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研究成果の概要（和文）：Pseudomonas	
 sp.	
 61-3 由来の低基質特異性の PHA 重合酵素（PhaC1）、

PHA 重合酵素の基質となる炭素数 6以上の 3-ヒドロキシアシル CoA（3HA-CoA）を脂肪酸合成経

路から供給する 3-ヒドロキシアシル ACP:CoA トランスフェラーゼ（PhaG）、さらには、Ralstonia	
 

eutropha 由来のβ-ケトチオラーゼ（PhbA）およびアセトアセチル CoA リダクターゼ（PhbB）

の各遺伝子を導入した R.	
 eutrophaの組換え株を作製した。その組換え株を糖あるいは二酸化

炭素を唯一の炭素源として培養した結果、ポリ-3-ヒドロキシ酪酸（P(3HB)）、あるいは、炭素

数5~8の3HAユニットが2.4	
 mol%取り込まれたP(3HB-co-3HA)共重合ポリエステルを合成した。	
 
	
 
	
 
研究成果の概要（英文）：Introduction	
 of	
 PHA	
 synthase	
 (PhaC1)	
 and	
 3-hydroxyacyl-ACP:CoA	
 
transferase	
 (PhaG)	
 genes	
 from	
 Pseudomonas	
 sp.	
 61-3,	
 and	
 beta-ketothiolase	
 (PhbA)	
 and	
 
acetoacetyl-CoA	
 reductase	
 (PhbB)	
 genes	
 from	
 Ralstonia	
 eutropha	
 	
 into	
 PHA-negative	
 R.	
 
eutropha	
 strains	
 resulted	
 in	
 the	
 biosynthesis	
 of	
 poly(3-hydroxybutyrate)	
 [P(3HB)]	
 or	
 
poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyalkanoates)	
 [P(3HB-co-3HA)]	
 consisting	
 of	
 3HA	
 units	
 
of	
 5	
 to	
 8	
 carbon	
 atoms	
 from	
 sugar	
 or	
 carbon	
 dioxide	
 as	
 the	
 sole	
 carbon	
 source.	
 The	
 3HA	
 
mole	
 fractions	
 in	
 the	
 copolymers	
 were	
 less	
 than	
 2.4	
 mol%.	
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研究分野：複合新領域	
 

科研費の分科・細目：環境学、環境技術・環境材料	
 

キーワード：	
 環境技術、環境材料、バイオテクノロジー、応用微生物	
 

	
 
１．研究開始当初の背景	
 
	
 プラスチックで代表される化石燃料由来
の合成高分子材料は優れた性能と機能を持

つが、その廃棄物の多くは自然環境で分解
されないために、環境中に半永久的に蓄積
して、様々な環境問題を引き起こしている。
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そこで、ある種の微生物が合成・蓄積する
ポリヒドロキシアルカン酸（PHA）が注目さ
れている。PHA は自然界に存在する微生物
によって分解・代謝される生分解性プラス
チックであり、微生物が合成するので再生
可能資源のバイオマスを利用できる。すな
わち、化石資源の消費量を抑え、温室効果
ガスの二酸化炭素の排出量を抑制すること
ができる。そのため、PHA は石油由来の生
分解性プラスチック（例えば、ポリカプロ
ラクトンやポリエチレンサクシネート）と
比べてもより地球に優しい環境調和型のプ
ラスチックといえる。さらにその上を目指
し、独立栄養細菌を PHA 合成における宿主
とし、石油由来の汎用性プラスチックと同
等な物性の優れた実用的な PHA を二酸化炭
素から合成することができれば、環境低負
荷のみならず環境保全にも大いに役立つ。
その生産システムの確立はプラスチック製
造における技術革新を起こす可能性もある。	
 
