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CO2を原料とした乳酸ベースポリマーの生合成 

 

熊本県立大学 環境共生学部 教授 松崎 弘美 

 

1．緒言 

現在、普及している化石燃料由来プラスチックは、原油から作られる石油製品の一つで

あるナフサ（粗製ガソリン）を加熱・分解して得られるエチレンやプロピレンのような石

油化学基礎製品から合成される。化石燃料由来プラスチックは、軽くて丈夫、耐久性・透

明性に優れる、着色が容易などの利点があることから、レジ袋、ボトル容器、食品包装だ

けでなく、航空機、自動車、建築材料、漁網など、幅広い用途で使用され、私たちの生活

はより豊かなものになった。しかし、その一方で、プラスチック廃棄物による環境問題が

深刻化している。2015 年までの 66 年間に生産された 83 億トンのプラスチックのうち、

リサイクルされているのはわずか 9 %であり、残りは 12 %が焼却、78 %が廃棄されてい

る 1, 2)。廃棄された 78 %の中には、埋め立て処理したものだけではなく自然環境中に流出

したものも含まれている 1)。自然環境中に流出したプラスチックは分解されることはなく

長期間残存し、景観を汚したり野生動物を傷つけたりする。その中でも、近年問題視され

ているのが海洋プラスチックごみである。海洋には、すでに 1 億 5000 万トンを超えるプ

ラスチックごみが存在している 3)。さらに、世界で年間約 800 万トンのプラスチックが新

たに流出しており、このまま流出が続けば、2050 年には海洋プラスチックごみが魚の量を

上回るともいわれている。また、流出したプラスチックは紫外線や波による物理的な刺激

を受けるうちに劣化し、マイクロプラスチックと呼ばれる 5 mm 以下の破片になる 4)。こ

れらの海洋プラスチックごみにより、ウミガメや海鳥などの生物が漁網に絡まったり餌と

間違えてマイクロプラスチックを食べたりして死亡する被害が発生している。これに加え

て、マイクロプラスチックは POPs（残留性有機汚染物質）を吸着する性質をもつ。これ

までに、魚介類や食塩などからマイクロプラスチックが検出されており、これらを我々人

間も摂取することで、さまざまな臓器へ悪影響を及ぼす可能性がある 5)。このような化石

燃料由来プラスチックによる環境問題等への対策として注目されているのがバイオプラス

チックである。バイオプラスチックは、再生可能な有機資源を原料にしてつくることによ

り地球温暖化防止に貢献することが特徴のバイオマスプラスチックと、最終的には水と二

酸化炭素にまで分解されることが特徴の生分解性プラスチックがある 6)。 

バイオマスプラスチックは「原料として再生可能な有機資源由来の物質を含み、化学的

または生物的に合成することにより得られる高分子材料」と定義されている 7)。枯渇化が

懸念されている化石資源によらずに生産されることやバイオマスのもつカーボンニュート

ラル性から地球温暖化の主原因である二酸化炭素の濃度上昇を抑制できることが特徴であ

る。 

生分解性プラスチックは、ある一定の条件下で微生物の働きにより分解を受け、最終的
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には二酸化炭素と水にまで分解される 6)。生分解性プラスチックには生産方法の違いから

