
第2章 新規carbazole資 化菌 の取得 と遺伝 学的解析

2-1. 緒 言

他 のROSと 比 較 し、CARDOは 幾 つ か の 興 味深 い 特徴 を有 して い る。 現在 ま で に数 例 しか報

告 が な され て い な いangular dioxygenationを 触 媒 す る こ とが そ の 特徴 の1つ で あ る。ま た 、CARDO

は 基 質 特 異 性 が 広 く、 基 質 の 化 学 構 造 に よ っ てlateral dioxygenation(cis-dihydroxylation)、

monooxygenation、angular dioxygenationを 触 媒 で き る こ と も注 目す べ き特 徴 の1つ で あ る。 一 般

に 、分 子 系 統 学 的 に近 縁 なterminal oxygenaseコ ン ポー ネ ン トを持 つ もの の殆 どはROSの 分 類

(Table 1-4)に お い て 同 じclassに 分類 され る。しか し、CARDOに お い て は 、CA10株 、J3株 のCARDO

とKA1株 のCARDOは そ の 電 子伝 達 コ ンポ ー ネ ン トの違 い か ら、そ れ ぞ れclass IIIとclassIIAに

分 類 され る が[Inoue et al.,2004、Urata et al.,2006]、 この よ うな 二 つ のclassに 渡 る多様 性 が存 在 す

る こ と もCARDOの 珍 しい特 徴 とい え る。

この よ うに 、carbazole分 解 系 遺 伝 子 ・酵 素 の研 究 は 、環 境 修 復 や 物 質 生 産 を 目指 した応 用 面

だ け で な く、 学 術 面 にお い て も有 意 義 で あ る。 そ れ に もか か わ らず 、carbazole代 謝 系遺 伝 子 ・

酵 素 の分 子 生 物 学 的 な解 析 例 は 、当研 究 室 で 行 われ て きたCA10株 の先 駆 的 な研 究 例 を 除 い て ほ

とん どな い の が現 状 で あ る。 そ こで 、本 章 で は 、新 規carbazole代 謝 系 遺 伝 子 ・酵 素 の 取得 を 目

的 と して 、 日本 全 国各 地 よ り採 取 した サ ンプル か ら新 規carbazole資 化 菌 を単 離 した。 ま た 、新

た に得 られ たcarbazole資 化 菌 に つ い て 属種 の 同 定 を行 い 、 さ らにそ れ らが 持 つcar遺 伝 子 群 に

つ い て も解 析 を行 っ た。 得 られ た 新 規carbazole資 化 菌 の うち 、 グラ ム 陽性carbazole資 化 菌 と し

て は 、 当時 、遺 伝 学 的 な解 析 を行 った 唯 一 の 例 とな っ たNocardioides aromaticivorans IC177株 の

carbazole以 外 の 芳 香 族 化 合 物 資 化 能 力 につ い て も解 析 を行 っ た(2006年 に は、Santosら に よ り他

の グ ラム 陽 性細 菌carbazole資 化 菌[Gordonia属]が 報 告 され た)。
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2-2.材 料 と方 法

2-2-1.試 薬

基 質 と して 用 い たcarbazoleや 他 の芳 香 族 化 合 物 はSIGMA-ALDRICH、Inc.(MO、USA)、Kanto Chemical Co .、

Inc.(Tokyo、Japan)、 及 びWako Pure Chemical (Osaka、Japan)の 製 品 を 用 い た 。

N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide(MSTFA)はNacalai Tesque、Inc.(Kyoto、Japan)の 製 品 を 用 い た 。 本 研

究 で 使 用 した 制 限 酵 素 及 び そ の 他 の 酵 素 類 は 、Taka-Bio Co.、Ltd.(Kyoto、Japan)、ToyoboCo.、Ltd .(Osaka、

Japan)、New England Biolabs、Inc.(MA、USA)社 の い ず れ か の もの を購 入 し、説 明 書 に 従 っ て 用 い た 。そ の他 、

用 い た 試 薬 ・キ ッ ト類 につ い て は 、 各 実 験 の 方 法 と同 時 に 記 述 した 。 次 章 以 降 に お い て も 、 「試 薬 」 につ い て

は 本 項 と 同 様 の た め 、 記 述 を省 略 した 。

2-2-2.菌 株 、 プ ラ ス ミ ド、 及 び 培 養 液

本 章 で 使 用 した 菌 株 及 び プ ラ ス ミ ドをTable M2-1に 示 した。Escherichia coli DH5α 株 は遺 伝 子 操 作 の 宿 主 と

して 用 い た 。 プ ラ ス ミ ドpBKA104、pBKA105は 本 章2-2-6、2-2-8～11に 従 っ て 、pBKA102(Inoue et al.,2004)

か ら 構 築 した 。pBKA104、pBKA105は 、 そ れ ぞ れ 、pBKA102の イ ン サ ー ト5.7-kb HindIII-EcoRI断 片(ORF10

～7 、carR、carAaの 一 部 を 含 む)、pBKA102の イ ンサ0ト4.5-kb XhoI-HindIII断 片(carRAaBaBbCAcを 含 む)を

pBluescript II SK(-)の マ ル チ ク ロー ニ ン グサ イ トに 挿 入 す る こ とで 作 成 した 。E.cola用 の 培 地 と してLBbroth

[Sambrook and Russel、2001]を 用 い た(Table Ml)。 培 地 に は 、 必 要 に 応 じてampicillin(Ap)、X-Gal、 及 び 、

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside(IPTG)を そ れ ぞ れ 終 濃 度50μg/ml 、20μg/ml、1mM、 と な る よ うに 添 加 した。

プ レー ト作 製 時 に は 細 菌 培 地 用 の 寒 天 を終 濃 度1.6%(wt/vol)に な る よ うに 添 加 した 。ま た 、carbazole資 化 菌 を

培 養 、選 択 す る培 地 と して は 、炭 素 源 とな る 化 合 物 を 含 ま な い培 地 で あ るNMM2(nitrogen plus mineral medium

2)、 及 び 、 炭 素 源 と 窒 素 源 と な る 化 合 物 を 含 ま な い 培 地 で あ るMM2(mineral medium 2)に 、carbazoleを

dimethylsulfoxide(DMSO)に0.04mg/mlと な る よ うに 溶 解 させ 、 疎 水 性 フ ィル ター で 濾 過 滅 菌 した もの を 終 濃

度(1mg/ml)と な る よ うに 培 地 に添 加 した も の を 、NMM2の 寒 天 培 地 の 上 に重 層 した プ レー ト培 地 を用 い た 。

NMM2及 びMM2培 地 の 組 成 を以 下 に 記 す 。IC177株 の 生 育 基 質 の解 析 で は 、 培 地 と してNMM2を 用 い 、 基

質 はcarbazoleと 同 様 の 操 作 で 終 濃 度100μg/mlに 調 整 した。 た だ し、DMSOの 代 わ りに 、anthranilic acidで は

dH2O、dibenzo-p-dioxin、pyrene、phenanthreneで はN,N-dimethylformamideを 用 い た 。

・NMM2

Na2HPO4 2.2g/L

KH2PO4 0.8g/L

NH4NO3 3.0g/L

MgSO4.7H2O 0.2g/L

FeSO4.7H2O 0.01g/L

CaC12 0.01g/L

・MM2

Na2HPO4 2.2g/L

KH2PO4 0.8g/L

MgSO4.7H2O 0.2g/L

FeSO4.7H2O 0.01g/L

CaC12 0.01g/L
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TableM2-1.本 章で用 い た菌株 お よび プ ラス ミ ド.

