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Aec; S~aminoethylcysteine 

AF; アルスロファクチン(arthrofactin)

Amp; ampici llin 

lA~SF; 1ケ所アミド化サーファクチン

BI; basal mediu皿

bp; base pair 

略号一覧

BS;ノ〈イオサーファクタント (biosurfactant)

CAD;衝突活性化聞裂 (collisionallyactivated dissociation) 

CI;化学イオン化(chemicalionization) 

Cm; chloramphenicol 

ClC;臨界ミセル濃度(criticalmicelle concentration) 

EDC; 1~ethyl~3~(3~dimethylaminopropyl)carbodiimide 

EDTA;エチレンジアミン四酢酸

EI;電子衝撃イオン化法(electronionization) 

FAB~)(S; 高速原子衝撃質量分析法(fast ato皿加mbardmentmass spectrometry) 

FID;水素炎イオン化検出器(flameionization detector) 

FLEC; (+)一(9-fluorenyl)ethyl chloroformate 

FT~IR; フーリエ変換赤外分光法(Fourier transform infrared spectrpscopy) 

GC~)lS; ガスクロマト質量分析法(gas chromato mass spectrometry) 

'H~N)lR; プロトン核磁気共鳴('H~nuclear magnetic resonance) 

HPF; hydrophilic fraction 

HPLC;高速液体クロマトグラフィー(highperformance liquid chromatography) 

K~acetate; 酢酸カリウム

kb; kilobase pair 

kDa; k il oda lton 

Km; kanamycin 

Aex; 励起波長

Aem; 検出波長(放出波長)

L~AF; 開環アルスロファクチン

LPF; lipophilic fraction 

L~SF; 開環サーファクチン

)leOH; メタノーlレ(methanol)

)lIC;最少生育阻止濃度(minimuminhibitory concentration) 

)lly; methyllysine 

lII~SF; 1ケ所メチル化サーブァクチン

2)1~SF; 2ケ所メチル化サーファクチン

n~TD; n~tetradecane 

ODS;octadecyl silica 



ORF; open reading frame 

OTMS; trimethylsililoxy 

PVDF;卯 lyvinylidenedifluoride 

SRS; sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE; SDSポリアクリルアミド電気泳動

SF;サーブァクチン(surfactin)

Tc; tetracycline 

THF; tetrahydrofuran 

TLC;薄層クロマトグラフィー(thin-layerchromatography) 

TMS; tetramethylsilane 

V-Pテスト Voges-Proskauerテスト
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序諭

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 o 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 o 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『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、 100t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 o 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 -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 o 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 o 生物の構成単位である細胞の 70施以上.が水分

であるため"海は生命の母"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

境のひとつである。実際、砂漠に生息する生物種の数は非常に限られている o

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
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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(3)。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 o 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; Bio 

logical surface-active agent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 o 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 o 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 o

j
t
B

，、〆、ノ、

ノ、f
、ノ、ノ、

ノ、〆、ノ、ノ、

vvvv; hydrocarbon 

柄小心 ; biosurfactant 

oil assimilating bacteria 

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 o
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本研究論文の前半ではこの BSを対象としている口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語過法(分画分子量

l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施維持していたこと

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

景で郎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 o 【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8.<)の構造活性相聞につ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-componentregulatory system (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 o 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 o 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 o 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 06，17，18，19)、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 lard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(皿)(24)な

どが報告されている o 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 o

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(Desulfobacterium sp. )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 Atlasは再現性が疑しいことを指

摘している(31)0 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C02 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 o

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

6 



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C02

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 4 部供給されていることを示唆する結果

である o 最後に、これらの諸特性から嫌気条件下における OD-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 O 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 o B S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 o 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、免疫学においで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(アジュパント)が.Mycobacterium属細菌が

産するグリコリピド型BSのひとつであるtrehalosedimycolateであることがつきとめら

れ、現在では合成品として広く供給されている。リポ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ホスホリピ

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 o

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つい

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~ 30 cm)。

培地

L培地(パクトトリプトン 10g，酵母エキス 5g， NaC1 5 g， NaOHにてpH1.2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地加えたo 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 30~40 /l1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 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、 100/l1程度ず.つ L オイルプレートに広げた。 培養

は 30'Cと 31'Cにて行った。 各プレートを l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O そのうち特に大きなハローを形成するもの 3株 CA-1株、 8-1株、1IIS38

株)を選び、研究を進めた。

限外漣過装置

B S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-LSIH(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-3000C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 CTLC)

-分析用 TLC シリカゲル 60プレート C200x200xO.2mm) No. 5553 

・分取用 TLC シリカゲル 60プレート C200x200x2mm) No. 5745 

・逆相 TLC RP-18 F254Sプレート C200x50xO.2mm)No. 15683 

以上いずれもメルク社製。

高速液体クロマトグラフィー CHPLC)

.本体;

東ソ一 CCPIグラジェントシステム

.カラム;

ナカライ製コスモシル 5C1s-AR(4.6x150mm、10x250mm)

一一一BS精製用

・ウォーターズ製 pBONDASPHEREC4 CO.3nmポアサイズ、 3.9x150皿)

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 C2、

4、6、8、24、36、48時間後)を比較した。各培養液上清 10plをL 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-l株、 B-l株、 IIS38株が生産する BS

をそれぞれ BS-A-l、BS-B-l、BS-38と仮に命名した。

[ BS-A-l ] 

A-l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施液状パラフィンを加えた培地 3iから BSを回収した。 37'C40時間培養後、遠

心分離 CIOOOOxg，10 min)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0:1)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'y  0.5に展開される活性スポットをかきとる o 同溶媒で抽出

後、遠心分離(10000xg，10 min)により樹脂を除去し、さらにエパポレーターにより乾燥

した。これを 50施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 o

カラム Cosmosil5C1s-AR 

溶出液;アセトニトリル/酢酸(80:20)

検出波長 210nm 

[ BS-B-1 ] 

lfのL培養液 (37t40時間)から遠心分離 (10000xg，10 min)により、菌体を除去し

た。培養上澄液を限外捕過装置(分画分子量 10，000)を用いて O.1 f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 o 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，10 min)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 ] 

5fのL培養液 (30'C40時間)から遠心分離 (10000xg，10 min)により、菌体を除去し

た。lIIS38株は 37'Cでは良く生育するがBSは生産しない。培養上澄液を限外漉過装置

(分画分子量 10，000)を用いて O.1 f程度まで護縮した。 BS-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。 BS-38の TLCにおける Rf値は 0.3付

近であり、 BS-A-1、BS-B-l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施アンモニア水(65:35:4)で展開することによりさらに夷雑物が除かれ

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施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)。

唱

-
a
A

唱.，
A



図 1-1. BS-38 (アルスロファクチン)の来占品.

l日盛りはO.1 1問。柱状あるいは板状の結品が多数析出した。

1 HPLC条件]

カラム Cosmosil5C1S-AR 

溶出液 A液アセトニトリル/1児酢酸/水(10:20:70)、

B液アセトニトリル/1施酢酸(80:20)

グラジ L ント 0-15min A:B二 50:50

15-30 min A:B~0:100 

検出波長 210m目

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の精製

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 O.25施工タノール搭液を噴霧した。 120'C数分間の加熱によ

り赤~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-20V)で分析した。 KRS-5セル薄膜法を主に用

し、fこ。
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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!tiフェノール)を添加後、減圧封管して 110'C24時間加水分解を行う o 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。 60ml NaOH-40施メタノール(含 40atm 

施の H2
180，Isotec Inc.社製)50 /LlにBSを溶解して、 37'C18時間加水分解した。

1 N塩酸により pHを 3.0に調整した後、 DisposilCI8カラム(ナカライ製)に吸着させ

純水で洗浄した。 80!tiアセトニトリル(含 12ml HCl)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施ホルムアミド溶液に溶かし 110'C24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(ポリプレン)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、アリルア

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 o

質量分析 (FAB-IS)

大阪大学工学部分析センター OIS-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)(JIA-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-IS)

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-1相当の無極性キャピラリーカラム

(，0. 53mm， 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。

IH-核磁気共鳴スペクトル (IH-NIR)

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 mg)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。 遊離指肪酸部分(RfニO.16)を回収(6.3mg)して、重クロロホルム(COC13)に溶解後

トリメチルシラン(US)を内部標準として大阪大学工学部分析センター (JNI-GSX--4ω0， 

4001Hz)で分析を行った。未分解の BS-38についてもジメチルスルホキシド 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 (AIINOIATE，ICL 

インスツルメンツ社製)を用いた。 D-Asp，L-Asp， D-Leu，及び L-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 31t3日間処理して部分加水分解物

を取得した。加水分解物は C"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(+)一C9-fluorenyl)ethyl chloroformate (F L E C)キラル試薬(Eka

nobel AB， )(56)により修飾後、 CI8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 Rf値を標品のものと比較することにより同定できる o

a
q
 



L HPLC条 件 ]

カラム Wakopak5C'8 (4.6x250mm) 

溶出被 A被， tetrahydrofuran(THF)/0.15施酢酸ナトリウム(pH4.0)(25:75)

B液， THF/0.15%酢酸ナトリウム(pH5.1)(50: 50) 

グチジエント 0-60%B， 0-40 min 

60児 B，40-60 min 

検出器;蛍光検出器 FS-8010(束ソー製)Aex 260 nm， Aem 315 nm 

第 3節 結果

1. 3. 1. H S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-l株、 8-1株、いずれも 37ででの

培養)と 30'tでの培養から 1株 OlIS38株)を選択して、以後の実験に使用した(図 1

2 )口.IIIS38株は 37で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り

図 1-2. MIS38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't 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、コロニ一周囲の色が透明に抜ける o L 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。

F
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1. 3. 2. B S生産株の同定

A-l株はしわのある乾いたコロニーを形成したが B-l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 

Manual of Systematic Bacteriology Section }3に従ってそれぞれ、Bacilluspumilus 

A-l， Bacillus subtilis B-} と同定された。

MIS38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、細胞周期により梓菌と

球菌の 2つの形態をとる o 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'slanual of Syste皿aticBacteriology 

Section 15の中の Arthrobacter属細菌と同定された o

表 1-1. A-}株及び B-}株の菌株特性.

A-1株 B-1株

グラム染色 + + 
形態 樟菌 梓菌

胞子形成 十 + 
カタラーゼ 十 十

v-pテスト 十 + 
クエン酸の利用 + + 
カゼインの加水分解 十 十

デンプン " + 
各 NaCl濃度での生育

2先 十 + 
5先 + 十

7 % 十 十

各温度での生育

30 't + 十

40 't 十 + 
48 't + + 
55 't 

1. 3. 3. B S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. pumil us A-}由来のものを BS-A--l B. subti 1 is B-l由来のものを BS

B-l さらに Arthrobactersp. MIS38由来のものを BS-38と命名した。これらは 6N塩

酸による 110't16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

-}6-



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] 

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のBS-B-1 とBS-A-1 

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:Val:Leu=1:1:1:4)

lの大きな吸収はペプチド1650 cm lと1540 cm であった(図 1-3)0 IRスベクトルの

続いて、 FAB1730 cm 1の吸収からラクトン環の存在が示唆された。結合に由来する o

いずれも分子量は 1035と決lISにより分子量を決定した(図 1-4 ) 0 BS-A-1、BS-B-1

および 2950cm-Iの吸収は 3ヒドロキシ 13メチルテトラデカ1385， 定された。 1375，

BS-B-1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。

BS-.A-l， ン酸の構造を示唆している o 以上の分析結果から
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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ぺはラクトン、 2850"'2950cm-1 は C-Hイ111調行、

3300 cm-1 は N-H仲縮に由米する吸収である。
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図 1-4. BS-A-l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分析 b，BS-B-1のポジティプ法による質量分

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。

3¥ 日

CH
3
/ ー釘巴;;uーで

図1-5. サーファクチンの構造 (42)
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[ BS-38 ] 

lに見られる特徴的な吸3300 cm 1650， FT-IRの結果を(図 1-6)に示した。 1540，

収は BS-38がペプチドを含むことを示唆する o 1730c圃 l付近に吸収が認められラクトン

l の吸収は C~H 聞の伸縮振動に由来するものであ2850-2950 cm 環の存在が予想された。

これらの特徴はいずれもサーファクチン(6)と共通しり、脂肪族鎖の存在が考えられた。

Asp:Thr:Ser:I1e:Leu二 2しかしながらアミノ酸組成分析の結果(図 1-6)からていたo
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BS-38の分子量は 1354と決定さ

L1豆当主巴

藍主

:1:2:2:4であることが判明した。 FAB-ISの結果から

れ、新規物質である可能性が示唆された(図 1-7)。
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図1-6. BS-38の IR分析およびアミノ酸組成分析.

