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1116−4 ア シ ドロ コ ン ポ ス ト化に お け る微生 物叢形 成 の分
子 生 物学的解析
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1116−5　　 Pseudemonasflu。 rescens 　KU ・7 株の 2−＝ トロ 安息
　香酸 に対す る走化性
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【目的】ア シ ドロ コ ン ボ ス ト化 は，弱酸性 条件 下 で，五 年 以上 もの 間安定

に 持続す るユ ニ ーク な生 ゴ ミ処 埋 プ ロ セ ス で あ る．こ れまで の 分 子 生物学
的解析に より，ア シ ド ロ コ ン ポ ス ト化 で は 乳酸ttを優 占種 とする微 生物叢
が 安定に 形成 され て い る こ とが 明 らか とな って い る．しか しなが ら，稼 動
開始時 に 乳酸 菌を種菌 と して 添 加 しな い プ ロ セ ス に お い て，稼動 開始後，
そ の 微生物 叢が乳酸菌を 主体 とす る もの に遷 移 して い く過 程は 明 らか に さ

れて い ない ．そ こ で 本研 究で は ，PCR −DGGE 法 に よ V初期 の コ ン ポ ス トの

微 生物 叢の推移 を 追跡 した、さ らに、ア シ ドロ 方式 の 生 ご み処 理 機に．外
韻か らEac・iu・us’subtitis を添 加 し、添加 微生物 の 消長 を定量PGR で 追跡する こ

とに よ り、本プ ロ セ スの 微生物学的安全性 を考察 した．【方法 と結果】 コ ン

ポス トを定期的 に サ ン プ リン グ し，微生物 DNA を抽 出．精製後，　 PCR −
DGGE 法 に よ リ コ ン ボ ス ト内の 微生物種 を決定 した ．そ の結果．稼動開始
直後 に お い て乳 酸 菌 は検 出され なか ったが，約 ．週 間後に 乳酸 菌が 出現 し，
そ の後．乳 酸 菌 の種 類 も増加 した、一方，B．∫励 ‘瀚 を液体培養 し，集菌後，
ア シ ド ロ 方式の 生 ごみ 処 理 機に 添加 した ．一定時闘毎に コ ンポ ス トをサ ン

ア リ ン グし，DNA 抽出物に つ い て 定景PGR を行 い ，　B．　subtibls と乳 酸菌の 細
胞数 を それ ぞれ 測 定 し，優 占種で あ る 乳酸菌に 対す るB．s’ttbtittsの 存在比を
求め た ，そ の 結 果，添加 時に 乳酸菌の 細胞数 の 260 倍存在したB．su ．bt211isの

細胞 数は 約 3 日後に 乳酸菌 と同程度 とな り，．・
週闘後に は 乳酸菌の 10分の

1以
．
ドま で 減少 す る こ とが わ か った．

目的 ：多 くの運動 性細 菌 は、特定 の 物質 に 対 して誘引 ・忌避応 答 を 示 す n
この 応答 を走化性 とい い 、中に は 、芳 香族化合 物に 対 して 走化 性を示 す細

菌 も存在する。我 々 は、走化性を応用 した環境 モ ニ タ リン グや 効率 的な 環

麑汚染物質 の 分解 法の 開発を 目指 して い る。本研究 で は、2一ニ ト ロ 安息 香

酸 〔2−NBA ） 分gerkRfiuorescens　KU ・7株 の 2−NBA に 対 する走化性 につ い て

検 討 した。
実験方法及び結果 ：我 々 は、これ まで に、P 卿 粥 ∫6θη5　KU −7株の 2・NBA 分
解 酵素遺伝子 につ いて 報告し て い る

1・2）。今回、走化 性能 を 調 べ た と ころ 、
KU −7株 は、2−NBA に 対して 走化性を示 す こ とが 明 らか に な っ た，そ こで 、
2−NBA 分解遺伝子群近傍の 配列を調べ た とこ ろ 、2−NBA ニ ト ロ レ ダクタ ー
ゼ遺伝 ア （nbaA ）の 下流 に、走化性 レ セ プタ

ー
と して 知 られ て い る me ［hyl−

accepting 　chemotaxis 　pr（，tein 様遺 伝子 〔nbay ）が存 在 した u
　 nba γが 2−NBA

に 対す る走化性に 関与 して い るか どうか を 検討 す る た め 、相 同組換え法に

よ っ て nbaY 欠損変異株 を作成 した。こ の変 異 株は 、2−NBA に 対する 走化性
を示 さなか っ た 。この こ とから、nbaV は 2−NBA に対 す る走化 性 レセ プ タ ー
を コ

