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研究成果の概要（和文）： 

 汚染土壌での汚染物質微生物分解の実体と本生態系での微生物の適応様式の解明をめざし、
環境汚染物質を人為的に添加した閉鎖系土壌をモデル系として、(a)土壌のメタゲノムの生物情
報学解析と、(b)実際に分解能を示す各種分解酵素遺伝子群の取得・解析を経時的かつ同時平行
的に実施した。この結果、汚染化に伴う棲息細菌集団と各種分解酵素遺伝子群等の変動様式を
明らかにし、汚染物質分解に関与したと示唆された遺伝子群とその由来細菌属を提示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Soil microbial communities play very important role in the bioremediation of chemical pollutants. To 

investigate how such a community responded to and degrade the pollutants, time series analysis of the 

community in an artificially polluted and closed soil system was carried out by metagenomic sequencing 

of the community in conjunction with the isolation and characterization of the genes and bacterial strains 

able to degrade the pollutants. Our analysis strongly suggested the crucial catabolic genes and their host 

genera involved in the bioremediation in the polluted soil. 
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１．研究開始当初の背景 

 有害化学物質で土壌が汚染された際、環境
浄化における土壌棲息細菌集団の役割は非
常に大きく、実際、多くの環境汚染物質分解
細菌株が汚染土壌から取得されている。これ
らの細菌株は、バイオレメディエーション候
補株として、また、微生物の迅速な環境適
応・進化機構の解明のモデルとして国内外で

盛んに研究が行われ、学術的に新規性のある
数々の重要な知見が提示されてきた。ただ、
現在までの環境汚染物質分解細菌の研究は、
汚染物質を炭素源として完全分解できる単
離菌株の実験室系での詳細な研究が中心で
あり、(a)環境に棲息する 99％以上の細菌は既
存手法では培養困難であること、(b)汚染環境
由来単離菌株の汚染物質分解という機能発
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現は、実験室系と複雑な複合生物系である自
然環境とでは明瞭に異なること、そして、(c)

汚染環境で少数派の微生物が汚染物質分解
の中核を担う例が希でないこと、が判明しつ
つある。また、(d)汚染環境での 2 種以上の微
生物による汚染物質の完全分解が推測され
ている。従って、自然界における環境汚染物
質分解微生物の持つ分解酵素遺伝子の存在
様式や機能発現、共存微生物との相互作用に
よる汚染物質の分解、という根源的問題を解
決する必要があり、この解決は生態系での汚
染物質微生物分解の真の実体と汚染生態系
での微生物の適応・進化の提示のみならず、
実際の環境浄化への微生物の着実かつ効率
的な利用に不可欠で重要な基盤的知見の提
示に繋がる。ただ、これら根源的問題解明を
めざす研究を開放生態系である実際汚染環
境で実施した例は数多くあるが、開放生態系
では、その生物的並びに非生物的な多種環境
因子の量的並びに質的変動の予期が極めて
困難であり、学術的に再現性・信頼度の高い
研究成果の取得が極めて困難であった。 
 

２．研究の目的 

 上記のような背景を踏まえ、環境汚染物質
を添加した閉鎖系土壌をモデル系として、棲
息細菌とその集団の変動様式、これら細菌集
団由来の複数分解酵素遺伝子群の構造と量
的変動様式、そして、分解細菌を含む棲息細
菌集団の汚染物質に対する適応・進化様式、
の時間軸に伴う全体像を様々な微生物学的
手法を有機的に組み合わせ検討し、これら結
果を統合して、汚染生態系での汚染物質微生
物分解の実体と本生態系での微生物の適
応・進化様式の提示を目的とした。具体的に
は、3 種環境汚染物質(多環芳香族化合物のフ
ェナントレン、PCB 代替化合物としてビフェ
ニル、ダイオキシン代替化合物としてカルバ
ゾール)を同時添加した閉鎖系土壌をモデル
系として、(a)土壌のメタゲノムの生物情報学
解析と、(b)実際に分解能を示す各種分解酵素
遺伝子群の取得・解析を経時的かつ同時平行
的に実施することで、棲息細菌集団と各種分
解酵素遺伝子群等の汚染化による変動様式
を総合的に解析し、土壌細菌集団の人工的環
境汚染物質添加に対する適応様式の解明を
めざした。 
 
３．研究の方法 

 本研究に先立ち、特定土壌を前述 3種環境
汚染物質に同時添加した閉鎖系土壌と対照
として非添加の閉鎖系土壌に関して、(a)添加
汚染物質の残存量解析、(b)広範な環境に存在
することが判明していた既知分解酵素遺伝
子群の検出と定量化、(c) PCR-DGGE 法や 16S 

rRNA 遺伝子配列決定による菌叢変動検討、
そして、(d)汚染直前と汚染後の 6 並びに 12

週目に調製したメタゲノムでの大規模な 16S 

rRNA 遺伝子配列決定とショットガンシーケ
ンシングを Illumina 社と Roche 社の各シーケ
ンサーを用いて実施してきた。本研究では以
下の手法により研究を実施した。 

