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　【目 的】生菌数 と細胞濁度 の 間には，一般 的にほ ぼ比例 関係 が あるこ とが

知 られ て い る．しか し，当研 究室で 単離 した Brevibacten
’
um 　sp ．　JGM 　6894

株 を エタ ノ
ー

ル に 暴露 した 時の 生菌数 と細胞濁度 の 変化 を測定 した とこ

ろ，両者の 間に比例関係 は認 め られなか った ．そ こ で 本研 究で は ，細胞 膜

損傷の ある細胞 を蛍光染色す る こ とに よ り，細胞膜損傷 を定量 し ，濁度変

化 ，並び に 生菌数変化 と細胞 膜損傷 との 相関の 有 無に つ い て検討 した．
【方法 及 び 結果 】グラ ム 陰性 菌 とグ ラ ム 陽性菌 の それ ぞれ の 代表 とし て

Escherichia　coli 　K−12株 とBrevibactinutn，　sp ．JCM　6894 株 を使 用 した・培養

した 菌体を 洗浄後，0 ％ 〜15％ の エ タ ノ
ー

ル 溶液 中に暴露 し，時聞 毎に

採取 し た試料の 細胞濁 度，細胞膜損傷，並 びに 生菌数の 各項 口 を計測 した．
細 胞 膜 損 傷 は採 取 した 試料 に ヨ ウ化 プ ロ ピ ジ ウム （PI）溶液を加 えて IO 分

間室 温 で静置後，菌 体 を 洗 浄 す る こ とに よ っ て PI 溶 液 を 除去 した後 ，励

起波長 495nm で 蛍光強度 （蛍 光波長 600nm ）を測定 した．その 結果，両菌

にお い て，細胞膜損傷を 暴露時間で 積分 した 値 と濁度変化 との 間に相 関が

認 め られ た が，生 菌数 との 相関 は確 認 で き な か っ た ，した が っ て ，細 胞濁

度 の 減 少 速 度 は ，そ の 時の 細胞 膜損傷を 有 す る細 胞 量 と相関 が あ る こ とが

示 唆 され た ，

【目的】Phy 匸ochelatin （PG） は、重 金 属存在下 、　GSH を 基質 と して誘 導的

に 合成 され るペ プ チ ドで あ り、植 物 や 藻 類 にお い て 重 金 属 無毒化 を担 う．
PC 合成は

．一．
般に Cd2

＋
に よ っ て 最も 強 く誘導され る が、我 々 は 、D．　tertioiecta

にお い て Zn2＋
が最 も強 い 誘 導能 を持 つ こ と を見 出 した。そ こ で 、こ の 特

性 を ス トレ ス 耐 駐植 物作 出へ応 用 す るこ と を 目的に 、PG 合成調 節機 構に

つ い て研 究を行 っ て きた 。今 回は、ZnE
＋

と Cd2 ＋
の PC お よび GSH の 合

成 に 関わ る酵素 の 活性 に対す る影響 につ い て 比 較検討 した 。
【方法及び結果】200 μMZn2

＋

およ び 400 μMCd2
＋

で 処 理 した 細鞄か ら

得 た粗 酵 素分 画の PC 　synthase お よび GSH 合成系 の 0−acethylserine
（thiol ）lyase、／

−glutumylcysteinc　synLhetase （γ一EGS ）、　glutathi〔me 　synthc しase

（GS ）の 活性 を測定 し た ．　 PC ・y・ thasc は 、　 Z ・
2 ＋

に よ っ て 、　Cd2 ＋
よ り もや

や弱 い が、植物の 場合 より も有意に 強 く活性化 され た。一方、Zn2
＋

処 理

に よ り r
−ECS 　rsよ び GS の 活性 が Gd2＋

処理 の場 合 よ りも高 くな っ た 。こ

れ らの 結 果か ら、本株に お ける Zn2
＋

の 強 い PG 合成誘導 能 は 、PC　s｝
・nthase

の 植 物 よりも強い 活性化 と 、r−EGS お よ び GS の 活性 E昇に よ る GSH 供

給量の 増 大に 起因す る こ とが示 唆された ，，ま た 、細胞内 RoS を D 〔：FH −DA
を用 い て FACS で解析 した とこ ろ、Zn2 ＋

処理で ROS 発生 が 認め られ た が 、
Gd2 ＋

で は認め られなか っ た 。した が っ て Zn2
＋

に よ る GSH 合 成 促進 は 、
RC）S発 生を介 し た r−ECS お よび GS の 活性上 昇．に よ る もの で あ る と考 え ら

れ る．
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【目的 】地球規槙 の 環境 汚染や食糧問題対策のた め に、種 々 の環 境ス ト レ ス

