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(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】環境中のポリウレタンを効率的かつ安価に処理する新規な手段を提供する。

【解決手段】ウレタン吸着・分解能を有するストレプトマイセス（Streptomyces）属に属

する微生物と、前記微生物を、ポリウレタン、ポリエチレンを含有する試料に作用させる

、ポリウレタン、ポリエチレンの吸着・浄化方法。また、ウレタン吸着・分解能を有する

生物のスクリーニング方法。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を 有 す る ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces） 属 に 属 す る 微 生 物

を 、 ウ レ タ ン を 含 有 す る 試 料 に 作 用 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 ウ レ タ ン の 吸 着 ・ 浄 化 方 法

。

【 請 求 項 ２ 】

　 ウ レ タ ン が ポ リ ウ レ タ ン で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 ポ リ ウ レ タ ン が 試 料 中 に 微 粒 子 状 で 分 散 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces） 属 微 生 物 が 、 受 託 番 号 FER M P-21770で 特 定 さ れ る

微 生 物 、 あ る い は こ れ と 同 等 の ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を も つ そ の 変 異 株 で あ る 、 請 求 項 １

～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 微 生 物 が さ ら に ポ リ エ チ レ ン 分 解 能 を 有 し 、 試 料 中 の ポ リ エ チ レ ン も 浄 化 可 能 で あ る 、

請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を 有 す る ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces） 属 に 属 す る 微 生 物

。

【 請 求 項 ７ 】

　 さ ら に ポ リ エ チ レ ン 分 解 能 も 有 す る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 微 生 物 。

【 請 求 項 ８ 】

　 受 託 番 号 FER M P-21770で 特 定 さ れ る 微 生 物 、 あ る い は こ れ と 同 等 の ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解

能 を も つ そ の 変 異 株 。

【 請 求 項 ９ 】

　 請 求 項 ６ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 微 生 物 を 含 む 、 ウ レ タ ン の 吸 着 ・ 浄 化 剤 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 下 記 の 工 程 を 含 む 、 ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を 有 す る 微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：

１ ） 水 分 散 型 ポ リ ウ レ タ ン を 含 む 培 地 に 、 候 補 微 生 物 を 作 用 さ せ 、 培 地 の 濁 度 の 減 少 を 評

価 す る 工 程 、 お よ び

２ ） ポ リ ウ レ タ ン を 含 む 培 地 に 、 候 補 微 生 物 を 作 用 さ せ 、 ポ リ ウ レ タ ン の 分 解 を 評 価 す る

工 程 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 ポ リ ウ レ タ ン の 分 解 を 分 解 円 の 形 成 あ る い は ポ リ ウ レ タ ン 塊 の 目 視 に よ る 分 解 確 認 に よ

り 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を 有 す る 新 規 な 微 生 物 と 前 記 微 生 物 を 利 用 し た ウ レ タ

ン の 吸 着 ・ 浄 化 方 法 、 お よ び 前 記 微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ポ リ ウ レ タ ン は ウ レ タ ン 結 合 を 有 す る ポ リ マ ー で 、 ウ レ タ ン 樹 脂 と も 呼 ば れ る 。 ポ リ ウ

レ タ ン は 、 水 分 に よ る 加 水 分 解 や 空 気 中 の 窒 素 酸 化 物 （ N Ox） 、 塩 分 、 紫 外 線 、 熱 、 微 生

物 な ど の 影 響 で 徐 々 に 分 解 さ れ 、 人 体 や 水 生 生 物 な ど に 対 し て 有 害 な 化 合 物 を 生 成 す る 。

漏 出 し た ポ リ ウ レ タ ン は 甚 大 な 環 境 汚 染 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ る た め 、 通 常 土 砂 等 に 吸

着 さ せ た り 、 囲 う な ど の 防 止 処 置 を し て 回 収 し 、 容 器 に 密 閉 後 処 理 さ れ て い る 。 ポ リ ウ レ

タ ン に つ い て は リ サ イ ク ル 系 も 開 発 さ れ て い る が 、 廃 ポ リ ウ レ タ ン の 約 ４ ０ ％ は ま だ 埋 め

立 て ら れ て い る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】

　 こ れ ま で 、 ポ リ ウ レ タ ン を 分 解 す る 微 生 物 が 各 種 分 離 同 定 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ ～ ５

、 非 特 許 文 献 １ ～ ２ ） 。 例 え ば 、 固 形 ポ リ ウ レ タ ン を 分 解 す る 微 生 物 と し て ス ト レ プ ト マ

イ セ ス 属 の ４ 種 の 株 が 同 定 さ れ 、 こ れ ら を 利 用 し た ポ リ ウ レ タ ン の 分 解 方 法 が 報 告 さ れ て

い る （ 特 許 文 献 １ ） 。 ま た 、 ウ レ タ ン 結 合 を 分 解 す る 新 規 な ロ ド コ ッ カ ス 属 微 生 物 と こ れ

を 用 い た ポ リ ウ レ タ ン の 分 解 方 法 も 報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ２ ） 。 一 方 で 、 ポ リ ウ レ タ

ン に 対 し て 吸 着 性 を 示 す 微 生 物 や エ ス テ ラ ー ゼ の 存 在 が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ お よ

び ４ ） 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 し か し な が ら 、 ポ リ ウ レ タ ン の 化 学 構 造 や 製 品 形 態 は 多 岐 に わ た り 、 十 分 な 生 分 解 能 を

示 す 微 生 物 が な い こ と な ど か ら 、 そ の バ イ オ レ メ デ ィ エ ー シ ョ ン の 方 法 は ま だ 確 立 さ れ て

い な い 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ６ － １ ５ ８ ２ ３ ７ 号

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ４ － ２ ６ １ １ ０ ３ 号

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ５ － ３ ０ ４ ３ ８ ８ 号

【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 平 ９ － １ ９ ２ ６ ３ ３ 号

【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 平 ９ － ２ ０ １ １ ９ ２ 号

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 G.T.Howard. Biodegradation of polyurethane: a review. Internatio

nal Biodeterioration & Biodegradation, 49:245-252 (2002).

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Y. Akutsu-Shigeno, et al. Isolation of a bacterium that degrades

 rethane compounds and characterization of its urethane hydrolase: 2006. Appl. M

icrobiol. Biotechnol. , 70:422-429 (2006).

