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研究成果の概要（和文）：砂糖黍の絞りかすから効率的にセルロースを得るための前処理として

水蒸気爆砕処理を行い、処理物から水とアルコールを用いた抽出分離操作によりセルロースを

分離した。得られたセルロースにセルラーゼを供して酵素糖化し、この糖化液をH-ポリリジン
発酵生産する放線菌の生育培地に炭素源として添加し、H-ポリリジンを得ることができた。さ
らに、この方法をD-乳酸を生産する乳酸菌にも応用し、D-乳酸もまた得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：This study investigated the production of H-poly-L-lysine (produced by 

Streptomyces albulus 11011A) from unutilized sugarcane bagasse using steam explosion pretreatment. 

Cellulose from steam-exploded sugarcane bagasse was hydrolysed using cellulase and then the 

hydrolysate was subjected to fermentation substrate. Furthermore, production of D-lactic acid, which is 

resource of poly-lactic acid, was also produced by same method. 
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１．研究開始当初の背景 
未利用植物性バイオマスからエタノール以

外の有用性ケミカルスを生産する研究は、穀

物会社のカーギル社と化学最大手であるダ

ウ社による、余剰トウモロコシからのポリ乳

酸の生産方法の確立は有名であるが、その他

のケミカルス生産の工業化には至っておら

ず、我が国においては、さらに研究例も少な

い。申請者はこれまで、機能性ポリマーのひ

とつである ε-ポリリジンの分子構造解析およ
び化学修飾によるその応用に関する研究を

行ってきた。ε-ポリリジンは、放線菌の一種
である Streptomyces albulusの培養二次代謝物
として菌体外に放出され、必須アミノ酸の一
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つである L-リジンのホモポリマーである。こ
のことから生体に対する安全性が高く、現在

では、抗菌物質として主として食品添加物と

して広く汎用されている。さらに、微生物由

来の生分解性ポリマーであることより、今後、

化学製品プラスチックの代替原料となるこ

とと期待されている。このような有用性ケミ

カルスを、未利用資源である木質系バイオマ

ス由来の炭素源(セルロース)から産生する

方法を確立する必要があり、さらに他の有用

性カミカルス(生分解性プラスチックの一つ

であるポリ乳酸の原料, 乳酸)の生産に応用

する。 
 
２．研究の目的 
1) 未利用のセルロース系バイオマスからセ

ルロースを効率良く分離し、取り出すための

水熱反応による前処理条件の最適化  

2) 1)で得られたセルロースの酵素による単

糖化法(グルコース化)の検討 

3) セルロース系バイオマス由来グルコース

を炭素源とした機能性ポリマー(ε-ポリリジ
ン)の発酵生産方法の確立 

4) セルロース系バイオマス由来グルコース

を炭素源とした生分解性プラスチック(ポリ

乳酸)の原料の発酵生産方法の確立 
 
３．研究の方法 
3-1. 試料 
サトウキビの絞り滓であるバガスを裁断

したもの (1 mm幅×5 cm長, 球陽製糖(株), 
沖縄より供与) を供試した。 

 
3-2. バガスの前処理 
バガスの前処理には水蒸気爆砕処理(日本

化学機械製造(株))を用いた。水蒸気爆砕処理
では、バガス 150 gを反応器に入れ、内部の
空気を水蒸気に置換した後、所定圧力の飽和

水蒸気を反応器内に導入し、所定時間蒸煮後、

瞬時に大気圧まで減圧し、水蒸気爆砕処理バ

ガスを得た。処理に用いた水蒸気圧力は 10, 
15, 20, 25, 30および 35 atmとし、蒸煮時間
は 5分とした。 

 
3-3. 成分分析 
 水蒸気爆砕処理したバガスは水とアルコ

ールによる抽出操作を用いて成分分析を行

った (図 1)。 バガスの粉末、水蒸気爆砕処
理後のバガスをそれぞれ乾燥重量で 2.0 gと
り、100 mlの蒸留水で室温下にて 24時間抽
出した。その後、ろ過により残渣とろ液に分

