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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　セルロース系バイオマス及びβ－グルコシダーゼの存在下、培地中に好熱嫌気性微生物
を培養してグルコースを生産する方法において、前記好熱嫌気性微生物が生産するセルロ
ース分解酵素で前記セルロース系バイオマスを分解した後、培地交換することなく、セミ
バッチ培養によりさらにセルロース系バイオマスを添加することを繰り返し、培地中にグ
ルコースを蓄積する、グルコースの生産方法。
【請求項２】
　前記好熱嫌気性微生物がクロストリジウム属微生物又はカルディセルロシルブター属微
生物である、請求項１記載のグルコースの生産方法。
【請求項３】
　前記好熱嫌気性微生物がクロストリジウム・サーモセラム又はカルディセルロシルブタ
ー・サッカロリティカスである、請求項１記載のグルコースの生産方法。
【請求項４】
　セルロース系バイオマス及びβ－グルコシダーゼの存在下、好熱嫌気性微生物を培養す
る際に、界面活性剤又はポリエチレングリコール、タンパク性ブロッキング剤の一種以上
を加える、請求項１記載のグルコースの生産方法。
【請求項５】
　前記セルロース系バイオマスがデンプンを含有し、さらにα－アミラーゼ及びグルコア
ミラーゼの存在下、好熱嫌気性微生物を培養する、請求項１記載のグルコースの生産方法
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。
【請求項６】
　前記β－グルコシダーゼ、α－アミラーゼ及びグルコアミラーゼが５０℃以上の耐熱性
を有する、請求項５記載のグルコースの生産方法。
【請求項７】
　前記好熱嫌気性微生物がクロストリジウム属微生物又はカルディセルロシルブター属微
生物である、請求項４～６の何れかに記載のグルコースの生産方法。
【請求項８】
　前記好熱嫌気性微生物がクロストリジウム・サーモセラム又はカルディセルロシルブタ
ー・サッカロリティカスである、請求項４～６の何れかに記載のグルコースの生産方法。
【請求項９】
　前記β－グルコシダーゼが好熱性微生物由来である、請求項６記載のグルコースの生産
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、好熱嫌気性微生物を用い、セルロースを分解してグルコースを生産する方法
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　バガス、稲わら、籾殻、キノコ廃床、堆肥、木材チップ等のセルロース系バイオマスが
食糧生産を圧迫しないエネルギーや化学工業の原料資源として注目されている。特に、セ
ルロース系バイオマスの燃料エタノールへの変換においては、発酵原料を効率良く糖化す
る技術が切望されている。
【０００３】
　しかし、セルロース系バイオマスはでん粉に比べて糖化技術の難易度が高い。これは、
セルロース系バイオマスの構成主体であるセルロースが堅固な結晶構造を持つ難分解性の
高分子多糖であることによる。
【０００４】
　セルロース系バイオマスの糖化方法には、物理的糖化、化学的糖化及び酵素糖化の３つ
の方法が知られている。
【０００５】
　物理的糖化処理はボールミルや振動ミル又は蒸煮爆砕や加圧熱水処理など物理的に糖化
を施す処理があるが、物理的な処理は多大なエネルギーを必要とするため、化学的糖化や
酵素糖化の前処理として併用されることが多い。
　化学的糖化処理は、アルカリ、酸を利用するものがあるが、古くより酸糖化がよく用い
られている。酸糖化には濃硫酸糖化法と希硫酸二段糖化法とがあるが、何れも硫酸を用い
るため、廃棄物処理や環境負荷の低減を必要とし、低コスト化及びエネルギー変換効率に
限界があるといわれている。
【０００６】
　酵素糖化は、酸糖化に比べ、廃液回収や処理の負担が軽く、耐薬設備等の設備コストを
低減できること、過分解が起こらずに糖の収率が高い等の利点があるため、澱粉質を多く
含むバイオマスの酵素糖化で実用化されている。ところが、セルロース系バイオマスは、
前述したように、セルロースが結晶構造を有していること及び結晶性セルロースをヘミセ
ルロースやリグニンが取り囲んだ複雑な構造を有しているため、でん粉系に比べ、酵素糖
化がきわめて困難である。
【０００７】
　セルロース系バイオマスを分解できるヘミセルラーゼやセルラーゼとして好気性糸状菌
トリコデルマ属微生物由来の酵素について研究が活発に行われている（特許文献１参照）
。
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【０００８】
　また、近年、ある種の嫌気性微生物がセルロースを、セロオリゴ糖に効率よく分解する
酵素複合体セルロソーム(Cellulosome)を生産することが明らかとなった（特許文献２参
照）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特開２００７－３１９０４０号公報
【特許文献２】特開２０１１－１１５１１０号公報
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Science 333 pp. 1279-1282 (2011)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　微生物由来のセルロース分解酵素を用いてセルロースを分解する方法において、トリコ
デルマ微生物由来の酵素又は嫌気性微生物由来のセルロソームのようなセルロース分解酵
素を得るためには、最初に、微生物を培養して酵素を含む培養液を得るステップと、次に
、酵素を含んだ培養液にセルロースを添加して分解反応を行うステップの、２段階の操作
を必要とする。
【００１２】
　しかし、セルロソームを産生する嫌気性微生物の場合、微生物の増殖速度が遅く、細胞
密度も低いため、酵素を含んだ培養液を得るために多くの時間を要するという問題がある
。さらに、セルロース分解の最終産物であるセルビオースの蓄積によりセルラーゼ酵素活
性が阻害されるため、分解反応の後期にセルロース分解効率が低下するという問題がある
。
【００１３】
　トリコデルマ・リーセイ由来のセルロース分解酵素に関しては、基質の分解速度が遅い
ため、実用化に際し、大量の酵素を必要とすることが指摘されている。
【００１４】
　上記の又は後述の種々の課題に鑑み、本発明は、酵素を含む培養液を得るステップを必
要とすることなく、セルロースを効率よく分解して、グルコースを製造する方法を提供す
ることを目的とするものである。
【００１５】
　ある種の微生物、特に、好熱嫌気性微生物は、セルロース分解酵素のような糖質分解酵
素を産生するが、β－グルコシダーゼを産生しないか、生産しても非常に低い活性しか示
さない。このようなセルロース分解酵素を産生する好熱嫌気性微生物は、特にグルコース
の取り込み能が緩慢なことが知られ、セルロース分解酵素反応の産物であるセロビオース
等のセロオリゴ糖を好んで栄養源として増殖に利用する。従って、セルロース分解酵素を
産生する好熱嫌気性微生物をβ－グルコシダーゼの共存下で培養した場合、産生されたセ
ロオリゴ糖やセロビオースは、速やかにグルコースに変換される。一方、これらの好熱嫌
気性微生物においても、グルコース資化性能は確認されており、通常、グルコースが存在
すれば生育は可能であり、そのグルコースを消費する。恐らく好熱嫌気性微生物とβ－グ
ルコシダーゼが共存した場合、セロビオース等のセロオリゴ糖を炭素源に利用する場合と
比べ、微生物の増殖が不良となり、セルロース分解酵素の生産低下を引き起こし、セルロ
ース分解が低下、もしくはストップしてしまう可能がある。
【００１６】
　本発明者らは、好熱嫌気性微生物をセルロースの存在下で培養し、生成するセルロース
の分解物であるセロオリゴ糖を、培地中でβ－グルコシダーゼでグルコースに変換させる
ことを検討した。クロストリジウム・サーモセラム培地でのセルロース分解速度は、β－
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グルコシダーゼが存在しても、非存在下と不変であり、分解不良と想定していたが、驚く
ことにβ－グルコシダーゼ不在以上にセルロースを高濃度分解できることが分かった。加
えて、その分解されたセルロースの最終分解産物であるグルコースの大部分が利用されず
に培地中に蓄積できることに着目し、本発明を完成するに至った。
【００１７】
　好熱嫌気性微生物は、培養初期から、セルラーゼ産生とセルロース分解により生ずるセ
ロビオース、セロオリゴ糖を利用し増殖していることが推察され、菌体の増殖に伴う酵素
生産は通常通り行われていることが考察される。しかし菌体濃度の増加による酵素生産が
進み、セルロース分解酵素が増えてくると、セルロース分解の速度は上昇し、共存するβ
－グルコシダーゼの作用により、遊離してくるセロオリゴ糖はグルコースへ速やかに分解
される。ところが、好熱嫌気性微生物は、もともとグルコース資化性能が緩慢なため、す
でに変換されたグルコースをうまく資化することが出来ず、グルコースが蓄積していくも
のと解釈できる。
　すなわち、本発明は、セルロースと好熱嫌気性細菌を培養する際にβ－グルコシダーゼ
を存在させることで、セロオリゴ糖がグルコースへ変換する現象と、グルコースの利用速
度が停滞していく現象の時間差を利用したものである。セルロース分解酵素を産生する好
熱嫌気性微生物のグルコース資化性能が緩慢であるのと、もし緩慢であれば微生物増殖や
酵素生産にネガティブに影響するという予見、さらに一般的にグルコースが微生物に対し
て非常に利用しやすい糖源で、本発明のようにグルコースを微生物が利用せずに培地中へ
