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研究成果の概要（和文）：生分解性ポリマーＰ(3HB)は、3-hydroxybutyrate（3HB）から成り、(R)-3HB-CoAモノ
マーを前駆体として、重合酵素により合成され、100%eeのＲ体から構成される。CoA転移酵素（PCT）の緩慢な立
体化学選択性に基づき、PCT搭載大腸菌をベースに「S体」の3HB-CoAが合成可能な培養条件を最適化し、(S)体の
3HB-CoAに対しても反応性を示すことが判明した。重合反応においては、脂肪族モノマーの主鎖基準で3位水酸基
から2位水酸基に重合反応性が拡張された変異酵素だと、厳密な立体化学選択性が緩慢になり、鏡像異性モノマ
ーCoA体に反応性を獲得した可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Biodegradable polyester, P(3HB), consists of 3-hydroxybutyrate (3HB) monomer
 with a (R) stereochemical conformation can be synthesized by P(3HB) polymerase. I attempted to 
generate (S)-3HB-CoA via modification of propionyl-CoA transferase (PCT) with a loosen 
stereochemical reaction. As for final polymerization step, a weak reactivity of evolved PHA synthase
 with a main chain-based 2-hydroxy reactivity towards (S)-3HB-CoA was detected through fluorescent 
microscopic observation.

研究分野： 合成生物学

キーワード： バイオポリマー　バイオプラスチック　立体化学特異性　鏡像異性体　CoA転移酵素　重合酵素　PHA　3
HB

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高分子材料における光学純度は、物性を規定する重要な要因である。生分解性プラスチック素材であるバイオポ
リマーPHAも同様である。PHAの微生物重合系では、関わる酵素の立体化学認識により、(R)体モノマーから成る
高光学純度ポリマーが合成される。本研究では、立体化学反転した(S)体モノマー3HBから成るポリマーの微生物
合成に挑戦した。本取り組みは、国内外を問わず全く新規のチャレンジであり、独創性に富んでいる。本研究に
より、モノマー及びポリマーの合成において、この難度の高いハードルを突破できる基礎的な可能性を得ること
ができた。本知見は、微生物重合に新しい視点とポリマー材料を提供できる点で意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

多くの微生物が、エネルギー貯蔵物質として細胞内に合成蓄積するポリヒドロキシアルカ

ン酸(PHA)は、再生可能バイマス原料から生産できる生分解性プラスチック素材である。

PHA は、熱可塑性ポリマーとして利用されるカーボンニュートラルな資源循環型の環境材

料として有望視されている。PHA を構成するモノマーユニットは、160 種類以上が同定報告

されている。モノマー基質はすべて「R 体」であることがわかっており、光学純度の極めて

高いキラルポリマーであることが特徴である。標準的な PHA ポリマーである P(3HB)は、

(R)-3HB-CoA（補酵素 A）モノマー前駆体として、重合酵素の触媒作用により、オールＲ体

から構成される。このモノマーの立体化学が反転した(S)-3HB ポリマーを微生物合成した事

例は、これまでに皆無であった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、モデル微生物である大腸菌内に、S 体の 3HB-CoA が合成できる生合系の構築

