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第１章 序章  

１．１ バイオプロセスの産業利用  

動植物や微生物など、生物が有する優れた機能を産業に活用するバイオプロ

セスは、近年のものづくりには必要不可欠となっている。バイオプロセスは、酵

素や細胞などが有する生物由来の反応を用いる為、その多くが低温の水系反応を

用いる。そのため、生産工程は低エネルギー消費、低環境負荷、安全安心の確保

などの要求に適応することができる。  

 バイオプロセスは、生物工学の発展に伴い応用する産業が広がっている。醸造

等の食品産業や環境浄化関連では古くから用いられている。また、農産品の育種、

改良や植物由来の有用物質生産などの分野においても応用されている。近年では、

遺伝子工学や組織培養の進歩により、製薬、再生医療分野などにまで用いられ、

バイオプロセスは次世代の産業を担う可能性が高く大変重要になっている。  

バイオプロセスの効率化を図るためには、目的の反応を行う高性能な生体触

媒を最適な方法で用いることが求められる。微生物を例にとると、核酸の分析に

基づいた類推から、1 g の土壌の中には 13,000 種類の 10 億にも及ぶ膨大な数の

細菌が存在実際するであろうといわれている (Gans et al.,2005)。高性能な生体

触媒は、新規な微生物のスクリーニングにより見出す可能性は十分にある。また、

紫外線照射などによる変異株の作成や遺伝子工学の応用も進んでいる。  

現状で最も利用例が多い微生物のバイオプロセスは、環境浄化と有用物質生

産に大別できる。環境浄化の場合、自然界で分解者として生態系のバランスを取

っている微生物の機能をそのまま応用している例が多く、排水処理やメタン発酵、

及び堆肥製造などがある。有用物質生産の場合、アルコール、クエン酸などの有

機酸やグルタミン酸などのアミノ酸、及びペニシリンなどの薬品といった微生物

の代謝系を応用した非常に多くの生産物を得ることに活用されている。ここ数年

は、脱石油製品化に向けたバイオマス利活用を目的とした糖類の生産や、バイオ

燃料、バイオマス由来のプラスチック等の開発事例が多くみられる  (Elliott 2004, 

Watanabe et al 2009)。  

 酵素や微生物などの生体触媒は、本来水溶液中に存在するため、上記の様な従

来のバイオプロセスは、基質が水溶液として存在する反応に用いられることが多

いため水を使用する反応系での産業化が行われてきた。疎水系の有機溶媒中での
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酵素反応は、有機合成反応に関する事例と油の分解を除くとほとんどの場合溶媒

として水溶液を用いる。  

一方最近の研究で、酵素は周辺に微量な水分が存在すれば、酵素活性を失うこ

となく反応を触媒できることが解ってきた。実際に殺菌用 HEPA フィルタや空

気清浄機用に開発した酵素フィルタなど、酵素固定化方法を用いた気相反応、微

水系の反応系が実用化されつつある  (Isomae, 2004、Takakura et al., 2004)。  

環境中に希薄な濃度で存在する空気室の汚染や、バイオエタノール生産の様に

反応後に水を取り除く必要のあるプロセスでは多くの水を用いることは好まし

くない。この様な場合気相中の極微量の水を酵素近傍に集めて反応させる必要が

ある。例えば、固定化担体に吸水性を持たせたり、有機溶媒が多い減水系環境を

用いたりすることで酵素近傍に基質と水が集まり濃縮される  (Figure 1-1)。揮発

性の基質の場合、気相中に存在する基質が対象になる。酵素が失活しない程度に

まで減水させた系で酵素反応を実行すれば、バイオプロセスの応用範囲は大幅に

これまで以上に広がることになる。  

 

１．２ 室内環境問題への生体触媒利用  

室内、車内、学校や公共建築物などの居住空間に存在する化学物質の影響が

原因でおこる健康被害はシックハウス症候群  (SHS：Sick House Syndrome)、

シックカー症候群  (Sick Car Syndrome)、シックスクール症候群  (Sick School 

Syndrome)として社会問題となっている。SHS という言葉は 1970 年代にアメリ

カで使われ出したシックビル症候群が、化学物質過敏症と相まって使われ出した

と言われる比較的新しい環境用語である。シックカー症候群やシックスクール症

候群となるとさらに最近の問題になる。  

SHS の原因は、住宅の問題、生活様式の問題、及び大気汚染の問題などがあ

ると言われている。住宅の問題は、高気密化や高断熱化や新建材と言われる合板

や集成材などに含まれる化学物質がある。また、生活様式の問題には、冷暖房器

具の普及による換気回数の減少や、化粧品や防虫剤、その他スプレー剤などの化

学物質を室内に持ち込むことがある。  

SHS を引き起こす可能性がある化学物質は、主として揮発性有機化合物

(VOC) などとされる。厚生労働省は、SHS に関する検討会を設置し、住宅内の
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空気質調査を元に、物質の人体に対する影響を考慮して 13 種類の揮発性有機化

合物と総揮発性有機化合物（ TVOC）とに関する、濃度指針値を示している  

(Table 1-1）。それに準拠する形で、自動車工業会から車内空間の指針値、文部

科学省では学校内での指針値が出されている。また、2003 年に建築基準法が改

正されるなど発生源に対する具体的な対策も取られている。  

VOC の中でホルムアルデヒドは、目や鼻などの粘膜刺激性など人体への影響

の強さと、製品や空間内での残留期間の長さから国内外で SHS 対策の最も重要

な対象とされてきた。   

ホルムアルデヒドは、家具や建材の接着剤、防腐剤など様々な用途で用いら

れ、居住空間内に持ち込まれている。接着剤の未反応物がゆっくりと放散し、体

空気比重が 1.075 と重いことから空間内で滞留しやすく、長期にわたり問題とな

る。椅子や机などから簡単に放散しきらないために、現在でも、ホルムアルデヒ

ドが原因で施行後の学校関連施設や家がすぐに使用できないといった問題がお

きている。  

ホルムアルデヒド対策は、建築基準法、JIS や JAS による接着剤、塗料や集

成材の規格設定など発生源を抑えるもの、各種キャッチャー材開発による吸着に

よるもの、及び各種触媒等による分解によるものがある。空間内の残留期間が長

いホルムアルデヒドの対策は、吸着再放散の無い分解除去が望ましく、様々な開

発が行われている。各種のホルムアルデヒド分解方法は、電気や光のエネルギー

を必要とし、分解基質も特定されないため有害物質を発生し二次汚染を引き起こ

すことが危惧されている。一方、生体触媒は反応に電気や光のエネルギーを必要

とせず、二次汚染の危険性も低い。これらの理由から、バイオプロセスを用いた

居住空間の安全性、快適性確保への開発が期待され、ホルムアルデヒド除去能を

有する植物の利用や固定化生体触媒を用いた空気清浄機やマスクの利用に関す

る開発が行われている。  

 

１．３ 植物性バイオマス利用への生体触媒利用  

エネルギーや物質資源が少ないわが国では、太陽エネルギーを用いて有機物

を合成できる植物性バイオマスの利活用は不可欠となっている。植物性バイオマ

スは、光合成により空気中の二酸化炭素を固定化するため、脱化石資源や地球温
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暖化対策が望まれるなかカーボンニュートラルな素材としても注目されている。 

木や草などの植物性バイオマスの主成分はセルロースである。セルロースは

自然界で最も量が多い有機物であり、その構成成分は糖であるグルコースからで

きている。従来、セルロースからグルコースを得るプロセスには、硫酸などの鉱

酸が用いられてきたが、環境汚染や中和に要するエネルギーの問題から、酵素を

用いるバイオプロセスへの変換が行われている。  

グルコースの利用にはバイオプロセスが不可欠であり、主としてバイオエタ

ノールに代表されるエネルギー利用が世界的に行われている。また、アセトン・

ブタノール発酵によるエネルギー、マテリアル利用の開発も古くから行われてい

る。最近では、ポリエチレンやポリプロピレンへの変換、バイオビルディングブ

ロックの生産など脱石油化によるマテリアル開発が将来にむけて行われている。 

セルロース由来のグルコースを産業利用するためには、安価な石油化学製品

と競争できるような低価格化が望まれている。製品製造に関する工程を粉砕、蒸

気処理などの前処理工程、セルロースからグルコースを得る糖化工程、及びグル

コースをエタノールなどの製品に加工する工程に大別すると、各工程においてバ

イオプロセスが関与する。エタノール生産を例にして酵素糖化を用いる場合、前

処理工程と蒸留などの製品加工工程にエネルギーコスト削減効果が大きいとさ

れている  (Saga et al., 2009)。水分量を減らして生産物濃度を高めることがコス

ト削減のためには極めて重要であり、セルロースの糖化を減水系で実行すること

で、高濃度の糖液を得ることができる減水系バイオプロセスの開発は大きな意義

がある。  

 

１．４ 本論文の構成  

本研究は、気相反応あるいは減水系反応で構成されるバイオプロセスを用い、

環境浄化と植物性バイオマス利用についての応用開発を試み、その有用性を示す

ことを目的とした。  

本論文は 7 章からなり、1 章は序章としてバイオプロセスと本研究背景を概説

した。2 章から 4 章では、新規に検索した微生物から取得した酵素を用い、固定

化酵素を使った気相系反応でホルムアルデヒド除去に関する水処理と室内環境

浄化用固定化酵素フィルタの有用性を示した。そして、5、6 章では植物性バイ
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オマス由来のセルロースから減水系反応で効率良くグルコースを得るバイオプ

ロセスの有用性を示した。最後に７章として全体を総括した。  
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Figure 1-1 Benefits of gas-phase reaction and water-reducing reaction 

Liquid phase reaction (Conventional method)

Catalytic reaction is carried out with 

immobilized enzymes invested into an aqueous 

solution (aqueous-phase).

• Low enzyme concentration

• Low substrate and production concentration

Enzyme

Carrier matrices for 

enzyme immobilisation

Substrate

Product

Gas-phase reaction and water-reducing reaction
Catalytic reaction is carried out with 

immobilized enzymes invested  into an water-

reducing system or gas-phase.

• High enzyme concentration

• Low substrate and production concentration

• Evaporation of the aqueous solution is easy

(Purification of the product is low-cost)

• Easy use of the volatile substrate

Gas-phase

Solution of

Water-reducing system

Aqueous-phase
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Table 1-1 Materials that had been formulated a guideline value

（http://www.nihs.go.jp/mhlw/chemical/situnai/hyou.html） 
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第２章 ホルムアルデヒド分解カビの同定と性能評価  

２．１ はじめに  

ホルムアルデヒドは、非常に安価な有機原材料として多くの産業で用いられて

いる。例えば、尿素樹脂やメラミン樹脂などとして合板、集成材、パーティクル

ボード用の接着剤の他、壁紙用糊の防腐剤として家具や建材などがある。さらに

は、有機合成の原料や繊維の防縮、防しわ加工などにも利用されている。  

ホルムアルデヒドは、 -21℃と低沸点で揮発しやすいために、通常は水溶液と

して取り扱われる。希薄な水溶液の状態でも、タンパク質構造を不可逆に変化さ

せるために細胞毒性がある。また、揮発したホルムアルデヒドは目や呼吸器など

の粘膜を刺激する。ホルムアルデヒドは、この様な細胞に対する刺激性、毒性利

用してカビなどの微生物を死滅させる消毒剤として用いられる一方で、環境汚染

物質として問題となっている。  

ホルムアルデヒドの様に構造内に炭素を 1 つ含む C1 化合物を唯一の炭素源と

して利用する微生物をメチロトロフ  (methylotrophic microorganism) と言う。数

種のメチロトロフの中でホルムアルデヒドを分解する、カビ  (Sakaguchi et al ., 

1975; Zhang et al ., 1999), 酵母  (Nakagawa, 2011; Yurimoto et al., 2011) 及び、バク

テリア  (Goldberg et al., 1976; Hirt et al ., 1978; Marx et al., 2003; Mirdamadi et al., 

2003) の報告例がある。また、ホルムアルデヒドを含む排水処理や活性汚泥処理

に微生物を応用した報告も見られる  (Kato et al., 1982; Zhang  et al., 1999; Glancer 

-Soljan, et al., 2001; Yamazaki  et al ., 2001)。微生物を用いたホルムアルデヒド分解

は非常に有効な手段とされるが、ホルムアルデヒドには殺菌性が有るためカビの

増殖限界は 0.025%-0.1%とされてきた。  

そこで本研究では、高濃度のホルムアルデヒドを分解できるカビを新規に取

得し、それらのホルムアルデヒド分解特性について調べた。  
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２．２ 実験方法  

２．２．１ 試薬  

ホルムアルデヒドはパラホルムアルデヒドを用いて調整した (Kato et al. 1982)。

すなわち、パラホルムアルデヒド  (0.5 g) を5 mLのイオン交換水と共に密閉した

アンプルビンに投入し、110℃で12-24 h加熱して溶解した。パーオキシダーゼは、

シグマアルドリッチジャパン社より購入した。パラホルムアルデヒド、ニコチン

アミドジヌクレオチド  (NAD)、グルタチオン  (GSH)、及びフェナジンメトサル

フェート  (PMS) は和光純薬工業社製を用いた。2,6-ジクロロフェノールインド

フェノールナトリウム塩  (DCIP) は、ナカライテスク社製を用いた。その他全て

の試薬は、市販品で可能な限り最高純度の物を用いた。  

 

２．２．２ カビの分離同定と培養  

ホルムアルデヒド耐性カビは、0.1%のホルムアルデヒドを含む基本培地によ

る寒天平板培養により分離した。基本培地は、1.0 gグルコース、0.2 gNaNO3、0.1 g 

K2HPO4、0.05 gMgSO4･7H2O、0.05 gKCl、0.001 gFeSO4･7H2Oおよび0.01 g酵母エ

キスを100 mLのイオン交換水に溶解し、pH6.0にして調整した。なお、ホルムア

ルデヒドは、揮発による濃度変化を避けるため、加熱殺菌した基本培地を冷却し

た後に投入した。  

土壌および排水のサンプルをカビの分離に用いた。土壌サンプルは、各0.1 g

を10 mLの滅菌水に投入した。1 mLの土壌入り滅菌水もしくは排水サンプルを

各々シャーレの固体基本培地（寒天1.5％含む）上に投入した。寒天上のサンプ

ルをコンラージ棒で塗り広げた後、30 ℃で1週間培養した。培養後、形成された

様々なコロニーから1白金時ずつ固体基本培地に植菌し、再度同様に培養した。

コロニーの選別と培養を数回繰り返した後、分離されたカビを形態観察と18S 

rDNAにより同定した。  

同定した9株のホルムアルデヒド耐性カビを各々0.1-0.5%のホルムアルデヒド

を含む液体の基本培地に投入し、ホルムアルデヒド分解活性について調べた。全

てのカビを0.2%のホルムアルデヒドを含む固体基本培地で前培養した後に試験

に供した。前培養したカビを管径18 mmの試験管中の基本培地5 mL (0.1-0.5%ホ
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ルムアルデヒド ) に各々1白金時投入して植菌した。培養は30℃、180 rpmの条件

で行った。なお、ホルムアルデヒド濃度はNash法  (Nash 1953) により測定した。  

液体の基本培地中におけるカビの菌体増殖曲線を得るために、所定時間におけ

る200 mL三角フラスコ中の乾燥菌体重量を測定した。固体基本培地で前培養し

たカビを200 mL三角フラスコ中の基本培地100 mLに各々1白金時投入して植菌

した。三角フラスコ中のカビは、30℃、180 rpmの条件で振とう培養した。各々

のサンプリング時において三角フラスコ中のカビを14,000× gで15min間遠心分

離し回収した。イオン交換水洗浄と遠心分離を3回行った後、105℃で恒量まで乾

燥したカビの重量を乾燥菌体重量とした。 

 