蓄積することが考え難いことから、これまでの知見や情報だけでは到底想到し得ない知見
である。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　すなわち、本発明は、セルロースの存在下、好熱嫌気性微生物を培養する際にβ－グル
コシダーゼを共存させることを特徴とする、グルコースの生産方法である。なお、微生物
は、嫌気性微生物が好ましく、さらに好ましくは、セルロース、ヘミセルロースを分解で
きる好熱嫌気性微生物である。
【００１９】
　本発明はまた、デンプンを含有するセルロース系バイオマスの存在下、β－グルコシダ
ーゼ、α－アミラーゼ及びグルコアミラーゼを共存させて、好熱嫌気性微生物を培養する
ことを特徴とするグルコースの生産方法を提供する。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明のグルコースの生産方法により、好熱嫌気性微生物を培養して糖質分解酵素を含
む培養液および酵素溶液を得るステップを省略することができる。
　特に、好熱嫌気性微生物を用いた場合には、培養条件を高い温度条件にできるため、微
生物のコンタミネーションが少なく、グルコースを含む培地の腐敗を防止することができ
る。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】実施例１において、糖質分解能を有する好熱嫌気性微生物の培養時にβ－グルコ
シダーゼを添加しない場合のセルロースの分解効率を示すグラフである。
【図２】実施例１において、糖質分解能を有する好熱嫌気性微生物の培養時にβ－グルコ
シダーゼを添加した場合のセルロースの分解効率を示すグラフである。
【図３】実施例２において、糖質分解能を有する好熱嫌気性微生物の培養時にβ－グルコ
シダーゼを添加しない場合のセルロースの分解効率を示すグラフである。
【図４】実施例２において、糖質分解能を有する好熱嫌気性微生物の培養時にβ－グルコ
シダーゼを添加した場合のセルロースの分解効率を示すグラフである。
【図５】実施例３において、糖質分解能を有する好熱嫌気性微生物の培養時にβ－グルコ
シダーゼを添加した場合のアンモニア浸漬稲わらの分解能及びグルコース蓄積量を示すグ
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ラフである。
【図６】実施例３において、糖質分解能を有する好熱嫌気性微生物の培養時にβ－グルコ
シダーゼを添加した場合の杉パルプの分解能及びグルコース蓄積量を示すグラフである。
【図７】実施例４において、糖質分解能を有する好熱嫌気性微生物の培養時に界面活性剤
等を添加した場合の水熱前処理稲わら分解によるグルコース蓄積量を示すグラフである。
【図８】実施例６において、糖質分解能を有する好熱嫌気性微生物の培養時にβ－グルコ
シダーゼ、α－アミラーゼ、グルコアミラーゼを添加した場合のキャッサバパルプのグル
コース生産を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　以下、本発明を、実施例を参照しながら詳細に説明する。
　本発明のグルコースの製造方法は、好熱嫌気性微生物をセルロース及びβ－グルコシダ
ーゼの存在下で培養することを特徴とする。
【００２３】
　好熱嫌気性微生物は、嫌気性の微生物であって、至適生育温度が５０℃以上の微生物で
あり、セルロースをセロオリゴ糖及び／又は単糖類に分解する糖質分解酵素を産生する好
熱嫌気性微生物が望ましい。一般に、糖質分解酵素を産生する好熱嫌気性微生物は、糖質
分解により生ずるセロオリゴ糖を資化して生育するが、単糖であるグルコースに関して、
弱い資化性を有することが知られている。すなわち、好熱嫌気性微生物は、糖質分解酵素
を産生する微生物で、グルコースの弱い資化性を有する微生物がより好ましく、グルコー
スの取り込み速度が遅い微生物がさらに望ましい。
【００２４】
　以下、糖質分解酵素を産生する好熱嫌気性微生物を、糖質分解能を有する好熱嫌気性微
生物という。このような微生物として、例えば、クロストリジウム・サーモセラム（Clos
tridium thermocellum）、クロストリジウム・ステコラリウム（Clostridium stercorari
um）、クロストリジウム・サーモラクティカム（Clostridium thermolacticum）、カルデ
ィセルロシルプター・サッカロリティカス（Caldicellulosiruptor saccharolyticus）、
カルディセルロシルプター・ベシー（Caldicellulosiruptor bescii）、カルディセルロ
シルプター・オブシヂアンシス（Caldicellulosiruptor obsidiansis）、サーモアナエロ
バクター・セルロリティクス（Thermoanaerobacter cellulolyticus）、アナエロセーラ
ム・サーモフィリム（Anaerocellum thermophilum）、スピロチャタ・サーモフィラ（Spi
rochaeta thermophila）、サーモトガ・マリティマ（Thermotoga maritima）、サーモト
ガ・ネアポリタナ（Thermotoga neapolitana）、フェルビドバクテリウム・リパリウム（
Fervidobacterium riparium）、フェルビドバクテリウム・イスランディカム（Fervidoba
cterium islandicum）、を挙げることができる。
【００２５】
　糖質分解酵素分解能を有する好熱嫌気性微生物は、好ましくは、セルロソームを産生す
る微生物である。このような微生物として、クロストリジウム・サーモセラム（Clostrid
ium thermocellum）を挙げることができる。
【００２６】
　β－グルコシダーゼは、糖のβ－グリコシド結合を分解する酵素であり、至適反応温度
が糖質分解能を有する好熱嫌気性微生物の至適生育温度範囲に合致する、耐熱性のものを
選択することが好ましい。好熱嫌気性微生物と耐熱性のβ－グルコシダーゼとを組み合わ
せることにより、培養中、他種微生物のコンタミネーションを防ぐことができる。
【００２７】
　β－グルコシダーゼは、至適反応温度が４５℃以上７０℃以下、好ましくは５０℃以上
７０℃以下の耐熱性を有するものであり、好熱性微生物由来の酵素を用いることが好まし
い。
【００２８】
　好熱性微生物由来のβ－グルコシダーゼは、Acidothermus属、Caldicellulosiruptor属
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、Clostridium属、Geobacillus属、Thermobifida属、Thermoanaerobacter属、Thermobisp
ora属、Thermodesulfovibrio属、Thermomicrobium属、Thermomonospora属、Thermosipho
属、Thermotoga属、Thermus属、Tolumonas属、Treponema属、Aciduliprofundum属、Caldi
virga属、Desulfurococcus属、Picrophilus属、Pyrobaculum属、Pyrococcus属、Staphylo
thermus属、Sulfolobus属、Thermococcus属、Thermofilum属、Thermoplasma属、Thermopr
oteus属、Thermosphaera属、Thermosphaera属由来のものを用いることができる。
【００２９】
　さらに好ましくは、好熱嫌気性微生物由来のβ－グルコシダーゼであり、例えばサーモ
アナエロバクター・ブロッキ（Thermoanaerobacter brockii）由来の酵素がある。このほ
か、サーモアナエロバクター・シュードエタノリクス（Thermoanaerobacter pseudethano
licus）、サーモアナエロバクター・エタノリクス（Thermoanaerobacter ethanolicus）
、サーモアナエロバクター・ウィーゲリイ（Thermoanaerobacter wiegelii）が同様に利
用できる。また、サーモアナエロバクテリウム・ザイラノリティカム（Thermoanaerobact
erium xylanolyticum）、サーモアナエロバクテリウム・サーモサッカロリティカム（The
rmoanaerobacterium thermosaccharolyticum）、スルフォバチルス・アシドフィリス（Su
lfobacillus acidophilus）、アリサイクロバチルス・アシドカルダリウス（Alicyclobac
illus acidocaldarius）由来のβ－グルコシダーゼも同じく利用できる。
【００３０】
　なお、β－グルコシダーゼは、上述した微生物が生産する酵素に限定されるものではな
く、遺伝子組み換えにより大腸菌等により生産される酵素又はアミノ酸配列の一部が改変
された酵素であっても、上述の至適反応温度の範囲内でβ－グリコシド結合を分解する活
性を有する酵素であればよい。
【００３１】
　例えば、β－グルコシダーゼにセルロース結合ドメイン（ＣＢＭ）を融合したキメラ型
のβ－グルコシダーゼを用いることができる。
　ＣＢＭとして、カルボハイドレイト・アクティブエンザイムデータベース（Carbohydra
te-Active enzymes Database：http://www.cazy.org/）から糖質結合モジュールファミリ
ー分類（Carbohydrate-Binding Module family classification）に属するＣＢＭを用い
