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は じめに

近年の遺伝子組換 え手法 とともに,工 業的 に有用な

コリネ型細菌の分子育種法の開発が望まれていた。我々

は長年 コリネ型細菌, Brevibacterium flavum MJ-233

株 の分子育種法の検討 を実施 し,工 業的応用 に必要な

主要要素技術 の確立 に成功 した。

MJD-233株 は,生 育抑制条件下においても,溶 菌現象

を示 さないという優れた特性 を有 してお り,こ の特性

と上述 の分子育種技術 とを組み合わせることにより,新

規バイオプロセスを開発す るに至った。 このプロセス

の最大の特徴 は,化 学反応法にも匹敵 する高い生産性

にある。

我々のプロセスによる生産物例 として後述するア ミ

ノ酸LDア スパ ラギン酸 は,そ の化合物 としての反応性

に富んだ構造か ら,多 くの誘導体に関する製法,利 用

面での研究が世界各国で行 なわれ,大 規模かつ多様な

環境適合型の製品群の登場が期待されている(図1)。 し

かしなが ら,幅 広い用途への利用には “素材” となる

L-ア スパラギン酸の高価格が大 きな障害 となっている

ことか ら,こ れまでのバイオプロセスに とらわれない

革新的な技術開発が望 まれていた。

コリネ型細菌 分子育種に係わる要素技術

コリネ型細菌は, 1950年 代後半, L-グ ル タミン酸 を

高効率で生産する菌株 として,日 本で初めて分離され

た,胞 子形成能を有さないグラム陽性細菌である(1)。周

知の通 り,コ リネ型細菌は種々のア ミノ酸プロデュー

サー としてバイオ産業上重要な微生物 となった(2-4)。

我 々が見いだしたエタノール資化性 の非溶菌性 コリ

ネ型細菌Brevibacterium flavum MJ-233株 は後述す

る優れた特性を有 しており,本 特性 を利用した新規な

バイオプロセスの開発 を開始 した。

高効率なバイオプロセスの構築 に必要な技術要素 と

なる組み換 えDNA技 術 の利用に関して,我 々の研究開

発当初 においては,コ リネ型細菌の形質転換能が低い

ことや,プ ラス ミドの宿主内不安定性等,種 々の技術

的課題があった。 このような背景か ら,ま ず, MJ-233

株 の分子育種技術 の開発に着手 した。

(1) 形質転換技術 研究開始当時(1980%年 代 前半),

コ リネ型細菌を宿主 とするプラス ミドの形質転換法は

プロ トプラス ト法が用いられていたが(5-7),形 質転換効

率が低 く(約104形 質 転換株数/lμgプ ラスミドDNA),

また,操 作の煩雑性や長時間を要すること等が課題 と

なっていた。
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誘導体用途

図1　 L-ア スパラギン酸の用途
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表1 形質転換効率の改良

Donor Strain B. flavum MJ233 C. glutamicum ATCC 31831Donor Strain t
ransformation transformation genotype 

efficiency (tfs/ƒÊg) efficiency (tfs/ƒÊg)

