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⼈⼯⾼分⼦(プラスチック)の利⽤と問題点 
 プラスチックとは、⼈⼯的に作製された⾼分⼦ポリマーを指し、主に⽯
油を原料として安価に製造できる。プラスチックは、その構成単位である”
モノマー”と⽐較して、様々な物理的、化学的特性を⽰すため、⼈間⽣活
に深く根付いている。例えば、スーパーのレジ袋や商品の包装、⾃動⾞部
品やシャンプーボトルなどが代表的なプラスチック製品として挙げられ
る。これら製品の素材として主に、ポリビニルアルコール(PVA)やポリス
チレン(PS)、ポリエチレン(PE)、ポリプロピレン(PP)、ポリエチレンテレフ
タレート(PET)が使⽤されており、引張強度や耐熱性、ガスバリア性など
において優れた性質を⽰す。また、その成型過程において、密度を調製す
ることで硬度も⾃在に変化させることが可能である。このようなプラスチ
ックの利⽤は、PVA や PS が発明された 1920 年代初頭から急速に発展し、
⼀切衰退することなく 2016 年には世界計約 3 億トン製造されている 1,2。
現在製造されている主なプラスチックの構造と、その⽤途について表 1 に
⽰す。 

このような利便性の⼀⽅で、近年ではプラスチックが与える環境への悪
影響が懸念されている。例えば、回収されたプラスチックの処理には、⾼
温⾼圧や強塩基条件下などでの反応によるモノマー化や⼟壌中への埋め
⽴てなど、環境負荷の⼤きな⼿法が未だ採⽤されている 3。また、海洋中
に流出したプラスチックは、⽔や光によって微細化(マイクロプラスチッ
ク化)し、それによる⿂類等の⽣態系への影響は極めて深刻であるとされ
ている 4。そのため、これらプラスチック汚染の解決に向けて、環境低負
荷な新たなプラスチック処理技術の確⽴は、環境保全の観点から極めて重
要である。近年注⽬されている技術の１つとして、微⽣物や⽣体触媒を利
⽤したプラスチックの⽣分解が挙げられる 5。本論⽂では特に、環境低負
荷かつエネルギー効率の良い技術である⽣分解に着⽬した。 
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表 1. 主なプラスチックの構造とその⽤途 

名称 構造 主な⽤途 

ポリプロピレン 

(PP) 
 

電⼦レンジの外装 

⾃動⾞のバンパー 

ポリエチレン 

(PE) 

 

農業⽤シート 

シャンプーボトル 

ポリエチレンテレフタ
レート 

(PET)  

飲料容器 

⾷品トレイ 

ポリスチレン 

(PS) 

 

メガネのフレーム 

プラスチックコップ 

ポリ塩化ビニル (PVC) 

 

窓枠 

パイプ 

ホース 

ポリビニルアルコール 

(PVA) 

 

接着剤 

真空包装 

  

n

n

OOC COO CH2 CH2
n

n

Cl n

OH n
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プラスチックの⽣分解 
プラスチックの⽣分解に関する研究の多くは、1970–80 年代に始まって

おり、その代表例の１つとして、Albertsson らによる PE の⼟壌埋設実験
がある 6。1988 年、Albertsson らは、10 年間⼟壌中に埋設させた低密度の
PE(LDPE)の重量が、埋設前と⽐較して約 0.2%低下することを報告してい
る。このとき、埋設させた LDPE 表⾯に存在するカルボニル基や–C=C–結
合の経時変化を調べたところ、通常の紫外線による酸化プロセスとは異な
る挙動を⽰したことから、この重量変化には少なからず微⽣物分解が関与
していることが⽰唆された。この研究報告以来、PE の微⽣物分解(酸化型
⽣分解)に関する研究は幅広く⾏われ、2019 年までに、Brevibacillus 属、
Bacillus 属、Arthrobacter 属、Pseudomonas 属など、様々な微⽣物が PE 分
解能を持つことが明らかになっている 7。また、2018 年の報告によれば
Bacillus cereus による PE ⽣分解速度は、16 週間の培養で 35%(厚さ 30 μm
のうち約 10 μm 分解)と 1988 年の報告と⽐較して⼤幅に進歩している 8。
しかしながら、従来の熱分解法と⽐較すると、この酸化型⽣分解は著しく
低速であり、なおかつその分解機構が不明なため、未だ⾮実⽤的な技術で
ある。また、類似した構造を持つ PP に関しても同様で、これらプラスチ
ックの⽣分解の実現には⻑い時間がかかると考えられている 9。 
 ⼀⽅で PE や PP の構造とは異なり、エステル結合を有する PET は、難
分解性プラスチックとして知られているものの、⽐較的⽣分解が容易なプ
ラスチックである。1987 年、Smith らは PET を trypsin、chymotrypsin、papain
および esterase とともにインキュベートしたところ、esterase で分解反応が
進⾏していることを⾒出した 10。2005 年には、Müller らによって esterase
の⼀種である cutinase を⽤いることで、厚さ 200 μm の PET フィルムを
50℃、三週間で 50%以上分解できること 11、さらに 2009 年には、Ronkvist
らによって Humicola insolens cutinase (HiC)が 70℃の条件下、わずか 96 時
間で厚さ 250 μm の PET フィルムが完全分解されることを報告している 

12。上記のような耐熱性 cutinase による PET 分解は、その反応効率の⾼さ
に加えて、反応⽣成物として PET の原料であるテレフタル酸(TPA)を⽣成
することから新たなリサイクルへの応⽤が最も期待されている反応系の
１つである。 
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PET 分解菌の発⾒と PET 分解酵素 
先述したように、数多くの PET 分解酵素が発⾒され応⽤に向けた研究

がなされていく中、2016 年には当研究室と京都⼯芸繊維⼤の⼩⽥耕平名
誉教授らの共同研究によって、世界で初めて PET 資化性菌 Ideonella 
sakaiensis を発⾒した 13。本菌株の最⼤の特徴は、30℃での培養において、
60 ⽇ほどで PET フィルム(厚さ 200 μm)を⽔と⼆酸化炭素まで完全分解で
きる独⾃の代謝経路を有することである。先⾏研究では、本菌株のゲノム
解析から、その独⾃の代謝経路が明らかになった(図 1)。 

 

図 1. Ideonella sakaiensis による PET 代謝経路 11 
PETase: PET 加⽔分解酵素 
MHETase: mono(2-hydroxyethyl terephthalate)加⽔分解酵素 
TPA transporter: terephthalic acid transporter 
TPA 1, 2 dioxygenase: terephthalic acid 1, 2 dioxygenase 
DCDDH: 1,2-dihydroxy-3,5-cyclohexadiene-1,4-dicarboxylate de- hydrogenase 
Pca34: 1,2- dihydroxy-3,5-cyclohexadiene-1,4-dicarboxylate dehydrogenase 
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この時、基質である PET フィルムは、PET 分解酵素(PETase)によって遊
離酸である mono(2-hydroxyethyl terephthalate) (MHET)まで分解され、⽣成
した MHET は MHETase によって TPA へと分解されたのち、菌体内で既
知の代謝経路を経て、⽔と⼆酸化炭素まで分解される。この系において、
PETase お よ び MHETase の 既 存 酵 素 と の 相 同 性 は 、 そ れ ぞ れ 51% 
(Thermobifida fusca cutinase (TfCut2))、18.9% (feruloyl esterase homolog FaeB 
from Aspergillus oryzae)と低い 14。そのため、ここには既存の酵素にはない、
効率的な PET 分解を達成するための機構が隠されていることが⽰唆され
た。 

これまで、特に PET 特異的に進化した酵素である PETase に着⽬し、⼯
業利⽤に向けた検討が⾏われてきた。まず、吉⽥らによって本酵素の諸性
質が解明された 13。本酵素は、pH9.0、30 ℃の条件下で最⼤の活性を⽰し、
この温度において他の cutinase と⽐較して圧倒的に⾼活性を⽰す特徴を持
つことがわかった。その後、2016 年の報告以来数多くのグループによって
本酵素の結晶構造解析や、それを基にした変異導⼊による活性向上が報告
されている 15,16,17,18,19, 20。しかし、その活性改善率は、1.8 倍〜4.3 倍程度で、
先述した HiC などの耐熱性酵素を⽤いた⾼温条件下での活性にも未だ及
ばない。 
 
PET 分解酵素の活性改善に向けて 
 ⼀般に、酵素による PET 分解反応は、酵素が基質表⾯に吸着したのち
に進⾏する。しかしこの系において、親⽔的な酵素が疎⽔的な PET 表⾯
とは相反する性質を有し、これらの間では相互作⽤が起こりにくいと考え
られている 21。したがって、これが酵素活性を制限している原因であれば、
これらの間の相互作⽤を改善することが PET 分解酵素の活性向上につな
がると考えられる。 
 ⾮天然の化合物である PET と酵素との間の相互作⽤の改善⼿法として、
酵素そのものの疎⽔化や結合モジュールの付加などが挙げられる 22, 23, 24。
しかし、どちらの⼿法も変異体、モジュールの最適化においてスクリーニ
ングが必要な点、発現精製系の難化や構築した酵素ごとの結合能評価等、
⾮常に時間のかかるプロセスであることが問題点として挙げられる 24, 25。
そのため、酵素そのものには⼿を加えることなく、酵素の吸着を改善する
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⼿法の開発は、酵素による PET ⽣分解の実現可能性を広げると考えた。 
 
実⽤化に向けた酵素による PET 分解 
 化学処理による PET 分解では、表⾯から内部に分⼦が浸透し、加⽔分
解されることに対して、酵素による PET 分解は PET 表⾯から分解が進⾏
していく。この特徴を⽣かした具体的な酵素の利⽤法として、リサイクル
における、使⽤済み PET の表⾯洗浄過程への応⽤が期待されている。実
際に、回収された PET の表⾯には健康被害を及ぼすような有害な疎⽔性
分⼦が付着、浸透している可能性が報告されており、共同研究企業による
SML6 を⽤いたシミュレーションでは、家庭園芸⽤殺⾍剤であるスミチオ
ン乳剤 50%が PET に保存されていた場合を想定した、スミチオンの内部
への浸透レベルが評価されている 26。これによると 40℃、10 ⽇間、スミ
チオン乳剤 50%を保存した PET ボトルは表⾯からおよそ 8 μm ほどまでス
ミチオンが浸透する。そのため、この報告を基にして本研究では、10 μm
以上 PET フィルムの厚さを数時間スケールで減少させることを⽬標値と
して設定した。 
 
本研究の⽬的 
 以上のように、酵素による PET 分解反応は実現可能性の⾼い技術の１
つであるものの、反応速度の観点では未だに課題が残る。そこで本研究で
は、酵素活性の向上に向けて、酵素と PET の相互作⽤に着⽬し、これを改
善する、新たな⼿法の開発を⽬的として研究を⾏った。また、リサイクル
における回収された PET の洗浄フローに組み込めるように 10 μm を数時
間スケールで分解可能な活性を⽬指す。このとき、低結晶性 PET および
⾼結晶性 PET それぞれで活性を評価する。 
 本論の 1 章では、界⾯活性剤改善の添加による PET 表⾯の親⽔化⼿法
を開発し、本⼿法が PETase の活性の改善に寄与するか否かについて検討
した。さらにその作⽤機構について PET 表⾯への酵素吸着量変化や変異
体を構築し、解析した。また、構築した最適条件下で⾼結晶性 PET への分
解を評価した。 
 本論の 2 章では、さらに実⽤的な PET 分解反応系の構築に向けて、耐
熱性 PET 分解酵素 (Thermobifida fusca cutinase (TfCut2))の活性に関して、
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1 章で構築した⼿法と変異導⼊を組み合わせることで改善できるかを検討
した。さらに、最も⾼い活性を⽰す条件で、⾼結晶性 PET への分解を評価
した。 
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1-1. 緒⾔ 

 PET は、化学的安定性、ガスバリア性が⾼く安価であることから、最も
汎⽤的に利⽤されている合成⾼分⼦の１つである。市場の拡⼤に伴って
PET 製品の⽣産量は増⼤していく⼀⽅で、使⽤済み PET の処理⽅法には、
未だ環境負荷の⼤きなアルカリ処理やグリコリシス反応などが採⽤され
ており、問題となっている 1, 2。これらの⼿法に代わりうる環境負荷の少な
い新たな PET 処理⼿法として、⽣体触媒の利⽤が注⽬を集めている。中
でも特に esterase の⼀種である cutinase は、図 1-1 に⽰すように PET 分解
反応を触媒し、実現可能性の⾼い反応系として期待されている 3–11。実際
に、Thermobifida fusca cutinase (TfCut2)8, 9 や Leaf branch compost cutinase 
(LCC)10, 11 など、様々な酵素が環境中より同定され、変異導⼊等による活性
の改善が⾏われてきた。 

 

図 1-1. Esterase による PET 分解機構 
(1: Bis(2-hydroxyethyl) terephthalate (BHET), 2: MHET, 3: TPA, 4: Ethylene 
glycol) 
 

当研究室と京都⼯芸繊維⼤の共同グループでも、温和な条件下での PET
⽣分解の達成を⽬指した研究を⾏ってきた。2016 年には、PET 資化性菌
Ideonella sakaiensis の発⾒に成功し、さらにそのゲノム解析から、PET 特
異的分解酵素(PETase; 図 1-2)を同定している 12–20。本酵素は PET に対して
⾼い特異性を⽰し、常温で最も⾼効率に PET を分解できるものの、⼯業
利⽤に向けて未だその活性は⼗分ではなく(24 時間あたり重量変化<1%)、
活性向上が必要とされている。 
 本酵素の活性改善に向けて、筆者は、酵素と基質の相互作⽤に着⽬した。
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疎⽔的な PET 表⾯に対して、PETase はその等電点(pI=9.4)から分かるよう
にカチオン性を⽰す(図 1-2a, b)。そのため、相反する性質を持つこれらの
間では相互作⽤が起こりにくく、それが原因となって活性が制限されてい
るのではないかと考えた。したがって、この相互作⽤を改善することが
PETase の活性向上につながると考えられる。 

