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【特許請求の範囲】  

【請求項1】   

配列番号1で示される塩基配列からなる核酸、又は   

該核酸とストリンジェントな条件下でハイプリダイズし、かつ細胞外多糖（EP S）産  
生調節機能を有するタンパク質をコードする核酸  
を含んでなるEPS産生調節遺伝子。  
【請求項2】   

該遺伝子がロドコツカス（Rhodo⊂0⊂⊂uS）属細菌から得られたものである請求項1記載  

の遺伝子。  

【請求項3】   

該遺伝子がロドコツカス・ロドキュラス（Rhodo⊂0⊂⊂uS rhodo⊂hrous）から得られたも  

のである請求項2記載の遺伝子。  

【請求項4】   

該遺伝子がロドコツカス・ロドキュラス（Rhodo⊂0⊂⊂uS rhodo⊂hrous）S－2株から得  
られたものである請求項3記載の遺伝子。  

【請求項5】   

配列番号2で示されるアミノ酸配列からなるタンパク質、又は配列番号2で示されるア  
ミノ懐配列において1若しくは数個のアミノ懐が欠失、置換、挿入若しくは付加されたア  

ミノ酸配列からなり、かつ細胞外多糖（EP S）産生調節機能を有するタンパク質。  

【請求項6】   

配列番号2で示されるアミノ酸配列をコードする単離された核酸、又は該核酸とストリ  
ンジェントな条件下でハイプリダイズし、かつEPS産生調節機能を有するタンパク質を  
コードする薇酸、を含んでなるEPS産生調節遺伝子。   

【発明の詳細な説明】  

【技術分野】  

【0001】   

本発明はロドコツカス（Rhodo⊂0⊂⊂uS）属に属する細菌の細胞外多糖（EP S）産生の  
調節に関与する遺伝子に関する。  

【背景技術】  

【0002】   

ロドコツカス（Rhodo⊂0⊂⊂uS）属細菌は、グラム陽性で高GC含量を有する、土壌や海  

洋に広く存在するコリネ型細菌の一種である。ロドコツカス属細菌は、石油系炭化水素  

、PCB等多くの難分解性化合物に対して分解・資化能力を有することから環境浄化のた  
めに利用価値の高い細菌群である。   

またロドコツカス（帥odo⊂0⊂CuS）属細菌は、酵素やバイオサーファクダントなど産業  

的に有用な物質の生産菌である等の理由からも利用価値の高い細菌群である。  

【0003】   

一方で、このロドコツカス属細菌はコロニー形態変化の激しい細菌としても知られてい  

る。このことは、自然環境中から単離されるものの多くがラフ型のコロニー形態を示すの 40  
であるが、継代培養中にラフ型からムコイド塑への 、又はムコイド塑からラフ型へのコロ  

ニー形態変化が頻繁に観察されることからも伺える。  

【0004】   

最近の研究結果から、このコロニー形態変化とロドコツカス属細菌の炭化水素分解括性  

との間に関連があることが分かっている。Why t eら（非特許文献1）は、Rhodo⊂0⊂⊂u  
S SP．q15がディーゼルオイルを分解する際に細胞外高分子物質を生産してコロニー形態  

をムコイド型に変化させることを示した。また、Iwa b u c hiら（非特許文献2）は  
同一菌由来のコロニー形態変異株を使った研究により、ラフ型株は石油感受性であるのに  
対し、ムコイド型が石油耐性であることを明らかにした。  

【0005】  50   
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一方で、このコロニー形態変化は、微生物の界面への吸着にも大きな影響を与えている  

。同細菌はミコール酸を含有し細胞表面の疎水性が高い場合が多く、廃水処理場での培養  

障害の一つであるスカミングの原因菌であることが知られている。Su n airiら（非  
特許文献3）とIwa b u c hiら（非特許文献4）は、細胞外多糖（EPS）の生産性  
と細胞表面の疎水性との観点から、EPS生産性の上昇と、コロニー形態の変化・細胞表  
面への親水性の付与とが深く関連していることを明らかにし、またEP Sの産生がスカミ  
ング形成を阻害することも示した。更に、Iwa bu c hiら（非特許文献5）は、微生  
物の応用的側面から、細胞外多糖（EPS：Ex t r a c ellula r P olyS a  
c c h a rid e）が海洋での石油分解を促進するバイオリメデイエーションに有効な物  
質であることを示した。  

【0006】   

EPSは多種類の微生物に比較的共通して見られる細胞外構成物の代表的なものの一つ  
である。EPSは、微生物とその周囲の環境との相互作用に関与する重要な因子として考  
えられている。特に、ロドコツカス属に属する細菌により生産される細胞外多糖が海洋細  

菌の増殖を促進することが見出されている（特許文献1）。  

【0007】  
【特許文献1】特開2001－247601  
【特許文献2】特許第2983602号  
【非特許文献1】Whyte，L．G．el：al．（1999）Appl．Environ．Microbiol．．65：296l－29  

