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計画研究：比較ゲノム

環境修復・環境生態に関する先導的ゲノム研究

●津田　雅孝 1)　◆福田　雅夫 2)　◆小川　直人 3)　◆南澤　究 1)

1) 東北大学大学院生命科学研究科　　2) 長岡技術科学大学工学部　　3) 静岡大学農学部

＜研究の目的と進め方＞
各種有機化合物の分解能が強い環境細菌は、生態系での円滑な

物質循環に必須の構成員であり、難分解性化合物で汚染された環
境の修復にも重要な役割を果たすが、多様な自然環境でその生物
機能を、実験室環境とは異なる様式で発現している。本研究では、
環境汚染物質も含む多様な化合物分解能や地球規模での炭素・窒
素循環に関与する環境細菌を対象にして、実験室系と生態系での
ゲノム情報発現の相違を規定する要因の提示とゲノムと環境の相
互作用を解明する。具体的には、グラム陰性で多様な有機化合物
分解能を持つ Burkholderia multivorans、グラム陽性で PCB や様々
な環境汚染芳香族化合物分解能を持つ Rhodococcus jostii、そして
ダイズ根粒菌 (Bradyrhizobium japonicum) の互いに進化系統的関係
が低い 3 菌株を用い、以下の研究を進める。(1) 実験室系でのゲ
ノム情報発現とその制御ネットワークの解明：各種炭素源分解資
化能の発現制御ネットワークを主たる対象にして、レポーター遺
伝子やマイクロアレイを用いた解析等で解明し、環境シグナル伝
達の分子機構の全容を提示する。(2-1) 生態系でゲノム情報発現
を解析する技術構築 : 本研究での統一土壌に接種した菌株のゲノ
ム情報発現検討のため、土壌特異的発現遺伝子群と土壌での生存・
増殖に必須な遺伝子群の遺伝学的カタログ化に各々適した IVET
と STM の構築を行うとともに、本土壌接種菌株由来の全 RNA
抽出技術を構築する。(2-2) 自然生態系でのゲノム情報発現とそ
の制御ネットワークの解明 : 統一土壌を用いた IVET と STM で
取得する遺伝子の機能の実験室系と土壌での役割を提示する。ま
た、統一土壌から抽出した RNA を用いてゲノム情報発現の解析
を行い、実験室系の結果と比較し、相違を規定する環境因子と細
菌因子を提示する。さらに本年度第 4 四半期から、(3) 閉鎖系の
統一土壌に環境汚染物質添加という環境要因変動付与時の微生物
遺伝子プール変動をメタゲノム的観点から解析する。
＜ 2007 年度の研究の当初計画＞

(1) 実験室系でのゲノム情報発現の検討
(1-1) B. multivorans ではマイクロアレイ解析等で、各種芳香属

化合物を含む様々な炭素源や鉄濃度などの変動によるゲノム情報
発現変動を、野生型株と統括的制御因子変異株で検討し、ゲノム
情報発現への各種環境変動の情報伝達様式を提示する。

(1-2) R. jostii では、PCB/ ビフェニル分解 (bph) 遺伝子群をは
じめとする各種遺伝子のグルコースによる転写抑制の分子機構
を、グルコース存在下の情報伝達様式の解明に主眼を据えて、検
討する。

(1-3) ダイズ根粒菌では、リグニンモノマー分解能の解析過程
で見出した C1 代謝経路の分子機構の解明と根圏土壌に存在する
とされる C1 化合物の資化能を検討する。

(2) 生態系でゲノム情報発現解析技術の構築と適用
(2-1) B. multivorans 土壌特異的発現遺伝子候補について、その

発現検出系を野生型株で再構築して土壌特異的発現を検証後、こ
の発現様式を規定する物理的並びに化学的要因を検討する。一
方、土壌での生存・増殖に必須な本菌遺伝子群候補の更なる取得
と解析をする。ダイズ根粒菌でも土壌生存に必須な遺伝子を取得
し、R. jostii で STM 系の構築を試みる。

(2-2) マイクロアレイによるトランスクリプトーム解析に適し
た土壌接種菌株由来全 RNA 抽出技術の更なる改良・簡便化を行
う。そして、主に R. jostii を用いて、ゲノム情報発現変動のアレ

