
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

若手研究(B)

2016～2014

ポリエチレンテレフタレート分解菌酵素群の高度利用に向けた基盤研究

Fundamental research for advanced use of polyethylene terephthalate-degrading 
enzymes

８０６１０７６６研究者番号：

吉田　昭介（Yoshida, Shosuke）

京都大学・白眉センター・特定准教授

研究期間：

２６８５００５３

平成 年 月 日現在２９   ６ １５

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：難生分解性プラスチックpoly(ethylene terephthalate)(PET)分解菌より見出した２
種の新規酵素PET加水分解酵素 (PETase)、mono(hydroxyethyl)terephthalate (MHET)加水分解酵素 (MHETase)の
利用に向けた基盤研究を行った。酵素の機能同定、可溶性タンパク質調製法の開発、及び機能向上を目指した。
その結果、PETaseの詳細な機能を同定し、またその熱安定性が向上した変異体を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：For the advanced use of two novel enzymes PET hydrolase (PETase) and mono 
(hydroxyethyl) terephthalate (MHET) hydrolase (MHETase) found from a poly(ethylene terephthalate) 
(PET)-degrading bacterium, these enzymes have been functionally identified, developed for the 
abundant soluble protein expression, and functionally improved. As a result, detailed functions of 
PETase has been identified and PETase mutants with improved thermal stability has been obtained.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： ポリエチレンテレフタレート　PETase　MHETase　加水分解酵素　ゲノム解析

  １版
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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。加工性や耐久性に優れ、安価なこと
から、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、数千
の土壌や工場廃水サンプルなどを対象に PET
分解菌のスクリーニングを行った。その結果、
工場廃水に含まれる微生物群が PET を分解す
ることを世界で初めて発見し、さらに単独で
二酸化炭素と水まで PET を完全分解する新種
の細菌（Ideonella sakaiensis 201-F6 株）の
分離に成功した。つづいて申請者は I. 
sakaiensisの de novo 全ゲノム解析を行った。
これにより 5529 個の遺伝子を推定し、I. 
sakaiensisが芳香族化合物の代謝遺伝子を数
多く含むことなどを明らかにした。また、本
菌を種々の単一炭素源を含む無機塩培地で培
養したのち、次世代シーケンサーを用いてト
ランスクリプトーム解析を行った。それぞれ
の培地における遺伝子の発現プロファイルを
比較したところ、PET を炭素源に用いた時に
発現が上昇する遺伝子を多数見出した。これ
らの情報を基に、PET分解酵素の探索を行い、
以下の 2 種の新規酵素を発見した。 
 
(1) PET 加水分解酵素 (PET hydrolase, 

PETase)：PETフィルム加水分解活性を示した。 
(2) mono(hydroxyethyl)terephthalate 

(MHET) 加 水 分 解 酵 素  (MHET hydrolase, 
MHETase)：PETase による PET フィルム分解産
物 MHET に加水分解活性を示した。 
 
PETase は PET を加水分解するが、MHET には

作用しなかった。また、MHETase は MHET 以外
の基質を分解しなかった。これらの結果から、
I. sakaiensis が PET 分解・代謝に優れた機
構を有することが明らかとなってきた。  
 

２．研究の目的 
PET は非常に安定性に優れており、生分解

性を持たないと考えられてきた素材である。
しかし世界に先駆けて自然界から単離された
PET 分解菌 I. sakaiensis はこの定説をくつ
がえした。申請者は I. sakaiensis のゲノム
解析を実施し、ゲノムを基盤とした探索研究
により、本菌の PET 代謝の中核を担うと考え
られる極めて新規性の高い酵素群を見出すこ
とに成功した。本研究では、これら酵素群の
詳細な機能と構造を明らかにすることにより、
本菌の PET 代謝機構の全容を解明することを
目的としている。さらにプラスチックのリサ
イクルや表面高機能化へ向けた PET 加水分解
酵素の機能向上（安定性、活性など）を目的と
している。 

 

３．研究の方法 
主に以下の３点について研究を進めた。 
(1) PETase の生化学的解析 
PETase は PET を特異性高く分解する新規酵

素である。本酵素が固体基質に作用するユニ
ークなメカニズムを理解するためには、多面
的なアプローチが必要である。本研究では生
化学的な解析として、組み換え型 PETase に対
し、温度や酵素濃度、界面活性剤が PETase 活
性に与える影響について調べた。 
 

(2) 可溶性タンパク質調製法の開発 
PETase、MHETaseはともに新規機能を持つ酵

素であり、結晶構造の解明はそのユニークな
機能を理解するうえで必要である。しかしな
がら、両酵素はこれまで異種発現においてそ
の多くがインクルージョンボディーを形成し、
極めて少量の可溶性タンパク質のみを得るこ
とができるのみである。これがタンパク質結
晶化スクリーニングの実施に当たって大きな
障害となっている。そこで、様々な発現ベク
ターや、発現宿主の組み合わせ、あるいはケ
ミカルリフォールディングにより、大量に可
溶性かつ機能性タンパク質を獲得することを
目指した。 
 

(3) PETase の高機能化 
I. sakaiensis の PET 分解においてその第

一段階を担い、律速酵素であると考えられる
PETase に着目した。本酵素の産業応用を見据
えた場合、酵素の機能向上、安定性向上が必
須である。PETase は、PET が上市されて 50 年
ほどの間に進化した酵素であると仮説を立て
た。その進化は未熟であり、さらに PET に対
する活性を向上させる余地が大きいと考えた。
よって、自然進化を模したランダム遺伝子変
異ライブラリーを作成し、宿主菌に導入後、
ハイスループット機能性スクリーニングによ
って目的クローンを選抜する、あるいはホモ
ログとのアライメントを基盤とした合理的な
変異導入による機能向上を目指した。 
 

