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1.　は じ め に

世界人口の増加やそれに伴う発展途上地域での急速な
工業発展のためのエネルギー需要などの増加によって，
食料およびエネルギーの安定的な確保が世界的な課題と
なっている。さらに，2011年 3月に発生した東北地方
太平洋沖地震によって引き起こされた福島第一原子力発
電所の事故を受け，安全でクリーンなエネルギー源確保
の重要性が世界的にも強く再認識された。そして現在，
上記の諸問題の解決に対する再生可能エネルギーの必要
性が世間一般に浸透しだし，それに関する実際的な研究
成果が求められる局面に差し掛かっている。また，2012
年に資源エネルギー庁を中心とした「我が国におけるエ
ネルギーと環境の未来に関する 3つのシナリオ」におい
て，その提示の前提には「再生可能エネルギーを最大限
引き上げ，省エネルギーを進める」とある。今やバイオ
リファイナリーは学者の気まぐれな発想ではなく，国を
挙げて優先的に取り組むべき重要テーマとなってきた。
そこで本稿では，草本系（ソフトバイオマス）を中心と
したセルロース系バイオマスを高効率で分解する
Clostridium cellulovorans を用いたバイオリファイナ
リーへの実践的アプローチについて紹介したい。

2.　Clostridium 属とバイオリファイナリー研究

Clostridium 属は自然界に普遍的に存在し，バイオマ
スの分解者として存在する種も古くから単離され，研究
されてきた（表 1）。それらの特徴としては，グラム陽
性の嫌気性菌であり，胞子形成を行う。さらに，いくつ
かの種は“セルロソーム”と呼ばれる植物多糖分解活性
の極めて高い酵素複合体を形成することが知られてい
る 1)。ABE 発酵で有名な Clostridium acetobutylicum を
はじめとして，C5・C6糖を有用物質（アルコール類，
有機酸，水素など）に発酵する種もいくつか存在するこ
とから，多くの研究者が Clostridium 属のバイオリファ
イナリーへの応用に注目した。また特に，アメリカでは
多くの Clostridium 属ゲノムプロジェクトが行われ，そ
の数は 2002年以降のものだけで 100種を超えた。この
ように，Clostridium 属における研究の国際的な競争が
激化している中で，我々のグループは米国エネルギー省
主導の Joint Genome Institute に先駆けて，2010年に C. 
cellulovoransの全ゲノム解読を完了した 2)。

3.　セルロース系バイオマスの特徴

稲わらやバガス，コーンストーバーなどの非食料であ
るセルロース系バイオマスからのバイオリファイナリー
は，その主要構成成分であるセルロース，ヘミセルロー
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スなどを目的生産物の前駆体である C5・C6糖などの単
糖類にまで分解する必要がある（図 1）。しかしながら，
セルロース系バイオマスはそれぞれの構成成分が複雑に
絡み合っており，その糖化は容易ではない。そこで微粉
砕や爆砕，高圧熱水処理，酸・アルカリ処理などさまざ
まな前処理法が開発されてきたが，大量処理とコスト削
減が問題となっている。一方，糖化に関してはバイオマ
スの種類はもとより，バイオマスの構成成分は季節や産
地によって変動することから，それに伴って糖化用の酵
素成分を調整する必要がある。我々が研究対象とする
C. cellulovorans は，未処理の稲わらやバガスを炭素源
として生育することができ，かつ，これらバイオマスを
分解することができる。また，与えられたバイオマスに
対応してより分解活性の高いセルロソームを構築するこ
とが知られており，上記のようなバイオマス特有の課題
に対して有効である 3)。

4.　ゲノム解読が明らかにした C. cellulovorans の植物

細胞壁分解戦略

解読したゲノム情報を詳しく解析すると，C. cellulo-

vorans 特有のバイオマス分解戦略が浮かび上がってき
た。C. cellulovoransのゲノムサイズは約5.1 Mbpであり，
4,220遺伝子をコードしていた。そのうち，新規の骨格
タンパク質（CbpB，CbpC）やさまざまな多糖分解関連
酵素を含めて，セルロソーム関連の遺伝子数は合計 57
種類が特定された。C. cellulovorans のゲノムを他のセ
ルロソーム生産 Clostridium 属と比較すると，ゲノムサ
イズが最も大きく，コードされる遺伝子数も最も多かっ
た（表 2） 4)。さらに，C. cellulovorans のセルロソーム
関連の多糖分解酵素の遺伝子数は他のセルロソーム生産
Clostridium 属のそれと比べて少なく，ゲノム解読結果
の予想に反していた。また，セルロソームを形成しない
ノンセルロソーマルな多糖分解酵素をコードする遺伝子
が多いことが判明した（表 3）。以上のことから，C. cel-
lulovoransは酵素活性の高いサブユニットを含むセルロ
ソームと多種多様なノンセルロソーマル酵素を組み合わ
せによって，ソフトバイオマスを高効率で分解している
と考えられた。

