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ａｎｉｏｎ－ｅＸＣｈａｎｇｅＣＯｌｕｍｎ．

ＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡｓｐＩ－ｅｍｉｃｈｅｄ録ａｃｔｉｏｎｓｏｂｔａｉｎｅｄｄｕｒｉｎｇｅｎｚｙｍｅ

Ｐｍｉ負ｃａｔｉｏｎ．

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｕｒｉｎｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅａｓｅｏｆ

ＰｓｅｕｄｂａｌｔｅＴＰｎ甲ｎａＳＳＰ．ＳｔｒａｉｎＡ２８．

Ｅ飴ｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｐＨｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＡｓｐＩｐｒｏｔｅａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ．

ＰｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕＣｔｉｏｎｏｆＫａｎａｍｙＣｌｎＣａＳＳｅｔｔｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎｏｎｔｈｅａ４？Ｉｇｅｎｅ．

Ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｆｏｒｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｌｎｇａ軍Ｚｇｅｎｅ

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅ呼）ｉＩｇｅｎｅａｎｄａ句ａｃｅｎｔＤＮＡｒｅｇｌＯｎＳ．

ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＡｓｐＩｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡｐｒＩ（ＰｒＯｔｅａＳｅ録ｏｍＡｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ

Ｓｐ．０－７）．

ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅＣ－ｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｇｌＯｎＳＯｆＡｓｐＩ

ＷｉｔｈＣ－ｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｏ－ｒｅｇｌＯｎＯｆ ｏｔｈｅｒｐｒｏｔｅａｓｅｓ・

ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｓｐＩｇｅｎｅＤＮＡｒｅｇｌＯｎＳＯｆｓｔｒａｉｎＡ２８ａｎｄＡｓｐＩ－ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｍｕｔａｎｔＳＰｌ．

ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔＳｔｒａｉｎＡ２８ａｎｄｔｈｅＡｓｐＩ－ｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔ

ＳＰｌ．

Ｖｌｌｌ



Ｆｉｇ・４・８　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８ａｎｄ

ＡｓｐＩ－ｎｅｇａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎＳＰｌ．

Ｆｉｇ・５・１　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＰＥＭＰＯＩｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅ５・２－ｋｂＳｄｕ３ＡＩ

ｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎＡ２８ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌＤＮＡａｎｄｉｔｓｓｕｂｃｌｏｎｅｓ．

Ｆｉｇ・５・３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉ丘ｅｄＥｍｐＩｆｒｏｍＥｃｏｌｉ．

Ｆｉｇ・５・４　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡＩｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥｍｐＩ．

Ｆｉｇ・５・５　ＰｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＥｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔＰｒｏｔｅｉｎｓ丘ｏｍＳｔｒａｉｎ

Ａ２８ａｎｄＰｕｒｉ五ｅｄＥｍｐＩ．

１Ⅹ



Ｃｈａｐｔｅｒｌ・

Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

１・１Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｏｆｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ

１．１・１Ｈａｒｍｆｕ１ａｌｇａｌｂｌｏｏｍｐｈｅｎｏｍｅｎａ

Ｏｃｃａｓｉｏｎａｌｌｙ，ｔｈｅａｌｇａｅｇｒｏｗｖｅｒｙｆａｓｔｏｒ㍑ｂｌｏｏｍ叩ａｎｄａｃｃｕｍｕｌａｔｅｉｎｔｏｄｅｎｓｅ，

ｖｉｓｉｂｌｅｐａｔｃｈｅｓａｒｅａｐｐｅａｒｅｄｎｅａｒｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｗａｔｅｒ・Ｆｏｒｍｅｒｌｙ，㍑ＲｅｄＴｉｄｅ”ｗａｓａ

ｃｏｍｍｏｎｎａｍｅｆｏｒｓｕｃｈａｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｗｈｅｒｅｃｅｒｔａｉｎｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｓｐｅｃｉｅｓｃｏｎｔａｉｎ

ｒｅｄｄｉｓｈｐｉｇｍｅｎｔｓａｎｄ・一ｂｌｏｏｍ‖ｓｕｃｈｔｈａｔｔｈｅｗａｔｅｒａｐｐｅａｒｓｔｏｂｅｃｏｌｏｒｅｄｒｅｄ・Ｓｏｍｅ

ｋｉｎｄｓｏｆｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｓｐｅｃｉｅｓｐｒｏｄｕｃｅｐｏｔｅｎｔｔｏｘｉｎｓ，Ｗｈｉｃｈｉｍｐａｃｔｔｏｍａｓ畠ｍｏｒｔａｌｉｔｉｅｓ

。ｆｗｉｌｄａｎｄ丘ａｍｅｄ丘ｓｈａｎｄｓｈｅｌｌＬｓｈ，ｈｕｍａｎｉｌｌｎｅｓｓａｎｄｄｅａｔｈ丘ｏｍｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ

ｓｈｅｌｌＢｓｈｏｒ丘ｓｈ，ｄｅａｔｈｏｆｍａｒｉｎｅｍａｍａｌｓ，Ｓｅａｌ，ｉｒｄｓ，ａｎｄｏｔｈｅｒａｎｉｍａｌｓ，ａｎｄａｌｔｅｒａｔｉｏｎ

ｏｆｍａｒｉｎｅｈａｂｉｔａｔｓｏｒｔｒｏｐｈｉｃｓｔｒｕＣｔｕｒｅ・Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔｓｎｏｗｐｒｅｆｅｒｔｈｅｔｅｒｍ，砧ＨａｍｆｕｌＡｌｇａｌ

Ｂｌｏｏｍ（ＨＡＢ）”，ｔＯｒｅｆｅｒｔｏｂｌｏｏｍｐｈｅｎｏｍｅｎａｔｈａｔｔｈｅｙｃａｕｓｅｈａｒｍ・Ｕｎｆｂｒｔｕｎａｔｅｌ洪ｔｈｅ

ｇｌｏｂａｌｏｃｃｕ汀ｅｎＣｅＳＯｆＨＡＢｓｗｅｒｅａｐｐａｒｅｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｏｖｅｒｔｈｅｐａｓｔｄｅｃａｄｅａｎｄ

ｃｏａｓｔａｌｃｏｕｎｔｒｉｅｓａｒｅｈｅａｖｉｌｙｉｍｐａｃｔｅｄｂｙｔｈｅｐｈｅｎｏｍｅｎａｏｆＨＡＢｓ（２０）・

Ｉｎｍａｒｉｎｅｅｃｏｓｙｓｔｅｍ，ｔｈｅｒｅａｒｅａｌ）Ｏｄ５，０００ｓｐｅｃｉｅｓｏｆｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｗｅｒｅｒｅｐｏｒｔｅｄ

ｉｎｐｒｅｓｅｎｔ・Ｉｎｔｈｅｍａｒｉｎｅｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ，ａｂｏｕｔ３００ｓｐｅｃｉｅｓｃａｎｇｒＯＷＶｅｒｙｆａｓｔａｎｄ

ｍａｋｅｂｌｏｏｍｓａｎｄａｂｏｕｔ４０ｓｐｅｃｉｅｓｏｆｔｈｏｓｅｒｅｌｅａｓｅｓｏｍｅｋｉｎｄｓｏｆｔｏｘｉｎｓｆｏｕｎｄｉｎ

ＪａｐａｎｅＳｅＳｅａＷａｔｅｎ　Ｗｈｅｎａｌｇａｌｂｌｏｏｍｓｏｃｃｕｒ，ｍＯＳｔＯｆｃａｓｅｓｗｅｒｅｏｃｃｕｐｉｅｄｏｎｅｋｉｎｄ

ｏｆｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｓｐｅｃｉｅｓｏｖｅｒ９５％ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｐｒｅｓｅｎｃｅａｎｄｍｏｒｅｔｈａｎｔＷＯｋｉｎｄｓｏｆ

ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｗｅｒｅｒｅｌａｔｅｄｏｎｔｈｅｂｌｏｏｍｓ，ｔＷＯｋｉｎｄｓｏｆｍａｉｎａｌｇａｌｂｌｏｏｍｓｐｅｃｉｅｓｔｏｏｋ

ｐｏｓｓｅｓｓｉｏｎｏｆｏｖｅｒ８７％ｏｆｔｈｅｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｉｎｂｌｏｏｍｅｄｍａｒｉｎｅｅｃｏｓｙｓｔｅｍ（４６）・Ｔｈｅ

ＨＡＢ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｒ ｐｏｔｅｎｔ ＨＡＢ ｓｐｅｃｉｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｓｕｃｈ ａｓ Ｃｒｙｐｔｏｍｏｎａも

１



ＣｙａｎＯｂａｃｔｅｒｉａ，ｄｉｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅ，ｒａＰｈｉｄｏｐｈｙｔｅ　ｆｌａｇｅｌｌａｔｅ，ｇｙｍｎＯｄｉｎｏｉｄｓ，ｄｉａｔｏｍ，

ｈａｐｔｏｎｅｍａ，ａｎｄａｐｌａｓｔｉｄｉｃｐｒｏｔｏｚｏａ（４６）．

１・１・１ＩｍｐａｃｔｓｏｆＨＡＢｓ

ＴｈｅＨＡＢｉｍｐａｃｔｓｏｃｃｕｒｗｈｅｎｍａｒｉｎｅｆａｕｎａａｒｅｋｉｌｌｅｄｂｙｍｉｃｒｏ－ａｌｇａｌｓｐｅｃｉｅｓ

ｔｈａｔｒｅｌｅａｓｅｔｏｘｉｎｓａｎｄｏｔｈｅｒｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｔｏｔｈｅ－Ｗａｔｅｒ；ｂｒｔｈａｔｋｉｌｌｗｉｔｈｏｕｔｔｏｘｉｎｓｂｙ

ＰｈｙｓｉｃａｌｌｙｄａｍａｇｌｎｇＯｒｂｙｃｒｅａｔｉｎｇｌｏｗｏｘｙｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｓｂｌｏｏｍ

ｂｉｏｍａｓｓｄｅｃａｙｓ・Ｔｈｅｓｅｉｍｐａｃｔｓ丘ｅｑｕｅｎｔｌｙｏｃｃｕｒａｔａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅｓｉｔｅｓｗｈｅｒｅｃａｇｅｄ

重ｓｈａｎｄｓｈｅ１１ｆｉｓｈｃａｎｎＯｔｅＳＣａＰｅｔｈｅｈｍｆｕ１ｂｌｏｏｍｓ．Ｆａｍｅｄ丘ｓｈｍｏｒｔａｌｉｔｉｅｓｆｒｏｍ

ＨＡＢｓｈａｖｅｉｎｃｒｅ？Ｓｅｄｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｙｉｎｒｅｃｅ血ｙｅａｒｓ，ａｎｄａｒｅｎｏｗａｍ句ＯｒＣＯｎＣｅｍｔＯ

ＢｓｈｆおｍｅｒｌＩｎＪａｐａｎ，ＨＡＢｓｈａｖｅｂｅｅｎｏｆｔｅｎｏｃｃｕｒｒｅｄａｎｄ丘ｎａｎＣｉａｌｄａｍａｇｅＳＯｎ

録ａｍｅｄ丘ｓｈｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ ｓｉｎｃｅｌａｔｅｉｎｔｈｅ１９５０ｓ・Ｔｈｅ ｒａｐｈｉｄｏｐｈｙｔｅｆｌａｇｅｌｌａｔｅ，

Ｃｈａｔｏｎｅｌｌａｍａｒｉｎａｉｓｗｅ１１－ｋｎ０ｗｎＣａｕＳａｔｉｖｅｏｒｇａｎｉｓｍｏｆｍａｓｓｍｏｒｔａｌｉｔｉｅｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄ

鮎ｈ，ｒｅＳｕｌｔｉｎｇｉｎ１７００ｍｉｌｌｉｏｎｙｅｎｄａｍ畠ｇｅｉｎ１９７２ａｌｏｎｅｉｎＪａｐａｎｅＳｅＳｅａＷａｔｅｒ（４７）．

ＩｎｒｅｃｅｎｔｙｅａｒＳ，ａｌｇａｌｂｌｏｏｍｓｃａｕｓｅｄｂｙ助ｔｅ７ＶＳｌｇｍａａｋａｓｈｉｗｏｗｅｒｅ．ｏｃｃｕｒｒｅｄｉｎ

ＫａｇｏｓｈｉｍａＢａｙｉｎ１９９５ａｎｄｉｎＮｏｍｉＢａｙｌｎ１９９７　ａｎｄｌ，０９０ｍｉ１１ｉｏｎａｎｄ２３７

ｍｉｌｌｉｏｎｙｅｎ’ｓｗｏｒｔｈｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄ丘ｓｈｅｓ，ｒｅＳＰｅＣｔｉｖｅｌｙ，Ｗｅｒｅｋｉｌｌｅｄｂｙｔｈｅｂｌｏｏｍｓ（ｔｈｅ

