
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０３

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

耐冷性炭化水素分解菌の分解遺伝子解明及び植物成長促進根圏菌の多面的機能解析

Elucidation of degradation genes of cold-resistant hydrocarbon degrading 
bacteria and multifaceted functional analysis of plant growth promotion 
Rhizospheric bacteria

３０４２２０２５研究者番号：

チャン　ヨンチョル（CHANG, Young-Cheol）

室蘭工業大学・工学研究科・教授

研究期間：

２６３４００６７

平成 年 月 日現在２９   ６   ８

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：南極の土壌から単離されたPenicillium sp. CHY-2を用い、8つの異なる脂肪族および
芳香族炭化水素の生分解性を確認した。最も高い分解率を示したデカンの分解にはCHY-2由来の酵素であるマン
ガンペルオキシダーゼ（MnP）が関与していることが分かった。また、様々な根圏微生物が単離され、炭化水素
の分解に関与していることが判明した。さらに、CHY-2株の分解関与遺伝子を確認した結果、真菌の代表的な三
種類の酵素であるシトクロムP450ヒドロキシラーゼ、リグニンペルオキシダーゼ、バニリルアルコールオキシダ
ーゼをコードする遺伝子が確認できた。

研究成果の概要（英文）：Biodegradability of eight different aliphatic and aromatic hydrocarbons 
(octane, decane, dodecane, ethylbenzene, butylbenzene, naphthalene, acenaphthene, and benzo[a]
pyrene) was confirmed using Penicillium sp. CHY - 2 isolated from Antarctic soil. In addition, it 
was found that the enzyme manganese peroxidase (MnP) derived from strain CHY -2 was involved in the 
degradation of decane which showed the highest degradation rate among the tested aliphatic and 
aromatic hydrocarbons. Furthermore, various rhizosphere microorganisms were isolated and found to be
 involved in hydrocarbon decomposition. As a result of confirming the gene of strain CHY-2 
responsible for degradation, genes encoding cytochrome P450 hydroxylase, lignin peroxidase and 
vanillyl alcohol oxidase were confirmed.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： Penicillium 　炭化水素　根圏土壌　低温域　南極　メタゲノム　アルキルフェーノル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
地球はもともと寒冷な惑星で、生物圏の

85%が 5℃以下の環境に露出している。低温
域の炭化水素汚染は増加しており、特に北半
球における社会的、経済的集中により光熱暖
房、交通輸送などに多量の化石燃料が用いら
れることが一因となっている。一方、日本全
国では、ガソリンスタンドや工場跡地など土
壌汚染が増加している地域も多く、土壌浄化
が必要とされている土地は 32 万ヶ所にも及
ぶと言われている。平成 15 年 2 月の土壌汚
染対策法施行により、こうした潜在的需要は
一気に顕在化し、安価で処理時間の短い浄化
方法である原位置での生物環境修復（バイオ
レメディエーション, Bioremediation）手法が
国内で広く普及し、すでに実用化の域に達し
ている。しかし、従来の土木施設や設備側の
視点に立った汚染土壌修復工法では価格と
効果の両面で限界があるとされる。汚染土壌
を場外搬出せずに浄化する方法として、土壌
中に内在する微生物群の代謝活性を利用す
るインサイトバイオレメディエーション（原
位置処理）技術開発が期待されている。この
技術は微生物の有機物分解活性に依存する
ため、微生物の分解能力以上の汚染物質が土
壌中に侵入すると汚染物質は蓄積し、結果的
には土木施工的に地表構造物を移設した後
に土壌を搬出して汚染物質を除去しなけれ
ばならないという欠点がある。そのため、汚
染現場にボーリングの穴を設け、そこから活
性の優れている分解微生物を直接投入する
積極的な浄化手法であるバイオオーグメン
テ ー シ ョ ン （ 直 接 生 物 添 加 法 , 
Bioaugmentation）が注目されているが、実用
化や事業化例が稀である。この技術の実用化
のためには、汚染現場に存在する既存微生物
と新しく混入した微生物との相関関係を明
らかにすると同時に、インサイトバイオレメ
ディエーション技術の最大の課題とされて
いる低温での汚染物質の持続的な処理技術
の確立が何より優先されなければならない。 