ることができる。好ましくは、そのモジュールファミリー分類表の中でもファミリー３に
属するＣＢＭが良い。
【００３２】
　本発明のグルコースを生産する方法は、セルロースを含む培地に好熱嫌気性微生物を培
養開始後、β－グルコシダーゼを添加すればよい。好ましくは、セルロースを含む培地に
好熱嫌気性微生物の培養が開始から数時間後にβ－グルコシダーゼを添加するのがよい。
培養温度及び培養ｐＨは、好熱嫌気性微生物に適した条件下で行えばよい。β－グルコシ
ダーゼは、培養初期から培地中に共存させてもよく、培養中に培地中に添加してもよい。
【００３３】
　好熱嫌気性微生物をセルロースを含む培地でβ－グルコシダーゼと共に培養すると、セ
ルロースは、微生物が産生する糖質分解酵素によって、セロビオース等のセロオリゴ糖及
び単糖類に分解される。そして、分解生成物であるセロオリゴ糖は、β－グルコシダーゼ
によってグルコースに分解される。一方、好熱嫌気性微生物は、主要な炭素源であるセロ
オリゴ糖が少なくなるため、グルコースを炭素源として利用することになる。しかし、グ
ルコースの消費速度が緩慢であるため、培地中にはグルコースが蓄積されるものと考えら
れる。
【００３４】
　糖質分解酵素がセルロソームである場合には、セロビオースが糖質分解活性の阻害物質
となるが、β－グルコシダーゼにより培地中から除去されるので、糖質分解活性が阻害さ
れることなく維持される。
【００３５】
　なお、本発明において、好熱嫌気性微生物が産生する糖質分解酵素の他に、補助的に、
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培養条件に適した他のセルラーゼやヘミセルラーゼを培地中に含んでいてもよい。
【００３６】
　セルロースは、紙等の他、バガス、稲わら、籾殻、キノコ廃床、堆肥、木材チップ等の
リグニンを含むセルロース系バイオマスであってもよい。なお、リグニンを含むセルロー
ス系バイオマスは、事前にリグニンを除去する前処理を行うことが望ましい。このような
処理は、例えば、リグニンを含むセルロース系バイオマスをアンモニアや水酸化ナトリウ
ムに浸漬すればよい。
【００３７】
　セルロースがセルロース系バイオマス又はリグニンが除去されたセルロース系バイオマ
スである場合には、各種タンパク性ブロッキング剤、高分子化合物及び界面活性剤から選
択される１種以上を濃度添加して培養することも糖化効率上昇に効果がある。具体的には
、タンパク性ブロッキング剤としてスキムミルク又はカゼイン、界面活性剤は、Tween２
０や又はTween８０に代表される非イオン性界面活性剤の使用が好ましい。
　タンパク性ブロッキング剤等を添加し、β－グルコシダーゼの存在下、好熱嫌気性微生
物を培養すると、植物細胞壁に存在するリグニン及びリグニン－ヘミセルロース複合体、
リグニン－無機物複合体等、セルロース及びヘミセルロース以外の疎水性基等の反応基を
持つとされる物質への糖質分解酵素との非特異的吸着が抑制されると考えられる。
【００３８】
　セルロース系バイオマスには、セルロースの他にデンプンが混在するものが多くある。
例えば、キャッサバパルプ、甜菜の抽出残渣やその他イモ類のデンプン抽出後の残渣、タ
ピオカデンプンを抽出した残りの残存物等である。
　このような、デンプンを含有するセルロース系バイオマスからグルコースを生産する場
合には、β－グルコシダーゼ以外に、α－アミラーゼ及びグルコアミラーゼが存在する条
件下で、好熱嫌気性微生物を培養する。
【００３９】
　デンプン分解酵素として、一般的に、α－アミラーゼ（ＥＣ３．２．１．１）、β－ア
ミラーゼ（ＥＣ３．２．１．２）、グルコアミラーゼ（ＥＣ３．２．１．３）やイソアミ
ラーゼ（ＥＣ３．２．１．６８）が知られている。特にデンプン分解に重要であるのが、
α－アミラーゼとグルコアミラーゼの作用である。α－アミラーゼは、デンプンやグリコ
ーゲンの１，４－α－結合を不規則に切断し、多糖ないしオリゴ糖を生み出す酵素である
。α－グルコシド結合を持つオリゴ糖をさらにグルコースにするためにはグルコアミラー
ゼが必要となる。グルコアミラーゼは正式にはグルカン１，４－α－グルコシダーゼとい
い、１，４－α－Ｄ－グルカングルコヒドラーゼ、エキソ１，４－α－グルコシダーゼ、
γ－アミラーゼ、リソソーマルα－グルコシダーゼあるいはアミログルコシダーゼを別名
としている。グルコアミラーゼは糖鎖の非還元末端の１，４－α結合を分解してグルコー
スを産生する。１，６－α結合も切断するものも知られている。
【００４０】
　好熱嫌気性微生物を、β－グルコシダーゼ、アミラーゼ、グルコアミラーゼの存在下、
デンプンが混在するセルロース系バイオマスを含む培地で培養すると、デンプンはアミラ
ーゼ、グルコアミラーゼにより分解されグルコースになると共に、セルロースは、微生物
が産生する糖質分解酵素によって、セロビオース等のセロオリゴ糖及び単糖類に分解され
る。そして、分解生成物であるセロオリゴ糖は、β－グルコシダーゼによってグルコース
に分解される。一方、好熱嫌気性微生物は、主要な炭素源であるセロオリゴ糖が少なくな
るため、グルコースを炭素源として利用することになる。しかし、グルコースの取り込み
速度が緩慢であるため、培地中にはグルコースが蓄積されるものと考えられる。
【００４１】
　アミラーゼ及びグルコアミラーゼは、至適反応温度が糖質分解能を有する好熱嫌気性微
生物の至適生育温度範囲に合致するものを選択することが好ましい。すなわち、耐熱性を
有するアミラーゼ及びグルコアミラーゼが好ましい。耐熱性を有するアミラーゼ及びグル
コアミラーゼと、該アミラーゼ又はグルコアミラーゼの耐熱性と同程度の温度を至適生育
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温度とする糖質分解能を有する好熱嫌気性微生物とを組み合わせることにより、培養中、
他種微生物のコンタミネーションを防ぐことができるので有利である。
【００４２】
　アミラーゼ及びグルコアミラーゼは、４５℃以上７０℃以下、好ましくは５０℃以上７
０℃以下の耐熱性を有する酵素であり、好熱性微生物由来の酵素を用いることができる。
【００４３】
　耐熱性を持つアミラーゼ又はグルコアミラーゼは、Bacillus属、Acidothermus属、Anae
rocellum属、Caldicellulosiruptor属、Clostridium属、Geobacillus属、Thermobifida属
、Ｔhermoanaerobacter属、Thermobispora属、Thermodesulfovibrio属、Thermomicrobium
属、Thermomonospora属、Thermosipho属、Thermotoga属、Thermus属、Tolumonas属、Trep
onema属、Aciduliprofundum属、Caldivirga属、Desulfurococcus属、Picrophilus属、Pse
udomonas属、Pyrobaculum属、Pyrococcus属、Staphylothermus属、Sulfolobus属、Lactob
acillus属、Streptococcus属、Thermococcus属、Thermofilum属、Thermoplasma属、Therm
oproteus属、Thermosphaera属、Thermosphaera属由来のものを用いることができる。
【００４４】
　さらに詳しくは、好熱性微生物由来の耐熱性を持つアミラーゼ又はグルコアミラーゼと
して、例えば、クロストリジウム・サーモセラム、クロストリジウム・サッカロリティカ
ム（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｓａｃｃｈａｒｏｌｙｔｉｃｕｍ）、クロストリジウム・
ファイトファーメンタス（Clostridium phytofermentans）、クロストリジウム・サーモ
アミロリティカム（Clostridium thermoamylolyticum）、バチルス・アミロリクイファシ
エンス（Bacillus amyloliquefaciens）、バチルス・メガテリウム（Bacillus megateriu
m）、バチルス・セリウス（Bacillus cereus）、バチルス・リケニフォミス（Bacillus l
icheniformis）、ジオバチルス・サーモデニトリフィカンス（Geobacillus thermodenitr
ificans）、ジオバチルス・サーモグルコシダシウス（Geobacillus thermoglucosidasius
）、ジオバチルス・サーモレオボランス（Geobacillus thermoleovorans）、サーモアナ
エロバクター・ブロッキ（Thermoanaerobacter brockii）由来の酵素がある。このほか、
サーモアナエロバクター・シュードエタノリクス（Thermoanaerobacter pseudethanolicu
s）、サーモアナエロバクター・エタノリクス（Thermoanaerobacter ethanolicus）、サ
ーモアナエロバクター・ウィーゲリイ（Thermoanaerobacter wiegelii）が同様に利用で
きる。
　また、サーモアナエロバクテリウム・ザイラノリティカム（Thermoanaerobacterium xy
lanolyticum）、サーモアナエロバクテリウム・サーモサッカロリティカム（Thermoanaer
obacterium thermosaccharolyticum）、スルフォバチルス・アシドフィリス（Sulfobacil
lus acidophilus）、アリサイクロバチルス・アシドカルダリウス（Alicyclobacillus ac
