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研究成果の概要（和文）：Pseudomonas sp. 61-3の (R)-3HA-CoAリガーゼ遺伝子は560アミノ酸残基からなる推
定分子量62 kDaのタンパク質をコードしていた。PHA重合酵素遺伝子および脂肪酸合成経路からの中鎖長3HAユニ
ット供給系酵素遺伝子をRalstonia eutropha H16のPHA重合酵素遺伝子破壊株H16dCに導入した組換え株は、糖を
唯一の炭素源として中鎖長3HAが5 mol%程度取り込まれたP(3HB-co-3HA)を約10 wt%の蓄積率で合成した。しか
し、二酸化炭素からは2 wt%未満のP(3HB)のみが合成された。

研究成果の概要（英文）：   The (R)-3HA-CoA ligase gene in Pseudomonas sp. 61-3 was cloned and 
identified.     The gene was encoded the protein composed of 560 amino acids with a calculated 
molecular mass of 62 kDa. PHA synthase gene (phaC1) and the genes encoding the enzymes which provide
 medium-chain-length 3HA unit through fatty acid biosynthesis pathway were introduced into Ralstonia
 eutropha H16dC (phbC -disruptant of H16). The recombinant strains accumulated 5-10 wt% P
(3HB-co-3HA) with 5-6 mol% 3HA fractions from fructose as the sole carbon source. Whereas, the 
recombinants synthesized less than 2 wt% P(3HB) homopolymer from carbon dioxide and 3HA units were 
not incorpotaed the polymer chain.

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　生分解性プラスチック　脂肪酸合成経路　二酸化炭素　共重合ポリエステ
ル　コポリマー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 プラスチックで代表される化石燃料由来
の合成高分子材料は優れた性能と機能を持
つが、その廃棄物の多くは自然環境で分解さ
れないために、環境中に半永久的に蓄積して、
さまざまな環境問題を引き起こしている。そ
こで、ある種の微生物が合成・蓄積するポリ
ヒドロキシアルカン酸（PHA）が注目されて
いる。PHA は自然界に存在する微生物によっ
て分解・代謝される生分解性プラスチックで
あり、微生物が合成するので再生可能資源の
バイオマスを利用できる。すなわち、化石資
源の消費量を抑え、温室効果ガスの二酸化炭
素の排出量を抑制することができる。そのた
め、PHA は石油由来の生分解性プラスチック
（ポリカプロラクトンやポリエチレンサク
シネートなど）と比べてもより地球に優しい
環境調和型のプラスチックといえる。しかし、
野生株が合成するPHAは硬くて脆いものや非
晶質であるなど物性に難があり実用的では
ない。そこで、独立栄養細菌や増殖速度が速
い大腸菌を PHA 合成の宿主とし、石油由来プ
ラスチックと同等な物性の優れた実用的な
PHA を二酸化炭素や糖から合成できれば、環
境低負荷のみならず環境保全にも大いに役
立つ。その生産システムの確立はプラスチッ
ク製造における技術革新を起こす可能性が
ある。 
 水素細菌 Ralstonia eutropha は糖や二酸
化炭素から炭素数4の3-ヒドロキシブタン酸
（3HB）をモノマー単位とするポリ(3-ヒドロ
キシブタン酸)、P(3HB)を合成するが、これ
は硬くて脆い PHA である。鎖長の長い 3-ヒド
ロキシアルカン酸（3HA）を第 2 モノマー成
分とした共重合体 P(3HB-co-3HA)を合成すれ
ば耐衝撃性を向上させることができるが、野
生株では炭素数 6 以上の 3HA ユニットを PHA
鎖中に取り込めない。これは、第一に PHA 重
合酵素の基質特異性に起因する。そこで申請
者らは、Pseudomonas sp. 61-3 の PHA 生合成
遺伝子を同定し（Matsusaki et al. J. 
Bacteriol., 1998）、本菌の低基質特異性 PHA
重合酵素（PhaC1）の遺伝子を導入した組換
え株を作製することにより、低密度ポリエチ
レ ン と 同 等 な 優 れ た 物 性 を 示 す
P(3HB-co-3HA)共重合体（3HB と炭素数 6〜12
の 3HA からなるランダム共重合体）の合成に
成 功 し た （ Matsusaki et al. 
Biomacromolecules, 2000 ）。しかし、 R. 
eutrophaを宿主とした場合、phaC1遺伝子を
導入しても糖や二酸化炭素からは P(3HB)し
か 合 成 さ れ な い （ 脂 肪 酸 か ら は
P(3HB-co-3HA)を合成）（Matsusaki et al. 
Appl. Microbiol. Biotechnol., 2000）。こ
れは、R. eutropha が脂肪酸合成経路からの
(R)-3HA-CoA（炭素数 6 以上）供給系を有し
て い な い か ら で あ る 。 そ の た め 、
P(3HB-co-3HA)を合成させるためには、PHA 重
合 酵 素に加 え て脂肪 酸 合成経 路 か ら
(R)-3HA-CoA を供給する酵素が必要である。

