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研究の目的 

 ポリヒドロキシアルカン酸（ ）は、微生物がエネルギー貯蔵物質として体内で合

成、蓄積するバイオポリエステルである。このバイオポリエステルは、バイオマスに由

来する糖や植物油を原料として生産可能であり、生分解性を有することから石油を原料

とした汎用プラスチックの代替として期待されている。一方、 生産の原料として

注目したメタノールは、主として貯蔵量が豊富な天然ガスから合成され、将来的にはバ

イオマスやメタンハイドレートからの合成が期待されている未来型資源であり、古くか

ら微生物の発酵原料としても利用されている。本研究では、このようなメタノールを単

一炭素源として、高物性を有することが知られている中鎖モノマー（ ）が共重合した

を効率よく生合成できる菌株を遺伝子工学的代謝改変によって育種することを目

的とした。遺伝子組換えの宿主菌株として、メタノールを唯一の炭素源として生育可能

なメタノール資化性微生物（メチロトローフ）と、メタノールを資化出来ないが

を高効率で生産可能な水素細菌を用いることで、１） を生産するメチロトローフ

における の共重合化と生産効率化、２） を生産出来ないメチロトローフへの

合成能付与、３） 高生産性非メチロトローフへのメタノール資化性付与を目

指した研究を行った。

方法

 遺伝子組換え用の大腸菌として、 αおよび を用いた。

メチロトローフには、異なる資化経路を有する以下の３種のメチロトローフ、

（セリン経路）、 （リブロースビ

スリン酸経路）、 （リブロースモノリン酸経路）を用いた。ま

た、非メチロトローフとして、水素細菌 を用いた。ターゲットの遺

伝子は 法により増幅し、プラスミドによる遺伝子発現の際には改変した

を、相同組換えには を用いた。蓄積した は、メタノールを終濃度

（ ）となるように加えた の窒素制限無機塩培地を用い、 ° 振とう培

養した菌体を凍結乾燥後、メタノリシス処理して、 または により解析した。

さらに、 をクロロホルムで抽出した後、 と に供して、分子量と組成の

解析を行った。

結果

１） の共重合化と生産効率化のための と の分子育種

 まず、 野生株が生合成する の再解析を行った。その結果、こ



 

れまで炭素数４のモノマーのみから成る しか合成出来ないと考えられていた野

生株は、炭素数 のモノマーが共重合したポリ（ ヒドロキシ酪酸 ヒドロキシ吉

草酸） を合成しているという重要な事実を明らかにした。一方、申請

者が以前に構築した本菌の 重合酵素を基質特異性の広い酵素に置換した

株は、炭素数 の３つのモノマーが共重合した共重合 を蓄積していた 。

本菌はグリオキシル酸再生のためのエチルマロニル 経路（ ）を有する 。

上には、第二モノマーの前駆体となる 中間体が存在するため、これらの

中間体を第二モノマー成分に導くための酵素遺伝子を 株内で高発現した。その

結果、クロトニル カルボキシラーゼ レダクターゼ遺伝子を発現させたとき、

モノマーユニットの分率が 株の 倍程度増加したが、この発現株でも ユニ

ット分率は と低かった。また、本菌の モノマー供給酵素である ケトチ

オラーゼおよびアセトアセチル レダクターゼをコードする 、 を高発現

した結果、 蓄積率のみならず ユニット分率の増加も確認され、これらが広基質

特異性を有することが明らかとなった 。

 は、メタノールを原料にしてホモポリマー を合成することが知

られている 。まず、 の育種の際と同様に、染色体上の 重合酵素遺

伝子を基質特異性の広い 由来 重合酵素（ ）とその変異体

（ ）の遺伝子に相同組換えによって置換した株を構築した。しかし、これらの

組換え株は 蓄積率、第二モノマー分率ともに宿主株と同等の値を示した。

２） への 合成能付与

 は、偏性メチロトローフでありメタノール培地で速やかな生育速度を示

すが、 合成能を有さない。そこで、 由来 と を本菌

のメタノールデヒドロゲナーゼプロモーターを配したベクター上で発現した。組換え株

を培養した結果、宿主株と比較して生育速度は低下したものの、乾燥菌体重量あたり

の を蓄積した。

３） へのメタノール資化性付与

 は糖や植物油を炭素源として を超える を蓄積するが、メタノ

ール資化能を有さない。一方で、 のゲノム解析の結果、メタノール酸化に関

わる酵素遺伝子と相同性の高い遺伝子を見出した。そこで、これらの酵素遺伝子とメチ

ロトローフに由来するメタノール資化に関わる酵素遺伝子を発現させるためのベクタ

ーを構築した。現在、構築した菌株のメタノール生育能を調べている。



 

結論

本研究では各種メタノール資化性細菌や代表的な 生産菌を宿主として遺伝子工

学的代謝改変を実施した。その結果、メタノールを単一炭素源として中鎖モノマーが共

重合した の合成とその効率化に成功した。また、 を合成できないメタノール

資化性細菌に 合成能を付与することができた。しかし、中鎖モノマー分率や

生産効率はまだ不十分であり、今後更なる育種が必要である。
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