微生物系、天然物系、化学合成系の 3 種類に大別される 7)。そのうち、微生物系は糖など

を原料として微生物の体内に蓄積されるポリヒドロキシアルカン酸（PHA）のことであり、

バイオマスプラスチックでもある。化石燃料の消費を抑え、二酸化炭素による温暖化防止

という観点からもバイオマスを利用して微生物が合成する PHA を石油由来プラスチック

の代替とすることが望ましい。しかしながら、野生株が合成する PHA は硬くて脆いもの

や非晶質なものなど物性に難があり実用的ではない。つまり、PHA を汎用性プラスチック

の代替とするには、使用目的に応じた実用性に優れた高性能PHAを創製する必要がある。

PHA の性質はそのモノマーの種類と組成比によるところが大きいため、さまざまなモノ

マーユニットを重合できる低基質特異性 PHA 重合酵素を用いて宿主微生物の代謝制御・

改変を行うことにより、実用的な PHA を創製できる。例えば、代表的な PHA の 3-ヒド

ロキシブタン酸（3HB）をモノマーとする P(3HB) はポリプロピレンと似た物性を示すが、

破断伸びはわずか 5 %程度と硬くて脆い高分子材料であるため、実用性に乏しい。この

P(3HB)に第 2 成分として炭素数 6〜12 の中鎖長 3-ヒドロキシアルカン酸（3HA）を 6 

mol%含む共重合体 P(94% 3HB-co-6% 3HA)は破断伸びが 680 %と柔軟性と丈夫さを兼ね

備え、レジ袋で代表される低密度ポリエチレンと同等な性質を示す。これは、Pseudomonas 

sp. 61-3 の低基質特異性 PHA 重合酵素（PhaC1）を利用することで生合成された 8)。 

現在、最も期待されている生分解性プラスチックとしてポリ乳酸（PLA）がある。これ

はバイオマスを原料として乳酸発酵を行い、得られた乳酸を化学重合して製造されている。

PLA は透明であるため、ペットボトルのような用途に使用できるが、生分解速度が非常に

遅く、現状ではコンポスト中でしか分解されないという欠点がある。野生株の PHA 重合

酵素は乳酸（LA）ユニットを取り込んだポリマーを合成できないが、プロピオニル CoA

転移酵素（Pct）により D-乳酸（D-LA）を D-LA-CoA へ変換し、Pseudomonas sp. 61-3

の PhaC1 の改変体 [PhaC1(STQK)] を用いて重合させることにより、D-LA がポリマー

鎖に取り込まれた P(LA-co-3HB)共重合体の合成が可能となった 9)。これは、LA 分率を 15

〜30 mol%まで高めるとポリマーの透明性が増し、物性も改善する 10)。加えて、P(LA-co-

3HB)は優れた生分解性をも有する 11)。また、我々は乳酸菌 Lactobacillus acetotolerans 

HT の D-乳酸脱水素酵素遺伝子（ldhD）を導入した大腸菌組換え株を作製することによ

り、LA 分率の高い P(LA-co-3HB)を合成させ、中鎖長 3HA ユニットを含む新規乳酸ベー

スポリマーの合成にも成功した 12-14)。以上のように、大腸菌を宿主として、透明性・物性・

生分解性に優れる乳酸ベースポリマーの生合成法が確立された。 

一方、人間活動により排出された温室効果ガスによる地球温暖化問題も深刻である。特

に化石燃料由来の二酸化炭素排出量は温室効果ガス総排出量の 65 %を占める 15)。また、

我が国における 2019 年度の二酸化炭素排出量の 35 %が産業部門であり、そのうちの 40 %

が鉄鋼業関係と最も多く占める 16)。すなわち、二酸化炭素排出量の削減、カーボンニュー

トラル・リサイクルの推進、化石資源消費量の削減が地球温暖化防止に寄与する。それゆ
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え、二酸化炭素を利活用して高度環境調和型 PHA 生産システムを確立することは、温暖

化問題・エネルギー問題・地球環境問題の解決に大きく貢献することが期待される（図 1）。 

 
図 1 高度環境調和型 PHA 生産システムの概念図 

 

一部の独立栄養細菌はラン藻と比較して 50〜70 倍高い炭素固定能力を持つことから、

二酸化炭素の吸収源として有望である 17)。独立栄養細菌の中でも水素細菌は、光エネルギ

ーに依存せず、水素の化学エネルギーで二酸化炭素を固定できるため、高速・高密度での

培養が可能であり、産業化へのポテンシャルが高いといえる。化石資源由来の物質生産と

比べて、生産過程における二酸化炭素排出削減だけでなく、二酸化炭素を吸収するダブル

の効果により、排出量が大幅に削減される可能性が示唆されている。 

本研究では、大腸菌を宿主とした乳酸ベースポリマー合成の研究を発展させ、糖や植物

油の他に二酸化炭素を利用できる化学合成独立栄養細菌の一つ、水素細菌 Cupriavidus 

necator を宿主に用いて、二酸化炭素を原料として透明性に優れる P(LA-co-3HB)を生合成

する株を作製することを目的とした。現在、工場などの排ガス源に対応可能な二酸化炭素

の分離回収技術が開発されていることから、回収された二酸化炭素をバイオプラスチック

生合成に利用することができると期待する。本研究では、まずは糖を炭素源として P(LA-

co-3HB)を合成する C. necator の組換え株を作製することを第一の目的とした。 

 

2．実験方法 

水素細菌 C. necator はバイオマスのみならず二酸化炭素を炭素源とし、水素の酸化エネ

ルギーを利用して増殖し、PHA を合成することができる。しかし、C. necator が糖や二酸

化炭素から合成する PHA は P(3HB)であり、ポリプロピレンと似た物性を示すものの、破

断伸びがわずか 5 %の硬くて脆い不透明なポリマーである。これは、C. necator が有する

PHA 重合酵素（PhbC）の基質特異性による。そこで、PhbC の代わりに LA ユニットを
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も重合できる低基質特異性 PHA 重合酵素の改変体 PhaC1(STQK)を用いて代謝制御を行