それぞれ 1380~1480 cm-1 は C-H変角、 1540および 1650cm-1 はアミド、 1740cm 
-1 はラクトン、 2900~3000 cm -1 は C-H仲縮、 3300cm-1 は N-H{!t，縮に由来する吸

収である o
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図1-7. BS-38の質量分析 (FAB-MS).

ポジティプ法により分析した。 BS-38の分子量は 1，354と決定された。

16白白12白白BOO 

-脂肪酸部分の構造決定

lH-NMRの結果において、まず、脂肪酸部分の構造から詳細に検討した。脂肪酸部分の

ト0.85ppm(methyl)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。

その炭化また、ト1.1"'1. 6 ppm(methylene)とのピーク面積比が 3:10であったことから、

その他のピークの帰属については図中(図水素鎖部分構造は n へキシル基と決定された。

1 -8)に示したo 脂肪酸メチルエステルを調製した後、 GC-MSにより分析した。イオン

それぞれについてのマス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。

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

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。国/z二87されなかったが、

[CH(OH)CH2COOCH3J'に由とおよび 103の基本ピークはそれぞれ [CH2-CH=COH-OCH3J十

以上の結果から、脂肪酸メチルエステルの構造は C7HI5CH=CHCOOCH3来するものである。

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C7HI5CH(OH)CH2COOCH3 と

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ーヒドロキ

一20-
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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-MS).

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，Scan number 650; b， Scan number 768)。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 BS-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o そこで、 FAB-KSCAD/リンクドスキャン法

(collision-induced dissociation method)によりアミノ酸配列の決定を試みた。未処理

の郎一38およびケン化分解した BS-38を分析したところ m/zの値はそれぞれ、 1354.9(図

1 --7)と1373.4(図 1-1 0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).

実線およひ: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)。本Aspおよび挿入図中の本はそれぞれ 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1-1 0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 Yn系列と bn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。 Ynとbn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 o すなわち、 N末端からは、

Asp~Thr~Xle~Xle~Ser および C 末端からは Asp~Thr~Xle~Xle~Ser~Xle~Ser~Xle~Xle~Asp 

であった。なお、 Xleは LeuあるいはIleであるo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 O 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末端の 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 N1IR分析結果を報告してい

る(58) 0 この結果を参考にしたところ BS~38 に関する lH~N1IR (400 11Hz)分析の特徴か

ら Ser、Thr側鎖ではなく脂肪酸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) 0 l1e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)~Asp~Thr~Leu~Leu~Ser~Leu~Ser~Ile~Ile~AspCo 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 L~Leu の位置を決定した(図 1 -1 1 )。以上により BS~38 の全化学構

造は(図 1-1 2) 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)Jと命名した。 Asp

には a位(主鎖)と』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 (As開 raginylendopeptidase，

qo 

q
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U
 



アミノ酸 D体 L体

Ser 200. 89 o. 00 
Asp 117.00 116.83 
Thr 4. 33 o. 00 
Leu 266.35 127.29 
1 le 0.00 125.34 

それぞれの値は BS-38100 pmol当たりに含まれるアミノ酸の pmol数。
D-Thrの値が小さい原因は不明。

アミノ酸の光学異性体分析.

光学異性

表 1-2. 
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図1-1 1. 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。

C H 3(C H2)6~ H C H2CO・D・Leu-o・Asp-o-Thr-o・Leu -o-Le u -o-Se r-L-Le u -o-S e r-し11e-L-II e-L-As p 

~------------O--------------~ 

30 25 20 15 10 

の化学構造.

Arth rofacti n 

(BS-38) アノレスロファクチン
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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-}株、 B--}株はいずれもBaci11us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。 B.subtil isがサーブァクチンを生産

することは既に有馬らにより報告されている(42)が、 B.pumi lusで生産することは本報

告が初めてである。また、 B.subt il is B-}はL回形培地、 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. pumilus A-}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 o 一方、 IIS38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 IIS38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(セラウエッチン)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 (}354)ため、 2次元NM R (400 11Hz)のピークの

帰属が困難であり、 FAB-1ISCAD/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-1IS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 O 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)7サプユニットの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 o 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 o

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B. pumilus A-1、B.subti lis B-1 、

Arthrobacter sp. IIS38と同定された。 BS構造解析の結果、 A-1株， 8-1株が生産す

るBSは共にサーファクチンであった。 IIS38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J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-hydroxydecanoyl-D-leucyl-D-asparagyl-D-threonyl

D-leucy l-D-leucyl-D-seryl-L-leucy l-D-sery l-L-isoleucy l-L--isoleucy l-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 ノくイオサーファクタントの構造-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

相聞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 o 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の構造一活性相聞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O 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ー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lレスロファクチン

合成界面活性剤

・TritonX-IOO 

. Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
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ODSミニカ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-PAKPLUS C18; 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 ml)程度のメタノール、lIilliQ 水、さらに 20施アセトニ

トリル(含 0.5N HCl)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 ml)の 20施アセトニ

トリル(含 0.5N HCl)で洗浄(反応試薬、溶媒の除去)した。カラム等量(I~3 ml)程

度の 80鬼アセトニトリル(含 0.5N HCl)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 10mgを 10mlメタノールに溶解後、 5.511塩化アンモ二ウム (25気

アンモニア水で pH7.0に調整したもの)を 1ml添加した。 0.511塩酸で pH5.0に調

製した後、 1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)ーカルボジイミド (EDC)0.5 gを 1

時間毎に 3回加えた。この間、 0.511塩酸で pH5を維持した。反応後、lIi11iQ水を等

量(約 10ml)加えてから ODSミニカラムにより精製した後、エパポレーターにより完

全乾固した。さらに HPLCで精製した後、 FAB-IIS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 o 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 10mlに溶解し、 12N HClを O.1 ml加え

て酸性にした後、 22tで一晩放置した。lIi11 iQ水を等量加えて ODSミニカラムで精製し、

エパポレーターで乾固した。 HPLCにより各ピークを分取した後、 FAB-IS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

ml NaOH/ 40¥ leOHで溶解し、 37'Cで一晩放置した。1.5ml lilliQ水を添加した後、 O.

5 N HClを 5~l ずつ加えて最終的に pH を 3 'v 6に調整した o ODSミニカラムで精製し、

エパポレーターにより乾回した。

バイオサーファ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 (CIC)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 Tr削除 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 (1)= F x皿 {F;測定温度における純水 l

z当たりの表面張力 (mN/皿・g)、m;試料一滴あたりの重量 (g)}により算出した。 CIC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。

(⑤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 20mlを入れる O 水面が安定した後、原油(相良油)10 ~l 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 10 ~l 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 CIIC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 10mllリン酸緩衝液 (pH8.0)に溶解したものを用いた。純水と 10mll 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。 CIICはそれぞれ、1.0X 10-5 11 (アルスロファクチン)、 7.0x 10 5 

M (サーファクチン)であったo また、水の表面張力を 72mN/mから 40mN/阻まで低下

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 7.5x 106 M、サーファ

クチンでは 4.0X 105 11であることが読み取れる o 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 5x 10 4 11で 27mN/mであったのに対して、アルスロファクチ

ンは1.0X 104 11付近において 24mN/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./

mol)程度高い活性を有することが判明した。
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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。被温は 25'cで
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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排除活性

コロニ一周囲に透明なゾーンが形成BS生産菌をLオイルプレート上で分離する際に、

そこで、バイオサーファクタントの活性測定にこの現象されることを既に観察していたo

(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-

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2)。

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斉IJ Triton X-100と同程

1.1倍 (activity/mg)およびアルスロファクチンはサーファクチンの度の活性を示し、

2倍 (activi ty /mol)の活性を保持していた。一方、 SDSには油膜排除活性は全くなかっ

それぞれ 3x 10 4 (10 および1.2 x 10 2 (1) たo Triton X-100および SDSの CICは

(31)(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

その聞にはある程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、

度相関性が認められる o 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 CIC

が大きいことに加えて、 HLB(Hydrophile-Lipophile Balance)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ーっと考えられる (31)。
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図2-2.界面活性剤量と油膜除去領域の関係.
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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)、セラウエッチン(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

ンとセラウエッチンの CICはそれぞれ、 37.5mN/mおよび 33.9mN/m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 lが 2ケ所アミド化されたサーファクチン (2A-Sわである o 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 (U-SF，21-SF)が分離された。ピーク l

は質量数から未反応のサーファクチンと推定される o 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)。

C H 3(C H2)6CH CH2CO ・D・Leu・o.Asp・D・Thr-ローLeu-o・Leu -o.Se r-L.Le u -o.Se r-L.II e-L.II e-L.As p 

' - - - - - - - - -0  

Arthrofactin (59) 

CH3yH(CH巾 CHCH2CO・L・Glu・レLeu-ローLeu-L.Val-L.Asp・D・Leu・レL宇U

CH3 

~-------------O------------------~ 
Surfactin (42) 

CH3CH(CH2)9CH CH2CO・L・Asn-o.Tyr-L.As n -L.G I n -L.P ro-o.Asn-L.Ser 

~----NH------' 
CH3 

Iturin (71) 

CH3(CH2)6CH CH2CO・o.Leu-L.Ser-L・Thr-o.Phe・L.IIe 

0-----'  

Serrawettin W2 (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.
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a; HPLC分析。 b;HPLCで精製されたピーク 30c;精製前ピーク 3の FAB-MS分析。
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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-IS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， L-SF; 開環アルスロファ

クチン， L-AF (図 2~ 6)。
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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トSF;M十NalZ=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 l-AF; 船 NalZ=1394( " )。

F
h
d
 

qo 



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.IICの測定はできなかった。そこで 70施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)0 2A-SF， l.lI-SF， 2.11-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完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第にまで減少していた。
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図2-7.化学修飾サーファクチンの油膜排除活性.

0， SF;口， 2A-SF，・， 2M-SF，企， lM-SF;・， L-SF。

L-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郊であった。 また表面張力低下活性について L-AFを評価した結果、 C.IICは 7x 10 5 

(.11)、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) 0 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 o 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a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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2.3.6.油膜排除活性に関する pHの影響

2A-SF， 11-SF， 21-SFをそれぞれ pH0.8 (with lN HC1)、pH11. 0 (引thlN NaOH) 

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 pH0.8 (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lII-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聞き始める(データ示さず)。

表2-1.油膜排除活性に対する pHの影響.

