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【目的】 海洋細菌の多くは培養が困難な、いわゆる難平養性微生物（VBNC）

であり、現在の培養技術では自然界の微生物は全体の僅か1％しか培養できない。

そのため、海洋に存在する微生物遺伝子を回収し、その機能を特定し、活用す

る技術は様々な分野で注目されている。このような未利用遺伝子資源を活用す

る方法の一つに、プロトプラスト融合法が挙げられるが、これまで海洋細菌や

VBNCをターゲットにプmトプラスト融合を行った例は殆どない。本研究では、

新規微生物の取得を目指した海洋性発光細菌と大腸菌間でのプロトプラスト融

合法のモデル系を構築し、得られた融合株の性状を調べるとともにその応用を

目的とした。

【方法】 指標となる各種抗生物質耐性や海水要求性のある海洋性発光細菌

5：hewanθ11a sp．02HA－5－1株および、抗生物質耐性や海水要求性がなく汎用性が

高い大腸菌EscheTichia coli JCM164gT株をモデル微生物として選択した。両

菌間の融合条件を検討し、得られた融合株の生理・生化学的性状および遺伝学

的特性を明らかにした。また、プロトプラスト融合率を向上させるために、脂

肪酸の添加培養が細胞膜の脂肪酸組成を変化させ、さらにその安定性を制御す

ることに注目し、両菌間の融合率の向上に有効な脂肪酸を選択した。それらの

結果をもとに、VBNC状態のモデル海洋細菌と、様々な遊離DNAや微生物等を含

む海洋環境DNAサンプルに対するプuトプラスト融合法の有効性を検討した。

【結果および考察】

●海洋細菌と大腸菌間でのプロトプラスト融合法の確立  プロトプラスト化、

融合および再生の3四竹で条件検討した結果、プロトプラスト化では浸透圧調

整剤としてのグリセリンの使用、融合では20％ポリエチレングリコール6000を

使用した条件などが最適であった。その結果、大腸菌に海洋細菌由来の抗生物

質耐性や塩分要求性を有する融合株13株を取得し、海洋細菌と大腸菌問でプロ



トプラスト融合が可能であることが示唆された。さらに融合状況の確認のため

に、海洋細菌の未知なる全発光遺伝子（1uxC、 D、 A、 BおよびE；5．5kbp）を

特定し、155株の融合候補株からこの発光遺伝子の断片を検出した。その結果、

2株に1uxAの一部分および1uxBの全塩基配列および3株に1u．rAの一部分の断

片の挿入が確認された。本結果より、海洋細菌由来の遺伝子断片が融合で大腸

菌に形質転換されることが明らかになった。

●脂肪酸添加培養によるプロトプラスト融合率の向上  種々の脂肪酸を添加

して培養することにより、プロトプラストの安定性および融合率が変化した。

プロトプラスト融合率を向上させるためには、海洋細菌には安定性を低下させ

るエイコサペンタエン酸の添加培養が、大腸菌には安定性を向上させるリノー

ル酸およびリノレン酸の添加培養が適切であることが判明した。

●プロトプラスト融合法の応用  プロトプラスト融合法のVBNC状態の微生

物への適用に先立ち、モデルとなる海洋細菌のVBNC状態への誘導条件を検討し

た。その結果、NaCl濃度1％、 pH7．8の条件下で本菌は培養63日後にVBNC状態

に陥った。そのVBNC状態の海洋細菌と大腸菌を融合した結果、抗生物質耐性を

有する融合株が取得できたが、その融合率は栄養状態の海洋細菌を用いた場合

よりも低下した。次に遊離DNAへの適用を検証するために、制限酵素で切断し

た海洋細菌のゲノムDNAをプロトプラスト状態の大腸菌に挿入した。その結果、

指標としたカナマイシン（KM）耐性遺伝子の挿入率はプロトプラスト化してい

ない大腸菌よりも高いことが判明した。これらの結果に基づき、緑色蛍光タン

パク質（GFP）遺伝子で標識したプロトプラスト化した大腸菌に、海洋環境DNA

サンプルの挿入を試みた結果、KM耐性を持つ融合株が得られたことから、海洋

環境DNAが大腸菌へ形質転換されることが確認された。

【まとめ】 本研究では、モデルとなる海洋細菌と大腸菌間での融合条件を明

らかにするとともに、生理・生化学的性状および遺伝学的特性から、大腸菌へ

の海洋細菌由来の遺伝子の挿入を確認した。また、プロトプラストの安定性を

制御することにより、プロトプラスト融合率を向上させることができた。そし

て、これらの方法をVBNCや遊離DNA、さらには海洋環境DNAサンプルに適用し

たところ、指標とした海洋の遺伝子資源の収集と大腸菌での発現に成功した。

今後、本方法が海洋微生物由来の新規遺伝子の収集などに有効利用されること

が期待される。
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第1章

序論

 我々が生活している地球表面の約70％は3．3～3．7％の塩分を含有する

海洋であり、これは他のすべての環境を合わせたよりも面積が大きい。

生命誕生の起源の場所であると考えられる海洋には、動物や植物を始め、

様々な微生物が生息している。1）この海洋環境は我々の生活する陸上よ

りも多様性のある環境であり、海底火山の火口付近の温度では250℃に

も達する一方で、極地付近や最深部では2～3℃の冷温である。また、水

圧は10m深くなるごとに約1気圧増加するため、水深1，000mにおける水

圧は100気圧に達する。さらに海洋は深さによって太陽光の到達と溶存

酸素濃度が変わり、深い部分では太陽光も酸素も欠乏している。しかし

ながら、海水のpHは中性付近から弱アルカリの範囲で安定しているので、

多くの微生物の増殖に適しており、表層付近では光合成生物に十分な二

酸化炭素も存在している。

 海洋における重要な微生物である従属栄養細菌Pseudomonas属、

Vihrio属、∠0カro脚加0オθr属およびFl∂vohaotθfium属などは強い太陽光

が降り注ぐ海洋の表層に棲息している。これらの海洋表層と海洋深層の

間には比較的微生物の数は少なく、一方海洋深層には生物地球化学的循

環に大変役立っており、アンモニウムイオンや硫化水素また窒素ガスを

作り出している偏性嫌気性または通性嫌気性微生物が生息している。海

洋環境に棲息する微生物は多様な条件に適応しなければならないため、

陸上で生息している微生物と異なったものが多く存在していることが指
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摘されている。2－3）現在のところ、海洋に生息している微生物の正確な

数や特異的な環境に生息する種についてはあまり明らかにされていない。

 このような多様性のある海洋微生物から我々の生活に役に立つ数多く

の微生物が見出されている。例えば硫黄細菌、石油分解菌、抗生物質生

産菌および酵素生産菌などが挙げられる。4－7）これらの微生物は石油の

分解、汚染水の処理、環境修復、食品・医薬品生産など様々な分野で応

用されている。しかしながら、これまで海洋から分離された微生物が諸

産業に応用されている例は陸上に比べてはるかに少ない。その理由の一

つに海洋からの微生物の採集は陸上に比べて困難であり、特に深海など

のサンプルの採集は極めて困難である。そのため、海洋微生物について

未解明の点が多く存在している。海水環境に存在する微生物の99％以上

は既知の培養条件では培養が困難な、いわゆる難i培養性微生物（VBNC）で

ある。8）VBNCとは純粋培養が不可能もしくは極めて困難な微生物または

生育培地中にコロニーは形成されるが成育状況が悪く、その単離が難し

いものや共生でしか生存できない微生物などを示し、これらは全く新規

な分類群に属する場合がある。9－10）これらの微生物は既存の技術では培

養ができないため、その性質がまだ明らかになっておらず、存在するこ

とがわかっても応用研究に結びつくことはできない状況である。また、

海洋由来の微生物は一般に塩分要求性があり、一般的なステンレスタン

クなどを用いた大量培養には適しておらず、工業的な利用に対するコス

トパフォーマンスが良くないことも実用的な応用が進まない一つの理由

に挙げられる。

 現在、発見されている微生物から諸産業や学術的に有用な新しい物質

を発見することは限界に近づいていると言われているが、我々がまだ入

手できない未知の微生物やそのDNAなどの生物遺伝子資源は無限の可能
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性を持っており、新しい機能を持った遺伝子を発見し、利用することは

十分可能であると思われる。近年、これらの微生物や微生物機能を有効

に活用し、目的に合った新しい物質を生産するための研究が世界的に行

われている。中でも未知なる遺伝子源が多い海洋から微生物遺伝子を直

接回収し、特定機能を有する遺伝子の存在を明らかにする研究は盛んに

行われている。その方法として、PCR一変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法

（PCR－DGGE）、 DNAマイクロアレイ法、メタジェノミクス法などが挙げら

れる。PCRDGGE法は、そのサンプル中に存在するすべての微生物の16S

rDNAを増幅し、二本鎖DNA分子の塩基配列の違いを安定性の差異として

電気泳動の移動度に反映されるフィンガープリンティング手法である。

11）DGGEは環境中の微生物の群集組成の多様性を評価するのに大変有効

な方法である。しかしながら、本方法では環境中に存在するVBNC状態や

通常の生育状態の微生物の存在を確認することはできるが、その微生物

が持っているDNAのみを大量に入手することができず、有用遺伝子の回

収には結びつかない。これに対してDNAマイクロアレイ法は細胞内の遺

伝子発現量を測定するために、数万から数十万に区切られたスライドガ

ラス、またはシリコン基盤の上にDNAの部分配列を高密度に配置し固定

したものを利用する。12）しかしながら、この方法でも既知の遺伝子を取

得した上でその遺伝子が目的サンプルでの発現量は測定できるものの、

全く未知の機能を有する遺伝子を取得することは難しい。一方、メタジ

ェノミクス法は、ある環境に生育する生物（主に真正細菌）のゲノムを

抽出し、DNAの断片をクローニングして大腸菌に取り込ませて解析する

デノミクスの新しい手法であり、ゲノムの比較を通じて生物多様性の解

析などを行う際に役に立つ。13）しかしながら、本方法では煩雑な遺伝子

操作を行う必要がある上、クローニングする断片はプラスミドに結合で
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きる短いDNA断片に限られ、用いる装置も大変高価である。その他、新

規微生物を単離する方法として飢餓状態からの回復の検討方法や、細菌

相互作用を再現したゲル・マイクロドロソプ法なども知られている。14’16）

以上のように様々な方法が挙げられているが、これまでの手法では遺伝

子情報の未解明の部分も多く、簡便でコストのかからない有効な未利用

遺伝子資源の有効な回収利用法の開発が求められている。

 そこで、著者は海洋微生物に存在する多くの未利用遺伝子資源を活用

する方法の1つとしてプロトプラスト融合に注目した。遺伝子伝達には

形質転換、形質導入および接合が知られているが、今回注目したプロト

プラスト融合は形質転換に属する。プロトプラスト融合とは溶菌酵素等

を用いて細胞壁を取り除いてプロトプラスト状態とした2つの微生物細

胞を混合し、融合、再生させる技術のことである。これにより両親株の

形質を有する新しい微生物の育種が可能となる。この細胞融合は、これ

までの交雑育種では交配ができなかった系統的に遠い距離にある種間で

も起こり、融合した細胞を再生させることができる。1972年にはCarlSon

ら17）によって2種類のタバコ属植物の体細胞雑種が世界で初めて作り

出された。その後、融合率を向上させる方法としてポリエチレングリコ

ール（PEG）法がKao et aL i8）によって開発され、プロトプラスト融合

は応用の幅を広げた。そして1978年にドイツのMelchers et∂1．19）に

よって通常の交配では雑種を作ることができないポテトとトマトの細胞

融合により体細胞雑種「ポマト」が作り出された。このポマトの作出を

期に世界中で細胞融合の研究が盛んに行われ、日本でもたくさんの体細

胞雑種が作出され、中でも1985年に農林水産省とキッコーマン株式会社

の共同研究により育成されたオレンジとカラタチの体細胞雑種である

「オレタチ」は世界初の木本性植物の体細胞雑種として話題を集め、品
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種登録までされた。20）さらに1979年には薬剤を使わず、電気刺激によ

り細胞融合が起こることが発見され、21）1980年代は細胞融合による雑i

種植物の作出は植物育種分野におけるバイオテクノロジー技術の主役で

あった。しかしながら、細胞融合により作り出された体細胞雑種は不稔

になることが多いことや、両親株の好ましくない形質まで受け継いでし

まうなどの問題点も指摘されており、主役の座は遺伝子組換えにとって

代わった。その一方で、細胞融合法は放線菌や同属間の陸上由来の微生

物にも応用され、親株とは大きく異なる性質の融合株が取得されてきた。

22”24）例えば目的とする物質を大量に産生するが増殖の遅い株を、産生量

は低いが増殖の速い株と融合させ、物質生産と増殖に優れた株を得るこ

とができる。また、2つの産生量の高い株を融合することで別に超産生

型株を得ることも可能である。25 27）このような性質を利用した酵母の発

酵性や香気成分生産性の改良などは昔からよく用いてきた技術である。

28）さらに既知の機能を有する微生物間同士で融合を行った場合に、その

融合株が両親株の生産物とは全く異なる新しい機能性物質を生産する例

も幾つか報告されている。例えばStrep tomyoes fradi∂θ261－27Eおよび

S．17ra・diae AM4900N3－4間の交差により生じた原始栄養i性融合株は両親株

が生産しないマクロライド系抗生物質を生産し、マルチオマイシン生産

放線菌S．∂撹∫房。訂ω5およびネオマイシン生産菌S．fra di aθのプロト

プラスト融合でも新規抗生物質生産菌が取得されている。29－30＞このよう

な特異的な現象を生じる理由の一つに、プロトプラスト融合は個々の単

位のゲノムではなく両者の全ゲノムが交雑していることが挙げられる。

すなわち、適切なプロモーターを移し変えるような複雑な遺伝子工学的

手法を用いなくても、新しい性状を示す微生物を比較的簡単に取得でき

る可能性がある。
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 本方法を用いて様々な機能性を有する海洋性細菌と既知の機能を有す

る微生物問で融合を行うことにより、海洋由来の遺伝子資源の有効活用

が可能であるのみならず、新規遺伝子資源の取得も期待できる。現在、

新規な生理活性物質を培養可能な微生物から取得することは次第に困難

になりつつあるが、このプロトプラスト融合技術を応用することは、新

規遺伝子資源を取得する方法として大変重要な役割を果たすものと思わ

れる。しかしながら、培養可能で有用な機能を持つことが知られている

海洋細菌については、プロトプラストを作成した報告が見られるのみで

融合に関する報告例は全くない。さらにVBNCや海水中に大量に存在して

いる遊離したDNAをプロトプラストに作用させた報告も見られない。

 そこで本研究ではドナーモデルとして海洋性発光細菌Shemanella

sp．02HA－5－1株を、レシピエントモデルとして大腸菌Esohezichia coli

JCM164gT株を選択し、培養可能な海洋性発光細菌および大腸菌のプロト

プラストで融合を行い、VBNC状態に誘導した海洋性発光細菌と大腸菌の

プロトプラスト融合および遊離したDNAと大腸菌の形質転換を実証する

とともに、本方法を用いた新規微生物の取得を試みた。

 第1章では、本研究の背景や課題および本研究の目的や解決すべき問

題点などについて述べ、本研究の全体的な構成を示した。

 第2章では、モデル微生物として使用した海洋性発光細菌と大腸菌の

抗生物質耐性や発光性などのマーカーの特徴について明らかにするとと

もに、この両株のプロトプラスト融合法の確立とその結果として得られ

た融合株の諸性状を明らかにした。なお、海洋性発光細菌の16S rRNA

およびDNA－DNAハイブリダイゼーションに基づく遺伝子学的同定を併せ

て行った。

 第3章では、海洋性発光細菌および大腸菌のプロトプラスト融合から
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得られた融合株の性状を遺伝子工学的手法を用いて明らかにするために、

融合株から発光細菌由来の発光遺伝子（1 ux遺伝子）の検出を行った。さ

らに、1ux遺伝子断片が挿入された融合株の生理・生化学的性質を親株

と比較した。

 第2章で実施した海洋性発光細菌と大腸菌のプロトプラスト融合の融

合率は極めて低く、融合率を向上させる必要が示唆された。そこで第4

章では、細胞膜の脂肪酸組成を改変することにより、海洋性発光細菌お

よび大腸菌のプロトプラスト融合率を向上させる条件について検討し、

種々の脂肪酸を添加して培養することにより、リゾチーム処理して得ら

れるプロトプラストの安定性を変化させ、プロトプラスト融合率の向上

を試みた。

 第5章では、VBNC状態の微生物と大腸菌のプロトプラスト融合を検討

した。海洋中には多くのVBNC状態の微生物が存在するが、これらの海洋

中のVBNCの微生物を直接プロトプラスト融合に応用しても海洋環境中

のVBNCの持つ形質などを明らかにすることはできないことから、プロト

プラスト融合の成否を評価できない。そこで、VBNC状態の微生物のプロ

トプラスト融合法を検討するために、海洋性発光細菌5加肥ηθ刀∂

sp，02HA－5－1株をモデル微生物と選択し、海洋性発光細菌をVBNC状態に

誘導する条件を種々検討し、大腸菌とプロトプラスト融合を行った。

 第6章では、プロトプラスト融合法を海洋中の様々な遺伝子資源に応

用するための各種検討を行った。まず、海洋中に大量に存在する各種遊

離DNAをプロトプラスト状態の大腸菌に挿入することを試みるために、

遊離DNAのモデルサンプルとしてカナマイシン（KM）耐性遺伝子を有する

発光細菌のゲノムDNAを制限酵素で処理し、プロトプラスト状態の場合

の大腸菌（KM耐性遺伝子の取り込み率）とプロトプラスト化していない
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場合で比較した後、天然海水サンプル中の遊離DNAの大腸菌への形質転

換を試みた。さらに、生菌を含んだ天然海水サンプルと緑色蛍光タンパ

ク質（GFP）遺伝子で標識したモデル大腸菌の形質転換を行い、すべての

現場の微生物および遊離DNAを標的にした時の形質転換について検討し

た。

 第7章では、本実験の全体的の結果を総括し、本研究で得られた結果

を明らかにするとともに今後の研究課題などについてまとめた。
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第2章

供試菌株の選択およびプロトプラスト融合法の確立

2．1 緒言

 海洋の未利用遺伝子資源を有効に活用する方法の1つとしてプロトプ

ラスト融合を利用することが考えられる。31）プロトプラスト融合は、細

胞壁を取り除いてプロトプラスト状態になった複数種の微生物を混合す

ることによって、微生物問で遺伝子を水平伝播させる技術である。32）こ

のプロトプラスト融合は複雑な遺伝子工学的手法を用いなくても、微生

物の遺伝学的性質を大幅に変更することができる優れた手法である。プ

ロトプラスト融合では環境に生育する微生物のゲノムを抽出することな

く、プロトプラスト状態にしたもの同士を融合させ、未知のゲノムを有

する微生物の遺伝子情報が既知の微生物と組換えることができる。さら

に、融合操作は比較的簡単で、特別な装置などを用いなくても可能であ

り、融合により大きいサイズのゲノム断片が組換えることも可能である。

本方法を用いて海洋中の微生物と培養が容易でかつ大量培養が可能な微

生物との融合を行うことにより、今まで利用できなかった海洋微生物の

有用遺伝子を培養が容易な微生物の側に移行し、有用機能を発現するこ

とができれば、諸産業への応用の道をさらに開くことができると考えら

れる。これまでに、プロトプラスト融合は同属問の陸上由来の微生物に

ついてのみ報告が見られ、親株とは異なる性質を有する融合株が数多く

取得されている。33’38）
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 しかしながら、海洋微生物についてはプロトプラストを作成した報告

は見られるものの、融合例は全くない。39－41）海洋微生物はその培養条件

で塩分要求性を有するなど陸上の微生物と異なる性質であることからプ

ロトプラスト融合を行う条件も海洋微生物に適した条件を使用する必要

がある。微生物のプロトプラスト融合にはプロトプラスト化、プロトプ

ラスト融合およびプロトプラスト再生の3つのステップが存在している

が、これらのどのステップでも海洋細菌に適した塩分などの条件が必要

である。このため、陸上の微生物のプロトプラスト融合方法をそのまま

海洋細菌に適応することは限界があると考えられ、新しく海洋微生物と

のプロトプラスト融合法のモデル系を構築することが必要であると思わ

れる。

 そこで、本章では様々な海洋微生物の中から抗生物質耐性や海水要求

性のある海洋性発光細菌Shemanθ11∂sp．02HA－5－1株を海洋微生物のモデ

ルとして選択するとともに、汎用性が高く、抗生物質耐性や海水要求性

のない大腸菌Eschθriohia coli JCM164gT株を培養が容易な微生物のモ

デルとして選択した。そして、それらの供試菌についてプロトプラスト

融合法を検討するとともに、得られた融合株の生理・生化学的性状を明

らかにすることを目的とした。

2．2 実験方法

2．2．1 供試菌株と保存法

 本研究では海洋性発光細菌5力餅∂nθlla sp．02HA－5－1株および大腸菌

Escherichia oo万JCM164gT株をモデル株として使用した。 S．

sp．02HA－5－1株は東京海洋大学大学院応用微生物学講座において2002年
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10，月10日に沖縄本島北部水深140mの海水中より分離した株で、分離後