イ解析を実施し、土壌特異的発現をする遺伝子群を絞り込む。
＜ 2007 年度の成果＞

(1) 実験室系でのゲノム情報発現
(1-1) B. multivorans では、自作ソフトウェアを用いて近縁種株

とゲノム構造を比較し、本菌のゲノム構造確立に関与した可動性
因子とこれら因子によるゲノム再編成機構を明らかにした。鉄レ
ギュロン統括的転写制御因子 Fur や窒素代謝に関与するシグマ因
子 RpoN の変異体は、様々な炭素源利用能を消失していたが、75
種エネルギー源利用能への影響はなかった。一方、グルコースの
芳香族化合物分解遺伝子転写抑制という本菌のカタボライト抑制
系に関わるレスポンスレギュレーター BphQ の変異体は、多くの
エネルギー源の利用能を失っていた。また、グルコース存在下で、
BphQ は複数芳香族化合物の分解遺伝子群を含む 40 以上の遺伝
子の転写を抑制することをマイクロアレイ解析で示した。さら
に、ペリプラズムでのグルコース代謝で生じる産物が本抑制現象
に関与する予備的成果を得た。また本菌では、芳香族化合物取り
込み系候補タンパク質遺伝子のグルコース存在下での転写抑制系
が存在するが、当該遺伝子産物の塩素化芳香族化合物取り込みへ
の関与が示唆された。

(1-2) R. jostii では、グルコース存在下で、bph 構造遺伝子群や
芳香族化合物分解には直接関与しない遺伝子等の 200 以上の遺伝
子が転写抑制される。bph 構造遺伝子群の転写抑制は、本遺伝子
群転写に必要な二成分シグナル伝達系コードする bphST 遺伝子の
転写がグルコース存在時に抑制されることに起因することを示し
た。また、フルクトースも bph 遺伝子群の転写を抑制した。PTS
システムの構成員 HPr の遺伝子破壊株は、フルクトースの取り
込みと bph 遺伝子群転写抑制に欠損を示し、フルクトースによる
転写抑制は本物質取り込みレベルに起因すると示唆された。

(1-3) ダイズ根粒菌では、バニリン分解過程で生じるホルムア
ルデヒドは異化的 C1 代謝の一部酵素群で CO2 まで解毒される
が、本酵素群遺伝子は、メタノールをホルムアルデヒドに酸化す
る酵素遺伝子とオペロンを形成していた。そして、本菌はメタノー
ルを唯一炭素源として利用できた。ダイズ根粒菌では別属根粒菌
と異なり、C1 代謝系は根粒形成・共生窒素固定に必要なかった。

(2) 生態系でゲノム情報発現
(2-1) B. multivorans の 250 程の土壌特異的発現候補遺伝子群に

は、芳香族化合物分解や物質取り込み輸送系、LPS 合成などに
関わる遺伝子が複数存在した。これら候補遺伝子の一部につい
て、接種土壌での転写量が実際に増大すること、そして、発現検
出系を野生型株で再構築した解析で、検討遺伝子の土壌特異的発
現を明示した。また、土壌の水抽出液を用いた解析から、候補遺
伝子群には本抽出液存在下で発現誘導されるものとそうでないも
のがあった。一方、本菌トランスポゾン挿入突然変異体約 7,000
株の土壌での生存・増殖に対する欠損の第一次並びに第二次スク
リーニングを行い、39 の候補変異株を取得した。この中には Fur
や物質取り込み輸送系、ストレス応答の変異株が存在した。ダイ
ズ根粒菌では、STM ライブラリーの構築を終えたが、本研究の
統一土壌には先住性ダイズ根粒菌が多いことが判明したため、別
土壌を用いて増殖・生存に必須な遺伝子変異株のスクリーニング
を行っている。R. jostii では STM 実施に必要なトランスポゾン誘
発系の開発を行った。

(2-2) 昨年度確立した土壌接種菌株由来全 RNA 抽出手法では、
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精製度が実験毎で一定しなかったが、種々の改良を加え、精製度
が常に高い RNA 抽出技術を確立した。ビフェニル添加土壌に接
種した R. jostii から回収した全 RNA とビフェニル添加無機液体
培地に接種した本菌対数増殖期の全 RNA を用いたトランスクリ
プトーム解析を行い、土壌で転写が上昇した数百の遺伝子群を見
出した。土壌環境では様々な増殖期の細胞が混在すると想定され
たことから、ビフェニル添加無機液体培地で生育した対数後期や
定常期の菌体から調製した RNA、さらには、ピルビン酸添加土
壌生育菌体とピルビン酸添加無機液体培地生育菌体から抽出した
RNA を用いてアレイ解析を実施することで、土壌で発現上昇す
る遺伝子群を約 200 個に絞り込んだ。この中には、脂質や窒素源
の代謝、各種輸送系タンパク質、炭化水素分解に関わる遺伝子が
存在し、B. multivorans の IVET 解析で認められた同一機能を有す
る遺伝子も存在した。

