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研究成果の概要（和文）： 

 2-ニトロ安息香酸分解菌 Pseudomons fluorescens KU-7 株の 2-ニトロ安息香酸走化性機構の
解明を試みた。その結果、2-ニトロ安息香酸走化性は、2-ニトロ安息香酸代謝依存的であるこ
と、2-ニトロ安息香酸走化性レセプター遺伝子(nbaY)は、2-ニトロ安息香酸培養時のみ誘導発
現することが明らかとなった。更に、nbaY 遺伝子を含む 2-ニトロ安息香酸分解系遺伝子群は、
2-ニトロ安息香酸そのものではなく、代謝中間体である 2-アミノ-3-カルボキシムコン酸-6-セ
ミアルデヒドにより誘導されることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We analyzed the mechanism of chemotaxis of Pseudomonas fluorescens strain KU-7 toward 
2-nitrobenzoate. We observed that the chemotaxis of strain KU-7 to 2-nitrobenzoate is 
metabolism-dependent and that the chemoreceptor gene nbaY is induced by growth on 
2-nitrobenzoate. Furthermore, the genes responsible for 2-nitrobenzoate metabolism, 
including nbaY, were found to be induced by the metabolic intermediate 2-amino-3- 
carboxymuconate-6-semialdehyde rather than 2-nitrobenzoate.  
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１．研究開始当初の背景 

 環境汚染物質の微生物分解についての研
究は、代謝中間体の同定, 分解酵素・遺伝
子の解析,分解制御機構の解明等、分解経路
に関することに主眼が置かれてきた。しか

しながら、バイオレメディエーションへの
応用を考えた場合、直接の分解経路以外の
因子も重要であり、以下に示す2項目は特に
重要である。 
・バクテリアは如何にして環境中で汚染物
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質を見つけるのか？（走化性） 
・バクテリアは如何にして汚染物質を細胞
内に取り込むのか？（輸送系） 
輸送系については、多くの芳香族化合物トラ
ンスポーターとその遺伝子が特定されてい
る。その背景には、トランスポーター遺伝子
が分解酵素遺伝子群近傍に存在するという
事実がある。一方の走化性についての研究は、
大腸菌において精力的に行われ、極めて詳細
なメカニズムまで明らかになっている。走化
性の機構については、まず、走化性レセプタ
ーが化学的刺激を受容し、その刺激が走化性
シグナル伝達系へ伝えられる。この結果、べ
ん毛の回転方向が切り替えられ、誘引応答
(正の走化性)・忌避応答(負の走化性)が見ら
れる。この機構において、運動性細菌が認識
できる走化性物質は、その細菌がどのような
走化性レセプターを持っているかによって
決まる。近年、ゲノム解析の結果から土壌細
菌は腸内細菌である大腸菌より、はるかに多
くの化合物を認識することが予測されてい
る。大腸菌が 6つの走化性レセプター遺伝子
をもつのに対し、多くの土壌細菌は十数〜数
十もの走化性レセプター遺伝子を有する。実
際、最近の研究で、多くの環境汚染物質分解
菌が、多様な化合物に対する走化性を有する
ことが明らかになってきた。このような土壌
細菌の走化性の多様性にかかわらず、芳香族
化合物を認識する走化性レセプターが同定
されている例は希であり、その発現制御機構
や基質認識特異性等詳細な情報は得られて
いない。その理由として、走化性レセプター
遺伝子が分解酵素遺伝子クラスター近傍に
存在しないこと、走化性レセプターのアミノ
酸配列をもとにレセプターが認識する化合
物を予測することが困難であることがあげ
られる。その中で申請者は、Pseudomonas 
fluorescens KU-7 株の 2-ニトロ安息香酸
(2-NBA)分解系遺伝子(nba)クラスター中に
走化性レセプター遺伝子(nbaY)を見出し、遺
伝子欠損解析により、nbaY が 2−NBA 走化性レ
セプター遺伝子であることを示している（J. 
Bacteriol. 2007, 189:3502–3514）。 
 
２．研究の目的 

 バイオレメディエーションに適用可能な
環境浄化細菌の開発のためには、直接の分解
経路以外の因子の解析も重要である。本研究
では、申請者が特に重要であると考える走化
性に的を絞り、P. fluorescens KU-7 株の
2-NBA 走化性機構の解析を中心に行った。 
(1)培地中での汚染物質の微生物分解には走
化性の有無が影響しないことから、これまで、
環境汚染物質に対する走化性は、あまり着目
されてこなかった。しかしながら、効率的な
バイオレメディエーション法の開発には、走
化性は重要なファクターとなる。というのも

