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はじめに 

	 ポリエチレン（PE）やポリプロピレン（PP）などの汎用プラスチックは，軽く，丈夫で
あり，食品容器や包装用資材，自動車部品，ならびに建築材など様々な用途に用いられて

いる。農業分野において，プラスチックは，ビニールハウス，灌水チューブ，および土壌

被覆材（マルチフィルム）として利用されている。 
	 マルチフィルムは，1960 年前半から農作物の商業生産に用いられており[1]，現在の農作
物生産において重要な農業資材の一つとなっている（Fig. 1-a）。マルチフィルムを使用する
ことにより，地温の調整[2-4]，土壌水分の保持[4,5]，雑草の生育抑制[4]，および病害虫の
防除[6]が可能となるため，農作物の生産量増加および質の向上が望める。これまでに，ブ
ロッコリ[2]，キュウリ[3]，落花生[4]，オクラ[5]，チンゲンサイ[7]，イチゴ[8]，トマト[9]，
メロン[10]，およびナス[11]など，多くの農作物の栽培にマルチフィルムが使用されている。
近年，世界的な人口の増加に伴う食料需要の増大や[12]，気候変動に伴う農作物の不作など
[13]，食料を取り巻く環境が変化する中で，安定的に食料を供給するための農業技術を確立
することが求められている。農林水産省が発行した農業技術の基本指針（平成 28年）では，
農作物の栽培において，マルチフィルムを有効利用することが謳われている。一方で，汎

用プラスチックでできたマルチフィルムは自然環境中で分解されないため，使用後のマル

チフィルムを回収，および処分しなければならず，労力ならびに費用がかかるため，農家

への大きな負担になっている[14,15]。また，ポリ塩化ビニル製マルチフィルムの焼却処分に
伴い放出される，ダイオキシンなどの有害物質による環境汚染も問題となっている[15]。加
えて，マルチフィルムの回収後，土壌に残留したマルチフィルムが，土壌環境に様々な悪

影響をもたらすことにより，持続可能な農業を維持できなくなることが懸念されている

[16,17]。土壌残留マルチフィルムは、土壌の物理的構造を破壊することで、土壌中の毛管水
や自然水の浸透を妨げ、土壌の吸水率に影響を及ぼす可能性がある。このことが原因で、

土壌中の栄養分ならびに水分の移動が遅くなる恐れがある。また，残留マルチフィルムは

農作物の根系の生育を阻害する可能性があることや，種子の出芽率に影響を与えることが

示されている。実際に，残留マルチフィルムを多く含む土壌で，栽培された農作物（綿お

よび小麦）の生産量は減少した。この他に，耕運機や播種機にマルチフィルムが絡まり，

作業性が低下することや，景観が損なわれることも問題となっている[17]。 
	 このような背景から，生分解性プラスチックを用いて作製された，生分解性マルチフィ

ルムに注目が集まっている[18-23]。生分解性マルチフィルムは，使用後に農作物の残渣と
共に土壌にすき込むことにより，土壌中に存在する微生物により水と二酸化炭素に無機化

されるため [24-25]，オンサイト処理が可能である（Fig. 1-b）。従って，生分解性マルチフ
ィルムは非生分解性マルチフィルムの代替品として期待されている。 

         
Fig. 1. Plastic mulch films (a)(JBPA home page：http://www.jbpaweb.net/gp/gp_product.htm) 
and onsite diposal of biodegradable plastic mulch films (b).  

2017/01/25 2:26日本バイオプラスチック協会:JBPA,グリーンプラ製品

2/3 ページhttp://www.jbpaweb.net/jbpa_kariup/gp/gp_product.htm

頃に生分解するよう設計されています。

さまざまなフィルム製品。紙のラミネート加工

あるいは、

コーティングに使用すれば、100％の生分解

製品として

コンポスト化することもできます。

レタス畑に使用されるマルチフィルム。 袋ものに加工したものです。

  

 成形品 成形品

射出成形、ブロー成形、発泡成形、あるいはシートからの真空成形、圧空成形などによって、さまざま
な成形品を製造することができます。最近では、必ずしも生分解性を必要としない用途分野でも、グ
リーンプラの商品化が進められています。

射出成形品：ラップフィルムのカッター
真空成形品：お惣菜入れ、ヨーグルトカッ
プ
ブロー成形品：洗剤用ボトル
発泡成形品：トレー、食器類

射出成形品：ボールペン、ルアー、
ICボード用トレー、ゴルフティー
など
発泡成形品：緩衝用ブロック、バラ
詰物など

愛・地球博で使われた食器

 今後の展望 今後の展望
  

Non biodegradable film (PE) 
   ・Giving high productivity 
   ・Producing high value added crap 
   ・Causing problem of recover 
 
 
Biodegradable film (PBAT)  
   ・Having onsite disposability　 
 
 
Causing no problem of recover 

Figure. Mulch film on soil  

Agricultural use of biodegradable polyesters 
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脂肪族芳香族共重合ポリエステル開発の歴史 

	 PE や PP などの汎用プラスチックは，丈夫であり安定性を有している。一方で，脂肪族
ポリエステルは，微生物により分解されることが知られている[26-29]。一般的にプラスチ
ックには長期安定性が求められているため，微生物により分解されることは，望ましくな

い[30,31]。しかし，汎用プラスチックは，自然環境中に放出された後も，分解されずに蓄積
され，深刻な環境問題を引き起こすことが明らかになってきた[32,33]。このような背景から，
微生物により分解される脂肪族ポリエステルが再び注目されている[34-42]。1980年代には，
微生物が生産する脂肪族ポリエステルであるポリヒドロキシアルカン酸（製品名:Biopol）
の商業生産が始まっている[43]。これに加えて，合成技術の改良により，1980年代から 1990
年代にかけて，化学合成脂肪族ポリエステルである，ポリブチレンサクシネート（PBSu），
およびポリ（ブチレンサクシネート−コ−アジペート）（PBSA）も生分解性プラスチックと
して商業生産され始めた[42]。しかしながら，脂肪族ポリエステルは熱的・機械的特性に制
限があるため，様々な用途に利用することは困難であった[39,44]。一方，ポリエチレンテレ
フタレート（PET）やポリブチレンテレフタレート（PBT）のような芳香族ポリエステルは，
生分解性を示さないが，優れた熱的・機械的特性を有する[45]。Wittらは，優れた材料特性
を有する生分解性ポリエステルの創製を目指して，脂肪族芳香族共重合ポリエステルであ

る，ポリ（ブチレンアジペート−コ−テレフタレート）（PBAT），ポリ（エチレンアジペート
−コ−テレフタレート）（PEAT），およびポリ（プロピレンアジペート−コ−テレフタレート）
（PPAT）を合成した[44]。これら脂肪族芳香族共重合ポリエステルは土壌環境およびコン
ポスト環境中で，生分解性を示すことがわかった[44]。これらポリエステルの中で，特に優
れた材料特性を有する PBAT は[46]，Ecoflex という商品名で，現在 BASF 社から生産，販
売されている（Fig. 2-a）。 
 
 

 

      

             
Fig. 2. Chemical structures of poly(butylene adipate-co-terephthalate) (PBAT) (a), poly(butylene 
succinate-co-adipate) (PBSA) (b), poly(butylene succinate) (PBSu) (c), poly(ethylene succinate) (PESu) (d), 
and polycaprolactone (PCL) (e), poly(lactic acid) (PLA) (f), and poly(3-hydroxy butylate) (P(3HB)) (g). 
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Figure 34. Degradation mechanisms of PBAT by LipBP. 
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ポリ（ブチレンアジペート−コ−テレフタレート）（PBAT）の材料特性 

	 アジピン酸ユニット（脂肪族ユニット，A）およびテレフタル酸ユニット（芳香族ユニッ
ト，T）の組成比（A : T）が異なる PBAT（A : T = 69 : 31 ~ 52 : 48）が合成され，材料特性
評価が行われた[46]。PBATの融点は，テレフタル酸ユニットの割合と共に上昇した（Table 
1）。組成比（A : T）が，69：31および 52：48の PBATの融点は，それぞれ 80 ˚Cおよび 137 
˚Cであった[46]。一方，PBATの引張り強度は，芳香族ユニットの割合増加に伴い（A : T = 
69 :31 ~ 61 : 39）大きくなった（Table 1）。しかし，芳香族ユニットの割合が 39 mol%以上（A：
T = 69：31 ~ 52：48）の PBATの引張り強度は，ほぼ同じ値であった。対照的に，PBATの
破断伸度はテレフタル酸ユニットの割合が 45 mol%未満までは，ほぼ一定であったが，45 
mol%以上では低下し，堅い材料になることがわかった。Table 2に PBAT（Ecoflex）および
PEの熱的・機械的特性を示す。PBAT（Ecoflex）は，PEと同等の融点を持ち，PE以上の引
張り強度および破断伸度を有している[47]。加えて，優れたフィルム加工性を有することか
ら，汎用プラスチックの代替として期待される[47]。 

 
Table 1. Relationship between melting temperature, mechanical properties, and content of 
terephthalic acid (mol %) of PBAT [46]. 

 

 
Table 2. Thermal and mechanical properties of PBAT (Ecoflex) and general polymers 

 Melting temperature (˚C) Tensile strength at break (MPa) Elongation at break (%) References 
Ecoflex 110-115 36 820 [47] 
LDPE 111 20 600 [47] 

  

82 Witt, Miiller, and Deckwer 

varying the aromatic fraction, the properties can be al- 
tered and thus adapted to desired applications. 

Particular attention has been given to the biode- 
gradability o f  potentially resistant aromatic oligomers 
which may arise during primary degradation of  the poly- 
mer chain. Applying aromatic model oligoesters the 
degradation characteristics of  the aromatic component 
were investigated with regard to its dependence on the 
polymer microstructure [4, 5]. It was observed that 
oligomers with more than three aromatic diester units 
are not attacked by microbes, probably due to their lack 
of  bioavailability (solubility). For the range of  compo- 
sitions given above (e.g., 35 to 55 mol% of  aromatic 
acid) the fraction of  blocks having < 2 aromatic repeat- 
ing units is always above 90 %, as a result o f  the random 
polycondensation process. At elevated temperatures 
(e.g., 60~ larger oligomers have also been shown to 
degrade, indicating the total degradability of  the mate- 
rials under composting conditions. 

This paper reports on some characteristic proper- 
ties of  BTA-copolyesters which are important for their 
manufacture and application. In addition, data on their 
biodegradation are provided, which allow the degrada- 
tion rate of  copolyesters of  various compositions in a 
natural compost environment, to be predicted. 

G E N E R A L  P R O C E D U R E S  

Synthesis of Copolyesters 

All copolyesters used in this study were synthe- 
sized by a conventional bulk polycondensation process 

from 1,4-butanediol, dimethyl adipate, and dimethyl 
terephthalate, under vacuum in the presence o f  an acidic 
catalyst. Weight-average molecular masses of  the co- 
polyesters with different stoichiometric compositions 
were always in the range necessary for commercial ap- 
plications. All materials were purified carefully by re- 
peated solvent precipitation to remove traces of  catalyst 
and low molecular weight compounds. Characteristic 
data on the synthesized copolymers are listed in Table 
I. 

Polymer Characterization 
Weight-average molecular weight (Mw) and poly- 

dispersity ( M w / M  n) were determined by size exclusion 
chromatography (SEC) using polystyrene standards for 
calibration. Differential scanning calorimetry (DSC) was 
applied to characterize the thermal behavior of  the co- 
polyesters (melting points (Tin) and heats of  fusion (A H) 
were calculated from precipitated materials). Contact 
angles (8) were measured to characterize the hydropho- 
bicity of  the surface of  the copolyester films. 

The monomer composition of  the BTA copolyes- 
ters was calculated from the appropriate peak integrals 
of  the 600-MHz J3C-NMR spectra. Details of  the deter- 
mination of  the stoichiometric composition of  BTA co- 
polyesters were described earlier [4]. 

Tensile strength at break (Oa) and elongation at 
break (~a) of  polyester films were measured to charac- 
terize their mechanical properties, and melt flow indices 
(MFI) were determined as a measure of  the melt vis- 
cosity, which is important for different processing tech- 
niques. 

Table I. Compositions and Characteristic Properties of the Copolyesters 

Mw T m O R e R A H 
Polyester a (g/mol) b Mw/M. (~ (N/mm2) c (%)c (J/g) O (deg) c 

BTA 31/69 43,100 1.9 79 7.8 + 0.2 650 + 50 7.7 57.9 + 1.8 
BTA 34/66 45,500 1.9 89 7.8 + 1,6 440 + 140 9.1 62.9 + 1.2 
BTA 36/64 43,800 2.0 93 8.9 ___ 0.9 500 + 130 12.0 68.3 + 1.1 
BTA 38/62 51,000 1.8 106 9.8 + 0.8 430 + 100 13.1 70.5 ___ 1.4 
BTA 39/61 47,100 1.9 110 12.1 + 1.6 470 + 100 15.6 71.6 + 1.5 
BTA 42/58 48,900 1.8 115 12.3 + 1.3 450 + 150 16.0 71.8 + 2.2 
BTA 44/56 45,000 1.9 119 13.9 ___ 0.2 550 + 100 17.5 74:3 + 1.8 
BTA 45/55 50,500 1.8 122 12.2 + 1.2 380 + 170 17.2 75.9 + 2.2 
BTA 47/53 49,500 1.8 129 11.7 + 1.6 320 + 120 21.4 79.6 + 1.5 
BTA 48/52 54,000 2.1 137 12.3 + 0.1 180 + 50 24.9 81.4 + 0.9 

a Stoichiometric compositions according to '3C-NMR analysis [4]. The copolyesters are abbreviated BTA (1,4- 
_butanediol, terephthalic acid, adipic acid). Their nomenclature is as follows: poly(tetramethylene terephthal- 
ate)-co-(tetramethylene hexandioate). The ratio of the two acid components (mol %) is noted after the abbre- 
viation (e.g., BTA 39/61:39 mol% terephthalic acid and 61 mol% adipic acid). 

bBased on polystyrene calibration. 
CDetennined by use of melt pressed films. 
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PBATの環境分解性 

	 芳香族ユニットの割合が，PBATの生分解性に与える影響が評価された[44,46]。コンポス
ト環境中での PBAT フィルムの重量減少速度は，テレフタル酸ユニットの割合の増加に伴
い低下した[44,46]。PBAT馴化培養により得られた微生物を用いて組成の異なる PBATフィ
ルムを分解させたところ，重量減少速度は，テレフタル酸ユニットの割合と反比例し低下

した[46]。また，土壌環境中においても，テレフタル酸ユニットの増加と共に，PBATの分
解速度は低下した[44]。これらの結果から，テレフタル酸ユニットの割合が，PBATの生分
解性に影響を及ぼすことが明らかとなった。また，環境条件がどのように PBAT の生分解
性および加水分解性に影響を与えるかを評価するため，異なる組成のコンポストを用いて，

PBATの分解試験が行われた。その結果，コンポスト中の微生物活性，およびコンポストの
炭素と窒素の割合が，PBATの生分解速度に影響を及ぼすことが明らかとなった[48]。加え
て，高温条件下では，非生物的加水分解も PBATの分解に寄与することが示された[48]。 
 
 

PBAT分解微生物および分解酵素 

	 一般に，生分解性ポリエステルの完全分解では，微生物が生産した加水分解酵素により

生分解性ポリエステルが分解された後（1 次分解），分解に伴い放出された分解物が，微生
物体内に取り込まれ，代謝によって水と二酸化炭素に変換される（2次分解）（Fig. 3）[49]。 
 

 
Fig. 3. Biodegradation mechanisms of biodegradable polymers. Primary and secondary degradations 
are surrounded by solid and broken lines, respectively. 

 
 
	 Kleeberg らは，高温コンポスト環境中における PBAT の生分解機構を解明するため，コ
ンポスト中から，PBATの分解に関与する微生物の単離を行った[50]。この実験によって高
温コンポスト環境下では，好熱性放線菌が PBAT の 1 次分解で重要な役割を担うことがわ
かった[50]。これら放線菌の中で，高い PBAT分解能を有する Thermobifida fusca K13g株の
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Figure 34. Degradation mechanisms of PBAT by LipBP. 
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特徴づけが行われた[50,51]。K13g 株は PBAT を分解する能力を有していたが，PBAT 分解
物として生じるオリゴマーおよびモノマーを代謝しなかった[50,51]。コンポスト中で PBAT
および PBATモノマー（1,4-ブタンジオール，テレフタル酸，およびアジピン酸）は，無機
化されるため[48,51]，コンポスト中における PBATの完全分解は，K13g株および他の微生
物との共生系により達成されると結論づけられた[51]。より詳細な，PBATの生分解機構を
明らかにするため，T. fusca DSM 43793株由来 PBAT加水分解酵素が特徴づけされた。本酵
素は，リパーゼなどの加水分解酵素のアミノ酸配列中にみられるコンセンサス配列

（-GXSXG-）を有する，分子量 28.2 kDaのタンパクであった[52]。また，本酵素は，植物の
クチクラ層に存在する，脂肪族ポリエステルであるクチンを分解する酵素（クチナーゼ）

であることが明らかとなった[53,55]。河合らは，コンポストから単離された，ポリエステル
分解細菌 T. alba AHK119株が生産する，PBAT分解酵素（Est119）のクローニングおよび特
徴づけを行った[56,57]。Est119 は，コンセンサス配列である-GXSXG-を有する，分子量約
30 kDaのクチナーゼであった。Est119の X線結晶構造解析が行われ，Est119は 9つのヘリ
ックス，および 9つの β-シートからなる α/βハイドロラーゼフォールドを有する，加水分解
酵素であることがわかった（Fig. 4）[58]。Est119 は活性部位を覆うリッドドメインを有し
ていなかった[58]。さらに，Est119 の遺伝子配列（est119）の上流に存在する，遺伝子配列
（est1）がクローニングされ，Est1の特徴づけが行われた。Est1も Est119と同様にクチナー
ゼであり，PBATを加水分解した[59]。その他に，好熱性細菌，Saccharomonospora viridis[60]，
T. cellulosilytica[61]，および好熱性真菌 Humicola insolens[61]由来クチナーゼの PBAT加水分
解能が評価され，好熱性微生物が生産するクチナーゼは PBAT 加水分解活性を有している
ことが示された。 
 

 
Fig. 4. Higher-order structure of Est119 [58]. 

 
	 ところで，PBATが農業用途で用いられ，オンサイト処理されることを考えると，中温条
件下での PBAT 分解に関与する微生物を知ることは重要である[62-64]。以前，我々の研究
グループは，環境土壌から単離した真菌 Isaria fumisorosea NKCM1712が中温条件下で PBAT
フィルムを分解することを明らかにした[62]。I. fumisorosea NKCM1712 株は優れた PBAT

3. Results and discussion

3.1. Structure determination and the quality of the refined structure

The crystal data are shown in Table 1. The crystal structure of
Est119 was solved by a combination of single anomalous disper-
sion methods using mercury derivatives and molecular replace-
ment techniques with S. exfoliatus lipase [14] (63% identity;
Protein data bank (PDB) accession code 1JFR). The experimental
maps calculated by Phaser and Parrot/Buccaneer procedures were
of excellent quality and allowed unequivocal tracing of the chain.
By this combination method, some different loop regions, which
were observed between Est119 and S. exfoliatus lipase structures,
are easily traced. The structure was refined using REFMAC5 [22];
5% of the unique reflections were used to monitor the free R-factor.
The final values for general R-factor and free R-factor were 15.2%
and 19.6%, respectively. The refined model contains two mono-
mers in the asymmetric unit that form a dimer interface (Fig. 1);
a single PEG molecule is bound in an interfacial site formed by
both molecules (Fig. 2). The refined model consists of 522 amino
acids with 454 solvent molecules and a fragment of PEG (PDB
ligand name PE4). Stereochemistry checks indicated that the
refined model was in good agreement with expectations for
models within this resolution range (Table 1). Some of the N-
terminal residues and C-terminal residues in the loop regions are
not seen in the electron density; as a result, residues 1e3 and
252e253 in molecule A as well as residues 1e5 in molecule B were
not modeled.

