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研究成果の概要（和文）：リグニンの無機化には多種多様な微生物が重要な役割を果たしている．これまで我々
は，ビフェニル/PCB 分解細菌を土壌中から単離し，遺伝・生化学的研究及びゲノム解析を行ってきた．今回，
これらのビフェニル/PCB 分解細菌の数株がリグニン由来の芳香族化合物を資化できることが分かった．また，
二次元電気泳動をベースとしたプロテオミクスの手法により，誘導発現している芳香族化合物の分解・代謝に関
わる酵素を効率良くビフェニル/PCB 分解細菌から単離・同定できるようになった．これらの結果は，ビフェニ
ル/PCB 分解細菌の育種を通じて木質バイオマスからの有用な芳香族化合物生産に繋げることができる．

研究成果の概要（英文）：A variety of microorganisms play a significant role in the mineralization of
 plant lignin. We have isolated a number of biphenyl/PCB-degrading bacteria from various 
environmental samples and studied the degradation modes from the biochemical and genetic bases. In 
this study, we found that some biphenyl/PCB-degrading bacteria can grow well on lignin-derived 
aromatic compounds as the sole sources of carbon and energy. Using gel-based proteomics, we found 
that many proteins responsible for the metabolism of aromatic compounds are inducibly expressed in a
 Pseudomonas strain. We also cloned the lignin peroxidase genes from a Rhodococcus strain and 
expressed them. The results show that using proteomic and genomic approaches, we can efficiently 
screen and identify candidate proteins and genes involved in the metabolism of lignin-derived 
aromatic compounds from biphenyl/PCB-degrading bacteria. These approaches can also lead to the 
production of useful aromatic compounds from wood biomass.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，難分解性芳香族化合物の分解系を有する環境汚染物質分解細菌（ビフェニル/PCB 分解細菌）を用
いてリグニンやその分解生成物から有用な芳香族化合物生産の基盤構築を目指した．今回は，ビフェニル/PCB 
分解細菌のゲノム情報等を最大限に活用しつつ，プロテオミクスの手法も駆使し，有用な芳香族化合物生産のた
めの酵素や遺伝子をスクリーニングすることができた．これらの成果は，「分解菌を生産菌に変える」という菌
の育種を通じて新たな芳香族化合物の分解代謝系の構築に繋がる．さらには，リグニン由来の芳香族化合物の機
能性バイオマテリアルの開発や新しいリグニンビジネスの創出への一助となる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 自然界から供給される芳香族化合物の多くは植物リグニン由来である．リグニンは木材の構
