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平成14-15年度科研費基盤研究(2)(C)

赤潮殺藻細菌が生産する赤潮殺藻プロテアーゼの殺藻分子機構の解明

第1章　緒言

1.1　はじめに

赤潮とは､水中の微生物､特に植物プランクトンの異常増殖による着色現象のことである｡赤潮な

どの異常繁殖は養殖魚貝類に様々なダメージを引き起こし､また他の海洋生物の殺滅につながる｡こ

うした現象を引き起こす原因は主としてN､ Pなどの流入による富栄養化である｡赤潮は北半球温帯

域の工業化､人口集中の進んだ国の内湾､内海に多くみられたが､最近では発生がより大規模化､長

期化し､発生海域が世界的に拡大している｡

このような漁業被害を引き起こす赤潮プランクトンは､渦鞭毛藻類､ラフイド藻類､珪藻類など多

岐にわたっている｡その中でもラフイド藻類に属するChattonella antiquaやChattonellamarinaは

大規模な赤潮を形成することで知られている｡これら渦鞭毛藻は夏季を中心として赤潮を形成する｡

一方で､珪藻に属するSkeletonema costatumは春季･夏季の他に冬季にも沿岸域に偏在するが､有

明海において1月から3月にかけて異常増殖して赤潮を形成し〔1〕､養殖ノリに重大なダメージを与

えている(Fig.1.1)｡ノリは海藻の一種であり,海水中のNやPなどの栄養塩を吸収して生育する｡し

かし,ノリ養殖漁場に珪藻赤潮が発生し, NやPなどの栄養塩が珪藻類により過剰に摂取された場合,

ノリの栄養状態が悪化し,いわゆる｢色落ち｣と呼ばれる黄変状態を呈する現象が発生する　2000年

に有明海で発生したノリ色落ち被害のニュースは, 3年余を経過した現在でも記憶に新しい｡マスコミ

報道によれば,福岡･佐賀･長崎･熊本の4県における平成12年度のノリ生産額は272億円と,前年

度の生産額408億円に比して約136億円の減少を示し,本件は赤潮による水産被害としては史上最大

規模のものとなった｡

1.2.これまでの赤潮対策

水産業の現場からは､赤潮に対する具体的な対策が強く求められている｡赤潮の発生を防ぐ工夫や､

発生した赤潮をできるだけ小規模に抑え短期間で消滅させる工夫は､水産業､とくに各種養殖業の安

定操業を図る上で､きわめて重要であると考えられる｡赤潮の発生には環境汚染が深く関わっている

ことは周知の事実であり､ ｢水質汚濁防止法｣ (昭45法138)､ ｢瀬戸内海環境保全特別措置法｣ (昭48

法110)などの排水規制をはじめとする措置が採られているように汚染物質の海域-の流入を防ぐこと

が最善の方法である｡しかし現在のわれわれの生活習慣からすれば現状は厳しい｡これまでの赤潮に

対する直接的な対策としては､超音波による処理､過酸化水素などの化学薬品による殺滅法､海面回
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平成14-15年度科研費基盤研究(2)(C)

赤潮殺藻細菌が生産する赤潮殺藻プロテアーゼの殺藻分子機構の解明

収法､硫酸アルミニウムなどの薬品による凝集沈殿法やモンモリノナイトなどの粘土による吸着法な

どが検討されてきた｡しかし､広い海域を対象とし､さらに生態系に対する配慮などから､ほとんど

実用化されていない｡現在､赤潮発生時は生け筆の移動､餌止めなどの一時的な緊急対策を講じてい

るのみであり､有効な直接的対策の確立が望まれている｡

そのような中で近年､赤潮対策に関する研究が進むにつれ､赤潮を殺藻する能力を有する様々な細

菌群の存在が明らかになり単離･同定されている〔2〕｡これら自然環境中に存在している微生物を利

用することで環境調和型の赤潮防除技術の開発が期待され､現在様々な研究が進められている｡

1.3　本研究の目的

微生物による赤潮の殺藻は､細菌の攻撃による殺藻及びウイルス感染による殺藻が知られている｡

細菌の殺藻様式として､宿主に接触して直接攻撃を行う方法､微生物の代謝産物によって溶解･殺藻

がおこる方法の2通りが観察されている｡

本研究で用いているPseudoaleteromonas sp.A28株は有明海から単離された殺藻細菌である〔3〕｡

A28株は前述した珪藻S. costatumに対し殺藻能力を持つ(Fig.l.2)｡本研究室では､ A28株を用いて

赤潮藻類と赤潮殺藻細菌の相互関係について分子レベルで解析を進めているが､これまでの研究によ

りA28株は菌体外にプロテアーゼを分泌しS. costatumを殺藻することが明らかになっている〔4〕｡

Esplと称されるこの殺藻プロテアーゼは分子量50kDaのセリンプロテアーゼである(Fig.l.SAX当研

究室では､これまでに赤潮殺藻プロテアーゼ遺伝子(espJ)のクローニングに成功している〔5〕｡ espl

の配列は2073bpの読み取り枠(ORF)を含む｡このORFは分子量71000の691アミノ酸のタンパク質

をコードする｡精製したEsplのN末端アミノ酸は､ ORF内のAla-149で始まるアミノ酸配列と完全

に一致し､ N末端のプロセシングが行われていることが示唆された｡また､ Ala-149で始まるEsplは

543アミノ酸からから成り､その分子量は54.6kDaと計算される｡しかし精製したEsplの分子量

SOkDaよりも大きいことから､ EsplはC末端側の4.6kDaもプロセスされていることが示唆されてい

るo相同性解析によると､Ala-149で始まる543アミノ酸のEsplはPseudoalteromonassp.0-7株〔6〕

の成熟プロテアーゼAprI 〔7〕と82.9%､ StenotrophomonasmaltophilaのプロテアーゼStmPrl 〔8〕

と48.6%の相同性を持つ｡これらはどちらも菌体外セリンプロテアーゼである｡この相同性解析の結

果は､ Esplの酵素的特性と一致する｡ EsplのC末端配列においてもAprIのC末端領域と高い相同性

(63.3%)がある｡そしてAprIもC末端のプロセスを受けることが報告されている｡

A28株の分泌する主要な細胞外セリンプロテアーゼはEsplに加えてEspIIが存在する｡しかし､
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平成14-15年度科研費基盤研究(2)(C)