68  

【非特許文献2】Iwabu⊂hi，N．el：al．（2000）Appl．Environ．Mi⊂rObiol．66：5073－50  

77  

【非特許文献3】Sunairi，M．el：al．（1997）］．Appl．Mi⊂rObiol．82：204－210  
【非特許文献4】Iwabu⊂hi，N．et al．⊂olloid Surf．B：Biointer向．⊂e．30，51－60．（20  

03）  
【非特許文献5】Iwabu⊂hi，N．et al．（2002）Appl．Environ．Mi⊂rObiol．68：2337－2  

∃4ヨ  

【非特許文献6】Katz et al．］Gen Mi⊂rObiol．1983Sep；129（Pt9）：2703－14．⊂lonin  

g and expression of the tyrosinase gene frm Streptomy⊂eS antibioti⊂uSin Strept  
myceslividans．Katz E，Thmpson⊂］，HopvLK）Od DA  

【発明の開示】  

【発明が解決しようとする課題】  

【0008】   

海洋での原油の流出事故における流出油の除去については、機械的、化学的処理だけで  

は不十分であり、合成界面括性剤等の投与による化学的処理も行われているが、これはま  
た環境汚染等の二次的な問題を含んでいる。これらの代替手段としてバイオレメデーショ  

ンが検討されているが、自然の浄化力には限界があり、より効果的なバイオレメデーショ  

ン手段が求められている。  

10  

20  

30  

【0009】   

ロドコツカス属細菌は石油系炭化水素等の分解・資化能力をもつことから、バイオレメ 40  

デーション手段としての利用が期待されている。ロドコツカス属細菌を有効利用する上で  

、EPS生産によるコロニー形態の変化とそれに伴う各種生理括性の変化を理解すること  
が重要であるが、ロドコツカス属細菌におけるEPSの生合成系は未だ明らかではなく、  
EP S合成に関与する遺伝子の同定も全くなされていない。  

【課題を解決するための手段】  

【0010】   

上述の従来技術を踏まえて、本発明者らは遺伝子導入系等を種々検討し、ロドコツカス  

・ロドキュラスS－2株のEP S合成に関連する遺伝子を単離・配列決定し、その機能が  
細胞外多糖（EPS）の産生を調節するものであることを見出し、本発明を完成するに至  
った。  50   
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【0011】   

従って、本発明は以下の通りである。  

（1）配列番号1で示される塩基配列からなる核酸、又は該核酸とストリンジュントな条  
件下でハイプリダイズし、かつ細胞外多糖（EP S）産生調節機能を有するタンパク質を  
コードする薇酸、を含んでなるEPS産生調節遺伝子。  
（2）該遺伝子がロドコツカス（帥odo⊂0⊂⊂uS）属細菌から得られたものである上記（1  

）記載の遺伝子。  

（3）該遺伝子がロドコツカス・ロドキュラス（Rhodo⊂0⊂⊂uS rhodochrous）から得られ  

たものである上記（2）記載の遺伝子。  

（4）該遺伝子がロドコツカス・ロドキュラス（Rhodo⊂0⊂⊂uS rhodo⊂hrous）S－2株か 10  
ら得られたものである上記（3）記載の遺伝子。  

（5）配列番号2で示されるアミノ酸配列からなるタンパク質、又は配列番号2で示され  
るアミノ酸配列において1若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入若しくは付加され  
たアミノ酸配列からなり、かつEPS産生調節機能を有するタンパク質。  
（6）配列番号2で示されるアミノ酸配列をコードする単離された核酸、又は該核酸とス  
トリンジェントな条件下でハイプリダイズし、かつEP S産生調節機能を有するタンパク  
質をコードする薇酸、を含んでなるEPS産生調節遺伝子。   

また、本発明においては、配列番号2に記載の配列を有するポリペプチドと比較した場  
合、アラインメントのスミス・ウオーターマン法に基づいて少なくとも70％同一性を有  
する、少なくとも299アミノ酸（又は298アミノ酸）のポリペプチドをコードする塩 20  
基配列も包含される。   

また、本発明においては、  

（a）上記（1）～（4）又は（6）に記載の核酸分子でゲノムライブラリーをブロービ  
ングすること；  

（b）上記（1）～（4）又は（6）に記載の核酸分子にハイプリダイズするDNAクロ  
ーンを同定すること；および  

（c）工程（b）で同定されたクローンを含むゲノムフラグメントの配列を決定すること  
、を含んで成り、配列決定されたゲノムフラグメントが調節タンパク質をコードする、調  

節タンパク質をコードする核酸分子を得る方法も包含される。   
また、本発明においては、  

（a）配列番号2に記載の配列の一部に対応する少なくとも1つのオリゴヌクレオチドプ  
ライマーを合成すること；および（b）工程（a）のオ リゴヌクレオチドプライマーを使  

