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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、生分解性高分子の分解開始時期を制御するために、

生分解性高分子分解微生物の生産する高分子分解酵素発現メカニズムを解析した。さらに、こ

れらの生物学的側面を、材料設計に応用し、分解開始時期が制御された「時限分解性高分子」

の創製を検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated expression mechanism of polymer-degrading enzyme 
by biodegradable polymer-degrading microorganisms in order to control the degradation 
start point of biodegradable polymer. Further we tried to prepare “the timed degradation 
polymer”, which of the degradation start point would be controlled on the basis of 
expression mechanism of their degrading enzymes. 
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１．研究開始当初の背景 

耐久性を追求し作り出されたプラスチック

は、我々の生活に多大な恩恵をもたらした反

面、分解しないため、プラスチック廃棄物の

処理処分は、国際的に社会問題化している。

日本においては、平成１２年に循環型社会推

進基本計画が策定され、これに基づき容器リ

サイクル法を含む各種リサイクル法が公布

された。これらの法整備により、プラスチッ

ク廃棄物のより適切な処理法に関する社会

通念として、廃棄物の減容化—リサイクルは、

既定路線となりつつある。一方、農水産業資

材や、土木資材など、使用後その一部が回収

困難な用途に関しては、使用後、微生物によ

り分解され環境に取り込まれる「生分解性プ

ラスチック」の使用も選択肢の一つと考えら
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れる。 

 生分解性プラスチックは、(A)使用中は十

分な機械的強度を持ち、(B)不要になった際

に、微生物により速やかに分解されなければ

ならない。日本バイオプラスチック協会は、

「生分解性プラスチック」を、ISO14851, 

ISO14852,あるいは ISO14853（ISO 法）に基

づいて、好気的条件下、一定期間で、６０％

以上の生分解度を示す高分子材料、と定義付

けている。(A)の高物性を指向した生分解性

プラスチックの研究開発は活発に行われて

いる。一方、（B）十分に生分解性発現が制御

された材料の開発は、それ程進んでいない。

生分解性プラスチックの開発において、材料

寿命を十分に制御するためには、材料側から

だけではなく、生物側からも研究すなわち、

高分子分解微生物の生態をよく理解する必

要がある 

 現在までに、いくつかの生物由来あるいは

化学合成脂肪族ポリエステルの分解微生物

が単離されている。特に生分解性に優れる生

物由来ポリヒド（３−キシブタン酸）(P(3HB))

を分解する微生物は詳しく調べられており、

非常に多様な種の微生物（細菌、カビ類）が

分解に関与することがわかってきた。一方、

化学合成生分解性ポリエステルであるポリ

エチレンサクシネート(PESu)は、比較的製造

コストが低くまた、優れた物性を有するため

注目されている。しかしながら、PESu の環境

中での生分解性は、一定しないことが知られ

ている。そこで、我々は、環境中より PESu

分解微生物の単離同定を試みた。その結果、

意外なことに、PESu 分解微生物の多くは、

P(3HB)分解微生物群の範疇に含まれること

がわかった。さらに、 PESu 分解カビ

Asperugillus clavatus の培養上清よりPESu

分解に関与する加水分解酵素を精製し、その

性質を詳細に調べたところ、PESu 加水分解酵

素は、P(3HB)分解酵素であることがわかった。 

 PESu 生分解を引き起こす酵素が、P(3HB)

分解酵素であるにも関わらず、PESu の環境分

解性は、P(3HB)と比較して低い。このように、

分解菌種および分解酵素が共通しているに

もかかわらず、P(3HB)および PESu 間には、

環境分解挙動に違いが見られる。この結果は、

生分解性プラスチックの環境分解性が、酵素

分解性と必ずしも一致しないことを示して

いる。 

  

２．研究の目的 

 生分解性プラスチックの材料寿命を制御

するためには、酵素加水分解が関わる「生分

解経路 I」と分解微生物が関与する部分の「生

分解経路 II」の双方を知る必要がある、と考

えられる。生分解経路 Iにおいて、我々の研

究グループは、世界で初めて、P(3HB)分解酵

素の結晶構造を解明し、酵素がどのように高

分子基質を認識し、加水分解するのかを明ら

かにした。 

 一方、材料の環境分解性を理解するために

は、分解微生物内での酵素誘導のメカニズム

の解明に関わる、生分解経路 II の解明が鍵

となる。しかしながら、生分解経路 II の詳

細な研究例は、ほとんどない。そこで、本研

究課題では、生分解経路 II に焦点を当て、

分子レベルでの生分解性プラスチック分解

酵素の生産メカニズムを解明することを目

的とする。さらには、酵素生産に関与する誘

導物質を明らかにし、高分子構造にこれを新

たに組み込むことにより、微生物の酵素生産

システムを利用した環境中での、高分子の自

在生分解システムの構築が可能となる。 

 本研究課題は、P(3HB)分解酵素生産システ

ムを、明らかにする。また、この結果は、前

述の通り、材料設計における生分解性因子の

明白化にもつながり、新しい生分解性ポリエ

ステルの創出に役立つ。また、P(3HB)（生物

由来）／PESu(化学合成)のように同じ酵素が

分解に関与する例は、絹タンパク／ポリ乳酸

などでも知られている。このように本研究課

題で用いられる方法論は、様々な生分解性プ

ラスチック開発に適用できる可能性がある。 

 

３．研究の方法 

遺伝子配列解析 

 単離したバクテリアのゲノム DNAをコロニ

ーPCR 法により増幅した。変性剤濃度勾配ゲ

ル電気泳動（DGGE）バンドから回収した DNA

を、を PCR 法により増幅した。PCR 産物を、

T-Vector pMD20に連結し、大腸菌に導入した。 

 得られたクローンをシークエンシング解

析した。塩基配列及び相同性解析は、プログ



ラムGENETYXあるいはプログラムblastn を

用いて行われた。 

 

