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セルロース系バイオエタノール研究－ҭछとセルϑクローχンάʹΑΔੑߴೳൃ酵菌の構築とશମプロセスݕ౼－

セルロース系バイオエタノール研究
－ҭछとセルϑクローχンάʹΑΔੑߴೳൃ酵菌の

構築とશମプロセスݕ౼－
Research on Production of Cellulosic Ethanol

– Development of High-Efficiency Yeast Strain using Mutagenesis and Selection and Self-Cloning,

and Study of Entire Process –

１．まえがき

化石ׇރݯࢿのݒ೦や $02 ഉग़ྔ࡟減の必要ੑへのର

Ԡとして，ΦΠϧリϑΝΠφリにସわるόΠΦリϑΝΠφ

リがఏএされている．όΠΦリϑΝΠφリは࠶生Մ能ݯࢿ

であるόΠΦϚスをग़発原ྉとし༗用෺࣭を生࢈するϓϩ

セスであるが，࠷も開発が進んでいるϓϩセスの一ͭに，

όΠΦエタϊーϧ生࢈ϓϩセスがある．サτ΢Ωビやτ΢
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ˎ基礎技術研究センター

モϩίγのՄ৯෦を利用するόΠΦエタϊーϧ（ୈ一世代）

に続き，ඇՄ৯෦を利用するセϧϩースܥόΠΦエタϊー

ϧ（ୈ二世代）も実用化研究が進んでいる．όΠΦϚスを分

ղして得た౶をەମで発߬する౶化発߬法にΑる，年࢈਺

ઍສΨϩンの޻場が世քでは 2014 年から 2015 年にかけ

てෳ਺開所している．我々は౶化発߬法にΑるセϧϩース

όΠΦエタϊーϧの研究を行い，શମϓϩセスޮ཰向上ܥ

のたΊに，્ ．ஙしたߏをە෺࣭଱ੑが向上した発߬֐

要　　旨

όΠΦϚスのඇՄ৯෦を原ྉとするୈ二世代όΠΦエタ

ϊーϧ生࢈ϓϩセスの高ޮ཰化に必要となる，્ ෺࣭ଘ֐

在下で高い発߬ऩ཰をࣔす発߬ەをߏஙした．ߏஙにはҭ

छとセϧϑΫϩーχンάの組合せを用い，྆ 者の組合せが

発߬ߏەஙに༗用であることをࣔした．セϧϑΫϩーχン

άは，ඇ組׵えەとしての取ѻいがՄ能なൣғでのҨ఻子

組׵えである．

όΠΦϚス౶ӷを利用したҭछにΑり，౶ӷ中の્֐෺

࣭への଱ੑとエタϊーϧ発߬ऩ཰の྆者を高Ίた．そのҭ

छ株をϕースにτϥンスΞϧドϥーθおΑͼΞϧίーϧσ

ώドϩήφーθҨ఻子をセϧϑΫϩーχンάでڧ化した株

は，Αり高ೱ度のエタϊーϧ発߬がՄ能となった．

શମϓϩセスݕ౼では，્ ෺࣭であるϑΣϊーϧྨの֐

生੒を཈੍するόΠΦϚスલॲཧ৚݅をݟग़し，ಉલॲཧ

৚݅おΑͼߏஙした発߬ەを用いたϓϩセスで，1	drZ-ton

のίーンスτーόから 213	L のエタϊーϧを生࢈Մ能であ

ることをࣔした．

ABSTRACT

A fermentation organism capable of producing a 
high fermentation yield in the presence of inhibitors, 
necessary for the realization of increased efficiency 
in the process of production of second-generation 
bioethanol from inedible plant biomass, has been 
developed. The construction of the organism involved 
a combination of mutagenesis and selection and self-
cloning, and results indicated the effectiveness of this 
combination in the creation of fermentation organisms. 
Self-cloning is a form of genet ic modificat ion 
implemented within a scope that makes it possible to 
treat the organism as non-genetically-modified.

M u t a g e n e s i s  a n d  s e l e c t i o n  u s i n g  b i o m a s s 
hydrolysates increased both the organism’s tolerance to 
inhibitors in hydrolysates and its ethanol fermentation 
yield. Using the selected strain as a base, genes for the 
expression of transaldolase and alcohol dehydrogenase 
were enhanced by self-cloning. The developed strain 
was able to produce a higher concentration of ethanol.

An examination of the entire process led to the 
discovery of a biomass pre-treatment condition that 
would control the production of phenols, which act as 
inhibitors. A process using this pre-treatment condition 
and the developed fermentation organism would be 
able to produce 213 L of ethanol from 1 dry-ton of 
corn stover.
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Fig. 1   Illustration of biomass structure

