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研究成果の概要（和文）：

ポリ塩化ビフェニル分解菌〃OdOcO“"ｓノ“zノノＲＨＡＩにおいては、ビフェニル存在下でその
分解遺伝子群発現のスイッチがオンになるが、下流の代謝産物存ｲ|言下ではスイッチをオンにす
る機構が抑制される。本研究では、この抑制の原因物質がカテコールであることを明らかにし
た。カテコールの代謝をスムースにおこなうように改変することによって、常に分解遺伝子が
発現し、安定した分解能を得られるように次ると考えられる

研究成果の概典（英文光
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1．研究開始当初の背景

ポリ塩化ﾋﾞﾌｪﾆﾙ（PCB）は難分解性の
化学物質で、環境汚染物質として知られてお

り、その浄化に対して早急な対策が必要とさ
れている。ＰＣＢの処理方法の一つとして、微
生物の分解能を用いた方法（バイオレメディ
エーション）が注Ｆ'されており、筆者らは、
PCB分解菌〃0〃““zﾊﾜﾉ”//／ＲＨＡｌ（以ド
mIAI株）を材料として、そのＰＣＢ分解機構に

ついて研究をおこなってきた。リ｣請者らの研
究によって、ＤＲＨＡｌ株のビフェニル（PCB
の基本骨格）分解機樅とそれに関与する遺伝
子群（図参照)、２）ビフェニルによる分解
道,伝子群の娠写誘導機構（図参照)、３）ＲＨＡｌ
株がビフェニル以外にもベンゼン、トルエン
等の芳香族化合物を炭素源として生育可能
であり、様々な芳香族化合物による複合汚染
にも対応可能であること、等が明らかとなっ
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たが、分解遺伝ｆ聯の１膳写制御機構の詳細や

PCB以外の芳香族化合物の分解に関与する遺
伝子群の全容等、未解1ﾘ]の点が数多く存在し
ている。そのような状ﾙLの''１，２００６年にＲＨＡＩ
株の令ゲノム配列（9.7Ｍ、染色体+3本の線
状プラスミド）が決定され、それをⅢいたマ
イクロアレイ等のlili1析下法が利｣fl可能にな
ったことによって、水ｌｌ１ｉｉのＰＣＢ分解機構の完
全解明のみならず、､搬々な汚染物質に対する
遺伝子群の応答や実際の汚染環境における
本菌の挙動の理解に向けた研究基盤がよう
やく完成した。
一方､RHAl株をⅢいてＰＣＢを分解する際に

は、ＰＣＢ分解酵素遺伝、１１ｔの''展写を常に誘導
して、分解タンパク質を１－分域生産させるこ
とが必要である｡MAI株のＰＣＢ分解酵素遺伝
子群のうち、上流の４つの反応を担う酵素遺
伝子群の発現は、ＰＣＢの」,L本骨格であるビフ

ェニル存在下でBphSとＢｌ)ＩＩＴからなる二成分
IIill御系によって誘導されるが､RHAl株をビフ
ェニル存在下で培鑑したとき、培養後期に

PCB分解遺伝子（”Ｍ〃迫伝子）の転写が抑
制されることが見いだされている。転写抑制
の原因物質がビフェニル代謝の中間産物で
あるnJ能性を考え、分解ｉｌ１ｉＩｌ１産物である安息
香酸（図参照）とビフェニルの共存ＦでＭＡＩ
株をリミ肯させたところ、"〃〃遺伝子の転写
は､培養初期からhllllillされた。このことから、
〃/M‘プロモーターの'IiLi7flI1flillは、安息香酸
あるいはその代謝産物が関与して起こって
いることが強く,]《l唆された。
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上１，分腕iiilH:千杯ldL二成分認ijⅢ系lBPhSBplbT］に．安凪署Ｎｉ分解晒伝千杯IJB帥､Ｒ
タンパクＨ１によって8U1illされている＿

４．｛ﾘﾄ先成果

（１）bβ/Ｍａプロモーターの１１酋写パターン
、βﾑｲｮ遮伝了のプロモーター緬域をルシフ
ェラーゼ遺伝子の上流に組み込んだレポー
タープラスミドpKLAFlをＲＨＭ株に導入し、
l/5ＬＢ培地、ｌ/5ＬＢ培地+ピフェニル（BP)、
l/5ＬＢ培地+BP+安息香酸（Ｍ）で勝鍵し、プ
ロモーター活性を３時間ごとに測定した。そ
の結果、１/5ＬＢ培地のみでは測定lU11l}]を通じ
て一定の低い活性、ｌ/5LB+ＢＰでは311$１１１１日か

ら１l1ilMIHの上+lLがみられた。１/5LB+BP+ＢＡでは

911｝|HⅡvl1度まで活性化が抑えられ、以lii得ら
れたjiIlI1L通り、ＢＡまたはその分解雌物が１１匠写
iiWl2化を仰iIillしていることが強く示唆され
た。

２．研究の目的

RHA1株における安息香酸によるPCB分解遺
伝子群の転写活性化抑ilillの原Ｉ)(1物質、制御機
構等の全体像を明らかにし、分解能を常に発
肺できる菌の育砿に|｢1けた｣謹礎的知識を収
集する．
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３．研究の方法

