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【目的】生態系中の 微生物群は複雑に 相互 作用 して い る こ と もあ って ，分離

培養 が困難な場 合が 多い 。そ こで ，環境試 料 か ら 直接抽 出 した DNA を用い

て解析す る メ タゲノム 解析が 注 目 され て い る 。本 研 究 で は遺伝子全長取得

技術 と して inverse 　PCR （1−pCR ）に 着 目 し，　 LNA オ リゴ ヌク レ オ チ ドと
Phi29 　DNA 　PoLylneraseを用 い た 選 択 的遺 伝 子増幅手法 と 1−PCR を組み 合
わ せ た Pre−air］plitied　invcrse　PCR （R蝋 一PCR ）に て 環境試料 か らの 新 規 リ
パ ーゼ 遺伝子の 探索 を試み た 。【結 果 】活 性汚 泥 土壌，堆肥などの 環境試

料を用い 、ISOIL に て DNA を抽 出 し た．既知 リパ ーゼ 遺伝 子の 保 存性の 高
い 領域 （Oxyanion　hole，　A α ivじ sitc）を基 に作成 した プ ラ イマ

ー
に て PCR を

行った．まず PCR 産 物か らT−RFLP を行い 、多次元尺 度法 に て環 境試 料の

リパ ーゼ 遺伝 子 の 多様 性 を 解 析 した と ころ，そ の 多様 性は 3 つ の グル
ー

プ
に 分け られて い た 。そ こ で、各 グル ープ

．
か ら サ ン プ ル を選 び、PAI −FGR に

て 既知遺伝子 との 相 同性 が 低 い もの か ら新 規 リパ ーゼ 遺伝 子の 全長取 得を

試 み た。そ の 結果、通 常 の 1−PCR で は増幅 困難 で あった新規 リバ
ー

ゼ遺伝
1一を6個取得 した 。既 知 遺 伝子 との 相同性は 33 −76％ で あ ワ，遺伝子発現後
にSDS −P，XGF．にて 泳 動 した と こ ろ，約30kDa で あ っ た。
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　に お ける金属応答遺伝子 の 発現解析
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【目的】塩類集積環境 で は 、水分 に 溶存す る塩分 や 重金属な どが 水 分の 蒸発
に伴 っ て 濃縮され る 。した が っ て 、高塩環魔下で 生育で きる 生物は 重 金属
耐性 を進化 の 過程で 獲得 した と考え られ る。これ まで の 研 究 か ら、中度好
壇性細菌H ．etongata は優れた環境応答能力を もち 、重金属 に 対する 耐性は

環境中の pH お よび塩濃度 に よ っ て 影響 を受 け る こ と を 明らか に した 。さ ら
に 、その 影響は 重金属種 に よ っ て 異な っ て お り．重 金 属種 特異 的な応 答機

構の 存在が 示唆さ れた，本研究で は、iL　etongata の重 金属種 特異 的な応答

機構の 鍵遺伝子を同定 し、そ の機 能解 明 を 目指 して い る。
【方法 と結 果】細胞外 の pH や 塩 濃度 を 変 化 さ せ た 条件 で 培 養 し た 〃 ．
etonguta に お い て、3種の 重金属 （Cu、　 Zn また は Cd） 添加 時 に 発規量 が変

動す る遺伝子群 を1司定 す るた め に ゲノ ム ア レイ 解 析 を行 っ た。そ の 結果、
pH や 塩濃度 に 影響 されず に金属種特異 的 に 応 答 す

’
る 遺伝f （Cu ：19 種、

Zn ： 109 種、　 Cd 　l　30種）が 明 らか とな っ た 。これ らの 遺伝 子の うち、金属

応答 性オ ペ ロ ン を形成 して い る と予 想 さ れ る遺伝子群 に着 目し、細胞外金

属濃 度を変動 させ た条件
．
ドで の各 遺伝 子 の発現 様式 を詳細 に 解析 したc 現

在、Cu に対 する応答性 に優れ た遺 伝于群 に的 を絞 り、各遺伝子の 機能 を解

明す るた め に遺伝子 欠 損 株の 作 製 を進め て い る c
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【目的】出芽if’eSaccharomりces　cerevts
・inuの廾

