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第1節背景

第 1章

序論

現在、疎水性ケミカルの生産は化学合成法が主流であるが、高温・

高圧・多段階のプロセスを必要とするため、石油を原料としてだけで

なく、エネルギーとしても多量に消費しており、コスト・環境面での

負荷が大きい。例えば、重要な化学物質であるフェノールの生産には

クメン法が用いられている。クメン法ではベンゼンとプロピレンを

200'"'"'300
0

Cで反応させてクメンを得て、それを 90'"'"'130
0

Cで酸化して

クメンハイドロパーオキサイドとし、さらに硫酸で分解してフェノー

ルとアセトンを得る (Fig.1・1.)。また、クレゾールを生産するために

は、フェノールをさらに 300'"'"'360
oCで反応させる必要がある。一方、

生体触媒を用いたバイオプロセスによる物質生産では、常温・常圧・

一段階での反応が可能であり、さらに、高い反応特異性・立体選択性

を伴った反応が可能である [1，2]。そこで、石油化学プロセスの一部に

生体触媒を用いたバイオプロセスを導入できれば、生産プロセスの環

境適合性を大幅に向上させることが出来ると期待される [3]。

これまで、生体触媒を用いた物質生産はアミノ酸発酵[4・6]など親水

性のバイオプロセスにおいて大成功を収めてきた。しかしながら、バ

ルク化学品の工業的生産に成功した例はニトリルヒドラターゼを用い

たアクリロニトリルからのアクリルアミドの生産しかない[7]。環境調

和型のバイオプロセスにおいて最も重要な反応は酸化還元反応である

といわれている。そのうち、酸化反応に用いる生体触媒には水酸基を

付加するオキシゲナーゼやヒドロキシラーゼなどが考えられるが[8，9]、

現在のところ、石油炭化水素の酸化反応に関してバイオプロセスを導

入し、成功した例はまだ無い。その大きな理由の一つは、疎水性の原

料および生産物が有する強い生物毒性が大きな問題となるためである

[8，9]。
しかし、 1989年に Inoue らがトルエンに耐性を持つ Pseudomonas

putida IH・200を取得[10]して以来、様々な有機溶媒耐性細菌が分離さ

れてきた。例えば、有機溶媒に安定なリバーゼを生産する

Staphylococcus saprophyticus M36株は 25%の疎水性有機溶媒(ベンゼ

ン、 トルエン、キシレン、 n・ヘキサン)に対して耐性を持っと報告さ

れている [11]0 Drijber らに よって分離されたグラム陽性細菌

Staphylococcus haemolyticusは高度な有機溶媒而十性を示し、平板重層法

において 100%のトルエン、ベンゼン、 p-キシレンに耐性を持っていた

[12]。このほかにも様々な有機溶媒耐性細菌が報告されており [13・15]、

1 



本研究室においても有機溶媒耐性を持つ P.putida T・57株 [16]、

Rhodococcus opacus B4、B9、BI0株[17，18]が土壌より分離された。 P.

putida T・57はテトラデカン、オレイルアルコール、 n・デカン、 n-オク

タン、 n・ヘキサン、プロピルベンゼン、フタル酸ジエチル、シクロヘ

キサン、 o，m，p-キシレン、エチルベンゼン、スチレン、トルエンに対す

る耐性を有していた。しかしながら、耐性と資化性を同時に有する有

機溶媒は、テトラデカン、エチルベンゼン、 トルエンのみであり、有

機溶媒耐性と有機溶媒の資化性は必ずしも一致していなかった。一方、

R. opacus B4株はかデ、カン、 n-オクタン、プロピルベンゼン、 n-ヘキサ

ン、フタル酸ジエチル、シクロヘキサン、エチルベンゼン、 o，m，p-キシ

レン、スチレン、 トルエン、ベンゼンに耐性と資化性を有していた。
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Fig.l・1石油化学プロセスによる benzene/tolueneからの phenol/cresol

生産
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有機溶媒存在下での微生物による物質変換の例も、数多く報告され

ている。 Aonoらは Pseudomonassp. ST・200株を用いて、ジフェニルメ

タン中でのコレステロールの酸化反応を報告している [19]。また、

Doukyu らは高濃度インドールからインジゴを高生産することにも成

功している [20] 0 Parkらは Pseudomonassp. VLB 120DeltaC株を用いた、

二相系培養システムによるスチレンのエポキシ化反応について報告し

ている。グルコースを炭素源としたバイオ変換により、有機溶媒相で

最大 83mMのスチレンオキサイドを生産した[21]。興味深い研究とし

ては、再生可能資源からの芳香族化合物の生産として、 Wierckx らの

研究が挙げられる。 P.putida S 12株を用いてグルコースからチロシン

またはフェニルアラニンの合成経路経由でフェノールの生産を試み、

ブェノールの蓄積に成功しているが、実用化には課題が多いようであ

る[22，23]。本研究室においても Fizalらにより、 P.putida T・57株のト

ルエンジオキシゲナーゼ経路 (Fig.l・2) を利用して、 トルエンからの

0・クレゾール[16]、3・メチルカテコール[23]の生産に成功している。

Fizalらはトルエンジオキシゲナーゼオペロンの TodD破壊株を構築し、

二相系培養システムを用いて 72時間でトルエンから II.4g/1の 0・クレ

ゾールを生産した。二相系培養システムとは培養液に有機溶媒を重層

し、培地相と有機溶媒相の境界面で物質変換を行い、有機溶媒相で疎

水性生産物を回収するという方法である。 Fizalらは有機溶媒相にオレ

イルアルコールを用いた。また、 TodE破壊株を構築して、同じく二相

系培養システムの有機溶媒相にオレイルアルコールを用いて、最大で

約 24mMの 3・メチルカテコールを生産した。

Toluene 

Toluene 
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Fig.l・2.P. putida T・57株のトルエン代謝経路
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有機溶媒耐性細菌における有機溶媒耐性機構の解明も疎水性バイオ

プロセス構築のためには必須の研究課題であり、非常に興味深い。グ

ラム陰性菌における有機溶媒耐性機構に関する研究はこれまでに多数

報告されており、特に大腸菌や Pseudomonas属の細菌における報告が

多い。現在までに解明されている耐性機構としては、 effluxpumpによ

る有機溶媒排出機構[24・28]や膜の形態変化[29-34]、分子シャペロンの

誘導などが報告されている [35・37]。一方、グラム陽性細菌における有

機溶媒耐性機構はグラム陰性菌に比べると進んでいないが、 Bacil/us

属細菌などではストレスレギュロンである RNAポリメラーゼシグマ

因子の関与が予測されている [38・40]。

今後、これらの研究がさらに進むことにより、石油化学プロセスの

一部にバイオプロセスを導入することが出来れば、地球環境にもやさ

しい物質生産が実現できると期待される。

第2節本 論 文 の 概 要

本研究の最終的な目標は、石油化学プロセスに疎水性バイオプロセ

スを導入し、その環境適合性を大幅に向上させることである。疎水性

バイオプロセス、ことに酸化還元プロセスでは生体触媒として菌体を

用い、細胞内で代謝エネルギーを供給しつつ目的の反応を行わせるの

が有利であるが、その際に、疎水性の原料および生産物が有する強い

生物毒性が大きな問題となる。しかしながら、本研究においては前任

者の研究において様々な有機溶媒に耐性・資化性を持つ R.opacus B4 

株、 B9株、 BI0株の取得に成功しており (Fig.l・3)[17]、R.opacus・E.coli

シャトルベクターの構築、エレクトロポレーションによる遺伝子導入

技術にも成功している[41]。そこで、本研究は、まずバイオプロダク

ションに有利な R.opacus B4株の安定な遺伝子の欠失や挿入を可能と

する染色体加工技術の構築を行った。ついで、その技術を用いて B4

株における有機溶媒耐性機構の解明、そして B4株を用いたトルエン

からのクレゾール生産を目指した。
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R.opαcus B4 R. opacus B9 

Fig.l ・3有機溶媒知性細菌 R.opacus B4，B9，B 10株

本稿は次の 内容で構成されている 。

第 1章:序論

R. opacus B 10 

第 2章 R.opacus B4株におけるノンマーカー遺伝子組替え

技術の確立

B4株におけるこれまでの遺伝子組換え技術としては、ダブルクロス

オーバーの相同組換 えを利用し た遺伝子置換が用い られてきた。 しか

し、この方法では遺伝子修飾の可能な回数が置換マーカー(すなわち

抗生物質耐性置換マーカー)の数により制限されてしまう 。 そこで、

グラ ム陰性菌で一般的に用いられているスクロ ース感受性を付与する

遺伝子 sacB を利用したノンマ ーカー遺伝子組換え技術の確立を目指

した。 また、 B4株のベンゼンジオキシゲナーゼ遺伝子 bnzAIA2A3A4

のプロモ ーターをカナマイシン而十性遺伝子 (kan)のプロモー ター と置

換し、ベンゼン ・トルエン誘導性の bnzオベ ロンの発現を構成的に発

現させることを試みた。

第 3章 R.opacus B4株における有機溶媒耐性機構の解明

第 3章では sigB破壊株の構築と、sigB破壊株におけるストレス 而十性、

有機溶媒耐性について報告する 。R.opacus B4株を初め、グラム陽性

細菌は有機溶媒耐性を持つ株が多数報告されているが、その有機溶媒

耐性機構に関してはほとんど解明されていない。そこで、本章では B4

株の有機溶媒耐性機構の解明を目指した。

第 4章 R.opacus B4株を用いたトルエンからクレゾールの生産

R. opacus B4株は bnzオペ ロンにコ ード され た トルエ ン代謝経路を

有している 。そこで、本章では B4株を用いた疎水性バイオプロセス

のモデル系として、 トルエン代謝経路を利用し たトルエンからのクレ

ゾールを目指した。
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第 2章

R. opacus B4株における

ノンマーカー遺伝子組換え技術の確立

第1節緒言

R. opacus B4株は様々な有機溶媒に耐性を持つため (Table2・1)[17]、

疎水性バイオプロセスにおける宿主として有望である。本研究室では

これまでに B4株と大腸菌におけるシャトルベクターpKNR01.lを構築

し、エレクトロポレーションによる遺伝子導入技術を確立してきた

[ 41]。しかし、 B4株を次世代宿主として工業的に活用するためには、

安定に遺伝子改変変異形質を保持させるために染色体加工技術が必須

となる。これまで、 Rhodococcus属における染色体加工技術としては、

ダブルクロスオーバーの相同組み換えと抗生物質耐性マーカーを利用

した遺伝子置換や、 トランスポゾンを利用した遺伝子のランダム破壊

またはランダム挿入が主流であった[42]。しかしながら、これらの方

法では破壊または挿入できる遺伝子数が使用できる抗生物質耐性マー

カーの数によって制限されてしまうため、多数の遺伝子の組換えには

向いていない。

そこで本研究では、 B4株における sαcBを利用したノンマーカー遺

伝子組換え技術の確立を目指した。そして、ノンマーカー遺伝子組換

え技術を利用して、 bnzオペロン (bnzAIA2A3A4.C.B) のノンマーカー

破壊と、 bnzAプロモーターをカナマイシン耐性遺伝子のプロモーター

に置換することで確立した技術の有効性を検証した。
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Table2-1 R. opacus B4株の有機溶媒に対する耐性と資化性

有機溶媒は logPow (octanol-water分配係数の対数)の順に表示。

log Pow Solvent Utilization Tolerance 

5.6 n-Decane + + 

R4Z国4 L 
4.6 n・Heptane + + 
4.5 n-Octane + + 

g 3.6 Propyl benzene + + 
唱 3.5 n-Hexane + + 
F 。3、.，3、 Diethy 1 phthalate + + 
F 個圃・ 3.2 Cyclohexane + + r') 

3.2 Ethyl benzene + + 
3.2 m-Xylene + + 
3.2 p-Xylene + + 
3.1 o-Xylene + + 
3.0 Styrene + + 
2.5 Toluene + + 
2.4 n・Heptanol

ω 2.3 Dimethylphthalate + + 
-凶田圃

2.0 Benzene + + 
H 。

2.0 Chlorofonn 

0.8 n・Butanol

第2節実験材料および方法

2.2.1 使用菌株およびプラスミド

使用菌株およびプラスミドは Table2-2に示した。R.opacus B4株お

よび派生株は TSB培地(DifcoLaboratory， Detroit， MI， USA)を用 い、

28
0

C で振とう培養した。 トルエンを唯一炭素源として培養する際は、

MSB培地 (4.3g of K2HP04， 3.4 g of KH2P04， 2.0 g of (NH4)2S04， 0.34 g 

ofMgCb・6H20，0.001 g of MnCb.4H20， 0.006 g of FeS04・7H20，0.026 g of 

CaCI2.2H20， 0.02 mg of Na2Mo04.2H20， 0.01 mg of ZnC12.7H20， 0.01 mg 

of CoCI2.6H20， 0.01 mg of CUS04， 0.001 mg ofNiS04・6H20，and 0.001 mg 

of Na2Se04 per liter of deionized water ) [18]を用いた。寒天培地の調製

では、寒天を 15g/l 添加し、スクロース感受性株のスクリ ーニ ングでス

クロースを入れる際は、 50g/1、100g/1、150g/1、200g/lとなるように加

えた。Escherichiacoli MV 1184[ 43]はプラスミ ド構築および遺伝子操作

のため に使用した。MVl184は LuriaBertani (LB)培地[45]を用いて、
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3TCで振とう培養した。 LB寒天培地の調整には寒天を 15g/1加え、ス

クロースを入れる際は 50g/1となるように加えた。必要に応じて B4株

には 5mg/l、大腸菌には 10mg/lのゲンタマイシンを加えた。

Table 2-2 使用菌株およびプラスミド

Strain or plasmid 

E. coli 

MV1l84 

R.opacus 

B4 

dbnz 

B4Pkm-bnz 

Plasmids 

pUC4K 

pG19II 

pG19・0.2

pG19・0.5

pG19-1.0 

pG 19-1.5 

pGI9-2.0 

pG19・dbnz

pG19・Pkm-bnz

Description 

ara企(lac-proAB)rpsL thi (φ80 lacZ企M15)

d.(srl-陀 cA)306::Tnl0(Tcr) F'[traD36 proAB+ 

lacfI lacZd.MI5] 

Source or 

reference 

[43] 

有機溶媒耐性細菌。 [17]

B4派生株，bnzAIA2A3A4CBノンマーカー破 This study 

壊株。

B4派生株，bnzpromoter-kan promoterノンマ This study 

ーカー置換株。

1.3・kbカナマイシン耐性遺伝子(kan)を持 [43] 

つ pUC8;Apr，Kmr。

ノンマーカー遺伝子組換え用プラスミド。

ポジティブマーカーとして Gm耐性遺伝

子、カウンターセレクションマーカーとし

て sacBを持つ。

[44] 

pG1911のマルチクローニングサイト (MCS) This study 

に bnzAl上流 0.2kbを挿入。

pG 1911の MCSに bnzAl上流 0.5kbを挿入。 Thisstudy 

pG1911の MCSに bnzAl上流1.0kbを挿入。 Thisstudy 

pG 1911の MCSに bnzAl上流 1.5kbを挿入。 Thisstudy 

pG1911の MCSに bnzAl上流 2.0kbを挿入。 Thisstudy 

bnzオベロン破壊用プラスミド。 bnzAl上流 This study 

および bnzB下流領域を含む。

kanプロモーター挿入用プラスミド。 bnzAl This study 

上流および bnzAIA2内部領域、 kanプロモ

ーターを含む。

Ap:ampicillin， Km:kanamycin， Gm:gentamycin 
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2ム2 使用プライマーおよび PCR

