
1. は じ め に

我々の研究室では，多環芳香族炭化水素化合物（poly-
cyclic aromatic hydrocarbon, PAH）や PCB，高度塩素化
有機農薬である γ-HCH（γ-hexachlorocyclohexane，別名
BHC，lindane）などの環境汚染物質の微生物分解に関
する包括的な研究を，培養が容易な幾つかの細菌株を対
象にして行ってきた。PAH 分解に関しては，主に当該
分解酵素遺伝子群を担うプラスミドやトランスポゾンの
構造の解明と水平伝播や転移の分子機構に焦点を当てた
詳細な検討を行い，これら可動性遺伝因子の種を超えた
水平伝播と細胞内の同一レプリコン内または異種レプリ
コン間での再編成が，環境細菌における新規な物質分解
能の迅速な獲得・進化に大きく寄与していることを示し
てきた 12,18,19,21,24）。一方，γ-HCH 分解に関しては，分解
経路全容解明に始まり，分解酵素の詳細な反応機構の検
討を行い，さらに，一部分解酵素遺伝子の接合伝達性プ
ラスミド支配を見いだしてきた 9–11）。このような培養可
能な完全分解細菌を対象にした従来からの研究と並行し
て，ゲノムの全塩基配列が解読された結果，γ-HCH に
関わる一部の酵素のみをコードすることが判明した細菌
群由来の当該酵素群の詳細な研究 17）を行っている。本
稿では，これらの研究を踏まえた上で我々が取り組みを
開始した PAH や γ-HCH の分解酵素遺伝子の土壌から
の直接的取得と解析についての研究を紹介する。

2. 宿主株の分解能欠損を機能相補する分解酵素

遺伝子群の取得・解析

研究開始当初は，原油汚染土壌や γ-HCH 汚染歴のあ
る土壌由来の細菌画分を対象にして，（i）本画分から調
製した長鎖 DNA を広宿主域コスミドに組み込んだメタ

ゲノムライブラリーを用いる方法と，（ii）DNA を調製
することなく分解酵素遺伝子の水平伝播能を利用した方
法，を併用して，PAH や γ-HCH の分解酵素遺伝子の取
得を実施してきた 8,13,20）。その際の目的分解酵素遺伝子
取得にあたって，PAH や γ-HCH の完全分解菌の特定分
解酵素遺伝子を破壊した突然変異株を受容菌とし，（i）
の場合には変異を機能的に相補する形質転換体を，（ii）
の場合には土壌細菌画分を供与菌集団と見立てた遺伝学
的接合により接合体を，適当な選択寒天培地を用いてポ
ジティブスクリーニングした。
一般に，細菌による好気的な PAH 分解において，そ

の初発分解水酸化酵素（ジオキシゲナーゼ）は 3 ない
し 4 つのサブユニットから構成され，そのうちの末端
オキシゲナーゼの「ラージサブユニット」が基質特異性
を規定している（図 1B）2,16）。そこで我々は，82 kb の
IncP-9 群プラスミド NAH7 支配でナフタレンをサリチ
ル酸・カテコール経由で完全分解する分解酵素群をコー
ドする nah遺伝子群（図 1A）19）のうち，ナフタレンジ
オキシゲナーゼ・ラージサブユニット遺伝子 nahAc の
みを破壊し，本誘導体 nah 遺伝子群が染色体に挿入さ
れた Pseudomonas putida 株（γ- プロテオバクテリア）
を受容菌とした。受容菌を原油汚染土壌の細菌画分から
調製したコスミドライブラリーで形質転換することで，
受容菌にナフタレン完全分解能を賦与するコスミド
pSLX928-6 を得た。本コスミドにはナフタレンをサリ
チル酸にまで分解する 10 個の nah遺伝子群が 1 つのオ
ペロンを形成して存在していた 14）。一方，上記受容菌
と原油汚染土壌の細菌画分との接合により，nahAc 変
異を相補する 200 kbのプラスミド pFKY1を取得した。
pFKY1 は，ナフタレン完全分解に必要な全遺伝子を有
する接合伝達性 IncP-9群プラスミドであった 14）。ただ，
pSLX928-6 と pFKY1 支配でナフタレンをサリチル酸に
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まで分解する 10 個の nah 遺伝子群は，NAH7 のそれら
とアミノ酸配列レベルで 86–100％とたいへん高い相同
性を持ち，遺伝子の並びも NAH7 のものと同一であっ
た。
α-プロテオバクテリアの Sphingobium japonicum 

