
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
発酵プロセスの間に生産される尿素を ウレアーゼ酵素と反応させることを特徴とす
る、適切な培地におけるクラブラン酸産生性微生物の発酵によるクラブラン酸の製造方法

。
【請求項２】
アンモニアレベルが５０μ g/ml未満である請求項 記載の方法。
【請求項３】
塩基が水酸化ナトリウムである請求項 記載の方法。
【請求項４】
抑制 が生じ、ウレアーゼが発現された後、充分な窒素供給量を確実にするようにアン
モニアにより pHを制御する請求項 いずれか１項記載の方法。
【請求項５】
バッチ処理されたかまたは発酵に供給される複合窒素供給源の量を調整する請求項
のいずれか１項記載の方法。
【請求項６】
微生物が高いレベルの内因性ウレアーゼを生産する請求項 のいずれか１項記載の方
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内因性

であって、発酵槽における条件が、発酵の間じゅう、アンモニアレベルを、ウレアーゼ酵
素の抑制を回避するかまたはウレアーゼ酵素の発現を抑制解除するように低く維持する条
件であり、抑制解除がアンモニア以外の適切な塩基による発酵の pHの調整に起因する、製
造方法

１

１または２

解除
１～３

１～４

１～５



法。
【請求項７】
微生物がウレアーゼ発現について構成的である請求項１記載の方法。
【請求項８】
微生物がストレプトミセス・クラブリゲルス（ Streptomyces clavuligerus）である請求
項１～ のいずれか１項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
本発明は、適切な生合成経路を有する微生物からのクラブラン酸および強いベータ－ラク
タマーゼ阻害活性を有するものを含む他のクラバム（ clavam）の生産を増加させるための
方法に関する。
微生物、特に、ストレプトミセス種（ Streptomyces sp.）は、クラブラン酸および他のク
ラバム、セファロスポリンならびにペニシリンを含む多くの抗生物質を生産する。
クラブラン酸は、重要なベータ－ラクタマーゼ阻害剤であり、オーグメンチン（ＡＵＧＭ
ＥＮＴＩＮ）（スミスクライン・ビーチャム・パブリック・リミテッド・カンパニー（ Sm
ithKline Beecham plc）の商標）の名の下に販売されている抗生物質の鍵成分である。ク
ラブラン酸を生産する商業的な方法は、ストレプトミセス・クラブリゲルス（ Streptomyc
es clavuligerus）の発酵によるものである。クラブラン酸の生産に適している発酵培地
は、ＵＫ特許明細書第 1,508,977号に開示されている。
クラブラン酸および他のクラバムは、現存する方法によって許容される量を製造すること
ができるが、なおも、該生成物をより経済的に製造することができるように発酵ブロスに
おけるクラブラン酸の価を改良する必要がある。問題と取り組むことができる１つの方法
は、ストレプトミセス・クラブリゲルス（ Streptomyces clavuligerus）の突然変異菌株
ＡＴＣＣ  ２７０６４または高い価を生じる他のクラブラン酸産生性微生物を要求するこ
とである。現在までのところ、クラブラン酸の高い価が発酵槽中の反応条件を変化させる
ことによって達成することができるプロセス改良に関しては、比較的わずかしか公表され
ていない。
発酵への窒素投入の操作がクラブラン酸収率にとって重大である場合に窒素の供給源とし
てアンモニアを含むことは慣例的である。しかしながら、本発明者らは、クラブラン酸を
製造するための発酵方法が系におけるアンモニアの濃度に特に敏感であることを見いだし
た。
本発明は、アンモニアによる１種類以上の鍵酵素の抑制を回避するために、発酵の間じゅ
う発酵におけるアンモニアの量を低レベルに維持することを特徴とする、適切な培地にお
けるクラバム産生性微生物の発酵によるクラバムの製造方法を提供するものである。
