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Ⅳ　バイオエタノール生産に適した
五炭糖発酵性酵母の開発

1.　はじめに
世界におけるバイオエタノールの生産量は年間 8,000 ～ 9,000 万 kL で，そのう

ちの約９割はアメリカとブラジルで生産されている。JETRO の報告書 1）による
と，世界最大のバイオエタノール生産国であるアメリカの年間生産量（2011 年）
は約 5,300 万 kL であり，日本の年間ガソリン消費量（約 6,000 万 kL）にも迫る
量である。現在のバイオエタノールの主要な原料は，いわゆる第一世代の原料と
称されるトウモロコシやサトウキビ（デンプンやショ糖）であり，国際的な穀物
需給に大きな影響を与えていることが問題視されている。現にアメリカでは，生
産されたトウモロコシの約 40％がエタノール生産に回っているとされている。

一方，“第二世代”と呼ばれる，稲わらやバガス，廃材などのリグノセルロー
ス系バイオマスを原料としたバイオエタノールの生産は，食料との競合を回避で
きることから，その実用化が大きく期待されているが，糖類を取り出すプロセス
の難しさやコストの問題が解決されておらず，量産化への道程は遠い。2012 年
には，米国においてベンチャー企業が中心となり，いくつかの第二世代バイオエ
タノールの商業プラントが立ち上がっているが，予想される生産量は 3,300 万 L
とバイオエタノール生産量全体の 0.1％にも満たない 1）。しかしながら，地球温
暖化への対策と深刻化が予測される食料問題への対応を両立させるには，“第二
世代”への移行を着実に進めて行く必要があることに疑いはない。

本稿では，第二世代バイオエタノールの製造にとって欠かすことのできない五
炭糖（キシロースおよび L- アラビノース）発酵について，はじめに世界におけ
る五炭糖発酵用酵母の研究開発状況を概説した後，著者らが研究を進めているキ
シロースの高温発酵について紹介する。

（光学異性体の表記について，本稿では D- キシロースのような D 体の糖類に
ついては，必要がない限り“D-”の表記を省略している。）

2.　リグノセルロース系バイオマスの特徴
第二世代バイオエタノールの原料となるリグノセルロース系バイオマスを取り

扱う上で，第一世代の原料と大きく異なる点として，①酵母などによる発酵の原
料になる糖類を取り出すことが困難なこと，②取り出した糖類には複数の種類が
含まれ，その中には酵母などがあまり発酵できないものが含まれていること，が
挙げられる。リグノセルロースは植物の細胞壁に含まれ，セルロース，ヘミセル
ロース，リグニンの三つの成分から構成されている。このうち，セルロースとヘ
ミセルロースを分解することにより，発酵の原料となる糖類が得られる。セル
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ロースからは専らグルコースが得られるが，ヘミセルロースには多様な糖類が含
まれており，六炭糖であるグルコース，マンノース，ガラクトースに加え，五炭
糖であるキシロースや L- アラビノースも得られる。Thalagala らは，濃硫酸抽出
により，種々の植物のセルロースおよびヘミセルロースに含まれている糖類の組
成を調べ報告している 2）（図 1）。それによると，いずれもグルコースが一番多く，
全糖類の 5 ～ 7 割がグルコースである。針葉樹（スギ，ヒノキ）では，キシロー
スとマンノースが同程度含まれ，それぞれ1～2割に相当する量が含まれている。
一方，広葉樹（ナラ，ユーカリ）や草本（サトウキビバガス，稲わら）では，ヘ
ミセルロースにキシロースが多く含まれ，広葉樹では約 3 割，草本では約 4 割の
糖類がキシロースである。また，針葉樹や草本では，キシロース同様五炭糖であ
る L- アラビノースも 2 ～ 5％程度含まれている。これらのことから，リグノセ
ルロース系バイオマスからより多くのエタノールを生産するためには，グルコー
ス以外の糖類も効率良くエタノールに変換することが重要であることは明らかで
ある。特に，稲わらなどの草本植物由来のバイオマスにおいては，キシロースの
発酵収率が全体のエタノール収量に大きく影響することが予測される。

図 1　各種リグノセルロース系バイオマスに含まれる糖類組成
セルロースおよびヘミセルロースに含まれる糖類全量を 100％としたときの割合で示
す。Thalagala2）らのデータを基に作成した。
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3.　五炭糖発酵の研究開発状況
3.1.　酵母の性質

