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研究成果の概要（和文）：本研究では微生物由来の生分解性プラスチック分解酵素の遺伝子構造、および基質特
異性について詳細に検討を加えるとともに、その産業利用を目指した生産条件の検討も視野に入れて各種検討を
行った。まずRoseateles depolymerans TB-87株の全ゲノム解析を行い、分解酵素遺伝子を特定するとともに、
TB-71株由来の分解酵素とのホモロジーについて解析した。さらに、シャペロン様タンパクの機能解析や、近縁
種の分解酵素についての解析を行い、アミノ酸配列と基質特異性との関連を明らかにした。さらに、これらの微
生物酵素の高発現化を目指して培養条件、培地コストの検討を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, genetic structure and substrate specificity of biodegradable 
plastic-degrading enzymes derived from microorganisms and their industrial application were 
investigated. First, the whole genome analysis of Roseateles depolymerans TB-87 was performed to 
identify its degradation enzyme genes and analyzed the homology with the enzyme derived from TB-71. 
Furthermore, functional analysis of chaperone-like protein and related enzymes of other 
plastic-degrading bacteria were carried out to clarify the relationship between amino acid sequence 
and substrate specificity.  Furthermore, culture conditions and medium cost were examined for high 
expression of these microbial enzymes.
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１．研究開始当初の背景 

プラスチックを代表とする合成ポリマー
のほとんどは、それ自体の毒性は低く健康被
害も無いため、環境汚染物質としては見落と
されがちである。しかしその多くが難分解性
で、環境中に残留する。このため、海鳥や海
獣などが誤食することにより生態系に深刻
な被害を与えている。 

 合成ポリマーの中には、その構成単位中に
エステル結合やアミド結合、ウレタン結合と
いった加水分解を受けやすい構造を持った
ものも多い。構成単位であるモノマーは化学
合成原料や発酵原料としても再利用可能で
ある。これはモノマーリサイクルとよばれ、
持続可能な循環型社会システムの構築が重
要課題とされる現代において、特に注目され
ている。 

申請者はプラスチックの分解微生物、分解
酵素について精力的に研究を行っており、こ
れまでにポリウレタン分解酵素や PBS(ポリ
ブチレンサクシネート)、PBSA (ポリブチレ
ンサクシネート-co-アジペート)分解酵素、さ
らには脂肪族－芳香族コポリマー系のプラ
スチック分解酵素の取得にまで成功してい
る。その中で、Leptothrix sp. TB-71 株由来
の PBSA 分解酵素が、固体 PBSA に対して
極めて高い分解性を示すことを見いだし、バ
イオケミカルリサイクルへの応用を検討し
ていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では微生物由来の生分解性プラス
チック分解酵素の遺伝子構造、および基質特
異性について詳細に検討を加えるとともに、
その産業利用を目指した生産条件の検討も
視野に入れて各種検討を行う。 

Roseateles depolymerans TB-87 株は脂肪族
芳香族系プラスチック分解菌として分離さ
れた細菌であり、本研究室の保有する
Leptothrix sp. TB-71 株の分解能を上回ること
が明らかとなっている(1)。従って、本菌株由
来の生分解性プラスチック分解酵素 Est-H、
Est-L や、その遺伝子情報を明らかにする事
で、強力な分解機構が解明できると考えた。
また、将来的に Est-H、Est-L 両酵素を改変し、
より特異的な性質をもつ酵素を取得するた
めにも、両酵素をコードする機能遺伝子領域
を特定し、遺伝子を改変することが必要にな
ってくる。この両酵素をコードする遺伝子領
域を特定するため、N 末端アミノ酸配列等が
試みられてきたが、N 末端側がブロックされ
ており、成功しなかった。従って本研究では、
Est-H、Est-L をコードする遺伝子について機
能や構造を明らかにすることを目的とした。
これは、生分解性プラスチック分解酵素特有
の分解活性や基質特異性の解明に繋がり、酵

素を用いたモノマーリサイクルシステム構
築を前進させると考えられる。 

また、将来的なモノマーリサイクルシステ
ム構築に向けて、分解菌、分解酵素について、
の生産条件の低コスト化、高生産システムの
構築についても検討する。 

 

３．研究の方法 

本研究では、まず Roseateles depolymerans 

TB-87 株の全ゲノム解析を行い、分解酵素遺
伝子を特定するとともに、TB-71 株由来の分
解酵素とのホモロジーについて解析した。さ
らに、シャペロン様タンパクの機能解析や、
近縁種の分解酵素についての解析を行い、ア
ミノ酸配列と基質特異性との関連を明らか
にし、プラスチック分解酵素のポリマーに対
する基質特異性の変化についての総合的な
知見を得た。 

研究に用いた 2 菌株（Leptothrix sp. TB－71

株と TB-87 株）は、互いに系統的に近縁であ
る。また、両菌株ともに淡水サンプルから分
離されており、生育環境も類似している。こ
れらの菌株のうち、TB-71 株については全ゲ
ノムのドラフト解析が終了しており、かつ分
解酵素遺伝子も特定されている。一方で
TB-87 株については、酵素は精製されている
が遺伝子に関する知見はない。そこで、まず
TB-87 株の全ゲノム解析を行い、精製酵素の
アミノ酸配列を元に、本菌株の持つ 2 種の分
解酵素の特定を行った。同時に分解酵素遺伝
子周辺を検索し、シャペロン様タンパクの有
無を調べた。その後、両者の分解酵素のホモ
ロジ－解析を行った研究にあたってはパキ
スタンの研究者（A. A. Shah 博士）の協力を
得た。 

 さらに、これらの微生物酵素の高発現化を
目指して培養条件、培地コストの検討を行っ
た。酵素の大量生産や簡便な精製法について
はインドの研究者（N. R. Kamini 博士）の協
力を得た。 