ａｍＯｕｎｔＳ Ｏｆｄａｍａｇｅａｒｅ ｅＳｔｉｍａｔｅｓ ｍａｄｅ ｂｙｔｈｅ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ Ａｇｅｎｃｙ ｏｆＪａｐａｎ）．Ｉｎ

ＨｉｒｏｓｈｉｍａＢａｙ，月をｔｅｒｏｃ呼ＳａＣｉｒｃｕｈｌｒｉｓｑｕａｍａｃａｕｓｅｄａｌｇａｌｂｌｏｏｍ，ａｎｄｋｉｌｌｅｄ３，８００

ｍｉｌｌｉｏｎｙｅｎ，ｓｗｏｒｔｈｏｆ丘ａｍｅｄｏｙｓｔｅｒｉｎ１９９８・Ｔｂｄａｙｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｒｐｒｅｖｅｎｔｏｆ

ｔｈｅＨＡＢｓｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｍｏｓｔｉｍｐｏｒｔａｎｔａｎｄｕｒｇｅｎｔｓ豆切ｅｃｔｓｉｎＪａｐａｎ負ｓｈｅｒｉｅｓ．

Ｂｌｏｏｍｓｏｆｍａｃｒｏ－ａｌｇａｅ（ｓｅａｗｅｅｄｓ）ｃａｎａｌｓｏｂｅｈａｒｍｆｕ１，ｔＯＳｅａｇｒａＳＳａｎｄｃｏｒａｌ

ｒｅｅｆｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓａｎｄｔｈｅｆｏｏｄ－Ｗｅｂｓｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｎｔｈｏｓｅｈａｂｉｔａｔｓ．ＮｕｉｓａｎＣｅＳｅａＷｅｅｄ

ＳＰｅＣｉｅｓｒｅｐｌａｃｅｉｎｄｉｇｅｎｏｕｓｍａｃｒｏ－ａｌｇａｅａｎｄｔｈｅｙｔｈｕｓｍｏｄｉｆｙｂｅｎｔｈｉｃｈａｂｉｔａｔｓ，ａ蝕ｃｔ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌａｎｄｍａｃｒｏ－ｆａｕｎａｌｆｏｏｄｗｅｂｓ，ａｎｄａｌｔｅｒｋｅｙｂｉｏｇｅｏｃｈｅｍｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆ

ＣＯＳｔａｌｅｃｏｓｙｓｔｅｍ（３４）．

Ｔｈｅｐ山ｂｌｉｃ ｈｅａｌｔｈｉｍｐａｃｔｆｒｏｍ ＨＡＢｓ ｏｃｃｕｒｓ ｗｈｅｎｔｏｘｉｃｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ ａｒｅ
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ｆｉ１ｔｅｒｅｄ録ｏｍｔｈｅｗａｔｅｒｂｙｓｈｅｌｌｆｉｓｈ，Ｗ鮎ｃｈｔｈｅｎａｃｃｕｍｕｌａｔｅｔｈｅａｌｇａｌｔｏｘｉｎｓｔｏｌｅｖｅｌｓ

ｔｈａｔａｒｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｌｅｔｈａｌｔｏｈｕｍａｎＳＯｒＯｔｈｅｒｃｏｎｓｕｍｅｒＳ・（５８）・Ｔｈｅｓｅｐｏｉｓｏｎｉｎｇ

ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ａｒｅ ｎａｍｅｄ ｐａｒａｌｙｔｉｃ，ｄｉａｒｄｌｅｔｉｃ，ｎｅｕｒＯ ｔＯＸｉｃ，ａｎｄａｍｎｅＳｉｃ ｓｈｅｌｌ鮎ｈ

ｐｏｉｓｏｎｉｎｇ（ＰＳＰ，ＤＳＰ，ＮＳＲａｎｄＡＳＰ）ａｎｄａｌｌｏｆｔｈｅｓｅｐｏｉｓｏｎｉｎｇｓｙｎｄｒｏｍｅｓｏｃｃｕｒ

ｗｉｔｈｉｎｔｈｅＵ．Ｓ．ａｎｄｉｔｓｔｅｒｒｉｔｏｒｉｅｓ（５８）．

１．１．２ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈＩＩＡＢｓｐｅｃｉｅｓ

ＴｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｇｌＱｂａｌＨＡＢｓｉｎｐａｓｔｄｅｃａｄｅｅｎｈａｎＣｅｄｅ餓）ｒｔＳｔＯｉｄｅｎｔｉｆｙｆａｃｔｏｒｓ

ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｔｈｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎａｎｄｔｏｘｉｎｄｙｎａｍｉｃｓｏｆＨＡＢｓ・Ａｓｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｅｓｏｆｔｈｅ

ｂｌｏｏｍｉｍｉｔｉａｔｉｏ叫ｍａｉｎｔｅｎａｎＣｅ，ａｎｄｄｅｃｌｉｎｅ，ａＳＷｅｌｌａｓｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ａｒｅｄｉｓｓｅｃｔｅｄ

ｉｎｔｏｔｈｅｉｒｍｏｓｔｂａｓｉｃｅｌｅｍｅｎｔｓ，ｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｔｈｅｉｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈＨＡＢｓｐｅｃｉｅｓａｒｅ

ａｍＯｎｇｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｅｓｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙｃｉｔｅｄａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｌｍＰＯｒｔａｎｔ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｏｆａｌｇａｌｇｒｏｗ血ａｎｄｔｏｘｉｃｉｔｙ・Ｉｔａｐｐｅａｒｓｔｈａｔｎｏｗｔｈｅｑｕｅｓｔｉｏｎｉｓｎｏｔ

ｗｈｅｔｈｅｒｂａｃｔｅｒｉａｌ－ａｌｇａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｐｌａｙａｒｏｌｅｉｎＨＡＢｅｃｏｌｏｇｙ，ｂｕｔｉｎｓｔｅａｄｈｏｗ

ｔｈｅｓｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓａｒｅｍａｎｉｆｅｓｔｅｄｉｎｔｅｒｍＳＯｆｐｏｐｕｌａｔｉｏｎａｎｄｔｏｘｉｎｄｙｎａｍｉｃｓａｎｄｗｂａｔ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｒｅｉｎｖｏＩｖｅｄ（１１）．Ｓｏｍｅ ｂａｃｔｅｒｉａｍａｙ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｂｌｏｏｍ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｙａｌｇａｌｓｐｅｃｉｅｓ（１７）；Ｗｈｉｌｅｏｔｈｅｒｂａｃｔｅｒｉａｈａｖｅａｌｇｉｃｉｄａｌｅ飴ｃｔｓａｎｄａｒｅ

ｉｎｖｏＩｖｅｄｉｎｔｈｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆａｌｇａｌｂｌｏｏｍｓ（１４）・Ｉｔｉｓｔｈｅｓｅ

ｃｅ１１ｕｌａｒ１ｅｖｅｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｂａｃｔｅｒｉａａｎｄａｌｇａｅ，ＷｈｉｃｈａｒｅａｍＯｎｇｔｈｅｆａｃｔｏｒｓ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇｔｏｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＨＡＢｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｗｔｈ，ａＳＷｅ１１ａｓｉｎｆｌｕｅｎｃｌｎｇｔｈｅ

ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｄｏｍｉｎａｎＣｅＯｆｔｈｅａｌｇａｌｃｏｒｒｍｎｉｔｙｂｙａｇｉｖｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（１５）・

Ｓｅｖｅｒａｌｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓｈａｖｅｉｓｏｌａｔｅｄｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａａｌｇｉｃｉｄａｌｔｏ ｍａｒｉｎｅａｌｇａｌｃｅｌｌｓ

ｆｒｏｍｔｈｅｃｏｓｔａｌｓｅａｗａｔｅｒ，Ｓｅｄｉｍｅｎｔ，ａｎｄａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅｐｏｎｄａｎｄａｍａｓｓｃｕｌｔｕｒｅｏｆ

ｍａｒｉｎｅｄｉａｔｏｍ（３，１４，２４，２６，２７，４４，５０，７４）・Ｔｈｅｔａｘａｏｆｔｈｅｓｅｍａｒｉｎｅａｌｇｉｃｉｄａｌ

ｂａｃｔｅｒｉａａｒｅｓｐｒｅａｄｗｉｄｅｌｙａｍＯｎｇｇｅｎｅｒａ；ｔｈｅｓｅｇｅｎｅｒａａｒｅ’ｍｂｒｉｏ，ｎａＶＯｂａｃｔｅｒｉｕｍ，

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ，ＡｌｔｅｒｏｍｏｎａｓａｎｄＰｓｅｕｄｂａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ａｓ ｗｅ１１ａｓ ｇｌｉｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

＆甲ｒＯ乎れαａｍｄｑ，噂，ゐｇ仇
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Ｉｎｃａｓｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅ飴ｃｔｓｏｎｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，ａｌｇａｌｃｅ１１ｓｍａｙｂｅ

ａ飴ｃｔｅｄｂｙｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇａｎｄａｌｇｉｃｉｄａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓ（２８），ａＳＷｅｌｌａｓ

ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｔｔａｃｋｅｄ ｂｙ ｂａｃｔｅｒｉａ（２４）．Ｄｉｒｅｃｔ ａｔｔａｃｋｓ ｒｅｑｕｌｒｅ Ｃｅｌｌ－ｔＯ－Ｃｅｌｌ ｃｏｎｔａｃｔ

ｂｅｔｗｅｅｎｂａｃｔｅｒｉａａｎｄａｌｇａｅ・ＦｏｒｅｘａｍＰｌｅ，Ｃ＞ｔＱＰｈａｇａｓｐ．ｓｔｒａｉｎＡ５Ｙｈａｄａｌｇｉｃｉｄａｌ

ｅｆ艶ｃｔｓｏｎｔｈｅｄｉａｔｏｍｓＳｃｏｓｔａｔｕｍ，ＤｉＯ；ｌｕｍｂｒｉｇｈｔｗｅｌｌｉｉ，ａｎｄ７７２ａｌａｓｓｉｏｓｉｒａ，ａＳＷｅ１１

ａｓｔｈｅｒａｐｈｉｄｏｐｈｙｔｅＣ ａｎｔｉｑｕａ，Ｗｈｅｎｉｔｗａｓａｄｄｅｄｔｏａｌｇａｌｃｕｌｔｗｅｓｂｕｔｎｏｔｗｈｅｎ

餌ｔｒａｔｅ ａｌｏｎｅ ｗａｓ ａｄｄｅｄ（４４）．Ｓｉｍｉｌａｒｌｙ，Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ．ｓｔｒａｉｎｓ Ｒａｎｄ Ｓ ａｌｓｏ

Ｓｈｏｗｅｄａｉｇｉｃｉｄａｌｅ飴ｃｔｓｔｈｒｏｕｇｈｄｉｒｅｃｔａｔｔａｃｋｓ（２７）・Ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ，Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．

ＳｔｒａｉｎｓＫａｎｄＤ，Ｐｓｅｕｄｂａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ・ＳｔｒａｉｎＹ，ａｎｄｎａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ・Ｓｔｒａｉｎ

５Ｎ－３ａｒｅｋｎ０ｗｎｔＯｅＸｈｉｂｉｔｉｎｄｉｒｅｃｔａｔｔａｃｋｓ（１４，２７，３８）．Ｗｈｉｌｅａｌｇｉｃｉｄａｌｅ飴ｃｔｓ

ＷｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔＳＯｆｔｈｅｓｅｂａｃｔｅｒｉａ，Ｐｈｙｓｉｃａｌｃｏｎｔａｃｔｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈａｌｇａｌｃｅ１１ｓｗａｓｎｏｔｒｅｑｕｉｒｅｄ（１４，２７，３８）．Ｉｎｄｉｒｅｃｔａｔｔａｃｋｓａｒｅｔｈｏｕｇｈｔ

ｔｏｂｅｍｅｄｉａｔｅｄｃｈｅｍｉｃａｌ１ｙ，ａｎｄｓｏｍｅｓｅｅｍｔｏｂｅｓｐｅｃｉｅｓｓｐｅｃｉｆｉｃ・Ｙｏｓｈｉｎａｇａｅｔａｌ．

（７６）ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｎａｖｂｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．ｓｔｒａｉｎＣ４９ｅ飴ｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄＨａｋａｓｈｉｗｏｂｕｔ

ｄｉｄｎｏｔａ飴ｃｔｔｈｅｄｉｎｏｎａｇｅｌｌａｔｅｓｏｒｄｉａｔｏｍｓ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｌｉｔｔｌｅｉｓｋｎ０ｗｎａｂｏｕｔｔｈｅ

ｍｅｃｈａｍｉｓｍｓｏｆａｌｇａｌｌｙｓｉｓｂｙａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａａｔｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｅｖｅｌ．

