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研究成果の概要（和文）：組換えRalstonia eutrophaによる二酸化炭素からの生分解性共重合PHAの合成を最終目的と
し、低基質特異性PHA重合酵素（PhaC1）、3-ヒドロキシアシル（3HA）-ACP:CoAトランスフェラーゼ（PhaG）、3HA-CoA
リガーゼ（PA3924）、3-ヒドロキシブタン酸（3HB）ユニット供給系酵素（PhbAB）の全遺伝子を大腸菌およびR. eutro
phaに導入した組換え株を作製し、脂肪酸合成経路を介した共重合PHAの合成を試みた。組換え大腸菌はグルコースから
中鎖長3HAユニット（炭素数8～14）を含むP(3HB-co-5.4 mol% 3HA)共重合ポリエステルを合成した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is the biosynthesis of biodegradable copolyesters by 
Ralstonia eutropha from carbon dioxide. PHA synthase (PhaC1) and 3-hydroxyacyl-ACP:CoA transferase 
(thioesterase) (PhaG) genes from Pseudomonas sp. 61-3, (R)-3-hydroxyacyl-CoA ligase gene (PA3924) from 
Pseudomonas aeruginosa, and beta-ketotiolase (PhbA) and acetoacetyl-CoA reductase (PhbB) genes from R. 
eutropha were introduced into <i>Escherichia coli and PHA-negative R. eutropha strains. The copolymer 
containing 94.6 mol% 3-hydroxybutyrate (3HB) and 5.4 mol% medium-chain-length-3-hydroxyalkanoates (3HA) 
consisting of C8, C10, C12 and C14 was synthesized by the recombinant strains of E. coli from glucose as 
the sole carbon source.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 生分解性プラスチック　二酸化炭素　ポリヒドロキシアルカン酸　環境技術　環境材料
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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。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（ポ
リカプロラクトンやポリエチレンサクシネ
ートなど）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、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と考えられる。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 Ralstonia	 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-ヒドロキシブタ
ン酸（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が、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 P(3HB-co-3HA)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（Matsusaki	 et	 al.,	 
2000）。	 
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(R)-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、(R)-3HA-CoA を供
給する代謝経路を構築してやれば、安価な糖
や二酸化炭素を唯一の炭素源として、丈夫で
しなやかな実用性に優れた P(3HB-co-3HA)を

生合成することができると考えた。	 
 
２．研究の目的 
	 R.	 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
(R)-3-ヒドロキシアシル CoA（(R)-3HA-CoA）
を脂肪酸合成経路から供給する(R)-3HA-	 
ACP:CoA トランスフェラーゼ（チオエステラ
ーゼ）遺伝子（phaG）、Pseudomonas 属細菌
由来の(R)-3HA-CoA リガーゼ遺伝子、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）を大腸菌あるいは R.	 
eutrophaのPHA合成能欠損変異株に導入した
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 
	 耐衝撃性に優れた実用的な共重合 PHA を二
酸化炭素から生合成することが本研究の目
的である。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(R)-3HA-CoA を脂肪酸合成経
路から供給する(R)-3HA-ACP:CoA トランスフ
ェラーゼ遺伝子（phaG）、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）を大腸菌あるいは R.	 eutrophaの PHA
合成能欠損株に導入した組換え株を作製し
たが、目的とする P(3HB-co-3HA)共重合ポリ
エステルを合成することはできなかった。こ
れは、PhaG 酵素がトランスフェラーゼ活性よ
りもチオエステラーゼ活性の方が高いため、
(R)-3HA-ACP を(R)-3HA-CoA に変換するより
もむしろ 3-ヒドロキシアルカン酸を生成す
るためであると考えられた（Wang	 et	 al.	 Appl.	 



