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　　Thirty−seven 　strains 　ofatype 　cul ω re 　of 　Gluconobacter　were 　examined 　f（）r　thc　presence
of 　plasmidS；plasmid5　wcrc 　extracted 　by　the　metbods 　of　Kado 　and 　I．iu，　Birnboim 　and

Doly，　Hansen　and 　Olsen
，
　and 　Clewell　and 　Helinski，　and 　subjected 　to　electrophores 三s

on 　agarose 　gel　fbllowed　by　measurement 　of 　their　molecular 　weight ．　 Ofthc 　fbur　methods

of 　extraction
，
　thc　method 　of 　Kado 　and 　Uu 　seeIned 　to　be　most 　sui 凱 blc．　 Plasmids　of

one 　to　f（）ur 　species 　were 面und 　in　twenty −seven 　strains 　among 　the 呂trains　tested．　 Mo −

lecular　weight3 　wcre 　in　the　rang ¢ of 　2　to　72　M 　dalton．　 The 負mctions 　of 　thcse　plasmids

are 　not 　presently　known ・

　Gluconobacter属 細菌 （G 菌）と Zpmomenas 属細菌 （Z

菌）は，系統発生的に 共通の 祖先 か ら分かれて きた の

で は な い か と 推定されて い る．1｝ すなわち，両菌とも

極鞭毛 を 有 し，Entner・Doudoro｛f 経路 に よ りグル コ

ース を 容易 に代謝 し，
TCA サ イ ク ル は 不完全 で ，高

い エ タ ノール 耐性とグル コ
ー

ス 耐性 を もち，Z 菌は嫌

気的 に エ タ ノ
ール を生成 し，G 菌は好気的に そ の エ タ

ノール を酸化する ．い ずれ も植物 の 汁液の あ る と こ ろ

に 生育 し，酸牲 の 環境を 好む．ゲ ノ ム サ イ ズ は Z 菌が

1．5x109　dalton，多 くの G 菌が 1．6× 109daltonで あ

る．た だ し，GC 含量 は Z 菌が 約48％ ，
　 G 菌は60〜64

％ と異なる．こ れ らの 共通 点を もとに して こ の 説 は，

両菌は共通 の 好気性菌を祖先とし，Z 菌は嫌気性 の 方

向 に ，
G 菌は 好気 性の 方向に，い ずれも TGA サ イ ク

ル と電子伝達系の 酵素の い くつ か を 失な っ て，進 化 し

て きた の で はな い か と考えて い る．

　著者らは前 に ，Z 菌に プ ラ ス ミ ドが存在す る こ とを

初め て 報告した．2） こ こで は，G 菌の 有用 な プ ラス ミ

ドを Z 菌の 育種 に利用す る こ とを目標として ，G 菌の

タ イ プ カ ル チ ャ
ー37株に つ い て プ ラ ス ミ ドを 検索 した

結果 に つ い て 報告する．

　G 菌は ，
2％　glycerol， 1％　yeast　extract ， お よ び 0。5

％　Polypepten，　pH 　6．5 よ りな る 培地に 30℃ ，好気的

に 振と う培養 した．プ ラ ス ミ ドの 抽出 は，次 の 4 つ の

方法 に つ い て 行 っ た．（i）Kado
，
　Liu の ア ル カ リ

・SDS

法，s） （ii）Birnb。im
，
　Doly の ア ル カ リ抽出法，4） （iii）

Hansen
，
01sen 法，　fi） お よ び （iv）Clewell，　Helin虹 の

cleared 　lysatc法．6｝ こ の うち ， 多くの 場合に も っ と も

良好な結果を与えた （i）の 方法にっ い て 詳しく， 他 の

方法 につ い て は そ の 概要 を述 べ る．

　Kado ，
　Liu の アル カ リ・SDS 法

s｝　 上 述 の 培地 に

24時間培養 した培養液 3　ml よ り菌体を集め ，
こ れを

プ ラ ス ミ ドを抽出する 1 回分 の 菌体量 と した．こ れを

1ml の E−buffer （40　mM 　Tr 語 お よ び 2mM 　EDTA

よ りな る液を酢酸 に よ り pH 　7．9 に諷整した もの ） に

懸濁 し，
こ れに 2　ml の 溶菌液 （50　mM 　Tris

，
　3％　so −

dium 　dodecyl　sulfate （SDS ）， お よ び 0．15　N 　NaOH か

らな る液）を加え ，65°G で 60分間加熱した．こ の 処理

は ，
　chromosomal 　DNA と RNA をプ ラ ス ミ ドDNA か

ら分離す る の に有効 に作用 した．次 に タ ン パ ク質と細

胞の 破片を除去す るた め，こ の tal（　phenol−chleroform

（1 ： 1）を 6ml 加えて 振とうし，上層の 水溶液を分離

して ，粗 プ ラ ス ミ ドと した ．

　Bi「nboim ，　Doly の ア ル カ リ抽 出法
4 ）　 上述 の 培
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養液 0．5 ロ塾1 中の 菌体量を，プラ ス ミ ドを抽出する 1 回

