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研究成果の概要（和文）：特定細菌群は代表的有害化学物質であるフェナントレンの分解能を有するにもかかわ
らず、本化合物により大幅な生育阻害を受けること、そして、この阻害は分解能のない様々な異種細菌株の共存
により大幅に解消されることを本研究開始前に見出していた。本研究では、上記の生育阻害と共存異種細菌株に
よる阻害緩和の両現象に関して、遺伝学やゲノム科学の観点を含む多角的で詳細な解析により、両現象を各々支
配する機構と新規性を備えた異種微生物間相互作用を提示した。

研究成果の概要（英文）：Our previous study has indicated that (i) growth of some environmental 
bacterial strains capable of degrading phenanthrene (a representative chemical pollutant) is 
drastically inhibited by this compound, and (ii) such inhibition is significantly suppressed by the 
co-residence of various phenanthrene-non-degrading bacterial strains. Our present comprehensive 
analysis of such growth inhibition and its suppression phenomena revealed their details and the 
mechanisms that govern each phenomenon, consequently providing a novel type of interaction between 
different bacterial species.

研究分野： 環境微生物学

キーワード： 汚染土壌浄化　有害化合物　細菌　遺伝子　微生物間相互作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
非分解菌株共存による分解菌株生育阻害の大幅な緩和現象発揮には前者細菌株生細胞の高密度での存在が必要で
あるという成果は、生育阻害緩和に特定生物機能が必要という既知研究成果では見られなかった新規性を備える
点で学術的意義がある。一方、実環境は複合細菌系であることから、様々な有害化学物質で汚染された環境の効
率的浄化実施に際しての基盤知見を本研究成果は提供できる社会的意義を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 各種有害化合物で汚染された土壌の浄化には環境棲息細菌が極めて重要な役割を果たすこと
から、様々な有害化合物の完全分解細菌株の解析がなされ、数々の学術的知見が提示されてきた。
一方、複合生物系である実汚染土壌においては、実験室系では分解能が低い細菌株や当該土壌の
細菌叢で優占化していない「予想外」細菌株による分解や異種の複数細菌株で構成される集団に
よる協調的分解が示唆されている。しかし、これら現象の詳細な実体とその機構は不明のままで、
複合細菌集団系による実汚染土壌の効率的浄化には、集団内での分解細菌株の分解能発揮と共
存する非分解細菌株の汚染化合物分解への役割の提示、そして、これらの機構解明が必要である。
我々は、多環芳香族化合物(polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH)であるフェナントレン(PHN)で人
工的に汚染した土壌での本化合物の微生物分解の研究において、PHN 含有最小固体培地を用い
て PHN を分解可能な単集落を複数単離したが、1 集落は、その中で少数派であった PHN 完全分
解 Mycobacterium 属 EPa45 株と非分解の 4 属細菌株から構成されるコンソーシアム(MixEPa4 と
命名)だった。そして、EPa45 株は PHN 存在下で顕著な生育阻害(Growth Inhibition, GI)をうける
こと、また、本 GI 現象は MixEPa4 構成株で PHN 非分解の Burkholderia 属 Bcrs1W 株や他株の共
存時に大幅に緩和(Suppression of GI, SGI)されることを見出した。EPa45 株の GI 現象は炭素源と
して可能な他の PAH であるナフタレンやビフェニルでも認められること、さらに、EPa45 株以
外の PHN 分解 Mycobacterium 属細菌株も PHN による GI 現象を備えることを示した。一方、
EPa45 株に対する Bcrs1W 株の SGI 現象発揮には後者株生細胞の前者株細胞との直接的接触が必
要であること、そして、MixEPa4 に由来しない広範な Burkholderia 属細菌株や大腸菌の SGI 現象
発揮能も提示していた。 
 
