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2E11−1 　Chromobacterium 　violaceum に お け る紫色色素合成

　遺 伝子 ク ラ ス タ
ー

の Quorum　Sensingに よる 制御

⊂）深町 勝正 ，加 藤 IE 史，諸星 知 広 ，加 藤 紀弘 ．池 田 宰

〔字都宮大T ：・応化〕

2El1−2　　 植物病原 菌 Pa．ntoea 　ananatis （Erwinia　ananas ＞に

　　　　　　　お ける Quorum　Sensing 機構の 解析

　　 　　 　　O 諸星 知 広，中村 祐太，加藤 紀 弘，池 田 宰

　　 　　 　　 （宇都 宮大 工 ・応化）

旧 的 】 Ch・）’omebacteri ．u・in　violaceuin 　1まア シル 化ホ モ セ リン ラ ケ トン （AHL ）

を シ グ ナル 物質 と した quorum 　serlsirlSr （QS）に よ ワ紫 色 色 事yioTacein の 生

産 を 制御 し て い る が 、QS に よ る s・iD且acein 合 成 遺 伝 f’ク ラ ス タ ー
（
−
vioABCDM の 転 写制御 に 関す る報告 は ほ とん どな い 。本 研 究 で は ．短ア

シ ル鎖 A 日 L に 応答す る AI
．
〔：C　SI5S2 株 と、長 ア シ ル 鎖 AHL に応 答 す る

ATCC 　 12472 株 につ い て 、　 AIIL に よる Violaccin合 成 遺 伝 予 ク ラ スタ ーの 転

写 制御機構 の解析 を行 っ た 。
【方法及び 結果】！WGq2472 株の AIIL レセ プ ター遺 伝子 〔c．viR 〕発 現 プ ラ

ス ミ ドを構 築 し、蜘 ！1の 上 流約 700bpとlac∠の転写 融 合 プ ラ ス ミ ドと と も に

大腸菌に形 質転換 し、ltt．tZ の転写活 性 を調 べ た と こ ろ、AHL の 存 在 下 で la．tZ
の 転写活性が誘 導さ れ た こ とか ら、こ の領域 にプ ロ モータ ーの 存 在 が 示 唆

された。さ らに短 い 領域 に絞 り込み を行った が 、そ の 内部に 既知 のQSの プ

ロ モ
ー一

タ
ーで ある lux　box との コ ン セ ン サ ス配列 を 発．見す る こ と は 出来 な

かった。現在Ai
’
CGS15S2 につ い て も1司様の 方法で 解析 を行って い る ．．

【巨的】植物病原 菌勲 漉 齟 α翩   薦 1：F．tToinia 　ttnanas ） は イネ や タ マ ネ ギな

どの 農作物に 感染 し、多 くの 被害を出 して い る 。我 々 は環境 中か ら単離 し

たRafza・ttatis　SK−］株がquDrUln　scnsing 〔QS）の シ グ ナ ル物質 で あ る ア シ ル

化ホ モ セ リン ラク トン （AHU を生産す る こ と を明 らか に し、　AHL 合成 遺

伝子 〔eanl ） とAHL レ セ プ タ
ー一
遺伝f （etmR ）をクロ

ー＝ ン グ する こ と に

成 功 した．本研究で は、EanI 〜Eal1R を介 した QSに よ る遺伝 f’発現制御機構

の 解析 を行 っ た。
【方法 及 び結果】 ア ラ ビ ノ

ー
ス の 添加 に よ OEanR の 発現が誘 導さ れ る プラ

ス ミ ドと、QSの プロ モ
ー

タ
ー

で ある e翩 box 領 域 とtaczの n／写 融合プ ラ ス ミ

ドを それ ぞれ 作製 し、大腸菌に 導入 して 転写活性測定 を行 っ た ．そ の結 果

ea7r　boxの 転写活性 1はEal1Rの 発現を誘導 した場合 に抑制 され、　 AHL の 添加

に ．よ り再 び活性化 した こ とか ら．EanR はネガテ ィ ブ レ ギ ュ レータ ーと して

機能 し て い る事が 明 らか とな っ た。現伽 α 泌 お よび 齟 R 岐壊株の 作製を行

い 、タ マ ネ ギの葉 に対す る病原性 の変化 を調べ て い る、．
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2E11−3　　 Bifidobacterium　longum 内在性プラ ス ミ ドか らの

　　　　　　　挿 入配列 の 同定 と塩基配列解析
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2El1−4　　 大腸菌の 固体並び に 液体培養細 胞 とバ イオ フ ィ ル