４．研究成果 
(1) PETase の生化学的解析 
①温度プロファイル 
組み換え型 PETase、及びそのホモログのう

ち PET 加水分解活性が報告されている３種の
組み換え型酵素を作製し、PET フィルムに対
する活性の温度プロファイルを測定した。そ
の結果、PETase は他の３種の酵素と比べ、耐
熱性が低いことが判明した。その一方で、PET
ポリマーのモビリティが低い常温帯での活性
が格段に高いことが判明した（図１）。これら
の性質が、自然界において、I. sakaiensisが
PET 分解性を発揮できる一因であると考えら
れた。 
 
 
 



 
②酵素濃度プロファイル 
本酵素は、他の PET 分解性酵素と比べ、低

酵素濃度において活性のピークがあることが
判明した（図２）。このことから PETase は PET
に高い親和性を有していることが示唆された。 

 

 
③界面活性剤添加の効果 
PETase は凝集しやすい性質を示したため、

界面活性剤の凝集抑制効果による PETase 活
性の増減を検討した。その結果、SDS などのア
ニオン性の界面活性剤、TritonX-100などの非
イオン性の界面活性剤が PETase の PET 加水
分解活性を顕著に向上させることがわかった。

これら界面活性剤はタンパク質の凝集抑制効
果に加え、酵素の疎水的な固体基質への接触
性を向上させていると考えられるが詳細は明
らかではない。現在、この結果を基に PETase
の酵素化学的メカニズムについて解析を行っ
ている。 
 
(2) 可溶性タンパク質調製法の開発 
両酵素の組み換え型タンパクは通常、大腸

菌を発現宿主としている。しかし、可溶性タ
ンパク質の発現効率が非常に低く、結晶構造
解析への適用に大きな制約がある。まずは、
PETase に対して、可溶性タンパク質の大量調
整法の検討を行った。各種ベクター、大腸菌
ホスト、培養条件の組み合わせにおいて良好
な条件を見出すには至らなかった。そこで尿
素を用いてタンパク質を変性・可溶化し、透
析によりリフォールディングさせた。その結
果、酵素活性を保持した PETase を得た。しか
し、可溶化率が低かったため、リフォールデ
ィングにおいて種々の小分子を加えて可溶性
の向上を試みた。その結果、塩化カルシウム
とアルギニンが有効であることがわかった。
次に、タンパク質結晶化スクリーニングを試
みた。現在までのところ、結晶化に適した条
件を見出せていないため、精製タンパク質の
調整方法やスクリーニング条件の見直しを進
めている。同様に、MHETase に対しても、可溶
性タンパク質の大量調整法の検討を行った。
各種ベクター、大腸菌ホスト、培養条件の組
み合わせにおいて良好な条件を見出すには至
らなかった。しかし、尿素を用いたケミカル
リフォールディングで有効な条件を見出した。
同条件で調製した精製タンパク質を用いて結
晶化スクリーニングを実施している。 
 

(3) PETase の高機能化 
①ランダム PETase 遺伝子変異ライブラリー
の機能性スクリーニングによる熱安定性
PETase の創製 
進化分子工学の手法を用いることで、産業

利用に適した耐熱性の高い PETase 変異体の
創出を目的とした。まず耐熱性 PET 分解酵素
のハイスループットスクリーニング手法の構
築を試みた。PETase の発現ホストとして大腸
菌よりも生育温度が高く、分泌発現システム
が 開 発 さ れ て い る グ ラ ム 陽 性 細 菌
Brevibacillusを用いることで、耐熱性酵素の
スクリーニングが可能であることを見出した。
本発現系において、PETase の発現量の大幅な
改善が認められたことから、スクリーニング
感度の向上が期待された。Brevibacillusを基
質を含むプレート上に塗布してコロニーを形
成させ、基質分解によるハロの大きさを活性
の指標とした。次に、Mutazyme II DNA 
polymerase を用いて、PETase 遺伝子の変異ラ
イブラリーの構築を試みた。その結果、1 遺伝
子当たり 5.75 塩基の変異が導入される変異
ライブラリーを作製した。このライブラリー
を宿主に導入し、1st スクリーニングを試み

図２ PET フィルムの酵素分解におけ
る PET 分解酵素濃度の影響 
各濃度に調製した PETase, TfH, LCC, FsC を PET

フィルムと pH9.0、30℃で 18 時間インキュベート

し、遊離化合物を測定した。 

 

図１ PETフィルムの酵素分解への温度
の影響 

PET フィルムと PETase（50 nM），Thermobifida 

fusca 由来 TfH，未培養生物由来 LCC，Fusarium 

solani由来 FsC（各 200 nM）をそれぞれ pH9.0 で

1 時間インキュベートし、遊離化合物を測定した。 



たところ、およそ2.0×104個の Brevibacillus
クローンから 515 個の活性変異株を獲得した。
そして 515 個の活性変異体を用いて 2nd スク
リーニングを試みたところ、2 個の熱安定性
向上変異体を獲得した。これら変異体の酵素
活性の温度依存性を測定したところ、野生型
よりも高い熱安定性を示した。 
 

②合理的変異導入による熱安定性 PETase の
創製 
PETase と PETase ホモログのうち耐熱性タ

ンパクとのアライメントから、PETase におい
て保存されていないアミノ酸残基に着目した。
また PETase のホモロジーモデルを作製し、表
面の疎水性アミノ酸に着目した。これらのア
ミノ酸に種々の変異導入を行い、その熱安定
性を測定した。その結果、活性部位周辺のト
リプトファンをヒスチジンに置換した変異体
は PET 分解活性が野生型と比べ低下したもの
の、耐熱性が向上していることが分かった。 
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