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研究成果の概要（和文）：ポリエチレンテレフタレート（PET）分解・代謝細菌I. sakaiensisはPETを発酵原料
として菌体内にポリヒドロキシアルカン酸（PHA）を著量蓄積する。そこで本研究では、本系のPHA生産量の向
上、およびPHA物性向上を目指した。I. sakaiensisはPETを炭素源に良好に生育し、PHAを著量蓄積するが、テレ
フタル酸やエチレングルコールを炭素源とした増殖の菌体収率は低く、PHAをほとんど生産しないことに着目
し、研究を進めた。その結果、I. sakaiensisが優先的にMHETを取り込むことを見出し、PETにMHETを添加するこ
とで、PHA生産量を増加させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：I. sakaiensis, a polyethylene terephthalate (PET) degrading and metabolizing
 bacterium, accumulates significant amounts of polyhydroxyalkanoic acid (PHA) in its body using PET 
as a fermentation feedstock. In this study, we aimed to improve the PHA production and PHA 
properties of I. sakaiensis. We conducted the study focusing on the fact that I. sakaiensis grows 
well on PET as a carbon source and accumulates significant amounts of PHA, but the cell yield grown 
on terephthalic acid or ethylene glycol as a carbon source is low and produces little PHA. As a 
result, we found that I. sakaiensis preferentially uptakes MHET and were able to increase PHA 
production by adding MHET to PET in the medium.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： ポリヒドロキシアルカン酸　PET　Ideonella sakaiensis

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
I. sakaiensisによるPETを発酵原料としたの実装化には、菌体収率の向上が求められる。本研究で、本菌がPET
代謝時に菌体外から取り込む基質を同定した。そして、この発見を利用することでPHAの増産に成功し、実装化
への重要な知見を得ることができた。今後、本知見に基づくさらなる条件の最適化や、PHA共重合体の生産株を
利用することで、実用化に耐えうるレベルへの収率の向上を進める必要がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 

環境流出したプラスチックが自然界では分解されず蓄積し、生態系や景観を破壊している。そ

の解決策としてプラスチック分解菌が探索されたが、失敗に終わってきた。これを受け、微生物

による生分解が可能なプラスチックの開発が行われてきた。微生物がエネルギー貯蔵物質とし

て合成するポリヒドロキシアルカン酸(PHA）もその一つである。 

このような背景の中、申請者らはペットボトルや衣服繊維などの素材であるポリエチレンテ

レフタレート(PET)を完全に分解、代謝する細菌 Ideonella sakaiensis と本菌が有する PET 分

解酵素を発表し、「プラスチックは生分解されない」という常識を打ち破った。 (Yoshida et al., 

Science, 2016)。本菌は PET の構成モノマーへの加水分解とモノマー代謝、両方を有する。最

近、我々は、PET 存在下で培養した I. sakaiensis 菌体内に PHA の一種であるポリヒドロキシ

酪酸(PHB)を著量蓄積する（菌体重量の約 50%）ことを見出した（Fujiwara et al., Sci. Rep., 

2021）。このことから、I. sakaiensis の PET 代謝能と PHA 合成能を活かした新規 PHA 生産シ

ステムの開発が可能となった。廃 PET の利用は、PHA 生産における安価な発酵原料の調達、ご

みの資源化の観点から、PHA 生産に新たな価値を付与することができる。 

 
 
２．研究の目的 

 

I. sakaiensis の PET を炭素源とした PHA 生産は、現状 0.8 g/L 程度であり、工業化に必要な

レベル（>100 g/L）に及ばない。また生産される PHA は硬く脆い PHB であり、実用には適さ

ないとされる。そこで本研究では、これら問題点を解決するため、I. sakaiensis の PET を炭素

源とする増殖の改善による PHA 生産性の改善、および PHA の物性改良に取り組んだ。 

 
 
３．研究の方法 

 

I. sakaiensis は PET を炭素源に良好に生育し、PHA を著量蓄積する。比べて、PET のモノ

マーであるテレフタル酸やエチレングルコールを炭素源とした増殖の菌体収率は 1/5-1/10 程度

であり、また PHA をほとんど生産しない。このことから、本菌の PET 代謝時の炭素源の取り

込みが、代謝全体の活性化に重要であることが示唆された。そこで、本菌の PET 成分取り込み

系の解明、これを利用した菌体収率の向上を目指した。 

 

