
(57)【要約】
　【課題】　反芻動物の飼料効率を向上させ、亜硝酸中毒を予防するルーメンにおけるメ
タン生成抑制剤の提供。
　【解決手段】　有効成分として微生物由来の亜硝酸還元酵素を含み、ルーメン中の亜硝
酸還元活性を向上させることを特徴とする反芻動物用のメタン生成抑制剤。
　【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 有 効 成 分 と し て 微 生 物 由 来 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を 含 み 、 ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 向
上 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動 物 用 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 亜 硝 酸 還 元 酵 素 が 微 生 物 菌 体 あ る い は 微 生 物 菌 体 培 養 液 と し て 提 供 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
　 上 記 微 生 物 が 微 生 物 細 胞 内 で の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 が 上 昇 す る よ う に 改 変 さ れ た こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 微 生 物 が 腸 内 細 菌 、 コ リ ネ 型 細 菌 、 枯 草 菌 、 メ チ ロ フ ィ ラ ス 属 細 菌 、 放 線 菌 、 ル ー
メ ン 微 生 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 一 種 又 は 二 種 以 上 の 微 生 物 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
　 上 記 亜 硝 酸 還 元 酵 素 が 下 記 （ Ａ ） 又 は （ Ｂ ） に 記 載 の タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 ：
（ Ａ ） そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ ～ ２ ０ 又 は ２ ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ
ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 一 種 又 は 二 種 以 上 の タ ン パ ク 質 、 又 は
（ Ｂ ） そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ ～ ２ ０ 又 は ２ ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １
～ ３ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 亜 硝
酸 還 元 酵 素 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 一 種 又 は 二 種 以 上 の タ ン パ ク
質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 微 生 物 が 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 が 増 強 さ れ た こ と を 特 徴 と す
る 微 生 物 で あ る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
　 上 記 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 細 菌 、 コ リ ネ 型 細 菌 、 バ チ
ル ス 属 細 菌 由 来 の 遺 伝 子 で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 下 記 （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ で あ る
請 求 項 ６ に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 ：
（ ａ ） そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ９ 、 １ ３ 又 は ２ １ に 示 す 塩 基 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は
（ ｂ ） そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ９ 、 １ ３ 又 は ２ １ に 示 す 塩 基 配 列 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製 さ れ 得
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 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 を
有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 反
芻 動 物 用 飼 料 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の 飼 料 組 成 物 を 反 芻 動 物 に 投 与 す る こ と に よ る 反 芻 動 物 の 発 育 を 改 善 す
る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の 飼 料 組 成 物 を 反 芻 動 物 に 投 与 す る こ と に よ る 亜 硝 酸 中 毒 を 予 防 す る 方
法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 反 芻 動 物 用 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 お よ び 飼 料 用 組 成 物 に 関 し 、 詳 し く は 有 効 成 分
と し て 微 生 物 由 来 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動 物 用 メ タ ン 生 成 抑 制 剤
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並 び に 当 該 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動 物 用 飼 料 組 成 物 に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 反 芻 動 物 の ル ー メ ン か ら の メ タ ン 生 成 は 、 飼 料 の エ ネ ル ギ ー 利 用 効 率 の 損 失 と な る の み
で な く 、 地 球 温 暖 化 現 象 に 寄 与 す る 温 室 効 果 ガ ス で あ り 、 メ タ ン 生 成 を 減 ら す こ と は 極 め
て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ル ー メ ン 内 で は 他 種 多 様 の 微 生 物 に よ る 発 酵 が 行 わ れ て お り ， 種 々 の 代 謝 産 物 が 生 成 さ
れ る 。 メ タ ン も そ の １ つ で メ タ ン 生 成 細 菌 に よ り 生 成 す る と 考 え ら れ て い る 。 ル ー メ ン 内
メ タ ン 生 成 細 菌 は 水 素 資 化 菌 で 、 水 素 を 利 用 し て 二 酸 化 炭 素 を 還 元 し 、 メ タ ン を 生 成 す る
。 従 っ て 、 こ れ よ り 強 力 な 還 元 反 応 が 存 在 す れ ば 、 メ タ ン 生 成 は 阻 害 さ れ る 。 （ 特 許 文 献
１ お よ び ２ 等 ）
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ル ー メ ン 内 の メ タ ン 発 生 を 抑 制 す る 方 法 と し て は 、 反 芻 動 物 に モ ネ ン シ ン や ア イ ベ リ ン
と い っ た イ オ ノ フ ォ ア を 給 与 す る 方 法 が 知 ら れ て い る 。 一 方 、 ル ー メ ン で の 還 元 能 の 調 節
に 着 目 し た 方 法 と し て 、 シ ス テ イ ン を 給 与 す る 方 法 （ 特 許 文 献 ３ ） 、 フ マ ル 酸 を 給 与 す る
方 法 （ 特 許 文 献 ４ ） な ど が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 メ タ ン 発 生 は ル ー メ ン 内 で 硝 酸 塩 が 亜 硝
酸 塩 、 ヒ ド ロ キ シ ア ミ ン を 経 て ア ン モ ニ ア ま で 還 元 さ れ る 事 に よ り 低 減 さ れ る 事 が 知 ら れ
て い た が 、 ル ー メ ン で は 亜 硝 酸 還 元 活 性 が 律 速 で あ る こ と か ら （ 非 特 許 文 献 １ ） 、 メ タ ン
発 生 抑 制 の た め に は 亜 硝 酸 を 速 や か に 還 元 す る 事 が 必 要 で あ っ た 。 ま た 、 近 年 は 窒 素 肥 料
に よ る 牧 草 の 栽 培 に よ り 飼 料 中 の 硝 酸 含 有 量 が 高 く な っ て お り ル ー メ ン 内 に 亜 硝 酸 が 高 蓄
積 し や す い 事 も 問 題 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ル ー メ ン 内 に 蓄 積 す る 亜 硝 酸 は そ の 毒 性 か ら ル ー メ ン 微 生 物 の 活 性 低 下 や 動 物 に 亜 硝 酸
中 毒 を 引 き 起 こ す こ と も 知 ら れ て い る 。 硝 酸 の 還 元 に よ り ル ー メ ン の メ タ ン 発 生 を 抑 制 す
る 試 み と し て は 、 ル ー メ ン 微 生 物 の 混 合 培 養 系 に お い て 、 硝 酸 添 加 に よ り ル ー メ ン 常 在 の
硝 酸 還 元 能 微 生 物 の 数 を 増 加 さ せ る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。 (非 特 許 文 献 ２ )。 ま た 、
硝 酸 還 元 能 を 有 す る プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア シ ジ プ ロ ピ オ ニ シ （ Propionibacterium 
acidipropionici） を 含 む メ タ ン 生 成 抑 制 剤 、 乳 酸 菌 や 酵 母 等 、 羊 乳 由 来 の 微 生 物 を 含 む
メ タ ン 生 成 抑 制 剤 が 開 発 さ れ て い た が 、 （ 特 許 文 献 ５ お よ び １ ） 、 ル ー メ ン 内 の 亜 硝 酸 還
元 活 性 を 向 上 さ せ る メ タ ン 生 成 抑 制 剤 は 開 発 さ れ て お ら ず 、 反 芻 動 物 の ル ー メ ン 内 で 亜 硝
酸 還 元 活 性 を 強 化 し 、 亜 硝 酸 の 蓄 積 を 抑 制 し な が ら 硝 酸 塩 か ら の 一 連 の 還 元 能 を 増 強 し 、
反 芻 動 物 が 硝 酸 塩 を 摂 取 し て も 亜 硝 酸 中 毒 が 抑 制 さ れ 、 メ タ ン 生 成 も 低 減 す る 方 法 が 期 待
さ れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ れ ま で に エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 等 の 微 生 物 は 亜 硝 酸 還 元 酵 素 （ nirBD、 nrfABCDEFG、 非
特 許 文 献 ３ お よ び ４ ） を 有 し て い る こ と が 知 ら れ て い た が 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ や 亜 硝 酸
還 元 能 を 向 上 さ せ た 微 生 物 を 含 む 飼 料 用 組 成 物 は 開 発 さ れ て い な か っ た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ８ ８ ３ ０ １ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ３ ９ ８ ６ ０ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 ７ － ３ ２ ２ ８ ２ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 平 １ １ － ４ ６ ６ ９ ４ 号 公 報
【 特 許 文 献 ５ 】 米 国 特 許 第 ６ １ ２ ０ ８ １ ０ 号 明 細 書
【 非 特 許 文 献 １ 】 Iwamoto M.,Asanuma N.、 Anim Sci J 、 1972年 、 70 : 471-478
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Iwamoto M.,Asanuma N. and Hino T.、 Anaerobe、 2002年 、 8, 209-215
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Cole J.、 FEMS Microbiology Letters Volume 136, 1996年 2月 Issue 1
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Henian Wang and Robert P. Gunsalus、 Journal of Bacteriology, 200
0年 10月 、 p. 5813-5822, Vol. 182, No. 20
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 反 芻 動 物 の ル ー メ ン 内 の メ タ ン 生 成 を 抑 制 し 飼 料 効 率 を 向 上 す る
及 び ／ 又 は 亜 硝 酸 中 毒 を 予 防 す る メ タ ン 生 成 抑 制 剤 、 飼 料 組 成 物 並 び に こ れ を 反 芻 動 物 に
供 与 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 上 記 課 題 を 解 決 す る た め 鋭 意 研 究 を 行 っ た 結 果 、 反 芻 動 物 の ル ー メ ン 液 中
に 、 ま た は 経 口 で 、 微 生 物 由 来 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を 投 与 す る こ と に よ り 、 ル ー メ ン 中 で の
亜 硝 酸 還 元 活 性 が 向 上 し 、 メ タ ン 生 成 を 抑 制 す る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。 す
な わ ち 本 発 明 は 以 下 の 通 り で あ る 。
（ １ ） 有 効 成 分 と し て 微 生 物 由 来 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を 含 み 、 ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 還 元 活 性
を 向 上 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動 物 用 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
（ ２ ） 上 記 亜 硝 酸 還 元 酵 素 が 微 生 物 菌 体 あ る い は 微 生 物 菌 体 培 養 液 と し て 提 供 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 、 （ １ ） に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
（ ３ ） 上 記 微 生 物 が 微 生 物 細 胞 内 で の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 が 上 昇 す る よ う に 改 変 さ れ た こ
と を 特 徴 と す る （ １ ） 又 は （ ２ ） に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
（ ４ ） 上 記 微 生 物 が 腸 内 細 菌 、 コ リ ネ 型 細 菌 、 枯 草 菌 、 メ チ ロ フ ィ ラ ス 属 細 菌 、 放 線 菌 、
ル ー メ ン 微 生 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 一 種 又 は 二 種 以 上 の 微 生 物 で あ る （ １ ） ～ （ ３ ）
