシフトするために起こると考えている｡そして､アセチルーCoA

が蓄積されるまでのラグ時間が生じるため定常期からエタノール生産が起こると考
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えている.一方､ Butyribacterium methylotrophicumのCO培養においてもエタノール

とブタノールが定常期から生産されることが報告されている｡ B. mehylotrophicum

の場合､ C. acetobutylicumでよく研究されているアセトン･ブタノール発酵に似たメ

カニズムによって定常期からアルコール生産が起きているのではないかと考えられ

ている｡どのメカニズムがHUC22-1株の場合に当てはまるのかは､現在のところ不

明であり､今後の検討が必要である｡

2.3.4.フルクトレス回分培養における経時変也

次に､本菌が糖からのエタノール生産能を有するかどうかを調べるため,フルク

トトスを基質とした回分培養を行った(図2-3B, p.42),フルクトレスを基質とした

回分培養の結果､比増殖速度o.25 h-が得られ､ H2-CO2培養(o.o35 h'1)の7倍高か

った(表2-2, p.43)培養後27時間で､生産物の増加がほぼ停止し､ 33時間におけ

る酢酸生産は50.7mMに達したが､エタノール生産は検出されなかった｡ H2-CO2培

養でエタノール生産が見られ､フルクトレス培養では見られなかった原因について

は､よく分かっていないが､)第3章で関連酵素､補酵素についての検討を進めた｡

フルクトトス1 molあたりの酢酸生産量を表すYp/sは2.24 [mol acetate (mol

fructose)-]と量論式2-4から算出された理論値3.0と差が見られたo　しかし, M

thermoaceticaのグルコース培養において7p/s-2.55-2.7の幅があることが報告されて

おり30),培養条件によって影響を受けているものと考えられる｡

c6H1206 - 3CH3COO~ + 3打　　AG-'- - 104 kJ (mol acetate)"　(2-4)

第4節　要約

HUC22-1株のエタノール生産は培地成分のYeast extract由来ではないことが確認

され､ H2-CO2由来であると推察された｡本菌は, 45-65℃, pH4.5-7.5で生育可能

であり､ 55-60℃､ pH5.7-6.7で最も高い増殖を示した　H2-CO2を基質とした典型

的な回分培養では､ 156時間培養で56.7mMの酢酸と1.5mMのエタノールを生産し

た｡一方､フルクトレス培養では､エタノール生産は確認されず､ H2-CO2培養との

違いが見られた｡
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t,乾燥菌体重量(gl-1); △,pH; ○,H2消費量(mM);

◇ co.消費量(mM);▲,酢酸生産量(mM) ; ◆,エタノール生産量(mM);

●,フルクト-ス消費量(mM).
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表2-2　HUC22-1株におけるH2-CO2 (156時間培養)及びフルクトトス(33時間培養)を基質とした回分培養

Dry cell
S1血strate

substrate Product (mM)　　　　Fx/sa Fp/s Recovery (%)

(h-1 )　　(g l-1)　(mM)　　　Acetate Ethanol　(g mol'1 )　　(g mol')　　Rcc R

H2-CO2　　0.035±0.003　0.17±0.02　　260±20 (H2)

120±20 (CO2)

Fructose 0.25±0.03　　0.92±0.06　　22.6±2.5

56.7±4.1 1.5±0.2　　0.68±0.04(H2)　0.22±0.01(H2)　95±9　　92±5

1.43±0.15 (CO2) 0.46±0.04 (CO2)

50.7±5.0 N.D.　　40.7±1.9　　　　2.24±0.06　　　75±2　　75±2

104±3¢　105±3¢

cell yield for substrate consumed. b Acetate yield for substrate consumed. c Carbon recovery. Electron recovery.

The value was calculated丘om the cell formular of C5H8O2Ni and acetate produced. N.D., not detected.
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第3章　HUC22-1株におけるエタノール生産経路の解析

第1節　緒言

本章では､ HUC22-1株のH2-CO2からエタノールが生産される経路についての解明

を目的として検討を行った｡また､ H2-CO2基質下ではエタノールを生産するが､フ

ルクトレス基質下ではエタノールを生産しない原因についての考察も行った｡これ

までに中温性菌を含めた他の酢酸生産菌においてもH2-CO2からエタノ･-ルを生産す

る経路については詳細には解明されていない｡しかし､次の様ないくつかの関連し

た研究が報告されている,M thermoaceticaにおける放射性同位体を用いた実験では､

アセチル-CoA経路の中間体であるmethyltetrahydrofolateに由来したエタノール生産

が確認されている｡このことから酢酸生産菌におけるエタノール生産では, H2-CO,

がアセチル-CoA経路によって利用され､アセチル-CoAを経由し､通常酢酸生産に

代謝が進むところを何らかの原因によって一部がアセトアルデヒドを経て､エタノ

ールにまで代謝されているのではないかと考えられた｡そして､その経路には､

Alcohol dehydrogenase (ADH)とAcetaldehyde dehydrogenase (ACDH)が関与している

ことが推察された.一方,中温性酢酸生産菌であるA. woodiiにおいては､グルコー

スを基質としてリン酸を制限した培地で培養した時にエタノール生産が確認されて

おり､さらに､ ADHとACDH活性が検出されている22)以上のことからHUC22-1

株においてもADHとACDHによるエタノール生産が行われているのでないかと考

え､これら酵素活性の測定を行った｡また､ ADHとACDHの補酵素と考えられる

Pyridine nucleotideの細胞内プール量についても測定を行ったo

M. thermoaceticaにおいてAldehyde oxidoreductase/aldehyde dehydrogenase (AOR)の

存在が報告されている70)｡ AORは次式3-1の反応を触媒する｡

R-COOH + 2V* + 2KT o R-CHO + 2V2+ + H20 (V, methyl viologen 0) (3-D

つまり､AORが存在する場合､酢酸をアセトアルデヒドに変換する反応が起こり,

さらに､アセトアルデヒドからエタノールにまで変換される可能性がある｡実際､

休止菌体系､酵素系を用いた実験では､酢酸からのエタノール生産を含め､十数種

の酸をその誘導型のアルコールに変換することが報告されている25), 71), 72)しかし､

この反応は､ CO､ H2,ギ酸のいずれかの電子供与体とMethyl viologen等の人工の電

子移動中間体を必要とし､高い還元状態で起こる｡また､これまでの報告は､休止

菌体系､粗酵素液,あるいは､精製酵素の実験についてのみであり､培養過程にお

いて実際に酵素が機能しているかどうかについての知見はないようである｡そのた

めHUC22-1株の培養において観察されたエタノール生産に関与しているかどうかは
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不明である｡そこで､本菌においてもAORが存在するかどうかを確認するた

めAOR酵素晴性の測定を行った｡

第2節　方法

3.2.1.粗酵素液の作製

対数増殖期(H9-C(X培養でOD660'約o.2;フルクト-ス培養でOD660'約1･0)

まで培養(1.2.2.,p.16)した培養液(H9-CO7培養､ 600ml､フルクト-ス培養､

100ml)を3000x島10分間,4oCで遠心して菌体を回収した　Washbuffer

(anaerobic 0.5 M potassium phosphate buffer, pH 7.5)で2回洗浄し､沈殿させた菌
体を同じbuffer2mlに懸濁した　5mlバイアルピンにLysozyme(Sigma)とTriton

x-100 (Sigma)をそれぞれ､ 1mgml-1と0.1%(v/v)になるように加え､菌体懸

濁液と混合後､ N2で脱気してシールした　Ti(III)citrateを一滴加え､ 37oCで

30分間撹拝しながら処理を行った｡このリゾチーム処理だけでタンパク質が

溶出することが確認された(図3-1) ｡しかし､さらに､超音波破砕を行う
ことによってタンパク質濃度が増加したことから以下の超音波処理を行っ
た｡処理時間は予め行った予備実験で､タンパク質が十分に抽出された合計
2分間の処理時間を採用した(図3-1)溶解液を2mlのエツペンチュ-ブ2本

に分注し､水冷しながら超音波破砕機(vcx-500,Sonics&Materials)を用い

て1分間破砕し(1秒被砕､ 1秒休止のリズム) ､ 1分間の氷冷を繰り返して､

計4回の条件で処理を行った(計2分間破砕) ｡処理した破砕液を20,000xg,

25分間,4-Cで遠心して末破砕成分を除去し､さらにもう一度遠心して末被砕
成分を除去した｡上清を回収して粗酵素液とし､次の酵素活性測定とタンパ
ク質濃度測定に用いた｡尚､酵素晴性測定は粗酵素液を作製したその日に測
定を終えるようにした｡タンパク質濃度測定分の試料については　�"20-Cで保

存可能とした｡上記の操作は､可能な限りN2下で嫌気的に行った｡

[.-(pn)S且upjoidie;ox

o

Total t血e of sonication (m叫

図3-1超音波破砕における処理時間の検討
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3.2.2.㌔ ADH, ACDH酵素活性測定

粗酵素液を用いたADH(EC, 1.1.1.1, 1.1.′1.2)とACDH(EC, 1.2.1.10)の活性測定は､

clarkらの方法に従った73)次式3-2, 3-3のようにこれらの反応は可逆的に反応する

ことから補酵素NADH,または､ NADPHの減少量(エタノール生産方向)と増加量

(エタノール取り込み方向)を340nmの吸光度で測定することによって酵素活性を

求めた｡それぞれの反応液の組成を表3-1 (p.47)に示す｡ N2脱気しながら反応液3 ml

をキャップ付のセルに入れて蓋をし､分光光度計(UV1600,島津)を用いて45℃で

インキュベレトしながらOD'34｡の経時変化を測定し､初発の傾き(AODs^minl)を

算出した｡加熱して失活させた粗酵素液を用いてテストと同様な測定を行い､ブラ

ンクとした｡本菌は､ 55-60℃を最適温度とするため酵素活性も同様な温度域を至

適とすると考えられた｡しかし､用いた反応条件でNADH､ NADPHが高い温度下で

は安定せず､酵素活性の測定-の影響が考えられたことから､予め25､ 37､ 45､ 50､

55､ 60℃でNADH､ NADPHの安定性を調べた｡その結果､ 45℃までは比較的安定で

あったことから酵素活性測定のインキュベーション温度を45℃とした｡

c2H5OH+NAD(P)+　<　　>　CH3CHO +NAD(P)H+打　　　(3-2)

ADH

cH3CHO +CoA+NAD(P)+　<　　>　CH3COCoA+NAD(P)H+if (3-3)

ACDH

3.2.3.タンパク質濃度の測定

粗酵素液中のタンパク質濃度についてはMilliQ水で5倍-10倍程度に希釈し,

Bradford法による比色定量(OD595)を行った(Bio-Rad protein assaykit, Bio-Rad) ,こ

の方法で用いた色素Coomassie brilliant blue G-250は主に塩基性(特にアルギニン)

と芳香族のアミノ酸に結合する｡この色素の最大吸光度は､色素がタンパク質と結

合すると465 nmから595 nmに移動する｡また､結合する色素の量はタンパク質の

量に比例することから,色素の595nmの吸収を測定することによってタンパク質の

濃度を求めることができる74)定量のためにBovine serumalbumin(BSA)水溶液o-

o.6mgml-を標準タンパク質溶液として測定し検量線を求めた｡得られた検量線に当

てはめてタンパク質濃度を算出した｡
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表3-1 ADH､ ACDH酵素活性測定の反応液組成

NAD(P)+ reduction-ADH

0. 1 M Pyrophoshate buffer, pH 8.5

1 mM NAD+ or NADP+ (Sigma)

3% (v/v) Ethanol (0.52叫)

I M Di血iothreitol

Cell free extract

MilliQ water

i(a

0.5 m1

0.5 ml

M‖

0.1-0.2 m1

0.8-0.9 ml

3ml

NAD(P)H oxida也on-ADH

0. 1 M potassium phosphate buffer, pH 6.2

1 mM NADH or NADPH (Sigma)

3% (v/v) Acetaldehyde (0.68 M)

1 M Dithiothreitol

Cell丘ee extract

MilliQ water

1ml

0.5 m1

0.5 m1

3〝1

0.1-0.2 m1

0.8-0.9 ml

3ml

NAD伊)+ reduc也on-ACDH (Acetaldehyde + CoA-> Acetyl-CoA)

0.1 M Tris-HCl buffer, pH 8.5

1 mM NAD+ or NADP+ (Sigma)

3% (v/v) Acetaldehyde (0.68 M)

5 mM CoA (Sigma)

1 M Dithiothreitol

Cell free extract

0.8-0.9 m1

0.5 m1

0.5 m1

1m1

3Al1

0.1-0.2 ml

3ml

NAD(P)H oxida也on-ACDH (Acetyl-CoA-サAcetaldehyde +

0. 1 M potassium phosphate buffer, pH 6.2

1 mM NADH or NADPH (Sigma)

5 mM Acetyl-CoA

I M Di血iothreitol

MilliQ water

Cell丘ee ex仕act

0.8-0.9 m1

0.5 m1

1m1

3　メェI

0.5 m1

0.ト0.2 ml

3ml
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3.2.4.､酵素活性の算出

得られた吸光度の初発の直線部分の傾きより反応の初速度AOD34｡ minfを求めた.

次に,同様に算出したブランクにおける反応初速度を差し引き､酵素反応の初速度

とした｡基質濃度が十分に高い場合,初速度と酵素量は比例することからNAD(P)H

の340 nmにおけるモル吸光係数(｣ 340-6.3 mM" cm")を用いて酵素量を算出した｡

酵素1単位(u血)は､ 1分間に1 〟molのNAD(P)Hを生産､または､消費する酵

素量を1unitとして定義される.つまり､次式3-4のようにAOD34｡miri-iを｣34｡で割

り､さらに反応液量(3 ml)あたりに換算して､酵素量(Unit)を求めた｡さらに､

粗酵素液中のタンパク質1 mg当たりのUnitに換算した比活性[unit (mg of protein)" 】

を求めて比較した.上記反応条件下でAOD34｡miri-iがo.1の時､使用した酵素液量を

o.1 ml(2 mgofproteinml )とすると0.238 unit(mgofprotein)"となる.

48

酵素比活性【血t (mg of protein)- 】 - △OD34｡ min" ×
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3.2.5.細胞内pvridine nucleotideの抽出

細胞内pyridine nucleotideの抽出はWimpennyらの方法に従った75)対数増殖期

(H2-CO2培養でOD66｡約o.2､フルクトレス培養でOD66｡約1.0)まで培養(1.2.2.,p.16)

した培養液(H2-CO2培養:200ml､フルクトレス培養: 100ml)をN2下で遠心(10,000

rpm, 5分間, 4℃)して菌体を回収した　2mlのMilliQwaterに懸濁後､ 1miずつを

NAD十､ NADP+測定用とNADH､ NADPH測定用に使用した｡また､培養液の菌体濃

度を00'660で測定し､ Drycellweightを求めた(1.2.6.,p.18)

(1) NAD+､ NADP+の抽出

1mlの細胞懸濁液に0.1MHCIO.5mlを少しずつ加え, N2で置換後, 55℃で10分

間インキュベレトした｡氷水中で0℃まで冷却後､ o.1 MNaOH約o.65 mlを少しず

つ加えて中和した(pHメーターで確認)｡遠心(12,000叩m,5分間,4℃)によって得

られた上清を測定に用いた｡

(2) NADH､ NADPHの抽出

1 mlの細胞懸濁液に0.5 MKOHO.5 mlを少しずつ加え､ N2で置換後, 55℃で10

分間インキュベレトした.氷水中で0℃まで冷却後､ o.5 MHCl-0.25 M phosphate buffer

約o.45 mlを少しずつ加えて中和した(pHメーターで確認)0 2 mg protein ml"の

Glutamate dehydrogenase [in 2 M帆)2SO4 soln, from Beef liver, Roche] 50// 1と1 M

2-Oxoglutamate (in 1 MNHUCl, pH 7.0) 50fi lを加え､室温で15分間反応させた(NADH

→NAD+､ NADPH一NADP'に変換する)0 3 MHC1 50〟1を加え､遠心(12,000rpm, 5

分間,4℃)後に､得られた上清をSNNaOH約45〟1で中和したものを測定に用いた｡

3.2.6.細胞内pvridine nucleotideの測定

細胞内pyridine nucleotideの測定はKlingenbergらの方法に従った76)｡抽出した

NAD+,NADP"について蛍光分光光度計(FP770,日本分光)を用い､励起波長365 nm､

蛍光測定波長450run､室温で測定した｡また, NADH､ NADPHの測定は,変換した

NAD+､ NADP'を同じ方法で測定した｡

(1) NAD+の測定

NAD+の測定は､上清o.25 ml-1.0 mlをMilliQ水で1.0 mlになるように希釈し､

0･1 M Pyrophoshate buffer, pH 8.5 (contained semicarbazide hydrochloride, 5 g 1 ) 1.0 mlと

100%エタノール10〟1をセルに加え､ 2-5分後に安定した蛍光強度(Fl)を測定し

た.次に､ 1.2 mg protein ml"のAlcohol dehydrogenase [in 3.2 M (N払)2SO4 soln, Roche]

を10〝1加え, 2-5分後に安定した蛍光強度(F2)を測定した｡さらに､ 0.5mMNAD+

標準液をwill加え, 2-5分後に安定した蛍光強度(F3)を測定した　NAD+の濃度

は以下の式3-5で算出した｡
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NAD* [nmol (g dry cell)'1] -

1 0 (M!, NAD+ standard)

Sample (0)

(F2-Fl)

(F3 -F2)
･ 500 (pmo1 1 ,NAD+ standard)

2.1 (ml)

Cuture volume (ml)　Dry cell (g 1" )
(3-5)

(2) NADP+の測定

NADP'の測定は､上清o.25 ml-1.OmlをMilliQ水で2.Omlに希釈し､ ! MMgSO4 10

〃1と0.2MD-glucose 6-phosphate (オリエンタル酵母) 50〃1をセルに加え､ 2-5分後

に安定した蛍光強度(Fl)を測定した｡次に､ 2mg proteinml"のGlucose-6十phosphate

dehydrogenase [in 3.2 M恥)2SO4 soln,丘omYeast,オリエンタル酵母】を10/z l加え､

2-5分後に安定した蛍光強度(F2)を測定した｡さらに､ 0.5 mM NADP+標準液を

10/zl加え, 2-5分後に安定した蛍光強度(F3)を測定した　NADP+の濃度は､以

下の式3-6で算出した｡

NADP+ [叩nol (g dry cell)" ] -

10 (nl, NADP+ standard)

Sample (〟)

(F2-F 1)

(F3 -F2)

･ 500 (nmoi r, NADP十standard)

2 (ml)

Cuture volume (ml)　Dry cell (g 1" )
(3 -6)
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と2.7. AOR酵素活性迦星

3.2.1. (p.45)に従って粗酵素液を作製し､ 3.2.2. (p.46)と同様に吸光光度計を用いて

45℃で､ AOR酵素活性を測定した｡反応液の組成を表3-2に示す.アセトアルデヒ

ドから酢酸-の反応は､Benzyl viologenの還元反応としてOD'578の増加で測定した‥

1mitは1分間に2/zmolのBenzylviologenが還元される酵素量と定義され､ 578i-8.3

mM-1 cm'1を用いて3.2.4. (p.48)と同様に比活性を算出した.

逆反応の酢酸からアセトアルデヒド-の反応は､ Sodium dithioniteで予め還元した

Methyl viologenの酸化反応をOD6｡4の減少で測定した1 unitは1分間に2{J,OLO¥の

Methylviologenが酸化される酵素量と定義され､ ｣ 604-13.1 mM cm-を用いて3.2.4.

