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研究成果の概要（和文）：4種のプラスチック（ポリ乳酸（PLA）, ポリカプロラクトン（PCL）,ポリヒドロキシ酪酸（
PHB）,ポリブチレンサクシネート（PBS））の、３７℃と５５℃での嫌気生分解試験を行った。また、これらのプラス
チックの嫌気生分解に関与している微生物群を、RT-PCR-DGGE法で分析した。分子量を落としたPLAフィルムを作成し、
分子量による嫌気生分解速度の差を調べた。

研究成果の概要（英文）：The anaerobic biodegradability of four bioplastics, polycaprolactone (PCL), 
poly(lactic acid) (PLA), polyhydroxybutyrate (PHB) and poly(butylene succinate) (PBS), were compared at 
37°C and 55°C. The microorganisms participating in anaerobic bioplastic biodegradation were detected 
using the RT-PCR DGGE method.
The anaerobic biodegradability of different molecular weight PLA films were compared.

研究分野： 天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
現在、商業用の嫌気発酵槽として運転さ

れている発酵槽の温度は、55℃と 37℃の 2
つに分けられる。55℃の発酵槽は一般に分
解速度が速いので、大きな土地の確保でき
ない都市部に向いているが、温度の維持に
より多くのエネルギーを使用する。生分解
性プラスチックをこれら商業用の大型嫌気
発酵槽で処理するには、生分解性プラスチ
ックが、発酵槽内の汚泥で生分解するかど
うかを、あらかじめ試験しておかなければ
ならない。プラスチックの嫌気生分解に関
する国際標準規格はいくつかあるが、これ
らはいずれも、発酵槽でのプラスチックの
分解性を完全に再現して評価する内容には
なっていない。そこで、発酵槽内でのプラ
スチックの嫌気での分解性を評価できる新
しい試験方法を検討した結果、代表的な生
分解性プラスチックであるポリ乳酸(PLA)
の55℃での分解性を試験できる試験方法を
確立した。 
 
２．研究の目的 
プラスチックの嫌気での分解性を評価で

きる試験方法(ISO13975 法の改良法)を用い
て、代表的な生分解プラスチックの 55℃と
37℃での嫌気分解試験を実施し、そのプラス
チックのメタン発酵に関与している微生物
を解析する。 
 
３．研究の方法 
「55℃でのプラスチックの嫌気生分解の解
析 
山田バイオマスプラントで採取した 37℃

の液体肥料を、55℃で 20 日程度インキュベ
ートして 55℃の嫌気汚泥を作った。嫌気汚泥
の上層の溶液部分 1.4L と各種プラスチック
サンプル 10g を混合して MODA-B 装置に封
入し、55℃でプラスチックの嫌気分解試験を
行った。プラスチックの嫌気分解で放出され
る二酸化炭素とメタンを MODA-B 装置に取
り付けたガスバックに採取して、その体積を
測定することからプラスチックの分解度を
求めた[1,2]。また、プラスチック分解中に働
いている微生物群を解析するため、分解の各
段階で汚泥を採取し、RNAlater 中に凍結保
存した。汚泥の RT-PCR-DGGE 分析と
DGGE バンドの塩基配列解析は、テクノスル
ガラボに委託分析に出すことにより行った。
汚 泥 か ら の RNA 抽 出 と 精 製 は 、
MORA-EXTRACT kit (Kyokuto 
Pharmaceutical Industrial Co., Ltd., 
Japan)と SV Total RNA Isolation System 
(Promega Co., Ltd., USA)を使って行われた。
逆転写のためのプライマーには 907r(細菌
用)[3]と 519r（古細菌用）[4]を用いた。逆転
写反応は ReverTra Ace-α-kit (TOYOBO Co., 
Ltd., Japan)を用いて、42℃20 分、99℃5 分、
4℃5 分の温度条件で行った。合成したｃ
DNA を 、 AmpliTaq Gold kit (Applied 