UT26 株が示す γ-HCH 完全分解能には 6 つの酵素を必
要とする（図 2）9–11）。このうち，初発分解酵素の LinA
は新規性に富む脱塩化水素反応を司り，LinBは LinA反
応産物のみならず広範なハロアルカン化合物を基質とし
て脱ハロゲン化できる特色を示す。そこで，γ-HCH 汚
染土壌から LinA 活性と LinB 活性を有する遺伝子の直
接的取得を行った。汚染土壌の細菌画分から調製した
DNA のコスミドライブラリーを UT26株の linA突然変
異株に導入し，γ-HCH 完全分解能を回復した形質転換
体を選択することで宿主の linA 変異を相補するコスミ
ドを取得したが，コスミド支配の LinA は UT26 株由来
の LinA と 100％同一であった（伊藤通浩，大坪嘉行，
津田雅孝，永田裕二：未発表データ）。ただ，UT26 株
の linA の場合とは異なり，コスミド上の linA は挿入配
列 IS6100 と隣接していた。一方，UT26 株の linB 突然
変異株を受容菌とし，土壌由来細菌画分との接合を行っ
たところ，受容菌に LinB 活性を賦与できる遺伝子を有
する 66 kb のプラスミド pLB1 を取得できた 7）。pLB1
上では，アミノ酸配列レベルで他の LinB と極めて高い
相同性（UT26 株の LinB と 98％，インドで分離された
別の γ-HCH 分解細菌の LinB と 100％）を示す linB が
同一の配向性で 2 コピー存在し，さらにこれら linB は
同一配向性を示す IS6100 に挟まれた構造（IS6100–linB
–IS6100–linB–IS6100）を取っていた。pLB1 は他の幾種
かの α-プロテオバクテリアへの接合伝達能を有した
が，β-プロテオバクテリアや γ-プロテオバクテリアへの
接合伝達は検出できなかった。このような接合伝達に関
わる遺伝子群は，他の α-プロテオバクテリア内在性の

プラスミドの関連遺伝子群とある程度の相同性を示した
が，pLB1 の複製・分配に関する遺伝子は，とりわけ新
規性が高かった。
我々が対象としている γ-HCH 分解細菌株のみならず

国内外で単離された他の複数の γ-HCH 分解細菌株にお
いても lin 遺伝子と IS6100 との隣接性が認められてい
る 5,11）ことを踏まえ，上記 γ-HCH 汚染土壌から調製し
た DNA を用い，2 コピーの IS6100 で挟まれた DNA 断
片を nested PCR で特異的に増幅した。その結果，増幅
された 4 本の DNA 断片のうち，3 本ではインタクトな
4 種 lin 遺伝子と不完全な linF が同方向に配向した 2 コ
ピーの IS6100で挟まれた構造を取っていた（府中玄樹，
伊藤通浩，大坪嘉行，津田雅孝，永田裕二：未発表デー
タ）。ただ，取得した lin遺伝子に新規性はなかった。様々
な分解酵素遺伝子は 2 コピーの同種 IS で挟まれた構造
を示すことが希でない 21）ことから，我々が考案したこ
のような手法は，新たな分解酵素遺伝子の取得に有用で
あろう。

3. 宿主株に新規分解能を賦与する遺伝子群の取得・解析

以上の初期研究において，汚染歴のない土壌からの
PAH 並びに γ-HCH の分解酵素遺伝子の取得も試みた
が，成功しなかった。非汚染土壌環境に当該遺伝子が全
く存在しないとは考えにくいものの，汚染土壌では当該
物質を分解できる細菌あるいは遺伝子の相対的割合が低
いことが容易に想像できる。また，選択寒天平板を用い
た受容菌の分解能機能相補により汚染土壌から取得でき
た分解遺伝子は，受容菌の親株が持っていた分解酵素遺
伝子との相同性がたいへん高かった。このような原因と
して，（a）受容菌内での導入分解酵素遺伝子発現の相性
の善し悪しが取得可能な酵素遺伝子の種類を規定してい
た，（b）寒天培地でのコロニー形成の有無という「all 
or none」的指標では，産物の活性が低い導入遺伝子の
取得が見落とされていた，などのことが想定された。
これらの経験を踏まえ，（i）土壌 DNA 試料での目的
遺伝子の存在比率を高める，（ii）進化的に類縁性の低い
複数の宿主受容菌株を用いる，（iii）高感度で効率の良
いスクリーニングを用いる，という工夫を加えたのちに，
あらためて土壌 DNA ライブラリーからの芳香族初発水
酸化酵素遺伝子の取得を実施した。
まず，長年にわたり環境汚染物質に晒されなかった花

