
(57)【要約】
【課題】ｕｎｕｓｕａｌ－ポリヒドロキシアルカノエートを高効率、低コストに生産でき
る新規微生物及びそれを用いたｕｎｕｓｕａｌ－ポリヒドロキシアルカノエートの製造方
法を提供すること。
【解決手段】安価な基質もしくは特定の培養条件において、従来よりもｕｎｕｓｕａｌ－
ポリヒドロキシアルカノエートの生産性の高い微生物を野生株及び変異株の中から取得し
た。これら微生物に基質を添加し、培養することによってｕｎｕｓｕａｌ－ポリヒドロキ
シアルカノエートを合成する。
【選択図】　なし

JP 2006-204258 A 2006.8.10



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 式 （ １ ） ～ （ ４ ） に 示 す ユ ニ ッ ト か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 類 の ユ ニ
ッ ト を ポ リ マ ー 分 子 中 に 含 む ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト を 合 成 し 得 る シ ュ ー ド モ ナ ス
・ ス ピ ー シ ズ ・ AG32株 (Pseudoｍ onas sp. AG32、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ６ )、 シ ュ ー ド
モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ KF767株 （ Pseudoｍ onas sp. KF767、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ９ ）
、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM90株 （ Pseudoｍ onas sp. TM90、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８
５ ８ ７ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM109株 （ Pseudoｍ onas sp. TM109、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ
　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ８ ） 、 及 び シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ YN21Ｍ 株 (Pseudoｍ onas sp. YN
21M、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ５ )。
｛ こ こ で 、 式 （ １ ） は 、
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ ａ は 式 中 に 示 し た 範 囲 内 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ る ； Ｒ 1 は 後 記 式 （ ５ ） ～ （ １ ２ ） の い
ず れ か で 示 さ れ る 残 基 の 少 な く と も １ 種 で あ っ て 、 式 （ １ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数 存 在 す る 場
合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す 。 ］
で 示 さ れ 、
　 式 （ ２ ） は 、
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、 Ｒ 2 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 2 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｏ Ｏ Ｒ ´ 、 Ｓ Ｏ 2 Ｒ "（ Ｒ ´ ： Ｈ 、 Ｎ ａ 、 Ｋ 、 Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず れ か
を 表 し 、 Ｒ "： Ｏ Ｈ 、 Ｏ Ｎ ａ 、 Ｏ Ｋ 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｏ Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｏ Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず
れ か を 表 す ） 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 （ Ｃ Ｈ 3 ） 2 － Ｃ Ｈ 基 ま た は （ Ｃ Ｈ 3 ） 3 －
Ｃ 基 で あ り 、 ｂ は 式 中 に 示 し た 範 囲 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ り 、 式 （ ２ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数
存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ］ で 示 さ れ 、
　 式 （ ３ ） は 、
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、 Ｒ 3 は シ ク ロ ヘ キ シ ル 基 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 3 は Ｈ 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基 、 ハ
ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で あ り 、
ｃ は 式 中 に 示 し た 範 囲 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ り 、 式 （ ３ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数 存 在 す る 場 合
ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ］ で 示 さ れ 、
　 式 （ ４ ） は 、
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ ｄ は 式 中 に 示 し た 範 囲 内 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ り 、 式 （ ４ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数 存 在 す る
場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ］ で 示 さ れ る 。
　 こ こ で 式 （ ５ ） ～ （ １ ２ ） は 、
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｒ 4 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 4 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ 2 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で
あ り 、 複 数 の ユ ニ ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 化 ６ 】
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（ 式 中 、 Ｒ 5 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 5 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｓ Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で あ り
、 複 数 の ユ ニ ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｒ 6 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 6 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で あ り 、 複 数 の ユ ニ
ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｒ 7 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 7 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｏ Ｏ Ｒ ´ 、 Ｓ Ｏ 2 Ｒ "（ Ｒ ´ ： Ｈ 、 Ｎ ａ 、 Ｋ 、 Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず れ か
を 表 し 、 Ｒ "： Ｏ Ｈ 、 Ｏ Ｎ ａ 、 Ｏ Ｋ 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｏ Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｏ Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず
れ か を 表 す ） 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 （ Ｃ Ｈ 3 ） 2 － Ｃ Ｈ 基 ま た は （ Ｃ Ｈ 3 ） 3 －
Ｃ 基 で あ り 、 複 数 の ユ ニ ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
【 化 １ １ 】
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【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る 。 ｝
【 請 求 項 ２ 】
　 微 生 物 に ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト を 合 成 さ せ る 工 程 を 有 す る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル
カ ノ エ ー ト の 製 造 方 法 に お い て 、
　 前 記 微 生 物 が 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ AG32株 (Pseudoｍ onas sp. AG32、 Ｆ Ｅ Ｒ
Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ６ )、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ KF767株 （ Pseudoｍ onas sp. KF767
、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ９ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM90株 （ Pseudoｍ onas s
p. TM90、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ７ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM109株 （ Pseudo
ｍ onas sp. TM109、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ８ ） 、 及 び シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ YN
21Ｍ 株 (Pseudoｍ onas sp. YN21M、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ５ )か ら 選 択 さ れ た １ 種 で あ り
、
　 合 成 さ れ る ポ リ ヒ ド リ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト が 、 下 記 式 （ １ ） ～ （ ４ ） に 示 す ユ ニ ッ ト か
ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 類 の ユ ニ ッ ト を ポ リ マ ー 分 子 中 に 少 な く と も 含 む ポ
リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト を 合 成 す る こ と を 特 徴 と す る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト
の 製 造 方 法 。
｛ こ こ で 、 式 （ １ ） は 、
【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ ａ は 式 中 に 示 し た 範 囲 内 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ る ； Ｒ 1 は 後 記 式 （ ５ ） ～ （ １ ２ ） の い
ず れ か で 示 さ れ る 残 基 の 少 な く と も １ 種 で あ っ て 、 式 （ １ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数 存 在 す る 場
合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す 。 ］
で 示 さ れ 、
　 式 （ ２ ） は 、
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【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、 Ｒ 2 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 2 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｏ Ｏ Ｒ ´ 、 Ｓ Ｏ 2 Ｒ "（ Ｒ ´ ： Ｈ 、 Ｎ ａ 、 Ｋ 、 Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず れ か
を 表 し 、 Ｒ "： Ｏ Ｈ 、 Ｏ Ｎ ａ 、 Ｏ Ｋ 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｏ Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｏ Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず
れ か を 表 す ） 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 （ Ｃ Ｈ 3 ） 2 － Ｃ Ｈ 基 ま た は （ Ｃ Ｈ 3 ） 3 －
Ｃ 基 で あ り 、 ｂ は 式 中 に 示 し た 範 囲 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ り 、 式 （ ２ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数
存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ］ で 示 さ れ 、
　 式 （ ３ ） は 、
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 式 中 、 Ｒ 3 は シ ク ロ ヘ キ シ ル 基 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 3 は Ｈ 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基 、 ハ
ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で あ り 、
ｃ は 式 中 に 示 し た 範 囲 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ り 、 式 （ ３ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数 存 在 す る 場 合
ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ］ で 示 さ れ 、
　 式 （ ４ ） は 、
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【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
［ ｄ は 式 中 に 示 し た 範 囲 内 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ り 、 式 （ ４ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数 存 在 す る
場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ］ で 示 さ れ る 。
　 こ こ で 式 （ ５ ） ～ （ １ ２ ） は 、
【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｒ 4 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 4 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ 2 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で
あ り 、 複 数 の ユ ニ ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｒ 5 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 5 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｓ Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で あ り
、 複 数 の ユ ニ ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｒ 6 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 6 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で あ り 、 複 数 の ユ ニ
ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
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【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｒ 7 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 7 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｏ Ｏ Ｒ ´ 、 Ｓ Ｏ 2 Ｒ "（ Ｒ ´ ： Ｈ 、 Ｎ ａ 、 Ｋ 、 Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず れ か
を 表 し 、 Ｒ "： Ｏ Ｈ 、 Ｏ Ｎ ａ 、 Ｏ Ｋ 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｏ Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｏ Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず
れ か を 表 す ） 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 （ Ｃ Ｈ 3 ） 2 － Ｃ Ｈ 基 ま た は （ Ｃ Ｈ 3 ） 3 －
Ｃ 基 で あ り 、 複 数 の ユ ニ ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 化 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 化 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 化 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 化 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る 。 ｝
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 微 生 物 を 、 ア ル カ ノ エ ー ト 及 び ア ル カ ン か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 類 を 含 む 培 地
中 で 培 養 す る こ と に よ り ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト を 該 微 生 物 に 合 成 さ せ る 請 求 項 ２
記 載 の 製 造 方 法 。
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【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 YN21M株 を 、 5－ フ ェ ニ ル 吉 草 酸 を ア ル カ ノ エ ー ト と し て 少 な く と も 含 む 培 地 中 で 培
養 し 、 3－ ヒ ド ロ キ シ － ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト を ポ リ マ ー 分 子 中 に 少 な く と も 含 む
ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト を 合 成 さ せ る 請 求 項 ３ 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 YN21M株 を 、 n-ア ミ ル ベ ン ゼ ン を ア ル カ ン と し て 少 な く と も 含 む 培 地 中 で 培 養 し 、 3
－ ヒ ド ロ キ シ － ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト を ポ リ マ ー 分 子 中 に 少 な く と も 含 む ポ リ ヒ ド
ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト を 合 成 さ せ る 請 求 項 ３ 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 TM109株 を 、 5－ フ ェ ノ キ シ 吉 草 酸 を ア ル カ ノ エ ー ト と し て 少 な く と も 含 む 培 地 中 で
培 養 し 、 3－ ヒ ド ロ キ シ － ５ － フ ェ ノ キ シ 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト を ポ リ マ ー 分 子 中 に 少 な く と も
含 む ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト を 合 成 さ せ る 請 求 項 ３ 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 KF767株 を 、 ア ル カ ノ エ ー ト 及 び ア ル カ ン か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 類 を 含 む 中
性 乃 至 酸 性 培 地 中 で 培 養 す る 請 求 項 ３ 記 載 の 製 造 方 法
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ア ル カ ノ エ ー ト と し て 5－ フ ェ ニ ル 吉 草 酸 を 少 な く と も 前 記 培 地 中 に 含 む 請 求 項 ７
記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 中 性 乃 至 酸 性 培 地 の pHが ７ .0～ 5.0で あ る 請 求 項 ７ ま た は ８ 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 AG32株 も し く は TM90株 を 、 ア ル カ ノ エ ー ト 及 び ア ル カ ン か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 類
を 含 む 中 性 乃 至 塩 基 性 培 地 中 で 培 養 す る 請 求 項 ３ 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ア ル カ ノ エ ー ト と し て 5－ フ ェ ニ ル 吉 草 酸 を 培 地 中 に 少 な く と も 含 む 請 求 項 １ ０ 記
載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 中 性 乃 至 塩 基 性 培 地 の pHが 7.0～ 8.5で あ る 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 培 地 中 に ア ル カ ン を 少 な く と も 含 む 場 合 に お い て 、 分 散 剤 を 培 地 中 に 含 む 請 求 項 ３
～ １ ２ 記 載 の い ず れ か に 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 分 散 剤 が 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 製 造 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 新 規 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト 合 成 微 生 物 及 び そ れ を 用 い た ポ リ ヒ ド ロ キ
シ ア ル カ ノ エ ー ト の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 、 多 く の 微 生 物 が ポ リ － ３ － ヒ ド ロ キ シ － ｎ － 酪 酸 （ 以 下 、 Ｐ Ｈ Ｂ と 略 す 場 合 も あ
る ） あ る い は そ の 他 の ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト （ 以 下 、 Ｐ Ｈ Ａ と 略 す 場 合 が あ る ）
を 生 産 し 、 菌 体 内 に 蓄 積 す る こ と が 報 告 さ れ て き た （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 こ れ ら の ポ リ
マ ー は 従 来 の プ ラ ス チ ッ ク と 同 様 に 、 溶 融 加 工 等 に よ り 各 種 製 品 の 生 産 に 利 用 す る こ と が
出 来 る 。 さ ら に 、 生 分 解 性 で あ る が ゆ え に 、 自 然 界 で 微 生 物 に よ り 完 全 分 解 さ れ る と い う
利 点 を 有 し て お り 、 従 来 の 多 く の 合 成 高 分 子 化 合 物 の よ う に 自 然 環 境 に 残 留 し て 汚 染 を 引
き 起 こ す こ と が 少 な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｐ Ｈ Ｂ は 側 鎖 に ア ル キ ル 基 を 有 す る モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト か ら な る Ｐ Ｈ Ａ 、 即 ち 、 「 ｕ ｓ ｕ
ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ 」 の 一 種 で あ る 。 一 方 、 Ｐ Ｈ Ａ の よ り 広 範 囲 な 応 用 、 例 え ば 機 能 性 ポ リ マ ー

