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増殖非依存型 バ イオ プ ロ セ ス に よ る

バ イオ燃料 ・ 化学品生 産技術 の 開発

乾　将行 ・湯川　英明
＊

　近年の バ イ オ燃料 の 生 産急増は，食料 ・飼料作物 の 価

格高騰 を永続させ る 要因 と の 指摘や栽培地拡大 に よ る 環

境破壊な ど，現状バ イ オ燃料 の 負の 側 面 と して 強 く認識

され て い る．こ の よ うな状況 に 対 し，非可食資源 で あ る

農産廃棄物や エ ネル ギー作物 （ス イ ッ チ グ ラ ス など）由

来 の セ ル ロ
ー

ス 類を原料 とす る バ イ オ燃料製造 は，食料

との 競合 を回 避
・
軽減 し，さらに，LCA （Life　 Cycle

Assessment）評価 か らも二 酸化炭素 （CO2 ＞排出削減

に高い 効果 が 示 され る な ど，ク リ
ー

ン な燃料 と し て 期待

さ れ て い る．

　一方，グ リーン 化学品分野は，さらに 今後 の 急展 開が

見込 まれ て い る．す なわち，石油価格 は 今後 も高値圏を

維持する と予測 され る こ とか ら，化学品の グ リー
ン 化は

経済的に も優位性 を有す る とされ て い る こ と，ユ
ー

ザ
ー

と な る 自動車 ・家電 ・電子業界 な ど の 環境対応 材料 へ の

要望 は ま す ま す 強 まる 状況 に あ る こ とか ら，グ リーン 化

学 品 製 造 に 関 す る 研 究開発 へ の 積 極姿勢が 目 立 っ て い

る．こ の 傾 向は 先行 して きた 米国系 企 業 の み な らず，

EU 系企業 も1司様 で あ り，一
斉 に 本格的 R ＆ D へ の 取 り

組み を表明 して い る．バ イオ燃料 と比較 し遥か に付加価

値の 高い グ リーン 化学品は，今後急速に工 業化が 実現 し

て い くもの と考えられ る．本稿 で は，こ の ような状況 の

下， RITE が取 り組む非可食バ イオマ ス か らの バ イ オ燃

料 ・化学品生産技術 の 開発 に つ い て 紹介す る．

夢物語とさ れ て きた．

　こ れ に対 し筆者らは，ア ミ ノ 酸 の 工 業生産に用 い られ

て き た コ リ ネ型 細菌 （COi　ynebacterium 　glutaneicum）が ，

還元条件下 に お くと増殖は 停止す る もの の ．主 要 な代謝

系 は 機能す る性質を見 い だ した
1）．こ の 性質 を利 用 し た

新規 バ イ オ プ ロ セ ス が 「増殖非依存型 バ イオプ ロ セ ス 」

で あ り，前記発酵法の 課題 を根本的 に解決 で きる突破 口

を見 い だ した の で あ る （図 1）．増殖非依存型バ イオプロ セ

ス で は，まず微 生 物細胞を大量 に培養 し，続 い て 得 られ

た 細胞 を反応槽 に 高密度に充填し，原料糖類 を投入 して

物質を生産す る ．こ の よ うに，あ た か も「化学触媒」 の

如 く微生物細胞 を利用す る こ とに よ っ て ，従来 の 発酵法

を大幅 に上回る 高 STY （Space！ime　yield）を実現した
1　．3），

　増殖非依存型バ イオ プ ロ セ ス （還元条件 ド）に お け る

細胞 内代謝プ ロ フ ァ イ ル 解析 の
一つ と し て，DNA マ イ

ク ロ ァ レ イを用 い ，好気 （増殖）条件下 と還元 （非増殖）

条件下 に おけ る代謝遺伝子 の 転写 レベ ル で の 網羅的発現

解析 を行 っ た
4）．そ の 結果 還 元条件下 で は，複数 の 解

糖系酵素遺伝子 （gapA ，　tpi，　pgk ）．お よ び糖代謝関連遺

伝子 （tdhA，ppc，　mdh
，
　malE ）の 転 写 量 が 好気条件 と比

較 して 増大 し，こ れ らの 酵素活性 も一ヒ昇 して い た．逆 に

TCA サ イ ク ル の 複 数 の 遺伝子発 現 は 抑制さ れ て い た

（図2）．こ の 結果は，還元条件下 で は 増殖は停止 して い

るが ，細胞当 りの 糖消 費速度 は 好気増殖条件と比較 して

増殖非依存型バ イオプ ロ セ ス

　従来の 発酵法で は 主 に糖類 を 原料 と し，生 産 菌 を培養

しな が ら 目的物質 の 生 産 を行 う様式 で あっ た．した が っ

て，発酵法は 原料糖類を微生物 バ イオ マ ス と 目的物 質 に

変換させ る プ ロ セ ス と考え る こ と が で きる が，
“
微生 物

の増殖
”

