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　　　　　　　 フ ラ ン ツ 型 拡 散 セ ル を 用 い た 短 鎖 ア シ ル
ー
　　　　　　　 化ホ モ セ リ ン ラ ク トン 検出法 の 検討
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【目 的 】 多 く の グ ラ ム 陰性 細 菌 の 日 和 見 感 染 症 や バ イ オ フ ィ ル ム 形 成

は 細胞 間情報伝 達 機搆 クオ ラ ム セ ン シ ング 〔QS ）に よ り制御さ れ て い る 。
QS機構 の シ グ ナ ル 物 質 で ある ア シ ル 化 ホ モ セ リ ン ラ ク トン （AHL ）の 検

出用 レ ポ
ータ ー

株 Chromobacterium 　violaceum 　CVO26 と、　 AHL との 相 互

作 用 を 解析 す る 細 菌 を フ ラ ン ツ 型 拡 散セ ル の 2つ の チ ャ ン バ
ー

内 で そ れ

ぞれ 培 養 し、菌 体 を破 壊 せ ず培 養 槽 内 の AHL を短 時間 に検 出 す る 新 規

手 法 を 検 討 し た 。
【方 法 】 ∫erratia 　marcescens 　AS −1とAHL 合 成 酵 素 を 欠 損 さ せ た S，

marcescensAS −1△spnl を モ デル AHL 生 産菌 ・AHL 非生 産菌と して 用 い た 。
増 殖 フ ェ

ー
ズ や 外 部添 加 す る AHL 濃 度 を 変 え て ドナ

ー
チ ャ ン バ

ー
に 接

種 し、菌体 は透過 しない がAHL な どの 低 分 子が 拡散 可 能な孔 径0、5pm 以

下 の 膜 で 隔 離さ れ た レ セ プ タ ーチ ャ ン バ ーに C．vielaceum 　CVO26 を接 種

し数 時 間培 養 した。対 数増 殖 期後 期 に 達 し た C．　violaceum 　CVO26 の 培 養

液 の 色 調 を反 射 型分 光 測色 計で 測 定 し、AHL 濃度 依 存 的 に 生 産 され る

紫色素Violacein に 由来 す る 色調 の 違 い をL＊a＊b＊表 色 系 で 数 値 化 す る こ

と で AHL 量 を 評 価 し た 。
【結 果 と考 察 】AHL 検 出の 所 要時 間 は レセ プ ターチ ャ ン バーに 接 種 す

る レポ ータ ー株 を 対 数 増 殖 期 後 期 に 調 節 す る こ と で 短縮 可能 で あ っ た 。
C ．vioiaceum 　CVO26 の 培 養 液 を混ぜ た寒天 プ レ ートに AHL 抽出液を 滴下

してVio］aceinの色 素 円の直 径で AHL を検 出す る従来 法 と比 べ 、本 検 出法

は AHL を わず か 数 時 間で 簡便に 検出可 能で あ る。ま た 、本 法 に よ り細

菌 の 増 殖 に 伴 う 培養 槽 内の AHL 濃度 の 推移 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と で 、
2種細 菌 間 にお け る AHL の 授 受 をシ ミュ レ ーシ ョ ン 可 能で あ る こ とが 示

唆 さ れ た 。
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【目 的 】2012年 7月、茨 城 大学 内の ス イ
ー

トソ ル ガ ム 圃場 に お い て 運 作

障 害 が 発生 した。主 な病 徴 は、根部 の 褐 変 、地 上部 の 黄 化 お よび 生 育

遅 延 で あ り、土 壌 菌類 に起 因す る こ とが推 察 され た。そ こ で 本 研 究 で

は 、本 連作 障害 の 原 因 を 解 明 し 、さ ら に 植 物根 部 内 生菌 を 利 用 し た 防

除 法 の 効果 を検 討 し た。
【方 法 】ス イ ートソ ル ガ ム 圃 場 か ら 罹 病 株 お よ び 非 罹 病 株 を 採 取 し 、

常 法 に よ り 糸状 菌 を 分離 した 。確立 し た 菌株 は 形態観察、および rDNA 、
［TS 領 域 の シ ーケ ン ス データ の 比 較 に よ り 同 定 し た 。ま た 、分 離頻 度 が

高 い 菌 類を 選 抜 し 、ス イ ートソル ガ ム へ 接 種 し病 原 性 を 調 査 し た 。一

方、今 ま で に ス イ ートソ ル ガム へ の 生 育促 進 効果 が 確認 さ れ て い る エ

ン ドフ ァ イ トVeronae・psis　simpiexY34 を 供試 し 、同様の 条件で 接種 し、
防 除 効果 を 求め た 。
【結 果 】合 計85菌 株 の 糸 状 菌が 分 離 され た。罹 病 株 か ら 最 も 多 く 分 離

され た菌類 はFusariumfi菌、次 に Attet’naria 属 菌で あ り 、そ れ ぞ れ 42％、
22 ％で あ っ た。一方、非 罹病 株 か らも 同様 に 2属 の 菌類 が分 離 さ れ 、そ

