
1.　は じ め に

2,4,6-トリニトロトルエン（以下，TNT と略す）は，
火薬の主原料の一つであり，20世紀において，第二次
世界大戦を始めとする軍事産業の活発化に伴い，大量に
製造された。TNT は，火薬の中でも高い生物毒性を有
する化学物質で，肝臓障害，メトヘモグロビン血症や染
色体異常などを引き起こすことが知られている10,11,13,14)。
また TNT は，芳香環に電子吸引性の高いニトロ基が 3
つ規則正しく配置しており，その影響で芳香環の π 電
子が欠如した状態となり，生分解が比較的困難な化合物
として環境中で挙動する4)。TNT は，このような生物に
対する高い毒性と難分解性という特性から，環境汚染物
質とされ，特に製造が盛んであったアメリカ合衆国，ド
イツやカナダなどでは，TNT による土壌汚染と地下水
汚染が深刻化している4,12)。
このような背景を受け，当研究室はバイオレメディ
エーションによる TNT 浄化を研究目標に，北九州市の
TNT 火薬汚染土壌から，TNT を分解可能な微生物のス
クリーニングを行った。その結果，単体で高濃度（1 g/L）
の TNT を高効率に変換できる，新規シュードモナス属
細菌 TM15株の分離・同定に成功した7,15)。TM15株は，
他の微生物とは異なり，TNT をほぼ完全に無機化・無
毒化し，自身の栄養源として利用することができる8,16)。
また，これまでの研究により，TM15株が約 74 kb のプ
ラスミドを保持しており，それが TNT 代謝に重要な役
割を担う可能性が高いことがわかっている。しかしなが
ら，TM15株において，どのような酵素が TNT 代謝に
関わっているかは，未だ明らかになっていない。
これまでに，TNT を生分解する微生物は多数報告さ

れており，TNTの変換経路も明らかになっている3,5,6,9)。
しかし，TNT 代謝に関わる機能遺伝子の解析は，一部
の研究者によって行われているものの2)，現在のところ
明らかとなっているものは，アミノ酸代謝に関わる遺伝
子のみであり，TNT に対する直接的な反応機構の解析
は，全く進んでいないといっても過言ではない。もし，
TNT 代謝に関わる遺伝子群が同定できれば，それらの
遺伝子を工学的に応用することにより，さらに TNT 代
謝能力の高い微生物を作ることが可能となる。また，
TNT 存在下で遺伝子発現調節に関わる遺伝領域を同定
できれば，TNT を用いている地雷を検出する，バイオ
センサの構築も可能であると考えられる。そのため，
TM15株の TNT 代謝に関与する，機能遺伝子及び遺伝
子発現調節領域の同定を目的に研究を行った。

2.　TNT 代謝遺伝子と TNT 応答性プロモーター

前述したように，TM15株は高い TNT 代謝能力を有
し，その役割をこの株が保持する約 74 kbのプラスミド
が担っている可能性が非常に高い。つまり，TM15株の
保持するプラスミドに，TNT 代謝に関する何らかの機
能遺伝子や遺伝子発現制御系などが存在すると考えられ
る。そこで，このプラスミドを抽出して制限酵素により
断片化し，クローニングした後，TNT 代謝に関与する
DNA 領域を含むクローンの選別を行った。
クローン選別は，最初に TNT 応答性プロモーターを
探すことから始めた。一般に，代謝系酵素は反応基質に
依存して，誘導的に発現するケースが多い。もし，
TM15株のプラスミドに TNT 応答性のあるプロモー
ターが存在するならば，その近傍には TNT 代謝に関与
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する遺伝子が存在する可能性は高い。また，TNT 応答
性プロモーターそのものは，TNT 認識機構の解明に有
効であるといえる。
そのようなプロモーターを含むクローンのみを選択す
るために，プロモータートラップベクターを用いて，プ
ラスミド断片のクローニングを行った。さらに，多くの
プロモーターの中から，TNT存在下で転写活性が上昇，
または TNT 存在下でも高い転写活性を維持するプロ
モーターの単離を試みた。