I. sakaiensis の PET 分解産物に対する資化能、および取り込み能の検証： 

I. sakaiensis の無機塩培地懸濁液に 3 mM TPA、3 mM EG、3 mM TPA/3 mM EG、3 mM 

MHET、3 mM TPA+3 mM MHET をそれぞれ添加後、振盪培養を行った。資化能の検証では菌

の増殖をモニタリングした。取り込み能の検証では、初期菌体濁度をOD660=0.2と高く設定し、

分解産物のを HPLC により追跡した。 

 

MHET 添加による I. sakaiensis の増殖： 

 前培養懸濁液に MHET (終濃度 3 mM)、PET 顆粒 (10 g)、PET+MHET (終濃度 3 mM)を

それぞれ加え、振盪培養した。PHA の蓄積の定性的な評価は、菌をスライドグラスに接着させ、



親油性蛍光色素 Nile red で染色の後、蛍光顕微鏡で観察した。また集菌後、乾燥菌体とし、メ

タノリシス処理の後、ガスクロマトグラフィーによりメチルエステルの定量を行った。 

 
 
４．研究成果 

 

I. sakaiensis による PET 分解産物の炭素源としての利用可能性の評価 

PET を炭素源とした I. sakaiensis の培養における増殖と PHA 生産量は TPA、EG と比べ、

顕著に高い（Fujiwara et al., Sci. Rep., 2021）。また、PET の PETase による主な分解産物は

MHET であることから、本菌の PET 代謝は MHET 取り込み機構を介している可能性が考えら

れた。そこで、MHET、TPA、EG を炭素源とした本菌の菌体収率、比増殖速度から PET 分解

産物の炭素源としての利用可能性を評価した。 

I. sakaiensis を MHET (終濃度 3 mM)、TPA (終濃度 3 mM)、EG (終濃度 3 mM)、TPA (終

濃度 3 mM)+EG (終濃度 3 mM)、炭素源なし (NCS)で培養し、24 h 毎に濁度を測定し、比増

殖速度を算出した。3 mM MHET の菌体収率は完全加水分解産物である 3 mM TPA+3mM EG

と比べて約 1.4 倍であった (Fig. 1 A)。全条件で 48−72 h における比増殖速度が最大であったこ

とから、本時間帯における比増殖速度を比較したところ、MHET が最も高く、他条件と比べ、

約 2〜6 倍であった (Fig. 1B)。 

 

 
Fig. 1 MHET、TPA、EG を炭素源として培養した I. sakaiensis の増殖 (A)濁度と (B)比増殖速

度 MHET (終濃度 3 mM)、TPA (終濃度 3 mM)、EG (終濃度 3 mM)、TPA (終濃度 3 mM)+EG 

(終濃度 3 mM)を炭素源として振盪培養 (30℃, 30°縦振り, 200 rpm, 遮光, 6 日間)した。A: 濁

度 (OD660)および B: 比増殖速度。n=3, 平均値±標準誤差。 

 

I. sakaiensis の PET 分解産物に対する取り込み能の検証 

PET 分解産物を炭素源として培養した I. sakaiensis の菌体収率、比増殖速度から、MHET 炭

素源条件では、MHET を迅速に代謝し、他炭素源条件と比較して細胞の構成成分やエネルギー

への変換効率が高いことが示唆された。 

そこで、本菌の各炭素源に対する取り込み能を検証するため、I. sakaiensis (OD660=0.2)と PET

分解産物をインキュベートすることで、MHET、TPA、EG の取り込み能を検証した。それぞれ

の基質 3 mM と I. sakaiensis をインキュベートし、培養上清に含まれる PET 分解産物を 24 h

モニタリングした。TPA のみ、EG のみの添加では、24 h の減少は共にわずかであった。TPA/EG

混合条件においても同様の傾向が認められた(Fig. 2A, B, C)。一方で、MHET 条件では MHET

は 8 h までに検出されなくなり、TPA と EG が増加した。8 h までの TPA の増加幅は MHET の

減少幅よりも低く推移していることから、MHET の分解と TPA の減少が同時に起こっているこ



とが示唆された。また、12-16 h までに TPA が検出されなくなったことから、本菌の TPA 代謝

が機能していることが推測された。また、EG の増加幅は 24 h を通して MHET の減少幅とほぼ

一致していることから、I. sakaiensis の EG 代謝レベルが TPA と比較して、極めて低いことが

推測された。また、TPA/MHET 混合条件においても同様の傾向が認められ、24 h で 5 mM 以

上の TPA が減少した。以上のことから、MHET 存在下で TPA の減少が顕著に向上することか

ら、本菌の TPA 代謝が MHET によって活性化している可能性が示唆された (Fig. 2D, E)。 

 

