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研究成果の概要（和文）： 
 様々な汚染物質も含む各種難分解性化合物分解能を有する土壌環境細菌が本来の土壌生態系
で示す生きざまの解明をめざし、全ゲノム配列を解読した細菌において、当該環境での生存に
極めて重要な遺伝子と本環境で特異的に発現する多数の遺伝子座を同定した。また、環境修復
細菌群と土壌環境との相互作用の解明をめざし、汚染物質添加土壌における菌叢や汚染物質分
解酵素遺伝子を含む遺伝子プールの経時的変動様式をメタゲノム的手法も用いて提示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Environmental bacteria able to degrade various recalcitrant and xenobiotic compounds play important 
roles in the removal of organic pollutants. To know the survival and proliferation strategies of such 
bacteria in their native niche, the genetic loci very important in the survival and specifically induced in 
the soil environment were identified at the genomic levels using two phylogentically distant strains. 
Metagenomic analysis was also conducted to clarify the mode how the bacterial population in the soil 
responded to the exposure of organic pollutants. 
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 直接経費 間接経費 合 計 
２００５年度 25,000,000 0 25,000,000 
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２００７年度 22,100,000 0 22,100,000 

２００８年度 20,000,000 0 20,000,000 

２００９年度 20,000,000 0 20,000,000 
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１．研究開始当初の背景 
 各種有機化合物の分解能が強い環境細菌は、
生態系での円滑な物質循環に必須の構成員で
あり、難分解性化合物で汚染された環境の修
復にも大きな役割を果たしているが、多様な
自然環境での当該生物機能の発現様式は実験
室環境とは異なる。一方、環境汚染物質の微

生物分解に関する従来の研究は、培養可能で
かつ、汚染物質を完全分解して炭素・エネル
ギー源として使用可能な細菌株の研究に限定
されていたが、自然環境で99％以上を占める
培養困難細菌群が汚染物質分解に果たす役割
やこれら細菌群が有する分解酵素遺伝子群は
未知であった。 
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２．研究の目的 
 本研究では、環境汚染物質も含む多様な化
合物分解能や地球規模での炭素循環に関与す
る環境細菌を対象にして、実験室系と生態系
でのゲノム情報発現の相違を規定する要因の
提示、そして、汚染環境とゲノムの相互作用
の解明、を目的とした。具体的な研究の第1
として、グラム陰性で多様な有機化合物分解
能を持つBurkholderia multivoransとグラム陽
性でPCBや様々な環境汚染芳香族化合物分解
能を持つRhodococcus jostiiという互いに進化
系統的関係が低い菌株を用い、(1)実験室系で
のゲノム情報発現とその制御ネットワークの
解明、(2)土壌生態系でゲノム情報発現を解析
するための複数技術の構築と、これらを用い
た土壌生態系でのゲノム情報発現を解明する。
また、第2に、汚染物質添加という環境要因付
加時の土壌において、汚染物質分解酵素遺伝
子を含む遺伝子プールの経時的変動をメタゲ
ノム的観点から解析し、環境修復菌群と土壌
環境との相互作用を解明する。 
 
