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第 1章序論

ポリ塩化ピフェニル (PCB) は 1881 年に初めて合成され、 1928年米国で工業製

口口として製造が開始された。PCBはその化学的安定性、不燃性、絶縁性、高脂溶性、

低揮発性などの優れた性質により絶縁油、熱媒体、機械油、可塑剤、塗料など極めて

広い範囲で使用されたoPCBによる環境汚染は 1966年、スウェーデンの海岸で死亡

した野鳥から高濃度の PCB が検出されたのが最初の報告である。その後、各国で

PCB汚染が報告され、 PCBの地球規模での汚染が明らかとなった。PCBはピフェニjレ

(BP)を鉄触媒のもとに塩素ガスで直接塩素化して製造されるため、 BPの水素が塩系

に置換される数および置換位置の異なる化合物が理論上 210種類存在する。

Achmed と Focht は 1973 年に土壌中より分離した Achromobacter属細菌が

mono-および dichlorobiphenyl を塩化安息香酸へ分解することを初めて報告した。

(1)その後 Furukawaらは各地の諸種のピフェニル/PCB分解菌を分離し、これらが

14C -2， 5， 2' -trichlorobiphenyl を分解することを明らかにした。これらの分離され

たピフェニル/PCB分解菌の多くは Pseudomonas属細菌およびその関連細菌である

Achromobacter、Alcal igenes、Acinetobacter、Moraxella などであるが、 Arth-

robacter、Corynebacter i umなどグラム陽性菌も含まれていた。(37)

Bedardらは米国ニューヨーク市の PCBで汚染したハドソン川の河川土壌より分離

した各種ピフェニル/PCB分解菌の PCB異性体に対する分解活性の測定を行い、以

下に要約されるような特徴を見出した。(Fig.1・1)

すなわち、 (1)PCBの生分解性速度は塩素置換数の増大と共に減少する。また塩素

置換数が 4-5個以上になると生分解性は極度に低下する、 (2) ピフェニル分子の片

方の芳香環のみに塩素を置換した PCBは同じ数の塩素を両方の芳香環に置換してし

るものより分解されやすい、 (3) 2， 6-、2，3，6-、2，3，5，6・chlorobiphenylなどの片

方の芳香環のオルソ位 (2，6位)、および 2，2'-、 2，5，2'-chlorobiphenylなどのそ

れぞれの芳香環のオルソ位 (2，2'位)に塩素が置換した PCB は難分解性である、

(4)芳香環の開裂は塩素の置換していない、あるいは塩素置換数の少ない芳香環に

酸素分子が導入され、環開裂が起こる、 (5)諸種 PCB異性体の分解性は菌株により

1 



大きな違いが存在するというものである。(Fig. 1・1，3) (10，11) 

これまでに分離されたピフェニル/PCB分解菌において、 BPは安息香酸を経てカ

テコールに酸化分解され、以下 ortho・または meta-開裂経路で TCA回路の中間体

へと分解される。ピフェニル/PCB分解菌は BPから安息香酸へ至るまでの初期反応

系において、 BPは芳香環の 2位と 3位へ分子状酸素が添加され、それに続いて脱

水素反応を経て、 2，3-dihydroxybiphenyl(23DHBP， Fig.1-2、化合物111)に変換され、

続いて酸素添加反応にともなう環開裂黄色化合物 (Fig.1-2、化合物IV) の生成を経

て、加水分解反応により、安息香酸と (Fig.1・2、化合物V)2 -oxopent -4 -enoa te 

(20P4E、Fig.1・2、化合物vI)を生成する。

Furukawaらは 1986年に北九州市のピフェニル工場の土壌中より分離したピフェ

ニル/PCB分解菌 PseudomonaspseudoaJcaJigenes KF707株の全ゲノムを制限酵素

XhoI で処理し、広宿主域ベクター pKT230を利用して P.aeruginosa PAOl161を形

質転換して、 BPを環開裂黄色化合物へ変換するコロニーを得た。この菌株はピフエ

ニル代謝遺伝子 (bph遺伝子)の bphA遺伝子 (Biphenyldioxygenase遺伝子)、

bphB遺伝子 (cis-biphenyldihydrodiol dioxygenase遺伝子)および bphC遺伝子

(23DHBP dioxygenase遺伝子) を含む 6.8 kbの DNA断片を保有した。ω) さらに、

環開裂黄色化合物の加水分解による安息香酸と 20P4E の生成に関与する HPDA 

hydrolaseをコードする bphD遺伝子を bphC遺伝子の下流領域よりクローニングし、

bphCと bphDの聞には 3.4kbの bphX領域が存在することを明らかにした。

一方、同研究グループはピフェニル/PCB分解菌 P.putidaKF715株から bphAB-

CD遺伝子のクローニングを行い、KF715株の bphA遺伝子領域の制限酵素地図は、

KF707 株 bph 遺伝子と極めて類似しているものの、 bphC と bphD遺伝子の聞に

bphX領域が存在しないことを明らかにした。(Fig.1-2) (60) 

さらに Pseudomonas、Achromobacter、AJca J igenes、MoraxeJ J a、Arthrobacter属

細菌などのピフェニル/PCB分解菌の bph遺伝子の相関関係について遺伝学的、免

疫学的方法によりそれらを 4つのグループに分類し、 16種類の菌株のうち 6種類

の Pseudomonas属細菌と 1種類の AJca J igenes属細菌が KF707株と同じ bphAB-

CXDのクラスターを形成し、 (グループ1) 他の 3菌株は KF707株 bphABCDと相
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同性が高いが bphX領域を欠失し、 (グループ 11) 3 菌株は KF707株 bphABCD

と相向性が低く(グループ 111)、他の 3菌株は KF707株 bphABCDと相向性が存在

しなかった。 (グループ1v) (29) これらの結果は bph遺伝子が他の菌株へ水平伝播

していることを示唆した。

Gibson らはピフェニjレ/PCB分解菌 P.pseudoalcaligenesKF707株と米国 GE

社によりニューヨーク市のハドソン川|より分離された Pseudomonascepac i a LB400 

株 (14)の各種 PCB異性体に対する分解特性の比較を行い、 KF707株は 19種類の

PCB異性体のうち 7種類のみを分解したのに比べ、 LB400株は 19種類の PCB異性

体のうち 17 種類を分解など幅広い PCB 分解特性を示すことを明らかにした。

(Tab 1 e1 -1) (46) また、 KF707株は 4，ど -dichlorobiphenyl (4，4' -CB) (double para-

substituted congener)に対して分解活性を示すのに対し、 2，5，2'，5' -tetrachloro・

biphenyl (2，5，2'，5' -CB) (ortho-meta-substuti ted congener) に対して分解活性は

示さなかったO このことから KF707株による PCB分解の主経路が酸素分子が芳香

環の塩素置換されていない 2，3位へ導入される2，3-dioxygenationを通して進行す

ることが示唆された。一方、 LB400株は 4，4'-CBに対して分解活性を示さないのに

対し、 2，5， 2' ， 5' -CB に対して高い分解活性を示した。 (Tab1 e 1 -1) このことから

LB400株は酸素分子が芳香環の塩素置換されていない 2，3位へ導入される2，3-diox-

ygenationとともに、 3，4-dioxygenationにより PCBを分解する経路の存在が示唆

された。(9)

一方、ピフェニル/ PCB 分解菌 ~pseudoalcaligenes KF707 株 bph遺伝

bphAIA2A3A4BCおよび bphDの全 DNA塩基配列が決定され、 bphAlはピフェニルジ

オキシゲナーゼ複合系の terminaldioxygenase成分大サブユニット、 bphA2は同小

サブユニット、 bphA3は ierredoxin、bphA4は ierredoxinreductase、bphBは

Biphenyl dihydrodiol dehydrogenase 、bphCは 23DHBPdioxygenase、bphDは 2-

hydroxy-6-oxo-6-phenylhexa-2，4-dienoic acid hydrolaseをコードすることが明ら

かにされた。 (28，109)その後、ピフェニル/PCB分解菌 P.cepacia LB400株 bph遺

伝子の DNA塩基配列が決定され、各遺伝子コンポーネント間において BphA1，95.6 

私; BphA2， 99. 5首; BphA3， 100も; BphA4， 100略; BphB，99.3も; BphC， 99.7も;

3 



BphD， 97.6唱の極めて高い相同性を示し、各遺伝子の並びも一致した。 (Table1-

2) (20，65) よって KF707株と LB400株はその PCB分解特性は大きく異なっているの

にも拘わらず、両菌株のピフェニル代謝遺伝子群の構造は極めて類似していることが

明らかにされた。

トルエン資化菌 Pseudomonasputida F1株のトルエン代謝系酵素は KF707株ピフエ

ニル代謝系酵素と異なる基質特異性を示すが、そのトルエン代謝遺伝子 todClC2BADE

の塩基配列は、 KF707株の bph遺伝子 bphAIA2A3A4BCと遺伝子構成や対応する酵素

タンパク質の大きさ、予想されるアミノ酸配列において極めて類似していた。

さらに、 todCl遺伝子を KF707株に導入した菌株はトルエン/ベンゼン資化性を獲

得し (34)、さらにハイブリツド遺伝子クラスター todCl(F1)bphA2A3A4BC(KF707)を保

持する大腸菌はトルエンを環開裂黄色化合物への分解能を獲得した。よって末端ジオ

キシゲナーゼ大サブユニット (bphAl とtodCl)が両菌株の基質特異性に関与してい

るコンポーネントであることが明らかにされた。

また土壌細菌からトルエン、ナフタレン、ベンゼ、ン、フェノール、キシレンなどの

多くの芳香族化合物を資化する菌株が分離され、多くの芳香族化合物資化性菌から芳

香環分解系酵素をコードする遺伝子がクローニングされ、それらの塩基配列とアミノ

酸配列が決定され、その芳香環分解系酵素の大部分において類似した分子量とアミノ

酸残基を有することが明らかとなっている。 (7，67，75，89，97，123，124) 

近年、有害物質で汚染された環境の修復に微生物を利用するバイオリメデーション

の研究が国内外で活発化している。(113) 現在、燃焼を含む物理処理パ七学処理のあと

の微量に残存する PCBや土壌中、河川を低濃度で汚染している PCBを微生物を利用

し、効率よく分解するシステムの開発が試みられている。(22) そのためにこれまでに

多数のピフェニル/PCB分解菌がスクリーニングされ、その代謝遺伝子がクローニン

グされた。(2，3，59，70，71，82，84，108，117)

以上のように、環境微生物から多くの分解遺伝子がクローン化されたが、機能的に

異なる芳香族化合物の代謝酵素の構造に類縁性が認められ、これらは共通の祖先より

由来しているものとみなされている。(17，55， 56， 62) そして様々な芳香環分解系の類似性

や機能の関連性を考察したり、さらにその進化的側面を論じることが可能となってき
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ている。

中でもピフェニル/PCB分解菌の PCB分解特性を決定している代謝酵素を比較検

討し、酵素的諸性質を明らかにするとともに基質特異性の進化に関与する機能と構造

を特定することは、芳香環代謝酵素系の機能進化における分子的メカニズムを探るう

えで有効あり、また応用面においても極めて重要である。

本研究は、 KF707株のピフェニル/PCB代謝オペロンの構造と機能を解析し、 PCB

分解特性の相違に関与している機能と構造を特定するとともに、それらの知見を利用

して、新規な分解特性を持つ分解系酵素の構築とピフェニル/PCB分解菌の育種を試

みたものである。すなわち、

(i) P.pseudoaJcaligenes KF707株と P.cepacia LB400株のピフェニル代謝系酵素

の基質特異性の比較検討および PCB分解産物の同定を行い、両菌株のピフェニル代

謝系の PCB分解特性に関与している機能の特定を行った。 (第 2章)

(i i) P. pseudoaJcal igenes KF707株の bph遺伝子に存在する機能不明な領域 bphX

および bphAl遺伝子の上流領域の構造と機能を解析し、 P.cepacia LB400株の bph

遺伝子との比較検討を行った。さらに各種ピフェニル/PCB分解菌の bph遺伝子の

構造と機能における相向性について検討を行った。 (第 3，4，5章)

(iii) P.pseudoalcaligenes KF707株と P.cepacia LB400株のピフェニル代謝系遺

伝子群の各コンポーネントを cisに組換えたハイブリッド遺伝子クラスターを構築

し、 PCB分解特性に関与している遺伝子コンポーネントの特定を行った。 (第 6章)

(i v) P. pseudoal cal igenes KF707株と P.cepacia LB400株の PCB分解特性に関与

している遺伝子コンポーネント間で組換えたキメラおよび変異型酵素を構築し、 PCB

分解特性に関与しているピフェニル代謝系酵素の構造の特定を行った。 (第 7，8章)

(v)各種芳香環代謝系のうち分解特性に関与している芳香環末端酸素添加酵素遺伝子

のコンポーネントよりハイブリッドおよびキメラ酵素を構築し、その構造と機能の検

討を行った。 (第 9，10章)

(vi) P. pseudoalcal igenes KF707株と P.cepacia LB400株の bphAl遺伝子からな

るキメラ bphAl遺伝子が KF707株染色体上の bphAl遺伝子とランダムに相同組換

えを起こし、新規 PCB分解能を有するピフェニル/PCB分解菌の取得を行った。
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(第 11章)

本論文は、これらの実隣吉果をまとめたものである。
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Table 1-1 Primary degradation of PCB-congeners by P. pseudoαlcαligenes 
KF707 and P. cepαcia LB400 

degradability(% ) 
Congeners 

KF707 LB400 

2，3- 1∞ 1∞ 
2.4- 1∞ 1∞ 
2，2'- 18 1∞ 
2.5.2'- 10 1∞ 
2.5.4'- 1∞ 98 

2，3，2'，3'- 81 1∞ 
2，3，2'，5'- 9 1∞ 
2.5.3'.4'- 18 1∞ 
2.5.2'.5'- 9 1∞ 
2.4.5.2'.5'- 。 1∞ 
2，3，4，2'，5'- 。 1∞ 
2，4，5，2'，3に 。 1∞ 
4，4'- 1∞ 25 

2，4，4'- 99 89 

2，4，2'，4'- 。 81 

2.4.3'.4'- 31 43 

3，4，3'，4'- 。 6 

2.4.5.2'.4'.5'- 。 41 

2，4，6，2'，4'-σS) 。 。
IS: internal standard 
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Table 1-2 Comparison of sequence similarity in nucleotides and amino acids of biphenyl 
dioxygenase components from P. pseudoalcaligenes KF707 and P. cepacia LB400 

KF707 LB4α〕 Sinularity (%) Sequence diff erence 

Component 

Product 
a.a. 

Product 
a.a. 

Size Size Nucleotides Amino acids 

nknown ORFO 245 ORFO 245 83.3 80.0 49 

Large Subunit BphAl 459 BphA 460 95.9 95.6 19 (1) 

Small subunit BphA2 213 BpbE 213 99.9 99.5 

Unknown ORF3 139 ORFl 139 99.5 99.3 

Ferredoxin BphA3 109 BpbF 109 1∞ 1∞ 。
Reductase BphA4 408 BphG 408 1∞ 1∞ 。
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第 2章 Pseudomonaspseudoalcaligenes KF707 とPseudomonascepacia LB400 

の分解特性

2・1 緒 百

ピフェニル/PCB分解菌 P.pseudoalcaligenesKF707株と P.cepacia LB400株の

bph遺伝子の構造は極めて類似している。しかし、 KF707株は 4，4'-CBを分解する

のに対して、 2，5， 2' ， 5' -CBを全く分解せず、 一方 LB400株は 4.4' -CBを全 く分解

しないが、 2，5，2'， 5' -CBなど高塩化ピフェニルをよく分解し、幅広い PCB分解特性

を示す。 (46)このことは KF707株は PCBの芳香環の 2，3位へ酸素を添加する 2，3-

dioxygenase系により PCBを分解するのに対し、 LB400 株は 2，3-dioxygenase系

と共に芳香環の 3，4位へ酸素を添加する 3，4-dioxygenase系を同時示すことによる

ものと考えられている。以上のような両代謝系の PCB分解特性の差異をもたらす要

因を知る上で、両代謝系の機能面における特性に関する知見は重要である。Furukawa

らは Alcaligenessp. Y42株、 Y33株および Acinetobactersp. P6株における各種

PCB異性体の塩素置換の部位と生分解性との相関関係について PCB分解産物の同定

することにより検討を行っている。(45)

本章では KF707株と LB400株の各種芳香族化合物に対する資化能を調べ、次いで

KF707株と LB400株のピフェニル代謝系による 4，4'-CB、2.5.4'-CB の環開裂黄色

化合物への変換活性について調べた。さらに KF707株と LB400株による 4，4'-CB、

2，5，4' -CB、2，5， 2' ， 5' -CBからの分解産物の同定と比較検討を行った。

2'2 実験材料および方法

(1)使用菌株および培地

ピフェニル/PCB分解菌 P.pseudoalcaligenesKF707株は九州大学農学部発酵学

教室所有の菌株である。また、ピフェニル/PCB分解菌 P.cepac i a LB400株は米国

General Electric社 Researchand Development centerより供与を受けた。
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Pseudomonas属細菌の培養は炭素源として BPまたは 5g/lのコハク酸ナトリウ

ム 6水和物 (Suc) を加えた最少無機培地 Basa1 sa 1 t med i um (BSM) または BSM-

aga r p 1 a t e (1. 5もagar)を使用した。BSMの組成は Table2-1に示す通りである。

なおこれらの成分は、 25・1000倍濃度の水溶液を調製し、別々に 0.75kg/cnf、15分

間オートクレーブしたものを 70
0C以下の温度に冷却してから混合した。BPを唯

の炭素源として平板培地 (BSMplate)で培養する場合、シャーレを逆さまにおいた蓋

の上に約 20mg程度の粉末を乗せ、シャーレをピニールテープで密閉後、 300Cで静

置して培養した。液体培養の場合は BP粉末 0.02-----0.2怖を直接添加して、 300Cで

振とう培養した。

ピフェニル/PCB分解菌 KF707及び LB400株の芳香族化合物資化性の検討は最少

無機培地である BSA-agrplateに、唯一の炭素源として BPまたはその関連化合物

である 4-クロロピフェニル (4-CIBP)、4-メチルピフェニル (4-MeBP)、ジフェニル

メタン (DM)、または 0-フェニルフェノール (OPP)、またはベンゼン (Ben)、 トルエ

ン (To1)、4-クロロトルエン (4-CITol)、ナフタレン (Nah) を添加し、 300Cで 4

日間培養した。BP、4-CIBP、4-MeBP、Nah、OPP を炭素源として培養する場合

シャーレを逆さまにおいた蓋の上に約 20mg程度の粉末を乗せたシャーレをビニー

ルテープで密閉し、 DMを炭素源として培養する場合、常温で液化するため、 DMを数

滴染み込ませた脱脂綿をシャーレを逆さまにおいた蓋の上におき、ピニールテープで

密閉した。Ben、Tol、ιCITol を炭素源として培養する場合、 Tol、4-CITol また

Benを 5滴程度浸透させた脱脂綿をガラス管(口径 3mm)に詰めたものをシャーレ

を逆さまにおいた蓋の上におき、ビニールテープで密閉した。
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Table 2-1 Cornposition of basal salt rnediurn (BSM) 

Inorganic salts 

~HP04 4.3 g /1 H20 

K~ro4 3.4 

(NHJ2S04 2.0 

MgC12 0.16 

Mnα2・4H20 0.001 

FeS04・7H20 0.0∞6 
CaC12・2H20 0.026 

Na2Mo04・2H20 0.002 

(2) PCBに対する黄色環開裂化合物への変換活性の検討

さきに PCBである 4.4'-CB、2.5.4'ーCBは最終代謝産物として環開裂黄色化合物

へと分解することを示されている。(45) そこで KF707株と LB400株の 4，4'-CB、

2，5，4' -CBに対する環開裂黄色化合物への変換活性を測定した。使用した菌株は前節

に示す通りである。

上記の菌株を BPを炭素源とする BSM培地 100ml中で OD
6印が約 3になるまで

培養し、 4，000rpm、10分間の冷却遠心分離によって集菌した O これを 100mlの

50 酬の Tris-HCl緩衝液 (pH8.0)中に懸濁し、再び同条件で集菌した。さらに、

OD
660が 1.0になるように同緩衝液中に慮、濁し、これを静止菌体として以後の実験に

使用した。

100 ml三角フラスコ中に 20mlの静止菌体を分注し、エタノール中に適当な濃度

に溶解希釈した 4，4'-CBまたは 2，5， 4' -C B ( 5 mg / m 1 )を終濃度 20ppmになるよう

に添加した。300C において回転振とう機上で振とうし、経時的に 1mlの懸濁液を

あらかじめ 100μl の 100mM disodium ethylenediaminetetraacetate (Naz' 

EDTA) (PH 8.0) を分注したエツペンドルフチューブに移して反応を停止させ、 12，000
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rpmで 10分間遠心分離して菌体を除去した。上清の吸光度変化を計時的に測定し、

