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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程（１）～（３）を含むセルラーゼの製造方法。
（１）糸状菌由来セルラーゼ水溶液を分画分子量１００，０００～２００，０００の限外
ろ過膜に通じてろ過して透過液を得るとともに、非透過液として濃縮酵素液を得る工程。
（２）工程（１）で得られた透過液を、さらに分画分子量５，０００～５０，０００の第
２の限外ろ過膜に通じてろ過し、非透過液として第２の濃縮酵素液を得る工程。
（３）工程（１）および（２）で得られた濃縮酵素液を混合して糸状菌由来セルラーゼを
得る工程。
【請求項２】
　糸状菌がトリコデルマ菌である、請求項１に記載のセルラーゼの製造方法。
【請求項３】
　工程（１）において糸状菌由来セルラーゼ水溶液をｐＨ２．６～５．４またはｐＨ８．
６～９．４に調整する、請求項１または２に記載のセルラーゼの製造方法。
【請求項４】
　糸状菌由来セルラーゼ水溶液が糸状菌培養液または糸状菌由来セルラーゼを使用したセ
ルロース含有バイオマスの加水分解物である、請求項１から３のいずれかに記載のセルラ
ーゼの製造方法。
【請求項５】
　糸状菌由来セルラーゼ水溶液が、セロビオハイドラーゼ、エンドグルカナーゼおよびキ
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シラナーゼからなる群から選ばれた１以上の酵素成分を含む、請求項１から４のいずれか
に記載のセルラーゼの製造方法。
【請求項６】
　糸状菌由来セルラーゼ水溶液の温度が１５～３５℃の温度範囲である、請求項１から５
のいずれかに記載のセルラーゼの製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、糸状菌由来セルラーゼ成分を膜分離・濃縮することによるセルラーゼの製造
方法およびその装置に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　バイオマス資源として、澱粉やセルロースなどの多糖が存在しており、このような多糖
を酵素的に加水分解することにより、グルコースやキシロースなどの単糖を製造する方法
が知られている。このような多糖の分解によって得られた糖液は、微生物培養の炭素源と
して広く使用されている。特に、セルロースを加水分解する酵素としてセルラーゼが知ら
れている。このようなセルラーゼを生産する微生物として、糸状菌が知られている。糸状
菌は、セルラーゼを誘導的に生産する培養条件に設定することにより、細胞外酵素として
多量のセルラーゼを産生する。このような糸状菌として、アスペルギルス属、フミコラ属
、ムコール属、トリコデルマ属およびアクレモニウム属などの糸状菌が存在し、セルラー
ゼの生産に広く使用されている。
【０００３】
　糸状菌由来セルラーゼには様々な基質特異性を示す酵素成分が存在する。具体的には、
セルロースの結晶領域に作用するセロビオハイドラーゼ、セルロース分子鎖内部から作用
して分子量を低減させるエンドグルカナーゼ、水溶性オリゴ糖あるいはセロビオースに作
用するβ-グルコシダーゼ、およびヘミセルロースに作用するヘミセルラーゼなどが存在
する。このような基質特異性の異なる各酵素成分がセルロース繊維に相乗作用することに
より、効率的なセルロース分解が行われることが知られている（非特許文献１参照。）。
また、このような糸状菌由来セルラーゼの各酵素成分として分子量が大小様々なものが存
在し、その範囲は２０～１００ｋＤａであることが知られている。
【０００４】
　糸状菌由来セルラーゼについては、一般的な酵素と同じく、限外ろ過膜を使用して膜分
離・濃縮する方法は公知である。例えば、糸状菌などの微生物培養物あるいはセルラーゼ
を使用したセルロース加水分解物から、限外ろ過膜を使用してセルラーゼを膜分離・濃縮
し、分離回収する方法が知られている（特許文献１～３参照。）。このような限外ろ過膜
に通じて膜分離・濃縮する前工程の処理として、例えば、セラミックスピンフィルター（
特許文献２参照。）や、２０～２００μｍの孔径の不織布（特許文献３参照。）などを使
用して、微生物培養物あるいはセルロース加水分解物からセルラーゼ水溶液に含まれる固
形物を予め除去する方法が提案されている。但し、セルラーゼの各成分を膜分離・濃縮す
るためには、回収すべきセルラーゼ成分に相当する分子量を阻止するに十分な細孔径・分
画分子量を有する限外ろ過膜を使用することが一般的であった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】ＷＯ２００７／０３４９９９号
【特許文献２】特開２０１０－２２１１３６号公報
【特許文献３】特開２００９－２４０１６７号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】セルロースの辞典、第６章　セルロースの生分解（セルロース学会編集
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、２０００年）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　従来の限外ろ過膜を使用した糸状菌セルラーゼの膜分離・濃縮においては、限外ろ過膜
のファウリングおよびセルラーゼ成分の失活あるいは凝集が課題であった。また、この課
題の結果、限外ろ過膜のろ過処理速度が非常に遅くなる、あるいは限外ろ過膜で得られる
セルラーゼ活性が低下することが課題であった。
【０００８】
　そこで、本発明の目的は、前記従来技術の課題を鑑み、限外ろ過膜を使用して、トリコ
デルマ菌由来セルラーゼ成分を効率的に膜分離・濃縮する方法、さらにはその装置を提供
することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者は、上記の目的を達成すべく以下の［１］から［７］の発明に至った。
［１］以下の工程（１）～（３）を含むセルラーゼの製造方法。
（１）糸状菌由来セルラーゼ水溶液を分画分子量１００，０００～２００，０００の限外
ろ過膜に通じてろ過して透過液を得るとともに、非透過液として濃縮酵素液を得る工程。
（２）工程（１）で得られた透過液を、さらに分画分子量５，０００～５０，０００の第
２の限外ろ過膜に通じてろ過し、非透過液として第２の濃縮酵素液を得る工程。
（３）工程（１）および（２）で得られた濃縮酵素液を混合して糸状菌由来セルラーゼを
得る工程。
［２］糸状菌がトリコデルマ菌である、［１］に記載のセルラーゼの製造方法。
［３］工程（１）において糸状菌由来セルラーゼ水溶液をｐＨ２．６～５．４またはｐＨ
８．６～９．４に調整する、［１］または［２］に記載のセルラーゼの製造方法。
［４］糸状菌由来セルラーゼ水溶液が糸状菌培養液または糸状菌由来セルラーゼを使用し
たセルロース含有バイオマスの加水分解物である、［１］から［３］のいずれかに記載の
セルラーゼの製造方法。
［５］糸状菌由来セルラーゼ水溶液が、セロビオハイドラーゼ、エンドグルカナーゼおよ
びキシラナーゼからなる群から選ばれた１以上の酵素成分を含む、［１］から［４］のい
ずれかに記載のセルラーゼの製造方法。
［６］糸状菌由来セルラーゼ水溶液の温度が１５～３５℃の温度範囲である、［１］から
［５］のいずれかに記載のセルラーゼの製造方法。
［７］セルラーゼの製造装置であって、セルラーゼ水溶液タンクと、これと連結する限外
ろ過膜ポンプと、少なくとも１以上の直列または並列に連結された分画分子量１００，０
００～２００，０００の限外ろ過膜と、前記限外ろ過膜の透過液保持タンクと、分画分子
量５，０００～５０，０００の第２の限外ろ過膜と、第２の濃縮酵素液保持タンクとを含
む装置。
［８］セルラーゼ水溶液タンクがｐＨセンサーを具備し、さらに該セルラーゼ水溶液タン
クにｐＨ調整剤タンクが連結している、［７］に記載のセルラーゼの製造装置。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明によれば、糸状菌由来セルラーゼ水溶液からセルラーゼ成分を効率的に膜分離・
濃縮することができる。具体的には、工程（１）において糸状菌由来セルラーゼ成分の一
部を分離回収し、さらに透過液に含まれる残りの糸状菌由来セルラーゼ成分を工程（２）
において回収することで、特に高いアビセル分解活性を回収することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は、本発明のセルラーゼの製造方法の工程フローを示す図面である。
