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シ ア ノ フ ァ
ー ジ Ma −LMMO 　I の ゲ ノ ム に コ
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【目的】近年 、湖沼にお い て 、有害 ・有毒ラン 藻の 大量発生 に よる水資源の 毒化 、 カ ビ

臭の 発生お よび 景観 の 悪化 とい っ た 問題 が 生 じて い る 。
これ まで に、演者 らは有毒ラ ン

Ut　Microqystis　aeruginosa 　NIES298 株に感染するシ ア ノ フ ァ
ー ジ Ma −LMMOI を世界で 初め

て分離 し、そ の 全ゲノ ム の 解読を終了 した
1）

。 そ の ゲ ノム 上 に認 め られ た約 180個の ORF
の うち 、

28 個の ORF に つ い て機能が予測されてお り、 本 フ ァ
ー ジ と宿主 との 相互 作用

を解明す る上 で 、それ らの 機能を解明す る こ とは非常 に重要で ある。 本研究で は 、
フ ァ

ージ感染後、宿主 の 溶菌時に必 要 とされ る 2 種の 異 なる溶菌酵素遺伝子に注 目し 、 それ

らの 大腸菌で の 発現 を試 みた 。

【方法】Ma −LMMO 　1 の ゲノ ム 情報を も とに 、 溶菌酵素遺伝子 （ORF69 お よび 95）を標

的 としたプ ライマ
ー

を設計 し、Ma −LMMOI の DNA を鋳型 として PCR を行 っ た 。 増幅産

物を pTrc 系ベ クターに挿入 し 、 大腸 菌 JM109 に形質転換させ た 。 カル ベ ニ シ リン 添加

LB 寒天培 地にて 形質転換体の ス ク リーニ ン グを行 ない 、　 IPTG 誘 導後 、 超音波破砕法を

用い 細胞 由来の 全タン パ ク質を SDS −PAGE に供 した 。

【結果お よび考察】ゲノ ム 解析の 結果 、 本 フ ァ
ージ は感染初期 と後期の 2 つ の 異なる遺

伝子転写単位か ら構成され る もの と推察 され、ORF69 と ORF95 はい ずれ も後期転写遺

伝子群 の コ ー ド領域に認 め られ た 。 ORF69 と ORF95 は 、それ ぞれ 251 お よび 357 ア ミ

ノ酸残基 を コ ー ドし、それ らの 分子 量は約 28．7KDa お よび 42．7・KDa で ある と推定され

た。 さらに 2 つ の ORF に つ い て BlasQ（ に よ る相 同性検索を行 っ た とこ ろ 、　ORF69 は

Pseudomonas　sp ．の リゾチ ーム と 44％の 相 同性 を示 した 。 また、　 ORF95 は 2 つ の 機能領

域を有 し、N 末端部 は λフ ァ
ージ由来の リゾチ

ーム と 82．7％、C 末端部は Synecho（IYstis　sp．
の 細胞膜 タン パ ク質に 関与す る メ タ ロ エ ン ドペ プチダ

ーゼ と 53．4％の 相同性 を示 した 。

ORF69 の 形質転換体は誘導開始 2 時間後よ り溶菌に よる顕著な OD 値 の減少 が見 られ、

約 28KDa の タン パ ク質の 発現 を確認 した 。

一
方 、

　 pTrc−OmpT ベ ク ター
を用い た ORF95

の 形質転換体に対 して 発現誘導 した とこ ろ、OD 値 の減少 が見 られ た が、 タ ン パ ク質の

発現量 は少 な く検出限界以下で あっ た 。 現在 、これ ら誘 導 タン パ ク 質の 更な る性状解析

を進め て い る 。 高等生 物 由来 の リゾチー ム と異 な り、フ ァ
ージ タイプ の リゾチー ム は基

質特異性の 高い こ とが 知 られ てお り 、 宿主域 の 決定に関与す る可能性が示唆されて い る。

今後、Ma −LMMO 　I ゲ ノ ム が コ ー ドす る リゾチー ム の 基質特異性 を明 らか にす る こ とで 、

ラン藻
一

フ ァ
ージ 間にお け る相互 作用 の 解明に つ なが る もの と期待 され る。
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