’
質転換 過 程 にお い て 、プ ラス ミ

ドDNA が い つ 、どの よ うに して 細胞内 に入 り、核 へ と輸送 され るの か とい

う問題は解明され てい ない 。演者 らは、標識 DNA を用 い た 研究な どに よ

り、i
一
ホ リエ チ レ ン グリコ

ー一
ル （PEG ）依 存型 の 形質転換 （自然 形質転換〉に お

い て 、PEGt 細胞〆DNA 混合溶液中で 、　DNA が 細胞 壁 周 辺 部 に結合 す る（蛍
光標識 DN λ が 細胞壁周辺 を染色す る ）。細胞が 選択培 地 に塗 布 され た後、
DNA が核 へ と輸送 され る。高形質転換能 を示 す 特定 の 欠 損株 （sPfl な ど ）の

細胞壁 には 、野生株の 細胞壁に 結合す る DNA よ りも多 くの DNA が 結合す
る 。」 こ とを示 す結果 を得 て い る．こ れ ら の結果 は、PEG 依 存型 の 形質転

換に お い て 、細胞壁に 結合 したDNA が 細胞 内に取 り込 ま れ る こ と、すなわ

ち同 形質転換に お ける 細胞 壁の 重要 性を示 唆 したc 本研究 で は、野 生株 と

sPfl の 細胞お よ びス フ Pt・Ll プラス トの 形質転換能 と蛍 光慓 識 DNA に よ る染
色パ タ ー

ン を 比較する こ とに よ り、PEG 依 存型 の形 質転 換 に お け る細胞壁
の 役割を検討 した。
【方法 ・結 果】ス フ ェロ プ ラス ト化 に より、轡

．
iは高形 質転換 能 を示 さな く

な っ たn更に、細胞で 観察さ れた 蛍光 漂識DNA に よ る染色 パ タ ー
ン は観 察

されな くな っ た 。本結果は、PEG 依存型 の形質転換 にお け る細 胞 壁 の重 要
性 を支持 した 。一方、PEG 依存型 の 形 質転換で 顕 著 な 温度 依存 性が 、ス

フ ェロ ア ラ ス トでは 見 られ な くな っ た 。す なわ ち、温度依存性 と網 胞 壁 と

の 関連性が 示 唆 され た。

当研究室 保有の 勲 040 ω α 罵 sp ．　SD −74 株 1まサ クシ ノ イル トレ ハ ロ ース リ

ピ ッ ド〔STL ＞と呼 ばれ るバ イ オサ ー一フ ァ ク タ ン トを生産す る。　 STL は トレ

ハ ロ
ー

ス に脂肪 酸 と コ ハ グ 酸 が 結 合 した 構造を有する糖 脂質タイプの 界面

活性剤で あ る。特徴な の は その 疎 水 基 とな る脂 肪酸の 構造 をある程 度制御

で きる とい う点で あ る 。よ っ て 、そ の 生合成経 路の 解明は興味深い ．
まず、本研究で は 、こ の STL の 側鎖 を 制御 で き る とい う点が、実用 化に 向

けて メ リッ トとな ワ うる の か検 討する た め 、側鎖の 長 さの 異なる STL の 表

面張力測定を行 っ たc そ の 結 果 ．側鎖 に よ っ て STL の 物性 が変化 する こ と

が観察さ れた。
さ らに 、これ ま で の研 究 で STL 生合成 に、アル カ ン 代謝、糖代謝、ア シ ル

基転移、そ して 排 出 に は た ら く遺伝子群が 関与 する こ とが 明 らか と な っ て

い る。そ こ で、本 研 究 に お い て は STL 生合成 に 関与 する アル カ ン 代謝 ，糖

代謝、ア シ ル基転移、STL 排 出 の遺 伝子群 の 遺伝f 発現 を中心 に調 べ る こ

と と した。その 結果、それ らの 遣 伝 子 発現 レ ベ ル が 異な る こ とが 明 らか と

な っ た 。
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