Ｙｂｓｈｉｎａｇａｅｔａｌ・ｒｅＣｅｎｔｌｙｄｅｖｅｌｏｐｅｄａｍｏｓｔｐｒｏｂａｂｌｅｎｕｍｂｅｒ（ＭＰＮ）ｍｅｔｈｏｄｓ

ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇａｎｄ ｅｎｕｍｅｒａｔｉｎｇ ａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａｉｎ ｓｅａｗａｔｅｒａｎｄｆｏｕｎｄ ａ ｃｌｏｓｅ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄｙｎａｍｉｃｓｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓａｎｄｏｆｍａｒｉｎｅ

ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｃｏｍｍｕｍｉｔｉｅｓ（２５，７４，７５）．Ａｎｉｎｃｒｅａｓｅｏｒｄｅｃｒｅａｓｅｏｆｔｈ占ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｍａｒｉｎｅｂａｃｔｅｒｉａｗｈｉｃｈｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗ血ｏｆｑ朋ｎＯｄｉｎｉｕｍｍｉｋｉｍｏｔｏｉ（ｄｉｎｏｆａｌｌａｇａｅｔｅ）

ＣＯｒｒｅｌａｔｅｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｗｉｔｈｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｒｄｅｃａｙｏｆａＧ．読ｉｋｉｍｏｔｏちｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，

ｉｎ職ｎａｂｅ Ｂａｙ，Ｊａｐａｎ（７４）．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅ ｒｑｐｉｄｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇ肋ｔｅＴＶＳｉｇｍａａｋａｓｈｉｗｏ（ｒａｐｈｉｄｏｐｈｙｔｅｆｌａｇｅｌｌａｔｅ）ａｔｔｈｅｅｎｄｏｆＨａｋａｓｈｉｗｏ

ｂｌｏｏｍｓｗｈｉｃｈｏｃｃｕｒｒｅｄｉｎＨｉｒｏｓｈｉｍａＢａｙ，Ｊａｐａｎ，ｉｎ１９９４ａｎｄ１９９５（３１）．Ｔｈｅｓｅ

ｒｅｓｕｌｔｓｓｔｒｏｎｇｌｙｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔｔｈｅｍａｒｉｎｅａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅａｇｅｎｔｓ

ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｔｈｅｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｃｏｍｍｍｉｔｙｉｎｓｅａｗａｔｅｒａｎｄａｌｓｏｍａｙ

ＰｒＯＶｅ ｔＯ ｂｅ ｕｓｅｆｕ１ａｇｅｎｔｓ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆｈａｍｆｕｌ ａｌｇａｅｉｎ ｍａｒｉｎｅ
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ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．

１．２０ｖｅｒｖｉｅｗｏｆｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ

Ａｓｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｅｓｏｆｔｈｅｂｌｏｏｍｉｍｉｔｉａｔｉｏ叫ｍａｉｎｔｅｎａｎＣｅ，ａｎｄ、ｄｅｃｌｉｎｅ，ａＳＷｅｌｌａｓ

ｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ａｒｅｄｉｓｓｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｉｒｍｏｓｔｂａｓｉｃｅｌｅｍｅｎｔｓ，ｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｔｈｅｉｒ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈＨＡＢｓｐｅｃｉｅｓａｒｅａｍｏｎｇｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｅｓｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙ
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ｍｌ）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｌＯｍｇｏｆａｚｏｃａｓｅｉｎａｎｄｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｌｙｄｉｌｕｔｅｄｉｎ５０

ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌｂｕ飴ｒ（ｐＨ７．８）ｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３００Ｃｆｏｒ３０ｍｉｎ．Ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓ

ＳｔＯＰＰｅｄｂｙａｄｄｉｎｇＯ．５ｍｌｏｆｃｏｌｄｌＯ％ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄｔｏｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ．

ＴｈｅｐｒｅｃＩＰｌｔａｔｅＷａＳｒｅｍＯＶｅｄｂｙｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｔｌＯ，０００×ｇｆｏｒ５ｍｉｎ，ａｎｄｔｈｅ

ａｂｓｏｆｂａｎＣｅ Ｏｆｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｔ４００ｎｍ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ．Ｏｎｅ ｕｎｉｔ ｏｆｐｒｏｔｅａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅ負ｎｅｄａｓｔｈｅａｍＯｕｎｔＯｆｅｎｚｙｍｅｔｈａｔｃａｕｓｅｄａｎｉｎｃｒｅｍｅｎｔａｌｃｈａｎｇｅＯｆ
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ｏｎｅａｂｓｏｔｂａｎＣｅｕｎｉｔｐｅｒｈｏｕｒ・Ｃｅｌｌｕｌａｓｅａｎｄａｍｙｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ

ｍｅａｓｕｒｉｎｇｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｓｂｙｔｈｅｄｉｎｉｔｒｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄｍｅｔｈｏｄ（４１）・

ＴｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｃｏｎｔａｉｎｅｄＯ．１ｍｌｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｎｄＯ．９ｍｌｏｆ

５０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌｂｕ飴ｒ（ｐＨ７．８）ｓ叩Ｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈｅｉｔｈｅｒ２・５％ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ

ｃｅｌｌｕｌｏｓｅｏｒ２．５％ｓｏｌｕｂｌｅｓｔａｒｃｈ．Ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３００Ｃｆｏｒｌ

ｈ，ａｎｄｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｓｔｏｐｐｅｄｂｙｂｏｉｌｉｎｇｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｆｏｒｌＯｍｉｎ・ＤＮａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｗａｓｄｅｔｅｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｓｏｆＢｌａｓｃｈ占ｋａｎｄＫｌａｃｉｋ（４）・Ｔｏｄｅｔｅｍｉｎｅｔｈｅ

ＤＮａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，７華ｍｉｏｆａｌｍｇｍｌ．１ＤＮＡ（ｔｙｐｅＸＩＶ；Ｓｉｇｍａ）ｓｔｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄ７２５

ｍｌｏｆＤＮａｓｅｂｕ飴ｒ（２０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ［ｐＨ８．０］，５０ｍＭＮａＣｌ，１０ｍＭＭｇＣ１２，５ｍＭ

β－ｍｅｒＣａＰｔＯｅｔｈａｎＯｌ）ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｔｏ ａｌ・５ｍｌｍｉｃｒｏｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｔｕｂｅ・Ａｌｔｅｒ

ｐｒｅ－ＷａｍｌｎｇＯｆｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｔ３００Ｃｆｏｒ５ｍｉｎ，０・１ｍｌｏｆｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔＷａＳ

ａｄｄｅｄａｎｄｍｉｘｅｄ．ＴｈｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚｅｄＤＮＡｐｒｅｓｅｎｔａｔｔｉｍｅｚｅｒｏａｎｄｒｅｍａｌｎｌｎｇａｔｔｅｒ

６０ｍｉｎａｔ３００Ｃｗａｓｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄｗｉｔｈ０．１ｍｌｏｆ５ＮＨＣｌ・Ｔｕｒｂｉｄｉｔｙｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄ

ａｔ３７ＯＣｆｏｒｌＯｍｉｎａｎｄｗａｓｅｓｔｉｍａｔｅｄｂｙｒｅａｄｉｎｇｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎＣｅａｔ６００ｎｍ・ＤＮａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ（１Ｕ）ｗａｓｄｅｆｉｎｅｄａｓｔｈｅａｍＯｕｎｔＯｆｅｎｚｙｍｅｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚｉｎｇｌｍｇｏｆＤＮＡ

Ｐｅｒｍｉｎａｔ３００Ｃ・

２．３Ｒｅｓｕｌｔｓ

２．３．１ＭｉｘｅｄｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８ａｎｄＳｃｏｓｔａｔｕｍ

ＳｃｏｓｔａｔｕｍＮＩＥＳ－３２４ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｙｐｉｃａｌｂａｔｃｈｃｕｌｔｕｒｅｋｉｎｅｔｉｃｓｉｎｍｏｄｉＢｅｄ

ＳＷＭ－ＩＩＩｍｅｄｉｕｍ（Ｆｉｇ．２．１）．ＲａｐｉｄｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＳｃｏｓｔａｔｕｍＮＩＥＳ－３２４０ＣＣｕｒｒｅｄｉｎ

ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８ｃｅ１１ｓ・ＷｈｅｎＳｃｏｓｔａｔｕｍＮＩＥＳ－３２４ａｎｄｓｔｒａｉｎＡ２８ｗｅｒｅ

ｇｒｏｗｎｔＯｇｅｔｈｅｒ，ｔｈｅａｌｇａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｒａｐｉｄｌｙｄｅｃｌｉｎｅｄａｒｏｕｎｄｌＯｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅｓｔａｒｔｏｆ

ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ．Ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ，ｂａｃｔｅｒｉａｗｅｒｅａｂｌｅｔｏｇｒｏｗｉｎｔｈｅｍｉｘｅｄｃｕｌｔｕｒｅ，ａｎｄｔｈｅ

ｂａｃｔｅｒｉａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｏｕｐｔｏｌＸｌＯ７ｃｅｌｌｓｐｅｒｍｌｗｉｔｈｉｎ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅ

ｓｔａｒｔ’ｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ．
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２．３．２ＡｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ＴｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８ｓｈｏｗｅｄｐｏｔｅｎｔａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｆｉｇ・２・２）・

ＷｈｅｎｔｈｅＡ２８ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔＷａＳａＰＰｌｉｅｄｔｏａｐａｐｅｒｄｉｓｋｐｌａｃｅｄｏｎｔｈｅｌａｗｎＯｆ

Ｓ ｃｏｓｔａｔｕｍＮＩＥＳ－３２４ｃｅ１１ｓ，Ｃｌｅａｒｚｏｎｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｒｏｕｎｄｔｈｅｐａｐｅｒｄｉｓｋ（Ｆｉｇ・

２．２，ａ）．ＮｏｃｌｅａｒｚｏｎｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｆｆｅｓｈＡＳＷＭｍｅｄｉｕｍ・Ｔｈｅａｌｇｉｃｉｄａｌ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅＡ２８ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔｗａｓｌａｂｉｌｅｔｏｈｅａｔｉｎｇａｔｌＯＯ。Ｃｆｏｒ１５ｍｉｎ（Ｆｉｇ・

２．２，ｂ）．Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｍａｔａｎｔ ＷａＳ ｔｈｅｎ ｓ両ｅｃｔｅｄ ｔｏ ｕｌｔｒａⅢｔｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａ

ｌＯ，０００－Ｍｗ－ＣｕｔＯｆｆｍｅｍｂｒａｎｅ，ａｎｄ ｔｈｅ丘１ｔｒａｔｅａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｓ叩ｅｍａｔａｎｔＷｅｒｅ

ｅｘａｍｉｎｅｄｆｏｒｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｔｏｋｉｌｌＳｃｏｓｔａｔｕｍｂｙｕｓｌｎｇｔｈｅｐａｐｅｒｄｉｓｋａｓｓａｙｔｅｃｌｍｉｑｕｅ・

Ｔｈｅ丘１ｔｒａｔｅｆａｉｌｅｄｔｏｆｏｒｍＣｌｅａｒｚｏｎｅｓａｒｏｕｎｄｐａｐｅｒｄｉｓｋｓ（Ｆｉｇ・２・２，Ｃ）・Ｗｈｅｒｅａｓ，

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｓｕｐｅｍａｔａｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｆｉｇ・２・２，ｄ）・Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ

ｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔｓｔｒａｉｎＡ２８ｐｒｏｄｕｃｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓ豆ｂｓｔａｎＣｅＳｈａｖｉｎｇａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ・

２．３．３Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｕｔａｎｔｓ

ＴｈｅｍｕｔａｎｔｓｌａｃｋｉｎｇａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄａｆｔｅｒＮＴＧｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｔｏ

ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｅｔａｉｌｅｌｕｃｉｄａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｑｕｉｓｉｔｅｆｏｒｋｉｌｌｉｎｇＳ・ＣＯＳｔａｔｕｍＯｆｔｈｅｓｔｒａｉｎＡ２８

ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔ・Ａｔｏｔａｌｏｆａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ３，０００ｃｌｏｎｅｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｆｏｒｔｈｅ

ａｌ）ｉｌｉｔｙｔｏｋｉｌｌＳｃｏｓｔａｔｕｍｃｅ１１ｓ，ａｎｄｔｗｏｍｕｔａｎｔｓ，ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄＮＨｌａｎｄＮＨ２，Ｗｅｒｅ

ｕｎａｂｌｅｔｏｆｏｒｍｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｐｌａｑｕｅｓｏｎｔｈｅＳｃｏｓｔａｔｕｍｌａｗｎｓ（Ｆｉｇ・２・３）・Ｉｔｗａｓａｌｓｏ