３．研究の方法 
 研究開始時点で全ゲノム配列決定が完了し
ていなかったB. multivoransとR. jostiiについて、
決定作業を終了させる。複数レプリコンから
ゲノムが構成される両株ゲノムのアノテーシ
ョンを行ない、各レプリコンの構成原理と特
色を他細菌株ゲノムと比較することで提示す
る。また、ゲノム情報から芳香族化合物など
の各種炭素源分解資化能を予想し、各菌株で
の実際の炭素源代謝能を検討する。 
 実験室系でのゲノム情報発現とその制御ネ
ットワークの解明では、各種炭素源や鉄濃度
の変化に伴うゲノム情報発現変動を、レポー
ター遺伝子を用いた遺伝学手法やマイクロア
レイ、RT-PCRを用いて解析する。炭素源に関
しては、特にカタボライト抑制現象に焦点を
当てる。また、環境要因変動の情報伝達に関
わる統括的発現制御因子の機能的多面性と発
現制御の分子機構を同様の手法で解析する。 
 土壌生態系でゲノム情報発現解析のために、
土壌に接種した細菌株からトランスクリプト
ーム解析レベルでゲノム構成全遺伝子転写量
測定に適した全RNA抽出技術を構築し、本
RNAと実験室系培養菌から調製したRNAを
用いたトランスクリプトーム解析で、土壌特
異的発現遺伝子の同定とその機能解析を行う。
また、土壌で特異的に発現する遺伝子群と土
壌での生存に必須・重要な遺伝子群のカタロ
グ化に各々適したIVET (In Vivo Expression 
Technology) と STM (Signature-Tagged 
Mutagenesis)の構築し、各該当遺伝子の同定と
機能を明らかにする。これら解析を通じて、
土壌系と実験室系でのゲノム情報発現の相違
を規定する因子を提示する。 
 環境修復菌群と土壌環境との相互作用解明
においては、(1)汚染物質がすでに存在してい
る自然環境由来のメタゲノムから、当該物質
分解活性を担う酵素遺伝子を宿主細菌の培養
を割愛した遺伝学的手法により直接取得・解

析し、既知の分解酵素遺伝子との構造的並び
に機能的相違を明らかにする。また、(2)閉鎖
系の人工的汚染化土壌を作製し、汚染物質残
存量や、メタゲノムDNA塩基配列の第2世代シ
ーケンサーでの大規模解読による菌叢変動と
分解酵素遺伝子群を含む各種遺伝子の変動を、
経時的に検討する。一方、本土壌系から実際
に分解能を備えた酵素遺伝子や菌株を単離・
解析し、メタゲノムDNA由来遺伝子との対応
付けを行う。 
 
４．研究成果 
(1) ゲノム構造と炭素源資化能の解析 
 1 本の線状染色体と 3 本の大型線状プラス
ミドを持って 9.7 Mb の R. jostii ゲノムには、
多様な炭素源利用能に関与すると推定される
各種オキシゲナーゼ遺伝子が約 120 存在し、
高い重複性を示す芳香族化合物分解遺伝子群
は 4 種レプリコンに分散していた。一方、3
本の環状染色体を持って 7.0 Mb の B. 
multivorans ゲノムでは多重染色体性構造を持
つ他細菌群とは異なり、rpoD や dnaG、polA、
各種生合成系酵素遺伝子を始めとする基本的
生命活動に関わる相当数の遺伝子群がプラス
ミド型複製・維持装置を有して「副染色体」
的性質をもつ 2.5 Mb の第 2 染色体にのみ存在
するという特徴を示した。また本菌では、安
息香酸やアントラニル酸、ホモゲンチジン酸
を始めとする多種の芳香族化合物の分解能を
支配する遺伝子群が第 2 染色体に局在するこ
とが多い特色も見出した。さらに、検討した
95 種の糖や有機酸などのうちの 75 化合物に
対する酸化能を本株は示した。 
(2) 実験室系でのゲノム情報発現 
① R. jostiiのPCB分解能に関わるビフェニル
分解酵素(bph)遺伝子群の誘導発現は、二成分
制御系BphST支配下にあり、ビフェニルを含
む多様な芳香族化合物に応答したBphSTが５
つのbphプロモーターを直接転写活性化する
ことを証明した。一方、グルコースやフラク
トース存在下でのbph遺伝子群転写抑制とい
うカタボライト抑制現象を見出し、本抑制現
象にはbphSTの転写抑制に起因することを示
した。両糖によるカタボライト抑制にはトラ
ンスポーターやPTS系関連タンパク質が関わ
っていた。また、ビフェニル存在下で200以上
の遺伝子の転写が誘導され、その半数がビフ
ェニルや他芳香族化合物の分解に直接関与し
ない機能未知遺伝子であった。 
② B. multivorans を宿主とした外来性芳香族
化合物分解酵素遺伝子群の研究過程で、グル
コースによる 2 つの異なるカタボライト抑制
現象を見出した。抑制系の第 1 はクロロカテ
コール分解遺伝子群導入株で、基質となる 3-
クロロ安息香酸(3CB)の消費がグルコース存
在下では抑制される現象であった。第 2 のカ
タボライト抑制は、別のグラム陰性細菌株由
来 bph 遺伝子群を導入した株で、グルコース
やガラクトース存在下での bph 遺伝子群の転
写抑制であったが、この抑制には、 B. 
multivorans 染色体支配の二成分制御系 BphPQ
が関与し、菌の生存・増殖に必須と強く示唆
された BphQ は様々な糖や有機酸、アミノ酸



