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研究成果の概要：２-オキソグルタル酸（2-OG）からエチレンとコハク酸を２：１に作る新規

な酵素、エチレン生成酵素(EFE)をコードする遺伝子を Pseudomonas putida AC10 中で発現させ、

合成培地を用いた連続培養を行い、希釈率が 0.25hr－1以降では約 60ml/l/d のエチレン比生成

速度を得た。都市下水余剰汚泥を培地として用いるための前処理方法の検討を行い、60℃、1hr

加熱処理が有効であった。EFE の反応最適温度が 30℃と低いため、前処理汚泥から直接エチレ

ン生産を行うために、EFE の耐熱化実験を試みた。 
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１．研究開始当初の背景 
 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 
PK2 由来のエチレン生成酵素遺伝子(efe)を
異種微生物に組み込み発現させることで各
種バイオマスよりエチレン生産システムを
構築することを目的として実験を行ってい
る。炭酸ガスをバイオマスとした場合、宿主
にラン藻を用い、そのほかの有機系廃棄物用
の 宿 主 と し て は P. syringae pv. 
phaseolicola PK2が植物病原菌であり雑食性
に乏しいと思われたため、大腸菌、光合成細

菌、Pseudomonas putida AC10 株に efe を導
入し（P. putida AC10 (pMEFE)）、各種組み
換え菌株を作成した。今回利用するバイオマ
スとして選択した下水処理場から大量に発
生する都市下水余剰汚泥（以下、余剰汚泥と
する）は近年増加の一途を辿っており、その
効果的な処理技術の開発が切望されている。
一般的な有機性廃水の処理方法である活性
汚泥法の処理結果として生じる余剰汚泥は、
主として廃水処理時に増殖した微生物から
なる。濃縮余剰汚泥は年間約 8 千 500 万トン



（乾物換算で約 170 万トン）発生しているバ
イオマスである。そのリサイクル率は 33％で
あり脱水汚泥後、堆肥化されたりセメント原
料に、またレンガやブロック、タイルなどの
製造に用いられたりしている。また 4 割弱は
焼却を経て埋め立て処分されているが、焼却
に伴う有害物質の発生、埋め立てスペース確
保の困難さと同時に浸出水による新たな汚
濁発生など、避けて通れない解決すべき問題
点が非常に多く、各種の再利用技術や汚泥の
発生量そのものを削除する技術開発が行わ
れている。 
 
２．研究の目的 
上記背景に基づき、研究の目的に以下の３
点を定めた。(1) 合成培地を用いてP. putida 
AC10 (pMEFE)株のエチレン生成能を検討する、
（２）活性汚泥を 70℃で 1時間処理すること
で汚泥が 20～30%分解され、汚泥中にその際
生じるポリリン酸を回収し、肥料などにリサ
イクルする方法が開発されている。そこで余
剰汚泥に熱処理と酵素反応を組み合わせ可
溶化法の検討を行い、組み換え菌株を用いて
エチレン生成を検討する、(3)最適反応温度
が 30℃である EFE の耐熱性を高めるため
Thermus thermophillusを宿主として in vivo
での耐熱進化を試みる。 なお、図１に P. 
putida AC10 (pMEFE)のエチレン生成の概略
を示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．組み換え Pseudomonas putida AC10 

株を利用したエチレン生成 
 
３．研究の方法 

熱処理汚泥培地作成：100ml 容三角フラス
コに濃縮余剰汚泥 6.67g、脱イオン水 5.47ml、
合成培地(A)、(B)をそれぞれ 3.33ml、鉄溶液
0.2ml、2g/l L-メチオニン溶液を 1.0ml 添加
し、3倍希釈余剰汚泥20mlとした。そして種々
の温度のインキュベーターで処理し、加熱処
理汚泥培地とした。酵素処理汚泥培地は
100ml容三角フラスコに濃縮余剰汚泥 6.67g、
鉄溶液 0.2ml、セルラーゼ SS（ナガセケムテ
ック（株））を 1%になるように添加し、12.14ml 
容の 3倍希釈余剰汚泥を調整した。この 3倍
希釈余剰汚泥を種々の温度で 3hrインキュベ

ート後、(A)、(B)液を各々3.33ml 添加、全量
を 20ml に調整し、これを 1%酵素処理汚泥培
地とした。 

エッペンドルフチューブに種々の前処理
汚泥培地 1ml、終濃度 50μg/ml Km と終濃度
25μg/ml Rif になるように添加した。よく混
合した後、その混合溶液を 18φ（13ml 容）
または 24φ（34ml 容）試験管に 100μl ずつ
分注した。P. putida（pMEFE）のシングル
コロニーをかきとり、菌体懸濁液の終濃度が
OD610 で 1±0.1 になるように滅菌水で調整し
た溶液を菌体溶液として用いた。先ほどの試
験管に OD 調整済み菌体懸濁液 10μl を植菌
し 24 時間、30℃でシール培養を行い、24 時
間後、試験管の気相部をガスクロで測定した。
エチレン生成速度はTable3に従って求めた。
またジャーファメンターの場合は排気口か
らガスを直接サンプリングし、Table4 の式で
エチレン生成速度を求めた。エチレンへの炭
素収率(YE/S)は Y E/S (%)=｛（エチレン生成速度
(ml/ℓ培養液/hr)×1/22.4×24×10－３）/(1－
残存グルコース濃度 g/l)×(１/180)×72×
希釈率(D) ｝×100 で求めた。 
CODMn MLSS の求め方は常法に従い、グルコ

