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研究成果の概要（和文）：ポリ塩化ビフェニル類（PCBs）の微生物浄化技術への活用が望まれる「嫌気下での還
元的脱塩素化反応」を「好気下で実現する」世界初の革新的な生物触媒の創出を目的に、偏性嫌気性細菌のPCBs
脱塩素化酵素を発現する遺伝子組換え細菌株を作製した。また、脱塩素反応の至適条件調査のために作製した、
汚染原位置地下水にPCBsを添加した嫌気的モデルにおいて、PCBs濃度の顕著な減衰と２種類の脱塩素化細菌の存
在を検出した。

研究成果の概要（英文）：The reductive dechlorination of polychlorinated biphenyls (PCBs) in an 
anaerobic environment is desired to be applied to bioremediation techniques. In an attempt to create
 an innovative biocatalyst that "dechlorinates PCBs under aerobic conditions," we have constructed a
 recombinant bacterial strain that expresses PCBs dehalogenase of a strictly anaerobic bacterium, 
Dehalococcoides. In addition, in an anaerobic model in which PCBs were added to groundwater 
collected from the PCBs-contaminated site, which was prepared to investigate the optimum conditions 
for the reductive dechlorination, a remarkable decrease in PCBs concentration and the presence of 
two anaerobic PCBs-dechlorinating bacteria were shown.

研究分野： 応用微生物学、微生物生化学

キーワード： ポリ塩化ビフェニル　還元的脱塩素化酵素　遺伝子組換え細菌　ビタミンB12　Dehalococcoides
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研究成果の学術的意義や社会的意義
「高塩素型PCBsを好気的条件下で脱塩素化する新機能酵素の創出」は極めて挑戦的であり、国際的なPCBs浄化に
喫緊な需要ある技術である。活性を示した遺伝子組換えPCBs脱塩素酵素の報告はまだ無く、本研究課題で作製し
た組換え酵素の反応を最適化し、さらに大気下で還元的脱塩素化を実現する新機能酵素を創生できれば、酸化的
ビフェニル分解酵素群との併活用により、これまでにない効果的な手法で生物浄化技術にパラダイムシフトを起
こすと期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
「ポリ塩化ビフェニル類（PCBs）」は難分解性かつ高残留性の環境汚染物質であり、塩素数と

その置換位置が異なる多様な同族体と異性体群から成る。産業的に広く使用されていたものの、
カネミ油症事件に代表される深刻な生体影響が明らかとなり、現在では PCBs の廃絶は持続可能
な社会形成に「極めて喫緊な課題」として国際的に認識され、世界中に数多く存在する汚染土壌
や河川などの有効な浄化技術の創出が希求されている。 
微生物を利用した環境浄化に絞ると、自然界での PCBs 分解現象としては「好気下での酸化的

ビフェニル環開裂」と「嫌気下での還元的脱塩素化」の存在が明らかにされている。1980 年代
には既に好気性細菌のビフェニル分解酵素群遺伝子の知見が報告されているのに対し、還元的
脱塩素化を行う偏性嫌気性細菌の PCBs 特異的な脱塩素化酵素（PCBs 脱塩素酵素）は 2014 年に
なって初めて同定された（Wang ら, PNAS, 2014、文献 1）。この脱塩素酵素はビタミン B12を補酵
素とし、1価のコバルトが活性種となって基質を還元し脱塩素化すると推定され、特に酵素分子
中の 2つの鉄-硫黄クラスターを介したコバルト再生に高い還元力が必要となるため、大気下で
は酵素活性を維持できず、反応には嫌気的環境が必要とされる。 
一方で、2015 年に Shimakoshi らにより、励起電子の還元力が高い酸化チタンと結合したビタ

ミン B12触媒が合成され、反応特異性は酵素に大きく劣るものの、大気下で有機塩素化合物の脱
塩素化に成功した例が報告された(Shimakoshi & Hisaeda,Angew Chem Int Ed, 2015、文献 2)。 
そこで我々は、「偏性嫌気性細菌の PCBs 脱塩素酵素でも、好気下で 1価コバルトを安定的に再

生する特性を付与できれば、好気環境での還元的脱塩素化反応を実現できる」との構想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、「高塩素置換型 PCBs の還元的脱塩素化を大気下で実現させる、世界初の革新的な生

