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【口的】窒素固定菌の 分子 遺伝 学的研 究 は これ ま で に 、主 と して グ ラ ム 陰性
菌で あ る Ktebsieltaや 磁 珈 伽 規 属な どで 詳 細な解析が 進 ん で い る が 、グ ラ
ム 陽性菌 に関す る知見は 必 ず し も多 くない ．そ こ で 我 々 ほ グ ラ ム 可 変 な い

し陽性菌で あ る PaenibacUtu，s　azetofi ．ra，ns　（IFO16645＞の窒 素 周定 に 関わ る遺
伝子 群の 進化様 式や 発 現調 節機 構 を 明 らか にす る と とも に 、分子 育種への

有効利用 を日的 として 、本菌の 二 トロ ゲナ
ー

ゼ 鉄 タン パ ク 質を ⊇ 一ドす る

遺伝子 nijH 　e含むオ ベ ロ ン 領域の ク ロ
ー

ニ ン グを試 み た 。
【方法

・
結果 】は じめ に、R 　azotOfZxans　9 株の 既 知 η班∫部 分 塩 基 配 列 の 比 較

に よ t）設計 し たブ ラ イ マ
ー

を用 い て PCR を行 い 、　Sllbp の rallfH　DNA 断
片を得た．こ の DNA 断片 を プ ロ

ー
ブ と して行 っ た サザ ン 解析 の 結果、本

株 ゲ ノ ム 上 に は nifH が 2 コ ピー一存在 する こ と が示 唆 され た．次に 、本株
ゲ ノ ム の フ ァ

ージ ライ ブラ リ
ー

を作 成 し、プ ラークハイ ブ リダ イ ゼ ー
シ ョ

ン に よ り 18 個 の 陽性 フ ァ
ージク ロ ーン を得 た ．これ らが もっ DNA を PCR

等 で解析 した とこ ろ 、2 種 類 に 分 類 され た た め 、そ れ ぞ れ の 挿人 DNA に
つ い て シ ョ ッ トガン法 に よる塩基配 列 決定 を行 っ た 、，
　現在 まで に 、copyl か らは 約 ISkb の centlg が 、また、　 copy2 に つ い て

は 、7、6kb、4．Skb、3．2kb お よび 0、6kb の 4 つ の contig が得 られ て い る．
解析 の 結果 、copyl に は Ktebsit／lia　Pneumeniaeの mfE 、可 N 、　nifB お よび
泥朔 の 相 同遺伝子 が 見 つ か っ た 。他 方 、cepy2 に is　ntfB 、翫毋 、　mYD 、畷 κ

お よび 卿 E 遺伝子 の 存在 が 明 らか とな っ た、、
　最近、伽 褊 φ配肌 ▽の 標 準 株 と され る AI℃ C3568 且 の 緒 8 お よび 叫 ∫1

を含む DNA の 塩基配 列 が報 告 され た。　 nif ／／で は 2 株、　 S 遺伝子 （タン パ

ク 質） 問 と も高 い 相 同 性 を持 っ て い るが 両株 の 遺伝子構 成は 大 きく異な っ

て い るこ とが判明 した。

【日的】硫黄酸化細菌 ／i6認痂 σ抛副 勉錫 ん加 卿4侃 ∫ は 、還 元 型 無 機硫 黄化合物
をエネル ギ

ー
源 と し、「 酸 化 炭 素 を唯

一
の 炭 素 源 とす る好酸性化学合成独

立 栄養細菌 で あ り、バ クテ リア リ
ー

チ ン グにお け る重要な微 生 物の
一

っ と
考 え られて い る。こ の 技術 は、重金属 で 汚 染 され た 沿 岸 海 域 の ヘド ロ 中の

金属 の 可溶化 に応用 で き る可 能 性 が あ るが 、こ れ まで 、好塩 性 で か つ 好酸
性 の 硫黄酸化 細菌 に関 す る報 告 は な く、海 洋 性 化学合成 独立 栄養細菌に お
げる Na ＋

要求性 の 機構 も明 らか に され て い な い ．本 研 究で は 、好塩性、好
酸性硫黄酸化細繭の バ イオ レ メデ ィ エ ーシ ョ ン への 可能性 を 検討するた め

に ．好塩性 化学合成独 立栄養 の 分 離 を行 うと と も に 、そ の Na
÷

要求 性 に つ

い て 検討 した。［方法 ］海水サ ン プ
．
ル か ら、29，（w ／v）NaGl 添加 元 素硫黄無機

塩培地 （pH 　2．5）で 良好 に 生 育す る 株 を 申 離 し、生 育や硫 黄及 び 亜 硫酸酸化
晒性 に 及ぼ す pH 、　 NuCl 、重金属及 び 各種阻害剤の 影響を検討 し た．
【結果 】最適 生育温 度、pH 及 び Naq 濃 度 を 30℃ 、4．O及 び 2％ に もつ 硫
黄酸化細菌の 単離に 成功 し、SH 株 と命 名 した。増殖 は Na （．］］と Na2SO4 の

添加で 活 性化 され た が ．KCI．　 LiCl は 活 性 化 しな か っ た ．、16S 　rRNA 配列
で は 、At．　thioexidans と 99．4％ の 相 同性 を示 し たが 、好塩性 で ある とい う明

らかな違 い が あ った。一
方 、休止 菌体 に よ る硫黄及び亜硫酸 酸化 活性 は、

NuCl、　KCI 及 び 1．iClの 添 加 で 活性 化 され 、プ 卩 トン 及 びナ トリウム の イ
オ ノホ ア 、低濃 度 の HQN （〕 に よ っ て 阻 害 され た、さ らに本 菌は キ ノ

