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3CO9−3 青枯れ病 菌に 感染す るバ クテ リオ フ ァ
ー

ジ の 単離

　及 びゲノ ム 解析
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3009−4 青枯れ病 菌に 感染す るバ ク テ リオ フ ァ
ー

ジ の全 塩

基 配 列決定、遺伝 子 解析及び比 較
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【目的】青枯れ病菌R （sistoni （t　seiarutceanianSthtte 界 中の 上 壌に分布 し．経済的

に 重 要な作物 を含む多数 の 植物に 感染 して 枯死 させ る土壌伝染性の 植物病

原細菌で あ る。一・度汚染 された 上 壌か ら こ の 病原菌を 除去 する こ とは 困難

で 、こ れ まで に も様々 な防除法が 考 え られ て きた が 、その 発生 を 安定的に

抑 え られ る根本的 な解決法は 未だ 見つ か っ て い ない 。そ こ で 今回、宿主 特

異性 の 高 さか ら生 態系へび）影響 が少 な い ウイ ル ス を利用す る こ と を 考え

た ．さらに、ウイ ル ス は 宿卞 に感染後増幅 され るた め 、少 量 の 散布 で あ っ

て も大きな効果が 期待で きる。本研究で は 青枯れ病菌 に感染す るフ ァ
』一ジ

を単離 し 、ゲ ノム 解析 を通 し て 、こ の 病気の 解決 につ なげ るこ と を目的 と

して い る。
【方法

・
結果】 日本各地か らナ ス 科植 物を栽培 した畑 の 土壌 を採 取 し 、SM

bu偸 r に懸濁後 フ ィ ル タ
ー

濾過 を行 っ た。こ の 濾過液 を用い プ ラ
ー

ク ア ソ

セ イ 法に よ り 1｛．sola・nacearum 　CSI9 　＃ltに1惑染す る フ ァ
ー

ジの ス ク リ
ー

ニ ン

グを試み た。確認 され た プ ラ
ー

ク の 内 20プラ
ー

ク よ りフ ァ
ージ を単 離 し、

6種 の Ralstonin株 （G319、　 M4S 、　 Ps29、　 Ps65、　 Ps72、　 Ps74株）に 対 す る感

染性 の 有無、ゲ ノム サ イ ズ 及 び ゲノ ム 構 造の 比 較等 か ら三種類 （S−、M −、
L・type ）に 分 類 した 。この 三 種 類 は そ れ ぞれ 、　S一匸ype ：約6．4kbの 環 状 ssDNA 、
M −tl，pe ：約 8．9khの 環 状 ssDNA 、　L一匸ype 二約250kbpのdsDNA を ゲ ノム と し

て 有 して いた 。ま たS及 び M −typeの フ ァ
ー

ジは M 且3 フ ァ
ー

ジ様 の 感染様 式

を示 した ．

【目 的】青枯れ 病diRalstonitt　soiaft．aceetru 〃ml ・t比較的穏和 な気 候の 土壌を 中心

と して 世界中に 分布 し、経済的に 重要な 作物 を含む S9．科20e種 以．E の 植物

に 感染して 被害を 与 える 。一度汚染され た 土壌か らこ の 病 原薗を 除去 する

こ と は困難で あ り．様 々 な 対策が 試 み られ て い るが どれ も 根本 的な解決に

至 っ て い な い 。そ こ で 、当研究室で は Raistptiiaに 感染する フ ァ
ージに 着 目

しス ク リーニ ン グを 行 っ て い る．宿主 域、ゲ ノ ム サ イ ズ 及び ゲノ ム構 造か

ら、現在ま で に 少 な く と も 3 タ イプの Rai．stonin フ ァ
ージを単離で き て い る。

こ れ ら フ ァ
ージの 遺伝子解析、比 較等を 通 して 殺菌酵素等の 有用 遺伝子 の

ス ク リ
ーニン グ、nalstonia防除ツ ー

ル と して の 利用 さ らに は RalstOriaの 分

子生 物学的研究ツ
ー

ル として の 可能性 も視野 にい れ研 究を行 っ て い る。
【方 法

・
結果】当研究室 で 単離 した 3 タイブ の フ ァ

ージ （S−typc ；約6、4kb の

環状ssDNA 、　M −type ：約 8．9kbの 環状ssDNA 、　L −typc ：約250kbp の dsDNA ）

の 内、まずは ゲ ノム サイ ズが 小 さく比 較的解析 が 容易な S一及び M −［Ype の

フ ァ
ー一ジ に つ い て そ の 全塩基配列の 決定、比較 を試 み て い る。こ の S．、M −

typc の フ ァ
ージは ．ゲ ノ ム ザイ ズ 、ゲ ノム 構造的に は 類似 し て い るが 感染

す る1｛．s’ol（snacearum 株 に 違い があ り飽 ’洳 漁 フ ァ
ージ の 宿主選択性 を理解

す る の に有用 で あ る と予 想 され る c また 二 の 2 タイ プの フ ァ
ージ は ともに

MIS17 ア
ー

ジ様 の 感 染様 式を とる こ とか らRaiston・ia研究に お ける 遺伝子 改

変ツ
ー

ル と して 利用 が 期待で き る。

Screeni皿g　 and 　 charaeterization 　 of 　 nove1 　 RaiStonia　 solanacearum

Pllages

　OShokD　NAG 皿 丶，］takeru　 KAWASAKI ，　YLよhki　F疋UIMOT て），　Mako1 （》

　F 口JIE，　sh 句i　usAMI ，　Takashi 　YAMADA

　（Dep し．　Mol ．　Biotech、，　Grad．　Sch．Adv ．　S〔：i．　Mat ．、　Hiroshima 　Uni肌）

1）NA 　 sequence 　 anal アsis 　 and 　 characterization 　 of 　 no ▼ el 　Ralstonia
sol α n α cearum 　pltages