分 の自体量とした，菌体を lys・ zyme 処理およ び 1％
SDS を含む 0．2NNaOH 添加に より溶菌し， つ いで

3MNa 　ac 。tatc （pR 　4．8）を加え，　chrvmosomal 　DNA
，

タ ンパ ク質 ・SDS 複合体 ， 高分子の RNA を不溶化 し

た．ζれを遠心除去し，上澄液に エ タ ノー
ル を加えて

プ ラス ミ ドを沈で んさせ 、こ れを粗プラ ス ミ ドとした．

H 翼 鵬 Ob   漣
5） 610  に お ける OD 　80

を示す 菌体懸濁液 1　ml を ， プ ラ ス ミ ドを抽出する 1

回分の菌体量 とした ．Lysozyme と SDS を加えて 溶

園し，
Na ◎H で Chromosomal　DNA を変性させ た後 。

申和 し，次 ‘ζ SDS と Naa を加え て細胞膜 ・染色体

の複合体を塩析 した．こ れを遼心分離に より除去し，

上澄液lc　p◎lyethylene　glycol　6000を加えて プ ラス ミ

ドを濃縮 ，
ζ れを粧プ ラ ス ミ ドとした．

　 α ewe 』 He 囲 d の cleared 　lysate 法助

Hansen．　Oken 法と同量の 菌体量を プ ラス ミ ド抽出

の 1 回分 の 菌体量として 用 い た．菌体に lysozy皿 e
，

EDTA と detergent　 mh 【tUre （1％ Brij　 58
， 0．4％

sodium 　decnrychelate
，
　O．e625　M 　EDTA を舎む 0。05　M

Tris・HC1
，
　pH 　S．O）を加えて溶菌後， 透明な粘凋液を

逮心分離した．上澄液（cleared 　ly8ate）をフ ェ ノ
ー

ル 処

理 し ， 上層 の 水溶液中の フ ェ ノール をエ
ー

テ ル で 抽出

除去後，
エ タノ

ー
ル を加えて プ ラス ミ ドを沈で ん させ ，

ζ れを粗プラ ス ミ ドとした ．

　 M 卿  
η

らの 方法 に 従 っ て，粗 プ ラ ス ミ ドを ア ガ ロ

ース ゲル 電気泳Cbicか け ， プ ラス ミ ドを観察した．用

い た ア ガ ロ ー
ス は 同仁化学研究所製 agarose 　I （ゼ リ

ー強度 8009’cm ‘
以上）．ゲ ル 濃度は0．8％ ． 垂直 ス ラ

ブゲ ル （14× 12xO ・2cm ）を 用い ，
　 Bbuffer 中で ，

100

V ， 30−35皿 A で約 3 時間泳動 した ．泳動状態を 知る

ため ， 粗プ ラス ミ ド溶液IC　BJ　solution （3（e5　sueroee ，

50mM 　EDTA
， および O，05％　bro皿 ephenol 　b！ue ）ま

た は 姻 d皿gdye 　801ution （33％ 　glyoerol， 7％ SDS ，

およ び 0．07％   phc ロ 01 　bluc）を泳動前 に 加えた．

泳動後，ゲ ル を 1μgtml　ethidium 　bromidc 溶液で約
30分聞染色 し， ゲル に UV を照射して DNA バ ン ド

を櫨察した．撮影 に は Polaroid　Land　Filrn　T  ype　107

および Kodak 　Tbdhnical　Pan　Filrn　2415を用 い た ．

プ ラス ミ ドの 分子量は ， 試料プラス ミ ドと分子量既知

