
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年 ６ 月 ３ 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究では、汎用樹脂原料である p-ヒドロキシ安息香酸(HBA)とテレ
フタル酸(TPA)のバイオ合成を確立するために、効率的な遺伝子組換え技術の確立と微生物機能

の同定を目的とした。(i)Pseudomonas putida JCM6156 株ゲノム DNA への特異的な遺伝子挿入
技術の効率化に成功した。(ii)HBA バイオ合成の効率化には、チロシンアンモニアリアーゼの

発現効率化が重要であることを明らかにした。(iii)TPA 合成反応の同定に向けて 2,5-ジヒドロ

キシテレフタル酸(DHTPA)分解微生物探索を実施し、DHTPA 分解に関わる数株の分解菌を同定し

た。 
研究成果の概要（英文）：This study was focused on the establishment of effective homologous 
recombination and the identification of essential microbial function for 
p-hydroxybenzoate (HBA) and terephthalate (TPA) production. The results showed that (i) 
the effective homologous recombination in Pseudomonas putida JCM6156, (ii) importance 
of effective expression of tyrosine ammonia lyase, (iii) identification of bacteia 
involved in 2,5-dihydroxyterephthalate degradation. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、世界的に非食系バイオマス（リグノ

セルロース）からの燃料・化学品生産を行う

バイオリファイナリーが推し進められてお

り、セルロース由来糖質を効率的に獲得する

技術やセルロース由来糖質を多様な化学品

へと変換する技術が求められ、盛んに研究開

発が行われている。特に石油化学に立脚する
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合成樹脂産業は、原油の高騰や供給の不安定

も重なり、バイオマス由来糖質から樹脂など

ポリマー原料の合成に対して積極的な開発

を進めている。現在発酵生産がすすめられて

いる化合物としては、乳酸、コハク酸、プロ

パンジオールなどが挙げられるが、ポリマー

材料として多用されている芳香族カルボン

酸のバイオ合成に関する研究例は少なく、p-

ヒドロキシ安息香酸(HBA)や桂皮酸（CA）な

どの芳香族カルボン酸を生産する代謝系を

導入した組換え微生物の作出例は報告され

ているものの生産性が低く、収率を向上させ

る取り組みは十分に行われていない。さらに、

汎用化学品の中で最も広く普及しているテ

レフタル酸(TPA)については、化学反応によ

るエタノールからのTPA合成が検討されてい

るが収率は低く、バイオ法による TPA 合成に

関する報告はない。 

２．研究の目的 

 本研究では、汎用化学品の中で重合してポ

リマー化した際に、耐熱性に寄与するベンゼ

ン環構造を保持する芳香族カルボン酸（HBA、

TPA）のバイオ合成に焦点をあてる。 

 課題 1として、Pseudomonas putida 種を宿

主として芳香族カルボン酸、特に HBA 合成微

生物を育種し、合成能向上に関わる因子を明

らかにする。 

 課題 2として、これまでのスクリーニング

の欠点を解消したスクリーニング法を用い

てテレフタル酸（TPA）合成に関わる微生物

機能を探索する。 

 
３．研究の方法 
(1) HBA 合成微生物の育種 
① 供試菌 
 Pseudomonas putida JCM6156 株 
 Escherichia coli DH5α株 
 Rhodobacter sphaeroides NBRC12203 株 
② チロシンアナログ耐性変異株の作出 