(1) メタゲノムの塩基配列決定による解析 

 汚染後 1、3、24 週目土壌並びに対照非汚
染土壌由来メタゲノム DNA 試料での、大規
模な 16S rRNA 遺伝子配列決定と上記の各シ
ーケンサーを用いて実施した。この結果、既
に決定していた汚染直前と汚染後 2 時点で調
製して塩基配列を解読していたメタゲノム
DNA 試料も含めた計 11 試料について、16S 

rRNA 遺伝子配列とランダム塩基配列が得ら
れた。16S rRNA 遺伝子に関しては、RDP デ
ータベース(DB)を基本として自ら構築した
in-house DB を用いた相同性検索により、属以
上レベルでの菌叢解析を行い、時間経過に伴
う細菌叢変動様式を提示した。変動が激しか
った属細菌については、その絶対数の増減の
検討を、保存してあった土壌から新たに調製
したメタゲノムと属特異的 16S rRNA 遺伝子
プライマーを用いた PCR で実施した。ランダ
ム塩基配列に関しては NCBI-nr DB を用いた
相同性検索を行い、相同性検索で見出した
様々な機能遺伝子全てについて、クーリエに
した各遺伝子の長さで補正を加え、各メタゲ
ノム試料での相対量の変動様式を提示した。
また、相同性を示した各遺伝子について、
KEGG DB を用いた検索により、当該遺伝子
の(a)由来する細菌属、(b)支配する代謝酵素・
経路、そして、(c)経時的な量的変動、を検討
した。 

 

(2) 分解機能発揮可能な汚染土壌由来酵素遺
伝子の取得と解析 

 フェナントレンやビフェニル、カルバゾー
ルの初発水酸化酵素で実際に分解機能発揮
可能な汚染土壌由来酵素遺伝子を遺伝学的
手法で取得するために、やはり多環のナフタ
レンの完全分解環境細菌からその初発水酸
化酵素遺伝子を破壊した誘導体株を受容菌
にして、メタゲノムのコスミドライブラリー
を形質転換し、インドールからインディゴ産
生能を獲得した転換体を取得した。転換体内
コスミド支配のインディゴ産生能を司る遺
伝子の特定と既知遺伝子に対する新規性、周
辺遺伝子群構造の解明、そして、(1)で得たメ
タゲノムのラインダム塩基配列との相同性
検索によるメタゲノム内での経時的変動の
検討を行った。 

 

(3)汚染土壌由来の汚染物質分解細菌株の取
得と解析 

 フェナントレンを完全又は部分分解可能
な細菌は本化合物添加寒天培地でコロニー
周辺にクリアゾーンを形成する。冷凍保存し



ていた汚染土壌由来の微生物集団を本培地
に塗布し、クリアゾーン形成菌株を単離した。
また、フェナントレンまたはビフェニルを添
加した無機最小液体培地に微生物集団を接
種後、集積培養することで、いずれかを炭
素・エネルギー源にできる菌株の取得を実施
した。単離菌株の分類学的同定と既知分解酵
素遺伝子の有無を検討し、一部菌株に関して
はゲノムのドラフト塩基配列を決定した。 
 

(4) 滅菌化土壌への既得微生物集団の移植と
集団組成の変動 

 ガンマ線滅菌化土壌に、汚染化土壌から回
収していた微生物集団を接種後、一定期間の
馴養を経て、3-クロロ安息香酸(3CB)を汚染物
質として添加、さらに本汚染土壌で培養した。
集団接種後で 3CB 添加の前と後の複数時点
での土壌メタゲノムを調製し、各時点でのメ
タゲノムの 16S rRNA 遺伝子群を大規模決定
し、菌叢の変動解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) メタゲノムの塩基配列決定による解析 

 汚染土壌と対照としての非汚染土壌のメ
タゲノム 11試料の 16S rRNA遺伝子の大規模
塩基配列解析で、汚染後 1 週目から急激な菌
叢変動が汚染土壌でのみ認められ、検討した
24 週目まで - プロテオバクテリアの
Burkholderia 属細菌が優占菌群となったが、
その後の本属細菌の相対的割合は減少し、24

週目には汚染前の菌叢構成への回帰傾向が
認められた。また、汚染後の 3 週目以降に始
まる汚染物質分解が盛んな 6 週目にはグラム
陽性の Mycobacterium 属細菌の割合が上昇し
ていた特徴を見出した。定量 PCR を用いた検
討で、土壌での上記両属細菌数の絶対的増加
を示した。また、一度優占化した Burkholderia

属細菌の減少は、多環芳香族微生物分解時に
生じる活性酸素が Burkholderia 属細菌溶原化
ファージ DNA の切り出しと溶菌サイクルを
誘導し、宿主細菌を殺すことに起因すると推
測された。一方、メタゲノムのランダム配列
の大規模塩基配列解析で、全リードの約 1/4

