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は じめに

　従来の バ イオ テ クノ ロ ジー
は，主 として個 々 の 生物種

を対象 として，極力純粋単
一

な系を用 い て 展開 して きた，

しか し，本来，生物は自然界に お い て多種多様な生物問

の 複雑な相互作用 の もとに 生活 して い る．ゲノ ム情報が

示すよ うに，ある生物種ゲ ノ ム の現在の 姿は，進化の過

程 で の さまざまな異種ゲ ノ ム との ダイナ ミ ッ クな相互作

用 の 結果である．微生物 動植物が生産する有用物質の

多 くは，生物 間相互作用の 中で作 られ る （た とえば生物

問誘因物質 忌避物質，有毒物質 情報交換物質など）．

ゲノム 中の未知遺伝子 の 多 くは生物間相互作用 に働 く可

能性がある．多くの生物共生系 （相互作用 の 結果）で は，

機能の 総合化，合理化，省エ ネが達成され て い る．本研

究 にお い ては光 エ ネ ル ギーの 生物利用 を念頭 に 置 い て，

生物間相互作用に よ る新たな機能開発，物質生産，エ コ

シ ス テ ム構築 に 道 を拓 く こ とを意 図 した．具体的 に は

（D 微細藻類ク ロ レ ラ ウイル ス 系に よる新奇酵素 。有用

物質生産，（2）フ ァ
ー

ジ ・細菌 ・ 植物系に よるバ イオ コ

ン トロ ール （病害の生物的防除），（3）根粒菌 ・レ ン ゲソ

ウを用 い たバ イオ肥料開発の 研究を行 っ た．

微細藻類ク ロ レラ ウイ ル ス 系に よる

　　 新奇酵素 ・有用物質生産

　 ク ロ レ ラウイ ル ス （ク ロ ロ ウイル ス ）は，1978年に 川

hら 1）に よ っ て広島大学植物園よ り採取され た ミ ド リゾ

ウ リム シ の細胞内に 共生す る藻類 zoochIorella 中に初め

て発見された．ウイル ス は，zoochlorella が共生状態に あ

る時に は影を潜めてお り，宿主細胞か ら分離するや否や
一
気 に増殖を 始 め る こ とか ら，細胞内共生を維持する重

要な因予として 認識された．やがてある種の クロ レ ラ株

（た とえば Chlorella　sp ．　NC64A ，　Pbj，　SAG −241−80 な ど）

を用 い て の プ ラーク ア ッ セ イ法が確立 され 2），バ ク テ リ

オ フ ァ
ージと同様に扱える優れた実験系 とな っ た．

　こ の ウイ ル ス は，ウ イ ル ス 分類学上はPhycodnaviridae

科 Phycodnavirus 属に 属する e・　・4），これ まで に 明らかにさ

れた こ の ウイル ス の特徴は，以下 の ように要約され る S・4）．

（i）直径 140−190nm の 巨大な正 二 卜面体粒 子で あり

（シ ョ 糖密度勾配沈 降係数 2，300S），主 と して タ ン パ ク質

（64％），DNA （25％ ），および脂質 （10％）か ら成る

（図 1）．（ii）ウイ ル ス粒子は 50種 以 上の 構成 タ ン パ ク質

か ら成 り，その うち主要タ ン パ ク質 Vp54 （Vp52 ）が約

40％ を占める．（iii）ウイ ル ス ゲ ノ ム は 巨大な （330−380

著者紹 介　広 島大学大学院先端物質科学研究 科 （教授）　E・tnail ： tayamad ＠hiroshima−u ．ac ．jp

