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1.　諸 言

環境中には，人工合成されたものも含む環境汚染物質
を分解資化し，炭素源やエネルギー源として利用できる
微生物が棲息する。環境汚染物質の多くは自然界の物質
循環に組み込まれにくいことを考慮すると，これら汚染
物質を分解する微生物の能力は，環境中に汚染物質が放
出された後に確立された可能性が考えられる。こうした
微生物能力の本質の解明と環境浄化への応用を目的とし
て，環境汚染物質を分解する微生物（主に細菌）が数多
く単離され，その機能に関する詳細な解析が行なわれて
きた。しかし，（i）環境中に棲息する微生物の大多数は
実験室環境下では純粋培養困難であること 20)，（ii）自然
環境中では，汚染物質は複数の細菌集団により協調的に
分解されている場合が多いこと 1)，を考慮すると，従来
の「古典的な」手法により実験室環境で純粋培養可能な
分解細菌が，実際の汚染環境中における汚染物質分解に

中心的な役割を果たしているとは必ずしも言えない。こ
のような背景のもと，近年，純粋分離や培養の過程を経
ずに環境に存在する細菌 DNA を対象としたメタゲノム
解析が盛んに行われつつある 5,17,19)。そこで本稿では著
者らが行なっている芳香族化合物の分解酵素遺伝子の取
得を目的としたメタゲノム解析手法を紹介する。

2.　材料および方法

2.1.　メタゲノム解析の現状

メタゲノム解析は，配列情報から生態学的知見を得る
ことを目的とした解析と，有用遺伝子（主に酵素遺伝
子）の取得を目的とした解析に大別される。現在では，
第 2世代型シーケンサーの登場に伴い，シーケンス速度
が向上し，シーケンスにかかる費用が以前に比べて格段
に安価になり，そして，膨大な量の塩基配列を決めるこ
とが容易になってきたことから，「メタゲノム」という
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と前者を指す場合が多く，様々な生態学的解析がなされ
ている。当研究室においても，芳香族化合物で汚染化し
た土壌における菌叢解析や棲息細菌集団由来の遺伝子
プール解析を目的として，Illumina GA IIx と Roche 454
の第 2世代型シーケンサーを用いて解析を実施している
が，その生態学的意義については，別稿を参照された
い 5)。メタゲノムから有用な機能遺伝子取得する方法
は，目的の機能に基づく活性発現を指標にしたスクリー
ニングと，機能既知遺伝子の配列情報をもとにしたスク
リーニングに大別される（図 1）。前者は，環境サンプ
ルから得られたメタゲノム DNA を適切なベクターに挿
入し，適切な宿主細菌に導入して目的機能を発現するク
ローンをスクリーニングすることで目的遺伝子を取得す
る方法であり，理論的には既知遺伝子と大きく配列の異
なる新規性の高い遺伝子の獲得も期待できる。しかし，
未知の微生物遺伝子を宿主細菌で発現させるため，適切
な発現系の構築が困難な場合が多く，また，良質なライ
ブラリーの構築には高い技術を必要とする。具体的に
は，夾雑物の多い土壌サンプルからライブラリーの作製
に必要な高純度で高分子の DNA を十分量抽出するのは
容易ではない。精製において，ゲル濾過カラムやアガ
ロースゲル電気泳動は有効であるが，収量が激減し，少
量の DNA から効率良くライブラリーを構築する高度な
技術が必要となる。一方，後者の既知遺伝子の配列情報
をもとにしたスクリーニングは，目的とする酵素遺伝子
が有する保存配列を利用して，PCRやハイブリダイゼー
ションなどの比較的平易な実験的手法や，コンピュー
ターによる相同性検索で目的遺伝子を見つけ出す方法で
あり，目的遺伝子取得の可能性は高いが，得られる遺伝
子の新規性は低い。しかしながら，最近のバイオイン
フォマティクス技術の進歩により，例えば，DNA やア
ミノ酸配列レベルでの相同性は低いが，産物としての酵
素タンパク質の推定立体構造が保存された新規性の高い
遺伝子を取得することが可能になりつつある 15)。さら
に，前述のように，現在ではメタゲノム DNA の配列情
報を得ることは比較的容易であること，第 2世代型シー
ケンサーでは，ライブラリーの作製をせずに試料 DNA
の配列を直接決定できること，さらに，短い遺伝子であ
れば，人工遺伝子合成が安価で可能であることとも相
まって，既知配列情報に基づく目的遺伝子スクリーニン
グのメリットは大きい。とはいえ，多数の微生物に由来
する配列が混在したメタゲノム配列のアッセンブルや遺
伝子予測などは，未だに技術的に困難であることも事実
である 8)。
このように，2つの方法にはそれぞれ一長一短あり，
どのようなアプローチが目的遺伝子の取得に適している
かは，それぞれのケースに応じて吟味する必要がある。
我々は，新規芳香族化合物初発酸化酵素遺伝子の取得を
目的として，機能発現を指標にしたスクリーニング手法
を用いてきた 13,19)。特に，後述する機能相補の手法はポ
ジティブスクリーニングであることから理論的には効率
的な目的遺伝子の取得が可能である。また，前述の生態
学的知見を得ることを目的としてメタゲノム配列情報を
取得した同試料から，機能発現を指標として実際に活性
を持つ遺伝子を取得することで，生態学的議論を深める
こともできると期待される。