(p.48)と同様に比活性を算出した｡

表3-2　AOR酵素活性測定の反応液組成

Acetaldehyde -サAcetate

0.3 M Tris-HCl buffer (pH 8.5)

60 mM Benzyl viologen

50 mM Sodium dithionite

15 mM AcぬIdehyde

MilliQ water

Cell free extract

Vffl‖

O.l m1

15-20〟 1

O.l m1

1.7ml

O.l ml

Acetate -サAcetaldehyde

0.9 MPotassiumphosphatebuffer (pH6.0) 1 ml

0.6 M Semicarbazide

0. 12 M Methyl viologen

50 mM Sodium dithionite

15 mM Sodium acetate (pH 6.0)

MilliQ water

Cell free extract

O.l m1

0.2 ml

O.l ml

O.l m1

1.4 ml

O.l ml
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第3節　結果及び考察

3.3.1.個培養､フルクトレス培養におけるADH, ACDH活性の比較

HUC22-1株のH2-CO2からのエタノール生産経路の解析とH2-CO2培養の方がフル

クトレス培養よりもエタノール生産が高い要因を検討するためにADH､ ACDH活性

の測定を行った(表3-3, p.53),まず､ ADHに関して､ H2-CO2培養の粗酵素液を用

いた酵素活性を測定した結果､ NADHとNADPHに依存したアセトアルデヒドから

エタノール-の還元反応が確認され､それぞれ､ 53.2mil (mg of protein)"と37.0 mU

(mg of prot血)~lであった｡フルクトレス培養の粗酵素液を用いた同じ反応では､

H2-CO2培養の時と比べて､それぞれ､約15倍､約3倍低い活性となった｡一方､逆

方向のNAET､NADP+依存的にエタノールをアセトアルデヒドに酸化する反応につい

ては､ H2-CO2培養の粗酵素液を用いた結果､それぞれ､逆反応の約5倍､約6倍低

い結果となった｡一方､フルクトレス培養においては､両方向の反応ともに同じ程

度であった｡ここで､ NAD+､ NADP+に依存したエタノールの酸化反応(エタノール

取り込み方向)に対するNADH､NADPHに依存したアセトアルデヒドの還元反応(エ

タノール生産方向)の比を算出すると､ H2-CO2培養でそれぞれ､ 6､ 4.9とアセトア

ルデヒドの還元反応の方向にシフトしていることが分かった｡一方､フルクトレス

培養でそれぞれ､ 0.8､ 1.6と差が小さい結果となった｡

次に､ ACDH活性に関して､ H2-CO2培養の粗酵素液を用いた結果､ NADHに依存

したアセチル{oAからアセトアルデヒド-の還元反応の活性は､ 74 mU (mg of

protein)"を示した｡一方､フルクトレス培養においては､ 9.3 mil (mg of protein)-と

低い備になった｡一方､逆方向のNAD+依存的にアセトアルデヒドを酸化する反応に

ついては､H2-CO2培養の粗酵素液を用いた結果､逆反応の約5倍低い結果となった｡

一方､フルクトレス培養においては,約2倍高い結果となり違いが見られた｡ここ

で､ NAD+に依存したアセトアルデヒドの酸化反応(エタノール取り込み方向)に対

するNADHに依存したアセチル{o4の還元反応(エタノール生産方向)の比を算出

すると､ H2-CO2培養で5.2とアセチル-CoAの還元反応の方向にシフトしていること

が分かったo一方､フルクトレス培養では0.5と差の小さい結果となったo以上の

ADH及びACDHの結果から両方の反応において､ H2-CO,培養ではエタノール生産

側に反応がシフトしている結果となった｡そのため､ H2-CO2培養の方がフルクトレ

ス培養よりエタノール生産に有利であることが推察された｡
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表3-3　H2-CO2培養及びフルクトレス培養におけるADH､ ACDH酵素活性

Enzyme

Specific enzyme activity

Emu (mg of protein)~l

(means土SD)】

a洗er grown on

H2-C O2　　　Fructose

ACDH

Acetaldehyde + NAD + CoA - Acetyl-CoA + NADH +汁

Acetyl-CoA + NADH +汁- Acetaldehyde + NAD+ + CoA

ADH

Ethanol + NAD+ - Acetaldehyde + NADH +汁

Ethanol + NADP+ - Acetaldehyde + NADPH + if

Acetaldehyde + NADH +打→ Ethanol + NAD+

Acetaldehyde + NADPH + IT -サEthanol + NADP+

Ratio

NADH-dep endent ACDHa

NADH-dep endent ADHb

NADPH-dependent ADHc

14.4土0.5　　17.3士2.2

74.6土5.7　　　9.3土1.6

8.8ア1.9　　　4.4土0.5

7.6士3.3　　　8.4土0.4

53.2土1.2　　　3.5土1.1

37.0土7.8　　13.1土2.7
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ー

The ratio of NADH-dependent acetyl-CoA reduction to NAD+-dependent acetaldehyde

oxidation

The ratio ofNADH-dependent acetaldehyde reduction to NAD+-dependent ethanol oxidation

The ratio ofNADPH-dependent acetaldehyde reduction to NADP+-dependent ethanol oxidation

Cells were grown in a serum bottle at 55 -C to an OD660 ofO.2 with H2 and CO2 or 1.0 with

飢ctose. Values represent the averages of at least triplicate determination.

呈二と呈｣_旦遡2立養フルクトトス立養におけるPvridine nucleotideの細胞内プール量

92_蛙盤

HUC22-1株のH2-CO2からのエタノール生産経路の解析とH2-CO2培養の方がフル

クトレス培養よりもエタノール生産が高い要因を検討するためにADH､ ACDHの補

酵素と考えられるPyridine nucleotideの細胞内プール量を測定した(表3-4, p.54),

Pyridine nucleotideの細胞内プール量については､ NADHとNAD+の合計プール量が

H2-CO2培養で2.09Aimol (g dry cell)',フルクトレス培養では7.54//mol (g dry cell)-

となり､フルクトレス培養の方が3.6倍高かったNADPHとNADP4の合計プール量

については､H2-CO2培養で1･0//mol (g drycell)" ､フルクトトス培養では1.59;/mol (g

dry cell)"となり,フルクトトス培養の方がやや高かったo　しかし､ NADH/NAD+と

NADP肌ADP4の存在比に関しては､ H2-CO,培養でそれぞれ, 0.75､ 233､フルクト

レス培養でそれぞれ0.19､ 1.21となりH2-CO2培養の方がフルクトレス培養よりもそ
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れぞれ,約4倍, 2倍高くなっていた｡このように細胞内補酵素の還元型の存在比が

高くなっていることは､ Thermoanaerobacterethanolicus 39Eにおいても報告されてお

り､その原因としては､ヘッドスペース部分の高いH2分圧によると考えられている

77)また､ C. acetobutylicumやE. coliなどで細胞内補酵素の還元型の存在比が高いこ

とによってエタノールやアセトン､ブタノールなどの生産が上昇することが報告さ

れている78),79)以上のことからH2-CO2培養におけるADH､ ACDHの高い酵素活性

と細胞内の高い還元状態が､フルクトレス培養よりも高いエタノール生産の要因に

なっているのではないかと推察された｡

表3-4 H2-CO2培養､フルクトレス培養におけるPyridine nucleotideの細胞内プール量

Content in cells [jimol (g dry cell) (means土SD)】

S ub strate

NAD +　　NADH NADP+　　NAD PH
NADI廿　NADPH/

NAD +　　NAD P+

H2-CO2　1.19土0.25　0.90土0.13　0.33土0.09　0.77土0.ll 0.75　　　　2.33

Fructose　6.35土0.50 1.19土0.14　0.72土0.23　0.87土0.21　　0.19　　1.21

Cells were grown in a serum bottle at 55 -C to an OD660 ofO.2 with H2 and CO2 or 1.0 with

軌ictose. Values represent the averages of at least triplicate determination.

明澄養､フノレクトレス昏熱こおけるAOR酵勲誹蛇堪壁

HUC22-1株においてもAORの酵素活性が確認された(表3-5,p.55)0 H2-CO2培養

におけるアセトアルデヒドから酢酸-の反応では､ 30.4 mil(mgofprotein)-l､酢酸か

らアセトアルデヒド-の反応では､ 54.6mU(mgofprotein)-1が得られた.低いながら

も酵素活性が検出されたことからHUC22-1株においてもM. therm｡aceticaと同様に

AORの存在が示唆された｡酵素反応の方向については､酢酸からアセトアルデヒド

への反応が､逆反応よりも約1･8倍高かった｡しかし､ 3.3.1. (p.52)で行ったADH､

ACDHのように反応の方向性で明確な差は見られなかったことから,どちらの方向

にも働いている可能性が示唆された｡フルクトレス培養におけるアセトアルデヒド

から酢酸-の反応では､ 22.7mil(mg of protein)- ､酢酸からアセトアルデヒド-の反

応では､ 40.3 mU(mgofprotein)-が得られた｡これは､ H2-CO2培養で得られた値と同

じ程度であり､ 3.3.1. (p.52)で検討したADH､ ACDHのようにH2-CO2培養とフルク

トレス培養で差が生じた結果とは異なっていた｡

AORは酢酸からアセトアルデヒド-の変換を触媒すると考えられている｡しかし､

高い還元状態と人工的な電子移動中間体を必要とすること,反応の進みにくい系で

あること,増殖に伴う系では機能することが確認されていないことからAORの系は､
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HUC22-1株の増殖過程におけるエタノール生産についての本体ではないと考えられ

る｡

表3-5　H2-CO2培養及びフルクトレス培養におけるAOR酵素活性

AOR

Specific enzyme activity

【mU (mg of protein)"

(means ± SD)】

after growi血1on

H2-CO2　　　Fructose

Acetaldehyde+ 2BV2+ + oH　- Acetate + 2 BV^+ 2打

Acetate + 2M¢ + 2打- Acetaldehyde + 2MV2+ + oH

30.4±5.4　　22.7± 1.0

54.6±6.5　　40.3±2.1

Cells were grown in a serum bottle at 55-c to an oD660 of 0.2 with H2 and CO2 or 1.0

with血ctose. Values represent the averages of at least triplicate determination.

呈,3,4. ADH､ ACDH､ AORの遺伝子情報

現在､ HUC22-1株の近縁菌M. thermoacetica ATCC39037株についてUSAのThe

DOE Joint Genome Institute (JGI, http://www.jgi.doe.gov/index.html)によってゲノム解

析が進められている｡ 2003年9月から公開されているゲノムアノテレションの結果

では､3個のADHと推定される遺伝子配列と1個のACDHと推定される遺伝子配列

の存在が報告されている(表3-6, p.57)｡その中でも好熱性嫌気性菌

Thermoanaerobacter ethanolicus JW200　のNADPH-dependent 1- Fe-ADHやT

tengcongensisの1-ADHと相同性のあったADH (Contig 307, gene 2290)と

Desulfitobacterium hajhienseの推定遺伝子と相同性のあったACDH (Contig 297, gene

1386)がエタノール生産に関与しているのではないかと考えた｡そこで､当研究室

の猪熊によってHUC22-1株からの単離が試みられ､両遺伝子ともクローニングに成

功した｡ HUC22-1株から単離されたADHの塩基配列に基づくアミノ酸配列は〟

thermoaceticaで報告されているものと全く同じであり､ HUC22-1株がM

thermoaceticaであることの裏づけとなった｡さらに､大腸菌を使ったタンパク質発

現系を用い､クローニングしたADH､ ACDHのタンパク質高発現が行われた｡精製

された酵素活性を測定した結果､ ADHはNADPHに依存した酵素活性が､ ACDHは

主にNADHに依存した酵素活性が確認された｡

これまでに好熱性嫌気性菌のADHについてはNADPHを補酵素とするものが多く

報告されている80),81)今回､猪熊によって単離されたADHはNADPHを補酵素と

して利用するタイプであると考えられるので,この酵素がHUC22-1株のエタノール

代謝経路において機能している可能性が高いと推察される｡しかし,エタノールの
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取り込み側に働く酵素である可能性もあることから､さらに詳細な酵素の機能解析

が必要である｡また､ ACDHに関しては情報が少ないため､よく分からないのが現

状である｡一方で､ T. ethanolicusのNADPH-dependent 2-ADHはアセトアルデヒドか

らエタノール-の反応とアセチルCoAから直接エタノールに変換する反応も触媒す

ることが報告されており82)､ HUC22-1株においてもADH単独でアセチ;v-CoAから

エタノール-の反応が起きている可能性も考えられる｡

本研究において粗酵素液を用いたAOR活性が低いながら確認された　AORにつ

いてもM. thermoacetica ATCC 39073で推定される遺伝子配列の存在が報告されてい

る(表3-6, p.57),そして､以前に報告された精製AORタンパク質から決定された

部分アミノ酸配列との一致が確認されている70)現在､当研究室の喜多によってこ

の酵素系の利用を想定して,休止菌体系を用いた酢酸からのエタノール生産を検討

している｡そして､ギ酸を電子供与体､メチルビオログンを電子移動中間体として

用いた時にエタノールが生産される結果が得られている　AORの系は､我々が

HUC22-1株で見たエタノール生産には関与していないと考えられる｡しかし,酢酸

をエタノールに変換できる酵素系として広く応用できると考えられることから､興

味深いタンパク質であると思われる｡

第4節　要約

HUC22-1株の粗酵素液を用いた検討によってNADH及びNADPHに依存したADH､

ACDH酵素活性がそれぞれ検出された｡このことから本菌は,アセチル-CoAからア

セトアルデヒドを経て,エタノールまで還元する経路によってエタノールを生産し

ている可能性が示唆された　H2-CO2培養では,エタノール生産方向の活性がエタノ

ール取り込み方向の活性よりも高かった｡一方､フルクトレス培養では両方向で差

が見られなかったoさらに､エタノール生産方向の活性については､ H2-CO2培養の

方がフルクトトス培養よりも高い結果となった｡一方､ ADHとACDHの禰酵素と考

えられるPyridinenucleotideの細胞内プール量を調べたところ,フルクトレス培養の

方がH2-CO2培養よりも合計プール量は小さかった｡しかし, H2-CO2培養の方がフル

クトレス培養よりもNADI廿NAD', NADPH伽ADP+の比率が高かった｡このことから

H2-CO2培養とフルクトレス培養におけるエタノール生産の違いには､酵素活性のレ

ベル､補酵素の酸化還元バランスの影響が示唆された｡

一方､本菌においてAOR酵素活性も検出された.この酵素についてはH2-CO2培

養とフルクトレス培養では大きな差は見られず､また､酵素反応の方向性でも大き

な差は見られなかった｡この酵素の詳細な機能については今後の解析が必要である｡
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表3-6　M thermoaceticaAICC 39073のゲノム解析から予想される

ADH, ACDH､ AOR遺伝子

Enzyme Gene number Best hit gene (Blast research)

ADH

Fe-contammg Contig 295

alcohol dehy血ogenase Gene 1247

Fe-containmg Contig 307

alcohol dehydrogenase Gene 2290

Zn-bmding Contig 3 09

deny血ogenase Gene 2706

ACDH

Acetaldehyde Contig 297

dehydrogenase Gene 1386

AOR

Aldehyde ferredoxin Contig 2 62

oxidoreduぬse Gene 1 07

Hyp血etical protein

[Clostridium thermocellum ATCC 27405]

Alcohol dehydrogenase

[Thermococcus hydroth ermalis}

Alcohol deny血ogenase

【Oceanobacillus iheyensis HTE8 3 1】

Hypothetical protein

[Desu lfitobacterium h alfh iense}

Aldehyde ferredoxin oxidoreductase

¥PyroooccusメJriosus DSM 363 8]

The DOE Joint Genome Institute, USA (JGI,比tp ://www.jgi.doe.gov/index.html)

のデータベースより抜粋.
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第2部　酢酸阻害の解析､培養条件の改良によるエタノール及び酢酸の高生

産化

第4章　HUC22-1株の酢酸及びエタノール阻害の解析

第1節　緒言

酢酸などの有機酸が様々な微生物の増殖を阻害することはよく知られている83)

溶液中において酢酸は,解離型と非解離型に分かれ､その存在比はpHに依存してい

る｡つまり､ pKaより低いpH条件では､非解離型の酢酸が増加′し､逆にpKaより高

いpHでは解離型の酢酸が増加する｡これまでに微生物の増殖を阻害する本体は,非

解離型の酢酸であることが多く報告されている84)-88)っまり､酢酸濃度の増加とpH

の低下によって阻害の程度が大きくなってくる｡これは,非解離型の酢酸のみが細

胞膜を通過することから説明されている｡実際､HUC22-1株のH2-CO2 (図2-3A, p.42)､

または､フルクトトスの回分培養(図2-3B, p.42)では､培養液のpHが4.5以下ま

で低下しており,生産される酢酸とpH低下によ'る増殖阻害が観察されている｡そこ

で､本菌のエタノール及び酢酸の高生産化を目指すためには,まず酢酸阻害につい

ての詳細を明らかにする必要があると考えた｡

HUC22-1株の類縁菌であるM thermoaceticaにおいて､初期pHを7.0とし,グル

コースを基質として培養を行ったところ､非解離型の酢酸濃度が40から50mM (pH

7.0の時､解離型､非解離型の合計濃度で0.8 M)に達した時に､増殖が完全に阻害

されることが報告されている89)また､当研究室においても以前に､M thermoacetica

1745 (ATCC 31490)についてグルコース基質阻害モデル式と非括抗阻害モデル式を

組み合わせて解析を行った結果､阻害定数K,は非解離型酢酸濃度として0.22 mMと

算出された90)しかし､これらは､グルコース培養の結果であり､我々の知る限り

では､これまでにMoorella属のH2-CO2培養下での酢酸による阻害については､詳細

な解析が行われていない｡そのため､本研究では､ HUC22-1株について培養pHと

酢酸蓄積の両方を考慮して増殖に及ぼす影響を検討した｡検討には､以前に当研究

室の中島田によって考案された､ pH阻害モデル式と非括抗阻害モデル式を組み合わ

せたモデル式を用いて解析を行った91)

一方､ HUC22-1株のエタノール耐性については､ 1.3.1. (p.23)で簡単に検討を行っ

た｡しかし､今後､本菌のエタノール生産-の利用を考える上で､必要な情報にな

ることが予想されるため本章で改めて詳細な解析を行った｡
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第2節　方法

4.2.1.酢酸耐性試験

酢酸とpHが増殖に与える影響を調べるために,予め各pHに調整した酢酸ナトリ

ウムを2-240 mMになるように添加し,それぞれの酢酸濃度でpH 5.3, 5.5, 5.7,

6.4に調整したものを作製した｡これらを用いてH2-CO2､または､フルクトレスを基

質として回分培養(1.2.2,p.16)を行い､比増殖速度を求めた(2.2.3.,p.35).