離し、ろ液は水可溶性成分とし、硫酸により

加水分解し、フェノール硫酸法を用いて全糖

図 1.  水蒸気爆砕処理したバガスの成分分
析方法 
 
を定量した。得られたグルコース量をセル 
ロース量に換算し、全体からこれを差し引い

たものをヘミセルロース量とした。また、低 
分子量リグニンは水可溶性成分から全糖を

差し引き求めた。一方、残渣はさらにアルコ

ールで抽出し、残渣はアルコール不溶性成分

とし、硫酸加水分解により生成したグルコー

ス量をセルロース量として換算した。硫酸加

水分解処理により残渣として残ったものを

高分子量リグニンとした。また、ろ液はアル

コール可溶性成分とした。 
 
3-4. 酵素による糖化およびその評価 
試料(乾燥重量 0.3 g)を秤量し、0.05 M酢
酸緩衝液(pH 5.0、10 ml)を加え、メイセラー
ゼ(明治製菓(株))を基質量の 1/10になるよう
に添加し、50℃、140 rpmにて振盪し酵素糖
化した。所定の時間(48時間)反応終了後、ろ
過により糖化残渣とろ液とに分別した。ろ液

は、90℃の熱水に 10分間保持し、酵素を失
活させた後、グルコース量の定量に供試した。

グルコース量はグルコースオキシターゼを

用いる酵素法を用いて定量した。 
 

3-5. D-乳酸の発酵生産およびその分析 
 乳酸発酵菌には、D体を選択的に生産する
ことのできるホモ乳酸発酵菌である

Lactobacillus delbrueckii NBRC 3534を用
いた。前培養培地には、炭素源 5 g/L、ポリ
ペプトン 5 g/L、酵母エキス 5 g/Lおよび硫酸
マグネシウム七水和物 1 g/Lを混合して用い
た。本培養用の培地は、グルコースを除いた

その他の栄養源およびバガス由来の炭素源

を混合して用いた。バガス由来の炭素源は、

水蒸気爆砕処理したバガス、水蒸気爆砕後上

記 3-3にて示した水抽出残渣およびアルコー
ル不溶性成分の計 3種類をそれぞれ酵素糖化
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により加水分解し、グルコースとした後用い

た。任意の時間間隔でおよそ 1 mlの培養液
を採取し、グルコース濃度および D-乳酸濃度
を測定した。グルコースはグルコースオキシ

ターゼ法、D-乳酸濃度は高速液体クロマトグ
ラフィーを用いて分析した。分析温度は 65℃、
溶離液および溶出速度はそれぞれ 5.0 mMの
硫酸水溶液、0.6 ml/minとし、カラムは
Aminex HPX-87H (Bio-Rad)を用いた。 
 
3-6. バガス由来炭素源を用いた H-ポリリジ
ンの発酵生産およびその分析 
H-ポリリジン発酵生産菌には、放線菌であ

る Streptomyces albulus 11011A  (チッソ
(株)より供与) を用いた。前培養培地には、
グルコース50 g/L、硫酸アンモニウム10 g/L、
酵母エキス 5.0 g/L、リン酸水素二ナトリウム 
1.4 g/L、リン酸二水素ナトリウム 0.8 g/L、
さらに硫酸マグネシウム七水和物、硫酸亜鉛

七水和物、硫酸鉄七水和物をそれぞれ 0.5 g/L、
0.04 g/L、0.03 g/Lを混合して用い、500 ml
の坂口フラスコに上記を混合した培地を 100 
ml調製 (pH 6.3)し、Streptomyces albulus 
11011A を一白金耳植菌し、30℃にて 24時
間培養したものを前培養液とした。バガス由

来の炭素源は、水蒸気爆砕処理したバガスを

酵素糖化により加水分解したのち、陰イオン

交換樹脂および陽イオン交換樹脂により精

製したのち、凍結乾燥により濃縮したものを

グルコース濃度 50 g/Lとなるようにその他
の培地成分(上記からグルコースを除いたも
の)と混合して用いた。調製した培地を 1Lの
培養槽 (Bioneer series 100-1L, 丸菱バイオ
エンジ(株)) に 500 ml入れ、前培養液を添加
し、連続的に通気(1.0 vvm)および撹拌(500
～700 rpm)を行い培養した。さらに培養中は、
培地 pHの低下を防ぐために 10%アンモニア
水を適宜添加し、炭素源と窒素源の枯渇を防

