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（目的）植物地 上 部 の 共生 細菌群集の 中で ，Vethyiobacterium属細菌が 多 くを占め
て い る。本属細菌は 植物か ら放出 され るメ タ ノ ール を栄養源 と して 優 占化 して

い る と考 え られて い る が、植物種 と微生物種との 相互 作用や関連性は不明で あ
る。本研 究で はMALD 互一TOF ／MS を応用 した 本属細蘭の 分類体系 を確立す ると共
に 、イネ種 子か ら分離 した本属細 菌の 分類 へ 応用す る こ と を目的 とす る。
（方法 と 結果）本属細菌 の 総 タ ン パ ク 質抽出物 をサ ンプ ル と してMALDI −TOFt
MS で 分析 した 結果、分析 範囲 （mtz 　2000−20，000 ）の 間で 検 出される ピークは、
リ ボ ゾ ー

ム タ ン バ ク 質の 19個 の質量 と
一
致 し た．各種培養条件で 長時 間培養 し

て も、マ ス ス ペ ク トル の 変動 は ほ とん ど なか っ た。本属細菌 の基 準株 で解析 し．
簡便 に種 を 判別するこ との 出来る 系統樹の 作成法を構築 した 。施肥条件の 異な
る イ ネ農林 18．岑．の もみ殻 ・玄 米か ら分離した 本属細菌を解析 した 結果、施肥条

件 に よ って 分 離される菌が異なる こ とが 分か っ た 。また 他国で 栽培 された品種
の 異 なる イネか ら分離 した菌 も同様に解析し た結 果、円本 を含めた3 国で共通

す る本属細 菌は検 出されなか っ た。こ の こ とか ら、イネ種子内の 本属細 菌は植

物種
・
栽培環 境に 大き く影 響 を受けて い る こ とが 示唆 され た 。

宿主 と寄生者 間で の 軍拡競争で は 、一方の 変化に抗 し他方が 変化 し、さ らにそ

れ に抗 し変化する サ イクル が 繰り返 され る た め 両者の 進化速度の H昇が考 えら

れ る。ゲ ノ ム サ イズの 小 さい 寄生者の 経時 的なゲ ノ ム 解析 の 報告 例 はあ るが、
両者の 全ゲ ノム の 経時変化を解析した例 は 未だ ない 、，そこ で 、本研 究で は大腸

菌 とそれ に 感染する RNA バ クテ リ オ フ ァ
ージ Qβ （Qβフ ア

ー
ジ）を用い たモ デ

ル 共進化系を構築し （第 62 回 生物
．
i：学会 年会 に て 報告 ）、両者 の ゲノ ム 変化 を

解析 し、共進化系で は 宿主 と寄生者の 変異固定速度が増 加す る こ と示 した。
大腸菌 とQβフ ァ

ージを混合 し、両者を含む 培養液を毎日継代 する共進化系 と大

腸菌に Qβフ ァ
ー

ジを感染後増幅し た フ ァ
ージ を分離 し新た に 大腸菌 に 感染 を

繰 り返す Qβフ ァ
ー

ジ単独進化系を約 165 世代継 続した。Qβフ ァ
ージ の ゲ ノ ム

解析は、3｝−RACE 法 と 5
’−RACE 法を用い て決定 した。大 腸菌の ゲノ ム 解析 は、

イル ミナ社GA 　llxを用い て 解祈し た 。
　 GA 　IIxで 検出 され た変異 は ジ デ オキ シ 法

で 確定 した。大腸菌の 変異固定速度は既 に 報告 した 大腸 菌の 長期 問培 養の 結果

（岸本 ら，20エO，PLoS 　Genetics｝よ り約 10倍大 き く、また、共進化系で の Qβフ ァ
ー

ジの 変異固定速度は 、本研究の 単独進化系 よ り約3．4倍 大 きかった。
実験 室内で 環境を

一
定に保つ こ とが 可能 な条件 で 世代 時間の 短い 大腸 菌を用

い たモ デ ル 共進化系を 用い る こ とに よ り、宿主 と寄生者 で の 軍拡競 争を伴 う共

進化系で は 両者の 進化 速度が 大 きくなる こ とを明 らかに した。
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【背 景と 目的】

