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1.　はじめに

　環境問題や社会情勢により脱炭素社会へのエネルギー

変換が求められており、ガソリン代替燃料として期待さ

れるバイオエタノールが注目されている。バイオエタ

ノールは植物由来原料 ( バイオマス ) から製造されたエ

タノールであり、カーボンニュートラルの概念から再生

可能エネルギーの 1 つである。生産量の多いアメリカや

ブラジルではトウモロコシやサトウキビを原料にしたバ

イオエタノールが製造されているが、飢餓問題や原料作

物価格の高騰が懸念されており、食物と競合しないリグ

ノセルロース系バイオマスを利用する方法が解決策とし

て提案されている。

　日本では未利用木質廃材が年間 2.1 億トン発生し、な

かでも 2016 年の林地残材の利用率は約 9% である。日

本政府はこの利用率を「2025 年までに 30% 以上とする」

目標値を掲げている [1]。同時に、バイオ燃料の利用につ

いて「2020 年に全国のガソリン消費量の 3% (180 万キ

ロリットルに相当 ) 以上の導入を目指す」との方針を出

した。このようにリグノセルロース系バイオマスの利用

は後押しされている。

　リグノセルロース由来のバイオエタノール製造工程

は、セルロースをグルコースに加水分解する糖化と、グ

ルコースからエタノールを得る発酵の大きく 2 段階に分

けられる。非可食性バイオマスを燃料として活用してい

くため、効率的な糖化のための前処理 [2-6] や遺伝子組み
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ABSTRACT
For the bioethanol production, the promotion effect of ephedra extract on the ethanol fermentation was applied to the simultaneous 
saccharification fermentation (SSF) from cellulose using cellulase and yeast (Saccharomyces cerevisiae). According to the reaction 
temperature was expanded from an optimum condition of fermentation by adding ephedra extract, it was succeed that the ethanol 
production required for 3 days was achieved in only 1 day.
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換え作物 [7] に関する研究が進められているが、化石燃

料と比べると依然として製造コストが高い。

　リグノセルロースは主にセルロース、ヘミセルロース、

リグニンから成り、ヘミセルロースやリグニンを除去す

るための前処理 [2-6] や、糖化速度を上げるため硫酸を用

いた酸処理の開発 [8,9] が行われている。しかし、これら

は過分解を引き起こし、副生成物として発酵阻害物質で

あるフェノール類やアルデヒド類が生成するため制御が

難しい [9-11]。特に発酵阻害物質フルフラールの生成を抑

制する技術について種々の検討がされている [12]。一方

で酵素を用いた糖化は過分解の心配はなく、酵素の回収

も可能であり、反応後の廃液処理も不必要なため、クリー

ンな製造方法 [13,14] であるとされている。しかし、酵素

セルラーゼは基質であるセルロース阻害や生成物である

グルコース阻害など解決すべき問題 [15,16] を抱えている。

その解決策として、糖化と発酵を同時に行う同時糖化発

酵 (simultaneous saccharification and fermentation: SSF) が
検討されている [17-20]。この方法は 1 つの反応器で糖化と