ば AF SF lM-SF 2M-SF 2A-SF 

0.8 6.1 1.1 11. 3 11. 1 11. 5 
7.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 
11. 0 12.6 13.6 11. 4 10. 1 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. MIS38 

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

(1. W.二 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)、 r{シロマイシン(72)、ビスコシン

(43)およびセラウエッチン(58)などが既に報告されている o このなかで、サーファクチン

とイチュリンは共にBacil1us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 27凶/固に対して

イチュリンは 37.5副 1mとかなり違う o 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 o 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， 1 Val， 1 Asp， 1 Glu、イチュリンは 1Tyr， 3 Asn， 1 Gln， 

1 Ser， 1 Proである O 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 o 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エ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

⑨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 o 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、水溶性は極端に低下した(CIC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、かっ水溶性であるた

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 o 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 o

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 o 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，I1e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①~⑨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 o 後者の点につ

いては、同じ脂肪酸構造を持つセラウエッチンのアミノ酸組成と比較することによっても

明らかである口今回、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十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 o 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 o llI-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 l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 l割程度上昇しているのはイオン (W)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 o

リポペプチド型BSを構成するアミノ酸の光学異性 (D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 o 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

し、O
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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(CIC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 (CIC)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 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 o 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 ノく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 o 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 o 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

(プロックミュータント)の表現型を相補する遺伝子をクロー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、かっ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 o しかしながら、この方法の前提となるのは生産菌の宿主ーベクタ

一系の構築である o 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、Bacillus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)0B. 

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一二ングされていた

ので(76，77，78)、まず B. pumilus A-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-l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

菌の宿主一ベクタ一系についてはいまだ報告がなかったので、 Arthrobactersp. IIS38 

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. pumilus A-l (サーファクチン生産性 ;SF十 (79))

B. subtilis B-l (S F十(79))

B. pumilus Nll， N12， N41， N42， N43， N44 (A-l株由来サーファクチン非生産性突然変

異株;S F (79)) 

B. su bt il i s n 113 (arg-15 trpC2 hsrll hsmM， S F ) 

Arthrobacter sp. IIIS38 (アルスロファクチン生産性;A F ，) 

Brevibacterium lactofermentum R31 (Aecr， 1I1yr)(80) 

Escherichia coli JIII09 (recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi hsdR17 

自(lac-proAB)jF' [traD36 proABt lacIQ， lacZsII15](81) 

Aec， S-aminoethylcysteine; 1I1y， 1目ethyllysine

プラスミド

pC194 (Cmr)(82) 

pTB522 (Tcr)(83) 

pUBI10 (Kmr)(84) 

pULRS8 (Cmr， Kmr)(85) 

pUC18 (Ampr)(86) 

Cm， chloramphenicol; Tc， tetracycline 

Km， kanamycin， Amp， ampicillin 

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 5ml L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 00，000

rpm， 1 min)、菌体を 100alのSoln. 1に懸濁後放置した (E. col iの場合には室温
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で 5min、Baci11 us属、 Arthrobacter属、 Brevibacterium属細菌の場合には 37tで 30

min)o 200 ~1 のSoln. Hを加えて室温で 5分間静置した後、さらに 150 ~l の

Soln. Iを添加して氷中に 5分間静置した。遠心分離 (14，500rpm， 5 min)後、上澄液

を別のエッペンドルフチュープに移し、 400 ~l のフェノール/クロロホルム O:}) 溶液

を加えて混合した。遠心 (12，000rpm， 2 min)後、水層を別のエッペンドルフチュープ

に移し 800 ~l の 100' エタノールを加えて遠心分離 (14 ， 500 rpm， 5 min) し、沈殿を

70施工タノールでリンスして減圧乾燥した o

[大量調製]

薬剤を含む 100ml L培地培養液を SS34遠心管で遠心 (8，000rpm， 5 min， 4t)集菌

して 5ml Soln. 1に懸濁後、静置した (E. col iの場合には室温 5min， Bacillus属、

Arthrobacter属， Brev i bacter i um属細菌の場合には 37t30 min) 0 10 mlのSoln. Hを

加えて室温で 5分間静置した後、 7.5mlのSoln. .を加えて氷中に 5分間静置した。

遠心分離 (15，000rpm， 20 min)後、上澄液を別の SS34遠心管に移し、 12ml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 min， 20t)後、

70~ エタノールでリンスし減圧乾燥した。 6 mlの 50/50TE緩衝液 (50ml Tris-Cl， 

50 ml EDTA， pH 8.0)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 lープタノール)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 (10ml Tris-Cl， 1 ml EDTA， 

pH 8.0)とした。

各溶液の組成

Soln. 1 (for E. col i) Soln. 1 (for other bacteria) 

Glucose 50 ml Sucrose 10.3第

Tris-Cl 10 ml Tris-Cl 25 mI 

EDTA 10 ml EDTA 10 mI 

pH 8.0 Lysozyme 5 mg/ml 

pH 8.0 
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Soln. n Soln. I 

NaOH 0.2 N K-acetate 3 M 

SDS l郊 pH 4.8 

大腸菌からのプラスミド大量調製の場合、必要に応じて QIAGENplasmid kit (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

100 ml 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

被に目指 sucrose，5 mg/mlの lysozymeを溶解したもの 3mlにこの菌体を懸濁し、

37t 30分間静置したo これに、 l施N-lauroylsarcosinesodium salt 50/50T E溶液 3

ml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 (10mM Tris-Cl， 1 mM EDTA， pH 8.0)とした。

DNAの各種酵素処理

DNAの制限酵素、 bacterialalkaline phosphatase、T4DNA 1 igase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 TAKARAblunting kitを用いて

行った。

DNA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施アガロース

ゲル (Agarose1600， Wako製)を用いた。 DNA溶液に BPB釦 ln. (100 ml， EDTA; 60 g， 

sucrose; 10 mg， bromophenol blue/ 100 ml)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 (40 mM Tris-acetate， 1 ml EDTA)、電気泳動装置として、

lupid 2(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) 

Ethidium 8romide 100 mg 

Dimethyl Sulfoxide 0.5 ml 

lIilliQ曹ater 9.5 ml 

working conc.; 50 .l/ml 

アガロースゲルからの DNA断片回収

GENECLEAN n kit (810← 101 Inc.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跳アクリルア

ミドゲル(第一化学製)を用いた。泳動用緩衝液として T8Ebuffer (90 mll Tris-borate， 

20 mll EDTA)、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 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)0L培地で対数増殖中期まで培養した培養液

40 mlを遠心集薗し、 20mlの 50mll CaC12 溶液に懸濁後、 o't30分間静置した。これ

を再度集菌し、 4mlの 50mll CaCI2， 15施glycerol溶液に懸濁してこれを competent

cell とした。 Competentcell懸濁液 200.1と DNAを混合して o't30分間静置後、

42't 90秒間の熱ショックを与えた。これに 1ml L培地を加えて 37'tで 1時間培養後、

薬剤を含む選択培地に広げ 37'tで一晩培養後形質転換体を得た。
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[ B. subtilis 11113の形質転換]

Anagnostopoulosと Spizizenの方法(89)に従って、 competentcellを調製した。

5 mlのL培地で 37'C一晩培養した培養液 1mlを TFI培地 (14g， K2HP04; 6 g， 

KH2P04; 2g， (NH4)2S04; 1 g， sodium citrate; 5 g， glucose; 0.2 g， IgS04・7H20;50 

mg L-arginine; 50 mg， L-tryptophan; 200 mg， casamino acids /1)20 mlに植菌し、

37'C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 4mlを TFn培地 (14g， K2HP04; 6 g， KH2P04; 2 g， (NH4)2S04; 1 g， 

sodium citrate; 5 g， glucose; 0.2 g， IgS04・7H20;5 mg， L-arginine; 5 mg， 

L-tryptophan; 0.1 g， casamino acids /1) 36 ml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 1mlと DNA(約 1/lg)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 3mlのL培地を加え、 37'C

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'C一晩培養す

ることにより形質転換体を得た。

[ B. pum i 1 us A-1の形質転換(エレクトロポレーション法)(90，91)J 

5 ml L培地で 37'C一晩培養し、 L培地 100ml/ 500 mlマイヤーフラスコに 1第植菌

後、 OD600 が 1.0(OD660 = 0.6)になるまでは7'C約 3時間)培養した。遠心集菌

(10，000xg， 5 min， 4'C)後、 1ml HEPES buffer (pH 7.0)で 2回洗浄した後、 PM溶液

(10¥ PEG 6，000， 0.1 I mannitol)で l回洗浄した。細胞を 1010 cells/ml程度に懸濁

した後、 DNA溶液 (""10/ll程度)および細胞懸濁被と等量 (0.5ml)の 40施PEG

6，000溶液を添加した。この細胞-DNA懸濁液を氷中で 5分間静置した後、電極間距離

2 mm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被の竜気パルス(通

常、 14kV/cm， 1 msec)を l回与えた。 2ml L培地に懸濁し、 37'C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-IO

(島津製作所製)を用いた。

[ Arthrobacter sp. IIS38の形質転換(エレクトロポレーション法)(92)J

5 ml L培地で 30'C一晩培養し、 L培地 100皿1/500 mlマイヤーフラスコに同植菌
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して対数増殖中期 (OD660 が 0.6程度、通常 30t3時間)まで培養した。培養液を遠心

集菌 (10，000xg，5 min， 4t)後、菌体 20皿iの 1ml HEPES buffer (pH 7.0)で l回、

20 mlの l附 glycerol溶液で 2回洗浄後、 0.5mlの同溶液に懸濁した。細胞懸濁液

50 fll と DNA(特に断らない限り O.1 flg)をエッベンドルフチュープ内で接触させ、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、方形披の電気

パルスを l回与えた。 2ml L培地に懸濁し、 30t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 1flg DNA当たりで得られた h 耐性株数とした。

BS非生産株の取得(化学突然変異剤処理)

5 ml L培地で一晩培養し、 L培地 5mll 100皿lマイヤーフラスコに 2完植菌して、

OD660 が 0.5および1.0になるまで培養した。 NTG(N~methyl-N' ~nitro-N-nitroso~ 

guanidine)溶液を加えて(終濃度 100flgl ml)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-chaintermination法， (93))

により、修飾 T4DNA ポリメラーゼ (Sequenase™， United States Biochemical ωrp. 

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 oN A S 1 S ™ 

プログラム(目立ソフトウェア製)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、 37t一晩培養した培養液 20mlを遠心分離 (10000xg，5 min， 4t)に

より菌体を回収した。 2ml S幽 buffer+ 2 ml 2 L培地に懸濁した後、リゾチーム (2mg 

Iml)を加えて 37t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，10 min， 4t; HB~4 スイングローター)により細
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胞を回収後、 2m 1 SU bu ff er + 2 m 1 2 L培地で洗浄したo 氷中で、 2皿12 mI EDTA/ 

0.1 M K-P04 buffer (pH 7.0)に懸濁することでプロトプラストは破壊された。

SU buffer 2L培地(/1) 
-一一一一

Sucrose 0.5 M Bactotryptone 20 g 

Maleate 0.02 M Veast extract 10 g 

本MgC12 0.02 M NaCl 5 g 

pH 6.5 with 1 N NaOH pH 7.2 with lN NaOH 

本MgC12は別殺菌

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

1 mg/mlになるように加えて、 37'C1時開放置した。遠心分離 (20000xg，30 min， 4'C) 

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。

A buffer B buffer 
一 一一一一一一一一一一

Tris-Cl 10 mM Tris-Cl 50 mI 

Magnesium acetate 10 mM MgC12 10 ml 

KCl 100 mM PISF 0.3 mI 

Sucrose 20第 RNaseA 10 ~g/ml 

PMSF 0.3 mI DNaseI 10 ~g/ml 
一一 一 一 一 一 一

pH 7.0 with lN HCl pH 7.2 with lN HCl 

sosーポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)

蛋白質の SDS-PAGEは Laemmli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 (Jako製)により染色を行った。
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サザンハイプリダイゼーション分析(非別法)

@ゲルからメンプレンへの DNAの転写

DNA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 o 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社製のエレクトロプロティング装置を用い、

そのプロトコールに従った。メンプレンは Amersham社製の HybondN+ を用いた。プロッ

ティング終了後、 0.4)1 NaOHを染み込ませた 2-3枚の漉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。 5x SSCで洗浄後、ハ