成成分の約 3 割を占め，不定形の天然の難分解性芳香族化合物である．しかしながら，リグニ
ンを唯一無機化できるリグニン分解性担子菌（白色腐朽菌）によりリグニンが部分的に分解さ
れるとその分解物である芳香族化合物（リグニン分解生成物）の多くは土壌中に供給される．
土壌中には，リグニン分解生成物を利用して増殖する主に Pseudomonas 属を始めとする細菌
（バクテリア）が数多く存在する．これらは，リグニンの末端分解に直接関与していることか
ら末端リグニン分解細菌と呼ぶことができる． 
 リグニン分解性担子菌は，菌体外酵素であるリグニン分解酵素等によりラジカル反応を介し
て不定形のリグニンを非特異的に分解する．その結果として生成するリグニン分解生成物は，
次に，菌体内の芳香族化合物分解酵素系を活性化し，酵素反応を介して特異的に分解され，最
終的に無機化される．ところが，リグニン分解生成物の内，芳香環が 1〜2 個の化合物（リグ
ニンモノマー・ダイマー）については，細菌も細胞内に取り込み，酵素特異的に分解が可能で
ある．また，リグニンモノマー・ダイマーの分解については，リグニン分解性担子菌よりも末
端リグニン分解細菌の方が圧倒的に分解速度が早く，結果として，自然界におけるリグニンの
生分解の加速化を促進していると考えられる． 
 一方，元々自然界には存在していなかった環境汚染物質（その多くは人工の難分解性塩素置
換芳香族化合物）を分解する微生物の分解経路は，微生物の環境適応・進化の研究材料として
注目されてきた．申請者もこれまで深刻な環境汚染物質の一つでビフェニル/ポリ塩化ビフェニ
ル (PCB) の分解細菌の遺伝・生化学的研究を行い，また，近年，Pseudomonas 属や Rhodococcus 
属細菌を始めとする 12 菌株のビフェニル/PCB 分解細菌のゲノム解析も行ってきた．これら
の解析結果等を基に適応・進化の観点から考えると，ビフェニル/PCB 分解細菌等の環境汚染
物質分解細菌は，末端リグニン分解細菌の一種であり，また，その環境汚染物質分解系は，突
然無から生じたのではなく，末端リグニン分解細菌が既に持っていた天然の（植物リグニン由
来の）芳香族化合物分解系のコンポーネント（遺伝子）を雛形として進化してきた新規な分解
系と言える．新規な分解系ということは，逆に代謝工学的改変により芳香族化合物の新規な生
産（合成）系になり得る可能性を秘めていると申請者らは考えた． 
 
２．研究の目的 
 前述の背景の下，環境汚染物質分解細菌（ビフェニル/PCB 分解細菌）を新規な分解代謝系
を有する末端リグニン分解細菌の一種として考え，これまでの解析で得られた膨大なゲノム情
報を最大限活用しつつ，木質バイオマス由来のリグニンやその分解生成物から有用な芳香族化
合物の生産の基盤構築を目指す．そこで，本研究課題としては，「(1) ビフェニル/PCB 分解細
菌のゲノム情報の精査及び芳香族化合物分解代謝系遺伝子の探索；(2) ビフェニル/PCB 分解細
菌の各種芳香族化合物の分解・資化性試験；(3) プロテオミクスによる芳香族化合物添加時の
誘導発現タンパク質の同定；(4) リグニン分解生成物からの有用芳香族化合物生産を目指した
生産菌の育種」を具体的な目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) 主に北九州のビフェニル汚染土壌より単離されたビフェニル/PCB 分解細菌のゲノム情報
を遺伝子解析ソフトウェアやツールを用いて精査した．特に，細菌ゲノムの場合，宿主にとっ
て有益となる芳香族化合物分解代謝系遺伝子は，ゲノミックアイランドと呼ばれる可動性領域
に存在することが多いことから，染色体の他の部分とは異なる DNA 配列の統計的性質（GC 含
量，GC skew，コドンの使用頻度等）を考慮した．また，芳香族化合物分解代謝系遺伝子はク
ラスター構造（オペロン）を取っていることが多く，さらに，各遺伝子の機能は分解する芳香
族化合物の構造が異なっていても配列の相同性が高いことも考慮した．一方，リグニンの構造
に多く見られる β-アリル型エーテル結合の開裂に関与する酵素遺伝子及び植物細胞壁の多糖