Fig. 2   Schematic diagram of bio-ethanol production 
process

Fig. 3   Schematic diagram of production of 
fermentation inhibitors

Table 1   Characteristics of fermentation inhibitors２．エタノール生産プロセス֓要

2.1. バイオϚスの構੒
২෺όΠΦϚスはओにセϧϩース，リάχン，ϔϛセϧ

ϩースからߏ੒される（Fig. 1）．セϧϩースは࿡୸౶であ

るάϧίースがЌ-1
4 結合でڧく結合してできた高分子

であり，いわΏるણҡ࣭として২෺のߏ造をࢧえる．セϧ

ϩースは，その分ղ߬ૉであるセϧϥーθを࣋ͭ生෺がগ

なく，分ղされにくい．

リάχンは࿡員環を多くؚΉ高分子であり，セϧϩース

をแΉΑうにݻڧに一ମ化して২෺ମをߏ੒している．ϔ

ϛセϧϩースはリάχンとセϧϩースを結合する໾ׂを࣋

ͭとされる．ϔϛセϧϩースのߏ造は一෦にޒ୸౶をؚΉ．

2.2. プロセス構੒ɿ前ॲཧɼ糖化ɼൃ 酵ɼೱॖ
όΠΦエタϊーϧ生࢈ϓϩセスの֓要を Fig. 2 にࣔす．

サτ΢Ωビのߜोにؚまれるγϣ౶やάϧίースは，多

くの発߬ەが直઀利用できる．τ΢モϩίγのՄ৯෦にؚ

まれるσンϓンはάϧίースがЋ-1
4 結合でऑく結合して

できており，̓ 価な߬ૉであるΞϛϥーθでのॲཧにΑり

発߬ەが利用できる．このたΊୈ一世代όΠΦエタϊーϧ

生࢈ϓϩセスはൺֱత༰қである．

ୈ二世代όΠΦエタϊーϧ生࢈ϓϩセス（Ҏ下，ୈ二世

代ϓϩセス）では，セϧϩースとリάχンやϔϛセϧϩー

スが一ମ化したߏ造をഁյし，さらにセϧϩースを分ղし

てάϧίースとして利用する．ୈ二世代ϓϩセスの೉しさ

はこのόΠΦϚスのݻڧなߏ造にىҼする．

ୈ二世代ϓϩセスはΨス化法と౶化発߬法に大ผされ

る．౶化発߬法はいくͭかの޻ఔに分けられる．

લॲཧ޻ఔではリάχン分ղを൐う．೤化学త手法が༗

ޮであり，水೤ॲཧやΞϧΧリॲཧ，ࢎॲཧが用いられる．

౶化޻ఔではセϧϥーθを水༹ӷとしてఴ加し，セϧ

ϩースをάϧίースに分ղする．セϧϥーθが高価である

ことが౶化޻ఔの課題の一ͭである．

લॲཧおΑͼ౶化޻ఔでは，ϔϛセϧϩースにओに༝དྷ

するޒ୸౶も生੒する．όΠΦϚスを࠷大ݶ利用してϓϩ

セスޮ཰を向上するたΊに，ୈ二世代ϓϩセスではޒ୸౶

を発߬に利用することも必須とされる．多くの生෺はޒ୸

౶をޮ཰తに利用できないたΊ，Ҩ఻子組׵えやҭछなど

のҨ఻子վมが必要となる．発߬޻ఔでは࿡୸౶おΑͼޒ

୸౶をエタϊーϧにม׵する．

ೱॖ޻ఔでは，ৠཹおΑͼ୤水が行われる．ৠཹには多

くの೤エωϧΪーが必要なたΊ，発߬ӷのエタϊーϧೱ度

は高い΄うがྑい．

2.3. ൃ酵્֐෺࣭
લॲཧ޻ఔでリάχンやϔϛセϧϩースが様々な化学

෺࣭にมੑする．生じたޒ୸౶や࿡୸౶の一෦が過分ղさ

れる．これら化学෺࣭には発߬޻ఔでەのಇきを大きく્

્．෺࣭がؚまれる֐する્֐ ࿏を໛式తܦ෺࣭生੒の֐

に Fig. 3 にࣔした．્ ఔのऩ཰を大きく低޻෺࣭は発߬֐

減するたΊ，エタϊーϧ生࢈ϓϩセスશମへのӨڹが大き

い．Table 1 に્֐෺࣭のछྨとಛੑを簡単にまとΊた．

発્߬֐෺࣭のうちਣࢎは，τϥンスΞϧドϥーθ
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（TAL）とݺ͹れるޒ୸౶ࢿ化にॏ要な߬ૉの活ੑを低下