はt 原料原単位 の 低下の み ならず，生 産速度の

低下 や 副生物 の 生成，それに伴 う目的物質の 精製 コ ス ト

の 上昇など，経済性を圧迫す る主 要因 と な っ て い る．

　仮 に，微 生物を高密度 に 反応槽 に 充填して ，原料糖類

を供給 し，連続的 に 物質 生 成 を行うこ と が で きれ ば，ま

さ に 理想的なバ イオ プ ロ セ ス と 考え られ る．こ の バ イ オ

プ ロ セ ス で は，微生物細胞 は あた か も化学 プ ロ セ ス に お

ける触媒の よ うに機能 し，しかも，化学反応 で は困難 な

多段 階反 応 で あ りな が ら選択的な物 質生産が可能 と な

る．と こ ろ が こ の ようなプ ロ セ ス は こ れまで ま っ た くの 図 1．増殖 非依 存型 バ イ オ プ ロ セ ス と従 来発 酵法 との 比 較
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図2．コ リ ネ型 細 菌 の好 気 条 件 ドと還元 条 件 下 にお け る 遺伝子 発現 変化．図中の 矢印は，
条件） に おい て 発現 誘導 （↑） お よび発 現抑制 （↓） され る遺伝子 を示す．

還 元条 件 （増 殖 非依 存型 バ イ オ プ ロ セ ス

増加す る現象をうま く説明す る こ とが で きる．こ の よう

に，コ リ ネ 型 細 菌 は 周 りの 酸化還元状態 に 応答 して 代謝

シ フ トが生 じ，還元 条件で は糖代謝活性が向上 す る メ カ

ニ ズ ム を初 め て 明 らか に した
4）．

非可 食バ イ オ マ ス 利用技術 の 開発

　バ イ オ燃料や化学品 の 原料 として，非可食 バ イ オ マ ス

で あ る稲わ ら，麦わら，コ
ー

ン ス ト
ーバ ー

な どの 農産廃

棄物に加え，エ ネル ギ
ー

作物 と して ，ミス カ ン サ ス ，ス

イ ッ チ グ ラ ス ，エ ネ ル ギ
ー

ケ
ー

ン な ど の 多収量作物 の 検

討 も行 わ れ て い る．エ ネ ル ギ ー作物 を原料 と して 利用 し

た場合，原料作物の 土 地面積当りの 収穫量 が 格段 に 高 く，

現行 の トウ モ ロ コ シ 原料法と比 べ て 1桁高 い バ イ オ エ タ

ノ
ー

ル 生 産量 と な り得る．またエ ネル ギ
ー

作物 は，商品

作物 に 比 べ て気候 や栽培地 の 土質などに よるハ
ー

ドル が

低 く，栽培可能地域 が 遥か に広 い ．そ の 結果，食糧生産

との
‘’
栽培地 の 競合

”
も回避可 能で あ る．その た め エ ネル

ギー作物 の 利用は，貧困地域 （国） の 農業振興，新規雇

用 の 発生 とい っ た地政学上 の プ ラス の 効果も期待され る．

　非 可 食 バ イ オ マ ス か らの バ イ オ燃 料
・
化学 品生 産 は，

2 つ の 要 素技術 か ら構成 さ れ る （図 3）．すな わ ち，非可

食バ イ オ マ ス か らの 糖類生 成 工 程，お よ び 生 成 糖 類 か ら

バ イ オ 燃料 ・化学品へ の バ イ オ 変換 工 程で あ る．前者 は

使用する酵素 （セ ル ラ
ーゼ ） の コ ス トが 鍵 で あ り，酵素

メーカーに よる技術改良，大規模 生 産 に よ る大幅な コ ス

トダ ウ ン が必要 となる．一
方，後者 の バ イ オ変換工 程で

は，後述 の 3 つ の 技術確 立 が不可欠で あ る．

　バ イオ変換 工 程に必要な技術特性　　非可食バ イ オ マ

ス か らの バ イ オ燃料
・
化学品生 産 に お け る バ イ オ変換工

程 に は，3 つ の 技術特性が要求 さ れ る．す な わ ち，C6，

C5 糖類 の 同 時利用，リ グ ノ セ ル ロ ー
ス 由来 「発 酵 阻 害

物質」に対す る耐性，高 生 産性 で あ る
S）．デ ン プ ン 系バ

イ オ マ ス の構成糖 は，グル コ ー
ス （C6糖類 （炭素数6））

で あ る が ，非可食バ イオマ ス に は グ ル コ ー
ス に加え て，
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図 3．非可食バ イオ マ ス か らの バ イオ燃 料 ・化 学品生産の 概念図

