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研究成果の概要（和文）： 
 石油由来プラチックを代替でき、再生可能なマテリアル・ポリヒドロキシアルカン酸(PHA)
の新しい発想に基づく生産プロセス開発が望まれている。そこで糖を原料とした無細胞 PHA 合
成法を考案、本研究ではその合成法に適したモノマー供給酵素(R)体特異的 NADH 依存型還元酵
素の開発を行った。(S)体特異的 NADH 依存型還元酵素の立体選択性の改変、(R)体特異的 NADH
依存型還元酵素の探索により目的の活性を有する酵素を発見することができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Polyhydroxyalkanoates (PHAs), which originate from renewable resources such as sugars 
and vegetable oils, have attracted great interest as alternatives to petrochemical-based 
plastics. To construct a novel cell-free PHA production system from sugars as feedstocks, 
an (R)-specific and NADH-dependent reductase is needed. In this study, we successfully 
developed the reductases to exchange stereo-selectivity of an (S)-specific enzyme. In 
addition, we could find the reductase from databases. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年持続可能な社会の形成のため再生可

能なバイオマスを原料とした物質生産技術

の開発が渇望されている。ポリヒドロキシア

ルカン酸(PHA)は糖や植物油などを原料とし

て生産でき、且つ熱可塑性および生分解性を

有することから、石油由来プラチックを代替

するマテリアルとして有望視されている。そ

の物性はモノマーユニット組成によりエラ

ストマータイプから硬度を有するプラスチ

ック材料にまで幅広くコントロールできる

ため様々な分野への応用が期待されている。 

 

２．研究の目的 

PHA 生産については微生物による発酵生産

に関する研究が多数報告されている。この発

酵法では用いる微生物や原料によりモノマ

ーユニット組成や分子量をコントロールす
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ることは可能であるが、微生物の代謝経路や

資化性などの影響を受けるため厳密な制御

は困難である。これに対し我々は微生物を用

いない酵素触媒重合法の開発を行ってきた。

本法では反応に用いる原料や酵素の組み合

わせを変えるだけでモノマーユニット組成

や分子量を精密に制御することが可能であ

る。さらに微生物では合成困難なモノマーユ

ニットから成る PHAの合成にも成功しており、

高機能化も可能である。現在は従来の成果を

さらに発展させた新規酵素触媒重合法「無細

胞 PHA 合成法」の可能性について検討してい

るが、その実現には NADH 依存型(R)体立体選

択的 acetoacetyl CoA reductase が必要であ

る。 

代表的な PHA 合 成細菌 Cupriavidus 

necatorにおいては PHA 合成酵素 PhaC への R

体立体選択的なモノマー供給のため、PHA 合

成酵素遺伝子 phaCの下流に acetoacetyl CoA 

reductase遺伝子 phaBが配置されオペロンと

して発現されている (Peoples, PO and 

Sinskey, AJ, J. Biol. Chem.1989)。この PhaB

は NADPH を補酵素として(R)-3-hydroxyacyl 

CoA (3HBCoA)へと立体選択的に還元する。

Zoogloea ramigera由来 PhaB も NADPH 依存型

で(R)体立体選択性を示すことが報告されて

いる(Saito, T ら Arch. Microbiol.1977)。

さらに我々がクローニングした Bacillus sp. 

INT005由来PHA生合成関連遺伝子クラスター

中にも phaBに相同性を示す遺伝子を見出し、

その酵素について解析した(J. Biosci. 

Bioeng. 2002)。その結果、本酵素も NADPH

依存型であり R体選択性を示すことが明らか

となった。このように PHA 合成に関連した

PhaB は NADPH 依存型であり「無細胞 PHA 合成

系」へは利用できない。そこで本研究では

NADH 依存型 acetoacetyl CoA reductase の開

発について検討した。 

 

３．研究の方法 

 NADH 依存型 acetoacetyl CoA reductase 開

発のため、下記の 3 項目について検討した。 

(1) NADH 依 存 型 (S)-3-hydroxyacyl CoA 
dehydrogenase の立体選択性の改変 

(2) Acetoacetyl CoA reductase (PhaB)の補
酵素依存性の改変 

(3) NAD 依 存 型 (R)-3-hydroxyacyl CoA 
dehydrogenase の探索 

 

(1)NAD 依 存 型 (S)-hydroxyacyl CoA 

dehydrogenase の立体選択性の改変 

Clostridium属細菌はNAD依存型(S)体立体

特異的 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase 

(Had) を有し、アセトンやブタノール合成に

利用している。この Had の立体選択性を反転

で き れ ば NADH 依 存 型 (R) 体 選 択 的

acetoacetyl CoA reductase が取得できると

考えた。May, O.ら(Nature Biotechnol.2000)

や Liebeton K ら(Chem.  Biol. 2000)はター

ゲット酵素へのランダム変異導入により立

体選択性の反転に成功している。そこで本研

究においても同様の手法を用いることにし

た。 

 

(2)Acetoacetyl CoA reductase (PhaB)の補

酵素依存性の改変 

 Aldehyde dehydrogenaseにおいて、NAD(P)H

結合ドメインである Rossmann fold 下流の

Glu 140 のカルボキシル基が NAD のアデニン

リボースの水酸基と水素結合し、一方 NADP

のアデニンリボースのリン酸基とは反発す

ることで補酵素特異性を決定していると報

告されている(Perozich, J.ら, Eur. J. 