4.2.2.酢酸による増殖阻害のモデル解析

酢酸による増殖阻害は,酵素反応における非括抗阻害現象と類似しており､モデ

ル式を用いて解析することが可能である92)｡本実験においては､ pHと複合させた影

響を調べるため中島田が提案したpH阻害モデル式と組み合わせた非括抗阻害モデ

ル式を用いた91)式の詳細は､ 4.3.1. (p.60)､ 4.3.2.(p.63)を参照｡

4.2.3.エタノール耐性試験

H2-CO2とフルクトレス基質の両方で,初期pHを6.3とし､エタノールを添加した

条件で回分培養(1.2.2.,p.16)を行い､比増殖速度を求めた(2.2.3.,p.35),エタノー

ル添加の条件は､終濃度がH2-CO2培養で､ 0､ 0.5､ 1.0､ 1.5, 2.0､ 2.5% (v/v)､フル

クトレス培養で0, 0.5､ 1, 2､ 3､ 4､ 5､ 6､ 7%(v/v)になるように添加して比較し

た｡

4.2.4.エタノール添加条件下でのPyridine nucleotideの細胞内プール量の測定

エタノール添加の条件は,終濃度がH2-CO2培養で､ 0, 0.5､ 1.5%(v/v)､フルクト

トス培養で0､0.5,4.0%(v/v)になるように添加した.それぞれの基質で培養し(1.2.2.,

p.16)､増殖期(H2-CO2培養でOD66｡, 0.2､フルクトレス培養でOD'66｡､ 1.0)におけ

るPyridine nucleotideの細胞内プール量を測定した.測定の方法は､ 3.2.5. (p.49)､ 3.2.6.

(p.49)に従った｡
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第3節　結果及び考察

4.3.1.培養pHが増殖に及ぼす影響

最初に､酢酸を添加せず, pHのみの効果について検討した｡ pHは打濃度で示し

た　H2-CO2培養では､初発H'濃度を4.0×l<rM(pH7.4)､ 4.0×10''M(pH6.4), 2.0

×l(TM(pH5.7)､ 5.0×l(TM(pH5.3), l.0×10- M(pH5.0)として､バイアルピンを

用いた回分培養を行い､それぞれの比増殖速度を求めた(図4-1A, p.61)一方､フ

ルクトレス培養では,初発打濃度を1.0×1<TM(pH7.0)､ 4.0×1(T M(pH6.4)､ 2.0

×l(TM(pH5.7)､ 3.2×l(TM(pH5.5)､ 5.0×1(TM(pH5.3)として,バイアルピンを

用いて回分培養を行い､それぞれの比増殖速度を求めた(図4-2A, p.62),得られた

データを次式で示すpH阻害モデル式で解析を行った｡

KnreiS

〝=
Kl/【IT] + 1 + [打]/K2

(4-1)

JL :比増殖速度(h-1)､ v-: :最大比増殖速度(h-1)､ [打】 :培地中のH十濃度(M)､

Kl:プロトンの飽和定数(M)､ K2:プロトンの阻害定数(M)

グラフ作製ソフトKaleida graphのData-fitting機能を使って､得られた比増殖速度

のデータを式4-1に代入させてシミュレーションを行い､図4-1A(p.61), 4-2A (p.62)

のグラフ線を求めた｡グラフ線は,データ点とよく一致しており､このシミュレー

ションが適当であると判断された　H2-CO2培養(図4-1A,p.61)において比増殖速度

は､ 4.8×1(T M (pH 6.3)まで増加が見られ,以降打が増加するに従って低下した｡

シミュレーションからA*ma^O.042h- ,Ki-6.5×HTM､K.i-S.6×10-Mが得られた(表

4-1),フルクトレス培養(図4-2A, p.62)もH2-CO2培養と同様に､比増殖速度は､

4.3×10~7M(pH6.4)まで増加が見られ､以降打が増加するに従って低下したoシミ

ュレーションからMmax-0.26h- ､｣i-3.0× 10-8M､#2-6.0× HTMが得られた(表4-1),

表4-1 HUC22-1株のH十及び酢酸阻害に関する定数

Constant

S ub strate
/'max K¥　　　　　K.2　　　　　Kp

(h- 1 )　　(M)　　　(M)　　　(mM)

H2-CO2　　　0.042　　6.5 × io-　　3.6 × 10-5　　6.2f(164g)　　1.5

Fructose 0.26　　3.0 × 10'　6.0 × 10'6　　4.1f(108g)　　1.3

The maximum specific growth rate, The saturation constant of proton,

The inhibition constant of proton, The inhibition constant ofundissociated acetic acid,

The exponent of inhibition, Undissociated acetic acid concentration.

Total acetate concentration at pH 6.2 (pKa-4.795, 55 -c)90)
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図4-1 H2-CO2培養における水素イオン(A)及び非解離型酢酸(B)の増殖に及ぼす影響

(A) ",水素イオン濃度(M).

(B) ○,pH5.3; □,pH5.7;�",pH6.4.

(A)のグラフ線は式4-1 (p.60)から求めた･

(B)のグラフ線は式4-7 (p.64)から求めた･
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(A)のグラフ線は式4-1 (p.60)から求めた｡

(B)のグラフ線は式4-7 (p.64)から求めた｡
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4.3.2.培養pHと非解離型酢酸が増殖に及ぼす影響

解離型､非解離型の合計酢酸濃度は､次式4-2のように表現される｡

【Cp] -阿Ac] + [Ac~】 (4-2)

【c｡】 :合計酢酸濃度(mM)､ 【HAc】 :非解離型酢酸濃度(mM)､

[Ac'】 :解離型酢酸濃度(mM)

解離型酢酸濃度､非解離型酢酸濃度はpH条件､つまりヒドロニウムイオン濃度の

間で平衡状態にあり､次のような平衡式4-3が成り立つ｡

[Ac~]�"[H30+】

[HAc】

-K* (4-3)

Ka :酢酸の解離定数､ tH30+]ヒドロニウムイオン濃度(mM)

式4-2より

【Ac-] - [CF卜阿Ac] (4-4)

式4-4を式4-3に代入することによって非解離型酢酸濃度【HAc】を次式4-5

(Henderson-Hasselbalch式)により求めることができる｡

【HAc】 -
【cp]�"[H30+]　　　　[Cp]�"10,-pH

^a + tHsOI Ja + l(rpH
(4-5)

次に､非解離型酢酸の増殖に及ぼす影響をpHも考慮して考察するために非括抗型

生産物阻害モデル式とpH阻害モデル式を組み合わせて用いた｡次式4-6のように表

せる｡

#.
〝=

Kl/[ET] + 1 + [W]/K2　1 + ([HAc]/｣p)"

【HAc] :実験時のpH下での非解離型酢酸濃度(mM)､

K,:阻害定数(mM､非解離型酢酸濃度), n:阻害次数(-)

式4-6を以下のように変形した｡

4-6)
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〃n=

1 + ([HAc]/0

/�"in :式4-1より導かれた次式4-8を用いて換算した比増殖速度(-)

("n -　　�"(Ki/【H*] + 1 + ¥ffvK2)

〝max

(4-7)

(4-8)

Henderson-Hasselbalch式(式4-5)を用い, pKa=4.795 (55℃ k90)として算出した非解

離型酢酸濃度とFLnの関係を図4-1B (p.61)､図4-2B (p.62)に示した｡グラフ作製ソフ

トKaleidagraphのData-fitting機能を使って､得られたFLnのデータを式4-7に代入さ

せてシミュレーションを行い､図4-1B(p.61)､図4-2B(p.62)のグラフ線を求めた｡グ

ラフ線は､データ点に沿って収束しており､このシミュレーションが適当であると

判断された｡シミュレーションからH2-CO2培養では非解離型酢酸濃度で表される阻

害定数Kp-6.2 mM (解離型､非解離型酢酸の合計濃度として164 mM)と阻害次数n-1･5

(-)が得られた(表4-1, p.60),フルクトトス培養では阻害定数0-0.1 mM (解離

型､非解離型酢酸の合計濃度として108mM)と阻害次数n-l.3　　が得られた(表

4-l,p.60),

初発酢酸濃度に対する比増殖速度の関係をまとめてH2-CO2培養､フルクトレス培

養でそれぞれのグラフを作製した(図4-3A,p.65､図4-3B,p.65)前述のシミュレー

ションによって得られた表4-1 (p.60)の定数をグラフ作製ソフトKaleida graphの

Data-fitting機能を使って式4-6に代入し,シミュレーションを行った結果､図4-3A､

B(p.65)に示すグラフの線が得られた｡グラフ線は､データ点によく一致しており,

このシミュレーションが適当であると判断された｡以上の結果より本菌のH2-CO2培

義,フルクトレス培養ともに, pH5.3からpH6.4の範囲において非解離型の酢酸が

阻害の本体であり､増殖を強く阻害していることが示された.また､阻害次数nは

H2-CO2培養とフルクトレス培養の両方で同じ程度であったのに対して､阻害定数K,

はH2-CO2培養の方がフルクトレス培養よりも約1.5倍高い結果となった｡このこと

からH2-CO2培養の方がフルクトレス培養よりも高い濃度の酢酸に対して耐性を示す

のではないかと推察された｡

表4-2 (p.66)では､HUC22-1株と他の微生物における非解離型有機酸の阻害定数を示し

た　HUC22-1株は他の微生物と比較して高い借を示し,本菌が他の微生物よりも高い非

解離型有機酸に対する耐性を持つのではないかと考えられた.一般的に,細胞内におけ

る非解離型有機酸による阻害のメカニズムについてはいくつかの説明が報告されている｡

例えば､遊離したプロトンによる脱分極作用83)､低いpHによるDNA-のダメージ93)､

陽イオンの蓄積による代謝反応の阻害94)､そし七､遊離した陽イオンによる細胞膜の破
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壕95)などが考えられている｡しかしながら､現在のところ､ HUC22-1株がな

ぜ高い非解離型酢酸耐性を示すのか､なぜ､ H2-CO:培養とフルクト-ス培養
で耐性が異なるのかについては明確にはなっていない｡
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図4-3　各pH条件下における酢酸漆加による増殖への影響

(A)H2-CO2培養>(B)フルクト-ス培養.

0,pH5.3; ▲,pH5.5; □,pH5.7;�";pH6.4.

(A),(B)のグラフ緑は式4-6 (p.63)から求めた･
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表4_2　HUC22-1株と他の細菌における非解離型有機酸の阻害定数の比較

Kn,Ki
Lp>b
lU5^ico rgani s m S ub strate Acid typ e pH　　ふ　　　　Referenc e

Moorella sp. HUC22-1

M. thermoacetica ATCC 3 1490

Acetobacterium sp. strain 69

Clostridium formicoaceticum

ÅTCC 27076

Pyrococcusfuriosus DSM 3638

Ne o callimas tixfron talis

ATCC 76100

Streptococcus mutans R9

Propionibacterium shermanii

PZ3

H2-CO2

Fructos e

Glucose

Methano l-C O2

Lactate

Starch

Glucose

Glucose

Glucose

Glucose

Acetate　　　　　5.3-6.4

Acetate　　　　　5.3-6.4

Acetate　　　　　　7. 1

Acetate　　　　　　7. 2

Acetate　　　　　　7.0-7.6

Acetate　　　　　5.9-6. 9

Acetate　　　　　　6. 8

Acetate　　　　　　6. 0

Lactate　　　　　　5. 5

Propionate　　　5.2-6. 8

6.2a

4.1'

0.22a

0.84a

0.76a

4.24", 4.55-

4.45b, 2.28c

2.Oa

This study

T山s study

90

85

87

l
　
　
/
L
U

Q

ノ

　

　

0

ノ

0
　
　
　
0
0

0
0
　
　
0
0
　
　
0
0

The inhibition constant of undissociated organic acid (Kp in non-competitive inhibition model).

1 The inhibition constant of undissociated organic acid (Kiu in uncompetitive inhibition model).

The inhibition constant of undissociated organic acid (Kic in competitive inhibition model).



4.3.3.添加したエタノールが増殖に及ぼす影響

バイアルピンを用いた回分培養によってH2-CO2培養,フルクトレス培養における

エタノール耐性を検討した　H2-CO2培養では､エタノール濃度1.5% (v/v)まで生育

が見られた(図4-4A,p.69)c一方､フルクトレス培養では､エタノール濃度5%(v/v)

まで生育が見られ､ H2-CO2培養の方が低い結果となった(図4-4B, .69)｡本菌と同

じような好熱性嫌気性細菌で､糖やセルロースからエタノールを生産する菌につい

てのエタノール耐性が報告されており､ T. ethanolicus 39Eにおいてエタノール濃度が

2% (v/v)以下97), c. thermocellum ATCC27405において1.6% (v/v)以下9S)であり､

他の菌においても2-4%(v/v)とされている｡これらの値と比較するとフルクト-スで

培養したHUC22-1株は､比較的エタノール耐性の高いことが考えられた｡そして､

本菌はエタノール生産-の利用に有利ではないかと推察された｡一方､ H2-CO2培養

の生育限界はエタノール濃度が1.5% (vル)程度であり､前述の糖やセルロース資化

性菌と変わらない結果であった｡なぜ, H2-CO2培養とフルクトレス培養でエタノー

ル耐性に差が生じたかについてはよく分かっておらず､今後の検討が必要である｡

4.3.4.エタノール添加によるPyridinenucleotideの細胞内プール-の影響

HUC22-1株のH2-CO2培養とフルクトレス培養においてエタノール耐性に違いが生

じた原因については明確には分かっていない｡一方､糖から主にエタノールを生産

するT. ethanolicusの場合､外部エタノール濃度の増加に伴って外部エタノールの取

り込みが増加し､取り込み型のADHによる過剰なエタノールの酸化が､補酵素

Pyridine nucleotideの酸化還元バランスを崩すために高濃度のエタノールでは増殖で

きないことが報告されている77)そこで, HUC22-1株についてもエタノール存在下

で培養した場合の補酵素pyridine nucleotideの酸化還元バランスについて検討を行っ

た｡

フルクトトス培養において､エタノール濃度を0､ 0.5､および生育限界付近の4%

(v/v)まで増加して比較したところ､補酵素pyridine nucleotideの酸化型､還元型の

合計濃度は一定に保たれていた(図4-5B, p.70)　しかし､ NADH/NAETと

NADP甜NADP+の比率がエタノール濃度の増加にしたがって上昇する傾向が見られ

た.これは､ T. ethanolicusで考えられているエタノール阻害機構と同様な機構を持

っている可能性が考えられた.一方､ H2-CO2培養においても補酵素の酸化型､還元

型の合計濃度は一定に保たれていた(図4-5A, p.70)c　しかし､禰酵素の酸化型､還

元型の比率はほとんど変動が見られなかった｡このことからフルクトレス培養では,

エタノール添加によって補酵素の酸化型､還元型の比率が変動しても生育が可能で

ある,もしくは､元々､還元型の比率が低いため比率を上昇させても生育が可能で

あることが考えられた｡さらに､ H2-CO2培養では､比率の変動に対する感受性が高

いため,高いエタノール濃度では生育できない,もしくは､元々､還元型の比率が

高いためそれ以上に比率を上昇させることができないため生育できないという可
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能性も考えられた.さらに,これには､ H2-CO2培養とフルクトレス培養での補酵素

の合計プール量の違いも関与しているかもしれない｡以上の結果だけでは､補酵素

の細胞内プールの違いが､H2-CO2培養とフルクトレス培養におけるエタノール耐性

の違いに関係があるのかは不明であり､今後の検討が必要である｡

第4節　要約

培養pHと酢酸蓄積が増殖に及ぼす影響についてH2-CO2培養とフルクトレス培養

で詳細な検討を行った｡その結果､両基質において比増殖速度が酢酸濃度の増加に

伴って低下することが示された｡特に､pH酸性側においては阻害が顕著に見られた｡

pH阻害モデル式と複合させた非括抗阻害モデル式を用いた解析では,非解離型酢酸

が酢酸阻害の本体であることが示された｡また,非解離型酢酸の阻害定数と阻害次

数を算出し,阻害定数については, H2-CO2培養の方がフルクトレス培養よりも高い

ことを見出した｡

外部エタノールが増殖に及ぼす影響について検討を行った結果､ H2-CO2培養の方

がフルクトトス培養よりも耐性が低かった｡また､ H2-CO2培養では､エタノールを

添加してもNAD打NAD+､ NADPH/NADP+の比率は変化しなかったが,フルクトレス

培養では､比率が高くなる傾向が見られた｡

<使用記号一覧>

[Ac-] :解離型酢酸濃度(mM)

[c｡】 :解離型と非解離型の合計酢酸濃度(mM)

[打】 :培地中の水素イオン濃度(M)

[HAc】 :非解離型酢酸濃度(mM)

[H30+】 :ヒドロニウムイオン濃度(mM)

Ka､ pKa :解離定数

o　非解離型有機酸の阻害定数

A*　非解離型有機酸の阻害定数

K, :非解離型有機酸の阻害定数

Kl :水素イオンの飽和定数(M)

& :水素イオンの阻害定数(M)

n:阻害次数(-)

FL :比増殖速度(h-1)

Amax :最大比増殖速度(h-1)

(mM､不括抗阻害モデル)

(mM,括抗阻害モデル)

(mM､非括抗阻害モデル)

fj, n : Normalized specific growth rate
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第5章　培養条件の検討による酢酸及びエタノールの高生産化

第1節　緒言

第4章では､非解離型の酢酸によってHUC22-1株の増殖が強く阻害されることが

確認された｡これまでに,非解離型の有機酸による増殖阻害を防止するためには､

pHが低下しないように制御して培養を行う方法が多く採用されている30),89),99)そ

こで､本研究においてもpH制御及び基質ガスの連続供給が可能なリアクターシステ

ムを構築し､酢酸及びエタノール生産に最適なpHをそれぞれ検討した｡さらに､決

定した最適pHで,菌体の回収･再利用を伴う反復回分培養を検討した｡この培養操

作によって培地中の酢酸濃度の増加を防止し,菌体増殖､酢酸及びエタノール生産

の向上を目指した｡

第2節　方法

5.2.1.リアクターを用いた岨塵表

装置全体の概略図を図5-1 (p.72)に､写真を図5-2(p.73)に示す｡リアクターによる

培養には､トLのJarfermentor (MJ-1,Able)を用い､培養容積を500mlとして55℃

で培養した｡外部ガス貯蔵槽として両口Tedlar^bagCDD形式10L,5L,GLサイエン

ス)を用い､入口と出口の2箇所をPharmed⑧チューブ(Tygon㊥, OD: 6mm,ID:4mm,

saint-曲bain performance plastics corporation)でJar-fermentorと接続した｡基質ガスの

循環は､H2-CO2混合ガスを充填したTedlar -bagからJar-fermentor-Roller pump (302S,

watson-Malow limited)を用いて60 ml min"の速度で基質ガスを送り込み, Cellulose

acetate hydrophilic filter (Dismic-25, Advantec,東洋嬢紙)を通してJaトfermentor下

部より培地中に吹き込んだJar-fermentorの擾拝速度を500rpmに設定し,基質ガス

を培地に巻き込むようにした｡基質ガスは自然にJar-fermentorの出口から流出させ､

培地の蒸発を防ぐため流出口には､冷却管を取り付けた｡次に､飽和NaCl溶液30血

の入ったメスシリンダー(シリコン栓で密閉)を通過させ､再びTedlar⑧ bagに戻る

ように設定した｡ pH測定は､発酵用pH電極(F-615, Broadley James)とDigital pH

controller (MPH-3C,ミツワバイオシステム)を用いて行い､ Digital pH controllerに

peristapump (SJ-1211,アトト)を接続して､自動制御で2MHCl,あるいは､2MNaOH

を流入させてpHを制御した　ORPの測定は､発酵用ORp電極(pS-827D,東亜)と

Digital ORP controller (MOR-3C,ミツワバイオシステム)を用いて行った｡

H2-CO2を基質として対数増殖期まで増殖させた前培養液を15% (v/v)で植菌した

(1.2.2., p.16)｡培養中には, Tedlarョbagの基質ガスの残存量とガス組成を随時確認

し､ 24時間毎に新しいガスに交換した｡また､培養液の泡立ちがひどくなった場合

には, 10倍に希釈した消泡剤エイノール(Able) (N2脱気､オートクレーブ滅菌)
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を1mlシリンジで数滴加えた｡

