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研究成果の概要（和文）： 
 世界に先駆けて、セルロースから直接バイオエタノールを生産できる遺伝子組換え発酵細菌

を開発するために、セルロース系バイオエタノール生産のキーとなる遺伝子群の解析を実施し

た。先ず、我が国独自の発酵細菌である Zymobacter palmae の全ゲノムを完全解読し、その

ゲノム情報に基づき作製した DNA マイクロアレイを用いてエタノール発酵時に発現する遺伝

子群の挙動を詳細に解析した。その結果、高効率なエタノール生合成代謝のキー遺伝子群、糖

質の細胞内取り込みに働くキー遺伝子群、およびストレスに応答遺伝子群を初めて明らかした。 
 
 
研究成果の概要（英文） 

The purpose of this study is the development of genetically engineered ethanologenic 
bacteria, Zymobacter and Zymomonas strains, capable of producing bioethanol from 
lignocellulosic biomass directly.  We have been clarifying the important genes taking part 
in an efficient production of bioethanol in these bateria.  First of all, the whole genome 
sequences of the strains were analyzed completely, and then the DNA microarray was 
constructed based on our genome information. By the DNA microarray analyses of 
recombinant strains during ethanol fermentation, we have found several important genes 
functioning in the ethanol production and in sugar transport.  
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１．研究開始当初の背景 

地球温暖化ガス削減を可能にするために、

未利用リグノセルロース系バイオマス資源か

らバイオエタノールを高効率で生産する研究

が国際的にクローズアップされている。これ

まで、エタノール発酵は伝統的な醸造に基礎

をもち、学術的には確立されていると理解さ

れてきた。しかし、自然界にはリグノセルロ

ースから直接、バイオエタノールを効率よく

発酵生産する微生物の報告例は無く、従来の

発酵菌を凌駕する新規なリグノセルロース糖

化並行発酵性菌のメタボリック・エンジニア

リングが国の内外の多く研究者の関心を集め

るようになった。 

Zymobacter palmae は、1995 年に沖縄の椰
子汁発酵液から分離した新種のエタノール
発酵細菌である。本研究では、Zb. palmae に
対して集中的に育種を加えることにより、リ
グノセルロース連続糖化並行発酵性を付与
するための研究を世界に先駆けて実施して
きた（図１参照）。これまでに、Zb. palmae
の宿主・ベクター系を独自に開発し、セロオ
リゴ糖糖化発酵性やヘミセルロースに由来
するキシロース発酵性の付与に成功してい
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 リグノセルロース糖化並行 

発酵性の付与 
 
２．研究の目的 

本研究では、新規エタノール発酵細菌であ
る Zb. palmae のエタノール発酵条件下にお
ける糖輸送、糖代謝、エネルギー代謝、およ
びストレス応答に対して密接に関連する遺

伝子群とその発現制御の全容を解明し、特定
した遺伝子群の調和のとれた発現制御を可
能にする。すなわち、育種研究においては、
対象とする菌株の遺伝子情報量が律速とな
ることに着目し、１）Zb. palmae の全ゲノ
ムの完全解読、２）ゲノム情報を利用したカ
スタム DNAチップの構築とマイクロアレイ解
析条件の設定、３）エタノール生合成経路の
予測とキー酵素遺伝子の予測、４）高効率発
酵のためのストレス応答遺伝子群の解析を
検討した。 
 
３．研究の方法 
１）全ゲノム解読 
 Zb. palmae 細胞からゲノム DNAを抽出した
後、物理的剪断を加えて、約 2kbp 断片に切
断した。次に、切断片を pUC118 に挿入して
大腸菌内でゲノムライブラリーを作製し、挿
入断片の塩基配列を解析した。 
２）マイクロアレイ解析 
 カスタム DNA マイクロアレイは、ゲノム情
報から推定した約 2400 遺伝子に対応する
60base のプローブ DNA を合成して、スライド
グラス上にスポットして作製した。 
 
４．研究成果 
１）全ゲノム解読 
 大腸菌ライブライリーの約 45000クローン
のショットガンシークエンスを行いドラフ
トシークエンスを決定した。得られたドラフ
トシークエンスをもとに、オプティカルマッ
ピング、プライマーウオーク、コスミドライ
ブラリー解析を行い、さらにコンティグ間の
ギャップクローズを行って、ゲノムの完全解
読に成功した。その結果、ゲノムサイズは、
3023645 bp で、2247 の ORF がコードされて
おり、エタノール生合成系に関与するエネル
ギー代謝、糖質輸送と解糖代謝が、また、機
能未知遺伝子、固有遺伝子を推定した（図２
参照）。 
 