の い ず れ か に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
（ ５ ） 上 記 亜 硝 酸 還 元 酵 素 が 下 記 （ Ａ ） 又 は （ Ｂ ） に 記 載 の タ ン パ ク 質 で あ る （ １ ） ～ （
４ ） の い ず れ か に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 ：
（ Ａ ） そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ ～ ２ ０ 又 は ２ ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ
ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 一 種 又 は 二 種 以 上 の タ ン パ ク 質 、 又 は
（ Ｂ ） そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ ～ ２ ０ 又 は ２ ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １
～ ３ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 挿 入 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 亜 硝
酸 還 元 酵 素 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 一 種 又 は 二 種 以 上 の タ ン パ ク
質 。
（ ６ ） 上 記 微 生 物 が 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 が 増 強 さ れ た こ と を 特 徴
と す る 微 生 物 で あ る （ １ ） ～ （ ５ ） の い ず れ か に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
（ ７ ） 上 記 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 細 菌 、 コ リ ネ 型 細 菌 、
バ チ ル ス 属 細 菌 由 来 の 遺 伝 子 で あ る （ ６ ） に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 。
（ ８ ） 上 記 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 下 記 （ a） 又 は （ b） に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ で あ
る （ ６ ） に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 ：
（ ａ ） そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ９ 、 １ ３ 又 は ２ １ に 示 す 塩 基 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は
（ ｂ ） そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ９ 、 １ ３ 又 は ２ １ に 示 す 塩 基 配 列 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製 さ れ 得
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 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 を
有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ９ ） （ １ ） ～ （ ８ ） の い ず れ か に 記 載 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る
反 芻 動 物 用 飼 料 組 成 物 。
（ １ ０ ） （ ９ ） に 記 載 の 飼 料 組 成 物 を 反 芻 動 物 に 投 与 す る こ と に よ る 反 芻 動 物 の 発 育 を 改
善 す る 方 法 。
（ １ １ ） （ ９ ） に 記 載 の 飼 料 組 成 物 を 反 芻 動 物 に 投 与 す る こ と に よ る 亜 硝 酸 中 毒 を 予 防 す
る 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 に よ り 、 反 芻 動 物 の ル ー メ ン に お け る メ タ ン 生 成 は 有 意 に 抑
制 さ れ 、 飼 料 の エ ネ ル ギ ー 効 率 が 向 上 す る 。 ま た 、 温 室 効 果 ガ ス で あ る メ タ ン 生 成 を 減 ら
す こ と に よ っ て 地 球 温 暖 化 現 象 な ど の 環 境 問 題 へ も 貢 献 で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の メ タ ン
生 成 抑 制 剤 は 反 芻 動 物 の 亜 硝 酸 中 毒 を 予 防 す る た め に も 有 用 で あ る 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 は 、 有 効 成 分 と し て 微 生 物 由 来 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を 含 み 、 ル
ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 向 上 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 反 芻 動 物 用 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤
で あ る 。 ま た 、 本 発 明 に お け る 反 芻 動 物 と は 、 偶 蹄 目 反 芻 亜 目 に 属 す る 哺 乳 類 の こ と で あ
り 、 胃 が 三 ま た は 四 室 に 分 か れ 、 食 物 を 反 芻 す る も の の こ と を 指 す 。 例 え ば 、 ウ シ 、 ヒ ツ
ジ な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に お け る 亜 硝 酸 還 元 活 性 と は 、 亜 硝 酸 を 還 元 す る 活 性 を 意 味 し 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素
に よ っ て 触 媒 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 に お い て 「 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 向 上 さ せ る 」 と は 、 微 生
物 由 来 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を 含 む メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 ル ー メ ン 中 で
の 亜 硝 酸 還 元 活 性 が 投 与 し な い 場 合 と 比 べ て 向 上 す る こ と を 意 味 す る 。 投 与 し な い 場 合 に
比 べ て ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 が ア ン モ ニ ア に 還 元 さ れ て い れ ば よ い 。 亜 硝 酸 還 元 活 性 は 、 好
ま し く は 、 ル ー メ ン の 体 積 （ １ ｌ ） あ た り 1時 間 で ０ ． １ ｍ Ｍ ／ ｈ ／ ｌ 以 上 、 さ ら に 好 ま
し く は ０ ． ２ ｍ Ｍ ／ ｈ ／ ｌ 以 上 に 向 上 し て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 亜 硝 酸 還 元 酵 素 は 、 亜 硝 酸 が 還 元 さ れ る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 で あ る 。 本 発 明 に て 有 効 成
分 と し て 用 い ら れ る 亜 硝 酸 還 元 酵 素 は 、 本 来 ル ー メ ン 中 に 存 在 す る 微 生 物 由 来 も の で あ っ
て も 、 存 在 し な い 微 生 物 由 来 も の で あ っ て も よ く 、 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 有 し て お り 、 投 与 に
よ っ て 反 芻 動 物 の 消 化 系 に 共 生 す る 多 様 な 微 生 物 集 団 の 自 然 平 衡 に 重 大 な 損 害 を 与 え る も
の で な け れ ば ど の よ う な 微 生 物 由 来 の 酵 素 で も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 と し て は 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 細 菌 、 サ ル モ ネ ラ 属 細 菌 、 シ ゲ レ ラ
属 細 菌 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 属 細 菌 を 中 心 と す る 腸 内 細 菌 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ
カ ム （ Corynebacterium glutamicum） を 代 表 と す る コ リ ネ 型 細 菌 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス
(Bacillus subtilis)を 代 表 と す る 枯 草 菌 、 メ チ ロ フ ィ ラ ス 属 細 菌 、 ア ク ロ モ バ ク タ ー 属
お よ び シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、 プ ロ タ ミ ノ バ ク タ ー 属 及 び メ タ ノ モ ナ ス 属 、 メ チ ロ バ チ ル ス 属
（ 特 開 平 4-91793号 公 報 ） 、 バ チ ル ス 属 （ 特 開 平 3-505284号 公 報 ） な ど に 属 す る Ｃ １ 化 合
物 を 資 化 可 能 な 微 生 物 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ リ カ ラ ー (Streptomyces coelicolor)を
代 表 と す る 放 線 菌 、 パ イ ロ バ ク テ リ ム ・ ア エ ロ フ ィ ラ ム （ Pyrobaculum aerophilum） 、 セ
ラ モ ノ ナ ス ・ ル ミ ナ ン テ ィ ア ム （ Selenomonas ruminantium ） 、 ベ イ ロ ネ ラ ・ パ ル ビ ュ ー
ラ （ Veillonella parvula） 、 ウ ォ ル ネ ラ ・ サ ク シ ノ ジ ェ ー ン ズ (Wolnella succinogenes)
等 の ル ー メ ン 微 生 物 由 来 の 酵 素 が 利 用 出 来 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 腸 内 細 菌 群 の 中 で は 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 細 菌 に 属 す る エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ （ Escherichia 
coli） 、 特 に 毒 性 を 有 さ な い K株 あ る い は B株 、 例 え ば 、 K株 の 派 生 株 で あ る K-12株 の W3110
株 や 、 MG1655株 由 来 、 ま た バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス （ Bacillus subtilis） と し て は 、 168 M
arburg株  (ATCC 6051)、 PY79 (Plasmid, 1984, 12, 1-9)等 由 来 の 酵 素 が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 コ リ ネ 型 細 菌 と し て は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 に 属 す る 微 生 物 、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム 属
に 属 す る 微 生 物 又 は ア ー ス ロ バ ク タ ー 属 に 属 す る 微 生 物 が 挙 げ ら れ （ Int. J. Syst. Bact
eriol., 41, 255(1991)） 、 こ の う ち 好 ま し く は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 又 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 f
lavum） 、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア ゲ ネ ス （ Brevibacterium ammoniagenes)又 は
ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ラ ク ト フ ァ ー メ ン タ ム (Brevibacterium lactofermentum)に 属 す る
微 生 物 由 来 の 酵 素 が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 Ｃ １ 化 合 物 を 資 化 可 能 な 菌 と し て は 、 例 え ば メ チ ロ フ ィ ラ ス ・ メ チ ロ ト ロ フ ァ ス （ Meth
ylophilus methylotrophus） AS1株 （ NCIMB10515） 、 バ チ ル ス ・ メ タ ノ リ カ ス （ Bacillus 
methanolicus） に 属 す る 微 生 物 由 来 の 酵 素 が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ れ ら の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 の 確 認 は 、 適 当 な 反 応 系 、 ま た は 培 養 系 に 添 加 し た 亜 硝 酸
の 減 少 を 観 察 す る こ と に よ っ て 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 フ ェ レ ド
キ シ ン を 電 子 供 与 体 と す る も の (EC 1.7.2.2、 EC 1.7.7.1)は 、 奥 貫 ら の 方 法 （ 1970年 シ ト
ク ロ ム 　 p195-207） （ EC 1.7.2.2) 、 井 田 ら の 方 法 （ 1976年 　 別 冊 　 タ ン パ ク 質 核 酸 酵 素
　 p349-355) (EC 1.7.7.1)で 測 定 す る こ と が 出 来 、 NAD(P)Hを 電 子 供 与 体 に す る も の (EC 1
.7.1.4) は 、 N.R.Harborneら の 方 法 （ Molecular Microbiology, 6, 2805 (1992)） で 測 定
で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 は 、 デ ー タ ベ ー ス （ Swiss-Prot、 EMBL） に 登 録 さ れ て い る も の
が 利 用 出 来 る 。
　 EC 1.7.1.4の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 と し て 登 録 さ れ て い る も の は 、 例 え ば 以 下 の も の が 利 用 出
来 る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
1. sp:NASD_BACSU  [P42435] Nitrite reductase [NAD(P)H] (バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス 由 来
).
2. sp:NASE_BACSU  [P42436] Assimilatory nitrite reductase [NAD(P)H] small subuni
t (バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス 由 来 ).
3. sp:NASB_BACSU  Assimilatory nitrate reductase electron transfer subunit. 