バイオエタノールの生産に最もよく使われている微生物は，出芽酵母（Saccha-
romyces cerevisiae）である。S. cerevisiae は数多ある酵母種の中でも特に高いエ
タノール発酵能力とエタノール耐性を有しており，古来から醸造などのエタノー
ル生産に利用されてきた。微生物にとっては，発酵はエネルギー（ATP）を生
産するための仕組みであり，酸素のない嫌気条件下では呼吸の代わりに発酵を行
うことによってエネルギーを獲得している。しかしながら，呼吸に比べると効率
が悪く，得られるエネルギー量は格段に少ない。したがって，多くの微生物は，
好気条件下では発酵から呼吸に積極的に代謝系を切り替えることで，より多くの
エネルギーを獲得しようとする。しかし，S. cerevisiae のような一部の酵母では
「クラブトリー効果」という現象が観察される。これは好気条件下であってもグ
ルコースを添加すると酸素消費が抑制される現象であり，酸素が十分あっても糖
（グルコース）濃度が高い時にはエタノール発酵が呼吸に優先して行われている
ことを示唆している。つまり，S. cerevisiae は，代謝経路がエタノール発酵に大
きく傾いた例外的な微生物と言える。

S. cerevisiae は，デンプンなどから得られるグルコースを原料とした第一世代
バイオエタノールの生産にはとても適している。しかし，前項で見たように，リ
グノセルロース系バイオマスには，グルコース以外の糖類，特にキシロースが多
量に含まれている。残念なことに，S. cerevisiae はキシロースを利用することが
できず，そのまま第二世代バイオエタノールの生産に用いることは難しい。

一方，自然界にはキシロースからエタノールを作る，すなわちキシロース発
酵を行う酵母も存在する。Scheffersomyces stipitis （Pichia stipitis） や Candida 
shehatae といった酵母がキシロース発酵性酵母として知られている。これらの酵
母を用いたエタノール生産の研究も進められているが，これらの酵母の特徴とし
て，キシロースを代謝するために酸素を必要とする点が挙げられる。S. stipitis
や C. shehatae は S. cerevisiae と異なり，クラブトリー効果を示さない酵母であ
り，酸素存在下ではエタノール発酵が進みにくくなる。しかも，酸素が十分にあ
る条件下で糖が無くなると，折角作ったエタノールを今度は炭素源として酵母自
身が消費してしまう。したがって，これらの酵母を使ってキシロースから無駄無
くエタノールを得ようとすると，発酵液中の溶存酸素濃度の厳密なコントロール
が必要であり，大規模なエタノール製造には不向きである。

3.2.　微生物におけるキシロースの代謝経路
次に，微生物のキシロース代謝経路について見てみたい。自然界には，酵母以

外のカビや細菌にもキシロースを栄養源として利用できる（資化できる）ものが
存在している。キシロースがエタノールに変換される時の代謝経路は，酵母やカ
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ビなどの真菌（真核生物）タイプと細菌（原核生物）タイプの 2 種類に大別する
ことができる（図 2）。真核生物の経路では，まず，キシロースがキシロースレ
ダクターゼ（XR）によりキシリトールに還元され，次に，キシリトールデヒド
ロゲナーゼ（XDH）によりキシルロースに酸化される。生成したキシルロース
はキシルロキナーゼ（XK）によりキシルロース 5- リン酸となり，ペントースリ
ン酸経路に送られ代謝される。その後，ペントースリン酸経路での反応によりグ
リセロアルデヒド三リン酸が生成され，解糖系に合流することにより最終的にエ
タノールになる。

一方，細菌の経路では，キシロースはキシロースイソメラーゼ（XI）により，
キシルロースに直接変換される。キシルロースは XK によりリン酸化を受けた
後，真菌の代謝系と同様にペントースリン酸経路を経てエタノールになる。な
お，この代謝系は，以前は細菌に特有の経路と考えられていたが，近年，嫌気性

図 2　キシロース代謝経路の模式図
キシロース資化性微生物のみが有する代謝経路は赤で，S. cerevisiae にも存在する
代謝経路は黒で示す。
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真菌の中にキシロースイソメラーゼ酵素を持ち，細菌と同様の系でキシロースを
代謝するものも見つかっている 3）。本稿では，以下，この 2 種類のキシロース代
謝系を「XR-XDH 系」，「XI 系」とそれぞれ呼ぶこととする。

すでに気付かれていると思うが，XR-XDH 系，XI 系とも，キシルロース以降
の代謝経路（図 2 の黒で示した部分）は共通しており，真核生物，原核生物問わ
ず，さらにはキシロースを資化しない微生物でもこの部分の代謝経路を有してい
る。したがって，キシロースを発酵できない S. cerevisiae であっても，キシロー
スの代謝中間産物であるキシルロースはエタノールに発酵することができる。

グルコースおよびキシロースをエタノールに発酵した際の収支式は以下の通り
である。

（グルコースの場合）
　　　 3 Glucose + 6 ADP + 6 Pi  6 Ethanol + 6 ATP + 6 CO2

　　　エタノール理論収率：0.514 g/g glucose
　 （キシロースの場合）
　　　 3 Xylose + 5 ADP + 5 Pi  5 Ethanol + 5 ATP + 5 CO2

