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　総　　説（一般）

1.　は じ め に

テトラヒドロフランは，ひとつのエーテル結合を有す
る 5員環の環状エーテルである。テトラヒドロフランは，
最も極性の高いエーテルのひとつであり，そのため，極
性物質の有機溶剤として広範かつ大量に用いられてい
る。水溶性に富んでおり，環境中に放出されると容易に
地下水の汚染を引き起こす。しかも，テトラヒドロフラ
ンは中枢神経障害，麻痺，浮腫および慢性の筋肉痙攣を
引き起こすとともに6)，発癌性であるので2)，テトラヒド
ロフランによる地下水汚染は，深刻な健康問題を引き起
こす。テトラヒドロフランのエーテル結合は化学的に非
常に安定であり，強い酸を用いないとこのエーテル結合
は解裂しない（それほど安定であるので，有機溶剤とし
て用いられているのである）。それを反映して，テトラ
ヒドロフランを分解する微生物として報告されている例
は極限られている1,3,4,5,8)。本記事では，新たに分離され
たテトラヒドロフラン分解微生物について紹介する。

2.　テトラヒドロフラン資化性真菌

Rhinocladiella similis

2.1.　R. similis の単離

日本各地の土壌，化学工場の活性汚泥を用いた水処理
施設の余剰汚泥などを分離源としてテトラヒドロフラン
を資化する微生物のスクリーニングを行った。結果から
先に述べると，後述する Rhodococcus ruberも含め，我々
が行ったスクリーニングでは化学工場の水処理施設の余
剰汚泥からテトラヒドロフラン資化性菌が分離された。
当初，テトラヒドロフランを唯一炭素源とした回分培
養による集積によりテトラヒドロフラン資化性微生物の
スクリーニングを行ったが，はかばかしい結果は得られ

なかった。そこで，活性汚泥による水処理システムを参
考に，半連続的な集積システムを組み立てた（図 1）。
このシステムは，タイマーにより制御された 2台のペリ
スタポンプを用いて，培養槽（撹拌可能な三角フラスコ）
への新鮮培地の流入→撹拌培養→撹拌停止→上澄みの抜
き取り→新鮮培地の流入を繰り返した。種菌には化学工
場由来の余剰汚泥を用い，集積用の培地は 25mM テト
ラヒドロフランを添加した人口下水（ペプトン，0.05 g/l; 
酵母エキス，0.005 g/l; NaCl, 0.025 g/l; KH2PO4, 0.113 g/l; 
NaHCO 3,  0 .0375 g/l ;  MgSO 4·7H 2O,  0 .0375 g/l ; 
CaCl2·2H2O, 0.0125 g/l）を用いた。培養は室温で行った。
5基の半連続集積システムを数ヶ月運転したが，いずれ
においても wash out は起きなかった。そこで，培養槽
中の培養液を種菌として，10 mM テトラヒドロフラン
を唯一炭素源とした MSB 最少培地1) による回分集積培
養を行った。その結果，いずれの分離源を用いた回分集
積培養でも濁度の増加が見られた。完全栄養寒天培地
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図 1．テトラヒドロフラン分解微生物スクリーニングのため
の半連続集積培養システム
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（tryptic soy broth agar）を用いた平板希釈法で菌の単離
を行ったところ，いずれの試料でも細菌様のコロニーと
かび様のコロニーが検出された。このうち最少培地での
テトラヒドロフランの資化を再現できたのはかび様のコ
ロニーの方であったので，このコロニーについて実験を
進めた。
単離されたテトラヒドロフラン資化性菌は黒色のかび
様コロニーを形成し，原核生物より明らかに大きい酵母
様の細胞形態を呈した（図 2）。形態観察，28S rRNA遺
伝子および ITS1-5.8S-ITS2遺伝子の配列を解析した結
果，単離株は Rhinocladiella similisと分類された。Rhi-
nocladiellaは真核微生物で不完全真菌類である。R. an-
ceps1は植物病原微生物，またある種の Rhinocladiella
属はヒトの皮膚感染症菌であるが，R. similis について
は病原性は認められていない。Nakamiya らは 1,4-ジオ
キサンを分解するかびとして Cordyceps sinensisを庭土
壌から分離した3)。このかびは，1,4-ジオキサンのエー
テル結合を加水分解してエチレングリコールを生成する
ことが示唆されている。また，C. sinensisは 1,4-ジオキ
サンだけでなく，テトラヒドロフランやテトラヒドロピ
ランも分解することが知られている。今回単離された R. 
similis は 2例目のテトラヒドロフラン分解性真核生物
の報告となる。

