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研究成果の概要（和文）：本プロジェクトでは、PHA微生物ポリマーの重合酵素に焦点を当て、その基質特異性を改変
することで新規ポリマーを合成することを基盤としている。これまでは、重合酵素改変の最大の成果として従来重合が
不可能であった乳酸の取り込みが挙げられる。この際、乳酸CoA体の合成に関与するCoA転移酵素の反応性が鍵となって
いた。そこで、２位に水酸基を有する乳酸類似体であるグリコール酸の取り込み能力およびCoA活性化の検証とポリマ
ー合成向上に有効な因子の探索に移行した。グリコール酸を外部添加し微生物培養したところ、確かにグリコール酸ユ
ニットが取り込まれ、その分率も添加したグリコール酸濃度に依存していた。

研究成果の概要（英文）：This study is based on the microbial system for production of the new type polymer
s by polymerizing enzyme with altered substrate specificity. So far the most fascinating achievement is th
e first incorporation of lactic acid as a monomer into the polymer through engineering the polymerase. Upo
n the project, the reactivity of CoA-transferase towards new monomers susch as lactic acid should be a key
 for the synthesis of monomer CoA forms. Glycolic acid is a second target monomer bearing 2-OH. Through en
gineering the CoA transferase as well as polymerase, the incorporation of glycolic acid into the polymeric
 back bone was demonstrated by using the microbial system carrying engineered enzymes. The fraction of gly
colic acid was increased depending on the increase in the glycolic acid concentration. 
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１．研究開始当初の背景 
 再生可能な植物バイオマス資源から微生
物の物質変換能力を利用して合成されるバ
イオベースポリマーである PHA（ポリヒド
ロキシアルカン酸）は、モノマー構成ユニッ
トとして 150種類以上が知られ、その構造・
機能多様性が大きな特徴である。特に、構成
するモノマーユニットは、立体化学的に全て
R体であり、ポリマーとしての光学純度は極
めて高い。我々は、これまでポリマー合成の
鍵となる PHA 重合酵素に焦点を当てて進化
工学アプローチにより分子改変を実施し、乳
酸重合酵素（LPE）の発見に至った。この新
規エンジニアリング酵素は、乳酸と同様に２
－ヒドロキシアルカン酸モノマーを重合可
能か？に興味がもたれた。また、同時にその
前提として２－ヒドロキシアルカン酸モノ
マーの CoA活性化に関わる CoA転移酵素の
ターゲットモノマーに対する反応性が鍵と
なっていた。 
 
２．研究の目的 
 乳酸に続く新規２－ヒドロキシアルカン
酸モノマーの導入可能な系を構築し、新規ポ
リマーの創製を目的とした。そのためには、
重合酵素に加えモノマー供給酵素の基質特
異性が重要であり、既存の CoA転移酵素の詳
細な酵素学的性質を調べることが必要であ
る。場合によっては、重合酵素と同様に分子
改変する。 
 
３．研究の方法 
 ポリマー生産宿主として、大腸菌株の
JM109と乳酸高蓄積変異体JW0885を使用した。
細胞内発現遺伝子として、3HB-CoA 供給に関
与する２種の酵素（PhaA/B）と LA-CoA 供給
に関わる CoA転移酵素 PCTをコードする遺伝
子を発現ベクターに挿入して使用した。遺伝
子操作や変異体作成が適正に進行している
かは、DNA 配列分析によりチェックした。グ
リコール酸は系外から濃度希釈系列を考慮
して添加した。ポリマーの細胞からの抽出は、
クロロフォルムに溶解後、エタノール沈殿に
て行った。ポリマー含量は HPLC および GC、
分率は GC、GC/MS および NMR、分子量は GPC、
モノマー配列は NMR、熱的性質は DSC、機械
的物性は、引っ張り試験機を使用して測定・
分析した。また、重合酵素の精製・活性測定
は、既報にしたがって行った。測定の際、コ
ントロールサンプルとして、化学合成 PLA も
使用し、微生物合成ポリマーとの比較に使用
した。LPE および PCT の進化工学実験は、エ
ラープローン PCR 法（突然変異）と色素含有
培地をベースとしたプレートアッセイ法（ス
クリーニング）を利用した。 
 
