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序論

生物 の多様性あ るいはその意外性 を支えて いるのは、 それぞれの環境 に最 も適 した生物

だ けが長 い年月をかけて選別 されて きた歴 史であ る。時 間の因子が関係 しない物理現象や

化学現象 とはこの点 において大 きく異 なる。 しか し近年 にな ってそれぞれの学問分野 が対

象 とす る範囲は広 が り融合 した結果 、タンパ ク質工学(1,2,3)や 抗体工学(4)な どのよ うに
、

新 しい研究分野 が発展 して いる。それ ゆえに新 しい生物現象(機 能)を 発見 し、 その仕組み

を解析 することは単 に生物学 に留 ま らず異分野 の研究 に対 して も示 唆す る点 は多 く、様 々

な形 で人間生活 を豊か にす ることが期待 され る。

新 しい生物機能の発見 を 目的 と した場合 、特殊環境 にその資源 を求 め ることは 自然であ

ろ う。かつては生命の影 な ど見当 た らないと信 じられて きた、 いわゆ るr極 限環境』に も

それぞれ に対応す る生物 の存在が近年 にな って次々 と明 らか にな って きた。

例えば、100℃ を越 え るよ うな高温下 で生育す る"超 好熱菌(5,6,7,8)"や 死海 のよ うな

高 い塩 分濃度 を好 む"好 塩菌(9)"、 さらには水素 と二酸化炭素 か らメタ ンガスを発生 する

"メ タン菌(10)"な どが その例 である
。 また、 これ らが第三 の生物 界Archaea(始 原菌)に

属 す ることが広 く認 め られて いる(11)。 従来 は、Archaebacteria;古 細 菌 と呼 ばれていた

が 一bacteriaと い う呼 び方 がふ さわ しくない ことが様 々な研究 か ら明 らか にな ってきた

(12)。 例 えばArchaeaの 細胞膜 を構成 する脂質はエステル型脂質 ではな くエーテル型脂

質 であ る点が従来 の生物 には見 られない特徴 であ りその特異性を象徴 している(8)。 特殊

環境微生物を研究対象 に考 えた とき、 その切 り口は実 に多様 である。上 で述 べた温度 ・塩

濃度 ・ガス組成以 外の尺度(圧 力 ・pH・水分 ・電界 ・磁界 など)で 地球 を眺 めた場合 に も、生物

に とって特殊環境 と呼べ る場所 はい くつか見 いだす ことができる。例 えば、水分 に関 して

両極端 に位置 するのが水 中 と砂漠で あろ う。生物 の構成単位であ る細胞 の70%以 上が水分

であるため"海 は生命 の母薄 といわれ るの と対照的に、乾燥 は生物 に とって極 めて悪 い環

境 のひとっである。実際 、砂漠 に生息 する生物種 の数 は非常 に限 られて いる。

ところで疎水環境 も一種の特殊環境(低水分)と いう見方ができる。地球上で最 も一般的

な疎水環境と言えば油田であろう。微生物の炭化水素(石油の主成分)に対する資化能力が

一3一



発見 されてか ら半世紀以上を経 た現在、化学試薬の作用 にきわめて安定 な物質 であ る炭化

水素 を微生物が比較的容易 に変換 する ことができるということは既 に疑 う余地 のない事実

となっている(13)。 しか しなが ら、炭化水素 の化学物質 としての特殊性 、すなわち ① 極

度 に還元 されている(酸 素原子 を含 まない)こ とと、 それに伴 う ② 水 にほ とん ど溶 けない

とい う性質 か ら生化学 の中で少 し特異 な研究分野 とな って いることも確 かである。 炭化

水素分子 の疎水性 は、菌 の増殖特性 や菌の生理 に大 きな影響 をあたえ る。例 えば水 にほ と

ん ど溶 けないとい う性質 のために炭化水素 を細胞 内に取 り込 んで代謝 す る生物 には特別 な

手段 が必要 となる。すなわち、炭化水素を利用 す る微生物 の多 くは基 質の水 中への分散 お

よび細胞内への取 り込 みを効率 よ く行 う目的で界面活性剤 を生産 する(図1)。 この生物 由

来 の界面活性剤 を人工合成 品 と区別 してバ イオサ ーファクタン ト(Biosurfactant;堕g-

logicalsurface-activeagent以 下BS)と 呼ぶ。BSは 生物 由来 であ るため安全性 の高

い洗浄剤 であることは もちろんであるが、その複雑 な構造 ゆえ にいくつ かの生理活性 を示

す ことがある。 ところが構造 が複雑で あるために構造決定 に至 ったBSは それ ほど多 くは

な く、 さ らに構造 一活性相 関につ いての研究 に至 ってはほとん ど皆無 である。そ こで、細

菌 の石油代謝 を研究す る上 で もBSの 構造解析 は重要 な課題 の一つであ ると考 え られ る。

一;hydrocarbon

wwo;biosurfactant
脚
〆還./ρmice闘e

　㊥

ノ ρ

ズ 無
l/;

petroleum

oilassimilatingbacteria

図1.石 油資化菌 におけるバイオサーフ ァクタ ン トの役割.

細胞 外の油滴の取 り込 みを効率 よ く行 うために石油資化菌の多 くは

バイオサ ーフ ァクタン トを細胞外 に生産す る。
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本研 究論文 の前半 では このBSを 対象 と して いる。実 は研究 を始 めた当時の 目的は、炭

化水素 の基本骨格C-C結 合 を酸化す ることな く切断 して低分子化 す るよ うな酵素(い わゆ

る生物 的クラ ッキ ング反応触媒)を 取得 する ことであ った。 そのために考えた一次ス ク リ

ーニ ング系 は寒天培地上 に塗布 した原油薄膜 を分解 す る細菌 の選別 であ
った。油 田土壌試

料 を入手 して この培地で調 べた ところ比較 的容易 に周 囲か ら油膜 が消失 した細菌 コロニー

を多数見 いだす ことがで きた。 細胞外成分 か らその活性本体が限外濾過法(分 画分子量

1万)に よ り濃縮可能 であることを確認 した時は新規酵素 の発見が期待 されたが、その反

応が温度 にほ とん ど依存 しないことやオー トク レープ後 も活性 を100%維 持 していた こと

などか ら、それがBSの 界面活性作用 による ミセル形成(疎 水物質 の水溶性を高め、 自身

は高分子量化す る)等 の結果 であ ることによ うや く気 付 いた次第 であ る。以上 のよ うな背

景 でBSの 研究 を始 め るに至 った。

ここで本研究論文前半 の概 略を述 べる。【第1章 】で は油田土壌か ら強力 なバイオサーフ ァ

クタ ン ト生産菌 を3株 分離 して、 その菌株 の同定 および産物 の構造 を決定 した。【第2章 】

では前章 で得 られた ものの うち1種 が極 めて活性 の高 い新規 の リポペ プチ ド型BSで あ

ることが判明 し、 これ をアルス ロフ ァクチ ンと命名 した。他 の2種 はいずれ も既知物質

サーフ ァクチ ンであ った。 さらに、化学修飾法 と新 た に開発 した微量活性測定法 によ りリ

ポペ プチ ド型BSの 構造 一活性相関にっいて も若干 の考察を加 えた。【第3章 】にお いては

新規バ イオサーフ ァクタン ト生産菌の形質転換系を構築 した。 さらにサーファクチ ン生合

成経 路 の一部(制 御系)の 遺伝子 クローニ ングおよびその解析 を行 った。 その結果、外部

環境 シグナルを細胞 内 に伝達 するtwo-componentregulatorysystem(14,15)が バイオサ

ーフ ァクタン ト生産制御系 と密接 に関係 していることが考察 で きた
。

さ らに本論文 の後半 では細菌 による石油代謝 の うち、いまだ明確 な証明がな されていな

い"嫌 気条件下(無 酸素条件下)に おける石油分解"を 扱 ってい る。 先 に も述 べた通 り、

炭化水素 の もうひとつの特徴 は極端 に還元 された物質 であるとい う点 にあ る。そのため、

生物 が炭素源 と して これを資化利用 する場合 には強力 な酸化剤 が必要 となる。炭化水素 を

利用 す る微生物 のほ とんどが好気性細菌で あるのは このためであ り(16,17,18,19)、 炭化

水素 の初期酸化反応 において分子状酸素の導入(オ キ シゲナーゼ)は 必須 のステ ップであ る
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とい うのが共通 の認識 であ った(20)。 無酸素 条件下 における炭化水素 の分解 に関 しては、

1980年 になってよ うや く混合集積培養 によるWardら の報告(21)を 契機 とし、トルエ ン、

キシ レン、フェノール などヘテ ロな芳香族炭化水素類 を中心 と して本格 的に研究 され始 め

た(22,23,24,25,26)。 この場合、酸化剤(電 子受容体)と しては、硝酸(25)、 鉄(m(24)な

どが報告 されている。 さらに反応性 に乏 しい側鎖 のないタイプの芳香族(ベ ンゼ ンなど)の

無酸素条件下 の微生物分解 につ いては、 メタン生成細菌(混 合培養)に よる ものが唯一 の報

告(27)で ありその分解経路 につ いてはいまだ不 明であ る。

一方 、脂肪族炭化水素 は好気条件 下では芳香族炭化水素 に比 べて容易 に分解 されるが、

これを生物 が嫌気的 に分解 した とい う報告例 になるとその数 は極 めて少 な くなる。すなわ

ち、芳香族炭化水素 はその嫌気的分解経路 につ いての解析が ある程度進 んでいるのに対 し

て、飽和脂肪族炭化水素 分解 につ いて はまだその事 実の真偽が問われてい る段 階 と言 えよ

う。 脂肪族炭化水素分解 に関す る最初 の報告 は、1944年 にNovelliら によ りなされたが

(28)、 そこで分離 された硫酸還元細菌(Desulfobacteriumsp.)は すでに消滅 している。

それ以降のい くつかの報告(29,30)に ついて も1981年 にAtIasは 再現性 が疑 しい ことを指

摘 している(31)。1977年 にParekhら が報告 したNAD依 存型の アルカ ンデ ヒ ドロゲナー

ゼ(32)に つ いては、エネルギー的 に不可能で あると言 う意見 もあ る(31)。 しか しなが ら、

最近 にな って また硫酸還元菌 の一種 が飽和 の脂肪族炭化水素 をCO2ま で完全分解 す るこ

とが報告 されてい る(33)。 不飽和脂肪族炭化水素分解 について はメタン菌 の混合培養 など

で も報告 されてい る(34)。 一方 、当研 究室 では既 に嫌気性培養装置を所有 してお り、嫌気

性菌を取 り扱 う環境 は整 って いた。さ らに、土壌試料 の入手先 であった静 岡県相良油田は

私有地 のため、幸 いこれまで に細菌 の分離 を 目的 とした土壌採取 の履歴 がなか った。 以

上 で述 べた研究状況 と当研究室の環境 か ら、現在 で も議論が分 かれ る"分 子状酸素 以外の

電子受容体 によ り生物 は脂肪族炭化水素 を酸化分解 で きるのか"と い う命題 に対 して独 自

のアプ ローチを試 みよ うと思 い立 った訳 である。

後半部分 の研究概略 を以下 に示 す。【第4章 】で は嫌気条件下 にお いて炭素源 と して石油

を添加 す ることによって増殖 が促進 され る菌(HD-1株)の 分離 と同定 を行 った。本 菌が嫌

気条件下 において石油を単 に取 り込 んでいるだ けではな く資化分解 して いることも示 した。

【第5章 】ではHD-1株 による石油分解代謝 中間体(嫌 気条件下)の 検 出 とその構造決定を
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行 い、嫌気条件下 にお ける脂肪 族炭化水素分解経路 の存在 を確証 した。 また、本菌 はCO2

を唯一 の炭素源 と して生育可能 であ り、 しか もその細胞内 に炭化水素(テ トラデカ ン、ヘ

キサデカ ン、エイ コサ ジエ ン)が 蓄積 して いることを発見 した。 これは、化石燃料であ

ると言 われている石油 が、現在 もなお細菌 に より一部供給 されて いることを示唆す る結果

であ る。 最後 に、 これ らの諸特 性か ら嫌気条件下 におけるHD-1株 の石 油代謝経路 につ

いて従来 の もの と比較 しなが ら考察 した。
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第1章 バイオ サー ファクタ ン ト生産菌の分離 とその構造解析

第1節 緒言

バ イオサーフ ァクタン ト(以 下BS)は 生物 由来 の界面活性剤の総称 であ る(35,36)。

界面活性剤 とは一つの分子内 に疎水基 と親水基 を持つ いわゆ る両親媒 性物質 であ り(37)、

合成 品では親水基の極性 に もとづ きイオ ン性(陰 イオ ン、陽イオ ン)界 面活性剤 と非 イオ

ン性界面活性剤 に分類 す るのが一般 的であるが、BSの 場合 、その化学構造 は複雑 である

反面疎水基を構成 する基本骨格 は共通 して脂肪族脂肪酸 であ り、親水基 を構成 するユニ ッ

トもその種類 は限 られてい る。 そ こで、BSを 分類 す る際 には親水基 の構造を指標 とする

場 合が多い。すなわち、 ホスホ リピ ド型(38)、 グ リコ リピ ド型(39,40,41)、 リポペプチ ド

型(42,43,44)、 そ してその他(45)で ある。BSの 多 くは本来、石油分解微生物が疎水性栄

養源 の効率良 い取 り込 みを目的 として生産 す る乳化剤であ り(46)、 生産 コス トの問題 が解

決 されれば、安全でかつ環境 に優 しい洗浄剤 と しての実用 が期待 され る。 またその一方 に

おいて、生体 由来 であ るためにい くつかのBSは 特異 な生理活性 を持つ こと も知 られて い

る(47,48,49)。 例 えば、免疫学 にお いてある種類 の微生物の細胞表層構 成成分 が脊椎動物

の免疫 システムを刺激 し、抗原単独で投与 した場合 に比 べて高 い免疫応答 を示 す ことが古

くか ら知 られていた(50)。 その後、 この成分(ア ジュバ ン ト)が 篁ycobacte莫!巫 属細 菌が

産す るグ リコ リピ ド型BSの ひとつであるtrehalosedimycolateで あることがっ きとめ ら

れ、現在では合成品 と して広 く供給 されて いる。 リボ ソーム製剤作製のため(51)に 、あ る

いはまた食品産業 にお いて も乳化剤(52)と して欠 かせない レシチ ンは典型的 なボスホ リピ

ド型BSで ある。 このよ うに、BSは 単に合成 品の代替物 と しての洗浄剤 あるいは乳化剤

とい うことよ りむ しろ、 その複雑 な化学構造 に由来 す る潜在的な生理機能 を開発 す ること

によ りさらに実用化 が進む もの と期待 され る。

国内 には産油量 は少 ない ものの新潟県な ど日本海側 を中心 にい くつかの油 田が知 られて

いた(53)。 ところが、静 岡県の山中に も古 くか ら石油 を噴出 してい る場 所があ るとい う情

報 を最近得 ることがで きた。そ こは自家用 の油 田であ りこれ までほ とんど人が足 を踏み入

れ ることがなか った ことか ら新種 の石 油分解菌 およびバイオサ ーファクタ ン ト生産菌 を分
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離で きる可能性があ ると考え研究 を開始 した。本章 では静岡県相良油 田の土壌か ら新規

BS生 産菌 を数株分離 し、菌株 の同定 とその生産 するBSの 構造 解析 を行 った ことにっ い

て述 べ る。

第2節 実験材料および方法

菌の分離源

静 岡県相良油 田の表層土(深 度O・30cm)。

培 地

L培 地(バ ク ト トリプ トン10g,酵 母 エ キ ス5g,NaCI5g ,NaOHに てpH7.2に 調 整)

を用 い た。 固形 培 地 と して用 い る場 合 には 、寒 天 を1.5%加 え た。 また 、BS生 産 菌 を

分 離 す る培 地 と して 、L寒 天培 地 の表 面 に30～40μ1の 相良 油 田 の原 油 を均 一 に塗 布 した

もの を利 用 した(以 下 、L一 オ イ ル プ レー ト)。

BS生 産菌の分離

土壌 サ ンプルを無菌水 に懸濁後、100μ1程 度 ずつL一 オイル プ レー トに広 げた。 培養

は30℃ と37℃ にて行 った。 各 プ レー トを1晩 か ら2週 間の間培養 を続 け生育 した多

数 の コロニーの内、 その周 囲に原 油が除去 されたハ ローを形成 す るものをBS生 産菌 と し

て選 別 した。 その うち特 に大 きなハ ローを形成 す る もの3株(A-1株 、B-1株 、雌IS38

株)を 選 び、研究 を進 めた。

限外濾過装置

BSは 水溶液中では ミセル(巨 大分子)を 形成 するため、限外膜 モ ジュールUF-LS畑(排

除限界分子 量10,000、 有効膜面積200cm2)と チ ュー ビングポ ンプLP-3000(い ずれ も

東 ソー製)に より効率 よ く濃縮 する ことがで きた。
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薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー(TL9)

・分 析 用TLCシ リ カ ゲ ル60プ レ ー ト(200x200×0.2皿m)No、5553

・分 取 用TLCシ リ カ ゲ ル60プ レ ー ト(200x200x2m)N(L5745

・逆 相TLCRP-18F254Sプ レ ー ト(200x50xO.2皿m)Nα15683

以 上 い ず れ も メ ル ク 社 製 。

高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(HPLC)

・本 体;

東 ソ ーCC田 グ ラ ジ ェ ン ト シ ス テ ム

・カ ラ ム;

ナ カ ラ イ 製 コ ス モ シ ル5C18-AR(4.6xl50mm、10x250mm)

一一BS精 製 用

・ウ ォ ー タ ー ズ 製 μBONDASPHEREC4(0 .3nmボ ア サ イ ズ 、3.9xl50mm)

一一 ア ミ ノ酸 光 学 異 性 決 定 用

バ イ オ サ ー フ ァ クタ ン トの精 製

まずBS生 産 条 件 を検討 した。 培養pHを5～9ま で変 えてBS生 産 性 の時 間経 過(2、

4、6、8、24、36、48時 間後)を 比 較 した 。各 培養 液上 清10μ1をL一 オ イ ル プ レー トに

滴 下 した時 に形成 され るハ ロ ーの大 きさ に よ り活 性 測 定 を行 った と ころ、 い ず れ の菌 にお

いて もpH=7.0、36時 間 と48時 間 の ものが最 も高 い活性 を示 した。 そ こで 、BSの 生

産条 件 と してpH・7.0、40時 間 を決 定 した 。A-1株 、B-1株 、nS38株 が生 産 す るBS

を それ ぞ れ1姶+1、BS-B-1、BS-38と 仮 に命 名 した 。

[BS-A-1]

A-1株 はL寒 天培地で はBSを 生産す るが、L液 体培地 では生産 しない。 そこで、L培

地 に1%液 状パ ラフィンを加 えた培地34か らBSを 回収 した。37℃40時 間培養後 、遠

心分離(10000xg,10min)に て菌体 およびパ ラフィンをで きるだけ除去 した培養液 に等量

のヘキサ ンもしくはクロロホルム/メ タ ノール(1:1)を 添加 して脂質画分 を計3回 抽 出 した。
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これ を分 取 用TLCに 供 した 。 ク ロロ ホル ム/メ タ ノー ル/水(65:25:4)で 展 開後 各成 分 を ヨ

ウ素 で発 色 させ 、Rf値0.4・0.5に 展 開 され る活 性 ス ポ ッ トをか き と る。 同溶媒 で抽 出

後 、遠 心 分 離(10000xg,10皿in)に よ り樹 脂 を 除去 し、 さ らにエ バ ボ レー ター に よ り乾燥

した 。 これ を50%程 度 の ア セ トニ トリル溶 液 と して最 終 的 にHPLCに よ り精 製 した。HPL

C条 件 は以 下 の通 りで あ る。

カ ラ ム;Cosmosil5C18-AR

溶 出液;ア セ トニ トリル/酢 酸(80:20)

検 出波 長;210nm

[BS-Bヨ]

14のL培 養液(37℃40時 間)か ら遠心分離(10000xg,10min)に より、菌体 を除去 し

た。培養上澄液 を限外濾過装置(分 画分子量10,000)を 用 いて0 .14程 度 まで濃縮 するこ

とがで きた。BSは 水 中では 巨大分子(ミ セル;分 子量100,000以 上)を 形成 す るために

この方法 により濃縮 できる。 濃縮液 に塩酸を加 えてpHを3以 下 に調整 し一晩放置 した。

生成 した沈 殿を遠心分離(10000xg,10min)に よ り回収後、NaOHに よ りpHを 中性付近

まで戻 して水 に溶か した。ヘキサ ンあるいはクロロホルム/メ タ ノール混合溶媒 によ る抽

出操 作以降につ いて はBS-A-1と 同様 に行 った。

[BS-38]

54のL培 養 液(30℃40時 間)か ら遠 心分 離(10000xg,10min)に よ り、菌 体 を 除去 し

た 。廻IS38株 は37℃ で は良 く生 育 す るがBSは 生産 しな い。培 養 上 澄 液 を限外 濾 過装 置

(分 画 分 子 量10,000)を 用 いて0.14程 度 まで濃 縮 した。1総一38は 塩 酸 に よ って沈殿 し

なか った た め、上 記 溶 媒 にて抽 出操 作 を行 った。 誌 一38のTLCに お け るRf値 は0 .3付

近 で あ り、1唱一A-1、BS-B-1に 比 べ て親 水 性 で あ る こ とが予想 され た。BS-38は クロ ロホ

ル ム/メ タ ノール/25%ア ンモニ ア水(65:35:4)で 展 開 す る こ とに よ りさ らに爽 雑物 が除 か れ

た 。 最終 的 に はHPLCに て精 製 した 。HPLCの 条件 は以 下 の通 りで あ る。 ま た、精 製 した

BS-38を50%ア セ トニ トリル溶 液 で飽 和 溶 液 に して放 置 して お くと柱 状 の結 晶 が析 出 し

た(図1-1)。
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図1-1.BS-38(ア ル ス ロフ ァクチ ン)の 結 晶.

1目 盛 りは0.1m皿 。 柱状 あ る い は板 状 の結 晶が 多数析 出 した。

[HPLC条 件]

カ ラ ム;Cos皿osil5Cl8-AR

溶 出 液;A液 ア セ トニ ト リ ル/1%酢 酸/水(10:20:70)、

B液 ア セ トニ ト リ ル/1%酢 酸(80:20)

グ ラ ジ ェ ン ト;0-15minA:B=50:50

15-30皿inA:B=0:100

検 出 波 長;210nm

リポペ プ チ ド型BSの 確 認

BS構 成成 分 と して ア ミノ酸 が含 まれ る ことをニ ン ヒ ドリン反 応 に よ り確 認 した 。精 製

したBSを 塩 酸 で完 全加 水 分 解 後 、分 析 用 シ リカ ゲ ルTLC(isopropanol/酢 酸/水(75:10:

15))で 展 開 してニ ン ヒ ドリン0.25%エ タ ノール溶 液 を噴霧 した 。120℃ 数 分 間 の加 熱 に よ

り赤 一黄 色 に発 色 す れ ば ア ミノ酸 が含 まれ る。

赤 外分 析(FT-IR)

大 阪 大学 工学 部 分 析 セ ンター(JIR-AQS-20雌)で 分 析 した 。KRS-5セ ル薄 膜 法 を主 に用

い た。
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ア ミノ酸組成分析

蛋 白質研究所化学構造部門(崎 山研究室)に 分析 を委託 した。方法 は試料 に6N蒸 留塩

酸(含0.2%フ ェノール)を 添加後、減圧封管 して110℃24時 間加水分解 を行 う。 クエ ン

酸緩衝液 に溶 か した後、HITACHI835-Sア ミノ酸分析装置(ポ ス トカラム法)に よ り分析

した。アスパ ラギ ン、 グル タ ミンは塩酸加水分解 によ りそれぞれアスパ ラギ ン酸 、グルタ

ミン酸 と区別で きな くなるためデータ解釈 に注意が必要 である。

BSラ ク トン環 部 分 のケ ン化 分 解

大 ま か な ア ミノ酸 配列 分 析 お よ び ラ ク トン結 合 の 位 置 を質 量 分析 装 置 に よ り決 定 す る際

に ラ ク トン環 を選 択 的 に開環 す る必要 が あ った。60mHNaOH-40%メ タ ノール(含40atm

%のH2田0,IsotecInc.社 製)50μ1にBSを 溶 解 して、37℃18時 間加 水分 解 した。

1N塩 酸 によ りpHを3.0に 調 整 した後 、DisposilC18カ ラム(ナ カ ラ イ製)に 吸 着 させ

純 水 で洗 浄 した。80%ア セ トニ トリル(含12mHCl)で 溶 出 した。質 量 分 析 法 の欠 点 と

して質 量数 の 同 じ、 ロイ シ ン とイ ソ ロイ シ ン(共 に113)を 区別 す る こ とは困難 で あ った。

エ ドマ ン分解 によるア ミノ酸配列決定

BSを3%ホ ルムア ミ ド溶液 に溶 か しllO℃24時 間保温 して、 アスパ ラギ ン酸残基 を

含 むペ プチ ド結合部分 を特異的 に加水分解 した。分解物 はC4カ ラム逆相HPLCに て精製

した。 こうして得 られたペプチ ドは非常 に疎水性 に富み、PVDF膜 やヘキサ ジメ トリン プ

ロ ミ ド(ポ リブ レン)処 理 したグ ラス フィルターには固定 されなか った。 そこで、ア リルァ

ミンで修飾 され たSequelonAA膜(ミ リポア社製)を 使 い、定法(54)に 従 ってペプチ

ドの カル ボキシル末端 との間で共有結合 させ ることによ りペ プチ ドを固定 した。エ ドマ ン

逐次分解反応 および遊離 ア ミノ酸誘導体 の同定 はペ プチ ドシーケ ンサーABI476A(ア

プライ ドシステムズ ジャパ ン社製)を 使用 した。

質量分析(FAB-HS)

大阪大学工学部分析 セ ンター(J鯉S-DX303)に 委託 あるいは、大阪大学蛋 白質研究所蛋
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白質有機化学部門(下 西研究室)(Jm-DA5000)と の共 同研究 によ り行 った。衝突活性化 開

裂(CAD)/リ ンク ドスキ ャン法 は高尾 らの方法(55)に よ り行 った。

ガスクロマ ト質量分析(GC一 廻S)

BS-38脂 肪酸部分 の構造 解析 に主 に使用 した。まず、精製 された遊離脂肪酸 をジア ゾメ

タ ンによ りメチルエステル化 した。 さらにOVヨ 相 当の無極性 キ ャピラ リーカラム

(φO.53皿皿,5m)に よ り分離 された成分 につ いて電子衝撃 イオ ン化(EI)法 によりイオ ン化

した後 、質量分析装置 で分析 した。

1H一核 磁気 共 鳴 ス ペ ク トル(lH-N藍R)

BS-38の 脂 肪 酸 部 分 の構 造 解 析 に主 に利 用 した。精 製 したBS-38(100皿g)を 塩酸 加 水

分解 の後 、エ ーテ ル で抽 出 され る画分 をTLC(ヘ キ サ ン/エ ー テ ル/酢 酸(90:10:1))で 分 離

した。 遊離 脂 肪 酸部 分(Rf=0.16)を 回収(6.3mg)し て 、重 ク ロロ ホル ム(CDC13)に 溶 解 後

トリメチ ル シラ ン(T麗S)を 内部 標 準 と して大 阪 大学 工 学 部 分析 セ ン ター(JNH-GSX-4000,

400MHz)で 分 析 を行 った 。未 分 解 のBS-38に つ い て もジ メチル スル ポキ シ ドーd6に 溶

解 して 同様 に分 析 を行 った。

各BS構 成 ア ミノ酸 光学 異 性 の決 定

BSに 含 まれ る各 ア ミ ノ酸 のD/L比 は全 自動 ア ミノ酸 分析 シス テ ム(A蟹INOHATE,ICL

イ ンス ツル メ ンツ社 製)を 用 いた 。D-Asp,L-Asp,D-Leu,及 び レLeuそ れ ぞれ の位 置 決

定 は以 下 の方 法 で決 定 した。 まず 、BSを 濃 塩 酸 で37℃3日 間処 理 して部分 加 水 分 解物

を取 得 した 。加水 分 解 物 はC4逆 相 カ ラ ムHPLCに て各 ピー クを分 離 回収 した 。 そ れぞ れ

の ペ プ チ ドの ア ミノ酸 組 成 を分 析 して 、Aspあ る いはLeuを 含 む サ ン プル を選 別 した 。

続 い て これ らを(+)《9-fluorenyl)ethylchlorofomate(FLEC)キ ラル試 薬(Eka

nobelAB,)(56)に よ り修飾 後 、Cl8逆 相 カ ラ ムHPLCに て分 離 した 。HPLCの 条 件 は下 に

示 す 。 この方法 によ り、各 ア ミノ酸 のD体 、L体 は溶 出位 置(Rf値)の 異 な る ピー ク と して

分 離 され 、 そ のM値 を標 品 の もの と比較 す る こ とに よ り同定 で き る。
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[HPLC条 件]

カ ラ ム;Wakopak5C18(4.6x250mm)

溶 出 液;A液,tetrahydrofuran(THF)/0.15%酢 酸 ナ ト リ ウ ム(pH4.0)(25:75)

B液,THF/0.15%酢 酸 ナ ト リ ウ ム(pH5.1)(50:50)

グ ラ ジ エ ン ト;0-60%B,0-40皿in

60%B,40-60min

検 出 器;蛍 光 検 出 器FS-8010(東 ソ ー 製)λex260nm,λem315nm

第3節 結果

1.3.1.BS生 産 菌 の 取 得

Lオ イ ル プ レー トでBS活 性 由来 のハ ロ ーを形 成 す る株 は10種 類 程 度 分 離 され た が、

ハ ロ ーが特 に大 き く、 コ ロニ ー形態 の異 な る2株(A-1株 、B-1株 、 い ずれ も37℃ で の

培 養)と30℃ で の培養 か ら1株(HIS38株)を 選択 して、 以後 の実 験 に使 用 した(図1

-2) 。廻IS38株 は37℃ で もよ く生育 した が この温度 で はBSを 全 く生 産 しな か った 。

図1-2.HIS38株 の コロニ ーとBS活 性 に由来す るハ ロー.