	
 水素細菌 Rlastonia	
 eutrophaは PHA 合成
菌としてよく知られており、従属培養にお
いては、フルクトースや炭素数が偶数の脂
肪酸を炭素源として炭素数 4の 3-ヒドロキ
シ酪酸（3HB）をモノマー単位とするポリ(3-
ヒドロキシブタン酸)、P(3HB)を合成する。
これは、耐衝撃性の弱いポリエステルであ
り、硬くて脆い材料である。炭素数が奇数
の脂肪酸を炭素源に用いると、炭素数 5 の
3-ヒドロキシ吉草酸（3HV）を第 2 モノマー
成分として含む P(3HB-co-3HV)共重合ポリ
エステルを合成する。鎖長の長い 3-ヒドロ
キシアルカン酸（3HA）を第 2 モノマー成分
とした共重合ポリエステルはP(3HB)と比較
して耐衝撃性が向上する。しかしながら、
野生株では炭素数 6 以上の 3HA ユニットを
ポリエステル鎖中に取り込めない。これは
PHA 重合酵素の基質特異性に起因する。そ
こで、申請者らはこれまでに、Pseudomonas	
 
sp.	
 61-3 の PHA 生合成遺伝子を同定し、本
菌の低基質特異性 PHA 重合酵素（PhaC1）の
遺伝子を導入した異種および同種の組換え
菌を作製することにより、低密度ポリエチ
レ ン と 同 等 な 優 れ た 物 性 を 示 す
P(3HB-co-3HA)共重合ポリエステル（3HB と
炭素数 6~12 の 3HA からなるランダム共重
合体）の合成に成功している。一方、R.	
 
eutropha を宿主とした場合、phaC1 遺伝子
を導入した組換え株は、脂肪酸からは
P(3HB-co-3HA)を合成するが、フルクトース
や二酸化炭素からはP(3HB)が合成されるだ
けである。これは、R.	
 eutropha が脂肪酸
合成経路から第 2 成分モノマーの 3HA-CoA
（炭素数 6 以上）を供給する系を有してい
ないからである。そのため、3HA-CoA を供
給する代謝経路を構築してやる必要がある。	
 
	
 

２．研究の目的	
 
	
 Ralstonia	
 eutrophaは、糖や脂肪酸のみ
ならず二酸化炭素を炭素源として増殖し、
生分解性プラスチックのポリヒドロキシア
ルカン酸（PHA）を合成する。しかしながら、
この細菌が合成する PHA は耐衝撃性が弱い
ポリ(3-ヒドロキシブタン酸)、P(3HB)、で
ある。そこで、Pseudomonas	
 sp.	
 61-3 由来
の低基質特異性の PHA 重合酵素遺伝子
（phaC1）および PHA 重合酵素の基質となる
炭素数 6 以上の 3-ヒドロキシアシル CoA
（3HA-CoA）を脂肪酸合成経路から供給する
3-ヒドロキシアシル ACP:CoA トランスフェ
ラーゼ遺伝子（ phaG）、さらには、 R.	
 
eutropha 由来のβ-ケトチオラーゼ遺伝子
（phbA）およびアセトアセチル CoA リダク
ターゼ遺伝子（phbB）を導入した組換え株
を作製し、糖や二酸化炭素から耐衝撃性に
優れた P(3HB-co-3HA)共重合ポリエステル
を代謝制御工学的に生合成させることを目
的とした（図 1）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 3-ヒドロキアシル ACP:CoA トランスフ
ェラーゼ遺伝子（phaG）導入株の作製	
 
	
 Pseudmonas	
 sp.	
 61-3 の低基質特異性 PHA
重合酵素遺伝子（phaC1）と脂肪酸合成経路
の代謝中間体から PHA 重合酵素の基質を生
成する 3-ヒドロキシアシル ACP:CoA トラン
スフェラーゼ遺伝子（phaG）を広宿主域プ
ラスミドpBBR1MCS-2の lacプロモーターの
下流に連結したプラスミド pRKmKSc-C1G を
構築した。また、これに、R.	
 eutropha 由
来の 3HB-CoA 供給系酵素（β-ケトチオラー
ゼ、アセトアセチル CoA リダクターゼ）遺
伝 子 phbAB を 挿 入 し た プ ラ ス ミ ド	
 
pRKmKSc-C1GAB を構築した。さらには、R.	
 
eutropha の P(3HB)生合成遺伝子の phbCAB
オペロンの native プロモーター支配下で
同様に遺伝子を発現させるように設計した
プラスミド pRKmScK-C1GAB を構築した。こ
れらのプラスミドを R.	
 eutropha の PHA 合
成能欠損株であるPHB－4株およびC-TnGmHX8



