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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　分子量１２，０００以上の高分子不純物を限外濾過膜（ＵＦ膜）処理により除去するカ
ダベリン塩水溶液の製造方法であって、
　カダベリンが、リジン脱炭酸酵素、リジン脱炭酸酵素活性の向上した組み換え微生物又
はリジン脱炭酸酵素を産生する細胞もしくは当該細胞の処理物を使用して、当該リジンか
ら産出されたものであることを特徴とするカダベリン塩水溶液の製造方法。
【請求項２】
　さらに、分子量５，０００以上の高分子不純物を除去することを特徴とする請求項１に
記載のカダベリン塩水溶液の製造方法。
【請求項３】
　カダベリン塩が、ジカルボン酸塩であることを特徴とする請求項１または２に記載のカ
ダベリン塩水溶液の製造方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、カダベリン塩水溶液の製造方法等に関し、より詳しくは、高分子不純物が除
去されるカダベリン塩水溶液の製造方法等に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　プラスチック原料として、その殆どにいわゆる化石原料が用いられている。再生利用す
る場合を除き、プラスチックを廃棄する場合、燃焼等による廃棄は炭酸ガスの放出を招く
ことから近年問題となりつつある。そこで、地球温暖化防止及び循環型社会の形成に向け
て、プラスチックの製造原料をバイオマス由来の原料に置き換えることが嘱望されている
。このようなニーズは、フィルム、自動車部品、電気・電子部品、機械部品等の射出成形
品、繊維、モノフィラメント等、多岐にわたる。
【０００３】
　ところで、ポリアミド樹脂は、機械的強度、耐熱性、耐薬品性等に優れており、いわゆ
るエンジニアリングプラスチックスの１つとして多くの分野で用いられている。中でもフ
ィルムは、二軸延伸ポリプロピレンフィルムや二軸延伸ポリエステルフィルム等に比べ、
優れた機械的特性、耐熱性、透明性、ガスバリア性等の特徴を有しており、食品、医薬品
、雑貨等の包装用フィルムとして広く利用されている。
【０００４】
　ポリアミド樹脂のフィルムは強度やガスバリア性を付与するため、二軸延伸等の延伸処
理を施して使用される場合が多い。この際、フィッシュアイと称される粒状欠陥があると
、それを起点に延伸破断を起こし生産性を損なうだけでなく、フィルムの外観を悪化させ
商品価値を著しく損なう。このため、フィッシュアイを極力低減することが求められてい
る。
　また、ポリアミド樹脂はその優れた性能を生かし、繊維やモノフィラメントの分野でも
広く用いられている。これらの用途でも、上述のフィルム同様、フィッシュアイは成形時
の延伸破断や表面外観の悪化を招くため、その低減が求められている。
【０００５】
　一方、ポリアミド樹脂からなる射出成形品には、自動車部品、電気・電子部品、機械部
品等が挙げられる。いずれの場合も、部品のコンパクト化や軽量化を目的に薄肉化が望ま
れている。この場合、ポリアミド樹脂本来の物性を維持するため分子量（数平均分子量）
を下げることなく、高い流動性を有するポリアミド樹脂が必要となる。
【０００６】
　バイオマス由来の原料を使用して製造されるポリアミド樹脂としては、カダベリンを原
料とするものが知られている。例えば、特許文献１、特許文献２にはその原料であるカダ
ベリン・ジカルボン酸塩の製造方法、精製方法が提案されている。
【０００７】
【特許文献１】特開２００４－２０８６４６号公報
【特許文献２】特開２００５－００６６５０号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　ところが、前記特許文献には、ポリアミド樹脂フィルムのフィッシュアイ（Ｆ／Ｅ）や
射出成形時の流動性と、ポリアミド樹脂に含まれる高分子不純物との関連性については何
ら言及されていない。
【０００９】
　本発明は、上述したバイオマス由来の原料から得られたポリアミド樹脂における課題を
解決するためになされたものである。
　即ち、本発明の目的は、高分子不純物が除去されたカダベリン塩水溶液の製造方法を提
供することにある。
　本発明の目的は、高分子不純物が減少したカダベリン塩水溶液を提供することにある。
　本発明の目的は、カダベリン塩水溶液から得られるカダベリン塩を提供することにある
。
　本発明の目的は、バイオマス由来の原料から得られたポリアミド樹脂を提供することに
ある。
　本発明の目的は、斯かるポリアミド樹脂から得られる成形品を提供することにある。
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【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記課題を解決するために、本発明者らは鋭意検討を行った結果、バイオマス由来の原
料から得られたカダベリン塩水溶液から高分子不純物を除去しポリアミド樹脂を製造する
と、著しくフィッシュアイが少なく表面外観に優れたポリアミド樹脂フィルムを得ること
が可能であり、且つ、著しく射出成形時の流動性が優れることを見出し、斯かる知見に基
づき本発明を完成した。
【００１１】
　かくして本発明によれば、分子量１２，０００以上の高分子不純物を除去することを特
徴とするカダベリン塩水溶液の製造方法が提供される。
　ここで、本発明が適用されるカダベリン塩水溶液の製造方法において、さらに分子量５
，０００以上の高分子不純物を除去することが好ましい。
　また、斯かる高分子不純物は、膜処理による除去を行うことが好ましい。
　また、斯かる膜処理としては、限外濾過膜（ＵＦ膜）処理を行うことが好ましい。
　ここで、本発明が適用されるカダベリン塩水溶液の製造方法において、カダベリンが、
リジン脱炭酸酵素、リジン脱炭酸酵素活性の向上した組み換え微生物又はリジン脱炭酸酵
素を産生する細胞もしくはこの細胞の処理物を使用して、リジンから産出されたものであ
ることが好ましい。
　また、カダベリン塩が、ジカルボン酸塩であることが好ましい。
 
【００１２】
　次に、本発明によれば、上述したカダベリン塩水溶液の製造方法に記載の製造方法で得
られたことを特徴とするカダベリン塩水溶液が提供される。
【００１３】
　本発明によれば、上述したカダベリン塩水溶液を晶析することにより製造したことを特
徴とするカダベリン塩が提供される。
【００１４】
　本発明によれば、斯かるカダベリン塩水溶液を原料とする重縮合反応により得られたこ
とを特徴とするポリアミド樹脂が提供される。
【００１５】
　本発明によれば、上述したカダベリン塩の重縮合反応により、又はカダベリン塩と他の
共重合成分との重縮合反応により得られることを特徴とするポリアミド樹脂が提供される
。
【００１６】
　さらに、本発明によれば、所定の成形方法により、斯かるポリアミド樹脂を成形してな
ることを特徴とする成形品が提供される。
　ここで、成形品としては、フィルム、射出成形品、繊維、モノフィラメントが好ましい
。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明によれば、高分子不純物が除去されるカダベリン塩水溶液が得られる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　以下、本発明を実施するための最良の形態（実施の形態）について詳細に説明する。尚
、以下に記載する説明は、本発明の実施の形態の代表例であり、これらの内容に本発明は
限定されるものではない。
【００１９】
（カダベリン）
　本実施の形態におけるカダベリンは、例えば、リジン溶液に、同溶液のｐＨが酵素的脱
炭酸反応に適したｐＨに維持されるように酸を加えながら、リジンの酵素的脱炭酸反応を
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行うことにより、製造することができる。
　ここで用いる酸としては、塩酸、硫酸、リン酸等の無機酸や、酢酸等の有機酸が挙げら
れる。得られた反応生成液から、通常の分離精製方法を用いて遊離カダベリンを採取する
ことができる。
　更には、上記酸としてジカルボン酸を用いて、直接ポリアミドの製造原料となるカダベ
リン・ジカルボン酸塩を採取することも可能である。
