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　メ タ ゲ ノ ム 由来新 規生 分解性 プ ラ ス チ ッ ク分解酵

　素遺伝 子の性 質
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【目的】分離 プ ロ セ ス を経ず直接的に遺伝子情報を取得する メ タ ゲノ ム ア プ
ロ ーチ は、難培養性微生物の 解析や活用に 有効で ある。本研 究で は 、カ イ

メ ン お よび造礁サ ン ゴ共在バ クテ リア の 遺伝 子 情報を ラ イ ブラ リーに する

こ とで 有用物質、機能遺伝子 の 取得を試み た。【方法及び 結果】本研 究で

は 、宿主の 核ゲ ノ ム の 除去、回 収バ クテ リア か らの 効率的な高分子 ゲノム

DNA 調整の 最適化を行った。　Fesmid ベ ク タ ーを 用 い た 場合、平均 イ ン サ
ー

ト鎖長が 37Kb 、総イ ン サ
ー

ト長約2．SGbp の カ イ メ ン共在バ ク テ リア ゲ ノ

ム ライ ブ ラ リ
ー

を構築した。イ ン サ ート配列 の 16S　rDNA お よび 部 分配列
の 自己組織化地図法 （SOM ：Self−Organizing　Map ＞に よる解析 に よ り、ラ

イ ブ ラ リ
ー

構築前の メ タゲ ノム 中の バ クテ リア の 多様性 を保持 して い る こ

とが示 された。そ こ で 、イ ン サ
ー

ト配 列 か らORF を抽出 し、ア ノテ ーシ ョ

ン を行 うこ とで 有用機能遺伝子 をス ク リーニ ン グ した。

【要 旨】こ れまで に有用酵素 の 取得 を 目的 と して．多 くの 微生物 が自然界 か

ら ス ク リ
ーニン グ によ っ て取得 され てきた。しかし、従来の 純粋培養法 で

培養可能な微生物は環境 中の 全微生物資源 の 1％に過 ぎない こ とが最近 の

研 究で 明 らか にな っ て い る e 当研究 室は自然界 で の 生分解性 プラ ス チ ッ ク

の 微 生物分解に関す る研 究を行 っ て お り、その 結果、生分解性 プラ ス チ ッ

ク の 分解には純粋培養 が困難で ある微生物 が多数 関与 してい る こ とが明 ら

か にな っ てい る。そこ で 、本研究で は環境中か ら直接抽 出 したDNA を用 い

てメタゲノ ム ライブラ リ
ー

を構築 し、新 規ポ リ乳酸 （PLA ）分解酵素遺伝
子 の 取得を試み た。これ まで に本研 究で は PLA エ マ ル ジ ョ ン を分解す る酵
素遺伝 子 と考え られ るpiaM4 の 取得 に成功 して お り、シ

ー
ケ ン ス 解析の 結

果、PlaM4は リパ ーゼ 遺伝 子で 、そ の推定産物 は これ まで報告 されて い る

もの とは相同性 が極 めて低 い新規 なPLA 分解 リパ ー
ゼで ある こ とが わか っ

て い る。　 今回は さらに詳 しいPlaM4の 諸性質 につ い て 解析するた め、発

現 ベ クタ
ー

pLA
−NH を構築 し、　PlaM4の精製と至適条件、基質特異性 お よ

び活性 に及 ぼす金属イ オン の影響につ い て検討を行 っ た ．そ の 結果、PlaM4
は50℃ で 2時間の反 応 にお い て もそ の活性 を維持する こ との で きる熱安定

性 リパ ー
ゼで あ っ た。
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　メタゲ ノ ムフ ァ
ージデ ィ ス プ レイ ラ イ ブラ リ か ら