idocaldarius）、アナエロセルム・サーモフィルム（Anaerocellum thermophilum）由来
のβ－グルコシダーゼも同じく利用できる。
【００４５】
　耐熱性を持つアミラーゼ又はグルコアミラーゼは、上述した微生物以外に、Pyrococcus
、Thermococcus属などアーケア（古細菌）由来や、黒麹菌リゾプス・オリゼ（Rhizopus o
ryzae）や麹菌アスペルギルス・ニガー（Aspergillus niger）、アスペルギルス・オリゼ
（Aspergillus oryzae）やタラロマイセス・エマソニ（Talaromyces emersonii）、また
常温菌でも耐熱性アミラーゼ及びグルコアミラーゼを生産できるClostridium acetobutyl
icum、Clostridium cellulolyticum、Bacillus subtilis、Pseudomonas putidやLactobac
illus属微生物から得られるものでもよい。
　また、遺伝子組み換えにより大腸菌等により生産される酵素又はアミノ酸配列の一部が
改変された酵素であっても、上述の至適反応温度の範囲内でβ－グリコシド結合を分解す
る活性を有する酵素であればよい。
【００４６】
　なお、好熱嫌気性微生物がセルロースを消費した後、セルロースを添加し、グルコース
の生産を繰り返す操作を行い、グルコースを連続して生産してもよい。例えば、セミバッ
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チ培養により、好熱嫌気性微生物が消費したセルロースを補充するようにすればよい。
【００４７】
　前記、β－グルコシダーゼ、及びアミラーゼ、グルコアミラーゼの存在下、好熱嫌気性
微生物を培養するグルコースの生産方法においては、培養の際に、各種タンパク性ブロッ
キング剤、高分子化合物及び界面活性剤から選択される１種以上を適当な濃度添加して培
養することも糖化効率上昇させるのに効果がある。
　具体的には、タンパク性ブロッキング剤としてスキムミルク、カゼイン、牛血清アルブ
ミン、ゼラチン、ポリペプトン等が挙げられ、中でもカゼインを含むタンパク性ブロッキ
ング剤が優れている。また界面活性剤は、陰イオン系、陽イオン系、両性、非イオン性界
面活性剤のいずれでもよいが、好ましくは非イオン性界面活性剤である。特に、Tween２
０や又はTween８０に代表される非イオン性界面活性剤の使用が好ましい。また高分子化
合物においてはグリコール類がよく、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）２００以上のも
のが利用できる。特にポリエチレングリコール４０００～６０００が好ましい。
　タンパク性ブロッキング剤等を添加し、β－グルコシダーゼの存在下、好熱嫌気性微生
物を培養すると、植物細胞壁が有するリグニン及びリグニン－ヘミセルロース複合体、リ
グニン－無機物複合体等、セルロース及びヘミセルロース以外の疎水性基等の反応基を持
つとされる物質への糖質分解酵素との非特異的吸着が抑制されると考えられる。
【００４８】
　以下、実施例を挙げて本発明を詳しく説明する。なお、本発明は、以下に示す実施例に
限定されるものではない。
【実施例１】
【００４９】
　［β－グルコシダーゼの調製］
　好熱嫌気性微生物であるサーモアナエロバクター・ブロッキＡＴＣＣ３３０７５（Ther
moanaerobacter brockii）（アメリカンタイプカルチャーコレクションのβ－グルコシダ
ーゼをもとにした組換えβ－グルコシダーゼ（以下、ＣｇｌＴという。）を作成した。
【００５０】
　サーモアナエロバクター・ブロッキからのゲノムＤＮＡは、以下の手順により抽出した
。
　０．５％セロビオースを含むＢＭ７ＣＯ－ＣＢ液体培地を用いてサーモアナエロバクタ
ー・ブロッキを培養後、４℃にて１０，０００回転で５分間、遠心分離して菌体を回収し
た。得られた菌体を溶菌させるために、１０％ＳＤＳ（ラウリル硫酸ナトリウム）を最終
濃度が０．５％になるように添加するとともに、プロテナーゼＫ（１ｍｇ/ｍｌ）溶液が
５μｇ／ｍｌになるように加え、３７℃で１時間反応させた。さらに１０％臭化セチルト
リメチルアンモニウム－０．７Ｍ塩化ナトリウム溶液を１％濃度になるように加え、６５
℃、１０分間反応させた後、等量のクロロフォルム・イソアミルアルコール溶液を加えよ
く攪拌し、１５，０００回転、５分間遠心分離にて水層を得た。
【００５１】
　この水層にフェノール・クロロフォルム・イソアミルアルコール混液を等量加え、攪拌
して再度１５，０００回転し、５分間遠心分離にて水層を得た。この水層に対し０．６倍
容量のイソプロパノールを加えゲノムＤＮＡを析出させ、再度遠心分離によりゲノムＤＮ
Ａを調製した。このゲノムＤＮＡを７０％エタノールで洗浄、乾燥した。
【００５２】
　ＢＭ７ＣＯ－ＣＢ培地の組成は、リン酸二水素カリウムを１．５ｇ/Ｌ、リン酸水素二
カリウムを２．９ｇ/Ｌ、尿素を２．１ｇ/Ｌ、酵母エキスを６．０ｇ/Ｌ、炭酸ナトリウ
ムを４ｇ/Ｌ、システイン塩酸塩を０．０５ｇ/Ｌ、ミネラル溶液（５ｇのＭｇＣｌ２・６
Ｈ２Ｏ、０．７５ｇのＣａＣｌ２・２Ｈ２Ｏ、０.００６３ｇのＦｅＳＯ４．６Ｈ２Ｏ、
を水４ｍｌに溶解）０．２ｍｌから調製した。また、培地に炭素源としてセロビオースを
５ｇ／Ｌになるように加えた。最終的な培地のｐＨを７．０前後に調整した。
【００５３】
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　ＣｇｌＴは、上記調製したゲノムＤＮＡを用い、オリゴヌクレオチドプライマーＣｇｌ
ＴＦ（配列番号１に示す：５´－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＣＡＡＡＡＴＴＴＣＣＡＡＧＡ
ＧＡＴ－３´）及び、ＣｇｌＴＲ（配列番号２に示す：５´－ＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＡＴ
ＣＴＴＣＧＡＴＡＣＣＡＴＣＡＴＣ－３´）を合成し、ＰＣＲにより約１．４キロベース
長の二本鎖増幅ＤＮＡ配列を得た。増幅したＣｇｌＴ遺伝子配列を配列番号３に示す。
【００５４】
　デザインしたオリゴヌクレオチドプライマーＣｇｌＴＦ及びＣｇｌＴＲは、大腸菌発現
ベクターに挿入するため、制限酵素サイトＢａｍＨＩ及びＢｐｕ１１０２サイトを付加し
てある。なお、サーモアナエロバクター・ブロッキＡＴＣＣ３３０７５のβ－グルコシダ
ーゼＣｇｌＴ遺伝子配列は、国立バイオテクノロジー情報センター（ＮＢＩＣ）のホーム
ページ（http://www.Ncbi.nlm.nih.gov/）を通じ、遺伝子配列を取得することができる（
ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号；CAA91220.1）。
【００５５】
　ＰＣＲは、ＥｘＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（タカラバイオ社製）により１６ｓｒＲＮ
Ａ遺伝子の増幅を行った。ＰＣＲの条件は９８℃、１分間、５５℃、１分間、７２℃、２
分間を３０サイクルの条件において増幅を行なった。
【００５６】
　ＰＣＲ産物は０．８％アガロースゲル電気泳動で増幅されたバンドを確認後、キアゲン
ＰＣＲ精製キット（キアゲン社製）を用い精製した。精製したＰＣＲ産物はＢａｍＨＩ（
タカラバイオ社製）及びＢｐｕ１１０２（タカラバイオ社製）を用い、３７℃で一晩、制
限酵素処理を行った。
【００５７】
　制限酵素処理済みＰＣＲ産物は再度０．８％アガロースゲル電気泳動により制限酵素分
解産物と分離し、ゲルから目的のバンドを切り出し、ゲル抽出キット（キアゲン社製）に
より精製した。
【００５８】
　ＣｇｌＴ遺伝子を大腸菌において発現させるため、ｐＥＴ１９ｂ発現ベクター（メルク
社製）も使用した。本ベクターは発現させたい目的のタンパク質のＮ末端側に６残基のヒ
スチジンタグが融合されるような設計になっている。ｐＥＴ１９ｂ発現ベクターは、同じ
くＢａｍＨＩ及びＢｐｕ１１０２を用い、３７℃で一晩、制限酵素処理を行った。制限酵
素処理後、制限酵素切断サイトの脱リン酸を行うため、アルカリフォスファターゼ（タカ
ラバイオ社製）を５０℃で１時間処理を行った。フェノール・クロロフォルム抽出を繰り
返し、アルカリフォスファターゼを失活させた後、エタノール沈殿処理を行い、制限酵素
処理済みｐＥＴ１９ｂ発現ベクターを回収した。
【００５９】
　ＣｇｌＴ発現ベクターを構築するため、上記制限酵素処理済みＣｇｌＴ遺伝子とｐＥＴ
１９ｂ発現ベクターはＴ４ライゲース（タカラバイオ社製）により１６℃で一晩、インキ
ュベートを行い、連結させた。その発現ベクターＣｇｌＴ－ｐＥＴ１９は大腸菌ＪＭ１０
９へ一度形質転換を行い、５０μｇ／ｍｌアンピシリンナトリウムと１．５％寒天を含む
Luria-Bertani培地（ＬＢ培地）により３７℃で一晩、培養を行った。
【００６０】
　ＬＢ培地の組成を以下に示す。バクトペプトン１ｇ／Ｌ、塩化ナトリウム１ｇ／Ｌ、イ
ーストエキストラクト１ｇ／Ｌ、最終的な培地のｐＨを７．０前後に調整した。
【００６１】
　生育してきたコロニーから目的の発現ベクターＣｇｌＴ－ｐＥＴ１９を有するクローン
を選択した。選択には大腸菌クローンからプラスミド抽出キット（キアゲン社製）を用い
て発現ベクターＣｇｌＴ－ｐＥＴ１９を抽出したのち上記プライマーによりＢｉｇＤｙｅ
（登録商標）Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｖ３．１(アプライドバイオシステムズ社)、ＰＲＩ
ＳＭ（登録商標）　３１００　Ｇｅｎｅｔｉｃ Ａｎａｌｙｚｅｒ（アプライドバイオシ
