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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アクレモニウム・セルロリティカス（Acremonium cellulolyticus）Ｃ１株（ＦＥＲＭ
　Ｐ－１８５０８）と比べて高いセルラーゼ生産能を有するアクレモニウム・セルロリテ
ィカス（Acremonium cellulolyticus）ＣＦ－２６１２株（受託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－２１
２９０）またはその変異株。
【請求項２】
　セルラーゼ生産菌としてアクレモニウム・セルロリティカスＣＦ－２６１２株またはそ
の変異株を培養し、その培養物からセルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼを採取する
ことを特徴とする、セルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼの製造方法。
【請求項３】
　セルラーゼ生産菌としてアクレモニウム・セルロリティカスＣＦ－２６１２株またはそ
の変異株を培養し、その培養液でバイオマス資源を糖化分解することを特徴とする、バイ
オマス資源の糖化方法。
【請求項４】
　培地の炭素源として、粉末セルロース、アビセル、セロビオース、瀘紙、一般紙類、古
紙類、木材、ふすま、麦わら、稲わら、もみがら、バガス、大豆粕、大豆おから、コーヒ
ー粕、米ぬか、ラクトース、ラクトース水和物、乳清、乳製品、加水分解残渣、およびこ
れらの混合物を用いる、請求項２または３に記載の方法。
【請求項５】
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　培養方法が、液体培養または固体培養である請求項２～４のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項６】
　セルラーゼが、ＦＰアーゼ、ＣＭＣアーゼ、アビセラーゼ、セロビアーゼ、およびこれ
らの混合物を含む、請求項２、４および５に記載の方法。
【請求項７】
　ヘミセルラーゼが、キシラナーゼ、アラビナナーゼ、アラビノフラノシダーゼ、マンナ
ナーゼ、ガラクタナーゼ、キシロシダーゼ、マンノシダーゼ、およびこれらの混合物を含
む、請求項２、４および５に記載の方法。
【請求項８】
　請求項２、４および５に記載の方法により得られたセルラーゼおよび／またはヘミセル
ラーゼを用いてバイオマス資源を分解または糖化することを特徴とする、バイオマス資源
の分解または糖化方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、極めてセルラーゼ生産能の高い新規のアクレモニウム属に属する微生物アク
レモニウム・セルロリティカス（Acremonium cellulolyticus）ＣＦ－２６１２株または
その変異株、該株を用いたセルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼの製造方法、ならび
にバイオマス資源の分解または糖化方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　セルラーゼは、セルロースを、グルコース、セロビオースやセロオリゴトースに加水分
解する酵素反応系を触媒する酵素群の総称であり、その作用様式により、ＦＰアーゼ、Ｃ
ＭＣアーゼ、セロビアーゼなど種々の名称で呼ばれる酵素が存在する。セルラーゼはこれ
ら酵素の相互作用により、セルロースを最終的にはグルコースにまで分解する。ヘミセル
ラーゼは、ヘミセルロースをキシロース、アラビノース、マンノース、ガラクトース等に
加水分解する酵素反応系を触媒する酵素群の総称であり、その作用様式により、キシラナ
ーゼ、アラビナナーゼ、アラビノフラノシダーゼ、マンナナーゼ、ガラクタナーゼ、キシ
ロシダーゼ、マンノシダーゼなど種々の名称で呼ばれる酵素が存在する。
【０００３】
　従来、リグノセルロース系バイオマス資源の糖化に用いるセルラーゼおよびヘミセルラ
ーゼの製造には、トリコデルマ・レーゼイ（Trichoderma reesei）（非特許文献１を参照
）、トリコデルマ・ビリデ（T. viride）（非特許文献２を参照）やアスペルギルス（Asp
ergillus）属、ペニシリウム（Penicillium）属等に属する微生物がセルラーゼ生産菌と