変性剤濃度勾配ゲル電気泳動(DGGE)法 

 PCR-DGGE には、D-code System(BIO-Rad 社

製)を用いた。PCR 試料を、58℃一定、200V

の定電圧で 4時間泳動した。DGGE バンドの濃

度はプログラム ImageJ を用いて定量した。 

 

生化学的酸素要求量（BOD）生分解度測定 

 環境水を植種源として、P(3HB)、PESu およ

びこれらのブレンドのBOD生分解度を測定し

た。 

 

４．研究成果 

様々な環境中の全生菌数に対する P(3HB)

および PESu 分解菌数の割合は、それぞれ、

0.28-35％、0-17％であった。また、すべて

の環境サンプル中で P(3HB)分解菌数は、PESu

分解菌数を上回っていた。P(3HB)分解菌はす

べてのサンプルで見られたが、PESu 分解菌

は海水には見られなかった。環境サンプルの

水分含率、pHと分解菌数間において相関は見

られなかった。一方、海水を除く環境サンプ

ルでは生菌数が増加するに従い、分解菌数も

増加していた。これらのことから、海水以外

では生菌数を調べることでこれらのポリエ

ステルの分解予測が可能であると考えられ

る。環境サンプルを接種源として、ポリエス

テルの乳化固体培地を用いたクリアゾーン

法により、P(3HB)および PESu 分解菌を単離

した。その結果、P(3HB)分解菌を土壌から 11

株、淡水から 6 株、海水から 4 株単離した。

一方、PESu 分解菌は土壌から 12 株、淡水か

ら 1株単離されたが、海水からは単離されな

かった。これらの菌を、コロニー形態に基づ

き分類し、さらに遺伝系統的解析した。

P(3HB)のみの分解菌種は、Streptomyces 属、

Kitasatosporia属、Acidovorax属、Comamonas

属、Stenotrophomonas 属、Microbacterium

属、Alcanivorax 属および Shewanella 属に近

縁であり、 PESu のみの分解菌種は、

Pseudomonas 属に近縁であることがわかった。

また、Bacillus 属と Variovorax 属は、両ポ

リエステルを分解するものがあった。また、

海水から単離された Microbacterium sp.、

Shewanella sp.および Alcanivorax sp.はこ

れまでに P(3HB)分解菌として報告されてい

ない菌種だった。これらの単離株のうち、

P(3HB)分解活性でスクリーニングした 21 株

のうち PESu の分解が見られたのは 18株だっ

たが、一方 PESu 分解活性でスクリーニング

した 13 株のうち P(3HB)の分解が見られたの

は 8株いた。海水から単離された株は P(3HB)

および PESu の両方にクリアゾーンを形成す

ることが出来た。このことから、海水中でも

潜在的に PESu を分解することが可能である

と考えられる。 

  P(3HB)と PESuの混合比を変えても土壌で

は PESu の分解に差はほとんど見られなかっ

た。P(3HB)分解菌による PESu 分解を見るた

めに、PESu 分解菌が存在しないサンプルを用

いて PESu の BOD 生分解度を調べた。系内で

PESu に P(3HB)を加えた方が PESu のみの場合

に比べより高い BOD生分解度を示すことがわ

かった。ある種の環境下では、PESu のみの場

合は全く分解しなかった。一方、同一の環境

下でも、PESu に、P(3HB)を加えた場合、PESu

が分解した。これらの結果から PESu 分解微

生物がいない条件の自然環境下でも PESu に

P(3HB)をブレンドすることにより PESu 分解

の促進が可能であることがわかった。この集

積培養液を用いて変性剤濃度勾配ゲル電気

泳動 (DGGE) 法を用いて群集解析を行った。

この結果、どのサンプルでも同じようなバン

ドパターンが観察された。このことからも、

P(3HB)分解菌が PESu の分解に関与している

ことが示唆された。DGGE バンド解析より、

Enterobacter sp. 、 Aeromonas sp. 、

Stenotrophomonas maltophilia 、

Proteobacterium Ellin181、Pseudomonas sp.、図.淡水および海水における P(3HB)および PESu 分解微生物割合 



Lysinibacillus fusiformis 、

Flavobacteriales bacterium お よ び

Chryseobacterium wanjuenseが含まれている

ことが判明した。DGGEバンドの濃度を ImageJ

で解析した結果、PESu80％および PESu50％に

おいて、S-6 のバンドは集積培養液のバンド

に比べ、濃くなっていることが分かる。した

がって、S-6 バンドと高い相同性を示した

Bacillus sp.が P(3HB)-PESu ブレンドした際

の分解に重要な役割を持っていることが示

唆された。 

 

 生分解性プラスチックの研究室内での分

解実験と、実際の環境中での分解との間には、

不一致がある。一方で、生分解性プラスチッ

クの実用化に向けて、物性のさらなる改善と

ともに、材料の分解予測情報が、不可欠とな

る。分解予測を可能にするためには、どのよ

うな微生物が、分解に関与しているかを明ら

かにすることが重要である。本研究では、生

分解性プラスチックの研究室内での分解実

験と、実際の環境中での分解との間の不一致

を是正し、分解予測を可能にするために、

P(3HB)分解酵素によって分解することが知

られている PESu と P(3HB)の中温域での分解

微生物の分布を比較し、PESu に P(3HB)をブ

レンドすることによる PESu 分解が制御可能

であることを示した。 
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