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発 光遺伝子 を利用 した環境変異原 の簡便 ・迅 速 ・高感度検出法

（豊田中研）○平井圧名 、 今按孝夫

【目的】環境変異 原 を検出す る多 くの 手法 が開発 されて い る 。 Ames テ ス トが有名で広

く採用 されて い るが 、よ り黒速 で低 コ ス トの 手法 が求 め られて い る 。 この 目的 で 、SOS
応答に よ る β

一ガ ラ ク トシSL
−
　一一ゼの 誘導合成 を指標と した新手法 （SO ＄ク ロモ テ ス ト、

umu テ ス ト）が開発 され た 。 我々 は 、
　umu テ ス トを より簡便 ・迅速 ・高感度化する こ と

を目的 と して 、 レポ ーター を発光遺伝子 と した検出法を開発 したの で報告する
。

籃方法コホ タル 由来 の ル シフ ェ ラ
ーゼ遣黛子 をプラ ス ミ ドpSK3002 の びm μθ

，
0遺伝子の

下流に 連結 した
。 本プラス ミ ドでSa’mone 〃a 卵 ゐ細 μ跏 m 　TA1535を形質転換 し、形質

転換株TL119を得た。 発光細菌Wb融 船o舶 〃由来の 溌光遺伝子群’μxA 石 を用い 、 同様の

操作 で形質転換株 TL210 を得 た 。 形質転換株の 培養液 と各種 変異 原 を2時間反応 させ 、

フ ォ トン カウン ターに よ り発光量 を測定 した 。

【結剽 TL　19で は 、 変異原 と反応後、細胞溶解剤お よび 発光基質 を添加 するこ と によ

っ て 、 変異原濃度に依存 した発光が認め られた。 発光遺｛云子群iuxA−Eに はル シ フ ェ ラー

ゼ以外 に発光基質 を再生 する ための 脂肪酸 レ ダクターゼが コ ー ドされてい る。
丁廴210で

は 、発光基質や細胞溶解剤の 添加は必要とせず 、 変異原と茂応 させ るだけで変異原濃度

に依存 した安定 な発光が認 め られた。

“
rL2io を帑い る方法は 、

　 umu テ ス トよ り簡便 ・迅

速 に変異原 を定量する こ とが可能で あ り、発光試薬等の 添加の 必要 もなくコ ス ト的に も

優れ てい る。 5種類の 代表的 な変異原 を用い 、umu テス トと感度 を比較 した結果、発光

検 出法 で は最少検出濃度 （検体無添 加時の2倍の レス ポ ン ス を示 す検体濃度）が 4〜29倍
低 くな り、高感度検出が可能で あ っ た 。

Asimple，
　rapid 　and ＄ensitive 　detection　system 　for　environmental 　mutagens 　invoMng

bioluminesence　assay 　u＄ing　luciぎerase 　genes．
OMasana　Hirai， Takao　lmaeda （Toyota　Central　R＆ D　Labs．

，
　lnc．）
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830 土壌 からのDNA の回 収方法ならび（（］PCR 奮eeいた特定箘の検出

（キヤ ノン中研）　 o 矢野哲哉 、 川ロ正 浩

〔目的】　 土壌中に外来菌き導入し 、 有害物質の 分解 ・浄化窒行つ ていくためには、導入した外来

菌の動態把握、な らにはパフ 1／，
ソクアクセフタンスの観点からの導入菌の生残性のトレ

ー
スが重要

な課題となる 。 特定菌の把握のための技術としては 、 土壌よしノDNA 壼圃収 し、　 PCR きreし、て特

定菌の遺伝子 断片壼検出する手法がひ こ3く研究芭れて b る。 しか しながら多 くの土壌において、D

NA の回収そのものが困難であつ たしノ、回収芭れたDNA の純度が低し、ものであっ たしノして、　 PC
R の検出能力き充分1こ活かしまれて いないのが現状である。 本発表は、土壌の種

．rklE］よらない高効

率で再現性のあ13DNA 回収方法の提供と、本手法によしノ回収芭れたDNA を用いた特定菌のPG
R検dilZつ いて検討を行 うこ と奮團的 とす る。

【方法および結果 】各種土壌試料につ しNて、 1）RNA を添加して から溶菌処理、2）通常の溶菌

処理、｛≧行し、
、 蘆接法iこよしlDNA 奮回収した 。
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フ囗マ イド （EB ）染色 によ し1比較 したとこ3 、 2 ）法で は鳶機物含鑾の比較的高し、試料でのみ D
NA の回収が可能であっ たが、 1）法ではすぺての試料において DNA の團収琶確認でぎた 。

こらにTCE 分解菌をモ…デルとして、　 DNA の回収とPCR 壼reし1た…検出につ し、て検討 した 。 段階

的に希釈 しrSLPsθudomonas 　ce ρacia 　KKO1 を砂 （佐原逼し砂）に加え、　 DNA 回収用の試料とし

た。 RNA き加えたも のにつ いては、約 106 菌体からのDNA の回収を確認で芭た （EB の可視

限界）の に対し 、 対照では約 108 菌体からの回収1こおいてようやくDNA の回収が確認で 讐るに

とどまっ た。 これらの 回収 DNA き開し、て PCR に（｝しノKKO1 の検出き行っ たとこ3、　 RNA き

加渇たものIEIつ いては約 10 菌体まで 、 対照では約 108 菌体において検出が可能であっ た。

Novel　D国A　extraction 　method 　from　so 目　ar耳d　deteGtion　of　the　target　strain 　with 　PCR
o 下etsuya 　Yano，　 Masahir。　Kawaguchi（Can。n　Research　Center｝
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