黄色環開裂化合物生成の有無を調べた。各基質に対する環開裂化合物の生成は、

4，4' -CBに対して 412nm、2，5，4'-CBに対して 398nmの各波長で測定した。

(3) PCB分解産物の同定

4，4' -CB、2，5，4'-CBおよび 2，5， 2' ， 5' -CBに対する分解産物の同定を Furukawa

らの方法制)に従って行った。使用した菌株は上記に示す通りである。上記の菌株を

2・2-(2) に示した方法により静止菌体を調製し、以後の実験に使用した。

100 ml三角フラスコ中に 5mlの静止菌体を分注し、エタノール中に適当な濃度

に溶解希釈した 4，4'-CB、2，5，4'-CBまたは 2，5，2'，5' -CB (5mg/ml)を終濃度 20

ppmになるように添加した。回転振とう機上で 30
0C、24時間振とうし、濃塩酸をパ

スツールピペットにより 2滴程度添加して酸処理したのち (pH1. 0)、5mlの酢酸

エチルで抽出した。酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウムで脱水した後に、遠心濃縮機

(アトー)により酢酸エチルを蒸発させた。残った固体を少量の酢酸エチルに溶解し、

，O-bis-(trimethyIsilyI) -acetamide⑪SA、東京化成工業)を加えて trimethylsi-

lyl (TMS)化し、 1μlを GC-MS (QP-5000、島津製作所)に供した。担体は si 1 i -

con OV -1 (ジーエルサイエンス)を用い、カラムは 140
0C から 3000C まで 100C/

minで昇温した。

2 .3 実聯吉果

2.3・1 芳香族化合物の資化性

P.pseudoalcaligenes KF707株と P.cepacia LB400株の種々の BPおよび安息香

酸誘導体に対する資化性を調べた結果を Table2-2に示した。両菌株は BPおよび

安息香酸を単一炭素源として生育するが、 KF707株は旺盛なピフェニル資化性を示し

たのに対し、 LB400株は KF707株よりも弱いピフェニル資化性を示した。

一方、ピフェニル関連化合物である 4-CIBP、4-MeBP、DMの資化能は大きく異なっ
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ており、 KF707株は 4-CIBP、4-MeBP、DMに資化性を示したのに対し、 LB400株はこ

れらの化合物に資化性を示さなかった。一方 OPP、Tol、4-MeTol、Ben、Nahに対し

てはいずれの菌株も資化性は示さなかった。

2 .3・2 PCBに対する黄色環開裂化合物への変換活性

P.pseudoalcaligenes KF707株と P.cepacia LB400株の静止菌体による 4，4'-CB、

2，5，4' -CBに対する環開裂黄色化合物への変換活性を調べた結果を Fig.2-1に示し

た。

KF707株の静止菌体は 4，4'-CB、2，5，4'-CBを迅速に分解し、環開裂黄色化合物へ

と変換したが、 LB400株の静止菌体は 4，4'-CB、2，5，4'-CBからの環開裂黄色化合物

へと変換はほとんど認められなかった。

以上のように KF707株と LB400株の 4，4'-CB、2.5.4'-CBに対する変換活性は大

きく異なることが明らかとなった。

2 . 3 . 3 PCB分解代謝産物の同定

~pseudoalcaligenes KF707株と P.cepac i a LB400株の静止菌体による 2，5，4'-

CB、4，4'-CBおよび 2，5， 2' ， 5' -CBの分解産物の同定を行った。

KF707 株は 2，5，4'-CB より最終分解産物として 2，5-dichlorobenzoic acid 

(compound b-1 in Fig.2-3) を蓄積し、また中間代謝産物として dihydrodiol 中間

体 (b-11)、 dihydroxycompound中間体 (b-V)および環開裂黄色化合物 (IV)を生成

していた。また、 2，5，4'-CBの 2，5-dichlorophenylringの 2，3 位へ酸素が添加

されて脱塩素化した 5(or 2)，4' -dichloro-2， 3 (or 5，6) dihydroxybiphenyl (b-IV) 

がわずかに生成した。

方、 LB400株は 2，5，4'-CB より最終分解産物として 4-chlorobenzoic acid 

(compound e-I in Fig.2・4) を蓄積し、また中間代謝産物として 5(or 2)，4'-

dichloro-2，3 (or 5，6) dihydroxybiphenyl (e-VII， VII1)、 dihydrodiol中間体(e-11， 
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111)、 dihydroxycompound中間体 (e-1 V) を生成した。

一方、 4，4'-CB に対して KF707 株は最終分解産物として環開裂黄色化合物

(compound a -11 in Fig.2・2)、4-chlorobenzoicacid (a-I)を生成したが、 LB400

株からの分解産物は認められなかった。一方、 2，5， 2' ， 5' -CBに対して KF707株は分

解産物は認められなかったが、 LB400株は 5(or2)，2'5' -trichloro-2，3-(or 5，6-) 

dihydroxybiphenyl (compound f-V，VI in Fig.2-5)、2，5，2'，5' -tetrachloro・3，4・

d i hydroxyb i pheny 1 (f -V 11)を生成した。(Fig.2-2，2-5) 

2 .4 考察

P.pseudoalcaligenes KF707株と P.cepacia LB400株の種々の BPおよび安息香

酸誘導体に対する資化性の検討を行い、 KF707株は 4-CIBP、4-MeBP、DMに資化性を

示したのに対し、 LB400株はこれらの化合物に対する資化性は認められず、両菌株の

芳香族化合物に対する分解特性および資化性が異なることを明らかにした。 (Tab1 e 

2 -2) 

また KF707株の静止菌体は 4，4'ーCB、2，5，4'-CBを迅速に分解し、環開裂黄色化

合物へと変換したが、 LB400株の静止菌体は 4，4'‘CB、2，5，4'-CBからの環開裂黄色

化合物への迅速な変換は認められず、両菌株間で大きく異なっていた。(Fig.2・1)

Gibsonらによれば LB400株は KF707株とともに 2，5，4'-CBに対して迅速な分解

活性を示すことが明らかとなっており (46)、2，5，4'-CBは LB400株により環開裂黄色

化合物とは異なる化合物へ変換していることが推考される。

そこで、 KF707株と LB400株の静止菌体による 2.5.4'-CB、4，4'-CB、2，5，2'，5' -

CBの分解産物の同定を行った。KF707株の静止菌体は 2.5.4'-CBから最終産物とし

て 2，5-dichlorobenzoicacidとともに、 5(or 2)，4' -dichloro・2，3(or 5，6) dihyd-

roxybiphenylをわずかに生成した。(Fi g. 2・3)このことは KF707株は 2，5，4' -CB 

を主に 4位へ塩素が置換している芳香環仏-chlorophenylring)の 2，3位へ酸素

が添加することにより分解することを示唆した。一方、 LB400株の静止菌体は 2，5，-

4' -CBから最終産物として 4-dichlorobenzoicacidとともに、 2，5， 4' -t r i ch 1 oro -
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3，4・dihydroxybiphenylを生成した。(Fi g. 2 -3， 4) このことは LB400株は 2，5，4' -

CBに対して 2，5位へ塩素が置換している芳香環は-chlorophenylring)の 2，3位

へ酸素を添加するとともに、 3，4位へ酸素を添加することを示唆した。以上の結果か

ら両菌株のピフェニル代謝系による 2，5，4'-CBに対する分解経路は異なることが明

らかとなった。 (Fig. 2 -6) 

また 4.4' -CBに対して KF707株は最終分解産物として 4位へ塩素が置換してい

る芳香環付-chlorophenylring)の 2，3位へ酸素が添加することにより分解する環

関裂黄色化合物を生成したが、 LB400株からの分解産物は認められず、 一方、 2，5，-

2' グーCBに対して KF707株からの分解産物は認められなかったが、 LB400株から 5

(or 2)，2'5' -trichloro・2，3-0r 5，6-)dihydroxybiphenyl、2，5，2'， 5' -tetrachloro・

3，4-dihydroxybiphenylが生成し、 2，5位へ塩素が置換している芳香環 (2，5-dichl-

orophenyl ring) の 2，3位へ酸素を添加するとともに、 3，4位へ酸素を添加するこ

とを示している。

Bedardおよび Seegerにより、 LB400株は PCBに酸素を添加する際に塩素置換

部位の異なる芳香環に対して non-)2・)2，5-)3・))2，4-)4-chlorophenylringという

選択性が存在することが明らかされた。(8，94)上記の結果から、 KF707株が主に 4位

へ塩素が置換している芳香環 (4-chlorophenyl ring)を酸化分解するのに対し、

LB400株は 2，5位へ塩素が置換している芳香環 (2，5-chlorophenyl r ing)を酸化分

解することが明らかとなり、両菌株の PCB分解特性の差異は塩素置換の異なる芳香

環に対する酸素添加能力の差異に起因するものと考察した。

2'5 小括

~pseudoalcaligenes KF707株と P.cepacia LB400株の種々の BPおよび安息香

酸誘導体に対する資化性を調べた。そのうち KF707株は 4-CIBP、4-MeBP、DMに資

化性を示したのに対し、 LB400株はこれらの化合物に資化性は存在せず、両菌株のピ

フェニル代謝系は置換基の種類や置換部位の異なる芳香族化合物に対する分解特性お

よび資化性が異なることを示唆した。
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次に KF707株と LB400株の静止菌休による 4.4'-CB、2，5，4'-CBに対する環開裂

黄色化合物への変換活性を調べた結果、 KF707株の静止菌体は 4，4'-CB、2，5，4'-CB

を迅速に分解し、環開裂黄色化合物へと変換したが、 LB400株の静止菌体は 4，4' -

CB、2，5，4'-CB からの環開裂黄色化合物への迅速な変換は認められず、両菌株の

4，4' -CB、2，5，4'-CBに対する変換活性は大きく異なっていた。

さらに KF707株と LB400株の静止菌体による 2，5，4'-CB、4，4'-CB、2，5，2'，5' -

CBの分解産物の同定を行い、 KF707株が主に 4位へ塩素が置換している芳香環 (4・

chlorophenyl ring)を酸化分解しているのに対し、 LB400株は 2，5位へ塩素が置換

している芳香環~， 5-chlorophenyl ring)を酸化分解していることを明らかにした。

以上の結果から両菌株の PCB分解特性の差異は両菌株の塩素置換の異なる芳香環

に対する酸素添加能力の差異によるものと考察した。

19 



Table. 2-2 Biphenyl-utilizing strains used and their growth characteristics on various biphenyl and benzoate derivatives 

Carbon sources 

Starins 

BP DM BA 4Cl BP 4MeBP 201王BP Nah Tol 4CITol Ben 

N
C
 

+ +++ +++ + + P.pseudoαlcaligenes KF707 

P. cepαcia LB400 ++ +++ 

Growth was checked after 1 week of incubation at 30 oc 

+++， good growth ; ++， moderate grow由;+，p∞r grow也;-， no growth or veηp∞r growth 
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Table.2-3 Metabolite from 4，4'-CB， 2，5，4'-CB and 2，5，2'，5'-CB by P. pseudoalcαligenes KF707， 
P. cepαciαLB400 

GC-恥1S

Stram Substrate 

Peak in Fig.3 Compound Mol. mass No. of cblorine 
substi tutions 

KF707 4，4'-CB a-I 4-cblorobenzoic acid 228 

a-II ring meta-cleavage 430 2 
compound 

2，5，4'-CB b-I 2.5-dichlorobenzoic acid 262 2 

b-II 2，5，4'-出cbloro-2'(or3') 344 3 
hydroxybiphenyl 
(dehydration product from 
2，3-dihydrodiol) 

b-Ill. V 2，5，4' -tricbl oro-dihydrox y 432 3 
biphenyl 

b-IV 2(or 5)，4'-dicbloro-2，3(or 5，6)ー 398 2 
dihydroxybiphenyl 

b-VI ring meta-cleavage 464 3 
compound 

2，5，2'，5'-CB no metabolite 

LB4∞ 4.4'-CB no metaboli te 

2.5.4'-CB e-I 4-cblorobenzoic acid 228 

e-II，III 2，5，4'-tricbloro-3(or 4)-hydroxy 344 3 
biphenyl( dehydration product 
from 3，4-dihydrodiol) 

e-IV dicblorohydroxy 310 2 
biphenyl (dehydration product 
from 2，3-dihydrodiol) 

e-VILVllI 2 (or 5)， 4'-dicbloro-2，3-dihydroxy 398 2 
biphenyl (2，3-or 5，6-catechol) 

e-IX 2，5，4'-tricbloro-3，4-dihydroxy 432 3 
biphenyl (3，4-catechol) 

2，5，2'，5'-CB f-I，II，llI 2，5，2'，5'-tetracbloro-hydroxy 378 4 
biphenyl (dehydration product 
from 2，3-組 d3，4-dihydrodiol) 

f-V，VI 5 (or 2)，2'，5'-tricbloro-2，3 (or 5后) 432 3 
-dihydroxy biphenyl 

f-IV ( ?) 

f-VII 2，5，2' ，5' -tetracbloro-3 ，4-d出ydroxy 466 4 
biphenyl (3，4-catechol) 
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第 3章 KF707株ピフェニル代謝遺伝子 bphX領域の解析

3 . 1 緒百

ピフェニル/PCB 分解菌 ~pseudoalcaligenes KF707株の全ゲノムから bph遺伝

子 bphABCを含む 6.8kbの DNA断片がクローンニングされた。(39) クローン化さ

れた断片には bphA遺伝子 (Biphenyldioxygenase)、bphB遺伝子 (ci s -b i pheny 1 

dihydrodiol dioxygenase)および bphC遺伝子 (23DHBPdi oxygenase)が含まれて

いたが、のちに環開裂化合物加水分解酵素をコードする bphD遺伝子 (HPDAhydro-

1 ase)がクローニングされ、 bphCと bphDの間には約 3.4kbの機能不明な bphX

領域が存在することが明らかにされた。(Fig.3 -1) 

またピフェニル/PCB分解菌 P.putida KF715株から bphABCD遺伝子がクローニ

ングされ、 KF707株の bphABCXD遺伝子群との比較から、 KF715株の bphA遺伝子領

域の制限酵素地図は、 KF707株と極めて類似しているが、 KF715株 bph遺伝子には

bphCと bphDの聞に bphX領域が存在しないことが確認された。(60)

さらに各種ピフェニル/PCB分解菌の bph遺伝子の相関関係について調べ、 16種

類の菌株のうち 6種類の Pseudomonas属細菌と 1種類の Alcaligenes属細菌が

KF707株と同じ bphABCXDのクラスターを形成し、他の 3菌株は KF707bphABCDと

相向性が高いが bphX領域を欠失していることが明らかとなった。(29)また、米国に

おいて分離されたピフェニル/PCB分解菌 P.cepacia LB400株についても bphC と

bphDの聞に bphX領域の存在が確認されている。(64)

本章では KF707株 bphX領域の DNA塩基配列を決定するとともに、遺伝子産物を

発現する大腸菌による酵素活性を測定を行い、 bphXの構造と機能について検討を行つ

た。

3・2 実験材料と方法

(1) 使用菌株、プラスミドおよび培地
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KF707株 bph遺伝子 bphX領域を挿入断片として含むプラスミド pXKF101は、染

色体歩行 (genewalking) により取得した bphCと bphB、bphDの一部を含む 3.4

kbのお1I断片をプラスミド pUCl18のお1Iサイトに導入することにより構築し

たO このプラスミドは大腸菌 Escherichiaco1i JM109株へ Hanahan法 (54)により

導入し、形質転換した。

(2) 大腸菌の培養条件

大腸菌の培養はすべて、 LB培地 (1もBacto-trypton、Difco， 0.5も酵母エキス、

和光純薬， 1 % N aC 1、ナカライテスク社を1.0 kg/cm2で 20分間のオートクレー

プで殺菌)中で行った。一方、各菌株に導入したプラスミドにコードされている薬剤

耐性遺伝子に応じて 50
0

C 以下に冷却した LB培地に終濃度 50μg/mlアンピシリ

ンナトリウム(旬、明治製菓)、 30μg/mlクロラムフェニコール (Cm、三共)を添

加した。

(3)組換え DNA

制限酵素 (TOYOBO) による DNAの切断は、添付の緩衝液を使用して、各制限酵系

について製造者が定める方法によって行った。その他、 T4DNAリガーゼ (TOYOBO)

による DNA 断片の連結、目的の組換え体を保有するクローン取得のための大腸菌

JM109株の形質転換、アルカリー溶菌法によるプラスミド抽出ならびに DNA断片のア

ガロース電気泳動等、 DNA組換えに必要な操作は、成書 (4，83) に従って行った。

(4)欠失プラスミドの作成

クローン化された P.pseudoalca1igenesKF707株の bphX領域を含む 3.4kbの

お11断片を pUCl18のお1Iサイトに導入することにより構築した pXKF101を制限

酵素で消化した後 ExonucleaseIIIにより Deletion反応を行った。次いで、 65
0C

で 5 分間保温することにより Exonuc 1 ease II I を失活させた後、 DNA 末端を

Klenow fragmentにより平滑化し、 T4DNA 1 i gaseにより連結した。
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(5) bphX領域の塩基配列の決定

上記の方法により調製したプラスミドを用いて、 Sangerらの dideoxychain ter-

mination法制)により DNASequencer Model 373A (Applied Biosystem)をイ吏用して、

DNA塩基配列の決定を行なった。(Fig.3-2)

(6)大腸菌菌体抽出液の調製

Glutathione S-transferase (GST)活性測定のための大腸菌菌体抽出液の調製法は、

以下の通りである o pXFK101を保有する大腸菌 ]M109株を終濃度 30μg/mlAP、

40μg/ml IPTG (isopropy]-s -D-thiogalactopyranoside) を含む 100 mlの LB

培地中で 30
0

C下、菌体量が OD660が 3.0になるまで培養した。培養後、 4，000rpm 

で 5分間遠心分離して集菌を行った。さらに、 30 mlの 100mMリン酸緩衝液 (pH

6.5) 中に懸濁した後に、同条件で遠心分離し、菌体を洗浄した。さらに同操作によ

り菌体を再び洗浄した後に 2mM DTT (Dithiothreitol、東京化成)を含む 4 mlの

100 mM リン酸緩衝液 (pH 6. 5) 中に懸濁した菌体を超音波破砕機 (USD-130， 

Tosho Electric)を使って 10分間破砕した。これを遠心分離して (15，000 rpm， 10 

分間)、得られた上清を粗酵素液として用いた。

方、 Acetaldehydedehydrogenase (ADH)活性測定のための大腸菌菌体抽出液の

調製法は pXKF101を保有する大腸菌 ]M109株を終濃度 30μg/mlAP、40μg/ml

IPTGを含む 40 mlの LB培地中で 30
0

C下、菌体量が OD660が 3.0になるまで

培養した。培養後、 4，000rpmで 5分間遠心分離して集菌を行った。さらに、 20

mlの 10 mMリン酸緩衝液 (pH7.5) 中に懸濁した後に、同条件で遠心分離し、菌

体を洗浄した。さらに同操作により菌体を再び洗浄した後に 2mM DTTを含む 400

μl の 100 mM リン酸緩衝液 (pH6. 5) 中に懸濁した菌体を超音波破砕機 (USD-

130、Tosho Electric)を使って 10分間破砕した。これを遠心分離して (40，000

rpm， 60分間)、得られた上清を粗酵素液として用いた。

上記のいずれの菌体抽出液中のタンパク質含量も Lowry法(回)で測定した。

(7) Glutathione S-transferase活性の測定
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GST活性の測定は Habig らの方法 (48) に従って以下のように行った。すなわち、

100 mM リン酸緩衝液 (pH6. 5) に 1-chloro-2，4-dinitrochlorobenzene(CDNB、

Aldrich) を終濃度 66 mM、還元型 Glutathione (GSH、東京化成)を終濃度 30mM 

になるように溶解した反応液 50μl に前項で示した方法で調製した粗酵素抽出液

100μlを添加して 25
0C、2分間、分光光度計 (UV-2200、島津製作所)にセットし

たセル内で、反応を行い、 CDNB-GSHの生成を吸収極大波長である 340nmにおける吸

光度により測定した。なお CDNB-GSHの分子吸光係数は、 9.6 mM-1・cm-1 を用いた。

1分間に 1μmoleの CDNB-GSHを生成する酵素活性を 1uni tとした。また、測

定した値は 3回の計測値の平均値を示している。

(8) Acetaldehyde dehydrogenase活性の測定

ADH活性の測定は Shinglerらの方法 (96)に従って以下のように行った。すなわち、

50 mMリン酸緩衝液 (pH7.5)に NAD+を終濃度 285μM、Acetaldehydeを終濃度

10 mM、前項で示した方法で調製した粗酵素抽出液 100μiを添加して、 20
0

C、1分間

インキュベートした後に CoAを終濃度 100μMになるように加え、 20
0

C、5分間、

分光光度計 (UV-2200、島津製作所)にセットしたセル内で反応を行い、 CDNB-GSHの

生成を吸収極大波長である 340nmにおける吸光度により測定した。なお 1分間に

1μmoleの NADHを生成する酵素活性を 1uni tとした。

3'3 実麟吉果

3 . 3・1 KF707株ピフェニル代謝遺伝子 bphX領域の塩基配列

~pseudoalcaljgenes KF707株に存在する bphX領域の 3351bpの DNA塩基配

列を決定した。(Genbankaccesion No.D85853)その結果、この領域には Fig.3-3に

示すように 4つの Openreading frame (読み枠)が存在した。

2番目の ORFにコードされている 780bpよりなる bphXl遺伝子は GC含量が

65.1 mo 川、推定されるアミノ酸配列より計算した分子量は 27442Daであった。ま
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た塩基配列より予想、される BphX1のアミノ酸配列は Pseudomonassp. CF600株の

