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2P・102t　　 高付着性細菌ACt
’
netobacter 　sp ．　Tol　5の三 量体型 オー

　　　　　　　トトラン ス ポーター
ア ドヘ シ ン遺伝子下流に コ

ー
ド

　　　　　　　され る外膜 リポタ ンパ ク質 Om1T の 分子 解析

　　　　　　○ 久野 雅 大
1，石川 聖 人

1，石川 裕
L，堀 克 敏

L2 ．S

　　　　　　 （
1
名 工 大 院 ・工 3名 工 大 ・界 面 微 生 物 工 研 ，

SJST
さ

　 　 　　 　　 　きが け）

【背景 ・目的】 トル エ ン分解 グラ ム陰性細菌Aeinstobacter　R．p．　Tol　5は非常に

高 い 固体付着能力 を有 し、外膜 タ ン パ ク 質AtaA が こ の 性質 に 関与 して い

る こ とが 明 らか に なって い る．AtaA はF．量体型 オ
ー

トトラ ン ス ポ
ー

タ
ー

ア ドヘシ ン 〔TAA ） フ ァ ミ リ
ーに 属す る。　TAA は他の タ ン パ ク質 の 仲介

な しに 外膜に 輸送 され フ ァ イバ ー
様構 造物を構成 す るこ とが知 られて い

る。本研究で は 、ataA 下流 に近接す る外 膜 タ ン パ ク質 を コ
ー

ドす る遺伝 子

の 分子解析を行った 。
【実験 方法・結果 】こ の 遺伝子 は、N 末端側が SmpAIOmlA 、　 C末 端側が

QmpA の C 末端 と相 同 性 を もつ リポ タ ンパ ク 質を コ ード して い た 。さ ら

に 、RT −PCR の 結果か BataAと同
一．一

オ ペ ロ ン Eに存 在する こ とが 明 らか と

な り、我 々 は こ の 遺伝子 を oml τと名付 けた。相 同 組換 えを利 用 して Tol　5
野生株の ゲ ノ ム か ら omiT

’
を 欠損 させた 変異 株を取得 し、ウ エ ス タ ン プ ロ ッ

テ ィ ン グ、付 着試 験 を 行 った 。そ の 結 果、Om ］Tec 損株 で も外 膜画 分に

AtaA が 検 出 され た こ とか ら ．　 OmlT がAtaA の 分泌 に は 関与 し な い こ とが

明 らか とな った 。次 に 、プ レートへ の付 着 細 胞 を染 色 に よ り定 量 した と こ

ろ 、OmlT 欠損株 の付
．
着性 が野生株 に 比べ 減少 して い た。

Molecular 　 analysis 　 oft 臨e 　outer 　memblane 　lipoprotein　Om1T
・ n ・ ・ ded 　by 　the 　3’−a（ljacent　gene 　t・ t・imeri ・ aut ・ transp ・ rte ・

adhesin 　ofthe 　highly　adhesive 　bacteriumAcinetobacter 　sp ．　Tbl　5
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2P−1022　　 Agrobactert
’
um 　tumefacr

’
ens クラウン ゴール 非形成

　　　　　　　変異株の 原 因遺伝子の 探索
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　　　　　　 （信大 ・繊 維 ・応生 ）

4grobacterium　 tumLflci．ens は植 物病原菌 で ク ラ ウ ン ゴ
ー

ル病 を 引 き起 こ す。
我 々 は トラ ン ス ポ ゾ ン Tn5 挿入 変異に よ り、ク ラ ウ ン ゴ

ー
ルが で き な い 非

病 原性 変異株を 単離した 。本研究で は 非病原性 変異株 か ら変異 遣伝子 （病

原性 関連遺伝 子） の 単離を 行った。
実験 方法

非 病原性変 異株か らゲノ ム DNA を調製 し、これ を鋳型DNA と したTAIL −
PCR 法 またはlnverse　PCR 法に よ ってTn5挿入 部位の DNA 断片を単離 した。
結果お よび考 察

TAIL −PCR 法か らB273 変異株で itul遺伝 子 （ア セ ト乳酸合成酵素 ）が 変異

して い る ことが分か っ たが、他変異株か らは ア ーテ ィ フ ァ ク トが増幅 して

きた。一
方、Inverse　PCR 法で は、　 B−240変異株で 既知の 病原性 遺伝 子び網

が 、B −244変異株で は ク ラウ ン ゴ ール 形成 に 関 与す るオ
ー

キ シ ン 生 合成
遺伝子 tm ．s ？が 破 壊さ れ て い る こ とが 分か った。　 B −236変異株 では2っ の 遺伝

子、糖 の 輸送 に関 5
−一す るABC トラ ン ス ポ ー

タ
ー

と2成 分制御系の レス ポ ン

ス レ ギ＝レ
ー

タ
ー

が破壊 さ れて い た 。B−284変 異株 はtrP　E遺伝子 （ア ン ト
ラ ニ ル 酸 合成 酵素〉 に Tn5 が挿入 されて い た ．　 B273 変異株 の ア セ ト乳酸