２．２．３ 無細胞抽出液  

ホルムアルデヒド耐性カビを200 mL三角フラスコに入れた基本培地100 mLで

培養した。培養条件を30℃、180 rpmとして、対数期が終了したところで菌体を

減圧濾過回収した。回収した菌体を -30℃で凍結し、カッターミル (大阪ケミカル

社製 フォースミル )で破砕した。破砕した菌体を湿潤菌体重量の10倍の質量の

0.2 Mリン酸カルシウム緩衝液 (pH7.0)に浸漬した。浸漬液中の菌体の破片を 4℃

の条件下において14,000× gで15 min間遠心分離を行い沈殿させた。得られた遠心

上澄液を無細胞抽出液として回収した。なお、遠心上澄液中のタンパク質濃度は、

牛血清アルブミンを標準に用いたLowry法  (Lowry et al .  1951) により定量した。

無細胞抽出液は以下の酵素試験に用いた。  

 

２．２．４ 酵素試験  

培地中の炭素源がホルムアルデヒド耐性カビ IRI017株無細胞抽出液の酵素活

性に及ぼす影響を調べた。酵素活性の測定には以下の手法を用いた。  

NADリンク型ホルムアルデヒド脱水素酵素活性  (NAD-linked FADH)及びNAD

リンク型蟻酸脱水素酵素活性  (NAD-linked FDH) は、30℃においてNADH (モル

吸光係数  = 6220 M -1cm -1) が生成する割合を340nmで測定した。測定に用いた反

応液は、250 µmolリン酸カルシウム緩衝液  (pH8.0)、5 µmolNAD、5  mmol ホル

ムアルデヒド  (もしくは100 mmol蟻酸 )、及び20 Lの無細胞抽出液を含む3 mLの

溶液を用いた。  
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GSH依存型  (GSH-dependent) のNAD-linked FADH活性を測定する際には、10 mM

のGSHを上記反応液に添加した。1ユニット (U)の酵素活性は、1 minに1 µmol の

NADHを生成する触媒活性と定義した。  

色素依存型のホルムアルデヒド脱水素酵素 (Dye-linked FADH) 活性は、30℃

で  DCIP (モル吸光係数  ε = 22,000 M -1cm-1) の減少を600 nmで測定して求めた。測

定に用いた反応液は、250 µmolリン酸カルシウム緩衝液  (pH8.0)、0.149 µmol 

DCIP, 1 µmolPMS, 5 mmol ホルムアルデヒド、及び20 Lの無細胞抽出液を含む

3mLの溶液を用いた。1ユニット (U)の酵素活性は、1 minに1 µmol のDCIPが減少

する触媒活性と定義した。  

ホルムアルデヒド酸化酵素  (FAOX) 及び蟻酸酸化酵素  (FOX) の基本的な測

定は、クラーク電極 (セントラル科学社製 )を用いて、30℃で酸素濃度を測定して

行った。測定に用いた反応液は、リン酸カルシウム、5 mmol ホルムアルデヒド

もしくは100 mmolの蟻酸、及び敵当量の無細胞抽出液を含む1.5 mLの溶液を用い

た。1ユニット  (U) の酵素活性は、1 minに1 µmol の酸素  (O2) が減少する触媒

活性と定義した。 

なお、GSH-dependent、NAD-linked FADH活性のpH依存性を調べるために、以

下の緩衝液を83 mM (250 µmol in 3 mL)リン酸カルシウム緩衝液  (pH8.0) の代わ

りに用いた。McIlvaine 緩衝液  (pH 4.0-6.0)、  100 mMリン酸ナトリウム緩衝液  

(pH 6.0-8.0)、100 mM Tris–HCl緩衝液  (pH 8.0-9.0) and 100 mM ホウ酸 -NaOH 緩

衝液  (pH 9.0-10.0)。  

 

２．２．５ 休止細胞によるホルムアルデヒド分解 

0.1%ホルムアルデヒドを含む液体基本培地で培養後のカビの菌体を減圧濾過

して回収した。回収した湿潤細胞0.5gを各々0.05%ホルムアルデヒドが入った100 

mLの緩衝液 [McIlvaine buffer (pH3.0-5.0)、100 mM sodium phosphate buffer (pH 

6.0-8.0) and 100 mM boric-NaOH buffer (pH9.0-10.0) ]に投入し、一定温度下におい

て180rpmで振とうした。所定時間後の緩衝液中のホルムアルデヒド濃度をNash

法で測定して、休止菌体によるホルムアルデヒド分解活性を調べた。なお、対照

には、121℃で15 min加熱処理した菌体0.5 gを用いた。  
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２．３ 実験結果及び考察  

２．３．１ カビの分離同定と培養  

愛知県内で採取した170の土壌と排水サンプルに対し、数回の繰り返し寒天平

板培養を行い、9株のホルムアルデヒド耐性カビを分離した (IRI001株、 IRI004

株、 IRI007株、IRI008株、IRI009株、IRI013株、IRI016株、IRI017株、及び IRI020

株 )。寒天平板上における形態観察や光学顕微鏡観察の結果、 IRI001株、  IRI004

株、 IRI007株、 IRI0013株、及び IRI020株は  Aspergillus sp.、IRI008株及び IRI009

株はBotrytis  sp.、そして IRI016株及び IRI017株はPaecilomyces sp.と同定した。  

全てのカビが、グルコースを含む基本培地中で0.3-0.5%のホルムアルデヒドを

ほぼ完全に分解して増殖した  (Table 2-1)。中でも、 IRI017株は0.5％のホルムア

ルデヒドが含まれる培地中で増殖することができた。加藤ら  (1982) の報告では、

分離した酵母が炭素源としてグルコースを含む培地中で 0.15-0.55%のホルムア

ルデヒドをほぼ完全に分解して増殖した。この報告の酵母と我々が分離したカビ

はほぼ同程度のホルムアルデヒド濃度での増殖能力を有した。 IRI017株を18S 

rDNAによる解析を行い、Paecilomyces variotii .と同定した (Figure 2-1)。  

Figure 2-2にP. variotii IRI017株の写真を示した。 IRI017株は培地中のホルムア

ルデヒド濃度が最も高い状況で増殖したことから、様々なホルムアルデヒド濃度

の基本培地条件下での細胞増殖曲線を調べた。Figure 2-3に示したとおり、培地

中のホルムアルデヒド濃度の増加に伴い誘導期は長くなった。対数期は培地中の

ホルムアルデヒド濃度が0.3%以下になった頃から開始した。Figure 2-3に示すと

おり、100 hを超えたところでほぼすべての試験区においてホルムアルデヒドは

完全に分解した。なお、IRI017株は培地中にホルムアルデヒドのみを炭素源とし

た培地では増殖しなかった（データ示さず）。この結果は、加藤ら (1982)のホル

ムアルデヒド耐性酵母の報告と同様に、IRI017株はホルムアルデヒドの無毒化を

していることが示唆された。 
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Table 2-1. Effect of formaldehyde concentration on growth of fungus

Strains Species  Formaldehyde
1,2

 (%)

IRI001 Aspergills 0.35

IRI004 Aspergills 0.30

IRI007 Aspergills 0.45

IRI008 Botrytis 0.35

IRI009 Botrytis 0.40

IRI013 Aspergills 0.45

IRI016 Paecilomyces 0.40

IRI017 Paecilomyces 0.50

IRI020 Aspergills 0.45

1 Cultures were incubated at 30℃ in basal medium.

2 Maximum concentration of formaldehyde in which fungi can grow.
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Figure 2-1 18S rDNA sequences of strain IRI017 
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Figure 2-2 Culture plate of Paecilomyces variotii strain IRI017 grown on basal medium 

containing 0.2% formaldehyde and 1.0% glucose at 30°C for 4 d (a) and 

microphotograph of P. variotii strain IRI017 grown on basal medium containing 0.2% 

formaldehyde and 1.0% glucose at 30°C for 5 d (b). 

(a) 

(b) 
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Figure 2-3 Time course of dry cell weight per unit volume (DCW) (a) 

and formaldehyde concentration (b) in culture of IRI017. 

Strain IRI017 was cultured on medium containing various 

concentrations of formaldehyde, after being cultured on 

basal medium containing 1.5% agar and 0.2% 

formaldehyde. The initial concentration of formaldehyde 

[%] was; 0（◆）, 0.1（■）, 0.3（▲）, 0.35（△）, 0.40

（●）, 0.45（○）, 0.50（◇）. 

(a) 

(b) 
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２．３．２ IRI017 株由来の無細胞抽出液の酵素活性  

培地中の炭素源が無細胞抽出液の酵素活性に及ぼす影響を調べた。Table 2-2

に示すとおり、全ての無細胞抽出液においてGSH- dependent NAD-linked FADH活

性の値は他の酵素活性より大きかった。IRI017株が1.0%グルコースと0.1%ホルム

アルデヒドを培地炭素源として含む場合、最も高いFADH活性が得られた。IRI017

株の無細胞抽出液において、他の脱水素酵素活性と酸化酵素活性があまり高くな

いことから培地中のホルムアルデヒドのほとんどがGSH- dependent NAD-linked 

FADHによって酸化されていると考えられた。GSH-dependent NAD-linked FADH

活性はpH7.0-9.0の範囲で高い活性を示した  (Figure 2-4)。  

 

２．３．３ IRI017 株休止菌体によるホルムアルデヒド分解  

休止菌体のホルムアルデヒド分解活性を調べるために、0.05％のホルムアルデ

ヒドを含む緩衝液中  (pH3-10) に IRI017株の菌体を投入した。菌体投入後17 h後

に、pH3-6の範囲において約40-55%のホルムアルデヒドが減少した  (Figure 2-5)。

pH7以上の試験区では、ホルムアルデヒド減少率が低下した。なお、対照に用い

た熱処理菌体はpH7において約0.5％のホルムアルデヒドを減少した。熱処理菌体

は酵素が失活していることから、吸着によるものと考えられた。  

pH6のリン酸ナトリウム緩衝液中において、 IRI017株の休止菌体は25℃の時に

最も高いホルムアルデヒド減少率を示した (Figure 2-6)。20℃及び30℃では、休

止菌体によるホルムアルデヒド減少率が 25℃の時の50％以下に低下した。  

実際の貧栄養排水を想定すると、休止菌体は0.1%以上の濃度のホルムアルデ

ヒドを含む緩衝液中で使用される。25℃、pH6の条件下では IRI017株の休止菌体

によって、初期濃度0.10-0.42%のホルムアルデヒドが減少した  (Figure 2-7)。お

よそ100 h後 IRI017株の休止菌体は0.21%のホルムアルデヒドをほぼ完全に分解

した  (△、Figure 2-7)。また、およそ150 h後には0.26%以下のホルムアルデヒド

をほぼ完全に分解した (◇、Figure 2-7)。  
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Table 2-2. Effect of carbon source on enzyme production in cell-free extracts of IRI017.

carbon source GSH dependent
1

GSH independent
1

Dye-linked FADH
1

FAOX
1

NAD-linked FDH
2

FOX
3

NAD-linked FADH NAD-linked FADH

0.1% Formaldehyde + 1.0% Glc. 1.68 0.06 0.00 0.01 0.11 0.01

1.0% Methanol + 1.0% Glc. 0.90 0.05 0.00 0.00 0.05 0.00

1.0% Methanol 0.28 0.03 0.00 0.04 0.27 0.03

1.0% Glc. 0.06 0.01 0.00 0.00 0.02 0.00
1

The enzyme activity was measured at 5 mM substrate at 30℃, pH8.0.
2

The enzyme activity was measured at 100 mM substrate at 30℃, pH8.0.
3

The enzyme activity was measured at 100 mM substrate at 30℃, pH4.5.

Specific activity [μmol / [min・mg-protain]]
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Figure 2-4 Effect of pH on activity of GSH dependent NAD-linked 
FADH. Enzyme activities were measured in various buffer 
solutions as follows: McIlvaine buffer (pH 4.0－6.0) (◇), 
100 mM sodium phosphate buffer pH 6.0－8.0 (△), 
100mM Tris-HCl buffer (pH 8.0－9.0) (●) and 100 mM 
boric acid-NaOH buffer (pH 9.0－10.0) (■). 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH 



 

21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

fo
rm

a
ld

eh
y

d
e-

d
eg

ra
d

in
g

 r
a

ti
o

(%
)

F
o

rm
a
ld

e
h

y
d

e
 d

e
g

ra
d

a
ti

o
n

 r
a
ti

o〔
%
〕

Figure 2-5 Effect of pH on formaldehyde degradation by resting cells of strain 
IRI017. A formaldehyde degradation test was carried out for 17 h at 
30ºC. Strain IRI017 cells were added to the buffers with various 
pHs: McIlvaine buffer (pH 3.0－ 5.0) (◆ ), 100 mM sodium 
phosphate buffer (pH 6.0－8.0) (▲), and 100 mM boric acid-NaOH 
buffer (pH 9.0－10.0) (■). The formaldehyde degradation ratio was 
defined as the ratio of final formaldehyde concentration to initial 
formaldehyde concentration (0.05%) at 0h. 
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Figure 2-6 Effect of temperature on formaldehyde degradation by resting 
cells of strain IRI017. The formaldehyde degradation test was 
carried out for 36 h. Strain IRI017 cells were added to 100 
mM sodium phosphate buffer (pH6.0) containing at initial 
0.05%  formaldehyde and incubated at various temperatures. 
Heat-treated cells (121ºC, 15 minutes) were used as the 
control at 50ºC. The activity of formaldehyde degradation at 
25ºC was defined as 100% 
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Figure 2-7 Time course of formaldehyde at various initial concentrations 
of formaldehyde. The formaldehyde degradation test was 
carried out at 25℃. Strain IRI017 cells were added to 100 mM 
sodium phosphate buffer (pH6.0) containing 0.10 (○), 0.21 
(△ ), 0.26 (◇ ), 0.32 (■ ), 0.42 (◆ ), and 0.51% (▲ ) 
formaldehyde. The control (●) was sodium phosphate buffer 
containing 0.53% formaldehyde (no cells). 
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２．４  結  言  

ホルムアルデヒド耐性微生物の分離を行い、IRI001-020 までの 9 株の新規な

カビを取得した。これら 9 株のカビは、培地中に含まれる 0.3-0.5%という非常

に高濃度のホルムアルデヒドを分解して増殖した。IRI017 株は 9 株の中で最も

高濃度の 0.5%ホルムアルデヒドをほぼ完全に分解した。18S rDNA 解析を行い、

IRI017 株を P. variotii と同定した。 

IRI017 株の無細胞抽出液は、高い NAD-linked GSH-dependent FADH 活性を

示した。脱水素酵素は、培地中の炭素源の影響を大きく受けたことから、誘導

酵素と考えられた。NAD-linked GSH-dependent FADH 活性は pH7-9 で高い活性

を示した  (Figure 2-4)。  

IRI017株の休止菌体は、pH6のリン酸ナトリウム緩衝液に含まれる初期濃度

0.26％のホルムアルデヒドを25℃の条件下で完全に分解した  (Figure 2-5)。休止

菌体の活性は無細胞抽出液のNAD-linked GSH-dependent FADH活性と異なるpH

で高い値を示した。NAD-linked GSH-dependent FADHは菌体内酵素であり、休止

菌体内部のpHを中性付近に維持する必要があるものと想定された。  

IRI017株の無細胞抽出液には蟻酸脱水素酵素活性があった。ホルムアルデヒド

は、これらの酵素により蟻酸を経て二酸化炭素にまで酸化されることが想定され

る。約8.7 mMのホルムアルデヒド (100 mL 緩衝液中の  0.26% ホルムアルデヒド )

は、0.5 gの休止菌体でほぼ完全に分解される。これは、IRI017株の休止菌体は質

重量の半分以上の質量という非常に多くのホルムアルデヒドを分解することに

なる。  

実際の紙加工会社から排出されるホルムアルデヒド濃度は 1000 mg/Lを超える。

世界保健機構  (WHO) は、排水のホルムアルデヒド濃度の許容値を0.9 mg/L以下

と決めた。本研究では、分解後のホルムアルデヒドは検出下限値である 0.1 mg/L

以下にまで減少した。このことは、本研究の生分解システムが実際の排水処理に

適した濃度まで分解できることを示している。  

様々な多孔質ポリマー (Siddigue et al., 2009) や、浸漬膜タイプ (Zhang et al., 

1999) の固定化カビを用いた排水処理が行われている。これら手法を用いた

IRI017株休止菌体によるホルムアルデヒド排水処理は、非常に有効であると考え
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られる。Figure 2-7に示したとおり、湿重量0.5 gの休止菌体をホルムアルデヒド

が入った100mLの緩衝液に投入された場合、0.03 g-formaldehyde/L/h (0.03 g-for 

maldehyde/5 g-cell/h) ( and ◇、  Figure 2-7) の分解速度が得られる。また、

IRI017株の増殖菌体を用いた場合、初発濃度が約0.3%において0.08 g-formalde 

hyde/L-broth/h (、Figure 2-3) のホルムアルデヒド分解速度が、培養16-40 hにお

いて達成される。なお、上記の計算には平均乾燥菌体重量 (1.5 g-dry cell/L-broth)

を用いた。  

これらより、槽内に固定化 IRI017株休止菌体1 Kg を設置した10 Lの反応槽に

0.26% (2.6 g/L)  のホルムアルデヒデヒドを投入した場合を想定すると、およそ2 

L/h の排水が無害化できる事になる。将来我々は、ホルムアルデヒドの長期分解

試験を行って、実証したい。  
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第３章  ホルムアルデヒド分解カビ Paecilomyces variotii 由来のア

ルコール酸化酵素の精製と性能評価  

３．１ はじめに  

アルコール酸化酵素  (AOX)は、メチロトロフ微生物がメタノールを資化する

際に用いる初めの酵素であり、メタノールを唯一の炭素源とした際に誘導される。

この酵素は、Polyporus、Radulum、Poria、Candida、Hansenula  及び  Pichia とい

ったリグニン分解担子菌類やメチロトロフ酵母に存在する  (Kerwin and Ruelius 

1969; Fujii and Tonomura 1972; Tani et al. 1972a; Janssen et al. 1975; Kato et al. 