我々は,植 物等の高等生物の形質転換に用いられて

いた電気パルス法に着 目し,コ リネ型細菌 において,高

い形質転換効率(約106-7形 質転換株数/1μgプ ラス ミ

ドDNA)が 得 られることを明らかにした(8)。さ らに,

コリネ型細菌における外来DNAに 対 する制限修飾系を

回避 させることにより,形 質転換効率 を著 しく上昇さ

せることが可能であることを見いだした(9,10)。すなわち,

非修飾型DNAを用 いて同系を回幾 させることにより,

プラスミドDNA1μg当 た り約1×108-9と い う高い形

質転換株数を得る方法を確立した(9,10)(表1)。

(2) プラスミド安定化技術 組換 えDNA技 術 に基づ

く応用において,組 換 えプラスミドの安定化 は,工 業

的規模で培養する際に最も重要な課題の一つである。 こ

れはプラスミド脱落株 と保持株 との生育速度の優劣が

積算 され,プ ラス ミド保持株の割合が急速に低下する

ことによる。従来,組 換 え菌体の培養では抗生物質を

培地に 添加することでトラス ミド保持菌体のみを選択

的に生育保持 させ る対応が一般的であった。しかし抗

生物質使用によるコス トア ップ,抗 生物質に由来 する

分解物が回収 ・精製 を困難にす るとい うことが問題で

あった。かかる背景か ら薬剤等の外的要因に左右 され

ずにプラス ミドを安定に保持 させる技術の開発が望 ま

れていた。

自然界から分離されたプラス ミドの中には,低 コピ

ー数であるにもかかわ らず,細 胞分裂 の際,ほ とんど

脱落することなしに安定 に娘細胞 に分配 されてい く現

象が認 められる。 この ようなプラス ミドの安定化機構

に関 しては, 1980年 代 に大腸菌miniFプ ラス ミドにつ

いて報告が出されている(11-14)図2参 照)。

我々はこのような安定化機構がコ リネ型細菌由来の

プラス ミドにも存在す ると想定 し,種 々の コリネ型細

菌か らプラスミドを検索した。その結果,比 較的低 コ

ピー数であるに もかかわ らず,継 代培養後 も安定に娘

細胞に分配保持 されるプラス ミドを見い出し,こ の安

定化に寄与 する遺伝子領域を特定化 した(15)。本 領域を

導入 したプラス ミドを作製 し,宿 主内安定性を評価 し

図2　 プラスミド安定化機構(大 腸菌)(平 賀壮太細 胞工学 Vol. 16, p 37よ り引用)

(12)
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プラスミド安定性(%)

