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　　　　　　　紅 色 光 合 成 細 菌 の 飢 餓 生 残 に 関 わ る 光 照 射
一　　　　　　　効果 の 網羅 的転写 解析
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　　　　　　　ポ リス チ レ ン ナ ノ 粒 子 が 出 芽 酵 母 の

一　　　　　　　増殖 に 及 ぼ す 影響
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【背景 】紅 色 光 合成 liMUtRhodopseudomonaspaitr∫tris は 、酸 素 非 発 生 型

光合 成 に よ り光 従 属 栄 養 的 に 生 育 ず る 細 菌 で あ り 、こ れ ま で の 研 究か

ら 炭素 源 飢 餓下 で は、光 照 射条 件 の ほ う が 暗条 件 よ りも 生 残性 が 高 い

こ と が わ か っ て い る 。飢 餓 条件 に お け る 代 謝 物 の 解 析 か ら 、光 照 射 に

よ っ て 細胞 の ATP 量 およ び ア ミ ノ 酸量 が 上昇 し 、ま た リン 脂質 脂肪 酸組

成 が 顕 著 に 変 化 す る こ と を 示 して き た 。本 研 究 で は 、飢 餓 生 残 条 件 に

お い て 光照射 が 転写 に与え る影 響を 網羅 的 に解析 した。
［方法 ・結果 】嫌 気光 条件 で 指数増 殖期 ま で 培養 し た R．patustri．r

CGAOO9 の 細胞 を炭 素源 飢 餓条 件 に 移 し 、明条 件 と暗 条件 に分 け た。暗

条 件 に お け る 生 残 性 が ま だ 低 下 して い な い 飢 餓 5日 後、RNA を 抽 出 し マ

イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 4987遺 伝子 の 転 写 量 を 解 析 し た 。16SrRNA の 転

写 量で 標 準 化 し、明条 件 と 暗条 件 に お け る 転写 量 を 比 較 し た 。そ の 結

果 、明 条 件で は ア ミ ノ 酸、炭水 化 物、脂 質 お よび タ ン パ ク 質の 分 解 と

生 合成 に 関 わ る タ ン パ ク 質 を コ
ー

ドず る 遺 伝子 の 転写 量 が 暗条 件 よ り

も 10倍 以 上 多 くな っ て い た 。一方、生 残 1生が低 下 し て い く暗 条件 で 明 条

件 よ りも転 写量 が 多 くな っ て い た 遺伝 子 に は 、DNA 修 復
・
保護 に 関 わ

る タ ン パ ク 質 を コ ードす る 遺 伝 子 が あ っ た 。
【考察 】転 写解 析 の 結 果 、明条 件 で は 生 体 高 分子 の 分解 ・生 合 成 に 関

わ る 遺伝 子 の 転写 量増 大 が 特徴 的で あ っ た e 炭素 源 飢餓 条 件 で 細胞 分

裂 が 抑 制 され て い る とき、生 残性 を 維持 し続 け る状 態 は 、休 眠 状態 で

は な く、光 合 成 に よ っ て 生 成 した ATP を 消費 し て 、代 謝回 転を 活 性化 し 、
細 胞構 成成 分 を活発 に再 構成 して い る と考 え られ た 。
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近年 、ナ ノ デ ク ノ 〔コジ ーの 急 速 な進 歩 に伴 い 、ナ 丿 粒 子 を応 用 し た 多

くの 製 品 が 市販 さ れ て い る。ナ ノ 粒子 の 環境 中へ の 放 出 を製 造 段 階 で

抑 制 す る こ と は 可 能で あ る 。し か し 、消費 者が 製 品を使 用す る段 階で 、
環境 中へ の 拡 散 を 抑 制 す る こ と は 困 難 で あ る 。環 境 中 に 排 出 さ れ た ナ

