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研究成果の概要（和文）：微生物が合成するポリヒドロキシアルカン酸（PHA）のうち、α位がメチル化された
PHAの生合成法の開発に取り組んだ。具体的には、大腸菌を宿主として線虫由来の新規なケトチオラーゼAcat3を
発現させることによって、アセチルCoAとプロピオニルCoAのクライゼン縮合により前駆体を合成し、これをレダ
クターゼPhaBによって還元することで、PHA重合酵素PhaCの基質とした。その結果、αメチル化モノマーを約16 
mol%までPHA共重合体中に取り込ませることに成功した。これらのポリマーの熱物性を解析し、既存のPHAとの結
晶化挙動の比較を行った。

研究成果の概要（英文）：Biosynthesis of α-methylated polyhydroxyalkanoates (PHAs) was investigated 
by constructing an artificial pathway in Escherichia coli. By employing a novel ketothiolase Acat3 
derived from nematodes, a precursor was synthesized by Claisen condensation of acetyl-CoA and 
propionyl-CoA, which was then reduced by reductase PhaB to serve as a substrate for the PHA synthase
 PhaC. As a result, it succeeded in incorporating α-methylated monomers up to approximately 16 mol%
 into PHA copolymers. The thermal properties of these polymers were characterized, and their 
crystallization behavior was compared with that of conventional PHAs.

研究分野：生体高分子

キーワード： 生分解性プラスチック　バイオプラスチック　ポリヒドロキシアルカン酸

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物ポリエステルは、バイオマスを原料とすることによる持続可能性と優れた自然環境中での生分解性から、
今後、広く普及が期待されるプラスチックのひとつである。一方で次世代の微生物ポリエステルには、実用的な
材料物性を担保しつつ、かつ、結晶化挙動に優れることが求められる。今回合成法を開発したαメチル化PHA
は、α炭素のメチル化によって結晶化が迅速に進むようになり、この材料の有用性を示すことができた。これら
の成果は、高性能な材料の分子設計を行う上で重要な知見として役立てることができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 一部の微生物は、脂肪族バイオポリエステル（PHA）を合成し、その細胞内に蓄積する。PHA は、微

生物の炭素およびエネルギー貯蔵物質としての生理的な役割を果たし、飢餓時において分解され、エ

ネルギー源に利用される。そして PHA は、熱可塑性を示す天然高分子であるため、環境中においても

優れた生分解性を示す。近年は、バイオマスを原料として生産された PHA を環境調和型プラスチック

として利用することに注目が集まっている。 

これまでに、種々の微生物において PHA の蓄積が報告されており、それを構成するモノマーユニッ

トは 200 を超える種類が発見されている。PHA において最も一般的なモノマーユニットは(R)-3-ヒドロ

キシブタン酸（3HB）であり（図１）、このホモポリマーである P(3HB)は、融点（Tm）=175℃、ガラス転移点

（Tg）=4℃を示す。一方で P(3HB)は、硬くて脆いという性質のため、単独で材料として利用するには困

難が伴う。この欠点を克服するために、P(3HB)を出発点として物性を改変するために、3HB を主成分と

する種々の共重合体の開発が進められてきた。 

これまでに開発された 3HB 共重合体は、3HB よりも側鎖炭素数が 1 つ多い 3-ヒドロキシ吉草酸

（3HV）との共重合体 P(3HB-co-3HV)や、3HB よりも側鎖炭素数が 2 つ多い 3-ヒドロキシヘキサン酸

（3HHx）との共重合体P(3HB-co-3HHx)である。しかしながら、3HVユニットは3HBと構造が似ているた

め共結晶を形成し、大幅な物性の改善には至らなかった。また、3HHx ユニットの導入により材料の脆

性は改善できたものの、結晶化速度が低下する結果となった。従って、次世代バイオポリエステルには、

材料の柔軟性を担保しつつ、かつ、結晶化挙動に優れることが求められる。 

 

図１ PHA のモノマー構造 

（上段は一般的なモノマー、下段はα位がメチル化されたモノマー） 

 

