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リゾビ トキ シ ン 生合成遺伝子 の機能解析 と非生産菌へ の 導入
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【目的】 根粒菌 Bradyrhizobiion♂  漉 が生産する リゾ ビ トキシ ン （RT）は、宿主植物の エ

チ レ ン合成系にある ACC 合成酵素を特異的に阻害し 、
エ チ レ ン レ ベ ル を低下 させ るこ とで

マ メ科植物へ の 根粒形成を促進する因子で あるこ とが 明らか に されて い る （Okazaki　et　al．
2004Microbes．　EnViron．19； 99−111）。本研究で は、 1）これまでに機能が調べ られ てい る B．

etkWtii 　 USDA94 株の RT 生合成遺伝子 nvlC の 次に位置する ，txl）の RT 生合成にお ける機能

を明 らか にするこ と、 2 ）RT 非生産菌 （根粒菌、　Agπ め  彪 腕槻 ）今 の ur 遺伝子群の 導入 に

よる RT 生産能付与の 可能性つ い て 明 らか にするこ とを目的とした。

【方法】　 1 ）B．　elkwziiUSDA94 株の 伽 4 お よび 鷹 D へ

、
カ ナマ イシ ン耐性遺伝子 カセ ッ ト

を導入 した挿入変異枡鯒 ，△rntD を作製 した。良く洗浄した野生株お よび A，tVl 、 △FtxD そ

れぞれの 菌体を 、 ア ミノ酸を含む リン酸バ ッ フ ァ
ーに懸濁 し、2 時間、30℃ の 条件下で震盪

した 。 その 後 、 懸濁液上清中の物質を P皿 C （イソチオシ ア ン酸フ ェ ニ ル ）誘導体として LαMS

分析にて RT 中間体で あるセ リノ
ー

ル を定量 した。 2 ）約 9kb の nv 遺伝子群 （翻 CDEFG ）

を、広宿主域ベ クター
pBBRlMCS −2 の lacプ ロ モ ーター転写制御下にあるよ うに導入 した。

プ ラス ミ ドの RT 非生産菌へ の 導入は 、 接合または エ レ ク トロ ポ レー
シ ョ ン 法にて行い 、抗

生物質耐 生お よび PCR 法によ り導入菌株を選択 した。　 ur 遺伝子の発現 と RtxA タンパ ク質

生産は、抗 RtxA 抗体を用い た ウエ ス タ ンブ ロ ソテ ィ ン グ解析にて検出し、　 RT およびその

中間体 （セ リノール
、 ジヒ ドロ リゾビ トキシ ン ）の 生産量は Tris−wnT 培養液上清中の 物

質 を、上述 と同様に prrc 誘導体とし Lα MS 分析にて定量 した 。

【結果と考察】　 1）B．♂  痂 細胞ヘ グル タ ミン を添加するこ とでセ リノール 合成量が無添

加 に比べ て増加 した。セ リノ
ー

ル はジ ヒ ドロ キシ ア セ トン リン酸か らア ミノ基転移反応を経

て合成され るの で 、 グル タ ミ ン の ア ミノ基が転移 して い る こ とが示唆 された。 さらに△rtiD

は グル タ ミン 添加によるセ リノ
ー

ル 合成量が野生株 に比 べ て低い 値を示 した。 これまでセ リ

ノ
ー

ル合成酵素は 旗 A の みが コ ・一・　F
’
してい ると考えられてい たが、上述の 結果お よび ，tcD

の ア ミノ酸配列 が グル タ ミン ア ミ ド トラン ス フ ェ ラ
ーゼ と相同性 があるとい う事実か ら、

ltrD はグル タ ミン ア ミ ド基依存性の セ リノ
ー

ル 合成酵素を コ ー
ドして い る可能性が示唆さ

れた。 本発表では 翻 お よび ，txD の機能分担につ い て 、
15N

標識 グル タ ミン を用い た トレ

ー
サ

ー
実験の 結果も報告する 。

2 ）nv 遺伝子群を含む pBBR ：：PldcRTを導入 した Sinorhizobium

melitoti 　lim1021 株お よび Agrobacterium　nanefacierzs　C58CIRifR株は 、 培地中に おい て 恒常的な

RtxA タンパ ク質の 生産を示 し 、 少 なくとも A．　tlanefaciens　c58clRifR（pBBR ：：PldcRT）株は Rr

生産能を示 した。
RT 生産能を有する A．　tumqfaciensは宿主植物の エ チ レ ン レ ベ ル を低下させ

る こ とに より、植物形質転換効率の 増加が期待され る 。
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