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研究成果の概要（和文）：細菌の環境中での機能進化に関する知見を得ることを目的として、完

全な人工合成化合物である有機塩素系殺虫剤-HCH を完全分解資化する細菌と、有機塩素系化

合物分解の鍵酵素である脱ハロゲン酵素に関する詳細な解析を実施した。その結果、 (1) いく

つかの脱ハロゲン酵素の構造-機能相関を明らかにし、酵素の機能進化過程に関する知見を得た。

また、(2) ゲノム構造の観点から、環境細菌が新規能力を獲得する過程に関する知見を得ると

共に、その過程における特定の可動性遺伝因子の重要性を提示した。さらに、(3) 得られた知

見を利用して、細菌の環境中での機能進化を実験的に検証する系を構築した。 

 

研究成果の概要（英文）：To get insights into the functional evolution of bacteria in the environment, 

bacteria, which degrade man-made chlorinated pesticide -HCH, and dehalogenases, which are key 

enzymes for the degradation of chlorinated compounds, were analyzed in detail. (1) 

structure-function relationships of some dehalogenases were revealed and their evolution 

process was suggested, (2) the process of appearance and evolution of -HCH-degrading bacteria 

was proposed on the basis of the structure and function of their genomes and mobile genetic elements, 

and (3) the system for verifying evolution process of bacteria in the environment was constructed. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 化学合成により生産された有機塩素系殺

虫剤-hexachlorocyclohexane (-HCH) および

反応副産物の各種 HCH 異性体、DDT、ドリ

ン剤などによる環境汚染は、先進諸国が使用

を禁止している現在においても、残留汚染や

一部地域で使用したものが地球レベルで拡

散することにより、世界的に深刻な問題とな

っている。これら難分解性の環境汚染物質の

多くは微生物による分解を受けると考えら

れているが、その過程の知見は限られており、
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未だ有効な解決策が見出されていない。我々

は、細菌能力の環境浄化への応用と細菌の新

規化合物に対する適応・進化機構の解明を目

的として、-HCH 分解資化細菌 Sphingobium 

japonicum UT26株を対象とした研究を一貫し

て実施してきた。その結果、世界的に重要な

環境汚染物質である-HCH の微生物代謝系

の全貌を世界に先駆けて解明し、(i) UT26 の

-HCH 代謝に直接関与する６つの酵素遺伝

子はゲノム上に散在し、その多くは遺伝的に

不安定であること、(ii) -HCH 分解代謝系の

初発分解反応を触媒する２つの脱ハロゲン

酵素 LinAと LinBの遺伝子は強い選択圧で現

在も進化を続けていること、(iii) UT26 株の

-HCH 分解資化には、中間代謝産物の毒性の

緩和に関わる ABC トランスポーターなど、

分解酵素遺伝子以外の要素も必須であるこ

と、が明らかとなった。さらに、UT26 株の

全ゲノム配列を解読した結果、「UT26 株類縁

細菌に共通のコア領域」と「UT26 株特異的

な領域」に存在する遺伝子が巧みに組み合わ

さることで本株の-HCH 分解代謝系が構成

されていることが明確になると共に、UT26

株の持つ-HCH 完全分解代謝系は進化的に

形成されて間もないものであると結論でき

た。しかし、環境中での-HCH 分解代謝系の

形成機構や、LinA と LinB 遺伝子の直接の起

源は依然として不明のままである。以上の研

究を通じて、完全な人工合成物質の分解代謝

能を環境細菌が獲得する過程は、実際の自然

生態系での細菌の進化過程を「特定の機能遺

伝子」と、それ以外の要素も含めた「ゲノム

全体」の両面から実験的に検証し、かつその

分子機構を解明するための非常に優れたモ

デルになりうる、という結論に至った。 

 一方、従来の細菌研究は純粋培養が容易な

細菌を対象とした実験室内の極めて限定さ

れた環境での検討がほとんどであり、(i) 環境

に棲息する細菌のうち、古典的な手法で容易

に培養できるものは 1%未満であること、(ii) 