２．研究の目的 

 申請者は、微生物が合成するPHAのうち、3-ヒドロキシ-2-メチルブタン酸（3H2MB）モノマーからなる

共重合体および単独重合体について世界で初めて生合成に成功し、その基礎物性の解析に取り組ん

できた。１ これまでに、3H2MB 共重合体は P(3HB)よりも柔軟性があり、かつ、易結晶化を示す高性能

ポリマーであることを見出した。１ この発見は、結晶化速度が遅く加工性に難点があった現行バイオポ

リエステルの欠点を改善するものと期待できる。そこで本課題では、高性能ポリマーとしてα位がメチ

ル化された PHA に着目し、研究開始当時に僅かな量しか合成できないこのポリマーを、高収量で生産

する方法を確立するために、αメチル化モノマーを供給する人工代謝系の構築とαメチル化モノマー

に対して高い重合活性を示す重合酵素の探索を行った。 

 

３．研究の方法 
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３-1．前駆体を利用しないαメチル化モノマー合成法の開発 

 研究開始当初は、3H2MB前駆体としてチグリン酸を利用して P(3HB-co-3H2MB)および P(3H2MB)の

合成を行っていた。チグリン酸は菌体増殖に対して阻害作用があるため、二段培養法を採用すること

で、少量ながらポリマーを合成することが可能であった。そこで、生産量を大幅に上げるために、菌体

内でαメチル化モノマーを合成する代謝経路の構築について検討を行った。具体的には、大腸菌を宿

主として線虫 Ascaris suum由来の新規なケトチオラーゼAcat3 ２ を発現させることによって、アセチ
ル CoA とプロピオニル CoA のクライゼン縮合により 3-オキソ-2-メチルブチリル-CoA を合成し、これ

をレダクターゼ PhaB によって還元することで、PHA 重合酵素 PhaC の基質となる 3H2MB-CoA を合成

することを検討した（図２）。また、R-特異的エノイルCoAヒドラターゼPhaJの追加発現についてもその

効果について検証した。一方で、現時点では大腸菌の細胞内で十分な量のプロピオニル CoA を合成

することが難しいため、主炭素源であるグルコースの他にプロピオン酸を培地に添加した。 

 

図２ 新規チオラーゼ Acat3 を使用したモノマーの供給経路とそのバリエーション 

 

生合成したαメチル化ポリマーは、乾燥菌体からクロロホルムを用いて抽出し、再沈殿を繰り返して

精製を行った。その後、核磁気共鳴（NMR）法による構造確認、ゲル濾過クロマトグラフィーによる分子

量測定、ガスクロマトグラフ質量分析計(GC-MS)を用いた光学異性体の解析に供した。 

３-２．高 3H2MB 重合活性を示す重合酵素の探索 

 3H2MB を効率的に重合できる重合酵素を取得するために、3H2MB に対する重合活性が確認されて

いる Aeromonas caviae 由来重合酵素（PhaCAc）のアミノ酸配列情報を基に、ライブラリー検索を行うこ

とで類似配列の探索を行った。候補配列については、該当遺伝子を化学的に人工合成し、大腸菌での

発現系を構築した。3H2MB の前駆体としてチグリン酸を培地に添加して大腸菌を培養し、ポリマーの

合成量および共重合組成の評価を行った。また、過去の研究で明らかになっている重合酵素の活性

化に効果がある変異点についても部位特異的に導入し、変異導入の効果について検証した。 

３-３．αメチル化ポリマーの結晶化挙動の解析 

 生合成したαメチル化ポリマーは、乾燥菌体からクロロホルムを用いて抽出し、沈殿により精製後、

示差走査熱量計（DSC）を用いた測定に供した。十分に室温で結晶化させた溶媒キャストフィルムを測

定に使用し、第一昇温から Tmと融解エンタルピー（ΔHm）を、その後急冷し、第二昇温から Tgおよび冷

結晶化温度（Tcc）を決定した。また、融点以上の温度から定速降温することにより結晶化温度（Tc）を、

等温結晶化により半結晶化時間（T1/2）を測定した。 
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４．研究成果 