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Blake R.C. et al. , Adherence and growth of a Bacillus species on

 an insoluble polyester polyurethane: International biodeterioration & biodegrad

ation, 1998, vol.42, No.1, pp.63-73

【 非 特 許 文 献 ４ 】 中 島 (神 戸 )敏 明 、 「 固 体 合 成 高 分 子 を 分 解 す る 新 規 な エ ス テ ラ ー ゼ :ポ

リ ウ レ タ ン 分 解 酵 素 の 性 質 」 　 日 本 油 化 学 会 誌 , Vol.48 No.7 (530), p 663-724

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 の 課 題 は 、 ウ レ タ ン に 対 し て 吸 着 能 と 分 解 能 を 有 す る 微 生 物 を 利 用 し て 、 環 境 中

の ポ リ ウ レ タ ン を 効 率 的 か つ 安 価 に 処 理 す る 新 規 な 手 段 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 発 明 者 ら は 、 土 壌 中 よ り ウ レ タ ン に 対 し て 吸 着 能 と 分 解 能 を 有 す る 新 規 な 微 生 物 を 見 出

し た 。 当 該 微 生 物 は 、 菌 学 的 性 質 や D N A分 析 か ら 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces）

属 に 属 す る 新 規 な 放 線 菌 と 判 明 し た 。 こ の 微 生 物 は 、 ウ レ タ ン に 対 し て 吸 着 性 を 有 す る た

め 、 水 中 に 分 散 し て い る ウ レ タ ン 粒 子 を 結 合 ・ 凝 集 さ せ 、 ウ レ タ ン を 効 果 的 に 除 去 （ 吸 着

・ 浄 化 ） す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を 有 す る ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyc

es） 属 に 属 す る 微 生 物 を 、 ウ レ タ ン を 含 有 す る 試 料 に 作 用 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 ウ レ

タ ン の 吸 着 ・ 浄 化 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 前 記 方 法 に お い て 、 吸 着 ・ 浄 化 の 対 象 と な る ウ レ タ ン は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ポ リ ウ レ
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タ ン が 好 ま し い 。 ま た 、 ポ リ ウ レ タ ン は 、 微 生 物 が 作 用 し や す い よ う に 、 試 料 中 に 微 粒 子

状 態 で 分 散 さ れ て い る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の 微 生 物 は 、 ウ レ タ ン に 加 え て ポ リ エ チ レ ン も 分 解 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の 微 生 物 を 試 料 に 作 用 さ せ る 温 度 は 、 た と え ば ２ ６ ～ ４ ５ ℃ 、 好 ま し く は ３ ０ ～

４ ５ ℃ 前 後 で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 で 用 い ら れ る ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces） 属 に 属 す る 微 生 物 と し て は 、

例 え ば 、 受 託 番 号 FER M P-21770で 特 定 さ れ る 微 生 物 や こ れ と 同 等 の ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能

を も つ そ の 変 異 株 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 は 、 ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を 有 す る ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces） 属 に 属

す る 微 生 物 、 例 え ば 前 記 し た 受 託 番 号 FER M P-21770で 特 定 さ れ る 微 生 物 や こ れ と 同 等 の ウ

レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を も つ そ の 変 異 株 も 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 の 微 生 物 や 当 該 微 生 物 を 固 定 化 し た 担 体 、 あ る い は こ れ ら を 含 む 培 養 液 等 は 、 ウ

レ タ ン の 吸 着 ・ 浄 化 剤 と し て 利 用 で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 は ま た 、 ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を 有 す る 微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 提 供 す る

。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 下 記 の 工 程 を 含 む ：

１ ） 水 分 散 型 ポ リ ウ レ タ ン を 含 む 培 地 に 、 候 補 微 生 物 を 作 用 さ せ 、 培 地 の 濁 度 の 減 少 を 評

価 す る 工 程 、 お よ び

２ ） ポ リ ウ レ タ ン を 含 む 培 地 に 、 候 補 微 生 物 を 作 用 さ せ 、 ポ リ ウ レ タ ン の 分 解 を 評 価 す る

工 程 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 ポ リ ウ レ タ ン の 分 解 は 、 培 地 の 変 化 （ 分 解 に よ る 培 地 の 濁 り 、 変 色 ） や 分 解 生 成 物 （ ジ

ア ミ ン 等 ） の 同 定 、 ポ リ ウ レ タ ン の 重 量 や 形 状 変 化 を 指 標 と し て 評 価 で き る が 、 簡 便 さ と

い う 点 か ら は 、 分 解 円 の 形 成 あ る い は ポ リ ウ レ タ ン 塊 の 目 視 に よ る 分 解 確 認 を 確 認 す る 方

法 が 優 れ て い る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 環 境 中 に 漏 出 し た ウ レ タ ン や 、 有 機 溶 剤 を 含 む 工 場 廃 液 に 含 ま れ る ウ

レ タ ン 原 材 料 を 効 率 的 か つ 安 価 に 処 理 す る こ と が で き る 。 回 収 さ れ た ウ レ タ ン は リ サ イ ク

ル す る こ と も 可 能 で あ る た め 、 資 源 の 有 効 活 用 に も つ な が る 。 本 発 明 の 微 生 物 は ウ レ タ ン

に 加 え て 、 代 表 的 プ ラ ス チ ッ ク で あ る ポ リ エ チ レ ン も 分 解 す る こ と が で き 、 プ ラ ス チ ッ ク

製 品 の 分 解 、 回 収 に 広 く 利 用 で き る 可 能 性 が あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ９ 】

【 図 １ 】 PUR（ ポ リ ウ レ タ ン ） の 吸 着 ・ 分 解 に よ る 培 養 液 の 浄 化 。 　 A： YES-PG培 地 （ 無 接

種 ） 、 B： YES-PG培 地 （ 菌 体 接 種 ）

【 図 ２ 】 異 な る PUR材 料 の 吸 着 ・ 分 解 に よ る 培 養 液 の 浄 化 。 　 A:Superflex860、 B: Superf

lex E4800、 C:Impranil

【 図 ３ 】 PUR吸 着 の 顕 微 鏡 写 真

【 図 ４ 】 PURの 吸 着 ・ 分 解 に よ る 培 養 液 の 浄 化 と 温 度 、 pHの 関 係 。 　 A： 温 度 （ 10℃ 、 18℃

、 32℃ 、 40℃ ） 、 B:pH（ 5.0、 6.5、 8.0、 10.0）

【 図 ５ 】 培 養 菌 体 と 洗 浄 菌 体 の PURの 吸 着 ・ 分 解 に よ る 培 養 液 の 浄 化 。 　 A:培 養 菌 体 、 B:

洗 浄 菌 体 （ -C13a： Streptomyces C13a株 非 存 在 下 、 +C13a： Streptomyces C13a株 存 在 下 ）

【 図 ６ 】 培 養 菌 液 、 培 養 上 清 、 菌 体 結 合 画 分 に よ る 分 解 円 （ ハ ロ ー ） の 形 成 。 　 A:培 養 菌

液 、 B:培 養 上 清 、 C:菌 体 結 合 画 分
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【 図 ７ 】 ウ レ タ ン 指 サ ッ ク の 分 解 写 真 。 　 A： Streptomyces C13a株 非 存 在 下 、 B： Strepto

myces C13a株 存 在 下

【 図 ８ 】 YES-PG培 地 の PUR濁 度 に お け る pHの 影 響 。 A:YES-PG培 養 菌 液 の pH、 B,C:YES-PG培

地 の PUR濁 度 に お け る pHの 影 響

【 図 ９ 】 C13a株 の 増 殖 （ 左 ： 30℃ ， 右 ： 45℃ ）

【 図 １ ０ 】 C13a株 に よ る 指 サ ッ ク （ Ａ ） と チ ュ ー ブ （ Ｂ ） の 分 解

【 図 １ １ 】 C13a株 で 作 成 し た 水 和 剤 に よ る 分 解 円 の 形 成 と 指 サ ッ ク の 分 解

【 図 １ ２ 】 C13a株 の ポ リ ウ レ タ ン 製 指 サ ッ ク の 分 解 に お け る 温 度 と 培 地 組 成 の 影 響

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 は 、 ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を 有 す る ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces） 属 に 属

す る 微 生 物 を 、 ウ レ タ ン を 含 有 す る 試 料 に 作 用 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 ウ レ タ ン の 吸 着

