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当研究室では，環境や生態系における微生物機能を分子生物学的視点から解明していきたいと
考え，以下の研究を進めている。（1）熱帯生態系の物質循環において重要な役割を果たしている
シロアリ-微生物共生系の研究を進めている。特に，培養を介さない微生物研究法の開発を行い，
これまで培養方法が分からないため研究できなかった膨大な難培養性微生物資源の利用・開発技
術の確立を目指している。（2）多くの芳香族環境汚染化合物は生体機能を撹乱する内分泌撹乱化
学物質（環境ホルモン）として働くことが明らかになってきた。このような環境汚染化学物質分
解微生物の多能性と進化の研究を進めている。（3）微生物のイオン環境適応に重要な役割を果た
している Na+/H+ アンチポーターシステムの多機能性について研究を進めている。以上，当研
究室では環境や生態系における微生物・微生物群集の役割・重要性を明らかにしていきたいと考
えている。

1. 共生微生物など微生物の相互作用に関する研究（工
藤，大熊，守屋，野田＊1，中鉢＊1，井上＊2，本郷＊2，城
島 ＊2，湯澤 ＊2，宇井 ＊2，前田 ＊3，高木 ＊4，Yaovapa＊5，
Amornsak＊6，Sornnuwat＊6，Tantirungkii＊6，Kirtibutr＊6，
Sarnthoy＊6，Prathuangwong＊6，Vongkaluang＊6，Nopar-

atnaraporn＊6，Suwanarit＊6，Trakulnaleamsai＊6）
シロアリ腸内に共生する各種原生生物を分子系統学的に
解析して，これらが真核生物の進化初期に分岐した生物種
であることを明らかにした。これら腸内の共生原生生物に
は，細胞内および細胞表層に共生する原核生物の存在が確
認されたので，それらの生物種の同定・検出を行った。
メタン生成古細菌は特異な蛍光を有するのでその存在を

容易に検出できる。メタン生成古細菌が細胞内共生する原
生生物 Dinenympha sp.，D. parva，Microjoenia sp.の細
胞をそれぞれマイクロマニピュレーターを用いて分離・分取
し，small subunit rRNA遺伝子を PCR増幅して配列を分
子系統学的に解析した。同時にシロアリの腸管壁に付着し
て生息するメタン生成古細菌も，分画して分子系統学的に
解析した。ヤマトシロアリとオオシロアリについて解析し
た結果，どちらのシロアリに共生するメタン生成古細菌と
もMethanobrevibacter 属に分類された。しかし，原生生物
の細胞内に共生するメタン生成古細菌は，腸管壁に付着す
るものと明らかに異なる系統であった。原生生物の細胞内に
共生するメタン生成古細菌は，原生生物種と 1対 1の系統
関係にあるというよりもむしろシロアリ種毎に類似の系統
が原生生物種を超えて細胞内共生をしている傾向があった。
原生生物の細胞表層に付着して共生するスピロヘータ様

細菌についても，マイクロマニピュレーターを用いて分離・
分取し分子系統学的に解析した。ヤマトシロアリとオオシ
ロアリについて，原生生物種Dinenympha sp.，D. porteri，
Pyrsonympha sp.の細胞表層の共生スピロヘータはいずれ
も Treponema 属のスピロヘータであったが，2種の系統に
大別できた。特異的な蛍光プローブを用いた in situ ハイブ
リダイゼーション法により検出した結果，細胞表層のスピ
ロヘータは少なくとも 3種のスピロヘータ種から構成され，

