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第 8章 変異型ピフェニルジオキシゲナーゼ、系の構築による分解特性に関与するア

ミノ酸残基の特定

8 .1 緒 百

KF707株と LB400株の PCB分解特性の差異は BPDoxの芳香環に対する酸素添加

能の相違によるものであり、前章において BPDoxの機能の相違に関与するアミノ酸

残基が BPDox大サブユニット BphA1の C末端領域の相違 10アミノ酸配列のなか

に存在することを明らかにした。 (Fig.8-2)

本章では KF707株と LB400株の PCB分解特性において重要な役割を果たしてい

るアミノ酸残基を特定するために、 BPDox大サブユニット BphA1の C末端領域の

10アミノ酸配列を部位特異的変異法により置換した変異型ピフ ェニルジオキシゲナー

ゼ系を構築し、それらを発現する大腸菌による PCB分解産物の同定と定量を行った。

8.2 実験方法と材料

(1)部位特異的変異の導入

部位特異的変異の導入は、 Dengらの方法 (18)に基づ いたキ ッ ト (U.S. E. 

Mutagenesis kit， Pharmacia)を利用して行った。

変異の導入に使用したオリゴヌクレオチドのデザインは Table8-2に示した。ま

た使用したオリゴヌクレオチドは、 DNA合成機 (Model380B， Applied Biosystems) 

を用いて 5・2節(4 )に示した方法に従って合成および精製を行った。

鋳型 DNA として pSKFll-15 については pCKF11、pSKF101-109 については

pCKF102を使用した。また、部位特異的変異の導入の確認は 3・2節 (5) に示す

方法に従って DNA塩基配列の決定により行った。

( 2 )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

変異型ピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pSKF11を保有する大腸菌菌体抽
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出液による変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動は 7・2節 (4) に示した方法に従っ

て行った。

(3) PCB分解活性の測定

変異型ピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pSKFll-15および pSKF101-109

を保有する大腸菌の静止菌体による PCB分解活性の測定は 7・2節 (6) に示した

方法に従って行った。

8・3 実蹴吉果

8'3・1 変異型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

変異型ピフェニルジオキシゲナーゼ、系の PCB分解特性を調べることを目的として、

変異型ピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pSKFl1-15および pSKFIOI-109

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。 (Table8-3) 

キメラピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子 bphAl -1， 11 (KF707) /bpMl-1 II， 1 V 

(LB400) A2A3A4を含む pCKF101に対して部位特異的変異法により DNA塩基配列に変

異を導入し、 BphA1のアミノ酸配列を LB400株型から KF707株型へ置換した変異

丑~J 1:::'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のうち、

アミノ酸配列を Glu-303 から Asp へ置換した pSKF101、Gly-313 を欠失した

pSKF102、Val-320から Pheへ置換した pSKF103、Thr-325から Serへ置換した

pSKF104、Thr-335 から Alaへ置換した pSKF105、Phe-336 から Ile へ置換した

pSKFI06、Asn-338から Thrへ置換した pSKFI07、Thr-325、Ile-326から Ser、Val

へ置換した pSKF108を保有する大腸菌菌体は、 pSKF101を保有する大腸菌と類似し

た分解特性を示した。

方、アミノ酸配列を Thr-335、Phe-336、Asn-338、Ile-341 から Ala、11e 
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Thr、Thr へ置換した pSKF109 を保有する大腸菌菌体は 4，4' -CB から 4 -

ch10ropheny1 ring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'ーdichloro-hydroxybipheny1を生成し、また 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 53 明、 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時 dihydroxy-

biphenyl を 47唱の割合で生成した。さらに、 2，5， 2' 5' -CBに対して 2，5-dichlo-

rophenyl 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 93誌の割合で、 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-dihydro-

xybiphenyl を 7もの割合で生成し、 pCKF101を保有する大腸菌と異なる分解特性を

示した。

次に、野生型の KF707株のピフ ェニルジオキシゲナーゼ、遺伝子を含む pCKF11に

対して BphAlのアミノ酸配列を KF707型から LB400型へ置換した変異型ピフェニ

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のうち、アミノ酸配

列を Ser-324 から Thr へ置換した pSKF12、Val-325 から 1 1 e へ置換した

pSKF13、Thr-340から 11 eへ置換した pSKF14保有する大腸菌菌体は pCKFl1を保

有する大腸菌と類似した分解特性を示した。

しかし、アミノ酸配列を Thr-376から Asnへ置換した pSKF15を保有する大腸山

菌体は 4，4'-CBから 4，4'-di ch 10ro・hydroxybipheny1 を生成し、また 2，5，4'-CB

から 5(or 2)，4'-dichloro-2，3(or 5，6) dihydroxybiphenyl を 93 %" 2，5，4'-

trichloro-3，4-dihydroxybiphenyl を 7もの割合で生成した。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' -tetrachloro -3，4 -dihydroxybiphenyl を 20加の割合で生成 し、 pCKFll

を保有する大腸菌と異なる分解特性を示した。

一方、野生型の KF707株のピフェニルジオキシゲナーゼ、遺伝子を含む pCKFll に

対して BphAlのアミノ酸配列を KF707型から LB400型へ置換した変異型ピフ 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のうち、アミノ酸配
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列を Met-283 から Ser へ置換した pSKF11 を保有する大腸菌菌体は 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。

8 .3・2 変異型ピフェニルジオキシゲナーゼ、系の遺伝子発現産物の確認、

変異型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同

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.8-1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 (Table.1-2) と対照す

ることにより、 pSKF11 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 BphA1、

BphA2 に相当するバンドは KF707 株ピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子を含む

pCKF101を保有する大腸菌のものとほぼ等しい濃度が認められた。

8・4 考察

アミノ酸配列を Thr-376から Asn へ置換した変異型 BPDox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、野生型の KF707株の BP

Doxを発現する大腸菌と比べて幅広い PCB分解特性を示した。 (Table8-3) このこ

とは KF707株 BPDox大サブユニット BphA1の Thr-376が PCB分解特性において

重要な役割を果たしている KF707株と LB400株のBPDoxの機能の相違に関与しい

るアミノ酸残基であることを示した。

またアミノ酸配列を Thr-376から Asnへ置換した変異型 BPDoxを発現する大腸

菌菌体は芳香環 4-chlorophenyl ringの 2，3位および 2，5-dichlorophenyl ring 

の 2，3位と 3，4位に酸素を添加した。 (Table8-3) 

般に基質特異性の拡張効果は置換アミノ酸の荷電の影響は少なく、置換アミノ酸

分子の大きさと疎水性に相関する傾向が見られるものとされている。(伺)このことか

ら Thr-376から分極した原子間結合をもっ官能基からなる親水性残基の Asn へ置
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換したことにより、 BPDoxの芳香環に対する触媒能に関与する部位が改変し、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変化することにより、 PCB分解特

性が変化したものと考察した。

方、 Ericksonと Mondello らは LB400株の BPDox大サブユニット BphAlの

Thr-335、Phe-336、Asn-338、Ile-341を KF707株 BphA1型の Ala、Ile、Thr、Thr

へ置換した変異型 BPDoxは幅広い PCB分解特性を獲得したことを示した。 (21)上

記の研究結果において、キメラピフ ェニルジオキシゲナーゼ BphAl-1， 11 (KF707) / 

BphAI-III， IV~B400)A2A3A4 の BphAl のアミノ酸配列を Thr-335 、 Phe-336 、 Asn ・

338、Ile-341から Ala、Ile、Thr、Thrへ置換した変異型 BPDox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、上記の結果と類似した

傾向を示している 。

また、 Thr-340のみを Ileへ置換した変異型 BPDoxは野生型の BPDoxとの顕

著な機能の相違は認められず、よって KF707株 BphAlの Ala-334、Ile-335、Thr-

337 は Thr-376 と同様に PCB 分解特性の決定に関与しているものと考察した。

(Fi g. 8 -2) 以上の結果、 KF707株と LB400株の PCB分解特性は著しく異なるが、

それらは BPDoxの大サブユニット BphAlのわずかなアミノ酸残基の置換に起因す

ることを明らかにした。

一方、 KF707株 BPDox大サブユニットBphAl のアミノ酸配列を Met-283から

Serへ置換した変異型 BPDoxを発現する大腸菌菌体は酵素タンパク質の発現して

いるのにも拘わらず、 BPおよび 4，ど-CB， 2， 5，4' -CB， 2， 5， 2' ， 5' -CB のすべての

PCBに対する分解活性が認められなかった。このことはアミノ酸配列を Met-283か

ら Serへ置換したことにより BPDoxの活性部位あるいはタンパク質の立体構造が

変化したことにより BPDoxが失活したものと考察した。

近年、多数のピフェニル/PCB分解菌が分離され、遺伝的および生化学的解析が行

われているが、それらの菌株は異なる PCB 分解特性を示すのにも拘わらず、その

bph 遺伝子が高い相向性を示すことが明らかにされている。 (19・91) 上記の研究結果

はピフェニル代謝系酵素のわずかな構造の変化が起因となり、 PCB分解特性が改変す

ることを示し、これらのピフェニル/PCB分解菌の機能進化メカニズ、ムを明らかに
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した。またこの結果は同時に ピフ ェニル代謝系酵素の構造に DNA シャフリング

(102，103) や部位特異的置換により人為的にわずかな変化を与えるこ とにより、 幅広い

PCB分解特性を有する BPDoxを構築できる可能性を示 している。

8 . 5 小括

変異型 BPDoxの PCB分解特性を調べることを 目的として、変異型 BPDoxを発

現する大腸菌菌体による 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。

キメラ BPDox BphA1-1， 11 ~F707)/BphA1-111 ， 1V~B400) A2A3A4 の大サブユニッ

ト BphA1のアミノ酸配列を LB400型か ら KF707型である Thr-335、Phe-336、Asn-

338、1le-341から Ala、11e、Thr、Thr へ置換した変異型 BPDoxを発現する大腸

菌および KF707株の BPDox大サブユニ ットBphA1のアミノ酸配列を Thr-376から

Asn へ置換した変異型 BP Dox を発現する大腸菌菌体は 4，4'-CB、2，5，4'-CB、

2， 5， 2' ， 5' -CB をともに分解し、野生型 BP Dox を発現する大腸菌と比べて幅広い

PCB 分解特性を示 した。また芳香環 4-chlorophenyl ring および 2，5-dichlo-

rophenyl ringに対してともに酸素添加能を示した。

よって、 KF707株 BPDox BphA1の Thr-376および Ala-334、Ile-335、Thr-337

が KF707株と LB400株の BPDoxの機能の相違に関与 し、 両菌株の PCB分解特性

の決定に関与しているものと考察した。

110 



plasmid 

pUCl18 

pCKF202 

pCKF11 

pCKF102 

pSKF11 

pSKF12 

pSKF13 

pSKF14 

pSKF15 

pSKF101 

pSKF102 

pSKF103 

pSKF104 

pSKF105 

pSKF106 

pSKF107 

pSKF108 

pSKF109 

Table 8-1 Plasmids used in this chapter 

Relevent description Sourse or reference 

Apf 

bphA2A3A4 in pUC118， Apf 

bphAIA2A3A4 (KF707) in pUCl18， Apf 

bphAl-1， II (KF707) /bphAl -III， IV (LB400) A2A3A4 in pUCl18， Apf 

pCKF11 (Met 283 Ser) 

pCKF11 ( Ser 324 Thr) 

pCKFll (Va1325 lle) 

pCKFll (Thr 340 lle) 

pCKF11ぐfhr376 Asn) 

pCKF102 (Glu 303 Asp) 

pCKF102 (Gly 313 deletion) 

pCKF102 (Va1320 Phe) 

pCKF102σhr 325 Ser) 

pCKF102ぐThr335 Ala) 

pCKF102 (Phe 336 lle) 

pCKF102 (Asn 338 Thr) 

pCKF102σhr 325 Ser， lle 326 Va1 ) 

pCKF102σhr 335 Ala， Phe 336 lle， Asn 338 Thr， lle 341 Thr) 
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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 8-2 Oligoprimers used for site-directed mutagenesis 