とリグニンとの結合を開裂する遺伝子については，既に同定されている遺伝子配列を用いて相
同性検索等によりスクリーニングを行った．なお，ゲノムを精査したビフェニル/PCB 分解細
菌は以下の通りである：Pseudomonas abietaniphila KF701; Pseudomonas aeruginosa KF702; 
Pseudomonas putida KF703; Pseudomonas furukawaii KF707; Cupriavidus basilensis KF708; 
Cupriavidus pauculus KF709; Pseudomonas toyotomiensis KF710; Comamonas testosteroni KF712; 
Pseudomonas putida KF715; Pseudomonas stutzeri KF716; Pseudomonas abietaniphila KF717; 
Rhodococcus wratislaviensis T301． 
(2) ゲノムを解読した 12 種類のビフェニル/PCB 分解細菌において，無機塩液体培地（BSM 培
地）に各種芳香族化合物を終濃度 0.2% (w/v) で唯一の炭素源としてそれぞれ添加し，温度 28°C 
で 24 時間から 120 時間振とう培養することで生育（資化）の有無を調べた．なお，今回用い
た各種芳香族化合物は以下の通りである．ビフェニル，安息香酸，サリチル酸，バニリン，バ
ニリン酸，シリンガアルデヒド，シリンガ酸，プロトカテク酸，フェルラ酸，シナピン酸，p-
クマル酸，p-ヒドロキシベンズアルデヒド，没食子酸，グアイアシルグリセロール-β-グアイア
シルエーテル，6,6′-ジハイドロキシ-5,5′-ジメトキシビフェニル-3,3′-ジカルボン酸． 
(3) ビフェニルを始めとする各種芳香族化合物を唯一の炭素源として加えた BSM 培地とコハ
ク酸のみを炭素源として加えた BSM 培地を調製し，ビフェニル/PCB 分解細菌を対数増殖期



後期から定常期まで温度 28°C で振とう培養した（ただし，用いる菌株の生育や添加する芳香
族化合物によって培養時間は変更した）．培養後，菌体を回収し，二次元電気泳動の等電点電気
泳動（一次元目）で用いる Immobiline DryStrip（GE ヘルスケア）の膨潤バッファーを添加し
て菌体を懸濁した．その後，トリクロロ酢酸・アセトン沈殿によってタンパク質を精製し，精
製したタンパク質を膨潤バッファーで溶解後，Immobiline DryStrip を膨潤した．その膨潤した 
Immobiline DryStrip を用いて等電点電気泳動を行い，還元・アルキル化後，通常の SDS-PAGE
（二次元目）を行った． 
 今回，二次元電気泳動法においては，菌体外多糖に覆われた白色腐朽菌の菌体内タンパク質
を用いて開発していた蛍光ディファレンスゲル二次元電気泳動法をビフェニル/PCB 分解細菌
用に最適化した．本方法については，ビフェニル/PCB 分解細菌を芳香族化合物添加条件（BSM 
培地に炭素源として芳香族化合物を添加した場合）と非添加条件（BSM 培地にコハク酸のみ
を炭素源として添加した場合）でそれぞれ培養し，タンパク質を精製後，タンパク質ラベル化
剤（蛍光色素）IC3-OSu 及び IC5-OSu（同仁化学研究所）を用いてそれぞれ標識した．標識後
は，それぞれに標識した二種類のタンパク質を等量ずつ混合して二次元電気泳動を行った．泳
動後，蛍光イメージアナライザーを用いて，使用した 2 種類の蛍光色素のそれぞれの蛍光波長
でゲルイメージを異なる色で取得した．これらの取得したゲルイメージを重ね合わせることで
発現量の変化を確認した． 
 蛍光ディファレンスゲル二次元電気泳動後，添加した芳香族化合物によって誘導される，或
いは，抑制されるタンパク質のスポットを切り出し，トリプシンによるゲル内消化を行った．
得られたペプチドを脱塩，乾燥し，マトリックスと混合して MALDI-TO-MS による測定を行
った．得られた測定データについては，既に申請者で構築済のタンパク質のデータベースを用
いて Mascot 解析を行い，タンパク質の同定を行った (Peptide Mass Fingerprinting)． 