図 1 ．NAH7 プラスミド支配のナフタレン分解経路の概略（A）
と本プラスミド支配のナフタレンジオキシゲナーゼ
（NDO）（B）

図 2 ．Sphingobium japonicum UT26株支配の γ-HCH分解経路
の概略
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崗岩質畑土壌を実験室での閉鎖系ポットに入れ，トルイ
ル酸，フェナントレン，ビフェニル，カルバゾール（ダ
イオキシンの代用化合物）を同時添加して人工的に汚染
化させた。その後，経時的に土壌 DNA を調製し，16S 
rRNA 遺伝子に基づく菌叢変動を検討するとともに，4
種の異なる既知芳香族化合物分解特異的ジオキシゲ
ナーゼ遺伝子の出現とその存在量を定量 PCR で解析し
た 15）。汚染化前には 5％以下であった β-プロテオバク
テリアが汚染化後 7 週目に 75％を占めるような劇的な
菌叢変動が見られ，また，4 種の芳香族化合物分解特異
的ジオキシゲナーゼ遺伝子も 10–10,000 倍の濃縮が認め
られた。そこで，汚染させてから 27 週目の土壌から調
製したメタゲノムのコスミドライブラリーを，先に述べ
た P. putidaの nahAcのみを欠く株，α-プロテオバクテ
リアの Sinorhizobium meliloti株，そして β-プロテオバク
テリアの B. multivorans ATCC 17616株に導入した 15）。
ちなみに，B. multivorans 株はその全ゲノム配列解析の
結果 23），サリチル酸を唯一の炭素源として生育できる
ことが判明している。一方，様々な芳香族炭水化物分の
好気的分解に関与するジオキシゲナーゼやモノオキシゲ
ナーゼは，無色のインドールを青色のインディゴに変換
する反応を行うことができる（図 3）1,6）ことを踏まえ，
各種受容菌株のコスミド導入菌において，インドールか
らインディゴを産生するクローンを選択した 15）。

B. multivorans を宿主にしたスクリーニングが現在ま
でに最も進行しており，計 4 Gbの土壌 DNAコスミドラ
イブラリーから，再現性良く宿主受容菌株にインディゴ
産生能を賦与する 8種類のコスミド（pE1A, pE2I, pE3A, 
pE10I, pE6A, pE7A, pE12A, pE2K）を取得した 15）。最初
の 6 つのコスミドは NAH7 の nahAc と相同性がある
DNA 領域を有することがサザン解析で判明し，このう
ち， pE6Aと pE7Aを除く 4 つのコスミドは宿主にナフ
タレン完全分解能を賦与することから，これらコスミド
上にはナフタレンをサリチル酸にまで変換する酵素群を
支配する遺伝子群が存在すると結論した。実際に pE3A
には，β-プロテオバクテリアに多く認められる Nag 型
のナフタレン分解経路［ナフタレン – サリチル酸 – ゲ
ンチジン酸 –TCA回路物質］3）のうち，ナフタレンから
サリチル酸までの分解に関わる nag 遺伝子群と 78–
100％の相同性を示す分解遺伝子群が存在していた。一
方，pE7Aも同様の nag遺伝子群の大方を担っていたが，
サリチル酸生成までに必要な遺伝子セットを有していな
いために，本コスミドは宿主にナフタレン完全分解能を
賦与できなかった。