【図２】図２は、トリコデルマ菌由来セルラーゼを各種ｐＨに調整し、分画分子量１００
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，０００～２００，０００の第１の限外ろ過膜に通じてろ過し、非透過液として分離した
濃縮酵素液のバイオアナライザー（Ａｇｉｌｅｎｔ社、Ｐｒｏｔｅｉｎ　２３０ｋｉｔ）
での解析結果を示す図面である。
【図３】図３は、第２の濃縮酵素液を得る際の限外ろ過膜の限界フラックスを示す図面で
ある。
【図４】図４は、本発明のセルラーゼの製造方法を実施する装置の一例を示す断面図であ
る。
【図５】図５は、本発明のセルラーゼの製造方法を実施する装置の他の一例を示す断面図
である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明のセルラーゼの製造方法は、以下の工程（１）～（３）を含む工程で構成される
（図１）。
【００１３】
　＜工程（１）＞
　工程（１）では、糸状菌由来セルラーゼ水溶液を分画分子量１００，０００～２００，
０００の限外ろ過膜に通じてろ過し、透過液を得るとともに非透過液として濃縮酵素液を
得る。この際、糸状菌由来セルラーゼ水溶液に含まれる一部の酵素成分が分画分子量１０
０，０００～２００，０００の限外ろ過膜の非透過液として分離されることを見出した。
また一方で、透過側にも残りの酵素成分が透過側に分離されること見いだされており、以
下の工程（２）において残りの酵素成分を回収する。
【００１４】
　＜工程（２）＞
　工程（２）では、前記工程（１）の透過液をさらに、分画分子量５，０００～５０，０
００の第２の限外ろ過膜に通じてろ過し、非透過液として第２の濃縮酵素液を得る。これ
により、工程（１）の透過液に含まれる酵素成分をもれなく回収することができる。前述
工程（１）の分画分子量１００，０００～２００，０００の限外ろ過膜、および工程（２
）の分画分子量５，０００～５０，０００の限外ろ過膜、の２段階で糸状菌由来セルラー
ゼを分離・濃縮することにより、従来の分画分子量５，０００～５０，０００の限外ろ過
膜のみで分離・濃縮する手法よりも高い酵素活性を分離することができる。
【００１５】
　＜工程（３）＞
　工程（３）では、工程（１）で得られた第１の濃縮酵素液と工程（２）で得られた第２
の濃縮酵素液を混合して、糸状菌由来セルラーゼ水溶液から高い酵素活性を有するセルラ
ーゼを得る。本工程（３）で得られたセルラーゼはそのままでも使用できるが、適宜セル
ラーゼ濃度やｐＨを調整して使用してもよい。
【００１６】
　さらに以下、本発明の好ましい実施形態に関して詳細に説明する。
【００１７】
　糸状菌由来セルラーゼとは、糸状菌（ｆｉｌａｍｅｎｔａｏｕｓ　ｆｕｎｇｉ）が産生
するセルラーゼのことを指す。セルラーゼを産生する糸状菌として、トリコデルマ菌（Ｔ
ｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、アスペルギルス菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、セルロモナス
菌（Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ）、クロストリジウム菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、ス
トレプトマイセス菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、フミコラ菌（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）、
アクレモニウム菌（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）、イルペックス菌（Ｉｒｐｅｘ）、ムコール
菌（Ｍｕｃｏｒ）、タラロマイセス菌（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ）、などの微生物を挙げ
ることができる。これら微生物は、培養液中にセルラーゼを産生するために、その培養液
を未精製の糸状菌セルラーゼとしてそのまま使用してもよいし、また培養液を精製し、製
剤化したものを糸状菌セルラーゼとして使用してもよい。
【００１８】
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　本発明で用いられる糸状菌由来セルラーゼとしては、トリコデルマ菌由来セルラーゼで
あることが好ましい。トリコデルマ菌とは、トリコデルマ属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）
、フミコラ属（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）、およびヒポクレア属（Ｈｙｐｏｃｒｅａ）に分類さ
れる糸状菌（ｆｉｌａｍｅｎｔａｏｕｓ　ｆｕｎｇｉ）のことを指す。また、トリコデル
マ菌由来セルラーゼとは、前記のトリコデルマ菌が細胞内外に産生するセルラーゼ成分全
般のことを指す。また、本発明で用いられるセルラーゼとは、セルロースの加水分解活性
を有する酵素およびヘミセルロースの加水分解活性を有する酵素の双方のことを指す。
【００１９】
　また、トリコデルマ菌由来セルラーゼのうち、より好ましくは、トリコデルマ・リーセ
イ（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ）由来のセルラーゼである。トリコデルマ・
リーセイ由来のセルラーゼとしては、トリコデルマ・リーセイＱＭ９４１４（Ｔｒｉｃｈ
ｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ　ＱＭ９４１４）、トリコデルマ・リーセイＱＭ９１２３（
Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ　ＱＭ９１２３）、トリコデルマ・リーセイＲｕ
ｔＣ‐３０（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ　Ｒｕｔ‐３０）、トリコデルマ・
リーセイＰＣ３‐７（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ　ＰＣ３‐７）、トリコデ
ルマ・リーセイＡＴＣＣ６６５８９（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ　ＡＴＣＣ
６６５８９）、トリコデルマ・リーセイＣＬ－８４７（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅ
ｓｅｉ　ＣＬ－８４７）、トリコデルマ・リーセイＭＣＧ７７（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
　ｒｅｅｓｅｉ　ＭＣＧ７７）およびトリコデルマ・リーセイＭＣＧ８０（Ｔｒｉｃｈｏ
ｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ　ＭＣＧ８０）に由来するセルラーゼが挙げられる。また、前
述したトリコデルマ菌に由来し、これらの菌株を変異剤あるいは紫外線照射などで変異処
理を施し、セルラーゼ生産性などが向上した変異株であってもよい。
【００２０】
　トリコデルマ菌は、適切な培地条件下において培養することにより、培養液中に種々の
セルラーゼを分泌産生するため、このような培養液からトリコデルマ菌由来セルラーゼを
取得することができる。このような培養液は、未精製のままトリコデルマ菌由来セルラー
ゼとしてもよいし、また培養液を公知の手法にて精製したもの、あるいは、さらに製剤化
したものでもよい。前記の培養液より、トリコデルマ菌由来セルラーゼを精製し、製剤化
したものとして使用する場合、プロテアーゼ阻害剤、分散剤、溶解促進剤および安定化剤
など、酵素以外の物質を添加したものであってもよい。
【００２１】
　また、本発明で使用されるトリコデルマ菌由来セルラーゼは、トリコデルマ菌のゲノム
上に存在するセルラーゼ成分のアミノ酸配列をコードするＤＮＡを調整し、これを発現ベ
クターに連結し、この発現ベクターを宿主に導入し、組換えタンパク質として生産し、単
離および精製したものでもよい。
【００２２】
　トリコデルマ菌は、少なくとも２種以上のエンドグルカナーゼ（エンドグルカナーゼＩ
、エンドグルカナーゼＩＩ）、少なくとも２種以上のセロビオハイドラーゼ（セロビオハ
イドラーゼＩ、セロビオハイドラーゼＩＩ）、少なくとも２種以上のヘミセルラーゼ（キ
