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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　コハク酸生産能を有し、ＤＡＨＰシンターゼ活性、デヒドロキナ酸シンターゼ活性、デ
ヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ活性、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性からなる群
より選ばれる少なくとも１種類以上の酵素活性が非改変株と比較して低減するように改変
することにより、非改変株と比較して芳香族カルボン酸の生成が低減されるように改変さ
れた微生物又はその処理物を、有機原料に作用させてコハク酸を製造する工程、および得
られたコハク酸を原料として重合反応を行う工程を含む、ポリマーの製造方法。
【請求項２】
　前記コハク酸が晶析処理されたものである、請求項１に記載のポリマーの製造方法。
【請求項３】
　前記芳香族カルボン酸がヒドロキシベンゼンカルボン酸である、請求項１または２に記
載のポリマーの製造方法。
【請求項４】
　前記ポリマーが、ポリエステル又はポリアミドである、請求項１～３のいずれか一項に
記載のポリマーの製造方法。
【請求項５】
　コハク酸生産能を有し、ＤＡＨＰシンターゼ活性、デヒドロキナ酸シンターゼ活性、デ
ヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ活性、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性からなる群
より選ばれる少なくとも１種類以上の酵素活性が非改変株と比較して低減するように改変
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することにより、非改変株と比較して芳香族カルボン酸の生成が低減されるように改変さ
れた微生物又はその処理物を、有機原料に作用させることを特徴とするコハク酸の製造方
法。
【請求項６】
　前記微生物あるいはその処理物を嫌気的雰囲気下で有機原料に作用させることを特徴と
する、請求項５に記載のコハク酸の製造方法。
【請求項７】
　コハク酸の晶析処理工程を含む、請求項５または６に記載のコハク酸の製造方法。
【請求項８】
　前記微生物を有機原料に作用させて得られた反応液から、コハク酸を採取する工程を含
む、請求項５または６に記載のコハク酸の製造方法。
【請求項９】
　前記コハク酸を採取する工程として晶析処理を含み、得られたコハク酸に対するプロト
カテク酸濃度が８０ｐｐｍ以下であることを特徴とする、請求項８に記載のコハク酸の製
造方法。
【請求項１０】
　前記芳香族カルボン酸がヒドロキシベンゼンカルボン酸である、請求項５～９のいずれ
か一項に記載のコハク酸の製造方法。
【請求項１１】
　前記微生物が、コリネ型細菌、マイコバクテリウム属細菌、ロドコッカス属細菌、ノカ
ルディア属細菌、またはストレプトマイセス属細菌よりなる群から選ばれる少なくとも１
種類の細菌である請求項５～１０のいずれか一項に記載のコハク酸の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、着色の少ない高品質なポリマーの製造方法、該ポリマーを得るための有機酸
の製造方法及び有機酸に使用する有機酸生産菌に関する。
【背景技術】
【０００２】
　微生物によって最終的に水と二酸化炭素に分解される生分解性プラスチック材料は、食
品容器や農業用資材など幅広い用途で用いられている。
【０００３】
　このようなポリエステルは、現在、化石燃料資源由来の原料を重縮合することにより製
造されているが、近年の化石燃料資源枯渇への危惧や大気中の二酸化炭素増加という地球
規模での環境問題の背景から、バイオマス資源からこれらポリマーの原料を誘導する手法
が注目されている。
　これまでに、ポリエステルの原料として用いられるコハク酸、アジピン酸などのジカル
ボン酸をバイオマス資源由来のグルコース、スクロースなどから発酵法によって製造する
技術が記載されている（特許文献１、特許文献２、及び非特許文献１参照）。
【０００４】
　ポリマー原料としてジカルボン酸を用いる場合、ポリマーの重合活性を維持し、かつ着
色の少ない高品質なポリマーを得るためには高純度のジカルボン酸が要求される。発酵法
により製造されたジカルボン酸の精製方法としては、イオン交換樹脂を用いる方法、電気
透析を用いる方法などが記載されている（特許文献３、４）。ポリマー着色の原因物質と
しては、２５０～３００ｎｍの紫外線領域に吸収を示す不純物が挙げられ、これらを特定
量以下に低減することが有用であると記載されている（特許文献５）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開平１１－１１３５８８号公報
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【特許文献２】特開平１１－１９６８８８号公報
【特許文献３】米国特許第６，２８４，９０４号
【特許文献４】特開平２－２８３２８９号公報
【特許文献５】特開２０１０－１００６１７号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｓｏｃｉｅｔｙ　Ｎｏ．１１６　（１９９４）　３９９－４００
【発明の概要】
【０００７】
　しかし、特許文献１、特許文献２、及び非特許文献１記載の製造方法では、目的のジカ
ルボン酸以外の副生有機酸や微生物によって完全に資化されずに残存した糖類、バイオマ
ス資源由来の窒素元素を有する化合物及び金属カチオン等の様々な不純物が混入すること
があり、更なる改善が必要であった。
　また、特許文献３及び４に記載の精製プロセスで得られたジカルボン酸においても、ポ
リマー原料として用いた場合にポリマーが着色する傾向があるなど、更なる改善が必要で
あった。
　さらに、特許文献５において、ポリマーの着色原因となる不純物は特定されておらず、
不純物をより効率的に安価な方法でジカルボン酸から取り除くことが、実用化する上で重
要な課題となっていた。
　本発明は、着色の少ない高品質なポリマーを生産する製造方法、該目的に適する有機酸
の製造方法及び該有機酸を生産するための微生物を提供することを課題とする。
【０００８】
　本発明者達は、上記課題を解決するために鋭意検討を行った結果、ポリマー原料となる
有機酸中に混入する様々な不純物のうち、ポリマー着色の原因となる物質がプロトカテク
酸等の芳香族カルボン酸であること、更には、プロトカテク酸等の芳香族カルボン酸は精
製により分離するのが困難であることを見出した。そして、プロトカテク酸等の芳香族カ
ルボン酸が低減するように改変してなる微生物又はその処理物を、有機原料に作用させる
ことにより有機酸を生成させ、これを用いてポリマー合成をおこなうとポリマー着色が低
減できることを見出し、本発明を完成するに至った。
【０００９】
　すなわち、本発明によれば、以下の発明が提供される。
[１]  有機酸生産能を有し、非改変株と比較して芳香族カルボン酸の生成が低減されるよ
うに改変された微生物又はその処理物を、有機原料に作用させることにより得られた有機
酸を原料として重合反応を行うポリマーの製造方法。
[２]  前記微生物が、ＤＡＨＰシンターゼ活性、デヒドロキナ酸シンターゼ活性、デヒド
ロキナ酸デヒドラタ－ゼ活性、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性からなる群より
選ばれる少なくとも１種類以上の酵素活性が非改変株と比較して低減するように改変する
ことにより芳香族カルボン酸の生成が低減した微生物である、[１]に記載のポリマーの製
造方法。
[３]  前記有機酸が晶析処理されたものである、[１]または[２]に記載のポリマーの製造
方法。
[４]  前記芳香族カルボン酸がヒドロキシベンゼンカルボン酸である、[１]～[３]のいず
れかに記載のポリマーの製造方法。
[５]  前記有機酸がコハク酸である、[１]～[４]のいずれかに記載のポリマーの製造方法
。
[６]  前記ポリマーが、ポリエステル又はポリアミドである、[５]に記載のポリマーの製
造方法。
[７]  有機酸生産能を有し、非改変株と比較して芳香族カルボン酸の生成が低減されるよ
うに改変された微生物又はその処理物を、有機原料に作用させることを特徴とする有機酸
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の製造方法。
[８]  前記微生物が、ＤＡＨＰシンターゼ活性、デヒドロキナ酸シンターゼ活性、デヒド
ロキナ酸デヒドラタ－ゼ活性、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性からなる群より
選ばれる少なくとも１種類以上の酵素活性が非改変株と比較して低減するように改変する
ことにより芳香族カルボン酸の生成が低減した微生物である、[７]に記載の有機酸の製造
方法。
[９]  前記微生物あるいはその処理物を嫌気的雰囲気下で有機原料に作用させることを特
徴とする、[７]又は[８]に記載の有機酸の製造方法。
[１０]  有機酸がコハク酸である、[７]～[９]のいずれかに記載の有機酸の製造方法。
[１１]  有機酸の晶析処理工程を含む、[７]～[１０]のいずれかに記載の有機酸の製造方
法。
[１２]  前記芳香族カルボン酸がヒドロキシベンゼンカルボン酸である、[７]～[１１]の
いずれかに記載の有機酸の製造方法。
[１３]  前記微生物が、コリネ型細菌、マイコバクテリウム属細菌、ロドコッカス属細菌
、ノカルディア属細菌、またはストレプトマイセス属細菌よりなる群から選ばれる少なく
とも１種類である細菌である[７]～[１２]のいずれかに記載の有機酸の製造方法。
[１４]  有機酸生産能を有し、デヒドロキナ酸シンターゼ活性、デヒドロキナ酸デヒドラ
タ－ゼ活性、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性からなる群より選ばれる少なくと
も１種類以上の酵素活性が非改変株と比較して低減するように改変することにより芳香族
カルボン酸の生成が低減したコリネ型細菌。
[１５]  デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性が低下するように改変された、[１４]に記
載のコリネ型細菌。
[１６]  デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼをコードする遺伝子を破壊することまたは該遺
伝子に変異を導入することによりデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性が低下した、[１
５]に記載のコリネ型細菌。
[１７]  デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼをコードする遺伝子が、配列番号１５の塩基配
列を含むDNA、または配列番号１５の塩基配列の相補配列とストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性を有する蛋白質をコードするDN
Aである、[１６]に記載のコリネ型細菌。
[１８]  芳香族カルボン酸がヒドロキシベンゼンカルボン酸である、[１４]～[１７]のい
ずれかに記載のコリネ型細菌。
[１９]  芳香族カルボン酸がプロトカテク酸である、[１８]に記載のコリネ型細菌。
【００１０】
　本発明により、ポリマー着色の原因となる芳香族カルボン酸を減少させることができ、
結果としてポリマー原料として用いたときに着色の少ない高品質なポリマーを得ることが
できる。本発明により、有機酸の精製工程を簡略化でき、製造コストを低減できる。また
、本発明は、環境問題、化石燃料資源の枯渇問題等の解決に大きく貢献することができる
。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】プロトカテク酸合成経路を示す図である。
【図２】プラスミドｐＭＪＰＣ１７．２の構築手順を示す図。下線の数字は当該配列番号
の配列からなるプライマーを示す。
【図３】プラスミドｐＱｓｕＢ１の構築手順を示す図である。
【図４】晶析装置を示す図面である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　以下、本発明の実施の形態について詳細に説明する。
＜本発明の微生物＞
　本発明の微生物とは、有機酸生産能を有し、非改変株と比較して芳香族カルボン酸の生
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成が低減されるように改変された微生物である。非改変株と比較して芳香族カルボン酸の
生成が低減されるように改変された、とは、芳香族カルボン酸の生合成経路に関わる酵素
に関して直接的及び間接的に該酵素活性が非改変株と比較して減少したこと、芳香族カル
ボン酸と前駆体を共有し、芳香族カルボン酸の生合成経路とは分岐する他の生合成経路の
酵素の活性が増加したことにより芳香族カルボン酸の前駆体から芳香族カルボン酸生合成
経路への流れが減少し、間接的に芳香族カルボン酸の生合成が減少したこと、および芳香
族カルボン酸の分解経路に関わる酵素に関して、直接的及び間接的に該酵素活性が非改変
株と比較して増加したことを含む。
　具体的には、ＤＡＨＰシンターゼ活性、デヒドロキナ酸シンターゼ活性、デヒドロキナ
酸デヒドラタ－ゼ活性、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性からなる群より選ばれ
る１種類以上の酵素活性が非改変株と比較して低減するように改変してなる微生物が挙げ
られる。なかでも、デヒドロキナ酸シンターゼ活性、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ活性
、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性からなる群より選ばれる１種類以上の酵素活
性が非改変株と比較して低減するように改変してなる微生物が好ましく、デヒドロキナ酸
デヒドラタ－ゼ活性及び／又はデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性が非改変株と比較し
て低減するように改変してなる微生物より好ましく、デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活
性が非改変株と比較して低減するように改変してなる微生物が特に好ましい。
【００１３】
　ここで、「有機酸生産能を有する」とは、該微生物を培地中で培養したときに該培地中
に有機酸を生成蓄積することができることをいう。
　有機酸としては芳香族カルボン酸以外の有機酸であれば特に限定されないが、アミノ酸
およびカルボン酸が好ましく、カルボン酸がより好ましく、脂肪族カルボン酸が更に好ま
しい。また、カルボン酸の中でも多価カルボン酸が好ましく、ジカルボン酸がより好まし
い。
 芳香族カルボン酸以外の有機酸としては、例えば、乳酸、コハク酸、リンゴ酸、フマル
酸、オキザロ酢酸、クエン酸、イソクエン酸、２－オキソグルタル酸、シス－アコニット
酸、ピルビン酸、酢酸又はアミノ酸などが挙げられる。中でも、好ましくはジカルボン酸
であり、コハク酸、リンゴ酸、フマル酸、クエン酸、イソクエン酸、２－オキソグルタル
酸、シス－アコニット酸又はピルビン酸がより好ましく、コハク酸、リンゴ酸、フマル酸
がさらに好ましく、コハク酸が特に好ましい。
【００１４】
　また、「芳香族カルボン酸生産能」とは、本発明の微生物を培地中で培養したときに該
培地中に芳香族カルボン酸を生成蓄積する能力をいう。「芳香族カルボン酸生産能が低下
した」とは、野生株などの非改変株と比較して、芳香族カルボン酸生産能が低下したこと
を意味する。なお、「非改変株」としては、野生株、及び野生株と同程度の芳香族カルボ
ン酸生産能を有する株、ＤＡＨＰシンターゼ活性、デヒドロキナ酸シンターゼ活性、デヒ
ドロキナ酸デヒドラタ－ゼ活性、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性を有する株も
含まれる。
【００１５】
　培養中に低減する芳香族カルボン酸としては、酸素含有複素芳香族カルボン酸、窒素含
有複素芳香族カルボン酸又はベンゼン系芳香族カルボン酸が挙げられる。
　酸素含有複素芳香族カルボン酸としては、芳香属性を有する酸素含有複素環に直接また
は結合基を介してカルボキシル基が結合しているものがあげられるが、具体的には、フロ
酸又はピロ粘液酸等のフランモノカルボン酸；デヒドロ粘液酸等のフランジカルボン酸が
挙げられる。
　窒素含有複素芳香族カルボン酸としては、芳香属性を有する窒素含有複素環に直接また
は結合基を介してカルボキシル基が結合しているものがあげられるが、具体的には、ニコ
チン酸、ピコリン酸又はイソニコチン酸等のピリジンモノカルボン酸；シトラジン酸等の
ヒドロキシピリジンカルボン酸；キノリン酸、ルチジン酸、イソシンコメロン酸、ジピコ
リン酸、シンコメロン酸、ジニコチン酸又はウビトン酸等のピリジンジカルボン酸；ベル
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ベロン酸等のピリジントリカルボン酸が挙げられる。
　ベンゼン系芳香族カルボン酸としては、ベンゼン環に直接または結合基を介してカルボ
キシル基が結合しているものがあげられるが、ベンゼン環が複数の置換基を有するものが
好ましく、３つ以上の置換基を有するものがより好ましい。なかでもカルボキシル基以外
にヒドロキシ基を有するヒドロキシベンゼンカルボン酸が好ましく、カルボキシル基を複
数有するヒドロキシベンゼンカルボン酸がより好ましい。特には、ヒドロキシ基と複数の
カルボキシル基を同時に有するヒドロキシベンゼンカルボン酸が好ましい。ヒドロキシベ
ンゼンカルボン酸は、ヒドロキシ基とカルボキシル基以外に置換基を有するヒドロキシベ
ンゼンカルボン酸の誘導体も包含する。
　より具体的には、安息香酸、トルイル酸、キシリル酸、α－トルイル酸、ケイ皮酸又は
ヒドロケイ皮酸等のベンゼンモノカルボン酸；フタル酸、イソフタル酸又はテレフタル酸
等のベンゼンジカルボン酸；ヘミメリト酸、トリメリト酸又はトリメシン酸等のベンゼン
トリカルボン酸；サリチル酸又はクレオソート酸等のヒドロキシベンゼンカルボン酸；ピ
ロカテク酸、プロトカテク酸、レソルシル酸又はゲンチジン酸等のジヒドロキシベンゼン
カルボン酸；没食子酸等のトリヒドロキシベンゼンカルボン酸が挙げられる。
　なかでも、デヒドロ粘液酸等のフランジカルボン酸；シトラジン酸等のヒドロキシピリ
ジンカルボン酸；キノリン酸、ルチジン酸、イソシンコメロン酸、ジピコリン酸、シンコ
メロン酸、ジニコチン酸又はウビトン酸等のピリジンジカルボン酸；ベルベロン酸等のピ
リジントリカルボン酸；フタル酸、イソフタル酸又はテレフタル酸等のベンゼンジカルボ
ン酸；ヘミメリト酸、トリメリト酸又はトリメシン酸等のベンゼントリカルボン酸；サリ
チル酸又はクレオソート酸等のヒドロキシベンゼンカルボン酸；ピロカテク酸、プロトカ
テク酸、レソルシル酸又はゲンチジン酸等のジヒドロキシベンゼンカルボン酸；没食子酸
等のトリヒドロキシベンゼンカルボン酸が低減することが好ましい。
　シトラジン酸等のヒドロキシピリジンカルボン酸；キノリン酸、ルチジン酸、イソシン
コメロン酸、ジピコリン酸、シンコメロン酸、ジニコチン酸又はウビトン酸等のピリジン
ジカルボン酸；フタル酸、イソフタル酸又はテレフタル酸等のベンゼンジカルボン酸；ヘ
ミメリト酸、トリメリト酸又はトリメシン酸等のベンゼントリカルボン酸；サリチル酸又
はクレオソート酸等のヒドロキシベンゼンカルボン酸；ピロカテク酸、プロトカテク酸、
レソルシル酸又はゲンチジン酸等のジヒドロキシベンゼンカルボン酸が低減することがよ
り好ましい。
　キノリン酸、ルチジン酸、イソシンコメロン酸、ジピコリン酸、シンコメロン酸、ジニ
コチン酸又はウビトン酸等のピリジンジカルボン酸；サリチル酸又はクレオソート酸等の
ヒドロキシベンゼンカルボン酸；ピロカテク酸、プロトカテク酸、レソルシル酸又はゲン
チジン酸等のジヒドロキシベンゼンカルボン酸が低減することが更に好ましい。
　ルチジン酸、ウビトン酸、ピロカテク酸、プロトカテク酸、レソルシル酸又はゲンチジ
ン酸が低減することが殊更に好ましい。
　ピロカテク酸、プロトカテク酸、レソルシル酸又はゲンチジン酸が低減することがより
更に好ましい。プロトカテク酸が低減することが特に好ましい。
　詳細のメカニズムは不明であるが、後述するポリマー重合反応時に、これらの芳香族カ
ルボン酸がポリマー間にて架橋されたり、ポリマー合成に使用した触媒にこれらの芳香族
カルボン酸が配位した着色物質が生成したりすることが着色の原因となると推定される。
ゆえに、着色の原因となる芳香族カルボン酸が有機酸産生中に減少することは、後述する
精製プロセスの簡略化を可能とすることができ、結果として有機酸の製造コストを低減す
ることができるために好ましい。
　後述の培養液中又は有機酸中の芳香族カルボン酸の濃度は、従来知られているカラムク
ロマトグラフィーによる有機酸分析測定により求めることができる。
【００１６】
　本発明の微生物は、本来的に有機酸生産能を有する微生物または育種により有機酸生産
能を付与された微生物において、例えば、ＤＡＨＰシンターゼ、デヒドロキナ酸シンター
ゼ、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼからなる群よ
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り選ばれる１種類以上の酵素の活性が低減するように改変を行うことで、芳香族カルボン
酸生産能を低下させたものでもよいし、これらの改変によって芳香族カルボン酸生産能を
低下させた後で、有機酸生産能を付与したものでもよい。
　育種により有機酸生産能を付与する手段としては、変異処理や遺伝子組換え処理などが
挙げられる。各有機酸について生合成酵素遺伝子の発現強化など公知の方法を採用するこ
とができる。例えば、コハク酸生産能を付与する場合は、後述するようなラクテートデヒ
ドロゲナーゼ活性を低減するような改変やピルビン酸カルボキシラーゼ活性を増強するよ
うな手段などが挙げられる。
【００１７】
　本発明に用いる微生物は、以下に示すような微生物を親株として用い、該親株を改変す
ることによって得ることができる。親株の種類は有機酸を生産しうる微生物であれば特に
限定されないが、コリネ型細菌（Ｃｏｒｙｎｅｆｏｒｍ　Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、マイコ
バクテリウム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）属細菌、ロドコッカス（Ｒｈｏｄｏｃｏｃ
ｃｕｓ）属細菌、ノカルディア（Ｎｏｃａｒｄｉａ）属細菌、またはストレプトマイセス
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）属細菌などが挙げられるが、コリネ型細菌がより好ましい