【００２０】
（カダベリン・アジピン酸塩の製造方法）
　以下に、酸としてアジピン酸を用いて、リジンの酵素的脱炭酸反応により、カダベリン
・アジピン酸塩を製造する方法について詳細に説明する。
　原料として用いるリジンは、通常、遊離塩基（リジンベース。即ち、遊離リジン。）で
あることが好ましいが、リジンのアジピン酸塩であってもよい。リジンは、酵素的脱炭酸
反応によりカダベリンを生成するものであれば、Ｌ－リジン、Ｄ－リジンのいずれであっ
てもよいが、通常は入手のしやすさからＬ－リジンが好ましい。
　また、リジンは、精製されたリジンであってもよく、酵素的脱炭酸反応により生成する
カダベリンがアジピン酸と塩を形成することが可能であれば、リジンを含む発酵液であっ
てもよい。
【００２１】
　リジン溶液を調製する溶媒としては、好適には水が用いられる。反応液のｐＨは、アジ
ピン酸によって調整するため、他のｐＨ調整剤や緩衝剤を用いる必要はないが、前記溶媒
として緩衝液を用いてもよい。
　このような緩衝液としては、酢酸ナトリウム緩衝液等が挙げられる。但し、カダベリン
とアジピン酸との塩を形成させるという点からは、緩衝剤等は用いないか、用いる場合で
あっても低濃度に抑えることが好ましい。
【００２２】
　リジンとして遊離リジンを用いる場合は、リジン溶液にアジピン酸を加えて酵素的脱炭
酸反応に適したｐＨとなるように調整する。具体的には、ｐＨとしては、通常４．０以上
、好ましくは５．０以上、より好ましくは５．５以上で、通常８．０以下、好ましくは７
．０以下、より好ましくは６．５以下が挙げられる。
　尚、リジンとして、リジンのアジピン酸塩を用いる場合は、反応液調製時にアジピン酸
を加える必要はない。以下、このように、反応液のｐＨを酵素的脱炭酸反応に適したｐＨ
に調整することを、「中和」と称す場合がある。
【００２３】
　リジンの酵素的脱炭酸反応の際には、生産速度及び反応収率向上のため、ピリドキシン
、ピリドキサミン、ピリドキサル及びピリドキサルリン酸から選ばれる少なくとも１種の
ビタミンＢ６を配合することが好ましく、なかでもピリドキサルリン酸が特に好ましい。
　ビタミンＢ６を添加する方法には特に制限はない。反応中に適宜添加しても良い。
【００２４】
　リジンの酵素的脱炭酸反応は、例えば、上記のようにして中和されたリジン溶液にリジ
ン脱炭酸酵素（ＬＤＣ）を添加することによって行うことができる。
　ＬＤＣとしては、リジンに作用してカダベリンを生成させるものであれば特に制限はな
い。ＬＤＣとしては、精製酵素を用いてもよいし、ＬＤＣを産生する微生物、植物細胞又
は動物細胞等の細胞を用いてもよい。ＬＤＣ又はそれを産生する細胞は、１種でもよく、
２種以上の混合物であってもよい。
　また、細胞をそのまま用いてもよく、ＬＤＣを含む細胞処理物を用いてもよい。細胞処
理物としては、細胞破砕液及びその分画物が挙げられる。
【００２５】
　前記微生物としては、Ｅ．ｃｏｌｉ等のエシェリヒア属細菌、ブレビバクテリウム・ラ
クトファーメンタム（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌａｃｔｏｆｅｒｍｅｎｔｕｍ）
等のコリネ型細菌、バチルス・サチリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）等のバ
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チルス属細菌、セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）
等のセラチア属細菌等の細菌、サッカロマイセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃ
ｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）等の真核細胞が挙げられる。これらの中では細菌、特にＥ
．ｃｏｌｉが好ましい。
【００２６】
　前記微生物は、ＬＤＣを産生する限り、野生株でもよく、変異株であってもよい。また
、ＬＤＣ活性が上昇するように改変された組換え株であってもよい。植物細胞又は動物細
胞も、ＬＤＣ活性が上昇するように改変された組換え細胞を用いることができる。組換え
細胞については、後述する。
【００２７】
　リジン溶液にＬＤＣを添加して反応を開始した後は、反応の進行に伴い、リジンから遊
離される炭酸ガスが反応液から放出され、ｐＨが上昇する。従って、反応液のｐＨが前記
範囲となるように、アジピン酸を反応液に添加する。アジピン酸は連続的に添加してもよ
く、ｐＨが前記範囲に維持される限り、分割して添加してもよい。
　反応温度は、ＬＤＣがリジンに作用してカダベリンを生成させる温度であれば特に制限
はないが、温度は、通常２０℃以上、好ましくは３０℃以上で、通常６０℃以下、好まし
くは４０℃以下で行う。
【００２８】
　原料のリジン又はリジン・アジピン酸塩は、反応開始時に反応液に全量添加してもよく
、ＬＤＣ反応の進行に応じて、分割して添加してもよい。
【００２９】
　酵素反応は、バッチ式によって行うと、アジピン酸の添加を容易に行うことができる。
また、ＬＤＣ、ＬＤＣを産生する細胞又はその処理物を固定化した担体を用いた移動床カ
ラムクロマトグラフィーによって、反応を行うこともできる。
　その場合は、反応系のｐＨが所定の範囲に維持されたまま反応が進行するように、リジ
ン及びアジピン酸をカラムの適当な部位に注入すればよい。
【００３０】
　上記のようにして、リジンの酵素的脱炭酸反応によるカダベリン生成に伴って上昇する
ｐＨを、アジピン酸を用いて逐次中和することにより、酵素反応が良好に進行する。この
ようにして生成するカダベリンは、アジピン酸塩として反応液中に蓄積する。
【００３１】
　本実施の形態においては、ＬＤＣを用いて得られたカダベリン塩水溶液から、分子量１
２，０００以上、好ましくは５，０００以上、特に好ましくは１，０００以上の高分子不
純物を除去することを特徴とする。
　上記高分子不純物をカダベリン水溶液から除去する時期についての制限はなく、上記Ｌ
ＤＣによる反応が終了した時点で得られたカダベリン・塩酸塩水溶液、カダベリン・硫酸
塩水溶液、カダベリン・リン酸塩水溶液、カダベリン・炭酸塩水溶液、カダベリン・ジカ
ルボン酸塩水溶液等から直接除去しても良い。
【００３２】
　菌体を用いた場合には、ＬＤＣで得られたカダベリン塩水溶液中の菌体を滅菌処理し、
遠心分離等の方法で菌体等の不溶物を除去した後に実施しても良い。
　また、カダベリン塩水溶液がカダベリン・ジカルボン酸塩水溶液ではない場合には、カ
ダベリン塩水溶液からイオン交換樹脂等を用いてカダベリン水溶液とした後、高分子不純
物を除去する操作を行ってから、ジカルボン酸を添加してカダベリン・ジカルボン酸塩水
溶液を得ても良い。さらに、前記カダベリン水溶液にジカルボン酸を添加し、カダベリン
・ジカルボン酸塩水溶液を得た後、高分子不純物を除去する操作を行っても良い。
【００３３】
　中でも、操作の煩雑さを軽減し、高分子不純物除去の効率を上げるために、ＬＤＣによ
る反応終了後に不溶物を除去したカダベリン・ジカルボン酸塩水溶液から高分子不純物を
除去する方法が好ましい。
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　特に、カダベリン・ジカルボン酸塩水溶液から晶析を行い、カダベリン・ジカルボン酸
塩を得る場合には、晶析した塩に高分子不純物が混入すると品質の良いポリアミド樹脂が
得られないため、晶析操作の前に高分子不純物を除去しておくことが好ましい。
【００３４】
　分子量１２，０００以上の高分子不純物を除去する方法について制限はなく、吸着剤を
用いる方法や膜処理等が挙げられる。中でも簡便性と除去効果の観点から、限外濾過膜（
ＵＦ膜）を用いる方法が好ましい。
　限外濾過膜は、その種類により除去できる分子量範囲が定められている。本実施の形態
においては、除去できる分子量は１２，０００以上が好ましく、さらに好ましくは５，０
００以上、特に好ましくは１，０００以上である。
　除去する高分子不純物としては、タンパクや核酸、多糖等が挙げられる。特に、微生物
を用いた反応を伴う場合には、タンパクが混入しやすいので、本実施の形態により得られ
る効果が顕著である。
【００３５】
　限外濾過膜の材質や膜形状に制限はない。具体的な材質としては、例えば、酢酸セルロ
