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研究成果の概要（和文）： 環境汚染物質ポリ塩化ビフェニル（PCB）の分解酵素が PCB 自体で

誘導される分解菌の開発をめざし、強力分解菌ロドコッカス・ジョスティーRHA1 株で分解酵素

誘導にかかわる 2組の二成分制御系転写制御因子 BphS1T1 と BphS2T2 について転写制御機構の

解明を行い、誘導基質存在下での BphS による BphT のリン酸化、分解酵素遺伝子群プロモータ

領域に保存される 24 塩基の新たな共通配列を見いだした。更に 24 塩基配列が転写誘導に必須

かつ十分な機能を有していることを明らかにし、BphT を含む転写複合体が結合する配列である

と推定した。 

 
研究成果の概要（英文）： Rhodococcus jostii RHA1 is a strong degrader of the environmental 
pollutant, polychlorinated biphenyls (PCBs). Induction of its degradation enzymes requires an inducing 
substrate and is conducted by a couple of two-component transcriptional regulators, BphS1T1 and 
BphS2T2. Mechanism of transcriptional regulation of BphS1T1 and BphS2T2 were examined to develop 
a strain whose PCB-degradation enzymes are induced by PCBs themselves. Phosphorylation of BphT 
(BphT1/T2) in the presence of the inducing substrate was indicated. A novel 24-bp consensus 
sequence was shared among the degradation enzyme gene operon promoters and had necessary and 
sufficient function for transcriptional induction by BphST, suggesting that the 24-bp sequence serves 
the binding site for the transcriptional complex including BphT. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 強力ポリ塩化ビフェニル（PCB）分解菌
ロドコッカス・ジョスティー(Rhodococcus 
jostii)RHA1 株はビフェニル分解酵素系によ
る共代謝により PCB を分解するが、ビフェニ

ル分解上流酵素系を構成する 4つの分解ステ
ップにおいてそれぞれ複数の酵素が関与し
ている。 
 
(2) 上流酵素系の分解酵素遺伝子が 5つのオ
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ペロン（bphAa, bph）に分布しており、また、
多様な芳香環化合物で分解酵素が誘導され
るが、この誘導は二成分制御系に属する
BphS1T1 と BphS2T2 の 2 組の転写制御因子に
よる正の制御に由来することが明らかにな
っている。 
 
２．研究の目的 
(1) 環境汚染物質である分解酵素が PCB自体
で誘導される分解菌の開発をめざし、分解菌
R. jostii RHA1 における分解酵素誘導にかか
わる転写制御機構解明と誘導性の改変を目
標として以下の事項を調べた。 
 
① 二成分制御系で報告のあるセンサーキナ
ーゼ（BphS1/S2 が相当）による応答レギュレ
ーター（BphT1/T2が相当）のリン酸化が BphST
の制御にどのように関わるか。 
 
② BphS1T1と BphS2T2の 2組の制御因子の違
いと相互作用。 
 
③ BphS において基質特異性にかかわる領域。 
 
④ BphST の制御を受ける分解酵素遺伝子群
のオペロンのプロモーター領域に転写因子
の結合に関連する共通の配列があるかどう
か、また、共通の配列があればその機能は何
か。 
 
３．研究の方法 
(1) BphST 制御へのリン酸化の関与： BphST
のシグナル伝達で予想される BphT のリン酸
化は、培養菌体の粗精製タンパク質をリン酸
化タンパク質の移動度低下が起こるフォス
タグ電気泳動後、抗 BphT 抗体を用いたウェ
スターンブロット法により BphT のバンドを
特異的に検出して調べた。転写活性化へのリ
ン酸化の関与は、誘導基質や BphS の有無に
よるリン酸化と bphAaプロモーターにルシフ
ェラーゼ遺伝子を連結したリポーターシス
テムで測定した転写強度を比較して調べた。 
 
(2) BphS1T1 と BphS2T2 の違いと相互作用： 
BphS1 及び BphS2 を挿入したプラスミドと
bphAa プロモーターにルシフェラーゼ遺伝子
を連結したリポーターシステムをロドコッ
カス宿主ロドコッカス・エリスロポリス
IAM1399 株に導入し、ルシフェラーゼ活性で
示される転写強度を測定して BphS1 及び
BphS2 の誘導基質特異性を調べた。また
BphS1T2 及び BphS2T1 のハイブリッド遺伝子
を挿入したプラスミドと上述のリポーター
システムをロドコッカス宿主に導入し、
BphS1 及び BphS2 と BphT1 及び BphT2 の相互
作用を調べた。 
 

(3) BphS の基質特異性にかかわる領域： 
BphS1 及び BphS2 の両遺伝子で共通の制限酵
素部位で、BphS1 及び BphS2 のＮ末領域のア
ミノ酸配列を置換したハイブリッド遺伝子
を構築して BphTを含むプラスミドに挿入し、
前述のリポーターシステムと共にロドコッ
カス宿主に導入し、ビフェニルに対する誘導
性の有無を調べた。 
 