α
Car+ はcarbazole を唯一の炭素源 、窒素源、エネルギー源として生育可能であることを示す。
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2-2-3. Carbazole資 化 菌 の 単 離

全国各地から活性汚泥、土壌、海洋土壌 など71サ ンプル をMM2+carbazole液 体培地に1gも しくは1ml

づつ加 え、細菌の生育がみ られた培養液は以下に示す方法で資化菌の単離を行った。

操作

(1)培養 液 中のcarbazole資 化 菌 のpopulationを あげ るた め、最低3回 の植継 ぎ(1/100量)を 行 った。 そ の後 、菌

の生育 が観 察 され た培 養液 を10-1～10-8ま で希 釈 した サ ンプル を調製 し、MM2+carbazole重 層 プ レー トに

100μ ず つspreadし 、30℃ でincubateし た。 ただ し、海洋 サ ンプル につ いて は ろ過 滅菌 した海 水+carbazole

重層 プ レー トを用 い 、培養 は25℃ で行 った。

(2)Carbazole重 層 プ レー トは 白濁 してい るので 、プ レー トにcarbazole資 化菌 が生 え る と、 ク リアゾー ン を形成

す る。ク リア ゾー ンを形成 した シン グル コ ロニー をラ ンダム に16個 選び 出 し、MM2+carbazole重 層 プ レー

トに線 引き した。

(3)コロニー を顕微 鏡 で観 察 し、形 状 が同 じもの 同士 で分類 し、分類 群 の代 表1つ をcarbazole重 層 プ レー トに

streakし た 。

(4)ク リア ゾー ンを形成 した シ ングル コ ロニー を今 度 はブ イ ヨンプ レー トにstreakし 、生 え てきた コ ロニー が単

一の種であるかどうかを確認するため
、 コロニーを顕微鏡 で観察 した。

(5)ブ イ ヨ ンプ レー トに 生 え た シ ン グ ル コ ロ ニ ー をcarbazole重 層 プ レー トにstreakし た 。

(6)(4)と(5)の行 程 を も う一度 繰 り返 し行 い、carbazole重 層 プ レー トにク リア ゾー ン を形 成 した シ ングル コロニー

だ けを単菌 と した。 単離 が 不可能 だ ったサ ンプル はcarbazole分 解 菌群 と して後 の解析 に用い た。

2-2-4. Carbazole資 化 菌 か らのtotal DNAの 調 製

Current Protocols in Molecular Biology [Ausubel et al.、1990]に 従 っ て 行 っ た 。

試薬

・Hexadecyltrimethyl ammonium bromide (CTAB)/NaC1 solution

4.1%(w/v) NaC1

10%(w/v) CTAB

・5M NaC1

・TE buffer

・ フ ェ ノ ー ル/ク ロ ロ ホ ル ム

・10%(w/v)SDS

・2-Propanol

・10μg/μl Proteinase K solution

・ ク ロ ロ ホ ル ム

・70% ethanol

操作

(1)各carbazole分 解 菌 を5mlのLB培 地 に 、分 解 菌 群 はMM2+carbazole培 地 に 植 菌 して 、30℃ で 振 盪 培 養 した

(300 stroke/min、20h)。

(2)2mlの 培 養 液 を2ml容 チ ュ ー ブ に 移 し、13,000rpm、RTで2min遠 心 して 集 菌 し、567μlのTE bufferに 懸

濁 した。
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(3)10%SDSを30μl、proteinase K solutionを3μl加 え て 、小 型 回 転 培 養 器(TAITEC RT-5)で30min穏 や か に

(強 度 の 目盛 りは3～4)攪 拌 して 、37℃ で1時 間incubateし た 。 以 後 攪 拌 はす べ て こ の 小 型 回 転 培 養 器 を 用

い て 同様 に 行 っ た 。

(4)5M NaC1を100μ1加 え て15min攪 拌 す る 。 さ らに あ らか じめ65℃ に 温 め たCTAB/NaC1 solutionを80μl

加 え て15min攪 拌 し、65℃ で10min incubateし た 。

(5)ク ロ ロホ ル ム を800μl加 え て 、15min攪 拌 し、13 ,000rpm、RTで5min遠 心 す る。 そ の 後 上 層400μlを 新

しい2mlチ ュ ー ブ に 取 っ た 。

(6)フ ェ ノー ル/ク ロ ロホ ル ム を400μl加 え 、15min攪 拌 し、13,000rpm、RTで5mh1遠 心 して 上 層300μlを 新

しい1.5mlチ ュ ー ブ に 取 っ た 。

(7)2-Propanolを300μl加 え 、30min攪 拌 した 後 、13,000rpm、RTで10min遠 心 して 、70% ethanolで リ ン ス 、

dry upし た 。

(8)沈 殿 を 終 濃 度1μg/mlのRNaseAを 含 むTE buffer 100μlに 溶 解 し、37℃ で1h反 応 させ る。使 用 時 ま で-20℃

で 保 存 した 。

2-2-5. Polymerase chain reaction(PCR)

＜反 応 系 ＞

PCRはExTaq Hot Start Version (Takara-Bio)をDNA polymeraseと し て 用 い 添 付 の プ ロ トコー ル に 従 っ て 行

っ た。

DNA template 適 当 量

Primer(100pmo1/μl) 0.5μl each

10x ExTaq buffer 10μl

2.5mM dNTP 8μl

DNA polymerase O.5μl

dH2Oを 加 え 、total 100μ1に し た。

＜PCR反 応 ＞

PCRに はThermal Cycler Dice mini(Takara-Bio)を 用 い 、 次 の 条 件 で行 っ た 。

96℃ 1min

96℃ 1min

55℃ 1min

72℃ (増 幅 断 片 の 長 さ に よ

る 。 約1kbで1min)

72℃ 6min

4℃ Hold

30 cycles

ただ し、16SrDNAの 増 幅 とdegenerate PCR(carAa増 幅)で は以 下 の条件 で行 った。

16SrDNA増 幅

95℃ 3min

95℃ 1min

50℃ 1min

72℃ 2min

72℃ 7min

4℃ Hold

30 cycles
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Degenerate PCR

96℃ 5min

96℃ 1min

55℃ 1min

72℃ 2min

72℃ 8min

4℃ Hold

30 cycles

また 、16SrDNAの 増幅 に はPolz et al.(1998)に 、degenerate PCRに はHabe et al.(2002)に 記 され てい るプ ライ

マ ー を用い た。サ ザ ン解 析 の プ ロー ブ作 成 に用 いたKA1株 のcarR、carAa、carAc遺 伝子 増幅 用 のプ ライマ ー

の配列 と併せ て 以 下に配 列 を記 した。

16S rDNA用 プ ラ イ マ ー(大 腸 菌 で は16SrDNAの5'末 端 側 か ら27～1492番 目 の塩 基 が 増 幅 す る)

Forward:5'-AGAGTTTGATC[A/C]TGGCTCAG-3'

Reverse:5'-TACGG[T/C]TACCTTGTTACGACTT-3'

carAa縮 重 プ ラ イ マ ー

Forward:5'-TA[C/T]CACG[G/C]GTGGACCTAT-3'

Reverse:5'-CTC[A/G][G/C][A/C]AGCT[G/T]G[A/C]GCCAT-3'

KA1株carR用 プ ライ マ ー

Forward:5'-ATCCGGAAGGTCAGCAAAAA-3'

Reverse:5'-TTTCAACGACCATGACTTCG-3'

KA1株carAa用 プ ラ イ マ ー

Forward:5'-TAACCAACCATCAATCGCC-3'

Reverse:5'-TCAACGTGCTTCCTGAATGC-3'

KA1株carAc用 プ ライ マ ー

Forward:5'-CAAAGGTCCGCGTGATCTT-3'

Reverse:5'-TCATGACTGTGCCTTCGGCA-3'

2-2-6. 電 気 泳 動 、 及 び 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら のDNAの 回 収

ア ガ ロー ス 電 気 泳 動 用 の ゲル の 作 成 に は 、Tris-acetate-EDTA(TAE)bufferと1%ア ガ ロー スME(Nacalai

Tesque)を 用 い た 。 泳 動 に は 、 ミュ ー ピ ッ ド小 型 電 気 泳 動 層(ADVANCE Co.、 Ltd.、 Tokyo、Japan)を 用 い て 、

50も し くは100Vで 行 っ た 。 マ ー カ ー と して はMarker5、Maker6(ニ ッ ポ ン ジ ー ン)を 用 い た.ア ガ ロ ー ス ゲ

ル か らのDNAの 回 収 に はConcert TM Rapid Gel Extraction System(GIBCO BRL、U.K.)も し く はQIAEX II DNA

extraction kit(QIAGEN、Hilden、Gemlany)を 用 い 、 操 作 手 順 は 添 付 の プ ロ トコー ル に 従 っ た.

2-2-7. Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis(ARDRA)

本 章2-2-5.の 方法 に従 って調製 した各 カルバ ゾール資 化菌 由来rDNA PCR増 幅断片 を制 限酵 素HaeIII、HhaI、

Sau3AIで それ ぞれ処 理 し、各DNA断 片 を3%ア ガ ロース ゲル(ア ガ ロー スME; Nacalai Tesque製)に て電気 泳

動 を行 った。
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2-2-8.Ligadon

シ ー クエ ン ス 解 析 を 行 うた め 、PCRに て 増 幅 させ たDNA断 片 はpT7Blue T-vector(Novagen、Madison 、

Wisconsin、USA)に 組 み 込 ん だ 。Ligationに はLigation High(Toyobo Co.、Ltd.Osaka、Japan)を 用 い 、 操 作 は