それぞれの構成比は原生生物種により異なっていることが
明らかとなった。原生生物の細胞内に共生するメタン生成
古細菌以外の原核生物についても解析を始めている。以上
の結果は，シロアリ腸内共生系は，原生生物-原核生物の共
生などが積み重なってできた多重共生とも呼べるようなシ
ステムから構成されていることを示している。
シロアリ腸内共生原生生物の強力なセルロース分解能は
古くからよく知られており，原生生物のセルラーゼ遺伝子
の取得・解析を行った。セルラーゼに共通のアミノ酸配列
を利用したコンセンサスプライマー PCRから出発して多
数の Glycosyl Hydrolase Family45に属するセルラーゼ遺
伝子を単離し，超鞭毛虫目原生生物に由来することも確認
した。また，シロアリ共生担子菌のリグニン分解系酵素の
解析にも着手した。
キノコシロアリと呼ばれる一群のシロアリはその巣内に
おいてある種の菌類を栽培することが知られている。しか
し，実際に巣内でシロアリが栽培している菌類の菌糸の正
体とその種類数はまだ明らかではなかった。そこで，タイ
に棲息する複数種のキノコシロアリの巣内より取り出した
菌類の培養基（ fungus comb）から直接抽出した DNA お
よび菌糸塊（ fungus nodule）からの培養菌株から抽出した
DNAを材料とし，共生菌類の分子系統学的な解析を行っ
た。ITSおよび large subunit ribosomal RNA 遺伝子の部
分配列を用いた解析の結果，これらの配列は 1つのクラス
ターを形成した。このことから，これらの共生性の菌類は
Tricoloma 科 Termitomyces 属に属する互いに近縁の菌類
であることが示唆された。また，このうちのいくつかのシ
ロアリにおいて，T-RFLP法による comb上に生育する菌
類の集団生物学的な解析を行った。fungus combおよび季
節的に出現する子実体から抽出した DNAを材料とした解
析の結果，fungus combと fungus noduleからまったく同
一の T-RFLPパターンが得られた。この結果は，これらの
シロアリの共生性菌類はその培養基上にただ一種類のみが
選択されて生育していることを示している。
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2. 環境保全と微生物進化に関する研究（工藤，飯田，堀
之内＊1，田口＊7，林＊7，Kim＊6，小林＊4，山本＊4，本山
＊4，中村 ＊8，向坂＊8，Park＊8）
難分解性化合物を分解する微生物を材料に，分解酵素・

遺伝子の解析を通じて微生物の進化適応のメカニズムの解
明と，環境浄化への応用技術の開発を目指す。
近年，自然環境中の内分泌攪乱化学物質の氾濫が問題視

されてきているが，ダイオキシン類もその 1つである。これ
らは燃焼過程などで非意図的に生成し，低濃度であるが広範
囲にわたって環境を汚染している。さらに難分解性で環境中
に長期残留し，脂溶性で食物連鎖を通して生物濃縮されるこ
とから，早急な浄化処理策が求められている。我々は，微生
物の能力を利用したダイオキシン類の分解処理を目指し，ダ
イオキシン類の骨格である dibenzo-p-dioxin，dibenzofuran

（DF）を分解し，唯一の炭素源として利用できる細菌を自
然界より単離した。計 17株の放線菌に属する dibenzofuran

資化性細菌について SSUrRNA遺伝子配列を解析し，それ
らを Terrabacter 属，Rhodococcus 属，Microbacterium 属
の細菌と同定した。それらのうちの一株，Rhodococcus sp.

YK2株について DF代謝経路を解析した結果，DFの 4,4a

部位に酸素添加する angular dioxygenationにより，2,2’,3-

trihydroxybiphenylへと変換した後，salicylic acid，gentisic

acidを経て分解されていると示唆された。分解に関与する
extradiol dioxygenase遺伝子の取得を試みた。YK2株の発
現ライブラリーより，2,3-dihydroxybiphenylの変換能を有
する組換え体を 33 クローン単離した。各々の塩基配列の
解析の結果，5種類の extradiol dioxygenase遺伝子を見い
だした。それらのうちの 1 種は，既知の DF 資化性細菌，
Terrabacter sp. DPO360株の bphC 遺伝子と 99.7%の高い
相同性を示した。サザンハイブリダイゼーション解析によ
り，同遺伝子は本研究で単離した多様な DF資化性放線菌
に広く分布していることを示し，DF代謝関与遺伝子群が，
放線菌の間で水平伝播により広がっていることを明らかに
した。
環境ホルモンとして問題になっている PCBは，製造が