低レベルなる語は、本発明者らは、約５０ ug／ ml未満を意味する。アンモニアのレベルは
、充分な時間、好適には１～１０時間、５０ ug／ ml未満に維持して、アンモニア抑制可能
な鍵酵素の抑制の除去および生合成を行わせしめるべきである。慣例的な発酵条件（１０
０ ug／ mlを超えるアンモニアレベルを有する）下では、アンモニアが、尿素のアンモニア
および二酸化炭素への転換に触媒作用を及ぼすウレアーゼを含む窒素の代謝に関係する多
くの酵素を抑制するように作用することが判明した（ V. Bascaran et al. J. Gen. Micro
biol. 1989 vol 135 pp 2465～ 2474を参照）。しかしながら、昨今の研究は、抗生物質価
に関係しておらず、特にクラバムまたはクラブラン酸における改良とのいずれの関係をも
全く示していなかった。
本発明を導く研究における驚くべき発見は、尿素がクラブラン酸発酵ブロス中で増加する
ということであった。尿素は、クラブラン酸生合成プロセスから生成されるが、おそらく
この尿素の他の供給源があるであろう。
本発明のさらなる態様によると、クラブラン酸製造の間に増加し得る尿素をウレアーゼ酵
素と反応させると、クラブラン酸の価は、かなり、例えば１０％程度、改良されることが
判明した。
したがって、さらなる態様では、本発明は、発酵プロセスの間じゅう生成される尿素をウ
レアーゼ酵素と反応させることを特徴とする、適切な培地中でのクラバム産生性微生物の
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発酵によるクラバムの製造方法を提供するものである。
該ウレアーゼは、内因性または外因性のいずれであってもよく、すなわち、クラブラン酸
産生微生物に起因して生産され得るか（内因性ウレアーゼ）、または系に添加され得る（
外因性ウレアーゼ）。
外因性ウレアーゼを用いるのが望まれる場合、該酵素は、適切な供給源から得られ、発酵
反応に添加される。ウレアーゼが内因性である場合、本発明の１つの態様では、該ウレア
ーゼは、クラブラン酸産生性微生物によるウレアーゼの発現の抑制を除去することによっ
て作用させられる。
かかる抑制除去は、例えば、アンモニア以外の適切な塩基による pHの調整に起因する。こ
の方法では、発酵におけるアンモニアの濃度を、抑制除去が生じるまで低下させるのが好
ましい。かかる抑制除去は、好適には、反応培地の pHプロフィルの変化を研究することに
よってモニターされる（以下の実施例を参照）。
前記方法では、 pH制御剤は、アンモニア以外の適切な塩基、例えば、水酸化ナトリウムな
どのアルカリ金属の水酸化物であってよい。充分な窒素供給を確実にするためには、抑制
除去が生じ、ウレアーゼが発現された後、常法で pHを制御するのが好都合である。しかし
ながら、所望により、アンモニア以外の pH調整剤（ regulant）は、発酵全体にわたって用
いられる。
アンモニアは、 pH調整と発酵への窒素の導入との二重の目的を有するので、一般に、典型
的な発酵における原材料として好ましい。アンモニアは、クラブラン酸塩蓄積に対するイ
オン的カウンターバランスとしても作用する。アンモニア抑制可能な酵素の抑制を除去す
ることによって得られる長所は、発酵の一部の間に他の pH調整剤を用いるプロセスによっ
て達成され得るが、他の pH調整剤を用い、次いで、バッチにおける発酵に必要な窒素を導
入することによって、または、アンモニウム塩を供給することによって達成することもで
きる。
ウレアーゼの抑制を除去するさらなる方法では、バッチ処理されたかまたは発酵に供給さ
れた複合窒素供給源の量の調整が行われる。複合窒素供給源の脱アミノ化によって遊離さ
れたアンモニアは、ウレアーゼを抑制するであろう。したがって、発酵に含まれる該量の
調整またはそれらの遊離特性は、ウレアーゼの抑制の除去に影響を及ぼすであろう。
クラブラン酸価を増加させるさらなる方法は、発酵におけるアンモニアまたは尿素の濃度