Biosystems)を用いて PCR で増幅した。プラ
イマーには、GC-341f-534r(細菌用 )[5]と
GC-344f-519r（古細菌用）[4,6]を用いた。
PCR の温度条件は、94℃7 分を 1 サイクル、
94℃1分とアニーリング1分と72℃2分を20
サイクル行い、アニーリング温度は 65 度か
ら初めて、2 サイクルごとに 1℃ずつ下げて
いき 56℃に達するように行った。その後、
94℃1分と 55℃1分と 72℃2分のサイクルを
15 回繰り返し、最後に 72℃ 10 分で終了さ
せた。DGGE は Bio-Rad DCode system を用
いて行った。25-65%の変性剤濃度勾配のポリ
アクリルアミドゲル（8%(w/v)）を用いて、
100V60℃で 12 時間電気泳動を行った。 
 

「37℃でのプラスチックの嫌気生分解の解

析」 
山田バイオマスプラントで採取した 37℃の
液体肥料を、37℃で 17 日インキュベートし
て嫌気汚泥中の分解可能な有機物量を減少
させた。嫌気汚泥の上層の溶液部分 1.4L と
各種プラスチックサンプル 10g を混合して
MODA-B 装置に封入し、37℃でプラスチッ
クの嫌気分解試験を行った。プラスチックの
嫌気分解で放出される二酸化炭素とメタン
を MODA-B 装置に取り付けたガスバックに
採取して、その体積を測定することからプラ
スチックの分解度を求めた[1,2]。また、プラ
スチック分解中に働いている微生物群を解
析するため、分解の各段階で汚泥を採取し、
RNAlater 中に凍結保存した。汚泥の
RT-PCR-DGGE 分析と DGGE バンドの塩基
配列解析は、テクノスルガラボに委託分析に
出すことにより行った。テクノスルガラボで
の分析条件は、上記と同様である。 
 

「分子量を変えた PLA の嫌気分解試験」 
分子量を落としたPLAを作成するため、PLA
フィルムをイオン交換水中 55℃で 31 日およ
び 70 日インキュベーとした。31 日インキュ
ベーとした PLA フィルムの分子量は
Mn9000,Mw18000。70 日インキュベートし
た PLA フィルムの分子量は Mn2800、
Mw6500。上記「55℃でのプラスチックの嫌
気生分解の解析」の方法と同手順で、31 日お
よび 70 日水中でインキュベートした PLA 
フィルムとインキュベートしていない PLA 
フィルムの 55℃での嫌気生分解試験を行っ
た。 
 
４．研究成果 

「55℃でのプラスチックの嫌気生分解の解

析」 
ポリ乳酸（PLA）, ポリカプロラクトン（PCL）,
ポリヒドロキシ酪酸（PHB）,ポリブチレン
サクシネート（PBS）の各粉末の 55℃での嫌
気分解試験の結果を図 1 に示す。PHB は 14
日で 90％嫌気分解された。PCL は、50 日で 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
80％嫌気分解された。PLA は 75 日で 75％嫌
気分解された。PBS は 100 日経過後も全く嫌
気分解されなかった。嫌気分解実験開始直前
と、図１の矢印で示すところで汚泥を採集し、
汚泥中のRNAをRT-PCR-DGGEで分析した
結果を図 2 に示す。PHB の嫌気分解過程（レ
ーン 4、5）では、バンドｒ、ｓ、ｔが現れた。
PCL の嫌気分解過程（レーン 6，7）では、
バンド u,l,m,o,v が現れた。PLA の分解過程
では、バンド f,g,i,k,l,m,o,v が現れた。それ
ぞれのバンドの塩基配列と、データベース上
の塩基配列との相同性を表 1 に示す。PHB
の分解過程で現れたバンド r,s,t はそれぞれ
Peptococcaceae bacterium, Bacteroides 
plebeius, Catenibacterium mitsuokai と
97％、100％、98％の相同性を示した。PCL
の分解過程で現れたバンド u は、単離されて
いる細菌とは近い相関を示さなかった（相同
性は 95％以下）。PLA の分解過程で現れるバ
ンドgはUreibacillus spと100％の相関を示
した。しかし、バンド f,i,k は、単離されてい
る細菌とは近い相関を示さなかった。共通に
現れるバンド l,v はそれぞれ Bacillus 
infernus, Propionnibacterium sp と 100％、
99％の相関を示した。一方、バンド m,o は、
単離された細菌とは近い相関を示さなかっ
た。以上より、山田バイオマスプラントから
採取した液体肥料から作った 55℃の汚泥で
は、PLA,PCL,PHB の嫌気分解に関与する細 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
菌には違う種類のものが存在することがわ
かる。また、嫌気分解に関与している細菌の
いくつかは、今まで単離されていない範疇の
細菌であることが示唆された。 
PCL の嫌気分解に関与する古細菌と細菌が、
分解過程のどの段階で現れてくるのかを調
べた結果が図３と図４である。図 3 の 1－6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
の時点で汚泥を採集し、その RT-PCR-DGGE
の結果を図 4 に示す。PCL の嫌気分解では、
20 日過ぎからバイオガスの放出が測定され
た。バイオガスの放出が測定される直前から
(サンプリングポイントの 3 から)、バンド u
が出現した。バンドuに対応する細菌が、PCL