ＰＣＢ分解遺伝子聯の'1賦写活性はルシフェラ
ーゼをレポーター遺伝ｒとして用いたレポ
ータープラスミドを便川して測定した。プロ
モーターとしては最初の分解反応に関与す
る，、４３遺伝子のプロモーター領域を用い、
これをルシフェラーゼの上流に挿入した。
転写活性化抑制の原1入1物質を明らかにす

るために、代謝遺伝]この破壊株を作製し、そ
れを研究に用いた。破峻株の作製には相同組
換えと“〃遺伝子をⅡ|いたカウンターセレ
クショ＞を用い、Ｉ１的遺伝子を欠失させた。
欠失の確認にはＰＣＲおよびサザンハイブリダ
イゼーションを用いた。
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（２）抑制原因物質の同定

ＢＡ以下の代謝に関与している〃ﾉﾙｲ､Da7p〈

〔ＷＪ、（ＷＨの遺伝子破壊株を作製した。各破

壊株はＢＡを単一炭素源として雌肯できず(野
''2株であるRHAlはﾋﾋ青可能)、ＢＡ（｣:ｲiゼドで生
育させたとき、それぞれの遺伝、)if物が触媒
する反応の手前の物質を醤枝すると`誉えら

れる。それぞれの破壊株にpKLAF1を導入し、
（１）と同じ条件で培養･i11ll定をおこなった。

その結果、〃〃破壊株、ｂｅ〃破壊株では活
Ｉ化化抑制が解除された、すなわち、上記２つ
の破壊株で蓄積しているＢＡおよびそれが水



とから、４つのｃ｢､ホモログはカテコールに

よる転写活性化の抑制に関与していないこ
とが強く示唆された。新規のメカニズムによ
る伝写制1fll系が考えられ、」'二常に興味深い。

酸化された物質は、抑制の原1ﾉﾘ物質ではない

ことが強く示唆された。Ca/」破壊株では、

1/5LB+BP、１/5ＬＢ･IBP＋ＢＡでの活性は常に抑
えられ、Ｉ/5ＬＢでの活性とほぼ|可じであった。
このことから、I111iliIlの原川物frはCWA1破壊

株で蓄積しているカテコールであることが
,『<唆された。ＢＰのみを加えた系において生
成・蓄積されるカテコールは微１１ｔであると考
えられるため、カテコールによる抑制は非常
に強いことが考えられる。カテコールは菌体
に対して毒'|WIiを示す可能性が諏呰えられるた
め、転写の机Iflillではなく、菌体の活''１富が落ち
ている可能性が膠えられるが、繭液の濁度は
上昇しているため、毒性のためではないと考
えられる。また、川いるプロモーター領域を、
B1〕l1SBpllTの支門I｣FにないDP"/I'プロモーター
に変えて同様の実験を行ったところ、ＢＰ、
BP+ＢＡどちらの条件でも活lvl；のlIUIljllは観察さ

れなかったため、この現象はBpllS、ＢｐｈＴと
いう二成分制御系の支配下にあるプロモー
ターに特異的な現象であることが強く,J<唆

された。“/'破壊株での結果は野/'三株である
RHAIとほぼ同じであった。（w/jlI株において
は､蓄積すると号えられるC/Sｃ/トムコン酸
に加えて、その下itのカテコールも若干量蓄
『Iliしている可能性が示唆された。ＲHAIにおい
てＢＡによる'腫写活性化の抑IlilIが観察される
のは、カテコールの分解が遅いためにカテコ
ールの蓄積が起こっているためと考えられ
る。カテコール分解遺伝子を外部から導入し
たり、プロモーターを強化することでカテコ
ール分解をスムースにおこなう株を育種す
ることによって、安定して分解能を発揮する
ことにできるlllli株を作製することが可能に
なると考えられる。
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（３）転写活性化抑ilill機構の解析
木研究で観察される現象はカタボライト

抑Ilillの一種であると考えられる。すなわち、

「流の代謝産物である安息香雌（カテコー
ル）を分解する|{U､上流の分解過(Z〈fのi腫写
をlmilillする、という磯構である。近年、カタ
ポライト抑制に関わる因了であるＣｒｃタンパ
ク質とその調製に関与するｓｍａｌｌＲＮＡである

(ｗＺに関してｲﾘﾄﾂﾋﾟが進んでいる。Ｒ１ＩＡＩのゲ
ノム配列を解ｲﾘﾙた結果､ＲＨＡｌは〃〔瞳伝子
のホモログを４つ（roOO291、roO2178、

｢oO388aroO6240）保持していることが明ら

かになった。カテコールによるｈｌＷａ転写活
''１ﾐ化抑制にこれらαcホモログが関与してい
るかを明らかにするため、４つのｃ”ホモロ

グの破壊株を作製した。最終的には４つ全て

を破壊した４重破壊株（〃ｃ破峻株）を作製

し、実験に用いた。けど破壊株にpKLAFlを導
入して、ＢＰまたはＢＰとＢＡ存圧Ｆでｈ"h,イョプ
ロモーター活|`|;を測定した結jIL野生株の
RIIAIとほぼ同じiili性の変化を示した。このこ
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