Amino acid change Oligoprimers used 

LB400 sequence ... KFi07 sequence 

Glu 303 Asp 

Gly 313 deletion 

Val320 Phe 

Thr 325 Ser 

Thr 335 Ala 

Phe 336 Ile 

Asn 338 Thr 

Thr 325 Ser 
Ile 326 Val 

Thr 335 Ala 
Phe 336 Ile 
Asn 338 Thr 
Ile 341 Thr 

5'-GCGCTGTTCCGCAAcmrCGGCAGCCGGACCC-3' 
Asp 

ターGCGTCGAACCGGCA llGGTGTGCCCCA GGCG-3' 
曹 deletion

5'-CA TGTGCTGGCCG TsICA TGCGTCGAA CCGG-3' 
Phe 

5'-AGGTCGGGAAGA TKioTcA TGTGCTGGCCGA -3' 
Ser 

ターCCGGATGTTGTTGAAGGrおGGCAGGAATGAACA-3'
Ala 

5'-GATCCGGATGTTGTTζ己主[tJGTGGGCAGGAATGA-3'
lle 

タ-GGTGCCAGATCCGGATα白rGTTGAAGGTGGGCA-3'
Thr 

ターAGGTCGGGAAζ:JA[ζ豆ζJrCATGTGCTGGCCGA -3' 
Val Ser 

ターCGGGTGCC~CCGGATQ回TGTTGAITTIæbGGCAGGAAT-3 
Thr Thr Ile Ala 

KF707 sequence ~ LB400 sequence 

Met 283 Ser 

Ser 324 Thr 

Va1325Ile 

Thr 340 Ile 

Thr 376 Asn 

5'-CACCGCCATGAGLETITJGCCCGGCTCGTCGAC-3' 
Ser 

タ-GGTCGGCGAAGAcB1rCATGTGCTGGCCGAC-3' 
Thr 

5'-AGGTCGGGAAGAITbCTCATGTGCTGGCC-3' 
Ile 

ターCGCGGGTGCCAG囚TCCGGATGGTGTTGA -3' 
Ile 

5'-CCTGCGGAGAAcmrGCGGATGTTGTGCC-3' 
Asn 
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Table 8-3 Mode of dioxygenation of various mutant BP Dox for 4，4'-CB， 2，5，4'-
CB and 2，5，2'，5'-CB 

GC-MS 

plasmid Subs仕ate
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---a vd
 

e
 

v
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E
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・a
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、，ノ

d
%
 

、J

、
，，‘、

pCKF11 4，4'-CB 1∞ 2，3-dioxygenation 2，3-dihydrodiol (2) 1∞ 
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 metaboli te 

pCKF102 
4，4'-CB ND no metabolite 

2，5，4'-CB 91 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (2) 65 

3 ，4-dioxygena tion 3，4-dihydrodiol (3) 35 

2， 5， 2'，5'-CB 1∞ 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (3) 80 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydr吋 iol(4) 20 

pSKF15 4，4'-CB 72 2，3-dioxygenation 2，3-dihydr吋 iol(2) 1∞ 
σhr 376 Asn) 

98 93 2.5.4'-CB 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (2) 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (3) 7 

2.5.2'.5'-CB 90 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (3) 80 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (4) 20 

pSKF109 4，4'-CB 5 
no metaboli te 

(Thr 335 Ala 
2，5，4'-CB 64 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (2) 53 

Phe 336 Ile 
Asn338Thr 3，4-dioxygenation 3，4-dihydrodiol (3) 47 
Ile 341 Thr) 

2，5，2'，5'-CB 2，3-dioxygenation 2，3-or 5，6-catechol (3) 93 45 

3，4-dioxygenation 3，4-dihydrωiol(4) 7 

* The relative degradation of E. coli cells carrying res戸ctiveplasmid was compared for respective PCB congener 
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66kDa 与

45 

29 

-~ 
F 

』--

1 2 3 4 

一二 BphAl 

一二 BphA2 

Fig.8・1SDS-PAGE of mutant biphenyl dioxygenases expressed by 

E. co/i cells carrying various plasmids. 

Lanel ， pUC118 (control) ; Lane 2， pCKF202 ; Lane3， pCKFll ; Lane4， pSKFll 
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第 9章 諸種芳香族化合物分解菌の芳香環ジオキシゲナーゼのハイブリ ッド末端ジ

オキシゲナーゼの構築と機能解析

9・1 緒百

近年、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、多様な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た O

(紡6肝7，げ，7九 8ω9， 9川川9肝刊7η)トルエン資化菌 Pseuげldo佃mo∞naおs pμut υid白a F1株は異なる基質特異性を有する

にも拘わらずず、、そのトルエン代謝遺伝子 toωdCαlCα'2B削ADE のコ一ドする遺伝子産物 (ω1ロ23め
) 

は KF707株の bp凶，h遺伝子 b句phA叫AlμA2μA3訓A4必BCの遺伝子産物と 55・63%の高い相同性を

示す。またナフタレン分解系プラスミド NAH7上に存在するナフタレン代謝遺伝

nahAaAbAcAd をコードする遺伝子産物についても KF707株の bph 遺伝

bphAIA2A3A4BCの遺伝子産物と 20-30もの相向性を示した。 (Table9-2)

さらに各種芳香族化合物分解菌の末端酸素添加酵素についても類似した分

ミノ酸残基を有することが明らかとなり、遺伝子産物のポリペプチド間のアミノ酸配

列の比較から、末端酸素添加酵素大サブユニットおよび ferredoxin成分における鉄

ーイオウクラスターの結合部位等、活性発現に必須と予想、される共通のアミノ酸残基

が保存していることが明らかとなっている。 (55，68)

方、 Hirose らは KF707株 BphA1と F1株 TodC1を交換したハイブリッドジオ

キシゲナーゼ系 TodC1σ1)BphA2A3A4を構築し、各種芳香族化合物に対して両親菌株

Dox と比べて幅広い分解能を示す新規分解能を有する分解系酵素を構築した。 (63，32)

本章ではピフェニル、トルエン、ナフタレン代謝系を材料にして、各遺伝子コン

ポーネントを組換えたハイブリッド代謝系を構築し、機能解析を試みた。

9.2 笑験材料と方法

(1) Rhodococcus sp. M5株の GenomicDNAの抽出
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Rhodococcus sp. M5株を O.2"-' O. 02もの BP と 5g/1 の Suc を含む BSM培地

200 ml で 30
0C、14 時間で振とう培養し、集菌後、最終濃度 0.1 mg/ml の

Protease K と 50 mg リゾチームを含む 9 ml の TES (20mMトリス、 100mM

EDTA、50mM NaCl、25略 Suc、pH8.0) に懸濁した。37
0

Cで 5分間保温後、さ ら

に 1mlの 10明 SDSを 1ml と 1mgの ProteaseKを加え、 37
0

Cで一晩保温し、

溶菌した。さらに 5MNaCl を1.8 ml加え懸濁した後に、 CTAB/トfaCl を1.5 m 1 )Jn 

えて、再懸濁した。65
0C、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 GenomicDNA を沈殿させ、 TE緩衝液

に溶解した。そのうち一部について 260nmの吸光度を測定して濃度を決定した。

(2) PCR法による Rhodococcussp. M5株のピフェニルジオキシゲナーゼ大サブユ

ニット遺伝子 (bpdCl)の増幅

芳香環ジオキシゲナーゼ、のハイブリッド末端ジオキシゲナーゼ、遺伝子の構築を 目的

として Rhodococcussp. M5株ピフェニル代謝遺伝子 bpdCl遺伝子の PCR産物を

合成した。増幅には bpdClの上流の forward鎖の 5'末端に BanRIサイト (下線)

をイ寸したオリゴプライマー#7 (5'・CCGGATCCAGAAAGGAATCTGAGAATG-3')と bphAlの

流の reverse鎖の 5' 末端に BamHIサイト (下線)を付したオリゴプライマー#

8 (3' -CTACAGAGCCGGACTCGGCCCTAGGCG-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。鋳型 DNA として前節に示 し

た方法により調製した Rhodococcussp. M5株 GenomicDNAを使用し、 bpdCl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。

(3) PCR法によるナフタレン分解系プラスミド NAH7のナフタレンジオキシゲナー

ゼ大サブユニッ ト遺伝子 (nahAc)の増幅

芳香環ジオキシゲナーゼのハイブリッド末端ジオキシゲナーゼ遺伝子の構築を H

的としてナフタレン分解系プラスミド NAH7のナフタレンジオキシゲナーゼ大サブユ

ニット遺伝子 (nahAc) の PCR産物を合成した。増幅には nahAcの上流の forward

鎖の 5'末端に おけサイト(下線)を付したオリゴプライマー #9 (5' -AGAGTC-
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GAGCTCCCTAGCGCGTAACTAC-3')と nahAcの下流の reverse鎖の 5' 末端に BgJ11サ

イト (下線)を付したオリゴプライマー #10 (3' -CTAGCGATTGTCTGCTCTCTAGAGTCACA-

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)に示す庁法に

従って合成した。

鋳型 DNA としてナフタレン分解系プラスミド NAH7 を含む pQR156 を使用し、

nahAc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。

(4) ハイブリッド遺伝子クラスターの構築

pMKF13は P.pu t i da KF715株の bphAl遺伝子を含む領域を pYH13の bphAl遺伝

ーの上流に存在する 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 pCKF201へ挿入して構築した。

pMKF14 は pKTF18のマルチクローニングサイトに存在する BamHI サイトと bphAl

遺伝子の終止コドンと bphA2遺伝子の開始コドンの間に存在する BgJ1 1サイトを利

用して bphAl 遺伝子を除去し、上記の方法により得た Rhodococcus sp. M5 株

bpdCl遺伝子の PCR産物を BamHIで処理し、挿入して構築したo

pWH101 は pKTF18 のbphAl遺伝子の開始コドン付近に存在するおcI サイトと

bphAl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 BgJIIサイ

トを利用して bphAl遺伝子を除去し、 上記の方法により得たナフタレン分解系プラ

スミド NAH7 のナフタレンジオキシゲナーゼ、大サブユニット遺伝子nahAc 遺伝子の

PCR産物をおCI と BglIIで処理し、挿入して構築した。 (Fig.9 -1) 