・ 浄 化 方 法 に 関 す る 。 以 下 、 本 発 明 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

１ ． 本 発 明 の 微 生 物

　 本 発 明 で 用 い ら れ る 微 生 物 は 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 に 属 す る 微 生 物 で あ っ て 、 ウ レ タ

ン に 吸 着 し 、 こ れ を 分 解 す る 能 力 を 有 す る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 （ Streptomyces　 　 　 sp.） は グ ラ ム 陽 性 細 菌 に 分 類 さ れ る 真 正

細 菌 で 、 放 線 菌 が 多 数 を 占 め る 。 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 は 主 に 土 壌 中 に 棲 息 し 、 抗 生 物 質

の 大 部 分 を 生 産 す る 細 菌 だ が 、 な か に は 根 菜 類 に 病 気 を 引 き 起 こ す も の も あ る 。 ス ト レ プ

ト マ イ セ ス 属 の ゲ ノ ム サ イ ズ は ９ ０ ０ 万 ｂ ｐ で 、 細 菌 の 中 で は か な り 大 き い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 は 土 壌 菌 で あ る た め 、 比 較 的 低 い 温 度 、 炭 素 と 無 機 塩 の 単 純 な 培

地 で 強 い 増 殖 力 が あ り 、 簡 便 な 方 法 （ 一 般 的 な 震 盪 培 養 ） で 培 養 で き る 。 ま た 、 胞 子 の 形

成 に よ り 厳 し い 環 境 で も 生 存 で き 、 一 般 的 に 抗 菌 化 合 物 を 生 産 す る た め 、 へ テ ロ な 微 生 物

環 境 で も 生 息 率 が 高 い と い う 利 点 を 有 す る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の 微 生 物 は 、 「 ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 」 を 有 す る 。 こ こ で 、 「 ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分

解 能 」 と は 、 ウ レ タ ン 表 面 に 吸 着 す る 能 力 （ ウ レ タ ン 吸 着 能 ） と 、 ウ レ タ ン を 分 解 す る 能

力 （ ウ レ タ ン 分 解 能 ） を 併 せ 持 つ こ と を 意 味 す る 。 ウ レ タ ン 吸 着 能 を 有 す る こ と に よ り 、

本 発 明 の 微 生 物 は 、 ウ レ タ ン に 密 着 し て こ れ を 効 果 的 に 分 解 で き る こ と に 加 え て 、 分 散 し

て い る ウ レ タ ン 粒 子 を 凝 集 さ せ て 、 環 境 か ら の ウ レ タ ン の 分 離 除 去 を 容 易 に す る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 上 記 の 特 性 に 加 え て 、 本 発 明 の 微 生 物 は 、 ポ リ ウ レ タ ン 分 解 能 に 比 較 す る と 弱 い も の の

、 ポ リ エ チ レ ン の 分 解 能 も 有 し 、 培 養 条 件 等 の 最 適 化 に よ り 、 試 料 中 の ポ リ エ チ レ ン も 浄

化 可 能 と 思 わ れ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の 微 生 物 の １ 例 と し て 、 受 託 番 号 FER M P-21770で 特 定 さ れ る 微 生 物 を 挙 げ る こ と

が で き る 。 当 該 微 生 物 は 、 ２ ０ ０ ９ 年 ２ 月 １ ２ 日 付 に て 、 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 （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ -１ -１ 　 つ く ば セ ン タ ー 中 央 第 ６ ）

に 、 上 記 し た 受 託 番 号 で 寄 託 さ れ て い る 。 な お 、 上 記 微 生 物 の 変 異 株 も 、 こ れ と 同 等 の ウ

レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を も つ 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

２ ． ウ レ タ ン の 吸 着 ・ 浄 化 方 法

　 本 発 明 の ウ レ タ ン の 吸 着 ・ 浄 化 方 法 は 、 前 述 し た ウ レ タ ン 吸 着 ・ 分 解 能 を 有 す る ス ト レ

プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces） 属 に 属 す る 微 生 物 を 、 ウ レ タ ン を 含 有 す る 試 料 に 作 用 さ せ

る こ と を 特 徴 と す る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 「 ウ レ タ ン 」 と は 、 カ ル ボ ニ ル を 介 し て ア ミ ノ 基 と ア ル コ ー ル 基 が 脱 水 縮 合 し た 化 合 物
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、 す な わ ち カ ル バ ミ ン 酸 エ ス テ ル を 意 味 す る 。 本 発 明 に お い て 吸 着 ・ 浄 化 の 対 象 と な る 「

ウ レ タ ン 」 に は 、 カ ル バ ミ ン 酸 エ チ ル 等 の 低 分 子 か ら 、 ポ リ ウ レ タ ン 等 の ポ リ マ ー ま で す

べ て 包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 「 ポ リ ウ レ タ ン 」 は 、 ウ レ タ ン 結 合 で 重 合 さ れ た ポ リ マ ー で 、 塗 料 、 接 着 剤 、 ウ レ タ ン

フ ォ ー ム 、 繊 維 製 品 、 靴 、 自 動 車 部 品 、 建 材 等 に 利 用 さ れ て い る 。 「 ポ リ ウ レ タ ン 」 に は

、 直 鎖 状 か ら 分 枝 状 の も の 、 架 橋 を 含 む も の 、 弾 性 体 、 発 泡 体 な ど さ ま ざ ま な も の が あ り

、 エ ス テ ル 系 と エ ー テ ル 系 に 大 別 で き る 。 本 発 明 で 吸 着 ・ 浄 化 の 対 象 と な る 「 ポ リ ウ レ タ

ン 」 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 粒 径 が 大 き い た め 乳 濁 し て い る も の が 、 吸 着 分 解 に よ り 透 明

に な る 様 子 が 目 視 で 確 認 で き る 、 比 較 的 大 き な 粒 径 の ウ レ タ ン を 使 用 す る こ と が 望 ま し い

。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 「 ウ レ タ ン を 含 有 す る 試 料 」 は 、 上 記 し た ウ レ タ ン を 包 含 す る も の で あ

れ ば 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 ウ レ タ ン 、 特 に ポ リ ウ レ タ ン を 含 有 す る 廃 棄 物 （ 廃 液

） 、 土 壌 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 「 ウ レ タ ン を 含 有 す る 試 料 」 は 、 微 生 物 が 均 一 に 作 用

で き る よ う 、 所 望 に よ り 必 要 な 前 処 理 を 施 し て 分 解 ・ 浄 化 に 供 す る と よ い 。 例 え ば 、 粉 砕

、 加 熱 、 加 湿 、 抽 出 、 分 散 等 の 前 処 理 を 施 す こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 発 明 に お い て 、 微 生 物 を 「 ウ レ タ ン を 含 有 す る 試 料 に 作 用 さ せ る 」 と は 、 微 生 物 が ウ

レ タ ン に 吸 着 し 、 分 解 で き る よ う に 、 微 生 物 を ウ レ タ ン を 含 有 す る 試 料 に 接 触 さ せ る こ と

を 意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 適 当 な 前 処 理 を 施 し た 試 料 に 、 本 発 明 の 微 生 物 を 含 む 培 養 液 を

添 加 ・ 混 合 し て 、 試 料 中 の ウ レ タ ン に 微 生 物 が 均 一 に 接 触 で き る よ う に す る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 「 培 地 」 の 成 分 は 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 に 属 す る 微 生 物 の 培 養 に 通 常 用 い ら れ る も の

