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研究成果の概要（和文）：高温適応進化47.9℃適応大腸菌までを、バイオプラスチック合成培養を可能とした。
46℃、47.4℃適応大腸菌を用いて、世界最高温度43℃でのバイオプラスチック (Polyhydroxybutylate: PHB) の
生産に成功した。汎用バイオプラスチック生産宿主であるJM109株でPHB合成酵素の機能発現に重要な高温適応進
化型シャペロニンGroEL/ES発現系を構築し、37-40℃でのPHB生産検討が可能な系を構築した。43℃でPHB合成可
能なRalstonia属の新しい菌を同定し、全ゲノムを決定しバイオプラスチック合成酵素群phaC,A,Bを同定した。

研究成果の概要（英文）：High-temperature-adapted evolutionary E. coli up to 47.9°C-adapted E. coli 
was made possible for bioplastic synthesis culture, and bioplastic (Polyhydroxybutylate: PHB) 
production at 43°C, the highest temperature in the world, was successfully achieved using 46°C- 
and 47.4°C-adapted E. coli. We have constructed a high-temperature-adapted evolutionary chaperonin 
GroEL/ES expression system, which is important for functional expression of PHB synthase, in JM109, 
a general-purpose bioplastic production host, and constructed a system capable of studying PHB 
production at 37-40°C. We identified a novel bacterium of the genus Ralstonia capable of PHB 
synthesis at 43°C and determined its entire Genomes were determined and bioplastic synthase groups 
phaC, A, and B were identified.

研究分野：分子細胞進化学

キーワード： バイオプラスチック　大腸菌　高温

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
一般的な大腸菌の致死温度を超える世界最高温度43℃での大腸菌を用いたバイオプラスチック生産が可能となっ
た。これにより、より硬度の高いバイオプラスチック生産への応用が可能となる。
高温でのバイオプラスチック生産に重要なプロテオスタシス系変異が存在することが示され、この遺伝子を発現
させることで、汎用宿主大腸菌を用いた高温での有用物質生産系の構築の検討が可能となった。
新規バイオプラスチック生産菌を同定し、43℃以上の高温で機能可能なバイオプラスチック生産酵素遺伝子
phaC,A,Bが同定された。今後、大腸菌を用いてより高温でバイオプラスチック生産が可能となる可能性が開かれ
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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
細菌を用いた有用物質生産は、放線菌などによる抗生物質などの薬剤（１）や、代謝機能が改
変された微生物を用いたアミノ酸発酵（２）などの生産が広く知られている。1980年台の遺伝
子工学による大腸菌などを宿主とした異種遺伝子発現が可能となり、それを用いたタンパク質
などの有用物質生産が行われるようになった（３）。現在でも医薬品分野などで大きな成果を生
み出している。しかし、微生物の遺伝子組み換えを利用した有用物質生産では、プラスチックな
どの高分子化合物生産は、低分子化合物などに比べその進展は大きくはなかった。 
微生物によるプラスチック様分子の生産に関しては、1888年に微生物菌体への細胞内の脂肪
様物質蓄積の報告 (４) により、微生物による有機高分子合成（ホリヒドロキシアルカノエート: 
plyhydroxyalkanoate: PHA）の可能性が知られるようになった。1926年には、微生物がポリヒ
ドロキシブチレート（polyhydroxynutylate: PHB）を蓄積することが報告され、今日のバイオ
プラスチック原料を微生物で生産可能であることが確認された（５）。しかし当時は、これらの
物質が石油で生産されるプラスチック代替素材や新素材になることは予想されていなかった。
微生物を利用したバイオプラスチックなど高分子有機材料としての合成は、1990年台のイギリ
スでの PHAの利用が最初である。しかしそのコスト高などにより石油製プラスチックの代替に
はならなかった。その後、石油枯渇や CO2排出などの環境問題、プラスチックごみの環境問題
化など持続可能社会への取り組みなどから、近年、微生物を用いたバイオプラスチック合成への
期待は高まっている。 
微生物によるバイオプラスチック生産は、バイオマスなどからの合成検討が可能で、環境への

