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研究成果の概要（和文）：エタノール発酵糸状菌を用いて、グルコースに加えてキシロースやアラビノースからもエタ
ノールを高生産できる方法を開発することを目的として、エタノール発酵糸状菌の変異株を取得し、そのエタノール生
産性を評価した。また、エタノール発酵中の副生物であるグリセロール生成にかかわるグリセロール3-リン酸ホスファ
ターゼの諸性質を明らかにした。さらに、自然界よりスクリーニングを行い、アラビノースを代謝しエタノール生産可
能な酵母株を取得し、その代謝酵素であるL-アラビトール脱水素酵素の諸性質を明らかにし、特徴的な基質特異性を有
する酵素であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of developing a method capable of high ethanol production from 
xylose and arabinose in addition to glucose using a filamentous fungi, mutant library was generated and 
some candidate mutants were obtained and their ethanol productivity was evaluated. Glycerol 3-phosphate 
phosphatase which is involved in glycerol production during the ethanol fermentation by the fungal strain 
were purified and characterized. In addition, microorganisms which can metabolize and ferment arabinose 
were screened from the nature, and a yeast strain was selected. L-arabitol dehydrogenase involved in the 
arabinose metabolism was purified to homogeneity from the yeast strain and found to have unique substrate 
specificity.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 

近年、石油代替燃料として食料と競合し

ないセルロース系バイオマスからのバイオ

エタノール生産が課題となっている。特に、

原料に含まれるセルロースを構成する D-

グルコースの他に、ヘミセルロースを構成

する D-キシロースや L-アラビノースも発

酵基質にできることがエタノール生産の高

効率化には必須である。L-アラビノースは

ヘミセルロースを構成する糖の中で D-キ

シロースに次いで多く含まれる。糖蜜やデ

ンプンを原料とする場合に用いられる S. 

cerevisiae は D-グルコースを発酵できる

が、ペントースを代謝する能力を持たない。

よって、稲わらやもみ殻など農産廃棄物由

来のセルロース系バイオマスを原料とする

場合には、ペントースのうち、D-キシロー

ス代謝能をもつ Candidaなどの酵母の利用

やこれらの酵母あるいは細菌由来の D-キ

シロース代謝酵素遺伝子を S. cerevisiae

に導入した遺伝子組換え酵母を活用したペ

ントースからのエタノール生産が国内外に

おいて数多く試みられている。一方、L-ア

ラビノースはヘミセルロースを構成する糖

のなかで、D-キシロースに次いで多く含ま

れている。例えば、稲わらはヘミセルロー

ス含量が高く、D-キシロースが 14.8%に対

して、L-アラビノースが 4.5%含まれている。

このようなバイオマスを原料とする場合、

D-キシロースに加えて L-アラビノースも

発酵基質となれば、エタノール生産の効率

の向上が期待できる。しかし、現在までに

L-アラビノースを資化、発酵してエタノー

ル生産できる酵母や糸状菌の報告は極めて

少なく、糸状菌では Paecilomyces sp.の 1

株のみである。また、酵母や糸状菌におけ

る L-アラビノース代謝に関する報告は D-

キシロース代謝に比べると極めて少ないの

が現状であった。 

 

２．研究の目的 

応募者らは、NEDO バイオマスエネルギー

先導技術研究開発の「新規エタノール発酵

糸状菌を活用した稲わら等の同時糖化発酵

システムの開発」(H20 年度～H23 年度)にお

いて、糸状菌 Mucor circinelloides が D-

グルコースに加えて D-キシロースからも

エタノール生産が可能であり、かつセルロ

ースやヘミセルロースを加水分解する糖化

酵素を分泌することを見出し、糖化のため

の前処理や酵素添加のコストを低減したう

えで、セルロース系バイオマスから高効率

でエタノールを生産できることを示した。

さらに、応募者は本菌株からのペントース

代謝酵素の精製、酵素化学的諸性質の解明、

cDNA クローニング、そしてドラフトゲノム

解析により、D-キシロースや L-アラビノー

スをキシルロース-5-リン酸まで代謝して

いくことを明らかにした。この経路は

Aspergillus niger で報告されている経路

と同一であるが、各酵素の相同性は約 35%

程度の低さであり、ペントースの有効利用

のための新規な酵素源であると考えている。

また、本糸状菌は D-キシロースや L-アラビ

ノースによってペントース代謝酵素系を誘

導し、ペントースを代謝するが、その誘導

は D-グルコースにより強く抑えられる、い

わゆるカタボライト抑制されること、また、

L-アラビノースの代謝系を備えているにも

かかわらず、その代謝速度が遅いために L-

アラビノースからのエタノール生産には至

らないことを明らかにしている。実際のセ

ルロース系バイオマスの加水分解物はペン

トースと D-グルコースの混合物であるこ

と、そして効率的なエタノール生産のため

には L-アラビノースも発酵基質とするこ

とが有効であることから、本糸状菌への UV

照射などによる変異株の取得、さらにゲノ

ム情報を活用した遺伝子組換えにより、グ

ルコースによる抑制が解除された変異株や



アラビノース代謝活性が向上した変異株を

取得することにより、セルロース系バイオ

マスからの効率的なエタノール生産系を開

発しようとする研究を着想したものである。

一方、本糸状菌はグルコース存在下で培養

すると、エタノールの生産に加えてグリセ

ロールを副生することを確認しており、こ

のグリセロール生産を低減することができ

れば、エタノール生産性を向上できると考

えられる。グリセロールの生成には解糖系

中間体のジヒドロキシアセトンリン酸を基

質とするグリセロール-3-リン酸脱水素酵

素(G3PDH)と、グリセロール-3-リン酸ホス

ファターゼ(G3PP)が関与していることをゲ

ノム解析と酵素化学的解析により明らかに

しており、変異株ライブラリーからグリセ

ロール生産抑制株を選択する、あるいはこ

れらの酵素機能を明らかにしたうえで遺伝

子の破壊株を作製することも本研究計画の

目的とした。 

こ れ ま で 研 究 対 象 と し て き た M. 

