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研究成果の概要（和文）：未利用なリグノセルロース資源からエタノールを生産させることを目的として、2,
500 Gyの線量によるカーボンイオンビーム照射により、エタノール発酵糸状菌の発酵温度を上昇させるとともに
cellulase分泌能を向上させた耐熱性エタノール発酵糸状菌変異株を構築した。この菌株を活用したCBPプロセス
により、45℃の環境下でα-celluloseから直接エタノールを生産できることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to produce directly ethanol from unused lignocellulose resources, a
 heat-resistant ethanol fermented filamentous fungus mutant strain which increased fermentable 
temperature of ethanol fermented filamentous fungus and improved cellulase secretion ability by 
carbon ion beam mutagenesis with a dose of 2,500 Gy, was constructed.  By CBP process utilizing this
 strain, we successfully produced ethanol directly from α-cellulose in an environment at 45℃.

研究分野： 生物反応工学
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１．研究開始当初の背景 

未利用なバイオマス資源からエタノール

を生産させることを目的として、我々は数年

前よりペントースを高収率で発酵が可能で、

さらに、多様なセルロース分解酵素を分泌す

る野生の糸状菌の開発を行ってきた。これら

糸状菌は、培養環境により二形性変化を示し

酵母化するとともに、リグノセルロースから

の直接エタノールを生産する糖化発酵同時

進行プロセス(CBP)へ適応できると期待され

ている。しかし、分泌するセルラーゼの至適

温度と至適発酵温度が異なることから、効率

の高いエタノール生産は達成させることは

できない。この問題は、すべての同時糖化発

酵プロセス(SSF)や CBP において発生する。

この問題を解決する方策として、エタノール

発酵糸状菌の増殖および発酵温度を向上さ

せことが考えられる。申請者は、幸運にも、

イオンビーム変異法により得たエタノール

発酵糸状菌変異株の増殖可能温度が向上す

ることを発見した。本研究では、CBP プロセ

スの効率化を図るために、イオンビーム照射

法により耐熱性エタノール発酵糸状菌を構

築し、この糸状菌を用いた高温発酵型 CBP

プロセスを構築することを目的とした。具体

的には、耐熱性エタノール発酵糸状菌変異株

の取得、高温安定発酵菌株の育種、耐熱化メ

カニズムの解明、および高温発酵型 CBP へ

の応用について検討し、リグノセルロースか

らの直接エタノール生産できる"オンリーワ

ン"の CBP 技術を開発することを検討した。 

 

２．研究の目的 

本研究ではイオンビーム変異法により開

発する耐熱性エタノール発酵糸菌の耐熱性

を向上させ、安定発酵温度 45℃で安定発酵し、

さらに Cellulase の高発現株の構築を目指す。

さらに、開発した耐熱性エタノール発酵糸状

菌を用いて稲わらなどから直接エタノール

を生産する高温型 CBP を開発すること最終

目標とした。この中で特に重要な技術である

エタノール発酵糸状菌の耐熱化は、イオンビ

ーム照射法により実施する。本変異法は、通

常の放射線変異法と異なり、広範囲の遺伝子

に対して変異誘導が実施できる利点を有し

ている。微生物の耐熱性の向上は、増殖、糖

質の代謝、細胞膜の合成や、エタノール発酵

に係わる酵素などへの総合的に耐熱性の付

与が必要となってくる。このような細胞内の

代謝・生合成に係わる遺伝子への広範囲な変

異誘導は、遺伝子組換え技術では、達成させ

ることができない。そこで、エタノール発酵

糸状菌に対して耐熱性を付与するために、二

形性変化による酵母化細胞に対してイオン

ビーム照射とスクリーニングを行い、段階を

踏みながら発酵可能温度を 45℃まで向上さ

せること実施した。最後に、構築した単耐熱

性エタノール発酵糸状菌のエタノール発酵

能、セルラーゼ分泌能を検討し、稲わらから

直接エタノールを生産する CBP プロセスを

構築した。 

 