　　　エタノール理論収率：0.510 g/g xylose
　※キシロース発酵の際の補酵素の収支は除く。
　※ Pi：リン酸

なお，本稿では，エタノールの理論収率を計算する際に，グルコースを基質と
した際も，キシロースを基質とした際も，0.51 g/g substrate（1 g の基質から 0.51 
g のエタノールが生成）を使用している。

3.3.　XR-XDH 系を利用したキシロース発酵酵母の開発
キシロース発酵能を S. cerevisiae に付与しようという取り組みはかなり以前か

ら行われており，すでに 1980 年代後半には遺伝子組換え技術を用いた研究が始
められている。そして，世界で初めてキシロースを発酵する遺伝子組換え酵母が
作り出されたのは，1993 年のことである 4）。米国 Purdue 大学の Ho らは，キシ
ロース発酵性酵母である S. stipitis 由来の XR 遺伝子と XDH 遺伝子を S. cerevi-
siae で異種発現させた。これに加えて，元々 S. cerevisiae が持っている XK につ
いても，遺伝子組換えにより過剰発現させた。S. cerevisiae の XK 活性は元々低
く，効率的にキシロースを発酵させるためには XK の活性強化も必要であった。
この Ho らの方法は，S. cerevisiae にキシロース発酵能を付与する手法として，
その後，多くの研究で利用されている。

XR や XDH は酸化還元酵素であり，その反応に補酵素を必要とする。XR は
補酵素として NADP+ や NADPH を，XDH は NAD+ や NADH を利用する。（XR
は NADP（H）だけでなく NAD（H）も利用できるが，NADP（H）の方が好
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んで使われる。）したがって，XR-XDH 系を利用したキシロース発酵では，XR
と XDH の補酵素特異性の違いにより，キシロースの代謝効率が上がらないこと
が考えられる。キシロースからキシリトールへの反応の際には，NADPH から
NADP+ ができるのに対して，次のキシリトールからキシルロースへの反応では，
NAD+ から NADH ができ，補酵素のリサイクルが起こらない。特に NADH の
NAD+ への再生は，呼吸に依るところが大きいため，エタノール発酵に適した嫌
気条件下では NAD+ の再生が不十分となる。このため，キシロース発酵が進む
に連れ NAD+ が足りなくなり，その結果，代謝フローがキシリトールでストッ
プしてしまい，発酵液中にキシリトールの蓄積が起こることが観察されている。

この問題を解消するために，代謝工学的な観点から様々なアプローチが試みら
れている。例えば，XR や XDH のアミノ酸配列を人工的に改変することにより，
補酵素特異性が変化した XR や XDH の開発が行われている 5, 6）。NADPH の代
わりに NADH を反応に使う XR，あるいは，NAD+ の代わりに NADP+ を反応
に使う XDH が作製され，補酵素特異性を揃えた XR と XDH を S. cerevisiae で
発現させる研究が行われている。この他にも，内在性アルドースレダクターゼの
欠損 7），グルタミン酸デヒドロゲナーゼの欠損や過剰発現 8），グリセルアルデヒ
ド 3- リン酸デヒドロゲナーゼの過剰発現やグルコース 6- リン酸デヒドロゲナー
ゼの欠損 9），XR と XDH の発現量の最適化などが行われている 10-12）。これらの試
みにより，酵母細胞内のキシロース代謝が改善され，エタノール収率が向上して
いるものの，キシリトールの蓄積を完全に抑制するには至っていない。

3.4.　XI 系を利用したキシロース発酵酵母の開発
もう一方のキシロース代謝系である XI 系を利用した遺伝子組換え酵母の開発

も行われている。XI 系では XR-XDH 系のような補酵素の不均衡やそれに由来す
るキシリトール蓄積の問題が起こらないため，理論上，XI 系の方が優れている
と考えられてきた。XI 系を酵母に導入することによりキシロース発酵能を付与
する試みが数多く行われてきたものの，XI が原核生物由来であるため，真核生
物である酵母において，十分な機能（活性）をもった形で XI を発現させること
が困難であった。

しかし，2003 年になって，オランダ Delft 大学の Pronk のグループによって，
真菌由来の XI 遺伝子を S. cerevisiae で発現させることに成功している 3）。彼ら
は嫌気性腸内真菌の一種である Pyromyces sp. E2 が，真菌の一般的なキシロー
ス代謝系である XR-XDH 系ではなく，原核生物と同様の XI 系を有しているこ
とを見出した。この発見を契機に Pyromyces 類縁の真菌や他の嫌気性微生物か
ら XI 遺伝子の単離が行われ，XI 系の研究開発が再び活発化している。日本の豊
田中研と理研のグループは，シロアリの腸内原生生物の cDNA ライブラリーか
ら XI 遺伝子を単離し，S. cerevisiae に導入することにより，良好なキシロース
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発酵能を得ている 13）。
このように S. cerevisiae で機能する XI の発見によって，XR-XDH 系の最大の