ステムズ社製）または、ＰＲＩＳＭ（登録商標）３７００　ＤＮＡ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（
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アプライドバイオシステムズ社製）によりＤＮＡ配列を読み取った。
【００６２】
　読み取った遺伝子配列が正確かどうかを確認するため、国立バイオテクノロジー情報セ
ンター（ＮＢＩＣ）のホームページを通じ、得られたＤＮＡ配列データを用いて、ホモロ
ジー検索を行なって正確性を確かめた。正確な遺伝子配列を有する発現ベクターＣｇｌＴ
－ｐＥＴ１９はＣｇｌＴタンパク質を多量発現させるため、再度大腸菌ＢＬ２１（メルク
社製）へ形質転換しタンパク質多量発現大腸菌クローンを得た。
【００６３】
　ＣｇｌＴを得るため、発現ベクターＣｇｌＴ-ｐＥＴ１９を持つ大腸菌ＢＬ２１をアン
ピシリンナトリウム含有ＬＢ培地で３７℃、４時間培養を行った後、イソプロピル－Ｄ－
チオガラクトピラノシド（isopropyl-D-thiogalactopyranoside）を１ｍＭの濃度を加え
さらに１２時間培養を行った。
【００６４】
　ＣｇｌＴ-ｐＥＴ１９を持つ大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）は遠心分離（８，０００回転、
４℃、１０分）により菌体を回収した。回収した菌体は一度－８０℃で一晩凍結し、溶菌
緩衝液（５０ｍＭのリン酸緩衝液、３００ｍＭの塩化ナトリウム、１０ｍＭのイミダゾー
ル、ｐＨ８．０）に懸濁したのち、氷中において超音波破砕機により破砕した。得られた
溶菌混濁液を遠心分離し、透明な溶菌液と沈殿している未破砕菌体とを分離後、溶菌液の
みを回収し０．４５μｍフィルター濾過を行った。
【００６５】
　溶菌液はニッケルアガロースゲルカラム（Ｎｉ－ＮＴＡアガロースゲル；キアゲン社製
）を通して、ヒスタグ融合ＣｇｌＴを得た。さらに溶出を行ったＣｇｌＴは脱塩カラム（
バイオラッド社製）に通して精製した。ヒスタグ融合ＣｇｌＴのタンパク量測定は、必要
に応じて蒸留水で希釈後、ＢＣＡ・タンパク測定キット（サーモサイエンティフィック社
製）により測定を行った。タンパク質の検量線はウシ血清アルブミンを使用して作成した
。
【００６６】
　ＣｇｌＴのアミノ酸配列を配列番号４に示す。
【００６７】
　β－グルコシダーゼの活性測定は、Wood, WA., Kellog, S.T., 1988. Methods in Enzy
mology．160, New York: Academic Press.に記載された、ｐ－ニトロフェノールガラクト
ピラノシドを基質として酵素反応により遊離してくるｐ－ニトロフェノール量を測定する
ことにより、活性（ユニット）を算出した。一分間に１μモルｐ－ニトロフェノールを生
成する量を１ユニット（Ｕ）の酵素活性と定義した。
【００６８】
　［クロストリジウム・サーモセラムの前培養］
　クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株（ＮＩＴＥ　Ｐ－６２７）を微結晶セ
ルロース１０ｇ／Ｌを含むＢＭ７ＣＯ－ＣＬ培地を用いて４日間、６０℃にて培養を行っ
た。
【００６９】
　［クロストリジウム・サーモセラムとβ－グルコシダーゼによるグルコースの生産］
　上記前培養したクロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株を用い、高濃度結晶性
セルロース（１００ｇ／Ｌ）を含むＢＭ７ＣＯ培地を使用の際、β－グルコシダーゼを添
加しない場合、及びβ－グルコシダーゼ（ＣｇｌＴ、１０ユニット）を同時に添加した場
合の培養液中のセルロース残存量、セロビオース生成量、グルコース生成量の経時的変化
を測定した。
【００７０】
　培養液中のセルロース残存量は、培養期間中、よく懸濁した培養液を経時的に０．５ｍ
ｌずつサンプリングを行い、あらかじめ重量を測定していた０．４５μｍのフィルターカ
ップへサンプルの一部を加えた。そのフィルターカップは遠心分離（１３，０００ｒｐｍ
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、５分間、４℃）を行い、培養液と残渣のセルロースを分離した。セルロース残渣を含む
フィルターカップは７０℃で２日間乾燥させ、再度、フィルターカップの重量を測定し、
空のフィルターカップの重量から差し引くことで残存しているセルロース残量を算出した
。
【００７１】
　培養液中のセロビオース及びグルコース濃度の測定は、サンプリングしフィルターカッ
プで遠心分離した上記培養液を用い、培養液中のセロビオースやグルコースをアミネック
スＨＰＸ－８７Ｐ及びアミネックスＨＰＸ－８７Ｈカラム（バイオラッド社製）による示
差屈折検出器を用いた高速液体クロマトグラフィー（島津製作所製、Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃ
ｅ）により測定した。測定されたグルコース量及びセロビオース量は、使用したセルロー
ス重量を参考にグルコース及びセロビオース換算での全糖量を算出し１００％量とした。
【００７２】
　その結果をそれぞれ図１及び図２に示す。図中、実線がセルロースの消費を経時的に表
したもので、黒四角印（■）が培養液中のグルコース含量、黒丸印（●）が培養液中のセ
ロビオース含量を示す。
【００７３】
　図１に示すように、クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株の培養時にβ－グ
ルコシダーゼを添加しない場合、最終的にセルロースは約６％近く残存した。また培養期
間中、グルコースの遊離はほとんど認められず、セロビオースも多少は培養液中に存在す
るが、１％以下と非常に低い量に保たれていた。
【００７４】
　図３に示すように、クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株の培養時に同時に
β－グルコシダーゼを添加した場合、１０％セルロースは、最終的にすべて分解され残存
量はわずかであった。加えて培養液中の遊離セロビオース量は、低い状態に保たれていた
が、遊離グルコース量は培養２日目以降、急激に上昇していくことが明らかとなった。こ
の結果は、クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４の生産するセルロソームを含む
セルラーゼ酵素がセルロースを分解するが、セルロースから遊離してくるセロビオースを
速やかにβ－グルコシダーゼがグルコースに変換していることを示している。また、グル
コースはセルロソーム等、セルラーゼ酵素の活性阻害への影響が低いため、セルロース分
解反応はセロビオースが残存している状態よりも進む。一方、遊離生成されたグルコース
量から換算すると、グルコースの約１．５％～２％が、クロストリジウム・サーモセラム
ＪＫ－Ｓ１４の生育等に消費されるが、約８％のグルコースは、培養液中に蓄積している
。これは、クロストリジウム・サーモセラムのグルコース消費速度が極めて遅いことを示
しており、セルロース分解反応がグルコース消費よりも先行して進むことによると考察で
きる。この結果、セルロース基質を炭素源にクロストリジウム・サーモセラムを培養する
場合、同時にβ－グルコシダーゼを添加すると、その培養液中にグルコースを蓄積できる
ことが明らかとなった。
【実施例２】
【００７５】
　カルディセルロシルブター・サッカロリティカス
［カルディセルロシルブター・サッカロリティカスの前培養］
　カルディセルロシルブター・サッカロリティカスＡＴＣＣ ４３４９４（アメリカンタ
イプカルチャーコレクション）を微結晶セルロース１０ｇ／Ｌを含むＢＭ７ＣＯ－ＣＬ培
地を用いて４日間、６０℃にて培養を行った。
【００７６】
　［カルディセルロシルブター・サッカロリティカスとβ－グルコシダーゼによるグルコ
ースの生産］
　上記前培養したカルディセルロシルブター・サッカロリティカスＡＴＣＣ ４３４９４
株を用い、高濃度結晶性セルロース（５０ｇ／Ｌ）を含むＢＭ７ＣＯ培地を使用の際、β
－グルコシダーゼを添加しない場合、及びβ－グルコシダーゼ（ＣｇｌＴ、１０ユニット
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）を同時に添加した場合の培養液中のセルロース残存量、セロビオース生成量、グルコー
ス生成量の経時的変化を測定した。
【００７７】
　培養液中のセルロース残存量は、実施例１と同様に、培養期間中、よく懸濁した培養液
を経時的に０．５ｍｌずつサンプリングを行い、あらかじめ重量を測定していた０．４５
μｍのフィルターカップへサンプルの一部を加えた。そのフィルターカップは遠心分離（
１３，０００ｒｐｍ、５分間、４℃）を行い、培養液と残渣のセルロースを分離した。セ
ルロース残渣を含むフィルターカップは７０℃で２日間乾燥させ、再度、フィルターカッ
プの重量を測定し、空のフィルターカップの重量から差し引くことで残存しているセルロ
ース残量を算出した。
【００７８】
　培養液中のセロビオース及びグルコース濃度の測定は、実施例１と同様に、サンプリン
グしフィルターカップで遠心分離した培養液を用い、培養液中のセロビオースやグルコー
スを高速液体クロマトグラフィー（島津製作所製、Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ）により測定し
た。測定されたグルコース量及びセロビオース量は、使用したセルロース重量を参考にグ
ルコース及びセロビオース換算での全糖量を算出し１００％量とした。
【００７９】