10

20

30

40

50

(9) JP 2006-204258 A 2006.8.10



と し て の 応 用 を 考 慮 し た 場 合 、 ア ル キ ル 基 以 外 の 置 換 基 を 側 鎖 に 導 入 し た Ｐ Ｈ Ａ 、 即 ち 、
「 ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ 」 が 極 め て 有 用 で あ る と 期 待 さ れ る 。 置 換 基 の 例 と し て は 、 芳
香 環 を 含 む も の や 不 飽 和 炭 化 水 素 な ど が 挙 げ ら れ 、 導 入 し よ う と す る 置 換 基 を 有 し た 置 換
ア ル カ ノ エ ー ト や 置 換 ア ル カ ン を 基 質 と し て 微 生 物 に 与 え て 培 養 す る こ と に よ っ て 微 生 物
菌 体 内 に Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 例 え ば 、 特 許 文 献 １ で は 、 フ ェ ニ ル 基 、 フ ェ ノ キ シ 基 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル 基 を 側 鎖 に 有 す
る 置 換 ア ル カ ノ エ ー ト を 基 質 と し て 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ チ コ リ ア イ 　 Ｙ Ｎ ２ 株 （ Ｐ ｓ ｅ ｕ
ｄ ｏ ｍ ｏ ｎ ａ ｓ 　 ｃ ｉ ｃ ｈ ｏ ｒ ｉ ｉ 　 Ｙ Ｎ ２ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ チ コ リ ア イ 　 Ｈ ４ ５ 株
（ Ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｍ ｏ ｎ ａ ｓ 　 ｃ ｉ ｃ ｈ ｏ ｒ ｉ ｉ 　 Ｈ ４ ５ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ジ ェ ッ セ ニ
イ 　 Ｐ １ ６ １ 株 （ Ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｍ ｏ ｎ ａ ｓ 　 ｊ ｅ ｓ ｓ ｅ ｎ ｉ ｉ 　 Ｐ １ ６ １ ） 、 シ ュ ー ド モ
ナ ス ・ プ チ ダ 　 Ｐ ９ １ 株 （ Ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｍ ｏ ｎ ａ ｓ 　 ｐ ｕ ｔ ｉ ｄ ａ 　 Ｐ ９ １ ） な ど の 各 種
微 生 物 に よ っ て ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 し て い る 。 ま た 、 特 許 文 献 ２ に は 側 鎖 に 芳
香 環 を 含 む 各 種 置 換 ア ル カ ン を 基 質 と し て 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ チ コ リ ア イ 　 Ｙ Ｎ ２ 株 （ Ｐ
ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｍ ｏ ｎ ａ ｓ 　 ｃ ｉ ｃ ｈ ｏ ｒ ｉ ｉ 　 Ｙ Ｎ ２ ） を 用 い た ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ の
生 産 が 報 告 さ れ て い る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 「 生 分 解 性 プ ラ ス チ ッ ク ハ ン ド ブ ッ ク 」 ， 生 分 解 性 プ ラ ス チ ッ ク 研 究 会
編 ， （ 株 ） エ ヌ ・ テ ィ ー ・ エ ス ， Ｐ １ ７ ８ － １ ９ ７ （ １ ９ ９ ５ ）
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ８ ０ ５ ７ １ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ３ １ ０ ２ ９ ２ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 前 述 の よ う に 機 能 的 に 有 用 な ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ が い く つ か の 微 生 物 に よ っ て 生 産
さ れ て い る が 、 こ の ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ を 高 分 子 材 料 と し て 各 種 製 品 に 適 用 し て い く
に は 、 PHAの 生 産 に か か る コ ス ト を 従 来 よ り 低 減 化 し て い く こ と が 不 可 欠 で あ る 。 そ の た
め 、 一 つ に は 微 生 物 に よ る ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ の 生 産 効 率 を 向 上 さ せ る こ と 、 も う 一
つ に は よ り 低 価 格 の 基 質 を 利 用 し て ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 し て い く こ と が 課 題 と
な っ て い る 。 特 に 、 ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ の 生 産 に 必 要 な 基 質 は 、 多 く の 場 合 化 学 的 に
合 成 さ れ た も の で あ り 、 そ の 価 格 は PHAの 生 産 コ ス ト を 大 き く 左 右 す る 。 基 質 と し て 一 般
的 に 使 用 さ れ る 置 換 ア ル カ ノ エ ー ト で は 、 カ ル ボ キ シ ル 基 が 活 性 を 有 す る た め 、 カ ル ボ キ
シ ル 基 の 保 護 、 脱 保 護 と い っ た 煩 雑 な 操 作 が 必 要 と な る 場 合 が 多 く 、 工 程 数 が 増 え る た め
高 価 格 で あ る 場 合 が 多 い 。 一 方 、 置 換 ア ル カ ン を 基 質 と し て 用 い た 場 合 は 工 程 数 が 少 な い
た め 比 較 的 低 価 格 と な る が 、 置 換 ア ル カ ノ エ ー ト と 比 べ る と 微 生 物 に よ る PHAの 生 産 性 は
低 く 、 培 養 方 法 も 煩 雑 に な る 場 合 が 多 か っ た 。 こ れ ら の こ と か ら 、 低 コ ス ト で PHAを 生 産
す る た め に は 、 置 換 ア ル カ ン を 基 質 と し て 従 来 よ り 高 い 生 産 性 を 得 る こ と が 望 ま れ て い る
。
ま た 、 従 来 ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ の 生 産 性 の 高 い 菌 、 例 え ば YN2株 な ど で は 、 培 地 pHに
対 し て PHA生 産 性 が 大 き く 左 右 さ れ る 、 す な わ ち pH7前 後 の 至 適 pH以 外 で は PHA生 産 性 が 大
き く 低 下 す る こ と が 問 題 と な っ て い た 。 特 に 生 産 性 を 向 上 さ せ る た め に 基 質 や 培 地 濃 度 を
高 め た 場 合 に は 、 培 養 経 過 と 共 に 培 地 の 緩 衝 能 を 超 え て pHが 変 動 し や す く 、 PHAの 生 産 性
が 不 安 定 で あ っ た 。 そ の た め pHの 変 動 に 対 し て も 安 定 し て PHAを 生 産 で き る こ と が 求 め ら
れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 生 分 解 性 材 料 、 機 能 性 材 料 な ど と し て 有 用 な Ｐ Ｈ Ａ を 高 効 率 、 低 コ ス
ト に 生 産 す る こ と を 可 能 と す る 新 規 微 生 物 及 び そ れ を 用 い た Ｐ Ｈ Ａ の 生 産 方 法 を 提 供 す る
こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 研 究 を 進 め た 結 果 、 従 来 よ り も PHA生 産 性
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の 高 い 微 生 物 、 及 び 従 来 よ り 低 価 格 の モ ノ マ ー か ら 効 率 的 に PHAを 生 産 で き る 微 生 物 を 野
生 株 及 び 変 異 株 の 中 か ら 取 得 し た 。 ま た 、 低 pHも し く は 高 pHの 培 地 中 に お い て も 、 PHAを
効 率 的 に 生 産 性 で き る 微 生 物 を 野 生 株 中 か ら 取 得 し た 。 さ ら に 基 質 と し て ア ル カ ン を 利 用
す る 場 合 、 培 地 中 に 分 散 剤 を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 微 生 物 に よ る PHAの 生 産 効 率 が さ ら
に 向 上 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 に か か る ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ 生 産 菌 に は 、 後 述 す る 式 （ １ ） ～ （
４ ） に 示 す ユ ニ ッ ト か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 類 の ユ ニ ッ ト を ポ リ マ ー 分 子
中 に 含 む ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト を 合 成 し 得 る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ AG32
株 (Pseudoｍ onas sp. AG32、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ６ )、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ
・ KF767株 （ Pseudoｍ onas sp. KF767、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ９ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・
ス ピ ー シ ズ ・ TM90株 （ Pseudoｍ onas sp. TM90、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ７ ） 、 シ ュ ー ド
モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM109株 （ Pseudoｍ onas sp. TM109、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ８ ）
、 及 び シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ YN21Ｍ 株 (Pseudoｍ onas sp. YN21M、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ
Ｐ － ８ ５ ８ ５ )が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 に か か る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト の 製 造 方 法 は 、 微 生 物 に ポ リ ヒ ド
ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト を 合 成 さ せ る 工 程 を 有 す る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト の 製 造 方
法 に お い て 、 前 記 微 生 物 が 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ AG32株 (Pseudoｍ onas sp. AG
32、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ６ )、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ KF767株 （ Pseudoｍ onas
 sp. KF767、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ９ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM90株 （ Pseu
doｍ onas sp. TM90、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ７ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM109
株 （ Pseudoｍ onas sp. TM109、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ８ ） 、 及 び シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ
ー シ ズ ・ YN21Ｍ 株 (Pseudoｍ onas sp. YN21M、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ８ ５ )か ら 選 択 さ れ た
１ 種 で あ り 、 合 成 さ れ る ポ リ ヒ ド リ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト が 、 後 述 す る 式 （ １ ） ～ （ ４ ） に
示 す ユ ニ ッ ト か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 類 の ユ ニ ッ ト を ポ リ マ ー 分 子 中 に 少
な く と も 含 む ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ノ エ ー ト を 合 成 す る こ と を 特 徴 と す る ポ リ ヒ ド ロ キ シ
ア ル カ ノ エ ー ト の 製 造 方 法 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 生 分 解 性 材 料 、 機 能 性 材 料 な ど と し て 有 用 な Ｐ Ｈ Ａ を 高 効 率 、 低
コ ス ト に 生 産 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に か か る Ｐ Ｈ Ａ 合 成 能 を 有 す る 菌 株 は 、 下 記 式 （ １ ） ～ （ ４ ） に 示 す ユ ニ ッ ト か
ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 類 の ユ ニ ッ ト を ポ リ マ ー 分 子 中 に 含 む ポ リ ヒ ド ロ キ
シ ア ル カ ノ エ ー ト （ ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ ） を 高 い 生 産 性 で 合 成 し 得 る 点 に お い て 従 来
の Ｐ Ｈ Ａ 生 産 菌 と 明 確 に 区 別 さ れ 得 る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ３ 】
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［ ａ は 式 中 に 示 し た 範 囲 内 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ る ； Ｒ 1 は 下 記 式 （ ５ ） ～ （ １ ２ ） の い
ず れ か で 示 さ れ る 残 基 の 少 な く と も １ 種 で あ っ て 、 式 （ １ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数 存 在 す る 場
合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ５ 】
（ 式 中 、 Ｒ 4 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 4 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ 2 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で
あ り 、 複 数 の ユ ニ ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 ０ ０ １ ６ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ７ 】
（ 式 中 、 Ｒ 5 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 5 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｓ Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で あ り
、 複 数 の ユ ニ ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 ０ ０ １ ８ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ９ 】
（ 式 中 、 Ｒ 6 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 6 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で あ り 、 複 数 の ユ ニ
ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ １ 】
（ 式 中 、 Ｒ 7 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 7 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｏ Ｏ Ｒ ´ 、 Ｓ Ｏ 2 Ｒ "（ Ｒ ´ ： Ｈ 、 Ｎ ａ 、 Ｋ 、 Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず れ か
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を 表 し 、 Ｒ "： Ｏ Ｈ 、 Ｏ Ｎ ａ 、 Ｏ Ｋ 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｏ Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｏ Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず
れ か を 表 す ） 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 （ Ｃ Ｈ 3 ） 2 － Ｃ Ｈ 基 ま た は （ Ｃ Ｈ 3 ） 3 －
Ｃ 基 で あ り 、 複 数 の ユ ニ ッ ト が 存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ）
【 ０ ０ ２ ２ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ３ 】
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ４ 】
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ５ 】
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ６ 】
【 化 １ ０ 】
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【 ０ ０ ２ ７ 】
［ 式 中 、 Ｒ 2 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 2 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｏ Ｏ Ｒ ´ 、 Ｓ Ｏ 2 Ｒ "（ Ｒ ´ ： Ｈ 、 Ｎ ａ 、 Ｋ 、 Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず れ か
を 表 し 、 Ｒ "： Ｏ Ｈ 、 Ｏ Ｎ ａ 、 Ｏ Ｋ 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｏ Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｏ Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず
れ か を 表 す ） 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 （ Ｃ Ｈ 3 ） 2 － Ｃ Ｈ 基 ま た は （ Ｃ Ｈ 3 ） 3 －
