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研究成果の概要（和文）：　食物油に含まれるトリグリセリドを加水分解して得られるグリセリンを炭素源として、微
生物を用いたバイオプラスチックであるポリ（3-ヒドロキシアルカノエート）(P3HA)を高収量で生合成することを目的
としたプロジェクト研究を行った。
グリセリンだけを炭素源とすると３つのヒドロキシ基の存在のためP3HAの収量があまり高くないが、脂肪酸を添加した
混合基質では微生物EutrophaおよびPutidaによるP3HAの収量は３０～５０％の増大が見られた。またグリセリンとアミ
ノ酸であるロイシンの混合基質をリンフリーの条件下でEutrophaにより培養すると、収量は約3倍に増加することに成
功した。

研究成果の概要（英文）：Plant oils are composed of triglycerides. Glycerin is derived from plant oil, 
however glycerin is not widely used in industrial applications. As for poly(3-hydroxyalkanoate) （P3HA） 
biosynthesis from glycerin, there have been only a small number of studies reported because glycerin is 
not a good carbon source for PHA biosynthesis. When the mixed substrate of glycerin and fatty acid is 
used as carbon sources for biosynthesizing P3HA by Ralstonia eutropha, we found that the addition of 
small amount of fatty acid to glycerin makes the polymer yield enhance. The polymer yield is about 1.3 
times larger than the use of original carbon sources. Amino acids are another good carbon source to 
accumulate P3HA. In this case, phosphate-free medium was used because amino acid itself contains 
nitrogen. The cultivation of leucine and glycerin as carbon sources successfully improved the polymer 
yield with 3 times larger polymer yield than the original ones.

研究分野： 高分子化学
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１．研究開始当初の背景 
廃油から製造されるバイオディーゼル燃

料（BDF）の副生成物で応用範囲が限定的な
グリセリンを炭素源として利用し、微生物を
用いたバイオプラスチックの生合成を行う。
グリセリンは単体では炭素源としてバイオ
プラスチックの生合成には適さないが、微生
物 Eutropha を用いて少量の脂肪酸を加える
ことで劇的にバイオプラスチック生合成の
収率を向上させることに成功した。この成果
を用いて、その他の炭素源との混合基質から
バイオプラスチックの効率的な製造過程に
ついて検討を行う。 
２．研究の目的 
 グリセリンの有効利用を目指して、脂肪酸
やアミノ酸などの炭素源との混合基質によ
り微生物を用いたポリエステルの生合成を
行い、収率の向上を目指す。 
３．研究の方法 
 微生物としては炭素数が 5 以下の繰り返し
ユニットを生合成する Eutropha および炭素
数が 5 以上のユニットを生合成する Putida を
用いた。窒素あるいはリンを含まない培養液
で、グリセリンに少量の脂肪酸およびアミノ
酸を混合した基質を炭素源として、菌体内に
バイオポリオエステルであるポリ（3-ヒドロ
キシアルカノエート）（P3HA）を蓄積させる。
蓄積した P3HA はクロロホルムで抽出して取
り出す。 
４．研究成果 
（１） Putida によるグリセリン/ノナン酸か
ら P3HA の生合成 
これまでの研究で、Eutropha の培養におい

てグリセリンに少量の脂肪酸を添加した混
合基質を炭素源に用いたところ収率の増加
が確認された。しかし Eutropha では結晶化度
の高い炭素数４のブチレートと炭素数５の
バリレートの共重合しかできない。そこで、
炭素数が 5 以上の繰り返しユニットを生合成
するPutida の培養でもグリセリンにノナン酸
を添加した時の収量の増大について検討し
た。図１は炭素源としてグリセリンと脂肪酸
であるステアリン酸の混合基質を用いたと
きの代謝への影響を調べるため、グリセリン
の濃度を 20 m モルで一定とし、異なる濃度

