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里山などに多く繁茂する竹の処理が問題となっています。現在その
竹は竹細工などにしか利用されておらず、この竹を有効利用するた
めのバイオエタノール生産技術も、まだ確立されていません。この研
究では、竹材を使って、環境に負荷がかからないバイオエタノール生
産技術の確立を目指します。

木質（竹）
化学的

生物的

処理＋糖化

濃硫酸などを使用するので
廃液処理の問題

今 注目されているのが

微生物＋化学的な
前処理技術

発酵
EtOH



目的目的

竹はイネ科であり、植物壁にヘミセルロースを含んでいる。

木質（竹） 生物的処理
発酵

EtOH

この処理の過程ではヘミセルロース（Xylan）を分解する様々な
酵素Xylanaseなどが必要とされています。そこで、本実験では

このような酵素を分泌する微生物を土壌中よりスクリーニングし
同定。そして、至適培養条件や酵素の精製をすることが目的で
ある。



Screening ①Screening ①土壌sample

５ ml
滅菌水

１〜２週間培養
（２５℃）

Somogyi-
Nelson法

１〜２週間培養
（２５℃）

７days振盪培養

（２５℃）

液体培地
Czapek-Dox培地
(pH6.0)
竹の粉末（細）2.0%

還元糖量が多いsample
PDA(pH 5.8)
（天然培地）

Czapek-Dox培地 (pH 6.0)
・竹の粉末(粗) 2.0%
・K2HPO4 0.1%
・MgSO4・7H2O 0.05%
・NaNO3 0.2%
・KCl 0.05%
・FeSO4・7H2O          0.001%

1 ml
ボルテックス

Czapek-Dox培地 (pH 6.0)
・竹の粉末（細） 2.0%

写真；竹の粉末（細）

ボールミルで処理
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一次スクリーニング
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PDB

菌体の凍結乾燥
（菌体量50mg） DNA抽出（CTAB法）

ITS領域をPCRで増幅

PCR増幅産物の塩基配列を解析

相同性検索

同定方法



表；BRAST

28株のITS領域(5’末端から３’末端)

99%(374/375)Fusarium equiseti strain 18s rRNA gene(partial),ITS1,5.8s rRNA 
gene and ITS2,isolate3358

FN394681

99%(374/375)Fusarium equiseti strain NRRL26922 18s ribosomal RNA geneGQ505690

99%(374/375)Fusarium equiseti strain NRRL29134 18s ribosomal RNA geneGQ505694

99%(374/375)Fusarium equiseti strain NRRL36478 18s ribosomal RNA geneGQ505743

100%(375/375)Fusarium equiseti isolate By222 18s ribosomal RNA geneGQ365157

IdentitiesstrainACCESSTION 
Number

ATGCCAGAACCAAGAGAGTGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGTGTAT
GATTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCGATTTGGGGAAC
GCGGGTTACCGCGAGTCCCAACACCAAGCTGAGCTTGAGGGTTGAAATG
ACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGT
TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTT
TTGATTTATTTGTTTGTTTTACTCAGAAGTTCCACTAAAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCGGGCGGGCCGTCCCTTGTTACGGGGCGCGGGCCTGATCCCGCC
CGAGGCCAACG



（C源；誘導物質について）

���

５ ml

Czapek-Dox培地 (pH6.0)
・Glucose 2.0%
・K2HPO4 0.1%
・MgSO4・7H2O 0.05%
・NaNO3 0.2%
・KCl 0.05%
・FeSO4・7H2O 0.001%

3 days振盪培
養 （２５℃） 100 ml

液体培地
Czapek-Dox培地 (pH6.0)
C源について〜
①竹の粉末（細）2.0%
②Glucose 2.0%
③竹の粉末（細）2.0%

Glucose           0.1%

４ days振盪培養

（３０℃）

1.5 ml

Buffer（pH6.0,8.0） 1.5 ml
Xylan 20 mg
上清 0.2 ml

1hr,37℃
振盪

４℃,10000 rpm
１０ min

Somogyi-Nelson法

☆Buffer(McILvaine)



７２hで酵素精製に適していることが示唆された。

ジャーファーメンターでの経時ジャーファーメンターでの経時変化変化
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28株由来粗酵素の至適pH、温度28株由来粗酵素の至適pH、温度

