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研究成果の概要： 水や土壌中などに残留するポリ塩化ビフェニル（PCB）の汚染除去には、ビ

フェニル分解微生物を用いた生物的環境浄化が有効である。本研究では、PCB 分解細菌

Pseudomonas sp. KKS102 株の分解酵素系タンパク質 BphA1~A4 遺伝子を光合成微生物であるシ

アノバクテリア（ラン藻）に組み込んで、これまで困難であった貧栄養環境下でも光エネルギ

ーを用いてビフェニル化合物を分解できる新規光合成微生物を創出した。

交付額 
（金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006年度 11,600,000 3,480,000 15,080,000

2007年度 2,500,000 750,000 3,250,000

2008年度 1,400,000 420,000 1,820,000

年度 
年度 

総 計 15,500,000 4,650,000 20,150,000

 
 
研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・環境技術・環境材料 
キーワード：環境修復技術、バイオレメディエーション、PCB、シアノバクテリア、光合成、

タンパク質工学、基質特異性、X 線結晶構造解析 
 
１．研究開始当初の背景 
ポリ塩化ビフェニル（PCB）は残留性・毒

性の高い環境汚染物質であり、中でも分子の
平面性が高いコプラナーPCBは、毒性の強い
ダイオキシン類でもあることから、その分
解・浄化の研究と実用化が求められている。
現在保管・管理されている PCB等については
熱分解をはじめとするさまざまな処理方法
が開発されているが、土壌中など、環境中に
低濃度で広く残留している PCB の分解には
これらの物理的、化学的処理法よりも、微生
物を用いたバイオレメディエーション（生物
的環境浄化）が有効な方法であると考えられ

ており、さまざまな芳香族化合物分解微生物
が発見され、改良が進められている（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. PCB の処理法
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NADPH 依存性 BphA4 変異体を用いることにより光

合成系からの NADPH が PCB 分解系で利用できる。 

シアノバクテリア

土壌細菌の一種である Pseudomonas sp. 
KKS102 株は、PCB 分解細菌のひとつで、ビ
フェニル化合物分解酵素系をもつ（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 Pseudomonas sp. KKS102 株によるビフェニル化合

物の分解経路と NADH からの特異的電子供給系 
 
この分解系で PCB はジオキシゲナーゼ複

合体（BphA1A2）によるビフェニル骨格への
酸素添加反応（水酸化）に始まる一連の反応
によって酸化的に分解される。最初の
BphA1A2 による酸素添加反応には NADH か
らの電子の供給が不可欠であり、電子は
NADH 特異的電子伝達系フラビン酵素であ
る BphA4、Rieske 型フェレドキシンである
BphA3を経て BphA1A2に供給される。NADH
は生体内では主にグルコース（ブドウ糖）な
どを分解して TCA 回路などで生産される。
したがって、糖などの炭素源に乏しい貧栄養
環境下では PCB 分解効率が低く、低濃度の
PCB 分解のためにわざわざ外部から炭素源
を供給して分解を進めなければならないと
いう問題があり、この問題の解決は貧栄養環
境下での効率的な生物的環境浄化の実用化
に向けての重要なキーポイントのひとつで
ある。 
 
２．研究の目的 
生体内で電子を供給する還元剤としては、

NADHに分子構造がよく似たNADPHがあり、
NADPHは光合成系で多量に生み出される。
そこで、ビフェニル化合物分解酵素系をNA
DPH依存的に作り変えて、シアノバクテリア
（ラン藻）や光合成細菌に導入できれば、炭

素源の少ない環境下でも光エネルギーを利

用して効率よくPCB等のビフェニル化合物
を分解できる生物的環境浄化システムが構

築できると考えられる。また、このような生

理的電子供与体に対する基質特異性の人為

的改変によって光合成系と微生物の芳香族

化合物分解系との連結が実現できれば、類似

の電子伝達系を持つ微生物由来のベンゼン、

トルエン、ナフタレン等の芳香族化合物分解

系を光合成細菌内で機能させることも原理

的には可能となり、将来的にはPCB等のビフ
ェニル化合物のみならず、他の芳香族化合物

汚染のバイオレメディエーションや、立体特

異的なジオキシゲナーゼ反応を利用した精

密化学合成などへの応用も期待される。 
このような全体構想の下、本研究では、

Pseudomonas sp. KKS102 株の NADH 特異的
なBphA4を蛋白工学的手法によりNADPH依
存的に作りかえることによって NADPH 依存
的なビフェニル化合物分解酵素系を構築し、
シアノバクテリア（ラン藻）や光合成細菌に
組み込んで、貧栄養環境下でも光エネルギー
を用いて効率的に PCB 等のビフェニル化合
物を分解できる新規光合成細菌株を創出す
ことを目的とした（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 新規光合成細菌（ラン藻）株での光エネルギーを