ぐためにグルコースを 50%と硫酸アンモニ
ウムを 5%溶解したフィード液を適宜添加し
た。任意の時間間隔でおよそ 1 mlの培養液
を採取し、グルコース濃度およびH-ポリリジ
ン濃度を測定した。グルコースはグルコース

オキシターゼ法、H-ポリリジンはメチルオレ
ンジ法を用いて定量した。 
 

４．研究成果 

4-1. バガスの有効前処理法の検討 
 バガスを水蒸気圧力 10 atm(180℃)、15 
atm(198℃)、20 atm(212℃)、25 atm(224℃)、
30 atm(234℃)、35 atm(243℃)のそれぞれの

高温高圧下で 5分間蒸煮した後、一気に常圧
に戻し、水蒸気爆砕処理を行った。その後、

得られた処理物の酵素糖化を行った (図 2, 
(a))。反応後 48時間において、最大のグルコ
ース収量を示したものは、水蒸気圧力 20 atm
で処理したものであり、バガスの水蒸気爆砕

処理物 (乾燥重量) 1 gあたり、364 mgのグ
ルコースが得られた。これは多糖あたり 76%
の収率に相当した。さらに、それぞれの水蒸

気爆砕処理バガスを水抽出し、残渣を用いて

酵素糖化を行ったところ、グルコースの収量

は増大し、水蒸気圧力 20 atmでは 469 mg / 1 
g-爆砕処理バガス(乾燥重量) を示した (図 2, 
(b))。多糖あたりのグルコース収率は 97%と
なった。また、それぞれの水蒸気圧力で処理

したものについても得られるグルコース量

は増大した。これは、水蒸気爆砕処理した試

料を水で洗浄することにより、酵素の働きを

阻害する物質が除去され、酵素が基質(セルロ
ース)と反応しやすくなったためと考えられ
る。次にそれぞれの水蒸気圧力にて処理した

バガス中の成分を比較 (表 1) したところ、
水蒸気圧力 20 atmで処理したバガスの水ア
ルコール不溶成分、すなわちパルプ部分の高

分子量リグニンの水蒸気爆砕処理物全体に

対する含有率は 19.5%であり、処理していな
いバガス(高分子量リグニンは全体の 24%)と
比較すると、バガス中の 19%の高分子量リグ
ニンが低分子化され水あるいはアルコール

に可溶になったことがわかった。また、パル

プ部分の多糖は全体の 48%であり、これによ
りバガス中の 66%の多糖が残存しているこ
とが確認できた。一方、水蒸気爆砕処理圧力

を 20 atmから増大させると、パルプ部分の
多糖が減少するだけでなく、高分子量リグニ

ンの割合が増大した。これは、高温高圧の条

件下による高分子量リグニンのホロセルロ

ースや低分子量リグニンとの重合あるいは

自己の再重合に起因しているものと考えら

れる。これらの結果から、バガスへの最適水 
表 1 水蒸気爆砕処理したバガスの成分分析 
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図 2. 水蒸気爆砕処理したバガスの酵素糖化
(a)および水蒸気爆砕処理後水洗浄した残渣
の酵素糖化 (●)水蒸気圧力 10 atm, (○)15 
atm, (■) 20 atm, (□) 25 atm, (▲) 30 atm, 
(△) 35 atm 蒸煮時間はすべて 5分 
 
蒸気爆砕処理圧力は 20 atmとした。 
 
4-2. バガス由来グルコースからのD-乳酸の
発酵生産試験 
バガス由来グルコースを培地中の炭素源

として用いることによるD-乳酸の発酵生産
を検討した。培地に用いる炭素源を、水蒸気

爆砕したバガス、水蒸気爆砕後水で洗浄した

残渣、水蒸気爆砕後水およびアルコールで洗

浄した残渣(アルコール不溶性成分)の 3種類
をそれぞれ酵素により糖化しグルコースと

し、所定の濃度に調整し使用した。また、比

較として市販グルコースを用いた基礎培地

による D-乳酸の発酵生産を行った。図 3に
Lactobacillus delbrueckii NBRC 3534を用
いた D-乳酸の発酵生産におけるグルコース
の消費 (a)および D-乳酸の生産(b)挙動を示
す。市販グルコースを用いた場合の基礎培地