添 付 の プ ロ トコー ル に 従 っ て 行 っ た。

2-2-9.コ ン ピ テ ン トセ ル の 調 製

基本 的 に細胞 工学 実験 プ ロ トコール(p.111-113)[東 京 大学 医科 学研 究所制 癌研 究部 編 、1993]に 従い 、培養

時 間 ・温度 な どを一 部変 更 した プ ロ トコー ル で行 った。

試薬

・Φa plate

Ybast extract 5.0g/L

Tryptone peptone 20g/L

MgSO4/7H2O 5.0g/L

精 製 寒 天 末 1.6g/L

・Φb plate

Φaに 精製寒天末 を入れないもの

・Tfb I

30mM KOAc

100mM RbCl

10mM CaCl2

50mM Mn+Cl2

15%(v/v) Glycerol

氷 酢酸 を用 いてpH5.8に 調 整。

・Tfb II

10mM MOPS

75mM CaCl2

10mM RbCl

15%(v/v) Glycerol

KOHを 用 いてpH6.5に 調整 。

操作

(1)Φa plateでover night(O/N)培 養 したE.coli DH5α 株 のsingle colonyを Φb培 地5mlに 植 菌 し、37℃ でO/N、

300 strokes/minで 振 盪培養 した。

(2)前培養 液 を100mlの Φb培 地 に移 し、18℃ 、120rpm/minで 約24時 間振 盪培養 した(OD=約05)。

(3)培養 液 を5min氷 冷 し、遠 心(3,000rpm、5min、4℃)し て集 菌 した。

(4)菌体 にTfb Iを40ml加 えて懸 濁 し、5min氷 冷 後 、遠 心 して集菌 した。

(5)菌体 にTfb IIを4ml加 えて懸 濁 し、15min氷 冷 後、50μlず っ分 注 し、そ の直後 に液 体窒素 で急 凍結 させ 、

使 用 時 まで-80℃ で保 存 した。
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2-2-10.大 腸 菌 のtransformation

Hanahanの 方 法[Hanahan,1983]に 基 づ き 、 細 胞 工 学 実 験 プ ロ トコー ル(p.131-133)に 従 っ て 行 っ た 。

試 薬

・SOC培 地

2.0%(w/v)Tryptone peptone

0.5%(w/v)Yeast extract

10mM NaCl

2.5mM KCl

10mM MgCl2

10mM MgSO4

20mM Glucose

操 作

(1)氷上で融解 させ た コン ピテ ン トセル50μlに プ ラス ミ ド溶 液 を1～5μl加 え、氷 上で30min静 置 した。

(2)42℃ 、90secのheat shockを 与 えて 、氷 上 に2min静 置 した。

(3)SOCを1ml加 えて 、37℃ で20～60min振 盪 培養(300strokes/min)し た。

(4)適当な抗 生物 質 、X-Gal、IPTGを 含 む平板 培 地 に培 養 液 を塗 り広 げ 、37℃ でO/N培 養 した。

2-2-11.大 腸 菌 か らの プ ラ ス ミ ド抽 出

<遺伝子操作用のプラス ミドの抽出>

試薬

・TEG(solution I)

1M Tfis-HCl(pH8.0)25ml
0.5M EDTA(pH8.0)2.0ml

0.6gの グル コー ス を加 えて蒸 留水 で100mlにfill upし 、オ ー トク レー ブ後 、冷蔵 保存 した。

・0 .2N NaOH1% SDS(solutionII)

10% SDS 100μl

10N NaOH 200μl

蒸 留水 で1mlにfill upし て、vortexで 攪拝 した。(用 事 調製)

・5M Potassium acetate(KOAc)(solution III)

KOAc24.9gと 氷 酢 酸11.5mlを 蒸 留 水 で100mlにfill up後 、 オ ー トク レー ブ して 冷 蔵 保 存 した。

・TE buffer

10mM Tris-HCl(pH8.0) 1.0ml

1mM EDTA(pH8.0) 0.2ml

蒸留 水 で100mlにfill upし 、オ ー トク レー プ後 常 温保存 した。

・10μg/ml RNase solution(ニ ッ ポ ン ジ ー ン)

・フ ェ ノー ル/ク ロ ロ ホ ル ム

フ ェ ノ ー ル 500g

8-Quinolinoi 0.5g

TE buffer適 量

ク ロ ロ ホ ル ム 適 量

68℃ の水 浴 で融解 した フェ ノール に、8-quinolinolを 加 えて、フ ェノール と等 量のTE bufferを 加 えて約1h

攪 拌 した。 その 後TE bufferを 取 り除 いて 、新 しいTE bufferを 加 えて 同様 の操 作 を した。 この 下層 と等量
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の ク ロロホル ムを混合 し、常温保 存 した。

・ 70%Ethanol

-20℃ 保 存 した。

操作

(1)5mlのLB(Ap50μg/ml)に 大 腸 菌 を 植 菌 し、37℃ 、300stroke/minで6-12h振 盪 培 養 した 。

(2)2mlの 培 養 液 を2ml容 チ ュ ー ブ に 移 し、 遠 心 して(4℃ 、13,000rpm、2min)集 菌 した 。

(3)上清 の培 地成 分 をで き る限 り除 い た後 、200μlのsolution Iにvortexで よ く懸 濁 した。

(4)Solution IIを300μl加 え て 、 軽 く混 合 し、 氷 上 で5min静 置 した 。

(5)Solution IIIを300μl加 え て 混 合 し、 氷 上 で5min以 上 静 置 した 。

(6)フ ェ ノー ル/ク ロ ロ ホ ル ム を600μl加 え てvortexで1min混 合 し た。

(7)15,000rpm室 温 、5min遠 心 して 、 上 清700μlを 新 しい1.5ml容 チ ュー ブ に 取 っ た 。

(8)2-propanolを700μl加 え てvortexで 良 く混 合 した 後 、13,000rpm、RT、3min遠 心 し、 上 清 を捨 て た。

(9)70% Ethanolで リ ン ス し、dry up後 、100μlの 終 濃 度100μg/mlのRNaseを 含 むTE bufferに 溶 解 させ て37℃

で1時 間incubateし た 。

(10)DNA solutionは-20℃ 保 存 した。

<シ ー クエ ン スに用 い るプ ラス ミ ドの抽 出>

プ ラ ス ミ ド抽 出 用 キ ッ トQuantum Prep Plasmid Miniprep Kit(BIO-RAD)を 用 い て行 っ た。

試薬

・ Resuspension solution

・ Lysis solution

・ Neutralization solution

・ Quantum prep Matrix

・ Wash buffer

※全 てKit付 属 の もの を用 い た。

※Wash bufferに は 開 封 時 に63mlの99% ethanolを 加 え た。

・ TE buffer

操作

(1)LB培 地 でE.coliを 培 養 し(300rpm、37℃ 、overnight)、 培 養 液 を2ml容 マ イ ク ロチ ュー ブ に 入 れ 、遠 心(13 ,000

rpm、1min、RT)で 集 菌 した。

(2)Resuspension solutionを200μl加 え、vortexで 完 全 に 懸 濁 した 。

(3)Lysis solutionを250μl加 え 、5～6回invertに よ っ て穏 や か に混 合 した 。

(4)Neutralization solutionを250μl加 え 、5～6回invertに よ っ て穏 や か に 混 合 した 。

(5)遠 心(13,000rpm、5min、RT)し 、 上 清 をWash tubeに 乗 せ た ス ピ ン フ ィル タ ー に移 した
。

(6)(5)にvortexで 懸 濁 した 、Quantum prep Matdxを200μl加 え 、pipetingに よ っ て 良 く混 合 した 。 そ の 後 、 遠 心

(13,000rpm、5min、RT)し 、Wash tube内 の 液 体 を 捨 て た 。

(7)再 びWash tubeに 乗 せ た ス ピ ン フ ィル タ ー に 、500μlのWash bufferを 加 え 、 遠 心(13,000rpm、1min、RT)

し た 。

(8)ス ピン フィル ター をプ ラス ミ ド回 収 チ ューブ にのせ 、 あ らか じめ70℃ に温 めてお いたTE bufferを100μl
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加 え た 後 、 遠 心(13,000rPm、2min、RT)し て 溶 出 液 を 回 収 した。

(9)Ethanol沈 殿 し、400μ1の70% ethano1で リンス したの ち、10μ1の 蒸留 水 に溶解 させ使 用 時 まで-20℃ で保

存 した。

2-2-12.シ ー クエ ン ス 解 析

ABIPRISM(R)310Genetic Analyzerを 用 い た 。 操 作 手 順 は 添 付 の 操 作 ガ イ ド(2000年8月 版Rev.4 .0)に 従 っ

た 。

試薬

・ BigDye Primer Cycle Sequencing FS Ready Reaction  Kit (PE Biosystems Japan)

・ 10 x EDTA buffer (PE Biosystems Japan)

・ Performance Optimized Polymer 6 (POP6) (PE Biosystems Japan)

・ Template Suppression Reagent (TSR) (PE Biosystems Japan)