1976; Bringer  et al.1979; Couderc and Baratti 1980; Patel  et al. 1981) 。これら AOX

については、酵素的にまた、遺伝的に広く特徴づけがなされてきた  (Fujii and 

Tonomura 1972; Tani et al . 1972b; Kato et al.1976; van Dijken et al . 1976; Couderc 

and Baratti 1980;Patel et al. 1981; Ledeboer et al . 1985; Koutz et al. 1989;Sakai and 

Tani 1992; and for a review, see Ozimek et al. 2005)。多くの AOX は、74–83 kDa と

いうほぼ同質量のサブユニットから構成される 8 量体を成している。各々のサブ

ユニットは補因子として非共有型の FAD を有している。AOX はメタノールと同

様に低分子の 1 級アルコールを酸化する。AOX の多くは pH8-9 の範囲で高い活

性を有し、pH6-10 という広い範囲で高安定性を示す。  

AOX は Cladosporium fulvum 、 Helminthosporium victoriae 、 Penicillium 

chrysogenum といった子嚢菌類中にも認めれられ  (Segers et al . 2001、Soldevila 

and Ghabrial 2001、Holzmann  et al.2002)、メチロトロフ酵母の AOX と高い遺伝的

な相同性を示す。一方で、AOX の構造は厳密には一致しない。例えば、C. fulvum

の粗酵素液は AOX 活性を有し、その特徴はメチロトロフ酵母と大変類似してい

る  (Segers et al . 2001) 。しかしながら、Thermoascus  aurantiacus (Ko et al. 2005)

を除いて、子嚢菌類由来の精製 AOX に関する報告は無く、その精製酵素の構造

はメチロトロフ酵素由来のものとは全く異なる。  

AOX の基質特異性、広範囲の至適 pH 等の特性は産業利用においてとても有意

義な特徴となる。例えば、AOX を用いたバイオセンサーは発酵などの食品製造、

環境測定及び医療診断などで応用されている  (Belghith et al. 1987; Barzana et al . 

1989; Chen and Matsumoto 1995; Liden et al. 1998; for a review, see Azevedo et al . 

2005)。さらに、ホルムアルデヒドを基質とする AOX は排水処理などへの応用も
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期待されている  (Sahm 1975)。ホルムアルデヒドは、工場や医療排水に含まれる

他、内装材や家具などに用いられシックハウス症候群の原因物質として危惧され

ている。  

電気エネルギーや有害な触媒を用いることなく、バイオプロセスを活用して環

境中のホルムアルデヒドを除く技術はとても意義がある。我々は、愛知県の土壌

や排水から、培地中に含まれる 0.45%濃度のホルムアルデヒドを分解するカビ

Aspergillus  nomius  IRI013 株を分離し、蟻酸酸化酵素を取得した  (Kondo et al. 

2002)。  

本研究では、取得したホルムアルデヒド分解カビの中で 0.5%という最も高濃

度のホルムアルデヒドを分解する  Paecilomyces  variotii IRI017 株が有する AOX

活性を精製しその性質を調べた。   

 

３．２ 実験方法  

３．２．１ 試薬類  

メタノール、エタノール及びパラホルムアルデヒドは和光純薬工業社製を用い

た。ホルムアルデヒド溶液はパラホルムアルデヒドを溶解して調整した。西洋わ

さび由来のパーオキシダーゼ  (grade III) は東洋紡社製を用いた。カタラーゼ及

び牛血清アルブミンは和光純薬光工業社製を用いた。Q セファロース FF、SP セ

ファロース FF 及びフェニルセファロース HP はファルマシアバイオテック社製

を用いた。その他試薬は全て市販品の最高純度のものを用いた。  

 

３．２．２ 微生物及び培養条件   

IRI017 株は顕微鏡による形態観察  (Udagawa 1978) および 18SrDNA による解

析により同定した。遺伝子解析はテクノスルガラボ社に委託した。 IRI017 株は

0.1%のホルムアルデヒドを含むツァペックドックス寒天培地のスラントで保存

した。保存用のスラントから 1 白金時量を 100 mL 容の三角フラスコ中のグルコ

ース培地 30mL に植菌した。グルコース培地は、1%グルコース、0.2% NaNO3、  

0.1%K2HPO4、0.05% MgSO4·7H2O、0.05%塩化カリウム、0.001% FeSO4·7H2O、

及び 0.01%酵母エキスを溶解後に pH を 6.0 に調整し作成した。   

グルコース培地で培養後、培地 30 mL ごと 500 mL 容の三角フラスコ中のメタ
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ノール培地 270 mL に植菌した。メタノール培地はグルコースが 1%メタノール

に置き換わる以外、他の成分濃度は全く同一とした。  

30℃、180rpm の条件で振とう培養した。7 日間の培養後、菌体を減圧濾過回

収し、試験に供するまで -60℃で冷凍保存した。メタノール資化性酵母 Candida  

boidinii (NBRC10240) も同様にメタノール培地で 3 日培養した。  

 

３．２．３ 酵素活性測定   

AOX 活性の基本的な測定は、クラーク型酸素電極 (セントラル科学社製 )を用

いて、30℃の反応液 1.5mL 中の酸素濃度を計測して行った。反応液は、0.625 mL 

の 0.1 M リン酸カリウム緩衝液  (pH8.0)、30 μL の 1.0 M メタノール、イオン交

換水及び敵当量の酵素を添加して 1.5 mL に調整した。なお AOX 活性 1 U は、1 

μmol の酸素を 1 min あたりに消費した際の酵素量と定義した。  

酵素反応に伴う過酸化水素生成を基に AOX 活性  (Kondo et al. 2002) を測定す

る方法も酵素精製過程で用いた。酵素活性測定用の反応溶液 1.5 mL 中には、0.625 

mL の of 0.2 M リン酸カリウム緩衝液  (pH 8.0)、30 μL の 1.0 M メタノール、0.2 mL

の 3.75 mM 4-アミノアンチピリン、0.2 mL の 15 mM フェノール、15 U の西洋わ

さび由来のパーオキシダーゼ及び酵素溶液を混合させた。反応は 30℃で行い、

505 nm の吸光度の増加により活性を測定した。  

NAD リンク型の蟻酸酸化酵素  (FDH) 活性も以前の報告と同様の方法で行っ

た  (Kondo et al. 2002)。グルタチオン依存型のホルムアルデヒド脱水素酵素

(FADH) 活性は 10 mM のグルタチオンと 5 mM のホルムアルデヒドを蟻酸の代わ

りに用いて測定した。  

 

３．２．４ AOX の精製   

特に述べない限り、全ての操作は 4℃で行った。30.6 L の培地から約 113 g の

湿重量の凍結菌体が回収された。凍結菌体を乳鉢中で海砂と共に乳棒で攪拌し、

粉砕した。粉砕後の菌体を 113 mL の 10 mM リン酸カルシウム緩衝液  (pH8.0 緩

衝液 A) 浸して抽出した。抽出液を 10,000×g で 15 min 遠心分離し、菌体の破砕

物を沈殿、除去した。回収した遠心上澄液を粗酵素液とした。粗酵素液を硫酸ア

ンモニウムで分画した。硫酸アンモニウム 60-90%画分における遠心分離の沈殿
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を回収した。  

回収した沈殿は、緩衝液 A に溶解しなかったので緩衝液 A を用いて透析を行

った。透析物を Q セファロース FF カラム  (75 mm×内径 25 mm)と SP セファロー

ス FF カラム  (75 mm×内径 25 mm)で構成されたクロマトシステムに投入した。

カラム非吸着の AOX 活性画分を回収し、硫酸アンモニウムで濃縮した。濃縮後

の酵素液をフェニルセファロース HP カラム  (160 mm×内径 15 mm)のクロマトシ

ステムに投入し、30-0%の硫酸アンモニウムを含む緩衝液 A で溶出し精製した。

カラム精製後の活性溶液を限外濾過し、得られた精製 AOX 6.5 mL を -60℃で凍

結保存した。  

 

３．２．５ 電気泳動   

未変性タンパク質のポリアクリルアミドゲル電気泳動  (native-PAGE)を 7%の

ポリアクリルアミドゲルと移動相のトリス -グリシン緩衝液  (pH8.3）を用いて行

った。電気泳動後、タンパク質をクマシーブリリアントブルーR-250 (CBB) で染

色した。ゲル中で帯状になったタンパク質の AOX 活性測定は染色して行った。

染色には、0.1 M リン酸緩衝液  (pH8.0)、1 mg/mL の o-ジアニシジン、5 mM メタ

ノール及び 6 U/mL の西洋わさび由来のパーオキシダーゼを含む反応溶液を用い

た。  

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動  (SDS-PAGE) を 10%のポリアクリルア

ミドゲルを用いた Laemmli (1970) らの方法により行った。  

  

３．２．６ ゲル濾過  

酵素の相対分子量をセファロース 6 HR10/30 カラム  (ファルマシアバイオテ

ック社製 ) を用いたゲル濾過により測定した。移動相には 0.15 M の塩化ナトリ

ウムを含む 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液  (pH7.0) を用い流速を 0.4 mL/min と

した。分子量マーカーには、C. boidinii 由来の  AOX (600 kDa)、馬由来のフェリ

チン  (450 kDa)、ウサギ由来のアルドラーゼ  (158 kDa)及び牛血清アルブミン  (67 

kDa) を用いた。  

 

３．２．７ N 末端アミノ酸解析  
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SDS-PAGE 後の精製 AOX をポリフッ化ビニリデンの膜に転写した。その膜は

タンパク質染色用の Ponceau S により染まり、タンパク質のバンドを切断できる。

切断された膜中のタンパク質の N 末端アミノ酸をバイオロジカ社に依頼して解

析した。  

 

３．２．８ 補因子解析  

酵素の紫外可視吸光スペクトルを分光光度計  (V-550 ジャスコ社製 )により測

定した。さらに、その酵素を 3 min 煮沸後に遠心分離した上澄液を限外濾過  (cut 

off, 10,000) した後に分光解析した。ろ液の薄層クロマトグラフィー  (TLC) をシ

リカゲル（60 F254 プレート、メルク社製）を用いて行った。展開相には n-ブタ

ノール：酢酸：水=3:1:1 を用いた。FAD、FMN 及びリボフラビン溶液を参照に

用いた。フラビン含有スポットが UV 照射による蛍光発色により確認された。   

 

３．２．９ 分析方法  

タンパク質濃度は牛血清アルブミンを標準に用いた Lowry 法  (1951) により

測定した。ホルムアルデヒド濃度は Nash 法  (1953) により求めた。蟻酸濃度は

Shim-pak SCR-102H カラム（島津製作所社製）と電気伝導度検出器  (島津製作所

社製、CDD-6A) を用いた  HPLC により測定した。  

 

３．３ 実験結果及び考察  

３．３．１ AOX の取得  

第２章に記載のとおり、愛知県内の土壌試料から新規なホルムアルデヒド耐性

カビ IRI017 株を取得した。 IRI017 株は 1%グルコースを含む培地中で 0.5%のホ

ルムアルデヒドをほぼ完全に分解した。この性質は、これまでに最も高いとされ

た 0.55%のホルムアルデヒド濃度環境下で増殖するメチロトロフ酵母とほぼ同

等であった  (Kato et al. 1982)。IRI017 株は顕微鏡による形態観察  (Udagawa 1978)

及び 18S rDNA による解析の結果 P. variotii と同定された。  

IRI017 株は、培地中の炭素源を 0.1%ホルムアルデヒドもしくは 1.0%メタノー

ルのみとした場合、ほとんど増殖しなかった。しかし、 IRI017 株をグルコース

含有培地で培養した後に、メタノール培地に移し替えて培養することで無細胞抽
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出液には AOX が誘導された。  

Table 3-1 に示すとおり、IRI017 株はメタノール含有培地に移しかえた 2 日後

に増殖し 4 日後には AOX 活性が誘導された。そして、AOX 活性は 7-10 日後に

最大値を示した。P. variotii  IRI017 株はメタノールの有無に関わらずグルコース

含有培地で十分に増殖したが、無細胞抽出液中の AOX 活性はグルコースの存在

により低下した。また、メタノール含有培地中にシュークロースやグリセロール

の様な他の炭素源が存在することは、同様に AOX 誘導の疎外となった。一方で、

FADH、FDH 活性はホルムアルデヒドもしくはメタノールを培地に投入すること

で、グルコースの存在に関わらず高い値を示した (データは図示せず )。  
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Table 3-1. Time course of AOX production in P. variotii  IRI017 grown on methanol.