イブリダイゼーションを手Tった。

②ハイプリダイゼーション

DNAを固定したメンプレンをハイプリダイゼーション溶液に浸して、 65tで 1時間プ

レハイプリダイゼーション後、ハイプリダイゼーション溶液にあらかじめ標識したプロー

プ DNAを加え、 65tで一晩ハイプリダイゼーションを行った。

⑨ジゴキシゲニン標識プロープの作製およびシグナルの検出

DNA labeling and detection kit (Boehringer )lannheim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. pumilus A-1 J 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')，中コピー数ベクターpC194(Cm')，高コ

ピー数ベクタ-pUBll0(Km')を使ってそれぞれの薬剤の最少生育阻止濃度()IIC)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。 そこで、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 1X 103 transformants/昭 DNA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. subtilis B-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。

[ Arthrobacter sp. IIS38 ]工業的なリジン生産菌である Brevibacterium

lactofermentumから分離されたプラスミド pBL1を基本として構築されたシャトルベク

ター (E. coli-Brevibacteriu皿間)pULRS8が Corynebacteriumglutamicum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(91)0

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 pULRS8(図3--1，(85))を利用することに

した o IIS38のカナマイシンに関する ncは 15開/皿1であったため、形質転換体の選

択は Km20昭 /ml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3--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 

10 4 (Km' ce1ls/ total viable cells)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、 0.01 ~g DNAを用いた場合に 3X 105 (Km' cells/ほ DNA)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 DNA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 pULRS8をプロープとし、

サザンハイプ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

Km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. IIS38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. col i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. pULRS8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。

O→、.→はそれぞれ tetプロモーターおよび Plプロモーター。
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図 3-3. DNA濃度が形質転換体総数 (0)および形質転換頻度(・)

に及ぼす影響.

電気パルス条件は、 10kV/cm 0.5 msecで1Tった O
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0.5-

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をプロープとして用いた。レーン 1.. 6までが、 Km'"株から

調製した試料、レーン 7は pULRS8(ポジティプコントロール)。いずれも型旦dlUで

処理したものを l施アガロースゲルで分離した。
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3.3.2. ショットガン法によるサーファクチン生産に関する遺伝子のクロ一二ング

A-1株がサーファクチン (SF)の新規生産株であり、かっ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)を多数取得した。このうち、生育の良かっ

た 6株 (N11，N12， N41， N42， N43， N44)を選びクローニングの宿主としたりランダム

なA--1株染色体遺伝子断片 (Hindll消化物)とクロ一二ングベクターが194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Lオ

イルプレート上でハロー形成能を恒l復したもの (Cm'/留守)が4株 (Pl1，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 O

それぞれの保持する組換えプラスミドのうち (pNP11，pNP42， pNP43)により、相互形質

転換を行ったところ、 pNPl1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

プラスミド

宿主 pNPll pNP42 pNP43 

Nll 5/5 5/5 0/5 

N42 5/5 5/5 0/5 

N43 0/5 0/5 5/5 

MI113 0/5 0/5 5/5 I 
」ー

Nll， N42， N43 B. pumilus A-l由来 SF一株

MI113; B. subtilis MI113 (SF一)

数値はコロニー数 (SF+/Cm')で表示した。

また、 SF非生産株である B.subtilis 111113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、 B.subti lisと B.pumilusの間で共

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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B. subt i I i s MI113 (pNP43) 

B.型竺り isMI113 (pC194) 

図 3-5. B. subtilis MI113 (pC194)および B. subtilis MI113 (pNP43) 

のSF生産性比較 L オイルプレート (Cm15μg/ml)。

3. 3. 3. サーファクチン生産遺伝子 psfl の塩基配列決定

pNP43には 6kbの DNA断片が挿入されていた。 B.subtilis lJ.I113 (SF )を宿主と

したサプク口一二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、

HindID 2 kb断片がlJ.I113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。

2 kb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 (ORF1N3)が確認された(図 3-6)。

次に、 B. subti 1 is lJ.I113 (SF )を宿主として各断片の活性を SF生産性で評価した。 OR

Fl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量1113株を SF生産

性にしたが、 ORF2， 3内の Eco47M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 SspI-Hindll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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ORF2 
〉

ORFl ORF3 (PSF1) 5∞bp 
〉 〉

Hindlll t:-JspV ~spl f;:∞4刀11 Sall HindllJ 1. 1. 
+ 

A + 

ム

+ 

図3-6. Hindm 2 kb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。

+， S F生産性;一， S F非生産性。ムは 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。

111113株を SF生産性にした。 Sspl部位の直上流には 3ケ所の ATGコドンと l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-I)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.subti lis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施、幼児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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AA GCT TTT GAA GCG GGA ACA TCT TTT ACG TTG GTT TTT TTA TTT TGT TGG ATT GAT TGT 

60 ACT TGC TTT TGG ACT TTC GCT GAC AGT GAA AGG AAA GAT CCT TGG CAT TGG TCC TTG GGA 

120 CGC TTT TCA TTA TGG ACT GTT TCA GCA TTT TGG TTT AAC TAT TGG ACA ATG GTC CAT CAT 

180 TAT TGG TGC ACT CAT TGT GAC ACT GAC ATC TGT TTT CAC GAA ATC TTT TCC AAA GAT TGG 

240 CGC ATT ACT GAA CAT GGT GCT GAT TGG TAT GTT TAT AGA TTT CTT TAA TGC GGT ATT GCC 

300 TGC ACC ACA TGG GTA TTT ACC CGC TTT ATA TGT GTT TAT TAC GGG CGT TGT GGT TTC AGG 

360 GTA TGG CGT TGG CAT TTA TGT CTC AGC TAA TCT TGG CGC TGG GCC AAG GGA TTC ATT AAT 

420 GCT GCT CAT CTC AGC AAA AAC GGG GCT GAA CGT ACA GTG GGT TCG AAA TGG TAT TGA GTT 

480 AAC CGT GCT TCT ATT TGC ATG GAT GCT CGG CGG ACC GAT TGG CAT TGG AAC GAT TCT GAC 

540 CGC CAT CTT TAC AGG ACT CGT CCT TCG CTT CTC ATT GCC ACA ATC GAC ACG GCT CTT GCA 

600 GCT GCT CAT TAC AAA AAC AGC GGA GAA ACC TGT TCA AAC CCT TAC CCG ATA AGA ACA AGC 

660 CAT TCT ATG AAA AGA ATG GCT TTT CTT GTG CAA CAT TCA CGA ATA TTT CAG ACC AAC TTT 

-35 -10 
720 ATG CTT CTA TTG AAA AGG ATG CTT CGC AAG GTG TTC ATC CAA T~G TAC AAT AAA TGT AAA 

780 AAA TTG AGG TCC GTT ATG AAG ATT TTC GCT ATT CAA TTA CAA CCT TTA GAT GAT AAA AAT 
M K F A Q L Q P L D D K N 

SD 
840 GCA CGA AAA CAA ATA GAA CAG CTG AAG CCT TTT GTG TCA TTT GAA AAA CGC GCC GCC GCT 

16 A R K Q E Q L K P F V S F E K R A A A 

900 GAG CGC TTT CGT TTT TTG ATC GAT GCA AGA AGA ACG CrG TTA GGT GAG GTA CTG ATT CGT 
36 E R F R F L D A R R T L L G E V L R 

960 CAC ATC ATT CAT GAG ATG TAC GCA CTG CCA ATG GAA CAG ATC ATT TTT GAA ACA GAA GGG 

56 11 H E M Y A L P M E Q F E T E G 

1020 AAC GGA AAG CCT GTT GTC CGG CAA ATT CCT TCT TTT CAT TTT AAT CTT TCT CAC TCT GGT 

76 N G K P V V R Q P S F 11 F N L S 11 S G 

1080 GAT TGG GTC GTG GGC GCA GTA GAT GAT GCG CCT GTT GGT ATT GAT ATT GAA GAG ATT AAA 

96 D W V V G A V D D A P V G D E E K 

1140 CCG ATT GAT TTA GCC ATT GCC GAG CGA TTT TTT TCA GCT GAC GAA TAT CAA GAT TTA CTC 

116 P D L A A E R F F S A D E Y Q D L L 

1200 TCA CAG CCG GCA GAA CGG CAG GAA GCC TAT TTC TTT CAT TTA TGG TCC ATG AAG GAG GCT 

136 S Q P A E R Q E A Y F F H L W S M K E A 

1260 TTT ATC AAG CTG ACA GGG AAG GGA ATA TCC TAT GGT CTT TCA TCC TTT ACC GCT CGC TTG 
156 F K L T G K G S Y G L S S F T A R L 

1320 TCA GAG GAT GGA CAG GCT ACT TTG AGA TTA CCT GAT CAC GAA GCC CCT TGC GTT GTC CAA 

176 S E D G Q A T L R L P D H E A P C V V Q 

1380 ACA TAT TCA CTT GAT CCT GCC TAC CAA ATG GCA GTT TGT ACA AGA AAA CCC GCT GCG GCT 

196 T Y S L D P A Y Q M A V C T R K P A A A 

1440 GAG CAC GTC GAG ATA CTC ACT TGT GAG AAC ATG CTG TCT CGC CTT AAT AAC GTG TGA TTT 

216 E H V E L T C E N M L S R L N N V 事

1500 GTT GAA GTG ATG ACT TTA GCA AAT CGA CGC CTC GTG CGA TTT CCT CTT CTT TTA CAT GCC 

1560 AAA TGT TCA GCT GAA GTA TAG GCT CCT TTT GAT AAG TAG AAA TGA AAT GGC GGT CAA TCG 

1620 GCT GAA CCA TCA CAG AAG CCT TTT TTA GCT 'GCT GAA TAA GCT GAT TCA TCG GAA TGG ACC 

1680 GGT CGA CAC GAA CGT GGG TAT GGG TAG CTG GCT CCT CTT CTC CCA GCT CAT AAG CGC CTT 

1740 GAT CAT TTT TCA AAC AGG CAC AAG TTG TTT GGA TCG AGC TCT ATA GGT CGC CTG CAT CCT 

1800 TTC TCT ATG ACG CTC AAA CAT CCC GCT TTT CAA ATA TAT TTC TAA AGC AGC CTG ~ム.y!斗

1860 ~AT CGA ac主 主豆 AT ATC AAT CAG CCG TTT ATG TTC ACT GAA GGG GCC AAT CAG CTC GTT 

firslinator 
1920 TGG TAA GAC GAC AGC ACC TGT TCT AAG CCC TGG AAA AAT GAT TTT TGA GAA GCT T 

図3-7.型空dlH2 kb断片の全塩基配列および ORF3 (PSF-l)の推定アミノ酸配列.