して用いられていたが、これらの菌株ではセルラーゼの生産性が十分に得られないという
欠点があった。また、生産されたセルラーゼ自体のセルロース分解力も十分でないために
、セルロースを完全にグルコースにまで分解することができず、中間産物であるセロビオ
ースやセロオリゴ糖を多量に生成残存するといった問題があった。
【０００４】
　かかる問題を解決するために、セルラーゼ生産能が高く、かつ生産するセルラーゼ自体
の分解力が高い微生物を、広く自然界から検索する試みがなされてきた。その結果、土穣
から分離したアクレモニウム・セルロリティカスに属する微生物が見出され、当該微生物
が産生するセルラーゼは、セルロースをほとんど完全にグルコースにまで分解できる（特
許文献１を参照）。さらに、この微生物の突然変異株であるアクレモニウム・セルロリテ
ィカスＣ１株（ＦＥＲＭ Ｐ－１８５０８）は、セルラーゼの高い生産能を有しているこ
とが見出されている（特許文献２を参照）。
【０００５】
　近年、セルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼを用いてバイオマス資源を酵素分解、
糖化することにより構成単位であるグルコース、キシロース、アラビノース、マンノース
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、ガラクトースにし、更にこれを発酵して得られるエタノールや乳酸などを液体燃料もし
くは化学原料として利用することが、注目、検討されており、その実用化技術開発が促進
されている。そのため、バイオマス資源の実用化経済性のために、上記セルラーゼ生産菌
よりもセルラーゼ生産能の高い菌株が求められている。
【０００６】
【特許文献１】特開昭５９－１６６０８１
【特許文献２】特開２００３－１３５０５２
【非特許文献１】Biotechnol. Bioeng. , 23, 1837-1849 (1981)
【非特許文献２】Appl. Biochem. Biotechnol. , 57-58, 349-360 (1996)
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の課題は、セルラーゼ生産能を高めることにより、セルラーゼおよび／またはヘ
ミセルラーゼの製造、ならびにバイオマス資源の分解または糖化を、効率的に行うことを
目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意研究した結果、上記アクレモニウム・セ
ルロリティカスＣ１株の突然変異株として得られたアクレモニウム・セルロリティカスＣ
Ｆ－２６１２株が、該Ｃ１株に比べ、セルラーゼ活性（特にＦＰアーゼ、セロビアーゼ、
およびアビセラーゼの活性）が高く、かつ当該セルラーゼの高い生産能を有することを見
いだし、本発明を完成させた。
【０００９】
　本発明は以下の特徴を有する。
　（１）アクレモニウム・セルロリティカス（Acremonium cellulolyticus）Ｃ１株（Ｆ
ＥＲＭ　Ｐ－１８５０８）と比べて高いセルラーゼ生産能を有するアクレモニウム・セル
ロリティカスＣＦ－２６１２株（受託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－２１２９０）またはその変異株
。
　（２）セルラーゼ生産菌としてアクレモニウム・セルロリティカスＣＦ－２６１２株ま
たはその変異株を培養し、その培養物からセルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼを採
取することを特徴とする、セルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼの製造方法。
　（３）セルラーゼ生産菌としてアクレモニウム・セルロリティカスＣＦ－２６１２株ま
たはその変異株を培養し、その培養液でバイオマス資源を糖化分解することを特徴とする
、バイオマス資源の糖化方法。
　（４）培地の炭素源として、粉末セルロース（アビセルを含む）、セロビオース、瀘紙
、一般紙類、古紙類、木材、ふすま、麦わら、稲わら、もみがら、バガス、大豆粕、大豆
おから、コーヒー粕、米ぬか、ラクトース、ラクトース水和物、乳清（ホエイ）、乳製品
、加水分解残渣、およびこれらの混合物を用いる、（２）または（３）に記載の方法。
　（５）培養方法が、液体培養または固体培養である（２）～（４）のいずれかに記載の
方法。
　（６）　セルラーゼが、ＦＰアーゼ、ＣＭＣアーゼ、アビセラーゼ、セロビアーゼ、お
よびこれらの混合物を含む、（２）、（４）および（５）に記載の方法。
