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水耕液中の 原 生 動 物 に よ る

ヒ ト病原菌 の 捕食作用
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【背 景 と目 的】先 に演 者 らは、水耕 液 中 に 常 在 す る 原生 動 物 が 、外 来

微生物を 捕食 す る こ と を 明 ら か に した。そ こ で 本 研 究で は、水 耕 液 中

で 種 々 の 細菌 の 生 存 に 及 ぼ す原生 動 物の 影 響 を検 討 した 。
【方 法 】九 州 の 水 耕 栽 培 施 設 3箇 所 よ り採 取 し た 水 耕 液を メ ン ブ ラ ン

フ ィ ル タ ー（孔 径 0．2μm ） で ろ 過 し た 除菌 区 と、ろ 過 しな い 未 除菌 区

を 設定 し た。こ れ に非病原 性 大腸 菌KMi 株お よ び Meromonas 　hydrephifa

を 約10Scells〆rnL とな る よ う に そ れぞ れ 接種 し 、3D℃で S日間振 と う 培養

（4S　strokes ！min ） し、培 養 前後 の大 腸菌 数 を希釈 平 板法 　（コ リフ ォ
ー

ム ア ガー） で 測 定 した 。
原 生動 物 に よる 細菌 捕食 の 観 察 に は 、大 腸 菌 KM1 株 を DTAF で 染 色 し た

fluerescently 　labe］edbacteria （FLB ） を用 い た。水 耕 液 にFLB を 加 え、
原 生動物 に数 分 間捕 食 させ た後、蛍 光顕微 鏡 （B励 起 ）下 で 観 察 し た 。
【結 果 お よび 考 察 】 水 耕 液 に 接 種 し た 大 腸 菌KMI 株 お よびA．h）’drophita

の 菌数 は、除 菌区で はほ ぼ無 変化 で あ っ たが、未 除 菌 区で は Lol〜m 桁

減 少 した 。特 に 、A．hydrophita で 減 少 が よ つ 顕 著 で あ っ た 。こ れ は 、
原 生動 物が菌 種 選択 的 に捕 食 して い る 可 能性 を示 す 。
繊 毛虫 によ るFLB の 捕 食 で は 、わ ずか 数十分 間で 細胞 内

一
杯 に 細 菌 を

取 り込 む 様子 が観 察 された 。
こ れ ら の 結果 か ら 、水 耕 液 中 に は 原 生 動 物 が 常 在微 生 物相 の

一
員 と し

て 存在 し 、外 来 微生 物 を捕 食 す る こ とが 判 明 した。こ の よう な原 生 動

物 の 捕 食 作 用は 、水 耕液 中の 外 来 微生 物 抑 制 因 子 と し て 、食 中 毒 リ ス

ク 低 減 に 寄与 す る 可 能 性が あ る 。

　　　　　　　 水 田 土 壌 脱 窒 細 菌Azoarcus 属 KH32C 株 は イネ
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の 根 に も 定着 す る
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植 物 間の 相 互 作 用 機 構 は 、根 圏 生態 系 に お ける 特異 的 な共

存 関 係 を 築 くた め の 重 要 な役 割 を 果た して い る。これ ま で に我 々 は、
水 田 土 壌 か ら分離 し た 高N 、0 還 元 型 脱 窒 細 菌 AEOarCus 属 KH32C 株 の 全ゲ

ノ ム 塩 基 配 列 を 決 定 し 、イ ネ 科 植 物の 根 に 定着 し て 生 育 を促 進 す る こ

と を 確 認 し た 。KH32C 株 の ゲ ノ ム 解 読 か ら、マ メ 科植 物 エ ン ド フ ァ イ

ト∫inorhizobiutn 　meiiioti の 共 生 に 関 与 す る 莢 膜 多 糖 合 成 遺 伝 子 ク ラ ス

タ ー（”kp）の 存在 を見 出 した。そ こ で 本研 究 で は AzoarcusreKH32C 株 の マ

メ科植 物 根へ の 定着を 検証 した。
希釈 CGY 寒 天 培 地 で 嫌 気 培養 したKH32C 株 を ア カ ク ロ ーバー

（Trtfolium

pratense ）の 種 子 に接 種 し 、　 CaCl寒 天 培 地 プ レートで 栽 培 した（25℃ 、明

条 件 ）。栽培 5日 後、ア カ クロ
ー

バ
ー

の 根 をHVE ／DEAD 染色 して 根内部

を蛍 光 顕 微鏡 観 察 し た 。ま た 、KH32C 株 接 種 区 の ア カク ロ
ー

バ
ー

の 根

か ら DNA を 抽出 し、　 KII32C株 の rkpA 遺 伝子 領域 の PCR 増 幅 を 行 っ た 。
生育 した ア カク 囗

一バ ー
の 根 の 蛍 光 顕 微鏡 観 察 か ら 、KH32C 株 は根 内

部 で 増 殖 し て い る 可 能
「1生が 示 さ れ た。さ ら に 、KH32C 株 接 種 区の 根部

DNA で ”kpA 遺伝 子 が PCR 増 幅 し た こ と か ら 、根 に 定着 し て い る こ とが

示 さ れ た 。Azoarcusfi 　KH32C 株 が 有 す る 植 物 と の 相 互 作 用機 構 は、マ

メ科 植物 で も機能 す るこ と が 示 さ れ た 。
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　　　　　　　　 β一ラ ク タ ム 系 抗生 物質 分解 活 性を 有 する
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ー

　　　　　　　　 ゼMacQ の 結晶 構造 解析
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β
一ラ ク タ ム 系 抗 生 物 質 分 解 酵 素の

