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21a11 　光合成細菌 RhodoPseudomonas　Palustri・s 由来力 ロ

　テ ノ イ ド分解酵素の 力 ロ テノイ ド分解活性の 解析
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一
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【目的】演 者ら は、比 較 的 生育 条件 の厳 しい 陸 上 の 基物 に着 生する 気生微細

潔類の ユ ニ ークな 生体機能に 着 目 し、こ れ ら の
一

部 が 有機 窒素を栄養源 と

して 生育する こ とを 見 1
［1十した ．本 研究 で は．新 た に 山 岳地 帯か ら 気生 微細

藻類を単離 した結 果、プ ロ テ ア ーゼ を産 生 し て い る と考 え ら れ る い く つ か

の 藻株を得 る こ とが で き た．そ こで、気 生微 細藻 類 が 産生 す る プ ロ テ ア
ー

ゼ の 性状 に つ い て検 ，
・1を 行 っ た の で報 告 す る。

【方法】気生微細藻類は 、無機窄 素源で あ る NaNO3 を加 え た Beld
’

sbasal

（BB 腋 体培地 に お い て前培 養を行 っ た 。有 機 窒 素 源 とし て カ ゼイ ン 〔乳 宙

米）を用い た 0．Ol ％カゼ イ ン 添加 BB 液体培地 に藻 体 を 加 え、初 期 pII8．0、
培養温度25 ＋ 2℃、お よ び 光蛾度 4〔｝μ E ’m2s の 条 件 下 で 振 とう 培養 した 。藻
体お よび培地 を経 時的に 回収 し、生育 畢：お よ び培地 中タ ン パ ク質 の測 定 を

行 っ た。さ ら に 、白濁 させ た CaC12 一カ ゼ イ ン 寒 天平 板 培 地 お ．よび培 tE を行 っ

た培地へ の カ ゼ イン 再添 加 に よ り、培地 1．1
．
1
に 分泌 さ れ た プ ロ テ ア

ー
ゼの確

i忍を彳了っ ｝t／。
【結果】回収 し た培地 につ い て SDS −P」K ．；E を行 っ た と ころ 、カ ゼイ ン の 分解

は培養開始か ら 4H 目以 降で 見られ た。そ こ で、4 巨 目お よび 6ロ トに お け
．

るカゼ イン 添加液体培地 の E清を平板培地 に 滴 トし、24時 IIII静 置 した と こ

ろ 滴下 した周囲に 透明環 が ．見 られ た。ま た、カ ゼ イ ン の再 添 加 に お い て も

カ ゼ イン の 分解が見 られたこ とか らプ ロ テ ア ーゼ の 分泌が 硲 認さ れ た。現

在、気生微細藻類 が摩生 した プ ロ テ ア ーゼ の 性状 に つ い て培地 条 件 の違 い

に よる 検討 も行 っ て い る 。

【背景及び H的】

我 々 はこ れ まで 、光合成 細菌を宿主 とし 、カ ロ テ ノ イ ド合成遺伝子 をレポ
ー

タ
ー

系 として 利用 して カ ロ テ ノ イ ド蓄憤 に 伴 う色調変化 を示す微生物セ ン

サ
ー

を開発 して きた。今回秋 々 は、光合成細菌 RhorioPs”udomonas 　PakLytii．s
CGAOO9 ゲ ノ ム ，1・，に カ ロ テ ノ イ ド分解 酵 素遺伝 子 〔amlenoid 　clea 、

・age
diox ．genase ｛ccd ）を見出 し．カ ロ テ ノ イ ド分解 に伴 う脱色 反応を微†物セ ン

サ
ー

の レ ポ
ー

タ
ー

として 利用 で きる の で はな い か と考え た。よ っ て 本研究

で は Rh〔）doPse・zadomon，as　Pα．lusii．〜5　CGA 〔）09 由来CCD の カ ロ テ ノ イ ド色 薬分解

及び 分解 酒性 を解析 し、レ ポ ー一タ ー一
遺 云子 と して 微生物セ ン サ ーに応用す

る こ とを 目的 とした。
【万 法及 び結果】

カ ロ テ ノ イ ド分 解活性 を確認 する た め に 、カ ロ テ ノ イ ド合成能が 付与 され

た大腸菌に ccd を導人 した とこ ろ、リコ ペ ン の 赤色が脱 色さ れ た ，さ らに、
‘
．
c
’dを導 入 した 大腸 菌か らカ ロ テ ノ イ ド画分 を抽 出し、　HPI ．G に よ り分解産

物の 検出 を行 っ た。その 結果、副 を導入 する こ と に よ り リコ ベ ン の大幅な

減少が確 ／、｛さ れ、分解産物 中来 と思 われ る 新 たな ピークが 検出され た ．こ

れ ら の結 果か ら、CCD が リコ ベ ン を分解す る こ とが明 らか とな っ た 。現在、
分析 機器 を利用 し、分解産物 の詳細 な幅造 を解析 して い る 。
本研 究は NEDO の 配 業技術研究助成を受けて 行われtl　，，
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1当 酬
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「
IAB 〕 に

