
1.

21世紀に入ってから地球規模で環境調和型社会・資源
循環型社会の確立が盛んに叫ばれ，世界各地で様々な取
り組みや研究が行われている。この中で化石資源からの
脱却が特に重要な課題として議論されている。20世紀に
おける化石資源の利用は産業を飛躍的に押し上げ，我々
の生活を豊かなものにしてくれた。しかし，我々の生活
圏とは隔離された地下深くに存在する化石資源を掘り出
し，利用することは CO2 の増加や環境破壊など様々な
問題を引き起こしている。この問題を解決する手段とし
て注目を集めているのが，バイオマス資源の利用である。
バイオマスは我々の生活圏の中で生産・分解を繰り返し，
循環している。したがって，我々がその中で利用と廃棄
を繰り返しても，その総量は変化しないため，環境にや
さしい資源循環型の社会が構築できると考えられてい
る。
バイオマス資源のうち地球上で最も多量に存在するも
のは植物バイオマスである。地球上における総陸地面積
の30％は森林で覆われており，全バイオマスの90％に相
当する 1 兆6500億トンのバイオマスが蓄積しているとい
われている34)。毎年地球上では約1500億トンのバイオマ
スが生産されるが，その内の約1000億トンは陸上におい

て生産されている。陸上で生産されるバイオマスの内，
約650億トンは森林地帯にて，また150億トンは草地にて
生産されており，このことから植物バイオマスとしては
年間約800億トンものバイオマスが生産される。
植物バイオマスはこれまでに我々の生活において，木
材，紙として昔から利用されてきた。この植物バイオマ
スを分子レベルで高度に利用することができれば，最終
的には石油由来製品の95％までカバーし得るとの報告が
近年なされている5)。さらに Goldstein の報告では，現
在生産されている石油化学由来の製品（プラスチック，
合成繊維，合成ゴム等）を植物バイオマスから製造する
場合，変換効率，工程ロス等を換算し，目的物質の3.25
倍の森林資源でまかなう事が可能であるとしており，年
間30～40億トンの原油採掘量に比較して，植物資源の年
間生産量が約800億トンであるということから，その量
的ポテンシャルは十分なものを秘めていると考えられ
る。
植物バイオマスの内訳を見てみると，その90％以上が
細胞壁成分で占められている。その細胞壁成分のうち，
約40％がセルロース，約20~30％がヘミセルロース，
15~30％がリグニンで構成されている（図 1 ）。このうち，
セルロース，ヘミセルロース等の多糖類においては，紙
やパルプの原料，キシリトール等の甘味料や医薬品等
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様々な分野で高度な利用技術が確立されている。また，
近年ではこれら多糖類から燃料用アルコールを生産する
技術開発が盛んに行われている2,6,11,22)。このように，植
物バイオマスの主要構成成分のうち，セルロース，ヘミ
セルロース等の多糖類は十分利用されてきているにもか
かわらず，15~30％を占めるリグニンについては，製紙
工場において燃料として利用されている以外はそのごく
一部が香料として利用されているのみで，ほとんどは廃
棄されている現状にある。
本総説においては，この未利用バイオマス資源である
リグニンに焦点を当て，我々の研究グループが提案する
次世代型リグニン利用技術について述べていきたい。

2.

リグニンは地球上で最も多量に存在する芳香族高分子
バイオマスであり，自然界に供給される芳香族化合物の
大半は植物リグニン由来であると考えられている。しか
し，その膨大な存在量にもかかわらず，これまでリグニ
ンの高度利用技術はほとんど確立されていない。その原
因としては，リグニンの構造の複雑さにある。自然界に
存在するリグニンは，コニフェリルアルコール，シナピ
ルアルコール，p-クマリルアルコールの 3 種類のモノリ
グノールがペルオキシダーゼの脱水素反応によって生じ
たフェノキシラジカル共鳴体が重合して生成し，3 次元
網状構造を持つ。その構造は安定な C-C 結合や C-O-C 
結合からなるために非常に難分解性である。図 2 にリグ
ニンのモデル構造を示す。このように，リグニンは非常
に複雑な高分子構造を形成しているために，利用技術が
確立されてこなかったといえる。しかし，近年ではこの
リグニンの高度利用を目的とした様々な研究開発が行わ
れている。
製紙工場などにおいては，パルプを生産する際に多量
のリグニンが分離される。クラフトパルプ法によって生
成したクラフトリグニンはそのまま燃焼・廃棄すること
によりエネルギー回収されている。サルファイトパルプ
を生産することにより生成するリグニンスルホン酸は，
コンクリート減水剤や染料分散剤としての利用が多い
が，近年では鉛蓄電池の負極添加剤等高付加価値を狙っ
た利用法の開発も進んでいる35)。しかし，これらの利用
法は製紙過程における副産物としてのリグニンスルホン
酸に対して行われている利用研究であり，化学修飾に
よってある程度の付加価値をつけることには成功してい
るが，優れた特性を持つ物質の開発には至っていない。
近年では膨大な未利用バイオマスとして，リグニンを
ターゲットにした利用研究も盛んに行われてきている。