菌株 は血液寒天培地(栄 研化学製)に て30℃2日 間培養 した。菌株 によ り分泌 され

るBSが 赤血球を溶解 するために、コロニ ー周囲の色が透 明に抜 ける。 レ オイルプ

レー ト上 で も同様 に分泌 されるBSに よ り油膜 が排除 されてハ ローが形成 され る。
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ユ.3.2.BS生 産株 の 同定

A-1株 は しわ の あ る乾 いた コ ロニ ーを形 成 したがB-1株 は表 面 に膜 の あ るム コイ ド状

コ ロニ ーを形 成 した 。 そ れ ぞれ の 同定 に用 い た指 標 を(表1-1)に ま とめ た。Bergey's

廻anualofSystematicBacteriologySectionl3に 従 って それ ぞ れ 、Baci⊥ 聖 翌璽璽 逓

A-1,BacillussubtilisB-1と 同定 され た 。

HIS38株 は胞 子 を形成 しな い グ ラム 陽性 の絶 対 好 気 性 菌 で あ り、 細 胞 周期 に よ り桿 菌 と

球 菌 の2つ の形態 を と る。運 動 性 お よ びカ タ ラー ゼ活 性 を有 し、 細胞 壁 には ジア ミノ ピ

メ リ ン酸 で は な く リジ ンを含 む ことか らBergey's廻anualofSystematicBacteriology

Sectionl5の 中 のArthrobacter属 細 菌 と同定 され た。

表1-1.A-1株 及 びB-1株 の菌 株 特 性.

A-1株 B-1株

グラム染色

形態

胞子形成

カタラーゼ

.V-Pテ ス ト

クエ ン酸 の利用

カゼインの加水分解

デ ンプン 〃

各NaCl濃 度での生育

2%

5%

7%

各温度 での生育

30℃

40℃

48℃

55℃

十

桿菌

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

桿 菌

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

1.3.3.BSの 構造 決 定

前 節 で述 べた方 法 に よ り今 回取 得 され た3株 か らそ れ ぞれ の生 産 す るBS(主 成 分)を

精 製 した 。B.pumilusA-1由 来 の もの をBS+1E… 型セ亘旦 旦B-1由 来 の もの を1舟

B-1さ らにArthrobactersp.HIS38由 来 の もの をBS-38と 命 名 した 。 これ らは6N塩

酸 に よ る110℃16時 間 の加 水 分解 の結 果 、 ニ ン ヒ ドリン陽性 で あ った ことか らい ずれ も
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リポペ プチ ド型BSで あると予想 した。

[BS-A-1お よ びBS-B-1]

BS+1とBS-B-1のIRス ペ ク トル の結 果 お よ びア ミノ酸組 成 分 析 の結 果 は い ずれ も

既 に有 馬 らに よ り報 告 され て い るサ ー フ ァクチ ン(42)と 同一(Asp:Glu:Va1:Leu=1:1:1:4)

で あ った(図1-3)。IRス ペ ク トル の1540cm1と1650c皿.正 の大 きな吸 収 は ペ プ チ ド

結 合 に 由来 す る。1730cm一 且の吸 収 か らラク トン環 の 存在 が示 唆 され た。 続 いて 、FAB一

置Sに よ り分子 量 を決 定 した(図1-4)。BS+1、BS-B-1い ず れ も分 子 量 は1035と 決

定 され た 。1375,1385,お よ び2950cm『 正の吸収 は3一 ヒ ドロキ シー13一メ チル テ トラデ カ

ン酸 の構 造 を示 唆 して い る。 以上 の分 析 結 果 か ら 聡+1,BS-B4は いず れ もサ ー フ ァク

チ ン と同定 され た 。 サ ー フ ァクチ ンの構造 を(図1-5)に 示 す。

2.53,0 4.05.0 6.0 1』3.09∬10.o
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鴇 【
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5e
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1

c-H

t

'

δ ぞ
lI

lIl

Il

理 醗 ・・
・C-H'

.o

二

.4ii

'

1.北

≡i【

一N-C-

llI
HO

AminoacidcompositionofBS-B-1

Asp

Glu

目e

Leu

Val

6

6

0

25

6

218nmol

603nmol

240nmoi

O6nmol

217nmol

Asp:Glu:Val:Leu=1:1:1:4

『圭 」

36。03～ ・・28。 ・240・2・ 。0190。1巳0・'1～ ・・15。 ・150。1柵130。12。 。110110。0≒0。5。 。 ≒。。6。 。5。1、 。,

WAU[L【 翼61踊(μ ロ)

図1-3.BS-B-1のIR分 析 お よ び ア ミ ノ酸 組 成 分 析 .

BS-A-1も 同 様 の 結 果 で あ っ た 。 そ れ ぞ れ1360～1480cm}1はC-H変 角 、1530お よ

び1650cm-1は ア ミ ド、1730cmヨ は ラ ク トン 、2850～2950cm鴫1はC-H伸 縮 、

3300cm-1はN-H伸 縮 に 由 来 す る 吸 収 で あ る 。
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図1-4.BS-A-1お よ びBS-B-1の 質量 分 析.

a,BS-A-1の ネ ガ テ ィブ法 に よ る質量 牙 析;b,BS-B-1の ポ ジテ ィブ法 に よる質 量 分

析 。 いず れ の結 果 か ら も、分 子 量 は1,035と 決 定 され た 。b,1,058はNaが 付 加 し

た ピー ク。

CH3

＼ 臼
CH一(CH2〕b-CHCH2C一 ・L-Glu-LアLeu-D-Leu。L-Vol一 し戸Asp

CH/ ・L
OL-L£u-D-Leu

図1-5.サ ー フ ァクチ ンの構 造(42)
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[BS-38]

FT-IRの 結 果 を(図1-6)に 示 した。1540,1650,3300cmlに 見 られ る特 徴 的 な吸

収 はBS-38が ペ プチ ドを含 む ことを示 唆 す る。1730c皿1付 近 に吸収 が 認 め られ ラ ク トン

環 の存 在 が 予想 された 。2850-2950cm一 且の 吸収 はC-H間 の伸 縮 振 動 に 由来 す る もので あ

り、 脂肪 族 鎖 の存 在 が考 え られ た。 これ らの特徴 は いず れ もサ ー フ ァク チ ン(16)と 共 通 し

て い た。 しか しなが らア ミノ酸組 成 分 析 の結 果(図1-6)か ら 八sp:Thr:Ser:11e:Leu憲2

:1:2:2:4で あ る ことが判 明 した。FAB{Sの 結 果 か らBS-38の 分 子 量 は1354と 決 定 さ

れ 、新 規 物 質 で あ る可 能 性 が示 唆 され た(図1-7)。

100

塁

塞
箋

E50暮

ま

o

1000900600

口AVE閥U隅8ER(c柳FI)

図1-6.BS-38のIR分 析 お よ び ア ミ ノ 酸 組 成 分 析.

そ れ ぞ れ1380～1480cm-1はC-H変 角 、1540お よ び1650cm-1は ア ミ ド、1740cm
一聖 は ラ ク ト ン

、2900～3000cm-1はC-H伸 縮 、3300cr1はN-H伸 縮 に 由 来 す る 吸

収 で あ る 。
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図1-7.BS-38の 質 量分 析(FAB制S).

ポ ジテ ィブ法 に よ り分 析 した 。BS-38の 分子 量 は1,354と 決定 され た。

・脂 肪'酸部 分 の構造 決 定

ま ず、 脂肪 酸部 分 の構 造 か ら詳細 に検 討 したr脂 肪 酸部 分 の 且H-N蟹Rの 結 果 に お いて 、

δ・0.85ppm(皿ethyl)の ピ ー クが単一 で あ る ことか らこの脂肪 酸 は直 鎖 で あ る と思 わ れ た。

rま た
、 δ=1.1～1.6ppm(methylene)と の ピー ク面積 比 が3=10で あ った こ とか ら、 そ の炭化

水素 鎖 部 分 構造 はn一 ヘ キ シル基 と決定 され た。 その他 の ピー クの帰 属 につ いて は 図 中(図

1-8)に 示 した 。脂 肪 酸 メチ ル エ ステ ル を調 製 した後 、㏄ 一璽Sに よ り分 析 した 。 イ オ ン

ク ロマ トグラ フ ィーの結 果 、2つ の メイ ンピー クが検 出 され た。 それ ぞ れ につ いて の マ ス

ク ロマ トグ ラム(EI法)を(図1-9)に 示 した 。脂 肪 酸 メチ ル エ ス テル の親 イオ ンは検 出

され な か った が、 い くつ か の フ ラ グ メ ン トピー クに つ いて 帰属 す る こと がで きた 。皿/z=87

お よ びIO3の 基 本 ピー クは それ ぞ れ[CH2-CH=COH一 ㏄H3]+と[CH(OH)CH2COOCH3]ト に由

来 す る もの であ る。 以 上 の結 果 か ら、脂肪 酸 メ チ ル エス テ ル の構造 はC7HE5CH=CHCO㏄H3

とC7H且5CH(OH)CH2CO㏄H3の 混合 物 で あ る こ とが判 明 した 。前 者 は脂 肪 酸調 製 の際 に脱

水 され て二 重 結 合 が生 成 され た可 能 性 が高 く、BS-38の 脂 肪 酸 部 分 の構 造 は3一 ヒ ドロキ

シ デ カ ン酸 で あ ると決 定 した。
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図1-8.BS-38脂 肪'酸 部 分 の1H・ 一NMRス ペ ク トル.
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図1-9.BS-38脂 肪 酸 部 分 メ チ ル エ ス テ ル の ガ ス ク ロ マ トー質 量 分 析(GC-HS).

イ オ ン 化 法 はEI法 に よ り行 っ た 。GC(ト ー タ ル イ オ ン ク ロ マ ト)分 析 に よ り2つ の

ピ ー ク が 検 出 さ れ た(a,Scapnumber・650;b,Scannumber768)。 そ れ ぞ れ の 成 分

に つ い て 質 量 分 析 を 行 っ た 。
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・ペ プ チ ド部 分 の配列 決 定

次 に 、ペ プチ ド部分 の構 造 を解 析 した。 直接 エ ドマ ン分解 法 に よ りi舟38か ら全 くア

ミノ酸 誘 導体 が生 成 され な か った ことか ら、 サ ー フ ァクチ ン と同様 にペ プ チ ドN末 端部 分

に脂 肪 酸 が結 合 して い る こ とが予 想 され た。 そ こで 、FAHSCAD/リ ンク ドス キ ャン法

(collision…induceddissociationmethod)に よ りア ミノ酸 配 列 の決 定 を試 み た。 未 処理

のBS-38お よ び ケ ン化 分 解 したBS-38を 分 析 した と ころ 皿/zの 値 は そ れ ぞ れ、1354.9(図

1-7)と1373.4(図1-10の 挿 入 図)で あ った 。後 者 の値 はア ミノ酸 組 成分 析 の結 果

とN末 端側 に結 合 して い る脂 肪酸 の分 子 量 との合 計(理 論 値)と 一 致 した。 前者 との質量 数

に お い て、18.5の 違 い はBS-38分 子 内 に ラ ク トン環 が 存在 す る こ とを裏 付 けて い る。
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図1-10.ケ ン化 分 解(180ラ ベ ル)し たBS-38の 質 量 分 析(CAD/リ ンク ドス キ ャ ン).

実 線 お よび点 線 矢 印 は それ ぞ れbお よびy系 列 の フ ラ グ メ ン トイ オ ン ピー クを示 す 。

星 印 はb-18系 列 の イ オ ンを示 す(57)。*Aspお よ び 挿 入 図 中 の*は そ れ ぞれ180ラ

ベ ル され たAspお よ び 分子 イ オ ン ピー ク種 を示 す。

方 法 の概 略 お よ び決 定 され た ア ミノ酸 配 列 を枠 外 に示 した 。
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図1-10に 示 した通 り、 ケ ン化分 解 時 に180で ラベ ル され たBSか らはy,系 列 とb。 系'

列 の シー ケ ンス イオ ンがN末 端 お よ びC末 端 か らそれ ぞれ 明瞭 に検 出 され た。y,とb。 シ

ーケ ンス イオ ン質 量 数 の差 か らア ミノ酸 配 列 が決 定 で き る
。 す なわ ち、N末 端 か らは、

一Asp-Thr-Xle-Xle-Serお よ びC末 端 か らは 一Asp-Thr-Xle-Xlg-Ser-Xle-Ser-Xle-Xle -Asp

で あ った。 なお、XleはLeuあ る いはIleで あ る。 ア ミノ酸組 成 お よ び脂肪 酸 部 分 の分

子 量 を考 慮 す る と、 必 然 的 にN末 端1番 目の ア ミノ酸 はXleと な り、'N-Xle-Asp-Thr-

Xle-Xle-Ser-Xle-Ser-Xle-Xle-Asp-cと 同定 され る。 さ らに、C末 端 のAspが 切 断 され

た後 に180が 失 わ れ た こ とか ら、分 子 内の水 酸 基 とC禾 端 のAspカ ル ボ キ シル基 の 間で ラ

ク トン(エ ス テル)結 合 が形 成 されて い る と推 定 され た 。松 山 らは脂 肪 酸 中の水 酸 基 とC末

端 ア ミ ノ酸 残 基 の カル ボキ シル 基 間 で形 成 され た ラ ク トンのNHR分 析 結 果 を報告 して い

る(58)。 この結 果 を参考 に した と ころBS-38に 関 す るlH-N雌R(400璽Hz)分 析 の特 徴 か

らSer、Thr側 鎖 で は な く脂 肪 葭 中の水 酸 基 が結 合 に 関与 して い る こ とが示 唆 され た(デ

ー タ示 さず) 。IleとLeuは2残 基 のAsp間 で選 択 的 に行 った加 水 分 解 産物 に関 す る

エ ドマ ン分 解 の結 果 か ら同定 した。最 終 的 に ア ミノ酸 配 列 は次 の よ うに決定 され た、

N(Leu) 一Asp-Thr-Leu-Leu-Ser{eu-Ser-Ile-Ile-Aspc 。N末 端 のLeuは ア ミノ酸組 成 分 析

の結 果 か ら決 定 した 。 エ ドマ ン逐 次 分 解 反 応後 に遊 離 して くるア ミノ酸 誘導 体 の ピー ク溶

出位 置(特 に、SerとThr)は いず れ も標 準 サ ンプル と同 じで あ った ことか ら これ らの側

鎖 の水 酸 基 は フ リー、 す なわ ち ラ ク トン環 形成 には 関与 して いな い こ とが示 唆 され た 。

・ア ミノ酸 光学 異 性 の決 定

全 ア ミノ酸 の光 学 異 性 につ いて調 べ た結 果 を(表1-2)に 示 した。Leuに つ いて は、

D体 か らL体 へ の ラセ ミ化 が 若干 起 こ って い る よ うで あ った 。 そ こでBS-38ペ プ チ ド部

分 加 水 分 解 物 を分 取 した後 、FLECキ ラル試 薬 に よ る誘導 化 反応 を利 用 してD-Asp,L-Asp,

D-Leu,そ して レLeuの 位 置 を決定 した(図1-11)。 以 上 に よ りBS-38の 全 化学 構

造 は(図1-12)の よ うに決定 され た。BS-38は 新 規 のBSで あ ったた め 、我 々 は これ

を生 産 菌 の属名 に 因 ん で 「アル ス ロ フ ァク チ ン(Arthrofactin)(59)」 と命 名 した。Asp

には α位(主 鎖)と β位(側 鎖)に カル ボキ シル基 が あ り、 いずれ が ラ ク トン環 形成 に拘 わ っ

て い るか につ いて は 、AspのC末 端 側 で 切 断 す る酵 素(Asparaginylendopeptidase,
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表1-2.ア ミノ酸 の光学異性体分析.

光学異性

ア ミノ酸 D体 L体

Ser

Asp

Thr

Leu

Ile

200.89

117.00

4.33

266.35

0.00

0.00

116.83

0.00

127.29

125.34

それ ぞ れの値 はBS-38100p皿ol当 た りに含 まれ る ア ミノ酸 のp皿ol数 。

D-Thrの 値 が小 さい原 因 は不 明 。

書

器

は

暑

碧.

釜

卜

1

a

フ
b

a:D-Ser・L一 麗e。しHe。L-Asp

b:D.Thr-D⊥eu『D.Leu

c:D一 しeu-D-Asp

C

)
ノ

05101520253035

(min)

図1-11.BS-38ペ プ チ ド部 分加 水 分 解 物 のHPLC分 離 と決 定 され た ア ミノ酸 配 列.

分 離 され た主 要 な ピー クの ア ミノ酸 組 成 分 析 を行 った 。Leuも し くはAspを 含 む ペ

プ チ ド(a,b,c)を 選 び 、FLEC試 薬 に よ りそ れ らのD/L光 学 異 性 を決 定 した。

CH3(CH2)6CHCH2CO・o⊥eu-D.Asp・D.Thr・D.Leu・D⊥eu囎o.Ser・L⊥eu・D.Ser曽 し.lle脚L.lle・L.Asp

O・ 1
Arthrofactin

図1-12.ア ル ス ロ フ ァ ク チ ン(BS-38)の 化 学;構 造.
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TaKaRa)な どを用 いた解析 が さらに必要であ るが、 これ まで報告 された リポペ プチ ド型

BSで 側鎖 のカル ボキシル基が ラク トン環 に関与 した例 はない。

第4節 考察

本研究では静 岡県相良油 田か ら活性の高 いBS生 産菌 として3株 取 得 した、 コロニー

の形態 は全 く異 な ったが同定 の結果 、A-1株 、B-1株 はいずれ もBacillus属 細菌 であ り、

生産 して いるBSも 共 にサーフ ァクチ ンであ った。Rsubtilisが サーフ ァクチ ンを生産

する ことは既 に有馬 らによ り報告 されている(42)が 、B.pu皿ilusで 生産 す ることは本報

告が初 めてである。 また、B。subtilisB-1はP固 形培地、L液 体培地 のいずれにおいて

も著量 のBSを 生産 したのに対 して、B.pumilusA-1は 液体培地 にお けるBs生 産性 は

極 めて低 く、パ ラフィンな どを添加 す る必要があ った。 これ はBS生 産制御 系において、

両者の間で異 なる機構 が存在 することを示唆 して いると考え られた。一方、題IS38株 は

Arthrobacter属 細菌 と同定 された。 これまで に もArthrobacter属 細 菌によ るBS生 産が

報告 されているが、グ リコペ プチ ド型BS(ト レハ ロース リピ ド)(60)で あ りHIS38株

由来 の もの(ア ルス ロフ ァクチ ン)は リポペ プチ ド型BSで あ った。分子量700程 度の

リポペ プチ ド型(セ ラウ ェッチン)は 全構造 を2次 元NMRに よ り決定 しているが、アル

ス ロフ ァクチ ンの場合分子量が大 きい(1354)た め、2次 元NMR(400HHz)の ピークの

帰属が困難で あ り、FAB-HSCAD/リ ンク ドスキ ャン法 によ りペ プチ ド部分構造決定 を行 っ

た。FAB{Sに よるア ミノ酸配列決定 は従来 のエ ドマ ン逐次分解法 と比較 した場合 、特 に

修飾 されたペ プチ ドのア ミノ酸配列決定 に威力 を発揮 する。本報告の他 、 ウシ網膜GTP

結合 タンパ ク質(ト ラ ンスデューシン)γ サブユニ ッ トのC末 端Cysに フ ァルネ シール基

が結合 していることも同様の方法 によ って解 明 されている(61)。 これ まで に発見 された リ

ポペ プチ ド型BSの 殆 どが環状構造(ラ ク トン環 が多 い)を とっているのは非常 に興味深

い。脂肪酸鎖 やア ミノ酸側鎖 がBSの 両親媒性 にいかに寄与 しているか については2次 構

造 や3次 構造 の解析が必要 であ る。我々 も、アルス ロフ ァクチ ンの結 晶解析 を試 みた(大

阪大学工学部応用精密化学科 甲斐研究室 との共 同研究)が 、結 晶がX線 照射 に対 して弱
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く残念ながら結晶格子決定までには至 らなかった。今後の結晶解析技術や高分解能2次 元

NMR法(62)を 含めた有力な高次構造決定法の開発が望 まれる。

第5節 要約

細 菌 に よ る石 油 代謝 とBS生 産 は 密接 な関係 が あ り、実 際油 田土 壌 か らBS生 産 菌 が

3株 取 得 され た。菌 株 同定 の結 果 、 それ ぞ れEpumilu§A-1、 塾.subtt藝 里B-1、

Arthrobactersp.HS38と 同定 され た。BS構 造 解 析 の結 果 、A-1株,B-1株 が 生 産 す

るBSは 共 にサ ー フ ァク チ ンで あ った。置IS38株 の生産 す るBSは 新 規 の構 造 を有 して い

た た め これ を 「アル ス ロフ ァクチ ン」 と命 名 した。 種 々 の分 析 手 法 を駆 使 す る こと に よ り ・

アル ス ロフ ァク チ ンの化 学 構造 を3-hydroxydecanoy1一 一D-leucyl-D-asparagyl-D-threonyl

-D-leucyl-D-leucyl-D-seryl-L-leucyl-D-seryl-L-isoleucyl-L-isoleucyl-L-asparagyl

lactoneと 決定 した。 アル ス ロフ ァクチ ンの構造 決定 に お いて 、質 量 分 析CAD/リ ンク ド

ス キ ャ ン法 は極 め て有 効 な方 法 で あ った 。
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第2章 バ イオ サ ー フ ァ クタ ン トの構 造 一活 性 相 関

第1節 緒言

合成 界面活性剤 は反応条件 を変 え ることによ り様 々な同族体 が得 られ、その構造 一活性

相 関に関する研究 が既 に進 んで いる(37)。 しか しなが らBSは 一般的 に複雑 な化学構造 を

持 ってお り化学 的に合成す ることが困難 であ るために系統 的な研究が遅 れている。今後、

BSが 工業的に利用 され るためには培養条件 を検討 しその生産 性 を向上 させ ること(63,64,

65,66,67)が 重要 であ る。一方、BSの 構造 一活性相 関を調 べた上 で分子活性 を増強
.する

ことは界面化学的 に意義 があ るばか りではな くその実用化 への貢献度 も大 きいと考 え られ

る。前章で述 べたよ うに相良油 田土壌 か ら分離 された細菌が生産 す る活性の高いBS(サ

ーフ ァクチ ンおよびアルス ロフ ァクチ ン)は いずれ も構造上 の骨格 としてα一ア ミノ酸ペ

プチ ドとβ一 ヒ ドロキ シ酸 との環状 エステルであった。そ こで これ らをモデル物質 と して、

リポペ プチ ド型BSの 構造 と活性の相 関につ いて検討 を加えた。先 ず、アルス ロフ ァクチ

ンとサ ーファクチ ンの活性 を比較 した上 で、それ らの もつ環状構造 の重要性 を調べた。続

いてサ ーファクチ ンを対象 と した化学修飾 により負荷電(カ ル ボキ シル基;Asp ,Glu由 来)

の活性 に及 ぼす影響 を調べた。

第2節 実験材料および方法

BS

・サ ー フ ァクチ ン(名 古 屋 大 学 農 学部 教授 垣 沼 淳 司 先 生 よ り分 譲)

・ア ル ス ロ フ ァク チ ン

合 成 界 面 活性 剤

・TritonX-100

。Sodiu血dodecylsulfate(SDS)
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.qp..§ ミニ 攻 ラ ム によ る反 応試 薬 の 除去

化 学 修 飾反 応 後 、 各種 反 応 試 薬 を 除去 す るた め に 、ODSミ ニ カ ラ ム(TOYOPAKODS-S;

東 ソー 、 あ る いはSEP-PAKPLUSCI8;ミ リポ ア)を 用 いて精製 を行 った。 カ ラム ベ ッ ド

ボ リュー ム の3倍 量(3～10皿1)程 度 の メ タ ノール 、lilliQ水 、 さ らに20%ア セ トニ

トリル(含0.5NHCl)を シ リンジを使 って流 す こ とに よ りカ ラム の洗 浄 お よ び平 衡化 を

行 った 。 サ ンプル を シ リ ンジに よ り添加 した後 、5～10倍 量(5～10皿1)の20%ア セ トニ

トリル(含0.5NHCl)で 洗 浄(反 応試 薬 、溶 媒 の除去)し た。 カ ラム等 量(1～3皿1)程

度 の80%ア セ トニ トリル(含0.5NHC1)で サ ンプル を溶 出 した。HPLCに よ る精 製 は第

一 章 と同 じ条 件 で行 った 。

サ ー フ ァ クチ ンの化学 修 飾

サ ー フ ァク チ ン分 子 中 に含 まれ る2つ の酸 性 ア ミノ酸残 基(Asp,Glu)の 負 荷 電 を消

去 す る 目的 で ア ミ ド化 お よ び メチ ル化 を行 った 。

・ア ミ ド化(68)

サ ー フ ァクチ ン10皿gを10mlメ タ ノール に溶 解 後 、5.5H塩 化 ア ンモ ニ ウ ム(25%

ア ンモ ニ ア水 でpH7.0に 調 整 した もの)をlml添 加 した 。0.5藍 塩 酸 でpH5.0に 調

製 した後 、1一エ チ ルー3《3一ジ メチル ア ミノプ ロ ピル)一 カル ボ ジ イ ミ ド(EDC)0.5gを1

時 間毎 に3回 加 え た。 この 間、0.5U塩 酸 でpH5を 維持 した 。反 応 後 、 塑illiQ水 を等

量(約10m1)加 えて か らODSミ ニ カ ラム に よ り精 製 した後 、 エバ ボ レー タ ー によ り完

全 乾 固 した。 さ らにHPLCで 精 製 した後 、FAB一 瓠Sに よ り質 量 分析 を行 う こ とに よ りア ミ

ド化 を確 認 した 。 サ ンプ ル を長 時 間放 置 した場 合 、 メ チル化 も進 行 す るた め最終 精 製 ま

で は速 や か に行 うこ とが重 要 で あ る。 メ タ ノール の 代 わ りに アセ トニ トリル を用 いた場 合 、

メチル 化 は起 らな いが ア ミ ド化物 の収 率 は低 か った。

・メチ ル化(69)

サ ー フ ァクチ ン10mgを 無 水 メ タ ノー ル10皿1に 溶 解 し、12NHC1を0.hl加 え

て酸 性 に した後 、22℃ で一 晩放 置 した。HilliQ水 を等 量加 え てODSミ ニ カ ラム で精製 し、

エバ ボ レー ター で乾 固 した。HPLCに よ り各 ピー ク を分取 した後 、FAB-USに よ り反 応 を確
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認 した。

・ラ ク トン環 の開環

弱 アル カ リに よ る加 水 分 解 を試 み た(70)が 、全 く開環 され な か ったの で強 アル カ リに よ

り低 温 で加水 分解 を行 った。 サ ー フ ァク チ ン あ る いは アル ス ロフ ァクチ ン5mgを60

m鱈NaOH/40%廻eOHで 溶 解 し、37℃ で一 晩放 置 した 。1.5皿1廻illiQ水 を添 加 した後 、0.

