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Hyaluronan （HA ）synthesisby 　mlcroalga ］Ch ’orelta 　cells 　in　combina 匸ion　with 　chlorovi 一
田 ses 　rePresents 　a　unique 　eco −friendly　process　conve 蔦ing　sotar 　energy 　and 　CO2　in匸o
use 佃 materials ．　However ，　atthe 　final　stage 　ofviral 　infeclion，　the　infected　host　cells 　are

completely 　lysed，　so　HA 　Should　be　harvested　befbre　cet ］］ysis．　To 　improve 　the　yie］d　of

HA 　synthesis ，亡wo 　ways 　were 　studied 　in　this　work ：（り adopting 　slow −growing 　chlorovi −
rus 　isoTates　and （iりmodification 　ofvirus 　rep ［ication　precess　wi 亡h　an 　inhibitor　ofDNA

synthesis ．　Compared　with 　PBCV −1，the　prototype　chlorovims ，　slow −growing 　virus 　iso−
iates　CVO 且 and 　CVTSI 　gave　 l、5　times　higher　concentration 　of 　HA 　in　infected　Chlo−
relta　cu 且tures ．　 Furthermore，　 addition 　of 　aphidicolin ，　an 　inhibitor　of 　DNA 　syn 匸hesis，
de且ayed 　the　virus 　replication 　cycle 　and 　raised 　final　ceneentration 　of 　HA 　to 且．5　times　as

much 　as 山飢 wi 山 out 　aphidicolin 　in　the 　culture ．　Therefbre，2−3　times　increase　in山e

yield　ofHA 　synthesls　by 　Chtore’la−v   s　sys しem 　was 　attained 　by　using 　slow −growing
viral 　isolates　and　with 　aphidicotin ．

【目的】 単細胞緑藻 ク ロ レ ラは 、光合成に おける Calvin 回 路発見よ りSO 年以 上

にわ た り植物 生化学、生理学 の モ デ ル 系 と して 重要 な研 究対象とな っ て き た。
従来、ク ロ レ ラ は運動性 を持た ず、無性生 殖性で ある と考え られ て きた 。しか

し、Chlorella　variabilis 　NC64A 株 （以 下NC64A ）の 全 ゲ ノ ム配 列が 解読 され た 結

果、減数分裂関連遺伝 子群、さら に ク ラ ミ ドモ ナ スで 同定 され た 鞭毛関連遺伝

子群の
一

部が高度 に保存 されて い る こ とが明 らか とな っ た。これ に類 似 した 事

例 として 、配偶 r一形成の 際 に 特殊 な運動性鞭毛 を形成 し、有性生 殖 を行 う淡水

性珪藻 タ ラ シ オシ ラ （Thaiassiosira　pseudonana等 ）が 知 られ て い る 。この こ とか

ら、NC64A が鞭毛 を形 成 し、運動性、有性生 殖性 を持つ 可 能性が 示唆 され た。
そ こで 本研究で は、NC64A の 鞭毛関連遺伝子群 につ い て 発現解析及び 発 現 の 誘

導条件検討 を目的 と した。
【方 法 ・結剰 DNA マ イク ロ ア レ イ解析 を 用い て 発 現変動 遺伝 子群 の 探 索 を試

み た。NC64A よ り鞭毛関連遺伝子 103 個、減数分 裂関連 遺伝 子4個、ハ ウス キ
ー

ピン グ遺伝子 22個 をピ ッ ク ア ッ プ し、マ イク ロ ア レイ を作 製 した （フ ィ ル ジ ェ

ン社 ）。窒素源飢餓条件で 12h と48　h．0．亅mM ア ブ シ ジ ン酸添加条件 で 6h と 40

h、低温 条件で 6h 培養 した NC64A よ りtota1　RNA を取得 し、ア レ イ解析 を行 っ

た 。コ ン ト ロ ール は 通常培養 した NC64A を用 い た。その 結果少 なくと も2個の

鞭 毛 関連 遺 伝子 に つ い て 、明 確 な発現量 の変動が確認 された。現在 こ れ ら遣伝

子 を ターゲ ッ トと し た qRT−PCR 解析 に よ り、最適 な誘導条件の 検討 を行 っ て い

る。
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1目的 】ク ロ レ ラウ イ ル ス は 直径約 且90nm の 正二 十面体粒子内 に 、330 〜390 　kbp