(4) ゲノム情報の精査や二次元電気泳動をベースにしたプロテオミクスによって見出された酵
素遺伝子の内，芳香族化合物分解代謝系の候補遺伝子については，機能解析のために PCR で
増幅後，大腸菌，或いは，Rhodococcus 属細菌の宿主・ベクター系を用いて異種発現行った．
なお，PCR で用いるプライマーについては，発現産物の N 末端側，C 末端側，或いは，その
両端にヒスチジンタグが付加するようにデザインした．また，発現の有無については，
SDS-PAGE にて確認し，可溶化発現したものについては，市販の精製キットによって精製した．
精製後，脱塩，透析を行い，さらに，タンパク質の定量を行った．酵素の活性測定は，例えば，
色素脱色型ペルオキシダーゼにおいては，基質として  2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline 
-6-sulphonic acid) (ABTS) 及び過酸化水素を用い，吸光度 420 nm の変化を測定する等既報の方
法に従って行った [Rahmanpour et al. Arch. Biochem. Biophys. 594, 54-60 (2016)]． 
 
４．研究成果 
(1) 申請者らが本研究課題を遂行する以前に解析を終えた 12 菌株のビフェニル/PCB 分解細
菌のゲノム情報については，既にアノテーション作業が終了し，RAST server にアップロード
されている [Aziz et al., BMC Genomics 9, 75 (2008)]．今回，これらのゲノム配列情報について主
に芳香族化合物分解代謝系遺伝子のスクリーニングを目的に精査した．その結果，ビフェニル
/PCB の他，サリチル酸，安息香酸，フェノール等の芳香族化合物を分解する酵素遺伝子を多
数有していた．菌株によっては，推定されるものも含めて 300 個近い芳香族化合物分解代謝系
遺伝子を有する株も存在した．その中には，Sphingobium sp. SYK-6 株で報告されているリグニ
ンの構造に多く見られる β-aryl ether 型結合の開裂に関与する酵素遺伝子 [Masai et al. Biosci. 
Biotechnol. Biochem. 71, 1-15 (2007)] と相同性な遺伝子も複数個存在した．さらに，強力な PCB 
分解細菌 R. jostii RHA1 株で発見され，細菌由来のリグニンペルオキシダーゼと報告された色
素脱色型ペルオキシダーゼ [Ahmad et al., Biochemistry 50, 5096-107 (2011)] と相同性の高い遺
伝子が R. wratislaviensis T301 に 3 個存在していることが分かった．一方，植物細胞壁多糖と
リグニンの結合を開裂する酵素遺伝子のスクリーニングを行った結果，候補となり得る遺伝子
が 7 個存在した．しかしながら，これらの遺伝子の内，開始コドンがバリンで始まるものや欠
失していると思われる遺伝子があり，ビフェニル/PCB 分解細菌では発現していない可能性が
示唆された． 
(2) ビフェニル/PCB 分解細菌を始め，難分解性の芳香族化合物分解細菌は，元々は，自然界に
存在するリグニン由来の芳香族化合物の分解に関与している末端リグニン分解細菌の一種と考
えられる．そこで，ゲノムを解読した 12 種類のビフェニル/PCB 分解細菌がリグニン由来の
芳香族化合物を含む 15 種類の芳香族化合物を資化するかを調べた．その結果，P. putida KF703 
株と P. putida KF715 株が数多くの芳香族化合物を資化できることが分かった．また，KF703 株
及び KF715 株は，これらの芳香族化合物の資化能に加え，生育速度も他の菌株より速かった
ことから，今後，育種すべき菌株（宿主）として有用と思われる．さらに，今回用いたビフェ
ニル/PCB 分解細菌 12 菌株は，当然，ビフェニルを資化・分解できるが，同じくビフェニル
環を有する 6,6′-ジハイドロキシ-5,5′-ジメトキシビフェニル-3,3′-ジカルボン酸については，P. 