4. sp:NIRB_ECOLI  [P08201] Nitrite reductase [NAD(P)H] large subunit (エ シ ェ リ ヒ
ア ・ コ リ 由 来 ).（ 配 列 番 号 １ ０ ）
5. sp:NIRD_ECOLI  [P23675] Nitrite reductase [NAD(P)H] small subunit (エ シ ェ リ ヒ
ア ・ コ リ 由 来 ).（ 配 列 番 号 １ ２ ）
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 EC 1.7.2.2 に 分 類 さ れ る 亜 硝 酸 還 元 酵 素 と し て 登 録 さ れ て い る も の は 、 例 え ば 以 下 の
も の が 利 用 出 来 る 。
1. sp:NRFA_ECOLI [P32050] Cytochrome c-552 precursor (Ammonia-forming cytochrome
 c nitrite reductase) (Cytochrome c nitrite reductase)(エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 由 来 ) (
配 列 番 号 14)
2. prf:2001439E nrfB protein - (エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 由 来 ) (配 列 番 号 15)
3. prf:1924370B NrfC protein - (エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 由 来 ) (配 列 番 号 16)
4. prf:1924370C NrfD protein - (エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 由 来 ) (配 列 番 号 17)
5. prf:2001439EL nrfE protein - (エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 由 来 ) (配 列 番 号 18)
6. sp:NRFF_ECOLI [P32711] Formate-dependent nitrite reductase complex nrfF subun
it precursor (エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 由 来 )(配 列 番 号 19)
7. sp:NRFG_ECOLI [P32712] Formate-dependent nitrite reductase complex nrfG subun
it (エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 由 来 ) (配 列 番 号 20) 
【 ０ ０ ２ １ 】
　 EC 1.7.7.1に 分 類 さ れ る 亜 硝 酸 還 元 酵 素 と し て 登 録 さ れ て い る も の は 、 例 え ば 以 下 の も
の が 利 用 出 来 る 。
1. NP_602008 putative nitrite reductase (コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム 由 来 )（
配 列 番 号 ２ ２ ）
2. BAC19454 putative ferredoxin-nitrite reductase（ コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ エ フ ィ シ
ェ ス 由 来 ）
3. CAC33947 putative nitrite sulphite reductase（ ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ リ カ ラ ー
由 来 ）
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 亜 硝 酸 還 元 酵 素 は 、 複 数 個 の サ ブ ユ ニ ッ ト 構 造 を 形 成 し て い る も の が 多 い が 、 ル ー メ ン
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中 で ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 向 上 さ せ る こ と が 出 来 れ ば 、 一 部 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 欠
い て い て も よ い 。 ま た 本 発 明 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 は 、 タ ン パ ク 質 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 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 、 付 加 又 は 逆 位 を 含 む 亜 硝 酸 還 元 酵 素 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 ～ ３ ０ 個 、 好 ま し く は ２ ～ ２ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ １ ０ 個 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 は 、 上 記 の 本 来 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 有 し て い る 微 生 物 由 来 の も の
だ け で な く 、 本 来 は 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 有 し な い が 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を
導 入 す る こ と に よ り 、 亜 硝 酸 還 元 能 を 獲 得 し た 微 生 物 由 来 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 も 含 ま れ る 。
ま た 、 本 発 明 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 は 、 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 有 す る 微 生 物 で あ れ ば 、 野 生 株 由 来
で も よ い が 、 細 胞 内 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 が 上 昇 す る よ う に 改 変 さ れ た こ と を 特 徴 と す る
微 生 物 由 来 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 細 胞 内 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 が 上 昇 す る よ う に 改 変 さ れ た 」 と は 、
細 胞 当 た り の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 が 高 く な る よ う に 改 変 し た こ と を い う 。 こ れ に は 非 改 変
株 、 例 え ば 野 生 株 に 比 べ て 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 が 高 く な っ た 場 合 も 含 ま れ る 。 例 え ば 、 細
胞 当 た り の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の 分 子 の 数 が 増 加 し た 場 合 や 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 分 子 当 た り の 活
性 が 上 昇 し た 場 合 な ど が こ れ に 該 当 す る 。 ま た 、 比 較 対 象 と な る 野 生 株 と し て は 、 例 え ば
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ MG1655、 及 び バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス 168株 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 を 上 昇 す る た め に は 、 種 々 の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 酵 素 活 性 を 上 げ
る 方 法 と し て は 、 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 量 を 増 加 さ せ る 、 つ ま り コ ピ ー 数 を プ ラ
ス ミ ド な ど の 染 色 体 外 DNAで 増 や す 方 法 (米 国 特 許 5830716号 明 細 書 参 照 )、 あ る い は 、 染 色
体 上 で 増 や す 方 法 、 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー に 変 異 を 導 入 し 活 性 を 上 げ る
方 法 （ 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト WO00/18935参 照 ） 、 あ る い は 、 よ り 強 い プ ロ モ ー タ ー に よ り
置 換 す る な ど の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 を 増 強 す る た め に 、 亜 硝
酸 還 元 酵 素 の 比 活 性 が 高 く な る よ う な 変 異 を 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の コ ー
ド 領 域 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て も 達 成 出 来 る （ Cole J.、 FEMS Microbiology Letters V
olume 136, 1996年 2月 Issue 1） 参 照 ） 。 こ こ で 、 用 い ら れ る 遺 伝 子 は 、 自 己 の 亜 硝 酸 還
元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 他 種 微 生 物 の 遺 伝 子 、 何 れ で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と し て は 、 NAD(P)Hを 電 子 供 与 体 に す る 酵 素 （ EC 
1093349888125_0.4） と し て nirD、 nirB遺 伝 子 が 、 フ ェ レ ド キ シ ン を 電 子 供 与 体 に す る 酵
素 の 遺 伝 子 と し て nrfABCDEFG遺 伝 子 （ EC 1.7.2.2） ま た は nirA遺 伝 子 （ EC 1.7.7.1） が 挙
げ ら れ る が 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 で 、 宿 主 の 中 で 発 現 可 能 な 遺 伝 子 で
あ れ ば 何 れ を 用 い て も よ い 。 上 記 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 自 己 に 由 来 す る
遺 伝 子 お よ び 他 の 生 物 由 来 の 遺 伝 子 の い ず れ も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は
、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 を 有 し て い れ ば 、 そ の 一 部 の 遺 伝 子 が 欠 失 し て い て も よ い 。 こ れ ら
の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 既 に GenBank等 で 明 ら か に な っ て お り 、 以 下 の
配 列 が 使 用 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 例 え ば 、 NAD(P)Hを 電 子 供 与 体 に す る 亜 硝 酸 還 元 酵 素 （ EC:1093349888125_1.4） を 持 つ
微 生 物 あ る い は 遺 伝 子 と し て は 、 以 下 の 微 生 物 由 来 の も の が あ げ ら れ 、 本 遺 伝 子 に よ っ て
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク が 本 発 明 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 と し て 使 用 す る こ と が 出 来 る 。
（ nirBD）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 　 GenBank Accession Number：
AAC76390(nirB） nitrite reductase (NAD(P)H) subunit [gi:1789765]（ 配 列 番 号 ９ (塩 基
番 号 １ ～ 2544)、 ア ミ ノ 酸 配 列 　 配 列 番 号 １ ０ ）
AAC76391(nirD) nitrite reductase (NAD(P)H) subunit [gi:1789766]（ 配 列 番 号 １ １ （
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配 列 番 号 ９ ： 塩 基 配 列 番 号 2541～ 2864） 、 ア ミ ノ 酸 配 列 　 配 列 番 号 １ ２ ）
サ ル モ ネ ラ ・ チ フ ィ Ｃ Ｔ １ ８ 　 GB:
CAD08139(nirB） nitrite reductase (NAD(P)H) large  subunit [gi:16505117]
CAD08138(nirD) nitrite reductase (NAD(P)H) small subunit [gi:16505116]
サ ル モ ネ ラ ・ チ フ ィ ム リ ウ ム 　 GB:
AAL22336(nirB) nitrite reductase large subunit [gi:16422031]
AAL22337(nirD) nitrite reductase small subunit [gi:16422032]
シ ゲ レ ラ ・ フ レ キ シ ネ リ 　 GB:
AAP19331(nirB). nitrite reductase (NAD(P)H) subunit [gi:30043611] AAN44848(nirD)
 nitrite reductase (NAD(P)H) subunit  [gi:24053832]
バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス 　 GB：
CAB12123(nasE) assimilatory nitrite reductase (subunit) [gi:2632615]
CAB12124(nasD) assimilatory nitrite reductase (subunit) [gi:2632616]
CAB12126(nasB) assimilatory nitrate reductase (electron transfer subunit) [gi: 2
632618]
