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研究成果の概要（和文）：合成ポリマーの生分解は環境負荷を低減化する上で有効な手法である。高温や高圧を
必要とする化学的手法と比較しても，酵素反応は室温程度の温和な条件下で反応を行うことができ，環境面，エ
ネルギー面からも優位性が高い。我々はナイロン分解酵素の立体構造に基づき、同酵素の触媒機構と熱安定化機
構を解明した。化学的前処理を行ったナイロンに、耐熱化ナイロン分解酵素を作用させることで、ナイロン-6 
やナイロン-6,6をはじめとする各種脂肪族ナイロンの高効率的分解（80％以上）を達成した。一方、繊維産業で
は酵素による繊維加工が行われているが、同酵素は耐熱性が高いことから，ナイロン繊維の表面改質への応用も
期待される。

研究成果の概要（英文）：Biodegradation of synthetic polymers is recognized as a useful way to reduce
 environmental load causing pollution, loss of natural resources, increase of energy consumption, 
and generation of greenhouse gases. The potential use of enzymes responsible for the degradation of 
the targeted polymers is an effective approach which enables the conversion of the used polymers to 
original monomers and/or other useful compounds. As for the hydrolytic degradations of nylons to 
smaller metabolites, three enzymes, NylA, NylB and NylC have been found. We have determined the 
three-dimensional structure and catalytic mechanisms of the enzymes. By customization of the 
enzymatic reaction and the pre-chemical treatment conditions toward nylon polymers, the efficiency 
of the hydrolytic reaction was remarkably increased, and they succeeded in converting more than 80% 
of polymeric nylons into monomers.

研究分野： 酵素工学

キーワード： ナイロン　ケミカルリサイクル　ナイロン分解酵素　NylC　生分解　Ｘ線結晶構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リサイクルの中でも特に、高分子を構成ユニットにまで分解し再重合するケミカルリサイクルは究極の資源循環
方法と目されている。これまでに様々なケミカルリサイクル手法が提案されているが、微生物・酵素を用いるア
プローチは、構成ユニットへの優れた再生技術として高い可能性を秘めている。天然に存在しない分子構造を有
し、強固な分子間相互作用を有することから、ナイロンは生分解を受けない素材であるというのが一般的な認識
である。我々は、酵素の立体構造に基づくタンパク質工学と分子進化工学的手法により、実用レベルにて高分子
ナイロンを加水分解可能な酵素（ナイロン加水分解酵素）を創出することに成功した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ナイロンはその強靭性，柔軟性，耐熱性，耐薬品性から，繊維製品，包装，漁網など汎用性の

高い熱可塑性プラスチックとして日常生活のさまざまな用途に使用されている。ナイロンの
世界年間生産量は、 2020 年には 890 万トンを超えたと報告されており，ナイロン-6 とナイ

ロン-6,6 の 2 種類だけで総生産量の 90％以上を占めている。ナイロン原料が化石燃料から合
成されることを考えると，エネルギー消費と温室効果ガス（GHG）排出の両面において地球環境に

多大な影響を及ぼしている。アメリカでは，ナイロンのサプライチェーンにおいて 297 MJ/kg も
のエネルギーが消費され，それによって、10.4 kg-CO2e/kg の GHG が排出されていると試算され

ており、生産工程のみならず使用後の問題点も指摘されている。ナイロンの生分解性は低く，マ
イクロプラスチックや海洋ゴミとして潜在的な環境蓄積に対する懸念を残しているからである。

持続可能な開発目標（SDGs）に対する社会的要請が高まる中，化石燃料への依存度を低下させ、 
GHG 排出量を削減するだけでなく，環境への負荷を最小限に抑えるために，ナイロン素材につい

