
御に重要な役割を果たしているのではないかと期待してい

る．
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未知・未培養微生物由来の遺伝子資源の探
索

１． は じ め に

最近の研究によると，地球上には約５×１０３０個の微生物

が生息しており，地球上のバイオマスの半分に相当すると

言われている１）．分子生物学の発達によって DNAレベル

で微生物を検出することが可能になり，環境中には従来の

微生物の分離・培養技術では検出することができなかった

非常に多くの種類の未知微生物が存在している可能性を示

すデータが得られている２）．我々は，これまでに微生物の

分離・培養技術の改良や，「メタゲノム法」という微生物

資源に対する新しいアプローチによって，未知微生物や遺

伝子，酵素の探索を行ってきた．

２． ダイオキシン化合物を分解する環境微生物の分離と

解析

我々は，ダイオキシンを分解する微生物に関する研究を

行っている．ダイオキシンは，二つの芳香環がエーテル結

合した化合物であり，このような芳香環に塩素が置換した

化合物は，ヒトに対する催奇性や発がん性が指摘されてい

る３）．環境中へ放出されたダイオキシンは，一般的には低

濃度であるが，食物連鎖による生物濃縮が起こることか

ら，環境汚染物質として排出規制や浄化の対象になってい

る．

環境中に放出されたダイオキシン化合物が生分解される

ことは報告されているが，ダイオキシンを分解する微生物

そのものの分離に成功した例は僅かであった４，５）．そこで，

我々は，ダイオキシンを分解する微生物の探索を行い，鹿

児島県の離島から採取した土壌より，ダイオキシンを分解

するユニークな微生物の分離に成功した６）．我々が分離し

たダイオキシン分解菌 Rhodococcus opacus SAO１０１株は，

ダイオキシンやジベンゾフランなど，単環や複素環の化合

物を唯一の炭素源として生育する非常にユニークな微生物

である．特筆すべきは，塩素化ダイオキシン（chlorinated

dibenzo-p-dioxin（CDD））に対して分解活性を有している

ことであり，一つの塩素が置換された塩素化ダイオキシン

化合物１-CDDを完全に分解することができる．また，分

離した SAO１０１株は毒性の高い三つの塩素が置換した塩素

化ダイオキシンに対しても分解活性を示した６）．
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既往の研究において，ダイオキシン化合物（I）の微生