。
　コリネ型細菌は、これに分類されるものであれば特に制限されないが、コリネバクテリ
ウム属に属する細菌、ブレビバクテリウム属に属する細菌またはアースロバクター属に属
する細菌などが挙げられ、このうち好ましくは、コリネバクテリウム属またはブレビバク
テリウム属に属するものが挙げられ、更に好ましくは、コリネバクテリウム・グルタミカ
ム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ）、ブレビバクテリウム・
フラバム（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｆｌａｖｕｍ）、ブレビバクテリウム・アン
モニアゲネス（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｍｍｏｎｉａｇｅｎｅｓ）またはブレ
ビバクテリウム・ラクトファーメンタム（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌａｃｔｏｆ
ｅｒｍｅｎｔｕｍ）に分類される細菌が挙げられる。
【００１８】
　本発明に用いる微生物の親株の特に好ましい具体例としては、ブレビバクテリウム・フ
ラバムＭＪ－２３３（ＦＥＲＭ　ＢＰ－１４９７）、同ＭＪ－２３３　ＡＢ－４１（ＦＥ
ＲＭ　ＢＰ－１４９８）、ブレビバクテリウム・アンモニアゲネスＡＴＣＣ６８７２、コ
リネバクテリウム・グルタミカムＡＴＣＣ３１８３１、及びブレビバクテリウム・ラクト
ファーメンタムＡＴＣＣ１３８６９等が挙げられる。なお、ブレビバクテリウム・フラバ
ムは、現在、コリネバクテリウム・グルタミカムに分類される場合もあることから（Ｌｉ
ｅｌｂｌ　Ｗ，　Ｅｈｒｍａｎｎ　Ｍ，　Ｌｕｄｗｉｇ　Ｗ，　Ｓｃｈｌｅｉｆｅｒ　Ｋ
Ｈ，　Ｉｎｔ　Ｊ　Ｓｙｓｔ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，　１９９１，　Ｖｏｌ．４１，　
ｐ２５５－２６０）、本発明においては、ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ－２３３株
、及びその変異株ＭＪ－２３３　ＡＢ－４１株はそれぞれ、コリネバクテリウム・グルタ
ミカムＭＪ－２３３株及びＭＪ－２３３　ＡＢ－４１株と同一の株であるものとする。
　ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ－２３３は、１９７５年４月２８日に通商産業省工
業技術院微生物工業技術研究所（現独立行政法人　産業技術総合研究所　特許生物寄託セ
ンター）（〒３０５－８５６６　日本国茨城県つくば市東１丁目１番地１　中央第６）に
受託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－３０６８として寄託され、１９８１年５月１日にブダペスト条約
に基づく国際寄託に移管され、ＦＥＲＭ　ＢＰ－１４９７の受託番号で寄託されている。
　また、親株として用いられる上記微生物は、野生株だけでなく、ＵＶ照射やＮＴＧ処理
等の通常の変異処理により得られる変異株、細胞融合若しくは遺伝子組換え法などの遺伝
学的手法により誘導される組換え株などのいずれの株であってもよい。
【００１９】
　以下については、芳香族カルボン酸がプロトカテク酸であるものとして説明する。
　プロトカテク酸は、ＤＡＨＰシンターゼ、デヒドロキナ酸シンターゼ、デヒドロキナ酸
デヒドラタ－ゼ、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ等の酵素によって、解糖系の中間
代謝物であるホスホエノールピルビン酸とペントースリン酸経路の中間代謝物であるエリ
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スロース－４－リン酸の縮合反応からシキミ酸経路を経由し、３－デヒドロシキミ酸から
合成される。プロトカテク酸合成経路を図１に示す。
　本発明に用いる微生物は、上記のような株を、ＤＡＨＰシンターゼ活性、デヒドロキナ
酸シンターゼ活性、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ活性、及びデヒドロシキミ酸デヒドラ
タ－ゼ活性からなる群より選ばれる１種類以上の酵素活性が非改変株と比較して低減する
ように改変することによって得ることができる。
【００２０】
　「ＤＡＨＰシンターゼ活性」とは、ホスホエノールピルビン酸とエリスロース－４－リ
ン酸を縮合し、ＤＡＨＰ（３－デオキシ－Ｄ－アラビノ－ヘプツロソン酸－７－リン酸）
を生成する反応を触媒する活性（ＥＣ：２．５．１．５４）をいう。「ＤＡＨＰシンター
ゼ活性が低減するように改変された」とは、ＤＡＨＰシンターゼ活性が、非改変株、例え
ば野生株よりも低くなったことをいう。ＤＡＨＰシンターゼ活性は非改変株と比較して、
単位菌体重量当たり３０％以下に低下していることが好ましく、１０％以下に低下してい
ることがより好ましい。また、ＤＡＨＰシンターゼ活性は完全に消失していてもよい。Ｄ
ＡＨＰシンターゼ活性が低下したことは、公知の方法、例えばＬｉｕらの方法（Ｌｉｕ　
ＹＪ，　Ｌｉ　ＰＰ，　Ｚｈａｏ　ＫＸ，　Ｗａｎｇ　ＢＪ，　Ｊｉａｎｇ　ＣＹ，　Ｄ
ｒａｋｅ　ＨＬ，　Ｌｉｕ　ＳＪ，　Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．
，　２００８，　Ｖｏｌ．７４（１４），　ｐ５４９７－５５０３）により、ＤＡＨＰシ
ンターゼ活性を測定することによって確認することができる。
【００２１】
　「デヒドロキナ酸シンターゼ活性」とは、ＤＡＨＰ（３－デオキシ－Ｄ－アラビノ－ヘ
プツロソン酸－７－リン酸）から３－デヒドロキナ酸を生成する反応を触媒する活性（Ｅ
Ｃ：４．２．３．４）をいう。「デヒドロキナ酸シンターゼ活性が低減するように改変さ
れた」とは、デヒドロキナ酸シンターゼ活性が、非改変株、例えば野生株よりも低くなっ
たことをいう。デヒドロキナ酸シンターゼ活性は非改変株と比較して、単位菌体重量当た
り３０％以下に低下していることが好ましく、１０％以下に低下していることがより好ま
しい。また、デヒドロキナ酸シンターゼ活性は完全に消失していてもよい。デヒドロキナ
酸シンターゼ活性が低下したことは、公知の方法、例えばｄｅ　Ｍｅｎｄｏｎcａらの方
法（ｄｅ　Ｍｅｎｄｏｎcａ　ＪＤ，　Ｅｌｙ　Ｆ，　Ｐａｌｍａ　ＭＳ，　Ｆｒａｚｚ
ｏｎ　Ｊ，　Ｂａｓｓｏ　ＬＡ，　Ｓａｎｔｏｓ　ＤＳ，　Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，
　２００７，　Ｖｏｌ．１８９（１７），　ｐ６２４６－６２５２）により、デヒドロキ
ナ酸シンターゼ活性を測定することによって確認することができる。
【００２２】
　「デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ活性」とは、３－デヒドロキナ酸から３－デヒドロシ
キミ酸を生成する反応を触媒する活性（ＥＣ：４．２．１．１０）をいう。「デヒドロキ
ナ酸デヒドラタ－ゼ活性が低減するように改変された」とは、デヒドロキナ酸デヒドラタ
－ゼ活性が、非改変株、例えば野生株よりも低くなったことをいう。デヒドロキナ酸デヒ
ドラタ－ゼ活性は非改変株と比較して、単位菌体重量当たり３０％以下に低下しているこ
とが好ましく、１０％以下に低下していることがより好ましい。また、デヒドロキナ酸デ
ヒドラタ－ゼ活性は完全に消失していてもよい。デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ活性が低
下したことは、公知の方法、例えばＥｌｓｅｍｏｒｅらの方法（Ｅｌｓｅｍｏｒｅ　ＤＡ
，　Ｏｒｎｓｔｏｎ　ＬＮ，　Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，　１９９５，　Ｖｏｌ．１７
７（２０），　ｐ５９７１－５９７８）により、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ活性を測
定することによって確認することができる。
【００２３】
　「デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性」とは、３－デヒドロシキミ酸からプロトカテ
ク酸を生成する反応を触媒する活性（ＥＣ：４．２．１．－）をいう。「デヒドロシキミ
酸デヒドラタ－ゼ活性が低減するように改変された」とは、デヒドロシキミ酸デヒドラタ
－ゼ活性が、非改変株、例えば野生株よりも低くなったことをいう。デヒドロシキミ酸デ
ヒドラタ－ゼ活性は非改変株と比較して、単位菌体重量当たり３０％以下に低下している
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ことが好ましく、１０％以下に低下していることがより好ましい。また、デヒドロシキミ
酸デヒドラタ－ゼ活性は完全に消失していてもよい。デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活
性が低下したことは、公知の方法、例えばＥｌｓｅｍｏｒｅらの方法（Ｅｌｓｅｍｏｒｅ
　ＤＡ，　Ｏｒｎｓｔｏｎ　ＬＮ，　Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，　１９９５，　Ｖｏｌ
．１７７（２０），　ｐ５９７１－５９７８）により、デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ
活性を測定することによって確認することができる。
【００２４】
　ＤＡＨＰシンターゼ活性、デヒドロキナ酸シンターゼ活性、デヒドロキナ酸デヒドラタ
－ゼ活性、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性からなる群より選ばれる１種類以上
の酵素活性が非改変株と比較して低減するように改変してなる株は、上記親株をＮ－メチ
ル－Ｎ'－ニトローＮ－ニトロソグアニジン（ＮＴＧ）や亜硝酸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し、各酵素活性が低減した株を選択することによってそれ
ぞれ得ることができる。
　また、各酵素をコードする遺伝子を用いて改変してもよい。具体的には、染色体上の遺
伝子を破壊したり、プロモーターやシャインダルガルノ（ＳＤ）配列等の発現調節配列を
改変したりすることなどによって達成される。
【００２５】
　染色体上のＤＡＨＰシンターゼ遺伝子としては、ＤＡＨＰシンターゼ活性を有するタン
パク質をコードする限り特に限定されないが、例えば、配列番号７、配列番号９に示す塩
基配列を含むコリネバクテリウム・グルタミカムＭＪ－２３３株由来の遺伝子を挙げるこ
とができる（以下、それぞれａｒｏＦ遺伝子、ａｒｏＧ遺伝子とも呼ぶ）。
　また、デヒドロキナ酸シンターゼ遺伝子、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ遺伝子、デヒ
ドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ遺伝子についても、各酵素活性を有するタンパク質をコード
する限り特に限定されないが、それぞれ配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５に示
す塩基配列を含むコリネバクテリウム・グルタミカムＭＪ－２３３株由来の遺伝子を挙げ
ることができる（以下、それぞれａｒｏＢ遺伝子、ｑｓｕＣ遺伝子、ｑｓｕＢ遺伝子とも
呼ぶ）。
【００２６】
　また、ａｒｏＦ遺伝子、ａｒｏＧ遺伝子、ａｒｏＢ遺伝子、ｑｓｕＣ遺伝子、及びｑｓ
ｕＢ遺伝子は、各酵素活性を有する限り、配列番号８，１０，１２，１４，１６に示すア
ミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、または付加を含む
アミノ酸配列を有するタンパク質をコードする遺伝子であってもよい。ここで、数個とは
、通常２個以上であり、一方、通常２０個以下、好ましくは１０個以下、より好ましくは
５個以下であることを意味する。
【００２７】
　さらに、宿主として使用する微生物の種類に応じて、コリネ型細菌以外の細菌または他
の微生物由来のＤＡＨＰシンターゼ遺伝子、デヒドロキナ酸シンターゼ遺伝子、デヒドロ
キナ酸デヒドラタ－ゼ遺伝子、デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ遺伝子を使用することも
できる。微生物由来のＤＡＨＰシンターゼ遺伝子、デヒドロキナ酸シンターゼ遺伝子、デ
ヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ遺伝子、デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ遺伝子は、既にそ
の塩基配列が決定されている遺伝子、ホモロジー等に基づいてＤＡＨＰシンターゼ、デヒ
ドロキナ酸シンターゼ、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ、またはデヒドロシキミ酸デヒド
ラタ－ゼ活性を有するタンパク質をコードする遺伝子を微生物の染色体より単離し、塩基
配列を決定したものなどを使用することができる。また、塩基配列が決定された後には、
その配列に従って合成した遺伝子を使用することもできる。これらはハイブリダイゼーシ
ョン法やＰＣＲ法により、そのプロモーター及びＯＲＦ部分を含む領域を増幅することに
よって取得することができる。
【００２８】
　以下に、コリネ型細菌においてｑｓｕＢ遺伝子を破壊する方法について説明する。ｑｓ
ｕＢ遺伝子の取得は、例えば、上記配列に基づき、合成オリゴヌクレオチドを合成し、コ
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リネバクテリウム・グルタミカムの染色体ＤＮＡを鋳型としてＰＣＲ反応を行うことによ
ってクローニングできる。染色体ＤＮＡは、ＤＮＡ供与体である細菌から、例えば、斎藤
、三浦の方法（Ｓａｉｔｏ　Ｈ，　Ｍｉｕｒａ　Ｋ，　Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ
　Ａｃｔａ．，　１９６３，　Ｖｏｌ．７２，　ｐ６１９－６２９、生物工学実験書、日
本生物工学会編、９７～９８頁、培風館、１９９２年参照）等により調製することができ
る。
【００２９】
　上記のようにして調製したｑｓｕＢ遺伝子またはその一部を遺伝子破壊に使用すること
ができる。ただし、遺伝子破壊に用いる遺伝子は破壊対象の細菌の染色体ＤＮＡ上のｑｓ
ｕＢ遺伝子と相同組換えを起こす程度の相同性（同一性）を有していればよいため、配列
番号１５と相同性を有する相同遺伝子も使用することができる。ここで、相同組換えを起
こす程度の相同性とは、好ましくは８０％以上、より好ましくは９０％以上、特に好まし
くは９５％以上である。また、上記遺伝子（配列番号１５の相補鎖）とストリンジェント
な条件下でハイブリダイズし得るＤＮＡであれば、相同組換えは起こり得る。ここで、ス
トリンジェントな条件としては、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、６０℃、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。
　なお、ａｒｏＦ遺伝子、ａｒｏＧ遺伝子、ａｒｏＢ遺伝子、およびｑｓｕＣ遺伝子につ
いても、それぞれ、配列番号７，９，１１，１３と相同性を有する遺伝子（配列番号７，
９，１１，１３の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブリダイズし得るＤＮＡ）も
使用することができる。
【００３０】
　上記のような遺伝子を使用し、例えば、ｑｓｕＢ遺伝子の部分配列を欠失し、正常Ｑｓ
ｕＢタンパク質を産生しないように改変した欠失型ｑｓｕＢ遺伝子を作製し、該遺伝子を
含むＤＮＡでコリネ型細菌を形質転換し、欠失型遺伝子と染色体上の遺伝子で組換えを起
こさせることにより、染色体上のｑｓｕＢ遺伝子を破壊することができる。このような相
同組換えを利用した遺伝子置換による遺伝子破壊は既に確立しており、直鎖状ＤＮＡを用
いる方法や温度感受性複製起点を含むプラスミドを用いる方法などがある（米国特許第６
３０３３８３号明細書、または特開平０５－００７４９１号公報）。また、上述のような
相同組換えを利用した遺伝子置換による遺伝子破壊は、宿主上で複製能力を持たないプラ
スミドを用いても行うことが出来、コリネ型細菌内で複製能を持たないプラスミドとして
は、エシェリヒア・コリで複製能力を持つプラスミドが好ましく、例えば、ｐＨＳＧ２９
９（タカラバイオ社製）ｐＨＳＧ３９９（タカラバイオ社製）等が挙げられる。以上、コ
リネ型細菌においてｑｓｕＢ遺伝子を破壊する例について述べたが、ａｒｏＦ遺伝子、ａ
ｒｏＧ遺伝子、ａｒｏＢ遺伝子、またはｑｓｕＣ遺伝子を破壊する場合も、他の細菌を用
いる場合も同様の方法によって達成することができる。
【００３１】
　プロトカテク酸等の芳香族カルボン酸生産能が低下した微生物を得るためには、上述の
通り、ＤＡＨＰシンターゼ、デヒドロキナ酸シンターゼ、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ
、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼからなる群より選ばれる１種類以上の酵素の活性
が低減するように改変された微生物であればよいが、このうちデヒドロシキミ酸デヒドラ
タ－ゼ活性が低減するように改変された微生物が好ましい。これは、下記の理由による。
　ＤＡＨＰシンターゼ、デヒドロキナ酸シンターゼ、またはデヒドロキナ酸デヒドラタ－
ゼ活性を低減させるとプロトカテク酸だけでなく、シキミ酸経路から合成されるフェニル
アラニン等の生育に必要な代謝物の合成も困難となり、増殖が抑制されてしまう傾向にあ
る。実際にＤＡＨＰシンターゼをコードする遺伝子を破壊したコリネ型細菌は合成培地で
の増殖が抑制されることが報告されている（Ｌｉｕ　ＹＪ，　Ｌｉ　ＰＰ，　Ｚｈａｏ　
ＫＸ，　Ｗａｎｇ　ＢＪ，　Ｊｉａｎｇ　ＣＹ，　Ｄｒａｋｅ　ＨＬ，　Ｌｉｕ　ＳＪ，
　Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，　２００８，　Ｖｏｌ．７４（１
４），　ｐ５４９７－５５０３）。したがって、これらの活性を低減させた場合は微生物
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を増殖させるためにフェニルアラニン等の芳香族アミノ酸を添加する必要がある。一方、
デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼ活性を低減させてもシキミ酸経路は遮断されないため、
そのような増殖悪化は起こらないと考えられる。したがって、デヒドロシキミ酸デヒドラ
タ－ゼ活性が低減するように改変された微生物は、増殖させるに当たってフェニルアラニ
ン等の芳香族アミノ酸やそれらを含む有機窒素の添加量が少なくてよく、合成培地等の簡
単な培地で増殖できるため経済的であるという点で好ましい。
　プロトカテク酸等の芳香族カルボン酸生産能が低下した微生物を得るためには、上述の
通り、ＤＡＨＰシンターゼ、デヒドロキナ酸シンターゼ、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ
、及びデヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼからなる群より選ばれる１種類以上の酵素の活性
が低減するように改変された微生物であってもよいし、またはシキミ酸デヒドロゲナーゼ
活性が増強するように改変された微生物であってもよい。
【００３２】
　「シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性」とは、３－デヒドロシキミ酸からシキミ酸を生成す
る反応を触媒する活性（ＥＣ：１．１．１．２５，　１．１．１．２８２，　１．１．５
．８）をいう。「シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性が増強するように改変された」とは、シ
キミ酸デヒドロゲナーゼ活性が、非改変株、例えば野生株よりも高くなったことをいう。
シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性は非改変株と比較して、単位菌体重量当たり１．５倍以上
に増加していることが好ましく、３倍以上に増加していることがより好ましい。シキミ酸
デヒドロゲナーゼ活性が増強されたことは、公知の方法、例えばＦｏｎｓｅｃａらの方法
（Ｆｏｎｓｅｃａ　ＩＯ，　Ｍａｇａｌｈaｅｓ　ＭＬ，　Ｏｌｉｖｅｉｒａ　ＪＳ，　
Ｓｉｌｖａ　ＲＧ，　Ｍｅｎｄｅｓ　ＭＡ，　Ｐａｌｍａ　ＭＳ，　Ｓａｎｔｏｓ　ＤＳ
，　Ｂａｓｓｏ　ＬＡ，　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｘｐｒ　Ｐｕｒｉｆ．，　２００６，　Ｖ
ｏｌ．４６（２），　ｐ４２９－４３７）により、シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性を測定
することによって確認することができる。
【００３３】
　シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性が増強した株は、親株をＮ－メチル－Ｎ'－ニトローＮ
－ニトロソグアニジン（ＮＴＧ）や亜硝酸等の通常変異処理に用いられている変異剤によ
って処理し、シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性が上昇した株を選択することによって得るこ
とができる。
　また、シキミ酸デヒドロゲナーゼをコードする遺伝子を用いて改変してもよい。具体的
には、シキミ酸デヒドロゲナーゼ遺伝子のコピー数を高めることによって達成でき、コピ
ー数を高めることは、プラスミドを用いたり、公知の相同組換え法によって染色体上で多
コピー化させたりすることなどによって達成できる。なお、シキミ酸デヒドロゲナーゼ活
性の増強は、染色体上またはプラスミド上でシキミ酸デヒドロゲナーゼ遺伝子のプロモー
ターへの変異導入、より強力なプロモーターへの置換などによって高発現化させることに
よっても達成される。
【００３４】
　シキミ酸デヒドロゲナーゼ遺伝子としては、シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性を有するタ
ンパク質をコードする限り特に限定されないが、例えば、配列番号１７に示す塩基配列を
含むコリネバクテリウム・グルタミカムＭＪ－２３３株由来の遺伝子を挙げることができ
る（以下、ｑｓｕＤ遺伝子とも呼ぶ）。
　また、ｑｓｕＤ遺伝子は、シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性を有するタンパク質をコード
