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研究成果の概要（和文）：

セルロースアセテート（ＣＡ）は、繊維やフィルムなど広く使われている。ＣＡの廃棄物を

資源として有効利用するため、酵素での分解を検討した。ＣＡ分解菌が生産する分解酵素、お

よび、この酵素と類似の好熱性菌由来の酵素を大腸菌で大量に生産させることができた。これ

により、ＣＡの酵素分解を効率よく行うことができ、ＣＡの酵素分解物を化学工業の原料とな

るような有用物質に変換するといった利用技術の開発が可能となる。

研究成果の概要（英文）：
As for cellulose acetate (CA), the fiber and the film, etc. are widely used. To use the
waste of CA effectively as a resource, the degradation by the enzyme was examined. A
large amount of dialytic ferment, these enzymes that the CA degradation bacterium
produced, and enzymes of a similar thermophilic bacterium origin were able to be
produced with E. coli bacteria. As a result, the development of the technology used of
being able to do the enzymatic degradation of CA efficiently, and converting the
enzymatic degradation products of CA into useful materials that become the raw
materials of the chemical industry become possible.
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環型社会構築するため、省資源、省エネルギ
ーの観点から、繊維やプラスチックの廃棄物
を有効利用するための種々のリサイクル技
術が開発され、処理生成物の利用が進められ
ている。再生可能な資源であるバイオマスを
原料にしているバイオマスプラスチックに
おいても、廃棄資源の変換、モノマー回収な
どのリサイクル技術の開発が進められてい
る。

バイオマスプラスチックのひとつである
セルロースアセテート（ＣＡ）は、地球上で
一番豊富なバイオマスであるセルロースを
アセチルエステル化して合成される半合成
ポリマーである。ＣＡは全世界で約８０万ト
ン、日本で約１０万トン（2002 年）生産さ
れており、用途として、アセテート繊維、た
ばこのフィルター、写真などのフィルム、逆
浸透膜、液晶ディスプレイ、生分解性プラス
チックなどに使われている。この廃棄物、生
産時の端材、セルロース系繊維などを回収し
て資源として有効利用するために、本研究で
はＣＡを含むセルロース系廃棄物のリサイ
クル技術の開発を行う。

（２）．これまでの研究成果：ＣＡの微生
物分解についてはこれまでにいくつか報告
されているが、その分解に関与する酵素や分
解機構に関する報告はあまりない。我々は既
に、ＣＡの生分解性および分解物の安全性を
確認するためにその分解機構を調べ、ＣＡの
分解がＣＡエステラーゼとＣＡ分解酵素と
の協同作用によっておこることをはじめて
明らかにした。ＣＡエステラーゼの性質およ
びその脱アセチル化反応について調べ、その
反応が位置特異的におこっていることを明
らかにした。ＣＡの分解に関与しているもう
ひとつの酵素であるＣＡ分解酵素（グルカナ
ーゼ）の性質についても明らかにし、これら
の酵素遺伝子も取得した。また、このときの
分解生成物は主に二糖であるセロビオース
であることを明らかにした。この研究で得ら
れた知見から、ＣＡ廃棄物を酵素分解するこ
とにより分解生成物としてセロビオースが
得られ、これを資源として有効利用できると
考えられる。

２．研究の目的
（１）．本研究の意義：バイオマスプラス

チックは、将来的にその生産量が多くなると、
その効率的なリサイクル法の開発も必要に
なることが予想される。バイオマスは再生可
能な資源であるが、リサイクルすることによ
りエネルギー効率が向上すると考えられる。
生分解性プラスチックを分解してリサイク
ルを行う場合、酸やアルカリなどの化学分解
では、まず原料の厳密な分別を行う必要があ
る。また、原料素材の非特異的な分解がおこ
り生成物が混合物で得られるため精製する

必要があり、廃液処理の問題もある。これに
対して酵素分解によるバイオリサイクルで
は、酵素の基質特異性を利用して廃棄物中の
特定の素材だけを分解し、また反応副産物を
生じることなく、高純度の分解生成物を得る
ことができる。その際、材料を部分分解し化
学構造を残した特定の物質を効率よく得る
ことが容易である。また、酵素反応は比較的
温和な条件で行えるため、エネルギーコスト
がかからず、環境汚染の原因となる有機溶媒
も必要としない。このようなリサイクルに用
いる酵素は分解活性が高いことが必須であ
り、分解微生物・酵素のスクリーニングが必
要である。また、分解機構およびその酵素の
基質特異性を調べておくことが重要である。