課題であった補酵素不均衡の問題を解消することができた。しかしながら，S. 
cerevisiae で発現させた XI は本来の活性よりも低く，キシロースを効率的にエ
タノール発酵させるには十分とは言えない。このため，多コピープラスミドを用
いる 14），あるいは宿主酵母の染色体上に多コピーの XI 遺伝子を組み込むことに
よって 15），XI 遺伝子を大量発現させる必要がある。また，組換えを行った直後
の酵母細胞ではキシロース発酵能が低いため，組換え体をキシロース培地でしば
らく馴化させる工夫も行われている 16）。加えて，XI 系の組換え体は XR-XDH 系
の組換え体と比べ，エタノール収率は高いものの，生産性が低い（発酵速度が遅
い）という問題点も指摘されている。

3.5.　L- アラビノース発酵酵母の開発
リグノセルロース系バイオマスの中には，キシロース以外の五炭糖として L-

アラビノースも含まれている。キシロースに比べると含有量は少ないものの，稲
わらなどの草本系のバイオマスには 3 ～ 5％程度の L- アラビノースが含まれて
いる（図 1）。

キシロースの場合と同様，S. cerevisiae は L- アラビノースも利用することが
できないが，他の真菌や細菌の中には，L- アラビノースを資化できるものが存
在している。そして，これもキシロースの場合と同様に，代謝経路は真菌と細菌
との間で異なっている（図 3）。

真菌の場合は，まず L- アラビノースが XR によって L- アラビトールに還元さ
れる。（XR の基質特異性は広く，L- アラビノースにも反応する。）次に，L- ア
ラビトール 4- デヒドロゲナーゼ（LAD）によって L- キシルロースに酸化され
る。L- キシルロースは，L- キシルロースレダクターゼ（LXR）によってキシリ
トールに還元され，キシリトールデヒドロゲナーゼ（XDH）によってキシルロー
スに酸化され，さらにキシルロース 5- リン酸にリン酸化される。その後，キシ
ロースの場合と同様にペントースリン酸経路を介して代謝される。

一方，細菌の場合は，L- アラビノースは L- アラビノースイソメラーゼ（AI）
によって，L- リブロースに変換された後，リブロキナーゼ（RK）によって L- リ
ブロース 5- リン酸にリン酸化される。その後，L- リブロース 5- リン酸 4- エピメ
ラーゼ（RPE）によってキシルロース 5- リン酸に変換され，ペントースリン酸
経路に入る。

L- アラビノースをエタノールに変換する酵母を作り出すために，この２つの
L- アラビノース代謝系の利用が行われている。Richard らは真菌の L- アラビノー
ス代謝系を構成する 4 つの遺伝子（Trichoderma reesei 由来の LAD 及び LXR，S. 
stipitis 由来の XR 及び XDH）を S. cerevisiae 内で高発現させ，収率は低いもの
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の L- アラビノースをエタノールに変換することに初めて成功した 17）。
一方，Ho の研究グループは，細菌の L- アラビノース代謝系を利用して，大腸

菌由来の AI，RK，RPE をコードする 3 つの遺伝子を S. cerevisiae で発現させ
た 18）。組換え酵母内でこれら 3 つの酵素は活性を示したものの，エタノールは
検出されず，細菌の代謝系の利用は困難と思われた。Becker らは，大腸菌由来
の AI 遺伝子の代わりに枯草菌（Bacillus subtilis）由来の AI 遺伝子を，大腸菌
由来の RK，RPE と一緒に発現させることにより，L- アラビノースからエタノー
ルを作り出している 19）。この時，L- アラビノースの酵母細胞への取込能を増強
するために，L- アラビノースに対して輸送活性を示すガラクトース輸送体遺伝
子（GAL2）を酵母で高発現させる改良も付け加えている。また，遺伝子組換え

図 3．L- アラビノース代謝経路の模式図
L- アラビノース資化性微生物のみが有する代謝経路は青で，S. cerevisiae にも存
在する代謝経路は黒で示す。
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株を L- アラビノースを含む培地で馴化培養することによって，最終的に L- アラ
ビノース（基質濃度：20g/L）の発酵収率を理論値の 60％にまで高めることに成
功している。さらに彼らは，この馴化の過程で，①組み込んだ RK の活性が低下
することと，②ペントースリン酸経路を構成するトランスアルドラーゼの発現量
が増加することを発見しており，この２つの代謝調整が L- アラビノースの発酵
能向上に有効であることを示唆している。また，Wisselink らは，Lactobacillus 
plantarum の AI，RK，RPE を S. cerevisiae で発現させることにより，理論値の
88％に相当する非常に高い収率の L- アラビノース発酵（基質濃度：20g/L）を
達成している 20）。彼らは，AI 遺伝子と RPE 遺伝子は多コピープラスミドによっ
て，RK 遺伝子は単一コピーでの染色体への組み込みによって発現させることに
より，先にBeckerらが示したような遺伝子発現量の調整を行っている。さらに，
宿主酵母に対しても，遺伝子組換えによりペントースリン酸経路の高発現，内在
性アルドースレダクターゼの欠損といった改良を加えている。