利用した PCB 分解（概念図）

 
３．研究の方法 
（1）BphA4、BphA3の立体構造解析 
蛋白工学的手法によって NADH 特異的な

BphA4を NADPH依存的に作りかえ、改良を
進めるために必要な基礎データを得るため

に、BphA4単独の精密立体構造、基質である
NADH と BphA4 との複合体、BphA4 の特異
的電子受容体タンパクである BphA3、および
BphA4-BphA3 複合体の結晶化と X 線結晶構
造解析を以下の方法で行った。 
結晶化には、大腸菌を宿主として大量発

現・精製した遺伝子組換え型 BphA4 および
BphA3を用いた。結晶化条件のスクリーニン
グは、Crystal Screen I & II（Hampton Research
社）および Wizard I & II（Emerald Bioresearch
社）を用いた初期スクリーニング結果を踏ま

えて、ハンギングドロップ蒸気拡散法（好気

条件下）およびシッティングドロップ蒸気拡

散法（嫌気条件下）で行った。NAD(H)-BphA4
複合体の結晶化はソーキング法で、

BphA4-BphA3 複合体の結晶化は酸素を除去
したグローブボックス内での NADH で還元
した BphA4と酸化型 BphA3との嫌気的共結
晶化によって行った。 

X線結晶強度データは、高エネルギー加速
器研究機構（Photon Factory）で収集し、CCP4 
suite を用いた分子置換法で構造決定を行っ
た。BphA4-BphA3 複合体の双晶結晶構造の
精密化には解析プログラムSHELXLを用いた。 



 

 

（2）NADPH依存的 BphA4変異体の作製 
NADPH 依存的 BphA4 変異体の作製は、

BphA4 の NADH 結合部位の立体構造と、

NADHとNADPHとの分子構造の差に基づい
て、BphA4の 175番目と 177番目のアミノ酸
残基（Glu175 と Gln177）に着目して 2 つの
方法で行った。 
一つは、Glu175 と Gln177 をそれぞれ特定
のアミノ酸残基に系統的に置換した変異体

を設計して作製して精製し、NADPH 依存性
の変異体を得る方法である（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ BphA4 の NADH 結合部位の立体構造（左）とアミノ

酸残基置換（右）

 
もう一つは、Glu175 と Gln177 両方のアミ
ノ酸残基をそれぞれ 20 種類のアミノ酸残基
にランダムに置換する変異を導入し、400 通
りの組み合わせを持つ変異体の中から

NADPH 依存的変異体をスクリーニングする
（選びだす）方法である。 
変異体 BphA4 遺伝子の作製は、PCR を用
いた部位特異的変異導入法によって行った。

変異体 BphA4は、野生型 BphA4（WT）の場
合と同様な方法で大腸菌 JM109 株を宿主と
して遺伝子を大量発現させ、精製した。 
ランダム変異導入では、変異導入部位に対

応する塩基部分に A、T、G、C、4 種の混合
塩基を用いた変異導入用プライマーを用い

て発現用プラスミドを構築した。混合プラス

ミドで大腸菌 JM109 株を形質転換して得た
シングルコロニーを 96 穴のマイクロプレー
ト上で培養して発現誘導をかけた後、界面活

性剤で溶菌して抽出物を得た。NADHおよび
NADPH を添加したときの抽出物のフェリシ
アン化カリウムの還元活性をマイクロプレ

ートリーダーを用いて測定することによっ

て、NADPH依存的 BphA4変異体発現株をス
クリーニングした。得られた大腸菌株が保持

するプラスミドの塩基配列を解析して導入

されたアミノ酸残基置換を同定するととも

に、変異体 BphA4を精製した。 

BphA4の基質（NAD(P)H）特異性の変化は、
フェリシアン化カリウムの還元反応におけ

る NAD(P)H に対するみかけの酵素動力学的
パラメーター（Km、kcat）をミカエリスの式

に従って算出して評価した。基質特異性は、

NADH と NADPH に 対 す る 触 媒 効 率

（(kcat/Km)NADH および (kcat/Km)NADPH）の比、 
(kcat/Km)NADH/NADPH = (kcat/Km)NADH/(kcat/Km)NADPH 
を求めて基質特異性の尺度とした。なお、こ