3.　プロモータースクリーニング

プロモータートラップベクターとして，lacZ のプロ
モーター欠失ベクターを利用した。これは，ベクター上
のプロモーターを除き，マルチクローニングサイトの下
流に，リボソーム結合部位を含む lacZ を組み込んだも
のである（図 1）。さらに，このベクターは，マルチクロー
ニングサイトの上流に，転写終結領域が組み込まれてお
り，マルチクローニングサイトにプロモーターを含む
DNA 断片が挿入されないと，lacZ が発現されないト
リックになっている。
図 1のように，TNT 応答性プロモーターのスクリー
ニングを行った。まず，TNT（100 mg/L）-LB培地で，
16時間培養した TM15株からプラスミドを抽出し，そ
れを制限酵素（KpnI, SphI, SalI, PstI）により断片化した。
それらをプロモータートラップベクターとライゲーショ
ンさせ，大腸菌 DH5α株に導入した。形質転換に用い
た LB-Amp 培地は，X-gal と TNT（20 mg/L）を含んで
おり，TNT 存在下で高い lacZ の発現を示す株の単離を
目的としている。青色と白色のカラーセレクションによ
り，プロモーターを含むクローンを保持する大腸菌のみ
を選別し，各コロニーを 96穴タイタ―プレートで培養
した。最後に，TNT 有無の LB-Amp-Xgal 寒天培地にそ
れぞれをスポットし，lacZの発現を比較した。そして，
TNT 存在下で lacZ の発現が強くなった株を 10株ほど
分離し，再形質転換した後，lacZの発現を再び調べた。
以上の実験により，TNT 培地で特にプロモーター活

性の高いクローンを 1つ得た。これは，プラスミドを
KpnⅠで切断したときに生じる断片であった（以下，こ
のクローンを KpnA6と記す）。

4.　プロモーターの TNT 応答性の確認

単離したクローン KpnA6を保持する大腸菌の lacZの
発現が，TNT 存在下でどれほど活性化されているかを
調べるため，ONPG を用いて β-ガラクトシダーゼ活性
の定量を行った。
使用したサンプルは 2つで，プロモータートラップベ
クターに KpnA6が組み込まれたプラスミド保持する大
腸菌，対照として sacB のプロモーター領域が組み込ま
れたプラスミドを保持する大腸菌を用いた。これらを
LB-Amp で前培養した後，4 mL の LB-Amp，及び TNT
（40 mg/L）-LB-Amp に，それぞれ植菌し，本培養を行っ
た。培養液の OD600が，0.4付近になるまで培養した。
それらを 1 mL 集菌し，buffer に懸濁後，0.2％ SDS と
クロロホルムを用いて菌体破砕を行い，30°C で 2分間

インキュベーションした。これを酵素液とし，反応基質
である ONPG（4 mg/mL）を 0.4 mL 加え，酵素反応を
開始した。液が黄色になったところで，反応終了液であ
る 1 M Na2CO3を 1 mL 加え，遠心した後，上清の
OD420を測定した。β-ガラクトシダーゼ（プロモーター）
の活性は，以下の式より算出した。

活性値＝
OD420×1000

OD600×反応時間

その結果，KpnA6クローンを保持する大腸菌は，
TNT 存在下でプロモーター活性が 2.5倍ほど上昇する
ことがわかった。また，このクローンにおけるプロモー
ター活性上昇は，TNT 変換産物であるジニトロトルエ
ンと安息香酸存在下では起こらなかった（図 2）。
今回の実験により，TNT 存在下で優位に活性が変動
する，プロモーター領域を単離できた。今後は，この
TNT 応答性プロモーター領域の配列や機能遺伝子の探
索，プロモーターそのものの応答メカニズムなどを明ら
かにすることが重要であると考えられる。

5.　お わ り に

TNT は，地雷の火薬として使用されている化学物質
である。第二次世界大戦時には，3億個以上の地雷が使
用され，今なお 1億個以上が，地中に埋没したままとい
われている。地雷の撤去作業には，多大なコストと手間
がかかり，迅速かつ簡便に地雷を検出できる技術の開発
が求められている1)。我々は，微生物によって土壌中の
地雷を検出することができれば，安全性の観点から，地
雷探索に大変有効なのではないかと考えている。
今回単離したプロモーターは，TNT 応答性という興
味深い特性を持っている。この応答メカニズムを明らか
にできれば，地雷を検出可能な微生物の構築も期待でき
る。加えて，TNT 応答性プロモーター周辺の遺伝子群

図 1．TNT応答性プロモーターのスクリーニング：マルチクロー
ニングサイト（MCS）に，TM15株のプラスミド断片を挿
入し，lacZ の発現が行われた株を選択した。その後，ラ
イブラリークローンの中から，TNT 応答性を持つクロー
ンを単離した。
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を調べて，バイオレメディエーションへの応用の可能性
も探っていきたい。
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図 2．TNT 及び TNT 変換産物存在下における β- ガラクトシ
ダーゼ活性の変化：縦軸は，それぞれの化合物 0.2 mM 存
在下における β-ガラクトシダーゼ活性値を，非存在下に
おける β-ガラクトシダーゼ活性値で割った値となる。実
験は，ジニトロトルエン（DNT），安息香酸（benzoic 
acid），TNT の 3つの条件で，それぞれ行った。対照は，
sacB のプロモーターを利用した。白棒：対照，黒棒：
KpnA6。


