
(57)【要約】
【課題】食品添加物として使用する際に苦みが少ない重合度１０～３３のε－ポリ－Ｌ－
リジンを高い分率で含有する低中重合度ε－ポリ－Ｌ－リジンを著量に生産する新規な菌
株、及び該菌株を用いた発酵法による低中重合度ε－ポリ－Ｌ－リジンの製造方法を提供
する。
【解決手段】ストレプトマイセス・セルロフラヴス（ Streptomyces celluloflavus）ＵＳ
Ｅ－３１株（ＦＥＲＭ　Ｐ－１９９６０）またはその変異株である菌株、及びこれらの菌
株を用いた重合度１０～３３のε－ポリ－Ｌ－リジンを高い分率で含有する低中重合度ε
－ポリ－Ｌ－リジンの製造方法。
【選択図】　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る 性 質 を 有 す る ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ
フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus） Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ９ ６ ０ ）
。
【 請 求 項 ２ 】
　 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る 性 質 を 有 す る ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ
フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus） Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ９ ６ ０ ）
の 変 異 株 。
【 請 求 項 ３ 】
　 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン が 、 重 合 度 １ ０ ～ ３ ３ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を ９ ０
％ 以 上 の 高 い 分 率 で 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ の 菌 株 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 菌 株 を 液 体 培 地 中 で 培 養 し 、 培 養 液 中 に 生 成 蓄 積 し
た 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ
－ リ ジ ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン が 、 重 合 度 １ ０ ～ ３ ３ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を ９ ０
％ 以 上 の 高 い 分 率 で 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ －
リ ジ ン 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 、 例 え ば 、 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る 菌 株 及 び そ れ を 用 い た
低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 著 量 に 生 産 し う る 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン は 、 Ｌ － リ ジ ン の ε 位 の ア ミ ノ 基 が 、 隣 り 合 う Ｌ － リ ジ ン の カ ル
ボ ン 酸 基 と ア ミ ド 結 合 で 結 合 し た イ ソ ペ プ チ ド で あ る 。 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン は 、 必 須 ア
ミ ノ 酸 で あ る Ｌ － リ ジ ン の ポ リ マ ー で あ る た め 、 安 全 性 が 高 く 、 ま た 、 カ チ オ ン 含 量 が 高
い の で 特 異 な 物 性 を 有 す る 。 し た が っ て ト イ レ タ リ ー 用 品 、 化 粧 品 、 飼 料 添 加 物 、 医 薬 、
農 薬 、 食 品 添 加 物 、 電 子 材 料 等 の 用 途 が 期 待 で き る 。 特 に 、 食 品 添 加 物 の 分 野 で は 、 天 然
物 系 の 添 加 物 と し て 注 目 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン の 製 造 方 法 と し て は 、 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る 菌 株 を 培
地 に て 培 養 し 、 得 ら れ た 培 養 物 か ら ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 採 取 す る 方 法 が 知 ら れ て い る
。 こ の よ う な 方 法 に 使 用 さ れ る 菌 株 と し て は 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ア ル ブ ラ ス ・ サ ブ ス
ピ ー シ ズ ・ リ ジ ノ ポ リ メ ラ ス （ Streptomyces albulus subsp. Lysinopolymerus） Ｎ ｏ ．
３ ４ ６ － Ｄ 株 （ 微 工 研 菌 寄 第 ３ ８ ３ ４ 号 ） （ 以 下 、 Ｎ ｏ ． ３ ４ ６ － Ｄ 株 と い う 。 ） （ 例 え
ば 特 許 文 献 １ 参 照 ） 、 Ｎ ｏ ． ３ ４ ６ － Ｄ 株 の Ｓ － ア ミ ノ エ チ ル － Ｌ － シ ス テ イ ン 耐 性 変 異
株 で あ る １ １ ０ １ １ Ａ － １ 株 （ 微 工 研 条 寄 第 １ １ ０ ９ 号 ） （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 、
Ｎ ｏ ． ３ ４ ６ － Ｄ 株 の プ ラ ス ミ ド 増 幅 変 異 株 で あ る ５ ０ ８ ３ ３ 株 （ 微 工 研 条 寄 第 １ １ １ ０
号 ） （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ３ 及 び ４ 参 照 ） 、 高 濃 度 の Ｓ － ア ミ ノ エ チ ル － Ｌ － シ ス テ イ ン に
対 し て 耐 性 を 有 す る 、 １ １ ０ １ １ Ａ － １ 株 の 変 異 株 で あ る Ｂ ２ １ ０ ２ １ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ
Ｐ － ５ ９ ２ ６ ） （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ５ 参 照 ） 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ノ ー ル セ イ （ Strept
omyces noursei） に 属 す る 菌 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ９ ７ ９ ７ ） （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ６ 参 照 ）
、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ス ピ ー シ ズ （ Streptomyces sp.） Ｓ Ｐ － ７ ２ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ －
１ ６ ８ １ ０ ） （ 以 下 Ｓ Ｐ － ７ ２ 株 と い う 。 ） （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ７ 参 照 ） 、 ス ト レ プ ト マ
イ セ ス ・ ス ピ ー シ ズ （ Streptomyces sp.） Ｓ Ｐ － ６ ６ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ７ ２ ２ ３ ） （
例 え ば 、 特 許 文 献 ７ 参 照 ） 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ヘ ル バ リ カ ラ ー （ Streptomyces herba
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ricolor） Ｓ Ｐ － １ ３ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ７ ８ ４ ５ ） （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ９ 参 照 ） 、 ス
ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ア ル ブ ル ス ・ サ ブ ス ピ ー シ ズ （ Streptomyces albulus subsp.） Ｓ Ｐ
－ ２ ５ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ７ ９ ８ ８ ） （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ ０ 参 照 ） 、 ス ト レ プ ト マ イ
セ ス ・ ラ ベ ン デ ュ ラ エ （ Streptomyces lavendulae） Ｕ Ｓ Ｅ － ５ ３ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １
８ ３ ０ ５ ） （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ １ 参 照 ） 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ス ピ ー シ ズ （ Streptom
yces sp.） Ｕ Ｓ Ｅ － ５ ４ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ８ ５ ６ １ ） （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ ２ 参 照 ）
、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ス ピ ー シ ズ （ Streptomyces sp.） Ｕ Ｓ Ｅ － １ ３ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ
－ １ ８ ５ ６ ２ ） （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ ３ 参 照 ） が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し な が ら 前 述 の 菌 株 を 用 い て 生 産 し た ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 食 品 添 加 物 と し て 使
用 す る 際 、 使 用 量 に 応 じ て 苦 み が 増 す 傾 向 が あ っ た 。 そ こ で 苦 み を 低 減 で き る 重 合 度 ８ 、
９ か ら ２ ０ 余 程 度 の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン が 好 ま れ 、 そ う し た ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生
産 す る 菌 株 及 び そ れ を 用 い た 製 造 法 が 知 ら れ て い る 。 （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ８ 、 ９ 及 び 特 許
文 献 １ ２ 参 照 ） ま た 、 重 合 度 １ ０ ～ １ ０ 余 の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 高 い 分 率 で 含 有 す る
低 中 重 合 度 の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る 菌 株 及 び そ れ を 用 い た 低 中 重 合 度 ε － ポ リ
－ Ｌ － リ ジ ン の 製 造 方 法 も 報 告 さ れ て い る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ ０ 参 照 ） 。 し か し 、 こ れ
ら の 菌 株 の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン 生 産 量 は 、 同 一 の 培 養 条 件 で 比 較 し た 場 合 、 重 合 度 １ ３
～ ３ ５ 程 度 （ 数 平 均 分 子 量 約 ３ ５ ０ ０ ） の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る Ｓ Ｐ － ７ ２ 株
（ 例 え ば 、 特 許 文 献 ７ 参 照 ） や Ｕ Ｓ Ｅ － １ ３ 株 （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ ３ 参 照 ） の 生 産 量 よ
り も 相 当 低 い 。 そ こ で 、 重 合 度 １ ３ ～ ３ ５ 程 度 の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン の 生 産 菌 と 同 程 度
の 著 量 の 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る 菌 株 及 び ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン の 製
造 方 法 が 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 公 昭 ５ ９ － ２ ０ ３ ５ ９ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 公 平 ３ － ４ ２ ０ ７ ０ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 公 平 ３ － ４ ２ ０ ７ ５ 号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 特 公 平 ６ － ７ ５ ５ ０ １ 号 公 報
【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 平 ９ － １ ７ ３ ０ ５ ７ 号 公 報
【 特 許 文 献 ６ 】 特 開 平 １ － １ ８ ７ ０ ９ ０ 号 公 報
【 特 許 文 献 ７ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ０ ６ ９ ９ ８ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ８ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ０ １ ７ １ ５ ９ 号 公 報
【 特 許 文 献 ９ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ９ ５ ４ ６ ６ 号 公 報
【 特 許 文 献 １ ０ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ９ ５ ４ ６ ７ 号 公 報
【 特 許 文 献 １ １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ５ ２ ３ ５ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 １ ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ５ － ６ ５ ６ １ 号 公 報
【 特 許 文 献 １ ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ５ － ６ ５ ６ 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 ６ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 食 品 添 加 物 と し て 使 用 す る 際 に 苦 み が 少 な い 重 合 度 １ ０ ～ ３ ３ の ε
－ ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 高 い 分 率 で 含 有 す る 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 著 量 に 生 産
す る 新 規 な 菌 株 、 及 び 該 菌 株 を 用 い た 発 酵 法 に よ る 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン の 製
造 方 法 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 は 前 述 の 従 来 技 術 の 問 題 点 に 鑑 み 、 鋭 意 研 究 を 重 ね た 。 そ の 結 果 、 ス ト レ プ ト
マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus） Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　
Ｐ － １ ９ ９ ６ ０ ） 及 び そ の 変 異 株 で あ れ ば 、 重 合 度 １ ０ ～ ３ ３ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を
高 い 分 率 で 含 有 す る 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る こ と を 見 出 し 、 こ の 知 見
に 基 づ い て 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 下 記 の （ １ ） ～ （ ４ ） の 構 成 を 有 す る 。
（ １ ） 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る 性 質 を 有 す る ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ
ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus） Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ９ ６
０ ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ ２ ） 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る 性 質 を 有 す る ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ
ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus） Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ９ ６