フェノールや 3，4・ジメチルフェノールの代謝に関与する 2-hydroxypenta-2，4-din-

oate hydrataseである DmpE(96)および pWWOのxylオベロンのメタ開裂経路に存在

する Xyリと 67.8もの相向性を示した。 (Fig.3-3 A) 

次に、 3番目の ORFにコードされている 912bpよりなる bphX2遺伝子は GC含

量が 63.5mol%"推定されるアミノ酸配列より計算した分子量は 32256Daであり、

塩基配列より予想、される BphX2のアミノ酸配列は Acetaldehydedehydrogenaseで

ある DmpF(96)および XylKと 54.4もの相向性を示した。 (Fig.3-3B) 

さらに、 4番目の ORFにコードされている 1038bpよりなる bphX3遺伝子は GC

合量が 63.4mol明、推定されるアミノ酸配列より計算した分子量は 36796Daであり、

塩基配列より予想される BphX3のアミノ酸配列は 4-hydroxy-2-oxovaleratealdo-

laseであるDmpG(96)および XylEと 51.6もの相向性を示した。 (Fig.3-3C) 

一方、 1番目の ORFにコードされている 609bpよりなる bphXO遺伝子は GC含

量が 60.6mol弘推定されるアミノ酸配列より計算した分子量は 22432Daであり、

予想されるアミノ酸配列は Pruteusmirabirisの GSTと 48.3も の相向性を示し

た。 (Fig.3・3D) bphXO、bphXl、bphX2、bphX3遺伝子の Openreading frameの

上流にはいずれも SD配列 (5'-AAGGA -3' )が存在し、これらは、 P.aeruginosa の

16S rRNAの3'末端付近と相補性を示した。GC含量は 60.6・65.1もと他のピフェニ

ル代謝遺伝子群に比べ (56.0-61.7略)やや高い値を示した。

3 . 3 . 2 bphX遺伝子群保有大腸菌の GlutathioneS-transferase活性

KF707株 bphX領域を含む pXKF101および大腸菌発現ベクター pUCl18を保有す

る大腸菌菌体抽出液の GST活性の有無を測定した結果を Fig.3-4 に示したo

KF707 株 bphX領域を含む pXKF101 を保有する大腸菌菌体抽出液は迅速に 1-

chloro-2，4-dinitrobenzene-Glutathione ~DNB-GSH) conjugateを生成した。一方

大腸菌発現ベクター pUCl18を保有する大腸菌菌体抽出液は CDNB-GSHの生成は見ら

れず、この結果は bphXO遺伝子が GSTをコードすることを明らかにした。
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3 . 3・3 bphX遺伝子群保有大腸菌の Acetaldehyde dehydrogenase 活性

KF707株 bphX領域を含む pXKF10lおよび大腸菌発現ベクター pUCl18を保有す

る大腸菌菌体抽出液の ADH活性の有無を測定した結果を Fig.3・4に示したo

KF707株 bphX領域を含む pXKF10lを保有する大腸菌菌体抽出液は迅速に NAD+ 

を還元し、 NADHを生成したが、大腸菌発現ベクター pUCl18を保有する大腸菌菌体

抽出液は NADHの生成は見られなかった。以上の結果は bphX2遺伝子が ADHをコー

ドすることを明らかにした。

3・4 考察

P.pseudoalcaligenes KF707株の bphX領域の決定した DNA塩基配列 3.4kbか

ら、 4つの読み枠 (ORF)が認められた。(Fig.3 -3)それぞれの ORFの予想されるア

ミノ酸配列のホモロジー検索より、 BphXlは Pseudomonassp. CF600株のフェノー

ルや 3，4・ジメチルフェノールの代謝に関与する 2-hydroxy penta-2，4-dienoate 

hydrataseである DmpEおよび pWWOの xylオペロンのメタ開裂経路に存在する

XylJと 67.8%， BphX2は Acetaldehydedehydrogenase であるDmpFおよび XylK

と 54.4%， BphX3は 4-hydroxy-2-oxovaleratealdolaseである加pGおよび XylE

と 51.6 %の相向性を示した。従って bphX領域に存在する bphXl、X2、X3遺伝子

は BP の環開裂黄色化合物の加水分解において生成する 2・hydroxy penta-2，4・

dienoateを Acetyl-CoAへ代謝する酵素をコードするものと考察した。また BphXO

は Pruteusmirabirisの GSTと 48.3怖 の相向性を示し、 bphXO遺伝子を保有す

る大腸菌抽出液は GST活性が存在した。

方、 P.cepacia LB400株の bph遺伝子の bphCと bphDの聞に存在する機能不

明な領域 bphX 3.4 kbについても解析が行われ、 bphX領域は Glutathione S-

transferase (BphK)、2-hydroxypenta-2，4・dienoatehydratase ~phH) 、 Acetal ­

dehyde dehydrogenase ~phJ) 、 4-hydroxy-2 司 oxovalerate aldolase ~phI) をコー
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ドすることが明らかになり、それらは KF707株の bphXOXIX2X3遺伝子と極めて高い

相向性を示した。 (Table3-1)似)

3・5 小括

P.pseudoalcaligenes KF707株のbphX領域の決定した DNA塩基配列 3.4kbか

ら 4つの読み枠 (ORF)が認められた。そのうち 3つの ORFのアミノ酸配列のホモ

ロジー検索より dmpおよび xyl遺伝子と 51.6-71もの相向性を示す 2-hydroxy

penta-2，4-dienoate hydratase (BphX1)、Acetaldehydedehydrogenase (BphX2)、4-

hydroxy-2-oxovalerate aldolase (BphX3)がコードすることが明らかとなった。従っ

て bphX領域に存在する bphXl、X2、X3遺伝子は BPの環開裂黄色化合物の加水分

解より生成する 2-hydroxypenta-2，4-dinoateを Acetyl-CoAへ代謝する酵素をコー

ドするものと考察した。また、 bphX領域は GlutathioneS-transferase ~phXO) を

コードしており、 KF707株 BphXO、X1、X2、X3は LB400株の bphX領域がコードす

る BphH、I、J、Kと極めて高い相向性を示した。
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Table 3-1 Comparison of sequence similarity in nucleotides and amino acids of bphX 
reglon componen臼fromP. pseudoalcaligenes KF707 and P. cepacia LB400 

KF707 LB4α〕 Similarity (%) 
Sequence 
difference 

Component 
a.a. a.a. 

Product Size 
Product Size Nucleotides Amino acids 

Glutathione S-transferase BphXO 204 BphK 204 99.8 99.5 

2-hydroxy戸nta-2，4-dienoate BphX1 261 Bp旺I 261 99.5 99.2 2 
hydratase 

acetaldehyde dehydrogenase BphX2 305 BphJ 305 99.6 1∞ 。
4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase BphX3 347 BphI 347 99.6 99.4 2 
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A. sphXl vs DmpE vs XylJ 
H0010logy score 67.8 % 

B. ~phX2 vs DnlpF vs XylQ 
Homology score 54.40/0 
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(1) MTKKIKCALIGPGNIGIOLLAKLORSP-VLEPI¥JHVGIOPESOGLKRARE 49 

(2) MNOKLKVAIIGSGNIGTOLMIKVLRNAKYLEMGAMVGIOAASOGLARAOR 50 

(3) MNKKL KVA 11 GPGN 1 GTOLM 1 KVMRNAOYLEMGAMVG IOPASOGLARA口R 50 .. ........ fr.......... ... ...... ・・・・・ ・・・・・・

(1) OAGERVVGKK ~ ~~~:~~~~~~~~~~~~ ~~~ ~~~~~ 1 ~S~~~S 1 AMSS -L • ~~ 
(2) AAGEKVI GKK 1 ~~~:~~~NML~~fl~~~ ~~~~ ~~R MVFN SGE AMP 1 SOL L ~ ~~ 
(3) AAGERV 1 GKK 1 GVT SKAVONHLGVHOPO FGYL lOAMVYNSGEAMP 1 SE KL 100 

・・・・ ・ー・・・・・・ ・・ ・・・ ・・・・・・・ ・

(1) MGIKTTAOGVOGLlPHHOAOGVOIVFOATSAYVHAON S--RKVNALGAL 96 

(2) HGVT TT YAGVEGL 1 KLPEFAO 1 0 FVFOA T SASAHVONEALLROAKP -G 1 R 99 

(3) MGVA TT HEGVEGF 1 NLPE FAO 1 OFVFOA TSASAHVONOALLRRAKP -G 1 R 99 

(1) IOPKAEGE 1 A~VLK~~L~~~~~~ NA~~LAA ~~~V_MPCFE 1 VOSR 1 GD¥JK 1 149 
(z) 110PKAEGEVAF 1 LKKDLI GPGVTNADVLAA TEC~PCFE 1 VDSR I RD¥JK I 150 
(3) IOPRAEGE I AF I L X: ~~ ~H~~~~~~~~~~~ :EC~ 1 PCFEVVDSR 1 ODUK 1 150 
*. .. ••• ・・ ・・・・・ ・・・合......... .. 

( 1) M 1 OL T PAA 1 GPFCVP TVNLKEHVGKGEMNVNMVTCGGOAT 1 PMVAAVSRV Iι6 

(2) L 1 DL TPAA 1 GPYCVPWNLEEHLGK --LNVNMVTCGGOA T I PMVAAVSRV 1ι7 

(3) Ll DL TPAA 1 GPYCVPWNLEEHLAK -'lliVNMVTCGGOA T I PMVAAVSRV 147 
-・・・・・ー.............. ... .... .. ... ............・・・・・・・e・・

(1) K 1 00 TVADNASCGHFVLGSSAADPRR 1 DLMTCGMVLEKNGE 1 1 A T GAGAA 199 

(Z) KIOOTVADNASCGLFVLGDOAVSPROVDLVTCGMWEKNGHIISTGAGAA 200 

(3) K I OOTVADNASCGL FVLGDOAVSPROVDL VTCGML VEKNGOL L 5 TGAGAA 200 
・・・・・・・・・・・・・ ・・・・ .. .. ...... ..... .......... .. 

(1) OPVAYGEIVATVSSKSAGPGTRKNIDEFTRTTAGAVEX:VGGAKKGKAIII 196 
(2) AKVHYAE 1 VAS I SSKSAGPGTRAN 1 OE FTE TTSKA 1 EV 1 GGAAKGKA 111 197 

(3) AKVHYAEIVASIASKSAGPGTRAIiIDEFTETTSKAIEVIGGAAKGKAIIV 197 

-・・・・・・ ・・・・・...・ ..... ..... .... ..・・ ・・・・・・

(1) ALGSPVNSVAULAN T L GR L G 1 GlKAGEV I L SGAlAAM FPAOAGD H F RV T I 249 

(Z) ALGSPVNCVAULANT LGR FG 1 ALKAGEV IlSGSL VPLEPVKAGDVMRVD 1 250 

(3) ALGSPVNCVAULAN TL GH F G I GL K:AGE V Il SGSL VPL EPVKAGD rHRVE I 250 
........ ....合・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・ ・・ ・

(1) LNPAEPPLIMRDTvHCLLESEPDOAKITESIHAMIKEVOnVPGYKLVNG 246 

(2) MNPAEPPL 1 MRDTVY -VLSAAADOAAVAASVAEMVOAVOAYVPGYRLKOO 246 

(3) MNPAEPPL IMRDTVF-VLSETVDOAovEASVEEMTSAVOAYVPGYRLKOK 246 

(1) GG I GGCSVR F H 

(Z) GGIGSASVRFT 

(3) GGIGSASVRF 1 ..... ....-
260 

261 

261 

( 1 ) PVFD-ーーーーー ーーーー ーーーーーー -GLRVSVY LEVEGLGDYLPKYAGNLD 1 MTA 279 

(2) VOFDV 1 PESAPLN 1 PGL GR F SGlKlSVF LEVEGAAHYLPA Y AGN LO 1 HTS 296 
(3) VOFOV 1 PESAPL H 1 PGLGT FSGLKTS 1 YLEVEGAAHYLPAYASSLD 1 MTS 296 

(1) AAARTAEMFAEE 1 LAGOL TL口PVHA

(2) AALATAERMAOSMLNA 

(3) AALATAERMAOSLLNA 

304 

312 

312 

C. BphX3 vs DmpG vs XylK 
Homology score 51.60/0 

D. BphXO vs Prutells Illirabiris GST gene 
Homology score 48.30/0 

(1) 門KLEG-KKVTVHDM T L RDGHHPKRHOH TL EOHKS 1 ACGLDAAG 1 PlI EVTιq  

(2) I1TFHPSKKL Y 1 SDVTL RDGSHA 1 RHOYT LDDVRA 1 ARALDKAKVDS 1 EVA 50 

(3) HTFHPGKKL YI SDVTL RDGSHA 1 RIIOYS 1 ONVOO 1 ARALDKARVDS 1 EVT 50 
. .. ....・・・・ ・・・ ・・・・・

(1) HKLnSPGACSLSPHIALREAGLNFELV口VDLASKKTASGODYLE 1 NPAG 
・・・・・・・ ・*・・・・・ ・・・ .. .. ........ ... .. .. ..・ ・

50 

( 2) MKL YYTPGSCSLSPH 1 VLRE TGLD F S 1 E R 1 DLRTKKTE SGKD F LA 1 NPKG 50 

(1) HGDGLGGSSVNYGFPAHSDEEYLGAV 1 PLHK口AKVSALLLPGIGTVEHLK 99 

(2) HGDGL口GSSFlHGFGRHTDLEY1 EAVAGE 1 SHA口IATLLLPGIGSVHDLK 100 

(3) HGDGLOGSSFNYGFGAHSDLEu 1 EAAADV 1 OHARVTVL L VPG 1 GTVHDLK 100 

(1) YVPCLOLDDGRTLTEGPAIVOYVADOVPGKOLAPANGSFERYHLOOIJLNF 100 
・・・・ ..... 

(2) OVPVLOLDNGD 1 L TEGVA 1 VOYLADLKPDRNL I APPKAL ERYHO 1 EULN F 100 

: 1) HAKDLGVliT 1 RVA THCTEADVSE口HI TOSRX:LGLOTVGFLHHAHHASPEK 11.9 
(2) NAYOAGARWRVAT HCT EADVSK口HIEYARNLGMDTVGFLMMSHMIPAEK 150 

(3) AAYDAGARSVRVATHCTEADVSR口H1 EYARELGMDTVGFLMMSHH 1 PAEO 150 
.. .. ....・・・・・・・・・・・・・ ・合合合合..*‘・・・・・・ ・
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(1) 1 KE 203 

(2) lKE 203 

(1) GHHNlAHGVANS 1 AA 1 EAGATR 1 OAAAAGLGAGAGNTPMEVF 1 AVCARMG 2ι中

(2) AHHNLSL GVANS 1 VAVEEGCDRVDASLAGHGAGAGNAPLEVF 1 AVAERL G 250 

(3) AHHNLSLGVANS 1 1 AVEEGCDR 1 DASLAGHGAGAGNAPLEVF 1 AAAER LG 250 

(1) 1 ETGVDVFK 1 ODVSEDL WP  1 HOHV 1 R 1 DRDSLTLGYAGVYSSFLLF AKR 29守

(2) ¥JNHGTDL YTLHOAADD 1 VRPL ODRPVRVORE TlGlGY AGVYSSF LRHAE 1 300 
(3) ¥JNHGTDL YTLMDAADD 1 VRPLODRPVRVDRE TLGL GYAGVY SS FL RHAEV 300 

(1) ASEKYGVPARD 1 L VEL GRRGHVGGOEOM I EO T AHTHARERGL T L T AA 

(2) AAAKYNLK TLD 1 L VElGHRRHVGGOEOH 1 VDVALOLlAAH --KE NRA 

(3) AAAKYGLKTLO I L VELGRRRHVGGOEDH 1 VDVALOLLAAR --KEOOA 
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第 4章 諸種のピフェニル/PCB分解菌の bphX領域の構造-機能解析

4の l 緒 百

前章において P.pseudoalcaligenesKF707株 bphX領域には bphXl、X2、X3遺伝

子が存在し、 BPの環開裂黄色化合物の加水分解より生成する 2-hydroxypenta-2，4-

dinoate を Acetyl-CoA へ代謝する酵素をコードしていることを明らかにした。

方、 bphX領域にはハロゲン化作用を有する GST (BphXO)がコードする bphXO遺伝

子が存在する。

本章では KF707株 bphXO遺伝子領域をプロープとしてサザン解析を行い、各種ピ

フェニル/PCB分解菌のおける bphXO遺伝子の存在について調べた。また異なる炭

素源で培養したピフェニル/PCB分解菌の GST活性の測定を行い、ピフェニル代謝

系と GST活性の関係について検討を行った。さらに P. putida KF715株の bph遺

伝子と P.pseudoalcaligenesKF707株の bphX領域の DNA塩基配列の相向性を調べ、

KF715株の bph遺伝子の bphX領域の欠失のメカニズ、ムについて検討を行うととも

に、 KF715株よりコスミドライブラリーを構築し、 BPからの中間代謝産物である 2・

hydroxy penta-2，4-dienoate を Acetyl-CoAへの代謝する酵素系をコードする領域

の特定を行った。

4 . 2 実験材料および方法

(1) 使用菌株、プラスミドおよび培地

本章で示した実験内容で使用した菌株およびプラスミドを、 Table4・1に示した。

~paucimobilis Q1株は、シカゴの土壌より、また P.cepacia LB400株を除く他の

ピフェニル/PCB分解菌は、日本の各地の土壌から分離されたものである o P. putida 

AC30株は、九州大学農学部発酵学教室所有の菌株である。

(2) Genomic DNAの調製
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ピフェニル/PCB分解菌を 0.2'""0.02もの BPと 5g/lの Sucを含む BSM培地

40 mlで 30
0

C、14時間で振とう培養し、集菌、洗浄後、 TE緩衝液 (50mMトリス、

1 mMEDTA、pH7.5)に懸濁した。次にリゾチーム(生化学工業)を最終濃度 2μg/ml

と ProtenaseK ~erck) を最終濃度 30μg/ml 、また 10 首 SDS を 0.8 ml加え、 37

℃で 60分間保温し、溶菌した。さらに 5M NaClを加え、懸濁した後に、 CTAB/

aCl (Hexadecyltrimethyl ammonium bromide/NaCl)を 2.6ml加えて、再懸濁した。

65
0

C、10分間保温後、フェノールおよびクロロフォルム抽出を行い、 0.6volumeの

イソプロパノールにより Genomic DNAを沈殿させ、 TE緩衝液に溶解した。その一部

について 260nmの吸光度を測定して濃度を決定した。

(3) サザンハイブリダイゼーション

各種ピフェニル/PCB分解菌より調製した Genomic DNAを制限酵素 EcoRIで消化

し、アガロースゲル (0.7略)により電気泳動をおこなったO 泳動されたDNA断片は

Southernの方法 (100)により BiodyneB nylon membrane (Pall)へ移行した。

DNAプローブは以下の方法で調製した。すなわち、 bphXOプローブは pXKF101よ

り bphXO遺伝子を含む 0.6kb HinfI断片を、一方 bphXプローブは pXKF101より

bphX領域の一部を含む 2.9kb SalI -BgII1断片をアガロースゲルから Geneclean

k i t (フナコシ)を利用して回収したものを使用した。これらのプローブとして使用

した DNA断片を Fig.4-1に示した。プローブ DNAのラベリングは Nonradi oac ti ve 

DNA labeling and detection kit aoehringer Mannheim) を使用した。DNAの相向

性の検出は、得られたプローブを前述のメンプランの DNAにハイブリダイズし、 No-

nradioactive DNA labeling and detection kit (Boehringer Mannheim)を使用して

行った。

(4) Glutathione S-transferase活性の測定

GST活性測定のためのピフェニル/PCB分解菌の菌体抽出液の調製法は、以下の通

りである。ピフェニル/PCB分解菌を終濃度 0.2-----0.02もの BP粉末、 5g/ 1の

Sucを含む 40 mlの BSM-Suc-BP培地、終濃度 O.2'"" O. 02もの BP粉末のみを炭
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素源とした BSM-BP培地、または 5g/ 1の Sucのみを炭素源として含む培地のい