アラビノ
ー

ス （3
°

C5糖 （25 ％ ）

キシロ
ー

ス 〔22％ ）

グル コ
ー

ス 〔36 ％）

ガラクトース 〔2％）

一
ス （03°11

C6糖 （38％ ）

図 4，非可 食バ イ オ マ ス （コ
ーン ス トーバ ー） の 組 成

キ シ ロ
ー

ス や ア ラ ビ ノ
ー

ス な どの C5 糖 類 （炭素 数 5）

も著量存在す る （図 4）．そ の た め，バ イオ 変換 工 程に用

い る微生物は，C6，　 C5 糖類 を 同時利用 で きる こ とが必

要 と な る．さ らに，非可食バ イ オ マ ス か らの 糖類生成工

程 で は，酵素糖化 を容易 に す る た め に，水熱な どに よ る

前処理 を必要 とす るが，バ イ オ マ ス の 過分解 に よ っ て 芳

香族化合物，フ ラ ン 類．有機酸類 な どが副生す る．こ れ

らの 副生物 は．
“
発酵 阻害物質

”
と呼ばれ．エ タ ノ

ー
ル

生産性を低下 させ る 原因物質と して 大 きな問題 と なっ て

い る．物理的
・
化学的除去方法の 開発 も進め られ て い る

が ，新 た な工 程 の 追加は コ ス ト高 に な る ため，発酵阻害

物質に 影響 を受 けな い プ ロ セ ス が 求 め られ る．

　C6 ，
　 C5 糖類 の 同時利用　　図 4 に示 し た よ うに 非可

食バ イオマ ス は，グル コ ース に加えて 著量の C5 糖類 （キ

シ ロ
ー

ス ，ア ラ ビ ノ
ー

ス な ど）を含有し て い る ，米国エ

ネ ル ギ
ー

省 の 試算 に よ れ ば
6〕
，原料 コ ス トは，エ タノ

ー

ル 製造価格 の 約 35％ を 占め て お り，原料 バ イオマ ス に

含まれ る 糖類 を効率的に利用す る こ とは，経済性 の 観点

か ら非 常 に 重要 とな る．

　 もっ と も研 究が 進展 し て い る バ イ オ エ タ ノ
ー

ル を例 に

と り説明す る．従来，バ イ オ エ タ ノール 製 造 に用 い られ

て きた 酵母 （Sαccharomyces 　cerevisiae ） 」？　Zymomonas

mohilis は，　 C5 糖類 を発酵炭素源 と し て 利 用 で きない ，

遺伝子 工 学的手法に よ り，キ シ ロ ース 資化性を付与 した

組換 え酵母 や Zmobilis が多数開発 さ れ て い る が，現在

の と こ ろ グ ル コ ース と比較 して C5 糖類 の 消費速度が非

常 に 遅 く，さ ら な る研究開発が進 め られ て い る．

　野生型 の コ リネ型 細 菌 （C ．glutamicum）も酵母 と同様

に，C5 糖類 を利 用 で き な い た め ，大腸菌由来 の キ シ ロ
ー

ス 代 謝遺伝子 （xylA ，
　xylB ）を導入 し た 組換え株を構築

し た
η．該組換 え株は，キ シ ロ

ー
ス を単

一
炭素 源 と して

生育可能 で あっ た．次 に グ ル コ
ー

ス ，キ シ ロ ース を炭素

源 とし，該組換 え株を好気的 に 培養 した と こ ろ，生育に

お い て diauxic効果 は観察さ れなか っ たが，糖 の 消費で

は グ ル コ
ー

ス を優先的 に消費し，そ の 後キ シ ロ
ー

ス を消

費 した．こ れ に 対 し増殖非依存型 バ イオプ ロ セ ス で は，

非常に 興味深 い こ と に グ ル コ ース 存在 下 に おい て もキ シ

ロ ース を消費 した．グ ル コ ース とキ シ ロ
ー

ス が 同時に利

用 さ れ た こ とは，微生物変換反応 に要す る 時間が 短 縮 さ

れ，工 業利用 の 観点か ら好ま し い ．筆者らはす で に，キ

シ ロ ース に加 えて ア ラ ビ ノース お よ び セ ル ロ ー
ス の 部分

分解物で あ る セ ロ ビ オ
ー

ス を 利用 で きる コ リネ型細菌を

開発 し て い る
s’le）．さ ら に コ リ ネ 型細菌 の 近縁種 よ り，

新規 ペ ン ト
ー

ス トラ ン ス ポーターを見 い だ し
m ，該 トラ

ン ス ポ ーターを上 述 の 混合糖利用 コ リネ型細菌 に導入す

る こ とで ，グ ル コ
ー

ス ，キ シ ロ ース ，ア ラ ビ ノ
ー

ス お よ

びセ ロ ビ オ
ー

ス を よ り効率的 に 同 時 に 利用す る 菌株 の 構

築に 成功 して い る
の

（図 5），当該混合糖利用株 は，グ

ル コ ース，キ シ ロ ー
ス ，ア ラビ ノース を ほ ぼ 同じ速度で

利用する とい う特徴をもち，これ に よ り混合糖原料 に よ

る連続生産 の 扉が開かれ，混合糖利用 にお ける 技術課題

は，増殖非依存型 バ イオ プ ロ セ ス に お い て は概 ね解決 さ

れ た と考え て い る．

（
Σ
E）
遡
鮗

20018016014012010000QQ
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図 5．混合糖 同 時利 用遺 伝 子 組 換 え コ リ ネ型 細菌に よ る グ ル

コ
ー

ス ，キ シ ロ
ー

ス ，ア ラ ビ ノ ース お よ び セ ロ ビオ
ー

ス の 利用
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図6．非可食バ イ オマ ス 由来の 主 要発酵阻 害物質 （A ） と エ タ ノ
ー

ル 生 産性に 対する 発酵阻害物質の 影響比 較 （B ）．
質 を添加 して い ない と きの 工 タ ノール 生 産 性 を 100％ と した 相対 生 産性．