一80℃で保存していたものを本実験に用いた。また、大腸菌E． coli

JCM164gT株は理化学研究所から分譲されたもので、当講座の一800C超低温

保存庫中で保存されていたものを、解凍後37℃でよく増殖させた後、実

験に供するまで4℃で保存した。〃加∫of∫50カθが010Q2－1－4株、 Vibzio

haTvθyi OIAM－5－3－27株および勘説。加。狛rか摺1θiogna thi OIKO－4－1株

はそれぞれ東京湾大井埠頭、奄美大島および高知県・入野市の海水サン

プルから分離した発光細菌であり、Photohactθriumρhosphoreum

IFO13896株は発酵研究所より入手した発光細菌である。海洋性発光細菌

S． sp．02HA－5－1株及び大腸菌の性質はTable 2．1に示した。02HA－5－1株

は発光能をマーカーとして有する他にカナマイシン（KM）、ストレプトマ

イシン（SM）、アンピシリン（Amp）、リボスタマイシン（RM）、ゲンタマイシ

ン（GM）、バンコマイシン（VM）およびセフォタキーシム（CTX）に対する抗生物

質耐性および海水要求性を有する好気性の低温性細菌である。一方、

JCM164gT株は発光能や抗生物質耐性および塩分要求性のない通気嫌気性

の中温性細菌である。このようにお互いに相反する性質を持っているこ

とから特定の選択培地において融合株の選択が可能になり、これら2種

類の細菌の組み合わせでプnトプラスト融合の実験が行えることが判明

した。

2．2．2 供試菌株の培養法

 海洋性発光細菌はHSB培地（Table 2．2）20m！を添加したバッフル付き

の100ml容三角フラスコに一白金耳接種後（事前に一8Q℃から解凍後1．5％

の寒天を添加したHSB培地に接種し、肉眼的に発光が明瞭に確認できる

コロニーを使用）、20℃において一昼夜往復振盟培養（40回／分）した。培
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養後、630nmにおける濁度（OD63。）がO．5～0．8に達した前培養液200μ1

を分取し、新しい100ml容三角フラスコ（HSB培地20mlを添加）に接種し、

前培養と同様に20時間培養したものを本実験に使用した。

 大腸菌はTSB培地（Table 2．3）20mlを添加したバッフル付きの100ml

容三角フラスコに一白金耳接種後、27℃において一昼夜振猛培養

（160rpm）した。培養後、OD63。が0．8に達した前培養液200μ1を分取し、

新しい100ml容三角フラスコ（TSB培地20mlを添加）に接種し、前培養と

同様に培養したものを本実験に使用した。

2．2．3 発光光度および増殖の測定

 海洋性発光細菌の発光光度の測定はデュアルルシフェラーゼアッセイ

用ルミノメータGene－Light 55（マイクロテック・ニチオン）を用い、液

体培養した培養液の相対発光量（Relative Light Unit、RLU）を測定した。

一方、供試菌の増殖量は96ウェル測定用のマイクロプレートリーダ

UV－2400PC（島津製作所）を用い、 OD63。における濁度を測定して求めた。

2．2．4 抗生物質存在下における海洋性発光細菌の発光光度の影響

（1） 02HA－5－1株のAmpおよびCTX存在下における発光光度の影響

 0、1．5、3、6、12、25、50および100μg／m1のAmpならびCTXを添加

したHSB培地を24穴の細胞培養用タイタープレート（住友ベークライト）

に1mlずつ分注した。これに抗生物質無添加で培養した02HA－5－1株の培

養液を10μ1接種した後、20℃において一昼夜往復振塗培養（20回／分）

した。その後、同じ滅菌HSB培地にて100倍希釈したものの発光光度お

よび培養液の増殖量を測定した。

（2） 5種類の発光細菌の各種濃度のAmp存在下における発光光度の影響
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 Vibrio fisoheri O10Q2－1－4株、 V． harveyi OIAM－5－3－27株、

Ph o tohac ter∫ um 1θゴ08η∂訪ノ01KO－4－1株、∫λ助05p加rθα加工FO13896株お

よび02HA－5－1株の合計5株を0、1．5、3、6、12、25、50および100μ

g／mlのAmpを添加したHSB培地に植菌し、20℃において一昼夜往復振盤

培養（20回／分）し、その発光光度および増殖量を比較した。

2．2．5 S． sp．02HA－5－1株の16S rRNAと生理・生化学的性質および

DNA－DNAハイブリダイゼーションによる同定

 02HA－5－1株についてEzaki et al、の方法42）に従って全ゲノムDNAを抽出

した。すなわち、対数増殖後期まで培養した菌体培養液1mlを1．5m！容遠心

管に分取し、9，200×gで10分間遠心分離して上清を除去した後に、0．2ml

の0．1MEDTA（pH8）溶液に懸濁した。この菌体懸濁液に卵白由来リゾチーム

（和光純薬工業）を終濃度1mg／mlになるように加え、37℃に15分間インキュ

ベートした後、0．2mlの20％SDS溶液を加え、60℃で10分間放置した。目視

で粘度の増加を確認した後氷冷し、DNAのフェノL一一・・iル／クロロホルム抽出を

行った。フェノール／クロロホルム抽出は次のように行った。溶菌懸濁液

に等量のPCI（フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール＝

25：24：1）を添加し、15分間強く撹拝した。その後、20，600×gで20分間遠

心分離し、その上層を分取し、新しい1． 5ml容遠心管に移した後、等量の

PCIを添加して同一操作を2回繰り返した。このようにして得られた上層に

0，1倍の1M塩化ナトリウム溶液および2．5倍量の冷エタノール（100％）を添

加し、20，600×gで20分間遠心分離した。この上清を除去し、等量の冷エ

タノール（70％）を添加し、20，600×gで5分間遠心分離し、上清を完全に除

去した後、沈殿したDNAを常温で30分間風乾させた。このDNAに20μ1のTE

バッファ（Table 2．4）を添加して以後の実験に用いた。すなわち、抽出し
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たDNAをTaKaRa rTaqTM（タカラバイオ）によりPCR増幅を行い、ユニバー

サルプライマーを用いて16S rDNAを増幅した。使用したプライマーを

Table 2，5に示した。なお、 PCRの反応条件は、熱変性が94℃で5分聞、続

いて94℃で1分間、59℃で2．5分間、72℃で2．5分間のサイクルを30回繰り

返した後、伸長反応を72℃で行った。得られたPCR産物についてアガロー

スゲル電気泳動を行い、エチジウムブロマイド染色によって増幅断片を確

認した後、ABI PRISM BigDye Terminator v1．1Cycle Sequencing

Kit（App！ied Biosystems）を用いて塩基配列の解析を行った。なお、サー

マルサイクラーの条件は熱変性が960Cで2分間、続いて96℃で10秒間、50℃

で5秒間、60℃で4分間のサイクルを25回繰り返した後、伸長反応を60℃で

5分間行った。得られたPCR産物の精製は以下のとおりに行った。サンプル

20μ1に3M酢酸ナトリウム2μ1および95％エタノール50μ1を添加し、常温

で15分間放置した後、20，000×gで20分間遠心分離を行い、その残渣に70％

エタノール250μ1を添加して再び5分間遠心分離し、上清を除去した残渣

に20μ1のHi－Di Formamide（Applied Biosystems）を加え、 ABI PRISM’310

Genetic Analyzer（Applied Biosystems）の操作方法に従って塩基配列の

解析を行い、CLC Free Workbench（CLC bio）ソフトを用いて系統図を作成

した。

 16S rRNAでの相同性が最も高かったShθmai？θ11a moodyi ATCC51908株と

の生理・生化学的性質の比較はSimbertθt al．の方法43）を参考に行った。

なお、S． moodyi ATCC51908株は水深200～300mのアルボラン海の海水およ

びイカ墨より分離された株で44）、東京大学に保存されていたものを分譲さ

れた。

 一方、両株のDNA－DNAハイブリダイゼーションはEzaki et∂ノ．の方法45）

を参考にマイクロプレート法を用いて行った。すなわち、上記と同じ方法
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で両株のDNAを精製し、100μg／mlになるようにTEバッファで調製し、100℃

で10分間保温後、氷冷して熱変性した。熱変性DNA溶液をPBS－Mg（Table

2．6）で10μg／mlに希釈し、96ウェルのマイクロプレート（コーニング）の各

ウェルに100μ1ずつ分注し、30℃で2時間保温後、溶液を除去し、45℃に1

時間保温して乾燥したものをDNAプレートとして用いた。次に、0．5mg／ml

に調整した旧株の標識DNA10μ1を等量のフォトビオチン溶液（株式会社ベ

クター）と混合し、蓋を開けたまま氷上で300Wの水銀灯で上面から30分間

光照射した後、180μ1の0．1M Tris－HCI（pH9．0）を加え、さらに等量の1一

ブタノールを加えてよく混合し、余残のフォトビオチンを1一ブタノール相

に移して除き、1一ブタノール抽出を2回行ったものを標識DNAとした。ハイ

ブリダイゼーションは次の方法で行った。すなわち、DNAを固定したプレ

ートのウェルに、プレハイブリダイゼーション溶液（Table 2．7）を200μ1

ずつ分注し、37℃で30分間保った。その間にフォトビオチン標識DNA溶液

を超音波破砕機（東京超音波技研株式会社）で20秒間処理し、100℃、10分

間処理後急冷した。この標識DNA溶液50μ1当りにハイブリダイゼーシtaン

溶液（Table2．8）1mlを加え、よく混合した。次に、プレートのプレハイブ

リダイゼーション溶液を除去した後、標識DNAを含むハイブリダイゼーシ

ョン溶液をウェル当り100μ1ずつ分注し、蒸発を防ぐためにウェルにシー

ルし、42．2℃で3時間保温し、ハイブリダイゼーション反応を行った。反

応終了後、ハイブリダイゼーション溶液を除去し、ウェルを1×SSC（Table

2．9）で3回洗浄した。得られたハイブリッドDNAの定量は発色法を用いた。

すなわち、使用直前に調製した100μ1のstreptavidin一酵素溶液（Table

2．10）を各ウェルに分注し、37℃で1時間放置した後、溶液を除去し、ウェ

ルを1×SSCで3回洗浄した後、使用直前に調製した100μ1の発色基質TMB

溶液（Table 2，11）を各ウェルに分注して5分後のOD63。による吸光度を測定
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した。次に、2MH2SO4を50μ1加え、反応を停止させた後、450nmによる吸

光度を測定し、相同性を求めた。

2．2．6 供試菌株のプロトプラスト融合

（1） 海洋性発光細菌のプロトプラストの形成

 02HA－5－1株をバッフル付きの！00ml容三角フラスコ（HSB培地20m1を

添加）に一白金耳接種後、20℃において一昼夜往復振塗培養（40回／分）し

た。培養後、その全量を遠心分離（3，300×g、10分間）により集菌し、20ml

の海洋性発光細菌用高張溶液（Table 2．12）に懸濁し、さらに同一条件で

菌体を2回洗浄した。次に10mlの海洋性発光細菌用高張溶液に菌体を再

懸濁し、高張溶液中のリゾチームが最終濃度0～12mg／m1になるように添

加し、20℃、27℃および37℃にて往復振盗（40回／分）した。一定時間経

過後、プロトプラストの形成を位相差顕微鏡（オリンパス・BX51、400倍）

で確認し、以後の回収操作に用いた。なお、海洋性発光細菌用高張溶液

の組成として、0～0．5Mのスクロv・一一・・iス、グリセリン、 D一ソルビトールお

よびD一マンニトール（和光純薬工業）、またプロトプラストの安定剤とし

て0～0．4Mの塩化カルシウム、塩化カリウムおよび塩化マグネシウム（和

光純薬工業）ならびにEDTA・2Na（和光純薬工業）を添加した時の効果を調

べた。46）

 得られたプロトプラストの回収法として透析膜（Spectra／Por2分画分

子量300，000）（日本ベクトン・ディッキンソン）を用いた透析法と遠心分

離法（3，300×g、10分間）の両方法を検討した。回収したプロトプラス

トは終濃度が1×109／mlになるように海洋性発光細菌用高張溶液で希釈

した。

（2） 大腸菌のプロトプラストの形成
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 グラム陰性細菌のプロトプラストの作成についてはこれまでいくつか

の報告が見られる。47－49＞本研究ではJCM1649T株について過去の文献を

参考にプロトプラストを作成した。50）本株を20mlのTSB培地（バッフル

つき100ml容三角フラスコ）に植菌し、37℃で一昼夜回転振猛培養

（160rpm）した。この培養液1mlを新たな同培地20mlに接種し、270Cで一

昼夜振盗培養した全量を遠心分離i（3，300×g、10分間）で集菌した後、大

腸菌用高張溶液（Table 2．！3）に再懸濁し、同様に遠心分離によって菌体

を洗浄した。この操作を2回繰り返した後、10mlの大腸菌用高張溶液に

再懸濁し、最終濃度0．4mg／mlに蒸留水で溶解したリゾチーム溶液を加え

た後、氷上にて15分間放置し、位相差顕微鏡でプロトプラストの形成を

確認した。この反応液を遠心分離（2，300×g、5分間、4℃）し、生成した

プロトプラストを大腸菌用高張溶液で2回遠心洗浄（2，300×g、5分間）

し、終濃度1×109／mlになるまで大腸菌用高張溶液にて希釈した。

（3） プロトプラスト融合

 上記の操作により得られた両株の純化プロトプラスト液1mlずつ

（1×109／m1）を等量混合し、遠心分離（2，000～5，000×g、1～10分間）によ

り両プロトプラストを濃縮した。これに各種PEG溶液1mlを速やかに加

えてプロトプラストを懸濁させ、常温で1分間静置して融合処理した後、

さらにプロトプラスト用高張溶液（Table 2．！4）1mlを加えた。なお、

PEG（和光純薬工業）は平均分子量の異なる＃200、＃1，000および＃6，000の

3種類を用い、その濃度は10％～40％の範囲に調整した。

（4） 融合株の再生

 得られたプロトプラスト混合液を海洋性発光細菌用高張溶液で適宜希

釈し（×1～10”7倍）、その0，1mlを再生培地（Table 2．15）に塗沫した後、

20℃、27℃および370Cにおいて2～5日間静置培養した。なお、これと
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同時に浸透圧調整剤無添加の再生培地でも同様に培養し、低浸透圧条件

で供試菌プロトプラストがバーストすることにより、プロトプラストが

再生されないことを確認した。

 再生培地上に生じた再生コロニーを直接あるいはレプリカ法により選

択培地に接種した後、培養を行った。なお、この選択培地は再生培地か

らグリセリンを除いたものを基本とし、これに塩化ナトリウム（O、1．5、

3％）および抗生物質として10μg／mlのKM、SMおよびAmpをそれぞれ添加

した。これらを20℃、27℃および37℃下で培養し、生じたコロニーの発

光性の有無を目視で観察した。なお、すべての融合候補株は同一条件下

において寒天培地で数回継代培養を行い、安定な表現形質を保有する融

合株のみを選択した後、プロトプラストの融合率、再生率および回収率

をTable2．16に示した計算式に従って算出した。そして得られたすべて

の融合候補株は15％グリセリンに懸濁した後、一80℃下で保存した。

（5） 融合株の取得およびその諸性状

 融合株とその親株の発光性はHSB培地またはTSB培地において20℃、

270Cおよび37℃で一昼夜振盤培養した後、暗所において肉眼的に確認し

た。また融合株の抗生物質耐性試験にはKM、SMおよびAmpをそれぞれ0、

6、12、25、50μg／ml添加したHSB培地またはTSB培地を用い、同様に

一昼夜培養を行った後、増殖の有無から抗生物質耐性能を判定した。ま

た同時に、同一濃度の抗生物質およびL5％の寒天を添加したHSB寒天培

地およびTSB寒天培地でのコロニーの生育の有無からも抗生物質耐性能

を確認した。なお、融合株および親株のその他の生理・生化学的性状試

験はSmibert et∂ノ．の方法43）に準じて行った。

2．3 結果および考察
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2．3．1 抗生物質が海洋性発光細菌の発光光度に与える影響

 Fig．2．1およびFig，2．2に示したように、02HA－5－1株はAmp濃度0～

40μg／mlまで、またCTX濃度0～10μg／m1まで添加した抗生物質濃度と

発光光度の間に高い正の相関が得られ、その相関係数（R2）はそれぞれ

0．884および0．927であった。このような性質の一般性を確認するため、

02HA－5－1株を含む5種類の発光細菌を各種濃度のAmp存在下における発

光光度を調べた。その結果、Fig．2．3に示したように、Ampの添加による

発光光度の変化は供試菌株によって大きく変動した。このように、Amp

の添加濃度に比例して発光光度が向上する現象は、すべての発光細菌共

通の性質ではないことが判明した。本実験の供試菌株である02HA－5－1

株はAmpおよびCTXの添加により発光光度が向上したことから、選択培

地にこれらの抗生物質を添加することにより融合株の選択の際に発光が

検出されやすく、融合株の選択のマーカーとして使用できる可能性が期

待できた。

2・3・2 S・sP．02HA－5－1株の同定

 02HA－5－1株の16S rRNAの塩基配列（1454bp）をFig．2．4に、またこの

塩基配列に基づく系統図をFig．2．5に示した。この図から明らかなよう

に、本株はSh e m∂nθll∂vao o dyiと98．85％の高い相同性を示した。また、

Table2．17－18に示すように、生理・生化学的性質もS． pvoodyi ATCC 51908

株と類似しており、さらにDNA－DNAハイブリダイゼーションの結果でも

77．7％および79．9％の相同性を示している（Table2．19）ことから、本株は

S．pvoodyi ATCC51908株と同一種であることが明らかとなったが、両菌は

違う株であることから本菌をS． moodyi O2HA－5－1株と命名した。この
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s．moodyiはまだあまり研究例がない種であり、今後さらに系統分類され

る可能性も考えられるので、データベースの充実が待たれるところであ

る。5D

2．3．3プロトプラスト融合法の確立

 海洋性発光細菌および大腸菌のプロトプラスト化とその融合および再

生条件は以下の通りに決定した。すなわち、発光細菌のプロトプラスト

化は15mMトリスー塩酸（pH8．0）、0．3M塩化カルシウム、0．5Mグリセリン、

8mM EDTAを含む人工海水52）から構成される懸濁液に最終濃度2．4mg／ml

になるようにリゾチームを加え、30℃で2時間の往復振回が適切であっ

た。生じたプロトプラストの回収は2，300×gでの遠心処理（5分間）が最

適であった。一方、大腸菌のプロトプラスト化は柳田ら50）に示した方

法に従った。すなわち、15mMトリスー塩酸（pH8．0）、0．45Mスクロース、

8mM EDTAを含む懸濁液に0．4mg／m1のりゾチv一一・・ムを加え、氷冷で15分間

の静置が適切であった。生成したプロトプラストの回収は2，300×g遠心

処理（5分間）が最適であった。各種濃度のPEGの存在下におけるプロト

プラストの融合状態の変化をFig．2．6に示した。この図から明らかなよ

うに20％PEGの存在下においてこれらのプロトプラストは複数繋がって

融合が生じているように見えた。プロトプラスト融合を行うためにはま

ず膜の接触が必要であるので、この繋がっている細菌のプロトプラスト

の数を融合に関与したプロトプラストの数として融合率の計算に用いた。

なお、0％PEGではこのような現象は観察されなかった。一方、40％PEG

ではプロトプラストは完全に溶菌してしまい、原形をとどめていなかっ

た。また各種PEG濃度下におけるプロトプラストの再生率、融合率およ

び回収率を算出した結果、これら両三を用いてのプロトプラスト融合は
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15mMトリスー塩酸（pH8．0）、0．5Mグリセリンを含む人工海水に20％

PEG＃6，000を添加した溶液が最適であった（Table 2．16）。また、再生培

地の組成としてはバクトペプトン（Difco）2．5g、バクト酵母エキス

（Difco）1．5g、グリセリン0．2Mおよび寒天15gを人工海水1000mlに溶解

したもの（pH未調整）が良好であった。

 融合株を含むプロトプラストを再生し、その再生したコロニーを様々

な選択培地で培養した。』その結果、発光性を有する3株を含む合計155

株の融合候補株が得られた。これらの融合候補株を同一培地にて数回継

代培養した結果、その多くは死滅したり、不安定な性状を示したため、

最終的に13株の安定した性質を持つ融合株を取得できたに留まった。こ

れらの13株の融合株について生理・生化学的性質を調べた結果をTable

2．20に示した。この表からわかるように融合株2－32株、3－16株および

3－18株はコロニーの形態、酸素感受性、オキシダーゼ試験やグルコース

からのガス産生の有無などが海洋性発光細菌と非常に近い性質を示した。

しかしながら、発光性は完全に消失し、塩化ナトリウム耐性および抗生

物質耐性が極めて低く、さらに2－32株はSM耐性を消失し、また3－16

株および3－18株はKM耐性も完全に消失していた。これはおそらくプロ

トプラスト融合により大腸菌の持つ表現性質が保存期間の経過とともに

脱落する傾向がよく知られることから親株である発光細菌から発光遺伝

子が脱落したか可能性もあると考えられる。その他の融合株はコロニー

の形態などが大腸菌と非常に近い性質を示したが、塩化ナトリ．ウム耐性

および抗生物質耐性の有無が親株と明らかに異なっていた。融合直後に

は155株の融合候補株が得られたが3ヶ月間保存したところ13株のみが

親株と異なる性質であったことから、3ヶ，月の継代培養により、残りの

142株は融合で得られた親株の性質が脱落した可能性が高いと考えられ
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る。