複製に必要な領域の最小化,コ ピー数の増大等の改良

を加え,工 業用ベ クターを構築 している。

その後,内 外の研究機関により単離されているコリ

ネ型細菌由来のプラスミドをグループごとに分類し,表

2に 掲げた。pBY 503の 複製に必要なプラスミドコー ド

の蛋白質(RepA)の ア ミノ酸配列は, pNG2プ ラ スミ

ドのRepA蛋 白質 と高い相同性 を有 しており, pNG2

と1つ のグループを形成 している。また, pSR 1プ ラス

ミドに代表 されるグループのプラスミドと共存可能で

あることが判明 した(16)。

② 遺伝子発現 大腸菌・枯草菌由来のプロモーター・

SD配 列 については,コ ンセンサス配列やシグマ因子の

解析 をはじめ,多 数の知見が集積 しているが,コ リネ

型細菌内における遺伝子の発現(プロ モーター・SD配

列)に 関する情報は現在においても非常に少ない。我々

は,プロ モータープローブベ クターを作製 し,コ リネ

型細菌より多 くの強力なプロモ―タ―断片を多数取得

している(23)。

新 規バイオプロ セスへの応用

酵素反応による有用物質の生産においては,主 に固

定化酵素・菌体 によるプロセスが工業化 されている。一

般的に固定化法は,一 回ごとの菌体が使 い捨て となる

旧来のバ ッチ法と比較 し,触 媒調製 コス トが低減化す

るという利点を有 している。 しかしながらその反面,無

菌条件下での菌体 の固定化 といった煩雑な工程が必要

な こと,固 定化ゲルを用いる反応塔 は,反 応様式,基

質や生成物の化学的諸性質の違いにより個別の使用 が

必要 となり,汎 用化が困難な こと,ま た固定化ゲル内

の雑菌汚染対策が容易ではないな どの工業的課題を有

している。

L-ア スパラギン酸生産プ ロセス

我々 は,マ レイン酸を原料 とし, 2種 の酵素機能 〔マ

レイン酸cis/transイ ソメラーゼ(EC 5.2.1.1),ア ス

分裂回数

図3　 プラスミドの安定化

た ところ,非 選択圧条件下で約100世 代以上安定にプ

ラスミドを保持 させ得 ることを確認し,プ ラス ミドの

宿主内高度安定化技術 を確立 した(図)。

本領域によるプラス ミドの安定化機構 は,コ ピー数

の増加変異 によるものではないこと,ま た, 2種 の プラ

ス ミドを共存 させた場合,本 領域 を含有す るもののみ

安定に保持されたこと,お よび塩基配列決定の結果,本

領域には蛋白質が コー ドされていないことから, Fプ ラ

スミドやRプ ラスミドにみられる細胞致死機構(13,14)と

は異なる機構 によるものであることを明らかにした(15)。

組換 えDNA技 術 の実用化に際 し,目 的蛋 白質の生産

効率アップ及び安全性の観点か ら,‘余分’な蛋白質の発

現は望 まし くな く,本 領域が蛋白質 をコー ドしないこ

とは,重 要なことである。

(3) 工 業 的ベ クターの確立 ① ベ クター 我 々は各

種のプラス ミドを単離 しており,そ の中の1つ である

プラス ミドpBY 503に ついては(8),上 述 の安定化機構

を有 していることか ら,本 プラス ミドの安定化領域 ・

表2 コリネ型細菌由来プラスミド

(13)
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図4　 溶菌現象

パルターゼ(EC 4.3.1 .1)〕 に より, L-ア スパ ラギ ン

酸 を生成するプロ セスを開発 した。各々の酵素活性の

増強 のた め, MJ-233株, Alcaligenes fecalis IFO

 13111よ り各々アスパルターゼ,イ ソメラーゼ遺伝子を

単離 し,前 述 の工業用ベクターを用いて作製 したMJ-

233株 組 み換 え体 をプロセスに使用 している。

本プロセスは,「 生物的」および 「工学的」な特性,

新 規性を活か して構成されている。生物的特性 として,

選択 した微生物(Brevibacterium ftavum MJ-233)は,

過酷 な条件下で も溶菌現象を示さず,菌 体内酵素活性

を長時間維持 しうる特性 を有している(図4)。

この特性を生かし,固 定化などの人為的補強を必要

とせず, intact cellを用 いる菌体 リサイクルによる長

時間使用が実現 した。工学的特性 としては,菌 体の リ

サイクルにおいて, 1980年 代 に急速に研究開発が進展

した限外濾過膜(UF膜)を 使用 したことである。 これ

により,微 生物分離 にこれまでよく用いられてきた遠

心分離法では避けられない菌体への物理的損傷 を最小

限におさえることができた。

即ち,一 般的に固定化 において課題 となる,固 定化

ゲル内の物質移動の問題や,ゲ ルによる触媒容積の増

大に伴うリアクター当た りの生産性の低下,ま たプロ

セスの汎用化が困難などの問題点を抜本的に解決する

ことに成功 した。反応プロセスは,汎用 型撹搾槽 と限

外濾過膜から成 る極めてシンプルな膜型 リアクターで

ある。原料マ レイン酸 を連続的に リアクターに供給す

ることでほぼ理論平衡値において レアスパラギン酸へ

の変換反応が可能であり,長 期間の連続反 芯が可能 と

図5　 L-ア スパラギン酸生産プロセス

なった。 このように本プロセスは, MJ-233株 の特性を

十分 に考慮 した極めてシンプル な省エネ型プローセス と

して構築 されている(図5)。

終 わ りに

我々は,非 溶菌性 コリネ型細菌のMJ-233株 の分子

育種法を確立 したことで, MJ-233株 菌体 内の特定の酵

素系 を強化することを可能にした。2種 の酵素(イ ソメ

ラーゼ&ア スパルター ゼ)系 を強化 し,マ レイン酸原

料か らのレアスパラギン酸生産へ応用 し,飛 躍的な生

産性向上を達成 した。本技術 は,膜 リアクタープロセ

ス との組み合わせにより,種 々の物質生産 が可能 とな

ることが期待 される。我々は,本 技術開発 を通 して,バ

イオプロセスの1つ の方向性 を示 した もの と信 じる。

最後 に,本研 究遂行にあた り,永 年 にわた り,多 く

の先生方の御指導 ・御鞭撻 を戴 きましたことを深 く感

謝致 します。
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