circinelloidesに加えて、新たに自然界よ

り発酵微生物資源を探索し、エタノール生

産への応用を検討することも目的とした。

特に植食性昆虫類の腸内等には、セルロー

ス系バイオマスの分解や代謝系を有する微

生物が共生している可能性が高いことから、

これらの共生微生物をターゲットとして、

L-アラビノースからバイオエタノール生産

可能な発酵微生物資源を探索した。植食性

昆虫類としては、例えばヤスデなどの森林

内の落葉を餌とする節足動物や、近年、富

山県を含む日本海側で発生しているミズナ

ラ等が枯死するナラ枯れに関わる養菌性昆

虫カシノナガキクイムシからの探索を行っ

た。カシノナガキクイムシは、ミズナラの

幹に坑道を掘って産卵すると同時に、ナラ

菌と呼ばれる糸状菌や酵母を植え付ける。

孵化した幼虫は、その材内で増殖したナラ

菌を摂食して成長することが明らかとなっ

ている。このナラ菌は木材を栄養源として

生育していることから、セルロース系バイ

オマスの分解や代謝系を備えている可能性

が考えられるが、それらの糖類の資化や代

謝特性に関する研究は全く行われていない

のが現状であった。 

 

３．研究の方法 

エタノール発酵糸状菌M. javanicus株の高

機能化を目的として、カタボライト抑制解

除株、L-アラビノース代謝向上株、および

グリセロールの生成抑制株等の各種変異株

や遺伝子破壊株を取得し、高効率エタノー

ル生産への応用を検討した。グリセロール

の生成抑制に関しては、グリセロール生成

関連酵素の酵素化学的諸性質の検討も合わ

せて行った。また、アラビノースからエタ

ノールを生産できる微生物を開発すること

を目的として、新たに自然界よりアラビノ

ース発酵性微生物を探索し、そのエタノー

ル生産性を評価するとともに、アラビノー

スからペントースリン酸経路に至る代謝酵

素を単離、解析した。 

 

４．研究成果 

エ タ ノ ー ル 発 酵 糸 状 菌 M. 

circinelloides の変異株ライブラリーを

作製し、各種変異株の取得を行った。M. 

circinelloides の胞子懸濁液に対し、UV

照射を行い、生存率 1%程度の処理条件を選

択し、変異株ライブラリーを作製した。各

変異株を糖質源として D-グルコース+D-キ

シロース、L-アラビノースのみ、あるいは

D-グルコースのみを含む培地で培養後、残

存する糖質や生成するグリセロール、L-ア

ラビトール、キシリトール、エタノールを

HPLC により定量することで、目的の変異株

を選択した。また、得られた変異株のエタ

ノール高生産のための培養条件の最適化を

行った。 



さらに、エタノール生産の際の副産物で

あるグリセロールの生産量の低減を目的と

して、本菌株におけるグリセロール生成に

関与する酵素、グリセロール-3-リン酸ホス

ファターゼについて、ゲノム情報からの遺

伝子クローニングと大腸菌における発現、

および組換え酵素の酵素化学的諸性質を明

らかにした。本酵素は分子量が約 30,000

の単量体酵素で、Mg2+イオン存在下でグリ

セロール 3-リン酸を良好な基質とするホ

スファターゼであることが判明した。 

L-アラビノースからエタノールを高生産

する酵母や糸状菌を探索した。セルロース

系バイオマスを著量に含むと考えられる稲

わらや落ち葉の堆積した土壌や植食性昆虫

の共生微生物を中心に広く自然界より探索

した。植食性昆虫の共生微生物として、富

山県内の森林よりナラ枯れの原因となるカ

シノナガキクイムシやその坑道や蛹室に繁

殖したナラ菌を対象として探索を行った。

さらに、東南アジアの各国でアルコール飲

料製造に利用されているスターターをタイ

の各地より収集し、その中に含まれる各種

細菌、酵母、糸状菌もスクリーニングの対

象とした。酵母や糸状菌を選択的に探索す

るため、pH3 の培地を使用し、これに L-ア

ラビノースまたは D-キシロースを加えて

生育する微生物を探索した。また、唯一 L-

アラビノースからのエタノール生産菌とし

て知られている Paecilomyces 属糸状菌の

近縁株を多数購入し、スクリーニングの対

象とした。得られた菌株について、培地成

分、pH、温度、通期量等の培養条件を最適

化したうえで、L-アラビノースからのエタ

ノール生産性を評価した。 

また、タイのアルコール飲料スターター

から L-アラビノース代謝活性の高い酵母

として単離したMeyerozyma caribbica株に

ついて、それがもつ D-キシロース還元酵素、

キシリトール脱水素酵素、L-アラビノース

還元酵素、L-アラビトール脱水素酵素、L-

キシルロース還元酵素などのペントース代

謝酵素活性を測定し、このうち L-アラビト

ール脱水素酵素活性を電気泳動的に単一に

まで精製した。精製酵素の諸性質を明らか

にしたところ、本酵素は L-アラビトールに

加えて、キシリトールにも活性を示すユニ

ークな酵素であることが判明した。他のペ

ン ト ー ス 代 謝 酵 素 と と も に 酵 母

Saccharomyces cerevisiaeの形質転換を行

うことで、ペントースからのエタノール発

酵が可能な形質転換酵母株の作製に利用が

可能と考えられる。 
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