　OTakeru　k “ vAsAVII ，　shoko 　NAG ・uA ，　Mako 匸o　FuJIE ，　shqii　usAMI ，
　 皿 しkashi　YAMADA
　 （Dept ．　MoL 　Bi〔｝tech ．，　Grad ．　Sch．Adv ．　Sci．　Mat ．、　Iliroshima 　Univ ．｝

Keア words 　Ratstort・in，　plant　padlogel1，　phage，hosしspeci 丘iciし｝，
， Key　words 　RatSten・in，pLa！亅しpathogen，phage，　host　speclficitv

3CO9−5 　光 合成細菌の 色素合 成遺伝子 を用 い た バ イオセ ン

　サーシ ス テム の 開発

○藤本　浩之
正，山城　秀仁

1，若林 　雅 人
1，前田　　勇

P，
　宮坂 　　均

S，川瀬 　雅也
1，八 木 　清仁

1

（
1
阪大院

・
薬，2 宇都宮大 ・

農，呂

開 四電力
・
総研 ）
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【目的】バ イ オ セ ン サ ーは 生化 学的応答 を利用 した 検 出デバ イス で あ る、検
出 に 用 い られ る レ ポータ ーは 主にLacZやLux （Luc）また は GFP で あ り、これ

らは 定量性 や 迅 速性 とい った利点 を備 えて い るc しか し測定機材や 反 応基

質 を 必 要 と し、そ の応用 範囲 は 制 限 され て い る。こ の こ とか ら、我 々 はカ

ロ テ ノ イ ドを 合成す る光 合成細菌 に着 目 し、視覚 的な検 出 が可 能 で、か っ

反 応 基 質 が 不 要 な 、新規 バ イ オセ ン サ
ー

シ ス テ ム の 開発 を試み た c
【方法及 び 結果 】海産性光 合成細 菌の Rhodovultim　suifidoPh ・ilTtmは 、カ ロ テ ノ

イ ドの
一
種 で あ る ス フ ェロ イ デン （SE ；黄 色）を ス フ ェロ イ デ ノン 〔SO ；赤 色）

へ変 化 させ る。こ の 反応 は crtM 　ntコ
ー

ドしてい る SE酸化酵素が 担 っ て い る。
まず、我々 は CTtA を欠損 させ る こ とで 、　SEが異 常蓄積 し黄色 を示 す色 素変

異株 を得たtt次に 、ジ メ チル ス ル フ ィ ド〔DMS ）の 存在 で転 写誘導 を起 こ す

dehオ ペ ロ ン の プ ロ モ
ー

タ
ー

領域Pddh と、レ ポータ
ー

遺伝子 とし て発 現す

る c
・rtA を組込 ん だプ ラ ス ミ ドを構築 し た。こ の プ ラ ス ミ ドを色素変異株 に

導入 した組換 え妹 は 、DMS の 添加に よ り SO を蓄積 し 、黄色か ら赤色への

色調 変化を示 した、以上の よ うに 、色素変異株、crtA 遺伝 子、プ ロ モ
ー一

タ
ー

領域 Pddh を組合せ
一
〔用い る こ とで 、　 DMS を検 出す る こ とが 口∫能 なバ イオ

セ ン サ
ー

の 構 築に成功 した。

当研 究室 で分離 され た Brad．vrhizobiufn　sp ．　CE −S （以 下CE −3株）は 、希 土類

元 素 の
一

種 で あるセ リウム （Ce）あるい は マ ン ニ ト
ー

ル 存在 トで 菌体外 に ラ

ム ナ ン を分泌 す る。本研 究で は、CE −S株 に よ る Cc3＋
存在下 にお け る ラム

ナ ン 分泌 の メ カ ＝一ズ ム を 遺伝 予 レ ベ ル で 解析 す るた め に 、Esche・richia 　coti

S17−IJpSUP2021を用い 、　CE −3珠の ゲ ノム DNA 中にTn5 が転移 し た遺伝子

破壊変 異株 を得た ．変異株 はTn5 由来 の カ ナ マ イ シ ン 耐性及 び CE −3株が示

す ポ リ ミ キ シ ン 耐性 を マ
ー

カ
ー

と し て 選 抜 した ．得 られ た 変 異株 を

O．030mM 　Cc含有 VIOO 希釈肉汁 寒天 平板培 地及 び 丘％ マ ン ニ ト
ー

ル 含有同

培地 に塗布 し、9．O℃で to日間培養 し、ラ ム ナ ン 分泌の 有無 を観 察 した。　Ce
添力1賠 地及 び マ ン ニ ト

ー
ル 添加培地に お い て 野 生株 とラム ナ ン 分泌能 に違

い が 見られ た変異株 をラ イブ ラ リ
ー一

とし た。こ の 内、Ce添加培地 にお い て

の み ラ ム ナン 分泌が 欠失 した変異株 G・1で は Tn5 が挿入 した遺伝子 の ア ミ

ノ 酸 配列 は Rhodobacter 　shaet ’oides の ア セ チ ル トラ ン ス フ ェラ
ーゼ と41％ の

粗 同性 が認 め られ た。一方、マ ン ニ ト
ー

ル 添加培地 にお い て の み ラ ム ナ ン

分泌 が 欠失 し た変異株 M −1で は 、β毋 の
1痴 励 訛吻 ＠o贓 r襯 USDA 　llO の オ

キ シ ドレ ダク タ
ーゼ と90％ の 桂同 性が認 め られ た．こ の こ とか ら、C ・1株

及び M −1株 にお い て 、こ れ らの 遺伝子 発現産物 が ラム ナ ン 分泌 に 関与 して

い る こ と が 示 唆 され たn
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