負荷条 件 で 生 育す る こ との で き る ス トレ ス 耐 性 植物 を作 出す る こ と が必 要

で あ る。我 々 は 、環 境 浄化 や 食 糧 増 産 に 応用 で き る ス トレ ス 耐性 植物 を 作

出す る こ と を最終 的 な 口標 に 、微 細 藻類 の ス トレ ス 応答 反応 に つ い て解析

を行 っ て い る．前回 は 、植 物に お け る ス トレ ス 応答ホル モ ン と して 知 られ

るア ブ シ ジン酸 （ABA ＞に よ る淡水性緑 藻 C伽 殫 跏 脚 ’觚 癖 π肱   峨 に お け

る酸 化ス ト レ ス 緩 和 効 果 に つ い て 報 告 した．今回 は 種 々 の 環 瞳ス ト レ ス に

対す る緩 和 効果 に つ い て 報 告す る。
【方法及び結果IABA を培地に 添加 して 、浸透圧 、塩、重金 属の 三種 の 環

境 ス トレ ス 条件下 で 培養 した 結果 、ABA 添加 群は ス トレ ス に よ る増殖 阻 害

を緩和 して い た 。しか し、24 時間 の ABA 処 理 細胞に 対 して 上記 の 三 種の

ス トレ ス を短 時 間 負 荷 して も、直 接 的 な 緩 和 効 果 は 見 られ な か っ た s さら

に 、ど の 環境ス トレス 条件 下に お い て も細胞 内で ス トレス 負荷無 しの 時 と

比較 し て 光照射条件で 有意に活性 酸素種の 生 成量 が 増加 して お り、酸化ス

トレ ス を受 けて い た。ま た 、ABA 処 理 細 胞 に お い て は これ らの ス トレ ス に

起 因す る活 性 酸 素 の生 成 は 低 く抑 え られ て い た こ とか ら、ABA は 三 種の 環

境 ス トレ ス その も の を緩 和 す る細 胞 内 応 答 を引 き 起 こす の で は な く、これ

ら の ス ト レ ス に よ っ て 二 次的に 引き 起 こ され た 酸化ス トレス の み を緩和 し

て い る 可能性が 示 唆され た 。

　 は じめに　 メ タ ノ
ー

ル か ら触媒反応に よ り発生 す るメ タ ノール ラジ カ ル

（MR ）ガス を利用 し た殺菌シ ス テ ム は 、　EOG 以 上 の 強 い 殺 菌力 を持 ち、残

留性
・
腐食性 も無い こ とが 確認 され、既 に実用化 されて い る。本シ ス テ ム

の 殺菌 効果は ラ ジカ ル に よる と考 え られて い る が、そ の 殺菌機構に は 不 明

な点が 多い 。そ こ で 本 実験 で は MR ガ ス の 殺菌 作用 点 が 遺 伝 子 ・細胞 膜 ・
タ ン パ ク 質の 部位 に あ る と 予想 し、MR ガ ス 曝 露 に よ りそ れ ぞ れ が どの よ

うな変 化を示す か検証 し、その 結果 か ら MR ガ ス 滅菌 シ ス テ ム の 殺 菌 機 構

を明 らかに し よ うとした。
　実験 　酵 母に MR ガス を曝露 させ た 。曝露後 の酵母 か ら DNA を 抽出 し、
電気泳 道をお こ な っ た。ま た酵母 に細 胞 二 重 染 色 を行 な い 、細 胞 膜 透過 性

に つ い て確 認 し た。さ らに タン パ ク質 を MR ガ ス に 曝露さ せ 、　 SDS−PAGE
お よ び 等電点竃 気泳勤 を行 な っ た。
　結果　対照酵母 の DNA 電気泳道像で は塩基対の バ ン ドが 確認 で きた が、
MR ガス 滅薦後の 酵母で は確 認で きな か っ た．こ れ は 酵母 の DNA 鎖が MR
ガス に よって 切 断 され、バ ン ドを形成 で き る程 の 大 き さ の DNA 鎖 が 消 失

した為 と考え られた．また MR ガ ス 曝露酵母 の 細胞 二重 染色 像 で は対 照 酵

母 とは 異な る蛍光が 見 られ、細胞膜透過性 は MR ガ ス 曝露 に よ り変化 し た

こ とか ら、MR ガス によ り細胞膜 が損傷 され た こ と が明 らか と な っ た 。さ

らに MR ガ ス 曝露は タ ン パ ク 質を 分解
・
酸化

・
架矯す る こ とも電 気 泳動 像

か ら明 らか とな っ た。こ の 様に 、MR ガ ス は DNA を分解 し、細 胞 膜 を傷

害 して 、さらに タ ン パ ク 質を変性 させ こ とが確 認で きた．こ れ は ヒ ド ロ キ

シ ラジ カル で 考え られて い る細胞への 障害機構 と同様 で あ り、MR ガ ス に

お い て も類似 した 作用 に よ っ て 殺 菌効果 を 引 き 起 こ して い る こ とが推察 さ

れた 。
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