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研究成果の概要（和文）：嫌気ベンゼン分解菌 DN11 株を使って、嫌気ベンゼン分解経路とそ

れに係る遺伝子の同定・解析を行った。中間代謝産物の解析から DN11 株はベンゼンをトルエ

ンに変換する経路で分解することが示唆された。ベンゼンで発現誘導を受ける遺伝子を解析し、

嫌気トルエン分解遺伝子群の近傍にメチル化酵素遺伝子を検出した。この遺伝子を大腸菌で発

現させベンゼンと反応させるとトルエンと考えられるピークが検出された。 

 
研究成果の概要（英文）：Intermediates formed during anaerobic benzene degradation by 
Azoarcus sp. DN11 was identified by gas chromatography/mass spectrometry. The data 
support initial methylation of benzene to toluene, followed by transformation to benzoate. 
Benzene-induced gene expression analysis suggested that there was a new methyltransferase 
gene near an anaerobic toluene degradation gene cluster. The overexpressed recombinant 
methyltransferase converted benzene to a metabolite that has the same retention time with 
toluene. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) ベンゼンはガソリンなどに含まれる最
も単純な構造の芳香族炭化水素である。ガソ
リンスタンドや石油化学工場等の地下貯蔵
タンクの破損事故で環境中に流出し土壌や
地下水汚染を引き起こす。毒性が強く発がん
性物質であることから速やかな浄化が望ま
れるが、ベンゼンで汚染された環境は嫌気状
態になるため分解され難くなり、長期間残留

することが知られている。嫌気環境下でのベ
ンゼン分解経路については複数の環境サン
プルを使って解析されており、嫌気ベンゼン
分解の初反応として、水酸化、カルボキシル
化、メチル化が提案されていた。 

 

(2) ガソリン汚染地下水から単離された硝
酸還元菌 Azoarcus sp. DN11 株は嫌気環境下
でベンゼン、トルエン、キシレンを分解・資
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化能を持つ。ベンゼンで汚染した地下水の浄
化(バイオレメディエーション)へ適用可能で
あることから、大手ゼネコンで DN11 株を使
った浄化法実用化の研究がすすめられた。 

DN11株は世界で2例目の嫌気ベンゼン分解
単離菌であったので、この株を用いれば嫌気
ベンゼン分解の分子機構が解明されると考
えられた。そこで、ゲノム解析を行い約 4.9Mb
の塩基配列を決定し、約 6,000の推定遺伝子
を確認した。またプロテオミクス解析を行っ
て、嫌気条件下でベンゼンにより発現誘導を
受けるタンパク質の存在を確認した。 

 

 

２．研究の目的 

嫌気ベンゼン分解菌 Azoarcus sp. DN11 株を
使用して、嫌気ベンゼン分解経路の解明及び
嫌気ベンゼン分解に関与する遺伝子の解析
を行うことを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 嫌気ベンゼン分解中間代謝産物の解析 
嫌気条件下でベンゼンと DN11 株を培養し、
その培養液を酢酸エチルで抽出後、シリル化
誘導体を作成し質量分析器付ガスクロマト
グラフ（GCMS）で解析する。検出された中間
代謝産物から嫌気ベンゼン分解経路を推測
する。 
 
(2) ベンゼン分解の候補遺伝子の探索 
嫌気ベンゼン分解に伴って発現する遺伝子
を Substrate-induced Gene Expression 
(SIGEX)法及び cDNAサブトラクション法で解
析する。SIGEX法では Green Fluorescence 
protein (GFP)発現ベクターを利用して DN11
株のゲノム DNA ライブラリーを作成し、ベン
ゼン添加時に GFP発現が誘導される大腸菌ク
ローンをフローサイトメーターで選択・回収
し挿入断片の塩基配列を解析する。 
cDNAサブトラクション法では、嫌気条件下
で安息香酸またはベンゼンで培養した DN11
株から RNAを抽出し、cDNAを合成、ベンゼン
RNAをテスター、安息香酸 RNAをドライバー
としてサブトラクションを行いベンゼンに
特異的な cDNAクローンを選抜しその塩基配
列を解析する。 
 SIGEX法および cDNA サブトラクション法
で得られた結果を DN11株ゲノムデーターベ
ースと照らし合わせ、嫌気ベンゼン分解に関
与すると考えられる遺伝子を同定する。 
 
(3) 候補遺伝子の異種発現と機能解析 
(2)の解析でベンゼン分解への関連が示唆さ
れた遺伝子の全長を PCRにより増幅し、大腸
菌の発現解析用ベクターにクローニングす
る。得られた大腸菌の形質転換体を遺伝子発

現誘導条件で培養し、SDSポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動法（SDS-PAGE）で導入遺伝子
の発現を確認すると共に、ベンゼンの変換反
応を FID付ガスクロマトグラフィーにより解
析する。また発現遺伝子の酵素活性を蛍光マ
イクロプレートリーダーにより測定する。 
 
