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環境中のヒ素汚染を有効に除去する技術の一つとして、ヒ素超蓄積植物である
モエジマシダを用いた生物学的環境浄化技術の適用が考えられる。我々のこれ
までの研究により、モエジマシダによるヒ素吸収に先立つヒ素形態の変化には、
根圏中の微生物が大きく寄与していることが示唆された。本研究では、モエジ
マシダの根圏に棲息する微生物に着目し、モエジマシダのより高効率的なヒ素
吸収に寄与する微生物の獲得を目的として行った。実験手法として、モエジマ
シダの根圏試料を用いて、複数の単離条件を検討し、根圏微生物の単離を行っ
た。単離した微生物について、16S rRNA遺伝子による微生物の同定および亜
ヒ酸酸化・還元酵素遺伝子の検出を行ったうえ、ヒ酸・亜ヒ酸に対する耐性能、
ヒ素酸化・還元活性の定性および定量試験、またモエジマシダの根への再定着
能について評価した。根圏試料から単離した 100株以上の微生物のうち、亜
ヒ酸酸化活性を示した菌株が確認された。さらに、液体培地に添加した亜ヒ酸
の 9割以上を 48時間以内にヒ酸に酸化した菌株と、モエジマシダの根表面お
よび根内部への定着が認められた菌株があったことから、このような強い亜ヒ
酸能または根への定着能を示す微生物を添加したモエジマシダの栽培実験を行
い、より効率的にヒ素を吸収・除去するモエジマシダ・微生物の共栽培条件を
検討したい。
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【背景】塩素化エチレンのうちトリクロロエチレン (TCE)および cis-1,2-ジク
ロロエチレン (cDCE)は土壌・地下水汚染の規制対象となっており、それらの
汚染浄化方法として微生物を利用したバイオレメディエーションが期待されて
いる。これまでに我々は、ビフェニル (BPH)分解菌である Rhodococcus jostii 
RHA1に TCE分解能を見いだし、TCE分解に対する BPH分解酵素の関与を
明らかにした。本研究では、RHA1株の cDCEの分解能および分解に関与す
る酵素遺伝子について調べた。
【方法】cDCEの分解を調べるために、W無機塩培地に懸濁した RHA1懸濁液
20 mlを 100 mlのバイアルビンに入れ、さらに cDCEを終濃度 76 μM相当と
なるように添加した。バイアルをテフロンコートゴム栓およびアルミキャップ
で密栓した後、30°C、200 rpmで振盪した。cDCEの分解は、バイアルの気
相部分 400 μlを採取して flame ionization detector-gas chromatography (GC-
FID)で残存 cDCEを定量した。
【結果と考察】コハク酸で培養した RHA1を用いて cDCEの分解が観察され、
さらにエチルベンゼン、TCEまたは cDCE存在下で培養した RHA1株では
cDCE分解が高まった。また、RHA1の BPHジオキシゲナーゼ BphAおよび
EtbA二重変異株では、cDCE分解能が低下したが一部残存し、cDCEの分解
には BPHジオキシゲナーゼ以外の別の酵素の関与が予想された。
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【目的】本研究では、塩素化エチレン類で汚染された地下水のバイオスティミュ
レーションによる環境修復の過程で活性化する細菌や遺伝子群を特定し、バイ
オスティミュレーションによる環境への影響について評価する手法を提供する
ことを目的とする。
【方法】汚染サイトに栄養塩や有機物等の浄化材を注入する前から注入後に至
る 6 ヶ月間、経時的に採取した地下水からmRNA の抽出し、浄化現場で高発
現している機能遺伝子を検出することを目的に、浄化現場のサンプルから抽出
した RNA を対象にしたメタトランスクリプトーム解析を実施した。
【結果と考察】 浄化材を注入する前から注入後に至る 6 ヶ月間において、1ヶ月
毎に採取したサンプルから mRNA を抽出し、次世代シーケンサー（Hiseq2000）
による塩基配列の解読を行った。次に塩基配列データを対象にした機能カテゴ
リデータベースである COG（ Clusters of Orthologous Groups）や KEGGデー
タベースに対する相同性検索を実施し、発現している遺伝子の分類と経時変
化について解析した。さらに、DNA レベルで解析した微生物相に関するメタ
ゲノム解析データと比較し、浄化による微生物生態系へ環境影響について考
察した。
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Sphingomonas bisphenolicum AO1株は、bisphenol A（BPA）を含む多くのフェ
ノール系化合物や有機ハロゲン化合物を分解する環境浄化に適した細菌株で
ある。これまでの研究から、本株の BPA分解能は不安定でその一因として遺
伝子構造の不安定さが示唆されている。また、AO1株の BPAの中間代謝産物
解析から BPA代謝経路も推測され、4-hydroxyacetophenone(4-HAP)が BPA
分解の律速段階であると予想されている。本研究では不安定さの原因特定と
BPA分解酵素遺伝子の探索を目的に次世代シーケンサーによる全ゲノム構造
解析を試みた。さらに、BPA分解能の向上のため bisdAB組換え AO1株も作
成した。AO1株ゲノムの全塩基配列決定はロシュ 454ゲノムシークエンサー
で行い、約 530 Mbの塩基配列を得た。CLC Genomics Workbenchで解析し、
総塩基数が約 5 Mbとなる 434個のコンティグを得られ、142,957個の ORF
を確認した。現在、Blastプログラムを用いた相同性検索でORFのアノテーショ
ンを行っている。また、ゲノムやプラスミド配列の精度向上のため、精製プラ
スミドのみの塩基配列決定も行っている。AO1株の BPA分解能を高めるため
に bisdAB組換えプラスミドを作製し AO1株に導入した。しかしながら、本
組換え体による BPA分解能の向上は確認できなかった。今後、組換え遺伝子
の発現量を確認し、組換え体の改良を行う予定である。
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