3.2. Overall structure

The two monomers form a homodimer related by a non-
crystallographic two-fold axis (Fig. 2). Monomers A and B are
structurally similar, with an overall root mean square deviation of
0.548 Å over the 258 Ca atoms. The crystal structure exhibits an
a/b-hydrolase fold consisting of a central twisted b-sheet flanked

on both sides by a-helices. The refined model consists of nine
b-strands and nine helices (Fig. 1). Of the nine helices in the
structure, one is a 310-helix located between b8 and a7. The nine
b-strands assemble in the order of 1e2e4e3e5e6e7e8e9 into
a central parallel b-sheet, which is surrounded by the nine helices.
Est119 adopts a three-layer aebea sandwich fold, the central
b-sheet being flanked by the a-helices a1, a2, a7, a8 and 310 on one
side and a3, a4, a5 and a6 on the other. There is a disulfide bond
present in the monomer (Cys280eCys298) in the C-terminal region.
Based on comparative analysis of amino acid sequences of homol-
ogous Thermobifida cutinases [13], the catalytic triad and amino
acids related to the oxyanion hole were assigned. Ser169, His247 and
Asp215 form the catalytic triad, which is located on the loops
between the b-sheets and helices (Figs. 1 and 3). The oxyanion hole
is formed by the main chain amides of Met170 and Tyr99.

3.3. Structural homologues of Est119

A DALI search (http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/
start) for structural homologues of Est119 has revealed that the
highest Z-score (46.2; rmsd 0.7 Å for 256 Ca atoms; 63% sequence
identity, Fig. 3) was obtained for the structure of the S. exfoliatus
lipase [14] (PDB code, 1JFR), which is used as an initial model for
molecular replacement methods. The second closest structure is
a Pseudomonas mendocina lipase (PDB code, 2FX5 with a Z-score of
29.9 and an rmsd of 2.2 Å for 234 Ca atoms (sequence identity of
25%). The third closest is human plasma platelet activating factor
acetylhydrolase (PDB code, 3D59) with a Z-score of 24.0 (rmsd of
2.3 Å for 228 Ca atoms; 22% sequence identity). The structural
overlaps of Est119 with these three homologues show that the
central a/b cores overlap with each other, although there are
differences in other parts of the molecules, especially with human
plasma platelet activating factor acetylhydrolase. The overlaps also
show that the locations of the active site residues serine, histidine,
and aspartate of these proteins are similar, although the
acid residue in acetylhydrolase (Asp296, 3D59) overlaps from
the opposite side. Highly purified Est119 degraded various poly-
esters such as Ecoflex!, poly(caprolactone), poly(butylene succi-
nate-co-adipate), poly(butylene succinate), poly (L-lactic acid) and
poly(D-lactic acid), but not poly(3-hydroxybutyric acid), as

Fig. 1. Ribbon diagram of the Est119 monomer; a-helices and b-strands are marked
a1ea8 and b1eb9, respectively. The 310 helix is also indicated. The Est119 monomer is
shown in a color gradient from blue (N-terminus) to red (C-terminus). The catalytic
triad, which is composed of S169, D215 and H247, is shown as sticks. (For interpretation of
color referred in this figure legend, the reader is referred to web version of the article.)

Fig. 2. Dimeric structure of Est119. The view is almost perpendicular to the two-fold
axis. (The angle are adjusted for the view of PE4 binding.) One monomer is shown
in green, and the other is shown in blue. The PEG molecule is rendered as sticks. (For
interpretation of color referred in this figure legend, the reader is referred to web
version of the article.)

K. Kitadokoro et al. / Polymer Degradation and Stability 97 (2012) 771e775 773
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フィルム分解能を有し，構成成分である 1,4-ブタンジオール，アジピン酸，およびテレフタ
ル酸を資化することから，本株単独で PBATを完全分解できることが示された[62]。これと
は別に 29種類の細菌および真菌による PBATの分解試験が行われ，中温条件下でこれらの
微生物により PBATの分解が生じることが示された[63]。北本らは，真菌である Paraphoma 
B47-9 株，および Cryptococcus flavus GB-1 由来クチナーゼ様酵素が，中温条件下で PBAT
を分解することを報告している [65,66]。 近になって，嫌気性細菌である Pelosinus 
fermentansおよび Clostridium botulinum由来の PBAT加水分解活性を有する酵素が特徴づけ
された[67,68]。これらの株のうち C. botulinum由来の酵素は，中温条件下で PBATを加水分
解することが可能で，リッドドメインを有する α/βハイドロラーゼスパーファミリーに属し
ていた[68]。Table 3および Table 4に，現在までに特徴付けされている PBAT分解微生物お
よび加水分解酵素を示す。 

 

Table 3. PBAT-degrading microorganisms. 

Microorganisms Phyla Characteristics Sources References 
Thermobifida fusca K13g Actinobacteria Thermophile Compost [50] 
Bacillus subtilis Firmicutes Mesophile ATCC* [63] 
Leptothrix sp. TB-71 Proteobacteria - - [64] 
Isaria fumisorosea Ascomycota Mesophile Soil [62] 

*ATCC : American type culture collection 

 

Table 4. PBAT hydrolases from microorganisms. 

Microorganisms PBAT hydrolases Type Reaction temperature References 
T. fusca DSM 43793 TfH Cutinase 55 ˚C [52,53]  
T. alba AHK119 Est119 Cutinase 50 ˚C [57] 
T. alba AHK119 Est1 Cutinase 37 ˚C [59]  
T. cellulosilytica Thc_Cut1 Cutinase 50 ˚C [61]  
Humicola insolens HiC Cutinase 50 ˚C [61]  
Saccharomonospora viridis AHK190 Cut190 Cutinase 48 ˚C [60]  
Paraphoma-related fungal strain B47-9 PCLE Cutinase-like 

enzyme 
30 ˚C [65]  

Cryptococcus flavus GB-1 CfCLE Cutinase-like 
enzyme 

30 ˚C [66]  

Pelosinus fermentans DSM 17108 PfL1 Lipase 50 ˚C [67]  
Clostridium botulinum ATCC 3502 Cbotu_EstA Esterase 37 ˚C, 50 ˚C [68] 
C. botulinum ATCC 3502 Cbotu_EstB Esterase 37 ˚C [68] 

 

PBATの使用用途 

	 PBATは，ゴミ袋，買い物袋，食品用容器，農業用容器，マルチフィルム，および燻蒸用
シート等に使用されている[23,47,69]。現在，日本国内においては，35 種類のマルチフィル
ムが日本バイオプラスチック協会（JBPA）に，生分解性マルチフィルムとして登録されて
いる。PBAT は，15 種類の生分解性マルチフィルム製品に用いられており，他の生分解性
プラスチック（ポリ乳酸：PLA，PBSu，および PBSA）由来の製品と比べて，より多くの用
途で利用されている[69]。 
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微生物と植物の相互作用 

	 土壌中には，植物の生育を促進する微生物（植物生育促進根圏細菌：PGPRおよび菌根菌）
や，植物に病気をもたらす微生物（植物病原微生物）など，多種多様な微生物が存在して

いる。これら微生物の中で，植物病原微生物は，農作物の病気を引き起こし，収穫量を低

下させる原因となるため[70,71]，古くから研究の対象となってきた[72-76]。植物病原微生物
は，セルラーゼやクチナーゼなどの細胞壁溶解酵素を生産し，植物組織を溶解して植物内

に侵入する[77,78]。その後，屍体栄養性病原微生物は，植物細胞を壊死させ，その細胞に含
まれる栄養素を吸収し増殖する[79]。一方，生体栄養性病原微生物は，植物細胞を壊死させ
ずに，生かしたまま宿主の細胞から栄養成分を吸収する[79]。我が国においては，植物病原
真菌による病害が も多いことが報告されている[80]。 
	 一方，植物は体内に侵入した植物病原微生物に対応するための免疫系をもつことが知ら

れている[81-83]。植物は，病原微生物が侵入した際に植物の細胞壁の分解により生じた分
解物[82]，あるいはフラジェリン，ペプチドグリカン，およびキチンなどの病原微生物の構
成要素を認識し[84]，抗菌物質であるファイトアレキシンの生産[85,86]，グルカナーゼやキ
チナーゼの生産[87,88]，および活性酸素種の生産[89]を行う。また，植物は，病原微生物を
検知した部位にカロースやリグニンなどで構成されるパピラを形成することで，病原微生

物の侵入を物理的に抑制することも知られている[83]。 
	 植物生育促進根圏細菌（Plant growth-promoting rhizobacteria：PGPR）は，植物の根に定着
し[90]，窒素固定[91,92]，リン酸塩の水溶化[93,94]，および植物ホルモンの生産[95]をする
ことより，植物の生育を促進することが知られている。加えて，PGPRは，抗生物質生産や
植物病原微生物の生育に必要なミネラルを制限することにより，植物病原微生物の生育を

阻害することも報告されている[96,97]。菌根菌は，植物の根の内部あるいは外部に付着し，
菌糸を用いて土壌中のミネラルおよび水分を植物に提供し，植物の生育を補助する[98,99]。
これら植物生育促進作用を有する微生物は，植物から光合成により得られた炭素源を受け

取っており，植物と相利共生の関係にある。 
	 個々の植物および微生物間の相互作用に焦点が当てられる一方で，土壌微生物の集団（土

壌微生物叢）が植物の生育に及ぼす影響についても研究が行われている。土壌微生物叢は，

植物の花の数や開花時期，クロロフィルの量，および植物バイオマスに影響をもたらすこ

とが知られている[100,101]。植物の二次代謝物量に対しても，土壌微生物叢の多様性が影響
を及ぼすことが報告されている[102]。植物病原微生物による植物病の抑制に，土壌微生物
叢が重要な役割を担っていることが示唆されている[103,104]。 
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本研究の目的 

	 PBATは，生分解性マルチ材として利用されている生分解性プラスチックである。生分解
性プラスチックは，使用中は安定であり使用後は速やかに生分解される必要がある。しか

し，未だに生分解速度あるいは分解開始時期の制御は困難である。このため詳細な PBAT
の生分解機構を明らかにすることは重要である。これまで，PBATの生分解機構を解明する
ために，多くの研究が行われてきた。特に，コンポスト中における PBAT の生分解動態が
調べられ，高温環境下で PBAT の分解に関与する微生物や酵素が見出された[50-53,57-61]。
一方，PBATは自然環境中でマルチ材として利用され，オンサイト処理されることを想定す
ると，中温条件下での PBAT 分解に関与する分解微生物や酵素についても理解する必要が
ある。以前粕谷らは，真菌 Isaria fumisorosea NKCM1712が，中温条件下で PBATを完全分
解することを明らかにした[62]。また，細菌も中温条件下において PBATの分解に関与する
ことが示唆されている[63]。加えて，真菌および嫌気性細菌由来の酵素が中温条件下で PBAT
の分解に関与することが明らかとなった[65,66,68]。一方，好気性細菌による詳細な PBAT
の分解機構は明らかとなっていない生分解マルチは好気的な中温環境下で分解されるため，

そのような環境で PBAT の分解に関与する好気性細菌および酵素を調べることは重要であ
ると考えられる。 
	 他方では，土壌への炭素源添加が，土壌微生物叢を変化させることが報告されている

[105,106,107]。生分解性マルチ材の分解物は土壌中で炭素源となりうるため，生分解性プラ
スチックの土壌埋設が，土壌微生物叢へ与える影響を調べる必要がある[108,109,110]。しか
しながら，今まで PBATの土壌埋設による土壌微生物叢への影響は明らかになっていない。
PBATは植物病原微生物が生産するクチナーゼにより分解されることが知られており，植物
病原微生物が PBAT を分解，資化することにより土壌中で集積される可能性がある。他方
では，汎用プラスチック表面に，環境中の微生物叢とは異なる微生物叢が形成されること

が明らかとなっている[111,112]。そのため，海洋においてプラスチックは，微生物の輸送体
となり，微生物を広く拡散させ，生態系に影響を及ぼす可能性が示唆されている[111,112]。
土壌においても，土壌埋設された PBAT フィルム近傍に，土壌微生物叢とは異なる微生物
叢が形成され，土壌生態系に影響を及ぼす可能性が考えられる。さらに，PBATの埋設によ
り形成された土壌微生物叢が，植物に悪影響をもたらす可能性もあるが，詳細は不明であ

る。 
	 これらのことを踏まえて，本博士論文では，自然環境中での PBAT の生分解機構を解明
するため，PBATの分解に関与する，好気性中温性 PBAT分解細菌およびその株が生産する
PBAT加水分解酵素を明らかにする。また，PBATの土壌埋設が土壌微生物叢に与える影響
を明らかにする。 
	 第 1章では本研究の背景ならびに目的を述べる。 
	 第 2 章では PBAT 分解微生物として，好気性中温性 PBAT 分解細菌を単離し，特徴づけ
を行う。加えて，好気性中温性 PBAT 分解細菌由来 PBAT 加水分解酵素のクローニングお
よび特徴づけを行い，酵素による PBAT分解機構について議論する。 
	 第 3章では，PBATを土壌埋設し，その分解に伴う微生物叢変化をポリメラーゼ連鎖反応
−変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（PCR-DGGE）法を用いて評価する。また，PBAT の土壌微
生物叢が植物の生育に与える影響を評価する。 
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	 第 4章では，各章の研究結果を総括し，今後の課題について議論する。 
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第2章	 
	 

	 

好気性中温性細菌Bacillus pumilus由来ポリ（ブチレンアジペート−コ−
テレフタレート）加水分解酵素の特徴づけ	 
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2-1	 実験 

試薬 

	 ポリ（ブチレンアジペート−コ−テレフタレート）（PBAT）は BASF 社製 Ecoflex®を用い

た。ポリカプロラクトン（PCL）はダイセル株式会社製，ポリエチレンサクシネート（PESu）
は日本触媒株式会社製，ポリブチレンサクシネート（PBSu），およびポリ（ブレンサクシネ
ート−コ−アジペート）（PBSA）は昭和高分子社製，ポリ（3−ヒドロキシブタン酸）（P(3HB)）
は三菱ガス化学株式会社製，およびポリ乳酸（PLA）は島津製作所株式会社製を用いた（Fig. 
2）。これらポリエステルは使用前に，クロロホルムに溶解し，メタノール中に再沈殿させ
精製した。ポリエステルフィルム（1×1×0.1 cm3）は，ポリエステルを mini TEST PRESS-10
（東洋精機製作所株式会社製）を用いて溶融プレス後，20 ˚Cまで冷却することにより作製
された。ポリエステルフィルムは，超純水およびメタノールで洗浄後，乾燥させて使用し

た。TaKaRa Ex Taq®，PrimeSTAR® HS DNA Polymerase，T-Vector pMD20，T4 DNA ligase，
制限酵素および Brevibacillus発現ベクターpNCMO2はタカラバイオ株式会社から購入した。
オリゴヌクレオチドはユーロフィンジェノミクス株式会社から購入した。その他の試薬は

和光純薬工業株式会社および Sigma-Aldrich株式会社から購入した。 
 

微生物，プライマー，およびベクター 

	 実験で使用した微生物，ベクターおよびプライマーを Table 5および Table 6に示す。ま
た，クローニングする PBAT加水分解酵素（PBATHBp）遺伝子（pbathBp）の図を Fig. 5に示
す。 
Table 5. Strains and plasmids used in this study. 

Strains or plasmid DNAs Genotype or description References or sources 
Strains   
  Bacillus pumilus NKCM3101 PBAT-degrading bacterium isolated from soil  This study 
  B. pumilus NKCM3201 PBAT-degrading bacterium isolated from soil This study 
  B. pumilus NKCM3202 PBAT-degrading bacterium isolated from soil This study 
  B. pumilus KT1012 PESu-degrading bacterium [144] 
  Escherichia coli DH5α 
 

supE44 ΔlacU169(φ80lacZΔM15) hsdR17 recA1 gyrA96 thi-1 
relA1 

TOYOBO CO., LTD. 

  E. coli PBATH E. coli DH5α harboring pMDLP This study 
  Brevibacillus choshinensis SP3 Δimp Δemp Takara Bio Inc. 
  B. choshinensis PBATH B. choshinensis SP3 harboring plasmid pNCLP This study 
  B. choshinensis S77A B. choshinensis SP3 harboring plasmid pNCLP-S77A This study 
  B. choshinensis D133N B. choshinensis SP3 harboring plasmid pNCLP-D133N This study 
  B. choshinensis H156N B. choshinensis SP3 harboring plasmid pNCLP-H156N This study 
   
Plasmids   
  T-vector pMD20 
 

Ampr, cloning of PCR products amplified with Ex Taq® DNA 
polymerase 

Takara Bio Inc. 

  pMDLP 
 

pMD20 containing 1289 base pairs of cloned DNA sequence 
containing PBAT hydrolase (PBATHBp) gene from NKCM3201 

This study 

  pNCMO2 
 

Ampr, Nmr, E. coli- B. choshinensis shuttle vector, use for 
Brevibacillus expression system 

Takara Bio Inc. 

  pNCLP pNCMO2 containing open reading flame (ORF) of mature 
PBATHBp from NKCM3201 

This study 

  pNCLP-S77A pNCMO2 containing ORF of mature PBATHBp, whose Ser77 
was changed to Ala 

This study 

  pNCLP-D133N pNCMO2 containing ORF of mature PBATHBp, whose Asp133 
was changed to Asn 

This study 

  pNCLP-H156N pNCMO2 containing ORF of mature PBATHBp, whose Asp156 
was changed to Asn 

This study 
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Table 6. Primers used in this study. 

Primer Sequence Position 
 Dep1 ATGAAAGTGWYGTTAKTKAWGAAAAGGAGTTT 1 to 32 
 Dep2 TTAATTCGTATTYTGTCCTCCRCCGYTCAGT 618 to 648 
 Dep3 CTTGTTCAAGAAGTGAATCTTCGTTTGTAT -543 to -513 
 Dep4 AATCAGATACGTATCAAAGCCAAGA 1405 to 1427 
 Dep5 TCTATGAAATCGATAGCATATAATTGG 204 to 230 
 Dep6 CAAATCAGAAAATTCTTTACACATCC 458 to 483 
 Dep7 AAGCATGTTCTACCTTACAAATTCGG -515 to -489 
 Dep8 TAATGATATTGTTATTACAAAACGGGACT 746 to 774 
 BrlipF TCAGGACTGCAGAGCATAATCCAGTTGTGATG (Pst I) 103 to 129 
 BrlipR AGAGTAGAATTCTTAATTCGTATTCTGTCCTC (EcoR I) 621 to 660 
 S77A-R GTGGCTCATGCAATGGGCGGGGCGAACA (Mutation of Ser77 to Ala) 322 to 349 
 S77A-F CCCGCCCATTGCATGAGCCACAATATCT (Mutation of Ser77 to Ala) 315 to 342 
 D133N-R AGTTCAGCCAATCTCATCGTCGTCAACA (Mutation of Asp133 to Asn) 490 to 517 
 D133N-F GACGATGAGATTGGCTGAACTATAAACG (Mutation of Asp133 to Asn) 483 to 510 
 H156N-R GGCGTTGGCAATATCGGTCTATTAACCT (Mutation of His156 to Asn) 559 to 586 
 H156N-F TAGACCGATATTGCCAACGCCATGGATC (Mutation of His156 to Asn) 552 to 579 
Primers Dep1 to Dep8 were used for cloning of the PBAT hydrolase gene. Primers Dep1 to Dep4 were designed on the basis of 
genome sequence from B. pumilus strain SAFR-032 (Locus: CP000813, BPUM_2613) and lipase gene from B. licheniformis 
(Accession: CAB95850). Primers Dep5 to Dep8 were designed on the basis of sequence data of amplified DNA from B. pumilus 
strain NKCM3201. BrlipF and BrlipR were used for amplification of PBATHBp gene excluding its signal peptide sequence to 
construct a PBATHBp expression vector. Primers S77A-R, S77A-F, D133N-R, D133N-F, H156N-R, and H156N-F were used for 
mutation analyses of catalytic triad of PBATHBp. 
 