ずれかで 30
0

C下、菌体増殖が定常期になるまで培養した。培養後、 4，000rpmで 5

分間遠心分離して集菌を行った。さらに、 30mlの 100 mMリン酸緩衝液 (pH6.5) 

中に懸濁した後に、同条件で遠心分離し、菌体を洗浄した。さらに同操作により菌体

を再び洗浄した後に 2mM DTTを含む 4mlの 100 mMリン酸緩衝液 (pH6. 5) 中

に懸濁した菌体を超音波破砕機 (USD130、ToshoElectric)を使って 10分間破砕し

た。これを遠心分離して (15，000 rpm， 10分間)、得られた上清を粗酵素液として

用いた。粗酵素液中のタンパク質含量は Lowry法 (剖)で測定した。またピフェニル/

PCB分解菌菌体の GST活性の測定は 3・2節 (7)に示 した方法で行った。

(5) P.putida KF715株 Genomic DNAのコスミドライブラリーの作成

P. pu ti da KF715株の GenomicDNAは 4・2節 (2)に示した方法により抽出した。

Genomi c DNAは制限酵素 Sau3A1により部分消化し、シ ョ糖密度勾配遠心を成書 (4)

に示す方法により行い、 平均 40kbの大きさの DNA断片を得た。次にコスミドベク

ター SuperCOS1 (TOYOBO)の BamH1サイトに Calfintenstin phosphatase ttOY-

OBO) を用いて脱リン酸化した GenomicDNA を T4DNA 1 igase により連結し、

Gigapack 11 Gold (Strategene)を使用して InvItro packagingを行った。さらに

構築したファージにより E.coJi 490Aへ形質導入 し、AP耐性を有する形質転換体を

得た。 (Fig.4 -3) 

(6) KF715株 bph遺伝子の下流領域のクローニング

上記の方法により構築した形質転換体のうち、 23DHBPdioxugenase活性 (BphC) 

を有する形質転換体を選択するために、 APを含む (50μg/ml)LB寒天培地上の AP

耐性クローンに 2，3-dihydroxybiphenyl (23DHBP)水溶液 (1g/l) を噴霧し

23DHBPを環開裂黄色化合物に変換する能力を有するクローンを得た。

同様に Catechol2，3-dioxygenase活性 (BphG)を有する形質転換体を選択するた

めに、 APを含む (50μg/ml)LB 寒天培地上の AP耐性クローンに Catecho 1 (CA) 

水溶液 (1g/l)を噴霧し、 CAを環開裂黄色化合物に変換する能力を有するクローン
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を得た。

4 . 3 実聯吉果

4・3・1 ピフェニル/PCB分解菌の bphXO遺伝子の存在確認、

ピフェニル/PCB分解菌および安息香酸資化菌から GenomicDNAを抽出し、制限

酵素 EcoRIで消化後、 P.pseudoaJcaJigenseKF707株の bphXO遺伝子の 0.6kb断

片をプローブとしてサザン解析を行った。その結果を Fig.4-2に示す。

KF707株のピフェニル代謝遺伝子群と同ーか極めて類似している KF702、KF703株

については KF707株と同じ 7.2kbと 6.0kbの相同な DNA断片が認められたが、

KF710、KF711株は KF707株と同じ 6.0kbの相同な DNA断片が認められたが、

KF707株とは異なる 13.0kbの相同な DNA断片が認められたO

また、 KF707 株の bph 遺伝子と相向性は示すが bphX領域を欠失している

KF701、KF715株は KF707株とは異なる 5.3kbと 13.0kbの相同な DNA断片が認

められた。

一方、 KF707株のピフェニル代謝遺伝子群とほとんど相向性を示さない KF712、Q1

株については相同な DNA断片が認められなかった。また、安息、呑酸資化菌 AC30株

についても相同な DNA断片が認められなかった。

さらに、 LB400株は KF707株と同じ 6.0kbの相同な DNA断片が認められたが、

KF707株や上記のいずれの菌株とも異なる 2.2kbの相同な DNA断片が認められた。

4 . 3 . 2 諸種ピフェニル/PCB分解菌の GlutathioneS-transferase活性

諸種のピフェニル/PCB分解菌および安息香酸資化菌の GST活性の測定を行っ

た。菌株はすべて炭素源として Sucと BPを含む BSM培地により培養を行い、測定

に使用した。その結果を Table4-2に示す。

KF707株の bphXO遺伝子と相同な DNA断片が認められたピフェニル/PCB分解菌
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KF702、KF703、KF707、KF710、KF711、LB400株は GST活性が認められたが、 KF707

株の bphXO遺伝子と相同なDNA断片が認められないピフェニル/PCB分解菌 KF712

および安息香酸資化菌 AC30株については GST活性が認め られなかった。

方、 KF707株とは異なる相同な DNA断片が認められた KF701、KF715株ついて

も GST活性が認められなかった。

4'3・3 異なる炭素源による KF707株と LB400株の GlutathioneS-transferase 

活性の比較

KF707株と LB400株を BSM-Suc培地または BSM-BP培地で培養し、異なる炭素源

を与えた際の GST、活性のiJ11J定を行った結果を Table4-3に示す。

KF707株については Sucを炭素源として培養した際と比べ、 BPを炭素源として培

養した際に GST活性が約 3.1倍に上昇した。一方、LB400株については Sucを炭

素源として培養した際と比べ、 BPを炭素源として培養した際に GST活性が約 16倍

となり、 KF707株よりも高い値を示した。

Table.4-3 Activity of glutathione S-transferase in the strain KF707 
and LB400 cell extrac包

Acti vity ( mU / mg of protein ) 

Strain 

Suc BP 

P.pseudoalωligenes KF707 0.7 2.2 

P.αヲワαdαLB400 0.2 3.2 

4 . 3・4 P. pseudoal cal igenes KF707 株 bphX 領域と P.put i da KF715 株

のピフェニル代謝遺伝子の塩基配列の比較
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KF707株と KF715株の bphCおよび、bphD遺伝子の相向性はそれぞれ 91.4もおよ

び 96.5唱であり、両菌株の bph遺伝子は極めて高い相向性を示す。 (28.60)続いて決

定した KF707株 bphX領域の塩基配列と KF715株の bphC遺伝子と bphD遺伝子の

間の領域の塩基配列の比較を行った。

Fig.4ι に示すように KF715株の bphC遺伝子と bphD遺伝子の問の領域 208bp 

の塩基配列は KF707株 bphC遺伝子の終止コドンから bphXO遺伝子の開始コドン

(ATG)の Aまでの塩基配列と KF707株 bphX3遺伝子の3' 末端の 106bpを含む

bphD遺伝子の開始コドンまでの塩基配列と極めて高い相向性を示した。(Fig.4 -4) 

4 . 3・5 ~put i da KF715株 bphX領域の特定

P. pu t i da KF715株の bphD遺伝子の下流領域の DNA断片を含むコスミドクローン

を制限酵素 XhoIで消化し、 bphXIX2X3遺伝子を含む 2.9kb DNA断片 (bphXプロー

ブ :Fig.4-1) をプローブとしてサザン解析を行った。

その結果、 P.putidaKF715株の bphD遺伝子の下流領域の DNA断片を含むコスミ

ドクローンに 2.9kbと O.75 kbの相同な DNA断片の存在が認められ、 KF707株の

bphXIX2X3遺伝子と相同な領域が存在することを確認した。(Fig.4・5)

4 ・4 考察

P.pseudoalcaligenes KF707株の bphXO遺伝子の DNA断片をプローブとしたサザ

ン解析より、 KF707株の bph遺伝子と同ーか極めて類似しているピフェニル/PCB 

分解菌については KF707株と 2つの相同な DNA領域が認められ、また KF707株

の bph遺伝子と相向性は示すが bphX領域を欠失しているピフェニル/PCB分解菌

は、サイズは異なるが相同な領域が認められた。よって各種ピフェニル/PCB分解菌

の染色体上に、複数の bphXO 遺伝子が存在し、他の bph遺伝子コンポーネントと

水平伝搬している可能性を示した。

45 



さらに BPを炭素源として培養した菌体の GST活性は、 Sucを炭素源として培養

した際と比べ、 KF707株については 3.1倍、 LB400株については 16倍に GST活性

の上昇が認められた。一般に GSTは動物 (13)、植物、原生生物などに広く存在し、解

毒作用、主に脱ハロゲン化作用の役割を果たしている。(49.92) また、海洋微生物であ

るのcloclasticusoligotrophus RB1は芳香族化合物の資化性に関与する遺伝子ク

ラスターが存在し、その中の XylKが BphXOと 60.6怖の相向性を示すことが明ら

かにされている。 (118) さらに今回の実聯吉果は bphXO遺伝子の転写が BPを炭素源

とした際に誘導していることを示しており、 GSTがピフェニル代謝系において何らか

の役割を果たしていることを示した。

KF715株の bphCと bphD遺伝子聞と KF707株 bphX領域の DNA塩基配列との比

較から、 KF715株の bph遺伝子は KF707株/LB400株タイプの bph遺伝子から

bphX領域の一部が欠失することにより形成したものと考察した。しかし P.putida 

KF715株の bphD遺伝子の下流領域の DNA断片を含むコスミドクローンに対するサ

ザン解析より、 bphD遺伝子の下流領域に BPの環関裂黄色化合物の加水分解におい

て生成する 2-hydroxy-penta-2，4-dienoate を Acetyl-CoAへと代謝する酵素系

BphX1X2X3をコードする領域が存在した。(Fig. 4 -5) 

ピフェニル/PCB 分解菌 Psudomonas sp. KKS102 株や Alcaligenesxylo-

soxidans A41株の bph遺伝子は bphAIA2A3BCDA4のクラスターを形成しており、

BphX1X2X3をコードする領域は bphAl 遺伝子の上流領域に存在し、またトルエン分

解菌 P.putida F1株のトルエンの環開裂黄色化合物の加水分解において生成する 2-

hydroxy-penta-2，4-dienoateを Acetyl-CoAへと代謝する酵素系をコー ドしている

領域は 2，3-dihydroxytoluenedioxygenaseをコードする todE 遺伝子の下流に隣

接していることが明らかにされている。(70，71、77)

以上の結果、 bphXOおよび bphXIX2X3遺伝子は各種ピフェニル/PCB分解菌に存

在し、その遺伝子配置は菌株間で大きく異なっていた。芳香環分解菌には、遺伝子の

欠失や転座(沼，部)や、転移機能 (12，101， 115) を有するものが分離されている。また、同

ーの菌株内において、類似した機能を有する遺伝子を複数保持するものが存在してい

る。 (59，82) これらの多様性は共通の祖先となる酵素遺伝子が進化の過程における遺伝
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子転移や DNAシャフリングより生じたものと推考した。上記の研究結果はピフェニ

ル/PCB分解菌においてもそのような現象が生 じていることを示唆した。

4・5 小括

ピフェニル/ PCB 分解菌および安息香酸資化菌から Genomic DNA を抽出し、

P.pseudoalcaligenes KF707株の bphXO遺伝子の DNA断片をプローブとしたサザン

解析より、 KF707株のピフェニル代謝遺伝子群と同ーか極めて類似している菌株およ

び KF707株のピフェニル代謝遺伝子群と相同性を示すが bphX領域を欠失している

菌株に相同な DNA領域が認められた。また KF707株の bphXO遺伝子と相同な DNA

断片が認められたピフェニル/PCB分解菌は GST活性が認められた。このように各

種ピフェニル/PCB分解菌において KF707株と類似した bph遺伝子を保有する菌株

に bphXO遺伝子が保存されており、 bph遺伝子とともに bphXO遺伝子が水平伝搬し

ているものと考察した。

次に KF707株と LB400株を BPを唯一の炭素源として培養した菌体の GST活性

の測定を行い、 Suc を炭素源として培養した際と比べ、 GST活性の上昇が認められ

た。このことは GSTがピフェニル代謝系において何らかの役割を果たしていること

が示唆した。

一方、 P.putida KF715株の bphXIX2X3遺伝子を含む DNA断片をプロープとした

サザン解析より、 KF715株 bphD遺伝子の下流領域に KF707株の bphXIX2X3遺伝

子と相同な領域を確認した。 以上の結果、 bphXOおよび bphXIX2X3遺伝子は各種

ピフェニル/PCB分解菌に存在し、その遺伝子配置は菌株間で大きく異なることを明

らかにした。
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Table 4-1 Bacterial strains and plasmids used in this chapter 

strain and plasmid Source or reference Relevent description 

Strain 
Escherichiαcoli 1Mllω 

Pseudomonαspseudoαlcaligenes KF707 

Pseudomonαs putida KF715 

PseudomonωputiaαAC30 

Achromobαcter砂losoxidansKF701 
Pseudomonαs fluorescence KF703 

Pseudomonas pαucimobilis Ql 

Alcaligenes sp. KF711 

Pseudomonas sp. KF702 
Pseudomon仏s'sp. KF710 

Pseudomonas sp. KF712 
Pseudomonas cepaciαLB4DO 

Plasmid 

pUC118 

pXKFI0l 

recAl， endAl， gyrA96， thi-l， supE44， relAl Takara shuzo 

(39) 

(60) 

wild type， BP+ 

wild type， BP+ 
wild type， Ben+， BP-

wild type， BP+ 

wild type， BP+ 

wild type， BP+ 

wild type， BP+ 

wild type， BP+ 

wild type， BP+ 

wild type， BP+ 

wild type， BP+ 
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Table 4-2 Activity of Glutathion S-transferase in various PCB degrading strains 

Str担ns

KF701 KF702 KF703 KF707 KF710 KF711 KF712 KF715 LB4∞ AC30 

Ac_!i_vity 
ê~üÎ~g of protein) 0.5 1.1 0.7 2.8 0.9 1.7 0.5 ND 1.1 ND 
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P.pseudoalcaligenes KF707 bph gene 

回。Hh
u
円

で1仰
ョロ
蜘so.o
U句

u 
bphX3 l旬hD |ロ

“ • 
4骨 ..... 

bphXO probe 

bphXprobe 

Fig.4・1DNA fragments used as probe for detection of bphX genes in various 
PCB degrading strains 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

一一一一 13.0kb 

一一一一-7.2 kb 

6.0kb 
5.3kb 

一一一一 2.2kb 

Fig.4-2 Southern analysis of P. pseudoalcaligenes KF707 bphXO 
probe to various PCB・degradingstrain genomic DNA 

The arrows indicate the DNA fragments containing KF707 bphXO DNA. Lane 1， AC30; 
Lane 2， LB400; Lane 3， Ql ; Lane 4， KF715; Lane 5， KF712; Lane 6， KF711 ; Lane 7， 
KF710・Lane8. KF707・Lane9.KF7a・Lane10. KF702・Lane11. KF701 
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Pseudomonα:s putidαKF715 Genomic DNA 
Preparation of SuperCos 1 

DNA • 

BamI-ll 

Digest with Sau3AI 

||  
DNA fragments 

| |  

XbαI 

Digest with XbaI 

COK5，p 
BamHI 

ampr on h 
5' P" 

CIP 
Sucrose gradients 

ampr on h 
BamHI 

CIP 
Digest with BαmHI 

BafnHI 

| cosl 
，/ I 

5' P XbaI 
~ on 

XbaI 

Ligate to 35 -45 kb fragment of Genomic 
DNA 

四
X

?/_ P.putida KF715 Genomic DNA on 回

Package in vitro into bacteriophageλparticles 

Ampr colonies cωTIng 
recombinant cosmids 

〈

Z
Q
ヒ
叫
自
【-ー

〆/

Infect E.coli and select 

for ampf transformants 

Amp 

Fig.4・3Schematic representation of construction of cosmid Iibrary 

of P. putida KF715 genomic DNA 
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P. pselld，ωlcaligelles KFゥ07

|Al |回日目iA4 Iw[fコ図回国困Eコ

| Al I[EJ口囚lA4 Iw[己目亡日
ORPヲ --TAACCC~A'lI' 

ヨ依 ヨ依 * 

(bphC)同十--AATCCCTGCザ |GTCGAG---同一-1-A吋(仰)…H/"+ 、に幻 C-terIDInus(106 nt: 34 aa) 
l' G AAACTT-ーーーーーー x -ーーーーーー GACATCC'Jr 

Eαゥ07bphC 
C・terminos

KFウ15bphC 

C-terminos 

G附 Gω|CAAAGr民間∞GCA~ C .k .k .k <GEIれ
DELETION 

GCGCG -GA -----------------------------ACAAAGCATAA 
*ヨ~ ，依

Fig.4-4 Comparison of bphX region between P. pseudoalcaligenes KFi07 
and P.pωida KF715 bph operons 
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2 3 

J.5Kb 

2.9Kb 

ι 一一 O.75Kb

Fig.4・5Southern analysis of P. pseudoalcaugenes KF707 bphX probe to 
P. putida KF715 bphD downstream region 

The訂rowsindicate the DNA fragments containing KF707 bphX. 

Lane 1， pHSG396 (Control) ; Lane 2， pXKFI0l; Lane 3， KF715 bphD downs悦 amregion 
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第 5章 KF707株のピフェニル代謝遺伝子 bphAl上流領域の解析

5 . 1 緒 百

ピフェニル/PCB分解菌 P.pseudoaJcaJigenesKF707株の bph遺伝子は bphAIA2

(or f 3) A3A4B CXOXIX2X3D の遺伝子クラスターを形成しており、その塩基配列は、

P. cepac i a LB400株の bph遺伝子 bphAE(orfl)FGBCKHJIDと 95・ 100怖の極めて同

い相向性を示すことが明らかにした。一方、米国 GE社の Monde110 らのグループは

LB400株の bph遺伝子 bphAlの上流に機能不明な読み枠 orfOが存在し、両菌株の

PCB分解特性に関与している可能性を示唆した。 (20)

本章では KF707株の bph遺伝子 bphAl上流領域の DNA塩基配列を決定し、

LB400株の bphAl 上流領域の構造との比較検討を行うとともに、 KF707株の orlO

破壊株および導入株を構築し、機能解析を行った。

5 . 2 実験方法と材料

(1) 使用菌株、プラスミドおよび培地

本章で示した実験内容で使用した菌株およびプラスミドを、 Table5-1に示したo

~pseudoaJcaligenes KF7095、KF7131の構築の方法は、 5・2節 (5)、(6) および

5・2節 (11)に示した。 トランスポゾン Tn5-B21 を P.pu ti da KF715の bph遺伝

の bphDへ挿入して遺伝子破壊を行った菌株 KF7065株は Furukawaらにより構築

された。 (30)

プラスミド pUKF18 は染色体歩行 (gene wa 1 k i ng)により取得した KF707 株の

bphAl遺伝子の上流領域を含む 3.2kbのSmaI-XhoI断片を含む pUKF101へ pKTF18

(109)の bphABC 遺伝子を含む XhoI 断片を挿入し、構築した。また、プラスミド

pSUPB101の構築の手}II買を Fig.5-2に示した。すなわち、 pSUPB30(98)の 4.4kbのテ

トラサイクリン耐性遺伝子 (TcR) を含む XhoI 断片を1.3 kbの KF707株 orfO 
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を含む 5alI断片と交換して pSUPB11を構築し、さ らに pSUPB11の挿入した断片の

orfOの中心付近に存在する Xho1サイトに pSUP30由来の TcR を含む Xho1断片を

挿入した。

(2) bphAl上流領域を含む DNA断片のサブクローニング

クローン化された P.pseudoa1ca1igenesKF707株の bphAl上流領域を含む 3.4

kbの 5ma1-EcoR1 断片を pUC19 (120) の 5ma1-EcoR1サイトに導入することにより

pUKF101を構築した。次に pUKF102は pUKF101 の Pst1 断片を pUC19へ帰入す

ることにより構築したo pUKF103は pUKF101 の 5ph1-C1a1 断片を pUC19へ挿入

することにより構築したo pUKFI04 は1.5 kbのお1I-Xho1 断片を pUC118(120) の

5a 1I -Xho1 サイトに挿入して構築した。さらに、 pUKFI05は pUKFIOlの Psll-Xho1 

断片を pUC19 の PSt1 -Xho1サイトに挿入して構築したo pUKF106 は pUKFIOl の

C1 a 1 -Xho1断片を pHSG396 (110)の C1a1 -Xho1サイトに挿入して構築した。 (Fig.5-1)

(3) bphAl上流領域の塩基配列の決疋

上記の万法により調製したプラスミドを用いて、 Sanger らの dideoxychain tcr-

rnination法 (93)により DNASequencer 373A (Applied Biosysterns)を用いることに

より DNA塩基配列の決定を行なった。 (Fig.5 -1) 

