
Aquamicrobium sp. SK-2株由来 

Biphenyl分解酵素BphCの精製と分解特性 
 

 

                                     

菅原 豪人 1·小山 大貴 1·澤田 研 2·張 傛喆 1＊·菊池 慎太郎 1 
     

1室蘭工業大学工学研究科環境創生工学系専攻（〒050-8585北海道室蘭市水元町27-1） 
2室蘭工業大学工学研究科生産システム工学系専攻（〒050-8585北海道室蘭市水元町27-1） 

*E-mail: ychang@mmm.muroran-it.ac.jp 

 

                                

 Aquamicrobium sp. SK-2株からビフェニル分解酵素2,3-ジヒドロキシビフェニル-1,2-ジオキシゲナーゼ(BphC)の精

製を行い, BphC酵素を精製した. この酵素の分子量は65kDaで二量体であった. 諸特性の検討を行った結果, 幅広い

温度領域において活性を保持し, その最適温度は30˚Cであった. 最適pHの検討に関しては, 中性からアルカリ性領

域において高い活性を保持し, その最適 pH は 8.0 であった. Km と Vmax を算出した結果, Km＝12.0 µM, Vmax＝154 

mM/minであり, SK-2株由来BphCは2,3-DHBP と比較的高い親和性を有していることが判明した. 精製酵素のN末

端アミノ酸配列を解析したところ, Pseudomonas sp. KKS102株由来BphCと92％の高い相同性を示した. また, BphC

による2,3-ジヒドロキシビフェニルとカテコールの開環反応を確認した. 
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1. はじめに 

 
芳香族炭化水素であるビフェニル並びにビフェニルを合成

原料とするポリ塩化ビフェニル (PCB) は典型的な難生分

解性合成有機物質であり, 環境に残留するこれらの物質が生

物に対して強い毒性を有することが明らかにされて以来1), そ
れらの使用や排出などが厳しく制限されるに至った2) .  
現在はビフェニル及び PCB 分解菌の研究は数多く報告

され, 好気性細菌は付加塩素原子数（置換塩素原子数）の少

ないPCBを分解し, 嫌気性細菌は逆に置換塩素数の多いPCB
を分解する傾向にあると理解されている 3, 4). その中, 当研究

室で単離された Aquamicrobium sp. SK-2 株と Hatamian-
Zarmi らにより単離された Pseudomonas aeruginosa 
TMU56 が置換塩素原子数の多いPCB まで好気条件下で

資化可能であることが報告された 5, 6). しかし, いずれに

おいても分解メカニズムに関する酵素や遺伝子レベルま

での解明は行われていない. 
Aquamicrobium sp. SK-2 株は, 耐塩性及びビフェニル

を唯一の炭素源として資化する能力を有し, 置換塩素数

の多い高塩素（塩素が 7 つ置換したもの）の PCB 分解

能を有し, ビフェニル分解経路もすでに報告されている
6). 既報の研究によれば, ビフェニル代謝経路は複数の酵

素により段階的に行われており, Aquamicrobium sp. SK-2
株においても同様の経路を経ていることが判明している. 

この代謝経路を司る酵素の 1 つに 2,3 -ジヒドロキシビ

フェニル(2,3-DHBP)を 2 -ヒドロキシ- 6 -オキソヘキサ- 
2,4 -ジエン酸(HOPDA)に代謝する酵素 2,3 - ジヒドロキ

シビフェニル- 1,2 -ジオキシゲナーゼ (BphC) が存在す

る. この BphC は既報の研究により, 2,3-DHBP 以外にも

様々な芳香族化合物を分解することが報告されており, 
環境汚染の原因とされる芳香族化合物の分解への応用が

期待されている 7), 8).  

本稿では, PCB を分解するAquamicrobium sp. SK-2株
の分解能力を活用し, PCB の生物学的処理法の確立のた

めに PCB の分解に重要な酵素 BphC を精製し, その活

性の最適条件と分解に関する特性の検討を行うことで, 
応用のための基礎的知見を得ることを目的とした. 
 
2．実験方法 

 

(1) 供試菌株  

本実験に用いた菌株は当研究室で単離された

Aquamicrobium sp. SK-2株（以下SK-2株と省略）であり, そ
の菌の詳細については既報の論文に紹介した9). 
 