その中の代表的な研究としては，舩岡らの相分離系変換
システムからの溶媒抽出操作により得られるリグノフェ
ノールの応用がある。具体的には，任意のフェノール物
質を添加した植物細胞壁成分（リグニンと多糖類の複合
体）に72％硫酸を添加し，攪拌することにより，セルロー
スを水相に，リグニンを添加したフェノール相に移行さ
せ分離する。このとき添加したフェノール物質と酸水溶
液の境界面での作用により 1,1-ビス（アリール）プロパ
ン型構造を基本ユニットとするリグノフェノールが生成
する（相分離系変換システム）。これにより，フェノー
ル相を回収することによりリグノフェノール画分を容易
に抽出・分離することが可能となるだけでなく，添加す
るフェノール物質の構造を変化させることにより，得ら
れるリグノフェノールの機能性にバリエーションを持た
せることが可能である。舩岡らはこの方法により，様々
なリグノフェノールを作成し，コーティング剤，機能性
塗料，バイオポリエステルとの複合プラスチックなどの
開発に取り組んでいる36)。
また，この他にリグニンの利用を目的として Xiang 
らの報告33) にあるようなリグニン低分子化処理技術の
開発もいくつか行われている。彼らの報告では，アルカ
リ条件下での酸化分解により，高分子芳香族物質である
リグニンを高い割合で低分子化することができ，バニリ
ン，シリンガアルデヒド，バニリン酸，シリンガ酸に変
換することができるが，得られた芳香族混合物を高度に
利用するシステムの確立には至っていない。

図 1 ．植物バイオマス。
植物体乾燥重量の90％以上を細胞壁成分が占める。また，
細胞壁成分のうち，セルロースが40％，ヘミセルロースが
20％，リグニンが15～30％を占める。

図 2 ．リグニンのモデル構造。
リグニンはモノリグノールのランダムな脱水素重合によって
生成されるために，C-C 結合や C-O-C 結合を多く含む非常
に複雑な三次元網状構造を形成している。
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3.

以上のことから，これまでに行われてきたリグニン利
用研究は，製紙過程で発生するリグニンスルホン酸やリ
グノフェノール等があるが，これらはいずれも高分子芳
香族物質であるリグニンを高分子物質のまま，その物性
を保持しつつ利用する方法である。これらの利用技術は，
リグニンをリグニンとしての優れた特性を生かしつつ，
さらに化学修飾により高付加価値をつけ利用する技術で
あるが，逆にリグニンとしての特性に縛られた限定的な
利用技術になりかねないとも言える。それでは，膨大に
存在する未利用バイオマスであるリグニンを，高度に利
用する技術としてどの様な観点で開発していく必要が有
るのだろうか？我々の生活において，現在工業的に非常
に高度に利用されている化合物を考えてみると，圧倒的
に石油由来の物質が多いことがわかる。図 3 に示すよう
に，地中深くから採掘された原油は様々な有機物の混合
物であるが，蒸留精製によりそれら一つ一つが精製され，
それらを高度に利用するシステムが確立している。特に
燃料として使用できない芳香族物質混合物を高度に利用
できるようになったのは，この蒸留精製システムが大き
く貢献している。すなわち，石油が高度に利用されてい
る最大の要因は，混合物から物質の一つ一つを化成品の
原料として利用可能なまでに精製し，そこから自由に設
計・合成が可能であるという点にある。従って，我々は
この石油の高度利用技術に倣って，例えば Xiang らが
報告しているリグニン低分子化技術33) によって生成す
るリグニン低分子化芳香族混合物をファインケミカルス
製造の原料として利用可能な物質に変換・生成すること
ができれば，リグニンの高度利用が可能になると考えた。
そこで，芳香族物質を分解する微生物に着目した。土

壌中に存在する無数の微生物群の中には，低分子化リグ
ニン芳香族混合物を網羅的に資化し，二酸化炭素と水に
まで完全に分解できるバクテリアが存在する3,4,10,16,20,21,27)。
これらのバクテリアは，リグニン由来の芳香族物質を対
象にした代謝機能を永い進化の過程で獲得してきた。こ
れらバクテリアは，リグニン関連の芳香族物質を複雑な
代謝経路で分解してエネルギーを得るだけでなく，生命
活動の維持に必要な DNA やタンパク，脂質などを合成
している。すなわち，これらのバクテリアは，リグニン
低分子化芳香族物質を我々が考えもつかないような複雑
且つ精密な代謝システムにより高度に利用しているとい
える。もし，このような微生物機能を代謝工学技術によ
り利用することができれば，リグニン低分子化芳香族混
合物から有用な物質を生産・精製することができると期
待される。そして，それにより，これまで成し遂げられ
なかったリグニンの高度利用技術が確立される可能性も
考えられる。また，近年植物バイオマス由来のセルロー
ス・ヘミセルロース等の多糖類からの微生物発酵による
バイオ燃料生産技術の開発が盛んに行われている。さら
にリグニン低分子化芳香族混合物からポリマー原料とな
る物質を生産することができれば，図 3 に示すように，
膨大な存在量を誇る植物バイオマスから，石油の高度利
用技術に代替できるバイオマス利用技術が確立できると
考える。