用して、クローニングベクター中に存在する挿入物を増幅すること；を含んで成り、増幅  

された挿入物は調節タンパク質をコードするアミノ酸配列の一部をコードする、調節タン  

パク質をコードする核酸分子を得る方法も包含される。   

また、本発明においては、上記方法の産物も包含される。  

【発明の効果】  

【0012】   

本発明のEP S産生調節遺伝子は、本来石油系炭化水素の分解・資化能力を発揮し、又  
は産業的に有用な物質の生産能を有するロドコツカス属の菌株を、石油耐性であるムコイ 40  
ド塑に変化させる機能を有し、これにより、石油分解能力の発現や更なる向上を図ること  

ができるという効果を有する。  

【発明を実施するための形態】  

【0013】   
本発明のEP S産生調節遺伝子は、ロドコツカス属細菌、特にロドコツカス・ロドキュ  

ラス種（S－2株）から単離され、配列決定された新規な遺伝子である。   
本発明者らは、ロドコツカス・ロドキュラス種の細菌株としてS－2株（RR S－2  

）を、独立行政法八産業技術総合研究所 特許生物寄託センター（〒305－8566  

茨城県つくば市東1－1－1 中央第6）に平成16年（2004年）6月29日に寄託  

しており、この菌株について受領番号FERM AP－20106が付与されている。  50   
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【0014】   

本発明者らは種々の遺伝子導入系等に基づいて、ロドコツカス・ロドキュラスS－2株  
のEPS合成に関与する遺伝子の単離を試み、その結果、EPS生産性の低い非ムコイド  
型変異株を相補する遺伝子断片をS－2株から取得することに成功した。この遺伝子断片  
には8個のオープンリーディングフレーム（ORF）が含まれており、その中でORF4  
がムコイド型のコロニーを形成するために必要であることを見出した。このORF4が、  
本発明のロドコツカス・ロドキュラスS－2株のEP S合成に関連する遺伝子であり、そ  
の塩基配列は配列番号1として示されている。  

【0015】   

この遺伝子はそのコードするアミノ酸配列（配列番号2）に基づく相同性検索により、  
このORF4がコードするタンパク質がT e t RファミT）一に属する調節タンパクである  

ことが推定される。ORF4を導入することにより得られるムコイド型の形質転換体は、  
そのEP S生産量が非形質転換体に比べ明らかに上昇する。これらのことから、ORF4  
がEPSの生合・成に関与していると考えられる。  

【0016】   

一方、ロドコツカス・ロドキュラスS－2株のORF4の遺伝子破壊により破壊株T1  
84－1株を取得した。T184－1株は非ムコイド型のコロニーを形成し、EP Sの生  
産性が低く、細胞表面の疎水性が上昇していたことからも、ORF4がEPSの生合成に  
関与する遺伝子であることが示された。   

また、ORF4は、他のミコール酸を含有する細菌、および放線菌から、ORF4をプ 20  
ローブに用いたサザンハイプリダイゼーションやP⊂RプライマーPlとP4（配列番号ヨ、6）を  

用いたP⊂R法によって取得可能であった。   

また、本発明において、配列番号1で示される塩基配列からなる核俊、又は配列番号2  
で示されるアミノ酸配列をコードする単離された核酸等とハイプリダイゼーションを行う  

ためのストリンジュントな条件とは、例えば、次のハイプリダイゼーション条件を言う：   

5×S S C、68℃下でのハイプT）ダイゼーションを行い、単離された薇酸を2×S SC  
、0．1％SDS、続いて0．1×S SC、0．1％SDSで洗浄する。   

本発明において核酸とは塩基配列で示される核酸分子に相補的である単離された核酸を  

も包含する。   

以下、本発明を実施例により具体的に説明するが、本発明はかかる実施例により何ら限 30  
定されるものではない。  

【実施例】  

【0017】  
実施例1（ORF4のクローニング）  
ムコイド塑コロニーの形成に関与する遺伝子のクローニング   

R．rhodo⊂hrous S－2株からUVライトによる変異原処理により非ムコイド型変異株、R．r  

hodo⊂hrous B－29株、DJ株を単離し、これらを宿主としてショットガンクローニングを試  

みた。ジーンライブラ1）－の作成に用いたS－2株の染色体DNA、プラスミドPK4（特許文献  

2：特許第2983602号（平成9年））は、定法により抽出精製した。  
【0018】   
S－2株の染色体mAを制限酵素E⊂ORI、KpnI，Pst：Ⅰでそれぞれ処理し、定法により精製し  

た。また、プラスミド団く4もまた制限酵素E⊂ORI、KpnI、PstIでそれぞれ消化し、定法によ  

り脱リン酸化した。これらサンプルをそれぞれを1Ⅵ†Jガーゼでライゲーションし、S－2株  

のE⊂0忙、K叩Ⅰ、陶tIライブラリーを作製した（囲1）。これらのライブラリーをB－29株、D  

－8株にエレクトロボレーションにより導入した。  

【0019】   

その結果、供試した2株の変異株から、一つずつのムコイド型の形質転換体を得た。こ  

れらのムコイド塑形質転換体の画線培養をヨ回線り返すことにより、単一のコロニーに分  

離し、全ての菌株がムコイド型のコロニーを形成することを確認した。次に、得られたム  

コイド型の形質転換体からプラスミドDNAを抽出し、再びもとの変異株へ導入した（リトラ 50   
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ンスフォーメーション）。その結果、得られたカナマイシン耐性コロニーが、全てムコイ  

