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研究成果の概要（和文）：バイオプラスチックであるP(3HB-co-3HHx)の効率的微生物合成に向けた新規な改変戦略とし
て、PHA顆粒結合タンパク質PhaPの機能に着目した。組換えRalstonia eutrophaにおける本来の主要PhaPを、広基質特
異性の外来PHA合成酵素と同じ微生物に由来する外来PhaPに置換したところ、大豆油炭素源から生合成されたP(3HB-co-
3HHx)の3HHx分率と分子量の増加が見られた。PHA顆粒表面に存在するPhaPの置換によって顆粒上のPHAシンターゼの触
媒特性を変化させ、代謝経路やPHA蓄積機構を変えることなくPHA共重合体の組成や分子量を制御できることを示した。

研究成果の概要（英文）：This study focused on a novel engineering strategy based on functions of PHA 
granule-associated protein PhaP for efficient biosynthesis of P(3HB-co-3HHx), a practical bioplastic. We 
previously developed a recombinant Ralstonia eutropha for P(3HB-co-3HHx) biosynthesis from vegetable oils 
by introduction of a mutant of PHA synthase derived from Aeromonas caviae. Here, a gene of major PhaP in 
R. eutropha was further replaced by phaP derived from A. caviae, the same source as the exogenous PHA 
synthase. When grown on soybean oil, the resulting strain produced P(3HB-co-3HHx) with higher 3HHx 
composition and higher molecular weight than the parent strain. The results indicated that the PhaP 
replacement would induce some change of catalytic properties of PHA synthase co-existed on the surface of 
PHA granule, that allowed to regulate PHA composition and molecular weight without any modifications in 
metabolic pathway and PHA accumulation machinery.

研究分野：微生物工学
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１．研究開始当初の背景 
	 現代社会において石油から大量生産され
ているプラスチックは安価で丈夫な材料で
あるが、難分解性であるために廃棄された際
での環境への流出や埋め立て地の不足が問
題となっている。さらに脱石油化の観点から
も、糖や植物油などの再生可能バイオマスを
原料とし、廃棄後は環境微生物中により分解
される生分解性バイオマスプラスチックが
環境調和型高分子材料として期待されてい
る。 
	 微生物が菌体内に蓄積するポリヒドロキ
シアルカン酸(PHA) は生分解性バイオマス
プラスチックの一種である。しかし代表的な
PHA であるポリ（3-ヒドロキシブタン酸）
[P(3HB)]は硬く脆い高結晶性高分子であるた
めに材料としての実用化は困難であった。 

我々は柔軟性に優れた共重合 PHA であるポ
リ（3-ヒドロキシブタン酸-co-3-ヒドロキシヘ
キサン酸）[P(3HB-co-3HHx)]（Fig. 1）の微生
物合成について研究を進めてきた。これまで
に P(3HB)生産菌 Ralstonia eutropha H16株の
改 変 に よ り 、 適 度 な 柔 軟 性 を 示 す
P(3HB-co-9~10mol% 3HHx)を植物油から高効
率生産する組換え株を作製した 1, 2)（Fig. 2）。
しかしながら、3HHx 分率の向上と制御、分
子量の制御、生産性の向上など、次世代型バ
イオポリマー生産菌の確立に向けて取り組
むべき課題は多い。 