Incubation Specific activity Total activity
1

Total protein
1

time [days] [U / mg] [U] [mg]

0 0.00 0.00 0.53

2 0.00 0.00 4.54

4 0.06 0.28 4.67

7 0.11 0.42 3.91

10 0.11 0.47 4.52

Enzyme activity was measured by determination of hydrogen peroxide as described in Materials and methods. 
1  Data are expressed as values in the mycelium of P. variotii IRI017 obtained per 100 ml of culture broth. 
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３．３．２ AOX の精製  

IRI017 株由来の AOX は、Q セファラオースに pH8.0 において吸着しなかった。

これは、メチロトロフ酵母の AOX が陰イオン交換樹脂に吸着するという既存の

報告とは異なる結果となった  (Tani et al . 1972a; Couderc and Baratti 1980)。AOX

精製の概要を Table 3-2 に示した。メタノール含有培地で培養した IRI017 株由来

の AOX は、無細胞抽出液に対し収率 44%で 20 倍に精製された。精製した AOX

の非活性は、30℃で 1.4 U/mL となった。なお、精製 AOX は native-PAGE 及び  

SDS-PAGE 上で単一バンドとなった  (Figure 3-1)。  

 

３．３．３ AOX の分子量及びサブユニット構造  

変性させた AOX の SDS-PAGE 上での相対分子量は 73 kDa であった  (Figure 

3-1)。一方で、ゲル濾過における相対分子量は 450 kDa となった  (Figure 3-2)。

この結果は、AOX がほぼ同分子量を有する 6 つのサブユニットで構成されるこ

とを示唆している。AOX の N 末端アミノ酸解析の結果は TIPDEVDIII となり、

P. chrysogenum (Holzmann et al. 2002)、  C. fulvum (Segers et al. 2001)、H.victoriae 

(Soldevila and Ghabrial 2001)、  C. boidinii (Sakaiand Tani 1992) および  P. pastoris 

(Koutz et al. 1989) 由来の AOX と非常に高い相同性が認められた。しかしながら、

native-PAGE 上での活性染色を行ったところ、C. boidinii 由来の AOX に比べて IRI 

017 株由来の AOX の移動度は小さかった。  
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Table 3-2.  Purification of AOX from P. variotii IRI017.
Step Total Specific activity Yield Purification

activity [U] [U / mg] [%] [fold]

Cell extract 234.3 16.4 0.07 100 1

Ammonium sulfate 71.1 10.9 0.15 67 2

Q-Sepharose FF

+ SPSepharose FF
14.6 12.0 0.83 73 12

Phenyl-Sepharose HP 5.1 7.2 1.42 44 20

Total

protein [mg]

Enzyme activity was measured by determination of hydrogen peroxide. 
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97.4kDa 

66.2kDa 

45kDa 

61kDa 

a b 
(1) (2) (1) (2) (3) (4) 

Figure 3-1. SDS-PAGE(a) and native-PAGE of purified AOX(b).  

a Lane (1),molecular mass markers containing rabbit muscle phosphorylase  (97.4 kDa), bovine serum albumin (66.2 kDa),  
egg white ovalbumin (45.0 kDa) and bovine carbonic anhydrase (31.0 kDa);  
lane (2), purified enzyme. The protein band was stained with CBB.  

b Lanes (1)and (3):purified AOX; lanes (2) and (4): crude extract of C. boidinii NBRC10240 grown on methanol.  
In lanes (1) and( 2), the gel was stained with CBB. In lanes (3) and( 4), AOX bands were visualized by active staining. 
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Figure 3-2 Molecular mass of AOX by gel filtration.  

The position of purified AOX is shown by open circle.  

Marker proteins (filled circles) are  

a ; C. boidinii AOX (600 kDa), b: horse ferritin (450 kDa),  

c: rabbit aldolase (158 kDa) and d: bovine serum albumin (67 kDa) 
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３．３．４ AOX の補因子解析  

生成 AOX は黄色であった。未変性 AOX 溶液の吸光度測定を行った  (Figure 

3-3)。吸光スペクトラムは、主要な吸収ピークが 278、370、及び 400 nm 付近に

ショルダーを有する  459 nm に認められることから、FAD 含有物質と推定された

(Tani  et al . 1972b) 。AOX にフラビン補因子が存在することは、蒸煮したタンパ

ク質を除いた後の限外ろ過試料の吸光度スペクトラムからも確認された  (Figure 

3-3 inset)。  

遊離したフラビンをフラビンの標準試料と共に TLC に供した。遊離したフラ

ビンの Rf 値は 0.07 であったが、リボフラビン、FMN 及び FAD の値は各々0.56、  

0.31、及び 0.18 を示した。フラビンの標準試料を AOX と同一条件で煮沸した。

煮沸後の標準試料は、TLC でスポットが確認できなかった。このことは、AOX

は非共有結合のフラビンを有し、FAD、FMN、及びリボフラビンを有さないこと

を示唆した。  

 

３．３．５ AOX 活性への pH と温度の影響  

AOX は pH6-10 において高い活性を示した  (Figure 3-4(a)). また、AOX 活性は

30℃、60 min の保持条件において pH5-10 で高い安定性を示した  (Figure 3-4(b))。

AOX の耐熱性試験では、50℃で 30 min 安定であった。AOX の活性は、50℃をこ

えると急激に低下し、60℃ではほぼ完全に活性が無くなった。  

 

３．３．６ AOX の基質特異性と動態パラメータ  

Table 3-3 に示すとおり、メタノールが最も良い AOX の基質であった。エタノ

ールも同様に良い基質であった。メタノールを 100%とした場合、プロパノール

及びホルムアルデヒドは、各々33%、28%の活性値となった。一方で、アセトア

ルデヒドやプロピオンアルデヒドに対してはメタノールを 100%とした場合に

10%以下の低い活性値となった。Lineweaver-Burk プロットよりメタノール、エ

タノール及びホルムアルデヒドの Km 値は、各々1.9 mM、3.8 mM 及び 4.9 mM

となった。  
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Figure 3-3 Absorption spectrum of purified AOX.  
The concentration of the enzyme protein was 0.78 mg / ml in 0.1M sodium phosphate 
buffer (pH 8.0). The same buffer was used as a blank. The absorption spectrum was 
measured at room temperature. Inset is spectrum of flavin obtained after boiling the 
protein solution, centrifugation and ultra-filtration. 
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Figure 3-4 Effects of pH on activity and stability of AOX. 
(a): The enzyme activity was measured under standard assay conditions in 0.1 M 

GTA buffer at various pH values. Relative activity is expressed as percentage 

of the maximum activity.  

(b): The enzyme was preincubated at 30°C for 60 min in the following buffer: 

McIlvaine buffer (filled circle, pH 4–6), sodium phosphate buffer (filled 

triangle, pH 6–8) and boric acid–NaOH buffer (filled square, pH 8–10). The 

remaining activity was measured under standard assay conditions. Relative 

activity is expressed as percentage of the maximum activity 
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Compounds Relative activity

[%]

Methanol 100

Ethanol 106

n-Propanol 33

Formaldehyde 23

Acetaldehyde 4

Propionaldehyde 8

Table 3-3 Substrate specificity of AOX.  

The compound tested was added to the assay mixture at a concentration of 20 mM. 

Enzyme activity was assayed under standard conditions. 
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３．３．７ AOX 活性に影響を及ぼす様々な物質  

Table 3-4 に示すとおり、クロロメルクリ安息香酸及び塩化水銀（ II）は AOX

活性を阻害した。このことは、スルフィドリル基  (-SH) を有する酵素が触媒反

応に不可欠となっていることを示す。o-フェナントロリン及びエチレンジアミン

四酢酸の様なキレート化合物は AOX の活性阻害を引き起こさなかった。セミカ

ルバジドやヒドラジンの様な、ヒドロキシルアミン及びカルボニル試薬は酵素活

性に影響しなかった。  

 

３．３．８ AOX によるホルムアルデヒド分解  

Table 3-5 に示すとおり、AOX はホルムアルデヒドを蟻酸に酸化した。さらに

カタラーゼを添加して過酸化水素を除くことで、AOX はホルムアルデヒドをさ

らに酸化した。このことは、酸化酵素反応によって生成する過酸化水素が、メチ

ロトロフ酵母の報告と同様に IRI017 株由来の AOX 活性を疎外することを示した

(Kato et al. 1976; Couderc and Baratti 1980)。  
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Table 3-4 Effects of various compounds on AOX activity.

Compound  Concentration

[mM] [%]

p-Choloromercuribenzoate 0.1 69

HgCl2 1.0 56

Iodoacetamide 1.0 129

Monoiodoacetate 1.0 93

Semicarbazide 1.0 102

Hydroxylamine 1.0 51

Hydrazine 1.0 104

EDTA 1.0 96

NaN3 1.0 89

o-Phenanthroline 1.0 125

CuSO4 1.0 100

Remaining activity 

The enzyme (7.8 μg) was preincubated with each inhibitor for 10 min at 30°C and then assayed under 

standard conditions. 
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Table 3-5 Enzymatic degradation of formaldehyde by AOX
Enzymes Formaldehyde [mM] Formic acid [mM]

Initial 2.0 0.0

AOX+catalase 1.2 1.0

AOX only 2.1 0.1

Catalase only 2.1 0.0

Enzyme free 2.2 0.0

AOX (4.5 μg) and/or catalase (1140 U, 0.1 mg) were added to a solution containing 2.0 mM 

formaldehyde at pH 8.0 and incubated for 48 h at 30°C.  

Formaldehyde and formic acid in the solution were then measured. 
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３．４ 結  言  

バクテリア及びメチロトロフ酵素由来の AOX に関する研究報告はあるが、T. 

aurantiacus (Ko et al . 2005)を除いて子嚢菌類由来の AOX に関する報告例は無い。

本研究では、P. variotii  IRI017 株由来の AOX の精製を行い諸性質について調べ

た。取得した AOX はメタノールにより誘導され、FADH と FDH は共にメタノー

ルとホルムアルデヒドにより誘導された。このことは、メチロトロフ酵母と同

様に AOX がエネルギー生産系において FADH や FDH と共にメタノール代謝の

初期段階に関わっているものと思われた。  

AOX は、精製により無細胞抽出液から約 20 倍濃縮され 44%の活性を保持し

た。なお、精製酵素の比活性は 1.4 U/mg であった。精製 AOX の N 末端アミノ

酸配列を調べたところ、酵素のサブユニットの分子量サイズはメチロトロフ酵

母  (Kato et al. 1976; Couderc and Baratti 1980; Koutz et al . 1989; Sakai and Tani 

1992) と類似していたが、タンパク質構造は異なっていた。すなわち、 IRI017

株由来の AOX は 450 kDa の 6 つのサブユニットから構成されていたが、メチロ

トロフ酵母由来の AOX はおよそ 600 kDa のサブユニットから構成される 8 量体

が報告されている。さらに、両 AOX はイオン交換樹脂への吸着性にも違いが認

められた。  

精製 AOX 及びその煮沸処理抽出物を分光分析することにより、非共有結合の

フラビンが AOX に含まれることが示唆された。さらに TLC を行い、そのフラ

ビンは FMN、FAD 及びリボフラビンとは異なることが分かった。そのフラビン

は、メチロトロフ酵母由来の AOX と同様に FAD の改変により生成するものと

思われた  (Bystrykh et al . 1991)。  

IRI017 株由来の AOX は、メチロトロフ酵母由来の酵素と基質特異性及び pH

安定性の値が類似していた。また、Km 値  (1.9 mM) に関しても同様に類似して

いる酵素があった C. boidinii (Tani et al. 1972b; Sahm 1975)、  P. pastoris (Couderc 

and Baratti  1980)、and H. polymorpha (van Dijken et al . 1976)。一方で、熱安定性

(50℃、30 min)についてはメチロトロフ酵母由来の酵素に比べ高い値となった

(Kato et al. 1976、Segers et al . 2001、Ko et al . 2005 )。  

P. variotii IRI017 株由来の AOX の特徴は、これまで報告されたものに比べて

広い至適 pH (6-10) と熱安定性が確認された。これらの性質は、環境中のホルム
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アルデヒド分解除去など、産業用途への応用に有意義なものである。Table 3-5

に示したとおり、ホルムアルデヒド酸化にはカタラーゼの共存が必要となる。

産業利用には高価な精製 AOX ではなく安価な粗精製酵素を用いることが望まし

い。  
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第４章 固定化酵素を用いたホルムアルデヒド除去用バイオフィル

タの開発  

４．１ はじめに  

建材、家具等に用いられる塗料や接着剤から放散される VOC  （揮発性有機

化合物）はシックハウス症候群の原因物質とされている  (Hatano et al., 2001, 

Matsumura et al., 2011)。中でもホルムアルデヒドは、刺激性が強く製品残留期間

が長いことから、WHO や厚生労働省により室内環境指針値が設けられており、

室内環境からの除去が望まれている物質の一つである  (WHO, 1987)。  

室内環境中のホルムアルデヒド除去対策としては、炭化物等のホルムアルデヒ

ド吸着剤を用いる方法や、光触媒などの触媒反応を用いてホルムアルデヒドを分

解除去する方法が知られている  (Nakajima et al ., 2005)。しかし、吸着剤を用いる

方法は、吸着されたホルムアルデヒドが再放出する恐れがある  (Tsuitsuimi et al., 

2005)。また、触媒を用いる方法は、不特定の物質反応を促進して、新たに生成

した物資が有害となる可能性がある。このため、特定の分解反応を促進する、酵

素や微生物などの生体触媒を用いる手法が検討されている  (Estévez et al., 2005, 

Jang et al., 2005, Kimura et al., 2001, Ohta , 1999, Okamoto et al., 1999, Shinagawa et 

al., 2006)。  

VOC や異臭物質等の気体成分を分解するために生体触媒を用いる場合、生体

触媒を樹脂や炭化物などの担体に固定化して用いる  (Yamashita et al., 1999)。担

体に固定化することにより、水などに溶解するために取り扱いにくい生体触媒を

大きな形状の担体として容易に取り扱えるようになる。また、担体の選択により

生体触媒の耐久性や活性等の性質向上が図れることが知られている  (Nagayama 

et al. , 2013)。さらに、室内環境の様な低濃度の基質を分解する場合、担体の吸着

性能により、担体内部での基質を吸着濃縮する効果が期待される。低濃度で分解

困難な基質が担体内部で濃縮されることにより、担体内部の酵素で分解し易くな

ると考えられる  (Kimura et al. , 2001) 。  

そこで本研究では、ホルムアルデヒド分解能を有するアルコール酸化酵素  

(AOX)を用いたホルムアルデヒド除去剤の開発を行った。使用した AOX は第２、

３章で述べた新規なホルムアルデヒド分解微生物 Paecillomyces variotii  IRI017株  

(Morikawa et al., 2013) が生産する酵素であり、空気中の酸素を電子受容体とす
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るため補酵素など高価な他の物質を改めて添加する必要がない。また、本酵素は

アルコール酸化活性を有する AOX として精製されているが、酵素学的実験によ

りホルムアルデヒド酸化活性も持つ特異な酵素として同定されている  (Kondo et 

al., 2008)。  

なお、AOX を固定化する担体には、細孔径制御や表面修飾が可能であるシリ

カゲルを用いた。シリカゲルの細孔径や表面アミノ基が AOX の固定化に及ぼす

効果を検討した。さらに、固定化酵素を用いた空気清浄機用のフィルタを試作し

性能評価を行い、ホルムアルデヒド除去用バイオフィルタへの可能性を調べた。 
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４．２ 実験装置及び実験方法  

４．２．１ Paecillomyces variotii  IRI017 株の培養および酵素の粗精製液の調製  

試験に用いる酵素は、ホルムアルデヒド分解能を有する P. variotii IRI017 株を

培養して得た  (Morikawa et al., 2013)。P. variotii IRI017 株から、ホルムアルデヒ

ドを基質とするアルコール酸化酵素を既報  (Kondo et al., 2008) に準じて回収し

た。すなわち、メタノール 1％を添加した培地で培養した菌体を集菌、凍結後破

砕した。破砕した菌体を同重量の 10 mM リン酸ナトリウム緩衝液  (pH8.0) に懸

濁し、濾紙で吸引濾過し、細胞破砕液とした。細胞破砕液を硫酸アンモニウムで

塩析した後、透析し粗精製液として回収した。なお、粗精製液の活性測定は既報  

(Morikawa et al., 2013) に準じ、キノン生成に伴う 505 nm の吸光度の増加を測定

し、単位時間あたりの吸光度増加から活性を求めた。  

培養した P. variotii IRI017 株から得られた細胞破砕液は、0.01 U/ mg-protein の

AOX 比活性値を示した。細胞破砕液を硫安塩析後透析して回収した粗精製液は、

細胞破砕液に対して約 8 倍の 0.08 U/mg-protein AOX 比活性値を示した。以下、

特に述べない限り粗精製液を試験に供した。  

 