(4) プロモーター領域の共通配列： BphST
の制御を受ける分解酵素遺伝子プロモータ
ー領域の配列をマルチプルアライメントに
かけて共通配列を特定した。見いだした共通
配列について点変異を網羅的に導入した配
列を bphAaプロモーターの該当配列と置換し
た後、ルシフェラーゼ遺伝子を連結したリポ
ーターシステムにより転写活性を測定して
点変異の効果を調べた。また BphST の制御を
受けない安息香酸ジオキシゲナーゼ遺伝子
の上流配列を共通配列に置換して共通配列
単独の機能を調べた。共通配列への BphT の
結合を調べるため、His タグ配列を N末端に
付加した HisBphT1 遺伝子を構築し、大腸菌
で発現させて Ni カラムを用いて精製した。
精製した HisBphT1 は共通配列を含む DNA 断
片を一緒に保持した後、ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動を用いたゲルシフトアッセイ
により結合性を調べた。細胞内での共通配列
への転写複合体の結合は In-vivoフットプリ
ンティング法により調べた。共通配列に結合
する転写複合体タンパク質の回収は当初、抗
BphT 抗体を用いた免疫沈降法を試みた。最終
的には共通配列を含む DNAを結合した磁気ビ
ーズを用いて共通配列 DNAに結合するタンパ
ク質を回収し、回収したタンパク質を二次元
ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離し
て調べた。 
 
４．研究成果 
(1) BphST 制御へのリン酸化の関与： BphT
のリン酸化はビフェニルで誘導をかけた場
合にのみ認められ、BphS 欠失株ではリン酸化
は見られなかった。BphT が BphS と誘導基質
に依存してリン酸化されて転写を活性化す
ることが明らかになった。一方、BphS 欠失株
でも一定の転写活性化が認められ、BphT 単独
でも弱い転写活性化能があることが判明し
た（図１）。BphS 欠失株ではリン酸化は見ら
れなかったことから、リン酸化されていない
BphT に弱い転写活性化能があると推測され
る。 
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図１．BphT及びBphSTによる転写活性化

ルシフェラーゼ活性（細胞濁度当たり）



(2) BphS1T1 と BphS2T2 の違いと相互作用： 
BphS1T1 と BphS2T2 は共にベンゼンやトルエ
ン、エチルベンゼン、キシレン類、クメン、
シメンなどの多様なアルキルベンゼン類、塩
化ベンゼン類で誘導性を示した。一方、ビフ
ェニルでは BphS1T1でのみ誘導性が認められ、
BphS2T2 は誘導性を示さなかった。また、塩
化ビフェニルでは誘導性は見られなかった。
BphS1T2 のハイブリッドはビフェニルでもエ
チルベンゼンでも誘導性を示し、BphS2T1 の
ハイブリッドはエチルベンゼンで誘導性を
示したがビフェニルでは誘導性が見られな
かった。以上の結果から①誘導基質特異性は
BphS に由来すること、②BphS1 と BphS2 は幅
広い芳香族化合物に対して極めて似た誘導
基質特異性を示すこと、③BphS1 のみがビフ
ェニル誘導性を持つこと、④BphS1→BphT2 及
び BphS2→BphT1 でも情報伝達のクロストー
クが起こり BphS1/S2 と BphT1/T2 の間の相互
作用に特異性が低いことが明らかになった。
リン酸化にかかわる結果を含め、BphS1T1 及
び BphS2T2について得られた結果を図２にま
とめた。BphT1 及び BphT2 の遺伝子を共に不
活化した二重破壊株を構築して誘導性を示
した芳香族化合物に対する生育能を調べた
ところ、ベンゼン、トルエン、エチルベンゼ
ン、イソプロピルベンゼン、o-キシレン、ビ
フェニルで生育能が失われていた。これらの
基質に対する代謝能は BphS1T1 及び BphS2T2
による誘導される酵素群によりもたらされ
ることが明らかになった。BphS1T1 及び
BphS2T2 は幅広い芳香族化合物の代謝を支配
していることが示唆された。 

 
(3) BphS の基質特異性にかかわる領域： 
BphS1 及び BphS2 のＮ末領域のアミノ酸配列
を MunI で置換しても誘導基質特異性に変化
はなかったが、BamHI 及び EcoRI で置換する
と BphS1 のＮ末領域を持つ BphS2 ハイブリッ
ドはビフェニル誘導性を獲得し、BphS2 のＮ
末領域を持つ BphS1ハイブリッドはフェニル
誘導性を失った。この結果から MunI と BamHI
に挟まれた領域が基質特異性決定に重要な
役割を持つと推定された（図３）。 

 
(4) プロモーター領域の共通配列： 5 つの
オペロンの比較から転写開始点から平均 33
塩基上流に 18 塩基の共通配列が存在する事
を見いだした。この共通配列は RHA1 株や類
縁菌の類似分解酵素遺伝子クラスターの上
流領域にも見られ、それらを含めてアライン
メントしたところ共通配列は 24 塩基である
ことが示唆された（図４）。 