 本研究は海洋性発光細菌と大腸菌間でプロトプラスト融合を行うこと

であり、13株の親株と性質の異なる融合株を新たに取得することができ

た。当初得られた155株の融合候補株のうち、安定した性質を持つもの

の数は継代培養により大幅に減少した。この事実からプロトプラスト融

合により得られる融合株は一般的には非常に不安定であり、融合により

挿入された遺伝子断片は継代培養によって自然淘汰されるか、または表

現形質として発現されにくくなる可能性も大きいと推測された。得られ

た融合候補株！55株の中には、発光性を有するものも含まれていたが、

最終的に得られた13株の融合株には、発光性を保有しているものは全く

存在しなかった。この原因として、上述の可能性に加え、発光遺伝子の

ような海洋性発光細菌由来の遺伝子を保持できる再生培地や選択培地が

選択できなかったのではないだろうか？

 今回の融合では、抗生物質耐性などが変化した融合株が確認され、本

プロトプラスト融合法は海洋性発光細菌S．mo o dyi O2HA－5－1株および大

腸菌間でも可能であることが示唆された。さらに今回の融合率は過去に

報告された値と比較するとかなり低い。26”30）その理由として今回使用し

た供試菌株は異なる属の細菌であるため、その融合率が同属間の細菌同

士の融合の時よりも低いことが考えられる。さらに、今回は浸透圧調整

剤やPEGの種類、再生培地などについて検討したが、供試菌株について

は今回使用した検討指標以外にもプロトプラスト膜の安定性などで更な

る検討を行い、融合率を向上させる必要があると思われた。
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Table 2．1供試菌株の遺伝子マv一一一一・‘カ

海洋性発光細菌   大腸菌
（Shemane71a sp． 02HA－5－1） （EscheTichi’a coli 1649T）

抗生物質耐性

  KM

  SM
  Amp

  RM

  GM

  VM
  CTX

 発光性
塩分要求性

温度感受性

酵素感受性

 一ト＊

 十

 一ト

 十

 十

 十

 十

 一ト

 ート

低温性

好気性

 中温菌

通気嫌気性

＊ ＋陽性、一陰性
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Table 2．2海洋性発光細菌生育培地（HSB）

バクトペプトン（Difco）

バクト酵母エキス（Difco）
人工海水51）

pH

 2．59
 1．59
1000 ml

  7． 5

Table 2．3大腸菌生育培地（TSB）

バクトカゼイン（Difco）

バクトソイトン（Difco）

グルコース

塩化ナトリウム
リン酸カリウム

蒸留水

pH

17． 0 g

 3．0 g

 14 mM

 85 mM

 14 mM

1000 ml

  7． 3

Table 2．4 TE組成

トリスー塩酸（pH8．0）

EDTA

超純水

 10 mM

 1 mM
1000 ml



Table 2．5Shemaftella sp．02HA－5－1株の

 16S rDNA増幅に使用したプライマー

プライマー名 酉己 り （5’一3’）

27F
31F

sIF

3LR

1154R

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GTCCCGCAACGAGCGCAAC
CAGCMGCCGCGGTAATACG
TTGCGCTCGTTGCGGGACT
GGTTACCTTGTTACGACTT

Tab l e 2．6 PBS－Mg組成

PBS（一）組成

  塩化ナトリウム
  塩化カリウム
  リン酸水素ナトリウム
  リン酸二水素カリウム
塩化マグネシウム
超純水

 O．2M
 3 mM
 8 mM
 1 mM

 O．1M
1000 m1

28



Table 2．7 プレハイブリダイゼーション溶液

20×SSC
50×Denhardt’溶液
Denatured salmon DNA

ホルムアミド
蒸留水

 1 ml

 1 ml

 1 mg

 5 m1

2．9 ml

Table 2．8ハイブリダイゼーション溶液

20×SSC
50×Denhardt’溶液
Denatured salmon DNA

ホルムアミド
蒸留水
硫酸デキストラン

 1 ml

 1 ml

 1 mg

 5 m1

2．9 ml

O． 25 g

Table 2．920×SSC組成

塩化ナトリウム
クエン酸ナトリウム
蒸留水

  3M

O．3M
1000 ml



Table 2．10 Streptavidin一酵素溶液

Peroxidase－streptavidin溶液
0．5％BSA－PBS（一）溶液

1 pt1

1 ml

Tab l e 2．11発色基質溶液（TMB）組成

3，3‘，5，5’一テトラメチルベンジジン 1mg

ジメチルスルポキシド（DMSO）   1ml

クエン酸           0．1M
リン酸水素ナトリウム      0．2M
30％過酸化水素水溶液      2μ1

Table 2．12海洋細菌用高張溶液

トリスー塩酸（pH8．0）

塩化カルシウム
グリセリン
EDTA

人工海水

 15 mM

 O．3M
 O．5M
 8 mM
1000 ml



Table 2．13 大腸菌用高張溶液

トリスー塩酸（pH8．0）

スクロース
EDTA

蒸留水

 15 mM

O． 45 M

 8 mM
1000 ml

Table 2．14 プロトプラスト用高張溶液

トリスー塩酸（pH8．0）

グリセリン
人工海水

 15 mM

 O．5M
1000 ml

Table 2．15プロトプラスト再生培地

バクトペフ。トン（Difco）

バクト酵母エキス（Difco）

グリセリン

寒天

人工海水
pH

 2．59

 1．5g

 O．2M
 15 g
1000 ml

無調整



Table 2．16各種PEG濃度下におけるプロトプラストの
融合率、再生率および回収率の変化

PEG濃度

oo／， 200／， 400／，

顕微鏡下での
融合率（％）＊

再生培地での
再生率（％）＊＊

o

80

80

7

o

1

 融合株の
回収率（％）＊＊＊

o 2×10－7 o

＊顕微鏡下での融合率＝

  （複数が繋がり重なっているプロトプラスト数／

            PEG添加前のプロトプラスト数）×100（％）
＊＊ ﾄ生培地での再生率＝

  （再生培地で増殖したコロニーの数／

            PEG添加前のプロトプラスト数）×100（％）
＊＊＊ Z合株の回収率＝

  （再生後に親株と異なる性質を持つコロニーの数／

             PEG添加前のプロトプラス数）×100（％）
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Table 2．17供試菌株Shemanθ11a sp．02HA－5－1株とShemanθ11a

moodyi ATCC51908株の生理・生化学性状の比較

性質
Shemanella sp．

 02HA－5－1株

Shemane！la moodyi

  ATCC51908株

 グラム染色＊

 コロ ：一一形態

  発光性

 カタラーゼ

 オキシダーゼ

 O－Fテスト

 増殖温度範囲

 増殖pH範囲

  NaCl而寸ll生

ゲラチナーゼ活性

アミラーゼ活性

 リパーゼ活性

硝酸塩還元活性

 抗生物質耐性

Amp （25 Kz g／ml）

 KM （25 xL g／ml）

 SM （25 IL g／ml）

 VM （25 xx g／ml）

 EM （25 pt g／ml）

 FN （12 LL g／ml）

 PM （25 IL g／ml）

 GM （25 pt g／ml）

 OM （25 lt g／ml）

CTX （25 pL g／ml）

CEX （25 lt g／ml）

 TC （25 lt g／ml）

透明

 十

 十

 十

非分解

15－270C

3－12

1－60／o

 十

 十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

透明

 十

 十

 十

非分解

15－270C

3－12

1－6e／，

 十

 十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

＊  ＋陽性、一陰性
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Tab le 2．18供試菌株Shθvaaflella sp．02HA－5－1株とShe〃ranella

vaoodyi ATCC51908株の炭水化物の資化性の比較

性質
Shemanel！a sp．

 02HA－5－1株

Shemanella moodyi

  ATCC51908株

 糖の資化性（1％）

  グルコース

  スクロース

  マルトース

 マンニトール

  ラクトース

 アラピノール

 ソルビトール

 ガラクトース

 イノストール

  キシロース

  トレハロース

  グリセリン

  ゆ        くう

  ァンフン

有機酸の資化性（1％）

   乳酸

  シュウ酸

  クエン酸

  コハク酸

   酢酸

   ギ酸

   酒石酸

   ホウ酸

 プロピオン二

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

＊  ＋陽性、 一陰性
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Table 2．19供試菌株とShθmanθ17a moodyi ATCC51908株のハイブリダイゼーション

株名
GC含量
（molO／o）

フォトビオチン標識DNA株との相同性（％）

S．sp．02HA－5－1株 S．moodyi ATCC51908株

誤

 S．sp．02HA－5－1株

S． moodyi ATCC51908株

47． 7

43． 7

100

77． 7

79． 9

100



Table 2．20融合株および両親株の生理・生化学性状の比較

親株 融合株 親株
性質

02HA一一一5－1 1－1 1－6 1－8 2－25 2－26 2－32 3－5 3－9 3－16 3－18 4－10 4－11 4－12 JCM1649T

器

  グラム染色＊

  コロニー形態

 カタラーゼテスト

オキシダーゼテスト

   発光性

   0－Fテスト

  NaCl而寸’1生 （％）

抗生物質耐性（μg／mD

     KM

     SM

     Amp

T

A

十

十

6

50

50

50

W

F

十

Ls

o

o

3

W

F

十

L5

25

25

0

W

F

十

L5

25

12

3

W

F

十

L5

25

25

0

W

F

十

1．5

25

12

6

T

A

十

3

25

0

25

W

F

十

1． 5

0

25

0

W

F

十

1． 5

25

12

6

T

A

十

3

0

25

12

T

A

十

3

0

25

12

W

F

十

3

12

12

0

W

F

十

3

12

12

0

W

F

十

L5

12

25

0

W

F

十

1． 5

0

0

0

＊：＋陽性  一陰性 T透明 W白色、半透明， A好気性 F通性、嫌気性
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Fig．2．1 Ampが5加研∂ηθ刀∂sp．02HA－5－1株の発

光光度に与える影響
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Fig．2．2 CTXがShemanella sp．02HA－5－1株の発
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Fig．2．3 Ampが各種発光細菌の発光光度に与える影響

 ●5～sp．02HA－5－1株◆V． fisoheTi O10Q2－1－4株

 ．V． harvθyi OIAM－5－3－27株▲P．1eiogn∂thi OIKO－4－1株

 OP． phosphOTeum lFO13896株
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GCTGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGATATCTGCCTAGTCGTGGGGGATAACAGT

TGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGAGGGGACCTTCGGGCCTTTCG

CGATTAGATGAGTCTAGGTGGGATTAGTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCC

CTAGCTGTTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA

GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAG

AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTTAACGGTTAATAACCGTTAGC

TGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGGG

GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCCAGAATG

TGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTGGAACTGGCAAACTAGAGTCTTGTAGAGGG

GGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGC

GGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC

CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTCGGAGTTTGGTAACTTAGTTACTGGGCTCCCAA

GCTAACGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC

GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAC

TCCTTGACATCCCCAGACCTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGC

TGCATGGCTTGTGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCACGCAACGAGCGCAACCCT

TATCCTTATTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTTTAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGA

AGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGT

CGGTACAGAGGGTTGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAGAAAGCCGGTCGTAGTCCGGAT

TGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGG

TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCACCAGAAG

TAGATAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTA

ACAAGGTAGCCCTAGGGGAACCTGGGGCTGGATCACCTCCTTTCTA

Fig． 2．4 Shemanella sp．02HA－5－1株の16S rRNA塩基配列
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第3章

海洋性発光細菌の発光遺伝子を標的とした融合株の検出

3．1 緒言

 海洋細菌のプロトプラスト融合法を開発するために、第2章では海洋

細菌のプロトプラスト融合のモデル系を構築した。すなわち、様々な微

生物の中から遺伝子マーカーとなる遺伝形質を多数有する海洋性発光細

菌Sh・e・manθ11∂moodyi O2HA－5－1株および汎用性の高い大腸菌

Eschθziofoia oo万JCM1649T株をモデル微生物として選択し、これらにつ

いてプロトプラストを作成し、融合を行い、融合株の再生を行うための

最適条件を検討した。その結果、155株の融合候補株を取得することに

成功した。これらの融合株の中には指標とした抗生物質耐性および塩分

要求性などが親株と著しく異なる性質の融合株が数多く得られたが、も

う一つの指標である発光能を有する融合株は取得できなかった。この原

因としては以下のことが考えられる。一般的に薬剤耐性遺伝子は約1kb

の比較的短い遺伝子であるので遺伝子の組換えが起きやすい。一方、生

物が発光するためには、ルシフェラーゼ遺伝子を初め、アルデヒド合成

酵素遺伝子など複数の遺伝子を含む約5．5kbの遺伝子が必要であるため、

このサイズの発光遺伝子群が生体内で組換えられた融合株を取得するの

は困難であったと考えられる。しかしながら、プロトプラスト融合では

複雑に遺伝子が交雑することから、発光遺伝子が部分的に導入される可

能性が考えられた。そこで、本章では海洋性発光細菌S．pvoodyi 02HA－5－1
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株の発光遺伝子の塩基配列を決定し、得られた155株の融合候補株の中

から発光遺伝子断片を有する株を探索し、遺伝学性状の相違から海洋性

発光細菌および大腸菌のプロトプラスト融合を確認することを目的とし

た。

3．2 実験方法

3．2．1 発光遺伝子のクローニング

（1） ユニバーサルプライマーを用いた1ux遺伝子のクn・一ニング

 Table 3．1に示すユニバーサルプライマー1α湖一Fおよび1uxA－Rは

Vibrio sp．、Pho toh∂cteTium sp．およびShemane11∂hanθdaiなどに共通

して存在する配列で1uxAの一部分を増幅することができることが知られ

ていることから、53）本研究でもこのプライマーを用いてPCR増幅を行った。

なお、PCRの反応条件は熱変性が940Cで2分間、続いて94℃で1．5分間、37℃

でし5分間、72℃で2分間のサイクルを5回繰り返した後、アニーリング温

度を55℃に設定して25サイクル繰り返し、伸長反応を72℃で行った。得ら

れたPCR産物はアガロースゲル電気泳動を行い、エチジウムブロマイド染

色によって増幅断片を検出した。

（2） 1ux遺伝子の部分的クローニング

 DDBJのデータバンク（DQ322063）のShθmanella moodyi ATCC51908株の

1uxA遺伝子の一部分（576bp）を参考にプライマ・一S． w－1θ湖一F－262および

S，w－！uxA－R－832（Table 3．1）を構築し、 PCR増幅を行い、増幅断片を確認

した。なお、PCR増幅の熱変性は94℃で2分間、続いて940Cで1，5分間、55℃

で1．5分間、72℃で2分間のサイクルを30回繰り返した後、伸長反応を72℃

で行った。
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 このDNA増幅産物をアガロースゲルから切り出し、 Wizard SV Gelおよび

PCR CIean－Up System（プ1コメガ）を用いてゲルから精製し、得られたDNA

を以後の実験に供した。

 精製したPCR産物は制限酵素∬功ゴ皿（タカラバイオ）およびBam HI（タ

カラバイオ）処理を行った。すなわち、0．5μg／μ1の精製PCR産物10μ1に

10×Kバッファ（タカラバイオ）2μ1と∬加ゴ皿：およびBam HIをそれぞれ1μ

1ずつ添加し、滅菌蒸留水で合計20μ1に調製した後、37℃で3時間静置し

た。なお、プラスミドpUC18／19（プロメガ）についても同一条件で制限酵素

処理を行った。

 PCR産物およびプラスミドをライゲーションした後、 Esohθziohi∂coli

JM109株（プロメガ）のコンピテントセルに形質転換した。なお、ライゲー

ション反応はTakara DNA Ligation Mixキット（タカラバイオ）を使用した。

すなわち、制限酵素処理したプラスミドベクタ・一一一50ngおよびPCR産物100

fmolを含むDNA溶液10μ1を混合し、これに10μ1のLigation Mixを添加し

てよく混合し、160Cで30分間保温したサンプルを形質転換サンプルどした。

また、ケミカルコンピテントセルは塩化カルシウム法54）を用いて作成し

た。すなわち、E． oo万JMIO9株菌液約10mlを500m！容三角フラスコ中に添

加した50mlのSOB培地（Table3．2）に接種し、18℃で一昼夜激しく撹拝培

養した。この大腸菌培養液の濁度（OD630）が0．6になった時点で培養を停止

し、培養液を氷上で10分間冷却した後、低速遠心分離（3，300×g、10分問、

4℃）した。遠心分離後、上清を除去し、沈殿した大腸菌菌体をTable 3．3

に示すTB培地17ml（0℃）に懸濁し、氷上に10分間放置し、同様に低速遠心

分離した。沈殿物中の大腸菌菌体を0℃に冷却した4mlのTB培地にかき混ぜ

ながら懸濁した。さらに0．3mlのDMSOを加え、氷上に10分間静置し、その

O．1m1を試験管に分注し、ドライアイスで冷却したエタノール中でクール
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ショック処理した。10分間経過後、これを取り出し、一80℃で保存した。

形質転換は目的のDNA10μ1を100μ1のコンピテントセルに添加し、氷上で

30分間静置した後、42℃において45秒間加温処理し、さらに氷上で2分間

冷却し、0，9mlのSOC培地（Table3．4）を加え、37℃で1時間放置し、50μg／ml

のAmpと30μ1の4％X－Galおよび30μ1の0．1M IPTGを添加したLB寒天培地

（Table 3．5）に0．1mlずつ塗抹後、37℃で培養した。培養後、 X－Ga1および

IPTGを添加したプレートから白色のコロニ・・一一一を釣菌し、プライマーP5およ

びP3（Table 3，1）を用いてPCR反応を行った。なお、 PCRの反応条件は熱変

性が94℃で2分間、続いて94℃で1分間、50℃で1分間、72℃で2分間のサイ

クルを30回繰り返し、伸長反応を72℃で行い、PCR産物はアガロース電気

泳動を行いその増幅バンドのサイズから目的クローンのコロニーを確認

した。なお、形質転換されていないプラスミドの長さは約100bpであるの

に対し、目的遺伝子断片が挿入されたゲノムサイズは約700bpになるので、

このサイズ付近でバンドが得られたものを目的コロニーとして選択した。

 次に、形質転換したコロニーからプラスミドの抽出を行った。なお、目

的コロニーをAmp 50μg／m1を含む2mlの培地に接種後、37℃で一晩振猛培

養した。この培養液1mlを遠心管に移し、遠心分離（20，600×g、1分間、4℃）

し、得られた沈殿物を0．2mlの冷Sol l（Table 3．6）に撹拝しながら溶解し、

氷上で15分間静置し、0．4mlのSolll（Table 3．7）を加え、十分混合させた

後、氷上で5分間静置した。その後、0．3mlの冷SolM（Table 3．8）を加え、

遠心管を氷上で10分間静置し、遠心分離（20，600×g、15分間、4℃）した。

この上清を2μ1のRNaseA（和光純薬工業）を添加した後、遠心管を37℃で20

分間静置した。このRNaseA処理したプラスミドをフェノール／クロロホル

ムで2回抽出し、0．6倍量2一プロパノールを加え、DNAを沈殿させた後、等

量の冷エタノv・一一ル（70％）で沈殿を洗浄し、30μ1の超純水に溶解したものを
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P3およびP5プライマー（Table 3．1）を用いてABI PRISM 310 Genetic

Analyzerの操作方法に従って塩基配列を解析した。

（3） Inverse PCR法を用いた発光遺伝子のクローニング

 S．moodvi O2HA－5－1株の発光遺伝子の一部分を参考にして増幅した

571bpの配列に基づいてSao・1を制限酵素として選択し、この酵素の前半

の部分から互いに反対側のプライマー1uxA－F－573およびluxA－R－299を、

Sa o 1の後半の部分から互いに反対側のプライマ・一一一 1 UiA－F－810および

1 u．￥A－F－740を作成した（Table 3．1およびFig．3．1）。

 次に02HA－5－1株のゲノムDNAを抽出し、制限酵素Sao 1で処理を行った。

すなわち、0．5μg／μ1に調製した02HA－5－1株のDNA 10μ1に50U／μ1の5∂01

μ1、10×Lバッファ（タカラバイオ）2μ1および超純水を添加して合計20

μ1になるように調製した後、37℃で一昼夜静置して酵素反応させた。反

応後、DNAを70℃で15分間静置することにより残存酵素活性を失活させた

後、フェノール／クロロホルム抽出を2回行い、さらに風乾したDNAに20μ1

の滅菌蒸留水を添加した。

 セルフライゲーションはDNALigationKitを用いて行った。すなわち、

制限酵素処理したDNA溶液20μ1に等量のLigation Mixを添加し、16℃

で30分間反応させ、Wizard SV GelおよびPCR CIean－Up Systemを用い

て精製し、最終濃度20μg／mlに調製した。なお、プライマt一 1 uxA－F－573

および1uxA－R－299を用いて1・u．￥Aより上流域の塩基配列の増幅を行い、

luxA－F－810およびノ uxA－F－740を用いて1uxAより下流域の塩基配列の増

幅を行った。このPCR反応条件は増幅熱変性が94℃で2分間、続いて94℃

で1．5分間、55℃でし5分間、72℃で2分間のサイクルを30回繰り返し

た後、伸長反応を72℃で行い、さらに電気泳動で増幅断片の検出を行っ

た。電気泳動で確認したDNAバンドをゲルから切り出し、 Wizard SV Ge1
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およびPCR CIean－Up Systemを用いてゲルから精製し、直接目的断片の