(5) ハイブリッド末端ジオキシゲナーゼ遺伝子の構築

pCKF13、pCKF14、pWH11 はそれぞれ pMKF13、pMKF14、pWH101 にコードする bphB

と bphC両遺伝子の一部を含む1.3 kbの PpuMI-PpuMI断片を欠失することによっ

て構築した。 (Fig. 9 -1) 

(6) 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

構築したハイブリッド末端ジオキシゲナーゼ遺伝子を保有する大腸菌菌体抽出液に
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よる変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動は 7・2 節 (4) に示した方法に従って

行った。

(7) 大腸菌菌体抽出液による未変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動

構築したハイブリッド末端ジオキシゲナーゼ遺伝子を保有する大腸菌菌体抽出液に

よる未変性ポリアクリルアミドゲ、ル電気泳動は 7・2 節(5) に示した方法に従っ

て行った。

(8) 環開裂ジオキシゲナーゼ活性の測定

構築したハイブリッド遺伝子クラスターを保有する大腸菌の静止菌体による環開裂

ジオキシゲナーゼ¥活性の測定は 6・2節 (4)に示した方法に従って行った。

(9) 芳香族化合物分解活性の測定

pMKF11、pMKF12、pMKF13、pMKF14、p]HF10、pWH101 を保有する大腸菌菌体による

BP、Tol、Ben、4-CIBP、4-MeBP、OPP、DMに対する環開裂黄色化合物への変換活性を

測定した。

使用した菌株は上記に示す通りである 。上記の菌株を 30μg/mlApおよび 40μ

g/ml IPTG を含む LB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、OD660 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、Tol、Ben、4-CIBP、4-MeBP、OPP、DM(0.25 M)を終濃度 O.5 mM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、黄色環開裂化合物生成の有無を調べた。なお、各環開裂黄色化合

物の蓄積は、 BP434 nm、Tol388 nm、Ben375 nm、ιCIBP438 nm、4-MeBP437 nm、
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opp 435 nm、DM395 nmの吸収極大波長における吸光度を経時的に測定することによ

り行った。

(10) PCBに対する環開裂黄色化合物変換活性の測定

構築したハイブリッド遺伝子クラス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に対する環開裂黄色化合物変換活性の測定は 6・2 節 (5) に

示した方法に従って行った。

9'3 実a勝吉果

9.3・1 ハイブリッド末端ジオキシゲナーゼ系のサブユニット構成

ハイブリッド末端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、 KF707株のピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pCKF11および各ハイブリツ

ド末端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。 (Fig. 9 -2) 

KF707株のピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pCKF11保有大腸菌の抽出液

からは 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、 KF707株のピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子の bphAlから

P.putida KF715株の bphAl へと交換したハイブリツド末端ジオキシゲナーゼ、遺伝

を含む pMKF13保有大腸菌の抽出液からも同様に terminal dioxygenase 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。

方、 KF707株のピフェニルジオキシゲナーゼ遺伝子の bphAl から Rhodococcus

sp. M5株のピフ ェニルジオキシゲナーゼ遺伝子の bpdClへと交換したハイブリツ

ド末端ジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pMKF14 保有大腸菌の抽出液については

terminal dioxygenase成分 BpdC1:: BphA2のヘテロ 4量体に相当するバンドを検出

した。
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また KF707株のピフェニルジオキシゲナーゼ、遺伝子の bphAlからナフタレン分解

系プラスミド NAH7の nahAc遺伝子へと交換したハイブリッド末端ジオキシゲナー

ゼ遺伝子を含む pWH11保有大腸菌の抽出液については terminal dioxygenase成分

ahAc: : BphA2のヘテロ 4量体に相当するバンドを検出した。

9 .3・2 ハイブリッド遺伝子クラスター発現大腸菌による環開裂ジオキシゲナー

ゼ、活性

野生型の P.pseudoalcaligenesKF707株の bph遺伝子とハイブリツド遺伝子クラ

スターを含む各プラスミドを保有する大腸菌菌体による bphC産物である 23DHBP 

dioxygenase活性の測定を行った。

KF707株の bph遺伝子を含む pMKF11保有大腸菌菌体およびハイブリッド遺伝子

クラスターを含む pMKF12、pMKF13、pMKF14、pWH101、p]HF10を保有する大腸菌菌体

は、 pMKF11 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。 (Fig. 9 -3) 

9 . 3・3 ハイブリッド遺伝子クラスター保有大腸菌による芳香族化合物

分解特性

各種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 BP、4-CIBP、4-

MeBP、DM、OPP，To1、Benの環関裂黄色化合物への変換活性を測定した。 (Fig. 9 -3) 

野生型の P.pseudoalcaJigenesKF707株の bph遺伝子クラスターを含む pMKFlJ

を保有する大腸菌菌体は、 BP、4-C1BP、4-MeBP、DM に対して環関裂黄色化合物への

高い変換活性を示したが、 OPP、Tol、Benに対しては、変換活性を示さなかった。

構築したハイブリッド遺伝子クラスターを保有する大腸菌菌体のうち、ハイブリ ツ

ド遺伝子クラスター bphAl(LB400)A2A3A4BCを含む pMKF12を保有する大腸菌菌体は、

BPに対して pMKF11 を保有する大腸菌菌体と類似した変換活性を示した。しかし
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4-CIBPに対して pMKF11を保有する大腸菌菌体と比べて約 75%，また 4-MeBPに対

しでも約 30もの低い変換活性を示した。一方、 DM に対しては環関裂黄色化合物へ

の変換活性は確認されなかった。しかし、 OPPに対しては pCKF11を保有する大腸菌

体と異なり、変換活性が認められた。

ハイブリッド遺伝子クラスター bphAl (KF715) A2A3A4BCを含む pMKF13 を保有す

る大腸菌菌体は、 BP、4-CIBP、4-MeBP、DM に対して pMKF11 を保有する大腸菌菌体

と比べて約 30怖の低い変換活性を示した。 しかし oPP、Tol、Benに対して変換活

性を示さず、 pMKF11を保有する大腸菌菌体と類似した基質特異性を示した。

ハイブリッド遺伝子クラスター todClσ1)bphA2A3A4BCを含む p]HF10を保有する

大腸菌菌体は、 BP、4-CIBP、4-MeBP、DM、Tol、Ben に対して変換活性を示 し、

pMKF11を保有する大腸菌菌体とは異なり幅広い変換活性を示した。

ハイブリッド遺伝子クラスター bpdCl(M5) bphA2A3A4BCを含む pMKF14を保有する

腸菌菌体は、 BP、4-CIBP、4-MeBP、DM に対して pMKF11 を保有する大腸菌菌イ本

に対して変換活性を示したが、 Opp、Tol、Benに対して変換活性を示さず、各種芳香

族化合物に対して pMKFllを保有する大腸菌菌体と類似した基質特異性を示した。

方、ハイブリッド遺伝子クラスター nahAc(NAH7)bphA2A3A4BCを含む pWH101を

保有する大腸菌菌体は、すべての芳香方矢化合物に対して変換、佐性は認められなかった。

9.3・4 ハイブリッド遺伝子クラスタ一発現大腸菌による PCB分解の環

開裂黄色化合物の変換活性

各種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 BP、4，4'-CB、

2，5，4' -CBの環開裂黄色化合物への変換活性を測定した。 (Fig.9 -4) 

野生型の P.pseudoaJcaJigenesKF707株の bph遺伝子クラスターを含む pMKF11

を保有する大腸菌菌体は、 BP、4，4'-CB、2，5， 4' -CB に対して環開裂黄色化合物への

向い変換活性を示した。

ハイブリッド遺伝子クラスター bphAl(LB400)A2A3A4BCを含む pMKF12を保有する

大腸菌菌体は、 BP に対して pMKFll を保有する大腸菌菌体と類似した変換活性を示
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したが、 2，5，4'-CBに対して pMKF11を保有する大腸菌菌体と比べて約 10首の低い

変換活性を示した。一方、 4.4'-CBに対しては変換活性は認められなかった。

ハイブリッド遺伝子クラスターを保有する大腸菌菌体のうち、ハイブリッド遺伝子

クラスター bphAl(KF715)A2A3A4BCを含む pMKF13 を保有する大腸菌菌体は、 BP、

2，5，4' -CBに対して pMKF11を保有する大腸菌菌体と比べて約 40もの比較的低い変

換活性を示した。一方、 4.4'-CBに対しては変換活性は認められなかった。

さらに、ハイブリッド遺伝子クラスター bpdCl(M5)bphA2A3A4BCを含む pMKF14 を

保有する大腸菌菌体は、 BP、4，4'-CB、2，5，4'ーCBに対して pMKF11 を保有する大腸

菌菌体と比べて約 10怖の比較的低い変換活性を示した。

方、ハイブリッド遺伝子クラスター todCl(Fl)bphA2A3A4BC を含む pjHF10 と

nahAc~AH7)bphA2A3A4BC を含む pWH101 を保有する大腸菌菌体は、 4，4'-CB、

2，5，4' -CBに対して変換活性は認められなかった。

9・4 考察

各種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芳香族化合物と

PCBからの変換活性を測定した。ハイブリッド代謝系 BphA1(LB400)A2A3A4BCを発現

する大腸菌は OPPを環開裂黄色化合物へ変換したが、 4-MeBP、酬を環開裂黄色化合

物へ変換せず、野生型の KF707 株ピフェニル代謝系 BphA1A2A3A4BCを発現する大

腸菌と異なる変換活性を示した。 (Fig.9-3) 第 6章において KF707株 BPDoxは

4-chlorophenyl ring に、また LB400株 BPDoxは 2，5-dichlorophenyl ringに

対して高い酸素添加能力を示すことを明らかにした。よって野生型の KF707株 BP

Doxは芳香環の 4位に置換基が存在する 4-CIBP、4-MeBPに、 LB400株 bphAl遺伝

を導入したハイブリッド末端 Doxは芳香環の 2位に置換基が存在する OPPに環

開裂化合物への高い変換活性を示したものと考察した。

ハイブリッド代謝系 BphA1~F715)A2A3A4BC を発現する大腸菌は芳香族化合物に対

して KF707 株ピフェニル代謝系 BphA1A2A3A4BCを発現する大腸菌と類似した基質

特異性を示した。 しかし、 PCB に対する変換活性は大きく異なっていた。 (Fig. 9 -4) 
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このことから、 KF707株と KF715株の bphAl遺伝子が極めて高い相向性を示すのに