シラナーゼ、キシロシダーゼ）、および１種以上のβグルコシダーゼを産生する。
【００２３】
　セロビオハイドラーゼとは、セルロースの末端部分から加水分解していくことを特徴と
するセルラーゼの総称であり、ＥＣ番号：ＥＣ３．２．１．９１としてセロビオハイドラ
ーゼに帰属される酵素群が記載されている。エンドグルカナーゼとは、セルロース分子鎖
の中央部分から加水分解することを特徴とするセルラーゼの総称であり、ＥＣ番号：ＥＣ
３．２．１．４としてエンドグルカナーゼに帰属される酵素群が記載されている。エキソ
グルカナーゼとは、セルロース分子鎖の末端から加水分解することを特徴とするセルラー
ゼの総称であり、ＥＣ番号：ＥＣ３．２．１．７４としてエキソグルカナーゼに帰属され
る酵素群が記載されている。βグルコシダーゼとは、セロオリゴ糖あるいはセロビオース
に作用することを特徴とするセルラーゼの総称であり、ＥＣ番号：ＥＣ３．２．１．２１
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としてβグルコシダーゼに帰属される酵素群が記載されている。
【００２４】
　キシラナーゼとは、ヘミセルロースあるいは特にキシランに作用することを特徴とする
セルラーゼの総称であり、ＥＣ番号：ＥＣ３．２．１．８としてキシラナーゼに帰属され
る酵素群が記載されている。キシロシダーゼとは、キシロオリゴ糖に作用することを特徴
とするセルラーゼの総称であり、ＥＣ番号：ＥＣ３．２．１．３７としてキシロシダーゼ
に帰属される酵素群が記載されている。
【００２５】
　本発明で用いられる糸状菌由来セルラーゼでは、異種微生物のセルラーゼ成分を添加し
、特定の酵素活性を強化したものでもよい。例えば、糸状菌として、アスペルギルス属（
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、セルロモナス属（Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ）、クロストリ
ジウム属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、ストレプトマイセス属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ
ｓ）、アクレモニウム属（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）、イルペックス属（Ｉｒｐｅｘ）、ム
コール属（Ｍｕｃｏｒ）、タラロマイセス属（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ）、などに由来す
るセルラーゼを添加してもよい。また、好熱性菌としてはスルホロバス属（Ｓｕｌｏｆｏ
ｌｏｂｕｓ）、サーモプラズマ属（Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａ）、カルディビルグラ属（
Ｃａｌｄｉｖｉｒｇｒａ）、サーモスファエラ属（Ｔｈｅｒｍｏｓｐｈａｅｒａ）、パイ
ロコッカス属（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ）、ピクロフィラス（Ｐｉｃｒｏｐｈｉｌｕｓ）属
、カルディビルグラ属（Ｃａｌｄｉｖｉｒｇｒａ）、およびフェルビドバクテリウム属（
Ｆｅｒｖｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）などの微生物を例示することができる。
【００２６】
　糸状菌由来セルラーゼに含まれる各酵素成分に関しては、公知の分離手法を用いその成
分を特定することができる。例えば、ゲルろ過、イオン交換、および二次元電気泳動など
公知手法により分離し、分離された成分のアミノ酸配列分析（Ｎ末端分析、Ｃ末端分析、
質量分析）を行い、データベースとの比較により同定することができる。
【００２７】
　糸状菌由来セルラーゼの酵素活性は、アビセル分解活性、カルボキシメチルセルロース
（ＣＭＣ）分解活性、セロビオース分解活性、キシラン分解活性、およびマンナン分解活
性などの多糖の加水分解活性によって評価することができる。アビセル分解活性は、セル
ロース末端部分から加水分解する特徴と有すセロビオハイドラーゼあるいはエキソグルカ
ナーゼがその活性を示す主たる酵素である。また、キシラン分解活性は、キシラナーゼや
キソロシダーゼがその活性を示す主たる酵素である。セロビオース分解活性は、主にβグ
ルコシダーゼがその活性を示す主たる酵素である。ＣＭＣは、セルラーゼ全般が触媒作用
する。ここで“主たる”という意味は、最も分解に関与することが知られていることから
の表現であり、これ以外の酵素成分もその分解に関与していることを意味している。
【００２８】
　糸状菌由来セルラーゼ水溶液とは、前述した糸状菌由来のセルラーゼ成分が１種以上含
まれている水溶液である。但し、本発明では、複数種の糸状由来セルラーゼ成分を含む水
溶液である方が好ましい。また、本来の糸状菌由来セルラーゼ成分に加えて、異種微生物
由来の酵素あるいはセルラーゼが含まれていてもよい。
【００２９】
　本発明で用いられる糸状菌由来セルラーゼ水溶液として特に制限はないが、糸状菌の培
養液あるいはセルロース含有バイオマスに糸状菌由来セルラーゼを添加して加水分解した
加水分解物であることが好ましい。ｐＨ調整に使用する酸としては、硫酸、塩酸、酢酸、
燐酸、および硝酸などが例示され、アルカリとしては、水酸化ナトリウム、水酸化カリウ
ム、および水酸化カルシウムなどを例示することができるが、所定のｐＨに経済的に調整
可能な酸またはアルカリであって、糸状菌由来セルラーゼの酵素成分が失活あるいは凝集
しないものであれば特に限定されるものではない。
【００３０】
　糸状菌由来セルラーゼ水溶液は、遠心分離、フィルタープレスろ過、ドラムフィルタろ
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過、デプスフィルターろ過、沈降分離、凝集処理、および砂ろ過から選ばれる１以上の固
液分離操作を行い、濁度０．１～１００ＮＴＵの範囲に調整したものであることが好まし
い。濁度（Ｔｕｂｉｄｉｔｙ）とは、「濁度とは水の濁りの程度を表すもので、視覚濁度
、透過光濁度、散乱光濁度および積分球濁度に区分し表示する。カオリン標準液と比較し
て測定する場合には、“度（カオリン）”を単位とし、ホルマジン標準液と比較して測定
する場合には、“度（ホルマジン）”を単位として表す。」とＪＩＳ　Ｋ０１０１「工業
用水試験方法」に定義されている。
【００３１】
　本発明では、カオリン標準液に比べ再現性および安定性に優れるホルマジン標準液を使
用し、散乱光測定法にて測定した濁度「ＮＴＵ」を使用する。ＮＴＵとは、「Ｎｅｐｈｅ
ｌｏｍｅｔｒｉｃ　Ｔｕｂｉｄｉｔｙ　Ｕｎｉｔ」のことを指し、濁度が１００ＮＴＵよ
り大きい場合、後段の工程（２）の限外ろ過膜によるろ過において、膜ファウリングの要
因となる。したがって、前述した１以上の固液分離操作を行うことにより、濁度を０．１
～１００ＮＴＵの範囲に調整することが好ましい。前述の固液分離手法は、公知の装置お
よび手順により実施することができる。逆に、濁度を０．１ＮＴＵ未満にするためには、
細孔径０．０５～１．０μｍの精密ろ過膜を使用する必要がある。このような精密ろ過膜
を使用した場合、精密ろ過膜の非透過液として、糸状菌由来セルラーゼの酵素成分が阻止
される可能性があるため、濁度は０．１ＮＴＵ以上であることが好ましい。
【００３２】
　本発明で用いられる限外ろ過膜とは、平均細孔径０．０２～０．０００１μｍを有する
分離膜のことを指し、主として酵素やタンパク質などの水溶性高分子化合物を分子ふるい
の効果で膜分離・濃縮することが可能な分離膜である。
【００３３】
　本発明では、分画分子量が１００，０００～２００，０００の第１の限外ろ過膜と、分
画分子量が５，０００～５０，０００の第２の限外ろ過膜の２種類の限外ろ過膜を使用す
る。分画分子量（ＭＷＣＯ）とは、日本膜学会編　膜学実験シリーズ　第ＩＩＩ巻　人工
膜編　編集委員／木村尚史・中尾真一・大矢晴彦・仲川勤（共立出版、１９９３年）９２
頁に、『溶質の分子量を横軸に、阻止率を縦軸にとってデータをプロットしたものを分画
分子量曲線とよんでいる。そして阻止率が９０％となる分子量を膜の分画分子量とよんで
いる。』とあるように、膜の非透過画分として分離可能な分子量を測定することによりそ
の膜性能を定義したものである。分画分子量を決定する手法としては、分子量が明らかな
種々のデキストラン標準試料やタンパク質標準試料を限外ろ過膜に通じてろ過し、その阻
