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要　　旨

セϧϩースܥόΠΦエタϊーϧ実用化にとってϘτϧ

ωοΫの一ͭである౶化߬ૉのίスτ課題のղܾに向け

て，࢖用ྔと生࢈ίスτの低減に向けた取組みをฏ行して

行い，自લ౶化߬ૉをߏஙした．

用ྔ低減取組みでは，無ବな߬ૉをؚまないΦリジφ࢖

ϧ౶化߬ૉϛοΫスをߏஙし，さらにそのओߏ੒੒分であ

る߬ૉをҨ఻子޻学తにΞϛϊࢎஔ׵することで活ੑ向上

を実現した．

生࢈ίスτ低減取組みでは，エタϊーϧ生࢈ϓϩセスで

方法࢈として利用し，高ޮ཰な生ݯうόΠΦϚスを୸ૉ࢖

であるݻମഓཆをಛ௃としたΦンサΠτ生࢈ϓϩセスを利

用し，それを実現できるΦリジφϧ߬ૉ生ە߿࢈株のߏங

に੒ޭした．

Ҏ上二ͭの੒Ռは，όΠΦエタϊーϧ生࢈における౶化

߬ૉίスτを低減するՄ能ੑを࣋ͭ新しい知ݟである．

ABSTRACT

The cost of saccharifying enzymes is one of 
the factors hindering the practical use of cellulosic 
bioethanol. In an attempt to address this issue, research 
has been conducted to create a novel saccharifying 
enzyme, in parallel with efforts to reduce the quantity 
of the enzyme used and the cost of production of the 
enzyme.

Reduction of the quantity of the enzyme used 
involved the creation of an original saccharifying 
enzyme mixture that did not include any unnecessary 
enzymes. In addition, genetic engineering techniques 
were applied in order to substitute an amino acid 
sequence in the enzyme that formed the main 
constituent, increasing enzyme activity.

Reduction of the cost of production of the enzyme 
involved utilizing the biomass employed in the ethanol 
production process as a carbon source, and employing 
an onsite enzyme production process exploiting 
solid-state fermentation, a high-efficiency production 
method. An original enzyme-producing strain of 
Aspergillus oryzae was created in order to realize this 
process.

The two outcomes discussed above represent 
new findings with the potential to reduce the cost of 
saccharifying enzymes for bioethanol production.

