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1. 序 

ポリ塩化ビフェニル(PCB)はベンゼン環が二つ繋

がったビフェニル(BP)骨格の水素が塩素で置換され

たものの総称で、極めて毒性が強くダイオキシン類

の一つとして規制されており環境汚染物質として問

題となっている。 

 PCB 汚染の微生物を用いた浄化を目的として、こ

れまでの研究で PCB 分解菌である Rhodococcus 

jostii RHA1 が単離され、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

にされている(図 1)（福田ら、2005 年）。これらの分

解遺伝子群は BP 存在下で転写が活性化されている

こと、活性化には BphS1、BphT1 の 2 種類のタンパ

ク質が正の制御因子として関わることが今までの研

究で明らかになっている(Takeda ら、2010)。また、

分解遺伝子の 1 つである bphAa プロモーターの BP

存在下での転写活性化は、安息香酸(BA)を添加する

ことで抑制されることが明らかになっている(伊藤、

2011)。BA は BP の代謝産物でもあるため、BP 分解

の際に生じた BA が、PCB 分解能を抑制する可能性

が考えられる。 

そこで、BA による bphAa 遺伝子の転写活性化抑

制機構の解明のために、本研究では、RHA1 中のど

のタンパク質が本抑制機構に関与するのかを特定す

ることを目的とした。 

 

2. 実験方法 

2.1 高発現用プラスミドの作製 

(1) Rhodococcus と大腸菌のシャトルベクターであ 

 

図 1 RHA1のビフェニル分解経路 

 

る pFAJ2574 に aphII プロモーター (PaphII)を

In-Fusion Cloning 処理によって挿入し、高発現用プ

ラスミド pFAJPaphIIを作製した。 

(2) 高発現したい遺伝子を PCR で増幅し、

pFAJPaphIIの PaphII下流に挿入した。作製したプラス

ミドは pFAJPaphII_遺伝子名と命名した。 

(3) (2)で作製したプラスミドを RHA1 および

RHA1_87LuxF に導入して、ルシフェラーゼ活性

(Lux 活性)の測定を行った。 

2.2 ルシフェラーゼ活性の測定 

(1) 前培養した菌体を 1/5LB 培地、1/5LB+BP、

1/5LB+BP+BA に植菌した。 

(2) 3 時間ごとに発光量と菌液の濁度(OD600)を測定

した。 

(3) 発光量を濁度で割った値を Lux 活性とした。 

 

3. 実験結果 

3.1  pFAJPaphIIの構築 

 pFAJ2574 に構成的プロモーターである PaphIIを

挿入して、pFAJPaphIIを作製した。pFAJPaphIIの

aphII プロモーターの下流には XbaI 部位があり、そ

こに高発現させたい遺伝子を挿入する。遺伝子が実
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際に高発現するかを調べるために、pFAJPaphIIと

PaphII をもたない pFAJ2574 にそれぞれルシフェラ

ーゼ(luxAB)遺伝子を挿入し、RHA1 に導入して、発

光量の違いを観察した。pFAJPaphII_luxAB をもつ

RHA1 は pFAJ2574_luxAB をもつ RHA1 と比較し

て約 3000 倍の高い発光値を示した。よって

pFAJPaphIIは高発現用プラスミドとして用いること

が出来ることが示された。 

表 1 高発現用プラスミド pFAJPaphIIの確認 

 

 

3.2 ビフェニル分解遺伝子の転写抑制に関わる候補

遺伝子を高発現させたときのbphAaプロモーターの

転写活性化の評価 

crc(catabolite repression control)遺伝子と相同性

を持つ ro00291、ro03883、ro02178、ro06240 の 4

つの遺伝子と ro03605 を候補遺伝子として選定し、

pFAJPaphIIにそれぞれ挿入した。crc 遺伝子は他の菌

で芳香族化合物分解遺伝子の発現抑制に関与するこ

とが報告されている(Moreno ら、2008、Milojevic

ら、2013)。ro03605 は脱リン酸化酵素と相同性を示

し、その転写がビフェニル存在時よりもビフェニル

と安息香酸が共に存在するときのほうがより活性化

されることが明らかとなっている。 

 選定した候補遺伝子を高発現させるプラスミドを、

bphAa プロモーター+luxAB の DNA 断片をもつ

RHA1_87LuxF に導入し、候補遺伝子高発現下での

bphAa プロモーターの転写活性の変化をルシフェラ

ーゼ活性によって観察した。培養条件は、1/5LB 培

地のみ、1/5LB+BP、1/5LB+BP+BA である。 

そのうち、コントロールである pFAJPaphIIの結果

を図 2 に示した。BP 存在下では bphAa プロモータ

ーからの転写が活性化され、さらに BA を加えると

転写活性化は抑制された。PaphII_crc を導入した場合

は、コントロールである PaphIIに比べ、転写活性化が

低くなる傾向があった。これらの結果から、crc 遺伝

子はビフェニル分解の転写抑制に関与することが示

唆された。また、pFAJPaphII_ro03605 を導入したと

きの結果はコントロールとほぼ同様であったことか

ら、ro03605 はビフェニル分解遺伝子の転写抑制に

関与していないことが示唆された。 

 

図 2  RHA1_87LuxF(pFAJPaphII)の bphAa転写活性 

4. 結論 

高発現用プラスミドpFAJPaphIIを用いてRHA1中

で遺伝子を高発現させる方法を確立し、簡便に遺伝

子高発現用のプラスミドの作製が可能となった。こ

れを用いた実験で、crc 遺伝子がビフェニル分解の転

写活性化が抑制に関与することが示唆された。 
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clone no. Lux(平均) OD600 Lux/OD600
1 1426531 0.457 3121512
2 1174618 0.323 3636588
3 2373737 0.940 2525252
4 1139477 0.580 1964616
5 1110033 0.360 3083425
6 991278 0.275 3604647
1 1514 0.930 1628
2 695 0.636 1093
3 2865 1.370 2091
4 1478 0.937 1577
5 1179 0.874 1349
6 2481 1.106 2243

pFAJPaphⅡ_luxAB

pFAJ2574_luxAB
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