で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、 グ ル コ ー ス 、 果 糖 、 シ ョ 糖 、 乳 糖 、

ハ チ ミ ツ 、 デ ン プ ン 、 デ キ ス ト リ ン 等 の 炭 素 源 、 ま た 、 脂 肪 酸 、 油 脂 、 レ シ チ ン 、 ア ル コ

ー ル 類 等 の 炭 化 水 素 類 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 硝 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 尿 素

、 硝 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 窒 素 源 、 食 塩 、 カ リ ウ ム 塩 、 リ ン 酸 塩 、 マ グ ネ シ ウ ム 塩 、 カ ル シ ウ

ム 塩 、 鉄 塩 、 マ ン ガ ン 塩 等 の 無 機 塩 類 、 リ ン 酸 一 カ リ ウ ム 、 リ ン 酸 二 カ リ ウ ム 、 硫 酸 マ グ

ネ シ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 第 一 鉄 、 モ リ ブ デ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 タ ン グ ス テ ン 酸 ナ ト

リ ウ ム お よ び 硫 酸 マ ン ガ ン 、 各 種 ビ タ ミ ン 類 等 を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 所 望 に よ り 、

少 量 の 酵 母 エ キ ス 、 カ ザ ミ ノ 酸 、 ペ プ ト ン 、 マ ル ト エ キ ス 等 を 含 ん で い て も 良 い 。 基 本 培

地 と し て は 、 例 え ば 、 YES-PG培 地 、 SSYP培 地 （ 可 溶 性 で ん ぷ ん （ １ ０ g） 、 シ ョ 糖 （ １ g）

、 酵 母 エ キ ス （ １ g） 、 リ ン 酸 水 素 １ カ リ ウ ム （ ０ ． １ g） 、 塩 化 カ リ ウ ム （ ０ ． １ g） 、

硝 酸 ナ ト リ ウ ム （ ０ ． １ g） 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム ７ 水 和 （ ０ ． １ g） か ら 成 る SSY培 地 （ pH7

.0） に ポ リ ウ レ タ ン （ superflex860:0.3%） を 加 え た 培 地 ） 等 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 こ れ ら の 組 成 物 を 配 合 し て 得 ら れ る 培 地 の ｐ Ｈ は ４ ． ０ ～ １ ０ ． ０ 、 好 ま し く は ５ ． ０

～ ８ ． ０ 、 よ り 好 ま し く は ６ ． ０ ～ ７ ． ０ の 範 囲 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 な お 、 菌 体 の 増 殖 に 影 響 を 及 ぼ す た め 、 培 地 に は 炭 素 源 を 入 れ た 上 で ウ レ タ ン を 入 れ た

方 が よ い 。 ま た 、 糸 状 菌 の 場 合 、 ゼ ラ チ ン が 菌 体 の 増 殖 と 分 解 の 促 進 に 役 立 つ と の 報 告 が

あ る （ ポ リ ウ レ タ ン の 基 礎 と 応 用 ： シ ー エ ム シ ー 出 版 C M Cテ ク ニ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー 237： 松

永 勝 治 監 修 ） 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 微 生 物 を 、 ウ レ タ ン を 含 有 す る 試 料 に 作 用 さ せ る 時 間 と 温 度 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 分 解 が

十 分 に 行 わ れ る よ う 、 試 料 中 の ウ レ タ ン 含 有 量 を 考 慮 し て 適 宜 設 定 す る 。 温 度 は 微 生 物 の

増 殖 や ウ レ タ ン の 分 解 に 適 し た 温 度 、 例 え ば ２ ６ ～ ４ ５ ℃ 、 好 ま し く は ３ ０ ～ ４ ５ ℃ 前 後

で あ れ ば よ い 。

【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 微 細 な ウ レ タ ン 粒 子 が 液 体 中 に 分 散 し て い る 場 合 、 微 生 物 が 吸 着 し た ウ レ タ ン 粒 子 は 凝

集 し て 凝 集 塊 を つ く る 。 か く し て 、 コ ロ イ ド あ る い は 沈 殿 を 形 成 し た ウ レ タ ン 粒 子 は 、 濾

過 、 遠 心 分 離 等 の 手 段 に よ っ て 、 溶 液 中 か ら 容 易 に 分 離 除 去 （ 浄 化 ） す る こ と が で き る 。

す な わ ち 、 本 発 明 に お け る 「 吸 着 ・ 浄 化 」 は 、 微 生 物 の ウ レ タ ン へ の 吸 着 、 ウ レ タ ン の 分

解 、 必 要 に 応 じ て 微 生 物 が 吸 着 し た ウ レ タ ン の 分 離 除 去 、 試 料 の 浄 化 と い う 一 連 の 工 程 を

包 含 す る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 浄 化 さ れ た 試 料 は 、 ウ レ タ ン を 含 ま な い た め 、 環 境 中 に 安 心 し て 廃 棄 で き 、 ま た 分 離 さ

れ た ウ レ タ ン は 、 回 収 し て 、 リ サ イ ク ル に 回 す こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

３ ． ウ レ タ ン の 吸 着 ・ 浄 化 剤

　 本 発 明 は 、 上 記 し た 微 生 物 を 含 む ウ レ タ ン の 吸 着 ・ 浄 化 剤 も 提 供 す る 。 本 発 明 の ウ レ タ

ン の 吸 着 ・ 浄 化 剤 は 、 本 発 明 の 微 生 物 あ る い は 当 該 微 生 物 を 固 定 化 し た 担 体 を 、 適 当 な 溶

媒 （ 培 地 ） に 溶 解 あ る い は 懸 濁 し て 含 む 。 微 生 物 の 固 定 化 は 、 公 知 の 方 法 に し た が い 、 微

生 物 の ウ レ タ ン へ の 作 用 を 損 な わ な い よ う に 、 適 当 な 多 孔 質 担 体 表 面 に 微 生 物 を 吸 着 さ せ

れ ば よ い 。 固 定 化 し た 微 生 物 は 、 使 用 後 容 易 に 回 収 し て 再 利 用 す る こ と も で き る 。 た と え

ば 、 本 発 明 の 微 生 物 菌 体 を 含 む 培 養 液 に ク レ ー 等 の 多 孔 質 担 体 を 加 え た 水 和 剤 を 調 製 し 、

こ れ を ウ レ タ ン 吸 着 ・ 浄 化 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 の ウ レ タ ン の 吸 着 ・ 浄 化 剤 は 、 本 発 明 の 目 的 を 損 な わ な い 範 囲 で 、 微 生 物 の 増 殖

や 、 分 解 ・ 吸 着 を 助 け る 他 の 成 分 を 適 宜 含 ん で い て も よ い 。 例 え ば 、 エ ス テ ラ ー ゼ 等 を 含

む こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 あ る い は 、 本 発 明 の ウ レ タ ン の 吸 着 ・ 浄 化 剤 は 、 凍 結 乾 燥 さ せ た 発 明 の 微 生 物 や 固 定 化

微 生 物 を 含 む も の で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ４ １ 】

４ ． 微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法

　 本 発 明 は 、 上 記 し た ウ レ タ ン の 吸 着 ・ 分 解 能 を 有 す る 微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 提