2.2.　R. similis の培養特性とテトラヒドロフラン分解

経路

R. similis のテトラヒドロフランを唯一炭素源とした

ときの培養特性について検討した。至適培養温度は 28
～ 32°Cで，pH 4～ 8の範囲で同等の増殖速度を示した。
添加するテトラヒドロフランの濃度を変えて培養を行っ
たところ，R. similis のラグタイムはほぼテトラヒドロ
フランの初期濃度に依存して増加した（図 3）。かなり
ラグタイムは増加するものの，25 mM テトラヒドロフ
ラン存在下でも増殖を示すことがわかった。R. similis
は 20 mM までのテトラヒドロフランであれば，完全に
分解することが可能であった。

R. similis はテトラヒドロフランの他に，1,4-ブタンジ
オール，ジエチルエーテル，ブタノール，酪酸を資化す
るものの，γ-ブチロラクトン，フラン，1,4-ジオキサン
は資化しなかった。テトラヒドロフランの化学構造を考
えた場合，
1.　エーテル結合の加水分解。それによって生じる

1,4-ブタンジオールの資化。
2.　酸素の付加，それに次ぐ酸化反応による γ-ブチロ
ラクトンの生成。そして γ-ブチロラクトンのエステ
ル結合の分解によって生じる 4-ヒドロキシ酪酸の
資化。

の 2通りの資化経路が想定される（図 4）。R. similis は
ジエチルエーテルおよび 1,4-ブタンジオールを資化でき
ること，その一方で γ-ブチロラクトンを資化できないこ
とから，1の経路でテトラヒドロフランを資化している
と予想される。

R. similis の資化経路を検証するために，休止菌体を
用いたテトラヒドロフランの生物変換試験，無細胞抽出

図 2．R. similis のコロニー（左）と顕微鏡画像（右）
右図中のバーは 10 μm。

図 3．テトラヒドロフランの初発濃度が R. similis の増殖（A）とテトラヒドロフラン
分解（B）に及ぼす影響
R. similis を初発濃度 5 mM（○），10 mM（□），15 mM（△），20 mM（■），
25 mM（●）のテトラヒドロフランを含む最少培地で培養した。
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液を用いたテトラヒドロフランの変換試験を行ったが，
有意な反応産物は得られなかった。これは，テトラヒド
ロフラン分解の速度が速く反応中間体が検出できなかっ
た（休止菌体による生物変換反応試験），テトラヒドロ
フラン加水分解酵素が不安定である（無細胞抽出液によ
る変換試験）ことが理由ではないかと考えている。R. 
similis のテトラヒドロフラン分解の解明には，いろい
ろな工夫が必要であると考えられる。

3.　テトラヒドロフラン資化性細菌

Rhodococcus ruber M8 株

3.1.　R. ruber M8 株の単離

前節の実験では，テトラヒドロフラン資化性微生物と
して不完全真菌類の R. similis の単離に成功したが，テ
トラヒドロフラン資化性の原核生物は単離できなかっ
た。しかし，テトラヒドロフランを分解・資化する原核
生物は必ず存在すると考え，スクリーニングを続行する
ことにした。まず，R. similis が 37°C では増殖が悪くな
ることを勘案し，前節で紹介した半連続集積培養を
37°C で行った。また，テトラヒドロフラン資化性菌が
取得できなかった回分集積培養を 28°C で再び行った。
分離源として，化学工場の水処理施設由来の余剰汚泥を
用いた。
この時のスクリーニングでは，かび様のコロニーは得
られず，細菌様コロニーのみが得られた。それらコロニー
のうち，テトラヒドロフラン資化性が確認できたものに
ついて 16S rRNA遺伝子配列による簡易分類を行ったと
ころ，いずれも R. ruber と分類された。このうち，回

分集積培養で得られた R. ruber M8株が最もよい増殖を
示したので，以降の実験には R. ruber M8株を用いた（図
5）。

3.2.　R. ruber M8 株の増殖特性とテトラヒドロフラン

分解経路

テトラヒドロフランを炭素源としたとき，R. ruber M8
株は 28–37°C で良好な増殖を示したが，16°C および
45°Cでは増殖しなかった。また，良好な増殖を示す pH
は 6～ 9の範囲であった。R. ruber M8株の増殖はテト
ラヒドロフランの初期濃度と負の相関があり，25 mM
の濃度になるとラグタイムが大幅に延長し，増殖速度，
到達最大菌体濃度はともに低下した（図 5）。これは，
テトラヒドロフランの生物毒性に起因する現象であろ
う。R. ruber M8株はテトラヒドロフランの他にジエチ
ルエーテル，1,4-ブタンジオール，エタノール，γ-ブチ
ロラクトン，酪酸を炭素源として利用できる。しかし，
フラン，1,4-ジオキサン，t-ブチルメチルエーテルは資
化できない。R. ruber M8株の資化パターンからテトラ
ヒドロフランの分解経路を考えると，図 4に示す 2通り
の分解経路いずれの可能性も考えられる。