止率を評価し、その分離曲線を描くことにより分画分子量を決定することができる。具体
的には、分画分子量１００，０００の限外ろ過膜とは、分子量１００，０００の分子を９
０％阻止する限外ろ過膜のことを指す。
【００３４】
　糸状菌由来セルラーゼは２０～１００ｋＤａの範囲に大小種々の酵素成分を含んでおり
、糸状菌由来セルラーゼ水溶液を分画分子量１００，０００～２００，０００の第１の限
外ろ過膜でろ過した場合は酵素成分を非透過液側から回収できないことが予想される。し
かしながら、本発明の工程（１）では、予想に反して糸状菌由来セルラーゼの２０ｋＤａ
～１００ｋＤａの範囲の一部の酵素成分が、分画分子量１００，０００～２００，０００
の第１の限外ろ過膜にて非透過液側から回収することができる。第１の限外ろ過膜の分画
分子量が２００，０００を超えると、非透過液として回収される酵素成分量が減少するた
め好ましくなく、分画分子量が１００，０００未満となると、限外ろ過膜にて回収される
酵素成分量が増大しすぎるため好ましくない。なお、第１の限外ろ過膜の好ましい分画分
子量は１００，０００～１５０，０００である。
【００３５】
　そして、工程（２）では工程（１）の透過液を分画分子量５，０００～５０，０００の
限外ろ過膜でろ過し、工程（１）では回収しきれなかった糸状菌由来セルラーゼの酵素成
分を回収する。第２の限外ろ過膜の分画分子量が５，０００未満であると膜のフラックス
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が低下することに加え、回収される酵素量・活性が大きく変化することがないことから好
ましくなく、分画分子量が５０，０００を超えると工程（１）の透過液に含まれる糸状菌
由来セルラーゼ成分が透過液側にろ過されてしまうことにより回収される酵素量・活性が
減少するため好ましくない。なお、第２の限外ろ過膜の好ましい分画分子量は１０，００
０～３０，０００である。
【００３６】
　限外ろ過膜（高分子膜）の分離特性は、機能層と呼ばれる緻密層の細孔径によって決定
される。工程（１）および工程（２）で使用する限外ろ過膜の機能層の素材としては、ポ
リエーテルサルホン（ＰＥＳ）、ポリスルホン（ＰＳ）、ポリアクリロニトリル（ＰＡＮ
）、ポリフッ化ビニルデン（ＰＶＤＦ）、再生セルロース、セルロース、セルロースエス
テル、スルホン化ポリスルホン、スルホン化ポリエーテルスルホン、ポリオレフィン、ポ
リビニルアルコール、ポリメチルメタクリレート、およびポリ４フッ化エチレン、などの
素材を使用することができるが、再生セルロース、セルロースおよびセルロースエステル
は、トリコデルマ菌由来セルラーゼによる分解を受けるため、ＰＥＳやＰＶＤＦなどの合
成高分子化合物を機能層の素材とした限外ろ過膜を使用することが好ましい。
【００３７】
　限外ろ過膜に通じてろ過する際のｐＨ条件は、本発明の工程（１）では糸状菌由来セル
ラーゼ水溶液をｐＨ２．６～５．４またはｐＨ８．６～９．４に調整することが好ましい
。なお、本発明においては、糸状菌由来セルラーゼ水溶液が既にｐＨ２．６～５．４また
はｐＨ８．６～９．４の範囲にある場合は当該範囲に調整されたものであると見なす。工
程（１）でｐＨを調整して限外ろ過膜に通じてろ過する効果としては、非透過液として回
収することができる濃縮酵素液に含まれる酵素成分量を増大できるという効果を有する。
【００３８】
　なお、ｐＨ条件によって酵素あるいはタンパク質の限外ろ過膜の透過性が変化すること
は公知であり、これは、水溶液中に溶解している酵素あるいはタンパク質の表面荷電状態
が変化することで、水溶液中での見かけ分子量が変化することが要因と言われている。し
かしながら、このような見かけ分子量が変化する条件および程度は、各酵素成分の特有の
アミノ酸配列および立体構造、さらに水溶液中に溶解している各酵素間で働く相互作用な
ど、種々の要因によって変化することも公知である。糸状菌由来セルラーゼの場合、各酵
素成分の各ｐＨ条件における見かけ上の分子量の変化、あるいは、糸状菌由来セルラーゼ
の各酵素成分が複数種溶解する水溶液中の個々の酵素成分の会合状態は明らかになってい
ないため、ｐＨ変化による糸状菌由来セルラーゼの各酵素成分の限外ろ過膜の透過性の変
化に関しても、当然明らかになっていない。
【００３９】
　工程（１）および工程（２）限外ろ過膜に通じてろ過する際の温度条件は、酵素が失活
あるいは凝集しない温度範囲であれば限定されないが、好ましくは１５～３５℃の範囲で
ある。特に、温度が３５℃を超えると糸状菌セルラーゼの酵素成分の一部である分子量４
０ｋＤａ未満の酵素成分であってキシラナーゼあるいはエンドグルカナーゼのいずれかの
酵素活性を有する成分が凝集する場合がある。
【００４０】
　工程（１）の限外ろ過膜によるろ過速度は、非透過液側に酵素を阻止できる範囲であれ
ば特に制限はないが、０．５～８ｍ／ｄａｙであることが好ましい。０．５ｍ／ｄａｙ未
満であると、糸状菌由来セルラーゼの阻止率を低下させる要因となる。一方で、ろ過速度
が８ｍ／ｄａｙを超えると、限外ろ過膜の膜間差圧の著しい増加および膜の急激なファウ
リングが引き起こされることがある。
【００４１】
　一方、工程（２）で使用する限外ろ過膜は、糸状菌由来セルラーゼの分子量に対応して
いるため、ろ過速度により糸状菌由来セルラーゼの阻止率に影響することは少なく、膜の
ファウリングを考慮してろ過速度を決定すればよく、０．１～４ｍ／ｄａｙであることが
好ましい。
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【００４２】
　なお、ろ過速度（ｍ／ｄａｙ）とは、ある特定の膜面積（ｍ２）を有する限外ろ過膜に
、ろ過対象である糸状菌由来セルラーゼ水溶液をろ過し、得られるフラックス（ｍ３／ｈ
）を測定することにより、次式（式１）で算出することができる。
ろ過速度（ｍ／ｄａｙ）＝フラックス（ｍ３／ｈ）×２４÷膜面積（ｍ２）・・・（式１
）。
【００４３】
　工程（１）および工程（２）において、限外ろ過膜の非透過液として得られる濃縮酵素
液の濃度は、１～１００ｇ／Ｌの範囲であることが好ましい。濃度が１００ｇ／Ｌを超え
ると、非透過側の膜分離・濃縮酵素液の粘度が高まり、急激なろ過速度の低下を引き起こ
すことがある。一方、濃度が１ｇ／Ｌ未満であると、膜分離・濃縮酵素液としては希薄す
ぎるため、濃縮酵素液の使用上の理由から、十分な濃度と言えない。
【００４４】
　工程（１）および工程２で使用する限外ろ過膜は、平膜型、スパイラル型、チューブラ
ー型および中空糸型など適宜の形態のものを使用することができる。
【００４５】
　特に工程（１）で使用する糸状菌由来セルラーゼ水溶液は、固形物などを含む可能性も
あり、膜ファウリングに強い分離膜であることが好ましい。すなわち、外圧式中空糸限外
ろ過膜であることが好ましい。中空糸膜とは、内部が空洞となっており、その内側あるい
は外側に機能層を有する分離膜のことを指す。特に本発明では、中空糸膜の外側からろ過
原水を透過させ、中空糸膜の内側に濾液を得ることができる、外圧式中空糸膜であること
が好ましい。外圧式中空糸膜は、内圧式に比べ固形物による膜ファウリングに強く、また
、洗浄も容易であるという特徴を有する。
【００４６】
　一方、工程（２）で使用する限外ろ過膜は、いずれの形態であってもよい。特に、単位
体積当たりにおいて高い膜面積を有するスパイラル型であることが好ましい。本発明では
、工程（１）において得られた透過液を工程（２）において使用するため、工程（２）の
ろ過速度が向上し、また膜ファウリングを抑制できるという効果も有している。
【００４７】
　具体的には、ＤＥＳＡＬ社のＧ－５タイプ、Ｇ－１０タイプ、Ｇ－２０タイプ、Ｇ－５
０タイプ、ＰＷタイプおよびＨＷＳ　ＵＦタイプ、ＫＯＣＨ社のＨＦＭ－１８０、ＨＦＭ
－１８３、ＨＦＭ－２５１、ＨＦＭ－３００、ＨＦＭ－１１６、ＨＦＭ－１８３、ＨＦＭ
－３００、ＨＦＫ－１３１、ＨＦＫ－３２８、ＭＰＴ－Ｕ２０、ＭＰＳ－Ｕ２０Ｐおよび
ＭＰＳ－Ｕ２０Ｓ、Ｓｙｎｄｅｒ社のＳＰＥ１、ＳＰＥ３、ＳＰＥ５、ＳＰＥ１０、ＳＰ
Ｅ３０、ＳＰＶ５、ＳＰＶ５０およびＳＯＷ３０、旭化成株式会社製の“マイクローザ”
（登録商標）ＵＦシリーズ、日東電工株式会社製のＮＴＲ７４１０、およびＮＴＲ７４５
０などが挙げられる。
【００４８】
　工程（１）および工程（２）の限外ろ過は、デッドエンドろ過（ノーマル・フロー・フ
ィルトレーション）あるいはクロスフローろ過（タンジェンシャル・フロー・フィルトレ
ーション）のいずれであってもよい。デッドエンドろ過（ノーマル・フロー・フィルトレ
ーション）とは、限外ろ過膜の膜面に対して、垂直に圧力をかけ、非透過側から透過側へ