図5-1 H2-CO2連続供給･pH制御リアクター概略図

1,Jarfermentor(1L);2,冷却管(ガス出口) ;3,pH電極;4,pHコントローラー;
5,pH調整用HCl orNaOH soln.;6,ぺリスタポンプ;
7,滅菌用フィルター(0.45〃m,ガス入口);8,ローラーポンプ;
9,テドラーバック(5-15L,ガス貯蔵用); io,飽和NaClsoln.
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図5-　H2-CO2連続供給･pH制御リアクター

5.2.2.リア.クタ-培養におけるH呈現消費量の測定

ガス容量の変化は､ Tedlarョbag以外のリアクター部分のガス容量が変化しないと

仮定し､ Tedlar⑧bagのガス容量を測定することによって求めた｡測定方法は､ガス

を充填する時にTedlarョbagと予めガスを充填したTedlar㊤ bagを枝分かれした

Pharmed⑧チューブに接続し､枝分かれの部分に200mlシリンダーを接続し,シリン

ダーで定量しながら空のTedlarョbagにガスを送り込んで充填した｡消費後には､再

痩, 200mlシリンダーを用いてガスを引き抜くことによって消費後に残存した容量

を測定した｡充填したガス量から残存したガス量を引くことによってガスの消費

容量を算出した｡ガス組成は､リアクターのヘッドスペースガスをGCによって測

定した(2.2.4.,p.35) ｡培地中の溶存炭酸ガス濃度は,溶存炭酸ガス計によって測

定した(2.2.4.,p.35) ｡以上､得られたガス消費容量､ガス組成､溶存炭酸ガス濃

度からガス消費量[mmol (1-medium)-1]を算出した(2.2.4., p.35) ｡
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5.2.3.リアクターを用いたフルクトレス培養

装置全体の概略図を図5-3に､写真を図5-4 (p.75)に示す｡リアクターによる培養

は1 Lの枝付三角フラスコを用い､ H2-CO2培養と同様に培養容積を500 mlとした｡

培養は､ 55℃に保温したThermalroboTRI(井内盛栄堂)内で行った｡また､リアクタ

ーの擾拝は, MAGmixer(MD41,ヤマト)を用いて行い､ Speedsetを2に合わせた｡

H2-CO2培養と比較するためCO2を充填したTedlar⑧ bagからリアクター-Roller pump

(pR-1000,東京理化器械)を用いて60 mlmin"の速度(60 rpmに設定)で送り込み,

Cellulose acetate hydrophilic filter (Dismic-25, Advantec,東洋漉紙)を通してリアク

ター下部より培地中に吹き込んだ｡ co2はリアクターの出口から自然に流出させ､

培地の蒸発を防ぐため流出口には､冷却管を取り付けた｡次に､飽和NaCl溶液30ml

の入ったメスシリンダー(シリコン栓で密閉)を通過させ､再びTedlar⑧bagに戻る

ように設定した｡ pH測定は､発酵用pH電極(F-615,BroadleyJames)とpHcontroller

(FC-10,東京理化器械)を用いて行い､ pH controllerにPump box (Model TPB)を接続

して､自動制御で2MHCl､あるいは､ 2MNaOHを流入させてpHを制御した｡

フルクトトスを基質として対数増殖期まで増殖させた前培養液を10% (v/v)で植菌

した(1.2.2., p.16)｡培養中に培養液の泡立ちがひどくなった場合には､ 10倍に希釈

した消泡剤エイノール(Able) (N2脱気､オートクレーブ滅菌)を1 mlシリンジで

数滴加えた｡
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図5-3　フルクトトス培養用pH制御リアクター概略図

1,枝っき三角フラスコ(1L);2,ウオーターバス;3,マグネットスターラー;
4,冷却管(ガス出口) ;5,pH電極;6,pHコントローラー;
7,pH調整用HCl orNaOHsoln.; 8,ぺリスタポンプ;
9,滅菌用フィルター(0.45〃m,ガス入口);io,ローラーポンプ;
ll,テドラーバック(10L,CO2ガス貯蔵用　12,飽和NaClsoln.



図5-4　フルクトトス培養用pH制御リアクター

5.2.4.リアクターを用いた反復回分培養(H,遡2藍墓L

5.2.1. (p.71)と同じpH制御､ガス連続供給が可能なリアクターシステムを用い

て菌体回収を伴う反復回分培養を行った｡最初にpH制御培養を始め､酢酸濃度が

約100 mMに達した時に､反復回分操作を開始した｡操作は､ CO2下で行い､培養

容積の約5分の2の200 mlを50 mlシリンジで引き抜き､クリーンベンチ内で50 ml

遠沈管に移した｡遠心(3000 x｣､ 5分間､室温)して菌体を回収し､クリーンベ

ンチ内で古い培地は除去して10 mlの新しい培地(設定したpHに調節済)に懸濁

し,再びリアクターに戻した｡次に､戻した10ml以外の除去した分190mlの新し

い培地をリアクタ｣に添加した｡この操作を9回､ 24時間毎に繰り返し行った｡
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5.2.5　含浸液膜を用いた培養

TOPO (Tri-H-oc叫phosphine oxide)が低級脂肪酸を選択的に分離する作用があるこ

とに着目し､当研究室においてTOPO20%(wル)を含むケロシン溶液を含ませたテフ

ロン膜(hydrophobia polytetrafluoroethylene membrane)を用いた低級脂肪酸の分離方

法が開発された100)さらに,この含浸液膜を用いて低級脂肪酸を除去しながら､嫌

気性酢酸･酪酸生産菌strainHU452を培養することに成功している101,102)その原理

と培養の概略図を図5-5 (p.77)に示すが,培養液中の非解離型の低級脂肪酸のみが膜

を通過し､膜の反対側のアルカリ液において非解離型から解離型-と変換され､ア

ルカリ液中に分離される｡このことから､培養液のpHが低級脂肪酸のpKaより低

くなる場合に有効である　HUC22-1株を培養した場合､ pHが酢酸のpKa付近まで低

下することから､この含浸液膜を用いた方法に適しているのではないかと考えた｡

そして､この含浸液膜装置で酢酸を除去しながら培養を行えば､酢酸による増殖阻

害の防止と酢酸の回収を同時に行えるのではないかと考え､ 5.3.7.(p.86)で検討を行

った｡

含浸液膜の調整は､テフロン膜(NFト5200, 0.2〟mpore size,日東電工)をハイプ

リバックに入れて､そこに, TOPO (同仁化学)が20%(w/v)になるように溶かした

ケロシン(Shigma-aldrich)を加えて膜を浸漬させた｡ 37℃でゆるやかに振とうしな

がら1時間浸漬を行った｡浸漬後の膜をアルコールで殺菌した専用固定装置で固定

し､片側の入口と出口の2箇所をPharmed㊥チューブ(Tygon⑧, OD: 5 mm,ID: 3 mm)

を用いてリアクターシステム(5.2.1.,p.71)に接続した｡接続時にはN2を吹きつけな

がらできるだけ嫌気状態を維持できるようにした｡接続したPharmed⑧チューブの途

中にPeristapump (SJ-1211,アトト)を設置し,最大速度で,リアクターからの培養液

を含浸液膜装置の片側で循環させた｡含浸液膜装置の反対側も同様に､シリコン栓

で密封して嫌気にしたフラスコ【O.1MNaOH溶液500ml (N2置換､オートクレーブ

滅菌) 】に接続し､ Peristapump (SJ-1211,アトト)でアルカリ液を培養液よりやや遅い

速度で,逆向きの流れになるように循環させた｡含浸膜液に循環させている間､ア

ルカリ液はスターラーで擾拝した｡

アルカリ液中の酢酸濃度は､アルカリ液1mlに0.1%プロモチモールブルー水溶液

を1-2滴加え､それを指標として3Mと0.1MのHClを使って中和した｡中和した

サンプルに10mMH2SO4を全量が2mlになるように加え､ 1.2.8. (p.19)に従い､ HPLC

にて測定した｡
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(A)
<Culture bro仙>

pH<pKa

H++A　-HA

Membrane with

n- TOPO

kali solution>

pH> pKa

HA-H++A

図5-5　含浸捌莫の原理(A)､装置概略図(B)
(A) H+,水素イオン;A-,解離型酸; HA,非解離型酸.

(B) 1,含浸液膜; 2,膜固定装置;3,アルカリ抽出液(o.1M NaOH);
4,H2-CO7用リアクターシステム(図5-l,p.72)
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第3節　結果及び考察

5.3. 1. ｣1如拙帽i>:に-おはる且-co二山分J｣東

リアクターを使用したpH無制御の回分培養では､基質ガスが連続供給され
るため基質ガスの供給不足にはならないと考えられる｡この条件において
HUC22-1株は､ o.031h-1の比増殖速度で増殖した(図5-6)　これは､バイア

ルピンを用いた回分培養と同程度であった｡培養中にpHが初期値6.3より低

下するのに従って増殖も低下し､ pH4.2で増殖が停止した｡リアクター培養
では､基質ガスを連続供給しているにも関わらず､バイアルピンを用いた回
分培養と同様な傾向を示したことから､増殖の停止の原因は､基質ガスの供
給不足ではなく､酢酸阻害によることが考えられた｡最終的に180時間の培

養で､菌体量o.21g卜1､酢酸濃度50.2mM､エタノール浪度1.3mMが得られ
た｡
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5.3.2個左培養におけるDH制御の効果

H2-CO2培養の酢酸及びエタノール生産に対する最適なpHを検討するため､各pH

5.0, 5.5､ 5.8､ 6.2､ 6.5､ 6.8, 7.3, 7.6で一定に制御したリアクター培養を行った｡

その結果, pH 5.0及び7.6一定制御では極めて菌体増殖が悪かったが, pH 5.5-7.3

では､菌体増殖と酢酸生産が見られた(図5-7A,p.81)0 pH6.2一定制御の時に最大値

を示し､菌体量o.92gl~1と酢酸生産量339mMが得られた｡それぞれ､ pH無制御(図

5-6,p.78)と比較して4.4倍､ 6.8倍に達した｡また,この339mMの酢酸生産量は､

4.3.2. (p.63)で得られた阻害定数o-164 mM (pH 6.2の時の合計酢酸濃度として,表

4-1,p.60)の約2倍に相当することからも限界値の酢酸濃度であることが推察された｡

エタノール生産は､培養pHに強く依存し､ pH5.8の時に最も高いエタノール生産

量5.2mMが得られた.これは, pH無制御時(図5-6,p.78)の4倍となったo増殖

と酢酸生産における最適pHよりも酸性側のpHでエタノール生産が高かった原因に

ついては､明確にはわかっていない｡

B. me吻′lotorophicum69'やC. acetobutylicumlO^では､培養pHによる代謝シフトの誘

導が報告されている｡そこで, HUC22-1株においても初期pH6.3からpH5.0まで低

下する間は, pH無制御で培養し, pH5.0まで低下後はpH5.0一定で制御した条件を

検討した(図5-8,p.82)｡ 220時間の培養で, 590mMHiと280mMCO2を消費し､エ

タノール4.8mMを生産した｡これは､ pH無制御時(図5-6,p.78)の3.7倍に増加し

た｡このようなpHを変化させた培養においてもエタノール生産の増加が可能であっ

たことから､本菌においても外部pHの変化が､エタノール生産の引き金となってい

る可能性も示唆された｡

5.3.3.フルクトレス培養におけるpH制御の効果

フルクトレス培養の酢酸及びエタノール生産に対する最適なpHを検討し､H2-CO2

培養と比較した｡各pH5.5, 5.8､ 6.2､ 6.5､ 6.8､ 7.3で一定に制御したリアクター培

養を行った｡ pH 5.5-7.3において菌体増殖と酢酸生産はほとんど差が見られなかっ

た(図5-7B, p.81)｡最大値を示したのは, pH 6.2一定制御の時で､菌体量1.38 g r

と酢酸生産量121 mMが得られた　H2-CO2培養より菌体量は高かったが,酢酸生産

は低い結果となった｡ 4.3.2. (p.63)で得られた酢酸阻害定数は､ H2-CO2培養よりフル

クトレス培養の方が1.5倍ほど低かった｡このことより酢酸耐性の違いが､フルクト

レス培養においてpH間の差が小さく､低い酢酸生産量になった原因の一つとして考

えられたoしかし､pH6.2一定制御培養で得られた酢酸生産量121 mMは,4.3.2. (p.63)

で得られた阻害定数｣p-108 mM (pH 6.2の時の合計酢酸濃度として,表4-1, p.60)の

1.1倍であり､ H2-CO2培養が2倍程度に達したのに比べて低い値であった｡このこと

から酢酸耐性以外にも原因があるのではないかと考えられた｡一方､基質の消費に

ついては､初発フルクト-ス濃度約IOOmMで行ったが,各pH条件とも完全に消費

し切れなかった｡最も増殖､酢酸生産の良かったpH 6.2一定制御の時においても初
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発フルクト-ス濃度97mMのうち41mMが末消費であったことから培地条件

の問題も考えられた｡そこで､ Vitaminsol山ionを2倍濃度にした場合とTrace

elementを2倍濃度にした場合を検討したが､菌体増殖､酢酸生産に変化は見

られなかった(Datanotshown)　現在のところ､フルクト-ス培養において

pH制御の効果が小さく､低い酢酸生産量になった原因は分かっていない｡
フルクト-ス培養におけるエタノール生産は､バイアルピンを用いた回分

培養では検出限界以下であった｡しかし､ pHを酸性側に制御することによっ

てエタノール生産が検出されるレベルになった｡エタノール生産が培養pHに

依存し､酸性側で高くなる傾向はH2-CO2培養と同様であった｡しかし､エタ

ノール生産量は､最も高かったpH5.8の時で1.3mMと低い備に留まった｡
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図5-7　HUC22-1株の酢酸及びエタノール生産における培養pHの効果

(培養220時間後)

(A)H2-C(X培養,(B)フルクト-ス培養.

培養条件:リアクター,55oC.



5.3.4.リアクターを用いたH曲培養における比酢酸生産速度について

5.3.2. (p.79)で行ったリアクター培養における酢酸生産能を評価するため比酢酸生

産速度の経時変化を調べた｡また､バイアルピンを用いた回分培養についても同様

に調べ,リアクター培養との比較を行った｡

図2-3 (p.42)のバイアルピンを用いた回分培養の結果を12時間毎に区切り,その中

間時間における酢酸生産グラフの接線の傾きから酢酸生産速度(mrnoi r h-1)を求め､

さらに､その時の菌体量で割った値を比酢酸生産速度(mmol g h"1)として算出し

た｡その比酢酸生産速度の経時変化を図5-9A (p.83)に示すo培養開始後､比酢酸生

産速度が徐々に増加し､対数増殖期にあたる培養後54時間で最大速度を示した｡そ

の後,菌体増殖は続いたが,比酢酸生産速度は徐々に低下が見られた｡増殖期間中

でその菌体量が維持されている場合は､比酢酸生産速度は少なくとも維持されるは

ずである｡しかし､比酢酸生産速度が低下していることから律速になる要因がある

と考えられた｡使用した培地はYeast extractを1% (w/v)含むため､培地成分が律速

になっているとは考えにくいことから酢酸による増殖阻害､もしくは､ H2-CO2基質

の供給不足が要因として考えられた｡

一方,図5-7A (p.81)で最も酢酸生産と菌体増殖の良かったpH 6.2一定制御の培養

結果(図5-9B,p.83)から上記と同様に比酢酸生産速度の経時変化を求めた(図5-9C,

p.83)c　その結果､ 90時間で最大速度を示し､それ以降は低下したo上記のバイアル

ピンを用いた回分培養よりも対数増殖期の早い段階で比酢酸生産速度の低下が見ら

れた｡ pHを制御した培養であり､ 90時間では､酢酸濃度は約50 mMと低い値であ

ることから､酢酸による増殖阻害ではないと考えられた｡そのため,実験で用いた

リアクターシステムは､ H2-CO2基質の連続供給を行っているが,菌体量が増えるに

従って, H2-CO2基質が不足してくることが考えられた.同様に,図5-10A(p.85)で行

った反復回分培養においても検討した結果､培養後130時間以降にH2-CO2基質の供

給不足が起きていると考えられた(Datanotshown)

以上のことからH2-CO2基質の供給不足にならないような供給速度を達成できれば､

HUC22-1株を用いて本実験以上の酢酸及びエタノール生産が可能であると考えられ

る｡そのためには､加圧型リアクターの利用など､培地-のH2-CO2の溶解速度を上

げるための工夫が必要である｡
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5.3.5.反復回分培養による酢酸生産

培養中に生産される酢酸濃度を減少させて酢酸阻害を回避し､菌体増殖と酢酸及

びエタノール生産を増加させるために､菌体回収を伴う反復回分培養を検討した｡

培地交換と菌体回収の操作は､培地中の酢酸濃度が約100 mMに達した時に開始し､

24時間毎に10日間､ 9回線り返し行った｡ 5.3.2. (p.79)のpH一定制御の回分培養で

は, pH 6.2の時に､最大菌体量と酢酸生産量が得られたことから(図5-7A, p.81)､

反復回分培養をpH 6.2一定制御で行った｡培地交換と菌体回収の操作中には､酢酸

濃度は200 mM以下に維持され,菌体増殖と酢酸生産の持続が見られた(図5-10A,

p.85),培養330時間後に培地交換を停止した.その後､酢酸濃度は増加し､ 420時

間で366 mMに達した｡この酢酸濃度は､培地交換を行わなかったpH 6.2一定制御

の回分培養で得られた酢酸濃度と同じ程度であった｡除去した分を含めた合計の酢

酸生産量をリアクター当たりに換算すると840mmol(1-reactor)"となり,pH無制御培

義(図5-6,p.78)と比べて17倍に達した｡菌体増殖は､培地交換を停止後も380時

間まで増加し､その後減少した｡ 380時間培養後の菌体量は1.51gl-となり,培地交

換を行わなかったpH制御培養の1.6倍に達した｡

グルコースを基質としたM. thermoaceticaのpH 6.9一定制御回分培養では, 125時

間の培養後に56gT(930mM)の酢酸が得られたことを報告している89)また､別の

報告では､ Yeast extractと塩類の量を増やした培地を用いて回分培養を行い､ 125時

間後に47.8 g T (796 mM)の酢酸を得ている30)一方､ HUC22-1株のH2-CO2培養で

得られた酢酸生産量は上記のM. thermoaceticaの研究で得られた量よりも少ない結果

となった｡この原因としては､ HUC22-1株における増殖と酢酸生産の最適pHが上

記のM. thermoaceticaにおける最適pHよりも低いためではないかと考えている｡

5.3.6.反復回分培養によるエタノール生産

エタノール生産を増加させるためにpH5.8一定制御の条件で､ 5.3.5.のpH6.2一定

制御の時と同様に菌体回収を伴う反復回分培養を行った｡図5-10B (p.85)に結果を

示すが､ pH 5.8一定制御の時の菌体増殖､酢酸生産は, pH 6.2一定制御の時よりも

やや低い値となった｡しかし､エタノール生産に関しては､最終的に6.9mMとやや

増加し､培地交換を行わなかったpH 5.8一定制御の回分培養と比べて､約l.3倍高

くなった｡除去した分を含めた合計エタノール生産量をリアクター当たりに換算す

ると15.4mmol(1-reactor)"に達し､ pH無制御培養(図5-6,p.78)と比べて､約12倍

に増加した｡
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液膜の

予備実験として､ 25 mmol酢酸, 12.5 mmolエタノールを添加し, NaOHでpH4.5

に調整したRO水溶液を含浸液膜装置に接続して検討を行った｡その結果､ 28時間

後には､ 10 mmol酢酸がアルカリ液中に移動していることが確認され､約40%の除

去率となった｡一方､エタノールも2mmol移動している結果となった｡このように

酢酸と比較して少量ではあるが,エタノールも分離されることから､この手法にお

いても酢酸とエタノールの分離方法が必要になると考えられた｡

次に､ H2-CO2を用いたリアクターによる回分培養をpH無制御で行った場合につ

いて検討した(図5-1l.p.87)｡矢印の箇所,培養pHが5.0になった培養62時間後に

含浸液膜装置に接続した｡その結果､増殖期であるにもかかわらず､接続後に菌体

増殖が低下し､ 84時間以降には減少を始めた｡一方､酢酸の分離については,予備

実験よりも遅い分離速度であったが, 110時間培養後に8 mmolの酢酸の分離が確認

された｡また､エタノールに関しては検出されなかった｡さらに､ pH5.0まではpH

無制御で､ pH5.0からは一定になるように制御して培養を行い､ pH無制御培養の時

よりも高い菌体濃度である0.2grの時に含浸液膜装置に接続したが､上記と同様に

菌体増殖の停止が見られた(Datanotshown)増殖が停止した原因としては､ (I)十

分な嫌気状態が維持できなかったこと, (2)含浸液膜成分が増殖を阻害することが考

えられた　HUC22-1株の類縁菌M thermoaceticaXrCC 3U9Qにおいてケロシン濃度

が2%以上の時に増殖が阻害されることが報告されており104)､本菌もケロシンによ

る阻害を受けている可能性が考えられた｡以上のことから含浸液膜を利用するには､

嫌気度を維持するための装置の改良やケロシンに代わる溶媒の検索が必要であると

考えられた｡
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5.3.8.ガス基質からの酢酸生産についての他の酢酸生産菌との比較