　（７）ヘミセルラーゼが、キシラナーゼ、アラビナナーゼ、アラビノフラノシダーゼ、
マンナナーゼ、ガラクタナーゼ、キシロシダーゼ、マンノシダーゼ、およびこれらの混合
物を含む、（２）、（４）および（５）に記載の方法。
　（８）（２）、（４）および（５）に記載の方法により得られたセルラーゼおよび／ま
たはヘミセルラーゼを用いて、バイオマス資源を分解または糖化することを特徴とする、
バイオマス資源の分解または糖化方法。
【発明の効果】
【００１０】
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　本発明は、セルラーゼ生産能の高い新規な、アクレモニウム属に属する微生物アクレモ
ニウム・セルロリティカスＣＦ－２６１２株を用いることによって、セルラーゼ生産性を
著しく向上させることができ、またそのように製造されたセルラーゼおよび／またはヘミ
セルラーゼを利用することによって、バイオマス資源の分解または糖化を効率的に行うこ
とができるという格別の作用効果を有する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１１】
　以下に本発明をさらに具体的に説明する。
　セルラーゼは、上記のようにＦＰアーゼ、ＣＭＣアーゼ、アビセラーゼ、セロビアーゼ
など、セルロースの分解に関与する酵素の総称であり、セルロースの分解活性を有してい
れば、本発明のセルラーゼに含まれる。セルロースは、グルコースがβ－１，４グルコシ
ド結合により高度に重合したグルコースポリマーであり、全ての植物の細胞壁構成成分と
して存在する。
【００１２】
　ヘミセルラーゼとは、へミセルロースを分解する酵素の総称である。また、へミセルロ
ースとは、陸上植物細胞の細胞壁を構成する多糖類のうち、セルロースとペクチン以外の
ものをいう。
【００１３】
　本発明において、「セルラーゼ生産菌」とは、セルラーゼを生産できる微生物ならびに
セルラーゼおよびヘミセルラーゼを生産できる微生物を含み、天然源からの分離菌、その
変異株、遺伝子組換え菌などを含む。本発明において、特に好ましいセルラーゼ生産菌は
、アクレモニウム・セルロリティカスＣ１株の突然変異株として得られたアクレモニウム
・セルロリティカスＣＦ－２６１２株またはその変異株である。なお、本発明のアクレモ
ニウム・セルロリティカスＣＦ－２６１２株は、平成１９年４月１０日に独立行政法人産
業技術総合研究所特許生物寄託センターに寄託され、受託番号ＦＥＲＭ　Ｐ－２１２９０
が付与されている。
【００１４】
　セルラーゼ生産能とは、セルラーゼを生産する能力を指し、セルラーゼの総酵素活性が
高いほどセルラーゼ生産能が高いことを意味する。
【００１５】
　本発明において「バイオマス資源」は、植物や藻類が生産するセルロース系および／ま
たはリグノセルロース系バイオマスを包含し、そのようなバイオマスには、例えば、木材
、ふすま、麦わら、稲わら、もみがら、バガス、大豆粕、大豆おから、コーヒー粕、米ぬ
か、加水分解残渣などを含むが、それらに限定されない。加水分解残渣とは、バイオマス
資源を、酸や酵素などを用いて加水分解処理したものをいう。
【００１６】
　本発明において「培養」方法とは、液体培養および固体培養を含むが、選択した微生物
を培養できるかぎり、これらの方法に限定されない。
【００１７】
　本発明において、「バイオマス資源を分解または糖化すること」とは、バイオマス資源
に含まれるセルロースおよび／またはヘミセルロースを分解し、オリゴ糖類、二糖類、単
糖類およびそれらの混合物に変換することをいう。あるいは、言い換えれば、この用語は
、セルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼによって、多糖類のグリコシド結合を加水分
解することをいう。
【００１８】
（セルラーゼ生産菌変異株の作製）
　セルラーゼ生産菌変異株は、紫外線もしくは放射線による照射処理、化学物質（例えば
、亜硝酸、塩基類縁化合物（５－ブロモウラシルおよび２－アミノプリンなど）、アルキ
ル化剤（ニトロソグアニジンおよびエチルメタンサルホネートなど）、アクリジン色素類
（アクリフラビンおよびプロフラビンなど）、発がん剤（４－ニトロキノリン－１－オキ
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シド）、抗生物質（マイトマイシンＣなど））による処理によって得ることができる。
【００１９】
　または、遺伝子組換え的にセルラーゼ生産菌変異株を得ることも可能である。菌体を、