４．２．２ 酵素の固定化  

固定化用の担体にはシリカゲル  (富士シリシア化学株式会社製 CARiACT Q) 

を用いた  (Asano et al., 2004)。シリカゲル  (SG) は、平均細孔径が 10 nm-50 nm

の市販品に加え、富士シリシア化学株式会社において 80 nm 及び 100 nm を細孔

容積が 1 mL/g となるように市販品と同様の方法で試作した  (Table 4-1)。    

なお、Figure 4-1 の構造イメージに示すとおり、1.70 mm-4.00 mm の SG 二次

粒子  (Secondary particles) は、直径数  nm の骨格粒子  (primary particles) が形成

する 3 次元構造体である。SG の平均粒子径  (average size of primary particles) は、

骨格粒子の隙間径であり、測定には水銀圧入法  (Yokoyama et al., 1987) を用いた。 

アミノ基をシリカゲル表面に付ける場合、100 g のシリカゲルをトルエン 150 

mL 中で 3-アミノプロピルトリエトキシシラン  (ナカライテスク株式会社製 ) 2.5 

mL と共に 80℃で 1 h 加熱して反応を行った。反応後、シリカゲルを濾過回収し、

110℃で 12 h 減圧乾燥した。なお、表面がシラノール基のままのものを未処理品  

（SG）、未処理品に 3-アミノプロピルトリエトキシシランをカップリング処理し
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たものをアミノ処理品  (AminoSG) とした。  

粗精製液 4 mL に対し、シリカゲル 1 g を投入し、4℃で 5 h 保持した。粗精製

液が含浸したシリカゲルを濾過回収し、重量を測定した。さらに、50℃で恒量に

なるまで乾燥して酵素固定化乾燥シリカゲル  (AOX-SG, AOX-aminoSG) を得た。

SG に付着した粗精製液中のタンパク質量は Lowry 法で測定し、酵素吸着量の指

標とした。  
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Table 4-1 　Physical value properties of silica gels

average pore size [nm] pore volume [mL/g] specific surface [m
2
/g] particle size [mm]

Q10 10 1 300 1.70 - 4.00

Q15 15 1 200 1.70 - 4.00

Q30 30 1 100 1.70 - 4.00

Q50 50 1 80 1.70 - 4.00

Q80 80 1 40 1.70 - 4.00

Q100 100 1 30 1.70 - 4.00

No.
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Figure 4-1 Image of silica gel structure 

a; secondary particle constituted by primary particles   

b; fine pores formed by primary particles 
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４．２．３ 溶液中のホルムアルデヒド吸着および分解試験  

 酵素を固定化していないシリカゲル  (SG, AminoSG) 各 1 g を、45.4 mg/L の

ホルムアルデヒド溶液 3 mL と混和し、30℃で 3 h 浸せきした。濾過によりゲル

を除去した後の溶液中の残存ホルムアルデヒド濃度を Nash 法  (Nash, 1953) で

測定し、吸着前のホルムアルデヒド濃度との差からゲルの吸着量を求めた。なお、

対照はシリカゲルを投入しないホルムアルデヒド溶液のみとして、試験中にホル

ムアルデヒド液濃度  (45.4 mg/L) の変化がないことを確認した。  

さらに、シリカゲルの吸着量より十分に多い 230 mg/L ホルムアルデヒド溶液

3 mL の入った容器に、固定化酵素シリカゲル  (AOX-SG, AOX-aminoSG) を各 1 g

投入した。30℃で 3 h 浸せきした後に、溶液中のホルムアルデヒド濃度を測定し

た。酵素を固定化していないシリカゲルを用い、ホルムアルデヒド減少量の差か

ら下式  (1) によりホルムアルデヒド分解活性を算出した。なお、1min に 1 μg の

ホルムアルデヒドを分解することを 1 U と定義した。ホルムアルデヒド溶液の分

析は同様に Nash 法を用いた。  

Formaldehyde degradation activity (U/g-silica gel) = ((Amount of Formardehyde 

removal (AOX-SG, AOX-aminoSG) (µg) - Amount of Formardehyde removal  

(SG, AminoSG) (µg)) / (weight of silica-gel (g) × Reaction time (min))  

                 (1) 

 

４．２．４  固定化酵素によるガス中のホルムアルデヒド除去試験  

Figure 4-2 にホルムアルデヒド分解試験装置の概略図を示した。容器  (Figure 

4-2 d) に投入したホルムアルデヒド溶液に約 0.4 mg/L の空気を連続通気して、

目的濃度のホルムアルデヒドガスを発生させた。なお、ホルムアルデヒド溶液は、

パラホルムアルデヒド  (和光純薬工業株式会社製 ) を加熱溶解して作成した。発

生したホルムアルデヒドガスを乾燥空気と混合して湿度調整をした。湿度調整後

のホルムアルデヒドガスをガラス製カラム  (Figure 4-2 f, 内径 18 mm、長さ 50 

mm) に通気した。ガラス製カラムに酵素固定化シリカゲル 5.0 g (かさ密度約 0.40 

g/cm3) を入れ、カラム投入前とカラム通過後の捕集管装着場所  (Figure 4-2 の g)  

におけるホルムアルデヒド濃度を測定した。ホルムアルデヒド減少量の差から、

固定化酵素のホルムアルデヒド分解活性を式  (1) により算出した。  
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また、式  (2)  により 90 日間のホルムアルデヒド除去率を算出し、分解性能

の耐久性を評価した。  

Formaldehyde removal ratio (%) = (1 - Formaldehyde gas concentration after silica 

gel column aeration (ppm)/Formaldehyde gas concentration before silica gel column 

aeration (ppm)×100                     (2)  

なお、ホルムアルデヒド除去率の耐久性評価には、市販のシリカゲルの中で最

も細孔径が大きい  (50 nm) ものを用いた。ホルムアルデヒドガス濃度の分析は、

固相捕集管 Sep-Pack DNPH-silica (日本ウォーターズ株式会社製 ) に捕集したホ

ルムアルデヒドをアセトニトリルで溶出して試料を作成し、HPLC で測定した。

なお、HPLC の構成は、脱気ユニット：DGU-14A、 (株式会社島津製作所製 )、送

液ポンプ：LC-10ADvp (株式会社島津製作所製 )、検出器：SPD-M10Avp (株式会

社島津製作所製 )、分離カラム：LUNA 5 µ C18 (2) (5 µm, 4.6 mmID × 3 cm + 4.6 

mmID ×25 cm Phenomenex 製 ) 移動相：アセトニトリル：水＝55:45 とした。ま

た、分析条件は、移動相流量：1.0 mL/min、吸光度測定波長：360 nm、カラム温

度 40℃で行った。  
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Figure 4-2 Schematic view of apparatus for formaldehyde degradation test 

a:  air pomp,  

b:  mass flow controller,  

c:  dehumidifier,  

d:  reservoir tank for formaldehyde fluid,  

e:  humidity instrumentation,  

f:  column,  

g:  solid phase extraction (only at the time of measurement),  

h:  flow voltmeter 
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４．２．５ ホルムアルデヒド分解フィルタの試作とホルムアルデヒド除去性能  

Figure 4-3 に、試作したホルムアルデヒド分解フィルタの写真と概念図を示し

た。フィルタの試作は、三喜ゴム株式会社において市販品製造方法に準じて行っ

た。ペーパーハニカムコア 300 mm×160 mm×20 mm (960 cm3) に約 220 g の酵素

未固定  (SG, AminoSG) あるいは酵素固定化シリカゲル (AOX-SG, AOX-aminoSG) 

を挿入し、全体をポリプロピレン製の不織布でサンドして作成した。なお、対照

には活性炭と同一形状のペーパーハニカムコアによる市販品フィルタを用いた。 

試作フィルタの一部  (幅 10 mm のハニカムの 1 セル、シリカゲル約 4.6 g) を

切断し Figure 4-2 に記載のホルムアルデヒド分解試験装置に装着した。1-3 L/ min

の風量でホルムアルデヒドガスを通気した際の除去率を下式  (3) により算出し

た。  

Formaldehyde gas concentration after filter aeration (ppm) / Formaldehyde gas 

concentration before filter aeration (ppm)) ×100              (3) 

さらに、試作フィルタを空気清浄機  (リコーエレメックス株式会社製  AIR 

MATE AD061K) に装着して、JEM1467 家庭用空気清浄機試験の初期脱臭性能試

験に準じたホルムアルデヒドの初期の吸着除去性能評価を行った。 1 m3 アクリ

ルチャンバー内に空気清浄機を設置し密閉した後、ホルムアルデヒドガス  (2 

ppm 以上 ) を挿入した。その後、空気清浄機を稼働させ、チャンバー内部の濃度

変化を所定時間毎に測定した。測定は室温とし、固相捕集管 Sep-Pack DNPH-silica

に補足したホルムアルデヒドをアセトニトリルで溶出して試料を作成し、HPLC

で測定した。  
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Figure 4-3 Photograph and Schematic view of formaldehyde decomposition filter 

a: photograph of formaldehyde decomposition filter 

b: schematic view of Z section 

c: schematic view of top view 
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４．３ 実験結果及び考察  

４．３．１ 酵素の固定化  

未処理及び 3－アミノプロピルトリエトキシシランをカップリングした平均

細孔径 10 nm-100 nm シリカゲル  (SG, aminoSG) 各 1 g に粗精製液を浸せきし、

濾過したところ、ほぼ 1 mL の粗精製液が吸収され重量は 2 g となった。さらに、

50℃で乾燥して酵素を吸着固定したシリカゲル  (AOX-SG, AOX-aminoSG) を得

た。濾液中のタンパク質量を分析したところ、シリカゲルの平均細孔径の増加に

伴い、タンパク質吸着量が増加した  (Figure 4-4) 。平均細孔径 10nm 以下のシリ

カゲルでは液のタンパク質濃度が上昇した（図示せず）ことから、酵素サイズよ

りある程度の大きさの細孔径が必要であるものと考えられた。AOX-aminoSG で

は電気的反発のためタンパク質固定化量が少なくなったものと思われる。  

   

４．３．２ 溶液中のホルムアルデヒド吸着および分解試験  

Table 4-2 に、液中におけるシリカゲル  (SG, AminoSG) のホルムアルデヒド吸

着試験結果を示した。酵素の固定化と同様に浸せきさせたところ、ホルムアルデ

ヒド溶液約 1 mL が 1 g のシリカゲルに吸収された。濾過液のホルムアルデヒド

濃度は、SG ではシリカゲル投入時と変化なく  (45 mg/L )、AminoSG では大きく

減少した  (3.7 mg/L) 。シリカゲル 1 g 当たりのホルムアルデヒド吸着量はアミ

ノ基の導入により 45 μg/g から 130 μg/g と増加したのは、表面電位が変化したた

めであると考えられた。  

次 に 、 酵 素 を 含 浸 さ せ て 乾 燥 し た 酵 素 固 定 化 シ リ カ ゲ ル  (AOX-SG, 

AOX-aminoSG) でのホルムアルデヒド分解を検討した。Figure 4-5 に溶液中にお

けるシリカゲルの平均細孔径とホルムアルデヒド分解活性の関係を示す。  

Figure 4-4 と同様にシリカゲルの平均細孔径の増加に伴い、ホルムアルデヒド

分解活性が増加した。AOX によるホルムアルデヒド分解が無い場合、シリカゲ

ルの細孔径が小さい試験区では Table 4-1 に示したとおり比表面積が大きくなり、

シリカゲル単位重量当たりのホルムアルデヒド減少率が多くなると考えられた。

しかし、Figure 4-5 に示すホルムアルデヒド減少率は粗酵素液のタンパク質吸着

割合に準じた右上がりのグラフとなった。ホルムアルデヒド分解は、粗精製液中

の AOX が行うことから、Figure 4-4 のタンパク質の吸着量は、粗精製液中の AOX
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の吸着量をある程度示していることが確認できた。    

一方で、Figure 4-4 とは異なり AOX-aminoSG が AOX-SG に比べ高い値を示し

た。平均細孔径 100 nm の AOX-aminoSG において、最大値 0.2 U/g-silica gel の分

解活性が得られた。  

これは、Table 4-2 に示した AOX-aminoSG の高いホルムアルデヒド吸着性能に

より、シリカゲル内の酵素付近に存在するホルムアルデヒド濃度が高くなったこ

とが一因と考えられた。  
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Figure 4-4 Relation between the amount of protein adsorption and the pore 
size of silica gels 

● : SG ▲ : AminoSG 
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Table 4-2 　Result of formaldehyde adsorption to silica gel.

Silica gel

Control (no silica gel) 45.4 －

CARiACT Q50 (unprocessed) 45.4 45.4

CARiACT Q50 (coupling processed)
a 3.7 128.8

b  The 1 g of silica gel was dipped into 3 mL formaldehyde (45.4 mｇ/mL) fluid for3 h.

    After dipping, formaldehyde concentration was determind by Nash method.

a　3-aminopropyltriethoxysilane was used for the coupling agent.

Formaldehyde 
b

 [mg / L]

Formaldehyde 

[µg-HCHO / g-silica gel]

in solution out of SG in inner SG
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Figure 4-5 Relation between the AOX activity of immobilized enzyme 
from IRI017 and the pore size of silica gels 

● : AOX-SG ▲ : AOX-aminoSG 
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４．３．３ ホルムアルデヒドガス分解試験  

分解対象をホルムアルデヒドガスにすることで、固定化酵素の気中における

分解活性を確認した  (Figure 4-6)。様々な平均細孔径の未処理のシリカゲルを使

って作製した AOX-SG をカラムに投入し約 10 ppm の高濃度のホルムアルデヒド

ガスを通じた。AOX-aminoSG はホルムアルデヒドの分解活性が高すぎるため本

試験では用いなかった。  

 対照の酵素を固定化していないシリカゲルが吸着飽和になった後  (約 50 h

後 ) に測定を開始したところ、液中の反応  (Figure 4-5) と同様に細孔径の増加に

対しホルムアルデヒド分解率も増加していた。一方で、分解活性は約 10 倍とな

った。ガス中と液中の物質の拡散速度の違いや、液中反応時の基質濃度変化など

様々な要因が影響したものと考えられた。  

0.4－0.5 ppm のホルムアルデヒドガスをカラムに連続で通気して、固定化酵素

シリカゲルの耐久性評価試験を行った  (Figure 4-7)。なお、ホルムアルデヒドガ

ス濃度は、カラム投入前の捕集管装着場所  (Figure 4-2 の g) におけるホルムアル

デヒド濃度の測定値であり、0.4-0.5 ppm となるようにホルムアルデヒド分解試

験装置の容器  (Figure 4-2 の d) に含まれるホルムアルデヒド濃度を管理した。

耐久性はホルムアルデヒド分解率がどのくらい持続するかで評価した。ガス中の

ホルムアルデヒドの分解率は式  (2)で評価した。  

酵素を固定化していないシリカゲル  (SG, AminoSG）に、湿度 90％以上のホル

ムアルデヒドガスを連続通気したところ  (Figure 4-7 △、▲ ) 試験開始から日を

経る毎にホルムアルデヒド除去率は大きく減少し、SG は 10 日、AminoSG は 20

日以内で、投入濃度より高いホルムアルデヒドガスが検出された。これはシリカ

ゲルに吸着したホルムアルデヒドが再放散したためと考えられる。  

一方、同様のホルムアルデヒドガスを酵素固定化シリカゲル  (AOX-SG, 

AOX-aminoSG)に通気したところ  (Figure 4-7 ○、● )、ホルムアルデヒド除去率

は 80％以上の高い値で維持をした。中でも AOX-aminoSG を用いた系では、約 3

ケ月  (92 日 ) 間 91％以上のホルムデヒド除去率を維持し続けた。なお、AOX-SG,

は 70 日を超えた後にホルムアルデヒド除去率が低下し、92 日後には 44％となっ

た。さらに、AOX-aminoSG に対し、湿度 20％以下のホルムアルデヒドガスを連

続通気したところ  (Figure 4-7 ■ )、湿度 90％以上の試験系とほぼ同様に約 3 ケ
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月  (90 日 ) 間 90％以上のホルムデヒド除去率を維持し続けた。  