赤潮殺藻細菌が生産する赤潮殺藻プロテアーゼの殺藻分子機構の解明

EspIIは殺藻活性を全く示さなかった｡またtrypsin, pepsin, subtilisin, pronase Eなどの市販されて

いる一般的なプロテアーゼもいずれも殺藻活性は示さなかった｡このことからEsplによる殺藻にはプ

ロテアーゼ活性に加え何か他の機能が必要とすることが示唆された｡

近年､当研究室の研究からA28株がもう一つの殺藻プロテアーゼを生産することが見出された〔9〕｡

EmpIと称される殺藻プロテアーゼは､メタロプロテアーゼである｡興味深いことに､ EmpIのC末

端領域に見られた2つの繰り返しアミノ酸配列は､EsplのC末端領域に見られる繰り返し配列と高い

相同性を持っていた(Fig.1.3)

v. vulnificusのメタロプロテアーゼはC末端領域においてEsplと高い相同性を持つ(Fig.1.3)｡この

メタロプロテアーゼのC末端領域は不溶性のタンパク基質との結合に必須の領域であることが報告さ

れている〔10〕,また､活性汚泥から分離されたRarobacter faecitabidusは酵母溶解活性を持つ細胞

外プロテアーゼRPIを生産することが報告されている｡このプロテアーゼはN末端側がセリンプロテ

アーゼドメイン､ C末端側はマンノースに対するレクチン様の親和性を持つマンノース結合ドメイン

である｡マンノース結合ドメインを削った場合､この変異プロテアーゼはプロテアーゼ活性は保持す

るものの酵母細胞の溶解活性は失うことが報告されている〔11〕｡

以上のことから､Pseudoalteromonassp. A28株のプロテアーゼの赤潮殺藻活性に必要な機能とは､

s. costatumの細胞表層の何らかの物質を認識して結合する能力ではないかと考えた｡この特異的結合

能でEsplプロテアーゼは細胞表層に集積し､その後蛋白質分解活性でS.costatumを攻撃することに

より､殺藻していると予想した｡そしてA28株のC末端領域にそのような機構が存在しているのでは

ないかと考えた｡そこで本研究では､すでにクローニングされているesp′遺伝子を用いて､タンパク

質工学的手法によりEsplの殺藻分子機構を解明することを目的としている｡

1.4　研究概要

本報告書では､赤潮殺藻プロテアーゼEsplのC末端領域-GFP融合タンパク質の機能解析を第2

章で､赤潮殺藻プロテアーゼEsplのC末端deletionmutantの機能解析を第3章にて述べる｡なお､

巻末には､参考文献のコピーを掲載した｡
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赤潮殺藻細菌が生産する赤潮殺藻プロテアーゼの殺藻分子機構の解明

正常なノリ
赤潮発生により

｢色落ち｣したノリ

Fig. 1.1有明海の養殖のりの赤潮による｢色落ち｣
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Fig. 1.2　Skeletonema costatumとPseudoalteromonas sp. A28株の二者培養

二者培養4日目にはA28株によりS. costaturnは殺藻されているo
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赤潮殺藻細菌が生産する赤潮殺藻プロテアーゼの殺藻分子機構の解明
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AspI-RS-ID6卸TGLSGSASSOTFYTMEV即GATNVTFTMSGGTGDADLYVRAGSAPTTSTY

AspI-RS-IIG6GT＼/TDISA8AGOMHYTLEVM弧SFTVITSGGSGDADLMFGSOPTSSSY

DGVAKTGLSG姐)FFTFDVPAGKT附TFTMSGGTGDADLYVKLGSOPTSSSY

AnrTPQTTrfnlApn-Jvo-11bbbi工EDISASSGO耶BYTIEVPEGMSDFTVKTFGGSGD且DLMFGSOPTTSSY

EmpI-RS-INGVARIGIS駁且)MFFTLEVPAGATNLOFNTT66S6DADLYVIf6AKPTLS肝

EmpI-RS-IINGVARTGISG姐fFTLEVPAGATNLOFNTTGGSGDADLTO王Y6AKPTLSNF

uicm脚PGSNLTGNKGSEVFYTFTVDR-NATAVVSISGGS6D且DLYLKAGSKPTTSS甘汀

Fig,l,3, (A) Pseudoalteromnns sp,A28サルプロテアーゼAspl

(B) AspIC末端繰り返し配列の相同性比較
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平成14-15年度科研費基盤研究(2)(C)
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第2章　赤潮殺藻プロテアーゼEsplのC末端領域-GFP融合タンパク質の機能解析

2.1　目的

前述したように､ EsplのC末端領域に見られる繰り返し配列には赤潮殺藻に必要な機能が存在して

いると予想した｡その機能が赤潮珪藻の細胞表層に結合するような働きであるとすれば､ GFPなどで

蛍光標識することで直接観察することが可能ではないかと考えた｡そこで､本章では､ EsplのC末端

領域とGFPとの融合タンパク質を構築し､赤潮に対する作用及び殺藻活性を試験したo

2.2　使用赤潮藻

赤潮藻類は､黄色植物門･珪藻鋼に属し､沿岸域に偏在し､赤潮発生例の多い植物プランクトン､

Skeletonema costatumを用いた｡特に本研究では福山大学工学部の満谷淳先生から分譲していただい

たS. costatumNIES-324株を使用した｡この株は無菌的に経代培養されたものである｡

2.3　使用菌株及びプラスミド

本研究で用いた菌株及びプラスミドの詳細についてはTable lに示した｡

2.4　使用培地及び培養条件

S. costatumの培養には改変SWM-III培地〔12〕を用いた.培養条件は､人工気象器(NKsystem

BIOTRON)にて22℃､ 35〃E ･ m-2. g-2の白色蛍光14時間照射､ 10時間暗条件で静置培養した｡

Escherichia coliの培養には2 × YT培地またはL B培地に必要な抗生物質を加えて用いた.通常の

培養では37℃､一晩培養した｡

培地の詳しい組成及び抗生物質の濃度等については付録に示す｡

2.5　実験方法

2.5.1 C末端-GFP融合プラスミドの構築

セリンプロテアーゼ遺伝子esplからPCR増幅によって3種の異なるサイズのC末端領域をそれぞ

れクローニングしたPCRにより増幅させた断片をまずpGEM-TEasyvector (Promega)-挿入したD

得られたプラスミドを　EcoRl及び　Sad　で切断し､同じく　EcoRl及び　Sad　で切断した
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pGFPuv(Stratagene)-挿入することによりGFP遺伝子との融合遺伝子を構築した｡プラスミド構築

の宿主にはE. co#MVl184株を用いた　PCRに用いたプライマーを以下に示す｡

C末端側

5'TTGAGCTC GGC ACAACA CCG CCA CCA CCAACA GG 3'

Sad.
N末端側

aspI-C3　　0 TTA TTATTC GTT GTT ACC GCC TTTATA CGG 3'

aspI-C5　　5'TTA TTAACC TGAACC ACC AGA CGT CGT AAC 3'

aspI-C 0 GTT TTC CCA GTC ACG ACG TTG TA 3'(universal primer)