ー
ドす る遺伝子で ある こ とが強 く示 唆さ れ た。現在 、nbaY の 機能に つ

い て 検討 して い る c
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Chemotaxis 　 of 　Pseudemonas 　flttereseens　 strain 　 KU ・7　 toward 　2・
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lI17−2 　Rodococcus 　erythivPolis 　NgT ・4 株が 無機塩 培 地 上

　で生 育 す る際 に誘導 され る アル デ ヒ ド脱 水素酵 素

　の機能 解析
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【月的】Pseudo・nionQfi 　afuginosa は トリク ロ ロ エ チ レン CIICE）に 対 しる負 の走
化性応答 に関与 する走化性セ ンサ

ーPCtA，　PctB お よ び P ⊂tC を有す る。面

白い こ とに 、PctABC三重破壊株 はTGE に対し正 の 走化性 を示 す よ う にな

る。本研究は ．　Raerugr
’
nosa の TCE に対 する 正の走化性セ ン サ ー

で あるTlpF
の解析を行 っ た 。【結果】TlpF を高発現 した P α8  伽 ∫α 蝕 Ol 株 と‘妙

1
変

異 株 を用 い 、TCE 関連物質 に対 する走化性応答 を調 べ た 。その 結果、11pF
は TCE の他 に テ 1・ラク ロ ロ エチ レ ン 、1，1一ジ ク ロ ロ エ チ レ ン お よび 1，2−
trans一ジク ロ ロ エ チ レ ン を感知す る こ とがわか っ た 。一．方、1，1，1一トリク ロ

ロ エ タ ン や 】，2−cis．ジ クロ ロ エチ レ ン は惑 知 しなか っ た。　 Psmtdo7rtonase
少ueida 　Fl に ttPF を導入 し手走化性 を計測 した ところ 、同 じよ うな応答 ス ベ

ク トル を 示 した。以 上の 結果か ら、llpF はCt2C＝お よび 〔rans の Cl〔：＝GGI
構造 を 認識し て い る こ とが示 唆 されたvCl某が ない エ チ レ ン に対 する 応答
を しらべ た と こ ろ 、Rarugino，gttは正 の応 答を示 すこ とが判 明し た。しか し、
TlpF は エ チ レ ン の 感 知 に は関 与 して い ない こ と が わ か っ た．現 在、
P α8問 吻邵 oFAOI の走化 性セン サ

ー
遺伝子破壊株ラ イ ブラ リ

ー
を用 い 、エ

チ レ ン感知 に 関す る走化 性セン サ
ー一

の特定 を行 っ てい る。

【目的】原 油か ら 単離 され たRhedococczas　etythrepelis 　NgT −4株は 炭素源を含 ま
な い 無機塩 最少寒天培地 ヒで 良好 に 生育 す る が 、CQ2 制限下で は生育 しな
い 。しか し CO2 制限下で も培 地 に炭 酸 水 素 塩 を添加 す る と生育す る こ とか

ら、本菌は GO
？を効率的に 利用 して い る 可 能性が あ る。現在まで に 無機塩

培 地 上 で 生育さ せ た時に 誘導さ れ る タ ン パ ク 質を 同定 し、そ の うちの
．・．

つ 、
ア ル デ ヒ ド脱水素酵素 （AldA） の 遺伝 子 （ata ［A ）を ク ロ

ー
ニ ン グ したn今

回 は 組喚え A ］dA を用い て 機能解析 を試 み た ，【方法お よび 結 果】 これ まで

に N9
「
1二4株 と同様 の 生 育を示 すStrePtetn＞

lces 属 、　Pseudomontts属 の 細 菌を単離
して い る が、これ らの 細菌が 無機塩培 地 上 で生 育 す る 際に も、AldA と相 同

性 を 示 す タ ン パ ク質 の 発 現 が SDS一踏 GE で 確 認 で き た n また 、他の

Rhodococ’czasnt に つ い て 生育 を検討 した と ころ 、　R ．　erp，throPolis　NBRC16296
株が NgT4 株 と同様 の 生育 を示 し、　AldAの 発 現 も見 られ た n

　 aldA 産物 の機
能 を 調 べ るた め に、発現 ベ クタ

ー
pGEX に atth ｛　ve導入 し，グル タチオ ン 融

合 タ ン パ ク 質 と して 発現 させ た。融 合 タ ンパ ク 質は 不溶化 して い た ため 、
リゾチ ーム と 10tl・　N 一ラウ ロ イル ザル コ シン の添加に よ り不溶性画分の 可

溶 化 を行 い 、グ ル タチオン セ フ ァ ロ ース4B に て精製 した 。そ の 結 果、発現
した 組換 え タ ン パ ク質は ホル ム ア ル デ ヒ ドに 特異的な活性が検出 され た 。
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