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研究成果の概要（和文）：低炭素社会の構築、エネルギー問題の解決に向け、再生可能な資源であるバイオマスの有効
利用法の開発が急務である。我々は、これまで出芽酵母をメインとした細胞表層提示技術を世界に先駆けて開発してき
た。本研究では、細胞表層提示技術を網羅的に解析し基盤技術として確立することを目指した。結果として、数々の有
用微生物に対して細胞表層提示の基盤となるアンカータンパク質を見出し、またバイオマス資化能を付与することに成
功した。さらに、それらの菌体を用いてバイオマスから有用物質を生産させることにも成功した。

研究成果の概要（英文）：The development of efficient utilization of renewable biomass resources is one of 
the important issues to overcome the environmental / energy problems. We have developed cell surface 
display system, which is a powerful tool due to endowing the biomass degrading activity on the host 
cells. Here, we developed comprehensive approaches to develop cell surface display applicable for other 
useful microorganisms. As a results, several kinds of anchor proteins have been developed and enables 
them to providing biomass degrading activity. In addition, using cell surface engineered microorganisms, 
direct production from biomass was achieved.

研究分野：生物化学工学

キーワード： バイオリファイナリー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景  
 低炭素社会の構築、エネルギー問題
の解決に向け、再生可能な資源である
バイオマスの有効利用法の開発が急
務である。バイオリファイナリーは、
巨大な市場を創出して工業及び農林
水産業を活性化しながら、  化石資源
への全面依存から脱却して低炭素社
会を構築することができるグリー
ン・イノベーションである。このグリ
ーン・イノベーションは、資源・エネ
ルギー安全保障を確保するとともに、
地球温暖化防止に大きく貢献する重
要性の高い研究分野である。バイオベ
ース化学品の市場は拡大が予想され
ており、日本の化学品をバイオベース
化した場合、CO2 総排出量の大幅な
削減が期待できるため、社会からの要
請は非常に強い。バイオリファイナリ
ーは、二酸化炭素をバイオマスとして
資源化し、先端バイオ技術を駆使して
再生可能なエネルギーや化学品を高
効率生産する革新技術である。バイオ
マスとしては、食料と競合しない非可
食バイオマス、セルロース系バイオマ
ス (木材、稲わらや麦わら、エネルギ
ー作物など )を活用する。これらセル
ロース系バイオマスを単糖であるグ
ルコースにまで分解し、微生物を用い
たバイオプロセスで様々な有用物質
を生産できる。  
 バイオリファイナリーの大きな課
題の一つは、セルロース糖化工程の高
効率化、省エネルギー化、低コスト化、
である。セルロースはその強固な構造
のため、分解が難しい。セルラーゼに
よる酵素分解は温和であり省エネル
ギーであるが、添加するセルラーゼ剤
のコストが高く、実用化への大きな足
かせとなっている。  
 我々は、これまで出芽酵母をメイン
とした細胞表層提示技術を世界に先
駆けて開発してきた。足場となるアン
カータンパク質とセルラーゼなどの
目的タンパク質を遺伝子レベルで融
合させて発現することで、機能性タン
パク質を微生物の表層に提示できる。
その結果、目的タンパク質は細胞表層
にその機能を保った状態で提示（固定
化）され、微生物に目的の機能を付与
することが可能となる。例えば、セル
ラーゼを提示した酵母は、エタノール
発酵におけるセルラーゼ添加剤の削
減、低コスト化による省エネルギープ
ロセスの構築の基盤となる。しかし、
同時に表層提示技術における課題も
明確になってきた。すなわち、あらゆ
る場合に適用可能である汎用性の高
い表層提示システムが理想的である
が、それは非常に困難である。と同時

に、アンカータンパク質や分泌シグナ
ルを目的タンパク質や宿主微生物そ
れぞれに対してチューニングするこ
とで、提示するタンパク質の機能を数
十倍、100 倍以上に向上させることが
できることもわかってきた。非常に興
味深いのは、その機能は必ずしも発現
量に依存せず、融合されるアンカーと
の組み合わせ、及び発現する場所と環
境（細胞壁、細胞の内膜、該膜など）
により大幅に活性が変化することが
少しずつわかってきた。さらに、バイ
オリファイナリー技術の研究が進む
につれ、酵母に加えて大腸菌や乳酸菌、
コリネ型細菌、放線菌や糸状菌などの
数々の有用微生物を用いたバイオマ
スからの物質生産が必要とされてき
たことからも、微生物の高機能化を指
向した網羅的解析による細胞表層提
示技術の革新が今まさに必要とされ
ている。  
 
２．研究の目的  
本研究では、細胞表層提示技術を網羅
的に解析し基盤技術として確立する
ために「Displome（Display+ome）：
ディスプローム」という新しいオーム
解析の概念を導入する。酵母、大腸菌
などの有用微生物の細胞表層提示技
術を工学的な観点から網羅すること
で、バイオマスからの有用物質生産に
最も適した細胞表層提示技術の基盤
を創製する。  
 
