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研究成果の概要（和文）：　天然ゴムは、タイヤや一般工業用品など広い分野で利用される不可欠な資源であ
り、その全てを輸入に頼っている上、昨今の世界的ゴム需要の増大による価格の高騰と将来的な供給量不足が懸
念されている。本研究では、微生物によるゴム廃棄物の再資源化技術の確立を目指して、細胞外でゴムを低分子
化ゴム（イソプレンオリゴマー）へと変換するゴム分解菌の解析を行った。さらに、ゴム分解菌によりゴムから
生産したイソプレンを重合することでゴムを再生させることを目指して、イソプレン重合活性を持つプレニルト
ランスフェラーゼの発現系の構築を行なった。

研究成果の概要（英文）：Natural rubber from H. brasiliensis is used industrially for tires, seismic 
isolation rubbers, and medical gloves. The waste of these products have been treated by combustion 
or landfill processes, which are hazardous to the environment. It is required to find alternative 
treatment process for rubber waste. In the present study, the characterization of the rubber 
degradation mechanism of natural rubber degrading actinomycete and the expression of 
prenyltransferase which has the activity to polymerize isoprene unit, in the rubber degrader were 
carried out, in order to establish alternative recycle system for rubber waste. When the 
prenyltransferase gene from Gordonia which was cloned to pNC9503 was introduced into the cells of 
the rubber degrader, the expression of the gene was found. Further improvement of the gene 
expression will be needed to develop the recycle system for rubber waste using the rubber degrading 
actinomycete.

研究分野：応用微生物学

キーワード： ゴム分解細菌　プレニルトランスフェラーゼ
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１．研究開始当初の背景 
	 天然ゴムは、タイヤや一般工業用品など
広い分野で利用される不可欠な資源であり、
その全てを輸入に頼っている。加えて、昨今
の世界的ゴム需要の増大による価格の高騰
と将来的な供給量不足が懸念されている。
また化石資源を原料とする合成ゴムの需要
も増大している。さらには、増加が予想され
るゴム廃棄物の処理による環境負荷が懸念
されている。以上の観点から、安定したゴム
資源の供給において高い環境調和性を実現
するためのゴム廃棄物のリサイクルシステ
ムの確立は早急に取り組むべき課題である。 
	 我々が発見したゴム分解菌は、分泌型の
ゴム分解酵素を持ち、細胞外でゴムを低分
子化ゴム（イソプレンオリゴマー）へと変換
する【Enz Microb Technol, 49(6-7), 526-531, 
2011】。これは、燃焼や化学処理等の従来法
では不可能なゴムの基本骨格（機能性）を保
持したままの分解（＝低分子化）を可能とす
る。その一方で、植物のイソプレン重合酵素
は、イソプレンオリゴマーを重合し、ポリマ
ー化できる【Eur J Biochem, 270, 4671–
4680, 2003】。これらの機能を融合させるこ
とにより、分子レベルでのゴムの再生が実
現できると考えられる。 

 
２．研究の目的 
	 ゴ ム 分 解 菌 で あ る Nocardia sp. 
NBRC15532株は、細胞外でゴムを低分子化
ゴム（イソプレンオリゴマー）へと変換する
ことが明らかとなっている。これは、燃焼や
化学処理等の従来法では不可能なゴムの基
本骨格であるイソプレン骨格を保持したま
まの分解、つまり低分子化を可能とする。一
方、植物や一部の細菌で知られているイソ
プレン重合酵素（cis-プレニルトランスフェ
ラーゼ）はイソプレンの重合活性を示すこ
とから、cis-プレニルトランスフェラーゼ遺
伝子（cpt）を Nocardia sp. NBRC15532株で
発現させることで、細胞外でのゴムの低分
子化と細胞内でのイソプレンの重合が可能
となると考えた。つまり、ゴム廃棄物の再資
源化に繋がると考えられた。本研究では、分
子レベルでのゴム再生系の確立を目指して、
cpt 遺伝子を効率的に発現する Nocardia sp. 
NBRC15532 株 を 作 出 す る た め に 、
NBRC15532 株のゴム分解遺伝子の特定と
cpt遺伝子発現系の構築を行った。 

