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研究成果の概要（和文）：本研究ではタケリグニンの高分解能を持つPunctularia sp.を用いて、タケ及びイナワラの
エタノール発酵を試みた。本菌はリグニン分解酵素としてラッカーゼ（Lac）、マンガンペルオキシダーゼ（MnP）を持
ち、クローニングにより１つのMnP遺伝子が得られた。至適培養条件は、温度21-25℃で、Lacで固相培養、3~4週間以上
。MnPでは液相培養、3週間であった。本菌はセルロースを直接発酵できなかったが、セルラーゼを添加することでエタ
ノールを生産でき、その収率はタケで25.2%、イナワラで37.5%であった。

研究成果の概要（英文）：Pretreatment for bioethanol production from bamboo culms and rice straw was examin
ed using basidiomycetous fungus Punctularia sp. TUFC20056, which has selective lignin removal ability of b
amboo. A class II peroxidase gene was partially obtained from this fungus, and it codes manganese peroxida
se (MnP). Optimal cultural conditions for producing lignin-degrading enzymes were as follows; laccase was 
21- 25 C, 3-4 weeks or more, on solid culture condition; MnP was 21- 25 C, 3 weeks, in liquid culture. 
Fermentable sugar yields from Punctularia sp.-treated bamboo (10%) and rice straw (46%) were higher than t
hat of famous lignin degrader Phanerochaete sordida (2.4 and 8.9%, respectively) and Ceriporiopsis subverm
ispora. (6.1 and 9.7%, respectively). Punctularia sp. cannot ferment cellulose directly. But, this fungus 
can produce ethanol by adding cellulase under an anerobic condition, and the yields from pretreated-bamboo
 and -rice straw were 25.2 and 37.5%, respectively.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

世界的な経済の発展に伴い，石油等の化石
燃料が多量に消費されるようになり，これに
より地球温暖化、石油資源の枯渇懸念が問題
となっている。特に 1970 年代のオイルショ
ック以降、ブラジルやアメリカなどにおいて
は、植物資源をもちいたバイオエタノールの
生産が国家的規模で行なわれて来たが、可食
物資を用いることが多く、食糧価格の高騰が
懸念される。 
 そのため，ヒトが食用にできないセルロー
ス，特に木質系材料（リグノセルロース）を
用いる、第二世代バイオエタノール生産の実
用化が求められるようになってきた。 
 国内に目を向けると、日本各地に見られる
タケ類は他の木材に比べて成長周期が短く，
単位面積あたりの年生産重量は熱帯多雨林
や常緑広葉樹のおよそ２倍に及び毎年多く
のバイオマスを生産している。しかし、タケ
の利用は石油製品の台頭により急速に落ち
込み、地方農村部では放置された竹林の増加
と拡大が問題となっている。 
 この事から，本研究では未利用資源になり
つつあるタケを有効利用するために、タケ材
からバイオエタノールを生産する技術の開
発を目指す 

２．研究の目的 

持続的に利用可能な新たなエネルギー資
源の開発を目指し、木質系バイオマスである
タケ材からのバイオマスエタノール生産技
術の開発を目指す。本研究では、現在、世界
的な問題となっている「石油代替エネルギー
の開発」と、国内で問題となっている「農村
部の過疎化による放置竹林の拡大」という二
つの問題を同時に解決する事を目的として
いる。 
 本研究ではタケ材に対して高い選択的脱
リグニン能を持つ木材腐朽菌を用いる事で、
タケ材より効率的にバイオエタノール生産
をする技術の確立を目指す。 

３．研究の方法 

本研究では約３年に及ぶ事前の検討によ
り，タケを基質として生育可能で，タケ材に
対して高い選択的リグニン分解能を示す、
Punctularia sp.TUFC20056 を独自に得てい
る。本菌は高いマンガンペルオキシダーゼ
（以下 MnP）活性を有しており、本菌のリ
グニン分解能は主にこの MnP 活性に由来す
ると考えられる。本種は，これまでに MnP
遺伝子の遺伝情報の報告がない Corticiacea
に属しており、既知の MnP とは異なる性質
を持つ可能性も考えられる事から、本菌の
MnP 遺伝子のクローニングを試みた。得ら
れた遺伝情報を基に RT-PCR による発現評
価系を検討した。クローニングと並行して、
MnP の高発現条件の選定のための培養条件

