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Direct ethanol production from high concentration of cellulose by the 
UV-mutants derived from white-rot fungus Phlebia  sp. MG-60
○Yoshiyuki Hirota, Yumi Yamasaki, Ichiro Kamei, Sadatoshi Meguro
(Dept. Forest Environ. Sci., Fac. Agric., Univ. Miyazaki)

白色腐朽菌 Phlebia sp. MG-60株は、酸、アルカリ、糖化酵素を外部から添加
することなく、コナラ木粉をエタノールへと変換可能である。これまでに、広
葉樹未晒クラフトパルプを発酵基質とした検討により、基質濃度 10％ (w/w)
の固相条件に近い場合でも菌糸体破砕物を接種することで直接エタノール発酵
が可能であることが示された。しかしながら、基質濃度を 20％ (w/w)とした
ときに、生成エタノール濃度が低下した。このときの 5・10・20％ (w/w)の
培養液を用い、Filter Paper活性を測定した結果、基質濃度が増加するにつれ、
セルラーゼ活性が低下することが分かった。この結果から基質濃度を 20％ (w/
w)とした場合、生成エタノール量が低下した要因として、セルラーゼ活性の
低下が考えられた。
 そこで、我々は、MG-60株のプロトプラストを調製し、UV照射により、セ
ルラーゼ活性を向上させた変異株の作出に取り組んだ。調製したプロトプラス
トに UV 254 nmを 30秒照射したところ、変異株 65株をピックアップするこ
とができた。MG-60株のWild typeと作出した変異株のエタノール発酵能を
2％ (w/w)のアビセルを発酵基質として比較したところ、変異株 3株から、約 1.5
倍高いエタノール生成が観察された。
 これらの事から、変異株によるセルロース加水分解能の向上が期待できる。
現在、UV変異導入株を用い、高濃度セルロース基質含有培地への適用につい
て、検討を行っている。
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Expression of the extremely thermostable beta-glucosidase in the 
filamentous fungus Trichoderma reesei
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セルロース系バイオマス糖化工程において問題となるのが糖化コストであり、
酵素の再利用という観点から酵素の安定性および耐熱性の向上が求められてい
る。我々はセルラーゼ高生産糸状菌 Trichoderma reeseiにおけるセルラーゼ系
の耐熱化を目指しており、本研究ではその第一段階として T. reeseiを宿主と
した超耐熱性古細菌 Pyrococcus furiosus由来の β－グルコシダーゼ（BGLPf）
の発現について報告する。
 T. reeseiのセルラーゼ遺伝子のうち最も高い発現量を示す cbh1のプロモー
ターの支配下に BGLPf遺伝子を挿入した発現カセットを構築し、T. reesei 
QM9414株の形質転換を行った。得られた形質転換体をセルラーゼ生産条件
下で培養したところ、極めて高い β－グルコシダーゼ活性が検出され、100℃
で 10 min処理してもその活性は失われなかった。最終的にウェスタン解析に
よって BGLPfの発現が成功していることを確認した。また、BGLPf遺伝子
のコドン使用頻度について検討を行い、コドン使用頻度を T. reeseiで最も頻
度の高いものに変更することで効率的に発現できることが明らかとなった。さ
らに、コドン使用頻度を変更していない場合、転写レベルで発現量が低いこと
が明らかとなった。
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Glycogen production for biorefinery using oceanic cyanobacteria
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食糧生産と競合しないバイオリファイナリーを構築するための新たなバイオマ
ス資源として、シアノバクテリアが注目されている。シアノバクテリアは貯蔵
糖として細胞内にグリコーゲンを蓄積し、グリコーゲンは糖化・発酵工程を経
てエタノールへ変換することが可能である。また、海洋性種を用いれば未利用
である海洋・海水も活用可能である。しかしながら、海洋性シアノバクテリア
の細胞増殖能、グリコーゲン生産能は十分に評価されてこなかった。そこで本
研究では、海洋性シアノバクテリア Synechococcus. sp. PCC7002に注目し、
培養条件を検討することでグリコーゲン生産量向上を目指した。また S. sp. 
PCC7002のバイオマス資源としての有用性を調べるため、細胞からグリコー
ゲンを抽出しエタノール発酵生産を試みた。
310 mMの NaClを含むMA2培地を用いて、光強度、CO2濃度、NaNO 3投
与量がグリコーゲン生産量に及ぼす影響を調べたところ、600 μmol photons 
m-2 s-1、 2% CO2、15 mM NaNO3条件下でグリコーゲン生産量は最大となり
3.52 g L-1であった。この値は現在報告のある α-ポリグルカンとしてはシアノ
バクテリア・微細藻類の中でも最大である。得られたグリコーゲンを α-アミ
ラーゼを用いた糖化、酵母による発酵に供したところ、理論収率の 72%の収
率でエタノールを生産することに成功した。
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現在、新たな燃料資源として循環型資源のバイオマスが注目を集めている。一
方で陸生バイオマスの利用においては、競合作物の多い中での耕作地や耕作に
適する水資源確保などの問題を内包しており、また実用化を目指す際には高い
バイオマス増殖能や資源生産能が求められる。緑藻は光合成において高い光変
換効率と増殖能を持つこと、いくつかの種では細胞内に脂質を高含有させる脂
質生産能が知られている。我々は本研究にて、台湾近海から細胞内に油脂を高
含有できる海産緑藻 Chlamydomonas orbicularisの単離に成功した。光強度
や CO2濃度、培地中の海水塩濃度の各種条件下において培養を行い、増殖は
細胞数、バイオマス生産は乾燥重量、脂質生産は GC/MSを用いた同定と定量
によって評価した。結果、C. orbicularisは緑藻の中でも高い増殖能と脂質生
産能を示し、さらに脂質の構成比を比較したところ培養条件によって差が出る
ことも確認できたので併せて報告する。
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