２．研究の目的 
 上記のような研究開始当初の背景を踏まえ、本研究では、以下の点の解明を目的とした。 
(1) Mycobacterium 属 EPa45 株の PHN による GI 現象を更に詳細に提示し、本現象の分子機構を
遺伝子レベルをも含めて明らかにすることを第 1 の目的とした。具体的には、① PHN 含有液体
培地を用いて PHN 分解時における EPa45 株の生存・増殖、そして本株のゲノムレベルでの転写
変動と本株での PHN 分解経路を明示すること、② 特定の PHN 分解酵素遺伝子の破壊変異株を
作製し、当該株の PHN 分解中間産物による GI 現象の有無を提示すること、③ PHN 分解に関わ
る各酵素遺伝子の発現制御を提示すること、そして、④ PHN による GI 現象を受けなくなった
EPa45 株突然変異体の取得・解析であった。 
(2) Mycobacterium 属 EPa45 株の PHN による GI 現象を緩和する SGI 現象に関して更に詳細に提
示し、本現象の分子機構を遺伝子レベルをも含めて明らかにすることを第 2 の目的とした。具体
的には、① PHN 含有最小固体培地での各種 PHN 非分解菌株のコロニー形成能と共存する EPa45
株に対する SGI 現象発揮能の関連性の検討、② SGI 現象発揮可能な PHN 非分解菌株からの SGI
現象消失･大幅減少突然変異体の選択と解析、そして、③ EPa45 株と SGI 現象発揮可能な PHN
非分解菌株の PHN 含有最小固体培地での共存時における両株のゲノムレベルでの転写変動解析
による SGI 現象発揮に関与する後者株遺伝子の検索･解析であった。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、我々自身が本研究前に土壌から単離した菌株並びに 10 年以上前から保存して
いた菌株やベクタープラスミド、DNA を使用した。大腸菌 Keio collection は国立遺伝学研究所
から入手した。 
(2) 低濃度の PHN を添加した栄養液体培地での EPa45 株の生育は分光光度計を用いた濁度と培
養液 1 ml 当たりのコロニー形成数の経時的計測で検討した。培養した細胞の生死と細胞表層損
傷は LIVE/DEAD キットと蛍光顕微鏡の組み合わせで検討し、培養液中の PHN とその分解中間
産物の残存量は GC-MS を用いて計測した。 
(3) 分解菌株の PHN 存在下での生育阻害現象、そして、非分解菌株共存条件での分解菌株生育
阻害の緩和現象は、分解菌株試料のみ、非分解菌株試料のみ、そして、両株を任意の濃度で混合
した試料に関して、PHN 添加と非添加の最小寒天培地で 10 日間培養後の各菌株のコロニー形成
数を実体顕微鏡で測定することにより定量化した。 
(4) 使用菌株からの DNA 試料や RNA 試料の精製、並びに、これら試料を用いた解析や遺伝子操
作、そし RNA-seq 法や qRT-PCR 法による転写量解析などは常法に従った。なお、RNA-seq 解析
においての cDNA 塩基配列の解読等は Illumina 社 HiSeq システムを用いて実施した。特定遺伝
子やトランスポゾン(Tn)の EPa45 株ゲノムへの効率的導入手法は我々が本研究開始前後に確立
したが、これら手法を用いて EPa45 株での座位特異的突然変異体取得ならび Tn 挿入突然体ライ
ブラリー構築を実施した。ゲノム上での Tn 挿入部位は我々が過去に確立した手順に基づき、サ
ンガー法で決定した。 
 
４．研究成果 
(1) Mycobacterium 属 EPa45 株のフェナントレンによる GI 現象の解析 
 PHN による EPa45 株の GI 現象を規定する分子機構の解明には、本株の PHN 分解経路・分解
酵素群・分解遺伝子群の明示と当該遺伝子群の発現制御の基本的知見が必須なこと、さらに、GI
現象に直接的又は間接的に関与する遺伝子の同定･解析が必要なことを踏まえ、以下のような研