本研究で使用したプライマーは Table2・3に示した。 PCRには KOD

plus DNA polymerase (Toyobo， Tokyo， Japan)を用い、メーカーの指定す

る使用法に従って行った。

Table 2・3使用プライマー

Primer 

bnzA-200-F 

bnzA-500-F 

bnzA-I000-F 

bnzA-1500-F 

bnzA-2000-F 

bnzA-H-Rl 

bnzA1500-R 

bnzAO-2R 

bnzSO-2F 

bnzSO・2R

bnzA-kp-FI2 

bnzA-kp-RI2 

bnzA-kp-F2 

bnzA-kp-R2 

pk-F 

pk-R 

bnzA-RT-F 

bnzA-RT-R 

gyrB-RT-F 

gyrB-RT-R 

Sequence(5' to 3 ') 

TGGAAGCTTAGCCGTTGGTATCGAACC 

TGGAAGCTTCCATCGCTGGAAGTACC 

TGGAAGCTTCGTAGTCGTGGTCAAGTC 

TGGAAGCTTAGTGACAACTCGACCAGG 

TGGAAGCTTATCCGACCCAACACCTG 

ACGTTTAAACAACCAATATGGTCGTGATCG 

GTGGTTCGGATTGGCATG 

AGAAGACTGCAGCCTTACGGCAACCAATATGGTC 

AGAAGACTGCAGAACAACAGCGAACGACACCAGG 

AGAAGATCTAGATCGCGTTTCCTCCATCGCTATC 

ACGAAGCTTGGTCATCAATCCGATCATTGC 

ACTGGTACCATGCAGGTGATGGCGTG 

ACGTCTAGACACTAACGACCGTACAAGTG 

ACGTTTAAAGTTCTGTTCAGGTGGAGAC 

ACTGGTACCTGTGGAATTGTGAGCGGATACC 

ACGTCTAGAGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAG 

TGTACGAACAGGAACTGGAG 

ATCCTCGCCCATGTAGTTC 

GTCTACAGCTTCGAGACG 

TGACGACCTCTTCGGTG 

2ム3 遺伝子操作

大腸菌プラスミド DNAの抽出、制限酵素処理、ライゲーション、大

腸菌の形質転換、アガロースゲ、ル電気泳動は標準的な方法に従って行

った[45]0PCR産物のゲル抽出は 1%アガロースゲ、ル電気泳動を行った

後、 Genec1eanIlkit (Biol0l，Car1sbad， CA，USA)を用いて精製した。

2ム4 R. opacus B4株からの染色体抽出[18]

B4株を TSB液体培地で 24""'36時間振とう培養(280C)した。培養液

1.5mlを1.5ml遠心チューブにとり、20400Xgで2分間遠心し集菌した。

遠心上清を、ピペットマンを用いて完全に取り除いた。 Lysozymel0g/1

を含む GTE540μlを加えて菌体を懸濁し、370Cで 1時間以上保温した。

10mg/ml Proteinase Kを 5μl添加・混合し、さらに 10%SDSを 60μ1添
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加した後、 50.Cで 30分以上保温した。溶菌後、氷中に静置し、冷却

した。 TEで飽和したフェノール/クロロホルムを 600μ1加え、 10分間

混合した後、 20400X gで 5分間遠心分離した。遠心上清を新しいチュ

ーブに移し、 TEで飽和したフェノール/クロロホルムを 600μ1加え、 10

分間混合した。 20400X gで 5分間遠心分離し、遠心上清を新しいチュ

ーブに移した。 20400X gで 5分間遠心分離し、混合していた白色沈殿

をチューブの底に沈殿させた。白色沈殿を吸わないように気をつけ、

400μlを新しいチューブに移した。3MCH3COONa(pH7.0)を 40μ1加えて

混合した。さらに 99.5%エタノールを 1ml添加して混合した。この段

階で、 DNAと RNAは白いもやもやした物質として観察された。 5分

間氷中で静置した後、 20400X gで 5分間遠心した。遠心上清を捨てた

後、70%エタノールでベレットを洗浄した。20400X gで 5秒間遠心し、

チューブの壁についた液を完全にチューブの底に集めた。ピペットマ

ンを用いて、 j夜を完全に取り除き、滅菌水 100μlに沈殿を懸濁した。

2ム5 プラスミドの構築

2.2.5.1 pGI9-0.2......pGI9・2.0の構築

B4株の染色体 DNAを鋳型にして、プライマーbnzA・200・F/bnzA・H-R1、

bnzA・500-F/bnzA-H-R1、bnzA・1000・F/bnzA・H-R1、
bnzA-1500-F/bnzA・H・R1、bnzA・2000・F/bnzA・H-R1を用いて PCRを行

い、それぞれ bnzAl上流 0.2kbp、0.5kbp、1.0kbp、1.5kbp、2.0kbpの

PCR産物を得た。 PCR産物をゲ、ル抽出した後、 SmαIで処理した pG1911

に挿入し、 pG19・0.2、pG19・0.5、pG19・1.0、pG19・1.5、pG19-2.0を構築

した。

2.2.5.2 pG19・dbnzの構築

B4株の染色体 DNAを鋳型にして、プライマーbnzA1500-F/bnzAO-2R、
bnzSO・2F/bnzSO・2Rを用いて bnzA上流および bnzB下流領域を PCR増

幅した。それぞれ、 HindllIlPstI、PstI/XbaIで処理した後、 HindllIlXbaI

で処理した pG1911に挿入して、 bnzオペロン破壊用プラスミド

pG19-dbnzを構築した。

2ム5.3 pGI9-Pkm-bnzの構築

B4株の染色体 DNA を鋳 型にして、プライマー bnzA・kp-F12/
bnzA-kp-R12、bnzA-kp-F2/bnzA-kp-R2を用いて bnzAl 上流および

bnzAIA2内部領域を PCR増幅した。また、プライマーpk・F/pk-Rを用

いて、 pUC4Kのカナマイシン耐性遺伝子プロモーター領域を PCR増

幅した。それぞれ、 HindIII/KpnI、XbaI/DraI、KpnI/XbaIで処理した後、

HindIII/SmaIで処理した pG1911に挿入して、 kanプロモーター挿入用

プラスミド pG19-Pkm-bnzを構築した。
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2.2.6 B4株のエレクトロポレーションによる形質転換

B4株におけるエレクトロポレーション法は、ElectroCell Manipulator 

620 (BTX Inc.， San Diego， CA， USA)を使用し、 Naらが確立した方法に

従って行った[41]。ただし、 pG19IIはスクロース感受性を付与する

sacBを含むため、 pG19派生プラスミドを導入する際は、スクロース

を含まない HGbuffer (0.3M glycerol、7mMHEPES [pH7.0 by KOH] ) 

を用いた。まず、 5g/1グリシンを含む TSB液体培地で R.opacusB4株

を OD600=0.5""'-' 1.0まで 280Cで振とう培養した。培養液を氷中で冷却

し、遠心分離 (4
0

C、91000X g、5分)した。上清を捨て、氷冷した

HG bufferで 3回洗浄し、 1ml""'-'3mlの HGbufferに懸濁した。菌体懸

濁液 380μIにプラスミド溶液 20μlを混合し、1.3kV，50μF，725Qの

設定でエレクトロポレーションを行った。ただちに TSB液体培地 4ml 

に全量を添加し、 280Cで振とう培養した。約 24時間培養した後、抗

生物質を含む TSB寒天培地に 100""'-'200μlずつプレーティングした。

2ム7 ノンマーカー遺伝子組換え

ノンマーカー遺伝子組換えは、遺伝子破壊に pG19・dbnz、遺伝子挿

入に pGI9-Pkm-bnzを用いて行った。各プラスミドをエレクトロポレ

ーションにより B4株に導入して、 TSB+ゲンタマイシン(5g/0寒天培

地で選択した後、 TSB+ゲンタマイシン+スクロース 20%寒天培地で生

えてこない株を選択し、 1回目のシングルクロスオーバー相同組換え

を起こした株を得た。次に、 1回目の相同組換え株を TSB液体培地で

6時間培養し、 TSB+スクロース 20%培地でスクロース耐性株を選択す

ることにより、 2 回目の相同組換え株を得た。遺伝子組換え株の確認

は PCRにより行った。

2.2.8 相同組換えによる染色体への挿入組み込み効率

pG19・0.2""'-'pGI9-2.0をエレクトロポレーションにより B4株に導入

し、得られたゲンタマイシン耐性株の数をカウントし、プラスミド

DNAlμgあたりの形質転換体出現率を出した。

2.2.9 2回目の相同組換えの効率

pG19・dbnzを導入して得られた l回目の相同組換え株を TSB液体培

地で培養し、経時的に TSB培地および TSB+スクロース 20%培地に塗

布した。 TSB+スクロース培地で得られたコロニー数を TSB培地で得

られたコロニー数で割ることにより 2回目の相同組換え効率を求めた。

2.2.10遺伝子組換え株の確認

遺伝子組換え株は PCRによって確認した。bnzオペロン破壊株(dbnz)

の確認はプライマーbnzA-2000F/bnzSO・2Rおよび bnzA-RT-F /bnzA -RT・R

を用いた。 kanプロモーター挿入株 (B4Pkm-bnz)の確認はプライマー

pk・F/bnzA1500・Rを用いた。
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2.2.11 リアルタイム逆転写 PCR(RT-PCR) による

bnzAl転写量の確認

B4株および B4KP株を TSB寒天培地および TSB寒天培地を密閉容

器(タッパー)に入れてトルエン蒸気を供給し、約 48時間 280Cで培

養した。プレートから菌体を少量かきとり、 RNAprotectbacteria reagent 

(QIAGEN， Inc.， Valencia， CA)を用いて RNA安定化を行った。総 RNA

の抽出は RNeasykit (QIAGEN， Inc.， Valencia， CA)を使用し、メーカーの

指定する使用方法に従った。リアルタイム・RT-PCRは LightCyc1er

system (Roche diagnostics)を用いて行い、試薬は One Step 

SYBR⑧PrimeScript⑧ RT-PCR Kit (TaKaRa Bio)を使用し、メーカーの指定

する使用法に従って行った。内部標準には DNAジャイレース遺伝子

gyrB (プライマーgyrB-RT・F/gyrB-RT-R) を用いた。 bnzA測定用のプラ

イマーは bnzA・RT・F/bnzA-RT-Rを用いた。

第3節結果と考察

2ふ 1 ノンマーカー遺伝子組換え技術の原理

pG 1911は Pseudomonasaeruginosaの位置特異的遺伝子破壊のために

構築されたプラスミドで、ポジティブマーカーとしてゲンタマイシン

耐性遺伝子、カウンターセレクションマーカーとしてスクロース感受

性を付与する sacB遺伝子、マルチクローニングサイト (MCS)、トラ

ンスファーオリジン oriTおよび大腸菌の複製開始点 oriVを有している

[44]。ノンマーカー遺伝子組換え技術の原理は Fig.2-1に示す。まず、

削除の対象となる遺伝子の上流および下流の DNA配列を連結して挿

入した pG1911 derivativeを作製する。 B4株に作製したプラスミドを導

入し、ゲンタマイシン耐性株を選択することで第 1回目のシングルク

ロスオーバーの相同組換えが起こった株を選択する。この株はゲンタ

マイシン耐性、スクロース感受性を示す。次に、この株をゲンタマイ

シンおよびスクロースを含まない培地で培養する。その後、スクロー

スを含んだ培地で 2回目の相同組み換えを起こした株(ゲンタマイシ

ン感受性、スクロース耐性)を選択する。 2 回目の相同組み換えを起

こした株は理論的には 50%の確率で遺伝子欠損を起こす。

また、 Fig.2・1.はノンマーカー遺伝子破壊のスキームであるが、特定

の部位の上流配列と下流配列の聞に、挿入したい配列を挟んで pG1911 

にクローニングし、そのプラスミドを用いて Fig.2・1.と同じ操作をすれ

ば、位置特異的に特定の DNA配列をノンマーカーで挿入することもで

きる。
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(A) 
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× 
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r 

between region b Parental cell genome 

2nd homologous recombination 

Fig.2-1 ノンマーカー遺伝子組換えの原理

(A)ノンマーカー遺伝子組換えの原理。(B)1回目 の相同組換え株は Gm

耐性を示した が、スクロース 20%には感受性を示した。

Gm gentamycin， Suc sucrose 

2.3.2 相同組換えによる染色体への挿入組み込み効率

pG 19IIはカウンターセレクションマーカーとして用いることが出来

る sacB遺伝子を搭載している 。そこで、まず初めに sacB を持つ B4

株の形質転換株をカウンターセレクトするためのスクロース濃度につ

いて検討した。pG19・1.5をエレクトロポレーションにより B4株に導

入し、得られたゲンタマイシン耐性形質転換株を 0"-'20%のスクロ ー

スと 5mgllゲンタマイシンを含む TSB寒天培地に植菌して 28
0Cで培

養した。0"-'10%のスクロースは形質転換株のコ ロニー形成に影響を及

ぼさなかった。 15%スクロースの添加で形質転換株の増殖阻害が観察

され、20%スクロース添加で形質転換株の増殖は強く阻害された(data 

not shown)。親株は 20%スクロースを含む TSB寒天培地で正常な増殖

を示した。 このことから、カウンターセレクションのためのスクロー

ス添加濃度は 20%とすることにした。

次に、相同組換えによる染色体への挿入組込みの効率に及ぼす挿入

断片のサイズの影響について検討した。 トルエン代謝経路の酵素をコ

ードする bnzA1 A2A3A4CBオペロンの上流部分を PCRで増幅した 0.2、

0.5、1.0、1.5、2.0kbの断片を pG19IIにクロ ーニ ングし、 pG19・0.2、

pG19・0.5，pG19-1.0、pG19-1.5，および pG19-2.0を構築した(Fig.2・2)。

そして、これらのプラスミドをエレク トロポレーションで B4株に導
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入し、エレクトロポレーション処理細胞を TSB培地で 24時間振とう

培養した後に、ゲンタマイシンを含んだ TSB寒天培地に塗布し、形質

転換効率を求めた。その結果、 0.5'"'"'2.0kbの挿入断片を持つ pG19・0.5

'"'"'pGI9-2.0では 15'"'"'20 transformants /μg plasmid DNA、0.2kbの挿入

断片を持つ pG19・0.2では約 5transformants /μg plasmid DNAの効率

が得られた。そこで、ノンマーカー遺伝子組換えの際の挿入相同断片

の長さは、 1.0'"'"'2.0kbとすることにした。

•••• 
bnzAl bnzA2 bnzA3 bnzA4 

h.. .........ーーーー...... 
~ ~ ~ ~ 

.pG19・0.2

-・・pG19・0.5

-・園田園 pG19-1.0

ーーーーーーー.pG19-1.5 

pG19-2.0 

bnzC bnzB 

-110..--ーー且‘

pG19II 

lkb 
トーー一--1

•••• 

Fig.2・2B4株における bnzオベロンの遺伝子地図と pG19II派生プラス

ミド構築に用いた領域

PCRで増幅した各領域を HindIII/DraIで処理し、pG19IIの HindIII/SmaI

サイトに挿入し、 pG19・0.2'"'"'pG 19-2.0を構築した。

2.3.3 ノンマーカー遺伝子組換えによる遺伝子破壊

次に、 2 回目の相同組み換えを起こした株を得るのに十分な培養時

間を設定するために、 1回目の相同組換え株(ゲンタマイシン耐性、

スクロース感受性)を TSB培地で培養した時に出現する 2回目の相同

組換え株(ゲンタマイシン感受性、スクロース耐性)の割合を調べた。

まず、 bnzオベロン全体を削除するためのプラスミド pG19・dbnz

(Fig.2-3) を作製して B4株を形質転換し、 1回目の相同組換え株(ゲ

ンタマイシン耐性、スクロース感受性)を得た。そして、その形質転

換株を TSB培地で振とう培養し、経時的にスクロース耐性株の出現頻

度を測定した。その結果、 6時間の培養で十分な数のスクロース耐性

株を得られることがわかった (Fig.2・4)。以上のことから、 2回目の相

同組換えを起こさせるための培養時間は 6時間にすることにした。

また、ここで得られたスクロース耐性株は Fig.2-1に示すように理論
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的には 50%の確率で遺伝子欠失を起こし、残る 50%は親株に復帰する

