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研究成果の概要（和文）：次世代資源として有用なメタノールを原料に微生物産生の生分解性ポリエステルであるポリ
ヒドロキシアルカン酸（PHA）の高物性共重合体を効率的に生合成する菌株を作製することを目的として、代表的なメ
タノール資化性菌を用い従来の代謝工学的手法とσ70をコードするrpoD遺伝子をランダム変異させることで包括的に転
写機構を改変する革新的な手法を用いた分子育種を行った。代謝工学的手法を用いた育種では、第二モノマー分率が増
加した菌株を取得した。包括的転写機構改変では、メタノール資化性菌ではじめて本法を確立し高濃度メタノール存在
下でPHA蓄積率が増加した菌株を得た。

研究成果の概要（英文）：Polyhydroxyalkanoates (PHAs), the biodegradable plastics produced by many 
microorganisms, have attracted interest as the substitute for petroleum-derived plastics. In this study, 
genetic engineering and global transcription machinery engineering (gTME) approach were employed for the 
representative methylotrophic bacterium with the aim of constructing microbial strain capable of 
efficient biosynthesis of practical PHA copolymers from methanol. Recombinant strain which accumulated 
PHA copolymer with higher second monomer composition was constructed by expression of gene encoding 
enzyme involved in providing second monomer. A random mutant library of rpoD gene encoding sigma 70 
factor was developed for gTME and enabled the screening of strains improved PHA contents on high 
concentration of methanol.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ポリヒドロキシアルカン酸（PHA）は自然
界の多くの微生物がエネルギー貯蔵物質と
して合成し蓄積するバイオポリエステルで
ある。最終的に二酸化炭素と水に変換され自
然に還る生分解性を有し、バイオマス資源な
ど石油以外の原料から生産出来ることから
環境低負荷型プラスチックとしてその普及
が期待されている。 

 
Fig. 1. 微生物による PHAの生合成 
 
 一方、本研究で PHA 生産の原料として注
目したメタノールは、埋蔵量が石油の約 10
倍とも見積もられる天然ガスやバイオマス
から生成され、運搬が容易な利便性、優れた
燃焼特性を有する上に、価格も天然ガスが続
く限り低価格を維持していることから、次世
代資源として有用である。メタノールを単一
炭素源・エネルギー源として生育出来る微生
物を C1 化合物資化性微生物（メチロトロー
フ）という。PHAを生合成するメチロトロー
フ と し て 、 Paracoccus denitrificans や
Methylobacterium extorquens などが知られて
いる。これらのメチロトローフをメタノール
を単一炭素源にして培養した際には、最も一
般的な PHAであるポリ（(R)-3-ヒドロキシブ
タン酸）[P(3HB)]という炭素数 4 のモノマー
からなるホモポリマーのみ合成することが
報告されている。しかし、P(3HB)は破壊伸び
率が 5%以下と脆く柔軟性に乏しい材料であ
るために実用化に適さない。PHAの物性を向
上させる方法として、第二モノマー成分を導
入する共重合化があげられる。例として、P. 
denitrificans にメタノールと n-ペンタノール
の混合炭素源を与えることで共重合体のポ
リ(3-ヒドロキシブタン酸-co-3-ヒドロキシペ
ンタン酸) [P(3HB-co-3HV)] を生合成した例
があるが、n-ペンタノール添加による高コス
ト化と、この共重合体では柔軟性がまだ十分
ではないことが問題となっている。そこで、
申請者らは、メタノールのみを炭素源として
共重合 PHA を生合成するための微生物育種
をすすめており、本研究の開始時までに、M. 
extorquens に広基質特異性の PHA 重合酵素
（PhaC）を導入することによってメタノール
からC4モノマーにC6モノマーが共重合した
ポリ(3-ヒドロキシブタン酸-co-3-ヒドロキシ
ヘキサン酸) [P(3HB-co-3HHx)]を生合成する
ことに世界ではじめて成功していた。しかし、
この 3HHx分率と PHA蓄積率が低く、これら

の向上が課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、次世代資源として有用なメタ
ノールを原料として微生物産生の生分解性
プラスチックであるポリヒドロキシアルカ
ン酸の高物性共重合体を効率生産する微生
物の育種することを目的とした。本研究の成
果は持続可能なプラスチック社会の構築に
貢献するものと期待される。 
 