も拘わらず、両菌株の BPDoxの塩素置換部位の異なる芳香環に対する触媒能が異な

るものと考察した。

Rhodococcus sp. M5株のピフェニル代謝遺伝子 bpdClC2BADE (117) は KF707株

の bph遺伝子 bphAIA2A3A4BCDの遺伝子産物と約 60%" トルエン分解菌 P.putida 

F1株のトルエン代謝遺伝子 todClC2BADEの遺伝子産物と約 70もの相向性を示し、

F1株のトルエン代謝遺伝子に比較的高い相向性を示す。しかし、 M5株のピフ ェニ

ル代謝系酵素は BPを分解するが、 Tol を分解しないことが明らかにされている。ハ

イブリッド代謝系 BpdC1(M5) BphA2A3A4BCを発現する大腸菌は芳香族化合物に対して

KF707 株ピフェニル代謝系 BphA1A2A3A4BC を発現する大腸菌と類似した基質特異

性を示したが、各種 PCB異性体に幅広い変換活性を示した。よって M5株 BpdC1が

KF707株 BPDoxの他のコンポーネントと野生型の KF707株 BPDox と新規な分解

能を有するハイブリッド末端 Doxを構成しているものと考察した。

Hirose らは F1 株 todCl遺伝子を導入したハイブリッド遺伝子クラスター

todClbphA2A3A4BCを構築し、それを発現する大腸菌は BP、Tol、Benなどの幅広い

芳香族化合物に分解活性を示すことを明らかにした。 (55)ハイブリッド代謝系 TodCl

(F1) BphA2A3A4BCを発現する大腸菌よる PCB変換活性の測定をおこなったが、いず

れの化合物に対しでも変換活性は認められず、 PCB に対する分解能が KF707株 BP

Doxと大きく異なっていた。 (Fig.9・4)

方、 NahAc(NAH7) BphA2A3A4BC を発現する大腸菌は芳香族化合物に対して分解活

性が認められなかった。このことは NahAcが他の末端 Dox大サブユニットのコンポー

ネントと比べて KF707株 BPDox BphA1 との相向性が低く、活性を発現する酵素タ

ンパク質を形成できなかったものと考察した。

以上のように様々な芳香環末端 Dox大サブユニットを導入することにより、野生

丑~J の KF707 株 BP Dox とは異なる分解能を有するハイブリッド代謝系酵素を構築す

ることができた。近年、数多くの芳香族化合物分解菌から末端 Dox遺伝子がクロー

ニングされ、塩基配列が決定されているが、その末端 Dox大サブユニットのアミノ

酸配列の詳細な比較から、活性発現に必須と考えられる Rieskecenter結合部位 (85)
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の共通配列 Cys -X -H i s -X 16 -17 -Cy S -Xz・Hisや欽一硫黄クラスターの結合部位の共通配

列 G1 u -X 3-4 -Asp -Xz -H i s -X
4 
-5 -H i sが存在することが明らかにされている。 (68) このこ

とは今後各種芳香族化合物分解菌末端 Doxから新規な代謝能を有するさまざまな組

み合わせのハイブリッド代謝系を構築することができる可能性を示すものと考察した。

9 . 5 小括

諸種の芳香環分解系酵素は分解特性には明確な差異が認められるものの、各コンポー

ネント間で高い相向性が認められる。この分解特異性は末端ジオキシゲナーゼ大サブ

ユニット(鉄イオウタンパク質 ISP)が大きく関与している。

そこで KF707BP Doxの大サブユニット (BphA1) をピフェニル、トルエン、ナ

フタレンの芳香環末端 DoxISPと交換し、ハイブリッド末端 Doxを構築した。ハイ

ブリッド末端 Doxは会合体を形成し、それらのハイブリッド代謝系酵素を発現する

腸菌は各種芳香族化合物に対して野生型のピフェニル代謝系酵素を発現する大腸菌

と異なる分解活性を示した。

よって芳香環分解系のコンポーネントを組み合わせることにより、様々な組み合わ

せのハイブリッド代謝系を構築することができた。
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Table 9-1 Bacterial strains used in this chapter 

strain and plasmid Relevent description Source or reference 

Strain 

Escherichiαcoli 

品1109 recAl， endAl， gyr A96， thi-l， supE44， relAl T akara shuzo 

Rhodococcus sp. 

M5 wild type， BP'" (37) 

Plasmid 

pUCl18 Apr (98) 

pJHFI0l ωdCl (Fl) A2A3A4 in pUC118， Apr (63) 

pJHFI0 ωdCl (F1) A2A3A4BC in pUC118， Apr (63) 

pYH13 bphAIA2A3A3BC (KF715) in pUC119， Apr (60) 

pQR156 nahAaAbAcAd in pBGS 18， Km
r (9η 

p羽/Hll nαhAc (NAH7)bphA2A3A4B in pUC118， Apr This study 

pWHI01 nahAc (NAH7)bphA2A3A4BC in pUC118， Apr This study 

pHSG715 bphAl (KF715) in pHSG396， Cm
r This study 

pCKF11 bphAIA2A3A4 (KF707) in pUC118， Apr This study 

pCKF12 bphAl (LB400) A2A3A4 in pUC118， Apr This study 

pCKF13 bphAl (KF715)A2A3A4 in pUC118， Apr This study 

pCKF14 bpdCl (M5) A2A3A4 in pUC118， Apr This study 

pMKFll bphAIA2A3A4BC (KF707) in pUCl18， Apr This study 

pMKF12 bphAl (LB400)A2A3A4BC in pUC118， Apr This study 

pMKF13 bphAl (KF715)A2A3A4BC in pUC118， Apr This study 

pMKF14 bpdClゆ15)A2A3A4BC in pUC118， Apr This study 
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Table 9-2 Comparison of sequence similarity in amino acids of various terminal dioxygenase components 

KF707 F1 M5 G7(NAHη 

Component 

Product a.a.Slze Product a.a.size Sirnilarity (%) Product a.a.size Similarity (%) Product a.a.size Sirnilarity (%) 

Large subunit BpbA1 459 TodC1 450 65 BpdC1 462 62 NabAc 449 32 

hトN・d4 

Small subunit BpbA2 213 TodC2 187 60 BpdC2 187 54 NabAd 194 21 

Ferredoxin BpbA3 109 TodB 107 60 BpdB 109 53 N油Ab 107 39 

Ferredoxin 
BpbA4 408 TocL生 410 53 reductase BpdA 413 55 NabAa 328 23 
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Fig.9・1Schematic representation of construction of hybrid gene cIusters. 
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Fig.9・2Non-denaturing PAGE of cell extracts over-expressed by hybrid 

dioxygenase gene 

Lanel ， pUC118 (control) ~ Lane 2， pCKFll ~ Lane3， pCKF12 ~ Lane4， pCKF13~ Lane 5， pCKF14 ~ 
Lane 6， p¥¥弓nl
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Fig.9・4Production of meω-cleavage compounds from 4，4'・dichlorobiphenyl，
2，5，4'・trichlorobiphenylby the E. coli carring hybrid gene clusters 
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第 10章 諸種ピフ ェニル/PCB分解菌のピフ ェニルジオキシゲナーゼによる

キメラ末端ジオキシゲナーゼの構築と機能解析

10・1 緒 百

現在までに各地の土壌、アルカリ環境、有機溶媒やシロアリ体内か ら多数のピフ エ

ニル/PCB分解菌が分離され、その bph遺伝子がクローニングされた。 (78，108)それ

らの菌株の PCB分解特性は大きく異なっているのにも拘わ らず¥ bph遺伝子の塩基

配列から推定されるアミノ酸配列の相同性は比較的高 く、構造および機能的 に類似し

ていることが明らかとなっている 。第 6，7，8 章において P.pseudoalcaligenes

KF707株と P.cepacia LB400株の PCB分解特性の差異は PCBの塩素置換部位の異

なる芳香環に対する酸素添加能の相違によるもので、これは初期酸素添加酵素

Biphenyl dioxygenase大サブユニ ット(BphA1)に存在するわずかなアミノ酸配列の差

異に起因することを明らかにした。

本章では Rpseudoalca}igenesKF707株、 P.putida KF715株、 P.cepacia LB400 

株の Biphenyl dioxygenase大サブユニッ ト bphAl遺伝子において 5'-領域 (0.7 

kb)と 3'-領域 (0.6 kb)を相互に交換した種々のキメラ遺伝子クラスターの構築と

機能解析を試みた。

10・2 実験材料と方法

(1) キメラ遺伝子クラスターの構築

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 pBKFll-14は以下の手

)11買で構築した。 (Fig.10-1)

pBKF11は pYH13のマルチクローニングサイトに存在する EcoRIサイトと bphAl

の中心付近に存在するお1Iサイトを利用して KF715株の bphAl遺伝子の 3' -

端領域を含む EcoRI-Sa 1I断片を pUCl18のマルチクローニングサイト に存在する
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EcoRI -SalIサイトに導入して構築した pYH7151のお11サイトへ pKTF18の KF707

株の bphAl遺伝子の 5'-末端領域を含む SalI断片を挿入して pBKFIOll を構築 し

た。さらに構築したキメラ末端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 pBKFIOll由来の EcoRI断片を pCKF201へ挿入して pBKFllを構築

した。

pBKF12は pYH13のマルチクローニングサイトに存在する EcoRI サイトと bphAl

の中心付近に存在する SalIサイトを利用して KF715株の bphAl遺伝子の 5'-末端

領域を含む SalI断片を pHSG396のマルチクローニングサイトに存在するお1Iサ

イトに導入して構築した pYH7152のお1Iサイトへ KF707 株 bphAl遺伝子の

PCR産物を含む pHSG707 を SalI で処理し、 KF707株の bphAl遺伝子の 3' -末端

領域を含む SalI断片を pYH7151へ挿入して pBKFI021を構築した。さらに構築し

たキメラ末端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

pBKFI021由来の EcoRI断片を pCKF201へ挿入して pBKF12を構築した。

pBKF13は pYH13のマルチクローニングサイトに存在する EcoRIサイトと bphAl

の中心付近に存在するお1Iサイトを利用して KF715株の bphAl遺伝子の 5'-末端

領域を含む SalI断片を pHSG396のマルチクローニングサイトに存在するお1Iサ

イトに導入して構築した pYH7152のお1Iサイトへ P.cepacia LB400 株 bphAl遺

伝子の PCR産物を含む pHSG400 をお1Iで処理し、 LB400株の bphAl遺伝子の

3' -末端領域を含む SalI 断片を pYH7152へ挿入して pBKF1031 を構築した。さら

に構築したキメラ末端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 pBKFI031由来の EcoRI断片を pCKF201へ挿入して pBKF13を構築した。

pBKF14 は pYH13のマルチクローニングサイトに存在する EcoRIサイトと bphAl

の中心付近に存在するお1Iサイトを利用して KF715株の bphAl遺伝子の 3'-末端

領域を含む SalI断片を pUCl18のマルチクローニングサイトに存在するお1Iサ

イトに導入して構築した pYH7151のお1Iサイトへ P.cepacia LB400 株 bphAl遺

伝子の PCR産物を含む pHSG400 を SalI で処理し、 LB400株の bphAl遺伝子の

5' -末端領域を含む SalI 断片を pYH7151へ挿入して pBKF1041 を構築した。さら

に構築したキメラ末端ジオキシゲナーゼ大サブユニット BphAl をコードする遺伝
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を含む pBKF1041由来の EcoRI断片を pCKF201へ挿入して pBKF14を構築した。

