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2P−2017　　 カ ルバ ゾール分 解 プ ラ ス ミ ドpCARI が宿 主 の

　　　　　　　生育 に 与 え る 負荷

　　　　　　O 高瀬 識之，高橋 裕里香，山根 久和 ，野尻 秀昭

　　　　　　 （東大 ・生物工 学セ 〉

2P・2018　　 海 洋 魚類 の 体 表 面 か ら分離 され たセ レン酸 還 元

　　　　　　　菌 か らの セ レ ン 酸還 元 酵 素 の 検 出

　　　　　　0 清水 亮陏，阪口 利 文

　　　　　　 （県立広 島大 ・生命環境 ・環境科学）

IncP−7群 プラ ス ミ ドpCARI は 全塩 基 配 列 が 決 定 済 み で，主 にPseudomona．r属
細 菌を 宿 主 と す る 自己伝 達性 プラ ス ミ ドで あ る ．3種 の PSeutiomvnas属 細 菌

（P ρ威 驫 KT2440 株 P．　anginosa 　PAOI 株 1’．　jruurescens　PfO−1株）が pCARI を

保 持 した際の 生育 へ の 負薗を 評価 した ，各菌株 の プ ラ ス ミ ド保持株 と 非保

持 株を等量混合 し．コ ハ ク酸 を唯
．一・

の 炭素源 とす る液体培地 で振 盪培 養 し

た ．24時 間 ごと に 植え継 ぎ，pCARI 上 の ・ePA 　me伝子を プ ロ ー一ブ と した コロ

ニ ーハ イブ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン に よ り，経 時的 に 培 養液中 の pCARI 保 持菌

株の 比 率を測 定 した ．そ の 結 果．3宿主 全 て で プ ラ ス ミ ド保持株の 比 率が

減少する こと が示 された ，プラス ミ ド保持 に伴う 生育 負荷 は 宿主 に よ って

異な り，PfO−1株 （培養開始144 時間後まで に 15 ％ 以下 まで 減少）く PAOI 株

（1司2％ 以 ド）く KT2440 株 （1司0、1％ 以 ト
．
）の 順に 負荷を受 けやすい こ とが見 出

された ．また ，同様 の 手法で pC 八 R1 保持株 を単 独培養 した 際 144 峙間培

養 して もプ ラ ス ミ ド保 持株 の 割合が 85 ％ 以．Lで あ る こ とが 示 された た め ，
プ ラ ス ミ ド保持株の 比率が 減少 した の は．宿 主 が プ ラ ス ミ ドを 脱落 した た

め で は な い こ と が 示 され た ．ま た，KT2440 株 を 用い 、植 え継 ぎ の 間 隔 を

12時 間 に 変 史 して 同 様に解析 した と ころ 、植 え 継 ぎ ご との プ ラス ミ ド保持

株の 比率 は 植 え 継 ぎ 時 間が 24時 間 の場 合 とほ ぼ 一．数 す る こ とが 見 出 され

た ．こ こか ら、淘汰 は主 に菌体 の対 数 増 殖期 に起 こ り，定 常 期 は 菌 体比 率

の 変化に あ まり影響 を及 ぼさ な い こ と が 示唆 さ れ た ，現 在、よ り実環境 に

近い 条件 プラ ス ミ ドが宿主 の生育 に与 え る 負荷を評価す るため に ，濾過滅

菌 した 湖沼水中で 挙動解析 を行って い る．
Effects 　 of 　carbazole 　degradative 　plasmid 　pCARI 　 on 　the

