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研究成果の概要（和文）：　稲わらからブタノールを生産するために微生物学と植物学の研究者による学際的連
携を下記の通り行った。
　稲わら由来の混合糖をセロビオースとキシロースに設定すると、カタボライト抑制（CCR）を回避したブタノ
ール発酵ができた。次に、実際に稲わらのSemi-hydrolysateを用いるとCCRを回避すると共に、費用対効果の高
い適応型発酵プロセスが構築できた。
　老化誘導プロモーターを用いて老化期特異的にセルラーゼを発現させることにより、恒常的にセルラーゼを発
現させた場合に見られた不稔等の異常を回避しながら、稲わらの酵素糖化性を向上させることができた。

研究成果の概要（英文）：An interdisciplinary collaboration was conducted by microbiologist and 
botany researcher to produce butanol from rice straw.
When rice straw-derived mixed sugar was set to cellobiose and xylose, butanol fermentation in which 
catabolite repression (CCR) was avoided was achieved. Second, using rice straw semi-hydrolysate, CCR
 was avoided and a cost-effective adaptive fermentation process could be constructed.
Senescence-inducible expression of cellulase avoided developmental defects such as sterility 
observed in the constitutive expression of cellulase, and enhanced enzymatic saccharification yields
 from rice straws.

研究分野： 農芸化学・応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物育種学・分子微生物学・発酵工学研究者が各分野の強みを最大限に活かして互いの技術や知見をフィードバ
ックおよびフィードフォワードして得られた「スマート発酵工学」の研究成果は、(1) リグノセルロース系バイ
オマスの積極的な利活用に関する研究と産業化の加速度的進歩、(2) 学際的な要素を持つ新規学問分野の創設、
(3) 多岐に渡る知見と技術を備えた人材の輩出、などの多方面への貢献が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
デザインドバイオマスは「発酵微生物の能力が最大限利用できるようにデザインされた適合

物質」と定義している。これまでの具体的な成果として、セルロースの不完全加水分解物や廃
棄有機酸類からブタノールや光学活性乳酸の効率的な生産を行ってきた（図 1）。 
リグノセルロース系バイオ

マスを用いる発酵生産では、前
処理・糖化処理など発酵に適し
たリグノセルロース系バイオ
マスの創出と加工など、微生物
学の研究者だけで解決できず、
リグノセルロース系バイオマ
スを扱う植物学の研究者との
連携が必要不可欠である。特に、
① 混合糖（ヘキソースとペン
トース）でカタボライト抑制
（CCR）を起こさない非 CCR
発酵プロセスの開発や非 CCR
微生物の育種、② 前処理・糖
化処理が容易で、発酵プロセス
に適した組成を持つ植物の育
種、は解決すべき課題である。 

 
 
２．研究の目的 
 上述したように、これまでに我々は、既存の微生物の発酵特性を活かした基質の探索や改変
を行う適応型発酵プロセスの構築、「デザインドバイオマス研究（図 1）」を行ってきた。本研
究では、この研究をさらに推進し、かつ諸問題を有機的に解決できる「スマート発酵工学（図
2）」を提唱した。すなわち、微
生物学と植物学の研究者によ
る学際的連携により、リグノセ
ルロース系バイオマスの稲わ
らを原料として、次世代バイオ
燃料であるバイオブタノール
を生産することを試みた。具体
的には、①混合糖を用いた
CCR がかからない高効率ブタ
ノール発酵、②CCR 機構の解
明および高収率・非 CCR 菌株
の育種、③発酵プロセス適応型
イネの育種の研究項目に絞っ
た。本研究の成功は、スマート
発酵工学を構成する研究分野
間の相互理解と推進、学際的知
識を持つ人材の輩出に繋がる
と期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 混合糖を用いた CCR がかからない高効率ブタノール発酵 
酵母によるエタノール発酵の成功事例を基に、グルコースをセロビオースに置換した混合糖

（セロビオースとキシロース）による回分発酵法、流加発酵法、連続発酵法を検討して、非 CCR 
発酵プロセスの開発を行った。 
 
(2) 混合糖を用いたブタノール発酵における CCR 機構の解明 
 混合糖（グルコースとキシロース）および単糖（キシロース）を用いて、回分発酵において
それぞれ CCR および非 CCR 条件下におけるキシロース取り込み速度の測定、キシロース輸送
因子（キシロースオペロン制御因子遺伝子やキシローストランスポーター遺伝子）の転写活性
測定を行った。 
 
(3) 稲わらを用いた CCR がかからない高効率ブタノール発酵 
 先ず、CCR が回避できるような稲わらの前処理・糖化を考案した。そして、その糖化液を使
用して回分発酵法、流加発酵法、同時糖化発酵法を検討し、高効率発酵プロセスの開発を行っ
た。さらに、ブタノール生産の新たな評価方法として、前処理・糖化・発酵の複数のプロセス
を跨ぐ独自のパラメーターを提示した。 