CO2 負荷の小さい生産系として注目されている。また、近年の海洋プラスチックゴミ問題など
の解決策として生分解性プラスチックが注目されており、生分解性プラスチックの代表格であ
るバイオプラスチックは、日本でも国家プロジェクトレベルでその生産技術の開発に取り組ん
できている。微生物のバイオプラスチック生産においては、Ralstonia eutropha(現 Cupriavidus 
necator)が PHB 高生産株として知られており（６）、この株の育種や、Ralstonia eutropha 由
来の PHB合成酵素群の分子進化によるポリ乳酸などの新規バイオプラスチック合成など、新し
い高機能プラスチック合成の試みが、近年なされている（７）。しかし、Ralstonia eutrophaな
どのバイオプラスチック生産菌はその培養条件などの制限などもあり、バイオプラスチック生
産菌由来のプラスチック合成酵素遺伝子群 (phaC, A, Bなど)を大腸菌に導入した、遺伝子組み
換えによる（高機能）バイオプラスチック生産が期待されている。 
高機能バイオプラスチックに関しては、透明度、硬度、柔軟性などの新しい機能が注目されて
いる。その際に、微生物菌体内で合成されるバイオプラスチックの硬さがその生産性に影響して
いると考えられる。高温では合成されるプラスチック分子の柔軟性が上昇し、合成酵素のアクセ
シビリティなどに影響すると考えられている。このため、新しいバイオプラスチック生産の可能
性を広げるためには、高温での生産系を構築することが重要と考えられている。 

PHB高生産菌 Ralstonia eutrophaによる PHB生産は、30℃付近で最も効率が良く、それ以
上の温度ではプラスチック合成効率が著しく低下する。大腸菌に Ralstonia eutropha由来のプ
ラスチック合成酵素遺伝子群 (phaC, A, B)を導入してバイオプラスチックを生産させる場合も
30℃が最適温度であることから、プラスチック合成酵素遺伝子群の活性の温度依存性が大きな
影響を与えていると考えられていた。このため、大腸菌を用いた高温でのバイオプラスチック生
産の検討は、本テーマ申請当時ほとんどなされていなかった。 
大腸菌は遺伝子組換え宿主として最も広く用いられている。しかし、異種遺伝子を発現させる
と、その多くは細胞内環境の違いや高発現誘導のため不溶化タンパク質となる。このため、不溶
化させない仕組みを組込んだ大腸菌が市販されているが、その効果は不十分である。また有用物
質生産では、反応温度が律速となる場合が多く、より高温での物質生産反応の場、即ち高温での
物質生産可能な宿主が望まれている。以上の点から、異種遺伝子をより可溶化して発現でき、か
つ高温で有用物質生産が可能な宿主大腸菌の構築が望まれていた。 
我々は生物の適応進化メカニズムの解明を目指し、15 年以上にわたり大腸菌の高温適応進化
を行い、現在までに最高増殖温度 48℃以上、シャペロニンの高発現、高機能化、耐熱化が生じ
ており、ストレスや異常タンパク質発現などの細胞内タンパク質の不溶化が起こりやすい条件
で、タンパク質の可溶化が亢進する。また、高温適応進化に伴い、巨大化し大きな細胞質体積を
有する。この高温適応進化大腸菌は、細胞内タンパク質恒常性（プロテオスタシス）の安定化に
重要な変異が、多数蓄積していることが判明している。これらの性質は、この大腸菌を用いて「多
様な異種遺伝子を細胞内で可溶性タンパク質として発現させ、高温で有用物質を大量に生産す
る」という、これまでにない物質生産系構築の可能性を強く示唆していた。 
 
２．研究の目的 
 有用物質の多くは、石油等の化石資源から化学合成されている。しかし、有限資源の大量消費、
危険な合成プロセス、汚染物質の排出など環境負荷が大きいため、化石資源に頼らない有用物質
生産が切望されている。微生物を用いた有用物質生産は、生物由来原料を用いる物質循環型生産
であり、環境負荷が小さく持続可能な物質生産が見込める。また、代謝系を組み込んだ細胞を生