☆Buffer(McILvaine（３.0〜８.0）,Atkins＆Patin（８.0〜１１.0）)

Buffer（pH 3.0~11.0） 1.5 ml
Xylan 20 mg
粗酵素液0.2 ml

1hr,１５,28,37,50,60,70℃で
振盪させる。

４℃,10000 rpm
10 min

Somogyi-Nelson法



☆Buffer；McILvaine（pH 3.0〜8.0）,Atkins＆Patin（pH 8.0〜11.0）粗酵素の至適pH

至適pH 6.0or 8.0をもつだろうと示唆された。
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粗酵素の至適温度

至適温度３７℃前後の酵素の存在、また至適pH 6.0、至適温

度６０℃前後の酵素の存在が示唆される。

Buffer；McILvaine（pH 6.0、8.0）
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pH安定性

４℃の条件下では、至適pH 6.0の酵素では、pH 6.0において最も安定で
あることが示唆された。また、至適pH 8.0の酵素では、pH 8.0において最

も安定であることが示唆された。
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温度安定性
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至適pH 6.0、pH 8.0の酵素では、共に４〜３７℃において安定であること

が示唆された。５０℃以上の温度では、両方の酵素は、失活すると考えら
れる。



バイオエタノール生産バイオエタノール生産

竹；１200mg
Beffer pH 6.0;90ml
酵素液；12ml
(1;Cellulase 0.1g)
(2;Xylanase＋Cellulase 各0.1g)
（3;Xylanase 0.1g）

酵母菌（S.cerevisiae）（培養約８hour後）

３７℃
５hour

30℃
１６hour

4℃、12000rpm
10min

��F-kit エタノール測
定



F-Kitによるエタノール量測定

EtOH量

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

Cellulase Cellulase＋Xylanase Xylanase

（g
/l

）

EtOH量

Xylanase分解産物による阻害は、あまり見られなかった。



キシロース資化性エタノール生産菌のスク
リーニング

キシロース資化性エタノール生産菌のスク
リーニング

エタノール定量
(F-kit)

土土

Czapek液体培地
＋

2%xylose

気泡(炭酸ガス)

ダーラム管
拡大図

培養
(25℃)

単離またはDGGE後同定

PCR条件
94.0℃ 4min     
94.0℃ 20sec
64～56.0℃ 10sec ⇒ (2cycle毎1℃ずつ下がる)
72.0℃ 30sec
94.0℃ 20sec
55.0℃ 10sec
72.0℃ 30sec
72.0℃ 5min

4.0℃ ∞

PCR Primer
Bact 357 F(5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’)
Bact 937 R(3’-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-5’)

×２０cycles



キシロース資化性エタノール生産菌のスク
リーニング

キシロース資化性エタノール生産菌のスク
リーニング
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本研究のまとめ本研究のまとめ

� 竹粉砕物分解菌として土壌よりFusarium equisetiを分離し、キ
シラン分解酵素の性質を明らかにした。

� 本菌の生産する酵素を竹粉砕物に作用させ、グルコースとキシ
ロースを生産することができた。

� 本酵素を竹粉砕物に作用させたのち、Saccharomyces cerevisiae
を用いてバイオエタノールを生産することができた。

� キシロース発酵性の2種類の細菌を自然界から分離することが
できた。

� ブナシメジ廃菌床から籾殻を分解できる酵素の抽出をすること
ができた。

� その酵素を用いて、籾殻からグルコースを生産することができ、
Saccharomyces cerevisiaeによるアルコール生産が期待できる。

� 竹粉砕物分解菌として土壌よりFusarium equisetiを分離し、キ
シラン分解酵素の性質を明らかにした。

� 本菌の生産する酵素を竹粉砕物に作用させ、グルコースとキシ
ロースを生産することができた。

� 本酵素を竹粉砕物に作用させたのち、Saccharomyces cerevisiae
を用いてバイオエタノールを生産することができた。

� キシロース発酵性の2種類の細菌を自然界から分離することが
できた。

� ブナシメジ廃菌床から籾殻を分解できる酵素の抽出をすること
ができた。

� その酵素を用いて、籾殻からグルコースを生産することができ、
Saccharomyces cerevisiaeによるアルコール生産が期待できる。