他の酢酸生産菌においてこれまでに報告のあったガス基質からの酢酸生産につい

てまとめ､ HUC22-1株の結果と比較した(表5-l,p.90)e我々が調べた範囲では､好

熱性酢酸生産菌における酢酸生産について生産性を詳細に調べた研究は､グルコー

スやキシロースなどの糖基質30), 89)で報告されているが､ガス基質では報告されてお

らず､ HUC22-1株が最初の報告となった｡最大酢酸蓄積量に関しては､ HUC22-1株

は中温性菌のAcetobacterium sp. BR-446105)よりも低い結果となった.原因としては､

Acetobacterium sp. BR-446よりHUC22-1株の方が非解離型酢酸に対する耐性が低い､

あるいは,非解離型酢酸の影響を受けやすい酸性側に至適pHがあることが考えられ

た｡また､最大酢酸生産速度に関してもAcetobacterium sp. BR-446よりHUC22-1株

の方が低い結果であった　Acetobacterium sp. BR-446の培養は､高い基質ガス分圧下

で行われており､我々が行ったHUC22-1株の培養では､常圧よりやや高い程度であ

ったため,基質ガスの培養液中-の移動度に差が生じていると考えられる｡そのた

め､加圧型リアクターを用いた培養によってHUC22-1株の酢酸生産を向上できるこ

とが予想された｡

Eubacterium limosum KIST6 12106)やButynbacterium methyrotrophicum69'においては､

菌体回収･再利用によって高い菌体濃度が得られたことが報告されている｡我々も

菌体回収を伴う反復回分培養を行ったが､ E. 1imosum KIST612やB. methyrotrophicum

よりも低い菌体濃度に留まった｡そのため､メンプレンフィルターモジュールなど

を用いて自動化した菌体回収､再利用システムを用いることによって,さらに菌体

濃度､酢酸生産速度を上げられる可能性が考えられた｡

5.3.9.ガス基質からのエタノール生産についての他の酢酸生産菌との比較

これまでに報告のあった嫌気性酢酸生産菌を用いたガス基質からのエタノール生

産についてHUC22-1株と比較を行ったものを表5-2 (p.91)に示した｡我々が調べた範

囲では,好熱性菌におけるガス基質からのエタノール生産は報告されていない｡し

かし,中温性酢酸生産菌においてはいくつか報告されている｡例えば､ c ljung血Mi

においては､培地中-の基質ガス供給を向上させる効率的なリアクター培養と培地

組成などの培養条件の最適化によって合成ガスから2.8gl'1 (61 mM)のエタノール

を生産することに成功している18)また､エタノール生産が15gr(326mM)に達

した報告もある107)本研究では,最適pHで菌体回収･再利用を伴う反復回分培養

を行うことによってエタノール生産を増加できたが､中温性菌で得られたようなエ

タノール生産量には達しなかった｡好熱性酢酸生産菌を用いたH2-CO2,あるいは､

合成ガスからのエタノール生産は､培養と蒸留によるエタノール回収を同時に行え

る効果的なプロセスの開発につながる可能性が考えられる｡そこで,我々の単離し

た好熱性酢酸生産菌のガス基質からのエタノール生産を向上させるためには､遺伝

学的手法や代謝工学的手法を用いて本菌の代謝を改変させることが必要であると考
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えられる｡

第4節　要約

pH制御､ガス連続供給が可能なリアクターシステムを用いて回分培養を行った結

果､菌体量,生産物量の増加に成功した　pH6.2一定制御の時に菌体量o.92gI'､酢

酸生産量339mMとなり､最大値を示した　pH5.8一定制御では, 5.2mMのエタノ

ールが得られ,最大値を示した｡しかし,比酢酸生産速度の解析から.は､構築した

リアクターシステムにおけるH2-CO2基質の供給不足が示唆され､更なる改良を必要

とした｡一方､フルクトレス培養におけるpH制御下での回分培養では､ H2-CO2培

養よりも高い菌体量に達したが､酢酸及びエタノール生産量は低い結果となった｡

また､制御した各pH間での差もH2-CO2培養と比べて小さかった｡

H2-CO2培養で菌体の回収､再利用を伴う反復回分培養を行った　pH 6.2一定制御

の時に､培地交換の操作によって菌体増殖の持続が見られ､ 1.51 grまで増加が可能

であった｡酢酸生産も増加が見られ､最終的に840mmol (1-reactor)"に達した｡ pH5.8

一定制御では,菌体量,酢酸生産量はpH6.2一定制御よりも低い増加に留まったが､

エタノール生産は, pH 6.2一定制御の時よりも増加が見られ,最終的に15.4 mmol

(1-reactor)-1に達した｡

リアクターを含浸液膜装置に接続し,酢酸を分離しながら培養する方法を検討し

たが､菌体増殖を維持することができなかった｡
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表5-1 HUC22-1株と他の酢酸生産菌におけるガス基質からの酢酸生産の比較

-��Bﾒ�7VﾇGW&U7V'7G&�FUFVﾗ�澆e
orga-s-culture-odetime(h)(oQpH(g王1AcetateAcetate

(mM)pr｡ducti｡nrate-K---o...Reference
Moorella sp.　　　Batch
HUC22- 1

Clostridium sp.

ATCC 29797

A ce tobacterium

sp. BR-446

Eub acterium

limosum KIST6 12

Butyrib acterium

methyrotrophicum

R um inococcus

pro ductus

strain U-1

220

Cell-recycl ed　　　420

repeated batch

B atchb-c　　　　　3 00

B atch'

Cell -recycl ed

continuous

B atch 65

Cell -recycled　　　3 90

continuous

Ceu-recycled

continuous

Continuous

H2-CO2　　　　5 5

(80:20)

H2-CO2　　　　5 5

(80:20)

H2-CO2　　　　30

($0:20)

H2-CO2　　　　3 5

(-)

H2-CO2　　　　3 5

(-)

CO　　　　　　　37

(100)

CO　　　　　　　37

(100)

CO　　　　　　　37

(100)

co-ca,-　　　3 7

CO2 (63.4:

20.6: 16.0)

6.2

6.2

6.0-

7.3

7.3

6.8

OK

5.5

0.92　　　　　339

1.51　　　　366

(840)a

220

849

1.35　　　　90g

4.93-　　　　74E

9.59

4.55　　　27.メ

7.0-7.　　　0.35-

0.45

9.8
-1u-1mmolg-h

7.2

mmolgh"

20

mmolgof
-1u-1protein-h

60
･-1u-1emmolg-h

103
mmolFh-1

0.63-0.73

mmol h-1 i

32.8
-1t,-1mmolgh

90

This study

This study

108

105

105

106

106

69

a回収された酢酸生産量【mmol(1-reactor) ].　半連続基質ガス供給　0.21からo.69MPaまでガス圧を増加･ d最終pH. epH無制軌
f基質ガス圧0.27MPa. gその他,酪酸o.7mM,エタノール微量. hその他酪酸13mM. 'その他,酪酸o.o9-0.13mmollT
jその他,ブタノール36.4mM,酪酸12.5mM,エタノール7.2mM.



表5-2　HUC22-1株と他の酢酸生産菌におけるガス基質からのエタノール生産の比較

-��Bﾒ�7VﾇGW&U7V'7G&�FUFVﾗ�澆e
organis-Culture-ode^(h)(%,vAr)(-C)pH(g王1Ethanol

(mM)-K,--Reference
Moorella sp.　　　Batch
HUC22- 1

220

Cell-recycled　　　4 20

repeated bat血

Clostridium B atch

ljungdah lii

C

autoethanogenum

96

Celトrecycl ed　　　9 6 0

continuous

B atch

Bu tyrib acterium Cell -recycled

m e均)′lotroph icum continuous

Unidentified Continuous　　　　　2 40

bacterium P7

Continuous　　　　　2 7 6

H2-CO2 (80:20)

Ⅰも-CO2 (80:20)

Ⅰも-AトCO -CO2

(18.5:15.4:56.1

:10)

Syn血esis gas

55　　　　　5.8

55　　　　　5.8

37　　　　　4.0

37　　　　　4.0

co-co2⊥N2　　　　3 7　　　6.Od

(60:8:32)

CO (100)　　　　　37　　　　5.5

CO-CO2-

N2 (25:15:60)

N2-CO-CO2-H2- CH2-

C2Ⅰも-C2H6

(56.8: 14.7:16.5:4.4:

4.2:2.4:0.8)

0.92　　　　　　5.2

1.51　　　　　6.9

(15.4)a

o.4-　　　　　61c

0.45

0.4-1.2　　　　326¢

7.71e

4.55　　　　7.2f

37　　　　5.75-5.3　　　0.25g　　　　34.7"

37　　　　　5.4-6.5 o.20-0.52　　34.71

91

T山s study

This study

18

107

20

69

21

a回収されたエタノール生産量【mmol (1-reactor) 】. その他,酢酸50mM. ¢その他,酢酸100mM.

eその他,酢酸7.96mM,CO270.2叫H20.2mM.その他,酢酸27.5mM,酪酸12.5甲M,ブタノール36.4mM.
g消費colmolあたりの菌体量【g(molCO)-1】. hブタノール8.1mM,酢酸5.OmM.その他､酢酸､酪酸,ブタノール･



第3部HUC22-1株におけるエネルギー代謝の解析,エタノール高生産株の作製

第6章　HUC22-1株におけるエネルギー代謝の解析

第1節　緒言

第5章では､培養条件の検討によって酢酸及びエタノールの高生産化を試みた｡その結

果､菌体量と酢酸生産量は高い濃度が得られたが､エタノール生産は､元々の生産量が低

いこともあり､高い生産量には至らなかった｡その原因の一つとしては､元々本菌が持っ

ているエタノール生産能力の低さが挙げられる｡このことは､本菌のエタノール生産に関

係すると考えられるADHやACDH活性が, T. ethanolicusなどの他の好熱性エタノール生

産菌と比較して低いことから推察された31),82)今後､更なるエタノールの高生産化を目指

すためには,物理的変異源や化学的変異源を用いた方法や遺伝子工学的手法によって本菌

のエタノール生産経路を増強させた変異株の作製が必要であると考えられる｡しかし,エ

タノール生産経路と酢酸生産経路はアセチル-CoAから枝分かれしているため,エタノー

ル生産経路を増強させることによって酢酸生産経路に基づくÅrp生産-の影響が懸念さ

れる｡そのため本菌のエネルギー代謝について詳細に調べる必要があると考えられた｡

本菌の予想されるフルクトレス及びH2-CO2の代謝経路におけるArP生産の反応段階を

図6-1(p.93)に示す1molフルクトレスから2molのピルビン酸が生産される解糖系で､

2molのArPが生産される｡次に､ 2molピルビン酸から2molの酢酸が生産される時に

2molのATPが生産される｡さらに､ここまでに生産された4molH2と2molCO2が､

アセチル-CoA経路に入って1 mol酢酸を生産する時に1 molのÅrPが生産されるが,

MethylbranchでI molATPが消費されることによって打ち消し合うためATP生産はOmol

になる｡しかし,図6-1(p.93)に示すアセチル-CoA経路の3つの反応が,ナトリウムポン

プによる膜を介したATp生産と連動していると考えられており､それぞれ､ 1/SmolATP

消費､ 1/SmolATP生産､ 1/2molATP生産となり､最終的にアセチル-CoA経路では､ 1 mol

酢酸が生産される時に､ 1/2molÅrPが生産されると考えられている｡そこで､本章では,

H2-CO2回分培養の結果から本菌のエネルギー代謝を化学量論的に解析し､実際の代謝でど

のようなÅrp代謝が行われているかを検討した｡それには,酢酸生産1molに対するArP

生産収率'ATP,仲を指標として用いた.また､他の酢酸生産菌で報告されている値と比較し

て本菌のエネルギー代謝の特徴づけを行った｡さらに､ H2-CO2の他に､アセチル-CoA経

路を利用すると考えられるギ酸,シュウ酸,グリオキシル酸､グリコ-ル酸(図6-2)につ

いても検討を行った｡

COOH

I

COOH

Oxalate

COOH COOH

CHO CH2OH

Glyoxyl ate Glycol ate

図6-2　シュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸の構造
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[≠主11 mate占,7]

CH 3CO-S-CoA

+ CoA･SH

図6-1 HUC22-1株の予想される代謝経路におけるATP生産と消費
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第2節　方法

6.2.1.各基質における回分培養

回分培養の方法は1.2.2.仲.16)に従った｡各基質の終濃度は､ギ酸(ナトリウム塩)40mM､

シュウ酸(カリウム塩) 20mM､グリオキシル酸20mM､グリコ-ル酸20mM､リンゴ

醍(ナトリウム塩) 40mM､ H2-CO2(80:20)0.2MPaで行った｡ギ酸､シュウ酸､グリオキ

シル酸､ t｣ンゴ酸は､グリセロ-ル保存菌体を直接､植菌しても増殖しなかったことから､

最初に､フルクトレスを基質とした培養液を植菌して前培養を行った｡フルクト-ス培養

からの継代培養では､増殖が始まるまで1週間以上のラグ時間が見られた●｡そのため､増

殖後にそれぞれの基質で2-3回継代してラグ時間がなくなってから本培養を行った｡グリ

コ-ル酸については､グリオキシル酸を基質とした培養液を用いて上記と同様に前培養を

繰り返し､本培養を行った｡フルクトトス培養からグリコ-ル酸培養へ継代した場合でも

増殖は見られたが､約3週間のラグ時間を必要としたため､グリオキシル酸培養液を用い

た｡シュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸､リンゴ酸の基質溶液の作製は､ 1.2.1.(p.15)

のフルクト-ス溶液の作製法に従い､オートクレーブ滅菌ではなく､フィルター滅菌を行

った｡また､予めpHを約6に調整した｡

6.2.2.各基質の測定

H2-CO2の消費量は2.2.4.仲.35)に従って測定した｡ギ酸､シュウ酸､グリオキシル酸､グ

リコ-ル酸､リンゴ酸の消費量は1.2.8.(p.19)に従いHPLCを用いて測定した　RIdetector

で測定した場合のリテンションタイムは､ギ酸が約10.6分､シュウ酸が約5.2分､グリオ

キシル酸が約7.5分(キシロースと同じ)､グリコ-ル酸が約9･5分(乳酸と同じ)､リンゴ

酸が約7.6分(キシロースと同じ)であった｡シュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸､

リンゴ酸標準液の測定は､ pHによってピークの大きさが影響を受けることから測定サン

プルと同じpHに調整した標準液を用いて行った｡

6.2.3.Y>ATP且旦鼻出

培養中のAⅣ生産量を正確に測定するのは難しいことから､菌体増殖からArP生産量

を推定した｡合成培地などを用いて菌体構成成分が十分に供給されている条件では､1mol

ArPによって増殖､維持ができる菌体量(gdrycell)を表すATPが､多くの菌で普遍的に

10[gcell(molATP)"に近い値を取ることが知られているIll)そこで､‰p-10.5と仮定し

て112)､各基質における回分培養で得られた菌体量､酢酸生産量から算出したYxff[gcell(mol

acetate)"]を用いて､次式6-1によってYj耶n,を算出した.

yx/p[gcell(molacetate)"】
‰p〟 [mol ATP (mol acetate)~1】 -

10.5 [‰p, g cell (mol ATP)'1]
(6-1)
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第3節　結果及び考察

6･3

H2-CO2を基質として回分培養を行い,それに基づいて算出した!ATP/Pは0.29となった(表

6-1, p.96)cこれまでに報告されている他の嫌気性酢酸生産菌についてH2-CO2培養の結果か

ら　ATP/Pを調べたところ､ 8株における11結果では､ 0.2-0.4の値となり､ HUC22-1株もこ

の範囲に当てはまることが分かった(表6-2,p.97),また､この結果からは､ HUC22-1株

を含めた好熱性菌と中温性菌の間で明確な差は見られなかった｡以上のことからアセチル

-CoA経路で通常に代謝される場合には､普遍的にこの範囲のJATP,仲をと畠ことが推察され

た｡

HUC22-1株のH2-CO2回分培養では､増殖が進むと酢酸蓄積量が増加し､さらに､ pHが

4.5以下まで低下することから非解離型酢酸が増加する｡そのため､細胞内から多くの酢

酸を排出する必要が生じ､排出過程でÅrpを消費している可能性も考えられた｡そこで､

培養pHによる'ATP/Pの影響を検討するため5.3.2. (p.79)及び5.3.3. (p.79)で実施したpH制御

の回分培養の結果を元にYjm仲を算出した(表6-3),その結果､ pH5.5から7.3の範囲で､

pHが低くなるに従って,やや‰〝が増加する傾向が見られた｡しかし､大きな差ではな

かったことから'�"ATP/Pに対するpHの影響はないと判断された.

