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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、立体特異的水和反応を触媒する R-ヒドラターゼを利用することで、バイオポリエ
ステル（PHA）を熱分解した際に生成する不飽和脂肪酸（アルケン酸）を、PHA に再合成する
変換システムの開発を行った。これにより、非常に高い分子量を有する PHA やこれまでに合成
例のないホモポリマーを、リサイクル資源であるアルケン酸から合成することを可能にした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study is to develop the chemical recycling system of polyhydroxyalkanoate (PHA) by 
integrating pyrolysis and enzymatic or microbial synthesis of PHA. The major product obtained from 
pyrolysis of PHA, alkenoic acids, is the key material of this recycling system. We demonstrated that 
alkenoic acids are able to be re-synthesized to original PHA. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）現在、日本国内において年間約 1,500
万トンものプラスチック製品が生産され、
1,000 万トン以上が廃棄されている。廃プラ
スチックの約 60%はマテリアルリサイクル、
ケミカルリサイクル、サーマルリサイクルな
どの手法により有効利用されているが、残り

の 40%は未だ単純焼却や埋め立てなどの処
理により処分されている。環境負荷を低減し
た持続可能な社会システムを構築するため
には、未利用のまま廃棄されるプラスチック
を極限まで減らし、最大限に有効利用する方
法が必要とされる。 
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（２）ポリヒドロキシアルカン酸などの脂肪
族ポリエステルは、環境中の微生物により分
解される生分解性という機能を有する高分
子であり、コンポスト化などの手法によって
環境中で無機化される環境調和型素材とし
て利用が期待されている。しかしながら、資
源の有効利用の観点から、生分解性のポリヒ
ドロキシアルカン酸においても、ケミカルリ
サイクルなどの手法を適用することにより、
より効率的なリサイクルシステムを構築す
ることが望まれる。 
 
（３）最近、Kim らによってポリヒドロキシ
アルカン酸類の熱分解による効率的なケミ
カルリサイクル手法が提案された（Polym. 
Degrad. Stab., 2006）。熱分解によって、ポリ
乳酸やポリカプロラクトンの生分解性高分
子は、ラクチドやカプロラクトンに変換する
ことができ、これらの化合物を再びモノマー
として利用することで、ケミカルリサイクル
が可能になる。一方で、ポリ（3-ヒドロキシ
アルカン酸）（PHA）は、熱分解によって不
飽和脂肪酸であるアルケン酸に変換される
ことが示された。 
 
 
 
 
 
 
（４）しかしながら、アルケン酸はそのまま
ではモノマーとしてリサイクル利用するこ
とができない。PHA は、バイオマス資源から
微生物合成されるバイオポリエステルであ
り、今後、本格的な普及が期待される高分子
材料である。そのため、PHA のケミカルリサ
イクル法を確立することは、資源の有効利用
の観点から考えて重要である。 
 
 
２．研究の目的 
（１）PHA の熱分解によって生成したアルケ
ン酸をR-3-ヒドロキシアルカン酸に変換すれ
ば、重合過程を経ることでケミカルリサイク
ルが確立できる。 

 
 
 
 
 
 
 
そこで本研究では、立体特異的水和反応を触
媒する R-ヒドラターゼを利用することで、熱
分解アルケン酸を PHA に再合成する酵素・
微生物変換システムおよびその回収プロセ
スの開発を目的とする。 

 
（２）酵素合成系では、微生物合成では難し
い超高分子量体の合成ができる。そこで、本
研究では単に PHA をケミカルリサイクルす
るのではなく、リサイクルによって機能が向
上した材料（超高分子量体）へと再生するた
めの技術開発について検討を行う。 
 
（３）酵素有効利用の観点から、酵素精製の
必要のない微生物合成系についても検討を
行い、これまで合成例の無い新規ポリマーを
不飽和脂肪酸から合成する手法を開拓する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）我々は、微生物や酵素を利用した PHA
の合成について研究を行ってきた。とくに、
アルケン酸をR-3-ヒドロキシアルカン酸に立
体特異的に水和する酵素である R-ヒドラタ
ーゼを中心に研究を行い、基質特異性の異な
る酵素の取得、X 線立体構造解析、タンパク
質工学的手法による改変体酵素の作製に成
功してきた。これらの研究成果により、C4～
C12 までの種々の炭素鎖長のアルケン酸を
R-3-ヒドロキシアルカン酸に変換することを
可能にした。よって、R-ヒドラターゼを利用
することで、熱分解により不飽和化した有機
酸を重合可能なR体モノマーへと変換させる。 
 
（２）アルケン酸への CoA 付加を行うために、
アシル CoA シンテターゼ（ACS）の遺伝子を
Pseudomonas putida から取得し、本実験系で
使用する。また、重合酵素は基質特異性の異
なる２種類の酵素、短鎖長モノマーに重合活
性が高いRalstonia eutrophaおよび中鎖長モノ
マーに重合活性が高い P. putida 由来重合酵素
を準備し、本実験系に使用する。 
 