させることが知られている．一方でΞϧίーϧσώドϩή

φーθ（ADH）という߬ૉが，Ξϧσώドྨをؐݩしऑಟ化

させることが分かっている（１）．

2.4. バイオϚスछྨ
ୈ二世代ϓϩセスでは原ྉとなるόΠΦϚスとして，Ҵ

わらやখഴわら，τ΢モϩίγのܪや༿であるίーンス

τーό，サτ΢ΩビのࡡりかすであるόΨスなどの೶࢒ۀ

ᕓがओに研究されている．

ୈ二世代ϓϩセス研究を࠷もڧ力にਪ進してきたถ国で

は，τ΢モϩίγのܪや༿といった೶࢒ۀᕓであるίーン

スτーόの利用がࠐݟまれている．国࿈৯ྐ೶ۀ機ؔの公

表σータ（̎）からਪܭすると，ίーンスτーόはҴわら，খ

ഴわらにͭいで世քの೶࢒ۀᕓでࡾ番目に多いことが分か

り，ୈ二世代ϓϩセスのओྲྀとなるՄ能ੑが高いと考えら

れる．

2.�. 前ॲཧख๏
લॲཧ手法は水೤ॲཧ，ΞϧΧリॲཧ，ࢎེرॲཧなど

が知られており，ถ国ではࢎེرॲཧ法の研究が進んでい

る．ࢎེرॲཧのಛ௃として，ϔϛセϧϩースの分ղが༰

қに進み，ϔϛセϧϩース分ղ߬ૉがෆ要である一方，્

が多く発生することが知られている．またΞࢎ෺࣭のਣ֐

ϧσώドྨも多く֬ೝされ，これはޒ୸౶おΑͼ࿡୸౶の

過分ղにΑることが，೤分ղγϛϡϨーγϣンで֬ೝされ

ている．

લॲཧおΑͼその後の౶化޻ఔでは，όΠΦϚスからの

౶のऩྔを向上させると，ಉ࣌に્֐෺࣭ೱ度も向上する

，には܎向にある．この発߬ऩ཰にؔするτϨードΦϑؔ܏

લॲཧおΑͼ౶化޻ఔと発߬ەの્֐෺࣭଱ੑが૬ޓにؔ

࿈しながらد༩するたΊ，一ମతなվྑが必要である．

３．ຊ研究のର৅とख๏

3.1. ຊ研究の໨త
ୈ二世代ϓϩセスでの大きな課題として，౶化߬ૉが高

価であることが͛ڍられる．本研究では市ൢ߬ૉの現ঢ়ੑ

能をલఏとし，その࢖用ྔを減らすことをૂった．それに

はڧ力なલॲཧにΑる౶化のଅ進が必要ͩが，ಉ࣌に્֐

෺࣭ྔが増えることとなる．ୈ二世代ϓϩセスのޮ཰向上

のたΊに，発߬ەの્֐෺࣭଱ੑڧ化，すなわち્֐෺࣭

ଘ在下での発߬ऩ཰向上を本研究の目తとした．

3.2. バイオϚスछと前ॲཧख๏のબ୒
όΠΦϚスのछྨやલॲཧ手法のબఆにΑり，્ ෺࣭֐

や౶など発߬にڙされる౶ӷの組੒がܾまり，さらに発߬

଱֐の્ەのಛੑがఆまる．発߬ەΊられる発߬ٻఔで޻

化には，ターήοτとするόΠΦϚスछとલॲཧをܾڧੑ

ఆする必要がある．

本研究ではίーンスτーόをターήοτとし，そのલॲ

ཧ手法はࢎེرॲཧをબ୒した．

3.3. ϕース菌બ୒
発߬ߏەஙにあたってのϕースەબ୒にࡍして，ϓϩ

セスޮ཰向上に必要なޒ୸౶ࢿ化能をఱવに࣋ͭことを

ॏࢹした．通ৗのەはޒ୸౶ࢿ化能を࣋たないたΊҨ఻

子組׵えで外དྷҨ఻子をಋೖする必要があるのにରし，

.eZero[ZNa	 HVillierNondii（Ҏ下，本ە）はఱવにޒ୸౶ࢿ

化能を࣋ͭたΊඇ組׵えەとしてのߏஙがՄ能である．生

෺޻学తなҨ఻子組׵えを行う場合でも，ەମがఱવに࣋

ͭҨ఻子のみをର৅とするݶりはセϧϑΫϩーχンάと

するΧϧタϔφ法のର৅੍نえ生෺を׵͹れ，Ҩ఻子組ݺ

からআ外されるたΊඇ組׵えەѻいとなる．ඇ組׵えەѻ

いであれ͹，社会తにड༰されやすく行੓手続きが簡ศで

あるなど世քతにも利఺があるたΊ，本ەを発߬ߏەஙの

ϕースەとしてબ୒した．

3.4. ୅ँܦ࿏ڧ化ख๏
発߬ەମ内の代ँܦ࿏をվมすることで，౶や્֐෺࣭

にରする発߬ەの൓Ԡをվળすることができる．本ەのエ

タϊーϧ発߬ܦ࿏を簡ུ化して Fig. 4 にࣔす．

本研究では，発߬ەの્֐෺࣭଱ੑڧ化の手法を，࣍ の

通りとした．ま્ͣ֐෺࣭をؚΉόΠΦϚス౶ӷでҭछを

行い，ߋなるڧ化が必要なݸ所のϓϩモータをҨ఻子組׵

えし，組׵えにΑる代ँόϥンスのཚれをௐ੔するたΊ࠶

度ҭछを行う．ϓϩモータはಛఆの߬ૉの生ମ内での発現

ྔをίンτϩーϧするたΊ，Ҩ఻子組׵えにΑり所๬の߬

ૉの発現ྔを増やせる一方で，代ँܦ࿏ωοτϫーΫのό

Fig. 4   Metabolic pathway of Meyerozyma guilliermondii
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ϥンスが่れることが༧૝される．่ れたόϥンスをҭछ

