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研究成果の概要（和文）：　典型的な好気性従属栄養環境細菌Sphingobium japonicum UT26株でadhX遺伝子が高発現す
ると大気中のCO2を取り込みながら炭素源非添加無機培地で生育可能となる現象を見出した。さらに、adhX高発現株の
トランスポゾン変異株ライブラリーの解析により、ピルビン酸/リン酸ジカイネース、アセチルCoAシンテターゼ、イソ
クエン酸リアーゼをコードすると推定される遺伝子が本表現型に必須であることを明らかにし、UT26株の全ゲノム配列
情報も利用して、PPCによるCO2固定を伴うグリオキシル酸回路が超低栄養条件下での同化過程として機能している可能
性が高いという重要な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：An aerobic and heterotrophic bacterium Sphingobium japonicum UT26 shows oligotroph
ic growth phenotype, i.e., growth on minimal salt medium without the supply of any carbon source, by the o
ver expression of the adhX gene. Transposon mutagenesis toward the UT26 variant over-expressing the adhX g
ene and the subsequent analysis of the mutants demonstrated that the putative acetyl-CoA synthetase, pyruv
ate/phosphate dikinase, and isocitrate lyase genes are necessary for the oligotrophic phenotype. By combin
ing with the genome information of UT26, it was strongly suggested that glyoxylate cycle accompanying with
 the CO2-fixation process catalyzed by phosphoenolpyruvate carboxylase is involved in the oligotrophic phe
notype of the UT26 variant.
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１．研究開始当初の背景 
 
 自然環境の大部分は極貧栄養状態であり、
環境中に棲息する微生物においては当該環

境への適応戦略が、環境中での生育のために

極めて重要である。特に地球表層環境に広く

棲息する好気性従属栄養細菌では、炭素源と

なる有機物の確保と有効利用は必須であり、

低栄養環境下では、一般に、「低栄養条件」

を察知し、緊縮状態あるいは休眠状態になる

ことで、生命活動によるエネルギー消費を最

小限に抑えて堪え忍んでいると考えられて

おり、限られた栄養条件下での生育を支える

分子機構として、ppGppが緊縮制御因子(アラ
ーモン)として関与する緊縮制御などの解明
が進んでいる。しかし、極めて少ない栄養を

有効に利用して生育可能であれば、細菌には

更に有利であり、そのための適応機構の存在

も予想される。実際、環境試料からの微生物

培養時には、通常用いられる富栄養培地をそ

のままの濃度で用いるよりも、数倍から 100
倍程度希釈して用いる方が適している。すな

わち、極貧栄養条件下での生育は大多数の環

境細菌が本来備えている機能であると推定

されるが、科学的再現性の困難さもあり、こ

の観点に着目して、極貧栄養環境下での生育

機構解明を目的とした研究はない。 
	 一方、申請者らは長年、環境汚染物質であ

る有機塩素系殺虫剤γ-hexachlorocyclohexane 
(γ-HCH)を唯一炭素源として生育・資化する
好気性従属栄養細菌 Sphingobium japonicum 
UT26 株を対象とし、本菌株γ-HCH 分解代謝
系を解明する研究に従事してきた。一連の研

究過程で UT26 株の突然変異株を取得し、
γ-HCH を唯一炭素源として加えた無機培地
（W培地）で野生株に比べて見かけ上の高い
γ-HCH 分解活性を発揮する誘導体株を取得
した。これら突然変異株は富栄養培地でも容

易に培養できたが、野生株と異なり、有機炭

素源非添加の無機寒天培地でも、コロニー形

成能を十分に視認できる性質を獲得してい

た。UT26 株では遺伝子操作系確立と全ゲノ
ム配列決定が完了していることから、「極貧

有機炭素源条件下での生育」を支える分子機

構の解明に適した研究対象と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
	 これまでの研究で、(a)上記突然変異株が大
気中 CO2を固定していること、(b) 特定アル
コールデヒドロゲナーゼホモログ(AdhX)高
発現が本表現型の要因となり得ること、を解

