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１．はじめに 

ビオラセインは青紫色の色素で，

Chromobacterium violaceum などのグラム陰性細菌に

よって生産され 1)，抗腫瘍活性，抗菌活性，抗原生

動物活性等の生理活性をもつ物質であることが報告

されている 2)．ビオラセインは，L-トリプトファン

を基質とし，ビオラセイン合成遺伝子群中の vioA，

vioB，vioC，vioD，vioE にコードされているタンパ

ク質によって合成される 3) （図 1）． 

 

図 1 ビオラセイン合成経路 4) 

 さて，環境浄化技術のうち，生物学的手法とし

て，バイオスティミュレーションとバイオオーグメ

ンテーションが知られている．前者は，汚染現場に

生息している分解細菌を,酸素や栄養源を添加する

ことで活性化させ汚染物質の分解を促進する手法

で，後者は，外部で培養した特定の分解細菌を汚染

現場に添加し汚染物質を分解する手法である．一般

的に，バイオオーグメンテーションの方が，分解能

力の高い微生物を活用できるため浄化時間が短く，

近年注目されている技術である． 

 しかし，バイオオーグメンテーションでの環境浄

化の成功例は殆どない．それは，汚染現場に添加し

た分解細菌が汚染物質を分解する前に土着の原生動

物により捕食されてしまい，その細菌数を維持でき

ないことが原因であるとされている 5)． 

 当研究室の過去の研究では，ビオラセイン合成遺

伝子群を導入したトリクロロエチレン分解細菌が原

生動物による捕食を回避したことが示され 6)，実際

の汚染現場での活用が期待されている．一方，ビオ

ラセイン生産細菌とビオラセイン合成遺伝子群に関

しては報告例が多くないのが現状である． 

 そこで本研究では，ビオラセイン産生に関わるビ

オラセイン合成遺伝子群の解析を目的とし，ビオラ

セイン生産細菌を単離し，単離した菌株のビオラセ

イン合成遺伝子群の取得，解析を行った． 

 

2. 実験方法 

2.1 サンプリング 

 ビオラセイン生産細菌の取得のために，2020 年 7

月 3 日に宮城県多賀城市野田の玉川にてサンプリン

グを行った．サンプリングポイントは上流，中流，

下流の 3 ポイントとした．試料は 50ml 遠心管で採

水し，採水後 1時間以内に実験に使用した． 

2.2 ビオラセイン生産細菌の単離 

 試料を 10，100，1000，10000 倍に希釈し，各々

を DifcoTM R2A Agar（BD 社製）に 200μl ずつ塗布

し，30℃で約 5 日培養した．生えた紫色のコロニー

を新たな R2A 寒天培地に同条件で画線培養し，こ

の作業を 3 回繰り返し純化した． 

2.3 16S rRNA 遺伝子の解析 

単離した菌株を同定するために 16S rRNA 遺伝子

の PCR 増幅を行った，テンプレートは，単離した菌

株の各々のコロニーから，シカジーニアス® DNA 抽

出試薬（関東化学社製）を用いて，添付のマニュアル

に従い抽出した．また，プライマーペアは 27F（5’-

AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’）と 1492R（5’-  

GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’），酵素は，PrimeS-
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TAR GXL DNA Polymerase（タカラバイオ社製）を使

用した．PCR 反応は，Pre heating 98℃ / 2 分の後，変

性 98℃ / 10秒，アニーリング 55℃ / 15秒，伸長 68℃ 

/ 1.5 分を 30 サイクル，Post extension 68℃ / 1.5 分で

行った．塩基配列の決定は，PCR 増幅産物を

SephacrylTM S-300 High Resolution（GE Healthcare 社

製）で精製後，Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing 

Kit（Thermo Fisher Scientific 社製）を用いて，添付の

マニュアルに従ってシークエンス反応を行い，ABI 

PRISM 3130 Genetic Analyzer（Thermo Fisher Scientific 

社製）で塩基配列を両方向から決定した． 

2.4 ビオラセイン合成遺伝子群の単離と解析 

 ビオラセイン合成遺伝子群のシークエンス解析を

行うために PCR 増幅を行った．テンプレートは 2.3

の抽出 DNA を用いた．プライマーペアは，vioMV- 

1307F（5’-AGC GAT CAC TAT CCG GTG C-3’），vio- 

MV9427R2（5’-GGA CCA CTT CCT GTA TCG G-

3’），酵素は，Tks Gflex DNA Polymerase（タカラバ

イオ社製）を使用した．PCR 反応は，Pre heating 

94℃ / 1 分の後に，変性 98℃ / 10 秒，アニーリング 

60℃ / 15 秒，伸長 68℃ / 8.5 分を 30 サイクル，Post 

extension 68℃ / 8.5 分で行った．塩基配列の決定は

2.3 と同様に行った． 

 

3 結果と考察 

3.1 ビオラセイン生産細菌の単離 

 多賀城市野田の玉川でサンプリングをし，紫色の

色素を生産する細菌を 6 種類単離した．菌株を各々

KP1，KP2，KP3，KP4，KP5，KP6 と命名した． 

3.2 菌株の同定 

単離した菌株 6 株の 16S rRNA 遺伝子を PCR 増幅

し，塩基配列を決定した．各々BLAST で相同性検

索を行った所，全て Chromobacterium 属細菌と非常

に高い相同性が示された．また，6 株のうち 3 株は

上流，残りの 3 株は中流のポイントから単離した菌

株であることから，時期的に Chromobacterium 属細

菌が優占化していた可能性がある． 

3.3 ビオラセイン合成遺伝子群の単離と解析 

ビオラセイン合成遺伝子群を単離するためにプラ

イマーの設計を行った． Chromobacterium violaceum 

JCM1249 , C. vaccinii XC0014 , C. vaccinii 21-1 , C.vac-  

cinii NCTC9370 のビオラセイン合成遺伝子群の周辺

領域の塩基配列を Clustal W で比較し，共通する配

列を基に設計した．Forward プライマーを 5 種類，

Reverse プライマーを 6 種類設計し，PCR 増幅を行

った結果，そのうちのひとつのプライマーの組み合

わせで，6 株全てから約 8kb の DNA が増幅され

た． 

これらをシークエンス解析した結果，6 株全てが

既知のビオラセイン合成遺伝子群の遺伝子構造と同

様の構造を有していることが判明した（図 2）．  
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図 2 単離した菌株のビオラセイン合成遺伝子群の遺伝子構造 
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