相互作⽤の改善⼿法として、⼀般に変異導⼊による基質結合部位の疎⽔
化や結合モジュールの付加などが挙げられるが、変異体の構築や構造の最
適化、発現精製等に極めて⻑い時間が必要である上に、⼤幅な活性の改善
に成功した例はない 21, 22, 23。これら⼿法の特徴は、総じて PET 表⾯の疎⽔
性を利⽤した相互作⽤の改善⼿法である点である。ここで筆者は、これら
⼿法とは異なり、界⾯活性剤を⽤いることで疎⽔的な PET 表⾯を親⽔化
することができれば、酵素の改変などの時間のかかるプロセスを必要とせ
ず、簡便に酵素活性を改善することができるのではないかと考えた。この
とき、添加された界⾯活性剤は、その疎⽔部が PET 表⾯と相互作⽤する
ことで、親⽔部を⽔溶液側に配向することが予想される(図 1-2c)24。した
がって、使⽤する界⾯活性剤が PET 表⾯と相互作⽤できる疎⽔部および、
PETase と相互作⽤できる親⽔部を有した場合、添加した界⾯活性剤は
PETase と PET との相互作⽤を仲介、促進することができると考えた。 

本⼿法において最も重要な点は、酵素と界⾯活性剤の間で特異的な相互
作⽤を⽣み出せるか否かである。そこで筆者は、PETase が持つ特徴的な表
⾯電荷に着⽬した。PETase は、図 1-2a, b に⽰されているように、カチオ
ン性の表⾯を持つ。そのため、もし PET 表⾯をアニオン化することがで
きれば、静電的相互作⽤によって PETase を誘引することができると考え
た(図 1-2c)。 

本研究では、PETase の表⾯電荷に着⽬して、アニオン性界⾯活性剤を利
⽤することで、静電相互作⽤による PETase の誘引可能性を検討した(図 1-
2a–c)。アニオン性界⾯活性剤として、疎⽔度の調節が容易であるアルキル
鎖を持つ、アニオン性アルキル界⾯活性剤を選んだ(図 1-3)。またアニオン
性アルキル界⾯活性剤は、安価で数多くの種類を⼿に⼊れられるため、構
造に多様性を持たせることができる。さらに、分⼦サイズが⼩さいため、
酵素と PET 表⾯の相互作⽤を仲介する際、双⽅の距離を近く保つことが
可能であり、効率的な分解が期待できる(図 1-2c)。 
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以上より、本研究では基質である PET を事前に図 1-3 に⽰す界⾯活性
剤とインキュベートしておくことが、PETase の活性にどのような影響を
与えるのかを検討した。また、界⾯活性剤の作⽤を明らかにするために、
⽔溶性基質への影響や、PET 表⾯上の PETase 吸着量変化、界⾯活性剤と
の相互作⽤部位の同定に向けて変異導⼊を⾏なった。以降、それらの結果
について記す。 

 

 

図 1-2. a) PETase の表⾯電荷分布(PDBID: 6EQE)20 
b) 活性部位周辺の電荷分布、スティックモデルは触媒三残基を⽰す 
c) 本研究のコンセプト 
 
 

 
図 1-3. 本章で使⽤した界⾯活性剤シリーズ 
  

c) 
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1-2. 界⾯活性剤の添加による PETase の PET 分解活性変化 

 まず、⽣化学実験で汎⽤的なアニオン性界⾯活性剤 sodium dodecyl 
sulfate (SDS, C12–OSO3-)を⽤いて、PET 分解反応への影響を評価した。基質
には、低結晶性 PET シート(結晶化度 3–5 %, 厚さ 200 μm(製造規格), lcPET)
を直径 6 mm になるように⽳あけパンチで作製した PET フィルムを使⽤
した。PET フィルムを各濃度の C12–OSO3-を含む 50 mM bicine バッファー
(pH9.0)に沈め、30℃で 1 時間プレインキュベートした。その後酵素を添加
し、さらに 3 時間インキュベートした。図 1-4a は、添加した C12–OSO3-濃
度ごとの PET 分解活性の変化を⽰している。このように、C12–OSO3-とと
もにインキュベートした PET フィルムで反応を⾏なった場合、活性は著
しく向上した。最適条件である 0.025% C12–OSO3-存在下での活性は、界⾯
活性剤⾮存在下では 0.074 nmol cm-2 min-1 であることに対して、3.2 nmol 
cm-2 min-1 となり、およそ 40 倍向上した。この時、最適界⾯活性剤濃度は
0.025%と極めて低く、それ以上の濃度では活性は低下した。これはおそら
く、PET 表⾯上に⼀定数以上の界⾯活性剤が吸着すると PETase の吸着を
阻害するように作⽤した、もしくは酵素の変性に寄与したことが原因であ
ると考えられる。 

また、本反応系で採⽤した“界⾯活性剤と PET のプレインキュベート”
は、効率的な PET 分解反応の加速に必要不可⽋であった (図 1-4b)。界⾯
活性剤と 1 時間プレインキュベートした PET フィルムと、プレインキュ
ベートしなかった PET フィルムに PETase を添加し、反応速度を⽐較した
ところ、プレインキュベートをした⽅で、明らかに反応速度が速いことが
わかった(p 値=0.00047, Student’s t-test)。これはすなわち、界⾯活性剤によ
る PET 表⾯のアニオン化が PETase の活性改善に寄与していることを⽰
し、筆者の仮説を強く⽀持する結果である。 
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図 1-4. a) 各 濃 度 の ア ニ オ ン 性 界 ⾯ 活 性 剤 (C12–OSO3-) 存 在 下 で の
PETase(500 nM)による PET 分解速度変化(50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 

lcPET) (**; vs. ctrl p < 0.01, Student’s t-test) 
b) プレインキュベート時間(0 h もしくは 1 h)の違いが与える PETase(500 
nM)による PET 分解速度への影響(50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
(**; p < 0.01, Student’s t-test) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 
 

⼀ ⽅ で 、 反 対 の 電 荷 で あ る カ チ オ ン 性 界 ⾯ 活 性 剤
(dodecyltrimethyleammonium chloride (C12–N(CH3)3+))を添加した条件では、
著しく活性低下した(図 1-5a)。また、アニオン性界⾯活性剤のときと同様
に、プレインキュベートの影響を調べたところ、活性はプレインキュベー
ト時間に応じて低下し(図 1-5b, p 値=0.0090, Student’s t-test)、添加する界⾯
活性剤の電荷が変わると、全く逆の傾向を⽰した。 

これらの結果から、添加した界⾯活性剤の電荷に応じて PET 表⾯が正
または負の電荷を帯びた表⾯へと変化し、カチオン性の PETase と静電的
に相互作⽤していることが⽰唆される。したがって、アニオン性界⾯活性
剤を添加した場合では、PETase を PET 表⾯に誘引することで効率的な分
解を可能にし、カチオン性界⾯活性剤を添加した場合では、反対に PETase
と反発したことで活性が低下したと考えられる。 

プレインキュベート時間 

** 

** 
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以上の結果より、酵素活性の改善には、酵素の表⾯電荷を考慮した界⾯
活性剤の選択や極めて低濃度での使⽤が重要であることが明らかになっ
た。これまでも界⾯活性剤の添加が与える酵素による PET 分解活性への
影響は研究されているものの、それらの研究では酵素と界⾯活性剤の電荷
や濃度の検討が⾏われておらず、また活性の改善も 1.5 倍程度と本件研究
と⽐較するとわずかな改善であった 25, 26。そのため、本研究は、界⾯活性
剤による PET 分解酵素の活性改善には電荷の検討と低濃度での使⽤が鍵
となることを初めて⽰した例である。 
 

 

図 1-5. a) 各 濃 度 の カ チ オ ン 性 界 ⾯ 活 性 剤 (C12–N(CH3)3+) 存 在 下 で の
PETase(500 nM)による PET 分解速度変化(50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 

lcPET) (**; vs. ctrl p < 0.01, Student’s t-test) 
b) プレインキュベート時間(0 h もしくは 1 h)の違いが与える PETase(500 
nM)による PET 分解速度への影響(50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
 (**; p < 0.01, Student’s t-test) 

各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 
  

プレインキュベート時間 

** 

** 
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次に、界⾯活性剤による反応加速機構の解明とさらなる活性の向上に向
けて、使⽤した界⾯活性剤のヘッドグループとアルキル鎖⻑を最適化した。
まず、界⾯活性剤のヘッドグループについて、硫酸基の他に、スルホ基、
カルボキシ基、リン酸基を持つ炭素数 12 の界⾯活性剤を使⽤して酵素活
性への影響を調べた。このうち、リン酸系界⾯活性剤は、PETase の精製過
程より持ち込まれる 1 mM のカルシウムと塩を形成したため、正確に活性
評価はできなかった。それぞれの界⾯活性剤を添加し活性測定を⾏ったと
ころ、このような活性向上は C12–OSO3-の添加のみで引き起こされる特異
的な現象ではなく、他のアニオン性ヘッドグループであるスルホ基、カル
ボキシ基を持つ界⾯活性剤でも同様に活性が向上することが確認された
(図 1-6)。これは、反応の加速には添加した界⾯活性剤がアニオン性である
ことが重要であり、カチオン性の PETase とアニオン性界⾯活性剤が静電
相互作⽤していることをさらに⽀持する結果である。また、使⽤した界⾯
活性剤のヘッドグループによって活性が変化していることもわかった。こ
れは、界⾯活性剤の pKa または構造に依存して PETase 表⾯のカチオン性
アミノ酸との相互作⽤の強さが変化している可能性が考えられる。 

以上の結果から、アニオン性界⾯活性剤のヘッドグループは、酵素表⾯
との静電相互作⽤に寄与しており、構造または pKa に依存して酵素の誘引
している可能性が強く⽰唆された。 

 
図 1-6. 各アニオン性界⾯活性剤が与える PETase (500 nM)による PET 分解
速度への影響 (炭素数：12, 50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す (n=3)。 (*; p <0.05, n.s.; not significant, 
Student’s t-test) 

n.	s.	

* 
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次に、アルキル鎖⻑の変化による反応系への影響を評価した(図 1-7a–c)。
まず、反応条件の検討として、添加する界⾯活性剤濃度の最適化を⾏なっ
たところ、興味深いことにアルキル鎖⻑の増加に伴って最⼤活性を与える
界⾯活性剤濃度は低下した。硫酸基を持つ界⾯活性剤を例に挙げると、C11

の場合、0.09%が最適濃度であることに対し、C14 ではその 1/18 となる、わ
ずか 0.005%が最適濃度であった。⼀般にアルキル鎖の増加は、界⾯活性
剤の疎⽔度の増加に直結する。そのため、界⾯活性剤の疎⽔度の増加に伴
って PET 表⾯との疎⽔性相互作⽤が促進されたことが、活性を⼗分に向
上させるために必要な界⾯活性剤濃度の低下につながったのではないか
と考えられる。 

また、それぞれの最適濃度条件での酵素活性は、アルキル鎖⻑依存的に
向上した。このとき、最⼤活性は、0.005% Sodium tetradecyl sulfate (C14–
OSO3-)存在下の場合、界⾯活性剤⾮存在下のおよそ 120 倍となる、9.0 nmol 
cm-2 min-1 を⽰した(図 1-8a, b)。この活性は、現在広く研究されている耐熱
性酵素である TfCut2 や LCC に匹敵した(表 1-1)。このように、ごくわずか
な量の界⾯活性剤を添加するだけで 100 倍以上の活性改善を達成できた
ことから、Ideonella sakaiensis は PET を効率的に分解するために、類似し
た機構を有しているのではないかと考えられる。 

これまでの結果をまとめると、添加したアニオン性界⾯活性剤はプレイ
ンキュベートを⾏うことで疎⽔性相互作⽤を介して PET 表⾯に吸着し、
吸着した界⾯活性剤はそのヘッドグループを介して静電相互作⽤によっ
て酵素を PET 表⾯に誘引していると考えられる。 
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図 1-7. 各濃度のアニオン性界⾯活性剤存在下での PETase (500 nM)による
PET 分解速度変化 (50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
a) 硫酸基, b)スルホ基, c)カルボキシ基 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 
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図 1-8. a)各アニオン性界⾯活性剤の最適濃度条件下における PETase (500 
nM)の PET 分解速度 (50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
b) 最⼤活性を与えるときの界⾯活性剤濃度 (blue：硫酸基、green：スルホ
基、magenta：カルボキシ基) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 
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表 1-1. PETase の活性と耐熱性酵素 TfCut2 および LCC の温度別 PET 分解
速度 (50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 lcPET, 500 nM 酵素) (n=3)。 
 

 反応温度 (℃) PET 分解速度 ± SD (nmol cm-2 min-1) 

PETase 30 0.074 ± 0.01 

PETase + C14-OSO3
- 30 9.0 ± 0.5 

TfCut2 

30 Not determined. 

40 0.010 ± 2.0×10-3 

50 0.34 ± 0.01 

60 2.2 ± 0.2 

70 0.40 ± 0.1 

LCC 

30 0.017 ± 0.01 

40 0.12 ± 0.01 

50 1.1 ± 0.2 

60 15 ± 0.6 

70 51 ± 1 

 
もし、界⾯活性剤が筆者の仮説通り PET 表⾯に吸着し、PETase を誘引

したことで分解速度を向上させているのであれば、界⾯活性剤の添加⼿法
は PET 特異的(もしくは疎⽔性固体基質)に反応を加速させると考えられ
る。そこでこれを検証するために、⽔溶性基質でありエステラーゼのモデ
ル基質である p-nitrophenyl butyrate (pNPB)を⽤いた加⽔分解反応が界⾯活
性剤の添加によって加速されるかを検討した (図 1-9)。本反応系は、加⽔
分解によって⽣成された p-nitrophenol を吸光度測定で容易に検出するこ
とができる。もし、界⾯活性剤が酵素に作⽤することで活性を向上させて
いる場合、pNPB 加⽔分解活性も変化する可能性が⾼い。しかし結果は、
カチオン性界⾯活性剤を含む、どの界⾯活性剤を添加した条件であっても、
活性はほぼ変化しなかった。そのため、添加した界⾯活性剤は酵素のコン
ホメーションに影響を与えていないと考えられる。したがってこの結果は、
界⾯活性剤は PETase の活性を直接向上させているのではなく、PET 表⾯
をコートし、PETase を誘引したことで分解速度を向上させていることを
⽰唆している。 
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図 1-9. 界⾯活性剤存在下、⾮存在下での PETase (500 nM)の pNPB 分解活
性 (界⾯活性剤なしを 100%としたときの相対活性) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 
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1-3. 界⾯活性剤の添加による PET 表⾯への酵素吸着量変化 