ース、ポリエーテルスルホン、ポリスルホン、ポリフッ化ビニリデン、ポリビニルベンジ
ルトリメチルアンモニウムクロリド、ポリスチレンスルホン酸ナトリウム、アクリロニト
リル共重合体、ポリアミド１２等が挙げられる。中でも、アクリロニトリル共重合体が好
ましい。
　膜形状としては、平膜、中空糸、板、管、スパイラル巻き等が挙げられ、中でも中空糸
が好ましい。
　また、種々の限外濾過膜モジュールが各社から販売されているが、操作のしやすさから
モジュール化したものが好ましい。
【００３６】
　カダベリン塩水溶液から高分子不純物を除去せずに、これを原料の少なくとも一部とし
て重合した場合、得られたポリアミド樹脂中には多くのゲルが存在する。このようなゲル
は、射出成形品では、流動性や機械物性等の低下原因となり、フィルムやフィラメントで
は、フィッシュアイ（Ｆ／Ｅ）による表面外観の低下や延伸破断の原因となる。
　また、分子量が過度に低い物質を除去しようとすると、操作が煩雑になったり、生産性
が低下したりするため好ましくない。
【００３７】
　高分子不純物を除去したカダベリン塩水溶液は、必要に応じ公知の方法を組み合わせる
ことにより精製し、ポリアミド樹脂の原料として使用することができる。
【００３８】
　次に、一例として晶析法にて、本実施の形態におけるカダベリン・アジピン酸塩水溶液
からカダベリン・アジピン酸塩を得る方法を具体的に説明する。
【００３９】
　バイオマス原料から得られたカダベリン・アジピン酸塩水溶液は着色しているため、晶
析前に脱色することが好ましく、脱色剤としては活性炭、合成吸着剤、活性白土、シリカ
、ゼオライト等が挙げられ、中でも活性炭が好ましい。
　脱色は、脱色剤を充填した塔にカダベリン・アジピン酸塩水溶液を通液する方法や、カ
ダベリン・アジピン酸塩水溶液中に脱色剤を添加、撹拌する方法等が挙げられ、中でも前
者が好ましい。
【００４０】
　脱色後のカダベリン・アジピン酸塩水溶液は、窒素バブリングにより溶存酸素を追い出
した後、カダベリン・アジピン酸塩濃度が５０重量％～６９重量％、好ましくは６０重量
％～６７重量％まで濃縮する。カダベリン・アジピン酸塩濃度が過度に小さい場合は晶析
後の収率が低くなり、過度に大きいとカダベリン・アジピン酸塩に混入する不純物濃度が
高くなるので好ましくない。具体的には、リジン、アルギニン等の３官能以上のアミノ酸
等の含有量が高くなるので好ましくない。
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　濃縮は、カダベリン・アジピン酸塩水溶液の温度５０℃～７０℃、減圧度１５０Ｔｏｒ
ｒ以下で行うのが好ましい。温度が過度に低いと濃縮時間が長くなり、温度が過度に高い
とカダベリン・アジピン酸塩が分解するので好ましくない。また、減圧度が１５０Ｔｏｒ
ｒを超えると濃縮時間が長くなるので好ましくない。
【００４１】
　晶析は、冷却してカダベリン・アジピン酸塩を析出させて行う。この場合、冷却してい
る降温途中で種晶を添加することが好ましい。種晶は、種晶としての効果が得られるもの
であれば特に限定されない。例えば、析出するカダベリン・アジピン酸塩が好ましい。
　冷却時の降温速度は、通常１℃／ｈ以上、好ましくは２℃／ｈ以上、さらに好ましくは
３℃／ｈ以上である。また、通常３０℃／ｈ以下、好ましくは２０℃／ｈ以下、さらに好
ましくは１０℃／ｈ以下である。降温速度が過度に遅いと、晶析に時間を要する傾向とな
るので好ましくない。降温速度が過度に早いと、結晶サイズが小さくなる傾向があり、精
製度合いが低下する方向となるので好ましくない。
　晶析終了温度は、通常１℃以上、好ましくは５℃以上、さらに好ましくは１０℃以上で
ある。また、通常３０℃以下、好ましくは２５℃以下、さらに好ましくは２０℃以下であ
る。晶析終了温度が過度に高いと、収率が低くなる傾向があるので好ましくない。晶析終
了温度が過度に低いと、カダベリン・アジピン酸塩スラリーを移送する際に、配管を閉塞
しやすくなるので好ましくない。
【００４２】
　晶析率は、濃縮液のカダベリン・アジピン酸塩濃度と晶析終了温度により決められる。
通常１重量％以上、好ましくは５重量％以上、さらに好ましくは１０重量％以上である。
また、通常４６重量％以下、好ましくは３９重量％以下、さらに好ましくは３５重量％以
下に制御することが好ましい。晶析率が過度に低いと、収率が低くなる傾向となるので好
ましくない。晶析率が過度に高いと、カダベリン・アジピン酸塩に混入するリジン、アル
ギニン等の３官能以上のアミノ酸等の不純物濃度が高くなるので好ましくない。
【００４３】
　晶析後のカダベリン・アジピン酸塩スラリーは、常法に従い固液分離して、結晶として
得られる。例えば、遠心濾過を行う場合は、母液を振り切った後に、遠心濾過器が回転し
ている状態で少量の脱塩水をシャワー状にふりかけ、カダベリン・アジピン酸塩に付着し
ている母液をさらに洗い流すと精製度が上がり好ましい。
　脱塩水量は、ｗｅｔケーキ（若干の水を含んだカダベリン・アジピン酸塩）に対して、
通常１重量％以上、好ましくは５重量％以上である。また、通常４０重量％以下、好まし
くは３０重量％以下である。脱塩水量が過度に少ないと、洗浄効果が小さくなる傾向とな
るので好ましくない。脱塩水量が過度に多いと、収率が低下する傾向にあるので好ましく
ない。このようにして得られた結晶を１番晶と称する。
【００４４】
　固液分離後の母液や洗浄液は回収して、再度、濃縮、晶析、固液分離を行い、２番晶を
得る。同様にして、３番晶、４番晶等を得ることができる。
【００４５】
　次に、微生物を、ＬＤＣ活性が上昇するように改質する方法について例示する。尚、他
の細胞についても、それに適するように下記の方法を適宜改変することによって、同様に
ＬＤＣ活性を上昇させることができる。
【００４６】
　ＬＤＣ活性は、例えば、ＬＤＣをコードする遺伝子（ＬＤＣ遺伝子）の発現を増強する
ことによって上昇する。ＬＤＣ遺伝子の発現の増強は、ＬＤＣ遺伝子のコピー数を高める
ことによって達成される。例えば、ＬＤＣ遺伝子断片を、微生物で機能するベクター、好
ましくは、マルチコピー型のベクターと連結して組換えＤＮＡを作製し、これを適当な宿
主に導入して形質変換すればよい。
【００４７】
　ＬＤＣ遺伝子のコピー数を高めることは、ＬＤＣ遺伝子を微生物の染色体ＤＮＡ上に多
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コピー存在させることによっても達成できる。微生物の染色体ＤＮＡ上に遺伝子を多コピ
ーで導入するには、染色体ＤＮＡ上に多コピー存在する配列を標的に利用して相同組換え
により行う。
　染色体ＤＮＡ上に多コピー存在する配列としては、レペティティブＤＮＡ、転移因子の
端部に存在するインバーテッド・リピートが利用できる。或いは、特開平２－１０９９８
５号公報に開示されているように、目的遺伝子をトランスポゾンに搭載してこれを転移さ
せて染色体ＤＮＡ上に多コピー導入することも可能である。
【００４８】
　ＬＤＣ活性の上昇は、上記の遺伝子増幅による以外に、染色体ＤＮＡ上又はプラスミド
上のＬＤＣ遺伝子のプロモーター等の発現調節配列を強力なものに置換することによって
も達成される。例えば、ｌａｃプロモーター、ｔｒｐプロモーター、ｔｒｃプロモーター
等が強力なプロモーターとして知られている。
　また、国際公開第００／１８９３５号パンフレットに開示されているように、遺伝子の
プロモーター領域に数塩基の塩基置換を導入し、より強力なものに改変することも可能で
ある。これらのプロモーター置換又は改変によりＬＤＣ遺伝子の発現が強化され、ＬＤＣ
活性が上昇する。これら発現調節配列の改変は、遺伝子のコピー数を高めることと組み合
わせてもよい。
【００４９】
　発現調節配列の置換は、例えば、温度感受性プラスミドを用いた遺伝子置換と同様にし
て行うことができる。Ｅ．ｃｏｌｉの温度感受性複製起点を有するベクターとしては、例
えば、国際公開第９９／０３９８８号パンフレットに記載されたプラスミドｐＭＡＮ９９
７等が挙げられる。また、λファージのレッド・リコンビナーゼ（Ｒｅｄ　ｒｅｃｏｍｂ
ｉｎａｓｅ）を利用した方法（Ｄａｔｓｅｎｋｏ，Ｋ．Ａ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（２０００）９７（１２），６６４０－６６４５）によっても、発
