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2P−1037　　 食虫 植物 ウ ツ ボ カ ズ ラ 消化液 内共生細菌 メ タゲ ノ

　　　　　　　ム ラ イブ ラ リ
ー

か らの 新規 リパ
ー

ゼ 遺伝子 の ス ク

　　 　 　　 　　リ
ー

ニ ン グ

　　　　　　○ 及川 学 ，佐藤 祥子 ，諸星 知広 ，池田 半

　　　　　　 （宇都宮大 院 ・工 ・物質環攬）

2P−1038　　 バ イオ ナ ノ 磁性粒子上 へ の 外 来 タンパ ク 質デ ィ ス

　　　　　　　プ レイ量増 大に 向けたホス ト細胞 の 改変

　　　　　　○鐘 築 由香 ，古野 知 子 ，松永 是
　 　　 　　 　 （東 京農 工 大院 ・生命 ）

【目的】食虫植物は捕虫器 で 捕らえ た 昆虫を 自ら分泌 した消化酵索 に よ り

分解 し、栄養 源 と して 吸 収す るが、古い 浦虫器の 場合、消化 酵素 の分 泌は

専 ら 消化 液内に 共 生す る 微生物に よ り行われて い る こ と が 明 らか に な って

い る 。そこ で 本研究で は、食虫植物 ウ ツボ カ ズ ラ の消化 液内共 生細菌 メ ダ

ゲ ノ ム を 用い 、共 生細 菌の 構成を明 らか に す るとともに 、メ タゲ ノ ム ラ イ

ブ ラ リーか ら 消化 に 関わ る 新規遺伝子の ク ロ
ー

ニ ン グ を目的 と した．　 【方

法】 ウ ツ ボ カズ ラ消 化液 か ら 遠心 分離 に よ り 回収 した 共生細菌 か ら メ タ

ケ ノ ム を 抽出 した ．共生 細菌 の 構成 ば、16S　rRNA 塩基配 列を元に して解

析 を 行
・．た。微量 メ タゲ ノム は Whole　genome 　ampli 　cation 〔WGA 〕法 に

よ り 増 1隔 し、pUC118 ベ ク ター．・に揮人 して ラ イブ ラ 1」一を 作製 した 。　 【結

果 ・考 察】 ウ ツ ボ カ ズ ラ の 2つ の 捕 虫 器か ら 消化 液を 採取 し、遠 心 分離 に

て 回 収 した 細菌ペ レ ットか らメ タゲ ノ ム を抽 出 した 。／6S　 rRNA 系統解折

を行 った と こ ろ、2 っ の 捕虫器 に共 通 して BurA’hotderia．fitsよび 吻 肌
．ora．t’，fffJ

優 占種で ある こ と が明 らか に なった．次 に 、WGA 法 に よ り増 幅 した メ タ

ゲ ノ ム を用 い て 、ク ロ
ー一

ン数 約55，500、総 イン サ ートサ イズ約 ｛〕．28Gbp の

ラ イ ブ ラ リーを作製す る 事に 成功 した 。こ の ラ ．イプラ リ
ー

か ら消化 に 関わ

る遺 伝子と して リパ ーゼ 遺伝子 の ス ク リ
ー

ニ ン グ を行 った とこ ろ 、2 っ の

明 確 な リパ ーゼ 活 性 を 示 す ク ロ ーン の 取得に 成功 した 。

【目的 】原 核生物 に おい て 外 来 タ ン パ ク 質を 安 定 的 か っ 効率 的 に 発現

させ る た め に は、ホ ス トの 改 変 が必 要 と な る。本 研 究 で は 磁 性 細 菌
．Vagneto，spinlttum 　Triagnetit ，um 　AMB −

／が合 成す るバ イオ ナ ノ磁性粒子 （Bacterial
magnetic 　particles ：BacMPs ）上の ima　

一．回貫通 タ ンパ ク質Mmsl3 の 遺伝子

を 欠 損 さ せ た ホ ス ト株 を作製 し、この ホ ス ト株 に対 し新た にMms13 と外

米 タ ン パ ク質の 融合遺伝 子を導 入す る こ とによりBacMPs 上 へ の 外来 タ ン

パ ク質デ ィ ス プ レイ量 向上 を 目指 した 。
【方法 及 び結果 】相 同 性組み 換えに よ リゲ ン ダマ イシ ン 耐性遺 仏 子を磁

性 細菌 の Mmsl3 遺伝子 に 置き換えた こ と で、　 Mmsl3 遺伝子 欠損株 を作製

した 。さ ら に、磁性細 菌 内で複製可 能な プ ラ ス ミ ドにMmsl3 と外来 タ ン

パ ク 質 の 融合遺伝 子を組み 込 み 、この プラ ス ミ ドを用 い て Mms13 欠損株
の 形 買転換 を 行った。得 られた菌 体を大 量 培 義 後、BacMlis を 回収 し粒