は何らかの細菌遺伝子に帰属できたが、汚染
化で大きく変動する代謝パスウェイ帰属遺
伝子群並びに変動しない代謝パスウェイ帰
属遺伝子群が見出され、土壌微生物集団は遺
伝情報ポテンシャルを減少させることなく
迅速に汚染環境に適応していたと示唆され
た。一方、6 週目において、フェナントレン
とビフェニルの初発分解酵素遺伝子の相対
的 存 在 量 が 最 も 高 く 、 そ の 多 く は
Mycobacterium 属由来遺伝子と想定された。
ただ、初発分解以降の更なる分解に関わる酵
素群の遺伝子は Burkholderia 属細菌由来と推
定され、汚染物質の完全分解への異なる細菌
門による協調分解が示唆された。また、汚染

後 3 週経過以降にカルバゾールの微生物分解
が認められたが、その既知初発分解酵素遺伝
子と相同性を示す遺伝子は経時的調製メタ
ゲノム試料で検出できず、汚染化土壌での本
化合物初発分解には未知微生物酵素が関与
したと強く示唆された。 

 

(2) 分解機能発揮可能な汚染土壌由来酵素遺
伝子の取得と解析 

 ナフタレン完全分解環境細菌の初発水酸
化酵素遺伝子を破壊した誘導体株を受容菌
にして、汚染土壌由来メタゲノムのコスミド
ライブラリーを形質転換し、インドールから
インディゴ産生能を獲得した 29 の転換体を
取得した。これらコスミド上のインサートに
はナフタレン分解初発水酸化酵素遺伝子と
相同性を示す DNA 領域は存在しなかった。5

つのコスミド上のインサートの全塩基配列
の決定とインディゴ産生能に関わる遺伝子
を特定した。当該遺伝子を用いたサザン解析
から、29 コスミド上のインサートは 4 種の異
なる DNA に分類できた。そして、4 つのイン
ディゴ産生能に関わる遺伝子のうちの 3 つと
その周辺遺伝子群は、それぞれフェノール、
ナフトエ酸、3-ヒドロキシビフェニルやその
類縁化合物の分解に関与することが判明、或
いは示唆された。これら遺伝子産物のフェナ
ントレンやビフェニル、カルバゾール分解能
の更なる詳細な検討が必要であるものの、4
コスミド由来インサートは、汚染土壌で 3化
合物分解が著しい時期由来のメタゲノムに
のみ大幅な量的上昇が認められたことから、
当該汚染土壌でのこれら化合物の分解への
関与が強く示唆された。 

 

(3)汚染土壌由来の汚染物質分解細菌株の取
得と解析 

 汚染土壌由来でフェナントレン分解が始
まってからの異なる時期の微生物集団の中
からを完全又は部分分解可能な細菌株を単
離した。Mycobacterium、Paenibacillus、Dyella

属に分類されたこれら株のゲノムドラフト
塩基配列を Roche 社シーケンサーで解読した。
また、上記微生物集団をフェナントレンまた
はビフェニルを添加した無機最小液体培地
に接種、集積培養し、ビフェニル完全分解細
菌の取得にも成功した。一方、汚染土壌の異
なる時期を微生物集団から、Burkholderia 属
細菌の選択的単離が可能な固体寒天培地を
用いて本属細菌を 50 株以上単離し、
Multi-locus sequence analysis 法で種レベルで
の分類学的同定を行った結果、異なる時期で
は単離 Burkholderia 属細菌株群は異なること
を示した。この知見は、メタゲノムでの 16S 

rRNA 遺伝子配列決定における種レベルでの
本属細菌の相対的組成の変動様式と矛盾し
なかった。 



 

(4) 滅菌化土壌への既得微生物集団の移植と
集団組成の変動 

 一定環境から回収した微生物集団の様々
な滅菌化環境への「移植」とその後の菌叢並
びに遺伝子レパートリーの変動解析は、本研
究で得られた上記成果の信頼性や再現性、変
動規定環境要因の明示に繋がると期待した。
本研究の一貫使用土壌の滅菌化試料に、汚染
化土壌由来微生物集団の移植とその後の約 1

ヶ月の馴養化後、汚染物質として 3-クロロ安
息香酸(3CB)の添加し、経時的な菌叢変動を
16S rRNA 遺伝子大規模決定で実施した。移
植後には増殖速度の速い Burkholderia を含む
細菌属が優占化したが、これら属の割合はそ
の後減少し、1 ヶ月後に菌叢は安定化した。
また、3CB 添加後 4 日以内に菌叢の大幅変動
がおき、1 ヶ月後でも菌叢安定化は認められ
なかった。このような移植実験の成果は、上
記の信頼性や再現性、変動規定環境要因の明
示に向けた基盤の確立を示すものであった。 
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