
審 査 の 結 果 の 要 旨 

 

氏 名   岩井 祥子 

 

 本研究は、「オリゴヌクレオチドマイクロアレイによるベンゼン酸化分解遺伝子の網羅的解析と

土壌浄化力評価手法としての有効性」と題して、７つの章から論文を構成している。 

 第１章では、研究の背景と目的、および論文の構成を述べている。 

 第２章では、遺伝子配列の情報化と環境サンプル中の分解機能遺伝子の検出例について述べた後、

マイクロアレイ法の概要やベンゼン分解遺伝子およびその配列情報について詳細に整理している。 

 第３章では、データベースに登録されているベンゼン遺伝子配列をもとに，環境中のベンゼン分

解遺伝子を幅広く捉えるプライマーの設計を試みた結果が示されている。ベンゼンモノオキシゲナ

ーゼについては、既報の 2 種類の遺伝子配列およびその近縁配列に対し、それぞれプライマーセッ

ト（BO11、BO12）を設計している。また、4種類の分解遺伝子配列が報告されているベンゼンジオキ

シゲナーゼについては、同一のフォワードプライマーを用いる 2 種類のプライマーセット（BEDe、

BEDm）を提案している。さらに、Baldwin らの設計したモノオキシゲナーゼを対象とする RDEG プラ

イマーセットを含めた 5 種類のプライマーセットにより，ベンゼン分解遺伝子を幅広く捉えること

が可能であることを示している。 

 第４章では、蓮田土壌と畑地土壌を用いたベンゼン分解試験を行い、上記の 5 種類のプライマー

セットを用いて、土壌中のベンゼンオキシゲナーゼ配列の多様性解析を行っている。その結果、BO11、

BO12、RDEG、BED（BEDe および BEDm）それぞれのプライマーセットに対し、27、22、48、46種類の

多様なアミノ酸配列を得ている。そして、2 種類の土壌から得られた配列には同一のものはなく、ま

た既報のベンゼンオキシゲナーゼ遺伝子と近縁な配列だけでなく新規のクラスターを形成する配列

も得られ、土壌中のベンゼンオキシゲナーゼの多様性が高いことを明らかにしている。また、ベン

ゼン分解の進行に伴い相対的に割合が増加した配列を見いだし、ベンゼン分解への関与を示唆する

知見を得ている。 

 第５章では、ベンゼン分解試験におけるベンゼンオキシゲナーゼの多様性解析の結果をもとに、

60mer のオリゴヌクレオチドマイクロアレイの作製を行っている。まず、特異的なプローブ設計のた

めに、ターゲットに対し相同塩基数が 58/60bp 以上、ノンターゲットに対する相同塩基数が 54/60bp

以下かつストレッチ長が 20bp 以下という条件を設定して、99 種類のプローブによるアレイ Aを作製

している。このアレイ A を用いて、プローブのターゲットとする配列を有する純菌株の DNA を用い

たハイブリダイゼーション試験の結果、SNR（シグナルノイズ比）≧3 を陽性とする一般的な判定法

では、サンプル中に含まれる配列をターゲットとするプローブは全て陽性を示し、偽陰性は観察さ

れなかったことを報告している。しかし、偽陽性を示したプローブが約 2.7%と僅かながら観察され

た。偽陽性を示したものは１つの例外を除き SNR が低く 20 以下であったことから、3<SNR≦20 の範

囲のシグナル強度を陽性の中でも亜陽性と定義し、判定の信頼性を表すことを提案している。 

 次に、アレイ A の結果を踏まえ、ターゲットに対し相同塩基数が 57/60bp 以上、ノンターゲット



に対する相同塩基数が 56/60bp 以下、ストレッチが 25bp 以下の条件において全ての配列を網羅する

プローブ設計を試みている。その結果、モノオキシゲナーゼ配列に対し、新たに 12 種類のプローブ

を設計し、ジオキシゲナーゼ配列の解析結果に対し、53 種類のプローブをさらに設計した。解析を

行ったベンゼンオキシゲナーゼ全ての配列を網羅するようにアレイ Bを作製している。 

 第６章では、マイクロアレイ B を用いて、様々なベンゼン分解土壌および石油汚染土壌中のベン

ゼンオキシゲナーゼ遺伝子の網羅的検出を行った結果、複数の土壌において陽性を示すプローブが

観察され、かつそのプローブの標的配列はベンゼン分解実験において培養とともに相対的にその割

合が増加した配列であったことから、ベンゼン分解に関与している可能性を示している。今後、リ

アルタイム PCR 法などを用いて定量を行い、さらに分解との関連を調べていくことで、ベンゼン分

解評価のための指標としての利用可能性を指摘している。 

 また，マイクロアレイによる検出パターンを元にしたクラスター解析を行い，土壌サンプルをベ

ンゼンオキシゲナーゼ遺伝子構成により分類できることを示している。今後，さらに様々な土壌中

のベンゼンオキシゲナーゼ遺伝子の情報集積を行うとともに、データベースに蓄積される配列情報

を解析しながらアレイを改良する必要があるとしている。このようなマイクロアレイの改良を通じ

て、ベンゼン分解に関与する遺伝子をより詳細に推定を行うことや、浄化力と関連付けて様々なベ

ンゼン分解特性を持つ土壌の検出パターンを蓄積することにより，土壌の浄化力を評価できる手法

に発展すると結論付けている。 

 第７章では、上記の研究成果から導かれる結論と今後の課題や展望が述べられている。  

 

 以上の成果では、ベンゼンの好気分解における初発酸化酵素遺伝子（オキシゲナーゼ）を対象と

して，土壌サンプル中におけるその配列の多様性を詳細に解析し，その結果をもとにオリゴヌクレ

オチドマイクロアレイを作製している。作製したマイクロアレイは非常に感度よく土壌試料中のベ

ンゼンオキシゲナーゼ配列を捉えることができ、このマイクロアレイを用いることで特定の配列の

有無の評価，土壌中の分解遺伝子全体像の評価の双方が可能であると考えられる。これらの知見は、

遺伝情報の網羅的解析による汚染土壌の浄化力の評価手法の開発に役立つだけでなく、土壌環境中

の遺伝子の多様性を解析するにも非常に有用なデータや知見を提供しており、都市環境工学の学術

の進展に大きく寄与するものである。 

  よって，本論文は博士（工学）の学位請求論文として合格と認められる。 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