 
２．研究の目的 
本研究では低温での分解が難しいとされ

ている炭化水素化合物をターゲットとし、低
温での持続的な処理方法を検討した。また、
寒冷地の土壌中微生物個体群指標及び遺伝
子標的メタゲノミクスを用いた微生物群集
構造の解析や、植物の成長に関与する根圏微
生物由来の遺伝子や酵素の性質を明らかに
し、低温バイオレメディエーション（ファイ
トレメディエーションを含む）の開発を行う
ことを目的とした。さらに、多様な難分解性
有機化合物の冬季間処理技術へまでその利
用可能性を広げた上で、重要な基礎データを
提供することを目指した。 

 
３．研究の方法 
（１）微生物個体群指標及び遺伝子標的メタ
ゲノミクスを用いた微生物群集構造の解明：  

細菌と菌類の微生物個体群指標は北海道
の高山地から調査した。土壌中の微生物個体
群指標及びクローンライブラリーは、アルカ
ンモノオキシダーゼ （C6～Ｃ16 アルカン分
解）、カテコール-2,3-ジオキシゲナーゼ（キシ
レンとトルエン分解）、ナフタレンジオキシ
ゲナーゼ（ナフタレン分解）、ピリンオキシ
ゲナーゼ（ピリン分解）及びリグニン・ペル
オキシダーゼ及びマンガン・ペルオキシダー
ゼ（多環芳香族炭化水素）をコードする 16S
あるいは 18S リボソーム RNA 及び機能性遺
伝子を使用した。増幅された細菌と菌類の
16S あるいは 18S DNA、そして機能性遺伝子
フラグメントはピロシーケンシング法 
（DNA ポリメラーゼによる伸長反応を基本
としたシーケンス手法）で分析した。 
（２）炭化水素の分解微生物（CHY-2 株）由
来の分解関与遺伝子の同定及び分解特性検
討： 
①分解促進因子および阻害因子の明確化 
他の電子受容体の影響、炭素源の影響、酸

素の影響、ORP の影響、硝酸塩濃度の影響、
至適初発温度および pH の検討を行った。現
在、この項目に含まれていない最大分解濃度
や電子供与体の検討は完了している。 
②分解関与遺伝子の同定 
アメリカ国立医学図書館付属国立生物工

学情報センターのヌクレオチド検索機能を
用いて、炭化水素分解菌（寒冷型および非寒
冷型分解菌）の遺伝子の塩基配列を得た。こ
れらから選別して炭化水素分解遺伝子の塩
基配列に基づいたプライマーを設計した。そ
の後、遺伝子のクローニングを行った。 
（３）植物成長促進根圏細菌の効果検証： 
栽培試験はポットやポリプロピレン製プ

ランターを用いて実施した。ファイトレメデ
ィエーションに用いる植物種の選定におい
ては、いくつかの条件が必要となるが、栽培
期間削減のため、成長が速い寒冷期の遺存植
物群を用いた。本研究では汚染物質が地表か
ら 60 cm 以内の浅い所で幅広く分布した場合
を想定し実験を行った。ポットに汚染土壌環
境（実証試験環境）を創出した後、これにス
クリーニングで選定された細菌あるいは菌
類）を導入し、残存する汚染物質（石油系燃
料油）の分析と解析を行った。また、微生物
の増殖、フェノール性物質生産可否、根圏酵
素活性を検討し、植物と微生物の相関関係を
把握した。また、根圏土壌中の細菌単独もし
くは菌類を用い、アルキルフェーノルの分解
能を検証した。 
 
４．研究成果 
（１）微生物個体群指標及び遺伝子標的メタ
ゲノミクスを用いた微生物群集構造の解明： 
高山地から採取した土壌から回収される

極 め て 少 量 の DNA を MDA(Multiple 
Displacement Amplification)法を用いて全ての
DNA を十分に増幅する技術を確立した。得ら
れた土壌の DNA を用いて、SSH(Suppressive 



 

図-１. MnP の SDS-PAGE 分析 

 