はずである。そこで、スクロース耐性株 100株を無機塩寒天培地 (MSB
培地)に植菌し、 トルエンを蒸気で供給して培養した。その結果、予

想通り約半数の株が増殖し、残りの株はコロニーを形成しなかった。

さらに、 2 回目の組換え株がノンマーカー遺伝子欠失をおこしてい

るか PCRにより確認した(Fig.2-5)obnzオベロン上流および下流に設

計したプライマーを用い、スクロース耐性株のゲノム DNAを鋳型にし

て PCRをしたところ、親株に復帰した株は 9.3kbの断片が増幅され、

欠失を起こした株は予想されるサイズが減少した約 4kbの断片が増幅

された。また、 bnzCの内部に設計したプライマーを用いて同様に PCR
を行ったところ、親株に復帰した株は約 120bpのバンドが確認された

が、欠失を起こした株ではバンドが増幅されなかった。以上のことよ

り、ノンマーカー遺伝子破壊が確かに起こっていることが確認された。

lkb 
トーーー---i bnzAl bnzA2 bnzA3 bnzA4 bnzC bnzB 

•••• .~且........... ーーーーー‘』一一ーーー占110.....-.ー--Il1o... •••• 
Pst 1 Xba 1 

-一一一~ I 

HindIlI 

Fig.2・3pG19・dbnzの構築

-v 

pG19・db回

Pst 1 

B4株の染色体 DNAを鋳型にして、プライマーbnzA1500・F/bnzAO・2R、
bnzSO・2F/bnzSO・2Rを用いて bnzA上流および bnzB下流領域を PCR増

幅した。それぞれ、 HindIII/PstI、PstI/XbaIで処理した後、 HindIII/Xba

で処理した pG19IIに挿入した。
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/ 
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bf: bnzA-RT・F
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③⑤・ 破壊型Cdb回株)

B: B4株(コントローJレ)
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U
 

〆'目、
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Fig.2-5 PCRによる bnzオベロン破壊株の確認

プライマーaf/arを用いて PCRすると、 B4株では約 9.3kbの断片 が増

幅され、 bnzオペロン破壊株では約 4kbの断片が増幅される (a)。プラ

イマーbflbrを用いて PCRすると、 B4株では約 120bpの断片が増幅さ

れるが、 bnzオペロン破壊株では bnzオベロンが欠損しているため断片

は増幅されない(b)。従って、レーン①②④の株は野生型に復帰した株

であり、レーン③⑤の株は bnzオベロン破壊株であると確認された。

2.3.4ノンマーカー遺伝子組換えによる外来遺伝子の位置特異的挿入

2.3.3 ではノンマ ーカー遺伝子組換え技術を用いた遺伝子破壊に成

功した。そこで、ノンマ ーカー遺伝子組換え技術を用いて、外来遺伝

子を位置特異的に挿入することが可能であるかを確認した。B4株の

bnzオベロンの発現は誘導性であり、ベンゼン、キシレン、 トルエ ン

で誘導される [41]。そこで bnzオペロンのプロモーター領域を pUC4K

のカナマイシン耐性遺伝子のプロモータ ーと置換し、構成的に bnzオ

ペ ロンが発現する株の構築を試みた(Fig.2・6)。まず、 bnzオベロンの

プロモーターの上流部分 1.5kb、カナマイシン耐性遺伝子(kan)フ。ロモ

ーター領域、 bnzオペロンプロモータ ー下流1.5kbを連結して pG19II 

にクローニングし 、pG19-Pkm-bnz を作製した。 この際、 bnzA のプロ

モーター領域を欠失されるため、 bnzオベ ロンプロモーターを含む約

500bpを除いておいた。そして、 Fig.2・lに示したスキームと同様な操

作を施し、スクロース耐性株を取得した。カナマイシン耐性遺伝子プ

ロモーター上流部分および bnzA内部の プライマーを用いて PCRした
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ところ、親株に復帰した株では断片が増幅されなかったが、 kanプロ

モーターが挿入された株では約 1.8kbの断片が増幅された(Fig2.7)。こ

の kanプロモーター挿入株を B4Pkm-bnz株と命名した。

次に、 B4Pkm-bnz株の kanプロモーターが機能しているか調べるた

め、 bnzAの発現量をリアルタイムーRT-PCRにより測定した(Fig2.8)。ま

ず、 B4株と B4Pkm-bnz株を TSB寒天培地または TSB寒天培地+トル

エン蒸気供給で培養し、総 RNAを抽出した。その総 RNAを用いてリ

アルタイム-RT・PCRを行った結果、 B4株の bnzAは TSB寒天培地で培

養した時にはほとんど発現しておらず、トルエン供給下で培養すると、

bnzAの発現が確認できた。一方、 B4Pkm-bnz株では TSB寒天培地で培

養した場合でも、 トルエンを供給した場合でも発現量はほとんど同じ

であり、その発現量は bnzプロモーターによる発現量よりも顕著に多

かった。このことから、 kanプロモーターは B4株において構成的に機

能する強力なプロモーターであることが確認できた。以上のことから、

sacBを用いたノンマーカー遺伝子組換え技術により、確かに外来遺伝

子を位置特異的にノンマーカーで挿入することが可能であることがわ

かった。

また、本章では B4株の 200kb線状プラスミド上に存在する bnzオベ

ロンの遺伝子組換えについて報告したが、第 3章、第 4章において、

200kbの線状プラスミド上の遺伝子組換えだけでなく、約 7.9kbの線状

染色体上の遺伝子組換えも可能であることを示した。
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lkb 

• • •• • • 
500bp 

Hindill 

A2 A3 A4 

ト.•• • • 

PCR DraI 

¥ I~ 戸竺竺
Kpn I Xba I 

ライゲーション |PG19EのHindill， 

I SmaIサイトに挿入

ーー-一ー -噌・

pG19-Pkm-b回

Fig2.6 pG 19-kp-bnzA構築のスキーム

bnzAプロモーター領域を除いた bnzA 上流お よび bnzA領域、そして

pUC4Kの kanプロモーター領域を PCRし、 pG19IIに挿入 した。kanプ

ロモータ ーと bnzAの接合部分の配列は赤枠内に示 した。黄緑で示した

配列は pUC4K由来の配列で、ピンクで示した配列は bnzA由来の配列

を示している 。黄色で示 した ATGが開始コ ドンである 。bnzAの開始

コドンから上流約 50bpまでの 聞に SD配列が含まれている 。
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B4株
(野生型)

af 
園圃'

B4Pkrn-bnz株 ・・・・・・ == 
(挿入型)

M B4①②③④⑤  

br島 41 A2A3 A4 

bnzA1 

--~~ -
A2A3 A4 

'-w 
4・・
ar 

pnmer 
af: pk-F 

ar : bnzA-1500R 

M:マー力一

B4 : B4株(コントロール)

②③ 野生型

lkb 

①④⑤ 挿入型(B4Pkrn-b田株)

Fig2.7 PCRによる kanプロモーター挿入株の確認

• • • • • • 

• • • • • • 

水色およびピンクで示した領域は pG19-kp-bnzA構築のために用いた

領域である 。afは kαnプロモー ター由 来のプライマーである 。 プライ

マーarは pG19-kp-bnzA構築のために用いた領域よりも外側 の配列を

元に設計した。プライマーaflarで PCRすると 、B4株 では断片が増幅

されなかったが、 kanプロモーター挿入株では約 1.8kbの断片が増幅さ

れた。
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Fig2.8 リアルタイム -RT-PCRによる bnzAl転写量の比較

bnzAlの転写量は gyrBの転写量で標準化した。B4株ではトルエン供給

下でかlzAlの発現が誘導されたが、 B4Pkm-bnz株では TSB培地でもト

ルエン供給下でも同程度の発現量だった。

B4株

第4節 要約

R. opacus B4株を疎水性バイオプ ロセスの宿主として活用するため

には、染色体加工技術の確立が必要だった。そこで、sacBを用いたノ

ンマーカー遺伝子組換え技術の確立を試みた。

ノンマーカー遺伝子組換えには、ポジティブマ ーカーとし てゲンタ

マイシン耐性遺伝子、カウンターセレクションマーカーとして スクロ

ース感受性を付与する sαcB遺伝子 pG19IIを用いた。sacBを持つ B4

株の形質転換株をカウンタ ーセ レクトするためのスクロ ース濃度は

20%とした。 ノンマ ーカー遺伝子組換えの際の挿入断片の長さは、 1.0

-----2.0kbとすることにした。2回目 の相同組換えを起こさせるための培

養時間は 6時間で十分であった。

ノンマーカー遺伝子組換え技術を用いて bnzオペ ロン破壊株の構築

に成功した。また 、bnzオペロンの上流に kanプ ロモーターを挿入する

ことに成功した。kanプロ モー ター挿入株では、 bnzAlが構成的に転写

されていた。
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第1節緒言

第 3章

R. opacus B4株における

有機溶媒耐性機構の解明

Rhodococcus属細菌は、有機溶媒耐性を持つ株が多数報告されている

が[17]、その有機溶媒耐性機構に関する研究報告はほとんどない。も

し、 B4株における有機溶媒耐性機構が解明できれば、その機構を応用

して、より有機溶媒耐性の強い組換え株を取得できるかもしれない。

そこで本研究では、 B4株の有機溶媒耐性機構を解明すると共に、 B4

株における有機溶媒耐性の改良を目指した。

第2節実験材料および方法

3.2.1 使用菌株およびプラスミド

使用菌株およびプラスミドは Table3-1に示した。 R.opacus B4株お

よび B4派生株は TrypticSoy Broth(Difco Laboratory， Detroit， MI， 

USA)または MSB培地 (2.2.1参照)を用いて、280Cで振とう培養した。

MSB培地を用いる際は、炭素源としてグルコースを 2g/1加えた。寒天

培地の調製では寒天を 15g/1添加し、スクロースを加える際は 200g/1

となるように加えた。抗生物質は必要に応じて 30mg/lクロラムフェニ

コール(Cm)、5mg/lゲンタマイシン(Gm)を加えた。 E.co/i MV1184はプ

ラスミド構築のために使用した。 MV1184は LuriaBertani (LB)培地[45] 

を用いて、 37
0
Cで振とう培養した。 LB寒天培地の調整には寒天を 15g/1

加え、スクロースを入れる際は 50g/lとなるように加えた。必要に応じ

て、 30mg/lの Cm、10mg/lの Gmを加えた。
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Table3・1使用菌株およびプラスミド

Strain or plasrnid Description 
Source or 

reference 

E. co/i 

MV1184 

R.opacus 

B4 

B4-ep21 

B4・ep24

dbnz 

dsigB 

dsigB-psB 

dsigB-pkA 

t

A

A
『

Z

う

白

う
B

n

p

P

 

1
0
e
e
 

B

B

B

 

o
b
o
b
σ
b
 

--EA--Ea--A 

0

3

0

3

F

B

 

A

U

A

U

A

U

 

Plasrnids 

pKNROl.1 

pG 19II 

pG19・dsigB

pG 19-Pkrn-bnz 

pKNR-sigB 

pKNR・bnzCB

pKNR-ep21 

pKNR-ep24 

R.opacus-E. co/iシャトルベクター。

ノンマーカー遺伝子組換え用プラスミド。

ポジティブマーカーとして Gm耐性遺伝

子、カウンターセレクションマーカーとし

て sacBを持つ。

sigBノンマーカー破壊用プラスミド。

カナマイシン耐性遺伝子プロモーター挿入

用プラスミド。 bnzA1上流および bnzA1A2

領域、 kanプロモーターを含む。

sigB発現ベクター。 pKNR01.1に sigBを挿 This study 

入。

bnzCB発現ベクター。 pKNR01.lに kanプロ This study 

モーター+bnzCBを挿入。

ξfp21発現ベクター。 pKNROl.lに kanプロ This study 

モーター+ξか21を挿入。

efp24発現ベクター。 pKNROl.lに kanプロ This study 

モーター均か24を挿入。

αra A(lac-proAB) rpsL thi (φ80 lacZ企M15)

企(srl-recA)306::Tn10(Tcr) F'[traD36 proAB+ 

lacfI lacZ企M15]

有機溶媒耐性細菌。

B4株に pKNR-ep21を導入。 Cmr
。

B4株に pKNR-ep24を導入。 Cmr
o

B4株の bnzACBを破壊。

B4株の sigB破壊株。

dsigB株に pKNR-sigBを導入。 Cmro

dsigB株の bnzAプロモーターを kanプロモ

ーターと置換。

dsigB-kpA株に pKNR-bnzCBを導入。

dsigB株に pKNR-ep21を導入。

dsigB株に pKNR-ep24を導入。

[43] 

[17] 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 
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[41 ] 

[44] 

This study 

第 2章

Ap:arnpicillin， Krn:kanarnycin， Grn:gentarnycin 
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3.2.2 使用プライマーおよび PCR

本研究で使用したプライマーは Table3-2に示した。 PCRには KOD

plus DNA polymerase (Toyobo， Tokyo， Japan)を用い、メーカーの指定す

る使用法に従って行った。

Table 3-2使用プライマー

Primer 

sigB-N乱ιFl

sigB-N乱ιRl

sigB・NM-F2

sigB・NM-R2

sigB・ex-F

sigB・ex-R

bnzCB-ex-F 

bnzCB-ex-R 

pk-F 

pk-R 

Ep21・ex・F

Ep21・ex-R

Ep24・ex-F

Ep24・ex-R

gyrB-RT-F 

gyrB-RT-R 

bnzA-RT-F 

bnzA-RT-R 

bnzC-RT-F 

bnzC-RT-R 

sigA-RT-F 

sigA・RT-R

sigB・RT-F

sigB-RT-R 

sigE-RT-F 

sigE-RT-R 

sigH-RT-F 

sigH-RT・R

sigFl・RT・F

sigFI-RT-R 

sigF2-RT-F 

sigF2-RT-R 

Sequence(5' to 3') 