プロモーター様配列(一10，-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o

月
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3.3.4. PSF-}蛋白質の発現ならびにその局在

PSF-l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pC}94

-2kbを保持する B. subtilis KI113組換え体から調製した細胞質画分および細胞膜両分

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

胞質両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-}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。

1 2 3  4 5 6 

情 94kDa

制 43

晴樹繍~ -30 

咽咽・E

.20 

a b 

図3-8. PSF-l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は堅.塑性旦並 MIl13、レーン 2，5 

は B. subtilis MI113 (pC194)、レーン 3，6は B. subtilis MIl13 (pC194-2kb 

=pNP43)。矢印で示したところに 25kDaのタンパク質 (PSF-l)が確認される。
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3.3.5. サーファクチン生産制御遺伝子 comP' および comA' のクローニングと塩基配列

決定

pNP11 と pNP42の Hindllによる切断パターンをそれぞれ調べたところ、 pNPllには 3

kbと 6kbの 2断片、 pNP42には 1kbの l断片のみが挿入されていた。そこでサイ

ズが小さい Hindll1 kb断片の塩基配列を決定した(図3-9)0 144番目の.Metから

780番目の Leuにわたる ORFが推定された。また、.Met上流にはプロモータ一様配列

(-35， TTGGCA; -10， TATATAAA)が存在し、.Met直上流にはリボソーム結合配列 (SD)ωA

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てホモロジー検索を行ったところ、 B. subti lis由来 comA

遺伝子(98，99)と DNA レベルで 67.nアミノ酸配列レベルで 71.5第(図 3-1 0)の相

同性を有することが判明した。 comA遺伝子産物であるComAタンパク質はその上流域に

コードされている comP遺伝子(00)産物 ComPと共にいわゆる、 Tow-componentregula-

toryシステム001.102)を構成しており、 ComAはリン酸基をComPから受け取って活性

化される regulatoryproteinである O その制御支配下には、 B. subtilisの DNA取り

込み能 (competency)にかかわる遺伝子群がある (01)。すなわち、今回クローニングさ

れた遺伝子は comAのホモログであると思われたため、 comA' と名付けた o 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3-1 0)。

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 ComP' C末端領域と思われる部分(図

3 -9)をプロープとし、サザンハイブリダイゼーション法およびコロニーハイプリダイ

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、 3.1 kb 

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3-1 1)。
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AA GCT TCA AAT TCA CACλGC ACC TGA AAA AGG GCT CAA GGT GAA AAT 

~8 TGA AAT GGA ATT G~C心 ATT IClJ'AA Ggι..nd AGA crn GG~ ，>!TC T豆ζ
自 由一一----:1'~--- Lー・~司r

comp' r-一一一L 『 』ー----.......，:er 司96 丘Aム4工♀JJTITAT ATA A~A TGG AAG TGA GTG ATT TAA AGG GAG GAA GAC 

144 ATG AAG AAG ATA TTG GTC ATT GAT GAT CAT CCG GCT GTC ATG GAA GGG 
l 珂 KK LV  DDHPAV 河 E G 

192 ACA AAA AGC ATA TTA GAA TCA GAT CAG CAG CTA TCA GTC GAT TGT TTA 
17 T K S L E S D Q Q L S V D C L 

240 AGT CCT GAT GCA GAA GGC GCC TTT TTA AAG ACG CAT GAC TTT TCC ATC 
33 S P D A E G A F L K T H D F S 

288 TAT GAT GTG ATC TTG ATG GAT TTA AAT CTC GGG GAT ATC AAT GGA ATG 
49 Y D V L 河 D LNLG  D NGM  

336 GAC ATT GCC AAA CAA ATT CTA GAA ACG AAT CAA CAA GTG AAA ATT ATC 
65 D A K Q L E T N Q Q V K 

384 ATT TAT ACA GGA TAT GAA GTA GAT GAT TAT TTC GAA GAG GCC ATT CGA 
81 Y T G Y E V D D Y F E E A R 

432 GCT GGA TTG CAT GGT GCA ATA AGT AAA ACA GAG ACA AAA GAC AAA ATT 
97 A G L H G A S K T E T K D K 

480 ATT GAA TAC ATA CAC CGC ACA TTG CAA GGA GAA GTT GTC ATT CAG CTA 
113 E Y H R T L Q G E V V Q L 

528 TCC TAT TTA AAG AAA TTA ATT TCA CAG CAG CAA GAG AAG CCA GAA CAG 
129 S Y L K K L S Q Q Q E K P E Q 

576 GCG CAG CAG ACG GAT CAT GAG CTG TTA ACA GAG CGT GAA TGC TTA ATC 
145 A Q Q T D H E L L T E R E C I:. 

624 TTA AGA GAA GTG GAA AAA GGG TAC ACA AAC CAA GAG ATC GCC GAT GTG 
161 L R E V E K G Y T N Q E A D V 

672 CTT CAT TTG AGC AAA CGC TCA ATT GAA TAC AGT TTG ACC TCC ATC TTT 
177 L H L S K R S E Y S L T S F 

720 AAT AAG CTG AAT GTT GGA TCT CGA ACA GAA GCG GTG TTA ATT GCA AAA 
193 N K L N V G S R T E A V L A K 

768 TCG GAA AGT GTG CTG TAA ACG TGT GAA GGG AGA GGG CCT TGA TGG ATG 
209 S E S V L 中

816 TGA GTG GTT CAA ATA CAC TGC TTG AGG CAC TGG GGA TTG AGA TTG TGG 

864 AAT GCA ATA AGT CAC GAT GCG TGG CGA CAA TGC CAG TCG ATC ACC GAA 

912 CAA AAC AGC CAT TTG GAT TAC TGC ACG GAG GAG CAT CAG CTG CTC TAG 

960 CAG AAA CAG TGG CAA GCA TGG GTG CTG CTG CTC ATT TGG ACT TAA CTC 

95 

1~3 

191 
16 

239 
32 

287 
48 

335 
64 

383 
80 

431 
96 

479 
112 

527 
128 

575 
144 

623 
160 

67l 
176 

719 
192 

767 
208 

815 
214 

863 

911 

959 

1007 

1008 AGC AGG TTT GTT CAG GTA TTG AAA TCA ATG CCA ATC ATT TAA AAT CTG 1055 

1056 TAC GTG ATG GAG TGG TGA CAG CTA CAG CTG TTC CTG TAC ATG TAG GAC 1103 

1104 GGC GTA CAA TGG TAT TCC AAA TCG ATA TAA AAG ATG ATC GAG ACC GTC 1151 

1152 ATA TCT GTA CGT CAA GAT GTA CAC TCG CTG TCA TTG ATC GCA TAT AAA 1199 

一ー一一一---V ter 可一ー-一一一一一

図3-9. Hindm 1 kb断片の制限酵素地図と全塩基配列および ORF(ComA' ) 

の推定アミノ酸配列.

プロモーター領域 (-35，TTGGCA;一10，TATATAAA)は四角で囲った。リボソーム結合

領域 (SD)およびターミネーター (ter)を示した。*は終止コドン。 巴里主'上流に

存在する comP' C末端部分(下線部分)およびターミネーター (ter) も示した。
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相同性を比較した結果、 N末端側において comPよりも約 318 b. p. 006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ComPタンパク質とのアミノ酸配列

レベルでの相向性は、 74'であった(図3-12)0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)、ComPとのアナロジーから、領域 1'"唖が膜を貫通するのに十分

な疎水度を有すると思われた。

10 20 30 40 50 大
ComA' MKKILVIDDHPAVMEGTKSILESDQQLSVDCLSPDAEGAFLKTHDFSIYDVILMDLNL-G 

-・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・ ・ ・・・・・・・・ ・ ・ ・・・.. . . .. . ・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. ................. . . . . . . . . . . 
ComA MKKILVIDDHPAVMEGTKTILETDSNLSVDCLSPEPSEQFIKQHDFSSYDLILMDLNLGG 

10 20 30 40 50 60 
60 70 80 90 100 110 
DINGMDIAKQILETNQQVKI 1 IYTGYEVDDYFEEAIRAGLHGAISKTETKDKI 1 EYIHRT 

-・・ ・・・・ ・ ・... . .. .................. . ・・・・・・・・・・・・・・・・.. . . .... . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . 
EVNGMELSKQILQENPHCKIIVYTGYEVEDYFEEAIRAGLHGAISKTESKEKITQYIYHV 

70 80 90 100 110 120 
120 130 140 150 160 170 

LQGEVVIQLSYLKKLISQQQEKPEQAQQTDHELLTERECLILREVEKGYTNQEIADVLHL 
-・・ ・・・ ・・ ・・ ・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・.. . . . . . . . . . . .. .. .. . .... ........ ....................... . 
LNGEI LVDFAYFKQLMTQQKTKPAPSSQKEQDVLTPRECLI LQEVEKGFTNQEI ADALHL 

130 140 150 160 170 180 
180 190 200 210 

SKRSIEYSLTSIFNKLNVGSRTEAVLIAKSESVL 
-・・・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ・・・・・・・・・・・・・・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . 
SKRSIEYSLTSIFNKLNVGSRTEAVLIAKSDGVL 

190 200 210 

図3-1 O. ComA' と ComAの相向性比較.

大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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14J9 AAT GAT AGT AAG TTA TGG AAA GAA TAC GTG GAT CAA TTT CAA GAT ATT TTA GGT GAA GTT 
358 :¥ D S K L W K E Y V D Q F Q D L G E V 

1499 GGG AAA ATC ATC GAG CTT GAT AAA GGG TTT ATG ATG AAA ATT GGA GAG CGG GGC GGT CAC 
378 G K E L D K G F ~ M K G E R G G H 

1559 TCG TTT ATG ATT TGC TGC TTA TCC AAT ATA CAG ACG CCG AAA TTG ACC CGC GAT GAA ATT 
398 5 F 河 C C L 5 N Q T P K L T R D E 

1619 TCA TGG CTG AAA ACA TTG GCA TTT TAC ACA AGT GTC AGT TTA GAA AAT GTC GTT AAG ATC 
418 5 W L K T L A F Y T 5 V 5 L E N V V K 

1679 GAA GAA CTG ATG GAG CAT CTT GAG GAT TTG AAA CAG CGG GAA GCC AAT CCC GCC TGG CTG 
438 E E L M E H L E D L K Q R E A N P A W L 

1739 AAG AAA GTC ATG TTC GCC ATG GAA GAA AAG CAG CGC TCA GAT TTA GCG AGG GAT CTT CAT 
458 K K V M F A M E E K Q R 5 D L A R D L H 

1799 GAT TCT GTG CTG CAG GAT TTG ATT TCA CTG AAG AGA CAG TCC GAG ATG TTC TTA ACC AAT 
478 D 5 V' L Q D L 5 L K R Q 5 E M F L T N 

1859 TTC CAA AAC AAC CAA TGC CCA ACA TCT ATT GAA AAT TCA TTG ATC TCA TGG AAT GAA CAA 
498 F Q N N Q C P T 5 E N 5 L 5 W N E Q 

1919 ATG TCT AAG GTG ATT CAA ACC ACG AGA GAA ACA TGT CAT GAA CTT CGG CCG CAG CTC CTC 
518 M 5 K V Q T T R E T C H E L R P Q L L 

1979 TAT GAT TTG GGG TTA GTG AAG GCA ATT TCG AAG CTG ACT TCG CAA ATT CAA GAG GAA GCG 
538 Y D L G L V K A 5 K L T 5 Q Q E E A 

2039 CCA TTT CAT ATT AGG CTG AAT ACA ACC CGC TTT GAT AAA GAA CTG GAC ATT GAT ATT GAC 
558 P F H R L N T T R F D K E L D D D 

2099 TCA CAG CTG AAT ATT TAC CGG ATT GTG CAG GAG CTG TTA TCC AAT GCG TTG AAG CAT TCT 
578 5 Q L N Y R V Q E L L 5 N A L K H 5 

2159 AAG GCC AGC CAA GTC TTA GTG ATG CTC ATT TGT ATT AAA GAT CAA GTT GTT CTC CAT TAT 
598 K A 5 Q V L V M L C K D Q V V L H Y 

2219 GAG GAC GAT GGA GTC GGA TTT GAT GCA AGC CAG CTT GAT CAG CAC ACG ATG AGC ATG GGT 
618 E D D G V G F D A 5 Q L D Q H T M 5 M G 

2279 CTT TCT GGC ATA AGG GAA CGA GTC AAA GCT CTA AAT GGA AAG CTT CAA ATT CAC ACA GCA 
638 L 5 G R E R V K A L N G K L Q H T A 