物分解は，末端ジオキシゲナーゼ（terminal dioxygenase）

による４，４a位への酸素添加（angular dioxygenation）を通

した水酸化物である dioxin-p-dioxin-cis-dihydrodiol（II）の

生成から開始され，続いて，２，２′，３′-trihydroxydiphenyl

ether（III）に変換された後に，さらに extradiol dioxygenase

による メ タ 開 裂 に よ り２-hydroxy-６-oxo-６-（２-hydroxy-

phenoxy）-hexa-２，４-dienoate（IV）が生成し，カテコール（V）

と２-hydroxy-cis,cis-muconic acid（VI）を経由して，TCA

回路へ至るものと推定されている７）（図１）．一方，SAO１０１

株によるダイオキシン分解の際に蓄積される分解産物を調

べたところ，２，２′，３′-trihydroxydiphenyl ether（III）と共に，

１，２-dihydroxydibenzo-p-dioxin（VII）や２，３-dihydroxydibenzo-

p-dioxin（VIII）が大量に蓄積していることを確認した．

SAO１０１株は angular dioxygenationと共に，１，２位と２，３位

へ酸素が添加する lateral dioxygenationを通して，ダイオキ

シン化合物を分解することを示しており，この結果は，一

つの菌株において，２種類の代謝経路がダイオキシン分解

に関与していることを示すユニークな例である．

さらに，SAO１０１株からダイオキシン分解に関わる末端

ジオキシゲナーゼ遺伝子のクローニングを行い，ダイオキ

シンを１，２-dihydroxydibenzo-p-dioxinや２，３-dihydroxydibenzo-

p-dioxinへ変換する酵素遺伝子をクローニングした８）．ク

ローニングした末端ジオキシゲナーゼは，大サブユニット

（narAa）と小サブユニット（narAb）から構成されるマル

チコンポーネント酵素であり，二つのコンポーネントを共

発現した Rhodococcus 属細菌 IAM１３９９株は，ダイオキシ

ンを１，２-dihydroxydibenzo-p -dioxinや２，３-dihydroxydibenzo-

p-dioxinへ変換することができる８）．以上の結果は，SAO

１０１株によるダイオキシン分解は，既往研究によって見出

されている酵素とは触媒機能が異なる酵素が関与している

ことを示している．

図１ R. opacus SAO１０１株によるダイオキシン類化合物の分解経路
酵素：narAaAb , ring-hydroxylating dioxygenase; narB , dihydrodiol dehydrogenase．化合物：（I）ダイオキシン，
（II）dioxin-p-dioxin-cis-dihydrodiol，（III）２，２′，３′-trihydroxydiphenyl ether，（IV）２-hydroxy-６-oxo-６-（２-hydroxy-
phenoxy）-hexa-２，４-dienoate，（V）カテコール，（VI）２-hydroxy-cis,cis-muconic acid，（VII）cis-１，２-dihydroxy-
１，２-dihydrodibenzo-p-dioxin，（VIII）cis-３，４-dihydroxy-３，４-dihydrodibenzo-p-dioxin，（IX）１，２-dihydroxydibenzo-
p-dioxin，（X）３，４-dihydroxydibenzo-p-dioxin.
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３． 分子生態学的手法によるダイオキシンを分解する

微生物相の解析

近年の分子生態学的手法の発達によって，難培養微生物

を含む複雑な微生物相を網羅的に把握することが可能に

なっており，環境中における物質循環と微生物との関わり

について理解が深まってきている．そこで我々は，環境サ

ンプルにおいてダイオキシンの生分解に関わる微生物相の

解析を行った．方法としては，ダイオキシンを添加した土

壌より直接抽出した DNAから，微生物の系統分類の指標

となる１６S rRNA遺伝子を PCRによって増幅し，決定し

た配列情報を公共データベースに照合することで，土壌中

の微生物相の解析を行った９）．その結果，一定期間，ダイ

オキシンを添加した土壌には，α-プロテオバクテリアに属

する微生物の存在比が高いことを示すデータが得られた．

さらに，検出した微生物集団は，過去に分離や培養が行わ

れていない微生物種から構成されており，土壌には，ダイ

オキシン化合物の分解に関わる未知の微生物集団が存在す

ることを明らかにした．

また，芳香族化合物を分解する末端ジオキシゲナーゼ

は，大小２種類のサブユニットから構成されるマルチコン

ポーネント酵素で，鉄硫黄タンパク質として知られてい

る１０）．大サブユニットのアミノ酸配列には，鉄―硫黄結合

領域（［Fe２-S２ Rieske center］）が存在しており，この領域

の遺伝情報に基づき，末端ジオキシゲナーゼを特異的に増

幅する PCRプライマーを作成し，環境サンプル中から芳

香族化合物の分解に関与する末端ジオキシゲナーゼを検出

する研究が行われている１１）．我々は，ダイオキシンを分解

する末端ジオキシゲナーゼの鉄―硫黄結合領域の配列情報

を活用し，環境サンプルからダイオキシン分解に関与する

末端ジオキシゲナーゼ遺伝子を検出する手法の構築に成功

している９）．同手法の開発は，環境におけるダイオキシン

図２ 環境サンプルに由来するメタゲノム DNAライブラリーの構築と解析について
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の生分解のモニタリングや，未知なダイオキシン分解菌の

