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11p17　　ス トレス応 答 遺 伝 子が 大 腸 菌 の運 動性に 与 え る影 響 の評 価
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シ ーケ ン サ ーに よ る 遺伝子の 塩基 配列 決定や DNA マ イク ロ ア レ イに よ る遺伝

子発現量 の 網羅的解析が様々 な生物 種に お い て 容易 となった 。次 なる研 究の

ターゲ ッ トは 、各遺伝子か ら翻訳 され る タ ン パ ク質 に よ っ て 起 こ る細胞全体の

現象、つ ま り表現型 に つ い て調べ る こ とで ある。動物細胞に おい て は 、DNA マ

イ ク ロ ア レ イ の 発展型で あ る トラ ン ス フ ェク シ ョ ン セ ル ア レ イなどが研 究 され

て い る 。こ の 方法は 、それぞれ単独の 遺伝 f’を組み 込ん だ プ ラ ス ミ ドと遺伝子

導入 試薬の 混合物 をス ラ イ ドガ ラス に ア レ イ状 に ス ポ ッ トし、その 場で 遣伝子

組換 えを行 うもの で あ る。こ の 方法 に よ り、ある 主つ の 遺伝 子 を高発現 させ る

こ とに よ っ て細 胞が どの よ うな表現型 を示すの かを、ス ラ イ ドガ ラ ス 上 で 度

に調べ る こ とが可能 となった 。こ の 方法 を微生 物に 適用 させ るた め に 、我々 は

ス ラ イ ドガ ラス の 代わ りに ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン を用い 、その メ ン ブ レ ン 上 で 遺

伝子組 み換 えを行 うとい う方法 を開発 した 。こ の 方法に よ り、有機溶媒耐性や

酸化 ス ト レ ス 耐性 に関 連の ある 遺伝子 を新た に 見出す こ とが出来た 。本報告で

は、メ ン ブ レ ン 上で の 形質転換 松の 更 なる 改良 と、よ り多 くの 遺伝子か らス ト

レス 耐 性に 関連の ある 遺伝 子が新た に探索で きるか検討 を行った 。

【目的】大 腸 菌は 、べ ん 毛 回転 に よって 液相 での 推進 力を得 てい る．本研 究 で

は ，ス トレス 応答遺伝 丁
一で あ りべ ん 毛形 成 を制御 する rpoS 遺 伝子 に着 目 し，遺

伝子欠損 が 運動性に 与え る 影響 を調べ た ，軟 寒天 培地 で の 平均移 動速 度 の 算出

ならび に．微生 物撮像装置 を用い た 個別細胞 移動 の 観察 を行 うこ とで ，総 合 的

に運動性 評価 を 行った ．
【方法 お よ び結 果】大腸菌 BW25113 野 生株 と そ の ri ）eS 欠 損株，対 照 と して べ ん

毛 形 成 遺伝 f’で あ る flhC欠 損 株 を用 い た．これ らの 株 の 平 均 運 動 速 度 を M63 軟

寒天 培地 を用い て 算 出 する と，i
’
poS 欠損 株 は野 生 株 よ りも約 4 倍 高 い 運 動 性 を

示 し，、fihC欠 損株 は 運動 性 を 示 さな い 結 果 が 得 られ た．この 原 因 と して ，　 rpo ∫

欠 損株に お ける べ ん 毛 関連遺 伝子 発 現 量 が 野 生株 に比 べ 有 意 に増 加 して い た こ

とか ら，両株の 運動性の 違 い は ，べ ん 毛 活動 の 差 に 因 る もの で あ る と考 え られ

る ．さ らに ．個別細 胞移動 を観 察 した と こ ろ，rpoS 欠 損 株の 場 合 にお い ての み ，
低い 頻度で ，非常に 大 きな 運 動速 皮を もつ 細 胞 の 存在が 確認 され ，そ の 他 の 細

胞は そ の 場で 振勤運動を 行って い た ．この 振 動運 動 は，flhC欠損株 で も確 認 さ

れ た た め ，べ ん 毛 を介 さな い 運 動で あ る と考 え られ る．以 上 の 結 果 か ら，rpoS

欠損株の 平均 移動速 度の 増加 は ，菌体集団中の 特 異細 胞 の 運 動性 を反 映 して い

る こ とが 示唆 され た ．
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【目的】バ イ オ リフ ァ イナ リ
ー