物触媒の創出」を目的とした。 
我々はこれまで、好気性細菌の酸化的ビフェニル分解経路を利用した PCBs 無害化研究に取り

組み、PCBs 異性体の分解特性が異なる細菌株の取得とその複合化、並びに遺伝子工学的手法に
よる酵素機能強化等で分解性向上に成果を上げてきた。しかし高塩素化 PCBs、とりわけオルト、
メタ、パラ位全てが塩素置換された異性体は、先の方法では分解できない。そのため、自然環境
で還元的脱塩素化に寄与する偏性嫌気性細菌の PCBs 脱塩素酵素の併活用が必須と考えていた。 
PCBs 脱塩素酵素の機能発揮には酸素濃度 <1 ppm という厳しい条件が要求されるため、実用

的利用は困難と考えられてきた。しかし、もし大気下で高塩素化 PCBs を還元的脱塩素化できる
新機能酵素を創生できれば、酸化的ビフェニル分解酵素群との同時作用も可能とし、高効率かつ
容易な手法として生物浄化技術にパラダイムシフトを起こすと期待できる。 
本研究課題の実現は、PCBs 脱塩素酵素反応には嫌気的雰囲気が必須であるというこれまでの

常識概念を覆すだけでなく、嫌気条件が必要な種々の還元的化学反応にも応用可能な新しい普
遍的知見を与え得る。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) PCBs 脱塩素酵素を発現する遺伝子組換え細菌の作製、および脱塩素酵素活性測定 
PCBs 脱塩素酵素は、2014 年に偏性嫌気性の Dehalococcoides 属細菌において３種類の遺伝子

が同定された(Wang ら、文献 1)。しかし、精製酵素の詳細や結晶構造、組換え酵素などの報告は
まだ無い。そこで、PCBs 脱塩素酵素に 1 価コバルトを安定再生する特性付与を目標に、まず本
酵素を発現する遺伝子組換え細菌の作製を試みた。 
Wangらによる公開ゲノム情報を参考にDehalococcoides属細菌のPCBs脱塩素酵素を２種類選

抜し（PcbA1 および PcbA5）、人工遺伝子（ファスマック社）を作製した。この時、他の脱塩素酵
素における知見（例えば文献 3）から、酵素活性に必須と推測した細胞膜結合アンカータンパク
質（名称を PcbB1 および PcbB5 とした）を共発現するよう人工遺伝子を設計した。２種類の人工
遺伝子それぞれについて、大腸菌発現用ベクター、あるいは市販ベクターを基に独自に作製した
発現用ベクターに組込み、イソプロピル-β-チオガラクトピラノシド（IPTG）で発現誘導可能な
「PCBs 脱塩素酵素-細胞膜結合アンカータンパク質」共発現プラスミドを作製した。 
大腸菌、およびビタミン B12高生産性の大腸菌近縁細菌を宿主として作製したプラスミドを導

入し、IPTG により組換えタンパク質を発現誘導した後に菌体を回収して、SDS-PAGE による発現
タンパク質の確認と、PCBs 脱塩素活性測定に供した。 
PCBs 脱塩素活性測定には、５塩素化 PCBs を約 50％含む PCBs 標準品のカネクロール KC-500 

(ジーエルサイエンス社)を 15 mg/L の濃度で用い、電子供与体には Ti(III)-クエン酸で還元し
た 20 mM のメチルビオロゲンを用いた(文献 1、4 を参考)。反応は N2または N2/H2(96/4%)ガスで



置換したグローブボックス（UNICO 社製）内で、温度 30℃で 24〜40 時間行った。酵素反応終了
後、溶液中の PCBs を有機溶媒で抽出し、ガスクロマトグラフ質量分析計（GC-MS、モデル
7890A/5975C，アジレント・テクノロジー社）あるいは GC/ECD により分析したクロマトデータか
ら、含有異性体比率の変化を解析した。 
 
(2) PCBs 汚染原位置地下水中の脱塩素化細菌の調査、および原水に添加した PCBs の経時変化 
細菌による PCBs 脱塩素酵素反応の至適条件について、文献のみからでは不足する詳細情報を

得るため、国内の PCBs 汚染原位置から採取した地下水を用いた調査を実施した。 
PCBs 脱塩素化細菌としては Dehalococcoides 属の他、Dehalobacter 属や Desulfitobacterium

属が知られる。そこでまず、汚染区域にある３本の揚水井（井戸 No.1〜No.3）から微量な砂礫
を含む地下水を採取し、これ
らのPCBs脱塩素化細菌が棲息
するかについて、表 1 に示し
た 16S リボソーム RNA 遺伝子
増幅用のプライマーを用いた
PCR により解析した。さらに、
遺伝子の検出により棲息が示
唆された試料水については、
文献 5〜7 を参考に、テトラク
ロロエチレン（PCE）を脱塩素
基質とし、乳酸やグルコース
等を電子供与体や炭素源とし
て添加した集積培養を試みた。 
また、採取した試料水あるいは集積培養液に、炭素原や電子供与体とともにカネクロール KC-