ース濃度はグルコーステストワコーを使用
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 

(1) 合成培地を用いた P. putida AC10 
(pMEFE)株のエチレン生成能の検討 

終濃度 L-メチオニン 100mg/l、グルコース
10ｇ/l 含有完全合成培地を用いて、エチレン
の生成を検討した結果を Fig2 に示した。培
養の条件として実容量（1ℓ）、通気速度
（1vvm）、攪拌速度（300rpm）、培養温度
（28℃）で行った。前培養は完全合成培地で
行い、２％植菌で行った。 

Fig2 よりエチレンの生産が 2 段階から成
り立っていることが示された。最初のピーク
では、菌の増殖と連動してエチレンを生産し、
後者のピークでは、グルコースが完全に消費
されていることから、増殖の過程で生じた酢
酸等の消費でエチレンが生成したと考えら
れた。30 時間培養してエチレンの蓄積量は
23.2ml/l 培養液であり、炭素収率は 0.62％で
あった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 P.putida AC10(pMEFE)の合成培地を

用いた回分培養 
 
次に L‐メチオニンを 100mg/l 添加したグ

ルコース 1ｇ/l含有完全合成培地を用いての
連続培養の結果を Fig3 に示した。培養の条
件として実容量（1ℓ）、通気速度（1vvm）、攪
拌速度（300rpm）、培養温度（28℃）で行っ
た。前培養は 2％植菌で行った。 

この連続培養は、完全にグルコースが増殖
に使われており、グルコース制限ケモスタッ
ト連続培養となっていた。菌体の OD610はど
の希釈率 D でも OD610=1 前後とほぼ一定の
値を示した。 
 エチレンの生成速度は、D=0.25hr-1までは、
D に正相関した形を示しており、それ以降の
D ではある一定の値を示し、その値は約

2.5ml/l 培養液/hr(60ml/l/day)であった。 
エチレン生成速度をOD610で割った値をρ

とすると、ρはエチレンの生成速度と同じ形
を示した。炭素収率は D が低いほど高く、D
が高くなるにつれて次第に減少していった。
D=0.037hr-1の時、炭素収率は最高で 4.3％で
あった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 

 
(2) エチレン生産のための汚泥濃度の最適
化と余剰汚泥可溶化のための前処理法の検
討 
培地中の汚泥濃度(MLSS)を 0、5.25、10.5、

14、21ｇ/l としてエチレン生成の比較を行っ
た結果を図４に示した。反応時間は 60℃、3hr
で酵素処理と熱処理を同時に行い、培養条件
は、1％酵素処理＋熱処理、2％酵素処理＋熱
処理、熱処理そして未処理の４種類で行った。 
 酵素処理した汚泥培地のエチレン生産量
は、SS=14ｇ/l 付近からグラフの傾きが、少
し緩やかになった。この結果からエチレン生
成に用いる汚泥濃度は 14g/l を選択した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 培地中の汚泥濃度とエチレン生産 

 
セルラーゼ SS を用いての酵素処理によるエ
チレンの生成量の比較を行った結果を図５
に示した。酵素の処理は 1％処理、2％処理、
未処理とし、60℃、3hr で熱処理と同時に行
った。今回用いた酵素(セルラーゼ SS)からは、
エチレンの生成はほとんどみられなかった。
酵素未処理のエチレンの生成量を 100％とす
ると、1％酵素処理では 130％、2％酵素処理
では 153％となった。よって酵素処理によっ
て約 30％～50％のエチレン生産の伸びを確 
 



 現在得られたプラスミドを用いて Thermus 
thermophillus KT8(leuBD,pyrE)の形質転換
を試みている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 エチレン生産に及ぼす酵素処理  
  
 ５．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 

認できた。汚泥からエチレンへの炭素収率は、
酵素未処理で 0.56％、1％酵素処理で 0.74%、
2％酵素処理では 0.86%となった。  
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(3)EFE の in vivo 耐熱化 
発表表題：in vivo 進化法を利用した細菌由
来エチレン生成酵素の耐熱化 

60℃で組換え微生物を培養して汚泥から
直接エチレン生産を行うために、EFE の耐熱
化 実 験 を 行 っ た 。 好 熱 菌 Thermus 
thermophilus の 2-オキソグルタル酸-NAD 酸
化還元酵素の遺伝子(sucA)を破壊した sucA-
株を作成するために、sucA 破壊プラスミド
pMOSBlue/sucA/Pleu-PyrE-efe-kan を作成し
た。 
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 得られたプラスミドに挿入断片がどの向

きで入ったかを確認するために PCR解析を行
い、得られた結果を図６に示した。この結果
よ り 、 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド で は
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