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緒 言命

微 生 物 は種 々 の 炭 素 源 や 窒 素 源 な どか ら､ そ れ ぞ れ の 環 境 に 応 じ

て 自身 の生 育 に必 要 な 物 質 を過 不 足 無 く合 成 す る こ とが で き る｡ 微

生 物 の この よ う な 合 目 的 性 は､ 遺 伝 子 の 形 質 発 現 レ ベ ル や 細 胞 内 酵

素 反 応 レベ ル に お け る精 巧 な 調 節 反 応 の結 果 で あ る｡

一 方､ 微 生 物 の工 業 的 利 用 と は､ そ の 調 節 作 用 を 人 為 的 に 改 変､

制 御 し､ 日 的 物 質 の生 産 性 向 上 を 図 る こ とで あ る｡ 従 来､ こ の よ う

な 目 的 の た め に 突 然 変 異 処 理 に よ る遺 伝 情 報 の 改 変 が 主 と して 行 わ

れ て き た が､ こ れ は一 般 に 1- 数 塩 基 対 を 変 化 させ る に過 ぎず､ 生

産 性 を 飛 躍 的 に 向 上 させ る に も一 定 の 限 度 が あ る の は や む を 得 な い

こ とで あ った｡ これ に 対 し､ 遺 伝 子 組 換 え 技 術 が 発 展 した 結 果､

1,000塩 基 対 以 上 の DNA断 片 で も操 作 す る こ と が 可 能 と な り､ 遺 伝 情

報 を 質､ 量 共 に 飛 躍 的 に 変 化 させ る こ とが で き る よ う に な っ た｡ 今

そ の 技 術 的 発 展 を 歴 史 的 に概 観 して み る と､ 1960年 後 半 か ら1970年

に か け て の 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドの 発 見 1) 2'と そ の 大 量 調 製 法 の 確 立

8).)や､ DNAを 特 定 部 位 で 切 断 す る制 限 酵 素 B)8)お よ び こ れ を連 結 す

るDNAリガ ー ゼ の 発 見 7)､ さ ら に生 細 胞 へ の プ ラ ス ミ ドDNAの 移 入 法

の 確 立 8)に よ り ま ず 大 腸 菌 で 遺 伝 子 操 作 実 験 が 行 わ れ る よ う に な っ

た｡ ま た､ 特 定 の 遺 伝 子 を 単 離 し､ これ を 多 コ ピー 型 の ベ ク タ ー プ

ラ ス ミ ドに組 み 込 む こ と に よ り遺 伝 子 の コ ピー 数 を 増 加 させ る い わ

ゆ る遺 伝 子 導 入 量 効 果 や､ ク ロー ン化 した 遺 伝 子 の 形 質 発 現 を 人 為

的 に制 御 す る こ と に よ り生 産 物 の 収 量 を増 大 させ る こ と も基 本 的 に

可 能 と な った｡ 現 在 で は､ 高 等 動 植 物 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ を 含

め､ 種 々 の生 理 活 性 蛋 白 質 の 構 造 が 解 明 さ れ､ 種 々 の 有 用 物 質 の 工

業 生 産 も行 わ れ る よ うに な って き た｡ こ の よ うな遺 伝 子 操 作 技 術 は､
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有 用 な ベ ク タ ー と形 質 転 換 法 さ え 存 在 す れ ば､ 大 腸 菌 以 外 の 如 何 な

る生 物 で も宿 主 と して 利 用 す る こ とが 可 能 で あ り､ これ ま で に枯 草

菌 D) 10) l l)､ 酵 母 12) 13日 4)､ 放 線 菌 16)を 始 め と して 種 々 の 微 生 物

に も適 用 され て い る｡ ま た 最 近 で は､ 動 物 細 胞 や 植 物 細 胞 に お い て

も宿 主 ･ベ ク タ ー 系 が 開 発 され 有 用 物 質 生 産 に利 用 され つ つ あ る｡

一 方､ 微 生 物 の 中 に は 55℃ 以 上 の高 温 環 境 下 で 増 殖 す る好 熱 性 細

菌 が 存 在 す る｡ これ らは一 般 に高 い増 殖 速 度 を示 し､ か つ そ の生 産

す る各 種 酵 素 は熟 や 化 学 的 変 性 剤 に対 して 耐 性 が 強 い こ とか ら､ こ

の好 熱 性 細 菌 を 発 酵 工 業 に利 用 す る こ と に よ り､ 耐 熱 性 酵 素 の 生 産

や､ 培 養 時 に お け る冷 却 費 の軽 減 等 が 期 待 され､ そ の 利 用 価 値 は高

い もの と考 え られ る｡ さ らに､ 遺 伝 子 操 作 技 術 を こ の よ うな 好 熱 性

細 菌 に適 用 す る こ とが で きれ ば､ 高 い増 殖 速 度 と遺 伝 子 投 与 効 果 に

よ る物 質 生 産 能 力 の 飛 躍 的 向 上 の み な らず､ 好 熱 菌 に お け る各 種

(中 温 菌 由 来､ 好 熱 菌 由 来 ) 遺 伝 子 の 形 質 発 現 と そ の 遺 伝 子 産 物 を

比 較 検 討 す る こ と に よ り､ 好 熱 菌 に お け る耐 熱 機 構 の 分 子 レベ ル で

の解 明 な ど､ 基 礎 的 研 究 も可 能 と な り､ 応 用 的 見 地 か ら も学 術 的 見

地 か ら もそ の意 義 は大 き い と考 え られ る｡

本 研 究 の 目的 は､ この よ うな性 質 を持 つ 好 熱 性 細 菌 を宿 主 と した

遺 伝 子 操 作 系 の 開 発 を 目 的 と して､ 特 に ベ ク タ ー の.開 発 と そ の 利 用

を行 う こ と に あ るが､ 研 究 開 始 に先 立 ち宿 主 菌 の選 択 理 由 に つ い て

簡 単 に述 べ て み た い｡

好 熱 性 細 菌 は､ 大 き く分 け て 生 育 温 度 が 75℃ 以 上 の高 度 好 熱 菌 と､

55- 75℃ の 中 等 度 好 熱 菌 と に分 類 され る 16)o 高 度 好 熱 菌 に は､ グ ラ

ム陰 性 梓 菌Thermus thermophilus､ Thermus flavus や 有 胞 子 梓 菌

Bacillus caldolyticus､ Bacillus caldotenaxな どが あ げ られ る｡

これ に対 して､ 中 等 度 好 熱 菌 の 例 と して はBacillus stearothermo-
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philusが 特 に有 名 で あ る. Thermus属 細 菌 は グ ラ ム陰 性 細 菌 に特 有 の

3層 構 造 か らな る細 胞 膜 を有 し､ そ の点 か らす る と大 腸 菌 (Esche-

richia出 土)と類 似 性 が あ り､ ま たB.caldolyticus､ B.Caldotenax､

B.stearothermopbilusな どの好 熱 性 Bacillus属 細 菌 は 内 生 胞 子 を 形

成 す る点 で 枯 草 菌 (Bacillus subtilis) の類 縁 で あ る と言 え るO

あ る特 定 の遺 伝 子 を ク ロ ー ン化 し､ これ ら類 縁 菌 相 互 に そ れ ぞ れ 移

入 し､ 中 温 菌 と好 熱 菌 の 立 場 か ら同 一 遺 伝 子 の特 性 を 解 明 す る上 か

ら も進 化 論 的 立 場 か ら も興 味 あ る こ とで あ る｡ さ ら に､ Bacillus 属

細 菌 は種 々 の 菌 体 外 分 泌 酵 素 を生 産 し 1日､ これ らの利 用 お よ び分 泌

機 構 の 解 析 に つ い て も意 義 が 高 い と考 え られ た の で､ 本 研 究 で は好

熱 性 Bacillus属 細 菌､ 中 で も研 究 的 背 景 が 比 較 的 整 った B.stearo-

them ophilusを 宿 主 とす る有 用 な ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドの 構 築 に 力 を

注 い だ｡

B.stearothermophilusATCC12980(IFO12550) は基■準 菌 株 で あ り

18)､ 40- 70℃ の範 囲 で 生 育 が 可 能 で あ る 19)o 特 に 60℃ 付 近 で 最 大

の増 殖 速 度 を示 し､ そ の 世 代 時 間 が 約 15分 で あ る こ とが 知 られ て い

る｡ こ の 菌 株 は､ そ の役 割 の 同 定 が 行 わ れ て い な い い わ ゆ る ク リブ

テ ィ ッ ク プ ラ ス ミ ドpBSOlを 保 持 し､ ま た 適 当 な マ ー カ ー を 有 して い

な か った が､ 本 研 究 開 始 後 Imanakaら= )に よ って ス トレプ トマ イ シ

ン耐 性 (smr) を 付 与 し､ プ ラ ス ミ ドpBSOlを脱 落 さ せ た B.stearo-

thermophilus CU21株 が 造 成 され た｡ ま た､ こ の B.stearothermo-

philus CU21株 の プ ラ ス ミ ドに よ る形 質 転 換 法 も同 時 に開 発 され た｡

そ こで､ 本 研 究 に お い て も好 熱 菌 宿 主 に つ い て はB,Stearothermo-

philus CU21株 を分 譲 して い た だ き宿 主 菌 と して 使 用 した｡ 本 菌 株 は､

各 種 抗 生 物 質 に 対 す る感 受 性 が 強 く､ 形 質 転 換 に よ る プ ラ ス ミ ドの

移 入 を 薬 剤 耐 性 マ ー カ ー で 容 易 に確 認 で き る と考 え られ た の で､ 本
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研 究 で は こ の よ うな 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 保 持 す る プ ラ ス ミ ドを 種 々 の

好 熱 性 細 菌 か ら検 索 単 離 す る こ と か ら実 験 を 開 始 し た｡

第 1章 で は､ 自然 界 に 分 布 す る 好 熱 性 Bacillus属 細 菌 よ り プ ラ ス

ミ ドDNAの 分 離 を 試 み､ こ れ ら の う ち プ ラ ス ミ ド上 に 薬 剤 耐 性 遺 伝 子

を 保 持 す る も の をB.subtilisの 形 質 転 換 実 験 よ り選 択 した｡ 分 離 し

た 2種 の 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドpTHT15とpTHⅣ1に つ い て そ の 薬 剤 耐 性 遺

伝 子 や､ プ ラ ス ミ ドの 複 製 に 関 与 す る遺 伝 子 部 分 (複 製 開 始 点 領 域 )

を 決 定 す る と共 に､ こ れ ら の プ ラ ス ミ ドの 基 本 的 諸 性 質 に つ い て も

検 討 を 行 った｡

第 2章 で は､ 枯 草 菌 ベ ク タ ー pUBllOと好 熱 性 Bacillus属 細 菌 由 来

の pTHT15とpTHⅣ1の 遺 伝 子 の 相 同 性 に つ い て 調 べ た. そ の 結 果､

pm T15とpUBllOは複 製 開 始 点 領 域 が､ pTHNlとpUBllOは薬 剤 耐 性 遺 伝

子 部 分 が 非 常 に 相 同 性 が 高 い こ と が 認 め ら れ た｡ ま た､ pTHT15､

pTHNl､ pUBllOの 3つ の プ ラ ス ミ ド間 に 共 通 の 相 同 性 領 域 が 存 在 し､

細 胞 膜 へ の結 合 領 域 で あ る と考 え られ た｡

第 3章 で は､ B.subtilisとB.Stearother_且pphilus_に お け る プ ラ ス

ミ ド6種 類 (pUBllO､ pTHT15､ pTHNl､ pTP4､ pTP5､ pC194) の 熟 安

定 性 を 調 べ た. そ の 結 果､ B.subtilisに お い て はpUBllO､ pTHT15､

pTHN1､ PC194は そ の 生 育 限 界 温 度 ま で 安 定 に 保 持 さ れ 薬 剤 耐 性 遺 伝

子 の 発 現 が 可 能 で あ った が､ pTP4とpTP5は 45℃ 以 上 で 不 安 定 で あ っ

た｡ し か し､ pUBllOと組 換 え プ ラ ス ミ ドを 作 製 す る こ と で 安 定 化 さ

れ る こ とが 明 か と な った｡ 次 に､ B.stearothermophilus に お い て は､

pc194､ pUBllO､ pTHT15､ pTHNlが 形 質 転 換 可 能 で あ っ た が､ pC194は

55℃ の 生 育 温 度 に お い て は ほ と ん ど宿 主 内 か ら脱 落 したo pTHNlは

55℃ ま で､ pUBllO､ pTHT15は 60℃ 付 近 ま で 安 定 に 保 持 さ れ た｡ しか
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し､ pTP4お よ び pTP5は形 質 転 換 能 を 有 して い な か っ た｡ ま た､

pc194の 複 製 開 始 点 領 域 を 熟 安 定 なpTHT15の 複 製 開 始 点 領 域 に 変 換 す

る こ と に よ り安 定 化 で き る こ と が 示 され た｡ これ ら の 結 果 を も と に､

B.subtilis､ B.stearothermophilusの 両 方 で 複 製 発 現 可 能 な 3つ の 薬

剤 に耐 性 な シ ャ トル ベ ク タ ー を 構 築 した｡

第 4章 で は､ 好 熱 性 Bacillus属 細 菌 由 来 プ ラ ス ミ ドpTHT15の Tcr遺

伝 子 の 全 塩 基 配 列 を 解 明 し､ そ の 構 造 遺 伝 子 の オ ー プ ン リー デ ィ ン

グ フ レー ム と転 写 開 始 点 を 決 定 した｡ ま た､ Tc-発 現 が Tcに よ る誘 導

を 受 け る こ と か ら､ ブ ロ ー モ ー タ ー 部 分 に お け る 発 現 制 御 機 構 に つ

い て 考 察 を 進 め､ mRNAに よ る トラ ン ス レー シ ョナ ル ア テ ニ ュ エ ー シ

ョ ンモ デ ル を 提 唱 した｡

第 5章 で は､ 発 現 制 御 を 確 認 し､ さ ら にTcr遺 伝 子 の 利 用 を 目 的 と

して､ B.subtilisか ら α- ア ミラ ー ゼ 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し､ 得

られ た α- ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 構 造 遺 伝 子 部 分 を pTHT15の Tcr遺 伝 子

の ブ ロ ー モ ー タ ー お よ び 発 現 制 御 領 域 に連 結 した｡ そ の 結 果､

500ng/nRのTc添 加 に よ り15倍 も の 分 泌 発 現 の 制 御 が 可 能 で あ る こ と

を 確 認 した｡

な お､ 最 後 に は本 研 究 の 結 果 を 総 括 し､ 好 熱 性 細 菌 と枯 草 菌 に お

け る遺 伝 子 操 作 系 - の 展 望 を 述 べ た｡
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第 1葺 好 熱 性 Bacillus属 細 菌 由 来 の 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドの

分 離 と そ の 性 質

第 1節 緒 言

大 腸 菌 を 始 め とす る グ ラ ム 陰 性 細 菌 か ら は､ す で に 薬 剤 耐 性 プ

ラ ス ミ ドが 多 数 分 離 さ れ､ こ れ ら の 改 良 に よ り多 く の 有 用 な プ ラ ス

ミ ドベ ク タ ー が 開 発 さ れ て い る｡ ま た そ の 中 に は 広 い 宿 主 域 を 示 し､

種 々 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 に お い て 利 用 可 能 な ベ ク タ ー も存 在 し て い る｡

一 方､ Bacillus subtilisを 中 心 とす る グ ラ ム 陽 性 細 菌 に お い て も プ

ラ ス ミ ドベ ク タ ー に よ る 形 質 転 換 法 と ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドの 開 発 に

よ り遺 伝 子 操 作 系 が 確 立 さ れ て い る｡ ま た､ B.subtilisの プ ラ ス ミ

ドベ ク タ ー と し て 利 用 さ れ て い る プ ラ ス ミ ドの 中 に は､ pUBllOの よ

う に 形 質 導 入 及 び プ ロ トプ ラ ス ト法 の 形 質 転 換 法 に よ り他 の Bacil一

旦_旦旦属 細 菌､ た と え ば Bパ川m日日 ､ B.licheniforTnis及 び B.megah-

L辿且に 導 入 可 能 な 宿 主 域 の 比 較 的 広 い も の も あ る. しか し な が ら､

本 研 究 で 宿 主 と して 用 い るB.stearothermophilusは､ 同 じBacillus

属 細 菌 で あ っ て も そ の 生 育 環 境 が 55℃ 付 近 と非 常 に 異 な る た め に､

B.subtilisに お け る 系 が そ の ま ま 使 え る と は 言 い 難 い｡

一 方､ 好 熱 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド と して は 高 度 好 熱 菌 Thermus

thermophilusとT.flavasか ら4種 の プ ラ ス ミ ドが 分 離 さ れ て い る｡

しか し､ こ れ ら の プ ラ ス ミ ドは そ の 性 質 が 不 明 で あ り､ ま た グ ラ ム

陰 性 細 菌 由 来 で あ る こ と か ら そ の ま ま 利 用 で き る こ と は 期 待 で き な

い｡

ま た､ B.stearothermophilusに お い て は テ ト ラ サ イ ク リ ン耐 性

-6-



(Tcr) プ ラ ス ミ ドpAB12421)82)､ pTB2020)､ お よ び Tcrカ ナ マ イ シ

ン耐 性 プ ラ ス ミ ドpTB19zD)､ が 分 離 さ れ た 報 告 が あ る の み で あ っ たo

そ こ で､ 本 研 究 で は 中 等 度 好 熱 菌 B.stearothermophilus20)に お い て､

自 己 複 製 可 能 で 適 当 な 選 択 マ ー カ ー を 保 持 す る プ ラ ス ミ ドベ ク タ ー

を 構 築 す る こ と を 目 的 と し､ 自然 界 か ら新 た に こ の よ う な プ ラ ス ミ

ドを 分 離 す る こ と を 試 み た｡ そ の 結 果､ 好 熱 性 Bacillus属 細 菌 と考

え られ る 菌 株 よ り2種 類 の 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドを 得 た｡ 本 章 で は､ こ

れ らの 基 本 的 性 質 の 解 明 と薬 剤 耐 性 遺 伝 子 及 び 複 製 開 始 点 の 位 置 及

び､ B.stearothermophilusの 形 質 転 換 能 に つ い て 調 べ､ ベ ク タ ー と

して の 利 用 性 に つ い て 考 察 した｡

第 2節 実 験 材 料 及 び 方 法

培 地 組 成

分 離 した 好 熱 性 細 菌 の 培 養 は す べ て TYS培 地 21) (ト リプ ト ン

20g､ 酵 母 エ キ ス 10g､ NaCl log/旦(pH 7.3)) で 行 っ た. ま た､

固 形 培 地 と して 用 い る場 合 に は､ こ れ に 寒 天 (15g/旦) を 添 加 した

(T Y S寒 天 培 地 )o B.subtilisRM125株 の 培 養 は NY培 地 (ニ ュ ー

ト リエ ン トブ ロ ス 8g､ 酵 母 エ キ ス 5g､ NaC1 3g､ MgSO4 0.2g

/a(pH7.0)) を､ B.stearothermophilus CU21株 の 培 養 はL培 地 (ト

リプ ト ン 10g､ 酵 母 エ キ ス 5g､ NaC1 5g/ 企(pH 7.3)) を 用 い

た｡

使 用 菌 株 お よ び プ ラ ス ミ ド
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形 質 転 換 実 験 に お け る受 容 菌 と して B.subtilis RM125(arg15

主_旦旦旦旦 旦三三_吐 出 吐亡ユ) 2日 とB.stearothermophilus CU21(Smr) 杏

用 い て 行 った｡ ま た プ ラ ス ミ ドと して pUBllO(カ ナ マ イ シ ン耐 性

(xmr)､ 4.4Xb) 23)､ pc194(ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 (Cmr)､ 2.9

Kb) 24)､ pTP5(テ トラサ イ ク リ ン耐 性 (Tcr)､ 2.9Kb) 2B)を 用 い た.