 
４．研究成果 
(1)嫌気ベンゼン分解中間代謝産物の解析 
嫌気ベンゼン分解が起きている DN11 株の培
養 上 清 を GCMS で 解 析 し た と こ ろ 、
benzylsuccinate と安息香酸が検出された。
Benzylsuccinate 及び安息香酸は嫌気トルエ
ン分解の中間代謝産物であることから、DN11
株の嫌気ベンゼン分解経路はベンゼンのメ
チル化によりトルエンが生成される経路で
あることが示唆された(図 1)。 

DN11 株のゲノム解析より、DN11 株には嫌
気トルエン分解に関与する遺伝子群が 2セッ
ト(A; CR000087 - CR000119, B; CR001641 - 
CR001667)同定されている。従って、ベンゼ
ンからトルエンへの初期反応に関与する遺
伝子が同定できれば、嫌気ベンゼン分解経路
に関与する遺伝子群が特定できると考えら
れる。 
 

 
 
 
(2) SIGEX 法によるベンゼン誘導遺伝子解
析 
DN11株のゲノム DNAを制限酵素で 3-5kbに断
片化した後、GFP 発現ベクターに連結してゲ
ノムライブラリーを作成した。ライブラリー
の挿入断片に偏りのないことは制限酵素切
断パターンを解析して確認した。非特異的に
GFP を発現するクローンをフローサイトメー
ターで選択・除去し、残った細胞液にベンゼ
ンを添加して培養し、GFP 発現が誘導された
大腸菌クローンをフローサイトメーターで
選択・回収した。挿入断片配列の両端の塩基
配列を解析し、DN11 株ゲノム配列データーベ
ースと照らし合わせ挿入断片及びその近傍
に存在する推定遺伝子の内、発現誘導を受け
たと考えられる遺伝子の特定を行った。その
結果、好気芳香族炭化水素分解系遺伝子、嫌
気トルエン分解系遺伝子群（A;CR000087 - 
CR000119）、嫌気安息香酸分解系遺伝子群、



 

 

膜タンパク質遺伝子及び転写調節因子遺伝
子が検出された。 
 
(3) cDNA サブトラクション法によるベンゼ
ン誘導遺伝子解析 
嫌気条件下でベンゼンまたは安息香酸で培
養した DN11 株から RNA を抽出し、cDNA を合
成、ベンゼン RNA をテスター、安息香酸 RNA
をドライバーとしてサブトラクションを行
った。得られた cDNA クローンの塩基配列を
解析した結果、嫌気トルエン分解遺伝子、好
気ベンゼン分解遺伝子、転写調節因子遺伝子
が検出された。SIGEXおよび cDNAサブトラク
ションの結果を DN11 株ゲノム配列データー
ベースと照らし合わせたところ、嫌気トルエ
ン分解遺伝子群 Aに近接して存在するメチル
トランスフェラーゼ遺伝子（CR000122）が嫌
気ベンゼン分解の初期反応の候補遺伝子と
して特定された。 
 
(4) メチルトランスフェラーゼ遺伝子の異
種発現 
CR000122 遺伝子とその他いくつかのメチル
トランスフェラーゼ遺伝子を候補遺伝子と
して、両端に制限酵素認識配列を導入するよ
うに PCR 増幅、発現ベクターpET28 にクロー
ニングし、大腸菌内で発現誘導を行った。発
現タンパク質を SDS-PAGEで解析したところ、
予測されるサイズのバンドが確認されたが、
不溶画分に留まっていることが示唆された。
そこで低温誘導発現ベクターpColdIII にク
ローニングしシャペロンプラスミドを保有
する大腸菌で発現誘導を行うことで発現タ
ンパク質を可溶化させることに成功した(図
2)。 
 
 

 
 
(5) ガスクロマトグラフィーによるベンゼ
ン変換解析 
メチルトランスフェラーゼ CR000122 遺伝子

を発現させた大腸菌の細胞粗抽出液に
S-adenosylmethionine (SAM)とベンゼンを添
加して反応させ、ヘッドスペース成分をガス
クロマトグラフィーで解析したところ、トル
エンと同じリテンションタイムを持つピー
クが新たに出現することが確認された(図 3)。
このピークがトルエンであるかは GCMS 等で
確認する必要がある。 
 
 

 
 
 
(6) メチルトランスフェラーゼ酵素活性解
析 
メチルトランスフェラーゼ CR000122 遺伝子
を発現させた大腸菌の粗抽出液にベンゼン
を添加し SAM依存的なメチルトランスフェラ
ーゼ活性を蛍光法（380ex/520em）で測定し
た。その結果、メチルトランスフェラーゼ
CR000122 を発現しない大腸菌粗抽出液と比
較して、蛍光強度が 1.6～2.9 倍上昇した。
このことから、CR000122がベンゼンにメチル
基を添加する活性を持つと考えられた。今後
は 
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