Ｃ 基 で あ り 、 ｂ は 式 中 に 示 し た 範 囲 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ り 、 式 （ ２ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数
存 在 す る 場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ］
【 ０ ０ ２ ８ 】
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ９ 】
［ 式 中 、 Ｒ 3 は シ ク ロ ヘ キ シ ル 基 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 3 は Ｈ 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基 、 ハ
ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で あ り 、
ｃ は 式 中 に 示 し た 範 囲 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ り 、 式 （ ３ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数 存 在 す る 場 合
ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ］ で 示 さ れ 、
【 ０ ０ ３ ０ 】
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ １ 】
［ ｄ は 式 中 に 示 し た 範 囲 内 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ り 、 式 （ ４ ） の ユ ニ ッ ト が 複 数 存 在 す る
場 合 ユ ニ ッ ト 毎 に 独 立 し て 上 記 の 意 味 を 表 す ］ で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 以 下 、 項 目 を 挙 げ て 本 発 明 及 び そ の 関 連 事 項 に つ い て 更 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ＜ Ｐ Ｈ Ａ ＞
　 本 発 明 で 製 造 す る ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ は 、 生 分 解 性 樹 脂 と し て の 基 本 骨 格 を 有 し て
お り 、 そ れ ゆ え 、 従 来 の プ ラ ス チ ッ ク と 同 様 、 溶 融 加 工 等 に よ り 各 種 製 品 の 生 産 に 利 用 す
る こ と が 出 来 る と 共 に 、 石 油 由 来 の 合 成 高 分 子 と は 異 な り 、 生 物 に よ り 分 解 さ れ 、 自 然 界
の 物 質 循 環 に 取 り 込 ま れ る と い う 際 立 っ た 特 性 を 有 し て い る 。 そ の た め 、 燃 焼 処 理 を 行 な
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う 必 要 も な く 、 大 気 汚 染 や 地 球 温 暖 化 を 防 止 す る と い う 観 点 で も 有 効 な 材 料 で あ り 、 環 境
保 全 を 可 能 と す る プ ラ ス チ ッ ク と し て 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 さ ら に 、 ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ －
Ｐ Ｈ Ａ の 各 種 官 能 基 に 起 因 す る 機 能 ・ 物 性 を 利 用 し て 、 各 種 の 機 能 性 材 料 、 例 え ば 、 医 療
用 軟 質 部 材 等 と し て の 利 用 も 期 待 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 で 製 造 す る ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ の 一 例 と し て 、 前 記 式 （ １ ） ～ （ ４ ） に 示 す
ユ ニ ッ ト か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 類 を 含 む Ｐ Ｈ Ａ を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。
ま た 、 上 記 Ｐ Ｈ Ａ は 一 般 に Ｒ 体 の み か ら 構 成 さ れ る ア イ ソ タ ク チ ッ ク な ポ リ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ＜ Ｐ Ｈ Ａ 生 産 菌 ＞
　 本 発 明 の 新 規 微 生 物 で あ る Ｙ Ｎ 2１ M株 、 AG32株 、 KF767株 、 TM90株 、 TM109株 は 、 ア ル カ
ノ エ ー ト も し く は ア ル カ ン を 基 質 と し て 用 い て 、 当 該 ア ル カ ノ エ ー ト も し く は ア ル カ ン 由
来 の 新 規 な モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト を 含 む Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 し 、 菌 体 内 に 蓄 積 す る 微 生 物 で あ り 、 特
定 の 基 質 、 も し く は 特 定 の 培 地 pHに お い て 、 従 来 知 ら れ て い る ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ 生
産 菌 よ り も 高 い 生 産 性 を 示 す 。 こ れ ら 新 規 微 生 物 は 、 本 発 明 者 ら の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り
、 環 境 中 か ら 、 も し く は 従 来 知 ら れ て い る PHA生 産 菌 の 変 異 株 か ら 見 出 さ れ た も の で あ る
。 以 下 に YN21M株 、 AG32株 、 KF767株 、 TM90株 、 TM109株 に つ い て の 詳 細 を 示 す 。 な お 、 こ
れ ら の 菌 株 及 び YN21M株 の 親 株 と し て の YN21株 は 、 い ず れ も 、 産 業 技 術 総 合 研 究 所 、 特 許
生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 中 央 第 ６ ） に 寄 託 さ れ て い る 。 各 菌
株 の 受 託 番 号 は 、 以 下 の と お り で あ る 。
シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ AG32株 (Pseudoｍ onas sp. AG32） ： FERM BP-8586
シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ KF767株 （ Pseudoｍ onas sp. KF767） ： FERM BP-8589
シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM90株 （ Pseudoｍ onas sp. TM90） ： FERM BP-8587
シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM109株 （ Pseudoｍ onas sp. TM109、 FERM BP-8588
シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ YN21M株 (Pseudoｍ onas sp. YN21M） 、 FERM BP-8585
　 ＜ YN21M株 の 菌 学 的 性 質 ＞
　 本 菌 株 は シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ YN21株 (Pseudoｍ onas sp. YN21） を 変 異 処 理 す
る こ と に よ っ て 得 ら れ た 。 本 菌 株 の 菌 学 的 性 質 を 以 下 に 記 載 す る 。
１ ） 形 態 学 的 性 質
細 胞 の 形 と 大 き さ ： 桿 菌 、 0.8μ ｍ × 1.5～ 2.0μ ｍ
細 胞 の 多 形 性 ： な し
運 動 性 ： あ り
胞 子 形 成 ： な し
グ ラ ム 染 色 性 ： －
コ ロ ニ ー 形 状 ： 円 形 、 全 縁 な め ら か 、 低 凸 状 、 表 層 な め ら か 、 光 沢 、 半 透 明
２ ） 生 理 学 的 性 質
カ タ ラ ー ゼ 活 性 ： ＋
オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 ： ＋
O/F試 験 ： 酸 化 型
硝 酸 還 元 ： ＋
イ ン ド ー ル 産 生 ： －
ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー ゼ ： ＋
エ ス ク リ ン 加 水 分 解 ： －
ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 ： －
King's B寒 天 で の 蛍 光 色 素 産 生 ： ＋
ポ リ -β -ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 の 蓄 積 ： －
Tween 80 の 加 水 分 解 ： ＋
41℃ 生 育 ： －
グ ル コ ン 酸 還 元 ： －
レ バ ン 産 生 ： －
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カ ゼ イ ン ： －
チ ロ シ ナ ー ゼ ： ＋
硫 化 水 素 ： －
ペ ク チ ン ： －
レ シ チ ナ ー ゼ ： －
リ ト マ ス ミ ル ク ： B
デ ン プ ン ： －
３ ） 基 質 資 化 能
グ ル コ ー ス ： ＋
ス ク ロ ー ス ： －
Ｌ -ア ラ ビ ノ ー ス ： ＋
D-ア ラ ビ ノ ー ス ： －
Ｄ -マ ン ノ ー ス ： ＋
Ｄ -マ ン ニ ト ー ル ： －
マ ル ト ー ス ： －
グ ル コ ン 酸 ： ＋
D-キ シ ロ ー ス ： (＋ )
ラ フ ィ ノ ー ス ： －
サ リ シ ン ： －
グ リ セ リ ン ： ＋
D-セ ロ ビ オ ー ス ： －
D-メ レ チ ト ー ス ： －
ラ ク ト ー ス ： －
ガ ラ ク ト ー ス ： ＋
D-ソ ル ビ ト ー ル ： －
α -メ チ ル -D-グ ル コ シ ド ： －
D-リ ボ ー ス ： (＋ )
ス ク ロ ー ス ： －
イ ノ シ ト ー ル ： －
D-フ ル ク ト ー ス ： ＋
L-ラ ム ノ ー ス ： －
ズ ル シ ト ー ル ： －
メ リ ビ オ ー ス ： －
ア ド ニ ト ー ル ： －
デ ン プ ン ： －
エ リ ス リ ト ー ル ： －
ト レ ハ ロ ー ス ： －
ベ タ イ ン ： ＋
DL-乳 酸 ： ＋
D-酒 石 酸 ： －
L-酒 石 酸 ： (＋ )
メ ソ 酒 石 酸 ： ＋
n-カ プ リ ン 酸 ： ＋
L-リ ン ゴ 酸 ： (＋ )
ク エ ン 酸 ： ＋
D-サ ッ カ ラ ー ト ： ＋
レ ブ リ ン 酸 ： ＋
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メ サ コ ン 酸 ： －
マ ロ ン 酸 ： ＋
コ ハ ク 酸 ： ＋
酢 酸 ： ＋
プ ロ ピ オ ン 酸 ： ＋
n-酪 酸 ： ＋
ギ 酸 ： －
グ ル タ ル 酸 ： ＋
D-キ ナ 酸 ： ＋
セ バ シ ン 酸 ： ＋
p-ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 ： ＋
ア ン ト ラ ニ ル 酸 ： －
ペ ラ ル ゴ ン 酸 ： ＋
グ リ セ リ ン 酸 ： ＋
γ -ア ミ ノ 酪 酸 ： ＋
L-ロ イ シ ン ： ＋
L-セ リ ン ： ＋
ヒ ス チ ジ ン ： ＋
L-イ ソ ロ イ シ ン ： ＋
L-ア ル ギ ニ ン ： ＋
β -ア ラ ニ ン ： ＋
L-チ ロ シ ン ： ＋
L-バ リ ン ： ＋
ホ モ セ リ ン ： －
サ ル コ シ ン ： ＋
ト リ ア セ チ ン ： ＋
ト リ ゴ ネ リ ン ： ＋
5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ： ＋
3-ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 ： ＋
L-ア ス パ ラ ギ ン ： ＋
　 ＜ AG32株 の 菌 学 的 性 質 ＞
　 本 菌 株 は 環 境 中 か ら 新 た に 取 得 さ れ た 。 本 菌 株 の 菌 学 的 性 質 を 以 下 に 記 載 す る 。
１ ） 形 態 学 的 性 質
　 　 細 胞 の 形 ： 桿 菌
グ ラ ム 染 色 性 ： －
２ ） 生 理 学 的 性 質
オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 ： ＋
O/F試 験 ： 酸 化 型
硝 酸 還 元 ： －
イ ン ド ー ル 産 生 ： －
ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー ゼ ： ＋
ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 ： ＋
King's B寒 天 で の 蛍 光 色 素 産 生 ： ＋
Tween 80 の 加 水 分 解 ： ＋
40℃ 生 育 ： －
グ ル コ ン 酸 還 元 ： ＋
レ バ ン 産 生 ： －
ジ ャ ガ イ モ 腐 敗 ： －
タ バ コ 過 敏 感 反 応 ： －
レ シ チ ナ ー ゼ ： ＋
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カ ゼ イ ン ： ＋
カ タ ラ ー ゼ ： ＋
PHB集 積 ： －
３ ） 基 質 資 化 能
グ ル コ ー ス ： ＋
ス ク ロ ー ス ： －
Ｄ -マ ン ニ ト ー ル ： ＋
マ ル ト ー ス ： －
ラ ク ト ー ス ： －
ガ ラ ク ト ー ス ： ＋
D-ソ ル ビ ト ー ル ： －
イ ノ シ ト ー ル ： ＋
L-ラ ム ノ ー ス ： －
ア ド ニ ト ー ル ： －
エ リ ス リ ト ー ル ： －
ト レ ハ ロ ー ス ： －
DL-乳 酸 ： ＋
D-酒 石 酸 ： －
L-酒 石 酸 ： ＋
メ ソ 酒 石 酸 ： ＋
D-サ ッ カ ラ ー ト ： ＋
メ サ コ ン 酸 ： －
プ ロ ピ オ ン 酸 ： ＋
n-酪 酸 ： ＋
エ タ ノ ー ル ： －
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ： － 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ＜ KF767株 の 菌 学 的 性 質 ＞
本 菌 株 は 環 境 中 か ら 新 た に 取 得 さ れ た 。 本 菌 株 の 菌 学 的 性 質 を 以 下 に 記 載 す る 。
１ ） 形 態 学 的 性 質
　 　 細 胞 の 形 ： 桿 菌
グ ラ ム 染 色 性 ： －
２ ） 生 理 学 的 性 質
オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 ： ＋
O/F試 験 ： 酸 化 型
イ ン ド ー ル 産 生 ： －
ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー ゼ ： ＋
King's B寒 天 で の 蛍 光 色 素 産 生 ： ＋
40℃ 生 育 ： －
カ タ ラ ー ゼ ： ＋
PHB集 積 ： －
３ ） 基 質 資 化 能
グ ル コ ー ス ： ＋
ス ク ロ ー ス ： －
マ ル ト ー ス ： －
ラ ク ト ー ス ： －
D-ソ ル ビ ト ー ル ： －
ア ド ニ ト ー ル ： －
エ リ ス リ ト ー ル ： －
ト レ ハ ロ ー ス ： －
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DL-乳 酸 ： ＋
D-サ ッ カ ラ ー ト ： ＋
メ サ コ ン 酸 ： －
プ ロ ピ オ ン 酸 ： ＋
n-酪 酸 ： ＋
４ ） 部 分 塩 基 配 列
ａ ） 16S rDNA （ 配 列 番 号 １ ）
CTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGAGAGCTTGCTCTCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT
GCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACG
ATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
GTTGGGAGGAAGGGCAGTAGATTAATACTCTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGG
ATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCC
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCC
TTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAA
TGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAAC
TCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGGGGACGGTTACCACGGTGTGATTCA
TGACTGGGGGAAGTCGAACAA
ｂ ） gyrB（ 配 列 番 号 ２ ）
TCCTACAAGGTATCCGGCGGCCTGCACGGCGTAGGTGTGTCGGTAGTGAACGCCCTGTCTGAAGAGCTAGTCCTCACCGT
TCGCCGTAGCGGCAAGATCTGGGAACAGACCTACGTCCATGGTGTTCCGCAGGAGCCGATGAAGATCGTTGGCGACAGCG
AAACCACTGGCACCCAGATCCACTTCAAGGCTTCCAGCGAAACCTTCAAGAACATCCACTTCAGCTGGGACATCCTGGCC
AAGCGGATTCGTGAACTGTCCTTCCTCAACTCCGGTGTCGGTATCGTCCTCAAGGACGAGCGCAGCGGCAAGGAAGAGCT
GTTCAAGTACGAAGGCGGCCTGCGTGCGTTCGTTGAATACCTGAACACCAACAAGACCCCGGTCAACCAGGTGTTCCACT
TCAACATCCAGCGTGAAGACGGCATTGGCGTGGAAATCGCCCTGCAGTGGAACGACAGCTTCAACGAGAACCTGTTGTGC
TTCACCAACAACATTCCGCAGCGCGATGGCGGTACTCACCTGGTGGGTTTCCGTTCCGCACTGACGCGTAACCTCAACAC
CTATATCGAAGCTGAAGGCCTGGCGAAGAAGCACAAGGTCGCCACCACCGGTGACGACGCCCGTGAAGGCCTGACCGCGA
TCATTTCGGTAAAAGTGCCGGATCCGAAGTTCAGCTCCCAGACCAAGGACAAGCTGGTCTCTTCCGAAGTGAAGACCGCG
GTCGAACAGGAAATGGGCAAGTACTTCTCCGACTTCCTGCTGGAAAACCCGAACGAAGCCAAGCTGGTTGTCGGCAAGAT
GATCGACGCGGCACGTGCTCGTGAAGCCGCGCGCAAGGCCCGTGAGATGACCCGCCGTAAAGGCGCACTGGACATCGCTG
GCCTGCCGGGCAAACTGGCTGAT
ｃ ） rpoD（ 配 列 番 号 ３ ）
GAGCTCCTCACGCGTGAAGGCGAAATCGAAATCGCCAAGCGTATTGAAGAGGGCATCCGTGAAGTGATGAGCGCAATCGC
GCACTTCCCTGGCACGGTTGATCATATTCTCTCCGAATACACTCGCGTCACCACCGAAGGTGGCCGCCTGTCCGACGTCC
TGAGCGGTTATATCGACCCGGACGACGGTATTGCGCCGCCTGCAGCGGAGGTGCCACCGCCGATCGACACCAAGACCGCG
AAAGCGGATGACGATTCCGACGACGATGACGCCGAAGCTTCCGATGACGAAGAAGAAGCCGAAAGCGGTCCGGATCCGAT
CATCGCCGCCCAGCGCTTTGGTGCTGTCGCCGATCAGATGGAAATCACCCGCAAGGCGCTGAAAAAGCACGGTCGCCACA
ACAAGCTGGCGATTGCCGAGCTGTTGGCCCTTGCCGACCTGTTCATGCCGATCAAACTGGTTCCGAAGCAATTCGAAGGC
CTGGTCGAGCGTGTGCGCAGCGCCCTGGATCGTCTGCGTCAGCAAGAGCGTGCAATCATGCAGCTCTGCGTTCGTGATGC
ACGCATGCCGCGTGCTGACTTCCTGCGCCAGTTCCCGGGCAACGAAGTGGACGAAAGCTGGAGCGATGCACTGGCCAAAG
GCAAAAGCAAATACGCTGAAGCCATCGGTCGCGTGCAGCCGGACATCATTCGCTGCCAGCAGAAGCTGACCGCGCTGGAA
ACCGAAACCGGTTTGACGATCGCCGAGATCAAGGACATCAACCGTCGCATGTCGATCGGTGAGGCCAAGGCCCGCCGCGC