　その結果をそれぞれ図３及び図４に示す。図中、実線がセルロースの消費を経時的に表
したもので、黒四角印（■）は培養液中のグルコース含量、黒丸印（●）は培養液中のセ
ロビオース含量を示す。
【００８０】
　図３に示すように、カルディセルロシルブター・サッカロリティカスＡＴＣＣ ４３４
９４株の培養時にβ－グルコシダーゼを添加しない場合、最終的にセルロースは約１．５
％残存した。また培養期間中、グルコースの産生が認められた。これはカルディセルロシ
ルブター・サッカロリティカス培養液中にβ－グルコシダーゼ活性が存在するものと考え
られる。一方、セロビオースも多少は培養液中に存在するが、１％以下と非常に低い量に
保たれていた。
【００８１】
　図４に示すように、カルディセルロシルブター・サッカロリティカスＡＴＣＣ ４３４
９４株の培養時にβ－グルコシダーゼを添加しない場合に比較し、明らかに培養液中のグ
ルコースの蓄積が増加した。この結果は、セルロース基質を炭素源としてカルディセルロ
シルブター・サッカロリティカスを培養する場合、β－グルコシダーゼを添加すると、培
養液中にグルコースを蓄積できることを示している。５％のセルロースは、最終的にすべ
て分解され残存量はわずかであった。培養液中の遊離セロビオース量は、低い状態に保た
れていたが、グルコース量は培養３日目以降、急激に上昇していくことが明らかとなった
。最終的に５％のセルロースから３．５％のグルコースが培養液中に蓄積した。この結果
は、カルディセルロシルブター・サッカロリティカスの生産するセルラーゼ酵素がセルロ
ースを分解し、増殖していることを示すと同時に、β－グルコシダーゼがセルロース分解
から生じるセロビオースを速やかにグルコースに変換していることを示している。生成さ
れたグルコース量から換算すると、約３割のグルコース分が生育に消費されることが明ら
かとなった。これは、カルディセルロシルブター・サッカロリティカスＡＴＣＣ ４３４
９４株も同様にグルコース消費速度が極めて遅いことを示しており、セルロース分解反応
がグルコース消費よりも先行して進むことによると考察できる。
【実施例３】
【００８２】
　セルロース系バイオマスを炭素源として使用した場合でも、グルコースを培養液中に蓄
積することを確認するため、アンモニア浸漬処理を行った前処理稲わら及び、アルカリ蒸
解及び漂白処理を行った杉チップを用いて試験を行った。
【００８３】
　アンモニア浸漬は乾燥稲わらを１０ｇに１０倍量の２８％アンモニア水溶液を加え、密
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閉容器に入れて６０℃で７日間放置した。その後、蒸留水により中性になるまでよく洗浄
を繰り返し、水を絞ったものをアンモニア浸漬前処理稲わらサンプルとした。アンモニア
浸漬前処理稲わらの全糖成分や量を測定するため、稲わらを硫酸加水分解により加水分解
し、得られた加水分解液を高速液体クロマトグラフィーで測定した。
【００８４】
　アルカリ蒸解処理杉パルプの調製は、杉チップ１ｇに対し水酸化ナトリウムが２３％と
なるように水酸化ナトリウム溶液を加え、耐圧容器中で１７０℃、３時間反応を行った。
その後、十分に水洗し、亜塩素酸（対パルプ当たり３．５％）により６０℃、３０分間で
漂白処理を行った。さらに杉パルプ１ｇに対し４％の水酸化ナトリウムで６０℃、３０分
間処理を行い中性になるまで水洗を繰り返した。漂白杉パルプの全糖成分や量を測定する
ため、硫酸加水分解により加水分解液を調製後、高速液体クロマトグラフィーにて測定し
た。
【００８５】
　乾燥重量で５％（重量％）のアンモニア浸漬稲わら又は杉漂白パルプを含むＢＭ７ＣＯ
培地にクロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株を接種すると同時にβ－グルコシ
ダーゼを添加し、６０℃で培養を行った。経時的にサンプリングを行い培養液中に残る稲
わらの重量及びグルコース量を測定した。
【００８６】
　図５に、乾燥重量で５％のアンモニア浸漬稲わらを含むＢＭ７ＣＯ培地にβ－グルコシ
ダーゼを添加し、クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株を培養した際の培養液
中の稲わら残存量とグルコース蓄積量を示した。実線が稲わらの培養液中の残存量を経時
的に表したもので、黒四角印（■）は培養液中のグルコース蓄積量を示す。
【００８７】
　図６は、乾燥重量で５％の杉漂白パルプ含むＢＭ７ＣＯ培地にβ－グルコシダーゼを添
加し、クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株を培養した際の培養液中の稲わら
残存量とグルコース蓄積量を示すものである。実線が稲わらの培養液中の残存量を経時的
に表したグラフである。黒四角印（■）は培養液中のグルコース蓄積量を示す。
【００８８】
　図５及び図６からわかるように、培養1日目以降から培養液中のグルコース濃度の上昇
が認められ、アンモニア浸漬稲わらの場合（図５参照）、約２．５％のグルコース、及び
杉漂白パルプの場合（図６参照）、約４％グルコースを培養液中に蓄積した。それに伴い
培養液中の稲わらや杉漂白パルプ残量は減少した。
【００８９】
　アンモニア浸漬稲わらのセルロース含量は乾燥重量当たり６０％がセルロースである。
また杉漂白パルプは乾燥重量の９０％がセルロースであることが加水分解後のＨＰＬＣ分
析からわかっている。一方、残った稲わらや漂白杉パルプ中のセルロース含量を測定する
と、最終残渣にセルロースは含まれておらず、遊離したグルコース量とクロストリジウム
・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株の消費量を考慮すると、稲わら及び漂白杉パルプ中に含ま
れるセルロースは１００％利用されたことを示している。
【００９０】
　セルロース濃度をさらに高め、高濃度のグルコースを蓄積可能かどうか検討するため、
アンモニア浸漬稲わら及び漂白杉パルプが分解されグルコース蓄積量が平衡状態になった
時点（それぞれ、５日目）で、アンモニア浸漬稲わら又は漂白杉パルプをそれぞれ乾燥重
量として再度５％追添加した。結果を図５及び図６に示す。セルロースを再添加した後、
セルロースの残存量は急激に減少していき、またグルコース蓄積が生じた。セルロース再
添加後のグルコース蓄積量は、初回の分解時に得られたグルコースの蓄積量とほぼ同様な
傾向が認められ、最終的に、グルコース量としてアンモニア浸漬稲わらの場合、約５％、
漂白杉パルプにおいては約８％、蓄積が可能であることが明らかとなった。
　また、この結果から、セルロースが分解した後、セルロースをさらに添加しても、グル
コースの生産を繰り返して行うことが可能であることがわかる。
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【実施例４】
【００９１】
　前記シグマセルのような純粋なセルロースである場合は１０％の濃度としても阻害無く
完全分解することができる。一方、前記、稲わらなどの草本系バイオマスや杉などの木質
系バイオマスを使用した場合、リグニン除去を行うような前処理を行ったとしても残存し
たヘミセルロースやリグニンが邪魔をし、高濃度基質を最初から添加すると糖化効率は著
しく低下することが知られている。これは基質と酵素の非特異的吸着やそれによる酵素の
失活、さらには酵素同士のセルロース表面での渋滞現象が起こることが最近の研究で明ら
かとなっている（非特許文献１）。この現象の解消方法として、界面活性剤、コーティン
グ剤又は高分子化合物などを添加すると酵素の糖化能が向上することが知られている。し
かし、クロストリジウム・サーモセラム培養時にβ－グルコシダーゼを添加した場合、上
記薬剤添加による効果は不明である。特に、界面活性剤は微生物の細胞膜や壁を溶解させ
る薬剤としてDNAやタンパク質抽出時に使用されることが知られており、微生物に対して
毒性を持つ。
【００９２】
　そこで、非イオン性界面活性剤を用い、水熱前処理稲わらに対して効果があるかを試験
した。なお、水熱前処理稲わらは、アルカリを用いた前処理に比べ、糖化し難いとされて
いる。
【００９３】
　水熱前処理稲わらの調製は、乾燥稲わらを１０ｇに３倍量の蒸留水を加え、密閉容器に
入れて１７０℃で１２時間反応させた。その後、蒸留水により中性になるまでよく洗浄を
繰り返し、水を絞ったものを水熱前処理稲わらサンプルとした。なお、この水熱前処理稲
わらの全糖成分や量を測定するため、硫酸加水分解により加水分解液を調製後、高速液体
クロマトグラフィーにて測定した。
【００９４】
　コーティング剤として、カゼイン（和光純薬社製）、界面活性剤として、Tween２０（
和光純薬社製）、また高分子化合物としてＰＥＧ６０００（和光純薬社製）を用いた。
　実施例１と同様に、クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株培養時にβ－グル
コシダーゼを添加すると共に、１ｇの水熱前処理稲わらあたり、カゼイン０．０２５ｇ、
Tween２０を０．０５ｇ、又はＰＥＧ６０００を０．０２５ｇ添加し、培養を開始した。
【００９５】
　図７は、培地に対し、水熱前処理稲わら１０％（乾燥重量％）を用い、クロストリジウ
ム・サーモセラム培養時に、β－グルコシダーゼ及び、コーティング剤、界面活性剤又は
高分子化合物を添加した場合の糖化を示すグラフである。
　図中の黒菱形印（◆）は添加なし、黒丸印（●）はカゼイン添加、黒三角印（▲）はPE
G6000添加、黒四角印（■）はTween２０を添加した際の水熱前処理稲わらからの遊離した
グルコース量を示した。水熱前処理稲わらのセルロース濃度は約４０％含まれていること
