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研究成果の概要（和文）：本課題では、セルロース分解微生物と酵母、メタン生産菌叢、水素生産菌叢等（以
下、燃料微生物）を併用し、セルロース系バイオマスからバイオ燃料を生産する “Waste-to -Energy”プロセ
スを開発することを研究目的とした。研究室保有のセルロース分解微生物および新規探索した微生物と燃料微生
物の培養組組み合わせを試験した結果、セルロース分解微生物G. japonicusと醸造酵母の組み合わせで海藻多糖
からエタノールが、木材腐朽菌Trametes versicolorと水素生産菌叢の組み合わせで水素が生産された。

研究成果の概要（英文）：In this study, combinations of cellulolytic microbes and fermentation 
microbes were assayed to find one which can produce biofuel directly from cellulosic biomass. In 
consequence, addition of a culture supernatant of Gilvimarinus japonicus to yeast was found to 
produce ethanol from seaweed biomass. Addition of a culture supernatant of Trametes versicolor to 
hydrogen-producing bacterial flora was found to produce hydrogen from several lignocellulosic 
biomass. Our results strongly suggest that a suitable combination of cellulolytic strains and 
fermentation strains can transform cellulosic biomass directly to biofuel.

研究分野：環境微生物学

キーワード： セルロース
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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 

セルロース系バイオマスは地球上で最も
多く発生する生物系廃棄物であるが、普及を
期待できるような資源化法が見出されてい
ない。申請者はこれまで、セルロース糖化に
利用可能な微生物を本州、北海道、沖縄で探
索し、セルロースのみならず、ヘミセルロー
スやリグニンにも分解能も併せ持つ微生物
を分離した。 

 

２．研究の目的 

そこで本課題では、これらのセルロース分
解微生物と酵母・メタン生産菌叢・水素生産
菌叢等（以下、燃料微生物と呼称）を併用し、
セルロース系バイオマスからバイオ燃料を
生産する “Waste-to -Energy”プロセスを
開発することを研究目的とした。 

 

３．研究の方法 

微生物の培養は定法に従い、行った。他方、
酵素反応は 50℃で、還元糖量の定量は DNS 法
を用いた。分解微生物と燃料微生物を用いた
発酵試験は、分解微生物の培養上清液（セル
ラーゼ等の糖化酵素を含んでいる）と燃料微
生物（酵母、メタン生産菌叢、水素生産菌叢）
を混合し、基質に加えて嫌気培養することで
行った。発酵産物であるエタノールの定量に
は酵素法を、メタンや水素の定量にはガスク
ロマトグラフを用いた。微生物株の属種同定
には 16S rRNA（細菌）または 18S rRNA 遺伝
子の塩基配列データを用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 研究室保有微生物の CB 糖化能 
研究室保有のセルロース分解微生物の分

解 能 を 比 較 検 討 し た 。 微 生 物 株 を
Avicel/Xylan 混合物で培養した際に得られ
る培養上清液における酵素活性を検討した。
その結果、Mandel 培地で最も高い酵素活性が
見られた。そこで「CB 糖化からバイオ燃料の
生産が可能な、混合培養の微生物組み合わ
せ」を見つけるため、オガクズ粉末を含む培
養液をフラスコに調製し、研究室保有のセル
ロース分解糸状菌と燃料微生物（酵母）の各
種を加えて混合培養を試みた。しかし実験の
結果、いずれの組み合わせでもセルロース分
解糸状菌が優占的に増殖し、酵母の生育は完
全に抑制されている状態が観察された。糸状
菌には他種微生物に対する抗菌物質を分泌
するものが多く知られており、研究室保有の
糸状菌も酵母に対して何等かの生育阻害物
質を出していることが示唆された。 
 
(2) 混合培養可能なセルロース分解微生物

の探索 
ミミズ等の環形動物の腸内や消化汚泥に

は嫌気性分解細菌が棲息することが以前か
ら知られているが、申請者が実験対象とする
糸状菌性分解菌については知られていなか
ったことから、新規分解株を探索したところ、

前者からは CB を栄養源として生育できる菌
株、後者からは消化汚泥バイオマスを栄養源
として生育する菌株を得た。また、土壌及び
海洋からも新種のセルロース分解細菌を取
得し、それぞれ Streptomyces abietis およ
び Gilvimarinus japoniscus と命名、国際微
生物分類命名委員会に承認された（図 1）。ま
た、研究の過程でキシラナーゼとキチナーゼ
を生産する糸状菌株を分離できた。この糸状
菌の属種は既知であったが酵素生産能は初
めての報告例となることがわかった。 
 
(3) 培養困難種からのセルラーゼ遺伝子探

索 
さらに、土壌中の培養困難種をターゲット

として、セルラーゼ遺伝子の探索を行った。
具体的には、粉末セルロースやオガクズ粉末
をすきこんだ土壌を 2 ヶ月間静置し、土壌に
棲息しているセルロース分解微生物の増殖
を促した。次にこの馴化土壌から微生物 DNA
を一括抽出した。この DNA の中には実験室で
の培養可否に関わらず全ての微生物の遺伝
子が含まれている。実験の結果、DGGE 解析パ
ターンから多様な細菌・糸状菌の DNA が含ま
れていることがわかった。さらに既知セルラ
ーゼのアミノ酸配列保存領域に基づき設計
したプライマーで PCR を行ったところ、多数
の増幅断片が検出され、様々な属種に由来す
るセルラーゼ遺伝子が含まれていることが
わかった。しかし、DNA 未知混合物から未知
セルラーゼ遺伝子のみを分離することがで
きず、新規遺伝子の取得には至らなかった。 
 
(4) セルロース分解菌酵素と燃料生産微生

物との混合反応 
ここまでに得られた分解菌の酵素（培養上

清）と各種混合微生物（酵母、メタン発酵菌
群、水素生産菌群）を用いて、不用バイオマ
スからバイオ燃料を生産できるか検討した。
まずセルロース分解微生物 G. japonicus の
酵素液がどのような種類の海藻に対して糖
化能を持つかを検討したところ、緑藻と紅藻
に対して分解能を持っていた。そこで藻類糖
化液を醸造酵母に与えて発酵させたところ、
終濃度 1%でエタノールが生産され、海藻の糖
化を経てバイオエタノール生産ができる可
能性が示された（図 2）。また、リグニン分解
能とセルロース分解能を併せ持つ木材腐朽
菌 Trametes versicolor と水素生産菌叢を併
用したところ、水素生産が増加した（図 3）。 
 
以上のように、本研究では小ボトルスケー

ルであり生産量もまだ少ないが、バイオマス
分解酵素と燃料微生物の併用でバイオエネ
ルギー生産技術への利用可能性が見出され
た。今後は培養条件を改善するとともにリア
クター等の大きな培養スケールで試験を継
続し、実用性についての検証をさらに詳しく
進めて行きたい。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. S. abietis（左）および G. japonicus
（右）の電顕写真 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 分解菌 G. abietis および酵母を併用し
た、海藻からのエタノール生産 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 分解菌 T. versicolor および水素生産
菌叢を併用した、セルロースバイオマスから
の水素生産 
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