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研究成果の概要（和文）：ポリ塩化ビフェニル類（PCBs）は、世界的にも認識されている環境汚染物質である。
難分解性のPCBsに対して高分解性を示す芳香環水酸化ジオキシゲナーゼの変異体酵素を得るために、Commamonas
属由来の芳香環水酸化酵素を改変した。結果、基質特異性を改変した変異体酵素を数種類取得することに成功し
た。さらに、基質特異性が異なる2種類の芳香環水酸化酵素の発現系を構築した。

研究成果の概要（英文）：Polychlorinated biphenyls (PCBs) have been recognized as serious 
environmental pollutants on a global scale. In order to obtain novel aromatic-ring hydroxylating 
dioxygenases that can degrade on more highly chlorinated PCBs congeners, we engineered the 
aromatic-ring hydroxylating dioxygenase from Commamonas by a site-directed mutagenesis, and have 
successfully obtained a few mutants with extended substrate specificity. In addition, we have 
established the expression system of the two genes of the aromatic-ring hydroxylating dioxygenase 
with distinct substrate specificities.

研究分野：環境学

キーワード： ポリ塩化ビフェニル　芳香環水酸化ジオキシゲナーゼ
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１．研究開始当初の背景 
 
ポリ塩化ビフェニル類（PCBs）は極めて

難分解性であり、多様な塩素置換体からなる

同族体で構成されることが特徴的な物理化

学的特性を有する環境汚染物質である。生体

への影響もあることから、その廃絶が求めら

れている。 

申請者らが単離した好気性細菌である

Comomonas testosteroni YAZ2株は、PCBs

同族体に対する基質特異性が広く強力に分

解する。当初、申請者らは、本菌を利用した

微量PCBs無害化処理システムの開発に取り

組んでおり、さらなる本システムの向上には、

「5塩素以上の高塩素化された PCBsを幅広

く分解すること」が必要だと考えた。 

本菌を含めた好気性細菌によるPCBs分解

において、反応の鍵となるのは芳香環水酸化

酵素の一種であるビフェニルジオキシゲナ

ーゼ（BDO）である。BDO は、本分解反応

の初発に働き、分子状酸素の 2つの酸素原子

を水酸基の形で cis 型に芳香環へ導入する反

応を触媒する。BDO は多成分酵素であり、

大サブユニット（BphA1）と小サブユニット

（BphA2）の 2種類で構成される末端ジオキ

シゲナーゼに加えて、フェレドキシン

（BphA3）とフェレドキシン還元酵素

（BphA4）を含む電子伝達系から成る。活性

部位に関しては、酸素添加反応に必要な非ヘ

ム鉄（Fe2+）と電子伝達系から電子を受け取

るための Rieske 型[2Fe-2S]クラスターを

BphA1に含む（Furukawa et al., J Bacteriol, 

2004）。 

これまでの BDO の基質特異性に関する研

究は、PCBs分解特性の異なる 2つの細菌株、

Burkholderia xenovorans LB400株（LB400 

BDO）と Pseudomonas pseudoalcaligenes 

KF707株（KF707 BDO）を取り上げ精力的

な解析が行われている（Suenaga et al., JEM, 

2002）。この結果からは、「菌株それぞれの基

質特異性が BphA1 の僅かなアミノ酸残基の

違いに依存し制御される」ことが示唆された。

他方、BphA1と BphA2のハイブリッド酵素

を用いた検討では、「BphA2も基質認識に関

与している」ことが見出された（Hurtubise et 

al., J Bacteriol, 1998）。 

 
２．研究の目的 
微量PCBs無害化処理システムの性能向上

を目的として、幅広い高塩素化 PCB 異性体

を高効率に分解できる BDO 変異体酵素を創

製することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）C. testosteroni YAZ2 株由来 BDO 

（YAZ2 BDO）の基質特異性に関与するアミ

ノ酸残基の同定 

YAZ2 BDO—高塩素化PCB複合体の推定構

造を基に、基質特異性に関与するアミノ酸残

基を推定した。基質特異性に関与するアミノ

酸残基として、基質結合部位や他の BDO の

変異体解析に関する論文で報告のあった部

位を参考に考え、31種類の変異体酵素を設計

した。これらの発現プラスミドは、野生型酵

素の遺伝子を挿入した発現プラスミドを鋳

型に、QuickChange 法による部位特異的変

異導入で作製した。これらのプラスミドを大

腸菌 BL21(DE3)株に形質転換し、変異体酵

素を発現させた。各変異体酵素の基質特異性

の変化の解析は、発現大腸菌の静止菌体を

PCB 標品（カネクロールシリーズ；KC-300

（3 塩素化 PCBs を主に含む）、KC-500（5

塩素化 PCBs を主に含む））と反応させた後

の残存PCBs量をガスクロマトグラフィー質

量分析計により分析することで、複数の同族

体の分解を一度に評価して行った。 

 

（２）BDO の末端ジオキシゲナーゼを構成

する小サブユニット（BphA2）の基質特異性

への効果の検討 

基質特異性が明らかに異なっている 2種類

の BDO（Aと Bと呼ぶ）の BphA1と BphA2



を相互に交換したハイブリット酵素を考案

した（A/B、B/Aと呼ぶ）。A/Bは Aの BphA1

と Bの BphA2を、B/Aは Bの BphA1と A

の BphA2をもつ（表 1参照）。これらのハイ

ブリット酵素をコードした発現プラスミド

を、制限酵素部位を利用して作製し、（１）

と同様の方法で解析した。 

 