塩基配列を決定した。この塩基配列に基づき新たなプライマーを構築し、

プライマーウォーキング法55）により全発光遺伝子（1ux遺伝子）の塩基配

列を決定した。なお、プライマーウォーキング法で使用したプライマー

はTable 3．1に示した。

3．2．2 融合株からの発光遺伝子の検出

 得られた155株の融合候補株の中から親株の大腸菌の性質を有し、海洋

性発光細菌の発光遺伝子断片を有する株を取得するためにNaCl無添加の

TSB液体培地を作成し、これを24ウェルタイタープレートに！mlずつ無菌的

に分注した。これに融合候補株を各ウェルに植菌し、37℃にて一昼夜静置

培養を行った。培養後、増殖が認めた菌株について、Ezaki et al．の方法

42）に従って全ゲノムDNAを抽出し、0．5μg／μ1に調整した。

 抽出した全ゲノムDNAからO．2μ1を分取してTaKaRa rTaqTMを用いた

PCR法により1uxA遺伝子の増幅を行った。なお、使用したプライマーは

1uxAの一部分を増幅することが確認されたプライマーS．w－luxA－F－262

およびS．w－luxA－R－832を使用した。得られたPCR産物はアガロースゲル

電気泳動を行い、増幅断片を確認した。なお、海洋性発光細菌と大腸菌

についても上記の操作を行い、同様に増幅断片を確認した。

 プライマL一一一 S． w－1uxA－F－262およびS．w一・1・u．￥A－R－832から増幅した遺伝

子断片についてABI PRISM BigDye Terminator v1．1Cyc！e Sequencing Kit

を用い、AB工PRISM 310 Genetic Analyzerの操作方法に従って塩基配列を

解析した。

 発光遺伝子の配列を基に、1uxCからプライマー！uxC－F－822を、また1uxD

からプライマー1αxO－F－355を、1 u．￥Aから1uxA－F－1を、1αxBからプライマ
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・一一@7uxB－R－981を作成した。 Table 3．1およびFig 3，2に示すように、これら

155株の融合候補株の中から1uxAの断片配列がPCR法によって確認された

株について1uxAの一部分と同一条件で再度PCR増幅を行い、発光遺伝子の

挿入状況を確認した。

3．2．3 融合株の遺伝子工学的および生理・生化学的性状試験

 塩基配列を確認した融合株のLuxA遺伝子の塩基配列および02HA－5－1

株についてデータベース上に登録された塩基配列および発光遺伝子のア

ミノ酸配列を比較した。また、遺伝子断片が確認された融合株の発光性

についてはTSB培地を用い37℃で一昼夜振猛培養した後、発光の有無を

確認した。さらに融合株の薬剤耐性試験にはKM、 SMおよびAmpをそれぞ

れ0～50μg／ml添加したTSB培地を調製して融合株を一昼夜培養し、そ

の増殖の有無から薬剤耐性を判定した。なお、発光遺伝子の挿入が確認

された融合株の16S rRNA解析は第2章に述べたのと同一方法で行い、融

合株およびその親株のその他の生理・生化学的性状試験はSmibert e’t∂1．

の方法43）に準じて行った。

3．3 結果および考察

3．3．1発光遺伝子のクローニング

 ユニバーサルプライマーを用いた02HA－5－1株の発光遺伝子OPCR増幅を

行った結果、増幅バンドが全く確認されなかった。一方、S． moodyi ATCC

51908株の1uxAの部分の配列に基づき作成したプライマーを用いたPCRで

は約600bp（制限酵素部位20bpを含む）付近に増幅バンドが検出された。こ

のPCRバンドの塩基配列の解析を行い、ATCC 51908株の576bpの遺伝子断片

49



と配列を比較した。その結果、591bpの塩基配列が明らかになり、ATCC

51908株と7箇所に相違が見られたが、塩基配列に基づくアミノ酸の配列は

完全に一致し、本バンドが02HA－5－1株の1 u．￥A遺伝子の一部分であること

が明らかになった（Fig．3，1）。さらに02HA－5－1株についてlnverse PCR法

を用いた未知領域のクローニングを行った結果、1uxA遺伝子の5’側の領

域から約3kb、また3’側の領域からは約4kbのPCR増幅バンドを得ることで

きた。これらの増幅バンドの塩基配列およびアミノ酸配列をDDBJのデL一・一・タ

バンクに登録されている他の微生物の発光遺伝子の塩基配列と比較した

結果、Fig．3．3～7に示すように1uxoの1440bp、1uxDの918bp、1u．rAの

1071bp、1uxBの981bpおよび1uxEの1146bpを含む合計5．7kbの完全長の発

光遺伝子配列を含んでいることがわかった（登録番号：DDBJ AB368544）。

この発光遺伝子の配列を他の生物の発光遺伝子の塩基配列と比較した結

果、最も相同性が高かったのはS． haned∂ゴであったが、その塩基配列の相

同性はそれぞれluxOで73．5％、1uxDで65．8％、1uxAで79，2％、1uxBで72．4％

および1uxEで77．2％の相同性しか見られなかった。また、アミノ酸配列を

比較した結果、それぞれノuxOで75．7％、 i uxDで77，7％、1uxAで88．5％、1uxB

で73．0％および1uxEで78．4％の相同性しか見られなかった。この結果から

明らかなように塩基配列およびアミノ酸配列はいずれもluxAで最も高い

相同性が見られた。なお、s． uro o dyiについては1uxAの一部分の配列であ

る576bpの配列しか公表データがないことから、本クローニングは

s．moodyiの初めての完全長発光遺伝子のクローニングデータとなる。

3．3．2 融合株からの1u・rA断片の検出

 融合候補株合計155株のうち、大腸菌の増殖培地であるTSB培地で増

殖した菌株は135株であった。これらの135株を標的に全ゲノムDNA抽
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出を行い、アガロースゲル電気泳動でバンドの確認を行った結果、すべ

ての株にDNAバンドが確認された。そしてデータベース上に掲載されて

いるDQ322063のS． moodyi ATCC 51908株の1uxA遺伝子の一部分を参考

に構築したプライマーを用い、抽出されたゲノムDNAについてPCR増幅

を行った。その結果、供試5株に親株の02HA－5－1株と同様に591bp付近

のバンドが増幅された。なお、もう片方の親株である大腸菌では同一位

置付近には増幅バンドは確認されなかった（Fig．3．8（A））。このバンド

を抽出した後プラスミドベクターに連結し、塩基配列の解析を行った結

果、02HA－5－1株と同一配列であることが確認された。

3．3．3 融合株に挿入された発光遺伝子

 クローニングした5．5kbの発光遺伝子を参考に作成したプライマー

（Fig．3．2）を用いて1uxAの断片が確認された5株の融合株のゲノムに

ついてPCR増幅を行った。その結果、6－12株および6－13株ではプライ

マーS．w－1 uxA－F－262および1αxβ一R－981が02HA－5－1株と同様に1978bp

付近に増幅バンドが見られた。しかしながら、その他の3株の融合株は

本プライマーでは増幅バンドは見られなかった。さらに、その他のプラ

イマーでは02HA－5－1株以外はいずれの融合株でも増幅バンドは見られ

なかった（Fig．3．8（B－E））。この結果から融合候補株6－12株および6－13

株はプロトプラスト融合により発光遺伝子のluxAの一部分および完全

長の1uxB遺伝子の生体内の組換えが起こったことが明らかになった。

しかしながら、その他の3株の融合株は1α溜の一部分の配列しか生体

内の組換えが起こらなかった。これは海洋性発光細菌と大腸菌のプロト

プラスト融合により海洋性発光細菌の発光遺伝子の一部断片が大腸菌に

形質転換されたことを示唆している。さらに5株に異なった部分の断片
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が検出されたことはプロトプラスト融合により必ずしも同一箇所で遺伝

子組換えが起こるのではなく、ランダムに融合が起こるためと考えられ

た。

3．3．4 16S rRNA：解析および生理・生化学的性状の比較

 得られた5株の融合株について16S rRNA解析を行った結果、その配列

は親株である大腸菌と全く同一であった。また、その生理・生化学的性

状を両親株と比較した結果をTable 3．9に示した。この表から明らかな

ようにこれらの5株の融合株は生理・生化学的性状も大腸菌と非常に近

いことがわかった。

 本研究では海洋性発光細菌S．uroodyi O2HA－5－1株の全発光遺伝子配列を

明らかにした。そして、海洋性発光細菌および大腸菌間のプロトプラスト

融合により得られた155株の融合候補株の中からん演遺伝子を有する融

合株を5株取得することができた。なお、この5株の融合株については発光

遺伝子のすべてが完全に挿入されていなかったことが判明したが、生理・

生化学的性状は大腸菌と全く同一であった。また、これらの5株の1uxAの

遺伝子断片は02HA－5－1株と完全に一致したことから、この遺伝子はi親株で

ある海洋性発光細菌由来であると推測された。また、発光遺伝子の断片が

挿入された5株の融合株について詳しい挿入状況を調べた結果、いずれも

1uxA遺伝子の一部分は共通に確認されたものの、その他の発光遺伝子の

部分については2株でしか確認できなかった。この原因としてS．moodyi

O2HA－5－1株の1uxA遺伝子はS． haned∂iのiuxA遺伝子部分と高い相同性

を有することから安定した保存領域である可能性が高く、融合を通して形

質転換した後でも細菌の自己溶菌酵素などの影響を受けることなく、融合

後も保存されていた可能性が高いと考えられた。しかしながら、発光遺伝
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子増幅バンドの塩基配列解析では元の発光細菌と変異が見られなかった

ため、遺伝子の水平伝播は起こっているものの、遺伝子配列での変異はな

かったと思われた。

 このように海洋細菌および大腸菌間でもプロトプラスト融合が起こる

ことが遺伝子工学手法を用いて確認することができた。今後この融合方法

を用いて海洋環境から新規微生物を取得することも可能であると思われ

た。
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Table 3． 1 本実験で使用したプライマーの塩基配列
プライマー 酉己ijiJ （5’一3’）

ユニバv一一一・・サルプライマv－53）

   lux－F ACACAAGCTTCTACTGGATCAAATGTCAAAAGGACG
   lux－R AAAAGGATCCTCAGAACCGTTTGCTTCAAAACC

Shemanθlla〃ooめゴプライマー

   S， w－luxA 一F－262 ACACAAGCTTGAAGATCTCTTATTACTGGATCAGC

   S， w－luxA 一R－832 AAAAGGATCCCTCGCCATTGGCCTTTGTGGTAG

プラスミドpUC 18／19のMCS増幅プライマ・一一・・

   P5 CAGGAAACAGCTATGAC
   P3 CCAGTCACGACGTTGTA
Inverse PCRプライマー

   luxA 一F－573 CAGTTGGATCATCCCAAC
   luxA 一R－299 CGACCTTTAGAAAGTTGATCC
   luxA 一F－810 CTACCACAAAGGCCAATGGCGAG

   luxA 一F－740 GTATGCCGTGCCTTCCTAAC

プライマーウォーキング法で使用したプライマー

   luxC－R－431 GTAAGTGAACGCTTCTCC
   luxC－R－997 GCACTCCTTGTCAGTAAG
    IuxC－F－1364 CAACCAAAGATGTCGCTGTC

    luxB－F－164 GTGCACCAATCACTGCAG

   luxB－F－497 GTGAGAATGGACCTGAAC
    luxB”Fm939 CATTGATATGGTTAACCA
    luxE－F－300 GTACACAAGTAGCGGTAC
    luxE－F－658 CGTATTGAGCTAAATGCAGG
    luxE－F－1020 GGCACCTGATCTATATCC

発光遺伝子挿入状況確認プライマー

    IuxB－R－981 AAAAGGATCCGATCGTCAATTTCTGAACTTGC

    luxA 一F－1 ACACAAGCTTCAGTCAGTAACAAAGGCCG

    luxD－F－355 GCCAGAATAGCCTATGATGTCG
    luL￥C－F－822 GGTCGCTCATGATATTTG
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Table 3．2 SOB培地の組成

バクトトリペプトン（Difco）

バクト酵母エキス（Difco）

塩化ナトリウム

塩化カリウム

蒸留水

pH

20． 0 g

 5．Og

 10 mM

2．5 mM

1000 ml

無調整

Tab l e 3．3 TB培地の組成

PIPES

塩化カルシウム

塩化カリウム

塩化マグネシウム

蒸留水

pH

 3．Og

 O．2M

O． 25 M

 O．1M

1000 ml

  6． 7
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Table 3．4 SOC培地の組成

バクト酵母エキス（Difco）

塩化ナトリウム

塩化カリウム

グルコース

蒸留水

pH

 5．Og

 10 mM

2．5 mM

 20 mM

1000 ml

  7． 5

Table 3．5 LB寒天培地の組成

バクト酵母エキス（Difco）

トリペプトン（Difco）

塩化ナトリウム

グルコース

寒天

蒸留水

pH

 5．Og

10． 0 g

 85 mM

 20 mM

15． 0 g

1000 ml

 7． 0



Table 3．6 Sol Iの組成

トリス／塩酸（pH 8．0）

EDTA

グルコース

超純水

 25 mM

 O．1M

 50 mM

1000 ml

Table 3．7 Sol llの組成

水酸化ナトリウム

SDS

超純水

pH

 O．2M

 35 mM

1000 ml

無調整

Table 3．8 So1皿の組成

酢酸カリウム

酢酸

超純水

pH

  3M

  2M

1000 ml

無凋整
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Table 3．9 1uxA断片を含む融合株と両親株の生理・生化学性質

性質
親株 融合株 親株

02HA－5－1 2－47 5－18 6－12 6－13 6－24 JCM164gT

鵠

  グラム染色＊

   コロニー形

 カタラーゼテスト

オキシダーゼテスト

    発光性

   0－Fテスト

  NaCl耐性（％）

抗生物質耐性（μg／ml）
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GAAGATCTCTTATTACTGGATCAACTTTCTAAAGGTCGTTTTAACTTTGGGGT
                      lu，y’A－R－299

TGTTCGTGGCTTGTACCATAAAGACTTTAGAGTGTTCGGTGTCAATATGGAGG

AGTCAAGGAGCATCACACAAAATTTCCATGAGATGATTATGGAAGGAACACAA

ACAGGGAGAATCGGCTCAGATAGTGAACACATTGAGTTTCCAGAGGTCGAGGT

TTATCCCACTGCTTATTCTAGTGAAATTGCAACCTGCATGACCGCTGAATCAG

CAAGCACAACCGAATGGTTAGCCAAAAAGGGTCTGCCAATGGTACTCAGTTGG

ATCATCCCAACCAATGAGAAAAAAGCCCAGATGGAGCTCTACAATGAGATAGC

！uxA－F－573 SacIACTCGAACATGGTCATGATATAAGCAAAATTGATCACTGCATGACCTTTATAT

GCTCAGTCGATCACGATAAACAAAAAGCACGGGAGGTATGCCGTGCCTTCCTA
                                 －
                                      luxA－R－740

ACCAATTGGTATGACTCATATGTTAATGCCACCAATATATTTAATGACAGTAA

TCAAACTCGTGGCTACGACTACCACAAAGGCCAATGGCGAG
                        ／uxノ望一F－810

Fig．3．11uxAの部分配列と使用したプライマー
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    アルデヒド合成酵素      ルシフェラーゼ   アルデヒド合成酵素

一一，一一一人一一一、   luxCmFm822 l uL rD－F－355 l uxA－F－1 S． w－luxA－F－262

    一レ      ーレ  一一レ  一一レ

 1αxo

i1440bp）

1αxo

i918bp）

 1α溜

i1071bp）

1α”

i981bp）

 1α超

i1146bp）

  一S． w－luxA－R－832 一lux3R－981
g

o 1 2 3 4 5 6 kb

Fig．3．2 クローニングした発光遺伝子およびプライマーの位置



ATGAAGAAATATATTCCTATGATAATTGGCGGTGTGATCCAAGAAGAGAAACTAGAAAATAATAGAGAGCTGA

CGTTAAGCAGTGACAATAAGGTTTCGCTGCCTATTCTTGACAAGGTTCTTGCCGAAAAAGTCGTTGCACACAC

TATAGATAATAAATTAACCCTGAATAAAATTGTTAACTTCCTATATACCGTTGGGCAGCGCTGGAAAAGTGAG

GAGTACGCACGACGTCGCACTTATATCCGAGACTTACAAAACTTTCTTGGATACTCGAGTGAGATGGCTAAAT

TAGAAGCCAATTGGATTGCGATGTTGTTATGTTCCAAAAGTGCTCTATATGACATTGTAAGCAATGATTTAAG

CTCACAACATATTATTGACGAGTGGCTTCCACAAGGAGACTGCTATGTAAAAGCACTCCCCAAAGGGAGAAGC

GTTCACTTACTTGCTGGTAATGTTCCTTTATCGGGTATCACCTCAATTCTTAGGGCAATTCTAACTAAGAATG

AATGCGTGATTAAAACCTCTTCAACCGACCCCTTTACAGCAACAGCCTTAGTTTCAAGTTTTATTGATGTAGA

TTCAGAGCACACTATCACTCGATCAATGTCAGTGATGTATTGGTCTCACAATGAAGAGATCTCATTGCCATTG

AAAATTATGAACAGTGCCGATGTTGTTATCGCTTGGGGAGGAGATGATGCCATTAAGTGGGCGATAAAACACA

CTCCGCCCCATGCAAATATCTTAAAGTTCGGCCCTAAAAAAAGCCTTACTGTTATCGACAACCCTAAAGATTT

GACTGCAGCTGCTATAGGGGTCGCTCATGATATTTGTTTTTATGATCAACAAGCCTGCTTCTCCACACAAAGC

GTTTATTACATAGGTGAACAGCTAACTTCATTTATTCATGAACTCGAAAAACAGTTAACTATCTATTCAAAAA

TATTGCCTAAGGGAACTCAGAATTTTGATGAAAAAGCAGCGTTCAGTCTTACTGACAAGGAGTGCTTATTTTC

TGGATTCCAAGTTAGTAAAGGAGAAAACCAAAGCTGGTTGATCATAAATTCTTCTCTAAATAACGTTGGCAAT

CAACCTCTCTCTCGCTCTGTATACATTCATCAAGCTATTGATATCAAAGAAGTACTTCCTTTTATCAATAAAG

GAGCAACACAGACAGTGTCAATATTCCCTTGGAAATCTTCATTTAAATACAGAGACCAACTCGCTGAGCATGG

TGCTGAACGTATTGTCGAATCAGGCATGAACAACATTTTTCGCGTTGGAGGCTCCCATGACGGTATGCGACCT

CTTCAGCATTTAGTGAACTACATATCCCAAGAGAGGCCCTCAAGTTATACAACCAAAGATGTCGCTGTCGAAA

TAGAACAAACCCGCTATTTAGAAGAAGACAAGTTTCTCGTCTTCGTCCCTTAA

Fig． 3．3

伝子配列

Shemanθ17a〃ooめゴ02HA－5－1株の1uxC遺

61



ATGACTAATGAAGATACTTTCTCAACCGTTGATCATGTTATCAAACTAGAGAAAGGTAAAACGATTCGAGTTT

GGGAGACTTTCCCAAAAGATAACTCCTTAGTGAAAAATAACACCATTCTGATTGCATCAGGCTTTGCCAGAAG

AATGGATCACTTTGCAGGGCTAGCTGAGTACCTATCATCTAATGGCTTCCATGTAATTCGTTATGATTCTCTT

CATCACGTAGGCTTAAGCAGCGGTAATATAAATGAATTCTCAATGACAATCGGAAAAAAAAGTTTACTCACTG

TTATTGAATGGCTTAAAGGTCGACACATAAATAAGTTAGGTCTAATCGCAGCAAGTTTATCGGCCAGAATAGC

CTATGATGTCGCCAACGAAATTGACCTCTCTTTCTTAGTTACTGCCGTTGGTGTAGTGAACCTACGTGACACC

TTAGAGAGAGCCCTTAAATATGATTACCTGCAACTCCCAATTGAAGACCTCCCCGAAGATCTTGACTTCGAAG

GGCATAATTTAGGCTCAGAGATATTTGTGACTGACTGCTTTAAACATCACTGGGATACCTTCAACTCAACCAA

GAATAAAATGAAAGACTTAAACATTCCCTTCATTGCCTTCACTGCCAATGATGACTCCTGGGTTAAACAAAAT

GAAGTATTGGAATTAATAGAAAGTTTGAACCCTGAGAAATGCAAACTGTATTCATTAATTGGAAGTTCACATG

ACTTAGGTGAAAACCTGGTTGTTTTAAGAAACTTTTATCAGTCAGTAACAAAGGCCGCAATCGCTTTAGACAA

AGGTAGCCTAAATCTTGACATTAATATTATCGAACCAAAATTTGAAGATATAACTAGCGTTACCGTTAAAGAA

CGAAGGTTAAAACATAATATTGAATCTCTTGAGTTGGCTTAA

Fig． 3．4

伝子配列

Sheurane71a moodyi O2HA－5－1株の1uxP遺
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ATGAAGTTCGGAAATATTTGTTTTTCATACCAGCCACCAGGTGAAACTCATAAACAGGTCATGGATCGTTTTA