4.
Sphingomonas pucimobilis SYK-6

S. paucimobilis SYK-6 株は，パルプ廃液中から 
5,5'-dehydrodivanillic acid (DDVA) の分解菌として単離さ
れたグラム陰性細菌である。DDVA はビフェニル型の

図 3 ．植物バイオマスの高度利用戦略。
植物バイオマスから多糖類とリグニンを分離し，多糖類からは発酵によりアルコールや水素ガス・メタンガス等のバイオ燃料に，リグ
ニンからは低分子化処理した後，微生物発酵によりポリマー原料となる物質を生産できれば，化石資源の高度利用システムに匹敵す
るバイオマス高度利用技術が確立できると考えられる。
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リグニンモデル化合物であり，縮合型構造のため難分解
性とされている。その後，分解能の解析が行われた結果，
S. paucimobilis SYK-6 株は，リグニン由来の単量体であ
りシリンギル骨格の核であるシリンガ酸 (SA)，グアイ
アシル骨格の核であるバニリン酸 (VA) をはじめ，二量
体化合物であるビフェニル，β-アリールエーテル，ジア
リールプロパンなど様々なリグニンモデル化合物を炭素
源として生育できることが明らかとなった16,23,24)。さら
に各リグニンモデル化合物の分解経路が解明され，β-ア
リールエーテル型二量体化合物グアイアシルグリセロー
ル β-グアイヤシルエーテルの分解機構においては，政
井らの研究により Cα-dehydrogenase (ligD) によって Cα 
位がカルボニル型に変換された後，β-etherase (ligE, F) 
により特異的に β-アリールエーテル結合が切断される
ことが明らかとなった12–15)。近年では SYK-6 のゲノム上
には立体異性体特異的な複数の β-etherase が存在するこ
とが判明し，その機能についても詳細に解析されてい
る18)。また，4,5-cleavage pathway の律速となる VA, SA 
に対する demethylase（ligM, desA 遺伝子産物）がテト
ラヒドロ葉酸依存型の demethylase であることが明らか
にされ1,19)，さらにこの demethylase により脱メチル化さ
れた後のメチルは C1 代謝経路により，アミノ酸合成や 
DNA 合成に必須な要素として利用されていることが明
らかにされた31,32)。脱メチル機能によって生じるプロト
カテキュ酸 (PCA) は，PCA 4,5-dioxygenase によって 
4-carboxy-2-hydroxymuconate-6-semialdehyde へと代謝さ
れ，このものは 4-carboxy-2-hydroxymuconate-6-semialde-
hyde dehydrogenase によってさらに下流の代謝物へと代
謝される7,8)。PCA 4,5-dioxygenase をコードする遺伝子 
ligA, B，及び 4-carboxy-2-hydroxymuconate-6-semialde-
hyde dehydrogenase をコードする遺伝子 ligC が発見さ

れ，これら 3 つの遺伝子はクラスターを形成しているこ
とが明らかにされた。また 4-carboxy-2-hydroxymuco-
nate-6-semialdehyde dehydrogenase による代謝産物は 
2-pyrone-4,6-dicarboxylic acid (PDC) であることが明らか
にされた17)。現在までに明らかとなっている SYK-6 の
リグニン低分子化芳香族物質分解代謝経路を図 4 に示
す。この代謝図を見ると，SYK-6 はリグニン低分子化
芳香族混合物に含まれる二量体・単量体の芳香族物質を
ことごとく分解・資化することが可能であり，さらにこ
れら様々な芳香族物質は PDC という一つの物質に収斂
した後，完全分解されていることがわかる。すなわち，
これまでの研究によって明らかにされてきた SYK-6 株
は，長い進化の過程で様々なリグニン低分子化芳香族混
合物を一旦 PDC に変換することにより生命活動に必須
な炭素骨格を作り出す機能を獲得してきたといえる。
我々はこの中間代謝物である PDC に着目した。PDC 
はピロン環に 2 つのカルボキシル基がついた化合物であ
るが，カルボキシル基という腕を 2 つ持つためにポリ
マー化が可能である。さらに PDC は①分極性の強
い 3 つのカルボニル基，②弱アルカリ・生分解性を受け
やすいラクトン部分，③共役二重結合，等の特徴的な極
性剛直構造を有する。PDC 骨格を有するポリマーは，
剛直環構造からなり親疎水性であると同時に，容易なラ
クトン環の加水分解開裂，共役二重結合の酸化・水和開
裂などが予想できるため生分解性高分子材料として期待
できる。図 5 に示すような PDC を単位に含むポリアミ
ドやポリエステル，ポリウレタン等は，生分解性を保持
したまま幅広い物性を発現でき，例えば PET と同等品
の合成も可能である。よってこの微生物機能と物理化学
的リグニン低分子化技術を組み合わせることにより，リ
グニンから PDC へ変換する事が可能であり，まさに