３．研究の方法  
 現状では、出芽酵母が最も細胞表層
提示系の開発が進んでいる。そこで本
研究では、出芽酵母以外の有用微生物
における細胞表層提示系の開発を行
っ た 。 分 裂 酵 母 、 Corynebacterium 
glutamicum、について表層提示系の構
築とそれらを用いたバイオマス分解
能評価、そして物質生産の可能性につ
いて検討した。 
 それぞれの宿主において、バイオマ
ス分解酵素である BGL をレポーター
とし、アンカータンパク質のスクリー
ニングを行った。アンカータンパク質
としては、細胞膜表層に局在すると予
想されるタンパク質に着目し、それら
に上記のレポータータンパク質を融
合させたベクターを構築し、それぞれ
の宿主で発現させた。１次スクリーニ
ングとしてプレート上での BGL 活性
を評価しそれらの結果をもとに、活性
のあるものについて培養を行い、pNPG
などの合成基質を用いて大量的に評
価した。さらに、セロビオースを単一
炭素源として用いた場増殖能の評価
及び、キシロシダーゼなど他の酵素を



用いた表層提示系についても同様の
検討を行った。 
 
４．研究成果 
分裂酵母では、出芽酵母で発現実績の
ある Aspsergillus aculeateus 由来の
BGL を用い、細胞膜表層に局在すると
予想されるタンパク質と連結させて
発現させた。プレート上でのスクリー
ニ ン グ を 行 っ た と こ ろ 、
SPBC21D10.06c-BGL, SPBC947.04-BGL, 
SPBC19C7.05-BGL,SPBC359.04c-BGL の
４つのアンカータンパク質を用いた
場合にかっ性が認められた。これらの
活性を PNPG で評価したところ、図１
のように、培養上清に比べて菌体表層
に活性を持つことが示された。 

 
図 1:BGL 活性の評価 a)菌体表層, b)
培養上清 
 
続いて、これら BGL 提示酵母を用いて
セロビオースを単一炭素源として増
殖能を評価した。最小培地 EMM を用い
て、菌体数を直接測定することで評価
を行った結果を図２に示す。図２より、
アンカータンパク質によって増殖能
に 差 が 見 ら れ 、 SPBC947.04-BGL, 
SPBC359.04c-BGL、の 2 つを用いたと
きにセロビオースを炭素源として効
率よく増殖した。図１と比較すると、
増殖能と酵素活性には必ずしも相関 
があるとはいえない、という可能性が

示唆された。また、もう一つの可能性
として用いている基質が異なる（pNPG
とセロビオース）という可能性が考え
られた。 

 
 図２：BGL 提示酵母を用いたセロビ
オースからの増殖 
 
さらに、これらの菌体を用いてセロビ
オースからエタノール生産が可能か
どうかについて検証した。その結果を
図３に示す。 

 
図３：BGL 提示酵母を用いたエタノー
ル発酵 a)セロビオースを単一炭素源
として用いた場合 b)グルコースを
単一炭素源として用いた場合 
 
図３より、BGL 提示酵母においては、
セロビオースを時間とともに消費し、
その結果エタノールを生産させるこ
とに成功した。また、これらの酵母を
グルコースを炭素源として用いてエ
タノール発酵を行ったところ、いずれ
の菌株においてもグルコースを消費
し、エタノールを生産していた。これ
より、表層提示は菌体に特に影響を与
えないことが示された。 
 
 並 行 し て 、 Corynebacterium 
glutamicum（コリネ菌）においても同
様の検討を行った。コリネ菌において
は、活性を持つ BGL をスクリーニング
するところから始めた。様々な微生物
由来の BGL をコリネ菌に導入し、その
BBGL 活性をスクリーニングしたとこ
ろ、いくつかの BGL について活性をも



つものを見出した（図４）。 

 
図４：プレート上での BGL スクリーニ
ング 
 
これらを同様にセロビオース及びグ
ルコースでの増殖を評価したところ、
図５のような結果が得られた。これと
り、S. degradeans 由来の BGL が最も
活性が高く、セロビオースを炭素源と
して効率よく増殖した。続いて、これ
までに当研究グループで開発してき
たアンカータンパク質 Porin を用い
てこの BGL を表層提示させたところ、
やはりセロビオースを炭素源として
非常によく増殖することがわかった。 
 
図５：BGL 発現コリネ菌を用いたセロ
ビオース及びグルコースからの増殖 
 

 
同様に、これらの BGL 活性を評価した
ところ、増殖とほぼ相関が得られた。
宿主により、表層提示した酵素の活性
とその増殖は異なることが示された
（図６）。また、この菌体を用いてセ
ロビオースからリジン発酵を行った
ところ、BGL 提示株は効率よくセロビ
オースを消費し、Lys を生産している
ことが示された（図７）。 
 以上より、様々な菌体において表層
提示系を構築し、網羅的解析のための
基盤を得ることに成功した。今後も改
良を重ねていくことで、表層提示にお
ける指針を見出すことを目指す。 
 

図６：BGL 発現コリネ菌の BGL 活性 
 

図７：BGL 発現コリネ菌を用いたセロ
ビオースからのリジン生産 a)BGL 活
性の経時変化、b)セロビオース濃度の
経時変化 c)OD の経時変化 d リジ
ン濃度の経時変化 ○：BGL 分泌コリ
ネ菌、⬜：BGL 表層提示コリネ菌、△：
コントロール株 
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