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2SIPM3 　機能 発 現 に 基 づ く環 境汚 染 物質分 解 酵素遺 伝 子 の

　生 態 系 か らの 直 接 的 取 得 と解 析
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2SIPM4　　 遺伝 子 発 現 制御 に 基づ い た メ タゲノ ム ア プ ロ
ー

チ

　　　 　　　 ○渡辺
一

哉

　　　 　　　　（海洋バ イオ 研〕

　土壌環境 での 物質循環 に は未だ培養が 困難な大 多数の 細菌に よ る分 解が

重 要 な 役割 を果 たす こ とか ら、これ ら細 菌群 に は新規 反 応特 性 の あ る分 解

酵素 を コ ードす る遺伝 了が 豊富 に存在す る と示 唆 され る。我 々 は こ の よ う

な遺 伝 情 報 を 未 利 用 遺 伝 子 資 源 と して 捉 え、土 壌 か ら 直接抽 出 し た 長鎖

DNA を 用 い る 手法 と分 解遺伝 了 自身が 持 つ 水 平 伝播 能を 利 用 す る 手 法 の

両 者 を主 に用 L丶 多 環芳 香族化合 物分 解能や 有機 ハ ロ ゲ ン化合 物脱 ハ ロ ゲ

ン 化 能 を 発現 す る遺広 子 を 、そ の宿 キ細 菌株分 離過程 を経 る こ とな く、取

得 ・解析 し て い るc
　ナ フ タ レ ン完 全分 解 酵素遺伝子 群 の初 発酸 化酵素遺伝子 の み を 破 壊 した

誘導 体遺 伝子群 を もつ r・プ ロ テ オ バ ク テ リア を受 容菌株と し、仙井土 壌か

ら調 製 した DNA を広 宿 主 域 性 コ ス ミ ドに ク ロ ー
ン 化 した土 壌 DNA ライ ブ

ラ リーに よ る形質転換 と本土 壌 との 直接接合の 両手法で 、ナ フタ レ ン 完 全

分解 能が 回復 した 誘導 体株 を 取得 した 。形質転換 株保有 コ ス ミ ド上 に は、
ナフ タ レ ン をサ リチル 酸 に まで 分解す る ため に必 要な分解遺伝 丁が存在 し

て い た。また 、接合 に よ e取得 した 誘導体株 に は 80 又は 200kb の 自己伝達

性プ ラス ミ ドが捕促 され て お り、ナ フ タレ ン 完全分解 に 必要な全遺伝子 を

持 っ て い た後者 プラス ミ ドは広宿卞 域性 を示 した。一方、高度塩素化難分

解牲 農薬 γ
一HCH 〔he．xach ］orocyc ］ohexane ）完全分解の 鍵 となる 脱 ハ ロ ゲ

ン 化 酵素LtnA とLinB の 機能的ホ モ ロ グ 遺伝子 の L二壌か らの 取 得の ために 、
γ
一HCH 完全分 解能があ る α

一プ ロ テオ バ クテ リア株 由来 の linAまたはlinB

変異株 を受 容菌 と し、．L壌DNA ラ イブ ラ リ
ーに よる形質転換 と ヒ壌 との 直

接接合 の 両手法 で 、γ
一HCH 完 全分解能 lg腹 誘導体株 を選択 した。前 者で

linA ホモ ロ グ を取得 し、後者で linBホ モ ロ グを もつ プ ラス ミ ドを捕 捉 した。
後者 プ ラス ミ ドは、他の α

一プ ロ テオバ ク テ リア群細菌 に 自己接合伝達可能

で、新 規な複製 ・分配装置 を コ
ー

ドして い た。しか し、取得 した遺伝子 自

体 は機 能相補 に用 い た受容 菌株 と進化的類縁性 が高 い 細 菌由来の 既知分 解

遺伝 子 と極 め て 高い 相匱 性 を示 した。また、目的遺伝子 存在量が少ない 非

汚染⊥壌か ら の機能相補に よ る遺伝子 取得は 困難で あ っ た 。
　 1：記結果 を踏 ま え、新規性 の ある遺伝子の 効率的取得 のため に 、人

．
1 的

に 汚染 化した非 汚染土壌か ら、進化系統的に 類縁性 の 低 い 複数受容 菌株 を

使用 し、微 弱な酵素活性 発現 の検 出可 能なス ク リ
ー

ニ ン グ系で の 芳香族化

合物 分解初 発酸化酵素遺伝 子の 取得 に 着手 した。実際 に は、ポ ッ トに 入れ

た非 汚染土壌 に複数種芳香族化合物 を添加後、当該化合物分解酵素遺伝子

の 量 的変動 を経時的 に 検刮 し、こ れ ら遺伝 子が十 分増 えた時点 で 土壌DNA

ライブラ リ
ー

を作製 した。受 容菌 宿主 株 として α
．，B−，γ

一プ ロ テオ バ クテ

リア を使用 し、イン デ ィ ゴ 産生能 を受 容菌宿 主 株に 賦与 す る コ ス ミ ドク

ロ
ー一

ン を
．士二壌DNA ライブ ラリ

ーか ら選択 した 。一般 に万香族化合物初発酸

化酵 素は、イン ド
ー

ル を青 色の イン デ ィ ゴ に変換 する 活性 を備 えて い る 。
こ の 方法 で、特定宿 主株 で の み イン デ ィ ゴ産生能 を発現す る 新規の 芳香族