3.6.　キシロース／ L- アラビノース共発酵酵母の開発
L- アラビノース発酵の成功により，キシロースと L- アラビノースという 2 種

類の五炭糖を同時に発酵する酵母の開発も可能となった。キシロース，L- アラ
ビノース，それぞれに真菌型と細菌型の 2 種類の代謝系が存在することはこれま
でに説明した。両者の組み合わせとして，①真菌型キシロース発酵系＋細菌型ア
ラビノース発酵系，②真菌型キシロース発酵系＋真菌型アラビノース発酵系，③
細菌型キシロース発酵系＋細菌型アラビノース発酵系，の 3 種類がこれまでに行
われている。

①の方法では，キシロース代謝系の XR が L- アラビノースに対しても反応し，
ほとんどの L- アラビノースは L- アラビトールに還元されてしまい，細菌型の L-
アラビノース代謝系では代謝するこはできず，この方法で効率的にエタノールを
生産することは出来なかった 21）。

これに対して②の方法では，Bettiga らによって両ペントースからエタノール
を生産することに成功している 22）。彼らは，S. stipitis 由来の XR と XDH に加
え，T. reesei 由来の LAD，Ambrosiozyma monospora 由来の LXR を遺伝子組
換えにより S. cerevisiae に導入している。キシロース発酵の際に問題となったキ
シリトールの蓄積を抑制するために，導入する酵素の補酵素特異性が揃えられて
いることが注目される。野生型の XR は NADPH と NADH の両者を補酵素とし
て用いるが，彼らは 270 番目のリジンがアルギニンに置換した XR（K270R）を
用いており，この変異型 XR は野生型に比べ NADH に対する親和性が増してい
る。さらに，通常の LXR は NADPH 依存型であるのに対して，ここで用いられ
ている A. monospora 由来の LXR は NADH 依存型であることが知られている。
また，LAD，XDH も元々 NAD 依存型である。さらに，宿主の内在性アルドー
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スレダクターゼ（NADPH/NADH 両依存性）の欠損や宿主細胞のペントースリ
ン酸経路および XK の高発現も遺伝子組換えにより行っている。このような徹底
した細胞内補酵素バランスの調整と宿主代謝系の増強により，グルコース，キシ
ロース，L- アラビノースの混合物（基質濃度：各 20 g/L）から理論収率の 45％
でエタノールを生産している。

③ の 方 法 は，Wisselink ら に よ っ て，Lactobacillus plantarum の AI，RK，
RPE と Piromyces sp. strain E2 由来の XI 遺伝子を導入することにより行われて
いる 23）。宿主酵母には XK の高発現，ペントースリン酸経路の高発現，内在性
アルドースレダクターゼの欠損をしたものを用いている。この組換え酵母をキシ
ロースやアラビノースを含む培地で馴化培養することより，最終的にグルコー
ス（30 g/L），キシロース（15 g/L），L- アラビノース（15 g/L）の混合物から，
理論収率の 84-86％でエタノール発酵を行っている。

3.7.　セロビオース発酵を利用したキシロース発酵の効率化
リグノセルロース系バイオマスには種類の異なる複数の糖が含まれており，バ

イオマスから実際にエタノールを製造する際には，複数の糖の混合物を発酵しな
ければならない。ここで問題となるのが，グルコースが存在すると他の糖の利用
が抑制される，いわゆる「グルコースリプレッション」という現象である。これ
までに数々の改良がなされてきたが，キシロースの発酵速度はグルコースのそれ
に比べ数段遅い。さらに，グルコース共存下ではグルコースが消費されるまでキ
シロースの発酵が妨げられるため，キシロース発酵にさらに時間がかかる。発酵
にかかるコストを下げるためには，発酵収率の向上と並んで，発酵時間の短縮が
重要な因子である。

リグノセルロース系バイオマスに含まれるグルコースは，最初はその大部分が
セルロースの形で存在している。セルロースはエンドグルカナーゼとセロビオヒ
ドラーゼの働きにより 2 分子のグルコースが繋がったセロビオースに分解され，
さらにβ - グルコシダーゼによりグルコースに分解される。セロビオースはグル
コースリプレッションを起こさないため，グルコースまで分解せずに，セロビ
オースの形でキシロースと同時に発酵させる方法が考案された。この方法では，
セロビオースのまま酵母菌体に取り込ませなければならない。Galazka ら24）や Ha
ら25）は Neurospora crassa がセロデキストリン（セロビオース，セロトリオース，
セロテトラオースなどの総称）の輸送体（CDT-1）を有することを見出した。ま
た，N. crassa は分泌型ではない細胞内に局在する β- グルコシダーゼ（GH1-1）
を持つこともわかった。彼らは XR-XDH 系の導入によりキシロース発酵能を付
与した S. cerevisiae に，CDT-1 と GH1-1 を組み込むことにより，セロビオース
とキシロースを同時に発酵する酵母を開発した。100 g/L のグルコースと 60 g/
L のキシロースの混合液を発酵させた場合は，72 時間経っても 1/3 のキシロー