供 す る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 従 来 、 ウ レ タ ン 分 解 菌 の 探 索 は 、 主 と し て ポ リ ウ レ タ ン チ ッ プ 等 を 添 加 し た 培 地 に 微 生

物 を 接 取 し 、 培 地 の 変 化 （ 分 解 に よ る 培 地 の 濁 り 、 変 色 ） や 分 解 生 成 物 （ ジ ア ミ ン 等 ） の

同 定 、 ポ リ ウ レ タ ン の 重 量 や 形 状 変 化 を 指 標 と し て 行 わ れ て き た 。 こ れ ら の 方 法 で は 、 ポ

リ ウ レ タ ン 分 解 能 は 確 認 で き る が 、 吸 着 能 は 確 認 で き な い 。 ポ リ ウ レ タ ン に 対 し て 吸 着 性

を 示 す 微 生 物 や エ ス テ ラ ー ゼ の 存 在 の 報 告 も あ る が （ 前 掲 ） 、 こ れ ら は 微 生 物 の ポ リ ウ レ

タ ン へ の 吸 着 を 事 実 と し て 記 載 す る だ け で 、 そ の 性 質 を 利 用 し て 微 生 物 探 索 を 行 う こ と を

示 唆 す る も の で は な か っ た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 ウ レ タ ン 吸 着 能 を 探 索 の 指 標 と す る た め 、 ウ レ タ ン と

よ り 良 く 接 触 し 、 効 率 的 に こ れ を 分 解 で き る 微 生 物 を 探 索 で き る と い う 点 で 優 れ て い る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 具 体 的 に は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 以 下 の ２ つ の 工 程 を 含 む 。

＜ 工 程 １ ： 吸 着 能 の 評 価 ＞

　 微 生 物 の ウ レ タ ン 吸 着 能 は 、 水 分 散 型 ポ リ ウ レ タ ン を 含 む 培 地 に 、 候 補 微 生 物 を 作 用 さ

せ 、 培 地 の 濁 度 の 減 少 を 評 価 す る こ と に よ り 、 容 易 に 評 価 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 「 水 分 散 型 ポ リ ウ レ タ ン 」 と は 、 ポ リ ウ レ タ ン を 適 当 な 界 面 活 性 剤 で 乳 化 し 、 水 に 分 散

さ せ た も の で 、 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る が 、 市 販 の も の と し て は 、 例 え ば SUPERFLEX（

登 録 商 標 ） グ リ ー ン ツ イ ー ド 社 製 、 IMPRA N YL（ 登 録 商 標 ） バ イ エ ル 社 製 、 ボ ン デ ィ ッ ク （

登 録 商 標 ） DIC社 製 等 を 用 い る こ と が で き る 。 「 水 分 散 型 ポ リ ウ レ タ ン 」 に は 、 自 己 乳 化
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型 （ ウ レ タ ン 樹 脂 に 親 水 性 基 ま た は 親 水 性 セ グ メ ン ト が 付 与 さ れ て い る ） と 強 制 乳 化 型 （

界 面 活 性 剤 で 強 制 的 に 乳 化 さ れ て い る ） が あ り 、 い ず れ も 乳 濁 し た も の で あ れ ば 、 本 発 明

の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 利 用 で き る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 「 水 分 散 型 ポ リ ウ レ タ ン 」 を 含 む 培 地 は 、 ポ リ ウ レ タ ン 粒 子 が 大 き く 、 結 果 と し て 乳 濁

し た 水 分 散 体 と な る た め 、 ウ レ タ ン 吸 着 能 を 有 す る 候 補 微 生 物 が 添 加 さ れ る と 、 分 散 し て

い る ポ リ ウ レ タ ン 粒 子 表 面 に 吸 着 し 、 こ れ を 凝 集 さ せ 、 培 地 が 透 明 に な る 。 そ の た め 、 こ

の 濁 度 の 変 化 （ 低 下 ＝ 透 明 化 ） を 吸 光 度 測 定 や 目 視 に よ っ て 確 認 す る こ と に よ り 、 当 該 候

補 微 生 物 が ウ レ タ ン 吸 着 能 を 有 す る か 否 か を 簡 便 に 評 価 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 培 地 は 、 上 記 ２ ． に 記 載 し た 組 成 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 微 生 物 を 作 用 さ せ る 時

間 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ２ 日 ～ ５ 日 、 好 ま し く は ３ 日 ～ ４ 日 で あ る 。 ま た 、 微 生 物 を

作 用 さ せ る 温 度 は 、 ２ ６ ～ ４ ０ ℃ 、 好 ま し く は ３ ０ ～ ４ ０ ℃ で あ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 上 記 の 方 法 で 培 地 の 透 明 化 が み ら れ た 候 補 微 生 物 に つ い て は 、 さ ら に 顕 微 鏡 等 を 用 い て

、 直 接 ウ レ タ ン の 吸 着 を 確 認 し て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

＜ 工 程 ２ ： 分 解 能 の 評 価 ＞

　 微 生 物 の ウ レ タ ン 分 解 能 は 、 公 知 の 方 法 に し た が い 、 ポ リ ウ レ タ ン を 含 む 培 地 に 候 補 微

生 物 を 作 用 さ せ 、

・ ポ リ ウ レ タ ン の 分 解 に よ る 培 地 の 濁 り や 変 色

・ ポ リ ウ レ タ ン の 分 解 に よ っ て 生 成 す る ジ ア ミ ン 等 の 同 定

・ 分 解 に よ る ポ リ ウ レ タ ン の 重 量 や 形 状 変 化

等 を 指 標 と し て 、 評 価 で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 な か で も 、 ポ リ ウ レ タ ン を 添 加 し た 培 地 に 候 補 微 生 物 を 添 加 し 、 分 解 に よ っ て 生 じ る 分

解 円 （ ハ ロ ー ） 形 成 を 見 る 方 法 、 あ る い は ポ リ ウ レ タ ン サ ッ ク の よ う な 塊 の 目 視 に よ る 分

解 確 認 は 、 簡 便 さ と い う 点 か ら 、 優 れ て い る 。 分 解 円 と は 、 微 生 物 に よ る 基 質 の 分 解 に よ

っ て 、 寒 天 培 地 や セ ル ロ ー ス 等 の 固 形 、 半 固 形 担 体 上 に 形 成 さ れ る 透 明 帯 で あ る 。 す な わ

ち 、 ポ リ ウ レ タ ン を 含 む 培 地 は 濁 っ て い る が 、 微 生 物 に よ っ て こ れ が 分 解 さ れ た 部 分 に は

、 透 明 な 円 形 が 現 れ る 。 こ れ を 分 解 円 と い い 、 こ の 分 解 円 を み る 方 法 は 、 分 解 能 の 確 認 方

法 と し て 簡 便 で あ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 な お 、 用 い ら れ る 培 地 の 組 成 は 上 記 し た と お り で あ る が 、 分 解 円 の 形 成 を 見 る 場 合 は 、