P. putida JCM 6516 株を LB液体培地 5 mL

に植菌し、一晩振盪培養した。培養液の 2 % 

(100 μL) を新たな LB液体培地 5 mL に植菌

し、2.5 時間振盪培養した。培養後、6000×g

で 5分間遠心分離し菌体を回収したのち、0.1 

M クエン酸 buffer (pH 5.5) 1 mL を加え、懸

濁したのち 6000 ×gで 5分間遠心分離し、

上清を廃棄した。これを 2回繰り返した。洗

浄後、クエン酸buffer 1 mLに菌体を懸濁し、

最終濃度が 50 μg/mL になるように、2 mg/mL 

NTG 溶液を 25 μL加え混合し、30 ℃にて10

分静置した。菌体を遠心分離により回収した

後、無機塩培地 (pH7.0) を 1 mL 加え、十分

に懸濁して再度遠心分離を行う操作を繰り

返し、菌体を洗浄した。洗浄後の菌体を無機

塩培地 1 mL に懸濁し、懸濁液の 100 μLを

新しい LB液体培地 5 mL に植菌し、一晩振盪

培養した。培養後、100 ～10-5に段階希釈した

溶液を調製し、それぞれ 100 μLを 1 % 

Glucose と 100 γ 3-Fluoro-tyrosine を含む

無機塩寒天培地に展開し、良好に生育するコ

ロニーをチロシンアナログ耐性変異株とし

た。 

③ tyrosine ammonia lyase（tal）遺伝子

のクローニング 

 tal 遺伝子を保持する R.sphaeroides NBRC 

12203 株のゲノム DNA を鋳型として、tal 領

域増幅のための PCR を行った。プライマーは

talF(5’- ATCGTCTAGATTAAAGAGGAGAAATTAAC 

TATGAAGCCAATGCTCGCCAT -3’)と talR (5’-A 

TCGTCTAGATTAGCTGATCGCCATCGAGGTC‒ 3’) を

使用した。得られた tal 遺伝子を挿入したプ

ラスミドを保持する形質転換体を用いて、休

止菌体 Tyr 変換試験を行った。分析には HPLC 

Agilent 1200 system を使用し、カラムは

Agilent Eclipse XDB-C18 (4.6 φ×150 mm) 

を使用した。検出波長は 280nm、カラム温度

は 30℃、移動相流量は 1 mL/min、0-2 分: A

液 (15% CH3OH、1% CH3COOH) 100%、6-7 分: B

液 (50% CH3OH、1% CH3COOH) 100%の移動相グ

ラジェント条件で行った。 

④ p-hydroxybenzoate hydroxylase (pobA)

遺伝子破壊株の作出 

 pobA 遺伝子を含む約 2.2 kbp DNA 断片を

pobAF (5’-AGCTGAATTCGGCAGTACCAAAGGTCAGG 

A-3’)と pobAR (5’- AGCTGGATCCAGATCTGCT 

TTGGCGTGTCT -3’) を使用した PCR により増

幅し、pK19mobsacB ベクターにクローニング

した。挿入断片中に Pst I サイトに pHP45ΩTc

プラスミド由来の tetA 遺伝子を含む約 2.0 

kbp 断片を挿入した(pKpobA-Tc)。 

 P.putida JCM6156 株への pKpobA-Tc の導入

は三親接合伝達法により行った。pobA 遺伝子

破壊株を単離するために、得られた形質転換

体群を D-サイクロセリン（50γ）と 0.2%の



 

 

HBA を含む無機塩培地に懸濁し、一晩振盪培

養した。遠心分離により回収された菌体をテ

トラサイクリン（Tc）を含む LB培地に塗沫

し、得られた Tc耐性株について PCR 法によ

りゲノム DNA 上の pobA 遺伝子へのtetA 遺伝

子の挿入を確認した。 

(2) TPA 合成に関わる微生物機能の探索 

① 2,5-ジヒドロキシテレフタル酸(DHTP 

A)分解微生物のスクリーニング 

 日本各地 64ヶ所より採取した土壌・湖沼水

に含まれる微生物群からDHTPA分解微生物の

探索を行った。液体培地を調製した。日本各

地から採取した土壌 1 g または湖沼水 1 mL

を、0.2%の DHTPA を含む無機塩液体培地を入

れた試験管に混合し、30 ℃で培養した。定

期的に分光光度計を用いて 200-400 nm の波

長における吸光度を測定した。基質の消費に

伴う吸光度の減少が確認されたサンプルは、

さらに2回の集積培養を行った。集積後、0.2%

の DHTPA を含む寒天培地上で純化し、16S 

rDNA 配列解析から、近縁種を推定した。 

 