そのためには、phaC1 遺伝子と Pseudomonas
属細菌由来の(R)-3HA-ACP チオエステラーゼ
遺伝子（phaG）および(R)-3HA-CoA リガーゼ
遺伝子が必要であることを明らかにした。そ
れらの遺伝子を導入した大腸菌は糖から
P(3HB-co-7% 3HA)共重合ポリエステルを合成
し、P(3HB)よりも物性の改善がみられた
（Hokamura et al. J. Biosci. Bioeng.,2015）。
PHA の実用化と普及のためには、このような
物性の優れたPHAを再生可能資源のバイオマ
スや温暖化の原因物質の二酸化炭素から合
成することが望ましい。これにより、環境低
負荷型のPHA生産システムを構築することが
できる。 
 
２．研究の目的 
 R. eutropha は、糖や脂肪酸のみならず二
酸化炭素を炭素源として増殖し、生分解性プ
ラスチックのポリヒドロキシアルカン酸
（PHA）を合成する。しかしながら、この細
菌が合成するPHAは耐衝撃性が弱く堅くて脆
い P(3HB)ホモポリマー（破断伸びは 5%）で
あ る 。 そ の た め 、 耐 衝 撃 性 に 優 れ た
P(3HB-co-3HA)共重合ポリエステルの合成を
目 指 し 、 幅 広 い 基 質 を 利 用 で き る
Pseudomonas sp. 61-3 由来の PHA 重合酵素
（PhaC1）遺伝子を導入した R. eutropha の
組換え株を作製したが、糖を炭素源とすると
P(3HB)しか合成されない。これは、PHA 重合
酵素の基質となる炭素数 6〜12 の中鎖長
(R)-3-ヒドロキシアシル CoA（(R)-3HA-CoA）
が、R. eutropha において脂肪酸合成経路か
ら供給されないからである。そこで、脂肪酸
合成経路を経て PHA を合成させるためには、 
phaC1 遺伝子と Pseudomonas 属細菌由来の
(R)-3HA-ACP チオエステラーゼ遺伝子（phaG）
および(R)-3HA-CoA リガーゼ遺伝子が必要で
あることを明らかにした。それらの遺伝子を
導入した大腸菌はグルコースを唯一の炭素
源として P(3HB-co-7% 3HA)を合成し、P(3HB)
よりも物性の改善がみられた（破断伸びは
186% ）（ Hokamura et al. J. Biosci. 
Bioeng.,2015）。 
 一方、これまでの研究で、R. eutropha の
組換え株が糖を唯一の炭素源として合成し
た PHA への 3HA ユニットの取り込みは 2.8 
mol%以下であった。そのため、大腸菌を宿主
とした共重合PHA合成系のさらなる改善を行
うとともに、大腸菌で得られた結果を踏まえ
て R. eutrophaの分子育種を進め、二酸化炭
素から耐衝撃性に優れた実用的な共重合 PHA
を合成させることを最終的な目標とし、その
ための基礎的知見を得ることを本研究の目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 二酸化炭素や糖から丈夫で実用的な
P(3HB-co-3HA)共重合体（生分解性プラスチ
ック）を合成させるため、Pseudomonas sp. 
61-3由来の低基質特異性のPHA重合酵素遺伝



