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5．研究成果の概要

深海微生物からリグニン代謝能を持つ株を取得し、その遺伝子系と関与する酵素群を解析した。さらにこれらの酵素を組み合わせて
作用、リグニン主要結合を還元的に開裂させることによる含芳香族バイオプラスチックモノマー（フェニルプロパン構造）の作成、それ
を原料とした新しいプラスチックの創成を行った。バイオプラスチック研究、未利用バイオマス（リグニン）の応用によるバイオリファイ
ナリーの推進、海洋微生物メタゲノムの産業への応用、プラスチックのバイオ分解など多くの関連分野に対する波及効果により、化
石炭素に依存しない社会の構築に寄与することが期待される。
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先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム） 

研究成果報告書 
本様式の内容は一般に公表されます 

 

 

研究成果の概要 

（和文）：深海微生物からリグニンやリグニン関連芳香族モノマーに対する代謝能を持つ株を取

得し、リグニン主要結合の還元開裂や芳香族モノマー代謝に関わる酵素群およびそれらの遺伝

子を解析した。さらにこれらの酵素を組み合わせて、リグニン主要結合を還元的に開裂させること

による含芳香族バイオプラスチックモノマー（フェニルプロパン構造）の作成、それを原料とした新

しいプラスチックの創成を行った。本研究の成果は、バイオプラスチック研究、リグニン利用による

バイオリファイナリーの推進、海洋微生物遺伝子資源の産業応用などの多くの関連分野への波

及効果を有し、化石炭素に依存しない社会の構築に寄与することが期待される。 

 

（英文）： We isolated the deep-sea bacteria capable of metabolizing lignin and lignin-derived 

aromatic compounds. We analyzed the responsible enzymes and their genes for reductive cleavage 

of the lignin main linkage and metabolizing aromatic monomers. By means of the combination of 

these enzymes, we produced an aromatic plastic monomer (phenyl-propane structure) for new 

bio-plastics from lignin. This study will contribute to various research fields such as bio-plastics, 

bio-refinery and lignin utilization, marine biotechnology leading to a petroleum-free and sustainable 

society. 
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1． 執行金額             168,741,180 円 

    （うち、直接経費        129,441,180 円、 間接経費     39,300,000 円） 

 

2． 研究実施期間   平成２３年２月１０日～平成２６年３月３１日 

 

3． 研究目的 

地球上の全炭素貯蔵量約 65,500 ギガトン（Gt）のうち 37,000Gt が深海に存在していると見積もら

れている。地球炭素循環においては，生物活動による循環量は物理的循環の 1000 倍に相当する

重要な過程であり，深海から浅海域への生物による炭素循環が地球規模の炭素循環に与える影

響は極めて大きい。深海域では，太陽光による光合成が行われないため、栄養源となる有機物

が乏しく，地上や浅海域から沈んでくる有機物に頼った生態系が広がっている。浅海では分解さ

れやすい有機物が短時間で循環しているが，深海域での炭素循環では，地表から沈んでくる分

解されにくい有機物，例えば植物が作る地球最大級かつ難分解バイオマスであるセルロースやリ

グニンなどに対する微生物の作用が、その循環速度を規定する重要な因子である。セルロースを

エタノールなどに生物変換して利用する研究が精力的に行われているのに対し、リグニンに関し

ては、セルロースと並ぶ生産量を誇る再生可能原料であるにも関わらず，その大部分は未利用

のままである。リグニンの基本構造は化石燃料と共通する部分が多い。これは化石燃料が、元々

植物成分に由来するからである。石油の約 20%は化成品製造原料として消費されているが、リグ

ニンをプラスチック原料として利用できれば、脱石油社会の構築に不可欠な技術革新となる。本

研究では、リグニンを自在に作り替える機能を持つタンパク質（リグニン変換酵素）を深海微生物

から新たに探し出す。これらを組み合わせて活用し、リグニンを原料とする新しいプラスチックを創

生する。 

 

4． 研究計画・方法 

本研究の最終目的を達成するため、以下の具体的課題を設定した。 

(1) 深海域からリグニンおよびリグニン関連物質代謝微生物の取得 

(2) リグニン代謝遺伝子の探索・取得 

(3) リグニン代謝に関連するタンパクの探索 

(4) リグニン代謝に関連する酵素の生化学的解析 

(5) リグニン代謝酵素を組み合わせた芳香族含プラスチック原料となる化合物の生産 

(6) 生産したリグニン由来芳香族化合物を使った新規芳香族含有プラスチック創生 

 

