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研究成果の概要（和文）：微生物産生ポリヒドロキシアルカン酸（PHA）を環境低負荷型高分子素材として実用
化するには、物性の優れた共重合PHAを低コストで生産する必要がある。本研究ではRalstonia eutropha改変株
によるポリ(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)]生合成について、脂肪酸β-
酸化経路の改変による植物油原料からの生合成経路の改善、糖質原料からの生合成を可能とする人工代謝経路の
構築、メタボロミクスによる代謝解析、利用可能炭素源の拡張を検討し、次世代型バイオプラスチック生合成技
術の確立に向けた知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Bacterial polyhydroxyalkanoates has been attracted much attention as 
bio-based eco-friendly polymeric materials. This study focused on biosynthesis of poly
(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanote) from inexpensive biomass resources by engineered strains of
 Ralstonia eutropha. The biosynthesis from vegetable oils was improved by modification of 
beta-oxidation pathway, and an artificial pathway was established for the biosynthesis from 
structurally unrelated sugars. Metabolomic analysis was performed to obtain knowledge for the global
 metabolisms. Finally, the range of utilizable carbon sources by this bacterium was expanded by 
metabolic engineering. These results are expected to be useful for establishment of low-cost 
microbial production of PHAs with superior properties.

研究分野： 微生物工学

キーワード： 生分解性プラスチック　バイオマスプラスチック　ポリヒドロキシアルカン酸　Ralstonia eutropha　
代謝工学
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１．研究開始当初の背景	
	 プラスチックは安価で丈夫な材料であるこ
とから現代社会には必須となっているが、そ
のほとんどは石油から合成されていることに
加え、難分解性であるために廃棄や環境に流
出した際の処理が問題となっている。プラス
チックによる地球環境への負荷の軽減、およ
び低炭素社会への転換を達成するためにはバ
イオマスを原料とし、かつ、自然界の微生物
によって分解される生分解性バイオマスプラ
スチックの開発と実用化が望ましい。 
微生物の中にはエネルギー貯蔵物質として
ポリヒドロキシアルカン酸 (PHA)を合成し蓄
積するものが知られている。この微生物ポリ
エステルは生産原料として糖や植物油などを
利用できる生分解性バイオマスプラスチック
であることから、環境低負荷型プラスチック
として期待されている。しかし代表的な PHA
であるポリ（ (R)-3-ヒドロキシブタン酸）
[P(3HB)]は硬く脆い高結晶性高分子であるた
めに材料としての実用化は困難であり、物性
向上と効率的生合成によるコストダウンが必
須である。 

	 我々はこれまでに、柔軟性に優れた共重合
PHA であるポリ（(R)-3-ヒドロキシブタン酸-
co-(R)-3-ヒドロキシヘキサン酸）[P(3HB-co-
3HHx)]（Fig. 1）の微生物合成について研究を
行い、P(3HB)生産菌 Ralstonia eutropha H16株
の代謝改変により適度な柔軟性を示す
P(3HB-co-10 mol% 3HHx)を大豆油から生産す
る組換え株を作製した。一方で、植物油と並
ぶ莫大なバイオマス資源である糖質を炭素源
とした P(3HB-co-3HHx)の効率的生合成は未
達成であった。これまでに R. eutrophaの糖代
謝を改変した人工 P(3HB-co-3HHx)生合成経
路を設計し導入したが、生産量および C6ユニ
ット分率ともに低く、改善が必要であった。 
	  
２．研究の目的	
微生物を用いたバイオマス資源からのバイ

オプラスチック生産技術の確立に向け、本研
究では R. eutrophaを対象とし、各種の炭素源
から共重合 PHA を生合成する人工代謝経路
の改善および利用可能な炭素源の拡張などに
より、実用用途に適した PHA共重合体を多様
な炭素源から効率生産が可能な組換え株の分
子育種を目的とした。 

 
３．研究の方法	
以前に作製した R. eutropha P(3HB-co-3HHx)