48
　　　　 生物工 学　第88巻
N 工工

一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

A B

図 1．ク ロ レ ラウ イル ス の 電子 顕 微鏡写真．TFニ ト面体粒子 の
一

つ の 頂角が突 起 溝造 を示す （A 矢印）．ウイ ル ス は宿主 ク ロ

レ ラ細胞に 突起構造で吸着 し短時間に孔 をあ ける （B，矢印）．
バ ー

：200 ミ ク ロ ン．

kbp）線状 dsDNA で あり，特殊な ヘ ア ピ ン末端構造を有

する．（iv）ウイル ス ゲ ノ ム に は 360 個以上 の 遺伝子読み

取 り枠 （ORF ）があ り，その 多 くが感染サイクル 中に発

現して い る．（v ）ウ イル ス遺伝子 に はウイ ル ス 増殖に直

接関係す るもの 以外に，核酸 ・ヌ ク レ オチ ド，糖質，脂

質，タ ン パ ク質 ・ア ミノ酸，ポ リア ミン な どの 各種代謝

系T イオ ン チ ャ ン ネル，多数の tRNA グル
ープ1イ ン ト

ロ ン な どを コ ードする もの が含まれて い る，（vi）脂質 2

重膜を ビ リオ ン 外殻内側に有し，主 として 宿主細胞質で

増殖 す る ウイ ル ス 群 （NCLDV ）の代表格 として進化的

に きわめて古 い 起原の もの と考えられて い る5），（vii）自

然界の 淡水中に広 く分布して い るが，そ の 宿主 と増殖サ

イ クル には謎が．多い ．

　ク ロ ロ ウイ ル ス の 感染サイ クル に お い て興 味深 い の

は，ウイル ス によ る宿主 ク ロ レ ラ細胞壁 の 分解であ る．

ウイ ル ス は正 二 十面体の頂角で細胞壁に 吸着す ると，短

時間 （5 〜10分）の 内に細胞壁に孔を開け，ウイ ル ス コ

ア部分 を細胞質へ 注入する．ウイル ス 感染後 6〜8時間 で

溶菌が起 こ り，ウイ ル ス 粒子は細胞外へ 放 出され新たな

感染サ イ クル に 入 る．つ ま り，感染の 最初 と最後の ス テ ッ

プ で ク ロ レ ラの細胞壁 の分解が お こ る，ク ロ レ ラの細胞

壁は難分解性で知 られ て お り，こ こ に新奇な多糖分解酵

素の 関 ケが予 想された 6＞，ウイル ス粒子タ ン パ ク質の

Zymogram ，ゲノム 情報か らの遺伝子 ク ロ ーニ ン グな ど

によ っ て，結果的に 5種の分解酵素を同定した （表 1）．

vChta −1キ トサナーゼ （A292L ）7）とA260L キチナーゼ 8｝

が後期に 発現し，ウイル ス 粒子に組み込まれる．お そら

く，細胞壁結合 タ ン パ ク質 Vpl30 と複合休を形成 しユ

ニ ークな頂角に位置 して （図 1）9），吸着後細胞壁 の 局所

的分解に働 くと予想され る．vChti −1キチナ
ーゼ （Al811

182R）10），　 A94L β一グル カナ
ー

ゼ，　 vAL −1 アル ギン 酸 リ

ア ーゼ （A215L ）11・12）が後期細胞溶菌活性の実体で ある

と思わ れる．これ ら酵素は ウ イル ス と宿主 クロ レ ラの相

互作用の結果進化選択されて きた もの であ り，い ずれ も

従来に な い コ ン パ ク トな構造と機能を有し，酵素化学の

基礎面で も重要であ る．特に フ ァ ミ リ
ー18糖質分解酵素

活性 中心 を
一
