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1Cpl1 Enterococcusfaecalis　NPIOOII 株に感染す るバク テ

　リオ フ ァ
ージの 解析
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ICp12 　海 水天 日塩か ら分離 した 好塩性 ・好 ア ル カ リ性乳

　酸菌の 分類学的 性状
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我 々 はこ れまで に 乳酸菌Entm ’Ot／ot／cu ．s．faecrtt・is　NPIOOll 株に 感染す る新規の

バ ク テ リオ フ ァ
ージ につ い て 、その 増殖特性 に つ い て 報告 して きた tt今回

は新 たに判 明 した フ ァ
ージの 性質 に つ い て 報告す る 。

フ ァ
ー一ジ核 酸を抽出し ExenucTeaseIII 処理、及び制 限酵 素処理 した結果、

フ ァ
ー一ジ の 核 酸は二 本鎖 DNA で ある こ とが判明 した。本 フ ァ

ージの DNA

全 長は、ア ガ ロ
ー

ス ゲル 電気泳動 に よ り、約 SOkbpで ある こ とが確認 され

た。クロ
ー

ン ライブラ リ
ー

をつ くり、塩基配列の 解析 を行った結果、一部

の塩 基配 列がEnterococcus　phage　F4　minor 　capsid 　protein　geneに S6％の

相 同性を示 したが、全体 的に 他 の フ ァ
ージ とは相 同性が極 めて 低 く新規の

フ ァ
ー

ジで ある こ とが 示 され た。E．flaecatisの 感染株 と非感染株 を用 い て 、
フ ァ

ージの 感染に つ い て の検 討を 行 っ た結果、非 感染株で は フ ァ
ー・ジが 細

菌表層 へ 吸 着の さ れ な い こと が 確認 さ れた ．また 、St）S．PAGE の 結果、こ

の フ ァ
ー一ジ は 8 種 の タ ン パ ク 質か ら構成 さ れ る こ とが示 さ れた 。現 在 、そ

れ らの タ ンパ ク 質の N 末 端解 析を進 め て お り、ゲ ノ ム解析 の結果 とあ わせ

て 報 告 す る 予 定 で あ る 。

【目的】乳酸菌の 多 くは 中性
〜

微酸性、食塩 非含有 条件 を至 適域 と す る．し

か し，近年，海洋生物 試料 や 熟成チ ーズ に お い て 好塩 性 ・好 ア ル カ リ性 の

乳酸菌群の 存在が 報告さ れ て い る ．そ こで ．木 研究で は好 塩 性 ・好 ア ル カ

リ性乳酸菌の 分離源．分類群の 多様性 を 明 らか に する こと を 目的 とし，各

種海水天 日塩及び 岩塩か ら好塩性
・
好ア ル カ リ性乳酸 菌 を 分離 し，そ の系

統 ・分類学的性質を調 べ た ．
【実験 方法及び結果 】海水天 日塩 及び 岩塩 　計Sl 点 を食塩 濃度 1〜7％ 幅

’v ）

とな る ようpH 　8〜9の グ ル コ
ー

ス 、ペ プ トン ，魚肉 エ キ ス を 含む培地 に添

加，集積培養 を行い ，9 点の 海水天 目塩 よ りグ ラ ム 陽性 の酸生 成菌 71株を

分離 した．うち，21 株に っ い て 16SrRNA 遺伝 子の 系統堺析 を行った 結果

分 離株 は 2 つ の 系統的 グル ープを購成 した、一方は海洋環境．熟成 チ
ーズ

か ら分 離報告 のあ る好塩性 ・好ア ル カ リ性乳 酸菌 濯 肋 拗 α伽 ア加 ’‘属内で ク

ラ ス タ ーを形 成 ，他 方は eαcillus 科の 中で 好 ・耐塩性蔚 ・耐ア ル カ リ性の

属が 集 ま る系統的広が りの 中，呼吸鎖 をもつ Paraliobac’iltTas　ta．お よび呼吸

鎖 を もた な い AmPhibaciilus属，　Ha・iotacsibacilitts．ffの 近傍で ク ラス タ
ー

を形

成 し た．分 離株は 全て 好 ・耐 塩性 （至 適 ：2．5−5％｝，好 ・耐 ア ル カ リ性 （至

適 pH ：9．O） を示 し，天 日塩 に好塩性 ・好 アル カ リ性乳酸菌が存在す る こ

とを 明 ら か に した 、本 研 究 は 〔財）発酵研究所研究助成 を受 け実施 した も

の で あ る．
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【背景 ・凵 的】沖縄 県 は、日 本 国 内 で唯
一