の値が 1 よりも大きいときには NADH 特異
的、1 よりも小さいときには NADPH 特異的
であることを意味する。 
（3）シアノバクテリアへの BphA 遺伝子導
入と導入遺伝子の発現確認 
シ ア ノ バ ク テ リ ア Synechocystis sp. 

PCC6803 株由来光依存的 psbE 遺伝子プロモ
ーターのみを含む発現プラスミド pVE123、
psbE プロモーター制御下に Pseudomonas sp. 
KKS102 株由来野生型 BphA1~BphA4 遺伝子
を配置した発現プラスミド pVEA1234、
pVEA1234 の BphA4 遺伝子の代わりに
E175Q/Q177K 変 異 体 BphA4 遺 伝 子 、

E175C/Q177G 変異体 BphA4 遺伝子をそれぞ
れ持つ発現プラスミド pVEA1234QK および
pVEA1234CG、並びに pVEA1234 の BphA4
遺伝子を欠失し、psbEプロモーター制御下に
BphA1~BphA3 遺伝子のみを配置した発現プ
ラスミド pVEA123を PCRを用いて構築した。 

Synechocystis sp. PCC6803株への BphA4遺
伝子の導入は、pVZ系プラスミドを用い、プ
ラスミド R751 を保持する大腸菌との接合伝
達を利用する Zinchenko らの方法によって行
い、弱光条件下、BG11 培地で培養し、クロ
ラムフェニコール耐性を持つ形質転換株を

選抜した。 
（4）変異導入シアノバクテリアの光依存的
ビフェニル分解活性の測定 
変異導入シアノバクテリア形質転換体をビ

フェニル存在下で培養し、培養液中のビフェ

ニルの減少量を測定した。遠心して集めた菌

体を、660 nm における吸光度（A660）が４に

なるように BG11培地に懸濁した。懸濁液 500 
µlをガラス瓶に入れ、35 µmol photons m-2s-1

の光照射下 30℃で 15 分間前培養を行い、50 
nmol のビフェニルを加えて培養を続けた後、
3 Mの塩酸を 3.5 µl加えて反応を停止させた。
内部標準として 50 nmol のフェナントレンを
加えて塩化ナトリウム存在下酢酸エチルで抽

出し、硫酸ナトリウムで脱水処理後、上清を

減圧乾固した。固形物を酢酸エチルに溶解し、

ガスクロマトグラフィーにかけ、ビフェニル

の残存量を定量した。また、BphA1A2のジオ
キシゲナーゼ活性によって生成する水酸化ビ



 

 

フェニルは、トリメチルシリル（TMS）化後、
ガスクロマトグラフィーで分析した。TMS誘
導体は、マススペクトルによって同定した。 
 
４．研究成果 
（1）BphA4および BphA3の立体構造 

NADPH 依存的電子伝達系構築の基礎デー
タを得るために、野生型 BphA4と、その生理
的電子受容体タンパクである BphA3について、
その酸化型と還元型、および BphA3-BphA4複
合体の結晶化とＸ線結晶構造解析を行った。

その結果、NADH-野生型 BphA4複合体の解析
結果から、野生型 BphA4の NADH結合部位の
詳細な立体構造と、NADH の二リン酸部分が
BphA4 との結合に重要であることが示唆され
た。また、BphA3-BphA4複合体の結晶構造か
ら、BphA4から BphA3への電子伝達経路が推
定できた。BphA4 の基質特異性変換のための
変異導入部位は BphA3-BphA4 間の接触部位
から離れており、変異が BphA3の特異的認識
と BphA3への特異的電子伝達機能に及ぼす影
響が小さいことが示唆された（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 BphA4-BphA3 複合体の立体構造

