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研究成果の概要（和文）：本課題では、糖類などのバイオマス資源から芳香族ポリマーを効率的に生産する微生物の育
種に取り組んだ。ここでいう芳香族ポリマーとは、ケイ皮酸誘導体（3-ヒドロキシ-3-フェニルプロパン酸、3H3PhP）
を構成ユニットとするポリエステルのことであり、基質特異性の広い重合酵素を利用することで合成に成功した。

研究成果の概要（英文）：A novel type of 3-hydroxybutyrate (3HB)-based polyhydroxyalkanoate (PHA) copolymer
, poly(3HB-co-3-hydroxy-3-phenylpropioate) [P(3HB-co-3H3PhP)], which bears phenyl side group, was synthesi
zed by employing Ralstonia eutropha PHB-4 recombinant expressing Pseudomonas sp. 61-3 PHA synthase 1. The 
3H3PhP fraction was increased up to 8.9 mol% by feeding 3H3PhP precursors. As phenyl side group was introd
uced into P(3HB), the melting temperature and the enthalpy of fusion were decreased while the glass transi
tion temperature was increased, demonstrating a distinct thermal behavior by the effect of phenyl side gro
up.
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１．研究開始当初の背景 
 
循環型社会の創成に向けて、産業基盤を有限
な化石資源から再生可能なバイオマスに転
換することが急務となっている。現在、バイ
オエタノールやバイオガスといったバイオ
燃料とともに、ポリ乳酸をはじめとするバイ
オプラスチックの開発・普及が進みつつある。
いずれの分野においても、バイオマスからの
物質生産系には、微生物による発酵プロセス
が欠かせない手段となっており、その重要性
は年々増しつつある。 
 現在の石油化学工業では、ナフサを原料と
して、エチレンなどのオレフィン系化合物と
ベンゼンなどの芳香族系化合物が合成され
ている。一方で発酵による化学品生産では、
従来技術によって生産が可能なアルコール
や有機酸、アミノ酸などが中心である。化石
資源からバイオマスへの転換においては、そ
れにあわせて産業形態も転換する必要があ
り、発酵を中心とした技術の成熟が必要不可
欠である。特に、技術的に空白となっている
芳香族系化合物の発酵合成手法を確立する
ことが必須の課題と考える。 
ケイ皮酸は植物界に広く存在する芳香族不
飽和カルボン酸であり、アミノ酸の一種であ
るフェニルアラニンが脱アミノ化されるこ
とで生成される。 
ケイ皮酸発酵・フェニルアラニン発酵はバイ
オマスから芳香族化合物を生産する手法と
して重要な発酵法である。このような化合物
を発酵により生産する取り組みは既に多く
なされているが、どれも効率的な生産法とは
言い難いのが実情である。効率的な生産法が
確立できない主な理由は、①最終生産物であ
る芳香族化合物が微生物細胞に対して強い
毒性を示すこと、②疎水的な芳香環の存在に
より菌体外への効率的な排出が困難である
こと、が挙げられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本課題では、糖類などのバイオマス資源から
芳香族ポリマーを効率的に生産する微生物
の育種を行う。ここでいう芳香族ポリマーと
は、ケイ皮酸誘導体（3-ヒドロキシ-3-フェニ
ルプロパン酸、3H3PhP）を構成ユニットとす
るポリエステルのことであり、代謝系構築か
ら生成物回収までを視野に入れた生産シス
テムの開発を目指して、基礎的研究に取り組
んだ。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、大腸菌（Escherichia coli）、
Pseudomonas putida、Ralstonia eutropa を宿主
にして、ケイ皮酸ポリマーの合成を検討した。 
大腸菌の宿主系では、①ケイ皮酸を外部添加

して細胞内でポリマー化させる方法と、②細
胞内でケイ皮酸を自家供給させてポリマー
化する方法を試みた。既に、研究室のストッ
クとして、各種の重合酵素遺伝子およびモノ
マー供給酵素遺伝子を所有しているので、こ
れら遺伝子の組み合わせによりポリマー生
産実験を行った。また、ケイ皮酸モノマーを
自家供給させる方法では、フェニルアラニン
過剰生産株である E. coli ATCC31884株を入
手して実験を行った。この株を宿主として、
人工合成により作成したフェニルアラニン
アンモニアリアーゼ遺伝子（pal）とフェニル
酢酸 CoAリガーゼ遺伝子（pcl）、そして、PHA
合成系として R-ヒドラターゼ遺伝子（phaJ）、
重合酵素遺伝子（phaC）を発現するプラスミ
ドを構築した。この菌株を PHA 非生産条件
で培養して、各酵素活性を測定することで、
酵素の発現を確認した。また、PHA生産条件
で培養して、蓄積された PHA 量およびその
モノマー組成をガスクロマトグラフィー
（GC）で分析した。 
P. putida および R. eutropa を宿主にした生産
系では、ケイ皮酸誘導体を外部添加すること
で、ポリマー中に取り込まれるかを検証した。 
得られたポリマーは、示差走査熱量計（DSC）
を用いて熱物性について解析を行った。 

