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研究成果の概要（和文）： 
 高温性セルロース分解菌 Clostridium thermocellum と中温性ブタノール生産菌 Clostridium 

saccharoperbutylacetonicum を混合培養することで、非食料資源であるセルロースを基質として
ブタノール生産可能であることを見出した。本培養系では副産物であるアセトン生産が低減し、
選択的なブタノール生産も達成した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The butanol production system from cellulose by the co-culture of cellulose degrading Clostridium 
thermocellum and butanol producing Clostridium saccharoperbutylacetonicum was developed. This 
co-culture system selectively produced butanol and the acetone as a by-product were extremely 
decreased. 
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１．研究開始当初の背景 
循環型社会の形成や CO2 排出削減の観点
から、非食料資源からの有用物質生産システ
ムの開発が求められている。Clostridium 属
細菌によって生産されるバイオブタノール
は、石油代替燃料や化学原料として注目され
ており、循環型社会の形成に貢献することが
期待される。一方、ブタノール生産性
Clostridium 属細菌は非食料資源であるセル
ロース系基質から直接ブタノールを生産す
ることができない。また、ブタノール生産と
ともにアセトンを同時に副産物として生産
する。以上のことからセルロースを基質とし

た選択的なブタノール生産系の構築が求め
られる。 
 
２．研究の目的 
 バイオブタノールを生産する Clostridium
属細菌は、非食料資源であるセルロースを基
質として利用することができない。また、副
産物としてブタノールと化学的性質が類似
したアセトンを生成することから、分離コス
トがかかるためアセトン生成を低減する必
要がある。本研究では、ブタノール生産菌へ
のセルロース分解能の付与、セルロース分解
性 Clostridium 属細菌とブタノール生産性
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Clostridium 属細菌の混合培養、セルロース
分解性Clostridium属細菌へのブタノール生
合成遺伝子の導入により、セルロースを基質
とした選択的ブタノール生産システムの構
築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではセルロース分解菌として
Clostridium thermocellum、Clostridium 
cellulovoransを、ブタノール生産菌として
Clostridium saccharoperbutylacetonicumを使用
した。それぞれの菌株は推奨される培地・温
度にて培養した。 
 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、水素生成量は
培養液から生成されるガスをガスパックに
回収しMolecular Sieve 13カラム、TCD検出
器を用いガスクロマトグラフィーにて定量
した。 
 
４．研究成果 
（１）セルラーゼ添加によるブタノール生産
菌の単独でのセルロースからのブタノール
生産 
 ブタノール生産菌は高分子であるセルロ
ースの分解能を有さない。そのため、セルロ
ース系基質からのブタノール生産にはセル
ラーゼによるセルロースの糖化工程を必要
とする。まず初めにセルロース系基質からの
ブタノール生産において、セルラーゼの添加
によりブタノール生産が可能であるかどう
かを確かめた（図１）。基質として結晶性セ
ルロースである Avicelセルロース、ろ紙を用
いた。Avicel セルロースとろ紙を用いた場合
でも Aspergillus由来、Trichoderma由来のセル
ラーゼを添加した場合、ブタノール生産が可
能であることが明らかになった。これらのこ
とから、ブタノール生産菌でのセルラーゼ発
現によってブタノール生産菌単独でもセル
ロースからの生産が可能であることが示唆
された。また、ブタノール生産菌でのセルラ
ーゼ発現を試みたものの、活性を有する形質
転換体の取得には至らなかった。 

図１ セルラーゼ添加によるブタノール生
産菌単独培養でのブタノール生産 
 
（２）高温性セルロース分解菌 Clostridium 

thermocellum NBRC103400 とブタノール
生産菌の混合培養によるセルロースからの
ブタノール生産 
 セルラーゼを培養液中に添加することで、
セルロースを基質としたブタノール生産が
可能であることを見出した。しかしながら、
酵素剤を添加する方法は低コストでの生産
には適さない。一方、Clostridium属細菌の中
にはセルロースを高効率に分解する高温性 C. 
thermocellum が知られている。酵素剤に依存
しないブタノール生産系を確立するために、
C. thermocellumとブタノール生産菌の混合培
養によるセルロースからのブタノール生産
系の構築を試みた。 
 セルロースからのブタノール生産には糖
化工程を必要とする。そこで、本培養系では
セルロース分解菌を 60ºC で培養しセルラー
ゼを発現した後、ブタノール生産菌の至適生
育温度である 30 ºCでブタノール生産を行っ
た。まず、C. thermocellumの 60 ºC培養時間
について検討した（図２）。60 ºC での培養を
行わずC. thermocellumとブタノール生産菌を
同時に植菌し 30 ºCで培養したところ、ブタ
ノールはほとんど生産されなっかた。一方、
60 ºC でC. thermocellumを24時間以上培養し
た後、ブタノール生産菌を植菌した場合、い
ずれも 20 g/L の Avicel セルロースから 4.0 
g/L 以上のブタノールを生産した。このこと
から、セルロース分解菌 C. thermocellumを少
なくとも 24 時間培養しセルラーゼを十分に
培養液中で発現させることが、本混合培養系
において重要であることが明らかとなった。 