5.　プロテオーム解析から学ぶ

C. cellulovorans がセルロース系バイオマスを分解す
るときに選択的に生産される酵素成分を調べることに
よって，そのバイオマスの分解に必要な酵素を特定でき
ると考えた。そこで我々は，生産されたセルロソームを
回収・精製し，ゲノム情報をもとにプロテオーム解析を
行う系を確立した。すわなち，セルロース系バイオマス
（稲わら・バガス）の分解に寄与すると考えられる酵素
を同定した（図 2）。この方法はC. cellulovoransが生育，
分解するバイオマスならばどんなものにも適用可能であ
り，実際にバイオマスを分解するために必要な酵素成分
の情報を得ることができる。以上の結果は，C. cellulo-
vorans の保有する酵素群の多様性と選択的なセルロ
ソームにおける相乗効果によって実バイオマスの分解が
可能になると考えられ，ゲノム情報と連結させることで
有用な酵素遺伝子のスムーズな利用を実現できる。

6.　セルロソームの再利用

セルロース系バイオマスの分解に必要な糖化用酵素の
コスト低減する方法として，酵素の再利用はとても有効
である。セルラーゼのなかには，糖質結合モジュール

表 1．自然界から単離されたセルロース分解性 Clostridium属

Anaerobic (complexed or non-complexed cellulases)

1.1. Psychrophilic/psychrotolerant
Clostridium sp. PXYL1 Cattle manu
1.2. Mesophilic
Clostridium aacetobutylicum Soil
Clostridium aldrichii Wood digester
Clostridium cellobioparum Soil
Clostridium cellulofermentans Soil
Clostridium cellulolyticum Rot grass
Clostridium cellulovorans Wood chips
Clostridium herbivorans Pig intestine
Clostridium hungatei Soil
Clostridium josui Comp
Clostridium papyrosolvens Paper mill

1.3. Thermophilic
Clostridium thermocellum Comp, Soil

complexed cellulases，セルロソームのような酵素複合体．
non-complexed cellulases，酵素複合体を形成しない単一酵素．
 Y. Tamaru et al.: Environ. Technol. 2010

図 1．シュガープラットフォームおよびフェノールプラットフォーム
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（Carbohydrate-Binding Module: CBM）を保有するもの
があり，CBM を介して酵素をセルロースに吸着させて
回収することが可能である。C. cellulovorans の場合，
セルロソームは主に骨格タンパク質 CbpA を足場タン
パク質として構築され，CbpAのN末端側にはCBMファ
ミリー 3A（CBM3A）がある（図 3）。そこで，結晶性
セルロースに吸着した CbpA を回収することで，それ
と同時に CbpA に結合している酵素サブユニットも併
せて回収することができる。古紙を用いたセルロソーム
再利用試験では，培養液中のセルロソームを古紙に吸
着・沈殿させ，分解したグルコースやセロビオースを含

む上清部分を回収し，さらに培地を追加することによっ
て古紙を連続糖化することに成功した（図 4） 5)。

7.　お わ り に

セルロース系バイオマスのバイオリファイナリーを実
用的なレベルで実現するためには，バイオマスの前処
理・糖化・発酵のプロセスにおける技術的ブレイクス
ルーが不可欠であり，その技術には多種多様なバイオマ
スに対応する技術開発が必要になるだろう。C. cellulo-
vorans の潜在的なセルロース系バイオマス分解能力の

図 2．精製セルロソームからの酵素同定

表 2．セルロソーム生産 Clostridium属におけるゲノム情報の比較

Organism
GenBank 

accession No.
Genome size 

(Mb)
No. genes

No. cellulosomal 
genes

%GC

C. cellulovorans 743B DF093537-DF09355 5.10 4220 57 31.1
C. acetobutylicum ATCC 824 AE001437 3.94 3672 12 30.9
C. cellulolyticum H10 CP001348 4.07 3390 65 37.4
C. thermocellum ATCC 27405 CP000568 3.84 3191 84 39.0

Y. Tamaru et al.: Microb. Biotechnol. 2010

表 3．セルロソーム生産 Clostridium属における糖質分解酵素の比較

Gellulosomal GHs and PLs Non-cellulosomal GHs and PLs

Organism Total GHs+PLs GHs PLs GHs PLs

C. cellulovorans 743B 92 （100%） 27 （29%） 2 （2%） 53 （58%） 10 （11%）
C. cellulolyticum H10 89 （100%） 43 （48%） 4 （5%） 42 （47%） 0 （0%）
C. thermocellum ATCC 27405 67 （100%） 49 （73%） 4 （6%） 14 （21%） 0 （0%）

GH: Glycosyl Hydrolases; PLs: Polysaccharide lyases.
Y. Tamaru et al.: Microb. Biotechnol. 2010
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高さは以前から注目されてきたが，ゲノム解読と実バイ
オマスを用いた実践的プロセスを検証することで，その
有効性を示唆するデータが次々と得られてきた。また，
C. cellulovorans は実バイオマスの分解のみならず，代
謝産物としてバイオリファイナリーで期待される多くの
出発中間体を生産することも分かってきた。バイオリ
ファイナリー研究はバイオ技術の集合体であり，C. cel-
lulovoransはその各場面において大いに活用できると期
待している。
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図 3．C. cellulovoransのセルロソームの模式図（図中の CBMは CBMファミリー 3A を示す．）

図 4．古紙を用いた C. cellulovoransの連続培養における培養上清中のグルコースの測定