5NHClを5μ1ず っ加 え て最 終 的 にpHを3・6に 調 整 した 。ODSミ ニ カ ラ ムで精 製 し、

エバ ボ レー タ ー によ り乾 固 した 。

バ イオサーzア クタン トの活性測定法

①表面張力 の測定

界面活性を測定 する方法 と しては、表面張力 の低下力 と 限界 ミセル濃度(C蟹C)で 評価

す るのが一般 的である。 そこで、少量溶液 の表面張力測定 が容易 にお こなえるTraube's

Stalagmometer(滴 数計 、TOP社 製)を 用 い操作法 は説明書 に従 って行 った。液滴一滴 の体

積 および重量を測定(計 算)し た後、表面張力(7)=Fx皿{F;測 定温度 における純水1

g当 た りの表面張力(皿N/rg)、m;試 料一滴 あた りの重量(g)}に より算 出 した。CHCは

試料 の濃度を様 々に変えた ときの表面張力 を測定 しグラフにプ ロッ トした後、その変 曲点

あた りの濃度 として決定 した。

②油膜排 除活性 の測定

従来 の方法 に比 べて飛躍 的に微量 の試料 で活性 を評価 する方法 を考案 した。直径16cm

のガ ラスシャー レに純水20皿1を 入 れ る。水面 が安定 した後 、原油(相 良油)lOμ1を 静

かに滴下 してオイル薄膜 を形成 する。 その中央 に試料溶液10μ1を 静か に滴下 して、油

膜 が除去 され ることによ り形成 され る円の面積 を ノギスを用 いて正確 に測定す る。 こうし

て形成 され る油膜排除円の面積 は界面活性剤量 に比例 す ることが確認 された。 この方法 に

よ り、物質 固有 の比活性(cm2/mol)を 決定す ることができる。
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第3節 結果

2.3.1.ア ル ス ロフ ァクチ ン とサ ー フ ァ クチ ンの 界面 活 性

まず 、 界面 活 性剤 の活 性 評価 で一 般 的 な尺 度 と して用 い られ るCHCに つ いて サ ー フ ァ

クチ ンお よび アル ス ロ フ ァ クチ ンを比 較 した 。 サ ー フ ァクチ ンは純水 、 アル ス ロフ ァ クチ

ン試 料 は10亜 リン酸 緩衝 液(pH8.0)に 溶 解 した もの を用 い た。純 水 と10m廻 リ ン酸

緩 衝 液 の表面 張 力 は 同 じで あ る ことは別 途 確認 した 。 そ れぞ れ の表 面 張 力 低 下 の様 子 を(図

2-1)に 示 した 。CUCは それ ぞれ 、1.Oxlr5廻(ア ルス ロ フ ァクチ ン)、7.Oxlr5

H(サ ー フ ァクチ ン)で あ った。 また 、水 の表 面 張 力 を72mN/皿 か ら40皿N/皿 ま で低 下

させ る の に必 要 な量 で比 較 した場 合 、 アル ス ロフ ァク チ ンで は7.5×10"6題 、 サ ー フ ァ

クチ ンでは4.0×10一 一5廻 で あ る こ とが読 み取 れ る 。最小 表 面 張 力 を比 べ た場 合 にお いて

も、 サ ー フ ァ クチ ンは5xlr4Hで27mN/皿 で あ った の に対 して 、 ア ル ス ロ フ ァ クチ

ンは1.Ox10-4廻 付近 に お い て24皿N/mに ま で低 下 して い た。 以上 の結 果 、従 来 最 も

活性 の高 い リポペ プ チ ド型 バ イオ サ ー フ ァ クタ ン トと言 われ て いた サ ー フ ァクチ ンよ り も

今 回分 離 した新 規物 質 アル ス ロ フ ァクチ ンは さ らに5倍(activity/mg)・7倍(act./

mo1)程 度 高 い活 性 を有 す る こ とが判 明 した。

70

60

倉

塗5。
)

R

嗣40

30

20

10'610'510・410・3

BS濃 度(M)

図2-1.ア ル ス ロフ ァクチ ンお よび サ ー フ ァクチ ンの界 面活 性 比 較.

表面 張力 は液 滴 計 に よ り測定 した 。水 滴 は約10秒 間隔で 滴 下 した。 液 温 は25℃ で

行 った 。▲;ア ル ス ロフ ァクチ ン。 ●;サ ー フ ァクチ ン。
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2.3.2.ア ル ス ロ フ ァクチ ン とサ ー フ ァ クチ ンの 油膜瑳 除 活性

BS生 産菌 をLオ イル プ レー ト上 で分離 する際 に、 コロニ ー周囲に透 明なゾー ンが形成

され ることを既 に観察 していた。 そこで、バ イオサ ーファクタン トの活性測定 に この現象

(油排 除)の 利用 を試 みた。 いずれの界面活性剤 の場合 において もその量 と活性には比例

関係が認 め られた ことか ら、界面活性剤 の活性評価 に十分利用 で きると思われた(図2-

2)。 また この方法 では従来法 に比 べてはるか に極微量 で界面活性剤 の活性を評価す るこ

とがで きた。油膜排 除活性 の場合サー ファクチ ンは合成界面活性剤TηitonX-100と 同程

度 の活性 を示 し、 アルス ロフ ァクチ ンはサーフ ァクチ ンの1.7倍(a6tivityんg)お よび

2倍(activity/mol)の 活性 を保持 して いた。一方、SDSに は油膜排 除活性}誘全 く
.ぢ々}っ一一～ 一 .一 一._一._一. .一.__一 ボ 』』..一.一..

た 。』TritonX-100お よ びSDS「 のCEは それ ぞ れ3×10一.4(Dお よ び1.2xl『2(H)

(37)(ア ル ス ロ フ ァク チ ンの約30倍 お よ び1200倍)で あ る こ とか ら表 面張 力 低 下能 と油

膜排 除活 性 とは界面 活 性 剤 を異 な る原 理(基 準)で 評 価 して い る もの の、 その 間 に は あ る程

度 相 関性 が認 め られ る。 ま た、SDSの 場 合 にお いて油 膜 活 性 が全 く認 め られ な いの はCHC

が 大 き い こ とに加 え て 、HLB(Hydrophile-LipophileHalance)が 約40と 大 き く(Triton

X-100は13.5)、 極 めて 水溶 性 に富 む性質 を有 す る こと も原 因 の一 つ と考 え られ る(37)。

ρ
唇

)

工20

工00

80

60

40

20

0

AF

■

SF

■

TritonX-100

SDS

0 10

界面活性剤の量(nmoD

20

図2-2.界 面活 性 剤 量 と油 膜 除去 領 域 の 関係.

▲;ア ル ス ロフ ァクチ ン。 ●;サ ー フ ァク チ ン。■;TritonX-100。 □;SDS。
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2.3.3.サ ー フ ァクチ ンの化学 修 飾

ア ル ス ロ フ ァク チ ン(59)、 サ ー フ ァク チ ン(42)、 イ チ ュ リン(71)、 セ ラ ウ ェ ッチ ン(58)

は い ず れ も環 状 リポペ プチ ド型 のバ イ オ サ ー フ ァ ク タ ン トで あ る(図2-3)。 イ チ ュ リ

ン とセ ラウ ェ ッチ ンのCHCは そ れ ぞれ 、37.5皿N/皿 お よび33.9mN/皿 で あ りアル ス ロ フ ァ

クチ ンや サ ー フ ァ クチ ンに く らべ て活 性 が低 い。 そ の構 造上 の共 通 点 を考 えた場 合 、 アル

ス ロ フ ァ クチ ン とサ ー フ ァ クチ ンには共 通 して2残 基 の酸 性 ア ミ ノ酸 が含 ま れて い る。

バ イ オ サ ー フ ァ ク タ ン トの親 水 基 と して ア ミノ酸残 基 が機 能 す る場 合 、電 荷 を もった ア ミ

ノ酸 が有 効 で あ る こ とは容 易 に想 像 で き る。 そ こで 、 サ ー フ ァク チ ンを材 料 と して化 学 修

飾 法 に よ りアス パ ラギ ン酸 お よび グル タ ミン酸 側 鎖 の カル ボ キ シル基 を ア ミ ド化 お よび メ

チル 化 に よ り電 荷 を消 去 した場 合 に活 性 に どの よ うに影響 す る か を調 べ た 。ア ミ ド化 反 応

後 、HPLCで の分 離 とメイ ン ピー クの質 量 分 析 の結 果 を(図2-4)に 示 した。質 量 数 が

2少 な い ピー ク1が2ケ 所 ア ミ ド化 され たサ ー フ ァ クチ ン(2A-SF)で あ る。 同様 に メ

チ ル化 物 につ い て の分 析 結 果 を(図2-5)に 示 した 。 この場 合 ピー ク2と3に それ ぞ

れ 、1ケ 所 及 び2ケ 所 メチ ル化 された もの(1短 一SF,2H-SF)が 分離 され た。 ピー ク1

は質 量 数 か ら未 反 応 のサ ー フ ァ クチ ンと推 定 され る。以 上 の化 学 修 飾 サ ー フ ァクチ ンを

HPLCに よ り分 画 後 、 活性 を測 定 した(2.3.5)。

CH3(CH2)6CHCH2CO巳D⊥eu・D.Asp・D・ τhr・D⊥eu・D⊥eu・o・Ser葡L・Leu匿D・Ser一L。Ile・L・Ile曹L・Asp

l 、。,l

Arthrofactin(59)

CH3CH(CH2)gCHCH2CO・L.Glu・LLeu・D.Leu・L.Vaト レAsp・D,Leu・L.Leu

とH・l
o.i

Surfactin(42)

CH3CH(CH2)gCHCH2CO・L.Asn・D.Tyr・L.Asn庸L.Gln吊 レPro・D.Asn・L.Ser

と・・l
NH.1

1turin(71)

CH3(CH2)6CHCH2CO・D.Leu・L.Ser・L.Thr・D.Phe・L.Ue

lつ,l

Se「 「awettinW2(58)

図2-3.構 造 の類 似 した リポペ プ チ ド型 バ イ オ サ ー フ ァ ク タ ン ト.

一32一



サー フ ァ クチ ン

一 。一一
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図2-4.サ ー フ ァ クチ ンア ミ ド化 反 応 物 のHPLCお よ び質 量 分 析(FAB一 凹S)結 果.

a;HPLC分 析 。b;HPLCで 精 製 され た ピー ク3。c;精 製 前 ピー ク3のFAB-HS分 析 。

d;精 製 後 ピー ク3のFAB一 器 分 析 。2A-SF;M/Z・1034。1A-SF-EDC;H/Z・1191。
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図2-5.サ ー フ ァ クチ ンメ チル化 反 応 物 のHPLCお よ び質 量 分 析(FAB7HS)結 果

a;HPLC分 析 。b;HPLCで 精 製 され た ピー ク1,2,3のFAB-HS分 析 。

ピー ク1は 未 反 応 サ ー フ ァクチ ンSF;M/Z=1036。 ピー ク2は1ケ 所 メ チル化 され

た サ ー フ ァクチ ン1盟 一SF;H/Z=1050。 ピー ク3は2ケ 所 メ チ ル化 され た サ ー フ ァ ク

チ ン2M-SF;H/Z=1064。
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2.3.4.ラ ク トン環 の開環

リポペ プチ ド型BSと 合成界面活性剤 の構造 を比較 した場合 、 もっとも大 きな違 いは前

者の多 くが環状構造 を有 して いる点 が挙 げ られ る(図2-3)。 そこで、サーファクチ ン

のラク トン環を部位特異的 に加水分解 して その活性 に与 える影響 につ いて調 べた。加水分

解反応 に関する最適条件検 討の後(前 節参照)、 試料 を直接FAB一 雌Sに より分析 した ところ

完全 に ラク トン環 が開環 して いたためHPLCに よる精製 を行 う必要 がないと判断 し、溶媒

交換後 、活性測定 サ ンプル と して供 した(開 環 サーフ ァクチ ン,レSF;開 環 アルス ロフ ァ

クチ ン,レAF(図2-6)。

1臼巴

99

§

程 ・・

壽

.塁4日

至,。

2

o

a

10了6

5由 旧四 5596 2触
.

雲 ・59

a

竃

葺 …

留

.雲

至 ・・

£

h

1394

・¢臼6・ 臼8白 ・ ・。・e・2aa、 。23

門でZ

図2-6.サ ー フ ァ クチ ンお よび ア ル ス ロフ ァク チ ン ラ ク トン環 の 開環.

a;ラ ク トン環 の 開い た サ ー フ ァク チ ン1-SF;M+Na/Z;1076(Naが 結 合 して い る)。

b;ラ ク トン環 の開 い た アル ス ロフ ァクチ ン1-AF;H+Na/Z・1394(〃)。
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2.3.5.化 学 修飾 サ ー フ ァクチ ンの活 性測 定

ア ミ ド化 お よ び メチ ル化 サ ー フ ァ クチ ンは極 性 の低 下 が原 因 で水 に不 溶 性 であ った た め

C盟Cの 測定 は で きなか った。 そ こで70%ア セ トニ トリル溶 液 と して油 膜 排 除活 性 で評価

した(図2-7)。2A-SF,1盟 一SF,2廻 一SFは い ずれ も油膜 排 除活 性 に お い て1.2倍 程 度 活

性 の上 昇 が認 め られ た 。一 方 、40%メ タ ノール溶 液 と して測 定 した と こ ろ、L-SFは サ ー

フ ァ クチ ンに比 べて油 膜 排 除 活性 が30%に まで 減 少 して い た。

140

ρ120

δ 、。。

需,。

塞
韓60

翼40

20

0

●

己o

●

●

口

0 10

BS量(nmol)

20

図2-7.化 学 修 飾 サ ー フ ァクチ ンの 油膜 排 除活 性.

○,SF;□,2A-SF,●,2H-SF,▲,1M-SF;■,L-SFo

レAFに つ いて同様 に油膜排 除活性 を測定 したところ、アルス ロファクチ ンに比 べて

34%で あ った。 また表面張力低下活性 についてL-AFを 評価 した結果 、C藍Cは7×10-5

(H)、 最小表面張力 は36mN/m程 度 であ り活性の低下 が認 められた(図2-8)。 これ ら

の結果 か らサ ーファクチ ン、アルスロファクチ ンなどの環状 リポペプチ ド型バ イオサーフ ァ

クタ ン トはその環状構造が高 い活性発現(表 面張力低下活性、油膜排 除活性)に 重要 であ

ると結 論 される。 また、ペ プチ ド部分の酸性 ア ミノ酸残基 に由来 する負電荷 は高 い界面活

性 を保 ちなが ら水溶性 を維持す るために重要 であ ることが判 明 した。
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図2-8.線 状 アル ス ロ フ ァ クチ ン(レAF)の 界 面 活性 お よ び油 膜排 除活 性.

a;界 面 活 性 。b;油 膜 排 除活 性 。 いず れ も △,AF;▲,L-AF;○,SF。
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2.3.6.油 膜 排 除 活性 に 関 す るpHの 影 響

2A-SF,1短 一SF,2質 一SFを それ ぞ れpHO.8(withINHC1)、pHll.0(withINNaOH)

お よ びpH7.0の 場 合 にお け る油膜 排 除活 性 を比較 した(表2-1)。 メチ ル化 あ るい は

ア ミ ド化 され た試 料 の活 性 に対 す るpHの 影 響 は少 なか ったがpHO.8(酸 性 条件 下)に

お いて活 性 が わ ず か に高 か った 。 カル ボキ シル基 を 有 す るサ ー フ ァクチ ン、 アル ス ロフ ァ

クチ ンお よ び1騒 一SFに お い て は アル カ リ性条 件 下 に お いて活 性 が高 か った 。 た だ し、 高

pH条 件 下(pH>9)で は一 部 ラ ク トン環 が 開 き始 め る(デ ー タ示 さず)。

表2-1.油 膜排除活性 に対 するpHの 影響.

BS

pH AF SF 1H-SF 2H-SF 2A-SF

0.8

7.0

11.0

6.1

10.0

12.6

1。1

10.0

13.6

11.3

10.0

11.4

11.1

10.0

10.1

11.5

10.0

9.8

活性は排除 された油膜 の面積(cm2)で 表 した。

第4節 考 察

これ まで に 多数 のバ イオ サ ー フ ァク タ ン ト生 産 菌 が 報告 されて い るが 、 そ の生 産物 の化

学 構造 を 明 らか に した例 は それ ほ ど多 くは な い。新 規 土壌 細 菌Arthrobactersp.HS38

に よ り生 産 され る アル ス ロ フ ァ クチ ンは そ の 中で も最 も分 子量 の大 きな もの の ひ とつ

(H.W.=1354)で あ った(59)。 構 造 が 明 らか とな って い る リポペ プ チ ド型 バ イ オ サ ー フ ァク

タ ン トと して サ ー フ ァクチ ン(42)、 イ チ ュ リン(71)、 バ シ ロマ イ シ ン(72)、 ビス コ シ ン

(43)お よ びセ ラ ウ ェ ッチ ン(58)な どが既 に報 告 され て い る。 この な か で 、 サ ー フ ァクチ ン

とイチ ュ リンは共 にBacillus属 細 菌 に よ り生産 され 、脂肪 酸 部 分(特 に アル キ ル鎖)の

構造 は 同 じで あ るに もかか わ らず 、 そ の界 面 活 性 は サ ー フ ァクチ ンが27mNん に対 して

イ チ ュ リンは37.5mN/mと か な り違 う。 これ は その親 水 基(ペ プチ ド)部 分 の構 造 の違

いに 由来 す る と考 え られ る。 す なわ ち、 いず れ も7ア ミノ酸 か ら構 成 され て い るが サ ー
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.ファクチ ンの場合 は4Leu,1Val,lAsp,lGlu、 イチュ リンはlTyr,3Asn,1Gln,

lSer,lProで ある。 これ らの相違点をア ミノ酸 の特性でま とめると、前者 は脂肪族系

の疎水 性 ア ミノ酸 に富み、負電荷を もったア ミノ酸 が2残 基 ある。 これ らの特徴 の違 い

は活性 の高 いアルス ロファクチ ンと活性の低 いセ ラウェッチ ンの比較で も共通 する点 であ っ

た。 そ こで本研究 では、活性 の高 い リポペ プチ ド型バイオサーファクタン トのモデル物

質 と してサーフ ァクチ ンを材料 と し、その分子 に負電荷を供与 するカル ボキシル基(2ケ

所)を メチル化 およびア ミド化(負 電荷を消去)す る ことによ り油膜排 除活性が2割 程

度上昇 す ることが判 明 した。 これまでの膨大 な合成 界面活性剤の研究 か らは界面活性を大

きくす る要因 と して、①疎水基 および親水基 がか さ高 くない こと ②疎水基 の鎖長が長 い

③電荷 の反発 がない ことの3点 が指摘 されて いる(12)。 これ らは、 いずれ も低濃度 で分

子 が ミセルを形成 しやす くな る傾 向と考 えれば理解 しやすい・今 回 負電荷 を消去 す る効

果 は上記の③ によ り説明 され る。 しか しなが ら、サ ーファクチ ンの負電荷を消去 すること

によ り界面活性(油 膜排 除活性)は 高 くな ったが、水溶牲 は極端 に低下 した(CHCが 測定

できなか った)。 つま り、サ ーファクチ ンは界面活性 が高 く維持 し、かつ水溶性であるた

めに疎水性 ア ミノ酸 と少 ない分子 で効率良 く親水性 を与 える酸性 ア ミノ酸(Ser,Asn,

Glnな どでは不十分 、イチュ リンの構造 を参照)を 選 んだのであろ うと思 われる。不思議

な ことにこれまで に報告 された、 リポペ プチ ド型バ イオサ ーファクタ ン トで塩基性 ア ミノ

酸を含む ものはない。 これは、細胞外 に分泌 され る際 に、 リン脂質 の負電荷 との相互作用

が不都合 なためか も知 れない。一方 、電荷の反発 のないイチ ュ リンの活性 が低 いのは疎水

性 ア ミノ酸が少 な い(1分 子存在 す るTyrも か さ高 く不利であ る)こ とが原 因であると

思 われ る。すなわ ち、 リポペプチ ド型バ イオサ ーフ ァクタン トにおいてペ プチ ド内の疎水

性 ア ミノ酸 は親水基 としてではな くむ しろ疎水基 として機能 していることが予想 される。

高次構造形成 時において いか に親水基 と疎水基 が分極 しているのか については非常 に興味

のある点 であ り、今後の課題 であろ う。

本研究 により新 たに分離 された、 アルス ロファクチ ンはサーフ ァクチ ンの さらに5-7

倍 の高 い活性 を有 して いた。 これは、現在 の ところ リポペプチ ド型バ イオサーファクタン

トとしては最 も強力 な ものであ る。両者 の構造で異 なる点 は、 アルス ロフ ァクチ ンが短 い

なが らも直鎖状 のアルキル鎖部分 を有 す ることと疎水性 ア ミノ酸残基Leu,Ileの 多 さ(合 ・
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計6残 基)お よび親水性 ア ミノ酸残基Ser,Thrを 合計3残 基含 んでいることが挙 げ ら

れ る。上 に示 した①～③ の理論 に従 って考察 す ると、アルキル鎖 の直鎖構造 と疎水性 ア ミ

ノ酸 の多 さがアルスロファクチ ンの高い活性 に寄与 していると推定 される。後者 の点 につ

いては、同 じ脂肪酸構造 を持 つセ ラウェッチ ンのア ミノ酸組成 と比較 す ることによ って も

明 らかである。今 回、 ラク トン環 を開 いたサーフ ァクチ ンおよびアルス ロフ ァクチ ンの活

性を もとの もの と比較す ることによ り、その環状構造 が界面活性剤 と しての高 い活性発現

に重要 であることが明 らか とな った。バイオサーフ ァクタン トの構造 、特 に環状構造 の果

たす役割の多様性 が予想 され る。 活性 に及 ぼすpHの 影響 に関 しては、イオ ンの効果で

説 明で きる。すなわ ち、野生型のサーフ ァクチ ン、アルスロファクチ ンの場合 はアル カ リ

性領域 においてNa+が カル ボキ シル基 に対 イオ ンとして働 き電荷の反発 を低減 させた結

果活性 が上昇 した と考 え られ る。 これ に対 して ア ミ ド化 およびメチル化 したサ ーファクチ

ンは荷 電を失 ったまたは減少 したためにpHに 対 して感受性 が低 くな っている。1翼一SFが

アル カ リ性領域で もわずか に活性 が上昇す るのはカル ボキ シル基が1つ 残 ってい るため

である。酸性領域 においていずれ も活性が1割 程度上昇 して いるのはイオ ン(Hつ が大

量 に存在 するため、BSの 疎水性相互作用が強化 されて ミセル形成 を促進 するためであろ

う。一方 、サ ーファクチ ンが酸性領域 でほ とん ど活性 を失 って しまうのは沈殿 を生 じやす

いためであ る。

リポペ プチ ド型BSを 構成す るア ミノ酸 の光学異性 ① 体、L体)の 機能上 での意義 に

ついて も興味が持 たれ る点 である。生物的 な意義 として、BS生 産菌 自身 あるいは共存す

る細菌 が細胞外 に分泌す るプ ロテアーゼによる分解 を受 けないよ うにD体 を使 った もの

が選別 されたと も考 え られ るが、D体 とL体 では側鎖の方 向がペ プチ ド平面 に対 して

全 く反対 になる ことか ら機能(活 性)の 点 において も必然性 があるのか も知 れない。以上 の

点 につ いては溶液状態 での高次構造 および会合状態 が明 らかになれば証明 され るに違 いな

い 。

一40一



第5節 要約

1.界 面活性剤の活性測定法 と して、極微量 な試料 の活性を評価 できる油膜排除活性測定

法を提案 し、 その定量性 と従来法(C廻C値)と の相関性を示 した。

2.1章 で得 られた新規バ イオサーフ ァクタン ト、アルス ロフ ァクチ ンの活性を調 べたと

ころ従来最 も活性 の高か ったサ ーファクチ ンの さらに5・7倍(C麗C)あ るいは2倍(油

膜排 除活性)の 活性 を有 して いることが分 か った。

3.活 性 が高 く代表的 な リポペ プチ ド型バイオサーフ ァクタ ン トであ るサーフ ァクチ ンを

対象 と して化学修飾 を行 うことによ り構造類似体 を作製 し、構造 一活性相 関について調べ

た。環状構造 はサーフ ァクチ ン、アルス ロファクチ ンいずれに とって も高 い活性維持 のた

めに必須 であ った。サ ーファクチ ンを構成 す るペ プチ ドに含 まれ る酸性 ア ミノ酸 由来 の負

荷電 を消去(ア ミド化、 メチル化)す ることによ り油膜排除活性 は2割 程度上昇 したが、

水溶性 が低下 したため表 面張力 は測定で きなか った。すなわ ち、サーフ ァクチンが水溶性

を保 ちなが ら高 い界面活 性を発現す るために2残 基 の酸性 ア ミノ酸残 基は重要であ った。
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第3章 バ イオ サー ファクタ ン ト生産 に関す る遺伝子の

ク ローニ ングおよびその解析

第1節 緒言

バ イオサーフ ァクタン トが生物 由来 の界面活性剤 であ り、合成界面活性剤 と同等 の活性

を持つ に も拘 わ らず、 これまで実用化 され なか った最大の理 由は生産性 コス トが桁違 いに

大 きい ことであろ う。生産性 を向上 させる手段 と してはランダムな突然変異処理 によ り高

生産株 を取得 す る方法 が最 も簡便で現実的 であるが、それ以外 にも、生合成経路 を理解 し

た上 でその律速段 階を遺伝子組換 え技術 によ り解除す ることが考 え られる。従来 、生合成

経路 を解 明す る方法 は蓄積 された前駆体 の構造決定 を中心 とした生化学 的手法が使 われて

いたが、1970年 代 に入 って遺伝子操作技術 が一般化 してか らは、非生産性突然 変異株

(ブ ロ ック ミュータン ト)の 表現型 を相補 す る遺伝子 をクロニニ ングす る方法 が主流 とな っ

て きている(73)。 この方法 は簡便 であ り、かつその経路 を増強 す る場合 にお いて も非常 に

強力 な手段 とな り得 る。 しか しなが ら、 この方法 の前提 となるのは生産菌 の宿主 一ベ クタ

ー系 の構築であ る。幸 い、我 々が分離 したサーフ ァクチ ン生産菌A-1株 、およびB-1株

はBacillus属 細菌であ った。当研究室 にお いては、Baci些 堕属細菌の遺伝子組換 えに関

する研究の歴史は長 く、有効 なクローニ ングベ クター も多数構築 して いる(74,75)。E

subtilisに 関す るサーファクチ ン生産遺伝子の い くつかは既 に クローニ ングされていた

ので(76,77,78)、 まずB.pumilusA-1株 について解析す るため、その形質転換系 を確立

した。 さらに、A-1株 由来 サーフ ァクチ ン非生産性突然変異株 を取得 した後、 シ ョ トガ ン

クローニ ングによ り相補遺伝子 をクロー ン化 することを試 みた。 また、Arthrobacter属 細

菌の宿主 一ベ クター系 につ いてはいまだ報告 がなか ったので、Arthrobactersp.HIS38

株 につ いて も、本章 においてその形質転換 系の構築 な らびに最適条件 の検討 を行 った。
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第2節 実験材料および方法

菌株

B.pumilusA-1(サ ー フ ァ ク チ ン 生 産 性;SF卜(79))

B.subtilisB-1(SF+(79))

B.pu皿ilusNll,Nl2, .N41,N42,N43,N44(A-1株 由 来 サ ー フ ァ ク チ ン 非 生 産 性 突 然 変

異 株;SF.一(79))

B.subtilis璽1113(arg-15trpC2hsr皿hsmH,SF.)