2.2.　原油汚染土壌からの分解酵素遺伝子群の取得と

解析

芳香族化合物は芳香族系アミノ酸に代表されるように
天然の生体成分としても存在するが，芳香環は化学的に
安定であり，ベンゼン，トルエン，ナフタレンを含む多
環芳香族化合物などの原油成分は代表的な難分解性の環
境汚染物質である。このような難分解性芳香族化合物の
微生物分解は，一般に初発酸化酵素による芳香環への水
酸基の導入により開始されることから，本酵素が分解の
鍵酵素であるといえる 12,14,21)。すなわち，新規性が高く，
しかも実際の汚染環境中で機能している本酵素遺伝子が
取得できれば，生態学的知見に加えて，環境浄化，さら
には芳香族化合物の変換による物質生産への応用も期待
できる。
ナフタレンを唯一の炭素源として生育する細菌

Pseudomonas putida G7株が有するナフタレン分解プラ
スミド NAH7上には，ナフタレン代謝に必要な一連の
遺伝子がクラスターを成して存在している 18)。このう
ち，ナフタレンの初発酸化酵素は，nahAa から nahAd
の 4つの遺伝子にコードされるコンポーネントからなる
（図 2）。当研究室では，まず，nahAcのみを破壊した P. 

putida G7K2株を作製した。本株はナフタレンを唯一の
炭素源として生育できないが，NahAc 機能が相補され
ると生育可能になる。この機能相補の原理を用いて，原
油汚染土壌メタゲノムから，（i）広宿主域コスミドベク
ターを用いて作製したライブラリーを G7K2株にエレク
トロポーレーション法で導入する方法，（ii）nahAc を
破壊した NAH7誘導体を P. putida KT2440 染色体上に
導入して構築した P. putida KTSK2株と土壌試料中の微
生物集団を直接接合させ，目的遺伝子を含む因子の可動
性を利用する手法，により NahAc の機能を担う遺伝子
を取得した 13)。両手法とも方法論的には機能したが，獲
得した遺伝子はいずれも nahAc とほぼ同一のものであ
り，新規性の高い遺伝子は取得できなかった。その主な
原因として，まず，用いた試料では nahAc 遺伝子が優
先化していることが考えられたが，非汚染土壌メタゲノ
ムを用いた同様の系でのスクリーニングでは目的遺伝子
の取得には至らず，目的遺伝子がある程度の多様性を維
持した状態で濃縮されている試料を用いることが望まし
いと考えられた。また，ナフタレン資化能の回復を指標
とした機能相補の手法は，ナフタレン分解に特化した酵
素遺伝子が取得される可能性が高いことに加えて，目的
遺伝子が特定の宿主内で高発現する必要があり，発現レ
ベルの低い遺伝子や，目的活性の弱い酵素遺伝子の取得
は困難である。これらの点を踏まえ，次に，（i）非汚染
土壌を人工的に汚染化させた試料を用いて，（ii）目的遺
伝子の機能発現をより高感度に検出可能な方法でスク
リーニングする実験を行った。

3.　結 果

3.1. 人工的汚染化土壌ライブラリーからの芳香族化合

物初発酸化酵素遺伝子の取得

芳香族化合物による汚染歴のない花崗岩質畑土壌をガ
ラス瓶に入れ，3- クロロ安息香酸，フェナントレン，
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ビフェニル，カルバゾール（ダイオキシンの代用化合
物）をそれぞれ 1 mM になるように調整した後に，同
時添加して人工的に汚染化させた。今回，ナフタレンを
基質に加えなかったのは，既知のナフタレン分解遺伝子
の優先化を避けるためである。また，逆に，ナフタレン
で汚染化させない場合にも，既知のナフタレン分解遺
伝子が取得できるか確認するという意味合いもある。
汚染化後，定量リアルタイム PCR によるモニタリング