1つ 保有する vChti −llo＞とpH によ り作用様

式が変換するvAL −1多糖 リアーゼ ls＞（京都大学農学研究

科村田幸作先生 との 共同研究）は注 目に値する．ちなみ

に ク ロ レ ラの 細胞壁 は多種の 中性糖，ウ ロ ン 酸 　グル コ

サ ミ ン などか らな っ てお りきわめて複雑な構造を して い

る．ク ロ レ ラウイル ス の酵素は各種難分解性バ イオ マ ス

の低分子化に有効に働 く可能性があ り，溶菌液か ら容易

に 回収 で き る メリ ッ トか ら今後の利用が期待され る 14），
一

方 　ク ロ レ ラ細胞 とウイ ル ス の 共同作業に よ る多糖質

（ピ ア ル ロ ン 酸 キチ ン 様多糖）生産 も特筆に値す る．単

独で は，クロ レ ラもウイル ス もこれら物質をまっ た く生成

せ ず，感染 （共生） によ っ て はじめ て ク ロ レ ラ細胞表面

へ の 生産蓄積が始ま る．通常，ウ イ ル ス 感染後30 分か ら

1時間で 宿主ク ロ レ ラ細胞は凝集しやす くなり，多 くの

場合培養液中で 細胞塊 を形成す る．こ の 状態の 細胞 を電

子顕微鏡で観察すると，細胞表面 に 1一数 ミク ロ ン 長の繊

維状物質の蓄積が観察され る （図2A）．こ の繊維状物質が

ピ ア ル ロ ン酸またはキチ ン である ことが判明した LS，16＞．

ウ イ ル ス は，ピ ア ル ロ ン 酸生産型 とキチ ン 生産型の どち

らかに分類され，まれ で はあるが両方 を生産する もの も

あ る，多糖生産は感染後約 1 時間か ら検出で き，数時問

後溶菌時ま で継続する．ウイル ス ゲノ ム に コ ードさ れ た

ピ ア ル ロ ン酸合成酵素 （HAS ），キチ ン合成酵素 （CHS ）

表 1．クロ ロ ウ イ ル ス が 右す る 多糖 分 解 酵素

遺 伝子 酵素活性 クロ レ ラ溶萬活性 発現時 期 酵素 の 所在

vAL −1（A2151．）
vGhta −1（t膿eg2L）

vChti −1（A18 豆〆正82R）
A260LA94L

アル ギ ン 酸リア
ーゼ

キ トサ ナーゼ

キ チ ナ
ーゼ

キ チナーゼ

fi−1，
S・グル カ ナー一ゼ

十 十

十

　

DD

十　

NN

　 中期

　 後期

　 「「側

　 後期

初期 ・中期

宿 羊細胞質

ウ イル ス 粒子

宿主 細胞質

ウイル ス 粒子

宿一L細胞質

ND ．不 明
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図 2．ウ イル ス ・ク ロ レ ラ系に よ る ピア ル ロ ン 酸1キチン 物質の

生成，（A ）ウ イル ス 感 染 細胞 の 表 面 に は フ ァ イバ ー状 の 多糖 が

生成 ・蓄積 される （中央），未感染細胞 には 蓄積 はな い （左）．
蛍 光標識 した ピア ル ロ ン 酸結合 タ ン パ ク質 に よ る 多糖質の 確

認 〔右）．（B ）ク ロ レ ラウイ ル ス が コ ードす る ピ アル ロ ン 酸合成

酵素 （HAS ）とキチン 合成酵素 （GHS ）の 系統的関係．　Rht／zobi’u，’nz
の Nod フ ァ ク ター合成 酵素（Rhiz−NodC ）とStrePtococcztsの HAS
（Strep−HAS ）を介 して，ク ロ レ ラ ウイ ル ス GVK2 の 有する二 つ

