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【背景
・

目的】
一酸化炭 素資化性菌は 一酸化炭素 （CO ） を炭素源や

エ ネル ギ
ー源 として 増殖 で きる。CO は毒 ガ ス と して 知 られ る 反面、

代 謝副 産 物 や 有機物 分解、火 山ガ ス に よ っ て 生 じ、常 に 環境 へ 供給

され 続 け る 物 質で ある ．CO 資化性菌は CO を低濃 度に 保つ CO ス カ

ベ ン ジ ャ
ーと して の 重要性が 指摘 され て い るが、熱水 環 境 に お け る

生態は 明 らかに され て こ なか っ た 。 本研究で は 生態学 的畊究の 端緒

と して 定量的PCR 法 に よる CO資化性菌の 定量 を試み た。
【方 法】CO 資化性好 熱菌（；arborydothermus 　bydrogelloforoiansと

当研究室 で 鹿児島県鰻湿泉 よ り分離 したCperth コaー の ゲ ノム よ り定

量的PCR 法 の 標的遺伝子 を探索 し、プ ラ イマ ーを設計 した。鰻 温 泉

試料 よ りisoil　for　Beads 　Beating （ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン ） を用 い て 抽 出

し たDNA を鋳型 に 用い て 、試料 中の 遺伝子 コ ピー
数 を 走量 的 PCR

法 に よ り定量 した。
【結 果 ・考 察 】CO 代 謝 系 の 鍵 酵 素 で あ るごoo5L ∬はNADPH 生 産 に 関

与す る と推 定 され、〔：hvdrogefiofJrm．7ns とCpeM ］lax の c／ooS −U は

93％の 高い 相 同性 を示 した た め、定量的PCR 法の標的遺伝子 とした tt

定量 的PCR の 結 果、試料 中の cooS −∬ は4．5 × IOs　copies ！ml で あ り、
直 接 計 数 法 に よ る 細 胞 密 度 は5．4 × 109　cells／ml で あ っ た 。乙：

hydrogenoformansはゲ ノ ム 中 に 1コ ピーの cooS ：∬ を 有す る こ とか ら、
本 遺 伝 子 を ！copy ／genome と す る と、微 生 物 群 集 の 約 10％ を

Carboxydothermus属 細菌に近縁 なCO資化性 好熱菌が占め る と推察

され た。Cperimax は水 素 生 成 CO 資 化性 好 熱 菌 で あ り、　CO 濃度 を

制 御 す る と同 時 に水素 を 供 給 で きる こ と か ら、代謝 副産物 と して

CO を生産 し得 る硫酸還 元 菌や メ タ ン 生 成菌 などの 微生 物 と共生 関

係 にある と考えられ る。
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【目的】Ae ノ
’
opyrtlln 　pemix は中性 好 気 性 の 超 好熱 古 細 菌 で、そ の

代謝 に 関 して 不明な点が 多 い
。 遺伝子組 換 え系は、代謝系 を解析す

る 際の 強力 な手法で あ るが、本 種に 対す る系 は構築 さ れて い ない 。
本研 究 で は、二 重 交差相 同 組換 えを利用 し℃ 4．pernfx 　K1 株 ピ リミ

ジ ン 合 成 系 の 遺 伝 子pyrE 、及 びρ7rF を標的 と し遺伝 r一組換 え系

の 構築 を 試み た。
【方法】Kl 株が 保有する 制限系 C4pe　Kl） が 導入 DNA に 及 ぼ す 影

響 を調べ る ため、メ チ ル 化酵素M ．GpC 、及びM 魚 θ IIIを用い て 導入

用 の 環 状 プ ラ ス ミ ドを メ チ ル 化 し、Ape 　Kl 処理 を行 っ た。組換え

実験 の 概 略 を次 に 記す。メ チ ル 化 した 環状、ある い は直鎖状DNA を、
電気 穿 孔 法 を用 い て 木株 に 導入 した。増殖 阻害剤 で あ る5一フ ル オ ロ

オ ロ ト酸 （5・FOA ）の 取 り込み能 を消失 したρ躍
・
助 π F の 遺伝子

破壊 候補株 を、ウ ラ シ ル 要求性 を指標 と して 選抜 した。そ の 後、破

壊 領域 を標 的 と した PCR に よ り破壊株の 遺伝子型 を決定 した。
【結 果 と考 察】 メ チ ル 化 した プ ラ ス ミ ドを制 限 処 理 した 結 果、M ，
GpC に よ っ て 切 断 を免 れ る こ とが 示 唆 され た。そ の 為、組換 え実験

で はM ．GpC を用 い た。遺伝チの 導入 後、選抜 培 地 ヒで 増殖 し た コ ロ

ニ
ー

をPCR に 供 した 結果、直鎖
・
環状 DNA の い ず れ を用 い た場合

で も、野生 株 よ り約 1．lkb 短 い 増 幅 産 物 が 得 られ た。塩基 配 列解析

の 結果、標 的 と した両 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ て い る こ とが 示 され た。
PCR の 結果、約半数の コ ロ ニ

ー
で 野生株由来 と考えられ る 増幅産物

が 混在 して い た 。 これ らの コ ロ ニ
ー

か ら純化操作 に よ り破壊株 を確

立 する こ とが
．
lr亅
．
能 で あ っ た。一連の 操作 に よ り、本株の 標 的遺伝子

組 み 換 え株 の 作 成 が 可 能 とな っ た。形 質転換 効率が 低い こ と な どの

解 決 に 向 け 最適 化 を試 み て い る c
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【背景
・
目的 】火 rLi性 熱水環境 をは じめ と し、様 々 な 環境に お い て

