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研究成果の概要（和文）：低炭素社会の構築、エネルギー問題の解決に向け、再生可能な資源であるバイオマスの有効
利用法の開発が急務である。固定化菌体触媒を用いたバイオディーゼル生産は、環境に優しい生産技術である。しかし
、バイオディーゼルの生産性の向上とともに副生成物であるグリセリンも大量に生じるという問題点がある。本研究で
は、このバイオディーゼル燃料から生じるグリセリンを有用物質へと変換する技術の開発を行った。固定化担体、固定
化方法などの固定化菌体触媒の条件を検討することで、有用物質であるグリセリン誘導体の生産プロセスの開発に成功
した。

研究成果の概要（英文）：Production of biodiesel using whole-cell biocatalyst is one of the important 
technologies for environment-friendly bioprocess. One of the major issues of biodiesel production is a 
by-product, glycerol. Here, we developed useful glycerol-derived compound production as well as 
bio-diesel production. Optimization of immobilized support, immobilization method, and whole-cell 
biocatalyst, successfully production of glycerol-derived compounds was carried out.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： バイオリファイナリー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景  
 低炭素社会の構築、エネルギー問題
の解決に向け、再生可能な資源である
バイオマスの有効利用法の開発が急
務である。バイオリファイナリーは、
巨大な市場を創出して工業及び農林
水産業を活性化しながら、  化石資源
への全面依存から脱却して低炭素社
会 を 構 築 す る こ と が で き る グ リ ー
ン・イノベーションである。このグリ
ーン・イノベーションは、資源・エネ
ルギー安全保障を確保するとともに、
地球温暖化防止、環境問題の解決に大
きく貢献する重要性の高い研究分野
である。数年後にはバイオベース化学
品の市場は、かなりの規模に達すると
推定されており、日本の化学品をバイ
オベース化した場合、CO2 総排出量
の大幅な削減が期待できるため、社会
からの要請は非常に強い。バイオリフ
ァイナリーは、CO2 をバイオマスとし
て資源化し、先端バイオ技術を駆使し
て再生可能なエネルギーや化学品を
高効率生産する革新技術である。申請
者はこれまで微生物を用いてバイオ
マスから燃料や化成品原料等の有用
物質を生産する技術の開発に成功し
てきた。セルロースからのバイオエタ
ノール生産や植物油からのバイオデ
ィーゼル生産技術は、現在のガソリン
／軽油に代替可能なエネルギーとし
て実用化へ着々と進んでいる。バイオ
マスという環境に優しい資源を原料
とし、さらに生体反応を利用した物質
生産という低環境負荷な生産技術を
用いることで、環境問題、エネルギー
問題の両者を同時に解決できる可能
性を持つ。  
 研究代表者はこれまで、固定化菌体
触媒を用いたバイオディーゼル生産
技術の開発を世界に先駆けて行って
きた。省エネルギーのままバイオディ
ーゼルを連続生産できる技術の開発
に成功し、環境に優しい生産技術とし
て非常に高く評価を受けている。しか
し、バイオディーゼルの生産性の向上
とともに副生成物であるグリセリン
も大量に生じるという問題点がある。
これまで、このグリセリンを有効利用
しようという試みはいくつも研究例
があるが、いずれもその生産性や生産
工程に問題点がある。  
 一方で、現在の社会の大半を担う電
気エネルギーをバイオマスから作ろ
うという試みは、上述の物質生産技術
に比べてやや遅れているのが現状で
ある。バイオエタノール等の燃料を通
常の火力発電に用いたのでは、その発
電効率は石油資源からの発電と同じ
くおよそ半分ほどであり、エネルギー

ロスが非常に大きい。すなわち、バイ
オマスから直接電流を取り出す事が
できれば、環境に優しいクリーンなエ
ネルギーとして社会に大きく貢献で
きると考えられる。研究代表者はこれ
までの研究で、固定化菌体技術を用い
たバイオマスからの電気エネルギー
生産技術を開発してきた。この研究成
果としてバイオマス（糖類）から直接
電気エネルギーを取り出すことに成
功したと共に、電気エネルギーを取り
出しながらその原料を有用ケミカル
に変換できる可能性を見出すことに
成功してきた。  
 そこで本研究では、このグリセリン
に着目しつつ、それを原料として様々
な有用物質を生産するという環境に
優しい技術の開発、という着想に至っ
た。  
 
２．研究の目的  
本研究では、「バイオ燃料・有用ケミ
カル・電気エネルギーをバイオマスか
ら同時に生産することで環境負荷を
低減する基盤技術の開発」を目指す。
具体的には、固定化菌体触媒技術を用
いてグリセリンからの有用ケミカル
生産技術の開発を行った。  
 