究を実施した。 
① PHN 存在下における EPa45 株ゲノムの転写変動 

PHN による EPa45 株の GI 現象が比較的弱い濃度の PHN を添加した液体栄養培地を用いて本
株の生育を検討したところ、本株の PHN 分解時においては、生細胞数の増加阻害と生細胞の表
層膜構造のダメージが判明した。このような GI 現象出現条件下での EPa45 株の RNA-seq 解析
により、培地への PHN 添加は約 140 と 70 強の遺伝子の転写を 4 倍以上レベルで各々増大と減
少をもたらした。転写増大遺伝子群の約半数は 74 kb のゲノム DNA 領域に集中し、本領域には
PHN 分解に直接関与する酵素遺伝子群、そして、細胞外遊離鉄の獲得･代謝に関与する多数の遺
伝子が存在し、複数の当該遺伝子群については実際の転写増大を qRT-PCR 解析で確認した。こ
のような転写解析により、(A) EPa45 株ゲノム配列情報から推定していた PHN 分解経路[PHN か
ら 1-ヒドロキシ-2-ナフトエ酸(1H2NA)、フタル酸(PHT)、そして、プロトカテキュ酸(PCT)を経由
する経路]を明示でき、(B) 8 クラスターから構成される PHN 分解酵素遺伝子群のうちの 6 オペ
ロンが PHN 存在下で転写誘導されることが判明した。なお、PHN 分解酵素群にはその活性発揮
に補因子として鉄硫黄クラスターを必要とする酵素が多く、大量に産生された当該酵素群への
鉄硫黄クラスターの取り込み量増大の結果として細胞内遊離鉄が欠乏し、これに伴い細胞内に
外部鉄を取り込むための遺伝子群の転写が増大したと推定された。一方、転写減少した遺伝子は
ゲノム上で散在していた。 
② PHN 分解中間産物による GI 現象 
 上記のように EPa45 株における PHN の分解経路を明示できたことから、PHN 分解中間産物に
よる EPa45 株の GI 現象を検討した。その結果、1H2NA も GI 現象を示した一方で、PHT は効果
を示さなかった。また、1H2NA の分解酵素遺伝子 phdI を破壊した EPa45 株誘導体は親株より強
力な GI 現象を示したことから、PHN 自体か PHN から 1H2NA までの分解中間産物、あるいはそ
の誘導体が GI 現象に関与すると結論した。 
③ PHN 分解酵素遺伝子群の転写制御 

Mycobacterium 属細菌の PAH 分解遺伝子群に関して、本属背景下での発現制御機構の研究は世
界的に皆無だったことを踏まえ、EPa45 株の PHN 分解酵素遺伝子群の転写制御を我々自身が構
築した遺伝学的解析系で検討した。本株の PHT 酸分解(pht)オペロンのみの転写制御遺伝子と推
定していた phtR の破壊株を用いた解析から、PhtR は pht オペロン転写促進のみならず、PHN か
らPHTまでの分解に必要な他3オペロンの転写促進に必要という特色を備えた新規知見を得た。 
④ PHN による GI 現象をうけない EPa45 株突然変異体の単離と解析 

EPa45株のPHN含有最小固体培地でのコロニー形成数はPHN非含有最小固体培地での形成数の
1/1,000である。EPa45株の約5,700から成るTn挿入突然体ライブラリーを構築し、PHNに対しての
GI現象が大幅に緩和された表現型を示す変異株をスクリーニングした。その結果、GI現象消失変
異株を独立に5株取得でき、そのうちの4株では細胞膜局在性だが異なるタンパク質をコードす
る遺伝子にTnが挿入されていた。この中の1株では細胞の伸長が観察され、別株ではTnが脂質等
の疎水性物質の取り込みに関わるトランスポーターを支配すると推定された遺伝子に存在した。
以上のようなGI現象消失変異株の解析により、PHN耐性と特定膜タンパク質の関連性が示唆さ
れ、変異株においては、細胞膜局在性タンパク質変異によるPHNの細胞外排出亢進または細胞表
層安定性の増強の結果としてのPHN耐性能上昇が推定された。 
 
以上の研究から、EPa45 株の PHN による GI 現象は、PHN またはその分解初期段階中間産物に

よる細胞表層破壊または細胞毒性による細胞死のいずれかに起因することが判明した。これら
機構の妥当性の詳細な検討は今後の研究課題である。 
 
(2) フェナントレン非分解細菌株による SGI 現象の解析 
 PHN による EPa45 株の GI 現象を大幅に緩和可能な細菌株を用いて SGI 現象の更なる解析と
その機構解明をめざした。このために、以下のような研究を実施した。 
① PHN 非分解の共存菌株の SGI 現象発揮の定量化 