図 1. デザインドバイオマス研究概念図 

図 2. スマート発酵工学の研究概念 



 
(4) 稲わらの酵素糖化性の向上 
 老化誘導プロモーターを用いて老化期特異的に-glucosidase、cellobiohydrolase、endo-glucanase
を発現するイネを作出し、稲わらの酵素糖化性を測定した。さらに、cellobiohydrolase と
endo-glucanase の融合タンパク質を発現するイネを作出、糖化性を測定し、その両セルラーゼを
融合した効果を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 混合糖を用いた CCR がかからない高効率ブタノール発酵 
 グルコースとキシロースから成る混合糖（GX 混合糖）を用いた場合、CCR が生じた。そこ
で、グルコースの代わりに二糖であるセロビオースとキシロースから成る混合糖（CX 混合糖）
を用いた回分培養を検討した。その結果、セロビオースとキシロースが同時に消費されると共
に、効率よくブタノールが生産され、CCR の回避に成功した。また、CX 混合糖を培養中に添
加する流加培養にも成功した。一方、連続発酵で CCR が起こると、ブタノール生産性が低下す
るだけでなく、消費されない糖の廃棄率が高くなる。そこで、CX 混合糖を用いて cell recycling
による高密度菌体の連続発酵系の構築を検討した。その結果、約 0.7 h-1の高希釈率でも混合糖
の高い利用率とブタノール高生産性を達成した。 
 
(2) 混合糖を用いたブタノール発酵における CCR 機構の解明 
 先ず、CCR 条件（GX 混合糖）と非 CCR 条件（CX 混合糖）のキシロース代謝の初発酵素
Xylose isomerase の活性は、後者が約 3 倍高いことを見いだした。グラム陽性細菌の CCR では、
GX 混合糖の場合、Phosphotransferase system（PTS）がグルコース輸送時にグルコースをリン酸
化し、Histidine-containing protein kinase（HPrK）による HPr のリン酸化を誘起し、リン酸化 HPr
が Catabolite control protein A（CcpA）と複合体を形成してキシロース代謝に関わる酵素遺伝子
の転写調節を行うことが報告されている。また、リン酸化 HPr がキシロースの輸送を阻害する
こともある。本発酵では転写解析の結果、CX 混合糖での CCR 回避機構では、セロビオースの
非 PTS 系輸送体であるパーミアーゼと菌体内 β-グルコシダーゼを介したバイパス経路の利用、
そして CCR のキー酵素遺伝子 hprK の発現抑制が重要な要因であった。 
 
(3) 稲わらを用いた CCR がかからない高効率ブタノール発酵 
稲わらを希硫酸で前処理すると成分の一つであるキシランはキシロースに分解されたが、セ

ルロースは残存した。その前処理物をセルラーゼ負荷量が少ない Semi-hydrolysis（セロビオー
スを多量に生成）、あるいは従来の酵素高負荷の Glucose-oriented hydrolysis によってセルロース
を加水分解し、それら前処理・糖化液をブタノール発酵に使用した。その結果、前者の加水分
解物では、キシロースが存在するにもかかわらず CCR が回避されると共に、新奇の評価パラメ
ーター、酵素負荷量に対するブタノール収率（g/U）、が後者の加水分解物に比べて約 15 倍にな
った。また、Semi-hydrolysis に適応した糖化・発酵プロセス、Simultaneously Repeated Hydrolysis 
and Fermentationによって、酵素負荷量に対するブタノール収率がさらに約 3倍増加すると共に、
糖化と発酵の両プロセスを考慮に入れたブタノール生産性（新奇の評価パラメーター、g/L/h）
が約 5 倍になり、費用対効果の高い適応型発酵プロセスが構築できた。 
 
(4) 稲わらの酵素糖化性の向上 
 老化期特異的に β-glucosidase、cellobiohydrolase、endo-glucanase を発現するイネの稲わらの酵
素糖化性を測定した。その結果、いずれのイネも老化前（出穂日）は糖化性の向上が見られな
かったが、 老化後（出穂 40 日後）では cellobiohydrolase および endo-glucanase を発現するイネ
の糖化性の向上が見られた。cellobiohydrolase を恒常的に発現させた場合に見られた不稔等の異
常も回避できた。また、老化期特異的に cellobiohydrolase と endo-glucanase の融合タンパク質を
発現するイネの稲わらの酵素糖化性を測定した。しかし、老化後においても糖化性の向上は見
られなかった。endo-glucanase の働きにより生じた切断部位に cellobiohydrolase が速やかに作用
することにより効率的な糖化が起こると期待したが、融合したことにより酵素活性が大きく低
下したことが考えられた。 
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