発酵ができるだけではなく、酵母が酵素からの生成物を

消費することによって酵素の生成物阻害が最小限に抑え

られるため、分離型よりもエタノール生成効率がよいと

されているが、糖化と発酵の至適温度・至適 pH が異な

るため、どちらかの至適条件に合わせなければならず、

同時に進行させるための条件設定が困難であるという欠

点も有する。

　当研究室では、植物由来成分の添加により発酵速度

が促進することを発見した [21]。最も効果が高かった植

物由来成分は漢方薬に用いられる生薬であるマオウ ( 麻
黄 ) であった。マオウを水で煎じ、得られたマオウエキ

スを発酵培地に添加すると、エタノール発酵速度が約 2
倍に促進した。また、発酵阻害物質として知られている

フルフラール存在下でも、添加することにより発酵が維

持されることがわかった。

　以上の背景を元に本研究では、同時糖化発酵に対する

マオウエキス添加の応用を検討した。糖化で用いられる

酵素の至適条件は約 50℃で弱酸性、発酵で用いられる

酵母の至適条件は 25℃で中性であり、両者の至適条件

が異なるため同時糖化発酵では条件設定が困難である。

そこで、高温耐性酵母や細菌 (Zymomonas mobilis)[22,23]、

遺伝子組み換え大腸菌 [23] の研究が活発に行われている。

しかし、遺伝子組み換えについては、環境への危険性や

汚染の問題が生じ取扱いや流出が厳しく制限されている

ため実用化するには専用の施設が必要であり、やはり高

コストにならざるをえない。

　そこで、本研究は一般的に入手が容易なセルラーゼや

酵母を用い、マオウエキス添加により発酵の至適条件の

緩和を行うことで同時糖化発酵に応用できるか検討し

た。

2.　実験方法

2.1　酵母の前培養

　酵母は出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae に属し、他の

出芽酵母菌株にはない高いアルコール発酵性を示す清酒

酵母の協会 6 号株 ( 理化学研究所 ) を用いた。寒天培地

上で培養した酵母を一白金耳播種し、100 mL の YPD 培

地にて 35℃で 72 時間前々培養した。YPD 培地は酵母エ

キス B2 (ORIENTAL YEAST CO.,LTD) 10 g、ハイポリペ

プトン S ( 日本製薬 ) 20 g、D- グルコース ( 和光純薬工

業 ) 150 g、イオン交換水 1 L にて調製後、121℃で 30 分

間滅菌したものを用いた。前々培養した酵母を 100 μL
採取し、新たな YPD 培地 100 mL に播種し 35℃でさら

に 24 時間前培養したものを用いた。酵母濃度は ATP ア

ナライザー ( 東亜 DKK 製 AF-100) で細胞内 ATP の測定

を行い、コロニーカウントにより作成した検量線を用い

て換算した。

2.2　酵素セルラーゼの調製

　酵素は商業用セルラーゼであるセルロシン AC40 (HBI 
Enzymes Inc.) を使用した。セルロシン AC40 10 g をイオ

ン交換水 25 mL に溶解させ 45℃で 24 時間撹拌したもの

を用いた。これはセルロシン AC40 には約 60% のデキ

ストリンが混合されており、添加前にすべてをグルコー

スに分解させるために行った。この溶液を 0.45 μm メン

ブレンフィルター (ADVANTEC 製 A045A047A) を用い

て濾過滅菌したものを用いた。

2.3　マオウエキスの調製

　マオウ ( 刻 ) 15 g ( 栃本天海堂 ) をイオン交換水 300 
mL 中で 100℃ 30 分間煎じた。固液分離後、溶液を

15000 rpm で 5 分間遠心分離を行い、得られた上清を 0.45 
μm メンブレンフィルター (ADVANTEC 製 A045A047A) 
を用いて濾過滅菌した。この溶液をマオウエキスとして

試験に用いた。エキス中の蒸発残留物濃度は水分計 ( 島
津製作所 MOC63u) を用いて測定した。

2.4 同時糖化発酵

　Table 1 に実験条件を示す。YP 培地は酵母エキス B2 
(ORIENTAL YEAST CO.,LTD) 10 g、ハイポリペプトン

S ( 日本製薬 ) 20 g、イオン交換水 1 L を用いて調製後、

クエン酸緩衝液を用いて pH5 に調整した。50 mL の蓋

付き試験管に所定量の YP 培地、粉末セルロースを加え

121℃で 30 分間滅菌した。滅菌後、酵素溶液と酵母懸濁

液を同時に加えることにより同時糖化発酵を行った。高

いエタノール濃度を得ることを目的とし低酸素条件下で

行った。粉末セルロース濃度 5% w/v、酵素溶液濃度 0.5 
g/g-cellulose、酵母濃度 2×108 cell/L、マオウエキスを所

定量入れ、YP 培地と合わせて総量 50 mL とした。ミッ
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クスローター ( アズワン製 VMRC-5) を用い恒温槽温度

37℃、回転速度 110 rpm で同時糖化発酵を行った。液相

のサンプリングを 0, 12, 24, 48, 72 h に行い、グルコース

濃度とエタノール濃度を高速液体クロマトグラフィー  
(HPLC) を用いて分析及び定量した。HPLC システムは、

検出器 ( 日本分光製 RI-2031Plus)、ポンプ ( 日本分光製

PU-980) 、カラム ( 昭和電工製 GF-510HQ) から構成され、

LCNet Ⅱで制御した。カラムオーブン 40℃、溶離液は

イオン交換水 ( 流量 1 mL/min) を用いた。

3.　結果および考察

3.1　SSF におけるマオウエキスの添加効果

　SSF におけるエタノール発酵に及ぼすマオウエキス添

加の影響を調べた。反応温度は 37℃と、酵母の至適温

度である 25℃より高めに設定し、酵素の至適温度に近

づけた。マオウエキスの添加濃度は 3 g/L とした。Fig.1
より、時間と共にグルコース濃度が減少し、エタノール

濃度が増加していることから、酵母がグルコースを消費

してエタノールが生成したことが示された。0 h におけ

るグルコース濃度は、酵素であるセルロシン AC40 に含

まれているデキストリンに由来する。マオウエキスを添

加したものは 24 h でエタノール濃度 8.3 g/L に到達した。

これは、無添加のとき 72 h で生成したエタノール量で

ある 7.6 g/L よりも高くなった。このことより、マオウ

エキスを添加することで無添加のものに比べて発酵時間

を 1/3 に短縮できることがわかった。しかし、すべての

グルコースをエタノールに転換することは、今回の反応

時間の範囲では実現できていない。これは温度 37℃が

酵母にとって増殖に適さない条件であったためと考えら

れる。

3.2　SSF におけるマオウエキスの添加濃度

　マオウエキスの添加濃度が SSF に及ぼす影響を検討

した。結果を Fig.2 に示す。マオウエキス 0.24 g/L 添加

した条件では無添加に比べてエタノール生成量が低かっ

た。この原因として、この濃度のマオウエキスでは発酵

阻害に作用したことが考えられる。一方、マオウエキス

1.2 g/L 添加ではエタノール生成量は無添加に比べて約

1.1 倍の増加がみられた。また、添加量 3 g/L では 24 h
後には無添加の約 1.5 倍のエタノール生成がみられ、実

験開始 72 h 後もその阻害及び促進効果は継続すること

が確認された。これらの結果より、マオウエキスは低濃

度では酵母に対し阻害作用があるが、一定の濃度以上で

は促進効果が発現し、SSF によるエタノール製造時間の

短縮に寄与したものと考えられる。

4.　結論

　バイオエタノール生成において、マオウエキスの添加

による発酵促進効果を同時糖化発酵に応用したところ、

マオウエキス添加による至適条件の緩和作用により、無

添加で 3 日かかるエタノール製造を 1 日に短縮させるこ

とに成功した。なお、本研究の内容は特許出願済 ( 特願

2018-199484) である。
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