2339 CCT GAA AAA GGG CTC AAG GTG AAA ATT GAA ATG GAA TTG TAA CGA TTT CTT AAG GAA TAA 
658 P E K G L K V K E M E L 本

2399 GAC TTG GCA TCT GLCC AAG TCT TTT ATA TAA AAT GGA AGT GAG TGA TTT AAA GGG AGG AAG 
termlnator 

2459 ACA TGA AGA AGA TAT TGG TCA TTG ATG ATC ATC CGG CTG TCA TGG AAG GGA CAA AAA GCA 
L...-_ _  "，，_ Com A' 

2519 TAT TAG AAT CAG ATC AGC AGC TAT CAG TCG ATT GTT TAA GTC CTG ATG CAG AAG GCG CCT 

2579 TTT TAA AGA CGC ATG ACT TTT CCA TCT ATG ATG TGA TCT TGA TGG ATT TAA ATC TCG GGG 

2639 ATA.TCA ATG GAA TGG ACA TTG CCA AAC AAA TTC TAG A 

図3-1 1. XbaI -XbaI 3. 1 kbの制限酵素地図と PstI-XbaI 2. 7 kb 

部分の塩基配列および推定される ComP' 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 ComA'の位置も矢印で示した。
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C τGC AGA TTA TAT ATG GTA CTA TAA ATG ATA CTr GAT TTA AAA GTT CTC CAG TTA AGG 

59 ATG TTT TAT ACA TGA AGA TAA CTT ATA CGA AAC TAT CTG CrT TTT TTG TTT TTC TGT CTT 

119 TTT TAT TTG TGA TCT ATG TTT CAT ATA TTT ATG TAT TTG ATA TTT TTA ATG GAG CAC GTG 

179 TTG AGG AGA ACA AGA ATG GTC AAG CAG AAG TTG TCA AAG TCG AAT ATC TTT CTT TAG CCT 

239 ACA CAT CAG GAT TAG AAG AAG GAG ATA TTA TAC TTA AAA TCA ATG GAG AAT CTG CTA ACA 

299 ACA AAG ATC ATT TGA TCA ATG GTG AGC TTA GGA ATG TGC AAA GAA TTG AAT ATT CAA AGA 

359 GGC AAC CAA ATG ATC ACC CTA AAA AAT AAG ACA TTG ATT GGT CAA GAA AGT TTA TTT GTC 
SD M T L K N K T L G Q E S L F V 

419 TAT ATA ATT CCT CTC CTG TAT TCA ATA TGT TTA TTT TGT ATC TTC TTT ATC ATT CGT ATT 
18 Y P L L Y S C L F C F F R 

479 AAC AAA GAG ATC CAA CGA AAA TCA GCA TTT CTT TTA GTT TTA TTT TTA TTA ACG ATT TGT 
3 8 N K E- 1 Q R K S A F L L V L F L L T C 

539 ATC GGA TAT CTT AGT GCA GGT ACT TCG GGT ATT GGT GAT AGA TTT AGC CAT TAT GTC ATC 
58 G Y L S A G T S G G D R F S H Y V 

599 ACA TTT TGT TTA TCA AGT GTA TTT ATC TTT TAT ATT CAT TTC ATT TAT CAA TAT TTC AAA 
78 T F C L S S V F F Y H F Y Q Y F K 

659 GAG TTT GAC CTG CAT ATA ACG ACT CGA AAA ACA ATT TAT ATT TTA TAT AGT CTT CCT ATA 
98 E F D L H T T R K T Y L Y S L P 

719 ACT AAT CTA GTA ATA GAG CTG TTT GTT CCA ATT GAT TCG GCG ATA GCC AGA TAC ATG CCG 
118 T N L V E L F V P D S A A R Y M P 

779 AGT TTA AAT CTT TTA TTC TTT'TTT GCT TCT ATT ATC ATG TCA TTC AAA GTC ATT ATT TAT 
138 S L N L L F F F A S M S F K V Y 

839 GGA ATG CAG AAA TAT AAA GAG ACA GTG CAG GGG TCT GTT TTA AAG TTT TTT GTC ATG ATT 
158 G M Q K Y K E T V Q G S V L K F F V M 

899 AAT ATC ATA GCA TTT TGT CCG TTT ATC TTT TTA TTT GCA ATT CCA TAT GTT TTG TTT CGT 
178 N A F C P F F L F A P Y V L F R 
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1259 GAG AAG TAT AAT TAC CAG GAC AGC GTG TTT AAA TTT ACG CAG CTT ATT CGT GAG GCG TCA 
298 E K Y N Y Q D S V F K F T Q L R E A S 

1319 TCA CTT CAT CAA GTA CTG TAT CAT TTG AAA TAC ACC ATT TTA GAA GTG CTC GTT GTG AAT 
318 S L H Q V L Y H L K Y T L E V L V V ~ 

1379 AAA GCC TTT GTG CTA GAG GTG AAG GCT AAT GGA GAA ATG ATT GAA ATT GAT GAA TCA ACA 
338 K A F V L E V K A N G E M E D E S T 
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10 20 30 40 50 
MITLKNKTLIGQESLFVYIIPL-LYSICLFCIFFIIRINKEIQRKSi主FLLVLFLLTICIG

LKDFDLVTLNRPYSFFLFVLPLFFYFLSIICIFYILKVNKKRRSFAAYILILLLLDISIA 
110 120 130 140 150 160 

60 70 80 90 100 110 
YLSAGTSGIGDRFSHYVITFCLSSVFIFYIHFIYQYFKEFDLHITTRKTIYILYSLPITN 

YISAGGPFRGHIINRYINLFTFISSPILYLQFIQRYLGEIGKTFLNR-ーISFLYIIPIFN
170 180 190 200 210 

120 130 140 150 160 170 
LVIELFVPIDSAIARYMPSLNLLFFFASI IMSFKVI IYGMQKYKETVQGSVLKF FVMINI 

LGIEFFQDYLQVDIDFLATLNLVSFATLTLFSFSAIYLHLNKYKYAEHSFILKLLILTNT 
220 230 240 250 260 270 
180 190 200 210 220 230 

IAFCPFIFLFAIPYVLFRIYVVDPFFLTSFVLLIPFSLVYQFMTNKLYNMDFLISRLKYY 

LSFAPFLIFFVLPIIFTGNYIFPALASASLLVLIPFGLVYQFVANKMFDIEFILGRMRYY 
280 290 300 310 320 330 
240 250 260 270 280 290 

GFIAITPTILVVVTFYILQKPEDLKYTLKLAFITYTLMLAVFYFKEILDFRFRLKRFSEK 

ALLAMIPTLLIVGALVLFDVMDIQMNPVRQTVFFFVVMFAVFYFKEVMDFKFRLKRFSEK 
340 350 360 370 380 390 
300 310 320 330 340 350 

YNYQDSVFKFTQLIREASSLHQVLYHLKYTILEVLVVNKAFVLEVKANGEMIEIDESTND 

FNYQDSIFKYTQLMRGVTSLQQVFKELKNTILDVLLVSKAYTFEVTPDHKVIFLDKHEVG 
400 410 420 430 440 450 

360 370 380 390 400 410 
SKLWKEYVDQFQDILGEVGKIIELDKGFMMKIGERGGHSFMICCLSNIQTPKLTRDEISW 

PD-WNFYQEEFENVTSEIGKIIEVNQGFLMKVGERGGSSYVLLCLSNINTPRLTRDEISW 
460 470 480 490 500 510 
420 430 440 450 ・ 460 470 食

LKTLAFYTSVSLENVVKIEELMEHLEDLKQREANPAWLKKVMFAMEEKQRSDLARDLHDS 

LKTLSFYTSVSMENVLHIEELMEHLKDLKQEGTNPIWLKKLMFAIEEKQRSGLARDLHDS 
520 530 540 550 560 570 

480 490 500 510 520 530 
VLQDLISLKRQSEMFLTNF--QNNQCPTSIENSLISWNEQMSKVIQTTRETCHELRPQLL 

VLQDLISLKRQCELFLGDFKKDDNPCREEVQYKLVQMNEQMSDVISMTRGTCHELRPPVL 
580 590 600 610 620 630 
540 550 560 570 580 590 
YDLGLVKAISKLTSQIQEEAPFHIRLNTTRFDKELDIDIDSQLNIYRIVQELLSNALKHS 

YDLGLVKALSKLVAHEQERVPFHIRLNTGRFTASL--DLDSQLNLYRIIQEFLSNAVKHS 
640 650 660 670 680 690 
600 610 620 630 640 650 
KASQVLVMLICIKDQVVLHYEDDGVGFDASQLDQHTMSMGLSGIRERVKALNGKLQIHTA 

QATDVLIMLISIQNKIVLHYEDDGVGFDQEKNTEHSMSMGLSGIKERVRALDGRLRIETS 
700 710 720 730 740 750 

660 670 
PEKGLKVKIEMEL 

EGKGFKADIEIEL 
760 

ComP' 

ComP 

d

g

i

l

l

j

J

 

と ComPの相同性比較.ComP' 図3-1 2. 

センサータンパク質(74，75)に*を付したアミノ酸残基が、

保存性の高い His残基。
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ComP'および ComPの疎水度と、その結果に基づいて予想される図3-13. 

トポロジー.

平均疎水度から予想される膜貫通領域(I...彊)を示した。

19アミノ酸残基をウインドウサイズとして調べた(100)。
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第4節考察

B. pumilus A-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

comP' がクローニングされた o 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. subtilis OKB105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-1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 o また、最近になって E. coli entD 

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)、sfp(B. subtilis)及び psf-1(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 o 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 o 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 comA' 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、 ComA' にはり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、 Pseudomonasaeruginosa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-component

regulatory system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. subti lis B-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. pumi lus A-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 ComP(B. subtilis)に比べて N末端領域 106アミノ酸

残基が欠失していた。 ComP'(ComP)が培地栄養分(特に窒素源と思われる)の枯掲をセ

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 -35領域とオーパーラップ
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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)ことから竺些'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 -35領域は機能しないが、 comP' の転写終結 (RNAポリメラーゼがターミネータ

一部分に達する)と同時に二次構造が解除されて引き続き竺mA' の転写が開始する o こ

の方法により comP' と comA' の mRNA転写量比は正確に 1:1に保たれているはずであ

るo comP' 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(101)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 ComP' の機能解析に関す

る研究と共に ComP'と ComP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 o

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.型mi1恒空

A-lおよび、 Arthrobactersp. IIS38の形質転換系を構築した。その結果、 A-l株では

1 X 103 transformants/昭DNA，IIS38株では 3X 105 transformants/昭DNA程度の効

率であった。一方、 B.subtilis B-l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.pumi1us A-l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、単独で旦型聖立主

11113にサーファクチン生産性を付与する遺伝子 psf-l(production of surfactin)が
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取得された。

3. psf-lの塩基配列を決定したところ、 233アミノ酸からなる ORF(PSF-l)が確認さ

れた。ホモロジー検索の結果、 8. brevis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 8. subti lis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-lはそれぞれ 3拐、 45'の相同性を示した。

4. psf-l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-l遺伝子産物 (PSF-l)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-l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 Hindllkb断片が取得された。その塩基配列を決定したところ、B. subti lis由来

comAと 67.7施の相向性を有する ORFが含まれていた。アミノ酸レベルでも 71.坊の相

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、 8. subitilis由来 ComPとアミノ酸レベルで 72郊の相

同性を有する ORF(ComP')が確認された。しかしながら、 ComP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、 8. pum il us A-l と 8. subti lis 8-1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 o 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 o 脂肪族炭化水素の中でもn-アルカン資化菌の

報告例がこれまでで最も多く、 iso-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 C1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 C10から C16までの中鎖のnーパラフィンで

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 テトラデカンをモデル基質として用いた。

c::コ Fuhsのデータ

~ Lukinsのデ-?

