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IAplO　 新 規 な キシ ロ ー
ス イ ソ メ ラ

ーゼ 遺伝 子 を利用 したキ シ
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ス 発酵性酵 母の 育種
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1Apl1 新 規な キシ ロ ース イソ メ ラ
ーゼ を生産 す る酵母 を用 い た

ソ フ トバ イ オ マ ス か らの ヱ タノ
ー

ル 生産
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【背景
・
目的】バ イ オ マ ス の 構成糖 で ある キ シ ロ

ー
ス をエ タ ノ

ー
ル に変換 で きれ

ば、バ イ オ エ タ ノ
ー

ル の生 産収 率を増大 させ る こ とがで きる 。酵 ur　Saccharomv−
ces 　cεrevisiae は キ シロ

ー
ス を資化する こ とがで きない が、　Pichia　sttPitis 由来 の キ

シ ロ
ー

ス レ ダ ク タ
ーゼ （XR ）お よびキ シ リ ト

ー
ル デ ヒ ドロ ゲナ

ーゼ 〔XDH ）を

導入する こ とに よ リキ シ ロ
ー

ス 発酵性が付与で きる こ とが知 られて い る．しか

し、こ の 経路で は 中間代謝物 の キシ リ ト
ー

ル が蓄積す る た め にエ タ ノ
ー

ル 収率

が低い とい う問題があ る。一方、キ シ ロ
ー

ス イ ソ メ ラ
ーゼ （XI〕 を用い た代謝

系 で はキ シ リ ト
ー

ル が蓄積せ ず、高収率 なエ タノ
ー

ル 生産が期待で きる。そ こ

で 、我 々 が見出 した新規なキ シ ロ
ー

ス イソ メ ラ
ーゼ CXI〕 を用 い た 、キシ ロ

ー
ス か らの 高収率なエ タ ノ

ー
ル 生産酵母の 創製 と、その 評価 を本研究の 目的 と し

た。
【方 法

・
結果】S，cerevisiae の キ シ ロ

ー
ス 代謝 経路 遺伝 r−〔罵 1．RPE ／，尺κ〃，

TgLl，　TICLI〕をゲ ノ ム イ ン テ グ レ
ー

シ ョ ン に よ り発現 強化 し、さらに アル ド
ー

ス レ ダ ク タ
ー

ゼ 遺伝子 〔GRE3 ）を破壊 して 不要な反応を抑 制 した c 次 に Xl　ma
伝 子を安定的 に高発現する こ とに よ ［）　t キ シ ロ

ー
ス を炭素源 と して 増殖 Pl

．
能な

酵 母菌 株が作製で きた 。キシ ロ
ー

ス 単独お よび グル コ
ー

ス 、キ シ ロ
ー

ス 混合糖

を含む無機塩培 地で の エ タ ノ
ー

ル 発酵 を行 v た と こ ろ 、キ シ リ ト
ー

ル の 蓄積 は

見 られず高収率なエ タノ
ー

ル 発 酵が di1
．
能で あった 。また 既存の XI を 発現す る酵

母 に比べ て キシ ロ
ー

ス 発酵 性能が高い こ とが明 らか と なった 。

【背景
・
目的】

セ ル ロ
ー

ス 系バ イオマ ス か らエ タノ
ー

ル を製造す る 際、エ タ ノ
ー

ル 収率
・
速度

を向 ヒす る 事が重要で あ る。バ イオ マ ス の 糖 化 とエ タ ノ
ー

ル 発酵 を同時 に 行 う

同時糖化発酵は 、糖化で 生 じた 糖を微生 物 に よ り速やか に 資化する た め ．酵素

の 生成物 阻害が低減 され て 、収率
・
速 度の 向上 が期待 され て い る 技術 で ある 。

本研究で は 高い キ シ ロ
ー

ス 変換効率 を示す、新規キ シロ
ー

ス イ ソ メ ラ
ーゼ （XI ）

遺伝 子 を導入 した 酵母 と 市販酵素剤 を用い た 同時糖化発酵で 、前処理 ソ フ トバ

イ オマ ス （圧搾〆蒸煮処 理 ネピア グ ラ ス ）か らの エ ダ ノール 生 産 を行 う事を 目的

と した 。
【方法

・
結果 】

XI 遺伝 子を導入 した 酵母 と市 販酵 素剤 を用い た 同時糖化発酵 の 反応条 件 を、セ
ル ロ

ー
ス とキシ ロ

ー
ス を含む混合糖 を使 用 して 検討 した 。結果、エ タノ

ー
ル 生

産量が高 くなる 反応 条件 を確 認 した 。得 られた 反応条件 を基 に、IEret蒸煮処理

ネ ピア グラ ス か らの エ タノ
ー

ル 生産を試み rJ．結果、　XI遺伝予導 入酵母 と市販

酵素剤 を用い た 同時糖化発酵 を 行うこ とで 、圧 搾ノ蒸煮処 理 ネピ ア グ ラ ス を効 率

的に エ タノ
ー

ル に 変換 で きる こ とを 確認 した。
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【背景
・
目的】