ゲノムに存在する全遺伝子の約半数が機能

未知であること、(iii) 環境細菌ゲノム解析の

結果から「環境遺伝子プール」との遺伝子の

交換が頻繁に起きていると推定される「痕

跡」が見出されること、などを考慮すると、

環境細菌の本質の理解には、難培養性細菌の

存在も念頭に置き、実際の自然生態系、ある

いは再現性を重視して可能な限り自然環境

を模した閉鎖系のマイクロコズムでの研究

を実施する必要がある。その際、培養を介さ

ず取得した環境 DNA を扱うメタゲノム解析

は有効な一手段であるが、現段階ではその膨

大な塩基配列情報を直接「機能」と結び付け

ることはできない。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、以下の３項目の研究を平行し

て実施し、項目(1)(2)の成果を(3)に反映さ

せながら、最終的に、潜在的微生物機能を開

発するための普遍的な方法論の確立を目指

した。 

（１）環境中での酵素遺伝子進化に関する研

究：脱ハロゲン酵素 LinA と LinB は、未だ進

化的起源が不明である。そこで、申請者らが

これまでに確立した培養非依存的な環境細

菌の解析手法や、データベースの情報などを

利用して様々な未開拓な環境試料から LinA

と LinB 遺伝子の構造的・機能的ホモログを

取得・解析し、当該酵素遺伝子ホモログの実

際の環境中での分布と多様性を解明する。ま

た、両酵素は数アミノ酸残基の違いが劇的に

機能に反映するが、その分子機構の詳細は未

解明である。そこで、LinA と LinB およびそ

れらのホモログの構造-機能相関をタンパク

質工学的手法で明らかにし、塩基配列と機能

の相関関係を明確化する。 

（２）環境中での環境細菌のゲノム進化に関

する研究：環境中での細菌ゲノムの動態に関

する知見は乏しい。そこで、-HCH 分解細菌

のゲノム構造およびゲノム動態を解明し、ゲ

ノム再編成を引き起こす直接の環境要因お

よび分子機構を明らかにする。その際、-HCH

代謝系遺伝子の獲得には可動性遺伝因子が

重要な役割を果たしていることが強く示唆

されていることから、特に、これらゲノム進

化に影響を与えると考えられる可動性遺伝

因子の動的挙動に注目した解析も実施する。 

（３）環境中での進化機構の実験的検証と新

規能力獲得細菌の育種：上記(1)(2)の成果を踏

まえて、環境中での細菌の機能進化過程を実

験的に検証する系を構築すると共に、得られ

る知見を生かして、潜在的微生物能力を開発

するための普遍的な方法論を確立する。 

 

３．研究の方法 

 
（１）環境中での酵素遺伝子進化に関する研
究 
(1-1) 未開拓遺伝子資源からの LinA と LinB

遺伝子ホモログの取得と解析：遺伝子資源を
汚染物質完全分解系遺伝子群の一部のみを
有する細菌や、実験室内での培養が困難な細
菌の遺伝情報も含む土壌環境由来 DNA など
の未開拓なものにまで拡大して、進化的起源
が不明な LinAと LinBの構造的ならびに機能
的ホモログをコードする遺伝子を取得する。 