１．まえがき

化石ׇރݯࢿのݒ೦や $02 ഉग़ྔ࡟減の必要ੑへのର

Ԡの一ͭとして，όΠΦエタϊーϧがある．Մ৯෦を利用

するσンϓンܥόΠΦエタϊーϧ（ୈ一世代）にରして，ඇ

Մ৯෦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．౶化߬ૉは，セϧϩースܥ

όΠΦϚスを分ղし，発߬ەがエタϊーϧ生࢈の原ྉとし

て利用できるάϧίースを生੒する൓Ԡを৮ഔする߬ૉ

（タンύΫ࣭৮ഔ）である．セϧϩースはݻڧなߏ造を࣋っ

ており，分ղには多ྔの߬ૉが必要である．ઐۀϝーΧー

が長年研究開発を進Ίてきたが，ै དྷのσンϓンܥόΠΦ

エタϊーϧで࢖用される౶化߬ૉにൺべて，10 ഒҎ上の

ίスτがかかる（１），（̎）．結Ռとして，౶化߬ૉのίスτ高

が，セϧϩースܥόΠΦエタϊーϧ実用化のϘτϧωοΫ

の一ͭとなっている．

そこで我々は，ಠ自のֵ新తな低ίスτを実現しうる౶

化߬ૉの研究開発をਪ進してきた．

本論文では，研究のͶらい，ಛ௃にͭいてड़べるとڞ

に，ߏஙしたಠ自౶化߬ૉおΑͼ౶化߬ૉ生ە࢈のੑ能，

ίスτޮՌにͭいてઆ明し，研究の過ఔで得られた知ݟを

ड़べる．
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２．研究のねらい

౶化߬ૉίスτは，1	L のエタϊーϧを製造するたΊに

用するίスτ࢖ $（単Ґɿ̌ �L- エタϊーϧ）で表現するの

が分かりやすい．すると߬ૉίスτは࣍式のΑうに，ల開

できる（Fig. 1）．

ここで，Aɿ߬ ૉ࢖用 （ྔH�LH- όΠΦϚス），#ɿ߬ ૉ生࢈

単価（ˇ�H- タンύΫ࣭），DɿόΠΦϚスの౶ؚ༗཰（LH- 単

౶ࢉ׵ �LH- όΠΦϚス），Eɿ౶化཰（LH- ճऩ �LH- Fɿ，（ݩ

発߬ޮ཰（LH- エタϊーϧ �LH- ౶），(ɿエタϊーϧのൺॏ

（LH�L）である．式中，ग৭എܠ開෦分は 1	 LH όΠΦϚス

から生࢈されるエタϊーϧྔであり，όΠΦϚスからάϧ

ίースへのม׵཰（౶化཰）をؚΊたϓϩセスの必要要݅と

෺ੑఆ਺から一ఆ値にఆまる．したがって，߬ ૉίスτを

下͛るたΊにՄมな෦分は，੨৭എܠ෦分である࢖用ྔと

生࢈単価のੵであり，߬ ૉίスτ低減には，࢖用ྔと生࢈

単価を下͛る̎方向があることが分かる．

本研究ではこの྆方向に向かって，生化学త研究開発を

ਪ進した．۩ମతには，࢖用ྔ低減を目తとして，౶化߬

ૉの৮ഔ活ੑを向上させる取組みを，また，生࢈単価低減

を目తとして，߬ ૉ生ە࢈の生ੑ࢈を向上させる取組みを

行った．࣍ 章Ҏ߱，それͧれの研究内༰と結Ռをॱにઆ明

する．

Fig. 1   Breakdown of enzyme cost

れらのඍ生෺を大ྔഓཆし，౶化߬ૉを分཭，ೱॖして࢖

用する．ఱવのඍ生෺は໿ 30 छҎ上の߬ૉをಉ࣌に分ൻ

しており，これらの߬ૉは Fig. 2 と Table 1 にࣔすΑうな

ҟなるͭޒの機能を࣋ͭάϧーϓに大きく分けられる．

ಉ一άϧーϓには多छྨの߬ૉがଐするが，これは，自

વքにଘ在する多様なόΠΦϚスݯにରԠするたΊには，

গしͣͭ機能がҟなる߬ૉ܈が必要となるからである．し

かし，ۀ޻తにόΠΦエタϊーϧを生࢈する場合，その原

ྉとなるόΠΦϚスछは一छྨにݶఆすることが一ൠతで

ある．その場合，必要な߬ૉのछྨ਺は໿ 30 Αりも大෯に

গないՄ能ੑがある．ͭ まり，ターήοτとするόΠΦϚ

スछにとっては必要がない無ବな߬ૉをলくことで，࢖用

ྔを低減することをૂった．本研究では，ΞンモχΞ水に

ਁ௮することで౶化しやすいΑうにલॲཧをࢪしたҴわら

をόΠΦϚスとして実ݧに࢖用した．

無ବな߬ૉをলくことで，࢖用ྔを低減することができ

るというۀ࡞ԾઆをূݕするたΊに，我々はΞΫϨモχ΢

Ϝ，サーモΞスΧス，サーモτーΨとݺ͹れるඍ生෺̏छ

が分ൻする߬ૉ܈から，Ҵわらにಛ化して無ବな߬ૉをഉ

আした߬ૉϛοΫスのߏஙに取組んͩ．߬ ૉのબผには，
Fig. 3 にࣔすΑうに，֤ ߬ૉछ分子の表໘ి荷のࠩで分཭

し，その後，Ҵわら౶化ݧࢼで༗ޮなը分をબ୒する手ॱ

を܁りฦすこととした．

取組みの結Ռ，Fig. 2 と Table 1 にࣔすͭޒのάϧーϓ

からそれͧれ１छྨͣͭ合̑ܭछྨͩけでߏ੒されるϛο

Ϋスを࡞製し，さらに，ߏ੒੒分の഑合ൺをมえてҴわらC = 
A x B

=
Enzyme cost

for 1 kg biomass (¥)

Ethanol produced
from 1 kg biomass (L)