Substractive Hybridization)法によって高山地
（低温域）土壌に多く存在している遺伝子を
獲得し、この解析を進めた。解析には韓国朝
鮮大学の協力によりパイロシーケンス法を
導入することによって約 350 万 bp の塩基配
列を極めて短時間で決定することが可能と
なった。この手法を用いて非低温域と低温域
土壌を対象とした比較メタゲノム解析を実
施した。その結果、クラスターにおける著し
い違いが認められる遺伝子の存在は確認で
きなかった。この結果は、一般土壌でみられ
る菌が低温域においても同様に存在してい
ることを示唆し、またそれらの菌が低温環境
に順応し低温下においても分解能力を発揮
しているものと推察した。現在約 150 個のク
ローンを作成し、これらについて塩基配列を
順次決定している。塩基配列の決定には 16S 
rRNA 遺伝子の配列を用いた種の推定からそ
の機能の推定を試みている。 
（２）炭化水素の分解微生物（CHY-2 株）由
来の分解関与遺伝子の同定及び分解特性検
討： 

Penicillium sp. CHY-2 株の分解関与遺伝子
を確認するために、真菌の代表的な三種類の
酵素であるシトクロム P450 ヒドロキシラー
ゼ、リグニンペルオキシダーゼ、バニリルア
ルコールオキシダーゼについて検討を行な
った。まず、遺伝子の増幅のため、ヌクレオ
チドプライマーを設計した。さらに、ゲノム
DNA と mRNA を CHY-2 株から単離した。
cDNA は mRNA から合成し、検討対象の三種
の遺伝子増幅に用いた。その増幅遺伝子を
BLAST 検索にかけた結果、バニリルアルコー
ルオキシダーゼをコードする遺伝子は、
Penicillium chrysogenum のゲノムと完全に一
致した（GenBank:AM920427.1）。また、残り
の二つの遺伝子は、Penicillium 以外の真菌類
と一致した。 
一方、CHY-2 株は 6 種のアルキルフェノー
ル類及び 8 種の炭化水素類化合物に対して有
意な分解活性を示した。さらに、グルコース
（5.0 g/L）と Tween 80（5.0 g/L）存在下にお
いて、CHY-2 株による炭化水素類化合物の分
解における最適 pH と温度を検討した結果、
それぞれ pH 6.0、20℃の条件であった。また、
CHY-2 株由来のマンガンペルオキシダーゼ
（MnP）（図-１）を精製し、n-デカン、4-ブチ
ルフェノールおよび 4-tert-ブチルフェノール
の分解を確認した結果、分解活性がみられた
ため、精製された MnP が CHY-2 株によるア
ルキルフェノール類及び炭化水素類化合物
の分解に関与していることが示唆された。ま
た、SDS-PAGE 分析とゲル濾過クロマトグラ
フィー分析の結果から MnP の天然型がダイ
マーの立体配座を有することが示唆された。 

CHY-2 株の 4℃下におけるデカン分解の至
適 pH 検討の結果、至適 pH は pH6 であった。
培養後の GC によるデカン残存濃度の測定結
果から、28 日間の培養で 4℃下で最大 81％の
デカンの分解が確認できた。また、4℃下で

CHY-2 株による混合炭化水素類化合物（デカ
ン、ブチルベンゼン、ドデカン、ナフタレン、
アセナフテン、オクタン、エチルベンゼン、
ベンゾ(α)ピレン）の有意な分解もみられた。
混合炭化水素類化合物の分解がみられたこ
とは注目すべき点であり、CHY-2 株が複数の
炭化水素類化合物で汚染されている汚染現
場に利用できる可能性が示唆された。 
 