10

20

30

40

50

(19) JP 2006-204258 A 2006.8.10



G。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ＜ TM90株 の 菌 学 的 性 質 ＞
　 本 菌 株 は 環 境 中 か ら 新 た に 取 得 さ れ た 。 本 菌 株 の 菌 学 的 性 質 を 以 下 に 記 載 す る 。
１ ） 形 態 学 的 性 質
細 胞 の 形 ： 桿 菌
グ ラ ム 染 色 性 ： －
２ ） 生 理 学 的 性 質
オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 ： ＋
O/F試 験 ： 酸 化 型
硝 酸 還 元 ： －
イ ン ド ー ル 産 生 ： －
ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー ゼ ： ＋
ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 ： －
King's B寒 天 で の 蛍 光 色 素 産 生 ： ＋
Tween 80 の 加 水 分 解 ： ＋
40℃ 生 育 ： －
グ ル コ ン 酸 還 元 ： －
レ バ ン 産 生 ： +－
ジ ャ ガ イ モ 腐 敗 ： －
タ バ コ 過 敏 感 反 応 ： －
レ シ チ ナ ー ゼ ： －
カ ゼ イ ン ： ＋
カ タ ラ ー ゼ ： ＋
PHB集 積 ： －
３ ） 基 質 資 化 能
グ ル コ ー ス ： ＋
ス ク ロ ー ス ： －
Ｄ -マ ン ニ ト ー ル ： －
マ ル ト ー ス ： －
ラ ク ト ー ス ： －
ガ ラ ク ト ー ス ： ＋
D-ソ ル ビ ト ー ル ： ＋
イ ノ シ ト ー ル ： －
L-ラ ム ノ ー ス ： －
ア ド ニ ト ー ル ： －
エ リ ス リ ト ー ル ： －
ト レ ハ ロ ー ス ： －
DL-乳 酸 ： ＋
D-酒 石 酸 ： －
L-酒 石 酸 ： －
メ ソ 酒 石 酸 ： －
D-サ ッ カ ラ ー ト ： ＋
メ サ コ ン 酸 ： －
プ ロ ピ オ ン 酸 ： ＋
n-酪 酸 ： ＋
エ タ ノ ー ル ： ＋
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ： ＋ 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ＜ TM109株 の 菌 学 的 性 質 ＞
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　 本 菌 株 は 環 境 中 か ら 新 た に 取 得 さ れ た 。 本 菌 株 の 菌 学 的 性 質 を 以 下 に 記 載 す る 。
１ ） 形 態 学 的 性 質
細 胞 の 形 ： 桿 菌
グ ラ ム 染 色 性 ： －
２ ） 生 理 学 的 性 質
オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 ： ＋
O/F試 験 ： 酸 化 型
硝 酸 還 元 ： －
イ ン ド ー ル 産 生 ： －
ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー ゼ ： ＋
ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 ： －
King's B寒 天 で の 蛍 光 色 素 産 生 ： ＋ W
Tween 80 の 加 水 分 解 ： －
40℃ 生 育 ： －
グ ル コ ン 酸 還 元 ： －
レ バ ン 産 生 ： －
ジ ャ ガ イ モ 腐 敗 ： －
タ バ コ 過 敏 感 反 応 ： －
レ シ チ ナ ー ゼ ： －
カ ゼ イ ン ： －
カ タ ラ ー ゼ ： ＋
PHB集 積 ： －
３ ） 基 質 資 化 能
グ ル コ ー ス ： ＋
ス ク ロ ー ス ： －
Ｄ -マ ン ニ ト ー ル ： ＋
マ ル ト ー ス ： －
ラ ク ト ー ス ： －
ガ ラ ク ト ー ス ： ＋
D-ソ ル ビ ト ー ル ： －
イ ノ シ ト ー ル ： －
L-ラ ム ノ ー ス ： －
ア ド ニ ト ー ル ： －
エ リ ス リ ト ー ル ： －
ト レ ハ ロ ー ス ： －
DL-乳 酸 ： ＋
D-酒 石 酸 ： ＋
L-酒 石 酸 ： －
メ ソ 酒 石 酸 ： －
D-サ ッ カ ラ ー ト ： ＋
メ サ コ ン 酸 ： －
プ ロ ピ オ ン 酸 ： ＋
n-酪 酸 ： ＋
エ タ ノ ー ル ： ＋
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ： ＋ 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 上 の 菌 学 的 性 質 か ら 、 バ ー ジ ェ ー ズ ・ マ ニ ュ ア ル ・ オ ブ ・ シ ス テ マ テ ィ ッ ク ・ バ ク テ
リ オ ロ ジ ー ・ 第 １ 巻 (Ｂ ergeys Ｍ anual of Ｓ ysteｍ atic Ｂ acteriology， Ｖ oluｍ e１ )(1
984年 )、 バ ー ジ ェ ー ズ ・ マ ニ ュ ア ル ・ オ ブ ・ デ ィ タ ミ ネ ー テ ィ ブ ・ バ ク テ リ オ ロ ジ ー (Ｂ e
rgeys Ｍ anual of Ｄ eterｍ inative Ｂ acteriology)第 ９ 版 (1994年 )、 及 び KF767株 お い て
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は 部 分 塩 基 配 列 に よ る 相 同 性 検 索 に 基 づ い て 検 索 し た と こ ろ 、 い ず れ の 菌 株 も シ ュ ー ド モ
ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ (Pseudoｍ onas sp.)に 属 す る と 判 明 し た 。 従 っ て 、 こ れ ら の 菌 株 を シ ュ
ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ YN21Ｍ 株 (Pseudoｍ onas sp. YN21M)、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー
シ ズ ・ AG32株 (Pseudoｍ onas sp. AG32)、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ KF767株 （ Pseudo
ｍ onas sp. KF767） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM90株 （ Pseudoｍ onas sp. TM90）
、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM109株 （ Pseudoｍ onas sp. TM109） と そ れ ぞ れ 命 名 し
た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 な お 、 上 記 の ５ 種 の 新 規 菌 株 の 従 来 菌 株 と の 違 い は 以 下 の と お り で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 YN21M、 TM109は 中 性 付 近 の 培 養 条 件 に お い て 従 来 菌 株 よ り 高 い PHA生 産 性 を 有 す る 。 KF7
67は 酸 性 の 培 養 条 件 に お い て 従 来 菌 株 よ り 高 い PHA生 産 性 を 有 す る 。 AG32、 TM90は 塩 基 性
の 培 養 条 件 に お い て 従 来 菌 株 よ り 高 い PHA生 産 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 特 性 の 他 に 、 YN21M株
は 従 来 菌 株 で あ る Pseudomonas cichorii YN2株 （ FERM BP-7375） と 硝 酸 塩 還 元 性 、 イ ン ド
ー ル 生 成 、 ブ ド ウ 糖 酸 性 化 、 ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 、 Ｄ -マ ン ノ ー ス 資 化 能 な ど
の 生 理 学 的 性 質 及 び 基 質 資 化 能 の 違 い を 示 す こ と が で き る 。 ま た 同 様 に 従 来 菌 株 で あ る Ps
eudomonas cichorii H45 株 （ FERM BP-7374） と は 硝 酸 塩 の 還 元 性 、 ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ
ラ ー ゼ 活 性 、 Ｌ -ア ラ ビ ノ ー ス 資 化 能 、 Ｄ -マ ン ニ ト ー ル 資 化 能 に お い て 、 Pseudomonas je
ssenii P161 株 （ FERM BP-7376） と は Ｄ -マ ン ニ ト ー ル 資 化 能 に お い て 、 Pseudomonas put
ida P91 株 （ FERM BP-7373） と は 硝 酸 塩 還 元 性 、 Ｌ -ア ラ ビ ノ ー ス 資 化 能 、 Ｄ -マ ン ノ ー ス
資 化 能 に お い て そ れ ぞ れ 特 性 を 異 に す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 AG32株 に 関 し て は 、 従 来 菌 株 で あ る YN2株 と は イ ン ド ー ル 産 生 能 、 ア ル ギ ニ ン ジ
ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 、 ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 活 性 に お い て 、 H45株 と は ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー
ゼ 活 性 、 ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 活 性 に お い て 、 P161株 と は ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 活 性 に お い て 、 P9
1株 と は Ｄ -マ ン ニ ト ー ル 資 化 能 に お い て そ れ ぞ れ 特 性 を 異 に す る 。 ま た 、 KF767株 に 関 し
て は 、 従 来 菌 株 の YN2株 と は イ ン ド ー ル 産 生 能 、 ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 に お い て
、 H45株 と は ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 に お い て 、 P91株 と は イ ン ド ー ル 産 生 能 に お い
て そ れ ぞ れ 特 性 を 異 に す る 。 ま た 、 TM90株 に 関 し て は 、 従 来 菌 株 で あ る YN2株 と は イ ン ド
ー ル 産 生 能 、 ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 に お い て 、 H45株 と は ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ
ー ゼ 活 性 、 Ｄ -マ ン ニ ト ー ル 資 化 能 に お い て 、 P161株 と は 硝 酸 塩 の 還 元 性 、 Ｄ -マ ン ニ ト ー
ル 資 化 能 に お い て そ れ ぞ れ 特 性 を 異 に す る 。 ま た 、 TM109株 に 関 し て は 、 従 来 菌 株 で あ る Y
N2株 と は イ ン ド ー ル 産 生 能 、 ア ル ギ ニ ン ジ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 、 Ｄ -マ ン ニ ト ー ル 資 化 能 に
お い て 、 P161株 と は 硝 酸 塩 還 元 性 に お い て 、 P91株 と は Ｄ -マ ン ニ ト ー ル 資 化 能 に お い て そ
れ ぞ れ 特 性 を 異 に す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ＜ 基 質 ＞
　 前 記 本 発 明 の 新 規 微 生 物 を 、 前 記 式 （ １ ） ～ （ ４ ） に 示 す ユ ニ ッ ト の 導 入 の た め の 基 質
と な る ア ル カ ノ エ ー ト も し く は ア ル カ ン を 含 ん だ 培 地 で 培 養 す る こ と で 、 前 記 式 （ １ ） ～
（ ４ ） に 示 す ユ ニ ッ ト か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 類 を 含 む Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 す る
こ と が 出 来 る 。 上 記 基 質 と な る ア ル カ ノ エ ー ト も し く は ア ル カ ン と し て は 、 本 発 明 に お け
る 微 生 物 に よ り 対 応 す る PHAの モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト に 変 換 さ れ 得 る も の で 、 目 的 と す る PHAの
構 造 に 応 じ て 側 鎖 に 置 換 基 を 有 す る ア ル カ ノ エ ー ト も し く は ア ル カ ン で あ れ ば 、 い か な る
種 類 の も の を 用 い て も 良 い が 、 例 え ば 、 ア ル カ ノ エ ー ト と し て は 式 （ １ ３ ） ～ （ １ ６ ） で
示 す 構 造 の も の を 好 ま し く 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ こ で 、 式 （ １ ３ ） は 、
【 ０ ０ ４ ５ 】
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【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
（ ｅ は 式 中 に 示 し た 範 囲 内 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ る ； Ｒ 8 は フ ェ ニ ル 構 造 、 或 い は チ エ ニ
ル 構 造 の い ず れ か の 構 造 を 有 す る 残 基 を 含 ん で い る ） で 示 さ れ 、 式 （ １ ４ ） は 、
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ 式 中 、 Ｒ 9 は 芳 香 環 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 9 は Ｈ 原 子 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基
、 Ｃ Ｏ Ｏ Ｒ ´ 、 Ｓ Ｏ 2 Ｒ "（ Ｒ ´ ： Ｈ 、 Ｎ ａ 、 Ｋ 、 Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず れ か
を 表 し 、 Ｒ "： Ｏ Ｈ 、 Ｏ Ｎ ａ 、 Ｏ Ｋ 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｏ Ｃ Ｈ 3 、 お よ び Ｏ Ｃ 2 Ｈ 5 の い ず
れ か を 表 す ） 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 （ Ｃ Ｈ 3 ） 2 － Ｃ Ｈ 基 ま た は （ Ｃ Ｈ 3 ） 3 －
Ｃ 基 で あ り 、 ｆ は 式 中 に 示 し た 範 囲 内 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ る ） で 示 さ れ 、 式 （ １ ５ ） は
、
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
（ 式 中 、 Ｒ 1 0 は シ ク ロ ヘ キ シ ル 基 へ の 置 換 基 を 示 し 、 Ｒ 1 0 は Ｈ 原 子 、 Ｃ Ｎ 基 、 Ｎ Ｏ 2 基 、
ハ ロ ゲ ン 原 子 、 Ｃ Ｈ 3 基 、 Ｃ 2 Ｈ 5 基 、 Ｃ 3 Ｈ 7 基 、 Ｃ Ｆ 3 基 、 Ｃ 2 Ｆ 5 基 ま た は Ｃ 3 Ｆ 7 基 で あ り
、 ｇ は 式 中 に 示 し た 範 囲 内 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ る ） で 示 さ れ 、 式 （ １ ６ ） は 、
【 ０ ０ ５ １ 】
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
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（ ｈ は 式 中 に 示 し た 範 囲 内 か ら 選 ば れ た 整 数 で あ る ） で 示 さ れ る 。 ま た 、 同 様 に 本 発 明 に
用 い 得 る ア ル カ ン の 例 と し て は 、 上 記 式 （ １ ３ ） ～ （ １ ６ ） の ア ル カ ノ エ ー ト が ア ル カ ン
と な っ た 構 造 の も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る YN21M株 及 び TM109株 は 、 上 記 基 質 を 利 用 し て 高 い 収 率
で ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 を 用 い
た 場 合 、 YN21M株 は 従 来 既 知 の 微 生 物 に 比 べ て 高 収 率 に 3-ヒ ド ロ キ シ － ５ － フ ェ ニ ル 吉 草
酸 ユ ニ ッ ト を 有 す る PHAを 生 産 す る こ と が 出 来 る 。 ま た 、 ５ － フ ェ ノ キ シ 吉 草 酸 を 用 い た
場 合 、 TM109株 は 従 来 既 知 の 微 生 物 に 比 べ て 高 収 率 に 3-ヒ ド ロ キ シ － ５ － フ ェ ノ キ シ 吉 草
酸 ユ ニ ッ ト を 有 す る PHAを 生 産 す る こ と が 出 来 る 。 ま た 、 一 般 的 に ア ル カ ン は ア ル カ ノ エ
ー ト よ り も 低 コ ス ト に 化 学 合 成 で き る た め 、 ア ル カ ン を 使 用 す る こ と で ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ －
Ｐ Ｈ Ａ の 生 産 コ ス ト を 低 減 す る こ と に つ な が る 。 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る YN21M
株 は 、 ア ル カ ン を 利 用 し て 従 来 よ り 高 い 収 率 で ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 す る こ と が
で き る 。 具 体 的 に n-ア ミ ル ベ ン ゼ ン を 用 い た 場 合 、 YN21M株 は 従 来 既 知 の 微 生 物 に 比 べ て
高 収 率 に 3-ヒ ド ロ キ シ － ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト を 有 す る PHAを 生 産 す る こ と が 出 来
る 。 上 記 基 質 の 含 有 比 率 は 、 培 地 あ た り ０ ． ０ １ ％ ～ １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の 範 囲 に 選 択 す る こ
と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ＜ 培 養 ＞
　 本 発 明 に お け る 培 養 方 法 と し て は 、 液 体 培 養 法 を 用 い る こ と が 出 来 、 さ ら に 、 バ ッ チ 培
養 、 フ ェ ド バ ッ チ 培 養 、 半 連 続 培 養 、 連 続 培 養 、 ま た こ れ ら を 組 み 合 わ せ た 方 法 等 、 種 類
を 問 わ な い 。 液 体 バ ッ チ 培 養 の 形 態 と し て は 、 フ ラ ス コ を 用 い た 方 法 、 ジ ャ ー フ ァ ー メ ン
タ ー を 用 い た 方 法 な ど が あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 方 法 に 利 用 可 能 な 培 地 と し て は 、 リ ン 源 （
