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１．背景および目的  

 塩素化エチレンのテトラクロロエチレン（PCE）トリ
クロロエチレン（TCE）は洗浄剤・溶剤として優れてお
り，長期にわたってドライクリーニングの染み抜きや

金属・機械等の脱脂洗浄剤に使用されてきた．しかし，

それらの物質は貯蔵タンク等から漏出し，日本各地で

土壌・地下水汚染を引き起こしている．PCE, TCE は，
発がん性や肝機能障害を誘発する可能性が指摘されて

おり，早急な処理が望まれている． 
 PCE, TCEは嫌気性条件化で微生物の作用により，1,2-
シスジクロロエチレン（c-DCE）,ビニルクロライド（VC）
を経て，無害なエチレン（ETH）に脱塩素化されること
が知られている．この反応で，PCEあるいは TCEから
c-DCE までの脱塩素化反応は土壌中に生息する一般的
な微生物によって比較的早い速度で行われるが，c-DCE
から ETHまでの反応は極めて遅く，土壌中に c-DCEや
VCが残存してしまうことがある． 
近年の研究によって，c-DCEから ETHまでの反応が

Dehalococcoides 属細菌によって行われることが明らか
になった．つまり，PCE, TCE の完全な脱塩素化には
Dehalococcoides属細菌の存在が重要である． 
 Dehalococcoides属細菌が持つ c-DCE以降の分解に係
わる遺伝子として，tceA, vcrA, bvcAが知られている．本
研究では，この内の bvcAに焦点を当てる．bvcAの塩基
配列はこれまでにアメリカの１例しか報告１）されてお

らず，さらに，bvcAに付随するアンカー遺伝子 bvcBの
塩基配列は途中までしか決定されていない．本研究で

は国内の浄化現場地下水から bvcA および bvcB 遺伝子
の PCRによる取得，解析を行う． 
 
２．実験材料および方法 
サンプルは別々の浄化現場の地下水から抽出した 6

つの DNAサンプルを用いた．使用した 6つのサンプル
の浄化現場名と各浄化現場の所在地を表-１に示す． 
2-1 PCR による bvcAB 遺伝子の増幅と塩基配列の決定 

 bvcA の上流および bvcBの下流のDNAをインバース
PCRにより取得，解析し，得られた bvcA の上流部分か
ら Upper Primer: GGA TGA CAT TCG GGA GA，bvcBの
下流部分から Lower Primer: AAG GGC ATT TTT AAT 
AGA ACを設計した．設計したプライマーペアと標的の
領域の位置関係を図-１に示す．プライマーはソフトウ 

表-１ 浄化現場名と所在地 
 

 浄化現場名 所在地 
１ A-site 東北地方 
２ B-site 関東地方 
３ C-site 近畿地方 
４ D-site 関東地方 
５ E-site 関東地方 
６ F-site 九州地方 

 
ェア OLIGOを利用し設計した．このプライマーペアを 
使用し bvcAおよび bvcB の PCR増幅反応を行った．反
応条件は前反応：94℃-1分に続き，第１段階：94℃-20
秒，第２段階：58℃-30 秒，第３段階：72℃-2 分を 30
サイクル繰り返し，後反応：72℃-7 分で行った．PCR
増幅によって得られた bvcA および bvcB を含む断片の
塩基配列を決定した．DNA の伸長反応には BigDye 
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit（アプライドバイオ
システムズ製）を用い，塩基配列の決定には  ABI 
PRISM 3130 Genetic Analyzer（アプライドバイオシステ
ムズ製）を使用した． 
 
 
 
 
 
 
 
 

図-１ PCRにより取得した領域 
 

2-2 クローン取得による塩基配列の決定 

PCR 増幅産物の中には２種類の遺伝子が混在するも
のがあり，2-1の方法では塩基配列が決定できないサン

プルがあった．これらのサンプルの複数種の遺伝子塩

基配列を決定するために PCR産物をクローン化し，そ
の後，塩基配列決定を行った． 
正確性が高い Prime Star DNA Polymerase（タカラバイ