　 好 ま し く は E.coliの nirD又 は nirB、 或 い は バ チ ル ス ・ サ チ ル ス の nasD、 nasE、 又 は nasB
遺 伝 子 が 用 い ら れ る 。 EC 1.7.1.4で 示 さ れ る 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 多 く は
、 オ ペ ロ ン 構 造 を 有 し て お り 、 nirBが コ ー ド す る タ ン パ ク 質 は 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の ラ ー ジ
サ ブ ユ ニ ッ ト を 、 nirDが コ ー ド す る タ ン パ ク 質 は 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の ス モ ー ル サ ブ ユ ニ ッ
ト を 構 成 し て お り 、 nirB遺 伝 子 は 配 列 番 号 9の 塩 基 番 号 １ ～ 2544、 nirD遺 伝 子 は 配 列 番 号
９ の 塩 基 配 列 番 号 2541～ 2864番 目 （ 配 列 番 号 １ １ ） に 該 当 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た フ ェ レ ド キ シ ン を 電 子 供 与 体 に す る 酵 素 (EC 1.7.2.2)を 持 つ 微 生 物 あ る い は 遺 伝 子
と し て は 、 以 下 の よ う な も の が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の 各 サ ブ ユ ニ
ッ ト を コ ー ド し て い る と 考 え ら れ 、 本 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク を 本 発 明 の 亜
硝 酸 還 元 酵 素 と し て 使 用 す る こ と が 出 来 る 。 (Mol. Microbiol. 1994 Apr; 12(1):153-63)
(nrfABCDEFG)
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 　 nrfオ ペ ロ ン （ 配 列 番 号 13）
AAC77040 (nrfA) periplasmic cytochrome [gi:1790506]（ 配 列 番 号 13　 塩 基 番 号 303-173
9  ア ミ ノ 酸 配 列 　 配 列 番 号 14）
AAC77041（ nrfB） a penta-haeme cytochrome c [gi:1790507]（ 配 列 番 号 13　 塩 基 番 号 178
4-2350ア ミ ノ 酸 配 列 　 配 列 番 号 15）
AAC77042（ nrfC） Fe-S centers [gi:2367345]（ 配 列 番 号 13 塩 基 番 号 2347-3018　 ア ミ ノ
酸 配 列 　 配 列 番 号 16）
AAC77043 (nrfD) transmembrane protein; [gi:1790509]（ 配 列 番 号 13　 塩 基 番 号 3015-39
71 ア ミ ノ 酸 配 列 　 配 列 番 号 17）
AAD13457（ nrfE） possible assembly function; [gi:1790511]（ 配 列 番 号 13塩 基 番 号  405
1-5709 ア ミ ノ 酸 配 列 　 配 列 番 号 18）
AAD13458（ nrfF） involved in attachment of haem c to cytochrome c552 [gi:1790512]
（ 配 列 番 号 13　 塩 基 番 号 5702－ 6085  ア ミ ノ 酸 配 列 　 配 列 番 号 19）
AAD13459　 (nrfG) [gi:1790513]（ 配 列 番 号 13　 塩 基 番 号 6082-6678　 ア ミ ノ 酸 配 列 　 配 列
番 号 20）
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た フ ェ レ ド キ シ ン を 電 子 供 与 体 に す る 酵 素 (EC 1.7.7.1)を 持 つ 微 生 物 あ る い は 遺 伝 子
と し て は 、 以 下 の よ う な も の が 挙 げ ら れ 、 本 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク を 本 発
明 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 と し て 使 用 す る こ と が 出 来 る 。
(nirA)
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム 　 　 NP_602008(nirA) putative nitrite reductase [
gi:19554006]（ 配 列 番 号 ２ １ ）
マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ バ ク ロ シ ス 　 　 CAA17319（ nirA） possible oxidoreductase [gi:
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16505265]
ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ セ リ カ ラ ー 　 　 　 CAC33947（ nirA） putative nitrite/sulphite re
ductase [gi: 13276829]
パ イ ロ バ ク テ リ ム ・ ア エ ロ フ ィ ラ ム 　 　 AAL64294（ nirA） ferredoxin-nitrite reductase
 [gi:18160980]
好 ま し く は コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム の nirA遺 伝 子 ホ モ ロ グ が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ れ ら の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 以 下 の よ う な 方 法 で 取 得 出 来 る 。 例 え ば
、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ の 染 色 体 DNAを 鋳 型 と す る PCR法 （ PCR： polymerase chain reaction
；  White,T.J. et al., Trends Genet. 5,185 (1989)参 照 ） に よ っ て 取 得 す る こ と が で き
る 。 例 え ば エ シ ェ リ ヒ ア 属 細 菌 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る nirBD増 幅 用 の プ ラ イ マ ー
と し て は 配 列 番 号 １ 及 び ２ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 前
記 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ の 採 取 源 と し て は 、 例 え ば 、 nirBD、 nrfABCDEFGの 取 得 に お い て は エ シ ェ
リ ヒ ア ・ コ リ の 野 生 株 、 例 え ば W3110株 （ ATCC39936） や MG1655株 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ ル ス
の 野 生 株 168株 が 挙 げ ら れ る 。 ま た nirAホ モ ロ グ の 取 得 に お い て は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム
・ グ ル タ ミ カ ム 　 ATCC13869等 が 上 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 W3110株 及 び MG1655株 、 168株 、 ATCC13869株 は 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ
レ ク シ ョ ン (American Type Culture Collection、 住 所 ： 10801 University Boulevard, M
anassas, VA 20110-2209, United States of Americaか ら 入 手 で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に 用 い る 亜 硝 酸 還 元 酵 素 は 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 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 、 付 加 又 は 逆 位 を 含 む 亜 硝 酸 還 元 酵 素 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 ～ ３ ０ 個 、 好 ま し く は ２ ～ ２ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ １ ０ 個 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 上 記 の よ う な 亜 硝 酸 還 元 酵 素 と 実 質 的 に 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え
ば 部 位 特 異 的 変 異 法 に よ っ て 、 配 列 番 号 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ ～ ２ ０ 、 又 は ２ ２ に 示 す ア ミ ノ
酸 配 列 が １ ～ ３ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 付 加 又 は 逆 位 を 含 む よ う に 、 亜 硝 酸
還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ を 保 持 す る 微 生 物 、 例 え ば エ シ ェ リ ヒ ア 属 細 菌 を 、 紫 外 線 照 射 ま
た は N－ メ チ ル － N'－ ニ ト ロ － N－ ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン （ NTG） も し く は 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 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 上 記 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 変 異 は 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の 活 性 が 維 持 さ れ る
よ う な 保 存 的 変 異 で あ る 。 上 記 の 置 換 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 少 な く と も １ 残 基 が 除 去 さ れ
、 そ こ に 他 の 残 基 が 挿 入 さ れ る 変 化 で あ る 。 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の 元 々 の ア ミ ノ 酸 を 置 換 し 、
か つ 、 保 存 的 置 換 と み な さ れ る ア ミ ノ 酸 と し て は 、 Alaか ら Ser又 は Thrへ の 置 換 、 Argか ら
Gln、 His又 は Lysへ の 置 換 、 Asnか ら Glu、 Gln、 Lys、 His又 は Aspへ の 置 換 、 Aspか ら Asn、 G
lu又 は Glnへ の 置 換 、 Cysか ら Ser又 は Alaへ の 置 換 、 Glnか ら Asn、 Glu、 Lys、 His、 Asp又 は
Argへ の 置 換 、 Gluか ら Asn、 Gln、 Lys又 は Aspへ の 置 換 、 Glyか ら Proへ の 置 換 、 Hisか ら Asn
、 Lys、 Gln、 Arg又 は Tyrへ の 置 換 、 Ileか ら Leu、 Met、 Val又 は Pheへ の 置 換 、 Leuか ら Ile
、 Met、 Val又 は Pheへ の 置 換 、 Lysか ら Asn、 Glu、 Gln、 His又 は Argへ の 置 換 、 Metか ら Ile
、 Leu、 Val又 は Pheへ の 置 換 、 Pheか ら Trp、 Tyr、 Met、 Ile又 は Leuへ の 置 換 、 Serか ら Thr
又 は Alaへ の 置 換 、 Thrか ら Ser又 は Alaへ の 置 換 、 Trpか ら Phe又 は Tyrへ の 置 換 、 Tyrか ら Hi
s、 Phe又 は Trpへ の 置 換 、 及 び 、 Valか ら Met、 Ile又 は Leuへ の 置 換 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 上 記 の よ う な 変 異 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 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 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 と 実 質 的 に 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら れ る
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 本 発 明 に 用 い ら れ る 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 又 は こ れ を 保 持
す る 細 胞 か ら 、 例 え ば 配 列 番 号 ９ 、 １ ３ 又 は ２ １ に 示 す 塩 基 配 列 又 は 同 塩 基 配 列 か ら 調 製
さ れ 得 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 、 亜 硝 酸 還 元 酵
素 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ も 含 ま れ る 。 こ こ で い 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 Ｄ Ｎ Ａ 同 士 、 例 え ば ７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く
は ９ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 同 士 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ よ り 相 同 性 が 低 い Ｄ Ｎ Ａ
同 士 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 条 件 、 あ る 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 ６ ０ ℃ 、 １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 好 ま し く は ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １
％ Ｓ Ｄ Ｓ 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 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 プ ロ ー ブ と し て 、 例 え ば 配 列 番 号 ９ 、 １ ３ 又 は ２ １ の 塩 基 配 列 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 、 配 列 番 号 ９ 、 １ ３ 又 は ２ １ 塩 基 配 列 に 基 づ い て 作 製
し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し 、 配 列 番 号 １ 又 は ３ の 塩 基 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断
片 を 鋳 型 と す る Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ と し て 、 ３ ０ ０ ｂ ｐ 程 度
の 長 さ の Ｄ Ｎ Ａ 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 と し て は 、
例 え ば ５ ０ ℃ 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 亜 硝 酸 還 元 酵 素 と 実 質 的 に 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と し て 具 体 的 に は 、 配
列 番 号 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ ～ ２ ０ 又 は ２ ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 好 ま し く は ７ ０ ％ 以 上 、
よ り 好 ま し く は ８ ０ ％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 の 相
同 性 を 有 し 、 か つ 亜 硝 酸 還 元 酵 素 と 同 等 の 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が
挙 げ ら れ る が 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 を 有 し て い れ ば い ず れ で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 他 の 細 菌 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 も 、 通 常 の 遺 伝 子 の 取 得 法 と 同 様 に し て
、 細 菌 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 供 与 体 で あ る 細 菌 か ら 、 例 え ば 、 斎 藤 、 三 浦 の 方 法 （ H. Saito
 and K.Miura, Biochem.B iophys. Acta, 72, 619 (1963)、 生 物 工 学 実 験 書 、 日 本 生 物 工
学 会 編 、 ９ ７ ～ ９ ８ 頁 、 培 風 館 、 １ ９ ９ ２ 年 参 照 ） 等 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 取 得 さ れ た 遺 伝 子 は 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 及 び ／ 又 は 目 的 と す る 細 菌 の 細 胞 内 に お い て
自 律 複 製 可 能 な ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ に 接 続 し て 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 こ れ を エ シ ェ リ ヒ ア ・
コ リ に 導 入 し て お く と 、 後 の 操 作 が し や す く な る 。 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ 細 胞 内 に お い て 自
律 複 製 可 能 な ベ ク タ ー と し て は 、 pSTV29、 pUC19、 pUC18、 pHSG299、 pHSG399、 pHSG398、 R
SF1010、 pBR322、 pACYC184、 pMW219等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 細 胞 内 で タ ン パ ク を 大 量 発 現
さ せ て 精 製 が 容 易 に 出 来 る よ う に His-Tag等 が つ い た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 取 得 さ れ た 遺 伝 子 と 目 的 と す る 細 菌 で 機 能 す る ベ ク タ ー を 連 結 し て 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 調 製
す る に は 、 前 記 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 、 Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ 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 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 の 強 化 は 、 上 述 の よ う に 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を 構 成 す る タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 同 遺 伝 子 の 発 現 量 の 増 強 は 、
例 え ば 上 述 し た よ う に 、 同 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 高 め る こ と な ど に よ っ て 達 成 さ れ る 。 例 え
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ば 、 前 記 遺 伝 子 断 片 を 、 細 菌 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 Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 し 、 こ れ を 宿 主 に 導 入 し て 形 質 転 換 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 細 菌 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 － １ ２ に つ い て 報 告 さ れ て い る よ う な 、 受 容
菌 細 胞 を 塩 化 カ ル シ ウ ム で 処 理 し て Ｄ Ｎ Ａ の 透 過 性 を 増 す 方 法 （ Mandel,M.and Higa,A.,J
. Mol. Biol., 53, 159 (1970)） が あ り 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ 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 Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る 方 法 （ Duncan
,C.H.,Wilson,G.A.and Young,F.E., Gene, 1, 153 (1977)） が あ る 。 あ る い は 、 バ チ ル ス
・ ズ ブ チ リ ス 、 放 線 菌 類 及 び 酵 母 に つ い て 知 ら れ て い る よ う な 、 Ｄ Ｎ Ａ 受 容 菌 の 細 胞 を 、
組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 容 易 に 取 り 込 む プ ロ ト プ ラ ス ト ま た は ス フ ェ ロ プ ラ ス ト の 状 態 に し て 、 組
換 え Ｄ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ 受 容 菌 に 導 入 す る 方 法 （ Chang,S.and Choen,S.N.,Molec. Gen. Genet
., 168, 111 (1979); Bibb,M.J., Ward,J.M. and Hopwood,O.A.,Nature, 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 、 細 菌 の 形 質
転 換 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 高 め る こ と は 、 同 遺 伝 子 を 細 菌 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 多 コ ピ ー 存 在 さ
せ る こ と に よ っ て も 達 成 で き る 。 細 菌 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 遺 伝 子 を 多 コ ピ ー で 導 入 す る に
は 、 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 多 コ ピ ー 存 在 す る 配 列 と し て は 、 レ ペ テ ィ テ ィ ブ Ｄ Ｎ Ａ 、 転 移 因 子 の 端
部 に 存 在 す る イ ン バ ー テ ッ ド ・ リ ピ ー ト な ど が 利 用 で き る 。 あ る い は 、 特 開 平 ２ － １ ０ ９
９ ８ 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 Ｄ Ｎ Ａ 上 に 多 コ ピ ー 導 入 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の 強 化 は 、 上 記 の 遺 伝 子 増 幅 に よ る も の 以 外 に 、 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 上 ま た は
プ ラ ス ミ ド 上 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 、 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 、 tac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 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ １ ８ ９ ３ ５ 号 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 ま た は 改 変 に よ り 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 が 強 化
さ れ 、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 が 強 化 さ れ 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 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 好 気 的 条 件 で 発 現 が 制 御 さ れ る こ と が 多 く
、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 上 流 の プ ロ モ ー タ ー を 好 気 的 条 件 で 制 御 を 受 け ず 、
構 成 的 に 発 現 す る 強 力 な プ ロ モ ー タ ー に 置 換 す る こ と に よ っ て 、 通 気 条 件 に よ ら ず 発 現 量
を 高 め る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 tacプ ロ モ ー タ ー 等 に 制 御 領 域 を 置 換 す る こ と が 考 え ら
れ る 。 ま た 制 御 領 域 に 制 御 を 受 け な い よ う な 部 位 特 異 的 変 異 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 通
気 条 件 に よ ら ず 発 現 量 を 高 め る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 菌 体 の 培 養 方 法 と し て 液 体 培 養 、 固 体 培 養 等 の 通 常 の 細 菌 培 養 方 法 を 用 い る こ と が 出 来
る 。 経 済 性 の 見 地 か ら す れ ば 好 気 的 に 液 体 培 養 す る 方 法 が 好 ま し く 、 そ の 例 と し て は 好 気
条 件 下 で の 通 気 撹 拌 培 養 法 や 振 と う 培 養 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 は 好 気 的 条 件 で 発 現 が 制 御 さ れ る 場 合 が 多 く 、 発 現 が 制 御 さ れ る 場 合 に は 嫌 気 条
件 下 で パ ラ フ ィ ン 法 を 用 い た 空 気 と の 接 触 を 避 け る 方 法 や 、 還 元 剤 を 培 地 に 加 え る 方 法 、
密 閉 容 器 内 で 窒 素 ガ ス に 置 換 す る 等 の 培 養 法 も 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 そ の 培 地 と し て は 、 用 い る 菌 株 が 増 殖 し 得 る も の な ら 任 意 の 培 地 成 分 が 使 え る が 、 例 え
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ば 、 炭 素 源 と し て は 同 化 で き る 炭 素 化 合 物 ま た は こ れ を 含 有 す る も の で あ れ ば よ く 、 グ ル
コ ー ス 、 澱 粉 も し く は 液 化 澱 粉 等 の 澱 粉 水 解 物 、 糖 蜜 等 の 糖 類 を 単 独 あ る い は 組 み 合 わ せ
て 用 い る こ と が 出 来 る 。 ま た 例 え ば 、 窒 素 源 と し て は 同 化 で き る 窒 素 化 合 物 ま た は こ れ を
含 有 す る も の で あ れ ば よ く 、 有 機 窒 素 含 有 物 と し て は 各 種 ア ミ ノ 酸 、 コ ー ン ス テ ィ ー プ リ
カ ー 、 麦 芽 エ キ ス 、 ペ プ ト ン 、 大 豆 粉 、 脱 脂 大 豆 粉 等 が 、 ま た 無 機 窒 素 化 合 物 と し て は 、
塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 の ア ン モ ニ ウ ム 塩 等 を 単 独 あ る い は 組 み 合 わ せ て
用 い る こ と が 出 来 る 。 そ の 他 、 菌 の 生 育 及 び 酵 素 生 産 に 必 要 な 各 種 の 有 機 物 や 無 機 物 ま た
は こ れ を 含 有 す る も の 、 例 え ば リ ン 酸 塩 、 マ グ ネ シ ウ ム 塩 、 カ ル シ ウ ム 塩 、 マ ン ガ ン 塩 等
の 塩 類 、 ビ タ ミ ン 類 、 酵 母 エ キ ス 等 を 適 宜 添 加 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 微 生 物 由 来 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 は 、 例 え ば 微 生 物 の 培 養 液 か ら 精 製 さ れ る 亜 硝 酸