近年、化石燃料 に代わ る エ ネル ギ
ーと して 、再生 ロ∫能 な原料か ら

ノlt産 され るバ

イオ エ タ ノ
ー

ル が注 目されて い る 。本研究で は 、木材等 に 含 まれ る 非 ti］
．
食性セ

ル ロ
ー

ス か らの バ イオ燃料生産 を目的 と し、セ ル ロ ース 溶剤 と して 注 目され て

い る イオ ン 液体 〔ionie　liquid，　TL）を用い た 酵素糖化 プ ロ セ ス に つ い て 検討 した 、：
こ れ まで に 、IL が重量比 20％ 共存す る条件 ドに お い て も、セル ロ ース の 酵素糖

化が 進行する こ とが 確認 され た 。本研究で は、よ り短時間で の 酵素糖化反 応 を

達成可 能なイオ ン 液体の 探索を 日的 と して 検討 を行 っ k ，．
【方法

・
結果】

イ ミダ ゾ リウ ム 系IL と して ［Bmim ］［CI亅、［Emim ］［DEP ］、ビ リ ジ ニ ウム 系 IL とし

て ［Bmpy ］［C1］を選択し た。こ れ らの IL を用 い て 結晶性セ ル ロ ース （Avice1）を120

℃ で異な る 時間処理 した 。室温 に した 後、セ ル ラーゼ 水溶液を直接添加 する こ

とで ．セ ル ロ ース の 再生 （結晶構造緩和 ）と酵素に よる 糖化反応 を同
．．．

反応場

（IL一水混合系〕で 行い 、反応 に よ り生成 した還元 糖 を定量 した。そ の 結果、
［Bmpy 亅［Cl，を用 い た場合，他 の IL に 比べ 酵素糖 化反応時間の 短縮 が可能なこ と

が 明 らか とな っ た。本研究の
一

部は 、ttバ イ オ マ ス エ ネ ル ギ ー先導技術 研究開

発
”
の
一
環として NEDO か らの 委託 を受けて 実施 され た。

【背景
・
目的】

バ イオ マ ス か らの バ イ オ エ タ ノ ール 生 産を 目的に 、イオ ン 液体を 利用 した 新し

い 前処理 ・
糖化

・
発酵技術 （i−CB

’
P；　ionie　liquid−based　consolidated 　bioprocessing〕

の 開発 を 目指 して い る 。 昨年度の 本大会に お い て 、イオ ン 液体処理 バ イ オ マ ス

は 、少 量 の 糖 化酵素で あ っ て も効率的に糖化 され る こ とを中心に 報告 した 。本

報告で は 、セ ル ラーゼ 分泌型 組換 え酵母を構築 し、イオ ン 液体処理バ イ オ マ ス

を基質とした糖 化・発酵に つ い て 評価 した 。
【方法 ・結果】
i．CBP を 目指 す場含、イ オ ン 液体 処理 バ イオ マ ス を効 率 よ く糖化 可 能な最小 限

の 酵素の 組合せ で 、組換 え酵 母 を構 築する必 要が ある 。好適な糖 化酵 素の 組合

せ を同定する 目的で 、複 数の 糖化酵 素遺伝子 をク ロ
ー

ニ ン グ 、または酵 母の コ

ドン 使用 頻度に 合わせ た遺伝 子を全 合成 し、各酵 素を単 独で 分泌 生産 する組換

え酵 母を構築 した。こ れ らの 培 養上清液を組 み 合わせ た複数の 酵 素カ ク テ ル を

イオ ン 液体処理バ ガ ス に 添加 し、バ イオマ ス 糖 化効果 を評価 した。そ の 結果、
ある 組合 せ に お い て 高 い 糖化効果 を確認する こ とが で きた。ま た イ オ ン 液体処

理バ ガ ス に対 する エ タ ノ ール 牛産結 果に つ い て も報告する。
本研究 の

一
部 は、“バ イオ マ ス エ ネル ギー先導技術 研究 開発

”
の
一
環 とし て

NEDO か らの 委託 を受 けて実 施された。
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