 1-2 で得られた実験結果は、⼀貫して PETase が静電的に PET 表⾯に誘
引されていることを⽰唆している。そのため、実際に酵素が誘引されてい
る場合、PET 表⾯への酵素吸着量は増加していると考えられる。そこで次
に、酵素吸着量の変化、および酵素活性と酵素吸着量の関係について検討
した。 

酵素吸着量を測定するために、界⾯活性剤存在下または⾮存在下で 1 時
間 PET フィルムをプレインキュベートしたのち、酵素を添加し 1 時間 PET
分解反応を⾏うことで、酵素が吸着した PET フィルムを獲得した。この
PET フィルムを、milliQ ⽔で洗浄したのち、65℃で１時間乾燥させた。そ
の後、5%SDS を含む SDS-PAGE サンプルバッファーを添加して、吸着し
た酵素を溶出し、SDS-PAGE を⽤いて吸着した酵素を分離した。吸着した
酵素量は、染⾊後のバンド強度をもとに相対値として算出した。図 1-10a
に⽰すように、得られたバンド強度は使⽤した界⾯活性剤ごとに異なり、
界⾯活性剤の添加が酵素吸着量に影響を与えていることが明らかになっ
た。さらに、硫酸系界⾯活性剤存在下では、アルキル鎖⻑依存的に吸着量
は向上し、カチオン性界⾯活性剤存在下では吸着量が低下する、酵素活性
と類似した傾向が観察された。そこで、図 1-10b に⽰すように、これらの
相対バンド強度と酵素活性を１つのグラフにプロットしたところ、両者に
相関関係があった。したがって、アニオン性界⾯活性剤の添加は酵素吸着
量を増加させることで酵素活性を向上させていることが⽰唆された。 
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図 1-10. a) SDS-PAGE より得られた、各界⾯活性剤存在下で PET 表⾯に吸
着した PETase (50 mM bicine pH9.0, 0.6 cm2 mL-1 lcPET) 
b) 各界⾯活性剤存在下での PETase (500 nM)による PET 分解速度と図 1-

10a より得られた相対バンド強度 (50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 

lcPET) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 
 

酵素活性との関係をさらに詳しく調べるために、最適条件である
0.005% C14–OSO3-存在下で、様々な酵素濃度条件(100 nM–1500 nM)におけ
る、酵素吸着量および酵素活性の経時変化を定量し、⽐較した。図 1-11a, 
b に⽰しているように、酵素吸着量および酵素活性ともに初期酵素濃度お
よび反応時間依存的に吸着量が増加しており、これらのグラフの形状は類
似していた。そこで同⼀の条件で得られたそれぞれの結果を図 1-11 c にま
とめると、これら間には明確な相関関係(相関係数 = 0.90)が存在すること
が明らかになった。 
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図 1-11. 0.005% C14–OSO3-存在下(50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 lcPET)で
の、各反応時間(10–240 min)および各 PETase 濃度(100–1500 nM)における 
a) 酵素吸着量変化, b)PET 分解速度変化, c)PET 分解速度と酵素吸着量の

関係 (相関係数 = 0.90) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 

 
  



 28 

図 1-11c に⽰すように、酵素吸着量が 0.30 μg となるまで酵素吸着量と
酵素活性との間には相関関係があるものの、それ以降は酵素活性が飽和し
たため相関はない。この活性の飽和はおそらく、PET 表⾯が完全に酵素で
被覆され尽くしたことが原因となっていると考えられる。実際に、PETase
表⾯の⾯積を基に計算した理論飽和吸着量は(式 1-1, 図 1-12)、0.26 μg と
なり、実験より得られた 0.30 μg と近い値となった。したがって、酵素吸
着量と酵素活性の相関がなくなったのは、PET 表⾯で、酵素が単層でなく、
複層で堆積したことが原因ではないかと考えられる。 
 
PET 表⾯での理論酵素吸着量:AdsPETase 
 
AdsPETase = PETarea × EMW / (NA × Earea)  ・・・  式 1-1 
 
PETarea , EMW, NA, Earea はそれぞれ、PET フィルムの表⾯積(0.60 cm2)、PETase
の分⼦量(31.5 kDa)、アボガドロ数(6.0×1023 mol-1)、PETase の表⾯積(1.22 
× 10-13 cm2 )を⽰している。PETase の表⾯積は、図 1-12 より I208 と N73 の
α-炭素の距離(40.0Å)を⻑軸、N114 と T279 のα-炭素の距離(38.9Å) を短
軸として算出した。 
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図 1-12. PETase 表⾯に存在する最も表⾯積の広い領域 (PDBID: 6EQE)  
(図中の距離は、各末端のアミノ酸の α-炭素を基に算出した。) 
  



 30 

1-4. 界⾯活性剤存在下での 36 時間反応 

 これまでの反応系は 3 時間の短いスケールで⾏なっていたが、界⾯活性
剤の添加が与える PETase の安定性への影響について調べるために、反応
時間を 36 時間まで延⻑し、PET 分解量の時間変化を調べた。反応は、最
⼤活性を⽰す 30℃、0.005% C14–OSO3-存在下で⾏った。その結果、TPA、
MHET、BHET の合算で表される PET 分解産物量は、0–6 時間までは安定
的に増加し(0.82 μmol cm-2 h-1)、その後徐々にその速度は低下するものの、
6–18 時間の間であっても 0.51 μmol cm-2 h-1 と、反応初速度の 60%程度の活
性を保持していた(図 1-13a)。それ以降の 18–36 時間でも 0.25 μmol cm-2 h-1

と、活性はさらに低下したものの分解は依然として進⾏していることから、
⼀般にタンパク質の変性剤として知られるような界⾯活性剤であっても、
0.005%と低濃度であれば強い変性作⽤は⽰さないことがわかった。 

次に、⻑時間反応後の PET フィルムの分解率を定量した。分解率は、
PET フィルムの重量変化や厚さ変化を調べることで定量できる。しかし、
mg 単位のわずかな重量変化の場合、天秤等で正確に計測することは難し
いため、本章では厚さ変化によって定量した。PET フィルムの厚さは、反
応前および反応 36 時間後の PET フィルムを 5%SDS で洗浄、乾燥させた
のち、２つに破断し、その破断⾯を倒⽴顕微鏡で観察することで測定した。
破断⾯を撮影し、撮影した画像のピクセル数とスケールバーをもとに厚さ
を求めた。その結果、反応開始前が 177 ± 4 μm (n = 8)であることに対し、
反応後は 140 ± 3 μm (22%分解; 図 1-13b , n = 8)であった。この反応速度
は、従来の常温では分解が困難とされてきた PET を、常温で極めて効率
よく分解できた初めての例である。また、有害分⼦が浸透するとされる 10 
μm(⽚⾯)までの分解にはおよそ 12 時間必要であり、さらなる改善が必要
である。⼀⽅で、界⾯活性剤⾮存在下でインキュベートしたフィルムでは、
分解量が著しく少ないため、厚さ変化量を測定することができなかった。 
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図 1-13.a) 0.005% C14–OSO3-存在下、PETase (1000 nM) による⻑時間反応後
の PET 分解産物量変化(TPA、MHET、BHET の合算) (50 mM bicine pH9.0, 
1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
b) 分解反応後の PET フィルムの変化 (表⾯:⽬視による観察、断⾯:それぞ

れのフィルムの破断⾯の顕微鏡像) (スケールバー = 100 μm) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 
  



 32 

1-5. アニオン性界⾯活性剤との相互作⽤部位の同定 

 これまでのデータは、カチオン性の PETase が、PET 表⾯に吸着したア
ニオン性界⾯活性剤と静電相互作⽤していることを明確に⽰している。そ
のため、PETase の表⾯には、アニオン性界⾯活性剤と相互作⽤するカチオ
ン性領域が存在すると考えられる。もしこれらの静電相互作⽤によって反
応が加速されているのであれば、表⾯に存在するカチオン性アミノ酸の変
異によって、界⾯活性剤存在下での酵素活性は著しく阻害されると思われ
る。そこで、PETase の表⾯に存在する 4 つのカチオン性アミノ酸(R34, R53, 
R90, K95)を対象に変異導⼊を検討した。R53、R90、K95 は、PETase の基
質結合部位が存在する⾯と同じ⾯に位置しており、これらは⼤きなカチオ
ン性領域を形成している。⼀⽅で R34 は、基質結合部位とは反対の位置に
存在している。これらのアミノ酸をアニオン性アミノ酸であるグルタミン
酸に替えた変異体(R34E, R53E, R90E, K95E)を作製し、その影響を調べた
(図 1-14)。 

 
図 1-14. 変異導⼊箇所と活性部位からの距離(PDBID: 6EQE) 
変異導⼊箇所および触媒三残基をスティックモデルで⽰す。 
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 作製した変異体の加⽔分解活性が維持されているか否かは、pNPB 加⽔
分解活性をモニターし確認した。その結果、4 つの変異体でそれぞれ、加
⽔分解活性には⼤きな変化はなく、その構造が⼗分維持されていた(図 1-
15a)。しかし、興味深いことに界⾯活性剤⾮存在下での PET 分解活性は、
⼀部の変異体において低下していた。低下した変異体は、活性部位近くに
変異導⼊した R90E、K95E 変異体であり、それぞれ野⽣型の活性の 10%、
47%と著しく低下していた(図 1-15b)。⼀⽅で活性部位から遠い領域に変異
を導⼊した R34E、R53E 変異体の活性は、それぞれ野⽣型とほぼ同等の
108%、117%の活性を⽰した(図 1-15b; 有意差なし、それぞれ p 値 = 0.053, 
0.15; t 検定)。R90E および K95E 変異体において、pNPB 加⽔分解活性に
は変化がなく、PET 分解活性のみ著しく低下したことから、これらのアミ
ノ酸によるカチオン性領域は PET 表⾯との相互作⽤に関わっている⾯に
存在している可能性を⽰唆している。おそらく、この領域はこれら残基の
側鎖によって塩基性を⽰すものの、反応条件が pH9.0 とこれら側鎖の pKa

と近い数値であることから、⽐較的中性に近い性質を⽰すことで、疎⽔的
な PET 表⾯との相互作⽤に寄与すると考えられる。そして、変異導⼊に
よって導⼊されたグルタミン酸によって負電荷を帯びたことで、PET 表⾯
との相互作⽤が低下し、活性も低下したのではないかと考えられた。実際
に、変異体の反応 pH をより酸性条件に近い 8.0 にした場合、これらの変
異体は pH9.0 の条件よりも⾼い PET 分解活性を⽰した。そのため、90 番
⽬と 95 番⽬の残基が PET との相互作⽤に関わっている可能性が⾼いと考
えられる(図 1-16)。 
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図 1-15. a) 各変異体 PETase(500 nM)の pNPB 加⽔分解活性(wild-type を
100%とした時の相対活性) 
b) 界⾯活性剤⾮存在下での各変異体 PETase (50 nM)による PET 分解速度
(50 mM bicine pH9.0, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。(n.s.; not significant, Student’s t-test) 
 
 

 
図 1-16. pH9.0 もしくは pH8.0 における、各変異体 PETase の PET 分解活性 
(50 nM) (50 mM bicine, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。(*; p <0.05, **; p <0.01, Student’s t-
test) 
 

n.	s.	

n.	s.	

* 

** 
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 次に、これら変異体を⽤いて、0.005% C14–OSO3-存在下での PET 分解活
性を測定した。その結果、活性部位から最も遠い R34E 変異体が野⽣型と
同等の活性(p 値 = 0.28; Student’s t-test)を⽰したことに対して、R53E、R90E、
K95E 変異体では野⽣型よりも低い活性を⽰した(図 1-17)。さらに興味深
いことに、その活性低下率は、活性部位との距離依存的に変化しているこ
とがわかった(図 1-14, 1-17)。これらの結果は、変異導⼊による電荷の中和
が、界⾯活性剤の添加による反応速度の加速に⼤きな影響を与えること、
そして R53、R90、K95 によって形成されるカチオン性領域がアニオン性
界⾯活性剤と相互作⽤する領域であることを⽰唆している。したがって、
PET 表⾯に吸着したアニオン性界⾯活性剤は、R53、R90、K95 によって形
成されるカチオン性領域と相互作⽤し、PETase の活性部位を基質側に配
向させることで反応活性の⼤幅な向上に寄与しているものと考えられる。
このように PET 分解酵素において、PET 表⾯との相互作⽤する領域を同
定できた例や、活性部位を配向させることに成功した例はなく、界⾯活性
剤でコートされた PET 表⾯と PETase の間で⽣じる特異的な静電的相互作
⽤がこれを初めて⽰すことができた。 
 

 
図 1-17. 0.005% C14–OSO3-存在下での各変異体 PETase(500 nM)による PET
分解速度 (50 mM bicine, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。(n.s.; not significant, Student’s t-test) 
 

n.	s.	
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1-6. 活性部位周辺への変異導⼊による活性向上 