pE7A，そして，nahAc/nag とは相同遺伝子を持たな

い pE12A と pE2K を保有する B. multivorans は，イン
ドール含有寒天培地でそれぞれ濃青，青，淡青のコロニー
色を示した。しかし，3 種のコスミドを保有する大腸菌
や S. melilotiでは，このような呈色反応は認められず，
インディゴ産生能の宿主依存性が存在した。一方，3 種
のコスミドを保有する B. multivoransの休止菌体を用い
て 9 種の単環並びに多環芳香族化合物分解活性を検討
したところ，pE7A 保有株がナフタレンに対する分解活
性を示し，pE2K 保有株はどの化合物にも活性が無かっ
たのに対し，pE12A 保有株はナフタレンのみならず 2-
ニトロトルエンとビフェニルに対しても高い分解活性を
示す特徴が見出された。pE12A は土壌 DNA 由来の orf
を 22 個有していたが，ダイズ根粒菌の機能未知タンパ
ク質とアミノ酸配列レベルで 75％の相同性を有するタ
ンパク質をコードする orf9を破壊した pE12A誘導体は，
B. multivorans に対して上記 3 種化合物分解活性を賦与
できなかった。しかし，orf9 のみを大腸菌で大量発現さ
せても当該分解活性は認められなかった。PSI-BLAST
を用いて orf9 産物の相同性検索を再度実施した結果，
本産物は新規性に富むフラビン依存性モノオキシゲナー
ゼで，上記 3 種化合物分解活性発現には，NADH 等の
還元剤から受け取った電子をオキシゲナーゼに伝えるレ
ダクターゼが必要である可能性が示唆された。このよう
な酵素遺伝子が pE12A上に存在しないことを踏まえ，B. 
multivorans ゲノム支配でこのようなレダクターゼの性
質を持つと想定される酵素遺伝子を取得した。本遺伝子
と orf9 を大腸菌で大量に共発現させたところ，この宿
主背景下でも上記 3 種化合物に対する分解活性が検出
できた。このような実験により，pE12A が B. multiv-
orans においてのみインドール生成活性と 3 種化合物の
分解活性を示したのは，活性発揮に必要な酵素遺伝子が
本菌ゲノムにのみ存在していたことに起因するのであろ
う。

pE2K 上には，複数の酸化酵素遺伝子候補が担われて
いたが，放線菌由来と想定されるマルチコンポーネント
型芳香族化合物水酸化酵素をコードすると推定された 3
つの遺伝子が隣接して存在していた。これら新規性に富
む 3つの遺伝子を B. multivoransで強制的に共発現する
と，2,4-ジニトロトルエンに対する分解能が出現した。
以上のように，人工的汚染化土壌や，複数の宿主受容
菌株，高感度スクリーニング系を使用することで，新規
性の高い芳香族化合物水酸化酵素遺伝子の取得が可能に
なってきた。取得酵素の解析はまだまだ初期段階であり，
今後はこれら酵素の詳細な解析が必要である。
一方，メタゲノムライブラリーを用いて我々が取得を
目指した芳香族化合物水酸化酵素は一般にマルチコン
ポーネント型で，酵素活性発揮にはサブユニット間でか
なりの厳密な相性を必要とする 2）。また，各サブユニッ
トをコードする遺伝子すべてが必ずしも隣接しないこと
もあるとともに，これら遺伝子群の発現誘導は基質の存
在を必要とする。このようなことを考慮すると，機能発
現に基づくこれら遺伝子群のメタゲノムからの取得は，
リパーゼやアミダーゼなどのシングルコンポーネント型
酵素の取得 4）よりも難易度が高いといえよう。本研究
において，閉鎖系土壌に「環境汚染物質添加」という特
定環境要因を人工的に加えることが，我々の目的遺伝子

図 3 ．インドールからインディゴ生成の経路
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取得を容易にした一因といえよう。このような我々が用
いた閉鎖系生態系に別の異なる環境要因変動を与えるこ
とで，各々の研究者が標的とする新規酵素遺伝子の取得
が容易になると筆者グループは考えている。

4. お わ り に

本稿では，新規に環境汚染物質分解酵素遺伝子の生態
系からの取得・解析に主眼をおいたが，このようにして
取得した遺伝子をプローブにすることで，当該遺伝子の
生態系での発現様式の検討や，遺伝子を有する元来の宿
主株の分離培養が可能になってくるであろう。そして，
分離培養した菌株とその分解遺伝子が汚染環境の浄化に
「真の」主役として働くかなどの検討の研究は，その基
盤となる様々な研究が進行している現状を鑑みる 22）と，
近々現実味を帯びてくるであろう。
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