現調節配列の置換を行うことができる。
【００５０】
　ＬＤＣ遺伝子としては、コードされるＬＤＣが、リジンの脱炭酸反応に有効利用できる
ものであれば特に制限されないが、例えば、バクテリウム　カダベリス、Ｅ．ｃｏｌｉ等
の細菌や、ガラス豆等の植物、さらには、特開２００２－２２３７７０号公報に記載の微
生物のＬＤＣ遺伝子が挙げられる。
【００５１】
　宿主微生物としてＥ．ｃｏｌｉを用いる場合は、Ｅ．ｃｏｌｉ由来のＬＤＣ遺伝子が好
ましい。
　Ｅ．ｃｏｌｉのＬＤＣ遺伝子としては、ｃａｄＡ遺伝子及びｌｄｃ遺伝子（米国特許第
５，８２７，６９８号）が知られているが、これらの中ではｃａｄＡ遺伝子が好ましい。
　Ｅ．ｃｏｌｉのｃａｄＡ遺伝子は配列が知られており（Ｎ．Ｗａｔｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ（１９９２）ｖｏｌ．１７４，ｐ
．５３０－５４０；Ｓ．Ｙ．Ｍｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｂａｃｔｅ
ｒｉｏｌｏｇｙ（１９９２）ｖｏｌ．１７４，ｐ．２６５９－２６６８；ＧｅｎＢａｎｋ
　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｍ７６４１１）、その配列に基づいて作成したプライマーを用い
たＰＣＲにより、Ｅ．ｃｏｌｉ染色体ＤＮＡから単離することができる。
　このようなプライマーとしては、配列番号１（配列；ＧＴＴＧＣＧＴＧＴＴＣＴＧＣＴ
ＴＣＡＴＣＧＣＧＣＴＧＡＴＧ）及び配列番号２（配列；ＡＣＣＡＡＧＣＴＧＡＴＧＧＧ
ＴＧＡＧＡＴＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＴＡＡＧ）に示す塩基配列を有するプライマーが挙げ
られる。
【００５２】
　取得されたＬＤＣ遺伝子とベクターを連結して組換えＤＮＡを調製するには、ＬＤＣ遺
伝子の末端に合うような制限酵素でベクターを切断し、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ等のリガー
ゼを用いて前記遺伝子とベクターを連結すればよい。
　Ｅ．ｃｏｌｉ用のベクターとしては、ｐＵＣ１８、ｐＵＣ１９、ｐＳＴＶ２９、ｐＨＳ
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Ｇ２９９、ｐＨＳＧ３９９、ｐＨＳＧ３９８、ＲＳＦ１０１０、ｐＢＲ３２２、ｐＡＣＹ
Ｃ１８４、ｐＭＷ２１９等が挙げられる。
【００５３】
　ＬＤＣ遺伝子は、野生型であってもよいし、変異型であってもよい。例えばｃａｄＡ遺
伝子は、コードされるＬＤＣの活性が損なわれない限り、１若しくは複数の位置での１若
しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、又は付加を含むＬＤＣをコードするものであ
ってもよい。
　ここで、「数個」とは、アミノ酸残基のタンパク質の立体構造における位置や種類によ
っても異なるが、具体的には２個～５０個、好ましくは２個～３０個、より好ましくは２
個～１０個である。
【００５４】
　上記のようなＬＤＣと実質的に同一のタンパク質をコードするＤＮＡは、例えば部位特
異的変異法によって、特定の部位のアミノ酸残基が置換、欠失、挿入、付加又は逆位を含
むようにｃａｄＡ遺伝子の塩基配列を改変することによって得られる。
　また、上記のような改変されたＤＮＡは、従来知られている変異処理によっても取得さ
れ得る。変異処理としては、変異処理前のＤＮＡをヒドロキシルアミン等でインビトロ処
理する方法、及び変異処理前のＤＮＡを保持する微生物、例えばエシェリヒア属細菌を、
紫外線又はＮ－メチル－Ｎ’－ニトロ－Ｎ－ニトロソグアニジン（ＮＴＧ）もしくはエチ
ルメタンスルホン酸（ＥＭＳ）等の通常変異処理に用いられている変異剤によって処理す
る方法が挙げられる。
【００５５】
　上記のような変異を有するＤＮＡを、適当な細胞で発現させ、発現産物の活性を調べる
ことにより、ＬＤＣと実質的に同一のタンパク質をコードするＤＮＡが得られる。
　また、変異を有するＬＤＣをコードするＤＮＡ又はこれを保持する細胞から、例えば、
ｃａｄＡ遺伝子（ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｍ７６４１１）のコード領域の
配列、又は同配列の一部を有するプローブとストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
し、かつ、ＬＤＣと同等の活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡが得られる。
【００５６】
　ここで言う「ストリンジェントな条件」とは、いわゆる特異的なハイブリッドが形成さ
れ、非特異的なハイブリッドが形成されない条件をいう。この条件を明確に数値化するこ
とは困難であるが、一例を示せば、相同性が高いＤＮＡ同士、例えば７０％以上、好まし
くは８０％以上、より好ましくは９０％以上の相同性を有するＤＮＡ同士がハイブリダイ
ズし、それにより相同性が低いＤＮＡ同士がハイブリダイズしない条件、或いは通常のサ
ザンハイブリダイゼーションの洗いの条件である６０℃、１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、
好ましくは、０．１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳに相当する塩濃度でハイブリダイズする条
件が挙げられる。
【００５７】
　プローブとしてｃａｄＡ遺伝子の一部の配列を用いることもできる。そのようなプロー
ブは、公知のｃａｄＡ遺伝子の塩基配列に基づいて作成したオリゴヌクレオチドをプライ
マーとし、ｃａｄＡ遺伝子を含むＤＮＡ断片を鋳型とするＰＣＲによって作製することが
できる。プローブとして、３００ｂｐ程度の長さのＤＮＡ断片を用いる場合には、ハイブ
リダイゼーションの洗いの条件は、５０℃、２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳが挙げられる。
【００５８】
　ＬＤＣと実質的に同一のタンパク質をコードするＤＮＡとして具体的には、公知のｃａ
ｄＡ遺伝子がコードするアミノ酸配列と、好ましくは７０％以上、より好ましくは８０％
以上、さらに好ましくは９０％以上の相同性を有し、かつＬＤＣ活性を有するタンパク質
をコードするＤＮＡが挙げられる。
【００５９】
　組換えＤＮＡを微生物に導入するには、これまでに報告されている形質転換法に従って
行えばよい。例えば、エシェリヒア・コリ　Ｋ－１２について報告されているような、受
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容菌細胞を塩化カルシウムで処理してＤＮＡの透過性を増す方法（Ｍａｎｄｅｌ，Ｍ．ａ
ｎｄ　Ｈｉｇａ，Ａ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，５３，１５９（１９７０））があり、
バチルス・サチリスについて報告されているような、増殖段階の細胞からコンピテントセ
ルを調製してＤＮＡを導入する方法（Ｄｕｃａｎ，Ｃ．Ｈ．，Ｗｉｌｓｏｎ，Ｇ．Ａ．ａ
ｎｄ　Ｙｏｕｎｇ，Ｆ．Ｅ．，Ｇｅｎｅ，１，１５３（１９９７））がある。
　或いは、バチルス・サチリス、放線菌類及び酵母について知られているような、ＤＮＡ
受容菌の細胞を、組換えＤＮＡを容易に取り込むプロトプラスト又はスフェロプラストの
状態にして組換えＤＮＡをＤＮＡ受容菌に導入する方法（Ｃｈａｎｇ，Ｓ．ａｎｄ　Ｃｈ
ｏｅｎ，Ｓ．Ｎ．，Ｍｏｌｅｃ，Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．，１６８，１１１（１９７９）；
Ｂｉｂｂ，Ｍ．Ｊ．，Ｗａｒｄ，Ｊ．Ｍ．ａｎｄ　Ｈｏｐｗｏｏｄ，Ｏ．Ａ．，Ｎａｔｕ
ｒｅ，２７４，３９８（１９７８）；Ｈｉｎｎｅｎ，Ａ．，Ｈｉｃｋｓ，Ｊ．Ｂ．ａｎｄ
　Ｆｉｎｋ，Ｇ．Ｒ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７５　１９２９
（１９７８））も応用できる。また、電気パルス法（特開平２－２０７７９１号公報）に
よっても、微生物の形質転換を行うことができる。
【００６０】