	 細胞内で生合成された PHA は菌体内で不
溶性の顆粒として存在し、その表面は phasin
とも呼ばれる顆粒結合タンパク質 PhaP、重合
酵素である PHAシンターゼ PhaC、分解酵素
である PHAデポリメラーゼ PhaZなどが結合
している。PhaPは両親媒性タンパク質であり、
疎水性の高い顆粒表面に結合することで
PHA 顆粒を細胞質に維持しやすくしている
と推測されている（Fig. 3(a)）。R. eutropha H16
株は複数の phasin を有するが、PhaP1Reは本
菌における主要 phasinであり、その遺伝子は
phaP1 プロモーターにより PHA 蓄積期に非
常に強く転写される。また PhaP1Reを過剰発
現させると細胞内の PHA 顆粒が小さくなる
ことから（Fig. 3(b)）、PHA顆粒の体積に対す
る表面積の割合を調整する機能が提唱され
ている 3)。これら一連の研究において、PhaP
は顆粒表面上で PHA シンターゼになんらか
の作用をおよぼしているのではないかとい
う考察もなされていた 4)。近年、PhaCと PhaP
の相互作用について解析され、PhaPとPhaC
が in vivoで短鎖 PHBと共に複合体を形成
するという報告 5) や、in vitro で PhaP が
PhaCを活性化するという報告がある 6)

。 
 

２．研究の目的 
	 従来、有用物質生産微生物の代謝工学には
生合成経路における律速酵素の高発現や副
産物生成経路の遮断、エネルギー代謝の改変
などの戦略が取られており、PHA生産菌にお
いてもその例外ではなかった。本研究ではこ
のような従来の代謝改変に加えて、菌体内
PHA 顆粒の形成と維持に関与する顆粒結合
タンパク質 PhaPに着目し、その PHAシンタ
ーゼにおよぼす効果による共重合 PHA 生合
成能の向上と制御という、新たなアプローチ
を試みた。 
 
３．研究の方法 
	 我々は以前に Pseudomonas putida などに
P(3HB-co-3HHx)生産菌 Aeromonas caviae由来
の phasin である PhaPAcと広基質特異性 PHA
シンターゼ PhaCAcを共発現させると、PhaCAc
単独発現と比べて生合成された PHA 中の
3HHx 分率が増加することを観察した 7)。そ
の理由は当時不明であったが、上述の phasin
研究の進展を踏まえ、顆粒表面上での PhaPAc
との相互作用によって PhaCAc の重合特性や

 
Fig. 1. P(3HB)および P(3HB-co-3HHx)の構造と特徴 

Fig.3. (a) PHA 生産菌における PHA 顆粒構造の模式図 (b) 顆

粒結合タンパク質 PhaP の発現量による PHA 顆粒の形態変化 

 
Fig. 2. 組 換 え R. eutropha に よ る 大 豆 油 か ら の

P(3HB-co-3HHx)生合成 



 

 

基質特異性が変化した可能性を考えた。一方、
我々がこれまでに作製した R. eutropha NSDG
株は、染色体の pha オペロン中の PHA シン
ターゼ遺伝子 phaCRe を PhaCAc２アミノ酸変
異体遺伝子 phaCNSDGに置換した株で、脂肪酸
や植物油から少量の 3HHx ユニットを含む
P(3HB-co-3HHx)を生合成する。これらの株で
PhaCNSDG と共に顆粒表面に結合しているの
は R. eutropha が本来有する phasin である。
PhaP-PhaC 相互作用を考えた場合、当然のこ
とながらその相互作用には特異性がある可
能性が考えられた。 
	 本研究では PhaP の特性に着目した
P(3HB-co-3HHx)生合成の効率化と共重合組
成の制御を目指し、以下の二点について検討
を行った。 
1) R. eutropha 染色体上 phaP1Re 下流への

