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ポ リ塩 化 ビ フ ェニ ル 分解菌で ある 1｛hodococc’tssj’tistii　RIIAI の ゲ ノ ム 配列 を調
べ た と ころ 、ヒ素 耐 性 遺 伝 子 群 と相 同 性 を 示 す 3 つ の ORF が 見い だ さ れた

た。これ らは 5価 の ヒ素 を 3価 に還 元す る arsenate 　reductase 〔ArsC）、3価
の ヒ素を細 胞 外に 排出 す る pump （ArsC）、転 写制 御 因 子 〔AfsR＞ と そ れ

ぞ れ相 同性 を示 したた め 、そ れぞ れ ai
’，rB 、　 arsC 、　 arsR と命 名 した。本研 究 で

は、こ れ らの ORF の ヒ 素耐性 へ の 関与 を調べ る こと と し た。まず、　 RHAl
株 の 5価 およ び 3価 の ヒ 素に 対す る耐性 をLB 液体培地 を用 い て 調べ た。
その結 果、10mM の 5価 の ヒ 素、お よび3　mM の 3価の ヒ 素存在

一
rに おい て

は 、ヒ 素非存在下 とほぼ同 じ生育を示す の に 対 し、30mM の 5価 の ヒ 素お

よ び 10mM の 3価 の ヒ素 存在下 に お い ては 培査48 時間後に おい て も生育を

示 さ な か った 。次 に 、arsRBC の 破 壊株 を 、相同組換え を用 い て 作製 した。
破 壊 株 は5価 お よび 3価 の ヒ素 に 対す る 耐性 を 失 って お り、耐 性OSar．sRBC ；

の相 補 に よ って 回 復 した 。さ ら に、ArsR タ ン パ ク 質の 結合領 域を 調べ る

た め、arsft上 流領域 を レポ ーター遺伝子 晦畑 β） の上 流 に結 合 した レポ ー
タ ープ ラ ス ミ ドを RHA1 株 に 導入 し、ヒ素 に対 す る 応 答 を 調 べ た 。そ の 結

果、開始 コ ドン の 100bp 上流 まで 欠失 した レボーターブラ ス ミ ドを導 入 し

た 際に も ヒ 素に 対する 応答が 観察 ざれた。逆転写PCR 、プ ラ イ マ ー伸長法

の 結果、お よ び ArsR 結合配 列 と予想 され る部位 が開始 コ ドン に か か って

い る こ とか ら、ArsR の 真 の 開始 コ ド ン は 、ア ノ テ
ー

シ ョ ン で 予想 され た

も の よ り下 流 に ある こ とが 強 く示唆 され た ．
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現 在 利用 ざれ て い る脂肪 族ポ リエ ス テル 系生分解性 プラ ス チ ッ ク は、一
般

的 に物 性 が 低 く、他 の 用 途 へ の 展開 が難 し い 。その 解決法の 1 っ と して、
脂 肪 族 芳 香 族 ポ リエ ス テ ル 系生 分解性 プ ラ ス チ ック の 開発が 進 ん で い る

が、一方 で そ の 自然 環境 で の 分 解 性 や 分 解 様式 等 に関す る知見 は非常 に 少

な い 。我 々 は これ まで に 脂 肪 族 芳 香 族 ポ リ エ ス テル 系生 分解性 プ ラ ス チ ッ
クを 分解 する菌の ス ク リーニ ン グを行った結 果 、Ro，veateles 属 の 細菌 に 強い

分解活性 を見出 した。本菌 株（TB
−S7 株）は 、脂 肪 族 芳 香族 ポ リ エ ス テ ル 系

生分解性 プ ラ ス チ ッ ク エ マ ル ジ ョン を強力に 分 解す る こ とが 確 認 され て い

る．そ こ で本菌株か ら 分解 酵素を精製 し、そ れを 解析す る こ と に よ り、脂

肪族 芳香族ポ リエ ス テ ル 系生分解性プ ラ ス チ ックの 分解様式 を解 明す る こ

と を 目的と した 。Itvseateies　sp ．　TB −87株 を30℃、200rpm で 24h 培養 し、遠

心 分 離 で 培 養 液 上 清を 取得 し、各種 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に て 酵素 を精製 し

た 。本 酵 素 の 分 了量 は 約 27kDa で 、各 擲
一nitropheny ］ester を用 い た試験で

はρ
一
nitrophenyl 　caproatc に 対 す る活 性 が 最 も 高か ・．た 。本酵素は 各種脂肪

族芳香族系生分 解性プ ラス チ ッ ク の エ マ ル ジ ョ ン を分解 した 。
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プ ラ ス ミ ドは 宿主 に 難分 解性物質 分解 能や 多剤 耐性 能とい った 新た な 形質
を 付与す るだ けで なく、宿主 の生 育を遅 らせ る とい った影響を 字え る こ と