　ＬＤＣを産生する微生物又は細胞を得るための培養は、用いる微生物又は細胞に応じて
、ＬＤＣの産生に適した方法によって行えばよい。
　例えば、培地は、炭素源、窒素源、無機イオン及び必要に応じその他の有機成分を含有
する通常の培地でよい。炭素源としては、グルコース、ラクトース、ガラクトース、フラ
クトース、アラビノース、マルトース、キシロース、トレハロース、リボースや澱粉の加
水分解物等の糖類；グリセロール、マンニトールやソルビトール等のアルコール類；グル
コン酸、フマール酸、クエン酸やコハク酸等の有機酸類を用いることができる。
【００６１】
　窒素源としては、硫酸アンモニウム、塩化アンモニウム、リン酸アンモニウム等の無機
アンモニウム塩、大豆加水分解物等の有機窒素、アンモニアガス、アンモニア水等を用い
ることができる。
　有機微量栄養素としては、ビタミンＢ１等のビタミン類、アデニンやＲＮＡ等の核酸類
等の要求物質又は酵母エキス等を適量含有させることが望ましい。これらの他に、必要に
応じて、リン酸カルシウム、硫酸マグネシウム、鉄イオン、マンガンイオン等が少量添加
される。
【００６２】
　培養は、エシェリヒア・コリの場合は、好気的条件下で１６時間～７２時間程度実施す
るのがよく、培養温度は３０℃～４５℃に、培養中のｐＨは５～８に制御する。尚、ｐＨ
調整には無機或いは有機の酸性又はアルカリ性物質、更にアンモニアガス等を使用するこ
とができる。
　尚、ＬＤＣ遺伝子が、誘導可能なプロモーターによって発現が調節されている場合には
、誘導剤を培地に添加する。
【００６３】
　培養後、細胞は、遠心分離機や膜により集めることにより、培養液から回収することが
できる。細胞は、そのまま用いてもよいが、ＬＤＣを含むそれらの処理物を用いる場合は
、細胞を超音波、フレンチプレス、又は酵素的処理により破砕し酵素を抽出させ、無細胞
抽出液とし、さらにそこからＬＤＣを精製する場合には、常法に従い、硫安塩折、各種ク
ロマトグラフィーを使用することによって精製することができる。
【００６４】
（ポリアミド樹脂）
　本実施の形態が適用されるポリアミド樹脂は、カダベリン単位、ジカルボン酸単位を構
成成分として含み、本発明の効果を損なわない範囲において、それ以外の共重合成分が含
有されていてもよい。
【００６５】
　この場合、共重合成分としては、例えば、６－アミノカプロン酸、１１－アミノウンデ
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カン酸、１２－アミノドデカン酸、パラアミノメチル安息香酸等のアミノ酸；ε－カプロ
ラクタム、ω－ラウロラクタム等のラクタム；シュウ酸、マロン酸、コハク酸、グルタル
酸、アジピン酸、ピメリン酸、スベリン酸、アゼライン酸、セバシン酸、ウンデカン二酸
、ドデカン二酸、ブラシリン酸、テトラデカン二酸、ペンタデカン二酸、オクタデカン二
酸等の脂肪族ジカルボン酸；シクロヘキサンジカルボン酸等の脂環式ジカルボン酸；フタ
ル酸、イソフタル酸、テレフタル酸、ナフタレンジカルボン酸等の芳香族ジカルボン酸；
【００６６】
エチレンジアミン、１，３－ジアミノプロパン、１，４－ジアミノブタン、１，６－ジア
ミノヘキサン、１，７－ジアミノヘプタン、１，８－ジアミノオクタン、１，９－ジアミ
ノノナン、１，１０－ジアミノデカン、１，１１－ジアミノウンデカン、１，１２－ジア
ミノドデカン、１，１３－ジアミノトリデカン、１，１４－ジアミノテトラデカン、１，
１５－ジアミノペンタデカン、１，１６－ジアミノヘキサデカン、１，１７－ジアミノヘ
プタデカン、１，１８－ジアミノオクタデカン、１，１９－ジアミノノナデカン、１，２
０－ジアミノエイコサン、２－メチル－１，５－ジアミノペンタン等の脂肪族ジアミン；
シクロヘキサンジアミン、ビス－（４－アミノヘキシル）メタン等の脂環式ジアミン；キ
シリレンジアミン等の芳香族ジアミンが挙げられる。
【００６７】
　また、本実施の形態で使用するジカルボン酸は、前述した芳香族ジカルボン酸、脂肪族
ジカルボン酸、脂環式ジカルボン酸と同様の化合物を挙げることができる。
　これらの共重合成分は１種を単独で用いてもよく、２種以上を併用してもよい。
【００６８】
（ポリアミド樹脂の製造方法）
　本実施の形態が適用されるポリアミド樹脂の製造方法としては、公知の方法が使用でき
、具体的には「ポリアミド樹脂ハンドブック」（日刊工業社出版：福本修編）等に開示さ
れている。例えば、ポリアミド５６の製造方法としては、カダベリン・アジピン酸塩を、
水の共存下で混合し、加熱して脱水反応を進行させる方法（加熱重縮合）が好ましい。
【００６９】
　尚、本実施の形態における上記加熱重縮合とは、ポリアミド樹脂の製造における重合反
応物の最高到達温度を２００℃以上に上昇させる製造プロセスである。最高到達反応温度
の上限としては、重合反応時の熱安定性を考慮して、通常３００℃以下である。重合方式
には特に制限は無く回分式、連続方式が採用できる。
【００７０】
　上記の方法で製造されたポリアミド樹脂は加熱重縮合後に更に固相重合することができ
る。これにより、ポリアミド樹脂の分子量を高くすることができる。固相重合は、例えば
、１００℃以上融点以下の温度で真空中、或いは不活性ガス中で加熱することにより行う
ことができる。
【００７１】
　本実施の形態が適用されるポリアミド樹脂の重合度は、特に制限がなく、濃度０．０１
ｇ／ｍｌとした９８％硫酸溶液の２５℃における相対粘度（ηｒ）が１．５～８．０であ
ることが好ましく、２．０～５．５であることがさらに好ましい。
　相対粘度（ηｒ）が過度に低いと、実用的強度が不十分であり、一方、過度に高いと、
流動性が低下し、成形加工性が損なわれるので好ましくない。
　相対粘度（ηｒ）は、成形性の観点から、フィルム、繊維、モノフィラメント等の押出
成形では３．０～５．５、射出成形では２．０～３．５が特に好ましい。
【００７２】
　本実施の形態におけるポリアミド樹脂には、本発明の効果を損なわない範囲で他の成分
を、ポリアミド樹脂の重合から成形までの任意の段階で配合することができる。
　このような他の成分としては、例えば、酸化防止剤や熱安定剤（ヒンダードフェノール
系、ヒドロキノン系、ホスファイト系及びこれらの置換体、ハロゲン化銅、ヨウ素化合物
等）；耐候剤（レゾルシノール系、サリシレート系、ベンゾトリアゾール系、ベンゾフェ
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ノン系、ヒンダードアミン系等）；離型剤及び滑剤（脂肪族アルコール、脂肪族アミド、
脂肪族ビスアミド、ビス尿素及びポリエチレンワックス等）；顔料（硫化カドミウム、フ
タロシアニン、カーボンブラック等）；染料（ニグロシン、アニリンブラック等）；可塑
剤（ｐ－オキシ安息香酸オクチル、Ｎ－ブチルベンゼンスルホンアミド等）；
【００７３】
帯電防止剤（アルキルサルフェート型アニオン系帯電防止剤、４級アンモニウム塩型カチ
オン系帯電防止剤、ポリオキシエチレンソルビタンモノステアレート等の非イオン系帯電
防止剤、ベタイン系両性帯電防止剤等）；難燃剤（メラミンシアヌレート、水酸化マグネ
シウム、水酸化アルミニウム等の水酸化物、ポリリン酸アンモニウム、臭素化ポリスチレ
ン、臭素化ポリフェニレンオキシド、臭素化ポリカーボネート、臭素化エポキシ樹脂又は
これらの臭素系難燃剤と三酸化アンチモンとの組み合わせ等）；他の重合体（他のポリア
ミド、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリエステル、ポリカーボネート、ポリフェニレ
ンエーテル、ポリフェニレンスルフィド、液晶ポリマー、ポリスルホン、ポリエーテルス
ルホン、ＡＢＳ樹脂、ＳＡＮ樹脂、ポリスチレン等）が挙げられる。
　これらの他の成分は、ドライブレンド又は押出機を用いて溶融混練するのが好ましい。
【００７４】
　また、本実施の形態のポリアミド樹脂をフィルム用途に用いる場合には、滑り性向上の
ため、タルク、カオリン、焼成カオリン、シリカ、ゼオライト等の無機フィラー、特に微
粒子状の無機フィラーを配合することが好ましい。更に好ましくは、無機フィラーと離型
剤及び／または滑剤とを併用する態様が挙げられる。
　無機フィラーの配合量としては、ポリアミド樹脂１００重量部当り０．００５重量部～
０．１重量部が好ましく用いられる。また、離型剤及び／または滑剤は、ポリアミド樹脂
１００重量部当り０．０１重量部～０．５重量部が好ましく用いられる。