（２）．本研究の特色：ＣＡは多くの分野
で用いられているが、そのリサイクルは行わ
れていない。我々が明らかにしたＣＡ分解機
構から、ＣＡ廃棄物の分解効率を良くするた
め熱に対する安定性が高い耐熱性の分解酵
素を用いて分解を行う。ＣＡを酵素分解によ
って分解生成物であるセロオリゴ糖類に変
換し、これを資源として有効利用できると考
えられる。最近ではバイオマスであるセルロ
ースを分解してエタノールや乳酸などを生
産するといった研究が盛んにおこなわれて
いる。酵素法で分解を行った場合、分解途中
でセロビオースを生じるが、これをさらに別
の酵素などを利用してグルコースにまで分
解して発酵に利用するといった方法がほと
んどであり、セロビオースとしての利用はま
だあまりない。本研究では、主生成物として
得られるセロビオースをさらに分解するこ
となくバイオマス資源としての利用途の開
拓をおこなう。

具体的には、①ＣＡの分解反応を効率よく
おこなうため、耐熱性があり高活性の分解酵
素を取得する。②この酵素を用いてＣＡの分
解処理をおこない、分解生成物（セロビオー
スなど）を得る。③分解生成物を原料として、
有用物質への変換・生産を試みる。たとえば、
セロビオースを酵素で酸化することでセロ
ビオン酸を得る。また、セロオリゴ糖は機能
性食品素材としての生理機能が報告されて
おり、これまで困難であったセロオリゴ糖の
効率よい生産が可能になれば、新たな素材と
しての展開もできる。

このように、ＣＡは地球上で一番豊富なバ
イオマスであるセルロースを原料とし、その
誘導体としては一番生産量・利用途とも多い
工業材料であり、その循環利用システムの構
築を試みる。さらに、この研究によって得ら
れた知見は、食糧と競合せず木材などあまり
利用されないセルロース系バイオマス資源
の分解・利用に関する研究につなげられると
考えられる。



３．研究の方法
ＣＡ分解生成物を得るため、分解効率の良

い酵素の生産を行う必要がある。これまで、
ＣＡ分解菌 Neisseria sicca SB が生産する
２種類の酵素（ＣＡエステラーゼおよびＣＡ
分解酵素（グルカナーゼ））の性質および遺
伝子を調べ、ＣＡの分解はこれらの酵素の協
同作用によっておきることを明らかにして
いる。本研究ではこれらの知見を生かし、①
ＣＡ分解菌由来のＣＡエステラーゼの大量
生産を行う、②耐熱性のＣＡ分解関連酵素の
スクリーニングを行う。耐熱性酵素を使用す
ることで、高温での分解（糖化）反応が可能
となり分解効率が高くなる。また酵素の安定
性が高く工業への利用がしやすいと考えら
れる。さらに、高温でＣＡに作用させること
でＣＡの高次構造が崩れ、酵素が作用しにく
い高置換度のＣＡも効率よく分解できる可
能性がある。

（１）ＣＡの効率よい分解や特定の分解産
物の調製には高活性で比較的多くの酵素が
必要となる。既に取得しているＣＡ分解菌
N.sicca SB 由来のＣＡ分解関連酵素は活性
が高いけれども生産量が少ない。そこでこの
酵素遺伝子を大腸菌で発現させＣＡ分解関
連酵素の量産化を図る。
（２）耐熱性のＣＡ分解関連酵素のスクリ

ーニングを行う。その方法として、好熱菌由
来のＣＡ分解関連酵素遺伝子のクローニン
グ、大腸菌での発現を行う。その具体的な方
法として、ＤＮＡ塩基配列が決定されている
好熱菌遺伝子のデータベースの中から、ＣＡ
分解菌のＣＡエステラーゼと相同性（30％以
上）があり新規なものをいくつか選び出し、
その遺伝子をＰＣＲ法によりクローニング
する。得られた遺伝子を発現用プラスミドベ
クターに入れ、大腸菌で発現（酵素タンパク
質の生産）を行う。 またそれ以外では、（３）
ＣＡ分解菌を種々の薬剤および紫外線処理
により変異を誘発させ、高分解活性菌の選択
をおこなう。（４）コンポストを６０℃等で
培養し、ＣＡ分解菌の単離、分解酵素の生産
をおこなう、などが考えられる。これら４つ
のうち主に（１）と（２）について検討し高
活性のものが得られなかった場合、（３）、
（４）についても検討する。 これらの酵素
のうち活性の高いもの（不溶性ＣＡを分解で
きるもの）について精製しその耐熱性、最適
pH などの性質およびＣＡの分解性を調べる。
これらＣＡエステラーゼと市販のセルラー
ゼ酵素剤と組み合わせて効率のよい分解系
を構築する。