〈反 応 系 〉

DNAtemplate 500ng

Primer(3.3pmol) 1μl

Premixbuffer 4μl

5x sequencing buffer 2μl

蒸 留 水 でtotal20μlと し た 。

〈シ ー クエ ン ス 反 応 〉

シー クエ ンス反応 を行 うThermal Cyclerに は2-2-5と 同 じものを用 い、次 の よ うなプ ロ グラムで行 った。

96℃ 10sec

50℃ 5sec

60℃ 4min

4℃ Hold

25cycles

PCR終 了 後 、dH20を16μl、99.5%ethanolを64μl加 え て 室 温 で15min静 置 した後 、 室 温 、15,0001pm、15

min遠 心 し、 上 清 を 取 り除 い た 。 そ の 後 、70%ethano1250μlで リ ン ス し、dlyupし て 、15μlのTSRに 溶 解 さ

せ た。 シ ー ク エ ン サ ー に セ ッ トす る 直 前 に95℃ で3min加 温 し、 氷 上 で 急 冷 して 変 性 させ た 。

〈シ ー クエ ン ス デ ー タ の解 析 〉

シ ー ク エ ン ス 解 析 に よ り得 られ た塩 基 配 列 の 解 析 に はDNASIS-Mac software(version 3 .7、Hitachi Software

Engineering、Co. Ltd.、Yokohama、Japan)を 用 い て 行 っ た。

〈 相 同 性 検 索 〉

相 同 性 検 索 はDDBJ/EMBL/GenBank DNA databaseのBしASTn、 及 びBLASTpを 利 用 した 。

〈alignment解 析 〉

本 研 究 で 見 い だ さ れ たORFの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 のalignment解 析 はDDBJ(http://www.ddbj.nig.ac.jp)の

ClustalWを 用 い て 行 っ た 。
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<系 統樹作成>

DDBJ(http://www.ddbj.nig.ac.jp)のClustalWの プ ロ グ ラ ム を 用 い て 解 析 し、TreeViewの プ ロ ク ラ ム[Page et al.

1996]を 用 い て 作 成 した 。

2-2-13.サ ザ ン ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン

サ ザ ン ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン に はnon-Radioactive Digoxigenen(DIG)DNA標 識 及 び 検 出 キ ッ ト(Roche

Diagnostics、Co.Ltd.、Tokyo、Japan)を 用 い て 、そ の プ ロ トコー ル に 従 っ て 操 作 を行 っ た。メ ン ブ レ ン に はPALL

BYODYN(R)B MENBLANEを 用 い た 。carCAio probe、card probeは そ れ ぞ れpUCA1の イ ン サ ー ト6 .9-kb EcoRI

断 片(carAaAaBaBbCAcを 含 む)、pBKA105(本 論 文2-2-2)の イ ン サ ー ト4.5-kb Xhol-HindIII断 片(carRAaBaBbCAc

を 含 む)を 各 プ ラ ス ミ ドの 制 限 酵 素 処 理 断 片 を ゲ ル 抽 出(2-2-6)に よ り精 製 した もの を用 い た 。KA1株 のcarR 、

carAa、 及 びcarAcの プ ローブ を作成 す る際 は、それ ぞれ のDNA断 片 をPCRに よ り、2-2-5に 示 した プ ライ マ

ー とPCRの 方 法 を用 い て増 幅 させ たDNA断 片 を用 い た
。CB3株 のcarAaの プ ロー ブ は、CB3株 のtotalDNA

か らcarAa縮 重 プ ライ マー を用 いて増 幅 させ た断片 をpT7Blue(R)ベ クター に組 み 込ん だプ ラス ミ ドpTCB00l

のイ ンサ ー ト(2-2-12の 方法 に よ りデ ー タベ ー ス[accession no . AF060489】 と配 列 が一致 す る ことを確 認)のDNA

断片 を用 い た。

<プ ローブの作成>

試薬

・10xHexanucleotide solution

・10xDIG DNA labeling mixture(dNTP)

・Klenow fragment

・0 .5M EDTA

・5M NaCI

・Ethachinmate(ニ ッ ポ ン ジ ー ン)

・TE buffer

操 作

(1)DNA fragment solution 5μlを10min、98℃ でincubateし 、 氷 上 で5min急 冷 した 。

(2)2μlの10xHexanucleotide solution、2μlの10xDIG DNA labeling mixture 、10μ1の 滅 菌 水 、1μlのKlenow

fragmentを 加 え て37℃ で20h incubateし た 。

(3)8μlの0.5MEDTA、2μlの5MNaC1、1μlのEthachinmate、100μlの99%ethanolを 加 え て一80℃ で0 .5h冷

却 した 。

(4)15,000rpm、4℃ 、15min遠 心 して 、70%ethanolで リ ン ス 、dry up後 、0.1%SDSと し たTEbuffer 50μlに

溶 か した。

(5)68℃ で30min加 温 した 。

(6)ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン の使 用 前 に98℃ で10min、incubateし て 使 用 した 。

<ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン>

試 薬

・Denaturation buffer

0.5M NaOH

1.5M NaC1
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常 温 保 存 した。

・Neutralization buffer

0.5 MThs

3M NaCl

HClでpH7.0に 調 整 して 、 常 温 保 存 した 。

・Bufferl

0.1M Maleicacid 11.6g

0.15M NaCl 8.77g

NaOHでpH7.5に 調 整 し、 オ ー トク レー プ 、 常 温 保 存 した 。

・Blocking stock solution

Blocking reagentをBuffer1で10%(w/v)と な る よ うに 、 熱 を 加 え な が ら攪 拌 して 溶 解 させ た 後 、 オ ー ト

ク レー プ した 。 そ の 後 冷 蔵 保 存 した。

・Buffer2

Blocking stock solutionをBuffer 1で10倍 希 釈 し た もの を 用 事 調 製 した 。

・20xSSC

3M NaCl 350.69

0.3M Na3・citrate・2H2O 176.4g

1.5Lの 蒸 留 水 に溶 解 後 、2Lにfill upし た 。 常 温 保 存 した 。

・Hybridization buffer

5xSSC

1%(w/v) Blocking stock solution

0.1%(w/v) N-Laurorylsarcosine

0.2%(w/v)SDS

-20℃ で 保 存 し た。

・Buffer3

0.1M Tds

0.1M NaC1

1MのTris-HC150mlを400mlの 蒸 留 水 で 希 釈 し、NaCl2.93gを 溶 か した 後 、1NのNaOHを 用 い てpH9.5

に 調 整 した 。500mlにfill upし 、filtrationを し た 後 、 室 温 保 存 した。

・EDTA

・抗 体(Anti-digoxigenin fragment)

・発 色 溶 液

NBT/ X-Phosphate 200μl

solution

10mlのBuffer3に 溶 解 して 用 い た 。 暗 所 に て 用 事 調 製 した 。

操 作

ゲ ル か ら メ ン ブ レン へ のtransferに っ い て は 、vacuGene XL Vacuum Blotting System(Amersham Biosciences、

LTD.、Buckinghamshire、UK)を 用 い て 行 い 、 操 作 手 順 は そ の プ ロ トコー ル に 従 っ た 。

(1)Hybridizationに 供 す るDNAを 各 種 制 限 酵 素 で 切 断 して 、TAEをbufferと し て 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を

行 っ た。 そ の 後 エ ジ チ ウム ブ ロマ イ ドで 染 色 して 、UVを 照 射 下 で 写 真 を 撮 っ た 。

(2)ゲ ル をVacuGene XL Vacuum Blotting Systemに セ ッ トし、0.2NのHClを ゲ ル の 表 面 を覆 う様 に加 え 、15min、

50HPaの 圧 力 で 静 置 した 。

(3)ゲ ル 表 面 よ りHCl液 を 除 い た 後 、Denaturation bufferを 加 え て 、 同 様 に15min静 置 した 。

(4)同 様 に してNeutralization bufferを 力口え て15min静 置 した 後 、 ゲ ル 高 の2倍 程 度 の 位 置 ま で20xSSC bufibr

で 浸 る よ うに加 え て60min静 置 した 。
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(5)メ ン ブ レ ン を 取 り出 して 、UVを5min当 て た。

(6)シ ー ル ドパ ッ ク 中 で100cm2あ た り20mlのhybridization bufferを 用 い て68℃ で1h prehybddizationを 行 っ た 。

(以 後 、 反 応 液 に加 え る 液 量 は メ ン ブ レ ン100cm2あ た りの 量 で 示 す 。 ま た 、hybridizationの 条 件 は 、 特 に

明 記 しな い 限 り68℃ で 行 っ た 。)

(7)1mlあ た り1μlの プ ロー ブ を加 え たhybridization buffer 15mlとprehybhdization bufferを 交 換 し、68℃ で6h

以 上incubateし た 。

(8)Hybridization終 了 後 、 メ ン ブ レン をRTで 終 濃 度0.1%(w/v)のSDSを 加 え た2xSSCで5min洗 浄 した(2

回)。

(9)同 様 に0.1%(w/v)SDSを 加 え た0.1xSSCで68℃ 、15min洗 浄 した(2回)。

(10)Buffer 1で メ ン ブ レ ン を1min洗 浄 した 。

(11)約100mlのBuffer2で30min、RTでincubateし た 。

(12)抗体 溶 液 をBuffer2で150mU/mlと な る よ うに 希 釈 した 希 釈 抗 体 溶 液 で 、RTで30min、incubateし た 。

(13)未結 合 抗 体 をBuffer 1、100mlで 激 し く攪 拌 しな が ら15min洗 浄 した(2回)。

(14)メ ン ブ レ ン をBuffbr 3、20mlで2min平 衡 化 させ て(pH7.5→9.0)、hybridtzation packに 入 れ て 暗 冷 化 で 発

色 溶 液10mlと 共 に 平 らな 場 所 に 静 置 した 。

(15)望ま しい シ グ ナ ル が 得 られ た ら、 メ ンブ レン を取 り出 して 、TE buffer 50mlで 洗 浄 した(3回)。

(16)メン ブ レン を 乾 燥 させ て 保 存 した.

