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研究成果の概要（和文）：土壌・地下汚染浄化微生物である脱ハロゲン化呼吸細菌について、進化系統学的に乖離独立
した3属のゲノム解析および生理学的特性評価を行った。ジオバクターAY株には、既知微生物に優位な３つの生理学的
性質が認められた。第一に、既知株の10倍の1,000ppm以上の有機ハロゲンを7日で無毒化でき、第二に副産物として二
酸化炭素しか生じない、第三に、有毒な有機ハロゲンを添加せずとも活性ある細胞を大量培養できる。ゲノム解析の結
果、この脱ハロゲン化を担う機能遺伝子クラスターが転写制御因子を欠いた状態でプラスミドに保持されており、有機
ハロゲンの有無にかかわらず安定的に存在することが示された。

研究成果の概要（英文）：Dehalorespiring bacteria grow by respiration using organohalides as electron accep
tors and reductively dehalogenate organohalides to less halogenated compounds. I have also enriched and is
olated phylogenetically and functionally different dehalorespiring bacteria of the three phyla from variou
s environmental samples. Among them, Geobacter sp. AY showed unprecedented high dechlorination activity th
at detoxify 1,2-dichloroethane (1,2-DCA) of 1,000 ppm to ethene within a week. Geobacter sp. AY had follow
ing advantages to be applied in bioremediation; the high activity for high concentration of 1,2-DCA, cultu
rability using only acetate as sole electron donor and carbon source, and the high activity in the culture
 grown without any organohalides. The genome analysis revealed the constitutive expression was probably re
sulted from a plasmid lacking of cAMP kinase transcriptional regulator transferred from obligate dehalores
piring Dehalobacter.
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1. 研究開始当初の背景 

脱ハロゲン化呼吸細菌は、有機ハロゲン

を呼吸基質（人間でいうところの酸素）と

して還元的に脱ハロゲン化することから、

有機ハロゲン汚染環境浄化のための生物触

媒として期待されている。現在のところ、

脱ハロゲン化細菌のエネルギー源となる有

機物を汚染現場に補填するバイオスティミ

ュレーションを中心に、米国では 2000 年以

降の累計で 92 件、本国では 78 件の浄化実

績がある一方、浄化を担う脱ハロゲン化微

生物の培養が難しく純粋大量培養が技術的

に不可能なため、浄化微生物を現場に補填

するバイオオーグメンテーション事業は、

社会的ニーズに反し実用化が進んでいない。

さらに、多塩素化ビフェニル（PCB）や臭素

系難燃剤などの処分待機廃棄絶縁油に対し

て脱ハロゲン化微生物を発展的に利用した

生分解処理技術が期待されているものの、

数百を超える同族体が存在するような PCB

や臭素系難燃剤などの多環芳香族化合物に

対する脱ハロゲン化活性は限定的であり生

分解技術へと発展するには更なる技術革新

が求められている。  

 

２．研究の目的 

私は、塩素化エチレンや塩素化エタンと

いった脂肪族有機ハロゲン、PCB やダイオ

キシンを含む多様な芳香族有機ハロゲンを

脱ハロゲン化する微生物として、進化系統

学的に乖離独立した 3つの細菌属、クロロ

フレキシ門デハロコッコイデス属細菌、プ

ロテオバクテリア門ジオバクター属細菌、

およびファーミキューテス門デハロバクタ

ー属細菌を分離または２種微生物からなる

共培養物として獲得してきた。本研究は、

培養しても目視で増殖が確認できない極め

て低い増殖収率のデハロコッコイデスやデ

ハロバクターの多種多様な有機ハロゲンの

脱ハロゲン化酵素遺伝子をジオバクターな

どの増殖効率のよい微生物をプラットフォ

ームとして異種発現することを将来目標と

し、門をまたがる 3つの脱ハロゲン化呼吸

細菌のゲノム配列解析および生理学的評価

に基づき 3属種間に共通する脱ハロゲン化

代謝が安定的に機能する必要条件を解明す

ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 デハロバクターFTH1 株およびジオバク

ターAY 株のゲノムデータに加え新たに代

表的な脱ハロゲン化呼吸細菌である塩化ビ

ニルをエチレンに脱ハロゲン化するデハロ

コッコイデス高度集積物 KJ-VC のドラフト

ゲノム解析を行う。さらに、これらの微生

物の生理学的特性評価ならびに比較ゲノム

解析により、３門にわたる脱ハロゲン化呼

吸細菌の脱ハロゲン化酵素が機能するため

の共通した必要条件を決定する。 

 

４．研究成果 

第一に、デハロバクターFTH1 株について、

ドラフトゲノム解析を行った結果、少なく

とも 34 の脱ハロゲン 化酵素遺伝子を検出

した。このうち、1遺伝子が類縁のデハロ

バクターの塩素化エタン脱塩素化酵素遺伝

子に最類縁で 98％のアミノ 酸配列相同性

を示し、33 遺伝子がデスルフィトバクテイ

ウム属細菌のクロロフェノール脱ハロゲン

化酵素遺伝子等に最類縁で 47-88%の相同

性 を示し、1つの系統クラスターを形成し

た。これまでファーミキューテス門細菌の

脱ハロゲン化細菌では多くとも 1ゲノムに

8つまでしか検出されていなかったことか

らファーミキューテス門細菌の脱塩素化呼

吸代謝は比較的最近になって獲得されたと

考えられていたが 、FTH1 株の 34 という多

数の脱塩素化酵素遺伝子数から、これまで

考えられていたよりも古くに脱塩素化呼吸



代謝を獲得し、且つ独自に進化を遂げた事

が示唆された。 

さらに、ジオバクターAY 株について、5kb

程度の 1gap を残したほぼ全長を決定し、

3.9Mbpの染色体DNA配列および24kbpのプ

ラスミド配列を得た。1,2-ジクロロエタン

（12DCA）脱塩素化酵素遺伝子は、このプラ

スミドに存在していた。これまで、AY 株の

脱塩素化活性が非常に安定であること、付

近にトランスポゾン遺伝子が存在していた

こと、また最類縁のジオバクターSZ 株の

PCE 脱塩素化酵素遺伝子がゲノム上に存在

していたことからゲノム上に組み込まれて

いると考えてきた予想に反する結果であっ

た。これより、改めて AY 株による 12DCA

脱塩素化活性を調べた結果、既知の 12DCA

脱塩素化細菌について報告された 10 倍の

1,000ppm 以上の 12DCA を、酢酸を唯一の電

子供与体且つ炭素源として培養することで、

7-10 日でエチレンまで脱塩素化すること

が示された。さらに、酢酸およびフマル酸

を用いた非脱塩素化呼吸条件で前培養した

細胞に 12DCA を添加しても、およそ３日で

1,000ppmの12DCAをすべてエチレンに脱塩

素化した。このことは、本プラスミドは、

12DCA非存在下でもAY株中に非常に安定的

に存在し、且つプラスミド中に存在する

12DCA 脱塩素化酵素も発現していることを

示している。これより、本プラスミドおよ

び AY 株を宿主として用いることにより、純

粋培養が極めて難しく生育・分解速度が遅

いデハロバクターおよびデハロコッコイデ

スの脱塩素化酵素遺伝子を異種発現できる

可能性が示唆された。 
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