2.5.2　C末端-GFP融合タンパク質の発現及び精製

得られたプラスミドを用いて目的のタンパク質を発現させるため､宿主として　E. coli

BL21(DE3)pLysS株を用いた.得られた形質転換株を1mMのIPTGを加えたLBプレート上で37℃,

一晩培養し､ UVを照射することでGFPの発現を確認した｡

精製操作は次のとおりである｡まず2 ×YT培地で形質転換株を28℃､一晩前培養し､この培養液を

200mlのLB培地- 1 %植菌した｡これを28℃で3.5時間培養した後､ IPTGを終濃度O.lmMになるよう

に加えた｡さらに3.5時間培養した後､遠心分離により菌体を回収して10mlの20mM Tris-HCl(pH8.0)

に懸濁した｡これを-80℃で凍結させ､氷中でゆっくり解凍させた後にこのサンプルを超音波破砕し､

遠心分離して上清を回収した｡さらにこのサンプルについて10-40%飽和の硫安沈殿を行い､沈殿物

を遠心で回収した｡回収した沈殿物を1M硫酸アンモニウムを含む50mMリン酸bufferに再懸濁した｡

次にこれを疎水性相互作用クロマトグラフィー由IC)を用いて分画した｡HICカラムにはHiTrap butyl

FF lml(Amersham Biosciences)を用い､溶出は流速1ml/minで0.5-OMの硫酸アンモニウム濃度勾配

により行った｡活性画分を集め､ 20mMTris-HCl(pH8.0)に対し一晩透析し､これをさらに陰イオン交

換クロマトグラフィーを用いて精製した｡カラムはPOROS HQ/M(PerSeptiveBiosystem)を用い､溶

出は流速2ml/minで0.1-0.35MのNaCl濃度勾配によって行った｡これらそれぞれのステップでの精製

度の確認には､ SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動を用いた｡

2.5.3　赤潮に対する作用の観察及び殺藻活性の検出

部分精製したC末- GFP融合タンパク質をS.costatum培養液1mlに対し200/a加え､人工気象器で

数日間培養後､倒立型蛍光顕微鏡(OLYMPUS)で観察した｡
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2.6　結果

C末端領域をPCRで増幅し､ pGFPuvベクター-挿入することにより､ GFP遺伝子との融合プラスミ

ドを構築した｡これをE. o>#BL21CDE3)pLysS株-形質転換し､ IPTG添加した寒天培地に形成したコ

ロニーにUVを照射したところ､蛍光を発することが確認されたo　以上のことからC末端-GFP融合蛋

白質が発現し､その融合蛋白質は蛍光を発することが確認できたo2.1)｡

この形質転換体を用いてGFP-C末融合タンパク質を精製するため､大量発現を試みたo　しかし､目的

のタンパク質は発現するものの､封入体を形成してしまっていたため､培養条件を検討した｡そこで

IPTGの添加濃度を下げ､さらに28℃で培養することにより可溶性画分に回収することができた

(Fig.2.2)c

次に精製方法を検討した｡細胞破砕液から､飽和濃度10-40%の硫安沈殿により目的タンパク質を

含む画分を回収し､このサンプルをさらに疎水性相互作用クロマトグラフィー(HIC)を用いて分画した｡

HICの活性画分を回収し､さらに陰イオン交換クロマトグラフィーにかけ活性画分を集めた｡この段

階である程度の精製が確認できた(Fig.2.2)｡

このサンプルを用いて､赤潮に対する作用を試験した｡部分精製したC末- GFP融合タンパク質を

S.costatum培養液に添加し人工気象器で数日間培養後､蛍光顕微鏡で観察した.しかし､ S.costatum

の自家蛍光により､融合タンパク質のS. costatum細胞-の吸着は観察することができなかった｡また

殺藻活性については検出されなかった(Fig.2.3)Q

2.7　考察

本章ではEsplのC末端領域に見られる繰り返し配列に赤潮殺藻に関わる特別な機構が存在している

と予想し､研究を進めた｡ C末端領域のみにGFPを蛍光標識として付加し､その発現に成功したo　しか

し､赤潮に対してどのような働きを持つか､また､その局在を観察するまでにはいたらなかった｡こ

の結果について､赤潮の自家蛍光により観察が困難であるということもその理由の一つではあるが､

それ以前に実験方法にも更なる改善の必要性が考えられる｡本実験ではC未-GFP融合タンパク質を完

全精製せずに用いており､また､ S. costatum-添加する濃度などに関しても検討を行っていない｡更

には､培養方法として､容器に1.5mlのホワイトチューブを用いたが､生育に光条件が必要な£

costatu血ことってこの培養環境は不適切であったと考えられる｡このように多くの課題が残されたが､

これらの点を改善することで､よりよい結果を得られるかもしれない｡
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid Relevant genotype or characteristics
Source or

re ferenc e

Algae

Skele tonema costatum

NIES-324

B acteria

Pseuaoalteromonas sp.

A28

ASPI

E. coli

MVl184

HBIOI

JMI 09

NM5 22

BL2 1 (DE3)pLysS

BL21(DE3)pLysS[pECOl-pECOl.5]

B. subtilis

168 trpC2

B. subtilis [pBSOl-pBSOl.5]

B. subtilis [pBSO2-pBSO2.5]

Plasmids

pBluescript KS +

pUCl18

PGEM-T Easy

pIVEX2.4c

PECO l

pECOl.l- pECOl.S

pASS3.42

PPAO l

pPAOl.トpPAOl.5

pHY3 00PLK

pBSOl

pBSOl.トpBSOl.5

pWH1 520

pBSO2

pBSO2. 1-pBSO2.5

Diatom NIKS

Alga-lutic marine bacterium

asp! deletion-insertion mutant derived from A28, Km

ara , Oac-proAB ), rpsL , thi (cp80 lacZ AMI 5), A(sr/-

recA )306: :Tn;0 (tetr)肝-[tra D36, proAB , lac lq, lacZAM1 5]

supEOO, OncrC-mrr), recA 13, ara -¥0,proA 2, lac･ l, galK2,
rpsL20, xyl-5, mil-1, leuB6, thi-1

recA I, endA 1, gyrA 96, thi, hsdR 17(rK"mK ), e 14" (mcrA ~),

supEOO, relA 1, A (lac-proAB )仲'[traD OproAB , lac l¥

supE , thi , Oac-proAB ), Ahsd5 (r~,m"), [Fl, proAB , lad q ZAMI Promega

F", ompT, hsdSB(rB'mB"), gal(Ac I 857, ind 1, Sam 7, nin 5,　　Promega

lacUV501gene 1), dcm (DE3) pLysS (Cain )