ｃｏｎ負ｒｍｅｄｔｈａｔ ｎｅｉｔｈｅｒ ＮＨｌ ｎｏｒ ＮＨ２ｋｉ１１ｅｄ Ｓ ｃｏｓｔａｔｕｍ ＮＩＥＳ－３２４ｉｎ ｍｉｘｅｄ

ａｌｇａｌ－ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｕｌｔｕｒｅｓ（Ｆｉｇ．２・４）・ＴｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆＮＨｌａｎｄＮＨ２ｔｏＳ

ｃｏｓｔａｔｕｍｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ．

２・３・４ＥｎｚｙｍｅａＳＳａｙＳＯｆｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔＳＯｆＡ２８ａｎｄｍｕｔａｎｔｓ

Ｓｔｒａｉｎ

Ｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｅｘｔｒａｃｅ１１ｕｌａｒａｌｇｉｃｉｄａｌｓｕｂｓｔａｎＣｅＳ，ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｓｕｐｅｍａｔａｎｔＳ
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Ｆｉｇ・２・２・ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８．

Ｚｏｎｅｓｏｆｃｌｅａｎｎｇ ａｒｏｕｎｄｐａｐｅｒｄｉｓｋｓｉｎｄｉｃａｔｅｌｙｓｉｓｏｆＳ．ｃｏｓぬｉｕｍｃｅ１１ｓ．ａ：Ａ２８

Ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ（２０」），ｂ：ｈｅａｔｅｄｓｕｐｅｍａｔａｎｔ（２０」），Ｃ：ｕｌｔｒａ丘１ｔｒａｄｏｎｏｆ

Ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ，ｄ‥ＣｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔＣＯｎＣｅｎｔｒａｔｅｄｂｙｕｌｔｒａ別ｔｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｅｄｂｙ倉ｅｓｈｍｅｄｉｕｍ（２０」）

Ａ望轟　　鞘Ｈｌ

Ｆｉｇ・２・３・ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８，ＮＨｌ，ａｎｄＮＨ２．Ｚｏｎｅｓｏｆ

ＣｌｅａｎｎｇａｒＯｕｎｄｔｈｅｃｏｌｏｎｉｅｓｌｙｓｉｓｏｆＳ．ｃｏ∫ぬｉｕｍｃｅｌｌｓ．
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Ｆｉｇ．２・４・ｈｆｌｕｅｎｃｅｏｆＰｓｅｕｄｂａｈｅｒｏｍｏｎａｓｍｕｔａｎｔ鰍ａｉｎｓＮＨｌａｎｄＮＨ２０ｎｔｈｅ

ｇｒｏｗｉｈｏｆＳｃｏｓｉａｔｕｍｓｔｒａｉｎＮＩＥＳ－３２４・Ｓｃｏｓｔａｔｕｍｗａｓｇｒｏｗｎｉｎｍｏｄｉｎｅｄ

ＳＷＭ－ＩＩＩｍｅｄｉｕｍｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｃｏｆＮＨｌ（Ａ）ａｎｄＮＨ２（Ｂ）・ＳｙｍｂｏＩｓ●，ａｌｇａｌ

ｃｅｌｌｓ；Ｅ），ＮＨｌ；Ｍ，ＮＨ２ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｅｌｌｓ．



Ｔａｂｌｅ２・１・ＥｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔＳＯｆ

乃ｅｕｄｂａｈｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ・ＳｔｒａｉｎＡ２＄ａｎｄｍｕｔａｎｔｓ

Ｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｕｍｌｏｆｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ－１）

Ｓｔｒａｉｎ ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｉ）Ｎａｓｅ Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ Ａｍｙｌａｓｅ
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ｗｅｒｅ餌ｈｅｒｅｘａｍｉｎｅｄｆｏｒｔｈｅｉｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｅｎｚｙｍｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｐｒｏｔｅａｓｅ，

ＤＮａｓｅ，Ｃｅ１１ｕｌａｓｅ，ａｎｄａｍｙｌａｓｅ・Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ Ａ２８ｓｕｐｅｍａｔａｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ

ｐｒｏｔｅａｓｅａｎｄＤＮａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ（Ｔａｂｌｅ２・１），Ｗｈｉｌｅｃｅｌｌｕｌａｓｅａｎｄａｍｙｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｗｅｒｅｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅａｇａｒｐｌａｔｅａｓｓａｙｃｏｎｖｉｎｃｌｎｇｌｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＡ２８

ｃｅｌｌｓｈａｄｐｒｏｔｅａｓｅａｎｄＤＮａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ・

ＴｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔＯｆｅｉｔｈｅｒＮＨｌｏｒＮＨ２ｓｈｏｗｅｄａｔｍｏｓｔａｂｏｕｔ１３％ｏｆ

ｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐａｒｅｎｔ廻ｓｔｒａｉｎ，Ａ２８（Ｔａｂｌｅ２・１）・ＢｏｔｈＮＨｌ

ａｎｄＮＨ２ｈａｄＤＮａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｃｏｍｐａｒａｂｌｅｔｏｔｈａｔｏｆｔｈｅｐａｒｅｎｔａｌｓｔｒａｉｎ（Ｔａｂｌｅ２・１）・

ＴｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅａｓｅｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８ｉｓｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒ

ｔｈｅａｌｇｉｃｉｄａｌｅ飴ｃｔｓ・

２．４Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓａｎｄｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎｓ

Ｔｈｅａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａｋｉｌｌｏｒｌｙｓｅｔｈｅａｌｇａｌｃｅ１１ｓｂｙｄｉｒｅｃｔａｎｄ／ｏｒｉｎｄｉｒｅｃｔａｔｔａｃｋｓ・

Ｉｎｄｉｒｅｃｔａｔｔａｃｋ，ｄｏｅｓｎ，ｔｎｅｅｄｔｈｅ ｃｅ１１－ｔＯ－Ｃｅｌｌｃｏｎｔａｃｔ，ＷａＳ ＣＯｎＳｉｄｅｒｅｄ ｃｈｅｍｉｃａ１１ｙ

ｍｅｄｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｐｒｏｄｕｃｅｄｓ豆ｂｓｔａｎＣｅＳ・Ｉｔｉｓｗｅ１１ｋｎ０ｗｎｔｈａｔｇｌｉｄｉｎｇ

ａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｑ′ｔＱＰｈａｇａ，ｇｅｎｅｒａｌｌｙａｔｔａｃｈｄｉｒｅｃｔｌｙｔｏａｌｇａｌｃｅｌｌｓａｎｄ

ｌｙｓｅ ｔｈｅｍ（２４）．Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ，ｍＯＳｔ ａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａｂｅｌｏｎｇｌｎｇ ｔＯ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａ

ｎａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ（１４），Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ（２７），Ｐｓｅｕｄｂａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ（２９），Ｗｈｉｃｈｂｅｌｏｎｇｔｏ

ｔｈｅγ－ＰｒＯｔｅＯｂａｃｔｅｒｉａｌｇｒｏｕｐ，ａｒｅｔｈｏｕｇｈｔｔｏｋｉｌｌａｌｇａｌｃｅｌｌｓｂｙｍｅａｎＳＯｆａｌｇｉｃｉｄａｌ

ｓｕｂｓｔａｎＣｅＳ．

Ｐｓｅｕｄｂａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．ｓｔｒａｉｎＡ２８（ｆｏｒｍｅｒｌｙｎｑｍｅｄＡｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ・ＳｔｒａｉｎＡ２８）

（１８）ｗａｓ ｆａｔａｌｔｏ ｔｈｅ ｄｉａｔｏｍｓ７７１ａｌａｓｓｉｏｓｉｒａａｎｄ Ｅ ｚｏｄｉａｃｓ ａｓ ｗｅｌｌａｓ ｔｈｅ

ｒａｐｈｉｄｏｐｈｙｃｅａｎｆｌａｇｅ１１ａｔｅＣａｎｔｉｑｕａ（２９）・ＳｔｒａｉｎＡ２８ｗａｓｉｓｏｌａｔｅｄｂｙｓｏｆｔ－ａｇａｒ

ｏｖｅｒｌａｙ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ（５５）．Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍＷａＳ ＣＯ－Ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈｄｉａｔｏｍ

Ｓｋｅｌｅｔｏｎｅｍａｃｏｓｔａｔｕｍｏｎｔｈｅｓｏ氏ａｇａｒｐｌａｔｅ，Ｓ・ＣＯＳｔａｔｕｍＣｅ１１ｓｗｅｒｅｌｙｓｅｄａｎｄｃｌｅａｒ

ｚ。ｎｅＳｆｏｒｍｅｄａｒｏｕｎｄｔｈｅｃｏｌｏｎｉｅｓｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８０ｎｔｈｅｌａｗｎｏｆ且ＣＯＳｔａｔｕｍ（Ｆｉｇ２・３・

Ａ２８）．ＳｔｒａｉｎＡ２８ｐｒｏｄｕｃｅｄｓｏｍｅｋｉｎｄｓｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒａｌｇｉｃｉｄａｌｓ豆ｂｓｔａｎＣｅＳｉｎｔｏｔｈｅ

１７



Ｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｔｈｅａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｕｌｔｕｒｅｓ叩ｅｒｎａｔａｎｔＷａＳｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄａｆｔｅｒｈｅａｔｉｎｇ・

Ａｌｇｉｃｉｄａｌｅ脆ｃｔｓｏｆｔｈｅｃｕｌｔｔＮｅＳｕＰｅｍａｔａｎｔＳＯｆｓｔｒａｉｎＡ２８ｗｅｒｅａｌｓｏｅｘｃｌｕｄｅｄｂｙ

ｕｌｔｒａａｌｔｒａｔｉｏｎｗｉｔｈａｌＯ，０００－Ｍｗ－ＣｕｔＯｆｆｍｅｍｂｒａｎｅ・Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔｈｉｓｓｔｒａｉｎｉｓｕｎｌｉｋｅｌｙ

ｔｏ ｅｘｃｒｅｔｅｌｏｗ－ｍＯｌｅｃｕｌａｒ－Ｗｅｉｇｈｔ ｓｕｂｓｔａｎＣｅＳ ＣａＰａｂｌｅ ｏｆｋｉｌｌｉｎｇ Ｓ ｃｏｓｔａｔｕｍ．Ｔｂ

Ｃｌａｒｉｆｙｔｈｅ ａｌｇｉｃｉｄａｌｓ豆ｂｓｔａｎＣｅＳ ＯｆｓｔｒａｉｎＡ２８ａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｉｎｄｅｔａｉｌｓ，ｍｕｔａｎｔＳ

Ｗｈｉｃｈｌａｃｋｉｎｇ ａｌｇｉｃｉｄａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｉｔｈｐａｒｅｎｔａｌｓｔｒａｉｎＡ２８．ＳｐｅｃｉｅｓｏｆＰｓｅｕｄｂａｌｔｅＴＶｍＯｎａＳａｒｅ

ｇｅｎｅｒａｌｌｙｆｏｕｎｄｉｎａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｍａｒｉｎｅｅｕｃａｒｙｏｔｅｓａｎｄｄｉｓｐｌａｙｔｈｅａｎｔｉ－ｂａｃｔｅｒｉａｌ，

ｂａｃｔｅｒｉｏｌｙｔｉｃ，ａｎｄａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙ．ＷｈｉｌｅａｗｉｄｅｒａｎｇｅＯｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ａｇｅｎｔｓ ｓｕｃｈａｓｔｏｘｉｎｓ，ｂａｃｔｅｒｉ０１ｙｔｉｃ ｓｕｂｓｔａｎＣｅＳ，ａｎｄｏｔｈｅｒｅｎｚｙｍｅｓａｒｅＰｒＯｄｕｃｅｄ，

ＣＯｍＰＯｕｎｄｓｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｏｔｈｅｒｍａｒｉｎｅｏｒｇａｎｉｓｍｓｌｉｖｉｎｇｉｎｔｈｅｖｉｃｉｎｉｔｙｏｆ

Ｐｓｅｕｄｂａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐｅｃｉｅｓｈａｖｅａｌｓｏｂｅｅｎｆｏｕｎｄ（６２）．ＩｎｔｈｅｃａｓｅｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８，

ｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔｓｈｏｗｅｄｐｒｏｔｅａｓｅａｎｄＤＮａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ．ＴｈｅｒｐｕｔａｎｔＳＷｈｉｃｈ

ｌａｃｋｉｎｇａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｓｈｏｗｅｄｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｈｉｌｅ，

ＤＮａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｃｏｍｐａｒａｂｌｅ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ Ａ２８．Ｔｈｉｓ ｒｅｓｕｌｔ

ＳｕｇｇｅＳｔｉｎｇｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅａｓｅ ｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８ｍａｙｈａｖｅ ｃｏｎｃｅｒｎ１ｎｇｔＯ ａｌｇｉｃｉｄａｌ