の分解に関与している可能性が高いと考え
られる。ＰＣＬのメタン発酵に関与している
古細菌としては、 Methanothermobacter 
marburgensis (99%、バンド Ac)および未単
離の古細菌(バンド Aa、Ab)が検出された。 
 
「37℃でのプラスチックの嫌気生分解の解
析 
ポリ乳酸（PLA）, ポリカプロラクトン（PCL）,
ポリヒドロキシ酪酸（PHB）,ポリブチレン
サクシネート（PBS）の各粉末の 37℃での嫌
気分解試験の結果を図５に示す。PHB は 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
日で 90％嫌気分解された。PCL は、277 日
で 3 および 22％嫌気分解された。PLA は 277
日で 29 および 49％嫌気分解された。PBS は
277 日経過後も全く嫌気分解されなかった。
嫌気分解実験開始直前と、図 5 の矢印で示す

ところで汚泥を採集し、汚泥中の RNA を
RT-PCR-DGGE で分析した結果を図 6 に示
す。PHB の嫌気分解過程（レーン 4、5）で
は、バンド d,e,f が現れた。PCL の嫌気分解
過程（レーン 8，9，11）では、バンド d,i,j,o,p,q
が現れた。PLA の分解過程(レーン 6，7，10)
では、バンド g,l,m,n が現れた。それぞれの
バンドの塩基配列と、データベース上の塩基
配列との相同性を表 2 に示す。PHB の分解
過程で現れたバンド d,e,f はそれぞれ
Acrobacter thereius, Clostridium sp., 
Clostridium sp.と 98％、98％、98％の相同
性を示した。PCL の分解過程で現れたバンド
i, j, o, p, q は、単離されている細菌とは近い
相関を示さなかった（相同性は 95％以下）。
特にバンド p, q は、単離されていない細菌を
含めても近い相関を示すものがなかった。
PLA の分解過程で現れるバンド l, m, は、
Xanthomonadaceae bacterium,  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Mesorhizobium sp.と 100％の相同性を示し
た。一方、バンド g, k, n は、単離されている
細菌とは近い相関を示さなかった。 
以上より、山田バイオマスプラントから採
取した 37℃の液体肥料には、PLA,PCL,PHB
の嫌気分解に関与する細菌には違う種類の
ものが存在することがわかる。また、37℃の
嫌気分解に関与している細菌のいくつかは、
今まで単離されていない範疇の細菌である
ことが示唆された。 
 
「分子量を変えた PLA の嫌気分解試験」 
3 通りの分子量の PLA フィルムの嫌気分解
速度の試験結果を図 5 に示す。31 日水中でイ 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ンキュベートして分子量を落とした PLA フ
ィルムは、14 日で 20％前後、21 日で 35 及
び 53％分解した。70 日水中でインキュベー
トして分子量を落とした PLA フィルムは、
14 日で 20％、21 日で 30 および 36％分解し
た。28 日以降は、無処理の PLA フィルムと
31 日水中でインキュベートした PLA フィル
ムの各１つの反応容器を除いて、同じ分解速
度で分解した。水中でインキュベートして分
子量を落とした PLA フィルムは、分解初期
の分解は早くなったが、最終的な分解速度は
3 通りのフィルムで違いが現れなかった。（無
処理のPLAフィルムと 31日インキュベート
した PLA フィルムの各１つの反応容器を除
く。）分子量を落とした PLA フィルムは、分
解が早く始まったが、最終的な分解速度は同
じになった。 
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