（３）PHA を純度良く回収する為には、連鎖
移動反応を利用して、酵素とポリマーを分別
回収することが重要である。連鎖移動反応と
は、酵素の触媒残基であるシステインから、
合成された PHA 鎖が解離する反応のことで
ある。しかしながら、連鎖移動のメカニズム
は詳細には解明されていない。ここでは、基
礎的な知見を得る目的で、連鎖移動を誘発す
る条件の検討を行う。 
 
（４）最終的に合成系のスケールアップを行
い、合成されたポリマーの分子量および熱
的・機械的な性質の検討を行う。酵素合成系
および微生物合成系の利点を生かして、高性
能ポリマーへと再生する。 
 
 
４．研究成果 
（１）まず、アルケン酸を出発原料としたポ
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リエステル酵素再合成系に必要な酵素の調
製法について検討を行った。この合成系を確
立する上で最も重要となるのが、アシル CoA
シンテターゼであるが、市販品は高価であり、
また、アルケン酸に対して活性が低いことが
問題であった。そこで、アルケン酸に対して
も高活性な酵素を探索した。 
 
（２）ゲノム配列が明らかになっている P. 
putida KT2440 の gDNA から、アシル CoA シ
ンテースのホモログを 2 種類（acs と phaE）
取得し、大腸菌内で発現させ、不飽和脂肪酸
に対する活性を評価した。その結果、ACS は
中鎖の脂肪酸に対して活性を有しており、C4
のクロトン酸に対しては高い活性を示すこ
とはなかった。また、PhaE に関しては、フェ
ニルアシル CoA シンテターゼであることが
分かっているが、大腸菌の粗酵素液中には活
性を確認することができなかった。 
 
（３）短鎖アルケン酸に高活性な酵素を取得
できなかったので、酵素を使用せず CoA を付
加する簡便な調製法についても検討を行っ
た。具体的には、クロトン酸の酸無水物を作
成し、これを CoA と反応させることにより、
クロトニル CoA を調製する方法である。この
溶液に、R-ヒドラターゼおよび PHA 重合酵素
を投入することにより、PHA ポリマーへ変換
可能であることを確認した。 
 
（４）さらに、疎水性基板を反応場とした酵
素重合法についても検討を行い、従来の顆粒
を形成させながら重合する方法との重合収
率の比較を行った。その結果、表面での重合
反応では酵素活性が極端に低くなっており、
顆粒形成での重合の方が効率的であること
が分かった。従って、以後、顆粒形成法での
重合実験を行った。 
 
（５）反応スケールを大きくし、クロトン酸
から PHA［ポリヒドロキシブタン酸（PHB）］
を試験管内合成し、その分子量について測定
を行った。その結果、分子量が 400 万を超え
る超高分子量体のポリエステルが合成でき
ていることが確認できた。分子量の高いポリ
エステルは、高強度繊維に加工でき利用価値
が高い。そのため、熱分解物を用いたケミカ
ルリサイクルにより、付加価値の高いポリマ
ーに再生できたことになる。一方で、反応収
率は 60％程度であった。 
 
（６）反応収率 60%というのは、回分系で反
応を行ったためであり、反応の連続化により
高い収率が達成できると考えられるが、それ
には技術的に解決すべき課題があることが
明らかになった。 
 

（７）ポリエステル重合酵素は不安定な酵素
が多い。とくに、細胞内の環境とは異なるイ
ンビトロ系で使用するためには、酵素の高度
安定化が必要である。これまでの研究により、
重合酵素の安定化に関する新規な知見を得
たので、これに基づいて高度安定化酵素の育
種に取り組んだ。詳細についての紹介は、こ
こでは割愛させて頂く。 
 
（８）連鎖移動反応を応用する方向性で重合
酵素の回収および再利用について検討を行
った。まず、大腸菌を用いたインビボの実験
から、重合酵素と連鎖移動剤のみで連鎖移動
反応が進行していることを示唆する結果を
得た。この知見を試験管内合成系に適用し、
効率的に重合酵素と生成ポリマーを分離さ
せる基礎条件の探索を行った。 
 
（９）微生物を用いた系においても、アルケ
ン酸を再び PHA に変換することについて検
討を行った。特に、炭素鎖長 8～10の中鎖PHA
ホモポリマーというのは合成の報告例が無
く、材料物性についても分かっていない。そ
こで、特殊な遺伝子組換え大腸菌（fadAB―, 
acsPp

+、phaJ4Pa
+、phaC1Pp

+）を作成すること
で、中鎖長のアルケン酸から PHA ホモポリ
マーを合成することを試み、ほぼ単一組成か
ら成る PHA（第二モノマー1 mol%以下）の合
成に成功した。現在、中鎖 PHA ホモポリマ
ーの物性解析を進めているが、これらのポリ
マーは熱分解により再びアルケン酸に変換
可能であることから、資源循環性の高い高分
子材料としての利用に期待している。 
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