
E盟書L!S�号待ヲ管f�ぞ苧芳男ーーーーー日ーーー日目ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー－主竺笠竺竺でで

海洋バイオマスを原料とした出芽酵母による

エタノールの生産
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1 . はじめに

国土は狭陥だが広大な海域を有するわが国

にとって， 海洋バイオマス（海藻類）は有望か

っ国産可能な未利用資源である． 化石燃料資

源に之しいわが国にとって， このノ長利用国産

資源を原料としたガソリン代替燃料や有用化

合物の生産系の構築は重要な課題である． 再

生可能資源の中で， バイオマスのみが液体燃

料生産の原料たり得るという事実は特筆に値

するだろう． 海藻類は， 緑藻類， 紅藻類， お

よび褐藻類に大別できる． 縁藻類はグルカン
（グルコースのポリマ ー ， セルロースやデン

プンなど）を， 紅藻類は寒天（アガロース， ア
ガロベクチン）， カラギ ーナン， およびグル

カンを， 褐藻類はマンニト ール， アルギン酸，

およびグ
P
ノレカン（セルロ ー スやラミナリンな

ど）を炭水化物成分として含有する． 海藻類

のグルカン含量（22 ～25%乾重量；以下同様）

は， 木質バイオマス（木材， 麦わら， トウモ

ロコシ茎葉など）のグルカン含量（30 ～ 46%)

よりも｛正し叶頃向にある I)
. グノレカンはグル

コ ースのポリマー でLあるため， グ
ず
ルカンの利

用は比較的容易であろう． 海藻類のグルカン

以外の炭水化物を利用するテクノロジー が必

要とされている．

出芽酵母 Saccharomyces ce陀visiae は， 古く

からパン， ビ ール， ワイン， 日本酒などの生
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産で利用されてきた伝統的な発酵微生物であ

る． その安全性は人類と共に歩んできた歴史

が証明している． さらに出芽酵母は， 宿主ベ

クター系をはじめ大規模生産系などのインフ

ラストラクチャ ーも整備されている， 酸性や

各種阻害物質に耐性， ファ ージ感染の恐れが

ないなど多くの長所を有する優れたエタノー

ル生産微生物で、ある． 近年では， 米国やブラ

ジルにおいて， 出芽酵母を用いた各々トウモ

ロコシやサトウキどを原料とした大規模なエ

タノール生産が実施されている． しかし， 海

洋バイオマス資源利用の観点からは， 出芽酵

母は褐藻類主要成分であるアルギン酸やマン

ニト ール， さらには紅藻類主要成分である寒

天の構成単糖3,6－アンヒドロガラクト ースを

資化しないという問題があった．

とはいえ， 最近のバイオテクノロジーの進

歩により， かかる問題は過去形になりつつあ

る． これら難利用性炭水化物を資化で、きる特

殊な細菌の基礎研究により明らかとなった資

化経路を出芽酵母に導入するという手法が，

一つの流れになっている． 本稿では， アルギ

ン酸とマンニト ールの利用に焦点を絞り， 筆

者の成果も含めた最近の内外の研究動向を紹

介する．

2. 出芽酵母を用いたアルギン酸構成

単糖からのエタノ ー ル生産

2. 1 細菌におけるアルギン酸代謝経路

アルギン酸はマンヌロン酸とグ
‘
ルロン酸か

らなるポリウロン酸であり， Gブロック（グ
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ルロン酸残基のみから構成） , M ブロック
（マンヌロン酸残基のみから構成）， および
MGブロック （マンヌロン酸残基とグルロン
酸残基が混在）から構成される． 酵母や大腸
菌など

、
通常の微生物はアルギン酸を資化でき

ない． しかし， Murata らのグ
、
ループは， ア

ルギン酸資化能をもっ細菌Sphingomonas属細
菌Al 株を更に改変することによるアルギン
酸からのエタノ ール生産に成功している2)

.

また， 米国のグループによっても， 改変した
大腸菌を用いたアルギン酸からのエタノ ール
生産が報告されている3)

.