(1-2) LinA と LinB, およびそのホモログのタ

ンパク質工学的研究：-HCH の工業原体には

-, -, -立体異性体も含まれ、LinA と LinB

の variants (95%以上の identity) はこれら異性

体に対する酵素活性がそれぞれ劇的に異な

る。特にこの点に注目し、既存の LinA と LinB、

およびそのホモログと、(1-1)で新たに取得し

たホモログの構造-機能相関を部位指定変異

導入、X 線結晶構造解析、in silico 解析など

のタンパク質工学的手法で解析し、それぞれ

特有の機能を司る構造的要因を明らかにす

る。また、LinA と LinB、およびそのホモロ

グによる DDT やドリン剤など、有効な分解

酵素遺伝子が知られていない有機塩素化合

物の分解の可能性についても検討する。 

（２）環境中での環境細菌のゲノム進化に関

する研究 

(2-1) UT26 株ゲノムの類縁菌との比較および

-HCH 分解遺伝子群の周辺配列の解析：いわ

ゆ る sphingomonads と 総 称 さ れ る

Sphingobium 属細菌が含まれる細菌群で全ゲ

ノム配列が公開されている株と UT26 株の全

ゲノム配列を比較し、特異的領域の境界周辺

の特徴的な配列を詳細に検討する。また、

UT26 の-HCH 分解酵素遺伝子の多くは遺伝

的に不安定であり、申請者らは既にこれら遺

伝子の自然欠失突然変異株を取得している。

そこで、これら突然変異株の欠失領域と境界

領域の関係についても検討を加える。 

(2-2) UT26株以外の-HCH分解細菌のゲノム

の決定と比較解析：我々は UT26 株以外の

-HCH 分解細菌３株を保有している。本研究

では、これらの株の全ゲノム配列を完全決定

し、-HCH 分解細菌同士、および、類縁菌株

と比較することで、-HCH 分解能獲得機構に

関する知見を得る。 

(2-3) 可動性遺伝因子の動態に関する研究：

これまでに世界各地で-HCH 分解菌が取得

され、(i) それらが UT26 のものとほぼ同一の

lin 遺伝子群を有すること、(ii) lin 遺伝子群近

傍に特定の挿入配列 IS6100 が高頻度で見出

されるが、その相対的位置関係は多様である

こと、(iii) UT26 では染色体支配の lin 遺伝子

が他菌株ではプラスミド上に存在するケー

スが多いこと、が示されている。本研究では、

これら特定の可動性遺伝因子の動的挙動が

UT26 株のゲノム再編成を司る分子機構を解

明する。 

（３）環境中での進化機構の実験的検証と新

規能力獲得細菌の育種 

(3-1) LinAとLinBの酵素遺伝子進化の実験的

検証：LinA と LinB で、それぞれ数種の天然

の variants が報告されているが、それらの

DNA レベルの変異はいずれも非同義置換で

あることから、これら酵素遺伝子は自然生態

系で強い選択圧の元で進化を続けていると

示唆されている。しかし、その実験的検証は

皆無である。そこで、UT26 の linA や linB の

欠失株に UT26 型の linA と linB および、

variants の配列情報から推定した祖先型遺伝

子をそれぞれ導入し、各種 HCH 異性体を添

加した際の変化の様式を経時的に追跡し、細

胞内の特定の遺伝子の変異が細菌細胞全体

の生理にとって有利であることを実験的に

証明する。 

(3-2) 潜在的微生物能力開発系の構築：DDT

やドリン剤等の有機塩素系化合物は、有効な

分解菌および分解酵素遺伝子が知られてい

ないが、(i) LinA が微弱だが DDT 分解活性を

持つこと、(ii) ドリン剤分解菌が存在する可

能性、などが示されており、自然環境はこれ

ら高度に難分解性の有機塩素系化合物の分

解菌を産み出す潜在能力を有していると考

えられる。すなわち、環境細菌の環境中での

進化機構を理解し、その速度を早めることで、

これら高度に難分解性の有機塩素系化合物

を効率的に分解する細菌の創出も可能であ

ると予測される。そこで、(1)(2)の成果も踏

まえて、分解菌を育種する系の構築を試みる。 

 
４．研究成果 
  
（１）環境中での酵素遺伝子進化に関する研
究 

・LinAとLinB、およびそのホモログに関する

反応機構、構造-機能相関に関する知見を得

た。 

・LinBの構造的ホモログをデータベースの情

報から取得し、人工合成した遺伝子を用いて

機能解析を行い、これらが新規の反応特性を

持つことを明らかにした。 

・LinB_UTとわずか7アミノ酸残基の違いに

もかかわらず、-HCH分解能が大きく異なる

LinB_MIの詳細な解析を実施し、LinB_UTか

らLinB_MIへの機能進化に関わる知見を得

た。 

（２）環境中での環境細菌のゲノム進化に関

する研究 

・UT26およびその類縁菌が有するプラスミド

や挿入配列などの可動性遺伝因子が、ゲノム

進化に重要な役割を果たしていることを強く

示唆する知見を得た 

・UT26以外の-HCH分解細菌株３株の全ゲノ

ム配列を完全決定し、複数の-HCH分解細菌

株が特有のプラスミドと挿入配列を介して独

立に出現したことを強く示唆する知見を得



た。 

（３）環境中での進化機構の実験的検証と新

規能力獲得細菌の育種 

・LinBおよびそのホモログの酵素進化の実験

的検証系を構築した。 

・環境中での進化機構を利用した新規能力獲

得細菌の育種のための基礎的知見を得ると共

に、UT26株近縁株を利用して、細菌の環境中

での機能進化を利用した新規能力獲得系を構

築した。 

（４）総括 

 本研究を通じて、環境細菌のゲノム進化お

よび酵素遺伝子進化に関する重要な知見を

得ることができた。残念ながら研究期間内に

進化過程の実験的検証には至らなかったが、

そのための系の構築には成功し、当初の目的

はほぼ達成できたと考えている。本研究で得

られた成果には、現時点ではまだ学会誌に未

発表のものも含まれるが、これらについては

今後発表していく予定である。 

 また、環境細菌を対象とした関連研究に関

する成果も得られた。今回の科学研究費の受

領が研究代表者らの行っている研究をさら

に進展させる上で多大な援助になったこと

はいうまでもなく、ここに心から感謝の意を

表したい。また、本研究に携わった大学院学

生および研究協力者の諸氏にもこの機会に

あわせて謝意を表したい。 
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