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研究成果の概要（和文）：スフィンゴモナス細菌群が有する特殊能力である難分解性環境汚染物質gamma-hexachlorocy
clohexane分解資化能の獲得機構に着目した研究を実施し、(i) 鍵となる分解酵素が変異の蓄積で活性を段階的に変化
させること、(ii) スフィンゴモナス特有のプラスミドや特定の挿入配列が新規遺伝子の獲得に重要な役割を担ってい
ること、(iii) スフィンゴモナス細菌群が難分解性物質代謝に適した遺伝的背景を有していること、などを明示し、将
来的な応用にも繋がる細菌の新規能力獲得に関する重要な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Studies on degradation of a recalcitrant environmental pollutant, 
gamma-hexachlorocyclohexane, in sphingomonads revealed that (i) activity of a key enzyme was improved in 
stepwise manner by the accumulation of single mutations, (ii) sphingomands-specific plasmids and an 
insertion sequence play significant roles to acquire novel genes, (iii) sphingomonads have genetic 
background suitable for the degradation of recalcitrant compounds. These important knowledges for the 
functional evolution of bacteria in the environment can be used for the practical applications in the 
future.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 環境細菌は様々な環境変化に適応するた
めの潜在能力を有している。難分解性環境汚
染物質分解能は環境細菌が発揮する特殊能
力の典型的な例のひとつであり、これまでに
世界中で様々な環境汚染物質分解細菌が単
離され、それら細菌が有する分解酵素・遺伝
子の同定および機能解明が実施されてきた。
特に、芳香族化合物の微生物分解については
多くの知見が蓄積され、これら知見の環境浄
化への応用も模索されている。しかし、一方
で、化学合成により生産された有機塩素系化
合物を分解する細菌に関する知見は限られ
て お り 、 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 persistent organic 
pollutants (POPs) と総称される化合物による
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、世界的に深刻な問題となっ
ている。我々は、好気的条件下で-HCHを分
解資化する細菌 Sphingobium japonicum UT26
株を対象とした研究を一貫して実施し、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す
ると共に、その分解機構の詳細を明らかにし
た。一方、本株を含むスフィンゴモナス細菌
群と総称される細菌群は環境中に広く棲息
し、各種有機塩素系化合物やポリマー、リグ
ニン誘導体などの高度に難分解性の化合物
分解能を有する株が本細菌群に含まれるが、
それぞれの株は特定の物質代謝能力に特化
した「スペシャリスト」である。さらに、申
請者らが完全決定した UT26 株の全ゲノム配
列を他のスフィンゴモナス細菌株のゲノム
情報と比較した結果、本細菌群は (1) 様々な
物質代謝能力の発揮の共通の基盤となる遺
伝子構成を有していること、(2) 「環境遺伝
子プール」（環境細菌が利用できる遺伝情報
の総体）との遺伝子交換を活発に行うこと、
(3) 細胞内で酵素遺伝子の進化やダイナミッ
クなゲノム構造の変化を起こしやすいこと、
が強く示唆された。すなわち、スフィンゴモ
ナス細菌群は極めて難分解性の特殊な物質
代謝能力を比較的短期間で獲得し、発揮しや
すい性質を有していると考えられる。これら
性質を司る分子機構が解明できれば、細菌の
新規能力獲得機構に関する新規な普遍的生
命原理の発見に繋がると共に、その能力を強
化することで、物質代謝に関わる未利用な微
生物機能を効率的に開発するための細菌細
胞系の構築も可能であると期待できる。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、申請者らが確立した有機塩
素系殺虫剤 -HCH 完全分解資化細菌
Sphingobium japonicum UT26株およびその類
縁スフィンゴモナス細菌株の実験系を利用
して、高度に難分解性の有機塩素系化合物分
解能に注目し、（１）スフィンゴモナス細菌
群特有の基本的細胞機能の解明、 （２）細胞
外「環境遺伝子プール」からの新規遺伝子
獲得に関わるスフィンゴモナス細菌群に特
有の可動性遺伝因子に関する研究、 （３）獲
得遺伝子の最適化に関わる細胞内での酵素
遺伝子進化およびゲノム構造変化に関する
研究、を平行して実施し、スフィンゴモナ
ス細菌株が特殊能力を獲得・発揮するための
分子基盤を解明する。さらに得られる知見を
利用して、 （４）スフィンゴモナス細菌細
胞を利用した未利用微生物機能開発系の構
築を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 各項目について、以下の実験を実施した。 
（１）スフィンゴモナス細菌群特有の基本的
細胞機能の解明 
① UT26株の γ-HCH分解資化には、直接の
分解酵素だけでなく、推定ABCトランスポー
ターLinKLMN が必要であるが、その機能は
未解明である。そこで、本研究では、LinKLMN
の生化学的解析系の構築を試みた。 
（２）スフィンゴモナス細菌群に特有の可動
性遺伝因子に関する研究 
② スフィンゴモナス細菌群の新規能力獲
得には、スフィンゴモナス細菌群に特異的な
プラスミドと特有の挿入配列が重要である
ことが示唆されている。本研究では、UT26
株以外の-HCH分解資化細菌 3株の全ゲノム
配列を完全決定し、精査することで、これら
可動性遺伝因子の性質を明らかにした。また、
スフィンゴモナス細菌群の細胞内で実際に
転移活性を有するトランスポゾンを IS 
entrapment法を用いて実験的に検討した。 
（３）細胞内での酵素遺伝子進化およびゲノ
ム構造変化に関する研究 
 -HCH 分解資化に関与するハロアルカン
デハロゲナーゼ (HLD) の LinBには、数アミ
ノ酸残基が異なる variants が存在し、数アミ
ノ酸残基の違いで-HCH に対する分解活性
が劇的に変化する。本研究では、UT26 株の
LinBに累積置換を導入することで、活性の変