＊ 発酵阻害物

　発酵阻害物質耐性　　非可食バ イ オ マ ス か ら糖類へ の

糖化 工 程 の 効率化 を目的 と し，水熱処理や 酸 ・ア ル カ リ

処理 が バ イ オ マ ス に 施 さ れ る．こ の 前処理 工 程 に お い て ，

微 生 物 の 発酵 を 阻害す る 種 々 の 物質 が 生 成す る （図 6）．

こ うした 物 質がバ イオ マ ス 糖化液 に 存在す る と，エ タ

ノ
ー

ル 生産性お よび 収率 の 低下 を招 くこ と が知 られ て い

る．そ の た め ，発酵 阻害物質を取 り除 く手法や，発酵阻

害物質に耐性を有す る エ タ ノー
ル 生 産菌が開発 され て い

る．現状 で は，糖化酵素 コ ス トが非常 に高 い こ とが セ ル

ロ
ー

ス エ タ ノ
ー

ル 工 業化 の 大 きな障害 の
一

つ と なっ て い

る が，糖化 工 程 に お い て 厳 しい 前処理 を行 うと必要酵素

量 は少 なくなる が発酵阻害物質生 成量が多くな り，逆 に

穏や かな前処理 を行 うと発酵阻害物質生成量 は 少な くな

る が必要酵素量が多 くな る とい うtrade　offの 関係 となっ

て い る．こ うした背景 の 下．筆者 らは増殖非依存型 バ イ

オプ ロ セ ス に よるエ タノ
ー

ル 生産 へ 与 える発酵 阻害物質

の 影響 につ い て検討 した
13）。そ の 結果，増殖非依存型バ

イオプ ロ セ ス に おい て は．芳香族化合物 　フ ラ ン 類 有

機酸類などの 発酵阻害物質 に よ り，エ タ ノ
ー

ル 生産性が

低 下 し ない こ とを確 認 した （図 6）．また，実糖化液 に 含

まれ る複数の 発酵阻害物質を混合 して も生産性 の 低下は

観察さ れ なか っ た．こ れ は，発酵阻害物質の 作用機構が

増殖阻害で あ り，本プ ロ セ ス に お い て 微生物細胞 は 非分

裂増殖状態 に あ る こ とか ら，エ タ ノール 生産が低下 しな

い の で あ る．

　高生産株の 創製　　増殖非依存型 バ イ オ プ ロ セ ス は，

上 述 の ように ，コ リネ型細菌 の 還元状態で は細胞増殖 は

抑制 さ れ る が，糖類代 謝活性 は維持 さ れ る性質 を利用 し，

目的物質 を生 産す るバ イ オ プ ロ セ ス で あ る．当該条件 に

おけ る 糖類 か らの 主 要 な代謝産物 は，乳酸 コ ハ ク酸

お よ び微量 の 酢酸 で あ る
1）．乳酸 と コ ハ ク酸 の 生 成量比

は，添加 した 炭酸 の 量 に よ り変化させ る こ とが で き，添

加量 に 比例 して コ ハ ク酸の 生 成量 が 増加す る
3）．こ れ は，

コ リネ型細菌 が，増殖非依存型 バ イ オ プ ロ セ ス に お い て

炭酸固定反応 を介し た 還元的 TCA 経路に よ りコ ハ ク酸

を生 成 して い る た め で あ る．当該性質を利用す る こ と に

よ り，バ イ オ プ ロ セ ス に お い て CO2 を 副原料 と し得 る

こ と を初 め て 示 した り．こ う し た コ リネ型細 菌の 代謝特

性 を基盤 とし，解読 した コ リネ型細菌 の ゲ ノ ム 情報 に 基