表6-3　H2-CO2を基質としたpH制御回分培養における[ATP,〟

DrycellAcetate.
JyayD

(gl-1)(mM)

pH7x/pFATP/P

5.5

5.8

6.2

6.5

6.8

7.3

0.38　　　　　114

0.85　　　　　　283

0.92　　　　　　339

0.84　　　　　290

0.63　　　　　　230

0.37　　　　　139

3.33　　　　　　0.32

3.00　　　　　　0.29

2.71　　　　　0.26

2.90　　　　　　0.28

2.74　　　　　　0.26

2.66　　　　　　0.25

Cell yield for acetate produced [g cell (mol acetate) ]

ATP yield for acetate produced [mol ATP (mol acetate)-]], obtained by Fx/p

values and FATP value assumed as 10.5 g dry cell (mol ATP)-1 112)

図5-7A(p.81)のデータより換算.
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表6-1 HUC22-1株の各基質における回分培養の結果及び収率

Substrate
Dry cell Substrate

(g o　　　(mM)

Product (mM)　　　Yxys"

Acetate Ethanol　(g mol" )

7p/sb　　　　　　7oTC yATP/Pd Favee Recovery (% )

(mol mol~r)　(g morl)  (mol mor) (g ave 1)　Rel Rf

H,-CO,　0.17±0.02　260±20(H2)

120±20 (CO2)

Formate　　.03±0.006　25.5±3.0

Oxalate 0.ll ±0.02　19.3± 1.7

Glyoxylate 0.15±0.01　m±1,0

Glycolate 0.12±0.01  17.5±0.7

Mala1　　　0.ll ±0.01　25.2±0.8

56.7±4.1 1.5±0.2　0.68±0.04(H2)　0.22±0.01 (H2)

6.2±0.9　　N.D.

4.2±0.5　　N.D.

5.8±0.7　　N.D.

ll.1±1.2　N.D.

36.1±1.1　N.D.

1.43±0.15 (CO2)　0.46±0.04 (CO2)

1.26±0.09　　　　0.24±0.01

5.64±0.54　　　　0.22±0.01

ll.7±0.06　　　　0.46±0.02

7.02±0.31　　　　0.64±0.05

4.50±0.09　　　　1.44±0.02

3.08±0.07　0.29±0.01　0.34±0.02　92±5　95±　　-105　8.9±0.2

5.14±0.25　0.49±0.02　0.63±0.05　98±2

26.2±2.3　　.58±0.21　2.82±0.27　86±2

25.6±1.1　2.44±0.10　2.91±0.02　91±3

ll.0±0.4　1.05±0.04　0.88±0.04　85±6

3.14±0.1　0.30±0.01　0.38±0.01　96±2

-99　　15.7±0.8

�"166　47.8±4.1

-171　45.3±1.9

-66　　50.7±1.8

-56　　17.0±0.6

cell yield for substrate consumed. Acetate yield for substrate consumed. c Cell yield for acetate produced.

ATP yield for acetate produced in mol ATP (mol acetate}1, obtained by Yx/pvalues and 7ATP value assumed as 10.5 g dry cell (mol ATP)" 112)

cell yield for available electrons of substrate. Electronrecovery. g Oもol-recovery.

Gibbs free energy under standard conditions in kJ (mol acetate) , estimated.

1 Based on the free energy change of ATP hydrolysis [△ G-'-31.8 kJ (mol acetate)-J】 The efficiency was calculated as follows: FATP/p [mol ATP (mol acetate)" ] × [31.8 kJ

(∩-o1 AIP) 1/△ GO'【kJ (mol acetate)'1] 112)
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表6-2　酢酸生産菌のH2-CO2培養におけるYmnの比較

s-TempYeasttdboDrycellAcetatedefR*Rc
^x/s^x/peJATP/PReferences

(-c)extract4(h-1)(mM)(gTl)(mM)(%)

HUC22- 1 55　　　+　　　　19.8　　　260

Moorella thermoacetica ATCC 39073　　55　　　+　　　　8.5

55　　　　　　　　　16.0

M thermoautotrophica JW 701-3　　　58　　-　　　33.0

M thermoautotrophica ATCC 33924　　55　　+

Acetogenium kivui ATCC 33488　　　55　　-　　　2.7

53.4

0.17　　　56.7

0.06　　　14.6

0.04　　　16.6

0.06　　　　22

0.054　　　12.5

0.07　　　14.5

Ruminococcusproductus ATCC 35244　37　　+　　　5.0　　　222　　0.14　　　54.2

sporomusa termitida DSM 4440　　　30　　+　　　7.8　1001　50.01　24.4"

Acetobacterium woodii NZva16　　　　28　　　-　　　　　　　　　　　　　　0.27J o. 1

28　　　+

A. carbinolicum DSM 2925　　　　　　　28　　　-　　　　　8.0

A. malicum DSM 4132　　　　　　　　　　28

0.42J o. r

o.41　　o.27J o.o9*

0.331　　o.391　　o.07F

0.68　　3.08　　　0.29　　92　　95　　　山s study

1.01

4.11　　　0.41

2.41　　　0.23

2.73　　　　0.26

4.32　　　　0.41　　94

4.83　　　　0.46

o.651　2.58　　　0.25　　　98

0.5　　　.05　　　　0.2

2.7　　　　0.26

4.2　　　　.4

0,675　　3.0　　　　0.29

1.17　　　5.49　　　0.52

60

60

Sf1

24

60

113

97.6　　　　114

115

115

95.6　　　　116

95　　　　　117

Medium composition. td, Doublingtime. -H2 cousumed. Cell yield for H2 [g cell (mol H2) ]. e Cell yield for acetate produced [g cell (mol acetate)" ].

fATP yield for acetate produced [mol ATP (mol acetate)-1], obtained by Fx/p and TATP assumed as 10.5 【g cell (mol ATP)'1] 112). g Electron recovery.

carbon recovery. 'mmol ofH2 consumed. J mg of dry cell. ir皿ol of acetate produced. 0.39 gprotein (mol fb)'1.
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6.3.2.各基質におけるY&旦蛙藍

H,-CO^の他に､アセチル-CoA経路で代謝されると考えられるギ酸､シュウ酸､グリオ

キシル酸､グリコ-ル酸について検討を行った｡各基質を用いて回分培養を行った結果と

それに基づいて算出した�"ATP/Pを表6-1(p.96)に示す｡算出された^ATP/Pを比較するとギ酸

培養がo.49とH.-CO,培養の0.29よりも高い値となり､同じアセチル-CoA経路を通るに

もかかわらず差が見られた｡このことからギ酸培養では､酢酸生産段階以外にもAⅣ生産

段階があることが推察された　Moorella属では､ギ酸の代謝経路については､まだ詳細に

は分かっていないが､同じ嫌気性酢酸生産菌のAcetobacterium属では､アセテル-CoA経路

に入る前に､ギ酸がH2とCO2に分解される段階で､ナトリウムポンプによる膜を介した

Ajm生産と連動していることが提案されている16い12)0 HUC22-1株においてもアセテル

-CoA経路以外に､この段階でÅⅣ生産が行われていることが予想され､その分､ AⅣ生

産量が多くなり､H2-CO2培養よりも高いYjm仲になっているのではないかと考えられた(図

6-3,p.99),

一方､シュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸培養では高いYj耶〝を示し､ H2-CO2培

養､ギ酸培養よりも高い値となった｡シュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸は近い構

造を持つC2化合物であるので､同様な代謝経路によって利用されるのではないかと考えら

れるが､本菌や他の酢酸生産菌においてはその代謝経路は明らかになっていない｡しかし､

非常に高いY,m仲を取ることから､通常のアセチル-CoA経路以外のAⅣ生産段階を有する

代謝経路を持つものと推察された｡

6.3.3.シュウ酸､グリオキシル酸､グリコTル酸培養におけるJLX/S についての 隻

細菌との比較

さらに､ HUC22-1株のシュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸培養の特徴を調べるた

めに､これまでに報告されている他の嫌気性菌との比較を行った｡それぞれの嫌気性菌に

よって生産物が異なることから､比較には消費(分解)した基質Imolに対する菌体収率

を表す】もs [g cell (mol substrate)" ]を用いた.

シュウ酸培養においては､ HUC22-1株とM thermoaceticaATCC 39073がOxalobacter関

連菌と比較して高い�"x/sを示した(表6-4,p.loo)0 Oxalobacter関連菌の代謝産物がギ酸､

co2であることから､仮にHUC22-1株やM. thermoaceticaが同じような代謝経路を持って

いた場合には､アセチルーCoA経路を持つ分､ギ酸とCO2を使って､さらに､ AⅣを生産

することができ､高い菌体収率が得られる可能性がある｡しかし､ HUC22-1株のギ酸培養

の抱>-1.26 (表6-1,p.96)を加えたとしても抱sが4-6倍高くなることは考えにくいため

HUC22-1株がOxalobacter関連菌と近い代謝経路を持つことは考えにくいo

グリオキシル酸培養においては､ HUC22-1株とM. thermoaceticaATCC39073が

syntrophobotulus関連菌と比較して高いYx/sを示した(表6-5, p.1Olj｡ Syntrophobotulus関連

菌の代謝産物は､グリオキシル酸とH2であることから､仮にHUC22-1株や

M. thermoaceticaが同じような代謝経路を持っていた場合には､アセテル-CoA経路を持つ

分､ H2を使って､さらにAⅣを生産することができ､高い菌体収率が得られる可能性が
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ある.また､�"x/sが約2倍高いことを考えてもHUC22-1株がSyntrophobotulus関

連菌と近い代謝経路を持つことが可能ではないかと考えられた｡

グリコ-ル酸培養においては､ HUC22-1株とM. thermoacetica ATCC39073が

Lachnospiraceae sp.とDesulfofustis glycolicusと比較して近い値を示した(表6-6,

p.102)　しかし､ Lachnospiraceae sp.の代謝産物は､酢酸､コハク酸であるこ

とから､ HUC22-1株が同じような代謝経路を持つかどうかは不明である｡一

方､ Desulfofustisglycolicusは硫酸還元菌であり､ HUC22-1株もまた､チオ硫酸
の還元能を持っているが､同様な代謝経路を有することは考えにくい｡しか

し､各段階における酵素系などには共通性がある可能性は考えられる｡

CH ,CO-S-CoA
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図6-3 HUC22-1株の予想されるギ酸の代謝経路におけるATP生産と消費



表6-4　嫌気性細菌におけるシュウ酸培養

Temp　　　ふ一〈 ′山l爪　Oxalate Dry cell　　_〈,4,,^+^x-仇′Nl爪　　V　　　　#e
�"x/s Reference

strain　　　　(-Q Substrate(mM) degraded(mM) (m^}~　producti｡n(mM)
HUC22- 1

M thermoacetica

ATCC 39073

Oxalo b acte r fo rmigen es
strain OxB

Oxalobacter vibrioformis
strain WoOxS

Oxalophagus oxalicus

strain AltOx l

Oxalobacter sp.

strain Ox-8

Unidentified bacterium

strain Sox-4

55　　　Oxalate(19.1) 19.1

55　　　Oxalate (15)　14.4

3 7　　　Oxalate (90)

30-32　Oxalate(20)　10.2-

Acetate (3)

28-30　Oxalate(20)　10.4c

Acetate (3)

20-25　　Oxalate (40)

Acetate (1)

20-25　　Oxalate (40)

Acetate (1)

1 10　　　　Acetate (4.2)　　　5.64

CO2

86　　　　　T山s study

7 1　　　　Acetate (3.8)　　　4.9　　　106

CO2

Formate

13. r Formate (9.2)e

13.9d Formate (9. 1)e

Formate

CO2

Formate

CO2

1.1

1.28　　　104

1.42　　　　98

0.08

118

119, 120

121

121

122

Cell yield for oxalate degraded [g cell (mol oxalate)" Electron recovery.　mmol ofoxalate degraded. mg ofdrycell.　mmol of product.

100



表6-5　嫌気性細菌におけるグリオキシル酸培養
c..TempInitialglyoxylateGly｡xylateDrycell,
st--m(<c)(mM)degraded(mM)(mgl-1)Production(-M)7x,s畏

(-c) (mM)かJ〉LLJ▲… degraded(mM) (mgl-1)　Pr｡duction(mM) 7-　　　　Reference

HUC22- 1 55　　　17.9

Moorella thermoacetica　　5 5　　　1 0

ÅTCC 39073

Syntrophobotulus　　　　3 0

glycolicus DSM %27 1

30　　　　7

Umdenti丘ed bacterium　　　2 8　　　1 0

st血Per Glyoxl

162c

382-

o.93c

1.75c

o.92d

Acetate (5.8)

Acetate (3.6)

Glycolate (0.3)

Glycolate (70)e

H2 (29)e

1 1.7　　91　　　This study

12.0　　　89　　　　　　123

5.7　　　　98　　　　　　124

αycolate(154)e　4.6　　　84　　　　124

H2 (38)牀

Glycolate (140)e 1.8　　103　　　　125

H2 (547)e

Cell yield for glyoxylate degraded [g cell (mol glyoxylate) ].　Electron recovery. c /z mol ofglyoxylate degraded.　mg of dry cell.

jj. mol of product.
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表6-6　嫌気性細菌におけるグリコ-ル酸培養

TempGlyc｡lateDrycellaR｡Re
substrate(mM),-'--/---a

(-c)degraded(mM)(mgl-1)

J-CMllJJVJXJ'V/V^J.U.I.-1-fl.J^--iJ.-V｣J.vgstrain-.Substrate(mM)Producti｡n(mM)7x/s-/x'x-/xReference

HUC22- 1 55　　　Glycolate(17.5) 17.5

Moorella thermoacetica　　5 5　　　Glycolate ( 1 0)　9. 3

ATCC 39073

Lachnospimceae sp.　　3 0

DSM 11261

30

10.2

19.2

Desulfofustis glycolicus　　28　　Glycolate (9.65)　212"

Na2SO4 (20)

120

46.8

44.4

80.7

0.98｣

Acetate (ll. 1)

Acetate (6.5)

Acetate (1.6)

Succinate (3.3)

Acetate (2.5)

Succmate (5.9)

7.02

5.03

4.35　　105

4.20　　99

H2S (128)'　　　4.62

85　　T山s study

93　　　　　123

126

126

92　　　　　127

Cell yield for glycolate degraded [g cell (mol glycolate) ]. Carbon recovery. - Electron recovery. // mol ofglycolate degraded.

mg of dry cell.  /x mol ofH2S.
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6.3.4. HUC22-1株におけをシュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸の代謝経路の

進呈

HUC22-1株のシュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸培養の結果から算出した

‰p/pによって､通常のアセテル-CoA経路以外にArP生産段階が存在することが推

察された｡我々が調べた範囲では､既存の嫌気性細菌で報告されている代謝経路は4

つ存在した(図6-4,p.104),そこで､ここでは､その4つの経路の中でHUC22-1株

のYjm仲を満たす経路が存在するかについて考察を行った.まず､ c経路はシュウ酸

資化性菌oxalobacter関連菌などで提案されている経路であるが128),129)( ATPを消費

する経路であることからHUC22-1株における高い　ATP/Pは説明できないため不適当

であると考えられた.次に､グリオキシル酸資化性菌syntj'ophobotulus関連菌などで

提案されているD経路は130)､直接AⅣを生産できる経路があることからHUC22-1

株の高い　ATP/Pを説明できるのではないかと考えられた.さらに､ 6.3.3.(p.98)で偲の

嫌気性細菌と�"x/sを比較した結果では､ Syntrophobotulus関連菌の代謝経路(D経路)

を持つ可能性が高いことを推察している｡以上のことからHUC22-1株がD経路を持

っている可能性が示唆された｡

シュウ酸については､ D経路を適用する場合､シュウ酸からグリオキシル酸に変

換される必要がある｡しかし､嫌気性細菌では直接シュウ酸をグリオキシル酸に変

換する経路の存在は報告されていないことから､ OxalyトCoAを介する経路の利用が

考えられる｡しかし､この経路において､ OxalyトCoAからグリオキシル酸に変換す

る反応ではOxalyトCoA側に偏っているという問題が挙げられる｡そのため､シュウ

酸は､シュウ酸資化性菌oxalobacter関連菌で提案されているAかBの経路によっ

て代謝される可能性も考えられる｡ A､ B経路は､直接ArPを生産する段階を有し

ていないが､プロトンポンプ､または､シュウ酸･ギ酸アンチボーターを介したArP

生産と連動することが提案されている｡しかし､ HUC22-1株の高い　ATP/Pが説明でき

る程度のArP生産が可能かどうかについては不明である｡

グリコ-ル酸に関しては､グリコ-ル酸からグリオキシル酸を介してD経路で代

謝されることが報告されている131)しかし､グリコ-ル酸からグリオキシル酸を介

さない経路については､これまで報告されていない｡また､グリコ-ル酸から直接､

シュウ酸に変換する経路の存在についても報告されていない｡このことからグリコ

-ル酸はグリオキシル酸を介してD経路､あるいは､グリオキシル酸とoxalyl-CoA

を介して､ A､ B経路によって代謝されることが考えられる｡しかし､グリコ-ル酸

からグリオキシル酸への反応は､グリコ-ル酸生産側に偏っているので反応しにく

いことが問題として考えられる｡しかし､このことは､ HUC22-1株のグリコ-ル酸

培養において､菌体が増殖しにくいことや非常に長いラグ時間を必要とすることと

一致していると考えられる｡
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図6-4　既存の嫌気性細菌におけるシュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸

の代謝経路(A)-(D)
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6.3.5. ㌔ HUC22-1株において推定されるグリオキシル酸代謝経路のYjm仲 について

以上のことからHUC22-1株において､特に､グリオキシル酸に関しては､ D経路

によって代謝される可能性が考えられる｡そこで､グリオキシル酸がD経路によっ

て代謝され､さらに生産されるH2とCO2がアセチル-CoA経路で利用される場合を

シミュレーションするとyArP/p=2.29という値が得られた(図6-5,p.107),これは､

表6-1(p.96)で算出したIW-2.44と非常に近い値となり､この仮説を裏付ける結果

となった｡次に､標準状態における反応の自由エネルギー変化△GO'の面から考察し

た｡グリオキシル酸から酢酸が生産される反応は次式6-2で表され､酢酸生産に進

む反応である｡

2C2HO3~ + 2H2O -> CH3COO~ + 2HCO3~ + H+　　　(6-2)

[△G-'- -172 kJ (reaction)'1]

次に､この反応をグリオキシル酸からH2､ CO2が生産される反応とH2､ CO2から酢

酸が生産される反応に分けて算出すると､それぞれ､次式6-3,6-4のようになる｡

2C2HO3- +6H20 -> 4HCO3~ +4H2+2H+ [AG-'- -67kJ(reaction)-1] (6-3)

2HCOr + 4H,+ H+ - CH.COCT +4H.O　　△G-'= -105 kJ (reaction)'1] (6-4)

図6-5(p.107)では､グリオキシル酸からH2､ CO2が生産される段階では､ 2molグリ

オキシル酸から2molATPが生産される　ATPが加水分解される時の△G-'-31.8kJ

(molATP)-1108)を元に､この段階の△G-'- -67kJ(reaction)"からできるATP量を計

算すると2.1molATPとなり､ ZmolATP生産が可能であることが裏付けられた｡

一方､シュウ酸からグリオキシル酸への反応は､そのままでは､次式6-5のよう

に2molシュウ酸から1molグリオキシル酸に変換され､ △G-'-+ 17kJ(reaction)'

とわずかに正の値となる｡

2C2O42-+H20+ H+ - C2HO3~+2HCO3~ [△G '-+17kJ(reaction)~1 (6-5)

しかし､ OxalyトCoAを介し､また､ NAD(P)Hが反応に関与することによって1mol

シュウ酸から1molグリオキシル酸への反応が進むものと考えられる｡表6-1(p.91)

で算出したシュウ酸の^AiT/p-2.58とグリオキシル酸の}W=2.44がほぼ同じ値をと

ることからも､この反応はArPを消費せずに反応が進むものと考えられる｡

グリコ-ル酸からグリオキシル酸への反応は､ NAD(P)Hが関与する次式6-6が挙

げられるが､そのままでは､ △GO'が高い正の値をとり､反応が進みにくいと考えら

れる.そのため､この卓那皆でAⅣを消費して反応を進めているものと考えられる.