ド塑を示した。このリトランスフォーメーションをその後2回線り返し行ない、全ての形  

質転換体がムコイド塑のコロニーを形成することを確認した。  

【0020】  
挿入断片の解析   

臣29株およびM株のムコイド型の形質転換体から取得したプラスミドをそれぞれ匹4B2  
9P及びp闘D8Kとした。一次サブクローニングの結果、これら二つのプラスミドには、約3．  
7－kbのPstI」くPnI断片が共通して含まれていた（囲2）。また、その領域が導入された場  
合にB－29株、M株はともにムコイド型を示した（図2） 。以上のことから、約ヨ．7－kbのP  

StI－K叩Ⅰ断片がムコイド塾を相補するために必要な領域と考えられた。  

【0021】  
シークエンスとサブクローニング  

ムコイド塑コロニー形成に関与する遺伝子の塩基配列の決定   

ムコイド型コロニー形成に関与する遺伝子として取得された3．7－kbのPsl：IJQnI断片の  

上流域および下流域を含む約6．Okbの遺伝子断片のシークエンス解析を行った。シークエ  

ンス解析に必要なデリーションミュータントは、取得された遺伝子断片を匹EM5Zf（＋）また  

はF応EM7Zf（＋）にサブクローニングして、Eras巳イトBase System（Promega）を用いてIa⊂Zの  

上流、下流方向からデリーションを行なうことにより取得した。塩基配列の決定は、シー  
クエンサーONA sequen⊂er mOde14000、Li－∝）R）を用いて解析した。シークエンス反応は  

IllemO Sequen⊂e fluores⊂entlabelled primer⊂y⊂le sequencing kit：Wit：h7－deazan 20  
P（加ersham）のシステムで行なった。図3には、決定した塩基配列のG⊂プロット解析と推  

定される5つのオープンリーディングプレイム（OR口を示した。高G＋⊂含量の生物でのG⊂プ  

ロット解析では、口の開いたように見える部分がタンパク質の読み取り枠に相当する。  

【0022】  
片のサブクローニング   PstI－  

以上の結果をもとに、Psl：Ⅰ－KpnI断片のより詳細なサブクローニングを行なった（囲4）。  
まず、ORF2－3の領域に相当するPsl：Ⅰ－Sa⊂ⅠⅠ断片のサブクーロニングを行なった。具体的に  

は、プラスミドPK4B29PをPst：Ⅰ及びSa⊂ⅠⅠで消化し、平滑末端にした。この断片をPK4のKpn  

I部位を平滑末端したPK4の誘導体にライゲーションを行ない、E．⊂011日BlOlに導入し、P  

仙M5及び挿入断片が逆向きのPKⅣM5／Rを得た。これらのプラスミドをB－29株とM株へ導入 30  
した結果、臣29株とD－8株の形質転換体はラフ型のコロニーを形成した。この結果から、O  
RF2－3に相当する領域、つまりPst：Ⅰ－SacII断片は、B－29株とD－8株に関して、ムコイド型の  

コロニー形成に関与しないものと考えられた。  

【0023】   
この結果をもとに、次に、ORF4－6に相当するR¶a⊂Ⅰ－KpnI断片のサブクローニングを行な  

った。具体的には、PKNM2よりEcoRI処理により生成した4．2－kbのE⊂ORI断片を、P：EM7Zf（＋  

）のE⊂ORI部位にライゲーションし、匹訓7Zf（＋）の誘導体を得た（匹訓7トM2、匹訓几M2／R）。  

この2つのプラスミドのうち、画訓7ⅣM2／Rをn阻⊂Ⅰ、⊂1aIで処理し、生成する2．トkbの断片  

を、SrTnCI、⊂laIで処理したF仁EM7Zf（＋）に導入した。（〆コEM7MM6）。この〆コEM7MM6をE⊂ORIで  

処理し、生成する2．6－kbの断片を、PK4のE⊂ORI部位にライゲーションして、E．⊂OliHBlO 40  

1に導入しP仙M6及び挿入断片が逆向きのPKⅣM6「を得た。これらのプラスミドをB－29株とD－  

8株へ導入したところ、B－29株とM株の形質転換体はムコイド型のコロニーを形成した。  
この結果は、ORF4－6の領域に相当するFh⊂Ⅰ－KpnI断片が、B－29株とD－8株のムコイド型コ  

ロニーの形成に関与することを示している。  

【0024】   
続いて、ORF6に相当する領域のサブクーロンを試みた。具体的には、前項と同様にR¶a⊂  

I、⊂laI処理により生成する2．6－kbの断片を、Sma⊂I、Ac⊂Iで処理したPU⊂19に挿入し、PU⊂  

W6を得た。このdJCW6をSa⊂ⅠⅠで消化した後、生成する3．8－kbの断片（pUC19を完全に含ん  

でいる）を分子内セルフライゲーションし、PU皿M9を得た。このPU皿M9をE⊂ORIで処理し、  
生成する1．2－kbの断片を、PK4のE⊂ORI部位にライゲーションして、E．⊂OliHB101に導入   
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しPK川個及び挿入断片が逆向きのP仙M9／Rを得た。これらのプラスミドをB－29株とD－8株へ  