の検討を行った。 
 併せてその他のリグニン分解酵素（リグニ
ンペルオキシダーゼ、以下 LiP、 フェノール
オキシダーゼ、以下 PO、 ラッカーゼ、以下
Lac）に付いても再度活性の検討を行い、リ
グニン分解酵素の発現挙動を精査し、本種が
示す高いリグニン分解能への寄与を評価し
た。 
 本菌を用いてタケの生物処理を行い、リグ
ニン・糖組成の変化やエタノール発酵への適
用可能性を検討した。同様に同じイネ科植物
であり、我が国において最も主要な生産物で
あるイネ（イナワラ）ついても同様の検討を
行った。 
  

４．研究成果 

(1) クラス II ペルオキシダーゼのクローニ
ング 
タケに対して高い選択的リグニン除去能を
もつ Punctularia sp. TUFC20056 を用いた
バイオエタノール生産技術確立のために、本
菌が持つリグニン分解酵素の一つであるク
ラス II ペルオキシダーゼ（CIIP）に着目し、
本酵素のクローニングを試みた。既報の文献
をもとに、CIIP 保存領域に対するディジェネ
レートプライマーを作成しクローニングを
行ったところ、1 つの CIIP クローンを得る
ことができた（図１）。このクローンはその
配列から、典型的な MnP 型であることが示
唆された。併せて β-tublin 遺伝子のクロー



ニングも行い、同一のアミノ酸配列をコード
する 2 つのアレルの部分配列を得た。 

(2) 至適培養条件の検討 
 本菌のもつリグニン除去能を最大化する
ために、リグニン分解酵素群の活性が至適に
なる培養条件の検討を行った。 
 タケの含有量が多い固相系（タケ：液体成
分＝1:2、重量比）とタケ含有量の少ない液相
系（含有率 0.5%(w/v)）の 2 種類の培地を用
い、所定の培養温度（4、10、21、25、30℃）
にて 1 週間ごとに 4 週間までリグニン分解酵
素活性の変化を調べた。酵素活性の評価は
Lac は 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin 
-6-sulfonate)  (以下 ABTS)の酸化を、PO は
2,6-dimetoxy phenol（以下 2,6-DMP）の酸
化を、MnP 活性は H2O2存在下での 2 価マン
ガンイオンの過酸化を、LiP 活性は H2O2 存
在下でのベラトリルアルコールの過酸化を
測定した。 

 図 2 に液相系での PO、Lac（酸化酵素）の
活性を、図 3 に液相系での MnP、LiP（過酸
化酵素）の活性を示す。図 2 に示す通り、Lac、
PO 活性は 4 週目でも増加しており、今回の
検討ではピークを迎えることがなかった。液
相では 25℃での培養が至適と考えられ、
21~30℃の範囲で高い活性を示した。各培養

温度における PO 活性と Lac 活性は同様の挙
動を示しており、Lac は 2,6-DMP も酸化可
能であることから、PO 活性は Lac に由来す
る可能性が高いと考えられた。 
図 3に示すように液相培養ではLiP活性は

ほとんど見られずCIIP活性としてMnP活性
のみが見られた。MnP 活性は 21～25℃で高
い活性を示し、活性は 3 週目でピークを迎え
た。MnP の最大活性は 25℃、3 週目の 0.92 
unit/L であった。 

固相培養系でも、液相培養系と同様に Lac
活性とPO活性が同様の挙動を示した（図4）。
21℃での培養では活性は4週目まで上昇し続
けピークを迎えることがなかった。21℃、4
週間における Lac 活性は 31.5 unit/L で液体
培養での最大値（13.8 unit/L）のおよそ 2.3
倍であった。25、30℃では 2 週間で活性がピ
ークに達し、以降は横ばいか漸次減少となっ
た。また 10℃以下の培養では活性が低いまま
であった。固相培養系においては 21℃が至適
培養温度であることが示された。液体培養と
は異なり 25℃以上での培養では 2 週間程度
で活性のピークを迎えることが示された。 
 固相培養におけるリグニン過酸化酵素
（MnP、LiP）活性は測定時に信頼性のある
分析結果が得られなかったため、報告はしな
い。データが得られなかった理由として以下
の 3 つが考えられる。1) 活性が低い。2) タ
ケへの吸着またはタケ由来成分による酵素
活性の阻害、3) 希釈度が大きいため検出され
る活性が微弱になる（５倍量の抽出液で抽
出）。 
 以上の検討により、至適培養条件は固相系、
21℃で4週以上の長期処理によりリグニン除
去効率が高くなることが期待された。今後さ
らに長期間での培養を行い、酵素活性のピー
ク時期を検討する必要がある。 
 また、本検討によりリグニン除去酵素の活
性はLacの寄与が高いことが示唆されたため、
MnP の発現解析については検討を見合わせ
た。 