好 熱 性 薬 剤 耐 性 菌 の 分 離

自然 界 か ら採 取 した 土 壌 試 料 の 約 1gを 501且の T Y S培 地 に加 え､

55℃ で 激 し く振 塗 したO そ の 5t見に 1JJB/LR濃 度 に な る よ う に ア ン ピ シ

リ ン (Amp)､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コー ル (cm)､ エ リス ロ マ イ シ ン

(Em)､ カ ナ マ イ シ ン (Km)､ ネ オ マ イ シ ン (Nm)､ テ トラ イ ク リ

ン (Tc)､ 又 は 5JIB/tAに な る よ う に ス トレ プ トマ イ シ ン (Sm) を そ

れ ぞ れ 加 え 55℃ で 2時 間 激 し く振 近 培 養 す るO こ の 培 養 液 の 0.11且を

同 じ抗 生 物 質 を そ れ ぞ れ Amp:25JJB/)見､ cm:25JJE/tR､ Em:25JIE;/止､

Xm:25JIB/LR､ Nm:25JJB/LR､ Tc:25JJB/LR､ Sm:50JJB/LR添 加 した T Y S

寒 天 培 地 上 に 塗 布 し､ 55℃ で 14か ら18時 間 保 温 した｡ 生 じた 好 熱 性

薬 剤 耐 性 菌 は 単 一 コ ロ ニ ー 分 離 に よ って 純 化 した 後､ そ れ ぞ れ の 秦

剤 を 含 む T Y S̀寒 天 培 地 上 で 4℃ で 保 存 した｡

プ ラ ス ミ ドDNAの 分 離

好 熱 性 薬 剤 耐 性 菌 に つ い て の プ ラ ス ミ ドDNAの 検 索 は Bringhamら

21)の 方 法 に準 L;て 行 った. 分 離 した そ れ ぞ れ の 薬 剤 を 含 む TYS培

也 (10■且) 中 で 55℃､ 14か ら16時 間 振 近 培 養 したo そ の 培 養 液 101見
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を遠 心 分 離 し､ 得 られ た 菌 体 を 31且の T E S緩 衝 液 (20mMTri告-HCl

(pH7.5).100mMNaCl.5mMEDTA ) で 洗 浄 した 後､ 0.31且の 25%の シ ョ

糖 を 含 む T ES緩 衝 液 に 懸 濁 した｡ 5-101喝/LR濃 度 の リゾ チ ー ム を

含 む T E S緩 衝 液 を 100JG加 え､ 氷 上 で 10分 間 静 置 した｡ 50J戊の

0.25MEDTA溶 液 を 加 え さ ら に 37℃ で 10分 間 リゾ チ ー ム処 理 を 行 っ た

後､ 50J戊の 10%SDS溶 液 と100J戊の 5MNaCl溶 液 を 添 加､ 充 分 混 合 し氷

上 で 30分 間 静 置 した｡ 18,000-19,000rpmで 30分 間 遠 心 分 離 し､ そ の

上 清 を ェ ッペ ン ドル フ チ ュ ー ブ に 移 し､ 11且の 95%エ タ ノ ー ル を 加 え

-20℃で 30分 間 保 っ た 後､ 15,000rpm､ 5分 間 の 遠 心 分 離 に よ りDNAを

沈 澱 画 分 に集 め､ 11且の 95%エ タ ノ ー ル で 沈 毅 を 洗 浄 し減 圧 下 で 乾 燥

した｡ 得 られ た DNAを 200〃且の T E N緩 衝 液 (20mMTris-HCl(pH7.5).

20mMⅣaCl.1mMEDTA) に 溶 解 し､ RNAaseA(シ グ マ ) を 50JLg/IRに

な る よ う に加 え 37℃20分 間 保 温 後､ T E S緩 衝 液 で 飽 和 した フ ェ ノ

ー ル 溶 液 を 等 量 加 え 激 し く混 和 し15,000rpmの 遠 心 分 離 に よ りDNAを

含 む 水 層 を 回 収 したo こ れ に3M酢 酸 ナ トリ ウ ム 溶 液 20〟免と95%エ タ

ノ ー ル を 600J戊加 え-70℃で 数 分 保 ち､ 15.000rpmで 5分 間 の 遠 心 分 離

を 行 い､ 得 られ た DNA沈 毅 画 分 を 70%エ タ ノ ー ル 溶 液 で 洗 浄 後､ T E

緩 衝 液 (10mMTris-HCl(pH8.0).1mMEDTA) に溶 解 した. 得 られ た

DNA試 料 は､ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る解 析 お よ びB.subtilis

RM125株 の 形 質 転 換 に用 い た｡

形 質 転 換 して 得 られ た B.subtilisRM125株 か らの プ ラ ス ミ ドの 分

離 は､ 培 養 をNY培 地 で 行 い､ リゾ チ ー ム処 理 を 37℃ で 30分 間 行 った

他 は上 記 の 好 熱 性 薬 剤 耐 性 菌 と同 様 に行 っ た｡

ま た､ 形 質 転 換 して 得 られ たB.stearothermophilusCU21株 か ら の

プ ラ ス ミ ドの 分 離 は Imanakaら 20)の 方 法 に 従 って 行 った｡ す な わ ち､

そ れ ぞ れ の 薬 剤 を 含 む L培 地 (101旦) で 55℃一 晩 振 塗 培 養 した 培 養 液
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11且を､ エ ッペ ン ドル フ チ ュ ー ブ に 移 して 遠 心 集 菌 し､ 得 られ た 菌 体

を TES緩 衝 液 で 洗 浄 した 後 100〃且の 25mM Tris-HCl(pH 8.0)､ 10mM

EI)TA､ 50mM グ ル コー ス､ 5TTt;/1旦リ ゾ チ ー ム 溶 液 に 懸 濁 した｡ 37℃

で 30分 間 リ ゾ チ ー ム処 理 を 行 っ た 後､ ooCで 約 5分 間 保 持 し､ こ れ に

0.1N NaOH､ 1% SDS溶 液 200J戊を 加 え て 混 合 した｡ OoCで 5分 間 保 っ た

後､ こ れ に 3M酢 酸 ナ ト リ ウ ム溶 液 (pH4.8) を 150J戊加 え て 混 合 し､

oocで 1時 間 静 置 後､ 15,000rpm lO分 間 の 遠 心 分 離 を 行 っ た｡ 遠 心 分

離 上 清 約 0.4L且を 別 の エ ッペ ン ドル フ チ ュ ー ブ に 移 し､ TES緩 衝 液 で

飽 和 した フ ェ ノ ー ル 溶 液 と ク ロ ロ ホ ル ム を 1:1で 混 合 した 溶 液 を 500

pa加 え 激 し く振 塗 後 5000rpm 5分 間 の 遠 心 分 離 を 行 っ た｡ 上 層 部 分 約

400iJEを 別 の エ ッペ ン ドル フ チ ュ ー ブ に 移 し､ 95%エ タ ノ ー ル 1L且を 加

え て -20℃ で 30分 間 保 っ た 後 15,000rpm lO分 間 の 遠 心 に よ りDⅣAを 沈

澱 画 分 に 集 め た｡ 得 られ た DNAを TE緩 衝 液 1001LRに 溶 解 さ せ た 後､ 11唱

/瓜 の RNaseA溶 液 を 1Fa加 え 37℃ 1時 間 反 応 しDNA溶 液 と した.

プ ラ ス ミ ドを 大 量 に 閉 環 状 DⅣAと して 調 製 す る 際 に はTanaka2 8) ら

の 方 法 に 従 って 塩 化 セ シ ウ ム ー エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド平 衡 密 度 勾 配

超 遠 心 を 行 っ た｡ 得 られ た プ ラ ス ミ ドは T E N 緩 衝 液 で 飽 和 した イ

ソ ア ミル ア ル コ ー ル で エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを 除 い た 後､ T E N 緩

衝 液 で 透 析 しプ ラ ス ミ ド溶 液 と して ク ロ ロ ホ ル ム 存 在 下 4℃ で 保 存 し

た｡

形 質 転 換 方 法

B.subtilis RM125株 の 形 質 転 換 は､ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル

(p E G) 6000に よ る プ ロ トプ ラ ス ト形 質 転 換 法 1日 に よ り行 っ た｡

ま た､ B,stearotherTnOphilus CU21株 の 形 質 転 換 は Imanaka20) ら の 方
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法 に従 って 行 った｡

制 限 酵 素 は 宝 酒 造 ㈱､ BethesdaResearch Laboratories(BRL)お

よ びNewEngland Biolabsか ら購 入 し､ 切 断 反 応 は そ れ ぞ れ の 説 明 書

に従 っ て 行 ったo DNAリガ ー ゼ は宝 酒 造 ㈱ か ら購 入 した｡ 突 出 末 端 の

連 結 反 応 は プ ラ ス ミ ドDNAを 切 断 後 T E S緩 衝 液 に飽 和 した フ ェ ノ ー

ル溶 液 で 制 限 酵 素 を 失 活､ 除 タ ンパ ク し､ エ タ ノ ー ル 沈 毅 に よ り プ

ラ ス ミ ドDNAを 回 収 した｡ こ れ を 66mM Tris-nCl(pH7.6)､ 6.6mM

MgC1 2､ 10mM ジ チ オ ス レ イ ト- ル (DTT)､ 0.1mM ATP溶 液 に 溶 解 後

DNAを 混 和 し､ 0.1ユ ニ ッ トのT4 DNAリガ ー ゼ を 加 え､ 22℃ 1時 間 反 応

を行 っ た｡

電 気 泳 動

ス ク リ- ニ ン グ した 環 状 DNAは､ 0.7%(yt/vol) ア ガ ロ ー ス

(Seakem社 ,LE) を 含 む 水 平 式 ス ラ ブ ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 を 行 っ た｡

電 気 泳 動 用緩 衝 液 と して T B E緩 衝 液 (50mM Tris-は う酸 (pH8.3)､

1mM EDTA) を 用 い た｡ 切 断 した プ ラ ス ミ ドDNAの 大 き さ は､ 水 平 式

0.7%ア ガ ロ ー ス ゲ ル電 気 泳 動 又 は 縦 型 5%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電

気 泳 動 を 行 い､ バ ク テ リオ フ ァー ジ 入 cI857Sam7DNAの旦iLdⅢ 分

解 物 (23.12､ 9.42､ 6.56､ 4.36､ 2.32､ 2.03､ 0.56､ 0.13Kb)､ バ

ク テ リオ フ ァー ジ ¢Ⅹ174の臥旦_旦Ⅲ 分 解 物 (1353､ 1078､ 872､ 603､

310､ 281､ 271､ 234､ 194､ 118､ 89､ 3bp)､ pBR322(4361bp)､

pUBllO(4548bp)､ pC194(2910bp) を 分 子 量 マ ー カ ー と して 用 い た｡
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第 3節 結 果

1. 好 熱 性 薬 剤 耐 性 菌 の 分 離 と プ ラ ス ミ ドの 検 索

筑 波 近 郊 の 土 壌 及 び 堆 肥 か ら採 取 した 試 料 よ り､ エ リス ロ マ イ シ

ン耐 性 株 24株､ カ ナ マ イ シ ン耐 性 株 11株､ ネ オ マ イ シ ン耐 性 株 8株､

ス トレ プ トマ イ シ ン耐 性 株 45株､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 株 15株､

テ トラサ イ ク リ ン耐 性 株 22株 を 分 離 した｡ これ ら の 好 熱 性 薬 剤 耐 性

菌 に つ い て Creared Lysate法 と ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 法 に よ って

プ ラ ス ミ ドの有 無 を 判 定 した 結 果､ 11株 に プ ラ ス ミ ドDNAが 認 め ら れ

た (表 1- 1). これ ら は､ コ ロ ニ ー の 形 態 及 び 顕 微 鏡 観 察 に よ り

そ れ ぞ れ 別 個 の 菌 株 で あ る と判 断 され た｡

2. Bacillus subtilis の 形 質 転 換

11株 の好 熱 性 薬 剤 耐 性 菌 か ら､ 塩 化 セ シ ウ ム ー エ チ ジ ウ ム ブ ロ

ミ ド平 衡 密 度 勾 配 超 遠 心 に よ り プ ラ ス ミ ドDNAを そ れ ぞ れ 調 製 した｡

これ らの プ ラ ス ミ ドの 内 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドと して の 利 用 性 を 考 慮

し､ ま ず 5Xb以 下 の プ ラ ス ミ ドに つ い て 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の 存 在 を 検 討

す るた め､ 各 プ ラ ス ミ ド1媚 をB,subtilisRM125株 へ 形 質 転 換 した｡

そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドを 有 す る親 株 が 耐 性 を 示 す 薬 剤 の 存 在 下 で 逮

択 を 行 った と こ ろ､ 形 質 転 換 株 が 得 られ た の はT15株 由 来 の プ ラ ス ミ

ドに よ るTcr形 質 転 換 株､ 及 びNl株 よ りTcr､ Kmr､ TcrKn-形 質 転 換 株

で あ っ た｡ これ らの B.subtilis形 質 転 換 株 か ら プ ラ ス ミ ドを 調 製 し､

ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た と こ ろTcrを 示 す 形 質 転 換 株 か ら は､
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T15株 又 はNl株 の4.5Ebプ ラ ス ミ ドが､ Xmrを 示 す 形 質 転 換 株 か ら は

Nl株 の 4.8Kbプ ラ ス ミ ドが 検 出 され たo ま た､ TcrKmrの 形 質 転 換 株 か

らは4.5Ⅹbと4.8Xbの2種 類 の プ ラ ス ミ ドが 検 出 され た (図 1- 1)0

そ こで､ Ⅳ1株 に 由 来 LXmrを 付 与 す る4.8Xbプ ラ ス ミ ドをpTHNlと名 付

け たO 次 に､ T15株 とNl株 に 由 来 LTcrを 付 与 す る4.5Kbプ ラ ス ミ ドは､

後 に示 す 制 限 酵 素 旦_旦旦RI､ 牡旦_旦Ⅲ､ 室且旦Ⅱ､ 馳旦Iに よ る切 断 実 験 で､

全 く同 じ切 断 パ タ ー ンを 示 した こ とか ら同 じプ ラ ス ミ ドで あ る と判

断 され た｡ そ こ で､ これ らの プ ラ ス ミ ドを pTHT15と 名 付 け た｡ 以 上

の結 果 か ら､ 好 熱 性 薬 剤 耐 性 株 Nl株 はⅩmrプ ラ ス ミ ドpTHNlとTcrプ ラ

ス ミ ドpTHT15を 有 し､ T15株 はpTHT15を 有 して い る こ とが 明 か と な っ

た｡

3. 好 熱 性 薬 剤 耐 性 菌 Nl株 とT15株 の 性 質

薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドを 有 して い た 好 熱 性 細 菌 Nl株 とT15株 に つ い

て そ れ らの 基 本 的 性 質 を 調 べ た｡ 両 菌 共 に 絶 対 好 気 性 の グ ラ ム 陽 性

菌 で あ り カ タ ラ ー ゼ 生 産 性 と内 生 胞 子 形 成 能 を 有 す る こ と か ら､ い

ず れ もBacillus属 に 分 類 され る も の と結 論 した｡

両 菌 の生 育 限 界 温 度 を 調 べ た と こ ろ､ Ⅳ1株 が 59oCT15株 が 65oCで

あ った｡ 両 菌 に つ い て こ れ 以 上 の 性 質 検 討 は行 わ な か った｡

4. pTHT15の 制 限 酵 素 切 断 地 図

pTHT15を 種 々 の 制 限 酵 素 で 切 断 し､ ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 及

び ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 を 行 っ た｡ バ ク テ リオ フ ァー ジ

入 cI857Sam7DNAの旦_主且dⅢ 分 解 物､ バ ク テ リオ フ ァー ジ ¢x174の
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旦_旦旦Ⅲ分 解 物 を分 子 量 マ ー カ - と して 用 い て 得 られ るDNA断 片 の 大 き

さを 測 定 し､ 制 限 酵 素 切 断 パ タ ー ンの 解 析 を 行 った｡ 供 試 した 制 限

酵 素 に よ る切 断 個 数 と得 られ る切 断 断 片 の 大 き さ に つ い て 表 1- 3

に示 す. そ の結 果､ 旦旦ユEⅡ､ 旦ヱ旦RV､ 旦旦旦I､ 旦旦旦II､ で そ れ ぞ れ

1カ所､ 旦_99Rl､ 旦_旦旦Ⅲ､ 坦且CⅡ､ 旦_竺且Ⅱで そ れ ぞ れ 2カ所 ず つ 切 断 さ

れ る こ と及 びAccI､BamHl､ 旦星⊥Ⅱ､ 旦_主且dⅢ､ 些_旦旦Ⅰ､ 担ユ且Ⅰ､ 旦_旦⊥1､

旦_聖旦Ⅰ､ 辿 Iで は切 断 され な い こ とが 明 か と な った｡ これ らの 制 限 酵

素 に よ る切 断 部 位 は､ これ らの 供 試 した 制 限 酵 素 を 2種 類 同 時 に切

断 反 応 す る こ と に よ り､ 用 い た 制 限 酵 素 切 断 箇 所 の 距 離 が 推 定 で き

る｡ そ こで､ 図 1- 2に 示 す 制 限 酵 素 地 図 を作 製 した｡

5. pTHN1の制 限 酵 素 地 図

pTHNlを pTHT15と 同 様 に種 々 の 制 限 酵 素 で 切 断 し､ 切 断 パ タ - ン の

解 析 を 行 った｡ 供 試 した 制 限 酵 素 に よ る切 断 個 数 と得 られ る切 断 断

片 の大 き さ に つ い て 表 1- 4 に示 す｡ そ の 結 果､ 旦_旦旦1､ 旦且土II､

旦旦⊥I､ 里_旦ユI､旦旦旦Ⅰで そ れ ぞ れ 1カ所､ !互生Ⅰで 2カ所､ 旦且旦Rlで 3カ所 切

断 され る こ と､ 及 び旦_旦旦HI､ L主旦Ⅰ､ 旦_旦旦Ⅰ､ 旦旦旦I､ 担ユ_旦I､ ヒ竺旦Ⅱ､ 旦旦ユI､

旦旦旦Ⅰ､ 墨旦旦Ⅰで は 切 断 され な い こ と が 明 か と な った｡ さ らに､ 制 限 酵

素 を 2種 類 同 時 に切 断 反 応 す る こ と に よ って､ 図 1- 3 に示 す 制 限

酵 素 切 断 地 図 を 作 製 した｡

6. pTHT15とpTHNlの必 須 領 域 の解 析

プ ラ ス ミ ドpTHT15及 びpTHNlの薬 剤 耐 性 領 域 と複 製 開 始 点 領 域 を

決 定 す る こ と は､ これ らの プ ラ ス ミ ドを ク ロー ニ ン グ ベ ク タ ー と し
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て 利 用 す る た め に必 要 で あ る と考 え られ るo そ こで､ pTHT15お よ び

pTHNlの 複 製 開 始 点 領 域 と薬 剤 耐 性 部 位 を 限 定 す る た め に､ 全 塩 基 配

列 が Horinouchiら 2日 に よ っ て 明 らか と され た pC194を 用 い て､ そ れ

ぞ れ の 領 域 の ク ロー ニ ン グ を 行 っ た｡

pC194は､ そ の 複 製 開 始 点 領 域 内 に制 限 酵 素 旦旦旦Ⅰと旦_旦旦Ⅱの 唯 一 の

切 断 部 位 を 有 し､ これ ら の 部 位 に 他 の 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に よ っ