75

スが残存し，エタノール収率は理論値の 61％であった。一方，100 g/L の「セロ
ビオース」と 60 g/L のキシロースの混合液を発酵させた場合には，72 時間後に
はすべてのキシロースが消費されエタノール収率も理論値の 74％であった。

4.　高温キシロース発酵法の開発
本項では，著者らが行った高温でのキシロース発酵の意義と開発内容について

紹介する。

4.1.　高温発酵の必要性
稲わらのようなリグノセルロース系バイオマスからエタノールを生産するため

には，「前処理」，「糖化」，「発酵」の 3 つの工程が必要である。糖化と発酵の組
み合わせには，糖化を行ってから発酵を行う単行複発酵（Separate Hydrolysis 
and Fermentation　以下，SHF と略す），糖化と発酵を同時に行う並行複発酵
（Simultaneous Saccharification and Fermentation　以下，SSF と略す）がある。

SSF では糖化によって生成した糖が酵母によって速やかにエタノール発酵に利
用されるため，糖化酵素の生成物阻害を回避できるという大きな利点がある。し
かし，酵素糖化に最適な温度が 50℃程度であるのに対して，S. cerevisiae による
発酵に最適な温度は 30℃程度であり，30℃で SSF を行った場合には，糖化収率
（特にキシロースの糖化収率）が低下することがわかっている（図 4）。糖化酵
素の添加量を増やすことによってこの問題を解決することはできるが，大幅なコ
スト増に繋がる。したがって，40 ～ 45℃といった，より糖化酵素の至適温度に
近い温度で発酵可能な酵母を利用した発酵方法の開発が，SSF の実用化に必要
不可欠であると考えられている。高温発酵の導入は，SSF だけでなく，SHF に
おいても，糖化工程から発酵工程に移る際の冷却エネルギーの節約に繋がること
や，雑菌汚染のリスクを低減できることから，そのメリットは大きい。

食総研の徳安らが開発した前処理技術である CaCCO 法 26）は，洗浄工程を必
要としないためキシランの流亡が極めて少なく，希硫酸法等と比べキシロースの
回収率が高いことが 1 つの特徴である。したがって，効率的なキシロースの糖化
及び発酵法を組み合わせることにより，CaCCO 法の利点を最大限活用すること
が可能になる。

これまでの酵母を用いた高温発酵の研究では，グルコースの発酵については良
好な結果が出ているものの，キシロースについては実用化に結び付くような高い
エタノール収率を示す報告は無い。40℃以上の高温でもキシロースを資化できる
酵母として，Kluyveromyces sp. IIPE45327）や Hansenula polymorpha28）が報告さ
れているが，これらの酵母のエタノール発酵能はいずれも 10％未満と低かった。

遺伝子組換えによりキシロース発酵能を付与した S. cerevisiae について，40℃
以上の高温におけるエタノール発酵能を調べた報告が見当たらなかったことか
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ら，著者らは XR-XDH 系を導入した組換え体を作成し，キシロース発酵に対す
る発酵温度の影響を調べた。宿主には，実験室株よりも温度などのストレスに対
する耐性が高い実用株である S. cerevisiae NBRC0224 を用いた。その結果，グ
ルコースについては 40℃でも問題無く発酵できたのに対して，キシロース発酵
能は 37℃以上では顕著に低下することが認められた（図 5a）。このことから，通
常の S. cerevisiae を用いてキシロース発酵を高温で行うことは困難であると考え
られた。

4.2.　高温同時異性化発酵のための酵母の選抜
キシロースの高温発酵（40℃）に適した酵母株を選抜するにあたって，キシル

ロースの発酵能を指標にスクリーニングを行うこととした。3.2. で述べたように，
キシロースを発酵できない S. cerevisiae のような酵母でも，キシルロースを発酵
することはできる。キシルロース発酵能の優れた株を取得できれば，あとはキシ
ロースからキシルロースへの代謝系を補うことにより，目的とするキシロース発
酵が可能であると考えた。

著者らは，食総研が所有する酵母株の中から，40℃でキシルロース発酵可能な
酵母株として，Candida glabrata NFRI3163 を単離した。この酵母はキシルロー

図 4　稲わらの酵素糖化に対する温度の影響
CaCCO 法により前処理した稲わらを，30℃，40℃，50℃において，酵素（ノ
ボザイム社Celluclust 1.5L，Novozyme 188，Ultraflo L）を用いて糖化処理した。
稲わら中に含まれる全グルコース量（a），全キシロース量（b）を 1 として，
糖化処理によって反応液中に遊離したグルコース（a），キシロース（b）の
割合を示した。
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ス発酵能が高いだけでなく，40℃において S. cerevisiae を上回るエタノール耐性
を有していたことから，高温エタノール発酵に適した酵母株であると考えられた
（図 6）。