の CHS （CHSI ，CHS2 ） はク ロ レ ラ ウイル ス PBGV −⊥の 有す る

HAS と結 びつ く，（C ）ク ロ レ ラ ウ イル ス は ヒ ア ル ロ ン酸 とキチ

ン 質生成 に よ っ て 基木的に 3 つ の タイ プに分 か れ る．各 タイ プ

の代 表 ウイル ス を括弧内に示す．多糖合成に 関与す る 遺伝子 ；

ヒ アル ロ ン 酸 合成 酵 素 （hm’），キチ ン 合 成 酵 素 勉 ∫），グル コ

サ ミン 合成酵素 （哥如 ，UDP −Glc脱水素酵素 （ugdh ）の構成 が

各タイ プで 異 な る．ビ ア ル ロ ン 酸合成型か らキ チン 質合成 型へ

の 移行モ デル を縦型矢印で 示 す 1勒，

共 に これ ま で知 られ て い る ど の 起原 の 酵素 よ りも小さ く

コ ン パ ク トな構造 をして い る．さ ら に興味深 い の は，こ

れ ら多糖質の 前駆休 とな る 単糖 GlcNAc と Gl〔A 合成 に

必 要な GlcNAc 合成酵素 （GFAT ），　 UDP −Glc脱 水素酵素

（UGDH ） ま で もウ イ ル ス が コ ー
ドし て お り，感染初期

に 同調 して発現 しきわめて 短 時間 に 多糖合成を行うこ と

で あ る 1．s，16）．合成さ れ た多糖質は細胞外 に 分泌 され る．

細胞外の ピ ア ル ロ ン 酸 ・
キチン 繊維は電子顕微鏡で明瞭

に識別 で きる こ とか ら貢合度が か な り高い もの と 予想 さ

れ る （数 μ
＝重合度約 1万）．こ こ に宿主細胞膜 ・細胞表
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図 3，青枯病菌フ ァ
ージの特徴，各フ ァ

ージ の ゲ ノム構造 ゲ

ノムサ イ ズ，宿主 域 （赤色が感受性株）．溶菌性を比較 して い る，
フ ァ

ージ の電 子 顕微 鏡写真 と分類学的位置付けを下段に 示す．
フ ァ

ージRSBI は特 に 大きなプラーク を形 成 す る （＞ ICIII）．TS，
尾鞘，RSBI ： （A）寒 天 培地 上 に 形成さ れ た プ ラーク，（B ）細

胞片 に吸 着 した ウ イル ス粒子，（C）短い 尾部を有する 典型的な
T7 型フ ァ

ー
ジ 粒 了

・，

図 4．フ ァ
ージ を利 用 した 育枯病薦 の 検出 と感染 モ ニ タ リン

グ 29｝． E段 ：GFP 標識 フ ァ
ージ の プ ラーク （左 ） と GFP 蛍光

〔右）．下 段 ： トマ ト実 生 （発芽 後2週間，A）の 主根先端に 標識

青枯病菌 を植菌後，導管を伝 っ て の 増殖移動 （12 時 間後 B ），
根 ・茎境 界バ リヤ （C）．胚 輒 （D ）．側 根 （E） に お ける細菌の

挙動を示す．GFP 蛍光は未植菌植物に は 見 られな い （F）．細菌
細胞は主 根導管 を 1−4　mm ！h の 速 さ で移動する （12時間後 G ，
18時間後 II，24時間後1）．　 b マ ト耐 性 品種 （B −barrier）で は糸田

菌の 側根へ の 移 動 が 抑 え られ て い る （J，K ），バ ー，2mm 、
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面で起こ る合成反応 ・分泌機構，ピア ル ロ ン 酸 とキチン

質ならびにそ の 合成酵素間の相関関係とともに そ の ビ ア

ル ロ ン酸 ・キチン質の ウイル ス ・宿主相互作用に おける

生物学的意義に大き な興味が持たれ る．通常の培養系で

行 っ た ピア ル ロ ン 酸 ・キチ ン 生産回収実験に お い ては，
ll の ク ロ レ ラ培養液 （107〜 108　cellsfrrll）か ら感染後 3