て 複 製 開 始 点 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ るO そ こ で､

pC194を旦旦旦1又 は些且旦IIで 切 断 した 後､ ア ル カ リホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ

って 末 端 を 脱 リ ン酸 化 し､ 旦旦旦Iで 切 断 した pTHT15ま た は旦_旦旦IIで 切 断

した pTHNlと そ れ ぞ れ DNAリガ ー ゼ を 用 い て 連 結 した｡ そ れ ぞ れ の 反

応 液 を pEG6000に よ る プ ロ トプ ラ ス ト形 質 転 換 法 で B.subtilis

RM125株 を 形 質 転 換 したo 得 られ た Cn rを 有 す る形 質 転 換 株 か ら プ ラ

ス ミ ドDNAを 調 製 し､ 挿 入 DNA断 片 に つ い て 制 限 酵 素 切 断 と ア ガ ロ ー

ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 解 析 した｡ そ の 結 果､ pTHT15の旦互生I切 断 に

よ る最 も大 き なA断 片 が pC194の旦旦旦Ⅰ部 位 に 挿 入 さ れ た plH3(図 1-

2､ 4 )､ お よ びpTHNlの 制 限 酵 素 旦旦旦Ⅱ切 断 に よ る 1番 目 のA断 片 が

pC194の地旦Ⅱ部 位 に導 入 され た plHlを 得 た (図 1- 3､ 4 )｡ こ れ

らの結 果 か ら､ そ れ ぞ れ の 制 限 酵 素 断 片 上 に複 製 開 始 点 領 域 を 有 す

る こ と が 示 され た｡

次 に､ 薬 剤 耐 性 部 位 を 決 定 す る た め に､ 制 限 酵 素 !旦旦Ⅰで 切 断 した

pTHT15お よ びpTHNlを､ そ れ ぞ れ !_旦且Ⅰで 部 分 分 解 した pC194と連 結 し､

B.subtilisRM125株 を 形 質 転 換 した｡ !_旦旦Ⅰに よ る切 断 で は､ 表 1-

3 と表 1- 4か らpTHT15が 13カ所 程 度､ pTHNlが 5カ 所 程 度 切 断 さ れ

る こ と が 明 らか で あ る｡ ま ず､ cmrXmrの 形 質 転 換 株 か ら､ 最 も小 さ

な プ ラ ス ミ ドpIH2を 得 た｡ こ の プ ラ ス ミ ドを､ ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気

泳 動 に よ って 解 析 した と こ ろ､ 図 1- 4に 示 す よ う にpC194の工旦且Ⅰに
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よ るA.Bの 二 つ の 断 片 と､ pTHN1の!_旦且Ⅰに よ るA断 片 か らな る雑 種 プ ラ

ス ミ ドで あ る こ とが 判 明 した｡ こ の こ と か ら､ プ ラ ス ミ ドpTHNlの

Emr遺 伝 子 は こ の工旦旦トA断 片 中 に存 在 す る こ とが 明 か と な っ た｡ しか

し､ pTHT15とpc194の工旦且Ⅰ切 断 に よ る実 験 に お い て は､ CmrKmrの 形 質

転 換 株 は得 られ な か った. pTHT15は表 1- 3 に示 す よ う に臼41に よ

って 13カ所 程 度 切 断 さ れ､ そ の う ち 6つ の 切 断 部 位 を 制 限 酵 素 地 囲

(図 1- 4) に 示 した｡ この こ と か ら､ Tc r遺 伝 子 部 分 は､ 複 数 の

工旦且I切 断 部 位 を 有 す る こ とが 考 え られ た. そ こで､ 複 製 開 始 点 領 域

の ク ロ ー ニ ン グ の 際 に得 られ た 形 質 転 換 株 の 中 か らTcrCmrの 株 を 探

し､ 有 す る プ ラ ス ミ ドを 解 析 した と こ ろ､ pIH4(図 1-4 ) が 得 ら

れ たo pIH3を 有 す るB.subtilisRM125株 は Tcrを 示 さ な い こ と か ら､

Tcr遺 伝 子 は旦旦旦Ⅰに よ るA.B両 断 片 に渡 って 存 在 して い る と考 え られ

た｡ こ の こ と を さ ら に確 認 す る た め に､ pTHT15を 2カ 所 で 切 断 す る こ

とが 知 られ て い る旦上旦1を 用 い て 切 断 し､ 旦土_旦1で 消 化 した pC194と連 結

し､ B.subtilisRM125株 を形 質 転 換 した｡ 得 られ た TcrCmr形 質 転 換

株 の プ ラ ス ミ ドを 調 製 し､ 得 られ た プ ラ ス ミ ドを 制 限 酵 素 に よ る解

析 を 行 った と こ ろ､ 供 試 した 14株 す べ て の プ ラ ス ミ ドに､ pTHT15の

2つ の臼旦l断 片 とpC194の Cmr遺 伝 子 と複 製 開 始 点 領 域 の 存 在 す る

旦上旦lに よ るA断 片 が 存 在 して い た. い ず れ の 得 られ た プ ラ ス ミ ドも

pTHT15の 制 限 酵 素 地 図 の 4時 の 位 置 に存 在 す るSillサ イ トにpC194の

呈上旦I断 片 が 挿 入 され た 構 造 を 有 して お り､ 図 1- 4に示 す plH61又 は

pC194の臼ヱⅠ断 片 が 逆 方 向 に 導 入 され て い た pIH62で あ った. pTHT15

のSjlI断 片 は す べ て も と の 方 向 の ま ま で あ る こ と､ 11時 半 の 位 置 に

あ るgilⅠサ イ トにpC194のii311断 片 が 挿 入 され た プ ラ ス ミ ドが Tcr

Cmr形 質 転 換 株 か ら得 られ な か った こ と か ら､ 11時 の 位 置 に あ るii_A

lサ イ トの 両 側 に連 続 して Tc-遺 伝 子 が 存 在 して い る と判 断 さ れ た｡
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以 上 の 実 験 結 果 か ら､ pTHT15とpTHNlの そ れ ぞ れ の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子

と複 製 開 始 点 領 域 の 位 置 を 図 1- 5の 様 に 推 定 した｡

7. pTHT15とpTHN1に よ るB.stearothermophilusの 形 質 転 換

pTHT15とpTHNlは 枯 草 菌 に お い て､ 複 製 しそ の 薬 剤 耐 性 を 発 現 可 能

で あ っ た. そ こ で､ こ れ ら の プ ラ ス ミ ドを B.stearothermophilusへ

導 入 し､ B.subtilisと の シ ャ トル ベ ク タ ー と して の 利 用 を 検 討 した.

Imanakaら の 方 法 20'に 従 っ て B.stearothermophilusCU21株 を プ ロ ト

プ ラ ス トと し､ 形 質 転 換 した｡ こ の と きpUBllOはち.stearothermo-

philusCU21株 で 複 製 で きEmrも発 現 で き る こ と か ら､ コ ン トロ ー ル

と して 同 時 に 形 質 転 換 した｡ そ の 結 果 を 表 1- 5 に 示 した｡ そ の 結

果､ pTHT15とpTHNlは い ず れ もB.stearothermophilusCU21株 で 複 製

で き そ れ ぞ れ の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 発 現 で き る こ と が 明 か と な っ た｡

ち.subtilisRM125株 か ら調 製 した pTHT15の 形 質 転 換 効 率 は､ 他 の プ

ラ ス ミ ドに比 べ て 明 らか に 低 い こ と が 確 認 さ れ､ こ れ は 宿 主 で あ る

B.stearothermophilusCU21株 に 存 在 す る制 限 系 些_至iPI 2日 に よ る と

考 え ら れ た｡ pTHT15は旦旦ユPIの isoschizomerで あ る旦呈上EIIに よ り

1 カ 所 切 断 され る こ と が 図 1 - 2 か ら明 ら か で あ る. ま た､ む_

stearothermophilusCU21株 か らpTHT15を 調 製 し､ 再 度 B･stearo-

thermophilusCU21株 を 形 質 転 換 した と こ ろ､ pTHNlお よ びpUBllOと

同 等 の 形 質 転 換 効 率 を 示 す よ う に な っ た (表 1- 5).

第 4節 考 察

Bacillus属 細 菌 に お け る プ ラ ス ミ ドDNAの 検 索 は 1970年 半 ば よ り
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多 くの 研 究 者 に よ って 行 わ れ､ 種 々 の プ ラ ス ミ ドが 分 離 され た 2 8)

2 8) 29) 30). しか し､ これ らの ほ とん ど は形 質 転 換 の 際 に 必 要 と さ れ

る選 択 マ ー カ - を持 た な い潜 在 性 プ ラ ス ミ ドで あ っ た｡ 一 方､ 旦_主旦-

phylococcus aureus由 来 の種 々 の 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドが B.subtilis

内 で 安 定 に維 持 され､ そ の薬 剤 耐 性 遺 伝 子 も形 質 発 現 可 能 で あ る こ

とか ら 3 1)､ これ らが B.subtilisで ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドと して 利 用 さ

れ る こ と に な っ た｡ しか し､ これ らの薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドを 好 熱 性

細 菌 に 移 入 す る こ とが 可 能 と して も､ 元 来 中 温 菌 で あ るS.aureus由

来 の プ ラ ス ミ ドが 高 温 環 境 下 で 安 定 に複 製 し､ か つ 薬 剤 耐 性 遺 伝 子

が充 分 に形 質 発 現 す る可 能 性 は少 な い｡ 本 研 究 で は､ 好 熱 性 細 菌 よ

り2種 の薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドpTHT15(4.5Kb.Tcr ) とpTHNl(4.8Kb,Kmr )

を分 離 し､ B.subtilis内 で 複 製 及 び薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の形 質 発 現 が 可

能 で あ る こ とを 確 認 した｡ これ らの プ ラ ス ミ ドを保 持 して い た T15株

とNl株 の増 殖 最 高 温 度 は そ れ ぞ れ 65℃､ 59℃ で あ った こ とか ら､ こ

れ らの プ ラ ス ミ ドが B.stearothermophilusに移 入 可 能 で あ れ ば､ L

aureus由 来 の薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドに比 べ て よ り利 用 性 の 高 い ベ ク タ

ー とな る こ とが 期 待 され る｡

現 在 ま で にBacillus属 細 菌 よ り分 離 され た Tcrの プ ラ ス ミ ドと して､

Bacillus cereusよ り分 離 され た pBC1630'とB.stearotherTnOphilusか

ら分 離 され た pAB12421) 32)及 びpTB19､ pTB202D)が 知 られ て い る｡ そ

れ らに よ る と､ pBC16､ pAB124､ pTB20の 分 子 量 は そ れ ぞ れ 2.8Md

(4･5Kb)､ 2.9Md(4.67Kb)､ 2.8Md(4.5Xb)で あ り､ 我 々 が 分 離 した

pTHT15(4･5Eb)と非 常 に近 い 値 と言 え る｡ そ こで､ 制 限 酵 素 切 断 地 図

を比 較 した と こ ろ､ pTHT15はpBC16と は全 く違 うパ タ ー ンを 示 して い

た が､ pTB20お よ び pAB124の 制 限 酵 素 切 断 パ タ ー ン 8日 と比 較 した と

こ ろ､ pTHT15の旦_2旦II切 断 点 を は さむ約 IKbの領 域 が 同 じパ タ ー ンを

ェ 1 8 -



示 す こ とが 明 か とな った (図 1- 6)o 圏 l- 6は､ pTB20及 び

pAB124の墨旦旦I切 断 点 を 基 準 と して 並 べ､ そ の 下 にpTHT15の 相 同 性 を

示 す 部 分 で あ る些且旦Ⅱ切 断 点 領 域 付 近 が 一 致 す る よ う に並 べ た. こ れ

らの 3つ の プ ラ ス ミ ド間 で 制 限 酵 素 切 断 パ タ ー ンが 一 致 す る部 分 は､

pTHT15のTcr遺 伝 子 領 域 と して 考 え られ る領 域 で あ る｡ しか し､

pTB20及 び pAB124は､ 制 限 酵 素 旦且旦RIと馳_旦Ⅱで そ れ ぞ れ 3カ所 ず つ 切

断 され る の に対 し､ pTHT15は そ れ ぞ れ 2カ所 と1カ所 しか 切 断 され な

い｡ 以 上 の こ とか ら､ 3つ の Tcrプ ラ ス ミ ドの Tcr遺 伝 子 が か な り類 似

して い る こ と､ pTHT15は pTB20ま た はpAB125と明 らか に違 うプ ラ ス ミ

ドで あ る こ とが 考 え られ た｡ この よ うに全 く違 った 自然 環 境 よ り別

個 に分 離 され た プ ラ ス ミ ドの薬 剤 耐 性 部 分 が 類 似 して い る と い う こ

と は非 常 に興 味 深 い事 実 で あ り､ この よ うな 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 は広 く

自然 界 に存 在 して い る こ とが 示 唆 され た｡

次 に､ 枯 草 菌 に お け る ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドと して 現 在 最 も多 く用

い られ て い る カ ナ マ イ シ ン耐 性 プ ラ ス ミ ドと して pUBllOが 知 られ て

い るが､ この プ ラ ス ミ ドの サ イ ズ は4.5Kbで あ り､ 我 々 が 分 離 した

Tcrプ ラ ス ミ ドpTHT15と同 じ大 き さで あ るO しか し､ 同 じKmrプ ラ ス

ミ ドで あ るpTHN1は や や 大 き く､ 4.8Xbで あ る と考 え られ る｡ これ ら

2つ のEmrプ ラ ス ミ ドの 制 限 酵 素 パ タ ー ンを 比 較 した と こ ろ (図 1-

7)､ pUBllOの カ ナ マ イ シ ン耐 性 遺 伝 子 を コー ドして い る部 分 = )と

考 え られ る制 限 酵 素 旦且とⅡ付 近 の 制 限 酵 素 パ タ ー ンが pTHNlの そ れ と

一 致 した｡ しか し､ そ の 領 域 以 外 の 領 域 に つ い て は､ 全 く相 同 性 が

認 め られ な か った｡ これ らの こ とか ら､ 我 々 が 分 離 した Emrプ ラ ス ミ

ドpTHNlは､ そ の耐 性 遺 伝 子 部 分 が､ pUBllOの耐 性 遺 伝 子 と頬 似 して

い る こ とが 考 え られ た｡ pUBllOは Staphylococcus aureusに 由 来 す る

プ ラ ス ミ ドで あ り､ 我 々 が 分 離 した pTHNlは好 熱 性 の Bacillus属 細 菌
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由 来 で あ るo こ の 様 に､ 属 の 違 う菌 か ら別 個 に 分 離 した カ ナ ア イ シ

ン耐 性 遺 伝 子 が 頬 似 して い る こ と は 極 め て 興 味 深 い 事 実 で あ り､ 自

然 界 に は 比 較 的 広 く分 布 し､ 属 を 越 え て 伝 達 され る 可 能 性 が 示 唆 さ

れ た｡

pTHT15とpTHNlは､ 中 温 菌 B.subtilisと好 熱 菌 B･stearothermo-

philus間 の 有 用 な シ ャ トル ベ ク タ ー で あ る こ と が 明 か と な っ た｡ そ

の 理 由 と して､ 分 子 量 が 小 さ く､ 伝 達 性 が な い こ と､ コ ピー 数 が 高

い こ と が あ げ ら れ る｡ さ ら に､ 制 限 酵 素 地 図 が 明 ら か で､ そ れ ぞ れ

の プ ラ ス ミ ドの 必 須 領 域 で あ る複 製 開 始 点 領 域 と薬 剤 耐 性 領 域 が 限

定 して あ る こ と､ 唯 一 の 制 限 酵 素 部 位 が 幾 つ か 存 在 す る こ と が あ げ

られ る｡

第 5節 要 約

1. 種 々.の 抗 生 物 質 に耐 性 を 有 す る好 熱 性 細 菌 を 125株 分 離 し､ 内

11株 が プ ラ ス ミ ドDNAを 有 す る こ と を 兄 い だ した. こ れ ら の 内 2種 類

の プ ラ ス ミ ド上 に は 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 が コ - ドさ れ て い る こ と を旦.

subtilisRM125の 形 質 転 換 株 の 解 析 か ら確 認 した｡

2. pTHT15はTcrを 示 し､ そ の 分 子 量 は 4.5Kbで あ っ た｡ ま た pTHNlは

Kmrを 示 し､ そ の 分 子 量 は 4.8kbで あ る と考 え られ た｡

3. pC194を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と して 用 い て pTHT15の 薬 剤 耐 性 プ

ラ ス ミ ドと して の 必 須 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ した｡ そ の 結 果､ 複 製 開

始 点 領 域 は旦旦旦Iに よ る最 も大 き なA断 片 上 に､ Tcr遺 伝 子 は こ の旦旦旦

I-A断 片 と そ の と な り合 うRAAI-B断 片 に 渡 っ て 存 在 す る こ と が 明
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か と な った｡

4. pTHT15お よ びpTHNlの 両 方 の プ ラ ス ミ ドと も好 熱 菌 B.stearo-

thermophilus CU21株 で 複 製 可 能 で､ そ れ ぞ れ の 薬 剤 耐 性 を 発 現 で き

る こ と が 明 か と な った｡ pTHT15とpTHN1は 中 温 菌 と好 熱 菌 の 両 方 で 利

用 可 能 な シ ャ トル ベ ク タ ー で あ る｡
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表 1- 1 好 熱 性 薬 剤 耐 性 菌 の プ ラ ス ミ ドの検 索