乳鉢などを用いて液体窒素中で摩砕後、例えばフェノール/クロロホルム法、グアニジウ
ム法又はフェノール/SDS法により全RNAを抽出する。必要に応じて、RNAをオリゴ（ｄT）
セルロースカラムに通してpoly(A)+RNAを得るか、あるいは、poly(A)+RNAから既知の逆転
写反応を経てcDNAを作製する。NCBI、GenBank等のデータバンクにアクセスすることによ
って入手可能であるセルラーゼの公知塩基配列を基にプライマーを設計し、上記RNAまた
はcDNAを鋳型としてＰＣＲを行い菌体のセルラーゼ遺伝子をクローニングする。これを高
発現誘導可能なプロモーター（例えば、pyr4プロモーター、cbhlプロモーターなど）や分
泌シグナルペプチドの下流に連結し、宿主微生物と適合性を有する適宜なベクターに組み
入れ、遺伝子組換えベクターを作製する。当該ベクターは、ターミネーター領域、抗生物
質耐性遺伝子等の選抜用の各種マーカー遺伝子等をさらに含む。あるいは、プライマーを
設計する際に、その塩基配列に予め変異を加えておき、そのプライマーを用いて、上記同
様ＰＣＲを行うことによって、変異を有するセルラーゼ遺伝子をクローニングすることが
できる。この変異を有するセルラーゼ遺伝子を用いて遺伝子組換えベクターを作製しても
良い。この遺伝子組み換えベクターを、公知の各種遺伝子導入法、例えばカルシウム処理
法、遺伝子注入（トランスフェクション）法、パーティクルガン法、エレクトロポレーシ
ョン法等を用いて宿主微生物へと導入し、変異株を得ることができる。宿主微生物として
は、例えば、アクレモニウム属、トリコデルマ属、アスペルギルス属、ペニシリウム属に
属するものが挙げられるが、これらに限定されない。なお、上記遺伝子組換えに用いられ
る分子生物学的手法は、「分子生物学実験プロトコールI, II, III」丸善株式会社発行（
１９９７）に記載される方法を参考にして行うことができる。
【００２０】
　セルラーゼ生産菌変異株のスクリーニングは、以下の操作によって行うことができる。
　色素結合セルロース（Cellulose Azure (Sigma)）を用いる方法：色素結合セルロース
はセルロースに青色色素Remazol Brilliant Blue Rを結合させたものであり、セルラーゼ
によって分解されると色素が培地中に遊離拡散するために酵素活性を検出することができ
る。０．５～１％Cellulose Azure添加Czapeck-Dox寒天培地にセルラーゼ生産菌変異株を
含む試料液を塗布し、適温にて5～7日間培養を行う。コロニー周囲の基質が分解拡散し、
ハローを形成したものを釣菌する。
【００２１】
　酸処理セルロースを用いる方法：セルロース粉末５０ｇに氷冷した６０％H2SO4200mlを
加え、氷上において粘性をもつ半透明のペースト状になるまで撹拌し、1時間放置する。
これに氷冷アセトン２Lを注ぎ、セルロースを沈殿させ、生成した白沈をポリトロンホモ
ジナイザーにて懸濁液状にする。グラスフィルター上において、白沈を回収し、さらに0.
5 L氷冷アセトンで再懸濁、グラスフィルター濾過によって洗浄する。回収した白沈を蒸
留水300 mLに懸濁しポリトロンホモジナイザーにて均一化し、蒸留水を加えて容量を500 
mLとする。これに１N NaOHを加えｐH 5～６にｐH調整した後、グラスフィルター上におい
て75％アセトン３Lで洗浄し、つづいて99.5％エタノールおよびエーテルによって溶媒を
置換し、風乾して酸処理セルロース粉末とする。１～２％酸処理セルロース添加Czapeck-
Dox寒天培地にセルラーゼ生産菌変異株を含む試料液を塗布し、適温にて5～7日間培養を
行う。コロニー周囲の酸処理セルロース粒子がセルラーゼによって分解され、透明ハロー
を形成したコロニーを釣菌する（柏木豊「発酵糸状菌の酵素」、微生物遺伝資源利用マニ
ュアル（１６）、独立行政法人農業生物資源研究所発行、2004年2月29日発行）。
【００２２】
　上記方法に加え、さらに釣菌した菌株を培養し、その培養上清中に製造されたセルラー
ゼの酵素活性を下記（セルラーゼ活性の測定）の項に記載するような方法によって測定し
、酵素活性の高いセルラーゼ生産菌変異株をスクリーニングすることができる。
【００２３】
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　（セルラーゼ生産菌の培養）
　セルラーゼ生産菌は、下記の実施例において具体的に記載されるように培養することが
可能である。
　培地は、炭素源として、粉末セルロース（アビセルを含む）、セロビオース、瀘紙、一