2-2-14.唯 一 の 炭 素 源 と し て 利 用 可 能 な 化 合 物 の 探 索

IC177株 とCA10株 が唯一 の炭 素源 、エ ネル ギー源 と して生育 に利用 で き る芳 香族化 合物 の探 索 にはNMM2

培 地 を用 い た。 基 質 にはxylene、toluene、phenol、benzoic acid、salicylic acid、gentisic acid、phthalic acid、

protocatechuic acid、anthranilic acid、naphthalene、biphenyl、dibenzofUran、dibenzo-p-dioxin、dibenzothiophene、

dibenzothiophene sulfbne、fluorene、9-fluorenone、indole、 及 び、carbazoleを 用 い た。 これ らの化合 物 の化 学構

造 をFig.M2-1に 示 した。 菌体 を炭 素が含 まれ な いNMM2に て1週 間培 養 し飢餓 状態 に なった菌 体 を調 整 し

た。 そ の菌 体約103個 を5mlのNMM2に 各基質 を加 えた培 地 に植 菌 し、1及 び3週 間30℃ で培養 した。 培養

液 を10～104に 希釈 し、LBプ レー ト培 地 に50μl塗 布 して30℃ で培養 した後 、形成 され た コ ロニー の数 を数

え るこ とで生育 の有 無 を確 認 した。

2-2-15.GC-MSを 用 い たIC177株 に よ るcarbaozle分 解 の 解 析

IC177株 のcarbazoleを 唯 一 の炭 素源 ・エネル ギー源 とす る培地 で生 育 した株数 、及 び 、carbazoleの 経時 的

分解 には200mlのNMM2に 、終濃度0.1%(w/v)と な る よ うにcarbazoleを 添加 した もの(NMM2+carbazole)を

用 い た。IC177株 は5mlのNMM2+carbazoleに て3日 間培養 した菌体 約103個 を、上記200mlの 培地 に植 菌

した時 点 か ら測 定 を開始 した。

＜生育 曲線 の 作成＞

操 作

(1)植菌 か ら12時 間お きに採 取 した培 地 を105～108に 希釈 してLBプ レー ト培 地 に塗布 し、30℃ で静 置培養 し

た。

(2)プ レー トに生育 した コロニー の数 を数 え、1mlあ た りの生菌 数 をcolony forming unit(cfu)と して算 出 した。

＜carbazole分 解 の経 時 的なモ ニ タ リン グ＞
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(1)<生 育 曲線 の作 成>で 記 した もの と同 じサ ンプル 、す なわ ち植 菌か ら12時 間お きに採 取 した培 地1mlに 内部

標 準物質 と して用 いたdibenzo-p-dioxinを 終濃 度0.01%(w/v)と な る よ うに加 え、1mlの 酢 酸エ チル で抽 出 し、

無水硫 酸ナ トリウムでサ ンプル 中の水 を除い た。

(2)酢酸 エチル抽 出液10μ1を ア ス ピ レー ター を用 いて蒸発 乾 固 させ 、そ こに10μlのMSTFAを 加 えてvortex mix

した後 、70℃ で20分 間incubateし た。

(3)調 製 した サ ン プ ル1μ1をCG-MS(model JMS-Automass 150;JEOL、Tokyo、Japan)に 供 した 。 キ ャ ピ ラ リー カ

ラム はJ&W Scientific社(California、USA)製DB-5(内 径0.25×15m、 フ ィル ム厚0.25μm)を 用 い た 。各 サ ン

プ ル は80℃ でsplitless modeに てinjectし 、80℃ で2分 →280℃ ま で16℃/minの 昇 温 プ ロ グ ラ ム で行 い 、ヘ リ

ウム ガ ス のhead pressureは65kPaと し た。培 地 中 に残 存 す るcarbazole量 を 評 価 す るた め に 、carbazoleのtotal

ion currentに お け る ピ ー ク 面 積 と 内 部 標 準 物 質dibenzo-p-dioxinの ピ ー ク 面 積 と を 比 較 した 。 購 入 し た

carbazoleを 標 準 物 質 と して 用 い て保 持 時 間 とマ ス スペ ク トル 情 報 を 求 め 、サ ン プ ル の そ れ と比 較 した 。休 止

菌 体 反 応 の 基 質 変 換 効 率 は 、 「反 応 生 成 物 の2'-aminobipheny1-2,3-diolの ピ ー クエ リア 値/(carbazoleの ピ ー ク

エ リア 値+2'-aminobipheny1-2
,3-diolの ピ ー ク エ リア 値)×100(単 位 は%)」 と して 算 出 し た。

2-2-16.Carbazole代 謝 中 間 体 の 同 定

IC177株 のcarbazole分 解 時 に生成 され る中間代 謝物 を同定す るため 、GC-MSに よる解 析 を行 った。
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Figure M2-1.IC177株 、CA10株 が唯 一の炭 素源 と して利 用 可能 な化合 物 の解析 に用 いた基質 の化学構 造。
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操作

(1)Carbazoleを 終濃 度0.1%含 むMM2培 地5mlに てIC177株 を30℃ で4日 間培養 した。

(2)培地 を1NのHC1を 用 いてpH3に な る まで酸性 に し、5mlの 酢酸 エチル で抽 出 した後 、無水硫 酸ナ トリウ

ムで水 を除 いた。

(3)(2)のサ ンプル を2-2-15に 示 した方 法 でGC-MSに 供 した。

2-2-17.塩 基 配 列 のaccession numbers

本研究で得 られた塩基配列情報の うちTabieM2-2に 示 したものは DDBJ, EMBL, GenBank nucleotide sequence

databases に登 録 した。
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Table M2-2.本 章 の研 究 で 登 録 され た 塩 基 配 列 のaccession no.。
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2-3.結 果 と考 察

2-3-1.新 規carbazole分 解 菌 及 び 分解 菌 群 の ス ク リー ニ ン グ

Carbazoleを 資 化 で き る菌 株 を得 る た め 、 全 国 各 地 か ら採 取 した サ ン プル71種 につ い て 、

carbazoleが 唯一 の炭 素 源 、窒 素 源 、エ ネル ギ ー源 とな る よ うな培 地 で あ るMM2+carbazole(0.1%、

w/v)液 体培 地 に て 、30℃ で 培 養 を行 っ た。 ま た 、海 洋 土壌 サ ンプル につ い て は 、濾 過 滅 菌 した

海 水 に0.1%(w/v)と な る よ うにcarbazoleを 加 え た もの を培 地 と し、25℃ で培 養 を行 っ た。 本 実

験 に よ り、27株 のcarbazole資 化 菌 の 単 離 に成 功 した。carbazole分 解 は観 察 で き た ものの 、単 離

に は至 らな か っ た サ ン プル はcarbazole分 解 菌 群 と し、16種 類 得 られ た(そ れ ぞれ 英 文字 と数 字 な

どの組 み 合 わせ 、G6、IT、TSHな ど と命 名)。 取得 したcarbazole分 解 菌 、菌群 の 取得 に 至 った サ

ンプル の種 類 と大 ま か な採 取地 をTable2-1に 示 した。

2-3-2.新 規carbazole資 化 菌 の 属 種 の 同 定

新 た に 単 離 し たcarbazole資 化 菌 の 属 種 を 同 定 す る た め 、Amplified Ribosomal DNA Restriction

Analysis(ARDRA)を 行 い 、 同 属 と考 え られ る 菌 株 を グ ル ー プ 分 け した と こ ろ 、 単 離 した27株

(Table2-2)は 、14種 の グ ル ー プ(A～N)に 分 け る こ とが で き た(Fig.2-1)。14の 各 グル ー プ か らそ れ

ぞ れ 代 表 を 一 株 選 び 、 そ の16S rDNA断 片 をpT7Blue T vectorに 組 み 込 み 、 そ の 塩 基 配 列 を 決 定

