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研究成果の概要（和文）：持続可能な社会の実現にむけて、ポリエチレンテレフタラート(PET)のリサイクル技
術の改良が求められている。酵素を用いて原料へと分解し、PETとして作り直す方法に期待が集まっている。た
だし、酵素は高温下などで容易に機能を失うため、改良が必要である。本研究では、PET分解酵素の安定性を改
良し、高機能化する手法を開発した。安定性・活性の向上した度合いは限定的であったが、今後の更なる改良に
向けた基盤的な技術を開発することができた。

研究成果の概要（英文）：Improved recycling technology for polyethylene terephthalate (PET) is needed
 to realize a sustainable society. Expectations are high for a method that uses enzymes to break 
down PET into raw materials and reconstitute it as PET. However, enzymes easily lose their function 
at high temperatures and other conditions, so improvements are needed. In this study, we developed a
 method to improve the stability and functionality of PET-degrading enzymes. Although the degree of 
improvement in stability and activity was limited, we were able to develop a fundamental technology 
for further improvement in the future.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素を用いたPETリサイクル技術の開発は近年世界的に競争の激しい分野である。中でも高安定、高活性な酵素
の開発は盛んに進められており、多数の提案がなされている。本研究では、本来ヒモ状の蛋白質の両端を結んで
環状にする主鎖環状化技術を用いてPET分解酵素の高安定化することに成功した。安定性・活性はこれまでに報
告されている高機能PET分解酵素を凌駕するものではなかったが、主鎖環状化技術は従来の点変異導入による安
定化と併用可能な技術であることから、それらを組み合わせた改良酵素の開発が期待できる。

※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ラート(以下 PET)は、衣料繊維やボトルをはじめとする包装容器の 原料

として広く利用されており、世界で年間 7,000 万トン以上製造されている。その一部は リサイ

クルが進んでいるが、高熱処理やアルカリによって PET を分解するものであり環境負荷が大き

い。環境負荷の小さい安全な PET 処理技術の開発が求められている。2016 年 に大阪府のごみ処

理場の土壌中から PET を栄養源として生育する微生物 Ideonella sakaiensis が単離され、PET

分解酵素(PETase)が発見されて以来(Yoshida et. Al., 2016, Science)、PET の酵素分解に大き

な注目が集まっている。ただし野生型の PETase の安定性・活性は低く、実用に耐えうる高安定・

高活性な PET 分解酵素の開発が望まれていた。 

 

２．研究の目的 

野生型 PETase の変性中点温度は 46°C と低く、常温であっても数時間で失活して しまうため

耐熱化が必須である(Tournier et. Al., 2020, Nature)。また PET は水に不溶であるため、酵素

による分解は固液界面での遅い反応となる。分解反応を加速する手法として、PET 粒子の物理的

な 微細化、界面活性剤による PET 表面の親水化が有効である(Furukawa et. Al., 2018, 

ChemSusChem)。界面活性剤は タンパク質の構造を不安定化させる場合があり、耐薬品性という

観点からも安定性を向上させた改変酵素の開発が求められる。翻って、界面活性剤のように PET

と酵素の接触効率を高める効果を持った改変を酵素に加えることができれば、高活性化に繋が

ることが期待できる。  

 

３．研究の方法 

既報の PET 分解酵素活性を持つと知られる 3 種の酵素について大腸菌を宿主とする発現系の構

築を進めた。コドン最適化を施した各 ORF を pelB 配列を含む発現ベクターpET25b(+)へクロー

ニングし、特に発現が良好であった LCC(uniport ID: G9BY57)を対象として主鎖環状化を利用し

た高安定化改変、および点変異導入等を利用した高活性化改変を実施した。主鎖環状化にはスプ

リットインテインを共発現させて自発的に目的配列の N 末端と C 末端をペプチド結合で連結さ

せるシステムを利用した。また点変異導入においては類似酵素との配列比較から正電荷を持つ

アミノ酸への置換が可能な箇所に対してリジン残基への網羅的な置換を実施した。 

 

４．研究成果 

スプリットインテインによる主鎖環状化は大腸菌内においてタンパク質発現およびフォールデ

ィングと連続的に進行すると考えられ、その過程で pelB 配列は切断されてしまうことから培養

上清への分泌は不可能であると当初予測していた。実際に、単純に共発現させた系においては菌

体内に目的タンパク質が蓄積されている様子が観察された。そこでリンカー配列の調整などの

改良を施したところ、環状化 LCC を培養上清へ分泌させることに成功した。スプリットインテイ



ンのフォールディング、会合の速度を効果的に遅らせることができたものと推察しているが、詳

細なメカニズムの解明は今後の研究課題の一つである。精製した環状化 LCC の熱安定性を示差

走査蛍光測定法（DSF）を用いて評価したところ、編成中点温度が 1.6 度上昇していることが観

察された。ただし、この安定化による反応効率の向上は観察されなかった。 

また、リジン残基の置換導入による高活性化は、推定した７箇所全てを置換すると発現しなくな

ったが、１箇所に戻し変異を加えた変異体において、野生型と比較して２倍程度の分解活性を有

することが観察された。 
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