(2) BphCの精製プロセス 

まず菌体の培養を行った. ビフェニルを唯一の炭素源とし

て4 LのMS 無機塩培地（以下MS培地と省略）9) に最終濃
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度が100 mg/L になるように加えた後SK-2 株を接種し, 30̊ C

で対数増殖期後期まで振盪培養した. 96時間の培養終了後, そ
の培養液を遠心分離 (3,000×g , 20 min , 4̊ C) して集菌し, 上清

を捨てて菌体を回収した. 回収された総菌体質量  0.8～1.0 g
（湿潤重量）の菌体ペレットに 50 mM トリス塩酸緩衝液 
(pH 7．5) を加え 2 回洗浄を行った後, トリス塩酸緩衝液に再

懸濁し, 超音波破砕機 (BRANSON SONIFIER 133 kW 50 kHz) 
で破砕処理3分と冷却時間1分を5回繰り返す工程を計2回
行った. その後, 遠心分離 (10,000×g , 10 min , 4̊ C) を行い得

た上清を粗酵素液とした. 次に, 粗酵素液を陰イオン交換カラ

ム（Bio-Rad製 Bio-scale Mini Macro-Prep HighQ Cartrige）
に供した. 陰イオン交換カラムは 50 mM トリス塩酸緩衝液 
(pH 7.5) で平衡化した後, 試料を添加した. タンパク質の溶出

は, 塩化ナトリウム (0.1 ～1 M) を直線的に濃度変化させる

ことで行った. 流速は0.5 ml/minで, フラクションサイズを1 
mlとした. BphCの活性を有する画分を混合し, ゲルろ過カラ

ム（GEヘルスケア製Hiprep 16/60 sephacryl S-300HR）に供し

た. pH7.5に調製した50 mMトリス塩酸緩衝液でゲルろ過カ

ラムは平衡化した. 流速 0.5 ml/min で平衡化に使用した緩衝

液にてタンパク質を溶出させた. 溶出液は陰イオン交換カラ

ムと同様に画分した. BphC の2,3-DHBP 分解活性（比活性）

は, 紫外可視分光光度計を用いて測定した. 測定後, 活性を有

する画分を混合し, 限外ろ過ユニット（Merck Millipore 製

Amicon Ultra 50k）にて脱塩処理を行い, BphCを得た. 
 

(3) BphCの分解活性測定とタンパク質の定量 

各画分の BphC の 2,3-DHBP 分解活性とタンパク質濃度は

紫外可視分光光度計および Bradford 法により測定した. 酵素

の活性は比色法により消費基質モル数を求めた. 分析は 1 ml
セル内に 20 µL の酵素液, 970 µL のトリス塩酸緩衝液 (100 
mM , pH 7.5), 10 µLの2,3-DHBPを最終濃度10 mMになるよ

う加え3分後のOD432の値から2,3-DHBPの定量を行った.  
Bradford法はBio-rad社製Quick start Bradford液を使用し

た. 以上二つの測定結果から, 比活性の算出を行った. 本
研究では, １U (Unit) ＝ 2,3-DHBP の消費基質モル数

(µmol)  / 反応時間(min)と定義している. 
 

 

(4) 分子量の推定 

SK-2 株から精製した BphC の分子量を SDS-ポリアクリル

アミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)およびタンパク質分子量マ

ーカー（TEFCO製wide Range 3.5-204 kDa）による分子

量の推定を行った. また, 目的タンパク質分子が多量体, 
サブユニット構造を有している場合の分子量算出に対応

するよう, ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (Native-

PAGE)も行った. 分子量の確認には牛血清アルブミン

900 μLにキモトリプシノゲン 0.001 gを溶かしたものを

使用した (60 kDa , 25 kDa). 
 

(5) アミノ末端配列の決定 

分子量の推定に利用したSDS-PAGEの泳動バンドから目的

酵素のバンドを切り出し, ポリフッ化ビニリデン(PVDF)膜
に転写した後, エドマン分解法によりN 末端アミノ酸配

列の解析を行った. 
 
(6) BphCの最適pHおよび温度 

最適pHの検討には酢酸緩衝液 (pH 4.0, pH 5.0), リン酸

緩衝液 (pH 6.0), トリス塩酸緩衝液 (pH 7.0, pH 8.0), ホ
ウ酸緩衝液 (pH 9.0)を用いた. 各緩衝液の中に酵素液

(0.12 µg protein/ml)を加え, 前述したように, 比色法によ

って酵素活性を測定した. 各緩衝液の濃度は 0.05 M で

使用した. また, 最適温度の検討は pH 8.0 のトリス塩酸

緩衝液に基質と精製酵素液を混合した反応液を用いた. 
また, 反応液はそれぞれの温度 (10, 25, 30, 35, 40, 45˚C) 
条件において 5 分間静置反応させた後, 比色法により測

定した. 
 

