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研究成果の概要（和文）：ポリエチレンテレフタレート(PET) 資化菌Ideonella sp. No. 201-F6株のPET代謝能に関与
する酵素群の同定を目指した。本菌のゲノムを解読したところ、テレフタル酸を含む芳香族化合物の代謝に優れた菌株
であることが示唆された。ゲノム、及びトランスクリプトーム情報を基に目的候補遺伝子を絞り込み、最終的に2種の
新規酵素（PET加水分解酵素、モノヒドロキシエチルテレフタル酸加水分解酵素）の機能同定に成功した。本菌は、こ
れらの加水分解酵素、およびテレフタル酸代謝系酵素群により、PET資化能を発揮していることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the mechanism that Ideonella sp. No. 201-F6 strain grows on 
poly(ethylene terephthalate) (PET) as a carbon source, enzymes involved in the PET metabolism were explore
d. Whole genome analysis of this strain revealed the metabolic potential for various aromatic compounds co
ntaining terephthalic acid. Biochemical analyses for selected proteins through the genome/transcriptome in
formation based screening identified two novel enzymes functioning as PET hydrolase and mono(2-hydroxyethy
l) terephthalic acid hydrolase, respectively. These discoveries suggested the metabolic route from PET to 
carbon dioxide and water in this bacterium.   
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１．研究開始当初の背景 
Poly ethylene terephthalate (PET) は、

石油由来成分であるテレフタル酸とエチレ
ングリコールが縮重合した芳香族ポリエス
テルである。加工性・耐久性・安全性に優れ、
安価なことから、現在ではフィルム・繊維・
ボトルなどに汎用されている。しかし、PET
は自然界では通常分解されないため、使用後
は埋め立てなどの処理が行われており、環境
に多大な負荷を与えている。小田ら（京都工
芸繊維大学）は、これら使用済み PET を環境
に負荷をかけずに処理することを目指して、
PET 分解菌の探索を行い、微生物群が PET を
分解することを世界で初めて発見した（特開
2006-187201）。さらに、この微生物群から、
単独で二酸化炭素と水までPETを完全分解す
る No.201-F6 株の分離に成功した。 
 
２．研究の目的 
No.201-F6 株が生産する新規 PET 加水分解

酵素群の同定を目的とした。また、これら酵
素群の機能解析や、No.201-F6 株の網羅的発
現解析によるPET代謝機構の解明を目指した。
同時に PET 製品のバイオリサイクル技術、加
工技術の開発を視野に入れて研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1) No.201-F6 株の全ゲノム解析 

No. 201-F6株の菌体よりゲノムDNAを抽出
し、Genome Analyzer IIx（イルミナ社）を
用いたゲノムシーケンスを実施した。得られ
たリードを CLC Genomics Workbench（CLC bio
社）を用いてアッセンブルし、ドラフトゲノ
ム配列を決定した。得られた塩基配列データ
を RAST サーバー(http://rast.nmpdr.org/)
にアップロードし、遺伝子のアノテーション
を行った。 
 
(2) ゲノム情報を基にしたPET加水分解酵素
の探索  
ゲノム解析により推定された遺伝子から、

エステラーゼ、及びリパーゼをコードすると
考えられる遺伝子を探索した。また、これま
でにPET分解性が報告されているクチナーゼ
（脂肪族エステルであるクチンの加水分解
酵素）(Müller et al., Macromol. Rapid 
Commun, 2005)に着目し、そのホモログ探索
を行った。 
 
(3) トランスクリプトーム解析によるPET代
謝遺伝子群の探索 
本菌が代謝可能なマルトース、テレフタル

酸、bis (2-hydroxyethyl) terephtalic acid 
(BHET)、PET フィルムを主な炭素源として含
む無機塩培地で本菌を培養した。対数増殖期
の菌体を採取したRNAをGenome Analyzer IIx
により網羅的に配列決定を行った。得られた
リード配列をゲノム配列上にマッピングし、
それぞれの遺伝子の発現レベルを定量化し
た。 

 
(3)酵素の機能解析 
大腸菌を用いた組み換え型タンパク質を

作製した。タンパク質の精製はニッケルアフ
ィニティ―クロマトグラフィーによって行
った。 
 
① LipA の機能解析 
基質として、PET フィルム、BHET、

para-nitorophenyl (pNP)-butyrate を用い、
活性および基質特異性を評価した。また、3
種の PET 分解性クチナーゼ（放線菌由来、メ
タゲノム由来、カビ由来）の組み換え型酵素
を作製し、同様に活性測定を行った。 
 