ａｂｉｌｉｔｙ．
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Ｃｈａｐｔｅｒ３・

ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｌｇｉｃｉｄａｌ

ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＰｒｏｔｅａｓｅｏｆ動ｅｕｄｂａ肋”ｍＯｎａＳＳＰ．

ＳｔｒａｉｎＡ２＄

３．１Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

Ｔｈｅａｌｇｉｃｉｄａｌｍａｒｉｎｅｂａｃｔｅｒｉａｃａｎｇｅｎｅｒａ１１ｙｂｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｗｏｇｒｏｕｐｓｂｙｔｈｅｉｒ

ａｌｇｉｃｉｄａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ・Ｔｈｅｎｒｓｔｇｒｏｕｐ，ｄｉｒｅｃｔｌｙａｔｔａｃｋｓａｎｄｌｙｓｅｓｔａｒｇｅｔａｌｇａｌｃｅｌｌｓ

ａｆｔｅｒｃｅｌｌ－ｔＯぺｅｌｌａｔｔａｃｈｍｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｓｅｃｏｎｄｇｒｏｕｐｐｒｏｄｕｃｅｓａｎｄｅｘｃｒｅｔｅｓａｌｇｉｃｉｄａｌ

ｓ豆ｂｓｔａｎＣｅＳｔＯｋｉｌｌａｌｇａｌｃｅ１１ｓ．Ｆｕｋａｍｉｅｔａｌ・（１４）ｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔｎａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ・

ｓｔｒａｉｎ５Ｎ－３ｐｒｏｄｕｃｅｄａｂａｓｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｗｉｔｈａｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｏｆｌｅｓｓｔｈａｎ５００Ｄａｔｏ

ｋｉｌｌｔｈｅｄｉｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅＧｙｍｎｏｄｉｎｉｕｍｎａｇａｓａｋｉｅｎｓｅ・Ｉｔｈａｓａｌｓｏｂｅｅｎｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔ

ｐｓｅｕｄｂａｌｔｅＴＶｍＯｎａＳｔｕｎｉｃａｔａｐｒｏｄｕｃｅｄａｎｅＸｔｒａＣｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｗｉｔｈａｌｇｉｃｉｄａｌ

ａｃｔｉｖｉｔｙｔｏｗａｒｄｔｏａｌｇａｌｓｐｏｒｅｓｔｈａｔｉｓｈｅａｔ－ＳｅｎＳｉｔｉｖｅ，ＰＯｌａｒａｎｄｂｅｔｗｅｅｎ３ａｎｄｌＯｋＤａ

寅ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｚｅ（１２）．Ｐｓｅｕゐｍｏｎａｓ ｓｐ・Ｓｔｒａｉｎ Ｔ８２７／２Ｂ ｋｉｌｌｅｄ ｔｈｅ ｄｉａｔｏｍ

７７２ａｌａｓｓｉｏｓｉｒａｐｓｅｕｄｂｎａｎａｂｙｅｘｃｒｅｔｉｎｇａｈｅａｔ－１ａｂｉｌｅｃｏｍｐｏｕｎｄｈａｖｉｎｇａｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ

ｈｉｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ（３）・Ｗｈｉｌｅｔｈｅｍａｎｙａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａａｒｅｔｈｏｕｇｈｔｔｏ

ｐｒｏｄｕｃｅａｌｇｉｃｉｄａｌｓ山ｂｓｔａｎＣｅＳ，ｍＯＳｔＯｆｔｈｅｓｅｓｕｂｓｔａｎＣｅＳｈａｖｅｎｏｔｂｅｅｎｐｕｒｉＢｅｄａｎｄ

ｌｉｔｔｌｅｉｓｋｎ０ｗｎａｂｏｕｔｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆａｌｇａｌｌｙｓｉｓａｔｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｅｖｅｌ・

ｐｓｅｕゐａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ・Ｓｔｒａｉｎ Ａ２８ｋｉｌｌｓ ｄｉａｔｏｍ Ｓｋｅｌｅｔｏｎｅｍａ ｃｏｓｔａｔｕｍ ｂｙ

ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓ豆ｂｓｔａｎＣｅ・ＩｎｇｅｎｅｔｉｃｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８ａｎｄ

ａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｕｔａｎｔｓ，ｅＸｔｒａＣｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅａｓｅ ｗａｓｔｈｏｕｇｈｔｔｏ‾ｂｅ

ｃｏｎｃｅｍｌｎｇｔｈｅａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒｃｕｌｔｗｅｓｕｐｅｍａｔａｎ”ｆｓｔｒａｉｎＡ２８・Ｔｂｍａｋｅ

ｃｌｅａｒＷｈｅｔｈｅｒｔｈｅｅｘｔｒａｃｅ１１ｕｌａｒｐｒｏｔｅａｓｅｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８ｈａｓａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｒｎｏも
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ＰｒＯｔｅａＳｅＷａＳＰｍｉｆｉｅｄｔｏｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｆｒｏｍｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔＯｆ

ＳｔｒａｉｎＡ２８ｉｎｔｈｉｓｃｈａｐｔｅｒ・ＴｈｅｐｕｒｉＢｅｄｐｒｏｔｅａｓｅｈａｓｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆ５０ｋＤａ，

Ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ，ＳｈｏｗｅｄａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｔｏｄｉａｔｏｍＳｋｅｌｅｔｏｎｅｍａｃｏｓｔａｔｕｍＮＩＥＳ－３２４．

３．２Ｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｍｅｔｈｏｄｓ

３・２・１Ｅｎ野ｍｅｐｕｒ漬ｅａｔｉｏｎ

Ｐｓｅｕゐａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ・ＳｔｒａｉｎＡ２８ｃｕｌｔｕｒｅｓｗｅｒｅ ｇｒｏｗｎｆｏｒ５ｈ ａｔ２８０Ｃｉｎ

ＡＳＷＭｍｅｄｉｕｍ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｈａｒｖｅＳｔｅｄｂｙｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｔ６，５００×ｇｆｏｒ１５

ｍｌｎ・　Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓ叩ｅｍａｔａｎｔ ＷａＳ　鎚ｔｅｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ Ｏ・４５－Ｐｍ－ＰＯｒｅ－Ｓｉｚｅ

ｎｉｔｒｏｃｅ１１ｕｌｏｓｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｔｅｒ（ＡｄｖａｎｔｅｃＩｎｃ・，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）ｔｏ ｒｅｍｏｖｅａｎｙ

ｒｅｍａｌｎｌｎｇｂａｃｔｅｒｉａ・Ｆｉｌｔｒａｔｅｏｆ３１ｉｔｅｒｗａｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｔｏａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙｌＯＯｍｌｂｙ

ｕｓｌｎｇ ａ Ｓｔｉｒｒｅｄ ｕｌｔｒａⅢｔｒａｔｉｏｎ ｃｅ１１ｅｑｕｌＰＰｅｄ ｗｉｔｈａｌＯ，０００－Ｍｗ－ＣｕｔＯｆｆｍｅｍｂｒａｎｅ

（ＡｄｖａｎｔｅｃＩｎｃ・）・Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｄｉａｌｙｚｅｄ ａｇａｉｎｓｔ２０ｍＭ

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌｂｕ飴ｒ（ｐＨ８・０）・Ｔｈｅｄｉａｌｙｚｅｄｓ鱒ｐｌｅｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏａｎａｎｉｏｎ－ｅＸＣｈａｎｇｅ

ＣＯｌｕｍｎ（ＰｏｒｏｓＨＱ／Ｍ，４・６ｂｙｌＯＯｍｍ；ＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＩｎｃ．，Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ，

Ｍａｓｓ・）・Ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎＷａＳＷａＳｈｅｄｗｉｔｈ２０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌｂｕ飴ｒ（ｐＨ８．０），ａｎｄ

ＰｒＯｔｅｉｎｓｗｅｒｅｅｌｕｔｅｄｗｉｔｈａｌｉｎｅａｒＮａＣｌｇｒａｄｉｅｎｔｏｆＯｔｏＩＭｉｎ２０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ

ｂｕ飴ｒ（ｐＨ８・０）・Ｆｒａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈｈｉｇｈｐｒｏｔ９ａＳｅａＣｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｐｏｏｌｅｄａｎｄｓｔｏｒｅｄａｔ

－８００Ｃ ｕｎｔｉｌｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄｆｏｒ ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ ｎａｔｉｖｅ－ＰｒＯｔｅｉｎ ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅ ｎａｔｉｖかＰｒＯｔｅｉｎ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ　ｕｓ１ｎｇ ａ

ｍｉｎトＰｒｅＰａｒａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）（１３）．Ｔｈｅｌｏｗｅｒ ｇｅｌ（４ｃｍ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ８％

ＰＯｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅａｎｄ３７６ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．８），Ｗｈｉｌｅｔｈｅ ｕｐｐｅｒｏｎｅ（１．５ｃｍ）

ＣＯｎｔａｉｎｅｄ４％ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅａｎｄ１２４ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ６．８）．Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｄｅａｎｄ

ｅｌｕｔｉｏｎｂｕ飴ｒｓｃｏｎｔａｉｎｅｄ２５ｍＭＴｒｉｓａｎｄ１９２ｍＭｇｌｙｃｉｎｅ（ｐＨ８．３）．Ｔｈｅｓａｍｐｌｅ

ｂｕ飴ｒｃｏｎｔａｉｎｅｄ６２ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ６．８）．Ａ５００ｐＩｓａｍＰｌｅｗａｓｍｉｘｅｄｗｉｔｈ５００

ＬＬｌｏｆ２５％（ｗ〟ｖｏｌ）ｇｌｙｃｅｒｏｌａｎｄＯ．０１２％ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅｓｔａｃｋｉｎｇｄｙｅｉｎ６２．５ｍＭ
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Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ６．８）ｂｅｆｏｒｅｂｅｉｎｇａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｇｅｌｃｏｌｕｍｎ・Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｗａｓ

ｃｏｎｄｕｃｔｅｄａｔ４００Ｖａｎｄ３ｍＡ．Ｔｈｅｅｌｕｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｗａｓｃｏｍｐｌｅｔｅａｆｔｅｒ５ｈａｔａ

ｆｌｏｗｒａｔｅ ｏｆＯ．１ｍｌｍｉｎ－１．Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅ

ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄｍｅｔｈｏｄ（６０）．Ｔｈｅｐｕｒｉｔｙｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｎ ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ－ＰＯｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）ｇｅｌｓ（３３）・Ｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓｗｅｒｅｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｈｅｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎ

ｍｅｔｈｏｄ（４５）．ＴｈｅｎａｔｉｖかＰｒＯｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｑｓｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｇｅｌｍｔｒａｔｉｏｎ

（Ｓ叩ｅｒｄｅｘ２００ｃｏｌｕｍｎ，１・Ｏｂｙ３０ｃｍ；Ｐｈａｍａｃｉａ）ｗｉｔｈａｆｌｏｗｒａｔｅ。ｆＯ・５ｍｌｍｉｎ－１

（Ｗｉｔｈｂｕｆｆｔｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２５ｍＭｐｏｔａｓｓｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅ－０・１ＭＮａＣｌ［ｐＨ７・０］）・Ｔｈｅ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔａｎｄａｒｄｕｓｅｄｆｏｒｇｅｌｍｔｒａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｉｎｃｌｕｄｅｄｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ

ａｌｂｕｍｉｎ（６７ｋＤａ），ｈｅｎｅｇｇｏｖａｌｂｕｍｉｎ（４３ｋＤａ），ｂｏｖｉｎｅｐａｎＣｒｅａＳＣｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎｏｇｅｎ

（２５ｋＤａ），ａｎｄｂｏｖｉｎｅｐａｎＣｒｅａＳＲＮａｓｅＡ（１４ｋＤａ）・

３．２・２ＥｎｚｙｍｅａＳＳａｙＣＯｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄａｓａｚｏｃａｓｅｉｎ（Ｓｉｇｍａ）

ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｓｄｐｓｃｒｉｂｅｄｉｎｃｈａｐｔｅｒ２・Ｏｎｅｕｎｉｔｏｆｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓ

ｄｅｎｎｅｄ ａｓｔｈｅａｍＯｕｎｔ Ｏｆｅｎｚｙｍｅｔｈａｔ ｃａｕｓｅｄａｎｉｎｃｒｅｍｅｎｔａｌｃｈａｎｇｅ Ｏｆｏｎｅ

ａｌ）ＳＯｆｂａｎＣｅｕｎｉｔｐｅｒｈｏｕｒ・Ｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｌｓｏｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｕｓｉｎｇ

ｓｕｃｃｉｎｙｌ－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｐ－ｎｉｔｒｏａｎｉｌｉｄｅ（Ｓｉｇｍａ）ａｓａｓｕｂｓｔｒａｔｅ（５６）・Ａｓｔａｎｄａｒｄ

