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研究成果の概要（和文）：未利用資源（バイオマス）の亜臨界処理による脱リグニン並びにその後の微生物処理による
バイオエタノールの生産について検討した。
その過程で、脱リグニン活性を有する糸状菌Talaromyces amestolkiaeを分離し、その諸性質を調べた。さらにＴ．ame
stolkiaｅの脱リグニン活性の遺伝子組換えを大腸菌で試みたが、今日まで有用な結果は得られていない。

研究成果の概要（英文）：First of all,molecular mechanisms of subcritical and microbial reactions were 
studied. At that times, Talaromyces amestolkiae was isolated and its chracteristics were studied After 
those,recombination of delignin of wastes were researched but nothing was available.

研究分野： 環境学
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１．研究開始当初の背景 
 持続可能な社会形成を目指して、亜臨界処
理を用いるバイオマスや農水産廃棄物の資
源転換が試みられている。既に申請者らも北
海道・東北地域で収穫量の多い馬鈴薯澱粉製
造残渣を亜臨界処理した後、セルラーゼ分泌
微生物で糖化し、廃酵によって、代替エネル
ギー資源（エタノールやブタノール）へ転換
する事を試みた。他方、草木類や海藻などの
リグニン含有バイオマスの場合、亜臨界処理
において複数の未同定発行阻害分子が形成
されて理論的なアルコール類を得ることが
困難であった。以上から本申請研究において
リグニン含有バイオマスを亜臨界で低分子
化し、それぞれの過程における発酵阻害分子
の生成機構と分子挙動を明らかにすると共
に分子種を同定し、またこれらの分子が発酵
微生物に及ぼす代謝阻害の生科学的阻害機
構を明らかにして効果的なバイオマスの資
源化について研究することを目的とする。 
 
２．研究の目的 
(1) 材料（海藻類、エゾノネジモク）の水熱
処理温度と時間を変更することにより、リグ
ニン層のみを選択的に分解除去し、露出セル
ロースを酵素によってグルコースに変換し、
さらにグルコースからバイオエタノールを
生産する。 
 
(2) 材料（海藻類、エゾノネジモク）は、陸
生植物に比べてリグニン含有量の高いこと
が知られている。この海藻の保存過程で、そ
の表面に糸状菌が増殖していることを見出
したが、そのことは、リグニン層を貫通して
細胞層から栄養物を吸収していること。すな
わちこの糸状菌がリグニン分解活性を有す
ることを示す。 
 
(3) 糸状菌の持つリグニン分解能を微生物
学的常法に従って、大腸菌で発現させること
を試みた。 
  
３．研究の方法 
(1) エゾノネジモクを供試材料とした。 
 この海藻はリグニン含有量が極めて高く
難生分解性であるため未利用セルロース系
バイオマスと位置付けられる。供試材料を函
館湾で採取して乾燥した後、その摩砕物の水
懸濁液を鋼鉄管に入れて密封し、セラミック
電熱炉を用いて所定温度で所定時間加熱し
て水熱処理（亜臨界水処理）とした。水熱処
理によって低分子化し水溶性画分に遊離す
るリグニン濃度は２７０nm から２８０nm
の吸収によって測定し、また糖化酵素による
生成グルコース（発酵原料）濃度は高速液体
クロマドグラフで測定した。またビール酵母
を培養した後、細胞洗浄と飢餓操作によって
調整した休止菌を用いて絶対嫌気環境下で
エタノール発酵を行った。 
 

(2) 材料（海藻類、エゾノネジモク）表面に
増殖した糸状菌を単一に分離し、形態学的・
生 化 学 ・ 遺 伝 子 的 に Talaromyces 
amestolkiae と同定した。 
 
(3) 糸状菌 Talaromyces amestolkiae の１
株の最小塩類培地液を硫安分画、陰イオン変
換樹脂などの処理によって単一タンパク質
バンドとした。これを抗原として家兎により
ポリクローン抗体を作成し、常法に従ってブ
ルー・ホワイト・セレクション法による遺伝
子組換えを試みた。 
 
４．研究成果 
(1)270nm 近傍の吸収がリグニン標準品（アル
カリリグニン）の濃度に比例して増加するこ
とから、以後、リグニンの簡便的定量法とし
て本法を用いた。（図１） 
 
 
    

  
 
    図１リグニンの吸収スペクトル 
 
 
 
 
 
 
(2)200℃及び 250℃の温度範囲の亜臨界処理
における脱リグニン濃度は処理時間に比例
して増加したが、300℃では処理時間の経過
に伴って検出される脱リグニン濃度が減少
した。これは過剰な水熱反応に起因すると推
定される。（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
   図２水熱処理と脱リグニン 
 
 
(3)過剰な水熱処理によって生成するリグニ
ン過分解物は、フェノール環はそのままであ
り、測鎖が異なると推定された。 
 
(4)以上の結果 250℃におけるバイオエタノ
ール生成率は理論値(51.1%)にほぼ一致した。 
 
(5)比肩材料であるエゾノネジモク表面から
分離した微生物は、形態学的、生化学的、遺
伝学的に Talaromyces amestolkiae と同定さ
れた。（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 被験海藻表面に増殖した微生物 
 
(6)本菌の旧属は Penicillium amestolkiae
であるが本菌がリグニン分解活性を持つこ
とは従来知られていない・ 
 
(7)本菌はグルコースを唯一炭素源とする最
小塩培地で増殖することから余分なタンパ
ク質等の吸収はない。 
 
(8)本菌のリグニン分解酵素をタンパク質化
学的に単一に精製し、この一時配列の一部を

プローブとしてλgt11 を発言ベクターとす
る遺伝子組換えを大腸菌で試みたが末だ十
分な結果が得られていない（図４） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ ブルーホワイトセレクション 
  （矢印が組換体） 
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