TCAAATTAGGTGTTGCATCTGAGAAGCTTGGCTTTAATACCTATTGGACCCTTGAACACCATTTTACTGAATT

TGGTCTAACAGGAAACCTTTTTGTCGCTGCAGCAAACTTACTAGGTAGGACAAAAACCTTAAATATTGGAACC

ATGGGAGTTGTGCTCCCAACGGCCCACCCAACACGTCAACTAGAAGATCTCTTATTACTGGATCAACTTTCTA

AAGGTCGTTTTAACTTTGGGGTTGTTCGTGGCTTGTACCATAAAGACTTTAGAGTGTTCGGTGTCAATATGGA

GGAGTCAAGGAGCATCACACAAAATTTCCATGAGATGATTATGGAAGGAACACAAACAGGGAGAATCGGCTCA

GATAGTGAACACATTGAGTTTCCAGAGGTCGAGGTTTATCCCACTGCTTATTCTAGTGAAATTGCAACCTGCA

TGACCGCTGAATCAGCAAGCACAACCGAATGGTTAGCCAAAAAGGGTCTGCCAATGGTACTCAGTTGGATCAT

CCCAACCAATGAGAAAAAAGCCCAGATGGAGCTCTACAATGAGATAGCACTCGAACATGGTCATGATATAAGC

AAAATTGATCACTGCATGACCTTTATATGCTCAGTCGATCACGATAAACAAAAAGCACGGGAGGTATGCCGTG

CCTTCCTAACCAATTGGTATGACTCATATGTTAATGCCACCAATATATTTAATGACAGTAATCAAACTCGTGG

CTACGACTACCACAAAGGCCAATGGCGAGACTTTGTTTTAAAAGGTCATACAAACACAAACAGACGTGTCGAT

TATAGCCATGAAATTAACCCTGTAGGCACACCTGAGGAGTGCATCGAAATTATTCAACGCGATATCGATGCCA

CAGGTATTACTAATATAACGTGTGGCTTTGAGGCAAATGGCAGTGAGGATGAAATTGTCGCCTCTATGGAACG

TTTTATGACACTCGTCGCTCCTTTTTTAAAAGAGCCTAATAACGGTTAA

Fig．3．5 Sheuranella mood7i O2HA－5－1株の1uxA遺

伝子配列
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ATGAAATTTGGATTGTTTTTTCTCAATATTCAAGTTGATGAGTCTAGCGCAGAAGAAACCTTAGATAATATGG

TAAAAACTGTAACACTTATTGATTCTGATGAATATTATTTTGATAAAGTCCTCATTAATGAACATCACTTCTC

TAAAAACGGCATTATTGGTGCACCAATCACTGCAGCAGGCTTCCTACTAGGATTGACCAATAAATTACATATA

GGATCACTAAATCAGATAATTACGACTCATCACCCAGTACGTATAGCAGAGGAAGCTAGCTTACTCGATCAGA

TGTCTGAAGGGCGCTTCATTCTTGGTTTTAGCGACAGTGAAAACAAGTTTGAGATGGCTTTCTTTAAACGCCA

ACTATCCTCTCAACAGCAGCAGTTTGAAGCCTGCTACGACATTATCAATGATGCGCTAACAACAGGCTTTTGC

CATCCACAAAATGACTTTTACGACTTTCCTAAAGTTTCAATCAACCCACACTGCGTTAGTGAGAATGGACCTG

AACAGTATGTGCTAGCAAGCAGTAAAGAGGTTGTAACATGGGCAGCAAAAAGAGCGTTACCTTTAACCTTTAA

ATGGGAGGACTCTCTTGCAGACAAAGAGCGCTACGCCAACCTATATAATGAAACAGCCAAGCTTTTCAATGTT

GATGTATCAAATGTTAACCACCAGCTCACACTTATCGCTAACTTAAACGACGATGGAGATATCGCTCGTCAAG

AGGTCAGACAGTACCTAAAGAGTTATATTACGGAAAGATACCCTGATATTGATCATGCTGAAAAAATTAATAC

GATCATAGAGGAAAATGCCATCGGCACTAATGATGATTACTATGAGTCGAGTATATTAGCTATTGACAAGACA

GGTGCAAAAACCATTTTGCTCTCATTTGAATCAATGAGAGACCAAAATAAGGTTAAAAATATCATTGATATGG

TTAACCAGAAAATCTTCAAGAACCTTAATTAA

Fig． 3．6

伝子配列

Shemanella moodyi O2HA－5－1株の1uxB遺
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ATGGCTATTCTAAAACCCATTGAAAAATGCGATATCATTGCAAGTTCAGAAATTGACGATCTTATTTTAATGA

GTTCCCCACAAGAGTGGACATTTGAAGAACAAAATGAGATCCAAGATAGGCTTGTTAGAGAATCATTTGATTA

CCATTACAATAGAAATGAAGATTATAGACAGTACTGTATCACTCAACATATTAACGAAAACATTCTTTCCATT

GATGATATCCCAGTATATCCAACATCGGTGTTTAAACACTTAAGACTACACACAGCTAATGAATCCGAAATTG

AAAATTGGTACACAAGTAGCGGTACTAGCGGTGTAAAAAGTCATATCGCCCGTGATAGGCTGAGTATCGAAAG

GTTACTTGGCTCAGTCAACTTTGGAATGAAGTATGTTGGTGATTGGTTCGATCATCAAATGGAGTTAGTCAAT

CTTGGACCAGATCGCTTCAACACAAATAATGTTTGGTTTAAATATGTTATGAGTTTGGTTGAGTTGCTTTATC

CAACTGAATTTACAGTAGATGACGACCAAATTGACTTTAAAAAAACCGTACATAGTCTATTTCGCATTCACAG

CACAACCAAAGATATTTGCTTAATTGGCCCCCCTTATTTCATCTTTCTTTTATGCCAATATATGAAAGAAAGT

CGTATTGAGCTAAATGCAGGAACTCGGCTACATATCATCACTGGCGGGGGCTGGAAATCCAATCAAAGTGAAT

CGTTAAACCGTCATGATTTCAATCAAATGCTAATGGGGACTTTTCACCTAGCAAATGAAAATCAAATACGTGA

CACTTTTAACCAAGTTGAATTAAACACCTGTTTTTTTGAAGACAAATTTCAAAGAAAACATGTTCCCCCTTGG

GTTTATGCCCGCGCTCTCGATCCCGTAACATTAAAGCCCGTTCCAGAGGGAGAGCAAGGATTACTCAGCTATA

TGGATGCATCCTCTACTGGCTATCCAGCTTTCATTATCACTGACGATATCGGAACTGTTCACCACATAAAGGC

ACCTGATCTATATCCAGGAACAACAATTGAAATAATACGAAGATTAAGCACTCGAGCACAAAAAGGGTGTGCA

CTCTCTATGTCCAATTCAATAAAAGGCAAAGCGACATTAAGGATGGATGTA

Fig． 3．7

伝子配列

Shθmane！！a moodyi O2HA－5－1株のluxE遺
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霧

（A） F： S． w－luxA－F－262

（B）

（C）

（D）

       591 bp
R： S． w－luxA－R－832

F： S． w－luxA－F－262

       1978 bp
R： lurB－R“981

F： lurA－F－1

R： S．w－lu，rA－R－s32 1046 bp

F： luxD－F－355
       1450 bp
R： S． w－luxA－R－832

発光細菌  2－47株  5－18株   6－12株  6－13株  6－24株  大腸菌

（E） E： ｛uxCzF－8．22n AAA 2440 bp

   S． w－luxA－R－832  R：

Fig．3．8 融合株5株の発光遺伝子遺伝子の挿入状況



第4章

細胞膜の脂肪酸組成に着目したプロトプラスト融合

4．1 緒言

 海洋細菌についてのプロトプラスト融合法を開発するために、これま

で海洋性発光細菌Sh e manθ11∂moodyi O2HA－5－1株および大腸菌

Esoheriohia co．li JCM1649T株についてプロトプラスト融合法のモデル系

の構築を行い、融合株を取得してきた。その結果、155株の融合候補株

が得られ、それらの株は両親株の性質を共有することが確認された。し

かしながら、従来報告されているプロトプラストの融合率を見ると、タ

バコ葉肉プロトプラスト融合56）では3％、放線菌StTθρtomyoθs

an tibiotiousおよびS． fradiaθのプロトプラスト融合57）では2．7％、細

菌Baoi17us suh tilisおよびB． megateriumの問でも0．0！2％の融合率を

得ている58）のに対し、今回得られた融合率は2×10－7％と従来の報告より

はるかに低い値であった。プロトプラスト融合の融合率が高い方が様々

の融合株が取得できることから、この融合率をさらに向上させる必要が

あると考えられる。プロトプラスト融合にはプロトプラストの形成、融

合、および再生の3段階の操作を詳細に検討することが必要であり、様々

な条件検討がこれまで行われてきた。59－60）プロトプラストを効率よく形

成させるためには、溶菌処理に用いられるリゾチームの濃度や反応時間

および融合の際に添加される各種PEGと浸透圧調整剤の検討などが有効

であることが知られている。しかしながら、プロトプラスト融合は供試
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微生物によりプロトプラストの形成、融合および再生のための条件が大

きく変動することがあり、汎用性のある方法というものは存在しない。

その点においては他の多くの遺伝子工学的手法には劣るものの、プロト

プラスト融合では、予測しなかった機能を発現する融合株の取得が期待

できるという魅力がある。61）これまで述べたように海洋性発光細菌およ

び大腸菌のプロトプラストの調製、融合、およびその再生の諸条件を検

討したが、プロトプラストがバーストしないようにすることはどの場合

でも重要な課題であった。そこで本章ではプロトプラストの安定性に注

目し、融合率の更なる上昇目的とした。

 プロトプラストの安定性は微生物の細胞膜の組成と密接な関係がある

ことが知られている。62）微生物の細胞膜は主にリン脂質とタンパク質か

ら構成されているが、この中のリン脂質を構成する脂肪酸の種類は細胞

膜の強度や柔軟性に直接影響する。リン脂質はグリセロールに2つの脂

肪酸とリン酸化合物がエステル結合している。脂肪酸には飽和脂肪酸と

不飽和脂肪酸が存在するが、このうち、飽和脂肪酸は細胞膜の強度にぐ

また不飽和脂肪酸は細胞膜の柔軟性に関係していることが知られている

ことから、63）細胞膜の安定性は細胞膜の脂肪酸組成を変更することによ

り変化するものと思われる。これまでに、脂肪酸を添加して微生物を培

養することにより細胞膜の脂肪酸組成が変化することが知られているが、

64－66）細胞膜の脂肪酸組成と融合率の関係を明らかにした報告は現在の

ところみられない。

 そこで本章では、供試菌の細胞膜の脂肪酸組成に着目し、融合率を向

上させるために添加する脂肪酸を種々検討し、その最適融合率が得られ

る条件を見いだすことを目的とした。
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4． 2 実験方法

4．2．1 脂肪酸添加培地

 飽和脂肪酸としてオクタン酸（C8：0）（和光純薬工業）、デカン酸

（C10：0）（関東化学株式会社）およびパルミチン酸（C16：0）（和光純薬工業）、

また一価不飽和脂肪酸として、オレイン酸（C18：1）（東京化成工業）を用い

た。さらに、多価不飽和脂肪酸として、リノール酸（C18：2）（和光純薬工

業）、リノレン酸（C18：3）（和光純薬工業）、エイコサペンタエン酸（C20：5）

（EPA）（和光純薬工業）およびドコサヘキサエン酸（C22：6）（DHA）（和光

純薬工業）をそれぞれ用いた。これらの脂肪酸を増殖培地にそれぞれ終灘

度1mg／mlになるように添加した培地を作成した。

4．2．2 供試菌株のプロトプラストの形成およびその安定性の評価

 海洋性発光細菌および大腸菌のプロトプラストの作成は第2章で述べ

た方法に従って行った。プロトプラストの形成を位相差顕微鏡下で確認

した後、海洋性発光細菌については海洋細菌用高張溶液（Table 2．12）を

用いて終濃度が1×109／m1になるように希釈し、そのlmlを10分間遠心

分離（O、2，200、5，000、8，900、20，100×g）を行った後、さらに海洋細菌

用高張溶液でプロトプラストを段階希釈し、再生培地に塗抹し、20℃で

プロトプラストをコロニーとして再生させ、その再生率を算出した。大

腸菌についても同様に遠心分離を行い、大腸菌用高張溶液（Table 2．13）

で段階希釈し、再生培地に塗抹した後、27℃でプロトプラストの再生を

行い、同様に再生率を算出した。

4．2．3 海洋性発光細菌および大腸菌の培養および発光光度の測定
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 海洋性発光細菌をバッフル付きの100ml容三角フラスコ（発光培地

20mlを添加）に一白金耳接種後（事前に一80℃のフリーザからHSB培地に

接種し、肉眼的に発光が明瞭に確認できるコロニーを使用）、20℃におい

て一昼夜往復振塗培養（40回／分）し、その濁度（OD63。）が0．8になるまで

培養した後、その種菌100μ1を新たに調製したHSB培地（脂肪酸1mg／ml

添加）に接種し、同様に一昼夜往復振盗培養した。

 大腸菌は同様に20mlのTSB培地に植菌し、37℃で一昼夜回転振猛培養

（160rpm）した。この前培養液100μ1を各種脂肪酸1mg／m1を添加したTSB

培地に接種し、27℃で約12時間培養し、対数増殖期に達したものを本実

験に使用した。なお、海洋性発光細菌の発光光度および増殖量の測定は

第2章に述べた方法に準じて行った。

 なお、海洋性発光細菌のプロトプラストの安定性評価を行った結果、

安定性が低下した脂肪酸については終濃度0～16mg／mlになるようにHSB

培地に添加し、一昼夜往復振盗培養した培養液の濁度（OD63。）を測定し、

脂肪酸が増殖に与える影響を調べた。

4．2．4 細胞膜構成脂肪酸の分析

 脂肪酸を添加して培養した培養液10mlについて遠心分離（3，300×g、5

分間）したものに1mlの人工海水52）を加えて菌体を懸濁した。この菌体

からBligh－Dyer法67）により菌体脂質を抽出した。すなわち、5％の塩酸

メタノール（東京化成工業株式会社）2．Omlを加え、ブロックヒーター

にて100℃で3時間加熱し、メチルエステル化を行った。その後、10分

間静置し、室温まで冷ました。これにヘキサン2．Om1を加え撹拝し、遠

心分離（2，500×g、15分間）して上層を回収した。このヘキサンによる抽

出を2回繰り返し、上層を合わせた。ヘキサンを窒素気流下にて脱溶媒
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を行い、これに脱水メタノール（和光純薬工業）100μ1を加え、抽出物を

溶解し、ガスクロマトグラフィー（GLC）用試料とした。なお、 GLC分析

68）にはキャピラリーカラム（VARIAN WCOT FUSED SILICA O，25mm i．d．×

25m）を備えたGLC装置（GC－1700、検出・器FID．（株式会社島津製作所））を

用いた。GLCの昇温プログラムは172℃で1分間、72℃から196℃まで4℃

／分昇温し、196℃で1分間、196℃から200℃まで4℃／分昇温し、200℃

で1分間、200℃から232℃まで30C／分昇温し、232℃で3分間、232℃か

ら2420Cまで5℃／分昇温し、242cCで8分間保持した。検出された脂肪酸

メチルエステルは既知の脂肪酸メチルエステルのGLCにおける保持時間

と比較することにより同定した。

4． 2．5 脂肪酸添加によるプロトプラスト融合

 プロトプラストの融合は第2章の方法に準じて行った。なお、融合後

再生したプmトプラストの選択培地は再生培地からグリセリンを除いた

ものを基本培地とし、これに大腸菌が増殖しないために抗生物質KM、 SM

およびAmpをそれぞれ終濃度6～25μg／mlになるように添加した後、37℃

下（海洋性発光細菌増殖不能）で培養し、増殖が見られたコロニー数を肉

眼的に計数した。なお、37℃および抗生物質を添加した培地では親株で

ある海洋性発光細菌および大腸菌は増殖は不可能であるが、プロトプラ

スト融合により両方の性質を含む融合株はこの培地でも増殖可能である。

このことからこの培地で増殖したコロニーを融合株と選択し、あらかじ

め細菌計数盤による顕微鏡観察で計数した値との差からプロトプラスト

再生率（％）を算出した（Table 2．16）。

4．3 結果および考察
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4．3．1 プロトプラスト化およびプロトプラストの安定性の評価

 海洋性発光細菌および大腸菌の培養液に種々の脂肪酸を添加して培養

し、プロトプラストの形成の難易度をプロトプラストを形成するまでの

時間で比較した。その結果、オレイン酸を添加した海洋性発光細菌は無

添加に比べ、プロトプラストの形成が2時間程度遅くなる傾向を示した。

次にこのプnトプラストに遠心力を加えた後、再生培地で再生し、その

再生率からその安定性を評価した結果をTable 4．1に示した。この表か

らわかるように、海洋性発光細菌はオクタン酸、リノレン酸、EPAおよ

びDHAを添加して培養すると無添加よりも再生培地で再生するコロニー

数が少なかった。一方、デカン酸、パルミチン酸、オレイン酸およびリ

ノール酸を添加したものでは5．000～20，000×g下でも細胞が破壊され

ず、再生培地に多くの再生コn二・一が出現した。一方、大腸菌は海洋性

発光細菌とは異なりリノール酸やリノレン酸を添加すると無添加よりプ

ロトプラストの再生率が上昇したが、一方オクタン酸、デカン酸、オレ

イン酸およびEPAを添加するとその再生率は低下した。このように脂肪

酸の添加により海洋性発光細菌および大腸菌のプロトプラストは共に遠

心力に対する安定性が大きく変化し、その再生率に大きな影響を与える

ことが明らかとなった。

4．3．2 海洋性発光細菌および大腸菌の増殖や発光光度に及ぼす影響

 供試した8種類の脂肪酸を添加して培養した海洋性発光細菌の発光光

度および増殖量をFig．4．1に示した。この図から明らかなように、炭素

数18のオレイン酸、リノール酸およびリノレン酸については明らかな発

光光度の上昇が観察された。また、炭素数が18よりも多いEPAおよび

72



DHAについては無添加と比較してやや高い発光光度を示した。これに対

し、炭素数が18よりも少ないオクタン酸、デカン酸およびパルミチン酸

は発光光度が不変または低下した。しかしながら、海洋性発光細菌の相

対増殖量は脂肪酸無添加と比較して大きな変化は見られなかった。この

ように、海洋性発光細菌に各種脂肪酸を添加しても増殖量はほとんど変

化がみられないのに対し、発光光度には大きな変化が見られたことから、

1mg／ml濃度の脂肪酸の添加は海洋性発光細菌の増殖に対する作用は見

られないが、発光現象を初めとする微生物の代謝に影響を与えることが

示唆された。このように発光現象は物質が微生物に及ぼす刺激を表す一

つの指標69）となるため脂肪酸の添加により細菌の代謝に影響を与える

ことが示された。

 種々の脂肪酸添加による大腸菌の相対増殖量をFig．4．2に示した。こ

の図からわかるように、大腸菌は無添加と比較して供試脂肪酸すべてに

おいて相対増殖量が上昇し、リノレン酸添加時は35％も高い値を示した。

このように大腸菌には脂肪酸の添加により増殖促進作用があることがわ

かった。

4．3．3 海洋性発光細菌の増殖に及ぼす脂肪酸の影響

 脂肪酸の添加による海洋性肇光細菌のプロトプラスト安定性低下の原

因を調べるために、培養時に添加する脂肪酸を最大16mg／m1まで変更し、

増殖量の変化を調べた（Fig．4．3）。この図からわかるようにオクタン酸

およびEPAを添加しても1～16mg／mlの範囲では海洋性発光細菌の増殖に

はほとんど変化が見られなかった。一方、リノレン酸およびDHAは2mg／m1

以上の添加により増殖阻害が観察された。Fig 4．1の結果では相対増殖

量に脂肪酸の有無による大きな相違は見られなかったが、脂肪酸の添加
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量の増加に伴い増殖量が低下した。また添加したリノレン酸およびDHA