と水蒸気爆砕処理バガスを水で洗浄した残

渣、水とアルコールで洗浄した残渣の場合、

24時間の培養時間においてグルコースはい

ずれもほぼ完全に消費され、D-乳酸の生産量
はそれぞれ、4.9、4.1、4.3 g/L得られた。し
かし、水蒸気爆砕処理後洗浄操作をしなかっ

たバガス残渣の糖化液を用いた場合では、グ

ルコースの消費はほとんどなく、D-乳酸の生
産も 0.5 g/Lしか見られなかった。これは、
培地中にバガスの水蒸気爆砕処理によって

産生された低分子量リグニンやヘミセルロ

ース由来の分解物を含むため、これらにより

発酵が阻害されたと考えられる。よって、水

やアルコールによる水蒸気爆砕処理物の洗

浄は、先の 3-3に示した成分の分離のための
単なる手段ではなく、バガスに含まれるリグ

ニンやヘミセルロース由来の発酵阻害物質

を取り除くための簡便な操作となりうるこ

とが明らかとなった。 

図 3 消費グルコース濃度(a)と生産 D-乳酸濃
度(b)における経時変化 (■)市販グルコース, 
(□)水蒸気爆砕処理したバガスを酵素糖化し
て得られたグルコース液, (●)水蒸気爆砕処
理バガスを水抽出した後に酵素糖化して得

られたグルコース液, (○) 水蒸気爆砕処理バ
ガスを水-アルコール抽出した後に酵素糖化
して得られたグルコース液 
 
4-3. バガス由来グルコースからのH-ポリリ
ジンの発酵試験 
バガス由来グルコースを培地中の炭素源

として用いることによるH-ポリリジンの発酵
生産について検討した。図 4 に
Streptomyces albulus 11011Aを用いてH-ポ
リリジンを発酵生産した結果を示す。放線菌

の増殖とともに培地中の pHが 6.3から下が
り始め、同時にH-ポリリジンの生産が開始さ
れた。また、グルコースの減少にともない、

およそ20時間おきにグルコースを添加した。
H-ポリリジンの生産は培養時間 160時間で最
大値 12.7 g/Lを示し、グルコースの総添加量
286 gに対して収率 4.4 %が得られた。化学
合成培地を用いたH-ポリリジンの発酵生産結

500

0 10 20 30 40 50

400

300

200

100

0

(a)

m
g-

gl
uc

os
e/

g-
dr

y 
st

ea
m

 e
xp

lo
de

d 
ba

ga
ss

e

Time (h)

500

0 10 20 30 40 50

400

300

200

100

0

(a)

m
g-

gl
uc

os
e/

g-
dr

y 
st

ea
m

 e
xp

lo
de

d 
ba

ga
ss

e

Time (h)

0 10 20 30 40 50

500

400

300

200

100

0

(b)

m
g-

gl
uc

os
e/

g-
dr

y 
st

ea
m

 e
xp

lo
de

d 
ba

ga
ss

e

Time (h)
0 10 20 30 40 50

500

400

300

200

100

0

(b)

m
g-

gl
uc

os
e/

g-
dr

y 
st

ea
m

 e
xp

lo
de

d 
ba

ga
ss

e

Time (h)

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0

D
-la

ct
ic

 a
ci

d
(g

/L
)

G
lu

co
se

(g
/L

)

Time (h) Time (h)
0 10 20 30 0 10 20 30

(a) (b)
6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0

D
-la

ct
ic

 a
ci

d
(g

/L
)

G
lu

co
se

(g
/L

)

Time (h) Time (h)
0 10 20 30 0 10 20 30

(a) (b)
6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0

D
-la

ct
ic

 a
ci

d
(g

/L
)

G
lu

co
se

(g
/L

)

Time (h) Time (h)
0 10 20 30 0 10 20 30

(a) (b)



 

 

果によると収率は 8.0%であるので、今後は
培養条件をさらに詳細にコントロールし、収

率の増大を図る。 
 

図 4  水蒸気爆砕処理したバガス由来の糖液

を用いたH-ポリリジンの発酵生産試験 
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