にΑって੔え，高ੑ能な発߬ەが֫得できると考えた．

3.�. ҭछ
২෺や動෺の品छվྑでは，ಥવมҟやަ഑を利用し๬

ましいಛੑを࣋ͭ生ମをબ୒しているが，ەମでもಉ様の

վྑ，すなわちҭछがՄ能である．DNA にมҟがಋೖされ

た多਺のەମをྫえ͹࿡୸౶をؚまͣޒ୸౶のみをؚΉഓ

地でҭてると，多くのมҟମのうちޒ୸౶をࢿ化できる株

のみが生きԆͼることになる．さらにはࢿ化速度の速いも

のがଞをѹ౗してҭͭたΊ，มҟମの中でもΑり๬ましい

ੑ࣭の株を取得できる．

ҭछの速度を上͛るには，ಥવมҟを人ҝతに高ස度に

มҟಋೖ法にΑりそれがՄ能ߧۉこす必要があるが，ෆى

である．生ମ内では DNA ෳ製࣌にෳ製エϥーが߃ৗతに

ߧۉ正機能の人ҝతな཈੍にΑり，ෆߍきている．このى

มҟ法では高ස度に，かͭ DNA のϥンμϜなҐஔにಥવ

มҟをىこすことができる．ෆߧۉมҟಋೖ法ではෳ製エ

ϥーをΑり高ස度にىこすվྑܕの DNA म෮߬ૉ，また

はಉ౳のޮՌを࣋ͭมҟࡎΧΫテϧを用いる．

本研究ではόΠΦϚス༝དྷ౶ӷを࡞੒し，ҭछに用い

た．これにΑり実ࡍのόΠΦϚス౶ӷに଱ੑを࣋ͭەମを

બ୒できるたΊ，ϓϩセスద合ੑの高いەମのߏஙがՄ能

になる．代ँωοτϫーΫௐ੔のたΊの࠶ҭछもෆߧۉม

ҟಋೖ法で行った．なおෆߧۉมҟಋೖ法にΑるҭछは，

開発ݩであるڞಉ研究先の株式会社ωΦɾモϧΨン研究所

が実ࢪした．

3.�. セルϑクローχンά
実όΠΦϚス౶ӷを用いてҭछした発߬ەの્֐෺࣭଱

ੑをさらに向上するたΊに，セϧϑΫϩーχンάのൣᙝで

Ҩ఻子組׵えを行った．

T A L はޒ୸౶をエタϊーϧ発߬するܦ࿏にଘ在

するが（F i g . 4），ਣࢎଘ在下での活ੑ低下がύン߬฼

（4accharoNZceT	 cereviTiae）で報ࠂされている（̏）．ਣࢎଘ

在下での TAL のৼ෣いが，本ەでもύン߬฼とಉ様であ

ることをϝタϘϩーϜղੳからਪఆした．σータϕース（̐）

上のύン߬฼の TAL ഑ྻと࠷も૬ಉੑが高い本ەのҨ఻

子഑ྻを本ەの TAL として発現をڧ化することとした．

TAL 化ଅࢿ୸౶ޒ）଱ੑ向上，増৩ଅ進ࢎ化にΑり，ਣڧ

進），発߬ऩ཰の向上をૂった．なおϝタϘϩーϜղੳ用サ

ンϓϧは，$4 ౶ӷでの発߬開࢝後 24 ࣌間࣌఺と 72 ࣌間

࣌఺のഓཆӷをそれͧれ࠾取し，ϝタϊーϧఴ加にΑる生

ମ൓Ԡఀࢭを行った．ఆྔには内෦ඪ४ӷ法を࠾用した．

ύン߬฼の ADH は大ผして̔छྨあることが知られて

いる（̐）．本ەでڧ化する ADH のબఆにあたっては，൓Ԡ

が正方向であること，Ξϧσώドྨؐݩ能を࣋ͭこと，ิ

߬ૉの NADH ґଘੑがਪఆされることを考ྀし，ύン߬

฼の ADH1 に૬ಉੑの高い本ەのҨ఻子഑ྻをબఆした．

ADH のڧ化にΑり，Ξϧσώド଱ੑ向上と発߬ऩ཰の向

上をૂった．

TAL おΑͼ ADH ࣍，化はڧ の手ॱで行った．ϑϧΦϩ

Φϩνンؚࢎ༗ϓϨーτで，自વมҟにΑり本ەの΢リジ

ン要ੑٻ株を得た．΢リジン要ੑٻ株はΦϩνジン 5ʟ-リ

ンࢎσΧϧϘΩγϥーθをίードするҨ఻子Vra3 にมҟ

がೖっていると考えられ（̑），Vra3 のम෮にΑる΢リジン要

のղআおΑͼੑٻ TAL，ADH のڧ化をಉ࣌に૬ಉ組׵え

で行うべく，Fig. 5 にࣔすDNA断ยをಋೖした．TALには

ఆৗతかͭڧ力な発現のたΊにάリセϧΞϧσώド-3-リ

ンࢎσώドϩήφーθのϓϩモータを࠾用し，ADH には

Ωγϩースଘ在࣌の発現ڧ化をૂってΩγϩースϨμΫ

ターθのϓϩモータを用いることとした．ϓϩモータは開

࢝ίドン上ྲྀの 1000	 Cp とし，ターϛωータはऴࢭίドン

下ྲྀの 400	 Cp とした．࣭ܗ転׵には ;ZNo	ReTearch 社の

Fro[en-E;	:eaTt	TranTGorNation	** を用いた．

3.�. ҭछ͓Αͼセルϑクローχンάの効果
本研究では౰ॳ，ҴわらをΞンモχΞ水༹ӷで೤ॲཧし

たόΠΦϚス౶ӷ（R4 ౶ӷ）を用い，ҭछを行った．ҭछ

にΑり，ΩγϩースやΞϥビϊースなどのޒ୸౶ࢿ化能の

向上，発߬෭生੒෺の低減，T$A ճ࿏への୸ૉྲྀݯೖ੍ݶ

にΑるەମ増৩཈੍おΑͼエタϊーϧ生ྔ࢈増大，ࢎ߅化

෺࣭の発現ྔ増大などのޮՌがあったことが，ҭछલ後の

株のϝタϘϩーϜղੳから分かった．

上記ҭछ株に，セϧϑΫϩーχンάにΑる TAL おΑ

ͼ ADH 化を行った．TALڧ おΑͼ ADH の発現ྔがそれ

ͧれ̎ഒ，1000 ഒఔ度に増加したことを，ಉ様のセϧϑ

Ϋϩーχンάを行った株の Real	TiNe	1$R で֬ೝしݧࢼ

た．Real	 ěiNe	1$R のサンϓϧௐ੔は，RNA நग़おΑͼ

DNaTe ॲཧに RNARVeoVT-41$R	,it，cDNA ੒に࡞ HiHh	

$apacitZ	 RNA-to	 cDNA	,it を用い，RNA ఆྔに FaTt	

4:#R	(reen	.aTter	.iY	,it を用いた．

セϧϑΫϩーχンά株のϝタϘϩーϜղੳからは，ϖン

τースリンܦࢎ࿏（111）がଅ進されていることが分かり，

TAL に，XDHߋ化のޮՌが֬ೝされた．ಉղੳからはڧ

が 111 のϘτϧωοΫとなっていることがࣔࠦされた．

ճのࠓ ADH 化ではڧ NAD� を増やしྔڅڙ XDH の活ੑ

Fig. 5   Schematic diagram of DNA segment used for 
self-cloning
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向上をૂった（Fig. 4）ものの，必ͣしも目論ݟ通りとなら