は、再生可能資源を原料 と して 、バ イオ プ ロ セ ス

に よ りエ ネル ギー・化学原 料を生産する 次世代 の 基 盤技術 と して 則待 さ れ て い

る。本研究 で は ．コ
ー

ン コ プ 〔ス イ
ー

トコ
ー

ン の 穂 軸）を用 い るバ イオ リフ ァ

イナ リ ー構築 の
一

環 と して 、ヘ ミ セ ル ロ
ー

ス 成 分を有効 利川 した後 の コ
ー

ン コ

ブ酸加水分解残渣 を原料 と した乳酸 生産につ い て 検 討を行った。
【実験 方法及び結果】 コ

ー
ン コ ブを15％ 硫酸で 121 ℃、60min の 条件で 処理 し、

ヘ ミセ ル ロ
ー

ス 成分 を利用 した 後に 得 られ る残 渣を コ
ー

ン コ ブ酸加 水分解残渣

（Corn　Cobs　Residues，　CCR ）と した。こ の C ⊂ R を 10倍 景の 5DmM 酢 酸ナ トリウ ム

緩衝液 （pH45 ）中で 、酵素メ イセ ラ
ーゼ 〔明治製菓株式 会社 ） を α 5％ 〔w 〆v ）

添加 し、40 ℃、1DOrpm の 条件 で 酵素糖 化 を行った。乳 酸発酵は 、ホ モ 乳酸 菌

Laetoeocaus 　tαctis を使用 し、有効容量 2．OL ジ ャ
ー

フ ァ メ ン タ に よ り、CCR 酵素

糖化液 を炭素源 と した MRS 培 地 に 植菌 し、30 ℃ 、2DOrpm 、　pH6．0 の 条件 で 回分

培養 を行った。メ イ セ ラーゼ を 用い た 酵素糖化の 結 果、CCRIOOg ∫L か らグ ル コ ー
ス 44．SgtL が得 られ 、　 CCR の 約 45 ％が グ ル コ ース と して 回収 され た。この CCR

糖化液 を用 い 乳酸発 酵 を行 っ た 結 果、酵素糖 化が 全 体 の律速 段 階 と な り、ま た

pH条件 に よ り発 酵性 が 大 き く影響 さ れ た。現 在 、　CCR 糖 化 液 を用 い た乳 酸発 酵

条件及び 同時糖 化発 酵に よ る効率的 乳 酸 生 産 に つ い て検 討 を行 っ て い る。

【目的】石油の 代替燃 料 とな る新 しい エ ネル ギ ー
資源 と して 、藻類 を利 用 す る 試

みが 注 目 を集 め て い る。本 研 究 で は細 胞 内 に グ リ セ ロ ール を蓄 積 し、油 化 反 応

に よ り原 油状 物 質に転換 で き る耐 塩 性 藻 類 Dr♂照 伽 〃a 　iertioiectaを、特 定 の 波 長

の 光 を選 択 的か つ 低霓 力 で供 給 で き る発 光 ダ イ オ ード〔LED ）光 源 を用 い て 培 養

し、その 特性 を検討す る と と も に、pH 制 御 に よ る菌 体 回収 に つ い て検 討 した。
【実験 Ji法 ・

結 果】D．　rertioteera 　（ATCC ／　30929 ）を、無 機 塩 を含 む海 水 と 同等 の塩

濃 度 の 合 成 培 地 に よ りLED 照 明 を備 え た ジ ャ
ー

フ ァ メ ン ターを用 い て 種 々 の条

件 で 回分 及び連 続 培 養 を行 っ た。LED 光 源 と して CCS 社製 の赤 色 LED 〔ISC −201−
2，波 長 660nm ）及 び青 色 LED （ISC−201−2，波 長 47Snm ）を使用 した 。同 分 培 養 で は赤

色 ま た は 青色 LED 単独 で は 1．分 な増 殖が 得 られ ず 、赤 色 及 び青 色 LED を併 用 す

る こ と に よ り自色蛍 光灯 と同 等の 増 殖 が 得 られ 、グ リセ ロ ール含 有率 もS−100f，
で ほ ぼ同 等 とな っ た。増 殖 薗 体 は 既 報

1｝の pHX ］J御 に よ る方 法で 効率 的 に回 収 が

可 能 で あ っ た 。LED 光 源 を 用 い 、種 々 の滞 留時 間 で 連続 培養 を行 っ た とこ ろ 、
回分 培 養 に比 べ 菌 体濃 度 は低下 した が 菌 体生産 性 は向上 した 。LED 光源 を用 い

る こ とで 蛍 光灯 の VIO程 度の 消 費電 力で 同 等の D．tertioiectaの 増 殖 が 可 能 と考 え

られ た．現 在、LED 光源 を用 い 、　pH 制 御 に よ り菌 体 を同 収 し再 培養を 行 う繰 り

返 し 同分 培養 に つ い て 検討 を 行 っ て い る 。
り Horiuchi 　etal ．，J．　Biosci．Bioeng ．，95，412．415 〔20D3 ）
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