 以上の結果より、界⾯活性剤の添加による活性の改善は、PETase と PET
間の相互作⽤の改善に起因することがわかった。1-3 節より、酵素が PET
表⾯を⼗分に被覆したことによる活性の飽和が観測されていることから、
さらなる活性向上に向けて、酵素そのものの機能改変が必要であると考え
た。そこで、すでに多数報告されている PETase 変異体を構築し、界⾯活
性剤の添加効果を調べることで、変異体にも本⼿法が適⽤可能か、および
さらなる活性の改善を検討した。 
 すでに、活性の改善された変異体 PETase は多数報告されているものの、
それらの変異体の活性測定に関して、反応条件や使⽤した PET の結晶化
度、PET の調製⽅法が⼀貫しておらず、同⼀の変異体であっても、傾向が
異なる報告例が多い 16, 17, 18, 20。そこでまず、活性が改善したとされる変異
体を複数作製し、野⽣型と⽐較した。作製した変異体は、Y87A、W159H、
R280A、⼆重変異体 W159H/S238F およびその元となった S238F の 5 つで
ある。これらの変異体を反応 pH9.0、低結晶性 PET(lcPET: 結晶化度 3–5%)
を⽤いて反応初速度を測定した。その結果、R280A 変異体でのみ活性は向
上し、それ以外の変異体 Y87A、W159H、S238F、W159H/S238F ではそれ
ぞれ、野⽣型の 13、19、43、12%の活性だった(図 1-18a)。そのため、PET
の結晶化度もしくは調製⽅法が活性に著しく影響を与えている可能性が
⾼いと考えた。そこで次に、⾼結晶性 PET(hcPET:結晶化度 40%)を⽤いて、
結晶性の違いが与える活性への影響を調べた。その結果、結晶性の増加に
よって PET 分解活性は著しく低下するものの、各変異体における活性の
傾向は結晶性によらず、⼀貫していた(図 1-18b)。以上の結果より、PET の
調製⽅法の違いによる、平均分⼦量や密度の差が活性に影響を及ぼしてい
るのではないかと考えた。 
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図 1-18. a) 各変異体 PETase (50 nM)の低結晶 PET 分解速度 (50 mM bicine, 
1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
b) 各変異体 PETase (50 nM)の⾼結晶 PET 分解速度(50 mM bicine, 1.2 cm2 
mL-1 hcPET) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す  (n=3)。(*; p <0.05, n.s.; not significant, 
Student’s t-test) 
 
 また、作製した変異体の活性が、界⾯活性剤の添加によって向上するか
否かについて検討した。最適条件である 0.005% C14–OSO3-存在下 1 時間反
応を⾏い、活性を測定した。その結果、界⾯活性剤の添加によって全ての
変異体の活性は、36 ± 5 倍程度向上した(図 1-19a, b)。これは、変異導⼊に
よって活性部位の構造が変化したとしても、界⾯活性剤の添加は酵素の吸
着を加速するのみで、独⽴に活性向上に寄与していることを⽰している。
そのため、筆者が確⽴した⼿法は、変異導⼊と組み合わせることが可能で
あることがわかった。 
 
 
  

* n.s.	
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図 1-19. a) 0.005% C14–OSO3-存在下での界⾯活性剤存在下での各変異体
PETase による PET 分解速度 (50 mM bicine, 1.2 cm2 mL-1 lcPET)  
c) 各変異体 PETase における界⾯活性剤存在下および⾮存在下での PET

分解速度の関係 
各エラーバーは標準偏差を⽰す (n=3)。(*; p <0.05, Student’s t-test) 
 

  

* 
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1-7. 結論 

 本章ではアニオン性界⾯活性剤と PET フィルムをプレインキュベート
することで PETase の活性を 0.074 nmol cm-2 min-1 から 9.0 nmol cm-2 min-1 ま
でおよそ 120 倍向上させることに成功した。この分解速度は、従来の耐熱
性酵素に匹敵する。活性の改善の鍵となる発⾒は、極低濃度の⻑いアルキ
ル鎖(>C11)とアニオン性を持つ界⾯活性剤が、PET 表⾯と相互作⽤したこ
とで PET 表⾯のアニオン化に寄与し、これによってカチオン性の PETase
を効果的に PET 表⾯へと誘引することが可能となったことである。また、
変異導⼊によって同定された、PETase の表⾯に存在する 3 つのカチオン
性アミノ酸(R53、R90、K95)からなるカチオン性領域がアニオン性界⾯活
性剤と相互作⽤し、PETase の活性部位を基質側に配向させることで効率
的な PET 分解反応を可能にしていることが明らかになった。さらに、本
⼿法は、従来の活性改善⼿法である、活性部位周辺への変異導⼊と組み合
わせることができ、さらに活性を改善することも可能である。⼀⽅で、⻑
期的な PET 分解反応への応⽤に向けて、PETase の安定性や、改善された
活性であっても⽬標値とした数時間での 10 μm(フィルム⽚⾯あたり)分解
には未だ到達していない。そのため、安定性の改善や、変異導⼊によるさ
らなる活性の改善が必要であるだろう。 

これまでに、界⾯活性剤の添加による酵素活性の改善はいくつかの酵素
で報告されている。例えば、セルロース分解酵素であるセルラーゼは、⾮
イオン性界⾯活性剤を添加することで、⻑時間反応における安定性が向上
した例などがある 27, 28。しかし、本研究で⽰したような疎⽔性固体基質と
酵素との相互作⽤を、添加物を⽤いて改善した例はない。そのため、本⼿
法が他の酵素もしくは他の疎⽔性固体基質分解に有効か否かについても
興味深い。  
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2 章 

界⾯活性剤の添加と変異導⼊による 

耐熱性 PET 分解酵素の活性改善 
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2-1. 緒⾔ 

 第 1 章では、アニオン性界⾯活性剤の添加によって疎⽔的な PET とカ
チオン性の PETase との相互作⽤が改善され、酵素活性が⼤幅に向上する
ことを発⾒した 1。これによって改善された PET 分解速度は、24 時間あた
りの厚さ減少率にして 18%に達した。しかし改善された分解速度であって
も、従来の耐熱性 PET 分解酵素、例えば変異体 TfCut2(G62A)、HiC、LCC
などには未だ及ばない(表 2-1)2,3,4。 
 
表 2-1. 各 PET 分解酵素による 24 時間あたりの PET 分解率 3, 5, 6 

 
 分解率(%/24 h) 

PETase + C14-OSO3- 18 
Mutant TfCut2 (G62A) 20 

HiC 24 
LCC 48 

 
さらに、PETase の問題点は酵素活性だけでなく、その低い安定性(Tm = 

46.8℃)7 にもある。上記の耐熱性酵素は、48 時間以上インキュベート後で
あっても安定的に反応が進⾏する⼀⽅で、PETase の活性は 36 時間のイン
キュベートによってほぼ完全に失活した。そのため、PETase の⼯業への応
⽤に向けて、さらなる活性の改善に加えて、安定性の改善が必須である。
しかし⼀⽅で、もし上記の耐熱性酵素に対して界⾯活性剤の添加⼿法を応
⽤することができれば、速く安定な PET 分解反応が実現できると考えた。 
 そこで、第 2 章では、第 1 章で開発した界⾯活性剤の添加⼿法を耐熱性
酵素へ応⽤することを検討する。応⽤する酵素として、PETase と最も相同
性の⾼く (51% (アミノ酸配列の相同性))、そして⼀般的な⼤腸菌発現系を
⽤いて容易に⼤量発現および精製可能である TfCut2 を選択した 8。 
 TfCut2 は PETase (pI = 9.4)とは異なり、表⾯が負に帯電している酵素(pI 
= 6.1)である(図 2-1)。そこで、本研究では、カチオン性界⾯活性剤を添加
物として選択し、TfCut2 の活性が向上するかを検討した。また、活性部位
周辺への変異導⼊を組み合わせることでさらなる活性向上を検討した。 
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図 2-1. a) PETase (6EQE)9 の電荷分布 
b) PETase の活性を向上させる界⾯活性剤  
c) TfCut2(4CG1)8 の電荷分布  
d) 本章で使⽤する界⾯活性剤 
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2-2. 界⾯活性剤存在下での TfCut2 の PET 分解活性 

 まず初めに、TfCut2 の活性がカチオン性界⾯活性剤(dodecyl trimethyl 
ammonium (C12-N(CH3)3+))の添加によって変化するかを検討した。C12-
N(CH3)3+存在下、⾮存在下で 1 時間、40℃で PET フィルムをインキュベー
トしたのち、TfCut2 (終濃度 1 μM)を添加し、反応開始より 3 時間の活性
を測定した。ここでの界⾯活性剤濃度には、第 1 章でアルキル鎖 12 の界
⾯活性剤において最適化された濃度(0.025%)を採⽤した 1。その結果、C12-
N(CH3)3+の添加によって活性は 13 倍向上し、界⾯活性剤の添加⼿法が
PETase とは反対の電荷を持つ TfCut2 に対しても有⽤であることが⽰唆さ
れた(図 2-2)。また、同時にアニオン性界⾯活性剤である C12-OSO3-を添加
した時の活性も測定したところ、こちらの条件でも活性は向上した。
PETase の場合、PETase と同じ電荷の界⾯活性剤の添加は反応活性の著し
い低下につながったものの、アニオン性を⽰す TfCut2 の活性は C12-OSO3-

の添加によって 4.3 倍向上した。これは、TfCut2 の表⾯に部分的に存在す
るカチオン性領域が、アニオン性界⾯活性剤と相互作⽤したためであると
考えられる。 

 
図 2-2. C12-N(CH3)3+、C12-OSO3-の存在下(0.025%)、⾮存在下での TfCut2 (1 
μM)による PET 分解速度 (50 mM bicine, 10 mM CaCl2, 1.2 cm2 mL-1 lcPET, 
40℃) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。(**; vs. ctrl p < 0.01, Student’s t-test) 

  

** 

 

** 
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 以上の結果から、カチオン性界⾯活性剤が、TfCut2 の活性を特に効果的
に加速することが明らかになった。そこで次に、TfCut2 がより⾼活性を⽰
す⾼温条件にて、界⾯活性剤を最適化した(図 2-3)。それぞれの温度におい
て、アルキル鎖⻑(C10-C16)ごとに最⼤の活性を与える界⾯活性剤濃度を検
討した。図 2-3 に⽰す通り、第 1 章で⾒られた傾向と同様に、最適界⾯活
性剤濃度はアルキル鎖の伸展に伴って常に減少した。さらに興味深いこと
に、温度の上昇に伴って最適界⾯活性剤濃度も低下していくことが明らか
になった(表 2-2)。⼀般に、界⾯活性剤は温度が上がるほど親油性が増加す
る。そのため、界⾯活性剤と PET 表⾯との間の疎⽔性相互作⽤が温度の
上昇で促進されたことによって、PET 表⾯のコートに必要な界⾯活性剤濃
度が低下した可能性が⾼い。⼀⽅で第 1 章とは異なり、40–65℃において、
酵素活性のアルキル鎖⻑依存性は観測されなかった。使⽤した酵素、界⾯
活性剤の電荷、反応温度などが第 1 章とは異なるため、⼀貫した議論は困
難であるが、本条件ではアルキル鎖⻑に関係なく全ての界⾯活性剤で酵素
を効率的に誘引できることが⽰唆された。しかし、70℃においてはアルキ
ル鎖⻑の⻑い界⾯活性剤において活性が低下する傾向が⾒られていた。こ
れは、特に⾼温条件下であることから酵素の変性に寄与していると考えら
れる。 
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図 2-3. C10–C16-N(CH3)3+存在下での TfCut2 (1 μM)による PET 分解速度(50 
mM bicine, 10 mM CaCl2, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) (C10: magenda, C12: orange, C14: 
green, C16: blue) 
a) 40℃, b) 50℃, c) 55℃, d) 60℃, e) 65℃, f) 70℃ 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 



 48 

表 2-2. 各温度における最適カチオン性界⾯活性剤濃度 
 

 
C10 (%) C12 (%) C14 (%) C16 (%) 

70°C 0.01 0.0005 0.0001 0.00005 

65°C 0.03 0.003 0.0003 0.0002 

60°C 0.05 0.005 0.0007 0.0002 

55°C 0.05 0.005 0.001 0.0002 

50°C 0.1 0.01 0.001 0.0005 

40°C 0.1 0.01 0.001 0.0005 

 
図 2-3 で得られた結果のうち、それぞれの温度における界⾯活性剤存在

下での最⼤活性および界⾯活性剤⾮存在下での PET 分解活性を図 2-4a に
⽰した。これより、全ての温度で界⾯活性剤の添加が活性を向上させてい
ることがわかる。また、反応温度 65℃、0.003% C12-N(CH3)3+存在下のとき
に最⼤活性(6.0 nmol cm-2 min-1)を⽰した。これは、同温度での界⾯活性剤
⾮存在下(2.5 nmol cm-2 min-1)の条件よりも 2.4 倍⾼かった。また、最⼤活
性ではないものの、65℃において、C16-N(CH3)3+はわずか 0.0002%で酵素活
性を⼤幅に向上させることが可能で第 1 章で使⽤した 0.005%の濃度のさ
らに 1/25 と、極めて効率的に反応を加速させられることがわかった。⼀
⽅で、界⾯活性剤の添加によって⽔溶性基質である pNPB の加⽔分解活性
は向上しなかったことから(図 2-4b)、界⾯活性剤の添加による活性向上は、
PET と TfCut2 との相互作⽤の促進に起因している可能性が⾼い。 
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図 2-4. a) 40–70℃における TfCut2 (1 μM)による PET 分解速度(50 mM bicine, 
10 mM CaCl2, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) (blue:界⾯活性剤⾮存在下、green：界⾯活
性剤存在下) 
b) C12-N(CH3)3+存在下、⾮存在下での pNPB 加⽔分解活性 (5 nM TfCut2) 
各エラーバーは標準偏差を⽰している(n=3)。 
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2-3. 界⾯活性剤存在下での PET 表⾯への TfCut2 吸着量 