４．研究成果
（１）半合成の生分解性ポリマーであるＣ

Ａの生分解機構を解明するために種々検討
を行ってきた。ＣＡ分解菌 N. sicca SB によ
るＣＡの分解は、ＣＡエステラーゼとエンド
グルカナーゼの協同作用によっておこり、そ
れぞれの酵素の性質および遺伝子について
明らかにしてきた。またＣＡを酵素で分解さ
せたときの分解生成物について調べてきた。
ＣＡの分解生成物を効率良く調製しこれを
有効利用するには、ＣＡ分解活性が高く安定
な酵素を大量調製する必要がある。好熱菌由
来の酵素は耐熱性があると推測されるが、Ｃ
Ａに対する分解活性については、ＣＡ分解菌
由来のＣＡ分解酵素のアミノ酸配列と相同
性があるというだけでは、分解活性が低い可
能性もある。そこでまず、ＣＡ分解菌N. sicca
SB 由来のＣＡ分解関連酵素の大量生産を試
みた。この菌はスクリーニングにより得られ
た比較的活性が高いものであり、またその酵
素のＣＡ分解活性も既に確認しているが、こ
の菌によるＣＡ分解酵素の生産量は少ない。
そこで、この酵素を大量生産することを目的
として、大腸菌を用いたＣＡエステラーゼの
生産を行い、その性質を調べた

①大腸菌で発現させた N. sicca SB 由来Ｃ
Ａエステラーゼの性質
・ＣＡ分解菌 N. sicca SB 由来のＣＡエステ
ラーゼの DNA塩基配列についでは既に調べて
いる。この遺伝子を PCR 法を用いて増幅し、
大腸菌で発現しやすいようにシグナル配列
を付け替えた組換え体プラスミドを構築し
た。ＣＡエステラーゼは、その DNA 塩基配列
の相同性から、触媒ドメインと糖質結合モジ
ュールからなると推定している。そこで、２
種類の組換え体ＣＡエステラーゼ（rCAest：
ＣＡエステラーゼ本体（触媒ドメイン＋糖質
結 合 モ ジ ュ ー ル ） か ら な る も の 、
rCAest-Cat：その触媒ドメインのみのもの）
について大腸菌で発現（酵素タンパク質の生
産）させ、精製を行った。SDS-電気泳動での
分子量は、推定アミノ酸から計算した値とほ
ぼ同じであった。次に発現させたＣＡエステ
ラーゼの N末端アミノ酸配列について調べた
ところ、２種類の組換え体ＣＡエステラーゼ
の配列は、N. sicca SB が生産したもの
（wild-type）の配列と一致していた。この
ことから、ＣＡエステラーゼ遺伝子の発現が
確認でき、またシグナル配列部分は予想され
る切断部位で切断されていることが確認で
きた。
・組換え体ＣＡエステラーゼの速度パラメー
ターについて、基質として可溶性のＣＡ0.88、
pNPA を用いて調べた。２種類の組換え体ＣＡ
エステラーゼの Km、kcat は wild-type のも
のと同等の値だった。このことから、この組
換え体ＣＡエステラーゼは wild-type のも



のと同等のＣＡ分解活性を持っていること
が確かめられ、また触媒ドメインは、相同性
だけでなく、酵素活性からも触媒ドメインで
あることが確かめられた。
・不溶性のβ-1,4-グルカンに対する吸着性
について調べた。rCAest はアモルファスの
セルロース、微結晶セルロースへの吸着が見
られたが、rCAest-Cat はこれらの糖への吸着
は見られなかった。このことからＣＡエステ
ラーゼ分子中の糖質結合モジュールはセル
ロースへの吸着能があることを明らかにし
た。