図 4 ．Sphingomonas paucimobilis SYK-6 の分解代謝経路。
既に獲得及び解析されている機能遺伝子は矢印に示している。SYK-6 は様々なリグニン由来の二量体・単量体芳香族化合物をこ
とごとく PDC を経由して分解・資化することができる。
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我々の目指す石油化学物質に代替可能なレベルでのリグ
ニン高度利用技術の確立が可能になると考えられる。

5.  PDC  1
PCA  PDC 

SYK-6 の代謝経路を利用した PDC 生産システムを確
立するためには，非常に生育が遅く扱いにくい SYK-6 
の代謝機能を生育が早く扱いやすい宿主に導入し，高発
現させることが必要である。そこでまず，PDC を代謝
工学により安定に生産することが出来るかどうかを検討
するために，PCA から PDC へと変換する PCA 4,5-di-
oxygenase 及び 4-carboxy-2-hydroxymuconate-6-semialde-
hyde (CHMS) dehydrogenase をそれぞれコードする ligAB 
と ligC を，PCA を細胞内に取り込むが代謝できない 
mutant である Pseudomonas putida PpY1100 に導入し，
PDC の蓄積が可能であるか，また PDC を高生産できる
かどうかを検討した。
まず，SYK-6 株のゲノムライブラリーから ligABC を
獲得し，広宿主域高発現ベクター pKT230MC に導入し，
pDVABC を得た。P. putida PpY1100 に pDVABC を導入
した transformant を P. putida PpY1100/pDVABC と命名
した。P. putida PpY1100/pDVABC は succinate を単一炭
素源として生育できる。0.2％ succinate を含む W medi-
um で P. putida PpY1100/pDVABC を前培養し，そこに 
15 mM の PCA を添加し更に培養したところ，310 nm 
に最大吸収を持つ物質が蓄積していることが明らかと
なった。また，蓄積した物質を精製し，1H-NMR で分
析した結果，確かに PDC が蓄積していることが明らか
となった。この結果から，pDVABC 上の PCA 4,5-dioxy-
genase と CHMS dehydrogenase は P. putida PpY1100/
pDVABC 内において活性型で発現し，PCA から PDC 
を生産・蓄積できることが明らかとなった。しかし，添

加した PCA の全てが PDC に変換されることはなく，
その変換は24時間以内で停止してしまった。

Succinate 単一炭素源培地において PCA から PDC へ
の変換が完全に進行しない原因として，酵素の活性に問
題があると考えられた。酵素活性の維持には，安定なタ
ンパクの生産だけでなく，補因子の存在が必要である。
PCA 4,5-dioxygenase は外因の補因子を必要としないが，
CHMS dehydrogenase は補酵素として NADP+ を必要と
することが明らかとなっている。P. putida PpY1100/
pDVABC 内で十分量の NADP+ を供給させるには，細
胞内で解糖系を強く発現させ細胞内活性を高めることに
より達成できると考えた。そこで，P. putida PpY1100/
pDVABC を glucose 単一炭素源培地にて培養し，そこに 
15 mM の PCA を添加して更に培養したところ，24時間
で添加した PCA は完全に代謝され，PDC に変換された。
このことから，glucose を炭素源とすることにより，細
胞内で解糖系が働き，NADP+ が十分供給されることに
より，PCA が完全に PDC へと変換されることが強く示
唆された。

P. putida PpY1100/pDVABC は glucose 炭素源培地に
て 15 mM の PCA を完全に PDC へと変換し蓄積できる
ことが明らかとなった。そこで，さらに大規模なスケー
ルで大量に PDC を生産することが出来るかどうか検討
した。前培養した P. putida PpY1100/pDVABC を 5L の 
glucose 炭素源培地で OD660 が13.0になるまで培養した。
そこに 10％ (w/v) の PCA 溶液をぺリスタポンプを用
い，43.3 ml/h の流量で 6 時間添加した。結果的に，
50 g の PCA を添加したことになる。吸光度計を用いて 
PCA から PDC への変換をモニタリングしたところ，
PCA 添加開始36時間後には，添加した PCA はほぼ 
PDC へと変換されることが明らかとなった。この結果
から，P. putida PpY1100/pDVABC を用いることで，
PCA からの変換で 10 g/L 以上の濃度まで PDC を蓄積