ろ過する方法である。一方、クロスフローろ過（タンジェンシャル・フロー・フィルトレ
ーション）とは、ろ過方向である膜面に対して平行する流れ（クロスフローあるいはタン
ジェンシャル・フロー）を、ポンプあるいは気泡などによって発生させ、限外ろ過膜表面
に形成される堆積槽を除去しながらろ過する方法である。このクロスフロー（あるいはタ
ンジェンシャル・フロー）によって、限外ろ過膜の膜ファウリングを抑制することができ
る。特に工程（１）において外圧式中空糸を使用する場合、デッドエンドろ過であること
が好ましい。また工程（１）および工程（２）において、スパイラル型、平膜型を使用す
る場合、クロスフローろ過であることが好ましい。
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【００４９】
　工程（１）で使用する限外ろ過膜が外圧式中空糸限外ろ過膜の場合、透過液を、透過側
から非透過側に間欠的に通液させる逆洗操作を行うことが好ましい。この逆洗操作によっ
て、限外ろ過膜の膜表面に堆積した固形物あるいは酵素などの堆積物を剥離することがで
きる。すなわち、本操作によって、限外ろ過膜によるろ過時の目詰まりを抑制することが
でき、長期間安定にろ過処理を実施することができる。本操作は、限外ろ過膜によるろ過
時あるいはろ過終了時などに行えばよい。本操作を行うタイミングとしては、限外ろ過膜
のろ過差圧が増大した場合、あるいは、差圧に関係なく一定間隔に行う場合などがあるが
、後者の方が好ましい。
【００５０】
　工程（１）あるいは工程（２）の限外ろ過膜の非透過液として得られた濃縮酵素液は、
曝気および／または溶液循環によって膜面線速度１～２００ｃｍ／ｓｅｃの範囲でクロス
フローを発生させることにより、濃縮酵素液を回収することが好ましい。またこの際、前
述した逆洗操作を連続的あるいは間欠的に行いつつ、前述クロスフローを発生させて、濃
縮酵素液を得てもよい。
【００５１】
　本発明で得られたセルラーゼは、その保有する触媒活性を利用して、食品用途、洗剤、
洗浄剤、環境浄化剤、肥料用途、飼料用途、化粧品用途、医薬品用途、などに使用できる
。
【００５２】
　本発明で得られたセルラーゼは、広くセルロース含有バイオマスの加水分解に使用する
ことができる。セルロース含有バイオマスとは、少なくともセルロースまたはヘミセルロ
ースを含むものである。具体的には、バガス、コーンストーバー、コーンコブ、スイッチ
グラス、稲藁、麦藁、樹木、木材、廃建材、新聞紙、古紙、およびパルプなどである。こ
れらのセルロース含有バイオマスは、高分子芳香族化合物リグニンやヘミセルロースなど
の不純物が含まれているが、前処理として、酸、アルカリおよび加圧熱水などを用いて、
リグニンやヘミセルロースを部分的に分解したセルロース含有バイオマスを、セルロース
として利用してもよい。加水分解の条件は、糸状菌由来セルラーゼの至適反応条件に設定
すればよいが、処理温度４０～６０℃、処理ｐＨ３～７、およびセルロース含有バイオマ
ス固形分濃度０．１～３０％であることが好ましい。上記の至適反応条件範囲に設定する
ことにより、バイオマス加水分解効率を最大限発揮することができる。この加水分解処理
は、バッチ式で行っても、連続式で行ってもよい。このような酵素処理によって得られた
加水分解物は、グルコースやキシロースなどの単糖成分を含むため、エタノールや乳酸な
どの発酵原料糖として使用することが可能である。
【００５３】
　本発明で得られたセルラーゼを使用する際は、酸化酵素、還元酵素、加水分解酵素、転
移酵素、異性化酵素など別の機能を有する酵素成分を加えて酵素剤としてもよい。特にこ
うした別の機能を有する酵素成分としては、糸状菌に限定されるものでなく、あらゆる生
物由来の酵素成分、遺伝子組換えにより生産された酵素成分を添加して使用してもよい。
【００５４】
　本発明を実施するための装置に関して、その実施形態として、図４および図５を使用し
て説明する。図４と図５は、本発明を実施する装置の一例を示す断面図である。
【００５５】
　図４の装置では、スパイラルエレメント型の分画分子量１００，０００～２００，００
０の限外ろ過膜を使用する装置に関するものである。糸状菌由来セルラーゼ水溶液は、セ
ルラーゼ水溶液タンク１に保持される。本タンク１内でｐＨ調整を行うため、ｐＨセンサ
ー２がタンク内に設置されており、検出されたｐＨ信号は、ｐＨ調整ポンプ３に送られる
。ｐＨ調整ポンプ３は、酸またはアルカリを含むｐＨ調整剤タンク４と連結しており、ｐ
Ｈ調整剤をセルラーゼ水溶液タンク１に送液する。セルラーゼ水溶液タンク１は、限外ろ
過膜ポンプ６を介して、分画分子量１００，０００～２００，０００の限外ろ過膜８に連
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結されている。
【００５６】
　図４の装置では、分画分子量１００，０００～２００，０００の限外ろ過膜８はツリー
構造に連結されているが特に制限はない。また、分画分子量１００，０００～２００，０
００の限外ろ過膜８の透過液は透過液保持タンク１０に連結されている。分画分子量１０
０，０００～２００，０００の限外ろ過膜８の非透過液は、第１の濃縮酵素液として回収
される。非透過液である濃縮酵素液は、必要十分な分離・濃縮が得られるのであれば、そ
のまま第１の濃縮酵素液として回収してもよく、さらに十分な濃縮倍率を得るためにセル
ラーゼ水溶液タンク１に連結して循環させてもよい。
【００５７】
　分画分子量１００，０００～２００，０００の限外ろ過膜の透過液に関して、さらに、
平均分画分子量５，０００～５０，０００の第２の限外ろ過膜で分離・濃縮するする。透
過液保持タンク１０は、バルブ１１および限外ろ過膜ポンプ１２を介して、分画分子量５
，０００～５０，０００の限外ろ過膜１３に連結されている。分画分子量５，０００～５
０，０００の限外ろ過膜１３は、図４に示すようにツリー構造に連結してもよい。分画分
子量５，０００～５０，０００の限外ろ過膜１３の非透過液は、濃縮酵素液として回収さ
れる。濃縮酵素液は、第２の濃縮酵素液保持タンク１４に回収され、透過液は第２の透過
液保持タンク１５に回収される。
【００５８】
　図５の装置は、分画分子量１００，０００～２００，０００の限外ろ過膜８として、外
圧式中空糸限外ろ過膜を使用する際の実施形態である。外圧式中空糸限外ろ過膜を使用す
る場合、中空糸膜表面を洗浄するための気泡を発生させるコンプレッサー７および分画分
子量１００，０００～２００，０００の限外ろ過膜８の透過液を使用して膜の逆洗浄を行
うための逆洗ポンプ９を備えている。その他は、図４の装置と同じである。
【実施例】
【００５９】
　以下に、実施例を挙げて本発明を具体的に説明する。ただし、本発明はこれらに限定さ
れるものではない。
【００６０】
　（参考例１）トリコデルマ菌の培養液の調製方法
　トリコデルマ菌の培養液は、次の方法で調製した。
【００６１】
　［前培養］
　コーンスティップリカー５％（ｗ／ｖｏｌ）、グルコース２％（ｗ／ｖｏｌ）、酒石酸
アンモニウム０．３７％（ｗ／ｖｏｌ）、硫酸アンモニウム０．１４（ｗ／ｖｏｌ）、リ
ン酸二水素カリウム０．２％（ｗ／ｖｏｌ）、塩化カルシウム二水和物０．０３％（ｗ／
ｖｏｌ）、硫酸マグネシウム七水和物０．０３％（ｗ／ｖｏｌ）、塩化亜鉛０．０２％（
ｗ／ｖｏｌ）、塩化鉄(ＩＩＩ)六水和物０．０１％（ｗ／ｖｏｌ）、硫酸銅(ＩＩ)五水和
物０．００４％（ｗ／ｖｏｌ）、塩化マンガン四水和物０．０００８％（ｗ／ｖｏｌ）、
ホウ酸０．０００６％（ｗ／ｖｏｌ）、および七モリブデン酸六アンモニウム四水和物０
．００２６％（ｗ／ｖｏｌ）となるように蒸留水に添加し、１００ｍＬを５００ｍＬバッ
フル付き三角フラスコに張り込み、１２１℃の温度で１５分間オートクレーブ滅菌した。
放冷後、これとは別に、それぞれ１２１℃の温度で１５分間オートクレーブ滅菌したＰＥ
－ＭとＴｗｅｅｎ８０を、それぞれ０．０１％（ｗ／ｖｏｌ）添加した。この前培養培地
に、トリコデルマ・リーセイＡＴＣＣ６６５８９を１×１０５個／ｍＬになるように植菌
し、２８℃の温度で７２時間、１８０ｒｐｍで振とう培養し、前培養とした（振とう装置
：ＴＡＩＴＥＣ社製　ＢＩＯ－ＳＨＡＫＥＲ　ＢＲ－４０ＬＦ）。
【００６２】
　［本培養］
　コーンスティップリカー５％（ｗ／ｖｏｌ）、グルコース２％（ｗ／ｖｏｌ）、セルロ
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ース（アビセル）１０％（ｗ／ｖｏｌ）、酒石酸アンモニウム０．３７％（ｗ／ｖｏｌ）
、硫酸アンモニウム０．１４％（ｗ／ｖｏｌ）、リン酸二水素カリウム０．２％（ｗ／ｖ