 
 

  
 
Fig. 5. Scheme of plasmid DNAs construction. (a) To clone PBATHBp gene (pbathBp), 8 primers were designed. Primers Dep1, 
Dep2, Dep3, and Dep4 were designed on the basis of genome DNA of B. pumilus SAFR-032 and lipase gene from Bacillus 
licheniformis (CAB95850). Primers Dep 5, Dep6, Dep7, and Dep8 were designed on the basis of sequence data of amplified DNA 
from strain NKCM3201. DNA amplified by PCR with a primer pair (Dep7 and Dep8) was ligated into pMD20. (b) To construct 
Brevibacillus expression system of PBATHBp, its gene excluding its signal peptide sequence was ligated into restriction sites (Pst I 
and EcoR I) of pNCMO2. 

 

PBAT分解細菌の単離と同定 

	 2地点の畑地（群馬県渋川市：緯度 36度 31分 55.952秒，経度 139度 0分 40.013秒，お
よび沖縄県南城市：緯度 26度 8分 31.8秒，経度 127度 44分 57.7秒）から採取した環境土
壌（それぞれ黒ボク土および礫質土）を微生物摂取源として，クリアゾーン法[62]により
PBAT分解細菌を単離した。土壌（1 g）を超純水（10 mL）に懸濁し，この混合液を 10分
間静置した。その後，上清（100 µL）を PBAT乳化培地（KH2PO4（4.6 g/L），Na2HPO4・12H2O
（11.6 g/L），NH4Cl（1.0 g/L），MgSO4・7H2O（0.5 g/L），FeCl3・6H2O（0.1 g/L），dried yeast 
extract（0.5 g/L），Plysurf（0.1 g/L），乳化 PBAT（0.2 % (w/v)），および寒天（1.5 % (w/v)）， 
pH 7.0）[62]に塗布し，30 ˚Cで保温した。コロニーの周辺にクリアゾーンを形成した細菌を
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PBAT分解細菌として選択し，固体 LB培地（dried yeast extract（5.0 g/L），polypeptone（10 g/L），
NaCl（5.0 g/L），および寒天（1.5 % (w/v)），pH 7.5）[62]を用いて，画線培養により純化し
た。PBAT分解細菌を同定するため，単離株の 16S rDNA配列を PCR法により増幅した[144]。
まず，PBAT分解細菌のコロニーを滅菌超純水（5.0 µL）で懸濁し，98 ˚Cで 10分間加熱後，
氷水で急冷した。この懸濁液（5.0 µL），TaKaRa Ex Taq®（0.5 units），10×Ex Taq Buffer（1.0 
µL），dNTP Mixture（1.0 µL：各々2.5 nmol），Primer 16Sf（0.2 µL：4.0 pmol），および Primer 
16Sr（0.2 µL：4.0 pmol）を混合し，滅菌超純水でメスアップした（計 10 µL）。サーマルサ
イクルは 94 ˚C，5分を 1サイクル，94 ˚C，20秒；55 ˚C 30秒；72 ˚C 90秒を 25サイクル，
72 ˚C 10分を 1サイクルとした。PCR産物を T-Vector pMD20に連結後，ダイデオキシ法に
より DNA 配列を解析した（ユーロフィンジェノミクス株式会社）。単離株に近縁な種を調
べるため，NCBI のプログラムである nucleotide BLAST（http://www.ncbi.nlm.nih.gov）を用
いて，得られた 16S rDNA 配列を GenBankに登録されているデータと比較した。その後， 
DNA Data Bank of Japan（DDBJ）のプログラム ClustalW（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp）を用
いて，塩基配列のアラインメントを行い，プログラムMEGA6[113]を用いて，近隣結合法[114]
により系統樹を発生させた。 
 
単離株の各種ポリエステル分解能評価 

	 単離株を各種ポリエステル（PBAT，PBSA，PCL，PESu，PHB，および PLA）乳化培地
に植菌し，30 ˚Cで 2週間培養後，クリアゾーン形成の有無を確認した。 
 

PBAT分解菌のPBATフィルム分解能評価 

	 単離株を液体 LB培地（3 mL）に植菌し，30 ˚Cで一晩培養した。この前培養液（30 µL）
を，PBATフィルムを含む液体基本培地（KH2PO4（4.6 g/L），Na2HPO4・12H2O（11.6 g/L），
NH4Cl（1.0 g/L），MgSO4・7H2O（0.5 g/L），FeCl3・6H2O（0.1 g/L），および dried yeast extract
（0.5 g/L），pH 7.0）（3 mL）に植菌し，30 ˚C で 10日間振とう培養した（120ストローク/
分）。培養液からフィルムを回収し，メタノールおよび超純水で洗浄後，一晩減圧乾燥した。

その後，フィルムの重量を測定した。コントロールとして分解株を含まない系を用意し，

同様に行った。 
 
PBAT分解細菌NKCM3201株の特徴づけ 

	 PBAT 分解細菌 NKCM3201 株の詳細な特徴づけを行った。温度が本株の増殖に及ぼす影
響を評価するため，本株を PBAT乳化培地に植菌し，4，20，25，30，37，40および 50 ˚C
で培養した。その後，コロニーおよびクリアゾーン形成の有無を確認した。本株の生理学

的および生化学的特性を API 20NEおよび API ZYM（bioMériux社製）を用いて評価した[144]。
加えて，本株の PBAT モノマー（テレフタル酸，1,4-ブタンジオール，およびアジピン酸）
資化能を評価した。PBATモノマーをそれぞれ 0.2 %（w/v）含む液体基本培地（50 mL）に
本株を植菌し，30 ˚Cで振とう培養した。コントロールとして PBATモノマーを含まない液
体基本培地（50 mL）に本株を植菌し，30 ˚Cで振とう培養した。本株の資化能力は，24時
間培養後の培養液の濁度測定（波長 600 nm）により評価された。 
 



 17 

遺伝子操作 

	 NKCM3201 株由来の PBAT 加水分解酵素（PBATHBp）遺伝子（pbathBp）をクローニング

した。本株由来ゲノム DNA（gDNA）を抽出し[144]，この gDNAをテンプレートとして PCR
法により，pbathBpを増幅した。pbathBpを増幅するため，B. pumilus strain SAFR-032由来ゲノ
ム配列（ロッカス：CP000813，BPUM_2613）および B. licheniformis由来リパーゼ遺伝子（ア
クセッション番号：CAB95850）に基づき，4種のプライマー（Dep1，Dep2，Dep3，および
Dep4；Table 6，Fig. 5-a）を設計した。プライマーDep1および Dep2，gDNA，および TaKaRa 
Ex Taq®を用い，説明書（タカラバイオ株式会社）に従い PCRを行い，トリアシルグリセロ
ール遺伝子の翻訳領域（ORF）を増幅した（Fig. 5-a）。Table 7に PCRのサーマルサイクル
を示す。増幅した DNA 断片の配列解析を行い，その配列に基づき ORF の上流および下流
配列を増幅するためのプライマー（Dep5および Dep6）を設計した（Table 6，Fig. 5-a）。上
流および下流配列の増幅にはそれぞれプライマーDep3，Dep5およびプライマーDep4，Dep6
を用いた（Table 7，Fig. 5-a）。得られた DNA断片の配列に基づき設計したプライマー（Dep7
および Dep8；Table 6）を用い，ORFの上流から下流配列を含む DNA断片を増幅した（Table 
7，Fig. 5-a）。 終的に得られた PCR産物を，pMD20にライゲーションした（本構築プラス
ミドを pMDLPとする。；Fig. 5-a）。pMDLPを有する形質転換体 E. coli DH5αの PBAT加水
分解活性を，37 ˚Cにおける PBAT乳化培地上へのクリアゾーン形成の有無により確認した。 
	 PBATHBpの発現系は Brevibacillus choshinensis SP3株（タカラバイオ株式会社）を用いて
構築された。まず，制限酵素部位（Pst I および EcoR I）をそれぞれ含むプライマーBrlipF
および BrlipR（Table 6）を用いて，SignalP 4.1サーバーにより推測されたシグナルペプチド
配列を除く PBATHBpをコードしている遺伝子配列を，PCR法により増幅した（Fig. 5-b）。
gDNA（300 ng），5×PrimeSTAR Buffer（Mg2+ plus）（4.0 µL），dNTP Mixture（2.5 mM each; 1.6 
µL），プライマーBrlipFおよび BrlipR（それぞれ 10 pmol），PrimeSTAR HS DNA polymerase
（0.25 U），および滅菌超純水（11.3 µL）を混合した。サーマルサイクルは，98 ˚C，3分を
1サイクル，98 ˚C，10 s；55 ˚C，15 s；72 ˚C，1 minを 30サイクル，72 ˚C，5分を 1サイク
ルとした。PCR産物をPst IおよびEcoR Iを用いて消化後，シャトルベクターである pNCMO2
のシグナルペプチド配列の下流に位置する Pst Iおよび EcoR I部位[115]にライゲーションし，
pNCLP を構築した（Table 5，Fig. 5-b）。pNCLP をエレクトロポレーション法により B. 
choshinensis SP3 株に導入した。作業手順は，製品説明書に従った（TaKaRa Brevibacillus 
choshinensis Electro-Cells，タカラバイオ株式会社）。PBATHBp生産能を有する形質転換体（B. 
choshinensis PBATH株，Table 5）を PBAT乳化培地上へのクリアゾーン形成能により選択
した。また，B. choshinensis PBATH株の他のポリエステルに対する分解能を，クリアゾー
ン法を用いて評価した。 
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Table 7. Thermal cycles for amplification of PBAT hydrolase gene. 

PCR using 
Dep1 and Dep2 

PCR using 
Dep3 and Dep5 

PCR using 
Dep4 and Dep6 

94 ˚C for 120 s 1 cycle 94 ˚C for 120 s 1 cycle 94 ˚C for 120 s 1 cycle 
↓  ↓  ↓  
94 ˚C for 30 s  94 ˚C for 30 s  94 ˚C for 30 s  
58 ˚C for 30 s 25 cycles 55 ˚C for 30 s 30 cycles 53 ˚C for 30 s 30 cycles 
72 ˚C for 130 s  72 ˚C for 90 s  72 ˚C for 130 s  
↓  ↓  ↓  
72 ˚C for 600 s 1 cycle 72 ˚C for 600 s 1cycle 72 ˚C for 600 s 1 cycles 

 
PCR using 

Dep7 and Dep8 
PCR using 

BrlipF and BrlipR 
94 ˚C for 120 s 1 cycle 98 ˚C for 180 s 1 cycle 

↓  ↓  
94 ˚C for 30 s  98 ˚C for 10 s  
57 ˚C for 30 s 25 cycles 55 ˚C for 15 s 30 cycles 

72 ˚C for 130 s  72 ˚C for 60 s  
↓  ↓  

72 ˚C for 600 s 1 cycles 72 ˚C for 300 s 1 cycle 

 

 

PBATHBpのアミノ酸配列解析およびホモロジーモデリング 

	 pbathBpの DNA配列に基づき，PBATHBpのアミノ酸配列を GENETYX-MAC Ver.16（ゼネ
ティックス株式会社製）を用いて予測した。PBATHBp のシグナルペプチドを，SignalP 4.1 
server（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）を用いて予測した。PBATHBpおよび相同的タ

ン パ ク 質 の デ ン ド ロ グ ラ ム は ， そ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を ClustalW 
（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp）でアラインメントした後，MEGA6[113]を用いて構築された。
PBATHBpのホモロジーモデリングは，PBATHBpのアミノ酸配列と 81%の相同性を有する B. 
subtilis lipase A（LipA；1i6w）のデータをテンプレートとして用い，SWISS-MODEL
（https://swissmodel.expasy.org）で行われた [116]。得られたモデルをプログラム VMD 
1.9.2[117]，および UCSF Chimera[118]で可視化した。 
 
PBATHBpの変異解析 

	 PBATHBpの触媒三残基を決定するため，推定の触媒三残基である Ser77，Asp133，および
His156 をそれぞれ Ala，Asn および Asn に置換した。3 種の変異遺伝子 S77A，D133N，お
よび H156Nは変異プライマーを用いたオーバーラップ PCR法[119]により構築された（Fig. 
6）。gDNA（300 ng），5×PrimeSTAR buffer（Mg2+ plus）（4.0 µL），dNTP mixture（2.5 mM each，
1.6 µL），プライマーペア（S77Aを構築するためにBrlipFおよびS77A-R，BrlipRおよびS77A-F
を用いた。D133Nを構築するために BrlipFおよび D133N-R，BrlipRおよび D133N-Fを用い
た。H156N を構築するために BrlipF および H156N-R，BrlipR および H156N-F を用いた。）
（各々10 pmol），PrimeSTAR HS DNA polymerase（0.25 U）（タカラバイオ株式会社），およ
び滅菌超純水（11.3 µL）を混合した。サーマルサイクルは 98 ˚C，3 minを 1サイクル， 94 
˚C，30 s；55 ˚C，15 s；72 ˚C，1 minを 25 cycle，72 ˚C，5 minを 1サイクルした。増幅され
た各ペアの PCR 産物を連結するために，オーバーラップ PCR を行った（Fig. 6）。各々の
DNA断片（1.0 µLずつ），5×PrimeSTAR Buffer（Mg2+ plus）（4.0 µL），dNTP Mixture（2.5 mM 
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each；1.6 µL），PrimeSTAR DNA polymerase（0.25 U）および ddH2O（11.3 µL）を混合し，
98 ˚C，3 min，98 ˚C，30 s；68 ˚C，1 minを 5サイクルした。この溶液にプライマー（BrlipF
および BrlipR；10 pmolずつ）を加え，98 ˚C，3 min，98 ˚C，30 s；68 ˚C，1 minを 25サイ
クルした。増幅した DNA を pNCMO2 に連結し，pNCLP-S77A，pNCLP-D133N，および
pNCLP-H156N（Table 5）を構築した。該当遺伝子への変異導入は，DNA配列解析により確
認された。これら 3種の変異導入プラスミドを B. choshinensis SP3株に導入した。変異導入
酵素の表現型は，各組組換株の PBAT 乳化培地上でのクリアゾーン形成能の有無により評
価された。 
 

 

Fig. 6. Overlap PCR to amplify mutated gene of pbathBp. 

 

酵素精製 

	 PBATHBp発現組換株である，B. choshinensis PBATH株を，LB培地（15 mL）に植菌し，
30 ˚Cで一晩振とう培養した。この前培養液（200 µL）を LB培地（500 mL）に植菌し，37 ˚C
で 24 時間振とう培養した。培養液を遠心分離し，培養上清を回収した。60%硫酸アンモニ
ウム沈殿により PBATHBpを含むタンパク質を沈殿させ，その沈殿物を遠心分離（8000 rpm，
4 ˚C，15 min）により回収した。沈殿物を 10 mMリン酸バッファー（pH 7.0）（5 mL）に溶
解した。同バッファー（1 L）中で透析後，2 mLまでアクアキープ（住友精化株式会社）を
用いて濃縮し，HiLoad™ 16/60 Superdex™ 75 prep grade column（GEヘスルケア株式社製）に
アプライした。移動相には 250 mM NaClを含む 10 mMリン酸バッファーを用い，流速を 0.8 
mL/minとした。p-nitrophenyl acetate（PNPA）加水分解活性を有するフラクションを回収し，
10 mMリン酸バッファー（1 L）中で透析した。Laemmli法を用いたドデシル硫酸ナトリウ
ム−ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）により純度を確認した[120]。また，BSA
タンパク質を標準物質として，ブラッドフォード法を用いてタンパク質を定量した[121]。 
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PBATHBpの特徴づけ 

	 PBATHBpの加水分解活性を評価するために，p-nitrophenyl ester 基質である p-nitrophenyl 
acetate（PNPA），p-nitrophenyl butyrate（PNPB），p-nitrophenyl caprylate（PNPC），p-nitrophenyl 
laurate（PNPL），p-nitrophenyl myristate（PNPM），および p-nitrophenyl palmitate（PNPP）に
対する PBATHBpの加水分解活性を評価した。基質溶液（p-nitrophenyl esters（1 mg），1,4-ジ
オキサン（49.5 µL），およびノナエチレングリコールモノドデシルエーテル（49.5 µL）），
PBATHBp（0.53 µg），および 50 mMリン酸バッファー（pH 7.0）（900 µL）を混合し，30 ˚C
で 30 分間，吸収波長 405 nm における溶液の吸光度を測定した。コントロールとして基質
溶液（100 µL）および 50 mMリン酸バッファー（900 µL）の 405 nmにおける吸光度も同時
に測定した。30 ˚C の 50 mM リン酸バッファー（pH 7.0）中で，1 分あたりに 1 µmol の
p-nitrophenyl esterを加水分解する酵素活性を 1 Unitと定義した。加水分解に伴い発生した
p-nitrophenolの mol数を，p-nitrophenolの吸光係数を 1.85×104 l mol-1 cm-1として，ランベル

ト・ベールの法則から求めた（Abs = εcl）。 
	 PBATHBpの熱安定性を評価するため，PBATHBp（0.53 µg）を 4，10，20，30，40，45，
50，および 60 ˚Cで 30分間保温した。また，pH安定性を評価するため，各種 1Mバッファ
ー（Glycine-HCl buffer：pH 2.0 ~ 3.0，Citrate-HCl buffer：pH3.5 ~ 4.0，Citrate-NaOH buffer：
pH 5.0 ~ 6.0，Phosphate-NaOH buffer：pH 6.0 ~ 8.0，Tris-HCl buffer：pH 7.0 ~ 9.0，Borate-NaOH 
buffer：pH 9.0 ~ 10.0，および Glycine-NaOH buffer：pH 10.0 ~ 10.5），および PBATHBp（0.53 
µg）を混合し，30 ˚Cで 5時間保温した。これら酵素の残存活性を，PNPA基質を用いて評
価した。 
	 化学物質および金属イオンが酵素活性に与える影響も評価した。50 mM リン酸バッファ
ー中で，PBATHBp（0.53 µg），および 5種類の化学物質（phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF；
終濃度 0.2 mM），diazoacetyl-D,L-norleucine methyl ester（DAN；終濃度 1 mM），diisopropyl 
fruorophosphate（DFP；終濃度 0.2 mM），dithiothreitol（DTT；終濃度 5 mM），および EDTA
（10 mM））を混合し，30 ˚Cで 30分保温した。その後，PNPAに対する PBATHBpの残存分

解活性を評価した。加えて，PBATHBp（0.53 µg：2.6 µmol）を等量および 2等量の mol数の
金属イオン（KCl，MgCl2，CaCl2，CaCl2および EDTA，FeCl2，MnCl2，および ZnCl2）と混

合し，30 ˚Cで 5分間保温した。化学物質および金属イオンの酵素活性に対する影響評価を，
PBATHBpの残存分解活性評価により行った。 
	 PBATHBpのリパーゼ活性をクリアゾーン法により評価した。PBATHBp（1.8 µg）を，乳化
オリーブオイルを含む寒天ゲル（0.2% 乳化オリーブオイル，50 mM KH2PO4，1.5%(w/v)寒
天，pH 7.0）に滴下し，30 ˚Cで 24時間保温した。その後，クリアゾーン形成の有無を確認
した。 
 

PBATHBpによるPBATおよび他のポリエステルフィルム分解試験 

	 ポリエステルフィルム（PBAT，PBSA，PESu，PCL，および P(3HB)）を，PBATHBp（3.5 
µg）を含む 50 mMリン酸バッファー（pH7.0）（1 mL）に浸漬させた。コントロールとして，
PBATHBpを含まないリン酸バッファー（1 mL）にフィルムを入れた。これらを 30 ˚Cで保
温した。PBATおよび P(3HB)フィルムは，1日ごとに新しい溶液に移され，4日間保温され
た。PBSA，PESu，および PCLは１日保温された。その後フィルムを回収し，減圧乾燥後，
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重量を測定した。分解速度（mg/cm2/day）は重量減少量（mg）を見かけのフィルム表面積
（cm2）および保温時間（day）で除すことにより算出された。ゲル浸透クロマトグラフィ
ー（GPC）法を用いて，フィルムの分子量を測定した。測定装置に HLC-8220GPC（東ソー
株式会社製）を用い，カラムには TSKgelGMHXL， TSKgelG1000HXL，および
TSKgelG2000HXL（東ソー株式会社製）を用いた。移動相にクロロホルムを用い，流速を
1.0 mL/min，カラムオーブンを 40 ˚Cとして測定した。標準曲線は，ポリスチレンスタンダ
ードを用いて作成された。マグネトロンスパッタ MSP-1S（真空デバイス株式会社製）を用
いて Au-Pd コートされたフィルム表面形態を，走査型電子顕微鏡（SEM）（SSX-550，島津
株式会社製）を用い，加速電圧 15 kV，高真空条件下で観察した。 
 
