
1. は じ め に

高度に塩素化された化合物は好気的条件下では微生物
で分解されにくいが，湖沼の蓄積物，土壌，地下水といっ
た嫌気的環境ではこれらを還元的に脱塩素化する微生物
が普遍的に生息している。これらの中でも，脱ハロゲン
呼吸細菌はハロゲン化合物を最終電子受容体とする嫌気
呼吸によりエネルギーを獲得して増殖し，ハロゲン化合
物を極めて効率よく脱ハロゲン化する。したがって，脱
ハロゲン呼吸細菌は嫌気環境下における有機塩素化合物
のバイオレメディエーションに利用されており，特にテ
トラクロロエテン（PCE）やトリクロロエテン（TCE）
の汚染浄化で成功例が報告されている。
脱ハロゲン呼吸細菌は，δ-proteobacteria, ε-proteobacteria, 

chlorofl exi もしくは低 GC グラム陽性細菌から分離され
ており，これらは通性嫌気性の Anaeromyxobacter 属細
菌を除いてすべて偏性嫌気性細菌である 2,17）。脱ハロゲ
ン呼吸の還元的脱ハロゲン化反応は，その呼吸鎖電子伝
達反応の末端に位置する還元的デハロゲナーゼ（reduc-
tive dehalogenase）により触媒される。現在までに，ク
ロロエテン類やクロロフェノール類を脱塩素化する十数
種類の還元的デハロゲナーゼが精製され，生化学的諸性
質が明らかにされている。また，近年のゲノム解析とメ
タゲノム解析により，100 種類を超える多様な還元的デ
ハロゲナーゼ遺伝子のホモログが同定されている。本稿
では，脱ハロゲン呼吸細菌の還元的デハロゲナーゼの特

徴と，その機能進化の過程に重要である転移因子との関
係について，筆者らの研究室で分離した脱ハロゲン呼吸
細菌 Desulfi tobacterium hafniense Y51 株の例を中心に
紹介する 19）。

2. 還元的デハロゲナーゼの特徴

還元的デハロゲナーゼが触媒する還元的脱塩素化反応
は，2 つのタイプに分類されている。塩素原子が水素原
子へと 1つずつ置き換わる水素置換反応（hydrogenolysis，
図 1A & B）と，2つの塩素原子が同時に除去されて C–
C結合が C=C結合に変換される二塩素除去反応（dichlo-
roelimination，図 1C）である。これまでに報告されて
いる還元的デハロゲナーゼのほとんどは，前者の水素置
換反応を触媒するものである。
脱ハロゲン呼吸細菌が基質とするハロゲン化合物は
株レベルで異なっており，これは保持している還元的
デハロゲナーゼの違いによると考えられる。例えば，D. 
hafniense Y51株は PCEデハロゲナーゼ（PceA）により
PCEと TCEを cis-1,2-ジクロロエテン（cis-DCE）へと
脱塩素化する 20）。同様の PceAを有する Desulfi tobacterium 
hafniense TCE1 株も同様の脱塩素化反応を行う 12）。一
方，Desulfi tobacterium hafniense DCB2株は PceA を保
持しておらずクロロエテン類を脱塩素化しないが，クロ
ロフェノールデハロゲナーゼ（CprA）によりクロロフェ
ノール類を脱塩素化する 1,3）。
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いくつかの例外を除いて，これまでに報告されている
還元的デハロゲナーゼは以下の特徴を有している。まず，
N 末端に Tat（twin arginine transport）システムにより
認識されるシグナル配列が存在する。Tat システムは細
胞内外膜間への蛋白質輸送系であり，D. hafniense Y51
株の PceA はペリプラズムに局在することが確認されて
いる 20）。次に，補因子として 1 つのコリノイドと 2 つ
の鉄 ‒ 硫黄クラスターを有している。コリノイドはコ
リン環を主要骨格とする化合物であり，代表的なものに
コバルト（Co）錯体であるビタミン B12が挙げられる。
還元型のコリノイドは単独でも脱塩素化活性を有するこ
とや，コリノイド阻害剤により還元的デハロゲナーゼの
活性が阻害されることから，コリノイドが脱ハロゲン化
反応の活性中心と考えられる。
還元的デハロゲナーゼの反応機構として，1 つのコリ
ノイドと 2 つの鉄 ‒ 硫黄クラスターが関与するモデル
が提示されている 10,13）。まず，還元型である Co（I）コ
リノイドからハロゲン化合物への 1 電子伝達が起きる
（図 2）。PCE の場合，これにより塩素イオンが放出さ
れて，トリクロロビニルラジカルと Co（II）コリノイ
ドが生起する。それに続く反応の詳細は不明であるが，
トリクロロビニルラジカルと Co（II）コリノイドがそ
れぞれ鉄-硫黄クラスターにより還元される機構（図
2A）と，トリクロロビニルラジカルと Co（II）コリノ
イドが反応することによりトリクロロビニル-Co（III）
コリノイドが形成され，これが鉄-硫黄クラスターによ
り還元される機構（図 2B）の 2 つが提案されている。
これらの反応機構には，活性部位の構造が大きく影響す
ると考えられる。
還元的デハロゲナーゼ遺伝子の上流あるいは下流に
は，還元的デハロゲナーゼの膜アンカーであると推定さ
れる疎水性蛋白質をコードする orfB遺伝子が存在する。