オ製）を用い PCR増幅反応を行った．反応条件は前反
応：94℃-1分に続き，第１段階：98℃-10秒，第２段階：
59℃-15 秒，第３段階：72℃-2 分を 30 サイクル繰り返
した．PCR 増幅により得られた bvcA および bvcB を含
む断片を，末端に dTを付加する性質を持つ Ex Taq DNA 
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Polymerase（タカラバイオ製）で処理し，dT を付加し
た． dTを付加した断片で TAクローニングを行い，単
一で，かつ正確な DNAを取得し，塩基配列の決定を行
った． 
 

３．実験結果および考察 

  前述のプライマーペアを利用し，6ヶ所の浄化現場中，
A，B，D，E-siteの 4ヶ所で bvcAおよび bvcB遺伝子を
取得した．C，F-siteの現場サンプルからは bvcAおよび
bvcB 遺伝子は増幅されなかった．増幅された４ヶ所の
うち，A-siteおよび E-siteには 2種類の遺伝子が混在し
たため，全体として 6つの塩基配列データが得られた．
（A-site，E-site で得られた 2 種類の塩基配列データを
それぞれ A-site.1，A -site.2， E-site.1，E-site.2として区
別した．） 
 これらの bvcA遺伝子のサイズは 1551 bpといずれも
同じ大きさであり，bvcB遺伝子のサイズは 312 bpある
いは 315 bpであった．6つのデータを bvcAと bvcBに
分けてそれぞれ系統解析を行った．解析にはソフトウ

ェア ClustalXを用いた． 
 bvcA 遺伝子解析には，得られた６つのデータにアメ
リカ由来の 1 種類の bvcA 塩基配列データ（Accession 
Number AY56356）を加え，系統解析を行った．系統樹
を図-２に，アメリカ由来の遺伝子との相同性を表-２に
示す． 
この結果，E-site.1 と A-site.2，E-site.2 と B-site が全

く同じであり，7つの塩基配列データは 5種類に分類さ
れた．アメリカ由来の bvcAと比較すると，A-site.1，D-site
は相同性が高く，極めて似ているが，他の 4 つはアメ
リカのものと異なることが明らかとなった． 
また，bvcB については，公開されているデータが存

在しないので，今回得た 6 つのデータのみで系統解析
を行った．系統樹を図-3 に示す．最大で，３ヶ所の塩
基配列が異なっていた．これまでに報告されている

TCE分解遺伝子の tceAおよび tceB遺伝子では分解能を
有する tceAには多様性があるが，アンカー遺伝子 tceB
は全く同じ塩基配列を有している．一方，本研究のア

ンカー遺伝子 bvcBにはある程度の多様性が見られた． 
 
４．結論 

1) 今回調査した６ヶ所の浄化現場の内，４ヶ所で

bvcAB が検出されたことから，bvcAB を保有する
Dehalococcoides 属細菌は浄化に必須ではないが，重要
な役割を果たしていると思われる． 
2) 国内の浄化現場の bvcAおよび bvcBには多様性があ
り，現場によって存在する種類が異なる場合が多く，

また既にアメリカで報告されている bvcAとは差が見ら
れる． 

3) １ヶ所の浄化現場で２種類の bvcABが混在すること
があり，これらの現場では同じ種類の Dehalococcoides
属細菌が分解反応で競合していると考えられる． 
 
 今後は浄化現場からの bvcAB の取得・解析を続け，
本遺伝子の特徴，多様性を把握すると共に，国内の bvcA
および bvcBの塩基配列の中のコンセンサスシーケンス
部分を明確にし，本遺伝子の浄化現場での挙動を解析

するため，Real-Time PCR検出技術の開発を行っていく． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図-2 bvcA遺伝子の系統解析結果 
 
 
 表-2  アメリカ由来の bvcA遺伝子との相同性 
 
浄化現場名 相同性 
A -site.1 0.999 
D-site   0.998 
A -site.2および E-site.1   0.991 
B-siteおよび E-site.2   0.986  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図-3 bvcB遺伝子の系統解析結果 
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