し 、 相 同 性 検 索 を 行 う こ と に よ り、 属 種 を 同 定 した(Table 2-2)。 今 回 得 られ たcarbazole資 化 菌

の16S rDNAの 塩 基 配 列 うち 、C、F、G、Jの グ ル ー プ の 菌 株 はSphingomonas属 細 菌 、B、Nの

グ ル ー プ の 菌 株 はPseudomonas属 細 菌 で あ る こ と明 らか とな っ た が 、 既 知 のcarbazole資 化 菌 に

お い て も これ ら の 属 に 分 類 され る報 告 例 が 殆 ど で あ る[Ouchiyama et al., 1993; Hisatsuka and Sato,

1994; Gieg et al., 1996; Shepherd and Lloyd-Jones, 1998; Kirimura et al., 1999; Habe et al., 2002; Yoon

et al., 2002; Kilbane et al.,2002]。 一 方 、 そ の 他 のA、E、H、L、M、Nの グ ル ー プ の 菌 株(IC001

株 、IC074株 、IC114株 、IC177株 、IC193株 、IC961株)の も の は そ れ ぞ れAcinetobacter、Acromobacter、

Erythrobacter、Nocardioides、Stenotrophomonas、Marinobacterium属 細 菌 と高 い 相 同 性 を示 した が 、

これ ら の 属 に 分 類 され るcarbazole資 化 菌 は 現 在 ま で に 得 られ て い な か っ た 。 つ ま り、 本 研 究 に

よ り得 られ た 菌 株 が 分 類 され る6属 はcarbazole資 化 菌 と して 得 られ た も の の う ち 報 告 例 が 無 い

も の で あ っ た 。 そ の 中 で も 特 に 、IC177株 が 属 す るNocardioides属 細 菌 は 高GC含 量 の 特 徴 を 有

す る放 線 菌 で あ り(Fig.2-2)、 グ ラ ム 陽 性 のcarbazole資 化 菌 に つ い て の 遺 伝 学 的 な 研 究 例 が な い

こ と か ら も 、IC177株 のcarbazole分 解 に 関 わ る 遺 伝 子 ・酵 素 に 興 味 が 持 た れ た 。Nocardioides属

細 菌 の 中 に は 、2,4,6-trinitrophenol、2,4,5-trichlorophenxyacetic acid、p-nitrophenol、phenanthrene、

及 びdibenzofuranな ど の 芳 香 族 化 合 物 分 解 細 菌 と し て 報 告 さ れ て い る も の が 多 数 存 在 す る

[Golovleva et al., 1990、Rajan et al., 1996、Cho et al., 1998、Iwabuchi et al., 1998、Futamata et al., 2004]。

2-3-3.新 規carbazole資 化 菌 が保 持 す るcar遺 伝 子 群 の 解 析

2-3-3-1.サ ザ ン解 析

新 た に取 得 したcarbazole資 化 菌 が どの よ うなcar遺 伝 子 群 を保 持 す るの か を明 らか にす る た

め に 、 まず は 、既 知 のcar遺 伝 子 を保 持 す るの か ど うか調 べ た。 各 菌株 か ら抽 出 したtotal DNA

をEcoRI処 理 した サ ンプ ル に対 し、CA10株 とKA1株 のcar遺 伝 子 群 をプ ロー ブ(そ れ ぞれcarCA10

probe、carkA1 probeと 命 名;Fig.2-3)と したサ ザ ン解 析 を行 った。 得 られ たcarbazole分 解 菌 群 に
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Table2-1.carbazole分 解 細 菌 の 取 得 に用 い た サ ン プ ル の 種 類 、採 取場 所MM2+carbazole培 地 での生 育、及 び、
単離 した菌株名。
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Table2-2.新 規carbazole資 化 菌 の16SrDNAの 配列 と最 も相 同性 の高か っ た菌株 と遺伝学 的解 析結 果
。

a
属の決定 はARDRAに よるもので、シークエンス解析は行わなかった。
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Figure 2-1.carbazole資 化 菌 のARDRAパ タ ー ン。 各carbazole資 化 菌 か ら抽 出 したtotal DNAを 鋳 型 と

し、PCRに よ り増 幅 させ た16S rRNAのDNA断 片 をHaeIIIで 処 理 し、 電 気 泳 動 した。 こ こ で はHaeIII

で 処 理 した もの の み を示 した が 、 そ れ 以 外 にHhaIとSau3AIで もARDRAパ タ ー ン を解 析 した 。 本研

究 で 取 得 され たcarbazole資 化 菌 は 合 計27株 で あ っ た が 、ARDORAの パ ター ンか ら14種 類 に分 類 で き

た(A-N)。 レ ー ン:Marker、size markerφX174 DNA digested with HincII;A 、Acinetobacter johnsonii

IC001;B、Pseudomonas pseudoalcaligenes IC017;C、Sphingomonas sp .IC033;D、Burkholderia sp.

IC049;E、Achromobacter xylosoxidans subsp.IC074;F、Sphingomonas sp .IC075;G、Sphingomonas sp.

IC081;H、Erythrobacter-like sp.IC114;I、Burkholderia vietnamiensis IC129;J 、Sphingomonas wittichii

IC145;K、Janthinobacterium sp.IC161;L、Nocardioides aromaticivorans IC177;M 、Stenotrophomonas

acidaminiphila IC193;N、Marinobacterium sp.IC961.
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Figure2-2.1C177株 、Noccrdioides属 細 菌 の代 表 、及 び他 のア クチ ノマ イセ ス群 の細 菌 の分子 系統学

的分類 の位 置 を示す 無根 系統 樹。 系 統樹 に用 いたGenBankに 登録 され てい る16SrDNA配 列 の

accession numberを 以 下 に しめす 。 Actinoplanes philippinensis  (D85474)、 Arthrobacter globiformis
(M23411)、 Corynebacterium diphtheriae  (X84248)、 Mycobacterium tuberculosis  (X52917)、 Nooardia
asteroides  (X84850)、 Nocardioides albus  (AF005001)、 Nocardioides jensenii (AF005006)、 Nocardioides
luteus  (AF005007)、 Nocardioides simplex  (AF005013)、 Nocardioides plantarum (X69973)、

Pseudonocardia thermophila  (AJ252830)、 Rhodococcus rhodochrous  (X79288)、 Streptomyces coelicolor

(Z76678)。
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Fig.2-3.Pseudomonas resinovorans  CA10株 とSphingomonas sp. KA1株 のcar遺 伝 子 群 とNocardioides

aromaticivorans  IC177株 のcar遺 伝 子ホ モ ロ グの 一部 。 五角形 は遺 伝 子・ORFの 大 きさ、位 置 、転 写 の

方向 を示 した。 car遺 伝 子は斜線 模様 の 五角形 で示 した。 黒 色 の 太 線 はcarCA10、 carKA1 probeのDNA領

域 を示 した。 IC177株 のcar遺 伝 子断 片 はCA10株 、 KA1株 のそれ と相同性を有するDNA 領域を灰色で
示 し、 ア ミノ酸 レベ ル のidentityを 数 字 で 示 した。 carKA1probeで ハ イ ブ リダ イ ズ が 確 認 され た 新 規

carbazole資 化 菌17株 とSphingomonas sp.CB3株 につ いて は、 carKA1probe でハイブ リダイ ズ したEcoRI
切断断片の位置 と長 さを示 した概略図を示 した。灰色に色付けされた断片はKA1株 と同 じ長さの
EcoRI切 断断 片 を示す。EcoRIサ イ トはEで 示 した。
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つ い て も同時 に解 析 を行 っ た。 さ らに 、単離 した 菌株 に お い て は 、ニ ュー ジ ー ラ ン ド、waikato

大 学 の研 究 グル ー プ に よ り単 離 され たCB3株 のcar遺 伝 子[Shepherd et al.,1998]を 持 つ か ど うか

も興 味 が もたれ た の で 、CB3株 のtotal DNAか らcarAa縮 重 プ ライ マー を用 い た 縮 重PCRか ら

増 幅 させ たcarAa遺 伝 子 断片(シ ー クエ ンス解 析 に よ り配 列 を確 か めた[accession no. AF060489];