中止になった今でも，その化学的安定性のため環境を汚染
し続けている。PCB分解菌を様々な環境より単離したとこ
ろ，4種類の Rhodococcus属細菌が含まれていた。これまで
に R. erythropolis TA421株において 7種類の芳香環のメタ
開裂酵素が得られ，PCB/ビフェニル分解系が明らかとなっ
ているが，その他の K37株，HA99株，TA431株において
はいまだ不明であった。R. rhodochrous K37株の PCB/ビ
フェニル分解系について調べ，9種類のメタ開裂酵素遺伝
子を取得し解析した。それらのうち，bphC8 が唯一 PCB/

ビフェニル分解系に関与していることを，ノーザンハイブ
リダイゼーションおよび bphC8 遺伝子破壊株の解析により
確認した。また，bphC8 はビフェニル代謝系の上流経路の
遺伝子とクラスターをなしており，線状プラスミド上に存
在していた。この遺伝子群は今まで知られている遺伝子群
と塩基配列に大きな違いがみられ，異なった進化の過程を
経てきたと考えられる。さらに，今まで PCB/ビフェニル
の代謝系遺伝子が不明であった HA99株，TA431株におい
ても，K37 株の bphC8 と相同性の高い遺伝子を有してい
た。これらの菌株は他の芳香族環境汚染物質に対する分解
能も有しており，その分解能獲得のメカニズムの解明は環

境保全の見地からも期待される。
Comamonas testosteroni TA441 株のテストステロン

（Ts）代謝系酵素遺伝子の全容解明のため，昨年度は Ts

代謝に必要なメタ開裂酵素遺伝子 tesB および下流の 3個の
ORFの取得と解析を行ったが，本年度はこれらに続く 14個
の ORF，およびメタ開裂後の加水分解酵素遺伝子 tesD を
含む 10個の遺伝子の取得と解析を行った。tesB 以下の 17

個の ORFはいずれも既知のタンパク質との相同性が低く，
相同性から機能の推定をすることはできなかったが，遺伝
子破壊実験の結果により TA441株の Ts代謝に必要と考え
られた。tesB 上流にはプロモーター様配列が見つかり，Ts

で TA441株を培養した場合に tesB 以下の遺伝子が誘導さ
れることが示された。tesB 周辺とは離れた領域に tesA，D，
E，F，Gが見いだされ，tesDは tesBによるメタ開裂の後
の加水分解酵素遺伝子，tesE，F，G は加水分解で生じる
2種の化合物の一方の代謝酵素遺伝子と推測された。tesA

については遺伝子破壊株の蓄積する代謝中間体の単離・解
析により，tesB の前の反応を触媒する酵素遺伝子であるこ
とが示された。また，すでに報告のある，Ts代謝の 2番目
の酵素である ∆1 デヒドロゲナーゼをコードする遺伝子が
tesA，D，E，F，Gの上流に逆向きに存在した。この付近
に存在する機能未知の ORFも Ts代謝に必要であることが
示された。