ACTGAAGCTTGACCTGCTGCAGTACTG 

ACTGGAATTCTCTCCCTCCGCATCAG 

ACTGGAATTCTCCTCATCGGTGGTGTCTC 

ACTGTCTAGATACGACACGGACACCCTG 

TCAGAATTCACTGATCGAACTTCTCGCTG 

TCGAAGCTTCGTCGACCTCGTACAG 

GTACTCTAGAGCAAATCACACTCCAAGAAGG 

GTCGTTTAAACGACGAGGGTTAGCTTC 

ACTGGTACCTGTGGAATTGTGAGCGGATACC 

ACGTCTAGAGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAG 

AGGTCTAGATCTCGTTACTTCCACGGAG 

AGAGAATTCATCACTACCCCTTGATCTG 

AGGTCTAGAAACACATCGAAGGAGGTG 

AGAGAATTCAGTACCGTTCGCTCCTC 

GTCTACAGCTTCGAGACG 

TGACGACCTCTTCGGTG 

TGTACGAACAGGAACTGGAG 

ATCCTCGCCCATGTAGTTC 

GACCGTCGGATGACATCTC 

TGTTGTCACCTCGATTCCATGC 

GACATGGACGACATCGAC 

CTTGTCCTTCTCGGACG 

CACCACTACTCGCATTCG 

ACAGTTCCACCTCGTCTG 

TCCAGACGAGAGAACCAC 

ACGAGTTCGTCCCACGAC 

TGCAGGAACATGACCGTC 

GTCATCCTCAGAGCAGC 

GGTACCCACGATCATGG 

AGTTCCTGCGACAGTTCG 

GATGAAGGAACTGCACCTC 

CACCTCTTCCTGTTCCAG 
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sigF3・RT・F GAGCTTCGTGTCCTACG 

sigF3・RT・R TGGTGAGTTCGGTTGTCG 

sigGI-RT-F CACTGCTATCGCATGCTC 

sigGl・RT・R TCGCAACGGTGTACAGC 

sigG2・RT・F AGACCAGATGCAGGAGAC 

sigG2-RT-R TCGACCTGTTCTGCAACG 

sigJ-RT-F CGTAGGGAACAGTATGTCG 

sigJ-RT-R TGTCGAGCACGATCAGC 

sigK-RT-F TCAGCGACTTCTACGAACG 

sigK・RT-R TTGCTCCAGACCTGCAG 

sigK2・RT-F GAACTCTACGACACCATGG 

sigK2・RT-R TCGTCTCCTCCGCATAC 

sigLl・RT・F CCTGTACGAGGAACATGC 

sigLl・RT-R TCGAGCACGTTCGGATG 

sigL2-RT・F TGGCTGTATGCCATCTGC 

sigL2・RT-R ACCAGCAGCTGTTCCAG 

Epl-RT-F AGGAAGCTGCTGCTGAC 

Epl・RT-R AGCTCAGGAACAGGCAC 

Ep2・RT-F CACATGCTGATCCTGATCG 

Ep2・RT-R TGAGGTAGATCCACTTCAGG 

Ep3・RT-F CACATGCTGATCCTGATCG 

Ep3・RT-R TGAGGTAGATCCACTTCAGG 

Ep4・RT-F TCTCACCATCGGTGTCG 

Ep4・RT-R CGACAACAGGTAAGCAGTC 

Ep5・RT-F TCAGGAAGAGCAGCAGC 

Ep5・RT-R ATCCTCGAGGTCGAAGG 

Ep6・RT-F GTGCTTCAGGGATGTTCC 

Ep6・RT-R TGGAAGGCACCGAAGATC 

Ep7・RT-F TGTCGATGACCACGATGC 

Ep7・RT-R TCCTGCATCGACTTCTGC 

Ep8・RT-F TGCAGAACACGGTGACG 

Ep8・RT-R ACACTGGTGACGACGAG 

Ep9・RT-F TCTCCAATCTCACCAACCTC 

Ep9・RT-R GAACAGGATCAGTTCGACG 

Epl0・RT・F ACTTCTCATCGCTCTCGAC 

EplO・RT-R CGAGGAGATTGCTCTTGC 

Epll・RT-F TGACCGTCACGGTGATC 

Epll・RT-R TCGTAGAGGCTGTTCATCC 

Ep12・RT-F CATGACGATCATGACCAAGG 

Ep12・RT-R AAGATCCAGTGCCAGCTC 
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Ep13・RT-F TCAACATCTTCACCGACGTG 

Ep13・RT・R AGTGCCAGCTGAAGTGC 

Ep14・RT-F CTCCTTGATGAACGTGTCG 

Ep14・RT-R GATCAGGATGAACGCTGC 

Ep15・RT-F CAGCAGTCCAATCTGGTG 

Ep15・RT-R ACAGCGTCGAGCAGGTC 

Ep16・RT-F TGTTCCTCGTGACGCTTC 

Ep16-RT-R ACACGACGGAGATGATGC 

Ep17・RT-F AGTTCCTGATGACGTTGGAC 

Ep17・RT-R ATGACGAGCGTGTACAGC 

Ep18・RT-F ATCGTCAGCGACTGGTG 

Ep18・RT-R TGAACGCTCCGATCACG 

Ep19・RT-F TCGACGTCGATGTACATGC 

Ep19・RT-R AAGTAGCCCTGGTACTTGG 

Ep20・RT-F TGATGCTGACGACGTCG 

Ep20・RT-R GTAGATCGGTACCGACAC 

Ep21・RT-F ATCTGGATGCTCACGGTC 

Ep21・RT-R ACGATCCACGTCAGCTG 

Ep22・RT-F GATCGAGATGAACCTGATCG 

Ep22・RT-R AGCGTCACCAGGTTCG 

Ep23・RT-F TCATCGCACTGTTCCTGC 

Ep23・RT-R ACGAGACCCAGATCAGC 

Ep24・RT-F CCATCATCCTCTACGAGG 

Ep24-RT-R CACGACGATCAGAATGAACG 

Ep25・RT-F GATCATGAACGACCTGCAC 

Ep25・RT-R CGATCAGGTAGATGTTCTTGG 

Ep26・RT-F CTGATGGTGAGTGTCTACAC 

Ep26・RT-R ATCCGCAGAGTGAATGAGG 

Ep27-RT-F CTACTTCTACCTCGTCGAC 

Ep27・RT-R TCACCACGATCGACGTC 

Ep28・RT-F GTTCCGTTCGTCATCTACG 

Ep28-RT-R AGCGTCATGGTGGCAC 

Ep29・RT-F TCCTCATCACTGCACGAC 

Ep29・RT-R ATCATCATGATGCTGAAGAGC 

Ep30・RT-F GACAACCTGGTGATGACC 

Ep30・RT-R ACAGCGTCAGCATCAAGG 

Ep31・RT-F GTGATGATGCACGAACTCG 

Ep31・RT-R CGAACATGAGCTTCTTGTGG 

Ep32・RT-F ACGACATGCACGTCGAG 

Ep32・RT-R CATGATCGGTGTTGCGAC 
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CI-RT-F TGGTGAGACCGTCGAG 

CI-RT-R TCCTCACCCACGTATCC 

C2-RT-F CAACAAGCTGTTCGAGGAG 

C2-RT-R ATCAGCGAGGTGAACGAG 

C3-RT-F GACGACATCGCGAACAAG 

C3-RT-R ACTCGGCGAACTGCATC 

C4-RT-F GAACTGGTGCTCCTCG 

C4-RT-R GAAACCCATGGCCACG 

C5-RT-F GTCGTGATGGCACAACTG 

C5-RT-R AGTAGGTGGCGATGGTC 

C6-RT-F AGAGTCGGAGGTCGTC 

C6-RT-R GGAATGCACCTGCATCATC 

C7-RT-F GACACAACTACATCGGTACG 

C7-RT-R TCCTTGCCCTGGTAACC 

C8-RT-F AGTCGGTGATCTCCCTC 

C8-RT-R CACGATGGTGTGGAGTTC 

C9-RT-F GTGTACTCCAACAAGGACTC 

C9-RT-R TCGACCTCGATCTCGATG 

CI0-RT-F CATCGTGCGGTGGTTG 

CI0-RT-R AGGGCAGGTTGATCGAG 

CII-RT-F ACTGAGCTCCTCGCAG 

Cll-RT-R GTCCAGGAGATCGGAC 

C12-RT-F GAACTCCACCGTTTCACAC 

C12-RT-R GAAGCTGTCCTGTGAGAG 

C13-RT-F TGCTGTCGCAGGACAATC 

C13-RT-R CCACGACTCCATCAGG 

C14-RT-F GAGGGTGGTCTGCTAC 

C14-RT-R TGCGCACGAGTGGTATG 

C15-RT-F ACGGTCAAGGATCTGCTG 

C15-RT-R GGACTTGAAGGTGCCAC 

C16-RT-F AGGTTCTCTCGACGCTC 

C16・RT-R GTCCTTCAGCGTGAGG 

C17-RT-F GATGATCGTCGACCACC 

C17-RT-R ACGGTGACGTACAGATCC 

C18-RT-F GATCTGTACGTCGAGGTG 

C18-RT-R CTCGATGGTGATCTCCTTG 

C19-RT-F GTCAGTGACGGACAGAAG 

C19-RT-R GAGCTCACCGTAACTGAC 

C20-RT-F AGAACGCGAAAGCGTCG 

C20-RT-R AGGATGGTCCGGATCTTC 
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C21-RT-F TGTGGCAGACAAGCTCAC 

C21-RT-R GTAGCCCTTTCGCATCAC 

C22-RT-F TCGACAGCTGGACGTG 

C22-RT-R GACGATCCGTTCGACAC 

C23-RT-F AGGACAAGATCCTCGTCC 

C23-RT-R CTCCTTGACGTCGACC 

C24-RT-F CAGCAGATCTTCGGTACC 

C24-RT-R TGCACTGTCAGGGTGTTC 

C25-RT-F CAGTTCGTGGTCGAGTTG 

C25-RT-R CTGACGGCTGAACACTC 

C26-RT-F ACGGTGAAGATCGCGAC 

C26-RT-R CTCACCGTTCGTCATCTTC 

C27-RT-F AGACGTTGCGCAACTACG 

C27-RT-R GTTCGATGATCCGCTTGATC 

3.2.3 遺伝子操作

第 2章 2.2.3参照

3.2.4 R. opacus B4株からの染色体抽出

第 2章 2.2.4参照

3.2.5 プラスミドの構築

3.2.5.1 pG19・dsigBの構築

B4株の染色体を鋳型にして、プライマーsigB-NM-FlIsigB-NM-Rlお

よび sigB-NM-F2/sigB-NM-R2を用いて、それぞれ sigB上流、下流領

域を増幅した。 sigB上流領域を HindIIIIEcoRIで処理、下流領域を

EcoRIIXbaIで処理し、 pG19IIの HindIII/XbaIサイトに挿入した。

3.2.5.2 pKNR-sigBの構築

B4株の染色体を鋳型にして、プライマーsigB-ex-F / sigB-ex -Rを用い

て PCRした。増幅断片を EcoRIIHindIIIで処理し、同じく EcoRIIHindIII 

で処理した pKNROl.lに挿入した。

3.2.5.3 pKNR・bnzCBの構築

B4株の染色体を鋳型にして、プライマーbnzCB-ex-F/bnzCB-ex-Rを

用いて PCRした。増幅断片を XbaIlDraIで処理した。また、プライマ

ーpk-F/pk-Rを用いて、 pUC4Kのカナマイシン耐性遺伝子プロモータ

ー領域を PCR増幅した後、 KpnIlXbaIで処理した。各断片を同時に、

KpnIlEvoRVで処理した pKNROl.lに挿入した。
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3ム5.4 pKNR-ep21、pKNR-ep24の構築

B4株の染色体を鋳型にして、プライマーEp21・ex-F/Ep21・ex-Rおよび

Ep24・ex-F/Ep24・ex-Rを用いて PCRした。それぞれの増幅断片を EcoRI

で処理した後、 EcoRIIEcoRV で処理した pKNROl.l に挿入し、

pKNR-ep21および pKNR-ep24を構築した。

3ム6 エレクトロポレーション

第 2 章 2.2.6参照。 Bufferは HGbuffer (0.3M glycerol 、7mM

HEPES[pH7.0 by KOH] )を用いた。

3.2.7 リアルタイム逆転写 PCR(RT-PCR) 

通常の条件またはストレス条件下で培養した B4株および B4派生株

は、 RNAprotectbacteria reagent (QIAGEN， Inc.， Valencia， CA)を用いて

RNA安定化を行った。総 RNAの抽出は RNeasykit (QIAGEN， Inc.， 

Valencia， CA)を使用し、メーカーの指定する使用方法に従った。リア

ノレタイム・RT-PCRは LightCyclersystem (Roche diagnostics)を用いて行

い、試薬は OneStep SYBR⑧PrimeScript⑧ RT-PCR Kit (TaKaRa Bio)を使

用し、メーカーの指定する使用法に従って行った。内部標準には gyrB

(プライマーgyrB-RT-F/gyrB-RT-F) を用いた。

3.2.8 エタノール、熱、トルエンストレス条件下での培養

B4株を TSB液体培地で OD600=2.0になるまで培養した。培養液 500

μl分の菌体の RNA安定化を行った (0時間)。残りの培養液を 5ml

ずつスクリュー管瓶または試験管に分注した。スクリュー管瓶には 3

本分注した。 1本目はコントロールとしてそのまま 280Cで培養した。 2

本目にはエタノールを 3%となるように加え、 3本目にはトルエンを

200μl加えたダーラム管を入れてトルエン蒸気を供給し、 280Cで培養

した。試験管には 2本に分注し、 1本は熱ストレスを与えるため 330C

で培養し、残りの 1本はコントロールとして 28
0Cで培養した。各培養

液は 120rpmで振とう培養した。培養 1時間、 2時間後に各培養液 500

μl分の菌体の RNA安定化を行った後、 RNA抽出を行った。抽出した

総 RNAは-80'Cで保存した。

3.2.9 有機溶媒ストレス条件下での培養

TSB寒天培地に B4株または dsigB株を塗布し、各有機溶媒の入った

小瓶とともに密閉容器(タッパー)に入れて、有機溶媒を蒸気で供給

しながら 28
0

Cで培養した。コントロールは、そのまま 28
0

Cで培養した。

2日間培養した後に、 1白金耳の菌体をかき取って RNAの安定化を行

った。抽出した総 RNAは・800Cで保存した。
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3.2.10 sigB破壊株およびその派生株の構築

