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【目的】Lactobacillus acetotolerans HTは、pH 2.9の酸性下でも生育できる耐
酸性乳酸菌である。本研究では、本菌の D-および L-乳酸脱水素酵素（D-LDH
および L-LDH）遺伝子をクローニングし、D-LDH遺伝子（ldhD）を利用し
た乳酸（LA）ユニットを含む生分解性プラスチックの生合成を試みた。
【方法および結果】乳酸菌の D-LDHおよび L-LDHの保存領域に基づいてプ
ライマーを設計し、degenerateおよび inverse PCRを行って、HT株の D-お
よび L-LDH遺伝子をクローニングした。ポリヒドロキシアルカン酸生合成関
連遺伝子を保持するプラスミド pTV118NpctC1AB(STQK)1）から Ralstonia 
eutropha由来のプロモーターを除き、 Lb. acetotolerans HTの ldhD遺伝子を
挿入したプラスミドを導入した組換え大腸菌を作製した。これを 2%グルコー
ス含有 LB培地にて、好気的または微好気的に培養した。その結果、組換え株
は LAユニットと 3-ヒドロキシブタン酸（3HB）ユニットからなる共重合ポ
リエステル P(LA-co-3HB)を合成した。微好気的条件ではポリエステル蓄積
率は約 10 wt%と低いが、LA分率が約 30 mol%からなるポリエステルを合
成した。
1）Taguchi, S. et al., PNAS, 105, 17323 (2008)
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【目的】Ralstonia eutrophaは糖や炭酸ガスを唯一の炭素源として、菌体内にポ
リ (3-ヒドロキシブタン酸 )（P(3HB)）を合成する。そこで、本菌の組換え株
を作製し、脂肪酸合成経路を介して炭素数 4～ 12の 3-ヒドロキシアルカン酸
（3HA）からなる P(3HB-co-3HA) 共重合ポリエステルの合成を目的とした。
【方法および結果】当研究室では、大腸菌を宿主として Pseudomonas sp. 61-3
の低基質特異性 PHA重合酵素遺伝子、3-ヒドロキシアシル ACP:CoAトラン
スフェラーゼ遺伝子、3HBユニット供給系酵素遺伝子、および Pseudomonas 
aeruginosaの推定 3-ヒドロキシアシル CoAリガーゼ遺伝子を導入した組換
え株を作製し、中鎖長 3HAユニットが取り込まれた P(94.6% 3HB-co-5.4% 
3HA)共重合ポリエステルの合成に成功している 1）。そこで、R. eutrophaの
PHA合成能欠損株に同様の遺伝子を導入した株を作製した。この組換え株を
糖を唯一の炭素源として培養した結果、PHAの蓄積率は向上したが中鎖長
3HAユニットの PHA鎖中への取り込みは見られなかった。現在、さらなる
検討を行っている。
1）外村ら , 日本農芸化学会 2014年度大会講演要旨集
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【目的】ポリヒドロキシアルカン酸（PHA）は、環境調和型プラスチックとし
て期待されている。本研究では、大腸菌を宿主として、糖を唯一の炭素源とし
て 3-ヒドロキシブタン酸（3HB）ユニットと中鎖長 3-ヒドロキシアルカン酸
（3HA）ユニットが取り込まれた物性の優れた共重合ポリエステル P(3HB-co-
3HA)を合成することを目的とした。
【方法および結果】Pseudomonas sp. 61-3の低基質特異性 PHA重合酵素遺伝
子（phaC1）および脂肪酸合成経路から中鎖長 3HAユニットを供給する 3-
ヒドロキシアシル ACP:CoAトランスフェラーゼ遺伝子（phaG）、Ralstonia 
eutrophaの 3HBユニット供給系酵素遺伝子（ phbAB）を導入したプラスミ
ド pJScK-C1GABを構築した。また、Pseudomonas aeruginosa PAOあるい
は P. putida NBRC100650の推定 3-ヒドロキシアシル CoA（3HA-CoA）リ
ガーゼ遺伝子を pBBR1MCS-3ベクターに導入したプラスミドを構築し、こ
れらの各プラスミドを pJScK-C1GABとともに大腸菌に導入した組換え株
を作製した。さらには、Pseudomonas sp. 61-3の phaC1、phaG遺伝子、 P. 
aeruginosa PAOの推定 3HA-CoAリガーゼ遺伝子、R. eutrophaの phbAB遺
伝子を pBBR1MCS-2に挿入したプラスミドを構築し、大腸菌に導入した。糖
を唯一の炭素源として培養した結果、3HA-CoAリガーゼ遺伝子導入株では、
炭素数が 8～ 10（14）の 3HAユニットが 5.4 mol%取り込まれた P(3HB-co-
3HA)が合成された。
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【目的】環境調和型ポリマー素材であるポリヒドロキシアルカン酸 (PHA) の
中で、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)]は柔軟性に優れ、実用化に適した物性を示す。我々はこれ
までに PHA生産菌 Ralstonia eutrophaの改変により P(3HB- co-3HHx)を植
物油から効率的に生産する株を作製してきた。近年、PHA顆粒結合タンパク
質 phasin (PhaP) により PHAシンターゼ (PhaC) の活性が変化することが in 
vitroで示されている。そこで本研究では、由来の異なる phaPへの置換が R. 
eutrophaでの in vivo P(3HB-co-3HHx)生合成におよぼす影響を検討した。
【方法および結果】Aeromonas caviae由来 phaCNSDGおよび phaJAcを染色体
に導入した R. eutropha株において、ネイティブな主要 phasin遺伝子である
phaP1Reを A. caviae由来 phasin遺伝子である phaPAcに置換すると、大豆油か
ら合成された P(3HB-co-3HHx)の 3HHx分率が有意に増加し、興味深いこと
に数平均分子量も増加することを見出した。また phaP1Re（または phaPAc）下
流に phaCNSDG-phaJAcを挿入した株では 3HHx分率の大幅な増加と phaC高発
現のためと推定される分子量低下が観察されたが、この際でも phaPAc置換株
の方がより高い 3HHx分率を示した。これらの結果から、PhaCNSDGは PHA
顆粒表面上で PhaPAcと相互作用することで共重合特性が変化していることが
示唆された。現在、各組換え株から PHA画分を調整し、その重合活性につい
て検討を行っている。
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