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研究成果の概要（和文）：食料と競合しないセルロース系バイオマスからの効率的なバイオエタ

ノール生産を目指し、酵母 Saccharomyces cerevisiae のストレス応答機構を分子レベルで明ら

かにすることで、合理的な遺伝子改変を施し、発酵阻害物耐性を強化した新規酵母を創製する

ことに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：For the efficient ethanol production from lignocellulosic biomass, 
recombinant Saccharomyces cerevisiae strains that have improved tolerance to fermentation inhibitors 
were rationally developed based on the newly developed system biological analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
有限な化石資源への依存から脱却し，持続可
能な環境調和型社会の実現に向け，セルロー
ス系バイオマスの有効利用が注目され，バイ
オマスからの液体燃料(エタノール，ブタノー
ル等)や化学品原料（有機酸，アミノ酸等）の
生産技術，すなわちバイオリファイナリーの
早期確立に対する期待は高い。バイオリファ
イナリーのターゲット物質をエタノールと
する場合，発酵工程に用いる微生物の一つと
して用いられるのが酵母 Saccharomyces 
cerevisiae である。S. cerevisiae は他の微生物
と比べてエタノール生産能力が高く，エタノ
ールに対する耐性が高い。 

しかしながら、セルロース系バイオマスの前
処理で生じる弱酸やフラン類などの過分解
物質が発酵を阻害することが問題となって
おり、酵母の発酵阻害物耐性を強化すること
が、効率的なバイオエタノール生産の課題と
なっている。 
 
２．研究の目的 
バイオマスからのエタノール生産における
課題である，酵母 Saccharomyces cerevisiae へ
の弱酸ストレス耐性の付与を目指した。具体
的には，従来のメタボローム解析技術を発展
させ，細胞内で起こりうる代謝反応を網羅的
かつ速度論的に解析することが可能な「動的
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代謝プロファイリング技術」を開発すること
により，酢酸およびギ酸による発酵阻害機構
を分子レベルで明らかにするとともに，酵母
のストレス応答機構を解析し，合理的な代謝
改変戦略に基づく遺伝子組換え酵母を育種
することとした。 
 
３．研究の方法 
(1) グルコースおよびキシロースからのエタ
ノール生合成経路を中心に，アミノ酸生合成
経路ならびに TCA 回路を含む中枢代謝経路
に位置する中間代謝物質のターンオーバー
観測手法を検討した。 
(2) 代謝解析技術を用いて，キシロース資化
性酵母のメタボロミクス解析・代謝ターンオ
ーバー観測を行うことにより，発酵阻害物で
ある弱酸によりエタノール生産が阻害され
るメカニズムを解析した。 
(3) 代謝解析結果に基づく合理的な代謝改変
戦略を導出し，キシロース資化性酵母への弱
酸耐性の付与を施した。 
 
４．研究成果 
細胞内の代謝物情報を俯瞰することが可

能な代謝プロファイリング技術を用いて，弱
酸が酵母のエタノール代謝に与える影響を
調べた．発酵の炭素源には，弱酸添加により
資化能力が大きく阻害されるキシロースを
用い，30 mM あるいは 60 mM の酢酸を培地
に加えた微好気発酵を行った．酵母は S. 
stipitis 由来 XR，XDH 遺伝子，S. cerevisiae 由
来 XK 遺伝子をゲノムに組み込んだ形質転換
株を作出し，発酵に用いた．その結果，添加
した酢酸の濃度依存的にキシロース資化速
度とエタノール生産速度の低下が見られた．
発酵中の細胞内代謝物プロファイルを解析
したところ，非酸化的ペントースリン酸回路
の代謝中間体が酢酸濃度依存的に蓄積して
いることが明らかになった（図 1）． 

 
特に，発酵開始 24 h 後のセドヘプツロース

7 リン酸は，60 mM 酢酸存在下の蓄積量が非
存在下の 22 倍以上であった．この結果は，
酢酸添加により非酸化的ペントースリン酸
回路の代謝フラックスが減速している可能
性を示唆している．そこで，非酸化的ペント

ースリン酸回路の律速段階と考えられてい
るトランスアルドラーゼの遺伝子（TAL1）を
TDH3 プロモーターの下流に連結して過剰発
現させたところ，TAL1 遺伝子高発現型キシロ
ース資化性酵母は酢酸存在下で高いエタノ
ール生産性を示し，30 mM 酢酸存在下では
83%の対糖エタノール収率を達成した（図 2）． 