の亜 熱 帯 に属 す る地 域 で 、さ ら に

周 りを海 に 囲 ま れ る など、特殊環境
．
ドに ある。そ のた め他 府 県 に は．見られ

な い 特徴 の ある 微生物な ど、亜熱 帯 生物 資源 の宝 庫 で あ る。現 在、有用 物

質生産性な どの 機能性を 有す る微 生物を 収集 し評 価や 菌 の 同定 を行 う こ と

を目的 とした 沖縄微生物 ラ イ ブ ラ リ
ー

の 構築 を行 っ て い る。これ まで に乳

酸菌、酵母 お よ び放 線菌な ど多数 分 離 して お り、分離 した菌株の 特性 評価

を行 っ て きた 。その な か で、グ ラム 陽性細菌 に対 し抗菌 活性 を有す る乳酸

菌が 多数分 離さ れ た。今回、抗菌 活性を 有す る菌株 とそ の菌株が 生産 する

抗菌物質に 関 して 報告する。
【実験 方法 ・結果】沖縄本島お よび離島を含 む 県 内よ り515試料 を収集 した。
その 試料か らlt！cCaC ：Os を含 むMRS 培 地 を用 い て 生酸菌 の 分離 を 試み た と

こ ろ、約5，000菌株 の生 酸菌 を得 た。グラ ム 陽性お よ び陰性細菌 を用 い た抗

菌試験 に お い て 、グ ラム 陽性細菌で ある S．aurevzas、M ．tutezas、β灘 臨 体 な

どに 抗菌活性 を有す る菌株が約 500 株得 られた。抗菌活性の 高い 菌株 に 関

して 、16srDNA に 対 す る 遺伝 子 解析 を行 っ た とこ ろ、肋 伽 coc 鵬 lactis
subsp ．　 ttlct・iS と高 い 相 同性 を持つ こ とが 明 らか とな っ た 。同様 に ナ イシ ン

特異的 プラ イマ
ー

を用 い た遺伝子 解析に お い て、そ れ らの 株か ら ナイシ ン

Z と相 同性 の 高い 配列が得 られた。

【目的 】ケ イ 素 は酸素に つ い で 地殻中に 最 も多 く存在する 元素 で あ り、生物

に と っ て 重要な役割 を担 っ て い る。植物 やケイ藻 は、ケイ酸 （場 Sio4 ）を

取 り込 み 、体内でバ イオシ リカを形成 する こ と で組織 の 強度 を高 め て い る．
土壌微生物 では 、数種の 微生物がケ イ酸 を蓄積す る こ とが過去に 報告 さ れ

てい るが 、その 蓄積機構や生理的役割は不明で あ っ た。当研究室で は、多

量 の ケ
．
イ酸 を 蓄積す る Bacitlus　cereu．s に 近縁 の 細菌 を土 壌 中か ら取得 し た。

そ こ で、単離 した細 菌の ケ イ酸蓄積 機構 と生理 的役割 の 解析 を 目的 とし た。
【方法 ・結果】経時 的に ケイ酸濃度測定 と菌体顕微鏡観察 を行 っ た と こ ろ、
胞 了形成 時 に ケ イ酸の 蓄積が見 られた 。胞子 内の ケイ素の 局在を調 べ るた

め、超薄切 片を作製 し透過型電 f顕微鏡で 観察 した 。その 結果、ケ イ 素 を

畜積 した胞 子お い て 、outer 　coat 〔C）Cリレ イヤ
ー一

の 肥 大化及び その 外側に ナ

ノ メ
ー

タ
ー

サ イズ の 粒子状構造物か らな る新規 レ イ ヤー．nc造の 出現が 見 ら

れた。EDX 元素解析 の 結果、両者はケイ素 を含ん で い た 。現在、ケ イ 素含

有 レ イヤ
ー

構造体 の 役割解 明や形成 メ カ ニ ズムの 解析を行 っ て い る．
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