する限り、上記塩基配列の相補配列を有するＤＮＡとストリンジェントな条件でハイブリ
ダイズするＤＮＡ、または上記塩基配列と８０％以上、好ましくは９０％以上、より好ま
しくは９５％以上、特に好ましくは９９％以上の相同性を有するＤＮＡのようなホモログ
であってもよい。ここで、ストリンジェントな条件としては、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、６０
℃、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。
　さらに、ｑｓｕＤ遺伝子は、シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性を有する限り、配列番号１
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８に示すアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、または
付加を含むアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする遺伝子であってもよい。ここで
、数個とは、通常２個以上であり、一方、通常２０個以下、好ましくは１０個以下、より
好ましくは５個以下であることを意味する。
【００３５】
　さらに、コリネ型細菌以外の細菌、または他の微生物、動植物由来のシキミ酸デヒドロ
ゲナーゼ遺伝子を使用することもできる。微生物または動植物由来のシキミ酸デヒドロゲ
ナーゼ遺伝子は、既にその塩基配列が決定されている遺伝子、ホモロジー等に基づいてシ
キミ酸デヒドロゲナーゼ活性を有するタンパク質をコードする遺伝子を微生物、動植物等
の染色体より単離し、塩基配列を決定したものなどを使用することができる。また、塩基
配列が決定された後には、その配列に従って合成した遺伝子を使用することもできる。こ
れらはハイブリダイゼーション法やＰＣＲ法により、そのプロモーター及びＯＲＦ部分を
含む領域を増幅することによって取得することができる。
【００３６】
　上記のようにして単離されたシキミ酸デヒドロゲナーゼをコードする遺伝子を公知の発
現ベクターに発現可能に挿入することにより、シキミ酸デヒドロゲナーゼ発現ベクターが
提供される。この発現ベクターで形質転換することにより、シキミ酸デヒドロゲナーゼ活
性増強株を得ることができる。あるいは、相同組換えなどによって、宿主細菌の染色体Ｄ
ＮＡにシキミ酸デヒドロゲナーゼをコードするＤＮＡを発現可能に組み込むことによって
もシキミ酸デヒドロゲナーゼ活性増強株を得ることができる。なお、形質転換、相同組換
えは当業者に知られた通常の方法に従って行うことができる。
【００３７】
　染色体上またはプラスミド上にシキミ酸デヒドロゲナーゼ遺伝子を導入する場合には、
適当なプロモーターを該遺伝子の５'－側上流に、より好ましくはターミネーターを３'－
側下流にそれぞれ組み込む。このプロモーター及びターミネーターとしては、宿主として
利用する細菌中において機能することが知られているプロモーター及びターミネーターで
あれば特に限定されず、シキミ酸デヒドロゲナーゼ遺伝子自身のプロモーター及びターミ
ネーターであってもよいし、他のプロモーター及びターミネーターに置換してもよい。こ
れら各種細菌において利用可能なベクター、プロモーター及びターミネーターなどに関し
ては、例えば「微生物学基礎講座８遺伝子工学・共立出版」などに詳細に記述されている
。
【００３８】
　以下に、コリネ型細菌においてｑｓｕＤ遺伝子を増強する方法について説明する。コリ
ネ型細菌を使用する場合、ｑｓｕＤ遺伝子を含むＤＮＡ断片を、コリネ型細菌内でプラス
ミドの複製増殖機能を司る遺伝子を含むプラスミドベクターに導入することにより、コリ
ネ型細菌内でｑｓｕＤ遺伝子の発現増強が可能な組換えプラスミドを得ることができる。
該組み換えベクターで、コリネ型細菌、例えばコリネバクテリウム・グルタミカムＭＪ－
２３３株を形質転換することにより、ｑｓｕＤ遺伝子の発現が増強されたコリネ型細菌が
得られる。形質転換は、例えば、電気パルス法（Ｖｅｒｔeｓ　ＡＡ，　Ｉｎｕｉ　Ｍ，
　Ｋｏｂａｙａｓｈｉ　Ｍ，　Ｋｕｒｕｓｕ　Ｙ，　Ｙｕｋａｗａ　Ｈ，　Ｒｅｓ．　Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ．，　１９９３，　Ｖｏｌ．１４４（３），　ｐ１８１－１８５）等に
よって行うことができる。
【００３９】
　コリネ型細菌に遺伝子を導入することができるプラスミドベクターとしては、コリネ型
細菌内での複製増殖機能を司る遺伝子を少なくとも含むものであれば特に制限されない。
その具体例としては、例えば、特開平３－２１０１８４号公報に記載のプラスミドｐＣＲ
Ｙ３０；特開平２－７２８７６号公報及び米国特許５，１８５，２６２号明細書公報に記
載のプラスミドｐＣＲＹ２１、ｐＣＲＹ２ＫＥ、ｐＣＲＹ２ＫＸ、ｐＣＲＹ３１、ｐＣＲ
Ｙ３ＫＥ、及びｐＣＲＹ３ＫＸ；特開平１－１９１６８６号公報に記載のプラスミドｐＣ
ＲＹ２及びｐＣＲＹ３；特開昭５８－６７６７９号公報に記載のｐＡＭ３３０；特開昭５
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８－７７８９５号公報に記載のｐＨＭ１５１９；特開昭５８－１９２９００号公報に記載
のｐＡＪ６５５、ｐＡＪ６１１、及びｐＡＪ１８４４；特開昭５７－１３４５００号公報
に記載のｐＣＧ１；特開昭５８－３５１９７号公報に記載のｐＣＧ２；特開昭５７－１８
３７９９号公報に記載のｐＣＧ４及びｐＣＧ１１等を挙げることができる。それらの中で
もコリネ型細菌の宿主－ベクター系で用いられるプラスミドベクターとしては、コリネ型
細菌内でプラスミドの複製増殖機能を司る遺伝子とコリネ型細菌内でプラスミドの安定化
機能を司る遺伝子とを有するものが好ましく、例えば、プラスミドｐＣＲＹ３０、ｐＣＲ
Ｙ２１、ｐＣＲＹ２ＫＥ、ｐＣＲＹ２ＫＸ、ｐＣＲＹ３１、ｐＣＲＹ３ＫＥ、及びｐＣＲ
Ｙ３ＫＸ等が好適に使用される。
【００４０】
　上記組み換えプラスミドまたは染色体上への組み込みにおいて、ｑｓｕＤ遺伝子を発現
させるためのプロモーターはコリネ型細菌において機能するものであればいかなるプロモ
ーターであってもよく、用いるｑｓｕＤ遺伝子自身のプロモーターであってもよい。プロ
モーターを適宜選択することによっても、ｑｓｕＤ遺伝子の発現量の調節が可能である。
以上、コリネ型細菌を用いる例を述べたが、他の細菌を用いる場合も同様の方法によって
シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性の増強を達成することができる。
【００４１】
　本発明の微生物は、芳香族カルボン酸生産能を低下させる改変（ＤＡＨＰシンターゼ、
デヒドロキナ酸シンターゼ、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ、及びデヒドロシキミ酸デヒ
ドラタ－ゼからなる群より選ばれる１種類以上の酵素の活性が低減、またはシキミ酸デヒ
ドロゲナーゼ活性が増強するように改変）に加えて、ラクテートデヒドロゲナーゼ（以下
、ＬＤＨとも呼ぶ）活性が低減するように改変された細菌であってもよい。ここで、「Ｌ
ＤＨ活性」とは、ピルビン酸を還元して乳酸を生成する反応を触媒する活性（ＥＣ：１．
１．１．２７）をいう。「ＬＤＨ活性が低減された」とは、非改変株と比較してＬＤＨ活
性が低下していることをいう。ＬＤＨ活性は非改変株と比較して、単位菌体重量当たり３
０％以下に低下していることが好ましく、１０％以下に低下していることがより好ましい
。また、ＬＤＨ活性は完全に消失していてもよい。ＬＤＨ活性が低下したことは、公知の
方法、例えばＫａｎａｒｅｋらの方法（Ｋａｎａｒｅｋ　Ｌ，　Ｈｉｌｌ　ＲＬ，　Ｊ　
Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．，　１９６４，　Ｖｏｌ．２３９，　ｐ４２０２－４２０６）によ
りＬＤＨ活性を測定することによって確認することができる。
【００４２】
　ＬＤＨ活性が低減した株の具体的な作製方法としては、特開平１１－２０６３８５号公
報に記載されている染色体への相同組換えによる方法、あるいは、ｓａｃＢ遺伝子を用い
る方法（Ｓｃｈaｆｅｒ　Ａ，　Ｔａｕｃｈ　Ａ，　Ｊaｇｅｒ　Ｗ，　Ｋａｌｉｎｏｗｓ
ｋｉ　Ｊ，　Ｔｈｉｅｒｂａｃｈ　Ｇ，　Ｐuｈｌｅｒ　Ａ，　Ｇｅｎｅ　１９９４　Ｖ
ｏｌ．１４５（１），　ｐ６９－７３）等が挙げられる。ＬＤＨ活性が低減し、かつ、芳
香族カルボン酸生産能を低下させた細菌は、例えば、ｌｄｈ遺伝子が破壊された細菌を作
製し、該細菌において芳香族カルボン酸生産能を低下させる改変を行うことにより得るこ
とができる。ただし、ＬＤＨ活性低減のための改変操作と芳香族カルボン酸生産能を低下
させる改変操作はどちらを先に行ってもよい。
【００４３】
　また、本発明に用いる微生物は、芳香族カルボン酸生産能を低下させる改変（ＤＡＨＰ
シンターゼ、デヒドロキナ酸シンターゼ、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ、及びデヒドロ
シキミ酸デヒドラタ－ゼからなる群より選ばれる１種類以上の酵素の活性が低減、または
シキミ酸デヒドロゲナーゼ活性が増強するように改変）に加えて、ピルビン酸カルボキシ
ラーゼ（以下、ＰＣとも呼ぶ）活性が増強するように改変された細菌であってもよい。こ
こで、「ＰＣ活性」とは、ピルビン酸をカルボキシル化してオキサロ酢酸を生成する反応
を触媒する活性（ＥＣ：６．４．１．１）をいう。「ＰＣ活性が増強された」とは、非改
変株と比較してＰＣ活性が上昇していることをいう。ＰＣ活性は非改変株と比較して、単
位菌体重量当たり１．５倍以上に増加していることが好ましく、３倍以上に増加している
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ことがより好ましい。ＰＣ活性が増強されたことは、公知の方法、例えばＦｉｓｈｅｒら
の方法（Ｆｉｓｈｅｒ　ＳＨ，　Ｍａｇａｓａｎｉｋ　Ｂ，　Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．
，　１９８４，　Ｖｏｌ．．１５８（１），　ｐ５５－６２）により、ＰＣ活性を測定す
ることによって確認することができる。
【００４４】
　ＰＣ活性が増強した株は、上述のシキミ酸デヒドロゲナーゼ活性を増強する方法と同様
にして作製することができる。具体的な作製方法としては、例えば、特開平１１－１９６
８８８号公報に記載の方法と同様にして、ｐｃ遺伝子をコリネ型細菌に導入して高発現さ
せることが挙げられる。具体的なｐｃ遺伝子としては、例えば、コリネバクテリウム・グ
ルタミカム由来のｐｃ遺伝子（Ｐｅｔｅｒｓ－Ｗｅｎｄｉｓｃｈ　ＰＧ，　Ｋｒｅｕｔｚ
ｅｒ　Ｃ，　Ｋａｌｉｎｏｗｓｋｉ　Ｊ，　Ｐaｔｅｋ　Ｍ，　Ｓａｈｍ　Ｈ，　Ｅｉｋ
ｍａｎｎｓ　ＢＪ，　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，　１９９８，　Ｖｏｌ．１４４，　ｐ
９１５－９２７）などを用いることができる。また、ｐｃ遺伝子は、該コリネバクテリウ
ム・グルタミカム由来のｐｃ遺伝子とストリンジェントな条件でハイブリダイズするＤＮ
Ａ、または該遺伝子の塩基配列と８０％以上、好ましくは９０％以上、より好ましくは９
５％以上、特に好ましくは９９％以上の相同性を有するＤＮＡであって、ＰＣ活性を有す
るタンパク質をコードするＤＮＡも好適に用いることができる。
【００４５】
　さらに、コリネバクテリウム・グルタミカム以外のコリネ型細菌、または他の微生物、
動植物由来のｐｃ遺伝子を使用することもできる。特に、以下に示す微生物または動植物
由来のｐｃ遺伝子は、その配列が既知（以下に文献を示す）であり、上記と同様にしてハ
イブリダイゼーションにより、あるいはＰＣＲ法によりそのＯＲＦ部分を増幅することに
より取得することができる。
　　ヒト　［Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．，　２０２，　１０
０９－１０１４，　（１９９４）］
　　マウス［Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．，　９０，　１７６６－
１７７９，　（１９９３）］
　　ラット［ＧＥＮＥ，　１６５，　３３１－３３２，　（１９９５）］
　　酵母；サッカロマイセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅ）
　　　　　　　［Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．，　２２９，　３０７－３１５，　（１
９９１）］
　　　　　シゾサッカロマイセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　
ｐｏｍｂｅ）
　　　　　　［ＤＤＢＪ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．；　Ｄ７８１７０］
　　バチルス・ステアロサーモフィルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏ
ｐｈｉｌｕｓ）
　　　　　　［ＧＥＮＥ，　１９１，　４７－５０，　（１９９７）］
　　リゾビウム・エトリ（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｅｔｌｉ）
　　　　　　［Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，　１７８，　５９６０－５９７０，　（１９
９６）］
【００４６】
　ＰＣ活性が増強し、かつ、芳香族カルボン酸生産能を低下させた細菌は、例えば、ｐｃ
遺伝子を導入して高発現させた細菌を作製し、該細菌において芳香族カルボン酸生産能を
低下させる改変を行うことにより得ることができる。ただし、ＰＣ活性増強のための改変
操作と芳香族カルボン酸生産能を低下させる改変操作はどちらを先に行ってもよい。
【００４７】
　さらに、本発明の微生物は、芳香族カルボン酸生産能を低下させる改変（ＤＡＨＰシン
ターゼ、デヒドロキナ酸シンターゼ、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ、及びデヒドロシキ
ミ酸デヒドラタ－ゼからなる群より選ばれる１種類以上の酵素の活性が低減、またはシキ
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ミ酸デヒドロゲナーゼ活性が増強するように改変）に加えて、アセテートキナーゼ（以下
、ＡＣＫとも呼ぶ）及びホスホトランスアセチラーゼ（以下、ＰＴＡとも呼ぶ）からなる
群より選ばれる１種類以上の酵素の活性が低減するように改変された細菌であってもよい
。
【００４８】
　「ＰＴＡ活性」とは、アセチルＣｏＡにリン酸を転移してアセチルリン酸を生成する反
応を触媒する活性（ＥＣ：２．３．１．８）をいう。「ＰＴＡ活性が低減するように改変
された」とは、非改変株と比較してＰＴＡ活性が低下していることをいう。ＰＴＡ活性は
非改変株と比較して、単位菌体重量当たり３０％以下に低下していることが好ましく、１
０％以下に低下していることがより好ましい。また、ＰＴＡ活性は完全に消失していても
よい。ＰＴＡ活性が低下したことは、公知の方法、例えばＫｌｏｔｚｓｃｈらの方法（Ｋ
ｌｏｔｚｓｃｈ　ＨＲ，　Ｍｅｔｈ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．，　１９６９，　Ｖｏｌ．１２，
　ｐ３８１－３８６）により、ＰＴＡ活性を測定することによって確認することができる
。
【００４９】
　「ＡＣＫ活性」とは、アセチルリン酸とＡＤＰから酢酸を生成する反応を触媒する活性
（ＥＣ：２．７．２．１）をいう。「ＡＣＫ活性が低減するように改変された」とは、非
改変株と比較してＰＴＡ活性が低下していることをいう。ＡＣＫ活性は非改変株と比較し
て、単位菌体重量当たり３０％以下に低下していることが好ましく、１０％以下に低下し
ていることがより好ましい。また、ＡＣＫ活性は完全に消失していてもよい。ＡＣＫ活性
が低下したことは、公知の方法、例えばＲａｍｐｏｎｉらの方法（Ｒａｍｐｏｎｉ　Ｇ，
　Ｍｅｔｈ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．，　１９７５，　Ｖｏｌ．４２，　ｐ４０９－４２６）に
より、ＡＣＫ活性を測定することによって確認することができる。
【００５０】
　ＰＴＡとＡＣＫはいずれか一方を活性低下させてもよいが、酢酸の副生を効率よく低減
させるためには、両方の活性を低下させることがより好ましい。
　なお、コリネバクテリウム・グルタミカム（ブレビバクテリウム・フラバムに分類され
るものも含む）においては、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ．　１９９９　Ｆｅｂ；１４５　
（Ｐｔ２）：５０３－１３に記載されているように、両酵素はｐｔａ－ａｃｋオペロン（
ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．　Ｘ８９０８４）にコードされているため
、ｐｔａ遺伝子を破壊した場合は、ＰＴＡ及びＡＣＫの両酵素の活性を低下させることが
できる。
【００５１】
　ＰＴＡ及びＡＣＫの活性が低減した株は、公知の方法、例えば、相同組換えを利用する
方法やｓａｃＢ遺伝子を用いる方法（Ｓｃｈaｆｅｒ　Ａ，　Ｔａｕｃｈ　Ａ，　Ｊaｇｅ
ｒ　Ｗ，　Ｋａｌｉｎｏｗｓｋｉ　Ｊ，　Ｔｈｉｅｒｂａｃｈ　Ｇ，　Ｐuｈｌｅｒ　Ａ
，　Ｇｅｎｅ　１９９４　Ｖｏｌ．１４５（１），　ｐ６９－７３）に従ってこれらの遺
伝子を破壊することによって行うことができる。具体的には、特開２００６－００００９
１号公報に開示された方法に従って行うことができる。ｐｔａ遺伝子及びａｃｋ遺伝子と
しては、上記ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．　Ｘ８９０８４の塩基配列を
有する遺伝子のほか、宿主染色体上のｐｔａ遺伝子及びａｃｋ遺伝子と相同組換えを起こ
す程度の相同性を有する遺伝子を用いることもできる。ここで、相同組換えを起こす程度
の相同性とは、好ましくは８０％以上、より好ましくは９０％以上、特に好ましくは９５
％以上である。また、上記遺伝子とストリンジェントな条件下でハイブリダイズし得るＤ
ＮＡ同士であれば、相同組換えは起こり得る。
　ＰＴＡ及びＡＣＫからなる群より選ばれる１種類以上の酵素の活性が低減し、かつ、芳
香族カルボン酸生産能を低下させた細菌は、例えば、ｐｔａ遺伝子、ａｃｋ遺伝子が破壊
された細菌を作製し、該細菌において芳香族カルボン酸生産能を低下させる改変を行うこ
とにより得ることができる。ただし、ＰＴＡ、ＡＣＫ活性低減のための改変操作と芳香族
カルボン酸生産能を低下させる改変操作はどちらを先に行ってもよい。
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【００５２】
　なお、本発明において使用する微生物は、芳香族カルボン酸生産能を低下させる改変（
ＤＡＨＰシンターゼ、デヒドロキナ酸シンターゼ、デヒドロキナ酸デヒドラタ－ゼ、及び
デヒドロシキミ酸デヒドラタ－ゼからなる群より選ばれる１種類以上の酵素の活性が低減
、またはシキミ酸デヒドロゲナーゼ活性が増強するように改変）に加え、上記改変のうち
の２種類以上の改変を組み合わせて得られる細菌であってもよい。複数の改変を行う場合
、その順番は問わない。
【００５３】
＜有機酸の製造方法＞
　本発明の有機酸の製造方法は、上記微生物またはその処理物を有機原料に作用させるこ
とにより有機酸を生成させることを特徴とする有機酸の製造方法である。中でも、上記微
生物またはその処理物を有機原料に作用させることにより有機酸を生成させ、これを採取
するのが好ましい。
 製造しうる有機酸の種類及び好ましい有機酸の例は上述したとおりである。
【００５４】
　有機酸の製造に上記微生物を用いるに当たっては、寒天培地等の固体培地で斜面培養し
たものを直接反応に用いても良いが、上記微生物を予め液体培地で培養（種培養）したも
のを用いるのが好ましい。種培養に用いる培地は、微生物の培養に用いられる通常の培地
を用いることができる。例えば、硫酸アンモニウム、リン酸カリウム、硫酸マグネシウム
等の無機塩からなる組成に、肉エキス、酵母エキス、ペプトン等の天然栄養源を添加した
一般的な培地を用いることができる。種培養後の菌体は、遠心分離、膜分離等によって回
収した後に、有機酸の製造反応に用いることが好ましい。なお、種培養した微生物を、有
機原料を含む培地で増殖させながら、有機原料と反応させることによって有機酸を製造し
てもよいし、予め増殖させて得られた菌体を、有機原料を含む反応液中で有機原料と反応
させることによっても有機酸を製造してもよい。
【００５５】
　本発明では微生物の菌体の処理物を使用することもできる。菌体の処理物としては、例
えば、菌体をアクリルアミド、カラギーナン等で固定化した固定化菌体、菌体を破砕した
破砕物、その遠心分離上清、またはその上清を硫安処理等で部分精製した画分等が挙げら
れる。
【００５６】
　本発明の製造方法に用いる有機原料としては、本微生物が資化してコハク酸を生成させ
うる炭素源であれば特に限定されないが、通常、ガラクトース、ラクトース、グルコース
、フルクトース、グリセロール、スクロース、サッカロース、デンプン又はセルロース等
の炭水化物；グリセリン、マンニトール、キシリトール又はリビトール等のポリアルコー
ル類等の発酵性糖質が用いられ、このうちグルコース、スクロース又はフルクトースが好
ましく、特にグルコース又はスクロースが好ましい。
【００５７】
　また、前記発酵性糖質を含有する澱粉糖化液又は糖蜜なども使用され、具体的にはサト
ウキビ、甜菜又はサトウカエデ等の植物から搾取した糖液であるものが好ましい。
　これらの糖は、単独でも組み合わせても使用できる。前記糖の使用濃度は特に限定され
ないが、コハク酸の生成を阻害しない範囲で可能な限り高くするのが有利であり、反応液
に対して、通常５％（Ｗ／Ｖ）以上、好ましくは１０％（Ｗ／Ｖ）以上であり、一方、通
常３０％（Ｗ／Ｖ）以下、好ましくは２０％（Ｗ／Ｖ）以下である。また、反応の進行に
伴う前記糖の減少にあわせ、糖の追加添加を行っても良い。
【００５８】
　上記有機原料を含む反応液としては特に限定されず、例えば、微生物を培養するための
培地であってもよいし、リン酸緩衝液等の緩衝液であってもよい。反応液は、窒素源や無
機塩などを含む水溶液であることが好ましい。ここで、窒素源としては、本微生物が資化
してコハク酸を生成させうる窒素源であれば特に限定されないが、具体的には、アンモニ
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ウム塩、硝酸塩、尿素、大豆加水分解物、カゼイン分解物、ペプトン、酵母エキス、肉エ
キス、コーンスティープリカーなどの各種の有機、無機の窒素化合物が挙げられる。無機
塩としては各種リン酸塩、硫酸塩、マグネシウム、カリウム、マンガン、鉄、亜鉛等の金