の分解・酸化に必要な制御因子であった。
BphQ を介したカタボライト抑制には、やはり
PTS が関与すると強く示唆された。さらに、
本菌の広範な化合物分解能は鉄レギュロン統
括的転写制御因子 Fur の機能発揮が必要であ
る場合が多いことも判明した。本菌 Fur は、
(a)細胞がグルコースやガラクトースを始めと
する数多くの糖源や TCA 回路を構成する多
数化合物、安息香酸を炭素源として効率的に
使用するために必須で、 (b)活性窒素種 NO の
除去にも重要な役割を果たし、また、(c)過酸
化水素ストレスレギュロン転写制御因子
OxyR と遺伝的相互作用を有する、という特色
を見出した。 
(3) 生態系でゲノム情報発現 
①  滅菌土壌に接種したB. multivoransやR. 
jostiiから、マイクロアレイ解析に使用可能な
高純度RNAを大量に抽出する方法を独自に確
立した。続いて、土壌に接種したR. jostiiから
抽出したRNAを用いてアレイ解析を実施する
ことで、土壌で特異的に転写上昇する遺伝子
群を165個に絞り込んだが、これらの遺伝子構
成として、代謝関連遺伝子が44%、複製・修
復・転写・翻訳関連遺伝子が7%、機能未知遺
伝子が47%を占めた。土壌環境特異的に発現
上昇する当該遺伝子群のうち、亜硝酸代謝遺
伝子群の亜硝酸還元酵素遺伝子が土壌での窒
素源獲得に関与すると示唆された。 
② 土壌で特異的に発現する B. multivorans 遺
伝子群を取得するために、プロモーターを欠
く lacZ 遺伝子をレポーターとする IVET 系を
構築し、滅菌土壌で特異的に発現する遺伝子
群の大規模スクリーニングを行った。本菌ゲ
ノム上のランダムな部位に当該 lacZ 遺伝子を
組み込んだ誘導体株を 58,000 程取得し、滅菌
土壌接種・70 日後の寒天培地回収操作などを
行い、転写が土壌特異的に起きる遺伝子座を
116 同定した。これら遺伝子座の約半数は第 2
染色体上に位置付けられ、土壌特異的発現遺
伝子数が相対的に多い本染色体は、土壌環境
での生存や増殖、適応に重要であることが判
明した。同定した 116 の遺伝子座のうち、炭
素源・エネルギー源の取り込みや代謝関連遺
伝子座が 42%、細胞表層構成関連遺伝子座が
9%を占めた。炭素源・エネルギー源代謝関連
遺伝子座は、様々なアミノ酸や脂肪酸、有機
酸を炭素源として代謝するための機能を担っ
ていたが、この中には、リグニンモノマーで
あるアントラニル酸をはじめとする各種芳香
族化合物の分解に関与する遺伝子座が多い特
色が認められた。このような知見は、B. 
multivorans が土壌において植物遺体由来化合
物を炭素源としていたことを強く示唆する。
また、マロン酸分解に関わる遺伝子座の転写
が、やはり植物遺体由来で、腐植土を多様な
環境に広範に存在するフミン酸で誘導される
新規の知見も実験室系の研究から判明した。
一方、細胞表層構成関連遺伝子座には、LPS
や菌体外多糖、そして、細胞表層タンパク質
の合成などに関わる遺伝子が複数存在してお
り、これら遺伝子群転写量増大により産生さ
れる細胞表層構成物質は、菌体の土壌粒子表
面への安定的付着に寄与していると示唆され