４．研究成果 
 乳酸ポリマー合成は、微生物細胞内でモノ
マー供給酵素およびモノマー重合酵素の連
携が作動すること成立する。そこで、まずモ

ノマーの前駆体（初発原料）である乳酸の合
成は、内在性の LDH によって起こる。使用
した大腸菌では、R体の乳酸が生成すること
から、R体乳酸モノマーに対して極めて高い
選択的反応性を有する重合酵素にとっては
最適である。また、lactyl-CoA (LA-CoA)の供
給酵素であるプロピオニル CoA 転移酵素
(PCT)遺伝子を大腸菌に導入し、CE/MS 分析
によって、LA-CoA の生産を確認した。続い
て、LA-CoA を重合可能な乳酸重合酵素を in 
vitro ポリマー合成系によって探索すること
にした。本研究では、第二の２―ヒドロキシ
アルカン酸であるグリコール酸をターゲッ
トに、多種の PHA 重合酵素を利用してその
CoA 体活性化能力を評価する系を立ち上げ
た。結果、in vitroポリマー合成系においては、
LA-CoA と同様にグリコール酸 CoA への転
換は可能であることがわかった。つまり、天
然の PCT 酵素で微弱ながら CoA活性化が実
現した。本発見は、デザインしたポリマー合
成システムを作動させるための第二のブレ
イクスルーであった。しかし、グリコール酸
CoA 供給遺伝子のみを導入した場合は、in 
vitroポリマー合成系の場合と同様に、純粋な
グリコール酸ホモポリマーは検出されなか
った。一方、グリコール酸 CoA および
3HB-CoA 供給遺伝子を導入した場合にのみ、
グリコール酸ユニットの取り込みが認めら
れ、3HBユニットとの共重合体が合成された。 
 さらに、新規乳酸重合酵素の創製に取り組
むことで、同時にグリコール酸の取り込み能
力が強化されるかに取り組んだ。本システム
において、高 LA 分率の乳酸ベースポリマー
を効率的に生産するためには、先に行った
LA モノマー供給の増強という方法以外に、
ポリマーを直接重合している重合酵素の LA
重合能力を向上させるという方法が考えら
れる。そこで、新規の変異を乳酸重合酵素に
導入することで、重合酵素の LA-CoAに対す
る基質特異性を増強することを目指した。こ
れまでに唯一見つかっていた乳酸重合酵素
は、野生型 PHA重合酵素の 3HB-CoA重合能
を向上させる変異を 2つ導入した 2重変異体
であった。本知見から、PHA重合酵素におけ
る 3HB-CoA重合能力をさらに向上させれば、
LA-CoA 重合能力の増強につながるのではな
いかと考えた。そこで、3HB-CoA重合能を向
上させると報告されていた新規の変異を乳
酸重合酵素に導入し、好気培養条件下で、従
来の乳酸重合酵素よりも、LA 分率およびポ
リマー蓄積率が向上した新規乳酸重合酵素
を創製した。さらに、本研究で見出した新規
変異点におけるアミノ酸飽和変異導入を行
うことで、16~45 mol%と幅広い範囲で LA分
率が調節された P(LA-co-3HB)を、再現性よく、
高蓄積に微生物合成することができた。以上、
乳酸分率を制御できる新たな LPE 酵素群を
創出することに成功している。問題は、S 体
選択的反応を示す PCT酵素と LPEの創出は、
これから本格的に移行できるステージまで



進んだ。 
 種々の乳酸およびグリコール酸の分率を
有する合成ポリマーを精製し、基礎的な熱的
性質を調べたところ、乳酸分率およびグリコ
ール酸の向上に伴いガラス転移温度の上昇
が見られた。また、共重合化することで、期
待通り軟質性が増すことも初めて明らかと
なった。 
 以上、本研究の成果のインパクトを列挙す
る。(1)構築した微生物工場により、乳酸に
つづき同じく２―ヒドロキシアルカン酸で
あるグリコール酸新規モノマーを導入した
新規グリコール酸ポリマーを合成すること
に成功した。(2)合成されたグリコール酸ポ
リマーから成形したフィルムは半透明性を
示し、機械的特性として硬質の 3HB ホモポリ
マーよりも柔軟性を獲得していた。 
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