(2) 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

構築 した各プラスミド上にコードされているキメラ末端ジオキシゲナーゼ系の発現

および検出は、7・2節仏)に記述した方法に従って行った。

(3) 大腸菌菌体抽出液による未変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動

構築した各プラスミド上にコ ー ドされているキメラ末端ジオキシゲナーゼ系のサブ

ユニッ ト構成を調べるために、大腸菌菌体抽出液による未変性ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動を、7・2節 (5) に記述した方法に従って行った。

(4) 環開裂ジオキシゲナーゼ活性の測定

キメラ末端ジオキシゲナーゼ遺伝子クラスターを保有する大腸菌の静止菌体の環開

裂ジオキシゲナーゼ活性の測定は 6・2節付)に示した方法に従って行った。

(5) 芳香族化合物分解活性の測定

キメラ末端ジオキシゲナーゼ遺伝子クラスターを保有する大腸菌の静止菌体による

芳香族化合物分解活性は 9.2節 (10)で示した方法に従って測定を行った。

(6) PCBに対する環開裂黄色化合物の変換活性の測定

キメラ末端ジオキシゲナーゼ、遺伝子クラスターを保有する大腸菌の静止菌体による

PCBに対する環開裂黄色化合物の変換活性は 9・2節 (11)で示した方法に従って測

定を行った。

10・3 実験結果

10・3・1 キメラ末端ジオキシゲナーゼ、系の遺伝子産物の確認、
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キメラ末端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.10・2 に示すo

pBKF101-104 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した。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。

10・3. 2 キメラ末端ジオキシゲナーゼ系のサブユニット構成

キメラ末端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、各

キメラ末端ジオキシゲナーゼ遺伝子を含む pBKF101-104 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o (F i g. 10 -3 ) 

その結果、野生型の KF707株のピフェニルジ、オキシゲナーゼ、遺伝子を含む pCKF11

ベクタ一保有する大腸菌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。

一方、キメラ末端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の

菌体抽出液については pCKF11ベクタ一保有菌株の抽出液と同じ大きさの Biphenyl

dioxygenase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。

10・3・3 キメラ遺伝子クラスタ一発現大腸菌による環開裂ジオキシゲナーゼ、

活性

野生型の P.pseudoalcaligenesKF707株のピフェニル代謝系遺伝子とキメラ遺伝

子クラスターを含む各プラスミ ドを保有する大腸菌菌体によ る bphC 産物である

23DHBP dioxygenase活'性の測定を行った。

KF707株の bph遺伝子を保有する大腸菌菌体およびキメラ遺伝子クラスターを保

有する大腸菌菌体は、 pMKF11 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
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盤Eが生じていないことを確認した。 (Fig.10-4)

10・3・4 キメラ遺伝子クラスター発現大腸菌による芳香族化合物分解特性

各種キメラ末端ジオキシゲナーゼ遺伝子クラスター保有大腸菌の静止菌体による

BP、4-CIBP、4-MeBP、DM、OPP、Tol、Benの環開裂黄色化合物への変換活性を測定し

た。 (Fig.10・4)

構築したキメラ遺伝子クラスターを保有する大腸菌菌体のっち、 bphAl-1包F707)/ 

bphAl-11， 111， 1V(LB400)A2A3A4BCを含む pMKF101を保有する大腸菌は BPに対して

KF707株の bphAIA2A3A4BCを含む pMKF11 を保有する大腸菌菌体と比較して約 15

k また 4-CIBP に対して約 10怖の極めて低い変換活性を示した。また、他の芳香

族化合物に対しては変換活性を示さなかった。

bphAl-1 ~F715)/bphAl-11 ， 111， 1V(LB400)A2A3A4BCを含む pBKF13を保有する大腸

菌菌体は、 BPに対して pMKF11 を保有する大腸菌菌体と比較して約 50%，また 4-

CIBPに対して約 25もの比較的低い変換活性を示した。一方、 4-MeBPに対しては変

換活性は認められなかった。

bphAl-1 (KF707)/bphAl-11， 111， 1V(KF715)A2A3A4BCを含む pBKF11を保有する大腸

菌菌体は BP、4-CIBP、4-MeBP、DMに対して pMKF11を保有する大腸菌菌体と比較し

て約1.3倍の高い変換活性を示した。また、他の芳香族化合物に対しては変換活性

を示さず、 p阻 F11を保有する大腸菌菌体と類似した変換活性を示した。

また bphAl-1(KF715)/bphAl-11， 111， 1V(KF707)A2A3A4BCを含む pBKF12 を保有す

る大腸菌は BP、4-CIBP、4-MeBP、DMに対して pMKF11を保有する大腸菌菌体と類似

した変換活性を示した。

一方、 bphAl-1(LB400)/bphAl-11， 111， 1V~F707)A2A3A4BC を含む pMKF107 および

bphAl-1 (LB400)/bphAl-11， 111， IV(KF715)A2A3A4BCを含む pBKF14を保有する大腸菌

は芳香族化合物に対して変換活性を示さなかった。

10・3・5 キメラ遺伝子クラスタ一発現大腸菌による PCBの環開裂黄色化合物生成
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量の測定

各種キメラ末端ジオキシゲナーゼ遺伝子クラスター保有大腸菌の静止菌体による

BP、4，4'-CB、2，5，4'-CBの環関裂黄色化合物への変換活性を測定した。 (Fig.10・5)

野生型の KF707株の bphAIA2A3A4BCを含む pMKF11を保有する大腸菌菌体は、 BP、

4.4' -CB、2.5.4'-CBに対して高い変換活性を示した。

キメラ遺伝子クラスター bphAl-1(KF707)/bphAl-11， 111， 1V(LB400)A2A3A4BC を含

む pMKF101 および bphAl-1 ~F715)/bphAl - 11 ， 111， 1V(LB400)A2A3A4BC を含む

pBKF13 を保有する大腸菌菌体は、 BP に対して pMKF101 を保有する大腸菌菌体と類

似した変換活性を示したが、 2，5，4'-CBに対して約 10怖の比較的低い変換活性を示

した。一方、 4，4'-CBに対しては変換活性は認められなかった。

またキメラ遺伝子クラスターbphAl-1(KF707)/bphAl-11， 111， 1V(KF715)A2A3A4BCを

含む pBKF11 および bphAl-1(KF715)/bphAl-11， 111， 1V~F707)A2A3A4BC を含む

pBKF12 を保有する大腸菌菌体は、 BP、4，4'-CB、2，5，4'-CBに対して pMKF11 を保

有する大腸菌菌体と比べて約1.3倍の高い変換活性を示した。

一方、キメラ遺伝子クラスター bphAl-1(LB400)/bphAl-11， II1， 1V(KF707) A2A3AiJBC 

を含む pMKF107 およびキメラ遺伝子クラスターを bphAl-1(LB400)/bphAl-11， 111， 1V 

(KF715) A2A3A4BC含む pBKF14 を保有する大腸菌は PCB に対して変換活性を示さな

かった。

10・4 考察

構築したキメラ末端ジオキシゲナーゼ遺伝子を保有する大腸菌菌体のうち、 bphAl-

1 (715) / bphAl-11， 111， 1V (707) A2A3A4BCを含む pBKF12 を保有する菌株は KF707株

の bphAIA2A3A4BCを含む pMKF11を保有する菌株の1.3倍、 bphAl(KF715)A2A3A4BC 

を含む pMKF13 を保有する菌株の 4.3 倍の高い分解活性を示した。前章において

pMKF13を保有する菌株は pMKFl1を保有する菌株と類似した芳香族化合物の分解活

性を示したが、 PCB に対する変換活性に相違が認められた。このことは KF707株及
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び KF715株 BPDoxの一次構造は極めて高い相向性を示すのにも拘わらず、塩素一

換部位の異なる芳香環に対する触媒能が異なることを示している 。また、 KF707 株

BP Doxの BphA1の N末端領域と KF715株 BPDoxのそれを交換することにより、

わずかに存在する相異なアミノ酸配列が導入され、 BPDoxの触媒部位が改変され、

塩素置換部位の異なる芳香環に対する触媒能が変化したものと考察した。

構築したキメラ末端 Dox遺伝子クラスターを保有する大腸菌菌体のうち、 bphAl-1

(KF707) /bphAl-11， 111， IV (LB400) A2A3A4BCを含む pMKF101 を保有する菌株は 4，4'-

CBに分解活性は認められないが、 2，5， 2' ， 5' -CBに分解活性が認められ、 PCBに対し

て広範な分解特性を示した。このことは KF707株 BphA1の C末端領域を LB400株

のそれと交換することにより BPDoxの分解特性が LB400株 BPDox と類似したも

のに改変したことを示し、 BPDoxの基質特異性は BphA1の C末端領域が決定する

ものと考察した。

方、 Pellizari らは各地の土壌中から BP または Nah を炭素源として多くの土

壌細菌を分離し、それらの Dox遺伝子の構造と PCB分解特性の相関関係について調

べた。その結果、 PCB分解特性が著しく異なっているのにも拘わらず、 Dox遺伝子

が極めて高い相向性を示す多数の菌株を分離した。 飢)上記の結果から、そのような

多様な PCB分解特性を有するピフェニル/PCB分解菌の出現は共通の祖先に由来す

る BPDox遺伝子への DNA突然変異の導入や遺伝子置換などの変異の導入に起因す

る機能進化によるものと推考される。

以上のようにピフェニル/PCB分解菌の分解特性に関与する遺伝子コンポーネント

の一部を交換することによって人為的に変異を導入し、野生型の BPDox とは異なる

新規な分解特性を有する BPDoxを構築することができた。さらに構築した遺伝十コ

ンポーネントを野生型のピフェニル/PCB分解菌に導入することにより、新規な分解

能を有するピフェニル/PCB分解菌を構築できるものと考えられる。

10・5 小括

各種ピフェニル/PCB分解菌の bphAl遺伝子聞においてグ ー領域 (0.7 kb) と
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~ 

3' -領域 (0.6 kb)を相互に交換し、種々のキメ ラ遺伝子クラスターを構築 した。

そのうち、 BphA1(KF707)/A1(KF715)A2A3A4BC(KF707)を発現する大腸菌は、 BPに

対して KF707BP Dox発現する大腸菌の1.3倍、BphA1(KF715) /A2A3A4BC (KF707)発

現する大腸菌の 4.3倍の高い分解活性を示 した。また、 BphA1(KF707) / Al (LB4 00) 

