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論文の内容の要旨

　我が国におけるプラスチック廃棄物量は膨大で，焼却処理によるダイオキシン等の有害ガスの発生は社会問題

となっている。また，埋め立て処分において処分場の確保，及び処分跡地の利用が困難であり，リユースやリサ

イクルが検討されている。

　ポリ乳酸（PLA）及びポリブチレンサクシネート10一アジペート（PBSA）はポリエステルの一種で，土壌申

やコンポスト化によって微生物分解を受ける生分解性プラスチックであり，また，その優れた物性から，将来性

の高い高分子素材として注目されている。PLAとPBSAの生分解性については，土壌中への埋設試験等で既に証

明されているが，これを分解する微生物自体についての知見は少ない。これまでに報告されているPLA分解菌の

ほとんどはん伽o榊c肋∫であるが，PLA以外のポリエステルに対する分解活性については検討されていない。さ

らに，分解に関与する遺伝子についての知見は全くない。そこで本研究では，自然界よりPLAとPBSAを分解す

る細菌をスクリーニングし，それらの分解特性を検討した。また，その分解酵素，及び分解酵素遺伝子の解明を

行った。

　スクリーニングの結果，最も分解能が優れた菌株としてTB－13株が得られ，肋θ励αc伽∫舳ツ1o肋c〃3と同定され

た。本菌株はPLA・PBSA以外にもポリブチレンサクシネート（弼S），ポリカプロラクトン（PCL）とポリエチレ

ンサクシネート（PES）などの他のポリエステルも分解することが可能であった。しかし，TB－13株はこれらのポ

リエステルを炭素源として利用する事はできなかった。TB－13株によるPLAとPBSAの分解に伴って培養上清及

び菌体表面に，プロテアーゼ及びエステラーゼ活性が認められ，これらの酵素がTB－13株によるPLA及びPBSA

の分解に関与している事が示唆された。そこで，これらの酵素とPLA・PBSA分解との関連を明らかにするため，

プロテアーゼとエステラーゼの誘導条件を検討した。しかし，これらの活性は，casein，gehtin及びtribu杖inに

よって誘導されたが，PLA，PBSA等のポリエステルでは誘導されなかった。

　次いで，丁遷一13株由来の分解酵素遺伝子の解明を行った。ショットガンクローニングを行った結果，PLA及び

PBSAに分解活性を示す形質転換体が1株得られた。さらにサブクローニングを行い，分解酵素遺伝子をコードす

る最少領域を決定し，その塩基配列を解読した。本酵素遺伝子は606bpのヌクレオチドからなり，21，661Daのタ
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ンパク質をコードしていた。推定アミノ酸配列のホモロジー検索を行ったところ，PLA＆PBSA分解酵素は肋c伽∫

属細菌のリパーゼに対して40－50％の相同性を示した。また，組換えPLA＆PBSA分解酵素の精製を行い，至適

条件や基質特異性などの諸性質を検討し，明らかにした。

　以上より，PLA分解酵素遺伝子のクローニングに初めて成功し，その諸性質を明らかにする事により，生分解

性プラスチックの分解様式を知る貴重な知見を得た。

審査の結果の要旨

　本研究ではポリ乳酸（PLA）及びポリブチレンサクシネート10一アジペート（PBSA）を対象として両化合物

を分解する細菌の検索を行い，分解菌の分解特性を明らかにすると共に分解酵素・遺伝子を解明する事を目的と

した。スクリーニングの結果，優良分解菌として肋θ励αc伽∫舳ツ／o城6〃∫TB－！3株の単離に成功し，これまでに報

告されているPLA分解菌の殆どがん伽o榊c肋∫属であるのに対し，新しいタイプの細菌も優れた分解能を有して

いる事を示して，自然環境中における多様な分解菌の分布を示唆した。本知見は，生分解性プラスチックの土壌

環境申に生息する微生物による処理に有用な情報と成り得る。また，各種高分子ポリマー化合物に対する分解能

を検討し，PLA・PBSA以外にもポリブチレンサクシネート（PBS），ポリカプロラクトン（PCL）とポリエチレン

サクシネート（PES）などの他のポリエステルも分解する事を明らかにし，本菌株の処理施設等での利用に際して

の有用な知見を提供した。一方，分解活性はPLAやPBSA等のポリエステル化合物によって誘導されず，従って，

本菌株を処理に用いる際には，別途，活性の恒常的発現化を検討する必要があり，今後の課題として残された。続

いて，本菌株の分解特性を分子生物学的に解明する為，分解酵素遺伝子の単離，及び組換え体により生成された

分解酵素を用いてその諸特性を明らかにした。PLA・PBSA分解酵素は幅広い基質特異性を示す新しいリパーゼの

一種であり，特に，PLAを乳酸に，またPBSAを完全に無機化する事を明らかにし，生分解性プラスチックの処

理に有効であると判断された。

　以上のように，本研究は生分解性プラスチック（ポリ乳酸及びポリブチレンサクシネートてo一アジペート）の

分解菌に関して新しい事実を見出し，その実用化に貴重な提案を行ったのみならず，分解酵素・遺伝子の解明に

ついても有用な新知見を提供しており，評価に値する。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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