化様式を追跡した。また、様々な細菌ゲノム
およびメタゲノム配列に LinB ホモログであ
る推定HLD遺伝子が存在する。本研究では、
それらのうち、特に興味深いものについて当
該遺伝子保持細菌での機能と HLD 活性を検
討した。さらに、HLDの機能進化を実験的に
検証するための in vivo進化実験系の構築を試
みた。 
④ 項目②で用いた-HCH分解資化細菌 4株
の完全ゲノム配列を用いて、スフィンゴモナ
ス細菌株ゲノムの構造変化について解析を
行った。また、可能な限り実験的な検証も行
った。 
（４）スフィンゴモナス細菌細胞を利用した
未利用微生物機能開発系の構築 
⑤ UT26 株などの天然の-HCH 分解細菌株
では、分解酵素遺伝子群 (lin genes) がゲノム
上に散在し、また、近傍に挿入配列が存在し
遺伝的に不安定であることから、-HCH分解
能の改良や環境試料からの新規遺伝子取得
の宿主としての応用的な利用が困難である。
そこで、本研究では、UT26株由来の lin genes
をクラスター化して他株に導入し、新規の
-HCH 分解細菌株の構築が可能であるか検
討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）スフィンゴモナス細菌群特有の基本的
細胞機能の解明 
① LinKLMN 各コンポーネントの大腸菌で
の高発現・精製系を確立すると共に、ペリプ
ラズムに局在すると推定される LinM が輸送
基質と結合するであろう点に着目し、LinM
と結合する生体成分を解明するための分子
間相互作用解析装置を利用する系を立ち上
げた。また、他株の LinKLMN ホモログが
UT26株の linKLMN遺伝子破壊株の機能を相
補できることを明らかにした。 
（２）スフィンゴモナス細菌群に特有の可動
性遺伝因子に関する研究 
 -HCH 分解資化細菌 Sphingomonas sp. 
MM-1 株、 Sphingobium sp. MI1205 株、
Sphingoboim sp. TKS株の全ゲノム配列を完全
決定し、UT26 株と併せて全 4 株の完全ゲノ
ム配列を精査した。その結果、スフィンゴモ
ナス細菌株に特有の複製・維持機構を有する
複数のプラスミドが新規能力獲得に重要で
あること、および特定の挿入配列 IS6100が lin 
genes を含む領域の「編集」機能を担ってい
ることを明らかにした。また、実験的に、
γ-HCH 分解細菌株細胞中で実際に転移する

IS6100 を含むトランスポゾンを複数検出し
た。 
（３）細胞内での酵素遺伝子進化およびゲノ
ム構造変化に関する研究 
③ LinB が 1 アミノ酸残基の変異の蓄積で
-HCH に対する分解活性を段階的に変化さ
せることを明示した。また、いくつかの推定
HLD遺伝子産物が実際に新規の HLD活性を
有することを明示した。特に、PCB/biphenyl
分解細菌Acidovorax sp. KKS102株には、tRNA
を修飾する deaminaseと繋がったHLDをコー
ドする新規な遺伝子が存在したため、詳細な
解析を実施し、本遺伝子の daminaseドメイン
をコードする領域が KKS102株の通常培地で
の生育に影響を及ぼすこと、および HLD ド
メインが実際に HLD 活性を示すこと、を明
らかにした。さらに、HLDの機能進化を実験
的に検証するため、UT26 株の linB を他の
HLDで置換した株を構築する系を確立し、実
際に複数の linB置換型株を作製した。中には
-HCH 代謝産物に対する弱い分解活性を示
す linB置換型株もあり、目的の in vivo進化実
験系を確立し、その有効性を提示できた。 
④ 項目②で用いた-HCH分解資化細菌 4株
の完全ゲノム配列から、IS6100がレプリコン
間の融合・解離を伴う大規模なゲノム再編成
に関与している痕跡を見出した。また、UT26
株以外の γ-HCH分解細菌には、下流代謝系遺
伝子として UT26 株のものとは相同性の低い
遺伝子を利用する株が存在することを明ら
かにした。これらの結果から環境中で γ-HCH
分解資化細菌が如何にして誕生したかに関
するモデルを提唱すると共に、その一部につ
いては実験的検証も実施した。 
（４）スフィンゴモナス細菌細胞を利用した
未利用微生物機能開発系の構築 
⑤ UT26株由来の lin genesをクラスター化
して類縁菌株に導入し、新規の γ-HCH分解細
菌株の人口合成に成功した。本株は IS6100
を持たず、lin genesを遺伝的に安定に維持す
ることから、今後、-HCH分解能の改良や環
境試料からの新規遺伝子取得の宿主として
優れていると考えられる。 
⑥ 総括： 
 本研究を通じて、将来的な応用にも繋がる、
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た。また、関連研
究を発展させ、将来的に詳細な遺伝学的・生
化学的実験を行うための系を確立した。以上、
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の多くは期間内に国
際学術誌に発表、もしくは投稿した。しかし、



現時点ではまだ未発表のものも含まれてお
り、これらについては今後、順次発表してい
く予定である。 
 また、本研究での直接的成果以外にも、類
縁の環境細菌を対象とした関連研究に関す
る成果も多く得られ、論文および学会を通じ
て発表した。このように、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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