導入したところ、ラフ型を示した。この結果から、ORF6に相当する領域はB－29株とM株  
に関してはムコイド塑のコロニー形成に関与しないものと考えられた。  

【0025】   
上述の結果を踏まえ、次にORF4－5に相当する領域、恥⊂Ⅰ一式hoI断片のサブクローニング  

を試みた。具体的には、FGEM7hM6をXhoIで処理し、生成する1．8－kbの断片をFGEM7Zf（＋）  
のXhoI部位にライゲーションし、FGEM7Zf（＋）の誘導体を得た（FGEM7MM8、FGEM7MM8／R）。こ  

のうちP：EM7W8をE⊂ORIで処理し、生成する1．8－kbの断片を、団く4のEcoRI部位にライゲー  

ションして、E．⊂01うHBlOlに導入し、F仙M8及び挿入断片が道向きのPK川侶／Rを得た。こ  

れらのプラスミドをB－29株とD－8株へ導入した結果、B－29、D－8株の形質転換体はムコイド10  
型のコロニーを形成した。  

【0026】   
最後に、ORF4に相当する領域のデリーションとサブクローニングを試みた。具体的には  

、F応EM7W6をPshAIで処理した後、生成する4．3－kbの断片（pGEM7Zf（＋）を完全に含んでいる  

）を切り出し、分子内セルフライゲーション反応を行なって、匝EM7ⅣMlOを得た。このF応EM  
7WlOをE⊂ORIで処理し、生成する1．3－kbの断片を、PK4のE⊂ORI部位にライゲーションして  

、E．⊂OliHBlOlに導入しPKNMlq及び挿入断片が逆向きのPKNMlO／Rを得た。これらをB－29  

株とM株へ導入したところ、B－29、D－8株の形質転換体はラフ型のコロニーを形成した。  

また、ORF4に相当する領域のみをプライマーPl、P4をもちいてP⊂Rにより増幅し、PK4のE⊂  

ORI部位に挿入したP仙Mll及び挿入断片が逆向きのPKM胴皿／Rを得た。これらのプラスミド 20  
をB－29株とD－8株へ導入したところ、B－29、M株の形質転換体はムコイド型のコロニーを  

形成した。   
以上の結果から、B－29株とM株のムコイド型のコロニー形成には、少なくともORF4に  

相当する領域が必須であることが判明した。このORF4の推定されるアミノ酸配列の相同性  

を検索したところ、転写調節因子である1七tRファミリーに属するタンパク質のアミノ酸配  

列と高い相同性を示したことから、転写調節タンパクであると考えられた。  

【0027】  
実施例2（ORF4遺伝子破壊株の作製と性質の検討）  

本実験に用いたプライマーの配列を以下に示し、図5にはその位置関係を示した。  
n（5’－⊂GG〟汀1てG（汀⊂（講G「ⅦA（A－3’）（配列番号3）、  

陀（5’－∝芯mm瓜G∝迫m mぴJAm∝G－3’）（配列番号4）、  
P3（5’－⊂GG AmmT⊂A m A（石丸Ⅵ‾0ユl〔芯汀（芯－3’）（配列番号5）、  

円（5’－⊂GG A町「1‾ロコ〔汀G（工泊1‾ロコ（トj’）（配列番号6）  

門（5’－1‾1て一コて1てGAqAび応1‾⊂⊂¶ニーヨ’）（配列番号7）  

P6（5’－⊂GG GAT⊂⊂⊂¶J「T¶こGA⊂AG⊂AAG G－3’）（配列番号8）  

Ⅳ（5’一口コ「⊂¶lGAG（工A（コn⊂G⊂G町「G肯T〔⊂⊂G⊂G〟AA⊂⊂G⊂⊂G⊂G G－3’）（配列番  

号9）  

【0028】  
2回組換えによる破壊  

プラスミドの作製   

ORF4遺伝子を破壊するためのプラスミドP18T4の作製は以下の要領で行った。S－2株M  
よりプライマーPl、P5の組み合わせでORF4の前半の領域を、プライマーP6、P7の組み合わ  
せでORF4の後半の領域を増幅させた。また、プライマーP2、P3を用いて、ストレプトマイ  
セス（Streptmy⊂eS）属細菌のプラスミドPI］702（非特許文献6：Katz et al．］Gen Mi⊂rOb  

iol．1983Sep；129（Pl：9）：2703－14．⊂loning and expression of the tyrosinase gene  
frm Streptmy⊂eS antibioti⊂uSin Streptmy⊂eSlividans．Katz E，Thmpson⊂］，Hop  
WOOd DA）からthiostrept：One（以後ts）耐性遺伝子を増幅させた。それぞれのPCRにお  
いて、目的の分子量であるDNA断片を得た。これらの断片を精製し、シークエンスを確  
認したところ、対応する配列と完全に一敦したことから、これらの遺伝子断片を以降の実  
験に用いた。PU⊂18のE⊂ORI部位に両末端をE⊂ORI処理したPl－P5断片を、SmaI部位にブ   
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テントエンドにしたP2一門断片を、そしてBamHI」肋aI部位に両末端をそれぞれの制限酵  

