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研究成果の概要（和文）：　典型的な好気性従属栄養環境細菌Sphingobium japonicum UT26株で見出された「adhX遺伝
子が高発現すると大気中のCO2を取り込みながら有機炭素源非添加無機固体培地で生育可能となる現象」を解析し、adh
Xがアルコールデヒドロゲナーゼ活性を有するタンパク質をコードし、当該活性と本表現型とに相関関係があることを
示すと共に、adhX依存的な本表現型が環境常在細菌が有する普遍性の高い低栄養環境適応戦略機構のひとつである可能
性を提示した。

研究成果の概要（英文）：An aerobic and heterotrophic bacterium Sphingobium japonicum UT26 shows 
oligotrophic growth phenotype, i.e., growth on minimal salt medium without the supply of any carbon 
source accompanying with the CO2-fixation, by the over expression of the adhX gene. Protein product of 
adhX showed alcohol dehydrogenase activity, and its activity had equilateral correlation with the 
oligotrophic phenotype. Furthermore, it was strongly suggested that the adhX-dependent oligotrophic 
phenotype is one of the bacterial fundamental mechanisms for adaptation to oligotrophic conditions.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 炭酸固定　oligotroph　スフィンゴモナッド　グリオキシル酸回路　次世代型シーケンサー

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 自然環境の大部分は低栄養状態であり、環
境中に棲息する微生物にとって当該環境へ
の適応戦略が環境中での生育のために極め
て重要である。特に地球表層環境に広く棲息
する好気性従属栄養細菌にとって、炭素源と
なる有機物の確保と有効利用は必須であり、
低栄養環境下では、「低栄養条件」を察知し、
緊縮状態あるいは休眠状態になることで、生
命活動によるエネルギー消費を最小限に抑
えて堪え忍んでいると考えられている。しか
し、極めて少ない栄養を効率的に利用して細
胞増殖可能であれば、細菌には更に有利であ
り、そのための適応機構の存在が予想される。
実際、環境試料から炭素源非添加無機培地で
コロニーを形成する細菌株は比較的容易に
単離できるし、大多数の環境細菌は、通常用
いる富栄養培地濃度より、数倍から 100 倍程
度希釈した低栄養培地の方が培養に適して
いる。一方、我々は、環境汚染物質である有
機 塩 素 系 殺 虫 剤 -hexachlorocyclohexane 
(-HCH) を唯一炭素源として生育・資化でき
る好気性従属栄養細菌で、Alphaproteobacteria
に属する Sphingobium japonicum UT26 株を対
象とし、本菌株の-HCH 分解代謝系を解明す
る研究に長年従事してきた。一連の研究過程
で、(1) 有機炭素源非添加の無機培地で CO2

固定を伴いコロニー形成する突然変異株を
複数取得した。さらに、 (2) アルコールデヒ
ドロゲナーゼ  (ADH) ホモログ遺伝子 
(adhX) の高発現が本表現型の直接要因であ
ることを明示し、(3) ホスホエノールピルビ
ン酸カルボキシラーゼ (PPC) による CO2 固
定を伴うグリオキシル酸回路が本表現型の
同化過程として機能していることを強く示
唆する結果を得た。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、UT26 株で見出された有機炭
素源非添加無機固体培地でCO2固定を伴いコ
ロニー形成する現象 (oligotrophic 表現型と呼
ぶ) の機構を解明すると共に、その普遍性を
明示し、有用細菌の超低栄養条件下での培養
への可能性を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）先行研究で得られた oligotrophic 表現
型に関与する候補遺伝子と推定関与遺伝子
の破壊株・相補株を作製し、これら遺伝子の

当該表現型への関与を、有機炭素源非添加無
機固体培地上での生育と 14CO2固定量で評価
した。 
 
（２）adhX産物およびその変異酵素を大腸菌
で高発現・精製し、その ADH 活性を評価し
た。また、adhX 遺伝子完全欠失株を作製し、
本株で adhX 遺伝子および変異型遺伝子を高
発現して、ADH 活性と oligotrophic 表現型と
の関係性を明らかにした。 
 
（３）本表現型に関与する遺伝子を網羅的に
同定するために、古典遺伝学的なトランスポ
ゾン (Tn) 挿入突然変異株取得法と次世代型
シーケンサーを組み合わせた新規手法を開
発した。 
 