C．　alhicans は ．ヒ トの 皮膚や 凵腔 などの 上皮組 織に 常在の 口和 見 感 染 真 菌 で あ

る が ，エ イ ズ や ガ ン ．免疫抑制剤 の 投与，高齢 化な どに よ り宿 主 の免 疫 力 が低
ドす る と そ の 病原性 を発揮 し，カ ン ジ ダ症 を引 き起 こ す こ とが 知 ら れ て い る ．

既 存の 抗 真菌剤の 効能が
一
卜分で な く、また多剤 耐性 菌の増加 と い っ た 問題 が存

在 し，治療が 困難 と され て い る、特 に血流 に乗 り全 身に渡 っ て そ の病 原 性 が広

が る深在性 カ ン ジ ダ症 にお い て は ，致死 率が40％ 以上 と非常 に 高 い ．高 齢 化社

会 を迎 え る に あた り患者数が増加 の
一

途を辿 る と考 え られ る た め，カ ン ジ ダ症

の 有効な 診断
・
治療法の 開発が 強 く望 まれてい る、そ こ で新規 治療 法 確 立 に 向

け ，二 次 元 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

と質景分析 を用 い た解 析法 に よ る C．
aibican ．s の 病原 性に つ なが る と考 え られ る 細胞壁 タ ン パ ク 質の 網羅 的 探 索 を

行った ．
【方法 と 結 果】

C．　albicam ’は 酵 母 形 と 菌糸形 を と る 二 形性 真菌で あ るが，菌糸形 はそ の 細胞表

層 で 宿 主 と相 互 作用 し，宿主 細胞組織 を破壊す る た め ，特 に病 原性が 高 い ．そ

こで ，菌 糸形 の細 胞 表層 に重 要 な病原性 因子が 数多 く存在する の で はない かと

考 えて ．菌 糸 形 に特 異 的 に存 在す る細 胞壁 タ ン パ ク質 の プ ロ テ オ
ー

ム 解析 を

行 っ た ，そ の 結 果 に つ い て ，ま と め て報告す る．

【目的】注射薬、輸液 など非 経Il医薬品の 製造時に エ ン ド トキ シ ン （ET ）混入
が ない こ と の 確 認は必須で あ り．社会的に もET の 迅 速、高感度測定が求 め られ
て い る 。我々 は 、LAL 試薬 を表 面に 固定化 させ た マ イ ク ロ ビ ーズ を開発 し、　 ET
濃 度に起 囚 した ビーズ の 凝集 に 伴い 生 じる速や か な光透過率の L昇を攪拌比 濁

法 〔EX 一且OO、興和 〉で 計測 する こ とに よ り、従来法 に比べ て ET 測定の 大 1嘔な

迅 速 ・
高 感度化 に成功 した L）。しか しなが ら、ビーズ の 粒形 に は分布が あ り、試

薬 の 最適 化 に は ビーズ の 学分散化が 望 まれ る 。本研 究で は 、超音波 を用 い て ビ ー
ズ を単 分散化 させ 、ET 検 出を 更に 迅速 か つ 高感度 に行 うこ とを目的と した ．
1方法 と結 果】LAL を表面 に 固定化 する 前の マ イク ロ ビ ーズ を様 々 な条件で 超

音 波 処 理 した 。ビーズの 分散状態 は、顕微鏡観 察 と レ
ー

ザ
ー

光散乱装 置 〔EX −
300 ；興和）を用い て、評価 した。超 音波 照射後、水溶性蛋白質の Ceagulogenで
ビ ーズ 表面 を被 膜 し、さ ら に LAL 試薬を混 合 して ET を作用 させ 、攪拌比濁法

で ET 検 出 を行 った。そ の 結 果、適切な 強度、処理時間、周波数で 超音波処理 し

た場 合、検 出時 間の 短 縮 と 高感度測 定が 可 能 と な った （ET 濃度 O．000SEU ／ml を

35．2 分 で 検出）。ま た、作 成 した ビーズ試 薬 を凍結 融 解 し て も良好 に ET 測定が

ロ∫能で あ り、本試薬の 実 用 性 が 示 唆 され た ．超 音波 処 理 は ET の 混人 な し に ビー
ズ粒子 を分散で きる有効 な方法 であ る。現 在、超 音 波 処 理 条件 の最適 化 と分散

剤 との 併用 を検討中で あ る。1）H22 生 物 工 学 会 要 旨 p」 74．
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