図 5 ．PDC を骨格とした様々なポリマー物質。
PDC をファインケミカルスとして利用可能なレベルで獲得できれば，このように自由な分子設計・合成が可能になる。
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できることが明らかとなった。上記の研究についての詳
細は文献26を参照していただきたい。

6.  PDC  2
VA  SA  PDC 

PCA からの PDC 生産システムの構築によって，PDC 
は微生物の細胞内において生産・蓄積が可能であること
が明らかとなった26)。そこで，次にさらに機能遺伝子を
加えることによって，実際に天然のリグニンを Xiang 
らの方法により低分子化した際に生成する VA, SA から
の PDC 生産システムの構築を試みた。VA, SA からの 
PDC 生産システムの構築には，さらに demethylase 酵
素をコードする遺伝子を追加する必要がある。しかし，
SYK-6 の demethylase 酵素はテトラヒドロ葉酸に依存し
た酵素であるために，この酵素機能を高発現させるため
には非常に複雑なテトラヒドロ葉酸生合成経路及び C1 
代謝経路を同時に高発現する必要があるため，この de-
methylase 酵素をコードする遺伝子 ligM, desZ を導入し
た PDC 生産システムの開発は困難であることが考えら
れた1,19)。しかし一方で，Pseudomonas 属などいくつか
の細菌で報告されている VA 脱メチル化機能は酸素添加
型の反応はシンプルなシステムで機能している。すなわ
ち，demethylase 機能を持つ VanA, VanA のレダクターゼ
機能を持つ VanB という 2 つのタンパク質が酸素と 
NADH を基質として VA 脱メチル化を行っているので
ある3)。このシステムを活用して脱メチル化活性を発言
させるには，これらの酵素をコードする遺伝子 vanA, 
vanB をクローニングしさえすればよい。しかし，これ
までの Pseudomonas における vanA,B に関する3つの報
告は，いずれも VA 資化性欠損変異株へのゲノムライブ
ラリーの導入による変異復帰実験と，塩基配列解析に関
するものである3,28)。Priefert らによってクローニングさ
れた遺伝子を heterologous に発現させた VanA,B の活性
の検定も行われているが，それにしても組換え大腸菌に
おいて VA から PCA へのわずかな変換をもってその活
性が得られたと結論づけられているに過ぎず，より高い
活性を得るための条件などについての詳細な研究はなさ
れていない28)。
そこで，P. putida PpY101 株より回収したゲノムをテ
ンプレートに PCR を行い vanA,B 遺伝子を獲得し，
pUC119 の Hinc II サイト上にクローニングした。さら
にこのプラスミドを pvanAB と名づけ，E. coli XL1-blue 
株に導入し，脱メチル活性を評価した。15 mM の VA を
含む LB 培地における PCA への変換量は，24時間で 
2.7 mM であった。これまで Van A,B の SA に対する挙
動については報告されていなかったが，この pvanAB を
持つ組換え XL1-Blue 株は SA の脱メチル化活性も持っ
ており，15 mM の SA から 3-O-methylgallate (3MGA) 
への変換量は VA から PCA への変換の場合とほぼ同量
で24時間で 2.5 mM であった。
クローニングされた vanA,B から VA, SA の脱メチル

化活性を持つタンパク質が発現されることが確認された
ので，この遺伝子断片を P. putida PpY1100 株に導入し，
発現させることを試みた。pvanAB を EcoR I, Hind III 
で消化して得られる vanA,B 全長を広宿主域ベクター 