産工場とするため、原材料の自由度が高く複雑な物質生産が可能である。しかし生産条件が温度
などの生育条件に制限され、合成可能な物質に限りがある。このため、新しい有用物質生産が可
能な宿主微生物の開発が必須である。本申請では、宿主として高温適応進化大腸菌に着目し（８）、
バイオプラスチック生産系の開発を目的とした。具体的には、1) 高温でのバイオプラスチック
生産可能な宿主大腸菌の構築、2)高温での異種遺伝子群の発現最適化、3) 高温での異種遺伝子
群発現によるバイオプラスチック生産系の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 1) 高温でのバイオプラスチック生産可能な宿主大腸菌の構築   
①高温適応進化培養 
高温で安定増殖可能な大腸菌の構築のため、高温適応進化系（岸本ら）を用いた最少培地mM63
を用いた対数増殖を維持した進化培養をおこなった。大腸菌株は、DH1 (ΔleuB:gfpuv5-kmr)お
よびその高温適応進化株を用いた。 
②LB培地馴化培養 
バイオプラスチック生産のためには、培地中のグルコースをプラスチック生産原料とする必要
があるため、高温適応進化大腸菌の LB培地馴化培養を行なった。46℃以上適応大腸菌は、mM63 
100%から、mM63:LB=1:0→0.25:0.75→0.5:0.5→0.75:0.25→0:1 の順で馴化培養を行い、最終
的に LB100%で増殖可能な高温適応進化大腸菌を得るまで馴化を続けた。 
③形質転換およびキュアリング 
高温適応進化大腸菌へのバイオプラスチック合成遺伝子発現ベクター (pGEM-phaC,A,B およ
び pGEX-phaC,A,B)は、エレクトロポレーションで行なった。エレクトロポレーション後のコ
ロニーでバイオプラスチック合成の検討後、プラスチック合成可能なコロニーに関して、抗生物
質(Amp)を抜いたLB培地で１週間以上継代培養し、LB-Kmプレートでコロニーを形成させた。
コロニーを LB-KM, Ampプレートと LB-Kmプレートにレプリカし、LB-Kmプレートで増殖
し LB-KM, Ampプレートで増殖しないコロニーをキュアリング株として選択した。 
2)高温での異種遺伝子群の発現最適化 
①プラスチック合成遺伝子発現誘導型ベクターpGEX-phaC,A,Bの構築 
pGEM-phaC,A,B を鋳型として、プライマーpGEX-pha C for：CAGGAAACAGTATTCA-
TGGCGACCGGCAAAGGCGCGGCA 、 pGEX-pha B rev ： GAGGCAGATCGTCAGTC-
AGCCCATATGCAGGCCGCCGTT を用いて phaC,A,B 遺伝子カセットを PCR で増幅した。
同時に pGEX-4T1を鋳型として、プライマーpGEX for：CTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTC、
pGEX rev：GAATACTGTTTCCTGTGTGAAATTG を用いてリニア pGEX-4T1DNA を調整し
た。phaC,A,B遺伝子カセットとリニア pGEX-4T1DNAを用いて Infusion システム（Takara）
によりクローニングを行い、pGEX-phaC,A,Bを構築した。 
3)高温での異種遺伝子群発現による有用物質（バイオプラスチック）生産系の検討 
①PHB 合成培養  PHB 合成は、2% グルコース添加 LB 培地で行なった。適宜抗生物質を添
加した。  
 