5． 研究成果・波及効果 

(1) 深海域からリグニンおよびリグニン関連物質代謝微生物の取得 

深海堆積物や沈木、沈木に棲息する穿孔性二枚貝等（図 1）からリグニン関連化合物の代謝

微生物の取得を行った。オガクズやイナワラを栄養源として 500 株以上の微生物を単離し、
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そのうち 208 株という多数の微生物からリグニン及びリグニン関連芳香族化合物代謝活性を

見出した。これらの中にリグニン内主要結合（β-O-4 エーテル結合）を切断する活性も見出

された。取得微生物の 16S rRNA 遺伝子配列に基づく系統解析を行ったところ、65 種類の

ユニークな新規配列が見出された。分離株の過半数がファーミキューテス門に属しており、

その他アクチノバクテリア、バクテロイデテス、 、プロテオバクテリア門に広く分布する

多様な微生物であった

 

 

(2) リグニン代謝遺伝子の探索・取得 

リグニン関連芳香族化合物代謝微生物のゲノム配列を次世代シークエンサーで解析した。芳香

族モノマーを代謝する好塩性ハロモナス属細菌、海洋固有種のスルフィトバクター属細菌のゲノ

ム解析では、芳香族化合物代謝遺伝子クラスターや調節遺伝子、トランスポーターなどを見出し

た。またフェノール酸からの脱炭酸反応を触媒し、プラスチック原料として利用できるスチ

レンモノマーを生産する能力を持つバチルス属細菌から、フェノール酸脱炭酸遺伝子を見出

した。さらに β-O-4 エーテル結合を切断するノボスフィンゴビウム属細菌から、本反応に必要な

遺伝子セットの候補を見出した。併せてスフィンゴビウム属細菌からリグニンと糖の結合部分に

存在するフェノール酸エステル結合を切断する酵素遺伝子を見出した。 

 

(3) リグニン代謝に関連するタンパクの探索 

リグニン構成成分の構造モデル化合物としてプロトカテク酸(PCA)とその類縁化合物を用

いて、PCA 酸化酵素タンパクがその基質と特異的に結合することを分子間相互作用解析に

より解析した。酵素と基質の結合/解離は、抗原抗体反応などの場合に比較して非常に早い

速度で起きており、酵素と基質の相互作用を平衡状態の Km 値で評価した。その結果、基

質との親和力を指標に芳香族化合物代謝酵素の適切な基質を識別できることが分かった。

従って、リグニンあるいはリグニン関連芳香族化合物をリガンドとして用いた分子間相互

作用解析による探索は、リグニン代謝関連タンパクの取得に有効な方法であると言える。 

一方、(2)で得られた β-O-4 エーテル結合を切断するノボスフィンゴビウム属細菌のトランスク

リプトーム解析を行い、リグニンモデル化合物添加時の遺伝子発現レベルを調査した。そ

の結果、リグニンモデル化合物に反応して、本菌株では種々の薬剤排出トランスポーター

遺伝子の発現量が上昇することが分かった。リグニン代謝変換に直接関与しない、これら

の遺伝子発現調節により、高濃度では毒性のあるリグニン関連物質に対する耐性を獲得し

ていることが示唆された。 

 

図 1. 微生物探査源 （深海調査船で採取した堆積物、木材穿孔性二枚貝、深海に人工的に沈設した木材） 
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(4) リグニン代謝に関連する酵素の生化学的解析 