②組換え体ＣＡエステラーゼの生産量
・ＣＡエステラーゼの生産量を比較した。

N. sicca SB の培養によるＣＡエステラーゼ
の生産の場合、培養期間は７日間であるのに
対して、大腸菌の培養による組換え体ＣＡエ
ステラーゼの生産は、前培養を含めても２日
間であった。また培養液あたりの酵素活性は
大腸菌では N. sicca SB の約４倍であり、Ｃ
Ａエステラーゼはこの大腸菌での生産系を
用いることでより効率よく生産できると考
えられた。

（２）次に、好熱菌由来エステラーゼの大
腸菌での生産を試みた。好熱菌由来の酵素は
耐熱性があり安定性が高い。特に高温下では
ポリマーの高次構造が崩れ、効率がよく分解
が進むと推測される。
①好熱菌由来エステラーゼ遺伝子の選別
・好熱菌の遺伝子ライブラリーの中からＣＡ
エステラーゼと同じ働きをすると考えられ
る酵素遺伝子の検索を行った。すなわち、ま
ずゲノム DNA塩基配列の解読が既に完了して
いる好熱性菌（80℃以上に至適生育温度を持
つ超好熱性アーキア６種、好熱性アーキア２
種、７５℃などで生育する好熱性細菌３種）
の遺伝子情報（アミノ酸配列情報）に基づい
て、エステラーゼ類 約 100種を選び出した。
これらの遺伝子から次の点に基づいて遺伝
子の選別を行った。①N. sicca SB 由来のＣ
Ａエステラーゼと相同性があるもの、②ＣＡ
エステラーゼと働きが似ているアセチルキ
シランエステラーゼと相同性があるもの。そ
の結果、次の７種類のエステラーゼ遺伝子を
選別した。Thermotoga maritime 由来の、
１：TM0077 、２：TM0435 、３：TM0113、
Thermoanaerobacter tengcongensis 由来の、
４：TTE0866 、５：TTE1386 、６：TTE1551、
Aeropyrum pernix 由来の、７：APE1244。
② 好熱菌由来エステラーゼ遺伝子の取得
（クローニング）
・選別した７種類のエステラーゼ遺伝子そ

れぞれについて、PCR 用のプライマーを作製
した。その際、クローニングベクターには
pET22b(+)を用い、生産したタンパクの N 末
端にはネイティブのシグナルペプチドに換

えて大腸菌用シグナルペプチドである PelB、
C 末端には 6 x histidine が融合するように
設計した。なお、ネイティブのシグナルペプ
チドはシグナル予測ソフト(SigP)を用いて
予測した。

・次に、PCR 法で遺伝子の増幅を行った。
いくつかの条件で PCR を行い、アガロース電
気泳動でシングルバンドが得られるような
条件を探した。そのとき得られた PCR 産物の
大きさは、遺伝子の DNA 塩基配列から推定し
た大きさと一致していた。この条件で PCR 産
物の大量調製を行った。得られた産物を制限
酵素で消化し、pET22b(+)ベクターとライゲ
ーション（連結）した。構築した組換えプラ
スミドを大腸菌 DH5α株に形質転換した。こ
の大腸菌を培養して組換えプラスミドを大
量調製した。得られた各遺伝子を発現（酵素
タンパク質の生産）させるため、これらのプ
ラスミドを発現用の大腸菌 Rosetta-gami
2(DE3)株に形質転換した。

得られたそれぞれの組換え体遺伝子をも
つ 7種のプラスミドについて、大腸菌での発
現を試みた。これら大腸菌を培養し、IPTG で
酵素タンパク質の発現の誘導を行った。遠心
分離で集菌し、超音波破砕し遠心分離で無細
胞抽出液と沈殿とに分けた。それぞれについ
て SDS電気泳動でタンパク質の発現量を調べ
たところ、いくつかのものについては、予想
される大きさのところにバンドが見られ、タ
ンパク質の発現が認められた。次にこれらの
無細胞抽出液について酵素活性を調べた。基
質に 4-Methylumbelliferyl acetate を用い
60℃で反応させたところ、Thermotoga
maritime 由来の、１：TM0077 について活性
が認められた。以上のことから、好熱菌由来
エステラーゼを大腸菌で生産させることが
できた。

今後これらの酵素を大量生産し、ＣＡを分
解させ、その産物で有用物質の生産について
検討していく予定である。
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