生合成株をベースに、各種炭素源の代謝経路、
および C6モノマーである 3HHx-CoA を生合
成し共重合体する人工代謝経路について、経
路で機能する酵素の遺伝子導入、および必要
に応じて遺伝子破壊を行った。作製した組換
え株について、各種炭素源を添加した窒素源
制限無機塩培地で培養し、生育および菌体内
PHAの蓄積を測定した。また、キャピラリー
電気泳動-質量分析 (CE-MS/MS) による R. 
eutrophaのメタボローム解析を行った。 
 
４．研究成果	
1) 植物油炭素源からの P(3HB-co-3HHx)生合
成 
	 植物油を炭素源とした R. eutropha による
PHA 生合成においては、脂肪酸b-酸化経路の
中間体である 2-ヘキセノイル-CoAの(R)-選択
的水和反応によって C6 モノマーである(R)-
3HHx-CoA が供給される。このことから、R. 
eutrophaでの脂肪酸b-酸化経路を理解し、改変
することでより優れた生産株を育種できるこ
とが考えられる。R. eutropha H16株のゲノム
情報では、脂肪酸b-酸化経路中で機能する二
機能酵素(S)-2-エノイル-CoA ヒドラターゼ
/(S)-3-ヒドロキシアシル-CoA デヒドロゲナー
ゼとして３種の候補（FadB1、FadB2、FadB’）
が存在していた。そこでこれら候補遺伝子の
単独・二重・三重の各遺伝子破壊株を作製し、
その大豆油炭素源からの PHA 生合成を評価
したところ、本菌のb-酸化経路では FadB1 と
FadB’の２つが重要な役割を果たしているこ
とを見出した。P(3HB-co-3HHx)生合成株につ
いて fadB1破壊した株では大豆油からの PHA
生産量を低下させることなく 3HHx 組成が約
1 mol%増加しており、本改変が 3HHx分率が
より高い共重合体の生合成に有用であること
を示した（Fig. 2）（発表論文 1）。 

 
Fig. 1. P(3HB)および P(3HB-co-3HHx)の構造と特徴 
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Fig. 2. R. eutropha 改変株による大豆油原料からの P(3HB-

co-3HHx)生合成 
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2)	 糖質炭素源からの P(3HB-co-3HHx)生合成 
	 我々は以前に、糖質に由来するアセチル-
CoA 3 分子から C6中間体を生成して P(3HB-
co-3HHx)を生合成することを考え、クロトニ
ル-CoA をブチリル-CoA に変換する放線菌由
来クロトニル-CoA還元酵素（Ccr)の導入を含
む改変を R. eutrophaに導入したところ、フル
クトース炭素源から 1.2～1.6 mol%の 3HHxユ
ニットを含む共重合体を生合成した。設計し
た経路は確かに機能していたものの、その代
謝フラックスは十分でなく、ポリマー物性に
重要な3HHx分率が低いことが課題であった。 
	 本研究では宿主とする R. eutropha株につい
て検討したところ、高 3HHx 組成の共重合体
生合成には NADPH依存アセトアセチル-CoA
還元酵素 1（PhaB1）の欠失が必要であった。
これは PhaB1欠失により(R)-3HB-CoAへの変
換フラックスが低下し、炭素数 6 の骨格が生
成しやすくなったためと考えられた。さらに
この人工代謝経路にはメタノール資化性菌由
来 ccr の強力プロモーターによる高発現、お
よび R eutropha 由来 (R)-エノイル-CoA ヒド
ラターゼ遺伝子の１つであるphaJ4aの導入が
効果的であることを見出し、フルクトースか
ら P(3HB-co-11.1 mol% 3HHx)を 31重量%で生
合成する株を作製した。 
	 一方、クロトニル-CoA還元酵素は還元活性
だけではなく、CO2 存在下では還元的炭酸固
定活性を示す二機能酵素であることが報告さ
れた。この還元的炭酸固定反応ではクロトニ
ル-CoA からエチルマロニル-CoA が生成する
が、この反応は PHBH生合成において望まし
くない副経路を構成する可能性がある。さら
にその後、動物細胞ではプロピオニル-CoAカ
ルボキシラーゼなどによる副反応で生じたエ
チルマロニル-CoA をブチリル-CoA に分解す
るためのエチルマロニル-CoA 脱炭酸酵素が
発見された。そこで Ccr を含む P(3HB-co-
3HHx)生合成経路においてもエチルマロニル-
CoA 脱炭酸酵素の機能が有効であることを考
え、マウス由来エチルマロニル-CoA脱炭酸酵
素の遺伝子（R. eutropha のコドン使用頻度に
最適化）emdMm を導入した。その結果、22.2 
mol% 3HHx ユニットを含む P(3HB-co-3HHx)
が 48重量%でフルクトースから生合成された