ノ 粒 子 と そ の 溶 出 イ オ ン は 、水 中 お よ び 土 壌 中を 経 由 し て 微 生物
・
植

物 細胞 か ら 食物 連 鎖 内 に 取 つ込 ま る と 、人 間 を 含 め た 上 位 の 生 物 に 伝

播 し て 濃 縮 さ れ、生 態系 に 悪 影響 を 与え る こ とが 危 惧 され る。本 研 究

で は、生 態 系 の 底 辺 を 支 え る微 生 物 と して 出芽 酵母 Saccharomyces

cerevisiac を 対 象 と し 、種 々 の 表 面 修 飾 を 施 し た公 称 径 100nm の ポ リス

チ レン ラテ ッ クス ナ ノ 粒 子 の 毒性 影 響 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。そ の 結

果、低 イ オ ン 強 度 の 分 散 液 中 に お い て 、正 帯 電 ナ ノ 粒子 を 暴 露 す る と 、
酵 母細 胞 の 生 存 率 は1％以 下 と な っ て ほぼ死 滅 す る こ とが 分 か っ た m 共

焦点 レ
ーザー

顕 微 鏡 と 原 子 間力 顕 微鏡 よ り 、細 胞一ナ ノ 粒子 間 に 働 く静

電 引 力 に よ っ て 、ナ 丿 粒 子 は 酵母 細 胞の 表 面 を密 に被 覆 して い る こ と

が 分 か っ た 。一方 、生 理 食 塩 水 中 で は 、正 帯 電 ナ ノ 粒 子 を 暴 露 す る と 、
酵母 細胞 の 生存 率 は約8eDfeとな り、ほぼ 生存 して い るこ と が 分 か っ た 。
顕微 鏡 観 察 よ り、暴 露 直 後 か ら ナ ノ 粒 子 は エ ン ドサ イ ト

ー
シ ス に よ り

酵母 細胞 の 内部 に 取 り込 まれ、毒性 を 回避 す る こ とが 分か っ た 。な お 、
負 帯 電ナ ノ 粒 子を 酵母 細 胞 に 暴 露 し た と き、ナ ノ 粒 子 は細 胞 表面 に付

着 せ ず、分 散 し た ま ま で あっ た。
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【目 的 】 豕 畜 ふ ん 尿 の 堆 肥 化 過 程 に お い て 発 生 す る ア ン モ ニ ア は 悪 臭

の 原因 とな っ て い る。堆 肥化 で は 高温 の 状態 が 続 くた め 、ア ン モ ニ ア

の 低 減 に は 高 温 耐 性 の 硝 化 細 菌 の 利 用 が 有 効 で あ る 。そ こ で 、堆肥 中．
の 硝化 細 菌 の 生 育 に 適 し た 新 規培 地 を 用 い て 、堆肥 か ら 高 温 耐 性 の 硝

化 細菌 を分 離 した。今 回 は、分 離 し た 高温 性硝 化 細菌 の 特性 を 明 らか

に す る。さ ら に 、その 分 離 株を 堆肥 材 料へ 添 加 し 、ア ン モ ニ ア 揮散 低

減 効果 を 調 べ る 。
【方 法 】 分 離 した 高 温 性 硝 化 細 菌 の 16SrDNA 塩 基 配 列 解 析 、生 理 生 化

学 性状 試 験、DNA −DNA 八 イ ブ リ ッ ド形 成試 験 を 行 い 、分 離株 の 新 規性

を 明確 に した 。分 離株 の 堆 肥材 料 へ の 添 加 試 験 は 、小 型 堆 肥 化 装 置 で

行 っ た。分離 株 の 培養 液 を集菌 し て 滅 菌 水 で 2 回洗 浄 した菌体 を、生

牛ふ ん と乾燥 牛ふ ん とおが くずの 混合物に 添加 し 、堆肥 化過 程 の 温 度

お よ び ア ン モ ニ ア 揮 散量 を測 定 した。
【結果 】牛 ふ ん 堆 肥 か ら 分 離 し た 菌は 、ク リ ーム 色 の コ ロ ニ ーを形 成