（2）NADPH依存的 BphA4変異体の作製 
野生型 BphA4 と NADH との複合体の立体
構造解析の結果から、NADH分子中のリボー
スの 2’-水酸基水素結合を形成することが明
らかとなった Glu175 と、その近傍に位置す
る Gln177 を系統的に他のアミノ酸に置換し
た変異体のNADHとNADPHに対する酵素活
性の特異性を図６に示す。 

Glu175をGluと同様に負電荷の側鎖を持つ
アスパラギン酸（Asp）に置換した変異体
（E175D）は、野生型（WT）と同様 NADH
特異的であったが、Glu175を側鎖に電荷を持
たない、アミノ酸であるアラニン、トレオニ

ン、アスパラギン、グルタミンにそれぞれ単

独で置換した変異体（それぞれ、A175A, T, N, 
Q）は、NADH と NADPH に対して同程度の
酵素活性を示した。このことから、BphA4の

Glu175 側鎖の負電荷が NADH に対する特異
性に重要であり、野生型 BphA4の NADH 特
異性は、NADPHのリボース部分の 2’-リン酸
基と Glu175 側鎖負電荷同士の静電的反発に
よるNADPHの排除の結果であることが明ら
かとなった。また、この結果は、この静電的

反発の除去が、BphA4を NADPH依存性に変
換する上で有効であることを示す結果であ

る。 
これに対して、NADPH のリボース部分の

2’-リン酸基を静電的につなぎ止めることを
意図して Gln177 を正電荷側鎖を持つアルギ
ニン、リシンにそれぞれ置換した変異体

（Q177R, K）の特異性は、WTやアラニン変
異体（Q177A）の場合と同程度であった。と
ころが、175 位の電荷を消失させたうえで、
175 位をリシンに置換すると、NADPH 依存
性が高まる傾向がみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 Glu175、Gln177 置換変異体の基質特異性

さらに NADPH 特異的な BphA4 変異体を
得るために、175 位と 177 位アミノ酸残基に
ランダム変異導入を行い、96穴マイクロプレ
ートを用いたNADPH依存的変異体発現株の
スクリーニング系を構築して，変異体の選抜

を行った。その結果、1,867 クローンの変異
体発現株から、野生型の基質特異性を約

3,000 倍 逆 転 し た NADPH 依 存 的

E175C/Q177G 変異体を得ることに成功した。
この変異体は NADHよりも約 20倍 NADPH
特異的であった。

（3）シアノバクテリアへの BphA 遺伝子導
入と光依存的ビフェニル分解活性の確認 

BphA4, BphA3, BphA1A2 遺伝子をシアノ
バクテリアの光合成関連 psbE 遺伝子のプロ
モータ制御下に共発現するプラスミドを、自

律的複製可能なプラスミド pVZ321を用いて
作製して、シアノバクテリア Synechocystis sp. 
PCC6803株に導入した。得られた形質体内で
の光依存的 BphA遺伝子群の発現と BphA遺
伝子産物の菌体内蓄積を BphA1~A4 特異的
抗体を用いて確認した。BphA4遺伝子として

変位導入部位 



 

 

NADPH依存的なE175Q/Q177K遺伝子を用い
ることにより，光照射下，糖類を含まない貧

栄養条件で培養した菌体がビフェニルの酸

化的分解活性を示すことが確認できた（図

７）。この結果は、当初の目的通り、NADPH
依存的BphA4とBphA3, BphA1A2をシアノバ
クテリアに組み込むことによって、貧栄養環

境下でも光エネルギーを用いて PCB 等のビ
フェニル化合物を分解できることを初めて

明らかにした結果であり、本研究の目的であ

る新規光合成細菌株が創出できたことを意

味している。 
しかしながら、意外にも BphA4遺伝子なし
で、野生型の BphA3, BphA1A2のみを組み込
んだシアノバクテリアが高いビフェニル分

解活性を示した。この結果は、シアノバクテ

リア内に BphA3または BphA1A2への電子供
給系が存在することを示唆しており、極めて

興味深い結果である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７ BphA 遺伝子導入シアノバクテリアによる

培地中のビフェニル分解活性

 
以上のように、本研究ではシアノバクテリ

アを宿主に用いることによって貧栄養環境

下でもビフェニルを分解できる新規光合成

微生物を創出することができた。今後，PCB
のみならず，貧栄養環境下での他の芳香族性

環境汚染物質の生物的環境浄化への応用と

展開が期待される。 
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