明した。さらに、(c) adhX 高発現 UT26 誘導
体株から、極貧栄養環境下での生育能を再び

喪失したトランスポゾン突然変異株を取得

し、トランスポゾン挿入部位を同定すること

で、大気中 CO2の固定に関与している可能性

のある候補遺伝子を同定した。これら研究を

更に詳細に進めて、広範な好気性従属栄養環

境細菌群が有する新規な CO2固定能、および

極貧環境下での生育機構の詳細を解明する

ことが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
	 α-proteobacteriaに属して好気性の従属栄養
細菌である Sphingobium japonicum UT26株の
トランスポゾン突然変異体ライブラリーを

構築し、W無機培地 (KH2PO4, 1.7 g; Na2HPO4, 
9.8 g; (NH4)2SO4, 1.0 g; MgSO4, 48.7 mg; FeSO4, 
0.52 mg; MgO, 10.75 mg; CaCO3, 2.0 mg; 
ZnSO4, 0.81 mg; CuSO4, 0.16 mg; CoSO4, 0.15 
mg; H3BO3, 0.06 mg: per liter)に炭素源として
コハク酸を添加した寒天培地での生育は良

好だが、γ-HCH 添加 W 無機寒天培地上で生

育が不能或いは著しく低下した誘導体株の

選択により、γ-HCH分解代謝関連遺伝子群の
同定・解析を実施してきた。その際に、γ-HCH
添加寒天培地上で野生株よりも生育が良好

で、見かけ上γ-HCH分解活性が上昇した突然
変異株も複数取得した。当該突然変異株は、

野生株が全く生育しない炭素源非添加 W 無

機寒天培地でもコロニーが可視できるほど

の生育をみせたことから、γ-HCH資化能向上
株ではなく、極貧有機炭素源条件下で良好に

生育する変異株であると強く示唆された。さ

らに、これに続く予備的実験結果より、当該

変異株は、(a) 野生株に比べて放射性ラベル
した 14CO2を効率的に生体成分として固定し

ていること、(b) 複数の突然変異株において、
adhX 上流域にトランスポゾンが挿入されて
おり、adhX高発現が極貧有機炭素源条件で良
好に生育する表現型の要因となり得ること、 
(c) adhX高発現株を更にトランスポゾン挿入
で変異を誘発した誘導体株の中には、極貧有

機炭素源条件下で生育不能になった株が存

在すること、を明らかにした。そこで、本研

究では、特に「UT26株で adhX遺伝子が高発
現すると炭素源非添加無機培地で生育可能

となる現象」に着目し、（１）有機炭素源非

添加無機培地で生育する突然変異株の解析、

（２）adhX遺伝子の機能解析、（３）adhX遺
伝子高発現株のトランスポゾン突然変異株

の解析、を実施した。 



	 
４．研究成果	 
	 

（１）有機炭素源非添加無機培地で生育する

突然変異株の解析 
 
	 有機炭素源非添加無機培地で良好に生育

する UT26 株のトランスポゾン突然変異株の
うち、複数の突然変異株において、adhXの上
流域にトランスポゾンが挿入されており、ト

ランスポゾン上に存在する構成的なプロモ

ーター活性で adhX が高発現することが、当
該表現型の原因となっていることが予想さ

れた。そこで、UT26 株中で構成的に高発現
するプロモーター支配下の adhX 遺伝子を広
宿主域ベクターを利用して UT26 株に導入し
たところ、当該表現型を示した。さらに、定

量 RT-PCRを実施し、当該表現型を示す変異
株では、adhX遺伝子が野生株に比べて高発現
していることを明らかにした。一方、adhX遺
伝子高発現株でも、元のトランスポゾン突然