般紙類、古紙類、木材、ふすま、麦わら、稲わら、もみがら、バガス、大豆粕、大豆おか
ら、コーヒー粕、米ぬか、ラクトース、ラクトース水和物、乳清（ホエイ）、乳製品、加
水分解残渣、およびこれらの混合物、窒素源として、硫安、硝安などの無機アンモニウム
塩、尿素、アミノ酸、肉エキス、酵母エキス、ポリペプトン、およびタンパク質分解物な
どの有機窒素含有物、ならびに無機塩類として、硫酸マグネシウム、リン酸２水素カリウ
ム、酒石酸カリウム、硫酸亜鉛、硫酸マグネシウム、硫酸銅、塩化カルシウム、塩化鉄、
塩化マンガン等を含むことができる。必要ならば有機微量栄養物を含有する培地を使用し
てもよい。培地は、寒天やゼラチンを加えて固化した固体培地、低濃度の寒天を加えた半
流動培地、培地成分のみを入れた液体培地（ブイヨン、またはブロスともいう）を用いる
ことができるが、液体培地が好ましい。
【００２４】
　培養温度および培養時間は、セルラーゼ生産菌の種類によって異なるが、通常、２８～
３２℃、４８時間～１０日ほど培養を行う。
【００２５】
　培養に用いることができる発酵槽としては、通気撹拌型、気泡塔型、流動層型、充填層
型などが挙げられる。
【００２６】
　上記培養液から、遠心分離、濾過などの公知の方法によって菌体を除去し上清液を得る
。この上清液は、このまま粗酵素液として使用することが可能である。
【００２７】
　（セルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼの精製）
　セルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼは、上記上清液より、タンパク質精製に用い
られる公知の方法、例えば、硫安塩析、有機溶媒（エタノール、メタノール、アセトン等
）による沈殿分離、イオン交換クロマトグラフィー、等電点クロマトグラフィー、ゲルろ
過クロマトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー、吸着カラムクロマトグラフィー、基
質または抗体などを利用したアフィニティークロマトグラフィー、逆相カラムクロマトグ
ラフィーなどのクロマトグラフィー、精密ろ過、限外ろ過、逆浸透ろ過等の濾過処理など
、を1つまたは複数組み合わせて用いて精製することが可能である。
【００２８】
　（セルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼの固定化）
　精製したセルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼを、固定化して用いることもできる
。固定化することによって、安定化され、連続反復使用が可能となる点において有効であ
る。セルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼの固定化は、担体結合法、架橋法、包括法
を用いて行うことができる。担体結合法では、セルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼ
を水不溶性の担体（例えば、ポリアクリルアミドゲル、ポリスチレン樹脂、多孔性ガラス
、金属酸化物など）に、物理的吸着、イオン結合および共有結合を用いて結合させること
ができる。架橋法では、２個またはそれ以上の官能基を持つ試薬を用いて、酵素同士を互
いに架橋することによって固定化する。架橋試薬としては、Schiff塩基をつくるグルタル
アルデヒド、ペプチド結合をするイソシアン酸誘導体、N,N’-エチレンマレイミド、ジア
ゾカップリングをするビスジアゾベンジン、あるいはアルキル化するN,N’-ポリメチレン
ビスヨードアセトアミドなどを用いることができる。包括法では、高分子ゲルの細かい格
子の中にセルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼを取り込む格子型と、半透膜の高分子
の皮膜によってセルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼを皮膜するマイクロカプセル型
を用いる。格子型の方法では、合成高分子物質のポリアクリルアミドゲル、ポリビニルア
ルコール、光硬化性樹脂などの高分子化合物を用いることができる。マイクロカプセル型
の方法では、ヘキサメチレンジアミン、セバコイルクロリド、ポリスチレン、レシチンな
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どを用いることができる（福井三郎、千畑一郎、鈴木周一、「酵素工学」東京化学同人発