が知られている。従って１００％糖化した際の遊離してくるグルコース濃度は約４％であ
る。
【００９６】
　添加剤を入れない場合、水熱前処理稲わらでは１．４％のグルコースの培地中への蓄積
が認められた。従って、少なくとも糖化効率は３５％であったが、カゼイン添加物では２
．１％のグルコースの蓄積、PEG6000添加では、２．７％のグルコースの蓄積、Tween２０
添加では２．９％のグルコースの蓄積となり、それぞれ糖化効率は５２．５％、６７．５
％、７２．５％とグルコース蓄積量及び、糖化効率共に劇的に上昇することが明らかとな
った。特に高分子化合物や界面活性剤の添加により高い効果があることが明らかとなった
。
　従って、クロストリジウム・サーモセラム培養時に同時にβ－グルコシダーゼ及び、コ
ーティング剤、界面活性剤又は高分子化合物の添加することで、セルロースからのグルコ
ース生産、培養液中への蓄積を飛躍的に高められることをも併せて明らかとなった。
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【実施例５】
【００９７】
　ＣｇｌＴに配列番号５に示すクロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４（ＮＩＴＥ
　ＢＰ－６２７）株のＣＢＭを融合してキメラβ－グルコシダーゼ（以下、ＣＢＭ融合Ｃ
ｇｌＴという）を作製した。
【００９８】
　ＣＢＭ融合ＣｇｌＴをデザインするに当たり、Ｎ末端側にＣＢＭを融合させたタイプ（
以下、ＣＢＭ－ＣｇｌＴとして示す。）とＣ末端側にＣＢＭを融合させたタイプ（以下、
ＣｇｌＴ－ＣＢＭとして示す。）とをそれぞれ作成した。
【００９９】
［ＣＢＭ－ＣｇｌＴの作製］
　ＣＢＭ－ＣｇｌＴの作成にあたり、ＣＢＭの増幅にはオリゴヌクレオチドプライマーＣ
ＢＭＦ１（配列番号６に示す：５´－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＴＴＧＧＣＡＡＴＧＣＡＡ
ＣＡＣＣＧ－３´）およびＣＢＭＦｕｓｉｏｎＮ（配列番号７に示す：５´－ＡＣＧＡＡ
ＡＴＣＴＣＴＴＧＧＡＡＡＴＴＴＴＧＣＡＴＴＣＧＧＡＴＣＡＴＣＴＧＡＣＧＧＣＧＧ－
３´）を用いた。
【０１００】
　オリゴヌクレオチドプライマーＣＢＭＦ１にはＢａｍＨＩの制限酵素サイトを付与する
ようにデザインし、またＣＢＭＦｕｓｉｏｎＮにはＣｇｌＴのＮ末端アミノ酸配列が一部
含まれるようにデザインした。
【０１０１】
　クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株（ＮＩＴＥ　ＢＰ－６２７）のゲノム
ＤＮＡを鋳型とし、ＰＣＲによりＣＢＭ遺伝子断片を増幅した。増幅したＣＢＭの遺伝子
配列を配列番号８に示す。
【０１０２】
　ＣｇｌＴの作成にあたっては、プライマーＣｇｌＴＦｕｓｉｏｎ（Ｎ）（配列番号９に
示す：５´－ＣＣＧＣＣＧＴＣＡＧＡＴＧＡＴＣＣＧＡＡＴＧＣＡＡＡＡＴＴＴＣＣＡＡ
ＧＡＧＡＴＴＴＣＧＴＴ－３´）、及びＣｇｌＴＲ（配列番号１０に示す）を用いた。
【０１０３】
　プライマーＣｇｌＴＦｕｓｉｏｎ（Ｎ）は、ＣＢＭのＣ末端側を一部重複した形でプラ
イマーをデザインした。それぞれ増幅したＣＢＭ遺伝子（３´側にＣｇｌＴのＮ末端アミ
ノ酸配列をコードする遺伝子を含む。）及びＣｇｌＴ遺伝子（５´側にＣＢＭのＣ末端ア
ミノ酸配列をコードする遺伝子を含む。）を鋳型として用い、オリゴヌクレオチドプライ
マーＣＢＭＦ１及びＣｇｌＴＲを用いＰＣＲ反応を行った。
【０１０４】
　ＰＣＲ反応により、約１．９ｋｂのＣＢＭ－ＣｇｌＴのＤＮＡ断片（配列番号１１）を
得た。
【０１０５】
［ＣｇｌＴ－ＣＢＭの作製］
　Ｃ末端側にＣＢＭを融合させたタイプのＣｇｌＴ－ＣＢＭの作成において、ＣｇｌＴ遺
伝子の増幅にはオリゴヌクレオチドプライマーＣｇｌＴＦ（配列番号１）及びＣｇｌＴＲ
－Ｆｕｓｉｏｎ（Ｃ）（配列番号１２に示す：５´－ＣＧＧＴＧＴＴＧＣＡＴＴＧＣＣＡ
ＡＣＡＴＣＴＴＣＧＡＴＡＣＣＡＴＣＡＴＣ－３´）を用いた。
【０１０６】
　オリゴヌクレオチドプライマーＣｇｌＴＲ－Ｆｕｓｉｏｎ（Ｃ）には、ＣＢＭのＮ末端
側を一部重複した形でオリゴヌクレオチドプライマーをデザインした。
【０１０７】
　Ｃ末端側へのＣＢＭ遺伝子の増幅においては、オリゴヌクレオチドプライマーＣＢＭ３
Ｆ－Ｆｕｓｉｏｎ（Ｃ）（配列番号１３に示す：５´－ＧＡＴＧＡＴＧＧＴＡＴＣＧＡＡ
ＧＡＴＧＴＴＧＧＣＡＡＴＧＣＡＡＣＡＣＣＧ－３´）及びオリゴヌクレオチドプライマ
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ーＣＢＭ３Ｒ、（配列番号１４に示す：５´－ＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＡＴＴＣＧＧＡＴＣ
ＡＴＣＴＧＡＣＧＧＣＧＧＴＡＴ－３´）を用いた。
【０１０８】
　オリゴヌクレオチドプライマーＣＢＭ３Ｆ－Ｆｕｓｉｏｎ（Ｃ）にはＣｇｌＴのＣ末端
側のアミノ酸配列をコードする遺伝子が一部重複した形でデザインした。
【０１０９】
　オリゴヌクレオチドプライマーＣＢＭ３Ｒは、制限酵素Ｂｐｕ１１０２の切断サイトを
付与するようにデザインした。
【０１１０】
　それぞれ増幅したＣｇｌＴ遺伝子（３´側にＣＢＭのＣ末端アミノ酸配列をコードする
遺伝子を含む。）及びＣＢＭ遺伝子（５´側にＣｇｌＴのＮ末端アミノ酸配列をコードす
る遺伝子を含む。）を鋳型として用い、オリゴヌクレオチドプライマーＣｇｌＴＦ及びＣ
ＢＭ３Ｆ－Ｆｕｓｉｏｎ（Ｃ）を用い、ＰＣＲ反応を行った。
【０１１１】
　ＰＣＲの結果、ＣｇｌＴとＣＢＭが融合した場合において得られる約２ｋｂのＤＮＡ断
片を得ることができた（配列番号１５）。
【０１１２】
　ＰＣＲで得られた１つの融合遺伝子をそれぞれＢａｍＨＩとＢｐｕ１１０２の制限酵素
により切断後、精製を行い、ｐＥＴ１９ｂのＢａｍＨＩとＢｐｕ１１０２制限酵素サイト
間へ挿入し、ＣＢＭ融合ＣｇｌＴ発現プラスミドを作成した。２つの発現プラスミドを大
腸菌ＢＬ２１へ導入して形質転換を行い、それぞれ発現株を取得した。
【０１１３】
　ＣＢＭを融合したβ－グルコシダーゼの一般的な特徴を確認するため、それぞれの組換
えタンパク質を発現し精製した。精製したタンパク質は両者ともＮ末端側にヒスチジンタ
グが付与される構造となることから、上記記載の組換えＣｇｌＴと同様にニッケルアガロ
ースカラムにおいてＳＤＳ－ＰＡＧＥで単一バンドになるまで精製を行った。
【０１１４】
　精製したＣＢＭ融合型β－グルコシダーゼのセルロース結合能を測定するため、セルロ
ースを使った結合能を試験した。セルロース結合能は精製タンパク質０．２ｍｇを用い、
１０ｍｇアビセルを含む５０ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．０）と混合し、４℃で
一晩放置した。その後、遠心分離により上清と沈殿（すなわち、セルロース）を分離した
のち、５０ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．０）で３回洗浄を行った。再度遠心分離
により沈殿を回収したのち、５０ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．０）で懸濁し、Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥに供した。
【０１１５】
　ＣｇｌＴと比較した場合、ＣＢＭ－ＣｇｌＴ及びＣｇｌＴ－ＣＢＭともに沈殿画分にＣ
ｇｌＴと同一のバンドが認められた。ＣｇｌＴは上清及び緩衝液洗浄画分に認められたこ
とから、この融合したＣＢＭ遺伝子はセルロース結合能を有しＣｇｌＴ内で機能している
ことが明らかとなった。
【０１１６】
　また、β－グルコシダーゼ活性が変化しているかを確認するために、ＣＢＭ－ＣｇｌＴ
及びＣｇｌＴ－ＣＢＭのβ－グルコシダーゼ活性を測定した。
【０１１７】
　β－グルコシダーゼの活性測定は、Wood, WA., Kellog, S.T., 1988． Methods in Enz
ymology.160， New York: Academic Press.に記載された、ｐ－ニトロフェノールガラク
トピラノシドを基質として酵素反応により遊離してくるｐ－ニトロフェノール量を測定す
ることにより、活性（ユニット）を算出した。一分間にμモルｐ－ニトロフェノールを生
成する量を１ユニット（Ｕ）の酵素活性と定義した。結果を表１に示す。
【０１１８】
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【表１】

【０１１９】
　ＣｇｌＴは２５Ｕ／ｍｇタンパク質と非常に高い活性を示したのに対し、ＣＢＭ融合型
のＣｇｌＴに関し、ＣＢＭ－ＣｇｌＴにおいては４Ｕ／ｍｇタンパク質、ＣｇｌＴ‐Ｃｇ
ｌＴでは２Ｕ／ｍｇタンパク質と劇的なβ－グルコシダーゼ活性の低下を招いた。これは
ＣＢＭを融合したことによる立体構造変化により酵素触媒部分へ影響したものと考えられ
た。
【０１２０】
　ＣＭＢ－ＣｇＩＴ及びＣｇｌＴ－ＣＢＭをＣｇｌＴに代えて、クロストリジウム・サー
モセラムＪＫ－Ｓ１４株を用い、それぞれ実施例1と同じ培養条件でセルロースの分解と
グルコースの蓄積を調べたところ、培地中にグルコースの蓄積が確認された。
【実施例６】
【０１２１】
　デンプンを含むようなセルロース系バイオマスでも、グルコースが培養液中に蓄積され
ることを確認するため、キャッサバパルプ（スターチ抽出後の残渣）を用いて試験を行っ
た。
【０１２２】
冷凍生キャッサバパルプを３０℃の温水で解凍し、これを６０℃の乾燥機で水分を飛ばし
て乾燥した後に保存した。乾燥重量で５％ （質量％）のキャッサバパルプを含むＢＭ７