(7) 2,3-DHBP濃度の影響 

2,3-DHBP の濃度を 0.01から0.05 Mとして, 各基質濃

度における酵素活性を測定することで反応速度を求めた. 
Lineweaver-Burk プロットを用いて Km値および Vmax値を

求めた. 
 

(8) 芳香族化合物の分解および分解産物の同定 

実験に使用する芳香族化合物は, SK-2 株の生分解検討時に

使用した芳香族化合物と, BphCがエクストラジオール型の酵

素であることを考慮し選択した. 使用した芳香族化合物は 2,3 
-DHBP, 安息香酸, フェナントレン, 4 - クロロフェノール, カ
テコール, ジフェニルアミン, ニトロベンゼン, トルエン, ア
ニリン, トリフェニルベンゼン, ナフタレン, o - キシレン, ヒ
ドロキノン, レソルシノール, 4 - クロロカテコール, 3,5 - ジク

ロロカテコールの 16 種であった（表-1）. また, 分解産物の

同定はTMS誘導化を行った後, ガスクロマトグラフ質量分析

計（SHIMADZU 製 GCMS-QP2010, 以下GC/MSと省略）

を用いて行った.  
 
3．結果と考察 

 

(1) BphCの精製 

粗酵素液を陰イオン交換クロマトグラフィーに供し, 回収

した画分の溶出パターンを（図-1A）に示した. 24 から 34 画

分に大きな活性のピークが確認された. この中で特に活性の

高い26から30画分を電気泳動により検討したところ, 30 kDa
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以上のタンパク質バンドが多く確認された（データ省略）. 
この画分を混合し, 次にゲルろ過クロマトグラフィーに供し

た. その溶出パターンを（図-1B）に示した. 38から45画分に

大きな活性のピークが確認された. この中で特に活性の高い

38 から 42 画分を電気泳動により検討したところ, 単一のタ

ンパク質バンドが確認された（データ省略）. 一方, ゲル濾

過カラムにより精製したタンパク質（推定分子量 65 
kDa）の比活性は 14.6 U/mg of proteinであった（表-2）.
この結果は, 既報のDyella ginsengisoli LA-4 (118.3 U/mg 
of protein)の比活性より低く, Bacillus sp. JF8 (5.47 U/mg of 
protein) より高い値であった 10), 11)（データ省略）. 

 
表-1 分解実験に用いた供試芳香族化合物 

 

 
A)                              B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図-1 陰イオン交換カラム(A)とゲルろ過カラム(B)による各画分の溶出パターン 
 

表-2 陰イオン交換カラムおよびゲルろ過カラムによる精製段階における比活性 
 

精製段階 活性 (U) タンパク質量 (mg of protein) 比活性 (U/mg of protein) 
粗酵素 0.0686 0.0187 3.672 

陰イオン交換カラム 0.0592 0.0137 4.335 
ゲルろ過カラム 0.0076 0.0005 14.60 

対照芳香族 
化合物 

構造式 
対照芳香族 
化合物 

構造式 
対照芳香族 
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対照芳香族 
化合物 

構造式 

2,3-DHBP 

 

ニトロ 

ベンゼン 
 

カテコール 

 

ナフタレン 

 

安息香酸 

 

トルエン 

 

ジフェニル 

アミン 
 

o-キシレン 

 

フェナントレン 

 
アニリン 

 

ヒドロキノン 

 

レソルシノール 

 

4－クロロ 

フェノール 
 

1,3,5-トリ 

フェニル 

ベンゼン 
 

4－クロロ 

カテコール 
 

3,5－ジクロロ 

カテコール 
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(2) 分子量の推定 

SDS-PAGE 電気泳動の分析から, 限外ろ過後のサンプ

ルに 32 kDa の精製バンドが確認できた（図-2A）. しか

し, 既報のBphCの分子量は 65 kDa以上のものが多いこ

とから 12), 13), タンパク質分子が生体内で多量体やサブユ

ニット構造を形成している可能性が考えられた. そこで, 
Native-PAGE 電気泳動を行ったところ, 60 kDa より上の

の位置に単一バンドが確認され（図-2B）, ゲル濾過カ

ラムを用いた精製におけるタンパク質の溶出時間を考慮

すると, 単一バンドの分子量はおよそ 65 kDa と推定さ

れた. さらに, この分子量は SDS-PAGE 電気泳動の 2 倍

にあたるため, BphCは二量体であると考えられた. 
 