 
また，TAL1 過剰発現株では非酸化的ペン

トースリン酸回路に関与する中間代謝物質
の蓄積が解消されていることが確認された． 
ギ酸による発酵阻害の影響を調べるために，
5～10 mM のギ酸存在下でキシロース発酵さ
せた酵母（XR/XDH/XK 導入株）から RNA を
抽出し，トランスクリプトミクス解析を行っ
たところ，ギ酸濃度依存的に ALD5，HXK2，
VCX1，GPD2，HXT4 などの転写量が増大し
ていた．中でもギ酸デヒドロゲナーゼ遺伝子
FDH1 の転写量が顕著に増加していることが
明らかとなった．そこで，FDH1 を PGK1 プ
ロモーター下流に連結し，構成的に過剰発現
するキシロース資化性酵母を作出し，ギ酸存
在下でのキシロース（40 g/l）発酵を行った．
その結果，20 mM ギ酸存在下では，FDH1 を
導入していない株のエタノール生産量が半
分以下になるのに対し，FDH1 過剰発現株は
ギ酸非存在下と同程度のエタノールを生産
することが分かった．これは，FDH1 過剰発
現株が発酵開始 24 h 後に培地中のギ酸を消
去させたためと考えられる． 
以上のようにリグノセルロース由来の主

要な発酵阻害物である，酢酸あるいはギ酸の
存在下でキシロース発酵を向上させる代謝
因子が見出された．そこで TAL1 と FDH1 を
同時に過剰発現するキシロース資化性酵母
を創製し，酢酸およびギ酸共存在下でのエタ
ノール生産能の向上を目指した．さらに，キ
シロース資化性酵母の二倍体化が高温耐性
や低 pH 耐性を酵母に付与することを明らか
としたため，異なる接合型の TAL1/FDH1 共
発現株を作用いて二倍体（ MATa/α）の
TAL1/FDH1 共発現型キシロース資化性酵母
を作出した．得られた酵母は，30 mM 酢酸，
20 mMギ酸の共存在下の 40 g/ lキシロース発
酵で，一倍体キシロース資化性株と比べて 12



 

 

倍高いエタノール生産速度を示した．次に，
実際のバイオマスとして 27 mM 酢酸，20 mM
ギ酸を含む稲わら水熱分解液を糖化処理し
て得られたヘミセルロース溶液からの繰返
し発酵を試みた．発酵後の菌体は遠心分離に
より回収し，新たな稲わら糖化液と混合して
発酵を開始することとし，5 ラウンドの繰返
し発酵を実施した．その結果，一倍体のキシ
ロース資化性酵母では，発酵を繰り返す毎に
キシロース消費とエタノール生産の低下を
見せるのに対し，TAL1/FDH1 共発現型二倍体
キシロース資化性酵母は，5 回の繰り返し発
酵を行ってもバイオマスからの発酵能を維
持し続けていることが確認できた．菌体の繰
返し利用は，酵母の増殖プロセスの省略を可
能にするため，コスト・エネルギー効率的に
みて極めて有効な手段である．従来，発酵液
中の阻害物質の存在が繰返し発酵のネック
となっていたが，酵母の耐性を代謝工学的に
強化することにより，阻害物濃度が高いヘミ
セルロース画分からの繰返し発酵に成功し
た． 

本研究ではバイオエタノール生産酵母を
材料に，メタボロミクスやトランスクリプト
ミクスを中心としたマルチオミクス解析に
基づいて，キシロース代謝を向上するための
代謝改変戦略を立案し，その発酵性能を向上
させてきた．特に代謝プロファイリング解析
技術は，代謝変動の最終フェノタイプを観測
することができるため，物質生産能力を左右
する鍵要素の抽出をする上で有効な手段で
あることが示された． 
バイオリファイナリーの構築に向けた目

的プロダクトの生産能を向上するためには，
行き当たりばったりの形質転換体作出スキ
ームから脱却する必要がある．合理的に微生
物の代謝能力を向上させるためには，代謝シ
ステムの情報に基づいて代謝改変の戦略を
立案することが重要であることを示すこと
ができた．また，作出された微生物の物質生
産能や特性を評価し，さらなるボトルネック
が発見されれば，その律速を解除するための
第二次代謝改変戦略を策定することができ
るであろう．このサイクルを繰り返すことに
より，微生物の代謝機能はファインチューニ
ングされていくはずであり，今後の微生物の
高機能化がバイオプロセスの用途を拡大し，
バイオリファイナリーの構築を促進するこ
とが期待できる． 
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