 これまでの結果より、界⾯活性剤の添加による活性向上は、PET 表⾯と
TfCut2 の吸着を促進した結果である可能性が⾼い。そこで次に、PET 表⾯
への酵素吸着量が界⾯活性剤存在下、⾮存在下で変化するかを検討した。
また同時に、反応温度の違いが酵素の吸着に与える影響も検討した。界⾯
活性剤存在下でも TfCut2 が安定であると考えられる 40–65℃において、
界⾯活性剤存在下または⾮存在下で 1 時間 PET フィルムをインキュベー
トしたのち、TfCut2 を添加し 3 時間反応を⾏なった。反応終了後の PET
フィルムから、吸着した TfCut2 を溶出し、SDS-PAGE を⽤いて吸着した
TfCut2 量を調べた 1。それぞれの条件での界⾯活性剤濃度は、図 2-3 に⽰
す最⼤活性を与える濃度を⽤いた。その結果、全ての温度において界⾯活
性剤の添加が TfCut2 吸着量の増加に寄与した(図 2-5)。さらに、界⾯活性
剤存在下、⾮存在下問わず、温度の上昇に伴って TfCut2 吸着量が増加し
た。この結果は、TfCut2 と PET 表⾯との間で起こる疎⽔性相互作⽤が反
応温度の上昇によって促進されている可能性を⽰している。以上の結果を
踏まえると、カチオン性界⾯活性剤の添加による PET 表⾯のカチオン化
が、アニオン性の TfCut2 を誘引することで PET 表⾯付近の局所的酵素濃
度を向上させ、その後の PET と TfCut2 の疎⽔性相互作⽤を効率化させて
いるのではないかと考えられる。 
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図 2-5. 各温度において最適化された界⾯活性剤存在下、または⾮存在下
での TfCut2 吸着量(1 μM TfCut2, 50 mM bicine, 10 mM CaCl2, 1.2 cm2 mL-1 

lcPET) および、ImageJ による相対吸着量解析 
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2-4. TfCut2 による 48 時間反応 

 耐熱性酵素である TfCut2 は、⾼温条件下においても 24 時間以上安定的
に PET 分解反応を⾏うこと報告されている 5。そこで、最適条件下におい
て、界⾯活性剤が TfCut2 の安定性に影響を与えるかを検討した。この反
応において、PET 分解で⽣成される多量の TPA や MHET による反応溶液
の酸性化を防ぐために Bicine バッファーの濃度を 50 mM から 150 mM に
変更した。界⾯活性剤存在下、⾮存在下で 1 時間のプレインキュベート後、
酵素を添加し、反応を⾏なった。その結果、界⾯活性剤⾮存在下の場合、
24 時間では重量減少率は 7.5%、界⾯活性剤存在下の場合では 15%に達し
た(図 2-6)。また、界⾯活性剤存在下における分解量は PETase + 界⾯活性
剤系(18% / 24 時間)と同程度であったものの、活性の低下を伴うことなく
48 時間まで安定的に反応が進⾏したことから PETase の系で問題となった
界⾯活性剤の安定性への影響は、耐熱性酵素を利⽤することでクリアでき
たと考えられる 1。 

 

図 2-6. 反応温度 65℃、0.003% C12-N(CH3)3+存在下(Green)または⾮存在下
(Blue)での TfCut2 (1 μM)による 48 時間反応 (150 mM bicine, 10 mM CaCl2, 
1.2 cm2 mL-1 lcPET)  
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 
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2-5. 変異導⼊による TfCut2 の活性改善 

 第１章で、界⾯活性剤による活性向上は、変異体酵素に対しても適⽤可
能であることを⽰した。そこで、TfCut2 の活性のさらなる向上に向けて、
活性部位周辺への変異導⼊を検討した。変異導⼊箇所は、PETase と TfCut2
の活性部位周辺のアミノ酸配列の⽐較より決定した。これより、PETase と
TfCut2 の活性部位周辺を構成するアミノ酸には保存されていないアミノ
酸が 3 つ(G62(A89)、 H129(W159)、 F209(S238): 括弧内は PETase のアミ
ノ酸番号)存在することが明らかになった(図 2-7)9。PETase は、常温での反
応であるにもかかわらず、界⾯活性剤存在下でのその反応初速度(9.0 nmol 
cm-2 min-1) は、改善された TfCut2 の活性(6.0 nmol cm-2 min-1)よりも⾼い。
そのため、上記の３つのアミノ酸を導⼊することで、TfCut2 の活性をさら
に向上できると考えた。また、G62A の変異に関しては、すでに Wei らが
LCC との構造⽐較より⾒出し、TfCut2 の活性向上に寄与することを報告
している 5。以上より、TfCut2 のこれらのアミノ酸をアラニン、もしくは
PETase と同⼀のアミノ酸に置換することが活性向上に寄与する可能性に
ついて検討することにした。 

 

図 2-7. a) PETase (orange)9 と TfCut2(cyan)8 の構造の pymol 上での重ね合わ
せ 
b) 活性部位周辺の⾮保存のアミノ酸 (スティックモデルで表⽰) 
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 まず、G62A、H129W、H129A、F209S、F209A 変異体を作製し、65℃、
界⾯活性剤⾮存在下で活性を測定した。その結果、H129A 変異体を除く、
４つの変異体 TfCut2 において 1.5–2.9 倍活性は向上した(図 2-8a)。G62A
変異体に関して、活性上昇率(2.1 倍)は Wei らによる先⾏研究(2.4 倍)とほ
ぼ同等であった 5。作成した変異体の中でも、最も活性が向上した変異体
は、F209 をセリンもしくはアラニンに置換した変異体で、それぞれ 2.5 
nmol cm-2 min-1 から 5.4、7.2 nmol cm-2 min-1 となった。これより、209 番⽬
のフェニルアラニンの嵩⾼い側鎖は、活性部位への PET 分⼦鎖のアクセ
スを妨げている可能性が⽰唆された。そこで、F209 をサイズの異なるバ
リン、ロイシン、トリプトファンに置換し、活性への影響を検討したとこ
ろ、側鎖の疎⽔性の違いよりも、側鎖のサイズに依存して活性は変化する
ことが明らかになった(図 2-8b)。また、H129W 変異体も野⽣型よりも⾼活
性を⽰した。これはおそらく、疎⽔的なトリプトファンの⽅が、ヒスチジ
ン よりも PET 分⼦鎖の芳⾹環との相互作⽤しやすいためであると考えら
れる。⼀⽅、H129A 変異体が著しく低い活性を⽰し、PET 分⼦鎖の芳⾹環
との相互作⽤(ex. T-stacking)が、PET 分解に必須である可能性を⽰してい
る 10。これらの結果は、活性部位周辺に PETase と同様のアミノ酸を導⼊
することで活性を向上させられることに加え、この 3 つの残基が基質との
相互作⽤を制御している可能性を⽰唆している。 
 次に、界⾯活性剤存在下でそれぞれの変異体の活性を測定した。その結
果、著しく活性が低下していた H129A に関しては活性が低下したものの、
それ以外の 4 つの変異体ではさらに 1.8–2.7 倍活性は向上し(7.2–14.2 nmol 
cm-2 min-1)、TfCut2 の変異体に関しても、界⾯活性剤の添加が効果的であ
ることがわかった(図 2-8a)。  
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図 2-8. a) 各 TfCut2 の変異体(1 μM)による PET 分解速度(50 mM bicine, 10 
mM CaCl2,  0.6 cm2 mL-1 lcPET) 
b) F209 に着⽬して作成した変異体(1 μM)による PET 分解速度への影響

(50 mM bicine, 10 mM CaCl2, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す (n=3)。 
 

 続いて、活性の低下した H129A を除く４つの変異を基に、5 つの⼆重変
異 体 (G62A/H129W 、 G62A/F209S 、 G62A/F209A 、 H129W/F209S 、
H129W/F209A)を作製した。まずそれぞれの変異体に関して、界⾯活性剤
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⾮存在下での活性を測定したところ、G62A/H129W、G62A/F209S、
G62A/F209A 変異体に関して、それぞれの単⼀の変異よりも⾼い活性を⽰
した(図 2-9;それぞれ 6.5、8.7、15 nmol cm-2 min-1)。さらに、これらの変異
体 は 界 ⾯ 活 性 剤 の 添 加 に よ っ て 反 応 活 性 は 向 上 し 、 最 ⼤ 活 性 は
G62A/F209A 変異体の 31 nmol cm-2 min-1 であり、界⾯活性剤⾮存在下での
野⽣型の 12.7 倍上回った。また、これは PETase の最⼤活性である 9.0 nmol 
cm-2 min-1 よりも 3 倍以上⾼かった。⼀⽅でこれらの変異体とは異なり、活
性の向上した F209Aまたは F209S変異体に、同じく活性の向上した H129W
変異を導⼊したところ、酵素活性は低下した。これはおそらく、これらの
変異を同時に導⼊することで、活性部位に基質がアクセスできなくなるよ
うな⼤きな構造変化が引き起こされた可能性がある。 

 
図 2-9. 図 2-8 をもとに作成した各 TfCut2 の⼆重変異体(1 μM)による PET
分解速度(50 mM bicine, 10 mM CaCl2, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 
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2-6. ⼆重変異体による⻑時間反応 

 次に、最も⾼い活性を⽰した G62A/F209A 変異体を⽤いて、最適条件で
ある 65℃、0.003% C12–N(CH3)3+存在下で 48 時間反応を⾏なった。その結
果、24 時間の反応で重量減少率は 73%に達した。しかしその後、活性が著
しく低下し、48 時間では 82%分解に留まった(図 2-10a)。先⾏研究では、
TfCut2 の活性は PET 分解産物である MHET によって阻害されることが報
告されている 5, 11, 12, 13。そこでこの改善に向けて、反応溶液中の MHET 濃
度を低下させるために、基質の量(PET フィルム 1 枚: 1.2 cm2)は変化させ
ず、反応ボリュームを 1000, 500, 300 μL(基質濃度: 0.6, 1.2, 2.0 cm2 mL-1)と
して⻑時間反応を⾏なった。その結果、反応溶液量を 1000 μL とした条件
では、24 時間まで線形に分解産物量が増加し、24 時間後には重量減少率
が 90%に達すること、30 時間後にはほぼ完全に PET フィルムが分解され
た(図 2-10b)。また、これは分解速度にして 90 μm/day であり、従来の PET
分解酵素(LCC; 48 μm/day)と⽐較して 2 倍程度⾼い値である。この結果よ
り、500 μL 以下の反応系での 24 時間以降の活性低下は、反応溶液中の⽣
成物濃度によって TfCut2 の活性が阻害されたためであると考えられる。
また、⽣成物による反応 pH の変化も活性低下の要因となりうるが、バッ
ファー濃度を⾼めた条件であっても、分解率に⼤きな変化がなかったため、
反応溶液の酸性化は活性低下の主たる要因ではないと考えられる(図 2-
10c)。この時、10 μm(⽚⾯あたり)の分解に要する時間は、およそ 2.7 時間
と、本研究の⽬標値として定めた数時間スケールでの 10 μm(⽚⾯あたり)
分解を達成することができた。  
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図 2-10. a) 65℃、0.003% C12–N(CH3)3+存在下、G62A/F209A 変異体による
48 時間反応(150 mM bicine, 10 mM CaCl2, 1.2 cm2 mL-1 lcPET) 
b)反応ボリュームが活性に与える影響 (green: 1000 μL(0.6 cm2 mL-1 lcPET)、
blue: 500 μL(1.2 cm2 mL-1 lcPET)、orange: 300 μL (2.0 cm2 mL-1 lcPET) (150 mM 
bicine) (150 mM bicine, 10 mM CaCl2, 65℃) 
c)250、150 mM の Bicine バッファーを⽤いた際の、G62A/F209A 変異体(1 
μM)による 24 時間反応後の重量減少率 (10 mM CaCl2, 0.6 cm2 mL-1 lcPET, 
65℃) 
各エラーバーは標準偏差を⽰す (n=3)。 
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2-7. ⾼結晶性 PET の分解反応 

 ⼀般に使⽤されている⾼結晶性 PET(hcPET: 結晶化度 40%)は、ポリマ
ー分⼦鎖同⼠が強固に相互作⽤しているためその運動性は低く、酵素での
分解は困難である 14。そこで、筆者が構築した G62A/F209A 変異体 + 界
⾯活性剤の系を⽤いた時の hcPET 分解速度を調べた。結晶化度 40%の PET
フィルムを基質として、界⾯活性剤存在下または⾮存在下で野⽣型 TfCut2、
G62A/F209A 変異体を⽤いて 3 時間反応させた。その結果、野⽣型 TfCut2
の活性は界⾯活性剤の添加で、低結晶性 PET(lcPET:結晶化度 3–5%)を基質
とした場合と同様に、2.4 倍改善した(0.011 から 0.026 nmol cm-2 min-1 まで
向上)。また変異体を利⽤することでさらに活性は向上し、0.066 nmol cm-2 
min-1 となった(図 2-11)。このように界⾯活性剤の添加と変異導⼊によって
⾼結晶性 PET の分解活性は確かに改善したものの、その分解速度は著し
く遅く、分解反応を効率化には⾼結晶性 PET の結晶性を低下させるよう
な、新たなアプローチが必要であると考えられる。 

 
図 2-11. 65℃、0.003% C12–N(CH3)3+存在下または⾮存在下での野⽣型
TfCut2 および G62A/F209A 変異体による hcPET 分解速度(50 mM bicine, 10 
mM CaCl2, 1.2 cm2 mL-1 lcPET)  
各エラーバーは標準偏差を⽰す(n=3)。 



 60 

2-8. 結論 

 本章では、第 1 章で開発した界⾯活性剤の添加による活性向上⼿法が、
耐熱性酵素である TfCut2 にも応⽤可能であることを⽰した。また、第 1 章
と同様に、添加する界⾯活性剤の電荷デザインによって、PET 表⾯と酵素
との相互作⽤を加速させることが可能であり、これがその後の加⽔分解を
効率的に進⾏させるために重要であることを⽰した。結果として、0.003% 
C12–N(CH3)3+の添加によって 65℃における野⽣型 TfCut2 の活性は 2.5 から
6.0 nmol cm-2 min-1 まで向上し、さらに G62A/F209A の変異を導⼊すること
で 31 nmol cm-2 min-1 まで、最⼤ 12.7 倍向上させることに成功した。加え
て、G62A/F209A + 界⾯活性剤の系を利⽤することで、24 時間で重量減少
率 90%を達成することができた。また、有害分⼦の浸透が認められる 10 
μm までの PET 分解は、低結晶性の PET に限られるが、およそ 2.7 時間で
達成することが可能である。以上の結果から、筆者が開発した⼿法を 
Barth らによって構築されたフローリアクター13 と組み合わせることで、
⽣成される PET 分解産物を除去しながら反応を⾏うことができれば、⾼
い安定性を有する TfCut2 による効率的な反応を⻑時間維持でき、⼯業的
に有⽤であると考えられる。 
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 PET 分解酵素の利⽤先として、回収された PET のリサイクルにおける
洗浄プロセスでの応⽤が考えられる。実際に、共同研究先の企業による解
析では、PET 表⾯から浸透する有害分⼦はその表⾯からおよそ 10 μm に
まで達する。そのため、PET 分解酵素が PET 表⾯のみを分解する特性を
利⽤して、10 μm 分解を数時間スケールで⾏うことを⽬標として、PET 分
解酵素の活性改善について研究した。 