菌 株 耐 性 を示 す 薬 剤 プ ラ ス ミ ドの サ イ ズ (Xb) `

C6 cm､Em

NI Amp､ Km､ Nm､ Tc

T15 cm､ Em､ Tc

SI Em､ Sm

S12 Em､ Sm

XI Xm､ Nln､Sm､ Tc

T6 Em､ Sm

T7 Em､ Km､ Nm､ Sm､ Tc

Tc

Em､ Sm､Tc

Nm､ Sm

2.4 4.5

4.5 4.8

515

4.5

8.1

8.4

8.4

8.4

24

19

32

*プ ラス ミ ドの サ イ ズ は ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 距 離 か ら算 出 した.
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表 1-2 プ ラ ス ミ ドDNAに よ るB.subtilisRM125株 の 形 質 転 換

菌 株 プ ラ ス ミ ドの 分 子 量 (Kb) 形 質 転 換 株 の薬 剤 耐 性

C6 2.4,4.5

N1 4.5,4.8

1 2 3 4 5 6 7 8

1&8.Ilambda-HindZ工Z

2.･pTHT15fromT15

3.･pTHT15fromB･subtilis(Vcr)

4;plasmidsfromNl (pTHT15&pTHNl)

5,Ipla8mid fromB･subtili8(Vcr)

6,･plasmidsfrom

B.subtilis(TcrRmr)

7,･plasmid from a.subtilis(Kmr)

図 1- 1 各 種 形 質 転 換 株 が 保 持 す る プ ラ ス ミ ド

0.7%ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 に よ る泳 動

パ タ ー ン｡
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表 1- 3 pTHT15の制 限酵 素 切 断 に よ る断 片

制 限酵 素 切 断 数 分子量 (Kb) 合 計 (Kb)

垂ヱヱI 0
BamHI 0
旦呈上Ⅱ 0
Ⅱ

I

V

Ⅱ

Ⅲ

l

E

I

R

R

I

Ⅲ

l

Ⅱ

l

C

d

f

l

l

l

Ⅱ

-

-

-

肘
一

c1a
一

=
T

=
l
F0k
一

a
r

=-al
辿

H-a
一

H-n
l

刀-｡
一

…
F

的
一

…1u
一

pst
誌

t

a
t

的
[

辿

1 4.5

2 2.8 1.7

2 4.00.5

1 4.5

1 4.5

2 4,050.5

1 4.5

1 4.5

6 1.90.950.490.450.450.22

2 3,4 1.0

0

4.5

4.5

4.5

4.5

4,5

4.55

4.5

4.5

4.46

4.4

〉6 1.150.820.730.480.30.25 ( *) 3.73

0
0
0
2 4.20.3

0
0
13 1.350.550.420.400.380. 240.20

0.180.180.170.160.150.07

XhoI 0

4.5

(+)フ ラグ メ ン トが あ る と考 え られ るが ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 に お い て は観 察

で きなか った｡
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表 1- 4 pTHN1の制 限酵 素切 断 によ る断片

制 限酵 素 切 断数 分 子 量 (Kb) 合 計 (Kb)

旦旦旦1 1

BamHI 0
BglⅡ 1

旦旦⊥I 1

L!旦1 0
EcoRI 3

旦旦旦I 〉5

HaeⅢ 5

旦且旦I 0
旦旦旦Ⅲ 6

旦旦旦Ⅰ 3
HindⅢ 0
旦_2且I 0
牡と且I 0
E31I 1

PvuⅡ 0
旦旦⊥I 0
旦旦旦I 0
工旦且I 5

1垂旦t 2

ABE1 1
五五旦I 0

4.8

3.0 1.00.7

1.61.20.610.50.46 (辛)

1.961.570.610.340.27

2.2 50.720.640.50.260.26

4.00.40.37

4.8

1.81.420.870.480.26

3.61.14

4.8

4.8

4.8

(*)フ ラグ メ ン トが あ る と考 え られ るが アガ ロー スゲル電 気 泳 動 にお いて は観察

で きな か った｡
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図 1- 2 p T H T 1 5の制 限酵素切 断地 図

● :- カ所 切断す る制 限酵 素

エ
Patt

E
c
oR
l

図 1- 3 p T H N lの制 限酵素 切断地 図

● :- カ所 切断 す る制 限酵 素
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図 1- 4 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 お よ び複 製 開 始 点 領 域 の ク ロー ニ ング ス キ - ム

C.Hh.Hp,Tは そ れ ぞ れSj_AI､旦互生Ⅰ､吐2_旦II､工旦旦Ⅰ切 断点 を示 す｡

- 担ii→



図 1 - 5 p T H T 15 と p T H N l の薬 剤 耐 性 遺 伝 子 お よ び複 製 開 始 点 領 域

(r ep ) の 位 置

- カ所 切 断 す る制 限 酵 素 は● で示 した｡ ( rep. o r iの位 置 は､

第 2章 の結 果 を 同 時 に表 示 して あ る｡ )
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表 1-5 pTHT 15お よ び pTHN lに よ るB.stearothermophilusプ ロ トプ

ラ ス トの形 質 転 換

Plasmid Source Antibiotic Transformants

(JJE/ J旦) perreagents

pUBllO B.subtilisRM125 Km(40)

pTf川1 B,subtilisRM125 Ⅹm(40)

pTHT15 B.subtilisRM125 Tc(5)

pTHT15 B.stearothermophilusCU21Tc(5)

1.0×10-2

4.3×10~2

2.5xloll

6.1×10-2

B.stearothemohilusCU21株 - の形 質 転 換 は Imanakaら2日 の 方 法 に従 って 行 った｡

そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド約 11足を プ ロ トプ ラ ス ト懸 濁 液 (1×100/ tR) 0.51見に加 え

形 質 転 換 を行 った｡ この 実 験 で の プ ロ トプ ラ ス ト再 生 率 は約 1%で あ った｡
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第 2章 好 熱 性 Bacillus属 細 菌 由 来 の 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドと､

pUBllOと の 遺 伝 的 関 係

第 1節 緒 言

い くつ か の 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドが 土 壌 中 の Bacillus属 細 菌 か ら

分 離 さ れ て い る 2 1) 80) 3 3) 3 8)｡ こ れ ら の 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドは そ の

ほ とん ど が テ トラ サ イ ク リ ン耐 性 (Tcr) 遺 伝 子 を 有 す る プ ラ ス ミ ド

で あ り､ そ の は か の 薬 剤 に 対 して 耐 性 を 有 す る プ ラ ス ミ ドと して は

pTB1920)と我 々 が 分 離 した pTHNlの カ ナ マ イ シ ン の み で あ っ た｡

polackとNovick 3日 は､ 土 壌 中 の Bacillus属 細 菌 由 来 の テ ト ラ サ イ

ク リ ン耐 性 遺 伝 子 は ほ と ん どが pBC1630) と相 同 性 が 存 在 す る こ と､

お よ び Staphylococcus aureus 由 来 の Xmrプ ラ ス ミ ドpUBllO 3 8'と不

和 合 性 を 有 して い る こ と を 示 した｡

ま た Shishido37'ら は､ Bacillus subtilis 168株 を あ る条 件 下 に

お く とTcrプ ラ ス ミ ドが 染 色 体 DNAか ら切 り 出 さ れ て く る こ と を 報 告

し､ こ の プ ラ ス ミ ドを pNS1981と名 付 け た｡ さ ら に､ Perkinsと

youngman38)は Staphylococcus aureus 由 来 の pAMα1△ 1が pBC16と 制

限 酵 素 解 析 結 果 か ら同 一 で あ る と判 断 した｡ こ れ ら の プ ラ ス ミ ド間

の 関 係 は､ 土 壌 中 の Bacillus属 細 菌 の 進 化 や 起 源 に つ い て の 情 報 を

与 え て くれ る と考 え られ る｡

我 々 は 土 壌 中 の 好 熱 性 Bacillus属 細 菌 か ら､ Tcr プ ラ ス ミ ドpTHT

15お よ び Kmrプ ラ ス ミ ドpTHNlを 分 離 し､ そ の 詳 細 な 制 限 酵 素 地 図 を

作 製 した｡ ま た､ プ ラ ス ミ ドと して の 必 須 領 域 で あ る 複 製 開 始 点 領

域 と薬 剤 耐 性 遺 伝 子 領 域 の 位 置 を 限 定 したo そ の 結 果､ pTHNlの Kmr
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遺 伝 子 領 域 は､ 同 じEmr耐 性 プ ラ ス ミ ドpUBllOの Xmr遺 伝 子 部 分 と制

限 酵 素 地 図 パ タ ー ンが 一 致 した｡ ま た､ pTHT15のTcr遺 伝 子 部 分 は､

pAB124とpTB20のTc-遺 伝 子 部 分 制 限 酵 素 パ タ ー ンが 一 致 して い た｡

polakとNovick35)はpAB124とpBC16のTcr遺 伝 子 部 分 に相 同 性 が あ る

こ とを 報 告 して い る｡ 以 上 の こ とか ら､ 我 々 はpUBllOとpTHT15お よ

び pTHNl問 の相 同 性 を 明 らか にす る こ と を B'的 と して､ 研 究 を 行 った｡

ま た､ これ ら3種 類 の プ ラ ス ミ ド間 の相 同 性 を サ ザ ン- イ ブ リダ イ ゼ

ー シ ョ ン法 に よ り解 析 し､ 中 温 菌 と好 熱 菌 を宿 主 と した 場 合 の 不 和

合 性 に つ い て 解 析 した｡

第 2節 実 験 材 料 及 び方 法

菌 株 お よ び プ ラ ス ミ ド

中 温 菌 と して Bacillus subtilisRM125株 を､ 好 熱 菌 と して 旦⊥

stearothermophilusCU21を 形 質 転 換 実 験 の 際 の 宿 主 菌 と して 用 い た｡

プ ラ ス ミ ドはpUBllO､ pTHT15､ pTHNlの 3種 類 を用 い た｡ pUBllOは

Bethesda Research Laboratories(BRL)か ら購 入 し､ B.subtilis

RM125株 へ 形 質 転 換 後､ 得 られ た 形 質 転 換 株 を 培 養 しプ ラ ス ミ ドDNA

を調 製 した｡ ま た､ 好 熱 性 Bacillus属 細 菌 由 来 の 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ

ドpTHT15とpTHNlは､ そ れ ぞ れ を 有 す るB.subtilisRM125株 か ら調 製

した｡

ニ さ 変 一
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す べ て 第 1章 に示 す 方 法 で 行 っ た｡

電 気 泳 動

電 気 泳 動 は､ ア ガ ロー ス (SrakemLE)0.8%を 含 む 水 平 型 ス ラ ブ ゲ

ル電 気 泳 動 に よ り行 った｡ 電 気 泳 動 用 緩 衝 液 と して､ T B E緩 衝 液

(50mMTri告-borate(pH8.3)､ 1mMEDTA) を 用 い､ 30Vで 14時 間 電 気

泳 動 を 行 った｡

プ ロ ッ ト- イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン

ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 終 了 した 後､ ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 適 当 な

大 き さ に切 断 し､ 1,5MNaClを 含 む 0.5NNaOH溶 液 に0.5時 間 浸 す こ と

に よ って DNAを 変 性 さ せ る｡ ゲ ル を 1.5MNaClを 含 む 0.5MTris-HCl

(pH7.0)緩 衝 液 に 1時 間 浸 して 中 和 す るO ニ トロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ

ー を 密 着 させ 電 気 ブ ロ ッ テ ィ ン グ装 置 (和 科 盛 ㈱ ) を 用 い て､ TEA緩

衝 液 (40mMTris-Acetate(pH7.8)､ 1mMEDTA､ 20mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム )

で 0.2-0.5mA､ 2-3時 間 行 い ア ガ ロー ス ゲ ル 上 のDNAを ニ トロ セ ル ロ

ー ス フ ィル タ ー に プ ロ ッ テ ィ ン グ した｡ こ の ニ トロ セ ル ロ ー ス フ ィ

ル タ ー を 2×SSC(1×SSCは0.15MNaCl､ 0.05M ク エ ン酸 ナ ト リ ウ

ム) で 洗 浄 し風 乾 した 後､ 80℃減 圧 下 で 1時 間 ベ ー キ ン グ を 行 いDNA

を 固 定 した｡

一 方､ プ ロー ブDNAはAmersham社 の ニ ッ ク トラ ン ス レー シ ョ ン酵 素

キ ッ トと32p-dCTP(Amersham)を 用 い て､ ニ ッ ク トラ ン ス レ ー シ ョ

ン法 8日 に よ っ て 作 製 したO

- イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン はWarnaarとCohen4 0) の 方 法 に よ っ て 行 っ
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た｡

不 和 合 性 試 験

プ ラ ス ミ ドの 不 和 合 性 試 験 は基 本 的 にPolakとNovick3B)の 方 法 に

従 って 行 っ た｡ 宿 主 菌 と して B.subtilisRM125株 とB.Stearother-

mophilusCU21株 を 用 い て､ そ れ ぞ れ にpTHT15を プ ロ トプ ラ ス ト形 質

転 換 法 に よ り形 質 転 換 した｡ 得 られ た そ れ ぞ れ の形 質 転 換 株 を 宿 主

と して さ らに､ pUBllO又 はpTHNlを プ ロ トプ ラ ス ト形 質 転 換 した｡ 得

られ た B.SubtilisRM125株 とB,stearothermophilusCU21株 のTcr

KInr形 質 転 換 株 (pTHT15とpUBllO又 はpTHT15とpTHNlを 同 時 に 有 して

い る) を､ そ れ ぞ れ 0.85%のNaCl溶 液 に 懸 濁 LKm(10〟g/tA)､ Tc

(lollg/LR)､ 又 は 薬 剤 を 含 ま な いL寒 天 培 地 に 塗 布 し37℃16-18時

間 培 養 した｡ 得 られ た コ ロ ニ ー を レ プ リカ 法 に よ りXmr又 は Tcrの 有

無 を 調 べ た｡

プ ラ ス ミ ド調 製

形 質 転 換 株 か らの プ ラ ス ミ ドの 調 製 は､ 第 1章 に 示 した Imanaka

20)らの 方 法 に従 っ て 行 った｡

プ ラ ス ミ ドの コ ピー 数 の 推 定

プ ラ ス ミ ドを 有 す る菌 の 溶 菌 液 を､ リゾ ス タ フ イ ンの 替 わ り に リ

ゾ チ - ム (5JLg/LR) を 用 い た 他 はProjanらの 方 法 4 1)に 従 っ て 調 製

した｡ 溶 菌 液 を 0.8%ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 い､ 臭 化 エ チ ジ ウ
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ム で 染 色 し､ 紫 外 線 照 射 の 下 で German ACD-18 デ ン シ トメ ー タ ー を

用 い て 測 定 した. ま た､ ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 写 真 の ネ ガ フ ィ ル ム (ポ

ラ ロ イ ドType 665) を､ 同 じデ ン シ トメ ー タ - と ペ ッ ク マ ンDU-8

分 光 光 度 計 を 用 い て 測 定 した｡ 細 胞 中 の そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドの コ

ピー 数 はProjanら の 方 法 41)で 計 算 した｡ こ れ ら3種 類 の プ ラ ス ミ ド

は そ の 分 子 量 が 非 常 に 近 い こ と か ら､ 2種 類 の プ ラ ス ミ ドを 有 す る

菌 の コ ピー 数 の 比 較 は､ そ の 溶 菌 液 を 制 限 酵 素旦_旦旦RIで 切 断 し同 様 に

測 定 した｡

酵 素 活 性 の 測 定

pTHNl又 はpUBllOを 有 す るB.subtilisRM125株 を 用 い て､ 以 下 の 方

法 で 無 細 胞 抽 出 液 を 調 製 した｡ ま ず､ 対 数 増 殖 期 後 期 に ま で 増 殖 し

た 菌 体 を 3000×g､ 5分 間 で 遠 心 分 離 し､ 20mM Tris-HCl(pH 7.3)に 懸

濁 した 後 4分 間 の 超 音 波 破 砕 を 行 っ た｡ 15000×gで 30分 間 遠 心 分 離 し､

そ の 上 清 を 無 細 胞 抽 出 液 と してEm不 活 化 酵 素 の 評 価 に 用 い た｡ ま ず､

無 細 胞 抽 出 液 を 200J戊 と り､ 20mM ATP､ 2mM カ ナ マ イ シ ン硫 酸､ 40

mM MgS0.､ 3mM 21メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル を 含 む 100mMリ ン酸 リ ン酸 緩

衝 液 (pH 7.5) と し37℃ で 反 応 を 行 っ た｡ 80℃ 10分 間 の 熱 処 理 に よ

り酵 素 を 失 活 さ せ､ 残 存 す る カ ナ マ イ シ ン活 性 を B,subtilisATCC

6633株 を 被 検 菌 と して 用 い て ペ ー パ ー デ ィ ス ク法 に よ って 測 定 した｡

第 3節 結 果

1. pUBllO､ pTHT15お よ び pTHNlの - イ ブ リダ イ ゼ - シ ョ ン解 析
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pUBllO､ pTHT15､ pTHNlを い くつ か の 制 限 酵 素 で 切 断 し､ 系 統 的 な

- イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン実 験 を 行 った｡ 図 2 - 1に､ こ こ で 用 い た

制 限 酵 素 の 切 断 サ イ トと得 られ る 断 片 の 大 き さ を､ 大 き な 断 片 か ら

ア ル フ ァベ ッ ト順 で 示 す｡ pTHT15は第 2章 の 結 果 を 元 に､ 旦且旦Ⅱサ イ

トを Oと して､ 外 側 か ら旦旦旦Ⅰ､ 臥旦_9,III､ 旦且旦RIで 切 断 され る断 片 に つ

い て 示 したo 同 様 にpTHNlは旦旦旦Ⅰの 切 断 サ イ トを Oと して､ 馳旦Ⅱ､

旦旦旦Ⅰ､ 工_旦且Ⅰ､ 旦旦旦RIで 切 断 され る断 片 に つ い て 示 したo pUBllOは､

Jalankoら 4 2)の 制 限 酵 素 地 図 に従 って 作 製 した｡ 図 2- 1の pUBllO

の切 断 地 図 の 外 側 の リ ン グ に示 した (3)の 切 断 パ タ ー ン は､ 旦_旦旦HI､

吐旦RI､ 旦旦旦Ⅱの 3つ の 制 限 酵 素 で 同 時 に切 断 した 場 合 の 断 片 を 分 子

量 の 大 き な 断 片 か ら ア ル フ ァベ ッ ト順 で 示 した｡ ま た､ そ の 内 側 の

リ ン グ に示 した (4)の 切 断 パ タ ー ン は､ RB且HI､ 旦_⊆ヱRI､ 旦呈上II､

旦_旦旦Ⅲ で 切 断 した 断 片 に つ い て 示 した. これ らの 制 限 酵 素 で 切 断 した

そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドDNAを 0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 を

行 い､ 泳 動 終 了 後 ア ル カ リ処 理 に よ って DNAを 変 性 しニ トロ セ ル ロ ー

ス フ ィ ル タ ー へ プ ロ ッテ ィ ン グ した｡

ブ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 う プ ロ ー ブ と して､ pUBllO､

pTHT15､ pTHN1､ お よ び puBllOの (3)の D断 片､ puBllOの (4)の A断 片､

pTHT15の旦旦旦Ⅰに よ るA断 片 を そ れ ぞ れ 82pで ラ ベ ル した DNAを 用 い た.