の 頻 度 は国 ％、H ％で あ っ た。接種 試 験で は 、選 抜 菌 株 を 接 種 し た す べ

て の 植 物体 で 地 上 部 重量 の 減少、お よび根 の 褐 変や 伸 長 の 抑 制 が 観 察

され た。そ の 中で Eoxysporum 　p18を接 種 し た植物 は 圃場 で 観察 さ れ た

病 徴 と 同様 の 症 状 を示 し、さ らにEoxysporum 　p314 は特 に 強 い 病 原
’1生を

示 した。以 上 よ り、圃場 で 発 生 した連 作 障害 はE 　oxysporum が主 因 で あ

る こ と が示 唆 され た。また MsimpiexY34 を供 試 し 、同 病 原 菌 に よ る 病

害 抑 制試験 を行 っ た とこ ろ 、Y34 を処 理 し た植 物体 の 地上 部乾燥 重 量 が

25、7mg とな り、対 照 区の 16．7mg と比較 し て 有 意 に増 加 した 。
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安 息香 酸 の 嫌 気下 で の 分 解 は 、環境 浄化 お よ び 物質 循 環 に 関 与 す る 微

生 物 代 謝 で あ る と 考 え ら れ る 。当 研 究 室 で は 、Marinobacterium 　 sp 、
0 株 と 紅 色 光合 成 細菌Maxichrematium 　 sp ，P株 の 共培 養 系が、光 照 射条

件 下で 、安 息 香 酸 を 唯
一

の 炭 素 源 と す る培地 で 嫌気 的 に 生 育 する こ と

を 報告 して い る 。光合 成 細菌P株 に 、安 息杳 酸 の 利用 性 は な く 、0株 は

好 気的に 安息香 酸 を分 解 で きる が、単独 で は嫌 気的 に 生育 で きな い 。
本研 究で は、両 細 菌 間の 物 質授 受 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と した 。
共 培 養 系 の 培 地 に 含 ま れ る 物 質 の 中で 両 者の 生 育 に 必 要な物 質 を探 索

した 結 果、チ オ硫 酸が 必須 で あ る こ とが分 か っ た。こ の こ と か ら 、光

合 成細 菌P株 は 電 子 供 与 休 と し て チ オ 硫 酸 を 利 用 して い る こ と が 考 え ら

れ た 。こ れ ま で の 報告 か ら、光合 成細 菌 に よ る チ オ 硫酸 の 酸 化産 物 と

し て 、硫 酸お よ びテ トラ チ オ ン 酸が 予 想 さ れ た 。そ こ で 、0 株 に よ る

硫酸お よびテ トラ チオ ン酸 の 利 用性 を 検証 し た。炭 素源 と し て 安 思 香

酸 を 含 む培 地 に 0株 を接 種 し 、気 相 を 窒 素 ガス に 置 換 し、嫌 気 的 に 培

養 し た 。硫 酸 を 添 加 し た 系 で は 0 株 の 生 育 が 見 られ なか っ た。一方、
テ トラ チ オ ン酸 を 終濃 度 lmM に な る よ う に 添 加 し、培養 過程 で適 時、
追添 加 した と こ ろ、テ トラチ オ ン酸非 添加 の 培養 系 に比 べ 、細胞 数 の

増加が 観 察さ れた 。
以上 か ら、本 共培養 系 で は、光合 成 細菌P株が チ オ 硫酸 を 酸 化 し 、そ の

酸化 産 物 を 0株が 電 子 受容 体 と して 安息 香 酸 を 分 解 し て い る こ と が 示

唆 され た 。光 合 成 細 菌P株 は 安息 香酸 の 分 解 に よ る 産物 を炭 素源 とし て

い る 可 能 性を 考 え て い る 。
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Eikene 〃α corrodens ，　periQdontopathogenic 　 bacterium，　 produces
autoinducer −2　（AI−2）　in　the 　mid 　iQg　phase ，　and 　AI−2　activity

decreases　 dramatically　 during　 the　 stationary 　 phase ．　 Here 　 we

investigatedthemechanismunderlyingthe 　deereaseinAI−2　activity ．
To 　analyzethlsmechanism ，wepurifiedAI −2　fromthe　supernatantof
mid −log−phase 　culture ．Simultaneous且y，　the　stationary −phase　culture

supernatant 　was 　fractionated　by　 ammonium 　suTfate 　precip玉tat童on ．
On 　incubating　the 　pur孟fied　AI −2　 and 　MHF 　with 　 each 　fractien，30％

fraction　decreased 　bothAI ・2　and 　MHF 　activitios ．　This　suggests 　that

AI−2　 and 　 MHF 　 were 　 rendered 　 inactive　 in　 the 　 same 　 manner ．　 We
observed 　that　 an　 enzyme 　converts 　MHF 　to　 another 　form ．　These
resu ！ts　suggested 　that　E．　 corrodens 　produces　an 　AI−2　inactivation
enzyme ，跏 dthatAI−2mayl ）edegradedormodif 至edbythis 　enzyme ．
Moreover ，　 we 　 purified　 this　 enzyme 　 using 　 some 　 ion−exchange
chrQmatography ．　Purified　enzyme 　was 　40−kDa 　protein　and 　its　N −

terminal　 sequence 　was 　corresponded 　to　 that　 of 　outel 　membrane

porinofE ．　eorrodens ．NoAI −2−inactivationactivity　was 　shQwn 　from

the 　 supernatant 　ofporin 　deficient　 mutant 　 strain．　Therefbre ，　it　 was

suggested 　 that　 the 　 soluble 　 porin　 might 　 inactivate　 AI −2　 in　E ．
corrodens ．
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