時 間で 100mg の多糖が回収できた　17＞．ウイル ス 感染

細胞か らの 多糖の遊離は簡単なボ ル テ ッ クス 処埋 と遠心

分離 抽 出によ っ て きわ め て 容易にで き る．副生成物，

夾雑物か らの精製過程は不要であ る．全 工程は多糖回収

を含め て 4時間以 内に終了 で きる．1 口に 6ラウ ン ドでき

る計算 とな る．

　共生工 学 の 見地 か ら見た ク ロ レ ラウイル ス に よる ピ ア

ル ロ ン 酸 ・キチン生成系はきわめて興味深い ．多糖合成

遺伝予群をウイ ル ス が宿主 に持ち込 み T 宿主 の 細胞表面

に 多糖を蓄積させ る とい うユ ニ ー
クなもの で あ る．ピ ア

ル ロ ン 酸は主 として 脊椎動物の細胞外 マ トリッ クス物質

であ り，動物感染細菌は免疫系か らの カモ フ ラージ ュ の

ために この物質を作る．キチン はカ ビや甲殻類の細胞壁・

外骨格物質で あ る，ウ イ ル ス は多糖合成酵素の み で なく，

その原料 とな る 2 種の単糖を合成す る酵素遺伝子まで装

備して い る．そ の 生物学的意義に つ い て は想像の域を出

な い が，ウイ ル ス の宿主 となる ク ロ レ ラが 多 くの 場合，

原生動物ゾウ リム シ と細胞内共生を営む ことがポイ ン ト

で，ウイル ス を加 えて の 三者間の相互作用が興味深 い ．

さ ら に，HAS につ い て みて み る と，こ の酵素は 「1つ の

酵素は 1 つ の糖 を転移する 」 とい う糖転移反応の 常識 に

反して 2 種の糖を異な る様式で 主鎖に重合 してゆ く．こ

の酵素は明らか に 複数 の機能ユ ニ ッ トの複合 （共生）に

よ っ て生 じて い る．一
般的に支持 され て い る仮説 は，

UDP −GlcNA £ β一1，4一転移活性 （CHS 様活性）が原型であ

り，これに UDP −GlcA，e−1，3一転移活性が付加された とい う

もの である，すなわち CHS をもとに HAS が進化 した と

い うこ とになる．現 にマ ウス の HAS は in　witro で キチ ン 合

成活性を示 す．さ らに ク ロ ロ ウ イル ス の コ ン パ ク トな

GHS ，　HAS 間の ア ミノ酸配列を比較する と両者の 明らか

な系統的つ なが りが見て取れた （図 2B）．こ の点で，ク

ロ ロ ウイル スがキチン 生成型とピ ア ル ロ ン酸生成型に 二

分され る こ とが注目され る．HAS 型 ウイル ス，　 CHS 一型

ウイ ル ス の ゲノムを比較する と，HAS と GHS が 丁 度置

換 した形とな っ て い る （図 2G）Is）．少な くともピ アル ロ

ン 酸 とキチ ン は こ の場合，相補的な生物機能を担 っ て い

る はずであ る．ウイル ス 感染に よ り本来宿主が有さな い

新たな機能が発現する とい う点 で，ウイ ル ス が どの よう

な遺伝子 を有 し，どのような潜在性 を持つ か とい う点が

注 目され る．ク ロ ロ ウイル ス ゲノム 上 に は，ウイル ス 複
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製に必要な遺伝子以外に，糖鎖修飾酵素群をはじめ種 々