株(phbC::gen)にそれぞれ導入した組換え
株を作製した。これらの組換え株をフルク
トース、あるいは二酸化炭素を唯一の炭素
源とし、窒素源を制限したミネラル培地で
培養した。培養後、菌体内に合成・蓄積さ
れた PHA のモノマー組成比と菌体内蓄積
率をガスクロマトグラフィー（GC）、ガス
クロマトグラフィー質量分析（GC-MS）、核
磁気共鳴解析（NMR）により決定した。	
 
	
 
(2)	
 アセチル CoA カルボキシラーゼ遺伝子
を導入した組換え株の作製	
 
	
 アセチル CoA カルボキシラーゼ（ACC）
は脂肪酸合成経路における第１段階の反応
を触媒し、脂肪酸合成経路の律速酵素であ
ることが知られている。そこで、ACC遺伝
子（accADBC）を Pseudomonas aeruginosa 
PAO のゲノム DNA からクローニングし、
これを phaC1 遺伝子および phaG 遺伝子と
ともに導入した組換え R. eutrophaを作製し
た。(1)と同様に、組換え株を培養し、合成
された PHA の菌体内蓄積率とモノマー組
成を分析した。 
	
 
(3)phaG遺伝子の発現確認	
 
	
 phaG 遺 伝 子 を 導 入 し た 大 腸 菌 、
Pseudomonas	
 sp.	
 61-3、R.	
 eutropha にお
いて、菌体破砕物のウェスタン解析によっ
て PhaG 酵素の発現を確認した。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 3-ヒドロキアシル ACP:CoA トランスフ
ェラーゼ遺伝子（phaG）導入株が合成する
PHA について	
 
①Ralstonia	
 eutropha	
 PHB-4 を宿主とした
場合	
 
	
 lac プロモーター支配下で導入遺伝子を
発現させた場合、フルクトースを炭素源と
して培養すると、phaG遺伝子の導入により
生育の抑制がみられた。pRKmKSc-C1G 導入
株は 0.4	
 wt%の P(3HB)しか合成されなかっ
た。pRKmKSc-C1GAB 導入株は 25	
 wt%の
P(3HB-co-3HA)共重合体を合成したが、3HA
分率（炭素数 6~12）はわずか 3.3	
 mol%で
あった。一方、pRKmScK-C1GAB導入株（native
プロモーター支配下で導入遺伝子を発現）
は 21	
 wt%の P(3HB)を合成した。	
 
	
 
②Ralstonia	
 eutropha	
 C-TnGmHX8 を宿主と
した場合	
 
	
 PHB-4 組換え株の培養結果とは異なり、
phaG遺伝子を導入しても生育は抑制されず、
pRKmKSc-C1G 導入株および pRKmKSc-C1GAB
導入株ともフルクトースを炭素源として約
25	
 wt%の P(3HB-co-3HA)を合成し、そのポ
リエステルの3HA分率は約5	
 mol%であった。

しかしながら、pRKmScK-C1GAB 導入株は PHA
を合成しなかった。続いて、P(3HB-co-3HA)
を 合 成 し た pRKmKSc-C1G お よ び
pRKmKSc-C1GAB を導入した 2 株を独立栄養
条件下で二酸化炭素を唯一の炭素源として
培養した結果、20~60	
 wt%の PHA を合成し
た。しかしながら、どちらの組換え株とも
合成された PHA への中鎖長 3HA ユニットの
取り込みはほとんどなかった。	
 
	
 次に、pRKmKSc-C1GAB を導入した組換え
株の乾燥菌体からポリエステルを抽出し、
GC-MS	
 および NMR 解析を行い、ポリエステ
ル鎖中の詳細なモノマー組成を調べた。そ
の結果、P(3HB-co-3HA)共重合ポリエステル
鎖中の 3HB 分率は 97.6	
 mol%、3HA 分率は
2.4	
 mol%であった（表 1）。また、このポリ
エステルの物性について調べたところ、破
壊伸びが 23%であり、P(3HB)の 5%に比べて
若干ではあるが、丈夫でしなやかな素材で
あると考えられた（表 2）。しかしながら、
ポリエステル鎖への中鎖長 3HA ユニットの
取り込みは極わずかであり、炭素数が 10 以
上の 3HA ユニットがポリエステル鎖に取り
込まれていないことから、PhaG 酵素がほと
んど機能していないと考えられた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
(2)	
 アセチル CoA カルボキシラーゼ遺伝子
導入株が合成する PHA について	
 