４．研究成果 
(1) HBA 合成基本微生物の作出 

 P. putida JCM6156 株の代謝経路内には

コリスミ酸から HBA を合成するchorismate 

pyruvate-lyase をコードする ubiC 遺伝子が

存在するが、chorismate pyruvate-lyase は

非常に強い生成物阻害を示すことが報告さ

れており、ubiC putative 遺伝子の発現強化

による HBA の生産性向上は困難である。そこ

で本研究では Tyr を代謝中間体として HBAを

合成する代謝経路を検討した。Tyr を p-クマ

ル酸への変換に関わる tal 遺伝子は、フェニ

ルプロパノイドなどの二次代謝産物の合成

が行われている植物に存在する遺伝子であ

り、P. putida JCM6156 株など原核生物には

存在しないとされてきた。しかしながら近年

Rhodobacter sphaeroides NBRC12203株に tal

遺伝子が存在し、Km値が他の Rhodobacter 属

と比較して低い値を示すことが報告された

ため P. putida JCM6156 株へ、R.sphaeroides 

NBRC12203 株由来 tal 遺伝子の導入を検討し

た。P. putida と同じグラム陰性細菌である

大腸菌において発現させ、酵素機能を評価し

たところ、R. sphaeroides NBRC12203 株由来

の Tal タンパク質は、酵素活性が非常に弱く

（変換率 18%）、高発現系の構築や Codon 

usage の至適化などの効率化が求められる。

これまでにHBAバイオ合成に関する取り組み

はなされているものの、高生産された事例は

少ない。本研究では、その原因が tal 遺伝子

の発現・活性に有ることを見出した。 

 P. putida 種は芳香族化合物に対する耐性

が高いことが知られており、多様の工業原料

生産の有用な宿主として期待されている。し

かしながら、特異的な遺伝子破壊や遺伝子挿

入を行った育種例は少ない。これはP. putida

種においては非特異的な組換えが起こりや

すいことに起因する。本研究では、上記３(1)

④に示すような、特異的な組換えが生じた組

換え体のみを濃縮するという改良を加えた P. 

putida の遺伝子組換え技術を確立すること

に成功した（図 1）。 

 今後、tal 遺伝子の改良を行い、確立した

遺伝子組換え技術を活用することでHBA合成

基本微生物の作出が期待できる。 

図 1 サイクロセリンを活用した特異的遺伝

子組換え株の選抜 

 

(2) TPA 合成に関する微生物機能の探索 

TPA のバイオ合成反応は、安息香酸のカル

ボキシル化反応が想定される。そのため自然

界から安息香酸をTPAに変換する微生物機能

を同定することにより、TPA バイオ合成反応

を確立できると考えられる。しかしながら、

これまでに報告されているカルボキシル化

芳香族化合物（HBA、3,4-ジヒドロキシ安息

香酸など）の合成酵素に関する報告によれば、

「合成酵素は CO2分圧が高い条件では合成反

応を進行し、大気環境のようにCO2分圧が低

い条件では逆の分解反応を進行するという、

CO2分圧に依存した可逆反応性の酵素」である

（図 2）。 

 



 

 

図 2 想定する可逆的TPA 合成反応 

そのため TPA 合成反応の確立には、上述のよ

うな安息香酸をTPAに変換する微生物機能で

はなく、自然界から TPA の分解（脱炭酸）反

応を有する微生物群を単離することが重要

であり、その中から CO2分圧が高い条件で TPA

合成反応を触媒できる可逆反応を同定する

というプロセスが考えられる。しかしながら

TPA 脱炭酸反応を有する微生物の報告例はな

い。この理由として、TPA 脱炭酸反応産物で

ある安息香酸は水溶性が非常に低いため TPA

を基質とした分解菌スクリーニングは、たと

えTPA脱炭酸反応を保持する微生物が存在し

ても、細胞内での溶解性に乏しいために代謝

速度が遅く、優位に選抜されないことが考え

られた（図 3）。 

図 3 TPA 脱炭酸反応と DHTPA 脱炭酸反応の

比較 

この要因を回避するために、TPA に化学構造

が類似し、かつ脱炭酸反応産物の水溶性が高

いDHTPAを基質とした分解菌スクリーニング

を行った。3回の集積培養を繰り返した試料

の中から、培養液中に含まれる微生物の純化

を行い、単離源が異なる 27種類の微生物を

純化した（表 1）。 

単離した 27種類の株について DHTPA の分

解能を評価したが、単一微生物による

DHTPA 分解は確認できず、DTHPA の分解

は複数の微生物による複合的な反応に

より進行していることが明らかになっ

た。これまでに TPA バイオ合成に向けた

微生物反応探索および改良の取り組み

は報告されていないが、この反応の重要

性は高い。今後、単離段階の培養条件や

分解基質などを検討し、TPA 合成に関す

る微生物機能同定に向けたスクリーニ

ングを進めていく。 

表 1 単離微生物の近縁種と相同性 
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