のノナン酸を添加して培養したときの収率
をプロットした図である。グリセリンだけの
ときの収率は 12.9 %であるがノナン酸を加
えると、大体 50 %以上となり、特にノナン酸
5 mM を添加した場合に最も高い収率の、 
62.4 %に達した。1）このことから、グリセリ
ンに脂肪酸を添加することで、Putida による
PHA 生合成にグリセリンを有効利用できる
と考えられる。 
（２）Eutropha によるグリセリン/イソロイシ
ンから P3HA の生合成 
 天然のアミノ酸は 20 種類あり、P3HA の生
合成の炭素源として使用することができる
が、従来から広く行われている窒素フリーの
条件下では、アミノ酸自体に窒素原子を含む
ため収率が上がらなかった。２）そこで我々は
リンフリーの条件下で Eutropha を用いて
P3HA の蓄積を行ったところ、ロイシン、イ

ソロイシン、フェニルアラニン、チロシンの
4 つが 40％を超える高収率で P3HA が得られ
た。（図２）３）そこでグリセリンに添加する
炭素源としてロイシンとイソロイシンを用
いて検討した。 
図３はグリセリン 30ｍM に対してイソロ

イシンの添加量を変えた混合基質で培養し
て、得られた P3HA の収量（棒線青）である。
比較のために、グリセリンとイソロイシンの
単体を培養した時の収量の足し合わせを緑
で示した。いずれの場合も混合基質とした方
が収量が高くなり、混合基質とすることの有
効性が確認された。特にイソロイシンを
15mmol 添加した時に、最も収量が大きくな
り、単体の時よりも約 2.2 倍多くなった。 
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図1. グリセリン20mモルに対して所定

の量のノナン酸を加えて培養した時の
P3HA の収率 
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図２．リンフリーの条件下で Eutropha
により 20 種類のアミノ酸を炭素源として
培養し、得られた P3HA の収率。 

 



 
（３）Eutropha によるグリセリン/ロイシンか
ら P3HA の生合成 
 アミノ酸としてロイシンを用いて、グリセ
リンに添加した混合基質により Eutropha で
培養を行った。図４はグリセリン 30ｍM に対
してロイシンの添加量を変えた混合基質で
培養して、得られた P3HA の収量（棒線青）
である。比較のために、グリセリンとロイシ
ンの単体を培養した時の収量の足し合わせ
を緑で示した。イソロイシンの時と同様、P
３HA の収量は混合基質とした方が単体で得
られた P3HA の収量より大きくなった。特に
ロイシンを 30ｍモル加えたときは、収量が単
体の時よりも約 3.3 倍になった。このことか
らグリセリンの混合する炭素源としてはイ
ソロイシンよりもロイシンを用いた方が、効
果が高いことが明らかになった。 

 
 

（４）グリセリンと他の炭素源の混合効果 
 以上のことから、当初グリセリンに対して
リノール酸メチルの添加効果が P3HA の収量
増加に寄与することが研究の動機であった。
本プロジェクトでは、ノナン酸、イソロイシ
ン、ロイシンの添加効果について検討を行っ
た・P3HA 収量は図５にまとめた。グリセリ
ンい対して脂肪酸およびその誘導体では

P3HA の収量増加が見られたが、収量の増大
は 2 倍以下で、あまり大きくなかった。一方
アミノ酸であるイソロイシンやロイシンを
用いると劇的な収量増加が見られ、図 4 で示
すようにロイシンではリノール酸メチルを
用いる時と比較して約 8 倍の収量の P3HA を
得ることに成功した。 
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図４．グリセリン 30m モルに対して所定の
量のロイシンを加えて培養した時の P3HA
の収量（青：混合基質、緑：単体で培養し
た時の収量の足し合わせ） 
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図３．グリセリン 30m モルに対して所定

の量のイソロイシンを加えて培養した時の
P3HA の収量（青：混合基質、緑：単体で
培養した時の収量の足し合わせ） 0
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図５．グリセリンにそれぞれの炭素源を
加えた混合基質で培養して得られた
P3HA の収量。 
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