105



このことは､表6-1(p.96)で算出したグリコ-ル酸のIATP/P-1-05がグリオキシル酸の

}Arp/p=2.44より小さい値となっている要因として考えられる｡

c2H3O3~+ NAD(P)+ → C.HO,~+ NAD(P)H + H+ [△G-'- +84 kJ (reaction)'】 (6-6)

D経路の中間産物であるLJ)ンゴ酸に関しては､中温性酢酸生産菌Acetobacterium

malicumにおいて資化できることが報告されている132)しかし､ Moorella属におい

てはこれまでに報告されていない｡そこで､ HUC22-1株においてDしリンゴ酸ナト

リウムを基質として検討を行ったところ､資化できることが確認された(表1-7,p.28;

表6-1,p. 96),回分培養より得られた�"P/Sは1.44となり､ Acetobacteriummalicumに

おいて報告されている化学量論式から導き出されるFp/s=l-5とほぼ一致した.以上の

リンゴ酸資化性の結果からは､ HUC22-1株におけるD経路の存在が裏付けられた｡

また､ Moorella属におけるC.化合物であるリンゴ酸の利用を初めて確認できた｡

一方､ D経路に必要な酵素系､ MalyトCoAsynthetase (EC, 6.2.1.9)やMalyトCoAlyase

(EC, 4.1.3.24)､ Malic enzyme (EC, 1.1.1.38)について､ HUC22-1株の近縁種M･

thermoaceticaATCC 39037で公開されているゲノムデータベース(3.3.4.,p.55)から

アミノ酸レベルでのホモロジー検索を行ったところ､これらの酵素をコードすると

推定される遺伝子の存在が確認された(表6-7,p.108),これらの遺伝子はゲノム上

で隣り合って同じ方向に並んでおり､オベロンを形成している可能性も考えられ､

大変興味深い｡以上は､仮説の段階であり､今後､鍵酵素の活性を確認するなどの

検討が必要である｡

第4節　要約

本章では､ H2-CO2の他にアセチル-CoA経路で代謝されると考えられるギ酸､シュ

ウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸についてエネルギー代謝面から比較を行った｡

各基質で回分培養を行い､菌体増殖からArP生産量を推測し､酢酸生産1 molに対

するATP生産収率yxTP/Pを算出した｡その結果､ H2-CO2培養よりもギ酸培養の方が

高かったことから､ギ酸培養では酢酸生産段階以外のÅⅣ生産段階が想定された｡

Moorella属におけるギ酸の代謝経路については詳細には分かっていないが､

Acetobacterium属で提案されているようにギ酸からH2､ CO2への分解段階でArPが

生産されている可能性が考えられた｡

一方､シュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸については､ギ酸よりも高い値

となった｡これらの基質についての代謝経路はまだよく分かっていないが､通常の

アセテル-CoA経路以外のATP生産段階が存在することが推定された.そこで､既存

の嫌気性細菌で報告されている代謝経路からHUC22-1株に適合するものを検索した

結果､グリオキシル酸に関して､算出した‰叩に見合うArP生産が可能な代謝経

路を見出した｡
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Estimated n℃tabohc pathway

⊥
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A G-'=-105kJ (reaction)-
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図6-5　HUC22-1株において推定されるシュウ酸､グリオキシル酸､グリコ-ル酸の代謝経路
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表6-7　M. thermoaceticaATCC39073のゲノムデータベースにおいて予想される

グリオキシル酸代謝経路の関連遺伝子

Enzyme Gene number Reference gene (AAblast research)

MalyトCoA synthetase Contig 306

β chain?　　　　　　Gene 2227

MalyトCoA synthetase Contig 306

α　chain?　　　　　　　　Gene 2229

Malyl-CoA lyase?　　　Contig 306

Gene 2230

Malic enzyme?　　　　Contig 306

Gene 2231

MalyトCoAsynthetase β chain (EC, 6.2.1.9)

[Methylobac terium extorquents]

MalyトCoAsynthetase　α chain (EC, 6.2.1.9)

[Methylobac terium extorquen ts]

Malyl-CoA lyase (EC, 4.1.3.24)

[Methylobac terium extorquents]

Malic enzyme (EC, 1.1.1.38)

[Clostridium tetani]

The DOE Joint Genome Institute, USA (JGI, http:〟www.jgi.doe.gov/mdex.html)

のデータベースより検索.

<使用記号一覧>

△G-'標準自由エネルギー変化【kJ(mol)'1]

td:世代時間(h)

Rc:炭素基準による基質の回収率(%)

Re:有効電子基準による基質の回収率(%)

y>ATPATP基準の増殖収率[gcell(molATP)~1]

�"ATP/P代謝産物に対するATP収率[molATP(molproduct)"1]

㌦｡:有効電子基準の増殖収率【gcell(ave)~】

�"P/S:基質に対する生産物収率【molproduct(molsubstrate)"】

�"X/P代謝産物に対する増殖収率[gcell(molproduct)"]

-x/s基質消費に対する増殖収率[gcell(molsubstrate)"
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第7章　エタノール高生産株の作製

第1節　緒言

第5章では､培養pHを中心とした培養条件の検討によるエタノール及び酢酸の高

生産化を試みた｡しかし､エタノール生産に関しては､低い生産量に留まる結果と

なった｡そのため､本菌のエタノール生産をさらに増加させるため,本菌の代謝経

路自体を改変させる必要があると考えられた｡そこで､本章では､土タノールを高

生産する変異株の作製を試みた｡

変異手法としては､物理的変異源や化学的変異源を用いて突然変異を誘発する方

法と遺伝子工学的手法を用いた方法が挙げられた｡物理的変異源としては､ Ⅹ線や

紫外線があり,化学的変異源としては､ Ethylmethansulfonate (EMS),

Af-methyl,�"AP-nitro-AT-nitrosoguanidine (NTG)､亜硝酸､アクリジン系色素などが用いら

れている133), 134)遺伝子工学的手法は､本菌の遺伝子情報がほとんど分かっていな

かったこと(2002年当時)や遺伝子導入系が整備されていなかったこと､遺伝子組

換え微生物を産業利用するのが困難であったことから､本研究では化学変異剤を用

いた方法を選択した.化学変異剤の中で多くの使用例が報告され,M. thermoacetica '

においても使用実績があるNTGを使用した｡

変異株のスクリーニング法については,寒天プレート培地やRoll-山be上でコロニ

ーを形成させ,生産されたエタノール､または､アセトアルデヒドを直接検出する

方法が最も適していると考えられた｡そこで､次の3つ方法を検討した｡

(l) Nitro blue tetrazolium (NET)紘

(2)硝酸セリウム･アンモニウム法

(3) Aldehyde in血cator plate

また､本菌の予想される代謝経路では､アセチル　CoAからアセトアルデヒドを

経てエタノールを生産する経路と酢酸を生産する経路に枝分かれしている｡仮に､

変異によってエタノール生産が増加した場合には､酢酸生産が低下して､エタノー

ル生産側に代謝がシフトしている可能性が考えられる｡つまり､酢酸低生産株を取

得できれば､その中にエタノール高生産株が存在する可能性が考えられる｡そこで､

次の3つの酢酸低生産株の選別方法についても検討を行った｡

(4) Bromocresol p叩Ie (BCP)による判定

(5) CaCO3による判定

(6)フルオロ酢酸耐性

さらに､エタノール耐性株においてもエタノール代謝経路に変異が起きている例

が報告されている｡例えば､ T. ethanolicusのエタノール耐性株では､外部エタノール

の取り込みにおいて機能すると考えられるPrimary alcohol dehydrogenaseの酵素活性

の欠失が報告されている97)また, C. thermocellumのエタノール耐性株では,エタ
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ノール生産の増加と酢酸生産の低下が確認されている136), 137)｡そこで､本研究にお

いてもエタノール耐性株の取得を試みた｡

(7)エタノール耐性

第2節　方法

7.2.1. NTG処理及び変異株の単離

NTGの作用機構はよく解明されていないが､ジアゾメタンの生成に起因すると共

に､細胞内のDNA合成系に直接働いて変異を誘発すると考えられているoしたがっ

てDNAの複製系が停止するような極端な飢餓状態で変異を行うのは適していない

138)そのため､ NTG処理bu飴r (Washbuffer)としては､ Yeastextractを含まない基

本培地(ATCC 1754 PETC medium改変,還元剤Cysteine-HCl soln., Ti(n) citrate soln.

を含む)を用い､ NTG処理温度を55℃に設定して行ったNTG処理についての詳細

は文献を参照した139), 140)

フルクトレスを基質として､ 1.2.2. (p.16)に従って対数増殖期まで培養した.以下

の操作は可能な限りクリーンベンチ内､フィルターを通したN2下で行った｡培養液

5mlを15mlの遠沈管に移し､ 3000rpmで10分間遠心した｡上清を捨てて､沈殿を

4mlのWashbu飴rに懸濁し､再び3000rpmで10分間遠心を行ったo　この洗浄操作

を計2回線り返し,最終的に沈殿した菌体を1.9mlのWashbufferに懸濁した｡この

懸濁液を予めN2で置換し,オートクレーブで滅菌しておいた5mlのバイアルピンに

移し, N2で置換後にプチルゴム栓とアルミシールで封をした｡ 7.3.1. (p.114)で決定

した条件に従い0.005 gml'1NTGsoln. (inWashbuffer) 0.1 mlを添加した【最終濃度

250 〝g(ml)'】｡静置で55℃､ 1時間保温して反応後, NTG処理した2mlを1mlず

つ2mlのマイクロチューブ2本に移した｡それぞれ､ 6000rpmで5分間遠心後､上

清を捨て､沈殿をI mlのWash bufferで懸濁した｡再び遠心してWash bufferで懸濁

する洗浄操作を2-3回線り返し､最終的に2mlのWashbufferに懸濁したものをNTG

処理菌液とした　30 mlの加圧培養試験管【基本培地5 ml,フルクトレス基質, (三

細工業) 】にNTG処理菌液o.lmlずつ加え, 55℃で一晩培養を行った(変異固定培

義)｡変異剤処理後､突然変異が表現されるまでには､分離遅延と表現遅延の現象が

あるため､適当に世代増殖させる変異固定培養が必要となる138)また､各試験管か

らは1つの表現型に対して1個のコロニーをとるようにし､変異株の重複を防ぐよ

うにする｡そのため､できる限り多くの試験管に分けて植菌するようにした｡一晩

培養した培養液o.lmlをRoll-tube(1.2.3.,p.17)に植菌して､スクリーニングを行い,

コロニーを単離した｡フルオロ酢酸耐性でスクリーニングを行う場合は,培養液を

そのまま植菌した｡一方､ BCPのみでスクリーニングを行う場合は､ Washbufferで

104､ 105､ 106倍に希釈して､それぞれを植菌してRoll-tubeを作製した｡ 3-14日間培

養後､形成されたコロニーを単離した(1.2.3.,p.17),単離したコロニーを30mlの加
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圧培養試験管(基本培地5ml､ H2-CO2基質､または､フルクトレス基質)に植菌し

て､培養後の生産物をHPLC (1.2.8., p.19)にて評価した(1回目の培養)｡さらに､

必要に応じて､継代培養を行い､変異株を評価した｡

7.2.2･ Nitro blue tetrazolium即BT)塗

Nitro bluetetrazolium (Sigma)を始め､様々なテトラゾリウム塩は､ ADHやLactate

dehydrogenaseなどの脱水素酵素の活性測定やタンパク質泳動ゲルの活性染色に利用

されている141), 142), 143)その反応を図7-1に示す　NADHを補酵素とするADHを例

にとると,エタノールからアセトアルデヒドに酸化される時にNAD+がNADHに還

元される｡還元されたNADHがテトラゾリウムを還元し､自らはNAD+に酸化され

る｡還元されたテトラゾリウムが色の変化を起こすことによってADH活性を検出で

きる｡ NBTは無色から青色､または,紫色に変化する｡この方法は､非常に感度の

高い方法で､ ADHが存在すれば,微量なエタノールを検出することができると考え

られる｡

Ethanol Acetaldehyde

-二-<二
NAD+　　　　　　NADH +打

図7-1 NET法の反応概略

7.2.3.硝酸セリウム･アンモニウム法

硝酸セリウム･アンモニウムはアルコール類と反応して赤色の錯アニオンを生成

することから,この呈色反応を利用してアルコール類の検出を行うことができる(式

7-1),硝酸セリウム･アンモニウム【恥)2Ce(NO3)6]400gを2M硝酸1Lに溶解した

ものを反応液とした｡反応液500〃1に対して試料液を数滴-200〟1を加え､色の変

化を観察した｡アルコールが存在する場合,黄色から褐色に変化する｡この方法は,

液体培地で培養した菌液の上清を用いて行った｡
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7.2.4. Aldehyde indicator plate

Aldehyde indicator plateは､ Schiff試薬(/7-RosanilineとBisulfiteの混合物)がアル

デヒドを検出することを利用している144)但し,糖タンパク質などにも反応するこ

とがある｡方法としては､ p-Rosaniline soln. [12.5 mg (ml) in lOO%Ethanol (片山化

学工業) 】 o.4 ml､ Sodium bisulfite soln. 【250 mg (ml)~1 in MilliQ water (片山化学工業) 】

0.2 mlをRoll-tube (20 ml, 1.2.3., p.17)に加えて通常通りに培養を行った｡エタノール

の前物質であるアセトアルデヒドが存在すれば､培地が無色から赤色に変化する｡

7.2.5.フルオロ酢酸耐性

フルオロ酢酸は､酢酸の取り込み経路が存在する場合に､ Acetate kinase,

Phosphotransacetylaseによって取り込まれ､毒性のあるフルオロアセチル{oAやフル

オロクエン酸に変換されて細胞を死滅させる(図7-2,p.113)｡そのため､フルオロ酢

酸に耐性を持つ微生物では､その原因の一つとして酢酸生産･取り込み経路､つま

り､ Acetate kinaseやphospotransacetylase活性の低下や欠損が起きていることが考え

られる.表7-1 (p.113)に他の菌におけるフルオロ酢酸耐性株の報告例を挙げる｡ T

thermosaccharolyticumのフルオロ酢酸耐性株では,酢酸生産が野生株の約4分の1に､

エタノール生産が2倍に変化したことが報告されているoまた, K coliのフルオロ酢

酸耐性株ではAcetate kinase､ Phosphotransacetylaseの酵素活性の欠失が確認されてい

る｡このようなことから本菌においても酢酸低生産株取得のスクリーニング法とし

てフルオロ酢酸耐性株の取得が有効であると考えられた｡そこで,本研究では､完

全に菌が死滅する濃度のフルオロ酢酸(Merck)を培地に直接添加してRoll-tubeを

作製し,形成されたコロニーの単離を試みた｡尚,フルオロ酢酸は,フィルター滅

菌ができなかったことからN2置換してオートクレーブ滅菌したRO水にフルオロ酢

酸の粉末を溶解させた濃厚液を作製して用いた｡
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F-acetic acid

図7-2　フルオロ酢酸の代謝

表7-1他の細菌におけるフルオロ酢酸耐性株

Flu｡roacetate
strainSubstrateProductsandenzymesReferences
(mM)

Thermoanaerobacterium Cellobiose　30

th e rm osaccharo lyticu m

ATCC 7956

E. coli K12 Pyruvate 10 or 50

or prolme

Klebsiella aerogenes Lactate　　5 0

strain 1033

Acetate ( X l/4)a

Lactate ( X l)3

E血anol ( × 2)a

A acetate kinase

activity

A phosphotransacetylase

activity

‖EE

a野生株と比較した生産量. b酵素活性の欠失.
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第3節　結果及び考察

7.3.1. NTG変異条件の検討

変異剤の濃度､処理時間は,一般的に生存率によって決定されるoそれは､生存

率と変異の顔度の関係による｡例えば､大腸菌において､ 50%の生存率になるように

NTG処理を行った場合､ o.3%の頻度で､ある変異が生ずるという報告がある138)｡一

般的に､生存率が10%以下になるような条件でNTG処理を行うことから次のように

検討を行った｡尚､処理温度を55℃とし静置で行った｡

7.2.1. (p.110)に従い0, 150､ 200､ 250､ 300､ 400/zg (ml)-1の各NTG濃度で30分

間処理を行い､ Roll-tubeでコロニーを形成させて菌数を測定した(図7-3,p.115)そ

して､ NTG無添加の時の菌数を生存率100%として,それぞれの濃度における生存

率を算出した｡その結果､ 250〟g (ml)-で3.3%と10%以下の生存率を示した｡ 300､

400〟g (ml)｣では､ 1%以下の生存率となり､これらの濃度では得られる変異株の数

が少なくなると考え､ 250oWを用いることにしたo次に､ NTGの濃度250^g

(ml)'の条件で､ 0､ 5､ 15､ 30､ 60､ 120分間の処理を行い､同様に生存率を調べた

(図7-4, p.115)｡その結果, 15分間で6.1%と10%以下の生存率を示した｡しかし､

60分間で3.6%と生存率がやや下がったことから処理の確実性を上げるため15分間

ではなく､ 60分間を以降の実験に用いた｡
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図7-3　NTG処理濃度の検討

0　　　20　　40　　60　　80　100　120

T血e (min)

図7-4　NTG処理時間の検討
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7.3.2､.エタノール高生産株のスクリ-ニ‡ング法の検討

(1) Nitro blue tetrazolium法の検討

Bo血erらの検討にあったIndicator plateのNBT濃度o.oo25%を基本として考えた

148) o.5%溶液をRoll-tube (20ml)に50､ 100､ 250､ 500､ 1000/zlを添加した.その

結果､ 250〟1から添加しただけで､無色から紫色に変化した｡ 50､ 100〟1でもやや

色の変化が見られた｡この原因は､培地の還元剤による影響を受け,既に還元反応

が起きている可能性が考えられた｡そのため､この方法は利用できないと判断した｡

(2)硝酸セリウム･アンモニウム法の検討

3-100%のエタノール溶液を20-200〝1用のピペットマンで1清から数滴加えた場

合, 500〃1の反応液は褐色に変化し､エタノールが検出された｡さらに､ 1%では､

10滴加えた場合に検出された｡しかし､ 0.5%以下では100〟1以上加えてもエタノー

ルは検出されなかった｡このことから約1% (200 mM)までは判定可能であることが

分かった｡しかし,実際に想定されるエタノール濃度は50mMを超えることはない

と考えられたので､この試験法の感度では難しいことが分かった｡実際､培養液の

上清とそれに25mMのエタノールを加えた試料をそれぞれ試験したが､エタノール

は検出されなかった｡そのため､この方法は利用できないと判断した0

(3) Aldehyde in血cator plateの検討

p-Rosamhne soln. 0.4 ml､ Sodium bisulfite soln. 0･2 mlを加えてRoll-tube (1.2.3., p.17)