ノンマーカー遺伝子組換え技術の原理は第 2章を参照。 sigB破壊株

(dsigB株)を構築するために、 B4株に pG19・dsigBを導入し、 1回目

の相同組換え株(ゲンタマイシン耐性、スクロース感受性)を取得し

た。 1回目の相同組換え株を TSB液体培地で約 6時間培養し、 TSB+

スクロース (20%) 寒天培地に塗布した。最初にコロニーが形成され

た後、数日開放置して遅れて形成された小さいコロニーを選択した。

sigB破 壊株の確認はプライマー sigB-NM-F1/sigB-NM-R2 および

sigB-RT-F/sigB・RTを用いて、 PCRにより千子った。

dsigB-pkAは dsigB株に第 2章で構築した pG19-Pkm-bnzを導入する

ことにより構築した。 dsigB-bnz株は dsigB-pkA株に pKNR-bnzCBを導

入することにより構築した。

3ム11dsigB株のストレス耐性試験

B4株および dsigB株を MSB+グルコース液体培地で一晩培養した。

培養液を、ほぼ同じ濃度になるように新しい MSB+グルコース液体培

地に分注した(スクリュー管瓶)。コントロールは、そのまま 2S0Cで

培養した。 pHストレスについては MSB液体培地の pHを HClで予め

6.0および 5.0に調整しておいた。熱ストレスについては、培養時の培

養温度を 33
0Cにした。エタノールストレスについては、エタノールを

3%および 4%となるように添加した。熱+エタノールストレスについて

は、エタノールを 3%添加し、 33
0

Cで培養した。それぞれ、 120rpmで

振とう培養し、経時的に OD600を測定した。

3.2.12有機溶媒耐性試験

B4株および dsigB株、またはその他の派生株を TSB液体培地で培養

した。 OD600の値がほぼ同じになるように培養したが、若干のずれが

生じた場合は、同じ菌体濃度になるように TSB液体培地を用いて調整

した。初期濃度を統ーした菌体培養液は、 TSB液体培地を用いて 10

倍ずつ 10-4倍まで希釈していった。各希釈段階の培養液を TSB寒天培

地に 5μlずつ滴下した。コントロールのプレートはそのまま 2S0Cで培

養した。有機溶媒耐性試験をする際は、タッパーにプレートと各有機

溶媒の入った小瓶を入れて密閉し、 2S
0
Cで培養した。培養 3 日目 "'-'6

日目にプレートを取り出し、観察した。
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第3節結果と考察

3.3.1 sigAおよび sigBの転写解析

B4株の RNAポリメラーゼシグマ 因子の一種で ある SigB は

A砂cobacterium属細菌の σBタンパク 質と高 い相向性を示した。σB遺伝

子の転写は増殖定常期やエタノールなど のストレスに より誘導される

と報告されている [46，47]。そこで、 B4株 の SigB遺伝子 (sigB) が環

境ストレスにより誘導されるか測定した。まず、 B4株を TSB液体培

地で培養し、経時的に吸光濁度(OD600) を測定すると同時に総 RNA
を抽出した。リアルタイム-RT-PCRで sigBの転写量を測定すると、 sigB

の転写は対数増殖期後期から定常期に誘導されることが分かった

( Fig.3・1)。一方、比較として測定した sigAは主要シグマ因子であり、

増殖する細胞におけるほとんどの RNA合成に関与するとされている

[48]0 B4株においても、 sigAの転写はほぼ構成的に誘導されていた。

次に、 B4株をエタ ノール (3%)ス トレス(Fig.3-2)、熱 (330C) ス

トレス(Fig.3・3)、 トルエン蒸気ストレス (Fig.3-4) 条件下で培養し、

総 RNAを抽出して sigAおよび sigBの転写量を測定した。sigAはコン

トロールにおいても、ストレス条件下においても構成的に転写されて

いた。一方、 sigBはストレスを与えて l時間後にはその転写量が増加

していた。 このことか ら、B4株の sigBも確かにストレスにより誘導

されていることが確認された。 また、 トルエ ン蒸気ス トレスを与えた

際に も転写が誘導されていたことから、 sigBは一般的なス トレスの他

に有機溶媒ス トレス に対しても関与 しているのでは ないかと考え 、

sigB破壊株の構築を試みた。
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Fig.3・l各増殖段階における sigAおよび sigB転写量

sigAおよ び sigB転写量は gyrB転写量で標準化した。
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Fig.3-2エタノ ールス トレス条件下での sigAおよび sigB転写量

sigAおよび sigBの転写量は gyrB転写量で標準化し、さらに 0時間で

の転写量で標準化し た。
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Fig.3-3熱 トレス条件下での sigAおよび sigB転写量

sigAお よび sigBの転写量は gyrB転写量で標準化 し、 さらに 0時間で

の転写量で標準化し た。

口:コ ン トロール、 ・ :熱ス トレス
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Fig.3-4 トルエン蒸気ストレス条件下での sigAおよび sigB転写量

sigAおよび sigBの転写量は gyrB転写量で標準化し、さ らに 0時間で

の転写量で標準化 した。

口:コントロ ール ・ :トルエ ンス トレス

3.3.2 sigB破壊株の構築とストレス耐性

sigBの破壊はノンマ ーカー遺伝子組換え技術を用いた。 sigBの上流

および下流領域を PCR増幅し、 pG19IIに挿入して sigB破壊用プラス

ミド pG19-dsigBを構築した。pG19-dsigBを B4株に導入し、 l回目 の

相同組換えを取得した。l回目の組換え株を TSB培地で 6時間培養し 、

TSB+スクロース (20%) 培地に塗布 して 2回目の組換え株を得た。2

回目の組換え株は 50%の確率で遺伝子欠損株になっているはずであ

るが、 PCRによって確認したところ 、全て野生型に戻っていた。 何度

か同じ作業を繰り返した後に 、2回目の組換え株のコロニーが生えて

きたプレートを放置していたところ、非常に増殖の遅し 1小さなコロニ

ーが生えてきた。そのコロニーを調べたと ころ、全て sigB破壊株(dsigB 

株)であることが分かった (Fig.3-5)osigBはストレス条件下で誘導さ

れ、ストレス而十性に関与する様々な遺伝子の発現に関与 している 。 し

たがって、 sigBを破壊するとスクロ ース (20%)ストレスに対する 耐

性が弱くなり、増殖が阻害されたのではないかと 思われる 。

dsigB株におけるストレス耐性を調べるために、 B4株および dsigB

株を MSB+グルコース培地で培養し 、pHストレス (pH6.0、pH5.0)、

熱(33
0
C)ストレス、エタノ ール (3%or4%)ストレス 、そして熱 (33

0
C)

+エタノ ール (3% or 4%) ストレスを与えて培養し、経時的に OD600
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を測定した。コントロールでは B4株と dsigB株 の増殖速度に差は無か

った。pHストレスに対してもほとんど差がな かっ た。 しか し、熱スト

レスおよびエタノ ールストレスにおいては、 dsigBの増殖速度の低下が

見られた。さらに、熱+エタノ ールス トレスを与えると、その差はさ ら

に顕著なものとなった。

B4株および dsigB株にエタノールストレスを与えて顕微鏡で観察し

たところ、エタノールストレス条件下での B4株の細胞の形態はコン

トロ ール (MSB+グルコース)と比べて細胞が細長 くなっていた。 こ

れは、エタノールストレスに対する応答として、菌体表面と容積の比

を低下させることにより、相対的な表面積を低下させて、ダメー ジを

低減さ せているのかもしれない。一方、 dsigB株はコントロールでもエ

タノールストレス条件下でも細胞が細長くなっていた。 これは、 sigB

が常に(野生株では強いストレスを感じない条件下でも)ストレスを

感じているためかもしれない。

bf sigB 
ー=三一ー一一一一ー』..... -br 

af 
-・圃静

B4株 ・・・・

(野生型) -ar 
af 

-・闘争

dsigB株 ・

n皮壊型)

-
A

巧

L

JA
nt
F

R
 

M

M
下

下

N

N

R

R
 

B

B

B

B
 

m

l

‘

σ
b
c
b
o
D
σ
D
 

司

I

l

-

-

-1

戸
、

n

b

Q

M

円

b

n

b

nu
 

問

d

t

H

h

M マー力一

①②③④ dsigB 

B: B4株(コントロール)

咽-ar 

M 

(a) 

Fig.3・5 sigB破壊株の確認

(a)はプライマーaf/arを用いた PCR産物の電気泳動写真。(b)はプライ

マーbf/brを用いた PCR産物の電気泳動写真。プライマーaf/arを用い

た PCRでは野生型は約 4.0kb、破壊型は約 3.0kbのバンドが増幅され

る(a)。プライマーbf/brを用いた PCRでは野生型は約 120bp、破壊型

は増幅されない (b)。 したがって、レー ン①②③④全ての株が dsigB

株であると確認された。
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Fig.3・6 B4株および dsigB株ストレス条件下における増殖速度の比較

全てのグラフにおいて、・および圃は B4株、 Oおよび口は dsigB株の

OD600を示している。Aはコントロールとしてストレスを与えずに 28
0

C

で培養したときの増殖経時変化である。Bは pHストレスを与えた場合

である。 Cは熱ストレス (33
0C)条件下で培養した場合であり、 dsigB

の増殖速度の低下が観察された。 Dはエタノール 3%および 4%添加時

の増殖経時変化を示している。 E は熱 (33
0
C) +エタノールストレス

条件下での増殖を示しており、.およびOは熱 (33
0
C) +エタノール

3%ストレスの増殖速度を示している。・で示した B4株は増殖が可能

であったが、 Oで示したのigB株は明らかな増殖阻害が確認された 0

・および口は熱 (33
0

C)+エタノール 4%ストレス条件下での増殖速度

を示している。・で示した B4株は OD600の増加は確認できないものの、

菌体濃度は維持しているようであった。口で示した dsigB株では OD600

の値が経時的に低下していることから、ストレスに耐え切れず死滅し

ている様子が観察された。
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Fig.3-7 B4株および dsigB株の顕微鏡写真

3.3.3 dsigB株の有機溶媒耐性

dsigB株では環境ストレスに対する而什生の低下が確認されたことか

ら、有機溶媒耐性の低下 も見られるのではないかと考えた。そこで、

B4株および dsigB株を TSB培地で培養し、培養液を 10倍ずつ希釈し

ながら TSB寒天培地にスポットして、プレート を有機溶媒の入った小

瓶とともに密 閉容器(タッパー)に入れた。すると、 p-キシレンやエ

チルベンゼンなどでは増殖に差は見られなかったが、ベンゼン、 トル

エン、 n-ヘキサンでは dsigB株において顕著な増殖阻害が観察された

(Fig.3・8)。そこで、 sigB発現ベクターpKNR-sigBを構築し、 dsigBに

導入(dsigB-psB株)したところ、ベンゼン、 トルエ ン、 n-ヘキサンに

対する 而十性が復帰 した。sigBを破壊しても、全ての有機溶媒に対する

耐性が低下したわけではないが(Table3-3)、これは B4株の有機溶媒耐

性機構 がし 1かに複雑であるかを示唆して い る。 しかし、少なくとも

SigBがベンゼン、 トルエン、 n・ヘキサンに対する 而十性に関与している

こと は証明された。SigBは RNAポリメラ ーゼを構成するサブユニッ

トである 。すなわち、 dsigBの有機溶媒耐性が低下した直接の原因は、

SigBが破壊されたことにより、 SigBに転写制御 されている遺伝子の発

現が低下したためだと思われる 。そこで、 SigBに制御されている遺伝

子の探索を行った。
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Fig.3-8 B4株および dsigB株における有機溶媒耐性試験
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Table3-3 sigB破壊株で耐性が低下した有機溶媒

B4 
log Pow Solvent 

Utilization Tolerance 

5.6 n-Decane + + 

電4国Q. 
4.6 n・Heptane + + 

4.5 n-Qctane + + 

g 3.6 Propylbenzene + + 

-= 3.5 I n-Hexane + + 
。=- 〆3、.，3、 Diethylphthalate + + 
=個圃T• 3.2 Cyclohexane + + 
~ 

3.2 Ethyl benzene + + 

3.2 m-Xylene + + 

3.2 p-Xylene + + 

3.1 o-Xylene + + 

3.0 Styrene + + 

2.5 I Toluene + + 

2.4 n-Heptanol 
ω 2.3 Dimethylphthalate + + 
.国

2.0 Benzene + + 
H 。 2.0 Chloroform 

0.8 n-Butanol 

B4株が耐性を持つ有機溶媒(+で表示)について 、dsigB株の有機溶

媒耐性を調べた。すると 、赤枠で囲んだ かヘキサン、 トルエン、ベン

ゼンでのみ耐性の低下が確認された。その他の有機溶媒に対しては、

耐性の低下は観察されなかった。

3.3.4 有機溶媒耐性に関与する遺伝子の探索

3.3.4.1ベンゼンジオキシゲナーゼ遺伝子

dsigB株のベンゼンジオキシゲナーゼ、遺伝子 bnzAlの転写量をリア

ルタ イム-RT・PCRにより 測定したところ B4株に比べて転写量が顕著

に低下してお り、 dsigB株 に sigB発現ベクタ ーpKNR-sigBを導入した

dsigB-psB 株 ではその転写量が復帰して い る こ とが 確 認された

(Fig.3-9)。つまり 、sigBは bnzオペロンの転写制御 に関与 していた こ

とがわかった。bnzオペロンはベンゼンやトルエンの代謝 に関与して

いるが 、dsigB株ではそれらの有機溶媒に対する 耐性が低下していた。

もしかすると 、ベンゼンや トルエンの代謝、つまり分解が有機溶媒耐

性に関与しているのではないかと考え 、次のような実験を行った。

まず、dsigB株で bnzオベ ロンが構成的に発現するように 、ノンマー

カー遺伝子組換 え技術 を用い て bnzAlプロ モー ター と kanプロ モー タ

ーを置換し、 dsigB-pkA株 とした。dsigB-pkA株の bnzAl転写量は構成
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的に誘導されていることが、リアルタイム-RT-PCRにより確認された

が、bnzAIA2A3A4の下流に存在する bnzCの転写は構成的ではなかった

CFig.3・10)。そこで、 dsigB-pkA株に bnzCB発現ベクターpKNR・bnzCB

を導入し、 dsigB-bnz株とした。 dsigB-bnz株の bnzAlおよび bnzCは構

成的に転写されていることが確認された CFig.3・10)。そこで、 dsigB-bnz

株のトルエン耐性テストを行ったが、その耐性は dsigB株よりも低下

していた CFig.3・11)。さらに面白いことに、 B4株の bnzAIA2A3A4CB

を破壊した dbnz株はトルエン分解経路を破壊しているにもかかわら

ず、耐性が低下するどころか逆に B4株よりも耐性が若干増加してい

た。もしかすると、 トルエンの代謝過程で生産される物質が B4株に

対してストレスを付与しているのかもしれない。そのため、 dsigB-bnz

株ではそのストレスによりトルエン而十性が dsigB株よりもさらに低下

し、逆に dbnz株では代謝中間物によるストレスが低減されるために

B4株に比べて増殖速度が速くなるのかもしれない。この推測が正しい

か確認するためには、相補性試験として bnzAIA2A3A4CB発現ベクター

を構築し、 dbnz株に導入した時にトルエン耐性が B4株と同程度に戻

るかを確認する必要がある。しかし、今回の結果から、 B4株において

BnzACBによるトルエンの分解はトルエン耐性に少なくともプラスに

は作用しないということが示された。

官15 ~ 口 TSB

4 110 • TSB+Tolu也 e

E 
5 

。
B4 dsigB dsigB-psB 

Fig.3・9B4株、 dsigB株、 dsigB-psB株における bnzAl転写量の比較

bnzAlの転写量は gyrBの転写量により標準化した。
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Fig.3・11B4株，dsigB株およびその派生株におけるトルエ ン耐性テスト

3.3.4.2 efflux pump 

グラム陰性菌における有機溶媒耐性機構の研究では、 effluxpumpを

用いて有機溶媒を細胞外へ排出することによる耐性機構が報告 されて

いる [24-28]。 しかしながら、グラム陽性菌においては、有機 溶媒耐性

と effluxpumpを関連付けた報告は無い。そこで、B4株における efflux

pumpが有機溶媒而十性に関与しているか調べることにした。

まず、 B4株のゲノム情報を元に、 B4株の“putativeefflux pump" と

推測されている遺伝子 (32遺伝子)に対するリアルタイム -RT-PCR用

のプライマ ー を設計した。次に、 B4株を TSB、TSB+トルエ ン、TSB
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+n・ヘキサン、 TSB+o・キシレン、 TSB+n-テ、カンで培養し、総 RNA

を抽出した。リアルタイムーRT-PCRの結果は、 TSB培地で培養時の転

写量で標準化した (Fig.3・12)。その結果、 トルエンやかヘキサンを供

給した時に 21番目(そか2])および 24番目(々か24)の遺伝子の転写量

が、 TSB培地で培養したときと比較して約 3-6倍増加していることが

分かった。さらに、 B4株および dsigB株を TSB+トルエンで培養した

時のそか転写量を調べたところ、全ての遺伝子の転写量が低下してい

た (Fig.3・13)。したがって、々か21および々か24はトルエンやヘキサン

の耐性に関与しており、sigB破壊株ではぞか21と々 か24の転写量が低下

することにより、その耐性も低下するのではないかと考えた。

そこで、そか21および々か24発現ベクターpKNR-ep21、pKNR・-ep24を

構築し、 dsigBに導入した(dsigB-ep21株、 dsigB-ep24株)0 pKNR-ep21 
および pKNR・ep24は、 dsigB株で発現するように、それぞれ々か21と