０ ） の 変 異 株 。
【 ０ ０ １ ０ 】
（ ３ ） 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン が 、 重 合 度 １ ０ ～ ３ ３ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を
９ ０ ％ 以 上 の 高 い 分 率 で 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ １ ） ま た は （ ２ ） 項 記 載 の 菌 株
。
【 ０ ０ １ １ 】
（ ４ ） 前 記 （ １ ） ～ （ ３ ） 項 の い ず れ か １ 項 記 載 の 菌 株 を 液 体 培 地 中 で 培 養 し 、 培 養 液 中
に 生 成 蓄 積 し た 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 低 中 重 合 度
ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン の 製 造 方 法 。
【 ０ ０ １ ２ 】
（ ５ ） 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン が 、 重 合 度 １ ０ ～ ３ ３ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を
９ ０ ％ 以 上 の 高 い 分 率 で 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 （ ４ ） 項 記 載 の 低 中 重 合 度 ε － ポ
リ － Ｌ － リ ジ ン の 製 造 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 菌 株 を 用 い れ ば 、 重 合 度 １ ０ ～ ３ ３ 、 特 に 重 合 度 １ ５ ～ ３ ０ の ε － ポ リ － Ｌ －
リ ジ ン を 高 い 分 率 で 含 有 す る 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 著 量 に 生 産 す る こ と が で
き る 。 該 菌 株 を 用 い た 本 発 明 の 製 造 方 法 で あ れ ば 、 著 量 の 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ
ン を 得 る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
＜ １ ＞ 本 発 明 の 菌 株
　 本 発 明 の 菌 株 は 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus
） Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ９ ６ ０ ） ま た は そ の 変 異 株 で あ り 、 重 合 度 １ ０ ～
３ ３ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン 、 特 に 重 合 度 １ ５ ～ ３ ０ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 高 い 分 率
で 含 有 す る 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 著 量 に 生 産 す る 性 質 を 有 す る 。 低 中 重 合 度
ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 生 産 す る と は 、 採 取 可 能 な 量 の 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン
を 生 産 す る こ と を 意 味 し 、 著 量 に 生 産 す る と は 、 こ こ で は 少 な く と も １ ｇ ／ ｌ 以 上 の ε －
ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 培 養 液 中 に 生 成 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 で い う 低 中 重 合 度 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン （ 以 下 、 「 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン 」 と も
い う ） と は 、 Ｎ ｏ ． ３ ４ ６ － Ｄ 株 や Ｓ Ｐ － ７ ２ 株 を 生 産 培 地 （ ２ ． ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） グ リ セ
ロ ー ル 、 ２ ． ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ク エ ン 酸 ・ Ｈ ２ Ｏ （ ｐ Ｈ ４ ． ５ ） 、 １ ． ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） （ Ｎ
Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４ 、 ０ ． ２ ％ （ ｗ ／ ｖ ） Ｌ － リ ジ ン ・ Ｈ Ｃ ｌ ） を 用 い 、 ３ ０ ℃ で 培 養 し て え
ら れ た ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン の 重 合 度 （ １ ３ ～ ３ ５ 程 度 ） よ り や や 低 く 、 重 合 度 １ ０ ～ ３
３ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 高 い 分 率 で 含 有 す る 。
　 本 発 明 の 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン は 、 重 合 度 １ ０ ～ ３ ３ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を ９ ０ ％
以 上 の 分 率 で 含 有 す る こ と が 好 ま し く 、 更 に 重 合 度 １ ５ ～ ３ ０ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を
７ ０ ％ 以 上 の 高 い 分 率 で 含 有 す る こ と が 好 ま し い 。 こ こ で 、 該 分 率 は 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） の チ ャ ー ト か ら 求 め た 面 積 ％ で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン は 、 数 平 均 分 子 量 が ３ ０ ０ ０ か ら ３ ５ ０ ０ （ 高 性
能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） の チ ャ ー ト か ら 算 出 ） で あ る こ と が 好 ま し い 。 上
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記 の 分 率 や 数 平 均 分 子 量 が 上 記 の 範 囲 で あ れ ば 、 該 ポ リ リ ジ ン を 食 品 添 加 物 と し て 使 用 す
る 際 に 苦 み が 少 な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 食 品 添 加 物 と し て 食 品 に 添 加 し た 際 の 苦 み の 低 減 に つ い て は 、
通 常 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン の 生 産 菌 と し て 用 い ら れ る Ｎ ｏ ． ３ ４ ６ － Ｄ 株 が 生 産 す る ε －
ポ リ － Ｌ － リ ジ ン （ 重 合 度 １ ３ ～ ３ ５ ） よ り も 低 い 重 合 度 の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 著 量
に 含 め ば 、 苦 み 低 減 の 効 果 が 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 菌 株 は 培 養 条 件 の 操 作 に よ り 、 重 合 度 １ ０ ～ ３ ３ 、 更 に 重 合 度 １ ５ ～ ３ ０ の ε
－ ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 高 い 分 率 で 含 有 す る 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン を 著 量 に 生 産 す る こ と が
で き る 。 そ の 結 果 、 本 菌 株 が 生 産 す る 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン は Ｎ ｏ ． ３ ４ ６ － Ｄ 株 や Ｓ Ｐ
－ ７ ２ 株 が 生 産 す る ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン よ り も 平 均 重 合 度 が や や 低 い 。
　 培 養 液 中 の 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン は 、 後 記 実 施 例 １ (1)(c)に 記 載 し た 方 法 に よ り 測 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 菌 株 の う ち 、 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン を 生 産 す る ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ
ヴ ス Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 （ Streptomyces celluloflavus） （ 以 下 、 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 と い う ） は
、 後 記 実 施 例 １ に 示 す ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン の 生 産 性 を 指 標 と し
て 土 壌 か ら 単 離 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 国 際 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 　 プ ロ ジ ェ ク ト （ Ｉ Ｓ Ｐ ） 基 準 に 基 づ い て 調 査 し た Ｕ Ｓ Ｅ － ３
１ 株 の 菌 学 的 性 質 は 以 下 の 通 り で あ る 。 尚 、 ％ は 特 に 断 り の な い 限 り ％ （ ｗ ／ ｖ ） で あ る
。
（ １ ） 形 態 学 的 性 質
　 酵 母 エ キ ス ・ 麦 芽 エ キ ス 寒 天 培 地 （ ISP Medium 2） 上 で ２ ８ ℃ 、 １ ～ ２ 週 間 生 育 し た Ｕ
Ｓ Ｅ － ３ １ 株 の 気 菌 糸 及 び 基 生 菌 糸 を 顕 微 鏡 で 観 察 し た 結 果 を 次 に 示 す 。
　 胞 子 形 成 菌 糸 の 分 枝 法 及 び 形 態 ： ら せ ん (渦 巻 き )状 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ ２ ） 各 種 培 地 に お け る 気 菌 糸 、 基 生 菌 糸 の 色 と 溶 解 生 色 素 の 生 産
　 下 記 表 １ に 示 す ３ 種 の 培 地 に お け る ２ ８ ℃ で ２ 週 間 培 養 後 の 観 察 結 果 で あ る 。 ま た 、 こ
れ ら の 培 地 に お い て 淡 黄 色 の 溶 解 性 色 素 の 産 出 が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】
イ ー ス ト ・ 麦 芽 寒 天 (ISP 2)
１ ． ０ ％ 　 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ 麦 芽 エ キ ス （ Bacto Malt Extract）
０ ． ４ ％ 　 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ 酵 母 エ キ ス （ Bacto Yeast Extract)
０ ． ４ ％ 　 　 　 　 　 　 グ ル コ ー ス （ Glucose）
２ ． ０ ％ 　 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ ア ガ ー （ Bacto Agar)
ｐ Ｈ 　 ７ ． ０
【 ０ ０ ２ ３ 】
オ ー ト ミ ー ル 寒 天 (ISP 3)
２ ． ４ ％ 　 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ オ ー ト ミ ー ル ア ガ ー 、 脱 水 品
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Bacto Oatmeal Agar,Dehydrated）
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０ ． ０ ０ ０ １ ％ 　 　 　 Ｆ ｅ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ
０ ． ０ ０ ０ １ ％ 　 　 　 Ｍ ｎ Ｃ ｌ ２ ・ ４ Ｈ ２ Ｏ
１ ． ４ ％ 　 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ ア ガ ー （ Bacto Agar　 Difco社 製 )
ｐ Ｈ 　 ６ ． ０ ± ０ ． ２
【 ０ ０ ２ ４ 】
ス タ ー チ ・ 無 機 塩 寒 天 (ISP 4)
１ ． ０ ％ 　 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ 可 溶 性 澱 粉 （ Bacto Soluble Starch)
０ ． ２ ％ 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ Ｃ Ｏ ３

０ ． ２ ％ 　 　 　 　 　 　 （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４

０ ． １ ％ 　 　 　 　 　 　 Ｋ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４

０ ． １ ％ 　 　 　 　 　 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ
０ ． １ ％ 　 　 　 　 　 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ
０ ． ０ ０ ０ １ ％ 　 　 　 Ｆ ｅ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ
０ ． ０ ０ ０ １ ％ 　 　 　 Ｍ ｎ Ｃ ｌ ２ ・ ４ Ｈ ２ Ｏ
０ ． ０ ０ ０ １ ％ 　 　 　 Ｚ ｎ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ
２ ． ０ ％ 　 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ ア ガ ー （ Bacto Agar)
ｐ Ｈ 　 ７ ． ０
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ ３ ） 生 理 的 性 質
i)細 胞 壁 組 成 ： 細 胞 壁 組 成 成 分 中 の ジ ア ミ ノ ピ メ リ ン 酸 の 型 に つ い て ス タ ネ ッ ク （ Stanec
k） ら の 方 法 (ア プ ラ イ ド ・ マ イ ク ロ バ イ オ ロ ジ ー （ Applied Microbiology） 第 ２ ８ 巻 第 ２
２ ６ 頁 （ １ ９ ７ ４ 年 ） 参 照 ） に よ り 分 析 し た 結 果 、 Ｌ ， Ｌ 型 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
ii)９ 種 炭 素 源 の 同 化 性 を キ ュ ス タ ー （ Kuester） の 方 法 （ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ ジ ャ ー ナ
ル ・ オ ブ ・ シ ス テ マ チ ッ ク ・ バ ク テ リ オ ロ ジ ー （ Int.J.Syst.Bacteriol.） 第 ２ ２ 巻 　 第
１ ３ ９ 頁 （ １ ９ ７ ２ ） 参 照 ） に よ り 調 べ た 結 果 を 表 ２ に 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
注 ） ＋ ： 同 化 す る 、 － ： 同 化 し な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
iii)メ ラ ニ ン 様 色 素 の 生 成 （ ペ プ ト ン ・ イ ー ス ト 鉄 寒 天 (ISP Medium 6)： な し 、 チ ロ シ ン
寒 天 培 地 (ISP Medium ７ )： な し 。 ）
【 ０ ０ ２ ９ 】
ペ プ ト ン ・ イ ー ス ト 鉄 寒 天 (ISP Medium 6)
１ ． ５ ％ 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ ペ プ ト ン （ Bacto Peptone)
０ ． ５ ％ 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ プ ロ テ オ ー ゼ ・ ペ プ ト ン
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Bacto Proteose Peptone）
０ ． １ ％ 　 　 　 　 　 Ｋ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４
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０ ． １ ％ 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ 酵 母 エ キ ス （ Bacto Yeast Extract)
０ ． ０ ５ ％ 　 　 　 　 ク エ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 鉄 (III)－ 褐 色
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ammonium Iron(III)Citrate,Brown）
０ ． ０ １ ２ ６ ％ 　 　 Ｎ ａ ２ Ｓ ２ Ｏ ３ ・ ５ Ｈ ２ Ｏ
１ ． ５ ％ 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ ア ガ ー （ Bacto Agar）
ｐ Ｈ 　 ７ ． ２
【 ０ ０ ３ ０ 】
チ ロ シ ン 寒 天  (ISP Medium ７ )
