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研究成果の概要（和文）：独自に開発した乳酸重合酵素を駆使して乳酸ベースポリマーの微生物生産系を構築している
。大腸菌を使用した系では、乳酸分率を0～50%の範囲で、新たにコリネ型細菌を利用した場合は、逆に100%に迫る高分
率組成のコポリマーの合成が可能となった。たとえば、30%乳酸ポリマーの場合は、11g/Lまで増大することがわかった
。ポリマー物性に関しては、ポリ乳酸あるいはPHBのホモポリマーと比べて、乳酸の分率に応じて柔軟性が増大した。
さらに、脱リグニン処理した植物バイオマス原料をセルラーゼ入り酵素製剤によって得た酵素糖化液を利用して、微生
物ポリマーの合成が可能であることを実証することができた。

研究成果の概要（英文）：We have constructed the microbial system for the lactate-based polymers by using o
ur developed lactate-polymerizing enzyme. The copolymers have been synthesized by achieving the range cont
rol of lactate fraction, from 0 to 50 mol% in Escherichia coli and 50 to nearly 100 mol% in Corynebacteriu
m glutamicum. Among them, lactate polymer with 30 mol% lactate fraction was produced up to 11 g/L. In term
s of polymer properties, copolymers gained flexibility with increasing lactate fraction compared to the ri
gid hopolymers such as PLA. Also, microbial polymers were demonstrated to be synthesized by using the enzy
matically hydrolyzed sugars from the plant biomass.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、「二酸化炭素」は地球温暖化の原因
物質というネガティブな考え方から、付加価
値の高い物質創製のための資源という考え
方にパラダイムシフトしつつある。たとえば、
微生物の物質変換能力を利用して、二酸化炭
素を吸収した植物バイオマス資源からバイ
オベースポリマーである PHA（ポリヒドロ
キシアルカン酸）を合成することは、環境低
負荷型のモノ作りに大きく貢献する。しかし
ながら、合成原料として市販の炭素源（グル
コース、キシロース、脂肪酸など）を用いる
場合に比べて、一段と高い技術開発が求めら
れる。すでに我々は、純粋グルコースから
PHA を構成するモノマーユニットの合成供
給経路および重合ステップを介して所望の
ホモポリマーやコポリマーを合成する微生
物システムを一定レベルに整備している。 
 
２．研究の目的 
 微生物をプラットフォームとした純粋炭
素源からのポリマー合成系は、これまで遺伝
子工学・代謝工学・タンパク質工学などを駆
使することで強化されてきた。しかしながら、
真に実践的なポリマー合成系は、植物バイオ
マス資源を出発点とする一貫プロセスによ
って構築されることが非常に重要である。本
研究では、モデル微生物としての大腸菌での
基礎データに基づき、食品発酵微生物として
実績があり炭素源資化能力旺盛なコリネ型
細菌(Corynebacterium glutamicum)を運用
することにした。 
 
３．研究の方法 
 ポリマー生産宿主として、大腸菌 JM109 と
乳酸高蓄積変異体JW0885を使用した。また、
コリネ型細菌に関しては、遺伝子導入法とし
てエレクトロポレーション法を採用した。細
胞内発現遺伝子として、3HB-CoA 供給に関与
する２種の酵素（PhaA/B）と LA-CoA 供給に
関わる CoA転移酵素 PCTをコードする遺伝子
を発現ベクターに挿入して使用した。遺伝子
操作や変異体作成が適正に進行しているか
は、DNA 配列分析によりチェックした。微生
物培養は、それぞれの宿主株に応じて実施し、
培養成分として市販のグルコースと実バイ
オマス由来酵素糖化物を、ポリマーの微生物
合成における対比のために使用した。ポリマ
ーの細胞からの抽出は、クロロフォルムに溶
解後、エタノール沈殿にて行った。ポリマー
含量は HPLC および GC、分率は GC、GC/MS お
よびNMR、分子量はGPC、モノマー配列はNMR、
熱的性質は DSC、機械的物性は、引っ張り試
験機を使用して測定・分析した。測定の際、
コントロールサンプルとして、化学合成 PLA
も使用し、微生物合成ポリマーとの比較に使
用した。LPE および PCT の進化工学実験は、
エラープローン PCR 法（突然変異）と色素含
有培地をベースとしたプレートアッセイ法
（スクリーニング）を利用した。 