AOX-SG,が AOX-aminoSG に比べてホルムアルデヒド除去率が低下した理由に

は、ホルムアルデヒド分解活性が低いために  (Figure 4-5) シリカゲル内のホルム

アルデヒド濃度が高まり、AOX や共存する蟻酸酸化酵素  (Morikawa et al., 2013) 

が失活したこと、また、酵素失活により蟻酸が蓄積し、シリカゲル内の pH が低

下したことなどが考えられた。  

これらの結果より、多孔体のシリカゲルに吸着されたホルムアルデヒドは、

シリカゲルに固定化された AOX により酸化分解し、高い除去率を維持したと考

えられた。また、連続通気されたホルムアルデヒドはシリカゲル細孔内でガス拡

散し、細孔内に保持されている微量の水に溶け込むことで酵素反応しており、こ

れにより、低湿度環境でも固定化酵素の利用ができると考えられた。  
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Figure 4-6 Relation between the AOX activity of immobilized enzyme 
from IRI017 and the pore size of AOX-SG (in gas phase) 
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Figure 4-7 Change of the formaldehyde removal ratio by continuation gas aeration 

○ :  AOX-SG ( 90% or more of humidity),  

● :  AOX-aminoSG (90% or more of humidity),  

■ :  AOX-aminoSG (20% or less of humidity),  

△ :  SG (90% or more of humidity),  

▲ :  AminoSG (90% or more of humidity) 
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４．３．４ 試作ホルムアルデヒド分解フィルタの除去性能  

平均細孔径 50 nm の酵素固定化シリカゲルを用いて試作したフィルタのホル

ムアルデヒド除去  (脱臭 ) 性能評価を行った。  

  AOX-aminoSG を用いた試作フィルタは、風量 1-3 L/min (空気清浄機で約

0.1-0.6 L/min) においてホルムアルデヒドガス  (約 0.2 ppm) を 88％以上除去し、

ほぼ市販品の活性炭フィルタと同等の性能を示した  (Figure 4-8)。一方、AOX-SG

を用いた試作フィルタは風量が増加するに従い除去率が減少した。  

さらに、 JEM1467 家庭用空気清浄機試験の初期脱臭性能試験に準じたホルム

アルデヒドの初期の吸着除去性能評価を行った。1 m3 のアクリルチャンバー内の

ホルムアルデヒドガス濃度を 2 ppm 以上に設定し、1.5 L/min の風量で 3 h 空気清

浄機を稼働した。未処理のシリカゲルを用いたフィルタは、試験開始前約 2.7 ppm

のホルムアルデヒドを試験開始後徐々に減少したが、 3 h 後約 1.8 ppm のホルム

アルデヒドが残存した。この条件では、未処理の酵素固定化乾燥シリカゲルを用

いたフィルタでは厚生労働省の室内環境指針値 0.08 ppm 以下に減少させること

ができなかった。一方、アミノ処理した酵素固定化シリカゲルを用いたフィルタ

は、酵素 AOX の有無によらず 3.0 ppm 以上のホルムアルデヒドを、初発の測定

の 20 min 時点でほぼ 0.0 ppm に減少した。比較対照に用いた市販品の活性炭フ

ィルタは、2 ppm のホルムアルデヒドを 20 min 後に 0.2 ppm に減少させ、3 h 後

には約 0.08 ppm より少ない値となった。本研究で試作したアミノ基修飾シリカ

ゲルは、市販品の活性炭フィルタに比べホルムアルデヒドの初期脱臭性能が 1.7

倍以上大きいことが確認された。  
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Figure 4-8 Formaldehyde extraction ratio of the filter in the various amounts of winds 

○ : AOX-SG, ● : AOX-aminoSG ▲ : activated carbon (commercial item) 
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４．４ 結  言  

本研究では、シックハウス症候群やシックカー症候群など室内環境汚染の原因

物質とされるホルムアルデヒド除去用の酵素固定化乾燥シリカゲル担体を開発

した。担体は、ホルムアルデヒド分解微生物 P. variotii  IRI017 株から抽出した粗

精製液を 10 nm-100 nm の細孔が異なるシリカゲルに固定化し調製した。シリカ

ゲルの細孔径の違いによる酵素固定化担体の AOX 活性値への影響は大きく、今

回は市販品の中で最も細孔径が大きい 50 nm を選択した。さらに、シリカゲルに

3-アミノプロピルトリエトキシシランをカップリングすることで、多孔質担体で

あるシリカゲルへのホルムアルデヒド吸着能が向上し、AOX 活性も大きくなっ

た。開発した酵素固定化乾燥シリカゲル担体 (AOX-aminoSG）を用いて、空気清

浄機のフィルタを試作したところ、市販品の活性炭と同等のホルムアルデヒド吸

着性能を有し、0.4 -0.5 ppm ホルムアルデヒドガスを連続で 90 日以上酵素により

分解し続けた。分解性能は湿度 20％以下の状態でも同様な結果であり、国内の

湿度環境で十分に機能することが確認された。 IRI017 株の精製酵素によるホル

ムアルデヒド分解液には蟻酸が検出される。一方で、 IRI017 株の粗精製液中に

は蟻酸酸化酵素活性があることから、ホルムアルデヒド酸化により発生する蟻酸

の分解についても検討する必要がある。  
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第５章 糖化を目的としたセルロース系バイオマスの連続粉砕  

５ .１ はじめに  

大気中の二酸化炭素濃度の増加は地球温暖化の原因とされている。植物由来の

セルロース系バイオマス資源  (以下、バイオマス資源 ) は、大気中の二酸化炭素

濃度を増加させない、いわゆるカーボンニュートラルな資源である。このため、

大気中の二酸化炭素濃度の増加防止対策としてバイオマス資源を活用する技術

開発が盛んに行われている。  

バイオマス資源は様々な成分からなる混合物であり、炭素は主にセルロースと

して存在する。一般に、この様なセルロースを活用するためには、微粉化して表

面積を大きくし、不純物の分離を容易にすると共に生体触媒  (酵素 ) との接触回

数を増やす必要がある。例えば、木材からセルロースを回収し活用するためには、

振動ミルやカッターミルの様な粉砕が行われる (Fujimoto et al., 2008, Hideno A.  

et al ., 2009, Kobayashi et al., 2008, Sato et al., 2004)。  さらに、バイオマス中のセ

ルロース繊維は強固な結晶構造を有するので、酵素加水分解などの糖化反応に供

するためには、粉砕後のオートクレーブ等の装置による加圧熱水処理  (Kumagai 

et al., 2008) 、亜臨界水処理  (Matsunaga and Matsui, 2004, Nakata et al ., 2006, Saka 

and Ueno, 1999)。  などの加熱・高圧処理を行いセルロースの繊維束を解したり

膨潤化したりする。しかし、これらの方法でバイオマス資源を処理する場合は、

バイオマスを粉砕する工程と加熱・高圧処理する工程とを各々別に設ける、いわ

ゆるバッチ式処理が用いられており、エネルギー効率が悪いためにバイオエタノ

ールなど生産物のコスト高を招いている。  

そこで本研究では、セルロース系バイオマス資源を原材料とするバイオエタノ

ールなどの製品の低コスト化を目的に、バイオマス資源の加熱・高圧処理および

粉砕を連続で行う装置の開発を試み、処理後のバイオマス資源の酵素糖化効率等

の諸性質を調べた。  
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５．２ 実験装置及び実験方法  

５．２．１ 原材料及び試薬  

セルロース系バイオマス試料には結晶性セルロースのセオラスＴＧ  （旭化成

㈱製）  および国産のスギを用いた。スギは振動ロッドミル粉砕の後、篩い分け

し、500m の篩目下の試料を用いた。  

セルロース糖化用酵素には、セルラーゼ A「アマノ」3、セルラーゼＴ「アマ

ノ」4 およびヘミセルラーゼ「アマノ」90 (全て、天野エンザイム社製 ) を用い

た。  

 

５．２．２ 粉砕装置及び粉砕条件  

 バイオマスの連続処理を行う為に、高圧湿式粉砕が可能な湿式ジェットミル  

(NV-200-D 吉田機械興業㈱製 ) の粉砕機構を用いた。Figure 5-1 にシステムの概

略図を Figure 5-2 には、粉砕部の概略図を示した。  

Figure 5-1 および Figure 5-2 a のとおり配管部に接続した粉砕部の細管を高圧

で試料が通過する。粉砕部は、ステンレスおよび焼結ダイヤモンドで構成され

た 2 枚のディスクを合わせて出来ている。各々のディスクには、2 つの穴と、そ

の穴を繋ぐ 1 つの溝があり、 2 枚のディスクの溝を直行させる様に合わせる

(Figure 5-2 b, 5-2 c)。粉砕部を通った試料は、管壁との接触による剪断力や溝接

点で試料同士の衝突による衝撃力により微粉化されるものであり、送液用のポ

ンプの連続運転により、粉砕部への試料の連続供給が可能である。  

本研究では、この湿式ジェットミルの配管  (粉砕部直前 ) の一部に加熱機構を

設け、室温から 453K (180°C) の加熱条件下で、加熱・加圧・粉砕の工程が連続

で行うことができるように改造した後使用した。なお、処理時圧力が 150 MPa

となるように、ポンプの試料送り速度を調整した。  
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Figure 5-1 Schematic diagram of consecutive heating and hot high-pressure fluid mill system 
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   Figure 5- 2 Schematic diagram of the sample decomposing part 

(a): sample flow in milling part and piping, (b): diagram of two disks,  

(c): cross-section view of milling part 
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５．２．３ 酵素糖化  

リン酸 Na 緩衝液  (pH5.0) の入った三角フラスコに試料を投入し、 394K 

(121°C) で 15 min 間殺菌処理した。冷却後、三角フラスコに酵素を無菌的に投

入し、323K (50°C) の環境下において 180 rpm で振とう反応させた。なお、酵素

量は試料 1 g あたり各 20 mg とした。  

５．２．４ 分析  

水分は、試料を 378K (105°C) の環境に恒量になるまで放置し、減少した重量

の割合から算出した。灰分は、試料を 823K (550°C)の環境に恒量になるまで放

置し、減少した重量の割合から算出した。有機溶媒抽出分は、エタノール：ベ

ンゼン＝1：1 溶媒で試料から抽出された成分の重量から算出した。  

ホロセルロース (グルコースのみが構成成分であるセルロースとグルコース

以外の糖も構成成分に含むヘミセルロースの総称 ) の含量は、試料を酢酸溶液中

で亜塩素酸漂白して得られた固形分の重量で求めた。リグニン含量は、ガラス

フィルタで濾過回収した硫酸未分解成分の割合から求めた。α -セルロースの定

量はホロセルロースを水酸化ナトリウムでアルカリ処理し、ガラスフィルタで

濾過回収した固形分の重量で求めた。グルコースの定量分析は、グルコースＣ

Ⅱテストワコー  (和光純薬工業社製 )を用いて行った。全糖の分析はフェノール

硫酸法を用いた。また、試料粒子径は粒度分布系 LS 13 320 (ベックマン・コー

ルター社製 ) を用いて測定した。  

セルロースの結晶化度は X 線回折装置  (電学理機㈱製  RINT2200/PC) の測定

結果を基に算出した  (Granja et al., 2001) 観察は日立製作所社製 S-3000N を用い

て行った。  
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５．３ 実験結果及び考察  

５．３．１ 原材料の成分分析及び電子顕微鏡写真  

Table 5-1 にセオラス TG およびスギ粉砕物の諸性質を、Table 5-2 にはスギの

成分分析結果を記した。Figure 5-3 にそれらの電子顕微鏡写真を示した。セオラ

ス TG、スギは共に塊状の形状が観察された。  

５．３．２ 粉砕試験  

室温および 453K (180°C) 加熱条件下で、粉砕・加熱・高圧処理を行った試料

の平均粒子径を  Table 5-3 に示した。また、同様の処理を施した試料中のセルロ

ースの結晶化度を Table 5-4 に示した。なお、粉砕機条件  (粉砕用ノズル直径 ) を

揃えるため、スギ試料は予め室温下で粉砕・高圧処理して平均粒子径を 386 m 

から 35.7m に小さくして試験に供した。  

加熱の有無に係わらず、１回の粉砕処理によりセオラス TG の粒子径は 74.4 

m から 13–14m 程度に減少した。スギにおいても、１回の粉砕処理により平

均粒子径が小さくなった。一方、セルロースの結晶化度は処理前後で大きな変化

は見られなかった。  

両試料とも、未処理の場合は、イオン交換水に対する分散性が悪く、即時に

沈降した。一方処理後は、室温および 453K (180°C) の処理温度に係わらず分散

性が向上し沈降しにくくなった。Figure 5-4 にイオン交換水に 1 wt%の割合で混

合した未処理および 453K (180°C) 処理後の試料混濁液の写真を示した。  

さらに、室温処理および 453K (180°C) 処理後のセオラスＴＧの凍結乾燥品を

電子顕微鏡で観察した  (Figure 5-5)。室温処理後の試料は、板状であったの対し、

453K (180°C) 処理後の試料は繊維状の形状も観察された。未処理のセオラス TG

はブロック状であったことから  (Figure 5-3 a) 、未処理、室温処理さらには加熱

処理の順に試料の表面積が大きくなっていることが示唆された。なお、スギの室

温処理試料および 453K (180°C) 処理試料でもセオラスＴＧと同様な形状の変化

が観察された  (Figure 5-6) 。  

スギにおいても未処理の試料はブロック状であったことから  (Figure 5-3 b)、

セオラス TG と同様に未処理、室温処理さらには加熱処理の順に試料の表面積が

大きくなっていることが示唆された。これは高温高圧下で粉砕処理することでリ

グニン等の脂溶性成分が抽出され、繊維状の微粉末になりやすくなったためと考
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察される  (Ando et al., 2000)。なお、日本ベル株式会社製、BELSORP-mini を用

いて両サンプルの BET 比表面積の測定を試みたが、多孔性材料でないため信頼

できる値を得るには至らなかった。  
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Table 5-1  Characteristics of CEORUS-TG and sugi.

 Average

particle

Christallinity Resolvable
1

specific gravity
1

[m] [%] [water,oil] [g / cc] 

CEORUS-TG 74.4 84.7 non-dissolution 0.3

sugi 386 50.5 － －

sample

1 The Asahi Chemical Industry Co., Ltd. implementation result
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Table 5-2 Chemical componentＩof sugi (wet base)

Moisture  Ash Organic solvent

extractable matter
1

[%] [%] [%] [%] [%] [%]

8.4 2.1 2.6 22.3 60.7 31.9

1  Ethanol : benzene = 1:2 for the organic solvent

Holocellulose α-celluloseLignin
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50m 

 Figure 5-3 SEM micrographs of hydrothermal treated samples 

(a): CEORUS-TG, (b): Sugi 
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                 pressurization hydrothermal processing by the fluid-energy-mill.

before processing processed at room temp
1

processed at 180°C
1

CEORUS-TG 74.4 14.1 13.2

sugi 35.7 31.0 30.4

1 processing pressure was 150MPa.

sample

Average particle diameter [m]

Table 5-3  Average particle diameter of samples before and after  
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                 pressurization hydrothermal processing by the fluid-energy-mill.

before processing processed at room temp
1

processed at 180°C
1

CEORUS-TG 84.7 83.5 83.9

sugi 52.2 52.3 52.8

1 processing pressure was 150MPa.