pKT230MC の EcoR I サイト上にクローニングした 
(pDV01)。pDV01 を P. putida PpY1100 株に導入し，組
換え株の VA 脱メチル化活性を検定したが，この組換え
株は VA 脱メチル化活性を全く示さなかった。
そこで，脱メチル活性の得られた pvanAB と活性の得
られなかった pDV01 を詳細に比較したところ，pUC119 
のマルチクローニングサイト上に vanAB を挿入した 
pvanAB においてはレポーター遺伝子としての lacZ と
同一フレーム上に挿入されており，lacZ' とのフュージョ
ンタンパク質として vanA が発現していることが考えら
れた。そこで，vanAB を pUC119 上で lacZ' とは異なる
フレームで挿入したところ活性は全く得られなかった。
さらに vanA 遺伝子の上流に 6 個のヒスチジンをコード
する遺伝子断片を加え，6 ×ヒスチジンペプチドとの
フュージョンタンパク質として vanA が発現するように
設計したプラスミド pQvAB を作成し活性を評価したと
ころ，15 mM の VA から24時間で 2.9 mM の PCA が，
同じく SA から 2.5 mM の 3MGA が検出された。この
ことから組換え株を用いた heterologous な VanA, B の発
現のためには VanA の N 末にペプチドが付加すること
が必要であることが明らかとなった。
しかし P. putida PpY101 株の中での VanA の翻訳では
もともとの SD 配列が使われているので，この様に N 
末にペプチドが付加して存在するということは考えにく
い。ひとつの可能性として，P. putida PpY101 株の中で
は VanA がシャペロン様タンパク質など他のタンパク質
と複合体を形成している，ということが考えられる。す
なわち，VanA は N 末がそのタンパク質複合体の中に組
み込まれている状態で初めて活性を示す，ということが
考えられる。従って VanA,B だけを発現させるようなプ
ラスミドを導入した組換え株は VanA の安定な活性を持
ちえず，VanA の N 末端に LacZ α フラグメントの一部
や 6 ×ヒスチジンといった小さなペプチドが付加される
ことで模擬的にタンパク質複合体中の VanA に近い形が
再現され，それによって組換え株が脱メチル化活性を持
つようになると考えられる。Priefert らの報告28) におい
て非常に弱い脱メチル活性しか得られなかったことは，
おそらく彼らの作成したプラスミド上にも VanA と複合
体を形成すべきタンパク質をコードする遺伝子が存在し
ていなかったことが原因かもしれない。
このようにして確立した脱メチル化酵素の安定な発現
システムと先の研究によって確立している PCA から 
PDC を生産するシステムを組み合わせ，VA, SA からの 
PDC 生産システムの構築を行った。pKT230MC 上に N 
末端にオリゴペプチドを付加した vanA, vanB, ligA, ligB, 
ligC をタンデムに並べて挿入した pDVZ21 を作成し，P. 
putida PpY1100 株に導入した組換え微生物 P. putida 
PpY1100/pDVZ21 を作成した（図 6 ）。この P. putida 
PpY1100/pDVZ21 株において，VA, SA からの PDC 生
産能を評価したところ，VA, SA 両方から PDC の生産
が確認された。そこで，この P. putida PpY1100/
pDVZ21 を用いてジャーファーメンターによる VA, SA 
からの PDC 大量生産システムの構築を試みた。PCA か
ら PDC を生産する際に LigC タンパクが補因子として 
NADP+ を必要とすることから，組換え微生物の炭素源
としてグルコースを過剰に加え細胞内活性を高めること
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が必要であることは先に述べたとおりである26)。更に，
pDVZ21 によって発現させる VanAB 酵素及び LigABC 
酵素においては，LigC タンパクが NADP+ を必要とす
るだけでなく，VanA 酵素の reductase として働く VanB 
が NADH を必要とすることが明らかとなっている。そ
こで，さらに細胞内活性を高めるためにグルコースの他
に yeast extract 等をさらに加えた栄養豊富な PDC pro-
duction medium を作成し，試験を行った。その結果，
5L スケールのジャーファーメンターシステムにおいて，
VA では24時間以内に SA でも36時間以内にそれぞれ 
15 g/L の濃度の基質をほぼ完全に PDC へと変換するこ
とができた（図 7 ）。VA と比較して SA からの PDC 変
換にはより多くの反応時間を要する。VanAB が VA, SA 
に対して同等の活性を示していることから，これはおそ
らく ligAB にコードされる PCA 4,5-dioxygenase 酵素が 
VA から変換される PCA と比較して SA から変換され
る 3MGA に対するアフィニティーが低いためと考えら
れる。

7.  PDC 

PDC をポリマーの原料として取り扱うためには，ファ
インケミカルスとして利用可能なレベルまで精製する必
要がある。なぜならば，その後のポリマー化などの重縮
合反応に不純物が存在するとポリマー化反応の妨げとな
り，目的の分子量まで高分子化することが困難になって
しまうからである。PDC を生産した発酵液内には，
PDC だけでなく菌体由来の成分，培地成分など様々な
物質を含む複雑な混合物であるといえる。そこで，これ
らの混合物から PDC を精製する技術の開発を試みた。
PDC は水に可溶であり，発酵終了時には培養液に溶け
た状態で存在する。しかし，PDC の溶解度は通常の条
件では 182 mM (35 g/L) であるのに対し，NaCl との共
存下では Na+ との複塩を形成し，その溶解度が 1/20 以

下になることが明らかとなった。そこで，発酵層から遠
心分離により菌体及び不溶物を除去した発酵液に NaCl 
を添加し pH 3.5 以下の条件にすると，PDC が Na+ と
の複塩として容易に回収でき，さらにイオン交換，脱塩，
再結晶操作により，高純度の PDC を得ることができた。
現在80％以上の回収率でファインケミカルスとして利用
可能なレベルで発酵層から PDC を精製するシステムが
確立している。