素処理したP6－P7断片を挿入した。シークエンスにより各挿入断片の向きを確認し、これ  

を遺伝子破壊用のプラスミドとした（図6）。  

【0029】  
ゝ－2株への導入   

ゝ2株の染色体上の0肝4の遺伝子破壊を行うため、OR円・遺伝子破壊用プラスミドPl訂‾4を  
S－2株へエレクトロボレーションにより導入し、anlPi⊂illin（以後anlP）とt：Sをそれぞれ1  

種類のみ、また共存下に培養し選択した。その結果、amPのみ、anlP＋t：Sでは耐性株は得ら  
れず、tSのみを加えた培地でムコイド塑のコロニーを18つ、非ムコイド型コロニーを2つ  

取得した。この非ムコイド塑コロニー1つをts含有IB液体培地に栢菌し、振とう培養を行  

った。培養2、4、6，8、10時間後、そして5日後にサンプリングし、適当に希釈し  
、栢菌してコロニーの形態を観察した。どの培養時間の菌体も非ムコイド型の形態を示し  

た（図6右下の写真）。この株をT迅4－1とし、以降の実験に用いた。  

【0030】  
遺伝子の確認  
サザンハイプリダイゼーション   

取得したts耐性TF体T184－1株よりtotalDNAを抽出し、制限酵素⊂laI、PstI処理した  
。同様に制限酵素で処理したS－2株のDNAと共に、DIGラベルしたORF4断片、あるいはts耐  
性遺伝子をプローブに用いて、サザンハイプリダイゼーションを行った。その結果、ORF4  
をプローブとしたとき、S－2株DNAでは5．O kbに、tS耐性TF体では1．5kbと4．6kbの位置に 20  

シグナルを検出した（図7）。また、tS耐性遺伝子をプローブとしたときは、L2株DNAに  
はシグナルは無く、tS耐性TF体の1．5kbと4．6kbの位置にシグナルを検出した（囲7）。  

【0031】  
PC R   

続いて、PCRによる遺伝子破壊位置の確認を行った。P⊂RプライマーPl－P4のORF  
4の全長を増幅させる組み合わせでは、野生株からは、0．9kbの増幅断片が確認されたのに  

対し、遺伝子破壊株ではts耐性遺伝子の分だけ増幅産物の分子量が大きくなった2．Okbの  

増幅産物が確認された。また、P⊂RプライマーP2－P3のl：S耐性遺伝子を増幅させる組  
み合わせでは、遺伝子破壊株のみでtS耐性遺伝子由来の遺伝子断片の増幅が確認された。  

（図8）これらの忙Rによって増幅した各断片を抽出、精製し、シークエンス解析を行った 30  

ところ、増幅した全ての断片が、対応する配列に一敦した。以上の結果から、tS耐性遺伝  

子は目的の位置に挿入されたことが分かった。以後この株をT184－1株とした。  

【0032】  
ORF4の再導入   

得られた遺伝子破壊株m84－1のコロニー形態がOR何の導入により、ムコイド型に復帰す  

るかどうかを確認するため、プラスミドPKM胴且、F仙MllRをエレクトロボレーションによ  

り導入した。その結果、M13－Fmardプライマー結合部位に対してORF4が同じ向きのプラス  

ミドP仙Mllを導入した形質転換体は（図9）はムコイド型形態を示したのに対し、OR円の  
向きが逆向きのプラスミドP仙MllRを導入した形質転換体は、匹4のみを導入した形質転換  
体と同様に非ムコイド型形態を示した。このことから、ORF4はムコイド型コロニーの形成 側  

に必須であると考えられた。以上の結果から、OR円を細胞外多糖調節遺伝子とした。  

【0033】  
石油存在下での生育の検討   

アラビアンライト原油由来の芳香族画分ひト011）を終濃度］属になるように加えた海水  

培地（訓）における生育を検討した。非ムコイド塑OR閂破壊株では、培養12時間後は急激  

に生菌数が減少しており、その後も顕著な増殖は見られなかった（図10）。培養後の試  
験管は、ゝ2株の培養試験管では石油の乳化が見られたが、n糾－1株では石油の乳化が見  

