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論文の内容の要旨

メタゲノム解析手法を用いて、主に未知微生物により構成される環境中の微生物生態系に存在する新たな

クオラム・センシング (QS)機構を発見した。発見された新規QS機構はアシルホモセリンラクトン (A也)

に基づく LuxIIRタイプのもの2種と、インディゴ生合成の中間代謝物が関与している系の1種であるO 前

者の 2つはそれぞれコークス廃水処理活性汚泥、土壌を対象としたメタゲノムライブラリから発見されたも

のである。 活性汚泥由来のものはBetaproteobacteηα綱に属すると思われる未培養細菌、そして土壌由来のも

のはNitrosPirae内に属する可能性が高い未培養細菌に起源を持つことが系統解析から明らかにされた。特に

Nitros戸zrae門に見出された新規LuxIIRタイプQS機構は遺伝子配列(アミノ駿配列)の相向性は低かったも

のの、 AHL合成酵素であるいxIタイプのタンパク質は触媒活性に必須なアミノ酸に置換はなく、立体構造

解析の結果からも酵素の構造そのものに変形は確認されなかったことから、 AHL合成の機能は保持されて

いることが強く示唆された。なお、これら 2種の生産するシグナルを調べたところ、雨者が侍ーのAHL

(C12-HSL : C12の長さのアシル基鎖を持つ AHL)であることがN服(核磁気共鳴)分析と FAB-MS分析よ

り明らかとなった。 内レベルで隅たっている微生物に存在する分子進化的にも遁か古くに分岐した酵素ホモ

ログが全く i司ーの AHLを合成するのは、進化学的に興味深いことであるばかりでなく、細菌の門を越えた

異種間でクオラム・センシングが行われている可能性を示唆する重要な発見であると言える。

一方、土壌メタゲノムライブラリの中に見出されたAHL生産とは別の代謝物が関与していると考えられ

たものは、 QSシステムの誘導のみならず、コロニーに青色の呈色が見られたものであったoTLC (薄層ク

ロマトグラフィー)を用いた分析法により、これらの発色はインデイゴ、インジルピン等の色素であること

が明らかとなった。色素展開シリカゲルに直接センサー菌株を塗布した試験(アガーレイヤー法)において、

これら色素は QSシステムの誘導に関与しておらず、これらと移動度の異なる無色の物質(=中間代謝物)

が直接の誘導物質となっていることを明らかとした。この誘導物質がどの様な物質であるか質量分析等の解

析により確かめたところ、本シグナル物質はインドールからインジルピン、インデイゴを合成する経路の中
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間体である f2，3七ydroxyindoleJである可能性が高いことが示された。

また、本研究に用いられた手法は、同様な研究に用いられてきた QSシグナルのセンサー菌の中でメタゲ

ノム由来のインサートを含むプラスミドを共発現させる方法(イントラセルラ一法)ではなく、メタゲノム

由来のインサートを含む組換え大湯菌の培養物(または、その上精)を用いてセンサー菌の反応を検出する

という、言わば「インターセルラ一法jと呼べる新しい方法である。この方法は、様々な環境試料に対して

ライブラリを作り直すことなく応用可能で、ある、感度が異なる(または検出対象の異なる)複数のセンサー

菌を同時に使用することが可能であるというメタゲノムを対象とした未知 QS機構の探索に有利な特徴を

持っている。

審査の結果の要旨

本研究により発見された新規QS機構のひとつはNitrostirae門に起源を持つ可能性が高く、従来知られて

いる Proteobacteria門以外の加の門からの発見として錨値のある成果である。また、その遺伝子解析ばかり

でなく、それにより生産されるAI-江を特定したことも高く評価できる。更に QS機構にインデイゴ中関代

謝物が関与する事を見出し、そのシグナル物質が何であるかを示唆出来た研究も十分に評価に値する。また、

本研究で提案された fインターセルラ一法jは、メタゲノムに潜む未知 QS機構の探索に有利な特徴を有し、

本分野の研究を加速する重要な方法となって行くであろう事は疑いがない。

平成 24年 10月10日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査を行い、本

論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員によって合

格と判定された。

よって、著者は博士(生物工学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認めるO
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