A2A3A4BC (KF707)を発現する大腸菌は、 KF707BP Dox発現する大腸菌と比べて高塩

化ピフ ェニル (tetra-，pentachlorobiphenyl)を含め PCBに対して広範な分解スベ

クトルを示した。

このように極めて相向性が高いにも拘わらず、 PCB分解特性に関与する遺伝子コン

ポーネントの一部を交換することにより、新規分解能を有する分解系酵素を構築する

ことができた。
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Plasmid 

pUCl18 

pKTF18 

pGEM453 

pCKFl1 

pCKF12 

pCKF13 

pCKFI0l 

pCKFI07 

pBKFI0l 

pBKFI02 

pBKFI03 

pBKFI04 

pMKFl1 

pMKF12 

pMKF13 

pMKFI01 

pMKFI07 

pBKFll 

pBKF12 

pBKF13 

pBKF14 

pCKF201 

Table 10-1 Plasmids used in this chapter 

Relevent description Source or reference 

Apf 

bphAIA2A3A4BC (KF707) in pUCl18， Apf 

何ρbphAl(LB4∞) in pUC18， Apf 

bphAIA2A3A4 (KF707) in pUCl18， Apf 

bphAl (LB400)A2A3A4 in pUCl18， Apf 

bphAl (KF715)A2A3A4 in pUCl18， Apf 

bphAl-1 (KF707) /Al -II，III，IV (LB400)A2A3A4 in pUCl18， Apf 

bphAl -1 (LB400) / Al -II，III，IV (KF70ηA2A3A4 in pUC118， Apf 

bphAl -1 (KF707) /Al -II，III，IV(KF715)A2A3A4 in pUCl18， Apf 

bphAl -1 (KF715) /Al -II，III，IV(KF707)A2A3A4 in pUC118， Apf 

bphAl -1 (KF715) /Al -II，IT1，IV(LB400)A2A3A4 in pUC118， Apf 

bphAl -1 (LB400) /Al -II，II1，IV(KF715)A2A3A4 in pUC118， Apr 

bphAIA2A3A4 BC (KF707) in pUC118， ApT 

bphAl (LB4∞)A2A3A4BC (KF707) in pUC118， Apr 

bphAl (KF715)A2A3A4BC in pUC118， Apr 

bphAl -1 (KF707) / Al -II， II1，IV (LB400) A2A3A4BC in pUCl18， Apr 

bphAl -1 (LB400) /Al孔 1II，IV(KF707) A2A3A4BC in pUC118， Apf 

bphAl -1 (KF707) / Al -II，III，IV(KF715)A2A3A4BC in pUC118， ApT 

bphAl -1 (KF715) / Al -II且 1V(KF70ηA2A3A4BCin pUC118， Apr 

bphAl -1 (KF715) /Al -II，II1，IV(LB400)A2A3A4BC in pUC118， Apr 

bphAl -1 (LB400) /Al -II，III，IVσ三F715)A2A3A4BCin pUC118， Apr 

bphA2A3A4BC (KF707) in pUC118， Apr 
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Fig.l0・1Construction of chimeric dioxygenases derived from various aromatic 

compound degrading strains 
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一二 BphA2 

Fig.l0・2SDS-PAGE of chimeric biphenyl dioxygenases expressed by E. coli 
cells carrying various plasmids. 

Lanel ，pUC118 (control) ; Lane 2， pCKFll ; Lane3， pBKFI0l ; Lane4， pBKFI02 ; Lane5， pBKFI03 
; Lane6， pBKFI04 ; 
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Fig.l0・3Non-denaturing PAGE of cell extracts over-expressed by chimeric 

dioxygenase gene 

Lanel ，pUC118 (control) ; Lane 2， pCKFll ; Lane3， pBKFI0l ; Lane4， pBKFI02 ; Lane5， pBKFI03 
; Lane6， pBKFI04 ; 
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第 11章 PCB分解菌の機能改変

11・1 緒百

ピフェニル/PCB 分解菌 ~pseudoalcaligenes KF707株は PCBを 2，3-dioxyg-

enationにより分解するが、 P.cepacia LB400株は 2，3・dioxygenation とともに

3，4-dioxygenation活性が認められ、幅広い PCB分解スペクトルを示す。このこと

はピフェニルジオキシゲナーゼ (BPDox)大サブユニット BphA1の C末端部分に存

在するアミノ酸配列の相違に起因することを先に明らかにした。

本章では KF707株 bphAlの 5' 末端領域と LB400株 bphAlの 3' 末端領域から

なるキメラ bphAl遺伝子を Suicidevecterに連結し、接合伝達により KF707株に

導入し、キメラ bphAl遺伝子が KF707株染色体 bphAl遺伝子とランダムに相同組

換えを起こした各種菌株を取得し、 PCBに対する分解特性が改変した菌株の取得を試

みた。

11・2 実験材料と方法

(1) 使用菌株、プラスミドおよび培地

使用菌株とプラスミドは Table11-1に示した。5'-末端を KF707株 bphAl遺伝

子、 3'-末端が LB400株 bphAl遺伝子由来のキメラピフェニルジオキシゲナーゼ大

サブユニット (BphA1)を含む pRKF101を保有する大腸菌 S17-1 (98) と KF707株を

接合伝達することにより、プラスミドと染色体上の bphAl 遺伝子が 1箇所で相同

組換えを起こしたものの中から Singlecrossover株 KF707-S21を、さらに KF707・

S21株の継代培養を行うことにより染色体上に導入されたプラスミドとKF707株の

bphAl 遺伝子がさらに 1箇所で相同組換えを起こした菌株 Double crossover株

KF707-D34を取得した。

プラスミド pRKF101は Suicidevector pSUPB30 ~~の TcR と Suicide vector 

pSUPB21 (76)の lacZ遺伝子を XhoIサイトを利用して、交換することにより構築した
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pSUPB301の EcoRIサイトに、 pCKF102由来のキメラピフェニルジオキシゲナーゼ大

サブユニットをコードする bphAl遺伝子を含む EcoRI断片を挿入することにより構

築した。 (Fig.11・1)

(2) プラスミドの接合伝達と組換え菌の選択

プラスミド pRKF101を保有する大腸菌 S17-1株から KF707株へのプラスミドの

導入は、 filtermating法 (98) により行った。

プラスミド供与菌株である大腸菌 S17・1株および受容菌株である KF707株を各々

LBプレート上で 30
0

C 下、一晩培養したものを 1mlの LB培地に 1白金耳を別々

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 0.45μm、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上に残った菌体を 30
0

C で一晩培養

した O 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 5-100μi を終濃度 20μg/ml のゲンタマイシン(和光純薬)、 5-bromo・4・

chloro-3-indolyl-s -D-galactoside (X-gal) を含む BSM-Sucプレート上に塗抹し

た。これを 30
0

C で一晩培養して、プラスミド pRKF101が KF707株の染色体と 1

箇所で相同組換えを起こし、 s-galactosidase遺伝子 (JacZ) が導入されることに

より X-gal を分解して青色を示す菌株を得た。 (Fig.11-1)組換えプラスミドの導入

によって新たに取得した菌株を Table11-1に示す。

~) Double crossover株の取得

Single crossover株において、導入された pRKF101上のキメラピフェニルジオキ

シゲナーゼ bphAl遺伝子と KF707株染色体上の bphAl遺伝子の間で再び相同組換

えが生じ、 KF707株染色体上の bphAl遺伝子およびゲンタマイシン耐性遺伝子と p

-galactosidase遺伝子 (JacZ)を含むプラスミドベクターが欠失した Doublecross-

over株の取得は以下に示す方法によって行った。

すなわち、 Singlecrossover株を L-broth3 mlへ接種し、 30"C下で一晩培養す

る。培養液のうち 30μl を新たな L-broth3 mlへ接種し、約 10世代について継
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代培養を行う 。その際、 12時間ごとに培養液を 5-bromo・4-chloro-3・indo 1 y 1 -s -D -

galactoside ~-gal) を含む BSM-Sucプレート上に塗抹し、白色を示す菌株を取得

した。さらに得られた菌株を終濃度 20μg/mI のゲンタマイシン(和光純薬)、 5・

bromo・4・chloro-3-indolyl-s -D-galactoside (X-gal) を含む BSM-Sucプレート上

に接種して、ゲンタマイシン感受性であることを確認した。 (Fig.11-1)

(4) サザンハイブリダイゼーション

KF707株、 KF707-S21株、 KF707-D34株より 4・2節 (2) に示す方法に従って調製

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 Southernの方法により 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。pSUPB30より

3. 8 kb BanilI -EcoRI断片をアガロースゲルから Genecleanki t (フナコシ)を利用

して回収し、使用した。プローブ DNAのラベリングおよび DNAの相向性の検出は

4.2節 (3) に示す方法に従って行った。

(5) PCB分解産物の同定

組換え菌 KF707-D34株の 4，4'-CB、2，5，4'-CBおよび 2，5， 2' ， 5' -CBに対する分

解産物の同定を行った。組換え菌 KF707・D34株より 2・2節 (2) に示した方法に

より静止菌体を調製し、 2.2節 (3)に示す方法により分解産物の同定を行った。

(6) PCB分解スペクト jレの測定

PCB異性体の混合物である Kaneclor300 (ナカライテスク)に対する組換え菌

KF707-D34株の分解活性の測定を Furukawaらの方法(44) に従って行った。

組換え菌 KF707-D34株の静止菌体を 2・2節 (2) に示した方法により調製し、

100 ml 三角フラスコ中に 5ml の静止菌体を分注し、エタノール中に溶解した

Kaneclor 300 (5mg/ml) を終濃度 100ppmになるように添加した。回転振とう機上

で 300C、24時間振とうし、 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。
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残った固体を少量の酢酸エチルに溶解し、 1μl を GC-MS (QP-5000、島津製作所)

に供した。担体は siliconOV-1 (ジーエルサイエンス)を用い、カラムは 150t

から 10
0

C/minで昇温した。

(7) KF707-D34株 bphAl遺伝子のクローニング

KF707-D34株 bphAl遺伝子の PCR産物を合成し、クローニングを行った。増幅に

は 7・2節 (1)で合成したオリゴヌクレオチドを使用した。

鋳型 DNAは 4・2節 (2) に示した方法に従って抽出した KF707-D34株 Genomic

DNAを使用し、 7.2節 (1) に示す方法に従って bphAl遺伝子の増幅反応を行った。

さらに PCR産物をアガロースゲル(1.0も)により電気泳動を行い、泳動した1.6

kbの DNA断片をアガロースゲルから Genecleanki t (フナコシ製)を使用して回収

し、制限酵素処理した後に、大腸菌発現ベクター pHSG396のマルチクローニングサ

イト EcoRIへ導入し、 pQKF101を構築した。

(8) KF707-D34株 bphAl遺伝子保有大腸菌菌体抽出液の変性ポリアクリルアミド

電気泳動

KF707-D34株 bphAl遺伝子を保有する大腸菌菌体抽出液の変性ポリアクリルアミ

ド電気泳動は 7・2節 (4) に示す方法に従って行った。

(9) KF707 -D34株 bphAl遺伝子の DNA塩基配列の決定

3 . 2節 (5) に示す方法に従ってKF707-D34株 bphAl遺伝子の DNA塩基配列の決

定を行った。

11・3 実，聯吉果

11 . 3・1 組換え型ピフェニルジオキシゲナーゼ、産生株 KF707-D34の遺伝子構造

KF707株、 KF707-S21株および KF707-D34株から GenomicDNAを抽出し、制限酵
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系 XhoI で消化後、 pSUPB30ベクターの BamHI-EcoRI 断片をプローブとしてサザン

