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研究成果の概要（和文）：再生可能バイオマス原料から高性能バイオポリマーを微生物生産させ

るシステム（微生物工場）の開発を行った。最も大きなブレイクスルーは、「乳酸重合酵素 = 
LPE」の発見である。従来の微生物ポリマーPHA（ポリヒドロキシアルカン酸）の重合酵素の

改変研究を積み重ねてきた過程で見出された。この酵素を大腸菌に遺伝子導入することにより、

バイオマス由来グルコースから乳酸を取り込んだポリマーが“一気通貫”に細胞内に合成され

た。また、代謝と酵素の複合改変を試みたところ、ポリマー中の乳酸分率が 6%から 47%に上

昇した。さらに、合成ポリマーの基礎物性を調べ、従来のポリ乳酸（PLA）と微生物ポリマー

PHB（ポリヒドロキシブタン酸）との比較において、ユニーク性を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Microbial production system for lactate (LA) polymers with high 
performances has been established. This new microbial factory can be driven by renewable 
biomass resources. A break-through of this system was a discovery of “LA-Polymerizing 
Enzyme (LPE)”. LPE was created through the study on the engineering of microbial 
polymer PHA synthase. LA-based polymer was synthesized as an one-pot manner in 
Escherichia coli by introduction of the LPE gene from glucose. Also, LA fraction in the 
polymer has been enriched up to 47% from 6% by combination of metabolic and enzyme 
engineering. Furthermore, LA-based polymers exhibited distinguishable properties from 
the counterpart homopolymers, PLA and PHB. 
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１．研究開始当初の背景 
 バイオベースポリマーの一つ、微生物ポリ
マーPHA 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。また、再生可能バイ
オマス原料から合成できる点も、環境・生体
調和型のバイオプロセスとして魅力的であ
る。一方、先行して市場に出回っているポリ
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乳酸 PLA は、微生物発酵で得られた乳酸を
重金属触媒を使用して重合するバイオ・化学
のハイブリッド合成プロセスである。基本的
なポリマー合成に関わる代謝経路について
は明らかになって来ているので、ゲノム情報
に基づいた理論的な代謝改変が実施できる
状況にある。また、ポリマー合成の鍵となる
PHA 重合酵素に関しては、未だその立体構
造は不明のままなので、我々は遺伝子ランダ
ム変異と独自のスクリーニング系とを組み
合わせた進化工学研究を展開してきた。その
結果、千個以上に及ぶ変異体のライブラリー
を構築でき、その中から今回の乳酸重合酵素
（LPE）が発見されたという経緯である。ま
た、ポリマー物性の観点からは、対象となる
PHB および PLA とも、結晶性の高い硬質材
料であることから、PLA の透明性を維持しつ
つ、共重合化することで軟質性を付与すると
いう課題を設定した。 
 
２．研究の目的 
 乳酸ポリマー中の乳酸分率を向上させる
ことを目的として、代謝と重合酵素の複合改
変に取り組んだ。また、生合成によって得ら
れるポリマーの物性を、従来の PHB および
PLA との比較において、その物性の特徴を調
べることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 微生物工場として、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目的
に応じた発現ベウターに搭載して使用した。
遺伝子操作過程あるいは変異体作成は、DNA
配列分析を逐次チェックしながら進めた。微
生物培養は、乳酸の生成メカニズムを考慮し
て、特に通気性と pH をモニタリングしなが
ら行った。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。 
 
４．研究成果 
 微生物細胞内で乳酸ポリマーを合成する
ためには、モノマー供給酵素およびモノマー
重合酵素遺伝子を導入する必要がある。そこ
で、まずモノマーである 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した。こ
れまでに、乳酸重合酵素の存在は報告されて
いなかったが、乳酸と類似の化学構造ユニッ
トを有する polyhydroxyalkanoate (PHA)を合
成する PHA 重合酵素については、詳細な研
究がなされている。そこで、本研究では PHA
重合酵素に着目し、多種の PHA 重合酵素に
ついて LA-CoA 重合能力を評価した。結果、
in vitro ポリマー合成系において、LA-CoA と
3-hydroxybutyryl-CoA (3HB-CoA: 基本的な
PHA のモノマー)が共存する場合にのみ、
LA-CoA 重合能を示す PHA 重合酵素変異体
[Pseudomonas sp. 61-3 由 来
PhaC1(S325T/Q481K)変異体]を見出した。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ブレイクスルーであっ
た。モノマー供給遺伝子および乳酸重合酵素
遺伝子を大腸菌に導入した結果、LA-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、PLA は検出され
なかったが、LA-CoA および 3HB-CoA 供給遺
伝子を導入した場合には、乳酸ユニットが 6 
mol%導入された P(LA-co-3HB)を微生物生産
することができた。 
 次に、乳酸ベースポリマー生合成システム
中の LA モノマー(LA-CoA)供給量の増強に取
り組んだ。方法としては、P(LA-co-3HB)中の
LA 分率を向上させるために、in vivo におけ
る LA モノマー供給の増強を検討した。第 2
章で述べた in vitro ポリマー合成系では、
LA-CoA と 3HB-CoA を等量加えた際、P(36 
mol% LA-co-3HB)が合成された。一方で、微
生物合成したポリマーは、わずか P(6 mol% 
LA-co-3HB)であった。これらの結果は、構築
した微生物生産システム内において、
LA-CoA モノマー量が不足しているというこ
とを示唆している。一般的に、嫌気条件下で
は、乳酸を合成する乳酸脱水素酵素が活性化
し、乳酸生産量が向上することが知られてい
る。そこで、菌体内の乳酸量を増加させるこ
とによって、LA-CoA モノマー供給量が増加
することを期待した。嫌気培養を行ったとこ
ろ、コポリマー中の LA 分率が、47 mol%へ
と飛躍的に向上した。また、合成されたポリ
マーの光学異性組成を HPLC によって分析し
た。結果、本ポリマーは、非常に高い光学純
度を持った P[(R)-LA-co-(R)-3HB]であるとい
うことがわかった。また、構造的性質である
モノマー配列を NMR によって詳細に分析し、
本ポリマーは、ランダム配列をもつコポリマ
ーであるということを明らかにした。熱的性
質については、ガラス転移温度の上昇および
融点の低下という乳酸ユニットが導入され
た特徴が見られた。 



 さらに、新規乳酸重合酵素の創製に取り組
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。 
 種々の乳酸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)乳酸ポリマーの微生物工場のプロト
タイプを構築できた。(2)乳酸分率の向上に
代謝と酵素の複合改変が有効であった。(3)
合成された新ポリマーは、従来のホモポリマ
ーよりも優れた物性を発現した。 
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