の プ ラス ミ ドを同
一

ゲ ル で 泳動 し，そ の 泳動距離よ り

測定した．用 い た 分子量既知 の プ ラス ミ ドは ， pVA

517Af−vH （36，
4．8

， 3．7， 3．4， 2．6， 2。0， 1．8 お よ び 1。4

Mda1），
●，　pMGI （20Mda1 ），

5，　pTN2 （74Mda1 ），
・｝およ

び F （63Mda1 ）
：o，で あ る．

　C ，　Sttha，Evalans　IFO 　3289 の プ ラス ミ ドを 上記 4 つ の

方法で 細製 し， こ れをア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動に か け

て 観察 し，プラ ス ミ ドの 抽出方法 を比較した一例を

F婚 1 に示す．17Mdal 付近 iCSUめ られる DNA は変

性 した chrornosomal 　DNA と考え られ，　 Clewel1法で

もっ とも多 く綛め られ た．Han8en 法，（llewel1法お

よ び BirnbOim 法で 6−8　Mdal 付近 に 3 本のバ ン ドが

認め られた が，こ れ らの バ ン ドは ， プ ラ ス ミ ド標品 の

保存期間 が長 くな っ た り，凍結融解を 2〜 3回繰 り返す

こ とに より濃 くなり， これにともな っ て 下部に認め ら

れる 4，3。7および 3　Mdal の 3本の プ ラス ミ ドバ ン

ドが淡くな る こ と よ り， 下部 3本の バ ン ドを   DN 馬

上部 3本の バ ン ドを oc 　DNA と推定した．　Kado らの

方法で は ， 下部3 本の バ ン ドの みが 認 め られ ， 上部 3

本の バ ン ドは 認め られなか っ た．

　
一

般 に ，
Kado らの 方法 によ ると，　 chromosomal

DNA の 変性バ ン ドがほ とん ど翻められず，こ の た め

プ ラス ミ ドの 泳勒に及ぼす障害が 小 さ くな り，分子量

が よ り正確に測定で きる点や ， chromosomal 　DNA 付
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Fig・1・　Aigarose　gel　d   ゆ ho舳 of 　pla頗 d5　ftom
　　σ。』祕 o卿 閥 IFO　3289．　Pla跏 nids　were 　prepared
　　by　thc　method 　o 『Har 　sen 　and 　O   5，（A），

　Cle−

　　w ¢ 旺鋤 dHdi 血 垣．）（B），　Kado 　and 　Liu8》（G），
　and

　　BimbOIm 　and 　Doly4， （D ）．　 Standard　plasmidS
　　（St。）： pTN2 ，　F，　pM 〔G1

，
　and 　pVA517 　A 〜 H ．

　　E 匚  trqphore 圏瞳5　 wa3 　 carried 　 out 　ill　T出｝acctate

　　bu衡 飢 12　Vlcm 葦br　3　h　u 纐ng 　O，8％ aga τ05e 　gd．
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Tabl ¢ L 　 Detection　of 　P正asmidS 　in　Gtucenobacter．