か々24の SD配列の上流に kanプロモーターを融合させた。 dsigB-ep21
株、 dsigB-ep24株を用いてベンゼン、 トルエン、 n・ヘキサンに対する

耐性テストを行った結果、 dsigB・ep24株の耐性は復帰しなかったが、

dsigB-ep21株はかヘキサンに対する耐性が若干復帰した (Fig.3・14)。

さらに、 B4株に pKNR-ep21、pKNR-ep24を導入して B4・ep21株および

B4・ep24株を構築し、ベンゼン、トルエン、 n・ヘキサンに対する耐性テ

ストを行った結果、 B4・ep21株では若干耐性が増加した。このことか

ら、々 か21はかヘキサン耐性に関与している可能性が示された。もし、

efflux pumpが有機溶媒耐性に関与しているならば、これまでほとんど

解明されていないグラム陽性菌の有機溶媒耐性機構に関する研究に対

する突破口のーっとなるかもしれない。そこで、今後は B4株の々か21
を破壊したときにかヘキサン感受性を示すかどうかを調べ、もし感受

性を示すならばそか21発現ベクターを導入した時に相補性を示すかを

調べることにより、々か21が確実にかヘキサン耐性に関与しているかを

確認する必要があると思われる。それと同時に、ベンゼンやトルエン

またはその他の有機溶媒に対する耐性に関与する遺伝子の探索も、引

き続き行う必要があると思われる。
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Fig.3-12 efflux pump遺伝子転写量の比較

各遺伝子の転写量は gyrB転写量で標準化し、

した際の転写量を 100%として標準化 した。
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Fig.3・13efflux pump遺伝子転写量の比較 (TSB+トルエン培養時)

各遺伝子の転写量は gyrB転写量で標準化 した後、さらに B4株におけ

る遺伝子転写量を 100%として標準化 した。園は B4株の遺伝子転写量、

・は dsigB株の遺伝子転写量を示す。
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3.3.4.3 分子シャベロン

グラム陰性菌における有機溶媒耐性の研究では、分子シャ ベ ロンが

有機溶媒耐性を付与しているという報告もある [35，36，37]。分子シャ ベ

ロンによる耐性機構は、細胞内に入ってきた有機溶媒による タンパク

質の変性を低減させることによる 。そこで、 B4株においても有機溶媒

耐性と分子シャ ペ ロンが関与していなし 1か調べることにした。

B4株のゲノム情報を元に、 27種類の分子シャペロンに対するリア

ルタ イムーRT-PCR用プライマーを設計した。そして 4.3.3.2と同様の操

作をした。その結果、々か の時ほど大きな差は出なかったが、 clpP4、

clpS、hscA-l、hscA-3、groEL-l、groEL-2、groESの転写量が有機溶媒

供給下で比較的増加していた (Fig.3-15)。 グラム陰性菌における分子

シャペロンと有機溶媒耐性に関する研究では、 GroELSを過剰発現させ

ること により 、 有 機 溶 媒 耐性 が増加したという報告もある [35]。

Fig.3・ 15の結果でも oーキ シレンや かデ、カン供給時に GroEL、GroESの

転写量が増加している 。 しかし、 トルエ ンや かヘキサン供給時には増

加量が大きくなかった。も しかすると、 B4株にとって比較的毒性が低

い有機溶媒に対しては GroELSによる耐性機構が働いているのかもし

れない。また、トルエン供給時の clpP4、clpS、hscA-l、hscA-3、groEL-l、

groEL-2、groESの転写量を B4株と dsigB株で比較してみた (Fig.3-16)。

すると 、dsigB株では groEL-lおよび groEL-2の転写量の増加が観察さ

れたが、その他の遺伝子では発現量が低下していた。

今後はこれらの遺伝子が有機溶媒耐性に関与しているかを調べる必
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要がある 。 しか し、分子シャペロンは細胞の増殖にとって必須である

こと が多く、破壊できないことも多い。そこで、 B4株または dsigB株

内で分子 シャペロンを過剰発現させ、有機溶媒耐性 との関係を調べる

必要があると思われる 。
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Fig.3-15 B4株における分子 シャベロン転写量の比較

各遺伝子の転写量は gyrB転写量で標準化した後 、さ らに TSB培養時

の各遺伝子の転写量で標準化した。有機溶媒供給下での転写量の増加

が比較的大き かった遺伝子は赤枠で囲っ た。
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Fig.3-16 B4株と dsigB株の分子、ンャベロン転写量の比較

各遺伝子の転写量は gyrB転写量で標準化した後、 B4株における各遺

伝子 の転写量によって標準化した。

45 



3.3.4.4 その他のシグマファクター

これまでの研究で B4株において sigBが有機溶媒耐性に大きく関与

していることが分かった。そこで、その他のシグマファクターについ

ても調べることにした。まず、 B4株と dsigB株でトルエン供給時のそ

の他のシグマファクター遺伝子の転写量を比較した (Fig.3・17)。その

結果、dsigB株の sigH転写量が B4株と比べて 7倍以上増加していた。

これは、 sigBが機能しなくなったことにより sigHがその機能を代替し

ているためであるかもしれない。また、 dsigB株では sigF-l、sigF-2、

sigF-3、sigL-l、sigL・2の転写量の低下が見られた。

次に、 B4株を TSB培地で培養し、経時的に OD600を測定するととも

に、総 RNAを抽出した。各増殖段階における sigF-l、sigF・2、sigF・3
の転写量を測定したところ、 sigBと同様に増殖段階の後期から、その

転写量が急激に増加することがはっきりと示された (Fig.3-18)。この

ことから、 sigFもsigBと同様にストレス条件下において発現が誘導さ

れるシグマ因子である可能性が示唆された。また、sigB破壊株では sigF

の転写量が低下しているため、 sigBは sigF発現に関与している可能性

もある。今後は、 sigF破壊株を構築し、そのストレス耐性や有機溶媒

耐性についても検討していく必要がある。
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Fig.3・17B4株および dsigB株におけるシグマ因子遺伝子転写量の比較

各遺伝子の転写量は gyrB転写量で標準化した後、 B4株における転写

量を 100%として、再標準化した。
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Fig.3-18各増殖段階における sigF-1，F・2，F・3遺伝子転写量の比較

各遺伝子の転写量は gyrBにより標準化した。

要約第4節

B4株において、 sigBは対数増殖期後期以降および、熱ストレス、エ

タノールストレス、 トルエンストレス条件下で誘導されていることが

確認された。 sigB破壊株は熱ストレス、エタノールストレスに対する

耐性が低下していた。さらに、有機溶媒耐性を調べたところ、ベンゼ

ン、 トルエン、 n・ヘキサンに対する而十性が顕著に低下していた。 sigB

発現ベクターを構築、相補性試験を行ったところ、それらの有機溶媒

に対する而十性の復帰が確認された。

sigB破壊株ではベンゼンジオキシゲナーゼ遺伝子の転写量が低下し

ていた。しかし、 トルエンの分解はトルエン耐性に対してプラスには

作用していなかった。 effluxpumpの転写量を調べたところ、々か21、々か24

の転写量がトルエンおよびかヘキサン供給下で顕著に増加していた。
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そこで、々か21および efp24発現ベクターを構築し、 sigB破壊株に導入

したところ、ぞか21導入株ではかヘキサンに対する耐性が若干復帰して

いた。このことから、 Rか21がかヘキサンの排出に関与している可能性

が示された。

有機溶媒供給下で分子シャペロンの転写量を調べたところ、 clpP-4、

clpS、hscA-1、hscA・3、groEL-1、groEL・2、groESの転写量の増加が確

認された。また、シグマ因子遺伝子 sigF-1、F・2、F・2は sigBと同様に

対数増殖期後期から急激に転写が誘導されることが分かった。今後は、

これらの遺伝子が有機溶媒耐性に関与しているか調べていく必要があ

ると思われる。
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第 4章

R. opacus B4株を用いた

トノレエンからのクレゾーノレ生産

第1節緒言

R. opacus B4株は、ベンゼン、 トルエン、キシレンおよびエチルベ

ンゼンなどの芳香族炭化水素やオクタンやデカンなどの脂肪族炭化水

素を含む種々の有機溶媒に耐性を示す[17]。また、 B4株の細胞は非常

に疎水度が高く、テトラデカンなどの有機溶媒に容易に懸濁すること

が可能である。さらに、有機溶媒に懸濁された B4株細胞は少なくと

も 5日間は生存するうえに、 トルエンジオキシゲナーゼ活性を示すこ

とが報告されている [49]。このことから、 B4株は疎水性バイオプロセ

スにおける生体触媒の宿主として多いに期待されている。

そこで本研究では、 B4株を用いた疎水性バイオプロセスのモデル系

として、 トルエンからクレゾールの生産を試みた。

第2節実験材料および方法

4.2.1 使用菌株およびプラスミド

使用菌株およびプラスミドは Table4・1に示した。 R.opacus B4株お

よび B4派生株は TrypticSoy Broth(Difco Laboratory， Detroit， MI， 

USA)を用い、 280Cで振とう培養した。 MSB培地 (2.2.1参照)を用い

る際は、炭素源としてグルコースを 2g/1加えるか、適当な有機溶媒を

蒸気で供給した。寒天培地の調製では寒天を 15g/l添加し、スクロース

を加える際は 200g/1 となるように加えた。抗生物質は必要に応じて

75mg/lカナマイシン (Km)、30mg/lクロラムフェニコール(Cm)、5mg/l

ゲンタマイシン(Gm)を加えた。 E.coli MV1184はプラスミド構築のた

めに使用した。 MV1184は LuriaBertani (LB)培地[45]を用いて、 37
0

C

で振とう培養した。 LB寒天培地の調整には寒天を 15g/l加え、スクロ

ースを入れる際は 50g/1となるように加えた。必要に応じて、 30mg/lの

Cm、10mg/lの Gmを力日えた。
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Table 4・1 使用菌株およびプラスミド

Strain or plasmid Description 
Source or 

reference 

E. coli 

MV1184 ara企(/ac-proAB)rpsL thi (φ80 lacZ企M15)

企(srl-recA)306::TnlO(Tcr) F'[traD36 proAB+ 

lac~ lacZL'l.M 15] 

[43] 

R.opacus 

B4 

B4DeKm 

DeKm-BA 

dPCZ 

有機溶媒耐性細菌。 [17]

B4・bnzB破壊株。 bnzB::Kmro [18] 

B4DeKm株に bnzAIA2A3A4発現ベクター This study 

pKNR-bnzAを導入。 Kmr，Cmr。

B4派生株。 phlB，phlA，catAノンマーカー破 This study 

壊株。

dPhC派生株。 b初nzAlμAρ42A3.<μ ，bnzロzC，b初nzBノン This study 

マ一カ一破壊株。

dPCZ派生株。 phlB2，phlA2ノンマーカー破 This study 

壊株。

dPCZ-P2 株に bnzA 発現ベクター Thisstudy 

pKNR・bnzAを導入。 Cmr。

dPCZ-P2株に bnzAIA2A3A4発現ベクター This study 

pKNApkを導入。 Cmr。

dPhC 

dPCZ-P2 

dPCZ-P2-BA 

dPCZ-P2・pkB

Plasmids 

pKNR01.1 

pG191I 

[41 ] 

pKNR・bnzA

R. opacus-E. co/iシャトルベクター

ノンマーカー遺伝子組換え用プラスミド。

ポジティブマーカーとして Gm耐性遺伝

子、カウンターセレクションマーカーとし

て sacBを持つ。

bnzAIA2A3A4発現ベクター、 pKNROl.lに This study 

bnzAIA2A3A4を挿入。

bnzA発現ベクター、 pKNROl.lに kanプロ [50] 

モーター+bnzAIA2A3A4を挿入

pG19II派生プラスミド。 phlB，phlA破壊用。 Thisstudy 

pG19II派生プラスミド。 bnzAIA2A3A4CB破 This study 

壊用。

pG19II派生プラスミド。 phlB2，phlA2破壊 This study 

[44] 

pKNApk 

今
ム

l

z
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pG19-dph12 

用。

Ap:ampicillin， Km:kanamycin， Gm:gentamycin， Cm: chloramphenicol 
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4.2.2使用プライマーおよび PCR

本研究で使用したプライマーは Table4-2に示した。PCRは KODplus 

DNA polymerase (Toyobo， Tokyo， Japan)を用い、メーカーの指定する使

用法に従って行った。

Table 4・2 使用プライマー

Primer 

bnzA-ex-F 

bnzA-ex-R 

phlBO・F

phlBO・R

catAO-F 

catAO-R 

bnzAO-2F 

bnzAO-2R 

bnzSO-2F 

bnzSO-2R 

phlB2・O-F

phlB2・O-R

phlA2・0・F

phlA2・0・R

phl・RT・F

phl-RT-R 

bnzA-RT-F 

bnzA-RT-R 

16s-RT-F 

16s-RT-R 

PI-RT-F 

PI-RT-R 

P2-RT幽 F

P2-RT-R 

P3-RT-F 

P3-RT-R 

P4-RT-F 

P4-RT-R 

P5-RT-F 

P5-RT-R 

P6-RT-F 

P6-RT-R 

P7-RT-F 

Sequence(5' to 3') 

ACTGAAGCTTGAATTCCAGCCGGGTGG 

ACTGGTACCTCCTGTTGCCGTGTGTGATG 

ACTTCTAGAACCTGTTGGTGGACTGTG 

ACTGGTACCGACCTGCACAACGTATGAC 

AGTGGTACCAGGTCGTGACCTACGAC 

ACTGAATTCCAAGTACAGCATCAGTCGTC 

AGAAGATCTAGAAACGCATCCGACCCAACAC 

AGAAGACTGCAGCCTTACGGCAACCAATATGGTC 

AGAAGACTGCAGAACAACAGCGAACGACACCAGG 

AGAAGAAGCTTTCGCGTTTCCTCCATCGCTATC 

GAAGTTATCAGTCGACGATGCTTCGGTGCTCC 

ACTGGTACCGACCTGCACAACGTATGAC 

ACTGGTACCCTGAGATACCGACCATTACC 

ATGGTCTAGAAAGCTTTCGAACTGTTCCACGTAG 

TGACGTATGGCTGGATGG 

ACCTTCTCCTGCGACTC 

TGTACGAACAGGAACTGGAG 

ATCCTCGCCCATGTAGTTC 

CGTGCTTAACACATGCAAGTCG 

ACCCAGTTTCCCAGGCTTATC 

TGTCGACGTTCTGCTGC 

TGAACTCCGGAATGGAGG 

AGACTGTGCCAGGTCAC 

ACGGGTTCGGGATTCTG 

ACCACGCGATCATCAACC 

TGAAGTTGTAGTTGGTGATCG 

TTCTCGTCACGCTCGAC 

GATGTGGAACTCGAGCAG 

ATCGAACCTCGGCTCTG 

TGCCTGCGAAGTGCATG 

TGACGTATGGCTGGATGG 

ACCTTCTCCTGCGACTC 

CACGAACTGAAGGTCGAC 
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P7RT-R CACTCCGAGATTGACGAC 

P8-RT-F TCCAGCCGAGGTTGTAG 

P8-RT-R CATGTGAACGTGCGCATG 

P9・RT-F TGTGCGATCTGCTGGAG 

P9-RT-R AACTCGCGATGGAGGAC 

PI0-RT-F AACCAGTTGACGAGGTCG 

PI0-RT-R TCGAACCACGATATGTAGG 

Pll-RT-F GTCGTTCTCGTCGAACC 

PII-RT-R ATCTTCACGGTGCCGATG 

P12-RT-F AGTGTGTCGAAGATCCACC 

P12-RT-R GTTGATCGTGACGGGATC 

P13-RT-F TGGGTACTGATCACCTCG 

P13-RT-R ACCACATGGTCGTCGAC 

4.2.3遺伝子操作

第 2章 2.2.3参照

4ム4R. opacus B4株からの染色体抽出

第 2章 2.2.4参照

4.2.5プラスミドの構築

4ム5.1 bnzA発現ベクターの構築

B4株の染色体を鋳型にして、プライマーbnzA-ex-F/bnzA・ex-Rを用

いて PCRした。増幅断片を HindIII/KpnIで処理し、同じく HindIIIIKpnI 

で処理した pKNROl.lに挿入した。

4ム5.2 pG19-dphlの構築

B4株の染色体を鋳型にして、プライマーphlBO・F/phlBO・R および

catAO・F/catAO・Rを用いて、それぞれ phlB上流、 catA下流領域を増幅

した。 phlB上流領域を XbaIlKpnIで処理、 catA下流領域を KpnIlEcoRI

で処理し、 pG19IIの XbaIlEcoRIサイトに挿入した。

4ム5.3 pG19・dbnz2の構築

B4株の染色体を鋳型にして、プライマーbnzAO・2F/bnzAO・2Rおよび

bnzSO・2F/bnzSO・2Rを用いて、それぞれ bnzAl上流、 bnzB下流領域を

増幅した。 bnzAl 上流領域を XbaIlPstIで処理、 bnzB下流領域を

PstIl HindIIIで処理し、 pG19IIの XbaIlHindIIIサイトに挿入した。
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4.2.5.4 pG19・dphl2の構築