（３）3種類の芳香環水酸化酵素の検討 

3種類の芳香環水酸化酵素（C、D、Eと呼

ぶ）を検討することにした。これらの遺伝子

のうち、1 種類の酵素については単離し、そ

の発現条件を検討した。また、残り 2種類の

酵素については人工的に合成した遺伝子を

発現ベクターに組み込み、その発現条件を検

討した。宿主の大腸菌として、BL21(DE3)

株、BL21(DE3) pLysS 株、Rosetta2(DE3)

株を検討した。 
 
（４）PCB分解活性の評価系の改良 
水酸化PCBs標品に硫酸ジメチルと3N 水

酸化カリウム/エタノール（10%含水）を用い

てメチル誘導体化とアルカリ分解を行い，ヘ

キサンに溶解させた。その溶出液をガスクロ

マトグラフィー質量分析計により分析した。 
 
４．研究成果 

（１）YAZ2 BDOの基質特異性に関与する 

アミノ酸残基の同定 

 37種類の 1重変異体酵素を作製し、これら

の PCBs分解特性を解析した。その結果、37

種類の変異体酵素のうち、6 種類の変異体酵

素（F~Kと呼ぶ）の PCBs分解特性が変化し

た（図 1）。どの変異体酵素もオルト位の 4

塩素化 PCBs の分解率が向上した。さらに、

変異体酵素 Fと Hはパラ位の 4と 5塩素化

PCBsの分解率が向上した。 

興味深いことに、PCBs 分解活性が一番高

い変異体酵素 Kは、他の変異体酵素と異なり、

22’55’-PCBs の分解率が高くなり 3,4 ジオキ

シゲナーゼ活性獲得したことを示した。さら

に、変異体酵素 Kは、5塩素以上の高塩素化

された PCBs 異性体を多種類含む PCB 標品

であるKC-500に対して高い分解効率を示し、

野生型（WT）より約 4倍向上した（43.8％）。

しかし、6塩素以上の高塩素化 PCBsに作用

せず、50%以上の高分解活性には至らなかっ

た。 

このように、元の酵素では分解できない、

もしくは分解効率が低い 4 または 5 塩素化

PCB 異性体の一部を分解できる変異体酵素

を取得することに成功した。しかし、どの変

異体酵素も、6塩素以上の高塩素化 PCBsに

は作用せず高い分解効率を獲得するには至

らなかった。 

 

 

図 1 PCBs分解特性が変化した変異体酵素 

＊野生型（WT）の分解率を 1 としたときの

活性を示す。 

 

（２）BDO の末端ジオキシゲナーゼを構成

する小サブユニット（BphA2）の基質特異性

への効果の検討 

 ハイブリット酵素 A/Bは酵素 Aと、ハイブ

リット酵素 B/A は酵素 B と PCBs 分解特性

が似ていた（表 1）。 ハイブリット酵素 A/B

は酵素 A と比べて、活性が低下し、特に

KC-500 において顕著であった。一方で、ハ

イブリット酵素B/Aは酵素Bと比べてほとん

ど変わらなかった。 



 これらのことから、酵素 A と B では、

BphA2 による基質特異性の影響はほとんど

受けず、活性部位を有する BphA1 の性質を

反映していることが示唆された。よって、他

の酵素のように、基質特異性が変化した興味

深い酵素は得られなかった。BphA2が基質特

異性に影響を与えるのは他の要因も重要で

あるのかも知れない。 

 

表 1 ハイブリット酵素の PCBs分解活性 

酵素

名 

サブユニット構成 PCBs分解率(%) 

bphA1 bphA2 KC-300 KC-500 

A A A 79.1 12.7 

B B B 92.1 76.6 

A/B A B 69.8 3.4 

B/A B A 90.6 72.9 

 

（３）3種類の芳香環水酸化酵素の検討 

（１）で示したように、YAZ2 BDOの改変

により基質特異性の拡大に成功したものの、

6 塩素以上の高塩素化 PCB に作用する変異

体酵素は得られなかった。高塩素化 PCB を

分解する酵素を得るためには、当初計画して

いた本酵素の解析を行うより他の酵素の変

異体解析を試すことが有効であると考えた。 

 そこで、YAZ2 BDOとは基質特異性が異な

る 3種類の芳香環水酸化酵素（C、D、E）を

検討することにした。3 種類の候補遺伝子の

うち、酵素 C と Dについては、BL21(DE3)

株を宿主としてビフェニル代謝活性を検出

することができた。一方で、酵素 Eについて

はどの宿主においてもほとんど活性が検出

できず、発現も確認できなかった。 

そこで、活性が検出できた酵素 Dにおいて、

変異体酵素 7種類作成した結果、5種類で活

性が検出された。今後、PCBs 分解活性を測

定する必要がある。 

 
（４）PCB分解活性の評価系の改良 
 これまでは、PCBs 分解活性は、親化合物

である残存 PCB 量を検出することにより行

っていた。この場合、分解活性が弱いと、親

化合物の減少はわずかであるために検出で

きない可能性が考えられる。そこで、活性が

弱くても検出できるように、代謝産物を検出

する系を検討しているところである。 
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