行、１９８１年）。
【００２９】
　（セルラーゼ活性の測定）
　セルラーゼ活性は、上記上清液または精製したセルラーゼに、濾紙、カルボキシメチル
セルロース（CMC）、微結晶セルロース（Ａｖｉｃｅｌ）、サリシンおよびセロビオース
などの基質を加えて、一定時間酵素反応を行わせた後に、生じた還元糖をSomogy-Nelson
法およびＤＮＳ法などにより発色させ所定の波長で比色定量して測定することが可能であ
る。
【００３０】
　Somogy-Nelson法においては、一定時間反応させた上記反応溶液にSomogy銅試薬（和光
純薬）を加えて反応を停止する。その後およそ２０分間煮沸し、煮沸終了後急速に水道水
にて冷却する。冷却後、Nelson試薬を注入して還元銅沈殿を溶解し発色させ、およそ３０
分静置した後蒸留水を加え、吸光度を測定する。
【００３１】
　ＤＮＳ法を用いる場合は、１％ CMC基質液に酵素液を加え、一定時間酵素反応を行わせ
たのち、煮沸などによって酵素反応を停止する。この反応液にジニトロサリチル酸を加え
て、5分間煮沸し、冷却後吸光度を測定する（柏木豊、前出）。
【００３２】
　（バイオマス資源の分解または糖化）
　バイオマス資源の分解または糖化のための手法としては、公知の方法を用いることがで
きる。例えば、用いられるバイオマス資源は、乾燥物でも、また湿潤物でもよいが、処理
速度を高めるためにあらかじめ１００～１０００μｍのサイズに粗粉砕又は細断して用い
るのが好ましい。この粗粉砕又は細断は、ボールミル、振動ミル、カッターミル、ハンマ
ーミル、ウィレーミル、ジェットミルなどの機械を用いて行うことができる。その後、粗
粉砕又は細断したバイオマス資源を水性媒体中に懸濁し、セルラーゼもしくはヘミセルラ
ーゼ、またはその両方を含む培養上清または精製もしくは固定化したセルラーゼおよび／
またはヘミセルラーゼを加え、撹拌または振とうしながら加温して、バイオマス資源を分
解または糖化することができる。この方法において、反応液のｐＨおよび温度は、セルラ
ーゼおよび／またはヘミセルラーゼが失活しない範囲内であればよく、一般的に、常圧で
反応を行う場合、温度は５～９５℃、ｐＨは１～１１の範囲でよい。例えば、５０ｇの粉
砕した稲わらに、０．２５～１Lの酢酸緩衝液（０．０５M、pH ４．８）および０．０１
～０．２Lのセルラーゼ（例えば、１０～２０Ｕ／ｍｌ）を含む培養上清または精製した
セルラーゼを添加して、４５～６０℃で攪拌または振とうしながら、バイオマス資源の分
解または糖化を行う。また、この酵素反応は、バッチ式で行っても、連続式で行ってもよ
い。
【実施例】
【００３３】
　次に実施例を挙げ、本発明を更に詳しく説明するが、本発明はこれらに限定されるもの
ではない。
アクレモニウム・セルロリティカスＣＦ－２６１２株（以下、ＣＦ－２６１２株と記載）
（１）ＣＦ－２６１２株の取得方法
　親株として、アクレモニウム・セルロリティカス（Acremonium cellulolyticus）Ｃ１
株（ＦＥＲＭ　Ｐ－１８５０８；以下、Ｃ１株と記載）を３０℃で24時間好気的に培養し
た後、紫外線（ＵＶ）照射を行い、その後３０℃でインキュベートした。生育したコロニ
ーから、活性がより高い変異菌株をスクリーニングした後、以上の方法を用いて二回目の
突然変異を行い、さらに活性がより高い変異菌株をスクリーニングした後、ＮＴＧ処理を
用いて、三回目の突然変異を行い、変異株ＣＦ－２６１２株を得た。このＣＦ－２６１２
株は、以下の形態的性質を有する。
【００３４】
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（２）ＣＦ－２６１２株の培養的・形態的性質
　３種類の選択寒天培地を用いて、ＣＦ－２６１２株とＣ１株をそれぞれ７～１４日間培
養し、その形態を観察した。結果を以下に示す。
＜炭素源選択寒天培地Ａで培養した場合＞
〔選択培地Ａ〕
グルコース　５０ ｇ／Ｌ
硫酸アンモニウム　５ ｇ／Ｌ
尿素　２ ｇ／Ｌ
硫酸マグネシウム　１．２ ｇ／Ｌ
リン酸２水素カリウム　２４ ｇ／Ｌ
酒石酸カリウム　４．７ ｇ／Ｌ
硫酸亜鉛　１０ ｍｇ／Ｌ
硫酸マンガン　１０ ｍｇ／Ｌ
硫酸銅　９ ｍｇ／Ｌ
Ｔｗｅｅｎ８０　１ ｇ／Ｌ
寒天　２０ ｇ／Ｌ
ｐＨ ４．０
【００３５】
　選択培地Ａを用いて培養した場合における、目視での菌体の観測では、Ｃ１株はやや赤
みを帯びた茶褐色でゆるく盛り上がり羊毛状を呈していたが、ＣＦ－２６１２株のコロニ
ーはザクロサッ果様のひだが多く、高山型に生育していた。径はコロニーによって異なる