３．研究の方法 
メタノールを原料にして第二モノマー分率
が向上した PHA を効率よく蓄積する菌株の
取得を目的として、代表的なメチロトローフ
であるM. extorquensを用いた分子育種を以下
のように行った。まず、第二モノマー前駆体
の供給経路に着目し、プラスミドベクターに
よる遺伝子発現や相同組換えによる遺伝子
破壊といった代謝工学的手法を用いて代謝
改変を行った。さらに、転写制御因子である
σ70にランダム変異を加える「包括的転写機
構の改変」(Fig. 2)によって、メタノール生育
能や PHA 蓄積率、第二モノマー分率が劇的
に変化した株の取得を目指した。 
包括的な転写機構の改変では、原核生物にお
ける多数の遺伝子の転写開始因子であるσ
70をコードする rpoD遺伝子にエラープロー
ン PCRによってランダム変異を導入し、広宿
主域ベクターによってメチロトローフに導
入することで rpoD 変異ライブラリーを作製
した。メタノール資化能や PHA 生産能が向
上した菌株を、コロニーの生育能やポリエス
テル・脂質貯蔵細胞を検出可能な色素（Nile 
Red）を利用したコロニー染色を指標にして
一次スクリーニングを行った。さらに、培養
した菌体をガスクロマトグラフィーに供し、
PHA 蓄積量やモノマー組成を測定すること
で特に優れた株を単離した。 
 

Fig. 2. 本研究で実施した包括的転写機構改
変の概要 
 
 



４．研究成果 
代謝工学的手法を用いた育種では、M. 
extorquensが有するエチルマロニル-CoA経路
上にブチリル-CoA（C6モノマー前駆体）や
プロピオニル-CoA（C5モノマー前駆体）と
いった第二モノマーの前駆体が存在するこ
とに着目し、第二モノマー前駆体供給酵素遺
伝子の高発現と前駆体が PHA合成以外に使
われる経路の遮断を行った（Fig. 3）。前者で
はM. extorquensがコードする -ケトチオラ
ーゼ（PhaA）と NADPH依存性 アセトアセ
チル-CoAレダクターゼ（PhaB）の遺伝子を
メタノールデヒドロゲナーゼプロモーター
の支配下で発現した。その結果、生育速度が
低下したものの、炭素数 5の第二モノマー
（3HV）分率が増加した。 
 後者ではプロピオニル-CoA カルボキシラ
ーゼ（Pcc）遺伝子の破壊を行った。その結果、
破壊株はメタノール生育能を失った。これは
モノマー前駆体がメタノール生育に必須な
代謝経路上の化合物であることに起因する
可能性が考えられた。そこで、経路遮断株を
コハク酸培養した後にメタノール培養する
二段培養を行った結果、3HV分率がメタノー
ル培養時に著しく増加した。 
 また、育種の過程で、本菌はコバルトイオ
ン欠乏条件において、メタノールを単一炭素
源として[P(3HB-co-3HV)共重合体を蓄積す
ること。さらに、コバルトイオンの濃度低下
に従って、生育速度が低下し、第二モノマー
として 3HV分率が増加することを明らかに
した。 
 

 
Fig. 3.  M. extorquens AM1の主要なメタノー
ル代謝経路  
PhaC: PHAシンターゼ、PhaA: -ケトチオラ
ーゼ、PhaB: NADPH依存性 アセトアセチル
-CoAレダクターゼ、Ccr：クロトニル-CoAカ
ルボキシラーゼ/レダクターゼ、Pcc：プロピ
オニル-CoAカルボキシラーゼ、Dep：PHA デ
ポリメラーゼ  
 
 
 包括的転写機構改変では、ランダム変異や
スクリーニングの方法を検討し、メチロトロ
ーフではじめて本法を確立した。エラープロ
ーン PCRとエラープローン PCRの増幅断片

をメガプライマーとするMEGA primer 
WHOLe Plasmid (MEGA-WHOP)法により
rpoD変異ライブラリーを取得した。 M. 
extorquensを形質転換し表現型に基づくスク
リーニングにより PHA蓄積率やメタノール
生育能が向上した菌株を取得した。さらに、
取得したプラスミドを鋳型にしてランダム
変異を施し、高濃度メタノール存在下で PHA
蓄積率が増加した菌株を得た。現在、トラン
スクリプトーム解析のための条件検討を行
っている。 
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