(3) 精製酵素の同定結果 

SDS-PAGE の泳動バンドから目的タンパク質のバン

ドを切り出し, エドマン分解法による精製タンパク質の

N 末端アミノ酸配列を解析したところ, N 末端から 12
残基 (SXERLGYLGFAV) のアミノ酸配列を解析できた

（表-3）. 2 残基目の X は Leu もしくは Ile の可能性が

考えられた. 精製タンパク質の N 末端アミノ酸配列解

析結果を National Center for Biotechnology Information 
(NCBI)の BLAST 検索を用いて既報の芳香族分解菌由

来 BphC の N 末端アミノ酸配列と比較した. その結果, 
Pseudomonas sp. KKS102 株由来 BphC と最も高い相同

性を示した. 
 

(4) BphCの基質分解における最適温度と最適pH 

  BphC の温度に関する検討した. 室温よりも高い温度条件

下で高い活性を示した （図-3A）. 特に 30°C 条件下におけ

る活性が高く, これが最適温度であることが判明した. 一方, 
他の菌株由来BphCの最適温度に関しては, Rhodococcus sp. 
R04 (30°C), Rhodococcus sp. K37(40°C), Burkholderia sp. 
JF8(50°C)と報告されてある 10), 14-16).また, 30̊ Cの比活性を

100％としたとき, 10°Cや45°C条件下においても相対活性は

40％以上を保持していたことから, 幅広い温度範囲で活性を

有していると判明した.  

次にBphCのpHに関する検討を行った結果, 中性から弱ア

ルカリ性領域において高い活性が見られた（図-3B）. 特に

pH 8.0において高い活性を示したことから, 最適pHは8.0で
あることが判明した. この結果は, SK-2 株の培養液を用いた

ビフェニルの生分解実験における最適 pH の結果と一致した

（データ省略）. また, 他の BphC の最適 pH に関しては, 
Rhodococcus sp. R04(pH 9.0), Rhodococcus sp. K37 (pH 8.0), 
Burkholderia sp. JF8 (pH 8.5)と報告されてある 10), 14-16). 

 
- 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図-2 SDS-PAGE(A) とNative-PAGE(B)の分析 

M：タンパク質分子量マーカー   1：粗酵素  2：陰イオン交換後の画分試料   

3：ゲルろ過後の精製酵素(BphC) 4：BphCの限外ろ過後の濃縮試料 

←：約65 kDaのバンド位置 
 
表-3 各菌株由来BphCのN末端アミノ酸配列 

 
BphCの由来菌株名 N末端アミノ酸配列 相同性(%) 

Aqumicrobium sp. SK-2 SXERLGYLGFAV ― 

Pseudomonas sp. KKS102 SIERLGYLGFAV 92 

Pseudomonas sp. KF70715) SIRSLGYMGFAV 67 

Comamonas testosteroni  SIERLGYLGFAV 92 

Burkholderia sp. LB400 SIRSLGYMGFAV 67 

Dyella sp. LA-4 SVKNLGYMGFSV 59 

 

(A)                         (B) 

 
 

図-3 BphCの最適温度(A）と最適pH(B)の検討 

36.5 

29.0 

20.1 

69.0 
55.0 

(kDa) 

3 2 1 M 4 A) 

25.0 

(kDa) 

M 1 2 3 4 

60.0 

B) 

← 

III_416



 (5) 2,3-DHBP濃度の影響 

 各濃度における BphC の活性測定結果から, Lineweaver-
Burk プロットを作成し, KmとVmaxを算出した結果, Km=12.0 
μM, Vmax=155 μM/min であった. この Kmは Rhodococcus 
sp. R04 株の BphC1 と同程度の値をとった. BphC の Km

に関しては 1.0～141.8 の幅広い値が報告されている（表

-4）. SK-2 株の Km（12 µM）は報告されている Kmの範

囲と比べると比較的高い親和性を有していた. Vmax に関

しては, Rhodococcus sp. TA421株由来BphC1と同じ結果

となった. 
 