BL21(DE3)pLysS transformant of pECOl-pECOl.5　　　　　this study

trpC2

B. subtilis transformant of pBSOl-pBSOl.5

B. subtilis transformant of pBSO2-pBSO2.5

E. coli cloning vector, Ap

E. coli cloning vector, Ap

E. coli cloning vector, Ap

expression vecto㌔ APT

2.8-kb aspl fragment cloned into the pIVEX2.4c

IK

仙is study

仙is study

Promega

Ro che

仙is study

2-kb-2.5-kb aspl deletion fragment cloned into the pIVEX2.4c this study

E. coli-Pseudoalteromonas sp.strain A28 shuttle vector, Ap Km 3

2.8-kb aspl fragment cloned into the pASS3.42　　　　　　　this study

2-kb-2.5-kb aspl deletion丘-agment cloned into the pASS3.42　this study

E. coli-B. subtilis shuttle vector, Ap Tcr TAKARA

2. 8-kb aspl fragment cloned into the pHY300PLK this study

2-kb-2. 5-kb aspl deletion丘�"agment cloned into the pHY300PLK this study

E, coli-B. megaterium shuttle vector, Ap Tc

2.8-kb aspl fragment cloned into the pWH1520

2-kb-2. 5-kb (I∫ / deletion fragment cloned into the WH1520

MoBiTec

this study

this study
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asp/gene(2. 0 73bp)

.

M ature protease

.｢撃1 牢■
. 6

$
aspI-C3(8Qa0

as/?/-C5(160aa)
aspI-0 0 0 )-

GFPuv

＼

･㍉%

p G･Puv/aspI- C　　､
1

(3. 5-4. Okb)　　｣sad

aspI- C

得られた形質転換株にuv照射

Fig.2.1. GFP-C末融合タンパク質の構築

Fig.2.2.融合タンパク質の大腸菌での発現･精製
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粗清製したタンパク貫
闇悶kM'TO

S.oosおturn培養液1 m l

人工気象器で
数日間静置培養

蛍光顕微鏡で観察

Fig.2.3.殺藻活性の検出及び局在の観察
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第3章　赤潮殺藻プロテアーゼAsplのC末端deletion mutantの機能解析

3.1　目的

第2章では､ C末端領域のみを用いてその機能を解析することを試みたが､その機能を決定付ける

ような結果を得ることはできなかった｡そこで､本章では､プロテアーゼ全体に視点を移し､ C末端

領域を削ることによってEspl変異蛋白質がどのような活性を持つのか､その機能を解析することに

した｡

3.2　使用赤潮藻

赤潮藻類として､ S.costatum NIES-324株を用いた.

3.3　使用菌株及びプラスミド

本研究で用いた菌株及びプラスミドの詳細についてはTable lに示した｡

3.4　使用培地及び培養条件

赤潮藻類S. costatumの培養には改変SWM-III培地を用いたo培養条件は､人工気象器(NK system

BIOTRON)にて22℃､ 35〝E�"m-2�"s-2の白色蛍光14時間照射､ 10時間暗条件で静置培養した｡

殺藻微生物Pseudoalteromonas sp.A28株の培養には改変SWM-III培地に0.1%カシトン

(Difco),0.05%酵母エキス(Nacalai tesque)を添加した培地(以後､ ASWM培地と略す)を用いた｡また

形質転換においてはLBN培地を用いた｡培養温度はすべて28℃にて行った｡

E. coli及びB. subtilisの培養には2 × YT培地またはL B培地に必要に応じて抗生物質を加えて用

いた｡通常の培養では37℃､一晩培養した｡

培地の詳しい組成及び抗生物質の濃度等については付録に示す｡

3.5　実験方法

3.5.1 esplのC末端deletion plasmidの構築

EsplのC末端欠失蛋白質をコードするespldeletion遺伝子をPCRにより構築したoプライマーは

以下のようにそれぞれ設計した｡それぞれのdeletionmutantのアミノ酸配列はFig.1に示す｡
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N末端側

5'GAG TAATCA CCA CGTAAT GCG TGC 3'

(､･七10A

PIAS1　5'TTATTATGATGCTGC TGC CACAGO GGC TGC 3'

PIAS2　5'TTATTAACC TGTACC GCCACT CATTGTGAA3'

PIAS3　5'TTATTATTC GTTGTTACC GCC TTTATACGG 3'

PIAS4　5'TTATTAAGAAGT TGTTAAATCACC CACAAG 3'
l

PIAS5　5'TTATTAACC TGAACCACCAGACGT CGTAAC 3'

3.5.2　E. coliにおけるEspl deletion mutantの発現

esplとそのdeleti｡n遺伝子を大腸菌発現ベクターpIVEX2.4c(Roche diagn｡stics)- T7プロモーター

と同じ向きにクローニングしたPCR産物をEcoKLで切断し､ EcdKL及びSmalで切断したpUCl18

-挿入した｡これをさらにEcoRl及びBammで断片を切り出し､ esplからEcoRl及びSaAで切り

出したプロモーター領域の断片と共にSaA及び劫�"znfflで切断したpIVEX2.4c -挿入した(Fig.3.1)｡

espl{:ついてはpBluescriptII KS+-すでにクローニングされているので､これをSaA及びBawRl

で切断し､同じくSaA及びBamRlで切断したpIVEX2.4c-挿入した｡結果得られたプラスミドを大

腸菌BL21(DE3)pLysS株-導入した｡得られた形質転換株をアンピシリン添加のLB培地で37℃に保

ち培養し､ O.lmMのIPTGにより発現を誘導した｡

3･5.3 Pseudoalteromonas sp. A28株におけるEspl deletion mutantの発現

次にPseudoalter｡monas sp.A28株を用いてEsplとその誘導体の発現を試みたesplとその

deleti｡n遺伝子をE. coli-Pseudoalter｡monasシャトルベクターpASS3･42 -クローニングした3.5.2

で構築したpUCHS/esplシリーズをEc｡RI及び-で切断し､ esplカゝらEcom及びSaAで切り出

したプロモーター領域の断片と共にXbal及びXholで切断したpASS3.42 -挿入した(Fig.3.2)｡ espl

についてはXbal及びXh｡lで切断し同じくXbal及びXholで切断したpASS3.42 -挿入したD

宿主には､ A28株のゲノム上で野生型e〆遺伝子を遺伝子組み換え技術により破壊しESPIと称し

たespl変異株を用いた｡この株に得られたプラスミドをェレクトロボレーション法を用いて導入した｡

3.5.4 Bacillus subtilisにおけるEspl deletion mutantの発現
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次にB. subtilisを用いてEsplとその誘導体の発現を試みた｡ B. subtilisは細胞外タンパク質など毒