　の 酵素 ドメ イ ン トラ ッ ピン グ

○岡本 雅次

（東 亞 合成株 式会社 ）

目的 ： メタゲノ ム フ ァ
ー

ジデ ィ ス プ レ イ ライ ブラ リか ら の効率 の 良 い 酵 素

ドメイ ン 収集法の 確 立を 目指 して い る．森 林土壌 DNA 由 来平 均 イ ン サ
ー

ト

lKb 、ト
ー

タ ル 35Gbp の ライ ブラ リ作製 した （昨年 度本 大 会 〉。シ ク ロ デ キ

ス トリン ア ガ P 一ス ビ
ーズ で 数ラ ウン ドパ ン ニ ン グを行 い 、プル ラナ

ー
ゼ

相同性配列ク ロ ン を含め．複数の ク ロ ン がエ ン リ ッ チ され た （昨 年 度分 子

生物学会）。酵 素以 外 に輸送 因子 や転写 因子 と見 られ る配 列 も含ま れ 、群特

異的 ク ロ マ トの 様 相を呈 した。相 同性 が全 く ない ク ロ ン も多数 で あ っ た 。
今回 、目的ク ロ

ー
ン を よ り効 率よ く選 抜 す る た め の モ デル と して 、特異性 ・

親和性の 高い ス トレ プ トア ビ ジン 〔SA） をベ イ トリガ ン ドと し、ビ オ チ ン

を内在する ビ オ チ ン 酵素群 遺伝 子 断 片 の収 集 を試 み た。方 法 と結果 ：上 記

ライ ブラ リか ら SA 磁性 ビ
ーズ を 用 い て を行 っ た。　 S ラ ウ ン ド目の 溶 出

フ ァ
ー

ジプ ラ
ー

クを プ ロ ッ トし、ア ル カ リフ ォ ス フ ァ ターゼ （AP ）標 識 SA

を用い て 染色 した。お よそ 1／loe の頻 度 で染色 プ ラ ーク が得 られ 、回収 ク

ロ
ー

ン の イ ン サ
ー

ト配列 相 同性 解析 の結果 、oxalDacetate 　decarboxylaseや
acetyl−CoA 　carboxylase な どい ずれ も ビ オチ ン酵 素 の ビオ チ ン 結 合 ドメ イ

ン と見 られ る領 域を含む 断片で あった。数 日の 工程 で複数 の新規 な ビ オ チ

ン 酵素遺伝子 断片が効率よ く収集で き た．以 上 の こ とか ら、イ ン ヒ ビ タ
ー

な どの あ る程度特 異性
・
親 和性 の 高 い ベ イ トリ ガ ン ドを用 い 、得 られ た

フ ァ
ージブ

．
ラ
ー

ク を AP 標 識 リガン ドに よ る リガン ドブ ロ ッテ ィ ン グ で染

色する こ とに よ り、目的ク ロ
ー

ン をよ り効率的 に選 抜 で き る可 能 性 が示 唆

された。ト
ー

タ ル コ
ー

ド領 域は 基の DNA ソ
ー

ス か らRACE 様 の方 法 で回 収

可能 と思われる 。
Enzyme 　 demain 　 trapPing 　 f「om 　 phage ・displayed　 metagenome

library
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我 々 は塩 基配列未知の 微生 物 に対 して 網羅的な遺伝 了
．
発現解析 を実現す る

マ イ ク ロ ア レイ 〔シ ョ ッ トガ ン ゲ ノ ム ア レ イ）を考案 し、平成 16年度 大会

に おい て発表 を行 っ た 。本発表 にお い て は 塩基配列未知の 微生物に対 応可

能 で あ る シ ョ ッ トガ ン ゲ ノ ムア レ イ の 特徴 を活用 し、基板上 に 細菌叢 由来

ゲ ノ ム ライ ブ ラ リー一を 固定化 した マ イ ク ロ ア レ イを用い た 細菌叢評価 方法

につ い て検討 を行 っ た 。
ゲ ノ ム DNA ラ イブ ラ リ

ー
は集積培養 によっ て 得 られたAnammox 細菌 叢 よ

り回収 した ゲノ ム DNA よ り作製 し 、ガ ラ ス 基板上に任 意の 約 2，eoOク ロ
ー一

ン を固定化 した ．
比 較対 照試料 として 集積前お よび集積後の 細菌叢ゲ ノム DNA を調製 した。
そ れ ぞ れ の ゲ ノ ム DNA を鋳 型 とし、ラン ダム プ ラ イ マ

ー
を用い てCyS あ る

い は C γ5 標識 を行 っ た 。それぞれの 標 識 DNA を用い た競合 ハ イブ リダイ

ゼ ー
シ ョ ン に よ っ て 得 られ た標識信号パ タ

ー
ン を観察 した 結果、集積 培養

に よ っ て 増加 あ るい は 減少 した 菌体に 由来す ると推察 される 塩基配列 が確

認 され た。こ の 結果か ら シ ョ ッ トガ ン ゲ ノ ム ア レ イに よ り、多様 な細 菌叢

の 状態 を標識信号パ ターン に よ っ て 評価す ると 同時に 、複数の 菌体を個別

に識 別 で き る遺伝子 マ
ーカ ー

の 取得が 可能で あ るこ とが 示 された e

Analysis　of 　microbial 　commllnity 鯒 nammox 　sludge 　by　Shotgun

genome 跏 crear 「ay ．
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