(4) PCR法による orfOの増|陥

P.pseudoa1ca1igenes KF707株 orfOのクローニングと各種ピフェニル/PCBラ0'11拝

荊における orfOの存在の確認を目的として PCR(Polyrnerase chain reaction)法

による orfOの DNA断片の増|隔を行った。増幅には orfOの上流の forward鎖の

5'末端に EcoR1サイト(下線)を付したオリゴブライマー#1 (5' -TCTGAATfCA1-

GAATGCGAGAACTCC-3')と orfOの下流の reverse鎖の 5' 末端に EcoR1サイト (下

線)を付したオリゴプライマー#2 (3' -AGCCAAACAACGCCACrσTAAG OCG -5' )を用いた。

PCR法に使用したオリゴヌクレオチドは、 DNA合成機 (Model380B， Applied sio-

systerns) を用いて trityl onの条件で合成した。合成した DNAをアンモニアの存
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在下、 55
0

C 下で一晩放置して保護基の除去を行い、 OPC カートリツジ (App! icd 

Biosystems) を用いて精製した。精製したオリゴヌクレオチドは、減圧濃縮機で乾燥

し、 TE (Tris-EDTA buffer、pH8.0)中に溶解した。

鋳型 DNAとして Table5-1 に示す菌株より 4・2節 (2) に示す方法により調製

した Genomic DNA を使用したo 01'10の増幅反応は 10X PCR buffer (Applied 

Biosystems)、O.5μgの鋳型 DNAと 100μMの dNTP、1μMのオリゴヌクレオチ

ドプライマー #1および #2および 0.5Uの TaqDNA po 1 yme rase (App 1 i cd 

Biosystems)を含む 50μl の反応液中で行った。インキュベーションは Program

T e m p e r a t u r e C 0 n t r 0 1 S y s t e m (P C -700、アステック)を用いて行ったo Taq DNA 

po!ymerase以外の成分と 1滴のミネラルオイル(ナカライテスク)を専用のチュー

ブに納めて、 93
0

Cで 5分間インキュベートした後に TaqDNA polymeraseを添加し、

55
0

Cでのアニーリング 90秒、 720Cでの伸長反応 90秒、 940Cでの変性 45秒の

サイクルを 25サイクル繰り返した。20サイクル終了後、 700Cで 10分間伸長反応

を行い、反応を終了した。01"10 の増幅を行った反応液を別のエツベンドルフチュー

ブに移してクロロフォルムで、残ったミネラルオイルを抽出、除去した。 さらに、 DNA

精製用フィルターカップ SUPREC™-02 (宝酒造)でろ過して過剰のプライマ- DNA 

および dNTPを除去した。

(5)プラスミ ドの接合伝達

大腸菌 S17-1株から Pseudomonas菌株への各種プラスミドの導入は、 fi 1 ter ma-

ting法 (98) により行った。プラスミド供与菌株である各大腸菌株および受容商株で

ある Pseudomonas菌株を各々 LBプレート上で 300C下、 一晩培養したものを 1 

mlの LB培地に 1白金耳別々に懸濁した。菌体の懸濁液のうち 0.5mlづっ混合し

て 30
0

C 、 15 分間保温したものをニトロセルロースフィルター(ポアサイズ 0.~5μ

m、日本ミリポア)でろ過した。フィルターを LBプレート上に移してフィルターJ.二

に残った菌体を 30
0

Cで一晩培養した。フィルター上の菌体を白金耳を用いて 1ml 

の滅菌水中に懸濁し、懸濁液のうち 5-100μl を 30μg/mlのテトラサイクリン

(SIGMA)を添加 した BSM-Sucプレー ト上に塗抹した。これを 300Cで一晩培養して
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プラスミドを受容した Pseudomonas菌株のコロニーを得た。組換えフラスミドの導

入によって新たに取得した菌株を Table5-1に示す。

(6) orfO破壊株の構筑

orfO破壊株の構築は Fig.5-2に示す方法に従って行った。すなわち、 5. 2節

(1) において構築した pSUPB101 を大腸菌 S17-1 株に導入して形質転換し、

P.pseudoalcaligenes KF707株へのプラスミドの導入を 5. 2節 (5)に示した方法

と同様に、接合伝達によって行った。そのうち pSUP101上の o1'fOまたは bphAJ泣

伝子と KF707株の染色体上の同遺伝子聞の l箇所において相同組換えが起こして染

色体上に pSUP101が組み込まれた菌株 (Singlecrossover) の選択は、 30μg/ml

のテトラサイクリン(和光純薬)および 20μg/mlのゲンタマイシン(和光純薬)

を含む BSM-Sucプレート上でで行った。さらに得られた菌株を 3mlの L-broLhに

より培養し、 12時間ごとに培養液を滅菌水で希釈して BSM-Suc-Tcplateに塗布し、

30
0

Cで 2日間培養した後に、出現したコロニーを BSM-Suc-Tc-Gmplateに接種し

て、 30
0

Cで 4日間培養して生育の有無を確認した。このような方法により、染色体

上に導入された pSUP101上の orfOまたは bphAl遺伝子と KF707株の染色体上の

同遺伝子聞において再び相同組換えを起こし、染色体上から pSUP101が欠失して

中心付近に Tc
Rが導入された o1'fOが組み込まれた菌株 (Doublecrossover)が得ら

れた。

(7)サザンハイブリダイゼーションによる o1'fO破壊株の遺伝子構造の確認

構築した o1'fO破壊株より調製した GenomicDNAを制限酵素 XhoIで消化し、ア

ガロースゲル (0.7引により電気泳動をおこなった。泳動した DNA断片は South-

ern の方法により B i odyne B membrane (Pa 11) へ移行した。DNA プローブは

pSUPB30より 3.8kb BanRI -EcoRI断片をアガロースゲルから CenecleankiL (フナ

コシ)を利用して回収し、使用した。プローブ DNAのラベリングと DNAの相向性の

検出は 4・2節 (2)に述べた方法によって行った。
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(8) ピフェニル資イ七能の確認

各組換え Pseudomonas菌株のビフェニル資化能を調べるために、 BPを唯一の炭

系源とする BSM培地中での生育を経時的に調べた。組換え Pseudomonas菌株を 3

mlの BSM-Suc液体培地にて対数増殖期になるまで 300Cで前培養した。これらの府

養液のうち 1mlを 100mgの BPを添加した 500ml三角フラスコ中の BSM培地

(100 ml)に接種した。30
0

C下、振とう機上で培養し、 20時間毎に培養液 1mlを

とって 660nmにおける濁度を測定した。

(9) 環開裂黄色化合物への変換活性のi~iJ疋

P.pseudoalcaligenθs KF707株および orfO破壊株 KF7095株、 KF715株 bphDを

トランスポゾン Tn5-B21により遺伝子破壊を行った KF7065株による BPからの環

開裂黄色化合物への変換活性を測定した。使用した菌株は上記に示す通りである。上

記の菌株を BPを炭素源とする培地 100ml中で OD660 が約 3になるまで培養し、

4，000 rpm、10分間の遠心分離によって集菌した。これを 100ml の 50酬の

Tris-HCl緩衝液 (pH8.0) 中に懸濁し、再び同条件で集菌した。さらに、 OD
660が

1.0になるように同緩衝液中に懸濁し、これを静止菌体として以後の実験に使用した。

100 ml三角フラスコ中に 20mlの静止菌体を分注し、エタノール中に溶解または

希釈した BP(0. 25M) を終濃度 0.5mMになるように添加した。300C下、同転振と

う機上で振とうし、経時的に 1mlの懸濁液をあらかじめ 100μ lの 100mM EDTA 

(PH 8.0) を分注したエツベンドルフチューブに移した。これを、 12，000rpmで 10

分間遠心分離して菌体を除去した。上清の吸光度変化を測定し、黄色環開裂化令物生

成の有無を調べた。基質に対する環開裂化合物の生成は、 434nmの波長で測定した。

(10)環開裂黄色化合物 (HPDA)の調製

ピフェニル環関裂黄色化合物 (HPDA、Fig.1-1 化合物IV) は、 bphC遺伝子にコー

ドする 23DHBPdioxygenaseの環開裂ジオキシゲナーゼ、活性を利用して調製したo

bphC を含むプラスミド pMFB5(27)を保持した P.aeruginosa PAO 1161株の静止菌体

の懸濁液 (OD6601. 0) 50 mlに 23DHBP (和光純薬工業)を終濃度 0.5mMになる
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ように添加して 30
0

Cで 30分間保温して調製した。菌体を遠心分離で除去し、 k清

を加水分解酵素活性の測定用の反応液として用いた。HPDAの濃度は、分子吸光係数

13，400 (434 nm)を用いて計算した。俗5)

(11)環開裂黄色化合物加水分解酵素活性の測定

orlO破壊株の環開裂化合物加水分解酵素の活性は、環関裂黄色化合 (HPDA)の減

少量を吸光度を測定することによって求めた。環開裂化合物加水分解酵素活性測定に

用いた粗酵素は BP、または Sucを添加した BSMプレート上で 12時間培養した肉

体を以下のように処理して調製した。すなわち、プレート上の菌体を白金耳を使って

50 mMリン酸緩衝液 (pH8.0) 中に懸濁し、同緩衝液で洗浄した後に 1-2ml の 10

唱のエタノールを合む同緩衝液に懸濁して超音波破砕機 (UCD130、ToshoElectric) 

で菌体を破砕した。15，000rpmで 10分間遠心分離して得られた上清を粗酵素液とし

て使用した。粗酵素液中のタンパク質濃度は、 Iρwry法(剖)で測定した。環開裂化合

物加水分解酵素活性の測定の方法は以下の通りである。5・2節 (10)の方法で調製

した 70μMの HPDA2 mlに粗酵素液 20μ lを添加して、 30
0C下、 1分間、分光

光度計 (UV-2200、島津製作所)にセットしたセル中でインキュベートした。反応前

後で 434nm (HPDA) における吸光度の減少を測定した。30
0C 下、 1分間に 1μ

moleの基質を減少させる酵素活性を 1unitとした。

(11) bphD遺伝子の導入株の構築

プラスミドのピフェニル/PCB分解菌への導入は、 5'2節 (5)に示した方法と同

様に、大腸菌 S17-1株からの接合伝達により行った。pKFD330導入株の選択は、 100

μg/mlの硫酸ストレプトマイシンを含む BSM-Sucプレート上で、行った。各組換えプ

ラスミドを導入して得られた菌株を Table5-1 に示した。

5・3 実a駒吉果

5 . 3 . 1 KF707株 bphAl上流領域の塩基配列

60 



P.pseudoalcaligenes KF707株に存在する bphAlよ統領域の1.6 kbの DNA上旬

基配列を決定した。 ~enbank accession No. D85852) 

01"10の開始コドンから bphAl遺伝子の開始コドンの領域は LB400株のめhAl遺

伝子上流領域の塩基配列と 83.3明、また 01"10遺伝子の開始コドンから上流の領域

については 38怖の低い相向性を示し、 LB400株の bph遺伝子の転写開始点付近の

塩基配列 (20)は異なっていた。 (Fig.5・4) しかしこの領域には Fig.5-3に示すよう

に lつの Openreading frame (読み枠) 01'10が存在した。orlOは 738旬、 GC

含量が 57.5mol明、推定されるアミノ酸配列は 245アミノ酸残基からなり、アミノ

酸配列より計算した分子量は 276557Da であった。また塩基配列より推定される

01'10のアミノ酸配列は P.cepa c i a LB400株の 01'10の推定されるアミノ酸配列 (20)

と 80.0弘 sacillussubtilisの Gluconateオペロンの転写制御因子である gntR

のアミノ酸配列 (23)と 28%の相向性を示した。

01'10の openreading frameの約 100bp上流には Esche1'ichiacoli の O70因

結合の保存配列である -10 Sequence (T 80Ag5t45A60a50T96)と相同なプロモータ一様配

列 (5' -TATAAATATAAATAT-3')が存在した。

5・3・2 ピフェニル/PCB分解菌の o1'fOの存在確認

ピフェニjレ/PCB分解菌から GenomicDNAを抽出し、 P.pseudoalcaligenseKF707 

株の orfO 遺伝子の塩基配列より合成したオリゴヌクレオチドを用いて PCR法によ

りピフェニル/PCB分解菌の o1'fOの存在について解析を行い、その結果を Fig.5-

5に示す。

KF707 株の bph 遺伝子と同ーか極めて類似している KF701、KF703、KF710、

KF714、KF715株については KF707株と同じサイズである O.7 kbの DNA断片の増

幅が認められた。一方、 KF707株のピフェニル代謝遺伝子群とはほとんど相向性を示

さない KF704、KF712、Q1、M5株については相同な DNA断片の増幅が認められなかっ

た。
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5 . 3・3 orfO破壊株の遺伝子構造の解析

~pseudoalcalígenes KF707株の orfOに TcR を導入した orfO破壊株 KF7095

株の GenomicDNAを抽出し、制限酵素 XhoIで消化後、 pSUPB30の 3.8kb BamHI-

EcoRI断片をプローブとしてサザン解析を行った。

その結果、 KF707、KF7095株ともに pSUPB30フラグメントと相向性を示す DNA断

片は認められなかった。一方、 pSUPB30の TcRを含む DNA断片をプロープとしたサ

ザン解析から、 KF707株は相向性を示す DNA断片は認められなかったが、 KF7095株

については TcR を含むフラグメントと相向性を示す DNA断片が認められ、 orfOに

Tc
Rが挿入されていることを確認した。

5 . 3・4 orfO破壊株のピフェニル資化能

P.pseudoalcaligenes KF707株の染色体上に存在する orfOに Tcr を導入した

株 P.pseudoalcaligenesKF7095株の BPを炭素源とした場合の生育を調べた。野左

丑~J の KF707 株は BP を唯一の炭素源として生育したが、 orfO 破壊株は BP を炭素源

とする液体培地中での生育は認められなかった。次に KF707株と orfO破壊株および

KF715株の環開裂黄色化合物加水分解酵素 (HPDH)をコードする bphD遺伝子をトラン

スポゾン Tn5-B21により遺伝子破壊を行った KF7065株の BSM-Suc-BPplateでの

生育を調べた。その結果、 KF707株、 KF7095株、 KF7065株はともに生育が認められ

たが、 KF7095株、 KF7065株については Fig.5-6に示すような環開裂黄色化合物の

蓄積が認められた。

5 . 3 . 5 orfO破壊株の環開裂黄色化合物の生成一

5'3節 (4) に示すように orfO破壊株 KF7095株は BSM-Suc-BPplate で培養し

た際に環開裂黄色化合物の蓄積が認められた。そこで、 KF707 株、 orfO 破壊株
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KF7095株、 KF7065株 (KF715bphD: :Tn5 -B21)株の静止菌体による BPに対する環開

裂黄色化合物への生成量を調べた。

KF707株の静止菌体は BPからの環開裂黄色化合物の生成は認められなかったが、

orfO破壊株 KF7095株、 KF7065株の静止菌体は迅速に BPから環開裂黄色化合物を

生成した。また、 orfO破壊株 KF7095株と KF7065株の静止菌体による BPからの

環開裂黄色化合物の生成量は類似していた。

5 . 3・6 orfO破壊株のピフェニル代謝系酵素の活性

各種 KF707株の bph遺伝子にトランスポゾンを導入したトランスポゾン変異株

KF733株、 KF744株、 KF748株と KF707株の orfOに TcRを導入した orfO破壊株

KF7095株について GST、ADH"HPDAの活性を測定し、野生型の KF707株と比較した O

KF707株の bph遺伝子をトランスポゾン Tn5-B21により遺伝子破壊を行った KF733

株 (KF707bphA :: Tn 5 -B21) は BphA (Biphenyl dioxygenase)、BphB (B i pheny 1 

dihydrodiol dehydrogenase)、BphC (Z，3-dihydoxybiphenyl dioxygenase)、KF744

株 (KF707bphB :: Tn5 -B21) は BphB，C、KF748株 (KF707bphC :: Tn5 -B21) は

BphCの酵素活性が認められなかったが、 BphXO (GST)、BphXZ (ADH)、BphD (HPDA) 

の酵素活性が認められた。

方、 orfO破壊株 KF7095株は、 BphA、BphB、BphCの酵素活性は認められたが、

BphXO、BphX2、BphDの酵素活性は認められなかった。

5 . 3 . 7 bphD遺伝子導入株のピフェニル資化能

KF707株の orfOに Tc
R を導入した orfO破壊株 KF7095株へ広宿主域ベクタ-

pKF330 に KF707株由来の HPDAをコードする遺伝子 (bphD)を挿入したプラスミド

pKFD330を導入した菌株 KF7131株について、 BPを唯一の炭素源として培養した場

合の生育を調べ、野生型の KF707株と orfO破壊株の KF7095と比較した。

orfO破壊株の KF7095 株 は BPを唯一の炭素源として生育しないが、 pKFD330
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を保有する orfO破壊株 KF7131株は BPを炭素源とした BSM-BP-plate ヒで生育

が認められた。また BSM-Suc-BPplateにおいて環開裂黄色化合物の蓄積は認められ

なかった。(Tab1 e5 -2) 

Table.5-2 Growth characteris tics of the s trains KF707 and 
their mutants and recombinant strains 

stralll 
Growth medium 
or addition 

KF707 ( wt) KF7095 KF7131 

BP ++ ++ 

Suc + BP ++ ++ ++ 

Suc; SuccinateNa， BP; Bi phenyl 

5 .4 考察

決定した P.pseudoalcaligenesKF707株 bphAl上流領域の DNA塩基配列から、

P. cepacia LB400株の orfO と同じサイズ 738bpからなり、そのアミノ酸配列と

80.0加の相向性を示す Openreading frame (読み枠) orfOの存在が認められたo

KF707株と LB400株の他の bph遺伝子の各遺伝子コンポーネントが 95 ・ 100怖の

極めて高い相向性を示すことから orfOは比較的低い相向性を示している。

また KF707株と LB400株の bphAl上流領域の DNA塩基配列の比較から、 bphAl

遺伝子から下流の領域は 96も以上の極めて高い相向性を示すのに対し、 orfOの開

始コドンから bphAl遺伝子の開始コドンまでの領域が 83.3%... orfOの開始コドン

上流の領域は塩基配列の相同性は全く認められなかった。このことから orfOの推定

される開始コドンの上流付近が bph遺伝子の 5'-末端領域にあたるものと考えられ

る。一方、 Monde110らは LB400株の bph遺伝子には orfOの終止コドンと bphAl 

遺伝子の開始コドンの聞の領域から 2箇所、 orfOの上流から約 40bpから 1箇所
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に転写開始点が存在することを示している。(20) また Taira らは KF707株の bph

遺伝子 bphAlの開始コドンから約 100bp上流に転写開始点が存在することを明ら

かにした。(109) 上記の研究結果から KF707株と LB400株のorfOの転写開始領域を

含む約 40bp上流からは塩基配列の相向性は全く認められなかった。しかし、 KF707

株の orfOの開始コドンの約 100bp上流にはプロモータ一様配列 (5' -TATAAAT-

ATAAATAT-3')が存在し、両菌株の bph遺伝子の orfO上流領域からの転写開始部位

は異なるものと考察した。

次に各種のピフェニル/PCB分解菌の染色体 DNA を鋳型にした PCR により、

KF707株のピフェニル代謝遺伝子群と同ーか極めて類似している菌株に orfOをコー

ドする DNA断片の増幅が認められた。このことは orfOがピフェニル/PCB分解菌

に保存されており、 bph遺伝子とともに水平伝搬していることを示唆した。

KF707株の orfOに TcR を導入して orfOを破壊した菌株は、ピフェニル資化能

を失い、 BPから環開裂黄色化合物を蓄積した。また orfO破壊株は BphXO、X2、D

の活性は存在せず、ピフェニル代謝系酵素の発現に影響が生じた。orfO 破壊株と

KF707株の bph遺伝子をトランスボゾン Tn5-B21により遺伝子破壊した菌株のピフェ

ニル代謝系酵素活性の比較検討から、 KF707株 bphABC遺伝子と bphXOXIX2X3D遺伝

の発現は異なる転写開始点からの転写によるものと考えられ、 orfO はそのうち

bphXOXIX2X3D遺伝子の転写および発現に関与しているものと考察した。

以上の結果から KF707株には LB400株の orfO と相向性を示す ORFが存在し、

ピフェニル代謝系酵素の発現調節に関与している遺伝子コンポーネントであるものと

考察した。

5 . 5小括

P.pseudoaJcaJigenese KF707株の bphAlの上流1.6 kbの塩基配列を決定した。

その結果、 LB400株の orfOと同じ 738bpからなり、アミノ酸レベルで 80.0もの

高いホモロジーを示す読み枠 orfOの存在が認められた。しかし LB400株の bph遺

伝子の orfOの転写開始領域を含む約 40bp上流からは塩基配列の相向性は全く認
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められなかった。LB400株の orfOの DNA塩基配列より プラ イマーを合成し、各種