fitness　ofthree 　Pseudomonas 　host 　str乱ins

　ONoriyuki　TAKASE ，　Yurika 　TAKAHASH 【，　HisakazuYAMANE ，
　 Hideaki 　N ⊂りIRI

　 〔Biotcch、Rcs、C：CI］tcr，　U ロiv、τbkyo｝

【目的 ・
背景】 セ レ ン は ガ ラ ス の 着 色 剤や 電 子 材 料 な ど 工業 的 に広 く用 い

られ て い る希 少元 素で ある c そ の 結果、産業活 動 か ら排 出 され る機会 も 多

く、セ レ ンに よ る環 境汚染が 問 題と な っ て い る。また 、その 希少 性 か ら セ

レン 元 素 の 回 収が要 望 され て い る．あ る種 の 微生物 は 嫌気条件 下で セ レ

ン オ キ サ ニ オ ン を
．
元 素体セ レン まで 還元 しなが ら生育で きる．こ の現 象は

セ レ ン に 汚染され た環境の 浄化、資源回収、セ レ ン 結 晶材料 の 合成へ の 利

用可能性 が ある。本研究で は 、海洋 な ど塩分を 含む環境 中か ら の セ レ ン の

除去 ・回 収等 へ の 利用 を H 的 に海洋 性セ レ ン オ キ サ ニ オ ン 還元 微生物の 分

離、及 び分離株 に対す る培 養特性や 還元 酵素 の 探索 をお こ な った n
【方法 ・結果】本実験で は、採取 した シ ロ ギ ス の 体表面 か らセ レ ン 酸還 元

菌 SK3 −1，SK3 −2，　SK4 −1．　SK4 −2株を分離 した。塩 要求性試験 で は分離 株は

全て 、NaCl 塩濃度が 1〜10 ％ の 条件で 生育が み られ た e また、ミネラ ル 溶

液 以 外に NaCl を 添加 しな い 条件で は 増殖 が 見 られ ず、生育に は塩 が 必要で

ある 好塩 性菌で あ一ユた 。また 、Nutive−PAGE と メ チ ル ビオ ロ ーゲ ン を 用い

た活 性染色 法に よ って セ レン 酸還 元 酵 素 及 び 硝酸還 元酵 索を検 川 した 。そ

の結 果、各分離株 に お い て 165〜199kDa 付近 に セ レ ン 酸還 元 能を 有す るバ

ン ドが 、246〜・280kDa 付 近 に硝 酸 還 元 能 を 有 す るバ ン ドが 出 現 した 。この

こ と か ら、分 離菌 株で は 、セ レン酸 及 び硝酸 還 元 酵 素 は 独 立 した も の で あ

る こ と が強 く示 唆さ れた 。また．セ レン酸還元 酵 素は嫌 気状 態に お い て 誘

導される こ とが明 らか となった。

Detect 三〇 n 　 of 　selenate 　 reductase 　 enzyme 　from 　 marine

selenate ・reducing 　bacteria　iselated　from 　a　marine 　fish　skin
surface

　ORyosuke　SHIMIZU ，］］t〕shifumi 　SAKAGUCHI

　〔Dept．　ofEnviron ．　Sci．，　Pref．　Univ．　ofHiroshima ）
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2P−2019Pentachlorophenol 分解菌の単離と 解析
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2P−2020　　 台湾の 水銀汚染環境に おけ る水銀還元酵素遺伝

　　　　　　　子 merA の 分布と 多様性に関する研 究
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［目的］農薬と して禾11用され て きた pentach ］orophcn 。且（PCP ）な どの 塩 素化芳

香族 化合物は 、環境残留性や 毒性が 高 く難分解性で ある こ とが 多 い。そ れ

ら化 合物 を微 生物 に よ って 効率よ く分 解する た め に は、強力 な分解 菌 ・分
解酵 素を単離 し、解析 ・利用 す る必 要があ る。そ こ で本研究で は 、新 たな

PCP 分解菌を単離 し、脱塩 素化酵 素を中心 に解析す るこ とを 目的 と した．
［結果］PCP が唯

一
の 炭素源 となる培地 に 、486サ ンプル の 士壌を単離源 と

して それぞ れ加 えて 集積培養 を行 っ た結杲、約 14日で終濃 度100ppm の

PCP をGC−MS に て検出限界以下 まで 分解す るPCP 分解菌群 を10サ ン プル 取

得 した。得 られたPCP 分解菌群 10サ ン プル の 培養液 中における塩 化物 イオ

ン 濃度は、PCP の 減少に 伴い 増加 し、理論上PCP の 全て の塩 素を脱塩 素化

して い る こ とが 確認 され た。そ こで 、PCP 分解菌 単離のた め、　 PCP を 唯
．．’