図 2- 2に pUBllOを プ ロー ブ と して､ pTHT15お よ び pTHN1の ドッ ト

ブ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 を 示 した｡ 得 られ た ドッ ト

プ ロ ッ ト- イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 は 表 2- 1に ま と め､ そ れ

らの 相 同 性 を 有 す る部 位 に つ い て は､ 図 2- 3に 図 示 したo pUBllO

はpTHT15と複 製 開 始 点 領 域 に相 同 性 を 有 し､ pTHNlと はKm耐 性 遺 伝 子

部 分 に 相 同 性 が 認 め られ た｡ ま た､ これ ら の 三 つ の プ ラ ス ミ ドは共
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通 の相 同 領 域 が 存 在 して お り､ こ の領 域 はpUBllOの invitroに お け

る細 胞 膜 へ の結 合 領 域 4 3)の 一 つ と一 致 して い た.

2. pTHT15とpTHNl又 はpUBllOの 不 和 合 性

そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド間 の不 和 合 性 を 調 べ る た め に､ pUBllOと

pTHT15又 はpTHNlとpTHT15を 同 時 にB.subtilisRM125株 とB.stearo-

thermophilusCU21株 に形 質 転 換 し､ 得 られ るTcr､ Kmr､ TcrXmr形 質

転 換 株 の形 質 転 換 頻 度 を 比 較 した (表 2- 2, 3)｡ そ の結 果､ い

ず れ の 菌 に お い て もpTHT15とpUBllOを 同 時 に有 す る形 質 転 換 株 の 出

現 頻 度 は､ pTHT15とpTHNlを 有 す る形 質 転 換 株 の 出 現 頻 度 に比 べ 102

程 度 低 い こ とが 確 認 され た｡

次 に､ pUBllOとpTHT15又 はpTHNlとpTHT15を有 す るB.subtilis

RM125形 質 転 換 株 を 3株 ず っ､ 同 じプ ラ ス ミ ドを有 す るB.stearo-

thermophilusを 2株 ず っ 用 い て プ ラ ス ミ ドの不 和 合 性 試 験 を 行 った｡

そ の結 果 を 衰 2 - 4に示 す｡ pUBllO､pTHT15､pTHNlの い ず れ もが旦⊥

subtilisRM125又 はB.stearothermophilusCU21株 中 に1種 類 存 在 す

る と き は､ そ れ ぞ れ の生 育 温 度 で あ る37℃､ 55℃ の 生 育 条 件 下 に お

い て は非 選 択 条 件 下 で も安 定 に宿 主 に保 持 され て い る (この 結 果 に

つ い て は､ 第 3章 に ま と め た )｡ まず､ pTHT15とpTHNlは 両 菌 株 に お

い て 和 合 性 を示 した｡ しか し､ 予 想 に反 しpTHT15とpUBllOはB.sub-

tilisRM125株 に お い て わ ず か に不 和 合 性 を 示 した が､ B.stearo-

thermophilusCU21株 に お い て は和 合 性 を 示 した｡ pT打T15とpUBllOの

両 方 を 有 す るB.subtilisRM125株 は､ Xm存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お

い て 10-13%の割 合 でTcrの形 質 を 失 う こ とが 確 認 さ れ た｡ こ れ らの

Tcrを失 った 株 は､ pUBllOの み を 有 LpTHT15を 欠 落 して い た｡
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3. コ ピー 数 の 推 定

不 和 合 性 の 実 験 に用 い た 2種 類 の プ ラ ス ミ ドの 組 み 合 わ せ か ら､ 一

見 矛 盾 す る結 果 が 得 られ た の で､ こ の理 由 を 明 か とす るた め に コ ど

ー 数 を 調 べ た｡ そ れ ぞ れ の 菌 株 が 保 有 す る プ ラ ス ミ ドの薬 剤 耐 性 遺

伝 子 に 対 応 す る抗 生 物 質 を加 え て 選 択 圧 を か け た 状 態 で 培 養 し､ そ

れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドの コ ピー 数 を ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 後 に デ ン

シ トメ ー タ ー で 測 定 した｡ そ の結 果 を､ 表 2 - 5 に 示 す｡ ま ず､

pTHT15の み を 有 す る場 合 に つ い て み て み る と､ B.stearothermo-

philusCU21株 に お い て はpUBllOと極 め て 高 い コ ピー 数 を 示 した｡ し

か し､ B.subtilisRM125株 に お い て は､ 約 20コ ピー しか 存 在 しな か

った. pUBllOもB.stearothermophilusCU21株 の 方 が B.subtilis

RM125よ り も高 い コ ピー 数 を 示 した｡ しか し､ pTHNlは い ず れ の 菌 株

に お い て も約 20コ ピー と 同 じ コ ピー 数 で あ ったo

次 に､ 2種 類 の プ ラ ス ミ ドを 同 時 に有 す る菌 の コ ピー 数 を 調 べ た 結

果 に付 い て､ DNAサ ンプ ル を 制 限 酵 素 邑⊆旦RIで 切 断 した パ タ ー ンを 図

2 - 4 に示 した｡ pTHT15とpTHNlを 同 時 に有 す るB.subtilisRM125株

(lane7-9) とpTHT15とpUBllOを 同 時 に有 す るB.stearothermo-

philusCU21(lane12&13)株 は､ そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドを 約 1:1

の コ ピー 数 で 保 持 して い る こ とが 明 か と な った0 - 万､ pTHT15と

pUBllOを 有 す るB.subtilisRM125株 は1:4.2(lane3-5)で､ pTHT15

とpTHNlを 有 す るB.stearothermophilusCU21株 は 5.3:1(lane15&

16) の コ ピー 数 で そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドを保 持 して い る こ とが 示 さ

れ た｡
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4. カ ナ マ イ シ ン不 活 化 酵 素 の in vitro解 析

pTHNlとpUBllOの Kmr遺 伝 子 が コー ドす る酵 素 の 種 類 に つ い て 調

べ るた め に､ そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドを 有 す るB.subtilis RM125株 を

培 養 し､ 無 細 胞 抽 出 液 を 調 製 し､ Em不 活 化 酵 素 に つ い て 調 べ た｡ そ

の結 果 (図 2- 5)､ 反 応 60分 後 に はKmが ほ とん ど不 活 化 さ れ､ ホ

ス フ ァ ター ゼ 処 理 に よ って もKmの 活 性 が 戻 らな か った｡ こ の こ とか

ら､ pTHNlに コー ドされ て い るKm不 活 化 酵 素 はpUBllOと同 じKmヌ ク レ

オ チ ジ ル転 移 酵 素 で あ る と考 え られ た｡ ま た､ 熱 安 定 性 に っ て い て

そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド由 来 の無 細 胞 抽 出 液 に つ い て 調 べ た が､ 顧 著

な差 は認 め られ な か った こ とか ら､ ほ ぼ 同 じ耐 熱 性 を 有 して い る と

考 え られ た｡

第 4 節 考 察

ブ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンの結 果 か ら､ 実 験 に用 い た

pTHT15､ pUBllO､ pTHNlの 3種 類 の プ ラ ス ミ ド間 に は そ れ ぞ れ 相 同 性

が 存 在 す る こ と が 明 か に な ったo まず､ puBllOとpTHNlの Kmr部 分 は

相 同 性 が 強 く､ in vitroで の カ ナ マ イ シ ン不 活 化 酵 素 の ア ッセ イ と

DNA塩 基 配 列 の 解 析 結 果 か ら同 じ酵 素 を コー ドして い る こ とが 判 明 し

た｡

次 に､ pTHT15はpUBllOとそ の複 製 開 始 点 領 域 付 近 に広 い 相 同 性 領

域 が 存 在 して い た が､ pTHNlとpUBllOに は この 部 分 に相 同 性 が 認 め ら

れ な か った｡ こ の 結 果 は､ B.subtilisを用 い た 不 和 合 性 の 実 験 か ら

も支 持 され た｡
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PolakとNovick3 8)は､ pUBllOとpBC16が B.subtilisに お い て お 互 い

に 不 和 合 性 を 示 す こ と を 報 告 して い る｡ そ の 中 で､ pUBllOとpBC16の

両 方 の プ ラ ス ミ ドを 有 す る 菌 を テ トラ サ イ ク リ ン の 非 存 在 下 に お い

て 培 養 す る と､ pBC16が 80%以 上 の 比 率 で 欠 落 す る と述 べ て い る｡ 一

方､ pTHT15とpUBllOを 有 す るB.subtilisRM125株 は 10% 程 度 しか

pTHT15を 欠 落 し な い こ と が 我 々 の 研 究 に よ り明 か と な っ た｡ ま た､

pTHT15とpUBllOはB.stearothermophilusCU21株 に お い て は 和 合 性 を

示 す こ とが 確 認 さ れ た｡ こ れ ら の 矛 盾 す る 結 果 を 調 べ る た め に､ そ

れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドの コ ピー 数 を 測 定 した｡ そ の 結 果､ 宿 主 中 に 一

つ の プ ラ ス ミ ドの み を 存 在 さ せ た 場 合､ pTHT15はB.subtilisRM125

株 中 に お い て は 20コ ピ- 程 度 しか 存 在 しな い が､ B.stearothermo-

philusCU21株 に お い て は 約 110の コ ピー 数 を 有 して い る こ と が 明 か

と な っ た. ま た､ pUBllOもB.subtilisRM125株 中 で は 50コ ピー で あ

る が B.stearothermophilusCUZl株 で は 80コ ピ- 存 在 し､ pTHT15､

pUBllOと もB.stearothermophilusCU21株 に お い て 高 い コ ピー 数 を 示

した｡ pTHT15とpUBllOを 同 時 に 有 す るB.stearothermophilusCU21株

に お い て も､ そ れ ぞ れ 単 独 で 存 在 す る場 合 に 比 べ コ ピー 数 の 低 下 が

認 め られ た も の の､ 60コ ピー とB.subtilisRM125株 に 存 在 す る場 合

に 比 べ て 高 い コ ピー 数 を 示 した｡ しか も､ そ の コ ピー 数 は 両 プ ラ ス

ミ ドと も ほ ぼ 同 じ値 で あ った. pTHT15とpUBllOは､ 宿 主 内 で コ ピー

数 が 高 く同 等 の コ ピー 数 を 示 す こ と か ら､ ち.stearothermophilus

cu21株 に お い て は 見 か け 上 和 合 性 を 示 す よ う に 見 え る｡ しか し､ 旦⊥

subtilisRM125及 びB･stearothermophLib に お い て､ そ れ ぞ れ の プ

ラ ス ミ ドが 単 独 で 存 在 す る よ り も2種 類 同 時 に 有 す る と き の 方 が コ ピ

ー 数 が 低 下 す る と い う事 実 か ら､ 本 質 的 に はpTHT15とpUBllOは こ れ

ま で 明 か と な っ て い るpUBllOとpBC16と 同 じ よ う に 不 和 合 性 で あ る と
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考 え られ る｡

pTHT15とpU8110の コ ピー 数 が B･subtilisRM125よ り もB.stearo-

thermophilusCU21の 方 が 高 い の に対 し､ pTHNlの コ ピー 数 は い ず れ

の 菌 に お い て も は ぼ 同 L:値 を 示 した｡ ま た､ pTHNlはpTHT15と共 存 さ

せ た 場 合 も ほ と ん ど そ の コ ピー 数 に変 化 は な く､ こ の 二 つ の プ ラ ス

ミ ドは 和 合 性 を 示 す こ と が 確 認 さ れ た｡ こ の こ と は､ 第 1章 に述 べ

た よ う に､ 元 々 これ ら2つ の プ ラ ス ミ ドが 同 じ好 熱 性 のBacillus属 細

菌 中 に 保 持 され て い た 事 実 か ら も推 察 され た｡

これ らの 3種 類 の プ ラ ス ミ ドの 複 製 と コ ピー 数 が 常 温 菌 で あ る旦二

subtilisRM125株 と好 熱 菌 で あ るB.stearothermophilusCU21株 に お

い て､ ど の 様 に コ ン トロ ー ル され て い る か に つ い て､ 今 後 明 らか に

し行 か な け れ ば な らな い と考 え られ た｡

第 5節 要 約

1. サ ザ ン- イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り､ 好 熱 性 Bacillus属 よ

り得 られ た 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドpTHT15及 び pTHNlと､ S.aureus由 来

の 枯 草 菌 ベ ク タ ー pUBllOの 遺 伝 子 の 相 同 性 に つ い て 検 討 した. そ の

結 果､ pTHT15とpUBllOは 複 製 開 始 点 領 域 に､ pTHNlとpUBllO問 に は

Km r遺 伝 子 領 域 に相 同 性 が 認 め られ た｡ ま た､ こ れ らの 3種 類 の プ ラ

ス ミ ド間 で は､ 膜 へ の 結 合 領 域 と考 え られ て い る部 分 に 相 同 性 が 認

め られ た｡

2. pTHNlに存 在 す るKTn不 活 化 酵 素 は､ pUBllOに 存 在 して い る酵 素

と同 じKmヌ ク レ オ チ ジル 転 移 酵 素 で あ る こ とが､ invitroの 酵 素 実

験 に よ り確 認 さ れ た｡
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3. pTHT15とpUBllOを 同 時 にB.subtilisRM125株 に形 質 転 換 した

と こ ろ､ 二 つ の プ ラ ス ミ ドを 同 時 に有 す る 形 質 転 換 株 の 出 現 頻 度 は

一 つ の プ ラ ス ミ ドを有 す る形 質 転 換 株 に比 べ て 10~2以 上 低 い こ とが

明 か と な った｡

4. pTHT15とpUBllOを 同 時 に有 す るB.subtilisRM125株 を 非 選 択

下 で 培 養 した と こ ろ､ pTHT15が 欠 落 して い く こ とが 確 認 され､ PTHT

15とpUBllOは不 和 合 性 で あ る と考 え られ た｡

5. pTHT15とpUBllOを 同 時 に有 す るB.stearothermophilusCU21株

に お け る コ ピー 数 はB.subtilisRM125株 に お け る場 合 よ り も高 く､

不 和 合 性 が 表 れ くい と考 え られ た｡

6. pTHT15とpTHN1は形 質 転 換 実 験､ 安 定 性 実 験､ コ ピー 数 の 測 定

結 果 よ り和 合 性 で あ る と考 え られ た｡
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図 2- 1 pTHT15､pTHNl､pUBllOの制限酵素地図

pTHT15とpTHNlは第 1章 の結果 に従 い本章で用 いた制限酵素 と､ プ ラス ミ ドの必須

部位 について記載 した｡ pUBllOの制限酵素地図 はJalankoらの制 限酵素地図 に従 い

作製 した｡ pUBllOの制限酵素地図中の (3)､ (4)はそれぞれ旦旦旦HI+旦旦旦RI+旦2旦IIの 3

つの制限酵素 による切断､旦旦旦HI+旦旦旦RI+旦旦1Ⅱ+旦旦旦Ⅲの 4つの制限酵素 による切断

を示 した｡ それぞれのプラス ミドの複製開始点領域 と薬剤耐性遺伝子領域 は地 図

の内側 に示 した｡
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表 2 - 1 pUBllO､ pTHNl､ pTHT15問 の ドッ ト

- イブ リダ イゼ ー シ ョンの結 果

Probe PUB110 PTHNI pTHT15

pUB110(intact)

pTHT15(intact)

PTHNI(intact)

pUB110-(4)-A

PUB110-(3)-D

PTHTI5-Hhal-A

pTHT15-EcoRJ-B

(3)-A,B,C,D,E,F

(4)-A.B,C.d,e,f,g

(3)-A,D
(4)-A,B

(3)-A,C,D
(4)-B,D,E,F,G

(4)-A

(3)-D

(3)-A
(4)-A

(3)-D
(4)-B

EcoRl-A,b,c Ec(JRIIA,b

TaqI-A FlhaI-A,b,C,f

flpaJI-A,B,d lJin川IA
flaeHI-A

Taql-A,C EcoRl-A,B
〟〝dlトa,c

TaqIIA,B,C,D flhal-A,b,c
EcoRI-b

Taql-a flhaT-A

TaqトA,c EcoRI-B
FlpaJトd flha トc

Nohomology Hhal-A

flpalトd EcoRI-B

大文字 で表 した断片 はプ ロー ブと強 い相同性 を､

小文字 で表 した断片 は弱 い相 同性 を示す｡
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表 212 B.subtilisの形 質 転 換

Plasmid Tcr

Transformants

Kmr TcrKmr

pUBllO 0

pTHN1 0
pTHT15 1.2×108

1.2×10B

1.lxlOB

1.3×106 0

1.0×105 0

1.1×10B 3.8×102

1.2×10B 2.8×104

表 2 -3 B.s t earo t h ermophi lusの形 質 転 換

Plasmid Tcr

Transformants

Kmr TcrXmr

pUBllO 0

pTHN1 0
pTHT15 2.5×108

2.1×10B

1.5xlOB

1.6×10B o
3.0×10B o

2.0×10S 8.2×102

1.5×106 3.9×104
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表 2 - 4 pTHT15､ pTHN1､ pUBlltl間の不和合性

Grown Kmr Tcr

StrainandisolateNo. on: (%) (%)

B.subtL'lis
RM】25(pTHT15/pUBl10)-I

RMJ25(pTHT15/pup1JO)-2

RM125(pTHT15/pUB110)-3

B.subEL'LT's

RM125(pTHT15/PTHN))-1

RM125(pTHT15/PTHN1)-2

RM125(pTHT15/pTHNl)-3

B.sLearOtJzermopJZilLLS
CU21(pTHT15/pUBl10)-1

CU21(pTHT15/PUB110)-2

BIStearOthermophjLLLS
CU21(pTHT】5/PTHNl)-1

CU21(PTHll5ノpTHN1)-2

1
6
4

4
3
-

2
3
史
U

9
5
1

7
3
2

0
8
7

2
-
cc

2
-
4

3
5
4

5
2
3

柑
92
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38
帖
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8
;
49
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m
‖
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つん
4
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.
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00

札
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00
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00

00
00
00

00
00
00

00
oO
oO

00
00
00

00

00
00

00
00
00

00
00
00

l
.I

I
1
l

●■t
Illl
1

1
11
1

-
l
I
1
1....1
-
1

1
-
1

1
~
t

00
00
00

00

0000
00
00
00

00
00
00

00
00
00

00
00
00

00
00

00

00
00
00

00
00
00

00
00

00

.I-
1
-

1

-1
1
1
-

l
i
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-
I

-
-
-

ー
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1
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I
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I
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Accl

Hpatl

図 2-3 pTHT15､pUBllO､pTHNlの制 限酵素切断地図

●,○,▲ はそれぞれのプ ラス ミ ド間の相 同性領域 を示す｡
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表 2 - 5 B.subtilis RM125株 とB.stearothermophilus CU21株 にお いて