PBATフィルム分解物の同定 

	 PBAT フィルム（3 枚）を，PBAT 分解酵素（7.0 µg）を含むリン酸バッファー（pH7.0）
（1 ml）に入れ，30 ˚Cで 2日間保温した。フィルムを回収後，溶液に含まれる PBATフィ
ルム分解物を，液体クロマトグラフィー質量分析（LC/ESI-MS）により同定した。アセトニ
トリル/0.1 %蟻酸水溶液（30/70 (v/v)）（溶液 A）およびアセトニトリル（溶液 B）を移動相
に用い，InertSustain™ C18カラム（2.1 × 150 mm）（ジーエルサイエンス株式会社製）を固
定相に用いた。流速を 0.2 mL/min，カラムオーブン温度を 40 ˚Cとし，Waters 1515 Isocratic 
HPLC Pump（日本ウォーターズ株式会社）を用いたグラジエント法により，分解物を分離
した。溶出プログラムは以下に示す通りである。測定開始から 10分後まで，溶液 Aを送液
し，20 分後に溶液 B が 100%となるように直線的なグラジエントをかけた。その後，30 分
まで溶液 Bを送液した。Waters 2487 Dual λ Absorbance Detectorを用い，波長 254 nmにおけ
る吸光度を測定し，分解物を検出した。分解物は，ESI-MSにより同定された。測定条件を
以下に示す。（Capillary voltage 2.5 kV，Cone voltage 20 V，Source temperature 120 ˚C，
Desolvation temperature 350 ˚C，Cone gas flow 50 L/h，および Desolvation gas flow 350 L/h）。
MSで検出されなかった，ビス（4-ヒドロキシブチル）テレフタレート（BTB）は，テレフ
タル酸および 1,4-ブタンジオールから合成された，BTB の HPLC チャートおよび酵素分解
物の HPLCチャートを比較することで，同定された。BTBの合成は下記の通り行われた[122]。
濃硫酸（100 µL，0.55 mmol）をテレフタル酸（890 mg，5.0 mmol）および 1,4-ブタンジオー
ル（10.0 mL，112 mmol）の混合液に加え，100 ˚Cで 15時間撹拌した。その溶液を室温ま
で冷却し，5%炭酸ナトリウム水溶液を加えた後，酢酸エチルで抽出した。有機層を水およ
び鹹水で洗浄し，無水硫酸マグネシウムで乾燥した。酢酸エチルを減圧除去後，996 mg（64 %）
の BTBを白色個体として得た。（1H NMR (400 MHz, CDCl3), δ 8.12 (4H, s), 4.41 (4H, t, J = 
6.8Hz), 3.76 (4H, t, J = 6.8Hz), 1.95-1.88 (4H, m), 1.79-1.73 (4H, m), 1.45 (2H, brs) ppm.）芳香環
を含む分解物の定量は，テレフタル酸を標準物質として用い，LC-2000Plus シリーズ
（PU-2080 Plus; LG-2080; AS-2051 Plus; CO-2060 Plus; UV-2075 Plus, 日本分光株式会社）を
用いた HPLCにより行われた。 
 

PBATHBpのPBAT水溶性分解物に対する分解能力 

	 PBAT分解物を含むバッファー（500 µL）に PBATHBp（3.5 µg）をさらに加え，30 ˚Cで
保温した。その後，HPLCを用いて分解物を定量した。 
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DNA配列のアクセッション番号 

	 単離した 3株（NKCM3101，NKCM3201，および NKCM3202株）の 16S rDNA配列をそ
れぞれ LC034565，LC034563，および LC034564のアクセッション番号で DDBJに登録した。
pbathBpおよび変異遺伝子（S77A，D133N，およびH156N）のDNA配列は，それぞれ LC189557，
LC189558，LC189559，および LC189560のアクセッション番号で DDBJに登録した。 
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2-2	 結果 

PBAT分解細菌の単離および同定 

	 PBAT乳化培地へのクリアゾーン形成能により（Fig. 7），自然環境中より 3株の PBAT分
解細菌（NKCM3101，NKCM3201，および NKCM3202 株）を単離した。Fig. 8 は，単離し
た PBAT分解細菌および近縁種の 16S rDNA配列に基づき発生させた系統樹を示す。これら
3株は，Firmicutes門に属する Bacillus pumilusに近縁であることが明らかとなった。 
 

 
Fig. 7. Clearzone formation on PBAT-containing 
plate by PBAT-degrading bacteria. 

 

 
Fig. 8. Phylogenetic tree of 16S rDNA sequences of PBAT-degrading isolates and the related species. The phylogenetic tree was 
constructed with MEGA6 using the neighbor-joining method on the basis of 16S rDNA sequences, after the multiple sequence 
alignment was performed with program ClustalW at DNA databank of Japan (DDBJ). 16S rDNA sequence data of Escherichia coli 
was contained in the tree as an outgroup. Black bar indicates 0.5 % estimated sequence divergences.  

 
	 これら 3株は P(3HB)および PLA乳化培地上にクリアゾーンを形成しなかったが，PBAT，
PBSu，PBSA，PCL，および PESu 乳化培地上にクリアゾーンを形成した。一方，以前粕谷
らが PESu分解菌として単離した KT1012株は PBAT乳化培地上にクリアゾーンを形成しな
かった。加えて，これら 3株は固体 PBATフィルムを分解した（Table 8）。3株の単離株の
うち， も高い PBATフィルム分解活性（12.2 µg/cm2/day）を有する NKCM3201株につい
て詳細な特徴づけを行った。NKCM3201株は 30 ˚Cから 40 ˚Cでよく育ち，30 ˚Cから 37 ˚C
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で PBAT乳化培地上にクリアゾーンを形成した（Table 9）。 
 
Table 8. Clear zone formation on the polyester-containing plates and degradation rate of PBAT film by 9 bacteria. 

Strains 
Clear zone formation Degradation rates of 

PBAT film (µg/day/cm2) PBAT PBSA PBSu PCL PESu P(3HB) PLA 
Bacillus pumilus NKCM3101 + + + +++ +++ - - 6.4 ± 0.9* 
B. pumilus NKCM3201 + ++ ++ +++ +++ - - 12.2 ± 0.7* 
B. pumilus NKCM3202 + ++ ++ +++ +++ - - 10.6 ± 0.6* 
B. pumilus KT1012 [144] - + - ++ +++ - - ND 
Brevibacillus choshinensis PBATH + ++ ++ +++ +++ - - ND 
B. choshinensis S77A - - - - - - - ND 
B. choshinensis D133N - - - - - - - ND 
B. choshinensis H156N - - - - - - - ND 
B. choshinensis SP3 - - - - - - - ND 
After these bacteria were cultured on the polyesters-containing plates at 30 ˚C, clear zones formed on the plate were confirmed. 
+++: Large clear zone was formed. ++: Clear zone was formed. +: Small clear zone was formed. ND: Not determined. *PBAT film 
degradation tests by 3 isolates were performed in n=5. 

 
Table 9. Effects of temperatures on growth and clear zone formation of strain NKCM3201 on PBAT-containing plate. 

Temperature (˚C) Growth Clear zone formation 
4 - - 
20 + - 
25 ++ + 
30 +++ ++ 
37 +++ ++ 
40 +++ + 
50 + - 
+++: Growth was very well. Large clear zone was formed. 
++: Growth was well. Clear zone was formed. 
+: Growth was poor. Small clear zone was formed. 

 
 
Fig. 9は PBAT構成成分である 1,4-ブタンジオール，アジピン酸，およびテレフタル酸をそ
れぞれ含む培地および含まない培地（コントロール）で 30 ˚C，24時間 NKCM3201株を培
養した後，培養液の濁度測定を行った結果を示している。培養後，PBATモノマーを添加し
た培養液の濁度は，コントロールの濁度とほぼ同じであることから，本株は PBAT 構成成
分である 1,4-ブタンジオール，アジピン酸，およびテレフタル酸をほとんど資化しないこと
がわかった。API ZYMおよび API 20NEを用いて，NKCM3201株の生理学的および生化学
的特徴づけを行った結果を Table 10および Table 11に示す。  
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Fig. 9. Optical density of culture of Bacillus pumilus 
strain NKCM3201 cultivated in liquid media with or 
without PBAT monomers. After B. pumilus strain 
NKCM3201 was cultured in the media containing PBAT 
monomers, 1,4-butane diol (B), adipic acid (A), and 
terephthalic acid (T), individually, at 30 ˚C for 24 h 
under shaking culture condition (120 strokes per minute), 
optical densities (600 nm) of the cultures were measured. 
As a control, the strain was cultured in the medium 
without PBAT monomers (C). (n = 3) 

 
Table 10. Physiological and biochemical properties of strain NKCM3201. 

 NKCM3201 B. pumilus KT1012 [144] 
Characteristics   

Oxidase - - 
Nitrate reduction - - 
Indole production - - 
Oxidation of glucose to gluconate - - 
Arginine dehydrolase - + 
Urease - + 
Hydrolysis of esculin + + 
Hydrolysis of gelatin + + 
β-Galactosidase + + 

Utilization of carbon source   
Glucose + + 
L-Arabinose + + 
D-mannose + + 
D-mannitol + + 
N-Acetyl-D-glucosamine + +/- 
Maltose +/- - 
Gluconate - - 
n-Capric acid - - 
Adipic acid - - 
DL-malic acid + + 
Citrate + - 
Phenyl acetate - - 
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Table 11. Enzyme production profile of strain NKCM3201. 

Enzyme NKCM3201 B. pumilus KT1012 [144] 
Alkaline phosphatase + + 
Esterase (C4) + + 
Esterase lipase (C8) + + 
Lipase (C12) - - 
Leucine arylamidase + - 
Valine arylamidase - - 
Cysteine arylamidase - - 
Trypsin - - 
Chymotrypsin - - 
Acid phosphatase + - 
Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase + + 
α-galactosidase + - 
β-galactosidase - - 
β-glucuronidase - - 
α-glucosidase - - 
β-glucosidase - - 
N-acetyl-β-glucosaminidase - - 
α-mannosidase - - 
α-fucosidase + - 
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PBAT加水分解酵素（PBATHBp）遺伝子（pbathBp）のクローニング 

	 高次構造が解かれた Thermobifida alba AHK119由来 PBAT加水分解酵素は，リッドドメイ
ンを持たないリパーゼの一種であるクチナーゼと高い相同性を有している。この情報に基

づき， NKCM3201株由来 gDNA上のオルソロガスな遺伝子をターゲットとしてクローニン
グした。既に全ゲノム情報が解明されており，NKCM3201株と遺伝学的に近縁な B. pumilus 
SAFR-032の gDNA配列上に，LipAと高い相同性（80 %）を有するリパーゼ遺伝子（遺伝
子座：BPUM_2613）を見出した。そこで，このリパーゼ遺伝子（BPUM_2613）の DNA 配
列に基づき，NKCM3201株由来 pbathBp増幅用のプライマーを設計した。 
	 これらのプライマーを用いて増幅した遺伝子を有する組み換えプラスミド pMDLP を構
築した（Table 5，Fig. 5-a）。本プラスミドを有する E. coli （E. coli PBATH，Table 5）は，
PBAT乳化培地上にクリアゾーンを形成した。さらに組み換え酵素の生産を 適化するため，

組み換えプラスミド pNCLPを構築し，これを Brevibacillus choshinensis SP3株に導入した（B. 
choshinensis PBATH株）。B. choshinensis PBATH株は，PBAT乳化培地上にクリアゾーンを
形成した（Table 8）。このことは，本遺伝子産物がこれら宿主株に PBAT加水分解活性を付
与したことを示している。Fig. 10に，クローニングされた遺伝子配列を示す。648 bpのト
リアシルグリセロールリパーゼ遺伝子（PBAT 加水分解酵素遺伝子：pbathBp と表記する。）

を含む 1289 bpの DNAがクローニングされた。PBATHBpの ORFは 215アミノ酸残基で構
成されており，B. subtilis lipase（LipA）のアミノ酸配列と 81%の相同性があった。本アミノ
酸残基のうち，N末端側から 34アミノ酸残基がシグナルペプチド配列であると推測された。
成熟タンパク質の分子量は 19.2 kDaと見積もられ，本酵素のアミノ酸配列および LipAのア
ミノ酸配列の比較から Ser77，Asp133，および His156 が触媒三残基であると推測された。
加えて，中温性 Bacillus由来 lipaseのアミノ酸配列に特異的な A-X-S-X-Gからなる，リパー
ゼボックスが確認された（Fig. 10）。 
 

 

Fig. 10. Nucleotide sequence coding for PBATHBp from NKCM3201 and its amino acid sequence. White boxed sequence indicates 
a signal peptide deduced with SignalP 4.1 server. A consensus sequence of Bacillus lipases (A-X-S-X-G) is underlined. 

 
 
 

 

 
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa-545aaCTTGTTCAAGAAGTGAATCTTCGTTTGTATAAGCATGTTCTACCTTACAAATTCGGGTAGTATAG 
GATTCATACCAATCTGCTTTCCCCTTTTTTTGAACACGCTGATGTGCTGTATGTGCTTTCCATTCTTTGATGGCTGTTAATGAATCCCAGTAAGAGACAGTGATCCCAACACCATGTTCA 
TCTCGTACACTTTCAATTCCAAGAAACCCGTCTAGATCTTTCGCTAATTCTTCCATTTTTTGAGCAGCCGCAGCGTATTCTTTCTGCTCAACTTTTGTTCGTTTTGATGTGAAAATCACG 
GCATAGTAGGGTGGAGCAGGGGTTTGCGTAAATAGCATCTAGTAGAACCTCCTTTTGTCTATTCATATTATATATGAAAGAAAATAGATCTCGTAGTCTTTTAGGTTTGATTTAAAAAAG 
TCCAAGGTGCTTTTTGATTATTTATAGTGCTGTTTAATCATTTCATAAATATTACCTTGTTCACTTTTCTGACACATTTTTCTTATATAAAATAGAAGGGAATAAGATGAATAAGGGGGA 
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa -35aaaaaaaaaaaaaaaaaaa  -10aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
 
ATGAAAGTGATTCTATTTAAGAAAAGAAGTTTGCAAATTCTCGTTGCACTTGCATTGGTGATTGGTTCAATGGCTTTTATCCAGCCGAAAGAGGTGAAAGCGGCTGAGCATAATCCAGTT 
MaaKaaVaaIaaLaaFaaKaaKaaRaaSaaLaaQaaIaaLaaVaaAaaLaaAaaLaaVaaIaaGaaSaaMaaAaaFaaIaaQaaPaaKaaEaaVaaKaaAaaAaaEaaHaaNaaPaaVaa 
 
GTGATGGTGCATGGTATTGGTGGTGCCTCTTATAACTTTGCTTCGATTAAAAGTTATTTGGTTGGACAAGGCTGGGATCGAAACCAATTATATGCTATCGATTTCATAGACAAAACAGGA 
VaaMaaVaaHaaGaaIaaGaaGaaAaaSaaYaaNaaFaaAaaSaaIaaKaaSaaYaaLaaVaaGaaQaaGaaWaaDaaRaaNaaQaaLaaYaaAaaIaaDaaFaaIaaDaaKaaTaaGaa 
 
AATAACCGCAACAATGGTCCGCGTCTATCTAAATTCGTCCAAGATGTGTTAGACAAAACGGGTGCCAAAAAAGTAGATATTGTGGCTCATAGTATGGGCGGGGCGAACACGTTATACTAT 
NaaNaaRaaNaaNaaGaaPaaRaaLaaSaaKaaFaaVaaQaaDaaVaaLaaDaaKaaTaaGaaAaaKaaKaaVaaDaaIaaVaaAaaHaaSaaMaaGaaGaaAaaNaaTaaLaaYaaYaa 
 
ATTAAGAATCTAGATGGCGGAGATAAAATTGAAAACGTTGTCACGATTGGTGGAGCGAACGGACTCGTTTCAAGCAGAGCACTGCCAGGAACAGATCCAAATCAGAAAATTCTTTACACA 
IaaKaaNaaLaaDaaGaaGaaDaaKaaIaaEaaNaaVaaVaaTaaIaaGaaGaaAaaNaaGaaLaaVaaSaaSaaRaaAaaLaaPaaGaaTaaDaaPaaNaaQaaKaaIaaLaaYaaTaa 
 
TCCGTTTATAGTTCAGCCGATCTCATCGTCGTCAACAGCCTCTCTCGTTTAATTGGCGCAAAAAACGTCCTGATCCATGGCGTTGGCCATATCGGTCTATTAACCTCAAGCCAAGTGAAA 
SaaVaaYaaSaaSaaAaaDaaLaaIaaVaaVaaNaaSaaLaaSaaRaaLaaIaaGaaAaaKaaNaaVaaLaaIaaHaaGaaVaaGaaHaaIaaGaaLaaLaaTaaSaaSaaQaaVaaKaa 
 
GGCTATATTAAAGAAGGATTGAACGGCGGAGGACAGAATACGAATTAAACAACGAAAAAAGACAGCGGCATATGCTGTCTTTTTTTTGTTATCGGTGAAAAAAGATTGTTTTTTATATTT 
GaaYaaIaaKaaEaaGaaLaaNaaGaaGaaGaaQaaNaaTaaNaa* 
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Fig. 11 は，種々の加水分解酵素のアミノ酸配列に基づき作成された樹形図を示している。
PBATHBp は，他の微生物由来 PBAT 加水分解酵素である，BTA1（CAH17553），BTA2
（CAH17554），Est1[59]，Est119[57]，Cbotu_EstA[68]，Cbotu_EstB[68]，PCLE[65]，および
PfL1[67]との相同性を示さない一方で，Paenibacillus amylolyticus poly(DL-lactic acid)分解酵素
（PlaA）[123]，LipA[124]，および B. licheniformis lipase[125]と高い相同性を示した（それぞ
れ 51，81，および 97 %）。 

 
Fig. 11. Dendrogram of amino acid sequences of PBATHBp and the homologous proteins. Amino acid sequences of PBATHBp and 
the homologous proteins were aligned with program ClustalW. A dendrogram was constructed with MEGA6 on the basis of the 
alignment data. Black bar indicates 10% estimated sequence divergences (0.1). * It is encoded by a gene that is annotated as a 
lipase.  
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PBATHBpの3Dモデリング 

	 テンプレートとして LipA の構造を用い，SWISS-MODEL（http://swissmodel.expasy.org）
で，PBATHBpの 3 次構造を予測した。PBATHBpのリボンおよびスペースフィリングモデル

を Fig. 12に示す。本酵素は，5つの αヘリックス，および 6つの βシート構造を有する，α/β
加水分解酵素フォールドファミリーに属していた（Fig. 12-a）。推測された触媒三残基であ
る，Ser77，Asp133，およびHis156は，PBATHBpの表面に存在することがわかった（Fig. 12-a）。
また，PBATHBpはリッドドメインを持たないことがわかった（Fig. 12-a）。加えて，活性部
位近傍に，脂質の脂肪鎖を収容する溝を有していた（Fig. 12-b）[124]。その溝には，疎水的
アミノ酸残基である Ile12，Met78，Leu108，Leu134，Ile135，Val136，Val137，Leu140，Ile157，
および Leu160が存在した（Fig. 12-b）。 
 
 

    
 
Fig. 12. Prediction model of PBATHBp. Model was constructed at SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org) using Bacillus 
subtilis lipase (1i6w.1.A), which shares 81% amino acid sequence identity with PBATHBp, as a template. Ribbon model of 
PBATHBp was depicted in (a) using program VMD 1.9.2. Alpha helix and beta sheet structures were marked with purple and yellow, 
respectively. Catalytic triad, Ser77, Asp133, and His156, which were determined by mutational analysis, were shown in the model. 
Space-filling model of PBATHBp, which was observed from upper site of active site (Ser77 was marked with red), was depicted in 
(b) using program UCSF chimera. Dashed line shows groove formed in the vicinity of active site. Hydrophobic amino acid residues, 
which were marked with green, were observed in the vicinity of the active site.  
 