ａｓｓａｙｍｉｘｔｕｒｅｃｏｎｔａｉｎｅｄ２・５ｍＭｓｕｔｃｌｎｙｌ－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｐ－ｎｉｔｒｏａｎｉｌｉｄｅ，５０ｍＭ

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７・８），ａｎｄ２％ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ・ＡＲｅｒｌＯｍｉｎｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ，ｔｈｅ

ａｂｓｏｔｂａｎＣｅＯｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄａｔ４１０ｎｍ・Ｏｎｅｕｎｉｔｏｆｔｈｅ

ｅｎｚｙｍｅＷａＳｅＸＰｒｅＳＳｅｄａｓｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｇｌＶｌｎｇａｎａｂｓｏｒｂａｎＣｅＯｆｌ・０ｕｎｄｅｒ

●　　●

ｔｈｅａｂｏｖｅ－ｄｅｓｃｒｉｂｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．

ＴｈｅｐＨｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆａｃｔｉｖｉｔｙｗａＳｄｅｔｅｍｉｎｅｄｂｙｕｓｉｎｇ５０ｍＭａｃｅｔａｔｅｂｕ飴ｒａｔ

ｐＨｓｏｆ４・２ａｎｄ５・０，５０ｍＭｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕ飴ｒａｔｐＨｓｏｆ６・０ａｎｄ７・０，ａｎｄ５０ｍＭＴｒｉｓ

ｂｕ飴ｒａｔｐ＝ｓｏｆ７・８，８・８，ａｎｄ９・３・Ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄａｔ３００Ｃ・Ｆｏｒ，
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ｔｈｅｒｍＯＳｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ，ｔｈｅｐｕｒｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｐｒｅ－ｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ４，２０，３０，３７，４２，５０，

ａｎｄ６００Ｃｆｏｒ３０ｍｉｎｉｎ５０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ＰＨ７・８）ｂｕ飴ｒｔｈｅｎｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓ
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ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡｓｐＩ・Ａｎｔｉｐａｉｎ（０・１ｍＭ）ａｎｄｌｅｕｐｅｐｔｉｎ（１ｍＭ），Ｗｈｉｃｈ・
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ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ｔｈｅｙａｒｅａｌｓｏｋｎｏｗｎｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｔｒｙｐｓｉｎ（２，６５）・
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Ｓｏｔｒｔｈｅｍｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ・ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｏｆｓｔｒａｉｎＡ２８ｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓ
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ｉｎａｃｏｍｐｌｅｔｅｌｏｓｓｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙ．ＡｓｐＩｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｍｕｔａｎｔＳｔｒａｉｎ，ＳＰｌ，ＷａＳ

ｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｗｅａｋ ａｌｇｉｃｉｄａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ

ｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌｓｕｂｓｔａｎＣｅ（ｓ）ｂｕｔＡｓｐＩｉｎＡ２８ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ．Ａｎｏｔｈｅｒ

Ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｗａｓａｌｓｏｐｕｒｉ負ｅｄ，ｎａｍｅｄＡｓｐＩＩ，Ｗｈｉｃｈｗａｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｅａｌｇｉｃｉｄａｌ

ｅ飴ｃｔ．ＳｔｒａｉｎＡ２８ｓｅｃｒｅｔｅｓｎｏｔｏｎｌｙｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｓｂｕｔａｌｓｏｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ．Ｗｈｅｎ，

１，１０－Ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎｅ，Ｗｈｉｃｈｉｓ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＷａＳ ａｄｄｅｄ ｔｏ‘ｃｕｌｔｕｒｅ

ＳｕＰｅｒｎａｔａｎｔＯｆｓｔｒａｉｎＡ２８，ｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ２０％ｏｆｔｏｔａｌａｃｔｉｖｉｔｙ．

ＴｈｉｓｒｅｓｕｌｔｐｒｏｍｐｔｅｄｔｏｓｅａｒＣｈａｎＯｔｈｅｒｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＰｒＯｔｅａＳｅ，Ｗｈｉｃｈｈａｓａｌｇｉｃｉｄａｌ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｔｈｅｒｔｈａｎＡ２８ＡｓｐＩ．ＴｈｉｓｃｈａｐｔｅｒｉｓｐｒｅｓｅｎｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒＣｌｏｎｌｎｇＯｆｔｈｅ

ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｅｎｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｆｒｏｍＰｓｅｕｄｂｌａｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ・ＳｔｒａｉｎＡ２８ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ

ＤＮＡ．Ｃｌｏｎｅｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ，ｅＸＰｒｅＳＳｅｄｉｎＥ．ｃｏｌｉ・，ａｎｄ

４７



ＰｕｒｉＢｅｄ・Ｐｕｒｉｆｉｅｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｉｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｔｈｅａｌｇｉｃｉｄａｌ

ｅ飴ｃｔｓｏｎＳ ｃｏｓねｔｌＬｍＣｅｌｌｓ．

５．２Ｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｍｅｔｈｏｄｓ

５・２・１Ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓａｎｄｐｌａｓｍｉｄｓ

Ｅ ｃｏｌｉＨＢｌＯｌ（１）ｗａｓ ｕｓ？ｄｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕＣｔｉｏｎノＯｆｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ

ｈｅｕｄｂａｌｔｅ７ＶｍＯｎａＳＳＰ・ＳｔｒａｉｎＡ２８・Ｅｃｏｌｉｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｇｒｏｗｎａｔ３７０Ｃｗｉｔｈｓｈａｋｉｎｇ

ｉｎＬＢｍｅｄｉｕｍ・Ｗｈｅｎｅｖｅｒｎｅｃｅｓｓａｒｙ，ａｍＰｉｃｉｌｌｉｎａｎｄｋａｎａｍｙＣｌｎＷｅｒｅａｄｄｅｄａｔ丘ｎａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｌＯＯａｎｄ２００ｐｇｍｌ－ｌ，ｒｅＳＰｅＣｔｉｖｅｌｙ・

５・２・２Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｏｍｉｃｌｉｂｒａｒｙ

ＳｔｒａｉｎＡ２８ｇｅｎｏｍｉｃｌｉｂｒａｒｙｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕＣｔｅｄｂｙｌｉｇａｔｉｎｇ４－ｔＯ７－ｋｂＳｂｕ３ＡＩ

Ｐａｒｔｉａ１１ｙ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ＤＮＡ丘ａｇｍｅｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ＢａｍＨＩ ｓｉｔｅ ｏｆ ｃａｌｆｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｌｋａｌｉｎｅ

Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（Ｔｈｋａｒａｓｈｕｚｏ，Ｔｂｋｙｏ）ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐＵＣｌ１８（７０）．Ｔｈｅｌｉｇａｔｅｄ

ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｔｒａｎＳｆｏｒｍｈｏｓｔｓｔｒａｉｎＥ ｃｏｌｉＨＢｌＯｌ．取ａｎＳｆｏｒｍａｎｔＳ

ＷｅｒｅＳＣｒｅｅｎｅｄｆｏｒｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｂｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｌｅａｒｚｏｎｅｓａｒｏｕｎｄｔｈｅｃｏｌｏｎｉｅｓ

ＯｎｔｈｅＬＢａｇａｒｐｌａｔｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｌ％Ｂａｃｔｏｓｋｉｍｍｉｌｋ（Ｄｉｆｂｏ）ａｎｄｌＯＯｐｇｍｌ－］Ａｍｐ．

●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

５・２・３ＤＮＡｍａｎｌＰｕｌａｔｉｏｎａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｌｎｇ

Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄｆｏｒ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ，ｒｅＳｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓ，１ｉｇａｔｉｏｎ，ｔｒａｎＳｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ，ａｇａｒＯＳｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ａｎｄ

Ｓｏｕｔｈｅｒｎｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（５１）．Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｂｏｔｈｓｔｒａｎｄｓ ｗａｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｄｉｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｌｎｇｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈｓｉｎｇｌｅ－ＳｔｒａｎｄｅｄＤＮＡ

（５２）・Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄ

Ｗｉｔｈｏｔｈｅｒｋｎ０ｗｎＳｅｑｕｅｎＣｅＳｉｎｔｈｅＧｅｎＢａｎｋｌｉｂｒａｒｙｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｙｕｓｅｏｆ

４８



ＤＮＡＳＩＳ ｐｒｏｇｒａｍＳ（Ｈｉｔａｃｈｉ Ｓｏ氏ｗａｒｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＫａｎａｇａＷａ，Ｊｑｐａｎ）ａｎｄ ｔｈｅ

ＦＡＳＴＡｐｒｏｇｒａｍ（４８）．

５．２．４Ｅｎｚｙｍｅｐｕｒ漬ｃａｔｉｏｎ

ＨＢｌＯｌ［ｐＰＥＭＰＯｌ．１］ｃｕｌｔｕｒｅｓｗｅｒｅｇｒｄｗｎｆｏｒ４ｄａｙｓａｔ３００ＣｉｎＬＢｍｅｄｉｕｍ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２００いｇｍｌ－１０ｆａｍＰｉｃｉｌｌｉ叫ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｈａｒｖｅＳｔｅｄｂｙｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ

ａｔ６，５００　×ｇｆｏｒ１５ｍｉｎ．ＴｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｍａｔａｎｔＷａＳ創ｔｅｒｅｄｔｈｒｏｕｇｈａＯ．４５－Ｐｍ

ｎｉｔｒｏｃｅ１１ｕｌｏｓｅｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｔｅｒ（ＡｄｖａｎｔｅｃＴｂｙｏ，Ｔｂｋｙｏ）ｔｏ ｒｅｍｏｖｅａｎｙｒｅｍａｉｎｉｎｇ

ｂａｃｔｅｒｉａ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓ－ｗｅｒｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄｂｙａｄｄｉｎｇｓｏｌｉｄａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅｔｏ８０％

Ｓａｔｕｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｉｃｅｂａｔｈ．ＴｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｗａｓｒｅｄｉｓｓｏＩｖｅｄｉｎＴＭｂｕ鮎ｒ（２０ｍＭ

取ｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８），２ｍＭＭｇＣ１２）ａｎｄｄｉａｌｙｚｅｄａｇａｉｎｓｔＴＭｂｕ飴ｒ．Ｔｈｅｄｉａｌｙｓａｔｅｗａｓ

ａｐｐｌｉｅｄｔｏａｎａｎｉｏｎ－ｅＸＣｈａｎｇｅ ＣＯｌｕｍｎ（ＰｏｒｏｓＨＱ／Ｍ，４．６Ⅹ１００ｍ品；ＬＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅ

ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＩｎｃ．，Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ，Ｍａｓｓ．）．ＴｈｅｃｏｌｕｍｎｗａｓｗａｓｈｅｄｗｉｔｈＴＭｂｕｆｆｂｒ，

ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅ ｅｌｕｔｅｄｗｉｔｈａｌｉｎｅａｒＮａＣｌｇｒａｄｉｅｎｔｏｆＯｔｏＩＭｉｎＴＭｂｕ飴ｒ．

Ｆｒａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈｈｉｇｈｍｅｔａｌｐｒｏｔｅａｓ早ａＣｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｃｏ１１ｅｃｔｅｄａｎｄｄｉａｌｙｚｅｄａｇａｉｎｓｔ

５０ｍＭｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕ飴ｒ（ｐＨ７．０）ｃｏｎｔａｉｍｉｎｇｌＭａｍｍＯｎｉｕｍＳｕｌ払ｔｅ．Ｔｈｅｄｉａｌｙｚｅｄ

ＳａｍＰｌｅｗａｓｔｈｅｎ１９ａｄｅｄｔｏａｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｃｏｌｕｍｎ（Ｐｏｒｏ畠ＰＨ，４．６Ⅹ１００

ｍｍ；ＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅＢｉｏｓｙｓｙｔｅｍｓＩｎｃ．）ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｅｄｗｉｔｈ５０ｍＭｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕ飴ｒ（ｐＨ

７．０）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｌＭａｍｍＯｎｉｕｍＳｕｌｆａｔｅ．Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｗｉｔｈａｌｉｎｅａｒ

ｇｒａｄｉｅｎｔ ｏｆｌ ｔｏ Ｏ Ｍ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓｕｌｆｈｔｅ．Ａｃｔｉｖｅ舟ａｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｐｏｏｌｅｄａｎｄ

ＣＯｎＣｅｎｔｒａｔｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａ丘１ｔｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｎ，ＰｒｅＰａｒａｔｉｖｅ ｎａｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｗａｓ

ＰｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇａＭｉｎｉＰｒｅｐＣｅ１１（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）ａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ（１３）．Ｐｕｒｉｔｙｏｆ

ｔｈｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｎ ＳＤＳ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）ｇｅｌｓ．Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｗｅｒｅ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ

Ｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈａ

Ｐｒｅｃｉｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｓｙｓｔｅｍ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，Ｃａｌｆ）
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５・２・５Ｅｎｚｙｍｅａｓｓａｙｓ

Ｔｂ ａｓｓｅｓｓｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ，ａｒｅａＣｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（０・５叩ｌ）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｌＯｍｇ ｏｆ

Ａｚｏｃａｓｅｉｎ（Ｓｉｇｍａ）ａｎｄｅｎｚｙｍｅＳＯｌｕｔｉｏｎａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｌｙｄｉｌｕｔｅｄｉｎＴＭｂｕ飴ｒ（２０ｍＭ

取ｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８），２ｍＭＭｇＣ１２），ＷａＳｉｎｃ豆ｂａｔｅｄａｔ３０℃ｆｏｒ３０ｍｉｎ．Ｏｎｅｕｎｉｔｏｆ

ＰｒＯｔｅａＳｅａＣｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅ貢ｎｅｄａｓｔｈｅａｍ０ｕｎｔＯｆｅｎｚｙｍｅｔｈａｔｃａｕｓｅｄａｎｉｎｃｒｅｍｅｎｔｏｆ

ＯｎｅａｂｓｏｒｂａｎＣｅｕｎｉｔｐｅｒｈｂｕｒ・Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ＰｒＯｔｅａＳｅａＣｔｉｖｉｔｙｏｆｓｅｐａｒａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ

ａＳＤＳ－ＰＯｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃかＰＯｌｙｍｅｎｚｌｎｇＯ．５％ｓｋｉｍｍｉｌｋｉｎｔｈｅ

ＰＯｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｍａｔｒｉⅩ．Ａ氏ｅｒｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ｔｈｅｇｅｌｗａｓｓｏａｋｅｄｉｎ２．５％Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ－１００ｆｏｒ３０ｍｉｎａｔ４０Ｃ，ｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７０ＣｆｏｒｌｈｉｎＴＭｂｕｆ稔ｒ，ａｎｄｔｈｅｎ丘ｘｅｄａｎｄ

ＳｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＯ・５％ＢｒｉｌｌｉａｎｔＢｌｕｅＲｉｎｅｔｈａｎＯｌ－ａＣｅｔｉｃａｃｉかＷａｔｅｒ（２：１：７，Ｖ／ｖ／ｖ）．Ａ氏ｅｒ

ｔｈｅｇｅｌｗａｓｄｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅｄｙｅ，ＰｒＯｔｅａＳｅａＣｔｉｙｉｔｙｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｍｅａｓｕｒｌｎｇＺＯｎｅＳＯｆｃｌｅａｒ１ｎｇｉｎｔｈｅＳＤＳ－Ｓｋｉｍｍｉｌｋ－ＰＯｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ・

Ｔｈｅａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙａｐａｐｅｒｄｉｓｋａｓｓａｙ．Ａｌｇｉｃｉｄａｌ

ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｃｌｅａｒｚｏｎｅｓａｒｏｕｎｄｔｈｅｐｑｐｅｒｄｉｓｋｓ．

Ｅ飴ｃｔ ｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｕｓｌｎｇ Ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ

ｆｌｕｏｒｉｄｅ（ＰＭＳＦ；Ｓｉｇｍ４），ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｏｓｐｈｏｒｏｆｌｕｏｒｉｄａｔｅ（ＤＦＰ；Ｋａｔａｙａｍａ，Ｏｓａｋａ），

１，１０－Ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎｅ（Ｓｉｇｍａ），ＥＤＴＡ（Ｓｉｇｍａ），ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌｅｎｅｐｅｎｔａｍｉｎｅ，ａｎｄｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｇｌｙｃｏｌｂｉｓ（β－ａｍｉｎｏｅｔｈｙｌｅｓｔｈｅｒ）－ＮＮＮＩＮＬｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ（ＥＧＴＡ；Ｓｉｇｍａ）．Ｔｈｅ

ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆｅａｃｈ ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｌｙ ｄｉｌｕｔｅｄｉｎ

２５０ｍＭｎｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８）ｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ２００Ｃｆｏｒ３０ｍｉｎｂｅｆｏｒｅＡｚｏｃａｓｅｉｎｗａｓ

ａｄｄｅｄ．

ＴｈｅｐＨｅ飴ｃｔｏｆｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｕｓｌｎｇ５０ｍＭ ａｃｅｔａｔｅ

ｂｕ飴ｒａｔｐＨｓｏｆ４．６ａｎｄ５．０，５０ｍＭｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕ飴ｒａｔｐＨｓｏｆ６．０ａｎｄ７．０，ａｎｄ５０

ｍＭＴｒｉｓｂｕ脆ｒａｔｐＨｓｏｆ７．８，８．６，９．４ａｎｄｌＯ．６．Ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄａｔ

３００Ｃ．Ｆｏｒ，ｔｅｍＰｅｒａｔｕｒｅｅ飴ｃｔｔｅｓｔｉｎｇ，ｔｈｅｐｕｒｉ丘ｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄ

Ｖａｒｉｏｕｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｔ４，１０，２０，３０，４０，５０，６０，８００Ｃ．Ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓ

ａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｄｅｓｃｒｉｂｅｄａｂｏｖｅ．
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５．３Ｒｅｓｕｌｔｓ

５３・１ＣｌｏｎｌｎｇＯｆｔｈｅＬｂｅｕｄｂａ肋ＹＯｍＯｎａＳＳＰ．ＳｔｒａｉｎＡ２８

●

ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｇｅｎｅ

ＳｔｒａｉｎＡ２８ｇｅｎｏｍｉｃｌｉｂｒａｒｙｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｎＥｃｏｌｉＨＢｌＯｌｕｓｌｎｇｔｈｅｐｌａｓｍｉｄ

ＶｅＣｔＯｒＰＵＣｌ１８・ＴｔａｎＳｆｏｒｍａｎｔＳＷｅｒｅＳＣｒｅｅｎｅｄｆｏｒｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｂｙｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｎ

ＬＢａｇａｒｐｌａｔｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｌ％Ｂａｃｔｏｓｋｉｍｍｉｌｋ（Ｄｉｆｂｏ）ａｎｄｌＯＯｐｇｍｌ‾１Ａｍｐ．Ｆｒｏｍ

ａ ｓｃｒｅｅｎ ｏｆａｐｐｒｏｘ．３０，０００ｃｏｌｏｎｉｅｓ，ｔｈｒｅｅ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｗｈｉｃｈ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ

ＺＯｎｅＳＯｆｃｌｅａｒ１ｎｇ．ＰｌａｓｍｉｄＤＮＡふａｓｉｓｏｌａｔｅｄ丘ｏｍｅａｃｈｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｃｌｏｎｅｓａｎｄ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎａｌｙｓｉｓ・Ａｌｌｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅ

ＳｈｏｗｎｔＯＣＯｎｔａｉｎｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇＤＮＡｉｎｓｅｒｔ丘ａｇｍｅｎｔｓ．Ａｓｉｎｇｌｅｐｌａｓｍｉｄ（ｐＰＥＭＰＯｌ）

ＷａＳＳｅｌｅｃｔｅｄｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｓｉｓ．ＴｈｅｇｅｎｏｍｉｃｏｎｇｌｎＯｆｔｈｅｐＰＥＭＯｌｉｎｓｅｒｔｗａｓ

ＣＯｎ茄ｒｍｅｄｂｙＳｏｕｔｈｅｍｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡ２８ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌＤＮＡ・ＡｍａｐｏｆｐＰＥＭＰＯＩ

ＷａＳＣＯｎＳｔｒｕＣｔｅｄａｎｄｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｔａｉｎｅｄ５．２－ｋｂｏｆＡ２８ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａＩ

ＤＮＡ・Ｔｈｅ５．２－ｋｂｉｎｓｅｒｔ ｏｆ ｐＰＥＭＰＯＩ ｗａｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｅｎｚｙｍｅＳ，ａｎｄｔｈｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅ ｓｕｂｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐＵＣｌ１８ｔｏｍａｋｅｐＰＥＭｐｏｌ．１，

ＰＰＥＭＰＯｌ．２，ａｎｄ ｐＰＥＭＰＯｌ．３（Ｆｉｇ．５．１）．Ｗｈｅｎ Ｅ ｃｏｌｉ ＨＢｌＯＩ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ

ｔｒａｎＳｆｏｒｍｅｄｗｉｔＰｐＰＥＭＰＯｌ・１，ｔｈｅｔｒａｎＳｆｏｒｍａｎｔｆｏｒｍｅｄａｃｌｅａｒｚｏｎｅｏｎＬＢａｇａｒｐｌａｔｅ

ＳｕｐＰｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｂａｃｔｏ ｍｉｌｋ　ａｎｄ　ａｍＰｉｃｉｌｌｉｎ．　Ｎｅｉｔｈｅｒ Ｅ ｃｏｌｉ ＨＢｌＯｌ

［ｐＰＥＭＰＯｌ．２］ｎｏｒＥ ｃｏｌｉＨＢｌＯｌ［ｐＰＥＭＰＯｌ．３］ｓｈｏｗｅｄｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｔｈｕｓ，

ｔｈｅｇｅｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅｗａｓｌｏｃａｌｉｚｅｄｔｏａ２・８－ｋｂＳｄｕ３ＡＩ－ｈｔＩ丘ａｇｍ９ｎｔＯｆ

ＰＰＥＭＰＯｌ．Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅａｓかｅｎＣＯｄｉｎｇ ｇｅｎｅ，ｅｎＣＯｄｅｄｆｏｒ ａｐｕｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ７３１

ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ７７，７８４．Ｔｈｅ Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

ＳｅｑｕｅｎＣｅＯｆｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄＡ２８ＡｓｐＩ，ＰｒｅＶｉｏｕｓｌｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｌｎ‰

ＷａＳｎＯｔ負ｎｄｉｎｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｐｒｏｔｅａｓｅｇｅｎｅｗａｓｌｏｃａｌｉｚｅｄｗｉｔｈｉｎ

ａ２・８－ｋｂＳｄｕ３ＡＩ－ＰｓｔＩｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｐＰＥＭＰＯｌ．
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Ｆｉｇ・４・７・ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔＳｔｒａｉｎＡ２８ａｎｄｔｈｅＡｓｐＩ－ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｍｕｔａｎｔＳＰｌ・Ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｏｖｅｍｉｇｈｔｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ

ａｓａｚｏｃａｓｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ．

●蓮弐蓋葱

Ｆｉｇ・４・８・Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎ

Ａ２８ａｎｄＡｓｐＩ－ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｓｔｒａｉｎＳＰｌ・Ｔｈｅｏｖｅｒｎｉｇｈｔｃｕｌｔｕｒｅｓｗｅｒｅ

ａｄｄｅｄｏｎｔｈｅＳｃｏｓｉａｔｕｈｌａｗｎ・ａ，ＳｔｒａｉｎＡ２８（２０」）；ｂ，ＳＰＩ（２０」）



５．３．２ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐＰＥＭＰＯｌ・１ｉｎｓｅｒｔｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅ２・８－ｋｂ

Ｓｂｕ３ＡＩ－ＰｓｔＩｆｒａｇｍｅｎｔ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ　ａｎ　ＯＰｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ　丘ａｍｅ（ＯＲＦ），Ｗｈｉｃｈ ｗａｓ

ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ ｏｆｔｈｅ ｅｍｐＩｇｅｎｅ・Ａ ｃｏｍｐｕｔｅｒ－ａＳＳｉｓｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｓｅａｒｃｈ

ｒｅｖｅａｌｅｄｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ（５１．８％ｉｄｅｎｔｉｔｙｉｎａ４９８－ａｍｉｎｏ－ａＣｉｄｏｖｅｒｌａｐ）ｂｅｔｗｅｅｎ

ＥｍｐＩａｎｄｔｈｅＰｓｅｕｄｂｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｅｌａｓｔａｓｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒ（１６）・Ｅｌａｓｔａｓｅｉｓａｚｉｎｃ

ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｍｅｄｉａｔｅｓｔｉｓｓｕｅｄｅｓｔｒｕＣｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇＰｓｅｕｄｂｍｏｎａｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（２３）・Ｐ

ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｅｌａｓｔａｓｅｉｓｉｎｉｔｉａｌｌｙ ｔｒａｎＳｌａｔｅｄ ａｓ ａ４９８ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅａｎｄ

ｐｒｏｃｅｓｓｅｄｄｕｒｉｎｇｅｘｐｏｒｔｔｏａｍａｔｕｒｅｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｏｆ３０１ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ・Ａ３０４．ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄＥｍｐＩｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｉｍｅｎｃｌｎｇＷｉｔｈＡｌか２０７ｓｈｏｗｅｄ６１・２％ｉｄｅｒｒｔｉｔｙｗｉｔｈｔｈｅｍａｔｕｒｅ