pTCB001のinsert)を プ ロー ブ(carCB3 probe)と した サ ザ ン解析 も行 っ た。CB3株 はWaikato大 学

Lloyd-Jones博 士 か ら分 与 して い た だ い た。

単 離 したcarbazole資 化 菌 の うちcarcA10 probeと 強 くハ イ ブ リダイ ズ した の はPseudomonas

pseudoalcaligenes IC017株 の み で あ り、ハ イ ブ リダ イ ズ したバ ン ドの長 さはCA10株 同様6.9kb

で あ っ た(Fig.2-4A)。 ハ イ ブ リダ イ ズ が確 認 で き なか っ た サ ンプ ル に対 し、 電 気 泳 動 に供 す る

DNA量 を増 や して 再 度 同様 のサ ザ ン解 析 を行 った とこ ろ、IC049株 、IC161株 に も非 常 に弱 い ハ

イ ブ リダイ ズ が確 認 で き た が 、 そ の ハ イ ブ リダイ ズ した バ ン ドの長 さはCA10株 とは異 な り、

IC049株 で は8.0kb、IC161株 で は5.6kbで あ っ た(Fig.2-4B)。Carbazole資 化 菌 群 は全 てcarcA10

probeと ハ イ ブ リダイ ズ しな か っ た(Fig.2-4A)。

carKA1 probeを 用 い た サ ザ ン解 析 で は 、単離 したcarbazole資 化 菌27株 の うちcarKA1 probeと ハ

イ ブ リダイ ズ した の は17株 で あ っ た(Fig.2-5、Table2-2)。 サ ザ ン解 析 に 用 い たtemplateはEcoRI

処 理 され てお り、ハ イ ブ リダ イ ズバ ン ドの長 さに よ っ て分 類 が可 能 で あ っ た(Fig.2-3)。Fig.2-3

の 分 類 は 、KA1株 のcarR、carAa、carAc、 を プ ロー ブ と したサ ザ ン解 析 の結 果 と照 合 して も同

様 の 分 類 が可 能 で あ っ た。KA1株 と全 く同 じハ イ ブ リダ イ ズ パ ター ン を示 した の は 、IC033株 、

IC081株 、IC145株 で あ っ た。KA1株 のcar遺 伝 子 群 上 流 側 の遺 伝 子構 造 が異 な る と考 え られ た

の は 、IC074株 、IC075株 、IC306株 、IC315株 、お よびIC097株 で あ った。 さ らに 、KA1株 の

car遺 伝 子 群 と上 流 下 流 と もに異 な る遺 伝 子 構 造 を持 つ と考 え られ た の が 、IC193株 、IC209株 、

IC273株 、IC290株 、IC291株 、IC300株 、IC321株 、IC258株 、お よびIC268株 で あ っ た。carbazole

資 化 菌 群 につ い て は16種 類 中13種 に お い てCarKA1 probeと の ハ イ ブ リダイ ズ が認 め られ た。こ

れ らcarbazole資 化 菌群 の ハ イ ブ リダイ ズ パ ター ンにつ い て は 単離 され た 菌株 と共通 す るハ イ ブ

リダイ ズパ タ ー ン が観 察 され た もの が 多 か っ た もの の 、Fig.2-5Bに 示 した よ うに詳 細 な比 較 が

困難 な ほ ど様 々 な長 さのハ イ ブ リダ イ ズバ ン ドが確 認 され た 。本 実 験 結果 か ら、自然 界 に はKA1

株 が持 つcar遺 伝 子 群 と よ く似 たcar遺 伝 子 群 を持 つ 菌 株 が広 く分布 して お り、ま た 、それ らの

細 菌 が保 持 して い るcarKA1様 遺 伝 子 周 辺 の遺 伝 子 構 造 に は多 様性 が 存在 す る こ と も明 らか に な

つ た。KA1株 のcar遺 伝 子 群 は約255kbの 巨大 プ ラス ミ ドpCAR3上 に存 在 して い る こ とが 明 ら

か に な って お り[Habe et al.,2002]、 これ らcarbazole資 化 細 菌 はpCAR3も しくはpCAR3様 の何 ら

か の 可 動 性 遺 伝 因 子 に よ り 自 然 界 に 伝 播 した も の で あ る 可 能 性 が 考 え られ た 。KA1株 は

α-Proteobacteriaに 分 類 され るSphingomonas属 細 菌 で 、そ のKA1株 のcar遺 伝 子 と高 い相 同性 を

有 す る遺 伝 子 を保 持 す る こ とが 明 らか にな っ たIC074株 、IC193株 は それ ぞ れ β-、γ-Proteobacteria

に 分類 され るAcromobacter、Stenotrophomonas属 細 菌 で あ った 。 これ はpCAR3様 の 可動 性 遺 伝

因 子 が α-Proteobacteriaの み な らず 、β-、γ-Proteobacteriaの 細 菌 にま で伝 播 した 可 能性 を示 唆 して

い る。

CB3株 のcarAa遺 伝 子 を プ ロー ブ と したサ ザ ン解 析 で は 、IC033株 、及 び 、IC081株 にお い て

ハ イ ブ リダイ ズが確 認 され た(Fig.2-3、Table2-2)。 これ ら2株 のハ イ ブ リダイ ズ したDNA断 片

の 長 さは7.4kbで 、CB3株 の8.0kbと は異 な って い た。 ま た 、逆 にCB3株 のtotal DNAに 対 し
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Figure2-4.新 規carbazole資 化 菌 のtotal DNA EcoRI切 断DNA断 片 の サ ザ ン解 析 。 プ ロー ブ はcar
CA10

probe(Fig.2-3)を 用 い た 。
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Figure2-5.新 規carbazole資 化 菌 のtotal DNA EcoRI切 断DNA断 片 の サ ザ ン解 析 。 プ ロー ブ はcarKA1

probe(Fig.2-3)を 用 い た 。
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てcarKA1 probeを 用 い て サ ザ ン解 析 を行 っ た とこ ろ、 ハ イ ブ リダ イ ズ が確 認 され(Fig.2-3、

Table2-2)、CB3株 はKA1株 のcar遺 伝 子 と高 い相 同性 を有 す る遺 伝 子 を保 持 す る こ とが 明 らか

とな っ た。 本 実 験 に よ り、IC033、IC081、CB3株 はKA1株 のcar遺 伝 子 群 とCB3株 のcar遺 伝

子 と高 い相 同性 を有 す る遺 伝 子 を 両方 持 つ こ とが 明 らか に な り、 これ ら3株 はKA1株 、CB3株

のcar遺 伝 子 双 方 の遺 伝 子 産物 を生 産 す る こ とで 、協 調 的 にcarbazoleを 分 解 して い るの か も し

れ な い。

carCA10 probe、carKA1 probeと も にハ イ ブ リダ イ ズ が確 認 で き な か っ たサ ンプ ル に つ い て 、後 述

のIC177株 由 来新 規car遺 伝 子 群 の 一 部 をプ ロー ブ と したサ ザ ン解 析 を行 った が 、ハ イ ブ リダ イ

ズ は確 認 で きな か っ た。

2-3-3-2. Degenerate PCR

carCA10 probe及 びcarKA1 probeを 用 い た サ ザ ン解 析 で ハ イ ブ リダ イ ズ が確 認 で き な か っ た

carbazole資 化 菌7株(IC001株 、IC114株 、IC129株 、IC138株 、IC177株 、IC961株 、IC977株)

に 関 して は 、既 知 のcar遺 伝 子 群 とは相 同性 が 低 いcar遺 伝 子 を保 持 す る可能 性 が 考 え られ た た

め 、既 知 のCarAaの ア ミノ酸 配 列 を も とに設 計 した縮 重 プ ライ マ ー を用 い たdegenerate PCRを

行 っ た。ま た 、ハ イ ブ リダイ ズバ ン ドが薄 か っ たIC049株 、IC161株 に つ い て も同様 にdegenerate

PCRを 行 った。 各 サ ンプ ル にお い て増 幅 した断 片 を ク ロー ニ ン グ し、塩 基 配 列 を決 定 した とこ

ろ、IC001株 、IC049株 、IC114株 、IC129株 、IC138株 、IC961株 、IC977株 で は 、そ の塩 基 配

列 か らcarbazole代 謝 に 関 与 す る 遺 伝 子 と考 え られ る も の は 得 られ な か っ た 。IC177株 に つ い て

は 、増 幅 断 片991bp(pT177001イ ン サ ー ト)の うち876bpの 塩 基 配 列 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 はKA1

株 、CA10株 、J3株 のCarAaの 相 当 す る ア ミ ノ酸 配 列 と51、48、48%のidentityを 示 した 。 さ ら

に 、 そ の 直 下 流 の121bpの 塩 基 配 列 は 既 知 のCarCの5'末 端 側 一 部 と相 同 性 を 示 した(Fig.2-3)、

こ のcarCホ モ ロ グ の 一 部 はKA1株 、J3株 、CA10株 のCarC中 の 相 当 す る領 域 の ア ミ ノ酸 配 列

と36、36、34%のidentityを 示 した 。既 知 のcarbazole分 解 系 遺 伝 子 群 で は 、carAaの 直 下 流 に は

carBaも し くは 、carAbが 位 置 して い る に も か か わ らず 、これ ら の 結 果 はIC177株 が 保 持 す るcar

遺 伝 子 群 ホ モ ロ グ が 既 知 のcar遺 伝 子 群(Fig.2-3)と 遺 伝 子 の 並 び が 異 な る こ と を 示 して い た

[Sato et al., 1997a、Ouchiyama et al., 1998、Shepherd et al., 1998、Habe et al., 2002、Kilbane et al., 2002、