づ い た代謝設計，ゲ ノ ム 工 学技術 と トラ ン ス クリプ ト
ー

ム 解析，メ タボ ロ
ー

ム 解析な ど の シ ス テ ム バ イオ ロ ジー

を駆使 した代謝改変 に よ り，各種有用物質 の きわ め て 高

い 生産性 を達成 して い る．エ タ ノー
ル 生 産 コ リネ型細菌

は，乳酸 デ ヒ ドロ ゲナ
ーゼ 遺伝子 の 破壊株 を宿主 と し，

こ れ に Z．mobiiis 由来 の ピル ビ ン 酸脱炭酸酵素，お よ び

ア ル コ ール デ ヒ ドロ ゲナ
ーゼ を高発現す る こ と に よ り構

築 した
2）．当該遺伝子組換え菌株 の エ タ ノ

ー
ル 生 産性 は，

充填 した細胞濃度 に依存 して 上昇 し，従来法 と比較 して

高 い 生産性 （STY ）を示 した
2）．こ の 他．従来 の バ イオ

プ ロ セ ス の 生産性 を上回 る きわめ て 効率的なD 一乳酸
14）
，
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図 7．コ リ ネ型 細菌 の 代謝 設計に よ る 化学品 ・バ イ オ燃 料 の 生 産

コ ハ ク 酸
15），ア ラ ニ ン

16）．バ リ ン
1η

な どの 生産 プ ロ セ

ス を構築 して い る （図 7）．

おわ りに

　米国 に おける セ ル ロ ー
ス エ タ ノ

ー
ル の 工業生産が滞 っ

て い る．RFS2 （再生可能燃料基準） で 義務付け られた

2011 年 の セ ル ロ
ー

ス バ イオ燃料 の 使 用量 は 600万 ガ ロ

ン （2．3万 k1＞〆年 で あ る の に対 し て，米 国環境 保 護庁

（EPA ） の 発 表 に よる と，昨年 （2010年 7月〜2011年
10月）の 米国 に お け る セ ル ロ

ー
ス バ イオ燃料 の 製造量

は 「ゼ ロ 」 と報告された．こ れ は，糖化酵素 コ ス トが 非

常 に 高 い こ と，バ イ オ 変換 工 程に お ける C6，　 C5 糖類の

同時利用 や 発酵 阻害物質 の 課題解決が遅 れ て い る こ とな

どが工 業化 の 障害 に な っ て い る と考 えられ る．一
刻 も早

い 課題 の ブ レ
ー

ク ス ル
ー

が望まれ る．一
方，次世代バ イ

オ燃料 と して バ イオブタノ
ー

ル や 脂肪酸 などの 生産研究

が盛 ん に行 わ れて い る．こ れ らは航空燃料 へ の 使用 も可

能 で あ り，実用化へ の 期待 も大 きい ．

　 グ リ
ー

ン 化学品製造 は，我が 国 の 重要産業 で あ る電子

機器類 　自動車 な ど の 先端産業 の 基礎材料 で あ り，こ れ

らの グ リーン 化 に よ る競争力の 強化は必須 の 課題 で あ る．

　地球環境対策に関する技術 開発競争は，今後も世界 レ

ベ ル で 激化 ・拡大 し続ける と予想さ れ る．RITE は独自

技術 で あ る 「増殖非依存型 バ イ オ プ ロ セ ス 」を基盤 と し，

内外企業 との共同研究開発に よ り．バ イ オ リ フ ァ イ ナ

リー産業を早期に実現すべ く努力して い きたい ．
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