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要旨（和文 2000字程度） 
Thesis Summary （approx.2000 Japanese Characters ） 

現在、プラスチックの多くは石油から製造されており、石油使用に伴う地球温暖化や難分解性プラ

スチックの環境残留が大きな問題となっている。そこで、再生可能資源である植物バイオマスを利用

して、微生物により合成でき、生分解性を示すポリヒドロキシアルカン酸（PHA）がプラスチック材

料として注目されている。実用的な材料物性を示す PHA は、異なるモノマーから構成される共重合体

であり、モノマー組成比を制御することで融解温度（Tm）やガラス転移温度（Tg）などの熱物性が制

御されている。一方で、高分子の結晶成長は Tg と Tm の間で進行するため、Tg を室温より高くするこ

とができれば二次結晶化による経時的な脆化を抑制することができる。これまでの PHA は全て Tg が

室温以下であったため、少なからず経時的に脆化する傾向にあった。また、PHA において Tgを高くす

るための設計指針はこれまで示されていなかった。 

 そこで本論文では、PHA 側鎖の構造に着目し、熱物性との相関を調べることで、PHA 側鎖構造と熱

物性に関する知見を得ることを目的とした。特に、側鎖に芳香環やかさ高い構造を導入した新規な PHA

共重合体を生合成し、これら共重合体の熱的物性を評価した。以下、全五章からなる本論文の概要に

ついて述べる。 

第一章｢序論｣では、本研究の背景について概説し、本論文の目的および構成を示した。 

 第二章｢芳香族 3-ヒドロキシ酸を含む 3HB 共重合体の生合成｣では、これまで合成例のない、3-ヒド

ロキシブタン酸（3HB）と 3-ヒドロキシ-3-フェニルプロパン酸（3H3PhP）との共重合体、もしくは、

3HB と 3-ヒドロキシ-4-フェニルブタン酸（3H4PhB）との共重合体の生合成を目的とした。基質特異

性が幅広いことが知られている Pseudomonas sp. 61-3 由来の重合酵素を生産宿主である Ralstonia 

eutropha PHB
-
4 株にて発現させ、3H3PhP もしくは 3H4PhB 前駆体を添加して共重合体の生合成を行っ

た。その結果、3H3PhP ユニットを 15 mol%含む共重合体が得られた。一方、3H4PhB ユニットを含む

共重合体においては、1 mol%であった 3H4PhB 分率が、モノマー供給酵素である R-ヒドラターゼや重

合酵素改変体の発現により 12 mol% まで増加させることに成功した。これにより、側鎖に芳香環を有

する新規な共重合体 P(3HB-co-3H3PhP) および P(3HB-co-3H4PhB) の生合成法を確立した。 

 第三章｢2-ヒドロキシ酸を含む 3HB 共重合体の生合成｣では、3HB とかさ高い側鎖をもつ 2-ヒドロキ

シ酸（2HA）からなる新規な共重合体の生合成を検討した。2HA 前駆体としてアミノ酸を利用するた

めに、生産宿主である大腸菌に代謝経路を構築するうえで必要な酵素群を発現させた。2HA 共重合体

の合成において、グルコース単一炭素源で培養した際にも少量ながら 2HA ユニットが含まれていた。

このことから、細胞内で自家合成されたアミノ酸が 2HA 前駆体となることがわかった。さらに、培地

に該当アミノ酸を添加することにより 2HA 分率を大幅に増加させることが可能であった。13
C 標識ア

ミノ酸を使用したトレーサー実験を行い、添加したアミノ酸は炭素骨格を維持したまま 2HA ユニット



として取り込まれていることを確認した。以上のことから、アミノ酸を前駆体とした 2HA 合成経路を

構築し、P(3HB-co-2HA) の生合成法を確立した。 

 第四章｢2-および 3-ヒドロキシ酸を含む 3HB 共重合体の熱物性評価｣では、均質で、かつ、異なる組

成比からなる共重合体を取得するために、前章で生合成した共重合体サンプルを溶媒分画法に供した。

この結果、共重合組成の異なる画分を得ることができ、高分率サンプルとしては 3H3PhP ユニットを

21 mol%、3H4PhB ユニットを 15 mol% 含む画分が得られた。このように異なる組成の共重合体が分取

されたことから、微生物により生合成された共重合体はポリマーブレンドといえる。分画したサンプ

ルの熱的特性を評価したところ、3H3PhP 分率の高いサンプルは非晶性ポリマーであるのに対して、

3H4PhB 共重合体は測定したサンプルでは結晶性ポリマーであった。これらの共重合体の Tgは、3H3PhP

および 3H4PhB 分率が増加するに伴い上昇した。従って、側鎖に芳香環が存在することで、自由体積

が減少し、PHA 主鎖の分子運動性が抑制されたと考えられる。 

 次に、2HA 共重合体を溶媒分画に供し、共重合組成の異なる画分を得た。2HA ユニットを比較的多

く含む画分が得られたが、2HA 分率の増加に伴う Tgの上昇は観察されなかった。これは、2HA ユニッ

トの導入により主鎖の内部回転ポテンシャルが減少したのに対して、側鎖のアルキル鎖により自由体

積が増大したため、Tg上昇の効果が相殺されたと考えられる。 

 第五章｢総括｣では、本研究で得られた結果を要約した。 
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Thesis Summary （approx.300 English Words ） 

“Biosynthesis and thermal property of microbial polyesters having novel side chain structure” 

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are biodegradable and biocompatible polyesters that are biosynthesized from 

renewable biomass such as sugars and fatty acids as an energy storage for bacterial survival. In this study, 

focusing on the structure of PHA side chain, the relationship between PHA side chain structure and the thermal 

properties was investigated. In particular, PHA copolymers having novel side chain structure were 

biosynthesized to evaluate their thermal properties. 

 In Chapter 2, the copolymer of 3-hydroxybutyrate (3HB) and 3-hydroxy-3-phenylpropionate (3H3PhP) 

[P(3HB-co-3H3PhP)], or copolymer of 3HB and 3-hydroxy-4-phenylbutyrate (3H4PhB) [P(3HB-co-3H4PhB)] 

were biosynthesized in recombinant Ralstonia eutropha by feeding the aromatic precursors. As a result, the 

copolymer containing 15 mol% of 3H3PhP unit was obtained. On the other hand, in the copolymer containing 

3H4PhB unit was increased to 12 mol% by the expression of (R)-enoyl-CoA hydratase as a monomer-supplying 

enzyme. 

 In Chapter 3, the biosynthesis of a novel copolymer composed of 3HB and 2-hydroxy acid (2HA) having a 

bulky side chain [P(3HB-co-2HA)] was investigated. In order to utilize amino acids as the 2HA precursor, 

several enzymes were heterologously expressed to construct the 2HA metabolic pathway in Escherichia coli. 
The 2HA unit was incorporated even when glucose was fed as a sole carbon source. The 2HA fraction was 

further increased by adding amino acid into the culture medium. 

 In Chapter 4, to obtain a homogeneous copolymer having different comonomer composition, the 

biosynthesized samples were subjected to solvent fractionation. The copolymer obtained by the solvent 

fractionation showed increased glass transition temperature (Tg) with increasing fraction of 3H3PhP and 

3H4PhB units. This observation suggested that the presence of aromatic group in the side chain reduced the free 

volume and the molecular mobility of the PHA main chain. 

 In conclusion, this study demonstrated the biosynthesis of novel PHA copolymers having bulky side chains and 

the relationship between the side chain structure and thermal properties of PHA. 
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