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研究成果の概要（和文）：稲わら等の植物バイオマスからの高効率ブタノール生産系の開発を目的とし、より高
温域でブタノール生産が行えるようClostridium saccharoperbutylacetonicumの熱感受性機構の解明、耐熱性ブ
タノール生産菌への育種、育種株を用いた培養条件の検討を行った。熱感受性機構は細胞内のATP量の低下や胞
子形成によることを明らかとした。また、より高温域でブタノール発酵可能な変異株を取得しその特性を解明し
た。

研究成果の概要（英文）：This study revealed that adenine addition enhances butanol production in 
Clostridium saccharoperbutylacetonicum cultivated at 37°C. When strain N1-4 cultivated at 37°C 
with the addition of adenine, the intracellular ATP level was improved. In addition, although strain
 N1-4 cultivated at 37°C without the addition of adenine sporulated since 6 hours, spore formation 
was inhibited until 24 hours with the addition of adenine at even 37°C. We isolated heat resistant 
mutant RIFR91 using rifampicin as an inhibitor and analyzed characteristic of the strain. 

研究分野： 農芸化学・応用微生物学

キーワード： バイオブタノール　Clostridium属細菌　耐熱性　メタボローム解析　胞子形成　育種
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
嫌気性グラム陽性 Clostridium 属細菌によ

って生産されるバイオブタノールは，ガソリ
ンと性質が類似しており石油代替バイオ燃
料として、また各種化成品の出発原料として
利用可能であり、循環型社会の形成に大きく
貢献することが期待される。しかしながら、
ブタノール生産菌はグルコース等の糖質か
らの生産は可能であるが、セルロースを分解
するセルラーゼ活性を有さないため食料と
競合しないセルロース系基質からは単独で
は生産できず、食料との競合が新たな問題と
して起こりうる。そのため、循環型社会形成
のためセルロース等の非食料資源からの生
産が求められていた。 
これまでに、当研究室ではブタノール生産

菌 Clostridium saccharoperbutylacetonicum と
高 温 性 セ ル ロ ー ス 分 解 菌 Clostridium 
thermocellum を混合培養することで結晶性セ
ルロースを基質にしたブタノール生産を報
告していた。 
 しかしながら、本培養系でのブタノール生
産は糖化工程に時間を要しグルコースを炭
素源とした場合よりも 3 倍発酵時間がかかる
こと、実用的な稲わらを基質として用いる場
合セルラーゼ活性の向上が必須なこと、高温
性セルロース分解菌を用いており高温での
培養を必要とするためコスト高・発酵プロセ
スが複雑化することが新たな解決すべき課
題であった。 
 
２．研究の目的 
 セルラーゼ活性はより高温域で活性が高
いことが知られているが、本研究で扱う高ブ
タノール生産菌は 37℃で培養するとブタノ
ール生産量が顕著に低下する。そこで、まず
ブタノール生産菌の熱感受性機構の解明と
ともに耐熱性を向上させる方法の開発を行
った。また、変異処理を行うことで耐熱性が
向上した変異株を取得した。さらには、この
変異株を用いてスケールアップ時の最適な
培養条件を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）ブタノール生産菌 N1-4 株の熱感受性
機構の解明 
 ブタノール生産菌として Clostridium 
saccharoperbutylacetonicum strain N1-4 
(ATCC13564)(以下 N1-4 株)を用いた。N1-4 株
は TYA 培地にて嫌気的に培養した。メタボロ
ーム解析のための試料調製は、 Human 
Metabolome Technologies 社のプロトコールに
従い CE-TOFMS による解析を依頼した。発酵
産物は Aminex HPX-87H カラムを用い液体ク
ロマトグラフィーにて測定した。細胞内 ATP
量は Bac Titer-glo Microbial cell viability Assay 
(Promega 社)を用いて測定した。栄養細胞と
胞子はSyto9とPropidium iodideで染色し蛍光
位相差顕微鏡（Biozero BZ-8000; Keyence）に
より観察した。 

 
（２）変異処理による耐熱性ブタノール生産
菌への育種 
 耐熱性ブタノール生産変異株の取得には
抗生物質リファンピシンに耐性を示す変異
株の中から 37°C での増殖能に優れた株を選
別することで取得した。変異の導入には、UV
クロスリンカー(UVP 社)を用いた。 
 Xylanase 活性には xylan、xyloglucanase 活性
にはタマリンガム、endo-1,3- -glucanase 活性
には-グルカンをそれぞれ基質として用い、
遊離の還元糖量を DNS 法にて測定した。1 U
は1分間に1 molのグルコースを生成する量
として定義した。 
 
（３）変異株を用いたスケールアップ時の最
適培養条件の検討 
 セルロース分解菌として Clostridium 
thermocellum NBRC103400 (=ATCC 27405)を
用い、NBRC979 培地にて培養した。ジャー
ファーメンターはBME-01NC-M型(ABLE社)
を使用した。 
 