のピフェニル/PCB分解菌の染色体 DNAを鋳型にして PCRにより、 11菌株のうち

KF707株のピフェニル代謝遺伝子群と同ーか極めて類似している菌株 5株に or[O

をコードする DNA断片の増|隔が認められ、ピフェニル/PCB分解菌に広 く orfOが

存在することが明らかとなった。

次に KF707株の orfOに TcR を導入して構築した orfO破壊株は、 BPを唯一の

炭素源として生育することができず、また BPから環開裂黄色化合物を生成し、蓄積

することを確認した。さらに、 orfO破壊株に KF707株の bph遺伝子 bphDを広宿

、域ベクターにより導入、発現した菌株は BPを唯一の炭素源として生育するこ とを

確認した。

方、 KF707株の bph遺伝子をトランスポゾン Tn5-B21により 遺伝子破壊を行っ

た菌株KF733株 (KF707bphA :: Tn 5 -B21)は BphA (Biphenyl dioxygenase)、BphB

(Biphenyl dihydrodiol dehydrogenase)、BphC (2，3-dihydoxybiphe町 1dioxygena-

se)、KF744株 (KF707bphB :: Tn5 -B21)は BphB、C、KF748株 (KF707bphC :: 

Tn5 -B21)は BphCの酵素活性が認め られなかったが、 BphXO (GST)、BphX2 (ADII)、

BphD (HPDA)の活性は認められた。しかし、 orfO破壊株については BphA、B、Cの

酵素活性は存在したが、 BphXO、X2、Dの活性は認められなかった。

以上の結果から、KF707株には LB400株の orfOと相向性を示す Openreading 

frame o1'fOが存在し、ピフェニル代謝系酵素の発現調節に関与しているものと考察

した。
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Table 5-1 Bacterial strains used in this chapter 

S紅白n組 dplasmid 

Strain 
Escherichiαcoli 

九.1109

S17-1 

Pseudomonα'spseudoα.lcaLigenes 
KF707 

KF7095 

K.F7131 
Pseudomonα!S putida 
K.F715 
K.F7065 

Pseudomonas fluorescence 
KF703 

Pseudomonα!spαrucimobilis 

Q1 

Pseudomonα!S cepααα 
LB4∞ 
Pseudomonas sp. 
KF710 

KF712 

KF714 

Achromobα'.Cter xyLosoxidans 

KF701 

nidentified str出n

KF709 

Alcaligenes sp. 
KF711 

Morα'Xella sp. 
KF704 

Rhodococcus sp. 
M5 

Plasmid 

pUCl18 

pSUPB30 
pSUPB101 

pKFD330 

pKTF18 

pUKF18 

Relevent description Source or reference 

recAl， endAl， gyrA96， thi-l， supE44， relAl Takara shuzo 

pro， thi， recA， hsdR， 

chromosomally integrated RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 (98) 

wild type， BP+ (39) 

0ヒρ::Tc
r
， BF This study 

pKFD330， Sm
r 

wild type， BP+ (60) 

bphD:: Tn5-B21， Tc
r
， BPσ0)  

wild type， BP+ (29) 

wild type， BP+ (38) 

wild type， BP+ (14) 

wild type， BP+ (29) 

wild type， BP+ (29) 

wild type， BP+ (29) 

wild type， BP+ (29) 

wild type， BP+ (29) 

wild type， BP+ (29) 

wild type， BP+ (29) 

wild type， BP+ (37) 

Apr (120) 
Tcr，Gmr，Cmr (98) 

orjD ::Tcr::bphAl(KF707) inpSUPB30， Tcf，Gmr，Cmr This study 
bphD (KF707) in pKF330， Smr 

bphAIA2A4BC (KF707) in pUCl18， Apr (109) 

orjDbphAlA2A3A4BC in pUC19， Apr This study 
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for the upstream of P. pseudoalcaugenes KFi07 bphAl 
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P. pseudoalcαIigenes KF707 ORFO vs P. putids LB400 ORFO 
Homology score : 80.0 0/0 

KF707 l' MNTRTPSGVAMAGEKSFSDASTVPRAKMRSLIEVTFQRLRADIVEGRLAAGSRLGVEDLK 

** *** * * *** *** ** *本************************ *本**
LB400 1" MNARTPNSL TMGGDKSFADASPVPIANVRSLIEATFQRLRADIVEGRLAAGSRLAIEDLK 

61' SRYEVSGGTMREALSLLVAENLVQTQAQRGFPCDPNVLG酬 RDLAATRIALESEALRQSV

*********本**本**************** * * ************* ******* 
61" SRYEVSGGTVREALSLLVANNLVQTQAQRGFHVT附 SLD開 RDLAATRIALE仁EALRQSV

121' LNGDAEWEARIVSSFHRLSLIEEPTMRDPARWFNEWE内 NRGFHEALISA仁SSVWIRRFL

********** *** ***** * ***** ** ** ** *********** * *** 
121" LNGDAEWEARVVSSYHRLSLLDERTMRDPVHLFNQWEQANRDFHEALISACSSAWTQRFL 

181' SILYVHMERYRRLTAMHNPPTRNVHEEHLALRDSALARDAER仁AALMAEHIESSISVVRE

**** ************ * ********************** * ********** 
181" SILYLQMERYRRLTAMHNRPARNVHEEHLALRDSALARDAER仁TELLRMHIESSISVVRQ

241' FGLLR 

***** 
241" FGLLR 

Fig.5・3Comparison of amino acid sequences of ORFO (KF707) and ORFO (LB400) 

Identica1 residues are indicated by asterisks 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 

4・-O.7kb

Fig.5-5 Presence of 0げり amongvarious Biphenyl / PCB degrading bacteria 

Lane 1，λ/HindlII ; Lane 2， Achromobacter KF701; Lane 3， Pseudomonαs sp. strain KF703; 

Lane4， Mor似 ellasp. strain KF704; Lane 5， P. pseudoαlcαligenes KF707; Lane 6， Unidentified strain 

KF709; Lane 7， Pseudomonas sp. s仕出nKF710; Lane 8， Pseudomonas sp. str出nKF712; Lane 9， 

Pseudomonas sp. strain KF714; Lane 10， P. putida KF715; Lane 11， P. Pωcimobilis Q1; Lane 12， 

Arthrobacter sp. strain M5; Lane 13，入/HindlII 



Fig.5・6Growth on biphenyl of P. pseudoalcαIigenes KFi07， P. putida KF715 
and their mutants 

BSM biphenyl + Succinate; Basal salt medium cont出ningsuccinate and biphenyl vaper， 
BSM biphenyl; Basal salt medium containing biphenyl vapor 

73 



KF7095 (KF707 0抑 mutant)

~ 
3 

KF715 (bphD::Tn5-21) 

/ 
ア5(wt) 

2 

富
田
守
的
寸
言
.
白
.
。
イ
ロ
ロ
。
島
田

8
陰。
-3hωω923-ω

・ω
E
M

80 60 40 

Time (min) 

20 。
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strain of P. pseudoalcaugenes KF707 
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第 6章 ハイブリ ッド遺伝子クラスターの構築とハイ ブリッド代謝系の機能解析

6 . 1 緒 百

ピフェニル/ PCB 分解菌 P.pseudoalcaligenes KF707 株の bph 遺伝子は

(or/O) bphA1A2 (or /3) A3A4BCXOX1X2X3Dの遺伝子クラスターを形成し、その塩基配列

から bphA1 はピフェニルジオキシゲナーゼ複合系 (BPDox)の te rm i na 1 d i oxy-

genase成分大サブユニット、 bphA2は同小サブユニット、 bphA3は ferredoxin、

bphA4は ferredoxinreductase、bphBは Biphenyldihydrodiol dehydrogenase、

bphC は 23DHBPdioxygenase、bphDは 2-hydroxy-6-oxo・6-phenylhexa-2，4-dienoic

acid hydrolaseをコードすることが明 らかにされた。(28.109)

その後、ピフェニル/PCB分解菌 P.cepacia LB400株の bph遺伝子 (or/0) bphAE 

(or/1)FGBCKHJID (以下、便宜上 LB400株の bphA、bphE、or/1、bphF、bphG遺伝

子を bphA1、bphA2、or/3、bphA3、bphA4遺伝子と表記する。)についても塩基配列

が決定され(20.64.65)、KF707株のそれと BphAl，95.側; BphA2， 99.日;BphA3， 100略;

BphA4， 100首; BphB， 99.3%; BphC， 99.7%; BphD， 97.6加 の極めて高い相向性を示

すことが明 らかにされた。 (Fig.6-1)しかし、両菌株の PCB分解特性は大きく異な

り、このことは両菌株の塩素置換部位の異なる芳香環に対する酸素添加能力の差異に

よることを第 2章において明 らかにした。

本章では両菌株のピフェニル代謝系をコードする遺伝子コンポーネント間で比較的

相同性の低い or/Oと bphA1遺伝子を相互に交換したハイブリッド遺伝子クラスター

を構築し、ハイブリッド代謝系酵素を発現する大腸菌による各種 PCB異性体からの

環開裂黄色化合物への変換活性の測定と PCB分解産物の同定を行い、両菌株の PCB

分解特性の差異に関与する遺伝子コンポーネントの特定を試みた。

6'2 実a粉オ料および方法

(1) PCR法による or/Oの増幅
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P.pseudoaJcaJigenes KF707株と P.cepacia LB400株の 01"[0のクローニングは

PCR (Polymerase chain reaction) 法による DNA断片の増幅により行った。増中高に

は or[Oの上流の forward鎖の 5' 末端に EcoRIサイト (下線)と Sac1サイト

(点線)を付したオリゴプライマー #3(5' -ηGAATTC GAGCTCA1G AA TGCGAGMCTCC -3' ) 

と or[Oの下流の reverse鎖の 5' 末端に EcoRIサイト(下線)と Sac1サイト

(点線)を付したオリゴプライマー #4(3'・CCTCTGCM廿TAGJrA CTCGAG CTTAAG AG -5') 

を用いた。PCR法に使用したオリゴヌクレオチドは、 5・2節 (4) に示す方法に従っ

て合成したo KF707株 or[Oの鋳型 DNAとして (or[0)bphAIA2(orf3)A3A4BCを含む

pUKF18を使用した。また LBOO株 bphAl遺伝子の鋳型 DNA として GeneralElec-

tric社 Researchand Development center より供与を受けた pGEM453 (20)を使用し

た。or[Oの増幅反応は 10X PCR buffer (宝酒造)、 0.05μgの鋳型 DNAと 100

μMの dNTP"1μMのオリゴヌクレオチドプライマ一 #3と #4、および O.5 Uの

Taq DNA polymerase (Appl ied Biosystems) を含む 50μi の反応液中で、行ったo

or[Oの増幅反応は 5・2節 (4)に示す方法に従って行った。

(2) ハイブリッド遺伝子クラスターの構築

ハイブリッド遺伝子クラスターおよび野生型の KF707 株由来の bph 遺伝 J 、

LB400株由来の bph遺伝子を挿入断片として持つプラスミド、 pHKF101、pHKFI02、

pHKF103、pHKF104構築の手)11買を以下に示した。

pHKF101は pKTF18の Sac1断片と上記の方法によりクローニングした KF707株

来の or[Oを含む Sac1断片を交換することにより構築した。

pHFKF102 は pKTF18の Sac 1断片と上記の方法によりクローニングした LB400

株由来の or[Oを含む Sac1断片を交換することにより構築した。

pHKF103は pKTF18からマルチクローニングサイトに存在する BanfIIサイトと bp-

hAl遺伝子の終止コドンと bphA2遺伝子の開始コドンの聞に存在するBgJ1 1サイト

を利用して bphAlを含む BamHI-Bg 1I 1断片と LB400株の or[Oと bphAl遺伝子を

含む pGEM453由来の BgJ1 1断片を交換することにより構築した。

pHKF104 は pGEM455 (20) より bphA2A3A4BC 遺伝子を含む EcoRI-SacI 断片を
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pUCl18の EcoRI-SacI サイトに導入し、 pHKF141 を構築し、さらに pHKF141 の

EcoRIサイトに pGEM453から o1"fOおよび bphAl遺伝子を含む EcoRI断片を挿入

して構築した。(Fig.6 -2) 

(3)ハイブリッドピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子の構築

pHKF11、pHKF12、pHKF13、pHKF14はそれぞれ pHKF101、pHKF102、pHKF103、pHKF-

104にコードする bphBと bphC 両遺伝子の一部を含む1.3 kbの PpuM1 -PpuM 1断

片を欠失することにより構築した。 (Fig.6-2)

(4)ハイブリッド遺伝子クラスター保有大腸菌の環開裂ジオキシゲナーゼ活性の測

疋

23DHBP dioxygenase活性測定は以下の手順に従って行った。すなわち、 50mM リ

ン酸緩衝液 (pH7.5) に 23DHBP(和光純薬工業)を 100μM になるように溶解し

た反応液 2ml に示した方法で調製した粗抽出液 20μl を添加して 25
0Cで 1分

間、分光光度計 (UV-2200、島津製作所)にセットしたセル内でインキュベートした。

環開裂化合物の生成をそれぞれの吸収極大波長における吸光度によりそれぞれ測定し

た。基質から生成した環関裂化合物の測定波長及び分子吸光係数は、 434nm、13.200

(23 DHBP)航)を用いた。なお、 1分間に 1μmoleの環開裂化合物を生成する酵素活

性を 1unit とした。

(5) PCBに対する環開裂黄色化合物への変換活性の検討

4，4' -CB、2，5，4'-CBに対する環関裂黄色化合物への変換活性を測定した。使用し

た菌株は上記に示す通りである。

ハイブリッド遺伝子クラスターおよび野生型のピフェニル代謝遺伝子保有大腸菌菌

体を用いて、 PCBに対する環開裂黄色化合物変換活性を測定した。使用した菌株は上

記に示す通りである。上記の菌株を 30μg/mlAPおよび 40μg/m1 IPTG を含む

LB培地 100ml 中で OD660 が約 3になるまで培養し、 4，000rpm、10分間の遠心分

離によって集菌した。これを 100ml の 50酬のリン酸緩衝液 (pH7.5) 中に懸濁
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し、再び同条件で集菌した。さらに、 OD
660が 1.0になるように同緩衝液中に懸濁し、

これを静止菌体として以後の実験に使用した。100ml三角フラスコ中に 20mlの静

止菌体を分注し、エタノール中に溶解または希釈した 4.4'-CBまたは 2，5， 4' -CB (5 

mg/ml)を終濃度 20ppmになるように添加した。30
0C下、回転振とう機上で振とう

し、経時的に 1mlの懸濁液をあ らかじめ 100μlの 100mM EDTA (pH 8.0) を分

注したエツペンドルフチューブに移した。これを、 12，000rpmで 10分間遠心分離

して菌体を除去した。上清の吸光度変化を測定し、環開裂黄色化合物生成の有無を調

べた。各基質に対する環開裂化合物の生成は、 4，4'-CBに対して 412nm、に対して

2.5.4' -CBに対して 398nmの各波長で測定した。

(6) PCB分解活性の測定

ハイブリッドピフェニルジオキシゲナーゼおよび野生型のピフェニルジオキシゲナー

ゼ遺伝子保有大腸菌菌体による PCB分解活性を測定した。使用した菌株は上記に示

す通りである。

上記の菌株を 30μg/ml旬、 40μg/mlIPTGを含む LB培地 100ml中で OD660

が約 3になるまで培養し、 4，000rpm、10 分間の遠心分離によって集菌した。これ

を 100mlの 50酬のリン酸緩衝液 (pH7.5)中に懸濁し、再び同条件で集菌した。

さらに、OD
660が 1.0になるように同緩衝液中に懸濁し、これを静止菌体として以後

の実験に使用した。100ml三角フラスコ中に 20mlの静止菌体を分注し、エタノー

ル中に溶解した 4，4'-CB、2，5，4'-CBおよび 2，5，2'，5' -CB (5 mg/ml)を終濃度 20

ppmになるよ うに添加 した。回転振とう機上で 30oC 24時間振とうし、 i農塩酸を添

加して酸処理したのち (pH1.0)、5mlの酢酸エチルで、抽出した。酢酸エチル層を無

水硫酸ナトリウムで乾燥した後に、 遠心濃縮機 (ア トー)により酢酸エチルを蒸発さ

せた。残った固体を少量の酢酸エチルに溶解し、 N， 0 -b i s -(t r i m e t hy 1 s i 1 y 1) -

acetamide (BSA，東京化成工業)を加えて trimethylsilyl(TMS)化し、1μlを GC-

MS (QP -5000，島津製作所)に供した。担体は si 1 i con OV -1 (ジーエルサイエンス)

を用い、カラムは 140
0Cから 300

0

Cまで 10
0

C/minで昇温した。
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6'3 実験結果

6 . 3 . 1 ハイブリッド遺伝子クラスター保有大腸菌による環開裂ジオキシ

ゲナーゼ活性

野生型の KF707株の bph遺伝子およびハイブリッド遺伝子クラスター pHKFI0l

保有大腸菌菌体による BphC (23DHBP dioxygenase)の 23DHBPに対する酵素活性の

測定を行った。ハイブリッド遺伝子クラスターを含む pHKFI02、pHKFI03、pHKFI04

保有する大腸菌菌体は、野生型の KF707株の bph遺伝子を含む pHKFI0lを保有す

る大腸菌菌体と大きな相違は認められなかった。従って、遺伝子クラスターの組換え

によって、 bphC遺伝子の発現レベルには影響が生じていないことを確認した。(Tab-

le 6-2) 

Table.6-2 2.3-dihydroxybiphenyl dioxygenase activity in E.coli 
cells exp陀 ssingwild type bph gene cl uster or hybrid 
gene clusters 

A cti vIty (m U / mg of protein ) 

Plasmid 

vd m
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nr 
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州
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白

川
d

-
d
0
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d

 

pHKF101 2029 

pHKF102 1984 

pHKF103 3062 

pNKF104 3669 

6'3'2 ハイブリッド遺伝子クラスター保有大腸菌による PCBに対する環開裂黄色

化合物への変換活性
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ハイブリッド遺伝子クラスター保有大腸菌の静止菌体による 4，4'-CB、2，5，4'-CB 

に対する環開裂黄色化合物への変換活性を調べた結果を Fig.6-3に示した。

01' fObphAIA2A3A4BC (KF707) を含む pHKFIOl、orfO(LB400)bphAlA2A3A4BC を含む

pHKFI02保有大腸菌の静止菌体は 4，4'-CBを迅速に分解し、環開裂黄色化合物へと

変換したが、 orfObphAl(LB400)A2A3A4BC を含む pHKFI03、o1'fObphAlA2A3A4BC

(LB400)を含む pHKFI04保有大腸菌の静止菌体は 4，4' -CBからの環開裂黄色化合物

へと変換は認められなかった。また、 pHKFIOl、pHKFI02保有大腸菌の静止菌体は

2.5.4' -CBを迅速に分解し、環開裂黄色化合物へと変換したが、 pHKFI03、pHKFI04

保有大腸菌の静止菌体は 2.5.4'-CBから環開裂黄色化合物への変換はほとんど認め

られなかった。

以上のように P.pseudoalcaligenesKF707株由来のピフェニルジオキシゲナーゼ

大サブユニット (BphAl) をコンポーネントの一部とする BphAIA2A3A4BC(KF707)を

発現する大腸菌は 4，4'-CB、2，5，4'-CBに対する環開裂黄色化合物への変換活性は大

きく、 一方 P.cepac I a LB400株ピフェニルジオキシゲナーゼ、大サブユニ ット

(BphAl)をコンポーネントの一部とする BphAl(LB400)A2A3A4BCおよび BphAIA2A3-

A4BC (LB400)を発現する大腸菌は 4，ど -CB、2，5，4'-CBに対する環開裂黄色化合物へ

の変換活性はほとんど認められなかった。

6 . 3・3 ハイブリッドピフ ェニルジオキシゲナーゼ、遺伝子保有大腸菌による

PCB分解特性

ハイブリッドピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子保有大腸菌の静止菌体による

4，4' -CB、2，5， 2' ， 5' -CBに対する分解特性を調べた結果を Fig.6-4、5に示した。

KF707株 01' fObphAIA2A3A4 (KF707)を含む pHKFllおよびハイブリッドジオキシ

ゲナーゼ遺伝子 o1'fO(LB400) bphAIA2A3A4 (KF707)を含む pHKF12を保有する大腸

は共に 4.4' -CBから分解産物として芳香環の 2.3位へ酸素が添加した 4，4'-

dichloro-hydroxybiphenylを生成した。一方、 P.cepac i a LB400株のピフ ェニルジ
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オキシゲナーゼ遺伝子 orfObphAIA2A3A4 (LB400) を含む pHKF14およびハイブリッ

ドピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子 orfObphAl (LB400) A2A3A4 (KF707) を含む

pHKF13 を保有する大腸菌による 4，4'-CB からの分解産物は認められなかった。

(F ig. 6 -6) さらに、 P.psθudoaJcaJigenesKF707株のピフェニルジオキシゲナーゼ、遺

伝子 orfObphAIA2A3A4 (KF707) を含む pHKF11およびハイブリッドピフェニルジオ

キシゲナーゼ遺伝子 orfO (LB400) bphAIA2A3A4 (KF707) を含む pHKF12を保有する

腸菌による 4，4' -CB からの分解産物は認められなかったのに対し、 P.cepacia 

LB400株のピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子 orfObphAlA2A3A4 (LB400) を含む

pHKF14およびハイブリッドピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子 orfObphAl (LB400) 

A2A3A4 (KF707) を含む pHKF13を保有する大腸菌は、共に分解産物として 2，5-di-

chlorophenyl ringの 3，4位へ酸素が添加した 2，5，2'，5' -tetrachloro・hydroxy-

biphenyl と 4-chlorophenylringの 2，3位へ酸素が添加して脱塩素化した 5(or 

2)，2'，5' -trichloro-2，3(or 5，6)-dihydroxy biphenylを生成した。

6・4 考察

KF707株 BPDoxを発現する大腸菌は 4，4'-CB、2，5，4'-CBを迅速に環関裂黄色化

合物へ分解したのに対し、LB400株 BPDoxを発現する大腸菌は 4，4'-CB、2，5，4'-

CBを環開裂黄色化合物へ分解せず、ともに野生型のピフェニル/PCB分解菌と類似し

た変換活性を示した。

また KF707株 BPDoxを発現する大腸菌は 4，4'-CBに対して分解活性を示したが、

2， 5， 2' ， 5' -CBに対して分解活性を示さず、また LB400株 BPDoxを発現する大腸菌

は 4，4'-CBに対して分解活性を示さないが、 2，5， 2' ， 5' -CBに対して分解活性を示し

た。以上の結果から、両菌株の PCB分解特性にはピフェニル代謝系酵素が関与する

ことを明らかにした。

ハイブリッド代謝系 BphA1(LB400)A2A3A4~F707) を発現する大腸菌は 4 ， 4' -CB 

2，5，4'-CB に対して LB400株 BPDox を発現する大腸菌と同じく、 2，5-dichlo-

rophenyl ringの 2，3位または 3，4位へ酸素を添加した分解産物を生成した。この
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ことから BPDoxの大サブニット BphA1が PCB分解特性に関与していることを明ら

かにした。

Haddockらは LB400株の BPDoxによる 3-CB、2，2'-CB、2，5，2'-CB、3，3'-CB 

に対する酸素添加部位について調べ、 2，5-dichlorophenylringとともに phenyl、

2-chlorophenyl、3-chloropheylringの 2，3位または 3，4位へ酸素を添加するこ

とができることを示し、 PCB異性体の芳香環の塩素置換部位と BPDoxの酸素添加部

位との相関関係について明らかにした。(50) 今回の結果はそのような PCB異性体の

芳香環の塩素置換部位と BPDoxの酸素添加能力との相関関係が BPDoxの大サブニッ

トBphAlにより決定されていることを示している。

一方、 KF707株と LB400株の BphA1聞には 19アミノ酸配列の相違と 1つのア

、ノ酸残基の欠失が存在する。 (Table1-2)それらの相違のいくつかが起因となっ

て BP Doxの塩素置換部位の異なる芳香環に対する酸素添加能力の差異を生じ、両

菌株の PCB分解特性を生じているものと考察した。

6 . 5 小括

両菌株の BPDoxの機能特性を明らかにすることを目的として KF707株と LB400

株の bph遺伝子のコンポーネント間で比較的相向性の低い orfO と bphAl を相互

に交換し、種々のハイブリッド遺伝子クラスターを構築した。

そのうちハイブリッド代謝系 BphA1(LB400)A2A3A4BC~F707) を発現する大腸菌は、

LB400株のピフェニル代謝系を発現する大腸菌と同様に 4，4'-CB、2，5，4'-CBに対し

て環開裂黄色化合物変換活性は認められなかった。一方、 KF707株のピフェニル代謝

系を発現する大腸菌は 2.5. 2' . 5' -CB に対して分解活性を示さなかったが、ハイブ

リッド代謝系 BphA1(LB400) A2A3A4 (KF707) を発現する大腸菌はそれを分解し、 LB400

株のピフェニル代謝系を発現する大腸菌と同じく、 2，5-dichlorophenylringの 2，3

位または 3，4位へ酸素が添加した分解産物を生成した。以上の結果から BPDoxの

大サブニット BphA1が各種芳香族化合物の分解特性に関与しているものと考察した。
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Table 6-1 Plasmids used in this chapter 

Plasmid Relevent description So町 ceor ref erence 

pUCl18 Apf (98) 

pGEM453 orjDbphAl in pUC18，Apf (20) 

pGEM455 bphA2A3A4BCXOXIX2X3D in pUC18， Apf (20 ) 

pKTF18 bphAIA2A3A4BC in pUCl18， Apf (109) 

pHKFll orjDbphAlA2A3A4 (KF707) in pUCl18， Apf This study 

pHKF12 。ぞρ(LB400)bphAIA2A3A4in pUCl18， Apf This study 

pHKF13 orjDbphAl (LB400)A2A3A4 in pUC118， Apf This study 

pHKF14 0'.，ρbphAl A2A3A4 (LB4∞) in pUC118， Apf This study 

pHKFI0l 0'.，ρbphAIA2A3A4BC (KF707) in pUCl18， Apf This study 

pHKFI02 0'.，ρ(LB400)bphAIA2A3A4BC in pUC118， Apf This study 

pHKFI03 orjDbphAl (LB400)A2A3A4BC in pUC118， Apf This study 

pHKFI04 。ぐfDbphAIA2A3A4BC(LB4∞) in pUC1l8， Apf This study 
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(245 aa) (459 aa) 

l ゅ 11 bphAl I1 bphA2 I1 orj3 1回| bphA4 11 bphB 11 bphC 1¥ bphXO ¥1bphXl ¥¥ bphX2 ¥¥ … ¥¥ bpω ト一一一KF707 hph operon 

(213 aa) (109 aa) (408 aa) 

(139 aa) 
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Fig.6・1Biphenyl catabolic pathway by P. pseudoαlcaligenes KF707 and P. cepαcia LB400 and organizations of their bph operons 
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Fig.6・2Schematic representation of hybrid gene clusters. 

Open boxes show bph genes from P. pseudoalcαligenes KF707， 

shaded boxes show bph genes from P. cepacia LB400. 
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第 7章 キメラ遺伝子クラスターの構築とキメラ代謝系の機能解析

7 . 1 緒百

日リ章において BPDoxの大サブニット BphAlが PCB異性体の分解特性に関与し

ていることを明らかにしたo KF707株と LB400株の BphA1 はそれぞれ 459および

460アミノ酸残基であり、互いに 19アミノ酸配列の相違と KF707株の BphA1に 1

アミノ酸配列の欠失が認められる。(Fi g. 7 -1) 

本章では、両菌株の bphAl遺伝子に共通に存在する制限酵素部位を利用して、 互

いに DNA断片を交換してアミノ酸配列を置換したキメラ遺伝子クラスターを構築し、

それらを大腸菌発現ベクターにより大腸菌へ導入したキメラ代謝系酵素を発現する大

腸菌による各種 PCB 異性体からの分解産物の同定と定量を行い、両菌株の BPDox 

の大サブニット BphA1の構造と PCB分解特性との関係について検討した。

7 . 2 実験方法と材料

(1) PCR法による Biphenyldioxygenase大サブユニット遺伝子 (bphAl) の増幅

キメラ遺伝子クラスターの構築を目的として KF707株および LB400株 bph遺伝

子 bphAl遺伝子の PCR産物を合成した。増幅には bphAlの上流の forward鎖の

5'末端に EcoRI サイト(下線)を付したオリゴプライマー#5 (5' -CCGAATTCAAGG-

AGACGTTGAATCATG-3')と bphAlの下流の reverse鎖の 5' 末端に EcoRIサイト(

線)を付したオリゴプライマー#6 (3' -TCTAGACAGTTGGCCTTCTTAAGTT -5' )を用いた。

PCR法に使用したオリゴヌクレオチドは、 5・2節 (4) に示す方法に従って合成した。

KF707株 bphAl遺伝子の鋳型 DNA として bphAIA2A3A4BCを含む pKTF18を使用

した。また LBOO 株 bphAl 遺伝子の鋳型 DNA として General Electric 社

Research and development center より供与を受けた pGEM453 を使用したo bphAl 

遺伝子の増幅反応は 10X PCR buffer (宝酒造)、 0.05μgの鋳型 DNAと 100μM

の dNTP、1μMのオリゴヌクレオチドフライマー #5および #6および 0.5Uの
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Taq DNA polymerase (Applied Biosystems)を含む 50μ lの反応液中で行った。

bphAl遺伝子の増幅反応は5・2節 (4)に示す方法に従っ-て行った。

(2) キメラ遺伝子クラスターの構築

野生型の bph遺伝子およびキメラ遺伝子クラスターを挿入断片として持つプラス

ミド pMKFll-12および pMKFIOI-I08は以下の手}II買で構築した。 (Fi g. 7 -2) 

pMKFllは pKTF18の bphAlを含む領域を pKTF18のマルチク ローニングサイ トに

存在する EcoRIサイトと bphAlと bphA2遺伝子の聞に存在する EcoRIサイトを利

用して bphAl を含む EcoRI 断片を除去し、代わりに上記の方法により得た KF707

株 bphAl遺伝子の PCR産物を EcoRIで処理し挿入して構築した。

pMKF12は同様に処理を行った pKTF18に上記の方法により得た LB400株 bphAl

遺伝子の PCR産物を EcoRIで処理し、挿入して構築した。

pMKFIOl は pGEM453 のマルチクローニングサイトに存在するお1I サイトと

bphAlの中心付近に存在するお11サイトを利用して bphAl 5'-領域を含む 5a1I 

断片を除去し、代わりに KF707株 orfOの一部と bphAlの一部を含む領域を含む

5alI 断片を挿入して pMKFI011を構築した。さらに構築したキメラピフ ェニルジオ

キシゲナーゼ、大サブユニ ット BphAl をコードする遺伝子を含む pMKFIOll 由来の

EcoRI断片を pCKF201へ挿入して pMKFI01を構築した。

pMKFI02は pHKF13のベクターに存在する 5caIサイトと bphAl遺伝子に存在す

る 5caIサイトを利用して bphAl遺伝子の 5'-末端領域を含む 5caI断片を除去し、

代わりに p]HFI08の bphAl遺伝子の 3'-末端領域と bphA2A3A4を含む 5caI断片

を挿入して pMKFI021を構築した。さらに構築 したキメラピフェニルジオキシゲナー

ゼ大サブユニット BphAlをコードする遺伝子を含む pMKFI021由来の EcoRI断片を

pCKF201へ挿入して pMKFI02を構築した。

pMKFI03は pMKFI02の bphAl遺伝子に存在する AccIIIサイトと bphA4遺伝ー

に存在する AccI11サイトを利用して bphAl遺伝子の 3'-末端領域を含む AccIII

断片を除去し、代わりに pKTFIOの bphAl遺伝子の 3'-末端領域と bphA2A3A4を

含む AccI1 1断片を挿入して pMKFI031を構築した。さらに構築したキメラピフェニ
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ルジオキシゲナーゼ大サブユニット BphAl をコードする遺伝子を含む pMKFI031由

来の EcoRI断片を pCKF201へ挿入して pMKF103を構築した。

pMKFI04は上記の方法により得た LB400株 bphAl遺伝子の PCR産物を EcoRI

で処理し pHSG396へ挿入して構築した pHSG400のマルチクローニングサイトに存

在する Ba11l-l1サイトと bphAl遺伝子に存在する AccI1 1サイトを利用してbphAl遺

伝子の 3'-末端領域を含む AccIII-BamHI断片を除去し、代わりに pKTF18のbphAl

遺伝子の 3'-末端領域を含む AccIII-BanRI断片を挿入して pMKFI041を構築した。

さらに構築したキメラピフェニルジオキシゲナーゼ、大サブユニット BphAl をコード

する遺伝子を含む pMKFI041由来のEcoRI断片を pCKF201へ挿入して pMKFI04を

構築した。

pMKF105は pCKF12の bphAl遺伝子に存在する AccIIIサイトと bphA4遺伝子に

存在する AccIIIサイトを利用して bphAl遺伝子の 3'-末端領域を含む AccIII断

片を除去し、代わりに pKTFI0の bphAl遺伝子の 3'-末端領域と bphA2A3A4を含

む AccI1 1断片を挿入して pMKFI051を構築した。さらに構築したキメラピフェニル

ジオキシゲナーゼ大サブユニット BphAl をコードする遺伝子を含む pMKFI051由来

の EcoRI断片を pCKF201へ挿入して pMKFI05を構築した。

pMKFI06は pCKF12のベクターに存在する ScaIサイトと bphAl遺伝子に存在す

る ScaIサイトを利用して bphAl遺伝子の 5'-末端領域を含む ScaI断片を除去し、

代わりに pMKFllの bphAl遺伝子の 3'-末端領域と bphA2A3A4BCを含む ScaI断

片を挿入して pMKFI06を構築した。

pMKFI07は上記の方法により得た KF707株 bphAl遺伝子の PCR産物を EcoRIで

処理し、 pHSG396へ挿入して構築した pHSG707のマルチクローニングサイトに存在

するお1Iサイトと bphAl遺伝子に存在するお1Iサイトを利用して bphAl遺伝子

の 5'-末端領域を含む SalI 断片を除去し、代わりに上記の方法により得た LB400

株 bphAl 遺伝子の PCR 産物を EcoRI で処理し pHSG396 へ挿入して構築した

pHSG400のマルチクローニングサイトに存在するお1Iサイトと bphAl遺伝子に存在

するお1Iサイトを利用してbphAl遺伝子の 5'-末端領域を含む SalI断片を挿入し

て pMKFI071を構築した。さらに構築したキメラピフェニルジオキシゲナーゼ大サブ
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ユニットBphA1をコードする遺伝子を含む pMKF1071由来の EcoRI断片を pCKF201

へ挿入して pMKF107を構築した。

pMKF108は pMKF101のベクターに存在する ScaIサイトと bphAl遺伝子に存在す

る ScaIサイトを利用して bphAl遺伝子の 3'-末端領域を含む ScaI断片を除去 し、

代わりに pMKF11の bphAl遺伝子の 3'-末端領域と bphA2A3A4BCを含む AccI1 1 

断片を挿入して pMKF108を構築した。

(3)キメラピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子の構築

pCKFll-12および pCKF101-108はそれぞれ pMKFll-12および pMKF101-108にコー

ドされる bphBと bphC両遺伝子の一部を含む1.3 kbの PpuM1 -PpuM 1断片を欠失

させることによって構築した。

(4) 大腸菌菌体抽出液による変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動

キメラピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子および野生型のピフェニルジオキシゲナー

ゼ遺伝子を保有する大腸菌株を 30μg/mlApおよび 40μg/mlIPTGを含む LB培

地 20ml中で対数増殖期後期まで培養して 4，000rpm、10分間の遠心分離によ って

集菌した。これを 2% SDS、5もs-メルカプトエタノールを含む 62.5mM Tris-HCl 

緩衝液 (pH6.8) 中に懸濁し、 3分間、 100
0Cで処理した後に、菌体を超音波破砕機

(UDCD-130、ToshoElectric)を使って 10分間破砕した。10，000rpmで 5分間遠

心分離で得られた上清に 1/10volumeの 70ものグリセロールと 0.05ものブロモ

フェノールブルーを含む 62.5mM Tris-HCI 匂H6.8)と混合して 12.5も変性ポリ ア

クリルアミドゲルを使用した変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供した。泳動は、

20 mMで、行った。泳動後、ゲルを coomassiebrilliant blue R-250で染色、脱色し

た。 なお、分子量マーカーとして Dalton mark VII _L™ (SIGMA)を使用した。

(5) 大腸菌菌体抽出液の未変性ポリアクリルアミド電気泳動

キメラピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子および野生型のピフェニルジオキシゲナー

ゼ遺伝子を保有する大腸菌株を 30μg/rnlApおよび 40μg/mlIPTGを含む LB培
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地 20ml 中で対数増殖期後期まで培養して 4，000rpm、10 分間の遠心分離によ っ

て集菌した。これを 10mM Tris-HCl緩衝液 (pH6.8) 中に懸濁し、再び同条件で集

菌した。次に、 600μlの 10加工タノールを含む同緩衝液中に懸濁して、菌体を超

音波破砕機 (UDCD-130、Tosho Electric) を使って 10 分間破砕した。さらに

10，000rpmで 10分間遠心分離で得られた上清を 50，000rpmで 1時間遠心分離し

て残りの沈殿を除去した。得られた抽出液に等量の 20ものグリセロールと 0.02怖

のブロモフェノールブルーを含む 10mM Tris-HCl (pH 6.8)と混合して 5-20怖のポ

リアクリルアミド濃度勾配ゲル (NPG520-E、アトー)を使用した未変性ポリアクリル

アミドゲル電気泳動に供した。泳動は、 20mA で、行った。泳動後、ゲルを coomass-

ie brilliant blue R-250で染色、脱色した。なお、分子量マーカーとしてタチナタ

マメウレアーゼ (272kDa)、ウシ血清アルブミン 2 量体 (132kDa)および単量体

(66 kDa)、ニワトリ卵白アルブミン (45kDa)、ウシ赤血球炭酸デヒドラターゼ

(29 kDa) を使用した。

(6) PCB分解活性の測定

6.2節 (6)に示した方法に従って行った。

7.3 実験結果

7 . 3・1 キメラピフェニルジオキシゲナーゼ系の遺伝子産物の確認、

ハイブリッドピフェニルジオキシゲナーゼおよびキメラピフェニルジオキシゲナー

ゼ、遺伝子を含む各プラスミドを保有する大腸菌菌体抽出液による変性ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動を行った結果を Fig.7-3に示す。図に示した結果を DNA塩基配列

から各遺伝子産物の分子量 (Tablel-2)と対照することにより、 pCKF11-12、pCKF101-

108を保有するすべての大腸菌菌体において、 BphA1(51 kDa)、BphA2(25 kDa) に相

当するバンドをそれぞれ確認することができた。またすべての大腸菌菌体における

BphA1、BphA2に相当するバンドはほぼ等しい濃度が認められた。
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7'3'2 キメラピフェニルジオキシゲナーゼ系のサブユニット構成

キメラピフェニルジオキシゲナーゼ系のサブユニット構成を調べることを目的とし

て、ハイブリッドピフェニルジオキシゲナーゼおよびキメラピフェニルジオキシゲナー

ゼ遺伝子を含む pCKFll-12、pCKF101~ 108ベクターを保有する大腸菌の菌体抽出液

について未変性ポリアクリルアミド電気泳動を行った。

野生型の KF707 株ピフェニルジオキシゲナーゼ、遺伝子 bphAIA2A3A4 を含む

pCKF11ベクタ一保有菌株の抽出液からはピフェニルジオキシゲナーゼ、成分

BphA1 : : BphA2のヘテロ 4量体と 6量体に相当するバンドを検出した。

またハイブリッドピフェニルジオキシゲナーゼ、遺伝子 bphAl(LB400)A2A3A4を含む

pCKF12保有大腸菌の抽出液からも Biphenyldioxygenase成分 BphA1:: BphA2のヘ

テロ 4量体と 6量体に相当するバンドを検出した。

一方、各キメラピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pCKF101-108ベクタ一

保有大腸菌の菌体抽出液については pCKF11および pCKF12ベクタ一保有菌株の抽出

液と同じ大きさの Biphenyldioxygenase成分 BphA1-BphA2のヘテロ 3量体と 6

量体に相当するバン ドを検出した。 (Fig.7-4)

7'3・3 キメラピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子保有大腸菌による PCB分解特性

各種キメラジオキシゲナーゼ系の PCB分解特性を調べることを目的として、ピフェ

ニルジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pCKF11、pCKF12ベクターおよび各キメラジオキ

シゲナーゼ遺伝子を含む pCKF101-108ベクターを保有する大腸菌の静止菌体による

4，4' -CB、2.5.4'-CB、2.5. 2' . 5' -CBに対する分解産物の同定と定量を行った結果を

Table 7-2 に示した。

KF707株のピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子 bphAIA2A3A4を含む pCKF11を保

有する大腸菌菌体は 4，4'-CBから 4-chlorophenylringの 2，3位へ分子状酸素が

添加され、酸性条件下において脱水酸化した 4，4'-dichloro-hydroxybiphenylを生成
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し、 2，5，4'-CBから 4-chlorophenylringの 2，3位へ分子状酸素が添加され、酸性