 

４．研究成果 

本研究室保有の生分解性プラスチック分
解菌 Roseateles depolymerans TB-87 株は、基
質特異性や分解活性のよく似た 2 種類の分解
酵素 Est-H、Est-L を分泌する(2)。そこで、
TB-87 株のドラフトゲノム解析と精製酵素の
内部アミノ酸配列分析による Est-H、L 遺伝子
の特定、および周辺領域の解析を行った。ま
た、それらと相同性のあるタンパク質を検索
した。 

 内部アミノ酸配列解析の結果とTB-87株全
ゲノムデータより、酵素遺伝子の特定を行っ
た。その結果、Est-H、L 遺伝子と考えられる



ORF それぞれ 1083bp、870bp を特定した。両
遺伝子は互いに高い相同性を持ち、それらは
シャペロン様遺伝子を挟んで近接していた。 

 
 
 
 

 

また周辺には多数の機能未知の遺伝子が確
認された。当研究室保有の他の生分解性プラ
スチック分解菌（TB-71 株）にも酵素遺伝子
の近傍にシャペロン様遺伝子が存在するも
のがあり、Est-H、L 遺伝子とシャペロン様タ
ンパク質の相互作用の解明は、生分解性プラ
スチック分解酵素遺伝子の発現機構解明に
つながる可能性がある。 

BLAST によるアミノ酸相同性検索の結果、
本酵素遺伝子は一部のクチナーゼやエステ
ラーゼなど加水分解酵素と高い相同性を示
した。中でも Thermobifida alba AHK119 株由
来の好熱性の生分解性プラスチック分解酵
素と高い相同性を持っていた(3)。両者の酵素
タンパク質の構造上の類似点や差異を研究
することで、生分解性プラスチックの耐熱化
に関する情報が得られ、その応用に大きな進
展をもたらすと考える。 

 両酵素と他菌株由来酵素とのアミノ酸ア
ライメントと特徴を下に示す。Est-H, Est-L の
N-末端にはシグナルペプチド配列が存在し
ている。Signal P および T. alba AHK119 株の
Est119 (3) のシグナルペプチド配列を元に特
定を行ったところ、Est-H は 102 aa, Est-L は
31 aa であると推定された。しかし Est-H にお
いて、推定したシグナル配列を除去した場合
のタンパク質の分子量は 27 kDa となり、 野
生株由来酵素の分子量と異なっていた。さら
に Est-H のシグナルペプチド配列について検
討したところ、60 番目の V(Est119 の開始コ
ドンに相当)もしくは 71 番目の M(Est-L の開
始コドンに相当)の前でシグナルペプチドが
開裂されると推定された。 

推定したシグナルペプチド配列を除いた
est-H および est-L を pET21b にクローニング
し、E. coli Rosetta (DE3)に導入した。全長を
導入した est-L (pEst-LF) は、発現が見られな
かったのに対し、シグナル配列を除去した
Est-L (pEst-LM) は推定分子量である 27 kDa

にバンドが確認された。一方、全長を導入し
た est-H (pEst-HF) は est-L と同様に発現は見
られなかったが、59 および 70 アミノ酸を除
去した場合 (pEst-HM60V, pEst-HM71M)、推
定される約 30 kDa にバンドが確認された。し
かし、発現タンパクは封入体を形成し、活性
は見られなかった。 

 本酵素はプラスチックを分解する際に疎水
的相互作用による表面への付着を行うため
の疎水性ドメインを有していると考えられ
る。しかし、その疎水性ドメインの存在が大
腸菌での発現時のフォールディングを阻害
している可能性が考えられた。そこで、誘導
時期の検討と並行して界面活性剤の添加や
ヒートショックを試み、フォールデングの促
進を促したところ、界面活性剤として
deoxy-BIGCHAP を用いた場合に、わずかに活
性が認められた。 

またプラスチックリサイクルへの応用を
目指し、他の微生物由来の分解酵素について
も検討を行った。当研究室保有のLeptothrix sp. 

TB-71 株は栄養培地中でポリエステル系生分
解性プラスチックであるポリブチレンサク
シネート-co-アジペート(PBSA)分解酵素を生
産する。この TB-71 株による酵素生産の最適
条件の検討を行い、実用化に向けた酵素生産
を試みた。 

初めに、天然培地である NB、TSB、LB 培
地と無機塩培地(M9)に Yeast Extract、Malt 

Extract を加えた培地(Y.E.培地、M.E.培地)を
用いて TB-71 株を培養し、生育量と酵素活性
の向上が認められる培地の検討を行なった。
次に、向上の認められた培地を用いて固体
PBSA および PBSA エマルジョン、脂質であ
るオリーブオイル、リン脂質である大豆レシ
チン、PBSA 構成モノマーである 1,4-ブタン
ジオール、コハク酸をそれぞれ 1%となるよ
うに培地に添加し、更なる酵素活性の向上が



認められる添加基質の探索を行なった。検討
の結果より、酵素活性の向上が認められた培
養条件を用いて酵素生産のスケールアップ
を試み、改善点を検討した。その結果、TSB

培地、Y.E.培地において生育量及びエステラ
ーゼ活性が向上し、大豆レシチンやオリーブ
オイルを添加することでエステラーゼ活性
が更に向上した。その要因として大豆成分、
油脂、ビタミンなどが酵素生産に作用してい
る可能性が考えられた。TSB 大豆レシチン添
加培地での酵素大量生産では、酸素供給と精
製法の検討が必要であることが示された。 

さらに、インドの研究者の協力を得て、高
い分解性を持つ酵母を選択し、そのプラスチ
ック分解能の検討を行った。さらに本酵素の
低コストな発酵生産法を検討し、一定の成果
を得た。 
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