なかったことがࣔࠦされた．ADH の発現ྔが 1000 ഒఔ度

に増大しているにもؔわらͣ XDH のϘτϧωοΫղফが

化したڧճࠓ，られなかったことからݟ ADH が実ࡍには

NADH ґଘੑでなかったとਪఆされる．

化したڧ ADH の発現ྔからは，発߬ەの代ँに何らか

のΞンόϥンスが生じることが༧૝されたが，実ࡍにセϧ

ϑΫϩーχンά株਺株のエタϊーϧ଱ੑがશて低下してい

ることが分かった．エタϊーϧ଱ੑ低下のϝΧχζϜは現

࣌఺でෆ明ͩが，ผのෳ਺の TAL おΑͼ ADH 化株でもڧ

ಉ様の܏向をࣔしていることから，ࠓճのセϧϑΫϩーχ

ンά޻ఔが株の代ँόϥンスを่したことがڧくࣔࠦされ

た．このΑうな代ँのΞンόϥンスղফをૂい，࣍ に࠶ҭ

छを行った．

４．ൃ 酵菌のੑೳ

4.1. 構築ͨ͠ൃ酵菌のੑೳ
セϧϑΫϩーχンά株のエタϊーϧ଱ੑ低下をडけ，エ

タϊーϧ଱ੑ෇༩をओなૂいとした࠶ҭछを行った．ҭ

छલ，ҭछ後，セϧϑΫϩーχンά後，࠶ҭछ後の֤株の

発߬ऩ཰を Fig. 6 にࣔす．発߬ݧࢼには 20	w�w� のίー

ンスτーόをࢎེرॲཧした౶ӷを用いた．౶ӷはࢼༀ

ఴ加分もؚΊてάϧίースを 63.2	 H �L，Ωγϩースを

34.5	 H�L ؚΉたΊ，この౶ӷからのエタϊーϧのཧ論ऩྔ

は 49.96	 H�L となる．発߬はݻӷ分཭後のਗ਼੅ӷを pH6.0

にௐ੔した౶ӷで 96 ࣌間行った．

TAL おΑͼ ADH のセϧϑΫϩーχンάのみでは，111

ଅ進，エタϊーϧ଱ੑ低下など，正負྆者のޮՌにΑりݶ

ఆతͩった発߬ऩ཰の向上が，࠶ҭछにΑりଅ進されたも

のと考える．Ҩ఻子組׵えとҭछの組合せにΑる発߬ੑە

能の向上を目ࢦした本研究ίンセϓτの正しさがࣔされた

とݴえる．

4.2. スέールアップ࣌のੑೳ
本研究では 5	 LL ༰ྔの発߬૧をؚΉエタϊーϧ生࢈

ϓϩセスをߏஙした．発߬޻ఔのスέーϧΞοϓでは，૧

内温度のෆۉ一ੑ，֧ ፩やタンΫ下෦の高ѹにΑるەମ

へのμϝージなどが໰題となりうる．5	 LL ϓϩセスでは

1289 株とಉ様に R4 ౶ӷでҭछした株を用い，R4 ౶ӷで

発߬を行ったとこΖ，ରর۠の 1	L スέーϧݧࢼと΄΅ಉ

౳の結Ռをࣔした（Fig. 7）．本ەを用いてগなくとも 5	 LL

までのスέーϧΞοϓがՄ能であることが֬ೝされた．

4.3. ҭछ͓ΑͼҨ఻ڧࢠ化のํੑ޲とൃ酵菌ੑೳ্޲
ҭछにΑりߏஙした発߬ەの一株を用いて，ࢎེرॲཧ

ίーンスτーόのスϥリでの発߬ݧࢼを行った．さま͟ま

な౶ӷೱ度でのݧࢼのたΊ，10� Ҏ上の౶ೱ度のものは，

ༀ౶をఴ加してௐ੔した．Fig. 8ࢼ にࣔす通り，౶ೱ度が

高くなるにͭれて発߬ऩ཰は低下する．これは౶ӷ中の્

すなわち自らが生，֐෺࣭が増加することと，生੒෺્֐

྆，をडけること֐するエタϊーϧにΑる્࢈ 者のӨڹに

Αる．なおਤ中のエタϊーϧೱ度のϥΠンは，発߬後の౶

ӷにؚまれるエタϊーϧೱ度をࣔす．

発߬ऩ཰と౶ೱ度をม化させた場合に，શମϓϩセスί

スτが一ఆ値となるϥΠンを Fig. 8 にࣔした．このϥΠン

にۙい΄ど低ίスτでのエタϊーϧ製造がՄ能になるた

Ί，発߬ऩ཰のϥΠンと࠷もۙい౶ೱ度（8�）の౶ӷを用

いて，セϧϑΫϩーχンά株の࠶ҭछを行った．その結Ռ，

ಉ౶ೱ度での発߬ऩ཰の向上に੒ޭした．

生੒෺્֐へのରԠとして，セϧϑΫϩーχンά株に高

エタϊーϧೱ度଱ੑをબ୒ѹとする࠶ҭछを，౶ೱ度 11�

の౶ӷを用いて行った．その結Ռ生࢈するエタϊーϧೱ度

の向上がݟられた．これらの事ྫからは，発߬ەのߏஙに

Fig. 6   Increase in fermentation yield by development 
of strain Fig. 7   Comparison of 1 L- and 5 kL-scale tests
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おいて，౶ӷ組੒やೱ度，生࢈させたいエタϊーϧೱ度な