3. 細菌の環境適応におけるイオン輸送系の役割（工藤，
古園，高須 ＊8，木村＊4，七宮 ＊8）
プロトン駆動力を利用してナトリウムイオン（Na+）と

プロトン（H+）を対向輸送するNa+/H+対向輸送系は，細
菌から高等生物に至るまで普遍的に存在しており，様々な
環境に応じて細胞内のイオン環境や細胞内外のイオン勾配
の維持に寄与している。Bacillus halodurans C-125株の好
アルカリ性に関わる因子として発見した Na+/H+対向輸送
系（Sha）は，7つの遺伝子クラスターにコードされており，
プロトン駆動力を利用する二次輸送であるにも関わらず各
Shaタンパク質は一次輸送タンパク質に相同性を示すなど，
遺伝子構造やタンパク質配列において他の Na+/H+対向輸
送系には見られない特徴を示す。この Shaシステムは好ア
ルカリ性細菌に特異的ではなく，枯草菌，根粒菌，黄色ブ
ドウ球菌，超好熱古細菌，磁性細菌，放射線耐性菌など分
化能を有していたり特殊な性質を持つ細菌にも見いだされ，
環境適応，分化や共生に重要な役割を持つことが明らかと
なってきた。我々は枯草菌の Shaを材料として，イオン輸
送系の未知なる機能を明らかにすることを目指して研究を
行っている。
これまでに，クラスターの最初の遺伝子にコードされる

ShaAがイオン輸送機能に中心的な役割を持つことを明ら
かにしてきた。しかし，shaA遺伝子の後に続くクラスター
の他の遺伝子産物については，イオン輸送への関与，役割
は不明であった。そこで本年度は，イオン輸送機能におけ
る各 sha遺伝子産物の役割を知ることを目的として，各 sha

遺伝子破壊を行い，破壊株の性質を調べた。まず薬剤耐性
遺伝子を用いて各 sha 遺伝子破壊株の作成を行った。得ら
れた破壊株の生育はすべて Na+ 感受性を示したことから，
sha 遺伝子群が 1つの Na+ 排出系を構成していることが強
く示唆された。shaE 破壊株は他の破壊株に比べて Na+ 感
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受性が緩かったことから，ShaEのイオン輸送における役
割は他の Shaタンパク質よりもより間接的であることが示
唆された。しかし，薬剤耐性遺伝子を用いた遺伝子破壊は
極性効果を無視できないために，遺伝子が欠損した時の純
粋な影響を必ずしも見ることができない。そこで，薬剤耐
性遺伝子を用いない非極性破壊株を作成したところ，非極
性破壊株においても shaE 破壊株の NaCl感受性の緩いこ
とが確認できた。以上の結果から，sha 遺伝子群が 1つの
Na+ 排出系を構成していると考えられるが，イオン輸送に
おける役割は同等ではなく，ShaEはより間接的な役割を
持つことが示唆された。shaA遺伝子破壊株は，胞子形成誘
導条件において，栄養増殖には影響を受けずに胞子形成の
みが特異的に阻害される NaCl濃度範囲を持ち，栄養増殖
期から定常期（胞子形成期）への遷移に Shaによる厳密な
イオン環境調節が必要であることが明らかとなってきた。
Shaタンパク質の機能欠損はイオン環境の変化を引き起こ
し，細胞内で起こる分子間相互作用や酵素活性に広範囲な
影響を及ぼしうる。従って，その影響は細胞全体のイベン
トとして網羅的に捉えなければならない。そこで栄養増殖
から胞子形成への遷移期にイオン環境調節を受ける因子を
探索する目的として，shaA 破壊株のプロテオーム解析を
行った。枯草菌野生株と shaA破壊株を NaClを含まない胞
子形成誘導培地で培養し，栄養増殖の終点にて NaClを添
加し，その 1時間後の菌体より得た全タンパク質試料を二
次元電気泳動で展開し，比較を行った。発現量に差が認め
られたタンパク質スポットを TOF-MS分析にて同定した。
その結果，shaA破壊株では一次代謝関連タンパク質やスト
レス誘導性タンパク質の発現が上昇していることが明らか
となった。以上の結果より，shaA破壊株は準ストレス状態
にあり，かつ定常期に入った後も栄養増殖期の代謝状態が
続いていることが示唆された。

＊1 基礎科学特別研究員，＊2 訪問研究員，＊3ジュニア・リ
サーチ・アソシエイト，＊4 研修生（東洋大大学院），＊5 共
同研究員（海外交換研究員），＊6 共同研究員，＊7 協力研究
員，＊8 研修生
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