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3P−1025　　 脊枯 病 菌 に 感染 す る新 奇 バ クテ リオ フ ァ
ージの

　　　　　　 探索 と解析

　　　　　　○小 寺 星 ，藤原 亜希 子 ，川崎 健 ，藤 江 誠 ，山 田 隆

　 　 　　 　　 （広 島大 院 ・先端 ・生 命機 能）

3P−1026Rhodococcus 　op α CttS 　B4 に お け る有機溶媒耐性

機構の 解析

鷂田 功輔，喜多 晃 久 ，○ 田島 誉 久 ，中島 田 豊 ，
加藤 純

一
（広 島大院 ・先端 ・生 命機能 〉

【背景 ・目的】 青枯病菌Rat」’t・nia ．solattacearum （以下RS＞は 比較的温暖な地

域 を中心 に 世界 中に 分布 し、経済 的に 重要 な農作物等に 青枯病 （立枯病）

を引 き起 こ す土壌伝染性細菌 で ある。現在、化学的な土壌消毒や 生物的防

除 などの 様 々 な対策や研究 が 行わ れて い るが、根本的な解決に は未だ至っ
て い な い 。そ こ で 当研究 室で は こ れ に 対 し、本菌 に 感染 する バ ク テ リオ

フ ァ
ージ の 利用 を 考え、診 断ツ

ー
ル 化、予 防

・
防 除ツ

ー
ル 化、RS の 研究

ツ
ール の 閉 発 を 試 み て い る。現 在 既 に少 な くと も6種 類 の フ ァ

ージ の 学離

に 成 功 して い るが 、実 際 に青 枯 病 菌対 策 と して 実 用 化 す るた め に は 、よ り

多 様 な フ ァ
ージス ト ッ ク の増 彊が 望 まれ る。そ こ で 本 研 究 で は 、自然 界か

ら さ ら な る新奇青枯病菌感染 フ ァ
ージの探索 ・取 得と 、そ の 詳細な 解析を

行 う事を 目的 とした．
　 【実 験方法 ・結果1 青枯病菌M4S 株等を宿t と したプ ラ

ー
ク ア ッセ イ法

に よ り、自然 界の 土 壌か ら新 た に 3種 の フ ァー一ジ （RSKI ，RSK2 ，　RSK3 ＞

の 単離に 成功 した 。それ ら の ゲ ノ ム 断片 に つ い て 塩 基 配 列お よ び デ ー
タ

ベ ー
ス 解 析を 行った 結果、何れ も 強い 溶菌活 性を 有す るT7 型 フ ァ

ージで

あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。中で も RSKI は 2種 類 の 溶菌酵素 遺伝子 を 有 し、
そ の

一
っ は既 報 の phage 　P4282溶 菌 酵 素 遺 伝 子 と非 常 に高 い相 同 性を 示 し

た 。またRSKI にっ いて 電 子顕 微鏡 観察 を行 一
t た 所 、お よそ 50nm ほ どの 頭

部 を 持っ T7 型 フ ァ
ージの 形 態 が 観察 ざれ 、　 RSK1 が T7型 フ ァ

ージ で あ る

事が裏付 け られた 。現在 は、既存 の フ ァ
ージ と は 違った特 徴を 有す る この

RSK1 を中心 に 詳細なゲノ ム 解析を行って い る 。
Screening 　and 　characterization 　of 　novel 　bacteriophageS
infectingRalst ・ nia 　s ・lanacearum

　 OSei　KOTERA ，　Akiko 　F疋JJIWARA ，　Takcru 　KAWASAKI ，
　 Makoto 　FUJ 【E，TakashiYAMADA
　 〔Dcpt 、　MQL 　Biotcch．，Grad 、Sch、Ady ．　Sci、　M 飢 ．，　HiroshlmaUnlv ．）

【目的】Ritudococeu．s ・Pacu．r　B4は 有機溶媒耐性 を示す こ とか ら疎 水性バ イオ

プ ロ セ ス に お け る宿主 と して 利用が 期 待され る。しか し、Rhorioc’oc’［us 属 を

含む グラ ム陽性細菌にお ける有機溶媒耐性機構 の 解明は 、疎 水性バ イオ プ
ロ セ ス を実現す る た め の 重要課題で ある もの の 、ほ とん ど な され て い な
い 。また、有機溶媒耐性機構 を解 明 し利用する こと は 、微生物を 利用 した