性の強いタンパク質の過剰発現に宿主としてしばしば用いられる｡

3.5.4.1発現プラスミドの構築

esplとそのdeletion遺伝子はE. coli-B. subtilisシャトルベクターpHY300PLK(Takara)へテトラ

サイクリン耐性遺伝子のプロモーターと同じ向きにクローニングした3.5.2で構築したpUCl18/espl

シリーズをEcoRL及びXbalで切断し､ esplからEcoRI及びSaAで切り出したプロモーター領域の

断片と共にXbal及びSaAで切断したpHYSOOPLK -挿入した(Fig.3.2)｡ esplについてはXbal及び

Xholで切断しXbal及びSaAで切断したpHYSOOPLK -挿入した｡得られたプラスミドをB. subtilis

168株-導入した｡

また､より強力な発現誘導が可能なE. coli-B. megateriumシャトルベクターpWH1520 (MoBitec)

についても同様にesplとそのdeletion遺伝子のクローニングを行った　xylAプロモーターと同じ向

きに挿入した｡上記のように構築したpHYSOOPLK/esp/v'リーズをXbal及びSaAで切断し､同じく

Xbal及びSaAで切断したpBluescript II KS+-挿入したoこれをさらにKpnl及びBawRlで切断

し､同じくKpnl及びBawRlで切断したpWH1520-挿入した｡得られたプラスミドをB. subtilis 168

樵-導入した｡

3.5.4.2　発現サンプルの調整

テトラサイクリン(以下Tcと略)添加の2×YT培地で37℃､一晩培養したB. subtilis形質転換体を

Tcを添加した1bのLB培地に1%接種し､ジャーファーメンター加oDEL MDS-U MAEUBISHI)を

用いて37℃で培養した｡通気量は1.OL/min､撹拝数は300rpmとした｡ODe｡｡-0.3になるまで培養し､

終濃度5%になるようにxyloseを添加したoさらにODeoo=1.5になるまで培養し､ 8000rpm,20min

の遠心分離により菌体を除去し上清を回収した｡これに60%飽和の硫酸アンモニウムを加え4℃で一

時間撹拝し､ 8000rpm,20minの遠心分離によりタンパク質を沈殿させた｡沈殿タンパク質はTMバッ

ファー(20mM Tris-HCl (pH7.8), 2mM MgCl2)に再懸濁し､約100倍に濃縮した｡この濃縮液をTM

バッファーに対し一晩透析しサンプルとした｡

3.5.4.3　プロテアーゼ活性測定

プロテアーゼ活性測定法にはCharney and Tomarelliの方法を用いた｡酵素緩衝液(20mM Tris-HCl

14
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pH7.8)に培養上清を濃縮したサンプルを適当に希釈し､このサンプル100〃と基質(酵素緩衝溶液に溶

解した2%のアゾカゼイン(SIGMA))400〃1とを混合撹拝復､ 30℃に保ち反応させた｡反応停止液(10%

トリクロロ酢酸)500〃1を加え､激しく撹拝後､ 15000rpm,5分間遠心分離し､上清を得た｡この上清

の400nmにおける吸光度を測定することにより遊離のチロシン量を求めた｡プロテアーゼ活性は1時

間に400nmの吸光度を1増加させる酵素量を1unit(以下略称U)とした｡

3.5.4.4　電気泳動

タンパク質の確認にはSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(PAGE)を用いた　Laemmli法に従っ

て､分離ゲル10- 12.5%､濃縮ゲル5%のポリアクリルアミドゲルで行った｡染色にはCoomassie

BrilliantBlueR-2501メタノール:酢酸:脱イオン水-2 : 1 : 7)による染色及び銀染色(シルバーステ

インキット､ ATTO)を用いた｡

3.5.4.5　タンパク質濃度の測定

ProteinAssay (BioRad)により測定した｡ ProteinAssay溶液を5倍希釈し､この希釈溶液1 mlに

対して適当に希釈したサンプルを1-10〃1加え､ボルテックスにより撹拝した｡ 10分後､ 595nmの

吸高度を測定した｡また同時に既知濃度のBSAを用いて検量線を作成し､これを用いてタンパク質濃

度を計算した｡

3.5.4.6　プロテアーゼ活性染色

プロテアーゼ活性染色には通常の　SDS-PAGE　ゲルに　0.5%のスキムミルクを加えた　skim

milk-SDS-PAGEを用いた10%のskim milk-SDS-PAGEゲルで電気泳動を行い､そのゲルを2.5%

Trinton X-100溶液に浸し4℃で30分保ち､続いてTMバッファー(20Mm Tris-HCl (pH7.8),2mM

MgCls)に浸し37℃､ 1時間反応させ､ 0.5% Coomassie Brilliant Blue R-250で染色した｡その後､

脱色液(メタノール:酢酸:脱イオン水-1 : 1 : 8)によって透明なバンドが現れるまで脱色した｡

3.5.4.7　赤潮殺藻活性の検出

赤潮殺藻活性の検出には2通りの方法を用いた｡

ASWM寒天培地上でS. costatumを数日間培養し､ペーパーディスクにろ過滅菌したサンプルを10

- 20〃.1添加してこのプレート上に置き､人工気象器で数日間培養した｡ペーパーディスクの周りに形
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成されるハローによって殺藻活性を試験した｡

一方で､改変SWM-III培地2mlで数日間培養したS. costatumに対し､ろ過滅菌したサンプルを

200〃1添加し､人工気象器で数日間培養し観察した｡

3.5.5　Espl deletion mutantの精製

3.5.5.1粗酵素液の調整

テトラサイクリンを加えた2×YT培地で37℃､一晩培養したB. subtilis形質転換体を､ 1.5JBのLB

培地に1%接種し､ジャーファーメンター(MODELMDS-U MARUBISHI)を用いて37℃で培養した｡

通気量はl.OL/min､撹拝数は400rpmとした｡ OD6oo-0.3になるまで培養し､終濃度5%になるよう

にxyloseを添加した｡さらにODeoo-1.5になるまで培養し､ 8000rpm,20minの遠心分離により菌体

を除去し上清を回収した｡これに60%飽和の硫酸アンモニウムを加え4℃で一時間撹拝し､

8000rpm,20minの遠心分離によりタンパク質を沈殿させた｡沈殿タンパク質はTMバッファー(20mM

Tris-HClpH7.8, 2mMMgCl2)に再懸濁し､約100倍に濃縮した｡この濃縮液をTMバッファーに対し

一晩透析し粗酵素液とした｡

3.5.5.2　陰イオン交換クロマトグラフィー

祖酵素液について陰イオン交換クロマトグラフィーを行った｡初期バッファーにはTMバッファーを

用いた｡カラムはPOROS HQ/M (PerSeptive Biosystem)を使用し､溶出は流速2ml/minで0-1Mの

NaCl濃度勾配によって行った｡

3.5.5.3　MiniPrep Cell　調整用電気泳動)

陰イオン交換クロマトグラフィーの結果､活性画分を集め､ Ultra Filter Unit (USY-1,

ADVANTEC)により約5倍に濃縮した｡この試料についてMiniPrep CelKBio Rad)装置を用いて精製

を行った｡分離ゲル8%､濃縮ゲル4%から成るゲルカラムのNative-PAGEで精製を行った｡泳動バ

ッファーと溶出バッファーは25mM Tris-HCl,192mM glycineの溶液を用い､電気泳動は400V, 3mA

で行った｡溶出流速はO.lml/min､分画サイズは0.2mlとした｡詳細な操作方法は添付のマニュアル

に従った｡

16



平成14-15年度科研費基盤研究(2)(C)