４．研究成果 
１） 宿主大腸菌の高温適応進化 
高温でのプラスチック生産のためには、菌の高温適応進化を目的とする高温での増殖が可能な
大腸菌を構築する必要がある。本研究開始までに 12 年以上かけて高温適応進化した大腸菌を用
いて高温でのバイオプラスチック生産を検討するが、さらなる高温でのバイオプラスチック生
産検討が可能なように、本研究でも大腸菌の高温適応進化を継続した。 
その結果、高温適応進化を実施した2系統で安定した最高増殖可能温度が48.1℃以上に進化し、
その中でも第 2系統の 48.1℃適応株は、増殖至適温度 45℃以上であり、高温菌の要件を満たす
ことが確認された。 
この大腸菌の安定増殖可能温度は、現在報告されている
中で最高温度であり、高温菌の要件を満たした第２系統
に関しては、実験室進化で種を超える進化を確認できた
初めての例となった。 
２） 高温適応進化大腸菌のバイオプラスチック生産宿
主に向けた馴化 
高温適応進化大腸菌は、進化過程で最大限の遺伝子が機
能する状態で進化が起こるように、最少培地（mM63）を
用いてきた。ところが、本研究でまず検討する PHB の生
産は、細胞内の Acetyl-CoA がその原料である（図１）。
このため、グルコースを生存・増殖のための炭素源としてではなく、バイオプラスチック原料と
して利用可能な大腸菌と培養条件を使用する必要があることが必要であった。本研究では、PHB
生産検討においては、従来の PHB 合成研究に倣って 2% glucose 添加 LB培地が使用した。 
そこで、まず初めに高温適応進化大腸菌が LB 培地で増殖可能かを検討した。45℃、46.0 ℃, 
47.3 ℃, 47.9 ℃適応株を LB 培地で培養したが、45℃適応株以外は、LB培地で適応温度での増
殖ができなかった。そこで、mM63 100%での培養から、継代時にmM63:LB=1:0→0.25:0.75→