 

Fig. 2 I. sakaiensis による TPA、EG、MHET の取り込みと分解の経時変化 

A: TPA (3 mM)、B: EG (3 mM)、C: TPA (3 mM)+EG (3 mM)、D: MHET (3 mM)、E: TPA (3 

mM)+MHET (3 mM)を基質として、I. sakaiensis (OD660=0.2)を振盪した。4 時間毎に培養上清

を採取し、上清に含まれる TPA、EG、MHET を定量した。TPA 減少は、MHET の減少量と TPA

増加量の差を算出し、経時毎に積算した。n=3, 平均値±標準誤差。 

 
 

MHET 存在下における I. sakaiensis の PHA 生産 

I. sakaiensis が MHET を迅速に代謝し、TPA 代謝を活性化、タンパク質への変換効率が高い

ことから、MHET は本菌の増殖および PHA 生産を増加させる制御因子である可能性が示唆さ

れた。そこで、MHET が I. sakaiensis の増殖および PHA 生産に及ぼす影響を調べた。 

MHET (終濃度 3 mM)、PETを炭素源としてI. sakaiensisを培養した。培養開始から48時間

毎に培養液を回収し、乾燥菌体重量とNile red染色後の細胞の蛍光顕微鏡による観察から脂溶性

成分の蓄積を検証した。その結果、PET条件では脂溶性成分の蓄積が認められたが、MHET条件

ではPET条件と比べて増殖性が低く、脂溶性成分の蓄積は認められなかった (Fig. 3A, B)。これ

までに、PETを炭素源とするとI. sakaiensisは乾燥菌体重量の半分程度のPHAを蓄積すること

がわかっている。このことから、I. sakaiensisのPHA生産にはPET代謝には存在するが、MHET

代謝には存在しない因子が必要であることが示唆された。そこで、PET代謝を基盤として、

MHETを添加することによるTPA代謝のフラックスの向上、およびその結果としてのPHA生産

の向上が期待された。そこで、PETにMHETを添加することによる増殖とPHA生産を検証した

ところ、培養6日でPET+MHET条件はPET条件と同程度の菌体収率であったものの、

PET+MHET条件はPET条件と比べて、脂溶性成分を蓄積している細胞が多数認められた (Fig. 



3B)。 

 

Fig. 3 MHET、PET、PET+MHET を炭素源として培養した I. sakaiensis の (A)増殖と (B)脂

溶性成分の蓄積 A: 3 mM MHET、PET、PET+3 mM MHET を炭素源として、培養した。48

時間毎に乾燥菌体重量を測定した。n=3。B: 培養 6 日目に培養液を採取し、Nile red で染色し、

蛍光顕微鏡により、1000 倍で観察した。スケールバーは 10 μm。 

 

そこで次に、PET、PET+MHET を炭素源として培養した I. sakaiensis の PET の重量減少、

乾燥菌体重量、PHA 蓄積率、PHA 生産量を比較した (Fig. 4 A, B, C, D)。6 日間の培養で、PET

の重量減少は PET+MHET 条件で PET 条件の約 1.5 倍に達し、乾燥菌体重量は同程度であるこ

とがわかった。PET に MHET を添加すると PET の重量減少が促進した (Fig. 4A, B)。PHA 生

産では、培養 6 日目には PHA 生産量、蓄積率は PET 条件で 1.00±0.03 g/L、59±2.9wt%、PET

＋MHET 条件で 1.30±0.12 g/L、70±3.3wt%に達し、MHET 添加によって PHA 生産が向上す

ることがわかった (Fig. 4C, D)。 

 

 

Fig. 4 PET、PET+MHET を炭素源として培養した I. sakaiensis の増殖と PHA 生産 A: PET、

PET+MHET を炭素源とした培地での PET の重量減少。B: PET、PET+MHET を炭素源とし

た培地での I. sakaiensis の増殖。C: PET、PET+MHET を炭素源とした培地での I. sakaiensis 

の PHA 蓄積率。D: PET、PET+MHET を炭素源とした培地での I. sakaiensis の PHA 生産量。

YSVO 培地で PET、PET+MHET を炭素源として 30℃で 2、4、6 日間培養した。n=3, 平均値

±標準誤差。PET 条件と PET+MHET 条件を比較して有意差のある値には、*印（p < 0.1）、**

印（p < 0.05）、***印（p < 0.01）を示した (スチューデント t 検定)。 
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