解析を行った。

pSUPB30ベクターの DNA断片をプローブとしたサザン解析から、 KF707-S21株に

ついては約 23kbの相同な DNA断片が認められたが、 KF707株、 KF707-D34株につ

いては相同な DNA断片が認められなかった。

このことから KF707-D34株は相同組換えにより導入されたゲンタマイシン耐性遺

伝子や JacZ遺伝子が再度の相同組換えにより欠失した Doublecrossover株である

ことを確認した。

11 . 3 .2 ピフェニル資化能の測定

KF707-S21株と KF707-D34株の BPに対する資化能を調べた。両菌株は BSM-BP

plateにより生育し、また BPを炭素源とする液体培地中においても KF707-S21株、

KF707-D34株ともに生育が認められた。このことから両菌株は BPを唯一の炭素源と

して生育することを確認した。

11 . 3・3 PCB分解産物の特定

KF707・D34株の静止菌体による 4，4'-CB、2，5，4'-CBおよび 2，5， 2' ， 5' -CBの分

解産物の同定を行った。 (Fig.11-2，Table 11-2) 

KF707-D34 株は 2，5，4'-CB より最終分解産物として 4-chlorobenzoic acid 

(compound b-I in Fig.11-2) を蓄積し、また中間代謝産物として 5(or 2)，4'-

dichloro-2，30r 5，6) dihydroxybiphenyl ~-VII ， VIII in Fig.11-2)、dihydrodiol

中間体(b-1 1， 1 1 1 i n F i g. 11 -2)、dihydroxycompound中間体 (b-IV in Fig.11-2) 

を生成したO

また、 4，4'-CB より KF707・D34株は最終分解産物として環開裂黄色化合物 (a-1 1 

i n F i g. 11 -2) を生成した。一方、 2，5， 2' ， 5' -CBより 2，5，2' ，5' -tetrachloro・3，4-

dihydroxybiphenyl ~-I in Fig. 11-2) を生成した。
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11 . 3・4 Kaneclor 300分解特性

KF707株、 LB400株、 KF707-D34株の静止菌体による PCB異性体の混合物である

Kaneclor 300の分解活性のiJliJ定を行った。 (Fig.11-3)KF707株は Kaneclor300 

のうち、 dichlorobiphenyl~eak 1，2，3) を完全に分解し、 trichlorobiphenyl ~eak 

4， 5， 6， 7， 8， 9， 10， 11)および tetrachlorobiphenyl ~eak 12，13) についても分解活

性が認められた。

また、 LB400株は dichlorobiphenyl~eak 1，2，3) および trichlorobiphenyl

~eak 4，5)の一部を完全に分解した。また trichlorobiphenyl~eak 6，7，8，9，10，11) 

および tetrachlorobiphenyl~eak 12，13，15，16，17，18，20，23，25)についても分解活

性が認められた。

一方、 KF707-D34株については dichlo-robiphenyl~eak 1，2，3) を完全に分解し

たが、 tr i -および tetrachlorobiphenyl についてはその一部 ~eak 8， 9， 10， 11， 12， 

13)のみに分解活性が認められた。 しかし、 KF707株、 LB400株とは異なり tr i -お

よび tetrach-lorobiphenyl ~eak 8，9，10，11，12，13) に対して極めて高い分解活性

が認められた。

11・3・5 組換え型ピフェニルジオキシゲナーゼ大サブユニット (BphA1)の遺伝子産

物の確認、

KF707-D34株 bphAl遺伝子を含む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。pQKF101を保有する大腸菌菌体にお

いて、 BphA1(51 kDa)に相当するバンドを確認した。

11 . 3・6 組換え型ピフェニルジオキシゲナーゼ大サブユニット (BphA1)遺

伝子の塩基配列の決定
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KF707・D34株 bphAl遺伝子を決定し、 KF707株及び LB400株の bphAl 遺伝子

の DNA塩基配列との比較を行った。

Fig.11-4に示すように KF707-D34株の bphAl遺伝子の DNA塩基配列は開始コド

ンの A (アデニン)から 1049番目の Aまで KF707株の bphAl遺伝子の DNA塩基

配列と一致していたが、 1065番目の C (シトシン)から 1126番目の A までは

LB400株の bphAl遺伝子の DNA塩基配列と一致した。

その結果、 KF707-D34株の bphAl遺伝子の DNA塩基配列から予想、される BphA1 

のアミノ酸配列は KF707株のそれと 1アミノ酸残基の配列が Thr-376 (KF707) → 

Asn (LB400)への置換していることを明らかにした。

11・4 考察

KF707株 bphAlの 5' 末端領域と LB400株 bphAlの 3' 末端領域からなるキメ

ラ bphAl 遺伝子を接合伝達により KF707株に導入し、キメラ bphAl 遺伝子が

KF707株染色体 bphAl 遺伝子と相同組換えを起こし、 4，4'-CB、2，5， 2' ， 5' -CBを共

に分解し、 2，5，4'-CB に対して 2，3- 及び 3，4-dioxygenation の両活性を示す

KF707・D34 株を構築した。Suyama らは KF707 株の染色体上の bphAl 遺伝子を

P. putida F1株の分解特性に関与する Toluenedioxygenase 大サブユニット遺伝子

todCl と相同組換えにより遺伝子コンポーネントを交換し、 BP、Tol、Ben を分解、

資化すると共に TCE (Trichloroethene) を効率よく分解するハイブリッド分解菌を

取得した。 (106)今回用いた手法は inv i voにおいて BphA1の C末端領域のアミノ

酸配列がランダムに置換した組換え菌を得ることができ、多様な分解特性を保持する

菌株を取得することができる点に特徴があり、また X-gal を含む L-plateを用いる

ことにより、 Single crossover 株から安定な遺伝子構造を保持する Double 

crossover 株を簡便に取得することができた。

以上のように、分解特性に関与する遺伝子コンポーネントをピフェニル/PCB分解

菌へ導入し、 in vi voにおいて染色体上の遺伝子コンポーネントと相同組換えを起こ

した新規な分解特性を有するピフ ェニル/PCB分解菌を育種する手法は従来の方法に
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比べて短時間に多様な分解特性を有する数多くの変異体を取得することができた。

従って、各種芳香環分解菌の末端 Dox大サブユニット遺伝子は数多くクローニン

グされ、塩基配列が決定されているが、機能の相違にも拘わらず、それらの相向性は

高いことが明らかとなっており、様々な芳香環分解菌の遺伝子コンポーネントを分解

特性の異なる芳香環分解菌へ導入することにより、さらに様々な分解能の有する環境

微生物の育種を行うことができるものと考察した。

11 . 5 小括

ピフェニル/ PCB分解菌 P.pseudoalcaligenesKF707株 bphAl の 5' 末端領域

と P.cepacia LB400株 bphAl の 3' 末端領域からなるキメラ bphAl 遺伝子を

Suicide vecterに連結し、接合伝達により KF707株に導入し、キメラ bphAl遺伝

子が KF707株染色体 bphAl遺伝子と相同組換えを起こした菌株を取得した。

そのうち KF707-D34 株は KF707 株と LB400株間で分解能が異なる 4，4'-... 

2， 5， 2' ， 5' -CBを共に分解し、 2，5，4'-CBを 2，3-及び 3，4-dioxygenationの両活性

により分解した。また PCBIDixtureである KC300の tri-，tetrachlorobiphenyl 

に対して高い分解活性を示し、両親菌株と異なる PCB分解スペクトルを示した。

一方、KF707-D34株の bphAl遺伝子の DNA塩基配列を決定し、 Thr-376 (KF707) 

が Asn (LB400)へ置換していることを確認した。

以上の結果から、 in v i voにおける遺伝子コ ンポーネントの相同組換えにより新規

な分解能を有するピフ ェニル/PCB分解菌が取得することができた。
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Table 11-1 Bacterial strains and plasmids used in this chapter 

Strain and Plasmid Source or ref erence Relevent descri ption 

S仕alll

Pseudomonas pseudoαlcaligenes KF707 wild type， BP + ( 39) 

]
戸
切

九
日

KF707-S21 BP +， single crossoverrecombinant， Gm r， LacZ十Thisstudy 

KF707-D34 BP +， double crossover recombinant， Gm s， LacZ - This study 

Pseudomonas cepacia LB4∞ wild type， BP + (14) 

Escherichia coli 1M1仰 recAlendAl gyr A96 thi hsdR17 supE44 relAl ム(lacproAB) [F' proAB laclq DM15 traD36] 
Takara Shuzo 

S17-1 pro thi hsdR， chromosomally integrated RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 (98) 

Plasmid 

pUC118 

pHSG396 

pSUPB30 

pSUPB301 

pCKF102 

pRKF101 

pQKFI0l 

Apf 

Cmr 

Tcr， Gmr， Cmr 

Gm r. Cmr.lacZ+ 

bphAl-1， II (KF707) I bphAl -IIT， IV (LB4∞) A2A3A4 in pUCl18， Apf 

bphAl-1， II (KF707) / bphAl -IIT， IV (LB4∞) in pSUP301， Gm f ， LacZ+ 

bphAl (KF707-D34) in pHSG3%， Cm r 

v
d
v
d
v
d

f
 

伽

州

側

叫

剛

一問

問

加

加

国

加



Table 11-2 Metabolite from 4，4'-CB， 2，5，4'-CB and 2，5，2'，5'-CB by P. pseudoαlcaligenes KF707 
-D34 

GC-恥1S

Stram Substrate 

Peak in Fig. Compound Mol. mass 
No. of chlorine 
subStitutiOllS 

KF707-D34 4.4'-CB a-I 4-chlorobenzoic acid 228 

2.5.4'-CB b-I 4-chlorobenzoic acid 228 

2，5，4'-trichloro-3(or 4)-hydroxy 
b-II，III biphenyl (dehydration product 344 3 

from 3，4-dihydr吋 iol)

b-IV dichloro-hydroxy 
biphenyl (dehydration product 310 2 

from 2，3-dihydrodiol) 

b-V，VI 2 (or 5)，4' -dichloro- 398 2 
2，3-dihydroxy biphenyl 

b-VII 2，5，4'-tricWoro-3，4-dihydroxy 432 3 
biphenyl 

b-VIII ring meta-cleavage compound 464 3 

2.5.2'.5'-CB c-I 2，5，2' ，5' -tetrachloro-3 ，4-dihydroxy 466 4 
biphenyl (3，4-catechol) 
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Fig.ll-l Schematic representation of homologous recombinations between pRFKIOl and 
the chromosomal bph DNA of P. pseudoalcaligenes KF707 by single crossover and 
subsequent second internal crossover 
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Fig.ll・3Degradation of Kaneclor 300 by the srain KFウ07，LB400， and 
recombinant strain KF707 -D34 
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Cbimeric bphAl gene 
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AAG GAA GAA TAT CGC CGG CAC AAC ATC CGC AID= TTC TCC GCA . . . . 1r<GrA 

C(I任 707type) 

Thr-376 (KF707 type)ー_ "Asn江.B4∞ty戸)

Fig.11-4 Schematic representation of recombination between P. pseudoakaligenes KFi07 
bphAl gene and pRKFI0l vector harboring chimeric bphAl gene 
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第 12章終論