条件下において脱水酸化した 2，5，4'-trichloro-hydroxybiphenylを生成し、その全

分解産物に対する割合は 91 怖 を示した。また同時に 2，5，4' -CB から 2，5・

dichlorophenyl ring の 2，3位へ分子状酸素が添加され、脱塩素化した 5(or 

2)，4'-dichloro-2，3(or 5，6) dihydroxybiphenylを 9もの割合で生成が認められた

が、 2，5，2'5' -CBからの分解産物は認められなかった。

ハイブリッドジオキシゲナーゼ遺伝子 bphAl(LB400)A2A3A4を含む pCKF12を保有

する大腸菌菌体は 4，4'-CBからの分解産物は認められなかったが、 2，5，4'-CBに対

して 2，5-dichlorophenyl ringの 2，3位へ分子状酸素が添加され、脱塩素化した

5 (or 2)，4' -dichloroム3(or 5，6) dihydroxybiphenyl を 65%の割合で、 2，5-

dichlorophenyl ringの 3，4位へ分子状酸素が添加された 2，5，4'-trichloro-3， 4-

dihydroxybiphenylを 35もの割合で生成した。また 2，5，2'5' -CBに対して 2，5-

dichlorophenyl ring の 2，3位へ分子状酸素が添加され、脱塩素化した 5(or 

2)，2'，5' -trichloro-2，3(or 5，6) dihydroxybiphenyl を 80もの割合で、 2，5-

dichlorophenyl ringの 3，4位へ分子状酸素が添加された 2，5，2'，5' -tetrachloro-

3，4-dihydroxybiphenylを 20もの割合で生成した。

KF707 bphAl遺伝子のフラグメント11，111，IVを LB400株 bphAl遺伝子由来のフ

ラグメントと交換したキメラジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pCKF101を保有する大

腸菌菌体と KF707bphAl遺伝子のフラグメント111，1Vを LB400株 bphAl遺伝子由

来のフラグメントと交換したキメラジオキシゲナーゼ、遺伝子を含む pCKF102を保有

する大腸菌菌体は 4，4'-CB、2，5，4'-CB、2，5， 2' ， 5' -CBからハイブリッドジオキシゲ

ナーゼ遺伝子を含む pCKF12を保有する大腸菌菌体と同じ分解産物を生成し、その割

合も類似していた。

KF707 bphAl遺伝子のフラグメント111を LB400株 bphAl遺伝子由来のフラグメ

ントと交換したキメラジオキシゲナーゼ、遺伝子を含む pCKF103を保有する大腸菌菌

体は 4，4'-CBから分解産物として 4，4'-dichloro-hydroxybiphenylを生成し、また

2，5，4' -CB IPら 2，5， 4' -t r i ch 1 oro -hydroxyb i pheny 1を 43施、 2，5， 4' -t r i ch 1 0 ro-

3，4-dihydroxybiphenyl を 25明、 5(or2)，4'-dichloro-2，3(or 5，6) dihydroxy-
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biphenyl を 32怖の割合で生成した。さらに 2，5，2'5' -CBから 5(or2)，2' ，5'-

trichloro-2，3 (or 5，6) dihydroxybiphenylを 87%" 2，5，2'，5'-tetrachloro-3，4-

dihydroxybiphenyl を 13怖の割合で生成し、 pCKF11や pCKF12を保有する大腸

菌体に比べて幅広い分解活性を示した。

KF707 bphAl遺伝子のフラグメント 1Vを LB400株 bphAl遺伝子由来のフラグメ

ントと交換したキメラジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pCKF104を保有する大腸

体は 4，4'-CBから分解産物として 4，4' -d i ch 1 oro -hydroxyb i pheny 1を生成し、また

2，5，4' -CBから 2，5，4'-trichloro-3， 4-dihydroxybiphenyl を 6略、 5(or2)，4'-

dichloro-2，3 (or 5，6) dihydroxybiphenyl を 94怖の割合で生成した。さらに

2，5，2' 5' -CBから 5(or 2)，2'，5' -trichloro・2，3(or5，6) dihydroxybiphenylを 80

%" 2，5，2' ，5' -tetrachloro-3，4-dihydroxybiphenyl を 20唱の割合で生成し、

pCKF11， pCKF12を保有する大腸菌菌体と異なる分解活性を示した。

KF707 bphAl遺伝子のフラグメント 1，11， 111 を LB400株 bphAl遺伝子由来の

フラグメントと交換したキメラジオキシゲナーゼ、遺伝子を含む pCKF105を保有する

大腸菌菌体は 4，4'-CBから分解産物として 4，4'-dichloro-hydroxybiphenylを生成

し、 また 2，5，4'-CBカミら 2，5，4' -trichloro-3， 4-dihydroxybiphenyl を 23%" 5 (or 

2)，4'-dichloro-2，3(or 5，6) dihydroxybiphenyl を 63 崎、 2，5，4'-trichloro-

hydro-xybiphenyl を 14喝の割合で生成した。さらに 2，5，2'5' -CBから 5(or 

2)，2'，5' -trichloro-2，3(or 5，6) dihydroxybiphenyl を 80明、 2，5，2'，5'-tetra-

chloro-3，4-dihydroxybiphenyl を 20怖の割合で生成し、 pCKF103を保有する大腸

菌菌体と異なる分解特性を示した。

KF707 bphAl遺伝子のフラグメント 1，11を LB400株 bphAl遺伝子由来のフラグ

メントと交換したキメラジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pCKF106を保有する大腸

菌体は 4，4'-CBから分解産物として 4，4'-d i ch 1 oro -hydroxyb i pheny 1を生成し、ま

た2，5，4'-CBから50r2)，4' -dichloro-2，30r 5，6) dihydroxybiphenylを 10略、

2，5，4'ぺrichloro-hydroxybiphenyl を 90 怖の割合で生成したのに対して、

2，5，2' 5' -CBからは分解産物が生成せず、 KF707株のピフェニルジオキシゲナーゼ

遺伝子を含む pCKF11を保有する大腸菌菌体と類似した分解特性を示した。
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方、 KF707bphAl遺伝子のフラグメントIを LB400株 bphAl遺伝子由来のフラ

グメントと交換したキメラジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pCKF107を保有する大腸

禾!菌体は 4，4'-CB、2，5，4'-CB、2，5， 2' ， 5' -CBのすべての PCBに対する分解活性は

認められなかった。また KF707bphAl遺伝子のフラグメント1，111，IVを LB400株

bphAl 遺伝子由来のフラグメントと交換したキメラジオキシゲナーゼ遺伝子を含む

pCKF108を保有する大腸菌菌体についても同様に 4，4'-CB、2，5，4'-CB、2，5，2'，5' -

CBのすべての PCBに対する分解活性は認められなかった。

7・4 考察

キメラピフェニルジオキシゲナーゼ系 BphA1-1， 11 (KF707) /BphA1-111 (LB400) / 

BphA1-1V(KF707)A2A3A4および BphA1-1，11， 111 (KF707)/BphAI-1V(LB400)A2A3A4、さ

らにBphAl-1， 11， 111 (LB400) /BphAl -1 V (KF707) A2A3A4を発現する大腸菌菌体は 4，4' -

CB、2，5，4'-CB、2，5， 2' ， 5' -CBを共に分解し、幅広い PCB分解特性を示し、塩素置

換部位の異なる芳香環に対する酸素添加能が野生型のそれと著しく変化した 。

(Table7-2) 

このことから BphA1の C末端領域に認められる 10アミノ酸配列の相違のなかに

PCB分解特性の決定に関与するアミノ酸残基が存在するものと考察した。また構築し

たキメラピフェニルジオキシゲナーゼ、は野生型のピフェニルジオキシゲナーゼ、遺伝子

を保有する大腸菌菌体に比べて幅広い PCB分解特性を示した。よってキメラ BPDox 

はアミノ酸残基が置換したことにより芳香環に対する触媒能に関与する触媒部位の、

体構造が改変し、塩素置換部位の異なる芳香環に対する触媒能の特異性が緩慢になっ

たものと考察した。

方、キメラジオキシゲナーゼ、系 BphAl-1(LB400)/BphAl-11， 111， 1V(KF707)A2A3A4 

および BphAl-1 (KF707) /BphA1-1 1 (LB400) /BphA1-1 11， 1V (KF707) A2A3A4を発現する大

腸菌はピフェニルや PCBに対する分解活性は認められず、 BphA1の N末端領域に存

在するアミノ酸残基のなかに、ピフェニルジオキシゲナーゼ、の機能に重要な役割を

たしているアミノ酸残基が存在するものと考察した。
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7 . 5 小括

KF707株と LB400株の bphAl遺伝子に共通に存在する制限酵素部位を利用して、

互いに DNA断片を交換することによりアミノ酸配列を置換したキメラピフェニルジ

オキシゲナーゼ遺伝子を構築し、キメラピフェニルジオキシゲナーゼ発現大腸菌によ

る各種 PCB異性体からの分解産物の同定と定量を行った。

キメラジオキシゲナーゼ、系 BphA1-1， 11 (KF707) /BphAl-1 11 (LB400) /BphA1-1 V 

(KF707) A2A3A4、BphA1-1，11， 111 ~F707)/BphA1-1V(LB400)A2A3A4、および BphAl -

1， 11， 111 (LB400) /BphA1 -1 V (KF707) A2A3A4を発現大腸菌は 4，4' -CB、2，5，4'-CB、

2， 5， 2' ， 5' -CBを共に分解し、両菌株の野生型のピフェニルジオキシゲナーゼ、遺伝子

を保有する大腸菌と比べて幅広い PCB分解特性を示した。

また 2，5，4'-CBに対して芳香環 4-chlorophenyl r ingの 2，3位および 2，5-

dichlorophenyl ringの 2，3位と 3，4位に酸素を添加し、塩素置換部位の異なる芳

香環に対する酸素添加能は野生型 BPDoxと著しく異なっていた。

よって BphA1の C末端領域に存在する 10アミノ酸配列の相違のなかに PCB分

解特性の決定に関与するアミノ酸残基が存在するものと考察した。
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Plasmid 

pUCl18 

pKTF18 

pGEM453 

pHSG707 

pHSG400 

pCKF11 

pCKF12 

pCKF101 

pCKF102 

pCKF103 

pCKF104 

pCKFI05 

pCKF106 

pCKF107 

pCKFI08 

pMKFl1 

pMKF12 

pMKF101 

pMKF102 

pMKF103 

pMKF104 

pMKFI05 

pMKFI06 

pMKFI07 

pMKFI08 

pCKF201 

Table 7-1 Plasmids used in this chapter 

Relevent description Source or reference 

Apf 

bphA1A2A3A4BC (KF707) in pUCl18， Apf 

o抑 bphA1(LB400) in pUC18， Apf 

bphA1 (KF707) in pHSG396， Cm
f 

bphA1 (LB400) in pHSG396， Cm
f 

bphA1A2A3A4 (KF707) in pUCl18， Apf 

bphA1 (LB400) A2A3A4 (KF707) in pUCl18， Apf 

bphA1-1 (KF707) / bphA1 -11，111， IV (LB400) A2A3A4 in pUCl18， Apf 

bphA1-1， 11 (KF707) / bphA1 -111， IV (LB400) A2A3A4 in pUC118， Apf 

bphA1-1， 11 (KF707) / bphA1 -111 (LB400) / bphA1-IV (KF707) A2A3A4 inpUC118， Apf 

bphA1-I，II，III (KF707) /bp九41-IV(LB400) A2A3A4 in pUC1l8， Apf 

bphAl-I，II，1II (LB400) /bphA1-IV (KF707) A2A3A4 in pUC118， Apf 

bphA1-1，11 (LB400) / bphA1 -III， IV (KF707) A2A3A4 in pUCl18， Apf 

bphAl-1 (LB400) / bphA1 -11，111， IV (KF707) A2A3A4 in pUC118， Apf 

bp九41-1 (KF707) / bphA1 -11 (LB400) / bphA1-III， IV (KF707) A2A3A4 inpUC1l8， Apf 

bphA1A2A3A4BC (KF707) in pUC118， Apf 

bphA1 (LB4∞) A2A3A4BC (KF707) in pUCl18， Apf 
bphA1-1 (KF707) / bphAl -11， III， IV (LB400) A2A3A4BC in pUCl18， Apf 

bphA1-1， 11 (KF707) / bphA1 -III， IV (LB400) A2A3A4BC in pUCl18， Apf 

bphA1-1，11 (KF707) / bphA1 -IIT (LB400) / bphA1-IV (KF707) A2A3A4BC in pUCl18， Apf 

bphA1-I，II，I1I (KF707) /bphA1-IV (LB400) A2A3A4BC in pUCl18， Apf 

bp九41-1，11，111(LB400) /bphA1-IV (KF707) A2A3A4BC in pUCl18， Apf 

bphAl-1， 11 (LB400) / bphA1 -111， IV (KF70η A2A3A4BC in pUC1l8， Apf 

bphA1-1 (LB400) /bphA1 -11，111， IV (KF707) A2A3A4BC in pUCl18， Apf 

bphAl-1 (KF707) / bphA1 -II (LB400) / bphA1-11I， IV (KF707) A2A3A4BC in pUC118， Apf 

bphA2A3A4BC (KF707) in pCCl18， Apf 

(98) 

(109) 

(20) 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 



Table 7-2 Mode of dioxygenation of various modified BP Dox for 4，4'-CB， 2，5，4'ー
CB and 2，5，2'，5'-CB 

degradation pattem 

plasmid Subs仕ate
accumulated Relativc 

relative degradation mode of metabolite yield 
ability * dioxygenation (number of chlorine) (%) 

pCKFl1 4，4'-CB 100 2，3-dioxygenation 2，3-dihydrodiol (2) 100 

2，5，4'-CB 40 2' ，3'-dioxygenation 2' ，3'-dihydrodiol (3) 91 

2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (2) 9 

2，5，2'，5'-CB ND no metabolite 

pCKF12 4，4'-CB ND no metabolite 

2，5，4'-CB 91 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-・catechol(2) 65 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (3) 35 

2， 5， 2'， 5'-CB 100 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (3) 80 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (4) 20 

pCKF102 4.4'-CB ND no metabolite 

2.5.4'-CB 90 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (2) 65 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (3) 35 

2.5.2'ターCB 100 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (3) 80 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (4) 20 

pCKF103 4，4'-CB 15 2，3-dioxygenation 2，3-dihydrodiol (2) 100 

2，5，4'-CB 32 2' ，3'-dioxygenation 2，3-dihydrodiol (3) 43 

2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (2) 32 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (3) 25 

2， 5， 2'， 5'-CB 44 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (3) 87 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (4) 13 

pCKF104 4.4'-CB 19 2，3-dioxygenation 2，3-dihydrodiol (2) 100 

2.5.4'-CB 40 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (2) 94 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (3) 6 

2，5，2'，5'-CB 13 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (3) 80 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (4) 20 

pCKF105 4.4'-CB 26 2，3-dioxygenation 2，3-dihydrodiol (2) 100 

2.5.4'-CB 100 2' ，3'-dioxygenation 2，3-dihydrodiol (3) 14 

2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (2) 63 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (3) 23 

2， 5，2'， 5'-CB 24 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (3) 80 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (4) 20 

pCKF106 4，4'-CB 100 2，3-dioxygenation 2，3-dihydrodiol (2) 100 

2，5，4'-CB 37 2'，3' -dioxygenation 2'，3'-dihydrodiol (3) 90 

2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (2) 10 

2， 5， 2'， 5'-CB ND no metabolite 

* The relative degradation of E.coli cells carrying respective plasmid w出 comparedfor respective PCB congener 



1{F707 BphAl 

LB400 BphAl 

1 MSSSIKEVQGAPVKWVTNWTPEAIRGLVDQEKGLLDPRIYADQSLYELEL 50 
111 111111111111111 1 11 1 1 1 11 1 1 11 1 11 1 1 1 1 11 1111111111  

1 MSSAIKEVQGAPVKWVTNWTPEAIRGLVDQEKGLLDPRIYADQSLYELEL 50 

* 
51 ERVFGRSWLLLGHESHVPETGDFLATYMGEDPVVMVRQKDKSIKVFLNQC 100 

111111111111111111111111111111111111111111111111 1 1 

51 ERVFGRSWLLLGHESHVPETGDFLATYMGEDPVVMVRQKDKSIKVFLNQC 100 

101 RHRGMRICRSDAGNAKAFTCSYHGWAYDIAGKLVNVPFEKEAFCDKKEGD 150 
11111111111111111111111111111111111111111111111111  

101 RHRGMRICRSDAGNAKAFTCSYHGWAYDIAGKLVNVPFEKEAFCDKKEGD 150 

151 CGFDKAEWGPLQARVATYKGLVFANWDVQAPDLETYLGDARPYMDVMLDR 200 
11111111111111111111111111111111111111111111111111  

151 CGFDKAEWGPLQARVATYKGLVFANWDVQAPDLETYLGDARPYMDVMLDR 200 

201 TPAGTVA I GGMQKWV I PCNWKFAAEQFCSDMYHAGTMSHLSG I LAGMPPE 250 
111111111111111111111111111111111111  11111111  111  

201 TPAGTVAIGGMQKWVIPCNWKFAAEQFCSDMYHAGTTTHLSGILAGIPPE 250 
氷水 * 

+ SalI + Sω 
251 MDLSHAQVPTKGNQFRAGWGGHGSGWFVDEPGMLMAVMGPKVTQYWTEGP 300 

1111  11 111111111  11111111  11111  1 111111111111111  

251 MDLSQAQIPTKGNQFRAAWGGHGSGWYVDEPGSLLAVMGPKVTQYWTEGP 300 
* * * 氷水 *

占 Accill

301 AADLAEQRLGHT-MPVRRMFGQHMSVFPTCSFLPAINT I RTWHPRGPNE I 349 
11 111111111  111111  1111  11111111  1 11 111111111  

301 AAELAEQRLGHTGMPVRRMVGQHMTI FPTCSFLPTFNNIRIWHPRGPNE I 350 
* * * ** **氷水

350 EVWAFTLVDADAPAEIKEEYRRHNIRTFSAGGVFEQDDGENWVEIQKGLR 399 
11111111111111111111111111  11111111111111111111111  

351 EVWAFTLVDADAPAEIKEEYRRHNIRNFSAGGVFEQDDGENWVEIQKGLR 400 

* 

400 GYKAKSQPLNAQMGLGRSQTGHPDFPGNVGYVYAEEAARGMYHHWMRMMS 449 
11111111111111111111111111111111111111111111111111  

401 GYKAKSQPLNAQMGLGRSQTGHPDFPGNVGYVYAEEAARGMYHHWMRMMS 450 

450 EPSWATLKPW 
1111111111  

451 EPSWATLKPW 

Fig.7・1Comparison of amino acid sequences between KFi07・BphAland LB400・BphAl

Astarisks indicate the different amino acids and deletion. 
Arrows indicate the common and unique restriction sites of Sαn， ScaI組 dAccIII within the 00血bphAl
genes. 
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田圃 同園
同回国圃同司

~ ~æl1r~ ~(Q)(dl<OllID 
175 V 5 吋' U U 

~~<OlIP ~<Ol(Çjl<OllID 

pCKFll 

pCKF12 阪務後務務務務務第貌後務グd影後後後~

隊後後~後後後後pC区FI0l

|隊後物物務努~pCKFI02 

協働pCKFI03 

隊後後援多pCKFI04 

pC区FI05 阪級協物級協物倒

pCKFI06 物協務務協勿

pCKFI07 隊後後物務物多グA

pCKFI08 ~ 

bphAl仕agmentNo. I 11 111 IV 

Number of different 
Amino acids 

口

2 8 2 

lfOJ'a LB400 hphAl 

Fig.7・2Construction of chimeric BphAl between P. pseudoalcaligenes KF707 
and P. cepacia LB400. 

Common and unique restriction sites of Sα凡ScaIand AccIll are indicated within bphAl genes， generating 
four fragments 1， II， III組 dIV. Numbers of diferent amino acids within these fragments are indicated at the 
bottom. 
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二 BphA1

コ BphA2

Fig.7・3SDふPAGEof chimeric biphenyl dioxygenases expressed 
by E. co/i cells carrying various plasmids. 

Lane1 ， pUC118 (control) ; Lane 2， pCKFll ; Lane3， pCKF12; Lane4， pCKF101; L組 e5， 
pCKF102 ; Lane 6， pCKF103 ; Lane 7， pCKF104 ; Lane8， pCKF105 ; Lane9， pCKF1侃;Lane 
10， pCKF107 ; Lane11， pCKF108 ; The sizes of molecular markers are indicated at也eleftmost. 
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123456789  

二 Heterohexamer

二 Heterotetramer

Fig.7・4Non-denaturing PAGE of cell extracts over-expressed by hybrid and 

chimeric dioxygenase genes 

L姐 el， pUC118 (control) ; Lane 2， pCKFll ; Lane3， pCKF12 ; Lane4， pCKFI0l; 
Lane 5， pCKFI02 ; Lane 6， pCKFI03 ; Lane 7， pCKFI04 ; Lane 8， pCKFI05 ; Lane 9， pCKFI06. 
The E.coli cells caning pCKFI07 and pCKFI08 also produced almost the amount of BphA 1 and 
BphA2 (data not shown). The sizes of molecular markers訂eindicated at the lef回 ost.
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