(3) Punctularia sp. TUFC20056 によるタケ
の前処理と酵素糖化処理 

0.3%(w/v) モルト抽出物溶液を加えたタ
ケ粉末を Punctularia sp. TUFC20056 で１
か月間処理を行い、タケ粉末の糖組成および
セルラーゼによる糖化処理の検討を行った。
対照として高いリグニン分解能を持つこと
が報告されている Ceriporiopsis 



表 1. 菌による前処理後のタケ粉末の糖組成 (1 ヶ月処理)

菌株 グルコース ガラクトース アラビノース キシロース 全糖
無処理 32.4 ± 1.3 0.4 ± 0.0 1.2 ± 0.1 15.7 ± 0.1 49.6 ± 1.5

P. sordida YK624 34.0 ± 0.1 0.4 ± 0.0 1 ± 0.0 13.5 ± 0.1 48.9 ± 0.2

C. subvermispora
FP90031

25.5 ± 2.3 0.3 ± 0.0 0.9 ± 0.1 11.6 ± 1.7 38.2 ± 4.2

Punctularia sp.
TUFC20056

42.9 ± 10.9 0.4 ± 0.1 1.0 ± 0.3 16.0 ± 4.8 60.3 ± 16.1

糖組成 (%)

subvermispora（和名なし）FP90031 株及び
Phanerochaete sordida （和名 ウスキイロ
カワタケ）YK624 を用いた。表 1 に示すよ
うに、無処理タケ中の糖組成はグルコース
32.4±1.3 %、ガラクトース 0.4%、アラビノ
ース 1.2± 0.1%キシロース 15.7 ±0.1%で
全糖量が 49.6±1.5%であったが、
Punctularia sp. TUFC20056 で一か月処理
したタケではグルコース及び全糖量がそれ
ぞれ 42.9±10.9 、60.3±16.1%に増加した。
一方 P. sordida では糖組成は殆ど変化せず、
C. subvermispora ではグルコース、キシロー
スが 25.5±2.3%、11.6±1.7%に減少し、全
糖も 38.2±4.2%に減少した。この結果は、
Punctularia sp. TUFC20056 がタケのリグ
ニンを優先的に分解し、その結果前処理後の
タケ粉末中では糖の比率が高くなったこと
を示唆しており、中でもグルコース（セルロ
ース）の利用率が他の 2 菌より少ないことを
示唆している。 

 前処理したタケをメイセラーゼ-P（明治製
菓製）用いて糖化処理を行い、還元糖の回収
率を検討した。その結果、図 4 に示す通り、
Punctularia sp. TUFC20056 では 10.0±
1.8 %であり、無処理での回収率 0.8±0 %に
比べて大きく改善し、酵素による糖化が容易
になっていることが示された。 

 本菌を用いて微結晶性セルロースの発
酵を試みたが、本菌はセルロースを嫌気条件
下で発酵することは出来ず、微結晶性セルロ
ースに 0.1%のメイセラーゼを添加すること
で 15 日後に理論収率の 51.7%のエタノール
生成が確認された。そのため本菌を用いて木
質バイオマスからの発酵を行う際は、嫌気発
酵の行程でセルロース分解酵素を別途加え
る必要性が示された。 

 
 (4)  Punctularia sp. TUFC20056 による
イナワラの前処理と酵素糖化 

タケはイネ科植物であり、本邦では同じイ
ネ科に属するイナワラ・ススキなどもバイオ
マス資源として期待できることから、
Punctularia sp. TUFC20056 を用いてイナ
ワラの脱リグニンを試みると同時に、脱リグ
ニン処理後糖化酵素を添加し嫌気条件に切
り替えることで同時糖化発酵が可能かを検
討した。 
 基質にタケ、イナワラ、対照としてコナラ
を用いて検討した。タケを用いた試験と同様
に C. subvermisporaFP90031 及 び P.  
sordida YK624 を対照菌株として用いた。 
コナラの 1か月処理ではリグニン含有率が