0.5:0.5→0.75:0.25→0:1 の順で LB培地の濃度を上げてゆく馴化培養を行い、最終的に LB100%
で増殖可能な高温適応進化大腸菌を得るまで馴化を続けた。その結果、46.0 ℃, 47.3 ℃, 
47.9 ℃適応第 1系統株、46.0 ℃, 47.4 ℃, 47.9 ℃適応第 2系統株の計 6株で LB 適応株を確
立することに成功した。長期間 mM63 培地で培養を続けてきた高温適応進化大腸菌が、LB培地で
増殖できなかった理由としては、大腸菌が進化によりグルコース依存的な増殖様式になってい
ることが考えられた。しかし、最終的にグルコースの存在しない LB 培地で高温での安定増殖可
能な大腸菌が得られたため、この大腸菌を用いて高温でのバイオプラスチック生産の検討を実
施した。 
３） 高温環境でのバイオプラスチック生産の検討 
上述の検討で、LB 培地単独で高温での培養可能な大腸菌の樹立に成功した。そこで、これま
でに大腸菌での PHB 生産に成功している Ralstonia eutropha 由来の PHB 合成酵素群 phaC,A,B
を組み込んだ pGEM-phaC,A,B を用いて、高温適応大腸菌での PHB 生産を検討した。 
まず、pGEM-phaC,A,B の形質転換をおこなった。phaC,A,B によるバイオプラスチック生産のコ
ントロールとなる JM109 では、用いたプラスミドに相応な形質転換体が得られた。しかし高温適
応進化大腸菌では、45℃適応株、46℃適応株（第１系統）では形質転換体が得られず、46℃適応
株（第２系統）、47.3℃適応株（第１系統）、47.4℃適応株（第２系統）でわずかな形質転換体が
得られた。また、高温適応進化の先祖株となる Anc 株 (DH1 由来)では、JM109 の 1/10 以下であ
るが形質転換体が得られた。これらの形質転換体でバイオプラスチック生産の確認を実施した。 
・pGEM-phaC,A,B を用いたバイオプラスチック生産  
バイオプラスチック生産条件として、2% glucose 添加 LB 培地を用いた。培養温度は、大腸菌
でのバイオプラスチック生産温度 30℃、通常の大腸菌至適増殖温度 37℃、高温適応大腸菌（46℃
適応株以上）の至適増殖温度帯から 43℃を用いた。43℃は、一般的な大腸菌の致死温度であり、
43℃でバイオプラスチック合成が可能であると、大腸菌を用いた最高温度でのバイオプラスチ
ック生産温度となる。 
検討の結果、コントロールの JM109 以外では、高温適応大腸菌で、46.0 ℃適応株（第２系統）
の 43 ℃培養でのみ、ガスクロマトグラフィーによる PHB 生産が確認された。この結果は、世界
最高温度での大腸菌を用いたバイオプラスチック生産に成功したことを示している。興味深い
ことに Anc 株ではバイオプラスチック合成が確認できなかった。これより、46.0 ℃適応株（第
2系統）に進化する過程で 43℃での PHB 生産可能な変化を遂げた可能性が強く示唆された。 
上記の検討により、高温適応進化大腸菌で pGEM-phaC,A,B を用いて 43℃でグルコースから PHB
生産が可能であることが示された。しかし高温適応進化大腸菌は pGEM-phaC,A,B の形質転換効
率が非常に悪いことが判明した。その原因として、pGEM-phaC,A,B が phaC,A,B を恒常的に発現
することによる細胞毒性、高温適応進化大腸菌の形質転換効率が悪い、の二つが考えられた。そ
こで、pGEM-phaC,A,B で形質転換された 46.0 ℃適応株（第２系統）、47.4℃適応株（第２系統）
について、pGEM-phaC,A,B をキュアリングした株を取得することで、pGEM-phaC,A,B 形質転換の
耐性が高い株が得られる可能性を検討した。その結果、46.0 ℃適応株（第２系統）、47.4℃適応
株（第２系統）のキュアリング株を得ることに成功した。 
さらに、pGEM-phaC,A,B で恒常的に phaC,A,B が発現する細胞毒性に関して、phaC,A,B を誘導
発現可能なベクター (pGEX-4T1)に移植し、形質転換、PHB 生産を検討することとし、pGEX-
phaC,A,B を構築した。pGEM-phaC,A,B、pGEX-phaC,A,B を用いて、47.4℃適応株（第２系統）お
よび 47.4℃適応株（第２系統）キュアリング株に形質転換をおこなった。その結果、pGEM-
phaC,A,B では、形質転換４回中３回で形質転換体が得られなかった。一方、pGEX-phaC,A,B で
は、安定して数百個の形質転換体を得ることができた。この結果より、高温適応進化大腸菌では、
phaC,A,B の発現が形質転換に大きな影響を与えることが示唆された。 
次に新たに構築した pGEX-phaC,A,B を用いて、47.4℃適
応株（第２系統）および 47.4℃適応株（第２系統）キュア
リング株での PHB 生産を検討した。その結果、47.4℃適応
株（第２系統）キュアリング株で 43℃での PHB 生産を確認
できた（図２）。キュアリング前の 47.4℃適応株（第２系統）
では、30℃での PHB 生産を確認できた。この結果は、高温
適応進化大腸菌（第２系統）では、PHB 生産が可能であるこ
と、47.4℃適応大腸菌ではキュアリングサイクルを取り入
れることで phaC,A,B 発現耐性の高い大腸菌が選択され、よ
り効率的に PHB 生産が可能な大腸菌が得られたことが示唆
された。 
 上記の通り、高温適応進化大腸菌を用いて 43℃で PHB 生
産可能な大腸菌を得ることに成功した。また Anc 株では 30℃でも PHB 生産が確認できなかった
ことから、高温適応進化の過程で、phaC,A,B が機能できる状況となった可能性が高い。phaC,A,B
の中では、PHB 重合酵素である phaC が 30℃での機能律速となっていることが示唆されている。
今回高温で PHB 生産ができたことは、43℃で phaC が機能したことを示しており、高温で不安定
な異種遺伝子 (phaC,A,B)が高温適応進化大腸菌では、43℃で折り畳めまれ機能したと考えられ
る。このことは、高温適応進化でタンパク質恒常性を維持しているプロテオスタシス系が大きく
変化していることと整合する。 