す る グ ラ ム 不 定 の 桿 菌 で あ り、高 温耐 性 　（最 適温 度50℃） で 硝 化 活性

を 持 つ バ チ ル ス 属 細 菌 で あ っ た 。16SrDNA 塩 基 配 列 解 析 に よ り 同 定 を

行 っ た 結 果 、既 存 株 に 対 し 99．8％ の 相 同 性 を 示 し、BaciUus

hateduransに 帰属 する 菌 と推定 さ れた 。し か し 、い くつ か の 点の 生理生

化 学性 状 がB．haioduransの 典型 性 状 と 異な っ た。分 離 株 の 新 規 性 を見

極め る た め、B．　haiodurans と の DNA −DNA ハ イ ブ リ ッ ド形 成 試 験 を 行 っ

た 結 果 、菌 の 相 同 性 が70％以 下 で あ る こ とか ら、分 離 株 は新 種 と判 断

され た。堆 肥 化試 験 に お い て 、堆 肥化 温 度 は 、菌 添 加 区 お よ び 無 添加

区 と も に 1 週 目 で 7D℃程 度 まで 上昇 した。1週 目の 排 気中 の アン モ ニ ア

濃度 は36％減 少 した。2週 目で も27 ％ 減少し た。

ヒ トの ア ル コ
ー

ル 代 謝 に 関与 する 酵 素群 の うち、ア ルデ ヒ ドデ ヒ ド囗 ゲ

ナ ーゼ2 （ALDH2 ）に は遺 伝 子 多 型 が あ る こ と が知 られ て い る 。日本 人 の

約4割 を 占め る ALDH2 ヘ テ ロ 欠 損 型の ヒ トは ホ モ 正 常 型 の ヒ ト と 比 べ 、
飲酒 後 の 口腔 内AA 濃度 が長 時間 高 く保 たれ 続 ける こ とが わか っ て お り、
こ れ が 上 部消化 管発 が ん リス ク 上 昇 の 原 因 と考 え ら れ る 。そ の た め 、飲

酒 後 の 口 腔 内AA 濃 度 を 速 や か に低 下 させ る こ と は飲 酒 習 慣 に伴 う上 部

消化 管 が ん の 発 症 を 防 ぐ有 効 な 手 段 と な り 得 る 。当研 究室 で は 、飲酒 後

の 口 腔 内AA を 微 生物 酵 素 を用 い て 除去 す る シ ス テ ム の 開発 を 目 的 に 、
AA 分解 活 性 が高 く 、食 品 を 分 離 源 と す る GK 株 CGtueonebacterkondonii
NBRC3266 ｝

を 選 抜 し た。GK 株 は飲 酒 後 の 口腔 内の 環境 に 見 立 て た 高濃度工 タ ノ ー

ル 存在 下 で も 、飲 酒 後 の 口 腔 内AA 濃度 に 相 当す る leO・・400 μ
M の AA を 速

や か に 変 異誘 発濃 度以 下 に ま で 減 少 さ せ る 活 性 を 有 し て い た 。本 研 究 で

は GK 株 の 持 つ AA 分解 活 性 を担 う 酵 素 の 詳 細 を解 明 す るため、活 性 に関

与 する 酵 素の 特 定、お よ び AA 分 解 メ カ ＝ ズ ム の 推 定 を 行 っ た 。破砕 菌

体 の 遠心 分離 画 分の 酵 素 活性 測定 の 結果、本 酵素 は 菌体膜 に局 在 し て い

た こ とか ら．本 酵素は膜酵素で あ る と 予想 し た。ゲ ノ ム解 析 の 結 果か ら、
近 縁 種 の 遺 伝 子 と 比 較 し 、活 性 に 関与 す る ALDH 遺伝 子 を推 定 した。本

酵 素 は AA 分解 活 性 に 外 来 の 補 因 子 の 添 加 を 必 要 と せ ず、ま た 過 酸化 水

素な どの 有害 物 質の 生成 も確 認 され なか っ た こ とか ら、経 口摂 取 による

ロ 腔 内AA 除 去 に適 した 性 質 を 有 して い る こ と が 確 認 され た 。
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