培 地 は 寒 天 培 地 等 、 固 形 あ る い は 半 固 形 で な く て は な ら な い 。 培 養 す る 時 間 は 、 分 解 の 指

標 や 実 験 条 件 に 応 じ て 適 宜 設 定 さ れ る が 、 分 解 円 の 形 成 は ３ 日 ～ ７ 日 、 好 ま し く は ５ 日 ～

７ 日 で あ る 。 ま た 、 微 生 物 を 作 用 さ せ る 温 度 は 、 ３ ０ ～ ４ ０ ℃ 、 好 ま し く は ３ ０ ℃ 前 後 で

あ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

５ ． ポ リ ウ レ タ ン の 再 利 用

　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 、 試 料 中 か ら 分 離 除 去 さ れ た ウ レ タ ン は 、 適 当 な 方 法 で 回 収 し て

再 利 用 （ リ サ イ ク ル ） す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 分 解 さ れ た ポ リ ウ レ タ ン を ガ ス 化

し て 化 学 原 料 に 戻 し た り 、 高 炉 還 元 剤 と し て コ ー ク ス の 代 わ り に 利 用 し た り 、 燃 焼 さ せ て

エ ネ ル ギ ー に 変 換 す る こ と が で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 以 下 、 実 施 例 を 参 照 し な が ら 本 発 明 に つ い て よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら

の 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

 [実 施 例 １ ]　 ポ リ ウ レ タ ン 分 解 菌 の 単 離
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　 十 勝 の 上 士 幌 町 の 埋 立 地 か ら 単 離 さ れ た 。 YES-PG寒 天 培 地 上 に お け る ハ ロ ー 形 成 の 有 無

か ら 分 解 菌 を 選 抜 し た 。 ハ ロ ー を 見 や す く す る た め 、 ク マ シ ブ ル ー 溶 液 で 染 色 さ れ た 。 す

な わ ち 、 単 離 菌 を YES-PG寒 天 培 地 で 、 37℃ 、 18-20時 間 培 養 後 、 寒 天 培 地 に ク マ シ ブ ル ー

溶 液 を 流 し 入 れ て 静 置 し 、 20分 後 に 溶 液 を 取 り 除 い た 。 次 に 、 メ タ ノ ー ル 酢 酸 溶 液 （ ク マ

シ ブ ル ー 溶 液 か ら ク マ シ ブ ル ー を 除 い た 溶 液 ） を 流 し 入 れ 、 20分 間 静 置 し た 後 に 取 り 除 い

た 。 青 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 中 に 、 透 明 な ゾ ー ン （ 分 解 円 の ハ ロ ー ） が 観 察 で き た も の を

、 ポ リ ウ レ タ ン （ PUR） 分 解 菌 と し た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 放 線 菌 （ Actinomycetes） で あ る こ と は 、 放 線 菌 選 択 培 地 （ Hickey Tresner Agar Mediu

m） で 増 殖 す る こ と 、 及 び 、 16SrD N Aの シ ー ケ ン ス を 一 部 読 ん だ 結 果 、 放 線 菌 の 中 の Strept

omyces属 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た こ と に よ る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

ク ー マ シ ー ブ ル 染 色 液 :

　 40% methanol（ 試 薬 特 級 ） , 10% acetic acid（ 試 薬 特 級 ） (v/v), 0.1% Coomassie blu

e R-250(w/v)

Hickey Tresner Agar Medium:

　 0.2%可 溶 性 で ん ぷ ん 、 0.04% NZ amine TypeA, 0.02% 肉 エ キ ス 、 0.02%酵 母 エ キ ス 、 50p

pmナ イ ス タ チ ン 、 100ppmシ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 、 5ppmナ リ ジ キ シ 酸 、 寒 天 1.5%、 pH7.2

【 ０ ０ ５ ７ 】

 [実 施 例 ２ ]　 微 生 物 の ポ リ ウ レ タ ン 浄 化 活 性

　 埋 め 立 て 地 か ら 単 離 さ れ た グ ラ ム 陽 性 菌 （ Streptomyces sp.） に つ い て 、 ポ リ ウ レ タ ン

（ PUR） 原 材 料 の 浄 化 活 性 を 調 べ た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

１ ． 微 生 物 の ポ リ ウ レ タ ン へ の 吸 着

（ １ ） 菌 体 を １ 白 金 取 り 、 200mlフ ラ ス コ 中 の YES-PG培 地 （ PUR「 super flex 860」 0.3%,

ゼ ラ チ ン 0.4%, 酵 母 エ キ ス 0.002%, 硫 安 0.05%, リ ン 酸 一 カ リ ウ ム 0.004%, リ ン 酸 二 ナ ト

リ ウ ム 0.015%, 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 0.05%, 微 量 要 素 液 「 塩 化 マ ン ガ ン 0.2%, 塩 化 銅 0.003%,

 塩 化 亜 鉛 0.002%, 塩 化 カ ル シ ウ ム 0.003%, モ リ ブ デ ン ナ ト リ ウ ム 0.002%, 塩 化 第 二 鉄 0.0

15%」 1ml/l） 100mlに 接 種 し て 、 30℃ 、 12日 間 、 120rpmで 震 盪 培 養 し た 。

　 そ の 結 果 、 PURが 菌 体 に 吸 着 ・ 沈 降 す る と と も に 、 乳 濁 し て い た 培 地 が 透 明 に な っ た （

図 １ ） 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

（ ２ ） 菌 体 を １ 白 金 取 り 、 200mlフ ラ ス コ 中 の YES-G培 地 （ ゼ ラ チ ン 0.4%, 酵 母 エ キ ス 0.00

2%, 硫 安 0.05%, リ ン 酸 一 カ リ ウ ム 0.004%, リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム 0.015%, 硫 酸 マ グ ネ シ ウ

ム 0.05%, 微 量 要 素 液 「 塩 化 マ ン ガ ン 0.2%, 塩 化 銅 0.003%, 塩 化 亜 鉛 0.002%, 塩 化 カ ル シ

ウ ム 0.003%, モ リ ブ デ ン ナ ト リ ウ ム 0.002%, 塩 化 第 二 鉄 0.015%」 1ml/l , pH6.5） に PUR「 S

uper flex 860（ 自 己 乳 化 型 ） :0.3%,Super flex E4800（ 強 制 乳 化 型 ） :0.2%, 或 は Impran

il:0.3%） を 加 え た 培 地 100mlに 接 種 し て 、 30℃ 、 ６ 日 間 、 120rpmで 震 盪 培 養 し た 。

　 そ の 結 果 、 い ず れ の PUR原 材 料 に お い て も 、 時 間 と と も に PURが 菌 体 に 吸 着 ・ 沈 降 す る と

と も に 、 乳 濁 し て い た 培 地 が 透 明 に な っ た （ 図 ２ ） 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

（ ３ ） 菌 体 を １ 白 金 取 り 、 200mlフ ラ ス コ 中 の YES-PG培 地 100mlに 接 種 し て 、 30℃ 、 ３ 日 間

、 120rpmで 震 盪 培 養 し た 。 そ の 結 果 、 PUR（ ポ リ ウ レ タ ン ） が 菌 体 に 吸 着 し た （ 図 ３ ） 。

【 ０ ０ ６ １ 】

（ ４ ） 菌 体 を １ 白 金 取 り 、 200mlフ ラ ス コ 中 の YES-PG培 地 100mlに 接 種 し て 、 pH6.5で 10, 1

8, 32或 は 40℃ の 条 件 で ６ 日 間 、 120rpmで 震 盪 培 養 し た 。

　 そ の 結 果 、 32℃ 、 40℃ の 条 件 で 、 時 間 と と も に PURが 菌 体 に 吸 着 ・ 沈 降 す る と と も に 、

乳 濁 し て い た 培 地 が 透 明 に な っ た （ 図 ４ ） 。

　 ま た 、 30℃ で 5.0, 6.5, 8.0或 は 10.0の 初 期 pHの 条 件 で ６ 日 間 、 120rpmで 震 盪 培 養 し た

。 そ の 結 果 、 い ず れ の pHで も 、 時 間 と と も に PURが 菌 体 に 吸 着 ・ 沈 降 す る と と も に 、 乳 濁
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し て い た 培 地 が 透 明 に な っ た （ 図 ４ ） 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