プ ラス ミ ドを 1種類 また は 2種 類保持 した ときの プ ラス ミ ドの コ ピー敬

Copynumber

P】asmid Strain Total pTHT15 pUBllO pTHNl

Monoplasmid-carrylngStrain
pUBllO

pTHT15

PTHN1

Heteroplasmid-carrylngStrain
pTHT15/PUBl10

pTHT15/pTHNl

B.subLilL'sRM125 50_+5

B.stearothermophL'LusCU21 80±10

B.subtl'Ll'sRM125 20j:5

B.sLearothermophL'LusCU21 110±10

a.sLLbtEIJ'sRM125 20±5

B.stearothermophilusCU21 20±5

B.subtF'ITIsRM125 50±5 10±3 40±5

8,stearoEhermophE'LusCU21 125±10 60±5 60±5

B.subLilisRM125 50士5 25j:5

B.stearothermophELusCU21 120±20 100±10 -

25±5
20±5

コ ピー数 はProjanら41'の方法 に従 って算 出 した｡ B.subtilis RM125株 が

保持 す るpUBllOの コ ピー数 は50で あ り､ この値 は密度 勾配遠心 法 で算 出

した コ ピー数 と一致 して い る｡

- 50-





Nucleot'dyLation

pbsphorylation ｢- Phosphatase
l -■【-1 一･･･.-.･--▼-二′一･.･.-.､†･1

0
0町

0

0
0｡一

Acetylation

0

0
060∫
〇
〇
〇｡.

pUBllO

RM125
pTHNI

NI
pTHNl

図 2- 5 pTHT15お よびpuBllOの カ ナ マ イ シ ン不 活 化 酵 素 の ア ッセ イ
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第 3章､ Bacillus subtilisお よ び些⊥ stearotherTnOphilusに お け る

プ ラ ス ミ ドの 複 製 保 持 と遺 伝 子 発 現 の 温 度 依 存 性

第 1節 緒 言

Imanakaら に よ っ て 好 熱 性 の旦. stearothermophilus の 宿 主 ベ ク タ

ー 系 が 構 築 さ れ､ 3種 類 の 酵 素 の ク ロ ー ニ ン グ に 用 い ら れ て い る 2D)

= )46). こ の 時 ベ ク タ ー と して 用 い られ た プ ラ ス ミ ドは pTB90(Kmr,

Tcr) で あ り､ こ の プ ラ ス ミ ドの 有 用 性 が 確 認 さ れ た｡ しか し､ 実 際

に 微 生 物 工 業 に 用 い る場 合 に は､ さ ら に 多 くの 機 能 を 有 す る ベ ク タ

ー が 必 要 に な る の は 大 腸 菌 の 例 を 見 て も明 か で あ る｡

そ の よ う な 観 点 か ら､ 我 々 は 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドを 自然 界 か ら ス

ク リ- ニ ン グ を 行 い､ Tcrプ ラ ス ミ ドpTHT15とKmrプ ラ ス ミ ドpTHNlを

分 離 した｡ こ れ ら二 つ の プ ラ ス ミ ドは､ B.subtilis とB.stearo-

thermophilus へ の 形 質 転 換 が 可 能 で あ っ た｡ Bringhamら 2 1)もTcr プ

ラ ス ミ ドを 分 離 して い る が､ B.stearothermophilus で の 複 製 と形 質

発 現 に つ い て の 知 見 は な い｡

KmとTc以 外 の 抗 生 物 質 に耐 性 を 有 す る プ ラ ス ミ ドを 好 熱 性 の

Bacillus属 細 菌 か ら発 見 す る こ と が で き な か っ た の で､ こ れ ま で 知

られ て い る枯 草 菌 ベ ク タ ー の B.stearothermophilusに お け る 利 用 を

検 討 した｡ ま た､ 中 温 菌 で あ るB.subtilisは 遺 伝 学 的､ 生 化 学 的､

生 物 学 的 な 研 究 が 多 くな さ れ て き た た め､ 極 め て 多 くの デ ー タ ー が

揃 って い る｡ こ の た め､ B.subtilisとB.stearothermophilusの 両 方

で 複 製､ 形 質 発 現 可 能 な 多 機 能 シ ャ トル ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と は､
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中 温 菌 と 好 熱 菌 の 違 い を 解 明 す る 上 で 非 常 に 有 用 で あ る と考 え ら れ

る｡ 中 温 菌 と好 熱 菌 の プ ラ ス ミ ドの 複 製 と 形 質 発 現 の 温 度 感 受 性 を

調 べ 比 較 す る こ と で､ タ ン パ ク 質 とDNAの 温 度 安 定 性 に つ い て の 知 見

を 得 る こ と が で き る｡ こ の 章 で は､ 基 礎 的 な 遺 伝 学 的 知 見 を 得 る た

め にB.subtilis とB.stearothermophilus間 の シ ャ トル ベ ク タ ー を 構

築 す る こ と を 目 的 と して､ B.subtilisとB.stearothermophilusの 両

方 の 菌 に お け る 薬 剤 耐 性 の 発 現 と､ 複 製 の 温 度 依 存 性 に つ い て 調 べ

た｡

培 地 組 成

第 2節 実 験 材 料 お よ び 方 法

菌 の 生 育 に は､ L培 地 (ト リプ ト ン 10g､ 酵 母 エ キ ス 5g､ NaC1

5g/ 見(pH 7.3)) を 用 い た｡ ま た 固 形 培 地 と して 用 い る 場 合 に は､

15%の ア ガ ロ ー ス を 添 加 した｡

使 用 菌 株 お よ び プ ラ ス ミ ド

こ れ ま で 同 様 B,subtilis RM125株 お よ び B.stearothermophilus

cu21株 を 用 い たo ま た､ 用 い た プ ラ ス ミ ドはpUBllO(Kmr､ 4.5Kb)､

PC194(Cmr､ 2.9Kb)､ pTP4(Cmr､ 4.4Kb)､ pTP5(Tcr､ 4.3Xb)､

pTHT15(Tcr､ 4.5Kb)､ pTHNl(Kmr､ 4.8kb) で あ るo

使 用 酵 素
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プ ラ ス ミ ドDⅣAを 切 断 す る た め の 制 限 酵 素 は､ 宝 酒 造 ㈱ お よ び

Bethesda Research Laboratories(BRL)を 用 い たo ま た､ T4-DNAリ ガ

ー ゼ､ ア ル カ リホ ス フ ァ タ ー ゼ は 宝 酒 造 ㈱ か ら購 入 したO こ れ ら の

酵 素 反 応 は､ そ れ ぞ れ の カ タ ロ グ に記 載 の 推 薦 条 件 に従 って 行 った｡

組 換 え プ ラ ス ミ ドの 作 製

そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドを 適 当 な 緩 衝 液 中 で 37℃1時 間 制 限 酵 素 切 断

後､ フ ェ ノ ー ル :ク ロ ロ ホ ル ム溶 液 で 酵 素 を 失 活､ 除 タ ンパ ク し､

エ ー テ ル で 残 留 す る フ ェ ノ ー ル を 抽 出 後 エ タ ノ ー ル 沈 毅 に よ りDNAを

回 収 したO ま た､ こ の と き5'リ ン酸 基 を 除 去 して お き た い と き に は､

制 限 酵 素 処 理 の 後 に ア ル カ リホ ス フ ァ タ ー ゼ を 加 え､ さ らに 65℃1時

間 反 応 を 行 ったo 除 タ ンパ ク後 エ タ ノ ー ル 沈 毅 に よ りDNAを 回 収 し､

リガ ー ゼ 緩 衝 液 に溶 解 し､ リガ ー ゼ 反 応 を 1時 間 行 い､ ア ガ ロ ー ス ゲ

ル電 気 泳 動 に よ り連 結 を 確 認 した 後､ エ タ ノ ー ル 沈 毅 に よ りDNAを 回

収 した. これ を TE緩 衝 液 に 溶 解 し､ B.subtilis RM125株 を プ ロ トプ

ラ ス ト形 質 転 換 法 を 用 い て 形 質 転 換 した｡ 得 られ た､ 形 質 転 換 株 か

ら調 製 した プ ラ ス ミ ドDNAを 制 限 酵 素 で 切 断 後 ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳

動 に よ り､ 目的 の 組 換 え プ ラ ス ミ ドを 選 択 した｡

宿 主 内 に お け る プ ラ ス ミ ドの 安 定 性

プ ラ ス ミ ドの 安 定 性 は､ lmanakaらの 方 法 20)を 若 干 変 更 して 行 っ

た｡ す な わ ち､ そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドを 有 す る菌 株 を 2- 3コ ロ ニ ー

用 意 し､ そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドが 有 す る薬 剤 耐 性 遺 伝 子 に 対 応 す る
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抗 生 物 質 を 添 加 した (B.subtilisRM125で は cm=10鵬 /LR､ Tc:10〟B/

LR､ Em:10JJB/LR､ B.stearothermophilusCU21で は cm:5JJB/LR､ Tc:5

JIB/LA､ Km:5鵬 /tAの 濃 度 で 添 加 した ) L培 地 で 一 晩 培 養 した. こ の 前

培 養 菌 体 溶 液 を 用 い て､ そ れ ぞ れ 薬 剤 を 含 ま な い L培 地 に 102の 濃 皮

に な る よ う に 接 種 し､ 温 度 を 変 え て 約 20世 代 培 養 を 行 った｡ そ の 培

養 菌 体 を L寒 天 平 板 培 地 に 希 釈 後 塗 布 し､ B.subtilisRM125株 は 37℃､

B.stearothermophilusCU21株 は 48℃ で 一 晩 培 養 した｡ 得 られ た コ ロ

ニ ー を 数 百 個 選 び､ そ れ ぞ れ の 薬 剤 を 有 す るL寒 天 平 板 培 地 に レ プ リ

カ し､ 薬 剤 耐 性 の 有 無 を 調 べ た｡

薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の 発 現 限 界 温 度

プ ラ ス ミ ドの 安 定 性 を 調 べ た 実 験 に お い て 調 製 した と同 じ方 法 で

前 培 養 菌 体 を 調 製 し､ そ れ ぞ れ の 薬 剤 を 含 む L培 地 101見に 102濃 度 に

な る よ う に 接 種 し､ 温 度 を 変 え て 24時 間 培 養 した｡

第 3節 結 果

1. B.subtilisに お け る プ ラ ス ミ ドの 遺 伝 子 発 現 と熱 安 定 性

B.subtilisに お け る プ ラ ス ミ ドの 熱 安 定 性 に つ い て 調 べ る た め

に､ 6種 頬 の プ ラ ス ミ ドを B.subtilisRM125株 に プ ロ トプ ラ ス ト形 質

転 換 法 に よ り導 入 した｡ 同 じ プ ラ ス ミ ドを 有 す る コ ロ ニ ー を 2-3株

用 い て､ 37℃ か ら52℃ ま で の 温 度 範 囲 に つ い て 調 べ た｡ 52oCは旦⊥

subtilisRM125株 が L培 地 中 で 生 育 で き る 限 界 温 度 で あ る｡ 結 果 を
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図 3I 1に 示 す｡ 供 試 した プ ラ ス ミ ドの う ち､ pUBllO､ pTHT15､

pTHNl､ pC194は B.subtilisRM125株 で そ の 生 育 限 界 温 度 の 52℃ ま で

安 定 に 保 持 され る こ とが 確 認 され た｡ 一 方､ pTP5､ pTP4は 45℃ 以 上

で 不 安 定 と な り､ 48- 49℃ 付 近 で 宿 主 か ら ほ とん ど脱 落 して い る こ

とが 示 さ れ た｡

次 に､ プ ラ ス ミ ドを有 す るB.subtilisRM125株 を そ れ ぞ れ の 薬 剤

の 存 在 下 で 培 養 して､ 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の 発 現 と宿 主 の 生 育 限 界 に つ

い て 調 べ た｡ そ の 結 果､ pUBllO､ pC194､ pTHT15､ pTHNlは 52℃ ま で

そ の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 発 現 で き る こ とが 明 か と な っ た｡ 一 方､ pTP4､

pTP5を 有 す るB.subtilisRM125株 は 51oCま で は 生 育 で き た が､ 52℃

で は生 育 が 認 め られ な か った｡

同 じ プ ラ ス ミ ドを 用 い て､ 同 様 な 実 験 を B.subtilisLM川 761222株

24)を宿 主 と して 行 った と こ ろ､ 生 育 限 界 温 度 が 49度 で あ った 以 外 は

B.subtilisRM125株 を 用 い た 時 と ほ とん ど 同 じ結 果 を 得 た｡

2. プ ラ ス ミ ド間 の - イ ブ リダ イ ゼ - シ ョ ン

B.subtilis に お い て､ 供 試 した 6種 類 の プ ラ ス ミ ドの 熱 安 定 性 が

異 な っ て い た こ とか ら､ これ らの プ ラ ス ミ ドの 複 製 領 域 に つ い て

DNAレベ ル で の 相 同 性 を 調 べ た｡ まず､ 6種 類 の プ ラ ス ミ ドを そ れ ぞ

れ 制 限 酵 素 で 切 断 せ ず に ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 し､ ニ トロ セ ル ロ

ー ス メ ンブ レ ン フ ィル タ ー に プ ロ ッテ ィ ン グ した｡ 次 に､ そ れ ぞ れ

の プ ラ ス ミ ドを ニ ッ ク トラ ン ス レー シ ョ ン法 に よ り α 1 32p-dCTPを 用

い て ラ ベ ル化 し､ プ ロ ッ ト- イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 った｡

そ の 結 果 (図 3- 2)､ pUBllO､ pTHT15､ pTHNlに つ い て は 2章 で

行 った 実 験 の 結 果 通 りで あ った｡ 新 しい 知 見 と して､ pTHT15とpTP5､
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及 びpTP4とpTP5に 相 同 性 が 認 め ら れ た｡ pTHT15とpTP5の 相 同 性 は､

pTP5を プ ロ ー ブ とす る と認 め られ ず､ pTHT15を プ ロ ー ブ と し た と き

の み 認 め られ る こ と か ら比 較 的 弱 い も の と思 わ れ た｡ 一 方､ pTP4と

pTP5に つ い て は､ い ず れ の プ ラ ス ミ ドを プ ロ ー ブ と して も - イ ブ リ

ダ イ ズ す る こ と か ら比 較 的 強 い 相 同 性 を 有 して い る と考 え ら れ た｡

これ ら の 相 同 性 を 有 す る領 域 を 限 定 す る た め に､ さ ら に こ れ ら3種

類 の プ ラ ス ミ ドを 制 限 酵 素 切 断 し､ ど の フ ラ グ メ ン トに - イ ブ リ ダ

イ ズ す る か を 検 討 した｡ そ の 結 果 を 図 3- 3に 示 す｡ ま ず､ pTP4を

プ ロ ー ブ と した 場 合 pTP5の旦_主且dⅢ-A,B､ RiACⅡ-A､ 旦_主且CII+旦且旦II-B

フ ラ グ メ ン トに 強 く- イ ブ リダ イ ズ した (図 3 - 3､ A )｡ ま た､

pTP5を プ ロー ブ と した 場 合､ pTP4の旦旦旦IIA､ 旦互生I-A､ 辿 Ⅱ-Bフ ラ

グ メ ン トに 強 くハ イ ブ リ ダ イ ズ した (図 3 - 3､ B ). こ れ ら の 結

果 を ま と め る と､ 図 3- 4 に 示 し た 部 分 に 相 同 性 あ る こ と が 明 か と

な った｡

pTP5の Tcr遺 伝 子 部 分 と､ 複 製 開 始 点 領 域 は Noguchiら= 'に よ っ て

決 定 さ れ て お り､ 図 3 - 4 の 円 の 内 側 部 分 に 示 した｡ ま た､ pTP4の

cm-遺 伝 子 と複 製 開 始 点 領 域 は ま だ 正 確 に 決 定 さ れ て い な い｡ た だ し､

Konoら は 47)PTP4の プ ラ ス ミ ドと して の 必 須 領 域 は 左上旦Ⅰに よ る 切 断

(2カ 所 切 断 さ れ る ) の 大 き な 方 の フ ラ グ メ ン トに 存 在 す る こ と を 報

告 して い る｡ ま た､ pTP4とpC22120)は ほ と ん ど 同 じ プ ラ ス ミ ドで あ

る こ と も同 時 に 報 告 した｡ こ こ で 示 した 実 験 結 果 も､ 図 3 - 4 に 示

した 部 分 にpTP4の Cmr遺 伝 子 部 分 と､ 複 製 開 始 点 領 域 が 存 在 して い る

こ と を 示 唆 して い る｡ - イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 か ら､ PTP4と

pTP5の 相 同 性 領 域 は そ れ ぞ れ の 複 製 開 始 点 領 域 で あ る と考 え られ る｡

ま た､ 図 3- 4 に は pTP5とpTHT15の 相 同 性 領 域 に つ い て も示 した｡

pTHT15はpTP5の 1indⅢ-Aフ ラ グ メ ン トとHpaII-Bフ ラ グ メ ン トに ハ イ

ェ58-



プ リダ イ ズ した｡ こ の 部 分 はpTP5のTcr遺 伝 子 を コ ー ドして い る部 分

で あ る と され て い る. しか し､ 逆 にpTP5を プ ロ- ブ と して 用 い た 場

合 に はpTHT15と ハ イ ブ リダ イ ズす る事 実 は 得 られ な か っ た｡

3. B.subtilisに お け る組 換 え プ ラ ス ミ ドの 作 製

pTP4とpTP5の 複 製 開 始 点 領 域 に お け る広 範 な 相 同 性 と､ 温 度 感 受

性 を 確 か め る た め にpUBllOとpTP4､ pUBllOとpTP5間 の 組 換 え プ ラ ス

ミ ドを 作 製 した｡ ま ず､ puBllOとpTP4の組 換 え プ ラ ス ミ ドの 作 製 は､

両 プ ラ ス ミ ドを - カ所 ず つ 切 断 す る旦旦旦RIで 切 断 し､ 連 結 した プ ラ

ス ミ ドpIHl14(KmrCm'､ 8,9Xb) を 作 製 したo pUBllOとpTP5の 組 換 え

プ ラ ス ミ ドは､ そ れ ぞ れ - カ所 ず っ 切 断 す る旦旦旦Iで 切 断､ 連 結 した

plnl150(KmrTc一､ 8.8Kb)､ お よ び 切 断 末 端 をT4DNAポ リ メ ラ- ゼ に

よ り平 滑 末 端 化 した pTP5の旦_主且dⅢ-Aフ ラ グ メ ン トを pUBllOの呈上旦IIサ

イ トに 挿 入 した p川 1151(KmrTcr､ 6.8Kb) を 作 製 した｡

ま た､ ち.subtilis内 で の 安 定 な プ ラ ス ミ ド同 士 の 組 換 え プ ラ ス ミ

ドと して､ pUBllOとpC194の 組 換 え プ ラ ス ミ ドを､ そ れ ぞ れ を - カ 所

切 断 す る至上旦Ⅱで 切 断 し､ 連 結 した プ ラ ス ミ ドpHHllを 作 製 した (図

3- 5).