一
種 で あ る β

一lactamacylase〔Bla）と細

菌 間 シ グ ナ ル物 質 で あ る ア シル 化 ホ モ セ リ ン ラ ク ト ン （AHLs ）分 解 酵

素の
一

種 で あ るAHL −acylase 〔Aac）は、共通 の ア ミ ノ酸 配列 の モ チ ーフ

が 保存 さ れ て お り、共 に ア ミ ド結合 の 切 断 活性 を触媒 す る 酵素 で あ る 。
し か しな が ら 、BLaとAacの 活性 を同 時 に 示 す酵 素の 報 告例 は 極め て 少

な く 、基 質 特 異 性 に 関 わ る メ 力 ニ ズ ム の 解 明 が 課 題 と な っ て い る 。
我 々 は こ れ ま で に 、多 剤 耐性 能 を 有 す るAcidoソ orax 　sp、MR −S功 ’

ら、新

規 なAac 酵 素、　 MacQ を分 離 した 。本 酵素 の 特 徴 は 、ア シ ル 鎖 長 の 異 な

る多様な AHL 異 性体 を分 解 で き、さら にBla活性 も保 持 す る基 質 特異 性

が 広 い 点 にあ る 。従 っ て 、MacQ の 基質認 識の メ 力 ニ ズム を 明 らか に

す る こ と で 、微 生物 に よ る 抗 生物 質耐 性 機構 の 更な る 理 解 と、多剤 耐

性 菌 の 出現 機構 を 解明 ず る こ と に 繋 が る と 期 待 さ れ た 。そ こ で 本研 究

で は 、MacQ の x 線 結 晶 構 造解析 を 実 施 した。ま ず、精製 した MacQ を 用

い て シ ッ テ ィ ン グ ド ロ ッ プ 蒸 気 拡 散 法 を 用 い た 結 晶 化 ス ク リ
ー

ニ ン グ

に よ り 、板 状の 結 晶を 獲 得 した。次 に 、MacQ の X 線 回 折 実 験 と 構 造 解

析の 結果 か ら、MacQ は 既 知の Aa 。と 比 較 し て ．2つ の 構 造 的な 特徴 を見

出 し た 。ま ず、既 知 の Aacがヘ テ ロ ニ 量 体 で あ る の に 対 し て 、　 MacQ は

ヘ テ ロ 四 量 体か ら な る 高 次構 造体 で あ っ た。ま た、MacQ に特 徴 的に存

在 す る a −subunit のC末 端配 列が、推 定 され る基質 結合部位 に向か っ て 接

近 し て い る こ とが判 明 し た 。以上 の 解 析 結 果 か ら 、これ ら 2つ の 構 造 的

な特徴が MacQ の 基 質特 異性 の 広 さ に寄与 す る可能 性が 示 唆 さ れ た 。
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　　　　　　　 Acido ソorax 　sp ．strain 　MR −S7株 に 由 来 す る MacQ

一　　　　　　　 酵 素の 基 質 特異 性決 定 メ 力 ニ ズム の 解 析
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【目 的 】ricidovorax　sp ．　 strain 　MR −S7株 は、　 N −acy1 −L −homoserine 　lactone

（AHL ） を 分 解 す る と共 に ．β
一ラ ク タ ム 系 抗生 物質 に対 す る耐 性能 を 有

して い る。我 々 は 、MR −S7 株 か ら 抗生 物 質分 解 能 を有 す る AHL 分解 酵

素Ma 。Qの 分 離 と 結晶 構造 解析 を実 施 し、　MacQ 酵 素の機 能 と構造の 相関

関 係 に つ い て 探 索を 行 っ て い る 。本 研 究 で は 、MacQ の 活性 や 触 媒 能 に

関 わ る タ ン パ ク 質 の 構造 を 特定 し 、独特 な基 質 特 異性 を 有 す る MacQ の

進 化 過程 を解 明す る こ とを 目的 と す る 。　 【方 法】MacQ の 結 晶 構造 解析

の データ や 、基 質特 異 性 の 異 な る MacQ と近 縁 な Ntn −family 酵 素 の ア ラ

イ メ ン ト解析 を 参考 に 、MacQ に 特徴 的 な タ ンパ ク 質構 造 を予 想 し 、ア

ミ ノ 酸配列 を 欠失、ま た は置 換 したMacQ の 変 異体 を作 製 し．　 MacQ の

活 性 や基 質特異 性 を決 定 するア ミ ノ 酸残 基 、並 び に 酵 素の 立体 構造 に つ

い て 検討 を 行 っ た 。【結 果 】 まず、活性 部位 と予想 さ れ る ア ミ ノ 酸残基

や 、αお よびβサブ ユ ニ ッ ト間 の 架 橋 に 関 わ る ス ペ ーサ
ー

と し て 予 想 さ れ

る 配 列 を 欠 失 した 計3種 類 の 変 異体 を 作製 した 。次 に 、AHL や 抗 生 物 質

に 対 す る 分 解 能 を 測 定 し 、234 番 目 の ア ミ ノ 酸残 基が 活性 に 関 わ る 重 要

な ア ミ ノ 酸 残基 で あ る こ とを明 らか に した 。さ ら に 、226番 目 か ら232番

目の ア ミ ノ 酸 配列 を 欠 失 し た 変 異 体 を 解析 し たと こ ろ 、MacQ 野 生 型 が

ヘ テ ロ 四 量体 を形 成 する の に対 し、変異 体 は ホ モ ニ 量 体 で あ る こ と を明

らか に した。こ の こ と か ら 欠 失 し たア ミ ノ酸 配 列が ヘ テ ロ 体 の 形 成 に 関

与 し 、他 の AHL 分 解酵 素 に は存 在 しな い 基 質を 包 む ポ ケ ッ ト構 造 を 形

成 する 上で 重 要な 役割 を 果 た し て い る こ と を 明 らか に した。
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