【００７５】
　また、本実施の形態のポリアミド樹脂は、射出成形、フィルム成形、溶融紡糸、ブロー
成形、真空成形等の任意の成形方法により、所望の形状に成形することができる。成形品
としては、例えば、射出成形品、フィルム、シート、フィラメント、テーパードフィラメ
ント、繊維等が挙げられる。また、ポリアミド樹脂は、接着剤、塗料等にも使用すること
ができる。
【００７６】
　また、本実施の形態のポリアミド樹脂の具体的な用途例としては、自動車・車両関連部
品として、例えば、インテークマニホールド、ヒンジ付きクリップ（ヒンジ付き成形品）
、結束バンド、レゾネーター、エアークリーナー、エンジンカバー、ロッカーカバー、シ
リンダーヘッドカバー、タイミングベルトカバー、ガソリンタンク、ガソリンサブタンク
、ラジエータータンク、インタークーラータンク、オイルリザーバータンク、オイルパン
、電動パワステギヤ、オイルストレーナー、キャニスター、エンジンマウント、ジャンク
ションブロック、リレーブロック、コネクター、コルゲートチューブ、プロテクター等の
自動車用アンダーフード部品；ドアハンドル、フェンダー、フードバルジ、ルーフレール
レグ、ドアミラーステー、バンパー、スポイラー、ホイールカバー等の自動車用外装部品
；カップホルダー、コンソールボックス、アクセルペダル、クラッチペダル、シフトレバ
ー台座、シフトレバーノブ等の自動車用内装部品が挙げられる。
【００７７】
　さらに、本実施の形態のポリアミド樹脂は、釣り糸、漁網等の漁業関連資材、スイッチ
類、超小型スライドスイッチ、ＤＩＰスイッチ、スイッチのハウジング、ランプソケット
、結束バンド、コネクタ、コネクタのハウジング、コネクタのシェル、ＩＣソケット類、
コイルボビン、ボビンカバー、リレー、リレーボックス、コンデンサーケース、モーター
の内部部品、小型モーターケース、ギヤ・カム、ダンシングプーリー、スペーサー、イン
シュレーター、キャスター、端子台、電動工具のハウジング、スターターの絶縁部分、ヒ
ューズボックス、ターミナルのハウジング、ベアリングリテーナー、スピーカー振動板、
耐熱容器、電子レンジ部品、炊飯器部品、プリンタリボンガイド等に代表される電気・電
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子関連部品、家庭・事務電気製品部品、コンピューター関連部品、ファクシミリ・複写機
関連部品、機械関連部品等各種用途に使用することができる。
【００７８】
（ポリアミド樹脂フィルムの成形方法）
　本実施の形態におけるポリアミド樹脂フィルムは、公知の方法で成形することができる
。例えば、ポリアミド樹脂に離型剤や滑剤等をドライブレンドしたポリアミド樹脂組成物
の溶融体を連続的にＴ－ダイより押出し、キャスティングロールにて冷却しながらフィル
ム状に成形するＴ－ダイ法；環状のダイスより連続的に押出し、水を接触させて冷却する
水冷インフレーション法；同じく環状のダイスより押出し、空気によって冷却する空冷イ
ンフレーション法等が用いられる。また、これらの成形法で他の材料を同時に押し出す共
押出法で多層のフィルムを得ることもできる。
【００７９】
　必要に応じて一軸または二軸延伸フィルムとして使用することも可能である。延伸方法
は公知の方法が応用できる。例えば、Ｔ－ダイ法にて成形したフィルムの場合、縦延伸（
一軸延伸）はロール方式を用いる。さらに横方向に延伸する際には、テンター方式を使用
した逐次二軸延伸法が挙げられる。環状ダイより成形したチューブ状フィルムについては
、上記の逐次二軸延伸法以外に縦横同時に延伸できるチューブラー延伸法が用いられる。
　共押出しフィルムについても同様の方法で各層を同時に延伸（共延伸）することができ
る。尚、延伸倍率は縦方向、横方向とも２倍～４倍、好ましくは２倍～３．５倍である。
【００８０】
　本実施の形態におけるポリアミド樹脂のフィルムの厚みは、好ましくは１μｍ～７０μ
ｍである。フィルムの厚みが過度に小さいと強度が不充分になりやすく、過度に大きいと
繰り返し屈曲疲労性が低下しやすい。
　フィルムがポリアミド樹脂単層フィルムの場合、より好ましくは５μｍ～５０μｍ、更
に好ましくは１０μｍ～３０μｍであり、多層フィルムの場合、ポリアミド樹脂層として
の厚みは、より好ましくは２μｍ～５０μｍ、更に好ましくは５μｍ～３０μｍである。
【００８１】
　本実施の形態におけるポリアミド樹脂のフィルムは、印刷性の改良や、ラミネート性（
接着性）の改良のために片面、または両面にコロナ処理した後使用することもできる。
　本実施の形態では、射出成形方法により、所望の形状に成形されたポリアミド樹脂の射
出成形品を得ることができる。
【実施例】
【００８２】
　以下に実施例を示し、本発明を更に具体的に説明するが、本発明はこれらの実施例の記
載に限定されるものではない。
［相対粘度（ηｒ）］
　試料を９８％濃硫酸に溶解して濃度０．０１ｇ／ｍｌとし、２５℃でオストワルド式粘
度計を用いて測定を行い、（試料溶液の落下時間）／（濃硫酸の落下時間）を相対粘度（
ηｒ）とした。
【００８３】
［ＤＳＣ（示差走査熱量測定）］
　セイコー電子工業製ロボットＤＳＣを用い、窒素雰囲気下、試料約５ｍｇを採取し、次
の条件で測定した。
　ポリアミド樹脂を完全に融解させて３分間保持した後、２０℃／分の降温速度で、３０
℃まで降温したときに現れる発熱ピークの温度（降温結晶化温度Ｔｃ）と、これに続いて
、３０℃で３分間保持した後、３０℃から２０℃／分の昇温速度で昇温したときに観測さ
れる吸熱ピークの温度（融点Ｔｍ）を求めた。吸熱ピークが複数の場合は、最も高い温度
を融点Ｔｍとした。
【００８４】
［静止摩擦係数（滑り性）］
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　相対湿度６５％、温度２３℃の条件下、平行移動式により静止摩擦係数を測定した。
【００８５】
［Ｆ／Ｅ（フィッシュアイ）数］
　ポリアミド樹脂原料を、押出機シリンダー径が３０ｍｍφのＴ－ダイ式製膜機を用いて
４０μｍ厚みのポリアミド樹脂フィルムを製膜する。製膜条件は、押出機のシリンダー設
定温度が２８０℃、ポリアミド樹脂フィルムを巻き取る冷却ロール温度が９０℃、吐出量
が２ｋｇ／時である。
　面積が９００ｃｍ２中における、大きさが５０μｍ以上の粒状欠陥をフィッシュアイと
し、当該フィッシュアイの数を数えた（単位：個／９００ｃｍ２）。
【００８６】
［数平均分子量］
（１）末端アミノ基
　ポリアミド樹脂の試料０．１ｇ～２ｇを正確に秤量し、フェノール５０ｍｌ中に溶解し
た後、自動滴定装置（三菱化学株式会社製、ＧＴ－０６）を用いて０．１Ｎ塩酸で滴定し
、算出した（単位：ｅｑ／ｇ）。
（２）末端カルボキシル基
　ポリアミド樹脂の試料０．１ｇ～２ｇを正確に秤量し、ベンジルアルコール５０ｍｌ中
に溶解した後、自動滴定装置（三菱化学株式会社製、ＧＴ－０６）または通常のビュレッ
ト型滴定装置を用いて０．１Ｎ水酸化ナトリウムで滴定し算出した（単位：ｅｑ／ｇ）。
（３）数平均分子量
　上記（１）、（２）の方法で求めた末端の総数から次式に従って算出した。
【００８７】
【数１】

【００８８】
［スパイラル流動長］
　スパイラルフロー試験片の成形、日本製鋼所社製Ｊ７５ＥＩＩ型射出成形機を使用し、
樹脂温度２６５℃、金型温度７５℃、射出圧力５０ＭＰａ、スパイラルフロー試験片厚み
３ｍｍにて行った。スパイラルフロー試験片の長さを測定し、スパイラル流動長とした（
単位：ｍｍ）。
【００８９】
［リジン脱炭酸酵素遺伝子（ｃａｄＡ）増強株の作製］
（Ａ）大腸菌ＤＮＡ抽出
　ＬＢ培地［組成：トリプトン１０ｇ、イーストエキストラクト５ｇ、ＮａＣｌ５ｇを蒸
留水１Ｌに溶解］１０ｍＬに、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｉａ　ｃｏｌｉ）ＪＭ１０９株
を対数増殖期後期まで培養し、得られた菌体を１０ｍｇ／ｍＬのリゾチームを含む１０ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ／２０ｍＭ　トリス緩衝液（ｐＨ８．０）／１ｍＭ　ＥＤＴＡ・２Ｎａ溶液
０．１５ｍＬに懸濁した。
【００９０】
　次に、上記懸濁液にプロテナーゼＫを、最終濃度が１００μｇ／ｍＬになるように添加
し、３７℃で１時間保温した。さらにドデシル硫酸ナトリウムを最終濃度が０．５％にな