どをあらかじΊઃఆする必要ੑがࣔされたとともに，ઃఆ

した৚݅にԊうܗでの発߬ੑە能向上がਤれることがࣔさ

れた．

4.4. ストϨスԠ౴とൃ酵菌ੑೳ্޲
τϥンスΫリϓτーϜと DNA มҟղੳ，ϝタϘϩーϜ

ղੳ結Ռを౷合し，代ँܥのϘτϧωοΫをղ明する代ँ

ྲྀれղੳをࢼみた．その結Ռ，ߏஙした発߬ەがޒ୸౶ࢿ

化のࡍにスτϨスԠ౴ঢ়ଶであることがࣔࠦされた．スτ

ϨスԠ౴൓Ԡは્֐෺࣭などのスτϨスにରしてەମの生

ଘをਤるものであるが，生੒෺にΑる્֐もこのスτϨス

の一Ҽとなる．

生੒෺્֐スτϨスにରしてԠ౴せͣ，࠷ऴతに自らが

生࢈したエタϊーϧにΑりࢮ໓して発߬がऴྃする現৅

が，高ೱ度のエタϊーϧ発߬を行う日本ञ用ύン߬฼で֬

ೝされている．このΑうな生੒෺્֐にΑるエタϊーϧ生

࢈తにエタϊーϧ生੍ڧをղআする，すなわち੍ن自ओ࢈

をܧ続させることにΑり，高ೱ度エタϊーϧを生࢈する発

，みの一ͭとしてࢼஙできると考えられる．そのߏがە߬

TAL おΑͼ ADH に加えて Fig. 4 にࣔすピϧビンࢎσΧϧ

ϘΩγϥーθ（1D$）をڧ化し，エタϊーϧ生ྔ࢈の向上を

ૂった．1D$ が TAL おΑͼ ADH 化後のϘτϧωοΫڧ

となっていることがϝタϘϩーϜղੳにΑりࣔࠦされたた

Ίである．その結Ռ，1D$ のڧ化લにରして生࢈エタϊー

ϧྔが向上しており（Fig. 8），エタϊーϧ生࢈自ओ੍نの

一෦がղআできたՄ能ੑがある．

上記エタϊーϧ生࢈の自ओ੍نとซせてଞの્֐෺࣭に

ΑるスτϨスԠ౴をղআすることで્֐෺࣭やエタϊーϧ

ଘ在下でもエタϊーϧ発߬をܧ続するەମがߏஙでき，エ

タϊーϧऩ཰のߋなる向上がՄ能と考えられる．

５．ൃ 酵プロセスとશମऩࢧ

༰ೱ౓のਪఆと前ॲཧ৚ܾ݅ఆڐ෺࣭֐્ .1.�
Table 1 にࣔした્֐෺࣭にͭいて，本ەの増৩を஗ら

せるޮՌをఆྔ化した．

ま્֤ͣ֐෺࣭単ಠでの増৩્ޮ֐Ռを，࣍ の様に਺値

化した．増৩્ޮ֐Ռがないと考えられる合੒ഓ地に，֤

度合をௐべ֐෺࣭をいくͭかのೱ度でఴ加し，その્֐્

た（Fig. 9）．Table 1 の通りϑΣϊーϧྨ，Ξϧσώドྨ，

༗機ྨࢎでは્֐ϝΧχζϜがҟなることが，ఴ加ೱ度と

一ఆ࣌間後のەମ਺のؔ܎を表すۂઢのҧいに൓өされて

いる．これらۂઢから，֤ をڹ෺࣭にΑる増৩へのӨ֐્

ಡみ取ることができる．ྫ え͹ഓ地にؚまれる 500	 NH�L

のϑΣϊーϧのӨڹにΑり，増৩速度が合੒ഓ地での

0.6 ഒఔ度になる．ಉ様に 1000	NH�L のਣࢎのӨڹにΑり

増৩速度が 0.35 ഒとなるが，ഓ地に྆者がؚ༗される場合

はෳ合తなӨڹがそのੵ，すなわち 0.6ʷ0.35	 �	 0.21 ഒで

できることが分かった．この様にして，౶ӷがؚ༗すࣅۙ

る્֐෺࣭ೱ度をଌఆすることにΑり，本ەの増৩を஗ら

Fig. 9   Estimation of upper limit for inhibitor concentration
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Fig. 8   Dependence of fermentation yield on sugar 
concentration
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Table 2   Process conditions