次のステップは， 出芽酵母にアルギン酸利
用能を賦与するテク ノロジーの開発である．

まずは， Sphingomonas 属細菌Al 株における
アルギン酸代謝を例に， アルギン酸代謝の仕
組みを概説する（図1 ) 4）. 細胞内において，
アルギン酸は， エンド型およびエキソ型アル
ギン酸リアー ゼの作用によりウロン酸へと分
解され， このウロン酸は非酵素的にアルギン
酸構成単糖DEH(4－デオキシ－L－エ リスロ ー5-
ヘキソセウロース ウロン酸）へと変換され，
NADPH/NADH依存レダクタ ー ゼ（Al・RIAi­
R ’ ）によりKDG(2－ケ卜－3 －デオキシーD－グノレコ
ン酸）へと還元される5

, 6）. さらに， キナ ー ゼ
(Al-K）によるリン酸化によりKDPG(2－ケ卜－
3 －デオキシホスホグ ル コン 酸 ） を経て，

KDPGからアルドラ ー ゼ（A I-A）の作用によ

りピルビン酸とグリセルアルデヒドー3 －リン

酸が生成する． グリセルアルデヒドー3－リン
酸は解糖系によりヒ。ルビン酸へと代謝される．
すなわち， l分子のウロン酸が2 分子のヒ。ル
ピン酸へと代謝される．

2. 2 出芽酵母へのアルギン酸構成単糖の

利用能付与
出芽酵母にアルギン酸資化能を付与するに

は， 上記遺伝子をプロモ ーター とター ミネ ー

ターの間に挟み込んだ形で出芽酵母に導入す
る必要がある． さらに問題なのはアルギン酸
の取り込みである. Sphingomonas 属細菌Al
株は， ABCト ラ ンスポ ー ターシステムを介
してアルギン酸を細胞内に取り込むと与え ら
れており7） ， その取り込みに関わるABCト
ランスポ ーターシステムの立体構造も決定さ
れている8)

. しかし， 出芽酵母へのABCト
ランスポ ーターの導入は困難と予想された．
細胞外でアルギン酸をアルギン酸構成単糖

DEHにまで分解し， その DEHを出芽酵母に
取り込ませ， DEHを資化さ せるという手法
が想定された． 著者らも本アプロー チで研究
を進めていたが， 最初に成功したのは米国の

Enquist-Newmanらだった9l . Enquist-Newman 

らは， アルギン酸を資化するカピ Asteromyces

crucia似sに着目し， アルギン酸を含む培地で
の培養時に特異的に発現する遺伝子を探索す
るという アプロー チと， 同カピ由来のcDNA
ライ ブラ リー を用いるという アプロー チを併

グリセルアルデヒド
戸 岬 COOH COOH ・3－リン酸

ト奄 H と＂o と＝O
:I:1 U I 』 CHO

聞に CH2 CH 
’ 寸· ·c M , , 2 HcoH レ NAO'

じ I －� A下R/ H?OH H90H とH20-Po�· ト’NADH + H・
c :Y A 1-R' H?OH A 1-K . H?OH A 1 胴A よ し 2ADP
¢。o . CH OH ァ戸 CH20-PO； 一一→＋ 【正 パ 2

�

j ・ l

NAD(P)H + H' KDG ATP ADP KDPG ?OOH 1 · 2ATP 
NAD(P)' ?=O ← 

CH3 
ピルビン酸

図1 Sph;ngomonas属細菌A l株におけるアノレギン酸代謝の鍵反応
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A トR と Al Rは別々の遺伝子にコ ー トされており， 前者はNADPH に対して， 後者はNADH ：こ対して， それぞ

れ規和位が高しゅ；，.
6）’ Al-R ’の方がNADPHとNADHの両者に生理的に作用し得ると予想される
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用することにより DEH取り込み遺伝子を特

定した． 本遺伝子ならびに NADPH川ADH
依存レダクター ゼ（海洋細菌防 brio harvey由

来）， キナ ー ゼ（大腸菌由来）， アルドラ ー ゼ
（海洋細菌防 brio splendidus I 2BO I由来）各遺

伝子のコドンを出芽酵母型に変換した上でプ
ロモ ーター とター ミネ ーターに挟み込んだ形
で出芽酵母のゲノムに挿入した． 作成された
出芽酵母を4 ～ 6ヵ月聞かけて DEHを炭素
源 と する 培 地 で継体 培養 する こ と によ り
DEH資化能を向上さ せた． この 100 ～ 1 50世
代の培養過程で， ダブリングタイムが当初