った（図 2）。 

 

図 2 糖を炭素源とした P(LA-co-3HB)合成における代謝制御 

 

2-1.  使用した菌株とプラスミド 

本研究で使用した菌株およびプラスミドを表 1 に示した。プロピオニル CoA 転移酵素

遺伝子（pct）、phaC1(STQK)遺伝子、D-乳酸脱水素酵素遺伝子（ldhD）を lac プロモータ

ー（Plac）支配下で発現するように、広宿主域ベクター（pBBR1MCS-2およびpBBR1MCS-3）

へ挿入したプラスミドを構築した。さらに、ldhD 遺伝子の発現強化を目的として、コドン

最適化した ldhD 遺伝子（ldhDopt）や強力な trc プロモーター（Ptrc）を挿入したプラスミ

ドを構築した。また、宿主とする C. necator の遺伝子改変株（各種遺伝子の破壊株および

置換株）の作製には、自殺ベクターの pK18mobsacB を用いた相同組換えにより、C. 

necator H16の短鎖長特異的PHA重合酵素遺伝子（phbC）を破壊したC. necator H16dC、

phbC 遺伝子を phaC1(STQK)遺伝子に置換した C. necator H16C1STQK を作製した。さ

らに、グルコース資化能をもつC. necator NCIMB 11599の phbC遺伝子をphaC1(STQK)

遺伝子に置換した C. necator GC1STQK を作製し、その株から 3HB ユニット供給系を弱

化した株（GdCAB 株、GC1TQKdA 株および GC1STQKdAB 株）を作製した。 

構築したプラスミドは Escherichia coli S17-1 を介した接合伝達法により C. necator に

導入して組換え株を作製した。大腸菌株の培養には LB 培地（1 % peptone, 1 % NaCl, 

0.5 % yeast extract, pH 7.0）を用い、プラスミド維持のため必要に応じてカナマイシン

（50 µg/mL）あるいはテトラサイクリン（12.5 µg/mL）を培地に添加した。 
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表 1 本研究で使用した菌株およびプラスミド 

 
 

2-2.  乳酸ベースポリマーの生産と分析 

C. necator の組換え株は 1.5 mL の LB 培地にて 30 ℃、120 strokes/min で一晩培養

後、その培養液を窒素源を制限した 100 mL のミネラル塩（MS）培地 21)（2 %の糖）を含

む 500 mL 容振とうフラスコに接種量 1 %（v/v）で接種し、30 ℃、130 strokes/min で

120 時間培養した。組換え株のプラスミド維持のため、カナマイシン（200 µg/mL）ある

いはテトラサイクリン（12.5 µg/mL）を培地に添加した。 

二酸化炭素を炭素源とした独立培養では、混合ガス（H2 : O2 : CO2＝80〜84 : 6〜10 : 10）

によるフラスコ培養およびジャーファメンター培養を行った。 

培養後の菌体を遠心分離で回収、蒸留水で 2 回洗菌後、凍結乾燥させた。その後、乾燥

菌体をメタノリシスし、ガスクロマトグラフィーにてポリマー蓄積率とモノマー組成を決

定した 13, 14)。 

 

3．結果および考察 

C. necator H16dC を宿主とした組換え株の培養を行った結果、pRTcpctC1(STQK)ldhD 

導入株において、グルコン酸を炭素源とした場合にわずかであるが LA 分率が 0.2 mol%取

り込まれた P(LA-co-3HB)が 64 wt%合成された（表 2）。LA 分率が低い原因として、ldhD
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遺伝子の発現量が少ないことが考えられた。実際、導入遺伝子の発現量をウェスタンブロ