赤潮殺藻細菌が生産する赤潮殺藻プロテアーゼの殺藻分子機構の解明

3.5.6　赤潮殺藻活性の検出

Mini Prep Cellにより精製したAspl deletion mutantを用い､赤潮殺藻活性の検出を試みた｡

3.6　結果

C末端領域を削った5種類のdeletion遺伝子をPCRにより増幅し(Fig.3.1.)､発現系を検討するた

めそれぞれの発現ベクター-挿入し発現系の検討を行った｡

3.6.1 Eschelichia coliにおけるEspl deletion mutantの発現

PCRにより増幅したdeletion遺伝子はE. coli発現ベクターpIVEX2.4c(Roche diagnostics)- T7プ

ロモーターと同じ向きにクローニングした(Fig.3.2.)結果得られたプラスミドを大腸菌

BL21(DE3)pLysS株及びJMIO9(DE3)-導入した｡発現ベクターpIVEX2.4cそのものを導入した

BL21(DE3)pLysSはよく生長したが､組み換えプラスミドを導入した形質転換株は大変生長が乏しか

ofc,

3.6.2　Pseudoalteromonas sp. A28株におけるEspl deletion mutantの発現

大腸菌によるEspl deletion mutantの過剰生産が困難なので､ Pseudoalteromonas sp.A28株にお

ける発現を試みた｡ espl遺伝子の欠失誘導体はE. coli - Pseudoalteromonasシャトルベクター

pASS3.42(Fig.3.3.)-クローニングした(Fig.3.2.)｡これをPseudoalteromonassp. A28株のespl破壊

株ESPI -形質転換させるため､エレクトロボレーション法を用いた｡ベクターであるpASS3.42に

ついては､ 2×106/〃gDNAの効率で形質転換体が得られた｡しかし､様々な条件を検討したが､ espl

やそのdeletion mutantを組み込んだpASS3.42組み換えプラスミドでは形質転換体が得られなかっ

た｡

3.6.3　Bacillus subtilisにおけるEspl deletion mutantの発現

更なる発現系の検討として､ Bacillus subtilisを宿主として用いた｡ esplとその欠失遺伝子はE.

coli-B. subtilisシャトルベクターpHY300PLK(Tskara)-テトラサイクリン耐性遺伝子のプロモータ

ーと同じ向きにクローニングした(Fig.3.2.)｡これをB. subtilis168株-形質転換した｡得られた形質

転換体はすべて通常の増殖を示した｡ B. subtilis形質転換体の培養上清はskimmilk-SDS-PAGEゲル

を用いて解析した｡細胞外タンパク質は培養上清に60%飽和の硫酸アンモニウムを加えて沈殿させた｡
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沈殿タンパク質はTMバッファー(20mM Tris-HClpH7.8, 2mM MgCla)に再懸濁し､これをサンプル

とした｡プロテアーゼ活性染色の結果､これら組み換えプラスミドを導入した株に特異的なバンドを

検出することができた(Fig.3.4)｡しかし､その発現量は大変少量であり､ B. subtilis由来のプロテアー

ゼの発現量がはるかに多く､更なる研究を進めるには困難が生じた｡プロテアーゼ活性においてもベ

クターのみを導入した株と大きな差がなかった｡

そこでより効率のよい発現を目指し､発現ベクターを変更した｡ xyloseにより発現誘導が可能なE

colrB. megateriumシャトルベクターpWH1520を用いた｡ esplとそのdeletion遺伝子をXylAプロ

モーターと同じ向きに挿入した(Fig.3.2.)｡得られたプラスミドをB. subtilis 168株-導入した｡

この形質転換体において､発現条件を検討した｡ 37℃でODeoo-0.3になるまで培養し､ xyloseの添

加により発現の誘導を行った｡様々な誘導時間におけるプロテアーゼ活性染色及びプロテアーゼ活性

測定を行ったところ､誘導時間が長くなるにつれてプロテアーゼ活性は上昇するが､目的とするEspl

deletion mutantのプロテアーゼ活性は減少した(Fig.3.5.)｡

これらの形質転換体から上記と同様にサンプルを調整し､活性染色及びプロテアーゼ活性測定､赤

潮殺藻活性の検出を行った｡組み換えプラスミドを導入したB. subtilis形質転換体の上清画分には特

異的なバンドが検出された｡また､これらのサンプルを1mM　のphenylmethylsulfonyl

臥IorideCpMSF)で処理することにより､これらのプロテアーゼ活性の特異的なバンドは失われた

(Fig.3.7.X

また､このサンプルについて赤潮殺藻活性を試験した｡結果､コントロールとしてベクターのみを

挿入した株を含むすべてのサンプルについて殺藻が確認された(Fig.3.6.X

一方で､S.costatumを重層したプレート上にdeletion mutantをレプリカし､殺藻活性を試験した｡

結果､赤潮を殺藻したことが示唆されるハローの形成が確認された(Fig.3.7.)｡

3.7　考察

本章では､赤潮殺藻プロテアーゼEsplのC末端領域を削ったタンパク質を構築･発現させ､その

変異プロテアーゼとしての機能を解析する目的で実験を進めた｡まずこれらdeletion遺伝子の発現に

ホストとして大腸菌を用いたが､野生株､及び発現ベクターpIVEX2.4cのみを保持する株に比べ著し

く生長が乏しかった｡これは､これらEspl及びその変異タンパク質が大腸菌にとって有害であり生育

に悪影響を及ぼしていると考えられる｡

そこで発現系を変更し､次にEsplの親株であるPseudoalteromonassp.A28株をホストとして用い
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ることにした｡様々な条件でエレクトロボレーションによる形質転換を試みたが､ベクターである