嫌気性CO 資化性菌 は炭素循環 に 重 要 な役 割 を 果 た して い る 。本菌

の 多 くはCO を電子供 与体 と した、呼吸 やNADH の 再 生 産等、特 異

なCO代謝系を有 し、　Ni−Carbon　mQnQxide 　dehydrogenase （CODH ）

が 中 心的 な機能 を担っ て い る。近年の ゲノ ム 解析や 様々 な環境の メ

タゲ ノ ム 解析か らCODH の 多様性が 明 らか とな ［，、本酵素 はCO 代謝

以 外に も様 々 な代謝 機 能 を担 う可 能性 が 示唆 され て い る 。 本研 究で

は、CODH の 中で もこれ まで研 究 の な され て こ なか っ た 「変わ り者」

の CODH に 注 目しそ の 性状 や機能 を明 らか にす る こ とを 目的 と した。
【方法】 デ

ータ ベ ース よ りCODH （coeS ）ホ モ ロ グ を探索 し、そ の

分 布や 分子 系統解析 を行 っ た。本結果 よ りCarbOiydothermus 属細

菌の 有する CODH 　V に 注 目 し、大腸 菌を用 い て 本属細菌由来CODH
V 発現 系 を構築 し、Ohydrogenofornians 由来 CODH 　IIと比 較 した。
最 後 に両 酵 素で 相 違の み られ た 活性中心配位子 を改変 した変 異 酵 素

を作製 し、各 々 性 状 を比 較 した。
【結 果 ・考 察 】CODH ホ モ ロ グ は系 統 的 に2つ に グ ル ーピ ン グ され た

（Groupl ，　Group2 ）。ま た、　 CODH 　IIを含 む Group1で は 各鉄硫 黄 ク

ラ ス タ ー配位子が 完全 に 保存 され て い たの に 対 し、CODH 　V を含 む

Group2で は 配位 子 に 多様性が み ら れ た。組 み 換 えCODH 　V で は組

み換 えCODH 　IIと比 べ CO酸化活性が 1／50 と低 く、CO2 、　 NH20H に

対 して 各 々 15、100倍 高 い 還 元 活性 を示 し た。また CODH 　II活 性 中

心 配 位子 をCODH 　V 型 に変 え た変 異 体 はNH20H 還元 活性 が増大 し

た こ と よ り配位子の 相 違 が 上 記性 状 の 相 違 の 原 因 の 1つ と考 え られ

た。現在、Ofiydrogenoformensを用 い て cecxS 　7 の 転 写 解 析 を進 め

て い る 。
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我々 は こ れ まで に、農耕 地土壌 か ら発生 する 温室効果 ガ ス N20 の 低

減化へ の 応用 を目指 して 、日本各地の 水田土 壌か ら脱 窒細 菌 を多数

分 離 して きた。本研 究で は、分離菌株 の 中で N ，OをN ・に還 元す る能

力の 高い AzonrCtng属 KH32C 株 につ い て ゲ ノ ム 全塩基 配 列を決定 し

た。さ らに、KH32C 株 と 同 じRhodocyciaceae科 に 属 しゲ ノ ム 解 読

され た 窒素固 定エ ン ドフ ァ イ トのAzonrcus 属BH72 株 と芳香 族 化 合

物分 解脱窒菌．4remfitoleuni属EbN1株 との 比較ゲ ノム 解析 を 行 っ た。
KH32C 株 は5．08Mb の 環状 ゲ ノ ム と737kb の 環状 プ ラ ス ミ ドを保有 し

て い た。ゲ ノ ム 解読3株の 二 つ をそ れ ぞ れ ゲ ノ ム
・
ア ラ イメ ン トし

た 結果、多数の 相同する 遺伝子 は見つ か っ たが、ゲ ノ ム 上の そ の 配

置 や 構 成 は そ れ ぞ れ 異 な る 場 合 が 多 か っ た。Azoarcus／
Aromnto7eumzz細 菌の 16S　rRNA 遺伝 子配 列 に よ る系統 解析 か ら

KH32C 株 はBII72株やEbNl 株 と は 異な る グル
ー

プ に属 する こ とが 示

され た 。また 、RNA ポ リ メ ラ ーゼ 酵 素 の 相 同性 は83〜86％ （BH72）
と86〜94％ （EbN1 ）、σ

「o
因 子 で は82％ （BH72） と86％ （EbNl ） で

あ り、EbNl 株に 近縁 で あ るこ とが示 唆 さ れ た 。一方、　 KH32C 株 の

ゲ ノ ム 上 に 窒 素代謝、窒 素 固 定や芳香族化合物分解に 関わ る 遺伝子

を見 出 した が、BH72株 や EbN1株が保 有す る 各 々 の 遺伝 子構 成 と異

な る 部 分 が あ っ た 。KH32C 株 は 両 株 の 特 性 を 有 す る 新 奇 な

AZOfircus属細菌種で ある こ とが 示 され た。本 研 究 は、生 研 セ ン タ ー

イ ノベ ー
シ ョ ン創出事業 の 支援 を受 けた 。
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