疎 水性ケ ミ カル の 生産性向上 の ブ レ イク ス ル ーに な る と 考え られ る 。そ こ

で 本研究で は £ 卿 鷹〜B4 に お ける 有機溶媒耐性機構 の 解明 を 目的 と した e

【方法及 び 結果】R．oPaCUJ 　B4 の ゲ ノ ム 情報 を利用 して 排 出ポ ン プ （efflux

pump ） 遺 伝 子 群 を選 択 し、　 le．　opacus　B4 の トル エ ン暴露の 有無 に よ る転写量

を 比 較 した 。そ の 結 果 、6遺 伝 子 （tfP−7，0fp−10，，yp−2／，の一22，，fP．23，0fp．24）
に っ い て 暴露 時に 発 現 量 の 増 加 が 確 認 され た 。これ らを 発現 する ベ ク タ

ー
を野生株およ び有機溶媒耐 性 の低

．
F した△5裡誅 に導 入 して knock−in株を 構

築 した 。それ らを トル エ ン と ヘ キ サ ン に暴露 させ 、ス ポ ッ ト培養 に よ り有

機 溶媒耐性 の 評価を行 った とこ ろ、gfP
−21 発現株で は ヘ キ サ ン の耐 性 に 、

蜘 ．22 発現株は トル 」．ン と ヘ キサ ン の 耐性 に 関わ るこ と が示 さ れた。

Mechanism 　ef 　organic 　solvent 　tolerance 　in　Rhodococcus
opaeus 　B4

　0Kc川suke 　TSURUTA ，　Akihisa　KI
「
IA，　OTakahisa　T ！UIMA，　Yutaka

　 NAKAslIIMADA ，Junichi　KATO

　〔Dept ．　Mo 且．　Biotcch．，Grad．　Sch．　Adv．　Sci．　M 己 t．、HiroshimaUniv．｝

Key 　 words 　Raistonia　soianaaearuin ，plant　pathogcn ，phagc Key 　words 　orgaBiG 　solvc 匸lt しolcranc じ，巳田 uxpump ，Rhodo‘occus 　opa ／／us

3P・1027　　糖質を単
一

炭素源と し たポ リ （（R ）
−S・ヒ ドロ キ シ

　　　　　　　ブタ ン 酸 一co −3一ヒ ドロ キ シ プ ロ ピ オ ン酸 ）の微

　　　　　　　生 物合成

　　　　　　○ 今村 聡美 ，鈴 木 麻美絵 ，折 田 和 泉 ，中村 聡 ，
　　 　　 　 　　福居 俊昭

　　 　　 　 　 （東⊥ 大院 ・生 命理 工 ・生物 プ ロ セ ス）

［目的］微生物が貯蔵物質と して蓄積す る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ン 酸は 環境

低 負荷型 の 生分 解性プ ラス チ ッ ク と して 期待され て い る。我 tt は こ れ ま で

に 人三 代謝 経路の 構築に より、糖質 を単
一

炭素源 と して ポ リ（ 
一3一ヒ ド ロ

キシ ブタ ン 酸
’
co
−3一ヒ ドロ キ シ プ ロ ビオ ン 駿）［P（3HB

一σθ一3HP ）亅共 重合体を

生合成 したが 、3HP 分率の 向上が 課題で あ一⊃た。本研究で は3HP −CoA 供給

の 向上 を 目的と して 、3HP か ら3HP −CoA を生成す る酵 素の 探索 とその 利用

に っ い て検討 した。
［方法 お よ び 結果］緑色 非硫黄細 菌ChtorcflexuJ’　aurantiacus 由来propionyl

−CoA
synthase 中の 3HP −CoA 　synthetase ドメ イ ン （Acs）の 組換え型酵素 は 3HP −
CoA に 対 して 0」〕65　 mM と 小 さ な Km 値 を 示 し た が 、　 PHA 生 産 菌 ftatstonia

eutrePha で の活 性 発 現 は 確 認 で き な か 一）た．　R．　eutroPfia 由 来 propionyl
−¢ oA

synthetase 〔PrpE ）の組 換え 型酵 素は 3HP に対 す る楠 n 値 が3．2　mM と 大 きい

もの の、PiPEを導入 したR 　eutroPha 株の 無細胞抽 出液で 3HP −CoA 合 成 活 性 を

検 出 した。そこ で 、マ ロ ニ ル
ーCoA か ら3HP を生成す るマ ロ ニ ル CoA レダク

タ
ーゼ Mcr とPrpEを 共発現 させ た組 換えR．　eutroflfia株の 共重合PHA 生 合成

能 にっ いて 検 討 した と こ ろ 、3HP 分率 は1．O　mQl ％以下 と低か った もの の蓄

積 PliA中 に3HP を 検 出 した 。

Microbial 　synthesis 　of 　poly （  一3−hydroxybutyrate ．co ．3．
hydroxypropiQnate）fナom 　sugar 　as 　a　sole 　carbon 　source

