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【目的 】現 在、わ が 国 の 紙 の 生 産 量 と溺 費 量 は と もに 世界 3位 で あ り、消

費 され た後、古 紙 と して再 利 用 され る害1亅合 は 8 割程 度 に と どま っ て お り、
残 部は 廃 紙 と な ．コて い る．廃紙 に ば．各種 形 態が ある が 、酵素糖化を阻害す

る リグ ニ ン 含量 が 少 な い の で発酵 し易い と い う 利点がある。そ こで 本研究

で は 、廃 紙 か らの エ タ ノ
ー

ル 製造法に 関 して 演討 した。
【方法 お よ び結果 】 サ ン プ ル と して pH を4．5’5．0 に 調整 した紙 ス ラ リー

を用 い た 。こ の 紙 ス ラ リ
ー

の 成 分分析 を行った と こ ろ 、乾 物 あた りの ホ

ロ セ ル ロ
ー

ス お よび リグ ニ ン 含量dk 約85 ％お よ び 4 ％ で あ
．コた 。159．紙

ス ラ リーに 当研究 室で 育種 した凝 集性酵母KF −7．セ ル ラーゼ 酵素 剤Ctec

（30FPU 〆g
一
セ ル ロ

ー
ス 添加 ）お よ び 栄 養源 を 加 え同時糖 化 ・

発 酵試験

（35℃ ）を 行な った 。その 結果、発酵収率 は5臓 に 過 ぎな か った n この 原

囚 と し て、雑菌汚染や 35℃ で は 糖 化 が 十 分 進 ん で い な い と考 え られ たttそ
こ で 、雑菌 汚 染 防 止 の た め の薬 剤 添 加 と糖 化条 件 の 検 討 を 行 ・ttた 結 果、発

酵 収 率 70％ を達 成 す る こ と がで き たtt

【目的 】セ ル ラ
ー

ゼ ・ヘ ミセ ル ラ
ー一

ゼ 超 複合 体で あ る セ ル ロ ソ
ー一

ム は 共 役

反 応 に よ りセ ル ロ
ー

ス を効率的 に糖化で き るの で、未来型 ソ フ トバ イオ マ

ス 前処 理技 術 へ の応 用 に 期待が集 まって い る．我 々 は ソ フ トバ イ オ マ ス の

完 全分 解
・
糖化が 可能 なセ ル ロ ソ

ー
ム を生産す るCtostridium　cettulosuortznsの 全

ゲ ノ ム 配列完全解読 を 世界に 先駆 けて 行った 。その結果か ら、セ ル ロ
’
／
・一

ム 構成 タ ン パ ク 質 と して 、バ イオ マ ス の 分解 に必 要 な セ ル ラ
ーゼ等 に 加え

て 、3つ の ペ プ チ ダ
ーゼ イ ン ヒ ビタ

ー
の 存 在を 予測 した 。　 【方法 及び 結

果】C／．／，’e’llutVi．orar／sの ゲ ノム か ら ク ロ ーニ ン グ し、細胞表層工 学 に よ って ペ

プ チ ダ ーゼ イ ノ ヒ ビ ダーを 提示 し た酵母 を 用 い て こ れ らダ ンパ ク質 の ペ プ

チ ダ ・一ゼ や プ ロ テ アーゼ の 阻 害 活 性 の 特 徴 を 明 らか に した。さ らに 、これ

ら の 阻 害 反 応 か ら、この 3 つ の タ ン パ ク質 の役 割 に っ い て 考 察 した の で ま

と め て 報告 す るウ
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セ ル ロ ース系バ イオ エ タ ノール 製造に おい て 、糖化効率 の 向上 ぱ実用化 に