例 え ば 、 リ ン 酸 塩 等 ） 、 窒 素 源 （ 例 え ば 、 ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 硝 酸 塩 等 ） な ど 、 微 生 物 が 増
殖 し 得 る 成 分 を 適 当 な 濃 度 で 含 ん で い る も の で あ れ ば い か な る も の も 用 い る こ と が 出 来 る
。
更 に は 、 良 好 な 菌 体 の 増 殖 、 そ れ に 伴 う Ｐ Ｈ Ａ の 生 産 性 の 向 上 を 図 る た め に は 、 前 記 の 培
地 に 必 須 微 量 元 素 を 適 量 添 加 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 以 下 に 示 す 微 量 成 分 溶 液 を ０ ． ３
％ （ ｖ ／ ｖ ） 程 度 添 加 す る こ と が 極 め て 有 効 で あ る 。 か か る 微 量 成 分 溶 液 の 添 加 は 、 微 生
物 の 増 殖 に 際 し て 使 用 さ れ る 微 量 金 属 元 素 な ど を 供 給 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 （ 微 量 成 分 溶 液 の 組 成 ）
　 ニ ト リ ロ 三 酢 酸 ： １ ． ５ ； Ｍ ｇ Ｓ Ｏ 4 ： ３ ． ０ ； Ｍ ｎ Ｓ Ｏ 4 ： ０ ． ５ ； Ｎ ａ Ｃ ｌ ： １ ． ０
； Ｆ ｅ Ｓ Ｏ 4 ： ０ ． １ ； Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 ： ０ ． １ ； Ｃ ｏ Ｃ ｌ 2 ： ０ ． １ ； Ｚ ｎ Ｓ Ｏ 4 ： ０ ． １ ； Ｃ
ｕ Ｓ Ｏ 4 ： ０ ． １ ； Ａ ｌ Ｋ （ Ｓ Ｏ 4 ） 2 ： ０ ． １ ； Ｈ 3 Ｂ Ｏ 3 ： ０ ． １ ； Ｎ ａ 2 Ｍ ｏ Ｏ 4 ： ０ ．
１ ； Ｎ ｉ Ｃ ｌ 2 ： ０ ． １ （ ｇ ／ Ｌ ）
　 ま た 、 前 記 の 培 地 に 、 微 生 物 の 増 殖 を 促 す 基 質 と し て 、 酵 母 エ キ ス 、 ポ リ ペ プ ト ン 、 肉
エ キ ス 、 コ ー ン ス テ ィ ー プ リ カ ー と い っ た 栄 養 素 を さ ら に 添 加 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 前 記 の 培 地 に 、 微 生 物 の 増 殖 に よ り 消 費 さ れ る エ ネ ル ギ ー 源 、 炭 素 源 と し て 、 糖
類 、 例 え ば 、 グ リ セ ロ ア ル デ ヒ ド 、 エ リ ト ロ ー ス 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 キ シ ロ ー ス 、 グ ル コ ー
ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス と い っ た ア ル ド ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ リ
ト リ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 等 の ア ル ジ ト ー ル 、 グ ル コ ン 酸 等 の ア ル ド ン 酸 、 グ ル ク ロ ン 酸
、 ガ ラ ク ツ ロ ン 酸 等 の ウ ロ ン 酸 、 マ ル ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス と い っ た 二 糖 等 を
さ ら に 添 加 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 前 記 糖 類 に 代 え て 、 有 機 酸 ま た は そ の 塩 、 よ り 具 体 的 に は 、 Ｔ Ｃ Ａ サ イ ク ル に 関 与 す る
有 機 酸 、 並 び に 、 Ｔ Ｃ Ａ サ イ ク ル か ら １ 段 階 や ２ 段 階 の 少 な い 生 化 学 的 反 応 に よ り 誘 導 さ
れ る 有 機 酸 、 ま た は そ れ ら の 水 溶 性 の 塩 を 利 用 す る こ と も 出 来 る 。 有 機 酸 ま た は そ の 塩 と
し て 、 例 え ば 、 ピ ル ビ ン 酸 、 オ キ サ ロ 酢 酸 、 ク エ ン 酸 、 イ ソ ク エ ン 酸 、 ケ ト グ ル タ ル 酸 、
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コ ハ ク 酸 、 フ マ ル 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 乳 酸 な ど の ヒ ド ロ キ シ カ ル ボ ン 酸 や オ キ ソ カ ル ボ ン 酸 類
ま た は そ の 水 溶 性 の 塩 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 ア ミ ノ 酸 ま た は そ の 塩 、 例
え ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 や グ ル タ ミ ン 酸 等 の ア ミ ノ 酸 ま た は そ の 塩 を 用 い る こ と が 可 能 で あ
る 。 有 機 酸 ま た は そ の 塩 を 添 加 す る 際 に は 、 ピ ル ビ ン 酸 、 オ キ サ ロ 酢 酸 、 ク エ ン 酸 、 イ ソ
ク エ ン 酸 、 ケ ト グ ル タ ル 酸 、 コ ハ ク 酸 、 フ マ ル 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 乳 酸 、 並 び に そ の 塩 か ら な
る 群 か ら 、 一 種 ま た は 複 数 種 を 選 択 し 、 培 地 に 添 加 し 、 溶 解 さ せ る こ と が よ り 好 ま し い 。
あ る い は 、 ア ミ ノ 酸 ま た は そ の 塩 を 添 加 す る 際 に は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 な ら
び に そ れ ら の 塩 か ら な る 群 か ら 、 一 種 ま た は 複 数 種 を 選 択 し 、 培 地 に 添 加 し 、 溶 解 さ せ る
こ と が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 微 生 物 増 殖 の た め の 炭 素 源 、 並 び に 、 Ｐ Ｈ Ａ 生 産 の た め の エ ネ ル ギ ー 供 給 源 と し て 培 地
に 添 加 さ れ る 上 記 の 共 存 基 質 の 濃 度 は 、 通 常 、 培 地 あ た り ０ ． ０ ５ ％ ～ ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の
範 囲 、 よ り 好 ま し く は 、 ０ ． ２ ％ ～ ２ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の 範 囲 に 選 択 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た 、 PHA合 成 の た め の 基 質 と し て ア ル カ ン を 用 い た 場 合 に は 、 界 面 活 性 作 用 を 有 す る
分 散 剤 を 適 当 濃 度 で 培 地 に 添 加 す る こ と に よ っ て 、 PHAの 生 産 性 を 上 げ る こ と が で き る 。
こ の 理 由 と し て は 、 分 散 剤 に よ る ア ル カ ン の 培 地 へ の 溶 解 性 の 向 上 や 揮 発 性 の 抑 制 、 微 生
物 の 増 殖 や PHA生 産 に 対 す る 阻 害 作 用 の 低 減 等 が 考 え ら れ る 。 ア ル カ ン を 利 用 し て PHAを 高
収 率 に 生 産 で き る YN21M株 に お い て も 、 分 散 剤 を 添 加 す る こ と に よ っ て よ り 生 産 性 を 向 上
す る こ と が 可 能 で あ る 。 分 散 剤 と し て は 微 生 物 の 生 育 及 び 活 性 を 大 き く 阻 害 せ ず 、 か つ 微
生 物 菌 体 か ら 回 収 し た PHAに 残 留 し な い 界 面 活 性 剤 で あ れ ば い か な る も の を 使 用 し て も 良
く 、 例 え ば 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 で あ る ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、
ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン エ ー テ ル 、 ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ ー テ ル な ど を
用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 中 に は 微 生 物 の 培 養 に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 消 泡 剤 も 含 ま れ
て お り 、 消 泡 剤 を 兼 ね て 添 加 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 分 散 剤 の 濃 度 と し て は 分 散 剤 の 種 類 や 目 的 に 応 じ て 適 宜 設 定 す れ ば よ い が 、 例 え ば 0.1
～ 1ml/L、 さ ら に 0.5ml/L程 度 の 濃 度 を 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 培 養 温 度 は 、 利 用 す る 微 生 物 菌 株 が 良 好 に 増 殖 可 能 な 温 度 で あ れ ば 良 く 、 通 常 、 １ ５ ℃
～ ３ ７ ℃ の 範 囲 、 よ り 好 ま し く は 、 ２ ０ ℃ ～ ３ ０ ℃ の 範 囲 程 度 に 選 択 す る こ と が 適 当 で あ
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 培 養 ｐ Ｈ は 、 使 用 す る 微 生 物 の 生 育 や 目 的 と す る Ｐ Ｈ Ａ の 生 産 に と っ て 良 好 な 範 囲 で あ
れ ば 良 く 、 そ の よ う な 範 囲 に pHを 制 御 す る こ と も 好 ま し い 。 ｐ Ｈ の 制 御 方 法 は 、 培 地 に 予
め ｐ Ｈ 緩 衝 能 を 持 た せ て 制 御 す る 方 法 や 、 培 養 中 の 培 地 ｐ Ｈ の 変 化 に 応 じ て 酸 、 ア ル カ リ
を 適 宜 添 加 し て 制 御 す る 方 法 な ど 、 微 生 物 の 培 養 に 一 般 に 用 い ら れ る 方 法 を 採 用 す る こ と
が 可 能 で あ る が 、 生 産 性 を 向 上 さ せ る た め に 基 質 や 培 地 濃 度 を 高 め た 場 合 に は 、 培 養 経 過
と 共 に 培 地 の 緩 衝 能 を 超 え て pHが 変 動 す る こ と も あ り 、 ま た 設 備 的 な 問 題 や 、 簡 便 さ の 点
か ら 培 養 中 に 酸 ・ ア ル カ リ を 添 加 し て 制 御 す る こ と も 困 難 な 場 合 が 多 い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る KF767株 は 、 培 養 中 の 培 地 ｐ Ｈ が 酸 性 に 傾 斜 し て も 比
較 的 安 定 し て 高 収 率 に ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に ５ － フ
ェ ニ ル 吉 草 酸 を 基 質 と し て 用 い た 場 合 、 KF767株 は pH5.0～ 6.5の 酸 性 培 地 に お い て 従 来 既
知 の 微 生 物 に 比 べ て 高 収 率 に 3-ヒ ド ロ キ シ － ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト を 有 す る PHAを
生 産 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る AG32株 及 び TM90株 は 、 培 養 中 の 培 地 ｐ Ｈ が 塩 基
性 に 傾 斜 し て も 比 較 的 安 定 し て 高 収 率 に ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 す る こ と が で き る
。 具 体 的 に ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 を 基 質 と し て 用 い た 場 合 、 AG32株 及 び TM90株 は pH7.5～ 8.5
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の 塩 基 性 培 地 に お い て 従 来 既 知 の 微 生 物 に 比 べ て 高 収 率 に 3-ヒ ド ロ キ シ － ５ － フ ェ ニ ル 吉
草 酸 ユ ニ ッ ト を 有 す る PHAを 生 産 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 微 生 物 に Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 ・ 蓄 積 せ し め る 手 法 と し て は 、 上 述 す る 、 所 定 の 濃 度 で 基 質 を 添
加 し た 、 リ ン 酸 塩 、 並 び に ア ン モ ニ ウ ム 塩 ま た は 硝 酸 塩 等 の 窒 素 源 を 含 む 培 地 に お い て 微
生 物 を 培 養 す る 一 段 階 培 養 法 の 他 に 、 培 養 を 二 段 階 に 分 け て 行 な う 二 段 階 培 養 法 を 採 用 す
る こ と も 出 来 る 。 こ の 二 段 階 培 養 法 で は 、 一 次 培 養 と し て 、 所 定 の 濃 度 で 基 質 を 添 加 し た
、 リ ン 酸 塩 、 並 び に ア ン モ ニ ウ ム 塩 ま た は 硝 酸 塩 等 の 窒 素 源 を 含 む 培 地 に お い て 、 微 生 物
を 一 旦 十 分 に 増 殖 さ せ た 後 、 二 次 培 養 と し て 、 培 地 に 含 ま れ る 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム の よ う な
窒 素 源 を 制 限 し た 上 で 、 所 定 の 濃 度 で 基 質 を 添 加 し た 培 地 に 、 一 次 培 養 で 得 ら れ た 菌 体 を
移 し 、 更 に 培 養 し て 、 微 生 物 に Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 ・ 蓄 積 せ し め る 。 こ の 二 段 階 培 養 法 を 採 用 す
る と 、 Ｐ Ｈ Ａ の 生 産 性 が 向 上 す る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 生 産 さ れ る Ｐ Ｈ Ａ は 微 生 物 の 菌 体 内 に 蓄 積 さ れ る の で 、 培 養 に よ り 増 殖 さ せ 、 Ｐ Ｈ Ａ を
生 産 ・ 蓄 積 し て い る 菌 体 を 集 菌 す る こ と で 、 培 地 と の 分 離 が 容 易 に な さ れ る 。 集 菌 し た 菌
体 を 、 洗 浄 ・ 乾 燥 し た 後 、 Ｐ Ｈ Ａ を 回 収 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 微 生 物 細 胞 か ら Ｐ Ｈ Ａ を 回 収 す る 方 法 と し て は 、 通 常 行 な わ れ て い る 方 法 を 適 用 す る こ
と が 出 来 る 。 例 え ば 、 ク ロ ロ ホ ル ム 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン 、 ア セ ト ン な ど の 有 機 溶 媒 に よ る 抽
出 が 最 も 簡 便 で あ る 。 前 記 の 溶 媒 以 外 に 、 ジ オ キ サ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 、 ア セ ト ニ ト
リ ル が 用 い ら れ る 場 合 も あ る 。 ま た 、 有 機 溶 媒 の 使 用 が 望 ま し く な い 作 業 環 境 中 で は 、 Ｓ
Ｄ Ｓ 等 の 界 面 活 性 剤 に よ る 処 理 、 リ ゾ チ ー ム 等 の 酵 素 に よ る 処 理 、 次 亜 塩 素 酸 塩 、 ア ン モ
ニ ア 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の 薬 剤 に よ る 処 理 、 超 音 波 破 砕 法 、 ホ モ ジ ナ イ ザ ー 法 、 圧 力 破 砕 法 、 ビ
ー ズ 衝 撃 法 、 摩 砕 法 、 擂 潰 法 、 凍 結 融 解 法 の い ず れ か の 方 法 を 用 い て 、 微 生 物 細 胞 を 物 理
的 に 破 砕 し た 後 、 Ｐ Ｈ Ａ 以 外 の 菌 体 成 分 を 除 去 し て 、 Ｐ Ｈ Ａ を 回 収 す る 方 法 を 採 用 す る こ
と も 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 で 生 産 す る ｕ ｎ ｕ ｓ ｕ ａ ｌ － Ｐ Ｈ Ａ に は 、 複 数 の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト を 含 有
せ し む る こ と も 可 能 で あ り 、 必 要 と す る ポ リ マ ー の 機 能 性 、 物 性 な ど を 考 慮 の 上 、 設 計 す
る と 良 い 。 即 ち 、 目 的 と す る Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 す る た め の 基 質 で あ る ア ル カ ノ エ ー ト や ア ル カ
ン の 複 数 種 を 培 地 中 に 共 存 さ せ る こ と に よ り 、 複 数 種 の ユ ニ ッ ト を 含 む Ｐ Ｈ Ａ を 生 産 す る
こ と が 可 能 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 次 に 、 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。 な お 、 こ れ ら 実 施 例 は 、 本 発 明 に
か か る 最 良 の 実 施 形 態 の 一 例 で は あ る も の の 、 本 発 明 は 、 こ れ ら 実 施 例 の 形 態 に よ っ て 限
定 さ れ る も の で は な い 。
＜ 参 考 例 １ ＞
　 本 発 明 に か か る 新 規 菌 株 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ AG32株 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ
ー シ ズ ・ KF767株 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM90株 及 び シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ
ズ ・ TM109株 、 並 び に 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ YN21Mの 親 株 と し て の シ ュ ー ド モ ナ ス
・ ス ピ ー シ ズ YN21株 （ FERM BP-08569） の 取 得 は 以 下 の 方 法 で 行 な っ た 。 ポ リ ペ プ ト ン 0．
5％ 、 フ ェ ニ ル 吉 草 酸 0． 1％ 、 ミ ネ ラ ル 溶 液 0． 3％ 、 粉 末 寒 天 1.2%を 含 む Ｍ ９ 培 地 を オ ー
ト ク レ ー ブ 滅 菌 し 、 50℃ に 冷 却 後 、 ナ イ ル レ ッ ド を 0.05%含 有 す る DMSO溶 液 を 0． 1％ 添 加
し 、 滅 菌 シ ャ ー レ に 15mlず つ 分 注 し 、 寒 天 を 固 化 さ せ て 寒 天 培 地 を 作 製 し た 。 な お 、 M9培
地 及 び ミ ネ ラ ル 溶 液 の 組 成 は 以 下 に 示 す 。
[M9培 地 ]
　 Ｎ a2Ｈ Ｐ Ｏ 4： ６ .２ g、 Ｋ Ｈ 2Ｐ Ｏ 4： ３ .０ ｇ 、 Ｎ aＣ l： ０ .５ g、 Ｎ Ｈ 4Ｃ l： １ .０ g（ 培
地 １ リ ッ ト ル 中 、 pＨ ７ .０ ）
[ミ ネ ラ ル 溶 液 ]