が、Ｃ１株は１８～２０ｍｍであったのに対して、ＣＦ－２６１２株は１０～１３ｍｍで
あった。
【００３６】
＜選択寒天培地Ｂで培養した場合＞
〔選択培地Ｂ〕
選択培地Ａの炭素源からグルコースを除き、代わりに
セルロースパウダー　２５ｇ／Ｌ
カルボキシメチルセルロース（ＣＭＣ）　２５ｇ／Ｌ
を添加した培地。
【００３７】
　選択培地Bを用いて培養した場合における、目視での菌体の観測では、Ｃ１株が表面に
放射線状のシワまたはゆるく盛り上がり羊毛状を呈していたのに対し、ＣＦ－２６１２株
では白い羊毛状の菌糸が見られず、平滑で不規則なシワを呈していた。径はコロニーによ
って異なるが、Ｃ１株は１５～１８ｍｍであったのに対して、ＣＦ－２６１２株は、１０
～１３ｍｍであった。
【００３８】
＜ポテトデキストロース寒天培地で培養した場合＞
〔ポテトデキストロース寒天培地〕
じゃがいも浸出物　４ｇ／Ｌ
ブドウ糖　２０ｇ／Ｌ
寒天　１５ｇ／Ｌ
ｐＨ ５．６±０．２
【００３９】
　ポテトデキストロース寒天培地を用いて培養した場合における、目視での菌体の観測で
は、Ｃ１株のコロニーは直径１８～２０ｍｍであり、中心部に孔のあるドーナツ状であり
盛り上がりが大きく、また培地下部への浸潤も大きく、赤褐色集落上に白色の菌糸束を形
成したのに対し、ＣＦ－２６１２株では孔は見られず、コロニーの直径は１０～１３ｍｍ
であり、シワが深く白い丘を呈していた。
【００４０】
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ＣＦ－２６１２株とＣ１株との酵素活性の比較
　ＣＦ－２６１２株とＣ１株との酵素活性を比較した。常法により殺菌した以下の組成を
有するセルラーゼ生産菌培養培地にそれぞれの菌体を接種して３０℃で７日間好気的に培
養した。この培養液を遠心分離して得た上澄液について、製造されたセルラーゼの酵素活
性を以下の方法に基づき測定した。
〔培地の組成〕：
セルロースパウダー　５０ ｇ／Ｌ
硫酸アンモニウム　５ ｇ／Ｌ
尿素　４ ｇ／Ｌ
硫酸マグネシウム　１．２ ｇ／Ｌ
リン酸２水素カリウム　２４ ｇ／Ｌ
酒石酸カリウム　４．７ ｇ／Ｌ
硫酸亜鉛　１０ ｍｇ／Ｌ
硫酸マンガン　１０ ｍｇ／Ｌ
硫酸銅　１０ ｍｇ／Ｌ
Ｔｗｅｅｎ ８０　１ ｇ／Ｌ
ｐＨ ４．０
【００４１】
　上記酵素活性の測定法は、以下のとおりである。
　［酵素活性測定法］
　FPアーゼ：濾紙（ワットマンＮｏ．１、１×６ｃｍ）を基質とし、これに適宜希釈した
培養上澄液０．５ｍＬとクエン酸緩衝液（ｐＨ４．８、０．０５Ｍ）１．０ｍＬを加え、
５０℃で１．０時間酵素反応を行った後、ジニトロサリチル酸試薬３．０ｍＬを加え、１
００℃で５分間加熱し発色させる。冷却後、蒸留水２．５ｍＬにこれを２００μｌ加え、
５４０ｎｍの波長で比色定量する。１分間に１μｍｏｌのグルコースに相当する還元糖を
生成する酵素量を１ユニット（Ｕ）とした。
【００４２】
　CMCアーゼ：クエン酸緩衝液（ｐＨ４．８、０．０５M）に溶解した２％カルボキシメチ
ルセルロースナトリウム塩溶液に対し、等量の適当に希釈した酵素溶液を加え、５０℃で
３０分間酵素反応を行った後、ジニトロサリチル酸試薬３．０mLを加え、１００℃で５分
間加熱し発色させる。冷却後、蒸留水２．５ｍｌにこれを２００μｌ加え、５４０ｎｍの
波長で比色定量する。１分間に１μmolのグルコースに相当する還元糖を生成する酵素量
を１ユニットとした。
【００４３】
　アビセラーゼ：１ｍｌの酢酸緩衝液（ｐＨ４．８、０．１M）に１０ｍｇのアビセルを
添加し、等量の適当に希釈した酵素溶液を加え、５０℃で2時間酵素反応を行った後、ジ
ニトロサリチル酸試薬３．０mｌを加え、１００℃で５分間加熱し発色させる。冷却後、
蒸留水２．５ｍＬにこれを２００μｌ加え、５４０ｎｍの波長で比色定量する。１分間に
１μmolのグルコースに相当する還元糖を生成する酵素量を１ユニットとした。
【００４４】
　セロビアーゼ活性：クエン酸緩衝液（ｐＨ４．８、０．０５M）に１５mM溶解したセロ
ビオース溶液１ｍＬに対し、等量の適当に希釈した酵素溶液を加え、５０℃で３０分間酵
素反応を行った後、１００℃で５分間加熱し酵素反応を停止させ、液中のグルコース量を
グルコース測定キットで測定した。１分間に２μmolのグルコースあるいは１μmolのセロ
ビロースに相当する還元糖を生成する酵素量を１ユニットとした。
　これらの測定結果を表１に示す。
【００４５】
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【表１】

【００４６】