第 1 章では、カチオン性を⽰す PETase の PET 分解活性が、アニオン性
界⾯活性剤を添加するだけで⼤幅に改善されることを明らかにした。また
その PET 分解量は、厚さ減少率(180 μm から 140 μm)にして 36 時間で 22%
に達した。そしてこの活性改善は、アニオン性界⾯活性剤が基質である
PET 表⾯をコートすることで、疎⽔的な表⾯からアニオン化された表⾯へ
の変化に起因することをプレインキュベートの影響、界⾯活性剤添加によ
る pNPB 加⽔分解反応への影響、界⾯活性剤添加による PET 表⾯の酵素
吸着量への影響を検討することによって明らかにした。さらに、界⾯活性
剤と PETase の相互作⽤部位について、変異導⼊によって同定を検討した
ところ、3 つのカチオン性アミノ酸(R53、R90、K95)からなるカチオン性
領域が関わっていることを明らかにした。しかし、その安定性ゆえに、⻑
期的な反応が困難であることや分解速度が問題であることがわかった。実
際に、⽬標値とした 10 μm 分解にはおよそ 12 時間必要であり、さらなる
改善が必要であった。これの改善策としては、変異導⼊による耐熱化や、
アルギニン等の酵素の変性を抑制する化合物を添加する⼿法が有効であ
ると考えられるが、コストや検討にかかる時間が問題となるだろう。 
 第 2 章では、PETase の問題点を改善するべく、耐熱性酵素である TfCut2
の活性改善を検討した。アニオン性を⽰す TfCut2 へのカチオン性界⾯活
性剤の添加、そして PETase との配列⽐較によって同定された G62 と F209
への変異導⼊が活性を著しく改善することを明らかにした。その分解量は、
24 時間で重量減少率にして 90%と PETase の系よりも効率的である上に、
48 時間以上安定であることが明らかになった。また、⽬標値とした 10 μm
分解は 2.7 時間で達成されたことから、本系が低結晶性 PET の表⾯処理技
術として効果的であることがわかった。しかし、市販されている PET 製
品に⽤いられているような⾼結晶性 PET の分解には、さらなる検討が必
要であることがわかった。 
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今後、さらに⾼結晶性 PET の分解に向けた活性の改善が必要となるが、
それに向けた具体的な案は未だ提案されていない。⾼結晶性 PET におけ
る分解のボトルネックとなっている現象は、PET 分⼦同⼠が強固に相互作
⽤し、酵素の活性部位が分⼦鎖と相互作⽤できない点である。そのため、
変異導⼊による⾼結晶分解性 PET 分解酵素の構築や、結晶性を下げる添
加物の使⽤が必要となってくるだろう。例えば、植物細胞が持つ expansin
というタンパク質は、結晶性セルロースの持つ密な⽔素結合ネットワーク
を破壊し、結晶化度を下げる機能があると報告されている 15。実際にこの
添加によって、⾼結晶性セルロースの cellulase による分解が促進される。
そのため、もし PET に関しても、これと類似した機構で分⼦鎖同⼠の相
互作⽤を緩めることが出来れば、⾼結晶性 PET の分解もより効率化でき
ると考えられる。実際に、Ideonella sakaiensis は、⽇常で使⽤される⽇常
で使⽤される PET(結晶化度 15%~)が廃棄されている PET リサイクル⼯場
から発⾒されており、⾼結晶性 PET が多数存在する環境であった。その
ため、I. sakaiensis はこれら PET を炭素源として⽣育していたと考えられ、
⾼結晶性 PET をも分解する機構を有している可能性が⾼いと考えられる。
今後の研究では、⾼結晶性 PET の分解に向けて、低結晶性および⾼結晶
性 PET を炭素源として与えた時の I. sakaiensis の発現量解析などを基にし
て、I. sakaiensis が持つ機能をさらに解析していくことが⾼結晶性 PET 分
解の実現可能性を開く鍵となるだろう。 

また、本界⾯活性剤の添加系は PET に限らず、他の疎⽔性個体基質に
対しても応⽤できる可能性がある。これまでの結果より、界⾯活性剤と酵
素が静電相互作⽤することで、基質表⾯に誘引されることを複数の酵素で
明らかにした。そのため、基質表⾯と界⾯活性剤が相互作⽤することがで
きれば、反応活性は向上しうる。したがって、対象とする基質に対して使
⽤する界⾯活性剤を適切に選択することができれば、その基質の分解活性
を向上させられる可能性がある。そのため今後は、他の基質に対しても界
⾯活性剤の添加効果を検証することで、本⼿法の応⽤性を広げられるだろ
う。 

これらの研究が、⼯業的な PET をはじめとするプラスチック⽣分解の
実現可能性を広げる基盤技術となることを願っている。 
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使⽤した試薬・キット類 
培養関連 
LB 培地 (nacalai tesque) 
精製寒天 (nacalai) 
Ampicillin (nacalai tesque) 
Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (Wako) 
 
遺伝⼦操作 
Nde I (TaKaRa) 
Xho I (TaKaRa) 
Tks Gflex (TaKaRa) 
1 kbp DNA Ladder One (nacalai tesque) 
100 bp DNA Ladder One (nacalai tesque) 
CH3COOH 
 
プラスミド抽出 
DNA/RNA EXTRACTION KIT (BIOGENE) Gel/PCR isolation system 
(BIOGENE) 
 
サンガーシーケンス 
BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher) 
EtOH (nacalai tesque) 
Ethylenediaminetetraacetic acid (nacalai tesque) 
CH3COONa (nacalai tesque) 
 
タンパク質精製 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (nacalai tesque) 
HCl (nacalai tesque) 
NaOH (nacalai tesque) 
Urea (nacalai tesque) 
Imidazole (nacalai tesque) 
Dithiothreitol (nacalai tesque) 
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Arginine (nacalai tesque) 
CaCl2 (nacalai tesque) 
Ethylenediaminetetraacetic acid (nacalai tesque) 
Protein assay CBB solution (nacalai) 
Mercaptoethanol (nacalai tesque) 
Acrylamide (BIO RAD) 
Ammonium Peroxodisulphate (Wako) 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (Wako) 
Glycine (nacalai tesque) 
Protein Markers (nacalai) 
CBB stain one (nacalai) 
 
HPLC 
Formic acid (nacalai tesque) 
Acetonitrile (nacalai tesque) 
 
酵素反応 
Bicine (nacalai tesque) 
p-Nitrophenyl butyrate (nacalai tesque) 
p-Nitrophenol (nacalai tesque) 
Dimethyl sulfoxide (nacalai tesque) 
低結晶性 PET シート(NOACRYSTAL-V, 厚さ 200 μm, 結晶化度 3–5%, RP 
TOPLA) 
⾼結晶性 PET シート(厚さ 190 μm, 結晶化度 3–5%, FP CORPORTION) 
 
界⾯活性剤 
硫酸塩 
C11–OSO3-, Sodium 1-undecyl sulfate (Alfa Aesar) 
C12–OSO3-, Sodium dodecyl sulfate (nacalai tesque) 
C13–OSO3-, Sodium n-tridecyl sulfate (Alfa Aesar) 
C14–OSO3-, Sodium tetradecyl sulfate (Wako) 
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スルホン酸塩 
C11–SO3-, Sodium 1-undecanesulfonate (東京化成) 
C12–SO3-, Sodium 1-dodecanesulfonate (東京化成) 
C13–SO3-, Sodium 1-tridecanesulfonate (東京化成) 
 
カルボン酸塩 
C11–COO-, Sodium laurate (東京化成) 
C13–COO-, Sodium myristate (東京化成) 
 
リン酸塩 
C12–OPO3-, Sodium monododecyl phosphate (東京化成) 
 
トリメチルアンモニウム塩 
C10–N(CH3)3+, Decyltrimethylammonium chloride (東京化成) 
C12–N(CH3)3+, Lauryltrimethylammonium chloride (東京化成) 
C14–N(CH3)3+, tetradecyltrimethylammonium chloride (東京化成) 
C16–N(CH3)3+, hexadecyltrimethylammonium chloride (東京化成) 
 
使⽤機器 
• オートクレーブ装置には LSX-500 (TOMY 精⼯)を⽤いた。 フィルタ

ー滅菌には、MILLIPORE 社製 MILLEX GV Filter Unit(孔径 0.22 μm)
と、 TERUMO 社製テルモシリンジ ss-10SZ 10 mL を⽤いた。 

• 濁度測定には UV-2100S (SHIMADZU)を⽤いた。 
• ⽯英セルは HELLMA 社製を⽤いた。 
• 超⾳波発⽣装置には UD-201 (TOMY 精⼯)使⽤した。 
• ⾼速遠⼼分離機は、himac CR20GII (⽇⽴)を、ロータは R15A ⾼速冷却

遠⼼機ロータ(⽇⽴) を⽤いた。 
• エ ッ ペ ン チ ュ ー ブ ス ケ ー ル の 遠 ⼼ 分 離 に は  MX-100 (TOMY) 、

BugCrashuer GM-01 (TAITEC)を⽤いた。 
• ボルテックスミキサーは、VORTEX-GENIE2 (Scientific Industries)を⽤

いた。  エッペンチューブスケールの溶媒除去には  Micro Vac TM 
MV100 (TOMY)を⽤いた。 
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• pH 測定には pH METER F-52 (HORIBA)を⽤いた。 
• タンパク濃度測定には BioSpec-mini (SHIMAZU)を⽤いた。 
• pNPB を ⽤ い た 加 ⽔ 分 解 の 吸 光 度 測 定 機 に は 、 UV-1650PC 

(SHIMADZU)を⽤いた。 
• 電気泳動装置はラビタス⼆連ミニスラブ電気泳動装置 AE6500W ク

ロスパワー1000AE8400 を⽤いた。 
• 逆相⾼速液体クロマトグラフィーには、LC2010AHT (SHIMAZU)を⽤

いた。 
• サーマルサイクラーは、Bio-Rad 社製 MJ Research PTC-200、C1000 

Thermal Cycler を⽤い た。 
• アガロース電気泳動には、COSMO BIO 社製 Mupid J ミニゲル泳動槽、

MyRUNNC を⽤い た。 
• SDS-PAGE には、ATTO 社製 AE-6500 型ラピダス・ミニスラブ電気

泳動層を⽤いた。 
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第 1 章 界⾯活性剤を利⽤した PET 分解酵素の活性改善 
 

遺伝⼦構築 
⼤腸菌⽤ベクターpET21-b を H buffer (TaKaRa)存在下、NdeI および XhoI

で切断した。Gel/PCR isolation system (BIOGENE)を⽤いて、切断された
pET21-b を精製した。また同時に、N 末端に NdeI、C 末端に XhoI の切断
配列を含む、⼤腸菌にコドン最適化された PETase、TfCut2、LCC の遺伝⼦
を NdeI および XhoI で切断し、アガロースゲル電気泳動で分離、精製し
た。切断された両遺伝⼦を 16℃、6 時間ライゲーションし、pET21-b-PETase、
TfCut2、LCC を作製した。作製した遺伝⼦は、⼤腸菌 XL-10 Gold に導⼊
し、DNA/RNA EXTRACTION KIT (BIOGENE)を⽤いてプラスミド抽出し
たのち、サンガーシーケンスによって配列を確認した(表 4-1, 2, 3)。 
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表 4-1. PETase の遺伝⼦配列とアミノ酸配列(太字下線は NdeI、XhoI の配列) 

 

PETase の 

遺伝⼦配列 

CATATGCAAACAAACCCGTATGCGCGTGGTCCGAATCCGAC

TGCTGCCAGCCTTGAAGCCTCTGCTGGCCCTTTCACCGTACG

CTCGTTCACGGTTTCGCGTCCATCGGGCTATGGTGCAGGCAC

CGTGTATTACCCGACAAATGCTGGCGGGACTGTAGGTGCCA

TTGCGATTGTTCCGGGCTATACGGCTCGTCAGTCAAGCATCA

AATGGTGGGGTCCACGTCTGGCAAGCCATGGCTTTGTGGTC

ATCACCATTGACACGAATTCTACGCTGGATCAGCCGAGCAG

TCGGAGCTCACAGCAGATGGCCGCCTTACGCCAAGTTGCAT

CGTTAAACGGAACATCCTCATCGCCAATCTACGGGAAAGTG

GATACTGCCCGCATGGGAGTGATGGGCTGGAGTATGGGTGG

TGGTGGCAGTCTCATTTCCGCGGCGAACAATCCCTCTCTGAA

AGCGGCAGCGCCGCAAGCGCCCTGGGATTCAAGCACCAACT

TTTCCAGTGTTACCGTCCCGACCTTGATCTTTGCGTGCGAAA

ACGACAGCATTGCACCTGTGAACAGCTCTGCTCTGCCTATTT

ACGATAGCATGTCCCGCAATGCAAAGCAGTTCCTGGAGATC

AACGGTGGGTCACACTCGTGTGCCAATTCCGGCAATAGCAA

TCAGGCGCTGATTGGCAAGAAAGGAGTGGCCTGGATGAAAC

GCTTCATGGATAACGATACCCGCTATTCCACCTTTGCGTGTG

AAAACCCGAATAGTACCCGTGTCAGTGACTTTCGCACGGCG

AACTGCTCTCTCGAG 

PETase の 

アミノ酸配列 

HMQTNPYARGPNPTAASLEASAGPFTVRSFTVSRPSGYGAGTV

YYPTNAGGTVGAIAIVPGYTARQSSIKWWGPRLASHGFVVITID

TNSTLDQPSSRSSQQMAALRQVASLNGTSSSPIYGKVDTARMG

VMGWSMGGGGSLISAANNPSLKAAAPQAPWDSSTNFSSVTVP

TLIFACENDSIAPVNSSALPIYDSMSRNAKQFLEINGGSHSCANS

GNSNQALIGKKGVAWMKRFMDNDTRYSTFACENPNSTRVSDF

RTANCSLE 
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表 4-2. TfCut2 の遺伝⼦配列とアミノ酸配列(太字下線は NdeI、XhoI の配列) 