C. subvermispora、P. sordida、Punctularia 
sp.TUFC20056 でそれぞれ 19.8%、19.9%、
20.2%に減少した（無処理 24%）のに対し、
イナワラ 1 か月処理では Punctularia 
sp.TUFC20056で 19.8% (無処理 26.7%)まで
減少したが、C. subvermispora、P. sordida
ではそれぞれ、26.7%、27.4%であり減少は
見られなかった。このことから、Punctularia 
sp.TUFC20056 がタケのみならずイナワラ
などイネ科植物に対して広範な高リグニン
分解能を持つ可能性が示された。 
また、前処理したイナワラのメイセラーゼ

による糖化では還元糖生成率が無処理区 
(11.9%) および対照区として用いた C. 
subvermispora 処理区(9.7%)、P. sordida 処
理区（8.9%）の 4 倍近くの 46%まで増加し
た。 

 
(5) イナワラ糖化同時発酵試験 

 Punctularia sp.TUFC20056 を用いて、
イナワラおよびタケの同時糖化発酵試験の
結果、タケでは 8 週間好気条件で前処理を行
った後、嫌気条件に切り替えて 360 時間の発
酵をおこなうことで理論収率の 25.2%のエタ
ノールを得ることがでた。また、イナワラで
は 4 週間の好気条件培養後、360 時間の発酵
で理論収率の 37.5%のエタノールを得ること
ができた。 

 
(6) まとめ 

本研究ではタケに対して選択的リグニン
分解能を示す Punctularia sp. TUFC200561
を用いて、タケ及びイナワラのエタノール発
酵を試みた。本菌はリグニン過酸化酵素であ
る CIIP として MnP 活性を持ち、得られた
CIIP 遺伝子は典型的な MnP 型であった。今
回得られた CIIP 遺伝子は 1 クローンのみで
あったが、そのほかの CIIP 遺伝子の有無に
ついては明らかではなく、いくつかのアイソ
ザイムが存在する可能性がある。リグニン分
解酵素活性について至適培養条件を検討し
たところ、酸化酵素は固相培養系において高
い活性を示し 3~4 週目に最大活性を迎えた。
過酸化酵素は液相培養系で 3週目に最大活性
を迎えた（固相培養系では信頼性のある活性



が得られなかった）。至適培養温度はいずれ
も 21~25℃の範囲であった。至適酵素活性の
検討からリグニン分解にはラッカーゼの寄
与が大きいことが示唆された。このため MnP
遺伝子配列による RT-PCR 法での発現評価
に関しては検討を見送った。今後は Lac のク
ローニングを行い、MnP、Lac の両者の発現
を検討する事が望ましいと考えている。 
  本菌を用いてタケ及びイナワラの処理
を検討したが、いずれにおいても、これまで 
高いリグニン分解能が報告されている白色
腐朽菌を用いた処理よりも、高い糖残存率、
酵素糖化率を示した。また本菌は残ったセル
ロースを直接発酵できなかったが、セルラー
ゼを添加し嫌気条件下に置くことで、エタノ
ールを生産が可能であり、その収率はタケで
理論収率の 25.2%、イナワラでは理論収率の
37.5%であった。 
本菌は今回検討した二つのイネ科植物に

対し選択的リグニン分解能を示し、イネ科植
物に対して広く適用できる可能性が示唆さ
れた。本邦は稲作文化国であり、またタケ・
ササ、ススキなど多くのイネ科の未利用資源
を有している。さらに世界各国で生産されて
いるバイオエタノールの原料はサトウキビ、
トウモロコシとイネ科の植物であり、また重
要な食料資源の 1つである麦もイネ科植物で
ある。本研究で用いた Punctularia sp. TUFC 
200561 はこれらの未利用部（非食用部）に
も適用できる可能性が高く、今後、さらに研
究を進めることが望ましいと考える。 
木質系リグノセルロースからのバイオエ

タノール生産では、最終産物のエタノール価
格を低く抑えることが望まれる。今後の検討
では最終産物のエタノールコストを削減す
るために、前処理中過程で生産される物質の
生理活性の評価などを行い、高付加価値な副
生成物の探索も検討し、最終生成物のエタノ
ール価格の低減を目指す。 
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