（４）UT26 株由来の adhX遺伝子を他株で高
発現させ、本表現型の普遍性を検討した。 
 
（５）UT26 株および類縁細菌株のゲノム配
列情報を利用して、adhXおよびそのホモログ
について in silico で精査した。 
 
（６）UT26 株では spontaneous な oligotrophic
突然変異株が比較的容易に取得されるが、不
均衡変異導入法（DNA 複製のエラーを校正す
る機能を欠如した変異型 DNA ポリメラーゼ
を利用して高い突然変異を導入する手法）に
より変異率を高めた状態ではどうなるか検
討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）oligotrophic 表現型に関連する候補遺伝
子として同定された acs、ppdk、aceA、およ
び当該表現型への関与が予想された ppc と
aceBのうち、aceAは当該表現型に必須である
こと、ppdk, acs, ppc は必須ではないが関与し
ていることを定量的に明示した。しかし、
aceB の oligotrophic 表現型への明確な関与を
示す結果は得られなかった。以上、全貌の解
明には至らなかったものの、グリオキシル酸
回路の oligotrophic 表現型への関与を支持す
る結果が得られた。 
 
（２）AdhX がエタノール等の各種アルコー
ル類に対して ADH 活性を示すこと、また、
AdhX の ADH 活性の強さと oligotrophic 表現
型に相関関係があることを明示した。 
 
（３）次世代型シーケンサー  (Illumina 社



MiSeq）を用いた網羅的かつ定量的な Tn 挿入
突然変異体の効率的解析法ををほぼ完成さ
せた。本手法を本研究での解析に用いれば、
本表現型に必須な遺伝子のみならず、関与遺
伝子も網羅的かつ定量的に同定可能である。
今後、UT26 株由来の adhX高発現株の Tn 突
然変異株ライブラリー（約 10,000 株）を作製
し、本細胞集団を有機炭素源非添加無機固体
培地で生育させた際の Tn 挿入部位と、有機
炭素源を添加した無機固体培地で生育させ
た際のそれとの比較することで、oligotrophic
表現型に特異的に関与する遺伝子を網羅的
かつ定量的に同定する予定である。 
 
（４）UT26 株由来の adhX高発現用プラスミ
ドを、Alphaproteobacteria に属する UT26 株類
縁 の sphingomonad 細菌株、および 
Betaproteobacteria あ る い は
Gammaproteobacteria に属する細菌株に導入
した結果、sphingomonad 細菌株だけでなく 
Betaproteobacteria に属する株でもoligotrophic
表現型を示す株が存在した。この結果は adhX
関与の oligotrophic表現型はUT26株だけの現
象ではなく、ある程度の普遍性があること
を示している。 
 
（５）UT26 株の adhXが 2 種の Tn3 型トラン
スポゾンで挟まれた染色体上の領域に存在
すること、および他 の UT26 株 類 縁 の
sphingomonad 細菌株には UT26 株の adhXと
高い identity を示すホモログ保有株と非保有
株が存在し、保有株ではすべて当該領域が
プラスミド等の可動性遺伝因子支配と推測
される領域に局在することを明らかにした。
この結果から、他細菌株にも adhX 関与の
oligotrophic 表現型を示す潜在能力が備わっ
ていると考えられた。 
 
（６）UT26 株では、不均衡変異導入法によ
り 変 異率を 高 めた状 態 で、高 頻 度 で
oligotrophic 突然変異株が取得されたが、adhX
完全欠失株では、変異率を高めた状態でも当
該突然変異株は全く検出されなかった。この
結果は、(4)と(5)の結果とも併せて、adhX 関
与の oligotrophic 表現型が環境常在細菌が有
する普遍的な低栄養環境適応戦略のひとつ
であることを強く示唆している。 
 
（７）総括： 
 本研究を通じて、UT26 株で見出された
adhX関与の oligotrophic 表現型が、環境常在
細菌が有する普遍的な低栄養環境適応戦略

のひとつである可能性を提示できた。すなわ
ち、環境細菌の低栄養環境適応機構に関する
新規性の高い重要な知見を得、有用細菌の超
低栄養条件下での培養の可能性を示すこと
ができたと考えている。残念ながら研究期間
内に本機構の全貌解明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
られた成果は、今後、国際学術誌等で発表す
る予定である。 
 また、本研究で扱った環境細菌を対象とし
た関連研究の成果も多く得られた。このよう
に、今回の科学研究費の受領が研究代表者ら
の行っている環境細菌に関する一連の研究
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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