 
この 24 塩基の DNA 配列に点変異を導入し

て転写活性の変化を調べたところ、誘導時だ
けでなく非誘導時の転写活性にも大きな変
化が生じた。24 塩基配列の内、特に上流側は
誘導性に、転写開始点に近い下流側は転写活
性自体に影響する傾向が認められ、24 塩基配
列の上流側と下流側で機能が異なることが
示唆された。また 24 塩基の前後の配列の変
異は転写活性に影響しなかった。この 24 塩
基 DNA 配列自体が誘導基質存在下での BphT
による転写誘導だけでなく、誘導基質非存在
下での BphT による基礎レベルの転写活性化
や BphT に依存しない転写活性にも関与して
いることが明らかになった。 
プロモーター領域を欠失した安息香酸ジ

オキシゲナーゼ遺伝子上流に 24 塩基配列を
連結して転写活性を調べたところ、BphST に
よる転写誘導と誘導基質非存在下での BphT
による基礎レベルの転写活性化に 24 塩基配
列が必要十分であることが示唆された。 
さらに、有害の農薬 DDT の環境中の分解産

物である 1,1-dichloro-2,2-bis(4-chloro- 
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図2．BphS1T1及びBphS2T2による分解酵素遺
伝子オペロンにかかわる転写制御機構
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図３．BphS1及びBphS2のN末領域置換ハイブ
リッドタンパク質の誘導基質特異性
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GCGGGTTCCGTAGTTTTCCCGGATGTTCGCCGAT←16塩基→TGGATGCCA

CTGTTTTCAGTAGTTTCTCCGGATGTAGCAAGTG←16塩基→TAGGGGAAC
CTATTTTCCGTAGTTTCCCCGGATGCCGGAGAGC←16塩基→GTAGGAGCA

GGTATTCCCGTAGTTTTTACGGATGTCCGGGATT←16塩基→TGGTCAAAA

GGTCTTCCCGTATTTTTTACGGATGTCCGGGATT←16塩基→TGGTCAAAC
TTAACTTCCGTAGTTTTCCCGGATGTTCGTGGGC←16塩基→ATGGTGGAA
TCAACTTCCGTAGTTTTCCCGGATGTTCGTGGGC←16塩基→ATGGTGGAA
GCGGGTTCCGTAGTTTTCCCGGATGTTCGCCGAT←16塩基→TGGATGCCA
TTAACTTCCGTAGTTTTCCCGGATGTTCGTGGGC←16塩基→ATGGTGGAA
GCGGGTTCCGTAGTTTTCCCGGATGTTCGCCGAT←16塩基→TGGATGCCA
TTAACTTCCGTAGTTTTCCCGGATGTTCGTGGGC←16塩基→ATGGTGGAA
CTCGTTTCAGTAGTTTTTCCGGATGTTGGGCGAG←16塩基→TAGGTCACA

図４．24塩基共通配列（太字）を含む配列のアラインメ
ントとウェブロゴ表示（配列上）
右端の青枠は転写開始点を示し、菌株は以下の通
り、RHA1, R. jostii RHA1株; B4, R. opacus B4株;
BD2, R. erythropolis BD2株; TFB, Rhodococcus sp.
TFB株



phenyl)ethylene (DDE)分解菌ヤニバクタ―
(Janibacter)属 TYM3221 株の DDE 分解酵素系
遺伝子オペロンにも 24塩基配列を見いだし、
RHA1株のBphS1T1が転写誘導をもたらすこと
を見いだした。 

ゲルシフトアッセイで 24 塩基共通配列へ
の BphT の特異的結合は認められず、BphT は
転写複合体を介して 24 塩基配列と相互作用
すると予想された。BphT と誘導基質非存在下
で 24 塩基配列における In-vivo フットプリ
ンティングを行ったところ、フットプリンテ
ィングのパターンが BphT を保持する細胞と
BphT を欠失した細胞とで明確に変化し、誘導
基質存在下ではさらに異なるパターンとな
った。この結果より、BphT あるいは転写複合
体は誘導基質非存在下でも 24 塩基配列に結
合して基礎レベルの転写活性化をもたらし、
誘導基質存在下では結合のパターンが更に
変化して高い転写活性を誘導することが示
唆された。 

以上の結果から、24 塩基共通配列が BphT
を含む転写複合体と相互作用して転写活性
化をもたらし、BphT の有無と BphT のリン酸
化によりもたらされる転写複合体と 24 塩基
共通配列との結合性＝相互作用の強さに応
じて転写活性化の強度が変わると推測され
た（図５）。 

 
抗 BphT 抗体を用いた免疫沈降法では BphT

と転写複合体を形成する転写に関わるタン
パク質を回収することは出来なかった。そこ
で24塩基共通配列を含むDNAを結合した磁気
ビーズを用いてタンパク質を回収し、二次元
ポロアクリルアミドゲル電気泳動にかけた。
RHA1株とBphT1T2を欠失した変異株で比較し
たところ、BphT 存在下に特異的に出現するタ
ンパク質が認められた。これらのタンパク質
に転写に関わるタンパク質が含まれると期
待される。 
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