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2Bp21 　シ グナル 物質 を用 い た細 菌に お ける細胞外 ベ シ ク

　ル 生産の 制御

O 田代 陽介，市川 創作，中島 敏 明，内山 裕夫，野村 暢彦

（筑波大 ・院 ・生命環境〕

2Bp22 Cre ／loxP シ ス テ ム に よ る枯草菌 の ピン ボイ ン ト多

　重 遺伝 子破壊 とその 適用 性
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（
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【目的 】多 くの グラ ム 陰性菌 は細胞外 に 外膜 で構成 された直径 20−200　nm

の 細 胞 外 ベ シ クル （MV ）を分泌す る こ とが知 られて い る 。多 くの 病原 微生 物

に お い て MV は 毒性閃子を 宿主 へ 運搬する キャ リヤ
ー

として の 機能 を 有す

る た め 、医 学的面か ら その 生産制御 が求め られて い る．本研究 で は 細菌 の

MV 生 産 を制 御する 物質 の 探索 を行 っ た．
【方 法

・
結果】 これ ま で に 緑膿菌 の シ グナル 物質 の つ で あ る Pseudo・monas

quinolone　signal （PQS ）力泪 身及び異種 細菌の MV 生 産を誘 発させ る こ とが

明 らか とな っ て い る。一
方、大 腸菌 はシ グナル 物質 として イ ン ド

ー
ル を細

胞 外に 放出する が 、．イン ド
ー

ル やそ の 酸化物 を 含め tt炭素 二環 式化 合物 が

PQS を制 御する こ とに よ っ て緑膿菌 の MV 生産 を抑制 する こ とが 示 さ れ

た 。また 、多 くの 細菌 に よっ て 各種脂肪酸が 細胞 外に 分 泌 され て い る が 、
飽和脂肪酸 が様 々 な細 菌の MV 生産 を誘発 させ る こ とが 示 唆 され た 。

【目 的】Cr’e！loxP系 の リ サ イ クル マ ー一カーや 、カ ウ ン ターマ
ーカ ー

を用い 、
染色 体に toxP等 を 残存 さ せ な い 等 の繰 り返 し可能な 染 色体操作法が細菌や

真 核生 物で 幾 つ も報 告 さ れ て い る。当 研究 室 で は、こ れ ま で に Grc 発現 プ

ラ ス ミ ド と野 生型 や変 異型 ioxPを 用 い た リサ イ ク ル 可能な薬剤耐性遺伝子
マ
ー

カ
ー

を 構 築 し て染 色 体上 の複数 の相 同件遺伝子や 同
一

の 酵素活性 を示

す ア イ ソザ イ ム遺伝 子 の ビン ポ イ ン ト多重破壊 を行 っ て きた。今回、その

中で 明 らか に な っ た〔：T
’
e ／toxP系の 適用性 につ い て報告す る 。

【方法 と結果】D一キ シ ロ
ー

ス 誘導性プ ロ モ
ー

タ
ー

とその リプレ ッ サ
ー

か ら

な る謬∫己一P．L｛系 で（：re を 発現制御 した温 度感受tkoriを含 む2種類 の 大腸 菌一
枯 草菌 間シ ャ トル ベ ク タ ーと toxP、また は その 変異型で あるtonc71とtox66で
挟 み込 んだ 薬剤耐性遺伝子 マ

ーカ ー
を構築 し、Baciltu∫subtilis　168株 を用 い

て DNA 分解酵素群や、抗酸化酵素 をコ
ー

ドす る遺伝子群に 対 して リサ イ ク

ル マ
ーカーに よる 遺伝子破壊 と薬剤耐性の 除去 を行 っ た 。ioxPリサ イ ク ル

マ
ーカ ーは、近傍域の 遺伝子破壊 では大規模欠損や 、toxl’サ イ 1・を多重挿

入 した 宿主 で は Crc 発現ブ
．
ラス ミ ドを含む形質転換体が 出 現せ ず、多重化

の 「垠界が 観察 された 。一方、tex72 と変異型娵 P マ ーカ ーが近 傍域 で 1司 じ向

き で は低い 確率で 大規模欠損が生 じたが 、逆 向きか 両方が lox72な ら大 規 模

欠損は 回避で きた 。
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2Bp24 バ イ オ ナ ノ 磁性粒子膜 上 へ の 効率的な膜 タン パ ク

質デ ィ ス プレ イに 向けた発現誘導シ ス テ ム の 構築
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海洋 微生物 ラ ビ リン チュラ類 は、ドコ サ ヘ キサ エ ン 酸な どの 高 度 不 飽 和 脂

肪酸 やア ス タキサ ン チン などの 抗酸化性 カ ロ テ ノイ ドと い っ た 有用 物質 を

高濃 度に 蓄積す る こ とか ら 、産 業微生物 と して の 利 用 が 期 待 され て い る。
我 々 は本微生物の 分子 育種に よ る 高度 利 用 を 目指 し、Au7’a・ntioclo ，lriu・m 属
CB15 ・S株 を宿主 として 、ゼ オシ ン 耐性 を 与え る放 線菌 由来ブ レオ マ イ シ ン