ー
ル

オ キ シ ダ
ー・

ゼ活 性 を 有 して い る こ とか ら、亜硫酸酸化経路 は塩 要求性で キ
ノ ン が深 く関 わ って い る こ とが 示唆 され た が 、Na ＋

に対す る特 異性 が ない

こ とか ら、増殖 に N ぺ を特 異 的 に要求 す る部位が 、ほか に存在す る もの と
考え られ ．現在検 討 中 で あ る．
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【日的 】ホ タル の 発 光に 関 し て は 、古 くか ら研 究 がな され 、ル シ フ ＝リ ン と

い う化合物 が、ル シ フ ェラ
ーゼ とい う酵泰の 働 きに よって 酸 化 され 、そ の

際 に光 を発 す る と知 られて い る。ホ タル ル ン フ ＝ラ
ー一ゼ は ArP 測定や ．レ

ポー．一ター遺伝 了．と して 利用 され る等、幅広い 用途へ展開 され て い る。本研

究 で は 、ゲ ン ジボ タル Lucioia　antciata ，の ル シ フ ェラ
ーゼ の ア ミノ 酸 配 列 に

基づ く地 域 間で の 遺伝的変異に つ い て 調 べ た 。また 、大 腸 薩 へ の 各 種 ホ タ

ル の ル シ フ ェラ
ーゼ 遺伝子の ク ロ

ーニン グを彳rい 、発光 物の 創 出 を試 み た ．
【方 法 お よ び結 果】39 地 域の ゲン ジ ボ タル の mRNA 抽 出 し、　RT−P（：R に

よ っ てル シ フ ェ ラー一ゼ cDNA を増幅 し シ
ー

ク エ ン ス 解析 を行い 、ア ミノ酸

に置換 し比 較を 行 っ た 。その 結果、ア ミ ノ酸配 列 の 4ヶ 所 に 置換 が認 め ら

れ た ．こ れ らの ア ミ ノ 酸配列に 基づ き、ゲン ジ ボ タル の ル シ フ ェラ
ー

ゼ は

3 っ の タ イプ に分 類 され た。T
）
・
pe　l は東 日 本地域、　Type 　l1は フ ォ ッ サ マ グ

ナ 地 帯 と西 日本 の 太 平 洋 側 、T ）
・
pe 】1［は 西 日本 の 太

’
ド洋側 と丸州地 域 に分 布

した ．次 い で ．福 井 県の ゲ ン ジボ タ ル ル シ 7r ラ
ーゼ 遺伝子 を R丁：PCR に

よっ て 増 1愿し、大腸 菌に お け る ク ロ
ー＝ン グ を行 っ たとこ ろ 発 光 が確 認 さ

れた。
　現 在、さ らに 2 つ の タ イ プ の ゲ ン ジ ボ タル

．、お よび 他の t3種の ホ ダル ル

シ フ ェラ
ーゼ cDNA に つ い て も、大 腸 菌にお け る ク ロ

ー
ニ ン グを行い 、そ

れ ぞ れ の ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ が 大腸菌 で の 発 光に どの よ うな影響 を与 え る か に
つ い て検 討を行って い る。

【目的1強 力な ポ リ塩化 ビ フ ェニ ル （PCB ）分解 菌で あ る Rhodecocc・us 　ePat ／us

RHAI は 三 種の 巨大線 状プ ラ ス ミ ド pRHL1 （1100　kb）、　pRHL2 （450kb ）、
pRHLS （S30　kb）を保有 して い る。　RHAI 株 の 多様 な biphenylJT’CB 分解 系
酵 素 遺伝 子 CbPA　LS伝子 ）の 大半 は線状プ ラ ス ミ ド上に 局 在 して お り、線状
プ
．
ラ ス ミ ドの 安定性 は本 饐の PGB 分解能 に お い て非 常 に重 要 な 要 素 で あ

る。木研 究で はこ れ ら線 状プ ラ ス ミ ドの 保 持 と複製 メ カ ニ ズ ム を明 らか に

する ため pRHL3 の 複製領 域 の 解 析 と 、線 状 プ ラ ス ミ ドの 末 端 領域の 単離
と解析 を行 っ た。
【方 法 と結果1 すで に 単離 されて い る 6kb の pRIILS の 複製開始領域内 に

は Rhorfof／occus と近縁 な ．V）
／cobacteriu7ttの プ ラス ミ ドの 複製開 始 タ ン パ ク

Rep と相同性を示す 助 1 が 存在 する。rePl に フ レ
ー

ム シ フ ト変 異 を導入 し

た プ ラ ス ミ ドを作成 し た とこ ろ RHAI 内で 複製 され な か っ た ．した が っ一
〔、rt・Pl は複 製に 必 須で あ ると考 え られた。また 噸 1 上流 の 6（jo−bp　APal −
KP・nl 　WiJt

．
を 欠夫 す る と複 製が起 こ らなか った，こ の 領域に Repl 結合領 域

が あ る事 が 予想 され た 、
　す で に pRHL2 の 末端領域が 末端が 平滑で あ る こ とを 利 用 して 取 得 され

てい る。pRHLS の 末端 領域 も同様 の 手法で 単離 した。単離 したク ロ ー
ン

の塩基 配 列 を決 定 した と こ ろ 、木菌 の pRIIL2、　Rit・odoceCt ／u・b　oPacus 　MR22
の 線 状プ ラ ス ミ ドpHG204 σ）末端領域 と高い 相 同性 を 示 した．現 在詳 細な

解析 を行 っ てい る と こ ろで あ る．
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