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【目的 】RhedOCOCCtas　eo ’chrepolis　SD −74 株 は ．脂肪 酸糖 エ ス テ ル 、サ ク シ ノ

イ ル ト レ ハ 卩
一

ス リピ ッ ド 〔STL ）を生産す る 〔40gM 。　STL は 、脂肪酸
と糖 か らで きた 両親媒性物質 （バ イ オ サ

ー
フ ァ ク タ ン ト） で あ る 。化学合

成 品 に代 わ る、環境 や生 き物 に優 しい 界 面活性剤 と して、STI 、は 洗剤や食
品、化粧品 への 応用が 期待 されて い るv また ヒ ト白 lfrl病 細 胞 に対 して 分化
誘導作用 を持OO ）こ とか ら、　STL は 動物細 胞 への シ グ ナ ル 物質 と して 研
究 が 進め られて い る。さらに 、STL は 脂 肪 酸 と糖 の ユ ニ ーク な結 合を有す
るこ とか ら、新規の 籍質、脂質合成の 点か ら も興 味が 持た れる．こ れ らの

応 用 研究 を押 し進め るために 、本研 究で は STL 生 合成 遺伝子 の 取 得を試み
た 。
【方 法及び結果 】SD −74 株 に 対 し、トラ ンス ポ ゾ ン 挿入に よる遺伝子 破壊
を行い 、遺伝 子 を ラ ン ダム に破 壊 した 変異株 集団を作製 した．約 2600 株
の 変異株 集団よ り、ヘキ サ デカ ン を 含む 培地 中で STL の 生産性 を 検 定 し、
STL 非生産変異株を 6株取 得 し た．，これ らの 株 の トラ ン ス ポ ゾ ン 近隣領域
の 塩基配列を決定 した と こ ろ 、い くつ か の 遺伝子 が 同定 され た。現在 こ れ

らの 遺伝 子 に っ い て 解析 、検討 を行 っ て い る。
　本研究の

一
部は 、NEDO か らの 平成 13 年度産業技術研究助成事業 に よ

り実施された．
〔1）Biosci　Blotechnol 　Bio⊂hem 　1997　Apr　61 〔4）609

−14

【目的 】磁性細 菌が生体内で合 成す る ナ ノ サ イズ の 磁石 （bと凱 criai 　magnelic

part｛clcs ；BMPs ）は、脂 質 二 重 膜 に覆 わ オして お り、こ の 膜 t，に 局在 する

67kDa の タン パ ク 質 （Mms67 ） の 解析 は BMPs 形成機構の 解明に 重要な
知見 を 与え る もの で あ る と考 え られ 、本研究 で は Mms67 の 機 能解析を 口

的 とした。
【方法及 び 結果 】Mms67 タ ン パ ク質の N 末端ア ミノ 酸配列をA に プ ラ イ
マ ーを設 計 し、それ を 用 い て ア ン カ ーPCR を行 い プラ イ マ

ー
ウォ

ーキ ン

グに よ っ て シ
ー

ク エ ン ス を決定 した 。得 られた 2、5kb の 配列 中 よ り、N 末

端 配 列 を コ ードする ORF を分離 し、　nemv67 遺伝 子 と した 、、ホ モ ロ ジ ー
解

析 の 結果、こ の タ ン パ ク質は膜 タ ン パ ク質に 見られる よ うなシ グナ ル ペ プ

チ ド様 配 列 を N 末端に 持 ち、膜．Eの 足場タ ン パ ク 質に 見 られ る PDZ ドメ

イ ン を C 末端に 2 つ 持 っ セ リン プ ロ ア
ーゼ で あ っ た。PDZ ドメイ ン は ．細

胞 膜 受容体の C 末端側領域 と結合す る事 が報 告 され て お り、シ グ ナ ル 伝達
に 関与 す ると考 え らて い るttこ れ ら の こ と よ り、BMPs 膜 上 に局 在 して い

る Mms67 が BMPs 形成の 調節ある い は そ の シ グナ ル 伝達 に 関係 する可能
性 が 推 測 され た。さらに、こ の タン パ ク 質の 機能を解 析 す る た め に PCR を