（ ５ ） 菌 体 を １ 白 金 取 り 、 200mlフ ラ ス コ 中 の YES-G培 地 100mlに 接 種 し て 、 30℃ 、 7日 間 、

120rpmで 震 盪 培 養 し 菌 体 を 十 分 に 生 育 さ せ た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 培 養 菌 液 5mlに 0.3%PUR（ Super flex 860） を 加 え て 30℃ で 震 盪 培 養 し た 結 果 、 培 養 直 後

か ら 培 地 の 濁 度 が 低 下 し 、 48時 間 後 に は 透 明 に な っ た （ 図 ５ ： 培 養 菌 体 ） 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 ま た 、 培 養 菌 液 を リ ン 酸 緩 衝 液 （ リ ン 酸 水 素 １ カ リ ウ ム 0.7g, 塩 化 ナ ト リ ウ ム 6.8g, リ

ン 酸 水 素 2ナ ト リ ウ ム 12水 和 物 2.4g/l, pH7.0） で 洗 浄 し て 得 ら れ た 菌 懸 濁 液 を 用 い て 、 同

様 に PURを 加 え て 培 地 の 濁 度 を 調 べ た 結 果 、 時 間 と と も に 濁 度 が 減 少 し 、 48時 間 後 に は 透

明 に な っ た （ 図 ５ ： 洗 浄 菌 体 ） 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

２ ． 微 生 物 の ポ リ ウ レ タ ン 分 解

（ １ ） 菌 体 を １ 白 金 取 り 、 YES-PG培 地 に 接 種 し て 、 30℃ 、 ７ ～ ９ 日 間 、 120rpmで 震 盪 培 養

し た 。 培 養 上 清 は メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー （ 0.45μ m） で 吸 引 濾 過 し て 得 た 。 ま た 、 遠 心 ・

集 菌 後 に 20m M KPB（ pH7.0） で 調 製 し た 0.2% deoxy-BIGCH APで 菌 体 を 30分 間 激 し く 攪 拌 し

、 菌 体 結 合 画 分 を 得 た 。 一 方 、 YES寒 天 培 地 （ 酵 母 エ キ ス 0.002%, 硫 安 0.05%, リ ン 酸 一 カ

リ ウ ム 0.004%, リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム 0.015%, 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 0.05%, 寒 天 1.5%, 微 量 要

素 液 「 塩 化 マ ン ガ ン 0.2%, 塩 化 銅 0.003%, 塩 化 亜 鉛 0.002%, 塩 化 カ ル シ ウ ム 0.003%, モ リ

ブ デ ン ナ ト リ ウ ム 0.002%, 塩 化 第 二 鉄 0.015%」 1ml/l , pH6.5） に 0.3% PUR（ Impranil） を

加 え て 寒 天 プ レ ー ト を 作 成 し た 。 ウ ェ ル に 培 養 菌 液 、 培 養 上 清 、 或 は 、 菌 体 結 合 画 分 の 90

μ lを 入 れ 、 30℃ 、 7日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 に CBB染 色 を 行 い 、 分 解 円 （ ハ ロ ー ） を 観 察 し

た 。

　 そ の 結 果 、 培 養 菌 液 で は 菌 体 の 増 殖 域 、 培 養 上 清 と 菌 体 結 合 画 分 は ウ ェ ル の 周 囲 に 、 そ

れ ぞ れ 分 解 円 （ ハ ロ ー ） を 形 成 し た （ 図 ６ ） 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

（ ２ ） YES-PG培 地 に ウ レ タ ン 指 サ ッ ク を 入 れ 、 菌 体 を 30℃ 、 25日 間 震 盪 培 養 し た 。 そ の 結

果 、 ウ レ タ ン 指 サ ッ ク は 細 か く 破 断 さ れ た （ 図 ７ ） 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

[実 施 例 ２ ]　 微 生 物 の 特 性 決 定

　 本 微 生 物 は 、 好 気 性 で 、 光 は 要 求 し な い 。 分 岐 す る 基 生 菌 糸 と 気 菌 糸 を 作 り 、 気 菌 糸 の

先 端 に 連 鎖 上 の 胞 子 を 形 成 し 、 直 径 ２ -３ ｍ ｍ の 灰 色 の 扁 平 で 菌 糸 状 の コ ロ ニ ー を 形 成 し

た 。 菌 糸 幅 0.5-2.0μ mで 枝 分 か れ し た 菌 糸 集 合 体 を 形 成 し 、 広 範 囲 の 有 機 化 合 物 を エ ネ ル

ギ ー に 利 用 で き る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 こ の 微 生 物 の 分 類 を 決 定 す る た め 、 16SrRN Aの 塩 基 配 列 を 解 析 し 、 D N A デ ー タ ベ ー ス （ B

LAST 等 ） 上 で の 最 近 縁 属 種 名 や そ の 周 辺 近 縁 種 と の 相 同 性 を み た 。 相 同 性 情 報 を 下 表 １

に 、 塩 基 配 列 （ 1460bp） を 配 列 番 号 １ に 示 す 。

【 ０ ０ ６ ９ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 こ の 微 生 物 を Streptomyces C13aと 命 名 し 、 ２ ０ ０ ９ 年 ２ 月 １ ２ 日 付 で 、 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 （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ -１ -１ つ く ば セ ン タ

ー 中 央 第 ６ ） に 、 受 託 番 号 FER M P-21770と し て 寄 託 し た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

 [実 施 例 ３ ]　 YES-PG培 地 の 濁 度 に お け る pHの 影 響

１ ） YES-PG培 地 に Streptomyces C13a（ 以 下 、 「 C13a株 」 と い う ） を 接 種 し 、 30℃ で 培 養

し 、 培 養 7日 ま で の 培 養 液 の pHを 経 時 的 に 測 定 し た （ 図 ８ Ａ ） 。 そ の 結 果 、 培 養 に つ れ て p

Hの 上 昇 が 見 ら れ た が 、 そ の 変 化 は 6.5～ 9の 範 囲 で あ っ た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

２ ） YES-PG培 地 の pHを 1～ 14に 調 整 し 、 培 地 の 濁 度 を 経 時 的 に 測 定 し た （ 図 ８ Ｂ 、 Ｃ ） 。

そ の 結 果 、 pH13～ 14で 濁 度 の 低 下 が 見 ら れ た が 、 pH12以 下 で は 濁 度 の 大 き な 変 化 は 見 ら れ

な か っ た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 以 上 の 結 果 か ら 、 YES-PG培 養 菌 液 で 濁 度 が 低 下 す る 原 因 は 、 PUR粒 子 の 菌 体 へ の 付 着 で

あ り 、 pHの 影 響 で は な い と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

 [実 施 例 ４ ]　 ポ リ ウ レ タ ン 製 品 の 分 解 能 試 験

１ ） C13a株 の 培 養 温 度 と 増 殖 ：

　 C13a株 を カ ゼ イ ン 寒 天 培 地 に 塗 抹 し 、 30℃ 及 び 45℃ で 1日 培 養 し た （ 図 ９ ） 。 そ の 結 果

、 増 殖 は 45℃ の 方 が 旺 盛 で あ っ た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 カ ゼ イ ン 寒 天 培 地 ： 0.2g Sodium casein, 0.5g K 2 HPO 4 , 0.2g MgSO 4 ・ 7H2O, 0.01g FeC
l 3
, Agar 15g, pH 6.5-6.7 (1L).

