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微生物による生分解性プラスチック合成および微生物由来有用酵素に関する研究

岩手大学農学部 山　田　美　和

は じ め に
筆者はこれまで，応用微生物学を研究の主幹とし，微生物細

胞もしくは酵素による有用物質合成に関する研究を行ってき
た．微生物によるバイオプラスチック合成研究には，学生，研
究員時代に携わり，研究のイロハを学びつつ，組換え微生物に
おける代謝経路の構築や，鍵酵素の機能改変を通して，ものづ
くりにおける微生物の可能性を実感した．その後，岩手大学で
微生物由来有用酵素の研究と出会い，広大な自然界から目的酵
素を産生する微生物を探索して，見出した微生物から一握りの
酵素を精製し，諸性質解明，応用へと展開する微生物酵素研究
の醍醐味を味わいつつ，見識を広めることができた．本講演で
は，多くのことが学べたこれまでの研究の中でも，筆者が特に
汗水を流した思い入れの深いものをご紹介したい．
1.　微生物によるバイオプラスチックの生合成
1‒1.　微生物が合成するバイオプラスチックpolyhydroxyal 
kanoate （PHA）

石油資源の枯渇やプラスチック廃棄物による環境汚染問題
は，我々が早急に対処しなければならない課題のひとつである
が，バイオプラスチックは，植物由来の原料から合成し石油を
用いない点や，生分解性を有するものが多いことから，諸問題
を解決できる材料と期待されている．しかし，バイオプラス
チックの多くは，原料は植物由来だが，植物由来のモノマーを
プラスチックへと重合する際，化学重合のステップが必要とな
る（図1）．化学重合では，有機溶媒を用いた高温高圧の反応条
件や，重金属触媒を必要とするため，環境へ負荷をかける恐れ
がある．そこで，著者らの研究では，微生物がエネルギー源と
して体内に貯蔵するバイオプラスチックである PHA に注目し
た．本プロセスでは，モノマー供給とポリマー重合というプラ
スチック合成に必要な全ての反応を，細胞内において生体触媒
である酵素が行うため，常温常圧の温和な条件で反応が進み，
かつ重金属触媒を必要としない利点がある．しかしながら，材
料としての性質に寄与する PHA モノマーの化学構造は限られ
ており，機能性にも限界があった．そこで，本研究では，微生
物が合成するバイオプラスチックの可能性を広げるため，新た
な化学構造を有するポリマーの微生物合成を目指した．

1‒2.　乳酸（LA）モノマーを有する新規PHAの微生物合成
最初のターゲットとして，市場で最も出回っている polylac-

tate（PLA）に注目した．PLA は，透明性が高く，ガラス転移
温度（Tg）が室温よりも高く安定性が高いといった，PHA に
はない優れた性質を有する．微生物細胞内で，LA ポリマーを
合成する際，LA モノマーを細胞内で供給し，重合することが
必要となる．LA モノマーを重合可能な酵素（LA重合酵素）の
報告はこれまでになかったが，筆者らはモノマーである lactyl-
CoA （LA-CoA）と 3-hydroxybutyryl-CoA （3HB-CoA）（最も基
本的な PHA のモノマー）を供給したインビトロでの重合活性
試験系を利用し，天然および PHA重合酵素変異体を対象とし
て LA重合酵素を探索した．結果，研究室で作製された膨大な
PHA重合酵素変異体ライブラリーより，LA重合酵素を見出し
た．得られた LA重合酵素遺伝子と，LA-CoA供給酵素（PCT）
および 3HB-CoA供給酵素（PhaAB）遺伝子を組換え大腸菌で
共発現させ，LA ユニットを 6 mol％有する poly（lactate-co-
3-hydroxybutyrate）[P（LA-co-3HB）] の生合成に初めて成功し
た（図2）．さらに，LA モノマー取り込み能力を向上させた
LA重合酵素変異体の作製や LA供給量が向上する嫌気培養の
検討により，LA分率を最大で 67 mol％まで向上させた．得ら
れた多様な LA分率の P（LA-co-3HB）の性質を調べ，ポリマー
中の LA分率の向上は，ポリマーの柔軟性，透明性，Tg を上
昇させると示した．
1‒3.　長主鎖モノマーを有する新規PHAの微生物合成
続いて，生体材料としての利用に特化した PHA の創製を目

指し，主鎖の炭素数が多い長主鎖モノマーユニットを有する
PHA に注目した．宿主とする微生物や導入する PHA重合酵素
および培養時の単一炭素源の種類を検討した結果，Ralstonia 
eutropha由来PHA重合酵素を導入した R. eutropha PHB-4株
を用い，sodium 5-hydraxyvarelate もしくは ω-pentadeca lac-
tone を炭素源としてポリマー蓄積を行った際に 5～32 mol％の
5-hydroxyvalerate ユ ニ ッ ト を 有 す る 新 規 組 成 の poly[3-hy-
droxybutyrate-co-3-hydroxypropionate-co-5-hydroxyvalerate]
を合成した．さらに，合成した PHA の生体材料としての評価
を行い，生体適合性を有することを明らかとした．