C. glabrata はそのゲノム配列の解析により，S. cerevisiae に近縁の酵母である
ことが明らかにされており 29），S. cerevisiae の遺伝子組換えの手法が転用できる
ことから，遺伝子組換えの宿主として扱いやすい。ただし，S. cerevisiae と同様
に，キシロースを炭素源として利用することはできなかった。

著者らは，C. glabrata NFRI3163 について，S. cerevisiae と同様に XR-XDH
系を組み込んだキシロース発酵株を構築した。その結果，図 5b に示すように，S. 

図 5　XR-XDH 系を導入した遺伝子組換え酵母によるエタノール発酵
50 g/L グルコース及び 20 g/L キシロースを含む培地を用いて各酵母を図中に示した温度で
培養し，培養液中の糖類やエタノールの濃度を高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によ
り定量した。
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cerevisiae ではキシロース発酵能が低下した 37℃においても，NFRI3163 は高い
キシロース発酵能を維持しており，NFRI3163 は S. cerevisiae よりも高温でキシ
ロースの発酵ができることが明らかになった。しかし，40℃まで発酵温度を上げ
るとキシロース消費量の低下が見られた（図 5b）。NFRI3163 が 40℃でもキシル
ロースを発酵できることは確認しており，この 40℃におけるキシロース発酵能
の低下は，キシロースからキシルロースに至る経路の阻害に起因するものと考え
られた。

そこで，同時異性化発酵法（Simultaneous Isomerization and Fermentation　
以下，SIF と略す）の利用を検討した。SIF におけるキシロース代謝反応は，微
生物における XI 系の代謝反応（図 2）と同じである。ただし，XI 代謝系では，
細胞内にキシロースが取り込まれてからキシルロースへ変換されるのに対して，
SIF では発酵液中に XI 酵素（「グルコースイソメラーゼ」の名称で市販，以下
GI と略す）を添加することにより，発酵液中でキシロースがキシルロースに異
性化され，生成したキシルロースを酵母が取り込み発酵することによってエタ
ノールが生産される。SIF では，細胞内でのキシロースからキシルロースへの代
謝を必要としないため，上で見られた高温におけるキシロースの代謝阻害を回避
できるのではないかと考えた。

C. glabrata NFRI3163 を用いた 40℃における SIF によるキシロース発酵の実
験結果を図 7b に示す。NFRI3163 は，コントロールとして用いた S. cerevisiae 
ATCC24860 株（図 7a，キシルロース発酵能が高い S. cerevisiae 株 30））よりも 2.5
倍高いエタノール収率を示した。しかし，発酵収率は理論値の半分程度にとどま
り，NFRI3163 のキシルロース発酵能をさらに高める必要があると考えられた。
また，キシリトールの蓄積が S. cerevisiae よりも多く見られた。SIF によるキシ
ロース発酵では XR を利用しないことから，キシリトールの蓄積は起こらないと
理論上は考えられる。しかし，実際には，GRE3 遺伝子によってコードされる
基質特異性の広いアルドースレダクターゼが酵母細胞内に存在することが知られ

図 6　40℃におけるエタノール耐性
5％ (w/v)，7.5％ (w/v) のエタノールを含む，あるいはエタノールを含まない
寒天培地上に菌体濃度を変えて接種し，40℃で 3 日間静置培養した。
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ており，この酵素の働きによってキシロースが非特異的に還元されたものと推測
された。そこで次に，NFRI3163 のキシルロース発酵能の向上とキシリトール生
成抑制を目指して，遺伝子組換えによる改良を行った。

4.3.　高温同時異性化発酵のための酵母の改良
キシルロース発酵能の向上のために，C. glabrata NFRI3163 からキシルロキ

ナーゼをコードする XK 遺伝子をクローニングし，高発現プロモーターである
ホスホグリセロキナーゼ（PGK1）プロモーターの下流に連結後，NFRI3163 の
染色体に組み込んだ。一方，キシリトールの生成を抑えるために，GRE3 遺伝
子を NFRI3163 からクローニングし，相同組換えによる遺伝子破壊に用いた。

C. glabrata と S. cerevisiae とは近縁の酵母であると述べたが，両者の遺伝子
組換え機構には大きく異なる点がある。S. cerevisiae は相同組換えが高い頻度
で起こるため，相同配列を付加することにより，染色体上の目的の位置に外来
遺伝子を挿入することが容易にできる。これに対して，C. glabrata は相同組換
えよりも非相同末端結合と呼ばれる様式の遺伝子組換えが起こりやすく，導入
した遺伝子は染色体上のランダムな位置に挿入される。C. glabrata NFRI3163
の GRE3 遺伝子を破壊するために相同組換えを試みたが，得られた組換え体の
96％はランダムな位置に外来の DNA 断片が挿入されており，目的とする GRE3
の位置に DNA 断片が挿入されたものは 4％に過ぎなかった（図 8）。