Arthrobactersp.HS38(ア ル ス ロ フ ァ ク チ ン 生 産 性;AFつ

Brevibacteriu皿1actofermeむtumR31(Aecf,Hly【)(80)

EscherichiacoliJH109(recAlsupE44endAlhsdRl7gyrA96relAlthihsdRl7

△(la⊆ 一proAB)/F'[traD36proAB+laclq,lacZ△ 置15](81)

Aec,S-aminoethylcysteine;慧ly,皿ethyllysine

プ ラ ス ミ ド

pCl94(Cm「)(82)

pTB522(Tc「)(83)

pUB110(Km「)(84)

pULRS8(C皿 τ,Km「)(85)

pUCI8(Amp「)(86)

Cm,chloramphenicol;Tc,tetracycline

;Km,kanamycin,Amp,a皿picillin

プラス ミ ドDNAの 抽 出(ア ル カ リ抽 出法)(86)

[少 量 調 製]

薬 剤 を含 む5mlL培 地 で培 養 した培 養 液 を エ ッペ ン ドル チ ュー ブ にて集 菌 し(lO,000

r脚,lmin)、 菌体 を100μ1のSoln.Ilこ 懸 濁後 放 置 した(E.coliの 場 合 に は室温
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で5皿in、Bacillus属 、Arthrobacter属 、Brevibacterium属 細 菌 の場 合 には37℃ で30

min)。200μ1のSbln.且 を加 え て室 温 で5分 間 静置 した後 、 さ らに150μ1の

Soln.皿 を添 加 して氷 中 に5分 間静 置 した。 遠 心 分離(14,500rpm,5皿in)後 、上 澄 液

を別 の エ ッペ ン ドル フチ ュー ブ に移 し、400μ1の フ ェ ノール/ク ロロ ホル ム(1:1)溶 液

を加 え て混合 した。遠 心(12,000rp皿,2min)後 、水 層 を別 の エ ッペ ン ドル フチ ュー ブ

に移 し800μ1の100%エ タ ノール を加 え て遠 心 分 離(14,500rpm,5min)し 、沈 殿 を

70%エ タ ノール で リ ンス して減圧 乾 燥 した。

[大 量 調 製]

薬 剤 を含 む100mlL培 地 培 養 液 をSS34遠 心 管 で遠 心(8,000rpm,5min,4℃)集 菌

して5mlSoln.1に 懸濁 後 、静 置 した ㊥.coliの 場 合 に は室 温5皿in,BaciIlus属 、

Arthrobacter属,Brevibacteriu皿 属 細 菌 の場 合 に は37℃30min)。10mlのSoln.皿 を

加 えて 室 温 で5分 間静置 した後 、7.5mlのSoln.巫 を加 え て氷 中 に5分 間静 置 した。

遠 心 分 離(15,000rp皿,20皿in)後 、上 澄液 を別 のSS34遠 心 管 に移 し、12皿1の イ ソ プ

ロパ ノー ルを加 え15分 間室 温 で静 置 した。遠 心 分 離(12,000rpm,30皿in,20℃)後 、

70%エ タ ノール で リ ンス し減 圧 乾燥 した。6皿1の50/50TE緩 衝 液(50mHris-Cl,

50亜EDTA,pH8.0)に 溶 解 し、塩 化 セ シ ウ ム ー臭 化 エ チヂ ウム平 衡 密 度 勾配 超 遠 心 分 離

に よ り精 製 した 。 イ ソア ミル ア ル コ ール(あ る いは水 飽和1一 ブ タ ノー ル)抽 出 に よ り臭 化

エ チ ヂ ウム を除去 した後 、透 析 に よ り最 終 的 にTE緩 衝 溶 液(10mHTris-Cl,lm亘8DTA,

pH8.0)と した 。

各 溶 液 の組 成

Soln.1(forE.coli)Soln.1(forotherbacteria)

Glucose50m盟SucroselO.3%

Tris-CIlOm廻Tris-Cl25mH

EDTAlO皿 雌EDTAIOm藺

pH8.OLysozy皿e5mg/ml

pH8.0
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Soln.皿 Soln.皿

NaOH

SDS

0.2N

l%

K一・acetate3"

pH4.8

大 腸 菌 か らの プ ラス ミ ド大 量 調 製 の場 合 、必要 に応 じてQIAGENplasmidkit(フ ナ コ

シ製)も 使 用 した 。方 法 は、 添 付 の プ ロ トコ ール に従 った。

染 色 体DNAの 調 製

100mlの 培 養 液 を遠 心 集 菌 後 、TE緩 衝 液 で洗 浄 し、再 び集 菌 した。50/50TE緩 衝

液 に15%sucrose,5皿g/mlのlysozymeを 溶 解 した もの3nlに この菌 体 を懸濁 し、

37℃30分 間静 置 した。 これ に、1%N-lauroylsarcosinesodiu皿salt50/50TE溶 液3

皿1を 加 え、塩 化 セ シウ ム ー臭化 エ チ ヂ ウ ム平 衡 密 度 勾 配超 遠 心 分 離 に よ り精 製 した。 イ

ソア ミル アル コ ール抽 出 に よ り臭 化 エ チ ヂ ウ ム を除去 した後 、透 析 に よ り最終 的 にTE緩

衝溶 液(10亜Tris-Cl,h藍EDTA,pH8.0)と した。

DNAの 各 種 酵 素 処理

DNAの 制 限酵 素 、bacterialalkalinephosphatase、T4DNAligaseに よ る処理 は そ れ

ぞれ 添 付 の プ ロ トコ ール に従 って行 った 。 末 端 平 滑 化 はTAKARAbluntingkitを 用 い て

行 った 。

[)NAの 電気 泳 動(86)

ア ガ ロ ース ゲル 電気 泳 動

お もに300bp以 上 の長 さのDNAを 検 出 あ るい は分離 回収 す る場 合 に1%ア ガ ロー ス

ゲル(Agarosel600,Wak(》 製)を 用 いた。DNA溶 液 にBPBSbln.(100酬,EDTA;60g,

sucrose;10mg,bro皿ophenolblue/100ml)を1/5量 加 え た もの を サ ンプル と した 。泳

動用 緩 衝 液 と してTAEbuffer(40mHTris-acetate,1mHDTA)、 電 気 泳動 装 置 と して、

Hupid2(コ ス モバ イ オ製)を 用 いた 。泳 動後 ゲ ル を臭 化 エ チヂ ウム溶 液 に浸 してDNAを

染色 し紫 外 線 を照射 して観 察 した 。
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臭化 エチヂウム溶液(/1)

EthidiumBro皿idelOOmg

DimethylSulfoxideO.5ml

廻illiQwater9.5ml

workingconc.;50μ1/皿1

ア ガ ロー スゲ ル か らのDNA断 片 回収

GENECLEAMkit(BIO-1011nc.製)を 用 い、 そ の プ ロ トコール に従 って行 った。

ポ リア ク リル ア ミ ドゲル 電気 泳 動(86)

お もに300bp以 下 の長 さのDNAを 検 出 あ るい は分 離 回収 す る場 合 に8%ア ク リル ア

ミ ドゲ ル(第 一 化 学 製)を 用 いた。 泳 動用 緩 衝 液 と してTBEbuffer(90皿1Tris-borate,

20mhEDTA)、 電 気泳 動 装 置 と して 、 日本 エ イ ドー製 の もの を用 い た。 そ の他 の操 作 は

ア ガ ロ ース ゲル 電気 泳 動 の場 合 と同 じで あ る。

ポ リア クリルア ミドゲルか らのDNA断 片回収

マ ッ クスイ ー ル ドーNP核 酸 蛋 白 回収 器(ア トー製)を 用 い、 その プ ロ トコール に従 っ

て行 った 。

形 質転 換

[E.'coliの 形質 転 換]

LederbergとCohenの 方 法 に従 った(88)。L培 地 で対 数 増殖 中期 ま で培 養 した培 養 液

40mlを 遠心 集 菌 し、20mlの50m盟CaCl2溶 液 に懸濁 後 、0℃30分 間静 置 した。 これ

を再 度 集 菌 し、4m1の50皿HCaCl2,15%glycerol溶 液 に懸 濁 して これ をco叩etent

cellと した 。Competentcell懸 濁 液200μ1とDNAを 混 合 して0℃30分 間 静置 後 、

42℃90秒 間 の熱 シ ョッ クを与 え た。 これ に1mlL培 地 を加 え て37℃ で1時 間培 養後 、

薬剤 を含 む選 択培 地 に広 げ37℃ で一 晩培 養 後 形質 転 換 体 を得 た 。
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[Rsubtilisnll3の 形 質 転 換 ・]

AnagnostopoulosとSpizizenの 方 法(89)に 従 っ て 、competentce11を 調 製 し た 。

5dのL培 地 で37℃ 一 晩 培 養 し た 培 養 液lmlをTFI培 地(14g,K2HPO4;6g,

KH2PO4;29,(NH4)2SO4;lg,sodiu皿citrate;59,glucose;0.29,麗gSO4●7H20;50

皿gレarginine;50皿g,レtryptophan;200皿g,casaminoacid3・/1)20mlに 植 菌 し 、

37℃ で 培 養 し た 。 対 数 増 殖 期 を は ず れ て か ら1時 間 後(通 常 植 菌 後 、3.5-4時 間 後)

に 、 そ の4皿1をTF皿 培 地(14g,K2HPO4;6g,KH2PO4;2g,(NH4)2SO4;lg,

sodiumcitrate;59,glucose;0.29,廻gSO4●7H20;5皿9,L-argini皿e;5mg,

L-tryptophan;0.1g,casa皿inoacids/1)36皿1に 植 菌 し 、1。5時 間 培 養 す る こ と に よ

りcompetentcellを 得 た 。Competentcell懸 濁 液hlとDM(約1μg)を 混 合 し 、

30分 間 培 養 し た 後 、5,000xg,5分 間 遠 心 集 菌 し た 。 こ れ に3皿1のL培 地 を 加 え 、37℃

で2時 間 さ ら に 培 養 し た 。 こ の 培 養 液 を 薬 剤 を 含 む 選 択 培 地 に 塗 布 し て37℃ 一 晩 培 養 す

る こ と に よ り 形 質 転 換 体 を 得 た 。

[B.pumilusA-1の 形 質 転換(エ レク トロポ レー シ ョ ン法)(90,91)]

5皿lL培 地 で37℃ 一 晩培 養 し、L培 地100m1/500mlマ イ.ヤー フ ラス コに1%植 菌

後 、OD6。 。 が1.0(OD66。=0.6)に な る まで(37℃ 約3時 間)培 養 した 。遠心 集 菌

(10,000xg,5皿in,4℃)後 、lmHHEPESbuffer(pH7.O)で2回 洗 浄 した後 、PM溶 液

(10%PEG6,000,0.lhannitol)で1回 洗 浄 した。細 胞 を1010ceIls/ml程 度 に懸 濁

した後 、DM溶 液(～10μ1程 度)お よ び細 胞 懸 濁 液 と等 量(0、5皿1)の4脇PEG

6,000溶 液 を添 加 した 。 この細 胞 一DNA懸 濁 液 を 氷 中で5分 間静 置 した後 、電極 間距 離

2mmの キ ュベ ッ トに気 泡 を作 らな い よ うに注 意 しな が ら移 して方 形波 の 電気 パ ル ス(通

常 、14kV/cm,hsec)を1回 与 え た。2mlL培 地 に懸濁 し、37℃ で3時 間振 と う・培

養 後 、選 択 培 地 に広 げて形 質 転 換 体 を得 た。 方 形 波 電気 パ ル ス発 生 装 置 はSSH一 ・10

(島 津 製作 所 製)を 用 いた 。

[Arthrobactersp一IS38の 形 質 転 換(エ レク トロポ レー シ ョン法)(92)]

5皿lL培 地 で30℃ 一 晩 培 養 し、L培 地100皿1/500皿1マ イ ヤ ー フ ラス コに1%植 菌
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して 対 数増 殖 中期(OD66。 が0.6程 度 、通 常30℃3時 間)ま で培 養 した 。培養 液 を遠心

集 菌(10,000xg,5min,4℃)後 、 菌体20mlの1韻HEPESbuffer(pH7.0)で1回 、

20mlの10%glycerol溶 液 で2回 洗 浄 後 、0.5dの 同溶 液 に懸濁 した 。細胞 懸濁 液

50μ1とDM(特 に断 らな い限 り0.iμg)を エ ッペ ン ドル フチ ュー ブ内 で接触 させ 、 氷

上 で5分 間静置 した。 全量 を キ ュベ ッ トに気 泡 を作 らな い よ うに移 して 、方形 波 の電 気

パ ル ス を1回 与 え た。2mlL培 地 に懸濁 し、30℃ で1.5時 間振 と う培 養 後 、選 択 培 地

に広 げ て形質 転 換体 を得 た。 形質 転 換 頻 度 はKm耐 性 株 数 の 全 生 菌数 に対 す る割合 で計

算 した。 形質 転 換効 率 は1μgDM当 た りで得 られ たK皿 耐性 株 数 と した。

BS非 生産株の取得(化 学突然変異剤処理)

5mlL培 地 で 一 晩培 養 し、L培 地5ml/100mlマ イヤ ー フ ラ ス コ に2%植 菌 して 、

OD660が0.5お よ び1.0に な るまで培 養 した。NTG(N一 皿ethyl-N'一nitro十nitroso-

guanidine)溶 液 を加 え て(終 濃度100μg/皿1)更 に30分 間培養 を続 けた。L培 地 で洗

浄後 、Lオ イル プ レー トに広 げて 、ハ ロ ーを形 成 しな い株 を収 集 した 。

塩 基 配 列 の決 定

一 本 鎖DNAを 調 製 した後 、Sangerら の方 法(dideoxy℃haintermination法,(93))

に よ り、修飾T4DNAポ リメラ ーゼ(SequenaseTM,UnitedStatesBiochemicalCorp.

製)を 用 いて行 った。 塩基 配 列 は両方 の鎖 に つ いて一 部 が重複 す る部 分 配 列 を逐 次決 定 し

た後 、そ れ らを連 結 して全 塩 基 配列 を決 定 した。決 定 され た塩 基 配 列 はDNASISTM

プ ログ ラ ム(日 立 ソ フ トウ ェア製)に よ り解 析 した 。

細 胞 質 お よ び細 胞膜 蛋 白質 の調 製

細 胞 質 画分 は プ ロ トプ ラス ト化 お よび そ の浸透 圧 シ ョック に よ る膜 破 砕 に よ り行 った

(94)。 す なわ ち、37℃ 一 晩培 養 した培 養 液20皿1を 遠 心分 離(10000xg,5min,4℃)に

よ り菌 体 を 回収 した 。2dS廼Hbuffer+2ml2L培 地 に懸 濁 した後 、 リゾチ ー ム(2mg

ん1)を 加 えて37℃ で 一 時 間静 置 しプ ロ トプ ラス トを得 た。 プ ロ トプ ラス トは顕 微 鏡観

察 に よ り確 認 した。遠 心 分 離(4000Xg,10n重n,4℃;HB-4ス イ ング ロー タ ー)に よ り細
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胞 を 回収 後 、2mlSHbuffer+2ml2L培 地 で洗 浄 した。 氷 中で 、2ml2n蟹EDTA/

0.1HK-PO4buffer(pH7.0)に 懸濁 す る こ とで プ ロ トプ ラス トは破 壊 され た。

S置藍buffer

SucroseO.5廻

HaleateO.02題

*廻gC120.02醒

pH6.5withlNNaOH

測gCl2は 別 殺 菌

2L培 地(/1)

Bactotryptone209

YeastextractlOg

NaCl59

pH7。2withlNNaOH

細 胞 膜 画 分 は以 下 の よ うに調製 した(95)。 上 と同様 の条件 で 回収 した 菌体 をAbuffer

に懸濁 して遠心 分 離 に よ る洗 浄 を行 った。 菌体 を再 びAbufferに 懸濁 し、 リゾチ ー ム を

1mg/mlに な るよ うに加 え て 、37℃1時 間放 置 した 。遠心 分 離(20000xg,30min,4℃)

後 、Bbufferに 懸濁 して氷 中 で1時 間静 置 した。 同条件 で遠心 分 離 を行 っ た後 、 蒸 留水

で3回 洗 浄 した後 これ を細 胞 膜 画分 と した。

AbufferBbuffer

Tris-CllOmHTris-Cl50m雌

璽agnesiumacetate10mHHgCl210m藍

KCllOOm麓P雌SFO.3m盟

Sucrose20%RNaseA10μ9/皿l

P麗SFO.3皿 璽DNasellOμ9/mI

pH7.OwithlNHClpH7.2withlNHCl

SDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳動(SDS-PAGE)

蛋 白質 のSDS-PAGEは1βemmliの 方 法(96)に 準 じて行 った 。電 気 泳 動後 、 ゲル は銀 染

色 キ ッ ト(Wako製)に よ り染色 を行 った 。
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サ ザ ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン分析(非RI法)

① ゲ ル か らメ ン ブ レ ンへ のDMの 転 写

D酷 を泳 動 した ア ガ ロ ース ゲル を アル カ リ変成 溶 液 に少 な くと も30分 間浸 した後 、 ゲ

ル を蒸 留 水 です す ぎ、 中和 溶 液 に交 換 す る。 この洗 浄 操 作 を2回 繰 り返 し、最後 に蒸 留

水 で濯 いだ。 プ ロ ッテ ィ ング装 置 は、Bio-Rad社 製 の エ レク トロ ブ ロテ ィ ング装 置 を用 い、

その プ ロ トコー ル に従 った 。 メ ンブ レンはAmersham社 製 のHybondN+を 用 い た。 プ ロ ッ

テ ィ ング終 了後 、0.4盟NaOHを 染 み込 ませ た2～3枚 の濾紙 の上 に プ ロテ ィ ング面 を上

に して メ ンブ レンを乗 せ 、20分 間以 上 静置 しア ル カ リ固定 した。5×SSCで 洗 浄 後 、ハ

イ ブ リダイゼ ー シ ョンを行 った。

② ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ン

DNAを 固定 した メ ンブ レンをハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン溶 液 に浸 して 、65℃ で1時 間 プ

レハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン後 、ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン溶 液 に あ らか じめ標 識 した プ ロー

ブDNAを 加 え 、65℃ で 一 晩ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョンを行 った 。

③ ジゴ キ シゲニ ン標 識 プ ロー ブの作 製 お よ び シグ ナル の検 出

DNAIabelinganddetectionkit(Boehringerlannheim社 製)を 用 い 、 その プ ロ トコ

ー ル に従 った。

第3節 結果

3.3.1.形 質 転 換 系 の確 立

[B.pumilusA-1]Spizizenら の方法 に よ りcompetentcellの 調 製 な らび に、B.

subtilis用 の低 コ ピー数 ベ ク タ ーpTB522(Tcつ,中 コ ピー数 ベ ク タ ーpC194(C皿 「),高 コ

ピー数 ベ ク ターpUBIIO(Km「)を 使 って それ ぞ れ の薬 剤 の最 少 生 育 阻 止 濃度(MC)を 決 定

した後 、 形質 転 換 を試 み たが 薬剤 耐 性 株 は取 得 で きな か った 。 そ こぞ 、 エ レク トロポ レ

ー シ ョン法 によ り形質 転 換 を行 うこ とに した。方 法 は 、第2節 で述 べ た通 りで あ るが本 条

件 に お い てlxlO3transfomants/μgDM程 度 の頻 度 で薬 剤 耐 性 株 が取 得 され た 。DNA

の少 量 調 製法 によ りプ ラス ミ ドの存在 も確 認 され た 。 た だ し、pTB522を 使 った場合 には
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形質転換体 は得 られなか った。

[B.subtilisB-1]Spizizenら の方 法 お よび エ レク トロ ポ レー シ ョン法 の いず れ に

お い て も形質 転 換 株 は得 られ な か った。

[Arthrobactersp.HIS38]工 業 的 な リ ジ ン 生 産 菌 で あ るBrevibacterium

lactoferment聖 か ら分離 され た プ ラス ミ ドpBLIを 基 本 と して構 築 され た シ ャ トル ベ ク

タ ー(E.廻 亘 一Brevihactg型 」璽 間)p肌RS8がC6rynebagteriumglutamicumに お いて も

複 製 可 能 で あ る と い う こ とがL.K.DunicanとE.Shivnanに よ り報 告 されて い た(97)。

Arthrobacter属 はBrevibacterium属 、Corynebacterium属 と同 じ、 コ リネ型 細 菌 に分 類 さ

れ 系統 樹 的 に も近 縁 で あ った ことか ら、 このp肌RS8(図3一 一1,(85))を 利 用 す る こ とに

した 。HS38の カ ナマ イ シ ンに関 す る 藍ICは15μg/mlで あ ったた め 、形 質転 換 体 の選

択 はKm20μg/m1で 行 うこ とに した 。 プラ ス ミ ドの移 入 はエ レク トロポ レー シ ョン法 に

よ り行 った。 電 気パ ル ス の最 適 条件 検 討 の結 果 を(図 含一2)に 示 した。 この結 果 、電

界強 度10kV/cm,1ミ リ秒 間 の方形 波 を与 え た場 合 が最 も形質 転 換 頻 度 が 高 く、2.5x

lO.4(Km「cells/totalviabIecells)で あ った 。 この条 件 下 にお いて 、形質 転 換 効率

に つ いて調 べ た と ころ、0.OlμgDMを 用 いた場 合 に3xlO5(Kゴcells/μgDM)で

あ った(図3-3)。 取 得 され たKm耐 性 株 か らア ル カ リ抽 出 によ りDMを 回収 した後 、

ア ガ ロー スゲ ル電 気 泳 動 お よ び臭 化 エ チヂ ウム染 色 を行 った が プ ラス ミ ドバ ン ドを検 出す

る こ とが で きな か った。 そ こで 、 ジゴ キ シゲニ ンで ラベ ル したp肌RS8を プ ロ ー ブ と し、

サ ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン法 に よ りプ ラス ミ ドの確 認 を行 った 。 そ の結 果 、 す べて の

K皿 耐 性 株 で正 常 な位 置(5.8kb)に バ ン ドが確 認 され 、 エ レク トロポ レー シ ョン法 に よ

りArthrobactersp.HIS38にpULRS8が 効 率 良 く移 入 され て染色 体 に組 み込 まれ る こと

な く複 製 して い る こ とが確 認 され た(図3-4)。 また 、E.coli用 ベ ク タ ーpBR322や

Bacillus属 細 菌用 ベ クタ ーpC194あ る いはpUBllOに よ る形 質転 換 は不 可 能 で あ った。
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図3-1.p肌RS8の 制 限 酵 素 地 図(58).

ク ロ ー ニ ン グ 部 位 と し て 利 用 で き る制 限 酵 素 の 位 置 を*で 示 し た 。

○ → 、 ■ → は そ れ ぞ れtetプ ロ モ ー タ ー お よ びP1プ ロ モ ー タ ー 。

cat,chloramphenicolacetyltransferasegene,(Cm耐 性 遺 伝 子)。

kan,kanamycinnucleotidyltransferasegene,(Km耐 性 遺 伝 子)。

10'3

10'4

鎖10-5

10噸

10噛7

0 5

電界強度

10

(kVlcm)

15

図3-2.電 界 強度 お よ び付加 時 間が 形 質転 換頻 度 に及 ぼ す影 響 .

付加 時 間 はそれ ぞ れ 、○,0.1皿sec;▲,0.5皿sec;□,1 。Omsec。
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図3-3.DNA濃 度 が形 質転 換 体 総:数(○)お よび形 質転 換 頻 度(●)

に及 ぼ す影 響.

電 気パ ル ス条件 は、10kV/cmO.5msecで 行 った。
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図3-4.形 質 転 換体(Km「 株)保 持 プ ラ ス ミ ドのサ ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン解

析.