１ ． ５ ％ 　 　 　 　 　 　 　 グ リ セ ロ ー ル （ Glycerol）
０ ． ０ ５ ％ 　 　 　 　 　 　 Ｌ － チ ロ シ ン （ L-Tyrosine）
０ ． １ １ ４ ％ 　 　 　 　 　 Ｌ － ア ス パ ラ ギ ン ・ Ｈ ２ Ｏ （ L-asparagine・ Ｈ ２ Ｏ ）
０ ． ０ ５ ％ 　 　 　 　 　 　 Ｋ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４

０ ． ０ ５ ％ 　 　 　 　 　 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ ・ Ｈ ２ Ｏ
０ ． ０ ５ ％ 　 　 　 　 　 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ
０ ． ０ ０ １ １ ３ ６ ％ 　 　 Ｆ ｅ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ
０ ． ０ ０ ０ ２ ８ ５ ％ 　 　 Ｈ ３ Ｂ Ｏ ３

０ ． ０ ０ ０ １ ８ ％ 　 　 　 Ｍ ｎ Ｃ ｌ ２ ・ ４ Ｈ ２ Ｏ
０ ． ０ ０ ０ ２ １ ％ 　 　 　 (+)－ 酒 石 酸 ナ ト リ ウ ム ２ 水 和 物
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Sodium(+)-tartrate・ ２ Ｈ ２ Ｏ ）
０ ． ０ ０ ０ ０ ０ ４ ％ 　 　 Ｃ ｏ Ｃ ｌ ２ ・ ６ Ｈ ２ Ｏ
０ ． ０ ０ ０ ０ ０ ２ ７ ％ 　 Ｃ ｕ Ｃ ｌ ２ ・ ２ Ｈ ２ Ｏ
０ ． ０ ０ ０ ０ ０ ２ ５ ％ 　 Ｎ ａ ２ Ｍ ｏ ４ Ｏ ４ ・ ２ Ｈ ２ Ｏ
０ ． ０ ０ ０ ０ ０ ２ ％ 　 　 Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２

２ ． ０ ％ 　 　 　 　 　 　 　 バ ク ト ・ ア ガ ー （ Bacto Agar　 Difco社 製 ）
ｐ Ｈ 　 ７ ． ２
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 記 の 菌 学 的 性 質 、 特 に 形 態 学 的 性 質 及 び 細 胞 壁 の ジ ア ミ ノ ピ メ リ ン 酸 の 型 等 か ら 、 Ｕ
Ｓ Ｅ － ３ １ 株 は ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 に 属 す る と 判 定 さ れ る 。 Ｅ .キ ュ ス タ ー （ E.Kuester
） の イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ シ ス テ マ テ ィ ッ ク ・ バ ク テ リ オ ロ ジ ー （ In
tern. J. Syst. Bacteriol.） 第 ２ ２ 巻 第 １ ３ ９ 頁 － １ ４ ８ 頁 （ １ ９ ７ ２ 年 ） 及 び Ｐ .ケ ム
フ ァ ー （ P.K舂 pher） ら の ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ゼ ネ ラ ル ・ マ イ ク ロ バ イ オ ロ ジ ー （ J.Gen.M
icrobiol.） 第 １ ３ ７ 巻 第 １ ８ ３ １ 頁 － 第 １ ８ ９ １ 頁 （ １ ９ ９ １ 年 ） を 参 照 し て 類 縁 菌 種
を 検 索 し 、 更 に バ ー ジ ェ イ ズ ・ マ ニ ュ ア ル ・ オ ブ ・ シ ス テ マ テ ィ ッ ク ・ バ ク テ リ オ ロ ジ ー
（ Bergey's Manual of Systematic Bacteriology） 第 ２ ４ ５ ２ 頁 － 第 ２ ４ ９ ２ 頁 並 び に Ｅ
． Ｂ ． シ ー リ ン グ （ E. B. Shirling） 及 び Ｄ ． ゴ ッ ト リ ー ブ （ D. Gottlieb） の イ ン タ ー
ナ シ ョ ナ ル ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ シ ス テ マ テ ィ ッ ク ・ バ ク テ リ オ ロ ジ ー （ Intern. J. Sys
t. Bacteriol.） 第 ２ ２ 巻 第 ２ ７ １ 頁 － 第 ２ ７ ３ 頁 （ １ ９ ７ ２ 年 ） を 参 照 し て 類 縁 菌 種 を
検 索 し た と こ ろ 、 本 発 明 菌 株 は 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces c
elluloflavus） あ る い は ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ カ ス ガ エ ン シ ス （ Streptomyces kasugaens
is） に 属 す る と 同 定 さ れ た が 、 そ の ど ち ら で あ る の か は 菌 学 的 性 質 か ら だ け で は 決 定 が 困
難 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 そ こ で 本 発 明 菌 株 の １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 部 分 遺 伝 子 配 列 を 分 析 し た 。 す な わ ち 、 本 発 明
菌 株 の １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し 、 初 め か ら ５ ０ ０ 番 目 ま で の 塩 基 配 列 を 決 定 し
た 。 次 い で ド イ ツ の 菌 株 保 存 ・ 分 譲 機 関 Ｄ Ｓ Ｍ Ｚ （ Deutsche Sammlung von Mikroorganis
men und Zellkulturen GmbH） の ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces ce
lluloflavus） の タ イ プ カ ル チ ャ ー で あ る Ｄ Ｓ Ｍ 　 ４ ０ ８ ３ ９ Ｔ 　 及 び 同 ス ト レ プ ト マ イ
セ ス ・ カ ス ガ エ ン シ ス （ Streptomyces kasugaensis） の タ イ プ カ ル チ ャ ー で あ る Ｄ Ｓ Ｍ 　
４ ０ ８ １ ９ Ｔ の １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ０ ０ 塩 基 ま で の 部 分 遺 伝 子 配 列 と 比 較 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 そ の 結 果 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus） の タ
イ プ カ ル チ ャ ー と は １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 示 し 、 同 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ カ ス ガ エ ン シ ス （
Streptomyces kasugaensis） の タ イ プ カ ル チ ャ ー と も １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 示 し た 。 ス ト レ
プ ト マ イ セ ス 属 の 場 合 は 他 の 多 く の 細 菌 の 場 合 と 異 な り 、 こ の 方 法 で 種 の レ ベ ル ま で 同 定
す る こ と は 不 可 能 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 本 発 明 菌 株 の 場 合 も そ う で あ る と 思 わ れ る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 そ こ で 次 に 、 本 発 明 菌 株 の リ ボ ソ ー ム の Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 制 限 酵 素 に よ
る 切 断 パ タ ー ン （ リ ボ プ リ ン ト ） を 比 較 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 本 発 明 菌 株 は ス ト レ プ ト マ
イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus） と ０ ． ７ １ と い う 高 い 相 関 性 を
有 し て い た 。 同 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ヘ ル バ リ カ ラ ー （ Streptomyces herbaricolor） と
の 相 関 性 は ０ ． ４ ９ と い う 低 い 値 で あ っ た 。 以 上 全 て の 結 果 を 総 合 し て 、 本 発 明 菌 株 は ス
ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus） と 同 定 し 、 ス ト レ プ
ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus） Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 と 命 名 し た
。 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス （ Streptomyces celluloflavus） Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株