これ らの プ ラ ス ミ ドは す べ て B.subtilisRM125株 へ の プ ロ トプ ラ

ス ト形 質 転 換 に よ り作 製 した｡

4. 組 換 え プ ラ ス ミ ドのB.Subtilisに お け る熱 安 定 性

結 果 を 図 3 - 6､ A, B, C に 示 す｡ ま ず､ そ れ ぞ れ 安 定 な プ ラ

ス ミ ド同 士 の 組 換 え プ ラ ス ミ ドで あ るpIHlllは､ B.subtilis RM125
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株 の 生 育 限 界 温 度 で あ る 52℃ ま で 安 定 に保 持 され る こ とが 確 認 さ れ

た (図 3-6､ C)0 pUBllOとpTP5のTcr遺 伝 子 部 分 で 構 築 した p川

1151は､ B.subtilisRM125株 中 で 52℃ ま で か な り安 定 に 保 持 され て

い る こ とが 明 か と な った｡ しか し､ pUBllOとpTP5の 両 方 の 複 製 開 始

点 領 域 を 含 む p川150は依 然 温 度 に 対 して 不 安 定 で あ り､ 宿 主 内 か ら

脱 落 して い く こ とが 示 さ れ た｡

一 方､ pUBllOとpTP4の 組 換 え プ ラ ス ミ ドplnl14は､ pUBllOとpTP4

の 複 製 開 始 点 領 域 を 含 む に も関 わ らず､ か な り熟 安 定 で あ っ た｡ こ

のpIHl14とpIHl150に つ い て は さ ら に詳 しい 解 析 行 う必 要 が あ る と考

え られ る が､ こ の熱 安 定 性 の 違 い はpTP4とpTP5の 複 製 開 始 点 領 域 が

全 く同 じで は な い こ と を 示 して い る と推 察 さ れ た｡

pIHl151とpIHl150が 熟 安 定 と な った こ と か ら､ pTP4とpTP5がむ_

subtilisRM125株 に お い て 高 温 下 で 不 安 定 に な る の は､ 主 に そ の 複

製 開 始 点 領 域 が 熟 に対 し不 安 定 と な る た め で あ る こ とが 考 え られ た｡

5. B.stearothermophilusCU21株 の 形 質 転 換

まず､ pUB l lO､ pTHN l､ pTHT1 5､ pC 1 94､ pTP4､ pTP 5の 6種 類 の プ ラ

ス ミ ドに つ い て B.stearothermophilusCU21株 へ 形 質 転 換 を 試 み たo

そ の 結 果 (表 3- 1)､ 供 試 した プ ラ ス ミ ドの う ちpUBllO､ pTHT15､

pTHNlに つ い て は第 1章 で 示 した 通 り､ 形 質 転 換 可 能 で あ る こ とが 再

確 認 さ れ た｡ こ の 実 験 で は､ さ ら にpC194がB.stearothermophilus

CU21株 を Cmrへ 形 質 転 換 で き る こ とが 新 た な 知 見 と して 得 られ た｡

一 方､ pTP4とpTP5を 用 い た 実 験 で は､ B.stearothermophilusCU21株

を 形 質 転 換 で き な か った｡ こ の こ と は､ B.subtilisRM125株 に お い

て 示 さ れ た 複 製 領 域 の 熱 不 安 定 性 に よ る と考 え られ た｡
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8.8tearothermophilusCU21株 は市 販 の制 限 酵 素 旦旦上EⅡ の

isoschizomerで あ るR3iPt2D)を有 して い る こ とが 知 られ て い る｡ 供

試 した 6種 類 の プ ラ ス ミ ドに つ い て 制 限 酵 素 旦旦上EⅡで の切 断 実 験 を 行

った と こ ろ､ pTHT15とpTP4が そ れ ぞ れ- カ 所 切 断 さ れ る こ と が 明 か

とな った｡ そ の ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 の 結 果 を 図 3- 7 に 示 す.

この た め､ B.subtilisRM125株 か ら調 製 したpTHT15は一 度 形 質 転 換

したB.stearothermophilusCU21株 か ら調 製 した pTHT15に比 べ て

ら.stearothermophilusCU21株 へ の 形 質 転 換 効 率 が 102程 度 低 下 す る

こ とが 示 され た｡ しか し､ B.stearothermophilusCU21株 か ら調 製 し

たpTHT15は､ 制 限 酵 素 BstEEで 切 断 され な いpUBllO､pTHT15､

pC194と同 じ形 質 転 換 効 率 (1-8×106個 /JIEDNA) を 示 したO

次 に､ 枯 草 菌 中 で は安 定 と な った 組 換 え プ ラ ス ミ ド p川114､

plHl151及 びpIH3に つ い て 形 質 転 換 を行 った. plH3は第 1章 で 構 築 し

た 組 換 え プ ラ ス ミ ドで､ 図 4- 8に示 す よ うにpC194の複 製 開 始 点 領

域 中 に あ るRhlI部 位 にpTHT15の複 製 開 始 点 領 域 を 導 入 し､ 複 製 部 分

を入 れ 換 え た プ ラ ス ミ ドで あ る｡

そ の 結 果 (表 3- 1)､ pIHl14､pIHl151で はB.stearothermo-

philusCU21株 をKmrとす る形 質 転 換 株 を得 る こ とが で きた が､ そ れ

ぞ れpTP4､pTP5由 来 のCmr､ Tcrで 選 択 した と こ ろ形 質 転 換 株 は得 ら

れ な か ったo pIH114は旦_旦ユEIIで 切 断 され るpTP4部 分 を 有 す る た め､

pTHT15と同 様 にB.subtilisRM125株 か ら調 製 した プ ラ ス ミ ドDNAは旦⊥

stearotherm･ophilusCU21株 か ら調 製 した DNAに比 べ て 形 質 転 換 効 率

が 102程 度 低 下 す る こ とが 認 め られ た｡ 得 られ た Km-の 形 質 転 換 株 の

薬 剤 耐 性 を､ pIHl14に つ い て はCmr､p川1151に つ い て はTcrに つ い て

調 べ た と こ ろ､ い ず れ に お い て も感 受 性 を 示 した こ とか ら､ pTP4由

来 のCmr遺 伝 子 とpTP5由 来 のTc耐 性 遺 伝 子 はB.stearothermophilus
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CU21株 で 形 質 発 現 が で き な い こ とが 明 か と な った｡

p川3は予 想 通 りB.stearothermophilus CU21株 を cmrに 形 質 転 換 で

きた｡ ま た この と きの 形 質 転 換 効 率 は､ 他 の組 換 え プ ラ ス ミ ドと ほ

ぼ 同 等 で あ った｡

6. B.stearothermophilusに お け る プ ラ ス ミ ドの 安 定 性 と薬 剤 耐

性 遺 伝 子 の発 現

まず､ B.stearothermophilusCU21株 を 形 質 転 換 可 能 で あ った

pUBllO､ pTHNl､ pTHT15､ pC194を 有 す る株 に つ い て 調 べ た. わ れ わ

れ が 行 った 実 験 に よ る と､ B.stearothermophilus CU21株 の 生 育 限 界

温 度 は 66℃ で あ り､ 67℃ で は生 育 で きな か った｡ そ こで､ 66℃ ま で

の宿 主 内 に お け る プ ラ ス ミ ドの安 定 性 に つ い て 検 討 を 行 った｡ そ こ

結 果､ 図 3- 9に示 す よ うに プ ラ ス ミ ドに よ って か な り違 う安 定 性

を示 した｡ まず､ pTHT15は供 試 した プ ラ ス ミ ドの 中 で も っ と も安 定

に宿 主 に保 持 さ れ､ 60℃ ま で 100%安 定 で あ る こ とが 明 か と な った｡

pUBllOも60℃ に お い て 約 85%の プ ラ ス ミ ド保 持 率 を 示 した｡ これ ら の

結 果 は､ 第 2章 に お い て 示 した pTHT15とpUBllOの複 製 開 始 点 領 域 の

相 同 性 の デ ー タ ー と一 致 す る. pTINlは pTHT15とpUBllOに 比 べ て わ ず

か に不 安 定 で あ ったo Lか し､ pC194はB.stearothermophilus CU21

株 の形 質 転 換 が 可 能 で あ る に も関 わ らず 不 安 定 で あ り､ 48℃ で 約 40

%が､ 55℃の培 養 で は ほ とん ど の株 が プ ラ ス ミ ドを脱 落 して い た｡

培 養 温 度 が 上 が る に つ れ て pC194が 不 安 定 化 す る事 が 明 か と な っ た

が､ そ の原 因 が 複 製 開 始 点 領 域 の 熱 不 安 定 性 に よ る の で あ れ ば､ そ

の部 分 を安 定 な 他 の プ ラ ス ミ ドの 複 製 領 域 と代 え る こ と に よ り安 定

化 され る と考 え られ る｡ そ こで､ pTHT15とpC194の組 換 え プ ラ ス ミ ド
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で あ るp川 3の B.stearothermophilus CU21株 で の 熱 安 定 性 に つ い て 調

べ て み た｡ そ の 結 果､ 図 3- 9に 示 す よ う に 60℃ 以 上 ま で 安 定 に 保

持 され る こ とが 示 され た｡

そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドを有 す る B.stearothermophilus CU21株 を 用

い て､ 薬 剤 存 在 下 で の 生 育 限 界 温 度 を 調 べ る こ と に よ って､ 薬 剤 耐

性 遺 伝 子 の 発 現 限 界 温 度 を 検 討 した｡ そ の 結 果 (図 3 - 9 )､ L培 地

に お い て､ pUBllO､ pTHN1､ pC194､ p川4を そ れ ぞ れ 有 す る

B.stearothermophilus CU21株 の 薬 剤 存 在 下 に お け る生 育 限 界 温 度 は

59℃ で あ った0 - 万､ pTHT15を 有 す るB.stearothermophilus CU21株

はTc存 在 下 で 64℃ ま で生 育 可 能 で あ る こ と が わ か っ た｡

7. 三 つ の 薬 剤 に耐 性 を 有 す る複 合 プ ラ ス ミ ドの 作 製

B･stearothermophilus に お い て plH3は極 め て 安 定 に高 温 ま で 保 持

され る こ と が 確 認 され たo そ こで､ こ の pH13を 元 に B.stearothermo-

philus と B.subtilisで 安 定 に保 持 され､ 形 質 発 現 可 能 な 三 つ の 薬

剤 に耐 性 な シ ャ トル ベ ク タ ー を 作 製 した｡ pIH3にpTHT15のTcrを 付 与

した 二 つ の 薬 剤 に耐 性 な プ ラ ス ミ ド (CmrTcr) plH4は す で に 第 1章

で 作 製 して あ る｡ そ こで､ pln4の 旦旦旦Ⅱサ イ トにXTnr遺 伝 子 を 有 す る

!_旦旦I断 片 を 導 入 した pIH41と､ pIH4の旦_旦旦RIサ イ トにpTHN1の Kmr遺

伝 子 を 有 す る邑⊆ヱRI断 片 を 導 入 した p川42を 枯 草 菌 に お い て 作 製 した

く図 3 - 10)o これ ら二 つ の 組 換 え プ ラ ス ミ ドは B.Subtilis

R~M125株 に お い て そ の 生 育 限 界 温 度 で あ る52℃ ま で 安 定 に 形 質 を 発 現

で き る こ とが 確 認 され た｡ そ こで､ これ ら の 三 つ の 薬 剤 に耐 性 な プ

ラ ス ミ ドを B.stearothermophilus CU21株 へ 形 質 転 換 した｡ 形 質 転 換

効 率 は 表 3 - 2 に示 した よ う に､ い ず れ の 薬 剤 耐 性 を 選 択 マ ー カ -
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に用 い て も親 プ ラ ス ミ ドと同 等 の､ 再 生 株 あ た り2- 10% の 高 い 値 を

示 して い る｡ ま た､ これ らの プ ラ ス ミ ドの B.stearothermophilus

CU21株 に お け る熱 安 定 性 もpTHT15と は ぼ 同 等 の パ タ ー ンを 示 した｡

第 4節､ 考 察

Bacillus属 細 菌 に お い て 熱 安 定 性 の 高 い プ ラ ス ミ ドベ ク タ ー を 作

製 す る こ と は､ 工 業 的 な 観 点 か ら も極 め て 興 味 あ る 問 題 で あ る｡ そ

こで こ の 章 に お い て は､ 中 温 菌 と して B.subtilisRM125株､ 好 熱 菌

と して B.stearothermophilusCU21株 を 用 い て 温 度 に よ る プ ラ ス ミ ド

保 持 の 安 定 性 と遺 伝 子 発 現 に つ い て 検 討 した｡

供 試 した 6種 類 の プ ラ ス ミ ドの う ち､ pUBllO､ pTHⅣ1､ pTHT15､

pC194はB.subtilisRM125株 に お い て そ の 生 育 限 界 温 度 52℃ ま で 安 定

に宿 主 内 に保 持 さ れ､ そ れ ぞ れ の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 発 現 で き る こ と

が 明 か と な った｡ これ ら の 4種 類 の プ ラ ス ミ ドはB.stearothermo-

philusCU21株 を も形 質 転 換 可 能 で あ っ た｡ 一 方､ 相 同 性 を 有 す る 複

製 領 域 を 持 つ プ･ラ ス ミ ドpTP4とpTP5はB.subtilisRM125株 に お い て

も高 温 下 で 不 安 定 と な り､ 45℃ に お い て も宿 主 内 か ら の プ ラ ス ミ ド

の 脱 落 が 観 察 さ れ た｡ さ ら に､ B.stearothermophilusCU21株 を cmr

ま た はTcrに 形 質 転 換 す る事 が で き な か った｡ こ れ らの プ ラ ス ミ ドの

複 製 機 能 が､ 温 度 感 受 性 で あ った た め か､ ま た はB.stearotheTmO-

philus の 複 製 機 能 に不 適 合 で あ った た め に複 製 で き な い こ と が 考 え

られ た. も う一 つ の 可 能 性 と して､ pTP4とpTP5はB.stearothermo-

philusCU21株 内 で 複 製 可 能 で あ る が､ そ れ ぞ れ の マ ー カ ー で あ る

cm-､ Tc-遺 伝 子 が 発 現 で き な い た め に形 質 転 換 で き な か っ た と考 え

られ た｡ pUBllOとpTP4､ pTP5の 組 換 え プ ラ ス ミ ドは B.stearother-
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moph ilus CU 21株 に 導 入 す る こ とは可能 で あ った が､ pUBllO由 来 の

Emrは 発 現 で き る の に 対 し､ pTP4由来 のCmrとpTP5由来 の Tcr遺 伝 子 は

そ の 形 質 を 発 現 で き な か った｡ 以 上 の結 果 か ら､ pTP4の Cmr遺 伝 子 と

pTP5の Tc r遺 伝 子 は 温 度 感 受 性 で あ るか､ B.stearothermophilus

CU21株 で ､ 転 写 も し くは翻 訳 が不 可能 で あ る と考 え られ た｡

B.sub tilis RM125株 中 にお け るPTP4とPTP5の複 製 の熱 不 安 定 性 は､

pUBllO と の 組 換 え プ ラ ス ミ ドを作 製 す る こ とに よ り克 服 で き た｡

pUBllO の 複 製 領 域 お よ びRmr遺伝 子 部 分 とpTP5のTcr遺 伝 子 部 分 を 有

す るp H l1151 は B.subtilisRM125株 にお いて高 い熱 安 定 性 を 示 す よ う

にな っ た ｡ pTP4とpUBllOの二 つ の複 製 領 域 を有 す るplHl14も 同 じ よ

うに熱 安 定 性 の 上 昇 が 認 め られ た｡ しか し､ pTP5とpUBllOの 二 つ の

複 製 領 域 を 有 す るpIH1150は､ pTP4とpTP5の複製 領 域 に相 同 性 が 認 め

られ る に も 関 わ らず､ 依 然 不 安定 の ままで あ った｡ 現 在 の 知 見 だ け

で は､ p 川 1150とp川 114の複 製 の違 いを考 察 す るの は困難 で あ る が､

p川1150 は そ の 二 つ の 複製機 能 が宿 主細 胞 中 で混 乱 し､ そ の 結 果 と し

て熟 に 対 す る 安 定 性 を失 って い る と推 察 され た｡

B.stearo thermophilusCU21株 にお け るプ ラス ミ ドの安 定 性 の 温 度

依存 性 を 調 べ た と こ ろ､ pTHNlは55℃ まで､ pTHT15とpUBllOは 60℃ ま

で安定 に 宿 主 細 胞 に 保持 され て い る こ とが確 認 され たo Lか し､

pc194は宿 主 内 で 不 安 定 で あ り､ 非 選 択 条 件 下 に おいて 48℃ で 40%､

50℃ で 80%､ 55℃ で 100%が宿 主細 胞 か ら脱 落 して い くこ と が 示 さ れ た0

B.subtilis RM125株 にお いて はpC194は 52℃ まで安 定 に宿 主 に 維 持 さ

れて い た｡ こ の こ とか ら､ pC194のB.stearotherTnOphilusで の 不 安 定

性 は温 度 に よ る 不 安 定 化 のみで は な く､ 好 熱 菌宿 主 細 胞 中 の 何 らか

の因子 に よ る も の で あ る と考 え られ た｡

1manakaら 20)は､ B.subtilisとB.stearothermophilusに お い て､
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い くつ か の プ ラ ス ミ ドの 挙 動 の 違 い を報 告 して い る｡ す な わ ち､

pTB19か ら数 種 の小 型 プ ラ ス ミ ドを 作 製 し､ B.subtilisとB.stearo-

thermophilusの 両 方 で 形 質 発 現 可 能 な プ ラ ス ミ ド､ B.subtilisの み

で 形 質 発 現 可 能 な プ ラ ス ミ ド及 び B･stearothermophilus の み で 形 質

発 現 可 能 な プ ラ ス ミ ドの 3種 類 が 得 られ る と述 べ て い るO さ ら に､

pC194とpT127の 組 換 え プ ラ ス ミ ドpHVllとpc194とpBR322の 組 換 え プ

ラ ス ミ ドpHV22を 作 製 した が､ い ず れ の プ ラ ス ミ ドもB.Stearother一

mophilus CU21株 を 形 質 転 換 で き な か った と報 告 して い る｡

こ の 章 に お い て､ pC194が B.stearothermophilus CU21株 を 形 質 転

換 で き る が 不 安 定 で あ る こ と､ 及 び複 製 領 域 を pTHT15の 複 製 領 域 に

変 換 す る こ と に よ り複 製 機 能 が 熱 安 定 性 に な る こ と を 示 した｡ こ の

pTHT15とpC194の 組 換 え プ ラ ス ミ ドpltT3は､ 極 め て 安 定 に B.stearo-

thermophilus CU21株 内 に保 持 され､ Cmr も59℃ ま で 発 現 可 能 で あ る｡

pTHT15の 複 製 領 域 と新 し く好 熱 菌 で 発 現 が 確 認 され た Cmrを 用 い て､

Bacillus属 細 菌 に お け る熱 安 定 性 の 高 い ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドを 構 築