　OSa匸omi 　IMAMURA ，　Mamic 　SUZUKI ，　Izumi 　ORITA ，
　 Sutoshi　NAKAMURA ，　Teshiaki 　FUKUI

　 （D ：p．Bioe11．，Tokyo 　lnst．　T巳choL ）

3P・1028　　PHA 生産菌 Ratstonia　eutropha に お け る 3一オ

　　　　　　　キ ソア シル ーCoA レ ダ クターゼ の 解析

　　　　　　○栗 出 俊輔 ，御 船 淳 ，折 田 和 泉 ，中村 聡 ，福 居 俊 昭

　 　 　　 　　 （東工大 院 ・生 命理工 ・生 物 プ ロ セ ス）

［目的1微生物が エ ネル ギ
ー

貯蔵物質 として生 合成 するポ リヒ ドロ キ シ ア ル

カ ン 酸 （PHA ）は 生分解性バ イオ マ ス プ ラス チ ック と しての利用 が期 待さ

れ て い る e 代表的な PIIA生産菌Ratstonia　evtropha ではNADPH 一
アセ トア セ チ

ル
ーCoA レダクタ ーゼ PhaBl がC4モ ノ マ

ーで あ る（A）
−3一ヒ ドロ キシ ブチ リル

ーCoA （（R ）
−3HB −CoA ））の供給に 関与す る。一

方、本菌 の ゲ ノ ム 解析 よ

りPhaBl の パ ラ ロ グ と して PhaB2 、　 PhaB3 が 見い だ されてい るが．これ ら

の 諸性質 や PHA 生合成 に お ける機能にっ いて は知見が ない。そこ で本研究

で は こ れ らPhaB パ ラ ロ グの 解析 を行った 。
［方法 お よび結果］PhaBl、　 PhaB2、ρゐ出 箆 大腸 菌内で 発現 させ 、ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

に よ りそれぞれ の 組換え型酵素を精製 した。これ ら を用 い てC4基
質で ある ア セ トア セ チ ル

ーCoA を基質 と した活性測 定を行った と ころ 、い

ず れ の酵 素 も数 mM 程 度 の 低 い rCm値を 示 し、10mM 以上 の濃度で 甚質 阻害

を 受 け た ．PhaB2 の Vma．xは PhaBl 、　PhaB3 の 約1〆10で あった 。また、い ず

れの 酵素 もC港 質で あ る3一オ キ ソ ヘ キ サ ノ イル ーCoA に対す る活性 は低 く、
C4特異的 で あった。植物油 か らP（3HB −t’o−3HHx ）を 生 合成 可 能 な R、　eutroPha

H16C ，t．株 か らさ らにpJtaB／を破壊 したH16CA 。△B 株は PIIA合 成 能 が 大 き く

減少 して い る n 本株 に 各PhaB パ ラ ロ グ遺伝子 を広 宿主域 ベ ク タ ーを 用 い

て 導入 した と こ ろ 、い ずれ の組換 え株 に お い て もPHA の 共 重合 体組 成 に大

き な 変 化 は なか った もの の 、PHA 合成能が 相補 された こ とか ら、比 活性の

低 い PhaB2 で も 高 発現 に よ り  
一311B−CoA 供 給に 機能で きる こ とが示 され

た 。

Characterization 　 of 　3．oxoacyl ．CoA 　reductases 　from 　PHA −
prQducing 　bacteriumRatstonia 　eutrepha

　 OShunsuke 　KURITA ，Jun　MIFUNE ，　lzumi　ORITA ，
　 Satushi　NAKiXMURA ，

「
Lbshiaki　FUKL 丁1

　 〔Dcp．　Biocn．，　Tokyo　lnst．　TedloL ）
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