しかし、PHB 生産効率の点では、JM109 など通常の大腸菌には及ばない。その理由として、高温
適応進化の過程で増殖のグルコース依存性が亢進しているため、LB 培地での培養を可能とした
株でも、やはりグルコースが増殖に一部用いられ PHB 生産に利用されるグルコースに限界があ
ることが考えられた。そのため、高温適応大腸菌の遺伝子発現状態を RNAseq 解析で知り、PHB な
どのバイオプラスチック生産への大腸菌代謝系改変の基礎データを取得することとし、今回検
討に用いた高温適応大腸菌の RNAseq までを完了した。 
一方で、高温で phaC,A,B を機能させられるコンポーネントとして、高温適応進化大腸菌の変異
型 GroEL/ES シャペロニンを用いて、通常の PHB 生産に使用されている大腸菌（JM109 など）で
30℃より高温での PHB 生産の可能性を検討することとした。 
４） 高温適応進化大腸菌の変異型シャペロニンを用いたバイオプラスチック合成検討 
 Anc 株ゲノム解析の結果、JM109 株と必須遺伝子の配列の違いを確認した。その結果、必須遺
伝子の中で異種遺伝子機能発現に関わると考えられる違いは、プロテオスタシス系での必須遺
伝子 GroEL 遺伝子の１箇所だけであった。この違いは、126 番目のアミノ酸(Anc 株：Valine, 
JM109: Alanine)であった。興味深いことに、43℃での PHB 生産に成功した 46℃適応株（第２系
統）では、126 番目のアミノ酸は JM109 と同じ Alanine に変異していた。 
 また、高温適応進化大腸菌では、GroEL 遺伝子が中心的な役割を果たしているプロテオスタシ
ス系が大きく変化し、高温でのタンパク質不溶化を防止し、タンパク質の折りたたみが向上して
いる可能性が示唆されている。 
 そこで、高温適応進化で３箇所 (蓄積順に D41N, V126A, G9A)に変異が蓄積し、phaC,A,B の
折りたたみに関与していると考えられるシャペロニン GroEL/ES に着目し、Anc 株のシャペロニ
ン GroEL/ES を野生型として、変異を１〜3 種類持つ変異型 GroEL/ES、計 4種類の発現系（pGEX-
GroEL/ES）を構築した。GroEL/ESの安定発現に必要なIPTG濃度を0.05mMに決定し、各種GroEL/ES
を発現させた Anc 株で GroEL/ES の高温での細胞増殖に与える影響を検討したところ、GroEL/に
蓄積される変異が多くなるにつれ、高温での増殖が安定化することが判明した。次に、4種類の
GroEL/ES 発現ベクターを JM109 に導入し 30℃、37℃、40℃での PHB 合成を検討した。その結果、
ナイルレッド染色レベルであるが、D41N, V126A 変異を有する GroEL/ES 発現 JM109 で 37, 40℃
での PHB 合成を示唆する染色顆粒が観察された。今後、ガスクロマトグラフィーによる PHB の同
定が必要であるが、高温適応進化大腸菌の高温での phaC,A,B 機能発現機構を他の PHB 合成に適
した大腸菌に移植できる可能性があることが示された。  
５） 新規プラスチック合成ラルストニア属細菌の同定と全ゲノム解析 
 47.4℃適応株（第 2系統）での PHB 生産検討の培養中に、明かに大腸菌より小さい微生物の増
殖するサンプルがあり、そのサンプルで 43℃培養グルコース添加 LB培地において PHB 様のナイ
ルレッド染色顆粒が多数見られた。そこで、新しい微生物に 43℃でグルコースから PHB を生産
可能な酵素が存在する可能性があると考え、この菌を単離し、ゲノム解析を行った。 
 その結果、16s rRNA 配列から、この菌は Ralstonia 属の新種であり、大小２つのゲノムを持
つこと、phaC,A,B 遺伝子も持つことが明らかとなった。この phaC,A,B は、43℃で機能する
Ralstonia eutropha に近いものである可能性があり、今後、高温での PHB 生産、高機能バイオ
プラスチック生産に向けた良い素材となる可能性がある。 
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