R. ruber M8株のテトラヒドロフラン分解経路の解明
を行うために，R. ruber M8株のテトラヒドロフランの
分解に関与する遺伝子のクローニングを行った。テトラ
ヒドロフラン分解遺伝子が取得できればテトラヒドロフ
ラン分解活性の向上も可能になるし，また，テトラヒド
ロフランを原料とした有用化学品の生産も可能になろう。
テトラヒドロフラン分解遺伝子の取得は，Pseudomo-

nas aeruginosa PAO1を宿主としたショットガンクロー

図 5．R. ruber M8株の顕微画像（左）と種々のテトラヒドロフラン初発濃度での増殖（右）
R. ruber M8株を初発濃度 5 mM（○），10 mM（□），15 mM（△），25 mM（■），
and 50 mM（●），のテトラヒドロフランを含む最少培地で培養した。

図 4．提案されている微生物によるテトラヒドロフランの分解経路
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ニングにより行った。P. aeruginosa PAO1は 1,4-ブタン
ジオールを資化するものの，テトラヒドロフランは資化
できない。したがって，テトラヒドロフラン→ 1,4-ブタ
ンジオールの反応を触媒する酵素遺伝子の導入で，テト
ラヒドロフラン資化能を獲得できると予想される。これ
が，P. aeruginosa PAO1を宿主とした理由である。
まず，R. ruber M8株のゲノム DNA を Sau3AI で部
分分解した後アガロースゲル電気泳動でサイズ分画し，
4～ 8 kbの Sau3AI ゲノム断片を回収した。そして，広
宿主域プラスミドベクターである pUCP189) と Escheri-
chia coli DH5αを用い，R. ruber M8株のゲノムライブ
ラリーを作成した。このゲノムライブラリーを用い，エ
レクトロポレーションにより P. aeruginosa PAO1を形
質転換した。そして，テトラヒドロフランを唯一炭素源
とした選択培地で培養を行うことにより，テトラヒドロ
フラン資化性を獲得した形質転換株を選抜した。その結
果，6つの形質転換株が得られた。
得られた形質転換株からプラスミドを回収して制限酵
素解析を行ったところ，5株が重なるゲノム領域を含む
プラスミドを有していた。この 5株のうち 1株を選抜し
て，その株が有するプラスミドの挿入断片の DNA 塩基
配列を決定した。また，それとは異なる制限酵素サイト
パターンを示す 1プラスミドについても，挿入断片の
DNA 塩基配列を部分的に決定した。制限酵素解析から
も，DNA 塩基配列の比較からも，解析した 2つのプラ
スミドは R. ruber M8株の異なるゲノム領域を有してい
た。代謝中間体候補物質（1,4-ブタンジオールとγ-ブチ
ロラクトン）の資化パターンから，R. ruber M8株は図 4
に示した 2筋の代謝経路双方を有していることも考えら
れる。今回クローニングされた R. ruber M8株のゲノム
断片は，あるいはそれぞれの経路に関与する遺伝子をコー
ドしているかもしれない。今後，E. coli，Rhodococcus，
Pseudomonas 属細菌にクローニングしたゲノム断片を
導入した形質転換株を用いた物質変換試験を行い，R. 
ruber M8株のテトラヒドロフラン分解経路を明らかに
していきたい。

4.　お わ り に

テトラヒドロフラン分解微生物のスクリーニングを
行って感じたことは，確かに環境中にはテトラヒドロフ
ラン分解微生物が少ない，ということである。しかし，

最近，テトラヒドロフランの生物分解には培地成分の検
討が重要であるとの報告がなされている10)。もしかする
と，培地の工夫でテトラヒドロフラン分解微生物のス
クリーニング効率を大幅に向上できるのかもしれない。
いずれにしても，我々は今回取得した R. similis と R. 
ruber を研究対象にして，微生物によるテトラヒドロフ
ラン分解の生化学について，詳細な検討を加えていきた
いと考えている。
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図 6．P. aeruginosa PAO1にテトラヒドロフラン資化能を付与する R. ruber M8株のゲノム領域
シンボル：B, BamHI; H, HindIII; P, PstI; S, SalI; Sc, SacI; Sm, SmaI。