てもリサイクルを通じた本格的な資源循環システムの構築が求められつつある。 
 
２．研究の目的 

地球温暖化を始めとする地球環境問題は、生態系への影響のみならず、気候変動・自然災害を

誘起し、将来的には人類の存続にも影響を与える可能性が危惧されている。そのため、多方面か

らのアプローチが試みられている。循環型社会の構築を実現するためには、合成段階で再資源化

を考慮した生産システムへの変換が必要となる。高分子を構成ユニットにまで分解し再重合す

るケミカルリサイクルは，究極の循環方法と言える。これまでに様々なケミカルリサイクル手法

が提案されているが，微生物・酵素を用いるアプローチは，構成ユニットへの優れた再生技術と

して高い可能性を秘めている。我々はナイロン合成段階で、重合が途中で停止したオリゴマー

（ナイロンオリゴマーと称する）を分解・資化可能な微生物が発見し、加水分解に関わる 3 種類

の酵素 NylA、NylB、NylC を見出した（図 1）。本研究ではこれらの酵素の構造機能解析、機能・

熱安定性の改良、反応条件の検討から、実用レベルでナイロンの酵素分解が可能なシステムの構

築を目指す。 

 
３．研究の方法 

ナイロン分解の効率化として、ⅰ）酵素の高機能化、ⅱ）高温反応を実現するための酵素の耐

熱性化、ⅲ）モノマー化が容易なポリマーの探索、ⅳ）ポリマーを溶解可能な有機溶媒中での反

応などのアプローチが考えられる。タンパク質の熱安定化は、生化学分野の重要課題である。こ

れまで、NylC については、サブユニット会合・熱安定性の変化、非特異的な凝集、自己消化を方

向付ける変異効果を見いだした。ここでは、ナイロン分解酵素の特徴、触媒残基と熱安定化、お

よび、耐熱化酵素を用いたナイロン分解への応用について述べる。 
 
４．研究成果 

（1）ナイロン加水分解酵素の特徴 

 アミド結合を有する高分子は，例えば

タンパク質のように生体内ではありふ

れた存在であり，それらを加水分解す 

る酵素も多数存在する。しかし，同様の

アミド結合を有するにもかかわらず，ナ

イロンはそれらの酵素によって加水分 

解を受けることはない。ナイロンのアミ

ド結合を加水分解可能な酵素はこれま

でに 3 種類同定されている（図 1）。NylA

はナイロン-6 の構成ユニットである 

6-アミノヘキサン酸（Ahx）が 2 分子環

状に結合した環状二量体に対して，一

方のアミド結合を切断し直鎖状二量体を

生成する酵素である。 また，NylB は直鎖

状に連なった Ahx オリゴマーに対して N-末端側のアミド結合を切断し、Ahx を 1 分子ずつ切

り出していくエキソ型の加水分解酵素である。一方、NylC は重合度が 3 以上の直鎖状または環

状の Ahx オリゴマーに対して、内部のアミド結合をランダムに切断するエンド型の加水分解活

図 1. ナイロン-6 の酵素分解   



性を示す。ナイロン分解微生物中ではこれら

3 種類の酵素が作用することによって，直鎖

状あるいは環状の Ahx オリゴマーを Ahx モ

ノマーへと変換し，さらなる代謝経路によっ

てエネルギーを得ることができる。各酵素の

立体構造と触媒残基についてまとめると次

のようになる。 

 NylA： 472 アミノ酸からなり、活性発現

に必須の触媒 3 残基は Ser174-Ser150-Lys72 

であり，Ser150 の主鎖のコンホメーション

は珍しいシス型をとっている（図 2A）。酵素

－基質複合体解析から，基質の Ahx 環状二量

体は酵素内部に埋もれた状態で結合してい

ることが明らかとなっている。基質結合の

前後で主鎖や側鎖の位置に変化は見られ

ず，酵素の分子表面からも内部に結合した基

質分子は見えない状態であることから，基質

を取り込む際に大きな構造変化を伴うこと

が予想されている。酵素分子内での密接状態

での取り込みに加えて、Cys316-Sγ が同基質

の結合切断部位と反対側のアミド結合性窒

素原子（Acd-N7）と水素結合を形成すること

によって基質を厳密に識別する。 

NylB： 392 アミノ酸からなり、βラクタ

マーゼファミリー酵素と高い構造類似性を

示す。本スーパーファミリーには，DD-ペプ

チダーゼや β ラクタマーゼが含まれる。し

かし DD-ペプチダーゼ活性や β ラクタマー

ゼ活性は示さず、また各種ペプチドにも作用

しない。活性発現に必須の触媒 3 残基は 

Ser112-Lys115-Tyr215 である（図 2B）。本酵

素がアミド分解活性を発現するためには，触

媒 3 残基の他に、Tyr170の関与が必要であ