の代謝系遺伝子が存在する．各遺伝子の真の機能と感染

中の宿主細胞 内で の 発現を検討する必要があ る，これ ら

の遺伝子はウイル ス 進化 の過程で獲得され て きた もの で

あ り，ウイ ル ス ゲ ノム Lに 「共生」 して い る．それ らを

よ く理解する こ とによっ て幅広 い 利用の 道が開かれ る．

フ ァ
ージ ・細菌 ・植物系に よるバイオ コ ン トロ

ー
ル

　近年の抗生物質 ・薬剤耐性菌の 蔓延が引き金とな り，

病 原菌を 自然界の 天敵フ ァ
ージを用 い て 駆除す る技術

（フ ァ
ージテ ラピー，フ ァ

ー
ジバ イオ コ ン トロ

ール）の研

究 ・技術開発が 欧米 を中心 に急激に再燃して い る．すで

に欧米で は フ ァ
ージテラ ピー

として多剤耐性菌感染治療

の実例が増えつ つ あ る 19・　・2e）．日本で は この 方向の 研究は

大 き く遅れ て い る．農業分野 におい て も，農薬の過剰使

用 によ る環境汚染 ・ 生態系破壊，残存農薬に よ る健康へ

の悪影響に加え，消費者の 食に対す る信頼を 回復す る べ

く，2002年の 農薬取締法改正後．農薬使用 ・開発の あ り

方が真に問われ て い る．最も重要な植物病害の一
つ に青

枯病が あ る．青枯病菌 （Raistonia　sotanace α rzam ）は，ナ

ス 科や マ メ科な ど経済的 に も重要な農作物を含む 33 科

200 種以上 の植物に感染 し，世界的 に甚大な被害をもた

らして い る （年間 950億 ドル の 損失），その 防除に使用さ

れて きた主農薬は劇物で ある ク ロ ル ピ ク リン や臭化メチ

ル で あ っ たが，後者はオ ゾン 層破壊物質 であ り，200r）年
に生産1使用 中止 とな っ て い る．地球温暖化傾 向 も拍車を

か け青枯病菌の蔓延と農作物生産低下 による地球規模の

食糧不 足が危惧されて い る，こ こ に病原菌に高 い 特異性

を示す，安全か つ 持続的な代替農薬 ・防除技術 の開発が

強 く望まれて い る，その 有力候補 と して
1 青枯病菌特異

的バ クテ リオフ ァ
ー

ジの利用に着 目した．まず，（1）自

然界か ら の 多種の フ ァ
ージの 分離 　（2）ゲ ノ ム 解読によ

る フ ァ
ージの 高度な特徴付け，（3）ゲ ノ ム情報 をもとに

した感染特性 ・宿主 との 相互作用 の分予基盤の理解 の も

とに，フ ァ
ージ の特性を生か した青枯病菌バ イ オ コ ン ト

ロ ール 技術 「診断 ・ 予防 ・防除」 の 開発を行 っ た 21，22）．

　これまでに分離 した多数の フ ァ
ー

ジは基本的に 6 タ イ

プに分かれた （図 3）．それ らは，大腸菌 P2 型フ ァ
ージ

RSA （RSA 　I，38，760　bp）2s），　T7 型 フ ァ
ー

ジ RSB （RSB

I，43 ，079bp ）24），　A 型 フ ァ
ージRSG （RSC 　1，約 40 　kbp，

未発表），大型 myovirus 　RsL （RsL 　l，231，255　bp）2s），

大型 Ml3 様フ ァ
ージ RSM （RSM 　1

， 9， 004　b）26），小型

Ml3 様フ ァ
ージ RSS （RSS　1，6，662　b）26）な どで あ る．

こ れ らの うち，MIS 型フ ァ
ージ はす で に M13 で 確立 して

い るフ ァ
ー

ジ呈示技術を適用 し，標識 フ ァ
ージ による青

枯病菌 の 土 壌や植物体か らの 検出，診断 に 利用 で きる．
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直接菌体を検出する場合には た とえば RSS 型フ ァ
ージ