ラベ ル され たpULRS8を プ ロー ブ と して 用 いた 。 レー ン1～6ま でが 、K皿「 株 か ら

調 製 した試 料 、 レー ン7はpULRS8(ポ ジテ ィブコ ン トロール)。 いず れ もHind皿 で

処 理 した ものを1%ア ガ ロー ス ゲル で分 離 した。
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窪.3.2.シ ョッ トガ ン法`≡ よ るサ ー フ ァクチ ン生 産 に関 す る遺 伝子 の ク ローニ ング

A-1株 が サ ー フ ァクチ ン(SF)の 新 規 生 産 株 で あ り、か つ形 質 転 換 可 能 で あ った ことか

ら、A-1株 につ い てSF生 産 に関 す る遺 伝 子 の取 得 を 目的 と した 。 ま ず 、NTG処 理 に よ

り、A-1株 由来SF非 生 産 性突 然 変 異株(SF一`)を 多 数取 得 した。 この うち、生 育 の良 か っ

た6株(Nl1,Nl2,N41,N42,N43,N44)を 選 び ク ローニ ン グの宿 主 と した 。 ラ ンダ ム

なA一 一1株 染 色体 遺 伝 子 断 片(Hind皿 消化 物)と ク ローニ ングベ ク タ ーpCl94と の連結

物 をエ レク トロ ポ レー シ ョ ン法 によ り上 記6株(SF.)に 移 入 した と ころ、Cm含 有 レ オ

イ ル プ レー ト上 でハ ロー形 成 能 を 回復 した もの(Cm「/SF+)が4株(Pll,P42,P43,P44)

取 得 され た。 な お こ こで示 す番号 は宿 主 菌 の番 号 に対 応 して得 られ た形 質 転換 株 で あ る。

そ れ ぞ れ の保 持 す る組換 え プ ラス ミ ドの うち(pNPII,pNP42,pNP43)に よ り、相 互 形質

転 換 を行 った と ころ、pNPIlとpNP42は 同 じ機 能 領 域 を含 む こ とが判 明 した(表3-1)。

表3-1.取 得 され た組換 え プラス ミ ドの相互形質転換

宿主

プ ラス ミ ド

pNPllpNP42pNP43

Nll

N42

N43

MIll3

5/55/50/5

5/55/50/5

0/50/55/5

0/50/55/5

N11,N42,N43;R.pumilusA-1由 来SF『 株

MI113;B.subtilisHI113(SF一)

数 値 は コ ロ ニ ー 数(SF+/Cmつ で 表 示 し た 。

また、SF非 生産株 であるB.subtilidIll3もpNP43に よ りSF生 産性 に形質転換

された(図3-5)。 これは、SF生 産 において、ILsub亘 ⊥重 と 登.p壁L些 § の聞で共

通 す る機構が存在 し、 その一部 を担 うタンパ ク質を コー ドする遺伝子領域 がpNP43挿 入

断片内 に含 まれている と予想 された。
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旦.subtilis蘭1113(p四P43)

旦.subt臼is鯛 量113(pC194)

図3-5.B.subtilisHI113(pC194)お よ び 旦subtilisMI113(pNP43)

のSF生 産 性 比 較.L一 オ イ ル プ レ ー ト(Cm15μg/mI)。

3.3.3.サ ニ フ ァクチ ン生 産遺 伝子psf-1の 塩 基 配 列 決定

pNP43に は6kbのDNA断 片 が挿 入 され て いた 。 墜.subtilisHIl13(SF)を 宿 主 と

した サ ブ ク ローニ ング に よ り機能 領 域 を 限定 を 目指 して6kb断 片 の小 型化 した と こ ろ、

Hind皿2kb断 片 がHIll3株 にSF生 産 性 を付与 で き る こ とが判 明 した。 この 断片 は

pC194に 再 ク ロー ン化 す る こ とに よ りN43株 を もSF生 産 性 に復 帰 させ る こ とが で きた。

2kb断 片 の制 限酵 素 地 図 を(図3-6)、 全塩 基 配 列 を(図3-7)に それ ぞれ示 し

た 。塩 基 配 列 か ら、3つ の大 き な遺 伝 子 読 み取 り枠(ORFl-3)が 確認 され た(図3-6)。

次 に、B.subtilidll13(SF一)を 宿 主 と して各 断 片 の活性 をSF生 産 性 で評 価 した 。OR

FI内 に存在 す るNspV部 位 に フ レー ム シフ ト変異 を起 こ した際 に は 璽Il13株 をSF生 産

性 に したが 、ORF2,3内 のEco47皿 部 位 に フ レーム シ フ ト変 異 を導 入 した場 合 にSF生

産 能 力 が失 わ れ た。 さ らにSspl-Hind国 断 片 だ けを サ ブ ク ローニ ング した場 合 に お いて も
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鵡
ORF3(PSF1)ORF1
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5∞bp

Sal翼HindllI

li 十

1 II
△

1 1 1

十

△

il 1 十

図3-6.Hind皿2kb断 片 の制 限酵 素地 図.

可 能 性 の あ るORF1～3お よび 各遺 伝子 断 片 のSF生 産 性 を示 した 。

+,SF生 産性;一,SF非 生 産 性 。 △ はKlenowポ リメ ラー ゼ処 理

あ る いは リンカー挿入 に よ る フ レー ム シ フ ト変 異 を示 す 。

HII13株 をSF生 産 性 に した。SspI部 位 の直上 流 には3ケ 所 のATGコ ドンと1つ の

GTGコ ドンが イ ンフ レーム で存 在 した 。典 型 的 な プ ロモ ー タ ー配 列 は見 い だ され な か った

が 、785番 目に リボ ソー ム結 合配 列GAGGが 存在 した こ とか らORF3(795番 目のATGか

ら1493番 目のGTGま で223ア ミノ酸 、分 子 量26,509)がSF生 産 に関 す る遺 伝 子 産

物(PSF-1)を コー ドして い る と予想 され た。NBF-PIRデ ー タベ ー ス で検 索 した と ころ、B.

brevisが 生 産 す る環 状 ペ プチ ド グ ラ ミシ ジ ンS合 成遺 伝 子 群 の上流 に存 在 す るORFX

お よ びB.subtilisよ りク ロー ン化 され た サ ー フ ァクチ ン生産 制御 遺 伝 子 産 物SFPと そ

れ ぞ れ33%、45%の 相 同性 が認 め られ 、 これ らが 同種 の機能 タ ンパ ク質 で あ る と予 想 され

た 。 しか しなが らその機 能 につ いて は現 在 の と こ ろい ず れ も解 明 され て い な い。
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図3-7.Hind皿2kb断 片 の 全塩 基 配 列 お よ びORF3(PSF71)の 推定 ア ミノ酸 配 列 .

プ ロモ ー タ ー様配 列(一10,一35)リ ボ ソー ム結 合 領域(SD)お よび タ ー ミネ ータ ーを

示 した。*は 終止 コ ドン。
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3.3.4.PSF-1蛋 白質 の発 現 な らび に その局 在

PSF-1蛋 白質が実際 に細胞内で発現 して いることを確認 する目的で、プラス ミ ドpCl94

-2kbを 保持す るB .subtllldlll3組 換 え体 か ら調製 した細胞質画分 および細胞膜画分

をSDS-PAGEに より解析 した(図3-8)。

クロー ン株 においてのみ存在 する蛋 白質が25kDa付 近 に確認 された。 このバ ン ドは細

胞質画分および細胞膜画分の両方 において存在 した ことか らPSF-1蛋 白質 はゆる く細胞

膜 に結合 していることが予想 された。

123 456

。94k◎ 。

一43

一3◎

4

・2◎

一斡

ab

図3-8.PSF-1タ ンパ ク 質 発 現 の 確 認

a,細 胞 内 画 分;b,細 胞 膜 画 分 。 レ ー ン1,4は 旦subtilisHII13、 レ ー ン2,5

はB.subtillsHI113(pC194)、 レ ー ン3,6はB.subtilisHI113(pC194-2kb

=pNP43)。 矢 印 で 示 し た と こ ろ に25kDaの タ ン パ ク 質(PSF-1)が 確 認 さ れ る 。
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3.3.5.サ ー フZク チ ン生 産 制 卸 遺伝 子comlソ お よ び .comκ の ク ローニ ング と塩 基 配列

決定

pNP11とpNP42のHind皿 に よ る切 断 パ タ ー ンを そ れぞ れ調 べ た と ころ 、pNPIIに は3

kbと6kbの2断 片 、pNP42に は1kbの1断 片 の み が挿 入 され て い た。 そ こでサ イ

ズが小 さいHind聖lkb断 片 の塩 基 配 列 を決 定 した(図3-9)。144番 目のHetか ら

780番 目のLeuに わ た るORFが 推 定 され た 。 ま た 、Het上 流 に は プ ロモ ー タ ー様 配 列

(一35,TTGGCA;一10,TATATAAA)が 存在 し、Uet直 上 流 に は リボ ソー ム結 合 配列(SD)GGA

GGも 確 認 され た ことか ら本 遺 伝子 の発 現 が予 想 され た 。決定 され た塩 基 配列 をGenBank

に登 録 され て い る配 列 に対 し℃ ホモ ロジ ー検 索 を行 った と ころ 、B.subtilis由 来comA

遺 伝 子(98,99)とDNAレ ベ ル で67.7%ア ミノ酸配 列 レベル で71.5%(図3-10)の 相

同性 を有 す る こ とが判 明 した 。,co皿A遺 伝 子 産物 で あ るCo皿Aタ ンパ ク質 は その上 流域 に

コー ドされて い るcomP遺 伝 子(100)産 物ComPと 共 にいわ ゆ る、Tow-componentregula-

toryシ ステ ム(101,102)を 構成 して お り、ComAは リン酸 基 をCo皿Pか ら受 け取 って 活性

化 され るregulatoryproteinで あ る。 その制 御 支 配 下 には、 旦.§ubtil璽 のDM取 り

込 み能(competency)に か か わ る遺 伝 子群 が あ る(101)。 す なわ ち、今 回 ク ローニ ング さ

れ た遺 伝 子 はco皿Aの ホ モ ロ グで あ る と思 わ れ た た め、comA'と 名 付 けた 。実 際 、ComA

が リン酸 化 を受 け る と考 え られ て い るAsp56残 基 も保 存 され て お り、 そ の近傍 ア ミノ酸

配列 も よ く保存 され て い た(図3-10)。

次 に 、 このcomA'上 流 にcomP'(comPの 相 同性 遺 伝子)が 同様 に存 在 す るか ど うか を

調 べ た 。今 回決 定 した遺伝 子領 域 内 に含 まれ て い たCo皿P'C末 端 領 域 と思 わ れ る部 分(図

3-9)を プ ロー ブ と し、 サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 お よ び コ ロニ ーハ イ ブ リダ イ

ゼ ー シ ョン法 によ りcomA'の さ らに上 流 域 の ク ロ ーニ ングを行 った。 その結 果 、3.1kb

のXbaI断 片 が取 得 され た。 制 限酵 素 地 図作 製 の後 、 その全 塩 基 配列 を決 定 した と ころ、

368番 目のATGか ら2375番 目のTTGに わ た って長 いORFが 確 認 され た(図3-11)。
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図3-9.Hind皿1kb

の推定 ア ミノ酸 配 列.
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ACAGAGCGTGAATGC

TEREC

AACCAAGAGATCGCC

NQE1A

TACAGT.TTGACCTCC

YSLTS

GAAGCGGTGTTAATT

EAVLI

GGGAGAGGGCCTTGA

CAC

CAA

GAG

CTG

ATG

CTG

TAA

CTG

TGG

TGC

GAG

CTC

CCA

TTC

AAG

TCA

GGA

CAG

CAT

ATT

ATC

CTG

ATG

TTG

竹G

TCG

CAG

TGG

ATT

TAC

ATC

ATC

AGA

ATC

CTG

ACT

TAA

ATG

GAG

GCA

TCTGC
e「 「r

GAAGAC

GAAGGG

EG

TGTTTA

CL.

TCCATC.

SI

GGAATG

GM

ATTATC

II

ATTCGA

IR

AAAATT

Kl

CAGCTA

Qし

GAACAG

EQ

TTAAτC

LI

GATGTG

DV

ATCTTT

IF

GCAAAA

AK

TGGATG

TTG

ACC

CTC

TAA

AAT

TAG

ACC

TAT

TGG

GAA

TAG

CTC

CTG

GAC

GTC

AAA

峯7

95

L43

191

16

239

32

287

48

335

64

383

80

431

96

479

112

527

128

575

144

623

160

671

176

719

192

767

208

815

214

863

911

959

1007

10菖5

1103

1151

1199

1224

断片の制 限酵素地 図 と全塩基配列 およびORF(Co皿A')

TTGGCA;一10,TATATAAA)は 四 角 で 囲 った。 リボ ソーム結 合

ネ ー ター(ter)を 示 した。*は 終 止 コ ドン。comA'上 流 に

(下 線 部分)お よび ター ミネ ー タ ー(ter)も 示 した。

一
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相 同性 を比較 した結 果、N末 端側 にお いてconPよ りも約318b.μ(106ア ミノ酸相

当分)短 いことが判 明 した。また、 その部分 を除 いた(hmPタ ンパ ク質 とのア ミノ酸配列

レベルでの相 同性 は、74%で あった(図3-12)。 ア ミノ酸の疎水度 を調 べた結果を

図3-13に 示 した。隣 り合 う19残 基 の平均疎水度が1.6を 越 える部分 は膜貫通領域

と推定 されてお り(100)、Co皿Pと の アナ ロジーか ら、領域1～ 鴨が膜 を貫通 す るのに十分

な疎水度を有 す ると思 われた。

ComA'

ComA

1020304050☆

MKIくILVIDDHPAVMEGTKSILESDQQLSVDCLSPDAEGAFLKTHDFSIYDVILMDLNL-G

MKKILVIDDHPAVMEGTK:TILETDSNLSVDCLSPEPSEQFIKQHDFSSYDLILMDLNLGG
102030405060

60708090100110

DINGMDIAKQILETNQQVKIIIYTGYEVDDYFEEAIRAGLHGAISKTETKDKIIEYIHRT

EVNGMELSKQILQENPHCKIIVYTGYEVEDYFEEAIRAGLHGAISKTESKEKITQYIYHV

708090100、110120

120130140150160170

LQGEVVIQLSYLKKLISQQQEKPEQAQQTDHELLTERECLILREVEKGYTNQEIADVLHL

LNGEILVDFAYFKQLMTQQKTKPAPSSQKEQDVLTPRECLILQEVEKGFTNQEIADALHL

130140150160170180

180190200210

SKRSIEYSLTSIFNKLNVGSRTEAVLIAKS耳SVL

SKRSIEYSLTSIFNKLNVGSRTEAVLIAKSDGVL

19020021◎

図3-10.ComA'とComAの 相 同性比 較.

☆ を 付 した ア ミノ酸残 基 が 、 リン酸 化 され るAsp残 基 。
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1439

358

1499

378

1559

398

1619

418

1679

438

1739

458

1799

478

1859

498

1919

518

1979

538

2039

558

2099

578

2159

598

2219

618

2279

638

2339

658

2399

2459

2519

2579

2639

AATGATAGTA直GTTATGGAAAGAATACGTGGAT.CAATTT

瓦DSKLWKEYVDQF

GGGAAAATCATCGAGCTTGATAAAGGGTTTATGATGAAA

GK五IELDKGF'MMK

TCGTTTATGATTTGCTGCTTATCCAATATACAGACGCCG

SFMICCLSNIQTP

TCATGGCTGAAAACATTGGCATTTTACACAAGTGTCAGT

SWLKTLAFYTSVS

GAAGAACTGATGGAGCATCTTGAGGATTTGAAACAGCGG

EELMEHLEDLKQR

AAGAAAGTCATGTTCGCCATGGAAGAAAA(…CAGCGCTCA

KKVMFAMEEKQRS

GATTCTGTGCTGCAGGATTTGATTTCACTGAAGAGACAG

DSV・'LQDLISLKRQ

TTCCAAAACAACCAATGCCCAACATCTATTGAAAATTCA

FQNNQCPTS正ENS

ATGTCTAAGGTGATTCAAACCACGAGAGAAACATGTCAT

MSKVIQTTRETCH

TATGATTTGGGGTTAGTGAAGGCAATTTCGAAGCTGACT

YDLGLVKA【SKLT

CCATTTCATATTAGGCTGAATACAACCCGCTTTGATAAA

PFHIRLNTTRFDK

TCACAG .CTGAATATTTACCGGATTGTGCAGGAGCTGTTALL
SQLNIYRIVQE

AAGGCCAGCCAAGTCTTAGTGATGCTCATTTGアATTAAA

KASQVLVMLICIK

GAGGACGATGGAGTCGGATTTGATGCAAGCCAGCTTGAT

EDDGVGFDASQLD

CTTTCTGGCATAAGGGAACGAGTCAAAGCTCTAAATGGA

LSGIRERVKALNG

CCTGAAAAAGGGCTCAAGGTG.AAAATTGAAATGGAATTG

PEKGLKVKIEMEL

GACTTGGATCT-TTATATAAAATGGAAGT

tomina電or
ACATGAAGAAGATATTGGTCATTGATGATCATCCGGCTG
一一一 → レOomA'

TATTAGAATCAGATCAGCAGCTATCAGTCGATTGTTTAA

TTTTAAAGACGCATGACTTTTCCATCTATGATGTGATCT

ATA・TCAATGGAATGGACATTGCCAAACAAATTCTAGA

CAA

Q

ATT

I

AAA

K

TTA

L

GAA

E

GAT

D

TCC

S

TTG冒

L

GAA

E

TCG

S

GAA

E

TCC

S

GAT

D

CAG

Q

AAG

K

TAA

*

GAG

TCA

GTC

TGA

GATATヤT.TAGGTGAAGTT

D[LGEV

GGAGAGCGGGGCGGTCAC

G耳 .RGGH

TTGACCCGCGATGAAATT

LTRDEI

GAAAATGTCGTTAAGATC

ENVVIく 王

GCCAATCCCGCCTGGCTG

ANPAWL

TTAGCGAGGGATCTTCAT

LARDLH

GAGATGTTCTTAACCAAT

EMFLTN

ATCTCATGGAATGAACAA

ISWNEQ

CTTCGGCCGCAGCTCCTC

LRPQLL

CAAATTCAAGAGGAAGCG

QIQEEA

CTGGACATTGATATTGAC

LDIDID

AATGCGTTGAAGCATTCT

NALKHS

CAAGTTGTTCTCCATTAT

QVVLHY

CACACGATGAGCATGGGT

HTMSMG

CTTCAAATTCAC`ACAGCA

LQIHTA

CGATTTCTTAAGGAAT、AA

TGATTTAAAGGGAGG

TGGAAGGGACAAAAA

CTGATGCAGAAGGCG

TGGATTTAAATCTCG

図3-11.Xbal-Xbal3.1kbの 制 限酵 素 地 図 とPstI-XbaI2.7kb

部 分 の塩 基配 列 お よび推定 され るCo皿P'ア ミノ酸 配 列.

リボ ソー ム結 合領域(SD)お よび タ ー ミネ ー タ ー を示 した 。*は 終止 コ ドン。

下 流 に存在 す るCo皿A'の 位置 も矢 印で 示 した 。

AAG

GCA

CCT

GGG
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1020304050

ComP'MITLKNKTLIGQESLFVYIIPL-LYSICLFCIFFIIRINKEIQRKSAFLLVLFLLIrICIG
　 　 ロ 　 　 や 　 　 　 　 　 　 ロ ロ

　 ら ロ 　　 　 　 る コ 　 　 　 　 　 　 の
　 　 　 　 　 　 　 ゆ 　 　 コ 　 　 の 　 り 　 　 　 　 　 　 ロ 　 の 　 　

　 　 　 　

ComPLKDFDLVTLNRPYSFFLFVLPLFFYFLSIICIFYILKVNKKRRSFAAYILILLLLDISIA

110120130140150160

60708090100110

YLSAGTSGIGDRFSHYVITFCLSSVFIFYIHFIYQYFKEFDLHITTRKTIYILYSLPITN

:・:::。 ・:・ …:・:・::.:..::.:。: .6.。::.::.:::

YISAGGPFRGHIINRYINLFTFISSPILYLQFIQRYLGEIGKTFLNR一 一ISFLYIIPIFN

170180190200210

120130140150160170

LVIELFVPIDSAIARYMPSLNLLFFFASIIMSFKVIIYGMQKYKETVQGSVLKFFVMINI

:::・:・ ・…:::・:.噛..。::..:..::: ....::.。...:.

LGI .耳FFQDYLQVDIDFLATLNLVSFATLTLFSFSAIYLHLNKYKYAEHSFILKLLILTNT.220230
240250260 ..270180

190200210220230』

IAFCPFIFLFAIPYVLFRIYVVDPFFLTSFVLLIPFSLVYQFMTNkLy'SjMDFLISRLKYY

・・:::…:・ ・:・ ・:・ ・。.:...::::.:::::。 。::.....:...:..::

LSFAPFLIFFVLPIIFTGNYIFPALASASLLVLIPFGLVYQFVANKMFDIEFILGRMRYY

280290300310320330

240250260270280290

GFrAITPTILVVVTFYILQKPEDLKYTLKLAFITYTLMLAVFYFKEILDFRFRLKRFSEK
の 　コ コ 　

.● 。●.● ・.● 。○.・.● ●.● ・.。 ● ●.○.・:。:::::::.。::●:::::::::

ALLAMIPTLLIVGALVLFDVMDIQMNPVRQTVFFFVVMFAVFYFKEVMDFKFRLKRFSEK

340350360370380390

300310320330340350

YNYQDSVFIくFTQLIREASSLHQVLYHLKYTILEVLVVNKAFVLEVKANGEMIEIDESTND
コ 　 コ 　 コ 　 　 　 　 　 　 の り 　 ヒ 　 り 　 　 　 コ 　 　 　 　

　 　 　 　　 　
　 　 コ 　 　 　 の じ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 コ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 り 　 　 　

　 　 　 ロ 　 　 　 　 　 　 　

FNYQDSIFKYTQLMRGVTSLQQVFKELKNTILDVLLVSKAYTFEVTPDHKVIFLDKHEVG

400410420430440450

360370380390400410

SKLWIくEYVDQFQDILGEVGKIIELDKGFMMKIGERGGHSF湖ICCLSNIQTPKLTRDEISW
● ● ●o● ●oO● ● ■ ● ● ■ ● ■ ● ●Oo.o● ● ● ● ・..

●.● ● ●　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 り 　 　 ロ 　 　 　 　 　 の り 　 む 　 　 の 　 ゆ ゆ 　 　 ロ 　 　 　 ロ の 　 リ コ 　 り 　 　 　 ロ 　 り 　 　 　

　

PD-WNFYQEEFENVTSEIGKIIEVNQGFLMKVGERGGSSYVLLCLSNINTPRLTRDEISW

460470.480「 』490500510

420430440450・ ・460470★

LKTLAFYTSVSLENVVKIEELMEHLEDLKQREANPAWLKKVMFAMEEKQRSDLARDLHDS
o◎ ● ・ ●.●o.o● ● ● ● ● ● ■ ● ● ● ● ● ● ■ ● ● ●o● ●

● ● ● ● ● ● ● ・ ● ●.・ ● … ● ○
● ・ ● ● ●.・.● ●o● ● ● ● ・ ・.● ●.9● ○.● ●.●.・.● ● ■ ■ ●.■ ■r● ・ ■ ■ ■ ● ● ■ ●

・ ● ● ■ ○.● ・o

LKTLSFYTSVSMENVLHIEELMEHLKDLKQEGTNPIWLKKLMFAIEEKQRSGLARDLHDS

520530540550560570

480490500510520530

VLQDLISLKRQSEMFLTNF一 一QNNQCPTSIENSLISWNEQMSKVIQTTRETCHELRPQLL'
・.・ ●o●90● ● ・o● ・ ■ ●o● ○ ● ●o● ● ● ■ ● ■ ・ ● ● ●9・ ●

の る の り 　 　 　 　 　 コ リ 　 の 　 　 の 　 の 　 　 　 り 　 　 　 　 　 　 　 　 の 　 　 　 む 　 　 　 　 　 　 　 　 ロ 　 　 　 　 　 　 サ の 　

,1きQDLISLK§88ELFLGDF琶 琶8DNPCREEI?ぎKLVQMNE冒 蟹IDylSMTR器 εHE孕RPPVL
540550560570580590

YDLGLVKAISKLTSQIQEEAPFHIRLNTTRFDKELDIDIDSQLNIYRIVQELLSNALKHS
・ ・.oO・ ● ・ ● ● ● ● ● ● ■,●Oo●o■ ●9● ○ ●OD・ ● ● ● ● ・ ・ ● ●.● ●.
　 　 　 　 　 　 り 　 　 　 の の 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 の 　 　 　 　 の の 　 の 　 　 の 　 の 　 　 　 　 の 　 　 の

　 　

YDLGLVKALSKLVAHEQERVPFHIRLNTGRFTASL一 一DLDSQLNLYRIIQEFLSNAVKHS

640650660670680690

600610620630640650

KASQVLVMLICIKDQVVLHYEDDGVGFDASQLDQHTMSMGLSGIRERVKALNGKLQIHTA
o● ●oO・.● ● ○ ● ● ● ● ● ● ●o● ● ● ●9● ● ● ・ ● ■ ・ ■ ●oo・ ● ●

　 　 り 　 　 　 　 　 　 　 　 　 の 　 の 　 　 　 り 　 　 　 　 の コ 　 　 　 　 　 　 コ 　 　 　 　 の 　 　 　 　 ゆ 　 　 　 　 　 　 の の 　 　 ロ コ リ 　 ゆ コ 　

QATDVLIMLISIQNKIVLHYEDDGVGFDQEKNTEHSMSMGLSGIKERVRALDGRLRIETS

700710720730740750

660670

pEKGLKvKIEMEL図3-12.Co皿P'とComPの 相 同 性 比 較.
o● ● ● ●o●

　 ロ 　 　 り の 　 　 の の の の

EGKGFKADIEIEL★ を付 した ア ミノ酸 残 基 が 、 セ ンサ ータ ンパ ク質(74,75)に
760

保存性 の高いHis残 基 。
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平均 疎水度か ら予想、され る膜貫通領域(1～m)を 示 した。

19ア ミノ酸残基 をウ ィン ドウサイズと して調べた(100)。
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第4節 考察

B.pumilusA-1か ら、 サ ー フ ァク チ ン生 産 に関 与 す る遺 伝 子 、psf-1とcomA'お よ び

co皿P'が ク ローニ ング され た。PSF-1の 機 能 につ い て は、現 在 の と ころ推 定 の域 を越 え な

いが 、B.subtilisOKB105細 胞 抽 出画 分 を分 画 後 、 サ ー フ ァ クチ ン合成 系 を再 構 築 した

実 験 で は(103)、 そ の成 分 と してPSF-1に 相 当 す る タ ンパ ク質 が含 まれ て い ない こ とか ら、

PSFヨ はサ ーフ ァクチ ン合 成 系 の酵 素 タ ンパ ク質 よ り もむ しろ そ れ らを コ ー ドす る遺伝 子

の発 現 制御 に関 す る因子 の可 能 性 が高 い と思 わ れ る。 ま た、最 近 に な ってE.colientD

遺 伝 子 欠 損株 の表 現 型(シ デ ロフ ォア分 泌 欠 損)をsfpが 相 補 し得 る こ とが報告 され て

お り(104)、sfp①.subtilis)及 びpsH(B.pumilus)の 遺伝 子 産 物 は サ ー フ ァクチ

ンの分 泌 に関与 して い る可 能 性 も示 唆 され て い る。PSF-1はpET8c(大 腸 菌用 発 現 ベ ク タ

ー)を 用 い た場 合 に は全 く発 現 され なか った(デ ー タ示 さず) 。 これ はPSF-1が 制御 タ ン

パ ク質 あ るいは膜 タ ンパ ク質 で あ り、 そ の大 量 発現 が宿 主 菌 に過 大 な ス トレスを与 え るた

め と思 わ れ る。一 方 、 サ ー フ ァ クチ ン生産 遺 伝 子 と して ク ローニ ング され たco皿 κ の上

流域 に はcomP'が 存在 した 。ComP'に は数 個 の膜 貫通 領 域 お よ び 自己 リン酸 化反 応 に必

要 な ア ミ ノ酸 配 列 が 、Comκ には リン酸基 を受 け取 る ア ミノ酸 が それ ぞ れ保 存 され て い る

こ とか ら、 明 らか に制 御 因 子 の ひ とつ で あ る。最 近 、Pseudo皿onasaeruginosaに お い て

もBS(ラ ム ノ リ ピ ド)生 産 制御 遺 伝 子 と してcomAお よ びそ の他 のtwo-co叩onent

regulatorysystem遺 伝 子 群 と相 同性 が あ るrhlRが クロ ーニ ング され た(105)。 す な わ

ち、これ らはBacillus属 細 菌 に限 らずBS生 産 一 般 に共 通 の制 御 機 構 で あ る と予 想 され る。

また 、 サ ー フ ァ クチ ン生 産 性 のB.subtilisB-1は 、L固 体 培 地 とL液 体 培 地 の両方 で

サ ー フ ァ クチ ンを旺盛 に生 産 す るの に比 べ て、B.pumlusA-1は 、L液 体 培 地 で はサ ー

フ ァクチ ンを ほ とん ど生産 しな い特 徴 が あ った。今 回 、塩 基配 列 か ら予 想 されたComP'