pASS3.42以外は形質転換体を得ることができなかった　pASS3.42はコピー数約10の多コピー数の

プラスミドである｡したがってasplやこのdelation遺伝子がPseudoalteromonas sp.ASPI株の生長

に伴い多数増幅されることで､この発現プロテアーゼが生育に有害に働いてしまっていると考えられ

る｡

次に発現系としてB. subtilisについて検討した　B. subtilisはプロテアーゼなどの多くの細胞外タ

ンパク質を生産しており､毒性にも強く､細胞外タンパク質の過剰発現に宿主としてしばしば用いら

れる.そこでAsplの発現系としても利用できるのではないかと考えた｡まず､ E. coli-B. subtilisシャ

トルベクターであるpHYSOPLKを用いてこれら変異遺伝子をクローニングし､ B. subtilis-形質転換

して発現を行った｡プロテアーゼ活性染色の結果､ベクターのみを保持するB. subtilisと比較して､

Asplとその誘導体を導入した株の上清フラクションにはそれぞれ特異的なプロテアーゼのバンドが検

出された｡しかし､ホストであるB. subtilis自身の有するプロテアーゼのバンドに比べ著しく発現量

が少なく､またプロテアーゼ活性にもAsplの活性であると示唆されるような大きな差が現れなかった｡

これでは､バックグラウンドが高すぎるため以後の実験に用いることが困難であり､また精製するに

は少量すぎる｡そこで､より効率よく大量に発現させる方法を検討した｡ E. coli-B. megateriumシャ

トルベクターであるpWH1520は､ xyloseオペロンを持ち､ xyloseによる発現調節･誘導が可能であ

る.このベクターがB. subtilisにも利用できないかと考え､プラスミドを構築し形質転換を試みた｡

結果､形質転換体を得ることができたので､この株を用いて発現させることにした｡発現条件の検討

により､xyloseによる誘導が長すぎると細胞外に分泌されたAspIの活性は低下していくことが分かっ

た｡これは､AspIが大量に発現しすぎて自己分解を起こしている､またはB.subtilis由来のプロテア

ーゼによって分解されている､あるいは過剰な発現で封入体を形成してしまっている､などの要因が

考えられる｡結果､ ODeoo-0.3でxylose添加後OD6oo=1.5-2.0になるまで培養し､上清を回収するこ

とで最も効率的な発現を行うことができた｡また､このように早い段階で回収することで他のB.

subtilis由来のタンパク質(特にプロテアーゼ)発現も少量に抑えられることが結果として示された｡

後者の発現系を用いて､それぞれ活性染色により発現を確認したところ､ Aspl及びそのdeletion

mutantすべてにおいて､特異的なプロテアーゼのバンドが検出された　O.lmMのPMSF処理を行う

と､このバンドは失われた｡これはこのバンドがセリンプロテアーゼであることを意味する｡以上の

結果から､ Aspl及びそのdeletionmutantはB. subtilisにおいて細胞外タンパク質として発現し､こ

れらはすべてプロテアーゼ活性を保持していることが示唆された｡ C末端の繰り返し配列の存在はプ
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ロテア-ゼ活性には関与していないと言えるであろう｡

さて､ C末端領域はプロテアーゼ活性とは無関係であると考えられるが､それではやはり赤潮殺藻に

関与しているのではないかという更なる期待が持たれるところである｡そこで､これらの発現プロテ

アーゼについて赤潮殺藻活性の検出を試みた｡上清を濃縮した段階でのサンプルでは､ベクターのみ

を保持するB. subtilisの培養上清でも赤潮が殺藻されてしまった｡これは､ B. subtilisが目的のプロ

テアーゼ以外にも様々な細胞外タンパク質を分泌していることから､赤潮の生育に有害な物質が含ま

れているのではないかと考えられる｡したがって､このまま殺藻活性の検出に用いるのは困難であり､

更なる精製の必要性が示唆された｡
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EcoRI EcoRV Hi ndlll

500 bp

aspl -650

asp/ -501

aspl-568

aspI-5 3 9

aspl-00

Hindlll

mature protease I
Ala-1 49

Fig.3.1. C末端領域deletion mutantの構築

pIVEX2. 4c/a5/?/

(5.3kb-5.7kb)

pASS3.42/α!〆

Apr (10.5kb-llkb)

E. coli発現ベクタ　　　　　　　E.coli-Pseudoalteromonas sp.A28株シャトルベクター

E. coli-B.subtilisシャトルベクター E.coli-B. megateriumシャトルベクター

Fig.3.2.発現プラスミドの構築
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H indlllpartialdigestion

+# />?dIII-digested pCR II

EcoR l

EcoRldigestion
'selfligation

Hin dlll

Fig.3.3. E. coli-Pseudoalteromonas sp.A28株シャトルベクター
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Fig 3.3. B. SWM//5[pHY300PLK]によるプロテアーゼ発現

Fig.3.4. xyloseによる誘導時間の検討
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Fig.3.5.上清サンプルによるS. costatum殺藻

(kDa)

①②③④⑤⑥⑦

①vector[pwH 1 520]
ョpwH1 520/osp/-7
(DpwH 1 520/as;?/-2
ョpwH 1 520/os/?/-3
ョpwH1 520/osp/-4
⑥pwH 1 520/os/7/-J
ョpwH1 520/osp/

Fig.3.6 deletion mutantの発現プロテアーゼ活性染色
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Fig.3.7.二者培養による殺藻活性検出



平成14-15年度科研費基盤研究(2)(C)
赤潮殺藻細菌が生産する赤潮殺藻プロテアーゼの殺藻分子機構の解明

第4章　総括

当研究室では､ A28株を用いて赤潮藻類と赤潮殺藻細菌の相互関係について分子レベルで

解析を進めているが､これまでに､ Pseudoalteromonassp.A28株は菌体外セリンプロテアー

ゼを分泌しSkeletonema costatumを殺藻することが明らかになっており､市販のプロテア

ーゼは殺藻能力を持たないことから､この殺藻プロテアーゼにはプロテアーゼ活性のみなら

ず特別な機構が存在していることが示唆されてきた｡さらに､赤潮殺藻プロテアーゼEspl

のクローニングに成功している｡そこで､本研究ではこのEsplを解析することによる殺藻メ

カニズムの詳細な解明を目的とした｡ Esplのアミノ酸配列より､ C末端領域には2つの繰り

返し配列が存在しており､この領域に赤潮殺藻に関わるメカニズムが存在すると仮定し研究

を進めた｡

そこでまず､ C末端領域がどのような機構を持つのかを調べるため､ C末端領域のみにGFP

を蛍光標識として付加し､大腸菌を用いた発現に成功した｡しかし､赤潮に対してどのよう

な働きを持つか､その局在を観察するまでには至らなかった｡より高濃度な発現と精製法の

確立､また自家蛍光を防ぐような観察方法の確立､ S. costatu皿-添加する濃度の検討など､

今後さらなる改善が必要とされる｡

次に､プロテアーゼ全体に視点を移し､ C末端領域を削ることによってEsplmutantがど

のような活性を持つのか､その機能を解析することにした｡赤潮殺藻プロテアーゼEsplのC

末端領域を削ったタンパク質を構築･発現させ､その変異プロテアーゼとしての機能を解析

する目的で実験を進めた｡まずこれらdeletion遺伝子の発現にホストとして大腸菌を用いた

が､野生株､及び発現ベクターpIVEX2.4cのみを保持する株に比べ著しく生長が乏しかった｡

これは､これらAspl及びその変異タンパク質が大腸菌にとって有害であり生育に悪影響を及

ぼしていると考えられる｡そこで発現系を変更し､次にEsplの親株である

Pseudoalteromonas sp.A28株をホストとして用いることにした｡しかしベクターである

pASS3.42以外は形質転換体を得ることができなかったpASS3.42は多コピープラスミドで

あるため､大量に発現することで､この発現プロテアーゼがPseudoalteromonas sp.A28株

の生育を阻害してしまっていると考えられる｡そこで次にB. subtilisについて検討した. B.