D. hafniense Y51株の場合は，pceB遺伝子に相当する（図
3）。この orfB 遺伝子と還元的デハロゲナーゼ遺伝子に
保存されている配列を利用することにより，脱塩素化活
性を有する集積培養物などのメタゲノムに由来する多様
な還元的デハロゲナーゼ遺伝子のホモログが同定されて
いる。また，ゲノム解析によっても，還元的デハロゲナー
ゼ遺伝子が多数同定されている。例えば，D. hafniense 
Y51株は約 5.7 Mbの環状ゲノムに 2つのみであるが，D. 
hafniense DCB2 株は少なくとも 9，Dehalococcoides 
ethenogenes 195 株は約 1.5 Mb の環状ゲノムに 17，さ
らに，Dehalococcoides sp. CBDB1 株は約 1.4 Mb の環
状ゲノムに 32 もの還元的デハロゲナーゼ遺伝子のホモ

図 1．脱ハロゲン呼吸における還元的脱塩素化反応。
3-クロロ安息香酸の水素置換反応（A）テトラクロロエテ
ンの二塩素除去反応（B）1,2-ジクロロエタンの二塩素除
去反応（C）。

図 2．還元的デハロゲナーゼによる PCE 脱塩素化反応のモデ
ル図。
Co（I）コリノイドから PCE への 1 電子伝達によりトリ
クロロビニルラジカルが生じた後，これが鉄-硫黄クラス
ターにより還元される機構（A）と，Co（II）コリノイド
と反応することによりトリクロロビニル-Co（III）コリノ
イドを形成する機構（B）が提案されている。

図 3．Desulfi tobacterium hafniense Y51株の PCEデハロゲナー
ゼ遺伝子クラスターと環状体の構造。
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ログを有することが明らかになっている 3,11,15,18,）。Deha-
lococcoides 属細菌は，cis-DCE，塩化ビニル（VC），塩
化ベンゼンやダイオキシンを脱塩素化できる生物として
注目されている。また，Dehalococcoides 属細菌は脱ハ
ロゲン呼吸を唯一のエネルギー生産系とする生物であ
り，脱ハロゲン呼吸細菌の進化の過程を考える上でも重
要な存在である。

3. 還元的デハロゲナーゼ遺伝子と転移因子

微生物の迅速な環境適応や機能進化の過程には転移因
子による遺伝子の重複や水平伝播が重要な役割を担って
おり，多様な還元的デハロゲナーゼ遺伝子の出現にもこ
れらの現象が関与していると考えられる。D. hafniense 
Y51株の PCEデハロゲナーゼ遺伝子クラスター（pceA, 
pceB, pceCおよび pceT遺伝子）は ISDesp1と ISDesp2
の 2 つの相同な IS 因子に挟まれており，複合トランス
ポゾンを形成している（図 3）。この PCE デハロゲナー
ゼ遺伝子クラスターが現在の遺伝子座に挿入された形跡
として ISDesp1 の上流と ISDesp2 の下流に 8 塩基の同
方向繰り返し配列が存在する。これらの転移因子は現在
でも機能しており，i）ISDesp1 の環状体（ISDesp1），
ii）ISDesp1から ISDesp2までの環状体（TnDesp2），さ
らに，iii）ISDesp1と ISDesp2が相同組み換えを引き起
こすことにより生起する環状体（TnDesp1）が出現する 7）。
これらの環状体は転移中間体として機能し，転移できな
かった場合は消滅すると考えられる。