putida KF703 株と R. wratislaviensis T301 のみが生育・資化した．このことは，既知のビフェ
ニル/PCB 分解経路とは別の経路で分解・資化している可能性が強く示唆された．一方，今回，
リグニンダイマーモデルとしてグアイアシルグリセロール-β-グアイアシルエーテルを用いた
が，Sphingobium sp. SYK-6 株のようにこれを資化できる菌株は今回確認できなかった． 



(3) ゲノム配列より芳香族化合物分解代謝系遺伝子であると推定できても実際発現しているの
か，または，芳香族化合物の添加によって誘導発現しているのかは分からない．さらに，芳香
族化合物の添加によって芳香族化合物分解代謝系酵素以外にも直接的，或いは，間接的に芳香
族化合物の分解代謝に関与しているタンパク質（酵素）もあるかもしれない．そこで，これら
を調べるために蛍光ディファレンスゲル二次元電気泳動法を行い，タンパク質の発現プロファ
イルの取得を試みた．今回，添加した芳香族化合物によって発現が誘導，或いは，抑制される
タンパク質をゲルイメージ上で色分けすることで視覚的に捉えることができた．また，興味の
あるタンパク質のスポットをゲルから優先的に選択して切り出し，トリプシンでゲル内消化後，
質量分析及び同定，すなわち，Peptide Mass Fingerprinting が容易にできるようになった． 
 一連の操作により，同定できたタンパク質を機能別に分類した結果，発現が誘導されたタン
パク質の多くは，芳香族化合物分解代謝に関与するタンパク質（酵素）であった．例えば，ビ
フェニルを添加した際において蛍光ディファレンスゲル二次元電気泳動を行った場合，発現が
誘導されているタンパク質のスポットに多くのビフェニル/PCB 分解酵素が含まれていた．こ
れは，過去に申請者が転写 (RNA) レベルで調べた際に得られた結果と一致した [Watanabe et 
al., J. Biol. Chem. 275, 31016-31023 (2000); Watanabe et al., J. Bacteriol. 185, 3575-3582 (2003)]．
また，芳香族化合物分解代謝系酵素以外にアミノ酸の代謝やストレスの応答に関与する酵素の
誘導発現が一部認められた．さらに，誘導発現とまでは言えないものの，発現量が他と比較し
て多いタンパク質（酵素）としては，物質（基質）の輸送に関わるタンパク質が多く同定され
た．これらが芳香族化合物の輸送等に関わるかは，今後機能解析する必要があるが，効率の良
い芳香族化合物の物質変換のためには，輸送系を強化した菌の育種も重要かもしれない．一方，
今後も蛍光ディファレンスゲル二次元電気泳動をベースとしたプロテオミクスの手法により，
様々な芳香族化合物を添加することによってどのようにビフェニル/PCB 分解細菌のタンパク
質の発現プロファイルが動くのかを調べることは有用な微生物酵素のスクリーニングと同定の
ために必要と思われる． 
(4) 以上のビフェニル/PCB 分解細菌のゲノミクス及びプロテオミクスの手法によって，今後，
木質バイオマス等のリグニン由来の化合物から有用芳香族化合物を生産する上で鍵となる酵素
をいくつか見つけることができた．その内，R. wratislaviensis T301 株に 3 個存在していた色素
脱色型ペルオキシダーゼに注目した．本酵素は，強力な PCB 分解細菌 R. jostii RHA1 株で発
見され，細菌由来のリグニンペルオキシダーゼ DypB と相同性が高く，機能も類似している可
能性が高いが，RHA1 株の場合と異なり，大腸菌で可溶化発現ができなかった．しかしながら，
T301 株が Rhodococcus 属細菌であることから，これら 3 個の色素脱色型ペルオキシダーゼに
おいて，同属である Rhodococcus 属細菌の宿主ベクター系を用いたところ，高発現かつ可溶化
発現に成功した．また，活性測定を行ったところ，大腸菌で異種発現した既知の色素脱色型ペ
ルオキシダーゼよりも比活性が高く，最適 pH も異なり，比較的高温でも高い活性を保持して
いるという違いが見られた．さらに，ヒスチジンタグを付加しても活性は失われず，精製後の
ヘム化やマンガン添加により著しい活性の上昇が認められた．これら T301 株の色素脱色型ペ
ルオキシダーゼが RHA1 株の DypB と同様にリグニンの構造に多く見られる β-アリル型エ
ーテル結合を開裂する活性を有している可能性は高く，合成生物学的な手法における微生物の
分子育種の際に導入するべき有用な酵素遺伝子の一つと考えられる． 
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