 
 

推定触媒三残基の変異解析 

	 PBATHBpの触媒三残基を決定するため，推定上の触媒三残基である Ser77，Asp133，およ
び His156をそれぞれ Ala77，Asn133，および Asn156に置換した。変異タンパク質を発現す
る B. choshinensis S77A，D133N，および H156N株は PBAT乳化培地上にクリアゾーンを形
成しなかった（Table 8）。従って，これら 3残基が PBATHBpの触媒活性に必須であると結論

付けた。 
  

(a) (b) 

S77 

H156 

D133 
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PBATHBpの精製および特徴づけ 

	 精製された PBATHBpの特徴づけを行なうため，異種タンパク質の菌体外分泌生産に適し

ている，Brevibacillus 発現系を用いた[115]。推測される成熟 PBATHBpタンパク質をコード

するDNA配列を pNCMO2の制限酵素部位（Pst IおよびEcoR I）に連結し，プラスミド pNCLP
を構築した（Table 5，Fig. 5-a）。pNCLPを有する B. choshinensis PBATH株は PBATHBpを分

泌した。本株の培養上清から，硫酸アンモニウム沈殿およびゲルろ過クロマトグラフィー

により，PBATHBpを精製した。Fig. 13に，ゲルろ過クロマトグラフィーによる PBATHBpの

溶出曲線を示す。PNPA 加水分解活性を示したフラクションを回収した。Table 12 に
PBATHBpの精製表を示す。 終的に得られた PBATHBpの収率は 4.0 %であり，精製度は 6.8
倍であった。Fig. 14は，SDS-PAGEの電気泳動図を示している。レーン 3に，約 19 kDaの
分子量をもつ単一なバンドが確認された。このことから，電気泳動的に均一な PBATHBpを

得ることができたと判断した。 
 

 

 

Fig. 13. Elution profile of PBATHBp using gel filtration 
chromatography. Closed circles showed eluate absorbance. 
Open circles showed PNPA hydrolytic activity of fractions 
(mU). Fractions which had PNPA hydrolytic activity were 
collected.  

 
Fig. 14. SDS-PAGE analysis of PBATHBp 
heterologously expressed in B. choshinensis 
PBATH. M: protein marker, lane 1: culture 
supernatant, lane 2: ammonium sulfate fraction, 
lane 3: PBATHBp purified using gel filtration 
chlomatography.

 
 
 
Table 12. Purification step of PBATHBp from B. choshinensis PBATH.  

Sample Total protein (mg) Specific activity (U/mg) Purification fold Total activety (U) Yield (%) 
Culture supernatant 100 0.4 1 40 100 
Ammonium sulfate fraction 48 0.7 1.8 34 85 
Gel filtered fraction 0.6 2.7 6.8 1.6 4 
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	 温度および pHが PBATHBpの活性に与える影響を評価した。4，10，20，30，および 40 ˚C
で 30分間保温では，PBATHBpの活性は安定であった（Fig. 15）。一方，45 ˚Cで保温された
場合は，PBATHBpの活性は約 92%失われた。50および 60 ˚Cで保温後，活性は完全に消失
した。本酵素の活性は，pH 6.0から 10.5の範囲で安定していた（Fig. 16）。一方で，低い pH
（pH2.0から 4.0）では，その活性は失われた。 
 

 
Fig. 15. Thermostability of PBATHBp. After PBATHBp was 
incubated at 4, 10, 20, 30, 40, 45, 50, and 60 ˚C for 30 min, 
hydrolytic activity toward PNPA was measured. 

 
 

 
Fig. 16. pH stability of PBATHBp. After PBATHBp was 
incubated in several pHs buffers at 30 ˚C for 5 h, hydrolytic 
activity toward PNPA was measured. (Opened circle: 
glycine-HCl buffer; pH 2.0 to 3.0, opened square: 
citrate-HCl buffer; pH3.5 to 4.0, Citrate-NaOH buffer: pH 
5.0 to 6.0, opened triangle: phosphate-NaOH buffer; pH 6.0 
to 8.0, closed circle: tris-HCl buffer; pH 7.0 to 9.0, closed 
triangle: borate-NaOH buffer; pH 9.0 to 10.0, and closed 
square: glycine-NaOH buffer; pH 10.0 to 10.5).

様々な化学物質（PMSF，DAN，DFP，DTT，および EDTA）が PBATHBpの加水分解活性に

与える影響が評価された。3種の化学物質，DAN，EDTA，および DTTはほとんど PBATHBp

の加水分解活性に影響を与えなかった（それぞれ 92，99，および 100 %の残存活性）。一方
で，DFP および PMSF は，本酵素の加水分解活性をそれぞれ 7 および 3 %まで低下させた
（Table 13）。KClおよび ZnCl2として添加された 2種の金属イオンは PBATHBpの活性に大

きな影響を与えなかった（それぞれ 88および 90 %の残存活性）。本酵素が 2等量の MgCl2，

FeCl2，および MnCl2と保温された際は，加水分解活性はそれぞれ 82，68，および 73 %まで
低下した。対照的に，等量の CaCl2および EDTA の存在下において，加水分解活性は変化
しなかったが，CaCl2の存在下で，本酵素の活性は 113 %まで上昇した（Table 14）。 
 
Table 13. Effect of chemicals on hydrolytic activity of PBATHBp. 

Chemicals Residual activity (%) 
None 100 ± 3 
PMSF 3.0 ± 0.1 
DFP 7.0 ± 0.8 
DAN 92 ± 2 
DTT 100 ± 2 
EDTA 99 ± 4 
After PBATHBp was incubated with metal ions for 5 min at 
30 ˚C, hydrolytic activity toward PNPA was measured. (n = 5). 
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Table 14. Effect of metal ions on hydrolytic activity of PBATHBp. 

Chemicals 
Residual activity (%) 
Enzyme : metal ion = 1 : 1 Enzyme : metal ion = 1 : 2 

None 100 ± 3 100 ± 3 
KCl 89 ± 5 88 ± 3 
MgCl2 84 ± 2 82 ± 5 
CaCl2 112 ± 4 113 ± 10 
CaCl2 (EDTA)* 94 ± 4 99 ± 13 
FeCl2 89 ± 2 68 ± 1 
MnCl2 83 ± 2 73 ± 7 
ZnCl2 91 ± 8 90 ± 17 
After PBATHBp was incubated with metal ions for 5 min at 30 ˚C, hydrolytic activity toward PNPA was 
measured. (n = 5). 
*PBATHBp was incubated with CaCl2 in the presence of equal mol of EDTA.  

 

PBATHBpの基質特異性を，p-nitrophenyl estersを本酵素の基質として用い，評価した。Fig. 17
は，30 ˚Cにおける本酵素の様々な p-nitrophenyl estersに対する加水分解活性を示している。
本酵素は も短い炭素鎖長（C = 2）を有する PNPAに対して も高い加水分解活性を示し

た。本酵素の加水分解活性は，p-nitrophenyl estersの炭素長が長くなるにつれて低下した。
PNPL，PNPM，および PNPP に対する本酵素の加水分解活性は，PNPA に対する活性より
19倍低かった。また，本酵素は，30 ˚Cで 24時間保温後，オリーブオイル含有寒天上にク
リアゾーンを形成した（Fig. 18）。この結果は，本酵素がリパーゼ活性を有することを示し
ている。 

 
Fig. 17. Relative hydrolytic activity of PBATHBp to 6 
para-nitrophenyl esters (PNPA, PNPB, PNPC, PNPL, PNPM, 
and PNPP). PBATHBp was incubated in 50 mM phosphate buffer 
(pH 7.0) under the presence of 6 para-nitrophenyl esters at 30 ˚C 
for 30 min. Absorbance at 405 nm of the solution was monitored. 
Relative hydrolytic activity was calculated from change of the 
absorbance. Error bars indicate ranges of experimental data (n = 
3). 

 
Fig. 18. Clear zone formed on olive oil containing plate. PBATHBp 
was incubated on the plate for 24 h at 30 ˚C. Clear zone formation 
was observed. 
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PBATHBpによるPBATフィルムおよび他のポリエステルフィルムの分解 

	 PBATHBpの PBATフィルム分解能を，重量減少法により評価した（Fig. 19）。本酵素の PBAT
フィルム分解速度は 14.3 µg/cm2/dayであった。一方で，フィルムが PBATHBpと共に保温さ

れる前後において，フィルムの分子量はほとんど変化しなかった（Table 15）。フィルム表面
の SEM像から，PBATHBp を含まないバッファー中で保温される前後のフィルム表面は滑ら
かであるのに対し（Fig. 20-aおよび b），PBATHBp と共に保温されたフィルム表面では亀裂
が確認された（Fig. 20-c）。 
	 本酵素の他のポリエステルフィルム（PBSA，PESu，PCL，および P(3HB)）に対する分解
能も評価された（Fig. 19）。本酵素は，細菌ポリエステルである P(3HB)フィルムを分解しな
かったが，PBSA，PESuおよび PCLをそれぞれ 3.3×102 µg/cm2/day，7.0×102 µg/cm2/day，お
よび 1.1×102 µg/cm2/dayの速度で分解した。これらのポリエステルに対する分解速度は PBAT
の分解速度と比較して，著しく大きかった。また，PBAT同様にこれら 3つのポリエステル
フィルムの分子量も，PBATHBp を含むリン酸バッファー溶液中における保温前後でほとん

ど変化しなかった（Table 15）。 
 

 
Fig. 19. The ability of PBATHBp to degrade polyesters 
films (PBAT, PBSA, PESu, PCL, and P(3HB)). Five 
films were incubated in 50 mM phosphate buffer 
solution (pH 7.0) with PBATHBp at 30 ˚C for 4 days 
(PBAT and PHB), or 1 day (PBSA, PESu, and PCL). 
Degradation rates of films were evaluated by weight 
loss method. Error bars indicate ranges of experimental 
data (n = 5). 

 
 
 
Fig. 20. Scanning electron micrographs of PBAT film surfaces 
before incubation (a), after incubation without PBATHBp (b), 
and after incubation with PBATHBp in phosphate buffer 
solution (pH 7.0) for 4 days (c). White bars correspond to 10 
µm in length.

  
Table 15. Molecular masses of polyesters before and after incubation with or without PBATHBp at 30 ˚C in phosphate 
buffer solution (pH 7.0). 

Polyesters Before degradation After incubation with PBATHBp Control (without PBATHBp) 
Mn × 104 Mw/Mn Mn × 104 Mw/Mn Mn × 104 Mw/Mn 

PBAT 3.5 2.7 3.5 2.7 3.4 2.8 
PBSA 2.8 3.6 2.6 4.1 2.9 3.5 
PESu 2.5 3.3 2.4 3.3 2.6 3.2 
PCL 5.5 2.1 5.3 2.1 5.5 1.9 
PBSu 2.6 1.9 - - - - 
P(3HB) 13 2.1 - - - - 
PLA 9.5 1.6 - - - - 
PBAT films were incubated with or without PBATHBp for 4 days at 30 ˚C in phosphate buffer (pH 7.0). Other polyester films 
were incubated with or without PBATHBp for a day at 30 °C in the buffer. The molecular masses were determined by GPC. 
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PBATHBpによるPBAT分解物の同定および定量 

	 PBATHBpによる PBAT 分解物を同定するために， PBAT フィルム−酵素溶液中の上清を
ESI-MSにより分析した（Fig. 21）。テレフタル酸（T），アジピン酸（A），1,4-ブタンジオー
ル（B），AB，TB，ABA，ABT，BTB，BABT（BABT あるいは BTBA），ABABA，および
ABABT（ABTBAあるいは ABABT）（Fig. 22）が，分解物として ESI-MSにより検出された。
加えて，UV検出器（検出波長：254 nm）を用い，HPLCにより芳香環を含む分解物を定量
した。T，TB，ABT，BTB，BABT（BABT あるいは BTBA），および ABABT（ABTBA あ
るいは ABABT）の濃度はそれぞれ 3.0，50，50，18，59，および 13 nmol/µLであった（Fig. 
23；灰色）。本酵素の PBAT 分解物（TB，ABT，BTB，BTBA，および ABABT）に対する
分解能を評価するため，フィルムを反応液から取り除いた後，その反応液に酵素を加え，

30 ˚Cで 22時間保温した（Fig. 21）。保温前と比べて，ABT，BABT（BABTあるいは BTBA），
および ABABT（ABTBAあるいは ABABT）の量はそれぞれ 5.4，5.7および 0 nmol/µLに低
下した。一方で，T，BT，および BTBの量はそれぞれ 9.8，121，および 58 nmol/µLに増加
した（Fig. 23；斜線）。これらの結果は，PBATHBpによって A-B結合よりも B-T結合は容易
に切断されないことを示唆している。 
 

 
Fig. 21. Degradation of PBAT and its degradation products by PBATHBp. PBAT film was 
incubated with PBATHBp in phosphate buffer solution (pH7.0) for 48 hours at 30 °C. The 
degradation products were identified by LC/MS. In addition, the products containing 
aromatic ring were determined using HPLC at the wavelength of 254 nm. After the film was 
removed, PBATHBp was further added to the buffer. The solution was incubated for 22 hours 
at 30 ˚C. Degradation products containing aromatic ring were determined. A, B, and T were 
constituents of PBAT (A: adipic acid, B: 1,4-butanediol, and T: terephthalic acid). 
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Fig. 22. Chemical structures of water-soluble products detected in the reaction mixture after incubation of 
PBAT film with PBATHBp. 
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Fig. 23. Amounts of degradation products that contains 
aromatic ring (terephthalic acid (T), BT (B: 
1,4-butanediol), BTB, ABT, BABT(BABT/BTBA), and 
ABABT(ABABT/ABTBA)) after PBAT degradation by 
PBATHBp were determined using HPLC. Grey bars 
indicate products in the buffer after PBAT film was 
incubated with PBATHBp in the phosphate buffer 
solution for 48 hours at 30 ˚C. After the film was 
recovered, PBATHBp was further added to the buffer, 
which was incubated at 30 ˚C for 22 hours and 
degradation products were determined (slashed bars). 
Error bars indicate ranges of experimental data (n = 5). 
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2-3	 考察 

	 高温環境下での PBAT 生分解機構に関する研究が多く行われている一方で

[44,46,48,50,53,56,57,59-61]，中温環境下での生分解機構に関しては理解が不十分である
[62-68]。特に，好気性中温性 PBAT 分解細菌が生産する PBAT 加水分解酵素に関する報告
例はない。しかしながら，PBATが農業用資材として広く用いられることを考慮すると，中
温環境における PBAT の生分解機構を解明することは重要である。そこで，私は好気性中
温性 PBAT分解細菌を単離し，PBAT加水分解酵素に対応している遺伝子のクローニングお
よび酵素の特徴づけを行った。 
	 3株の PBAT分解細菌（NKCM3101，NKCM3201，および NKCM3202株）は，土壌環境
で発見される Firmicutesに属する Bacillus pumilusに近縁であった[126-128]。NKCM3201株
は PBAT フィルムの分解において も高い活性を示したので，本株をさらに詳細に特徴づ

けした。NKCM3201株は，30 ˚Cから 40 ˚Cで相対的に速く増殖する，典型的な好気性中温
性細菌であった。本株由来の PBATHBpは PBATをオリゴマーあるいはモノマーまで分解し
たが，本株は PBATモノマーを資化できなかった。本株は中温環境下で PBSA，PBSu，PCL，
PESu，および PCLに対する分解能も有していた。さらに，NKCM3201株において PBATの
分解に関与する酵素の特徴づけを行なうため，私はこの酵素をコードする遺伝子をクロー

ニングした。 
	 pbathBp遺伝子を有する 2種類の形質転換株（E. coli PBATHおよび B. choshinensis PBATH）
が PBATを分解したことから，pbathBpは NKCM3201株において PBATの加水分解活性のた
めの原因遺伝子の一つであることが示唆された。PBATHBpは B. subtilisリパーゼ（LipA）お
よび B. licheniformisリパーゼ（Fig. 11）に近縁であることから，本酵素が小さな分子量を有
するリパーゼのグループであるリパーゼファミリーI.4 に属する酵素であることが示された
[124,125]。PBATH Bpは，セリン加水分解酵素阻害剤である DFPおよび PMSFに感受性を示
したため，活性部位にセリン残基を有することが推測された。加えて，変異体解析により，

本酵素の触媒三残基が Ser77，Asp133，および His156 であることがわかった。ホモロジー
3Dモデリングから，本酵素が疎水ポケットを覆うリッドドメインを持たないことが示唆さ
れた。同様に，クチナーゼや P(3HB)デポリメラーゼのような他のポリエステル分解酵素は
リッドドメインを持たない[58,129,130]。一般に，多くのリパーゼで見られるリッドドメイ
ンは，固液界面ではなく液液界面で活性を増加させるために機能する。固液界面において，

リッドドメインは必要ないため，PBATHBp を含むポリエステル分解酵素が，本構造を持た

ないことは予想できる。反対に，基質がこれら酵素の活性部位により容易に収容されうる

ため[131]，このようなリッドのない構造は固体ポリエステルの分解においては優位にはた
らくと考えられる。 
	 PBATHBpは生分解性ポリエステル（PBAT，PBSA，PBSu，PCL，および PESu）に対して
広い基質特異性を示した（Table 8，Fig. 19）。このような幅広い基質特異性は，ポリエステ
ル基質および本酵素の疎水性残基を含む溝との間に働く疎水的相互作用により，本酵素が

基質を認識するためであると考えられる[132]。一方で，本酵素は P(3HB)および PLAを加水
分解しなかったことから，構造中に側鎖を有するため，これらポリエステルは基質として

不適当である可能性がある[133]。 
	 今回の結果から，PBATHBpが，中温性および好塩基性酵素であることが示された（Fig. 15，
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Fig. 16）。本酵素と等モルのカルシウムイオンは，本酵素に 1.12倍の PNPA加水分解活性を
もたらし，EDTAの添加はカルシウムイオン非存在下における分解活性とほぼ同じレベルま
で低下させた（Table 14）。これらの結果は，カルシウムイオンが本酵素に結合し，立体構
造を変化させることにより，本酵素を調節する可能性を示唆している[60,134]。 
	 PBATHBpは，短鎖および中鎖長の p-nitrophenyl esters（PNPA，PNPB，および PNPC）に
対して比較的高い基質特異性を示した（Fig. 17）。加えて，本酵素は固体基質を分解した（Fig. 
19）。固体基質を分解する一般的なクチナーゼが，短鎖および中鎖長の p-nitrophenyl esters
に対して高い活性を示すことを考慮すると[135,136]，本酵素はリパーゼではなくクチナーゼ
として分類したほうがより適切であると考えられる。 
	 PBATフィルムの重量減少および SEM解析は（Fig. 19，Fig. 20），PBATHBpが PBATフィ
ルムを分解することを示した。 一方，PBATHBp と共に保温されたフィルムの分子量は変化

しなかったことから（Table 15），相対的に短い保持時間における PBATフィルムの分解は，
フィルム表面および内部が均一に分解される塊状分解ではなく，本酵素によりフィルム表面

が優先的に分解される表面分解機構により進むことが示唆された。 
	 PBATHBpにより生じた PBAT 分解物の解析は，モノマーやオリゴマーが放出されること
を明らかにした。芳香環を有するオリゴマーの分解を定量解析した。アジピン酸，ブタン

ジオール，および A-B結合を含むオリゴマーの量は減少した。一方で，極少量の Tが蓄積
されたけれども，テレフタル酸およびブタンジオール，および B-T 結合のみを有するオリ
ゴマーは増加した（Fig. 23）。これらの結果は，B-T結合は A-B結合よりも PBATHBpによっ

て容易に切断されないことを示している。この B-T結合よりもむしろ A-B結合に対する優
先性は，HiC および Cbotu_EstA のような他の脂肪族芳香族共重合ポリエステル分解酵素の
それと類似していた[61,68]。今回の結果より，PBATHBpによる PBAT フィルムの分解速度
は，構造中に芳香環を持たない PBSA，PCL，および PESu のようなポリエステルフィルム
のそれと比較して著しく低いことが示された。同様に，Est1，PCLE，および CfCLEのよう
な PBAT分解活性を有する酵素は，PBATと比べて脂肪族ポリエステルに対してより高い分
解活性をもつことがわかっている[59,65,66]。PBATHBpを含めた PBAT 加水分解酵素による
そのような PBAT 分解速度の遅さは，脂肪族鎖中に存在するエステル結合と比べて切断困
難な B-T結合の存在による可能性が高い。 
	 自然環境中においては，PBATは様々な機構（酸化分解や加水分解を含む物理的，化学的
および生物学的な反応）を経て分解されると考えられる[25,63,137]。本研究では，B. pumilus 
NKCM3201株はモノマー資化能を有さないが，本株由来 PBATHBpが PBATをオリゴマーや
モノマーまで分解することを示した。このことは，本株が PBAT の加水分解過程のみを行
なうことが可能であることを示唆している。一方で，PBATモノマーが自然環境中で無機化
されることを考えると[138]，PBATの完全分解は NKCM3201株および他の微生物との共生
系で達成されると考えられる。 
	 まとめると，本研究は，好気性中温性細菌由来 PBAT 加水分解酵素に関する 初の報告

であり，中温域における PBATの生分解を理解する上で役立つであろう。  
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第3章 
 
 

ポリ（ブチレンアジペート−コ−テレフタレート）が土壌微生物叢 
および植物の生育に及ぼす影響 
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3-1	 実験 

試薬 

	 ポリ（ブチレンアジペート−co−テレフタレート）（PBAT）は BASF社から提供された。1H 
NMR を用い，PBAT に含まれるアジピン酸ユニットおよびテレフタル酸ユニットの割合を
調べた結果，それぞれ 52 mol%および 48 mol%であった。TaKaRa Ex Taq®，plasmid pMD20，
T4 DNA ligaseおよび SYBR® Premix Ex TaqTM（Perfect Real Time）はタカラバイオ株式会社
から購入した。 オリゴヌクレオチドは，ユーロフィンジェノミクス株式会社から購入した。
他の試薬は，和光順薬工業株式会社およびロシュ・ダイアグノスティックス株式会社から

購入した。 
 

微生物，プライマーおよびベクター 

	 実験で使用した微生物，プライマー，およびベクターをそれぞれ Table 16，Table 17，お
よび Table 18に示す。また，プライマーのアニーリング部位を Fig. 24に示す。 
 
Table 16. Strain used in this study. 

