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研究成果の概要（和文）：Ideonella sakaiensisはPETを分解して栄養とすることが可能である。本研究では、
I. sakaiensisが効率的にPETを分解する仕組みを探り、以下のことが明らかとなった。(1)PETaseの基質結合部
位に変異導入を行い、PETaseの高いPET基質特異性はこれらのアミノ酸残基の影響が大きいことが明らかとなっ
た。（２）I. sakaiensis遺伝子破壊系の構築に成功し、Δpetase株、Δmhetase株を構築した。（３）プロテオ
ミクス解析から、新たにPETオリゴマーに加水分解活性を有する酵素を見出した。

研究成果の概要（英文）：Ideonella sakaiensis is capable of growing on PET as a carbon nutrition. In 
this study, we explored the mechanism of efficient PET degradation by I. sakaiensis and found things
 as follows. (1) Mutations were introduced into the substrate binding site of PETase, and it was 
found that the high PET substrate specificity of PETase is greatly influenced by these amino acid 
residues. (2) We succeeded in constructing a gene disruption system for I. sakaiensis, and created 
Δpetase and Δmhetase strains. (3) Proteomic analysis revealed an enzyme with hydrolytic activity 
against PET oligomers.

研究分野：応用微生物学

キーワード： PETase　Ideonella sakaiensis　遺伝子破壊

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
（１）PETaseのPETに対する基質特異性の高さに貢献するアミノ酸残基が明らかとなった。これらを他のPET加水
分解酵素に置換導入することで、機能改良につながることが期待できる。（２）I. sakaiensis遺伝子破壊系に
より、本菌の持つ遺伝子の生理学的な機能解析を行うことが可能となった。また、本菌の代謝系を人工的に改良
し、有用物質生産につなげるなど、代謝工学への応用が可能となった。（３）新酵素の発見により、本菌のPET
代謝への理解を進めることができるようになった。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

ポリエチレンテレフタレート (PET)は、ペットボトルや衣服の繊維などに汎用される主要な

プラスチックのひとつである。石油を原料に製造される PET は化学的に非常に安定で、自然界で

は分解されないとされ、埋め立て地などから環境に流出した PET は蓄積して環境問題となって

いる。申請者らは、ペットボトル廃棄場に生息する微生物を探索することによって、世界で初め

て PET を分解・代謝する新種細菌(Ideonella sakaiensis と命名)を発見し、さらにその PET 分

解メカニズムを解明した（Yoshida et al., Science, 2016）。I. sakaiensis は PET と共に培養

すると、PET に接着して分解する。その際に PET 分解・代謝に必要な遺伝子群の発現を急激に増

加させる。これらの遺伝子産物の中で、PET 加水分解活性を持つ酵素（PETase）と、PETase によ

る加水分解物 MHET に対して加水分解活性を持つ酵素（MHETase）は共役して PET をテレフタル酸

とエチレングリコールにまで分解する。さらに I. sakaiensis はこれらの単量体を CO2と水に

まで代謝することができた。 以上のような PET に対する分解・代謝の挙動から、I. sakaiensis

は人工物である PET を栄養源として利用できる機構を獲得したと考えられた。 

 

２．研究の目的 

 Ideonella sakaiensis はポリエチレンテレフタレート (PET)を戦略的に分解して栄養とでき

ることが判明した唯一の菌である。これまでの研究で PET 分解に寄与する 2 種類の酵素は明ら

かになったが、その詳細なメカニズムや I. sakaiensis が効率的に PET を分解する仕組みにつ

いてはほとんど明らかになっていない。本研究では I. sakaiensis の栄養獲得における適応進

化を「PET 分解酵素」と「PET 分解関連因子」に焦点をあてて、その全容を探った。 

 

３．研究の方法 

（１）PETase と耐熱性クチナーゼ間の相互変異導入と機能解析 

PETase は PET に対して高い加水分解活性と基質特異性を示すが、安定性が低い。一方で、好

熱性放線菌が有する天然の脂肪族エステル加水分解酵素（クチナーゼなど）の一部は、副活性と

して PET 加水分解能を持つ (Taniguchi and Yoshida et al., ACS Catal., 2019)。これらは常

温域における PET 分解活性は低いが、耐熱性が高く、高温域において高い PET 加水分解活性を発

揮する。PETase と PET 分解性クチナーゼの結晶構造比較では、基質（PET）とのドッキングシュ

ミレーション解析により、PET との相互作用が予想されるアミノ酸に一部相違が認められること

が判明した（Joo et al., Nat. Commun., 2018）。PETase と、そのホモログである耐熱性クチナ

ーゼ（LCC）の結晶構造比較から予測される基質結合部位周辺に認められた PETase においてユニ

ークなアミノ酸残基に着目し、これらアミノ酸残基への変異導入を相互に行って得られた変異

酵素について、その PET 分解活性、脂肪族エステルに対する分解活性（直鎖脂肪族カルボン酸と

発色団 p-ニトロフェノールが脱水縮合した人工基質を利用）、基質特異性（上記２種の基質に対

する活性の比）、protein thermal shift を用いたタンパク質の安定性について調べた。 

 

 

 