（３）選定植物の根圏微生物の単離およびア
ルキルフェーノル分解実験： 
石油系炭化水素化合物（ブチルシクロヘキ

サン、エチルベンゼン、ブチルベンゼン、ア
セナフテン、2.2.4-トリメチルペンタン、オク
タン、デカン、ドデカン、ナフタレン）を供
した条件において、ギボウシとオダマキの耐
性実験を行った結果、ギボウシは葉の変色が
オダマキと比べて少なかった。そのため、微
生物源としてギボウシの根圏土壌を選択し
た。また、ギボウシの根圏土壌菌の遺伝子解
析による同定の結果、多様な細菌類及び真菌
が根圏土壌に存在することが分かった。ギボ
ウシの根圏土壌からは 30 種類の菌株
（Stenotrophomonas rizophila、Staphylococcus 
warneri、Bosea sp.、Lysinbacillus fusiformis、
Bosea sp. 、 Paenibacillus sp. 、 Lysinbacillus 
fusiformis、Lysinbacillus sp.、Bacillus sp.、
Paenibacillus lautes. 、 Bacillus 
weihenstephanensis など）が単離され 20 株の
同定を完了し、さらに 14 株の真菌類（カビ）
を単離し（Acidisoma tundraem、Tricoderma 
asperellum、Clonostachys rosea 、Tricoderma 
virens、Penicillium verruculosum、Penicillium 
pinophilum 、 Acremonium cellulolyticus 、
Penicillium verruculosum、Penicillium aculeatum、
Talaromyces pinophilus 、 Fungal endophyte 
voucher ARIZ、Penicillium verruculosum など）、
その中、10 株の同定を完了した。 



 

 

図-２. 根圏微生物（細菌）による 
4-tert-ブチルフェノール分解実験 

 

図-３. 根圏微生物（カビ）による 
4-tert-ブチルフェノール分解実験 

 

図-２と図-３より、単離した微生物のうち
細菌類では 4-tert-ブチルフェノールの生分解
率が 10%から 20%を示したものが多く、一方
で真菌類では生分解率が 40%近い値となっ
たものが存在していることが明らかとなっ
た。 
 

特に真菌類では、SB-8 株における生分解率
が最も高く、この菌株は 4-tert-ブチルフェノ
ールに対する分解能を有する可能性が考え
られる。そのほかにも、生分解率が 30%近い
細菌類や、一部を除く真菌類にもその分解能
を有している可能性が推測される。 

以上の結果より、ギボウシの根圏から単離
された微生物は 4-tert-ブチルフェノールに対
する分解活性を示し、特に真菌類については、
一部を除き 4-tert-ブチルフェノールに対する
分解能を有する可能性があることが示唆さ
れた。同時に、本研究で単離した根圏微生物
は、4-tert-ブチルフェノールのような有機化
合物の分解における重要な役割を果たすと
考えられ、また高い生分解率を示した真菌類
については、微生物による有機化合物の分解
に大きく寄与していると推測された。 
 現在、単離した根圏菌を用いデカンの分解
実験を行っており、一部の細菌とカビにおい
て分解活性が確認された。 
（４）植物成長促進根圏細菌の効果検証： 
植物の葉圏、根圏および内部に生息する微
生物は様々な物質を放出し、植物の成長や形
態形成に影響をおよぼしている。韓国農村振
興庁の協力の下で寒天培地で育成している
シロイヌナズナの傍らに今回単離した根圏
微生物の中から細菌７株、真菌３株、計 10
株選定し、それらをお互いが物理的に接触し
ないようにセットし、微生物から放出される
揮発性物質によるシロイヌナズナ成長を調
査した。その結果、試験した 10 種類の微生
物の中、7 種類の微生物が放出する揮発性物
質はシロイヌナズナの生重量を 2～3 倍増加
させることがわかった。また、放出される揮
発性物質に対する応答の程度は微生物種に
よって異なっており、微生物から放出される
様々な揮発性物質の混合物に植物の様々な
シグナル伝達経路が応答していると考えら
れる。特に試した菌株の中、Bacillus subtilis
の揮発性物質で処理した葉で遺伝子発現量
が最も多かった。 
植物の成長を促進する能力を持つ PGPR 
（Plant Growth Promoting Rhizobacterium）細
菌はそのほとんどが Pseudomonas として知ら
れているが、Anthrobacter、Alcaligenes、Serratia、
Rhizobium、Agrobacterium と Bacillus なども報
告されている。植物ホルモンの分泌による植
物成長促進と迅速な colonization によって植
物の根付近に結晶化され、植物への病原菌の
侵入を防ぐ。特に微生物が分泌する鉄キレー
ト剤であるシデロフォア（siderophore）の作
用によって、病原体が利用する鉄を吸着する
ことにより、病原体の生育を阻害することが
分かった。Emergen Bio 社の SideroTec Kit を
用いギボウシ根圏土壌中のシデロフォア濃
度を測定した結果、ギボウシの成長がよかっ
た鉢の方が 5～8 倍濃度が高いことが分かっ
た。 
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