もあ る。これ らの 解析 は主 に固体培地 や試験管 とい った実験室環境 で 行わ

れ て き た 。し か し細菌 は 環境 中で は 浮遊状 態で 存 在す る こ とは 少 な く、
1バ イ オ フ ィ ル ム 」 と 呼 ば れ る 立 体構造 で 存在す る こ とが 近年明 らか に

な って きた 、バ イオ フ ィ ル ム中で プラ ス ミ ドが 宿主 の 振 る 舞い に与 え る影

響を解析す る こ と は実環境 中で の プラ ス ミ ドの 挙動 を 知 る 基 盤 情報 と な る

と期待 され るが、報告例 は非常 に 少 ないe そ こで 本研 究で は カル バ ゾー
ル 分解プラ ス ミ ドpCARI と3種の f’b’eudvmonas ．fi細菌 （P．　Putida　KT2440 株、　 P．
aengino ．1α PAOI 株、　 P 伽 舐 写‘跏 PfO −1株）を用 い て、宿主 細菌 がpCAR 工を保

持す る こと で 、形成す るバ イオ フ ィ ル ム の 構造 に 差 異が 見 られるか ど うか

解 析す る こ と を 目的 と した 。LB 培地 及 び コ ハ ク 酸 を唯
一

の 炭素源 とす る

培地 で の 静 置培 養 に お い て 、pCARI 保持株 と非 保持株 の 形 成す るバ イオ

フ ィ ル ムを 共 焦点 走査 型 レーザ ー一
顕微 鏡を 用い て 観察 した と こ ろ 、PAOl

株 とPfO−1株で は大 き な 構 造 の 変化 は 見 られ な か 一．た
一

方 で、　 KT2440 株

で は pCARl を保 持 す る と 菌 体 が 糸 状 （fi］amentous ）に な る様子 が観 察 され

た 。また 、PAO1 株で は コ ハ ク酸培 地 に お い て 、　 pCARI を 保 持す る と 非保

持株よ りパ イ オ フ r ル ム が脱落 しや す くな る現 象 を 見 出 して い るc

【目的 】 ヨ シ の根 圏か ら分離 したStenotroPhomonas　sp、　IT−1、グ ラム 陰性細菌
IT−4お よ び顕 i昭o伽 規 sp ．正T−5は、新規の ノ ニ ル フ ェ ノ

ー
ル 分解菌で あ り、

ノ ニ ル フ ェノール を 唯
．・の 炭素源 と して利用 して増殖す る。こ こ で は 、分

離 菌株 に よ る ノ ニ ル フ ェノール分解の 経路、ア ル キル フ ェノ
ー

ル 類と ビス

フ ェノ
ー

ル 類に対 する 分 離菌株の 分解活性 と ヨ シ の 根 分泌物が 分離菌株の

増殖 と 分解活 性に 及ぼす影響 を検 討 した。
【実験 方法 と結果 】4−tert一オ ク チ ル フ ェノ ール 〔4−t−OP）を 唯

一一
の炭 素源

と して 添加 した 無機塩 培地 で 分離 菌株を培薔 し、4−t−QP の分解代謝物を 分
析 した 結 果 、3菌 株 はψ∫o−substitution 反応 を 介 して 4−t−OP を資化 して い る

こ とが 明 らか とな ワた ．また 、4−tつ Pを 炭素源 と して 培査 した 分離 菌株 の

細胞 懸濁 液を 用 い た ア ル キ ル フ ェノール と ビ ス フ ェノ
ー

ル の 分解実験 を

行 った と こ ろ 、分 離菌株 は 実験 に 供 した 炭 素数 が 3か ら9の ア ル キ ル フ ェ
ノ ール 類 と3種類の ビ ス フ ェノ ール 類 （BPA 、　 BPF 、　 BPS ＞の 全 て に 対 し

て 高い 分解活 性を示 した。さ らに 、ヨシ の 根 抽 出物を 添加 した 無機塩培地
で 分離菌株 の 増殖 を観 察 した 結果 、分 離菌 株 は ヨ シ の 根抽 出物 を炭 素源 と

して 利用 して 増殖す る こ と が明 らか と な り、ヨ シ 根 圏 で の 植物 と 分解菌 の

共生関係 に よ る化学物質分解の 特徴の
一

部 を明 らか にす る こ とが で きた ．
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