行 い 、増幅 した mms67 を His 亜 g 融合用の ベ ク ターへ導入 した．構築 し

た プ ラス ミ ドに より形 質転換 した 大腸 菌に お い て Mm567 を 発現 きせ た後
精製し、その 膜結合性 セ リン プ ロ テ ア

ー
ゼ様 タ ン パ ク 質と して の 機能 につ

い て 検討 した 、，
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432 Mo 且ecu 且arly 　assessing 甲 owth 　behavior　of 　mamen ・
tous　bacteria　in　the 　sludge 　bulki珮9　Process
⊂）Rui　Liul ，　Takahiro　Kanagawa2 ，　Shinobu　A エ

．
ugal ，　Shin ）

’a
K … t・

s，M ・ m 。 ・u 　K ・ wah ・ ・… ki1 （
’
AIST ，2AIST 、　T ・ ky ・

1・ ・t．Tc・h・・ 1．，sK ・ ・ky・ E ・g．　G ・ ・p．．　T・kl’・ 1・ ・t．　T ・ ・h ・ ・1．）

【目的D ‘8‘め α惚 7
・．xp，linutn（A．x）：〃π 配殉 の ゲ ノ ム DNA におい て 、エン ドグル

カ ナ ーゼ 遺伝子 とβ
一グル コ シ ダーゼ 遺伝 子 が セ ル ロ ース 合成酵素遺伝子 オ

ペ ロ ン を挟む ように存在 して お り 、これ らが ク ラ ス ターと し て 存在 して い

る こ とが わか っ て い る。本研 究で は A ．謬伽 π 況 灯 （】C2S769 の β
・グ ル J シ

ダ ーゼ 遺 伝 子 を ク ロ
ーニン グ し 、セ ル ロ

ー
ス 合成への 関 与に っ い て 検討す

る こ と を 目的 と した 。
【方 法 お よ び結 果】A ．勘：ti・numA

’
］FGC2S769 の β一グ ル コ シ ダ ーゼ遺伝子 φg齠 ｝

を ク ロ ーニ ン グ し、その 塩基配 列 を決定 した ．ベ クタ ーを 用 い て 過剰発 現
株 を作製し、菌体外粗酵素液 を用い て pH 依存性 、基 質特異性 を調 べ た ．
活 性 は pH4 ．5 以下で 急激に減 少 し、セ ロ トリオ ース 以上 のセ ロ オ リゴ糖
の み に 作 用 す る こ とが わ か っ た 。また相同性組 襖え に よ っ て β

一グル J シ

ダ
ー

ゼ 遺伝 子 欠 損株を作製 し、確認 を PCR 、活 性 試 験 に よ っ て 行 っ た 。
野生 株 と比 較 して 、欠損侏 の 菌 体増殖 は増 加 し 、セ ル ロ

ー
ス 合成量 は 3 分

の 1程 度 に減少 し た．，構造的 には 、1 β成分 が 増加 し、分 了量 に 低 下が 見
られ た c ま た 欠損株、野生株 に お ける エ ン ドグル カ ナーゼ の 発現最、お よ
び 活性 は ほ ぼ 同

一
で あ っ た．

　こ れ らの 結 果よ り、内在性 β
一グル コ シ ダ

ー
ゼ がセ ル ロ

ー
ス 合成に 直接 関

与 して い る こ とが 示唆 され たc

　Afi］anlcn しousbulking 　P］’eccss 　was 　nlorli しored 　in　a　ben⊂h−s⊂ ale 　activa しed

sludge 　systcm ．　Microorganisms 　with 　the　samc 　morphology 　as しhe　domi 一
聖
arltfilaments

　
were

　
isolated

　
ffom

　
Lhc

　bulking　sludge ．　By　16S　rDNA 　analy −
s璽s，the　isolaしes　werc 　divided 　illto　two 　groups，　 Sphaerotilus　and

Leptothrix．　A 　 speclfic 　probe　 targe しillg　 l6S　 rRNA 　 of 　aU 　isolates　 was

dcsigned　and 　about 　40％ Df しotal 丘i且aments 　ill　the　bu］king　s且udge 　llybrid・
ized　with 〔his　probe．　A 　specific 　primer　set 　f［｝r 　all　isoiatcs　to　quantif夕しhem
by　real

−
〔ime　PGR 　was 　designed、　Thc 　quantMcation　result ，s　showed 　gDod

corre 且atiun 　bctween　the 　ameunt 　ofthe 　filamen 匚s　in　the　sludge 　and 　sludge

sett1 ｛ng 　propert｝
，．　and 　suggested 匸he　pQssibilit｝

・
　of 　an 　ear1 ）

・
　warriing 　system

ofbulking 　bl・reai −timc 　PGR ．
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