属塩が用いられる。また、ビオチン、パントテン酸、イノシトール、ニコチン酸等のビタ
ミン類、ヌクレオチド、アミノ酸などの生育を促進する因子を必要に応じて添加する。ま
た、反応時の発泡を抑えるために、培養液には市販の消泡剤を適量添加しておくことが望
ましい。
【００５９】
　反応液には、例えば上記した有機原料、窒素源、無機塩などのほかに、炭酸イオン、重
炭酸イオンまたは二酸化炭素ガス（炭酸ガス）を含有させる。炭酸イオンまたは重炭酸イ
オンは、中和剤としても用いることのできる炭酸マグネシウム、炭酸ナトリウム、重炭酸
ナトリウム、炭酸カリウム、重炭酸カリウムなどから供給されるが、必要に応じて、炭酸
若しくは重炭酸またはこれらの塩或いは二酸化炭素ガスから供給することもできる。炭酸
または重炭酸の塩の具体例としては、例えば炭酸マグネシウム、炭酸アンモニウム、炭酸
ナトリウム、炭酸カリウム、重炭酸アンモニウム、重炭酸ナトリウム、重炭酸カリウム等
が挙げられる。そして、炭酸イオン又は重炭酸イオンは、通常１ｍＭ以上、好ましくは２
ｍＭ以上、さらに好ましくは３ｍＭ以上の濃度で添加する。一方、通常５００ｍＭ以下、
好ましくは３００ｍＭ以下、さらに好ましくは２００ｍＭ以下の濃度で添加する。二酸化
炭素ガスを含有させる場合は、溶液１Ｌ当たり通常５０ｍｇ以上、好ましくは１００ｍｇ
以上、さらに好ましくは１５０ｍｇ以上の二酸化炭素ガスを含有させる。一方、通常２５
ｇ以下、好ましくは１５ｇ以下、さらに好ましくは１０ｇ以下の二酸化炭素ガスを含有さ
せる。
【００６０】
　反応液のｐＨは、炭酸ナトリウム、重炭酸ナトリウム、炭酸カリウム、重炭酸カリウム
、炭酸マグネシウム、水酸化ナトリウム、水酸化カルシウム、水酸化マグネシウム又はア
ンモニア等を添加することによって調整することができる。本反応におけるｐＨは、通常
５以上、好ましくは５．５以上、より好ましくは６以上であり、一方、１０以下、好まし
くは９．５以下、より好ましくは９．０以下である。反応中も必要に応じて反応液のｐＨ
はアルカリ性物質、炭酸塩、尿素などによって上記範囲内に調節する。
【００６１】
　本反応に用いる微生物の生育至適温度は、生育至適温度であれば特段の制限はないが、
通常２５℃以上であり、一方、通常３５℃以下、好ましくは３２℃以下、特に好ましくは
３０℃以下である。生育至適温度は、コハク酸の生産に用いられる条件において最も生育
速度が速い温度のことを言う。
　また、よりコハク酸の製造に適した菌体の調製方法として、特開２００８－２５９４５
１号公報に記載の炭素源の枯渇と充足を短時間で交互に繰り返すように培養を行う方法も
用いることができる。
　反応中に用いる微生物の菌体量は、特に規定されないが、湿菌体重量として、通常１ｇ
／Ｌ以上、好ましくは１０ｇ／Ｌ以上、より好ましくは２０ｇ／Ｌ以上であり、一方、通
常７００ｇ／Ｌ以下、好ましくは５００ｇ／Ｌ以下、さらに好ましくは４００ｇ／Ｌ以下
である。反応の時間は、特に限定はないが、通常１時間以上、好ましくは３時間以上であ
り、一方、通常１６８時間以下、好ましくは７２時間以下である。
【００６２】
　微生物の種培養時は、通気、攪拌し酸素を供給することが必要である。一方、コハク酸
など有機酸の生成反応は、通気、攪拌して行ってもよいが、通気せず、酸素を供給しない
嫌気的雰囲気下で行ってもよい。ここでいう嫌気的雰囲気下は、例えば容器を密閉して無
通気で反応させる、窒素ガス等の不活性ガスを供給して反応させる、二酸化炭素ガス含有
の不活性ガスを通気する等の方法によって得ることができる。
【００６３】
　以上のような微生物反応により、コハク酸、フマル酸、リンゴ酸、またはピルビン酸な
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どの有機酸が反応液中に生成蓄積する。
　本発明の微生物またはその処理物を有機原料に作用させた後の反応後の培養液中のコハ
ク酸生成量当たりのプロトカテク酸生成量は、通常５００ｐｐｍ以下、好ましくは３００
ｐｐｍ以下、より好ましくは１５０ｐｐｍ以下、さらに好ましくは７５ｐｐｍ以下、特に
好ましくは５０ｐｐｍ以下である。下限に特段の制限はない。
　本発明の微生物またはその処理物を有機原料に作用させた後の反応後の培養液中のコハ
ク酸生成量当たりのウビトン酸生成量は、通常５００ｐｐｍ以下、好ましくは３００ｐｐ
ｍ以下、より好ましくは１５０ｐｐｍ以下、さらに好ましくは７５ｐｐｍ以下、特に好ま
しくは５０ｐｐｍ以下である。下限に特段の制限はない。
　なお、コハク酸以外の有機酸を製造する場合においても、反応後の培養液中の目的有機
酸に対するプロトカテク酸およびウビトン酸の濃度はそれぞれ通常５００ｐｐｍ以下、好
ましくは３００ｐｐｍ以下、より好ましくは１５０ｐｐｍ以下、さらに好ましくは７５ｐ
ｐｍ以下、特に好ましくは５０ｐｐｍ以下である。
【００６４】
　反応液（培養液）中に蓄積した有機酸は、常法に従って、反応液より採取することがで
きる。反応液より有機酸を採取する方法は、目的とする有機酸を含む組成物を得られる限
り制限されない。反応液から、微生物、水および／または不純物を除去することで有機酸
を採取できる。
　反応液から微生物、水および／または不純物を除去する方法は特に制限されず、濃縮、
抽出、晶析、活性炭処理、水素処理、イオン交換カラム処理など、公知の方法または公知
の方法を任意に組み合わせることができる。
　本発明の有機酸の製造方法においては、従来、晶析処理では分離が困難であった芳香族
カルボン酸の生成が低減されているため、有機酸の採取が晶析処理を含むのが好ましい。
　晶析を含む有機酸の採取方法としては、例えば、反応液から微生物を除去し、必要に応
じて濃縮及び有機酸の抽出を行った後、晶析、固液分離、および乾燥を行う方法が挙げら
れる。固液分離した後、活性炭処理、水素処理、および／またはイオン交換カラム処理等
を行ってもよい。
　以下、有機酸の一つであるコハク酸の取得方法について記載する。ただし、コハク酸の
取得方法については、以下の記載に限定されることはない。
【００６５】
＜濃縮＞
　本発明においては、微生物反応後の発酵液は、その後の精製工程での操作性や効率性を
考慮して適宜濃縮しても良い。濃縮方法としては、特に限定されないが、不活性ガスを流
通させる方法、加熱により水を留去させる方法、減圧で水を留去させる方法ならびにこれ
らを組み合わせる方法などが挙げられる。また濃縮操作は、バッチ操作で行っても、連続
操作で行っても良い。
【００６６】
＜微生物除去＞
　尚、本発明の方法において発酵液を用いる場合、微生物を除去した後の発酵液を用いる
ことが好ましい。微生物の除去方法は特に限定は無いが、沈降分離、遠心分離、ろ過分離
ならびにそれらを組み合わせた方法などが用いられる。工業的には遠心分離、膜ろ過分離
などの方法で行われる。遠心分離においては、遠心沈降、遠心ろ過などを用いることがで
きる。遠心分離において、その操作条件は特に限定されるものではないが、通常１００Ｇ
以上１００，０００Ｇ以下の遠心力で分離される。またその操作は連続式でも、バッチ式
でも使用できる。
　また膜ろ過分離においては、精密ろ過および／または限外ろ過等を使用することが出来
る。膜の材質は特に限定は無く、例えばポリオレフィン、ポリスルフィン、ポリアクリロ
ニトリル、ポリフッ化ビニリデン等の有機膜でも、セラミック等の無機材質の膜でも使用
できる。また操作方法として、デッドエンド型、クロスフロー型いずれでも用いることが
できる。膜ろ過分離では、微生物が膜に目詰まりすることが多いので、遠心分離などで微
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生物を粗取りを行ってから膜ろ過を行うなどの方法も用いられる。
【００６７】
　本発明の製造方法においては、微生物反応において、上記のように中和剤を用いた場合
には、コハク酸の塩が得られ、得られたコハク酸の塩を目的とするコハク酸へ変換する。
コハク酸への変換は、目的とするコハク酸よりも酸解離定数（ｐＫａ）の高い弱酸性の有
機酸を使用した反応晶析方法によりコハク酸に変換しても良い。このような有機酸として
は、例えば、酢酸が挙げられる。
　また、別法として、上記のようにして得られたコハク酸の塩を無機酸でコハク酸に変換
しても良い。ここで、使用する無機酸としては、硫酸、塩酸、炭酸、リン酸、硝酸などが
例示される。より具体的には、コハク酸発酵の場合、生成したコハク酸をアンモニアや水
酸化マグネシウムで中和しながら発酵を行うと、発酵液中にはコハク酸アンモニウムやコ
ハク酸マグネシウムが生成する。このようなコハク酸アンモニウムやコハク酸マグネシウ
ムを含む発酵液を硫酸等で処理すると、コハク酸を含む水溶液が得られる。
【００６８】
　本発明において、コハク酸を含む溶液或いは水溶液とはバイオマス資源から誘導される
コハク酸を主体として含む溶液或いは水溶液である。従って、上記のようなコハク酸アン
モニウムやコハク酸マグネシウムのようなコハク酸塩を主体として含む溶液或いは水溶液
はコハク酸塩を含む溶液或いは水溶液と表す。ここでいう「主体として含む」状態とは、
溶媒を除く全成分の重量に対する該成分の重量が、通常５０重量％以上、好ましくは６０
重量％以上、より好ましくは７０重量％以上、特に好ましくは９０重量％以上含まれる状
態を示す。
【００６９】
＜抽出＞
　本発明においては、上記の無機酸でコハク酸に変換した水溶液から、特には限定されな
いが、有機溶媒を用いて該水溶液からコハク酸を抽出しても良い。
　この方法で使用される有機溶媒は、通常、無機性値／有機性値の比（Ｉ／Ｏ値）が０．
２以上２．３以下であり、常圧（１気圧）で沸点が４０℃以上の有機溶媒であるが、より
好ましくは、Ｉ／Ｏ値が、０．３以上２．０以下であり、常圧で沸点が４０℃以上の有機
溶媒であり、更に好ましくは、Ｉ／Ｏ値が０．３以上２．０以下であり、常圧で沸点が６
０℃以上の有機溶媒である。このような有機溶媒を用いることにより、コハク酸を選択的
に抽出して、効率よく糖類やアミノ酸と分離できる。また、常圧で沸点が４０℃以上の有
機溶媒を用いることにより、溶媒が気化して引火する危険性や、溶媒が気化してコハク酸
の抽出効率が低下するという問題や溶媒のリサイクルがしにくいといった問題を回避する
ことができる。
　無機性値及び有機性値は、有機概念図論（「系統的有機定性分析」藤田穆、風間書房（
１９７４））により提案されており、有機化合物を構成する官能基に対して予め設定され
た数値を基に有機性値及び無機性値を算出し、その比を求めて得られる。
　Ｉ／Ｏ値が０．２以上２．３以下であり、常圧で沸点が４０℃以上の有機溶媒としては
、メチルエチルケトン、メチルイソブチルケトン、アセトン等のケトン系溶媒、テトラヒ
ドロフラン、ジオキサン等のエーテル系溶媒、酢酸エチル等のエステル系溶媒、アセトニ
トリル等のニトリル系溶媒、プロパノール、ブタノール、オクタノール等の炭素鎖３以上
のアルコールが例示される。
　各溶媒のＩ／Ｏ値および沸点を以下に示す。
　　　　　　　　　　　　　Ｉ　　　Ｏ　　　Ｉ／Ｏ　　　　　　沸点
テトラヒドロフラン　　　３０　　８０　　０．３７５　　　　６６．０
メチルエチルケトン　　　６５　　６０　　１．０８３　　　　７９．６
メチルイソブチルケトン　６５　１２０　　０．５４２　　　　９４．２
アセトン　　　　　　　　６５　　４０　　１．６２５　　　　５６．１
アセトニトリル　　　　　７０　　４０　　１．７５０　　　　８１．１
酢酸エチル　　　　　　　８５　　８０　　１．０６３　　　　７７．２
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プロパノール　　　　　１００　　６０　　１．６６７　　　　９７．２
イソブタノール　　　　１００　　７０　　１．４２９　　　１０８．０
オクタノール　　　　　１００　１６０　　０．６２５　　　１７９．８
ジオキサン　　　　　　　４０　　８０　　０．５００　　　１０１．３
　抽出工程においては、有機溶媒は、コハク酸を含有する水溶液の容量１に対し、通常０
．５容量以上、好ましくは１容量以上加える。一方、コハク酸を含有する水溶液の容量１
に対して、通常５容量以下、好ましくは３容量以下で加える。
【００７０】
　抽出工程の温度はコハク酸が抽出される温度であればよいが、通常１０℃以上、好まし
くは２０℃以上であり、一方、通常９０℃以下、好ましくは８５℃以下である。
　抽出工程により、コハク酸が有機溶媒中に回収され、糖類や発酵由来の窒素元素の他、
発酵菌由来のアンモニア、硫黄含有不純物ならびに金属カチオン等の不純物はある程度分
離される。なお、コハク酸をさらに効率よく抽出するために、有機溶媒による抽出処理を
複数回繰り返してもよいし、向流抽出を行ってもよい。
【００７１】
＜不純物の除去＞
　コハク酸を含む発酵液から精製によりバイオマス資源に含まれる窒素元素の他、発酵菌
由来の窒素元素やアンモニア、硫黄含有不純物ならびに金属カチオン等の多くの不純物の
量を減らすことが重要である。そして、２５０～３００ｎｍの紫外線領域に吸収を示す不
純物量、特に芳香族カルボン酸を含有する不純物量を平均吸光度が０．０５以下になるま
で低減させることが重要である（特開２０１０－１００６１７号公報参照）。
　このコハク酸中に含まれる２５０～３００ｎｍの紫外線領域に吸収を示す不純物、特に
芳香族ジカルボン酸を平均吸光度が０．０５以下にまで低減させる為には、通常、上記の
ようにして製造されたコハク酸を、晶析処理、活性炭処理、水素処理及び乾燥処理等の精
製処理を組み合わせて実施する必要がある。しかし、本発明の発酵方法（有機酸の製造方
法）により得られるコハク酸含有液は、上記不純物が従来の発酵方法（有機酸の製造方法
）と比較して格段に少ないことから、晶析処理や活性炭処理等の精製工程の軽減や該精製
工程の条件の緩和を行うことができ、結果として、コハク酸等の有機酸のコスト低減及び
有機酸の収率向上ができるために好ましい。
【００７２】
＜晶析＞
　本発明においては、反応により得られたコハク酸を含む溶液から、晶析によりコハク酸
を回収しても良い。晶析操作を行うことによりプロトカテク酸等の芳香族カルボン酸をさ
らに低減させることができる。また晶析を行う場合、従来の微生物を用いる場合と比べて
晶析操作の回数を減らすことができるので有用である。
　本発明におけるコハク酸晶析とは、コハク酸を含む溶液に何がしかの変化を与えて、コ
ハク酸の溶解度を変化させることによって、コハク酸を含む溶液からコハク酸結晶を析出
させる操作であるが、コハク酸を含有する流体からコハク酸を結晶として析出させる操作
であれば、どのような方法であっても構わない。より具体的には、例えば、コハク酸を含
む溶液の温度を変化させて、コハク酸溶解度の温度依存性を利用して、コハク酸を析出さ
せる冷却晶析法、加熱や減圧などにより溶液から溶媒を揮発させて溶液中のコハク酸濃度
を高めてコハク酸を析出させる濃縮晶析方法、コハク酸を含む溶液にコハク酸溶解度を減
少させる第三成分（貧溶媒）を添加してコハク酸を析出させる貧溶媒晶析方法、さらには
それらの組み合わせによる方法などがあげられる。
【００７３】
　またコハク酸を含む溶液がコハク酸の塩をも含むものである場合には、当該コハク酸を
含む溶液に硫酸や塩酸などの強酸を加えることでコハク酸塩を非解離形のコハク酸に変化
させるとともに、上記の冷却、濃縮、貧溶媒添加などの方法と組み合わせてコハク酸結晶
を析出させることができる。
　冷却晶析ではその冷却方法として、コハク酸を含む溶液を外部の熱交換器などに循環さ
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せ冷却する方法や、冷媒の流通する管（インナーコイル）をコハク酸を含む溶液中に投入
する方法や、装置内を減圧することにより溶液中の溶媒を揮発させて、溶媒の気化熱によ
り冷却する方法などがある。なかでも装置内を減圧することにより溶液中の溶媒を揮発さ
せて、溶媒の気化熱により冷却する方法では、熱交換界面にコハク酸が析出することによ
る熱移動の阻害を防止することができるとともに、溶液中のコハク酸の濃縮も伴い、晶析
収率の点から好ましい。
【００７４】
　晶析槽に供給されるコハク酸を含む溶液中のコハク酸濃度は、好ましくは１０重量％か
ら４５重量％のものが用いられ、より好ましくは１５重量％から４０重量％であって、特
には２０重量％から３５重量％であることが望ましい。
　晶析溶媒としては、水、酢酸、プロピオン酸等の有機酸、酢酸エチルなどのエステル類
、メタノール、エタノール、プロパノール、イソプロパノール、ブタノール、２－エチル
－１－ヘキサノール、イソブタノールなどのアルコール類、ジエチルエーテル、ジ－ｎ－
ブチルエーテル、ジイソプロピルエーテル、ジ－ｎ－ブチルエーテル、テトラヒドロフラ
ン、ジオキサンなどのエーテル類、アセトン、メチルエチルケトン、ジエチルケトンなど
のケトン類、アセトニトリルなどのニトリル類、およびこれらの混合溶媒などが使用でき
るが、これらの中では水が最も好ましい。水は、通常、脱イオン水、蒸留水、河川水、井
戸水、水道水などが使用される。
【００７５】
　晶析をする際の晶析槽内のコハク酸結晶を含有する流体の温度（以下、晶析温度という
ことがある）は、コハク酸含有流体からコハク酸結晶が結晶化する温度が設定され、通常
５℃以上６０℃以下、好ましくは１０℃以上５０℃以下が選ばれる。晶析温度が５℃より
低いとコハク酸の高い収率が得られるが、冷却のために非常に大きな設備が必要となった
り、またジャケットやインナーコイルに冷媒を流すことで冷却する方法においては、伝熱
面でのコハク酸スラリーと冷媒の温度差が大きくなりすぎるため激しくスケーリングした
りするため望ましくない。ジャケットやインナーコイルに冷媒を流すことで冷却する方法
においては、スケーリング防止の観点から、伝熱面でのコハク酸スラリーと冷媒の温度差
は通常２０℃以下、好ましくは１０℃以下となるよう設定することが望ましい。
【００７６】
　また減圧下で晶析する方法における槽内圧力は、求める晶析温度によって決まり、通常
０．５ｋＰａ以上２０ｋＰａ以下、好ましくは１ｋＰａ以上１５ｋＰａ以下、特には１．
５ｋＰａ以上１０ｋＰａ以下が望ましい。圧力が低いと晶析槽内の温度をより低くするこ
とが可能となり晶析効率的を高めることができるが、供給するコハク酸含有流体濃度にも
よるが、晶析槽内のスラリー濃度が高くなりすぎるために、そのハンドリングが困難とな
ったり、圧力の制御が困難となったりする虞がある。また減圧のための設備が限定され、
一般には設備費用が大きくなり、経済的に好ましくない。例えば減圧にスチームエゼクタ
ーを用いた場合は、減圧度が大きくなると、スチームエゼクターの段数を増やすなど設備
費用が大きくなる。逆に圧力が高いと晶析槽内の温度は高くなり、晶析槽内のスラリー濃
度が低すぎて効率が悪くなる。真空発生装置は求められる圧力、水とともに蒸発する溶媒
の有無とその種類などにより、公知の方法から選択することができる。公知の方法として
は、設計・操作シリーズＮｏ.3改訂晶析（化学工学社）Ｐ292-293にあげられる方法、例
えば水またはスチームエゼクター、油封回転型真空ポンプなどがあげられる。
【００７７】
　晶析操作は、晶析を行うコハク酸含有流体の全量を晶析槽に入れた上で晶析を行った後
に晶析後の流体全量を抜き出すバッチ式であっても構わないし、晶析操作中に晶析槽の中
が空にならないように、晶析操作継続中にコハク酸含有流体の供給と抜出を適宜行う連続
式であっても構わない。
　連続式で晶析を行う際のコハク酸含有流体の晶析槽への供給は、晶析槽の中が空になる
ことが無いように、送液ポンプまたは圧力差を利用して連続的または間欠的に圧送する方
法などにより行われる。コハク酸溶液の供給速度は通常晶析槽での平均滞留時間が０．５
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時間以上１０時間以下となるように供給する。晶析槽での滞留時間が短いと、槽内のコハ
ク酸過飽和度が大きくなり、微結晶が多く発生したり、また過飽和度を残したままスラリ
ーが晶析槽から抜き出されることで後続の工程でスケーリングが起こったりするなどのト
ラブルを引き起こす虞がある。逆に滞留時間が長すぎても、無用に晶析槽が大きくなり非
効率的である。
【００７８】
　連続式で晶析を行う際に得られたコハク酸を晶析槽から抜き出す際には、通常コハク酸
含有流体とともにスラリーとして抜き出す。この際の抜出は、晶析槽の中が空になること
が無いように、供給したコハク酸含有流体の量と適宜対比して、連続的または間欠的にス
ラリーポンプまたは晶析槽よりも減圧とした受槽に圧力差を利用して圧送などで抜出す方
法などにより行われる。
　晶析槽の中が空になることが無いように、コハク酸含有流体を晶析槽に供給し、且つ晶
析槽から抜出すには、供給量と抜出量を同一にする方法や、液面センサーなどにより晶析
槽内の液面が一定以下になった場合に供給し、一定以上になった場合に抜出す操作を繰り
返す方法などがあげられる。
【００７９】
　晶析操作では、コハク酸結晶の粒度分布を制御するためにコハク酸の核化、結晶成長を
制御することが望ましい。コハク酸の核化、結晶成長は、通常、槽内のコハク酸の過飽和
度により制御されるが、そのためには通常晶析時間を制御する方法が用いられる。晶析時
間は通常０．５時間以上１０時間以下、好ましくは１時間以上５時間以下の時間をかけて
行う。例えばバッチ操作による冷却晶析の場合ならコハク酸含有流体を所定の温度まで下
げるのに０．５時間以上５時間以下かけてコハク酸含有流体を冷却し、さらに０．１時間
以上５時間以下熟成することが望ましい。そのときのコハク酸含有流体の冷却速度は通常
０．０５℃／分以上２℃／分以下、好ましくは０．１℃／分以上１．５℃／分以下であっ
て、特には０．２℃／分以上１℃／分以下が好ましい。また連続操作による冷却晶析の場
合では、コハク酸含有流体の平均滞留時間が０．５時間以上１０時間以下、好ましくは１
時間以上５時間以下とするのが望ましい。晶析時間もしくは平均滞留時間が短いと槽内の
コハク酸過飽和度が大きくなり、核化速度が大きくなるため、微結晶が多く発生したり、
また過飽和度を残したままスラリーが晶析槽から抜き出されることで後続の工程でスケー
リングしたりするなどのトラブルを引き起こす虞がある。逆に晶析時間が長すぎても無用
に晶析槽が大きくなり非効率的である。
【００８０】
 （晶析槽）
　晶析槽は、攪拌装置を備えている容器であればその構造としては特に限定されるもので
はなく、通常知られる攪拌装置を有する容器を使用することができるが、底部を有する円
筒形の容器が好ましい。また、効率的にスラリーに剪断を与えるため、槽内に邪魔板を設
置することが好ましい。さらに晶析槽内の流れを整えるためにドラフトチューブと称する
など円筒形のガイドを有する容器も使うことができる。
　容器の形状に特に制限は無いが、装置内でスラリーをより均一とし、さらに効率的に剪
断を与えるために、通常容器の径と高さの比（Ｌ／Ｄ）が０．５以上３以下の容器が用い
られ、好ましくは０．７以上２．５以下、特に好ましくは１以上２以下の容器が用いられ
る。
【００８１】
 （攪拌装置）
　攪拌装置としては、攪拌翼を備えている攪拌装置が用いられる。攪拌翼は特殊な翼であ
る必要は無く、公知の攪拌翼を用いることができる。例えばパドル翼、タービン翼などの