の濃度（lmg／ml）は増殖可能限界濃度以上であり、増殖には明らかな変化

は見られていないものの、脂肪酸無添加のものより生存力が弱い状態で

あると推測される。これらの脂肪酸を添加して培養した細菌のプロトプ

ラストの安定性も無添加より遠心力に弱いことがわかった。しかしなが

ら、これらの脂肪酸の添加はプロトプラスト膜の安定性だけでなく、細

胞自体が弱くなっていることから、本プロトプラスト融合には不適切と

判断された。

4．3．4 脂肪酸を添加して培養した菌体の細胞膜組成

 脂肪酸を添加して培養した海洋性発光細菌および大腸菌の細胞膜脂肪

酸組成を脂肪酸無添加の状態のものと比較した結果をそれぞれFig。4．4

およびFig．4．5に示した。これらより明らかなように海洋性発光細菌で

は脂肪酸の添加により菌体脂肪酸組成に大きな変化は見られなかったが、

大腸菌では大きな変化が観察された。すなわち、リノール酸の添加によ

りパルミトイル酸（C16：1）およびオレイン酸の割合が無添加よりも大き

く低下し、添加したリノール酸も検出された。また、リノレン酸の添加

により同じくパルミトイル酸およびオレイン酸の割合が無添加よりも低

下し、リノール酸および添加した脂肪酸と同じリノレン酸の成分が新た

に検出された。菌体細胞膜のリン脂質を構成する脂肪酸の種類（鎖長や

二重結合の数）により細胞膜の流動性が変化することが知られている。

70）脂肪酸を添加して培養した細胞膜の組成を調べた結果、大腸菌では脂

肪酸組成が明らかに変化していることからリノール酸およびリノレン酸

は大腸菌の菌体内に取り込まれてそのままの形で細胞膜脂質の構築と代

謝の両方の経路を通じて細胞膜に作用することにより、安定性が増加し
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たと推測された。海洋性発光細菌では細胞膜組成にほとんど変化がみら

れなかった。培地に添加した脂肪酸は菌体内に入るかまたは細胞膜組成

になるかの可能性しかないが、EPAは細胞膜で変化が見られなかったこ

とから菌体内に取り込まれてから代謝に利用されて細胞膜の安定性が低

下したと推測された。

4．3．5 脂肪酸を添加した海洋性発光細菌および大腸菌間でのプロトプラ

スト融合

 脂肪酸の添加が海洋性発光細菌および大腸菌のプロトプラスト融合に

対する影響を調べるために、脂肪酸を添加して培養した供試菌株につい

てその融合率を調べた結果をTable 4．2に示した。その結果、海洋性発

光細菌ではプロトプラストの安定性が低下する脂肪酸としてEPAおよび

オクタン酸が選択され、大腸菌ではプnトプラストの安定性を向上する

脂肪酸としてリノール酸およびリノレン酸が選択された。そこでこれら

両菌体間においてプロトプラスト融合を行い、その融合率を比較した結

果、Table 4．2に示されるように、海洋性発光細菌はEPAを添加した場

合に、また大腸菌についてはリノール酸またはリノレン酸を添加した場

合に融合率が最大になった。そこで、この再現性を確認するため、合計

5回の融合実験を行った結果、コントロール（脂肪酸無添加）の融合株取

得数に対して海洋性発光細菌および大腸菌は融合株取得数が脂肪酸を添

加した方が無添加より高くなることが明らかとなった。（P〈o．05）（Fig

4． 6－7）

 本研究ではプロトプラストの安定性に着目し、プロトプラストの融合

率を向上させることを目標に実験を実施した。その結果、海洋性発光細

菌にはEPAを、また大腸菌にはリノ・一一一一ル酸またはリノレン酸を添加して
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培養した後に融合することにより融合率が脂肪酸無添加より数倍上昇す

ることが判明した。この理由として脂肪酸の添加によって微生物のプロ

トプラストの膜の安定性や流動性を変更することにより融合しやすくな

ったことが考えられる。しかしながら、この融合率は依然として10”5－10 7

の範囲であり、他の微生物間での融合と比較してもまだ高いとは言いが

たい。71）これまで細胞融合に用いられる脂質誘導体の製剤としてPEGや

カルシウムイオンなどの他に高級脂肪酸を使用した報告があるが、72）脂

肪酸誘導体を用いた細胞融合では不飽和脂肪酸の方が飽和脂肪酸より高

いことが知られている。73）今回供試した二種類の菌株に対しても不飽和

脂肪酸の方が最適脂肪酸に選択されたが、それぞれ異なる脂肪酸がプロ

トプラストの安定性に大きく影響した。このことから、供試株ごとに最

適な脂肪酸を選択して使用する必要があると考えられた。

 本章では脂肪酸の添加により海洋性発光細菌のプロトプラスト融合率

を向上することができたことから、今後様々の海洋細菌間の融合に応用

できる可能性が示唆された。
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Table 4．1各種遠心力に対する発光細菌と大腸菌のプロトプラストの安定性＊

ミ

発光細菌 （遠心力×9） 大腸菌 （遠心力 ×9）
添加脂肪酸

0 2，200 5， 000 8，900 20， 100 0 2，200 5，000 8， 900 20，100

無添加 十＋＋ 十
一 一 一 十十 十十 一 一 一

斗クタン酸 十十 一 一 一 一
十

一 一 一 一

デカン酸 十十十 十十 十十 十十 十十 十 十
一 一 一

パルミチン酸 十十十 十十 十十 十十 十十 十十 十十 一 一 一

リノール酸 十十十 十 十．
一 一 十十十 十十十 十十十 十十 十十

リノレン酸 十
一 一 一 一 十十十 十十十 十十 十十 十十

オレイン酸 十十十 十十 十十 十十 十十 十十 一 一 一 一

EPA 十
一 一 一 一 十十 一 一 一 一

DHA 十十 一 一 一 一 十十 十十 一 一 一

＊プロトプラスト再生コロニー数／遠心前の総プロトプラスト数×100％

＋＋＋、再生率70％以上；＋＋、再生率40～70％；＋、再生率10～40％；一、 再生率10％以下



謬

Table 4．2発光細菌および大腸菌に脂肪酸を添加して融合した時の影響

添軽口月旨月方酸

発光細菌 大腸菌

顕微鏡下での

融合率（％）＊

再生培地での

再生率（％）＊＊

 融合株の

回収率（％）＊＊＊

 無添加

オクタン酸

  EPA

オクタン酸

  EPA

無添加

リノール酸

リノール酸

リノレン酸

リノレン酸

85． 0

90． 0

80． 0

80． 0

90． 0

7． 2

5． 9

10． 0

6． 1

9． 1

5． 9× lo－6

    －62．3×10

1． 1×lo’5

8． 4×lo－7

   －51． 1×10

＊顕微輩下での融合率＝（複数が繋がり重なっているプロトプラスト数／PEG添加前のプロトプラスト数）×100（％）

＊＊

ﾄ生培地での再生率＝（再生培地で増殖したコロニーの数／PEG添加前のプロトプラスト数）×100（％）

＊＊＊

Z合株の回収率＝（親株と異なる性質を持つコロニーの数／PEG添加前のプロトプラス数）×100（％）
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第5章

海洋性発光細菌Shemanella moodyi O2HA－5－1株の

      VBNC状態への誘導と蘇生

5．1 緒言

 海洋環境には多種多様の微生物が生息しているが、その多くは生きて

はいるが培養できない状態（viablebut nonculturable，VBNC）であること

が知られている。これらの微生物は通常の培養方法では培養が難しいた

め、その性質はほとんど知られておらず、その応用研究は困難な状況に

ある。しかしながら、このVBNC状態の微生物は新規の微生物である可能

性が高く、これまで発見されていない有用遺伝子も数多く存在している

ものと考えられる。74）これらの未利用遺伝子を有効利用するためにこれ

まで色々な方法が開発されている。例えば、PCR－DGGE法やDNAマイクロ

アレイ法やメタジェノミクス法などが知られている。75”76）しかしながら、

これらの方法は操作が複雑でコストがかかるなどの問題点もある。そこ

で、本研究ではプロトプラスト融合法に着目し、海洋細菌および大腸菌

間での融合のモデル系を構築し、プロトプラスト融合を行い、いくつか

の融合株を取得した。しかしながら、これまで取り扱ってきた微生物は

培養できるものに限られ、環境中に存在するVBNC状態の微生物に応用す

るにはまだ不十分であると思われる。そこで、本章ではVBNC状態の細菌

および大腸菌のプロトプラスト融合法のモデル系の構築を試みるために

海洋性発光細菌Sh・e・manella moodyi O2HA－5－1株をVBNC状態に誘導し、
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大腸菌とプロトプラスト融合を行った。

5．2 実験方法

5．2．1 供試菌株の生育

 S．moo dyi O2HA－5－1株は第2章で述べた海洋性発光細菌の生育条件と

同一方法で培養した。本菌を一80℃から解凍した後、HSB培地（Table2，2）

に接種し、20℃で静置培養し、これをさらに20mlのHSB培地に接種して

一昼夜往復振盤培養した後（50往復／分）、新しい100mlの同培地に1ml

接種して24時間培養したものを本実験に供した。

5．2．2 供試菌株のVBNC状態への誘導

 海洋性発光細菌の溶解液はTable 5，1に示した。誘導培地は溶解液の

塩化ナトリウム濃度をO、0．5、1、1．5および3％に変更し、さらにその

pHを5，0、7．0、7。8に調整したものを使用した。本培養した供試菌を6；OOO

×g、15分間遠心分離し、細胞懸濁液に懸濁した。これを100mlの誘導

培地に終濃度1×10’o cells／m1になるように接種し、4℃で静置培養を行

い、培養7日目ごとにVBNC状態への移行を供試菌の全菌数（TC）および生

菌数（VC）の測定結果から判定した。なお、全菌数および生菌数の測定は

次に述べる方法で行った。

 供試菌の全菌数TCはLIVE／DEAD Bac Light Bacterial Viabi．lity Kits

（lnvitrogen）77）を用いた。すなわち、4℃で静置培養したサンプル1m1

を10，000×gで10分間遠心分離した後、0．85％塩：化ナトリウム溶液200

μ1に菌体を懸濁した。この懸濁液を100μ1ずつ2つの試験管に分注し、

さらに0．85％塩化ナトリウム溶液を添加してその全量を2mlにした。こ
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れを室温で1時間静置し、15分間経過することによく混合した。1時間

経過後、10，000×gで10分間遠心分離を行い、上清を除去した後、0．85％

塩化ナトリウム溶液を1ml添加して菌体を懸濁し、そのOD63。における濁

度から増殖量を求めた。この処理を行った供試菌lmlに3μ1のキット試

薬（Component AとComponent Bを等量混合したもの）を添加し、暗所に

おいて15分間静置した後、その5μ1を血球計数盤を用い、蛍光顕微鏡（オ

リンパス・BX51、400倍）下で細胞数を計数した。なお、赤く染色された

菌体は死滅状態であり、青く染色された菌体は生存しているため、この

青い細胞数のみを計数し、全菌数とした。なお、計数はn＝2で行い、そ

の平均値をデータとした。

 供試菌の生菌数VCは平板塗抹法により計数した。4℃で静置培養した

サンプルから1ml分取し、100～10一7 cells／mlまで段階希釈し、1．5％寒

天を添加したHSB培地にその100μ1を均一に培地表面に塗抹した。この

寒天培地を20℃で2日間静・置培養後、生じたコロニー数を計数した。な

お、計数はn＝3で行い、その平均値をVCとした。また、 VBNC状態へ誘

導する温度は供試菌によって異なるため、78）本菌の最適生育温度である

20℃で培養を行い、これ以上の温度ではほとんど死滅するため、本実験

では4℃での誘導条件のみについて検討を行った。

5．2．3 供試菌株のVBNC状態への各種誘導条件

（1） 供試菌株の初発菌数

 1％塩化ナトリウム、pH7．0の誘導培地に供試菌を初発菌数106、107、

108、109および10io cells／mlになるように添加し、 VBNC状態への誘導を

検討した。

（2） 供試菌株の対数増殖期および静止期
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 供試菌株を12時間（対数増殖期）および24時間（静止期）培養を行い、

上記と同一条件で誘導培地に107cells／mlの初発菌数になるように接種

し、同様にVBNC状態への誘導を検討した。

（3） 金属イオンの添加

 誘導培地に8種類の金属（CuSO4・5H20、 FeC12・4H20、 FeC13・6H20、 ZnSO4・

7H20、 AICI3・6H20、 MnC12・4H20、 CoC12・6H20およびNiCl，・6H20）を最

終濃度10μMになるように添加し、107cells／mlの初発菌を接種した後、

VBNC状態への誘導を調べた。

5．2．4 供試菌のVBNC状態からの蘇生

 1．5％の寒天を添加したHSB培地に200、500、1，000及び2，000 Uのカ

タラーゼ（和光純薬工業）をそれぞれ添加し、20℃で2日間静置培養した

後、生じたコロニー数を計数し、無添加のHSB培地でのコロニー数と比

較し、供試菌のVBNC状態からの蘇生状況を調べた。

5．2．5 VBNC状態に陥ったS． moodyi 02HA－5－1株および大腸菌のプロトプ

ラスト融合

 1％塩化ナトリウム（pH7．8）の誘導培地で63日培養した結果、 VBNC状態

に陥った海洋性発光細菌および大腸菌間でプロトプラスト融合を行った。

VBNC状態の海洋性発光細菌を第2章と同一方法でプロトプラストを作成

し、プロトプラスト化した大腸菌と融合を行い、生じた再生コロニーか

ら融合株を選択した。なお、融合株の選択にはKM、 SMおよびAmpに対す

る抗生物質耐性をマーカーとして用い、これらの抗生物質を6～25μ

g／ml添加した再生培地（Table 2．15）上に生じたコロニーを融合株とした。
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5．3 結果および考察

5．3．1VBNC状態へ移行した海洋性発光細菌および大腸菌の融合

 種々の濃度の塩化ナトリウム濃度およびpH調整による海洋性発光細

菌のvBNc状態への誘導状況をFig．5．1～3に示した。その結果、Fig．5．1

に示すように全培養日数を通じてpH 5．0では塩化ナトリウム濃度0％お

よび0．5％ではほとんど生菌数および全菌数が確認されなかった。これに

対し、塩化ナトリウム濃度が低下すると生菌数の減少は早いことがわか

った。しかしながら、どの濃度の塩化ナトリウムでも培養70日目でもま

だ生菌数が計測されたため、完全なVBNC状態の微生物を取得することは

できなかった。

 Fig．5．2に示すように、 pH 7． oの時もpH 5． oと同様に塩化ナトリウム

無添加ではほとんど生菌数および全菌数が確認できなかった。塩化ナト

リウム濃度0．5％、1％、1．5％および3％を比較すると、1％の時に生菌数の減

少が最も早く、70日目に生菌数は確認されなくなったが、全菌数は0日

目の状態とほとんど変化はなかった。その他の濃度の塩化ナトリウム存

在下では70日目でも依然として1×10‘ cells／ml以上の生菌数が確認さ

れた。

 また、pH 7．8の時もpH 5．0とpH 7．0の時と同様に、塩化ナトリウム

濃度0％ではほとんど生菌数は確認されず、全菌数も確認されなかった

（Fig．5．3）。最も早く生菌数の減少が確認されたのは塩化ナトリウム1％

であり、63日目に生菌数は全く確認されなかった。その時の全菌数は0

日目の状態とほぼ同じ値であった。

 以上より海洋性発光細菌のVBNC状態への誘導条件は塩化ナトリウム

濃度1％およびpH 7．8が最も早いことが判明し、培養63日後に生菌数が
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全く確認されなくなった。細菌のVBNC状態への移行はその周囲の環境が

最適成育環境より著しく悪化し、それでも何とか生き残るための手段で

あると考えられる。海洋性発光細菌では、塩化ナトリウム濃度が最適濃

度である3％付近では普段の生育状態と同じであるためVBNC状態に陥る

ことはなく、塩化ナトリウム濃度3％および1．5％では70日間経過後も

VBNC状態に陥ることはなかったと考えられる。本供試菌ではpHが7．8

の時に最も早くVBNC状態に陥ったが、 Vibrio parahaθ〃olyticusでは酸

性状態でVBNCになることが知られているため、77）微生物の種類によっ

てこのVBNCへ誘導する条件が大きく異なるものと考えられた。

 VBNC状態への移行をさらに向上させるための初発菌数の濃度を調べ

た。その結果、初発菌数の濃度に比例して生菌数が減少する傾向が見ら

れ、菌数が少ないほど早くVBNC状態に移行することが明らかになった。

 また、Wong et∂i．は77）対数増殖期の微生物の方が静止期のものより

もVBNC状態に移行しやすいことを報告しているが、本菌の場合は供試菌

株の生理状態に関係なくVBNC状態に陥る時間の変化は見られなかった。

 VBNCへ移行するための金属イオンの影響を調べた結果をFig．5．4に

示した。この図からわかるように、Cu2＋以外の金属イオンは生菌数に大

きな変化は見られなかった。すなわち、Cu2＋を添加した場合には、14日

目で生菌数は確認されなくなり、全菌数はO日目の状態と同一状態であ

ったことから、VBNC状態への誘導にはCu2＋の添加が必要であると考えら

れた。なお、Cu2＋はこのVBNC状態への誘導作用79）以外にも殺菌作用が

強いことが知られているが、80）本実験では全菌数にほとんど変化がみら

れないことから、殺菌作用は見られず、VBNC状態への移行に作用したも

のと推察された。
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 供試菌株のVBNC状態からの蘇生を調べた結果をFig，5．5に示した。そ

の結果、すべてのカタラーゼ添加濃度で無添加より生菌数の数が多く検

出され、中でも1000Uが最も多い生菌数が検出された。このカタラーゼ

の添加により、VBNC状態の誘導の初期には大幅な蘇生が見られたが、81）

培養時間の経過に伴いその蘇生率は低下した。その原因として考えられ

るのは、VBNC状態の誘導の初期と後期の細胞自体の代謝状態が異なるこ

とである。すなわち、VBNC状態への誘導の初期の細胞は温度の回復とカ

タラーゼ添加による培地の過酸化水素の消去によりすぐ元の状態に復帰

できるが、VBNC状態の時間が長くなるにつれて外部の条件が最適条件を

満たしても元の状態に復帰する能力が低くなっていると考えられる。

5．3．2 VBNC状態の海洋性発光細菌および大腸菌間でのプロトプラスト

融合

 VBNC状態のS． pvoodyi 02HA－5－1株および大腸菌問でプロトプラスト融

合した結果をTable 5．2に示した。この表からわかるようにAmpを添加

した再生培地では融合株が得られなかったが、KMおよびSMを添加した

培地ではそれぞれ9株および34株の融合株が取得し、その融合率は2．3

×10－6％であった。

 VBNC状態のS． pvoodyi 02HA－5－1株と大腸菌のプロトプラスト融合によ

り抗生物質耐性が異なる融合株が得られたことからVBNC状態の微生物

もプロトプラスト融合に活用できることが示唆された。しかしながら、

今回得られた融合率は培養可能な微生物同士のプロトプラスト融合率

7．4×10－6％より低い値であった。この原因として大腸菌はプロトプラス

ト化状態の確認ができるものの、VBNC状態の微生物は100％プロトプラス

ト状態に移行することが難しいか、またはプロトプラストが形成しても
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VBNC状態の発光細菌はその代謝能力や形まで栄養状態のものと違うた

め、融合まで至らなかったので、その融合率が培養可能な微生物同士の

プロトプラスト融合より低かったものと考えられる。

 本章では、プロトプラスト融合のモデル微生物である海洋性発光細菌

S．moodyi O2HA－5－1株のVBNC状態の誘導条件を明らかにするとともに、

VBNCの本菌と大腸菌間でのプロトプラスト融合に成功した。今後、 VBNC

状態の本菌と大腸菌間でのプロトプラスト融合率を向上させるための条

件を検討するとともに、自然界に存在するVBNC状態の微生物への応用を

検討して行きたいと考えている。
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Table 5．1溶解液の組成

トリスー塩酸（pH 7．0）

塩化ナトリウム

塩化カリウム

塩化マグネシウム

硫酸マグネシウム

塩化カルシウム

蒸留水

 10 mM

 85 miVf

 10 mM

 28 mM

 30 mM

 10 mM

1000 ml



ま

Table 5．2 VBNC状態の発光細菌および大腸菌間でのプロトフ。ラスト融合

添加抗生物質  濃度（μg／ml） 融合株数 融合率（％）＊

Amp
25

12

o

o

o

o

KM
25

12

6

3

2． 0× lo－6

1． 0× lo－6

SM
25

12

4

30

1． 3× lo－6

    －51． 0× 10

＊融合率＝（親株と異なる性質を持つコロニーの数／PEG添加前のプロトプラスト数）×100（％）
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第6章