本研究では、 PCB分解特性に大きな差異が存在するピフェニル/PCB分解菌 P.ps-

eudoalcaligenes KF707株と P.cepacIa LB400株のピフェニル/PCB代謝オベロン

を比較検討し、PCB分解特性の決定に関与しているピフェニル代謝酵素の機能と構造

を特定するとともに、それらの知見をもとに新規分解系酵素の構築とピフェニル/

PCB分解菌の育種を行ったものである。以下にその概要を述べる。

KF707株と LB400株の 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認められず、両菌株のピフェニル代謝系は芳香族化合物に対す

る分解および資化性が異なることを明らかにした。

次に KF707株と LB400株による 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株は変換活性は認められず、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る傾向を示した。

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、 LB400株は 2，5位へ塩素が置換している芳香環

(2，5-chlorophenyl ring)を酸化分解しているものと考察した。従って両菌株の 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起

するものと考察した。 (第 2章)

決定した DNA塩基配列から、 KF707株の bphX領域には 4つの読み枠 (ORF) が

認められた。アミノ酸配列のホモロジー検索よりそれぞれの ORF は 2-hydroxy

penta-2，4-dienoate hydratase (BphX1)， Acetaldehyde dehydrogenase (BphX2)， 4・

hydroxy-2-oxovalerate aldolase (BphX3) をコードし、 BPからの環開裂化合物の加

水分解より生成する 2-hydroxy-penta-2，4-dinoate を Acetyl-CoAへ代謝に関与す

る遺伝子群であるものと考察した。 (第 3章)

KF707株のGlutathioneS-transferaseをコードする bphXO遺伝子を含む DNA断
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片をプローブとしたサザン解析により、各種ピフェニル/PCB分解菌のゲノムに相同

な DNA領域が認められ、 bphXO遺伝子は他の bph遺伝子とともに水平伝搬している

ものと考察した。

方、 KF707株及び KF715株 bph遺伝子の塩基配列から、 P.put i da KF715株の

bphX領域は欠失により失われたものと考察した。しかしサザン解析から P.putida 

KF715株の bphD遺伝子の下流領域に KF707株 bphXIX2X3遺伝子と相同な領域が存

在することを確認した。

以上のように bphXOおよび bphXIX2X3遺伝子は各種ピフェニル/PCB分解菌に

存在するが、その遺伝子配置は菌株により大きく異なることを明らかにした。 (第 4

章)

KF707株の bphAl遺伝子の上流領域の塩基配列を決定し、 LB400株の orfO とア

ミノ酸レベルで 80.0怖の高いホモロジーを示す読み枠 orfOの存在を確認した。

次に各種ピフェニル/PCB分解菌の染色体 DNA を鋳型として PCR を行い、 orfO

がピフ ェニル/PCB分解菌に広く存在することを確認した。

さらに構築した KF707株の orfO破壊株はピフェニル資化能を失い、ピフェニル

から環開裂黄色化合物を蓄積した。また、 bphX遺伝子群と bphD遺伝子の発現産物

の酵素活性が失われており、 orfOは bph遺伝子の発現調節に関与する可能性を示し

た。 (第 5章)

KF707株と LB400株の 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。

ハイブリッド代謝系 BphA1(LB400)A2A3A4BC~F707) を発現する大腸菌は、 4， 4' -CB、

2，5，4'-CB、2，5， 2' ， 5' -CBに対して LB400株のピフェニル代謝系を発現する大腸菌

と類似した環開裂黄色化合物変換活性を示した。また LB400株のビフェニル代謝系

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

関与していることを明らかにした。 (第 6章)

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、
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いに DNA断片を交換してアミノ酸配列を置換したキメラ BPDox発現大腸闘によ

る各種 PCB異性体からの分解産物の同定と定量を行った。

そのうち BphA1-1， 11 (KF707) /BphA1-111 (LB400) /BphA1-IV (KF707) A2A3A4および

BphA1-1， 11， 111 (KF707) /BphA1-1 V (LB400) A2A3A4 発現大腸菌、 BphA1 -1， 1 1， 1 1 1 

~B400)/BphA1-IV(KF707)A2A3A4 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 BPDox発現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の芳香環 4-chlorophenyl ringの 2，3位および 2，5-dichloro・

phenyl 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

する酸素添加能に野生型のそれと著しい相違が認められた。

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。 (第 7章)

部位特異的変異法により BphA1 の C末端領域のアミノ酸残基を置換した変異骨j

BP Doxを構築し、 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。

BphA1のアミノ酸配列を LB400型である Thr-335、Phe-336、Asn-338、Ile-341

から KF707 型の Ala、11 e、Thr、Thr へ置換した変異型 BP Dox 発現大腸菌と

BphA1のアミノ酸配列を KF707型である Thr-376から LB400型の Asn へ置換し

た変異型 BPDox発現大腸菌は 4，4'-CB、2，5，4'-CB、2，5， 2' ， 5' -CBをともに分解し、

野生型 BP Dox を発現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の芳香環 4-chlorophenylringおよび 2，5-dichlorophenylringに対し

てともに酸素添加能が認められた。

よって KF707株 BPDox BphA1の Thr-376および Ala-334、Ile-335、Thr-337

が BPDoxの機能の相違に関与し、両菌株の PCB分解特性の決定に重要な役割を果

たしているものと考察した。 (第 8章)

分解特性に大きく関与する諸種の芳香環末端ジオキシゲナーゼ末端 Dox大サブユ

ニット(鉄イオウタンパク質 ISP)を交換したハイブリッド代謝系酵素を構築し

機能解析を行った O

KF707 BP Doxの 1SP (BphA1) をピフェニル、 トルエン、ナフタレン代謝系の芳
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香環末端 DoxISPと交換したハイブリ ッド末端 Doxは会合体を形成し、 それらを発

現する大腸菌は各種芳香族化合物に対して様々な分解活性を示 した。

このことから各種芳香環分解菌末端 Doxを組換えることにより新規な分解能を有

する多様な組み合わせのハイブリッド代謝系を構築できるものと考察した。 (第 9

章)

KF707株、 KF715株、 LB400株 bph遺伝子の 5'-領域 (0.7 kb)と 3'-領域 (0.6

kb)を相互に交換し、種々のキメラ末端 BPDoxを構築した。

そのうち、 BphA1(KF707) /A1 (KF715) A2A3A4BC (KF707)を発現する大腸菌は、 BPに

対して KF707BP Doxを発現する大腸菌の1.3倍、 BphA1(KF715) /A2A3A4BC (KF707) 

を発現する大腸菌の 4.3倍の高い分解活性を示した。

また、 BphA1(KF707) /A1 (LB400) A2A3A4BC (KF707) を発現する大腸菌は、 KF707BP 

Doxを発現する大腸菌と比べて高塩化ピフ ェニル (tetra-，pentachlorobiphenyl) 

を含め PCBに対して広範な分解スペクトルを示した。

このように PCB分解特性に関与する遺伝子コンポーネントの一部を交換すること

により、新規分解能を有する BPDoxを構築することができた。 (第 10章)

KF707株 bphAl遺伝子の 5'末端領域と P.cepacia LB400株 bphAl遺伝子の 3'

末端領域か らなるキメラ bphAl 遺伝子を KF707株に導入して、 KF707株染色体

bphAl遺伝子とランダムに相同組換えを起こした各種菌株を取得した。

取得した菌株のうち KF707-D34株は KF707株と LB400株の間で分解能が異なる

4， 4' -， 2， 5， 2' ， 5' -CBを共に分解し、 2，5，4'-CBを 2，3-及び 3，4-dioxygenation

の両活性により分解した。また PCBmixtureである KC300の tri-， tetrachl-

orobiphenylに対して高い分解活性を示 した。一方、 KF707-D34株の bphAl遺伝田

の DNA塩基配列を決定し、 Thr-376 (KF707)→ Asn (LB400)へ置換していることを確

認した。 (第 11章)

以上の結果からピフ ェニル/PCB分解菌および芳香環分解菌の機能進化メカ ニズム

の一環を明らかにし、進化的メカニズムを実験的に生起し、新規代謝系酵素の構築と

新規分解能を有するピフ ェニル/PCB分解菌の育種を行った。それらの研究結果につ

いての考察は各章ごとに述べた通りである。最後に、これらの一連の結果に基ずく考
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察ならびに今後の展望について述べる。

米国ハドソン川の上流には、 1977年の調査で 134 トンの PCBの存在が報告され

ている。そのハドソン川の河川土壌から分離された LB400株は PCBに対して極めて

幅広い分解特性を示す。(日) 上記の研究結果から KF707 と LB400株の分解系酵茶

の構造は極めて相向性が高く、共通の祖先から由来しているものと考えられるが、

KF707 と LB400株の PCB分解特性の差異は BPDox大サブユニット BphA1の C~ 

端領域へのわずかな変異の導入による BPDoxの機能進化によることを明らかにした。

遺伝子への点変異の導入により酵素の基質特異性が変化することは P450、iRNAsyn-

thetase、s-lactamase などの研究から報告されている。(16) また Negoro らは人工

化合物であるナイロンオリゴマーに対する分解酵素が別の機能を有していた酵素への

点変異の導入により出現したことを明らかにしている。(88) PCB は生物に対して突然

変異を誘発する強力な変異源であることから、そのような環境において適応進化した

結果、 LB400株は強力な分解系酵素をコードする代謝遺伝子を獲得したものと考えら

れる。しかし、 PCBが変異源として作用したと考えるそのような点変異のみでは長い

年月が必要で、あり、 PCBが環境中に出現してから約 70年であることから考えると乙

質特異性の進化にいたる進化過程を点変異のみでは説明することはできない。一方、

KF707株と LB400株の bphAl遺伝子の塩基配列の相違は 5'-末端領域の 10bpに

存在する 2bpの塩基配列の相違以外は全て 421bpの領域に存在する。このことカ

ら他の芳香環代謝遺伝子が遺伝子転移により導入し、相同組換えにより遺伝子置換が

行われたか、あるいは最近明らかにされた"slipped-strand mispairing "と呼ば

れるプロセス刊ではるかに速く変異が導入され、適応進化がなされた可能性が考え

られる。

このように環境微生物は土壌中において環境に適応するために、長い年月をかけて

分解系遺伝子及び酵素の多様性を生じた。 (116，114)上記の研究結果はそのような多様

性を獲得した分子進化的メカニズ、ムを明らかにし、自然において長い年月をかけて進

められた現象を人為的に短時間に再現し、新たな機能を持つ分解系遺伝子および酵素

を作り出すことを可能にしたものである。よってこれらの研究は様々な環境微生物の

機能改変を行ううえでも適用できるモデルケースを提示しているともいえるであろう 。
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現在、各種分解系酵素タンパク質の精製 (27，50，前， 81，104，105) とその立体構造の解析

(臼， 95)が行われており、今後、酵素タンパク質の構造-機能相関が明らかになり、分

解系酵素の機能進化の過程がさらに詳細に解明されるものと考えられる。そして将来

的に環境中へ放出された環境汚染物質に対して強力な分解能を有する様々な分解系酵

素の構築と分解菌の育種が行われ、それらが環境汚染物質を分解、除去するバイオリ

メデイエーションに応用されるであろう 。
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