でこれら化合物の分解に関与する既知遺伝子（benA と
pdoA）が十分に増えた時点を見計らい，試料より直接
抽出したメタゲノム DNA ライブラリーの構築をコスミ
ドベクターで行った（図 3）。なお，これら試料から
nahAc の PCR 増幅は確認できなかった。活性の発現を
検出する宿主細菌としては，前述の nahAc を破壊した
P. putida KTSK2と，リダクターゼ遺伝子（nahAa）を
欠損した P. putida G7 nahAa dl株を用いた。今回，後

図 1．メタゲノムライブラリーからの目的遺伝子の取得法とその特徴
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者株も用いたのは，マルチコンポーネントからなるオキ
シゲナーゼは，酸素添加酵素コンポーネントとフェレド
キシン間の認識は比較的厳密であるのに対して，リダク
ターゼとフェレドキシン間の認識は緩やかであり，リダ
クターゼ機能を相補することにより，より多様性に富む
遺伝子を取得できると考えたためである。一方，一般的
に芳香族化合物初発酸化酵素はインドールも基質とし，
青色のインディゴを生じさせる活性を備えていることか

ら 7)，インドールを含む培地上で青色コロニーを形成す
るクローンをスクリーニングすることにした。実際に，
本スクリーニング法で，予備的に複数の芳香族化合物で
汚染させた土壌から Burkholderia multivorans を宿主に
用いて 2- ニトロトルエン，ナフタレン，ビフェニルに
対して顕著な分解活性を示す新規性の高い初発酸化酵素
遺伝子の取得に成功している 19)。今回，上記人工的汚染
化土壌を対象とした P. putida G7 nahAa dl株を用いた

図 2．原油汚染土壌からの分解酵素遺伝子群の取得された汚染物質分解遺伝子の解析
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スクリーニングでは，インディゴ生成により青色コロ
ニーを形成する 16株の陽性クローンを取得することが
できた。各クローンが有するコスミドを制限酵素消化し
て電気泳動のバンドパターンを比較した結果，互いのバ
ンドパターンはかなり多様であり，少なくとも 16ク
ローンからは，nahAa をプローブに用いたサザン解析
ではシグナルが検出されなかった。一方，P. putida 
KTSK2株を用いたスクリーニングでは，13株の陽性ク
ローンが得られ，同様に nahAc をプローブに用いたサ
ザン解析ではシグナルが検出されなかった。しかしなが
ら，nahAc 破壊株から得られた 13クローンが有するコ
スミドを制限酵素消化したものの電気泳動バンドパター
ンの類似性は高く，酸化コンポーネントとフェレドキシ
ン間の相互作用は比較的厳密であり 3,9)，似た型の遺伝
子しか取得できない可能性を示唆している。

4.　考 察

4.1.　まとめと今後の展望

今回取得した遺伝子のさらなる解析が必要であること
は当然であるが，少なくとも既知の初発酸化酵素遺伝子
（nahAc）とは相同性の低い酵素遺伝子を取得すること
に成功した。これは，（i）汚染化されて長い時間が経過
した土壌試料でなく，汚染化されて間もない土壌を用い
たため，遺伝子の多様性が高いこと，（ii）ナフタレン以
外の複数の化合物で汚染化させたこと，（iii）ナフタレ
ン資化能ではなく，高感度な活性の検出法を用いたこ
と，が主な理由として考えられる。いずれにせよ，メタ
ゲノムからの有用遺伝子の取得方法として，配列情報が

比較的容易に得られる現在でも，機能発現を指標とした
スクリーニング手法は依然として有効であると考えられ
る。ただし，前述のように高品質なライブラリーの作製
には高度な技術を要することは確かであり，今回のよう
に，汚染歴の無い土壌を芳香族化合物で汚染化させて初
発酸化酵素遺伝子を濃縮してその存在比率を高めた上
で，感度の高いスクリーニング方法を用いるなど，様々
な工夫も必要である。しかし，実際に機能を有する遺伝
子を同定することは生態学的にも重要な知見となること
は言うまでもなく，様々な苦労は伴うものの，今後も機
能発現を指標とした目的遺伝子のスクリーニングは重要
なメタゲノム研究手法のひとつであり続けるであろう。
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