X G
D x E x F

HemicelluloseCellulose

Xylooligo-
saccharide 

Xylose

Cellobiose

Glucose
BX

EX

EGCBH1

BGL

Fig. 2   Functions of components in enzyme mixture

Table 1   Composition of enzyme mixture

Enzyme group
EG:

Endoglucanase
CBH1:

Cellobiohydrolase 1
BGL:

Beta-glucosidase
EX:

Endoxylanase
BX:

Beta-xylosidase

Function
Cuts the surface of
crystalline cellulose

to create nicks

Cleaves out
cellobiose at

reducing end of
cellulose chain 

Cuts cellobiose
into glucose

Cuts hemicellulose
into

xylooligosaccharide

Cuts
xylooligosaccharide

into xylose

Original 
organism Acremonium Thermoascus Thermotoga

Weight
percentage

(%)
24 47 24 4 1

３．使用量低減取組み

3.1. 自前酵素ミックスの作製
౶化߬ૉは，ඍ生෺（όΫテリΞ，Χビ）が，ӫཆݯであ

るόΠΦϚスをফ化するたΊに分ൻする．ۀ޻తには，こ



ʵ 113 ʵ

セルロース系バイオエタノール研究　－自前糖化酵素の構築－

౶化ݧࢼを行い，࠷దൺをܾఆした．Fig. 4 に，実ࡍの౶

化活ੑをࣔす．όΠΦϚス౶化活ੑを無ବな߬ૉがؚまれ

ているఱવのΞΫϨモχ΢Ϝのഓཆӷとൺֱした結Ռ，໿

2.5 ഒに上ঢしたことを֬ೝした．

Ҏ上の結Ռから，無ବな߬ૉをলくことで，࢖用ྔを低

減することができるという౰ॳのۀ࡞Ծઆが正しいことが

ূ明された．

3.2. 酵素のアミノ酸置換
࣍に我々は，߬ ૉϛοΫスをߏ੒する߬ૉ自ମの活ੑ

を向上させることにした．その手法としてΞϛϊࢎஔ׵法

を࠾用した．߬ ૉ分子は Fig. 5 にࣔすΑうな一ఆの̏࣍ݩ

造をとるϙリϚからできている．このϙリϚはタンύΫߏ

࣭であり，そのߏ੒モϊϚがΞϛϊࢎである．߬ ૉをߏ੒

するΞϛϊࢎには 20 छྨがଘ在し，そのฒͼ方で߬ૉの

造や৮ഔ活ੑがܾఆされる．ఱવの߬ૉが࣋ͭΞߏݩ࣍̏

ϛϊࢎ഑ྻの一෦がଞの഑ྻにஔ׵されることで，ੑ 能低

下をٴ΅す場合や活ੑ向上にد༩する場合があることが

知られている．લઅでߏஙしたΦリジφϧ౶化߬ૉϛοΫ

スのうちॏྔߏ੒ൺ 47� とओ੒分である $#H1 に஫目し

（Table 1），実ݧを行った．Fig. 5 は $#H1 の分子ߏ造であ

る．$#H1 はΞϛϊࢎが 550 ，ながったϙリϚでありͭݸ

中ԝにτンωϧのΑうな空ಎ෦分を࣋ͭ．この空ಎ෦分の

表໘にはੑۃや大きなૄ水ੑを࣋ͭΞϛϊࢎがෳ਺ଘ在