剪断型翼、後退翼、ファウドラー翼、マックスブレンド翼（住友重機械工業社登録商標）
、フルゾーン翼（神鋼パンテック社登録商標）などの吐出型翼などから選ばれる。
　攪拌翼の大きさにも特に制限は無いが、攪拌翼を備えた攪拌装置に加えて流体を循環さ
せるような他の攪拌装置を併用してもかまわない。
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　他の攪拌装置としては、例えば晶析槽から導いたコハク酸を含む溶液を遠心ポンプなど
の流体移送用ポンプにより、晶析槽へ循環させる装置を使用することができる。
　晶析槽の攪拌は、晶析槽内でコハク酸結晶が沈殿などすることなく流動していれば特に
制約は無いが、得られるコハク酸の純度を高めたり、より均一な粒子径のコハク酸を得る
ことができるという観点から、コハク酸を含む溶液の単位体積あたりの攪拌所要動力（以
下、Ｐｖと略記することがある）が０．２ｋＷ／ｍ3以上５ｋＷ／ｍ3以下、望ましくは０
．４ｋＷ／ｍ3以上３ｋＷ／ｍ3以下となるような攪拌条件下で晶析する。
【００８２】
 （固液分離）
　晶析後のコハク酸スラリーは公知の方法でコハク酸結晶および母液を固液分離処理でき
る。分離方法は特に限定するものではなく、ろ過分離、沈降分離などがあげられる。また
操作はバッチでも連続でもよい。例えば効率の良い固液分離機として連続式の遠心ろ過機
、デカンター等の遠心沈降機などが挙げられる。また求められるコハク酸の純度により固
液分離操作で回収したウェットケーキは冷水等でリンスすることができる。
【００８３】
 （乾燥）
　晶析で回収されたコハク酸は、その用途によるが、常法により乾燥することができる。
通常、コハク酸含水率は通常０．１重量％以上、好ましくは０．２重量％であり、一方、
通常２重量％以下、好ましくは１重量％以下まで乾燥する。乾燥方法は特に限定するもの
ではないが、バンド式乾燥機、流動乾燥機のような対流伝熱式乾燥機、ドラム式乾燥機の
ような伝導伝熱式乾燥機などが挙げられる。特に大量かつ連続処理可能で、かつ乾燥処理
の過程で結晶の破砕などが小さい流動乾燥機が望ましい。また流動乾燥機を使用するとき
はコハク酸の粉塵爆発防止の観点から窒素供給下で乾燥することが好ましく、その雰囲気
酸素濃度は１２％以下とすることが好ましい。また乾燥時のコハク酸の温度は、分子内脱
水により無水コハク酸が生成する虞があることから、好ましくは１００℃以下、より好ま
しくは９０℃以下、更に好ましくは８０℃以下となるように乾燥する。
【００８４】
　晶析装置として具体的には、例えば、図４に示すような、コハク酸水溶液供給槽、邪魔
板４枚および４枚の傾斜パドル翼（攪拌翼）を２段備えた晶析槽、スラリー抜出槽等を備
えた晶析装置が挙げられる。
【００８５】
＜活性炭処理＞
　活性炭処理を行う場合、使用される活性炭としては、石炭系、木質系、ヤシ穀系、樹脂
系など任意の公知のものを用いることができる。また、これら石炭系、木質系、ヤシ穀系
、樹脂系などの各種原料活性炭を、ガス賦活法、水蒸気賦活法、塩化亜鉛やリン酸などの
薬品賦活法などの方法により賦活した活性炭を用いることができる。
【００８６】
　具体的には、三菱化学カルゴン株式会社製のカルゴンＣＰＧ、カルゴンＣＡＬ、カルゴ
ンＳＧＬ、ダイアソーブＷ、ダイアホープＭＳ１０、ダイアホープＭ０１０、ダイアホー
プＭＳ１６、ダイアホープ６ＭＤ、ダイアホープ６ＭＷ、ダイアホープ８ＥＤ、ダイアホ
ープＺＧＮ４、Ｃｅｎｔｕｒ、日本ノリット株式会社製のＧＡＣ、ＧＡＣ　ＰＬＵＳ、Ｇ
ＣＮ　ＰＬＵＳ、Ｃ　ＧＲＡＮ、ＲＯ、ＲＯＸ、ＤＡＲＣＯ、ＣＮ、ＳＸ、ＳＸＰＬＵＳ
、ｓａ、ＳＸ、ＰＫ、Ｗ、クラレケミカル株式会社製のＧＷ、ＧＷＨ、ＧＬＣ、４ＧＣ、
ＫＷ、ＰＷ、ＰＫ、株式会社ツルミコール社製のＨＣ－３０Ｓ、ＧＬ－３０Ｓ、４Ｇ－３
Ｓ、ＰＡ、ＰＣ、フタムラ化学株式会社製のＰ、Ｗ、ＣＷ、ＳＧ、ＳＧＰ、Ｓ、ＧＢ、Ｃ
Ａ、Ｋ、日本エンバイロケミカルズ株式会社製の白鷺ＫＬ、白鷺Ｗ２ｃ、白鷺ＷＨ２ｃ、
白鷺Ｗ５ｃ、白鷺ＷＨ５ｃ、白鷺ＷＨ５Ｘ、白鷺ＸＳ７１００Ｈ－３、カルボラフィン、
白鷺Ａ、白鷺Ｃ、白鷺Ｍ、味の素ファインテクノ株式会社社製のホクエツ　ＣＬ－Ｋ、ホ
クエツＨｓ、ホクエツＫＳなどが挙げられる。
【００８７】
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　これらの中では、コハク酸中に含まれる２５０～３００ｎｍの紫外線領域に吸収を示す
不純物を効率的に除くことができる理由から、ヤシ穀炭、木質炭が好ましい。一方、コハ
ク酸の着色成分を効率よく除去する観点からは、ガス賦活法、水蒸気賦活法、塩化亜鉛や
リン酸などの薬品賦活法などの方法により賦活した活性炭が好ましく、その中でも水蒸気
賦活法、塩化亜鉛やリン酸などの薬品賦活した活性炭が好ましく、特に塩化亜鉛やリン酸
などの薬品賦活した活性炭が好ましい。使用する活性炭の形状は、粉末炭、破砕炭、成形
炭、繊維状活性炭のいずれでもよい。カラムに充填して使用する場合には塔圧抑制の理由
から粒状、顆粒状の活性炭が好ましい。
　活性炭処理の方式としては、バッチ式で活性炭と混合した後に濾過分離する方法、活性
炭の充填層に通液する方法のどちらも可能である。処理時間は、バッチ式の場合には、通
常５分以上、好ましくは１０分以上であり、一方、通常５時間以下、好ましくは２時間以
下である。処理時間は、充填層方式の場合には、ＳＶ（空間速度）として通常０．１ｈｒ
-1以上２０ｈｒ-1以下である。処理温度は通常２０℃以上９０℃以下である。　上記のよ
うに活性炭の種類により除去される不純物種が異なる為、これらの不純物除去方法として
は、複数の活性炭種を組み合わせる方法や活性炭処理と上記の晶析処理、後述の水素処理
やイオン交換カラム処理とを組み合わせる方法が挙げられる。
　また、発酵由来のコハク酸溶液には、溶媒として水を使用する際には水に不溶な成分が
混入している場合がある。このような不溶成分の混入は、活性炭による上記の不純物除去
やその後の精製工程の効率を低下させる要因となる為に、予め不溶成分を除去することが
好ましい。不溶成分の除去は、発酵法により生成するコハク酸塩からコハク酸に誘導した
後から活性炭処理工程に至る迄の間の工程で発酵由来のコハク酸溶液を公知の膜透過処理
を使用して実施する方法が好ましい。また、別法として、粉末状の活性炭を共存させて不
溶成分を吸着させて膜透過処理の透過性を向上させたり、適切な粉末活性炭を用いて不溶
成分とともに上記の不純物を同時に吸着除去する方法も好適に使用される。
　更に、本発明においては、晶析又は／及び活性炭処理と水素処理とを組み合わせて不純
物除去を実施する際には、特に限定はされないが、効率的に不純物が除去される為、後述
の水素処理工程の前に晶析又は／及び活性炭処理工程を実施するプロセスが好適に使用さ
れる。
【００８８】
＜水素処理＞
　微生物反応により得られたコハク酸には通常、臭気成分が含まれるが、コハク酸中に含
まれる臭気成分の含有量を低減させることが好ましい。
　臭気成分の除去方法としては、活性炭等の吸着剤による脱臭方法、有機溶媒での洗浄除
去方法、晶析方法、曝気法などが知られている。臭気成分の除去には触媒存在下での水素
処理が特に有効である。一方、発酵等によりバイオマス資源から誘導されるコハク酸含有
液には少量のフマル酸が含有される場合がある。
　発酵等によりバイオマス資源から誘導されるコハク酸含有液の水素処理を行うと、コハ
ク酸中の臭気成分が容易に除去できるばかりでなく、上記のようにフマル酸が含有される
場合にはフマル酸からコハク酸が生成し、コハク酸の収率向上が同時に達成されるので、
コハク酸の脱臭方法として水素処理法は従来にはない特に優れた手法となる。発酵由来の
コハク酸を含有する溶液の触媒存在下での水素処理工程を精製プロセスの中に含むことが
好ましい。
　水素処理は、バッチ式、連続式いずれの反応形式でもよく、従来の公知の方法に従って
行うことができる。水素処理の具体的な方法としては、加圧反応器にコハク酸を含有する
溶液と水素化触媒とを共存させ、この混合物を撹拌しながら水素ガスを導入して水素処理
を行い、処理後のコハク酸含有反応液を水素化触媒と分離して反応器から取り出す方法、
固定床多管式または単管式の反応器を用いてコハク酸含有溶液および水素ガスを反応器の
下部から流通させながら水素処理を行い、処理後のコハク酸含有反応液を取り出す方法あ
るいは水素ガスを反応器の下部から、コハク酸含有溶液は上部から流通させて水素処理を
行い、処理後のコハク酸含有反応液を取り出す方法などが挙げられる。
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【００８９】
　水素化触媒としては、公知の均一系ならびに不均一系の貴金属含有水素化触媒を用いる
ことができる。具体的には、特に限定はされないが、ルテニウム、ロジウム、パラジウム
および白金などの貴金属を含む水素化触媒が挙げられ、これらの中では、パラジウムなら
びに白金、特にパラジウムを含む水素化触媒が好ましい。
　これら水素化触媒は上記の貴金属を含む化合物をそのまま使用したり、有機ホスフィン
などの配位子を共存させて使用することができるが、触媒分離の容易性の理由から不均一
系の貴金属含有触媒が好ましい。
　また、これらの貴金属を含む化合物をシリカやチタン、ジルコニア、活性アルミナなど
の金属酸化物またはこれらの複合金属酸化物、或いは活性炭共存下で水素処理を行うこと
ができる。この方法は、発酵由来のコハク酸中に含まれる臭気成分だけではなく、着色成
分や有機不純物を同時に吸着除去でき、不純物を効率的に除去できる為に好ましい態様で
ある。同様の効果は、上記の貴金属をシリカやチタン、ジルコニア、活性アルミナなどの
金属酸化物またはこれらの複合金属酸化物、或いは活性炭などの担体に担持した触媒を使
用した際にも達成される為、これらの担持触媒を使用する方法も好適に使用される。貴金
属の担持量は、通常、担体の０．１～１０重量％であるが、担体としては、特には限定さ
れないが、水素処理中の金属の溶出量が少ない理由からシリカあるいは活性炭、特に活性
炭が好ましい。
　従って、本発明においては、貴金属をシリカやチタン、ジルコニア、活性アルミナなど
の金属酸化物またはこれらの複合金属酸化物、或いは活性炭などの担体に担持した水素化
触媒により水素処理を行う態様は、金属酸化物、シリカ及び活性炭の群から選ばれるいず
れかの吸着剤存在下、水素化触媒により水素処理を行う態様の定義に含まれるものとする
。
　水素処理の際のバイオマス資源から誘導されるコハク酸を含有させる溶媒は、水、酢酸
、プロピオン酸等の有機酸、酢酸エチルなどのエステル類、メタノール、エタノール、プ
ロパノール、イソプロパノール、ブタノール、２－エチル－１－ヘキサノール、イソブタ
ノールなどのアルコール類、ジエチルエーテル、ジ－ｎ－ブチルエーテル、ジイソプロピ
ルエーテル、ジ－ｎ－ブチルエーテル、テトラヒドロフラン、ジオキサンなどのエーテル
類、アセトン、メチルエチルケトン、ジエチルケトンなどのケトン類、アセトニトリルな
どのニトリル類、およびこれらの混合溶媒などが使用できるが、これらの中では水が最も
好ましい。水は、通常、脱イオン水、蒸留水、河川水、井戸水、水道水などを使用するが
、必要に応じて、水素化反応後の後工程でコハク酸含有反応液からコハク酸を晶析し、ろ
別した後の溶液を繰り返して使用することもできる。溶液中のコハク酸濃度は液温度の飽
和溶解度以下であればよい。
【００９０】
　使用する水素は、純水素でもよいが、窒素、ヘリウム、アルゴンなどの不活性ガスで希
釈させたものも使用できる。水素ガス中の一酸化炭素濃度は、水素処理効率への影響が懸
念される為、通常、１００００ｐｐｍ以下、好ましくは、２０００ｐｐｍ以下、より好ま
しくは１０００ｐｐｍ以下である。
　水素処理時の水素圧は、低すぎると反応速度が遅く、反応完結までに時間がかかり、一
方高すぎると、触媒や反応条件によってはブタンジオールやテトラヒドロフラン等のコハ
ク酸の水素化物が副生してしまう為に、通常０．１ＭＰａ以上であり、上限は通常５ＭＰ
ａ以下、好ましくは３ＭＰａ以下、より好ましくは１ＭＰａ以下である。
【００９１】
　水素処理時の温度は、低すぎると反応速度が遅く、反応完結までに時間がかかり、一方
高すぎるとコハク酸の水素化物の副生や、溶媒として水を使用する際にリンゴ酸などの副
生物が多くなる為に、通常３０℃以上、好ましくは５０℃以上であり、上限は通常１５０
℃以下、好ましくは１２０℃以下である。
【００９２】
＜イオン交換カラム処理＞
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　更に、本発明においては、コハク酸中の不純物を除く目的で、イオン交換カラム処理等
の精製操作を併用してもよい。
　ここで、イオン交換カラム処理とは、イオン交換樹脂を充填したカラムに、処理すべき
液を通液することで、イオン類を除去することである。イオン交換樹脂は、処理すべき液
に含まれるイオン、必要とされるコハク酸の純度に応じ選定されるべきものであり、例え
ば硫酸イオン、塩素イオンなどのアニオンを除去するためにはアニオン交換樹脂（ＯＨ型
）を、金属イオン、アンモニウムイオンなどのカチオンを除去するためにはカチオン交換
樹脂（Ｈ型）を用いることができるが、必要に応じてその両方を用いてもよい。
　イオン交換樹脂は、その官能基の酸または塩基としての強度により強酸性カチオン交換
樹脂、弱酸性カチオン交換樹脂、強塩基性アニオン交換樹脂、弱塩基性アニオン交換樹脂
に分類され、さらにその形状により、ゲル型、ポーラス型に分類されるが、ここでは用い
るイオン交換樹脂は特に限定されるものではない。ただイオン交換の効率を考慮すると、
より酸または塩基としての強度が強い強酸性カチオン交換樹脂、強塩基性アニオン交換樹
脂を用いることが好ましい。またその形状もポーラス型である特別な理由もなく、より汎
用的で安価なゲル型を用いることが望ましい。具体的には、カチオン交換樹脂としてダイ
ヤイオンＳＫ１Ｂ（Ｈ型）など、アニオン交換樹脂としてダイヤイオンＳＡ１０Ａなどが
例示される。
【００９３】
　イオン交換カラム処理は、処理すべき液においてコハク酸を溶解させる温度以上、且つ
イオン交換樹脂の耐熱温度よりも低い温度範囲内で行うことができる。すなわちカチオン
交換樹脂では、処理すべき液中のコハク酸濃度にもよるが通常２０～１００℃で処理を行
う。一方、アニオン交換樹脂はカチオン交換樹脂にくらべ耐熱性が低いため通常１０～８
０℃で処理を行う。処理温度の観点からアニオン交換カラム処理を用いる場合は、コハク
酸濃度が低く、低い温度でカラム処理できる工程が望ましい。
　またその通液処理方法は、特に限定するものではないが、処理速度が大きすぎるとカラ
ム前後における圧力損失が大きくなったり、またイオン交換が不十分となり、逆に不必要
に処理速度が遅くすると不必要にカラムが大きくなるため、通常、空間速度（ＳＶ）０．
１～１０ｈｒ－１、空塔速度１～２０ｍ／ｈｒで処理する。
　通常カラム処理は、カラム出口においてイオン濃度を常時または定期的に測定し、カラ
ム出口にイオンのリークが認められれば、イオン交換樹脂を再生処理する。イオン交換樹
脂の再生は通常の方法に従い、カチオン交換樹脂では硫酸、塩酸などの酸を、アニオン交
換樹脂では苛性ソーダなどのアルカリにより行うことができる。
【００９４】
　本発明の製造方法で得られるコハク酸等の有機酸は上記のような芳香族カルボン酸の不
純物の含有量が少ないものであるが、２５０～３００ｎｍの紫外線領域における平均吸光
度が０．０５以下であることが好ましく、０．０３以下であるとより好ましく、０．０１
以下であると特に好ましい。平均吸光度が高いコハク酸は、ポリエステルの原料として使
用すると製造されるポリマーの着色が著しくなる。
【００９５】
　本発明において、吸光度は、３．０重量％のコハク酸水溶液を光路長１ｃｍの石英セル
に入れ、紫外可視吸収分光光度計にて測定される値である。吸光度は市販の紫外可視吸収
分光光度計を用いて測定することができる。
　ここで、吸光度（Ａ）とは光路長１ｃｍで測定した際の吸光度であって、次の定義に従
って算出される値である。
【００９６】
Ａ＝ｌｏｇ１０（Ｉ０／Ｉ）（ここで、Ｉ０＝入射光強度、Ｉ＝透過光強度を表す。）
　また、２５０～３００ｎｍの紫外線領域の平均吸光度とは、２５０～３００ｎｍ間の１
ｎｍ毎に測定された吸光度の総和を５１で除した値である。
　平均吸光度＝（２５０～３００ｎｍ間の１ｎｍ毎の吸光度の総和）／５１
　本発明の製造方法で得られるコハク酸に対するプロトカテク酸濃度は８０ｐｐｍ以下で
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あることが好ましく、３０ｐｐｍ以下であることがより好ましく、１５ｐｐｍ以下である
ことがさらに好ましく、１０ｐｐｍ以下であることがさらにより好ましく、５ｐｐｍ以下
であることがさらにより好ましく、３ｐｐｍ以下であることが特に好ましい。プロトカテ
ク酸の濃度が高いとポリマー着色が大きくなる。また低濃度とするためには過度な精製処
理が必要となる一方で、ポリマー着色の改善効果は小さく非効率的である。
　本発明の製造方法で得られるコハク酸に対するウビトン酸濃度は３００ｐｐｍ以下であ
ることが好ましく、１５０ｐｐｍ以下であることがより好ましく、１００ｐｐｍ以下であ
ることがさらに好ましく、３０ｐｐｍ以下であることがさらにより好ましく、１０ｐｐｍ
以下であることが特に好ましい。ウビトン酸の濃度が高いとポリマー着色が大きくなる。
また低濃度とするためには過度な精製処理が必要となる一方で、ポリマー着色の改善効果
は小さく非効率的である。
　なお、コハク酸以外の有機酸を製造する場合においても、本発明の製造方法で得られる
目的有機酸に対するプロトカテク酸の濃度は８０ｐｐｍ以下であることが好ましく、３０
ｐｐｍ以下であることがより好ましく、１５ｐｐｍ以下であることがさらに好ましく、１
０ｐｐｍ以下であることがさらにより好ましく、５ｐｐｍ以下であることがさらにより好
ましく、３ｐｐｍ以下であることが特に好ましい。また本発明の製造方法で得られる目的
有機酸に対するウビトン酸の濃度は３００ｐｐｍ以下であることが好ましく、１５０ｐｐ
ｍ以下であることがより好ましく、１００ｐｐｍ以下であることがさらに好ましく、３０
ｐｐｍ以下であることがさらにより好ましく、１０ｐｐｍ以下であることが特に好ましい
。
【００９７】
　また、本発明で製造されるコハク酸は、通常、可視光領域での吸収の少ない、着色の少
ないものであることが好ましく、コハク酸の黄色度（ＹＩ値）は、その上限が、通常５０
以下、好ましくは３０以下、より好ましくは２０以下、さらに好ましくは１０以下、さら
により好ましくは６以下、特に好ましくは４以下であり、一方、その下限は、特には限定
されないが、通常－１０以上、好ましくは、－５以上、より好ましくは、―１以上である
。高いＹＩ値を示すコハク酸は、ポリマー原料として使用すると製造するポリマーの着色
が著しくなる欠点を有する。一方、低いＹＩ値を示すコハク酸は、より好ましい形態では
あるが、その製造に極めて高額の設備投資を要する他、多大な製造時間を要するなど経済
的に不利な点である。本発明において、ＹＩ値は、ＪＩＳ　Ｋ７１０５に基づく方法で測
定される値である。
【００９８】
　本発明の製造方法で得られるコハク酸等の有機酸には、バイオマス資源由来、発酵処理
ならびに酸による中和工程を含む精製処理に起因して不純物として窒素元素が含まれてく
る場合がある。具体的には、アミノ酸、たんぱく質、アンモニウム塩、尿素、発酵菌由来
等の窒素元素が含まれてくる場合がある。
　本発明の製造方法で得られるコハク酸等の有機酸中に含まれる窒素原子含有量は、有機
酸中に、原子換算として、上限は通常２０００ｐｐｍ以下、好ましくは、１０００ｐｐｍ
以下、より好ましくは１００ｐｐｍ以下、最も好ましくは２０ｐｐｍ以下である。下限は
通常、０．０１ｐｐｍ以上、好ましくは０．０５ｐｐｍ以上、精製工程の経済性の理由か
らより好ましくは０．１ｐｐｍ以上、更に好ましくは１ｐｐｍ以上である。
【００９９】
　窒素原子含有量は、元素分析法等の公知の方法や、アミノ酸分析計を用い、生体アミノ
酸分離条件にて試料中のアミノ酸やアンモニアを分離し、これらをニンヒドリン発色させ
て検出する方法により測定される値である。
　窒素原子含有量が上記の範囲にあるコハク酸は、ポリエステル原料として用いた場合、
得られるポリエステルの着色の減少に有利になる。また、ポリエステルの重合反応の遅延
化を抑制する効果も併せ持つ。
　また、本発明の製造方法で得られるコハク酸等の有機酸には、酸による中和工程を含む
精製処理等により硫黄原子が含まれてくる場合がある。具体的に、硫黄原子が含有される
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不純物としては、硫酸、硫酸塩、亜硫酸、有機スルホン酸、有機スルホン酸塩等が挙げら
れる。
　本発明の製造方法で得られるコハク酸等の有機酸中に含まれる硫黄原子含有量は特に制
限されないが、多すぎるとポリエステル原料として用いた場合に重合反応の遅延化や生成
ポリマーの一部ゲル化そして生成ポリマーの安定性の低下などが引き起こされる傾向があ
り、一方で少なすぎると精製工程が煩雑となるため、ジカルボン酸中に、原子換算として
、上限は通常１００ｐｐｍ以下、好ましくは２０ｐｐｍ以下、より好ましくは１０ｐｐｍ
以下、特に好ましくは５ｐｐｍ以下、最も好ましくは０．５ｐｐｍ以下である。一方、下
限は通常０．００１ｐｐｍ以上、好ましくは０．０１ｐｐｍ以上、より好ましくは０．０
５ｐｐｍ以上、特に好ましくは０．１ｐｐｍ以上である。硫黄原子含有量は、公知の元素
分析法により測定される値である。
【０１００】
　本発明の製造方法で得られるコハク酸等の有機酸には、アルカリ金属元素が含まれてく
る場合がある。脂肪族ジカルボン酸中に含まれるアルカリ金属の含有量は、多すぎるとポ
リマー原料として用いた場合に熱安定性や耐加水分解性を低減させるばかりでなく、重合
中に重度の重合阻害を引き起こし、実用上十分な力学特性を有する高重合度のポリマーが
得られない場合があるため、通常、５０ｐｐｍ以下、好ましくは３０ｐｐｍ以下、より好
ましくは１０ｐｐｍ以下で、その中でも５ｐｐｍ以下が特に好ましい。
【０１０１】
 ＜ポリマーの製造方法＞
　さらに、本発明においては、上記の方法によりコハク酸などの有機酸を製造した後に、
得られた有機酸を原料として重合反応を行うことにより有機酸含有ポリマーを製造するこ
とができる。近年、環境に配慮した工業製品が数を増す中、植物由来の原料を用いたポリ
マーに注目が集まってきている。特に、本発明において製造されるコハク酸は、ジカルボ
ン酸成分、好ましくは脂肪族ジカルボン酸を原料として使用する公知のポリマー、例えば
ポリエステル、ポリアミド、ポリウレタン等のポリマーに加工されて用いることができる
。コハク酸単位含有ポリマーとして具体的には、ブタンジオールやエチレングリコールな
どのジオールとコハク酸を重合させて得られるポリエステル、ヘキサメチレンジアミンな
どのジアミンとコハク酸を重合させて得られるポリアミドなどが挙げられる。
【０１０２】
　以下、ポリマーの製造方法の一例としてポリエステルの製造方法を説明する。
　＜ポリエステルの製造方法＞
　本発明におけるポリエステルの製造方法としては、従来の公知の方法が使用でき、例え