500 を 20 mg/L となるように添加し、定期的に電子供与体等を追加添加しながら、経時的に PCBs
の分析および PCR による脱塩素化細菌の検出を行い、嫌気条件下での PCBs 濃度と含有異性体比
率、および菌叢の経時変化を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) PCBs 脱塩素酵素を発現する遺伝子組換え細菌の作製 
PCBs脱塩素酵素としてWangらにより同定されたDehalococcoides属細菌の３種類の酵素につ

いては、精製酵素の諸性質や組換え酵素の報告はまだ無い。本研究課題で我々は、３種類の酵素
のうち２種類（PcbA1 および PcbA5）について、酵素活性に必須と推測した細胞膜結合アンカー
タンパク質（PcbB1 および PcbB5）との共発現系を構築した。 
大腸菌を宿主に試みた当初の結果では、

２種類とも組換え酵素タンパク質の発現は
確認できたものの、脱塩素活性は検出でき
なかった。そこで宿主に、ビタミン B12高生
産性で好気嫌気の両条件下で生育可能な大
腸菌近縁細菌（A株とする）を検討した。本
菌株が数種類の抗生物質に自然耐性を示し
たためプラスミド選択マーカー遺伝子を変
更し、lacプロモーター制御下の発現系を再
構築したが、嫌気・好気条件下いずれでも組
換え酵素の発現を確認できなかった。そこ
で、tacプロモーター制御下の新たな発現ベ
クターを構築して A 株に導入した結果、２
種類のうち１種類について目的タンパク質
の発現を確認できた（図 1）。 
本遺伝子組換え菌株を用いて組換え酵素

による PCBs 脱塩素活性を検出するため、好気および嫌気下での異なる発現条件や種々の反応条
件について検討中である。 
 
(2) PCBs 汚染原位置地下水中の脱塩素化細菌の調査、および原水に添加した PCBs の経時変化 
作製した遺伝子組換え細菌株による PCBs 脱塩素酵素活性の検出・測定過程において、脱塩素

化細菌による酵素反応の至適条件について、文献のみからでは不足する、より詳細な情報が必要
と考えた。そこで、国内の PCBs 汚染原位置から採取した地下水を用いて、試料水中に存在する
PCBs 脱塩素化細菌を調べるとともに、PCBs を意図的に添加した嫌気的雰囲気下のモデルを作製
し、PCBs 濃度および含有異性体比率の経時変化を解析した。 
汚染区域の３本の揚水井（井戸 No.1〜No.3）の採水試料原水には、16S リボソーム RNA 遺伝子

解析から、Dehalococcoides 属が No.1 の井戸に、Dehalobacter 属と Desulfitobacterium 属が

表 1. 細菌遺伝子の検出に使用したプライマー配列一覧 

 



No.1〜No.3 の全ての井戸に棲息すると推測され
た。さらに採水試料を用いた集積培養において
は、Dehalobacter 属と Desulfitobacterium 属の
増殖を確認した。特に Desulfitobacterium 属に
ついては、培養液を数回に渡って植え継いでも安
定した増殖が見られ、採択した培養条件で継代培
養が可能であることが確認できた。 
原水または集積培養液に電子供与体等と共に

PCBs を意図的に添加した試験からは、原水に添
加したカネクロール KC-500 の濃度が、28週以降
に顕著に減衰することを確認した（図 2）。この
時、試験液中には継続して Dehalobacter 属と
Desulfitobacterium属が検出され、脱塩素反応が
単純なもので無く、水酸化反応を伴う複雑な過程
を経る可能性も推測された。 
 
 
『高塩素型 PCBs を好気的条件下で脱塩素化する新機能酵素の創出』は極めて挑戦的であり、国

際的な PCBs 浄化に喫緊な需要ある技術である。今回、大気下で安定な金属結合ビタミン B12触媒
の特性付与を目指し、遺伝子組換え型 PCBs 脱塩素酵素の発現細菌株の作製には成功したものの、
まだ誰もなし得ない PCBs 脱塩素酵素の人為的な反応達成において試行錯誤の連続であった。惜
しくも時間切れとなったが、本研究期間終了後も引き続き諦めずに、PCBs 水酸化と連鎖的脱塩
素反応の可能性も含め、組換え酵素反応の最適化と新機能酵素の創生に取り組んでいく。 
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