向けた大 ぎ な課題 と なって い る。現在 広 く用い られて い る 1
’
iichoderma　reesei

山来酵 素製 剤 の糖 化力を さ らに 向 日さ せ る た め に は、酵素製剤 と 相乗 的

に 働 きシ ナ ジ ー
効 果を 示 す 蛋 白質 が 重 要だ と 考え られ る　今 回 我 々 は ．

Pitaiiffr・chetettt　c／tv，．／．tt．tP・riuns由 来CBHII 〔以 下 、　PcCBH2 ） が 酵 素 製 剤 に対 して 高

い シ ナ ジー一効 果 を 示 す 事 を 発 見 した c そ こで さ ら な る シ ナ ジ
ー
効果 li・1上に

向 け て 、大 腸 菌無 細胞 合 成 系を用 いたハ イス ル
ー

プットな ス ク リーニ ン グ

法 を 用 い て 、シ ナ ジ
ー

効果を 指標 と し
一
〔PcCBH2 の 酵素進化 を行 一．たttそ

の 結果、野性型 と比 較 して リン酸 膨潤 セ ル ロ
ー

ス 〔PSC ） の 分解活 性が 約

3倍 向上 した 変異 型PcCBH2 の 取 得に 成功 した。　t ら に 、立 体購造 モ デ Jレ

か らセ ル ロ
ー

ス 鎖 と相互作用す る と 予測 される ア ミ ノ酸17残堪を選 抜 し、
ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ及び 飽和変異導入 を行った。その 結子、基質結合 ト

ン ネル 付近の W268M 変異を 持っ 変異体で は PSC 分解活性 が 約2倍 向 ．．ヒして

い た 。また 、両 ス ク リーニ ン グで 得られ た 有効変異 を 組み 合わ せ た 変異体

で はPSC 分解活性が最 左で 約6．5倍向 Lして お り、変異の 相加効果が観察さ

れ た tt

2−deoxy −5り．n・厂 iuosose （DOI ）は 化学合成 に よ ．・て 容易 に 多価フ ・・ノ
ー

ル 類

に 変換で きる化合物 と して 注 目さ れ て い る c 三 井化学で は 、非可 食バ イ オ

マ ス か ら有用 化学 品 を製造す る技術開 発に 注力 して お り、その
．一・
環 と して

DOI を 中 間 体 と した ハ イ ド ロ キ ノ ン や レ ゾル シ ン の 製 造 技術 開発 に取 り組

ん で い る。
既 に新潟薬科 大学 の高木 らに よ っ て 、グル コ

ー
ス と マ ン ニニ ト

ー
ル と い う 高

価で 可 食の 匱 料か ら DOI を生産す る組換え 人腸 菌が開発さ れて い るが、コ

ス ト低減化 や 非可 食バ イオ マ ス 原料 へ の 置 き換え とい う課題が残 され て い

た 。
そ こで 我 々 は 非可食バ イ オ マ ス 原料と して 廃糖蜜 に 着 目 した 。大腸菌 は そ

もそ も廃糖蜜の t 成分で ある ス ク ロ ース を 資化で きな いが 、も しス ク ロ ー
ス 分解能を 付与す る こ とが で きれ ば生 じた グ ル コ ー

ス をDQI に 変換 し、フ

ル ク ト ー
ス を希少糖 で ある マ ノ ニ トール の 代わ り にエ ネル ギー源 と して利

用 す る こ とが で き る と考え た。
我 々 はまず、効率 よく機能す る 大腸菌0−157由来の ス ク ロ ース 分 解酵素 を

見出 した。こ れをDOI 生産大腸菌 に導入 したとこ ろ、試薬 ス ク ロ ー
ス か ら

の DOI 生産が 可能 となった。次 に様 々 な大腸茵 種を探索 した結果、廃糖蜜

を効率 よ く利用で きる大腸菌種 を見 1唱し．非可食原料か らの D 〔｝1生産 に成

功 した 。さ ら にb，m ・m ・nai 　mobilts 由来の グル コーズ 取 り込み遺伝 子を導入す

る こ と に よ り 、廃籍蜜か ら のDO 【生 産速 度の 大幅 向 トを 達成 した。
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