(B.pumilus)ア ミノ酸 配 列 はCo皿P(Rsubtilis)に 比 べ てN末 端領 域106ア ミノ酸

残 基 が 欠失 して い た。ComP'(Co皿P)が 培 地栄 養 分(特 に窒 素 源 と思 わ れ る)の 枯 渇 をセ

ンシ ングす る機 能 を有 す る と推 定 されて い る こ とか ら考 え る、 と外 界 の シ グナル を高感 度

で認 識 す るた め には106ア ミノ酸部 分 に含 まれ る細 胞 外 露 出領 域(A)が 重 要 な役 割 を果

た して い る こ とが 予想 され る。 また 、comA'プ ロモ ー タ ーの 一35領 域 とオ ーバ ー ラ ップ
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す る形でcomP'の ター ミネ ーターが存在 した(図3-9)こ とか らcomA'の 転写 は

comP'の 転写 に依存 している ことが予想 され る。すなわち、通常 は 二次構造 のために

comA'の 一35領 域 は機能 しないが、comP'の 転写終結(RMポ リメラーゼがター ミネータ

ー部分 に達 する)と 同時 に二次構造 が解除 されて引 き続 きcomA'の 転写 が開始 する。 こ

の方法 によ りcomP'とcomA'の 皿RM転 写量比 は正確 に1:1に 保 たれているはずであ

る。comFタ ー ミネ ーターの直前 に存在 する短 い逆 向 き繰 り返 し配列(ス テムル ープ)の

意義 については現在 の ところ不 明であ る。大腸菌 の外膜 タンパ ク質であ るポー リン(106)

や光合成細菌 の光合成活性 中心 タンパ ク質(107)な ど、い くつかの例 を除いて膜 タ ンパ ク

質のX線 結 晶解析 などによる構造解析 の例 は少 ない。 膜 タ ンパ ク質 はその機能環境が疎

水性 と言 う点 にお いて石油分解酵素 とも相通 じるところがあ り、序論で もふれたように こ

れ らの研究 は遅れてい る。遺伝子組換 え技術 を使 ったComPと(めmP'の 機能解析 に関す

る研究 と共 にComP'とCo皿Pの 活性構造(細 胞膜 内での構造)が 決定 されればシグナル伝

達 に関す る研究分野 で最 も遅れて いる第一段 階(セ ンサータンパ ク質細胞外露 出領域 のシ

グナルセ ンシ ング機構)の 解明 につなが るもの と期待 される。

第5節 要約

1.バ イオ サ ー フ ァク タ ン ト生 産 に関 す る遺伝 子 を ク ローニ ングす る 目的 で、B.pumilus

A-1お よ び、Arthrobactersp.HS38の 形 質 転換 系 を構 築 した 。 そ の結 果 、A-1株 で は

1×103transfornants/μgDNA、HIS38株 で は3×105transformants/μgDM程 度 の効

率 で あ った 。一 方 、B.subtilisB-1は コ ン ピテ ン トセ ル法 お よ びエ レク トロポ レー シ ョ

ン法 い ずれ で も形 質転 換 され な か った 。

2.サ ー フ ァクチ ン非 生 産株 をB.pumilusA-1か ら突然 変 異 処理 によ り数 株取 得 した後 、

サ ー フ ァクチ ン生 産 に関与 す る遺 伝 子 を シ ョッ トガ ン法 によ りセ ル フ ク ローニ ング した。

そ の結 果 、宿 主 の サ ー フ ァクチ ン非 生 産性 を 回復 させ る と同時 に、単 独 でB.subtilis

短Il13に サ ー フ ァ クチ ン生産 性 を付 与 す る遺 伝 子psf-1(productionofsurfactin)が
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取得 された。

3.psfヨ の塩 基配 列 を決 定 した と ころ、233ア ミノ酸 か らな るORF(PSF-1)が 確 認 さ

れ た。 ホモ ロ ジー検 索 の結 果 、Rbrevis由 来 グ ラ ミシ ジ ンS合 成 遺 伝 子 群 の上 流 に存

在 す る機能 不 明 のORFXお よ びB.subtilisで ク ロ ー ン化 され た サ ー フ ァクチ ン生 産 遺

伝子 産物SFPとPSF-1は それ ぞ れ33%、45%あ 相 同性 を示 した。

4.psf-1保 持 株 と非 保 持 株 の細 胞 内 タ ンパ ク質 をSDS-PAGEで 解析 した と ころ、前 者 に

お いて のみpsf-1遺 伝 子 産 物(PSF-1)の 推 定 分 子 量(26.5kDa)と ほ ぼ同 じ位 置(25

kDa)に タ ンパ ク質 バ ン ドが確 認 され た 。 このバ ン ドは細 胞膜 画分 で も確 認 され た こ とか

ら、PSF-1は ゆ る く膜 に結 合 して い る こ とが示 唆 され た 。

5.先 の シ ョッ トガ ン ク ローニ ングで、 サ ー フ ァクチ ン生産 に 関与 す る も うひ とつ の遺伝

子Hind盈lkb断 片 が取 得 され た 。 その塩 基 配 列 を決 定 した と ころ、B.subtilis由 来

co皿Aと67.7%の 相 同性 を有 す るORFが 含 ま れ て い た。 ア ミノ酸 レベ ル で も71.5%の 相

同性 が あ り リン酸 化部 位 近 傍 も保 存 され て い たた め この遺伝 子 をcomA'と 命 名 した 。 さ

らに 、 この遺 伝 子 上流 にORFのC末 端 と思 わ れ る配 列 が確 認 され た た め ク ロ ーニ ング し

て塩 基 配 列 を決 定 した と ころ 、B.subitilis由 来(め 皿Pと ア ミノ酸 レベ ル で72%の 相

同性 を有 す るORF((めmP')が 確 認 された 。 しか しな が ら、(めmPと 比 べ てN末 端 の膜 貫 通

領 域 内 の膜 外第 一 露 出部 分 が欠 失 して お り、Rpu皿ilusA-1とB.subtilisB-1の サ ー

フ ァクチ ン生産 様 式 の相違 か ら この領 域 が培 地 の栄 養 分(お そ ら く窒 素 源)枯 渇 シ グナ ル を

敏感 に検 出 す るた め に重要 で あ る こ とが予 想 され た。
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第4章 嫌気的石油分解細菌の分離

第1節 緒言

序論 で も述べた通 り、石油(炭 化水素)分 解細菌 のほ とん どは好気性菌であ り、分子状酸

素を電子受容体 と して利用 する。本章 で 目的 とす るのは無酸素(嫌 気 的)条 件下 にお いて脂

肪族炭化水素 を分解 す る細菌 の分離 である。脂肪族炭化水素 の中で もn一アルカ ン資化菌 の

報告例 が これまでで最 も多 く、isO一アルカ ンは側鎖 が長 くなるほど資化 され にくい。現在

まで に細菌 によ り利用 された とい う報告 のある炭化水素 の鎖長 はClか らC34ま でにわ

たるが、その中で も特 によ く資化 され るのはClOか らCl6ま での中鎖 のrパ ラフィ ンで

ある(下 図参 照,13)。 そ こで、本章 では細菌 によ り最 も分解 され易 い飽和脂肪族炭化水素

のひ とつであるn一テ トラデカ ンをモデル基質 として用 いた。
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第2節 実験材料および方法

培 地

基 本 無 機培 地(B廻)と して以 下 の培 地 を使 用 した 。嫌 気培 養 の 際 に は以 下 の混 合 ガス を

通 気 して培養 を行 った。n一テ トラ デ カ ン(n-TD)分 解 経 路 を調 べ るた め に使 用 す る菌 体 に

は 、n-TDを1%添 加 して培 養 した。B"+1%n-TD培 地 に さ らに原 油(相 良油)を 添加 す る と

増 殖 が良 くな る こ とか ら、必 要 に応 じて0.2μmフ ィル タ ー にて 除菌 した原 油 を50ppm

の濃 度 で添加 して使 用 した 。 ま た 固形培 地 と して使 用 す る際 には アガ ロー ス1600(和 光

純 薬)を1.5%添 加 した 。

基 本 無 機培 地(Bの(g/1)混 合 ガス(%)

(NH4)2SO45.ON290

慧gC12.6H200.5H25

KH2PO41.OCO25

pH7.OwithNaOH

嫌気条件下における脂肪族炭化水素分解細菌の分離

先 ず、一次ス クリーニ ング として嫌気的 に原 油を資化 する細菌 を分離 した。培地 は炭素

源 を全 く含 まない上記の無機塩培地(BH)を 用 いた。固形培地 の表面 に原油を30μ1塗

布 した ものを主 に使用 し、 これをオイルプ レー トと した。オイルプ レー トはあらか じめ嫌

気チ ャンバ ー(内 部 は嫌気性3種 混合 ガスCO2:H2:N2=5:5:90で 満 た され、Pd-Al触 媒

を使 って常時02をH20と して トラップで きるよ うに設計 してある;EAM40TABAI製)

に一晩放置 した ものを使用 した。油 田土壌 を無菌水 に懸濁 した後 、嫌気 チ ャンバ ー内にて

オ イル プ レー ト上 にO.1ml程 度 ずつ塗布 して28℃ あ るいは37℃ で2週 間培養 した。次

いで、原 油の代 りにn-TDを 唯一炭素源 と して同様 の培養 を行 い、脂肪族炭化水素分解菌

(HD-1株)を 得 た。

通気撹拝槽 によ る液体培養

炭化水素資化 を確認す るために、分離 され たHD-1株 を1%n一 テ トラデカ ン(以 後、
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n-TD)(純 度99.8%以 上)あ るいは0.1%ト ルエ ン(純 度99.9%以 上)を 加 えたBHに て

培養 した。n-TDは 蒸気殺菌、 トルエ ンは濾過 除菌 して用 いた。 トルエ ンは揮発性 のため、

0.1%ず つ24時 間 ごとに添加 した。完全培地 と して、L培 も必要 に応 じて用 いた。培養

装置 は直径60mm高 さ300mmの 平底大型試験管 を利用 した通気撹拝槽 を設計 した(図

4-1)。 これに、嫌気性混合 ガスを供給 して常時陽圧 を保つ ことによ り酸素 の混入 を防

いだ。通気量 は1vvm程 度 で十分で あった。 また、配管 か らの酸素 の混入 を防 ぐために

ス テ ンレスパ イプを用 いた。

エ アフ ィル ター

嫌 気 牲 混 合 ガ ス

CO2:H2:N2=5:5:90(mo1%)

顎 .

最少無機塩培地(BMγ

(NH4)2SO4

MgCI2・6H20

.KH2PO4

Na2S・9H20

5.0朗

0.59乃

1.09乃

0.19刈

pH7.Owi【h2N-N"OH

ToIa1vo:ulnc500m1

マ グ ネ テ ィ ッ クス ター ラー

図4-1.HD-1株 の培養装置.

大量培養 はこの装置 を複数用 いて行 った。
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炭化水素培地での細胞増殖

顕微鏡観察の結果、n-TD油 滴上 で細胞数 が増加 していることが確認 されたが全細胞数

を計算 す ることは培養の不均一性 か ら困難 であ った。培養 に伴 う油滴 の乳化が激 しいため

に分光学 的方法 も利用 できなか った。そ こで、我々は細胞が嫌気 的に増殖 してお り、rTD

や トルエ ンを添加 した場合 にどれ くらい増殖 が促進 され るかを液体培養 を行 った後 の菌体

重量 を比較す ることによ り計測 する ことに した。15日 間の培養 の後、遠心分離 による集

菌後 、菌体を蒸留水で洗浄(10000xg,20min)し た。B璽+n-TD培 地で行 った培養の際に

は、ヘキサ ンによる洗浄 も行 った。ヘキサ ンによって細胞が破壊 されていないことは顕微

鏡 で確認 した。凍結乾燥 の後 、乾燥菌体重量 を測定 した。乾燥 菌体 か らクロロホルム/メ

タノール混合溶媒(108)に よ り抽 出 されて くる画分 を疎水性画分(LPF;膜 脂質、炭化水素

など)と した。乾燥菌体重量 か らLPFを 減 じた値 は親水性画分(HPF;タ ンパ ク質 、核酸、

炭水化物 など)と 考 え られ る。

その他 の炭化水素 の利用

い くつかの炭化水素 につ いて、BHに0.2%添 加 した場合(ト ルエ ンは0.1%)の 増殖 の

促進効 果を観察す ることによりその利用性 を調 べた。培養 はそれ ぞれ好気条件下 および嫌

気条件 下 にて37℃ で1週 間行 った。菌体 の増殖 は顕微鏡観察 によ り確認 した。

電子顕微鏡観察

細胞 をSOrensenbuffer(pH7.3)中 で1%グ ル タルアルデ ヒ ドによ り2時 間固定 し

た。その後、 さらに、オス ミウム酸 で固定 した後 、エタ ノールで脱水 した。

[透過 型電子顕微鏡観察]超 薄切片 を定法 に従 い酢酸 ウラニ ウム とクエ ン酸鉛 で染色 し

た後 、JEHl200EX透 過型電子顕微鏡(日 本 電子)に て観察 した。

[走査 型電子顕微鏡観察]臨 界点乾燥 の後 、標本 を 白金パ ラジウムを蒸着 してHitachi

S-570走 査型電子顕微鏡(日 立製作所)に よ り観察 した。

HD-1株 の 同 定

HD-1株 の 同 定 は 主 にBergey'danualofSyste皿aticBacteriology(109)に 従 っ て
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進 め た 。 ま た 、API20NEシ ス テ ム(APISystem,France)も 併 用 し た 。APIシ ス テ ム を 使 っ

て 得 ら れ たHD-1株 の 固 有 値(profilenu面er)はAPIidentificationprogra皿(シ ン テ ッ

ク 社)に よ り 検 索 し た 。

第3節 結果

4.3.1.嫌 気的石油分解細菌 の分離

初期 には多数 の コロニ ーがオイル プ レー ト上 に出現 したが、継続 的に同 じ培地 で植 え継

いだ ところそのほ とん どの ものは生育 しな くな った。再現性良 く生育 した3株 は形 態学

的に同 じであったため、 その うちの一株をHD-1株 と命名 した。培養 を続 けてい くうちに、

HD-1株 はオイルがな くて もBHプ レー トで生育 する ことが分 か った。同培地 において

CO,あ るいはH2を 含 まない嫌気 ガスで培養 を行 ったが、HD-1株 は全 く生育 しなか った

(図4-2)。HD-1株 の増殖 に光 の照射 は影響 なか った。 この ことか ら、HD-1株 はH2エ

ネルギ ーを利用 してCO2固 定 する ことによ り生育で きることが示 唆 された。 またその世

代 時間は約40時 間 と非常 に生育 が遅 かった。CO2は 重炭酸 イオ ンでは代替 できず、分子

状CO2が その生育 に必須 であ った。 また、培地 に原油 あるいはn-TDを 添加 した場合、

HD-1株 の増殖 は主 に油滴表面 でお こって いることが観察 された(図4-3)。HD-1株 は

L培 地 において好気条件下、嫌気条件下 の両方 で生育 す ることか ら、独立 栄養細菌ではな

く混合栄養細菌(Hixotrophs)に 属す ることが判 明 した。

4.3.2.HD-1株 の 電子 顕 微鏡 観 察

n4Dを 含 ま な いL培 地 で生育 したHD-1株 に お いてLPFは16-23%で あ り、 この値 は

大 腸 菌(7%)や 枯 草 菌(3.5-4%)に 比 べ て か な り高 か った 。大 腸 菌 は二重 膜 、枯草 菌 は

一 重 膜 構造 で あ る こ とか ら考 え る と、HD-1株 は 多重 膜構 造 を もつ か非 常 に分 厚 い膜 を有 す

る こ とが予 想 され た。 実 際 、顕 微 鏡 に よ り細 胞 を観 察 した と ころ、HD-1株 の細胞 膜 は厚 く

(0.02～0.08μm)、 波 打 った構 造 を有 して いた 。輪 切 りの細 胞 で は多重 膜 構 造 に も見 え る

(図4-4)。HD-1株 をBH+n-TD培 地 で培 養 した場 合 、L培 地 で の培養 に比 べ て さ らに
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図4-2.嫌 気 条件 下 にお け るHD-1株 の増 殖.

●;嫌 気 性3種 混 合 ガス(N2,CO2,N2)。 ▲;2種 混 合 ガス(N2,H2)に

NaHCO3をCO2の 代 わ りに供給 した場 合 。 ○,△;そ れ ぞれ 、2種 混合 ガ ス

(N2,H2)お よび(N2,CO2)。

難

図4-3.HD-1株 の顕 微鏡 観 察.

BM液 体 培 地 にn-TDを1%添 加 し、嫌 気条 件 下 で1週 間培 養 した 。
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膜 は大 き く波打 ち、細胞 内 には油 滴 と思 わ れ る電 子 密 度 の低 い部分 が 多数 確 認 され た(図

4-4b)。 細 胞 形 態 は桿 菌(rodshape)で あ り(図4-5)、 そ の大 き さは0.5×1.2～

1.5μmで あ っ た 。

図4-4.HD-1株 の透過型電子顕微鏡観察.

a,L培 地で1週 悶培養 した菌体の超薄 切片、,

b,図4男 と同 し培養か ら回収 した菌体 の超薄 切片。

図4-5.HD-1株 の走 査 型 電子 顕微 鏡 観 察.
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4.3.3.HD-1株 の 同定

本 菌 の生理 学 的 な特 徴 を調 べ た(表4-1)。Bergey'danualofSystematic

Bacteriologyに 従 って検索 を進 め た ところ 、Section4(Grarnegativeaerobicrods

andcocci)に 属 す る と判 断 され た。HD-1株 は通 性嫌 気性 で あ り、anaerobeで は な く、

aerobeの 項 に含 まれ た。運 動 性 を有 し ㏄ 含量 が67%と 高 い こ と、 グル コ ース な どの糖 類

を炭 素 源 と して利 用 しな い こ とな どか らPseudo皿onas属 細菌 の一 種 で あ る と予 想 され た。

エ タ ノール を炭 素 源 と して最 もよ く利 用 した。APIシ ス テム に お いて 、HD-1株 の 固有値 は

0200044で あ り、APIidentificationprogramに よ り検 索 した結 果 、Pseudomonas

mesophilicaが 最 も近 い種 と して抽 出 され た(表4-2)。 しか しな が ら、 その 同定 率

(id%)は76.3%で あ る こ とと、形 態 学 的特 徴 お よ び炭 化水 素 資 化 能 な ど はHD-1株 に特 有

で あ る と思 わ れ た た め、本 菌 をPseudomonasanaerooleophilastrainHD-1と 命 名 した

(110,111)。

1表4-1.HD-1株 の生理 学 的 な特徴 とGC含 量.

細胞形態

大 きさ

酸素要求性

グラム染色

運動性

胞子形成

メタン生成

カタラーゼ

オキ シダーゼ

リパーゼ;

Tween20分 解活性

Tween80分 解活性

トリブチ リン分解活性

ア ミラーゼ;

デ ンプ ン分解活性

Na要 求性

生育温度

30℃

37℃

48℃

GC含 量(モ ル%)

桿 菌(rods)

0.5x1.5μm

通 性 嫌 気 性

陰性

あ り

な し

な し

あ り

あ り

あ り

な し

あ り

な し

な し

十

十

67

一76一



表4-2.APIシ ス テム に よ るHD-1株 の 同定.

候補 同定確率(%)

Pseudomonasmesophilica

Moraxellaphenylpyruvica

Oligellaureolytica

CDC .gr.四C-2

Bordetellabronchiseptica

76.3

9.3

8.5

2.2

1.1

同定確率が100%の 場合 同一種 と判定 される。

4.3.4.n-TD及 び トルエ ンの資化

HD-1株 は嫌気 的に生育 し、その増殖 は原油以外 にい くつかの純粋 な炭化水素(n一 デカ ン、

n一ドデカ ン、n一テ トラデ カ ン、n一ヘ キサデカ ン、シ クロヘキサ ンなど)に よ り促進 された

(表4-3)。 パ ラフィン類以外 に も トルエ ンやベ ンゼ ンなどの芳香族炭化水素 によって

もその生育は促進 された。 そこで炭化水素 の増殖 に及 ぼす効果 を定量 的 に評価 し、単 なる

取 り込 みだ けではな く細胞構築成分 と して資化 していることを液体培養 によ り確認 した。

表4-3.HD-1株 が利 用 す る炭 化 水素 .

炭化水素 好気条件下 嫌気条件下
n一デ カ ン

n一 ドデ カ ン

n一テ トラ デ カ ン

n一ヘ キ サ デ カ ン

ベ ンゼ ン

トル エ ン

シ ク ロヘ キ サ ン

ジメ チル シ ク ロヘ キ サ ン

メ チル シ ク ロヘ キ サ ン

原 油

十

十

十

十

十

十 ・

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十
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す なわ ち、炭 化水 素 は典 型 的 な疎 水 性物 質 で あ り菌体 内 に取 り込 まれ た場 合 には培 養 液 か

ら回収 され る菌 体 重量 当 た りの疎水 性 画分(LPF%)の みが 増加 し、 さ らに取 り込 ま れたn

-TDや トル エ ンをHD-1株 が嫌 気 的 に資 化 した場 合 に は培 養 液 当 た りの親 水 性 画分(HPF)

が増 加 す る(細 胞数 が増 加 す る)は ず で あ る。

培 養 は200mlのBHに1%n-TDあ る いは0.1%ト ル エ ンを添加 した場 合 と しな い場

合 で比 較 した(表4-4)。 測 定 の結 果 、LPF%は それ ほ ど変 わ らな か った(42～54%)が 、

それ ぞ れ の培 養 に お け るHPFは 、15(n-TD添 加)、10(ト ル エ ン添 加)、4.3(B廻 の み)で

あ り、炭 化水 素 を添 加 した場 合 の方 が その値 は大 きか った。前2者 にお け るHPFの 増分

(15-4.3、10-4.3皿g/1)が そ れ ぞれn-TDお よび トル エ ンに 由来 す る量 で あ り、 この結 果

か らHD-1株 は嫌気 条 件 下 に お いて確 か に石油 成 分(n-TD,ト ル エ ン)を 分解 利 用 して い

る ことが証 明 され た。

表4-4.HD-1株 に よ るn-TDお よ び トル エ ンの資 化(嫌 気 条 件 下).

培地 BM B凹 十n-TDBM十toluene

乾 燥 菌 体重 量(mg/1)

LPF(mg/1)

HPF(皿9/1)

LPF/乾 燥菌 体 重 量(%)

7.5

3.2

4.3

42

30

15

15

50

22

12

10

54

LPF;疎 水 性 画 分 。HPF;親 水 性 画 分 。植 菌 量 は0.2mg/1で37℃2週 間培 養 した。

4.3。5.HD-1株 の バ イ オ サ ー フ ァ ク タ ン ト生 産 性

第1章 で も述べた通 り、石油を資化 する細菌 の多 くは細胞外 にバ イオサ ーファクタン

トを分泌す る。 これは疎水 性物質(炭 化水素類)の 細胞 内取 り込 みを促進 させ るために非

常 に効果がある。HD-1株 にお いて もオ イル プ レー ト上 でコロニ ーが小 さいに も拘わ らずか

な り大 きなハ ロー(油 膜排 除円)を 形成 す ることか ら、活性の高 いバ イオ サーフ ァクタ ン

トを生産 していることが示唆 された(図4-6)。
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図4-6.HD-1株 のBS生 産 性.