Strain Description Reference 
Escherichia coli DH5 α supE44 ΔlacU169(φ80lacZΔM15) hsdR17 recA1 gyrA96 thi-1 relA1 TOYOBO CO., LTD. 

 

Table 17. Primers used in this study. 

Primer Sequence Reference  
 M13 primer M4 
 M13 primer RV 
 
For 16S rDNA 
 341F-GC 
 
 907R 
 341F 
 518R 
 EUB338 
 Eub518 
 
For ITS 
 JB206c 
 
 ITS 1 
 ITS 4 
 GM2 
 
For 18S rDNA 
 nu-SSU-1196F 
 nu-SSU-1536R 

GTAAAACGACGGCCAG 
CAGGAAACAGCTATGAC 
 
 
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG 
CCTACGGGAGGCAGCAG 
CCGTCAATTCCTTTRAGTTT 
CCTACGGGAGGCAGCAG 
ATTACCGCGGCTGCTGG 
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
ATTACCGCGGCTGCTGG 
 
 
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG 
GAAGTAAAAGTCGTA 
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
TCCTCCGCTTATTGATATG  
CTGCGTTCTTCATCGAT 
 
 
GGAAACTCACCAGGTCCAGA 
ATTGCAATGCYCTATCCCCA 

Takara Bio Inc. 
Takara Bio Inc. 
 
 
[139] 
 
[139] 
[139] 
[140] 
[141] 
[141] 
 
 
[142] 
 
[143] 
[142] 
[143] 
 
 
[141] 
[141] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Fig. 24. Position of primer used in this study. 

16S rDNA

16Sf 341F（341F-GC）

518R 16Sr907R

5.8S rDNA ITS2ITS118S rDNA 28S rDNA

ITS4GM2

ITS1JB206c
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Table 18. Plasmids used in this study. 

Plasmids Genetic Marker Description Reference 
pMD20 Ampr, lacZ cloning vector Takara Bio Inc. 
p16S-NKCM2511 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA of strain NKCM2511 This study 
p18S-NKCM3301 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS region of strain NKCM3301 This study 
p16S-DGGE1 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 1 in DGGE 

profile of PBAT-degrading soil. 
This study 

p16S-DGGE2 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 2 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE3 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 3 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE4 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 4 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE5 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 5 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE6 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 6 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE7 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 7 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE8 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 8 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE9 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 9 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE10 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 10 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE11 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 11 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE12 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 12 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE13 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 13 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE14 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 14 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE15 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 15 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE16 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 16 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE17 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 17 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE18 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 18 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE19 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 19 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE20 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 20 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE21 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 21 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE22 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 22 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE23 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 23 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE24 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 24 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE25 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 25 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE26 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 26 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE27 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 27 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE28 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 28 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE29 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 29 in DGGE 
of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE30 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 30 in DGGE This study 
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profile of PBAT-degrading soil. 
p16S-DGGE31 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 31 in DGGE 

profile of PBAT-degrading soil. 
This study 

p16S-DGGE32 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 32 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE33 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 33 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE34 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 34 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE35 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 35 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE36 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 36 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE37 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 37 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

p16S-DGGE38 Ampr, lacZ pMD20 containing 16S rDNA recoverd from band 38 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE1 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 1 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE2 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 2 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE3 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 3 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE4 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 4 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE5 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 5 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE6 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 6 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE7 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 7 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE8 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 8 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE9 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 9 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE10 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 10 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE11 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 11 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE12 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 12 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE13 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 13 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE14 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 14 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE15 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 15 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE16 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 16 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE17 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 17 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE18 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 18 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE19 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 19 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE20 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 20 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE21 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 21 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE22 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 22 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE23 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 23 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE24 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 24 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 
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pITS-DGGE25 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 25 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE26 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 26 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE27 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 27 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE28 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 28 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE29 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 29 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE30 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 30 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE31 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 31 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE32 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 32 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE33 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 33 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

pITS-DGGE34 Ampr, lacZ pMD20 containing ITS resion recoverd from band 34 in DGGE 
profile of PBAT-degrading soil. 

This study 

 

PBATフィルムの作製 

	 PBATをクロロホルムに溶解後，メタノール中で再沈殿した[62]。得られた沈殿物をろ紙
（FILTER PAPER No.2，ADVANTEC社製）を用いてろ取し，減圧乾燥した。精製した PBAT
をカプトンポリイミドフィルム（東レ・デュポン株式会社製）で覆い，金型をスペーサー

として用い，mini Test Press-10（東洋精機製作所株式会社製）で溶融プレス成型（130 ˚C，1
分，14 MPa）した。その後，溶融した PBATを室温で一晩保温した。得られた PBATフィ
ルムを 2×2×0.1 cm3に切断後，このフィルムをメタノールおよび超純水で洗浄し，一晩減圧

乾燥した。 
 
土壌埋設試験 

	 環境土壌（群馬県渋川市中郷：緯度 36度 31分 56.258秒，経度 139度 0分 40.230秒）を
採取し，2 mmメッシュの篩にかけ，粒子や雑草を取り除いた。採取土壌は有機微量元素（水
素，炭素，および窒素）および水をそれぞれ 2.05%，9.88%，0.90%，および 22%含んでい
た。有機微量元素は、マイクロコーダーJM10（ヤナコテクニカルサイエンス株式会社製）
を用いて調べられた。30 mLの基本培地（4.6 g/L of KH2PO4, 11.6 g/L of Na2HPO4・12H2O, 1.0 
g/L of NH4Cl, 0.5 g/L of MgSO4・7H2O, 0.1 g/L of FeCl3・6H2O, and 0.5 g/L of Dried yeast extract, 
pH 7.0）[62]を含む水分含率 30 %の土壌（300 g）を調整し，ポリプロピレン製のボトル（500 
mL）に入れた。この土壌に，26枚（1.8 g）の PBATフィルムを加え，ボトルの蓋を閉め，
30 ˚Cで保温した。好気的環境を維持するため，1日に 1度滅菌したスパチュラを用いて土
壌を穏やかに攪拌した。また，2週間ごとに土壌の水分含量を確認し、滅菌蒸留水を用いて
30%に維持した。コントロール土壌（CS）として PBAT フィルムを含まない土壌を同様に
30 ˚Cで保温した。土壌微生物叢解析を行うため，定期的に CSおよびバルク土壌（BS）（Fig. 
25）を回収した。加えて，定期的にフィルムを回収し，フィルム表面に付着する土壌（フ
ィルム表面近傍土壌：FS）（土壌の厚みはフィルム表面から 1 mm以内であった。）も回収し
た。（本論文では X ヶ月後に回収した各土壌をそれぞれ CSX，BSX，および FSX と記す。
Fig. 25）。土壌サンプルは，使用するまで-80 ˚Cで保存した。土壌から回収した PBATフィ
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ルムは，メタノールおよび蒸留水で洗浄し，1日乾燥した。各系は n=3で行われた。 

 

Fig. 25. Schematic diagram of soil burial test. Three soil samples: control soil (CS), 
soil that is remote from PBAT film (BS), and soil in the vicinity of film surface (FS), 
which attached to PBAT film (thickness of the soil was within 1 mm from film 
surface), were recovered periodically. In the analysis of soil microbiota, these soils 
were respectively denoted as CSX, BSX, and FSX (X indicates elapsed months; e.g. 
control soil recovered after incubation for 3 months is designated as CS3).  
 

 
土壌埋設したPBATフィルムの表面形態観察 

	 PBATフィルムの表面形態を，走査型電子顕微鏡（SEM）（JCM-6000; JEOL Co., Ltd.）を
用いて観察した。表面形態観察を行うにあたり，PBAT フィルムの固定化を行った[144]。
まず，2.5 %（v/v）グルタルアルデヒド溶液に PBATフィルムを浸し，室温で 1時間保温し
た。このフィルムを超純水で洗浄し，50，60，70，80，90，および 100 %エタノールに 20
分間ずつ，順次浸し脱水した。脱水したフィルムを酢酸イソアミルに入れ，1時間室温で保
温した後，フィルムを一晩減圧乾燥した。このフィルムを Au-Pdで覆い，SEMを用いてフ
ィルム表面形態観察を行った。 
 

土壌埋設したPBATフィルムの分子量測定 

	 LC-2000 Plus Series system（日本分光株式会社製）を用いたゲル浸透クロマトグラフィー
（GPC）法により，PBATフィルムの分子量が測定された。PBATフィルム（4 mg）をクロ
ロホルム（1 mL）に溶解後，その溶液を PTFEフィルター（孔径 0.45 µm，Kurabo Co., Ltd.）
を用いて濾過し，試料を調整した。GPCの移動相にクロロホルムを用い，流速を 0.8 mL/min，
カラム温度を 40 ˚C とし，試料をカラム（TSKgelGMHXL，TSKgelG1000HXL，および
TSKgelG2000HXL（東ソー株式会社製））にアプライした。PBAT の検出には屈折率検出器
を用いた。標準曲線の作製には，ポリスチレンスタンダードを用いた。 
 

ポリメラーゼ連鎖反応−変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（PCR-DGGE）解析 

	 回収した，7 種類の土壌サンプル（保温前の土壌：CS0，30 ˚C で 3 ヶ月間保温した後の
コントロール土壌：CS3，バルク土壌：BS3，およびフィルム周辺土壌：FS3，および 7 ヶ
月間保温した後のコントロール土壌：CS7，バルク土壌：BS7，およびフィルム周辺土壌：
FS7；Fig. 25）の微生物叢解析を、PCR-DGGE法を用いて行った。Power Soil DNA Isolation Kit
（MO BIO Laboratories社製）を用いて，回収した 7種類の土壌からメタゲノム DNAを抽出
した。抽出手順は Power Soil DNA Isolation Kitの説明書に従った。抽出したメタゲノム DNA
は，微生物叢解析に用いるまで-80 ˚Cの冷凍庫で保存した。細菌由来 16S rDNAおよび真菌
由来 ITS領域を iCyclerTM Thermal Cycler（Bio-Rad laboratories社製）を用いて PCRにより

have no significant influence on soil microbial flora [13], except for
one plastic: poly(butylene succinate-co-adipate) (PBSA) [14]. In
addition, fungal species formed on some synthetically biodegrad-
able plastics films were different from those observed in soil en-
vironments [15,16]. However, the relationship between the
presence of PBAT and the microbiota in soil during mild conditions
remains unclear. Because plant cultivation with mulch film is often
performed in mild conditions, we investigated the relationship
between PBAT and microbiota in mild conditions to assess its
properties as an onsite disposable material. Hence, we studied the
influence of PBAT on soil microbiota and the effect of that micro-
biota on plant growth in mild conditions.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

Poly(butylene adipate-co-terephthalate) (PBAT; Fig. 1) was
kindly supplied by BASF Co., Ltd. The ratio of adipic acid and ter-
ephthalic acid in PBAT was 52 mol% and 48 mol% respectively, as
determined by 1H NMR spectrum analysis. TaKaRa Ex Taq®, plasmid
pMD20, T4 DNA ligase, and SYBR® Premix Ex Taq™ (Perfect Real
Time) were purchased from TAKARA BIO Inc. Oligonucleotides were
purchased from Eurofins Genomics Co., Ltd. Other chemicals were
purchased fromWAKO Pure Chemical Industries Co., Ltd. and Roche
Diagnostics K.K.

2.2. Film preparation

The purification of PBAT was performed by re-precipitation in
methanol as described previously [9]. Precipitate in methanol was
collected and dried in vacuo for 1 day. Purified PBAT was placed in
themetal mold and coveredwith Kapton polyimide film (DU PONT-
TORAYCo., Ltd.). It was then pressedwith amini Test Press-10 (Toyo
Seiki Seisaku-Sho, Ltd.) for 1 min at 130 !C under a pressure of
14 MPa. The film was annealed at room temperature for 1 day and
cut into a specimen (ca. 2 " 2 " 0.1 cm3). Before use, the film was
washed with methanol and distilled water and dried in vacuo for 1
day.

2.3. Soil burial test

Soil (andosol, a synonym of kuroboku) used in this study was
collected from a field (Shibukawa, Gunma, Japan; 36.532294!N
latitude, 139.011175!E longitude) and screened with a 2-mm sieve
to eliminate weeds and lumps. The original soil sample contained
organic trace elements and water in the following ratio: hydrogen
2.05%, carbon 9.88%, nitrogen 0.90%, and water 22%. Organic trace
elements in the soil were determined by using the Micro Corder
JM10 (Yanaco). Three hundred grams of adjusted soil containing
30%water and 30mL of basal medium (4.6 g/L of KH2PO4,11.6 g/L of
Na2HPO4$12H2O, 1.0 g/L of NH4Cl, 0.5 g/L of MgSO4$7H2O, 0.1 g/L of
FeCl3$6H2O, and 0.5 g/L of dried yeast extract; pH 7.0) [9] was
placed in a plastic bottle. Twenty-six PBAT films (1.8 g) were

homogeneously buried in the soil. The lid of bottle was closed and
the soil was incubated at 30 !C. Tomaintain aerobic condition of the
soil, it was gently stirred with sterilized spatula once a day under
the lid opened. In addition, water content of the soil was evaluated
every two weeks by difference between the wet and dry weight,
and wasmaintained in 30% by adding water to the soil. Soil without
PBAT films was prepared as a control soil (CS). CS and bulk soil (BS)
(Fig. 2) were periodically sampled to investigate soil microbiota. In
addition, PBAT films were periodically sampled, and then soil
attaching to film surface (thickness of the soil was within 1 mm
from the surface), which was denoted as soil in the vicinity of film
surface (FS) (Fig. 2), was also sampled by spatula to investigate soil
microbiota. Soil samples were preserved at#80 !C until further use.
PBAT films sampled from soil were washed with methanol and
distilled water. They were dried in vacuo for 1 day and their dry
weights were determined. All experiments were performed in
triplicate.

2.4. Surface morphologies of PBAT film buried in soil

Film surface morphologies were observed with a scanning
electron microscope (SEM) (JCM-6000, JEOL Co., Ltd.). Film fixation
was performed as previously described [17]. The films were coated
with gold before observation.

2.5. Molecular mass of PBAT film buried in soil

The molecular masses of PBAT films were analyzed with gel
permeation chromatography (GPC) using LC-2000 Plus Series sys-
tem (JASCO Co., Ltd.). Four milligrams of PBAT film samples were
dissolved in 1 mL of chloroform. The solution was filtered with a
PTFE filter (pore size, 0.45 mm; Kurabo Co., Ltd.) and the filtrate was
then used for analysis of the molecular mass. GPC was performed
with 0.8 mL/min of flow rate and 40 !C column temperature. The
polymer was detected by a refractive index detector (JASCO Co.,
Ltd.). Polystyrene standards were used to generate a calibration
curve.

2.6. Polymerase chain reaction-denaturing gradient gel
electrophoresis (PCR-DGGE) analysis

Microbiota from control, bulk, and film soils after incubation at
30 !C for 0, 3, and 7 months were analyzed using the PCR-DGGE
method. These soils were denoted as CS0, CS3, CS7, BS3, BS7, FS3,
and FS7, respectively, corresponding to the sampling months
(Fig. 2). Metagenomic DNA was extracted from soil samples with a
PowerSoil® DNA isolation kit (MO BIO Laboratories, Inc.). The DNA
was preserved at #80 !C until further use. Bacterial 16S rDNA and
fungal ITS regions were amplified by PCR using an iCycler™ Ther-
mal Cycler (Bio-Rad laboratories, Inc.). The PCR reaction mixture

Fig. 1. Chemical structure of poly(butylene adipate-co-terephthalate) (PBAT).

Fig. 2. Schematic diagram of soil burial test. Three soil samples: control soil (CS), soil
that is remote from PBAT film (BS), and soil in the vicinity of film surface (FS), which
attached to PBAT film (thickness of the soil was within 1 mm from film surface), were
recovered periodically. In the analysis of soil microbiota, these soils were respectively
denoted as CSX, BSX, and FSX (X indicates elapsed months; e.g. control soil recovered
after incubation for 3 months is designated as CS3).