② ClgA の機能解析 
上 記 （ ① ） 基 質 に 加 え 、 mono 

(2-hydroxyethyl) terephtalic acid (MHET)
に対する活性測定を行った。また、本酵素の
MHET に対する反応速度論解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) No. 201-F6株の全ゲノム解析 
合計6.1 Mbpの塩基配列、5529のCDSを同定

した(Table 1)。近縁種のゲノム解析で同定さ
れたゲノムサイズや遺伝子数と同等であった
ため、大多数の遺伝子情報を得ることができ
たと考えている。本ゲノムは多くの推定芳香
族化合物代謝遺伝子を有しており、また、そ
の中にはテレフタル酸代謝遺伝子群が見出さ
れた。これらのことから、本菌がテレフタル
酸を含む様々な芳香族化合物の分解・代謝に
優れた株であることが示唆された。 

 
（２）ゲノム情報を基にしたPET加水分解酵素
の探索 
得られたゲノム情報を基に、PET主鎖加水分
解酵素遺伝子候補の探索を行った。その結果、
PET分解活性が報告されているThermobifida 
fusca 由来クチナーゼと51%の相同性を示す
タンパク質（LipA）をコードする遺伝子を見
出した。 
 
（３）LipAの機能解析 
LipA組み換え型タンパク質をPETフィルムと
インキュベートしたところ、フィルム上に直
径約1 µmの無数の穴状分解痕が観察された
(Fig. 1)。反応上清にはMHET、およびテレフ
タル酸(TPA)が検出された(Fig. 1)。また、
LipAはBHETを加水分解したが、MHETをほとん

(Table 1) No.201-F6 株のゲノム解析結果

 



ど分解しなかった。 

 
また、PET分解性クチナーゼの活性測定を行

い、LipAとの比較を行った(Fig. 2)。その結
果、LipAは脂肪族エステルである
pNP-butyrateにはPET分解性クチナーゼ3種と
比べ、10分の1以下の活性を示すのみであった。
一方で、PET（フィルム）、およびそのオリゴ
マーであるBHETに対してはPET分解性クチナ
ーゼ3種よりも数倍から数百倍の活性を示し
た。これらの結果から、LipAがこれら既知の
PET分解性酵素とは異なるPET特異性の高い酵
素であることが強く示唆された。 
 

（４）201-F6株のトランスクリプトーム解析 
 LipAはPETを加水分解し、MHETを遊離した。

しかし、MHETを分解する活性を有していなか
った。そこで、MHET加水分解酵素の探索を行
った。手がかりとして、ゲノム情報に加え、
トランスクリプトーム情報の活用を考えた。
201-F6株のトランスクリプトーム解析の結果、
PETを主な炭素減とする培地で、多くの遺伝子
が発現誘導されていることが判明した(Fig. 
3)。この中にLipAも含まれていた。LipAはPET
を炭素源とした時に、最も高発現である遺伝
子のひとつであり、他条件ではその発現は著
しく抑制されていた。クラスタリング解析の
結果、LipAの発現パターンに酷似した挙動を
示した推定クロロゲン酸エステラーゼ(ClgA)
遺伝子に着目した。 

 
（５）ClgAの機能解析 
ClgA組み換え型タンパク質をMHETとインキ
ュベートしたところ、顕著な加水分解活性を
確認した。PETやBHETは全く分解しなかった。
ClgAのMHETに対する反応速度論解析を試みた
結果、[S]-vプロットはミカエリス-メンテン
型の挙動を示した(Fig. 4)。反応速度論パラ
メーターはkcat  = 31 ± 0.8 s-1、Km = 7.3 ± 
0.6 µMであった。本結果により、本酵素がMHET
特異性の高い酵素であることが明らかとなっ
た。 

 
本研究により、201-F6株のPET資化能が性質
の異なる2種の新規酵素の一連の反応、および
芳香族化合物代謝酵素群により達成されてい
ることが強く示唆された。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 

 

(Fig. 1) LipA の PET フィルムに対する活性
（上段：反応前、下段：反応後） 
左）走査型電子顕微鏡(SEM)による PET フィ
ルム表面の観察 
右）HPLC による反応上清の解析 

 
(Fig. 2) LipA と PET 分解性クチナーゼ 3
種（TfH: Thermobifida fusca 由来、LCC:
メタゲノム由来、FSC: Fusarium solani
由来）の(A)pNP-butyrate、(B)PET フィ
ルム、(C) BHET に対する活性測定結果 

 
(Fig. 3) PET誘導性(>10-fold) 遺伝子数 

 
(Fig. 4) ClgA の反応速度論解析 
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