(3) 新たに実施する「環境修復菌と土壌環境との相互作用に関
わるメタゲノム解析」遂行の基盤となる予備的研究を行った。閉
鎖系にした統一土壌を複数環境汚染物質 ( ビフェニルと他 3 種の
芳香族化合物 ) で人工的に同時汚染化し、経時的に土壌から全
DNA を回収し、16S rRNA 遺伝子解析での菌叢変動と既知分解
酵素遺伝子の定量 PCR による量的変動を検討した。汚染化後
7-9 週目で菌叢の大幅な変動があり、分解酵素遺伝子の 10-10,000
倍の増加が認められた。
＜国内外での成果の位置づけ＞

本研究では、(1) B. multivorans での 2 種のカタボライト抑制と
3 種の発現制御因子 (Fur, BphQ, RpoN) の多様な炭素・エネルギー
源利用能への関与、(2) R. jostii でのビフェニルによる数多くの遺
伝子の転写促進と多岐の遺伝子の転写に対するカタボライト抑
制、そして、(3) ダイズ根粒菌における C1 代謝系存在、の現象を
世界に先駆けて見出してきた。前 2 者では、新規性が高い分子機
構を備えるとともに、土壌細菌群での普遍的存在が判明しつつあ
る点、(3) では、C1 化合物が多量存在する土壌での根粒菌の生存
戦略の新た側面を提示した点、で大きな意義がある。土壌接種菌
株から全 RNA を高純度で調製し、トランスクリプトーム解析を
実施する研究は世界をリードしている。また、統一土壌を用いて、
IVET と STM を用いた解析とトランスクリプトーム解析を平行
して行い、これらを統合した形で、生態系でのゲノム情報発現と
その制御機構を体系的に解明するための各段階の研究が着実に進
行している点でも、世界に例を見ない。従来のメタゲノム解析で
は、開放系環境での遺伝子レパートリー提示に留まっていたが、
本研究では、可能な限りの再現性保証を念頭におき、閉鎖系環境
での環境要因変動に伴う遺伝子プールの経時的変動を提示する点
で、世界をリードする独創性・先導性がある。
＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞

B. multivorans を用いた IVET で数多くの土壌特異的発現遺伝子
を同定した。これら遺伝子の土壌での発現を規定する物理的並び
に化学的要因検討のために、土壌の単純な水抽出液を用いて、取
得遺伝子の発現様式を検討したが、一部の遺伝子のみの発現が認
められた。現在、模擬土壌や数種の抽出条件による土壌抽出液を
調製しており、これら試料を用いて、取得遺伝子の発現様式を体
系的に検討する。R. jostii では、詳細な分子遺伝学的解析や STM
の実施に必要なゲノム上特定遺伝子の破壊とトランスポゾンによ
るゲノムのランダムな突然変異誘発がたいへん非効率であった
が、様々な試行の後、いずれも効率が相当改善された。ダイズ根
粒菌 STM では、本研究の統一土壌が不適であることが判明し、
現在、別土壌を用いている。
＜今後の課題＞

実験室系での B. multivorans と R. jostii の各種炭素源分解資化能
発現制御ネットワークについて、関連するカタボライト抑制系と
ともに、詳細な分子機能の解析を行い、これらの全体像を提示す
る。IVET を基盤とした解析とトランスクリプトーム解析では、
同定遺伝子の土壌特異的発現を規定する物理的或いは化学的要因
の特定を、各種の土壌抽出液や模擬土壌などを用いて実施する。
また、STM を基盤とした解析を進展させて、土壌での生存・増

殖に必須な遺伝子を明示する。そして、これら３手法で同定した
遺伝子について、実験室系と土壌生態系での機能を解明する。「環
境修復菌と土壌環境との相互作用に関わるメタゲノム解析」で
は、統一土壌に環境汚染物質添加という環境要因変動付与時の微
生物遺伝子プール経時的変動に関するメタゲノム的観点の解析を
本格化させる。なお、ビフェニル添加土壌接種 R. jostii のトラン
スクリプトーム解析では、分解酵素のみならず分解とは直接関連
性がない様々な遺伝子群の転写増加が認められることから、汚染
化土壌では、分解酵素遺伝子も含む多様な遺伝子群の質的並びに
量的変動がおきると想定される。
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