る。つまり，基質である Ahx 直鎖状二量体

（Ald）の加水分解には、Tyr170 の配向変化と

ループ移動が生じる誘導適合が起こらなけれ

ばならない。誘導適合が起こらない Y170F 変

異体ではナイロン分解活性が約 1/70にまで

低下し、本残基のアミド加水分解活性への関

与は明らかである。また，基質のアミド結合

距離とセリン求核攻撃距離を反応座標に設

定した 2 次元自由エネルギー空間解析もな

されており，本解析からも Tyr170 がナイロ

ン分解過程に必須のアミノ酸残基であり，特

に正四面体中間体からアシル化酵素への変

換段階における誘導適合の果たす役割が指

摘されている。 

NylC：同酵素は Arthrobacter（プラスミド

pOAD2 保持株），Agromyces, Kocuria 細菌から見出され、それぞれ NylCp2，NylCA，NylCK と呼

ぶ。NylC はアミノ酸配列の相同性から N 末端 求核性ファミリーに分類される。いずれも不活

性な前駆体（36kDa）として発現した後， Asn266/Thr267 間にて自己分断し、α鎖（27kDa）と β

鎖（9kDa）に分かれた活性型酵素へと変化する（図 3）。認識配列の C-末端側残基（Thr267）が自

図 2. ナイロン分解酵素の触媒中心の構造 

A:NylA,  B:NylB, C：NylC   

図 3. ナイロン分解酵素 NylCの自己分断   



己分断を触媒するとともに，自己分断

後は基質分解における触媒求核残基と

なる。活性発現に必須の触媒 3 残基は 

Asp308-Asp306-Thr267であり，それ以外

に、Tyr146 および Lys189 が基質認識

に影響を与える（図 2C）。 

 成熟型 NylC は，α 鎖と β 鎖がヘ

テロ 2 量体を形成し，この単量体ユニ

ットが 4 分子会合しドーナツ型の分子

構造を形成する。ただし、溶液中におい

ては、単量体、二量体（A/B または A/D

二量体）、三量体、さらに高次のオリゴ

マー体の間でダイナミックに変化する（図 4）。オリゴマー形成過程では，まず A/B 二量体が

生成された後，四量体構造が形成される。会合に伴うサブユニット間の安定化度合いが相対的に

小さいため A/D 二量体は形成されにくく，A/B 二量体形成が優先される。 

 

（2）NylC の熱安定化とサブユニット間相互作用に与えるアミノ酸置換の影響 

 分子界面に位置する 4 つのアミノ酸置換部位（D122G，H130Y，D36A，E263Q）は、熱安定性

とサブユニット間相互作用に大きな影響を与える。立体構造に基づき、以下にその効果をま

とめた（図 5）。 

122 位：本アミノ酸はモノマー A/D 間界面に位置しており，アミノ酸置換によって A-D へ

リックス間距離が変化する。野生型 NylCp2では酸性残基 Asp であるため近接する Glu1152 と

の間で静電的かつ立体的な反発が生じうるが、Gly 置換によってこれが解消し、強固なサブユ

ニット間相互作用が可能となったことで耐熱性が 24℃も向上したと考えられる。また，本部位

のアミノ酸によっては、モノマーA-D 間の部分的な非対称性が生じることがあり，これが 4 量

体形成を阻害し，水溶液中での不規則な 3 量体構造を引き起こす原因となっていると示唆され

ている。 

130 位：本アミノ酸は、ループ領域（R127-G133）に位置し、分子 A のフェノール性水酸基 

Y130-Oη は隣接する分子 D 上の D36-N と水素結合ネットワークを形成している。本アミノ

酸がヒスチジン（H）に変化すると、この水素結合ネットワークが破壊され，サブユニット間

相互作用が不安定化する。よって NylCp2 に対して H130Y 変異を導入することで、サブユニッ

ト相互作用が安定化し，耐熱性が 11℃向上したと考えられる。 

36 位：本アミノ酸は，隣接する A 分子上の E126 と 4.40Å の距離にある。このため側鎖カ

ルボキシ基同士が静電的反発を生じている。

D36A 変異はこの静電的反発を減少させると期

待できる。実際，NylC-GY と-GYQ への D36A 置

換によって耐熱性が向上する結果となった。 

 263位：本アミノ酸はαサブユニット（V261-

N266）の末端領域に位置し、野生型およびこれ

までに報告したすべての NylC 変異酵素（自己

分断後）の X 線回折実験では電子密度が不明瞭

である。本部位が酸性アミノ酸（E）から中性の

グルタミン（Q）に置き換えられることで、サブ

ユニット間の静電的相互作用が改善する。 

 

