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　紅色非 硫黄細菌 Rhodospiri”um 　centenum の po且y・
3・hydroxybutyrate （PHB ） 合 成酵 素 遺伝 子 の ク

　ロ ー
ニ ン グ と塩基配 列 決定

○ 白木 麻里 ，永野 貴 司 ，鈴 木 恵美 子 ，齊藤 光 實

（神奈川 大 ・理 ・生 物 ）

【目的】Paeniba・ciltusfuhuinens ・is は キ トサ ナ ーゼ とキチ ナ ーゼ を同時に 菌体

外 に 分 泌 す る 新 規 な 分 離 細菌 で あ る。我々 の こ れ ま で の 研 究 で は R

μ為廠 跚 お が 産 生す るキ トサナ ーゼ 遺伝子に つ い て 、そ の 構造 と機能 を明

らか に して きた。本研究 で は ．PfUkuinensis が 産生する2種類の キ チナ
ー

ゼ 遺伝子 を クロ
ー

ニ ン グ し、大 腸菌に よ る大量発現 お よび精製 を行 っ た。
【方 法およ び 結果】Rfdekuinens．ts の 培養上 清の HW −55S ゲル クロ マ トグラ

フ ィ
ー

によっ て 、分子量約 80kDa 、約70　kDa お よび約45　kDa の Sつ の タン

パ ク質が 得 られ た。こ れ らの タン パ ク質 の 活性染色の 結果、80kDa と 70

kDa の 2 つ の タ ン パ ク質はキ チナ
ーゼ 才舌性が 認め られ、45　kDa の タ ン パ ク

質 は活性が 認 め られ なか っ た 。活性 が認 め られた 2 っ の キチナ
ーゼ に つ い

て 、キチナ
ーゼ 遺伝 子の ク ロ

ー
ニ ン グ を行 っ た．そ の 結果、ChiA 前駆体

は、2，538bp の ORF か ら構成 され、845 個の ア ミ ノ酸か らな り．分子 量88
kDa と推定 された。本酵素は N 末端側 に フ ァ ミ リ

ー18キ チナ
ーゼ ドメ イ ン

をもっ 典型的な フ ァ ミ リ
ー18糖加水分解酵素で あ る こ とが半1∫明 したeGhiB

前駆体は 、2280　bp の ORF か ら構成 され、759個の ア ミ ノ酸か らな り、分子

量80kDa と推定 され た。こ の酵素 も、　N 末端側 にフ ァ ミ リー18活 性 ドメ イ

ン を も つ 典型的 なフ ァ ミ リ
ー18糖加 水分解酵 素で あ る こ とが わか っ た。ま

た、N 末 端 ア ミ ノ酸配 列 の 結果 か ら、45　kDaの タ ンパ ク質 は 、chitin 　binding
に関 与 して い る もの と推定 され た 。

［目的亅細胞 内に PHB を合成 し、蓄積す る 細菌は 数多 く知 られて い る。しか

し、光合成細菌の PHB 合成に 関わる酵 素に つ い て は そ れほ ど多 くの 研 究は

行われて い ない 。光合成 細菌で あるRJt・odosPiriUum　cen．tenum は 暗条件下 で好

気的 に培養 し た際、内生胞子 を形成 し、内生胞子 を形 成す る 条件 下 で 酪酸

を唯
一

の 炭素源 とす る と、細胞内 にPHB を蓄積す る とい う特徴が ある。本

研究で は R，centenum の PHB 合成 遺伝 子 をク 卩
一

ニ ン グ し塩 基配 列を決定

した。［結果」既に 遺伝子配列 の 明 らか に な っ て い る他の 菌の PHB 合成 遺伝

子 に 高 く保 存 され て い る 配 列 を参 考 に し て ブ ラ イ マ
ー

を設 計 し R．
centenu ．m の 染色体 DNA を鋳型 として PCR を行 い 約 500　bp の 断片 を増 幅 し

た ．こ の 断片をブ ロ
ーブ として用 い て サザン ハ イ ブ リダイ ゼ ー

シ ョ ン 、コ

卩 ニ
ー

ハ イ ブ リダイ ゼ ー
シ ョ ン を行い 約 10Kbp の 断片 を ク ロ ーニ ン グし、

最終的に 約 3Kbp の 断片をク ロ ニ ン グ し、遺 伝子 配列 を決 定 した．決 定 し

た遺伝子 配列 は 光合成細菌の RhodosPtrillum　rubrum の PHBsynthase と 64％

の 相同 性を示 した。ク ロ ーニ ン グ した 断片は どの 断片 も R α♂∫伽 皰 齪 γψ勧

H16 の β一ketethio］ase 、　acetoace ［1
’1　CoA 　reductase の遺伝 子 と とも に大 腸菌

内で 発 現 させ た場 合PHB を合成 した 。
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【日的】S．αlbulzasthg生産する抗生物質epsilon −
poly−L−］ysine 〔PL） は 、　L一リ