PHA生合成系遺伝子の挿入 
2) R. eutrophaにおける主要 phasinの置換 
	
４．研究成果 
1) R. eutroph 染色体上 phaP1Re 下流への

PHA生合成系遺伝子の挿入 
	 上述のように R. eutrophaでは phaP1プロモ
ーターは PHA 蓄積期に非常に高い転写活性
を示す。そこで上述の R. eutropha NSDG株を
宿主として、もう 1コピーの phaCNSDGや脂肪
酸b-酸化経路から 3HHx モノマーを生成する
(R)-エノイル-CoAヒドラターゼ遺伝子 phaJAc
を染色体上の phaP1Re下流に挿入することで
高発現させ、大豆油炭素源での PHA 生合成
におよぼす影響を検討した。その結果、
phaCNSDG単独導入では 3HHx組成に大きな変
化は見られなかったが、phaJAc 単独導入で
PHA生産量が減少することなく 3HHx分率が
著しく増加し、phaJAcと phaCNSDGの両方の導
入によって 3HHx 分率はさらに増加した
（Table 1）。これらの結果から、phaP1Re遺伝
子座は PHA 生合成関連遺伝子の挿入部位と
して有効であることが示された。一方で 2コ
ピー目の phaCNSDGの導入は蓄積 PHA の分
子量を大幅に低下させ（約 1/9）、PHAシン
ターゼの発現量は PHA 組成だけではなく分
子量にも影響を与えることが示された。多分
散度 (PDI) は遺伝子操作によらずほぼ一
定であった。 

 

2) R. eutrophaにおける主要 phasinの置換 
	 PHA 顆粒に結合しているタンパク質の解
析により、R. eutrophaの本来の主要 phasinで
ある PhaP1ReがNSDG株においても PHA顆粒
に多量に結合していることを確認した。そこ
で NSDG 株由来の各種組換え株について、
phaCNSDG と同じ A. caviae 由来の phaPAc で
phaP1Reを置換する組換えを施し、PhaP の違
いによる PHA生合成能への影響を検討した。
興味深いことに、この遺伝子改変により大豆
油からの PHA 生産量をほぼ維持したまま
3HHx 分率を増加させる傾向が見られた。特
に、phaPAc下流に phaCNSDG-phaJAcを挿入した
NSDG-PAcCJ株では、本来の phaP1Reを保持す
る NSDG-P1ReCJ 株と比較して大豆油から蓄
積した P(3HB-co-3HHx)中の 3HHx分率が 10.5 
mol%から 1.6倍の 17.2 mol%と顕著に増加し
た。さらに PhaPAc 置換株が生合成した
P(3HB-co-3HHx)の数平均分子量 (Mn) は、
PhaP1Reを有する親株の PHA と比較して、
それぞれ 1.8倍、1.4倍に増加した。この結
果は、顆粒表面において PhaPAc が同じ A. 
caviae 由来の PHA シンターゼ PhaCNSDGの
重合特性を変化させた可能性を強く示唆す
る。 

	 PhaPAc による PhaCNSDG の触媒特性の変
化について知見を得るため、PHA 顆粒を含
む不溶性画分を用いた PHA シンターゼ活性
測定を行った。その結果、PhaCNSDGの基質に
対する親和性は PhaPAcによって高くなるが、
C6 基質に対して特に高くなることが示され
（Table 2）、この触媒特性の変化により蓄積
PHA の組成変化が起こったものと推測され
た（Fig. 4）。 

 
	 本研究の結果から、微生物細胞内の PHA
顆粒に結合する phasinタンパク質を選択する
ことによって、生合成される PHA 共重合体
の組成や分子量を制御することが可能であ

 
Fig. 4. PhaP-PhaC 相互作用による PhaC 特性変化の推定 

Table 1. PhaP1Re 遺伝子座組換え R. eutropha による大豆油からの

P(3HB-co-3HHx)生合成 

 

Table 2. PhaP1Re遺伝子座組換え R. eutropha の不溶性画分におけ

る PHA シンターゼの動力学的解析 

 

 



 

 

ることが示された。共重合 PHA 生合成を目
的とした従来の代謝改変では、第二、第三ユ
ニット分率の増加は第一ユニット分率の低
下による相対的なものであり、その結果とし
て生産量の低下を伴うことが多い。本研究に
よる PhaP置換は PHAシンターゼの重合特性
の変化に基づくもので代謝フラックスには
影響を与えず、従って生産量低下を伴わずに
共重合組成などの PHA 生合成を制御できる
新機な改変戦略であると言える。従来の代謝
改変と組み合わせた相乗的な効果も期待で
きる。 
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