10

20

30

40

50

(26) JP 2006-204258 A 2006.8.10



　 ニ ト リ ロ 三 酢 酸 ： 1.5 g、 Ｍ gＳ Ｏ 4： 3.0 g、 Ｍ nＳ Ｏ 4： 0.5 g、 Ｎ aＣ l： 1.0 g、 Ｆ eＳ
Ｏ 4： 0.1 g、 Ｃ aＣ l2： 0.1 g、 Ｃ oＣ l2： 0.1 g、 Ｚ nＳ Ｏ 4： 0.1 g、 Ｃ uＳ Ｏ 4： 0.1 g、 Ａ
lＫ (Ｓ Ｏ 4)2： 0.1 g、 Ｈ 3Ｂ Ｏ 3： 0.1 g、 Ｎ a2Ｍ oＯ 4： 0.1 g、 Ｎ iＣ l2： 0.1 g（ １ リ ッ ト
ル 中 、 pH7.0）
次 に 野 外 か ら 採 取 し た 土 壌 試 料 5gを 10mlの 滅 菌 蒸 留 水 に 添 加 し 、 1分 間 攪 拌 し た 。 こ の 土
壌 懸 濁 液 0． 5mlを 4． 5mlの 滅 菌 水 に 添 加 ・ 攪 拌 し 、 10倍 希 釈 液 を 作 製 し た 。 同 様 の 操 作 を
繰 り 返 し 、 100倍 希 釈 液 、 1000倍 希 釈 液 、 10000倍 希 釈 液 を 作 製 し た 。
10倍 ～ 10000倍 希 釈 液 を 先 に 作 製 し た 寒 天 培 地 に 各 0． 1mlず つ 分 注 し 、 寒 天 表 面 に 均 一 に
な る よ う に 広 げ た 。 こ れ を 培 養 器 に 移 し 、 30℃ で 5日 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 PHAを 合 成 し た
と 思 わ れ る 赤 色 の コ ロ ニ ー の う ち 、 形 態 の 異 な る 株 を 分 離 し た 。 こ う し て 野 生 株 を 十 数 株
取 得 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 次 に 、 ポ リ ペ プ ト ン 0． 5％ 、 グ ル コ ー ス 0． 5％ 、 フ ェ ニ ル 吉 草 酸 0． 1％ 、 ミ ネ ラ ル 溶 液
0． 3％ を 含 む Ｍ ９ 培 地 （ pH7.0） 50mlに 上 記 野 生 株 を 保 存 寒 天 培 地 の コ ロ ニ ー か ら 植 菌 し
、 500ml容 坂 口 フ ラ ス コ に て 30℃ 、 125ス ト ロ ー ク ／ 分 で 振 盪 培 養 し た 。 ま た 上 記 培 地 を pH
5.0、 pH8.5に そ れ ぞ れ 調 整 し た 培 地 に 関 し て も 同 様 に 培 養 を 行 っ た 。
72時 間 後 、 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 冷 メ タ ノ ー ル に て 洗 浄 し た 後 、 真 空 乾 燥 し た 。
こ の 乾 燥 菌 体 ペ レ ッ ト を 酢 酸 エ チ ル １ ０ ｍ ｌ に 懸 濁 し 、 ３ ５ ℃ で １ ５ 時 間 攪 拌 し て Ｐ Ｈ Ａ
を 抽 出 し た 。 抽 出 液 を 孔 径 ０ ． ４ ５ μ ｍ の メ ン ブ ラ ン ・ フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 後 、 ロ ー タ
リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し た 。 こ の 濃 縮 液 を 冷 メ タ ノ ー ル 中 に 加 え て 、 Ｐ Ｈ Ａ を 再 沈 澱
さ せ 、 沈 澱 物 の み を 回 収 し て 真 空 乾 燥 し 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ を 秤 量 し て ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （
PDW） を 求 め た 。 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 を 、 1 Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｆ Ｔ － Ｎ Ｍ Ｒ ：
Ｂ ｒ ｕ ｋ ｅ ｒ Ｄ Ｐ Ｘ ４ ０ ０ ； 共 鳴 周 波 数 ： ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ； 測 定 核 種 ： １ Ｈ ； 使 用 溶 媒 ： Ｃ
Ｄ Ｃ ｌ ３ ； ｒ ｅ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｃ ｅ ： キ ャ ピ ラ リ 封 入 Ｔ Ｍ Ｓ ／ Ｃ Ｄ Ｃ ｌ ３ ； 測 定 温 度 ： 室 温 ）
に よ っ て 求 め た 。 以 上 に よ り 得 ら れ た ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比
を 各 野 生 株 及 び 従 来 菌 株 に 関 し て 比 較 す る こ と で 、 PHA生 産 性 に 優 れ た 本 発 明 に か か る 新
規 菌 株 （ AG32株 、 KF767株 、 TM90株 、 TM109株 及 び YN21株 ） を 得 た 。 更 に 、 YN21株 に 変 異 を
加 え 、 PHA生 産 性 が 更 に 向 上 し て い る 菌 を 単 離 し 、 YN21M株 と し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ＞
　 リ ン 酸 水 素 二 ナ ト リ ウ ム ８ ． ８ ６ ｇ ／ Ｌ 、 リ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム ０ ． ４ ５ ｇ ／ Ｌ 、 塩 化
ア ン モ ニ ウ ム １ ． ０ ｇ ／ Ｌ 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム ０ ． ５ ｇ ／ Ｌ 、 微 量 成 分 溶 液 ３ ｍ ｌ ／ Ｌ を 含
む 無 機 培 地 に 、 ポ リ ペ プ ト ン （ 日 本 製 薬 （ 株 ） ） ０ ． ５ ｇ ／ Ｌ 、 Ｄ － グ ル コ ー ス ０ ． ５ ｇ
／ Ｌ の 組 成 の 培 地 50mlを ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ ラ ス コ に 入 れ 、 こ れ に 基 質 と し て ア ル カ ノ
エ ー ト で あ る ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 を １ ２ ｍ Ｍ 、 ５ － （ ４ － ビ ニ ル フ ェ ニ ル ） 吉 草 酸 を １ ．
５ ｍ Ｍ の 濃 度 と な る よ う に 添 加 し 、 高 温 高 圧 殺 菌 し 室 温 ま で 冷 却 し て 培 地 を 調 製 し た 。 培
地 ｐ Ｈ は ７ ． ２ で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ の 振 と う フ ラ ス コ に 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る Ｙ Ｎ ２ １ Ｍ 株 を 接 種 し 、 ３ ０ ℃
、 １ ２ ５ ス ト ロ ー ク ／ 分 で 振 盪 培 養 し た 。 ４ ０ 時 間 後 、 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 冷
メ タ ノ ー ル に て 洗 浄 し た 後 、 真 空 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 乾 燥 菌 体 ペ レ ッ ト を 酢 酸 エ チ ル １ ０ ｍ ｌ に 懸 濁 し 、 ３ ５ ℃ で １ ５ 時 間 攪 拌 し て Ｐ Ｈ
Ａ を 抽 出 し た 。 抽 出 液 を 孔 径 ０ ． ４ ５ μ ｍ の メ ン ブ ラ ン ・ フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 後 、 ロ ー
タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し た 。 こ の 濃 縮 液 を 冷 メ タ ノ ー ル 中 に 加 え て 、 Ｐ Ｈ Ａ を 再 沈
澱 さ せ 、 沈 澱 物 の み を 回 収 し て 真 空 乾 燥 し 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ を 秤 量 し て ポ リ マ ー 乾 燥 重 量
（ PDW） を 求 め た 。 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 を 、 1 Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｆ Ｔ － Ｎ Ｍ Ｒ
： Ｂ ｒ ｕ ｋ ｅ ｒ Ｄ Ｐ Ｘ ４ ０ ０ ； 共 鳴 周 波 数 ： ４ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ ； 測 定 核 種 ： 1 Ｈ ； 使 用 溶 媒 ：
Ｃ Ｄ Ｃ ｌ 3 ； ｒ ｅ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｃ ｅ ： キ ャ ピ ラ リ 封 入 Ｔ Ｍ Ｓ ／ Ｃ Ｄ Ｃ ｌ 3 ； 測 定 温 度 ： 室 温 ）
に よ っ て 求 め た 。 ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 の 結 果 を 表 １ に 示 す
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。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ＜ 比 較 例 １ ＞
　 実 施 例 １ で 使 用 し た Ｙ Ｎ ２ １ Ｍ 株 の 代 わ り に 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ Ｙ Ｎ ２ １
株 （ Pseudomonas sp． Ｙ Ｎ ２ １ ； Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ５ ６ ９ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ チ コ リ
ア イ ・ Ｙ Ｎ 2株 （ Pseudomonas cichorii　 Ｙ Ｎ ２ ； Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ３ ７ ５ ） 、 シ ュ ー
ド モ ナ ス ・ チ コ リ ア イ 　 Ｈ ４ ５ 株 （ Pseudomonas cichorii　 Ｈ ４ ５ ； Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７
３ ７ ４ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ジ ェ ッ セ ニ イ 　 Ｐ １ ６ １ 株 （ Pseudomonas  jessenii　 Ｐ １
６ １ ； Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ３ ７ ６ ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ プ チ ダ 　 Ｐ ９ １ 株 （ Pseudomonas 
 putida　 Ｐ ９ １ ； Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ３ ７ ３ ） の 各 菌 株 を そ れ ぞ れ 別 々 に 用 い た 他 は 、
実 施 例 １ と 同 様 に 実 験 を 行 っ た 。 各 菌 株 に お け る ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び モ ノ マ ー
ユ ニ ッ ト 比 の 結 果 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
PDW:ポ リ マ ー 乾 燥 重 量
3HPV:3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト
3HVPV:3-ヒ ド ロ キ シ -5-(4-ビ ニ ル フ ェ ニ ル )吉 草 酸 ユ ニ ッ ト
　 表 １ に 示 す 実 施 例 及 び 各 比 較 例 の 結 果 よ り 、 実 施 例 1の PDWは 比 較 例 １ の い ず れ の PDWよ
り 高 か っ た 。 こ れ よ り 、 本 基 質 及 び 本 培 養 条 件 に お い て 、 YN21M株 は YN21株 、 YN2株 、 H45
株 、 P161株 、 P91株 よ り も PHA生 産 性 の 高 い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ＜ 実 施 例 ２ ＞
　 リ ン 酸 水 素 二 ナ ト リ ウ ム 6.2ｇ ／ Ｌ 、 リ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム 3ｇ ／ Ｌ 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム
１ ． ０ ｇ ／ Ｌ 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム ０ ． ５ ｇ ／ Ｌ 、 微 量 成 分 溶 液 ３ ｍ ｌ ／ Ｌ を 含 む 無 機 培 地 に
、 ポ リ ペ プ ト ン （ 日 本 製 薬 （ 株 ） ） ０ ． ５ ｇ ／ Ｌ 、 Ｄ － グ ル コ ー ス ０ ． ５ ｇ ／ Ｌ の 組 成 の
培 地 50mlを ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ ラ ス コ に 入 れ 、 こ れ に さ ら に 基 質 の 分 散 剤 と し て 消 泡 剤
Antiform PE-M（ 和 光 純 薬 (株 )社 製 ） を 0.5ml/Lの 濃 度 で 添 加 し 、 高 温 高 圧 殺 菌 し た 。 室 温
ま で 冷 却 後 、 こ れ に 基 質 と し て ア ル カ ン で あ る n-ア ミ ル ベ ン ゼ ン を ６ ｍ Ｍ の 濃 度 と な る よ
う に 添 加 し た 。 培 地 ｐ Ｈ は ７ ． ０ で あ っ た 。 こ の 振 と う フ ラ ス コ に 本 発 明 に お け る 新 規 微
生 物 で あ る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ Ｙ Ｎ ２ １ Ｍ 株 を 接 種 し 、 ３ ０ ℃ 、 １ ２ ５ ス ト ロ
ー ク ／ 分 で 振 盪 培 養 し た 。 ４ ０ 時 間 後 、 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 実 施 例 １ と 同 様 に
Ｐ Ｈ Ａ を 抽 出 し 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ を 秤 量 し て ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW;g/l） を 求 め た 。
ま た 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 を 実 施 例 １ と 同 様 に 1 Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 求
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め た 。 ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 の 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ＜ 比 較 例 ２ ＞
　 実 施 例 ２ で 使 用 し た Ｙ Ｎ ２ １ Ｍ 株 の 代 わ り に 、 比 較 例 １ で 使 用 し た Ｙ Ｎ ２ １ 株 、 Ｙ Ｎ 2