は 、 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総 合 研 究 所 に ２ ０ ０ ４ 年 ２ 月 ２ 日 に 寄 託 さ れ 、 受 託 番 号 Ｆ Ｅ
Ｒ Ｍ Ｐ － １ ９ ９ ６ ０ が 付 与 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 菌 株 に は Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 と 同 等 以 上 に 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン を 生 産 す る 性
質 （ 好 ま し く は 本 発 明 菌 株 の 上 記 の 好 ま し い 性 質 ） を 有 す る 限 り 、 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 の 変 異
株 も 包 含 さ れ る 。 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 の 変 異 株 と は 、 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 に 変 異 処 理 を し て 誘 導 す
る こ と の で き る 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン 生 産 性 変 異 株 ま た は Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 の 自 然 突 然 変 異
株 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 の 変 異 株 は 、 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 の 細 胞 を 変 異 誘 発 処 理 す る こ と に よ っ て 得
ら れ る 変 異 株 や Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 の 自 然 突 然 変 異 株 を 、 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン （ 以 下 「 ポ リ
リ ジ ン 」 と い う こ と が あ る 。 ） を 生 産 す る 性 質 等 を 指 標 と し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に
よ っ て 得 ら れ る 。 変 異 誘 発 処 理 と し て は 、 紫 外 線 照 射 や Ｎ － メ チ ル － Ｎ ’ － ニ ト ロ － Ｎ －
ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 等 の 変 異 誘 発 物 質 に よ る 処 理 が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ リ ジ ン を 生 産 す る 性
質 等 を 指 標 と す る ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 、 後 記 実 施 例 １ に 記 載 さ れ た 方 法 に よ っ て 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
＜ ２ ＞ 本 発 明 の 製 造 方 法
　 本 発 明 製 造 方 法 は 、 本 発 明 菌 株 を 液 体 培 地 中 で 培 養 し 、 培 養 液 中 に 生 成 蓄 積 し た 低 中 重
合 度 ポ リ リ ジ ン を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 。 本 発 明 菌 株 は 、 好 ま し く は 、 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １
株 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 液 体 培 地 は 、 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無 機 塩 及 び そ の 他 の 栄 養 物 が 含 ま れ て い れ ば 、 い か な る
も の で も よ い 。 炭 素 源 と し て は 、 グ ル コ ー ス 、 フ ラ ク ト ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 ス タ ー チ 等
が 挙 げ ら れ 、 そ の 含 有 量 は ０ ． １ ～ １ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） が 好 ま し い 。 窒 素 源 と し て は 、 酵 母
エ キ ス 、 ペ プ ト ン 、 カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 、 ア ミ ノ 酸 等 の 有 機 化 合 物 や 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム
等 の 無 機 ア ン モ ニ ウ ム 塩 等 が 挙 げ ら れ 、 そ の 含 有 量 は ０ ． １ ～ ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） が 好 ま し い
。 液 体 培 地 は 、 好 ま し く は 炭 素 源 と し て ブ ド ウ 糖 ま た は グ リ セ ロ ー ル を 含 み 、 窒 素 源 と し
て 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は 酵 母 エ キ ス も し く は ペ プ ト ン を 含 む も の で あ る 。 無 機 塩 と し て
は 、 リ ン 酸 イ オ ン 、 カ リ ウ ム イ オ ン 、 ナ ト リ ウ ム イ オ ン 、 マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 、 亜 鉛 イ オ
ン 、 鉄 イ オ ン 、 マ ン ガ ン イ オ ン 、 ニ ッ ケ ル イ オ ン 、 硫 酸 イ オ ン 等 を 与 え る も の が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 培 養 は 、 好 気 的 条 件 下 で 振 と う 培 養 、 攪 拌 培 養 等 に よ り 行 う こ と が で き る 。 培 養 温 度 は
２ ０ ～ ４ ０ ℃ が 好 ま し い 。 培 地 の ｐ Ｈ は ３ ～ ８ が 好 ま し い 。 培 養 期 間 は 、 通 常 に は 、 １ ～
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１ ０ 日 で あ る が 、 本 発 明 菌 株 で は 、 そ れ 以 上 の 期 間 、 培 養 を 続 け る こ と が で き る 。 培 養 途
中 で 、 炭 素 源 、 窒 素 源 を 逐 次 添 加 し て も よ い 。 ま た 、 Ｌ － リ ジ ン を 液 体 培 地 に 添 加 す る こ
と が 好 ま し く 、 そ の 量 は 通 常 ０ ． １ ～ ２ ％ （ ｗ ／ ｖ ） で あ る 。 ま た 、 ク エ ン 酸 、 リ ン ゴ 酸
を 添 加 す る こ と は 好 ま し く 、 そ の 量 は 通 常 ０ ． １ ～ ５ ％ (ｗ ／ ｖ )で あ る 。 こ の よ う な 培 養
に よ り 、 培 養 液 中 に 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン が 生 成 蓄 積 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 培 養 液 中 に 著 量 生 成 蓄 積 し た 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン の 採 取 は 、 培 養 液 か ら 遠 心 分 離 や フ
ィ ル タ ー 濾 過 で 菌 体 を 除 き 、 得 ら れ る 菌 体 除 去 液 か ら 公 知 の 方 法 に よ り 低 中 重 合 度 ポ リ リ
ジ ン を 単 離 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 菌 体 除 去 液 を ア ニ
オ ン 交 換 樹 脂 の カ ラ ム を 通 し て 不 純 物 の 大 部 分 を 除 き 、 更 に カ チ オ ン 交 換 樹 脂 の カ ラ ム を
通 し て 精 製 し 、 濃 縮 す る 。 得 ら れ る 濃 縮 液 か ら ア セ ト ン 、 エ タ ノ ー ル 等 の 有 機 溶 媒 で 晶 析
す る こ と に よ り 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン が 得 ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 以 下 、 実 施 例 に て 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。
実 施 例 １ 　
（ 低 中 重 合 度 の ポ リ リ ジ ン 生 産 菌 の 取 得 ）
(1) 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン 生 産 菌 の ス ク リ ー ニ ン グ
(a) 土 壌 か ら の 分 離 方 法
　 土 壌 １ ｇ （ 湿 重 量 ） を 滅 菌 し た 生 理 食 塩 水 （ １ ０ ｍ ｌ ） に 懸 濁 し 、 ３ ０ ℃ で 振 と う （ ２
