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Metabolic Engineering of Ralstonia eutropha for Biosynthesis of 
polyhydroxyalkanoate copolymers containing C6-unit from unrelated 
fructose
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【目的】柔軟性に優れたポリ ((R)-3-ヒドロキシブタン酸 -co-(R)-3-ヒドロキ
シヘキサン酸 ) [P(3HB-co-3HHx)] の微生物生産には植物油または脂肪酸が
炭素源として利用されている。一方で、重要なバイオマスである糖質を原料
とした P(3HB-co-3HHx)の生合成はバイオプラスチック生産の多様性、C6ユ
ニット生成のための代謝工学の観点から興味深い。本研究では PHA生産菌
Ralstonia eutrophaの代謝改変によるフルクトースからの P(3HB- co-3HHx)生
合成について検討した。
【方法および結果】我々は以前に放線菌由来クロトニル -CoAカルボキシラー
ゼ /レダクターゼ（Ccr）を導入した組換え R. eutrophaにおいて、Ccrによっ
て生じたブチリル -CoAとアセチル -CoAとの縮合を介して C6ユニットが生
成することを見出したが、その効率は低かった。詳細な検討を加えた結果、
主要アセトアセチル -CoAレダクターゼ遺伝子 phaB1の破壊と Aeromonas 
caviae由来PHAシンターゼ変異酵素遺伝子 phaCNSDGの染色体挿入を行った R. 
eutropha株を宿主とし、メチロトロフ Methylobacterium extorquens由来 ccr、R. 
eutropha由来広基質特異性 ( R)-エノイル -CoAヒドラターゼ遺伝子 phaJ4a、
マウス由来エチルマロニル -CoAデカルボキシラーゼの合成遺伝子を高発現さ
せた組換え株により、0.5%フルクトースを炭素源とした培養で乾燥菌体重量
あたり 48wt%の P(3HB-co-22.2mol% 3HHx)の生合成を達成した。
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【目的】 3-ヒドロキシ酪酸のホモポリエステルである PHBは生分解性プラス
チック素材として知られているが、他のヒドロキシアルカン酸を含む共重合ポ
リエステル PHAのほうが物性は優れている。我々は、水素酸化細菌の遺伝子
組換えにより、CO2から共重合 PHAを合成する微生物の創出を目指している。
【方法・結果】 Ralstonia eutropha H16の野生株と PHB合成能欠損変異株、お
よび当研究室で独自に分離した Ideonella sp.Ongaに、Pseudomonas sp.61-3
株の PHA重合酵素の遺伝子 (phaC1)と 3HA-CoAを供給する酵素 3-ヒドロ
キシアシル ACP:CoAトランスフェラーゼの遺伝子 (phaG)を大腸菌の lacプ
ロモーター下流に挿入したプラスミド pRKmKSc-C1Gや、これに R.eutropha 
H16(野生株 )の 3HB供給酵素遺伝子 phbABを挿入した pRKmKSc-C1GAB
をそれぞれ導入した。これら組換え株について、H2と CO 2を基質とする化学
合成独立栄養条件下での増殖とポリエステル蓄積率、ポリエステルのモノマー
組成等を比較した。
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【目的】 我々は、リグノセルロースの主要構成単糖であるキシロース資化能に
優れた Enterobacter属細菌（ Enterobacter sp.TF）を分離しており、この菌を
用いてキシロースから生分解性プラスチック素材としてよく知られるポリヒド
ロキシ酪酸（PHB）や、より柔軟性に優れた共重合 PHAを効率よく合成する
遺伝子組換え株の創出を目指している。
【方法・結果】 Enterobacter sp.TFは、キシロースのほか多様な種類の単糖を
資化し、無機塩キシロース培地での比増殖速度が 0.7h-1を超えるが、PHBを
合成蓄積しない。この菌に Pseudomonas sp. 61-3株の PHA重合酵素の遺伝
子 (phaC1)と 3HA-CoAを供給する酵素 3-ヒドロキシアシル ACP:CoAトラ
ンスフェラーゼの遺伝子 (phaG)を大腸菌の lacプロモーター下流に挿入した
プラスミド pRKmKSc-C1Gや、これに R.eutropha H16(野生株 )の 3HB供
給酵素遺伝子 phbABを挿入した pRKmKSc-C1GABを導入した。得られた組
換え株はポリエステルを蓄積したがその蓄積率は低く、構成モノマーのほとん
どは 3-ヒドロキシ酪酸であった。現在、菌体外代謝産物や PHA生合成系酵
素の活性について検証している。
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【目的】これまでの研究で、ハイイロジェントルキツネザルの糞より分離した
Aspergillus niger E-1株では、7種の xylanase遺伝子の存在が明らかとなって
いるが、xylosidase遺伝子についてその詳細は明らかにされていない。そこで
本研究では、本菌における xylosidase遺伝子の存在とその発現について解析し、
比較のために xylanase遺伝子の発現についても調べた。
【方法】A. niger CBS513.88株の推定 xylosidase遺伝子の塩基配列に基づいて
作製したプライマーを用い、PCR法により目的 xylosidase遺伝子を増幅し、
シークエンス解析した。次に、0.5% xylanを炭素源とする培地 (pH 5.5) で、
2~5日間の培養で得られた菌糸体からmRNAを調製し、RT-PCRを行った。
【結果】本菌には、推定 xylosidase遺伝子は 6つ存在していた。そのうち、
alpha-xylosidase遺伝子については xlsaI、他の 5つの beta-xylosidase遺伝子
については、遺伝子サイズの小さい順に xlsI~Vと命名した。2~5日間の培養
において、培養経過に伴って beta-xylosidase活性は上昇し、xylanase活性の
発現とは異なる挙動を示した。推定される全コーディング領域を増幅できる
プライマーを用いた RT-PCRにおいて、6つの xylosidase遺伝子の発現を確
認することができなかった。しかし、増幅するサイズを小さくしたところ、
xlsaIについては、培養 2~5日間において発現が確認された。また、 xlsIVは、
培養 2、3日目のサンプルにのみ発現が確認され、xlsVにおいては、培養 2~5
日の間にてわずかに発現が確認された。xlsI~IIIは、いずれの条件においても
発現を確認することができなかった。一方 xylanase遺伝子は、いずれの時期
においても 4つの遺伝子の発現が確認された。
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