探索へ応用が期待できる．

４． メタゲノム法による有機化合物の物質変換に関わる

新規酵素の探索

未知微生物へアクセスする手段として，「メタゲノム解

析」という画期的な手法が開発されている１２）．「メタゲノ

ム解析」とは，土壌や活性汚泥，海水など微生物が生息す

る環境サンプルから，微生物の分離や培養を経ずに，メタ

ゲノム DNAをクローニングし，未知微生物のゲノム構造

の決定や遺伝子の検出，代謝系を解析する手法である（図

２）．近年，メタゲノム解析によって，抗生物質耐性，ビタ

ミン合成，物質変換など，産業上有用性の高い遺伝子・酵

素や生理活性物質などの化合物の分離が報告されてい

る１３）．

我々は，有機化合物を含む工業廃水の処理に利用する活

性汚泥を対象に，メタゲノム解析を用いた有機化合物の物

質変換に関わる新規遺伝子・酵素の探索を行った１４）．活性

汚泥法とは，排水・汚水の浄化手段として下水処理場など

で広く利用されており，活性汚泥中に存在する微生物が有

機化合物の分解（処理）に関わっている．浄化の主役であ

る微生物に関しては，殆どの微生物が今までに分離や培養

が行われていない微生物から構成されており，未知遺伝子

資源を探索する対象となっている１５）．

我々は，まず活性汚泥から高分子 DNAを抽出して，平

均インサート長が約４０kbのフォスミドライブラリー（メ

タゲノムライブラリー）を作製し，形質転換した大腸菌の

コロニーから，化合物を産生するクローンを分離した．そ

のうち，クローンM１０３はインドールから紫色の色素を産

生し，抽出した色素の成分分析から色素はインジゴ，イン

ジルビンの混合物であることを明らかにした（図３）．ま

た，色素を合成する遺伝子は，脂肪酸の β-酸化に関わる

図３ 大腸菌が発現する IcpA酵素によるインジゴ・インジルビンの
合成経路について
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フラボタンパク質の一種であるアルデヒドデヒドロゲナー

ゼに類似した新規なモノオキシゲナーゼ（IcpA）であるこ

とを明らかにし，我々は大腸菌を宿主とした酵素の発現系

とインジゴやインジルビンを生産する系の構築に成功し

た．

トルエンジオキシゲナーゼなどインジゴを合成すること

が知られている酵素は，複数のコンポーネントが会合した

マルチコンポーネント酵素であり，インジゴを合成する微

生物を育種するためには，各コンポーネントを共発現する

必要がある．しかし，宿主として使用する微生物の性質や

培養条件によって，コンポーネントの会合が不安定になる

ことがある１０）．一方，本酵素は icpA 遺伝子を単独で発現

することで，インジゴやインジルビンを合成できる点に特

徴があり，微生物や植物など多様な生物種による異種発現

への応用が期待できる．また，インジゴは，染料として全

世界で年間約１万７千トンが利用されており，現在は殆ど

が化学合成で生産されているが，既存の生産技術は，エネ

ルギー消費が多く，環境負荷が高い．さらに，インジルビ

ンは，抗がん活性を示す化合物として，臨床現場における

応用が試みられており，IcpA酵素は，インジゴやインジ

ルビンを生産する環境に優しいバイオプロセスの構築へ応

用が期待されている．

５． お わ り に

人類は，農業や食品製造，環境浄化，医薬品，化成品の

生産など，様々な分野において微生物を活用し，豊かな社

会の創造に役立ててきた．しかし，これまでに人類が手に

している微生物遺伝子資源は，ほんの一部に過ぎず，有用

な遺伝子資源の探索と活用は，私達の生活をより豊かにす

る可能性がある．今後の研究の進展に期待したい．
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細胞内在性タンパク質の選択的化学修飾と
エンジニアリング

は じ め に

生命科学はポストゲノム時代を迎え，分子システムとし

ての生物の理解が進みつつある．それに伴い，個々の精製

タンパク質の in vitro での生化学的解析に加え，細胞，組

織，個体といったより高次な複雑系におけるタンパク質の

機能を分子レベルで解明することが大きな課題となってい

る．特に近年，細胞や生体内でのタンパク質の挙動をその

ままの環境下で「その場解析」する重要性が高まってきた１）．

現在，そのためのアプローチの一つとして，GFPなどの

蛍光タンパク質を用いたバイオイメージングが世界中の研

究室で盛んに行われている２）．その有用性について疑う余

地はないが，この手法では，対象タンパク質に蛍光タンパ

ク質を融合したものを細胞内に発現させ，あくまでもその

「影武者」となる分子を観察しているという点に注意しな

くてはならない．また，遺伝子発現を要する手法では，必

然的に対象タンパク質を余分に（過剰）発現させるため，
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みにれびゆう


