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研究成果の概要（和文）：エタノール発酵糸状菌をエタノール生産へ適応させるため際の問題点である形態を制御する
ために、外部環境の変化による二形性のメカニズムを解明するとこと、単細胞化したエタノール発酵糸状菌を活用した
糖化発酵進行を検討した。その結果、細胞内のErgosterol生合成の阻害とcAMPの蓄積が、単細胞化を促すことを見いだ
した。さらに、添加剤としてカフェ酸の添加は、エタノール発酵能を低下させず、形態変化を起こさない有効な試薬で
あることを見いだした。カフェ酸を添加したセルロースの糖化発酵同時進行を行った結果、5.4 g/Lのエタノールを直
接生産することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to control the morphism change of ethanol-producing fungus for efficient 
ethanol production, the mechanism of its dimorphism by the change in various external environments was 
clarified and its single cellularizied fungus was applied on the consolidated bioprocessing (CBP) from 
cellulosic materials. As these results, it was found that control of ergosterol biosynthesis and the 
accumulation of cAMP were promoted the single cellularization of mold. Further, the addition of coffeic 
acid to medium was able to achieve the yeast-like cell form through the culture without the decrease in 
the ethanol fermentation ability. In the CBP with cellulose with its yeast-like cell and a small amount 
of caffeic acid, 5.4 g/L ethanol was able to directly produce for 72 h cultivation time.

研究分野：生物反応工学
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１． 研究開始当初の背景 

未利用バイオマスからエタノールを生産

させることを目的として、我々は数年前より

ペントースを高収率で発酵可能で、さらに、

多くのリグノセルロース分解酵素を分泌す

る高性能な野生の糸状菌の育種開発を行っ

てきた。この糸状菌は、極めて高機能である

ことからセルロースバイオマスからの直接

エタノールを生産する糖化発酵同時進行プ

ロセス(CBP)へ適応できると期待されている。

しかし、本菌株は通常の環境下では菌糸状態

であることから培養装置内や配管内で目詰

まりなどを起こすことから実用化が難しい

ことが問題視されていた。そこで、この問題

を克服するために、本菌株が二形性、すなわ

ち、環境条件により糸状菌から単細胞(酵母

化)へ可逆的に変化する性質を有すること発

見した。 

本研究では、単細胞型のエタノール発酵糸

状菌を構築し、この糸状菌を用いた新規なエ

タノール発酵プロセスを構築することを目

的として、本菌株の単細胞化メカニズムの解

明、単細胞化変異株の取得、および糖化発酵

同時進行への応用について検討し、セルロー

ス系バイオマスからの直接エタノール生産

プロセスへの活路を見出すことを検討する。 

 

２． 研究の目的 

本研究では、エタノール発酵糸状菌の能力

を最大限に発揮させるために、好気条件下で

定常的な単細胞化を達成させ、エタノール発

酵へ応用させることを目標に、細胞膜中の脂

質合成経路及び Ergosterol 合成経路に関与す

る酵素のグラフト情報とプロテォーム解析

をとに生化学的に二形性変化に係わる因子

を検証する。さらに、この糸状菌のみを用い

たセルロース系バイオマスからの糖化発酵

同時進行(CBP)プロセスを開発することを目

的とする。 

 

３． 研究の方法 

本研究で使用した我々が開発したエタノ

ール発酵糸状菌 M.javanicus NBRC4572J を

主に用いた。炭素源には Glucose を 50g/L で

用いた。メディウム瓶に 70%N2 と 30%CO2

の混合ガスを封入した完全嫌気条件で前培

養を行い、本培養は 25mL、28」Cで 8時間、

三角フラスコの好気条件で櫨培養を行った。

cAMP 生合成に関与する 17 種類の薬剤を培

地に添加した。菌体濃度は乾燥菌体重量の測

定より求め、Glucose および Ethanol 濃度は

HPLC を用いて定量した。また、細胞中の

Ergosterol含量は、GCを用いて定量した。菌

体の形態は顕鏡した。回収した菌体から RNA

抽出を行い、cAMP 生合成に関わる酵素の発

現量を qPCRより定量した。 

 

