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１ はじめに 

環境を汚染する難分解性物質の一つとしてポリ塩化ビフェニル(以下PCB)がある。PCBは化学的に非常に安定な

物質であり、絶縁性、不燃性、高脂溶性、低揮発性に優れている事から幅広く利用され、大量生産された。その後、

生物に対する有害性が発覚し、1970年代には環境汚染物質と認識され使用・生産・廃棄が制限された。しかし、そ

れ以前に生産された PCBの 1/3が環境中に漏出したと推定されている。また、廃棄できず保管されたPCBの処理

も大きな問題となっている。 

PCBを無害化する方法の一つとして、微生物の分解能力を活用した生物学的処理がある。この方法は安価で安全

であるため、土壌汚染のような低濃度で広範囲の汚染を浄化する新しい環境浄化法として、また保管されている

PCBの処理法として期待されている。 

PCB汚染の微生物を用いた浄化を目的として、PCB分解菌Rhodococcus jostii RHA1が単離された。これまでに、

そのPCB分解経路、及び分解に関与する遺伝子群(bph遺伝子群)が明らかにされ（福田ら、2005、Fig. 1）、2006年

にはそのゲノム配列が決定された（McLeodら、2006）。また、bph遺伝子群はビフェニル存在下で転写が活性化さ

れるが、ビフェニルと同時にその分解産物である安息香酸が存在するとbph遺伝子群の転写活性化が抑制されるこ

とが明らかとなった。そこで本研究では、RHA1が常にPCB分解能を発揮するようにするために、安息香酸による

転写活性抑制の原因を明らかにすることを試みた。 

 
 

２ 材料と方法 

2-1 供試細菌株 

PCB分解菌Rhodococcus jostii RHA1及びその遺伝子破壊株にプラスミドpKLAF1を導入した組換え体を用いた。

pKLAF1はレポーター遺伝子であるルシフェラーゼ遺伝子の上流にPCB分解遺伝子であるbphAaのプロモーター領

域が挿入されており、分解遺伝子の発現を発光量でモニター可能である。 

2-2 使用培地 

RHA1の生育には1/5LB培地（2 g bactotrypton, 1 g yeast extract, 5 g NaCl per liter）を用い、30℃で培養した。ビフェ 
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ニル、安息香酸、およびカテコールは10mMになるように加えた。 

2-3  crc相同性遺伝子の破壊 

相同組換えによるcrc相同性遺伝子(4種)の破壊をおこなった。各遺伝子の破壊はサザンハイブリダイゼーション

を用いて確認した。 

2-4 bphAaプロモーター活性の測定 

 RHA1 (pKLAF1) 株を各培地に植菌し、培養した。一定時間ごとに菌液を採取し、100ulの菌液に25ulの0.1% 

1-decanalを加えて発光量を測定した。発光量を菌液の濁度で割ったものをプロモーター活性とした。 

 

３ 実験結果および考察 

 安息香酸存在下での bphAaプロモーター活性の低下原因を調べるため、1/5LB培地に、ビフェニル（BP）、ビフ

ェニル＋安息香酸（BA）、ビフェニル＋カテコール（CAT）をそれぞれ加えて RHA1(pKLAF1)株を培養し、bphAa

プロモーターからの転写誘導を観察した。その結果、ビフェニルのみを加えた場合には、bphAaプロモーター活性

は上昇したが、ビフェニル＋安息香酸、ビフェニル＋カテコールを加えた場合にはbphAaプロモーター活性の上昇

は観察されなかった（Fig. 2）。このことから、転写抑制に関与しているのは安息香酸自体ではなく、その下流代謝

産物であるカテコール、もしくはその分解産物であると考えられた。 

  

 また同時に、この転写抑制に関わるタンパク質の同定を試みた。Morenoらは、安息香酸分解菌において、Crcと

いうタンパク質が安息香酸分解遺伝子群の mRNA に結合することで、発現を抑制することを明らかにしている

（Morenoら、2008）。RHA1のゲノム配列を検索したところ、crc遺伝子と相同性を示す遺伝子が ro00291、ro02178、

ro03883、ro06240の４種類存在することが明らかとなった。そこでこれらの遺伝子破壊株を作製し、各遺伝子破壊

株を用いて上記と同様の実験をおこなった。そのうち ro06240破壊株の結果をFig. 3に示す。ro06240の破壊によっ

ては、ビフェニル存在下でのbphAaプロモーター活性化の安息香酸による抑制は解除されなかった。他の３種の破

壊株についても同様の結果であった。これら４種の遺伝子産物は相同性が高いため、そのうち一つを破壊しても、

他の遺伝子がその機能を相補している可能性が考えられる。今後、２~４重破壊株を作製し、それを用いて解析を

おこなう必要がある。本現象の原因となる遺伝子を同定することで、PCB分解能を常に発揮する菌の作製が可能に

なると考えられる。 
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