られなかった（囲10）。  

【0034】  
細胞裏面特性の検討  50   
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T184－1株の細胞表面特性を検討するため、EPS生産量およびW汀H OV］icorbialadhesion  

t：O hydrocarbones）法、接触角法による細胞表面の疎水性を測定した。T184－1株のEPS生産  

量は、ゝ2株と比較して大幅に減少しており、さらにその細胞表面はより疎水性を示した  

（表1）。  
【0035】  
【表1】  

S－2株  T184－1株  T184－1株（pKMMll）  

コロニー  ムコイド型  非ムコイド型  ムコイド型  

EPS生産量  136．6（±7．9）  19．1（±4．0）  109．3（±38．4）   

MATH  －8．1（±4．2）  乱7（±0．5）  －4．6（± 6．2）   

按触角  34．3（±1．2）  83．5（±4．1）  49．9（±4．0）  

10  

【産業上の利用可能性】  

【0036】   

本発明は石油の分解・資化により環境の浄化や、酵素やバイオサーファクタントなどの  
生産等において、より括性の高いロドコツカス・ロドキュラスを含むロドコツカス属細菌  

の開発に利用することができる。  

【図面の簡単な説明】  

【0037】  
【図1】R．rhodochrousS－2株由来の非ムコイド型の変異株にS－2株のEcoRI、KpnI、Ps  

tIライブラリーを作製することを示す。  

【図2】pK4B29P及びPK4D8K又はPK4D8Krの大まかな制限酵素地図とサブクローニングの結  
果を示す  

【図3】3．7－kbのPstI」くpnI領域の塩基配列の100bpを区分として行ったGCプロット解  
析の結果を示す。  
【図4】Psl：Ⅰ－KpnI断片のより詳細なサブクローニングの結果を示す。  

【図5】ORF4の増幅のためのプライマーPl－P7の位置関係を示す。  
【図6】ORF4遺伝子破壊用のプラスミドの作成と、ムコイド型（右上）と非ムコイド  

型（右下）の写真を示す。  

【図7】ts耐性TF体T184－1株とS－2株のmAのサザンハイプリダイゼーションの結果を示す  

0  

【図8】PCRによる遺伝子破壊位置を示す。  
【図9】ORF4破壊株へのORF4の導入を示す。  
【図10】ORF4破壊株とL2株の石油存在化における生育を示す。  
【配列表フリーテキスト】  

【0038】  
配列番号3 0RF4の増幅のためのプライマーPl  

20  

30  

4の増幅のためのプラ  

4の増幅のためのプラ  

4の増幅のためのプラ  

4の増幅のためのプラ  

4の増幅のためのプラ  

4の増幅のためのプラ  

配列番号4 0RF  
配列番号5 0RF  
配列番号6 0RF  
配列番号7 0RF  
配列番号8 0RF  
配列番号9 0RF  

イマーP2  

イマーP3  

イマーP4  

イマーP5  

イマーP6  

イマーP7  

40   
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【図1】  

薮
夢
巴
寮
蒜
重
商
苫
茸
 
 

患
漕
畠
竃
雀
諒
遜
森
喧
嘩
慧
 
 

萬
場
私
立
〓
ナ
由
料
 
 
 

顎
廉
恥
 
 

－
常
澄
 
 

－
頸
亀
竜
 
 

準
混
 
 

線
静
洛
陽
単
語
覿
浩
思
 
 

州
東
海
－
貰
鱒
軍
畏
き
警
爵
欝
温
 
 

州
虫
歯
‡
岬
薫
叫
等
蓋
品
痕
勘
軌
桐
斡
せ
鍼
払
 
 

捏
鰯
濾
醜
蔽
融
亘
ヤ
雨
適
 
 

立
働
林
寺
鴇
奴
ふ
底
止
涙
 
 

恐
喝
 
 
 

立
脚
ホ
溝
恥
寸
断
 
 



（11）  ］P 2006－146〕1 A 2006．1．19   

】
琵
㌣
項
将
 
琶
厨
 
 

2
 
 

図
 
 

l
 
 

i
‰
か
叫
 
Ⅰ
噂
宍
痘
 
 
 

蓮
架
茸
亀
嵩
遠
架
琵
亀
 
 



（12）  ］P 2006－146〕1 A 2006．1．19  

【図3】  

慧
〓
置
罵
 
 
 

亀
軍
馬
先
 

篭
 
 

払
意
堤
蟹
 
 
 

寸
』
出
0
 
門
鶏
錦
0
 
 
 
洞
払
画
○
 
 ロ
○
－
 
 

⊂〉  
vr 

く％lOはり雷蟄串09  

1＝＞  



（13）   ］P 2006－146〕1 A 2006．1．19  

【図4】   

乳
せ
【
司
 
 

㌣
青
竜
窓
 
 

邑
†
n
頑
篤
 
 
 

弘
†
n
司
 
 
 

弘
†
門
司
 
 

邑
†
n
司
龍
 
 
 

弘
サ
ロ
可
 
 

部
由
十
〓
ロ
口
 
 

琴
華
感
臆
耕
法
 
 

q
ゼ
哨
．
¢
 
 

¢
払
出
○
 
 

教
養
曳
∴
嘗
壕
駕
 
 
 

〓
 
 

二
 
 

－
 
 
 

【
 
 

〓
▲
 
 
 
 
 
 
 
【
 
 
二
 
▼
t
 
 

〓
 
 

l
 
 
 こ
 
r
【
 
 

■
 
 

－
 
 