Table 5-4  Christallinity of cellulose in samples before and after  

sample

Christallinity [m]
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 Figure 5-4 Micrographs of 1wt% samples (after 30 min of settling time) 

(a): untreated CEORUS-TG,   

(b): CEORUS-TG treated at 453K(180℃), 150MPa,  

(c): untreated Sugi,  

(d): Sugi treated at 453K(180℃), 150MPa 
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 Figure 5-5 SEM micrographs of hydrothermal treated CEORUS-TG 

(a): room temp.,150MPa, (b): 453K(180℃), 150MPa 
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 Figure 5-6 SEM micrographs of hydrothermal treated Sugi 

(a): room temp.,150MPa, (b): 453K(180℃), 150MPa 
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５．３．３ 酵素糖化  

処理時間 10 h から約 82h において、それぞれ未加熱から 453K (180°C) までの

加熱条件を変えて粉砕・加熱・高圧処理を行ったセオラス TG を酵素糖化した  

(Figure 5-7) 。いずれの温度でも分解率は大きくなり、また、処理温度が高くな

るにつれ、分解率が向上することがわかった。同じ酵素処理時間で評価している

ので、木質資源利用で最も重要な酵素分解反応速度が向上していることを意味す

る。中でも、423K (150°C) 以上での粉砕処理を行った試料の糖化効率が大きく

なり、453K (180°C) で約 80h 処理した場合は、未処理の試料の約 10%に比べ

49.7％と約５倍の分解率となった。これは高温高圧処理により、表面積の大きい

繊維状微粉末になり、かつ分散性の高い親水性粉末になり酵素の分解を受けやす

くなったためと考えられる。このような繊維状の粉砕は、湿式ディスクミルの様

な剪断力が働く粉砕において観察されている（Hideno et al ., 2009）。  

なお、スギにおいてもセオラス TG と同様に、処理温度が高くなるにつれ、分

解率は向上した。Figure 5-8 に室温処理および 453K (180°C) 処理を行ったスギ

を酵素糖化試験した際の 110h 後のホロセルロースおよびα -セルロースの分解率

を示した。ホロセルロース分解率は、 453K (180°C) 処理により約 2 倍に、α -セ

ルロース分解率は 3 倍以上に増加した。ホロセルロースの分解率そのものはα -

セルロースの分解率より高かった。α -セルロースはホロセルロースをアルカリ

処理したときの不溶性成分であり、結晶性が高い。結晶セルロースとして使用し

たセオラスはα -セルロースを酸で部分的に解重合して精製したものである。し

たがって、ホロセルロースの分解率そのものが高いのは、結晶性が高く分解困難

なα -セルロースに比べて結晶性が低いヘミセルロースが含まれているためであ

ると考えられた。加熱処理による分解率の向上はα -セルロースの方が 3 倍と大

きく、加熱処理はヘミセルロースより難糖化性のα -セルロースの糖化率に影響

を及ぼした。  

上記の様な 453K (180°C) の粉砕・加熱・加圧処理によるセオラス TG および

スギの酵素糖化率の向上は、繊維状の粉砕による表面積増加と水への分散性向上  

(Figure 5-4) による酵素との接触効率の増加が主な原因と考えられた。今回試験

に用いた装置は、バイオマス資源の粉砕・加熱・高圧処理が連続かつ単一な工程

でできる効率のよい装置であり、様々なバイオマス利活用への応用が可能である。  
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 Figure 5-7 Enzymatic hydrolysis of CEORUS-TG treated at 150MPa and 
various heating conditions 

Degradation ratio (%) = Glucoses content in liquid (kg) / Initiation 

CEORUS-TG amount (kg) × 100  

●: untreated, ▲: room temp., ○: 363K (90℃), △: 423K (150℃), 

◆: 453K (180℃) 
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 Figure 5-8 Enzymatic hydrolysis of Sugi treated in room temperature  

(■) and 453K(180℃) (□) (after 110h enzymatic hydrolysis ) 

Holocellulose degradation ratio (%) = {Total sugar content in liquid (kg) / 

Initiation holocellulose content (kg)} × 100 

α-cellulose degradation ratio (%) = {Glucoses content in liquid (kg) / Initiation

α-cellulose amount (kg)} × 100 
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５．４ 結 言  

本研究では、スギなどのセルロース系バイオマス資源から糖化酵素を利用して

バイオエタノールを効率よく生産するための前処理方法  (粉砕、蒸気処理 ) を検

討した。従来セルロース系バイオマス資源の前処理は、加熱水蒸気処理および粉

砕を各々バッチ処理で行うためにエネルギー効率が低い。そこで、加熱・高圧処

理および粉砕を連続かつ、単一の工程で行う装置の開発を試みた。  

本研究用に高圧湿式粉砕が可能な湿式ジェットミルの配管の一部に加熱機構

を設け、バイオマスの粉砕・加熱・高圧の連続処理が可能となるように改良した

装置を試作した。試作した装置を用いて、150 MPa の条件で処理を行ったセルロ

ース系バイオマス資源は、加熱を行うことで分散性が向上した。処理時の加熱温

度が高くなるほど、酵素糖化効率は高くなり 180℃加熱時には未加熱の 2-4 倍に

向上した。  

粉砕後の試料は加熱により 10-20nm の太さのファイバー形状になっているこ

とを SEM および AFM の観察で確認した。ファイバー化は、水存在下での加熱

によりセルロースミクロフィブリル間の水素結合が緩み、さらに、ジェットミル

の非常に大きな線流速により、配管との摩擦せん断力が大きくなりセルロースを

裂くような効果を及ぼしたものと考察した。  

なお酵素糖化効率の向上の要因は、先の分散性の向上とファイバー化による比

表面積の向上が大きいと考えられた。連続処理により加熱はジェットミルのノズ

ル部分のみとなり熱エネルギーが削減できる。さらに、粉砕後の試料形状により

酵素糖化率の向上が達成された。  

なお、今回試作した装置は有機溶媒でも使用できる。ファイバー形状への加工

はセルロース系バイオマス資源を吸水させる程度の水量で可能である。これらの

今回の結果は、次章（第 6 章）の有機溶媒中での糖化技術との併用化に繋がる可

能性を示唆しており、今後一層の効率化に関する開発が期待できる。  
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第６章 セルロース系バイオマス由来の高濃度糖化液の取得  

６．１ はじめに  

稲わら、木材、農業系廃材などセルロースを含む生物資源  (セルロース系バイ

オマス資源 ) は、脱石油化学社会の構築に貢献する素材として期待されている。

セルロース系バイオマス資源は、気中の二酸化炭素を光合成により固定する、い

わゆるカーボンニュートラルな素材とされ、近年の環境問題に対応可能な材料と

して利用促進が望まれている。  

セルロース系バイオマス資源は、バイオプロセスの応用によりバイオエタノー

ルなどの燃料のみならず、バイオビルディングブロックとしてマテリアル利用へ

の期待も大きい  (Elliott 2004, Watanabe et al. 2009)。現状、国内のセルロース系

バイオマス資源は分散発生型であるために、収集に要するコストを要する。さら

に、製品へ加工する際に要するコストにも課題があり、市場普及の大きな障害と

なっている。  

例えば、セルロース系バイオマス資源からバイオエタノールを生産する目的で、

で酵素加水分解  (糖化 ) をする場合、セルロース系バイオマス資源を多くのエネ

ルギーを費やして微粉化した後、水に分散させて酵素反応を行う。酵素反応後に

酵母を用いてアルコール発酵を行い、得られたアルコールを得るために不要な水

を加熱して蒸留する。この蒸留エネルギーは全体の 5 割近くに達すると試算され

ている  (Saga e.al., 2008, Saga et al., 2009)。  

蒸留に多くのエネルギーを要する理由の一つには、酵素糖化工程において大量

の水を投入することがあげられる。微粉化したセルロース系バイオマス資源は吸

水性が良く少量の液では分散しにくいため、少なくとも試料の 10-20 倍の水を加

える  (試料濃度 5-10%程度 ) 必要がある。この様に多くの水を加えるため、加水

分解  (糖化）によって得られる糖液の濃度は低くなる。その上、バイオ燃料用エ

タノールに糖を変換する発酵時に、炭素の一部が二酸化炭素になり減少するため

に、エタノール濃度は糖液よりさらに低濃度になる (水の割合が非常に多くなる )。 

さらに、最終製品のアルコールに不要な水を入れることは装置の大型化を招い

ており、さらに不要な製造コストを掛けることになっている。そのため、反応系

に投入する水の量を減らし、蒸留コスト及び装置コストを削減する技術が必要と

されている。  
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そこで本研究では、疎水性有機溶媒中の酵素加水分解反応を応用した  (概念図

Figure 6-1)。疎水性の有機溶媒中にごく微量の水を投入することで水溶性の酵

素の周りに水が集まる。集まった水に基質の親水部が集積し基質濃度を高める

効果が期待できる。さらには、加水分解生成物であるグルコースを抽出するた

めに少量の水を投入し、従来の水系より高濃度の糖水溶液を取得する技術につ

いて検討した。  

 

６．２ 実験方法  

６．２．１ 試料及び試薬  

セルロース系バイオマス資源の試料には、国産のスギ、トマトの葉茎、及び結

晶性セルロースのセオラス TG (旭化成ケミカルズ社製 )を用いた。なお、トマト

の葉茎及びスギは、乾式粉砕後に篩い分けを行い、 45µm-90µm の分画サイズを

用いた。セルロース糖化用酵素には、セルラーゼ A「アマノ」3、セルラーゼＴ

「アマノ」4、及びヘミセルラーゼ「アマノ」90 （全て、天野エンザイム社製） 

を用いた。クエン酸、Na2HPO4、硫酸、フェノール、グルコース、ｎ－ヘキサン、

クロロホルム、及びトルエンは和光純薬工業社製を用いた。その他試験に用いた

試薬は、可能な限り市販品の最高純度のものを用いた。  

 

６．２．２ 成分分析  

ホロセルロースの定量は、試料を酢酸溶液中で亜塩素酸漂白して得られた固形

分の重量で求めた。試料のα－セルロースの定量はホルセルロースをさらに水酸

化ナトリウムを用いてアルカリ処理し、ガラスフィルタで濾過回収した固形分の

重量で求めた。  

試料の水分測定は 105℃の乾燥機を用いて行った。105℃で恒量になるまで乾

燥した試料の重量を用い、以下の式により試料の水分を算出した。  

試料の水分  (%) ＝  (乾燥前の試料の重量 (g) ―  105℃で乾燥した試料の重量

(g)） /（乾燥前の試料の重量 (g)) ×100% 

グルコースの定量分析は、グルコース CⅡテストワコー  (和光純薬工業社製 )

を用いて行った。全糖の分析はフェノール硫酸法を用いた。  

なお、試料有機溶媒及び水の混合スラリーの体積膨張は、常温で 30 min 静置
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した後のメスリリンダーの目盛を目視確認した。スラリーの粘度は 20℃の環境

下で B 型粘度計を用いて測定した。  

 

６．２．３ 酵素糖化  

各種疎水性有機溶媒の入ったガラス製容器に試料及び酵素を投入し、50℃の環

境下において 180 rpm で振とう、加水分解反応させた。なお、酵素量は試料 1 g

あたり各 20 mg とした。反応時に水を投入する場合は、pH5.0 の MacIlvain 緩衝

液を用いた。反応後のガラス容器にイオン交換水を投入し、密栓後に強く攪拌し

低分子の糖類を水に抽出させた。なお、比較対照のために MacIlvain 緩衝液のみ

を投入した系では、抽出用の水を改めて加えることなく、反応時の緩衝液をその

まま分析に用いた。  

 

６．２．４ 糖の抽出  

 反応後のガラス容器にイオン交換水を投入し、密栓後 1 min 強く攪拌し低分

子の糖類を水に抽出させた。抽出に使用した水の量は試料 0.5 g に対し 2 mL と

した。なお、反応時に水を投入した系では、抽出用の水量を減らし、反応時の水

と抽出用の水が併せて試料 0.5 g に対し 2 mL となるように統一した。  

 

６．３ 実験結果及び考察  

６．３．１ スギ、トマト葉茎スラリーの体積変化と粘度  

密閉容器中のスギ及びトマトの葉茎の粉砕品に MacIlvain 緩衝液及び各種有機

溶媒を投入した。緩衝液はスギ及びトマトの葉茎に吸収され同量の有機溶媒を投

入したものに比べ体積が増加した。有機溶媒にトルエン、酢酸メチルを用いた系

では、体積は緩衝液が 2 倍ほど大きくなった。  

各々の粘度を B 型粘度系で測定したところ、緩衝液を用いた試験区では

2,400-3,000 cP、トルエンを用いた試験区では 625-750 cP であり、緩衝液を使用

した場合に比べ、有機溶媒を使用する事により粘度が低くなった。 Figure 6-1 に

スギ 2 g に対し緩衝液 9 mL 及びトルエン 9 mL を投入した場合の写真を示した。 
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Figure 6-2 Picture of Sugi Slurry in the Buffer or Toluene  
a : Sugi 2g in the buffer 9g 

(high viscosity, not move the liquid surface) 

b: Sugi 2g in the toluene 9g 

(low viscosity, move the liquid surface) 
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６．３．２ 各種有機溶媒中でのスギの糖化試験結果  

pH5.0 の MacIlvain 緩衝液、酢酸メチル、n-ヘキサン、クロロホルム、及びト

ルエン中でスギを酵素糖化反応させた。また、容積比で緩衝液：有機溶媒＝ 1:9

の溶液中でも同様の試験を行った。用いたスギの水分は 12.1%であった。3 日間

の酵素糖化により生成した全糖のうち、抽出した水及び未抽出で有機溶媒中に残

った糖の割合を Table 6-1 に示した。全ての系において、90%以上の糖が水に抽

出された。反応溶媒に緩衝液：有機溶媒＝1:9 の混合液を用いた場合、水中に回

収される糖の量が多くなった。  

また、3 日間反応後に抽出した水の全糖濃度 Figure 6-2 に示した。なお、有機

溶媒を使用せず pH 5.0 の MacIlvain 緩衝液のみの試験区は、反応後に水を加える

ことなく緩衝液の糖濃度を測定した。緩衝液中の糖化に比べ、有機溶媒中で糖化

反応して水抽出した試験区は、全て高い濃度の糖液が回収された。中でも、水：

有機溶媒＝1:9 の溶液中で反応させた回収液の糖液濃度は高く、いずれの場合も、

MacIlvain 緩衝液のみの試験区の 3.0 mg/mL に比べ約 6 倍の 18 mg/mL 以上になっ

た。  

Figure 6-3 に、上記試験の際に回収された全糖量を示した。MacIlvain 緩衝液

中で酵素糖化した場合、30.2 mg の糖が回収された。容積比で緩衝液：有機溶媒

＝1:9 の溶液中で試験を行った全ての場合において、酵素糖化で得られた糖の量

が増加した。中でも、緩衝液：トルエン＝1:9 の試験区では、37.3 mg と糖の量

が最も多く、MacIlvain 緩衝液中の 1.1 倍となった。  

 

６．３．３ 各種有機溶媒中でのトマト葉茎の糖化試験結果  

上記スギの試験と同様の試験方法で、トマトの葉茎を酵素糖化した。使用し

たトマトの葉茎に含まれる水分は 8.7%であった。3 日間反応後に抽出した水の

全糖濃度を Figure 6-4 に示した。なお、有機溶媒を使用せず pH5.0 の MacIlvain

緩衝液のみの試験区は、反応後に水を加えることなく緩衝液の糖濃度を測定した。 

スギの場合と同様に、緩衝液中の糖化に比べ、有機溶媒中で糖化反応して水

抽出した試験区は、全て高い濃度の糖液が回収された。中でも、水：有機溶媒＝

1:9 の溶液中で反応させた回収液の糖液濃度は高く、n-ヘキサン、クロロホルム、

及びトルエンを用いた場合、MacIlvain 緩衝液のみの試験区の 3.4 mg/mL に比べ
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約 6 倍の 20 mg/mL 以上になった。  