ッティングで調べたところ、LdhD の発現量が他の導入遺伝子と比べて少ないことがわか

った。そこで、ldhD 遺伝子を C. necator へコドン最適化した ldhDopt遺伝子を挿入したプ

ラスミド pRTcpctC1(STQK)ldhDopt を構築した。このプラスミドを導入した H16dC 株

（H16dC/ pRTcpctC1(STQK)ldhDopt）はポリマー蓄積率は 77 wt%と高くなったが、LA

ユニットは検出されなかった。 

C. necator H16C1STQK を 宿 主 と し た 組 換 え 株 の 培 養 を 行 っ た 結 果 、

H16C1STQK/pRKmpctC1(STQK)ldhDにおいてLA 分率が 4.5 mol%のP(LA-co-3HB)を

74.2 wt%合成した（表 2）。また、ldhDopt遺伝子を含む pRTcpctC1(STQK)ldhDoptまたは

pRTcpcttrcldhDopt を導入した H16C1STQK の組換え株では、ポリマーの蓄積率が約 90 

wt%以上と非常に高くなったが、LA 分率は 1.6 mol%以下であった。 
 

表 2  C. necator H16dC および H16C1STQK の組換え株によるポリマー合成 

 
以上より、LA ユニットがわずかに取り込まれた P(LA-co-3HB)の合成には成功したが、

目標とする透明なポリマーの合成のためには、LA 分率を 15〜30 mol%まで高める必要が

あった。そこで、コドン最適化した ldhDopt遺伝子を用いて培養してもポリマーの LA 分率

が高まらないのは、大腸菌を宿主とした場合と異なり C. necator 自身の代謝フラックスに

原因があると考えられた。その原因の一つは、C. necator においては 3HB ユニット供給

量が非常に多く、ldhD 遺伝子を導入してもピルビン酸からの D-乳酸生成量はわずかであ

ると予想された。そこで、3HB ユニット供給量を弱化させて、ポリマー鎖中の LA 分率を

相対的に高めることを検討した。C. necator は β-ケトチオラーゼ（PhbA）およびアセト

アセチル CoA レダクターゼ（PhbB）のアイソザイムを複数有している。それゆえ、

C. necator NCIMB 11599 の P(3HB)生合成に関わる phbCAB オペロンを破壊した株

（GdCAB 株）、さらには GC1STQK 株の phbA 遺伝子および phbAB 遺伝子を破壊した
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GC1STQKdA 株および GC1STQKdAB 株をそれぞれ作製した。それらを培養した結果、

遺伝子破壊株の P(3HB)合成量が低下した（表 3）。これらを宿主に用いて組換え株を作製

すれば、さまざまなモノマー分率からなるポリマーの合成が可能になると考えられる。 

 

表 3 C. necator 改変株による P(3HB)合成 

 
 

GdCAB 株を宿主とした組換え株のうち、GdCAB/pRKmpctC1(STQK)ldhD は LA 分率

が 24.6 mol%からなる P(LA-co-3HB)を 20 wt%合成した（表 4）。このポリマーは透明性

を有していると考えられた。そこで、この組換え株を二酸化炭素を炭素源とした独立栄養

培養を行ったところ、フラスコ培養にて LA 分率が 6 mol%の P(LA-co-3HB)を 3.2 wt%、

ジャーファメンターにて LA 分率が 8.2 mol%の P(LA-co-3HB)を 6.8 wt%合成した。ポリ

マー蓄積率およびポリマー鎖中の LA 分率は低く、十分ではないが、これまで二酸化炭素

を炭素源として P(LA-co-3HB)を合成した報告例はなく、本研究が初めての結果と考えら

れる。しかし、この組換え株は植え継ぎとともに増殖およびポリマー合成能が著しく低下

した。つまり、非常に不安定な株であり、組換え株を再度作製しても再現性を得ることが

できなかった。C. necator を宿主とするプラスミドとして広宿主域プラスミドの pJRD215

や本研究でも使用した pBBR1MCS 系が広く用いられているが、C. necator でのプラスミ

ドの保持率は低下していくことが報告されている 22)。これは導入遺伝子の種類によっても

左右されると思われる。それゆえ、LA ベースポリマーを安定に高生産するのに適した C. 

necator を作製するためには、ポリマー生合成に関わる遺伝子を C. necator のゲノムの中

へ挿入・置換、あるいは、代謝の流れを制御するために遺伝子を欠失させる必要があると

考えられた。野生株の phbC 遺伝子を phaC1(STQK)遺伝子に置換した GC1STQK 株を親

株として、3HB ユニット供給系を弱化した GC1STQKdA および GC1STQKdAB 株を宿

主として、その他のポリマー生合成遺伝子を有するプラスミドを導入した組換え株を作製

したが、合成されたポリマーには LA ユニットは取り込まれなかった（表 4）。 

以上より、透明性を有する P(LA-co-3HB)を安定的に合成する C. necator 株の作製には

至っていないが、本研究結果を踏まえて、C. necator の分子育種を鋭意進めており、将来

的には二酸化炭素を原料として透明で高性能な生分解性バイオプラスチック P(LA-co-
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3HB)の生産を確立させたい。 

 

表４ C. necator 組換え株によるポリマー合成 
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