るように添加し、５０℃で６時間保温して溶菌した。この溶菌液に、等量のフェノール／
クロロフォルム溶液を添加し、室温で１０分間ゆるやかに振盪した後、全量を遠心分離（
５，０００×ｇ、２０分間、１０℃～１２℃）し、上清画分を分取し、酢酸ナトリウムを
０．３Ｍとなるように添加した後、２倍量のエタノールを加え混合した。遠心分離（１５
，０００×ｇ、２分間）により回収した沈殿物を７０％エタノールで洗浄した後、風乾し
た。得られたＤＮＡに１０ｍＭ　トリス緩衝液（ｐＨ７．５）－１ｍＭ　ＥＤＴＡ・２Ｎ
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ａ溶液５ｍＬを加え、４℃で一晩静置し、以後のＰＣＲの鋳型ＤＮＡに使用した。
【００９１】
（Ｂ）ｃａｄＡのクローニング
　大腸菌ｃａｄＡの取得は、上記（Ａ）で調製したＤＮＡを鋳型とし、全ゲノム配列が報
告されている大腸菌Ｋ１２－ＭＧ１６５５株の該遺伝子の配列（ＧｅｎＢａｎｋ　Ｄａｔ
ａｂａｓｅ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．Ｕ０００９６）を基に設計した合成ＤＮＡ（配
列番号１（配列；ＧＴＴＧＣＧＴＧＴＴＣＴＧＣＴＴＣＡＴＣＧＣＧＣＴＧＡＴＧ）及び
配列番号２（配列；ＡＣＣＡＡＧＣＴＧＡＴＧＧＧＴＧＡＧＡＴＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＴ
ＡＡＧ））を用いたＰＣＲによって行った。
【００９２】
（反応液組成）
　鋳型ＤＮＡ１μＬ、ＰｆｘＤＮＡポリメラーゼ（インビトロジェン社製）０．２μＬ、
１倍濃度添付バッファー、０．３μＭ各々プライマー、１ｍＭＭｇＳＯ４、０．２５μＭ
ｄＮＴＰｓを混合し、全量を２０μＬとした。
【００９３】
（反応温度条件）
　ＤＮＡサーマルサイクラー（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ社製ＰＴＣ－２００）を用い、９４
℃で２０秒間、６０℃で２０秒間、７２℃で２．５分間からなるサイクルを３５回繰り返
した。但し、１サイクル目の９４℃での保温は１分２０秒間、最終サイクルの７２℃での
保温は１０分間とした。
【００９４】
　図１は、ｃａｄＡのクローニングの手順を説明する図である。
　図１に示すように、ＰＣＲ反応終了後、増幅産物をエタノール沈殿により精製した後、
制限酵素ＫｐｎＩ及び制限酵素ＳｐｈＩで切断した。このＤＮＡ標品を、０．７５％アガ
ロース（ＳｅａＫｅｍ　ＧＴＧ　ａｇａｒｏｓｅ：ＦＭＣＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔｓ製）ゲ
ル電気泳動により分離後、臭化エチジウム染色により可視化することによりｃａｄＡを含
む約２．６ｋｂの断片を検出し、ＱＩＡＱｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋ
ｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ製）を用いて目的ＤＮＡ断片の回収を行った。
【００９５】
　回収したＤＮＡ断片を、大腸菌プラスミドベクターｐＵＣ１８（宝酒造株式会社製）を
制限酵素ＫｐｎＩ及び制限酵素ＳｐｈＩで切断して調整したＤＮＡ断片と混合し、ライゲ
ーションキットｖｅｒ．２（宝酒造株式会社製）を用いて連結後、得られたプラスミドＤ
ＮＡを用いて大腸菌（ＪＭ１０９株）を形質転換した。
　この様にして得られた組換え大腸菌を、５０μｇ／ｍＬ　アンピシリン、０．２ｍＭ　
ＩＰＴＧ（イソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトピラノシド）及び５０μｇ／ｍＬ　Ｘ－
Ｇａｌを含むＬＢ寒天培地に塗抹した。
【００９６】
　この培地上で白色のコロニーを形成したクローンを、常法により液体培養した後、プラ
スミドＤＮＡを精製した。得られたプラスミドＤＮＡを制限酵素ＫｐｎＩ及び制限酵素Ｓ
ｐｈＩで切断することにより、約２．５ｋｂの挿入断片が認められることを確認し、これ
をｐＣＡＤ１、ｐＣＡＤ１を含む大腸菌株をＪＭ１０９／ｐＣＡＤ１とそれぞれ命名した
。
【００９７】
［カダベリン・アジピン酸塩水溶液の調製（１）］
　以下の実施例で使用した反応液（カダベリン・アジピン酸塩水溶液）は、ｃａｄＡ増幅
株を用い、リジン・アジピン酸塩を原料とし、以下の方法で調製した。
（１）ｃａｄＡ増幅株の培養
　Ｅ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９／ｐＣＡＤ１をＬＢ培地入りフラスコ１０本で前培養した後
、１Ｌの培養液を９９ＬのＬＢ培地が入った２００Ｌ容ジャーファーメンターに接種し、
通気量０．５ｖｖｍ、３５℃、２５０ｒｐｍで通気撹拌培養を行った。
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　培養開始６時間後、この培養液全量を、３ｍ３の２×ＬＢ培地が入った５ｍ３容培養タ
ンクに接種して更に培養を行った。５ｍ３容培養タンクでの培養条件は、通気量０．５ｖ
ｖｍ、３５℃であった。撹拌回転数は溶存酸素濃度が十分高い値になるように６０ｒｐｍ
～１００ｒｐｍの範囲で調節した。培養４時間目に、滅菌したＩＰＴＧ（イソプロピル－
β－Ｄ－チオガラクトピラノシド）を終濃度で０．５ｍＭになるように添加し、その後１
４時間培養を継続した。
【００９８】
（２）菌体の分離
　６,４００ｒｐｍ、フィード速度７５０Ｌ／ｈｒの条件下で、アルファラバル分離機に
より培養液からの菌体回収を行った。回収された菌体の湿重量は３６．９ｋｇであった。
この湿菌体を１０ｍＭの酢酸ナトリウム溶液１６０Ｌに懸濁したのち、１５,０００ｒｐ
ｍ、フィード速度１．０Ｌ／ｍｉｎの条件下でシャープレス遠心機により再度菌体回収を
行い、１８．７ｋｇの湿菌体を取得した。
【００９９】
（３）カダベリン・アジピン酸塩の製造
　５０％（ｗ／ｖ）リジンベース溶液（協和醗酵工業株式会社製）にｐＨが６．０となる
ようにアジピン酸を添加して、リジン・アジピン酸塩の濃厚溶液を調製した。リジン濃度
で６０ｇ／Ｌとなるように基質溶液（３ｍ３）を作成し、５ｍ３容培養タンクにはり込ん
だ。ピリドキサルリン酸を０．１ｍＭとなるように基質溶液に添加し、さらにＥ．ｃｏｌ
ｉ　ＪＭ１０９／ｐＣＡＤ１の菌体をＯＤ６６０が０．５になるように添加して反応を開
始した。
【０１００】
　反応条件は、３７℃、０．５ｖｖｍ通気、７０ｒｐｍとした。反応中の溶液のｐＨは、
２５０ｋｇのアジピン酸をイオン交換水４００Ｌに懸濁したスラリーを添加し、６．５に
なるように制御した。
　また、リジン濃度３１８ｇ／Ｌの基質濃厚溶液（６００Ｌ）を開始から約１３０Ｌ／ｈ
で連続的にフィードし、約４．５時間で全量を添加した。さらに反応を継続して計２２時
間反応させた。
【０１０１】
　反応終了時には、リジン残存濃度が０．０３ｇ／Ｌ以下であり、ほぼ１００％のリジン
がカダベリンに変換されていた。
　反応後の溶液は、菌体の不活化処理（８０℃、３０ｍｉｎ）を行い、カダベリンとアジ
ピン酸とを略等モル含むカダベリン・アジピン塩水溶液（約３．９ｍ３）を取得した。
【０１０２】
（４）ＵＦ膜処理
（Ａ）分子量１３，０００以上の高分子不純物の除去
　分子量１３，０００以上の高分子不純物を除去するＵＦ膜モジュールＡＣＰ－３０５３
（旭化成工業株式会社製）を通して高分子量体の不純物除去を行ない、約１．３ｍ３のカ
ダベリン・アジピン酸塩水溶液（ａ）を得た。ＵＦ膜処理による回収率は９９．４％であ
った。
【０１０３】
（Ｂ）分子量６，０００以上の高分子不純物の除去
　分子量６，０００以上の高分子不純物を除去するＵＦ膜モジュールＡＩＰ－００１３Ｕ
Ｆ（旭化成工業株式会社製）を通して高分子量体の不純物除去を行ない、約１．３ｍ３の
カダベリン・アジピン酸塩水溶液（ｂ）を得た。ＵＦ膜処理による回収率は９９．１％で
あった。
【０１０４】
（Ｃ）ＵＦ膜未処理
　ＵＦ膜処理を行わず、約１．３ｍ３のカダベリン・アジピン酸塩水溶液（ｃ）を得た。
【０１０５】
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［カダベリン・アジピン酸塩の精製・単離（Ａ）］
（１）活性炭による脱色
　直径５００ｍｍの活性炭塔に三菱化学カルゴン株式会社製活性炭ＭＭ－１１（３５ｋｇ