第4節 考察

本章 において油 田か ら分離 されたPseudomonas皇naerooleophilaHD-iは 好気的に も嫌

気的 に も炭化水素 を分解 す る特徴 を有 する。 これ までに、嫌気条件下で炭化水素 を分解 す

る菌 は芳香族炭化水素(こ れ も側 鎖 一CH3[ト ルエ ン]や 一〇H[フ ェノール]が その分解

に必須 であ り、ベ ンゼ ンを嫌気的 に分解 した とい う報告 はいまだない)を 中心 にい くっか

報告 されているが、それが好気条件下で も分解 した と言 う報告 はない(そ の逆 もない)。

これは本 菌の代謝経路が既知の もの と異 なってい る可能 匪があ り、非常 に興味が持 たれる

点で ある。特 に、細菌 によ る飽和脂肪族炭化水素 の嫌気的分解 に関 して は報告が極 めて少

な く、信頼性 の高 いものはいまのところ一例、硫酸還元菌(Hexl株)だ けであ り、3年 前

に ドイツのグループにより報告 された(33)。Hexl株 は絶対嫌気性細菌 であ り、酸素 に対 す

る耐性 が低 く取 り扱 い及 び実用面 で問題 が多 い と思われ る(そ の後 の報 告 はまだ発表 され

ていない)。 また、本菌 は生育が遅 いものの嫌気 条件下 においてベ ンゼ ンによって もその

増殖 が促進 され ることが確認 されている。

序論 で も触れ たように、極度 に還元 された物質 であ る炭化水素 を生物 が資化利用す るた
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めには強力 な酸化剤 が必要であ る。分子状酸素 は高 い酸化還元電位 を有 す る(E。'=0.82V)

ため に、炭化水素 は多 くの場合好気的 に分解 され る。HD-1株 が何 を電子受容体 と して利用

して いるかにつ いては現 在の ところ不明であ り、 その解 明が今後 の重要課題 のひとつであ

る。Hexl株 は硫酸還元菌で あり、硫酸 イオ ン(SO42つ の酸化力 を利用 して いる。 この場

合 には硫化物(H2Sな ど)の 生成 を伴 う。HD-1株 の培地組成 中に も硫酸 ア ンモニ ウムが含

まれてお り、 これを電子受容体 として いることが考 え られたが、培養終 了時の硫化物 を定

量 した ところ(ll2)、 わずか3・4μ 蟹 しか検 出され なか った。採用 してい る培養方法が

通気撹拝槽形式を用 いて いるために、発生 した硫化物 が大気 中に放 出 された可能性 もあ る

が硫化物 の高 い水溶性(258ml/100gwater,20℃1atm)を 考慮 に入 れ ると電子受容体

として硫酸 イオ ンだけでは説 明がっか ない。HD-1株 が炭化水素 の存在 しな い培地 にお いて

も、CO2とH2を 使 って独立栄養 的に生育 す ることが既 に確認 されて いる。以上の状況 か

ら、HD-1株 はCO2を 電子受容体 として主 に利用 して いることが推測 される。

第5節 要約

油 田土壌か ら、グラム陰性混合栄養細菌Pseudo皿onas属HD-1株 を分離 した。HD-1株

は通性嫌気性菌 であ り、H2存 在下 においてCO2を 唯一炭素源 と して生育可能であ った。

嫌気 条件下 にお ける生育 は脂肪族炭化水素 あ るいは芳香族炭化水素 の添加 によ り促進 され

た。炭化水素類(n一 テ トラデ カンや トルエ ン、疎水性物質)を 含 む培地 で増殖 した細胞 に

おいて親水性画分が増加 して いた ことか ら、HD-1株 が脂肪族 お よび芳香族炭化水素 を嫌

気的 に分解利用す ることが示唆 された。嫌気条件下 、皿一テ トラデカ ン培地 で生育 した細胞

内には乾燥菌体重量あた り40～50%に およぶ油滴 の取 り込 みが観察 された。電子顕微鏡

観察 の結果か らは培地 中に炭化水素 があ って もな くて も、HD-1株 の細胞表層 は高度 に波

打 ってお り、多重膜構造 を有 していることが観察 された。
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第5章HD-1株 によ る嫌気 的石油代謝経路 の解析

およ びCO2か らの石油生産

第1節 緒言

第4章 において、油 田より分離 したPseudo皿onasanaerooleophilaHD-1が 嫌気条件下

において、脂肪族 およ び芳香族炭化水素 を資化す ることを証明 した。そ こで次 の疑問は ど

のよ うな経路 でHD-1株 が炭化水素 を代謝す るのか とい うことである。本章 においては、

この点 にっいて研究 を進 めた。す なわち、典型 的な脂肪族炭化水素 であるn一 テ トラデカ

ン(n-TD)をHD-1株 に無酸素条件下 にて代謝 させ た場 合に極少量 蓄積 される代謝 中間体

を検 出および分離 し、その構造 を決定 した。 これ までに も、酵母(Candidarugosa)や

Pseudomonasaeruginosaを 使 って、脂肪族炭化水素の末端部分 が不飽和化 され ることを

赤外分光法(IR)に よ り示唆 した報告 はい くっかあ る(113,114)が 、産物 を分離 してその

構造 を直接決定 した例 はない。

一方 、本菌 はH2存 在下 にお いてCO2を 単一炭素源 として独立栄養体 として も生育で

きる。本菌が油 田よ り分離 された ことと、菌体 当た りの疎水性物質含量(LPF)が 大腸菌

や枯草菌 の数倍以上 におよぶ ことか らCO2か ら炭化水素類 を合成 しエネル ギー源 および

炭素源 として備蓄 している可能性 も示唆 された。そ こで、LPFに 含 まれ る成分 につ いて も

本章 で さらに詳 しく解析 した。

第2節 実験材料及び方法

彊

Pseudo皿onasanaerooleophilaHD-1(110)

n-TD分 解 反 応

HD-1株 をB廻+n-TD培 地 で 培 養 後 、 集 菌 し50mHpH7.ONa-phosphatebufferで 洗 浄
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して凍結乾燥 した。ネ ジロ試験管 で乾燥菌体重量0.2gあ た り2.5mlの 同bufferに

懸濁 し、混合 ガスで置換後n-TD40μ1を 添加 して密栓 した。37℃で振 とうして一定 時間

後 、四塩化炭素4皿1を 加 えよ く振 り混ぜ る ことに より反応 を停止 した。3,000rpmで

10分 間遠心分離す ることで四塩化炭素層(下 層)に 炭化水素が抽 出 された。

n-TD代 謝 中 間体 の取 得

反 応 は一 つ の反 応 系 に対 し約IOO皿gの 乾燥 菌体 を用 いて行 った。 反 応 時 間 は15分 、

30分 、60分(以 下R-15、R-30、R-60)で 行 い、 時 間経 過 に伴 った代 謝 中 間体 の生 成 を

調 べ た 。

塩化 ヨウ素誘導 体の調製(ll5)

炭化水素 が溶解 している四塩化炭素溶液lmlに 対 し2.5皿lWijs液 を添加 す る。1

時間常温、暗所 に置 き、時々振 り混ぜ る。 この操作 で塩化 ヨウ素誘導体 がで きるが、後 で

行 う分析 のことを考慮 し反応溶液を減圧乾燥 させ る。完全 にヨウ素 の褐色が消失 するまで

減圧乾燥 させた後、1mlの 四塩化炭素 に再溶解す る。

Wijs液;三 塩化 ヨウ素7.9gと ヨウ素8.9gを 氷酢酸 に温 めなが ら別 々に溶かす。

冷却後 混合 して氷酢酸で14に す る。調製後 は冷蔵庫で保存 し、必要 なときに湯浴 中で

溶か して使用す る。

※:遠 心式濃縮機 を酢酸 により痛 める可能性 があるので、 ロータ リーエバ ボ レーターの

使用が望 ま しい。

トリメチ ル シ リロキ シ(OT廻S)誘 導体 の調 製(ll6)

誘導体 の調製 は下 図に示 したよ うに、不飽和結合 のオス ミウム酸 によ る酸化 と生成 した

水酸基 の トリメチルシ リル化 の2っ のステ ップで行 われる。

ス テ ップ1:オ ス ミウム酸 に よ る酸 化

不 飽 和 炭化 水 素lmgに 対 しピ リジ ンージオ キサ ン(1:8)0.2mlを 加 え溶 解 す る。2mg

のオ ス ミウ ム酸(OsO4)を ジオ キ サ ンの2%溶 液 に して(2伽g/mlを100μ1)添 加 し、室温
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で約2時 間放置す る。16%Na2SO3水 溶液 とメタ ノールを17:5で 混合 し、 この混合溶液

を6ml加 え、 ときどき振 り混ぜなが ら約1.5時 間さ らに放置す る。遠心後、上清 を回収

し凍結乾燥を行 う。凍結乾燥 して残 った白い残渣 を適量 のエチルエ ーテルで三 回抽 出 し、

無水Na2SO4を 適量加 えて一 晩かけて脱水 を行 う。遠心 してNa2SO4を 除いた後減圧乾燥

してステ ップ皿に移 る。 なお凍結乾燥後 は溶液 中に有毒 な ピリジ ンや酸化力の強 いオス ミ

ウム酸 が含 まれ ることか ら、凍結乾燥器の洗浄 やポ ンプのオ イル交換等 を行 う必要 がある。

ス テ ッ プ 皿:OTHS誘 導 体 へ の変換

ピ リジ ンーヘ キサ メチ ル ジ シラザ ンートリメチ ル ク ロロ シラ ン(10:2:1)に 溶解 し、5分

間放 置 す る。減 圧 乾 燥 後 、 ク ロ ロホル ム に再 溶 解 す る。

ス テ ップ1

CH3一(CH2)n-CH=CH一(CH2)m-CH3

↓OsO4

CH3一(CH2)n-CH-CH一(CH2)m-CH3

00

v
Os

ハ
00

↓Na2SO3

CH3一(CH2)n-CH-CH一(CH2)m-CH3

11

0HOH

ス テ ップH

↓TUCS

CH3一(CH2)n-CH-CH一(CH2)m-CH3

11

00

11

T題ST雌S
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COa 一を単一炭素源 と して生育 したHDヨ 株 か らの疎水 性画分 の調 製

培養 はB置 と 嫌気性混合 ガス を用 いて行 った。培養液か ら遠心分離(10000xg,20min)

によ り菌体を回収 した。蒸留水で遠心洗浄後、 クロロホルム抽 出(炭 化水素分析)あ る

いはクロロホル ム/メ タ ノール抽 出(脂 肪酸分析)を 行 った。 クロロホル ム抽 出によるサ

ンプル調製 は培養 の異 なるロッ トにつ いて二 回行 なった(Runl,Run2)。

ク ロロホル ムで抽 出

畢
溶媒留去

畢
疎水性画分

(炭化水素画分)

旦
GC,GC-MS

(Runl,Run2)

ク ロ ロ ホ ル ム/メ タ ノ ー ル(2/1v/v)で 抽 出

↓
溶媒留去

疎水性画分

アルカリ加水分解

エ ーテル層一
溶媒留去

不鹸化物

エー テル抽 出

エ ーテル 抽 出(pH1)

溶媒留去

↓

寺

↓水層

↓エー縄

寺

全脂肪酸

脂肪酸 メチルエスzル の調製

クロロホルム/メ タノール混合溶媒 により抽 出 され た画分 につ いて、定法 に従 い鹸化分

解 お よび不鹸化物 をエ ーテル抽 出によ り除去 した後 、 メタノール塩酸 にてメチルエステル

化 した。
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炭 化 水 素 の分 析

炭 化 水 素 お よび そ の誘導 体 の分 析 は、GCお よ びGC引Sに よ り分析 した。

ガ ス ク ロマ トグ ラフ(GC)

島津 製 作 所製 ガ ス ク ロマ トグ ラ フGC-14Aを 用 い、 キ ャピラ リー カ ラム に よ り分 析 を行 っ

た。 キ ャ リア ー ガス に はヘ リウ ムを用 い40ml/皿inの 流 量 で測 定 した。 また検 出器 は

Flameionizationdetector(FID)を 用 い て行 った 。各 試料 物 質 に あわ せ た分 析 条件 を下

に示 す 。

・脂 肪 族 炭 化水 素

カ ラ ム:島 津 製作 所製HiCap-CBPI無 極 性 メチ ル シ リコ ン

HiCap-CBP20強 極 性 ポ リエ チ レング リコール

分 析 条件1

1njector,Detector温 度250℃

カ ラム温 度110℃

分 析 条 件2

1njector,Detector温 度250℃

カ ラ ム温度80～110℃

昇 温 速度2℃/皿in(80℃lmin保 持)

分 析 条件3

1njector,Detector温 度250℃

カ ラム温 度80～250℃

昇 温速 度10℃/min(80℃hin保 持)

・塩 化 ヨ ウ素 誘 導体

カ ラ ム:HiCap-CBP1

分 析 条件

Injector,Detector温 度250℃
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カ ラ ム 温 度80～lIO～230℃

昇 温 速 度2℃/min(80℃ ～110℃)8℃/皿in(110～230℃)

(80℃1min,110℃5min,230℃10min保 持)

・ ト リ メ チ ル シ リ ロ キ シ 誘 導 体

カ ラ ム:HiCap-CBPl

分 析 条 件

Injector,Detector温 度250℃

カ ラ ム 温 度100～250℃

昇 温 速 度5℃/min(100℃hin保 持)

ガスクロマ トグラフ質量分析法(GC一 聡2

GCに よ り分離 された ピークにつ いてその質量分析 を行 った。塩化 ヨウ素誘導体 をEI

法 で分析 した際 には、大阪大学工学部 プロセス工学科柳 田研究室 のGCIS-QP2000A(島 津

製作所製)に て分析 を行 った。またそれ以外 の場合(特 に、高 い検 出感度 を必要 とす る場

合)に は、大 阪大学工学部分析 セ ンターJHSのX303(日 本電子製)も 併用 した。各分析試

料 の分析条件 は上 に示 したGC条 件 と同 じである。

フー リエ変換赤外分光法(FT-IR)

大 阪大学工学部分析 セ ンターに分析 を依頼 し、四塩化炭素を溶媒 とし1.OmmKBr

セル による溶液法 で行 った。

プロ トン核磁気共 鳴法(lH-N短R)

大阪大学工学部分析セ ンターに分析を依頼 し、内部標準 としてテ トラメチル シランを添

加 したCDC13を 溶媒 と して用 い400盤Hzの 周波数 で走査 した。

第3節 結果
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5.3.L嫌 気条件下 における石油分解 中間体 の検 出な らびにその構造 決定

5.3.1.1.フ ー リエ変 換赤 外分 光 装 置(FT-IR)に よ る分 析

塁

霧
毒

§
距

糞

箋謹

董
団

HD-1株 とn-TDを 適 当 時 間接 触 させ た後 の各 四塩 化 炭 素 抽 出液 を用 い て分 析 を行 った。

そ の結 果 を 図5-1に 示 した。脂 肪 族 炭 化 水素 鎖 中 に不飽 和 結 合 が存 在 す る と910c皿 『1,

990c皿1,1,645cm且,1,825c皿1に 特徴 的 な吸収 が検 出 され る(ll7)。 反応 抽 出液 の場

合 に は 図5-1(a),(b),(c)に 示 した よ うに い ずれ にお い て も1,000cmiに 特徴 的 な吸

収 が検 出 され た 。 この 吸収 は アル ケ ンに特 異 的 な位 置990cm-1に 近 か ったが 、 その他 の

吸収 は検 出 で きなか った 。 ま た、 コ ン トロールA(図5-1(d))に は これ らの吸収 は検 出

され なか った。 以上 の こ とか ら、 菌体 の作 用 に よ りn-TDは 何 らか の構 造 変 化 を起 こ して

い る ことが示 唆 され た 。
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図5-1.各 反 応 時 間後 にお け る四塩 化炭 素 抽 出物 のFT-IR.

a;15分 後 の試 料(R45)。b;30分 後 の試 料(R-30)。c;60分 後 の試 料(R-60)。

d,反 応 の対照 実験 と して菌体 を加 えず に リン酸緩衝 液 中でn-TDを60分 間処理 し

た もの(コ ン トロールA)。
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5.3。1.2.反 応 抽 出液 の 亙 ろ ク 旦マ トグ ラ フ法(GC)に よ る分 析

FT-IRで 反応抽 出液中 にn-TD以 外の成分が存在 す ることが示 唆 されたのでガスクロマ

トグラフィーで検 出す ることを試み た。不飽和結合 が導入 されてい る可能性が高 か ったの

でn-TDと1一 テ トラデセ ンの標準 品を用 いて これ らの分離条件 を調べた。その結果 、

HiCap-CBP1カ ラムで分析条件2の 場合 に保持時 間で最大1分 の差が生 じた。 この分析

条件 で反応抽 出液 につ いて分析 を行 ったが、基質 である 臣TD以 外の特徴 的な ピークを検

出す る ことはできなか った。 しか し、反応抽 出液 中に含 まれ る不飽和炭化水素 はその量 が

極 めて少 ないか保持 時間がn-TDと 接近 してい るために検 出で きなか ったとい う可能性 が

ある。 そ こで ガス クロマ トグラフ上での検 出を容易 にす るために誘導化反応を行 うこと

に した。まず、不飽和結合 に特異的 に反応 して分子量 と極性 の増加 が期待 される塩化 ヨウ

素(ICI)誘 導体 を調製 す ることに した。

5.3.1.3.塩 化 ヨウ素 誘 導 体 の調製 お よ びGCに よ る分 析

誘導体 の調製後 に行 う各分析 の条件決定 のために、1一テ トラデセ ン及 び トランスー7一テ

トラデセ ンの標準品を誘導体化 した(図5-2(a,b))。 また、誘導化剤 が飽和炭化水素

と全 く反応 しない ことを確認す るため、n-TD標 準品の誘導体化処理 も行 った(図5-2

(c))。 また、脂肪酸 など菌体由来 の もの と区別 するため菌体 のみの抽 出液 を誘導体化 し、

これをコン トロールBと した(図5-2(d))。 ㏄ 分析 の際 には内部標準物質 と して

n-TDを 試料 中に添加 して保持時間の補正 を行 った。 これ らの結果 か ら1一 テ トラデセ ンの

場合、誘導体 にす ることによって約13.6分 、 トラ ンスー7一テ トラデセ ンの場合約14」

分 の保持時間の遅れを生 じた。 またn一 テ トラデカ ンと比較す るとそれぞれ約13.1分 と

ll.9分 の遅れであ った。一方,、 誘導体化処理 す ることによる飽和炭化水素への影響 もな

いことも確認 された(c)。 次 に反応産物誘導体の分析 を同 じ条件 で行 った。 その結果R-

30の 抽 出液 の場合 に基質 のn-TD以 外 の ピークがい くつか検 出 された(図5-2(f))。

また、 ここには示 さないが他 の抽 出液(R-15,R-60)の 場合 には、R-30と 同 じ位置 に ピ

ー クを検 出 したが その強度 は弱か った(㏄ ピーク面積値 でR-30の5.7%以 下)。 さらにn

-TDお よび 菌体を誘導体化 した もの(c ,d)に はこれ らの ピークが存在 しないことか ら、

HD-1株 のn-TD代 謝 に由来 す る不飽和化合物 が抽 出液 中 に存在 し、反応後30分 でその生
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成量 が最大 とな ることが判 った。 よって以後 の実験 では反応時間30分 の抽出液R-30を

用 い る ことに した。

ruo

ZZ.31分

35.42分

;よ 三'三 二 三 三 三 三 こ
`}

n一 了D

22.29分
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図5-2.塩 化 ヨ ウ素(ICI)誘 導 体 のGCに よ る分 析.

a;1テ トラ デ セ ンICl誘 導 体 、,b;ト ラ ンス7テ トラ デ セ ンICl誘 導 体 。c;n… テ ト

ラ デ カ ンICl誘 導 体 。d;HD一 一1菌体 をICl誘 導 体 化 した も の(コ ン トロ ールB)。

e;R…301Cl誘 導 体 。
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5.3.1.4.塩 化 ヨゥ素 誘導 体 の ガス ク ロマ トグ ラ フ質 量 分析 法(GC一 短S)に よ る分 析

GCに より検 出されたR-30サ ンプルの四塩化炭素抽 出液 の ピークについて、電子衝撃

イオ ン化法(EI)お よび 化学 イオ ン化法(CI)に よ り質量分析 を行 った。まず1一 テ トラ

デセ ン及 び トランスー7一テ トラデセ ンの標準品の誘導体 とn-TD標 準品を用 いて分析 を行 っ

た。

[田 法 による分析]

二 つの標準品の誘導体 の分析結果(図5-3(a,b))か ら、塩化 ヨウ素 誘導体 はEI法

による分析 に対 して非常 に不安定 で、分子 イオ ンピークの検 出が難 しい ことが分 か った。

しか し、 これ らの フラグメ ン トピークをn-TDを 処理 した場合 図5-3(c)の もの と比

較す ると、 フラグメン トピークはそれぞれ2ず つ小 さくなることがわか った。 これは付

加 したハ ロゲ ンが熱 電子線 により脱離す ることに起因す ると考 え られ、結果 として飽和炭

化水素 よ り水素原子二 つ分少 ないフラグメン トが出現す ることになった もの と思 われ る。

これ らの分析結果を参考 に してR-30の 誘導体 を解析 した(図5-3(d,e))。 標準 品の

場合 と同様 に分子 イオ ンピークが存在 しなか ったが、上 で述 べたフラグメ ン トイオ ンの特

徴 か らGCの チ ャー ト 図5-2(e)に お けるピーク1お よびピーク2は 不飽和炭化水

素 の誘導体であ ることが示 唆 され た。

[CI法 によ る分析]

分析 セ ンターのGC一 闘Sに よ り分析 を行 った。条件 はEI法 と同様 である。標準品の誘

導体の分析結果か ら、炭化水素 一塩化 ヨウ素誘導体がGC分 析時 に加 わ る熱 に対 して不安

定で あることが分 か った。 また 一1あ るいは 一Clの いずれか一方 が脱離 したフラグメ ン

トがか なりの強度 で検 出 され ることがわか った。図5-4に はR-30の 誘導体 の分析結果

を示 した。 トータルイオ ンクロマ トグラム(TIC)の ピー ク1お よび ピーク2は 図5-

2(e)のGCの ピークと対応 している。 この二つ の ピークのマススペ ク トルを解析 す る

と、分子 イオ ンピークはやは り検 出 されなか ったが、275と241の マス ピークにハ ロゲ

ン存在 を示す特徴 が見出 された。す なわ ち、275に は塩素 の存在 を示 す+2の 同位体 ピー

クを伴 ってお り、 さらにそこか ら塩素が脱離 した ピークが241と 考え られた。 しか しこ

れ らのフラグメ ン トピークか らの情報では構造決定 は困難 であ った。
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図5-3.IC1誘 導 体 のGC…HS(EI)に よ る 分 析.

a;1… テ ト ラ デ セ ンICl誘 導 体 。b;ト ラ ン ス ー7一テ ト ラ デ セ ンICI誘 導 体 。c;n一 テ ト

ラ デ カ ンICI誘 導 体 、,d;R.301CI誘 導 体(ピ ー ク1)。e;R・ ・301C1誘 導 体(ピ ー ク2)。
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図5-4.R-301Cl誘 導 体 のGC.一 擁S(CI)に よ る分 析.

⊥ 段 は トー タ ル イ オ ン ク ロマ トグ ラ ム(TIC)、 下 段 は各 ピ ー ク の マ ス ス ペ ク トル 。

5.3.1.5.プ ロ トン核 磁 気墓 鳴法([H-NHR)に よ る塩 化 ヨウ素 誘 導 体 の分 析

R-30塩 化 ヨウ素誘 導 体 の分析 結 果 を示 した の が(図5-5)で あ る。 各 々 の ピー クの

化学 シ フ ト(ll7)か ら 一1の メ チ レン プ ロ トン(3.1～3.2ppm)と 一1の メチ ンプ ロ トン

(4.2～4.3ppm)お よ び 一C1の メ チ レ ンプ ロ トン(3.4～3.5ppm)が 存 在 した 。一1お よ び

一Clの メ チ レンプ ロ トンの存 在 か ら1位 に不 飽和 結 合 が存 在 す る こ とが予 想 され た 。 ま

た5pp皿 付 近 に もピー クが存 在 して い る こ とか ら、一1及 び 一Clが 付加 した炭 素 は隣合

う もの で あ る こと もわ か った 。以 上 の ことか らR-30の 抽 出液 中 に1位 に不 飽 和 結 合 を

有 す る不飽 和 炭 化水 素 が存 在 して い る ことが判 った。
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化 学 シフ ト(ppm)

図5-5.R-301Cl誘 導 体 のlH-NHRに よる分 析.

化 学 シ フ トの帰 属 を 図中 に示 した 。

0

5.3.1.6. トソメ乏ル シ リロキシ 璽T璽S)誘 導体 些 よる構造解析

反応抽 出液 を塩化 ヨウ素誘導体 にすることによ り末端不飽和炭化水素 の存在 まで明 らか

とな った。次 に不飽和結合 をOTHS化 することによ り、 さらに詳細 な構造解析を進 めた。

炭化水素 のOT璽S誘 導体 はGC一 藍S,EI法 で分析を行 うとOT凹S化 した炭素 間で主 に開裂

が起 こ りフラグメ ン ト化 する。 この性質 を利用 して得 られた フラグメ ン トイオ ンの質量数

か ら不飽和結合 の位置 と全体 の分子量 を推定す ることができる(ll6)。

[GC一 獺S,EI法 による分析]

マススペ ク トルの結 果を 図5-6に 示 した。OTHSを 含むフ ラグメ ン トピーク 闘/Z=

103お よび243が 確認 され、対象物質 の構造 は1一 ドデセ ン であ ることが強 く示唆 され

た。 しか しこのマススペ ク トルの結果だ けか らでは1一 ウンデカ ノールの可能性 も残 され

る。 これ らを結論付 け るためにこの誘導体 の分子量 を検 出す ることが有効 と思われた。そ
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こで 、GC-HS,CI法 に よ る測定 を行 った が試 料 が 少 な いた めか 、分 子 イオ ン ピー ク は検 出

で きな か った 。一 方 、1一 ドデ セ ンをOT蟹S誘 導体 に した もの に つ い て行 った分 析 結 果(㏄

一雌S
,EI法)が 図5-6と 類似 の もの で あ る こ とは別途 確 認 した(図5-7)。

1巳2

8巳

8
9

を6日
3
く

聖

鳶40

歪
2臼

37

89

83

193

/
129

隅/Z103:一CH2
1

0

1

TMS

22415日

2②3

2

4255

75

掌5.日

1日3

3
MIZ243:CH3一(CH2)g-CH一

/l
TMS

1臼 日

82

6巳

4日

2a

5臼12915a2さa2523臼6

図5-6.R-300THS誘 導 体 のGC-MS(EI)に よ る 分 析.
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図5-7.1一 ドデセ ンOTHS誘 導 体 のGC-HS(EI)に よ る分析.
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5.3.1.7.1一 ドデセ ン標 準 品 との比 較 に よ るn-TD由 来 代 謝 中 間体 の 同定

最 終 的 に、1一 ドデセ ン標 準 品 を塩 化 ヨ ウ素 誘 導 体 と し ㏄ 分析 にお け る保持 時 間 をR-

30の 誘 導 体 と比 較 す る こ とでR-30抽 出液 に認 め られ た 中 間体 の 同定 を行 うこ とに した 。

結 果 を 図5-8に 示 した 。R-30抽 出液 の場 合 、 内部 標 準 のn-TDと の差 が ピー ク1で

8.84分 、 ピー ク2で11.82分 で あ った(図5-2(e))。1一 ドデ セ ンの場合 は8.88分

で あ る こ とか らR-30の 誘導 体 の ピー ク1は1一 ドデセ ンの誘導 体 で あ る と考 え られ る。

よ ってR-30の 抽 出液 中 に存在 す るn-TD由 来 代 謝 中間体 の一方(ピ ー ク1)は1一 ドデ

セ ンで あ る と決 定 され た。

n-TD

1一 ド デ セ ン ーICl
24.07分

32.95分

こ こ 亘1こ こ 』 二 二 二

R◎t開 電ion電1繭 ●(副 働}

n・τD

R-30-ICl
21.01分

ピー ク1

29.85分

ピー ク2

32.83分

一 、ll 1壁

R●to員 電io轟ti麟 ● 〔鰯in⊃

図5-8.R-301Cl誘 導体 と1一 ドデセ ンICl誘 導 体 のGC分 析 比 較.

内部標 準 と して 、n-TDを 添加 した。
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5.3.2.HD-1株 に よ るCO2固 定 と石 油 生産

CO2を 単一 炭 素 源 と して培 養 したHD-1株 由来 疎 水 性 画分 の分 析 を以 下 の よ うに行 った 。

5.3.2.1脂 肪酸 組 成 分 析(GC≧

脂 肪 酸 メチル エ ス テ ル につ いて 、GC分 析 を行 った(図5-9)。 お の お の、溶 出 時 間 を

標準 品(ス タ ンダ ー ド)と 比較 して それ ぞ れ の ピー ク を同定 した。 その結 果 、パ ル ミチ ン

酸(Cl6)と オ レイ ン 酸(Cl8)が 比 較 的 多 く含 まれ て い る こ とが分 か った。 これ は、

細 菌 の一般 的 な傾 向 と一 致 した(118)。
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HD-1株 脂 肪 酸 組 成(沿
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8.3
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日.3

22.2
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8.3

20:2

Rotontionti鵬o

図5-9.H1)・1株 脂 肪 酸 メチル エス テル のGC分 析 と脂 肪酸 組成.
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5.3.2.2炭 化水 素 の分 析(GCお よ びGC-hS)

クロロホルムで抽 出 された成 分を ㏄ によ り分析 した結果を 図5-10に 示 した。

Runlで は、 さらにベ ンゼ ンによる分画 を行 い、ベ ンゼ ン可溶性 および不溶性 の ものに分

けて分析 をお こなった。スタ ンダ ー ドとの比較 か らピーク1・3が パ ラフィン類 の可能

性が示 唆 された。

Cl2.C14C且5C盒6 Czo
1

↓

1

ス タ ンダ ー ド

A蜘 し

OO
ベ ンゼン可溶回分

コ ン トロール

, 8

ω 望

9

2

「

霧

1

蒜

C」4CI`C8璽C20

スタ ンダー ド

「o
O

クロロホル ム仙出回分;

駐 陰

巴

,

2

コ ン トロール

爲

,

轟

【補鱒

Run1

図5-10.ク ロ ロホ ル ム抽 出画 分 のGC分 析.