子（phaC1）および PHA 重合酵素の基質とな
る炭素数 6 以上の(R)-3HA-CoA を脂肪酸合成
経路から供給する(R)-3HA-ACP チオエステラ
ーゼ遺伝子（phaG）、3HB ユニット供給する
R. eutropha由来のβ-ケトチオラーゼ遺伝子
（phbA）およびアセトアセチル CoA リダクタ
ーゼ遺伝子（phbB）を大腸菌あるいは R. 
eutrophaのPHA合成能欠損株に導入した組換
え株を作製した。また、3HA ユニットの供給
のためには、PhaG 酵素の他に(R)-3HA-CoA リ
ガーゼが必要であるため（Wang et al. Appl. 
Environ. Microbiol., 2012; Hokaramura et 
al. J. Biosci. Bioeng., 2015）、この遺伝
子をさらに導入した組換え株を作製した。こ
れら組換え株によって脂肪酸合成経路を介
して P(3HB-co-3HA)を合成するため、以下の
研究を実施した。 
 
（１）Pseudomonas sp. 61-3 の推定(R)-3-
ヒドロキシアシルCoAリガーゼ遺伝子のクロ
ーニングと該遺伝子導入株が合成するPHAの
検討 
 (R)-3- ヒ ド ロ キ シ ア シ ル CoA
（(R)-3HA-CoA）リガーゼ遺伝子として、
Pseudomonas putida KT2440 の PP0763 遺伝子
および我々が明らかにした Pseudomonas 
aerugionosa PAOの PA3924（Hokamura  et al. 
J. Biosci. Bioeng., 2015）が報告されてい
る。大腸菌を宿主とした PA3924 遺伝子導入
株は PP0763 遺伝子導入株よりも 3HA 分率が
高い P(3HB-co-3HA)を高い菌体内蓄積率で合
成した。 phaC1 および phaG 遺伝子は
Pseudomonas sp. 61-3 由来であるため、同じ
菌株由来の(R)-3HA-CoA リガーゼ遺伝子を用
いれば、これまでよりも高い 3HA 分率からな
る P(3HB-co-3HA)を効率的に合成する可能性
がある。そこで、P. putida KT2440 の PP0763
と相同性があるタンパク質の保存領域に基
づいてプライマーを設計し、Pseudomonas sp. 
61-3 のゲノム DNA の degenerate PCR を行っ
て目的遺伝子の一部をクローニングし、その
後 nested PCR を行って、推定(R)-3HA-CoA リ
ガーゼ遺伝子の全塩基配列を決定した。さら
にその遺伝子を大腸菌あるいは R. eutropha
に導入して、合成される PHA のモノマー組成
および蓄積率をこれまでの PA3924 遺伝子導
入株の結果と比較した。 
 
（２）組換え Ralstonia eutropha による糖
および二酸化炭素からの共重合 PHA の合成 
 Pseudomonas sp. 61-3 由来の phaC1遺伝子
および phaG遺伝子、さらには P. aeruginosa
由来の(R)-3HA-CoA リガーゼ遺伝子（PA3924）
を R. eutrophaの PHA 合成能欠損株に導入し
たさまざまな組換え株を作製した。それらを
糖あるいは二酸化炭素を唯一の炭素源とし
て培養し、合成された PHA のモノマー組成お
よび蓄積率について検討した。また、PHA を
菌体内から抽出し、NMR 解析を行ってモノマ
ー鎖の連鎖について調べた。 