ｏｌ）、塩化カルシウム二水和物０．０３％（ｗ／ｖｏｌ）、硫酸マグネシウム七水和物
０．０３％（ｗ／ｖｏｌ）、塩化亜鉛０．０２％（ｗ／ｖｏｌ）、塩化鉄(ＩＩＩ)六水和
物０．０１％（ｗ／ｖｏｌ）、硫酸銅(ＩＩ)五水和物０．００４％（ｗ／ｖｏｌ）、塩化
マンガン四水和物０．０００８％（ｗ／ｖｏｌ）、ホウ酸０．０００６％（ｗ／ｖｏｌ）
、および七モリブデン酸六アンモニウム四水和物０．００２６％（ｗ／ｖｏｌ）となるよ
うに蒸留水に添加し、２．５Ｌを５Ｌ容撹拌ジャー（ＡＢＬＥ社製、ＤＰＣ－２Ａ）容器
に張り込み、１２１℃の温度で１５分間オートクレーブ滅菌した。放冷後、これとは別に
、それぞれ１２１℃の温度で１５分間オートクレーブ滅菌したＰＥ－ＭとＴｗｅｅｎ８０
を、それぞれ０．１％添加し、あらかじめ前記の方法により液体培地で前培養したトリコ
デルマ・リーセイＡＴＣＣ６６５８９を２５０ｍＬ接種した。その後、２８℃の温度で８
７時間、３００ｒｐｍ、通気量１ｖｖｍの条件で振とう培養を行い、遠心分離後、上清を
膜ろ過（ミリポア社製の“ステリカップ”－ＧＶ、材質：ＰＶＤＦ）した。この前述条件
で調整した培養液をトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液として、以下の実施例に使用し
た。
【００６３】
　（参考例２）糖濃度の測定
　糖液に含まれるグルコースおよびキシロース濃度は、下記に示すＨＰＬＣ条件で標品と
の比較により定量した。
カラム：Ｌｕｎａ　ＮＨ２（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ社製）
移動相：ミリＱ：アセトニトリル＝２５：７５（流速０．６ｍＬ／分）
反応液：なし
検出方法：ＲＩ（示差屈折率）
温度：３０℃。
【００６４】
　（参考例３）セルラーゼの活性測定方法
　セルラーゼ活性は、（１）アビセル分解活性、（２）セロビオース分解活性および（３
）キシラン分解活性の３種の分解活性に分けて、次の手順で活性を測定評価した。
【００６５】
　（１）アビセル分解活性
　酵素液（所定条件で調製）に対し、アビセル（メルク社製）を１ｇ／Ｌと酢酸ナトリウ
ム緩衝液（ｐＨ５．０）を１００ｍＭとなるように添加し、５０℃の温度で２４時間回転
混和しながら反応を行った。反応後、チューブを遠心分離し、その上清成分のグルコース
濃度を測定した。グルコース濃度は、参考例２に記載の方法に準じて測定した。アビセル
分解活性は、生成したグルコース濃度（ｇ／Ｌ）をそのまま活性値とした。
【００６６】
　（２）セロビオース分解活性
　酵素液に対し、セロビオース（和光純薬）５００ｍｇ／Ｌと酢酸ナトリウム緩衝液（ｐ
Ｈ５．０）を１００ｍＭとなるように添加し、５０℃の温度で０．５時間回転混和しなが
ら反応を行った。反応後、チューブを遠心分離し、その上清成分のグルコース濃度を測定
した。グルコース濃度は、参考例２に記載の方法に準じて測定した。セロビオース分解活
性は、生成したグルコース濃度（ｇ／Ｌ）をそのまま活性値とした。
【００６７】
　（３）キシラン分解活性
　酵素液に対し、キシラン（Ｂｉｒｃｈ　ｗｏｏｄ　ｘｙｌａｎ、和光純薬）１０ｇ／Ｌ
と酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５．０）を１００ｍＭとなるように添加し、５０℃で４時
間回転混和しながら反応を行った。反応後、チューブを遠心分離し、その上清成分のキシ
ロース濃度を測定した。キシロース濃度は、参考例２に記載の方法に準じて測定した。キ
シロース分解活性は、生成したキシロース濃度（ｇ／Ｌ）をそのまま活性値とした。
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　（参考例４）タンパク質濃度の測定
　タンパク質濃度の測定は、Ｐｉｅｒｃｅ　ＢＣＡ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉ
ｔを使用して、同Ｋｉｔプロトコルに準じて行った。タンパク質濃度の検量線は、Ａｌｂ
ｕｍｉｎ　ｓｔａｎｄａｒｄ（２ｍｇ／ｍＬ）を段階希釈したものを同様に測定し作製し
、検量線の目的試料と比色によって定量した。
【００６９】
　（参考例５）分画分子量１００，０００の限外ろ過膜によるトリコデルマ菌由来セルラ
ーゼ水溶液の膜分離・濃縮
　上記の参考例１で調製したトリコデルマ菌由来セルラーゼを３．５ｇ／Ｌとなるように
希釈し、これに希塩酸もしくは希水酸化ナトリウムを使用して、ｐＨ２、ｐＨ３、ｐＨ４
、ｐＨ５、ｐＨ６、ｐＨ７、ｐＨ８、ｐＨ９、ｐＨ１０、ｐＨ１１、およびｐＨ１２（ｐ
Ｈ２～１２）の水溶液を調製した。ｐＨ調整後、タンパク質濃度を再測定したところ、３
．５ｇ／Ｌ前後であったため、これらｐＨ調整済みのセルラーゼ水溶液のタンパク質濃度
を３．５ｇ／Ｌと見なして、以下評価を実施した。
【００７０】
　前記ｐＨ調整済みトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液（ｐＨ２～１２）各２０ｍＬを
、分画分子量１００，０００の限外ろ過膜（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ社製“ＶＩＶＡＳＰＩＮ
”　２０、１００，０００ＭＷＣＯ、ＰＥＳ、有効膜面積６ｃｍ２）を使用して、デッド
エンドろ過で非透過液の液量が０．５ｍＬになるまで濃縮を行った（温度２５℃、遠心力
６０００ｇ）。濃縮液のタンパク質量およびセルラーゼ活性を測定するため、回収した濃
縮液の質量を測定しながら、初期質量である２０ｇ（２０ｍＬ）となるまで、ＲＯ水を加
えながらメスアップを行った。これを非透過液として、以下分析に使用した。また透過液
は、限外ろ過膜の透過液を特段の希釈等の処理を行わず、そのまま透過液として以下分析
を行った。
【００７１】
　非透過液および透過液のタンパク質濃度の測定は、上記の参考例４記載の方法で行った
。また、前述の非透過液および透過液に関して、バイオアナライザー（Ａｇｉｌｅｎｔ社
、Ｐｒｏｔｅｉｎ　２３０ｋｉｔ）を使用して電気泳動を行った。得られた電気泳動の結
果を図２に示す。図２において、ｐＨ２～１０のいずれのｐＨにおいても、トリコデルマ
菌由来セルラーゼのセロビオハイドラーゼに起因するバンドが確認できるが、トリコデル
マセルラーゼ水溶液のｐＨに依存して各バンドの濃淡があることが判明した。特にｐＨ３
、ｐＨ４およびｐＨ５において、セロビオハイドラーゼ（ＣＢＨ）のバンド濃度が濃く（
図２）、ｐＨ６を超える場合あるいはｐＨ２の場合は、それぞれセロビオハイドラーゼの
バンド濃度が薄くなる傾向が判明した。またこの結果は、バイオアナライザーにて算出し
たセロビオハイドラーゼ濃度とも、傾向は完全に一致することが確認できた。結果を表１
に示す。
【００７２】
【表１】

【００７３】
　次に、非透過液の各セルラーゼ活性の測定を、上記の参考例３に準じて行った結果を表
２に示す。
【００７４】
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【表２】

【００７５】
　各ｐＨにおける非透過液のセルラーゼ分解活性、特にアビセル分解活性を比較したとこ
ろ、ｐＨ３、ｐＨ４、ｐＨ５およびｐＨ９の条件において、他のｐＨに比べ活性が増大し
ていることが判明した。ｐＨ３、ｐＨ４およびｐＨ５に関しては、表１のセロビオハイド
ラーゼの回収量と相関しており、トリコデルマ菌由来セルラーゼ成分の内、セロビオハイ
ドラーゼの回収量が、ｐＨ３、ｐＨ４およびｐＨ５において増大したためと考えられた。
またその一方で、ｐＨ９の条件において、アビセル分解活性が増大することが判明した。
この結果は、図２の電気泳動の結果、表１のセロビオハイドラーゼの回収量との結果とは
相関しないことが判明した。その理由を確認するために図２のセロビオハイドラーゼ以外
のバンド１～バンド５に関して、バイオアナライザーを用いて分析を行った。バンド１～
バンド５の各分子量は、それぞれ、バンド１：２３．５ｋＤａ、バンド２：２６．１ｋＤ
ａ、バンド３：２７．６ｋＤａ、バンド４：３０．８ｋＤａ、およびバンド５：４２．５
ｋＤａであった。また、ＣＢＨと同じく、バンド１～５の各セルラーゼ成分濃度に関して
、バイオアナライザーにて算出を行った。結果を表３に示す。
【００７６】
【表３】

【００７７】
　分析の結果、ｐＨ３、ｐＨ４、ｐＨ５およびｐＨ９において、バンド１～５のセルラー
ゼ成分に関して非透過液としての回収量が増大していることが分かった。但し、特にｐＨ
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９以上において回収量が増大しているバンドとして、バンド４とバンド５のセルラーゼ成