ば、上記のコハク酸を含む脂肪族ジカルボン酸成分とジオール成分とのエステル化反応及
び／又はエステル交換反応を行った後、減圧下での重縮合反応を行うといった溶融重合の
一般的な方法や、有機溶媒を用いた公知の溶液加熱脱水縮合方法によっても製造すること
ができるが、経済性ならびに製造工程の簡略性の観点から、無溶媒下で行う溶融重合でポ
リエステルを製造する方法が好ましい。
【０１０３】
　＜ジカルボン酸成分＞
　ジカルボン酸成分としては、前記の有機酸の製造方法によって得られたコハク酸を含め
ば限定されず、化石資源から誘導された脂肪族及び／又は芳香族ジカルボン酸を含んでも
良いが、前記の有機酸の製造方法によって得られたコハク酸が好ましい。
【０１０４】
　＜ジオール成分＞
　ジオール成分としては特には限定されないが、脂肪族ジオールが好ましい。
　脂肪族ジオールとは、２個のＯＨ基を有する脂肪族及び脂環式化合物であれば特に制限
はされないが、炭素数の下限値が２以上であり、上限値が通常１０以下、好ましくは６以
下の脂肪族ジオールが挙げられる。
【０１０５】
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　脂肪族ジオールの具体例としては、例えば、エチレングリコール、１，３－プロピレン
グリコ－ル、ネオペンチルグリコール、１，６－ヘキサメチレングリコール、デカメチレ
ングリコール、１，４－ブタンジオール及び１，４－シクロヘキサンジメタノール等が挙
げられる。これらは、単独でも２種以上の混合物として使用してもよい。
　この内、エチレングリコール、１，４－ブタンジオール、１，３－プロピレングリコ－
ル及び１，４－シクロヘキサンジメタノ－ルが好ましく、その中でも、エチレングリコー
ル及び１，４－ブタンジオ－ル、及びこれらの混合物が好ましく、更には、１，４－ブタ
ンジオ－ルを主成分とするもの、または、１，４－ブタンジオ－ルが特に好ましい。ここ
でいう主成分とは、該成分が全ジオール単位に対して、通常５０モル％以上、好ましくは
６０モル％以上、より好ましくは７０モル％以上、特に好ましくは９０モル％以上である
ことを示す。
【０１０６】
　また、両末端ヒドロキシポリエーテルを上記の脂肪族ジオールと混合して使用してもよ
い。両末端ヒドロキシポリエーテルとしては、炭素数は下限値が通常４以上、好ましくは
１０以上であり、上限値が通常１０００以下、好ましくは２００以下、更に好ましくは１
００以下である。
　両末端ヒドロキシポリエーテルの具体例としては、例えば、ジエチレングリコール、ト
リエチレングリコール、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリテト
ラメチレングリコール、ポリ１，３－プロパンジオール及びポリ１，６－ヘキサメチレン
グリコール等が挙げられる。また、ポリエチレングリコールとポリプロピレングリコール
との共重合ポリエーテル等を使用することもできる。これらの両末端ヒドロキシポリエー
テルの使用量は、ポリエステル中の含量として、通常９０重量％以下、好ましくは５０重
量％以下、より好ましくは３０重量％以下に計算される量である。
【０１０７】
　＜その他の共重合成分＞
　本発明においては、ポリエステルの製造において上記のジオール成分とジカルボン酸成
分に加えて、共重合成分を加えてもよい。
　共重合成分の具体的な例としては、２官能のオキシカルボン酸、不飽和ジカルボン酸、
架橋構造を形成するために３官能以上の多価アルコール及び３官能以上の多価カルボン酸
またはその無水物および３官能以上のオキシカルボン酸からなる群から選ばれる少なくと
も１種の多官能化合物が挙げられる。これらの共重合成分を添加するとポリエステル製造
時の重合速度を著しく向上する効果が発現する。これらの共重合成分の中では、高重合度
のポリエステルが容易に製造できる傾向があるためオキシカルボン酸が好適に使用される
。
【０１０８】
　２官能のオキシカルボン酸としては、具体的には、乳酸、グリコール酸、ヒドロキシ酪
酸、ヒドロキシカプロン酸、２－ヒドロキシ－３，３－ジメチル酪酸、２－ヒドロキシ－
３－メチル酪酸、２－ヒドロキシイソカプロン酸等が挙げられるが、これらはオキシカル
ボン酸のエステルやラクトン、或いはオキシカルボン酸重合体等の誘導体であっても良い
。また、これらオキシカルボン酸は単独でも、二種以上の混合物として使用することもで
きる。これらに光学異性体が存在する場合には、Ｄ体、Ｌ体、またはラセミ体のいずれで
もよく、形態としては固体、液体、または水溶液であってもよい。これらの中では、入手
の容易な乳酸またはグリコール酸が特に好ましい。形態は、３０～９５％の水溶液のもの
が容易に入手することができるので好ましい。この場合、オキシカルボン酸の使用量は、
通常、原料モノマーに対して下限が通常、０．０２モル％以上、好ましくは０．５モル％
以上、より好ましくは１．０モル％以上であり、上限が、通常３０モル％以下、好ましく
は２０モル％以下、より好ましくは１０モル％以下である。
【０１０９】
　不飽和ジカルボン酸としては、イタコン酸、アコニット酸、フマル酸やマレイン酸等が
挙げられ、単独でも、二種以上の混合物として使用することもできる。不飽和ジカルボン
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酸の使用量は、ゲルの発生原因となるため、ポリエステルを構成する全単量体単位に対し
て、通常、５モル％以下、好ましくは、０．５モル％以下、より好ましくは０．０５モル
％以下である。
【０１１０】
　３官能以上の多価アルコールとしては、具体的には、グリセリン、トリメチロールプロ
パン、ペンタエリスリトール等が挙げられ、単独でも、二種以上の混合物として使用する
こともできる。
　３官能以上の多価カルボン酸またはその無水物としては、具体的には、プロパントリカ
ルボン酸、無水ピロメリット酸、ベンゾフェノンテトラカルボン酸無水物、シクロペンタ
テトラカルボン酸無水物等が挙げられ、単独でも、二種以上の混合物として使用すること
もできる。
【０１１１】
　３官能以上のオキシカルボン酸としては、具体的には、リンゴ酸、ヒドロキシグルタル
酸、ヒドロキシメチルグルタル酸、酒石酸、クエン酸、ヒドロキシイソフタル酸、ヒドロ
キシテレフタル酸等が挙げられ、単独でも、二種以上の混合物として使用することもでき
る。特に、入手のし易さから、リンゴ酸、酒石酸、クエン酸が好ましい。
　上記の３官能以上の化合物の使用量は、ゲルの発生原因となるため、ポリエステルを構
成する全単量体単位に対して、通常、５モル％以下、好ましくは、０．５モル％以下、よ
り好ましくは０．２モル％以下である。
【０１１２】
　温度、時間、圧力などの条件は、従来公知の範囲を採用できる。
　コハク酸を含む脂肪族ジカルボン酸成分とジオール成分とのエステル化反応及び／又は
エステル交換反応の反応温度は、下限が通常１５０℃以上、好ましくは１８０℃以上、上
限が通常２６０℃以下、好ましくは２５０℃以下である。反応雰囲気は、通常、窒素、ア
ルゴン等の不活性ガス雰囲気下である。反応圧力は、通常、常圧～１０ｋＰａであるが、
常圧が好ましい。
【０１１３】
　反応時間は、通常１時間以上であり、上限が通常１０時間以下、好ましくは、４時間以
下である。
　その後の重縮合反応は、重合製造時の圧力が高すぎるとポリエステルの重合製造時間が
長くなり、それに伴いポリエステルの熱分解による分子量低下や着色が引き起こされ、実
用上充分な特性を示すポリエステルを製造が難しくなる傾向があり、一方で、超高真空重
合設備を用いて製造する手法は重合速度を向上させる観点からは好ましい態様であるが、
極めて高額な設備投資が必要なばかりでなく、それでも未だポリエステルの重合製造時間
が長くなる傾向があり、それに伴うポリエステルの熱分解による分子量低下や着色が懸念
されるため、下限は通常０．０１×１０3Ｐａ以上、好ましくは０．０１×１０3Ｐａ以上
、上限は通常１．４×１０3Ｐａ以下、好ましくは０．４×１０3Ｐａ以下の真空度下とし
て行う。
【０１１４】
　反応温度は、低すぎると重合反応速度が極めて遅くなり、高重合度のポリエステル製造
に長時間を要するばかりでなく、高動力の撹拌機も必要となる為、経済的に不利であり、
一方で、高すぎると重合速度は向上するが同時に製造時のポリマーの熱分解が引き起こさ
れ、結果的に高重合度のポリエステルの製造が難しくなるため、下限は通常１５０℃以上
、好ましくは１８０℃以上であり、上限は通常２８０℃以下、好ましくは２６０℃以下の
範囲である。
【０１１５】
　反応時間は、短すぎると反応が不充分で低重合度のポリエステルが得られ、引張り破断
伸び率が低く、また、そのカルボキシル基末端量が多いこともあり、引張り破断伸び率の
劣化も著しくなる場合が多く、一方で、長すぎるとポリエステルの熱分解による分子量低
下が顕著となり、引張り破断伸び率が低下するばかりでなく、ポリマーの耐久性に影響を
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与えるカルボキシル基末端量が熱分解により増加する場合があるため、下限は通常２時間
以上であり、上限が通常１５時間以下、好ましくは８時間以下、より好ましくは６時間以
下である。
【０１１６】
　本発明において、目的とする重合度のポリエステルを得るためのジオール成分と脂肪族
ジカルボン酸成分とのモル比は、その目的や原料の種類により好ましい範囲は異なるが、
酸成分１モルに対するジオール成分の量が、下限が通常０．８モル以上、好ましくは、０
．９モル以上であり、上限が通常３．０モル以下、好ましくは２．７モル以下、特に好ま
しくは２．５モル以下である。
【０１１７】
　また、本発明において重縮合反応は、重合触媒の存在下に行うのが好ましい。重合触媒
の添加時期は、重縮合反応以前であれば特に限定されず、原料仕込み時に添加しておいて
もよく、減圧開始時に添加してもよい。
　重合触媒としては、一般には、周期表で、水素、炭素を除く第１族～第１４族金属元素
を含む化合物が挙げられる。具体的には、チタン、ジルコニウム、錫、アンチモン、セリ
ウム、ゲルマニウム、亜鉛、コバルト、マンガン、鉄、アルミニウム、マグネシウム、カ
ルシウム、ストロンチウム、ナトリウム及びカリウムからなる群から選ばれた、少なくと
も１種以上の金属を含むカルボン酸塩、アルコキシ塩、有機スルホン酸塩又はβ－ジケト
ナート塩等の有機基を含む化合物、更には前記した金属の酸化物、ハロゲン化物等の無機
化合物及びそれらの混合物が挙げられる。これらの触媒成分は、上記の理由からバイオマ
ス資源から誘導されるポリエステル原料中に含まれる場合がある。その場合は、特に原料
の精製を行わず、そのまま金属を含む原料として使用してもよい。しかしながら、製造す
るポリエステルによってはポリエステル原料中に含まれるナトリウムやカリウム等の１族
金属元素の含有量が少ない程、高重合度のポリエステルが製造しやすい場合がある。その
様な場合には１族金属元素が実質含まれない程度まで精製された原料が好適に使用される
。
【０１１８】
　これらの中では、チタン、ジルコニウム、ゲルマニウム、亜鉛、アルミニウム、マグネ
シウム及びカルシウムを含む金属化合物、並びにそれらの混合物が好ましく、その中でも
、特に、チタン化合物、ジルコニウム化合物及びゲルマニウム化合物が好ましい。また、
触媒は、重合時に溶融或いは溶解した状態であると重合速度が高くなる理由から、重合時
に液状であるか、エステル低重合体やポリエステルに溶解する化合物が好ましい。
　チタン化合物としては、テトラアルキルチタネートが好ましく、具体的には、テトラ－
ｎ－プロピルチタネート、テトライソプロピルチタネート、テトラ－ｎ－ブチルチタネー
ト、テトラ－ｔ－ブチルチタネート、テトラフェニルチタネート、テトラシクロヘキシル
チタネート、テトラベンジルチタネート及びこれらの混合チタネートが挙げられる。また
、チタン（オキシ）アセチルアセトネート、チタンテトラアセチルアセトネート、チタン
（ジイソプロキシド）アセチルアセトネート、チタンビス（アンモニウムラクテイト）ジ
ヒドロキシド、チタンビス（エチルアセトアセテート）ジイソプロポキシド、チタン（ト
リエタノールアミネート）イソプロポキシド、ポリヒドロキシチタンステアレート、チタ
ンラクテート、チタントリエタノールアミネート、ブチルチタネートダイマー等も好適に
用いられる。更には、酸化チタンや、チタンと珪素を含む複合酸化物も好適に用いられる
。
　これらの中では、テトラ－ｎ－プロピルチタネート、テトライソプロピルチタネート及
びテトラ－ｎ－ブチルチタネート、チタン（オキシ）アセチルアセトネート、チタンテト
ラアセチルアセトネート、チタンビス（アンモニウムラクテイト）ジヒドロキシド、ポリ
ヒドロキシチタンステアレート、チタンラクテート、ブチルチタネートダイマー、酸化チ
タン、チタニア／シリカ複合酸化物が好ましく、テトラ－ｎ－ブチルチタネート、チタン
（オキシ）アセチルアセトネート、チタンテトラアセチルアセトネート、ポリヒドロキシ
チタンステアレート、チタンラクテート、ブチルチタネートダイマー、チタニア／シリカ
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複合酸化物がより好ましく、特に、テトラ－ｎ－ブチルチタネート、ポリヒドロキシチタ
ンステアレート、チタン（オキシ）アセチルアセトネート、チタンテトラアセチルアセト
ネート、チタニア／シリカ複合酸化物が好ましい。
【０１１９】
　ジルコニウム化合物としては、具体的には、ジルコニウムテトラアセテイト、ジルコニ
ウムアセテイトヒドロキシド、ジルコニウムトリス（ブトキシ）ステアレート、ジルコニ
ルジアセテイト、シュウ酸ジルコニウム、シュウ酸ジルコニル、シュウ酸ジルコニウムカ
リウム、ポリヒドロキシジルコニウムステアレート、ジルコニウムエトキシド、ジルコニ
ウムテトラ－ｎ－プロポキシド、ジルコニウムテトライソプロポキシド、ジルコニウムテ
トラ－ｎ－ブトキシド、ジルコニウムテトラ－ｔ－ブトキシド、ジルコニウムトリブトキ
シアセチルアセトネートならびにそれらの混合物が例示される。更には、酸化ジルコニウ
ムや、例えばジルコニウムと珪素を含む複合酸化物も好適に使用される。これらの中では
、ジルコニルジアセテイト、ジルコニウムトリス（ブトキシ）ステアレート、ジルコニウ
ムテトラアセテイト、ジルコニウムアセテイトヒドロキシド、シュウ酸ジルコニウムアン
モニウム、シュウ酸ジルコニウムカリウム、ポリヒドロキシジルコニウムステアレート、
ジルコニウムテトラ－ｎ－プロポキシド、ジルコニウムテトライソプロポキシド、ジルコ
ニウムテトラ－ｎ－ブトキシド、ジルコニウムテトラ－ｔ－ブトキシドが好ましく、ジル
コニルジアセテイト、ジルコニウムテトラアセテイト、ジルコニウムアセテイトヒドロキ
シド、ジルコニウムトリス（ブトキシ）ステアレート、シュウ酸ジルコニウムアンモニウ
ム、ジルコニウムテトラ－ｎ－プロポキシド、ジルコニウムテトラ－ｎ－ブトキシドがよ
り好ましく、特にジルコニウムトリス（ブトキシ）ステアレートが着色のない高重合度の
ポリエステルが容易に得られる理由から好ましい。
【０１２０】
　ゲルマニウム化合物としては、具体的には、酸化ゲルマニウムや塩化ゲルマニウム等の
無機ゲルマニウム化合物、テトラアルコキシゲルマニウムなどの有機ゲルマニウム化合物
が挙げられる。価格や入手の容易さなどから、酸化ゲルマニウム、テトラエトキシゲルマ
ニウム及びテトラブトキシゲルマニウムなどが好ましく、特に、酸化ゲルマニウムが好ま
しい。
【０１２１】
　これらの重合触媒として金属化合物を用いる場合の触媒使用量は、触媒量が多すぎると
経済的に不利であるばかりでなくポリマーの熱安定性が低くなるのに対し、逆に少なすぎ
ると重合活性が低くなり、それに伴いポリマー製造中にポリマーの分解が誘発されやすく
なるため、生成するポリエステルに対する金属量として、下限値が通常５ｐｐｍ以上、好
ましくは１０ｐｐｍ以上であり、上限値が通常３００００ｐｐｍ以下、好ましくは１００
０ｐｐｍ以下、より好ましくは２５０ｐｐｍ以下、特に好ましくは１３０ｐｐｍ以下であ
る。
【０１２２】
　＜ポリエステル及びその用途＞
　本発明の方法で製造されたポリエステルは、通常、ポリマーの熱安定性に著しく悪影響
を与えるカルボン酸末端量が少ない特徴があるため、熱安定性に優れ、成形時の品質の低
下が少ない、即ち、溶融成形時に末端基の切断や、主鎖の切断等の副反応が少ないという
特徴を有する。従って、本発明において製造される好ましいポリエステルの末端ＣＯＯＨ
基数は、ポリエステルの重合度にもよるが、通常、１００当量／トン（以下、ｅｑ／トン
と記載することがある）以下、好ましくは６０ｅｑ／トン以下、より好ましくは４０ｅｑ
／トン以下、特に好ましくは３０ｅｑ／トン以下である。一方、カルボキシル基末端量が
極端に少なくなると、重合速度が極めて遅くなり、高重合度のポリマーが製造できない。
そのような理由から、ポリエステルの末端ＣＯＯＨ基数の下限は、通常、０．１ｅｑ／ト
ン以上、より好ましくは１ｅｑ／トンである。
【０１２３】
　本発明で製造されるポリエステルは、通常、着色の少ないポリエステルであることが好
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ましく、ポリエステルの黄色度（ＹＩ値）は、その上限が、通常、５０以下、好ましくは
３０以下、より好ましくは２０以下、更に好ましくは１５以下、特に好ましくは１０以下
であり、一方、その下限は、特には限定されないが、通常－２０以上、好ましくは、－１
０以上、より好ましくは、―５以上、特に好ましくは－３以上、最も好ましくはー１以上
である。高いＹＩ値を示すポリエステルは、フィルムやシート等の使用用途が制限される
欠点を有する。一方、低いＹＩ値を示すポリエステルは、より好ましい形態ではあるが、
このようなポリマーを製造するには製造プロセスが煩雑で極めて高額の設備投資を要する
など経済的に不利な点がある。本発明において、ＹＩ値は、ＪＩＳ　Ｋ７１０５に基づく
方法で測定される値である。
　本発明で製造されるポリエステルの還元粘度（ηｓｐ／Ｃ）値は、実用上十分な力学特
性が得られる理由から、０．５以上であり、中でも１．６以上が好ましく、更には、２．
０以上がより好ましく、特に２．３以上が好ましい。還元粘度（ηｓｐ／Ｃ）値の上限は
、ポリエステルの重合反応後の抜き出し易さならびに成形のし易さ等の操作性の観点から
、通常、６．０以下、好ましくは５．０以下、更に好ましくは４．０以下である。
【０１２４】
　本発明でいう還元粘度は以下の測定条件により測定されたものである。
　〔還元粘度（ηｓｐ／Ｃ）測定条件〕
　　粘度管：ウベローデ粘度管
　　測定温度：３０℃
　　溶媒：フェノール／テトラクロロエタン（１：１重量比）溶液
　　ポリエステル濃度：０．５ｇ／ｄｌ
　ポリエステルの特性が損なわれない範囲において、本発明のポリエステルの製造方法の
途中で反応系に、又は得られたポリエステルに、各種の添加剤、例えば熱安定剤、酸化防
止剤、結晶核剤、難燃剤、帯電防止剤、離型剤及び紫外線吸収剤等を重合時に添加しても
よい。
【０１２５】
　また、成形時に上に示した各種の添加剤の他に、ガラス繊維、炭素繊維、チタンウィス
カー、マイカ、タルク、ＣａＣＯ3、ＴｉＯ2、シリカ等の強化剤及び増量剤を添加して成
形することもできる。
　本発明の製造方法により得られるポリエステルは、耐熱性、色調に優れ、更に耐加水分
解性や生分解性にも優れ、しかも安価に製造できるので、各種のフィルム用途や射出成形
品の用途に適している。
【０１２６】
　本発明の製造方法で得られるポリエステルを成形して得ることができる。その成形方法
は、通常の方法を採用することができる。得られる成形品を、用途とともに以下に示す。
　具体的な用途としては、射出成型品（例えば、生鮮食品のトレーやファーストフードの
容器、野外レジャー製品など）、押出成型品（フィルム、シート等、例えば釣り糸、漁網
、植生ネット、保水シートなど）、中空成型品（ボトル等）等が挙げられ、更にその他農
業用のフィルム、コーティング資材、肥料用コーティング材、ラミネートフィルム、板、
延伸シート、モノフィラメント、マルチフィラメント、不織布、フラットヤーン、ステー
プル、捲縮繊維、筋付きテープ、スプリットヤーン、複合繊維、ブローボトル、発泡体、
ショッピングバッグ、ゴミ袋、コンポスト袋、化粧品容器、洗剤容器、漂白剤容器、ロー
プ、結束材、手術糸、衛生用カバーストック材、保冷箱、クッション材フィルム及び合成
紙などに利用可能である。
【実施例】
【０１２７】
　以下に、実施例を挙げて本発明を更に詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例によ
り制限されるものではない。
【０１２８】
＜有機酸の定量方法＞
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　有機酸の量は、以下の条件でのＨＰＬＣによる定量分析で測定した。
　カラム；信和化工（株）製　ＵＬＴＲＯＮ　ＰＳ－８０Ｈ（８．０ｍｍＩ．Ｄ．×　３
００ｍｍ）
　溶離液：水（過塩素酸）（過塩素酸６０％水溶液１．８ｍｌ／１Ｌ－Ｈ2Ｏ）、温度：
６０℃
　検出：ＲＩ、ＵＶ（２１０ｎｍ）
【０１２９】
＜アンモニウムイオンの定量方法＞
　アンモニウムイオンの量は、以下の条件でのイオンクロマトグラフィ－による定量分析
で測定した。
　カラム；ＧＬ－ＩＣ－Ｃ７５（４．６ｍｍＩ．Ｄ　×　１５０ｍｍ）
　溶離液；３．５ｍｍｏｌ／Ｌ　硫酸
　カラム温度：４０℃
【０１３０】
＜芳香族カルボン酸の定量方法＞
　実験例１乃至３については、以下の条件でのＨＰＬＣによる定量分析で測定した。実施
例２及び比較例２での測定は、有機酸の定量方法と同様の条件で測定した。
 カラム；野村化学（株）製　Ｄｅｖｅｌｏｓｉｌ　Ｃ３０－ＵＧ（３μｍ，４．６ｍｍ
Ｉ．Ｄ．×１００ｍｍ）
　溶離液：０．０２％ギ酸水溶液　１．０ｍＬ／分　温度：４０℃
　検出器：ＵＶ（２８０ｎｍ）
【０１３１】
＜ポリマーの評価方法＞
・黄色度（以下、ＹＩと略記することがある）
　得られたポリエステルのＹＩをＪＩＳ　Ｋ７１０５の方法に基づいて日本電色工業株式
会社製　Ｃｏｌｏｒ　ｍｅｔｅｒ　ＺＥ－６０００を用いて、セルにポリマーのチップを
入れて、反射法により４回測定し、その平均値をＹＩとした。
・還元粘度
　ポリエステルを濃度０．５ｇ／ｄＬとなるようにフェノール／テトラクロロエタン（１
／１（質量比）混合液）に溶解し、溶液が３０℃の恒温槽中で粘度管を落下する時間ｔ（
ｓｅｃ）を測定した。また溶媒のみの落下する時間ｔ0（ｓｅｃ）を測定し３０℃での還
元粘度ηsp／Ｃ（＝（ｔ－ｔ0）／ｔ0・Ｃ）を算出した（Ｃは溶液の濃度）。
・末端カルボキシル基量
　得られたポリエステルをベンジルアルコールに溶解し、０．１Ｎ　ＮａＯＨにて滴定し
、ポリエステル１×１０6ｇあたりの酸末端当量の値を末端カルボキシル基量とした。
【０１３２】
＜実施例１＞
［ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ΔＱｓｕＢ／ＰＣ－４／ΔＬＤＨの作製］
（ＱｓｕＢ破壊株の作製）
（Ａ）ＭＪ２３３株ゲノムＤＮＡの抽出
種培養培地［尿素　２ｇ、（ＮＨ4）2ＳＯ4　７ｇ、ＫＨ2ＰＯ4　０．５ｇ、Ｋ2ＨＰＯ4