	
 PHA を合成する Pseudomonas 属細菌は糖
を炭素源として培養すると炭素数 10 の 3-
ヒドロキシデカン酸を主成分とする PHA を
合成するため、R.	
 eutropha 組換え株にお
ける上記の(1)の結果の原因として以下の
ことを予想した。i)	
 R.	
 eutrophaの脂肪酸
合成における代謝回転が Pseudomonas 属細
菌に比べて非常に速い。ii)	
 PhaG 酵素の十
分な活性発現にはコファクターが必要であ
る。iii)アセチル CoA からマロニル CoA へ
の変換量が R.	
 eutropha では少ない。そこ
で、まず脂肪酸合成阻害剤のトリクロサン



を培地に添加してi)について検討したとこ
ろ、PHA の蓄積率とモノマー組成に変化は
みられなかった。	
 
	
 次に、ii)に関して phaG 遺伝子の発現に
ついて検討した。phaG遺伝子を PHA 重合酵
素遺伝子（phaC1）とともに大腸菌で発現さ
せた場合、中鎖長（炭素数 6 以上）の 3HA
ユニットの取り込みは極僅かであることが
知られている。大腸菌で発現させた PhaG 酵
素は、SDS-PAGE およびウェスタンブロット
において推定分子量と同じ 33	
 kDa に検出さ
れるが、Pseudomonas	
 sp.	
 61-3 では 45	
 kDa
に、そして、phaG 遺伝子を導入した R.	
 
eutrophaでは 33	
 kDa と 45	
 kDa に検出され
た。その分子量の差が約 12	
 kDa であること
から、Pseudomonas	
 sp.	
 61-3 菌体内では
PhaG が 3HA-ACP と強く結合している（抱え
込んでいる）が、R.	
 eutropha ではその結
合が弱いか、あるいは、菌体内の 3HA-ACP
存在量が単に少ないことも考えられた。そ
こで、iii)について検討するため、アセチ
ル CoA カルボキシラーゼ遺伝子（accADBC）
を大腸菌からクローニングし、それらの遺
伝子を phaC1、phaG、および、phbAB遺伝子
とともに、lac プロモ‐ターあるいは R.	
 
eutropha の native プロモータで発現する
よ う に 設 計 し た プ ラ ス ミ ド
pRKmKSc-accC1GAB と pRKmScK-accC1GAB を
それぞれ構築した。そして、これらのプラ
スミドを R.	
 eutropha	
 PHB¯4 および R.	
 
eutropha	
 C-TnGmHX8 に導入して組換え株を
作製し、フルクトースを炭素源として培養
した。その結果、いずれの組換え株も生育
が抑制され、PHA 蓄積率は 7	
 wt%以下であり、
3HA ユニットは検出されず、P(3HB)のみが
合成された。	
 
	
 Pseudomonas	
 sp.	
 61-3 に phaG 遺伝子を
導入すると炭素数 6~12 の中鎖長 3HA 分率
が高まったP(3HB-co-3HA)が合成されるが、
R.	
 eutrophaに phaG遺伝子を導入しても合
成された PHA に 3HA ユニットがほとんど取
り込まれないことから、PhaG 酵素の十分な
活性発現には何らかのコファクターが必要
かもしれない。あるいは、脂肪酸合成経路
からの 3HA ユニット供給のためには、PhaG
酵素以外の酵素がさらに必要である可能性
もある。最近、PhaG 酵素はトランスアシラ
ーゼ活性よりもチオエステラーゼ活性の方
が高いと報告されたことから、R.	
 eutropa
を宿主として糖あるいは二酸化炭素から
P(3HB-co-3HA)共重合ポリエステルを合成
するためには、3-ヒドロキシアルカン酸を
CoA 化する新たな酵素遺伝子をクローニン
グして宿主に導入することや R.	
 eutropha
における代謝フラックスをさらに検討する
ことが必要であると考えられた。	
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