せるޮՌをఆྔ化した．

このਪఆ法は，簡単のたΊに્֤֐෺࣭ೱ度のӨڹの

ੵを用いており，またશての્֐෺࣭を໢ཏできないこと

から，そのਫ਼度にݶքがある．そのたΊҎ下をύϥϝータ

としてѻい，ύϥϝータϑィοティンάにΑるਫ਼度向上を

ਤった．まͣ，छྨが多ذにわたりఆྔがࠔ೉なϑΣϊー

ϧྨはఆྔしたϑΣϊーϧの一ఆྔഒとした．一ൠに્֐

ޮՌがࢦఠされるϝΠϥード൓Ԡ࢈෺のӨڹも一ఆ値と

した．

このਪఆ法にΑってόΠΦϚス౶ӷ中の્֐෺࣭のόϥ

ンスݕ౼がՄ能になったたΊ，౶ӷ中にڐされるp -ΫϚϧ

値をఆΊた．ϑΣϊーϧྨは発ݶなどϑΣϊーϧྨの上ࢎ

߬৚݅やҨ఻子վมにΑるରԠが೉しく，発生ྔを཈える

必要があるたΊである（Table 1）．

ผ్，೤分ղγϛϡϨーγϣンにΑりࢎེرॲཧ৚݅

（ೱ度，温度，อ࣋࣌間）にΑる્֐෺࣭と౶の発生ྔのؔ

્，Ίٻを܎ 値Ҏ下でかͭ౶ऩྔが多ݶ෺࣭発生ྔが上֐

くなるΑうલॲཧ৚݅をఆΊた（Table 2）．

このΑうにલॲཧ౶化޻ఔをؚΊたશମϓϩセスの৚݅

と，発߬ەの્֐෺࣭଱ੑڧ化をฒ行してݕ౼することに

Αり，ୈ二世代ϓϩセスへのద用がՄ能な発߬ەがߏஙで

きた．

�.2. 糖ӷೱ౓とൃ酵ऩ཰
ୈ二世代όΠΦエタϊーϧ生࢈ϓϩセスの実用化には，

ఔのίスτμ΢ンが必要とされる．そのたΊにはޮ཰޻֤

向上がٻΊられるが，ある޻ఔのޮ཰はผ޻ఔのޮ཰との

τϨードΦϑとなる場合が多い．これまでにड़べた્֐෺

࣭ೱ度と౶ೱ度のؔ܎のଞ，౶ऩ཰を上͛るたΊに౶化߬

ૉྔを増やすとτータϧίスτが཈੍できない，౶ೱ度が

低いと得られる生੒エタϊーϧೱ度も低くৠཹエωϧΪー

が過大になるなどのؔ܎である．

このたΊ֤ϓϩセス৚݅をมえたときにશମίスτがど

うม化するかのύϥϝータスタσィを行い，ίスτϛχϚ

Ϝ৚݅を୳ることにした．Fig. 8 にࣔした発߬ऩ཰と౶ೱ度

をม化させた࣌にίスτが一ఆ値になるϥΠンをݟると，

水৭でࣔす発߬ەを࢖用した場合，౶ೱ度 11� ఔ度で発

߬を行うΑりも，౶ೱ度 7 から 8� ෇ۙで発߬を行った方

がίスτϥΠンにۙく，τータϧίスτが཈えられること

をࣔす．ίスτϥΠンのܗঢ়から，低౶ೱ度でのίスτ࡟

減にはݶքがあることがࣔされており，τータϧίスτの

一૚の࡟減にはৠཹエωϧΪーや૷ஔίスτの࡟減のたΊ

に，Αり高౶ೱ度৚݅での発߬ऩ཰の向上が必要と分かる．

�.3. ४ SS' プロセス化
όΠΦエタϊーϧ生࢈ϓϩセスの一ͭとして4iNVltaneoVT	

4acchariGication	 and	FerNentation（44F）がある．これは，

ಉ一༰ث内で߬ૉ౶化とエタϊーϧ発߬をಉ࣌に行うこと

にΑり，ϓϩセス࣌間の࡟減がՄ能とされているものであ

る．また，౶化ϓϩセス後にݻӷ分཭をせͣスϥリのまま

発߬させるҝ，౶化૧と発߬૧を౷合できݻӷ分཭޻ఔを

．減できるので，Πχγϟϧίスτの低減にͭながる࡟

44F では౶化と発߬の৚݅をಉ一にして行うが，本研究

で用いた౶化߬ૉのࢸద৚ （݅50ˆ，pH	 4）と，発߬ەのࢸ

ద৚ （݅30ˆ，pH	 6）ではࠩが大きいたΊ，શくಉじ৚݅で

の౶化発߬は現実తではない．そこで，ಉ一༰ث内で౶化

おΑͼ発߬をஞ࣍తに行う४ 44F をݕ౼した．3	L スέー

ϧのઐ用૷ஔを࡞੒し，20 ࣌間の߬ૉ౶化の後，߱ 温お

Αͼ pH ௐ੔を行い，発߬ەをఴ加してエタϊーϧ発߬を

行った．४ 44F にΑり，39 ࣌間の୹ॖと૷ஔのޮ཰化が

ਤれることが明らかとなった（Table 2）．