ＰａｅｒｕｇｌｎＯＳａｅｌａｓｔａｓｅ・Ｔｈｅｐｕｔａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎａｌｓｏｈａｄ６２・５，６３・０，ａｎｄ６４・４％ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｉｄｅｎｔｉｔｙふｉｔｈｔｈｅ ｍｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａｅＨＡ／ｐｒｏｔｅａｓｅ（８）ｔｈｅ Ｖｖｕｌｎｙｉｃｕｓｍｅｔａｌ
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ｄｅｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｅｘｔｒａｐｅｌｌｕｌａｒ，Ｓｅｒｉｎｅｂａｓｉｃｐｒｏｔｅａｓｅｇｅｎｅ（卸ｒＢ）

ｆｒｏｍＤｉｃｈｅｌｏｂａｃｔｅｒｎｏｄｂｓｕｓｓｔｒａｉｎ３０５：ＣＯｍＰａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅｂａｓｉｃｐｒｏｔｅａｓｅｇｅｎｅ

（ｂｐｒＶ）ｆｒｏｍｖｉｒｕ１ｅｎｔｓｔｒａｉｎ１９８．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｉｎｔ．３６：１０１－１１２．

３７・Ｌｉｕ，ＹＮ・，Ｔｈｎｇ，Ｊ・Ｌ・，Ｃｌａｒｋ，Ｂ・Ｒ・，Ｄｏｗ；Ｊ・Ｍ．，ａｎｄＤａｒｍｉｅｌｓ，Ｍ．Ｊ．１９９０．Ａ

ＳｍｕｌｔｉｐｕｒｐｏｓｅｂｒｏａｄｈｏｓｔｒａｎｇｅＣｌｏｎｌｎｇＶｅＣｔＯｒａｎｄｉｔｓｕｓｅｔｏｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎ

ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＰｒＯｔｅａＳｅｇｅｎｅＯｆｊおｎｔｈｏｍｏｎａｓｃａｎｐｅｓｔｒｉｓｐａｔｈｏｖａｒｃａｎ甲ｅＳｔｒｉｓ．

Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．２２０：４３３－４４０．
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３８・Ｌｏｖｑｏｙ，Ｃ・，Ｂｏｗｎａｎ，Ｊ・Ｒ，ａｎｄＨａｌｌｅｇｒａｅ環ＧＭ．１９９８．ＡＩｇｃｉｄａｌｅ飴ｃｔｓｏｆａ

ｎｏｖｅｌ ｍａｒｉｎｅ Ｐｓｅｕｄｂａｌｔｅｏｒｏｎａｓｉｓｏｌａｔｅ（Ｃｌａｓｓ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，ｇａｍｍａ

Ｓｕｂｄｉｖｉｓｉｏｎ）ｏｎ ｈａｍｆｕｌ ａｌｇａｌ ｂｌｏｏｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａ Ｃｈａｔｔｏｎｅｌｌａｉ

ｑｙｍｎｏｄｉｎｉｕｍ，ａｎｄＨｂｔｅｒｏｓｉｇｍａ．Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．６４：２８０６－２８１３．

３９・Ｍａｅｄａ，Ｔ・，Ｍｕｒａｋａｍｉ，Ｍ・，Ｏｈｓｕｇｉ，Ｓ・，ＦｕｒｕＳｈｉｔａ，Ｍ・，Ｍｉｔｓｕｔａｎｉ，Ａ．，ａｎｄＳｈｉｂａ，

Ｔ・１９９８・Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ｏｆｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ１６Ｓ ｒＤＮＡｐｒｏｂｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒ

ａｌｇｉｃｉｄａｌａｎｄ／ｏｒａｌｇａｌ－１ｙｔｉｃｇｌｉｄｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ．ＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅ６４：８６１－８６５．

４０・Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｔ・，Ｆｉｔｓｃｈ，Ｅ・Ｆ・，ａｎｄＳａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ・１９８２・Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｌｎｇ：ａ

ｌａｂｏｒａｔｏｒｙｍａｎｕａｌ・ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇＨａｒｂｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇＨａｂｏちＮ．Ｙ

４１・Ｍｉｌｌｅｒ；ＧＬ．１９５９．Ｕｓｅｏｆｄｉｎｉｔｒｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄｒｅａｇｅｎｔｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒ．Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．３１：４２６－４２８．

４２・Ｍｉｔｓｕｔａｎｉ，Ａ・，Ｙ如ｎａｓａｋｉ，Ⅰ・，Ｋｉｔａｇｕｃｈｉ，Ｈ・，Ｋａｔｏ，Ｊ・，Ｕｅｎｏ，Ｓ・，ａｎｄＩｓｈｉｄａａ，Ｙ

２００１・Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｌｇｉｃｉｄａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ａ ｄｉａｔｏｍ－１ｙｔｉｃ ｍａｒｉｎｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ

Ｐｓｅｕｄｂａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ・Ｓｔｒａｉｎ Ａ２５　ｂｙ ｔｗｏ－ｄｉｍｅｎｔｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．

ｐｈｙｃｏｌｏｇｉａ２００４０：２８６－２９１．

４３：Ｍｉｙｏｓｈｉ，Ｓ．，Ｗａｋａｅ，Ｈ．，Ｔｂｍｏｃｈｉｋａ，Ｋ．，ａｎｄ Ｓｈｉｎｏｄ恥Ｓ．１９９７．ＦｕｎＣｔｉｏｎａｌ

ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｚｉｎｃ ｍｅｔａ１ｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｆｒｏｍ ｍｂｒｉｏ、Ｖｕｌｎｙｉｃｕｓ・Ｊ・Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ・

１７９：７６０６－７６０９．

４４・Ｍｉｚｓｕｔａｎｉ，Ａ・，Ｔｈｋｅｓｕｅ，Ｋ・，Ｋｉｒｉｔａ，Ｍ・，ａｎｄＩｓｈｉｄａ，Ｙ１９９２・Ｉｙｓｉｓ ｏｆ

、Ｓｋｅｌｅｔｏｎｅｍａｃｏｓｔａｔｕｍｂｙｑ′ｔｑＰｈａｇａｓｐ．ｉｓｏｌａｔｉｏｎ丘ｏｍｔｈｅｃｏｓｔａｌｗａｔｅｒｏｆｔｈｅ

ＡｒｉａｋｅＳｅａ．ＮｉｐｐｏｎＳｅｕｉｓａｎＧａｋｋａｉｓｈｉ５８：２１５９－２１６７．

４５・Ｏｈｓａｗａ，Ｋ・，ａｎｄ Ｅｂａｔａ，Ｎ・１９８３・Ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｌＯ－ｆｂｍｔｏｇｒａｍ

ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．

１３５：４０９－４１５．

４６．Ｏｋａｉｃｈｉ，Ｔ．１９８７．ＳｃｉｅｎｃｅｏｆＡｌｇａｌｂｌｏｏｍｓ．ＩｎＦｕｋｕｙｏ，ＹａｎｄＴａｋａｈａｓｈｉ，Ｓ．，

ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅｄｔｉｄｅａｌｇａｅ．ＫａｋｉｈｏｓｈｉｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇＣｏ．Ｔｂｋｙｏ，

ｐｐ．３７－８９．

４７・Ｏｋａｉｃｈｉ，Ｔ・１９９７・ＲｅｄｔｉｄｅｉｎｔｈｅＳｅｔｏＩｎｌａｎｄｓｅａ・Ｉｎｏｋａｉｃｈｉ，Ｔ・ａｎｄ「ねｎａｇｉ，Ｔ・
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（ｅｄｓ），ＳｕＳｔａｉｎａｂｌｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｔｈｅＳｅｔｏＩｎｌａｎｄｓｅａ，Ｊａｐａｎーｆｒｏｍｔｈｅｖｉｅｗｐｏｉｎｔ

ＯｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓ．ＴｂｒｒａＳｃｉｅｎｔｉ丘ｃｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇＣｏ．，Ｔｂｋｙｏ，ＰＰ．２５１－３０４．

４８・Ｐｅａｒｓｏｎ，ＷＲ・，ａｎｄＬｉｐｍａｎ，Ｄ．Ｊ．１９８８．ＩｍｐｒｏｖｅｄｔｏｏＩｓｆｏｒｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８５：２４４４－２４４８．

４９・Ｒｏｍａｌｄｅ，Ｊ．Ｌ．，ＴｂｒａｎＺＯ，Ａ．Ｅ．，ａｎｄＢａｄａ，Ｊ．Ｌ．１９９０．ＣｈａｎｇｅＳｉｎｂａｃｔｅｒｉａｌ

ＰＯＰｕｌａｔｉｏｎｓｄｕｒｉｎｇｒｅｄｔｉｄｅｓｃａｕｓｅｄｂｙＭｂｓｏｄｉｎｉｕｍｒｕｂｒｕｍａｎｄＧｙｍｎｏｄｉｎｉｕｍ

ＣａｔｅｎａｔｕｍｉｎｎｏｒｔｈｗｅｓｔｃｏａｓｔｏｆＳｐａｉｎ．Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｂａｃｔｅｒｉ０１．６８：１２３－１３２．

５０・Ｓａｋａｔａ，Ｔ・１９９０・Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆｍａｒｉｎｅ Ｓｑｐｒｏｓｐｌｒａ ＳＰ・ＰＯＳＳｅＳＳｌｎｇ ａｌｇｉｃｉｄａｌ

ａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒｄｉａｔｏｍｓ．ＮｉｐｐｏｎＳｕｉｓａｎＧａｋｋａｉｓｈｉ５６：１１６５．

５１．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．，Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．，ａｎｄ Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．１９８９．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｌｎｇ：ａ

ｌａｂｏｒａｔｏｒｙｍａｎｕａｌ，２ｎｄＥｄ．ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇＨａｒｂｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇＨａｂｏち

Ｎ．Ｙ

５２・ＳａｎｇｅちＦ．，Ｎｉｃｋｌｅｎ，Ｓ．，ａｎｄ Ｃｏｕｌｓｏ叫Ａ．Ｒ．１９７７．ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｌｎｇｗｉｔｈ

Ｃｈａｉｎ－ｔｅｒｍｉｎａｔｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ７４：５４６３－５４６７．

５３．Ｓｅｉｚｅｎ，Ｒ．Ｊ．，ａｎｄ Ｌｅｕｎｉｓｅｎ，Ｊ．Ａ．１９９７．Ｓｕｂｔｉｌｉａｓｅｓ：ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｆｈｍｉｌｙ ｏｆ

Ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ－１ｉｋｅｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｓ．ＰｒｏｔｅｉｎＳｃｉ．６：５０１－５２３．

５４．Ｓｅｉｚｅｎ，Ｒ．Ｊ．，ｄｅＶｂｓ，ＷＭ．，Ｌｅｕｎｉｓｓｅｎ，Ｊ．Ａ．Ｍ．，ａｎｄＤｉｉｋｓｔｒａ，Ｂ．Ｗ１９９１．

ＨｏｍｏｌｏｇｙｍｏｄｅｌｉｎｇａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｎｇｌｎｅｅｒｌｎｇＳｔｒａｔｅｇｙＯｆｓｕｂｔｉｌｉａｓｅｓ．Ｔｈｅｆａｍｉｌｙ

Ｏｆｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ－１ｉｋｅｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｓ．ＰｒｏｔｅｉｎＥｎｇ．４：７１９－７３７．

５５．Ｓｈｉｌｏ，Ｍ．１９７０．毎Ｓｉｓ ｏｆ ｂｌｕｅ－ｇｒｅｅｎ ａｌｇａｅ ｂｙ物Ｏｂａｃｔｅｒ．Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．

１０４：４５３－４６１．

５６．Ｓｈｉｍｏｌ，Ｈ．，ａｎｄ Ｔｈｄｅｎｕｍａ，Ｍ．１９９１．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒａ７Ｖｂａｃｔｅｒ

．わｅｃｉｔａｂｉｄｕｓｐｒｏｔｅａｓｅＩ，ａｙｅａＳｔ－１ｙｔｉｃ ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｈａｖｉｎｇｍａｎｎｏｓｅｂｉｎｄｉｎｇ

Ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．（Ｔｂｋｙｏ）１１０：６０８－６１３．

５７．Ｓｈｉｏｍｏｉ，Ｈ．，Ｉｉｍｕｒａ，Ｙ，Ｏｂａｔａ，Ｔ，ａｎｄ Ｔｈｄｅｎｕｍ恥Ｍ．１９９２．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ＳｔｒｕＣｔｕｒｅ ＯｆＲａｆＶｂａｃｔｅｒ．わｅｃｉｔａｂｉｄｕｓ ｐｒｏｔｅａｓｅＩ：ａｙｅａＳｔ－１ｙｔｉｃ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ

ｈａｖｉｎｇｍａｒｍｏｓかｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６７：２５１８９－２５１９５．

５８・ＳｈｕｍＷａｙ，Ｓ．Ｅ．１９９０．Ａｒｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｅ飴ｃｔｓｏｆａｌｇａｌｂｌｏｏｍｓｏｎｓｈｅｌｌｆｉｓｈａｎｄ
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１５０：７６－８５．
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