化合物 分解初発酸化酵素遺伝子 を取得 した 。
　また 我々 は、分解酵素遺伝子が2 コ ピーの 挿入配列（IS）に挟 まれたIS複 合

型 トラン ス ポ ゾン 内に存在 する こ とが 希 でな い こ と を踏 まえ、こ の よ うな

トラン ス ポ ゾン 内に イ∫
：在 する 分解酵素遺伝子 を土 壌DNA か ら直接取得・解

析 して お り、こ れに つ い て も述 べ る 。

　生物 は、周 辺 環境に 対応 して その 機能を 調節する 。こ の 調節に お い て 最

も重要な の が 遺伝子 の 発現制御 （転 写制 御） で あ り、mRNA の 変動か らそ

の 細胞 の状態を 知ろ う とす るの が transcriptomics であ る。原核生物で は、
関連機能 を コ ードす る

一
群の 遺伝子 （

一
つ の 酵素の サ ブ ユ ニ ッ トな ど）が

同
一

の 発現 制御機構下 に
一

度に 転写 され る こ と （オ ペ ロ ン の 形成 ）に よ り、
細胞機能制御を 省力化 して い る。我 々 は 、微生物集団の 機能解析 や その 中

の 未 知有用 遺伝子 の 探 索 を 目指 した メ タ ゲ ノム アプ ロ ー一チ に お い て、微生

物の 遺伝子 発現 制御を 利 用 した 手 法 の 開 発 を行 っ て きた が 、今回 は その 中

か らSIGEX 法 お よび commLmil ．y　lmnscr
・ipteme法 に つ い て 紹介す るu

Subsしrate −induced　gene　expression 　scl
．
eening 〔SIGEX ）は 、そ れ まで の ス ク

リーニ ン グ法 で は 獲得 が 難 しい メ タ ゲ ノム 中の 遺伝子 に もア ク セ ス す る た

め に開発 され た 新 しい コ ン セ プ トの ス ク リーニ ン グ法で あ る 。従 来 の メ タ

ゲ ノム ラ イ ブラ リー利用法 にお い て は 、遺 伝子配列や 酵素活 性に 依 存 した

ス ク リ
ー

ニ ン グ法 に よ り 目的遺伝子 を もつ ク ロ
ー

ン の 選択 が 行わ れ て き

た 。これ らの うち 遺伝子配列に 依存 した ス ク リーニン グ 法 （PCR 法な ど）

は、既知の 遺伝子配列 （その 多 くが培養の しやすい 微生物か らと られた も

の ） に 依存 した もの で あ り、新規性の 高い 遺伝子は とれ な い c また、酵素

活性 に 依存 した ス ク リ
ー一

ニ ン グ法に は、組換えホス トに 導入 しただけで 活

性型 酵素 と して 発現され る 酵素遺伝 子はあま り多 くない と い う問題 があ

る 。こ れ に 対し、SIGEX は遺伝子の 発現誘導活性に 依存 した ス ク リ
ー

ニ ン

グ法で ある。こ れは、多 くの 代謝系酵素は 基質や反応生成物な どに依 存 し

て 誘導的 に 発現する こ と、原核生物の 代謝系遺伝子の 多 くがオ ペ ロ ン を形

成 して お り発現制御因子 は代謝系酵素遺伝子の 近傍に あ る こ と、な どの 知

見に基 づ くもの で ある 。木発表で は、SIGEX を用 い て 新規活性 を持った

P450 遺伝子な どが得 られた例 を紹 介する u
　commu 【liry 　trans〔r

．IPtome 法 は、微 生物集 団 内で 発現 して い る 遺伝 子

（inRNA ） を解析 する こ とに より、その 微生 物集団の 機能 を解析 しよ うと

す る方法で ある．1990年代に 発展 した分 子 生態解析は、　 種 類の 特定遺伝

f の 配列の 多様性か ら生態系 内に 存在す る微生物の 多様性を理解 しようと

す る もので ある 。こ の 解析 に 最 も頻繁に 利用 されて きたの が、微生物 分類

同 定の 分子系続 マ
ー

カ
ー

として 広 く利用 されて い る 16S 　rRNA を コ
ー

ドす

る遺伝 子で ある 。こ の 解析 で は、集団内に 存在する 微生物を個体 レ ベ ル で

分子系統的 に 1司定 し、それ ぞれの 微生物が何 をして い る かは分子系統 情報

か ら間接的 に 推測す る。一方 comrnunity 　transcriptome 法で は、個体 レ ベ

ル の 分子系統情報に は 頼 らずに 、発現 して い る遺伝子の 配列か ら予測さ れ

た 機能 か ら 、微 生物 集団 内で何が 行わ れて い るか 直接 的に 知 ろ う とす る n

本発表 で は、community 　trallscriptomc 法 を用い て 石油分解 コ ン ソーシ ア

を解析 した 例 を紹介す る n
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