Inoue et al., 2004]。 こ の991bpのDNA断 片 のGC含 量 は65.4%で あ り、 高GC含 量 を特 徴 とす

るア クチ ノマ イ セ ス 群 に 属 す るNocardioides属 細 菌 と して の 性質 を よ く表 してい た 。これ ま で報

告 され て きたcarbazole分 解 系遺 伝 子 群 は プ ラス ミ ドや トラ ンス ポ ゾ ンな どの移 動 性 遺伝 因 子 上

に位 置 して い る例 が 多 か った[Maeda et al., 2003、Shintani et al., 2003, 2004、Nojiri et al., 2004]。 し

か し、この遺 伝 子 断 片 は進 化 的 に最 近 グ ラム陰 性細 菌 な どか ら転 移 して きた もの で は ない 可 能性

が 高 く 、IC177株 が 保 持 す るcar遺 伝 子 は 古 くか ら グ ラ ム 陽 性 細 菌 が保 持 して き た 新 規 な

carbazole代 謝 系 遺 伝 子 で あ る こ とを示 唆 して い る。

2-3-4. グ ラ ム 陽 性carbazole資 化 菌IC177株 のcarbazole分 解

前 述 の よ うに 、 これ ま で の細 菌 に よ るcarbazole分 解 の遺 伝 学 ・酵 素 学 的研 究 例 は グ ラム 陰 性

細 菌 の もの の み で あ り、 グ ラム 陽性carbazole資 化 菌 につ い て の報 告 例 は なか った。 そ こで 、 ま

ず は 、 グ ラム 陽性carbazole資 化 菌 につ い て の 今 後 の詳 細 な研 究 の た め の基 礎 的 な情 報 を得 るた

め 、IC177株 のcarbazole分 解 とそれ に伴 う生 育 の 変化 を経 時 的 に モ ニ タ リン グ した。carbazole

が 唯 一 の炭 素源 、 窒 素源 とな る培 地 、MM2+carbazole 0.1%(w/v)200mlにIC177株 を植 菌 し、
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(1)IC177株 のcolony forming unit(cfu)の 測 定 、及 び 、(2)GC-MSを 用 い た 残 存carbazoleの 半 定 量 を

行 った。(1)、(2)の 結 果 を併 せ てFig.2-6に 示 した。IC177株 を培 地 に植 菌 す る と、 約1日 の 遅滞

期後、IC177株 の増殖 が始ま り3日 間の指数期 を経て、約4日 で静止期 に達 した。静止期までで

お よそ18%のcarbazoleが 分解 され た。 ま た、 この と き培 地 中に は茶 褐 色 の物 質 の 蓄積 が観 察 さ

れ 、何 らか のcarbazole代 謝 物 が 蓄積 して い る こ とが予 想 され た(Fig.2-7C)。 そ の 後30日 間 の培

養 で80%のcarbazoleが 分解 され た 。IC177株 は 栄養 培 地 で 生育 した場 合 に は、培 養 温度 に よっ

ては 菌 体 の凝 集 が観 察 され た(Fig.2-7A)。 栄 養 培 地 とMM2+carbazole培 地 とで は、 平板 培 地 に

お い て もIC177株 の コ ロニ ー の形 状 は 異 な り(Fig.2-7B)、 富栄 養 と貧 栄 養 状 態 とで は 明確 な形 態

の違いが観察 された。

IC177株 のcarbazole分 解 時 の 中 間 代 謝 物 を 調 べ る た め 、MM2+carbazole(0.1%w/v)にIC177株

を植 菌 して4日 間incubateし た培 地 を酢 酸 エ チル 抽 出 した サ ンプル をTMS化 し、GC-MSに 供 し

た。保 持 時 間7分40秒 付 近 と8分40秒 付 近 に現 れ た ピー クの マ ス スペ ク トル と(Fig.2-8A)、TMS

化 し た 標 品 のanthranilic acidの 保 持 時 間 、 マ ス ス ペ ク トル(Fig.2-8B)を 比 較 した と こ ろ 、 一 致 し

た た め 、IC177株 に よ るcarbazole分 解 に お い て 、 中 間 代 謝 物 と してanthranilic acidが 蓄 積 す る こ

とが 明 らか とな っ た。 グ ラム 陰 性 細 菌 のcarbazole資 化 菌 で あ るCA10株 の研 究 にお い て も、

carbazole分 解 時 の 中 間 代 謝 物 と してanthranilic acidを 蓄 積 す る こ とが 明 らか とな っ て お り

[Ouchiyama et al.,1993]、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 で あ るIC177株 はanthranilic acidま で はCA10株 と 同 様

のcarbazole代 謝 系 を持 つ 可能 性 が 考 え られ た。
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Figure 2-6.IC177株 のMM2+carbazole培 地 で の 生 育 とそれ に伴 うcarbazoleの 減 少 。
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FigureZ-7.Nocardioides aromaticivoruns IC177株 の 培 養 の 様 子 。(A)LB培 地 に お い て37、30℃ で 培 養

した 場 合25℃ で 培 養 した 場 合 と比 べ て 菌体 の 凝 集 が 確 認 で き る。Negative controlは 培 地 の み の サ ン

プ ル 。(B)carbazoleを 唯 一の 炭 素 源 と した プ レー ト 上で の コ ロニ ー(左)は 明 らか に 富 栄 養 の ブ イ ヨン

プ レー ト(右)と は 形 態 が 異 な っ て い た。(c)Anthranilic acid、anthracene、carbazoleを 唯 一の 炭 素 源 と

した 培 地 で培 養 した場 合 、 そ れ ぞ れ 茶 褐 色 、 黄 色 、 焦 げ 茶 色 の物 質 が 培 地 中 に 蓄 積 した。
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Figure 2-8. IC177株 のcarbazole分 解 時 の 中間代 謝物 の解 析。(A)MM2+carbazoleで4日 間培 養 した培養 液 の酢 酸

エ チ ル 抽 出 サ ン プ ル をTMS化 し 、GC-MSに 供 した。1、2、 はanthranilic acid、3はcarbazole由 来 の ピー ク。1、2

の ピー ク のMSス ペ ク トル も示 した 。(B)標 品 のanthranilic acidをTMS化 し 、GC-MSに 供 した 。TMS化 に よ り1、

2の2種 の 化 合 物 が ピ ー ク と して 検 出 され た 。
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2-3-5. IC177株 の 芳 香 族 化 合 物 資 化 能

carbazoleを 唯 一 の 炭 素源 ・エ ネ ル ギー源 と して 生 育 が 可能 なIC177株 は 、他 に も どの よ うな

芳香 族 化 合 物 を唯 一 の炭 素 源 と して生 育 で き る の か興 味 が 持 た れ た。そ こで 、様 々 な芳 香 族 化 合

物(Fig.M2-1に 示 した 化 合 物)が 唯 一 の 炭 素源 とな る よ うな培 地(NMM2+様 々 な芳 香 族 化 合 物)

を用 い 、IC177株 の資 化 生 育 能 を解 析 した。 同時 に 、CA10株 につ い て も同様 の解 析 を行 った 。

培養1週 間毎 にサ ン プ リン グ し、本 実験 で は 、培 養 液 中 のcfuが107以 上 に達 した場 合 に生 育 可

能 で あ る と した。 本 実験 に 用 い た化 合 物 と結 果 をTable 2-3に 示 した。IC177株 、CA10株 共 に、

protocatechuic acid及 びanthranilic acidを 資 化 す る こ と が で き た 。IC177株 は

dibenzothiophene-sulfoneとanthraceneの 資 化 も可 能 で あっ た。IC177株 はanthranilic acid、anthracene、

carbazoleで 生 育 した培 地 中 に はそ れ ぞ れ 、茶 褐 色 、黄 色 、焦 げ茶 色 の物 質 の蓄 積 が観 察 され た(Fig.

2-7C)。CA10株 はIC177株 とは 異 な り、phenolとbenzoic acidで の生 育 が 可能 で あ っ た。 この よ

うな生 育 基 質 の 違 い はそ れ ぞ れ が 持 つ 代 謝 経 路 、代 謝 系 遺伝 子 ・酵 素 、代 謝 系 オペ ロン の制御 機

構 な どの 違 い に 由来 す る もの と考 え られ る。

(本 章 の 内 容 は2005年4月 に 、学 術 雑 誌FEMS Microbiology Lettersに て 発 表 した[Inoue et al.,2005])
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Thble 2-3. IC177株 とCA10株 の生 育基 質 の解 析。 基 質 はNMM2 に終濃度0.1%(wt/vol) とな る よ うに添加 し、

菌の生 育は1、3週 間 後 の培 養 液 中の生 菌数 をプ レー トカ ウン トにてcfuを 算 出 した。 ++は1週 間の培 養 で>107

cfu/m1に 達 した も の 、+は3週 間 で>107cfu/m1に 達 した も の を示 し、-は3週 間 経 っ て もく107 cfu/m1で あ っ た

サ ンプル 。基 質 の化学 構 造 はFig.M2-1に 示 した。
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