 
３．研究の方法 
3-1．ゴム分解遺伝子の特定 
	 1) ゴムの存在下または非存在下で培養し
たゴム分解菌 Nocardia sp. NBRC15532 株か
ら遺伝子転写産物を調製し、DNA シークエ
ンサーを用いた RNAシークエンス解析によ
り遺伝子の発現量変化を網羅的に解析した。
両条件の比較から、ゴムの存在下で特異的
に発現が増大する遺伝子、すなわちゴム代
謝に関わると考えられられる遺伝子を限定

した。さらに、既に解読しているゴム分解菌
の全ゲノムDNA配列と照合することで目的
遺伝子の塩基配列を特定した。 
	 2) 上記 1)で推定した遺伝子が、真にゴム
分解に関与するかを明らかにするために、
CRISPR-Cas9 システムを利用してインフレ
ームでの遺伝子欠失を行った。得られた遺
伝子欠失株候補の全 DNA を鋳型に PCR を
行うことで、目的遺伝子が欠失されたこと
を確認した。さらに、破壊した遺伝子のゴム
分解への関与を明らかにするために、ゲル
浸透クロマトグラフィー (GPC)分析により
破壊株のポリイソプレン分解能を評価した。 
	 3) 特定したゴム分解遺伝子がコードする
酵素が直接ゴム分解に関与するかを明らか
にするために、大腸菌を宿主として生産さ
せた当該遺伝子産物を精製した。得られた
精製酵素を用いて、天然ゴムの分解能を評
価した。本酵素は、ゴムに酸素を添加し開裂
すると考えられるため、酸素消費活性と指
標として分解能を評価した。さらに FT-IR分
析を用いて反応産物の推定を行なった。 

 
3-2．cis-プレニルトランスフェラーゼ発現プ
ラスミドの作製とゴム分解菌への導入 
	 Gordonia 属の cis-プレニルトランスフェ
ラーゼ遺伝子  (cpt 遺伝子 )をプラスミド
pNC9503に導入し、Nocardia sp. NBRC15532
株にエレクトロポレーション法により導入
した。導入した遺伝子の発現を定量 PCR 解
析により調べた。 
	
４．研究成果	
4-1．ゴム分解遺伝子の特定 
	 1) ゴム分解菌 Nocardia sp. NBRC15532株
のゴム分解遺伝子を特定するために、ゴム

 
図 1. NBRC15532 株の lcp 破壊．(A) 破壊用プラスミ
ド．(B) PCR による遺伝子欠失の確認．(A)の CHKup
および CHKdw プライマーペアを用いて野生株と lcp
欠失株の全 DNAを鋳型に行った PCR結果． 



の存在下または非存在下で培養した
NBRC15532 株から全 RNA を調製した。得
られた RNA試料を逆転写し、シークエンス
ライブラリーを作製した後、DNA シークエ
ンス解析を行った。その結果、ゴム存在下で
の培養時に 545 遺伝子で２倍以上の発現量
の増大が観察された。なお、発現量の増大が
認められた遺伝子には細胞外においてゴム
の初発分解に関与すると考えられるオキシ
ゲナーゼをコードする lcp 遺伝子(ゴム培養
時に 3.4 倍の発現量増大)が含まれていたこ
とから、NBRC15532株のゴムの初発分解に
は、lcp遺伝子が関与することが強く示唆さ
れた。 
	 2) lcp遺伝子が NBRC15532株のゴム分解
に関与するかを明らかにするために、本遺
伝子の遺伝子破壊を行なった。CRISPR-Cas9
システムを含む pCRISPomyces-2ベクターに
lcp 内部に位置するスペーサー配列（5'-
CACCAAGCGAGTCTTGACGC-3'）、並びに
相同組換えに使用する lcp上流及び下流配列
を挿入した（図 1）。lcp欠失株のポリイソプ
レン分解能を評価するために、野生株と lcp
欠失株の培養菌体を用いてポリイソプレン
を基質に 37˚C で反応を行った。反応 20 日
後の試料を抽出し、残存するイソプレンの
分子量を GPCで分析した結果、野生株反応
液では、ポリイソプレンの低分子化が観察
された（図 2）。その一方で、lcp欠失株では、
反応開始時と同等の分子量を示すピークが
観察されたことから、ポリイソプレンの分
解能を欠損していることが示された（図 2）。
以上の結果から、lcp遺伝子がNBRC15532株
のポリイソプレン分解に必須であることが
強く示唆された。 
 