４． 研究成果 

初めに、エタノール発酵糸状菌の単細胞化

の現象解明を検討した。我々が発見した

Mucor属の菌株は、N2/CO2=7/3の嫌気環境下

で確実に単細胞化することを確認した。さら

に、糸状体の菌糸および単細胞化した細胞の

脂質含量及びErgosterl含量などを調べた結果、

エタノール発酵糸状菌の単細胞化の現象解

明を主に検討した。我々が発見したMucor属

の菌株は、N2/CO2=7/3の嫌気環境下で確実に

単細胞化すること実証した。 

微生物の細胞膜は主にリン脂質と

Ergosterol によって合成されているが、この

とき必要な NADPHの供給源の検討を行った

結果、炭素源が Glucoseおよび Xyloseのどち

らの場合でも、ペントースリン酸経路で作用

している G6PDと PGDH、またMEで生産さ

れていることが分かった。特に G6PDおよび

PGDH が重要であることがわかった。また、

菌体中の補酵素の濃度を培養時間毎に検討

するために、NAD および NADH の割合と

NADP および NADPH の割合を求めた結果、

炭素源 Glucose を使用した場合、酵母体のほ



うが糸状体に比べて NADP が多く存在して

いることがわかる。NADP を多くすることで

酵母化が達成できるのではないかと考えた。

また、炭素源として Xyloseを用いた場合、糸

状体の方が NADP は多く存在していること

がわかる。つまり、Xylose-Xylitol間の代謝で

糸状体の方がNADPHを消費してNADP が菌

体内に貯まる、もしくは FASの活性のところ

で NADPHを多く消費していると考えられる。

つまり、酵母化を達成するためには NADPH

を抑制することで達成できると考えられる。

また、細胞膜を構成している脂肪酸と

Ergosterolの形態による影響を調べるために、

菌体中の脂肪酸と Ergosterol 量を定量した。

その結果、炭素源が Glucoseおよび Xyloseの

場合でも、NADPH の供給が抑制されている

嫌気条件では酵母化し、そのとき全脂肪酸含

量が減少し、特に不飽和脂肪酸含量が減少す

ることがわかった。また Ergosterol 量を定量

した結果、NADPH の供給が抑制されている

嫌気条件で、Ergosterol含量が減少することが

わかった。これらのことから、二形性真菌で

あるMucor javanicus J株を酵母化させるため

には、NADPH の供給を抑制すれば、細胞膜

の構成成分が変わり、酵母化が達成できると

推測される。  

 次に、細胞の二形性に関わる因子として細

胞内の cAMPに注目し、Adenylate cyclaseお

よび分解に関わる Phosphodiesteraseの促進・

抑制剤やその類似物質を添加し、M.javanicus

の培養を行った。13 種類の薬剤を 0.5mM ず

つ添加して 8時間M.javanicusの培養を行い、

細胞の形態を顕鏡した。無添加と比較して、

低濃度で効果が確認でき、菌体増殖に影響が

なかった Caffeic acidは、0.25mMにおいて発

芽管伸長の抑制および酵母体が確認できた。

さらに、4種類の cAMPおよびその誘導体を

0.2rhM添加して培養を行った。cAMP添加時

のみ好気条件で酵母体を得られた。これより、

cAMPが酵母化に影響することがわかった。  

その結果、Caffeic acid が発芽管伸長を抑制し、

酵母体を維持されられることを発見した。

Caffeic acidは菌体増殖にも影響がなく、かつ

一番低濃度で酵母化に効果があった薬剤で

あることを発見した。この結果を踏まえ、

Caffeic acidが細胞内の Adenylate cyclaseの発

現 を 促 進 し て い る の か 、 ま た は

Phosphodiesterase の発現を抑制しているのか、

さらに cAMP生合成の一連の流れではなく別

箇所を促進・抑制しているのかを決定づける

ため、Caffeic acidを添加して各種培養を行い、

形態変化が顕著な培養時間に菌体を回収し

RNA 抽出を行い、RT-qPCR により cAMP 関

連酵素の発現量を定量した。これにより

Caffeic acid が cAMP の分解に関わる

Phosphodiesterase の発現を強く抑制している

ことがわかった。さらに、Adenylate cyclase

においては薬剤無添加と比較して発現量が

多くなっていたため、緩やかではあるが

Adenylate cyclase の発現を亢進していること

もわかった。これより cAMPの緩やかな合成

促進および急激な分解阻害によって細胞内

cAMP 濃度が高まっていることが示唆された。 

さらに、Caffeic acidについて、以上であげた

発芽管伸長抑制および酵母化作用が Mucor 

javanicus J株だけでなく、Mucor sp.にも同様

に示されるか検討した。二形性を示した 8菌

株のうち 7菌株について、上記効果があると

判明した。このことより、Caffeic acidのもつ

発芽管伸長抑制および酵母化作用には一般



性があるといえる。以上の結果より、Caffeic 

acidのもつ Phosphodiesteraseの発現抑制効果

による cAMP濃度上昇、それにより引き起こ

される菌体の酵母化を活用し、好気条件下で

の Caffeic acid添加によるM.javanicusの培養

を試みた。0.1 mM添加の場合では菌体増殖、

Glucose消費、および Ethanol生産速度ともに

薬剤無添加とほぼ変わらない値を示し、若干

発芽管が確認できるものの酵母体も確認で

きた。Caffeic acid の濃度をあげるにつれて

Glucoseの消費および Ethanolの生産速度に阻

害がかかり、0.5 mMではすべて酵母体であっ

たが、菌体増殖速度は無添加の 50%以下にま

で減少した。これらのことから結果から、エ

タノール発酵糸状菌M.javanicus J株を用いて、

0.25 mM以下のCaffeic acid添加条件下で好気

振とう培養を行った結果、高いエタノール生

産を達成させることが可能であることを実

証した。 

最後に、開発した酵母化エタノール発酵糸

状菌を用いた糖化発酵同時進行により、

α-Cellulose からの直接エタノール生産を 1 L

バイオリアクターを用いた実施した。培養温

度は、28℃とし、Caffeic acid を 0.25 mMと

なるように添加し、酵母化を維持させた。さ

らに、Air通気量は、0.2, 0.4VVMとし培養し

た。120 時間の培養中、糸状菌化した細胞は

認められ得られたエタノールは、培養 72 時

間で 5.4 g/Lを生産できた。 

 

４．結言 

本研究ではエタノール発酵糸状菌

M.javanicusの二形性の特徴を生かし、好気条

件で酵母化させ、高いエタノール生産を達成

することを目的とし、cAMP 生合成に関わる

薬剤の添加による酵母化およびエタノール

生産について検討した。その結果、Caffeicacid

が cAMPの分解に関わる Phosphodiesteraseの

発現を抑制していることがわかった。また、

Caffeic acidが発芽管伸長を抑制し、酵母体を

維持させられることがわかった。さらに好気

条件で高いエタノール生産を達成すること

ができた。さらに、Caffeic acid添加系の培養

において、菌体は酵母状態を維持でき、通常

の酵母と同様にエタノール発酵に活用でき

ることがわかった。さらに、本菌株をも一縷

ことで、Cellulase剤を参加せずセルロース物

質から直接エタノールを生産できる糖化発

酵同時進行(CBP)を実施できることを実証し

た。 
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