分があることが判明した（表３、＊：アスタリスク）。この２種の酵素成分に関して、ｐ
Ｈ９においては、特異的に多く非透過液として回収されたため、非透過液のアビセル分解
活性が増大したものと考えられた。バンド４およびバンド５に関して同定に至ってはいな
いが、公知データベース記載のトリコデルマ菌由来セルラーゼ成分分子量からエンドグル
カナーゼもしくはキシラナーゼであると推定された。
【００７８】
　また、ｐＨ１０以上条件においては、タンパク質回収率は多いものの酵素活性の回収率
は著しく低下した。これは、ｐＨ１０以上ではトリコデルマ菌由来セルラーゼ成分がタン
パク質としては回収できるものの、その酵素活性は失活したためと考えられた。ｐＨ２に
関しても、ｐＨ１０以上と同様の理由で、酵素活性の回収率が著しく低下したものと考え
られた。
【００７９】
　すなわち、参考例５ではトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液のｐＨを調整することに
よって、非透過液として回収されるセルラーゼ活性が増減することが判明した。また特に
、ｐＨ３、ｐＨ４、ｐＨ５およびｐＨ９において回収できるセルラーゼ分解活性が最大と
なることより、ｐＨ条件をｐＨ２．６～５．４あるいはｐＨ８．６～９．４の範囲にトリ
コデルマ菌由来セルラーゼ水溶液のｐＨを調整した後、分画分子量１００，０００の限外
ろ過膜でろ過することによって、高いセルラーゼ分解活性を有する非透過液を回収できる
ことが確認できた。
【００８０】
　（比較例１）分画分子量１０，０００の限外ろ過膜によるトリコデルマ菌由来セルラー
ゼの濃縮（ｐＨ３およびｐＨ９）
　参考例５のトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液（ｐＨ３、ｐＨ９）２０ｍＬについて
、分画分子量１０，０００の限外ろ過膜（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ社製“ＶＩＶＡＳＰＩＮ”
　２０、１０，０００ＭＷＣＯ、ＰＥＳ、有効膜面積６ｃｍ２）を使用して、デッドエン
ドろ過で非透過液の液量が１ｍＬになるまで濃縮を行った（温度２５℃、遠心力６０００
ｇ）。濃縮液を回収し、質量を測定しながら、初期質量である２０ｇとなるまで、ＲＯ水
を加えながらメスアップを行った。これを非透過液として、セルラーゼ分解活性を上記の
参考例３に準じて測定を行った。限外ろ過前のトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液に関
しても、セルラーゼ分解活性を参考例３に準じて測定し得られた活性値を１００％として
、非透過液のセルラーゼ分解活性を評価した。得られた結果を表５に示す。
【００８１】
　（実施例１）分画分子量１００，０００および１０，０００の限外ろ過膜によるトリコ
デルマ菌由来セルラーゼ水溶液の膜分離・濃縮（ｐＨ３および９）
　参考例５で示したように、トリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液を分画分子量１００，
０００の限外ろ過膜に通じてろ過することで、非透過液側にセルラーゼ成分の一部を回収
可能であることが判明した。しかしながら、一方で、限外ろ過膜の透過液として一部の酵
素成分を損失していることが同時に課題であった。そこで、分画分子量１００，０００の
限外ろ過膜において、トリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液を分離して、非透過液（第１
の濃縮酵素液）を回収した後に、その透過液に関して、さらに分画分子量１０，０００の
限外ろ過膜を用いてろ過することにより、さらに非透過液として第２の濃縮酵素液を得る
ことを検討した。具体的には以下手順にて実施した。
【００８２】
　参考例５のトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液（ｐＨ３およびｐＨ９）を使用して、
限外ろ過を実施した。分画分子量１００，０００の限外ろ過膜によるろ過は、比較例１に
準じて行い、非透過液（第１の濃縮酵素液）０．５ｍＬおよび透過液１９．５ｍＬを回収
した。
【００８３】
　透過液１９．５ｍＬは、さらに分画分子量１０，０００の第２の限外ろ過膜（Ｓａｒｔ
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ｏｒｉｕｓ社製“ＶＩＶＡＳＰＩＮ”　２０、１０，０００ＭＷＣＯ、ＰＥＳ、有効膜面
積６ｃｍ２）を使用して、デッドエンドろ過により非透過液の液量が０．５ｍＬになるま
で濃縮を行った（温度２５℃、遠心力６０００ｇ）。最終的に、第１の濃縮酵素液０．５
ｍＬと第２の濃縮酵素液０．５ｍＬを混合して、回収酵素液１ｍＬを得た。
【００８４】
　次に回収酵素液の質量を測定しながら、初期質量である２０ｇとなるまでＲＯ水を加え
ながらメスアップしたものについてのセルラーゼ分解活性を上記の参考例３に準じて測定
を行った。また、限外ろ過前のトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液に関してもセルラー
ゼ分解活性を参考例３に準じて測定し、得られた活性値を１００％として非透過液のセル
ラーゼ分解活性を評価した。得られた結果を表４に示す。
【００８５】
【表４】

【００８６】
　比較例１の分画分子量１０，０００の限外ろ過膜だけを使用して得られた濃縮酵素液と
、実施例１の分画分子量１００，０００の限外ろ過膜を用いて得られた第１の濃縮酵素液
と分画分子量１０，０００の限外ろ過膜を用いて得られた第２の濃縮酵素液を混合した回
収酵素液を比較すると、実施例１が比較例１よりもタンパク質回収率が増加することが判
明した。また、実施例１では特にアビセル分解活性の回収率が著しく向上することが判明
した。
【００８７】
　すなわち、実施例１の結果は、分画分子量１００，０００～２００，０００の限外ろ過
膜を用いて第１の濃縮酵素液を得る工程、次いで、透過液を５，０００～５０，０００の
第２の限外ろ過膜に通じてろ過を行い第２の濃縮酵素液を得る工程を行うことにより、ト
リコデルマ菌由来セルラーゼの回収酵素量および活性を増加できることが判明した。
【００８８】
　（実施例２）第２の限外ろ過膜の限界フラックス
　参考例５のトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液１Ｌ（ｐＨ５）トリコデルマ水溶液に
ついて、分画分子量１５０，０００の中空糸限外ろ過膜（東レ株式会社製“トレフィル”
ＨＦＵ）に通じてクロスフローろ過し、透過液を得た。次に、分画分子量１０，０００の
限外ろ過膜（ＶＩＶＡＳＣＩＥＮＣＥ、“ＶＩＶＡＦＬＯＷ”　５０、ＰＥＳ、ＶＦ０５
Ｐ０）を使用して、ろ過フラックスを変化させながらクロスフローろ過を行い、各ろ過フ
ラックス時の膜間差圧を測定した。比較のため、分画分子量１５０，０００の中空糸限外
ろ過膜を行わない場合（比較例２とする。）に関しても、前記同様分画分子量１０，００
０の限外ろ過膜を用いてろ過フラックスを変化させながらろ過を行い、各ろ過フラックス
時の膜間差圧を測定した。結果を図３に示す。
【００８９】
　図３に示すとおり、膜間差圧が急激に上昇した３点、および上昇する前の点で回帰直線
を作製し、２本の回帰直線の交点の膜フラックス（ｍ／ｄａｙ）を持って、限外膜フラッ
クスとした。その結果、トリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液を分画分子量１５０，００
０の中空糸限外ろ過膜に通じて処理した透過液の方が、限界膜フラックスの値が増加する
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成分の一部、あるいはその他の水溶性高分子成分が除去され、その分画分子量１０，００
０の限界フラックスが向上したものと考えられる。またこの効果によって、第２の限外ろ
過膜のフラックスを高く設定することができ、濃縮時間およびその使用エネルギーを削減
できることを示す結果である。
【００９０】
　（比較例３）分画分子量１０，０００の限外ろ過膜によるトリコデルマ菌由来セルラー
ゼの濃縮（ｐＨ４、ｐＨ５、ｐＨ６、ｐＨ７、ｐＨ８）
　比較例１ではｐＨ３およびｐＨ９の場合の評価を実施したが、ｐＨ４、ｐＨ５、ｐＨ６
、ｐＨ７、ｐＨ８（ｐＨ４～８）での比較例を下記手順にて実施した。
【００９１】
　参考例５のトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液（ｐＨ４～８）各２０ｍＬについて、