 また、遺伝子を発現させるプロモーターに
ついても構成的なものと誘導的なものを用
いてプロモーターの違いがPHAの合成に与え
る影響についても調べた。 
 
４．研究成果 
（１）Pseudomonas sp. 61-3 の推定(R)-3-
ヒドロキシアシルCoAリガーゼ遺伝子のクロ
ーニングとその機能  
 (R)-3HA-CoA リガーゼ活性を有する P. 
putida PP0763 と相同性が高いタンパク質の
アライメント解析を行い、それらの保存領域
に基づいて degenerate プライマーを設計し
て Pseudomonas sp. 61-3 のゲノム DNA の PCR
と増副産物の塩基配列を決定した。その結果、
推定(R)-3HA-CoA リガーゼ遺伝子の一部が明
らかとなり、続いてその上流域および下流域
を nested PCR によりクローニングした。最
終的に 3.5 kb SalI-EcoRI 領域の塩基配列を
決定した。その結果、Pseudomonas sp. 61-3
の推定(R)-3HA-CoA リガーゼ遺伝子は、
1,683-bp、560 アミノ酸残基からなる推定分
子量 62 kDa のタンパク質をコードしている
と考えられた。これは、(R)-3HA-CoA リガー
ゼ活性を有する P. putida PP0763 および P. 
aerugionosa PAO の PA3924 とそれぞれ、95%
と 97%の相同性を示した。 
 次 に 、 Pseudomoas sp. 61-3 の 推 定
(R)-3HA-CoA リガーゼの機能を明らかにする
ため、この遺伝子を破壊した株を作製したが、
合成されたPHAのモノマー組成と菌体内蓄積
率は野生株とほとんど変わらなかった。
Pseudomonas 属細菌には、(R)-3HA-CoA リガ
ーゼ活性を有すると考えられる中鎖および
長鎖脂肪酸CoAリガーゼがいくつも推定され
ているため、Pseudomoas sp. 61-3 において
(R)-3HA-CoA リガーゼを有する別の酵素の存
在が示唆された。そこで、PHA を合成しない
大腸菌あるいは脂肪酸合成経路からの中鎖
長 3HA ユニット供給系酵素を持たない R. 
eutrophaを宿主として、クローニングした遺
伝子の機能を調べた。大腸菌 LS5218 株（fadR 
atoC）を宿主にして培養した結果（プラスミ
ド pJScK-C1GAB および pRTcASc-MCL(Ps)導入
株）、PP0763 や PA3924 遺伝子を導入した株と
比べて PHA の蓄積率が 0.5 wt%と僅かしか合
成しなかった（Table 1）。一方、R. eutropha 
H16 の PHA 重合酵素遺伝子破壊株 H16dC に導
入 し た 組 換 え 株 （ プ ラ ス ミ ド
pRTcASc2-GMCL(Ps)および pJASc22 導入株）
は 、 中 鎖 長 3HA 分 率 が 5.4 mol% の
P(3HB-co-3HA)を 7.6 wt%の蓄積率で合成した
（Table 2）。これは PA3924 遺伝子導入株と
ほとんど同じであることから、本研究におい
てクローニングした遺伝子は Pseudomonas sp. 
61-3の(R)-3HA-CoAリガーゼ遺伝子であると
結論した。 
 
 
 



 

 
 

 

 
（２）組換え Ralstonia eutropha による糖
および二酸化炭素からの共重合 PHA の合成 
 R. eutropha H16dC のさまざまな組換え株
を作製してフルクトースを唯一の炭素源と
して培養した。その結果、プラスミド
pRTcAA-GMCL(Pa) および pJASc22 を導入し
た株は、3HB 分率が 93.8 mol%、中鎖長の 3HA
（C8-C12）分率が 6.2 mol% からなる PHA を蓄
積率 8.6 wt%で合成した。この PHA を抽出し
て、13C-NMR を行ったところ、3HB と 3HA の連
鎖を示すピークが確認できた。すなわち、こ
の PHA は P(3HB)と P(3HA)のブレンドではな
く P(3HB-co-3HA)共重合ポリエステルである
ことが明らかとなった（Table 2）。また、
phaC1Ps 遺伝子を発現させるプロモーターに
ついて検討した結果、phaC1Ps遺伝子を構成的
に発現（PRe）させると PHA の蓄積率が向上し
たが、3HA 分率のポリマー鎖への取り込みは
わずかであった（pJBB49-phb導入株）。一方、
phaC1Ps 遺伝子を窒素源制限下で誘導発現す
るプロモーター（PPs）で発現させ、phbABRe

遺伝子を PRe プロモーターで発現させた組換
え株（pJKSc54-phab 導入株）では、pJASc22
導入株と比べてPHA蓄積率は若干低下したも
の の 、 3HA 分 率 が 9.8 mol% か ら な る
P(3HB-co-3HA)を合成した。 
 以上のように、PHA 蓄積率を高める検討が
今後も必要であるが、R. eutropha を宿主と
して、唯一の炭素源としての糖から脂肪酸合
成経路を介して P(3HB-co-3HA)共重合ポリエ
ステルを合成することができた。そこで、最
終 目 的 で あ る 二 酸 化 炭 素 か ら の
P(3HB-co-3HA)の合成を試みた。作製した R. 
eutropha の組換え株を二酸化炭素を唯一の
炭素源として独立培養した結果、いずれの組
換え株も合成された PHA の蓄積率は 2 wt%未
満であり、中鎖長の 3HA ユニットは含まない
P(3HB)ホモポリマーであった。今後、培養条
件の違いによる遺伝子の発現量を調べるな
どして代謝の流れを詳細に検討し、基礎的知
見を積み上げ、二酸化炭素からの実用的な共
重合 PHA の合成を目指す。 
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