D. hafniense Y51 株をクロロエテン非存在下で継代培
養すると，上記の現象により脱塩素化能を失った株が
出現する。これまでに ISDesp1 が欠失した SD（Small 
Deletion）株と TnDesp1が欠失した LD（Large Deletion）
株を分離した。SD 株は ISDesp1 の内部に存在する
pceA 遺伝子のプロモーター配列の –35 領域が失われた
ことで pceAの転写量が劇的に低下している。また，D. 
hafniense Y51 株をクロロフォルム 1 µM 存在下で培養
すると，SD 株と LD 株が極めて高頻度に出現する 8）。
これは，クロロフォルムが野生株の生育を阻害するのに
対して SD 株と LD 株の生育を阻害せず，野生株から生
起する SD 株と LD 株が選択的に生き残るためである。
クロロフォルムがなぜ生育阻害を引き起こすのかは現在
解明中であり，その阻害機構は電子伝達系の阻害による
ことが示唆されている。
ゲノム上に多数の還元的デハロゲナーゼを有する

Dehalococcoides 属細菌の場合も，多くの還元的デハロ
ゲナーゼ遺伝子の近傍にトランスポザーゼやファージ
由来のインテグラーゼをコードする遺伝子が同定され
ており，これらの転移因子が機能していると考えられ
る 11,18）。また，VC デハロゲナーゼ遺伝子である vcrA
遺伝子や推定 VC デハロゲナーゼ遺伝子である bvcA遺
伝子のコドンの使用頻度は，Dehalococcoides 属細菌が
保持している他のデハロゲナーゼ遺伝子のコドンの使用
頻度と異なっており，ゲノム解析より判明した tRNA の
構成と一致していない 14）。したがって，これらのデハ
ロゲナーゼが Dehalococcoides属細菌と異なる菌からの
水平伝播により獲得されたことが示唆されている。さら
に，Dehalococcoides sp. BAV1, FL2, GT 株ではファージ

粒子の出現が検出されており，ファージによる還元的デ
ハロゲナーゼ遺伝子の水平伝播が生じている可能性が示
唆されている 16）。
自然界において，生物地球化学的反応により生起する
ハロゲン化合物は 3800 種以上と報告されている 9）。こ
れらのハロゲン化合物を利用する微生物生態系が古くか
ら存在し，近年の環境汚染に適応していると考えられる。
各種のハロゲン化脂肪族化合物および芳香族化合物を水
素置換反応により脱ハロゲン化した際に生じる Gibbsの
自由エネルギー変化（∆G0'）は –130 から –180 kJ/mol，
その酸化還元電位（E'0）は +260 から +480 mV であ
る 4–6）。この値は硝酸呼吸において硝酸を亜硝酸に還元
する反応（NO3

–/NO2
–; E'0=+433 mV）に匹敵するが，

脱ハロゲン呼吸により得られる菌体収量は相対的に低
い。そのため，Dolfi ngは，脱ハロゲン呼吸のエネルギー
生産系にはまだまだ改善の余地があり，脱ハロゲン呼吸
細菌は進化の途上にあると考察している 4）。多様な還元
的デハロゲナーゼの存在は，触媒反応の効率化や新奇な
脱ハロゲン化能の獲得に大きく関わっていると考えられ
る。

4. お わ り に

脱ハロゲン呼吸に関する研究は，主にバイオレメディ
エーションへの活用という観点から行われてきた。環境
汚染有機塩素化合物の分解に関与している脱ハロゲン呼
吸細菌や還元的デハロゲナーゼの同定，さらに，これら
の存在を効率よく検出するための技術開発などが精力的
に行われている。一方，近年，Dehalococcoides（195株，
CBDB1 株，BAV1 株），Desulfi tobacterium（DCB2 株，
Y51株），Geobacter（SZ株），Anaeromyxobacter（2CP-C
株）のゲノム情報が利用可能となっており，トランスク
リプトームやプロテオームなどの網羅的なアプローチに
より，脱ハロゲン呼吸の全容をつかもうとする研究が開
始されている。この研究は，新奇なバイオマーカーの探
索や，生化学的な解析が困難な呼吸鎖電子伝達体の解析
に有効であると思われる。また，本稿で示したような機
能が不明な還元的デハロゲナーゼが多数同定されてい
る。これらがどのようなハロゲン化合物を基質とするの
かなど興味深い課題が残されており，今後の研究の発展
が期待される。
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