Figure 6-5 に、上記試験の際に回収された全糖量を示した。MacIlvain 緩衝液

中で酵素糖化した場合、33.8 mg の糖が回収された。容積比で緩衝液：有機溶媒

＝1:9 の溶液中で試験を行った全ての場合において、酵素糖化で得られた糖の量

が増加した。中でも、n-ヘキサン、クロロホルム、及びトルエンを用いた場合で

は、MacIlvain 緩衝液の 1.18 倍を超える 40 mg 以上の糖が得られた。  
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Table 6-1 Ratio of total sugar in extracted water and unextracted (remain the hydrophobic solvent). 

methyl acetate n-hexane chloroform tolene methyl acetate n-hexane chloroform tolene

only only only only + buffer
1

+ buffer
1

+ buffer
1

+ buffer
1

in extracted water 94.2 95.4 90.2 92.8 94.5 97.9 95.6 97.7

unextracted
2 5.8 4.6 9.8 7.2 5.6 2.1 4.4 2.3

1 MacIlvain buffer (pH5.0) : hydrophobic solvent =1:9

2 raio of total suger in hydrophobic solvent

ratio of total suger[%] 
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Figure 6-2 Total sugar concentration of extracted water from Sugi enzymatic 

saccharification solution in various hydrophobic solvents 
1 MacIlvain buffer only, 2 methyl acetate only, 3 n-hexane only, 4 chloroform only,   

5 tolunen only, 6 MacIlvainbuffer: methyl acetate = 1:9, 7 MacIlvainbuffer: n-hexane = 

1:9, 8 MacIlvain buffer：chloroform =1:9, 9 MacIlvainbuffer: toluene = 1:9 
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Figure 6-3 Amount of total sugar in extracted water from Sugi enzymatic 

saccharification solution in various hydrophobic solvents 
1 MacIlvain buffer only, 2 methyl acetate only, 3 n-hexane only, 4 chloroform 

only, 5 tolunen only, 6 MacIlvainbuffer: methyl acetate = 1:9, 7 MacIlvainbuffer: 

n-hexane = 1:9, 8 MacIlvain buffer：chloroform =1:9, 9 MacIlvainbuffer: toluene 

= 1:9 
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Figure 6-4 Total sugar concentration of extracted water from stem of tomato 

enzymatic saccharification solution in various hydrophobic solvents 
1 MacIlvain buffer only, 2 methyl acetate only, 3 n-hexane only, 4 chloroform only, 5 tolunen 

only, 6 MacIlvainbuffer: methyl acetate = 1:9, 7 MacIlvainbuffer: n-hexane = 1:9, 8 MacIlvain 

buffer：chloroform =1:9, 9 MacIlvainbuffer: toluene = 1:9 
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Figure 6-5 Amount of total sugar in extracted water from stem of tomato enzymatic 

saccharification solution in various hydrophobic solvents 
1 MacIlvain buffer only, 2 methyl acetate only, 3 n-hexane only, 4 chloroform only, 5 tolunen 

only, 6 MacIlvainbuffer: methyl acetate = 1:9, 7 MacIlvainbuffer: n-hexane = 1:9, 8 MacIlvain 

buffer：chloroform =1:9, 9 MacIlvainbuffer: toluene = 1:9 
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６．３．４ 様々な水分量での結晶性セルロースの糖化試験結果  

60℃の恒温器中でセオラス TG を 58 h 減圧乾燥し、水分値を 4.11%とした。乾

燥後のセオラス TG を MacIlvain 緩衝液とトルエンの比率を変えた様々な水分割

合の溶液中で酵素糖化した。3 日間反応後に抽出した水中の全糖濃度を Figure 

6-6 に、分解率を Figure 6-7 示した。有機溶媒を用いた試験区の全糖濃度は、

MacIlvain 緩衝液のみの試験区より全て高くなった。特に MacIlvain 緩衝液：トル

エン＝1.5：8.5 の試験区では最大値 30.1 mg を示した。また、トルエンのみの場

合を除き、MacIlvain 緩衝液を添加した試験区では、分解率が大きく向上した。  

さらに、同一の試験において全糖に含まれるグルコースについて分析を行っ

た。グルコース濃度を Figure 6-8 にグルコース量を元に算出したα - セルロース

分解率を Figure 6-9 に示した。抽出水のグルコース濃度はトルエンのみで反応を

行った系以外は全て MacIlvain 緩衝液のみの試験区より高くなった。また、α - セ

ルロース分解率は全糖に比べ低くなったものの MacIlvain 緩衝液：トルエン＝

1.5：8.5 から 2.5：7.5 の割合で緩衝液を追加した試験区では分解率が MacIlvain

緩衝液のみの試験区より高くなった。低分子の糖ほど親水性になる傾向があるこ

とから、単糖のグルコース生産には水分の量が大きく影響したものと考えられた。

また、水の分子量 18 に対し、グルコースの分子量は 180 と 10 倍大きい。今回の

試験の様に数%の水分があれば、およそその 10 倍のグルコースが得られること

になる。通常の植物系バイオマス資源は 10%程度の水分を保有していることから、

有機溶媒に添加する水分は特に必要とすることなく酵素糖化を行うことが出来

る。  
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Figure 6-6 Total sugar concentration of extracted water from CEORUS-TG enzymatic 

saccharification solution in various solvent concentrations  

1 MacIlvain buffer only, 2 toluene only, 3 MacIlvain buffer : toluene = 0.4 : 9.6, 4 MacIlvain buffer : 

toluene = 0.6 : 9.4, 5 MacIlvain buffer : toluene = 0.8: 9.2, 6 MacIlvain buffer : toluene = 1.0 : 9.0, 7 

MacIlvain buffer : toluene = 1.5 : 8.5, 8 MacIlvain buffer : toluene = 2.0 : 8.0, 9 MacIlvain buffer : 

toluene = 2.2 : 7.8, 10 MacIlvain buffer : toluene = 2.5 : 7.5, 11 MacIlvain buffer : toluene = 3.0 : 7.0  
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Figure 6-7 Amount of total sugar in extracted water from CEORUS-TG enzymatic 

saccharification solution in various solvent concentrations  

1 MacIlvain buffer only, 2 toluene only, 3 MacIlvain buffer : toluene = 0.4 : 9.6, 4 MacIlvain 

buffer : toluene = 0.6 : 9.4, 5 MacIlvain buffer : toluene = 0.8: 9.2, 6 MacIlvain buffer : toluene 

= 1.0 : 9.0, 7 MacIlvain buffer : toluene = 1.5 : 8.5, 8 MacIlvain buffer : toluene = 2.0 : 8.0, 9 

MacIlvain buffer : toluene = 2.2 : 7.8, 10 MacIlvain buffer : toluene = 2.5 : 7.5, 11 MacIlvain 

buffer : toluene = 3.0 : 7.0  
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Figure 6-8 Glucose concentration of extracted water from CEORUS-TG enzymatic 

saccharification solution in various solvent concentrations  

1 MacIlvain buffer only, 2 toluene only, 3 MacIlvain buffer : toluene = 0.4 : 9.6, 4 MacIlvain 

buffer : toluene = 0.6 : 9.4, 5 MacIlvain buffer : toluene = 0.8: 9.2, 6 MacIlvain buffer : toluene 

= 1.0 : 9.0, 7 MacIlvain buffer : toluene = 1.5 : 8.5, 8 MacIlvain buffer : toluene = 2.0 : 8.0, 9 

MacIlvain buffer : toluene = 2.2 : 7.8, 10 MacIlvain buffer : toluene = 2.5 : 7.5, 11 MacIlvain 

buffer : toluene = 3.0 : 7.0  



 

116 

 

 

 

 

 

 

 

  

0

5

10

15

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figure 6-9 α-cellulose degradation ratio of CEORUS-TG enzymatic saccharification 

solution in various solvent concentrations  

1 MacIlvain buffer only, 2 toluene only, 3 MacIlvain buffer : toluene = 0.4 : 9.6, 4 MacIlvain 

buffer : toluene = 0.6 : 9.4, 5 MacIlvain buffer : toluene = 0.8: 9.2, 6 MacIlvain buffer : toluene 

= 1.0 : 9.0, 7 MacIlvain buffer : toluene = 1.5 : 8.5, 8 MacIlvain buffer : toluene = 2.0 : 8.0, 9 

MacIlvain buffer : toluene = 2.2 : 7.8, 10 MacIlvain buffer : toluene = 2.5 : 7.5, 11 MacIlvain 

buffer : toluene = 3.0 : 7.0  
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６．４ 結 言  

本研究は、セルロース系バイオマス資源を酵素糖化して得られる、グルコー

スなどの糖類を効率よく回収する技術開発について検討した。これまで、酵素糖

化反応は水を溶媒とする条件下で行われるために、得られる糖液の濃度が非常に

希薄な濃度になってしまう問題を抱えていた。疎水系溶媒を用いて酵素糖化反応

に用いる水の量をごく少量にすることで、得られる糖液の濃度を向上させること

は、エネルギーコストや装置規模の縮小に大いに貢献できる可能性がある。  

水を少量用いる疎水系の有機溶媒中での酵素糖化  (減水系の酵素反応 ) は、澱

粉の酵素糖化を行う際に水を含有できるアルギン酸を用いた固定化酵素により

酵素活性の低下を防ぐための検討  (Morita et al. , 1992) や 20%以下の減水系でセ

ルロース糖化速度の向上を達成した  (Karube et al., 1990) 報告例が見られる。し

かし、本研究の様に回収糖液濃度を向上させ、水を除くための蒸留コスト削減に

注目した研究例は無い。  

本研究で得られた結果では、セルロース系バイオマス資源の吸水膨潤性の違い

から、トルエンや酢酸メチルなどの有機溶媒を用いることにより、酵素糖化反応

時の試料の膨潤抑制  (約 1/2) と粘度低下が可能となった。このことは、酵素糖

化に用いる装置規模縮小及び攪拌装置のエネルギー低下に大きく貢献できる。さ

らに、少量の水により高濃度の糖液回収が可能となった  (およそ 1/8)。  

得られた糖は、発酵によりバイオエタノールに変換できる。共存する水の量が

少ないことは、発酵槽、蒸留槽内の規模の縮小さらには蒸留コストの大幅な削減

に繋がる可能性が大きい。これまでの研究では、エネルギーコストがバイオエタ

ノールなどのコスト高になり、国内の普及を妨げてきた。本研究の減水系酵素反

応の成果は、エネルギーコストの約 50%を占めると言われる蒸留にかかるエネル

ギーを大きく低減化できる可能性を有しており、今後のセルロース系バイオマス

資源を活用した産業に大きく貢献できる可能性が期待される。  
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第７章 終章  

本論文では、近年の環境問題、安全安心問題に関わる産業創生に不可欠なバ

イオプロセスの中でも、気相及び減水系反応に関する研究について述べた。一般

に酵素、微生物などの生体材料を触媒に用いるバイオプロセスは、多量に水を使

用する水系反応が主流である。これら生体触媒を用いた様々な技術開発が行われ

る中、水をほとんど使用しない系で生体触媒反応が有効に働くことが見出され、

より多くの産業に寄与する可能性が広がっている。  

まず第 1 章は序章であり、バイオプロセスの有効性と気相及び減水系反応の

可能性及び本研究の概要、目的について述べた。  

第 2 章から第 4 章までは、気体の酸素を電子受容体として用いることが出来

るオキシダーゼに注目し、居住空間の空気及び排水の汚染物質として分解除去が

望まれるホルムアルデヒドを生体触媒で分解する研究を行った。  

そのうち第2章では、愛知県の170ヶ所の土壌及び排水試料より新規に取得した

ホルムアルデヒド耐性カビについて調べた。取得した9株のホルムアルデヒド耐

性カビの中でも、P.variotii IRI017株は最も高いホルムアルデヒド耐性を示したこ

とから、その無細胞抽出液の諸性質と休止菌体によるホルムアルデヒド排水処理

特性について調べた。その結果、 IRI017株は殺菌性の高いホルムアルデヒドが

0.5%という高濃度で含まれる培地中で増殖し、ほぼ完全に分解するという、こ

れまでのカビでは報告の無い高い性能を有していることが分かった。さらにその

休止菌体は0.03 g-formaldehyde/L/h (0.03 g-formaldehyde/5 g-cell/h) という、実産

業で利用可能性のある高分解速度を有していることを示した。  

第3章では、 IRI017株由来のアルコール酸化酵素  (AOX) の精製を行い諸性質

について調べた。AOXはエタノール、メタノール以外にもホルムアルデヒドを

気質として酸化することを示した。また、AOXとして多くの研究が行われてき

たメチロトロフ酵母由来の酵素と比較して、基質特異性やN末端アミノ酸、及び

補因子などにおいて相同性が高いが、サブユニットが 6量体であり  (メチロトロ

フ酵母は8量体 ) 異なる点もあることが分かった。中でも、熱安定性と至適 pHの

広さにおいて優れており、産業への利用の可能性が大きいことを示した。  

第4章では、 IRI017株由来のAOXをシリカゲルに固定化した固定化酵素を作成

し、空気清浄機用のフィルタを開発した。平均細孔径 50 nmのシリカゲルの中で
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もアミノ基修飾を行ったものを用いた固定化酵素は、高いAOX保持率とホルム

アルデヒド分解活性を示した。この固定化酵素を用いた試作フィルタは湿度20%

以下という、日本の冬の低湿度を想定した気相環境下でもホルムアルアルデヒド

を連続分解することを示した。従来のホルムアルデヒド除去を目的とした固定化

酵素開発例は、高価な補酵素を用いるホルムアルデヒド脱水素酵素によるもので

あったが、本研究の開発フィルタは電子受容体に気中の酸素を用いるため低コス

ト化の可能性が高い。また、光触媒など他の触媒に比べ基質特異性が高い酵素を

用いるために想定外の反応による2次汚染の可能性が低く、さらには反応に電気

エネルギーを要しないため、今後の産業利用へ期待されるものとなった。  

第5章及び第6章では、セルロース系バイオマス資源からバイオエタノールを生

産するバイオプロセスについて検討した。特に、バイオエタノール生産の課題と

なっている前処理・糖化工程と蒸留工程について効率化を行った。  

第5章では、酵素糖化を目的としたセルロース系バイオマスの連続粉砕技術に

ついて検討した。従来、試料の蒸気処理及び微粉砕化をバッチ処理で行っていた

前処理工程を高温、高圧の連続式のジェットミルに換えることで前処理効率の向

上を図った。さらに、粉砕品が10-20nmのナノファイバ－形状にまで加工できる

ために、基質のセルロースが高分散かつ高比表面積となり、酵素糖化効率が 2-4

倍向上することを示した。  

第6章では、非水系の有機溶媒中での酵素反応を行い、セルロース系バイオマ

ス由来の高濃度糖化液の取得を行った。バイオエタノール生産の50%を占めると

言われる蒸留工程に持ち込まれる水の体積を減少させるために、有機溶媒中で酵

素糖化お行い、微量の水で抽出する技術について検討した。その結果、有機溶媒

系でも従来の水系に比べて若干高い酵素糖化率が得られ、回収する糖液は最大で

1/8に減少することを示した。得られた結果は、装置の小規模化および蒸留コス

トの大幅削減に繋がることが示唆された。  

今後、さまざまな分析、解析が急速に進む中、遺伝子関連技術や糖鎖関連技術

さらには、動物細胞など微生物以外のバイオプロセスの開発が目覚ましく発展す

ることが予想される。生体反応は、低温かつ有害性の低い物質を用いることが一

般的である。親水性の高い生体材料を取り扱うバイオプロセスは水系反応を中心

に産業利用が進んでいるが、本研究の様な気相や減水系でのプロセス開発が行わ
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れることで、バイオプロセスがより一層多くの産業で活用されるようになること

を期待する。  
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