の ORFIO ，　ORFII の 間に GFP や ル シ フ ェ ラーゼ遺伝子

を挿入し，組換え フ ァ
ー

ジを感染させ る こ とで青枯病菌

細胞を発光検出で き る （図4）．現時点で，lg 土壌サ ン

プル 中〜 10
‘t 程度 の 感度での検出が可能である．青枯病

菌 Ml3 型 フ ァ
ー

ジは
一一

般に宿主域が狭 い が （5　races ，6

biovars，4　phylotypesに 細別 され る 青枯病 菌株の それ ぞ

れ に異な る特異性 を示す），RSM の場合，宿 主認識タ ン

パ ク質 （plll）の異なる 2種 の フ ァ
ージ （R．SMI ，R．SM3 ）

の組 み合わ せ に よ っ て異な る race ，　biovar，　phylotypeの

15 株の す べ て を カ バ ー
す る こ とが で きる E7）．細菌検 出

対比技術 として各種PGR 法，　 ELISA 法な どがあるが，い

ずれ も植物細胞や土 壌環境 を対象と した場合，高い ノイ

ズ の影響で ほ とん ど無効で ある．特に PCR 法では死菌，

細胞残 さの ノイズ に よる混乱 が非常 に大きな 問題 とな

る．生菌を特異的に 認識 し，かつ 指数関数的 に増殖す る

フ ァ
ージの特徴は検出 ・診断に最適である．

　また，フ ァ
ージを利用 した細菌細胞の 標識 に より，±

壌中の 細菌の挙動 ・動態，植物へ の 感染過程，植物体内

に お け る細菌細胞 の移動な ど を モ ニ タ リン グす る こ とが

可能で あ る．RSM1 の ゲ ノ ム DNA か ら構造遺伝子部分約

4khp を除去 し，標識遺伝子 （GFP ）とKm 耐性 カ セ ッ ト

と入れ替えたプ ラス ミ ドpRSSI2は，ほ とんどの青枯病

菌株で 安定に保持され，GFP を発現させ る．1ncQ 系プラ

ス ミ ドな どとは異な り，pRSS12は Km の選択圧なしに

100世代以上 に わた っ て もまっ た く消失しない 28）．こ の

特質は土壌や植物体な ど抗生物質選択が で きない条件で

の 細菌追跡にきわめ て有効で あ る． トラ ン ス ポゾン を用

い た標識 で の，挿入部位 の 遺伝子 へ の影響 生 理 的変化

による トラ ン ス ポ ゾン の不安定さな どの 問題 もpRSSI2
で はま っ た くな い ，pRSS12一標識 細菌 （MAFF 　106611

株）のモ ニ タ リン グ例 を図 4 に示 す．寒天平板培地 で 発

芽させ た トマ ト実生 （発芽 7 日）の 主根先端に切れ 目を

入れ標識細菌細胞を滴下す る と，細菌は主根導管に侵人

し 1− 4mnVh の速度で増殖 と進行 を繰 り返 しなが ら茎頂

方向へ 移動する 29），主根一則根，根部一茎部の境界で特

徴的な挙動が見 られた．こ の系を用 い る こ と で，感染機

構の詳細な解析 感染に関与す る細菌側遺伝子 ・植物側

遺伝子 の 同定，耐性品種検定．耐性機構 の 理解 病害 防

除薬 の 検定な どを効率よ く行う こ とが で き る．

　 青枯病 の 予防 と防除 に つ い て は，広範な宿主域を有し，

溶菌活性の強い フ ァ
ージ RSA ，　RSB ，　RSL な どが有効であ

る ．ただ し，従来 多 くの議論が あ る よ う に，フ ァ
ージ と

宿主菌の 間 に は arnls 　racc の 関係があ り，相互 に 耐性 と

新 た な感染性 を生 む 仕組み を有す る．宿 主 と フ ァ
ージ 双

方 の ゲノム情報が利用で き る 現在，こ の仕組みが繰 り返
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され る パ タ ーン を理解 し，パ タ ー
ン に応じた フ ァ