芳香~炭化水素

"タロ Jマラフィン

オレフィシ

C12間関尽事号、

~炉、蕊夜間蕊品~.~.. <': C..回府予

C.・ X蕊電蕊蕊開

C..~_布署蕊露宮胃マ
旬-，マラフィン

二コ

Nおミ:言、京込ふ芯~恥ミお

3

2

1

 

F
L

円し

Flv

o 2 8 W U U W lli W 

微生物の種類

図.微生物による炭化水素の資化性(13). 
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第2節実験材料および方法

培地

基本無機培地 (811)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--TOを l郊添加して培養した。 811+Hin-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 0.2四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 (811) (g/l) 混合ガス (%) 

(NH4)2S04 5. 0 N2 90 

MgC12・6H20 0.5 H2 5 

KH2P04 1.0 CO2 5 

pH 7.0 with NaOH 

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 (811)を用いた。固形培地の表面に原油を 30 ~l 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

気チャンパー(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 O2 を H20としてトラップできるように設計しである EAN-140TA8AI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、嫌気チャンパー内にて

オイルプレート上に 0.1ml程度ずつ塗布して 28'Cあるいは 37'Cで 2週間培養した。次

いで、原油の代りに n-TO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

(HO-l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 HO-l株を l完n-テトラデカン(以後、
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n~TD)(純度 99.8施以上)あるいは 0.1施トルエン(純度 99. 9'以上)を加えた BIIにて

培養した。 n~TD は蒸気殺菌、トルエンは撞過除菌して用いた。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暢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

マグネティックスターラー

嫌気性混合ガス

C02: H2 : N2= 5 : 5 : 90 (mol%) 

最少無機塩培地 (BM)

(NH4)2S04 ; 5.0 g/l 

MgCI2・6H20 ; 0.5凶

KH2PO. : 1.0 g/l 

Na2S・9H20 ; 0.1 g/l 

pH 7.0 Wilh 2N.N.OH 

TOlal volume 500ml 

図4-1. HD~l 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、 n-TD

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，20皿in) した。 B1Itn-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両分 (HPF; タンパク質、核酸、

炭水化物など)と考えられる o

その他の炭化水素の利用

いくつかの炭化水素について、 B1Iに 0.2'添加した場合(トルエンは O.a)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'C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 (pH 7.3)中で l気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、 JE1I1200EX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's 1Ianua1 of Systematic Bacterio1o即 (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 80-1株の固有値 (profilenumber)はAPIidentification program (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 80-1株と命名した。培養を続けていくうちに、

80-1株はオイルがなくても Blプレートで生育することが分かった。同培地において

CO2 あるいは 82 を含まない嫌気ガスで培養を行ったが、 80-1株は全く生育しなかった

(図4-2)0 80-1株の増殖に光の照射は影響なかった。このことから、 80-1株は 82 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-TOを添加した場合、

80-1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)0 80-1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

く混合栄養細菌性ixotrophs)に属することが判明した。

4.3.2. 80-1株の電子顕微鏡観察

n-TDを含まない L培地で生育した 80-1株において LPFは 16-23¥であり、この値は

大腸菌 (7施)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、 80-1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、 80-1株の細胞膜は厚く

(0.02"'0.08μ皿)、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)0 80-1株を Bl+n-TO培地で培養した場合、 L培地での培養に比べてさらに

qo 

円
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2種混合ガス

嫌気条件下における HD-l株の増殖.

.;嫌気性3種混合ガス(N 2 ， CO 2 ， N ~ )。企 ;2 種混合ガス (N~ ，

NaHCO:1 を CO2 の代わりに供給した場合。 0，1:-，.;それぞれ、

図4-2. 
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H~) および (N~ ，(N2， 

HD-l株の顕微鏡観察.

BM液体培地に n-TDを 1郊添加し、嫌気条件下で 1週間培養した。

74 

図4-3. 



膜は大きく波打ち、細胞内には油滴と思われる電子密Jftの低い部分が多数確認、された(図

4 4 b)。細胞形態は梓菌 Crodshape)であり(図4--5 )、その大きさは o.5xl. 2~ 

1. 5 ~m であったり

a b 

。‘2μm

ド14~ 4. HD-l 株の透過}~~ 'I[l-I-顕微鈍制祭.

a; L.t九二地で‘ 1週11¥].t庁長した保i休の起it;年切)十円

b;凶43とIliJじよ庁長から凶収した肉体の脳部切Jiー円

図4~ 5. HD-l株の走査型電子顕微鏡観察.
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4.3.3. HD-l株の同定

本菌の生理学的な特徴を調べた(表4-1) 0 Bergey' s lanual of Systematic 

Bacteriologyに従って検索を進めたところ、 Section4 (Gram-negative aerobic rods 

and cocci)に属すると判断された。 HD-}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 GC含量が 67完と高いこと、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 Pseudomonas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-}株の固有値は

0200044であり、 API identification programにより検索した結果、 Pseudomonas

mesoph i li ca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郊であることと、形態学的特徴および炭化水素資化能などは HD-}株に特有

であると思われたため、本菌を PseudomonasaJlaer∞leophilastrain HD-l と命名した

。
、、ノ
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表4-1.HD-}株の生理学的な特徴とGC含量.

細胞形態 梓菌 (rods)

大きさ 0.5 x 1. 5 #m 
酸素要求性 通性嫌気性
グラム染色 陰性
運動性 あり

胞子形成 なし
メタン生成 なし
カタラーゼ‘ あり
オキシダーゼ あり
リパーゼ;

Tween 20分解活性 あり
Tween 80分解活性 なし
トリプチリン分解活性 あり
アミラーゼ;

デンプン分解活性 なし

Na要求性 なし
生育温度

30 'c + 
37 'c + 
48 'c 

GC含量(モル勉) 67 
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表4-2. APIシステムによる HD-l株の同定.

候補 同定確率(施)

Pseudo岨onasmesophilica 76.3 

Moraxella phenylpyruv ica 9.3 

Oligella ureolytica 8. 5 

CDC gr. IV C-2 2. 2 

政)rdetella bronch i sept i ca 1. 1 

同定確率が 100先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-}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-テ介ン、

n-ドデカン、 nーテトラデカン、 n-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) 0 パラフィン類以外にもトルエンやベンゼンなと、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-l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-デカン + + 
n-ドデカン + + 
nテトラデカン 十 + 
n-ヘキサデカン + 十

ベンゼン + + 
トルエン 十 + 
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 十

原油 + + 
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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~í)のみが増加し、さらに取り込まれた n

-TDやトルエンを HO-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 BIIに 同 n-TOあるいは o.ui 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、 LP同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-TO添加)、 10(トルエン添加)、 4.3(BII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

05-4.3、10-4.3mg/l)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 HO-1株は嫌気条件下において確かに石油成分 (n-TO， トルエン)を分解利用してい

ることが証明された o

表4-4. HO-1株による n-TDおよびトルエンの資化(嫌気条件下).

培地

乾燥菌体重量(mg/l)

LPF (mg/l) 

BM 

7. 5 

3.2 

HPF (mg/l) 4.3 

BM + n-TD 

30 

15 

15 

BM + toluene 

22 

12 

LPF/乾燥菌体重量作) 42 50 54 

LPF;疎水性四i分。 HPF;親水性画分。植菌量は 0.2mg!lで 37'c 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 l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 o HO-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

本辛において油田から分離された Pseudomonasanaerωleophi la IID-l 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 u これまでに、嫌気条件下で炭化水素を分解す

る菌は万香肱炭化水素(これも側鎖 CII:l [トルエン]や 011 LフェノールI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しけを中心にいくつか

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)。

これは本繭の代謝経路が既知のものと異なっている可能性があり、非常に興味が持たれる

点であるり特に、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、f.i頼性の高いものはいまのところ一例、硫酸還元菌 (Hex1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)0lIexl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 (Eo'=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o Hex1株は硫酸還元菌であり、硫酸イオン(S04
2
-) の酸化力を利用している o 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(112)、わずか 3'" 4μM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/ 100 g water， 20t 1 atm)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つかない。 HD-l株が炭化水素の存在しない培地において

も、C02 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-l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 o

第5節要約

油田土壌から、グラム陰性混合栄養細菌 Pseudomonas属 HD-l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 C02 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、 nー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郊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-l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 Pseudomonasanaer∞leophila HD-1が嫌気条件下

において、脂肪族およびー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 o 本章においては、

この点について研究を進めた。すなわち、典型的な脂肪族炭化水素である nーテトラデカ

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

Pseudomonas aeruginosa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つかある013，114)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C02 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

菌株

Pseudomonas anaer∞leophi 1a HD-1(10) 

n TD分解反応

HD-1株を Blltn-TD培地で培養後、集菌し 50mll pH 7.0 Na← phosphate bufferで洗浄
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して凍結乾燥した。ネジ口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-TD40 ~l を添加して密栓した。 37tで振とうして一定時間

後、四塩化炭素 4ml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 100mg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o

塩化ヨウ素誘導体の調製(115)

炭化水素が溶解している四塩化炭素溶液 1mlに対し 2.5ml fijs液を添加する o 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 o 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 o

fi js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 1i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 o

※:遠心式濃縮機を酢酸により痛める可能性があるので、ロータリーエパポレーターの

使用が望ましい。

トリメチルシリロキシ (OTMS)誘導体の調製(116)

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つのステップで行われる o

ステップ 1:オスミウム酸による酸化

不飽和炭化水素 1mgに対しピリジンジオキサン(1:8) 0.2mlを加え溶解する。 2mg

のオスミウム酸 (OS04) をジオキサンの加溶液にして (20mg/ml を 100~1)添加し、室温

82-



で約 2時開放置する。 16刷a2S03 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 O 凍結乾燥して残った白い残撞を適量のエチルエーテルで三回抽出し、

無水 Na2S04を適量加えて一晩かけて脱水を行う O 遠心して Na2S04を除いた後減圧乾燥

してステップEに移る o 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 o

ステップn:OT.llS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 00:2:1)に溶解し、 5分

間放置する o 減圧乾燥後、クロロホルムに再溶解する o

ステップ I

CH3-(CH2)n-CH=CH-(CH2)m-CH3 

↓ OS04 

CH3-(CH2)n-CH-CH-(CH2)m-CH3 

。，f
s

、、o

nu

、、、白
υ
，，r
n
u

↓ Na2S03 

CH3一(CH2)n-CH-CH-(CH2)m-CHa
I I 
OH OH 

ステップE

↓T.lICS 

CH3一(CH2)n-CH-CH-(CH2 )m-CH3 

o 0 

TIIS TIIS 
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C02 を単一炭素源として生育した HD-1株からの疎水性画分の調製

培養は 81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，20 min) 

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 (Run1. Run 2)。

クロロホルムで抽出

溶媒留去

↓ 

クロロホルム/メタノール(2/1v/v)で11U出

i 
溶媒留去

i 
|疎水性画分|

i 
アルカリ加水分解

i エーテル!国
エーテルtlh:l:l 

GC ， GC-MS 
(Run 1 ， Run 2) 

| 不鹸化物 | 
)

届

4

t

L

v
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出
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寸
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脂肪酸メチルエステルの調製

クロロホルム/メタノール混合搭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-ISにより分析した。

ガスクロマトグラフ CGC)

島津製作所製ガスクロマトグラフ GC一14A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/minの流量で測定した。また検出器は

Flame ionization detector CFID)を用いて行った。各試料物質にあわせた分析条件を下

に示す口

-脂肪族炭化水素

カラム:島津製作所製 HiCap-CBPl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

Injector， Detector温度 250t

カラム温度 110t

分析条件 2

Injector， Detector温度 250t

カラム温度 80--110t 

昇温速度 2t/皿in(80t 1 min保持)

分析条件 3

Injector， Detector温度 250t

カラム温度 80--250t

昇温速度 10t/minC80t 1 min保持)

-塩化ヨウ素誘導体

カラム:HiCap-CBPl 

分析条件

Injector， Detector温度 250t

F
司

uoo 



カラム温度 80--110--230't 

昇温速度 2't/min(80'C --110't) 8't/皿inC110--230't) 

(80't lmin， 110't 5min， 230't 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't

カラム温度 100--250't

昇温速度目/困問C100't1 min保持)

ガスクロマトグラフ質量分析法 (GC-lIS)

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 GC1IS-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JlIS-DX303(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 o

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. 0 mm KBr 

セルによる溶液法で行った。

プロトン核磁気共鳴法 (IH-NlIR)

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 COC13 を溶媒として用い 40011Hzの周波数で走査した。

第3節結果
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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. 