耐 性 遺 伝 f （blc＞ とそれ を 構成 的 に 発 現 す る た め の aCtin あ る い は

elongatiol ・ fhctor　l α の 各遺伝
．
予の 発現制御領域 、及 び、相 同 組 換え 領 域 と

して の rRNA 遺伝f を含む プラ ス ミ ドを 用 い た 形 質転換 系を整 備 して き

た 。本研究で は 、得 られた 形質転換体に お け る導入 遺伝子 の 状態を 調 べ る

こ と を日的 と した。
ゲ ノム PGR に よ っ て プ ラス ミ ドの 導 入部位が rRNA 遺伝子 座で あ る こ と を

確認 した 上 で 、blc遣伝子の コ ピ ー
数を リア ル タ イ ムPCR に よ っ て 定 量 した

と こ ろ、上 記の 遺伝子発現制御領域の 種類及 び長さ に よ っ て コ ピー数 が 異

な る こ とが わ か っ た 。ま た 、多 コ ピー株で は 、導入遺 伝子 が タ ン デム 購造

を 形成 して い た 。rRNA 遺伝子の 増 幅機構を 利用 した 任意遣伝子 の コ ピ ー
数制御に 利用 で きる と考え 、ゼ オ シ ン 濃度と遺伝 子 コ ピ ー数 との相 関関係

を 調 べ て い る 。

【目的】磁性細菌 に より合成 され る脂質二 重膜で 覆わ れ た バ イ オ ナ ノ磁性粒

子 〔Bactcrial　magnetic 　particles ：BacMPs ）は、膜タ ン パ ク 質の 固相担体 と

して の 利用が 注 目されて い る。しか し、多 くの 膜タ ン パ ク質の 発現は 磁性

細菌の 生育阻害 を引 き起 こ し、BacMPs 　 Eへ の デ ィ ス プ レイ が 閑難で あ っ

た 。本研究で は 、磁性細菌 に お い て 膜タン パ ク 質の 発現峙期や 発現量 の 調
整 を行 うた めの 発現誘導 シ ス テム を構築 し、効率的な BacMPs へ の膜タ ン

パ ク質 デ ィ ス プ レ イ 技術の 確立 を 目指 した。
【方 法及び 結果】磁漸 Ill菌 内で 複製司 能なベ クタ

ー
pUMG に テ トラサ イ ク

リ ン リプ ッ レサ ー
（TetR ）遺伝 子、及び 慓的遺 伝子 の ．E流に

「
FeLRが 結合 する

オ ペ レータ ー
配列を 組み込ん だ プ ロ モ

ー
タ
ー

を含 む発現 誘導 ベ ク タ ー・を構
築 した 。慓的遺伝子 と して BacMPs 上の タ ン パ ク質で ある Mmsl3 とGFP の

融 合 遺 伝子 を 用 い て 発現 誘導を行った と こ ろ 、．dnhydrotetrac ）
’diricの 添加

時 に お い て BacMPs 上 に 蛍光か 確認され た．そ こ で 、膜貫通 タ ン パ ク質 で

あ る CXCR4 ，　GCR5 及び CD8 ］を標的遺伝子 として、発現誘導 ベ ク タ
ー

を用

い た 磁性 細 菌 の形 質転換 を行った．そ の 結果、い ず れの 膜 タ ン パ ク質 に お

い て も、発現 誘導シ ス テ ム を 利用 した 時の み形 質転換 体が 得 られた 。ま た 、
（］D81 に お い て Ba ⊂MPs 上 へ の 機能発現が 確認 され、発現誘導 シ ス テム を用

い る こ とで 、細 胞 毒 性 の 高い 膜 タ ン パ ク質の BacMPs 上への デ．t ス プ レ イ

が可 能 とな っ た。

Development 　of　transfd〕rmation 　sアstem 　fbr　oleaginous 　microorgan ・
ism，　Thraustechytrids
　OHiroaki　IM・LKSAK．A，　Hirofumi　ADAGH 五，Tsunehir’o　AKI ，
　Sclii　KA 、〜低 MC ）TO ，　Kazuh ｛sa　ONO

　（Dep し．　MDL 　Biotcch ．，Grad ．　Sch．へdv，　Sd．　Ma 匸．，　Hiroshima　Univ．）

Development 　ofinducible 　expression 　system 　fbr　production　of 　bac・
terial　magnetic 　particles　displaying　transmembrane 　proteins

　OT 〕moko 　YOSHINO ，　Akiko　SHIMQIO ，Yos．hinki　MAEDA ，
　Tadashi 　MATSUNAGA
　（Dept ．　B めしech。　Tbk）

・
・ しni 肌 Agri匸．　Technol、）

Key　words 　Thrausto［hvtr’ids，　trans 飾 rnla 匸ion Key　words 　trans  embrane 　protein，baα crial   agned ⊂pa【．匸icles，
inducil）Le　expressi 〔）11

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