図1　バイオプラスチックの合成法 図2　微生物細胞内における P（LA-co-3HB）合成経路
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2.　新規な微生物オキシダーゼによるグリオキシル酸合成
2‒1.　微生物酵素を利用したグリオキシル酸合成
岩手大学の応用微生物学研究室では，安価なエチレングリ

コールを出発原料とし，医薬品や香料の原料として有用なグリ
オキシル酸の合成を目指して，グリコールアルデヒド，グリオ
キサール，もしくはグリコール酸を経由した 3段階の微生物酵
素の酸化反応によるグリオキシル酸合成を考案してきた（図
3）．本酵素法は，一般的な化学合成法で使用する硝酸と金属触
媒が不必要なため処理の問題が生じない．さらに，基質特異性
の高い酵素を上手く利用すれば，化学合成法で問題となる副反
応生成物の合成が克服可能と期待できる．グリオキサールを経
由したグリオキシル酸合成経路に関わる微生物酵素は，すでに
いくつか研究室で見出されていたが，グリコール酸を経由する
合成系については，本系に適した性質を有するグリコールアル
デヒドを酸化する酵素（図3黒点線）とグリコール酸を酸化す
る酵素（図3薄点線）がまだ見出されていなかった．そこで，
筆者らは新たに上記2 つの酵素の探索を試みた．
2‒2.　グリコールアルデヒド酸化能を有するアルデヒドオ
キシダーゼ

グリコールアルデヒド酸化能を有する酵素について，数種の
アルデヒドオキシダーゼやデヒドロゲナーゼが報告されていた
が，さらに活性の高い酵素の取得を目指し，目的酵素を産生す
る微生物の探索を行った．本研究では，2-methoxyethanol を
主な炭素源とした培地による集積培養と，菌株のコロニーに基
質と発色液の混合液を滴下し，赤呈したものを候補菌として選
抜するプレートアッセイを組み合わせてスクリーニングを行
い，グリコールアルデヒド酸化能を有するアルデヒドオキシ
ダーゼを産生する Burkholderia sp. AIU 129 を見出した．得ら
れた菌株より目的酵素の精製を行い，諸性質を明らかとした．
結果，本酵素はこれまでにグリコールアルデヒド酸化能が報告
されている 3種のアルデヒドオキシダーゼと比較して，2番目
にグリコールアルデヒドへの活性が高いことが示された．さら
に，本酵素はグリコールアルデヒドに対して活性を示すが，グ
リコール酸およびグリオキシル酸には活性を示さなかったた
め，本研究で目指しているグリオキシル酸合成において副反応
生成物を合成せず，有効であることがわかった．また，本酵素
のようにヘテロ三量体構造を有するアルデヒドオキシダーゼ
が，グリコールアルデヒドに活性を示す報告はなく，本酵素は
新規酵素であると推定された．
2‒3.　グリコール酸酸化能を有するアルコールオキシダー
ゼ

一方で，グリコール酸酸化能を有する酵素については，これ
までに多くのグリコール酸オキシダーゼが報告されており，
Spinacia oleracea（ホウレンソウ）由来のグリコール酸オキシ
ダーゼを利用し，グリコール酸を原料としたグリオキシル酸合
成法の報告もある．しかし，これまでに報告されているグリ

コール酸オキシダーゼは，グリオキシル酸にもわずかに活性を
示すため，副反応生成物としてシュウ酸を生成する問題があっ
た．そこで，基質特異性が厳密なグリコール酸オキシダーゼを
探すために，1,2-propanediol を主な炭素源とする培地を用いた
集積培養とプレートアッセイにより Ochrobactrum sp. AIU 
033 を選抜した．選抜した菌体から目的酵素を精製し，基質特
異性を検討した結果，本酵素はグリコール酸，乳酸，および
C2–C10 の炭素鎖を有する第一級アルコールに作用したが，グ
リオキシル酸には作用せず，本酵素もまた，グリオキシル酸合
成系に有効と確認できた．また，本酵素のグリコール酸に対す
る Km値は，第一級アルコールに対する Km値よりも著しく高
いことから，本酵素は当初考えていたグリコール酸オキシダー
ゼではなく，アルコールオキシダーゼに分類されると推定され
た．本結果はＮ末端アミノ酸配列情報からも支持されるもので
あった．さらに，本酵素のサブユニット構造や補因子は，既知
のアルコールオキシダーゼだけでなくグリコール酸オキシダー
ゼとも異なっており，本酵素についても，目的の物質生産に有
用であるのみでなく，新規酵素であると示唆された．
お わ り に

これまで，日々目前の実験結果から次の実験は何をしよう，
と考えることばかりに必死だったが，今回自身の研究を振り返
る機会をいただき，微生物の潜在能力に驚かされるばかりのこ
れまでだったと改めて思える．現在は，本講演で紹介した研究
に関して，新たな微生物探し（宝石の原石探し）や酵素遺伝子
の異宿主における発現検討，酵素の高機能化等を試み，有用性
の高い技術構築を目指している．これまでの研究を通して学ん
だ新規な有用酵素の見出し方，組換え微生物における代謝経路
構築，酵素の機能改良等の経験を活かして，新たな微生物を見
つけ，その可能性を最大限活用したものづくりへと昇華できる
よう，今後も七転び八起きしながら宝探しを続けていきたい．
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図3　エチレングリコールからのグリオキシル酸合成経路