　０．５ｇ、ＭｇＳＯ4・７Ｈ2Ｏ　０．５ｇ、ＦｅＳＯ4・７Ｈ2Ｏ　６ｍｇ、ＭｎＳＯ4

・４－５Ｈ2Ｏ　６ｍｇ、ビオチン　２００μｇ、チアミン　１００μｇ、イーストエキ
ストラクト　１ｇ、カザミノ酸　１ｇ、グルコース　２０ｇ、蒸留水１Ｌに溶解］１０ｍ
Ｌに、ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ－２３３株を対数増殖期後期まで培養し、遠心
分離（１００００ｇ、５分）により菌体を集めた。得られた菌体を１０ｍｇ／ｍＬの濃度
にリゾチームを含む１０ｍＭ　ＮａＣｌ／２０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ８．０）／１ｍＭ
　ＥＤＴＡ・２Ｎａ溶液０．１５ｍＬに懸濁した。次に、上記懸濁液にプロテイナーゼ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
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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（５，０００Ｇ、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（１５，０００Ｇ、２分）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・２Ｎａ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。
【０１３３】
（Ｂ）ＱｓｕＢ破壊用プラスミドの構築
ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３株由来ｑｓｕＢ遺伝子の内部配列を欠失したＤ
ＮＡ断片の取得は、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
いるコリネバクテリウム・グルタミカムＡＴＣＣ１３０３２株の該遺伝子周辺の配列（Ｇ
ｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．　ＢＡ００００３６）を基に設計した合成Ｄ
ＮＡ（配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４）を用いたクロスオーバーＰＣ
Ｒによって行った。ｑｓｕＢ遺伝子の５'末端側領域のＤＮＡ断片は配列番号１と配列番
号２、３'末端側領域のＤＮＡ断片は配列番号３と配列番号４の合成ＤＮＡをそれぞれプ
ライマーとしてＰＣＲを行った。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）０．５μＬ、１倍濃度添付バッファー、０．４μＭ　各々
プライマー、１ｍＭ　ＭｇＳＯ4、０．２μＭ　ｄＮＴＰｓを混合し、全量を５０μＬと
した。反応温度条件：ＤＮＡサーマルサイクラー　ＰＴＣ－２００（ＭＪＲｅｓｅａｒｃ
ｈ社製）を用い、９４℃で１５秒、５５℃で３０秒、６８℃で４５秒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２分、最終サイクルの６８℃
での保温は３分とした。次に得られた二つの増幅産物を鋳型として配列番号１及び配列番
号４の合成ＤＮＡをプライマーとしてＰＣＲを行った。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）０．５μＬ、１倍濃度添付バッファ
ー、０．４μＭ　各々プライマー、１ｍＭ　ＭｇＳＯ4、０．２μＭ　ｄＮＴＰｓを混合
し、全量を５０μＬとした。反応温度条件：ＤＮＡサーマルサイクラー　ＰＴＣ－２００
（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ社製）を用い、９４℃で１５秒、５５℃で３０秒、６８℃で１分
２０秒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２
分、最終サイクルの６８℃での保温は３分とした。得られたｑｓｕＢ遺伝子の内部配列が
欠失したＤＮＡ断片はＣｈａｒｇｅＳｗｉｔｃｈ　ＰＣＲ　Ｃｌｅａｎ－Ｕｐ　Ｋｉｔ（
インビトロジェン社製）を用いて精製後、制限酵素ＸｈｏＩ及びＳａｃＩで切断した。こ
れによって生じた約１．２ｋｂのＤＮＡ断片は０．９％アガロース（ＳｅａＫｅｍ　ＧＴ
Ｇ　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で検出し、Ｚｙｍｏｃｌｅａｎ　Ｇｅｌ　ＤＮＡ
　Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　Ｋｉｔ（Ｚｙｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ社製）を用いてゲルから回収
した。このＤＮＡ断片を、ｐＫＭＢ１（特開２００５－９５１６９）を制限酵素ＸｈｏＩ
及びＳａｃＩで切断して調製したＤＮＡと混合し、ライゲーションキットｖｅｒ．２（タ
カラバイオ製）を用いて連結した。得られたプラスミドＤＮＡで大腸菌（ＤＨ５α株）を
形質転換し、５０μｇ／ｍＬカナマシン及び５０μｇ／ｍＬＸ－Ｇａｌを含むＬＢ寒天培
地に塗抹した。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ＸｈｏＩ及
びＳａｃＩで切断することにより約１．２ｋｂの挿入断片が認められ、これをｐＱｓｕＢ
１と命名した。ｐＱｓｕＢ１の構築過程を図３に示した。
【０１３４】
（Ｃ）ＱｓｕＢ破壊株の作製
ＱｓｕＢ破壊株作製の供試菌株は、後述する参考例１で作製したブレビバクテリウム・フ
ラバムＭＪ２３３／ＰＣ－４／ΔＬＤＨを用いた。ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２
３３／ＰＣ－４／ΔＬＤＨに対して、形質転換に用いるプラスミドＤＮＡは上記（Ｂ）で
構築したｐＱｓｕＢ１を用いて形質転換した大腸菌ＭＪ１１０株から調製した。ブレビバ



(36) JP 6032198 B2 2016.11.24

10

20

30

40

50

クテリウム・フラバムＭＪ２３３／ＰＣ－４／ΔＬＤＨの形質転換は電気パルス法（Ｖｅ
ｒｔeｓ　ＡＡ，　Ｉｎｕｉ　Ｍ，　Ｋｏｂａｙａｓｈｉ　Ｍ，　Ｋｕｒｕｓｕ　Ｙ，　
Ｙｕｋａｗａ　Ｈ，　Ｒｅｓ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，　１９９３，　Ｖｏｌ．１４４
（３），　ｐ１８１－１８５）によって行い、得られた形質転換体を５０μｇ／ｍＬカナ
マイシンを含むＬＢＧ寒天培地［トリプトン１０ｇ、イーストエキストラクト５ｇ、Ｎａ
Ｃｌ５ｇ、グルコース２０ｇ、及び寒天１５ｇを蒸留水１Ｌに溶解］に塗抹した。この培
地上に生育した株は、ｐＱｓｕＢ１がブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３株菌体内
で複製不可能なプラスミドであるため、該プラスミドのｑｓｕＢ遺伝子とブレビバクテリ
ウム・フラバムＭＪ－２３３株ゲノム上の同遺伝子との間で相同組み換えを起こした結果
、同ゲノム上に該プラスミドに由来するカナマイシン耐性遺伝子が挿入されているはずで
ある。この様にして得られたカナマイシン耐性株がそのゲノム上に存在するｑｓｕＢ遺伝
子とプラスミドｐＱｓｕＢ１に存在する該遺伝子との間で相同組み換えを起こしたもので
あるか否かの確認は、配列番号１及び配列番号５、配列番号４及び配列番号６の合成ＤＮ
Ａをプライマーとして用いたコロニーＰＣＲにより行った。鋳型ＤＮＡは、コロニーを５
０μＬの滅菌水に懸濁した後、５分間煮沸処理した上清とした。反応液組成：鋳型ＤＮＡ
１μＬ、Ｅｘ－ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ（タカラバイオ社製）０．２μＬ、１倍濃度添
付バッファー、０．２μＭ　各々プライマー、０．２μＭ　ｄＮＴＰｓを混合し、全量を
２０μＬとした。反応温度条件：ＤＮＡサーマルサイクラー　ＰＴＣ－２００（ＭＪＲｅ
ｓｅａｒｃｈ社製）を用い、９８℃で１０秒、５５℃で２０秒、７２℃で２分からなるサ
イクルを３５回繰り返した。但し、１サイクル目の９５℃での保温は２分、最終サイクル
の７２℃での保温は５分とした。上記方法にてカナマイシン耐性菌株を分析した結果、配
列番号１及び配列番号５の組み合わせでは１，２５６ｂｐ、配列番号４及び配列番号６の
組み合わせでは１，８６６ｂｐのＰＣＲ増幅産物を得る株を選抜し、これをブレビバクテ
リウム・フラバムＭＪ２３３／ΔＱｓｕＢ／ＰＣ－４／ΔＬＤＨと命名した。
【０１３５】
（ＱｓｕＢ破壊株の合成培地における増殖評価）
　ＭＭ培地（尿素：４ｇ、硫酸アンモニウム：１４ｇ、リン酸１カリウム：０．５ｇ、リ
ン酸２カリウム０．５ｇ、硫酸マグネシウム・７水和物：０．５ｇ、硫酸第一鉄・７水和
物：２０ｍｇ、硫酸マンガン・水和物：２０ｍｇ、Ｄ－ビオチン：２００μｇ、塩酸チア
ミン：２００μｇ、蒸留水１Ｌに溶解）１００ｍＬを５００ｍＬの三角フラスコに入れ、
１２０℃、２０分加熱滅菌した。これを室温まで冷やし、あらかじめ滅菌した５０％グル
コース水溶液を６ｍＬ、無菌濾過した５％カナマイシン水溶液を５０μＬ添加し、ブレビ
バクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ΔＱｓｕＢ／ＰＣ－４／ΔＬＤＨをＯＤ660の吸光
度が１．０となるように接種し、１６０ｒｐｍ、３０℃にて培養した。培養開始後、１．
５、３．１、５．０、７．０、９．０、１１．０、２３．５時間でＯＤ660の吸光度を測
定した。測定結果を表１に示す。
【０１３６】
＜参考例１＞
［ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ＰＣ－４／ΔＬＤＨ株の作製］
　（ピルビン酸カルボキシラーゼ（ＰＣ）増強株の作製）
　（Ａ）ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３株ゲノムＤＮＡの抽出
　Ａ培地［尿素　２ｇ、（ＮＨ4）2ＳＯ4　７ｇ、ＫＨ2ＰＯ4　０．５ｇ、Ｋ2ＨＰＯ4　
０．５ｇ、ＭｇＳＯ4・７Ｈ2Ｏ　０．５ｇ、ＦｅＳＯ4・７Ｈ2Ｏ　６ｍｇ、ＭｎＳＯ4・
４－５Ｈ2Ｏ６ｍｇ、ビオチン　２００μｇ、チアミン　１００μｇ、イーストエキスト
ラクト　１ｇ、カザミノ酸　１ｇ、グルコース　２０ｇ、蒸留水１Ｌに溶解］１０ｍＬに
、ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３株を対数増殖期後期まで培養し、遠心分離（
１００００ｇ、５分）により菌体を集めた。得られた菌体を１０ｍｇ／ｍＬの濃度にリゾ
チームを含む１０ｍＭ　ＮａＣｌ／２０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ８．０）／１ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ・２Ｎａ溶液０．１５ｍＬに懸濁した。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
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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（５，０００Ｇ、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（１５，０００Ｇ、２分）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・２Ｎａ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。
【０１３７】
　（Ｂ）ＰＣ遺伝子プロモーター置換用プラスミドの構築
　ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３株由来ピルベートカルボキシラーゼ遺伝子の
Ｎ末端領域のＤＮＡ断片の取得は、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コリネバクテリウム・グルタミカム　ＡＴＣＣ１３０３２株の該遺伝
子の配列（ＧｅｎＢａｎｋ　Ｄａｔａｂａｓｅ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＢＡ０００
０３６のＣｇｌ０６８９）を基に設計した合成ＤＮＡ（配列番号１９および配列番号２０
）を用いたＰＣＲによって行った。尚、配列番号１９のＤＮＡは５'末端がリン酸化され
たものを用いた。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、１ｍ
Ｍ　ＭｇＳＯ4、０．２５μＭｄＮＴＰｓを混合し、全量を２０μＬとした。反応温度条
件：ＤＮＡサーマルサイクラー　ＰＴＣ－２００（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ社製）を用い、
９４℃で２０秒、６０℃で２０秒、７２℃で１分らなるサイクルを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、最終サイクルの７２℃での保温は４分
とした。増幅産物の確認は、０．７５％アガロース（ＳｅａＫｅｍ　ＧＴＧ　ａｇａｒｏ
ｓｅ：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行い、約０．９ｋｂの断片を検出した。ゲルからの目的Ｄ
ＮＡ断片の回収は、ＱＩＡＱｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＱＩＡ
ＧＥＮ製）を用いて行い、これをＰＣ遺伝子Ｎ末端断片とした。
【０１３８】
　一方、ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３株由来で構成的に高発現するＴＺ４プ
ロモーター断片はプラスミドｐＭＪＰＣ１（特開２００５－９５１６９）を鋳型とし、配
列番号２１および配列番号２２に記載の合成ＤＮＡを用いたＰＣＲにより調製した。尚、
配列番号２２のＤＮＡは５'末端がリン酸化されたものを用いた。反応液組成：鋳型ＤＮ
Ａ１μＬ、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、１ｍＭ　ＭｇＳＯ4、０．２５μＭｄＮＴ
Ｐｓを混合し、全量を２０μＬとした。反応温度条件：ＤＮＡサーマルサイクラー　ＰＴ
Ｃ－２００（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ社製）を用い、９４℃で２０秒、６０℃で２０秒、７
２℃で３０秒分らなるサイクルを２５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、最終サイクルの７２℃での保温は３分とした。増幅産物の確認は、１．
０％アガロース（ＳｅａＫｅｍ　ＧＴＧ　ａｇａｒｏｓｅ：ＦＭＣＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔ
ｓ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行い
、約０．５ｋｂの断片を検出した。ゲルからの目的ＤＮＡ断片の回収は、ＱＩＡＱｕｉｃ
ｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ製）を用いて行い、これをＴ
Ｚ４プロモーター断片とした。
【０１３９】
　上記にて調製したＰＣ遺伝子Ｎ末端断片とＴＺ４プロモーター断片を混合し、ライゲー
ションキットｖｅｒ．２（宝酒造製）を用いて連結後、制限酵素ＰｓｔＩで切断し、１．
０％アガロース（ＳｅａＫｅｍ　ＧＴＧ　ａｇａｒｏｓｅ：ＦＭＣＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔ
ｓ製）ゲル電気泳動により分離し、約１．０ｋｂのＤＮＡ断片をＱＩＡＱｕｉｃｋ　Ｇｅ
ｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ製）を用いて回収し、これをＴＺ４プ
ロモーター：：ＰＣ遺伝子Ｎ末端断片とした。さらにこのＤＮＡ断片と大腸菌プラスミド
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ｐＨＳＧ２９９（宝酒造製）をＰｓｔＩで切断して調製したＤＮＡと混合し、ライゲーシ
ョンキットｖｅｒ．２（宝酒造製）を用いて連結した。得られたプラスミドＤＮＡで大腸
菌（ＤＨ５α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
　カナマシンおよび５０μｇ／ｍＬ　Ｘ－Ｇａｌを含むＬＢ寒天培地に塗抹した。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Ｄ
ＮＡを精製した。得られたプラスミドＤＮＡを制限酵素ＰｓｔＩで切断することにより、
約１．０ｋｂの挿入断片が認められ、これをｐＭＪＰＣ１７．１と命名した。
【０１４０】
　ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３株由来ピルベートカルボキシラーゼ遺伝子の
５'上流領域のＤＮＡ断片の取得は、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コリネバクテリウム・グルタミカム　ＡＴＣＣ１３０３２株の該遺
伝子の配列（ＧｅｎＢａｎｋ　Ｄａｔａｂａｓｅ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＢＡ００
００３６）を基に設計した合成ＤＮＡ（配列番号２３および配列番号２４）を用いたＰＣ
Ｒによって行った。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、
１ｍＭ　ＭｇＳＯ4、０．２５μＭｄＮＴＰｓを混合し、全量を２０μＬとした。反応温
度条件：ＤＮＡサーマルサイクラー　ＰＴＣ－２００（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ社製）を用
い、９４℃で２０秒、６０℃で２０秒、７２℃で３０秒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、最終サイクルの７２℃での保
温は５分とした。増幅産物の確認は、１．０％アガロース（ＳｅａＫｅｍ　ＧＴＧ　ａｇ
ａｒｏｓｅ：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行い、約０．７ｋｂの断片を検出した。ゲルからの
目的ＤＮＡ断片の回収は、ＱＩＡＱｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（
ＱＩＡＧＥＮ製）を用いて行った。回収したＤＮＡ断片は、Ｔ４　ポリヌクレオチドキナ
ーゼ（Ｔ４　Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｋｉｎａｓｅ：宝酒造製）により５′末端
をリン酸化した後、ライゲーションキットｖｅｒ．２（宝酒造製）を用いて大腸菌ベクタ
ーｐＵＣ１１９（宝酒造製）のＳｍａＩ部位に結合し、得られたプラスミドＤＮＡで大腸
菌（ＤＨ５α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
　アンピシリンおよび５０μｇ／ｍＬ　Ｘ－Ｇａｌを含むＬＢ寒天培地に塗抹した。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、配列番号２５および配列番号２４で示
した合成ＤＮＡをプライマーとしたＰＣＲ反応に供した。反応液組成：上記プラスミド１
ｎｇ、Ｅｘ－ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ（宝酒造社製）　０．２μＬ、１倍濃度添付バッ
ファー、０．２μＭ各々プライマー、０．２５μＭｄＮＴＰｓを混合し、全量を２０μＬ
とした。反応温度条件：ＤＮＡサーマルサイクラー　ＰＴＣ－２００（ＭＪＲｅｓｅａｒ
ｃｈ社製）を用い、９４℃で２０秒、６０℃で２０秒、７２℃で５０秒からなるサイクル
を２０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、最終サイクル
の７２℃での保温は５分とした。このようにして挿入ＤＮＡ断片の有無を確認した結果、
約０．７ｋｂの増幅産物を認めるプラスミドを選抜し、これをｐＭＪＰＣ５．１と命名し
た。
【０１４１】
　次に、上記ｐＭＪＰＣ１７．１およびｐＭＪＰＣ５．１をそれぞれ制限酵素ＸｂａＩで
切断後混合し、ライゲーションキットｖｅｒ．２（宝酒造製）を用いて連結した。これを
制限酵素ＳａｃＩおよび制限酵素ＳｐｈＩで切断したＤＮＡ断片を０．７５％アガロース
（ＳｅａＫｅｍ　ＧＴＧ　ａｇａｒｏｓｅ：ＦＭＣＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔｓ製）ゲル電気
泳動により分離し、約１．７５ｋｂのＤＮＡ断片をＱＩＡＱｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒ
ａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ製）を用いて回収した。このＰＣ遺伝子の５'上流
領域とＮ末端領域の間にＴＺ４プロモーターが挿入されたＤＮＡ断片を、ｓａｃＢ遺伝子
を含むプラスミドｐＫＭＢ１（特開２００５－９５１６９）をＳａｃＩおよびＳｐｈＩで
切断して調製したＤＮＡと混合し、ライゲーションキットｖｅｒ．２（宝酒造製）を用い
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て連結した。得られたプラスミドＤＮＡで大腸菌（ＤＨ５α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カナマシンおよび５０μｇ／ｍＬＸ－Ｇａ
ｌを含むＬＢ寒天培地に塗抹した。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ＳａｃＩおよびＳｐｈＩで切断することにより、約１．７５ｋｂの挿入断片が認
められ、これをｐＭＪＰＣ１７．２と命名した（図２）。
【０１４２】
（Ｃ）ＰＣ増強株の作製
　ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ΔＬＤＨ（ラクテートデヒドロゲナーゼ遺
伝子破壊株：特開２００５－９５１６９）の形質転換に用いるプラスミドＤＮＡは、ｐＭ
ＪＰＣ１７．２のプラスミドＤＮＡを用いて塩化カルシウム法（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，５３，１５９，１９７０）により形質転換した大
腸菌ＪＭ１１０株から再調製した。ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ΔＬＤＨ
株の形質転換は電気パルス法（Ｒｅｓ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．、Ｖｏｌ．１４４，　ｐ．
１８１－１８５，　１９９３）によって行い、得られた形質転換体をカナマイシン　２５
μｇ／ｍＬを含むＬＢＧ寒天培地［トリプトン１０ｇ、イーストエキストラクト５ｇ、Ｎ
ａＣｌ　５ｇ、グルコース　２０ｇ、及び寒天１５ｇを蒸留水１Ｌに溶解］に塗抹した。
この培地上に生育した株は、ｐＭＪＰＣ１７．２がブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２
３３株菌体内で複製不可能なプラスミドであるため、該プラスミドのＰＣ遺伝子とブレビ
バクテリウム・フラバムＭＪ２３３株ゲノム上の同遺伝子との間で相同組み換えを起こし
た結果、ゲノム上に該プラスミドに由来するカナマイシン耐性遺伝子およびｓａｃＢ遺伝
子が挿入されているはずである。次に、上記相同組み換え株をカナマイシン２５μｇ／ｍ
Ｌを含むＬＢＧ培地にて液体培養した。この培養液の菌体数約１００万相当分を１０％シ
ョ糖含有ＬＢＧ培地に塗抹にした。結果、２回目の相同組み換えによりｓａｃＢ遺伝子が
脱落しショ糖非感受性となったと考えられる株を数十個得た。この様にして得られた株の
中には、そのＰＣ遺伝子の上流にｐＭＪＰＣ１７．２に由来するＴＺ４プロモーターが挿
入されたものと野生型に戻ったものが含まれる。ＰＣ遺伝子がプロモーター置換型である
か野生型であるかの確認は、ＬＢＧ培地にて液体培養して得られた菌体を直接ＰＣＲ反応
に供し、ＰＣ遺伝子の検出を行うことによって容易に確認できる。ＴＺ４プロモーターお
よびＰＣ遺伝子をＰＣＲ増幅するためのプライマー（配列番号２６および配列番号２７）
を用いて分析すると、プロモーター置換型では６７８ｂｐのＤＮＡ断片を認めるはずであ
る。上記方法にてショ糖非感受性となった菌株を分析した結果、ＴＺ４プロモーターが挿
入された株を選抜し、該株をブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ＰＣ－４／ΔＬ
ＤＨと命名した。
【０１４３】
　（Ｄ）ピルベートカルボキシラーゼ酵素活性の測定
　上記（Ｃ）で得られた形質転換株ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ＰＣ－４
／ΔＬＤＨ株をグルコース２％を含むＡ培地１００ｍＬで終夜培養を行った。得られた菌
体を集菌後、５０ｍＭ　リン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．５）５０ｍＬで洗浄し、同組成
の緩衝液２０ｍＬに再度懸濁させた。懸濁液をＳＯＮＩＦＩＥＲ　３５０（ＢＲＡＮＳＯ
Ｎ製）で破砕し、遠心分離した上清を無細胞抽出液とした。得られた無細胞抽出液を用い
ピルベートカルボキシラーゼ活性を測定した。酵素活性の測定は１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ／
ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．５）、　０．１ｍｇ／１０ｍｌビオチン、５ｍＭ　塩化マグネシ
ウム、５０ｍＭ　炭酸水素ナトリウム、５ｍＭ　ピルビン酸ナトリウム　、５ｍＭ　アデ
ノシン３リン酸ナトリウム、０．３２　ｍＭ　ＮＡＤＨ、２０ｕｎｉｔｓ／１．５ｍｌリ
ンゴ酸デヒドロゲナーゼ（ＷＡＫＯ製、酵母由来）及び酵素を含む反応液中で２５℃で反
応させることにより行った。１Ｕは１分間に１μｍｏｌのＮＡＤＨの減少を触媒する酵素
量とした。ピルベートカルボキシラーゼの発現を強化した無細胞抽出液における比活性は
　０．１Ｕ／ｍｇ蛋白質であった。尚、親株であるＭＪ２３３／△ＬＤＨ株を同様に培養
した菌体では、本活性測定方法検出限界以下であった。
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【０１４４】
＜比較例１＞
（合成培地における増殖評価）
　使用する菌株をブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ΔＱｓｕＢ／ＰＣ－４／Δ
ＬＤＨの代わりに、ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ＰＣ－４／ΔＬＤＨを培
養した以外、実施例１と同様に行った。ただし、培養時のカナマイシン添加は行わなかっ
た。実施例１と同様に、培養開始後、１．５、３．１、５．０、７．０、９．０、１１．
０、２３．５時間でＯＤ660の吸光度を測定した。測定結果を表１に示す。
【０１４５】
【表１】