【 ０ ０ ７ ６ 】

２ ） C13a株 の 指 サ ッ ク と チ ュ ー ブ の 分 解 ：

　 YES-PG培 地 で １ ヶ 月 間 培 養 し た 菌 液 に ポ リ ウ レ タ ン （ PUR） 製 の 指 サ ッ ク 及 び チ ュ ー ブ

を 入 れ 、 30℃ で 25日 間 培 養 を 続 け た 。 そ の 結 果 、 指 サ ッ ク は 細 か く 断 片 化 さ れ た （ 図 １ ０

Ａ ） 。 一 方 、 チ ュ ー ブ は 断 片 化 さ れ な か っ た が 、 内 壁 に 菌 体 の 付 着 が 見 ら れ た （ 図 １ ０ Ｂ

） 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

３ ） C13株 で 作 成 さ れ た 水 和 剤 の ポ リ ウ レ タ ン 分 解 ：

　 培 養 菌 液 を ク レ ー （ 粘 土 ） に 混 合 す る 方 法 で 水 和 剤 を 作 成 し た 。 水 道 水 を 用 い て 培 養 菌

液 の 濃 度 0.5, 5.0, 50%の ３ 種 を 調 製 し た 。 こ の 水 和 剤 を YES-P培 地 （ PUR:　 Impranil
T M

）

の ウ エ ル に 入 れ 、 30℃ 、 1週 間 静 置 後 、 CBB染 色 に よ り 分 解 円 を 観 察 し た 。 そ の 結 果 、 水 和

剤 中 の C13a株 に よ る 分 解 円 が 観 察 さ れ た （ 図 １ １ Ａ ） 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 水 和 剤 に PUR製 指 サ ッ ク を 入 れ 、 30℃ 、 1ヶ 月 間 培 養 し た 。 そ の 結 果 、 指 サ ッ ク の 分 解 に
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よ る 部 分 欠 落 が 見 ら れ た （ 図 １ １ Ｂ ） 。

　 図 １ ２ Ｃ に 指 サ ッ ク の 分 解 率 を 示 し た 。 5%水 和 剤 で お よ そ 5%程 度 が 分 解 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

４ ） PUR製 指 サ ッ ク の 分 解 に お け る 温 度 と 培 地 組 成 の 影 響 ： C13a株 を YES-G培 地 で 前 培 養 後

、 そ の 10mlを YES-G、 YES-PG、 SSYP、 で ん ぷ ん P培 地 の 4種 類 の 培 地 （ 150ml） に 入 れ 、 30℃

で 4日 間 培 養 し た （ 培 地 組 成 は 下 記 の 通 り ） 。 培 養 菌 液 に 指 サ ッ ク を 入 れ 、 分 解 を 観 察 し

た 。 な お 、 YES-G培 地 は PURを 含 ま な い 。

　 そ の 結 果 、 30℃ と 比 べ て 、 45℃ の 方 が 指 サ ッ ク の 分 解 が 顕 著 で あ る こ と が わ か っ た 。 ま

た 、 SSYPで 分 解 が 最 も 顕 著 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 SSY培 地 ： 10g可 溶 性 澱 粉 、 1g sucrose, 1g酵 母 エ キ ス , 0.1g K H 2 PO 4 , 0.1g KCl, 0.1g

 NaN O 3 , 0.1g MgSO 4 ・ 7H 2 O per L, pH7.0.

　 で ん ぷ ん 培 地 ： 10g可 溶 性 で ん ぷ ん ,1g K 2 HPO 4 , 1g MgSO 4 ・ 7H 2 O, 1g NaCl, 2g (N H 4 ) 2

SO 4 , 1mg FeSO 4 ・ 7H 2 O, 1mg MnCl 2 ・ 4H 2 O, 1mg ZnSO 4 ・ 7H 2 O per L, pH 7.2.

　 SSYP： SSY培 地 に PUR (0.3%)を 加 え た も の

　 で ん ぷ ん P培 地 ： で ん ぷ ん 培 地 に PUR (0.3%)を 加 え た も の

【 ０ ０ ８ １ 】

 [実 施 例 ５ ]　 ポ リ エ チ レ ン の 分 解

　 試 験 管 に ポ リ エ チ レ ン （ PE） ビ ー ズ （ お よ そ 30粒 ： 正 確 に 秤 量 ） を 入 れ 、 オ ー ト ク レ ー

ブ し た 。 こ れ に 5mlの 各 種 培 地 （ Y M G培 地 , casein培 地 , YES-G培 地 ） を 入 れ た 。 C13a株 を Y

ES-G培 地 で 前 培 養 （ 37℃ , 2日 間 震 盪 培 養 ） 後 、 そ の 0.5mlを 試 験 管 に 入 れ 、 30℃ で 2ヶ 月

間 震 盪 培 養 し た 。 培 養 後 の ビ ー ズ 重 量 を 測 定 し 、 分 解 能 を 算 出 し た 。 測 定 は 少 な く と も 4

反 復 行 っ た 。 そ の 結 果 、 PEの 分 解 率 は Y M G培 地 0.033%、 casein培 地 0.104%、 YES-G培 地 0.09

7%と な り 、 PURに 対 す る 分 解 能 と 比 較 す る と 弱 い も の の 、 C13a株 は PEも 分 解 で き る こ と が

確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 Y M G培 地 ： 4g酵 母 エ キ ス , 10g麦 芽 エ キ ス 、 4gブ ド ウ 糖 per L, pH 7.2,

　 Casein培 地 ： 0.2g Sodium casein, 0.5g K 2 HPO 4 , 0.2g MgSO 4 ・ 7H 2 O, 0.01g FeCl 3 per

 L, pH 6.6

【 ０ ０ ８ ３ 】

 [実 施 例 ６ ]　 分 解 酵 素 （ エ ス テ ラ ー ゼ ） の 部 分 精 製

　 下 表 ２ に 示 す 手 順 で 、 C13a株 の 分 泌 す る 分 解 酵 素 （ エ ス テ ラ ー ゼ ） の 部 分 精 製 を 行 っ た

。 そ の 結 果 、 回 収 率 は 低 い も の の 、 比 活 性 値 で 約 700倍 に 精 製 さ れ た 。

【 表 ２ 】

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ８ ４ 】
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　 本 発 明 は 、 工 場 廃 液 等 に 含 ま れ る ウ レ タ ン 原 材 料 を 効 率 的 か つ 安 価 に 処 理 す る こ と が で

き る 。 ま た 、 回 収 さ れ た ウ レ タ ン を 再 利 用 す る こ と に よ り 、 資 源 の 有 効 活 用 に つ な が る 。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 配 列 表 】
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