を試み、立体的に反転したキラルポリマーを微生物重合することを目的とした。このように

合成できたキラル反転ポリマーは、材料物性的にも興味深い。 
 
３．研究の方法 

本目的を達成する上で重要な 2 種酵素の一つ、プロピオニル CoA 転移酵素（PCT）のモノ

マー3HB の(S)体認識はルーズであるが、選定する酵素の種類に依る。保有ライブラリーと

新たな進化工学で得られたものから、目的に適う候補をスクリーニングする。（S）-3HB-CoA

の細胞内生成は、外部添加法による培養で実施する。また、(S)体認識の重合酵素は、天然酵

素に加え進化工学によって創製されたライブラリーを対象に、細胞内に合成蓄積する蛍光

染色法にて判定する。まず、高価な CoA がフリーのモノマー基質を外部添加法で細胞内へ

の導入実験に着手する。比較的安価に入手可能な R 体と S体の混合ラセミ体の 3HB・Na を

細胞外から添加し、膜透過し細胞内に導入されるかを検証する。検証法として、3HB→3HB-

CoA の合成反応を触媒するプロピオニル CoA 転移酵素（PCT）を大腸菌に遺伝子導入し、

アセチル-CoA を CoA ドナーとした生合成を設計する。PCT 遺伝子の発現は、抗 PCT 抗体

を用いたウエスタン法で確認する。PCT も試した数種の中で、ある嫌気性細菌由来のもの

（情報機密非公開）を選択する。PCT の CoA 転移活性は、P(3HB)のホモポリマーが合成で

きるかによって判定する。重合酵素としては、最も標準的な P(3HB)のような短鎖 PHA モノ

マーに反応性の高い水素細菌由来にものを選定する。最終的な、細胞内におけるポリマーの

合成・蓄積は、蛍光顕微鏡を駆使して、ポリマーに特異的に染色する色素を用いて行う。 
 
 
４．研究成果 

微生物細胞内に合成蓄積する PHA ポリマーの光学純度 は、材料特性上極めて重要である。

PHA を構成する天然モノマーユニットは、全て「R 体」であり、光学純度が極めて高いキラ

ルポリマーである。典型的な PHA ポリマーであるＰ(3HB)は、3HB から成るホモポリマー

で、(R)-3HB-CoA（補酵素 A）モノマーを前駆体として、重合酵素の触媒作用により重合さ

れ、100%eeのＲ体から構成される。PCT の緩慢な立体化学選択性に基づき、ラセミ体の 3HB・

Na を細胞外から添加 し、3HB→3HB-CoA の反応を触媒する PCT 遺伝子搭載の大腸菌をベ



ースに、「S体」の 3HB-CoA が合成可能な培養条件の最適化を行った。アセチル-CoA を CoA

ドナー、添加 3HB をアクセプターとした生合成を、P(3HB)のホモポリマー合成の可否（細

胞内蓄積による蛍光観察）によって判断した。その結果、微弱ながら(S)体の 3HB-CoA に対

しても反応性を示すことが判明した。さらに、細胞内における(S)体 3HB-CoA モノマーの供

給フラックスの強化と S 体モノマー認識に対する重合能力の開発に注力した。評価系とし

て、市販のラセミ体・3HB モノマーを系外から添加し、3HB→3HB-CoA を触媒するため、

外来の PCT を大腸菌に遺伝子導入し、P(3HB)ホモポリマーの合成の可否を指標に判断した。

PCT を組換え発現させたサンプルを用いて作製した抗体はインビボで使用可能できること

を今回確認できた。(S)体の 3HB-CoA は、(R)体の 3HB-CoA と同様に定法に従って化学合成

した。機能的に発現させた PCT 組換えタンパク質を使用して、両鏡像異性体のモノマー基

質に対して相対的反応性比を評価したところ、(R)体の 3HB-CoA に対して高い反応性を示し

たが、微弱ながら(S)体の 3HB-CoA に対しても反応性を示すことが判明した。一方、インビ

トロの重合系にて 3HB-CoA の両鏡像異性体に対して、使用した重合酵素の活性試験を行っ

たところ、本重合反応が代謝上律速になることが示唆された。関連酵素の立体化学認識とし

ては、重合酵素は厳密であることは知られている。そこで、重合酵素のバリエーションを他

種に拡充することで、(S)-3HB-CoA に対する重合反応を示す酵素スクリーニングを 行った。

当初計画した水素細菌由来重合酵素の進化変異体に加え、他種 PHA ファミリーメンバー中

2 位に水酸基を有する乳酸にも反応性を獲得した乳酸重合酵素も試したところ、蛍光顕微鏡

下にて微弱ながら重合体顆粒を Nile Red 染色大腸菌細胞内に観察した。その蛍光強度から、

高分子量ポリマーが形成する顆粒というよりも、低分子量のオリゴマーサイズからなる重

合体が観察されていることが示唆された（特許出願を予定していることから、一定期間 data 

not shown）。 
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