Environ.	 Microbiol.,	 2012 ）。そこで、
(R)-3HA-CoA リガーゼに着目し、以下の研究
を実施した。	 
	 
(1)	 (R)-3-ヒドロキシアシル CoA リガーゼ遺
伝子のクローニング	 
	 最近、Pseudomonas	 putida	 KT2440 から 3-
ヒドロキシアシル CoA	 （3HA-CoA）リガーゼ
活性のある遺伝子（PP0763）がクローニング
され、その遺伝子と PHA 重合酵素遺伝子を共
発現させた大腸菌において、グルコースから
中鎖長 3HA ユニット（炭素数 6〜12）からな
る共重合 PHA が合成されている（Wang	 et	 al.	 
Appl.	 Environ.	 Microbiol.,	 2012）。すなわ
ち、PHA 合成には、低基質特異性の PHA 重合
酵素とその基質となるモノマー供給系酵素
が必要であるが、脂肪酸合成経路を介するモ
ノマー供給系酵素としては PhaG 酵素のみで
は(R)-3HA-CoA を供給できず、(R)-3HA-CoA
リガーゼも同時に必要である。そこで本研究
では、P.	 putida	 KT2440 の PP0763 遺伝子と
相 同 性 が 高 い 遺 伝 子 を Pseudomonas	 
aeruginosa	 PAO のゲノム DNA 情報から見出し
た PA3924 遺伝子をクローニングした。	 
	 
(2)	 遺伝子組換え菌による脂肪酸合成経路
を介した共重合 PHA の生合成	 
	 phaC1、phaG、phbA、phbBの遺伝子に加え、
P.	 aeruginosa	 PAO 由来の PA3924 遺伝子（推
定(R)-3HA-CoA リガーゼ遺伝子）を大腸菌お
よび R.	 eutrophaの PHA 合成能欠損株に導入
した組換え株を作製した。それら組換え株に
ついて、大腸菌は糖を唯一の炭素源として、
R.	 eutropha は糖および二酸化炭素を唯一の
炭素源として培養し、PHA の生合成を行った。	 
	 
(3)	 合成された PHA の性質	 
	 遺伝子組換え菌によって合成された PHA に
ついて、NMR および GC/MS により正確なモノ
マー組成を算出した。また、ゲル浸透クロマ
トグラフィーにより分子量を測定した。さら
に、PHA のソルベントキャストフィルムを作
製し、熱的および機械的性質を調べた。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 P.	 aeruginosa	 PAO の推定(R)-3HA-CoA
リガーゼ遺伝子のクローニング	 
	 P.	 putida	 KT2440 の PP0763 の翻訳産物が
(R)-3HA-CoA リガーゼ活性を有するとの報告
が あ り （ Wang	 et	 al.	 Appl.	 Environ.	 
Microbiol.,	 2012）、ゲノム情報がすべて明
らかとなっている P.	 aeruginosa	 PAO のゲノ
ムを調べたところ、推定中鎖長アシル CoA リ
ガーゼ（PA3924 の推定翻訳産物）が PP0763
とアミノ酸レベルで 82%の相同性を示した。
そこで、PA3924 遺伝子を PCR クローニングし
て、その翻訳産物の in	 vivo における
(R)-3HA-CoA リガーゼ活性を調べた。大腸菌
LS5218株（fadR	 atoC(Con)）を宿主に用いて、
phaC1および phaG遺伝子を導入した場合、PHA

は合成されなかったが、さらに PP0763 遺伝
子を導入すると、炭素数 10 の 3HA ユニット
が取り込まれた PHA が約 1	 wt%合成された。
PP0763 遺伝子の代わりに本研究でクローニ
ングした PA3924 遺伝子を導入すると、炭素
数 8 および 10 の 3HA ユニットが取り込まれ
た PHA が合成された。このことから、PA3924
遺伝子の翻訳産物は(R)-3HA-CoA リガーゼ活
性を有することが明らかとなった。	 
	 
(2)	 遺伝子組換え菌による脂肪酸合成経路
を介した共重合 PHA の生合成	 
①大腸菌を宿主とした場合	 
	 phaC1、phaG、phbA、phbB、さらには PA3924
の全遺伝子を大腸菌 LS5218 株に導入した組
換え株を作製した。その組換え株をグルコー
スを唯一の炭素源として培養した結果、炭素
数 8 と 10 の 3HA ユニットが 6.2-7.0	 mol%導
入された P(3HB-co-3HA)共重合ポリエステル
が 5.3-7.2	 wt%合成された（表 1）。PA3924 遺
伝子導入株を 25℃で培養した場合、炭素数 8
と 10 の 3HA ユニットが 5.1-7.1	 mol%導入さ
れた P(3HB-co-3HA)が 20	 wt%合成され、
PP0763 遺伝子導入株と比べて 3HA 分率も PHA
蓄積率も高く、PHA生産量は約7倍であった。	 