F. Muroi et al. / Polymer Degradation and Stability 129 (2016) 338e346 339
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増幅した。抽出したメタゲノム DNA をテンプレートとして用いて PCR を行った。反応液
は，メタゲノム DNA溶液（1.0 µL）TaKaRa Ex Taq®（0.1 µL：0.5 U），10×Ex Taq Buffer（2.5 
µL），dNTP Mixture（2.5 µL：各々2.5 mM），フォワードプライマーおよびリバースプライマ
ー（10 pmolずつ）を混合し，超純水を用いて総量を 25 µLにした。16S rDNAはプライマ
ー341F-GCおよび 907Rを用いて増幅され，ITS領域はプライマーJB206cおよび GM2を用
いて増幅された。メタゲノムDNAは 98 ˚Cで 10分間加熱後，氷水で急冷したものを用いた。
16S rDNAを増幅するためのサーマルサイクルは，95 ˚C3分を 1サイクル，94 ˚C 30秒；64 ˚C 
10秒；72 ˚C 45秒を，アニーリング温度を 1サイクルごとに 0.5 ˚C下げながら 14サイクル，
94 ˚C 30秒；57 ˚C 10秒；72 ˚C 45秒を 16サイクル，72 ˚C 2分を 1サイクルとした。ITS領
域を増幅するためのサーマルサイクルは，95 ˚C，5分を 1サイクル，94 ˚C 30秒；58 ˚C 30
秒；72 ˚C 30秒をアニーリング温度を 1サイクルごとに 0.5 ˚C下げながら 20サイクル，94 ˚C 
1分；48 ˚C 1分；72 ˚C 45秒を 10サイクル，72 ˚C 2分を 1サイクルとした。目的 DNAの
増幅は，アガロースゲル電気泳動により確認した。 
	 変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（DGGE）は，DCode™ Universal Mutation Detection System
（Bio-Rad 社製）を用いて行われた。実験手順は「DCode システム（DGGE 法）を用いた
微生物群集解析アプリケーションガイド」に従った。変性剤濃度が 100 %の 6 %アクリルア
ミド溶液は、40 %アクリルアミド/ビス溶液（アクリルアミド（5.48 M）および N,N’−メチ
レン−ビス−アクリルアミド（69 mM））（7.5 mL），50×TAEバッファー（トリス塩基（2.0 M），
酢酸ナトリウム（0.25 M），およびエチレンジアミン四酢酸（EDTA，63 mM））（0.5 mL），
ホルムアミド（20 mL），尿素（21 g），および超純水を混合し，総量を 50 mLにすることで
調整された。10 %過硫酸アンモニウム（400 µL）および N,N,N’,N’−テトラメチルエチレンジ
アミン（45 µL）は，アクリルアミド溶液をゲル化させるために用いられた。土壌細菌叢お
よび真菌叢を解析するため，model 75 gradient delivery system（Bio-Rad laboratories, Inc.）を
用いて，それぞれ 30 %−55 %および 30 %−35 %の変性剤濃度勾配をもつアクリルアミドゲル
が作製された。PCR産物（15 µL）をゲルのウェルに流し込み，58 ˚Cの 0.5×TAEバッファ
ー中で，EPS 601（GEヘルスケア・ジャパン社製）を用いて 200 Vの電圧を印加し，4時間
電気泳動した。泳動後，ゲルを SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain（ロシュ・ダイアグノス
ティックス株式会社）で染色し，UV トランスイルミネーター（フナコシ株式会社製）で
DNA バンドを可視化した。DNA バンドを切り出し，DNA 回収バッファー（酢酸アンモニ
ウム（5 M）および EDTA（2.0 µM））（600 µL）中で 37 ˚Cで一晩保温後，ゲルから DNAを
抽出した。エタノール沈殿により抽出した DNA を沈殿させ，超純水（10 µL）に溶解させ
た。 
 

DGGEバンドのDNA解析 

	 ゲルから抽出した DNAをテンプレートとして用い，セミネスト PCRにより DNAを増幅
した。DNA溶液（5.0 µL）と滅菌超純水（13.4 µL）を混合し，98 ˚Cで 10分間プレヒート
後，氷水で急冷した。この溶液に，TaKaRa Ex Taq®（0.1 µL：0.5 U），10×Ex Taq Buffer（2.5 
µL），dNTP Mixture（2.0 µL：各々2.5 mM），およびプライマー（16S rDNAの増幅にはプラ
イマー341Fおよび 518R，ITS領域の増幅にはプライマーITS1および GM2をそれぞれ 1.0 µL
（1.0 pmol）用いた。）を混合した。16S rDNAを増幅するためのサーマルサイクルは，94 ˚C，
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5分を 1サイクル，94 ˚C 30秒；55 ˚C 30秒；72 ˚C 30秒を 30サイクル，72 ˚C 10分を 1サ
イクルとした。また，ITS領域を増幅するためのサーマルサイクルは，94 ˚C，5分を 1サイ
クル，94 ˚C 30秒；55 ˚C 30秒；72 ˚C 30秒を 30サイクル，72 ˚C 10分を 1サイクルとした。
ダイデオキシ法を用いて RCR 産物の DNA 配列解析を行った（ユーロフィンジェノミクス
株式会社）。近縁種を調べるため，NCBI の nucleotide BLAST（http://www.ncbi.nlm.nih.gov）
を用いて GenBankに登録されている DNA配列のデータ，および本配列解析により得られた
DNA配列のデータを比較した。 
 
土壌細菌および真菌由来 DNAの定量[141] 
	 土壌細菌由来 DNA（16S rDNA）および真菌由来 DNA（18S rDNA）のコピー数を定量 PCR
（qPCR）法により定量した。qPCR は，iCycler™ Thermal Cyclerおよび MyiQ™ Single Color 
Real-Time PCR Detection System（Bio-Rad Laboratories社製）を用いて行われた。メタゲノム
DNA溶液（1.0 µL）および滅菌超純水（21.0 µL）を混合した。この溶液を，98 ˚Cで 10分
間プレヒートし，氷水で急冷した。その後，SYBR® Premix Ex Taq™（25.0 µL），およびプラ
イマー（16S rDNAの定量にはプライマーEUB338および Eub518，18S rDNAの定量にはプ
ライマーnu-SSU-1196Fおよび nu-SSU-1536Rをそれぞれ 1.0 µL（1.0 pmol）用いた。）を混合
した。16S rDNAを増幅するためのサーマルサイクルは，95 ˚C 10秒を 1サイクル，95 ˚C 5
秒；61 ˚C 25秒を 45サイクル，95 ˚C 1分を 1サイクル，55 ˚C 10秒（1サイクルごとに 0.5 
˚C上昇）を 80サイクルとした。18S rDNAを増幅するためのサーマルサイクルは，95 ˚C 10
秒を 1サイクル，95 ˚C 5秒；56 ˚C 25秒を 45サイクル，95 ˚C 1分を 1サイクル，55 ˚C 10
秒（1サイクルごとに 0.5 ˚C上昇）を 80サイクルとした。検量線の作成には，既知の濃度
のプラスミド DNA（p16S-NKCM2511および p18S-NKCM3301）を用いた（Fig. 26，Fig. 27）。 

 

Fig. 26. Position of primer used for quantification of bacterial rDNA. 

 

Fig. 27. Position of primer used for quantification of fungal DNA. 

 

植物栽培試験 

	 30 ˚Cで 7ヶ月間保温した，PBAT埋設土壌およびコントロール土壌に Brassica rapa var. 
chinesisの種子を播種し，人工気象器を用いて 25 ˚Cで 1ヶ月間栽培した。日照時間は 1日
あたり 12時間とした。栽培後，植物を収穫し，根についた土壌を水で洗浄し，取り除いた。
B. rapa var. chinesisを一晩凍結乾燥し，乾燥重量を測定した。 

16S rDNA of NKCM2511

EUB338（Position：329-339）

Eub518（Position：480-496）

18S rDNA of NKCM2511

nu-SSU-1536R（Position：1317-1336）

nu-SSU-1196F（Position：980-999）

18S rDNA of NKCM3301

nu-SSU-1536R（Position：1317-1336）

nu-SSU-1196F（Position：980-999）
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3-2	 結果 

PBATフィルムの土壌分解 

	 Fig. 28に，土壌中で 30 ˚Cで保温した PBATフィルムの重量減少量を示す。時間の経過に
伴い，PBATフィルムの重量は徐々に減少し，埋設 6ヶ月で，1.81 mg/cm2（初期重量の 22 %）
の重量損失が確認された。Fig. 30に，土壌埋設前後の PBATフィルムの SEM像を示す。土
壌埋設前のフィルム表面は滑らかであったが（Fig. 30-a），土壌埋設 3 ヶ月後のフィルム表
面には，小さな亀裂が見られた（Fig. 30-b）。土壌埋設 6ヶ月後のフィルム表面にはおおき
な亀裂が生じ，フィルム表面はより粗くなっていた（Fig. 30-c）。Fig. 29に，土壌埋設した
PBATフィルムの GPCクロマトグラムを示す。土壌埋設前の PBATフィルムの分子量（Mn）
および多分散度はそれぞれ 3.9×104，および 1.6 であった。土壌埋設 6 ヶ月後，フィルムの
分子量（Mn）は 2.7×104に低下し，多分散度は 2.0に上昇した。 
 

 
Fig. 28. Weight loss of PBAT film in a soil environment 
during incubation at 30 ˚C. Error bar indicates the ranges of 
experimental data (n = 3). 

 

 
Fig. 29. Gel permeation chromatograms of PBAT film before 
incubation (solid line), after incubation in soil for 3 months 
(dotted line), and for 6 months (dashed line).

 
Fig. 30. Scanning electron micrographs of PBAT film surfaces before 
incubation (a), after incubation in soil for 3 months (b), and for 6 months (c). 
White bars indicate 50 µm in length. 
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PBATフィルム分解土壌の微生物叢解析 

	 サンプリングしたコントロール土壌（CS0，CS3，および CS7），バルク土壌（BS3および
BS7），および PBATフィルム周辺土壌（FS3および FS7）の微生物叢を PCR-DGGE法によ
り解析した。Fig. 31 は，細菌 16S rDNA の V3-V5 領域の PCR アンプリコンの DGGE
（PCR-DGGE）像を示している。泳動図より，38 個の異なるバンドが検出された。検出さ
れたバンドに，上部（ウェル）からゲルの下部に向かって順番に番号をつけた。Table 19は
各バンド由来のDNA配列解析結果より得られた細菌の分類群を示している。本解析により，
本土壌中には，土壌環境に生息する細菌門である[105]，Proteobacteria門（α- Proteobacteria，
β- Proteobacteria，γ- Proteobacteria，および δ-Proteobacteria），Actinobacteria 門，および
Gemmatimonadetes 門に属する細菌が存在することが明らかとなった。PCR-DGGE 像より，
CS0 レーンでは 21 バンド（1-2，5-8，10-12，14-16，18-20，22-23，25-27，および 31）が
確認された。CS3レーンでは，これら 21バンドに加えて，14バンド（4，9，13，21，28-30，
および 32-38）が検出された。CS3，CS7，BS3，および BS7 レーンのバンドパターンを比
較した結果，これらのバンドパターンは類似していた。一方で，FS3 および FS7 レーン上
に，他のレーン（CS0，CS3，CS7，BS3，および BS7）で検出されなかったバンド 3が検出
された。加えて，FS3では他のレーンで検出されなかったバンド 17も検出された。本試験
土壌中には，植物の生育促進に関与する植物生育促進根圏細菌（PGPR）である Azospirillum 
sp.（バンド 12）および Mesorhizobium sp.（band 11）[145]が，全ての土壌サンプル（CS0，
CS3，CS7，BS3，BS7，FS3および FS7）で検出された。一方，PBAT分解細菌として単離
された，B. pumilusは検出されなかった。また，本試験土壌からは植物病原細菌は検出され
なかった。 

 
Fig. 31. PCR-DGGE profile of bacterial flora in the soil samples. (M: DGGE 
marker, CS: control soil, BS: bulk soil, FS: soil in the vicinity of film surface).  

 

analysis of these 7 bands 2, 4, 6, 8, 12, 21, and 24 in FS7 showed fungi belonging to phylum of Ascomycota existed in 

the surface of film after incubation for 7 months (Table 3). In this study, 7 phytopathogenic fungi, Chaetomella 

raphigera [23], Saccharicola bicolor [24], Setophoma terrestris [25], Leptosphaerulina chartarum [26], Periconia sp. 

[27], Verticillium dahliae [28], and Plectosphaerella cucumerina [29] were detected in soil samples. Among these 

phytopathogens, the abundance of S. terrestris (band 12) increased in BS and FS compared with CS after incubation for 7 

months. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 6. PCR-DGGE profile of bacterial flora in the soil samples. 
�M : DGGE marker, CS : control soil, BS : bulk soil, FS : soil in the vicinity of film surface� 

 
Table 1. Identification of bands corresponding to band numbers in Figure 6 based on the 16S rDNA analysis. 

Band number (Accession number) Closest relative species 
(Accession number) 

Identity 
(%) 

Phylum 

1 (LC122290) uncultured bacterium (AB552000) 100 - 
2 (LC122291) Hyphomicrobium aestuarii (NR_104954) 100 Proteobacteria 
3 (LC122292) Hyphomicrobium sp. (AF408954) 98 Proteobacteria 
4 (LC122293) uncultured bacterium (JQ370308) 99 - 
5 (LC122294) Cupriavidus taiwanensis (NR_074823) 100  
6 (LC122295) Lysobacter sp. (HM063960) 97 Proteobacteria 
7 (LC122296) Blastochloris gulmargensis (NR_115056) 98 Proteobacteria 
8 (LC122297) Bradyrhizobium sp. (KR779531) 99 Proteobacteria 
9 (LC122298) Lysobacter sp. (KF441669) 97 Proteobacteria 
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Table 19. Identification of bands corresponding to band numbers in Fig. 31 based on the 16S rDNA analysis. 

Band number 
(Accession number) 

Closest relative species 
(Accession number) 

Identity 
(%) 

Phylum 

1 (LC122290) Uncultured bacterium (AB552000) 100 - 
2 (LC122291) Hyphomicrobium aestuarii (NR_104954) 100 Proteobacteria 
3 (LC122292) Hyphomicrobium sp. (AF408954) 98 Proteobacteria 
4 (LC122293) Uncultured bacterium (JQ370308) 99 - 
5 (LC122294) Cupriavidus taiwanensis (NR_074823) 100  
6 (LC122295) Lysobacter sp. (HM063960) 97 Proteobacteria 
7 (LC122296) Blastochloris gulmargensis (NR_115056) 98 Proteobacteria 
8 (LC122297) Bradyrhizobium sp. (KR779531) 99 Proteobacteria 
9 (LC122298) Lysobacter sp. (KF441669) 97 Proteobacteria 
10 (LC122299) Acidovorax delafieldii (KC252710) 99 Proteobacteria 
11 (LC122300) Mesorhizobium sp. (JN848795) 98 Proteobacteria 
12 (LC122301) Azospirillum sp. (GQ369056) 99 Proteobacteria 
13 (LC122302) Reyranella soli (NR_109674) 100 Proteobacteria 
14 (LC122303) Aquabacterium limnoticum (NR_108739) 98 Proteobacteria 
15 (LC122304) Uncultured bacterium (JQ371645) 98 Proteobacteria 
16 (LC122305) Uncultured bacterium (HQ114187) 96 - 
17 (LC122306) Caenimonas sp. (HM156151) 99 Proteobacteria 
18 (LC122307) Uncultured gamma proteobacterium 

(GU016233) 
99 Proteobacteria 

19 (LC122308) Caenimonas sp. (HM156151) 99 Proteobacteria 
20 (LC122309) Uncultured beta proteobacterium 

(HM592577) 
99 Proteobacteria 

21 (LC122310) Thermomonas brevis (KM199275) 98 Proteobacteria 
22 (LC122311) Uncultured bacterium (KR921124) 99 - 
23 (LC122312) Hyphomicrobium aestuarii (NR_104954) 100 Proteobacteria 
24 (LC122313) Uncultured bacterium (JN644170) 99 - 
25 (LC122314) Lysobacter cookii (NR_112881) 98 Proteobacteria 
26 (LC122315) Acetobacter pasteurianus (LK024186) 99 Proteobacteria 
27 (LC122316) Oceanibaculum indicum (LN650478) 97 Proteobacteria 
28 (LC122317) Agricultural soil bacterium (HQ132692) 97 - 
29 (LC122318) Uncultured bacterium (HM988822) 100 - 
30 (LC122319) Actinophytocola burenkhanensis 

(AB535095) 
96 Actinobacteria 

31 (LC122320) Uncultured actinobacterium (FJ569299) 99 Actinobacteria 
32 (LC122321) Uncultured bacterium (JF028565) 99 - 
33 (LC122322) Uncultured bacterium (KC562911) 100 - 
34 (LC122323) Uncultured bacterium (FJ568375) 96 - 
35 (LC122324) Uncultured bacterium (LN680160) 100 - 
36 (LC122325) Pseudonocardia sp. (GQ924573) 99 Actinobacteria 
37 (LC122326) Gemmatirosa kalamazoonesis (CP007128) 95 Gemmatimonadetes 
38 (LC122327) Uncultured bacterium (KP156266) 99 - 
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	 Fig. 32は真菌由来 DNA配列の PCRアンプリコンの PCR-DGGE像を示している。電気泳
動像より，34 個の異なるバンドが検出された。検出されたバンドに，上部（ウェル）から
ゲルの下部に向かって順番に番号をつけた。Table 20は検出された真菌の分類群を示してい
る。本解析により，本土壌には，Ascomycota 門，Basidiomycota 門，および Zygomycota 門
に属する真菌が存在することが明らかとなった。PCR-DGGE 像より，CS0 レーンでは，29
バンド（1-9，11-14，16-28，30-31 および 33）が検出された。CS3 レーンでは，新たに 29
および 32番のバンドが出現したが，CS0レーンで見られた 16および 17番のバンドがなか
った。また，CS3レーンの 11および 13番のバンドの強度は，CS0のそれと比較して増加し
た。BS3 のバンドパターンはバンド 11 が検出されなかったこと，およびバンド 13 の強度
が CS3 のバンド 13 の強度より低いことを除いて，CS3 のバンドパターンと類似していた。
CS7 レーンでは，バンド 10 および 15 が出現した一方で，バンド 12，23，26，28，および
30-33が消失した。BS7および CS7レーンのバンドパターンは，BS7レーンのバンド 12お
よび 24の強度が，CS7レーンの 12および 24の強度より強いことを除いては，大まかに類
似していた。一方，FS7レーンのバンドの数は CS7および BS7レーンのバンドの数よりも
顕著に減少し，7 バンド（2，4，6，8，12，21，および 24）が検出された。これら 7 つの
バンドのうち，バンド 2，8，12，および 21は Ascomycota門に属する真菌由来 DNAであっ
た（Table 5）。本試験土壌中から 7種の植物病原真菌近縁種（Chaetomella raphigera[146]，
Saccharicola bicolor[147]，Setophoma terrestris[148]，Leptosphaerulina chartarum[149]，Periconia 
sp.[150]，Verticillium dahliae[151]，および Plectosphaerella cucumerina[152]）が検出された。
7ヶ月後の BS7および FS7中における S. terrestris（バンド 12）のバンド強度は，CS7にお
けるそれのバンド強度より大きかった（Fig. 32）。 

 

 
Fig. 32. PCR-DGGE profile of fungal flora in the soil samples. (M: 
DGGE marker, CS: control soil, BS: bulk soil, FS: soil in the 
vicinity of film surface)   

 
 

  
 
 
Figure 7. PCR-DGGE profile of fungal flora in the soil samples. 

(M : marker, CS : control soil, BS :bulk soil, FS : soil in the vicinity of film surface) 

 

Table 2. Identification of bands corresponding to band numbers in Figure 7 based on the ITS region. 

Band number 
(Accession number) 

Closest relative species 
(Accession number) 

Identity 
(%) 

Phylum 

1 Saccharicola bicolor (KM979977) 98 Ascomycota 
2 Apodus oryzae (AY681200) 99 Ascomycota 
3 Mortierella ambigua (KP966612) 98 Zygomycota 
4 ND ND ND 
5 ND ND  ND 
6 NI NI NI 
7 Chaetomella raphigera (KF669891) 97 Ascomycota 
8 Saccharicola bicolor (KM979977) 98 Ascomycota 
9 Chaetomella raphigera (KF669891) 97 Ascomycota 
10 Chaetomella raphigera (KF669891) 100 Ascomycota 
11 Tetracladium furcatum (EU883432) 99 Ascomycota 
12 Setophoma terrestris (KF251246) 100 Ascomycota 
13 Setophoma terrestris (KF251246) 99 Ascomycota 
14 Saccharicola bicolor (KM979977) 98 Ascomycota 
15 Mortierella elongata (KF944459) 97 Zygomycota 
16 Mortierella elongata (JN943803) 97 Zygomycota 
17 Mortierella alpina (JN943803) 98 Zygomycota 
18 Pseudaleuria sp. (AB520861) 99 Ascomycota 
19 Minimedusa polyspora (KC176294) 95 Basidiomycota 
20 Saccharicola bicolor (AF455415) 98 Ascomycota 
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Table 20. Identification of bands corresponding to band numbers in Fig. 32 based on the ITS region. 