の 炭素源 と する 寒天 培 地 や 、LB 、　 R2A 培地 等 の 様 々 な培 地 に抗生 物質 を

添加 した 寒天 培地 を 用 い て 分 解繭 の分 離を試み た が、分 解活 性を持 っ 菌体

の 取得に は 至 らなか った。しか し、終濃度1000ppm の PCP を加えたPCP 懸

濁R2A 寒天培 地を用い て 分解菌 の単離 を試み たとこ ろ、ク リア
ー

ゾ
ー

ン を

形成する コ ロ ニ
ーを 14種取得 した。得 られた コ ロ ニ

ーは 、30℃ の 条件下 の

PCP 懸濁R2A 寒天 培地 で 4時間に て ク リア
ーゾーン形 成を 伴 う コ ロ ニ ーを

形成す る生 育 が 非 常 に速 いPCP 分解菌で あ り、　 Pr・／ud ・m ・naf やBurLfi・iden
’
a に属

す る細 菌 で あ る こ とが 示 され た。現 在 、得 られ た 分 解 菌 の 液 体培 地 にお け

る分 解 活 性 を測 定 す る と と も に 、PCP 分 解 酵素 を コ ードする 遺伝 子 の取得

を 試 み て い る。

Isolation　and 　characterization 　ofpentachlorophenol 　degrading
bacteria

　OTadafumi 　H〔〕RISAKI1，Mitsuru　NUMATAL ，　T
’
akashi 　HA

’
1
”
rA2，

　Hls誼 azuYAMANE
且
，　HldじakiNOJIRI1

　〔
／Biotech．　R ごs．　Cビnt ごr，　Univ ．

’
1
’
ukyo ，7Fac ．　Eng ．，　Okayama 　Univ，　Sci．）

本研究室で は遺伝子工 学に よ って 微生物の 汚染浄化能を 強化し、汚染環境

を 修復する た め の 研究 を進 め て き て い る 。本研究で は 、実際 に水銀 に よ っ
て 汚染 され た台湾 台南市の安 順 地区の 土壌を採取 し、そ の 土壌 にお け る水

銀濃度 を測定す る とともに、微生物 の 水銀浄化反応の 鍵で あ る水銀還元 酵

素遺伝子 merA を指標 と して そこ に 生息す る細菌 が持っ merA の 存在状況 と特

徴を調べ た。採取 した汚染土壌の 水銀濃度は、フ レ
ー

ム レス 原子吸光計 を

用 いて測定 した。汚染土壌 か ら抽出 したDNA を鋳型 と して、山 伽 傭 擁 躍、
Firmicutes、　 cr−Aoteobateria、β／γ

一Aoteobaeteriaが保有す る既知 の merA 配列 に特

異的 なプラ イマ
ー

を用い た PCR 及びその 増幅産物を ア ミノ 酸配列 に置 き換

えて 解析 を行った。その結果、Fimaicutefと β／γ
．Proteobacteriaの  副 は 多 くの

サ ン プ ル か ら検 出さ れた ．ま た 、ア ミ ノ酸配 列 に よ る 系統解析の 結果 で

は、各 土 壌サ ン プル 中に は 既知の merft 配列 と異 なる 新規の merA が 多 く存在
して い る こ とが示 唆され た。一方、汚染濃度 の 高 い 土壌 か ら検 出 され た

n・erA の 多様性は 低い こ と が わか り、高濃度 の 水銀汚染土 壌 に は特定 の merri

が優先 的に 存在 し、その 汚染土 壌に お い て 水平伝播 して い る可 能性 が考 え

られ た。本発表で は 、水銀 耐性遺伝子の 水 平伝播 に 関与す る トラ ン ス ポ ゾ

ン に特 異 的 な プ ラ イ マ
ーを 用 い たPCR 及 び そ の 増 幅産 物 に お け る mer ．4の 存

在 にっ い て 検 討 した結 果 にっ い て も報 告 す る。

Study 　on 　distribution 　and 　divers三ty　ofmercuric 　reductase

gene，　merA ，　in　a 　mercury 　polluted 　site 　in　Taiwan

　OMci−Fang　CHIENI ，Ric　lsHII ）o
／
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