０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 間 ） 、 静 置 （ ３ ０ 分 間 ） 後 、 上 澄 液 を 生 理 食 塩 水 で 希 釈 し 、 こ の 希 釈
液 を 放 線 菌 分 離 用 培 地 （ 培 地 １ ） に 塗 布 し た 。 こ れ を ２ ８ ℃ で ２ 週 間 程 度 培 養 し 、 生 育 し
た 放 線 菌 の コ ロ ニ ー を 酵 母 エ キ ス － 麦 芽 エ キ ス 寒 天 培 地 （ 培 地 ２ ） に 植 継 ぎ 、 単 離 、 保 存
し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
(b)低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン の 生 産
　 分 離 ・ 取 得 し た 放 線 菌 に つ い て 、 ま ず 生 育 培 地 （ 培 地 ３ ） で 菌 体 を 十 分 に 生 育 さ せ た （
３ ０ ℃ 、 ４ ２ 時 間 ） 後 、 遠 心 分 離 で 無 菌 的 に 培 地 を 除 き 菌 体 を 回 収 し た 。 次 に 、 回 収 し た
菌 体 を 生 産 培 地 （ 培 地 ４ ） に 懸 濁 し 、 ３ ０ ℃ で 振 と う 培 養 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
(c)低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン の 検 出 ・ 測 定
　 分 離 ・ 取 得 株 を 生 産 培 地 （ 培 地 ４ ） を 用 い 、 ３ ０ ℃ で ６ 日 間 培 養 後 、 培 養 液 を 遠 心 分 離
し て 菌 体 を 除 い た 上 澄 液 に つ い て 、 ポ リ リ ジ ン の 検 出 ・ 測 定 を 行 っ た 。 ポ リ リ ジ ン の 検 出
は イ ツ ア キ （ Itzhaki） （ ア ナ リ テ ィ カ ル ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー （ Analytical Biochemist
ry） 第 ５ ０ 巻 第 ５ ６ ９ 頁 ） の 方 法 に よ っ た 。 す な わ ち 、 培 養 上 澄 液 ０ ． ５ ｍ ｌ と １ ｍ Ｍ （
ｍ ｍ ｏ ｌ ／ ｌ ） メ チ ル オ レ ン ジ 及 び ５ ０ ｍ Ｍ Ｎ ａ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ － Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ （ ｐ Ｈ ７ ．
０ ） の 水 溶 液 ２ ｍ ｌ と を 混 合 し 、 室 温 で ３ ０ 分 間 放 置 後 、 生 じ た ポ リ リ ジ ン － メ チ ル オ レ
ン ジ コ ン プ レ ッ ク ス を 遠 心 分 離 に よ り 除 き 、 そ の 上 澄 水 の 吸 光 度 （ ４ ７ ０ ｎ ｍ ） を 測 定 し
て 、 既 知 濃 度 の ポ リ リ ジ ン 溶 液 を 用 い て 作 成 し た 標 準 曲 線 よ り 培 養 液 中 の ポ リ リ ジ ン 量 を
求 め た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 上 記 培 地 １ ～ ４ の 組 成 を 下 記 に 示 す 。 表 中 、 「 ％ 」 は 、 ％ （ ｗ ／ ｖ ） で あ る 。
培 地 １  放 線 菌 分 離 用 培 地 （ Glycerol-Czapek培 地 ）
グ リ セ ロ ー ル 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ３ ％
Ｎ ａ Ｎ Ｏ ３ 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ２ ％
Ｋ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） 　 ０ ． １ ％
Ｋ Ｃ ｌ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ０ ５ ％
Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ 　 　 　 　 ０ ． ０ ５ ％
Ｆ ｅ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ 　 　 　 　 ０ ． ０ ０ １ ％
寒 天 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ． ５ ％
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シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 　 　 　 　 　 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ
ナ イ ス タ チ ン 　 　 　 　 　 　 　 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ
【 ０ ０ ４ ５ 】
培 地 ２  酵 母 エ キ ス － 麦 芽 エ キ ス 寒 天 培 地 （ ISP Mediumu 2）
酵 母 エ キ ス 　 　 ０ ． ４ ％
麦 芽 エ キ ス 　 　 １ ． ０ ％
グ ル コ ー ス 　 　 ０ ． ４ ％
　 寒 天 　 　 　 　 １ ． ５ ％
ｐ Ｈ 　 ７ ． ２
【 ０ ０ ４ ６ 】
培 地 ３  生 育 培 地
グ リ セ ロ ー ル 　 　 　 　 　 　 ２ ． ０ ％
酵 母 エ キ ス 　 　 　 　 　 　 　 ０ ． ５ ％
Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ 　 　 　 ０ ． ０ ５ ％
Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ － Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ） 　 １ ／ ５ ０ Ｍ
【 ０ ０ ４ ７ 】
培 地 ４  生 産 培 地
グ リ セ ロ ー ル 　 ３ ． ０ ％
ク エ ン 酸 ・ Ｈ ２ Ｏ （ ｐ Ｈ ４ ． ５ ） 　 １ ． ０ ％
（ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４ 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ． ０ ％
Ｌ － リ ジ ン ・ Ｈ Ｃ ｌ 　 　 　 　 　  　 ０ ． ２ ％
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 記 の 検 出 方 法 に よ り ポ リ リ ジ ン 生 産 菌 を 土 壌 よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 結 果 、 滋 賀 県 神
崎 郡 山 地 の 土 壌 よ り 、 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン を 生 産 す る ポ リ リ ジ ン 生 産 菌 を 分 離 ・ 取 得 し
た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
(2)取 得 株 の 菌 学 的 性 質
　 分 離 ・ 取 得 株 の 形 態 学 的 性 質 、 各 種 培 地 上 に お け る 生 育 状 態 及 び 生 理 的 性 質 を 調 べ た と
こ ろ 、 上 述 の よ う な 性 質 が 認 め ら れ た 。
　 本 菌 株 は 、 形 態 学 的 特 徴 や 細 胞 壁 の ジ ア ミ ノ ピ メ リ ン 酸 タ イ プ 等 か ら ス ト レ プ ト マ イ セ
ス 属 と 判 定 さ れ た 。 次 い で 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 の 種 に 関 す る 既 知 の 同 定 法 に 従 い 、 上
記 の 如 く 、 種 々 の 試 験 を 行 い 、 本 発 明 菌 株 は ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス （ Stre
ptomyces celluloflavus） と 同 定 し た 。 本 菌 株 は 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ ル ロ フ ラ ヴ ス
（ Streptomyces celluloflavus） Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 と 命 名 さ れ 、 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総
合 研 究 所 に ２ ０ ０ ４ 年 ２ 月 ２ 日 に 寄 託 さ れ 、 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ９ ９ ６ ０ が 付 与 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
(3)Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 の 生 産 物 の 確 認
　 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 を 生 産 培 地 （ 培 地 ４ ） を 用 い 、 ３ ０ ℃ で ６ 日 間 培 養 後 、 培 養 ろ 液 を メ タ
ノ ー ル ： ア セ ト ン （ ３ ： １ ） の 混 合 液 で 沈 殿 さ せ 回 収 し た （ ４ ０ ～ ６ ７ ％ 画 分 ） 。 次 に 回