株 、 Ｈ ４ ５ 株 、 Ｐ １ ６ １ 株 、 Ｐ ９ １ 株 の 各 菌 株 を そ れ ぞ れ 別 々 に 用 い た 他 は 、 実 施 例 ２ と
同 様 に 実 験 を 行 っ た 。
各 菌 株 に お け る ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 の 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】
PDW:ポ リ マ ー 乾 燥 重 量
3HPV:3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト
　 表 ２ に 示 す 実 施 例 及 び 各 比 較 例 の 結 果 よ り 、 実 施 例 ２ の PDWは 比 較 例 ２ の い ず れ の PDWよ
り 高 か っ た 。 こ れ よ り 、 本 基 質 及 び 本 培 養 条 件 に お い て YN21M株 は YN21株 、 YN2株 、 H45株
、 P161株 、 P91株 よ り も PHA生 産 性 の 高 い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ＜ 実 施 例 ３ ＞
　 実 施 例 ２ に お い て 分 散 剤 と し て 使 用 し た 消 泡 剤 Antiform PE-Mの 代 わ り に 、 ツ イ ー ン ２
０ （ Tween20； キ シ ダ 化 学 (株 )社 製 ） 、 消 泡 剤 カ ラ リ ン 102（ COLORIN 102； 三 洋 化 成 工 業 (
株 )社 製 ） 、 消 泡 剤 ア デ カ ノ ー ル LG-126（ 旭 電 化 工 業 (株 )社 製 ） 、 消 泡 剤 デ ィ ス フ ォ ー ム C
C-118（ Disfoam： 日 本 油 脂 (株 )社 製 ） を 分 散 剤 と し て そ れ ぞ れ 別 々 に 用 い た 他 は 、 実 施 例
２ と 同 様 の 実 験 を 行 っ た 。 培 地 ｐ Ｈ は ７ ． ０ で あ っ た 。 各 分 散 剤 に お け る ポ リ マ ー 乾 燥 重
量 （ PDW） 及 び モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 の 結 果 を 実 施 例 ２ の 結 果 と と も に 表 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ＜ 比 較 例 ３ ＞
　 実 施 例 ２ に お い て 分 散 剤 と し て 使 用 し た Antiform PE-Mを 添 加 せ ず 、 分 散 剤 を 使 用 し な
か っ た 他 は 、 実 施 例 ２ と 同 様 の 実 験 を 行 っ た 。 ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び モ ノ マ ー ユ
ニ ッ ト 比 の 結 果 を 表 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
PDW:ポ リ マ ー 乾 燥 重 量
3HPV:3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト
　 表 ３ に 示 す 実 施 例 及 び 各 比 較 例 の 結 果 よ り 、 実 施 例 ２ 及 び 実 施 例 ３ の PDWは い ず れ も 比
較 例 ３ の PDWよ り 高 か っ た 。 こ れ よ り 、 本 基 質 及 び 本 培 養 条 件 に お い て 界 面 活 性 剤 や 消 泡
剤 を 分 散 剤 と し て 用 い る こ と に よ っ て PHA生 産 性 が 向 上 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ＜ 実 施 例 ４ ＞
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 組 成 の 培 地 50mlを ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ ラ ス コ に 入 れ 、 こ れ に 基 質 で
あ る ５ － フ ェ ノ キ シ 吉 草 酸 を ６ ｍ Ｍ 濃 度 と な る よ う に 添 加 し 、 高 温 高 圧 殺 菌 し て 室 温 ま で
冷 却 し て 培 地 を 調 製 し た 。 培 地 ｐ Ｈ は ７ ． ０ で あ っ た 。 こ の 振 と う フ ラ ス コ に 本 発 明 に お
け る 新 規 微 生 物 で あ る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ TM109株 を 接 種 し 、 ３ ０ ℃ 、 １ ２ ５
ス ト ロ ー ク ／ 分 で 振 盪 培 養 し た 。 ４ ０ 時 間 後 、 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 実 施 例 １ と
同 様 に Ｐ Ｈ Ａ を 抽 出 し 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ を 秤 量 し た 。 ま た 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ の モ ノ マ ー ユ
ニ ッ ト 比 を 実 施 例 １ と 同 様 に 1 Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 求 め た 。 ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び
モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 の 結 果 を 表 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ＜ 比 較 例 ４ ＞
　 実 施 例 ４ で 使 用 し た TM109株 の 代 わ り に 、 比 較 例 １ で 使 用 し た Ｙ Ｎ ２ １ 株 、 Ｙ Ｎ 2株 、 Ｈ
４ ５ 株 、 Ｐ １ ６ １ 株 、 Ｐ ９ １ 株 の 各 菌 株 を そ れ ぞ れ 別 々 に 用 い た 他 は 、 実 施 例 ４ と 同 様 の
方 法 で 実 験 を 行 っ た 。 各 菌 株 に お け る ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比
の 結 果 を 表 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
PDW:ポ リ マ ー 乾 燥 重 量
3HPxV:3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ノ キ シ 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト
　 表 ４ に 示 す 実 施 例 及 び 比 較 例 の 結 果 よ り 、 実 施 例 ４ の PDWは 比 較 例 ４ の い ず れ の PDWよ り
高 か っ た 。 こ れ よ り 、 本 基 質 及 び 本 培 養 条 件 に お い て TM109株 は YN21株 、 YN2株 、 H45株 、 P
161株 、 P91株 よ り も PHA生 産 性 の 高 い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ＜ 実 施 例 ５ ＞
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 組 成 の 培 地 に 基 質 で あ る ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 を ６ ｍ Ｍ 濃 度 と な る よ う
に 添 加 し 、 高 温 高 圧 殺 菌 し て 室 温 ま で 冷 却 し た 。 次 に 塩 酸 を 用 い て 培 地 の ｐ Hを 5.0,5.5,6
.0,6.5,7.0に 各 々 調 製 し 、 濾 過 滅 菌 を し た 後 、 各 培 地 50mlを 滅 菌 し た ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う
フ ラ ス コ に 入 れ た 。 こ の 振 と う フ ラ ス コ に 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る シ ュ ー ド モ ナ
ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ KF767株 を 接 種 し 、 ３ ０ ℃ 、 １ ２ ５ ス ト ロ ー ク ／ 分 で 振 盪 培 養 し た 。 ６
２ 時 間 後 、 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 実 施 例 １ と 同 様 に Ｐ Ｈ Ａ を 抽 出 し 、 得 ら れ た Ｐ
Ｈ Ａ を 秤 量 し た 。 ま た 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 を 実 施 例 １ と 同 様 に 1 Ｈ －
Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 求 め た 。 各 培 地 に お け る ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト
比 の 結 果 を 表 ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ＜ 比 較 例 ５ ＞
　 実 施 例 ５ で 実 験 に 使 用 し た KF767株 の 代 わ り に 、 比 較 例 １ で 使 用 し た Ｙ Ｎ 2株 を 用 い た 他
は 、 実 施 例 ５ と 同 様 の 方 法 で 実 験 を 行 っ た 。 各 培 地 に お け る ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及
び モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 の 結 果 を 表 ５ に 示 す 。 ま た 、 実 施 例 ５ で 実 験 に 使 用 し た 各 培 地 の う
ち 、 pH5.0の 培 地 の み を 用 い 、 さ ら に KF767株 の 代 わ り に 、 比 較 例 １ で 使 用 し た Ｙ Ｎ ２ １ 株
、 Ｈ ４ ５ 株 、 Ｐ １ ６ １ 株 、 Ｐ ９ １ 株 の 各 菌 株 を そ れ ぞ れ 別 々 に 用 い た 他 は 、 実 施 例 ５ と 同
様 の 方 法 で 実 験 を 行 っ た 。 各 菌 株 に お け る ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び モ ノ マ ー ユ ニ ッ
ト 比 の 結 果 を 表 ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
PDW:ポ リ マ ー 乾 燥 重 量
3HPV:3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト
　 表 ５ に 示 す 実 施 例 及 び 比 較 例 の 結 果 よ り 、 実 施 例 ５ の ｐ H5.0,5.5,6.0,6.5に お け る 各 PD
Wは 比 較 例 ５ の ｐ H5.0,5.5,6.0,6.5の い ず れ の PDWよ り 高 く 、 か つ ｐ H5.0～ 7.0で 比 較 的 一
定 で あ っ た 。 こ れ よ り 、 本 基 質 及 び ｐ H5.0～ 6.5の 本 培 養 条 件 に お い て 、 KF767株 は YN21株
、 YN2株 、 H45株 、 P161株 、 P91株 よ り も PHA生 産 性 が 高 く 、 酸 性 培 地 に お い て も 安 定 し て PH
Aを 生 産 で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ＜ 実 施 例 ６ ＞
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 組 成 の 培 地 に 基 質 で あ る ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 を １ ８ ｍ Ｍ 濃 度 と な る よ
う に 添 加 し 、 高 温 高 圧 殺 菌 し て 室 温 ま で 冷 却 し た 。 次 に 塩 酸 を 用 い て 培 地 の ｐ Hを 8.5,8.0
,7.5,7.0に 各 々 調 製 し 、 濾 過 滅 菌 を し た 後 、 各 培 地 50mlを 滅 菌 し た ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ
ラ ス コ に 入 れ た 。 こ の 振 と う フ ラ ス コ に 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る シ ュ ー ド モ ナ ス
・ ス ピ ー シ ズ ・ AG32株 ま た は TM90株 を 別 々 に 接 種 し 、 ３ ０ ℃ 、 １ ２ ５ ス ト ロ ー ク ／ 分 で 振
盪 培 養 し た 。 ４ ０ 時 間 後 、 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 実 施 例 １ と 同 様 に Ｐ Ｈ Ａ を 抽 出
し 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ を 秤 量 し た 。 ま た 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 を 実 施 例 １
と 同 様 に 1 Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 求 め た 。 各 菌 株 及 び 各 培 地 に お け る ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW
） 及 び モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 の 結 果 を 表 ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ＜ 比 較 例 ６ ＞
　 実 施 例 ６ で 使 用 し た AG32株 及 び TM90株 の 代 わ り に 、 比 較 例 １ で 使 用 し た Ｙ Ｎ 2株 を 用 い
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た 他 は 、 実 施 例 ６ と 同 様 の 方 法 で 実 験 を 行 っ た 。 各 培 地 に お け る ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW
） 及 び モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 の 結 果 を 表 ６ に 示 す 。 ま た 、 実 施 例 ５ で 実 験 に 使 用 し た 各 培 地
の う ち 、 pH8.0の 培 地 の み を 用 い 、 さ ら に AG32株 及 び TM90株 の 代 わ り に 、 比 較 例 １ で 使 用
し た Ｙ Ｎ ２ １ 株 、 Ｈ ４ ５ 株 、 Ｐ １ ６ １ 株 、 Ｐ ９ １ 株 の 各 菌 株 を そ れ ぞ れ 別 々 に 用 い た 他 は
、 実 施 例 ５ と 同 様 の 方 法 で 実 験 を 行 っ た 。 各 菌 株 に お け る ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） 及 び
モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 の 結 果 を 表 ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ６ 】
PDW:ポ リ マ ー 乾 燥 重 量
3HPV:3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト
　 表 ６ に 示 す 実 施 例 及 び 比 較 例 の 結 果 よ り 、 実 施 例 ６ の ｐ H8.5,8.0,7.5に お け る 各 PDWは
比 較 例 ６ の ｐ H8.5,8.0,7.5の い ず れ の PDWよ り 高 く 、 か つ ｐ H8.5～ 7.0で 比 較 的 一 定 で あ っ
た 。 こ れ よ り 、 本 基 質 及 び 8.5～ 7.5の 本 培 養 条 件 に お い て 、 AG32株 及 び TM90株 は YN21株 、
YN2株 、 H45株 、 P161株 、 P91株 よ り も PHA生 産 性 が 高 く 、 塩 基 性 培 地 に お い て も 安 定 し て PH
Aを 生 産 で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ＜ 実 施 例 ７ ＞
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 組 成 の 培 地 50mlを ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ ラ ス コ に 入 れ 、 こ れ に さ ら に
実 施 例 ２ と 同 様 に Antiform PE-Mを 0.5ml/Lの 濃 度 で 添 加 し 、 高 温 高 圧 殺 菌 し た 。
室 温 ま で 冷 却 後 、 こ れ に 基 質 と し て ア ル カ ン で あ る ア ミ ル フ ェ ニ ル エ ー テ ル を ６ ｍ Ｍ の 濃
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度 と な る よ う に 添 加 し た 。 こ の 振 と う フ ラ ス コ に 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る シ ュ ー
ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ YN21M株 を 接 種 し 、 ３ ０ ℃ 、 １ ２ ５ ス ト ロ ー ク ／ 分 で 振 盪 培 養 し
た 。 ４ ０ 時 間 後 、 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 実 施 例 １ と 同 様 に Ｐ Ｈ Ａ を 抽 出 し 、 得 ら
れ た Ｐ Ｈ Ａ を 秤 量 し た 。 そ の 結 果 、 ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） は 0.20g/lで あ っ た 。 ま た 、
得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ の 構 造 決 定 を 、 実 施 例 １ と 同 様 に 1 Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 行 っ た と こ ろ 、 3-
ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ノ キ シ 吉 草 酸 の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 は 94.8モ ル %で あ っ た 。 以 上 よ り 、
YN21M株 に よ り ア ミ ル フ ェ ニ ル エ ー テ ル か ら 3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ノ キ シ 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト を
有 す る PHAが 合 成 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ＜ 実 施 例 ８ ＞
　 リ ン 酸 水 素 二 ナ ト リ ウ ム 6.2ｇ ／ Ｌ 、 リ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム 3ｇ ／ Ｌ 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム
１ ． ０ ｇ ／ Ｌ 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム ０ ． ５ ｇ ／ Ｌ 、 微 量 成 分 溶 液 ３ ｍ ｌ ／ Ｌ を 含 む 無 機 培 地 に
、 ポ リ ペ プ ト ン （ 日 本 製 薬 （ 株 ） ） １ ． ０ ｇ ／ Ｌ 、 Ｄ － グ ル コ ー ス １ ． ０ ｇ ／ Ｌ の 組 成 の
培 地 50mlを ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ ラ ス コ に 入 れ 、 こ れ に さ ら に 実 施 例 ２ と 同 様 に Antiform
 PE-Mを 0.5ml/Lの 濃 度 で 添 加 し 、 高 温 高 圧 殺 菌 し た 。 室 温 ま で 冷 却 後 、 こ れ に 基 質 と し て
ア ル カ ン で あ る n-ア ミ ル ベ ン ゼ ン を ６ ｍ Mの 濃 度 と な る よ う に 、 ま た 同 じ く ア ル カ ン で あ
る 5-（ 4-ビ ニ ル フ ェ ニ ル ） ペ ン タ ン を ０ ． ８ ｍ Ｍ の 濃 度 と な る よ う に 添 加 し た 。 こ の 振 と
う フ ラ ス コ に 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ YN21M株 を
接 種 し 、 ３ ０ ℃ 、 １ ２ ５ ス ト ロ ー ク ／ 分 で 振 盪 培 養 し た 。 ４ ０ 時 間 後 、 菌 体 を 遠 心 分 離 に
よ り 回 収 し 、 実 施 例 １ と 同 様 に Ｐ Ｈ Ａ を 抽 出 し 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ を 秤 量 し た 。 そ の 結 果 、
ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） は 0.72g/lで あ っ た 。 ま た 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ の 構 造 決 定 を 、 実 施
例 １ と 同 様 に 1 Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 行 っ た と こ ろ 、 3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 の モ ノ
マ ー ユ ニ ッ ト 比 は 80.7モ ル %、 3-ヒ ド ロ キ シ -5-(4-ビ ニ ル フ ェ ニ ル )吉 草 酸 の モ ノ マ ー ユ ニ
ッ ト 比 は 15.3モ ル %で あ っ た 。 以 上 よ り 、 YN21M株 に よ り n-ア ミ ル ベ ン ゼ ン 及 び ビ ニ ル フ ェ
ニ ル ペ ン タ ン か ら 3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト 及 び 3-ヒ ド ロ キ シ -5-(4-ビ ニ
ル フ ェ ニ ル )吉 草 酸 ユ ニ ッ ト か ら な る PHAが 合 成 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ＜ 実 施 例 ９ ＞
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 組 成 の 培 地 50mlを ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ ラ ス コ に 入 れ 、 こ れ に さ ら に
実 施 例 ２ と 同 様 に Antiform PE-Mを 0.5ml/Lの 濃 度 で 添 加 し 、 高 温 高 圧 殺 菌 し た 。 室 温 ま で
冷 却 後 、 こ れ に 基 質 と し て ア ル カ ン で あ る n-ア ミ ル ベ ン ゼ ン を ９ ｍ Mの 濃 度 と な る よ う に
、 ま た 末 端 不 飽 和 の ア ル カ ノ エ ー ト で あ る 10－ ウ ン デ セ ン 酸 を ２ ． ２ ５ ｍ Ｍ の 濃 度 と な る
よ う に 添 加 し た 。 こ の 振 と う フ ラ ス コ に 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る シ ュ ー ド モ ナ ス
・ ス ピ ー シ ズ ・ YN21M株 を 接 種 し 、 ３ ０ ℃ 、 １ ２ ５ ス ト ロ ー ク ／ 分 で 振 盪 培 養 し た 。 ４ ０
時 間 後 、 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 実 施 例 １ と 同 様 に Ｐ Ｈ Ａ を 抽 出 し 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ
Ａ を 秤 量 し た 。 そ の 結 果 、 ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） は 0.78g/lで あ っ た 。 ま た 、 得 ら れ た
Ｐ Ｈ Ａ の 構 造 決 定 を 、 実 施 例 １ と 同 様 に 1 Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 行 っ た と こ ろ 、 3-ヒ ド ロ キ
シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 は 56.7モ ル %、 3-ヒ ド ロ キ シ -5-(4-ビ ニ ル フ ェ
ニ ル )吉 草 酸 の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 は 36.3モ ル %で あ っ た 。 以 上 よ り 、 YN21M株 に よ り n-ア
ミ ル ベ ン ゼ ン 及 び 10－ ウ ン デ セ ン 酸 か ら 3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト 及 び 3-
ヒ ド ロ キ シ -10-ウ ン デ セ ン 酸 ユ ニ ッ ト か ら な る PHAが 合 成 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ０ ＞
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 組 成 の 培 地 500mlを ２ L容 振 と う フ ラ ス コ に 入 れ 、 基 質 と し て ア ル カ ノ
エ ー ト で あ る ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 を １ ２ ｍ Ｍ 、 ５ － （ ４ － ビ ニ ル フ ェ ニ ル ） 吉 草 酸 を ２ ．
１ ２ ５ ｍ Ｍ 濃 度 と な る よ う に 添 加 し 、 高 温 高 圧 殺 菌 し て 室 温 ま で 冷 却 し て 培 地 を 調 製 し た
。
ま た 、 同 様 に 実 施 例 ２ と 同 様 の 組 成 の 培 地 5Lを 耐 圧 瓶 に 入 れ 、 基 質 と し て ア ル カ ノ エ ー ト
で あ る ５ － フ ェ ニ ル 吉 草 酸 を １ ２ ｍ Ｍ 、 ５ － （ ４ － ビ ニ ル フ ェ ニ ル ） 吉 草 酸 を ２ ． １ ２ ５
ｍ Ｍ 濃 度 と な る よ う に 添 加 し 、 高 温 高 圧 殺 菌 し て 室 温 ま で 冷 却 し て 培 地 を 調 製 し た 。 先 の
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振 と う フ ラ ス コ に 本 発 明 に お け る 新 規 微 生 物 で あ る シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ス ピ ー シ ズ ・ YN21M
株 を 接 種 し 、 ３ ０ ℃ 、 １ ２ ５ ス ト ロ ー ク ／ 分 で 振 盪 培 養 し た 。 ８ 時 間 後 、 培 養 液 を 滅 菌 し
た ケ モ ス タ ッ ト （ エ イ ブ ル (株 )社 製 BMJ-01） に 投 入 し 、 先 の 耐 圧 瓶 中 の 培 地 を 用 い て マ イ
ク ロ チ ュ ー ブ ポ ン プ に よ り 連 続 培 養 を 行 っ た 。 こ の と き の 培 養 液 量 は 500ml、 流 速 は 50ml/
hr、 曝 気 量 は 1L/min、 攪 拌 速 度 は 300rpm、 温 度 は 30℃ と し た 。
64時 間 後 、 排 出 さ れ る 培 養 液 か ら 50mlを 採 取 し 、 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 実 施 例 １
と 同 様 に Ｐ Ｈ Ａ を 抽 出 し 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ を 秤 量 し た 。 そ の 結 果 、 ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PD
W） は 0.89g/lで あ っ た 。 ま た 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ の 構 造 決 定 を 、 実 施 例 １ と 同 様 に 1 Ｈ － Ｎ
Ｍ Ｒ に よ っ て 行 っ た と こ ろ 、 3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 は 91.
7モ ル %、 3-ヒ ド ロ キ シ -5-(4-ビ ニ ル フ ェ ニ ル )吉 草 酸 の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 は 7.3モ ル %で
あ っ た 。 次 に 、 曝 気 と 攪 拌 及 び 温 度 制 御 を 維 持 し な が ら ケ モ ス タ ッ ト へ の 培 地 の 流 入 を 停
止 し 、 連 続 培 養 か ら バ ッ チ 培 養 に 移 行 し た 。 ４ ０ 時 間 後 、 培 養 槽 か ら 培 養 液 50mlを 採 取 し
、 菌 体 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 実 施 例 １ と 同 様 に Ｐ Ｈ Ａ を 抽 出 し 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ を 秤
量 し た 。 そ の 結 果 、 ポ リ マ ー 乾 燥 重 量 （ PDW） は 2.11g/lで あ っ た 。 ま た 、 得 ら れ た Ｐ Ｈ Ａ
の 構 造 決 定 を 、 実 施 例 １ と 同 様 に 1 Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ に よ っ て 行 っ た と こ ろ 、 3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ
ェ ニ ル 吉 草 酸 の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 は 91.2モ ル %、 3-ヒ ド ロ キ シ -5-(4-ビ ニ ル フ ェ ニ ル )吉
草 酸 の モ ノ マ ー ユ ニ ッ ト 比 は 7.5モ ル %で あ っ た 。 以 上 よ り 、 連 続 培 養 及 び 連 続 培 養 と バ ッ
チ 培 養 を 組 み 合 わ せ た 培 養 方 法 に お い て も 、 YN21M株 に よ り n-ア ミ ル ベ ン ゼ ン 及 び 3-ヒ ド
ロ キ シ -5-(4-ビ ニ ル フ ェ ニ ル )吉 草 酸 か ら 3-ヒ ド ロ キ シ -5-フ ェ ニ ル 吉 草 酸 ユ ニ ッ ト 及 び 3-
ヒ ド ロ キ シ -5-(4-ビ ニ ル フ ェ ニ ル )吉 草 酸 ユ ニ ッ ト か ら な る PHAが 合 成 さ れ る こ と が 確 認 さ
れ た 。
【 配 列 表 】
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