比較例１と同じ手順にて非透過液の液量が１ｍＬになるまで濃縮を行った。濃縮液を回収
し、質量を測定しながら、初期質量である２０ｇとなるまで、ＲＯ水を加えながらメスア
ップを行い、セルラーゼ分解活性を上記の参考例３に準じて測定を行った。限外ろ過前の
トリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液に関しても、セルラーゼ分解活性を参考例３に準じ
て測定し得られた活性値を１００％として、非透過液のセルラーゼ分解活性を評価した。
得られた結果を表５に示す。
【００９２】
　（実施例３）分画分子量１００，０００および１０，０００の限外ろ過膜によるトリコ
デルマ属由来セルラーゼ水溶液の膜分離・濃縮（ｐＨ４、ｐＨ５、ｐＨ６、ｐＨ７、ｐＨ
８）
　実施例１では、ｐＨ３およびｐＨ９の場合の工程（２）の評価を実施したが、ｐＨ４、
ｐＨ５、ｐＨ６、ｐＨ７、ｐＨ８（ｐＨ４～８）において、工程（１）および工程（２）
の効果があるか、以下手順にて実施した。
【００９３】
　参考例５のトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液（ｐＨ４～８）各２０ｍＬを実施例１
と同じ手順にて非透過液（第１の濃縮酵素液）０．５ｍＬおよび透過液１９．５ｍＬを回
収した。さらに透過液１９．５ｍＬについても、実施例１と同じ手順にて非透過液の液量
が０．５ｍＬになるまで濃縮を行い、第２の濃縮酵素液を得た。最終的に、第１の濃縮酵
素液０．５ｍＬと第２の濃縮酵素液０．５ｍＬを混合して、回収酵素液１ｍＬを得た。
【００９４】
　次に回収酵素液の質量を測定しながら初期質量である２０ｇとなるまでＲＯ水を加えな
がらメスアップしたもののセルラーゼ分解活性を上記の参考例３に準じて測定を行った。
また、限外ろ過前のトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液に関してもセルラーゼ分解活性
を参考例３に準じて測定し得られた活性値を１００％として、非透過液のセルラーゼ分解
活性を評価した。得られた結果を表５に示す。
【００９５】
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【表５】

【００９６】
　比較例３の分画分子量１０，０００の限外ろ過膜だけを使用して得られた濃縮酵素液（
ｐＨ４～８）と、実施例３の分画分子量１００，０００の限外ろ過膜を用いて得られた第
１の濃縮酵素液と分画分子量１０，０００の限外ろ過膜を用いて得られた第２の濃縮酵素
液を混合した回収酵素液を比較すると、実施例３の方が比較例３より、タンパク質回収率
が増加することが判明した。また、実施例３においては、特にアビセル分解活性の回収率
が著しく向上することが判明した。
【００９７】
　すなわち、実施例３の結果は、ｐＨ４～８において分画分子量１００，０００～２００
，０００の限外ろ過膜を用いて第１の濃縮酵素液を得る工程、次いで、透過液を５，００
０～５０，０００の第２の限外ろ過膜に通じてろ過を行い第２の濃縮酵素液を得る工程を
行うことにより、トリコデルマ菌由来セルラーゼの回収酵素量および活性を増加できるこ
とが判明した。
【００９８】
　また、実施例１（ｐＨ３およびｐＨ９）の結果および実施例３（ｐＨ４～８）の結果を
比較すると、実施例３の「ｐＨ６、ｐＨ７、ｐＨ８」の結果に比べ、実施例１のｐＨ３、
実施例３のｐＨ４、および実施例１のｐＨ９の条件が回収されるセルラーゼのアビセル分
解活性の回収率が高くなることが判明した。すなわち、本発明では糸状菌セルラーゼ水溶
液のｐＨをｐＨ２．６～５．４またはｐＨ８．６～９．４に調整することが好ましいこと
が分かった。
【００９９】
　（比較例４）分画分子量１０，０００および分画分子量１０，０００によるトリコデル
マ属由来セルラーゼ水溶液の膜分離・濃縮（ｐＨ３およびｐＨ９）
　参考例５のトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液（ｐＨ３およびｐＨ９）各２０ｍＬを
、比較例１と同じ手順にて非透過液の液量が０．５ｍＬになるまで濃縮を行い、非透過液
（第１の濃縮酵素液）０．５ｍＬおよび透過液１９．５ｍＬを回収した。
【０１００】
　次に、透過液１９．５ｍＬについて、さらに分画分子量１０，０００の第２の限外ろ過
膜（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ社製ＶＩＶＡＳＰＩＮ　２０、１０，０００ＭＷＣＯ、ＰＥＳ、
有効膜面積６ｃｍ２）を使用して、比較例１と同じ手順で非透過液の液量が０．５ｍＬに
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なるまで濃縮を行い、第２の濃縮酵素液を回収した）。最終的に、第１の濃縮酵素液０．
５ｍＬと第２の濃縮酵素液０．５ｍＬを混合して、回収酵素液１ｍＬを得た。
【０１０１】
　次に回収酵素液の質量を測定しながら初期質量である２０ｇとなるまでＲＯ水を加えな
がらメスアップしたもののセルラーゼ分解活性を上記の参考例３に準じて測定を行った。
また、限外ろ過前のトリコデルマ菌由来セルラーゼ水溶液に関してもセルラーゼ分解活性
を参考例３に準じて測定し得られた活性値を１００％として、非透過液のセルラーゼ分解
活性を評価した。得られた結果を表６に示す。
【０１０２】
【表６】

【０１０３】
　比較例１の分画分子量１０，０００の限外ろ過膜によるトリコデルマ菌由来セルラーゼ
の濃縮（ｐＨ３およびｐＨ９の場合）の結果と比較して、比較例４はタンパク質回収量、
およびアビセル分解活性の回収量に大きな差はないことが確認された。
【０１０４】
　（比較例５）分画分子量３０，０００の限外ろ過膜によるトリコデルマ菌由来セルラー
ゼの濃縮（ｐＨ３およびｐＨ９）
　比較例１では分画分子量１０，０００の限外ろ過膜を使用したが、本比較例５では分画
分子量３０，０００の限外ろ過膜（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ社製“ＶＩＶＡＳＰＩＮ”　２０
、３０，０００ＭＷＣＯ、ＰＥＳ、有効膜面積６ｃｍ２）を使用して実施した。前記使用
する限外ろ過膜の分画分子量以外は、比較例１と同じ手順で実施した。得られた結果を表
７に示す。
【０１０５】
　（実施例４）分画分子量１００，０００および３０，０００の限外ろ過膜によるトリコ
デルマ菌由来セルラーゼ水溶液の膜分離・濃縮（ｐＨ３および９）
　実施例１では第２の限外ろ過膜として分画分子量１０，０００の限外ろ過膜を使用した
が、本実施例４では分画分子量３０，０００の限外ろ過膜（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ社製“Ｖ
ＩＶＡＳＰＩＮ”　２０、３０，０００ＭＷＣＯ、ＰＥＳ、有効膜面積６ｃｍ２）を使用
して実施した。前記使用する限外ろ過膜の分画分子量以外は、実施例１と同じ手順で実施
した。得られた結果を、表７に示す。
【０１０６】
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【表７】

【０１０７】
　比較例５の分画分子量３０，０００の限外ろ過膜だけを使用して得られた濃縮酵素液と
、実施例５の分画分子量１００，０００の限外ろ過膜を用いて得られた第１の濃縮酵素液
と分画分子量３０，０００の限外ろ過膜を用いて得られた第２の濃縮酵素液を混合した回
収酵素液を比較すると、実施例５の方が比較例４より、タンパク質回収率が増加すること
が判明した。また、実施例５においては、特にアビセル分解活性の回収率が著しく向上す
ることが判明した。これらの傾向は、分画分子量１０，０００の限外ろ過膜を使用した場
合（実施例１および比較例１）と同じ傾向にあることが判明した。
【産業上の利用可能性】
【０１０８】
　本発明で得られたセルラーゼは、洗剤用途、澱粉の加水分解、およびセルロースの加水
分解などの用途で有効に使用することができる。
【符号の説明】
【０１０９】
１　セルラーゼ水溶液タンク
２　ｐＨセンサー
３　ｐＨ調整剤タンク
４　ｐＨ調整ポンプ
５　バルブ
６　限外ろ過膜ポンプ１
７　コンプレッサー
８　分画分子量１００，０００～２００，０００の限外ろ過膜
９　逆洗ポンプ
１０　透過液保持タンク
１１　バルブ２
１２　限外ろ過膜ポンプ２
１３　分画分子量５，０００～５０，０００の限外ろ過膜
１４　第２の透過液保持タンク
１５　第２の濃縮酵素液保持タンク
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