４．研究成果 
（１）ブタノール生産菌 N1-4 株の熱感受性
機構の解明 
セルラーゼ活性は 60°C のようなより高温

域が酵素の至適温度であるものが多く、高温
性セルロース分解菌による糖化工程とその
後のブタノール生産菌 N1-4 株による 30°C で
ブタノール発酵を行う混合培養系ではセル
ラーゼ活性は低い状態で並行副発酵をして
いる可能性が高い。そのため、ブタノール発
酵時の培養温度を向上させることができれ
ば、培養系のセルラーゼ活性を向上させるこ
とが可能となりブタノール生産速度が向上
することが期待される。しかしながら、N1-4
株は温度感受性が高く、グルコース 40 g/L で
単独培養を行った場合においても、30°C から
37°C へ培養温度を上げると菌体量(OD600nm)
は 7.1 から 3.6 へ低下し、ブタノール生産量
も 10.3 g/L から 2.1 g/L へ低下する。この傾向
は混合培養においても同様であった。このた
め、混合培養系の温度上昇には N1-4 株の熱
耐性の獲得が必要とされるが、N1-4 株の熱感
受性機構は不明であった。37°C では生育能
が低下することから、N1-4 の 37°C 培養で
は代謝経路の一部の反応が停滞することに
よって代謝の流れが滞り、増殖やブタノール
生産量の低下を引き起こしていると予想し、
30°Cまたは37°Cで培養したN1-4のブタノー
ル発酵初期、中期、後期で細胞内代謝物量を
比較し、律速となる代謝経路を推定した。そ
の結果、37°C 培養においては解糖系をはじめ
として、アミノ酸や核酸などの生育に必須と
なる一次代謝物の量がブタノール発酵初期
から総じて低下していることが明らかにな
った。さらに、37°C 培養時に不足しているこ
れら一次代謝物であるアミノ酸、核酸塩基、
ピリジンヌクレオチドなどを培養液中へ添



加し N1-4 を 37°C で培養したところ、核酸 5
種類（アデニン、グアニン、チミン、シトシ
ンおよびウラシルそれぞれ 100 mg/L）を添加
したものにおいてのみ菌体数とブタノール
生産量が向上した。そこで添加した核酸塩基
5 種類の培養上清における残存量を測定した
ところ、アデニンのみが培養初期から急激に
低下し、9 時間で完全に消費していた。そこ
で、添加した核酸塩基 5 種類から 1 種類ずつ
核酸塩基を除いた 4 種の核酸塩基を添加し
37°C で培養をしたところ、アデニンを添加し
なかったサンプルのみが無添加のサンプル
と同等の低い生育量とブタノール生産量を
示す一方、他の 4 種類を除いたサンプルは 5
種類を添加したサンプルと同様に高いブタ
ノール生産量を示した。このことから、N1-4
株はアデニンの添加によって 37°C における
熱耐性を獲得することが明らかになった。ま
た、その熱耐性の付与は最大 39°C までであ
り、40°C 以上ではアデニン添加による増殖と
ブタノール生産量の向上は確認できなかっ
た。以上のことから、N1-4 の熱感受性機構は
アデニンを分子構造に有する化合物が低下
することで引き起こされる可能性が示唆さ
れた。 
 次にアデニン添加による耐熱性向上機構
について解析を試みた。多くの生物において
は、細胞外のアデニンは細胞内に取り込まれ
ると AMP として利用されることから、アデ
ニン添加によって N1-4 の細胞内アデニンヌ
クレオチド量が増加していることが予想さ
れる。そこで、アデニン添加時の細胞内のATP
量を測定した。30°C 培養時の細胞内 ATP 量
は 36 時間まで培養時間が進むにつれて増加
したが、37°C 培養時でのアデニン非添加では
12 時間から ATP 量は減少した。しかしなが
ら、37°C 培養時でもアデニン添加により 16
時間までは ATP 量は維持され ATP の減少は
抑制されていたことからアデニン添加によ
り ATP 量が維持されることが明らかとなっ
た。次に ATP 量の向上が細胞の恒常性を維持
していると推察し、生菌数の経時変化を測定
した。その結果、アデニン非添加の 37°C 培
養では 8 時間から CFU が急激に低下し、20
時間でコロニーは形成されなくなった。一方、
アデニン添加では CFU 低下の開始は 24 時間
まで抑えられ、培養 48 時間までコロニーの
形成がみられた。 
 Clostridium属細菌の特徴の一つは胞子形成
能を有することであり、ATP 量や生菌数の低
下以外に胞子形成によって増殖と発酵が停
止する可能性も考えられる。そこで、細胞内
のゲノム DNA を蛍光染色することにより芽
胞形成の経時変化を観察した（図 1）。アデニ
ン非添加の 30°C 培養では培養 24 時間後も栄
養細胞のみが存在したのにたいして、37°C 培
養では培養 12 時間から芽胞が形成され培養
24時間後には図1に示す様に90%以上の細胞
で胞子が観察された。一方、アデニン添加時
には芽胞形成は 20%でありアデニン添加に