還 元 酵 素 で あ っ て も よ い 。 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の 精 製 は 、 硫 安 沈 殿 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 等 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 微 生 物 由 来 の 亜 硝 酸 還
元 酵 素 は 、 そ の 微 生 物 が 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 有 す る も の で あ れ ば 、 微 生 物 の 培 養 液 由 来 の も
の 、 例 え ば 、 微 生 物 菌 体 そ の も の を 乾 燥 化 さ せ た も の 、 ア セ ト ン 化 等 を 行 っ た 微 生 物 培 養
液 処 理 物 、 ま た は 微 生 物 菌 体 を 含 む 培 養 液 等 の 何 れ の 形 態 で 提 供 さ れ て も 良 い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の 調 製 は 、 上 記 微 生 物 を 培 地 中 で 培 養 し て 、 対 数 増 殖 期 等 タ ン
パ ク が 精 製 し や す い 時 期 の 菌 体 を 用 い 、 硫 安 沈 殿 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 エ タ ノ ー
ル 沈 殿 等 で 精 製 す る 。 ま た 精 製 せ ず に 培 養 液 を 液 体 の 状 態 で 、 あ る い は 乾 燥 さ せ た 菌 体 を
、 亜 硝 酸 還 元 酵 素 を 含 む メ タ ン 生 成 抑 制 剤 と し て 用 い る こ と が 出 来 る 。 本 発 明 で 用 い る 酵
素 ま た は 酵 素 溶 液 は 、 使 用 す る 菌 株 、 及 び 目 的 と す る 酵 素 に 合 わ せ た 培 地 成 分 を 用 い て 製
造 す る こ と が で き 、 酵 素 溶 液 で 使 用 す る 場 合 に は 適 宜 濃 縮 し た 状 態 で 用 い た 方 が よ り 効 率
的 に 処 理 を 進 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 活 性 が 上 昇 し た 効 果 の 確 認 は 、 人 工 ル ー
メ ン 系 （ T. Hino et al.,J.Gen. Appl. Microbiol., 39, 35～ 45(1993)） で 確 認 出 来 る が
、 in vivoで 実 際 に 反 芻 動 物 に 経 口 投 与 し て 確 認 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る メ タ ン 生 成 抑 制 剤 は 、 例 え ば 粉 末 、 顆 粒 、 錠 剤 等 の 各 種 の 形 態 で 反 芻 動 物
に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 必 要 に 応 じ て 賦 形 剤 、 増 量 剤 等 を 適 宜 添 加 す る こ と も
で き る 。 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 に お け る 本 発 明 の 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の 割 合 は 、 使 用 目 的 な ど を 考
慮 し て 決 定 す れ ば よ く 、 タ ン パ ク 質 の 純 度 が 高 い 場 合 や 非 活 性 が 高 い 場 合 な ど に は 少 量 で
、 培 地 を そ の ま ま 投 与 す る 場 合 や 非 活 性 が 低 い 場 合 な ど に は 、 高 い 割 合 で 投 与 す る 。 投 与
方 法 と し て は 反 芻 動 物 の ル ー メ ン 液 中 に 直 接 投 与 す る か 、 又 は 例 え ば 経 口 投 与 な ど の 方 法
を 用 い て も 良 い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 の 投 与 時 期 は 、 特 に 規 定 す る も の で は な く 、 飼 料 が ル ー メ ン
内 に 滞 留 し て い る 間 で あ れ ば 何 れ の 時 期 に 投 与 し て も 良 い が 、 メ タ ン 生 成 さ れ る 前 後 に ル
ー メ ン に メ タ ン 生 成 抑 制 剤 が 存 在 す る こ と が 好 ま し い こ と か ら 飼 料 投 与 直 前 、 或 い は 同 時
に メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 特 に 飼 料 に 配 合 す る こ と で 効 率 よ く 投 与
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 の 投 与 量 に つ い て は 、 特 に 限 定 的 で は な い が 、 例 え ば 、 中 に
含 ま れ る ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 向 上 さ せ る 亜 硝 酸 還 元 酵 素 の 量 と し て 、 ル ー メ ン
の 体 積 （ １ ｌ ） あ た り 1時 間 あ た り 亜 硝 酸 を 還 元 す る 活 性 が ０ ． １ ｍ Ｍ ／ ｈ ／ ｌ 以 上 、 好
ま し く は ０ ． ２ １ ｍ Ｍ ／ ｈ ／ ｌ 以 上 と な る よ う に 投 与 す れ ば よ い 。 平 均 的 な ル ー メ ン の 体
積 を 体 重 あ た り に 換 算 し て 投 与 し て も よ い 。 使 用 菌 や 投 与 動 物 に よ っ て 適 宜 調 整 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 次 に 、 本 発 明 に 係 る 反 芻 動 物 用 飼 料 組 成 物 は 、 上 記 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 が 添 加 さ れ て い
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る 飼 料 組 成 物 で あ り 、 当 該 飼 料 組 成 物 に お け る メ タ ン 生 成 抑 制 剤 の 配 合 割 合 は 、 通 常 ０ ．
１ ～ １ ０ 重 量 ％ 、 好 ま し く は １ ～ ５ 重 量 ％ で あ る 。 な お 、 反 芻 動 物 用 飼 料 組 成 物 に つ い て
は 特 に 制 限 が な く 、 市 販 品 を そ の ま ま 使 用 し て も よ く 、 あ る い は 必 要 に 応 じ て 市 販 品 に 対
し て 適 宜 サ イ レ ー ジ 、 乾 草 な ど を 加 え て も よ い 。 牛 用 の 飼 料 組 成 物 に つ い て 例 示 す る と 、
ト ウ モ ロ コ シ サ イ レ ー ジ ４ ０ ％ 、 ス ー ダ ン グ ラ ス 乾 草 ま た は ア ル フ ァ ル フ ァ ヘ イ キ ュ ー ブ
１ ４ ％ 、 市 販 配 合 飼 料 ４ ６ ％ か ら な る も の が あ る 。 市 販 配 合 飼 料 の １ 例 と し て 、 粗 タ ン パ
ク 質 １ ６ ％ 以 上 、 可 消 化 性 養 分 総 量 ７ １ ％ 以 上 の 飼 料 を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 一 方 、 羊 用 の 飼 料 組 成 物 に つ い て 例 示 す る と 、 チ モ シ ー 乾 草 ８ ５ ％ と 市 販 配 合 飼 料 １ ５
％ か ら な る も の が あ る 。 本 発 明 に お い て 、 メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 配 合 し た 飼 料 組 成 物 は 、 反
芻 動 物 に 自 由 摂 取 さ せ れ ば よ い 。 ま た 、 長 期 間 に わ た っ て 摂 取 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の メ タ ン 生 成 抑 制 剤 を 含 有 す る 飼 料 組 成 物 を 反 芻 動 物 に 投 与 す る こ と に よ り 、 反
芻 動 物 の ル ー メ ン 内 の メ タ ン 生 成 が 抑 制 さ れ 飼 料 効 率 が 向 上 す る 。 さ ら に 反 芻 動 物 の 発 育
が 改 善 さ れ 、 ま た 反 芻 動 物 の 亜 硝 酸 中 毒 を 予 防 す る こ と も で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 以 下 に 実 施 例 を 示 し 、 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 下 記 の 実 施 例 に 制 限 さ れ
る も の で は な い 。
　 イ ン ビ ト ロ の ル ー メ ン 液 に 亜 硝 酸 、 硝 酸 を 適 宜 添 加 し た 系 で ， 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 強 化 し
た E.coliま た は 野 生 株 E.coliの 添 加 に よ り 、 亜 硝 酸 が 速 や か に 還 元 さ れ メ タ ン 生 成 を 抑 制
す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
実 施 例 １ 　
亜 硝 酸 還 元 活 性 を 強 化 し た エ シ ェ リ ヒ ア 属 微 生 物 の 構 築
＜ 亜 硝 酸 還 元 活 性 を 強 化 し た E.coli nir-Ptac株 の 作 製 ＞
　 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ  Nir株 は 亜 硝 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 nirBDの プ ロ モ ー タ ー 領 域 が tacプ ロ
モ ー タ ー に 置 換 さ れ た 株 で あ る 。 こ の 株 は 以 下 の よ う な 手 順 で 作 製 さ れ た 。
　 ま ず 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ W3110株 の ゲ ノ ム を 鋳 型 に ni5、 nic4.1（ 配 列 番 号 １ 、 配 列 番
号 ２ ） の プ ラ イ マ ー を 用 い て Pyrobest DNA ポ リ メ ラ ー ゼ （ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） で PCR反 応
を 行 っ た 。 PCRは 98℃ -10秒 、 59℃ -30秒 、 72℃ -3.5分 を 30サ イ ク ル の 条 件 で 行 っ た 。 得 ら
れ た PCR断 片 を pHSG398ベ ク タ ー （ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） の SmaIサ イ ト に 挿 入 し 、 挿 入 配 列 に
PCRエ ラ ー が な い こ と を 確 認 し て pNIRBDと し た 。
　 次 に pNIRBDの 挿 入 領 域 を KpnI、 XbaIで 切 り 出 し 、 pMW219（ ニ ッ ポ ン ジ ー ン ） の KpnI、 Xb
aIサ イ ト 間 に 挿 入 し た プ ラ ス ミ ド 、 pMW219-nirBDを 構 築 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド で は nirBD
オ ペ ロ ン は lacZ遺 伝 子 と 順 向 き に 挿 入 さ れ て い る 。
　 続 い て pMW219-nirBDを 鋳 型 に 、 nirex5、 nirex3（ 配 列 番 号 ３ 、 ４ ） の プ ラ イ マ ー を 用 い
て Pyrobest DNA ポ リ メ ラ ー ゼ （ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） で PCR反 応 を 行 っ た 。 PCRは 98℃ -10秒
、 57℃ -30秒 、 72℃ -3.5分 を 30サ イ ク ル の 条 件 で 行 っ た 。 得 ら れ た PCR断 片 を EcoRI、 HindI
IIで 切 断 し 、 pKK223-3発 現 ベ ク タ ー （ Amersham Pharmacia Biotech） の EcoRI、 HindIIIサ
イ ト 間 に 挿 入 し 、 挿 入 配 列 に PCRエ ラ ー が な い こ と を 確 認 し た （ pKK-nirEx） 。
　 さ ら に pKK-nirExを 鋳 型 に 、 pKK-c200、 NI’ -c2035（ 配 列 番 号 ５ 、 ６ ） の プ ラ イ マ ー を
用 い て Pyrobest DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） で PCR反 応 を 行 っ た 。 PCRは 98℃ -1
0秒 、 57℃ -30秒 、 72℃ -1分 を 30サ イ ク ル の 条 件 で 行 っ た 。 得 ら れ た PCR断 片 を KpnI、 SphI
で 切 断 し た （ 断 片 1） 。
　 W3110ゲ ノ ム を 鋳 型 に 、 NI’ -1、 NI’ -c925（ 配 列 番 号 ７ 、 ８ ） の プ ラ イ マ ー を 用 い て Py
robest DNA polymerase（ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） で PCR反 応 を 行 っ た 。 PCRは 98℃ -10秒 、 57℃
-30秒 、 72℃ -1分 を 30サ イ ク ル の 条 件 で 行 っ た 。 得 ら れ た PCR断 片 を KpnI、 EcoRIで 切 断 し
た （ 断 片 2） 。
　 pHSG299ベ ク タ ー （ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） を EcoRI、 SphIで 切 断 し 、 上 記 断 片 １ 、 断 片 2と 3
片 連 結 を 行 な い 、 EcoRIサ イ ト か ら SphIサ イ ト の 向 き へ 断 片 １ 、 断 片 2が 1コ ピ ー ず つ 挿 入
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さ れ た ク ロ ー ン を 選 択 し た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン の 挿 入 配 列 に PCRエ ラ ー が な い こ と を 確 認
し pHSG-nir-Ptacと し た 。
　 pHSG-nir-Ptacの 挿 入 配 列 を HindIIIで 切 り 出 し 、 温 度 感 受 性 ベ ク タ ー pMAN997 (WO 99/0
3988号 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト )の HindIIIサ イ ト に 挿 入 し pMAN-nir-Ptacと し た 。
　 プ ラ ス ミ ド pMAN-nir-Ptacを 用 い て 、 W3110株 に C. T. Chungら の 方 法 に よ り 形 質 転 換 し
、 LB＋ ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト で 30℃ で コ ロ ニ ー を 選 択 し た 。 選 択 し た ク ロ ー ン を 30℃ で 一