対 して 耐 性 を示 す 自然 突 然 変異 株Escheric’hin　ceti　OW66 を取得 して い る c さ

ら に、DNA マ イ ク ロ ア レ イ に よ るゲ ノム 塩某配列解析 の 結 最、　o抛β、ッ4礁

24631D4 ．E46S1］Sloc［ls、ψ oN 、ψ oB 」 汐oC、　 soxR で 挿入1欠失i置換変 異

が 観 察 され た／／本 研 究で は 、こ れ ら変異の G 瓢 B 耐性 へ の 関 ケを特定す る

こ とを 目的 と した 。
：方 法

・結 果 ］温 度 感受性 ア ラ ス ミ ドを用 い た相1司組換え 法に よ り種 々 の 変

異遺 伝子組 換 え珠 を構築 し、これ ら組換え株の C エ 〜B 耐性能をMIC 法で 評

価 した 。こ の結 果 、全 て の 変異 遺伝子 が 、CTAB 　I肘性に 関与．して い る こ と

が 示 唆 され たが 、ど の
一

遺伝子 変異 株 もOW66 株 が示 す高い GTAB 耐性 は

有 してい な か っ た。当研究室 で は、⊂ITAB 処理 に よ っ て 細胞の 呼吸活性が

阻害 され る事 を報 告 して い る Cl）。ま た、．yo ．rR は．細胞の ス
・一パ ーオ キ シ ド

耐 性 に関 与 す る soxR ∫レ ギュロ ン の 調節 因子 で あ る。そ こ で ．　 soxl｛お よび

∫oκ∫発 現 量 を 定 吊：R
’
ILPCR法で 調査 した。野生株 と比較 して、　 OW66 株 で こ

れ らの 発現g の 増加が観 察 され、レ ギ ュ ロ ン 制御を 構成 性 に して い た ．2−
DPAC ］E解析の 結果、本 レ ギュロ ン ドに ある Mll・SOD の 合成量 が OW66 株

で増 加 して い る こ とが缸 認され た。こ れ らの 結果 よ り、CIAB 処 理 に よ っ

て 発 生す る 活性 酸素種の ス トレ ス 応 答能 の 向 上が 、OW66 株 の耐 性 機構 の

一
っ として 考え b れた。
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Simplc 　 legistic　growth　 InodeL 　 requiring 　Lcsscr　data　 are 　 desirnble　 over

ω mpLcx 　 and 　dada　 demanding 　 g1
・
owth 　 mQdcls ．　 So　 our 　 ohje

・tk，e 　 is　 to

ft〕rmuia 匸c　and 　valida しe とl　 simple 　 and 　 c・ st　e丘Tectivc　gr・ wth 　 m ・del　lbl．
aquail ⊂ macr 。phytcs、　 The 　 DPIimal 　 equad 〔，n　 t｝pcs 五br　 variables 　 like

しcmper 訓 urc ・light　and 　nutrient 　wcrc 　incorporated　in　a　1〔，gisti〔： gr ｛｝wt ヒL

m 〔，dcL 　 Am ‘mg 　 a 【1し【mber 　of 　equa 匸ion 亡ypcs，　cquatiDrL 　 rypes 　 r
．
e肌dtmg 　in

bcttcr　pcr丘brnlance　were 　seLe ⊂ted　 as　 cquation 　types 匿br しhe 　 model ．　The
H⊂｝adng 　 macrDP 蛋1ytcs 　 M しer 　h＞

・ncinth 　Eichhorn・ia　 c・ra 〜siPes 　CMart．身30傭 丿，
dud （weed 　S

’
pi，
’
odala 　potJ厂ん磁 afidemergent 　macroph ）

’
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毎
：‘加 槻 5醒齔 α r瓰 …md 　c 【｝mn 【【，rl　re じd　Plt厂卿 祕 ’5 α z‘∫細 薦 w ｛Lre　rai5ed 　in　a

pond 　of しhe　Yamanashi　Prclbしtur とtl　Wood 　Palkat　Kanegawa 　fl
’〔〕m 　2003 し0

200ア．1）iscrcpaTi・．ie5　in　n ・。del　siinuiati ・ns 　th と瓦匸 rcm ・・in・・l　a け naxLmum ±

8％ in　2006　wer じ na 匸
．r．。wed 　r・ alm ・ st ± 上％ by 　rc ・
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’
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dur．ing　20〔15−20D6 　was 　in　c ］usc 　agveemenl 　 with 　the　 obscrvcd 　biDrna∬ ．
However 　in　2006，しhe　model 　overestiml ［tcd ［hc　biomass　b｝

・7％ in⊂ asc 　of

c【｝rnmoll 　r じed ．　The 　modeL 　was 　vahd と竃しcd 　using 　lhe 　observed 　biomass　datu
of 　2007 ．　 This 　 stud ｝

．
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