子上 の 外来 タ ン パ ク 質の 発現量 をWestern 　blotに よ り確 認 した ．野生 株と

Mms13 欠 損 株 を ホ ス トと し た形質転換 休に っ い て BacMPs 上の 発現量 を比

較 し た と こ ろ、欠 損 株 で は 明 ら か な 発現 量の 増大 が 認め ら れた。特 に 、
これ ま で 野 生株 で は 発 現 量 が 微 量 で あ った 甲状腺 刺激ホ ル モ ン 受 容体 の

N 末端領域に お いて は5 倍 の ディ ス プ レ で量 増 人 が示 さ れ た c こ れ よ り、
Mrnsl3 欠損株がBacMPs 上 へ の外来 タ ン パ ク質 デ ィ ス プ レ イに 有用で あ る

こ と 力 下された。
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大腸菌 RNase　G は、16S　rRNA の 成熟 に閧   す る他、ア ル コ ール デ ヒ ドロ ゲ

ナ ー一ゼ （AdhE ）や エ ノラ ーゼ をは じめ と する 主 要 な 糖代謝酵素 の mRNA

を 基 質 と す る 。RNagc　G 変 異株 で は これ ら の mRNA の 半減期が 増大 し、タ

ンパ グ 質が 過 剰 発 現す る。
RNase 　G は αdiiE　mRNA の 一145〜− 125領」或 を 認識 し、−17と 一18の 問

（翻訳 開始 コ ドン の A を ＋ 1とす る） を切 断 す る。そ の た め adhL
’
　mRNA の

5
’

UTR を〜α《 L 融合 した atth − ／一’α喨融 合遺伝子 で もRNaseG 変異株 に お い て

過剰 発現が 見 られ る。
そ こ で 今同 、RNase　G の 切 断点 前後に 変異を 導入 した 5

’
UTR を持 っ adl ，E・

iae4’tw合遺 伝 子 を 構築 し、　 RNaseG が 切断点 の 配列を 認識 して い るか を調

べ た 。変 異 プ ラ ス ミ ドを 野 生 株 とRNaseG 欠損株 に導 入 し、　 AdhE −LacZ タ

ンパ ク質の 発 現 量 を 比 較 した 。そ の 結果、いずれ の 変異 プ ラ ス ミ ドに おい

て も 野 牛型プ ラ ス ミ ドと 同 様 にRNaseG 欠 損株で の み AdhE −L とLcZ タン パ ク

質過 剰発現 が 認 め られ た ．この こ と か ら 、RNascG は adhE の 切断点配列 を

認 識 して い な い こ とが示 され た 。
こ れ よ りタ ン パ ク 質大量 発現に 用 い る 融合遺伝 子 に は 、adtiL

’
51　 UTR の 全

長 は必 要とせ ず、RNaseG 認識領域 さえ あれば良 い こ とが示 唆され た 。

細胞 分裂は、1 つ の細胞 か ら 2 つ の 娘細胞 へ と遺伝情報 を均等 に 分 配す る

と い う、生 命の 根幹を なす過程で あ り、こ の過程 で ゲ ノ ム DNA は 中期 染 色

体 とい う高度 に凝縮 した高次 構造を とる u こ れ を 制御す る機構 の
一・

っ と し

て 、コ ア ヒ ス トン タ ンパ ク 質の 翻訳後修飾に よ る制御が 考え られ て おり．
その 中で も、】listone　H3 の リン 酸化は 勤物や 酵母 まて lt

．
く保存 Lkれ た細胞

分 裂期特異的 な修飾で ある。こ の 修飾は動物．植物共 にオ ーロ ラ キ ナ ーゼ

（Aurora　kinase） に よ って行われ て お り、シ ロ イヌ ナ ズ ナ に お い て オ ーロ

ラキ ナ ーゼ は 、AtAURI 、　 AtAUR2 、　 AtAUR3 の 3 っ が 1司定 されて い る。動
物細胞 に お け るオ ーロ ラ キ ナ ーゼ の 研究は 既に 進め られて お り、発現抑制

に よ り細胞分 裂 お よ び 染 色 体数 の増加 を 伴わ ず に DNA の 複製 の みが進行

し、種 々 の倍数性細胞が 生 じる こ と が 確 認 さ れ て いる 。この 堀象 ぱ核 内倍

加現象（endoreduplication ）と 呼 ば れ 、植 物 細 胞 に お い て は 細胞 体擠の 増加
に 必要不可欠 な機構で ある。本研 究で は、蛍 光顕 微 鏡 を 用 い た イ メ

ージ ン

グ 解析を行 うこ とで 、AtAUR3 の機能を解 明す る こ とを 研 究 目的 と した 。
ま ず、RNAi 法 を用 い て A しAUR3 ノ ック ダウ ン株 を 作製 し、　RT −PCR に よ っ
て 発現 の 抑制を 確認 した 。そ して 、春化処 理後 5日 凵の AtAUR3 ノ ッ ク ダ

ウ ン 株 の根 を DAPI 染色 お よ び PI染色す る こ とで、細胞 の 核DNA 量 お よび

体積の 計測 を 行 った、そ の 結朱 、AtAUR3 ノ ック グ ウ ン株 の細 胞で は 、野

生株の 細胞に 比 べ DNA 総 量 お よび 体 積 が 共 に増加 して い る こ とが確認 で き

たじ
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