２）エタノール生合成経路の予測とキー酵素
遺伝子の予測 
 アノテーション結果を基に、Zb. palmae の
大凡の代謝経路を推定することが可能にな
った。Zb. palmae では、グルコースは酵母に
報告されている一般的な解糖経路であるＥ
ＭＰを経ることなく、Pseudomonas 等の酸化
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的な菌株に存在する Entner-Doudoroff 経路
により代謝されると推定した。そのために、
ATP 生成量は EMP 経路に比べて 1/2 になるこ
とで、グルコースは菌体生成に利用されず、
理論収率に近いエタノール生成が可能とな
る。一方、キシロースやマンノースの代謝に
関する赤の波線で示した酵素系が欠損して
いることで、キシロースやマンノースの発酵
を示さないことを明らかにした（図３参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ Zb. palmae のゲノムマップ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 推定エタノール生合成経路 
 
３）ストレス耐性応答遺伝子群のマイクアレ
イ解析 

バイオエタノール生産には、更なる省エネ
ルギー化および低コスト化が必要とされて
いる。エタノール発酵の効率化を図るための
課題としては、高温発酵性、酸性下発酵性、
高濃度エタノール発酵性、リグニン耐性など
をクリアする事であり、これらストレス耐性
を向上させることによりシステム維持費の
コストダウンが可能になる。そこで、Zb. 
palmae のストレス耐性向上を目標として、ス
トレス条件下での Zb. palmae の挙動と発現
する遺伝子群を解析し、ゲノム解析から得ら
れた情報をもとに作成した DNAマイクロアレ

イによりストレス耐性を獲得する機構を検
討した。   
先ず、紫外線誘発突然変異、化学薬剤誘発

突然変異、および馴養を組み合わせて高温発
酵性、高濃度エタノール耐性、高濃度酢酸耐
性、酸耐性を獲得した Zb. palmae を取得し
た（図４参照）。変異処理により、ある一定
の耐性の獲得は可能であるが、その耐性が不
安定で、すぐにリバースする現象が観察され
た。そこで、ストレス耐性の獲得機構を解明
して、安定な耐性菌を育種するために、様々
なストレスに応答して発現する遺伝子群の
網羅的な発現解析を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４高温耐性、高濃度エタノール耐性、酢酸

耐性を取得した Zb. palmae 
 
 その結果、高温ストレスでは DNA 合成やタ
ンパク質合成系の遺伝子群の発現が増加す
ることが明らかになった。高濃度エタノール
ストレスでは、細胞膜やその構成成分である
脂質の合成系遺伝子の増加が、酸ストレスで
は物質の取り込み系遺伝子の増加が観察さ
れた（表１参照）。今後は、より詳細なスト
レス応答遺伝子群の発現挙動解析とキー遺
伝子の特定が課題となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表１ストレス応答遺伝子群の発現挙動解析 
 
 

Zymobacter palmaeの全ゲノム地図

最も外側の円：プラスストランドORFs, ２番目の円：マイナスストランドORFs, 

３番目の円：ｔＲＮＡ，４番目の円：ｒＲＮＡ, 内側の円：ＧＣ含量
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Numbers of stress-inducible genes

Pathway                              High temp.             High EtOH High Acetate

Up Down N.C Up Down N.C Up Down N.C

DNA polymerase 3 1 5 2 4 3 0 1 5

Ribosome 17 0 18 2 0 33 0 0 35

Purine metabolism 18 15 50 11 13 60 7 20 48

Pyrimidine metabolism 14 2 32 6 6 34 4 7 36

LippSacch. Biosynthesis 7 1 14 3 2 17 2 9 12

Inositol-P metabolism 3 0 1 5 0 1 0 0 4

Flagella assembly 1 6 24 5 3 23 0 3 29

ABC transporter 12 22 62 7 23 67 14 21 62

Starch/sucrose metab. 1 2 7 2 0 8 5 0 5

ストレス応答遺伝子群の発現挙動

Up:発現増加
Down:発現低下
N.C.:変化なし
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