し，それらとඇڞ༗結合をܗ੒することでセϧϩース࠯が

この空ಎに取りғまれ，੾断される．Ξϛϊࢎஔ׵のՄ能

な場合の਺は 19 の 550 ৐であり，શてをテスτすること

は実࣭ෆՄ能である．そこで，セϧϩース࠯と઀৮する空

ಎ表໘෦分のΞϛϊࢎ 30 Օ所をίンピϡータモσリンά

でಛఆし，֤ ΞϛϊࢎをそれͧれΞϥχンというผのΞϛ

ϊࢎにஔ׵し，活ੑのม化をௐべた．Ξϥχンはஔ׵લの

Ξϛϊࢎにରして，ੑۃや大きなૄ水ੑを࣋たないので，

ஔ׵લのΞϛϊࢎが活ੑにとってѱӨͩڹった場合，Ξϥ

χンஔ׵することで活ੑが向上すると考えられる．結Ռと

して，Fig. 6 にࣔすΑうに，30 લの׵ମのうちஔ׵のஔݸ

ఱવܕ（8ild	TZpeɿ8T）とൺֱして高活ੑなஔ׵ମを̏छ

取得できた．Fig. 6 には，活ੑ値の上Ґ࿡ͭをࣔした．ஔ׵

ମの表記はྫえ͹，N062A は୺から 62 番目のΞスύϥΪ

ン（N）をΞϥχン（A）にஔ׵したものをࣔす．ಛにもっと

も高活ੑなものは，8T の໿ 7.8 の活ੑをもͭことが明ら

かになった．

さらに，セϧϩース࠯が $#H1 の空ಎ෦分に取りࠐま

れる過ఔを分子動力学γϛϡϨーγϣンで࠶現した結Ռ，

8T においてセϧϩース࠯と水ૉ結合していたΞϛϊࢎを

Ξϥχンにஔ׵しその水ૉ結合をなくすことで，߬ ૉ分子

がセϧϩース࠯を内෦に取りࠐΉ過ఔがଅ進されること

が，この活ੑ向上の要Ҽであることを֬ೝした．

Fractionation based on
difference in surface charge

A B C

Saccharification test

A
B
C

B
C A

C

A
B

A: ineffective  B, C: effective

D E F

Further fractionation of B and C

Repeat until each effective 
fraction contains a single enzyme
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Fig. 3   Scheme of enzyme selection

Fig. 4   Specific activity of novel enzyme mixture

Fig. 5   Molecular structure of CBH1 and cellulose 
chain

Fig. 6   Specific activity of CBH1 mutants
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４．生産単価低減取組み

4.1. オンサイト生産プロセスの考案
લ章でߏஙしたΦリジφϧ߬ૉを低ίスτで生࢈するた

Ίに，我々は Fig. 7 にࣔす生࢈ϓϩセスをબ୒した．通ৗ

のϓϩセスでは，ഓཆ࣌に生ە࢈に༩えるӫཆݯとしてۉ
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࣭౶ݯを用い，ӷମঢ়ଶでഓཆする．これらは，ۉ一な品