(２) I. sakaiensis 遺伝子破壊系の開発と PETase、MHETase 遺伝子破壊 

本菌の有する遺伝子の PET 分解への関与を調べるため、遺伝子破壊系の構築を試みた。遺伝

子破壊ベクターは、Ideonella 属細菌と同科の Comamonas 属細菌での成功例から pT18mobsacB

ベクターを基盤とした。まず宿主株として、orotidine 5'-phosphate decarboxylase 遺伝子 

(pyrF)遺伝子破壊株の取得を試みた。pyrF およびその周辺領域を含むベクターを構築し、

Escherichia coli S17-1 株に導入したのち、接合伝達により I. sakaiensis へ導入した。目

的の個所へのベクターの導入は、テトラサイクリン耐性株に対する PCR によって選抜した。こ

れらプラスミド導入株を 5-fluoroorotic acid (5-FOA)を含む培地上で増殖したコロニーを遺

伝子破壊株(ΔpyrF 株)として選抜した。破壊株の確認は PCR によって行った。次に、この遺伝

子破壊株(pyrF 株)を宿主とし、PETase 遺伝子(petase)、MHETase 遺伝子(mhetase)破壊株の構

築を試みた。マーカーとして pyrF およびそのプロモーター、ターゲット領域およびその周辺

領域を含むベクターを構築し、I. sakaiensis に導入した。次に 5-FOA を含む寒天培地上で増

殖したコロニーを対象に PCR を実施し、ターゲット領域が欠損した変異体を選抜した。さらに

ウエスタンブロットによるターゲット遺伝子の発現確認により、遺伝子破壊の検証を行った。

得られた遺伝子破壊株を PET、そのモノマーであるテレフタル酸（TPA）、エチレングリコール

（EG）を炭素源として培養することで、これら酵素の PET 代謝における重要性を検証した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）PET 分解に関与する因子の探索と機能解析 

I. sakaiensis は PET フィルムと共に培養すると、菌体外に特徴的な構造物を形成する。この

ことから、これら構造物の PET 分解への機能的関与が示唆された。そこで、その手がかりを得る

ため、I. sakaiensis を PET フィルムとともに培養し、そのフィルム画分と培養液画分からタン

パク質を抽出し、定量的プロテオミクス解析（DIA-MS 解析）を実施した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΔpyrF 株を宿主としたターゲット遺伝子の破壊  

ΔpyrF 株を宿主としたターゲット遺伝子の破壊 

 

pyrF の破壊 



４．研究成果 

（１）I. sakaiensis 由来 PET 加水分解酵素 PETase と耐熱性クチナーゼの機能比較解析 

PETase に LCC 型変異を導入すると、総じて PET 分解活性は低

下し、PET に対する基質特異性はわずかに低下した。また、タ

ンパク質の安定性は向上する傾向にあった。一方で、LCC に

PETase 型変異を導入すると、PET分解活性は概ね維持されたが、

2-3 倍程度に上昇する変異体も存在した。一方、PET に対する基

質特異性は、全体的に顕著に向上し、50倍に達する変異体も存

在した。タンパク質の安定性は全体的にわずかに低下した。以

上のことから、両タンパク質の基質結合部位のアミノ酸は、と

くに基質認識に関わることが明らかとなった。そして、PETase

はこれらのアミノ酸残基により PETへの基質特異性を高めてい

ると考えられた。 

 

(２) I. sakaiensis 遺伝子破壊系の開発と PETase、

MHETase 遺伝子破壊 

遺伝子破壊系の構築：I. sakaiensis における遺伝子

破壊の宿主として、ΔpyrF 株を取得することができた。

また、ΔpyrF 株を宿主とし、Δpetase 株、Δmhetase 株

を構築した。以上のことから、I. sakaiensis における

遺伝子破壊系の構築に成功した。本系によって得られた

遺伝子破壊株は、遺伝子マーカーである pyrF がゲノム

上に残存しないため、遺伝子の多重破壊に利用すること

ができる。本菌の様々な遺伝子の機能検証、また代謝工

学への応用などが考えられる。 

Δpetase 株、Δmhetase 株の増殖： TPA を炭素源とす

ると両株は、宿主株と同様の増殖性を示した。一方で、

PET を炭素源とすると、両株とも宿主株と比べて著しく

増殖性が減少し、炭素源なし時と同等となった。以上の

結果から、I. sakaiensis の PET 代謝において PETase と

MHET が極めて重要であることが明らかとなった。 

 

（３）PET 分解に関与する因子の探索と機能解析 

 DIA-MS 解析の結果、得られた 3072 個のタンパクの

定量データについて、PET フィルム上と培養液中におけ

る存在量を比較した。まず、PET フィルム上での存在比

が特に大きい（PET フィルム／培養液=33）推定エステラ

ーゼタンパクに着目した。ゲノムより本 ORF をクローニ

ングし、組換えタンパクを大腸菌において発現させ、ア

フィニティ精製により粗精製タンパクを得た。次に、PET

やそのオリゴマーに対する活性を行ったところ、bis(2-

TPA を炭素源とした I. sakaiensis の増殖 

〇pyrF株; △Δpetase株; □Δmhetase株 

 

PET を炭素源とした I. sakaiensis の増殖 

〇pyrF株; △Δpetase株; □Δmhetase株 

各タンパク質の PETフィルム上および培

養液中における存在量のプロット 

LCC変異体の PET基質特異性 



hydroxyethyl) terephthalate に対する加水分解活性を見出した。現在、本酵素の詳細な機能解

析を行うとともに、その遺伝子破壊株を作製することで、本酵素の PET 代謝における役割の解明

に取り組んでいる。 
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