（Fig. 3）。3HHx 分率および PHBH 生産量が
共に大きく増加し、人工代謝経路を大幅に改
善することができた（発表論文 4）。 
 
3)  R. eutrophaのメタボローム解析 
	 R. eutropha の糖代謝および脂肪酸b-酸化に
よる生育での代謝状態の理解のため、フルク
トース培養およびオクタン酸培養した菌体か
ら代謝物を抽出し、CE-MS/MS によるメタボ
ローム解析を行った。オクタン酸培養菌体の
解析では C4・C6・C8のアシル-CoA 中間体の
菌体内濃度はアセチル-CoA と比較して顕著
に低く、オクタン酸はb−酸化により速やかに
分解されていた。またフルクトース培養での
PHA蓄積期では増殖期と比較してヘキソース
リン酸濃度が低下し、PHAは減少した糖代謝
フラックスで生合成されていることが示唆さ
れた（発表論文 2）。 
 
4)	 利用可能炭素源の拡張  

R. eutropha H16株はグリセロールに対しては
非常に遅い増殖しか示さない。グリセロール
はバイオディーゼル生産における主要副産物
であり有効利用が望まれていることことから、
R. eutropha のグリセロール資化能の強化を行
った。ゲノム情報から
R. eutrophaではグリセ
ロール取り込みおよび
リン酸化に関与する遺
伝子が見出されなかっ
たことから、大腸菌
Escherichia coli 由来グ
リセロールトランスポ
ーター遺伝子 glpF お
よびグリセロールキナ
ーゼ遺伝子 glpK を相
同性組換えにより染色
体に挿入した（Fig. 4）。
この組換え株はグリセ
ロール炭素源において
良好に生育し、P(3HB)
を高い蓄積率で生合成
した（発表論文 3）。 
	 このグリセロール資化能強化の改変、およ
び以前に確立したグルコース資化能付与の改
変を R. eutropha P(3HB-co-3HHx)生合成株に集
積した。作製した株はフルクトースに加えて
グルコース炭素源で良好に生育し、P(3HB-co-
3HHx)を高効率で生合成した。中でも、短鎖特
異的(R)-エノイル-CoA ヒドラターゼを導入し
た株はグルコースから約 7〜12 mol%P(3HB-
co-3HHx)を70重量%以上で蓄積した。さらに、
R. eutropha においてアセトアセチル-CoA を
NADH 依存的に(S)-3HB-CoA に還元する(S)-
3HB-CoA脱水素酵素、および(S)-3HB-CoAを
クロトニル-CoA に脱水和するクロトナーゼ
を同定した。これらの高発現による 3HHx ユ
ニット生合成経路の強化を行ったところ、生
産量が増加した。 
一方、グリセロール炭素源においては作製

 
Fig. 3. R. eutropha 改変株によるフルクトース原料からの 

P(3HB-co-3HHx)生合成 
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Fig. 4. 導入したグリセロ

ール代謝経路 

P
O OH

OH

Glycerol
(Extracellular)

sn-Glycerol	3-P

Glycolysis

ATP

HO OH
OH

Glycerol

P
O OH

O

DHAP

ADP

FAD
FADH2

P

glycerol	facilitator
(GlpF)

glycerol	kinase
(GlpK)

sn-glycerol	3-P	
dehydrogenase
(GlpD [aerobic])
(	GlpABC [anaerobic])

P



した改変株は生育および PHA 蓄積速度が顕
著に低下し、PhaB1欠失のためと考えられた。
PhaB1 を保持させつつ 3HHx ユニットを高い
分率で導入するための改変戦略を今後検討す
る。 
また、R. eutropha グルコース資化性株につ

いては、コメ籾殻をアルカリ処理および加水
分解した糖質を原料とした P(3HB)生合成が
可能性であることを国際共同研究により示し
た（発表論文 5）。 
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