B4株の染色体を鋳型にして、プライマーphlB2・0・F/phlB2・0・Rおよび

phlA2・0・F/phlA2・0・R を用いて、それぞれ phlB2上流、 phlA2下流領域

を増幅した。 phlB2上流領域を XbaIlKpnIで処理、 phlA2下流領域を

KpnI/EcoRIで処理し、 pG19IIの XbaIlEcoRIサイトに挿入した。

4.2.6エレクトロポレーションによる形質転換

第 2 章 2.2.6参照。 Bufferは HGbuffer (0.3M glycerol 、7mM

HEPES[pH7.0 by KOH] )を用いた。

4.2.7 二相系培養システム

B4株または B4派生株を TSB液体培地で一晩培養し、 20400X gで 3

分間遠心分離して集菌した。ペレットを MSB培地に懸濁し、遠心分離

(20400 X g、3分間)で集菌することにより洗浄した。ペレットを適

当量の TSBまたは MSBに懸濁し、 10mlずつスクリュー管瓶に分注し

た。有機溶媒相として、テトラデカンを 5ml重層した。基質となる有

機溶媒が 300μl入ったダーラム管をスクリュー管瓶に入れてキャップ

をし、有機溶媒を蒸気で供給した。基質となる有機溶媒にはトルエン

を用いた。培養は 280C、120rpmで行った。

4.2.8 HPLCによる分析

カラムは TSK-GELODS・80Tmカラム (260X 4.6 ; TOSOH，Tokyo) を

用いた。流速 0.5ml/min、water: acetonitrile (30:70)、検出は 220nmで

行った。

4.2.9 ノンマーカー遺伝子組換え株の構築

ノンマーカー遺伝子組換えの原理、方法は第 2章を参照。 B4株に

pG19・dphlを導入し、 dPhC株 (phlA，phlB，catA破壊株)を構築した。

dPhC株に pG19・dbnz2を導入し、 dPCZ(phlA，phlB，catA，bnzAlA2A3A4， 

bnzC，bnzB破壊株)を構築した。 dPCZ株に pG19・dph12 を導入し、

dPCZ-P2株 (phlA，phlB，catA，bnzAlA2A3A4，bnzC，bnzB，phlB2，phlA2破壊

株)を構築した。遺伝子組み換え株の確認は PCRを用いた。 dPhC株

の確認にはプライマーphlBO・F/catAO・R および phl-RT・F/phl-RT-Rを、

dPCZの確認には bnzAO・2F/bnzSO-2Rおよび bnzA-RT-F/bnzA-RT-Rを、

dPCZ-P2 の確認にはプ ライマー phlB2・0・F/phlA2・0・F および

P2-RT-F/P2・RT-Rを用いた。
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4.2.10有機溶媒資化性テスト

有機溶媒資化テストは、MSB寒天培地に B4株または B4派生株を植

菌し、有機溶媒の入った小瓶と共に密閉容器(タッパー)に入れて有

機溶媒を蒸気で供給し、 28
0
Cで培養した。

スポット培養の場合は、 TSB液体培地で培養した B4株または B4派

生株を MSBで洗浄した後に、濃度が同じになるように MSBに懸濁し

た。 MSB培地で 10倍ずつ希釈した懸濁液を、 MSB寒天培地に 6μlず

つスポットした後に、有機溶媒の入った小瓶と共にタッパーに入れて、

28
0Cで培養した。

液体培養によるフェノール資化性テストの場合は、 TSB液体培地で

一晩培養した B4株または B4派生株を MSB培地で洗浄した後に、濃

度が同じになるように MSB培地に懸濁した。懸濁液を新しい MSB培

地 10mlが入ったスクリュー管に 1%'" 5%分注し、培養開始から 0時間、

24時間、 40時間、 48時間目に炭素源としてフェノールを 5μ1滴下し

た。吸光濁度の測定は OD600で行った。

4.2.11リアルタイム逆転写 PCR(RT-PCR)

B4株および B4KP株を TSB寒天培地および TSB寒天培地をタッパ

ーに入れてトルエン蒸気を供給し、約 48時間 280Cで培養した。プレ

ートから菌体を少量かきとり、 RNAprotectbacteria reagent (QIAGEN， 
Inc.， Valencia， CA)を用いて RNA安定化を行った。総 RNAの抽出は

RNeasy kit (QIAGEN， Inc.， Valencia， CA)を使用し、メーカーの指定する

使用方法に従った。リアルタイム-RT-PCRは LightCyclersystem (Roche 

diagnostics)を用いて行い、試薬は OneStep SYBR⑧PrimeScript@ RT-PCR 

Kit (TaKaRa Bio)を使用し、メーカーの指定する使用法に従って行った。

内部標準には 16SrRNA (プライマー 16s-RT-FI16s-RT-R) を用いた。

bnzAl転写量測定用のプライマーは bnzA-RT -F /bnzA -RT-Rを用いた。

第3節結果と考察

4.3.1 B4組換え株によるトルエンからのクレゾール生産

R. opacus B4株は、 bnzA1A2A3A4，bnzC，bnzBという遺伝子にコードさ

れたトルエン代謝経路を持つ (Fig.4-1)。ここで、 bnzBを破壊すると

メチルベンゼングリコールが蓄積される。メチルベンゼングリコール

は化学的に不安定であるため、 pH7以下だと容易にクレゾールに変換

される。 B4株における疎水性バイオプロセスのモデル系として、トル

エンからクレゾールを生産するために、本研究室で相同組み換えを利
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用して構築された bnzB破壊株 (B4DeKm) を使用した[18]。さらに、

ベンゼンジオキシゲナーゼ遺伝子 bnzA1A2A3A4を過剰発現させるため

に、 R. opacus -E. co/i シャトルベクターである pKNROl.l[41]に

bnzA1A2A3A4を挿入した発現ベクターpKNR-bnzAを構築し、エレクト

ロポレーションにより B4DeKm破壊株に導入した (DeKm-BA株)。

B4DeKm株と DeKm-BA株における、 bnzAl発現量をリアルタイム

ーRT-PCRで測定したところ、 DeKm-BA株は DeKm株に比べてトルエン

供給時の bnzAl発現量が約 5倍増加していた(Fig.4・2)。そこで、

DeKm-BA株を用いてトルエンからのクレゾール生産を試みた。

クレゾール生産には二相系培養システムを用いた。二相系培養シス

テムとは、培養液を水相と有機溶媒相に分け、水相で生産された疎水

性物質を有機溶媒相で回収するシステムである (Fig.4-3)。有機溶媒相

にはテトラデカンを用いた[49]。培養 5日目には DeKm-BA株の培養液

は茶色く変色していた。しかし、有機溶媒相、水相における 0-クレゾ

ール濃度を HPLCで測定した結果、 B4DeKm株ではそれぞれ 0.3g/l以

下であり、 DeKm-BA株においても 0.5g/1以下と予想に反してクレゾー

ル生産量は少なかった(Fig.4・3)。この理由として、 B4株には

phenolhydroxylase (PhI)および catecol-l，2・dioxygenase(CatA)，により

構成されているフェノール資化経路が存在することが分かった

(Fig.4・4) [50]。

•••• 
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十一一一一JIIII""""----，...--..，.....-一一----，.....-.一---，... -- ... 

ーァ一一一一一三/ヤ r

?H3B位 ;pH3HB位 BVQH34凶佃3^ Cdioxygen蹴))¥ I且且 Cdehydro抑制人 畑町抑制)) n 

f勺rT rγOH→rγOH→rI /yOOH 
Kグ O2

、ν々OH 、/-OH ~OH 
ー、H

•••• 

toluene 3

0

 

m

民

3

山
・

l
h
+
印

刷

K

methyl catechol 

cr凶 01

Fig.4-1 B4株におけるトルエン代謝経路
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Fig.4-2 BeDeKm株および DeKm-BA株における bnzAl転写量の比較

bnzAl転写量は 16SrRNA転写量で標準化 した。
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(a) (b) 

培養5日目 o-cresol生産量

ーー惨 0.3g/1以下

回収
B4DeKm 

~ 

画面ーー・司惨

R.opacω B4 

ー→ 0.5例以下
基質(トルエンなど)

生産物(クレゾールなど) DeKm-BA 

Fig.4-3 二相系培養システムの原理(a)と、 DeKm-BA株 によるクレゾー

ル生産(b)

(a)疎水性の基質は主に有機溶媒相と培地相 の境界面で変換され、

有機溶媒相に蓄積される 。ただ し、 R.opacus B4株は疎水性が高

いため 、有機溶媒相に移行してし まう 。

(b)培地には MSB培地を用い、炭素源も兼ねて有機溶媒相にはテ ト

ラデカンを用いた。

CHJ CH'l CH'l I J BnzA T~~-' ，H BnzB T~~'> BnzC 
/"'"ミ¥ ( dioxygenase) ノナ¥ ノ ー dehydrog叩 ase) /'デ¥ (catechol.2.3.dioxygenase) fミ1， _;om_-~， rγOH10 f)「OH 「 →

11 1 _ _  吟 一一"'1 11 ャーー，
~ç 0; 、ノマOH 、;;-OH ¥

一 、H ¥
toluene methyl benzene glycol methyl峨伽 CatA ¥

I ~ ( catechol-l .2.dio勾genase~ 、

pH<7 ~H心 /• - H Û I • 

. ，/ Pl、1
(Phenol hydroxylase) 

• 
cresol lkb 

トーーー一一一→
ー----Il10..._一一一一一----110...一一----Iloo.

....- ....-・F

phiB phLA catA 

Fig.4-4 B4株における Phl経路および遺伝子地図
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4.3.2 phlオベロ ンの破壊

phenolhydrosxylaseを構成する PhlA サブユニッ ト遺伝子 (phIA) の

発現量をリアルタ イムーRT-PCRにより測定した。その結果、 B4株 を

MSB寒天培地に 0-クレゾール を蒸気供給 して培養すると、phlAの発現

が誘導されることが分かった (Fig4-5)。そこで、 Phl遺伝子 (phlB、

phlA)お よび CatA遺伝子 (catA) をノンマーカー遺伝子組換え技術で

破壊した(Fig.4・6)0 PCRによる確認の結果、 Phl、CatA破壊株 (dPhC

株)は 5株取得することが出来た(Fig.4曲7)0dPhC株のフェノ ール、

クレゾール資化テス トをおこなったところ 、Phl、CatA を破壊したに

も関わらず、フェノール、クレゾールを唯一炭素源として増殖するこ

とができた (Fig.4-8)。これは、既知の Phl経路以外にもクレゾール(フ

ェノール)資化経路が存在することを示唆していた。そこで、新たな

クレゾール(フェノ ーノレ)資化経路の探索を行った。

0.004 

0.003 

〈

Z c』メ4 

∞ 0.002 
¥D 
.... 吋、、、

=d、z亡 0.001 

O 
glucose toluene o-cresol 

Fig.4-5 phlA転写量の比較

phlA転写量は 16SrRNA転写量により標準化した。B4株を MSB寒

天培地 (glucose2g/I)、MSB寒天培地+トルエン蒸気、 MSB寒天培地+

0・クレゾール蒸気で培養し、 総 RNAを抽出した。
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lkb 
phiB 

・4惨
phLA catA 

h』一一一一一一.』ーー'
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ー・圃酔
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円
UPι Kpn I 

pG19 IIのMCSへ挿入

4・・

Kpn I XDa I 

pG19-dphl 

エレクトロポレーションによりB4株へ導入

Fig.4-6 pG 19-dphlの構築

af phiB bf phLA 

B4株 ・・・・ -
lkb 

(野生型)
，一

catA 

af 

4・・
院 院

dPhC株 ・・・・
ーー・~

br 
4・・

(破壊型)

ar 

-ar 
M ①②③④⑤⑥⑦⑧ ⑨⑩ B 

(a) 

、、.，
ノ

'
hU
 

/
l
¥
 

pnmer 

af: phlBO・F

ar : catAO-R 

bf: phl-RT-F 

br : phl-RT-R 

M マー力一

①②④⑦⑨:野生型

③⑤⑥⑧⑩.破壊型(dPhC株)

B: B4株(コント口一Jレ)

Fig.4-7 phlBA-catA破壊株の確認

(a)はプライマ ーaf/arを用いた PCR産物の電気泳動写真。(b)はプライ

マーbf/brを用いた PCR産物の電気泳動写真。 プライマーaflarを用い

た PCRでは野生型は約 6.2k旬、 破壊型は約 3.0kbpのバンドが増幅さ

れる(a)。プラ イマーbf/brを用いた PCRでは野生型は約 120旬、破壊

型では増幅されない (b)。 したがって、レーン③⑤⑥③⑩の株が dPhC

株であると確認された。
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Fig.4-8 dPhC株のフェノールおよびクレゾール資化テスト

ノンマーカー遺伝子組換えにより構築された dPhC株 5株を MSB寒天培地

に植菌してタツパーに入れ、フェノールおよび o，m，p-クレゾールを蒸気で供給

した。コントロールとして B4株を用いた(赤枠内)0 dPhC株は B4株と同程度

の増殖を見せた。

4.3.3 フェノールヒドロキシラーゼ遺伝子の探索と破壊

新たなフェノ ール資化経路を探索するため、既に解読されている B4

株のゲノム情報を元に、フェノール資化 に関与している可能性のある

遺伝子を検索した。 その結果、 既知 の phlB、phlAを含めて 13種類の

候補遺伝子が見っかり、識別番号を Pl"'PI3として分類した (Fig.4-9)。

これらの遺伝子がフェノ ールまたは 0-クレゾール供給下で発現してい

るか調べるために、 B4株を TSB寒天培地に植菌し、フェノ ールまた

は 0-クレゾールの入った小瓶と ともにタッパー に入れて培養した。培

養 2日後に菌体を 1白金耳かきとり 、RNA安定化後に、 totalRNAを

抽出した。リアルタイム -RT-PCRの結果 (Fig.4-10)、既知の phIB(P5)、

phlA (P6)を除くと、新たに P2および P5の 2種類の遺伝子の発現が

確認された (Fig.4-11)。 さらに面白いことに、 P2と P5 (phIB)の遺伝

子は 74%、P3と P6 (phIA) の遺伝子は約 90%の相 向性があった。こ

の こと から 、P2および P3の遺伝子をそれぞれ phlB2、phlA2とし、こ

れらの遺伝子を破壊することにした。

phlB2、phlA2 を破壊するにあたり 、phl.bnz オベロン 破壊株

(Fig.4-12， Fig.4-13)、dPCZ株を用い た。これまでと同様にノンマーカ

ー遺伝子組換え技術を用いて phlB2、phlA2 を削除し 、dPCZ-P2株

( Fig.4-14，Fig.4-15 )とした 。 dPCZ-P2 株は phlB、phlA、 catA、

bnzAIA2A3A4、bnzC、bnzB、そして phlB2、phlA2が削除された株であ

る。 これまでに構築した株は Fig.4・16.に示した。

これらの株を用いてフェノールおよびクレゾール資化テストを行っ

た。B4株 、dPhC株 、dPCZ株、 dPCZ-P2株を MSB寒天培地にスポッ

トし、フェノ ール または o，m，p-クレゾールを蒸気で供給した。その結果、
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dPCZおよび dPCZ-P2株はフェノールおよび o，m，p-クレゾールを資化すること