 

TfCut2 の 

遺伝⼦配列 

CATATGGCGAACCCCTATGAACGCGGGCCGAATCCTACAGATGCGCTTC

TGGAAGCGCGTTCTGGCCCGTTTAGTGTGTCGGAGGAAAACGTTTCGCGT

CTGTCAGCGTCTGGATTTGGCGGTGGTACGATTTACTATCCGCGTGAGAA

CAACACCTATGGTGCAGTCGCCATTTCGCCGGGCTATACCGGAACTGAG

GCCTCCATTGCCTGGTTAGGGGAACGCATTGCCTCTCATGGGTTTGTGGT

CATCACGATTGATACGATCACCACCCTTGATCAGCCCGATAGTCGGGCAG

AACAGCTGAATGCCGCTCTGAACCACATGATCAATCGCGCGTCTAGTACC

GTTCGTAGCCGCATTGACAGCAGTCGCTTAGCGGTAATGGGCCATTCCAT

GGGTGGTGGTGGTAGCTTACGTTTGGCGAGTCAACGGCCAGACCTGAAA

GCGGCCATTCCGCTGACACCCTGGCACTTGAACAAGAATTGGTCCTCCGT

CACTGTGCCAACCCTGATTATTGGCGCCGACCTCGATACTATCGCACCGG

TTGCAACGCATGCCAAACCGTTCTACAATTCGCTGCCTTCAAGCATTTCA

AAAGCCTACCTCGAACTGGATGGCGCTACGCACTTTGCGCCTAATATCCC

GAATAAGATTATCGGCAAATACTCGGTAGCGTGGTTGAAACGCTTCGTG

GACAACGATACCCGCTATACCCAGTTTCTGTGTCCAGGACCGCGTGACGG

CCTGTTCGGTGAAGTTGAGGAATATCGCTCAACATGCCCGTTCTATCCGA

ACAGCAGCAGCGTGGACAAACTCGCAGCTGCTCTGGAACTCGAG 

TfCut2 の 

アミノ酸配列 

HMANPYERGPNPTDALLEARSGPFSVSEENVSRLSASGFGGGTIYYP

RENNTYGAVAISPGYTGTEASIAWLGERIASHGFVVITIDTITTLDQPD

SRAEQLNAALNHMINRASSTVRSRIDSSRLAVMGHSMGGGGSLRLA

SQRPDLKAAIPLTPWHLNKNWSSVTVPTLIIGADLDTIAPVATHAKPF

YNSLPSSISKAYLELDGATHFAPNIPNKIIGKYSVAWLKRFVDNDTRY

TQFLCPGPRDGLFGEVEEYRSTCPFYPNSSSVDKLAAALELE 
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表 4-3. LCC の遺伝⼦配列とアミノ酸配列(太字下線は NdeI、XhoI の配列) 

 

LCC の 

遺伝⼦配列 

CATATGAGTAACCCGTATCAACGTGGCCCCAATCCGACACGTAGTGCCT

TAACTGCTGATGGGCCGTTTTCAGTGGCGACGTATACCGTGTCACGGCTG

AGTGTGAGCGGGTTTGGTGGCGGTGTGATCTACTATCCGACCGGCACCTC

TCTGACATTTGGCGGCATTGCGATGAGCCCAGGGTATACTGCCGATGCGT

CAAGCCTGGCATGGTTAGGTCGCCGTCTTGCCTCACACGGCTTTGTTGTG

CTCGTTATCAACACGAACTCGCGCTTCGACTACCCTGATTCTCGTGCGAG

CCAGTTATCTGCGGCGTTGAACTACTTGCGTACGTCCAGCCCTAGCGCAG

TACGCGCTCGTCTGGATGCCAATCGGCTGGCAGTTGCGGGCCATTCGATG

GGTGGAGGTGGTACCCTCCGCATTGCTGAGCAGAATCCTTCCCTTAAAGC

AGCCGTTCCGTTGACTCCGTGGCATACCGATAAGACCTTCAACACCTCCG

TTCCGGTCCTGATTGTAGGAGCCGAAGCCGATACGGTAGCTCCAGTGTCC

CAGCATGCGATTCCGTTCTACCAGAATCTGCCGAGCACGACACCGAAAG

TCTATGTCGAACTGGACAATGCGTCGCACTTTGCGCCAAACTCGAATAAC

GCCGCAATTAGCGTGTACACCATCTCTTGGATGAAACTGTGGGTCGACAA

CGATACCCGCTATCGCCAGTTCCTGTGCAATGTGAACGATCCCGCACTGA

GTGACTTTCGCACGAACAATCGCCACTGTCAACTCGAG 

LCC の 

アミノ酸配列 

HMSNPYQRGPNPTRSALTADGPFSVATYTVSRLSVSGFGGGVIYYPT

GTSLTFGGIAMSPGYTADASSLAWLGRRLASHGFVVLVINTNSRFDY

PDSRASQLSAALNYLRTSSPSAVRARLDANRLAVAGHSMGGGGTLRI

AEQNPSLKAAVPLTPWHTDKTFNTSVPVLIVGAEADTVAPVSQHAIP

FYQNLPSTTPKVYVELDNASHFAPNSNNAAISVYTISWMKLWVDND

TRYRQFLCNVNDPALSDFRTNNRHCQLE 
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変異導⼊ 

構築したプラスミドに対して、表 4-4 に⽰すプライマーを⽤いて変異体を作製
した。DNA ポリメラーゼ Tks Gflex (TaKaRa)を⽤いて、PCR によって変異導⼊
したのち、DpnI で鋳型プラスミドを消化した。⼤腸菌 XL-10 Gold にこの PCR

産物を導⼊し、DNA/RNA EXTRACTION KIT (BIOGENE)を⽤いてプラスミド抽
出したのち、サンガーシーケンスによって配列を確認した。 

 

表 4-4. 使⽤した PETase ⽤プライマー配列 

 

 Sequence 

R34E forward 5’- ATTCGGACCTTCCGCATACGGGTTTGT -3’ 

R34E reverse 5’- ACAAACCCGTATGCGGAAGGTCCGAAT -3’ 

R53E forward 5’- GAACGACTCTACGGTGAAAGG -3’ 

R53E reverse 5’- CCTTTCACCGTAGAGTCGTTC -3’ 

R90E forward 5’- GATGCTTGACTGCTCAGCCGTATAGCCCGG -3’ 

R90E reverse 5’- CCGGGCTATACGGCTGAGCAGTCAAGCATC -3’ 

K95E forward 5’- ACCCCACCATTCGATGCTTGA -3’ 

K95E reverse 5’- TCAAGCATCGAATGGTGGGGT -3’ 

 

PETase の発現、精製 

⼤腸菌コンピテントセル BL21(DE3) RIPL に作製したプラスミド(変異体を含
む)を導⼊した。形質転換された⼤腸菌は、Ampicillin (50 μg/mL)を含む LB- Amp 

プレート上で 37°C、12 時間培養した。プレートに形成された⼤腸菌のシングル
コロニーを⽖楊枝でピックし、前培養として 3 mL LB-Amp 液体培地が⼊った試
験管に植菌し、37°C で 10 時間振とう培養した。続いて本培養として、試験管内
で前培養した培養液 1 mL を 100 mL LB-Amp 液体培地の⼊った坂⼝フラスコに
植菌し、37°C で振とう培養した。培養時間ごとに OD600 を測定し、0.4 付近で
タンパク質発現誘導剤である Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)を終濃
度 1 mM となるように添加し、さらに 6 時間培養した。 

培養後、培養液を 50 mL 遠沈管に移し、遠⼼分離(4°C, 10,000 rpm, 10 min)し 
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た。培養上清を除き、菌体に破砕バッファー(50 mM Tris-HCl, 1 M Urea, pH8.3)を
加え、氷上で超⾳波破砕(Output 3, Duty 30, 10 min × 3)した。破砕液を遠⼼分離
(4°C, 10,000 rpm, 10 min)し、上清を捨て封⼊体を含む不溶性画分を獲得した。 

次に、不溶性画分に可溶化バッファー(50 mM Tris-HCl, 6 M Urea, 1 mM DTT, 

pH8.3)を加え、3 時間 4°C でインキュベートし、封⼊体を溶解させた。その後、
遠⼼分離(4°C, 10,000 rpm, 10 min)によって、PETase を含む可溶化上清を得た。 

 得られた可溶化上清を Ni-NTA agarose カラム(Qiagen)に添加した。洗浄バッフ
ァー(50 mM Tris-HCl, 6 M Urea, 20 mM Imidazole, pH8.3)で、⾮特異的に結合した
タンパク質を洗浄した。カラムと結合した PETase は溶出バッファー(50 mM Tris-

HCl, 6 M Urea, 200 mM Imidazole, pH8.3)で溶出した。 

 溶出したタンパク質は、⾼濃度の条件で透析すると再度凝集してしまうため、
0.25~0.35 mg/mL 程度まで希釈して透析する必要があった。そこで透析の前に、
タンパク質濃度を調製した。タンパク質の濃度は、ウシ⾎清アルブミン(BSA)を
コントロールとするブラッドフォード法で測定した。1.5 mL チューブに蒸留⽔
(780 μL)、5 × Protein assay CBB solution (200 μL)、1 mg/mL ~ 0.2 mg /mL の濃度で
調製した BSA 溶液(20 μL)を加えコントロール溶液とした。各溶液をセルに移し、
595 nm の吸光度を測定し、得られた吸光度をもとに検量線を作製した。その後
同様の⼿順で溶出したタンパク質溶液の吸光度を測定し、検量線からタンパク
質濃度を定量した。定量したタンパク質濃度から、溶出したタンパク質溶液を
0.25~0.35 mg/mL になるように希釈した。 

  濃度を調製したタンパク質溶液をセルロースチューブ内に⼊れ、リフォール
ディングバッファー (50 mM Tris-HCl, 200 mM Arginine, 50 mM CaCl2, pH 7.0)に
浸し、4°C で透析を⾏った。2 時間ごとに 2 回リフォールディングバッファーを
交換した後、終夜透析した。 

 

TfCut2 の発現、精製 

 PETase の場合と同様に、BL21(DE3)に pET21-b-TfCut2 を導⼊し、前培養を⾏な
った。前培養した培養液 1 mL を 100 mL LB-Amp 液体培地の⼊った坂⼝フラス
コに植菌し、37°C で振とう培養した。培養時間ごとに OD600 を測定し、0.4 付
近でタンパク質発現誘導剤である IPTG を終濃度 0.1 mM となるように添加し、
さらに 4 時間培養した。発現した TfCut2 を含む菌体に破砕バッファー(20 mM 

Tris-HCl, pH8.0)を加え、氷上で超⾳波破砕(Output 3, Duty 30, 10 min × 3)した。破
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砕液を遠⼼分離(4°C, 10,000 rpm, 10 min)し、TfCut2 を含む上清を得た。得られた
上清を Ni-NTA agarose カラムに添加し、洗浄バッファー(20 mM Tris-HCl, 40 mM 

Imidazole, pH8.0)で、⾮特異的に結合したタンパク質を洗浄した。カラムと結合
した TfCut2 は溶出バッファー(20 mM Tris-HCl, 100 mM Imidazole, pH8.0)で溶出
した。溶出したタンパク質はセルロースチューブに⼊れ、透析溶液中(20 mM Tris-

HCl, pH 8.0)で終夜透析した。 

 

LCC の発現、精製 

 PETase の場合と形質転換、タンパク質の発現を⾏なった。培養した菌体を遠⼼
分離(4°C, 10,000 rpm, 10 min)で回収した。LCC は培養上清中に存在するため、培
養上清のみを回収した。回収した培養上清は、透析溶液(20 mM Tris-HCl, pH8.0)

で終夜透析し、培地成分を取り除いた。透析した溶液は TfCut2 と同様に Ni カラ
ムで精製、透析した。 

 

基質(PET)の調製 

PET シート(低結晶性および⾼結晶性)は 20% エタノールおよび milliQ ⽔で洗
浄したのち、35℃で 24 時間乾燥させた。乾燥させたシートから、⽳あけパンチ
で直径 6 mm となるように切断したサンプルを、基質(PET フィルム)とした。作
製した PET フィルムは常温で保存した。 

 

界⾯活性剤の調製 

使⽤した界⾯活性剤は、全て蒸留⽔に 1%(w/v)となるように溶解した。溶解度
が低い界⾯活性剤(C13–OSO3-、C14–OSO3-、C13–SO3-、C11–COO-、C13–COO-)は、
70℃で 5 分間加熱し溶解した。 

 

PET 分解反応 

エッペンドルフチューブ中の 50 mM Bicine (pH9.0)、各濃度の界⾯活性剤を含
むバッファーに PET フィルム 1 枚(⾼結晶性および低結晶性)を沈め(1.2 cm2 mL-

1)、ボルテックスでよく混合し、スピンダウンした。その後反応溶液を、30℃で
1 時間インキュベートした。その後 PETase(終濃度 500 nM)を添加し(トータル 500 

μL)、さらに 3 時間インキュベートし、PET 分解を⾏なった。3 時間後、反応溶
液に 500 μL の反応停⽌溶液(70% (v/v) MilliQ water, 20% (v/v) acetonitrile, and 10% 
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(v/v) formic acid)を添加し、反応を停⽌させた。PET 分解活性は⾼速液体クロマ
トグラフィー(HPLC)によって分析した。また PET 分解量が多い場合、反応停⽌
溶液の添加による pH の低下によって分解産物が析出するため 100 μL の反応溶
液と 900 μL の反応停⽌溶液を混合し、分析した。 