３．研究の方法 

 本研究で使用した糸状菌はすべて、独立行

政法人 製品評価技術基盤機構(NITE)より入

手した。イオンビーム照射は、公益財団 若

狭湾エネルギー研究センターの協力のもと

実施した。イオンビーム照射によるスクリー

ニングは、各種エタノール発酵糸状菌の懸濁

液あるいは胞子懸濁液を、約 5×5 cm 厚さ

1-3 mm の PE 袋に入れ、それに対して 100 

-4,000 Gy のカーボンイオンビームを照射し

たあと、選択培地で生育するコロニーを回収

し、その後発酵試験を実施することで行った。



発酵能評価は、HPLC 等を用い各種糖質、エ

タノール、有機酸などを分析することで行っ

た。 

 

 

４. 研究成果 

未利用なバイオマス資源からエタノールを

生産させることを目的として、各種糖質を高

効率で発酵できる多機能なエタノール発酵糸

状菌の開発を長年実施してきたが、経済的観

点から市販の加水分解酵素剤を利用しないバ

イオプロセス、すなわち、リグノバイオマス

から直接エタノールを生産することが可能で

ある糖化発酵同時進行プロセス(CBP)対応型

の糸状菌の開発が求められている。本糸状菌

は、各種セルラーゼを分泌生産するものの、

分泌するセルラーゼの至適温度と至適発酵温

度が異なることから、効率の高いエタノール

生産は達成させることはできない。この問題

を解決する方策として、エタノール発酵糸状

菌の増殖および発酵温度を向上させこと、さ

らにセルラーゼの分泌量を向上させることが

解決策である。そこで、イオンビーム変異法

を活用することでエタノール発酵糸状菌の増

殖可能温度を向上させることを試みた。その

初期段階として、平成27-28年度はイオンビー

ム変異法により開発する耐熱性エタノール発

酵糸菌の耐熱性を向上させ、安定発酵温度

45℃で安定発酵し、さらにCellulaseの高発現

株の構築を目指した。その結果、イオンビー

ム変異誘導法により、53℃で生育でき、45℃

でエタノール発酵可能な変異株の創出に成功

した。 

 

  

上図は、45℃でエタノール発酵可能である変

異株を用いてグルコースからのエタノール発

酵を実施した結果である。50 g/Lのグルコース

から培養36 hで17 g/Lのエタノールを生産す

ることに成功した。これらの結果を踏まえて、

平成28年度後期より、モデル基質としてα

-Celluloaseを用いてCBPプロセスを実施した

結果、培養48 hで5.6 g/Lのエタノールを生産す

ることができた。そこで、この45℃エタノー

ル発酵糸状菌変異株に対して、再度、イオン

ビーム照射を実施し、高セルラーゼ発現株の

取得を目指した。ここで得られた新規な変異

株CM-3は、基質をα-Celluloseとして培養した

結果、endo-β-Glucanasc (EG), β-Glucosidase 

(BGL), Cellobiohydrolase (CBH)を従来の比較

して、分泌生産していることを確認できた

cellulase分泌量を向上でき、特に、CBH活性を

約8倍向上させることができた。そこで、この

変異株CM-3を活用し、α-Celluloseを基質とし

たCBPプロセスを実施したところ、45℃で17 

g/Lのエタノールを直接生産できた。また、そ

の他のリグノセルロース資源であるアルカリ



処理稲わら、ナラの木木粉、もみ殻などを基

質として、45℃でのCBPプロセスを行った結

果、いずれも、エタノールの生成を確認する

ことができた。 

 

 

これらの結果は、イオンビーム変異誘導法は、

遺伝子組換え法による微生物形質転換法では

困難である耐熱性の付与を達成できことのみ

ならず、酵素生産量の向上も達成できる優れ

た高機能微生物獲得法となることを示してい

る。さらに、今回構築した変異株と野生株の

比較を分子レベルで詳細に検討することによ

り、耐熱性獲得メカニズムの解明に繋がると

考えられる。また、構築した変異株は、カル

タヘナ法に抵触しない高機能な発酵微生物で

あることから産業上有益な菌株として活躍で

きると期待できる。今後、商業ベースでの開

発を進めていく予定である。 
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