汚染物質の分解は、分解菌が汚染物質と出会
って初めて進行するからである。培地中では、
分解菌と汚染物質の遭遇にはどのような制
限もないが、実際の環境中では様々な制限が
存在する。実際に、従来のバイオレメディエ
ーションでは、環境浄化細菌を環境汚染物質
に接触させるよう多くの工夫がなされてき
た。このとき、分解菌が正の汚染物質走化性
をもつ場合、汚染領域に積極的に集積して分
解が効率的に進む。逆に負の走化性をもつ場
合、汚染領域から逃げてしまうため分解は進
まない。そこで分解菌に正の走化性を付与で
きれば、または、負の走化性を除去できれば、
汚染領域に積極的に集積し、効率的に汚染物
質を分解する環境浄化細菌の開発が可能と
なる。このような環境浄化細菌育種において
重要となるのは、対象となる汚染物質を認識
する走化性レセプターである。分解菌に、正
の走化性レセプター遺伝子を導入すれば、汚
染物質に対する正の走化性を付与すること
ができる。一方、負の走化性に関与するレセ
プター遺伝子を破壊すれば環境汚染物質か
らの逃避を避けることができる。申請者が同
定した P. fluorescens KU-7 株の nbaY（J. 
Bacteriol.2007, 189:3502–3514）は、芳香
族化合物を認識する走化性レセプター研究
のための恰好の材料であり、本研究を通じ、
環境汚染物質に対する走化性を有する環境
浄化細菌を育種するための基礎的知見を得
ることを目的とする。 
(2)走化性レセプタータンパク質中の HCD と
呼ばれる領域は原核生物間で高度に保存さ
れており、走化性レセプター遺伝子は、HCD
配列をクエリーとしたBLASTサーチによりゲ
ノム配列から容易に検索することができる。
さらに、HCD 配列を基にプローブを作成すれ
ば、ゲノム配列が決定されていない菌株から
でも容易に取得可能であろう。しかしながら、
走化性レセプタータンパク質が認識する化
合物をアミノ酸配列をもとに特定すること
は困難である。そこで、配列をもとにしたレ
セプターの機能推定を可能にするための情
報を得るため、芳香族化合物を認識する新規
走化性レセプター遺伝子の取得を試みた。 
 

３．研究の方法 

(1)走化性アッセイ 
 ス ワ ー ム プ レ ー ト ア ッ セ イ 法 (J. 
Bacteriol.1994,176:6479–6488)およびドロ
ップアッセイ法（ J. Mol. Biol. 1994, 
238:173–186）により走化性を検出した。 
 
(2)遺伝子欠損変異株の構築 
 KU-7 株の nba 遺伝子欠損株の構築は、sacB
を利用したノンマーカー相同組換え法によ
り行った。遺伝子欠損カセットは、オーバー
ラ ッ プ PCR 法 （ J. Bacteriol. 



1997,179:6228–6237）により構築し、相同組
換え用ベクターpk19mobsacB に組み込んだ。
構築したプラスミドは、E. coli S17-1 をド
ナーとした接合伝達により KU-7 株に導入し
た。 
 
(3)転写解析 
 nba遺伝子の転写解析はRT-PCR法により行
った。トータル RNA は RNeasy Mini Kit
（Qiagen）を用い抽出・精製した。逆転写に
は PrimeScript Reverse Transcriptase（タ
カラバイオ）を、PCR には KOD –plus- DNA 
Polymerase（東洋紡）を用いた。 
 
(4)微生物の分離 
 芳香族化合物およびナフテン系化合物資
化性菌の単離は、各基質を唯一の炭素源とし
て含む人工海水培地IMK-SP (日本製薬) を用
いて、集積培養法により行った。海水サンプ
ルをメンブランフィルター (0.45μm) を用
いて濾過し、微生物を 500 倍程度に濃縮した
ものを接種サンプルとした。分解菌の単離は、
常法(FEMS Microbiol. Lett. 2012, 327:142- 
147)に従った。 
 

 

 

図 1. KU-7 株の 2-NBA 代謝経路と分解系遺伝子群 

 

４．研究成果 
(1)2-NBA分解系遺伝子欠損株の2-NBAに対す
る走化性 
①ΔnbaR 株の 2-NBA に対する走化性 
 P. fluorescens KU-7 株の 2-NBA 走化性レ
セプター遺伝子は、2-NBA 分解系クラスター
中に存在する nbaY であることが示されてい
る。また、2-NBA 分解系酵素遺伝子は、2-NBA
培養により誘導され、その制御遺伝子として
nbaR が同定されている。そこで、走化性の
nbaR 依存性を調べるため、nbaR 遺伝子欠損
株（ΔnbaR 株）を構築し、2-NBA に対する走
化性を調べた。その結果、ΔnbaR 株は 2-NBA
に対する走化性を示さなかったことから、
nbaY は nbaR により制御されていることが示
唆された。 
②ΔnbaA 株の 2-NBA に対する走化性 
 安息香酸や p-ヒドロキシ安息香酸などの
芳香族カルボン酸に対する走化性では、芳香