	 3) lcp遺伝子産物の機能を明らかにするた
めに、ヒスチジンタグを付加した本遺伝子
（lcp-his）を大腸菌で発現させ、得られた
Lcp-His 酵素を Ni-アフィニティカラムで精
製した（図 3）。得られた精製酵素とポリイ

ソプレンを反応させた際の酸素消費を測定
した結果、時間の経過とともに酸素濃度の
現象が観察された（図 4）。この結果から、
Lcp は酸素を添加することポリイソプレン
を分解することが示唆された。 
	 さらに、精製酵素とポリイソプレンを
37˚Cにて 16時間反応させた結果、ポリイソ
プレンの分解が観察された。反応後の液中
に残った凝集物を FT-IRで分析した結果、ア
ルデヒドの存在を示すピークが観察された
（図 5）。以上の結果から、Lcpはポリイソプ
レン分解に直接関与し、イソプレン鎖に酸
素を添加することでポリイソプレンをアル
デヒドを含むイソプレンオリゴマーへと分
解することが示唆された（図 6）。 
 

 
4-2．cis-プレニルトランスフェラーゼ発現プ
ラスミドの作製とゴム分解菌への導入： 
	 ゴム分解菌でイソプレン重合活性を示す
cis-プレニルトランスフェラーゼを発現させ
るために、本酵素をコードすると考えられ
る cpt遺伝子をクローニングした。823 bpか
らなり、273アミノ酸をコードする Gordonia
属由来の cpt遺伝子（図 7）を PCRにより増
幅し、プラスミドベクターに挿入した。得ら
れたプラスミドをNBRC15532株に導入した
結果、数十コロニーの形質転換体候補を得
た。複数の候補の培養菌体から全 RNAを調
製し、cpt遺伝子の内部領域に特異的なプラ

 
図 2. GPC 分析による野生株及び lcp 欠失株のポリイ
ソプレン分解能の評価．青：反応開始時．赤：反応 16
時間後（野生株）．緑：反応 16時間後（lcp欠失株）．
反応液を全抽出し、残存するポリイソプレンの分子量
を GPCで分析した． 

 
図 3. NBRC15532 株 lcp 遺伝子産物の精製．レーン
M,分子量マーカー．レーン 1, 精製 Lcp-His (2 µg)．
レーン 2, lcp-his組換え大腸菌の細胞抽出液 (10 µg)．
Lcp-Hisがほぼ単一に精製されたことが確認された． 

 
図 4. Lcp-His によるポリイソプレン分解時における
酸素消費活性．基質溶液に 10 µg の酵素を添加した
2 mlの系で反応させ、酸素濃度を経時的に測定した． 



イマーを用いて定量 PCR 解析を行った。そ
の結果、cpt遺伝子の転写が観察されたこと
から、本組換え体において cpt遺伝子が発現
していることが示唆された。 
	 得られた組換え体の生育菌体または超音
波破砕により調製した細胞抽出液を用いて
イソプレンの重合活性を TLC 分析により調
べたが、顕著な重合能の検出には至らなか
った。今後、異なるプロモーターを含む別の
発現系を用いるか、cpt遺伝子を NBRC15532
株ゲノム中に組込むことで安定的な発現系
を構築する必要があることが明らかとなっ
た。 
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図 5. Lcp-Hisによるポリイソプレン分解能．(A) ポリ
イソプレンと Lcp-His (10 µg)または BSA (10 µg)を添
加し、37˚Cで 16時間反応させた結果．ゴムの分解が
観察された．(B) FT-IR分析結果．青：反応開始時．赤：
反応 16 時間後における結果．緑矢印：アルデヒドに
由来するピーク． 

 
図 6. Lcpが関与する推定のポリイソプレン分解経路．
Lcpによる酸素添加でイソプレンが切断され、アルデ
ヒドを含む産物が生じる． 

 
図 7. Gordonia属由来 cpt遺伝子の配列と 

推定のアミノ酸配列． 
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