ジン の epsilon 一ア ミノ基 と alpha 一カ ル ボキ シル 基が ペ プ チ ド結合 で つ な

がった 25〜35残基か らな る直鎖状の ア ミ ノ酸ホ モ ポ リ マ ーで ある。PLの生

合成機構は未 だ解明 され て お らず、特 に 、その鎖長 が 猛合成酵素 と分解酵

素の どち らに よ っ て制御 され て い る の か に つ い て は不 明の ま ま で ある．そ

こで 、PL 分解酵素 （PLD ）の遺伝子破壊株 を構築 し、　 PL 鎖長お よ び生産

性の 解析を試みた ．【方法と結果】これ まで に 我 々 は、S、α伽 愿 か らPLD
を 精製し、その酵素学的諸性 質を明 らか に して い る。そこ で、PLD の N 末

端ア ミノ 酸配列を 基 に PLD 遺伝子の 取得を行い 、本遺伝子 の 破壊株 を構築

した 。次 に、PI鎖 長 と生 産性 にっ い て野生 株 と比 較 した とこ ろ、通常 の 生

産培地 に お い て は 顕著な差は認 め られ な か っ た。しか し、培地 に 緩衝液

（pH7 ．2） を加え PL 生 産 ・蓄積 に お い て必 須 で あ る対数増殖期以降 の培地

pH の低 下を遅延 させ た とこ ろ 、野生株よ り高い PL生 産性 を示 した 。しか

しなが ら、合成 され た PL は破壊株に お いて もpH 中性領域 で速やか に分解

され るこ とが 判明 した。以上の結果 か ら、S．　albutus は PLD 以外 に もpH 中

性領域で機能 する PL分解酵素を有し てい る こ と が半1」明 した 。ま た 、　PLD は

PLが 生産 され る低pH 環境下で は機能して お ら ず、　pH 中性領城に おい て機

能 し、PLを 分解して い る こ とが漉 罐 γo同ec、in　vivo にお い て も明 らか になっ

た．

【目的 】青枯れ病 菌RaiStonin．solanacea ηzm は、トマ ト、ナス 等に青枯れ病 を、
タバ コ には 立 ち枯れ病 を引き起 こ す土壌伝染性 の 植物病原菌 であ り．比較

的温 和な気候帯 を中心 に世界 中に分布 してい る。こ の 病原菌 は非常に 広範

な宿 主域 を持 ち、経済的 に重要な農作物 を含む SS科20D種以上の 植 物に感

染 し 甚大 な被害 を及 ぼしてい る。その た め植物病原細菌 として の 重要性は

高く様 々 な研究が 行 われ てい るが、未だ根本的な解決法は 開発 されて い な

い。そこ で、当研究室で は、R．　soianaceantm に感染す るフ ァ
ー

ジに着 目し

単離、解 析を行 っ て い る。【方法 ・結果 】昨年度の 大会で は 、立ち枯れたタ
バ コ由来 の R ．　soianacearum　6株 を宿主 とした ス クリ

ー
ニ ン グか ら得 られた

Sタイ ブ （S、M 、1．type）の 新規 ラル ス トニア フ ァ
ー

ジに っ い て報告 した。
今回 は新 たに、青枯れた他の 植物 由来の 9株の R ．solanacearum （Race　I，3，
4 ） を加 え、こ れ らフ ァ

ージ の 感 染範 囲を確認 した。また、本 年新 たに得

た フ ァ
ージ （A 　type ） は、試 した 15株 す べ て の R．　soi α naceartcm に感 染する

こ と が判 明 した。こ の フ ァ
ージに っ い て の 詳細は次の 演題 で 報告す る．ま

た、これ ら 4 タイプ の フ ァ
ージに っ い て電子顕微鏡に よる形態観察を行 っ

た。さらに、S、　M タイブ フ ァ
ー

ジの 詳 細な遺伝子解析、コートプ ロ テ イン

解析 の 結果 を報告す る。
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