晩 液 体 培 養 し た 後 、 培 養 液 を 10-3希 釈 し て LB＋ ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト に ま き 、 42℃ で コ ロ
ニ ー を 選 択 し た 。 選 択 し た ク ロ ー ン を LB＋ ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト に 塗 り 広 げ て 30℃ で 培 養
し た 後 、 プ レ ー ト の 1/8の 菌 体 を LB培 地  2 mLに 懸 濁 し 、 42℃ で 4～ 5時 間 振 と う 培 養 し た 。
10-5希 釈 し た 培 養 液 を LBプ レ ー ト に ま き 、 得 ら れ た コ ロ ニ ー の う ち 数 百 コ ロ ニ ー を LBプ レ
ー ト と LB＋ ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト に 植 菌 し 、 生 育 を 確 認 す る こ と で 、 ア ン ピ シ リ ン 感 受 性
株 を 選 択 し た 。 ア ン ピ シ リ ン 感 受 性 株 の 数 株 に つ い て コ ロ ニ ー PCRを 行 い ゲ ノ ム と プ ラ ス
ミ ド が 2回 組 み 換 え を 起 こ し て ゲ ノ ム 上 の nirプ ロ モ ー タ ー 領 域 が tacプ ロ モ ー タ ー に 置 換
さ れ た 株 を 選 択 し た 。 こ の 株 の ゲ ノ ム 中 に ベ ク タ ー 領 域 が 挿 入 さ れ て い な い こ と を 確 認 し
nir-Ptacと し た 。
ni5： tca gcc gtc acc gtc agc ata aca c（ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ）
nic4.1： ccg aca ggc gtg caa tgc gcg cag c（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ２ ）
nirex5： aaa aga att cga ggc aaa aat gag caa agt（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ３ ）
nirex3： ccc caa gct tca tgc aaa aag ggg agg cat（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ４ ）
pKK-c200： cgg ggt acc ttc tgg cgt cag gca gcc at（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ５ ）
NI’ -c2035： aca tgc atg ccg tct acg ccc agc agt ttc（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ６ ）
NI’ -1： cgg aat tcg tat gaa ggg cgt cag cgc g（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ７ ）
NI’ -c925： cgg ggt acc ttc tta agt cac gga att gt（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ８ ）
【 ０ ０ ６ ０ 】
＜ 硝 酸 ・ 亜 硝 酸 濃 度 の 定 量 ＞
　 培 養 上 清 の 硝 酸 、 亜 硝 酸 濃 度 は ま ず Merck社 製 NO 2

-  試 験 紙 （ Merckoquant Nitrite Test
 1.10022.0001、  1.10007.0001） 、 NO 3

- 試 験 紙 （ Merckoquant Nitrate Test 1.10020.000
1） を 用 い て 大 ま か に 把 握 し 、 硝 酸 ／ 亜 硝 酸 ア ッ セ イ キ ッ ト Ｃ （ Colorimetric, 同 仁 化 学
研 究 所 ） の 測 定 範 囲 で あ る 0～ 100μ Mに な る よ う 希 釈 し て か ら 、 同 キ ッ ト を 用 い て 正 確 な
濃 度 を 測 定 し た 。 吸 光 度 の 測 定 に は マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Molecular Devices社 製 S
PECTRA MAX190） を 用 い た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
実 施 例 ２
イ ン ビ ト ロ の ル ー メ ン 系 で の 効 果
＜ 材 料 及 び 実 験 機 器 ＞
　 本 実 施 例 は 、 緩 衝 液 お よ び 固 形 飼 料 の 投 入 口 、 サ ー ミ ス タ ー プ ロ ー ブ 、 窒 素 ガ ス 投 入 口
、 磁 気 的 ス タ ー ラ ー 、 近 赤 外 メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 分 析 器 を 備 え た 、 ４ つ の １ ０ ０ ０ ｍ
ｌ 発 酵 槽 容 器 か ら な る イ ン ビ ト ロ 連 続 培 養 シ ス テ ム （ 高 杉 製 作 所 社 製 ） を 用 い て 行 っ た 。
２ 頭 の 非 授 乳 の ホ ル ス タ イ ン ウ シ （ 平 均 体 重 ８ ０ ０ ｋ ｇ ） を ド ナ ー と し て 、 帯 広 畜 産 大 学
の 施 設 動 物 の 世 話 と 利 用 委 員 会 で 承 認 さ れ た 外 科 手 術 に よ っ て 、 ル ー メ ン に 瘻 管 を 取 り 付
け 、 タ イ ・ ス ト ー ル ・ バ ー ン に て 飼 育 し た 。 ウ シ は 基 礎 飼 料 の 干 し 草 （ DM（ dry matter）
: 87.33%, OM（ organic matter） : 98.98%, CP(crude protein): 14%, ADF(acid deterge
nt fiber): 38.84%, NDF(neutral detergent fiber): 73.26%, ADL(acid detergent lign
in): 4.10%, GE(gross energy): 4.45 Mcal） を 維 持 レ ベ ル （ 55g DM kg-0.75 BW/日 ） で
、 午 前 ８ 時 と 午 後 ５ 時 に 同 量 を 日 に ２ 回 与 え ら れ 、 水 と 塩 化 ナ ト リ ウ ム ブ ロ ッ ク （ Fe: 12
32, Cu: 150, Co: 25, Zn: 500, I: 50, Se: 15お よ び Na: 382mg/kg） を 自 由 に 取 る こ と
が で き る 。 そ の ウ シ か ら 朝 の 餌 や り の 前 に ル ー メ ン 液 を 回 収 し 、 直 ち に ナ イ ロ ン 製 の 布 で
裏 ご し し て 、 酸 素 が 取 れ る よ う に 口 の 空 い た 三 角 フ ラ ス コ に 入 れ た 。 裏 ご し し た ル ー メ ン
液 （ ４ ０ ０ ｍ ｌ ） の １ つ を オ ー ト ク レ ー ブ し た 緩 衝 液 （ ４ ０ ０ ｍ ｌ ） （ Takahashi, J., J
ohchi, N,, Fujita, H., Br.J.Nutr. 61:741-8 (1998)） の １ つ と 混 合 し た 。 す べ て の 培
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養 は 嫌 気 性 で ３ ９ ℃ に て ２ ４ 時 間 、 １ ０ ｇ の 上 述 し た 粉 末 の 飼 料 （ １ ｍ ｍ 　 ス ク リ ー ン ）
を 基 質 と し て 添 加 し て 、 ４ 通 り 行 わ れ た 。 １ 試 験 に つ き 、 ２ つ の 容 器 を ラ ン ダ ム に 割 り 当
て た 。 嫌 気 状 態 に す る た め に 窒 素 を ２ ０ ｍ ｌ ／ 分 の 割 合 で 投 入 し た 。 上 記 培 養 発 酵 基 礎 ユ
ニ ッ ト （ 高 杉 製 作 所 株 式 会 社 、 東 京 ） を 用 い て 、 発 酵 容 器 の 温 度 を ３ ９ ℃ に 保 ち 、 内 容 物
を 混 合 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
＜ E. ｃ oli W3110お よ び E. ｃ oli nir-Ptac株 の 添 加 ・ 接 種 ・ 培 養 ＞
　 ル ー メ ン 微 生 物 に よ る イ ン ビ ト ロ の ル ー メ ン 中 の メ タ ン 生 成 に 対 す る 、 硝 酸 、 亜 硝 酸 、
E. ｃ oli W3110お よ び E. ｃ oli nir-Ptac株 の 影 響 を 調 べ る た め 、 培 養 容 器 に 硝 酸 （ NaNO 3
、 5ま た は 10mM） 、 亜 硝 酸 （ NaNO 2 、 1ま た は 2mM） を 添 加 し 、 培 養 し た E. Coli W3110ま た
は E. ｃ oli nir-Ptac株 を 植 え 付 け た 。 ル ー メ ン 微 生 物 に よ る イ ン ビ ト ロ の ル ー メ ン 中 の
硝 酸 お よ び 亜 硝 酸 還 元 に 対 す る 、 E. ｃ oli W3110お よ び E. ｃ oli nir-Ptac株 の 影 響 を 調
べ る た め 、 硝 酸 （ NaNO 3 , 5ま た は 10mM） 、 亜 硝 酸 （ NaNO 2 , 1ま た は 2mM） を 添 加 し た 別 々
の 培 養 容 器 に 、 E. Coli W3110ま た は E. Coli nir-Ptac株 を 接 種 し た 。 そ れ ぞ れ の 培 養 容
器 に 接 種 し た E. coli W3110ま た は E. coli nir-Ptac株 の 細 胞 量 は 、 下 記 の 方 程 式 に お い
て 表 し た よ う に 計 算 し た 。 対 照 培 地 は 硝 酸 お よ び 亜 硝 酸 を 加 え ず に 培 養 し 、 E. coli W311
0ま た は E. coli nir-Ptac株 を 植 え 付 け た 。
　 E. coli nir-Ptac株 の 構 築 は 実 施 例 １ と 同 様 に し て 行 っ た 。
　 E. coli W3110ま た は E. coli nir-Ptac株 接 種 菌 は 、 細 胞 を ル リ ア ・ ベ ル タ ニ （ Luria-B
ertani,LB） ブ ロ ス 寒 天 培 地 中 で ３ ７ ℃ に て １ ０ 時 間 培 養 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 こ
の 培 養 か ら 、 寒 天 培 地 プ レ ー ト 中 の ８ 分 の １ の E. Coli W3110ま た は E. coli nir-Ptac細
胞 を そ れ ぞ れ ５ ０ ｍ ｌ Ｌ Ｂ ブ ロ ス （ １ ｌ に つ き 、 ト リ プ ト ン １ ０ ｇ 、 酵 母 抽 出 物 ５ ｇ 、 Na
Cl１ ０ ｇ ） フ ラ ス コ へ と 移 し 、 コ ン ス タ ン ト に 振 り な が ら （ １ ５ ０ rev 分 - 1 ） ３ ７ ℃ で さ
ら に １ ２ 時 間 培 養 し た 。 静 止 期 の 細 胞 を 遠 心 分 離 （ ５ ０ ０ ０ × ｇ 、 ５ 分 、 ４ ℃ ） に よ っ て
集 菌 し た 。 E. coli W3110ま た は E. coli nir-Ptacの 細 胞 ペ レ ッ ト を ２ ５ ｍ ｌ の 滅 菌 緩 衝
液 （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ） （ McDaugall、 １ ９ ４ ８ 年 ） で 懸 濁 し 、 ５ ｍ ｌ の 滅 菌 緩 衝 液 で 再 懸 濁 し
た 。 そ れ ぞ れ の 培 養 器 に 植 え 付 け る E. Coli W3110ま た は E. coli nir-Ptacの 量 は 以 下 の
方 程 式 に よ っ て 計 算 す る ：
E = (A)× (B)/(C)× (D)
式 中 、 Ｅ ： 植 え 付 け る E. coli細 胞 の 量 （ ｍ ｌ ）
Ａ ： ２
Ｂ ： 培 養 器 中 の 溶 液 量 （ ８ ０ ０ ｍ ｌ ）
Ｃ ： 緩 衝 液 （ McDaugall、 １ ９ ４ ８ 年 ） で １ ： ２ ０ ０ に 希 釈 し た 、 培 養 E. coli W3110ま た
は E. coli nir-Ptac細 胞 の Ｏ Ｄ ６ ６ ０ 値
Ｄ ： 希 釈 率 （ ２ ０ ０ ）
各 培 養 器 中 に 植 え 付 け た E. coli W3110ま た は E. coli nir-Ptac細 胞 を 計 算 す る と 、 ３ ０
． ５ ３ ～ ３ ９ ． ４ ０ ｍ ｌ の 間 で あ っ た （ 約 １ × １ ０ ９ cfu/ml） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
＜ 分 析 方 法 ＞
　 イ ン ビ ト ロ ル ー メ ン 系 に 所 定 の 材 料 を 全 て 投 入 し 、 反 応 を 開 始 し た 。 反 応 開 始 時 を ０ 時
間 と し 、 ル ー メ ン サ ン プ ル を 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 12 お よ び 24時 間 に て 回
収 し 直 ち に ｐ Ｈ お よ び 細 胞 成 長 （ Ｏ Ｄ ６ ６ ０ ） を 調 べ 、 次 い で そ れ ぞ れ の サ ン プ ル を 、 ル
ー メ ン 中 の 硝 酸 、 亜 硝 酸 、 ア ン モ ニ ア 窒 素 お よ び 揮 発 性 脂 肪 酸 （ Ｖ Ｆ Ａ ） を 後 に 調 べ る た
め に － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。 ル ー メ ン 液 の ｐ Ｈ は ｐ Ｈ メ ー タ ー （ HM-21P, 東 亜 電 波 工 業 、 東
京 ） を 用 い て 測 定 し た 。 微 生 物 集 団 の 増 殖 、 培 養 液 中 の E. coli W3110お よ び E. coli nir
-Ptacの 増 殖 の 指 標 と し て 、 光 学 密 度 ６ ６ ０ nm（ Ｏ Ｄ ６ ６ ０ ） を 用 い た 。 分 光 光 度 計 （ Par
t No. 100-004, Serial No. 5667-15, 日 立 、 東 京 ） で Ｏ Ｄ ６ ６ ０ を 測 定 す る 前 に 、 サ ン
プ ル を 蒸 留 水 で １ ： ２ ０ ０ に 希 釈 し た 。 ル ー メ ン 中 の 硝 酸 お よ び 亜 硝 酸 濃 度 は 、 硝 酸 お よ
び 亜 硝 酸 試 験 紙 (Merck: Merckoquant Nitrite Test 1. 10022.0001, 1.10007.0001, Merc
koquant Nitrate Test 1.10020.0001)で 測 っ た 。 サ ン プ ル を ０ ～ １ ０ ０ μ Ｍ の 硝 酸 お よ び
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亜 硝 酸 濃 度 に な る よ う に 希 釈 し た 。 よ り 正 確 な 濃 度 は 、 硝 酸 ／ 亜 硝 酸 ア ッ セ イ キ ッ ト Ｃ （
Colorimetric, 同 仁 化 学 研 究 所 ） を 用 い て 測 定 し た 。 吸 収 係 数 は マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ
ー 、 SPECTRA MAX 190 (Molecular Devices社 )を 用 い て 測 定 し た 。 ア ン モ ニ ア 窒 素 濃 度 は S