Biochem.2000、図 1)。 

 PhaB と同様の反応を触媒する酵素として

(R)-3-Hydroxybutyrate dehydrogenase 

(Hbdh) が あ る 。これは NAD 依 存 的 に

(R)-3-Hydroxybutyrate → Acetoacetate の

反応を触媒する(Ito, K.ら J. Mol. Biol. 

2006)。PhaB および Hbdh のアミノ酸配列を比

較したところ高い相同性が認められた(図 1)。

特に N末端側には NAD(P)H 結合ドメインであ

る Rossmann Fold が認められた。この下流に

は NADP 依存型酵素である PhaB では Asn、NAD

依存型酵素である Hbdh では Asp が保存され

ている部位が見いだされた。先に示した

Aldehyde dehydrogenaseと同様の機構により

補酵素認識が行われているのであれば、この

アミノ酸配列の違いが補酵素選択性を決定

していると考えられる。そこでこのアミノ酸

に対して部位特異的変異を導入し、その効果

を評価した。 

 

 
図 1 補酵素認識メカニズムおよび PhaB と

Hbdh のアミノ酸配列の比較 

 

 



(3)NAD 依 存 型 (R)-3-hydroxyacyl CoA 

dehydrogenase の探索 

 PhaB はその高い立体選択性を生かし ethyl 

4-chloroacetoacetate からの ethyl 

(S)-4-chloro-3-hydroxybutyrate 

((S)-ECHB)合成への応用が報告されている

(Yamamoto, H.ら Appl. Microbiol. 

Biotechnol. 2003)。そこで NADH 依存型

(S)-ECHB 合成酵素として報告されているも

ののなかに有用な酵素があると考え探索し

た。 

 

４．研究成果 

(1)NAD 依 存 型 (S)-3-hydroxyacyl CoA 

dehydrogenase の立体選択性の改変 

はじめに変異酵素のスクリーニング法に

ついて検討した。菌体内に蓄積された PHA は

Nile Red により染色されることが知られてお

り、寒天プレートへ添加することで PHA 合成

を評価した。C. necatorにおいて PHA 合成酵

素遺伝子 phaC の下流に、thiolase 遺伝子

phaAおよび acetoacetyl CoA reductase 遺伝

子 phaBが配置され一つのオペロンを形成し、

そ れ ら が acetyl CoA (AcCoA) か ら の

(R)-3HBCoA 供給に関与している（図 2）。こ

れら 3つの遺伝子を大腸菌へ組み込んだとこ

ろ、Nile Red 含有寒天プレートにて PHA 合成

を確認することが出来た。そこで phaBを Had

遺伝子へと置換したところ PHA 合成を確認す

ることができなかった。この結果より、変異

酵素のスクリーニングに有効であると判断

した。 

 

 
図 2.立体選択性改変酵素のスクリーニング

ストラテジー 

 

次に Had 立体選択性の改変について検討し

た。Had 遺伝子へのランダム変異導入には

GeneMorphII ランダム変異導入キット(スト

ラタジーン社)を使用した。処理された Had

遺伝子を phaCA遺伝子の下流へ挿入し、大腸

菌へ組込み、寒天プレートにて PHA 合成能を

評価した。この結果、PHA 合成を示すコロニ

ー（約 10 個）を獲得することに成功した。

現在はその変異部位の同定およびその効果

について解析を進めている。 

 

(2)Acetoacetyl CoA reductase (PhaB)の補

酵素依存性の改変 

 PhaB の Asn38Asp 変異体を作製し大腸菌粗
酵素液を用いて評価した。変異体酵素の発現
を SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動によ
り確認したところ、コントロールと比較した
が明白に発現量の異なるバンドを見いだす
ことはできなかった。また粗酵素液を用い活
性試験を行った。その結果、内在する NADH
分解活性により変異の効果を正しく評価で
きなかった。よって Asn38Asp 変異体の高発
現条件の検討および酵素精製が必要である
といえる。 
 

(3)NAD 依 存 型 (R)-3-hydroxyacyl CoA 

dehydrogenase の探索 

 NADH 依存型(S)-ECHB 合成酵素として
Geobacillus stearothermophilus 由来 fabG
ホ モ ロ グ が 報 告 さ れ て い た ( 特 開
2002-209592)。そこで本遺伝子を入手し、図
１のストラテジーに従い phaCA遺伝子の下流
へ挿入した。そして大腸菌へ組込み寒天プレ
ートにて PHA 合成能を評価した結果、PHA 合
成が確認された。先に示した(2)の結果を踏
まえ、本酵素を精製して補酵素特異性を評価
した。大腸菌にて高発現させ精製した酵素、
acetoacetyl CoA および NAD(P)H を用い活性
試験を行った。その結果 NADH を補酵素とし
た場合に高い活性を示すことがわかった。 
 
 本研究では「無細胞 PHA 合成法」へ利用可
能な NADH 依存型 acetoacetyl CoA reductase
の開発について検討した。その結果、所望の
活性を有する候補を取得することに成功し
た。今後はそれらを活用し「無細胞 PHA 合成
法」の開発を進める。 
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