よって芽胞形成が抑制されていた。以上の様
に、アデニン添加の効果は ATP 量や制菌数の
維持、さらには芽胞形成率の低下によって増
殖と発酵が可能な栄養細胞が多数存在する
ことによることが明らかとなった。 

図 1 培養 24 時間目の菌体の蛍光顕微鏡観察
結果。(a)アデニン非添加 30°C 培養。(b) アデ
ニン非添加 37°C 培養。 
 
（２）変異処理による耐熱性ブタノール生産
菌への育種 

UV 照射により変異を誘発し高温域でもブ
タノール生産可能な変異株(RIFR91)を取得し
た。親株である N1-4 は 30°C において 40 g/L
のグルコースから 11.0 g/L のブタノールを生
産可能であるが、32°C、34°C、36°C、38°C
と培養温度を上昇させるとそれぞれ 6.9 g/L、
3.3 g/L、1.7 g/L、0 g/L と減少した。一方、変
異株であるRIFR91の30°C、32°C、34°C、36°C、
38°C でのブタノール生産はそれぞれ 11.2 g/L、
11.9 g/L、10.8 g/L、9.5 g/L、2.3 g/L と 36°C と
いう高温域でもブタノール生産が可能であ
った。興味深いことに、ブタノール生産速度
も RIFR91 では高く、親株では至適温度であ
る 30°C で 0.18 g/L/h であったのに対し、
RIFR91 では 34°C において 0.39 g/L/h と 2 倍
以上高い生成速度を示した。さらには、セル
ロース分解菌であるC. thermocellumと混合培
養し稲わらを基質に培養したところ、34°C に
おいても親株と比較して 1.5 倍高い生成量を
示し 40 g/L の稲わらから 6.2 g/L のブタノー
ルを生産し、その生産速度も向上していた。 
 セルロース分解菌と混合培養し稲わらを
基質にした場合、ブタノール生成量が増加し
た原因を明らかにするため RIFR91 の特性に
ついて解析した。稲わらはセルロースのみな
らずヘミセルロースからも構成されている。
一方、本研究で使用したブタノール生産菌の
ゲノム情報からはこれらヘミセルロース分
解に関与しうる遺伝子も確認されている。そ
のため、ブタノール生成量が増加した要因の
一つは RIFR91 においてはこれらヘミセルロ
ース分解に関与する遺伝子群が機能するこ
とで稲わらの分解率が向上し生成量が向上
することが予想された。そこで、親株である
N1-4 株と RIFR91 の培養上清から粗酵素液を
回収し、ヘミセルロース分解に関与する酵素
活性を測定するとともに、ショットガン解析
によって分泌されるたんぱく質に差異があ
るかを確認した。その結果、RIFR91 の
xylanase 活性、xyloglucanase 活性、endo-1,3- 
-glucanase 活性は親株と比較してそれぞれ 2.4



倍、1.7 倍、3.4 倍に増加していた。また、培
養上清からは RIFR91 においてのみ  
-1,4-xylanase、-glucanase、glycosyl hydrolases 
family 39 などのタンパク質が検出された。こ
れらのことから、RIFR91 は耐熱性が向上す
るとともに、ヘミセルロース分解に関与する
酵素群の発現や分泌量も向上しており、この
ことがブタノール生成量と速度の向上に寄
与している可能性が示唆された。 
 
（３）変異株を用いたスケールアップ時の最
適培養条件の検討 
取得した変異株である RIFR91 を用いて 1L

ジャーファーメンターを用いた高効率な培
養条件を探索した。窒素ガスを供給しながら
500 mL の培地を張り込み撹拌をせずセルロ
ース分解菌 NBRC103400 とブタノール生産
変異株 RIFR91 を混合培養に供し、セルロー
ス系基質であるろ紙を基質として混合培養
に供したところ、5.0 g/L のブタノールを生産
した。撹拌の回転数を 100 rpm と 1,000 rpm
に変更した結果、それぞれ 1.2 g/L と 0.8 g/L
しかブタノールを生産しなかった。一方、撹
拌に使用していた羽を外して剪断応力を低
下させ、80 rpm で回転し混合培養に供したと
ころ、4.2 g/L のブタノール生産をしたことか
ら、撹拌がブタノール生成に大きく関与して
いることが示唆された。RIFR91 培養時の pH
を 5.0、5.5、6.0 に制御し混合培養に供したと
ころ、pH 6.0 においては pH 無調整の条件と
比較して 1.4 倍高く酪酸を生産したが(3.3 
g/L)、ブタノール生産量はそれぞれ 1.8、5.0、
3.2 g/L しか生産せず、いずれの条件において
も pH 無調整の条件よりも高いブタノール生
産はみられなかった。以上の結果から、500 
mL スケールの混合培養において撹拌はブタ
ノール生産量を低下させる原因であること、
RIFR91培養時の pHの固定化ではブタノール
生産に対して有意的な効果を与えることが
できないことが示唆された。このことは、撹
拌や pH 調製のコストがかからないことを示
しており、低コストなブタノール生産が可能
であることが明らかとなった。 
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