た。また、本研究で基本的に用いてきた花崗
岩質土壌で特異的に発現した 30 程の遺伝子
について、土壌学的に異なる水田低地土壌で
の発現、花崗岩質土壌土壌の水抽出液並びに
酢酸エチル抽出液での発現を検討した。いず
れの遺伝子も基本的には水田低地土壌でも発
現することを確認したが、2 種抽出液を用い
た解析で、片方抽出液でのみ発現する遺伝子、
両方で発現する遺伝子、両方でも発現しない
遺伝子のグループに分類できた。6 割を占め
た最後のグループの遺伝子の転写には、両溶
媒でも抽出されなかった化学物質か土壌物理
的要因の関与が示唆された。 
③ 土壌での生存に必須な B. multivorans 遺伝
子群を取得するために必要な 36 種類のトラ
ンスポゾンを構築し、各トランスポゾンの挿
入変異株を 192 株ずつ、計 6,912 株単離した。
挿入したトランスポゾンが互いに異なる 36
株を 1 つのバッチにプールした計 192 バッチ
を滅菌並びに非滅菌土壌に接種した土壌から
回収した全 DNA を鋳型とし、36 種トランス
ポゾンを各々特異的に増幅可能なプライマー
対を用いたリアルタイム PCR で、増幅が検出
できないトランスポゾン挿入変異株のスクリ
ーニングを実施することで、非滅菌土壌にお
いて、生存に必須と想定された 5 遺伝子のト
ランスポゾン挿入突然変異体候補を取得した。
このうち、上述の fur や RNA helicase をコード
してmRNAプロセシングに関与する機能を担
う hrpA の変異株は非滅菌土壌での生存性が
著しく低下していた。毒性がたいへん高い活
性酸素・窒素種の除去系酵素遺伝子群の転写
促進に Fur は必須であり、非滅菌土壌に共存
する他生物が産生する活性酸素・窒素種によ
り、fur 変異株の生存性が著しく損なわれたと
示唆された。一方、このようなストレスの多
い非滅菌土壌環境では、新生される RNA の高
次構造の維持機能が極めて重要であるとも推
定された。 
(4) 環境修復菌群-環境相互作用に関わるメタ
ゲノム的解析 
① 各種芳香族汚染物質が多量含まれる工業
廃水処理活性汚泥環境に存在する分解遺伝子
の存在様態を検討した。本環境から抽出した
メタゲノムで、計 3.4 Gb の当該 DNA フォス
ミドライブラリーを大腸菌宿主下で構築した。
各種芳香族化合物の好気的分解経路の共通化
合物であるカテコールを黄色産物に変換可能
なカテコール 2,3-ジオキシゲナーゼ(EDO)活
性をスクリーニングし、38 フォスミドクロー
ン上で活性のある EDO 遺伝子を同定した。こ
れらフォスミドクローンの EDO 遺伝子の周
辺構造の解析の結果、芳香族化合物の完全分
解に必要な全酵素遺伝子群がクラスターを形
成している例は希で、毒性の高いフェノール
やカテコールの分解に必要な遺伝子セットの
一部のみがクラスター化している場合が多か
った。従って、工業廃水処理活性汚泥環境に
存在する分解遺伝子群は、毒性の高い化合物
から細胞を守る機能も果たしていると示唆さ
れた。さらに、複数フォスミドクローン上の
メタゲノム DNA 断片から 37 kb の環状プラス
ミドを in silico で構築でき、芳香族初発水酸化