れ
」
已
（
）
 
 

・
‖
．
 
1
 
 

寸
勘
銘
0
 
椚
』
錮
○
 
 

〓
買
買
温
 
 

○
〓
2
－
＼
5
も
 
 

警
貞
蕎
嵐
 
 

賢
告
肴
鼠
 
 

嘗
貞
莞
鼠
 
 

睾
告
菖
嵐
 
 

等
曽
鰯
鼠
 
 



］P 2006－146〕1 A 2006．1．19  

【図5】   

ト
d
 
 

l
 
 

豊
〓
遠
 
 

寸
n
 
 

l
 
 
 

岨
d
 
崎
乱
 
 

†
 
l
 
 



（15）  ］P 2006－146〕1 A 2006．1．19  

【図6】   

」
S
｝
‥
‖
守
山
∝
0
『
0
0
L
U
コ
n
 
 

噂
Z
凸
番
山
一
型
 
 



（16）  ］P 2006－146〕1 A 2006．1．19  

【図7】  

q
ぷ
椚
．
L
▽
 
 

q
ぜ
甲
骨
▽
 
 
 

寸
誌
0
‖
遥
望
d
 
 

式
Z
凸
討
或
l
章
二
芭
 
 
 

掛
買
椚
 
 
 

△
q
崖
〇
．
椚
 
 

こ
ミ
 

こ
ミ
 
 

こ
い
ド
）
 
 

ニ
±
 
 

…
・
！
…
テ
 
し
莞
忘
忘
卜
・
…
…
‘
ぎ
・
…
十
盲
葺
」
 

遥
㌫
〓
㌃
・
…
」
 
 

瑠
．
遥
…
彗
＝
t
…
登
仙
適
 
 

埼
 
 

苺
 
 

T
‡
喜
…
喜
喜
喜
童
票
崇
T
…
裏
‡
喜
⊥
 
 

T
㌢
塵
瑠
句
中
－
⊥
 
 

雲
寓
二
軍
ヒ
如
忘
驚
－
 
 



（17）  ］P 2006－146〕1 A 2006．1．19  

【図8】   

皿
忍
椚
．
〇
蔓
 
 

q
よ
○
、
L
 
t
 
 

q
霊
山
．
L
嚢
 
 

薫
ぷ
0
㌫
∵
l
 
 

。
‥
堪
」
観
世
 
 

ノ
〕
軒
顎
代
入
H
も
ー
ふ
守
東
海
密
 
 

せ
比
 
 
和
軋
 
 

讐
・
甘
 
‡
W
 
 

瑠
梗
ヂ
よ
軍
〓
－
－
蜃
選
 
 

亘
 
 

頭
 
 

T
‡
蔓
〓
〓
γ
⊥
 
 

巴
 
L
乱
」
㌣
京
配
 
 

管
 
†
 
 

昆
★
よ
じ
晶
㌔
 
 

サ
 
 
 

（
」
ト
）
 
 

雲
舞
〓
翠
巴
如
忘
驚
－
 
 

（
萱
）
 
 

或
這
凸
韓
N
・
S
 
 



］P 2006－146〕1 A 2006．1．19  

【図9】   

首
」
鑑
0
＋
豊
豆
 
 

蕃
轡
潜
寸
」
比
○
 
 

†
∩
可
 
 寸

」
∝
○
＋
寸
温
 
 

軽
部
潜
寸
山
比
○
 
 

†
∩
頑
篤
 
 
 

屋
‥
‥
せ
造
0
『
0
0
L
u
コ
n
 
 

」
S
】
 
 



（19）  ］P 2006－146〕1 A 2006．1．19   

【図10】  

∞
0
＋
］
〇
．
L
 
 
 

通
0
＋
］
〇
．
L
 
 

昭
0
＋
山
〇
．
L
 
 
 

寸
0
＋
山
〇
．
L
 
 

M
¢
＋
山
甲
L
 
 

N
¢
十
］
〇
．
L
 
 

ト
Q
＋
］
〇
．
L
 
 伸叩画牒睦庫  

盲
…
 
 

貌
珂
蝉
問
恥
モ
怠
ぎ
L
 
 

卓
聾
者
東
 
 

壁
亜
堀
聾
 
 

徳
鮮
潜
 
 

寸
」
だ
0
 
 

∈
d
j
O
L
L
．
日
記
 
 

†
申
立
払
出
血
担
巴
 
 

蕃
N
I
S
 
 

【配列表】  

20060146ヨ1（刀0001．app   



］P 2006－146〕1 A 2006．1．19  

フロントページの続き  

（72）発明者 砂入 道夫  

東京都千代田区九段南四丁目8番24号 学校法人日本大学内  

（72）発明者 岩淵 範之  

東京都千代田区九段南四丁目8番24号 学校法人日本大学内  

（72）発明者 小俣 せいは  

神奈川県厚木市飯山3219－15  

Fターム（参考）4BO24，uO3 AA17 BA80 CAO3【淡05 EAO4 GA14  

4HO45AAlO AA20Ju30 BAlO ml FA74   