族カルボン酸そのものではなく代謝中間体
が誘引物質となっていることから、KU-7 株の
2-NBA 走化性も代謝中間体が誘引物質になっ
ている可能性を考え、初発酵素遺伝子 nbaA
遺伝子欠損株(ΔnbaA 株)を構築し、2-NBA に
対する走化性を調べた。その結果、ΔnbaA 株
は 2-NBA に対する走化性を示さなかった。さ
らに、ΔnbaA 株の NbaC 活性を測定したとこ
ろ、活性が検出されず、2-NBA 分解系の誘導
物質は 2-NBA そのものではなく、代謝中間体
であることが示された。これらの結果より、
KU-7株の2-NBA走化性を分子レベルで理解す
るためには、発現制御系を解明する必要があ
ると考えた。 
 
(2)2-NBA 分解系の真の誘導物質の同定 
 2-NBA 分解系の誘導物質は 2-NBA そのもの
ではなく、代謝中間体であることが示された
ことから、nbaB,C,D,E 欠損株を構築し、それ
ぞれの変異株における NbaA 活性により遺伝
子の誘導性を検討し、真の誘導物質の特定を
試みた。その結果、ΔnbaB およびΔnbaC 株
では、NbaA 活性が検出されず、ΔnbaD およ
びΔnbaE 株では、NbaA 活性が検出されるこ
とから、NbaD の基質である 2-アミノ-3-カル
ボキシムコン酸-6-セミアルデヒド(ACMS)が
真の誘導物質であることが明らかとなった。 
 
(3)nbaY の転写解析 
 RT-PCR 法により、nbaY 遺伝子の誘導性を
解析した結果、nbaY は、nbaA, nbaB 同様 2-NBA 
で誘導した場合のみ転写されていることが
明らかとなった(図 2)。さらに、nbaYはΔnbaR
株では、2-NBA 誘導条件下においても転写さ
れておらず、nba 酵素遺伝子群と同様に NbaR
により制御されていることが明らかとなっ
た。さらに、RT-PCR により転写単位を調べた
結果、nbaY は nbaA とオペロンを形成してい
ることが明らかとなった(図 3)。次に、ΔnbaA, 
B, C, D 株における nbaY 遺伝子の転写を調べ
た結果、nbaY 遺伝子は、ΔnbaA, B, C 株で
は転写されておらず、ΔnbaD 株では転写され
ていた。これらの結果より、nbaY 遺伝子も
2-NBA そのものではなく、ACMS により誘導さ
れることが示された。 
 

 
図 2. RT-PCR による nba 遺伝子の誘導性解析 

  +,2-NBA 誘導; −,非誘導 

 
 



 
図 3. RT-PCR による nba 遺伝子群の転写単位解析 

 
 
(4)新規走化性レセプター遺伝子の検索と解
析 
①申請者はBurkholderia sp. KU-46株の2,4-
ジヒドロキシ安息香酸分解系遺伝子クラス
ターおよび Pseudomonas sp. HI-70 株のシク
ロドデカノール分解系遺伝子クラスター中
に走化性レセプター遺伝子が存在すること
を見出している。そこで、これらレセプター
が認識する化合物を同定するため、KU-46 株
については、2,4-ジヒドロキシ安息香酸、
HI-70 株については、シクロドデカノールに
対する走化性を調べた。その結果、両菌株と
もコハク酸やカザミノ酸に対しては走化性
を示したが、目的化合物には走化性を示さず、
分解系遺伝子中に存在するレセプター遺伝
子産物が認識する化合物を同定するには至
らなかった。 
②データベース解析により、ジニトロトルエ
ン(Burkhokderia cepacia R34 株)、ニトロト
ルエン(Acidovorax sp. JS42 株)、ニトロベ
ンゼン(Comamonas sp. JS765 株)分解系遺伝
子クラスター中にも走化性レセプター遺伝
子が見出された。このことから、芳香族ニト
ロ化合物分解系遺伝子クラスター中には、高
頻度で走化性レセプター遺伝子が存在する
のではないかと考え、芳香族ニトロ化合物走
化性レセプター遺伝子の取得・解析を目的と
し、Burkholderia 属および Cupriavidus 属細
菌の 2-NBA 分解系遺伝子、Burkholderia 属細
菌の 4-ニトロフェノール分解系遺伝子の取
得・解析を試みた。その結果、全ての菌株に
おいて目的化合物の分解系遺伝子クラスタ
ーの取得に成功したが、それら遺伝子群近傍
には、走化性レセプター遺伝子は見出せなか
った。 
③海洋性細菌の走化性については、不明な点
が多い。走化性の解析・走化性レセプター遺
伝子の取得に供する海洋性細菌を取得する
目的で、芳香族化合物およびナフテン系化合
物分解性海洋細菌の分離を試みた。対象化合
物としては、フェノール、フタル酸、シクロ
ヘキシル酢酸、シクロヘキサンカルボン酸等
を用いた。その結果、多くの運動性を有する
分解菌が得られた。運動性の分解菌について、
スワームプレートアッセイ法で分離基質に
対する走化性を調べた結果、培地成分に対し

て走化性を示す菌株が多く存在し、分離基質
に対する明確な走化性を検出できなかった。
今後、ドロップアッセイ法などの手法で走化
性を調べる予定である。 
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