8. PDC 

我々はリグニンの高度利用技術の確立を目的として，
組換え微生物を用いた発酵によりリグニンを低分子化し
た際に得られる芳香族物質のうち，VA, SA から PDC 
を生産・蓄積・精製する技術を確立した。PDC は有機
合成では作ることが困難であることから，本研究成果は 
PDC を用いたポリマー物質の生産実験の道を初めて拓
いたことになる。PDC は，3 つのカルボニル基，環内エー
テル酸素，共役二重結合を持ち，擬芳香族二塩基酸の構
造をもつことから，種々の重縮合系ポリマーの原料にな

図 6 ．pDVZ21 の構造と導入した代謝遺伝子。
挿入された機能遺伝子は β-lactamase promoter により一つのオペロンとして非誘導的に高発現する。またこれらの機能遺伝子に
より，VA, SA は PDC へと変換される。

図 7 ．P. putida PpY1100/pDVZ21 株による VA, SA からの PDC 
生産。
VA, SA どちらにおいても PDC の生産・蓄積が認められた
が，SA においては，VA と比較して PDC への変換に
約 2 倍の時間を要する。
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り得るだけでなく，PDC 環が容易に二つのケトカルボ
ン酸へと分解されていくので，PDC ポリエステルでは，
主鎖エステル結合の切断だけでなく環構造自体の開裂も
起こり，より使用後の処理が容易な生分解性高分子材料
の開発も期待できる。
我々はこれまでに，PDC を基本骨格としたポリアミ
ド，ポリウレタン，ポリエステルの合成法を確立してき
た9,25,29,30)。ポリアミド，ポリウレタンポリマーについて
は現在，物性評価等を行っている段階であるために，本
論文においては PDC ポリエステルを中心に述べる。

PDC のポリエステルポリマーとして現在合成系が確立
しているのは，PDC と bis(beta-hydroxyethyl)terephthalate 
(BHT) との PDC-BHT コポリエステルである。PDC と 
BHT のみの共重合反応では，PDCx-BHT(1-x) コポリエス
テル体は x が0.5以下までのものしか合成することがで
きなかった。そこで，PDC と過剰のエチレングリコー
ルを反応させることによって BHPDC を作成すること
に成功し，これを用いることによって x が1.0までの様々
なコポリエステル体を作成することが可能となった。実
際の構造と重縮合反応の手順を図8に示す。PDC, BHT, 
BHPDC を混合し 170°C のオイルバスにて 50 min 加熱
し，50 mmHg の減圧下で50分，5 mmHg の減圧下で10
分間重縮合反応を行うことにより，PDC-BHT コポリエ
ステルを得ることに成功した。このとき混合割合を変化
させることにより，x が 0～1.0の範囲の様々なコポリエ
ステルを作成することが可能である。図 9 には x=0.6 
のコポリエステルについて熱安定性を評価した TG-DTA 
曲線を示している。この結果から，260°C 程度まで優れ
た熱安定性を示すことが明らかとなった。また，このコ
ポリエステルは融点を持たず，高温で軟化する性質をも
つことが示された。
このように PDC をポリマー原料とした PDC-BHT コ
ポリエステルの合成に成功したのであるが，このコポリ

エステルポリマーは様々な金属に対して優れた接着性を
示すことがわかってきた。そこで，図 8 のフローチャー
トに示す手順により分子量4,000程度の熱可塑性オリゴ
エステルを作成し，これを金属板の間に挟んで所定時間
加熱してポリマー化させ，金属板同士の接着を行った。
その結果を表 1 に示す。PDC 含量が0.1～1.0の範囲のコ
ポリエステルでアルミニウム，真鍮，銅，鉄，ステンレ
スに対する接着強度を測定した結果，約 30～60 MPa と
非常に強い接着強度を得ることができた。当初，PDC 
含量が1.0に近づくに従って破断応力が大きくなること
が予想されていたが，実験に用いた金属において破断応
力が最大値を示したのは PDC 含量が0.4～0.6の範囲で
あった。また，アルミニウムにおいて PDC 含量が0.6の
とき 57.0 MPa という非常に大きな接着強度が得られ
た。同時にガラスに対する接着強度の測定も試みたが，
接着面が破断される前にガラス自身が破壊されるため接

図 8 ．PDC-BHT コポリエステルの合成戦略。

図 9 ．PDC 含有量60％の PDC-BHT コポリエステルにおける 
TG-DTA 曲線。
この結果から，この PDC-BHT コポリエステルは 260°C 
程度までは安定であることと，融点を持たず軟化すること
が明らかとなった。
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着強度を測定することができないほどの接着強度を示し
た。
また，同様の方法でホットプレス法により PDC-BHT 
コポリエステルポリマーからフィルムシートを作成する
ことにも成功している。このシートに対する物性及び生
分解性については現在調査中である。

9.