もの dsDNA ゲ ノム を持 つ 、非常 に巨大 なウ イル ス で ある。こ の ウ イル ス は 単細

胞緑 藻 ク ロ レ ラ に感染 し増殖す る こ とか ら、藻類 の バ イオテ ク ノ ロ ジ ー
ツ
ー

ル

と して 注 目 され て い る。しかし、宿 主で ある ク ロ レ ラ 及び ウ イ ル ス 自体の 遺伝

子 組換 え技術 は未 だ確立 されて い ない 。そこ で 本研 究で は 、ク ロ レ ラ ウ イ ル ス

遺伝子組み 換 え技術 の 開発 を試み 、藻類バ イオ テ ク ノロ ジ ー
研究 の 発展に 大 き

く寄 与す る こ とを 目指 した 。
【方法 ・結果】本研 究で 重要 となるの が、DNA 導 入法、組換 え法、マ

ーカー遺

伝子 と組換 えウ イル ス の 選 択回収法で ある。まず、DNA 導人法 と して エ レク ト

ロ ポ レ ーシ ョ ン 法 を用い 、ウ イル ス 感染 中の ク ロ レ ラ 細 胞に 導入 を 試み る 。次

に、組換 え法 と して相 同組 換え．あるい は トラ ン ス ポ ゾ ン を使用 した 組換え を

行 う。ク ロ レラ ウ イル ス は宿主細胞表面に蓄積 させ る 多糖 に よ りHAS 型 （ヒア

ル ロ ン 酸蓄積型 ｝、CHS 型 〔キチ ン 蓄積 型 ）に区別で きる。　 HAS 、　 CHS 遺伝子は

もともとウ イル ス 内に存 在する遺伝 子で あるた め、組換えの 際 にマ
ーカーと し

て 利 用 可能 と考え られ る。そ して 、組換 えウ イル ス の 選択回収法 と して 、ビオ

チ ン 標 識HA 結合 タ ン パ ク質 とstreptavidin 結合マ グネテ ィ ッ ク ビ ーズ を用 い ．磁
石 に よ る 回収 を試み て い る 。現在 まで 、組換 え対象 となる ウ イ ル ス （CVK2 ）と組

換 え体 を想 定 したウ イル ス （CVIKI ）を混合割 合 CVIKI ；CVK2 ＝1，10GOO の 条件 に

おい て CVTKI の 回 収（B ％ ）に 成功 して い る 。よ り低濃 度（約 1；1億程 度 ｝の サ ン プ

ル か ら組換 え型 を安 定 して 選択
・
回収で き る条件 を検討 し、遺 伝 子 組 換 え ウ イ

ル ス の 作製 を試み る 。

【目的1RaLylonia　solanacearum は 200種以 上の 植物 に 感染 し、萎凋 を引 き起 こ

す。R．　solanacearum は 根 の 傷口 か ら内部に 侵入 し、通水阻害 に よ り萎 凋を 引 き

起こ す感染機構 が 知 られ る 。近 年、R．　selanace α rum の 植物感染に 走化性 が 重要

とな る こ とが 報 告 され た 。しか し、植物感染に 関わる 具体的な走 化性 機構 は 解

明さ れ て い な い 。本 研 究で は、R．　solanacearum 　Ps29を用 い 、植物 感染に 関わ る

走 化性機 構の 解明を試み た。
【結 果 】Ps29 は 植物根か ら分泌 される 滲出液の 主 要成分で あ る有機酸 や ア ミ ノ

酸に 対 し強 く誘引 され る。特 に、リン ゴ 酸に は 極め て 強 く誘引 され た 。ま た、
Ps29 は 傷詈ス トレ ス 応答性植物 ホ ル モ ン で ある ジ ャ ス モ ン 酸 に 誘引応 答 を 示

した 。この こ とか ら、R．　sotanacearum は 根滲出液の 主 要画分 厂有機酸」や 「ア

ミノ 酸」 を感知 して 根面 へ と集積 し、傷口 か ら分泌 され る 「ジ ャ ス モ ン酸」 を

感知 し て根 内部 へ と侵入す る とい う走化性 を介 した感 染モ デ ル が 考 え られ る。
BLASTP 解析 に よ りR，　sotanacearum は 22 の 走化性セ ン サ ータ ンパ ク （MCP ｝を

有す る こ とが 予 想 され たが、これ らの 機能は明 らかで ない 。走化性機構解明 に

お い て MCP 機能の 解析は 重要 となる。走化性 モ デ ル 株 PseudOmonas 　aeruginosa

PAO 且を 用 い た 異 種株相補試験 に よる 機能解析か ら、植物 関連物 質走化性 に 関

わ る Ps29 −MCp を推定 し た。現 在、当該 Ps29−MCP を破壊 した 変異株 を取得 し、
走化性 と植物感染実験に よ りMCP の 機能解析 を行 っ てい る。

Development 　of 　recombinant 　DNA 　technolog）r　of 　Chlorella　viruses

OYuki　Takernoto，　Takeru 　Kawasaki ，　Makoto 　Fujie，1欲 ashi 　Y  ada

　（Dept．　Mol．　BLotech．，　Grad．　Sch．　Adv ．　Sci．Mat ．，　Hiroshima 　Univ．）

Chemotaxis 　towam 適plant・associated 　compo 皿 ds　in　R α醜 α瘤α sola−
nacear 脚 m 　and 　i巳s　invo亘ve 皿 ent　in　bacterial　w 己lt

　OShota　Oku ，　Kanako 　Yoneda ，　Kenji　Nakazato，　Toshihiro　Tal［ariishi，　Akiko 　Hida，
　τ亘kahisa珂 ima，　Yutaka 　Nakashimada ，　Junichi　Kato
　（Dept．　Mol．　Biotech，，　Grad ．　Sch．　Adv ．　Sci．Mat，，　Hiroshima　Univ，）

Key 　words 　ChTore］la　virus ，　has Key　words 　Ra［stonia　sGlanacearum ，　chemo ヒaxis ，　plant　pathegen，jasmonic　acid

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