arら （ ２ ０ ０ ４ 年 ） と 同 様 に し て 測 っ た 。 Ｖ Ｆ Ａ の 濃 度 は 、 ２ － エ チ ル － ｎ － 酪 酸 を 内 部
標 準 と し て 用 い 、 フ レ ー ム イ オ ン 化 検 出 器 お よ び キ ャ ピ ラ リ ー カ ラ ム （ ULBON HR-52, 0.5
3 mm I.D. ×  30 m 3.0 μ m)を 備 え た ガ ス － 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ 島 津 製 作 所 、 GC-14A
、 京 都 ） で 分 析 し た 。 値 は Chromatopac data processing system (C-R 4A、 島 津 )を 用 い
て 自 動 計 算 し た 。 連 続 的 な メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 生 成 率 は 、 赤 外 線 ガ ス 分 析 器 （ 高 杉 製
作 所 ） を 用 い て 自 動 的 に 測 定 し た 。 次 い で 、 そ れ ら の デ ー タ を 分 析 器 か ら イ ン タ ー フ ェ ー
ス を 通 し て １ 分 間 隔 で コ ン ピ ュ ー タ ー (Windows(登 録 商 標 ) XP Professional 1-2 CPU, IM
B Corporation)に 取 り 込 み 、 蓄 積 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
＜ 統 計 分 析 ＞
　 そ れ ぞ れ の 試 験 に お け る イ ン ビ ト ロ の 連 続 培 養 を ２ 日 間 、 日 に ２ 回 繰 り 返 し て 行 っ た （
ｎ ＝ ４ ） 。 累 積 メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 生 成 は ベ ル タ ラ ン フ ィ モ デ ル （ Bertalanffy mode
l） の 非 線 形 回 帰 分 析 ［ メ タ ン （ ｍ ｌ ） ま た は 二 酸 化 炭 素 （ ｍ ｌ ） ＝ a+b(1-e-ct)3、 式 中
、 a:最 初 の メ タ ン ま た は 二 酸 化 炭 素 生 成 、 b:２ 回 目 の メ タ ン ま た は 二 酸 化 炭 素 生 成 、 c:一
定 の メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭 素 生 成 率 、 t： 時 間 （ 分 ） ］ に よ っ て 、 メ タ ン お よ び 二 酸 化 炭
素 生 成 の ２ ４ 時 間 の 時 間 経 過 か ら 推 定 し た 。 試 験 の 結 果 の 平 均 値 を 、 Statistical Analys
is Systems Institute (SAS, 1994年 )の General Linear Models Proceduresを 用 い て 、 一
元 配 置 分 散 分 析 に よ っ て 分 析 し た 。 試 験 平 均 を 統 計 学 的 に ダ ン カ ン の 多 重 検 定 (Duncan's 
Multiple－ Range Testと 比 較 し た 。 Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ を 有 す る 差 異 を 有 意 性 あ り と み な し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
＜ 結 果 ＞
　 実 施 例 ２ の 結 果 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら に 図 １ お よ び 図 ２ に 、 そ れ ぞ れ 硝 酸 処 理 お よ び 亜 硝 酸 処 理 し た 混 合 ル ー メ ン 微 生 物
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の 培 養 に お け る 、 イ ン ビ ト ロ の 累 積 メ タ ン 生 成 の プ ロ フ ィ ル を ま と め た 。 累 積 メ タ ン 生 成
は 、 対 照 培 養 と 比 較 し て 、 す べ て の 試 験 に お い て 減 少 し た 。 E. Coli W3110を ５ ま た は １
０ ｍ Ｍ 硝 酸 に 接 種 し た 場 合 、 接 種 し な か っ た ５ ま た は １ ０ ｍ Ｍ 硝 酸 と 比 べ 、 累 積 メ タ ン 生
成 の 減 少 が 観 察 さ れ た 。 ５ ま た は １ ０ ｍ Ｍ 硝 酸 お よ び １ ま た は ２ ｍ Ｍ 亜 硝 酸 に E. coli ni
r-Ptacを 植 え 付 け る こ と に よ っ て 、 植 え 付 け な か っ た ５ ま た は １ ０ ｍ Ｍ 硝 酸 お よ び １ ま た
は ２ ｍ Ｍ 亜 硝 酸 と そ れ ぞ れ 比 較 し て 、 劇 的 に 累 積 メ タ ン 生 成 が 減 少 し た 。
　 図 ３ お よ び 図 ４ に は 、 そ れ ぞ れ 硝 酸 処 理 お よ び 亜 硝 酸 処 理 し た 混 合 ル ー メ ン 微 生 物 の 培
養 に お け る 、 イ ン ビ ト ロ の 累 積 二 酸 化 炭 素 生 成 の プ ロ フ ィ ル を 示 し た 。 累 積 二 酸 化 炭 素 生
成 は 、 対 照 培 養 と 比 較 し て 、 す べ て の 試 験 に お い て 減 少 し た 。 硝 酸 の 試 験 に お い て は 、 １
０ ｍ Ｍ 硝 酸 に E. coli nir-Ptacを 植 え 付 け た も の が 、 一 番 低 い 累 積 二 酸 化 炭 素 生 成 を 示 し
た 。 亜 硝 酸 の 試 験 に お い て は 、 ２ ｍ Ｍ 亜 硝 酸 に E. coli nir-Ptacを 接 種 し た も の が 一 番 大
幅 に 累 積 二 酸 化 炭 素 を 減 少 さ せ た 。
　 図 ５ お よ び 図 ６ に は 、 そ れ ぞ れ 硝 酸 処 理 お よ び 亜 硝 酸 処 理 し た 混 合 ル ー メ ン 微 生 物 の イ
ン ビ ト ロ の 連 続 培 養 に お け る 、 ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 蓄 積 の プ ロ フ ィ ル を 示 し た 。 硝 酸 の 試
験 に お い て は 、 ５ ま た は １ ０ ｍ Ｍ 硝 酸 で 処 理 し た 混 合 ル ー メ ン 群 に E. Coli W3110お よ び E
. Coli nir-Ptacを 接 種 し た が 、 植 え 付 け て い な い ５ ま た は １ ０ ｍ Ｍ 硝 酸 と そ れ ぞ れ 比 較
し て 、 ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 濃 度 の 上 昇 を 起 こ し た 。 亜 硝 酸 の 試 験 に お い て は 、 １ ｍ Ｍ 亜 硝
酸 と 比 較 し て 、 １ ｍ Ｍ 亜 硝 酸 に E. Coli W3110を 植 え 付 け た も の は ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 濃
度 を 下 げ （ ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 、 こ の 値 （ ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） は １ ｍ Ｍ 亜 硝 酸 に E. coli nir-Ptac
を 植 え 付 け た も の に 相 当 し た 。 ２ ｍ Ｍ 亜 硝 酸 と 比 較 し て 、 ２ ｍ Ｍ 亜 硝 酸 に E. coli W3110
を 植 え 付 け た も の は ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 濃 度 を 下 げ た 。 一 番 の 値 （ ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） は ２ ｍ
Ｍ 亜 硝 酸 に E. coli nir-Ptacを 接 種 し た も の で 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 以 上 の 試 験 よ り 、 野 生 型 E. coli W3110ま た は E. coli nir-Ptacは ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸
蓄 積 を 減 少 さ せ 、 硝 酸 お よ び 亜 硝 酸 に よ る 悪 影 響 を 抑 制 し 、 ル ー メ ン 中 の イ ン ビ ト ロ の メ
タ ン 生 成 を 減 少 さ せ う る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
ni5： tca gcc gtc acc gtc agc ata aca c（ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ）
nic4.1： ccg aca ggc gtg caa tgc gcg cag c（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ２ ）
nirex5： aaa aga att cga ggc aaa aat gag caa agt（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ３ ）
nirex3： ccc caa gct tca tgc aaa aag ggg agg cat（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ４ ）
pKK-c200： cgg ggt acc ttc tgg cgt cag gca gcc at（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ５ ）
NI’ -c2035： aca tgc atg ccg tct acg ccc agc agt ttc（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ６ ）
NI’ -1： cgg aat tcg tat gaa ggg cgt cag cgc g（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ７ ）
NI’ -c925： cgg ggt acc ttc tta agt cac gga att gt（ 配 列 表 　 配 列 番 号 ８ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NirBD オ ペ ロ ン 　 NirB遺 伝 子 （ 配 列 表 　 配 列 番 号 ９ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NirB タ ン パ ク （ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ０ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NirD遺 伝 子 （ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ １ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NirD　 タ ン パ ク （ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ２ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NrfABCDEFG オ ペ ロ ン （ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ３ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NrfA タ ン パ ク （ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ４ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NrfB タ ン パ ク （ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ５ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NrfC タ ン パ ク （ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ６ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NrfD タ ン パ ク （ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ７ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NrfE タ ン パ ク （ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ８ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NrfF タ ン パ ク （ 配 列 表 　 配 列 番 号 １ ９ ）
エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ NrfG タ ン パ ク （ 配 列 表 　 配 列 番 号 ２ ０ ）
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム 　 NirA 遺 伝 子 （ 配 列 表 　 配 列 番 号 ２ １ ）
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ カ ム 　 NirAタ ン パ ク （ 配 列 表 　 配 列 番 号 ２ ２ ）
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ７ ０ 】
【 図 １ 】 混 合 ル ー メ ン 微 生 物 の 培 養 に お け る 、 イ ン ビ ト ロ の 累 積 メ タ ン 生 成 の プ ロ フ ィ ル
を 示 す （ 硝 酸 処 理 ） 。
【 図 ２ 】 混 合 ル ー メ ン 微 生 物 の 培 養 に お け る 、 イ ン ビ ト ロ の 累 積 メ タ ン 生 成 の プ ロ フ ィ ル
を 示 す （ 亜 硝 酸 処 理 ） 。
【 図 ３ 】 混 合 ル ー メ ン 微 生 物 の 培 養 に お け る 、 イ ン ビ ト ロ の 累 積 二 酸 化 炭 素 生 成 の プ ロ フ
ィ ル を 示 す （ 硝 酸 処 理 ） 。
【 図 ４ 】 混 合 ル ー メ ン 微 生 物 の 培 養 に お け る 、 イ ン ビ ト ロ の 累 積 二 酸 化 炭 素 生 成 の プ ロ フ
ィ ル を 示 す （ 亜 硝 酸 処 理 ） 。
【 図 ５ 】 混 合 ル ー メ ン 微 生 物 の イ ン ビ ト ロ の 連 続 培 養 に お け る 、 ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 蓄 積
の プ ロ フ ィ ル を 示 す （ 硝 酸 処 理 ） 。
【 図 ６ 】 混 合 ル ー メ ン 微 生 物 の イ ン ビ ト ロ の 連 続 培 養 に お け る 、 ル ー メ ン 中 の 亜 硝 酸 蓄 積
の プ ロ フ ィ ル を 示 す （ 亜 硝 酸 処 理 ） 。
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【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 配 列 表 】
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