subtilisはプロテアーゼなどの多くの細胞外タンパク質を生産しており､毒性にも強く､細胞

外タンパク質の過剰発現に宿主としてしばしば用いられる｡そこでEsplの発現系としても利
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用できるのではないかと考えた｡まず, E. coli- B. subtilisシャトルベクターである

pHYSOPLKを用いてこれら変異遺伝子をクローニングし､ B. subtilis-形質転換して発現を

行った｡プロテアーゼ活性染色の結果､ベクターのみを保持するB. subtilisと比較して､ Espl

とその誘導体を導入した株の上清フラクションにはそれぞれ特異的なプロテアーゼのバンド

が検出された｡しかし､ホストであるB.subtilis自身の有するプロテアーゼのバンドに比べ

著しく発現量が少なく､またプロテアーゼ活性にもAsplの活性であると決定付けるような大

きな差が現れなかった｡これでは,バックグラウンドが高すぎるため以後の実験に用いるこ

とが困難であり､また精製するには発現量が少なすぎる｡そこで､より効率よく大量に発現

させる方法を検討した｡ xyloseによる発現調節･誘導が可能なE. colrB. megateriumシャト

ルベクターpWH1520について､ B. subtilisにも利用できないかと考え､プラスミドを構築

し形質転換を試みた｡結果､形質転換体を得ることができたので,この株を用いて発現を試

みた｡発現条件の検討により､OD6oo=0.3でxylose添加後OD6oo=1.5-2.0になるまで培養し､

上清を回収することで最も効率的な発現を行うことができた｡また､このように早い段階で

回収することで他のB. subtilis由来のタンパク質(特にプロテアーゼ)発現も少量に抑えら

れることが結果として示された｡それぞれ活性染色により発現を確認したところ､ Espl及び

そのdeletionmutantすべてにおいて､特異的なプロテアーゼのバンドが検出された　PMSF

処理によりこのバンドは失われることから､これはセリンプロテアーゼである｡以上の結果

から､AspI及びそのdeletion mutantはB. subtilisにおいて細胞外タンパク質として発現し､

これらはすべてプロテアーゼ活性を保持していることが示唆された｡ C末端の繰り返し配列

の存在はプロテアーゼ活性には関与していないと言えるであろう｡一方で､それではやはり

赤潮殺藻に関与しているのではないかという更なる期待が持たれるところである｡そこで､

これらの発現プロテアーゼについて赤潮殺藻活性の検出を試みた｡上清を濃縮した段階での

サンプルでは､ベクターのみを保持するB. subtilisの培養上清でも赤潮が殺藻されてしまっ

た｡これは､ B. subtilisが目的のプロテアーゼ以外にも様々な細胞外タンパク質を分泌して

いることから､赤潮の生育に有害な物質が含まれているのではないかと考えられる｡したが

って､この状態でのサンプルを殺藻活性の検出に用いるのは不適当であり､更なる精製の必

要性が示唆された｡

本研究ではC末端領域を削ったプロテアーゼの構築･発現に成功し､これらすべての

delerion mutantについてプロテアーゼ活性を保持することが明らかになった｡しかし赤潮
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殺藻活性を明らかにすることはできず､殺藻機構の解明までには至らなかった｡

Pseudoalteromonas o>�"A28株のプロテアーゼが持つ殺藻機構とは､ S. costatumの細胞表層

の何らかの物質を認識して結合し､その後蛋白質分解活性でS. costatumを溶解するのでは

ないかと考えている｡その認識機構がC末端領域に存在すると予想すると､ C末端領域を削

ったプロテアーゼは殺藻能力が失われるはずである｡まずはこれを明らかにし､更にその詳

細なメカニズムを解明することで､赤潮殺藻認識結合に関与する領域を特定できるであろう｡

更にこれを用いて特定の生物に結合するように操作してやれば､その特定の生物を特異的に

ピンポイント攻撃するような｢分子レーダー爆弾｣の構築が可能となり､ S.costatumだけで

なく各地で猛威をふるっている他の様々な赤潮藻類に対しても応用できるようになるかもし

れない｡一刻も早く実用化に向けて考察され､地球に優しい微生物農薬が実用化されること

を切に願っている｡
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付録

1.主な使用培地

1 )改変SWM-III培地(S. costatum保存用培地)

NaNO3

NaH2PO4

Na2SiO3

Na2EDTA

FeC13�"6H2O

Tris

P-I metals

filtered sea water

S-3 vitamins

1-1) P-I metals mixturedn lOml)

H3BO3

MnC12�"4H2O

ZnC12

CoC12�"6H2O

CuC12�"2H2O

2.OmM

O.lmM

O.2mM

O.03mM

0.002mM

500mg

lOm1

1000ml

節Rffl

Immo1

0.035mmo1

0.004mmol

O.OOlmmol

O.OOOOO lmmol

1-2) S-3 vitamins mixture(in 2ml)

Bl-HCI

Ca- Pantothenate

Nicotinic acid

p -Aminobenzonic acid 10.0 〟 g

Biotin

lnositol

Folic acid

Tnymine

VitaminB 1 2

1.0〃g

o.Omg

2.0〃g

3.Omg

1.0〟g
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2) ASWM培地(殺藻微生物保存用培地)

Bactcrcacitone (Difco)　　　　　l. Og

Yeast extract (Nacalai tesque)　　0.5g

改変SWM-III培地

2･1)人工海水

NaCI

MgSO4�"7H20

CaC12�"2H2O

KCl

1 000ml

24.Og

5.4g

I.IK

0.7g

Deionized Water lOOOm1

3) LBN培地(殺藻微生物形質転換用培地)

�

"

:

-

 

'

,

2

　

r

 

1

peptone

Yeast extract

NaCI

DW

4)2×YT培地

peptone

Yeast extract

NaCI

DW

5) LB培地

peptone

Yeast extract

NaCI

DW

籾
1

0
g
馳

1
m0001

･I-,i'鵬

2.抗生物質濃度

アンピシリン

カナマイシン

テトラサイクリン

1

 

1

 

1

か-bĥ
i

〃
　
　
〃
　
　
〃

0

　

　

0

　

0

0
　
　
5
　
　
ー

1
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