に直接または間接的に影響を及ぼす適切な化合物を発酵反応に添加することである。
これを達成することができる１つの方法は、アンモニアを吸着することができ、アンモニ
アの濃度を減少させることができるゼオライトなどの化合物を添加することである。適切
なアンモニア吸着剤としては、リン酸アンモニウムマグネシウムなどの錯塩としてアンモ
ニアを沈殿させることができるものが挙げられる。
尿素の濃度を減少させるさらなる方法は、クラブラン酸産生性微生物からのウレアーゼの
発現を直接または間接的に増加させる化合物を発酵培地に添加することである。
遺伝子操作または菌株改良方法を用いても、クラブラン酸産生性微生物によって生産され
る内因性ウレアーゼのレベルを増加させることができる。例えば、菌株改良［例えば、突
然変異誘発、次いで、メチルアンモニウムを含むものなどの特定の培地上での選択による
（ Microbiological Reviews;1989;53, 85-108）］を用いて、ウレアーゼ発現について構
成的である、すなわち、ウレアーゼがアンモニアの存在下で有意な抑制に付されないクラ
ブラン酸産生性微生物の突然変異菌株を製造することができる。例えばクラブラン酸生合
成経路に関係する酵素と協働して発現を生じるなど、その調整に影響を及ぼすようにウレ
アーゼ遺伝子の操作を含む目標とされる遺伝子操作技術によって、同様の結果が得られる
。
前記方法は、クラブラン酸価の実質的な増加を達成することができるという長所を有する
。クラブラン酸は、標準的な方法によって分離され精製される。
以下の実施例は、本発明を説明する。実施例では、特記しない限り、用いた方法および標
準的な技術は、 Sambrook et al（ 1989） Molecular Cloning:A Laboratory Manual, 2nd E
ditionに開示されているとおりである。
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実施例１－クラブラン酸価に対する pH調整剤の調整の効果
１０００リットルのスケールのストレプトミセス・クラブリゲルス（ Streptomyces clavu
ligerus）発酵において（５％シード発酵接種物、ソイミール（ soymeal）タンパク２０～
６０ g／リットル、デキストリン１～３％、植物油１～５％＋痕跡元素カクテル（６ .８に
維持された pHを有する））、クラブラン酸生成量は、 pH調整剤の調整により８％改良する
ことができる。
アンモニアの代わりに２ .５ N NaOHを用いて発酵の開始時に pHを６ .８に維持すると、 pHプ
ロフィルにおいて２つのピークが見られる。最初のピークは、アンモニアを遊離するダイ
ズタンパクの脱アミノ化に相当し、したがって、 pHは増加する。第２のピークは、アンモ
ニアを遊離するウレアーゼの抑制の除去による、第２のピークが見られた後（これは、比
色分析手段により尿素が検出されないことにより確認することができる）、 pH調整剤をア
ンモニアに戻して、反応培地への充分な窒素供給を確実にする。
実施例２－ウレアーゼについて構成的な微生物の調製
構成的にウレアーゼを発現するストレプトミセス・クラブリゲルス（ S. clavuligerus）
の突然変異菌株を生産することができる。突然変異誘発物質に付した（例えば、ＵＶ放射
またはニトロソグアニジンへの暴露）胞子を、メチルアンモニウムおよび尿素を含有する
寒天で平板培養する。該寒天において、尿素は、唯一の炭素および窒素供給源である。メ
チルアンモニウムは、代謝され得ないが、アンモニウムとして微生物によって認識され、
したがって、ウレアーゼ発現に対する抑制効果を有する。
この培地で増殖することができる突然変異胞子は、選択され得、発酵における構成的な手
段でウレアーゼを発現し、良好なクラブラン酸生成量を与えることを示すことができる。
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