࣭の߬ૉを大ྔ生࢈するたΊの技術である．我々の目తは

όΠΦϚスからエタϊーϧを生࢈する్中過ఔで࢖用する

߬ૉを生࢈することであり，߬ ૉ生࢈ϥΠンをओϓϩセス

とซઃする（ΦンサΠτ生࢈）ことで，高価な࣭ۉ౶ݯの代

わりにエタϊーϧ原ྉのόΠΦϚスを౶ݯとして࢖用する

ことがՄ能となると考えた．また，όΠΦϚスはݻମであ

ることから，ΦンサΠτ生࢈にはӷମഓཆΑりも，ݻମό

ΠΦϚス上にඍ生෺をൟ৩させるݻମഓཆが向いている．

ମഓཆはӷମഓཆとൺֱしてӷମഓ地分のഓཆମੵがখݻ

さくࡁΉたΊ，૷ஔίスτが低減できる．

4.2. オリジナル酵素生産菌の構築
上記のΦンサΠτ生࢈ϓϩセスをՄ能にするたΊには，

これにదしたඍ生෺が必要である．本研究ではە߿をબఆ

した．日本ではञやຯ઻などのৢ造৯品製造においてە߿

を用いたݻମഓཆ技術が੒ख़している．またۙ年，Ҩ఻子

組׵えにΑるە߿のήϊϜվม，࣭ܗ転׵技術が΄΅ཱ֬

され，本དྷە߿が分ൻしない外དྷ߬ૉを生࢈できる（̏）．

には多くのछྨがあり，我々はまͣそのスΫリーχە߿

ンάにண手した．ە߿ 15 छྨをೖ手し，Ҵわらݻମഓཆで

߬ૉ分ൻྔをൺֱし，࠷も分ൻྔが多いものをબൈした．

࣍に我々は，૬ಉ組׵えとݺ͹れる手法で，લड़の

$#H1 をこの株のήϊϜ DNA にಋೖし，生࢈させること

に੒ޭした（Table 2）．一方，ൺֱのたΊに࢖用したଞのඍ

生෺̏छはいͣれも $#H1 を生࢈しなかった．このことか

らも，Φリジφϧ生ە࢈としてە߿をબఆしたことの༗ޮ

ੑがࣔされた．

さらには，このە߿株のશήϊϜ഑ྻをղಡし，その情

報から，߬ ૉ分ൻを્֐すると考えられるҨ఻子̏छྨを

人ҝతにഁյすることで，分ൻྔの向上をਤった．結Ռと

して Fig. 8 にࣔすΑうに，日本ञͮくりで࢖われるە߿ඪ

४株 R*#40（̐）にൺべて 1.5 ഒの $#H1 生࢈能を࣋ͭ株を

．ஙすることに੒ޭしたߏ

さらにこの株のಛੑをௐべたとこΖ，όΠΦϚス੒分で

あるリάχンから༡཭するϑϧϑϥーϧとݺ͹れる低分子

が࣋ͭඍ生෺の生ҭ્ޮ֐Ռにରして଱ੑを࣋ͭことが

分かった．我々がߏஙしたΦリジφϧ߬ૉ生ە࢈のϑϧϑ

ϥーϧ଱ੑを $#H1 生ྔ࢈をࢦඪに，R*#40 とൺֱした結

Ռが，Fig. 9 である．R*#40 ではϑϧϑϥーϧଘ在下で生

が໿ྔ࢈ 40� まで低下した一方，Φリジφϧ生ە࢈では΄

Fig. 7   Scheme of enzyme production

Table 2   Comparison of candidates for enzyme 
production host

Crude enzyme together 
with culture medium

Part of pre-treatment
biomass

Salt nutrients
Microorganism 
(Enzyme producer)

On-site enzyme
production 

Ethanol

Use of biomass as nutrient (carbon source)
Reduced nutrient cost against use of 
high-quality carbon source

Biomass

Fermenting yeast

Solid culture
Reduced cost of culture
equipment against liquid 
culture

Merit 1

Merit 2

Cellulose

Hemicellulose

Lignin Acid, Alkali

Pre-treatment

Glucose

Xylose

Saccharification/Fermentation

Distillation

2

1

0

Deletion of three genes

P
ro

du
ct

io
n 

of
 C

B
H

1
(a

rb
. u

ni
t)

A. oryzae
RIB40

HONDA
strains

Fig. 8   Production of CBH1 by HONDA strains

Organism E. coli B. subtilis P. pastoris A. oryzae

Capable of 
phenotypic

transformation?
Yes Yes Yes Yes

Capable of 
solid-state

fermentation? 
No Yes No Yes

Capable of
CBH1

production?
No No No Yes
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Fig. 9   Tolerance against furfural of original strain
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とんどϑϧϑϥーϧのӨڹがなかった．我々のΦリジφϧ