最小固体培地使用時における EPa45 株の PHN による GI 現象は、MixEPa4 由来で PHN 非分解
の複数細菌株や MixEPa4 に由来しない PHN 非分解の複数 Burkholderia 属株、そして大腸菌の共
存により緩和(SGI 現象)され、SGI 現象発揮の強度は非 PHN 分解菌株ごとで異なることを本研究
開始以前に見出していた。今回、PHN 非分解菌株を PHN 含有最小固体培地で長期間(約 10 日間)
培養したところ、これら株は当該培地で極小コロニーを形成できることを新たに見出した。本コ
ロニー形成能は最小固体培地の固化に使用した精製寒天にごく微量に存在する未同定の炭素･エ
ネルギー源に起因した。続いて、EPa45 株と進化系統的に多様な数多くの PHN 非分解菌株を用
いて各非分解菌株のコロニー形成能(形成された非分解菌株コロニー数で評価)と SGI 現象発揮
能(形成された EPa45 株コロニー数で評価)を検討したところ、両者の能力間での強い正の相関性
が認められた。すなわち、使用培地での非分解菌株コロニー形成能が SGI 現象能発揮に重要で
あり、非分解菌株間での SGI 現象発揮強度の比較を定量化可能なことが判明した。この類の更
なる解析により、MixEPa4 由来の Burkholderia 属 Bcrs1W 株と同程度に強力な SGI 現象発揮能
を、我々が長年にわたり多面的な遺伝学的解析を推進してきた B. multivorans ATCC 17616 や大腸
菌 K-12 が備えることを見出した。 
② SGI 現象発揮消失･減少突然変異体の同定と解析 



 ⼤腸菌 K-12 株の破壊可能な約 3,900 遺伝⼦が各々⽋失した Keio collection を⽤いて、EPa45 株
で⾒られた GI 現象に対して SGI 現象発揮強度が消失⼜は著しく低下した⼤腸菌変異株のスクリ
ーニングを⾏い、当該変異株を 100 程選択した。これらの全ては PHN 含有最小固体培地での微
小コロニー形成能も著しく低下しており、その変異の 9 割はアミノ酸・核酸塩基・ビタミンなど
の⽣合成系遺伝⼦やその発現制御遺伝⼦、残りは⾦属イオン取り込み系や DNA の複製・組換え・
修復系の遺伝⼦に存在していた。同様の SGI 現象発揮様式は B. multivorans ATCC 17616 とその
栄養要求性変異株の比較でも該当した。ただ、これらの K-12 株や ATCC 17616 株に由来した変
異株は、各株細胞を⾼密度で EPa45 株と共存させた場合において、その SGI 現象強度を⼤幅に
回復させた。このような解析結果を総合すると、PHN ⾮分解細菌株の SGI 現象発揮には、当該
菌株の特定の未同定機能よりも、⼀定密度以上存在する⾮分解細菌株の PHN 含有最小固体培地
での生育能自体が必要であると強く示唆された。 
③ EPa45 株と PHN 非分解菌株の共存時における両株遺伝子の転写変動の解析 
 EPa45 株の PHN による GI 現象に対する PHN 非分解菌株 SGI 現象の分⼦機構解明の⼿がかり
のひとつとして、両株共存時のゲノムレベルでの遺伝⼦転写変動の検討が有効と考えられた。そ
こで、EPa45 株と上記の B. multivorans ATCC 17616 株の組み合わせを採⽤し、PHN 添加と⾮添
加の最⼩固体培地で各株単独または両株共存で培養したときの RNA-seq 解析を実施した。両株
共存で PHN 存在時に特異的に転写増⼤していた遺伝⼦として、EPa45 株では細胞の酸素ストレ
ス耐性を賦与するタンパク質 RdhA の遺伝⼦、ATCC 17616 株では PHT を PCT 経由で分解に関
わる遺伝⼦群が該当した。この結果から、EPa45 株の活性酸素種によるストレスを ATCC 17616
株が未知機構で誘導した可能性、そして、EPa45 株の PHN 分解経路で分解が順調に進⾏しない
ために細胞内に蓄積した PHT 以前の中間産物の毒性を ATCC 17616 株が何らかの機構で除去し
た結果として ATCC 17616 株の SGI 現象が発揮された可能性が推測された。 
 
以上の PHN 非分解菌株の解析で、進化系統的に多種多様な PHN 非分解株生細胞がその高密度

生存条件下で強い SGI 現象を発揮することが判明し、本効果発揮への PHN 非分解株の特定生物
機能の関与が低いと強く推定された。この推定は、生育阻害の緩和に特定生物機能を必要という
他の既知研究成果では見られない点で新規性を備えており、優れた学術的意義がある。また、多
様な PAHs に対する分解能を有するがこれら化合物やその分解中間産物で生育阻害を受ける
Mycobacterium 属のような細菌株が複合細菌集団系である土壌で PAH 分解に重要な役割を果た
しうるのは、バイオフィルム等の形により高密度で共存する多様な非分解細菌株の存在そのも
のが寄与していると推定された。 
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