 界⾯活性剤とのプレインキュベートの効果を確認するために、界⾯活性剤を
含めて 1 時間インキュベートした反応溶液と界⾯活性剤を含めずにインキュベ
ートした反応溶液を⽤意した。その後、前者には酵素のみを、後者には界⾯活性
剤と酵素を同時に添加し、さらに 1 時間インキュベートし、PET 分解反応を⾏
なった。その後反応停⽌溶液を添加し、HPLC で分析した。 

 

耐熱性酵素による PET 分解反応 

 エッペンドルフチューブ中の 50 mM Bicine (pH9.0) バッファーに PET フィル
ム 1 枚を沈め(1.2 cm2 mL-1)、ボルテックスでよく混合し、スピンダウンした。そ
の後、TfCut2、LCC を終濃度 500 nM となるように添加し(トータル 500 μL)、30–

70℃で 3 時間反応を⾏なった。反応後、反応停⽌溶液を加え、HPLC で分析し
た。 

 

界⾯活性剤存在下での変異体 PETase による PET 分解反応 

作製した各種変異体を⽤いて 0.005% C14–OSO3-存在下で 1 時間 PET 分解反
応を⾏なった。PET 分解活性が著しく低下する変異体が存在したため、界
⾯活性剤⾮存在下の反応は PETase の最適酵素濃度である 50 nM で⾏った。
界⾯活性剤存在下の反応は、野⽣型と同様に 500 nM で⾏った。 

 
HPLC による分析 

LC-2010A HT に Cosmosil 5C18-AR-II guard column および Cosmosil 5C-18 ARII 

を装着した。展開溶媒(70% MilliQ, 20% acetonitrile, 10% formic acid)を流路に充填
し、カラム温度 40℃、流速 1 mL/min、波⻑ 254 nm として分析を⾏った。分解
産物である TPA、MHET、BHET は、検量線を作製し、定量した。 

 

TPA、MHET、BHET の検量線 

検量線を作成するため、各種濃度の TPA(0.00025, 0.0005, 0.05, 0.05, 0.1 mM) お
よび BHET、MHET (0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 mM)溶液を作製した。TPA は溶解
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度が低いため、0.2 M NaOH に 5 mM となるように溶かしたのち展開溶媒で希釈
して調製した。BHET はペレット、乳鉢、乳棒を⽤いて粉砕し、蒸留⽔に終濃度
10 mM となるように蒸留⽔に添加した。その後展開溶媒で希釈して調製した。 

MHET は、BHET を PETase で加⽔分解することで調製した。反応溶液(50 mM 

MES, 10 mM BHET, pH7.0)に終濃度 1 μM となるように PETase を添加し、30℃で
1 時間インキュベートした。その後限外濾過によって PETase を取り除き、MHET

溶液を獲得した。作製した MHET 溶液には、⼀部 BHET と TPA を除いた MHET

濃度(10 mM−(TPA 濃度+BHET 濃度))を定量した。その後、展開溶媒で希釈し各
濃度に調製した。 

 

界⾯活性剤の⽔溶液基質加⽔分解反応への影響 

Para-nitrophenyl butyrate(pNPB)を終濃度 10 mM となるように dimethyl sulfoxide 

(DMSO)に溶解した。続いて、DMSO に溶解させた pNPB を終濃度 100 μM とな
るように pH9.0 50 mM Bicine バッファーに溶解させた。ここに、各界⾯活性剤 

(C11-OSO3
- –C14-OSO3

-、C12-N(CH3)3
+)をそれぞれの⾄適濃度条件となるように添加

した。最後に、 PETase を終濃度 500 nM となるように添加し、反応を開始した。
また、界⾯活性剤を添加していない条件でも同様の実験を⾏い、界⾯活性剤の有
無による活性を⽐較した。pNPB が加⽔分解されると 415 nm で吸収極⼤を持つ
p-nitorophenol に変化するため、反応活性は反応開始から 20 秒間、415 nm での
吸光度測定によって定量した。 

 

酵素吸着量と活性の⽐較 

 アニオン性界⾯活性剤である C11 –C14-OSO3
-、カチオン性界⾯活性剤である C12- 

N(CH3)3
+を添加した条件で 1 時間のプレインキュベート後、1 時間反応を⾏なっ

た。反応後、PET フィルムをピンセットで取り出し、MilliQ で軽くゆすぎ、65°C

のインキュベーター内でフィルムを乾燥させた。乾燥したフィルムに、5% SDS

を含むバッファーを 20 μL 添加し、フィルムに吸着している酵素を解離させた。
解離させた酵素を含むバッファーを遠⼼分離によって集め、SDS-PAGE した。
泳動後、ゲルを CBB stain one で染⾊したのち、蒸留⽔で脱⾊した。この際、並
⾏して同⼀の条件で PET 分解活性を測定した。 

SDS-PAGE によって得られたゲルの画像をスキャナーで取り込み、取り込ん
だ画像を 32 bit に変換したのち、バックグラウンドを取り除いた。分離されたバ
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ンド強度を ImageJ で定量し、酵素活性と⽐較することで相関関係があるか否か
を検討した。 

 

酵素吸着量の定量と活性との相関関係 

最適反応条件である 0.005% C14-OSO3
-存在下で、酵素濃度を 100、250、500、

1000、1500 nM として PET 分解反応を⾏なった。また、その時、反応時間は 10、
30、60、120、240 分とした。それぞれの反応後、PET フィルムより吸着した酵
素を溶出し、SDS-PAGE で分離した。この時、既知の濃度の BSA 溶液(0.05、0.25、 

0.5 μg)を流し、バンド強度と BSA 濃度からそれぞれのゲル中で検量線を作製し
た。そして得られた検量線から吸着した酵素量を定量した。また、並⾏して、そ
れぞれの条件で酵素活性を測定した。 

  

界⾯活性剤存在下での⻑時間反応 

0.005% C14-OSO3
-存在下で 30℃、1 時間インキュベートしたのち、PETase を終

濃度 1 μM となるように添加し、反応を開始させた。その後、1、3、6、9、12、
18、24、36 時間反応させた。反応は、反応溶液 10 μL に反応停⽌溶液 490 μL を
加えることで停⽌させた。 

 反応終了後の PET フィルムを回収し、5%SDS 溶液、蒸留⽔の順で洗浄し、
65℃で 1 時間乾燥させた。その後、乾燥させた PET フィルムを半分に切断し、
その断⾯を倒⽴顕微鏡で観察した。フィルムの断⾯を撮影し、撮影した断⾯の厚
さを、ピクセルサイズとスケールバーを基に測定した。 
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第 2 章 界⾯活性剤の添加と変異導⼊による耐熱性 PET 分解酵素の活性改善 

 

遺伝⼦構築 
 第 1 章で作製した TfCut2 のプラスミドをそのまま利⽤した。 

 変異導⼊に⽤いたプライマーは表 4-5 に⽰す。 

 
表 4-5. 使⽤した TfCut2 ⽤プライマーの配列 

 

G62A forward 5’-GGCTATACCGCAACTGAGGCC-3’ 

G62A reverse 5’-GGCCTCAGTTGCGGTATAGCC-3’ 

H129A forward 5’-GCGGTAATGGGCGCGTCCATGGGT-3’ 

H129A reverse 5’-ACCCATGGACGCGCCCATTACCGC-3’ 

H129W forward 5’-GCGGTAATGGGCTGGTCCATGGGT-3’ 

H129W reverse 5’-ACCCATGGACCAGCCCATTACCGC-3’ 

F209A forward 5’-GGCGCTACGCACGCTGCGCCTAAT-3’ 

F209A reverse 5’-ATTAGG CGCAGCGTGCGTAGCGCC-3’ 

F209S forward 5’-GGCGCTACGCACAGTGCGCCTAAT-3’ 

F209S reverse 5’-ATTAGGCGCACTGTGCGTAGCGCC-3’ 

F209L forward 5’-TGGCGCTACGCACCTGGCGCCTAATA-3’ 

F209L reverse 5’-CGGGATATTAGGCGCCAGGTGCGTAG-3’ 

F209V forward 5’-TGGCGCTACGCACGTGGCGCCTAATA-3’ 

F209V reverse 5’-CGGGATATTAGGCGCCACGTGCGTAG-3’ 

F209W forward 5’-GGCGCTACGCACTGGGCGCCTAAT-3’ 

F209W reverse 5’-ATTAGGCGCCCAGTGCGTAGCGCC-3’ 
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TfCut2 の発現、精製 

 野⽣型 TfCut2 および G62A/F209A 変異体を除く変異体の精製は、第 1
章と同様に⾏なった。 
 
TfCut2 (G62A/F209A)の発現、精製 

 培養は TfCut2 と同様にして⾏い、培養した菌体を遠⼼分離(4°C, 10,000 rpm, 
10 min)で回収した。酵素は培養上清中に存在するため、培養上清のみを回収し
た。回収した培養上清は、透析溶液(20 mM Tris-HCl, pH8.0)で終夜透析し、培地
成分を取り除いた。透析した溶液は TfCut2 と同様に精製、透析した。 

 
基質(PET)の調製 

 第 1 章と同様に⾏なった。 
 
界⾯活性剤の調製 

第 1 章と同様に⾏なった。 
 

TfCut2 による PET 分解反応 

 エッペンドルフチューブ中の 50 mM Bicine (pH9.0、10 mM CaCl2) バッファー
に PET フィルム 1 枚を沈め(1.2 cm2 mL-1)、ボルテックスでよく混合し、スピン
ダウンした。その後、TfCut2 を、終濃度 1 μM となるように添加し(トータル 500 

μL)、40–70℃で 3 時間反応を⾏なった。反応後、反応停⽌溶液を加え、HPLC で
分析した。 

 
HPLC による分析、TPA、MHET、BHET の検量線 

第 1 章と同様に⾏なった。 
 
界⾯活性剤存在下での野⽣型 TfCut2 および変異体による PET 分解反応 

エッペンドルフチューブ中の 50 mM Bicine (pH9.0、10 mM CaCl2) バッファー
に PET フィルム 1 枚を沈め(1.2 cm2 mL-1)、界⾯活性剤を各濃度で添加した。そ
の後ボルテックスでよく混合し、スピンダウンし、40–70℃で 1 時間インキュベ
ートした。インキュベート後、TfCut2 を、終濃度 1 μM となるように添加し(ト
ータル 500 μL)、40–70℃で 3 時間反応を⾏なった。反応後、反応停⽌溶液を 500 



 83 

μL 加え、HPLC で分析した。 

 
界⾯活性剤の⽔溶液基質加⽔分解反応への影響 

第 1 章と同様にして⾏なった。 

 
酵素吸着量の確認 

 40–65℃の条件において、各温度で最適化した界⾯活性剤存在下または⾮存在
下で 3 時間反応を⾏なった。70℃での反応は、界⾯活性剤添加時に活性が低下
していたため⾏わなかった。反応後、PET フィルムをピンセットで取り出し、
MilliQ で軽くゆすぎ、65°C のインキュベーター内でフィルムを乾燥させた。乾
燥したフィルムに、5% SDS を含むバッファーを 20 μL 添加し、フィルムに吸着
している酵素を解離させた。解離させた酵素を含むバッファーを遠⼼分離によ
って集め、SDS-PAGE した。泳動後、ゲルを CBB stain one で染⾊したのち、蒸
留⽔で脱⾊した。 

 

界⾯活性剤存在下での野⽣型 TfCut2 および変異体による⻑時間反応 

 ⻑時間反応においては、pH の酸性化を防ぐため、バッファー濃度を 50 から
150 mM に変更した。150 mM Bicine (pH9.0、10 mM CaCl2)、65℃、0.003% C12– 

N(CH3)3
+存在下または⾮存在下で 1 時間 PET フィルムをインキュベートし

た。その後終濃度 1 μM となるように酵素を添加し(トータル 500 μL)、65℃で
3、8、24、48 時間 (野⽣型 TfCut2)または 3、6、12、24、30、36、48 時間(TfCut2 
G62A/F209A)反応させた。反応終了後、10 μL の反応溶液を別のチューブに移
し、490 μL の反応停⽌溶液を加え、HPLC で分析した。 

 重量減少率の計算に関しては、1 枚の PET フィルムから⽣成される分解産物
量を基に計算した。500 μL の 2M NaOH に 1 枚の PET を加え、100℃で 5 ⽇間
インキュベートすることで完全に分解させた。この反応溶液 5 μL を反応停⽌溶
液 995 μL で希釈し、HPLC で分析した。⽣成された TPA は 84 mM であり、こ
れをもとに重量減少率を算出した。 

 

⻑時間反応におけるバッファー濃度および反応ボリュームの影響 

 1 枚の PET フィルムを 500 μL の 250mM Bicine (pH9.0、10 mM CaCl2、
0.003% C12– N(CH3)3

+)中に沈め、65℃で 1 時間インキュベートした。その後
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TfCut2 G62A/F209A を加え、さらに 24 時間反応を⾏なった。反応終了後、
10 μL の反応溶液を別のチューブに移し、490 μL の反応停⽌溶液を加え、HPLC

で分析した。 
並⾏して、1 枚の PET フィルムを 300、500、1000 μL の 150mM Bicine 

(pH9.0、10 mM CaCl2、0.003% C12– N(CH3)3
+)中に沈め、65℃で 1 時間インキ

ュベートした。その後 TfCut2 G62A/F209A を加え、3、6、12、24、30、36、
48 時間反応を⾏なった。反応終了後、10 μL の反応溶液を別のチューブに移
し、490 μL の反応停⽌溶液を加え、HPLC で分析した。 
 
⾼結晶性 PET の分解反応 

 1 枚の⾼結晶性 PET フィルムを 500 μL の 50mM Bicine (pH9.0、10 mM 

CaCl2、0.003% C12– N(CH3)3
+存在下または⾮存在下で 65℃において 1 時間イ

ンキュベートした。その後野⽣型 TfCut2 または TfCut2 G62A/F209A を加
え、3 時間反応させた。反応後、反応停⽌溶液を 500 μL 加え、HPLC で分析し
た。 

 
⽤いた統計 

全ての有意差検定は Student’s t-test を⽤いた。等分散であるとして、両側検定
を⾏った。 
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