、約１５０Ｌ）を仕込み、２日間脱塩水を通水した。次に、前記カダベリン・アジピン酸
塩水溶液（ａ）（約１．３ｍ３）を１．３２ｍ３／ｈの速度で通液し、最後に２００Ｌの
脱塩水を通水した。初期１５０Ｌをパージした後、活性炭処理したカダベリン・アジピン
酸塩水溶液を採取した。
【０１０６】
（２）濃縮
　ＰＰプリーツカートリッジフィルターＴＣＰ－ＪＸを通して、前記活性炭処理後のカダ
ベリン・アジピン酸塩水溶液（ａ）を２ｍ３撹拌槽に仕込み、ジャケット温度１１０℃、
内温５７℃、真空度１４０～１５０Ｔｏｒｒにて濃縮を行ない、カダベリン・アジピン酸
塩濃度は６３．５ｗｔ％に調整して、濃縮液を得た。
【０１０７】
　尚、上記濃縮液等のカダベリン・アジピン酸塩水溶液中のカダベリン濃度は、１Ｎ－Ｈ
Ｃｌ水溶液にて滴定して、ｐＨの変曲点までの滴定量から算出した。同様に上記濃縮液等
のカダベリン・アジピン酸塩水溶液中のアジピン酸濃度は、１Ｎ－ＮａＯＨ水溶液にて滴
定して、ｐＨの変曲点までの滴定量から算出した。滴定には、自動滴定装置（三菱化学株
式会社製ＧＴ－０６型）を使用した。
【０１０８】
（３）晶析
　次に、濃縮液同一の２ｍ３撹拌槽にて、晶析を行った。撹拌翼は３枚後退翼、撹拌速度
は４０ｒｐｍ、降温速度は８℃／ｈ、内温３８℃の時に予め作成したカダベリン・アジピ
ン酸塩を種晶として３５０ｇ添加して結晶を析出させ、内温１０℃で晶析終了として、カ
ダベリン・アジピン酸塩スラリーを得た。尚、種晶としてのカダベリン・アジピン酸塩は
、本実施例に準じてラボスケールにて準備した。
【０１０９】
（４）遠心濾過
　直径１．２２ｍの遠心濾過器を用い、前記カダベリン・アジピン酸塩スラリーを遠心濾
過した。回転数は９８０ｒｐｍ、母液振り切り時間は１５分、母液振り切り後に１０℃の
脱塩水約１５ｋｇをシャワー状に振りかけて洗浄し、その脱塩水の振り切り時間は１５分
とした。１番晶として得られたｗｅｔケーキは約７０ｋｇ、カダベリン・アジピン酸塩（
ａ）として約６０ｋｇを得た。
　尚、上記カダベリン・アジピン酸塩重量は、ｗｅｔケーキの水分量を水分計（三菱化学
株式会社製電量滴定式水分測定装置ＣＡ－０６型、及び水分気化装置ＶＡ－０６型）にて
測定して算出した。
【０１１０】
［カダベリン・アジピン酸塩の精製・単離（Ｂ）］
　前記カダベリン・アジピン酸塩水溶液（ｂ）（約１．３ｍ３）を使用して、［カダベリ
ン・アジピン酸塩の精製・単離（Ａ）］と同様にして、ｗｅｔケーキは約７０ｋｇ、カダ
ベリン・アジピン酸塩（ｂ）として約６０ｋｇを得た。
【０１１１】
［カダベリン・アジピン酸塩の精製・単離（Ｃ）］
　前記カダベリン・アジピン酸塩水溶液（ｃ）（約１．３ｍ３）を使用して、［カダベリ
ン・アジピン酸塩の精製・単離（Ａ）］と同様にして、ｗｅｔケーキは約７０ｋｇ、カダ
ベリン・アジピン酸塩（ｃ）として約６０ｋｇを得た。
【０１１２】
［実施例１］
＜ポリアミド樹脂の製造＞
　前記カダベリン・アジピン酸塩（ａ）２５ｋｇに水２５ｋｇを添加した後、亜燐酸１．
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２５ｇを添加し、窒素雰囲気下で混合物を完全に溶解させ、原料水溶液を得た。プランジ
ャーポンプにて予め窒素置換したオートクレーブに、上記の原料水溶液を移送した。ジャ
ケット温度を２８０℃に、オートクレーブの圧力を１．４７ＭＰａにそれぞれ調節し、内
容物を２７０℃に昇温した。
【０１１３】
　次に、オートクレーブ内の圧力を除々に放圧した後、更に減圧して所定の撹拌動力に到
達した時点で反応終了とした。反応終了後に窒素にて復圧し、内容物をストランド状に冷
却水槽へ導入した後、回転式カッターでペレット化した。得られたペレットは、１２０℃
、１ｔｏｒｒ（０．１３ｋＰａ）の条件で、水分量が０．１％以下となる迄乾燥を行い、
ポリアミド樹脂を得た。相対粘度（ηｒ）は３．５１であった。
【０１１４】
＜フィルム成形＞
　得られたポリアミド樹脂１００重量部に対し、平均粒子径が３．０μｍのタルク０．０
３重量部、及びエチレンビスステアリン酸アマイド（花王株式会社製、カオーワックスＥ
Ｂ－ＦＦ）０．１重量部をドライブレンドして得たポリアミド樹脂組成物を原料として、
押出機シリンダ径４０ｍｍのＴ－ダイ式製膜機を用い、押出機シリンダ設定温度２６０℃
、冷却ロール温度９０℃にて、厚み２５μｍのフィルムを製膜した。
　製膜開始後、１時間目のフィルムを用い、耐熱性（融点）、滑り性（静止摩擦係数）、
フィッシュアイ（Ｆ／Ｅ）の評価を行った。結果を表１に示す。
【０１１５】
［実施例２］
　実施例１において、カダベリン・アジピン酸塩（ｂ）を用いた以外は実施例１と同様に
して、ポリアミド樹脂の取得（相対粘度（ηｒ）３．５２）、フィルム成形、及びその評
価を行った。結果を表１に示す。
【０１１６】
［実施例３］
　重合終了時の撹拌動力を変更した以外は、実施例１と同様にしてポリアミド樹脂を取得
（相対粘度（ηｒ）２．７２）した。得られたポリアミド樹脂を用いて、末端アミノ基、
末端カルボキシル基を測定して数平均分子量を算出した。結果を表１に示す。
【０１１７】
＜スパイラルフロー試験片の成形＞
　得られたポリアミド樹脂１００重量部に対し、結晶核剤として平均粒子径が３．０μｍ
のタルク０．０３重量部をドライブレンドして得たポリアミド樹脂組成物を原料として、
スパイラルフロー試験片の成形を行った。
　成形は、日本製鋼所社製Ｊ７５ＥＩＩ型射出成形機を使用し、樹脂温度２６５℃、金型
温度７５℃、射出圧力５０ＭＰａ、スパイラルフロー試験片厚み３ｍｍにて行った。スパ
イラル流動長を表１に示す。
【０１１８】
［実施例４］
　重合終了時の撹拌動力を変更した以外は、実施例２と同様にしてポリアミド樹脂を取得
（相対粘度（ηｒ）２．７２）した。得られたポリアミド樹脂を用いて、末端アミノ基、
末端カルボキシル基を測定して数平均分子量を算出した。結果を表１に示す。
【０１１９】
＜スパイラルフロー試験片の成形＞
　得られたポリアミド樹脂１００重量部に対し、結晶核剤として平均粒子径が３．０μｍ
のタルク０．０３重量部をドライブレンドして得たポリアミド樹脂組成物を原料として、
スパイラルフロー試験片の成形を行った。
　成形は、日本製鋼所社製Ｊ７５ＥＩＩ型射出成形機を使用し、樹脂温度２６５℃、金型
温度７５℃、射出圧力５０ＭＰａ、スパイラルフロー試験片厚み３ｍｍにて行った。スパ
イラル流動長を表１に示す。
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【０１２０】
［比較例１］
　実施例１において、カダベリン・アジピン酸塩（ｃ）を用いた以外は実施例１と同様に
して、ポリアミド樹脂の取得（相対粘度（ηｒ）３．５４）、フィルム成形、及びその評
価を行った。結果を表１に示す。
【０１２１】
［比較例２］
＜ポリアミド樹脂の製造＞
　重合終了時の撹拌動力を変更した以外は、比較例１と同様にしてポリアミド樹脂を取得
（相対粘度（ηｒ）３．０３）した。得られたポリアミド樹脂を用いて、末端アミノ基、
末端カルボキシル基を測定して数平均分子量を算出した。結果を表１に示す。
【０１２２】
＜スパイラルフロー試験片の成形＞
　実施例４と同様にして、スパイラルフロー試験片の成形を行った。スパイラル流動長を
表１に示す。
【０１２３】
【表１】

【０１２４】
　以上、詳述したように、本実施の形態におけるカダベリン塩水溶液の製造方法は、タン
パク、核酸、多糖等の高分子不純物を除去することが特徴である。これを原料にしてなる
ポリアミド樹脂は、架橋等によるゲルの発生が少なく、フィルム、射出成形品、繊維、モ
ノフィラメント等に極めて好適に使用することが可能である。具体的には、著しくフィッ
シュアイが少なく表面外観に優れたポリアミド樹脂フィルム、繊維、モノフィラメントを
得ることが可能であり、且つ、著しく射出成形時の流動性が優れるものである。
　さらにバイオマス由来の原料を用いることが可能であるため、地球温暖化の防止や循環
型社会を形成する上で極めて有効である。
【図面の簡単な説明】
【０１２５】
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【図１】ｃａｄＡのクローニングの手順を説明する図である。

【図１】
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