【０１４６】
　表１に示された結果より、ｑｓｕＢ遺伝子の破壊によって合成培地における増殖は悪化
しないことが確認された。
【０１４７】
＜実施例２＞
（ＱｓｕＢ破壊株によるコハク酸の製造）
Ａ培地（尿素：４ｇ、硫酸アンモニウム：１４ｇ、リン酸１カリウム：０．５ｇ、リン酸
２カリウム０．５ｇ、硫酸マグネシウム・７水和物：０．５ｇ、硫酸第一鉄・７水和物：
２０ｍｇ、硫酸マンガン・水和物：２０ｍｇ、Ｄ－ビオチン：２００μｇ、塩酸チアミン
：２００μｇ、酵母エキス：１ｇ、カザミノ酸：１ｇ、蒸留水１Ｌに溶解）１００ｍＬを
５００ｍＬの三角フラスコに入れ、１２０℃、２０分加熱滅菌した。これを室温まで冷や
し、あらかじめ滅菌した５０％グルコース水溶液を８ｍＬ、無菌濾過した５％カナマイシ
ン水溶液を５０μＬ添加し、実施例１で作成したＱｓｕＢ破壊株（ブレビバクテリウム・
フラバムＭＪ２３３／ΔＱｓｕＢ／ＰＣ－４／ΔＬＤＨ）をＯＤ660の吸光度が１．０と
なるように接種して３０℃にて培養した。
【０１４８】
　培養を開始してから１２時間後に炭酸水素アンモニウムを３．１６ｇ添加し、三角フラ
スコの口をパラフィルムで密閉して１２時間反応させた。反応後、１０，０００Ｇ、５分
の遠心分離によって菌体を取り除き、その上清の有機酸濃度を上記記載の測定方法で分析
した結果、反応後培養液中のコハク酸生成量当たりのプロトカテク酸生成量は、１２ｐｐ
ｍであった。反応後培養液中のコハク酸濃度は、１４．３　ｇ／Ｌであった。
【０１４９】
＜比較例２＞
　実施例１で作製したＱｓｕＢ破壊株（ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ΔＱ
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ｓｕＢ／ＰＣ－４／ΔＬＤＨ）の代わりに、参考例１で作製したピルビン酸カルボキシラ
ーゼ（ＰＣ）増強株（ブレビバクテリウム・フラバムＭＪ２３３／ＰＣ－４／ΔＬＤＨ）
を用いた以外、実施例２と同様に株の評価を行った。ただし、培養時のカナマイシン添加
は行わなかった。
　実施例２と同様の測定方法で培養液中の有機酸濃度を分析した結果、反応後培養液中の
コハク酸生成量当たりのプロトカテク酸生成量が５６４ｐｐｍであった。反応後培養液中
のコハク酸濃度は、１４．５　ｇ／Ｌであった。
【０１５０】
　これらの結果より、ｑｓｕＢ遺伝子の破壊によってプロトカテク酸の副生量が顕著に低
減することが確認された。
【０１５１】
［実験例１］
［比較例２で得られたコハク酸を用いたポリマー製造のモデル実験］
（コハク酸を含む溶液Ａの調製）
　食品添加物グレードのコハク酸（川崎化成製）およびプロトカテク酸（和光純薬工業株
式会社製）を８０℃温水に溶解し、コハク酸濃度３５重量%、プロトカテク酸濃度１９７
ｐｐｍ（対コハク酸５６４ｐｐｍ）の溶液Ａを作製した。
【０１５２】
（晶析）
　このように調製したコハク酸を含む溶液Ａをコハク酸水溶液供給槽に貯蔵し、プログラ
ム付循環恒温槽でジャケット温度を８０℃に制御した晶析槽内へ、液位が所定の位置にな
るよう原液供給ポンプで晶析槽に供給した。液位が所定の位置になった後、パドル翼を５
００回転／分で攪拌し、晶析槽のジャケットへ供給している温水を約１時間かけ２０℃ま
で下げ、晶析槽内の温度を２０℃まで冷却した。２０℃に到達後、温度を維持しながらさ
らに１時間攪拌を続けた。
　その後、晶析槽内の温度を２０℃に維持できるようジャケットに通液する冷水温度を制
御しながら、コハク酸を含む溶液Ａを２５０ｍｌ／分で連続的に供給するとともに、約１
５分に一回の頻度で晶析槽内のコハク酸スラリー容積がほぼ一定となるように固体コハク
酸含有スラリーをスラリー抜出槽へ間欠的に抜き出した。抜き出したコハク酸含有スラリ
ーは真空ろ過し、その都度コハク酸ウェットケーキと晶析母液に分離した。
　この連続晶析操作を２４時間継続し、連続晶析操作開始後6時間目以降に得られたコハ
ク酸ウェットケーキを回収した。回収したコハク酸ウェットケーキは、ウェットケーキに
対して５重量倍の１０℃の冷水で懸濁洗浄した後、当該スラリーを真空ろ過しコハク酸ウ
ェットケーキを得た。得られたウェットケーキを８０℃で真空乾燥し、コハク酸を回収し
た。
【０１５３】
　このようにして得られたコハク酸を、コハク酸濃度３５重量%となるように８０℃温水
に溶解し、再び上記晶析操作により、７時間連続晶析を行い、連続晶析操作の６時間目か
ら７時間目までの間に得られたコハク酸ウェットケーキをウェットケーキに対して５重量
倍の１０℃の冷水で懸濁洗浄した後、当該スラリーを真空ろ過しコハク酸ウェットケーキ
を得た。こうして得られたウェットケーキを８０℃で真空乾燥し、コハク酸５５ｇを回収
した。得られたコハク酸中の芳香族カルボン酸を定量したところ、プロトカテク酸が３．
６ｐｐｍ含まれていた。
【０１５４】
（ポリマー製造）
　攪拌装置、窒素導入口、加熱装置、温度計及び減圧用排気口を備えた反応容器に、原料
として前記晶析操作により得られたコハク酸１００重量部、三菱化学社製工業グレードの
１，４－ブタンジオール９９．２重量部、リンゴ酸０．３８重量部（コハク酸に対して総
リンゴ酸量０．３３ｍｏl％）を仕込み、窒素－減圧置換によって系内を窒素雰囲気下に
した。次に、系内を撹拌しながら１時間かけて２３０℃まで昇温し、この温度で１時間反
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応させた。この反応液に、以下の方法で作製した触媒溶液を、原料使用量から理論的に計
算されるポリエステルあたり、チタン原子として５０ｐｐｍとなる量添加した。
【０１５５】
　撹拌装置付き５００ｃｍ3のガラス製ナス型フラスコに酢酸マグネシウム・４水和物を
６２．０ｇ入れ、更に２５０ｇの無水エタノール（純度９９重量％以上）を加えた。更に
エチルアシッドホスフェート（モノエステル体とジエステル体の混合重量比は４５：５５
）を３５．８ｇ加え、２３℃で撹拌を行った。１５分後に酢酸マグネシウムが完全に溶解
したことを確認後、テトラ－ｎ－ブチルチタネートを７５．０ｇ添加した。更に１０分間
撹拌を継続し、均一混合溶液を得た。この混合溶液を、１０００ｃｍ３のナス型フラスコ
に移し、６０℃のオイルバス中でエバポレーターによって減圧下で濃縮を行った。１時間
後に殆どのエタノールが留去され、半透明の粘稠な液体が残った。オイルバスの温度を更
に８０℃まで上昇させ、５Ｔｏｒｒの減圧下で更に濃縮を行った。粘稠な液体は表面から
粉体状へと徐々に変化し、２時間後には完全に粉体化した。その後、窒素を用いて常圧に
戻し、室温まで冷却し、淡黄色粉体１０８ｇを得た。得られた触媒の金属元素分析値は、
チタン原子含有量が１０．３重量％、マグネシウム原子含有量が６．８重量％、リン原子
含有量が７．８重量％であり、モル比としては、Ｔ／Ｐ＝０．７７，Ｍ／Ｐ＝１．０であ
った。更に、この粉体状の触媒を１，４－ブタンジオールに溶解させ、チタン原子として
３４、０００ｐｐｍとなるように調製した。
【０１５６】
　触媒溶液を添加後、反応容器内の温度を２５０℃まで徐々に昇温し、同時に２時間かけ
て０．０６×１０3Ｐａになるように減圧し、更に同減圧度で２．５時間反応を行い、ポ
リエステルを製造した。このポリエステルを、前記ポリマーの評価方法に従って評価した
ところ、ＹＩは１０、還元粘度（ηｓｐ／ｃ）は２．３、末端カルボキシル基量は２４当
量／トンであった。
【０１５７】
［実験例２］
［実施例２で得られたコハク酸を用いたポリマー製造のモデル実験（１）］
（コハク酸を含む溶液Ｂの調製、晶析およびポリマー製造）
　食品添加物グレードのコハク酸（川崎化成製）およびプロトカテク酸（和光純薬工業株
式会社製）を８０℃温水に溶解し、コハク酸濃度３５重量、プロトカテク酸濃度４．２ｐ
ｐｍ（対コハク酸１２ｐｐｍ）の溶液Ｂを作製した。
　上記コハク酸を含む溶液Ｂを用いた以外は実験例１と同様にして晶析操作を行い、コハ
ク酸５４ｇを回収した。得られたコハク酸中の芳香族カルボン酸を定量したところ、プロ
トカテク酸が０．１ｐｐｍ含まれていた。
　得られたコハク酸を用いて、実験例１と同様にしてポリエステルを製造し、このポリエ
ステルを、前記ポリマーの評価方法に従って評価したところ、ＹＩは５、還元粘度（ηｓ
ｐ／ｃ）は２．３、末端カルボキシル基量は２４当量／トンであった。
【０１５８】
［実験例３］
［実施例２で得られたコハク酸を用いたポリマー製造のモデル実験（２）］
（コハク酸を含む溶液Ｂを用いた晶析およびポリマー製造）
　上記コハク酸を含む溶液Ｂをコハク酸水溶液供給槽に貯蔵し、実験例１と同様にして連
続晶析操作を２４時間継続し、連続晶析操作開始後６時間目以降に得られたコハク酸ウェ
ットケーキを回収した。回収したコハク酸ウェットケーキは、ウェットケーキに対して５
重量倍の１０℃の冷水で懸濁洗浄した後、当該スラリーを真空ろ過しコハク酸ウェットケ
ーキを得た。得られたウェットケーキを８０℃で真空乾燥し、コハク酸を回収した。得ら
れたコハク酸中の芳香族カルボン酸を定量したところ、プロトカテク酸が、１ｐｐｍ含ま
れていた。
　得られたコハク酸を用いて、実験例１と同様にしてポリエステルを製造し、このポリエ
ステルを、前記ポリマーの評価方法に従って評価したところ、ＹＩは６、還元粘度（ηｓ
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ｐ／ｃ）は２．３、末端カルボキシル基量は２４当量／トンであった。
【０１５９】
［実験例４］
（コハク酸を含む溶液Ｃの調製、晶析およびポリマー製造）
　食品添加物グレードのコハク酸（川崎化成製）およびコハク酸ジアンモニウム（和光純
薬工業株式会社製）を８０℃温水に溶解し、コハク酸濃度３５重量%、アンモニウムイオ
ン濃度１７５ｐｐｍ（対コハク酸５０００ｐｐｍの溶液Ｃを作製した。
　上記コハク酸を含む溶液Ｃを用いた以外は実験例１と同様にして晶析操作を行い、コハ
ク酸６０ｇを回収した。得られたコハク酸中のアンモニウムイオン量を定量したところ、
検出限界（０．１ｐｐｍ）以下であった。
　得られたコハク酸を用いて、実験例１と同様にしてポリエステルを製造し、このポリエ
ステルを、前記ポリマーの評価方法に従って評価したところ、ＹＩは５、還元粘度（ηｓ
ｐ／ｃ）は２．３、末端カルボキシル基量は２４当量／トンであった。
【０１６０】
　実験例１～実験例４により、本発明のポリマーの製造方法によればポリマーの着色が低
減できることがわかる。
【０１６１】
［実験例５］
　下記文献の方法を参考に、ウビトン酸を合成した。すなわちアンモニアのエタノール溶
液（2mol）10mlを100ml三口フラスコ内のおさめ、N2下でマグネチックスターラで攪拌し
ながら、室温でピルビン酸0.91g（0.01mol）を滴下した。やや発熱し、数分後に白色沈殿
が析出した。その後、白色沈殿をエタノールで洗浄した。
【０１６２】
参考文献
１．J.Org.Chem., 50、1688(1985)
２．Biochimie,54，115(1972)
３．Vegetable Physiology and Agriculture
４．J.Org.Chem., 47、1148(1982)
【０１６３】
【化１】

【０１６４】
　コハク酸として食品添加物グレードのコハク酸（川崎化成製）を用い、プロトカテク酸
（和光純薬工業株式会社製）または上記の方法で製造したウビトン酸を、表２に記載した
量含有させた以外は、上記実験例１と同様にしてポリエステルを製造した。得られたポリ
エステルのＹＩ値を、前記ポリマーの評価方法に従い測定した。測定の結果を下記表２に
示す。
【０１６５】
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【表２】

【０１６６】
　以上の結果から、芳香族カルボン酸の一種であるプロトカテク酸及びウビトン酸がポリ
マーの着色原因物質の一つであることが判る。
【産業上の利用可能性】
【０１６７】
　一般的にコハク酸は石油化学由来の原料から製造され、多種多様な用途に使用されてい
るが、このような用途に対してバイオ資源から誘導されたコハク酸も同様に好ましく使用
することができる。例えば、１，４－ブタンジオール、２－ピロリジン、スクシンイミド
、無水マレイン酸、イタコン酸、アスパルギン酸、マレイン酸、フマル酸、ヒドロキシス
クシンイミド、マレイミド、４－アミノ酪酸、γ－アミノ酪酸、テトラヒドロフラン、ア
クリル酸、コハク酸ジメチルやコハク酸ジエチル等のコハク酸エステル、ピリロリドン若
しくはＮ－メチルピロリドン等の原料として、ポリエステル、ポリウレタン若しくはポリ
アミド等のポリマー化合物や製品等の原料として、酸味料、調味料、醸造薬品若しくは加
工食品添加剤等の食品添加剤として、発泡浴成分として、植物成長抑制剤、除草剤、抗菌
剤、殺虫剤若しくは蚊誘引剤等の医薬品及び農薬の合成原料及び成分として、口腔洗浄剤
や化粧品等の原料及び成分として、写真や印刷等に使用される製品の原料及び成分として
、高温溶接剤やアルマイト処理表面接着剤等、接着剤及びシーラント原料及び成分として
、粉末ニッケル製造、鉄鋼研磨浴、金属加工洗浄溶媒若しくは金属シンタリング用バイン
ダー等の金属加工用の原料及び成分として、ハンダ若しくは溶接用フラックスの原料及び
成分として、多孔質酸化チタン製造、ベーマイト製造、光触媒コーティング剤もしくは多
孔質セラミック製造等のセラミックや無機化合物等の製造助剤の原料及び成分として、洗
剤等の原料及び成分として、漂白剤等の原料及び成分として、染色助剤等の原料及び成分
として、電解質溶媒及びメッキ浴液等の原料及び成分として、脱臭剤若しくは空気洗浄剤
等の原料及び成分として、生体吸収性縫合糸等の生体吸収性化合物原料として、繊維製品
の処理やソフトナー等の原料及び成分として、溶剤若しくは溶媒等の原料及び成分として
、水溶性塗料溶剤の原料及び成分として、生分解性樹脂等の原料及び成分として、無臭シ
ーラント等、シーラント原料及び成分として、鉄鋼製品、銅製品若しくは合金製品に対す
るコーティング・凍結防止・金属加工・過塩素酸用鉛・ボイラー水処理用等の防食剤等の
原料及び成分として、合成潤滑剤、耐熱性プラスチック用潤滑剤若しくは電気接点用潤滑
剤等の潤滑剤の合成原料及び成分として、樹脂若しくは高分子材料等の溶媒除去洗浄剤等
の原料及び成分として、繊維工業若しくはドライクリーニング等に使用される製品の原料
及び成分として、インク用溶剤、脱インキ剤、自動車用トップコート剤、絶縁塗料、粉体
塗料、三次元印刷用インク、光硬化型塗料、光硬化インク組成物、ナノ粒子インク、イン
クジェット用インク、印刷スクリーン洗浄、有機半導体溶液、カラーフィルタ製造用イン
ク、トナー、キナクドン顔料製造、スクシニルコハク酸製造、染料中間体等、顔料、染料
若しくはインク等の原料及び成分として、含酸素型ディーゼル燃料等の原料及び成分とし
て、セメント混和剤及び処理剤等の原料及び成分として、エンジン浄化剤等の原料及び成
分として、石油精製溶剤等の原料及び成分として、プロパント組成物若しくは析出フィル
ターケーキ除去等の石油及び天然ガス採掘助剤等の原料及び成分として、天然ガス脱水溶
媒等の天然ガス生産に係る製品の原料及び成分として、低ダスト性コンクリート床材若し



(45) JP 6032198 B2 2016.11.24

10

20

くはアスファルト舗装剤等の建材の原料及び成分として、インク用溶剤や脱インク剤等の
原料及び成分として、使用できる。
【０１６８】
配列表の説明
配列番号１（プライマーの塩基配列）
配列番号２（プライマーの塩基配列）
配列番号３（プライマーの塩基配列）
配列番号４（プライマーの塩基配列）
配列番号５（プライマーの塩基配列）
配列番号６（プライマーの塩基配列）
配列番号７、８（ａｒｏＦ遺伝子の塩基配列とコードされるアミノ酸配列）
配列番号９，１０（ａｒｏＧ遺伝子の塩基配列とコードされるアミノ酸配列）
配列番号１１，１２（ａｒｏＢ遺伝子の塩基配列とコードされるアミノ酸配列）
配列番号１３，１４（ｑｓｕＣ遺伝子の塩基配列とコードされるアミノ酸配列）
配列番号１５，１６（ｑｓｕＢ遺伝子の塩基配列とコードされるアミノ酸配列）
配列番号１７，１８（ｑｓｕＤ遺伝子の塩基配列とコードされるアミノ酸配列）
配列番号１９（ｐＭＪＰＣ１７．２構築用プライマーの塩基配列）
配列番号２０（ｐＭＪＰＣ１７．２構築用プライマーの塩基配列）
配列番号２１（ｐＭＪＰＣ１７．２構築用プライマーの塩基配列）
配列番号２２（ｐＭＪＰＣ１７．２構築用プライマーの塩基配列）
配列番号２３（ｐＭＪＰＣ１７．２構築用プライマーの塩基配列）
配列番号２４（ｐＭＪＰＣ１７．２構築用プライマーの塩基配列）
配列番号２５（ｐＭＪＰＣ１７．２構築用プライマーの塩基配列）
配列番号２６（ｐＭＪＰＣ１７．２構築用プライマーの塩基配列）
配列番号２７（ｐＭＪＰＣ１７．２構築用プライマーの塩基配列）
【図１】 【図２】
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