が可能で、あったが、その増殖速度は顕著に低下していた。また、 B4株、 dPhC

株、 dPCZ-P2株を MSB液体培地で培養 し、 フェノ ールを炭素源として

添加した結果でも、 dPCZ-P2株の増殖速度は低下してい た(Fig.4-17)。

dPhC 株に比べて dPCZ 株の増殖速度 が低 下し た 理 由 は 、

catechol-l ， 2-dioxygenase(CatA) と c atechol-2 ， 3 -dioxyg~nase (BnzC)が削除

されたためだと思われる。また、 dPhC株と dPCZ-P2株の増殖速度は、ほと

んど同じであったため、 Ph12を破壊したことにより、dPCZ-P2株のフェノー

ルまたはクレゾール分解能力 が低下したかどうかは分からなかった。今後、

Ph12の正確な機能を調べるためには、 PhlとPh12のみの破壊株を構築するか、

dPCZ-P2株に bnzCまたは catA発現ベク ターを導入する必要がある。

しかし、少なくとも現在までに Ph12 以外のフェノール資化に関与する候補

遺伝子は見つかっていない。そこで、 dPCZ-P2株に bnzA発現ベクターを導入

して、クレゾール生産を試みることにした。

P1 : probabole aromatic ring hydroxylase 

P2: phenol hydroxylase (phlB2) 

P3: phenol 2-monooxygenase CphlA2) 

|P4 : cytochrome P450 

P5 : phenol hych-oxylase (既知のIphlB)

P6 : phenol hych-oxyalse (既知のIphL4)

P7 : possible aromatic ring hydroxylase 

P8:p帥 abolearomatic ring hydroxylase ~ 

P9: aromatic ring hydroxyl蹴 |

P 1 0 : aromatic ring hydroxy1ase 

P11 : aromatic ring hydroxylase 

P 12 : pro babole phenol hydrolase 

P13: aromatic ring hydroxylase 

~ 
「

Fig.4-9 クレゾール資化性候補遺伝子
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Fig.4-10 フェノールおよびかクレゾール資化性候補遺伝子の転写量

各遺伝子の転写量は 16srRNAの転写量で標準化した。

toluene 

lkb 
トーーーー~

• ー惨
phiB2 phiA2 

63 

Ph12とその遺伝子地図Fig.4-11 



lkb 
bnzAJ bn乙42bnzA3 bnzA4 bnzC bnzB -
--・・' • ' 

降一
4・・-

Pヘ
PstI 

/:皿
pGl9 IIのMCSヘ挿入 / 

x1泊 I Pst I 

pG19・db回 2

エレクトロポレーシヨンによりdPhC株へ導入

Fig.4-12 pG19・dbnz2の構築

lkb 

ト一一一一→圃圃圃..  

dPhC株・・・・

bn乙4JbnzA2 bnzA3 bnzA4 bf bnzC bnzB 

h.............. 一一一一~ 竺三.......ー-----....
・........，....JIIII"'" .... -----....------.... 

- ーーーーー

. br 

af 

(野生型)

d 

dPCZ株・・・・ -ー・・，

噌-ar 

M ①②③④⑤⑥⑦⑧⑨⑩ B 

(a) 

、ar'
L
U
 

，，
 

•• 

、、

-・圃-

ar 

pruner 

af: bnzA.O・2F

紅 bnzSO-2R

bf: bnzA.-RT-F 

br : bnzA.-RT-R 

M:マー力一

①②④⑥⑩ 野生型

③⑤⑦⑧⑨・ 破壊型(dPCZ株)

B: B4株(コントロール)

Fig.4-13 bnzAIA2A3A4CB破壊株の確認

(a)はプライマーaf/arを用いた PCR産物の電気泳動写真。(b)はプラ イ

マーbf/brを用いた PCR産物の電気泳動写真。 プライマーaf/arを用い

た PCRでは野生型は約 9.3k旬、破壊型は約 4.0kbpのバンドが増幅さ

れる(a)。プライマーbf/brを用いた PCRでは野生型は約 120旬、破壊

型では増幅されない (b)。したがって、レーン③⑤⑦③⑨の株が dPCZ

株と確認された。
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pG19-dphl2 

エレクトロポレーシヨンによりdPCZ株へ導入

Fig.4-14 pG19-dph12の構築

af bf phlB2 
lkb 
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-・噌惨

ar 

'.，.#，# 

( ~皮 i裏型)
4・・
ar 

M ①② ③④⑤⑥ ⑦⑧⑨ B 

(a) 

、‘.，，
，，to 

f--、

pnmer 
af: phlB2-0-F 

ar : ph1A2・0・R

bf: P2・RT-F

br : P2-RT-R 

M マー力一

①④⑦:野生型

②③⑤⑤⑧⑨ 破壊型(dPCZ-P2株)

B: B4株(コントロール)

Fig.4-15 phlB2、phlA2破壊株の確認

(a)はプライマ ーaflarを用いた PCR産物の電気泳動写真。(b)はプラ イ

マーbf/brを用いた PCR産物の電気泳動写真。 プ ライマーaf/arを用い

た PCRでは野生型は約 5.2k旬、 破壊型は約 3.0kbpのバン ドが増幅さ

れる (a)。プ ライマ ーbf/brを用いた PCRでは野生型は約 120旬、 破壊

型バ ンドが増幅されない(b)。 したがって 、レーン②③⑤⑥③⑨の株

が dPCZ-P2株と確認された。
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時破壊した遺伝子

Fig.4-16 これまでに構築した遺伝子破壊株
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Fig.4-17 フェノールおよびクレゾール資化テス ト

B4株および、各遺伝子破壊株を MSB寒天培地にスポッ トし、フェノ

ールまたは o，m，p-クレゾールを蒸気で供給した。 コン トロールとして

TSB培地寒天培地を用いた。TSB寒天培地では増殖の差は見られなか

った。MSB寒天培地では B4株と dPhC株の増殖の差はほとんどなか

ったが、 dPCZ株および DPCZ-P2株では増殖速度が低下した。しかし、

dPCZと dPCZ-P2間の増殖速度の差はほとんど無かった。

67 



|+フェノールを5μl添加|

3 

+ →・-B4株
→トdPhC株

--.-dPCZ-P2株

2 

1 

oou
白

O

。
80 60 40 20 。

時間(h)

Fig.4-18液体培養によるフェノール資化テスト

MSB液体培地に B4株および遺伝子破壊株を植菌し、唯一炭素源とし

てフェノールを経時的に添加した。 B4株と dPhC株では増殖に差が見

られなかったが、 dPCZ-P2株では増殖速度が低下していた。ただし、

dPCZ-P2株のフェノール資化性が低下した理由は、 Ph12の破壊よりも、

CatAとBnzCを破壊した事によるところが大きいと思われる。
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4.3.4 dPCZ-P2株を用いたクレゾール生産

dPCZ-P2株を用いてクレゾール生産を試みるために、 dPCZ-P2株に

bnzA1A2A3A4発現ベクターpKNR-bnzAおよび pKNApkを導入した株を

構築し、それぞれ dPCZ-P2・BA株、 dPCZ-P2・pkB株とした。なお、

pKNR-bnzAは bnzプロモーターによりトルエン存在下で発現誘導され

るが、 pKNRpkは bnzプロモーターを kαnプロモーターに置換しであ

るため、トルエンの誘導が無くても構成的に bnzA1A2A3A4が発現する

[50]。

クレゾール生産を試みるため、 B4DeKm、dPCZ-P2・BA、dPCZ-P2・pkB

株を用いて、 3.3.1と同様の操作を行った。トルエンを蒸気で供給して、



生産物の蓄積量を HPLCにより測定した結果、 0・クレゾール生産量は

やはり O.5g/1以下だった。今回は、 0・クレゾールがメチルカテコール

に変換されている可能性も考慮したが、メチルカテコールも生産され

ていなかった。つまり、そもそも 0・クレゾールが生産されていない可

能性が示唆された。

その原因は現在のところ分かっていないが、例えば、 0・クレゾール

が細胞内で生産され蓄積されると、その強い毒性により細胞が死滅し

てしまうのかもしれない。または、二相系培養システムに用いる有機

溶媒相の有機溶媒の種類や、培地の種類、トルエンを供給するタイミ

ングなどを検討することによって、 0・クレゾールが蓄積される可能性

もある。本研究室では Pseudomonasputida T・57株を用いた 0・クレゾー

ル、 3・メチルカテコールの生産に成功しているが、培養条件や重層す

る有機溶媒の種類によって、その生産量が左右されるようである

[16，23]。したがって、 B4株を用いたバイオプロセスにおいても、 0・ク

レゾールの分解に対する検討だけでなく、培養システムの最適化も検

討する必要があると思われる。

第 4節要約

本章では B4株を用いた疎水性バイオプロセスのモデル系として、

トルエン代謝経路を改変し、 トルエンからのクレゾール生産を目指し

た。 B4DeKm株に bnzA発現ベクターを導入し、二相系培養システムを

用いてクレゾール生産を試みたが、 0・クレゾールの生産量は少なかっ

た。 Phl、CatAから構成されるフェノール、クレゾール資化経路の存

在が明らかになった。 Phlおよび CatAを破壊しても、フェノールまた

はクレゾール資化能力はそれほど低下しなかった。遺伝子検索の結果、

既知の phlB、phlAと高い相同性を持ち、同程度の転写量をもっ遺伝子

が見っかり、 phlB2、phlA2とした。ノンマーカー遺伝子組換えにより、

phlB、phlA，catA、bnzAIA2A3A4、bnzC、bnzB、そして phlB2、phlA2が

削除された株を構築した。この株に bnzA発現ベクターを挿入してクレ

ゾール生産を試みたが、クレゾールもカテコールもほとんど蓄積され

ていなかった。今後は、クレゾール分解に関わる遺伝子の探索だけで

なく、クレゾール生産における培養条件などを検討する必要があると

思われる。
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第 5章

総括

本研究における最終的な目標は、石油化学プロセスに疎水性バイ

オプロセスを導入し、その環境適合性を大幅に向上させることである。

疎水性バイオプロセスでは、生体触媒として菌体を用い、細胞内で代

謝エネルギーを供給しつつ目的の反応を行わせるのが有利であるが、

その際に、疎水性の原料および生産物が有する強い生物毒性が大きな

問題となる。しかしながら、本研究においては前任者の研究において

様々な有機溶媒に耐性・資化性を持つ R.opacus B4株、 B9株、 B10株

の取得に成功しており[17]、R.opacus・E.coliシャトルベクターの構築、

エレクトロポレーションによる遺伝子導入技術にも成功している[41]。
そこで、本研究は、 R.opacus B4株における染色体加工技術の構築お

よび B4株における有機溶媒耐性機構の解明、そして B4株を用いたト

ルエンからのクレゾール生産を目指した。

第 2章では染色体加工技術として、ノンマーカー遺伝子組換え技

術を確立した。ノンマーカー遺伝子組換えには、ポジティブマーカー

としてゲンタマイシン耐性遺伝子、カウンターセレクションマーカー

としてスクロース感受性を付与する sαcB遺伝子 pG19IIを用いた。sacB

を持つ B4株の形質転換株をカウンターセレクトするためのスクロー

ス濃度は 20%とした。ノンマーカー遺伝子組換えの際の挿入断片の長

さは、1.0 '"'-' 2. Okbとすることにした。 2回目の相同組換えを起こさせる

ための培養時間は 6時間で十分であった。

ノンマーカー遺伝子組換え技術を用いて bnzオベロン破壊株の構築

に成功した。また、 bnzオペロンの上流に kanプロモーターを挿入する

ことに成功した。 kanプロモーター挿入株では、 bnzA1が構成的に発現

していた。

第 3章では有機溶媒耐性機構の解明について報告した。 B4株にお

いて、 sigBは対数増殖期後期以降および、熱ストレス、エタノールス

トレス、トルエンストレス条件下で誘導されていることが確認された。

sigB破壊株は熱ストレス、エタノールストレスに対する耐性が低下し

ていた。さらに、有機溶媒耐性を調べたところ、ベンゼン、トルエン、

n・ヘキサンに対する耐性が顕著に低下していた。 sigB発現ベクターを

構築、相補性試験を行ったところ、それらの有機溶媒に対する耐性の

復帰が確認された。

sigB破壊株ではべンゼンジオキシゲナーゼ遺伝子の転写量が低下し

ていた。しかし、 トルエンの分解はトルエン耐性に対してプラスには

作用していなかった。 effluxpumpの転写量を調べたところ、々か21、々か24

の転写量がトルエンおよびかヘキサン供給下で顕著に増加していた。
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そこで、々か21および々か24発現ベクターを構築し、 sigB破壊株に導入

したところ、そか21導入株ではかヘキサンに対する耐性が若干復帰して

いた。このことから、々か21がかヘキサンの排出に関与している可能性

が示された。

有機溶媒供給下で分子シャベロンの転写量を調べたところ、 clpP4、

clpS、hscA・l、hscA・3、groEL・1、groEL-2、groESの転写量の増加が確

認された。また、シグマ因子遺伝子 sigF-1、F・2、F・2は sigBと同様に

対数増殖期後期から急激に転写が誘導されることが分かった。今後は、

これらの遺伝子が有機溶媒耐性に関与しているか調べていく必要があ

ると思われる。

第 5章ではトルエンからのクレゾール生産を試みた。 B4DeKm株に

bnzA1A2A3A4発現ベクターを導入し、二相系培養システムを用いてク

レゾール生産を試みたが、 0・クレゾールの生産量は少なかった。 Phl、

CatAから構成されるフェノール、クレゾール資化経路の存在が明らか

になった。 Phlおよび CatAを破壊しても、フェノールまたはクレゾー

ル資化能力はそれほど低下しなかった。遺伝子検索の結果、既知の phlB、

phlA と高い相向性を持ち、同程度の転写量をもっ遺伝子が見っかり、

phlB2、phlA2とした。ノンマーカー遺伝子組換えにより、phlB、phlA，catA、

bnzA1A2A3A4、bnzC、bnzB、そして phlB2、phlA2が削除された株を構

築した。この株に bnzA1A2A3A4発現ベクターを挿入してクレゾール生

産を試みたが、クレゾールもカテコールもほとんど蓄積されていなか

った。今後は、クレゾール分解に関わる遺伝子の探索だけでなく、ク

レゾール生産における培養条件などの検討を行う必要があると思われ

るo
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