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1．序論 

ポリ塩化ビフェニル(PCB)は、分子中の塩素の数、

位置の違いにより理論上 209種類の異性体が存在し、

環境汚染物質として、製造・輸入・使用・破棄が規制

されている。 

PCB汚染を浄化することを目標として、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(福田

ら,2005)(図 1)。RHA1はビフェニル以外にもベンゼ

ン、トリクロロエチレンなどの環境汚染物質を分解す

ることができ、その分解機構や分解遺伝子群の転写制

御に興味がもたれる。安息香酸(BA)はビフェニル分解

の中間代謝産物であり、その分解遺伝子群は図 2のよ

うに明らかとなっているが、分解遺伝子群の転写制御

については不明である。 

そこで本研究では、RHA1の安息香酸分解遺伝子群

の転写制御について明らかにすることを目的とした。

 

図 1 RHA1におけるビフェニル分解経路 

 

 

図 2 benA及びその周辺の遺伝子地図 

2．実験方法 

2.1 培地・菌株 

RHA1株及びその破壊株は、LB培地を用いて培養

し、必要に応じてカナマイシン(Km)を加えた。 

プラスミド DNAは、electroporation を用いて

RHA1株及びその破壊株に導入した。 

 

2.2 ルシフェラーゼ(Lux)活性測定 

⑴培養した菌液 1 mlを 10 mlの LB+Km 培地に加え、

5 ml ずつ試験管に分けた。一方に 10 mM になるよう

に BAを加え、30℃で培養した。 

⑵発光値と OD600を 0 h、2 h、4 h後に測定した。測定

は、サンプルあたり 3回行った。 

⑶発光値の平均を OD600で割ったものを Lux 活性とし

た。 

 

2.3 benAプロモーター領域の特定 

⑴図 3に示す F1~F6プライマーと Rプライマーの組

み合わせで PCRを行った。 

⑵得られた PCR産物をレポータープラスミド pKLA1

のルシフェラーゼ遺伝子上流に挿入した。 

⑶作製したレポータープラスミドを RHA1に導入し、

Lux 活性測定を行った。 

 

 

図 3 benA上流領域 

 

3．実験結果 

3.1 BAによる benAの転写誘導の確認 

RHA1株における benA遺伝子の転写誘導を観察す
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るため、benAの上流約 500 bp をルシフェラーゼ遺伝

子の上流に挿入したレポータープラスミドを RHA1に

導入し、BA存在・非存在下での Lux活性を測定し

た。結果を図 3に示す。野生株においては、BA存在

下で benAの転写が誘導されることが確認された。 

 

3.2 benA転写誘導における benR および ro02378の

関与 

RHA1の benA上流には、他の菌における ben遺伝

子群の転写制御因子と相同性をもつ遺伝子(benRと命

名されている)が存在する(図 2)。 

benR の機能を確認するために benR破壊株を作製

し、3.1と同様の実験を行ったが、benAの転写誘導は

野生株と変わらなかった(データは示さない)。さらに

上流にも、benRと相同性をもつ遺伝子(ro02378)が存

在した(図 2)ため、その破壊株、及び benRと ro02378

の二重破壊株を作製し、同様の実験を行ったが、これ

らの結果も野生株と同様であった(図 4)。 

 

 

図 4 レポータープラスミドを導入した RHA1及び 

二重破壊株の Lux活性 

 

3.3 benAプロモーター領域の特定 

過去の報告では、benAの転写を制御するタンパク質

が結合する領域は、benA 上流の逆方向反復配列

1(ATGCGTACGCCGAGGC…GCCTCGGCGTACGC

AT)であると考えられていた(Patrauchan ら、2005)(図

3)。それを確認するために、様々な長さの benA上流領

域をルシフェラーゼ遺伝子上流に挿入したプラスミド

を 2.3に従って作製し、3.1と同様の実験を行った。結

果を図 5に示す。逆方向反復配列 1を含む F1~F3、含

まない F4 において、benA の BA による転写誘導が観

察された。また、F5、F6では転写誘導が観察されなか

った(図 5)。F4 から F5 で失われる領域を調べたとこ

ろ、逆方向反復配列 2(CTAGTCA…TGCCTAG)が存在

することが明らかとなった。 

 

 

図 5 benAプロモーター領域を含むレポーター  

プラスミドを導入した RHA1の Lux 活性 

 

4 考察  

今回の研究で、ben遺伝子群の転写を制御するタンパ

ク質が逆方向反復配列 2(CTAGTCA…TGCCTAG)を含

む領域に結合することが示唆された。 

しかし、転写制御タンパク質については、benRと

ro02378の二重破壊株における benAの転写誘導が野

生株と同様であったことから、benAの転写制御は、

BenR、ro02378以外の未知のタンパク質が行ってい

る、または、未知のタンパク質が、BenR、ro02378

と共に作用している可能性が考えられる。 
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