Band number 
(Accession number) 

Closest relative species 
(Accession number) 

Identity 
(%) 

Phylum 

1 (LC125599) Saccharicola bicolor (KM979977) 98 Ascomycota 
2 (LC125600) Apodus oryzae (AY681200) 99 Ascomycota 
3 (LC125601) Mortierella ambigua (KP966612) 98 Zygomycota 
4 (LC125602) ND ND ND 
5 (LC125603) ND ND  ND 
6 ( - ) NI NI NI 
7 (LC125604) Chaetomella raphigera (KF669891) 97 Ascomycota 
8 (LC125605) Saccharicola bicolor (KM979977) 98 Ascomycota 
9 (LC125606) Chaetomella raphigera (KF669891) 97 Ascomycota 
10 (LC125607) Chaetomella raphigera (KF669891) 100 Ascomycota 
11 (LC125608) Tetracladium furcatum (EU883432) 99 Ascomycota 
12 (LC125609) Setophoma terrestris (KF251246) 100 Ascomycota 
13 (LC125610) Setophoma terrestris (KF251246) 99 Ascomycota 
14 (LC125611) Saccharicola bicolor (KM979977) 98 Ascomycota 
15 (LC125612) Mortierella elongata (KF944459) 97 Zygomycota 
16 (LC125613) Mortierella elongata (JN943803) 97 Zygomycota 
17 (LC125614) Mortierella alpina (JN943803) 98 Zygomycota 
18 (LC125615) Pseudaleuria sp. (AB520861) 99 Ascomycota 
19 (LC125616) Minimedusa polyspora (KC176294) 95 Basidiomycota 
20 (LC125617) Saccharicola bicolor (AF455415) 98 Ascomycota 
21 (LC125618) Humicola fuscoatra (KJ767117) 100 Ascomycota 
22 (LC125619) Leptosphaerulina chartarum (KF445073) 99 Ascomycota 
23 (LC125620) Humicola fuscoatra (KJ767117) 100 Ascomycota 
24 (LC125621) ND ND ND 
25 (LC125622) Periconia sp. (KF227879) 99 Ascomycota 
26 ( - ) NI NI NI 
27 (LC125623) Periconia sp. (KF227879) 99 Ascomycota 
28 (LC125624) ND ND ND 
29 (LC125625) Verticillium dahliae (HQ839784) 99 Ascomycota 
30 (LC125626) Uncultured fungus (LC026314) 99 - 
31 (LC125627) ND ND ND 
32 (LC125628) Uncultured fungus (LC026314) 99 - 
33 (LC125629) Plectosphaerella cucumerina (JX431888) 100 Ascomycota 
34 (LC125630) Mortierella sp. (HQ608097) 98 Zygomycota 

ND: not determined (Identity < 95% for ITS sequence in the Genbank), NI: There were no related species in data bank. 
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土壌中の細菌および真菌の存在比率 

	 未処理土壌（CS0）および 30 ˚Cで 7ヶ月間保温したコントロール（CS7），バルク（BS7），
およびフィルム周辺土壌（FS7）中の，細菌および真菌由来 rDNA のコピー数を定量 PCR
法により調べた[141]。CS0の細菌および真菌由来 rDNAのコピー数は，土壌 1 gあたりそれ
ぞれ 1.7×109および 3.3×1011個であった。これらの値を用いて 7ヶ月後の各土壌（CS7，BS7，
および FS7）中に含まれる細菌および真菌由来 rDNAの相対コピー数を算出した結果を，Fig. 
33に示す。CS7の細菌および真菌由来 rDNAのコピー数は，CS0の細菌および真菌由来 rDNA
のコピー数と比較して減少した。BS7の細菌由来 rDNAのコピー数は CS0の細菌由来 rDNA
のコピー数の約 0.7 倍であったが，CS7 の細菌由来 rDNA のコピー数の約 2.3 倍であった。
BS7の真菌由来 rDNAのコピー数は，CS0とほぼ同じであり，CS7の真菌由来 rDNAのコピ
ー数の約 3.8倍であった。FS7の細菌および真菌由来 rDNAのコピー数は CS0，CS７および
BS7のそれよりも多かった。 
 

 
Fig. 33. Relative copy number of bacterial (16S) and 
fungal (18S) rDNA in initial soil (CS0), control soil 
(CS7), bulk soil (BS7), and soil in the vicinity of film 
surface (FS7) after 7 months. White and black bars 
indicate relative copy number of bacteria and fungi, 
respectively. Error bars indicate the ranges of 
experimental data (n = 3).  
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Brassica rapa var. chinesis栽培試験 

	 Fig. 34は 30 ˚Cで 7ヶ月間保温した後のコントロール土壌（CS7, (a)）および PBAT埋設
土壌（BS7, (b)）で, 25 ˚Cで栽培した，B. rapa var. chinensisを示している。1ヶ月間の栽培
の間，B. rapa var. chinensisにおいて，植物病原微生物によりもたらされる黒斑病や軟腐病
などの病状は確認されなかった。Table 21は，栽培した B. rapa var. chinensisの乾燥重量を
示している。BS7で栽培した B. rapa var. chinensis の乾燥重量は，CS7で栽培した B. rapa var. 
chinensis の乾燥重量よりも僅かに大きかった（Table 21）。 

 

    
Fig. 34. B. rapa var. chinensis grown on control soil: CS7 (a), and bulk soil: BS7 (b). The plant was 
grown at 25 ˚C for 1 month on the either soil, CS7 or BS7 in the plant growth chamber.  

 

 

Table 21. Dry weight of B. rapa var. chinensis. 

Soil Dry weight (g) 
CS7a 0.076±0.019 
BS7b 0.089±0.024 

Plants were recovered after they were grown for 1 month at 25˚C (n = 5). 
 a CS7 indicates control soil after incubation for 7 months at 30 ˚C without  
PBAT films (cf. Fig. 25).  
 b BS7 indicates bulk soil after incubation for 7 months at 30 ˚C with  
PBAT films (cf. Fig. 25). 

 

  

(a) (b) 
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3-3	 考察 

	 PBATは生分解性農業用資材として用いられており，非生分解性マルチフィルムにより引
き起こされる諸問題に解決策を提案できる。一方で，PBATは植物病原菌により生産される
クチナーゼにより分解されることがわかっている[52,53,57]。このことは，PBAT を農業で
用いる場合，植物病原菌が PBAT を炭素源として利用し増殖した結果，農作物に悪影響を
及ぼす可能性があるということを意味している。つまり，PBATを農業用用途で安全に使う
ためには，PBATの土壌分解に伴う土壌微生物叢変化を知る必要がある。 
	 土壌埋設した PBATフィルムでは重量減少が見られた（Fig. 28）。一方，粕谷らは，滅菌
した土壌中では PBAT フィルムが分解されないことを明らかにした[62]。これらのことは，
生物学的要因すなわち PBAT 分解微生物が生産するクチナーゼ[52,53,57]あるいはリパーゼ
[67]などにより，PBATフィルム表面加水分解が生じたことを示唆している。一方で，土壌
埋設した PBATフィルムの分子量低下が認められた（Fig. 29）。このような，非生物学的要
因による，ポリエステルの分子量低下は，今までにも報告されている[48,153]。これは，環
境中に存在する水分子がフィルム内部に侵入し，分子鎖を切断するために生じる（塊状分

解）。従って，土壌埋設した PBATフィルムの分子量低下は，非生物的因子による塊状分解
によりもたらされたと考えられる[153]。SEMを用いたフィルムの表面形態観察より，土壌
埋設 3ヶ月後に，フィルム表面に亀裂が確認された（Fig. 30）。土壌中の水分子は，フィル
ム表面に形成された亀裂から内部に侵入し，エステル結合を切断したと考えられる。以上

のことから，土壌中における PBAT フィルムの分解には酵素的および非酵素的加水分解が
寄与すると考えられる。 
	 PBATが土壌微生物叢に及ぼす影響を評価するため，PCR-DGGE解析を行った。3および
7 ヶ月後，コントロール土壌（CS）およびバルク土壌（BS）中の細菌種は互いに類似して
いた（Fig. 31）。このことから，PBATフィルムの土壌埋設は，BSの細菌叢にほとんど影響
を及ぼさないことが明らかとなった。この結果は，他の化学合成ポリエステルであるポリ

乳酸（PLA），ポリカプロラクトン（PCL），およびポリ（ブチレンサクシネート−コ−アジペ
ート）（PBSA）が土壌細菌叢に影響を与えないという結果と一致していた[108]。一方で，
Caenimonas属および Hyphomicrobium属の細菌が，3ヶ月後のフィルム周辺土壌（FS）のみ
で検出された。このことから，FSの細菌叢は PBATによりわずかに影響を受けることがわ
かった。Caenimonas 属を含む Comamonadaseae の細菌がプラスチックフィルム表面に形成
されたバイオフィルム中から検出されていることに加え[154]，Hyphomicrobium 属細菌はバ
イオフィルム形成能を有することから[155]，これら細菌は PBAT フィルム周辺にバイオフ
ィルムを形成し，増殖したため，FS から検出されたと考えられる。本群集解析では，試験
期間を通して，PBAT 分解細菌である B. pumilus が検出されなかった。このことから，B. 
pumilus は PBAT の分解において分解者の一部ではあるけれども，PBAT の分解により集積
されないことがわかった。これは，B. pumilusが PBATモノマーをほとんど資化しないこと
と関係があると推定される。 
	 本研究では，7ヶ月後の FSにおいて CSおよび BSよりも真菌の多様性が低下することが
わかった。同様の結果が，ポリエステルポリウレタン，PCL，PBSu，および PBSA のフィ
ルムを用いた真菌叢解析からも得られている[109,142]。また，Ascomycota 門に属する真菌
がポリエステルフィルム表面に集積されることが報告されている[109]。本研究においても，
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FS7中に存在する 7種の真菌種のうち，同定できたものは全て Ascomycota門に属していた
（Table 20）。これらのことから，Ascomycota門に属する株が PBATフィルム表面に集積さ
れると考えられる。以前，我々は Ascomycota門に属する Isaria fumosoroseaが土壌環境にお
ける PBAT の分解において重要な役割を果たすことを明らかにした [62]。加えて，
Ascomycota 門の真菌が生産するクチナーゼ様酵素が PBAT を分解することも明らかとなっ
ている[65]。従って，FS中で Ascomycota門の真菌が，クチナーゼ様酵素を用いて PBATを
分解し，その分解物を炭素源として利用することで増殖し，FS 中で優勢種となったと考え
られる。 
	 CS7および BS7の真菌叢は，BS7中の S. terrestris（バンド 12）および未同定種（バンド
24）の存在量が CS7 中のそれより多かったことを除いて，互いに類似していた。このこと
から，PBATは BSの真菌叢に大きな影響を与えないものの，ある種の真菌の増殖に影響を
与える可能性がある。S. terrestrisおよび未同定種が FS7中で検出されたことを考慮すると，
これら 2株は土壌中で PBATの分解に関与している可能性がある。 
	 定量 PCRの結果から（Fig. 33），BS7における細菌および真菌数が CS7におけるそれより
も多かったことから，土壌細菌および真菌が PBAT を炭素源として利用して増殖したと考
えられる。さらに，FS7 における細菌および真菌数は BS7 よりも多かった。土壌微生物の
量は糖，有機酸，アミノ酸，および植物残渣などの炭素源添加により増加することが知ら

れている[141]。FS7 における炭素源としての PBAT 分解物の量は，BS7 のそれよりも相対
的に多いと考えられる。従って，BS7 より FS7 に存在する細菌および真菌の量が多くなっ
たと推定される。 
	 本試験では，植物病原菌が 7ヶ月後の CS，BS，および FSから検出された（Fig. 32，Table 
20）。特に，植物病原真菌である S. terrestris近縁種は，BS7で増加した。しかしながら，CS7
および BS7で栽培した B. rapa var. chinensisの生育には，大きな違いが見られなかった（Fig. 
34，Table 21）。このことは，PBATの土壌埋設は本植物の生育にほとんど影響を与えないこ
とを示している。土壌微生物叢変化，特に真菌叢変化が確認されたにもかかわらず，負の

影響が本植物に見られなかった理由として 2 つのことが考えられる。一つは，宿主と病原
菌の関係性から説明できる。S. terrestrisは，玉ねぎの病原菌として報告例があるがアブラナ
科の植物に対する病原性の報告はないため，アブラナ科の植物である B. rapa var. chinensis
には悪影響を及ぼさなかったと考えられる[148]。他の理由として，B. rapa var. chinensisと
植物生育促進根圏細菌（PGPR）の関係性から説明できる。本試験土壌には，PGPR である
Azospirillum，およびMesorhizobium属細菌が存在していた。これら PGPRは，窒素固定[91,92]，
リン酸塩の水溶化[93,94]，植物ホルモンの分泌[95]，および植物病原微生物と競合すること
により[97]，植物の生育を促進する。PGPR が存在していたため，PGPR が植物病原微生物
によりもたらされる植物への悪影響を相殺した結果，B. rapa var. chinensisに負の影響が及
ぼされなかった可能性が考えられる。 
	 他方では，PBATの土壌埋設に伴い放出される分解物は, 大根，コショウソウ，およびカ
ラスムギの生育に悪影響をもたらさないことが報告されている[156]。分解物が与える生態
毒性の観点から考えると，PBATの分解物により形成された微生物叢だけでなく、上述のよ
うにその分解物自体も B. rapa var. chinensisに対して悪影響を及ぼさない。以上の結果から，
PBATを含む農業資材は，農作物の栽培に適していると考えられる。 
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	 農業用マルチフィルムを用いることにより，農作物の収穫量を高めることができる。こ

のため農業用マルチフィルムは，食料の安定供給が望まれる現代において，重要な農業資

材の一つである。しかし，汎用性マルチフィルムの使用により引き起こされる，経済ある

いは環境への負担が問題となっている。このような問題の解決策の一つとして，使用後に

オンサイト処理可能な，生分解性マルチフィルムが注目されている。本博士論文では，生

分解性マルチ材として利用される，ポリ（ブチレンアジペート−コ−テレフタレート）（PBAT）
の中温環境における微生物分解機構を明らかにするため，好気性中温性 PBAT分解細菌の
単離，特徴づけ，および PBAT加水分解酵素の特徴づけを行った。また，PBATの土壌分解
に伴う，土壌微生物叢変化を調べ，植物生育に対する影響を明らかにした。 
 
第 1章では，脂肪族芳香族共重合ポリエステルである PBATの開発の歴史を述べた。また，
PBATの機械的特性および生分解性について記述した。さらに，PBATの分解に関与する微
生物や PBAT加水分解酵素について詳説した。加えて，土壌微生物および土壌微生物叢と
植物の相互作用について説明した。 後に，本研究の目的を述べた。 
 
第 2章では，土壌環境より単離した PBAT分解細菌の特徴づけを行った。また，単離株が
生産する PBAT加水分解酵素のクローニングおよび特徴づけを行った。土壌環境より，3株
の PBAT分解細菌，NKCM3201，NKCM3202，および NKCM3101を単離した。系統発生解
析より，これらの株は Bacillus pumilusに近縁であることがわかった。これら 3株は PBAT
フィルムをそれぞれ 12.2，10.6，および 6.4 µg/day/cm2の速度で分解した。 も早い PBAT
フィルム分解速度を有する NKCM3201株を詳細に特徴づけした。本株は，好気的環境下に
おいて 30 ˚Cから 40 ˚Cでよく増殖する，好気性中温性細菌であった。本株より，648 bpの
PBAT加水分解酵素（PBATHBp）遺伝子（pbathBp）をクローニングした。pbathBpは，34ア
ミノ酸残基からなるシグナルペプチドを有する 215アミノ酸残基をコードしていた。アミ
ノ酸変異解析から，PBATHBpは Ser77，Asp133，および His156からなる触媒三残基を有す
るセリン加水分解酵素スーパーファミリーに属することがわかった。本酵素のホモロジー

3Dモデリングより，本酵素がリッドドメインを持たない α/β加水分解酵素であることがわ
かった。本酵素は，PBAT，PBSA，PESu，および	 PCLフィルムをそれぞれ 14.3，3.3×102，

7.0×102，および 1.1×102 µg/day/cm2の速度で加水分解した。本酵素による PBAT分解産物の
液体クロマトグラフィー質量分析より，本酵素はブタンジオールおよびテレフタル酸間に

形成されるエステル結合を，アジピン酸およびブタンジオール間に形成されるエステル結

合よりもはるかに遅い速度で分解することがわかった。このエステル結合に対する選択性

が PBSA，PESu，および PCLの分解速度に比べて PBATの分解速度が遅い原因であると考
えられる。PBATHBpは，PBATを，構成成分である 1,4-ブタンジオール，アジピン酸，およ
びテレフタル酸まで分解する一方で，NKCM3201株はこれら構成成分を資化しなかった。
このことから，本株が存在する自然環境下での PBATの分解では，本株は PBATHBpを生産

することにより PBATの 1次分解に寄与し，分解に伴い生じた分解物の無機化（2次分解）
は，土壌中に存在する他の微生物との共生系により達成されると結論付けた（Fig. 35）。 
 
第 3章では， 30 ˚Cにおける PBATフィルムの土壌分解に伴う土壌微生物叢変化をポリメ
ラーゼ連鎖反応−変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（PCR-DGGE）法により調査した。フィルム
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表面近傍土壌（FS）の真菌叢は，7ヶ月間の PBAT埋設後，大きく変化した。系統発生解析
より，FS には，Ascomycota 門に属する真菌が集積されることがわかった。加えて，PBAT
の存在はバルク土壌（BS）においてある種の真菌の増殖に影響を与えることがわかった。
一方，PBATは，BSおよび FSの土壌細菌叢にほとんど影響を及ぼさず，PBAT分解菌であ
る B. pumilusは集積されなかった。また，7ヶ月間にわたる保温期間中，BSおよび FSから，
植物生育促進細菌（PGPR）である，Azospirillumおよび Mesorhizobium属の細菌が検出され
た。植物生育の観点から考えると，PBAT を埋設した土壌で栽培した Brassica rapa var. 
chinensis の生育は，コントロール土壌で栽培したそれの生育と比べた際に，負の影響を受
けないことがわかった。このことから，PBATの土壌埋設による土壌微生物叢変化は，B. rapa 
var. chinensisの生育に影響を及ぼさないことが明らかとなった（Fig. 35）。 
 

 

Fig. 35. Biodegradation mechanisms of PBAT in mild conditions (soil environments). 
 
本研究を総括し，今後の課題について議論する。本研究では，中温環境下における PBAT
の分解に，土壌細菌である B. pumilus が関与することが明らかとなった（Fig. 35）。PBAT
分解細菌 B. pumilus NKCM3201株由来 PBAT加水分解酵素（PBATHBp）の特徴づけより，

好気性中温性細菌由来の PBAT分解酵素は，リッドドメインを持たない α/β加水分解酵素で
あることが明らかとなった。この特徴は，嫌気性細菌由来 PBAT 加水分解酵素の特徴とは
異なるものの，多くの好熱性細菌由来 PBAT 加水分解酵素（クチナーゼ）の特徴と類似し
ており，細菌が生産する PBAT加水分解酵素の多くは，リッドドメインを持たない α/β加水
分解酵素であると考えられる。一方，クチナーゼ様酵素は，植物病原微生物によって生産

されることが報告されているため[77]，PBATの土壌埋設は土壌微生物叢を変化させ，植物
病原微生物を集積させること可能性がある。そこで，土壌微生物叢解析を行ったところ，

中温条件下で土壌埋設された PBATは，PBAT周辺土壌における真菌叢に影響を及ぼすが，
土壌全体の微生物叢にはほとんど影響を及ぼさないことがわかった（Fig. 35）。また，この
結果から，PBAT分解細菌 B. pumilusは土壌中で集積されないことが明らかとなった。これ
は，本株が PBATの 1次分解に関与するものの，PBATモノマーを資化せず，PBATの完全
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分解が，本株と土壌微生物の共生系により達成されるためであると考えられる。このよう

な，微生物共生系による生分解機構を持つ PBAT の土壌埋設は，植物病原微生物を含めた
PBAT 分解微生物のみを土壌中に集積させることはほとんどないと考えられる。さらに，
PBATの土壌埋設により形成された微生物叢が B. rapa var. chinensisの生育を阻害しなかっ
たという結果は，PBATが生分解性マルチ材に適した材料であることを示している。一方で，
PBATのように分解菌が集積されない系では，材料の生分解速度は環境に因らず総じて遅く，
また同時に材料の分解速度制御が困難である。このような問題を解決するために，本研究

で単離された B. pumilus NKCM3201株を土壌散布する方法を提案する。農作物を収穫後，
農作物の残渣およびマルチフィルムをすき込み，その後，トラクターを用いて，この株を

散布することにより，PBATの分解が加速されると考えられる（Fig. 36）。さらに，B. pumilus
は，植物生育促進細菌としても報告例があるため[157]，この株を散布することにより，植
物の生育促進作用も期待できる。 
	 本博士論文により得られた結果は，土壌などの中温環境における PBAT の生分解機構解
明において重要な，知見となるだろう。 
 

 

Fig. 36. Control of the biodegradation of biodegradable mulch films.
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