�.4. ෺࣭ऩࢧ
όΠΦエタϊーϧの෺࣭ऩࢧおΑͼエωϧΪーऩࢧは߬

ૉ౶化やエタϊーϧ発߬Ҏ外のϓϩセスにも大きくґଘし

ている．我々はόΠΦエタϊーϧの෺࣭ऩࢧをࢉܭするに

あたり，NREL Ϩϙーτ（̒）をࢀ考にした．発߬࢒ᕓからϝ

タン発߬や࢒ᕓ೩মおΑͼ発ిを行うことで製造ϓϩセス

のશエωϧΪーをڅڙできるとԾఆして，෺࣭ऩࢧをࢉग़

した．࢖用したίーンスτーό中にセϧϩースとϔϛセϧ

ϩースが合ܭで 57	w�w� ؚまれている場合，Table 2 の৚

݅で߬ૉ౶化を行い౶ऩ཰が 63�，४ 44F で発߬を行い

発߬ऩ཰が 86� となり，その後のৠཹおΑͼೱॖ޻ఔをܦ

るとόΠΦϚス 1	 drZ-ton から 213	L の無水エタϊーϧが

得られるࢉܭとなった．

６．まとめ

本研究を通して，࣍ の結Ռを得た．

え׵化߬฼をϕースとすることにΑり，ඇ組ࢿ୸౶ޒ	（１）

ەѻいとなるୈ二世代ϓϩセス用エタϊーϧ発߬ە

をߏஙした．

（̎）	セϧϩースおΑͼϔϛセϧϩースؚ༗ྔが合ܭで

Corn
stover

Rice
straw

Dry biomass ground to 3 mm pieces
Mix at ratio of biomass : 2.5 % w/v Dilute acid = 1:2
Maintained at 170°C for 10 minutes

Dry biomass ground to 3 mm pieces
Mix at ratio of biomass : 25 % w/v aq. ammonia = 1:0.7
Maintained at 80°C for 3 hours

Pre-
treatment

Saccharification

Fermentation

Quasi-
SSF

Substrate: 16.4 % w/w
Enzyme: 0.4 mg/g-BM
Maintained at 50°C for 72 hours at pH 5

Substrate: 14.0 % w/w
Sugar concentration: 6.2 % w/w
Maintained at 30°C, at 28 mg/L/h aeration for 67 hours at pH 6

Saccharification and fermentation changed as follows
Saccharification: 72 → 20 hours + 4 hours cooling
Fermentation: 67 → 76 hours
Process hours: 139 + cooling time → 100 hours
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57	 w�w� のίーンスτーόを 1	 drZ-ton 用いた場

合，ߏஙした発߬ەの利用をؚΉ本研究の৚݅では，

213	L のエタϊーϧが得られる．

また，࣍ の知ݟを得た．

（１）	発߬ەのߏஙに，Ҩ఻子組׵えとҭछの組合せが༗ޮ

であることをࣔした．ط知の߬ૉのみを組׵えるͩけ

でなく，ະ知の߬ૉをؚΊた代ँܦ࿏ωοτϫーΫશ

ମのվมが必要であるたΊとཧղされる．

（̎）	どのΑうな౶ӷにもରԠできるສ能な発߬ߏەஙは

現実తでなく，όΠΦϚスछや֤޻ఔをݶఆしたϓϩ

セスઐ用の発߬ەが必要であり，ϓϩセス৚݅をݶఆ

したうえで発߬ەをߏஙする必要がある．
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