３．研究の方法  
 バイオディーゼルは、植物油脂を原
料とした軽油の代替となる、環境に優
しい燃料である。その生成反応は以下
で表される。 

 
上記より、バイオディーゼルとなるア
ルキルエステルと同等のグリセリン
が生産する。そこで本研究では、バイ
オディーゼルを効率良く生産するた
めのプロセス条件検討（＝グリセリン
を大量に生産するための条件検討）を
はじめに行った。続いて、得られたグ
リセリンから有用物質を生産するプ
ロセスの開発を行った。 
 固定化触媒は、検討をしやすくする
ためにまずは固定化酵素触媒を調整
し、様々な条件検討を行った。続いて、
固定化菌体触媒を調製して実験を行
った。また、グリセロールの粘性に対
する適応性を向上させるために、酵素
が失活しにくい耐熱性固定化菌体触
媒についても検討を進めた。 
 グリセロールからの有用物質生産



においては、dimetyl carbonate を系
内に添加することで、グリセロール誘
導体を生産するプロセスを構築し、バ
イオディーゼルとグリセロール誘導
体を同時に生産するための検討を行
った。 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 固定化酵素触媒、及び固定化菌体触
媒については、担体の選択、固定化方
法、そして固定化された状態の評価が
重要となる。そこで、これまで利用さ
れていたポリウレタンに対して、ガラ
スビーズの検討も並行して進めた。ポ
リウレタンは菌体等が絡みつきやす
く固定化が容易である反面、担体とし
ての耐久性が低いため、長期の使用に
耐えないという点が課題である。一方、
ガラスビーズにおいては、担体それ自
体の剛直性は高いものの、その固定化
脳が低い点が問題である。本研究で用
いている糸状菌を菌体触媒として、こ
れらの固定化担体への固定化能を評
価した。固定化の際の攪拌数を上げる
ことで、それぞれの菌体触媒を効率良
く固定化出来ることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、それぞれの固定化菌体の様子を
SEM にて観察したところ、低い活性の
固定化菌体触媒においては、固定化量
がごくわずかであったが、活性の上昇
とともに固定化量の増加が観察され
た。このことより、固定化量の増加が
優れた菌体触媒を構築する上で重要
な因子であることが明らかとなった。
また、固定化方法により固定化量が変
動すること、及び固定化を直接確かめ
ることに成功した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
続いて、固定化菌体における固定化単
体について、担体の細孔径の検討を行
った。結果を以下に示す。これより、
孔径が大きくなるにつれて活性も上
昇することがわかった。また、ある程
度の孔径があれば十分であることが
示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
続いて、グリセロール利用に向けた、
耐久性の高い固定化菌体触媒の開発
を目指した。一般的に耐熱性の酵素は、
その耐久性が高いと考えられる。本研
究 で は 、 耐 熱 性 の 菌 体 触 媒 と し て
Bacillus thermocatenulatus 及 び
Thermomyces lanuginoseus 由来の酵
素をそれぞれ選択し、それらを発現さ
せた菌体触媒を調製し、担体へ固定化
させた。初めにそれらの有機溶媒耐性
を評価した結果を以下に示す。これよ
り、B.thermocaenulatus 由来の酵素
を持つ菌体触媒が最も耐性が高いこ
とがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



同様にバイオディーゼル合成におけ
る耐性を評価したところ、やはり B. 
thermocaenulatus 由来の酵素を持つ
菌体触媒が最も高い性能を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
並行して、グリセロールからの有用物
質生産について検討を進めた。上述の
通り、グリセロール誘導体を生産する
プロセスとして、Dimethyl carbonate
（DMC）を添加する生産技術の検討を
行った。 
 まず初めに、固定化酵素を用いて本
プロセスの可能性について検討した。
４種類の固定化酵素を用いてバイオ
ディーゼルの生産量を評価したとこ
ろ、すべての酵素においてバイオディ
ーゼルが生産されていた（下図）。こ
れより、同様にグリセロール誘導体が
生産されていると期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
同様にグリセロール誘導体（グリセロ
ールカーボネート）の生産量を評価し
たところ、これら４つの酵素すべてに
おいてこの誘導体が生産されていた。
また、その生産量は actiplus を用い
た場合が最も高く、その転換率は７割
以上であった。これより、バイオディ
ーゼルとグリセロール誘導体の同時
生産が可能であることが示された。 
 同様に温度の検討を行ったところ、
反応温度は６０度の時に高い転換率
を示した。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの検討を元に、固定化菌体触媒
を用いてグリセロール誘導体の生産
技術の開発を行った。初めに、それぞ
れの固定化菌体を調製し、それぞれ単
独で生産反応を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
バイオディーゼル生産量を見るとい
ずれの菌体触媒を用いた場合も固定
化酵素に比べて低く、十分な値ではな
かった。一方で、グリセロール誘導体
においても、同様に低い値となった。
これは、酵素に比べて菌体は基質の拡
散が低いためである可能性が考えら
れるとともに、またそれぞれの酵素の
もつ特性のためであるとも考えられ
た。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、これらの菌体触媒を混合して
用いることで、それぞれに得意な反応
を有利に進行させ、全体として反応率
の向上を目指した。結果を以下に示す。
菌体を混合して用いることで、半ん効
率を約３倍向上させることに成功し
た。 
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