XKの高発現とGRE3の欠損を行った遺伝子組換え株を3163 dgXK1と名付け，

図 7　40℃における同時異性化発酵（SIF）によるキシロース発酵
20 g/L のキシロースを含む培地に，コントロール株である S. cerevisiae（a），NFRI3163 株
（b）NFRI3163 を改良した 3163 dgXK1 株（c）を植菌し，40℃で 72 時間発酵を行った。発
酵液中の糖およびエタノール濃度は HPLC で定量した。

) g ) g g)

：キシロース ：エタノール ：キシルロース ：キシリトール

b) C. glabrata NFRI3163 c) C. glabrata 3163 dgXK1a) S. cerevisiae ATCC24860
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40℃におけるキシロースの SIF を行った。その結果，発酵 72 時間で，20 g/L の
キシロースから 7.8 g/L のエタノールを生産した（図 7c）。また，キシリトール
の蓄積も極めて低く抑制されていた。エタノール収率は理論値の 75％にあたり，
40℃という高温において高いエタノール収率を得ることに成功した。

4.4.　高温同時異性化発酵の実用化に向けて
これまで SIF があまり普及しなかった原因として，GI の至適 pH が中性付近

であるのに対して，酵母の発酵液の pH は酸性であることから，GI が十分機能
できなかったことが考えられる。CaCCO 法の特徴として，発酵液の pH が中性
付近に維持されることが見出されており，CaCCO 法は SIF に適した前処理方法

図 8　相同組換えによるアルドースレダクターゼ（GRE3）遺伝子の欠損
(a） 相同組換えと非相同末端結合による染色体への外来 DNA 断片（GRE3 遺伝子の中央に
URA3 遺伝子を挿入したもの）の挿入様式を模式図で示した。相同組換えが起こった場合の
みに染色体上の GRE3 遺伝子の欠損が起こる。
(b） コロニーダイレクト PCR による相同組換えと非相同末端結合の判別を示す。ウラシル要
求性の消失を指標に選択した菌体を直接 PCR にかけることにより，相同組換えを起こした
ものでは 1.9 kb の DNA 断片のみ（レーン 1）が，非相同末端結合を起こしたものでは 1.9 
kb と 0.9 kb の 2 種類の DNA 断片（レーン 2）が得られる。用いた PCR プライマーの結合
位置は，(a）中に赤矢印で示した。

GRE3

URA3

0.9 kba)

（外来DNA断片）

（元株染色体）

相同組換え

URA3
0.45 kb 0.45 kb

非相同末端結合

URA3

1.0 kb

1.9 kb

（外来DNA断片）

非相同末端結合

URA3GRE3
0.9 kb 1.9 kb

b)
1     2    3 PCR

レーン1：相同組換え株
レーン2：非相同末端結合株
レーン3：元株

1.9 kb

0.9 kb
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と言える。実際に，CaCCO 法で前処理した稲わらに対して，SSF と SIF とを組
み合わせて発酵を行ったところ，40℃でグルコース，キシロースの双方からエタ
ノールを生産できることを確認している 31）。

これまでに報告されている高収率でキシロースを発酵する酵母の殆どは，異種
遺伝子を含む遺伝子組換え体である。著者らが開発した高温 SIF に適した酵母
には異種遺伝子の導入が必須では無いため，将来的にはセルフクローニングや従
来育種法によっても同様の性能を発揮することが可能であろう。このことは，リ
グノセルロース系バイオマスを原料としたバイオエタノール生産の実用化にとっ
て，大きなメリットと言える。なお，本法が適用できる酵母は，今回用いた C. 
glabrata NFRI3163 に限らない。高温でキシルロース発酵能の優れた酵母であれ
ば，同様の改良を行うことにより，高い収率でエタノール生産を行うことが可能
になると考えられる。

5.　おわりに
リグノセルロース系バイオマスからエタノールを作るためには，「前処理」，「糖

化」，「発酵」の 3 つの工程が必要である。実際にバイオエタノールを生産する際
には，これらの工程を切り分けることはできない。研究段階ではどうしても各論
に入りがちだが，たとえ「発酵」の研究であっても，常に他の工程との関係を意
識して，プロセス全体を最適化するという観点から研究開発を進めることが肝要
であろう。特にバイオマス利用に関わる研究では，その時々の社会情勢，すなわ
ち経済状況，エネルギーや農産物の需給バランス，あるいは環境問題への人々の
関心度，そして，それらを反映した国内外の法規制，ガイドラインや政府の施
策，といった様々な外的要因にも大きく影響を受ける。我々の高温発酵の研究も
開発途上であるが，着実に実用化に結び付くよう研究を進めていきたい。
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