図２ 混合培養におけるC. thermocellum培養
時間の効果 
 
 高温性のC. thermocellum由来のセルラーゼ
の至適温度は 60 ºC以上である。このことか
ら、セルラーゼ活性を増強しより高効率にブ
タノール生産を行うには、ブタノール生産時
での培養温度も増加させることが望ましい。
そこで、ブタノール生産菌添加後の培養温度
を 42ºC まで段階的に増加させ、ブタノール
生産量を比較した（図３）。その結果、ブタ



ノール生産量は 30 ºCで培養した場合が最も
高く、培養温度の増加に伴いブタノール生産
量は減少し、酪酸生成量が増加した。グルコ
ースを炭素源としブタノール生産菌を 42 ºC
で培養した場合でもブタノール生産量は低
いことから、高温での培養によりブタノール
生産菌の生育が阻害され、その結果ブタノー
ル生産量が減少すると考えられた。 

図３ ブタノール生産菌添加後の培養温度
がブタノール生産に及ぼす影響 
 
 さらに、本混合培養系の他の実用セルロー
ス基質への有効性を確かめるため、様々なセ
ルロース基質を用いてブタノール生産を試
みた（図４）。その結果、ろ紙、新聞紙、生
産量は低いものの稲わらからもブタノール
生産が可能であることが明らかになった。 
以 上 の 様 に 、 セ ル ロ ー ス 分 解 菌 C. 
thermocellum とブタノール生産菌の混合培養
により、セルロースからのブタノール生産が
可能であることが示された。 
通常、ブタノール生産菌はブタノール以外

にアセトンを主な副産物として生産する。興
味深いことに、上記混合培養系ではアセトン
生産量が低く抑えられ選択的にブタノール
のみが生産された（図２～４）。 

図４ 混合培養による実用セルロース系基
質からのブタノール生産 

 
（３）選択的ブタノール生産機構の解明 
 ブタノール生産には還元力として NADH
を必要とするが、アセトン生成には必要とし
ない。アセトンが副産物として生成される原
因としてこの還元力である NADH が不足し
ていることが考えられている。このように細
胞の還元状態は高ブタノール生産のための
一つの因子である。 
本混合培養系においては、セルロース分解
菌の生産する水素によって培養系がより還
元状態になるために、還元力を利用しないア
セトン生成が減少し、還元力を利用するブタ
ノール生産系が増強されるためであると推
測した。これと一致するように、混合培養系
では単独培養より酸化還元電位がより-30mV
程度低下していた。また混合培養系では単独
培養系に比べて水素生成量は 28.5%まで低下
した（図５）。 
以上のことより、エレクトロンフローが水
素生成ではなく還元力生成へと向かうため
選択的にブタノールが生産されることを明
らかにした。 

図５ 単独培養と混合培養における発酵産
物量および水素生成量の比較 
 
（４）中温性セルラーゼ分解菌のスクリーニ
ング 
 これまでに、高温性セルロース分解菌 C. 
thermocellum によるセルロース基質からの選
択的ブタノール生産系を構築した。高温性セ
ルロース分解菌は 60 ºCで培養することが望
ましいため、熱量をかけない低コストでのブ
タノール生産には中温性のセルロース分解
菌を用いることが期待される。既知の中温性
セルロース分解性 Clostridium 属細菌とブタ
ノール生産菌を混合培養したが、 C. 
thermocellum の場合と同等のブタノール生産
には及ばなかった。そこで、各種土壌サンプ
ルを、単一炭素源として 10 g/Lセルロースを
用いた液体培地に植菌し、中温域で高いセル
ロース分解能を有する嫌気性 Clostridium 属
細菌のスクリーニングを試みた。その結果、
セルロースを分解し酢酸や酪酸を主発酵産
物として生成する細菌群を取得した（図６）。 
 今後、セルロース分解に関与する嫌気性
Clostridium属細菌を単離・同定が求められる。



中温域でも高いセルロース分解能を有する
菌を取得し、ブタノール生産菌と混合培養す
ることで中温域での安価なセルロースから
のブタノール生産系の開発が期待できる。 

図６ 各種土壌サンプルのセルロースを炭
素源とした場合の発酵産物量比較 
 
（ ５ ） セ ル ロ ー ス 分 解 性 酪 酸 菌 C. 
cellulovorans におけるブタノール生合成遺伝
子発現。 
 中温域においてセルロースからブタノー
ルを生産するもう一つの方法は、セルロース
資化性酪酸菌においてブタノール生合成遺
伝子を発現させることである。酪酸生成経路
の中間代謝物であるブチリル-CoA から 2 つ
の脱水素酵素によってブタノール生産可能
である。現在までに、C. cellulovoransがセル
ロースから酪酸生成が可能であることが報
告されている。そこで、ATCC (American type 
culture collection) よ り C. cellulovorans 
ATCC35296を購入したが、酪酸生成を示さな
かった。そのため、 ATCC 由来の C. 
cellulovorans は遺伝子改変の宿主として不適
切であることが示唆された。 
 スクリーニングによりセルロースから酪
酸を生成する細菌群を取得していることか
ら、新規に単離したセルロース分解性酪酸菌
の改変により、中温域でのセルロースからの
ブタノール生産が期待される。 
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