（3）ナイロンの酵素分解 

 ナイロンの特徴である強靭性と柔軟性は、素材中に結晶領域と非晶領域が適切に混在してい

ることによって発現し， 融点，強度などの物性は結晶化領域の割合に依存する。酵素は，非晶

領域の表面に露出した水素結合の形成に関与していない遊離のアミド結合を切断するが，高分

子量であるため、隣接するアミド結合部位は、隣接する他分子と相互作用している。そのため，

たとえ分子鎖が切断されたとしても、高分子表面から離脱できず，見かけ上不溶化したままと

なる。非天然型の分子構造を有し，また強固な分子間相互作用による水に溶解しないことから

一般的なペプチダーゼやアミダーゼはナイロンを加水分解できない。KI72 株から単離された 

図 5. ナイロン分解酵素 NylC-GYAQ の変異部位   

図 4. ナイロン分解酵素 NylCのサブユニット会合   



NylC も水溶性のオリゴマーに対しては加水分解活性を示すものの，高分子量ナイロンについて

は分解活性を示さない。しかし耐熱性化した NylC の四重変異体，NylC-GYAQ は高分子量ナイロ

ンに対しても明確な加水分解活性を示すことを見出した。速度論解析より NylC-GYAQ の Ahx 環

状オリゴマーに対するパラメータ kcat および Km 値はそれぞれ、2.8 /s と 0.72 mg/ml である。

野生型 NylC の速度論的パラメータ（kcat＝ 6.5 /s; Km ＝ 3.7 mg/ml）と比較すると、四重

変異導入は酵素のターンオーバーを低下させるが，基質に対する親和性を大きく向上させて

いた。このように NylC-GYAQ は高い耐熱性と高い触媒効率を獲得したことによって高分子ナ

イロンの加水分解を実現できたと考えられる。 

ガスクラスター二次イオン質量分析法（GC-SIMS）を用いて固相表面上でのナイロン試料の

分解挙動を追跡すると，その分子量分布は，酵素反応前よりも反応後の方が低分子量域へシフ

トしており，NylC-GYAQ はナイロン-6 やナイロン-6,6 を確かに加水分解していることが確認

された。一方，重合度を低くすれば、崩壊のための閾値が低くなり分解速度も向上すると期

待できる。そこでナイロ

ン-6 に対してギ酸によ

る化学的限定分解を行

うことで分子量を低下

させ、NylC-GYAQ による

分解率を算出した 。その

結果，未処理のものは 

1％程度の分解率にとど

まるが，ギ酸処理時間に

従って分解率は上昇し，

50 時間処理サンプルで

は 40％以上の分解率を

示すことが確認された

（図 6）。この際の重合度

は 30 ～ 40 である。 

NylC-GYAQは Aldを加水分解

することができないため，系中にはダイマーが残存してしまう。そこで NylC-GYAQ による

反応後に，エキソ型酵素 NylB を添加しモノマーへの完全分解を目指した。その結果，期待通り

分解率は飛躍的に向上し，ギ酸処理を 50 時間行ったものでは 84％の分解率を示した（図 6）。

さらに、ギ酸処理を 150 時間まで延長すると完全分解できることも確かめた。 

 

（5）まとめと今後の展望 

 ナイロン酵素分解の研究は，現在までに、適切な化学処理を併用することでナイロン-6 や

ナイロン-6,6をはじめとする各種脂肪族ナイロンの効率的な加水分解を達成するに至ってい

る。また，繊維産業では古くから酵素による表面加工が行われている。セルラーゼは綿繊維や

レーヨン繊維の風合い改良剤として使用されており，プロテアーゼもウールの風合い改良剤

として使用されている。ナイロン分解酵素は耐熱性も高いことから、今後、工業的な酵素反

応によるナイロン繊維の表面改質への応用も期待される。一方，SDGs に対する社会的要請が

高まる中，ナイロンの再資源化だけでなく，環境負荷を軽減する生分解性ナイロンへの代替も

重要な課題となっている。ただし，この際に利用される生分解性試験は 1 ヶ月（活性汚泥法）

から 4 ヶ月（土壌分解性試験）という長期間を要する。ナイロン分解酵素による分解試験を

指標とすれば，数時間で酵素分解性を判定することができ，生分解性ポリアミドの開発期間を

大幅に短縮できる可能性が高い。現状では，生分解性を示すポリアミドの報告はほぼ皆無であ

るが，北陸先端科学技術大学院大学の金子ら（現：江南大学）は，イタコン酸から誘導される

ピロリドン骨格を有する構成ユニットを導入した新規ナイロン（iNylon，アイニーロン）を提

案している。アイニーロンは水中での光照射によってポリマーが水溶性化するという性質を示

すことから，次世代型ナイロンの候補の一つとして注目を集めている。現在アイニーロンの

生分解性やそのリサイクルにナイロン分解酵素を活用する研究プロジェクトが進行している。 

図 6. ナイロンの平均分子量と酵素分解と関連性   
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