化石資源の高度利用技術の発展によって支えられて劇
的な産業発展を見た20世紀から21世紀に突入し，我々の
課題はクリーンで再生産可能なエネルギー・マテリアル
の利用に移行してきている。クリーンで再生産可能な資

源とはすなわちバイオマス資源である。化石資源の利用
技術開発では，採掘された混合物から精製により得られ
る物質に対する，化学工学／合成化学分野の飛躍的な発
展によって支えられてきたといえる。しかし，これまで
高度に利用されていなかったバイオマスに対して新たに
利用技術を開発していくためには，太古からそれらを高
度に利用してきた分解微生物が持つ「物質変換技術」を
活用することが最も効率的であると考えられる。なぜな
らば，分解微生物は我々人類が想像もつかない数億年と
いう非常に長い期間をかけて独自に利用技術を発展させ
てきたからである。このことから，21世紀におけるバイ
オマス利用技術開発には，これまで飛躍的に発展してき
た化学工学/合成化学分野に加え，生化学・代謝工学な

表 1 ．各種 PDCx-BHT(1-x) コポリエステルにおける接着強度評価。

Sample Adhesion term Maximum fracture stress/MPa

Content of PDC/x Adhesion temperature/°C Adhesion time/min Al Brass Cu Fe SUS

0.1 250 60 3.9 16.7 5.5 x 11.1

0.2 250 60 6.0 20.6 11.1 14.3 15.0

0.3 250 60 9.5 23.5 0.8 29.7 30.4
0.4 250 60 40.9 35.5 21.9 33.5 31.4
0.5 250 60 34.2 30.2 26.3 31.7 49.9
0.6 250 50 57.0 18.5 12.3 40.6 15.0

0.7 220 40 23.2 21.5 12.5 36.7 31.5

0.8 210 30 24.3 27.9 17.0 29.0 23.9

0.9 200 10 13.8 12.8 8.1 15.8 19.7

1.0 180 5 4.2 4.6 4.3 6.0 4.4

X=0.4～0.6 のコポリエステルにおいて非常に強い接着強度を示すことが明らかとなった。

図10．次世代型リグニン高度利用戦略。
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ど生物工学分野の発展，さらにはこれらの分野を融合し
た生物・合成化学工学分野の発展が必要不可欠である。
リグニンは，地球上で最も多量に存在する芳香族バイ
オマスである。リグニンはその圧倒的な存在量にもかか
わらず，これまで非常に限定的な分野でしか利用されて
こなかった。リグニンの利用技術を飛躍的に向上させる
ためには，やはりこれまで発展してきた化学工学分野と
の融合が必要であるが，その構造の複雑さや扱いにくさ
がこれまで発展を阻んでいたといえる。しかし，前述の
ようにリグニンを分解する土壌微生物は我々の想像を超
える複雑且つ緻密な代謝機能により見事なまでに高度に
利用する手段を発展させており，これらの微生物代謝機
能を応用することにより，全く新しいリグニン高度利用
技術の確立が期待できると考えられた。
我々は，S. paucimobilis SYK-6 の芳香族分解代謝経路

を代謝工学的に応用することにより，リグニン低分子化
芳香族混合物として生成される VA, SA から新規生分解
性ポリマーの原料となりうる PDC を生産・蓄積・精製
することに成功した。今後さらに図 4 に示す SYK-6 株
の代謝遺伝子を追加すれば，バニリン，シリンガアルデ
ヒド等アルデヒド型芳香族物質から PDC を生産するこ
とが可能になるだけでなく，C6C3 構造の物質や二量体
化合物からの PDC が生産できるようになると期待され
る。本稿で述べたように，我々はこの PDC を用いて実
際に PDC-BHT コポリエステルポリマーを作成し，そ
れが非常に優れた金属接着性を示し，またホットプレス
法によりフィルムシートに加工できることを明らかにし
てきた。これらの研究の最大の特徴は，リグニン低分子
化芳香族混合物を単一の物質である PDC に収斂させる
ことにより，合成化学分野と直結して開発研究ができる
ということにある。現在はポリマー物質としては PDC-
BHT コポリエステルのみであるが，ファインケミカル
スとして利用可能な PDC を出発物質として扱えること
から，自由な分子設計が可能であり，今後様々なポリマー
が作られていくだろう。特にポリ乳酸などのバイオプラ
スチック原料と組み合わせた PDC ポリマーを作成する
ことにより100％バイオマスからのバイオプラスチック
スの生産も可能であると考えられる。最後に筆者らが提
案する次世代型リグニン高度利用戦略の概要を図10に示
す。近い将来我々の生活において，バイオマス由来の製
品が石油化学由来の製品に取って代わる時代が来るのか
もしれない。
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