プロトプラスト融合法の応用

6．1 緒言

 海洋細菌のプロトプラスト融合法の開発を行うために海洋細菌

Shemanella moodyi O2HA－5－1株および大腸菌をモデル微生物として選択

した。それらの栄養状態およびVBNC状態のものを用いて融合を行い、い

くつかの形質転換株を取得することに成功した。しかしながら、天然海

水中には生きた微生物以外にも多種多様の遊離DNAが数多く存在し、こ

れらのほとんどは死滅した微生物由来のものであることが知られている。

82）これらの遊離DNAの中には有用遺伝子も数多く存在していると考え

られ、新たな遺伝子資源としての有効利用が期待される。海洋環境には

多種多様の微生物が生息しており、これらの微生物についての融合条件

を色々検討することは不可能であるが、本研究で見出されたプロトプラ

スト融合条件を天然海水サンプルに応用した際にどの程度の頻度で形質

転換が起きるかを立証する必要がある。また、天然海水サンプルとの形

質転換を行うにあたり、天然海水サンプル中にも大腸菌が存在している

ため、一般的には今回のモデル大腸菌の区別は困難であり、形質転換株

の判別ができなくなる。そこで、天然海水中の大腸菌と形質転換株を区

別するための工夫が必要となる。

 本章ではまず遊離DNAのモデル（モデル遊離DNA）としてS． moodyi

O2HA－5－1株のDNAをプロトプラスト化した大腸菌へ形質転換することを
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検討した。さらに天然海水サンプル中の遊離DNAを大腸菌へ形質転換を

検討するとともに、遊離DNAおよび生菌などを含む天然海水サンプルDNA

の緑色蛍光タンパク質（GFP）標識大腸菌への形質転換を目的とした。

6．2 実験方法

6．2．1モデル遊離DNAの大腸菌への形質転換

（1） モデル遊離DNAの調製

 モデル遊離DNAは制限酵素処理した発光細菌S．脚。ゴ亘02HA－5－1株の

DNAを用いた。すなわち、発光細菌のDNAをEzaki et∂1。42）の方法に従

って抽出した後、KM耐性遺伝子を切断しないことが明らかな制限酵素

（Uho 1）を用いて酵素処理した。なお、処理条件として0．5μg／μ1に調

製した発光細菌のゲノムDNA 20μ1に10×K buffer（タカラバイオ）5μ1

および制限酵素Mbo 11μ1を添加し、超純水で50μ！に調整した。37℃

で一昼夜放置し、制限酵素処理後、70℃で15分間熱処理により残存酵素

活性を失活させた後、ゲノムDNAを以下の方法で精製した。すなわち、

50μ1のゲノムDNA溶液に2μ1の酢酸ナトリウムおよび100μ1の95％

エタノールを添加し、20分間静置した後、20，600×gで20分間遠心分離

し、上清を除いた後、さらに70％冷エタノール500μ1を添加し、再び遠

心分離し（5分間）、その残渣を常温にて30分間風乾させ、超純水50μ1

を添加した。なお、本サンプルのDNA濃度はOD26。における吸光度から求

めた。

（2） モデル遊離DNAの大腸菌への形質転換

 モデル遊離DNAを大腸菌のプロトプラストへ形質転換した。すなわち、

遊離DNA量は河川水、海水などの水圏に存在しているDNA量の濃度範囲
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内である50ng／m1に調製し、83）その1mlを20，600×g、15分間遠心分離

した後、上清を除去し、20％のPEG＃6，0001m！を添加した。これを第2

章に示した方法で調製した大腸菌のプロトプラストと1分間混合した。

さらに1mlのプロトプラスト用高張溶液（Table 2．14）を添加して形質転

換を行い、プロトプラスト再生培地で形質転換株の再生を行った。次に、

KMを6～25μg／ml濃度添加した選択培地でKM耐性を持つプロトプラス

トの選択を行い（37℃）、生じたコロニーを形質転換株として選択した。

なお、第4章で述べたように培養中の大腸菌にリノール酸およびリノレ

ン酸を添加することによりプロトプラスト融合率が向上することから、

これらの脂肪酸を終濃度1mg／ml添加して培養した大腸菌ヘモデル遊離

DNAを形質転換した。なお、コントロールとしてモデル遊離DNAをプロ

トプラスト状態になっていない大腸菌と混合し、27℃において3時間静

置した後、同様にKM添加選択培地に塗抹し、形質転換コロニーが生じる

かを調べた。

6．2．2 天然海水サンプル中の遊離DNAの大腸菌への形質転換

（1） 天然海水の採集

 Fig．6．1に示すように2008年1月8日に東京湾にて採水したサンプル

6点（St．1～6）の表面海水を用いた。なお、サンプリング海域の各環境因

子をTable 6．1に示した。

（2） 使用した選択培地

 抗生物質耐性を標的に選択培地を作成した。すなわち、抗生物質耐性

を有する形質転換株を取得するためにKM、 SMおよびAmp（各25μg／ml）

を添加した再生培地を調製し、形質転換株の増殖の有無から抗生物質耐

性を調べた。
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（3） 天然海水サンプル中の遊離DNAの調製

 これらの天然海水を採水後、直ちに孔径0．2μmのNuclepore

Track－Etch Membrane（Whatman）で濾過し、フィルター上に現場微生物を

回収し、元の海水中の50倍濃度になるように人工海水に再懸濁したもの

を本実験に用いた。

 天然海水サンプル中の遊離DNAのみを大腸菌へ形質転換するために、

50倍濃縮を行った東京湾6点の天然海水サンプル5mlを60℃で30分間

加熱処理を行い、共存する海洋細菌を殺滅させた。この加熱処理した天

然海水サンプル100μ1をHSB培地に塗抹し、20℃で培養し、その生菌数

も調べた。また、非加熱天然海水サンプルについても同様の操作を行い、

生菌数を調べた。

 天然海水サンプル中の遊離DNAサイズが大腸菌の形質転換に与える影

響を明らかにするために、加熱処理を行った天然海水サンプル1mlに制

限酵素（Mbo・1）を加えて以下の手順で酵素処理した。すなわち、50倍濃

縮した天然海水サンプル中の遊離DNA lmlに10×K buffer 100μ1およ

び制限酵素Ubo 110μ1を添加し、37℃で一昼夜放置した。その後、70℃

で15分間熱処理を行い、残存酵素活性を失活させたものを制限酵素処理

した天然海水サンプル中の遊離DNAとした。

（4） 天然海水サンプル中の遊離DNAの大腸菌への形質転換

 制限酵素処理および未処理の天然海水サンプル中の遊離DNAを大腸菌

のプロトプラストへそれぞれ形質転換した。すなわち、天然海水サンプ

ル中の遊離DNA lm1を20，600×g、15分間遠心分離した後、上清を除去

し、20％のPEG＃6，0001mユを添加した。これを第2章に示した方法で調製

した大腸菌のプロトプラストと混合し、1分間放置した。これにさらに

1mlのプロトプラスト用高張溶液を添加して形質転換を行い、プロトプ
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ラスト再生培地で形質転換株の再生を行った。なお、この形質転換株の

選択にはKM、 SMおよびAmpを25μg／ml添加した再生培地における抗生

物質耐性を指標とした。コントm一ルとして制限酵素処理した天然海水

サンプル中の遊離DNAをプmトプラスト状態になっていない大腸菌と混

合し、27℃において3時間静置した後、同様に抗生物質添加選択培地に

塗抹し、形質転換コロニ・一一一一が生じるかを調べた。

（5） 形質転換株の抗生物質耐性およびプラスミド保有状況

 天然海水サンプル中の遊離DNAを大腸菌プロトプラストへ形質転換し、

得られた形質転換株について8種類の抗生物質に対する耐性およびプラ

スミド保有の有無を調べた。まずTSB液体培地を作成し、これを24ウェ

ルタイタープレートにlmlずつ無菌的に分注した。この各ウェルに形質

転i換株を植菌し、37℃にて一昼夜往復振盗培養（200回／分）を行った。増

殖した形質転換株をそれぞれ10μg／mlの抗生物質を添加したTSB液体培

地200μ1に20μ1ずつ無菌的に接種した後、37℃にて一昼夜振盗培養を

行い、OD630における濁度（増殖量）から耐性の有無を調べた。なお、抗生

物質耐性はAmp、KMおよびSMに対する耐性以外に同一濃度のテトラサイ

クリン（TC）、エリスロマイシン（EM）、ノボビオシン（NB）、セファレキシ

ン（CEX）およびVMについても耐性を調べた。

 形質転換株のプラスミド保有の有無は第3章に示したプラスミド抽出

法と同一方法でプラスミド抽出を行い、プラスミド保有の有無を確認し

た。

6．2．3天然海水サンプルDNAのGFP標識大腸菌への形質転換

（1） 天然海水の採集
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 2008年7月9日に東京湾にて採水されたサンプル5点（St．7～11）（Fig，

6．1）、2008年6，月14日に伊豆半島にて採水されたサンプル2点（St．1～

2）（Fig．6．2）、2008年6A20日に岩手県大槌湾にて採水されたサンプ

ル10点（St．1～10）（Fig．6．3）の表面海水を用いた。サンプリング海域の

各環境因子はTable 6．1に示した。また、これらをフィルターで50倍に

濃縮した天然海水サンプルの生菌数、大腸菌数、大腸菌群数、KM耐性株

数も同時に測定した。すなわち、生菌数は3％の人工海水52）で作成した

パールコア標準寒天培地（栄研器材株式会社）、大腸菌群および大腸菌の

数はEMB培地（日水製薬株式会社）、KM耐性株数は上記の生菌数測定用培

地にKMを終濃度6μg／mlになるように添加したものを使用した。そして、

天然海水サンプルを各寒天培地に100μ1ずつ塗抹し、270Cで2日間静置

培養し、得られたコロニー数を測定した。

（2） GFP標識大腸菌の作成

 第3章で示したケミカルコンピテントセル作成方法に準じて大腸菌

JCM1649T株のコンピテントセルを作成し、これに3．2．1の形質転換と同

一方法でAcGFP1ベクター（タカラバイオ）を形質転i換した。 Amp 50μg／m1

を添加した培地で増殖したコロニーから紫外線ランプ下で蛍光を有し、

プラスミドの抽出によりAcGFP1ベクターが確認された株をGFP標識大腸

菌とし、以後の実験に用いた。

（3） 使用した選択培地

 抗生物質耐性を標的に選択培地を作成した。なお、GFPベクターはAmp

耐性を持っているので、KM（6～25μg／ml）およびAmp（50μg／ml）を添加し

た再生培地を調製し、増殖の見られたコロニーで紫外線ランプ照射下で

蛍光を有し、プラスミド抽出からGFPベクターが確認されたものを形質

転換株として選択した。
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（4） 天然海水サンプルDNAの大腸菌への形質転換

 天然海水サンプルDNAを用いてGFP標識大腸菌への形質転換を試みた。

50倍濃縮を行った東京湾5点（St．7～11）、伊豆半島2点（St．1～2）およ

び岩手県大槌湾10点（St．1～10）の天然海水サンプルDNAをGFP標識大腸

菌のプロトプラストへ形質転換した。それぞれのサンプルについて合計

3回の形質転i換実験を行った。なお、形質転i換株は6～25μg／mlのKMお

よび50μg／mlのAmpに対する抗生物質耐性および紫外線ランプ照射下で

蛍光の見られたものから選択した。コントロールとしてリゾチーム処理

を行っていない天然海水サンプルDNAをプロトプラスト状態になってい

ない大腸菌と混合し、27℃において3時間静置した後、同様に抗生物質

添加選択培地に塗抹し、形質転換コロニーが生じるかを調べた。また、

得られた形質転換株についてAmpおよびKMに対する耐性以外に10μ

g／ml濃度のSM、 TC、 EM、 NB、 CEXおよびVMについての耐性も調べた。

6．3 結果および考察

6．3．1 モデル遊離DNAの大腸菌プロトプラストへの形質転換

 モデル遊離DNAを大腸菌プロトプラストへ形質転換した結果をTable

6．2に示した。その結果、6μg／mlのKM添加培地で再生コロニーが2株

得られ、そのKM遺伝子の形質転換率は2×10’7％であった。さらにリノ

ール酸およびリノレン酸を添加して培養した時にはそれぞれ5株および

3株の再生コロニーが得られ、それらのDNA形質転i換率はそれぞれ5×

10”7％および3×1 O’7％であった。この結果から大腸菌をプロトプラスト

状態にすることにより、さらに脂肪酸を添加することにより遊離DNAの

形質転換率が向上することが判明した。なお、モデル遊離DNAをプロト
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ブラスト状態になっていない大腸菌と混合し、形質転i換を行っても全く

形質転換株は得られなかった。今回使用したモデル遊離DNA濃度は自然

界に存在する遊離DNAの濃度範囲であるため、自然界で生じる形質転換

では形質転換株の取得は困難であると推測された。一般に自然界では

100万分の一の確率で遺伝子組換えが起こると言われているが、84）本実

験ではKM遺伝子だけを標的に取り込み率を算出し、さらにモデル遊離

DNAとの混合時間が短かったため、 KM耐性遺伝子は形質転換されなかっ

たものと考えられた。

6．3．2 天然海水サンプル中の遊離DNAの大腸菌への形質転換

 60℃にて30分間加熱処理および未処理の東京湾6点の天然海水サンプ

ルをそれぞれHSB培地に塗抹し、20℃における増殖の有無を確認した。

その結果、未加熱処理の天然海水サンプルでは増殖コロニーが観察され

たのに対し、加熱処理を行った天然海水サンプルでは全く増殖コロニー

が観察されなかった。このことから天然海水サンプルを60℃で30分間

熱処理することでサンプル中の現場微生物がすべて死滅することが確認

された。

 東京湾6点の天然海水サンプル中の遊離DNAの制限酵素ntho 1処理お

よび未処理のものを大腸菌のプロトプラストへ形質転換した。その結果、

KMおよびSMを添加した再生培地では全く形質転換株が観察されず、 Amp

を添加した再生培地でのみ形質転換株が確認された（Table 6．3）。この表

からわかるように、東京湾St．1では制限酵素処理を行った天然海水サン

プル中の遊離DNAを大腸菌に形質転換することにより5株のAmp耐性を

有する再生コロニーが得られた。一方、St．3、5および6では制限酵素

未処理の天然海水サンプル中の遊離DNAを大腸菌に形質転換することに
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よりそれぞれ3株、18株および8株のAmp耐性を有する形質転換株が確

認された。このSt．1、5および6は陸に近く、それぞれ多摩川、江戸川

および荒川の河口域であるため、これらの河川水の影響を強く受けるこ

とから、東京湾湾央部に位置するSt．3および4よりも抗生物質耐性株が

多く出現し、数多くの形質転換株が得られたものと考えられた。また、

St．1以外は制限酵素処理を行っていないものの方が酵素処理を行った

ものより形質転換されたコロニー数が多く、Amp耐性を有する形質転換

株の形質転換率も制限酵素処理を行っていないものの方が高かった。

 DDBJの遺伝子データバンクに登録されているKM耐性遺伝子およびA皿p

耐性遺伝子について制限酵素による切断部位の有無の確認を行った結果、

Ubo・1は両方の遺伝子とも切断しないことがわかった。しかしながら、本

制限酵素は4塩基を識別することから高い確率で標的DNAを短く切断し

た可能性が考えられる。本実験で用いた遊離DNAはUbo 1処理により短

く切断されたため、大腸菌のプロトプラストへ形質転換されず、形質転

換株の取得率が低かったものと考えられる。従って、天然海水サンプル

のDNAを大腸菌に形質転換する際には制限酵素処理を行わなくても形質

転換株は取得可能であり、制限酵素処理を行わない方が良いと考えられ

た。なお、天然海水サンプル中のDNAをプロトプラスト状態になってい

ない大腸菌と混合し、同様に抗生物質添加培地で再生を行った結果、抗

生物質耐性を有するコロニーは全く得られなかった。このことから、天

然海水サンプル中の遊離DNAを大腸菌へ形質転換する際に大腸菌をプロ

トプラスト化した方がプロトプラスト化していないものより形質転換率

が高いことが判明した。

 次に、東京湾の天然海水サンプル中の遊離DNAを大腸菌のプロトプラ

ストへ形質転換して、得られたAmp耐性を有する34株の形質転換株およ
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びその親株である大腸菌について8種類の抗生物質に対する耐性パター

ンを調べた。その結果、大腸菌はすべての抗生物質添加培地で全く増殖

が観察されなかった。このことから、大腸菌はこれらの抗生物質に対す

る耐性パターンを有していないことが判明した。その他の34株の形質転

換株の抗生物質耐性をTable 6．4に示した。東京湾St，1から得られた形

質転換株の中にはAmp、 NB、 CEXおよびVN耐性を有する株が存在し、St．3

からはAmpおよびCEX耐性を有する株が存在し、St．5および6からはAmp、

EMおよびCEX耐性を有する株が存在することが明らかになった。今回の

抗生物質の耐性パターンを見るとほとんど同一であることから、これら

はすべて同じ種の細菌である可能性が考えられる。なお、今回供試した

抗生物質の中でAmp、 EM、 NBおよびCEは養魚場での日本水産用医薬品と

して承認された抗生物質であることから、85）これらの河川において人為

的に使用された抗生物質の影響があり、耐性遺伝子を持つ微生物が数多

く存在したのではないかと考えられた。

 東京湾の天然海水サンプル中の遊離DNAの大腸菌のプロトプラストへ

の形質転換により得られた34株の形質転換株の抗生物質耐性はプラス

ミド支配か、それともゲノム上での遺伝子伝播によるものかを明らかに

するために、形質転換株34株およびその親株の大腸菌からプラスミドの

抽出を行い、電気泳動によるプラスミドの保有の有無の確認を行った。

その結果、すべての株はプラスミドを保有していないことが判明した。

このことから今回得られた形質転換株はすべてゲノムDNA上で形質転換

が起ったものと考えられた。

6．3．3 天然海水サンプルDNAのGFP標識大腸菌への形質転換

 GFPベクターを大腸菌へ形質転換した結果、 Fig．6．4に示したように
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紫外線ランプ照射下でGFP未標識大腸菌（右）に対し、緑色の蛍光を発す

る大腸菌（左）が確認された。この蛍光を発するコロニーからプラスミド

DNAを抽出し、電気泳動によるプラスミドの保有の確認を行った結果、

約3．3kb付近にプラスミドのバンドが観察されたことから、GFPの挿入

が確認された。

 次に東京湾5点、伊豆半島2点および岩手県大槌湾10点で合計17点

の天然海水サンプルの生菌数、大腸菌数、大腸菌群、KM耐性株数および

KM耐性を有する形質転換株数をTable 6．5に示した。この実験は3回繰

り返したが、生菌数、大腸菌数、大腸菌群数およびKM耐性株数は明らか

に東京湾の方が伊豆半島や大槌湾より多いという結果が得られた。しか

しながら、大腸菌数、大腸菌群およびKM耐性株の生菌数中の割合はむし

ろ少ないことがわかった。さらに東京湾の天然海水サンプル中のKM耐性

菌数を比較するとSt．9では他の海域より少ないが生菌数は多いことか

ら、実際海水中に存在する細菌のフローラは同じ東京湾でもかなり異な

ることがわかった。これらの天然海水サンプルのDNAをGFP標識大腸菌

へ形質転換した結果、合計129株の形質転換株を取得することができた。

その中で東京湾5点の天然海水サンプルではそれぞれ17株、21株、15

株、24株および12株の合計89株の形質転換株が得られた。次に、伊豆

半島2点の天然海水サンプルではそれぞれ4株ずつ計8株の形質転換株

が得られた。大槌湾10点の天然海水サンプルからは合計32株の形質転

換株を取得した。中でもSt．1および10からそれぞれ19株および10株、

またSt．2、3および9からはそれぞれ1株ずつ取得できた。このことか

ら、形質転換株が多く得られた東京湾5点の天然海水サンプルはともに

陸に近いところであることから、東京湾のサンプルを用いると他の海域

よりも多く形質転換株が得られる可能性高いと考えられた。伊豆半島の
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天然海水サンプルは他の海域と比較しても海水中の大腸菌数が最も少な

く、大腸菌群数やKM耐性を持つ細菌数も少ないことから得られた形質転

換株数が東京湾より少なかったものと考えられる。大槌湾の天然海水サ

ンプルの生菌数、大腸菌数、大腸菌群数およびKM耐性株数は東京湾より

少なかったが、伊豆半島天然海水サンプルとの差は見られなかった。さ

らに得られた形質転i換株の分布を見ると、陸に近い所の方が遠い所より

も形質転換株が多く得られた。特に大槌湾のSt．1の天然海水サンプル

DNAの採集海域は大槌川と小槌川および鵜住居川が大槌湾に流入すると

ころであることから陸水の影響を大きく受けた可能性が高いと考えられ

た。

 各海域の天然海水サンプルの全菌数と形質転i換率の相関性をFig．6．5

にまとめた。このグラフから明らかなように、東京湾、伊豆半島および

大槌湾の天然海水サンプルのDNAから得られ形質転換株率はそれぞれ海

域ごとにクラスターを形成した。そして全菌数（102～106）と形質転i換率

の間に正の相関が得られ、その相関係数はR2＝0．68であった。

 得られた形質転換株についてその他の抗生物質に対する耐性を調べた

結果、Table 6．6に示すように、供試したすべての抗生物質に対して耐

性を持つ株が存在することがわかった。中でもTC、 EMおよびNB耐性を

持つ株の割合は他の抗生物質よりも高いことがわかった。なお、TCは養

魚場でよく使用されている抗生物質であり、今回得られた形質転換株の

中で東京湾の天然海水から得られた形質転換株が他の海域より耐性株の

割合が多いことから、東京湾の抗生物質耐性株の由来は人為的に使用さ

れた抗生物質による影響ではないかと考えられた。また、今回得られた

東京湾の形質転換株はこれらの抗生物質に対して多剤耐性を有する株が

多く、東京湾の天然海水サンプルの遊離DNAのみを用いた結果と比較す
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ると多剤耐性菌の割合が増加したことから、東京湾の天然海水サンプル