酵素及び EDO の遺伝子群クラスターととも
に、プラスミドの複製・維持に関する遺伝子
が存在していた。以上のように活性スクリー
ニングと陽性クローン約1.5 Mbの構造並びに
機能解析により、自然環境での分解酵素遺伝
子の存在様態やミクロ進化を提示できた。 
② 3CB とフェナントレン、ビフェニル、カル
バゾールで同時汚染化した土壌では、3CB は
汚染後 1 週間で消失したが、他 3 種化合物は
4 週目から減少を始め、10 週目でほとんど検
出できなくなった。一方、当該土壌から回収
した DNA を鋳型とし、16S rRNA 遺伝子の
PCR-DGGE解析や塩基配列決定による解析か
ら、汚染土壌での細菌叢は、汚染前と比べて、
1 週目で既に変動が見られた後に 6 週目で著
しく変動しており、12 週目では汚染前に戻っ
ていく傾向が認められた。さらに、3CB に関
わる Burkholderia 型 benA 遺伝子が 1 週目に、
多 環 芳 香 族 化 合 物 初 発 分 解 に 関 わ る
Mycobacterium 型 podA 遺伝子が 6 週目に検出
可能になるとともに、7 週目の汚染土壌から
フ ェ ナ ン ト レ ン 分 解 能 を 備 え た
Mycobacterium属とPaenibacillus属の細菌株が
取得できた。以上のような経時的変動様式を
踏まえ、汚染直前土壌、3、6、12 週目の汚染
並びに非汚染土壌から調製した合計 7 つのメ
タゲノム試料について、Illumina GAIIx により
大規模塩基配列決定作業を実施し、リード長
60塩基のもの(各試料で約 1000万リード)につ
いて、解析を行った。汚染土壌 DNA のコンテ
ィグ形成率は非汚染土壌のそれに比べ有意に
高く、汚染土壌での遺伝子プールの多様性低
下が判明した。一方、全リードから 16S rRNA
遺伝子を検索して属レベルでの菌叢変動を検
討したところ、汚染土壌では、3 週目の時点
で Burkholderia属細菌の比率が大幅に上昇し、
その後の 6、12 週目と時間が経過するにつれ
て、その比率は減少していく傾向が認められ
た。また、各土壌での 16S rRNA 遺伝子解析
による菌叢構成属の分布様式は、KEGG への
全リードの BLAST 検索で得たトップヒット
遺伝子推定由来細菌属の分布構成と正の相関
性を示した。さらに、後者検索でのトップヒ
ット遺伝子推定由来細菌属は汚染後 3 週目の
時点で大きく変動しており、12 週目には汚染
前状態に戻っていく傾向がやはり認められた。
一方、トップヒット遺伝子に関して更なる解
析を行うと、汚染後の時間経過に伴い、その
相対的量が一定の遺伝子群のほかに、減少す
る遺伝子群とともに逆に上昇する遺伝子群が
多く認められた。トップヒット遺伝子とその
相対的数量をKEGG Pathwaysの様々な代謝経
路の酵素遺伝子群にマッピングしたところ、
汚染に用いたビフェニルの分解経路酵素遺伝
子群については、プロテオバクテリア由来の
bph 遺伝群の相対的量が汚染土壌で上昇して
いた。このようにメタゲノム配列を KEGG な
どのデータベースで検索することで、汚染後
の細菌叢変動と分解酵素遺伝子を含む遺伝子
プール変動の様式を提示可能であった。これ
とは別に、フェナントレン好気分解経路の酵
素遺伝子群をメタゲノム DNA から相同性検
索で見つけ出し、汚染後の時間経過に伴って

量的増加のある当該遺伝子群に注目したとこ
ろ、本化合物分解で初発水酸化に関わる遺伝
子は Mycobacterium 型であり、分解の下流酵
素遺伝子はプロテオバクテリア型であった。
このことから、本化合物の土壌での完全分解
には異門に属する 2 つ以上の細菌株による協
調的代謝が関与する可能性が高いことを見出
した。なお、汚染物質は分解酵素遺伝子以外
の遺伝子群のプール変動をも引き起こすとい
う多面性を新たに提示できた。 
 上記の塩基配列レベルに基づく汚染化土壌
のメタゲノム解析とともに、当該メタゲノム
からの機能性分解酵素遺伝子の取得も同時並
行的に実施した。まず、メタゲノム塩基配列
から見出した Mycobacterium 型フェナントレ
ン初発水酸化酵素遺伝子のコンティグ配列を
用いたサザン法により、汚染後 6 週目のメタ
ゲノムコスミドライブラリーから、本遺伝子
を含むクローンを取得した。本コスミド上の
メタゲノム DNA の構造とその機能を解析し、
本 DNA 支配の酵素活性の検討と、取得済みの
フェナントレン分解 Mycobacterium 属細菌の
当該分解酵素遺伝子との対応付けを実施した。 
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