合成酵 素は バ リ ン ・ロ イシ ン ・イソ ロ イ シ ン の 生合成 に 、B284 変異株 の

ア ン トラ ニ ル 酸合成酵 素は トリプ トフ ァン の 生合成 に 関与して お り、これ
ら遺 伝 子 が 破 壊 され た 変異 株は ア ミノ 酸要求性を示 した 。ア ミノ酸要 求性
を 示 す変異 株 は植 物 内 で病 原性を 持つ ほ ど 増殖で きな い ため に、ク ラ ウ ン

ゴ ール が 形 成 され ない の で は な いか と考え られ た．
Isolation 　ofnew 　virulence −assoc 玉ated 　genes 　from
Agrobacterium 　tumefaciens
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2P．1023　　 植 物病 原 菌 Pant ・ ea 　ananatis に お け る菌体凝 集の
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’
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　　　　　　　ア シ ル 化ホ モ セ リ ン ラ ク トン分 解 遺伝子 の ク ロ
ー

　　　　　　　ニ ン グと機能解析
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1
，王 文昭

1
，諸星 知広

L，染谷 信孝
1，池 N 宰

1

　　　　　　 （
1
宇 都宮大院 ・工 ・物質環境，2 北海道農研 セ ）

【目 的】植 物病原 pm
’
Pantoca　ananatis は イ ネや タ マ ネ ギ な どの 農作物 に 感染

し、多 くの 被害を引 き起 こ して い る 。我 々 は 環境中か ら単離 した P．ananatis
SK −1株が ク オ ラ ム セ ン シ ン グ の シ グナ ル 物質で ある ア シ ル 化 ホ モ セ リン

ラ ク トン （AHL ） を生 産す る こ と を 明 らか に し、　 AHL 合成遺伝子 （跚の

とAHL レセ プ タ ー遺 伝 子 （eani ｛） の ク ローニ ン グ に 成功す るとともに 、
ean ／破 壊株は タ マ ネ ギ葉 へ の 壊 死 症 状 の 誘導が 消失す る こ と を 明ら か に し

た。本 研究 で は 、SK −1株 に お い て クオ ラ ム セ ン シ ン グ が 菌体凝集 に 及ぼ

す影響 を調査 した，　【方法 ・結果｝SK −1野 生株及 び eani 破 壊 株の 菌 体凝集

率を比較 した とこ ろ 、canl 破壊 株の み 高い 凝 集率 を 示 す こ と が 明 ら か と な

り、eanJ 破壊株に AHL を添加 したとこ ろ、凝集率は 親株 と 同 じ レベ ル に ま

で 低下 した こ とか ら、菌体凝 集がAHL を介 した ク オ ラ ム セ ン シ ン グ に よ

り制御 され る こ とが 明 らか に なった。また、凝 集率 の経 時変化 を測 定 した

と こ ろ、SK −1野生株 も対数増殖 前期 まで は凝 集率が増 加す るが 、対 数増

殖後 期 で 凝 集率が 減少 した こ とか ら、ク オ ラ ム セ ン シ ン グに より凝 集阻害

囚 了の 発 現 が 制 御 さ れ る ・」
．
能性が 示唆 され た．次に、トラ ン ス ポゾ ン 変異

導入 に よ り構成 的 に 菌体 凝 集 を 示 す変異 株の 作成 を 行った と こ ろ 、AHL 生

藍能 は残 存 した まま 構成 的 に菌体 凝 集 を 示 す変異 株 の 取得 に成功 した。現

在、トラ ン ス ポゾン 転移点 の解析 を行って い る と こ ろで あ る e

【目的】多 くの グ ラム 陰 性 病原 性 細菌 は、シ グ ナ ル 物 質で ある ア シ ル 化ホ

モ セ リン ラ ク トン 〔AH 廴） を 介 した 網 胞 間 情報伝 達機構 ク オ ラ ム セ ン シ

ン グ に よ り、そ の病 原性の 発現 を制御 して い る。本 研究 で は、バ レ イ シ ョ

CSotanum　tuberosum）の 葉面 に 生息す る細菌群集 か ら単 離 した AHL 分解細 菌
．Wi’crebacterium 　testaceum　 StLBO37 株か ら AIIL 分 解遺伝子 を ク ロ ーニ ン グ とす
る と と もに 、そ の AHL 分解機購 を解析す るこ と を 目的と した。　 【方 法 ・結

果 】StLBO37 株染色体を制限酵素処理 に よ り断片化 し、　 pUCII8 ベ ク タ ー
に 導入す るこ とで ゲ ノ ム ラ イ ブラ リーを 作成 した。約3，000 ク ロ

ー
ン の

AHL 分解活 性を調べ た と こ ろ 、1つ の 明確 な AHL 分解活性 を示 す ク ロ
ー

ン

を得 る こ と に成功 した 。シ ーク エ ン ス 解析に よ り、本ク ロ ーン に は 4つ の

ORF が 存在 し、個 itの ORF に っ いて AHL 分解活性 を調べ た とこ ろ、　 ai・／、Viと
命 名 した ORF の み で AHL 分解 活性を示 す こ と が 明らか と な った 。　 AliM に

よ るAHL 分解機構 を調 べ る た め、　 AHL を精製AiiM に よ り分解 し、分解 産
物 の構造 をHPLC に よ り解析 した と こ ろ、　 AiiM はAHL の ラ ク トン 環を加 水
分 解す る こ と で 開 環 させ る AHL ラ ク トナ ーゼ で あ るこ とが 明 らか と な っ
た。
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