ージ

セ ッ i・を整備する こ とが持続的バ イオ コ ン トロ ール に は

必要で あ る，異な る タイプ の フ ァ
ージ3種 （RSAI ，RSBI ，

RSLI ）の単独，お よび混合剤 （phage　cecktail ）を用 い

て各種青枯病菌株の増殖を調べ た結果 早期に溶菌した

場含，約 30時間後に耐性菌の 出現が顕著となる．しか し

なが ら RSL1 を用い た場合，適当な条件で の フ ァ
ージ投

ケによ り，増殖抑制は実験室条件下 2週間以上 も継続し

（耐性菌出現 な し），フ ァ
ージ処理 をした トマ トは青枯病

菌の植菌に対 し，2ヶ 月以⊥ も発病せず生育して い る （論

文準備中）．さらに，数種類の他の フ ァ
ージ で は感染菌の

病原性を喪失させ，感染菌を植物 に事前接種した場合，

二 次的な強毒性株の接種に対し顕著な抵抗性を付与する

（青枯病ワクチ ン ）．この ような植物 ・細菌 ・フ ァ
ージ間

の相互作用の活用は，新たな持続的農業産業が展開する

上で の 次世代技術 として有望と思え る、重要なポ イン i・

は診断 ・予防 ・防除を総合シ ス テ ム体系化する こ とにあ

る．生産現場 と直結 した コ ン サ ル タ ン ト機関な どを通じ

て徹底した農地診断，リス クアセ ス メ ン ト，生産モ ニ タ

リン グな どが 可能 とな る．診断キ ッ トは農作物生産現場

で の 青枯病発生の危険性や農薬 の 使用量を算出す る根拠

を提供 で き，予防剤 は T 診 断に 基 づ き病害発生の危険性

の ある現場 で，予防的 に使用す ることで青枯病を発病し

に くくし，さらに防除剤は発生 した病害現場で 土壌に処

埋する こ とで青枯病菌を効果的に死滅 させ，または病害

植物に直接投与する こ とで病徴 を遅 らせ，トマ ト，な す，

ジ ャ ガイ モ などの 収穫を可能 にす る．モ ニ タ リン グキ ッ

トは病理学 ・土壌生態学な ど基礎研究 ・調査現場で の 必

需 ツ ール と な る，これ ら診 　・　 　 ・　 の ．糸 匕は，

危険な環境負荷の 大 き い農薬に替わる安心 ・安全 ・高効

率 （低 コ ス ト，省力）な農業技術 （将来 は農産業技術）

として 大きな貢献が で き る．

根粒菌 ・レ ン ゲ ソ ウ を用 い たバイオ肥料開発の研究

　微生物 と植物の 共生の顕著な例 としてマ メ科植物の 根

粒による大気中窒素固定系があ る．日本や中国 に お い て

は，窒素化学肥料 に替わ る 自然緑肥 と して レ ン ゲ ソ ウが

利用されて きた，レ ン ゲソウ
ー根粒系をモ デル として持

続的バ イオ肥料の 更な る展開を 目指 し た．レ ン ゲ ソウ
ー

根粒系 レ ン ゲソウ
ー
根粒菌の共生系か ら共生確立 に重要

な レ ン ゲソウ遺伝 r・各種 （シ ス テイ ン プ ロ テ アーゼ CP，

ダイナ ミ ン，ア ス パ ラギ ン 酸合成酵素など）を検出しそ

の 機能 を解明 した so・S　l｝．特に CP 遺伝子 （AsNodf32）は

老化根粒の リサ イク ル，感染細菌 の 識別に お い て 重要な

働きをする こ と を明 らか にした 踟 ．また レ ン ゲソウ根粒

か ら分離 した 根粒菌 Mes θrhizobit4m 　huakuii　subsp ．　rengei
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の根粒菌群 における系統学的な位置づ けを行 っ たss）．根

粒系研究は，大阪大学生物工 学国際交流セ ン タ ー
を窓 口

とした亅SPS大型拠点大学交流事業 （代表　室岡義勝火阪

大学名誉教授 ・現広 島工業大学教授）に お い て，東南ア

ジ ア諸 国 との 技術 ・情報交流に貢献で きた 抽 ．

おわ りに

　生物聞 の 相互 作用 （系全体 を 「シ ン ビ オ ーム ：sym ・

bio皿 e 」 と定 義する）s5）は純粋系で は見られない 新たな

現象 能九 効果を もた らす可能性がある，生物の従来

の枠を超えたダイナ ミッ クな相互作用 の 仕組みを分子 レ

ベ ル で解明し，これを基に 「共生 工学」基礎技術を確立

し，さ ら に こ の 共生技術 を持続的産業社会確立 ・維持の

ブ レー
クス ル

ー
として活用す る こ とは将来的に きわ め て

重要 で あ る と思われる．

　 こ れ らの 研究 は 広 島大学 工 学 部 第三 類 化 学 ・バ イ オ ・プ ロ セ

ス 系な らび に 大学 院 先端物質科学研究科分子 生命機能科学専

攻 に お い て 学生を は じめ とす る 多 くの 脇力 者 と共 に行 っ て き

た もの で あ る．特 に，ク ロ ロ ウイ ル ス 研 究 に お い て は米国ネブ

ラス カ 大学 リン カーン 校 Jim　L ．　Van　Etten教授 と情ee　・材料 を

頻繁に交 換 し，多大 な協力 を得た．ま た，DOE ク ロ レ ラ ゲ ノム

プロ ジ ェ ク トに は共同参画させ て い た だ い た，青枯病バ イオ コ

ン トロ
ー

ル 研究で は，NEDO （04AO9505 ，8iO30）の 支援 を得

て，ま た和光純薬工業との 共 同研究に支 え られて い る，レ ン ゲ

ソ ウ根粒系の 研究 で は室岡義勝大阪大学名誉教授 （現広島工 業

大学教授）に ご指導い ただい た，共生工 学全般 にわ た る研究活

動 は，当学会光合成 微生 物研究部会，共生工 学研究部会 （代表）

に おい て も展開 して き た．こ の 間，多 くの 企 業 との 共 同研究，
財団法人功成金に よ る援助 を頂い た，ご指 導 ・ご協力い た だ い

た多 くの方 々 に 心 よ り感謝申し上 げます．
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