 
４．研究成果 
（１）乳酸分率制御可能な微生物合成システ
ムの基盤整備 
 当初の目標であった、コポリマーにおける
乳酸分率の制御技術の開発に目処が立った。
まず、大腸菌において変動させたパラメータ
は、通気度と代謝改変そして乳酸重合酵素の
種類（プロトタイプと進化型の２種）である。
通常、グルコースから解糖系を経て生成する
ピルビン酸は、培養通気度によってアセチル
CoA（3HB-CoA の初発原料）と乳酸（乳酸 CoA
の初発原料）の合成量がバランスしながらフ
ローする。すなわち、好気培養の場合は、カ
ーボンフローはアセチルCoA生成にシフトし、
嫌気培養で還元状態にある場合は、乳酸生成
にシフトする。この培養工学的検討は、一定
の成果を収めた。また、このバランスシート
を乳酸生成に傾けるために、ギ酸合成経路を
遮断した遺伝子破壊株（pflA 欠損）を使用す
ることにした。この代謝改変株も乳酸生成に
有効に働き、最終的なコポリマー中の乳酸ユ
ニットの取り込み量を増大させた。さらに、
プロトタイプの乳酸重合酵素に対して進化
型酵素は期待通り乳酸分率向上に寄与した。
これら３つのファクターを組み合わせるこ
とによって、0〜約 50 mol%の範囲で乳酸分率
を細密に制御する合成条件を見出した。 
 大腸菌をプラットフォームにして得たこ
れら基礎知見を基にして、次に産業微生物で
あるコリネ型細菌へと展開を図った。最初に
手掛けた実験は、D 型の乳酸を合成するため
の脱水素酵素を大腸菌から遺伝子導入し大
量合成することであった。本実験で期待通り
菌体外に多量の乳酸を検出でき、間接的に細
胞内乳酸濃度が向上したことを確認できた。
実験を進めて行く過程で驚いたことに、大腸
菌で使用したポリマー生合成ソフトウエア
をコリネ型細菌へ移植したところ、乳酸分率
100mol%に近いポリマーが合成された。大腸
菌とは全く異なる現象が発生した。そこで、
大腸菌とは逆の戦略で乳酸分率が低下する
ための方策を考えることとなった。本目的達
成のためには、培養通気度が大きく影響する
ことがわかった。結論的には、乳酸のカウン
ター分子であるアセチルCoAの生成が最終的
な乳酸分率を規定するという重要な成果を
得た。以上のことから、乳酸分率 50 mol%以
下のコポリマーは大腸菌を、50 mol%、以上
のコポリマーはコリネ型細菌を使用するこ
とで、広い範囲で乳酸分率を制御できること
がわかった。 
（２）実バイオマス原料からポリマー微生物
合成を可能とする一貫プロセス開発の取り
組み 
 本プロジェクトの目的であるポリマー合
成一貫プロセス開発において重要なポイン
トは、実バイオマスから糖化されたサンプル
がプラットフォーム微生物に毒性を示すこ
となく供給されることである。現在様々な糖



化法が開発されつつあるが、今回はグルコー
スなどの単糖を選択的に誘導できるセルラ
ーゼを主体とした酵素糖化法を採用するこ
とにした。代表的なソフトバイオマスとして
稲ワラを選定した。ボールミルにて粉砕後、
アルカリ蒸解に供し、脱リグニン後のサンプ
ルに複数種のセルラーゼ製剤を作用し、十分
に分解の進んだ酵素糖化を得た。この糖化液
の成分分析をして、グルコースとキシロース
の濃度を測定した後、同一濃度になるように
調整した純粋混合糖液を作り、微生物ポリマ
ーの合成状況を調べた。その結果、3HB のホ
モポリマーが、実バイオマス由来混合糖液か
らも良好に微生物合成できることがわかっ
た。また、アミラーゼを細胞表層提示したコ
リネ型細菌を神戸大学より供与頂き、本株を
利用して、デンプンだけを唯一の炭素源とし
た培養系で、3HB のホモポリマーをワンポッ
トで合成することにも成功した。これらのバ
イオマス由来原料を利用したモノ作りの成
果は、今後多種類の乳酸ベースポリマー合成
に応用できると期待される。 
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日 

(26) S. Taguchi： "Biological Lactate-Polymers 
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pp.74-80 、 2011 年 12 月
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