	 
	 次に、培養 24 時間後の PA3924 遺伝子導入
株 （ E.	 coli	 LS5218/pJScK-C1GAB	 and	 
pRTcASc-MCL(Pa)）が合成した P(3HB-co-3HA)
の詳細な性質を調べた。1H-NMR 解析によって
モノマー組成を調べた結果、3HB 分率が 96.4	 
mol%、炭素数 8 および 10 の中鎖長 3HA 分率
が 5.4	 mol%であった。さらに、トリメチルシ
リル化（TMS 化）したサンプルを GC/MS で分
析した結果、この共重合ポリエステルには、
わずかではあるが炭素数 12 および 14 の 3HA
ユニットもポリエステル鎖に取り込まれて
いることが明らかになった。また、13C-NMR
解 析 の 結 果 、 本 研 究 で 合 成 さ れ た
P(3HB-co-3HA)は、短鎖長 PHA と中鎖長 PHA
のブレンドではなく、3HB と中鎖長の 3HA か
らなる共重合ポリエステルであることが明
らかとなった。	 
	 ゲル浸透クロマトグラフィーにより、分子
量を分析した結果、本研究で合成された
P(3HB-co-5.4%	 3HA)共重合ポリエステルの数
平均分子量（Mn）は 233	 ×	 10

3、重量平均分
子量（Mw）は、459	 ×	 10

3、多分散度（Mw/Mn）
は 2.0 であり、Tappel らが報告した大腸菌に
よって合成された P(3HB-co-5%	 3HA) 、
P(3HB-co-7%	 3HA)および P(3HB-co-8%	 3HA)



の Mn（106	 ×	 10
3、96	 ×	 103および 94	 ×	 103）

より 2.2-2.5 倍高かった（表 2）。これまで
に大腸菌組換え株で、グルコースからこのよ
うに分子量の比較的高い P(3HB-co-3HA)の合
成は報告されていない。	 
	 P(3HB-co-5.4%	 3HA)共重合ポリエステルの
融点（Tm）およびガラス転移点（Tg）はそれ
ぞれ 161˚C および 4.6˚C であり、融解エンタ
ルピー（∆Hm）は 34.5	 J/g であった（表 2）。	 

	 
	 このポリエステルのソルベントキャストフ
ィルムを作製し、機械的特性を調べた結果、
3 週間エイジングしたフィルムにおける引張
強度、ヤング率および破断伸びは、それぞれ
62	 MPa、0.23	 GPa および 195%であった。こ
の破断伸び（195%）は、P(3HB)の破断伸び（5%）
や、現在、PHA として汎用されている
P(3HB-co-20%	 3HV)（3HV は 3-ヒドロキシ吉
草酸）の破断伸び（50%）よりも高く、より
丈夫な実用性があるポリエステルを合成す
ることができたといえる。	 
	 
②R.	 eutrophaを宿主とした場合	 
	 大腸菌を宿主とした系においてグルコー
スを唯一の炭素源として中鎖長 3HA ユニット
を含む P(3HB-co-3HA)共重合ポリエステルが
合成することに成功したので、同様に R.	 
eutrophaのPHA合成能欠損株を宿主とした組
換え株をいくつか作製した。それらの組換え
株をフルクトースあるいは二酸化炭素を唯
一の炭素源として培養した。R.	 eutropha	 
PHB—4 の組換え株は約 35	 wt%の PHA を合成し
たが、3HA 分率の取り込みはみられず、P(3HB)
ホモポリマーであった。また、R.	 eutropha	 
C-TnGmHX8（PHA 重合酵素遺伝子破壊株）の組
換え株は、炭素数 10 の 3HA ユニットを含む
P(3HB-co-3HA)を二酸化炭素から合成したが
（PHA 蓄積率は約 36	 wt%）、3HA 分率は 2.8	 
mol%以下とわずかであった。3HA 分率の向上
をめざし、さらなる分子育種を現在行ってい
る。	 
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