　表１より、ＣＦ－２６１２株の培養液の上澄液のセルラーゼ酵素活性について、Ｃ１株
に比べ、総酵素活性が高いこと、また、特にＦＰアーゼ、セロビアーゼおよびアビセラー
ゼの活性が有意に高いことがわかる。また、このことは、ＣＦ－２６１２株がＣ１株に比
べ、これら酵素についての高い生産能を有することを示す。
【００４７】
ＣＦ－２６１２株とＣ１株との糖化作用の比較
　ＣＦ－２６１２株およびＣ１株の上記培養液を用いて、その糖化作用を比較した。
〔反応液の組成〕：
蒸留水　0.7 ml 
0.5M 酢酸緩衝液（pH4.8）　0.1 ml
稲わらまたはユーカリ木粉（ボールミルを用いて四時間粉砕したもの）　50mg 
【００４８】
　上記反応液にＣＦ－２６１２株とＣ１株の培養液　0.2 mlをそれぞれ加え、45℃にて反
応させた。
　反応液に稲わらを用いた実験結果を、図１に示す。稲わらを用いた糖化実験より、ＣＦ
-２６１２株の培養液は、Ｃ１株の培養液よりもグルコースの産生量が高く、糖化速度（
糖化率）が大きいことが示された。さらに、ＣＦ-２６１２株の培養液を用いて糖化を行
った場合、アラビノースが産生されるのに対して、Ｃ１株培養液を用いて糖化を行った場
合、糖化液中にアラビノースが含まれていないことがわかった。この結果から、ＣＦ-２
６１２株の培養液中には、アラビナナーゼおよび／またはアラビノフラノシダーゼが含ま
れるが、Ｃ１株の培養液中にはアラビナナーゼおよびアラビノフラノシダーゼが含まれな
いことが示唆された。
【００４９】
　反応液にユーカリ木粉を用いた実験結果を、図２に示す。ユーカリ木粉を用いた実験結
果より、ＣＦ-２６１２株の培養液は、Ｃ１株の培養液よりもグルコースの産生量が高く
、糖化速度（糖化率）が大きいことが示された。
【００５０】
　これらの実験結果は、ＣＦ－２６１２株がＣ１株に比べ、高い糖化作用を有することを
示し、また、ＣＦ－２６１２株はＣ１株と異なり、アラビナナーゼおよび／またはアラビ
ノフラノシダーゼ生産能を有することを示す。
【００５１】
ＣＦ-２６１２株のスケールアップ培養
　以下の組成を有するセルラーゼ生産菌培養培地を常法により殺菌して用いた。ＣＦ-２
６１２株の前培養液（50 ｍＬ）を、３０℃にて3日間、好気的に振動培養により行った。
新たなセルラーゼ生産菌生産培地（0.95 Ｌ）に前培養液（50 ｍＬ）を接種して、３０℃
にてジャーファーメーターを用いて、５日間好気的に培養した。その後、４０ ｇ／Ｌの
セルロースパウダーと２ ｇ／Ｌの尿素を添加してさらに２日間培養した。この培養液を
遠心分離して得た上澄液について、上記と同様にFPアーゼの活性を調べたところ、製造さ
れたFPアーゼの酵素活性は２６．１Ｕ／ｍｌに達した。
【００５２】
〔培地の組成〕：
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セルロースパウダー　６０ ｇ／Ｌ（前培養　４０ ｇ／Ｌ）
硫酸アンモニウム　５ ｇ／Ｌ
尿素　４ ｇ／Ｌ（前培養　２ｇ／Ｌ）
硫酸マグネシウム　１．２ ｇ／Ｌ
リン酸２水素カリウム　２４ ｇ／Ｌ
酒石酸カリウム　４．７ ｇ／Ｌ
硫酸亜鉛　１０ ｍｇ／Ｌ
硫酸マンガン　１０ ｍｇ／Ｌ
硫酸銅　１０ ｍｇ／Ｌ
Ｔｗｅｅｎ ８０　１ ｇ／Ｌ
ｐＨ ４．０
【産業上の利用可能性】
【００５３】
　本発明において開発されたアクレモニウム・セルロリティカスＣＦ－２６１２株は、セ
ルラーゼの生産能が高いために、セルラーゼを効率的に製造でき、そのようにして製造さ
れたセルラーゼおよび／またはヘミセルラーゼを用いることによって、バイオマス資源の
分解、糖化も、安価、効率的に行いうる点で有用である。
【図面の簡単な説明】
【００５４】
【図１】図１は、ＣＦ-２６１２株またはＣ１株の培養液を用いた稲わらの糖化実験の結
果を示す。黒塗りの記号：ＣＦ-２６１２株の培養液（17.7 FPU/ml）；　白抜きの記号：
Ｃ１株の培養液（11.9 FPU/ml）；　▽：コントロール（培養液の代わりに同量の蒸留水
を添加した）；　□：グルコース；　◇：キシロース；　△：アラビノース；　○：マン
ノース
【図２】図２は、ＣＦ-２６１２株またはＣ１株の培養液を用いたユーカリ木粉の糖化実
験の結果を示す。黒塗りの記号：ＣＦ-２６１２株の培養液（17.7 FPU/ml）；　白抜きの
記号：Ｃ１株の培養液（ 11.9 FPU/ml）；　■：コントロール（培養液の代わりに同量の
蒸留水を添加した）；　○：グルコース；　△：キシロース
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