Str証n

　 Method 　 　 　 Nu 競 ber　of

　　　　　　　plasmid　bandS
AB （】 D 　 detectcd

oecular 　weight

afplasmid

　 detected
　 （Mdal）

σ．ligepq．〆hσiens　IFQ 　12388
0 ．melanegenzas 　IF（）12257
0 ．膨 ’anogenas 　TFO 　12258

θ．metattegenus 　IFO　3293

σ，nielano8enus 　IFO 　3294
（亨．sphaerthus　IFO 　12467
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σ・dfOXIacetenictts　IFO 　3272
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’
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の B3　C阻cwdl 　and 　Hdiinski； 

qKado 　and 　Uu ；
闘 D ；B   boi皿 artd 　Doly・o 　The　plus 齧igns　show 　that　plastnids　we ：℃
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近 に 位疑す る プ ラス ミ ドを容易に確認 で きる点 で ，
G

菌の プ ラ ス ミドを抽出する方法として は こ の方法が も

っ とも適当な方法 と彎え られた．しかし，
こ の 方法は

抽出操作中に プ ラ ス ミ ド DNA の 消失量が多く， プラ

ス ミ ドパ ン ドが 淡くなる傾向 が認 め られた． こ の 点

は ， プ ラス ミ ドを濃縮する ζ とで 補う ζ とがで きた．

Hansen らの方法は ， 変性 chromosomal 　DNA が 多 く

残る欠点 の ほか に ， 使用する菌体量が多く， 抽出操作

も煩維で あ っ た．Clcwellらの 方法で は ，

一般に溶菌

が起こ りに くく，detergent　TnixtUre を加えて か らの

処理時間を長 くして もG 菌の 溶啓はなお不完全で あ っ

た．BimbOim らの 方法で は ， 多くの 菌株 で プ ラス ミ

N 工工
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ドの 検出はで きな か っ た．

　ア ガ ロ
ース ゲ ル 上 で cc 　DNA バ ン ドと oc 　DNA ま

た は直鎖 DNA バ ン ドを区別する方法 と して ， 前述 の

凍結融解を繰 り返す方法以外に ，次 の 方法 も検討 した．

すなわ ち，プ ラ ス ミ ド標 品 を 50μ1 マ イ ク ロ シ リン ジ

を用 い て 吸入 と排出を約20回繰り返 し，物理的な 力に

よ っ て cc 　DNA を oc 　DNA また は直鎖 DNA に変性

させ ，処理 前後の プ ラ ス ミ ドバ ン ドの 位置の 変化，お

よ びバ ン ドの 濃淡の 変化を観察 して tccDNA を  

DNA や直鎖 DNA と区別 した．こ の 方法は約 20　Mdal

以上の プ ラ ス ミ ドに は有効で あ っ た．

　Table　1 に，　 G 菌の タ イ プ カ ル チ ャ
ー37株に つ い て

プ ラス ミ ドを観察 した結果を示す．観察されたプ ラス

ミ ドの 大きさは 2〜72Mda 玉
， 菌株に よ り1〜数種の プ

ラス ミ ドの 存在が認め られた ．プ ラス ミ ドが認 め られ

た 菌株は37株中27株で あ っ た が ， 既 存の 方法に よりプ

ラス ミ ドが認 め られ な か っ た菌株で も，プ ラ ス ミ ドの

抽出方法を改良する こ とに よ りプ ラ ス ミ ドの 認 め られ

る可能性は残 さ れて い る．

　 こ れ らプ ラ ス ミ ドの 表現形質 に つ い て ，薬剤耐性，

水銀耐性，炭素源の 資化性と生酸性な どを検討 した が，

そ れ らの 表現 形質との 関係につ い て は，こ れまで に 明

らか に な っ て い な い ．

　 本研究 に使用 した CIUe’onobatter 属細菌 は すべ て 山口大学農学

　 部飴 山　実教授 よ り分譲を受けま した．こ こ に 厚 くお礼を申 し上 げ

　 ます．
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