(6) BphCによる芳香族化合物の分解と分解産物の同定 

今回検討した16種の芳香族化合物の中で, 分解が確認でき

たのは2,3-DHBPとカテコールの2種であった. 2,3-DHBPと

カテコールの分解実験のガスクロマトグラムにおける分解産

物の質量スペクトルを解析したところ, 2,3-DHBP の分解産物

は最大質量が362（最大m/z＝362）の 2-ヒドロキシ-6-オキ

ソ-6-フェニルヘキサ-2,4-ジエン酸 TMS 誘導体 である

と推定され（図-4A）, カテコールの分解産物は最大質

量が 286（最大 m/z＝286）2-ヒドロキシムコン酸-6-セミ

アルデヒド TMS 誘導体もしくはシス-ムコン酸セミアル

デヒド TMS 誘導体であると推測された（図-4B） . 表3に
示したように, 2,3-DHBP とカテコールは共通してジオール化

合物であるが, 同じジオール化合物であるヒドロキノンとレ

ソルシノールは開環反応が確認されなかった. このことから, 
SK-2 株由来BphC はオルト位のヒドロキシ基（OH基）を認

識し触媒反応を示すのではないかと推察した. しかし, オルト

位にOH基を有する4 - クロロカテコールと3,5 - ジクロロカ

テコールに関して開環反応が確認されなかったことから, 今
回精製した BphC のみでは塩素置換したカテコール化合物の

開環反応を触媒できず, ビフェニルの分解経路に関与する

BphA やBphB, BphD などとの相互·複合作用によって開環反

応を触媒すると推察された. 一方, 現在遺伝子の全塩基配列の

解析を完了しており, その結果からビフェニル分解に関与す

る酵素として少なくとももう一つの BphC の存在が確認され

ていること（データ省略）から, クロロカテコールの開環反

応機構の解明に向けてさらなる検討が必要と考えられる. 
 
表-4 各菌株由来BphCのKm値とVmax値 

                               

 
 

 
 
 

 
 
 
 

図-4  分解実験における2,3-DHBPの分解産物2-ヒドロキシ-6-オキソ-6-フェニルヘキサ-2,4-ジエン酸 (A)と 
カテコールの分解産物2-ヒドロキシムコン酸-6-セミアルデヒド (B)の質量スペクトル 

 
4．まとめ 

  

Aquamicrobium sp. SK-2 株の分解能力を活用したPCBの生

物学的処理法の確立のために PCB に重要な酵素 BphC を

精製し, その活性の最適条件と分解に関する特性を検討す

ることで, 応用のための基礎的知見を得た. 以下に述べるのが

本研究の結果である.  
Hiprep 16/60 sephacryl S-300HR, Bio-scale Mini Macro-Prep 

HighQ Cartrige の 2 種のカラムクロマトグラフィーによ

り精製を行い分子量 32 kDa の精製バンドを確認した. 
Native-PAGE の結果から分子量 65kDa の精製バンドが確

認できたことから, 精製酵素は二量体であることがわか

った。これらの結果は, 現在までに報告されているビフ

ェニル分解酵素の値とよく一致した。また, 精製した酵

素のN 末端のアミノ酸配列を解析した結果, 報告されて

いる Pseudomonas sp. KKS102 株由来 BphC と 92%の相

同性を示した. これらの結果から精製したビフェニル分

解酵素はBphCであることが確認できた.  

菌株名 酵素名 
Km 

(µM) 
Vmax 

(mM/min) 
Aquamicrobium sp. SK-2 BphC 12.0 154 

Rhodococcus sp. R0414) 
BphC1 12.3 - 
BphC2 1.0 - 

Rhodococcus sp. TA42117) 

BphC1 141.8 178 
BphC2 51.1 9964 
BphC3 5.4 9438 
BphC4 21.0 3797 

Achromobacter sp. BP312) 

BphC1 2.13 - 
BphC2 4.49 - 
BphC3 39.1 - 
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精製したBphCのKmは 12.0 µM , Vmaxは 154 mM/min
であった。報告されている BphC の Km 値は 1.0～141.8 
でり, SK-2 株の Km 値は比較的高い親和性を有すること

が判明した. 最適温度の検討結果から, BphCは幅広い温

度領域において 2,3-DHBP の分解が可能であることが判

明した.  また, 芳香族化合物の分解実験から, BphC は

オルト位のヒドロキシ基を認識し触媒反応を示すと推測

した. 以上の結果を考慮すると, Aquamicrobium sp. SK-2 株
を用いた PCB の生物学的処理への工学的応用が期待で

きる. 
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In the present study, we purified the biphenyl-degrading enzyme 2,3-dihydroxybiphenyl-1,2-dioxygenase (BphC) from the 

bacteria Aquamicrobium sp. SK-2. The BphC was dimer and had molecular weight of 65 kDa. This enzyme showed activity at wide 
range of temperatures, and from a neutral to an alkali pH, it showed highest activity, at 30˚C and pH 8, respectively. The BphC 
showed Km (12.0 µM) and Vmax (154 mM/min) values with the substrate 2,3-dihydroxybiphenyl. This result indicated that the BphC 
had a relatively high affinity with the substrate 2,3-dihydroxybiphenyl. We analyzed the N-terminal amino acid sequence of the 
purified enzyme. Sequencing results denoted that the enzyme BphC from SK-2 had high homology (92%) with the enzyme of 
Pseudomonas sp. KKS102. Based on these results we concluded that BphC was involved in the ring-opening reactions of 2,3-
dihydroxybiphenyl and catechol. 
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