Run2

Run1で は クロ ロホル ム抽 出 の後 、ベ ンゼ ンに よ る分 画 を行 った 。

Run2で は ク ロロホ ル ム抽 出 のみ行 った。

ス タ ンダ ー ドはC12;ド デ カ ン、C14;テ トラデ カ ン、C15;ペ ンタデ カ ン、

C16;ヘ キサ デ カ ン、C20;エ イ コサ ンを用 い た 。 コ ン トロール は抽 出に用 いた

ク ロ ロホル ム を 同量 濃 縮 した もの。
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それ ぞ れGC-1Sに よ り構 造 を解 析 した結 果 、パ ル ミチ ン酸(Scanno.1477)以 外 にヘ キ

サ デ カ ン(Scanno.907)お よ び テ トラデ カ ン(Scanno.502)が 検 出 され た(図5-

11)。 また、 その フ ラ グ メ ン トピー クの分 布 が滑 らか で あ る ことか ら直 鎖 アル カ ン と予想

し た 。
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図5-11.ク ロ ロホル ム抽 出画分(Run1)のGC・ 一.MS(EI)分 析.

ク ロ ロホル ム抽 出画 分 の うちベ ンゼ ン可 溶 性成 分 を分析 した。上段 にTICと マス ク

ロマ トグラ ムに よる ブチル基(H/Z・57)の 抽 出、下段 には い くつ かの成分(マ ス クロマ

トグ ラム)の マ ススペ ク トル分析 結果 を示 した。
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Run.2の 場 合 、 ス テ ア リ.ン酸(Scanno.1730)パ ル ミチ ン酸(Scanno.1470)以 外 に

ヘ キ サ デ カ ン(Scanno.910)や エ イ コ.サジエ ン(Scanno.1833)が 検 出 され た(図5

-12)
。 これ らは いず れ も溶 媒(ク ロ ロホル ム)中 の不 純物 で は な く(図5-10コ ン

トロ ール で は ピー クな し)HD-1菌 体 由来 で あ る こ とは 明.らか で あ る。

以 上 の結果 、PseudomonasanaerooleobhilaHD-1はCO2を 石 油成 分 で あ る直鎖 アル 、

カ ンお よ び アル ケ ンを細 胞 内 に 固定 す る能 力 が あ る ことが確 認 され た。
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71)の 抽 出・下 段 にはい くつか の成分(マ ス ク ロマ トグ ラム)の マス スペ ク トル分 析結

果 を示 した。
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第4節 考察

1.FT-IR分 析 につ いて

反応抽 出液で特徴的 であった1,000cm-1の 吸収 は、不飽和炭化水素 において もっとも特

徴 的 に得 られ る ものであ り、強 い強度 で検 出 される。その他の吸収 が検 出できなか ったの

は、反応抽 出液 に占ある生成物 の量 が少なか った事 が原因であると考 え られ、 その結果

1,000cm且 の強 い吸収 しか検 出で きなか った ものと考 え られる。

2.反 応抽出液 のGC分 析 につ いて

n-TD由 来代謝 中間体 として1一 ドデセ ンを同定 したが、その標準 品について ㏄ 分析を

行 うとn-TDと 明 らか に異 なった位置(11分 付近)に ピークが検 出 され る(デ ータ示 さず)。

反応抽 出液R-30のGC分 析 では、ll分 付近 にピークは全 く検 出されなか った(デ ー

タ示 さず)。 抽 出液を希釈せ ずに分析 したときには小 さな ピークが無数 に検 出 されてい

た ことか ら生成物の ピー クが ノイズ ピークと重 な っていた可能性 が高 い。すなわち、生成

量 が少 ないために ピークが小 さ くGCに よ り直接確認 できなか った と考 え られ る。

3.塩 化 ヨウ素誘導体 につ いて

炭化水素 の塩化 ヨウ素誘導体 は、炭素鎖長 の増加 と不飽和結合 の内部 か ら末端へ の移行

の2つ の要因 によ り保持 時間が長 くなることが3つ の不飽和炭化水 素標 準品の誘導体 の

分析 か ら確認 された。最終 的に図5-2(e)ピ ーク1は1一 ドデセ ンと同定 された。一方 、

ピー ク2は 不飽和炭化水素 であることはわか ってい る(図5-3(e))。 今 回 ピーク1と

して検 出された1一 ドデセ ンは基質 として用 いたn4Dに 比 べて メチ レン鎖が2つ 短 くな っ

ている。代謝経路 を推定 した場合 、 この前段 階 と思 われ るメチ レン鎖 が1つ 短 い トリデ

セ ンの存在が考 え られ るが、 トリデセ ン塩化 ヨウ素誘導体 のGC溶 出位置 は ピーク2と

異 な ってお り、む しろ トランスー7一テ トラデセ ンと一致 した。 また結果 には示 さなか った

が、R一玉5の 抽 出液の誘導体 中に もピーク1,2に 相 当するピー クがそれぞれ存在 して い

た。 そのG6ピ ーク面積 を 表5-1に 示 した。R-15の 場合 には相対的 に ピーク2の 生

成量が 多か った。 また、 ピーク2の 溶 出位置 は ピー ク1よ りも後(炭 素鎖長が長 い と
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予想 される)で ある ことか らも、1一 ドデセ ンよ りもn-TDに 近 い(代 謝初期)物 質 である

ことを強 く示唆 して いる。残念 なが ら塩化 ヨウ素誘導体 が ㏄ や ㏄一HSの 分析 に対 し不

安定 で あるため、量 的に少 なか った ピーク2の 炭素鎖長 の決定 までは到 らなか った。

表5-1.R-15とR-30の 誘導体 のGC分 析 における ピー ク1,2の 占める面積値

ピー ク1 ピー ク2

R-15-ICl 209 248

R-30-IC1 13917 4342

4.OT置S誘 導体 に つ い て

不 飽 和 結 合 の位 置 を決 定 す る際 、OT聡 誘 導 体 のGC一 瓢S,EI法 に よ る分 析 が 実 際 に有効

な手 段 で あ った 。R-30誘 導 体 の分析 にお いて 、 璽/ZlO3の フ ラ グ メ ン トはか な り小 さか っ

た 。 この傾 向 は1一 ドデ セ ンで も同 じで あ り、 藍/Z243の 同位 体 ピー ク と103の ピー クの

強 度 比 か ら考 え て もH/Z103を フ ラグ メ ン トの一 方 と考 え る こ とは妥 当 で あ る。

5.HD-1株 クロロホル ム抽 出画分 の構造解析

多 くの微生物 が微量 のn一アルカ ンを生産 す る能力 を有 す ることが既 に報告 されている

(118)。 しか しなが らHD-1株 は油 田よ り分 離 した細菌 であ り、 しか もCO2を 単一炭素源

として生育可能 である。今 回HD-1株 の クロロホル ム抽 出画分 中にもn一 アルカ ン(n一 テ

トラデカン、n一ヘキサデカ ンなど)が 検 出 された ことは極 めて興 味深 い。m-1株 の代謝

経路 につ いては【総括 と展望 】の中で詳細 に議論 する。

第5節 要約

前章 で分 離 され た嫌 気 的炭 化 水素 分 解 菌Pseudo皿onasanaerooleophilaHD-1の 代謝 経

路 を 明 らか に す る 目的 で 、典 型 的 な脂 肪 族 炭 化水 素 の ひ とつ で あ るn-TDを 基 質 と して選

びHD-1菌 体 と37℃ 無酸 素 条 件 下(CO2/H2/N2=5:5:90)で 一 時 間接触 させ た。反 応 開始

後 、15分 、30分 、60分 の試 料 をIR分 析 した と ころ、不 飽 和結 合 の存 在 が示 唆 され た。
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そ こで、塩化 ヨウ素誘導化反応 を行 った後GCに おいてn-TD以 外 に2つ の ピーク(成

分)が 検 出された。 また ㏄ 一蟹S分 析の結果 か らはこれ らはいずれ も不飽和炭化水素 である

ことが予想 された。 さらにlH璽R分 析 した ところ、末端(一 位 の位置)に 不飽和結合を有

する炭化水素の存在 が確認 されたがその鎖長 は不明で あった。そ こで、 トリメチル シ リロ

キシ誘導体 を調製 してGC一 董S分 析 を行 ったところn-TD代 謝 中間体 のひとつは1一 ドデセ

ンで あることが判 明 した。以上 の結果、HD-1株 は確 かに嫌気条件下 において脂肪族炭 化

水素 を分解代謝 してい ることが確認 され、 その代謝 中間体 の構造 が決定 で きた。

一方、油田よ り分離 されたHD-1株 は基本 的にCO2を 単一炭素源 と して生育す うこと

がで きる。 また、細胞 申に疎水性物質 を著量蓄積 す ることが既 に確認 されてい る(前 章)。

そこで、CO2を 単一炭素源 として生育 したHD-1株 か らクロロホルムで抽 出され る成分を

Gひ1Sで 分析 した ところ、脂肪酸以外 に テ トラデ カン、ヘキサデカ ン、エイコサ ジエ ン

などの脂肪族炭化水素 が検 出 された。 この ことか らHDヨ 株 は石 油を分解 するだ けではな

く、CO2か ら石油成分 である炭化水素 を生産 す る能力を有 す ることが判 明 した。
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総:括と展望

本論文では、静 岡県 の油 田に分布す る細菌 による石油代謝 に関す る研究 を進 めた。 その

中で得 られた主 な成果 は次の通 りに要約 され る。先 ず石油 を代謝 す る細菌がその取 り込 み

を効率 よ く行 う目的で細胞外 に生産 す るバ イオサ ーファクタ ン ト(BS)を 研究対象 と し、

特 に活性 の高 いBSを 生産 する細 菌を油 田土壌 か らス ク リーニ ング してその産物 の化学構

造 を決定 した。 またBSの 構造 一活性相関および生合成遺伝子 の一部 について も検討 を加

えた。その中で ア ミノ酸発酵 などの分野で も有用 な菌群であ るArthrobacter属 細菌 の宿

主 一ベ クター系 を構築 した。続 いて、細菌 による石油分解の うち、極 めて報告例の少ない嫌

気条件下 における脂肪族炭化水素分解 につ いて検討 した。 その結果、嫌気(無 酸素)条 件下

で脂肪族 および芳香族炭化水素 を分解 するPseudomonas属 細菌HD-1を 分離 して その代謝

中間体 の構造 を決定 した。 さ らにHD-1株 が炭化水素 を分解 するばか りではな くCO2を

固定 して脂肪族炭化水素 を生成 する能力を持 っている ことを明 らか に した。以下、各章 ご

とにその総括 を述 べる。

【第1章 】は、石油を代謝 す る微生物 の多 くが疎水 性物質(石 油成分 など)の 分散 および乳

化 を促進 して細胞内への取 り込 みを容 易にする 目的で菌体外 あるいは菌体表面 に生産す る

界面活性剤すなわちバイオサーフ ァクタン ト(BS)に 関する研 究であ り、 まず油 田土壌 か

らBS生 産菌 を分離 し(3種)そ の同定 を行 った。その結果 、それ ぞれBacilluspu皿ilus

A-1』.塑 亘lisB-1、 およびArthrobactersp」IS38と 同定 された。次にBSが ミセ

ルを形成 す る特性を利用 して限外濾過膜 で濃縮後 、薄層 クロマ トグラフ ィー、カラムクロ

マ トグラフィーを用 いてそれぞれの菌 が生産す るBSを 分離 ・精製 した。 さらに、BSの

構造解析 を種々の分析装置 を用 いて行 った。A-1株 とB-1株 の生産 す るBSは いずれ も

既 に有馬 、柿沼 らによ り報告 された、サーフ ァクチ ン(SF)と 同 じ構造 である ことが判

明 した。一方、HIS38株 が生産 す るBSは 新規 の構造 を有 していたため これをアルス ロフ ァ

クチ ン(AF)と 命名 した。AFは 環状 リポペ プチ ドであ り、直接エ ドマ ン分解法 では構

成 ア ミノ酸配列 の決定 や環状構造 の位置決定 は不可能で あったが、 この問題 につ いては質

量分析法 を駆使 す ることによ り解決 できた。 また、FLEC試 薬 による誘導化反応 とカラ
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ムクロマ トグラフィーによ り構成 ア ミノ酸 の光学異 性 について も全て決定 した。

【第2章 】では、BSの 構造 一活性相関を解 明する 目的で構造 の類似 したAFとSFの

活性を比較 した。 まず、界面活性 を従来法 に基づ き表 面張力測定 により評価 した。その結

果、AFの 限界 ミセル濃度(CMC)は1×10-5(M)で あ り、 これ まで リポペ プチ ド

形BSで は最 も強力 と言 われて いるSF(CMC=7×1r5(M))の さらに約7倍 の

比活性 を有 す ることが判 明 した。次 に、BS活 性 のひ とつであ る油膜排 除活性 を極微量 で

評価 できる系を開発 した。 この方法 によ り評価 したAFの 活性 はSFに 比べて約2倍 高か っ

た。次 に、化学修飾法 によりSFの ア ミノ酸の側鎖 を変化 させた。AFとSFに 共通 して

2残 基存在す るアスパ ラギ ン酸 あるいはグル タ ミン酸 の負荷電を消去(カ ル ボキ シル基の

メチル化 あるいはア ミ ド化)し たと ころ、水溶性 は低下 した ものの、油膜排除活性 はそれ

ぞれ1.2倍 程度(オ イル排除活性)に 上昇 した。 これは電荷の反発 が解除 されたために

ミセル形成 が容易にな ったため と説明 された。一方、 ラク トン環 を開 いて線状 に したAF

およびSFは いずれ も、元の活性 に比べて1/3程 度 まで低下 していた。 この ことか ら環

状構造が リポペ プチ ド型BSの 高 い界面活性 に重要 であることが明 らか とな った。

【第3章 】 では、BS生 産菌 の形質転換系構築 な らびにBS生 産 に関わ る遺伝子 の クロ

ーニ ングを試 みた。当研究室で は幸 いBacillus属 細菌 に関す る研究 の歴史は長 く、好熱

菌B.stearothermophilusの 形質転換系を世界 に先駆 けて構築 するなど、堕⊆L塾 属細

菌の宿主一ベ クター系 も充実 してい る。そこで先 ず、登.理 皿ilusA-1株 について宿主一ベ

クター系を検討 した ところ、ベ クター(pC194,Cm「)を 用 いたエ レク トロポ レーシ ョン法

によ り形質転換可能 である ことを確認 した。そ こで、化学突然変異剤(NTG)処 理 によ り

数株 のSF非 生産株(SFつ を取得 した後 、 これ らを宿主 として、A-1株 染色体 か らサー

ファクチ ン生産 に必須 の遺伝子psf-1を セルフクローニ ング した。興 味深 い ことに、

psf-1をB.subtilis標 準株HIll3株(SF一)に 導入 した ところSF生 産性 が付与 され

た。 一方 、別 のSF一 突然変異株 を宿主 としたシ ョッ トガ ンクローニ ングによ りSF生 産

に関与 す る遺伝子 としてcomA'が 関与 して いることが確認 された。塩基配列を比較 した

結果、co皿A'はRsubtilisに おいてDNA取 り込 み能 に関す る遺伝子 の一 つ として知 ら

れてい るレギ ュレーター遺伝子comAの ホモログ(67.7%の 相 同性を有 す る)で あると考

え られた。別 のグループによ りco皿AがB.subtilisのSF生 産 に関与 している ことが
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報告 されていることか ら、B.subtilisとRpumilusのSF生 産制御系 は同様 である こ

とが示唆 された。 しか しなが ら、co皿κ 上流 に存在 す るセ ンサ ータンパ ク質を コー ドす る

co皿P'遺 伝子領域を クローニ ング してその塩基配列 をB.subtilis由 来 のcomPと 比較

した結果 、N末 端(細 胞膜貫通領域)の 一部分が欠失 していることが判 明 した。

B.pumilusA-1は 栄養源の豊富 な培地(L)に おいて、固形培地を使 った場合はSFを

生産 す るが、液体培地 を使 った場 合はSFを 生産 しなか った。ComPタ ンパ ク質 が培地(特

に窒素源)の 枯 渇をセ ンシング して 自己 リン酸化後 、その リン酸基 を受 け取 って活性型 と

なったComAタ ンパ ク質 が種 々の遺伝子発現 を制御 していると予想 されて いることとも考

え合 わせ ると、Rpu皿ilusA-1で 欠落 しているComPN末 端領域部分 が外界のシグナル

を高感度 でセ ンシングする際 に重要 であることが推定 された。 この点 に関す る生化学 的な

研究 は今後 の課題 である。一方 、AF生 産株(HS38)が 属す るArthrobacter属 細菌 に

おいては、 ア ミノ酸発酵 など工業 的に利用 されているに も拘 わ らず これ までに有効 な宿主

一ベ クター系がなかった
。 そこで、Arthrobacterの 近縁種 であるBrevibacterium属 細

菌 の形質転換系 の応用 を試みた ところ、エ レク トロポ レーション法 によ り形質転換可能で

あ ることを見 い出 し、 その最適条件 を決定 した。

【第4章 】においては、細菌 によ り嫌気条件下 における石油分解 が可能 な ことを明 らか に

した。 まず、油 田土壌 か ら嫌気条件(CO2/H2/N2=5:5:90)で 石油を唯一炭素源 と した環境下

で生育 す る細菌PseudomonasanaerooleophilaHD-1を 分離 した。本菌 の増殖 は極 めて遅

か ったが(世 代時間約40時 間)好 気条件下及 び嫌気条件下 いずれにおいて も石油成分(脂

肪族炭化水素、芳香族炭化水素)を 代謝(親 水性物質 に変換)す る ことが証 明された。無

酸素 条件 下における芳香族炭化水素分解 に関 しては これまでにい くつか報告 があ るが脂肪

族炭化水素 も分解 で きる菌 は これが初 めてで ある。

【第5章 】では、HD-1株 の嫌気 的石油分解反応 につ いて さらに詳 しく調 べた。すなわち、

n-TD由 来 の嫌気 的代謝 中間体 と して不飽和炭化水素 が2種 類存在す ることを明 らか と

した。 この内の主成分 につ いて各種誘導体(一ICI,一 〇T置S)を調製 する ことにより機器分析

を容易 に し、 その構造 を1一 ドデセ ンと決定 した。 この ことか ら石 油を嫌気的 に酸化分解

す る代謝経路の存在 が改 めて確認 された。す なわ ち第4章 で、炭化水素 による増殖促進効

果や電子顕微鏡観察 による炭化水素 の細胞 内への取 り込 みおよび親水性画分 の増加 など、
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いわゆる状況証拠 によ りHDヨ 株 の炭化水素資化能力 が確認 されて いた ところに、具体的

な証拠が加 え られた ことになる。 この ことは細菌 による炭化水素 の嫌気 的酸化分解経路を

解 明する うえで非常 に重要 な意味を もつ ものであ り、代謝 中間体で ある不飽和炭化水素 の

存在 は示唆す ることが多 い。第5章 の緒言で も述 べたが これ までにn一 アルカンの嫌気的

分解 で代謝 中間体 の構造決定 まで行 った例 はない。

一方 、HD-1株 がCO,を 単一炭素源(H2存 在下)と して生育 する ことがで き、 その細

胞内疎水1生物質含量が高 いことが既 に確認 されていた。そ こで、細胞 内疎水性物質 の中に

炭化水素(石 油成分)が 含 まれてい るか について分析 した。その結果 、実際石油成分 であ

るn一アル カン(テ トラデカ ン、ヘキサデカン、エイ コサ ジエ ンなど)の 蓄積 が確認 された。

これはHD-1株 がCO2を 炭化水素 として細胞 内に固定 で きることを示 している。

以上 の結果をま とめると、本菌 は基本的 には炭素源 としてCO2の みで生育可能で ある

が石油 が大量 に存在 する場合 には酸素条件下 および無酸素条件 下 いずれの環境下 において

もこれを分解利用 し、石油が枯渇 した条件下 では、逆 にCO2か ら石油 を生産す る能力 を

有 す る菌である ことが判 明 した。

次 に本研究で得 られた成果 と関連 す る情報 を もとに、HD-1株 による脂肪族炭化水素 の

嫌気的酸化分解経路 を考察 した後 、今後 の展望 につ いて触 れたい。

通常、好気条件 であれ嫌気条件 であれ炭化水素 の分解過程 ではアル コール、アルデ ヒ ド

(例 外的 にケ トン)か ら脂肪酸 の生成 を経 た後 、それ に続 くβ酸化経路 の関与 が予想 され る

(17)。HD-1株 にお いて も炭化水素 の一部は この経路 で代謝 されている可能性 がある。 し

か しβ酸化 で分解 された場 合、テ トラデカ ン(n-TD)代 謝 中間体 と して1一 ドデセ ン の存

在 はあ り得 ない。 そこでアルデ ヒ ドか らアルケ ンへ至 る経路 として脱 カル ボニル化反応 を

ここでは想定 した。HD-1株 がCO,固 定 によ り一部 の産物 と して炭化水素を合成 している

ことを既 に明 らかに した。緑藻類(1めtryococcus属)に よる炭化水素合成 の最終段 階はア

ルデ ヒ ドの脱 カルボニル化反応 であることが示 されてお り、 その反応 に関与 するデカルボ

ニ ラーゼ も部分精製 されその活性 中心 には コバ ル トポルフィ リンが存在 す ることまで明 ら

か とな っている(lI9,120)。HD-1株 において もCO2か ら脂肪酸 お よびアルデ ヒ ドを経 て

炭化水素 が合成 されているもの と予想 され、 このデカルボニ ラーゼがHD-1株 において も
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存在 することはほぼ間違 いない。 よって このデ カル ボニ ラーゼがアルカ ンか らアルケ ンへ

の脱水素反応を触媒 す るデ ヒ ドロゲナーゼ と代謝経路 で連携 してお り、 この炭化水素分解

経路 での重要 な酵素 とな っていると考 えれば、アルカ ンが この分解サ イクルを一回転 す る

ことに炭素数が1つ ずつ短 くな って いくことが説明 される(図1参 照)。

CH3幽(CH2)9・q十=CH2

(1麟dodecene)

4H++4e口

CO

4H++4eO

CO

CO

CO

CH3一(CH2》12-CH3

《tetradecane)

4H++4e曜

4H++4e、 一1■ 側噂'

、ぐ

、r曜 鞠闇一臨●9

[C月1かrc月2ク77-CH31

`〃1dec∂ ηe,

響 竺驚働 一 ・】

図1.HD-1株 で予想 され る嫌気 的アルカ ン代謝経路.

[]内 は未 同定化合物

A聡 《ane2H++2e・」D、

dehydro9θnasθ
、 覧

・議 【C梅ρ脇CH・C呵

ノ 画
1?ノL臣 ・

【CH3イCH2ナ77・CH2-CH20月1】

∠
2H++2e一

しか しこの分解サイ クルではTCAサ イ クル等 は回転 せずATP等 の生成 は考 え られない。

HD-1の 石油分解培養 でば炭素源 としてはCO,とn-TDが 存在 していることになるが、

CO2がHD-1株 の生育 に必須であ ることを考 え ると基本的 に生育 に必要 な因子 はn-TDの

分解 サイ クル により供給 されて はいない と考 え るのが 自然であ る。で はこの分解 サイ クル

の存在意義 は何であろ うか。1回 転 の分解サイ クルにつき4分 子 のHと1分 子 のCO・

が生成 し、1分 子 のH20が 消費 され る。 ここでH+に 注 目するとHD-1株 がその生育 に

H2を 要求す ることが浮 か び上 が って くる。n-TDを 添加 することで増殖 が促進 された こと

か ら・ ガス状のH・ に比 べて この分解 サイクルを利用 してH(H++eつ を獲得 するほうが

細胞 にとって有利 であ ることが予想 される。 よって この分解 サイ クルの存在意義 は還元力

の供給 と考 えることがで きる。 この ことを実証 す るためには今後 、水素 を含 まない混合 ガ
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ス(N2とCO2)通 気下でB置+n-TDに おいてHD-1株 が増殖 するか などさらに研究 を

進 め る必要があ る。 また この分解サイ クルが進 む と最終的 にはメ タンが生成 す ると考え ら

れ るが、以前混合 ガス通気下 で培養 中に発生 するガスを集 めて分析 した ところメタ ンは検

出されなか った。 この培養系 ではn-TDが 過剰 に存在 していることか ら、完全分解 する必

要がな いためにメタ ンが発生 しなか ったのか も知れ ない。今後 ピーク2の 不飽和炭化水

素の同定 を含 め、 さらに多 くの代謝 中間体 の構造 決定す ること以外 に、本代謝経路 に特徴

的 なデ ヒ ドロゲナーゼ とデカルボニ ラーゼを精製 して その特性を明 らかにすれば、細菌 の

嫌気的石油代謝経路 がよ り明解 にな るであ ろう。

最近、地球環境の維持改善が人類 の最重要課題 のひ とつ と して各方面で取 り上 げ られて

いる。そのひとつに石油 による海洋汚染 の問題があ る。石油は地球 の極 めて偏 った地域 に

埋蔵 されているため、非産油 国はタ ンカーを使 って輸入 に頼 る しか方法 がない。そのため

座礁 などによって毎年 その0.1%層 もの石油が海洋 に流 出 してい ると言われてい る。実際、

タンカー事故 や恣意的 に海洋へ投棄 された原油 により油 まみれにな って死滅 した海鳥 な

どの映像 が報道 され る機会が最近特 に多 い。 これは油 による海洋汚染が ひとつの大 きな地

球環境 問題 と して認識 され るよ うにな ったた めと思 われる。 もうひ とっ の重要 な環境問題

は人工 的なCO2排 出(火 力発電、 自動車、各種産業活動)に よる地球温 暖化現象 である。

現在人 間活動 により排 出され るCO,の 約3割 が火力発電所か ら放 出 されている。全 ての

火力発電が原子力発電 に転換 されれば この問題 は一挙 に解決 され る。 しか し、原子力発電

は実用化 に際 してはいまだ検討事項 が数多 く残 されているのが現状で あ り、 日本 ではつい

最近 、rも ん じゅ』が稼働 し始 めた ものの欧米 では安全性 の問題 か らプル トニ ウムを燃料

とす る高速増殖炉 の実 用化 は現在 の ところ見送 られている。発電方法 がすべて原子力 に依

存す るまでには当初 の予想を大幅 に上 回 る時 間を要 す るもの と思 われ る。そ こで現在 、

CO2を 大気 中か ら回収 固定す る方法 が、物理(ド ライアイス に して海底 に沈 める,121)、 化

学(触 媒 によ り還元 する,122)、 生物(光 合成反応 によ り還元 する,123)な どそれぞれ の立場

か ら研究が進 め られてい る。

本研究 で油田か ら分離 された嫌気的石油分解能力を有 するHD-1株 は、嫌気条件下 にお

いて、地球温暖化現象 の主要 因であるCO2を 大気 中か ら回収 固定 し、 さ らに都合 の良 い
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ことにエネルギー資源 と して再利用可能 な石油成分 を生産 する能力 を有 す ることが明 らか

とな った。 これは上 記2つ の環境 問題 に大 き く貢献 できる可能性が あると共 にいまだ結

論 の出ていない石油成 因説 に新 たな視点 を加 えることができる。本菌 は光エネルギーを必

要 と しない(H2を 利用す る)でCO2を 固定 す るため膨 大な表面積 も必要 とせず、培養装

置のスケールア ップが比較的容 易であ ると予想 され る。石油成分 の生産能力 はいまの とこ

ろ乾燥菌体重量 当た りわずか0.5%程 度 であるが さ らに活性の高 い菌 をスク リーニ ング

す るかあるいは遺伝的手法 など種 々の育種法 によ りHD-1株 の石油代謝能力(分 解 ・生成)

を 目的 に応 じて強化 しかつ、水素 が安価 に供給 されれば実際 に人類 に貢献 できることも夢

ではないと期待 され る(12L124)。
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