(2)で得られたノボスフィンゴビウム属細菌のゲノム情報に基づき、リグニン中の主要結合である

β-O-4 エーテル結合を切断する酵素の遺伝子候補から組換えタンパクを作成し、触媒機能や反応

条件を解析した。β-O-4 エーテル結合は補酵素 NAD+および還元型グルタチオンを補酵素として

還元的に切断され、C6-C3 骨格を持つフェニルプロパン化合物のグアヤシルヒドロキシプロパン

（GHP）が最終産物として生産されることが分かった（図 2）。出発物質から産物への変換カスケー

ドは過不足のない水素移動（net hydrogen transfer）であり、一連の β-O-4 エーテル結合切断反応

のエネルギー収支は ΔG0=-14 kJ/mol であることから、エネルギーを消費しない反応であることが

分かった。リグニン中の β-O-4 エーテル結合近傍にはキラル炭素が存在するため、これらの切断

には各立体配置に対応できる酵素が必要である。本研究で発見した 6 つの酵素群を組み合わせ

て用いることで、異なるキラリティ

ーを持つ β-O-4 リグニンモデル 2

量体のすべての異性体を還元開

裂することが可能となった。これ

らの酵素の内の１つは、リグニン

関連物質代謝に関与することが

これまで知られていなかったグ

ルタチオン転移酵素である。本

発見によりこれまで利用でき

なかった異性体に対する変換

反応を遺伝子工学的に再構築

できるようになった。 

 

(5) リグニン代謝酵素を組み合わせた芳香族含プラスチック原料となる化合物の生産 

これらの組換え酵素群を利用して、木質系、草本系バイオマス成分からの GHP 直接生産が

可能であることを確認した。また未利用バイオマス原料の 1 つとして、きのこ廃菌床を原

料として、微生物培養による GHP 生産を行った。原料前処理工程として、150℃以下のマ

イルドな水熱プロセスを施すことによるバイオマス改質効果についても併せて評価し、

GHP 生産の効率が約 3 倍に向上することも確認した。β-O-4 リグニンモデル 2 量体を出発物

質とした場合、反応は定量的に進行し GHP への完全変換が可能であったが、天然のバイオ

マスを出発原料とした場合の収率は 0.1％(w/w)に留まる。収率の改善へ向け、酵素の基質特

異性やバイオマス構造に着目した詳細な解析を今後も進めて行く予定である。酵素または

微生物を使ったバイオマスからの化学品の生産には収率やコスト面でまだ解決すべき多く

の問題がある。しかしながら本研究で新たに取得した酵素や微生物を用いることによって、

先行研究で行われた金属触媒と溶媒を使った高温度帯での化学変換による GHP 生産効率を

超えることが出来たことは着実な進歩である。 

図 2.リグニンモデル化合物中 β-O-4 結合の酵素による還元開裂
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(6) 生産したリグニン由来芳香族化合物を使った新規芳香族含有プラスチック創生 

GHP はフェノール性およびアルコール性の水酸基、カルボニル基を有し、特有の反応性を持って

いるにも関わらず、その反応性や有用性についての先行研究はほとんど行われていない。本研

究では本化合物を化学的に変換する諸条件を見出し、新規ビスフェノール類（CAS 番号が付与さ

れていない新規化合物の創生）、ビニルモノマー、コニフェリルアルコール等の含芳香族プラスチ

ックモノマーへと誘導することができた。さらにこれらから、エポキシ樹脂、フェノール樹脂、ポリウ

レタンなどの重合物を作出することにも成功した(図 3)。これらの化合物は、樹脂・接着剤などを含

め、種々のポリマーやその他に有用ケミカルへの応用も期待できる。 

 

バイオマス由来の芳香族化合物をプラスチック原料に用いた先行研究は少なく、本研究で得た縮

合物はいずれも合成の前例がない。リグニン由来フェニルプロパン系モノマーはユニークな反応

性を持っており、様々な化合物への転換が可能であることから、新しいプラットホーム化合物とし

ての高いポテンシャルを有することを示すことができた。 (1) ~ (6)の成果を統合し、本課題の「リ

グニン由来の含芳香族プラスチックの創成」という最終目標を達成することができた。 

本研究の成果は、バイオプラスチック研究、未利用バイオマス（リグニン）利用によるバイオリファ

イナリーの推進、海洋微生物遺伝子資源の産業応用などの多くの関連分野への波及効果を有し、

化石炭素に依存しない社会の構築に寄与することが期待される。

図 3. C6-C3 ユニットを持つリグニン由来プラスチックモノマーGHP からの展開 
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科学･技術
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介とリーフレット配布, 微生物分離培養実験 
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る調査の報告書」に研究成果紹介掲載，9-22 ページ 

http://www.kantei.go.jp/jp/singi/kaiyou/chousa/idenshigen.pdf 

2. 東海大付属浦安高等学校・中等部， 学習指導，サイエンスクラスニュース No.5 

http://www.urayasu.tokai.ed.jp/senior_guidance/pdf/sc2013news05.pdf 
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