の16～64 時聞から， 4 ～ 5時間にまで低減

した（生育速度が向上したに さらに， 無酸素
条件でも生育で き る株を選肢し， DEHから

エタノ ールを生産でき る出芽酵母の作出に成
功した． 本株に， 後述する方法で、マンニトー

ル資化能も付与しBAL3 125株を得た． 最終
的 に 得られた BAL321 5株は， 98 g/L の糖
(DEHとマ ンニトールをモル比I : 2の比率

で含む）から 36.2g/Lのエタノ ールを生産し

？さ＼

3 出芽酵母を用いたマンニト ー ル
からのエタノ ール生産

3. 1 転写コリプレッサ ー Tup1-Cyc8へ
の変異による出芽酵母へのマンニト ー

ル利用能の付与
出芽酵母は， マ ンニトールの代謝に必要な

マ ン ニ ト ー ル－2・デヒ ドロゲナ ー ゼ遺伝子
(YELOlOW; YNR073C） をゲノム上に保有するに

も拘わらず， マ ンニトールを資化しない こと
が多くの酵母株で示されてき た． 他方， 他の

一部の酵母， すなわち酵母 Pichia angophorae 
や酵母 Saccharomyces paradoxus NBRC 0259, 
Kuraishia capsulα ta NBRC 0721 , Kuraishia 
capsulata NBRC 0 97 4, Ogataea glucozyma 

NBRC 1472, Ogataea minuta NBRC 147 3， お
よびDebaηomyces hansenii NBRC 07 94 によ
るマンニトールからのエタノ ール生産例が知

られていた10
, 11）. 出芽酵母ポリプロイドBB1

2016年1月号

株のように， 例外的にマンニトール資化性を
示す出芽酵母株も知られていた12）. 酵母のマ

ンニ卜 ー ル資化に関 して， このBB 1 株や s.
paradoxus NBRC 0259- 3 株（同NBRC0259株

をマンニトール含有栄養培地で、 3 日間培養し
た株． 親株の同NBRC 0259株よりも優れた
エタノ ール生産性を示す 11） ）の研究により，
マンニトール資化には ミトコンドリアの呼吸
機能と酸素を必要とする ことが分かつていた．
その理由として， マンニトール資化過程にお
ける最初のマ ンニトール－2－デヒドロゲナ ー

ゼ
、
反応により余剰l還元力（NADH+ Hつが生

じるが， この還元力の処理に呼吸が必要であ
るためと推察されている 11, 12). 

著者らは， 出芽酵母B Y 47 42株を， マンニ
トールを唯一の炭素源とする合成液体培地で
長時間（6日間）培養し続けると， 増殖が見ら
れるようになることを見出した 13） . 同様に，
約5百万個の出芽酵母B Y 47 42株細胞をマン
ニトールを唯一の炭素源とする合成固体ある
いは栄養固体培地に塗布し， 長時間（各々7,
14日間）保温することにより十個程度のコロ
ニ ー が形成されることを見出した． これは，
何らかのメカニズムにより， 長時間の培養中
に出芽酵母がマンニトール資化能を獲得した
ことを意味した． なお， このマンニトール資

化能獲得現象は他の出芽酵母株でも観察され
た． マンニトール資化能を獲得した株の多く
がCa2+ に依存したフロキュレーション（酵母

細胞が互いに凝集する現象）を示した． これ
らのマンニトール資化能獲得株によるマンニ
トール資化には， やはり ミトコンドリアと酸
素が必要である ことが示された． なお， 凝集
した酵母細胞によるエタノ ール生産性が低
かったために， マンニトール培地で、凝集しな

い MK 361 9株と MK 44 16 株も選按した. 100 
g/Lのマンニトールを含む液体培地の中で，
両株共に 40 g/Lのエタノールを1 1 日間の培

養で生産した． ただし， これはグルコ ー スを
用いた場合（40 g/Lのエタノ ー ルを2日間の
培養で生産）よりもエタノ ール生産速度（マン
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ニトール利 用性）が明らかlこ低かった 13） . マ
ンニトール利 用性をグ

、
ルコース並みに向上さ

せる必要がある． なお， MK44 16 株の方が
MK 361 9株よりも優れた耐塩性を示した13)

.