　　　　　　　ム 形成細胞 に おけ る 遺伝子 発 現 相違解析
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【H的】

ビフ ィ ズ ス 菌は 産業 ヒ有用 な 細菌で あ る が、遺伝子操作系の開発が 遅 れ て

お り，その 遺伝子機能に つ い て は 報告 が 少な い 、本研究で は、ビ フ ィ ズ ス

菌に お ける ラン ダム 変 異導入系の 構築を 尉 日 して 、β曜40β褊 翻 翩 1σηg鮴 ・ε
の 内在性プラス ミ ドか ら挿入配列を 同定 し、そ の 塩基配ダrjを解析 した、
【実験方法】

B．伽 響 罷 BK 株計1S株 の 内在性プ ラ ス ミ ドの 鎖長を比較し，鎖長の長 い 約

6．5kbp の プラス ミ ドpBK28S をlaj定 した ．　pBK28S の 4．う kbp断片を ク ロ ー
ン 化 し．pSug283Sp を得た ．制限酉孝素地 図作成お よびシ ョ ッ トガ ン シ ーケ

ン ン ン グ に よりその 符徴 を解析 した ．
【結果 と考察 】

pBK283 由来の 4．5　kbp 断片は ，既知の B、伽 g襯 内在性 プラ ス ミ ドpKj50 と

制限地図が 類似す る一方，pK．150相 同領域 へ の 何 らか の DNA 断月
．
の挿 入 が

示唆 され た．塩基配列 を決定 した と こ ろ、p町 50 とほ ぼ完全に 塩垂 配列が
一
致 する領域 の 内部 に、］．6　kbpの トラ ン スポ ゾン 様因 子

．
11LS16 が 挿入 され

て い る事 が 明らか に な っ た 、
lLS16 中に は転位 酵素で あ る トラ ン ス ポ ゼー一ス を コ ードす る CI〕S が存在

して い た、推定 ア ミノ酸配列 の相同性解析の 結果、既知の トラ ン ス ポゼ ー
ス に 共通 の ドメ イン が保存さ れて お り、

「
ILSI6 は IS6‘，5フ ァ ミリ

ー
に 属す

る挿 人配 列 と予想 さ れた．現在，各種 ビ フ ィ ズス菌ゲ ノム に お け る丁1．S16
の 保 存性 の 解析 を行 っ て い る．

【目的】バ ．
イオ フ ィ ル ム （以下 BF ） とは 、微生 物 が 固 体 と液体の 界面 に 形

成 する 尚 次構造体で あ る。固体表面 に 生 育 す る とい う点 で BF と固 体培 養細

胞 （コ ロ ニ
ー
形成細胞） は類似 して い るが 、固 休 培 養細胞 は 気体 と固 体界

面 に 形成 され る こ とか ら それ らは 別の もの と考 え られ るc 本 研 究で は 、人

腸菌 K −12株を用い て 、DNA マ イ ク ロ ア レイ 解 析 に よ 9 固 体並 びに 液体培養

細胞 とBF 形成細胞 に お ける 遺伝 子発現 を網縫的 に解 析 し．比 較検討 した 。
【方法及び結 果】供試菌株 と して κ．ceJtet．ichia　coli 　K−12（MG ］．6S5）を用 い 、培

奩 は全て S（广 C、24 時 間の 条件 で行 っ た 。各
，1 の 培養 細 胞 か らRNA 抽 出 を

行 い 、DNA マ イク ロ ア レ イ解析 を行 っ た 。解 析の 結果、　 BF形成 細胞 で は 、
繊 毛遺伝子群 （fim） な どの 発現が亢進 して い た。　 BF 形 成 にお い て繊 毛は

細 胞の 初期付着に 重要 な働 きをし て い る こ と が緑膿 菌 の研 究 を通 して 明 ら

か に されて お り、今回改め て 大腸 国に お い て も確 認す る こ とが で きた 。一

方、岡体培 養細胞 で は BF 形成細胞 に 比較 して curli 〔細 胞外 繊 維状 タ ンパ ク

質 構造物）の 形成 に関す る遺伝子群 （csg 〕 な どの 発 現 が）L 進 して い た。従

来、curli はBF 形成に 寄与す る こ とが 確認 さ れ て い た が ．今 圓新た に 固体培

養細胞 で よ り強 く発現 が 誘 導さ れ て い る こ と を 明 ら か に す る こ とがで き

た 。
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