を作製し､基質H2-CO2､フルクト-ス､ピルビン酸について検討を行った｡その結

果､ピルビン酸は,培養前に呈色し､使用できないことが分かった｡また,フルク

トレスも弱い呈色を示す場合があったo　さらに､ H2-CO2培養､フルクトレス培養共

に､無添加区と比べてコロニーの形成が遅く,数も少なかったことからこの方法は,

菌の増殖-の影響があると考えられた｡そのため､この方法は利用できないと判断

した｡

7.3.3.酢酸低生産株のスクリーニング法の検討

(1) BCPの検討

pH指示薬であるBCPはpH5.2-6.8で紫色を示し､ pH5.2以下では黄色を示す｡

このBCpは乳製品検査における乳酸菌の簡易測定用培地の成分として用いられてい

る149)その際に用いられるBCP加プレートカウント寒天培地のBCP濃度o.o6 g r

を参考に､ Roll-tube (1.2.3.,p.17)を作製して検討を行った.目的とする変異株は､

酸生産の低い株であることから紫色のまま変化しないコロニーを単離することにな

るoしかし, 0.06gl'の濃度では､紫色が強く､コロニーが見にくかったことから濃
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度o.o4gI-1まで落としてスクリーニングに用いることした｡野生株では､酢
酸生産に伴いコロニーと周辺の培地が紫色から黄色に変化することが確認さ
れた｡また､この濃度では､無漆加区と比べて､コロニー形成に差が見られ
なかったことからスクリーニングに使用できると判断した｡

(2) CaCO3の検討

CaCO3についても乳酸菌用の培地成分として用いられている149),培地に涼

加したCaCO3はpH中性では不溶性を示し､沈殿して培地全体が白濁してい

る｡しかし､生産された酸によってCaCO3が可溶化し､コロニー周辺培地が
白濁から透明に変化する｡これはクリアゾーンと呼ばれ､酸生産能を判定す
ることができる｡そこで､乳酸菌で用いられているGW白亜寒天培地の

CaCO3濃度5gHを参考にRoll-tubeを作製し､コロニーの形成を調べた.その結
果､野性株では､クリアゾーンの形成が見られ､うまく機能することが分
かった｡目的とする変異株は､酸生産の低い株であることからクリアゾーン
を作らないコロニーを単離することになる｡しかし､ HUC22-1株のコロニー

は白色で､ CaCO3の白濁の中では､コロニーが見にくいことから本方法は

BCPを用いた方法と比べて不適当であると判断した｡

(3)フルオロ酢酸の検討
フルオロ酢酸を濃度o､ 2､ 5､ 10､ 20､ 30､ 40mMで漆加したRoll-tube

(1.2.3.,p.17)を作製した｡フルオロ酢酸無添加区では55-Cで4日間培養､フ
ルオロ酢酸添加区では7日間の培養を行った｡培養後､菌数を測定し､フルオ

ロ酢酸無添加区の菌数を生存率100%として､それぞれの濃度における生存率

を算出した(図7-5)　その結果､ 10mMで生存率がほぼ10%!こなった. 20
mM以上では､コロニー形成が見られなかった｡耐性株の取得には､完全に

生育できないフルオロ酢酸の濃度が必要であるため､ 20mMより高い30mM
を選択し､阻害効果の確実性を上げてスクリーニングに用いることにした｡
30mMの濃度は､他の菌で使用されているフルオロ酢酸濃度の範囲10-50mM

(表7-l,p.113)を考えても妥当であると考えられた｡
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図7-5　フルオロ酢酸処理濃度の検討
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L3.4. BCP陰性株の単離及び評価

酸生産によってBCPの色が変化した株を陽性株とし､色の変化がなかった株を陰

性株として､本実験ではBCP陰性株の取得を試みた｡最終的にBCP陰性株185株を

単離した｡これらの株をH2-CO2基質､または､フルクトレス基質においてそれぞれ

回分培養を行い､生産物を検討したBCP陰性株では, 1回目(7.2.1.,p.110)のH2-CO2

回分培養においてエタノール生産が2 mM以上の株が､ 185株中l株得られた(表

7-2,p.119)｡また､野生株のエタノール生産量と同じ0-2mMの株は､ 161株であり,

単離株の大半が野生株と変わらない結果であった｡さらに､エタノ⊥ルが検出され

なかった株が21株あった｡エタノールが生産されなかった原因についての詳細は不

明である｡エタノール生産が高かった1株を継代して回分培養を行った｡しかし､

継代後のエタノール生産は野生株と変わらない量であったことから､この株のエタ

ノール高生産は一過性だったと考えられた｡一方, l回目のフルクトレス培養でも､

エタノール生産が1mM以上の株が1株得られた(H2-CO2培養とは別の株)｡しかし､

その株のエタノール生産量は､ H2-CO2培養と同様に一過性であった｡結局,ほとん

どの株が､野生株と同じ性質を示す結果となった｡

酢酸生産については､酢酸生産が低くなっていると判断される30mM以下の株が,

H2-CO2培養では､ 185株中18株,フルクトトス培養では13株となり,ほとんど目

的のものが得られていない結果となった(表7-3,p.120)｡また､エタノール生産が高

かった2株についての酢酸生産量は野生株と変わらない結果であった｡スクリーニ

ング条件の検討では､ BCPはコロニーが形成される数については影響しないと判断

された(7.3.3.,p.115)｡しかし､実際スクリーニングにを行っている際には,コロニ

ーの大きさが野生株より小さい状態で留まっている場合が見られ,生育に影響を与

えていることが考えられたoさらに､液体培地の回分培養においてもOD66｡が低い場

合が多かったことから生育-の影響が考えられた｡そのため､菌の増殖が不十分で､

酸をあまり生産していない段階のコロニーを変異株として単離した場合が多かった

のではないかと考えられた｡また､この方法はコロニーが集中している箇所では､

周辺のコロニーから影響を受けて,判定が難しいという欠点も見られた｡そこで,

変異株単離期間の途中で, BCP陰性株の単離よりもフルオロ酢酸耐性株の単離に絞

って検討を続けた｡

1呈･_5･フルオロ酢酸耐性株の単離及び評価

最終的にフルオロ酢酸耐性株603株を単離した.これらの株をH2-CO2基質､また

は､フルクトレス基質において回分培養を行い,生産物を検討した｡まず,フルオ

ロ酢酸耐性株については､コロニー単離直後のH2-CO2培養においてエタノール生産

が2mM以上の株が603株中5株得られた(表7-2,p.119)｡また､野生株のエタノー

ル生産量と同じ0-2mMの株は497株であり､単離株の大半が野生株と変わらない

結果であった｡さらに､エタノールが検出されなかった株が101株あった｡エタノ
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ールを生産しなかった原因についての詳細は不明である｡エタノール生産が高かっ

た5株を継代して回分培養を行った.しかし､継代後のエタノーノレ生産は0-2 mM

であり､野生株と変わらなかったことから､これらの株のエタノール高生産は一過

性であったと考えられた｡

一方, l回目のフルクトレス培養でも､エタノール生産が1mM以上の株が4株得

られたoしかし､ H2-CO2培養と同様に継代後に生産量を維持するものは得られなか

ったo尚, H2-CO2培養とフルクトレス培養の両方でエタノール生産が高かった株は
得られなかった｡

変異株の酢酸生産については､酢酸生産が低いと判断される30 mM以下の株が,

H2-CO2培養では603株中28株､フルクトレス培養では10株であり､ほとんど目的

のものが得られていない結果となった(表7-3,p.120)｡この原因の一つとしては､フ

ルオロ酢酸耐性の変異が酢酸生産･取り込み経路とは関係のない変化であったこと

が考えられた｡例えば,代謝産物フルオロアセチル-CoAやフルオロクエン酸に対す

る何らかの抵抗性を持つことが挙げられる.もう一つは､元々本菌のフルオロ酢酸

による毒性が酢酸生産･取り込み経路によらないメカニズムであったことも考えら

れる｡例えば､細胞膜などに直接作用して毒性を示すことが挙げられる｡これら場

合では､変異株の酢酸生産量には影響しないと考えられる｡

表7-2　酢酸低生産株として単離した788株のエタノール生産

Mutant s ub strate Ethanol production Isolates

BCp

(185 isolates)

H2-CO2　　　N.D.

0-2 mM

2mM<

Fructose N.D.

0-l mM

lmM<

Fluoroacetate-resistant H2-CO2　　　N. D.

(603 isolates) 0-2 mM

2mM<

Fructose N.D.

0-l mM

lmM<
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コロニー単離後に各基質を含む液体培地で 1回目の回分培養を行った結果.

エタノール生産量2 mM (托-CO2)､ 1 mM (Fructose)を基準に分類.

N.D∴ not detected.
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表7-3　酢酸低生産株として単離した788株の酢酸生産

Mutant Substrate Acetate production Isolates

BCP

(185 isolates)

H2-CO2　　　　< 30 mM

30mM<

Fructose　　　　< 30 mM

30mM<

Fluoroacetate-resistant H2-CO2　　　　< 3 0 mM

(603 isolates)　　　　　　　　　　　　30 mM <

Fructose　　　　< 30 mM

30mM<

コロニー単離後に各基質を含む液体培地で1回目の回分培養を行った結果.

酢酸生産量30 mMを基準に分類.

7.3.6.エタノール耐性株の単離及び評価(フルクトレス基質)

4.3.3. (p.67)で本菌は,フルクトレス培養においてエタノール濃度5% (v/v)まで生

育可能であることを報告した｡そこで､終濃度が6%､ 7%(〟Ⅴ)になるようエタノー

ルを添加し､フルクトレスを基質としてRolト山be (1.2.3.,p.17)を作製し､エタノー

ル耐性株の取得を試みた｡最終的に,エタノール濃度6% (v/v)まで生育可能な株が

8株得られた｡しかし､培養時間は10-14日間と通常の3-4倍の時間を必要としたo

これらのエタノール耐性株についてエタノール生産能をH2-CO2基質､フルクトレス

基質を用いた回分培養で比較した｡その結果､野生株と変わらないエタノール生産

量であった｡この原因としては､変異株がエタノール無添加の状態におかれた場合

に､変異が復帰したことが考えられた｡しかし､再び6%(v/v)のエタノールを添加

した培地に継代しても生育できたことから,変異は維持されていると考えられた｡

そのため､これらの株では､エタノール生産･取り込み経路の酵素系以外で変異が

起きていると考えられた｡

さらに､エタノール濃度7%(v/v)以上で生育する株は取得できなかった｡また､

6% (v/v)で単離できた8株をエタノール濃度7% (v/v)の培地に継代培養を行ったが､

生育は見られなかった｡

以上7.3.4. (p.118)､7.3.5. (p.118)､7.3.6.で3種類の変異株の単離を試みた.しかし､

単離株の大部分は､野生株と同様な性質を示したことから変異株作製方法に問題が

あると考えられた｡スクリーニング法における問題点については､各項目で記述し
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件が適切でないか､元々NTGが利きにくい菌株であることが考えられたo本菌は､

胞子形成能をもっていることから､生存が脅かされるような環境では､すぐに､胞

子を形成し､ NTGの影響を受けにくくなっているのかもしれないoそのため､別の

変異方法､例えば､ uv処理などを検討することも必要ではないかと考えられるo

現在,当研究室では､猪熊らによって遺伝子工学的手法を用いたアプローチが検

討されている｡ 3章でも述べたが､ ADHやACDH遺伝子のクローニングを終了して

おり,それらの遺伝子を導入するための宿主ベクター系の構築を進めているところ

である｡

第4節　要約

本章では､化学変異剤NTGで変異処理し､ 3種類のスクリーニング法(BCP陰性､

フルオロ酢酸耐性,エタノール耐性)を確立して,エタノール高生産株の作製を試

みたoその結果, BCP陰性株185株,フルオロ酢酸耐性株603株､エタノール耐性

株8株を取得した｡単離株についてH2-CO2培養における1回目の生産物評価を実施

した｡その結果､野生株よりもエタノール生産が高かった株が6株得られた(BCP

陰性株, 1株;フルオロ酢酸耐性株,5株)｡しかし､継代後にエタノール生産を維持す

る株は得られなかった｡一方,フルクトレス培養における1回目の生産物評価では,

エタノール生産が野生株よりも高かった株が5株得られた(BCP陰性株, 1株;フル

オロ酢酸耐性株, 4株)｡しかし､これらの株もH2-CO2培養と同様に継代後にエタノ

ール生産を維持する株は得られなかった｡
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総括

第1章,第2章において当研究室で新規に単離したHUC22-1株が, H2-CO2からエ

タノール生産が可能なことを好熱性細菌では初めて報告した｡本菌は, 16SrRNA遺

伝子配列の解析によってMoorella属に属することが決定された　Moorella属は､嫌

気性好熱性酢酸生産菌の代表的な菌である｡さらに､基質資化性のパターンは､ 〟

thermoaceticaのパターンとほぼ同じであった｡これまでに､ M. thermoaceticaについ

ては､多くの種類が報告されており､ Typestrainと性質が変わっているものも知られ

るが､それらもM. thermoaceticaに分類されている60),68)今回の検討において

HUC22-1株は､新種とは判定されなかったが,そのエタノール生産能からM

thermoaceticaの中でも特異な種であることが推察された.

嫌気性酢酸生産菌においては,酢酸生産経路が主要な経路であり､それはArP生

産経路の役割を果たすことからも理解される｡それでは､なぜ,少量でもエタノー

ルを生産するのか､その原因を探索することは本菌の性質を理解する上でも大変興

味深い｡さらに､ガス基質を利用できないが､同じような好熱性嫌気性細菌で糖か

らエタノールを生産できるThermoanaerobacter属やThermoanaerobacterium属の菌と

比較することは細菌の分類や進化の面からも興味が持たれる｡例えば､エタノール

生産に関係する酵素群の類似性などを比較することによって属間の関係が新たに見

出される可能性も考えられる｡

中温性酢酸生産菌であるC. Ijungdahliiにおいては､ Yeast extractやある種のビタミ

ンなどの培地成分がガス基質からのエタノール生産に影響を及ぼすことが報告され

ている6), 18)また､他のClostridium属の菌においても培地成分の制限によって菌の

増殖は低下するが､エタノール生産は増加することが報告されている150), 151)｡さら

に別の例としてAcetobacterium woodiiにおいて､ Buschhornらが高い基質濃度(グル

コース)とリン酸を制限した条件で培養した時に､増殖の定常期以降でエタノール

を生産したことを報告しており,このリン酸の制限が､アセチル-CoAの細胞内プー

ル量を増加させ,その分が酢酸生産ではなく,エタノール生産に流れているのでは

ないかと考察している22)これらのことから酢酸生産菌におけるエタノール生産は,

増殖に何らかの制限を受けた時に起きる代謝の応答反応の一つではないかと考えら

れる.そこで､喜多によって基本培地成分のYeast extract､ Trace element､ Wolf's vitamin

solution､塩化アンモニウム,そして､リン酸カリウムの量をそれぞれ変えた条件で､

バイアルピンを用いた回分培養を行い, H2-CO2からのエタノール生産量の比較が検

討されたが､これらの培地成分による影響はほとんど見られなかった67)しかし,

H2-CO2培養においては増殖期でも胞子形成が見られること(図1-4,p.25)､フルクト

レス培養よりH2-CO2培養の比増殖速度(〟)が極めて低いこと(表2-2,p.43)から

H2-CO2培養は､フルクトレス培養などと比較して､増殖が制限された状態にあるの

ではないかと考えられる｡それゆえ､ HUC22-1株のH2-CO2存在下におけるエタノー
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ル生産は､上述したA woodiiや他の菌と同じように増殖の制限によって起こってい

るのではないかと推察される｡

第3章では､ HUC22-1株においてアセチル-CoAからエタノールを生産する二つの

酵素ADHとACDHの活性が検出されたことを報告した｡そして､これらの酵素活

性､特にエタノール生産側の酵素活性が,フルクトレス培養よりもH2-CO2培養の方

が高いことを示した｡このことは､バイアルピンを用いた回分培養で､ H2-CO2培養

の方がフルクトレス培養よりもエタノール生産が高いという結果ともよく一致して

いた｡エタノール生産には､還元力が必要であり､ ADH､ ACDHの反応では､補酵

素NADHあるいはNADPHから還元力が供給されていると考えられる｡実際､細胞

内のNAD打NAD+､ NADPH7NADP+の比率がH2-CO2培養の方が､フルクトトス培養

よりも高くなっていることを実験によって確かめられ､考察を裏付けることができ

た　Thermoanaerobacter ethanolicus 39Eでは,ヘッドスペースにH2を加圧充填する

ことによって細胞内のPyridine nucleitideのバランスが影響を受けることが報告され

ている77)したがって､ HUC22-1株においてもH2-CO2培養の高いH2分圧によって

細胞内のPyridine nucleitideのバランスが影響を受け,エタノール生産に有利に働い

ている可能性が考えられる｡

第4章では､本菌の非解離型酢酸による増殖阻害を明らかにし､実際､第5章に

おいてガス連続供給, pH制御,さらに､菌体の再利用を伴う培地交換を繰り返すこ

とによって酢酸阻害を回避した反復回分培養を行った｡その結果,培養条件を改良

する以前よりも十数倍の菌体量､酢酸生産量の増加に成功した｡これまでにMoorella

属では､グルコース培養における酢酸の高生産化についての検討は行われていたが､

H2-CO2培養では報告されておらず､ガス基質を利用した微生物の応用面で貴重な情

報を得ることができたと考えられる｡しかし､本菌の特徴であるエタノール生産に

-jいては､増加には成功したが､不十分な濃度に留まった｡

以上のことから本菌によるエタノール生産を高めるためには､本菌の代謝を詳細

に把握し､代謝工学的あるいは遺伝学的手法によって本菌の炭素や電子の流れを操

作し､エタノールを高生産するように代謝を改変させることが必要であると考えら

れた｡

そこで,第6章では､H2-CO2と関連する基質についてどのような経路で利用され､

増殖にどのような特徴があるのかを検討した｡特に､ ATP生産面について着目した

結果､それぞれの基質において通常のアセチル-CoA経路以外にArP生産の役割を果

たす代謝経路が存在していることが推察された｡これにより本菌において種々の

ÅrP代謝が行われていることが示唆された｡

また､第7章では､実際に化学変異剤を用いた変異法によって,酢酸生産からエ

タノール生産にシフトし､酢酸低生産株になった変異株の取得とエタノール耐性株

の取得を試みた｡しかし､目的とする変異株を得ることはできなかった｡今回の検

討での反省点は､ (1)エタノール高生産株を直接スクリーニングする方法を見つけら
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れなかったこと､(2)大量に変異株を選別､取得できる方法を確立できなかったこと､

(3)変異条件が適切かどうかの判断が足りなかったことが挙げられた｡これらの点を

解決した変異株の単離方法が確立できれば,エタノール高生産株の作製につなかる

と期待される｡

現在､当研究室の猪熊らによって遺伝子工学的手法を用いた本菌のエタノール代

謝の解析が行われている｡そして,遺伝子導入系を用いてADHやACDH遺伝子を

高発現させることによってエタノール高生産株を作製する試みや､逆に,遺伝子破

壊によってその機能を解明する試みが検討されている｡このアプローチからは多く

の情報が得られることが期待され､より高いエタノール生産能を持つ株を作製する

ためのストラテジーの構築につながると考えられる｡

我々が単離した好熱性細菌をエタノール生産に利用できれば､培養とエタノール

回収の両方を同時に行える効率的なプロセスを開発できる可能性が考えられる｡そ

して,最終的には,未利用資源の有効利用法として確立され,環境にやさしい,餐

源循環型社会構築の一助になることが期待されるo

以上
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