߬ૉ生ە࢈が࣋ͭこのಛ௃は，όΠΦϚスݻମഓཆをする

．にとても大きな利఺であると考えられるࡍ

ϑϧϑϥーϧ଱ੑの要ҼをήϊϜおΑͼࡉ๔内෺࣭の໢

ཏత分ੳ（RNA ղੳ，ϝタϘϩーϜ）に基ͮきݕ౼した結

Ռ，ࡉ๔内のࢎ化スτϨスదԠ能とタンύΫ࣭合੒൓Ԡ速

度がม化したՄ能ੑがあることが明らかになった．これら

の結Ռは，ە߿の分子生෺学の؍఺からもوॏな知ݟとい

える．

５．コスト効果

Ҏ上，߬ ૉ࢖用ྔおΑͼ生࢈ίスτ低減の取組み内༰を

આ明した．その中では，取組みの評価をそれͧれ，౶化活

ੑと生ྔ࢈を用いて行った．これらの値は高くなるఔ，࢖

用ྔと生࢈ίスτは下がるので，࠷ऴతに߬ૉίスτも下

がることになる（Fig. 1）．

我々がセϧϩースܥόΠΦエタϊーϧ用の一ൠతな市ൢ

߬ૉのタンύΫ࣭ॏྔ౰りのੑ能を評価したとこΖ，࠷も

高ੑ能なものはఱવのΞΫϨモχ΢Ϝのഓཆӷと΄΅ಉ౳

であった．本研究でߏஙした自લ߬ૉϛοΫスはఱવのΞ

ΫϨモχ΢Ϝのഓཆӷとൺֱして 2.5 ഒの活ੑをもってい

るので（Fig. 4），単७にࢉܭすると，ಉじ౶化ੑ能をग़すの

に必要な࢖用ྔは࠷も高ੑ能な市ൢ品の 1�2.5 でࡁΉ．市

ൢ品の生ە࢈であるτリίσϧϚەは自લ生ە࢈とಉじࢳ

ঢ়ە（Χビ）であることから，Ծに単価がಉじとすると Fig. 

1 から，߬ ૉίスτも 1�2.5 となる．

製した中でもっとも高活ੑな࡞ $#H1 のΞϛϊࢎஔ׵

ମは，8T の໿ 7.8 ഒの活ੑをもͭことが分かった（Fig. 

6）．$#H1	8T は߬ૉϛοΫスશମॏྔの 47� を઎Ίるの

で（Table 1），ࢉܭ上は $#H1 に࠷も高活ੑなΞϛϊࢎஔ

߬，うことで࢖ମを׵ ૉϛοΫスのੑ能をอちͭͭ，必要

ྔを 41�（�	47	 減でき，上記とಉ様に考えると࡟（47�7.8	-

ίスτも 41� も高活ੑ࠷にはࡍ減できるはͣである．実࡟

なΞϛϊࢎஔ׵ମはە߿での生ྔ࢈が低く，߬ ૉϛοΫス

の必要ྔ低減を֬ೝすることはできていない．

Φリジφϧ生ە࢈のίスτにରするޮՌは，生࢈ϓϩセ

スにґଘするので直઀తにはٞ論できない．しかし，ಉじ

生࢈ϓϩセスをԾఆすれ͹，我々のߏஙした生ە࢈は，৯

品ۀ࢈քで広く࢖われているඪ४ە߿株 R*#40 にൺべて

1.5 ഒの $#H1 生ྔ࢈をࣔしており，単७にࢉܭすると，

生࢈単価は 1�1.5 ഒになるといえる．

Ҏ上の考࡯から，本研究でߏஙしたΦリジφϧ߬ૉϛο

ΫスおΑͼΦリジφϧ߬ૉ生ە࢈は，όΠΦエタϊーϧ生

．଴できるظ༩することがدの౶化߬ૉのίスτ低減に࢈

６．まとめ

セϧϩースܥόΠΦエタϊーϧの実用化をՄ能にし得る

ֵ新తな低ίスτ߬ૉの実現を目ࢦし研究を行った．結Ռ

としてҎ下の੒Ռを得た．

（１）	ఱવの生෺が生࢈する߬ૉϛοΫスから無ବな߬ૉ

をഉআして自લϛοΫスをߏஙし，ఱવのΞΫϨモ

χ΢Ϝഓཆӷとൺֱした結Ռ，౶化活ੑが໿ 2.5 ഒに

上ঢしたことを֬ೝした．さらにそのओ੒分である

$#H1 のΞϛϊࢎ഑ྻをஔ׵することで，໿ 7.8 ഒの

৮ഔ活ੑ向上に੒ޭした．

（̎）	ΦンサΠτ生࢈ϓϩセスを実現し得るόΠΦϚスݻ

ମഓཆ能を࣋ͭΦリジφϧ߬ૉ生ە߿࢈株をߏஙし

た．この株は，ە߿ඪ४株 R*#40 にൺべて 1.5 ഒの߬

ૉ生࢈能を࣋ͭ．

Ҏ上二ͭの結Ռから，όΠΦエタϊーϧ生࢈における౶

化߬ૉίスτを低減できる技術がߏஙできた．

本研究で活用した技術手法は，1980 年代Ҏ߱進లが目

֮しいҨ఻子޻学にґるとこΖが大きい．ࠓ後は，環境や

エωϧΪーҎ外の分野においても，これらの技術の利用価

値の高まりがظ଴される．
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