変異株と同様に、大気中の標識 CO2の取り込

みが観察された。以上の結果から、UT26 株
において、adhX 遺伝子が高発現することで、
大気中の CO2 の固定を伴って有機炭素源非
添加無機培地でコロニー形成すると結論し

た。 
 
（２）adhX遺伝子の機能解析 
 
	 AdhX は推定アミノ酸配列の相同性解析か
ら、NAD依存的アルコールデヒドロゲナーゼ
活性、あるいはホルムアルデヒドジスムター

ゼ活性を有することが予想され、それら活性

に必要なアミノ酸残基も保存されている。そ

こで、これら保存アミノ酸残基に部位指定変

異を導入した変異型 adhX 遺伝子を複数作製
し、(a) 大腸菌で発現させた変異型 adhX産物
の酵素活性、(b) 変異型 adhX遺伝子を高発現
させた UT26 誘導体株での当該表現型発揮の
有無を検討した。その結果、adhX遺伝子産物
のアルコールデヒドロゲナーゼ(ADH)活性に
必須と推定されるアミノ酸残基に変異を導

入した変異型 adhX高発現株では、ADH活性
が低下し、AdhXが ADH活性を有することが
示された一方で、ADH活性が低下した株でも
当該表現型に変化はなく、ADH活性自身は当
該表現型と無関係である可能性が示唆され

た。しかし、本解析に用いた株は、染色体に

野生型の adhX 遺伝子を有しており、これが
当該活性に影響を及ぼした可能性も否定で

きない。今後、野生型の adhX 遺伝子を完全

欠失した株で同様の実験を行い、AdhX 機能
と当該表現型との関係を解析する必要があ

る。 
 
（３）adhX遺伝子高発現株のトランスポゾン

突然変異株の解析 
 
	 adhX 高発現株のトランスポゾン変異株ラ
イブラリーを作製し、約 3,000 株のスクリー
ニングの結果、当該表現型に変異を持つ株を

７株取得した。うち３株のトランスポゾン挿

入部位を同定し、当該表現型に関与する候補

遺伝子として、推定 acetyl-CoA synthetase 遺
伝子、推定 pyruvate/phosphate dikinase遺伝子、
推定 isocitrate lyase 遺伝子を得た。さらに、
これら候補遺伝子の再破壊と相補実験を実

施し、有機炭素源非添加無機寒天培地上での

生育と大気中CO2の取り込みを検討した結果、

これら３つの遺伝子が本表現型に実際に関

与している結果を得た。これら遺伝子産物は、

TCA 回路の派生あるいは関連経路を触媒す
る酵素であり、UT26 株の全ゲノム配列情報
も利用して、phosphoenolpyruvate carboxylase 
(PPC) によるCO2固定を伴うグリオキシル酸

回路が超低栄養条件下での同化過程として

機能している可能性が高いという重要な知

見を得た。 
 
（４）総括 
 
	 本研究を通じて、好気性従属栄養細菌が有

機炭素源非添加無機寒天培地上で生育可能

になるという現象に関して、PPCによる CO2

固定を伴うグリオキシル酸回路が超低栄養

条件下での同化過程として機能している可

能性が高いという重要な知見を得ることが

できた。残念ながら、研究期間内に AdhXの
機能を含めて機構の詳細の解明には至らな

かったが、複数の鍵遺伝子の同定と仮説の提

唱ができたことから、当初の目的はほぼ達成

できたと考えている。本研究で得られた成果

は、現時点では学術雑誌に未発表のものも含

まれるが、これらについては今後発表してい

く予定である。 
	 また、本研究で扱った環境細菌を対象とし

た関連研究に関する成果も得られた。今回の

科学研究費の受領が研究代表者らの行って

いる環境細菌に関する一連の研究をさらに

進展させる上で多大な援助になったことは

いうまでもなく、ここに心から感謝の意を表

したい。また、本研究に携わった大学院学生

および研究協力者の諸氏にもこの機会にあ



わせて謝意を表したい。 
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