海洋バイオマス由来のマンニトールを利 用す

る場合は， 海水由来の塩が混入する恐れもあ
るので， この耐塩性の高さは海洋バイ オマス
由来のマンニトールを利 用する上 で有用と期

待された．
得られた株を今 後に利活用していくために

は， どのようなメカニズムでマンニ卜ール資
化能を獲得したのかを詳らかにする必要があ
る． これには， 上述したフロキュレーション

がヒントとなった. MK 361 9キ朱など
、
のマイ ク

ロアレー解析（全転写物の分析）の 結果は， 転
写コリプレッサ 一成分Tupi遺伝子の欠損株
（本欠損株もフロキュレ ーションを示す）にお
ける既報の転写ノミターンと類似していた．

TupiはCyc8 と転写コリプレッサ ー 複合体を

形成し， 多くの遺伝子の転写制御に関わる．
そ こで， Tupi遺伝子への変異によりマンニ

ト ール資化能が獲得されたと仮定し， Tupi
遺伝子欠損株のマンニ卜ール資化能を調べた

と ころ， 確かに同欠損株がマンニトール培地
で生育する ことを初めて確認した 13） . 実際，
得られたマ ンニトール資化能獲得株 14 株の
うち， MK 361 9株を含む 8 株においてTupi
遺伝子に変異が認 められた． この8 株におい

て， Tupi遺伝子以外の箇所への変異により

マンニ卜ール資化能が獲得された可能性を排
除するために， これら 8 株（ それぞれに特有
の表現型［マンニトール培地で、凝集する， し

ないなど］を示す）から変異をもっTupi遺伝
子をクロ ーニングし， Tupi遺伝子欠損株に
再導入して各々に特有の表現型を確認 する こ
とによって， 確かにTupi遺伝子への変異に
よりマンニトール資化能が獲得された ことを
明ら か にし た 13) . 残り の 6 株 の うち ，
MK 44 16 株を含む4 株にはCyc8 遺伝子に変
異が見られた． 同様の手法でCyc8 遺伝子へ
の変異がマンニトール資化能獲得の要因であ

18 [18〕

る ことも明らかにした． 興味深い ことに， 残
りの2株にはTupiおよ びCyc 8 両遺伝子に
変異が見られず， また継体培養中に マ ンニ
卜ール資化能が失われた． この結果から， 両
2株がゲ ノ ムへの変異ではなくエ ピジ ェネ
ティクスな効果によりマンニ卜ール資化能を
獲得したと推察された13

).

3. 2 関連遺伝子の強制発現による出芽酵
母へのマンニト ール利用能の付与

Enquist -Newmanらも， マ ンニト ー ル資 化

能を獲得した 3つの 出芽酵母株（L alvin ·, 
Pasteur Red*， およびSEY /Dip

＇
）を得た（どのよ

うな方法でこれらを得たかは不明）切 . Enquist­
Newmanらは， これらの獲得株において転写量
が向上している遺伝子に着目し，マイクロアレ．
解析によって， マ ンニ卜ー ノレ －2－デヒドロゲ

ナ ー ゼホモログ（Dsfl/YIB.07 3C), MFSトラン
スポ ーターホモログ（Hxtl3 / Hxtl7 ）， アルドラー

ゼー1 － エピメラ ー ゼホモ ログ（Y N R07lc ）の各遺

伝子を最も転写量が向上している遺伝子として
特定した．本知見に基づき， マンニ卜ーノレ－2－デ

？

ヒドロゲナ ー ゼホモ ログ遺伝子（ ｝ワVR073C)

と MFSトランス ポ ー ター ホ モ ログ 遺 伝 子

(H..汀17） を強制発現させることで出芽酵母にマ

ンニトール利 用能を付与できることを示し， 上述
したBAL 32l 5株を構築した9)

.

4. おわりに

液体燃料は川、っかJは枯渇する． 液体燃
料の原料たり得るバイ オマスを原料とした燃
料や有用化合物の生産に関する研究は， やは
り重要であり継続および発展さ せる必要があ
る． 地球上は広大な海域で覆われており， 特
に日本は四方を海に固まれている． したがっ
て， 海洋バイオマスの利 活用研究は大き な可
能性を秘めていると期待される． 海洋バイオ
マスのうち， 褐藻類由来バイオマスの主成分
であるアルギン酸やマンニトー ルに関しては，

最近， 大き な進展が見られ， 更には出芽酵母
を宿主として用いた系においても本稿で紹介
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した通り見るべき知見が蓄積されつつある．

本稿が
、
当該現状理解の一助となれ ば幸いであ

る．
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