フーリエ変換赤外分光装置 (FT-IR)による分析5.3. 1. 1. 

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。8D-1株と

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 910cm 1， 

lに特徴的な吸収が検出される(111)。反応抽出液の場1， 825 cm l 1， 645 cm ， 990 cm 

lに特徴的な吸1， 000 cm 合には図 5-1 (a)， (b)， (c)に示したようにいずれにおいても

その他のこの吸収はアルケンに特異的な位置 990cm 1に近かったが、収が検出された。

コントロール A(図5-1(d))にはこれらの吸収は検出また、吸収は検出できなかった。

n-TDは何らかの構造変化を起こしてされなかった。以上のことから、菌体の作用により
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各反応時IBJ後における凶塩化炭素拙山物の FT-IR. 

a; 15分後の試料 (R-15Lb; 30分後の試料 (R-30)oc; 60分後の試料 (R-60)。

反応、の対照実験として曲.体を加えずにリン酸緩衝被中で 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.反応抽出液のガスクロマトグラフ法 (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 l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 l分の差が生じた。この分析

条件で反応抽出被について分析を行ったが、基質である n-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聞が 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 o 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(ICl)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、}-テトラデセン及びトランス-7-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))o GC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-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-テトラデセンの場合約 14.1 

分の保持時間の遅れを生じた。また nーテトラデカンと比較するとそれぞれ約 13.1分と

11. 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 E

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 (GCピーク面積値で R-30の 5.7施以下)。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。
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凶5-2. 塩化ヨウ京(ICl)誘導体の GCによる分析.

a; 1テトラデセン ICI議導体 b; トランス 7テトラデセン ICI議導体。 c; n テト

ラデカン ICI誘導体。 d;HDl瑳j体を ICI誘導体化したもの(コントロール B)。

e; R30 ICI誘導体。
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L2.1」二一塩生竺空窒費導坐空 1f~き空0<'土Zーラフ質量分析法 (GC-MS) 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被のピークについて、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 lテトラ

デセン及びトランス 7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。

[ EI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 o

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-MSにより分析を行った。条件は EI法と同様である o 標準品の誘

導体の分析結果から、炭化水素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 -1あるいは C1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 l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 o 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十2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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凶5-4. R30 lCl誘導体の GCMS(C1)による分析.

上段はトータルイオンクロマトグラム(TIC)、 ト.段は各ピークのマススペクト}[，..) 

3S日ヨ自由2S自Z日目IS日111目

Z旦土三埜堕2主主堕法 (18-哩)~;壬主主皇fι竺空室霊登望些竺空事T5.3. 1. 5. 

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

のメチンプロトン(3.1"'3.2 ppm)とのメチレンプロトン化学シフト(I17)から

(3.4"'3.5 ppm)が存在した。 -1およびのメチレンプロトン(4.2"'4.3 ppm)および-Cl

l位に不飽和結合が存在することが予想された。まのメチレンプロトンの存在から-C1 

た 5ppm付近にもピークが存在していることから、一I及び -C1が付加した炭素は隣合

l位に不飽和結合を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

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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¥|R cjc〉

8 7 6 5 4 3 2 

化学シフト (ppm)

図5-5. R-30 ICl誘導体の lH-N胞による分析.

化学シフトの帰属を図中に示した。

5.3. 1. 6. トリメチルシリロキシ (OTllS)誘導体による構造解析

。

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 OTlS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 OTlS誘導体は GC-lIS，EI法で分析を行うと OTlS化した炭素聞で主に開裂

が起こりフラグメント化する o 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(I16)。

[ GC-lIS， 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。 011lSを含むフラグメントピーク1I1Z=

103および 243が確認され、対象物質の構造は 1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 lウンデカノールの可能性も残され

るO 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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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こで、 GC-IIS，

}-ドデセンを OTIIS誘導体にしたものについて行った分析結果 (GC

と類似のものであることは別途確認した(図5-7)。EI法)が図 5-6

できなかった。一方、
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5.3. 1. 7. 1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、 lドデセン標準品を塩化ヨウ素誘導体とし GC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 lで

8.84分、ピーク 2で 11.82分であった(図5-2(e))o 1-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はト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ドデ

センであると決定された。

1-ドデセンーICI
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!! :! 記
制 毘 ::: 再
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図5-8. R-30 ICl誘導体と 1-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 固定と亙塾生塵

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 (C16)とステアリン酸 (C18)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)。

16:0 

HD-1採脂肪酸組成 00

14: 0 8. 3 

15: 0 1. 3 
18: 1 

16: 0 30. 9 

17・0 12. 8 

18 :日 11. 3 

18: 1 22. 2 

19: 1 4.8 

17:0 20:2 8.3 

18:0 

20:2 

19: 1 

Retent ion t i回。

凶 5-9. HI> 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-lIS)

クロロホルムで抽出された成分を GCにより分析した結果を図 5-10に示した。

Run 1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。
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図5-10.クロロホルム抽出画分の GC分析.

Run 1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。

Run 2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-IS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
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凶 5-1 1.クロロホルム抽出両分 (Runl)の GC-MS(EI)分析.

クロロホルム抽出国i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プチル基(MIZ三 57)の111111¥、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

-1 2)。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-l菌体由来であることは明らかである o

以上の結果、 Pseudomonasana.er∞leophi la HD-l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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凶5-1 2. クロロホルム抽出両分 (Run2)の GC-MS(EI)分析.

.1:段に TICとマスクロマトグラムによるプチル基(M/z.57)およびペンチル基(.II/Zcニ

71)の11I1trl、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

栄を示した。
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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，OOOcm.. 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、反応抽出液に占め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 1の強い吸収しか検出できなかったものと考えられる o

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 lードデセンを同定したが、その標準品について GC分析を

行うと n-TDと明らかに異なった位置 01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、 11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 o

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聞が長くなることが 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 Ce)ピーク 1はト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 5-3Ce))。今回ピーク lと

して検出された 1-ドデセンは基質として用いた n-TD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 l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 7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-15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 GCピーク面積を表5.-1に示したo 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-ドデセンよりも n-TOに近い(代謝初期)物質である

ことを強く示唆している o 残念ながら塩化ヨウ素誘導体が GCや GC-IS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]， 2の占める面積値

ピーク l ピーク 2

R-15-ICl 209 248 

R-30-ICl 13911 4342 

4. OT1lS誘導体について

不飽和結合の位置を決定する際、 OT1lS誘導体の GC-IS，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、 IIZ103のフラグメントはかなり小さかっ

た。この傾向は 1ドデセンでも同じであり、 I/Z243の同位体ピークと 103のピークの

強度比から考えても IIZ103をフラグメントの一方と考えることは妥当である。

5. OD-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-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

(] 18)。しかしながら OD-1株は油田より分離した細菌であり、しかもC02 を単一炭素源

として生育可能である o 今回 00-1株のクロロホルム抽出画分中にも nーアルカン (nテ

トラデカン、 n-ヘキサデカンなど)が検出されたことは極めて興味深い。 00-1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 o

第 5節 要 約

前章で分離された嫌気的炭化水素分解菌 Pseudomonasanaer∞leophi la OO-}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 OO-}菌体と 31'C無酸素条件下 (C02/02/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-TO以外に 2つのピーク(成

分)が検出された。また GC-IIS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-N.IIR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-.IIS分析を行ったところ n-TD代謝中間体のひとつは lドデセ

ンであることが判明した。以上の結果、 HO-}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 HO-}株は基本的に CO2 を単一炭素源として生育すること

ができる。また、細胞中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 HO-}株からクロロホルムで抽出される成分を

GC-)lS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

なと、の脂肪族炭化水素が検出された。このことから HO-}株は石油を分解するだけではな

く、C02 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。

一}02



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 o 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

主ーベクタ一系を構築した。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属細菌加-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-l株が炭化水素を分解するばかりではなくC02 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

とにその総話を述べる o

【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Bacilluspumilus 

A-L B. subti lis 8-1、および Arthrobactersp. nS38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語過膜で濃縮後、薄層クロマトグラフィ一、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-l株と 8-1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、 IIS38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 活性相闘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 lxlO~~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=7x 10-5 (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、ラクトン環を聞いて線状にした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、Bacillus属細

菌の宿主ーベクタ一系も充実している o そこで先ず、 B.pumilus A-1株について宿主一ベ

クタ一系を検討したところ、ベクター(pC194，Cmr
) 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-)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. subti 1 is標準株 111113株 (SF-)に導入したところ SF生産性が付与され

た。 一方、別の SF 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、 comA' は B.subti lisにおいて DNA取り込み能に関する遺伝子のーっとして知ら

れているレギュレーター遺伝子 comAのホモログ (67.7郊の相同性を有する)であると考

えられた。別のグループにより comAが B.subti lis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. subti1isと B. pumi 1us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、 comA' 上流に存在するセンサータンパク質をコードする

comP' 遺伝子領域をクローニングしてその塩基配列をB. subti lis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. pumilus A-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、 B. pum i 1 us A-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 (IIIS38)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

ベクタ一系がなかった。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(C02/82/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 Pseudomonasanaerひo1eophi1a 80-1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 o

【第5章】では、 80-1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(-ICl， -OTIIS)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両分の増加など、
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いわゆる状況証拠により 00-1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、 00-1株がC02 を単一炭素源 (02 存在下)として生育することができ、その細

胞内疎水性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ーアルカン(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 00-1株がC02 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 o

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、 00-1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

(11)0 00-1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 o し

かし β酸化で分解された場合、テトラデカン (n-TO)代謝中間体として Iードデセンの存

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。 00-1株がC02 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 (Botryococcus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(119，120)000-1株においてもC02 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 00-1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

ごとに炭素数が 1つずつ短くなっていくことが説明される(図 l参照)。

CH3・(CH2)9・CH=CH2
(1・dodecene)

CH3-(CH2)12・CH3
(tetradecane) 

Alkane、2H+吻・

司、~ ~~ dehydrogenase 
4H++4e-、」ノ¥

CO 4H++句、ごフユー旬、! [CH3-(CH2)11・CH=CH2] 
cokf、，

、-JICH4!?FH20

ドH3・ρH2)11・CHsl ICHs-fCHり二CH2・CH20H]
(trldecane) _ D8cmrbolI1Iylms8 ~〆

[CH行CHゆ CH2・CHOI-iよ+2e

図1. HD-l株で予想される嫌気的アルカン代謝経路.

[ ]内は未聞定化合物

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-} の石油分解培養では炭素源としてはC02 と n-TDが存在していることになるが、

CO2 が HD-l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 o 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、 l分子の H20が消費される。ここでH'に注目すると HD-l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 o 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 H2 に比べてこの分解サイクルを利用して H(H十十 e)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 o 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.M+ n-TOにおいて 80-1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-TO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 o

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 o 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 o.1施もの石油が海洋に流出していると言われている。実際、

タンカ一事故や恋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。もうひとつの重要な環境問題

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 o

現在人間活動により排出される C02 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、『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聞を要するものと思われる。そこで現在、

C02 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洗める，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 o

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 80-1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

-108-



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 o 本菌は光エネルギーを必

要としない (82 を利用する)で C02 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 8D-1株の石油代謝能力(分解・生成)

を目的に応じて強化しかっ、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021.124)。
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