ＣＯ培地にクロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株を接種すると同時に、β－グ
ルコシダーゼ（１０ユニット）、α－アミラーゼ（Bacillus amyloliquefaciens：シグマ
・アルドリッチ社製、１０ユニット）、及びクロストリジウム・サーモセラム由来の組換
え型グルコアミラーゼ（１０ユニット）を添加し、６０℃で培養を行った。経時的にサン
プリングを行い培養液中に残るグルコース量を測定した。糖化前のキャッサバパルプ中の
デンプン量を、トータルスターチ測定キット（メガザイム社製）を用いて測定した結果、
６３．５質量％（乾燥キャッサバパルプベース）であった。またその脱デンプンしたセル
ロース繊維性残渣は一度上記条件で乾燥後、測定した結果、３０．５質量％（乾燥キャッ
サバパルプベース）であった。
【０１２３】
［グルコアミラーゼの調製］
　クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株のグルコアミラーゼをもとにした組換
えグルコアミラーゼ（以下、ＣｇＡという）を作成した。クロストリジウム・サーモセラ
ムＪＫ－Ｓ１４株のゲノムＤＮＡは０．５％セロビオースを含むＢＭ７ＣＯ－ＣＢ液体培
地を用いて、前記サーモアナエロバクター・ブロッキからのゲノムＤＮＡの手順と同様に
抽出した。
【０１２４】
　ＣｇＡは、上記調製したゲノムＤＮＡを用い、オリゴヌクレオチドプライマーＣｇＡＦ
（配列番号１６に示す：５´－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＣＧＡＡＣＡＣＡＴＡＣＴＴＴ－
３´）及び、ＣｇＡＲ（配列番号１７に示す：５´－ＡＡＡＧＡＧＧＣＧＧＧＧＧＴＴＴ
ＴＡＧＴＣＧＡＣＣＧＣＡ－３´）を合成し、ＰＣＲにより約１．４キロベース長の二本
鎖増幅ＤＮＡ配列を得た。増幅したＣｇｌＴ遺伝子配列を配列番号１８に示す。
【０１２５】
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　デザインしたオリゴヌクレオチドプライマーＣｇＡＦ及びＣｇＡＲは、大腸菌発現ベク
ターに挿入するため、制限酵素サイトＢａｍＨＩ及びＳａｌＩサイトを付加してある。な
お、クロストリジウム・サーモセラムのグルコアミラーゼＣｇＡ遺伝子配列は、国立バイ
オテクノロジー情報センター（ＮＢＩＣ）のホームページ（http://www.Ncbi.nlm.nih.go
v/）を通じ、遺伝子配列を取得することができる（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号；
YP_001038201）。
【０１２６】
　ＰＣＲは、ＥｘＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（タカラバイオ社製）により１６ｓｒＲＮ
Ａ遺伝子の増幅を行った。ＰＣＲの条件は９８℃で１分間、５５℃で１分間、７２℃で分
間、を３０サイクルの条件において増幅を行なった。
【０１２７】
　ＰＣＲ産物は０．８％アガロースゲル電気泳動で増幅されたバンドを確認後、キアゲン
ＰＣＲ精製キット（キアゲン社製）を用いて精製した。精製したＰＣＲ産物はＢａｍＨＩ
（タカラバイオ社製）及びＳａｌＩ（タカラバイオ社製）を用い、３７℃で一晩、制限酵
素処理を行った。
【０１２８】
　制限酵素処理済みＰＣＲ産物は再度０．８％アガロースゲル電気泳動により制限酵素分
解産物と分離し、ゲルから目的のバンドを切り出し、ゲル抽出キット（キアゲン社製）に
より精製した。
【０１２９】
　ＣｇＡ遺伝子を大腸菌において発現させるため、ｐＥＴ２２ｂ発現ベクター（メルク社
製）も使用した。本ベクターは発現させたい目的のタンパク質のＮ末端側に６残基のヒス
チジンタグが融合されるような設計になっている。ｐＥＴ２２ｂ発現ベクターは、同じく
ＢａｍＨＩ及びＳａｌＩを用い、３７℃で一晩、制限酵素処理を行った。制限酵素処理後
、制限酵素切断サイトの脱リン酸を行うため、アルカリフォスファターゼ（タカラバイオ
社製）を５０℃で１時間処理を行った。フェノール・クロロフォルム抽出を繰り返し、ア
ルカリフォスファターゼを失活させた後、エタノール沈殿処理を行い、制限酵素処理済み
ｐＥＴ１９ｂ発現ベクターを回収した。
【０１３０】
　ＣｇＡ発現ベクターを構築するため、上記制限酵素処理済みＣｇＡ遺伝子とｐＥＴ２２
ｂ発現ベクターはＴ４ライゲース（タカラバイオ社製）により１６℃で一晩、インキュベ
ートを行い、連結させた。その発現ベクターＣｇＡ－ｐＥＴ２２は大腸菌ＪＭ１０９へ一
度形質転換を行い、５０μｇ／ｍｌアンピシリンナトリウムと１．５％寒天を含むＬｕｒ
ｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ培地（ＬＢ培地）により３７℃で一晩、培養を行った。
【０１３１】
　ＬＢ培地の組成を以下に示す。バクトペプトン１ｇ／Ｌ、塩化ナトリウム１ｇ／Ｌ、イ
ーストエキストラクト１ｇ／Ｌ、最終的な培地のｐＨを７．０前後に調整した。
【０１３２】
　生育してきたコロニーから目的の発現ベクターＣｇＡ－ｐＥＴ２２を有するクローンを
選択した。選択には大腸菌クローンからプラスミド抽出キット（キアゲン社製）を用いて
発現ベクターＣｇＡ－ｐＥＴ２２を抽出したのち、上記プライマーによりＢｉｇＤｙｅ（
登録商標）Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｖ３．１(アプライドバイオシステムズ社)、ＰＲＩＳ
Ｍ（登録商標）　３１００　Ｇｅｎｅｔｉｃ Ａｎａｌｙｚｅｒ（アプライドバイオシス
テムズ社製）または、ＰＲＩＳＭ（登録商標）３７００　ＤＮＡ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（ア
プライドバイオシステムズ社製）によりＤＮＡ配列を読み取った。
【０１３３】
　読み取った遺伝子配列が正確かどうかを確認するため、国立バイオテクノロジー情報セ
ンター（ＮＢＩＣ）のホームページを通じ、得られたＤＮＡ配列データを用いて、ホモロ
ジー検索を行なって正確性を確かめた。正確な遺伝子配列を有する発現ベクターＣｇＡ－
ｐＥＴ２２はＣｇＡタンパク質を多量発現させるため、再度大腸菌ＢＬ２１（メルク社製
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【０１３４】
　発現ベクターＣｇＡ－ｐＥＴ２２を持つ大腸菌ＢＬ２１をアンピシリンナトリウム含有
ＬＢ培地で３７℃、４時間培養を行った後、イソプロピル－Ｄ－チオガラクトピラノシド
（isopropyl-D-thiogalactopyranoside）を１ｍＭの濃度を加えさらに１２時間培養を行
った。
【０１３５】
　ＣｇＡ－ｐＥＴ２２を持つ大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）は遠心分離（８，０００回転、４
℃、１０分）により菌体を回収した。回収した菌体は一度－８０℃で一晩凍結し、溶菌緩
衝液（５０ｍＭのリン酸緩衝液、３００ｍＭの塩化ナトリウム、１０ｍＭのイミダゾール
、ｐＨ８．０）に懸濁したのち、氷中において超音波破砕機により破砕した。得られた溶
菌混濁液を遠心分離し、透明な溶菌液と沈殿している未破砕菌体とを分離後、溶菌液のみ
を回収し０．４５μｍフィルター濾過を行った。
【０１３６】
　溶菌液はニッケルアガロースゲルカラム（Ｎｉ－ＮＴＡアガロースゲル；キアゲン社製
）を通して、ヒスタグ融合ＣｇＡを得た。さらに溶出を行ったＣｇＡは脱塩カラム（バイ
オラッド社製）に通して精製した。ヒスタグ融合ＣｇｌＴのタンパク量測定は、必要に応
じて蒸留水で希釈後、ＢＣＡ・タンパク測定キット（サーモサイエンティフィック社製）
により測定を行った。タンパク質の検量線はウシ血清アルブミンを使用し作成した。
【０１３７】
　ＣｇＡのアミノ酸配列を配列番号１９に示す。
【０１３８】
　図８は、乾燥重量で５％キャッサバパルプを含むＢＭ７ＣＯ培地にβ－グルコシダーゼ
、α‐アミラーゼ、前記クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４由来のグルコアミ
ラーゼを添加し、クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株を培養した際の培養液
中のグルコース蓄積量を示す。黒四角印（■）は培養液中のグルコース蓄積量を示す。
【０１３９】
　図８からわかるように、クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株をα－アミラ
ーゼ、β－グルコシダーゼ、グルコアミラーゼの３種類の酵素と、デンプンを含むような
セルロース系バイオマスを含む培地で培養した場合、α－アミラーゼの添加以上にグルコ
ース濃度の蓄積が認められ、３．６％とキャッサバパルプのスターチ以外にも繊維分約８
０％のグルコースを回収できたことになり、増殖や酵素生産のために消費した分を考慮す
れば、グルコースを構成単位とする多糖質の９０％以上を分解したことになる。これらの
結果から、スターチを含むセルロース系バイオマスを用いてグルコースを効果的に蓄積さ
せる場合、β－グルコシダーゼ以外に、α－アミラーゼおよびグルコアミラーゼを添加し
、クロストリジウム・サーモセラムを培養することが効果的であることが示された。
【受託番号】
【０１４０】
　ＮＩＴＥ　ＢＰ－６２７（クロストリジウム・サーモセラムＪＫ－Ｓ１４株）
【０１４１】
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