では遊離DNA以外の生菌の影響があったことが明らかとなった。さらに、

今回得られた形質転換株はすべてGFPベクターの挿入が確認され、その

他のプラスミドの保有は確認されていないことからゲノムDNAでの形質

転換が生じたと考えられた。

 本章ではモデル遊離DNAおよび天然海水サンプル中の遊離DNAを直接

大腸菌へ形質転換したところ、その形質転換率がプロトプラスト未形成

のものより上昇していることから、天然海水サンプル中の遊離DNAを直

接大腸菌へ形質転i換することが可能であることが示唆された。さらに、

天然海水サンプルをGFPベクターで標識した大腸菌へ形質転換した結果、

指標とした海洋の遺伝子資源の収集と大腸菌での発現に成功した。今後、

本方法が海洋微生物由来の新規遺伝子の収集などに有効利用できること

が期待される。
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Table 6．1サンプリング海域の各環境因子

海域 採集日 緯度（N） 経度（E）
水温
（oC）

塩分濃度
 （o／oo）

溶存酸素
（mg／1）

pH

東京湾

St． 1

St． 2

St． 3

St． 4

St． 5

St． 6

St． 7

St． 8

St． 9

St． 10

St． 11

2008年1月8日

2008年1．月8日

2008年1月8日

2008年1月8日

2008年1，月8日

2008年1月8臼

2008年7月9日

2008年7，月9日

2008年7月 9日

2008年7．月9日

2008年7月9日

350 32．00t

350 26．00／

350 31．00／

35。 36，00／

350 39．50／

350 36，50／

35。 28．50／

350 31．00／

35。 34．50／

350 37．50／

350 28．50i

13go 48．50／

13go 52．00／

139。 55，00／

139。 58．00／

1390 58．00i

139。 52，00／

13go 41．00／

13go 47．00／

139。 47．00／

13go 46．50／

1390 41．Ooi

12． 01

12． 46

11． 63

11． 26

10． 87

12， OO

25． 18

24． 63

25． 12

24． 28

24． 63

29， 71

32． 04

31． 36

31． 43

30． 83

30． 61

20． 37

10． 25

14． 43

16． 49

7． 40

9． 81

8． 39

9． 96

10． 25

9． 79

8． 17

9． 40

7． 86

10． 69

6． 90

4． 92

7． 98

7． 99

7． 96

7， 96

7． 82

7． 82

8． 48

8． 02

8． 04

7． 86

7， 24

      St． 1
伊豆半島
      St， 2

2008年6．月14日 34。51，00／

2008年6月14日 34。45．00ノ

1380 46．50’

138。 45．50ノ

22． 25

23． 45

33． 76

33． 96

10． 65

12． 19

9． 78

9． 85

岩手県

大槌湾

St， 1

St． 2

St． 3

St． 4

St． 5

St． 6

St．7，

St． 8

St． 9

St． 10

2008年6月23日

2008年6，月23日

2008年6，月23日

2008年6月23日

2008年6月23日

2008年6月 23日

2008年6月23日

2008年6月 23日

2008年6月 23日

2008年6．月23日

390 20．00t

390 20．50t

3go 20．50／

3go 21．00／

390 21．00t

39。 21．50／

3go 22．00／

390 23．00’

39。 23．00ノ．

3go 23．00ノ

1410 55．00／

1410 56．50／

1410 57．50i

1410 58．50i

1410 58．50／

1410 59．50／

142。 00．50／

1420 OO．50i

141。 58．50／

1410 57．50i

15． 97

15． 69

15． 29

14． 71

14． 01

12． 90

12． 88

12． 93

12． 89

13． 66

30． 61

3L 31

32． 18

33． 06

33． 41

33， 55

33． 66

33． 63

33， 65

33． 68

26， 20

26， 49

25． 65

18． 15

26． 92

11． 44

23． 56

35， 69

27． 14

23． 55

9， 52

9． 51

9， 53

9． 57

9． 57

9． 60

9． 57

9． 53

9． 68

9． 63



ま

Tab l e 6．2モデル遊離DNAの大腸菌への形質転i換

発光細菌DNA 大腸菌
KM濃度（μg／ml）

25 12 6
  DNA
形質転換率（％）

プロトプラスト形成前  0 o o o

Mbo I処理
プロトプラスト形成後

リノ・一・・一一Lル酸添加

リノレン酸添加

0

4

1

0

1

2

2

0

0

  一72×10

5×10－7

3 × lo－7



ま

Tab l e 6．3加熱処理した東京湾海水サンプル中の遊離DNAの大腸菌への形質転換

 海水

Mho I処理

大腸菌 形質転換株数＊

プロトプラストの形成 St．1 St．2 St．3 St．4 St．5 St．6

無

有

無

無

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

遊

郭

有

余

0

5

o

o

3

0

o

o

18

0

8

0

＊Amp添加濃度  25μ9／ml



Table 6．4東京湾の形質転i換株の抗生物質耐「生

抗生物質
（10 xz g／ml）

抗生物質耐性株数：

St．1 St．3 St．5 St．6

Amp＊

TC“

EM“

NB“

CEX“

KM

SM

VM

5

0

0

5

5

0

0

5

3

0

0

0

3

0

0

0

18

0

6

0

18

0

0

0

6

0

3

0

3

0

0

0

＊ 日本水産町医薬品として承認された抗生物質
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Table 6．5 天然海水の大腸菌への形質転換

サンプル
生菌数
（cells／ml）

大腸菌数
（cells／ml）

大腸菌門門  KM耐性株数  形質転換株数＊

（cells／ml） （cells／ml） （n＝3）

東京湾

St． 7

St． 8

St． 9

St． 10

St． 11

56000

125600

240000

160000

70000

2．0

6． 0

2． 0

6． 0

12． 0

340

300

300

320

240

600

120

40

120

200

17

21

15

24

12

伊豆半島
St． 1

St． 2

200

300

O． 2

0． 2

26

31

8

16

4

4

岩手県

大槌湾

St． 1

St． 2

St． 3

St． 4

St． 5

St． 6

St． 7

St． 8

St． 9

St． 10

562

252

340

194

100

146

174

355

276

224

1． 3

0． 8

0． 6

1．O

O．4

0． 4

1． O

L6
1．O

L6

20

16

10

14

24

16

16

24

32

36

32

8

16

4

8

20

20

4

12

36

19

1

1

0

0

0

0

0

1

10

＊KM添加濃度  6～25μg／ml



：

Tab l e 6．6 GFP標識した形質転換株の抗生物質耐性

抗生物質

耐性株数

抗生物質（10μg／ml） ・

Amp＊ TC“ EM＊ NB＊ CEX“ KM SM VM

     St． 7

     St． 8

東京湾  St．9

     St． 10

     St．11

17

21

15

24

12

9

15

14

17

4

14

16

9

19

8

13

14

9

22

8

o

o

o

o

2

13

4

7

9

2

6

3

7

9

5

6

3

7

9

5

伊豆半島
St． 1

St． 2

4

4

1

1

2

3

1

1

o

o

1

0

1

0

3

0

岩手県

大槌湾

St． 1

St． 2

St． 3

St． 4

St． 5

St． 6

St． 7

St． 8

St． 9

St． 10

19

1

1

0

0

0

0

0

1

10

3

1

0

0

0

0

0

0

1

8

16

1

1

0

0

0

0

0

1

10

11

1

1

0

0

0

0

0

1

10

o

o

o

o

o

o

o

o

o

1

3

0

0

0

0

0

0

0

0

5

4

0

0

0

0

0

0

0

0

8

4

0

0

0

0

0

0

0

0

8

＊

日本水産用医薬品として承認された抗生物質
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Fig．6．1東京湾の表面海水の採水点（St．1～11）
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6．2 伊豆半島の表面海水の採水点（St．1～
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Fig．6．3 岩手県大槌湾の表面海水の採、水点

（St． 1 ・一一 10）
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GFP標識 GFP未標識

Fig．6．4 GFPで標識した大腸菌（左）と未標識大

腸菌（右）の写真
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×
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o
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   R2＝O． 68

．

・

◆大槌湾

ee 伊豆半島

   10i 102 103 104 105 106

           全菌数＊

両隣数＝形質転換に用いたGFP標識大腸菌数＋

   形質転換に用いた天然海水サンプル中の生菌数

形質転換率＝（形質転換株数／全菌数）×100（％）

Fig．6．5 各海域の天然海水サンプルの全菌数と

形質転換率の関係
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第7章

総合討論

 本研究では海洋細菌と大腸菌のプロトプラスト融合法を新たに開発し、

VBNC状態の微生物、遊離DNAおよび天然海水サンプルなどへの適応性を

拡張することにより本方法が海洋環境中の有用遺伝子を有効活用するた

めの基礎技術の一つとして有用であることを明らかにした。

 まず、第2章では海洋性発光細菌Shθmanθ11a pp・oodyi 02HA－5－1株と大

腸菌間でプロトプラスト融合法を確立し、抗生物質耐性や塩分要求性な

どが両親株と異なる性質を有する融合株13株を取得することができた。

これまでのプロトプラスト融合は同属の植物や放線菌および酵母問など

で盛んに行われているが、海洋細菌と大腸菌間で融合を行った例は全く

見られない。海洋細菌は一般に塩：需要品性があることから、陸上微生物

と異なる独自の融合方法を考案する必要があるが、今回の融合では海洋

細菌のモデル系を構築したことで、今後その他の海洋細菌の融合を試み

る際に有効な知見となるものと考えられた。本研究では抗生物質耐性な

どの変化に留まったものの、大腸菌に本来存在しない表現形質が融合操

作により融合株に発現したことから、今後海洋環境中に生息する様々な

微生物の有用遺伝子が大腸菌へ形質転換できる可能性が示唆された。

 本研究では海洋細菌および大腸菌問の融合で得られた融合株について

従来の研究で行われているように、生理・生化学的性状を親株と比較し

た。一方、遺伝学的性状についても明らかにすることにより、生理・生

化学的な性状に基づく融合株の選抜では見出すことのできなかった融合
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株を見出すことが期待できる。第3章では発光遺伝子をターゲットに表

現形質の発現が観察されなかった融合株の存在を探索した。しかしなが

ら、本海洋細菌の発光遺伝子の情報は明らかになっていないため、まず

標的とする海洋細菌の全発光遺伝子の特定を行った。今回クローニング

した発光遺伝子はこれまでクローニングされてきた遺伝子と比較すると

全く同一のものは存在せず、本発光遺伝子は海洋細菌の中で特に強い光

を発するという新規な特徴がある。生物発光は蛍光と並んでイメージン

グによく使用されている手法であり、これまで市販されているルシフェ

ラーゼとルシフェリンは主にホタルやウミシイタケ由来のものが多く、

海洋細菌由来のものはほとんど見当たらないのが現状である。今後本ル

シフェラーゼ遺伝子の性質をより詳細に調べることにより、細胞機能解

析の試薬として使用できるようにしたいと考えている。

 プロトプラスト融合により得られた融合株の選択についてもこれまで

顕微鏡観察や大きさの比較など様々な方法が用いられてきた。しかしな

がら、融合株は親株と比較してこれらの性質が変わっていることから、

プロトプラスト融合は単純な遺伝子組換えとは異なり、ある特定の部位

でのみ融合が選択的に起きるのではなく、遺伝子の特定の部分にランダ

ムに生じる可能性が高い。これを立証するには両親株の全ゲノム配列を

融合株のものと比較しなければならないが、これには莫大な時間とコス

トがかかるため、現段階では実現不可能であると思われる。しかし、親

株に保有が確認されている特定遺伝子を融合株で確認することにより、

プロトプラストの融合現象を調べることは可能である。本研究でも融合

株の第一段階の選択に抗生物質耐性能および発光能の有無を取り上げ、

155株の融合候補株を取得した。これらの融合候補株の中から発光遺伝

子断片を検出した結果、16S rRNAによる同定では大腸菌の性質を持つと
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思われる5株の融合株から1uxAの一部分の断片の挿入が確認され、その

うちの2株から1uxAの一部分に加え、1uxBの全塩基配列の挿入が確認

された。このことから発光遺伝子の断片が融合により大腸菌に形質転換

されたことが明らかになり、表現形質のみならず遺伝学的にも変異が生

じていることが確認できた。また、確認された発光遺伝子断片の塩基配

列はすべて親株の塩基配列と完全に一致し、変異が全く認められないこ

とから、遺伝子の水平伝播は起こっているものの、検出範囲内では遺伝

子配列の変異が起きていないことが明らかになった。しかしながら、こ

れは標的にした遺伝子配列の範囲内での結果であり、標的以外の融合状

況の解明は難しい。本研究では発光細菌を融合のモデル細菌として使用

し、その発光遺伝子の塩基配列を明らかにし、標的に用いることでプロ

トプラスト融合が生じたことを遺伝学的方法で証明することができ、融

合のモデルとしての有用性をより明確に示すことができた。

 本研究では海洋細菌と大腸菌間で融合を行ってきたが、その融合率は

他の報告されている微生物間での融合率と比較するとかなり低い値であ

ることから、今後融合率をさらに向上させる必要があった。これまでに

プロトプラスト形成、融合、再生の各段階について詳細に検討してきた

が、どの段階でもプロトプラスト状態の細菌の破裂が最も大きな問題と

なっていた。そこで第4章ではこの問題を解決するために、プロトプラ

ストの安定性に注目し、安定性の改善による融合率の向上を検討した。

その結果、供試菌株の細胞膜の安定性に影響を与える脂肪酸の添加が融

合率の向上に有効であることが判明した。また代表的な8種類の脂肪酸

を添加した結果、脂肪酸の種類によってプロトプラストの遠心力に対す

る安定性が高くなるものや、低くなるものおよび全く変化しないものの

3つのタイプに分類できたが、添加した脂肪酸の炭素数や二重結合の数
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との間に相関は見られなかった。本実験ではレシピエントとして使用し

た大腸菌は外部から遺伝子を受け入れ、さらに安定した融合および再生

を行う必要があるためにプロトプラストの強度が大きくなる必要がある

ので脂肪酸添加培養により安定性が増大するような脂肪酸を選択した。

一方、ドナーとして使用した海洋細菌は融合しやすく、また自らの遺伝

子を相手に形質転換しやすくする必要があるのでプロトプラストの安定

性が低下する脂肪酸を選択した。その結果、両親株に適した脂肪酸をそ

れぞれ添加して培養することでプロトプラスト融合率をさらに向上させ

ることができた。すなわち海洋細菌のモデルとして使用したs． moodyi

O2HA－5－1株についてはEPAの添加が、大腸菌についてはリノール酸およ

びリノレン酸の添加が最適であった。なお、本実験では添加した脂肪酸

の濃度を1mg／m1に固定したが、この濃度を変更したり、その他の細胞膜

の安定性に影響を与える諸条件について検討することにより、さらに融

合率を向上させることも可能であろう。

 本研究では培養可能な微生物同士でのプロトプラスト融合を試み、そ

の融合率の向上を目的として実験を行ってきた。本方法の応用を行う上

で、環境に存在する生きてはいるが培養が難しい、いわゆるVBNC状態の

微生物についてもモデル系を構築する必要があると思われた。そこで第

5章ではVBNC状態の発光細菌と大腸菌問で融合を試みた。しかしながら、

これまでVBNC状態の細菌と培養可能なもの同士間でプロトプラスト融

合を試みた例は皆無の状況である上にVBNC状態の細菌はその諸性状が

明らかにされていないことから実際融合が生じたとしてもVBNC状態の

細菌由来なのかどうかを検証することは困難である。そこで、本研究で

は諸性状が明らかな発光細菌をVBNC状態に誘導し、これを用いて大腸菌

とプロトプラスト融合を行った。その結果、発光細菌は培養63日後に完
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全にVBNC状態に誘導され、 VBNC状態の微生物のモデルとしても十分使

用可能であり、本供試菌が有する豊富なマーカーをそのまま融合株の選

択の標的にすることから大変良いVBNC状態の海洋細菌のモデルが構築

できた。このVBNC状態の海洋細菌と大腸菌間でプロトプラスト融合を行

った結果、融合率はVBNC状態に誘導する前のものと比較して約1／3と低

い値ではあったが、高い抗生物質耐性能を有する大腸菌タイプの融合株

を取得することができ、VBNC状態の微生物が培養可能な微生物とプロト

プラスト融合が可能であることが明らかとなった。本研究では抗生物質

耐性のみを標的にして融合のモデル実験を行ったが、第3章に示したよ

うに、抗生物質耐性以外の遺伝子の伝播も生じているものと推察された。

 これまで培養可能な微生物同士およびVBNC状態の細菌のプロトプラ

スト融合を試みたが、これら以外にも海洋中には、多種多様の遊離DNA

が存在し、さらに細菌と遊離DNAなどのすべてを含む天然海水サンプル

とのプロトプラスト融合法を応用した形質転換はまだ行われていない。

そこで、第6章ではまず遊離DNAの大腸菌への形質転換を行った。モデ

ル遊離DNAをプロトプラスト状態になっていない大腸菌と混合しても形

質転換株が得られなかったのに対し、プロトプラスト状態になった大腸

菌へ形質転換するとKM耐性を有する融合株を取得することができた。こ

のことから、大腸菌をプロトプラスト化することにより遊離DNAの取り

込み率も向上することが明らかになった。実際、自然環境中では遊離DNA

の生細胞への取り込みが頻繁に起きていることが知られているが、84）プ

ロトプラスト状態ではその取り込み速度をさらに加速すると考えられた。

 モデル遊離DNAを用いた場合に大腸菌へ形質転i換可能であったことか

ら、天然海水サンプル中の遊離DNAを用いてプロトプラスト融合法の応

用を検討した。加熱処理により生菌を殺滅した東京湾6点の天然海水サ
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ンプル中の遊離DNAを大腸菌へ形質転換した。その結果、高い抗生物質

耐性を有する融合株を取得することができたことから、天然海水サンプ

ル中の遊離DNAが大腸菌へ形質転換されることが明らかとなった。また、

その形質転換株は東京湾湾央部で採集されたサンプルよりも多摩川、江

戸川および荒川の河口域に多く存在し、養魚場などでよく使用されてい

る抗生物質に耐性を有する株が数多く存在することから、恐らく人為的

に使用した抗生物質の影響でその海域に遊離の抗生物質耐性遺伝子が多

く存在し、今回の形質転換により大腸菌側に形質転換されたものと考え

られた。現存水産業の分野では養魚場での抗生物質の使用による抗生物

質耐性株の出現が大変深刻な問題になっている。これらの微生物は養魚

場だけでなく、河川などを通じて海洋に流入し、海洋環境の汚染を招い

ている。これらの遊離DNAは自然の形質転換などを通じてさらに多くの

微生物に移行し、新しい抗生物質耐性株を自然に作出しているものと思

われる。また、これらの形質転換株はプラスミドの保有が全く確認され

ていないことから、ゲノム上で形質転換が生じたものと推定された。天

然海水サンプル中の遊離DNAの大腸菌への形質転換が可能であることが

確認できたので、加熱処理を行っていない天然海水サンプルDNAを大腸

菌へ形質転換することを試みた。なお、海洋環境中に元々存在する大腸

菌と区別するためにGFP標識した大腸菌を作成し、天然海水サンプルの

遊離DNAを形質転換した結果、幾つかの形質転換株が得られ、天然海水

サンプル中の遊離DNAが大腸菌へ形質転換可能であることが示唆された。

特に生菌数や抗生物質耐性菌が最も多い東京湾のサンプルを用いた時の

形質転換率が最高であったことから、形質転換率は用いたサンプルの菌

の組成に大きく影響されると考えられた。また、個々の海域の全菌数と

形質転換率に正の相関が見られたことから、今後使用する海水サンプル
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の全菌数を増加することで形質転換株をさらに多く取得できると推測さ

れた。また、抗生物質耐性を指標とした形質転換株の検出では遊離DNA

のみを用いた場合より多いことから、海水サンプル中に存在する生きた

微生物の影響が大きいと考えられた。すなわち、微生物問の遺伝子水平

伝播も遊離DNAによる形質転換同様に生じやすいことが示唆された。

 本研究ではドナーである海洋細菌の効率的なプロトプラスト融合法を

開発し、融合株の諸性状を調べた結果、レシピエントである大腸菌で様々

な表現形質の発現や遺伝子の挿入が確認された。また、培養可能な海洋

細菌だけでなく、難培養性微生物や環境中の遊離DNAおよび天然海水サ

ンプルについても本方法は応用可能であることが確認された。今後、そ

の他の様々な海洋細菌や自然環境サンプルについても融合を行うことで、

目的に適した新規微生物遺伝資源の発見に役立つことを期待している。
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