 
 
４．研究成果 
 
まず、組換え大腸菌を宿主にしてケイ皮酸ポ
リマーの合成・蓄積を試みた。大腸菌は元来
PHA を蓄積しない微生物なので、PHA を合
成させるためには、重合酵素およびモノマー
供給酵素を導入する必要がある。一方で、こ
れまでに種々の遺伝子発現系を大腸菌宿主
系で構築しているので、どのような遺伝子の
組み合わせがケイ皮酸ポリマーの合成に適
しているのかを、大腸菌を用いれば最も容易
に判別可能と考えた。モノマー供給酵素であ
る R-ヒドラターゼと重合酵素の組み合わせ
をいくつか試し、PHA合成とモノマー組成を
調べた。しかしながら、大腸菌を宿主にした
場合において PHA の有意な蓄積が観察され
なかった。この理由として、ケイ皮酸の細胞
毒性により大腸菌の増殖が著しく阻害され
たことが考えられた。そこで、大腸菌以外の
宿主系において検討することにした。 
次に野生型 P. putida について調べたが、PHA
中へ 3H3PhP（下図、n=0）の取り込みは観察
できなかった。しかし、ケイ皮酸より炭素鎖



が 2つ分長いモノマー前駆体を供給したとこ
ろ、3-ヒドロキシ-5-フェニル吉草酸（3H5PhV、
n=2）のホモポリマー合成が可能であること
がわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、それより炭素鎖が 1つ短い 3-ヒドロキ
シ-4-フェニル酪酸（3H4PhB、n=1）について
も、共重合体としてポリマー中に取り込ませ
ることが可能であった。モノマーの炭素鎖が
長くなると重合が可能になることから、P. 
putida の有する重合酵素は基質特異性が狭く、
側鎖の短いケイ皮酸誘導体を取り込まない
可能性が考えられた。そこで、基質特異性の
広い Pseudomonas sp. 61-3の重合酵素遺伝子
を保持した組換え株を作成し、ケイ皮酸誘導
体の取り込みについて検討した。しかし、発
現系がうまく機能せず、若干量の PHA しか
合成できず、かつ、ケイ皮酸誘導体の取り込
みを確認することができなかった。 
野生型 P. putidaを用いることで P(3H5PhV)を
合成することができたので、大量合成し、熱
物性の解析を行った。P(3H5PhV)は融点を持
たず、ガラス転移点は 15.7℃に観測された。
これは一般的な PHA よりも 10℃ほどガラス
転移温度が高く、側鎖の効果により特異な熱
物性を示すことが分かった。さらに、側鎖構
造と熱物性の関連を調べるために、P. putida
を用いて P(3H4PhB-co-3H6PhHx)を合成した。
この共重合体ポリマーは、P(3H5PhV)と同様
に高いガラス転移温度を示し、芳香環が主鎖
に近い位置になるほど、ガラス転移温度が高
くなることを確認した。 
さらに、R. eutropha を生産宿主として、ケイ
皮酸ポリマーの合成・蓄積を試みた。
Pseudomonas sp. 61-3 重合酵素を発現させた
組換え R. eutropha を作成し、フェニルアラニ
ンおよびその構造類似体を前駆体として培
地に加え、3H3PhP がポリエステルの構成モ
ノマーとして取り込まれるかを検討した。そ
の結果、フェニルアラニンから 3H3PhP の取
り込みは確認できなかったが、ケイ皮酸など
か ら は 3H3PhP が 取 り 込 ま れ た
P(3HB-co-3H3PhP)が合成された。 

 

詳細に構造を調べるために、PHA を精製し、
NMR分析および熱分析に供した。その結果、
NMR 解析により 3H3PhP がポリマーに取り
込まれている確実な証拠を得、3H3PhP の導
入に伴いポリエステルの結晶性が低下して
いることを確認した。3H3PhP が取り込まれ
た PHA は、いままで生合成された報告が無
く、本研究が初めての成功例となった。 
一方で、フェニルアラニン過剰合成大腸菌で
ある ATCC31884 株を入手し、この株に「フ
ェニルアラニン→ケイ皮酸→ケイ皮酸 CoA
→3H3PhP→3H3PhP含有 PHA」の代謝系を構
成する遺伝子を導入した。しかし、現時点で
は、3H3PhP 含有 PHA の合成は確認できず、
ケイ皮酸より下流の代謝系の強化が必要で
あることがわかった。今後、継続して改善を
試みる予定である。 
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