収 し た メ タ ノ ー ル ： ア セ ト ン （ ３ ： １ ） の 混 合 液 沈 殿 画 分 を 陽 イ オ ン 交 換 カ ラ ム （ Ｔ Ｓ Ｋ
gel　 Ｃ Ｍ － ５ Ｐ Ｗ ） を 用 い て 精 製 し 、 精 製 物 が 電 気 泳 動 的 に 均 一 に な る こ と を 確 認 し た
。 次 に 、 こ の 精 製 物 を 6M塩 酸 で 加 水 分 解 し 、 加 水 分 解 物 に つ い て ア ミ ノ 酸 分 析 を 行 っ た 。
ア ミ ノ 酸 分 析 の 方 法 は 、 加 水 分 解 物 の ア ミ ノ 基 を 前 も っ て Ｄ Ａ Ｂ Ｓ （ dimethylaminoazobe
nzenesulfonyl-） 化 し 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ア ミ ノ ク ロ ー ム ア ミ ノ 酸 分 析 シ ス テ ム
） を 用 い て 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 分 析 の 結 果 、 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 の 生 産 物 は リ ジ ン を 唯 一 の 構 成 ア ミ ノ 酸 と す る ポ
リ ペ プ チ ド す な わ ち ポ リ リ ジ ン で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
　 ま た 、 該 ポ リ リ ジ ン の 重 合 度 を 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） の イ オ ン 会
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合 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に よ っ て 逆 相 カ ラ ム （ Ｔ Ｓ Ｋ gel Ｏ Ｄ Ｓ － ８ ０ Ｔ ｓ ） を 用 い て 、
非 水 溶 媒 と し て ア セ ト ニ ト リ ル を 用 い て グ ラ ジ エ ン ト を か け な が ら 測 定 し た 。 そ の 結 果 、
該 ポ リ リ ジ ン は 、 重 合 度 が 従 来 の １ ３ ～ ３ ５ 程 度 よ り や や 低 く 、 重 合 度 １ ０ ～ ３ ３ の ポ リ
リ ジ ン を ９ ７ ． ８ ％ 、 重 合 度 １ ５ ～ ３ ０ の ポ リ リ ジ ン を ７ ６ ． ８ ％ の 高 い 分 率 で 含 有 す る
低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン で あ っ た 。 重 合 度 検 定 の 基 準 と す る た め に 化 学 合 成 し て 得 た 重 合 度
５ 及 び １ ０ の ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン の ピ ー ク 位 置 を 基 準 に し て Ｘ 軸 （ 横 軸 ） を 定 め た 結 果
を 図 １ に 示 す 。 図 １ よ り 数 平 均 分 子 量 は ３ ０ ０ ０ と 算 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 更 に 、 該 ポ リ リ ジ ン は 、 ε － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 加 水 分 解 す る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 （ As
pergillus oryzae由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ Ａ ； 天 野 製 薬 ） に よ り 分 解 さ れ た 。 一 方 、 α － ポ リ
ア ミ ド 結 合 し た α － ポ リ － Ｌ － リ ジ ン を 加 水 分 解 す る 酵 素 ト リ プ シ ン で は 加 水 分 解 さ れ な
か っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 該 ポ リ リ ジ ン の 抗 菌 活 性 を ペ ー パ ー デ ィ ス ク 法 で 調 べ た と こ ろ 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 で あ る
Bacillus brevis(Ｉ Ｆ Ｏ 　 ３ ３ ３ １ )及 び グ ラ ム 陰 性 細 菌 で あ る Escherichia coli Ｋ － １
２ （ Ｉ Ｆ Ｏ 　 ３ ３ ０ １ ） に 対 し て Streptomyces albulus Ｎ ｏ ． ３ ４ ６ － Ｄ 株 や Ｓ Ｐ － ７
２ 株 由 来 の ポ リ リ ジ ン と 同 程 度 の 抗 菌 活 性 を 有 し て い た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
実 施 例 ２
　 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 の 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン 生 産 性
　 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 を 生 育 培 地 （ 培 地 ３ ） で 坂 口 フ ラ ス コ （ １ ０ ０ ｍ ｌ 培 地 ／ ５ ０ ０ ｍ ｌ 容
） を 用 い て ３ ０ ℃ で ４ ０ 時 間 培 養 し た 後 、 遠 心 分 離 で 菌 体 を 回 収 し た 。 回 収 し た 菌 体 を 生
理 的 食 塩 水 で １ 回 洗 浄 後 、 生 産 培 地 （ 培 地 ４ ） に 移 し 、 坂 口 フ ラ ス コ （ １ ０ ０ ｍ ｌ 培 地 ／
５ ０ ０ ｍ ｌ 容 ） を 用 い て ３ ０ ℃ で 培 養 し た 。 こ の 培 養 中 に 採 取 し た 培 養 上 澄 液 の 低 中 重 合
度 ポ リ リ ジ ン 濃 度 を 前 記 の 方 法 に よ り 測 定 し た 。
　 ７ 日 間 の 培 養 で は 、 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 は １ ． ５ ０ ｇ ／ ｌ の 生 産 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
実 施 例 ３
　 ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー で の Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 に よ る 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン の 生 産
　 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 を ５ Ｌ 容 の ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー で 培 養 し 、 ポ リ リ ジ ン を 生 産 さ せ た 。
す な わ ち 、 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 を 実 施 例 １ 記 載 の 培 地 ２ （ ISP Medium 2） で ３ 週 間 培 養 後 、 プ
レ ー ト ３ 枚 分 を ２ Ｌ の 培 地 ２ （ ISP Medium 2） を 有 す る 5L容 ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー で 、 回
転 数 ２ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 通 気 量 ２ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ 、 ３ ０ ℃ に お い て 培 養 し た 。 培 地 の ｐ Ｈ が ４ に 下
が っ た 時 点 で ク エ ン 酸 を 加 え 、 ｐ Ｈ を ４ に 保 ち 、 通 気 量 を ４ ． ５ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ に 上 げ 、 ６ 日
間 、 回 転 数 と 温 度 を そ れ ぞ れ 、 ２ ０ ０ ｒ ｐ ｍ と ３ ０ ℃ に 保 ち な が ら 培 養 を 続 け た 。 ６ 日 後
、 遠 心 分 離 （ ７ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 １ ５ ｍ ｉ ｎ 、 ４ ℃ ） に よ り 、 菌 体 を 除 去 し メ チ ル オ レ ン ジ
法 で ポ リ マ ー の 生 成 量 を 求 め た 。 結 果 は ４ ． ２ ｇ ／ ｌ で あ っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン は 、 苦 み が 少 な い た め 食 品 添 加 物 と し て 好 適 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 図 １ 】 Ｕ Ｓ Ｅ － ３ １ 株 が 生 産 す る 低 中 重 合 度 ポ リ リ ジ ン の イ オ ン 会 合 ク ロ マ ト グ ラ ム の
結 果 。
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【 図 １ 】
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