４-１．前駆体を利用しないαメチル化モノマー合成法の開発 

新規チオラーゼAcat3 の発現系を構築し、PhaCAcのN149S/D171G変異体（NSDG変異体）３ を発現さ

せた大腸菌内でポリマー合成に供した。プロピオン酸を添加しない培養では、大腸菌は P(3HB)のみを

合成し、αメチル化モノマーは検出されなかった。一方で、プロピオン酸ナトリウムを 9 g/L の濃度で培

地に添加すると、合成されたポリマーの中に 3-ヒドロキシ-2-メチルバレリン酸（3H2MV）が 2.4 mol%取

り込まれていた。3H2MV は 3H2MB よりβ位の側鎖が炭素 1 個分長いモノマーであり、αメチル化モノ

マーの一種である。一方で 3H2MB の取り込みは非常に微量（0.1 mol%以下）であった。また、プロピオ

ン酸による生育阻害が強く見られ、プロピオン酸濃度が高くなるにつれて、菌体収量およびポリマー合

成量は低下した。次に、PhaJを追加発現させて、同様の培養実験を行った。その結果、3H2MVが最大

で 6.7 mol%まで上昇し、3H2MB についても 0.4 mol%ほど取り込まれていることが確認された。このこと

から、PhaJ の発現はαメチル化モノマーの供給を強化する効果があることがわかった。 

 次に、生合成された 3H2MV ユニットのα位炭素のキラリティーについて解析を行った。キラルカラム

を装着した GC-MS を用いた解析の結果、PhaJ 非発現株で合成した 3H2MV ユニットは、（2R,3R）体：

（2S,3R）体の存在比が 4：6 であったが、PhaJ 発現株では（2R,3R）体：（2S,3R）体の存在比が 8：2 とな

っていた（図３）。PhaJ 発現株では 3H2MV 分率が上昇するが、これは主に PhaJ が（2R,3R）体の

3H2MV を供給するためと考えられる。 

 

図３ Acat3 発現株における PhaJ の追加発現効果 

 

４-２．高 3H2MB 重合活性を示す重合酵素の探索 

 PhaCAcの類似酵素を探索するために、データベースを用いた相同性検索を行った。多くの相同配列

がヒットしたが、その中から相同性が 85～90％程度でこれまでに研究報告の無い Ferrimonas marina、

Plesiomonas shigelloides、Shewanella pealeana、Vibrio metschnikovii 由来の配列を選択し、これらを大

腸菌のコドン使用頻度で最適化した遺伝子として人工合成した。これら phaC 遺伝子を用いて、まず

P(3HB)の生合成を行うと、4 種類全ての phaC 遺伝子が機能し、P(3HB)を合成することを確認した。そ

して、チグリン酸を前駆体として 3H2MB を含む共重合体の生合成を行うと、S. pealeana 由来の phaC

遺伝子で最も高い 3H2MB分率である 2.1 mol%を示した。さらに、これまでの研究で明らかになっている

重合酵素の活性化に効果がある N175G 変異（NG 変異）についても S. pealeana 由来 phaC 遺伝子に

導入し、その変異導入の効果について検証した。その結果、3H2MB 分率は 5.4 mol%まで上昇し、同一

培養条件における PhaCAc NSDG 変異体（4.9 mol%）よりも高い 3H2MB 分率を示した。これにより、

3H2MB に対して高い重合活性を有する重合酵素およびその変異体の取得に成功した。 

４-３．αメチル化ポリマーの結晶化挙動の解析 

当初予定していた 3H2MB を含むポリマーよりもβ位の側鎖が 1 つ長い 3H2MV の方が効率的に合



基盤研究（Ｂ）（一般）4 
【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 
成することができたので、3H2MB を含むポリマーの熱的物性について調べることにした。まず、trans-

2-メチル-2-ペンテン酸を3H2MV前駆体としてP(3HB-co-11 mol% 3H2MV) [PHBM11]を合成して、DSC

を用いた熱分析に供した。ちなみにこのポリマーにおける 3H2MVは全て（2R,3R）体であることを確認し

ている。PHBM11 の Tmは 162℃に見られ、非メチル化共重合体 P(3HB-co-12 mol% 3HV) [PHBV12]の

Tmである 139℃よりも高い値であることが示された。また Tcは 72℃と非メチル化共重合体（54℃）より

も高い値であったことから、易結晶化の兆候が見られた。そこで等温結晶化による T1/2の測定を行い、

結晶化速度の比較を行った（図４）。PHBM11 は 75℃において T1/2が 1.56 min であり、P(3HB)に匹敵

する値であった。これに対して、非メチル化共重合体 PHBV12 では明確な結晶化ピークを確認すること

ができなかった。文献によれば、PHBV12 の 80℃における T1/2は 39.05 min と報告されている。４ 

 
図４ 等温結晶化における半結晶化時間（T1/2）の比較 

 

このようにαメチル化によって結晶化挙動に大きな違いが観察され、この材料の有用性を示すこと

ができた。これらの成果は、高性能な材料の分子設計を行う上で重要な知見として役立てることができ

るだろう。 
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