で き る こ とか 示 され た｡ これ らの 知 見 か ら､ B.subtilisとB.stearo-

thermophilus間 の 熟 安 定 な シ ャ トル ベ ク タ ー は も っ と も熱 安 定 性 の

高 いpTHT15の 複 製 領 域 とpTHT15の Tcr遺 伝 子､ pTHN1の Kmr遺 伝 子､

pc194の Cmr遺 伝 子 か ら構 築 で き る と考 え られ た

そ こで､ 作 製 した 三 つ の 薬 剤 に 耐 性 な プ ラ ス ミ ドplH41とpIH42は

B.subtilisとB.stearothermophilul の 両 方 で 複 製 発 現 可 能 な シ ャ ト

ル ベ ク タ ー で あ る｡ これ らの プ ラ ス ミ ドは 制 限 酵 素 馳_旦RI､ 旦呈上II､

旦⊥旦dⅢ､ 臥2旦I (以 上 PIH41)､ 旦_主上I､ 旦旦ユI､ 旦BiⅡ､ 臥皇_旦dIII､

旦且旦I (以 上 pIH42) に よ る唯 一 の 切 断 点 を ク ロ ー ニ ン グ部 位 と して

利 用 で き る｡ ま た､ これ らの う ち地上II､ 旦_旦旦Ⅰ切 断 部 位 は そ れ ぞ れ

Emr遺 伝 子､ Tcr遺 伝 子 に 対 す る挿 入 不 活 部 位 と して ク ロー ン の 検 出
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に利 用 で き る｡ さ ら に､ Cmr遺 伝 子 を 含 む pc194に 由 来 す る部 分 は す

で に 塩 基 配 列 が 明 か と な っ て い た は か､ Ⅸmr遺 伝 子 お よ び 複 製 開 始 点

領 域 に つ い て も塩 基 配 列 が 明 らか で あ る｡ 次 章 で 明 か とす るpTHT15

の Tcr遺 伝 子 部 分 の 塩 基 配 列 を 合 わ せ る と､ こ れ ら 2種 類 の 三 つ の 薬

剤 に耐 性 な プ ラ ス ミ ドの 塩 基 配 列 は ほ と ん ど確 認 さ れ て い る｡

第 5節 要 約

1. pUBllO､ pC194､pTHT15､pTHN1はB.subtilis RM125株 に お い

て 非 選 択 圧 下 52℃ま で 安 定 に 保 持 さ れ､ そ れ ぞ れ の 薬 剤 耐 性 遺 伝 千

は 52℃ ま で 発 現 した｡

2. - 方､ pTP4､pTP5は 高 温 で 容 易 にB.subtilisRM125株 か ら脱

落 した｡ ま た そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ドを 有 す るB.subtilisRM125株 の

生 育 限 界 温 度 は､ 薬 剤 存 在 下 で 51℃で あ っ た｡ pTP4とpTP5の 複 製 領

域 は高 い 相 同 性 が 認 め られ た｡

3. pUBllOとpTP4及 び pUBllOとPTP5の 組 換 え プ ラ ス ミ ドは 高 温 下

で も安 定 と な り､ B.subtilisRM125株 に お い て 52℃ ま で 保 持 さ れ た｡

4. 6種 類 の プ ラ ス ミ ドの 形 質 転 換 能 を 好 熱 性 細 菌､ B.stearo-

thermophilusCU21株 に お い て 検 討 した｡ そ の 結 果､ puBllO､pC194､

pTHT15､pTHNlはB.stearotherTnOphilusCU21株 の 形 質 転 換 能 を 有 し

て い た が pTP4とpTP5は 形 質 転 換 能 を 有 して い な か っ た｡

5. pUBllOとPC194及 びpTHNlはB.stearothermophilusCU21株 に お
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い て 耐 性 遺 伝 子 を 59℃ ま で 発 現 し､ pTHT15のTcrは64℃ ま で 発 現 した｡

6. pC194は非 選 択 圧 下 で 不 安 定 で､ 55℃で ほ とん ど宿 主 菌 か ら脱

落 した｡ pTHNlは55℃ ま で､ pUBllOとpTHT15は60℃ ま で 宿 主 菌 内 に 安

定 に複 製 保 持 さ れ た｡ pC194の高 温 条 件 下 で の熱 不 安 定 性 は､ そ の 複

製 機 能 の 熟 感 受 性 に よ る こ とが 明 か と な っ た｡ す な わ ち､ PC194の 複

製 領 域 をpTHT15の そ れ と置 き換 え る と､ そ の組 換 え プ ラ ス ミ ドp川3

は安 定 とな りB.stearothermophilusCU21株 に お い て 60℃で 複 製 保 持

され る よ うに な った｡

7. pTP4とpTP5の薬 剤 耐 性 遺 伝 子 は､ pUBllOと の 組 換 え プ ラ ス ミ

ドを 作 製 し安 定 な 複 製 機 能 を 付 与 して も､ B.stearothermophilus

CU21株 で 発 現 で きな か った｡

8. 最 も熟 安 定 なpTHT15の 複 製 開 始 点 領 域 を 元 に､ Tcr､ Cmr､

Kmrの 三 つ の 薬 剤 に耐 性 な プ ラ ス ミ ドplH41お よ びpIH42を 構 築 した.

これ らのB.subtilis とB.stearothermophilus間 シ ャ トル ベ ク タ ー は

両 宿 主 内 で､ pTHT15と同 等 の安 定 性 を 示 した｡
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図 3- 1 B･subtilisRM125株 におけるプ ラス ミ ドの安定性

Lブ ロス培地 で24時間培養 し､ その培養 液を希釈後､ 平板寒天

上 に塗布 した｡ 得 られた コロニーを､ それぞれの薬剤 を含 む平板

寒天 に塗布 し､ その生育 か らプ ラス ミ ドの脱 落比率 を算 出 した｡
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図 3-4 pTP4とpTP5の制限酵素切断地図

この地図は､KonoらとNoguchiらの報告 に基づいて作製 した. (●) はpTP4と

PTP5の相同性領域 を示 した｡ (▲)は､pTP5とpTHT15の相 同性領域 を示 した｡
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図 3-5 組 換 え プ ラ ス ミ ドの作 製

pIHlllはpC194-PvuⅡとpUBllO-PvuⅡ､p川114はpUBllO-EcoRI

とpTP41旦旦旦RI､plHl150はpUBllOIAbAIとpTP5-を旦旦I､pTHl151

はpUBllO一里工旦ⅡとpTP5-Ri旦dⅢ-A断片 (平滑末端処理 ) で それ ぞ

れ構築 した｡
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図 3-6 B.subtilisRM125株 におけ るプ ラス ミ ドの安定性

それぞれのプ ラス ミ ドを有す るB.subtilisRM125株 を L培地

でそれぞれの温度 で24時間培養 し､ その培養 液 を平板寒 天上

に塗布 した｡ 得 られた コロニーを､ それぞれ の薬剤 を含 む平

板寒天上 に移 し､ 生育 した コロニー数 か らプ ラス ミ ドの安定

性 を算 出 した｡
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図 3-8 pIH3の構築

pc194のHhaI切断部位 に､pTHT15の複製 開始点 領

域 を含 むHhaI-B断片 を挿入 した｡
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表 3-1 B.stearothermophilusCU21株 - の プ ラス ミ ドの形質 転換 効率

Plasmid Sourcea
Antibiotic Transformationemciency

(Jig/ml) A･pe日egenerants B･per/LgDNA

pUBllO RM125

PTHNI RM125

pTHT15 RM125

pTHT15 CU21

pCl94 RM】25

pTP4 LMAH761222

PTP5 LMAH761222

pIHl14 RM125

plHl14 CU2I

plHl151 RM125

pIH3 RM125

Km(40) 1.0×10~2

Km(40) 4.3×10~2

Tc(5) 2,5×lo一一

Tc(5) 6.IXloll

cm(7) 4.2×10~2

cm(7) <5×10~7

Tc(5) <5×10-7

Km(40) 86×1015

cm(7) <5×10~7

Km(40) 2.I×10~2

cm(7) <5×10~7

Km(40) 1.1xlOlZ

Tc(5) <5xL0-7

cm(7) 2.4×10~2

L.3×105

5.4×lob

3.1×103

7.6×105

5.3×1010S

Ndb

Nd

1,IX103

Nd

2.6×】05

Nd

1.4×105

Nd

3.0×105

_B･stearothermophilusCU21株 のプ ロ トプ ラス ト形質 転換 はImanakaら20'の

方法 に従 って行 った｡ プ ロ トプ ラス トの再生効率 は約 1%で あ った｡ a:そ

れ ぞれ の プ ラス ミ ドはB.subtilisRM125株､B.subtilisLMAH761222株､旦⊥

stearothermophilusCU21株か ら調製 したob:測定不能 -形質転 換 株 が全 く

得 られ なか った｡
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図 3-9 B･stearothermophilusCU21株 にお け るプ ラス ミ ド機 能

の熱安定 性

薬 剤 存 在下 で のB･stearothermophilusCU21株 で の生 育 限界温 度 は

▲ の シ ンボルで示 した｡ pIH3のcm存 在下 で の生 育 限界温度 は59oCで

あ った｡
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TaqI切l析

図 3- 10 plH41､plM 2の作 製 スキー ム

略号で示 されている制限酵素切断部位 は以下 の通 りであ る｡

E:旦旦旦RI､ Hh:旦旦旦Ⅰ､ Hp:旦旦旦II､ T:!_旦旦Iまたrepは複製 開

始点領域 を示 している｡
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衰 3- 2 各 プ ラス ミドのB.stearothermophilusCU21株 への形質転換株

プ ラス ミ ド 抗生物質 (濃度 :J16/ tA) 形質転換効率事

pTHT15

pTf川1

pC194

plH4

pIH41

p川42

Tc(5)

Xm(40)

cm(7)

Tc(5)

cm(7)

Tc(5)

cm(7)

Ⅹm(40)

Tc(5)

cm(7)

Em(40)

2.5×10~2

4.3×10-2

4.2×10-2

2.4×10~2

2.4×10~2

2.5×10~1

1.1×10~1

3.0×10~2

2.6×10~1

1.1×10-I

3.1×10~2

約1JJEのプラス ミドDNAを0.51見プロ トプ ラス ト懸濁液 (1×109/ LR) に加 えた. 再

生率 は約 1%であった｡

‡再生株 あた りの形質転換株 の割合. JJEDNA当た りに換算す ると108-106形質転換

樵/JLEとなるO
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第 4章 好 熱 性 Bacillus属 細 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ドpTHT15の テ トラ

サ イ ク リ ン耐 性 遺 伝 子 の 塩 基 配 列

第 1節 緒 言

グ ラ ム 陽 性 細 菌 由 来 の 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドの 中 に は､ 多 く の テ ト

ラサ イ ク リ ン耐 性 (Tcr) が 見 つ か っ て い る｡ す な わ ち､ Staphylo-

coccusaureusか ら はpTP5､ pT181､ pT127､ pT169､ Bacillus

cereus か ら は pBC16､ 好 熱 性 Bacillus属 細 菌 か ら は PAB124､ pTB90､

pTB19が 見 つ か って お り､ こ れ ら の 内 の い くつ か は pBC16と か な り似

て い る と報 告 さ れ て い る｡ わ れ わ れ も ま た､ 好 熱 性 細 菌 か ら新 し い

Tcrプ ラ ス ミ ドpTHT15を 分 離 し､ 解 析 を 行 っ て き た｡ そ の Tcr遺 伝 子

部 分 の 制 限 酵 素 地 図 の パ タ ー ン は pBC16､ pAB124お よ び pTB90と非 常

に 似 て い る こ と は 第 1章 で 示 した｡ こ れ ら の こ と か ら､ Bacillus属

細 菌 が 有 す る プ ラ ス ミ ドか ら得 ら れ るTcr遺 伝 子 は 非 常 に 相 同 性 が 高

い と考 え られ た｡ ま た､ Shishidoら はB.subtilis 168か ら特 殊 な 条

件 に よ っ て 切 り 出 さ れ た Tcrプ ラ ス ミ ドpNS1981が､ pBC16と制 限 酵 素

切 断 パ タ - ンが 同 一 で あ る こ と を 報 告 して い る 3 7)｡ ま た､ Perkins

とYoungmanは 33)staphylocuccus由 来 の プ ラ ス ミ ドpAMα1△ 1が

pBC16と 同 一 の 制 限 酵 素 パ タ ー ンを 有 す る と報 告 した｡

ⅩhanとNovick= )は Staphylocuccus由 来 の pT181の 全 塩 基 配 列 を 報

告 し､ そ の 中 で Tcr遺 伝 子 部 分 が 二 つ の ポ リペ プ チ ドを コ ー ドす る 部

分 に 分 か れ て い る と述 べ て い る｡ 彼 ら は ま た､ pT181の Tcr遺 伝 子 は

pE194のmacrolide lincosamide-streptogramin B 耐 性 遺 伝 子

(旦ヱ旦C) で 報 告 49日 日 8 日 の あ った トラ ン ス レー シ ョナ ル ア テ ニ ュ エ

ェ聖il-



一 シ ョ ン機 構 に よ り発 現 を コ ン ト ロ ー ル さ れ て い る と考 察 し た｡

Staphylococcus由 来 の Tcrプ ラ ス ミ ド と､ pTHT15を 含 む 好 熱 性

Bacillus属 由 来 の Tcrプ ラ ス ミ ドは い ず れ もB･subtilisで 複 製 し､

Tcrを 発 現 可 能 で あ る｡ そ れ 故､ 好 熱 性 Baeillus属 由 来 の Tcr遺 伝 子

の 構 造 を 解 析 し､ Staphylococcus由 来 の Tcr遺 伝 子 と 比 較 す る こ と は

非 常 に 興 味 深 い｡ そ こ で､ こ の 章 で は 好 熱 性 Bacillus属 細 菌 由 来 の

pTHT15を 用 い て､ そ の Tcr遺 伝 子 部 分 の 塩 基 配 列 を 決 定 し､ 制 御 機 構

の 解 明 とStaphylococcus由 来 の Tcr遺 伝 子 と の 比 較 を 行 っ た｡

第 2節 実 験 材 料 及 び 方 法

培 地 組 成

大 腸 菌 の 培 養 は す べ て LB培 地 (ト リプ ト ン 10g, 酵 母 エ キ ス

5g, NaC1 5g, Glucose lg/ 旦(pH7.3)) で､ 枯 草 菌 の 培 養 は す べ

て NY培 地 (ニ ュ ー ト リエ ン トブ ロ ス 8g､ 酵 母 エ キ ス 5g､ NaC1 3g､

MgCl20.2g/ 旦(pH7.0)) で 行 っ た. ま た 固 形 培 地 と して 用 い る 場 合

に は､ こ れ に 寒 天 15g/且 を 添 加 し た.

使 用 菌 株 及 び プ ラ ス ミ ド

プ ラ ス ミ ドの 調 製 に は B.subtilis RM125株 を 用 い た｡ ま た､ 組 換

え プ ラ ス ミ ド作 製 の た め の 大 腸 菌 宿 主 と して Escherichia旦且主上 HBI

Ol株 (F~ hsdS20(r8-.mD~) recA13 ara-14 proA2 1acYl galKl 工_旦旦

圭遥旦(Sm r) 呈上主二旦 聖上主二上 supE4旦 入~) を 用 い た. ま た､ 使 用 した プ ラ
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ス ミ ド は､ pTH T 1 5 ( T cr , 4 . 5Xb) で あ る｡

塩 基 配 列 の 決 定 方 法

塩 基 配 列 の 決 定 は､ MaxamとGilbert52)の 方 法 に よ っ て 行 っ た｡ ま

た さ ら に 塩 基 配 列 を 確 認 す る た め に､ M13mplO= )､ M13mp18､

M13mp19日 ) を 用 い て ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド塩 基 配 列 決 定 法 (サ ン

ガ ー 法 ) " )に よ り塩 基 配 列 を 調 べ た｡ 決 定 さ れ た DNAは ソ フ ト ウ エ

ア ー 開 発 ㈱ の 塩 基 配 列 プ ロ グ ラ ム Genety‡ Ⅲ に よ っ て 行 っ た｡

RNAの 調 製 方 法

pTHT15を 有 す るB.subtilisRM125株 と 有 し な い 株 か ら そ れ ぞ れ 全

RNAを GageとGeiduchekの 方 法 88)に よ っ て 調 製 し た｡

S1マ ッ ピ ン グ

約 1JJEの RNAと5●末 端 を ラ ベ ル し た ssDNAを 40Jtaの - イ ブ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ン緩 衝 液 (20TnMTris-HCl(pH8.0)､lMNaCl､ 2mMEDTA) に

潜 解 し､ 90℃5分 間 熟 処 理 し た 後､ 51℃ で 26時 間 - イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ

ョ ン を 行 っ た｡ こ れ に 20ユ ニ ッ トの S1ヌ ク レ ア ー ゼ (BRL) を 含 む

160J戊の Sl緩 衝 液 (38mM 酢 酸 ナ ト リ ウ ム (pH4.6)､ 63mMNaCl､ 1.3

m-MZnSO4)を 加 え､ 37℃ で 30分 間 静 置 し た｡ 反 応 終 了 後､ 8%の シ ー

ケ ン ス 用 ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ り解 析 し た｡ こ の 時､

DNAマ ー カ ー と して 同 L;5●末 端 を ラ ベ ル した ssDNAを MaxamとGilbert

の 方 法 で 切 断 し た シ ー ケ ン ス 用 サ ン プ ル を 同 時 に 電 気 泳 動 し た0
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酵 素 反 応

制 限 酵 素､ リガ ー ゼ､ D N A ポ リメ ラ ー ゼ､ ア ル カ リホ ス フ ァ

タ ー ゼ､ キ ナ ー ゼ の反 応 は 宝 酒 造 (樵 )､ 東 洋 紡 績 (樵 ) の カ タ ロ

グ お よ び 成 書 sT)に 従 って 行 った.

電 気 泳 動

ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 は 0.7% Agarose,40mM Tris-Acetate

(pH8.0) 2mMEDTAの 条 件 で Mupid-2(ア ドバ ン ス (秩 ) ) を 用 い た サ

ブ マ リ ン法 で 行 った｡ ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 は 5%-30:1

アクリルアミト■:ヒ̀スアクリルアミト∴ 89mM Tri告-Borate(pH8.3) 0.2mM EDTAの 条 件

で ス ラ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 装 置 を 用 い て 行 った｡

第 3節 結 果

1. pTHT15の Tcr遺 伝 子 の 塩 基 配 列

図 4 - 1に示 す ス トラ テ ジー に 従 って､ pTHT15の Tcr遺 伝 子 部 分 を

含 む 1628bpを 決 定 した｡ 決 定 した 塩 基 配 列 を 図 4- 2に 示 した｡ PC-

9801に よ るDNA塩 基 配 列 の 解 析 プ ロ グ ラ ム に よ り､ こ れ ら の 決 定 した

塩 基 配 列 を 解 析 した 結 果､ 186番 目 の GTGか ら 1565番 目 の TAAが Tcr遺

伝 子 を コ ー ド し う る唯 一 の オ ー プ ン リー デ ィ ン フ レー ム (ORF) で あ
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った｡ ま た そ のGTG開 始 コ ドンの 3bp上 流 に リボ ソ ー ム結 合 領 域 で あ

るSD配 列 (図 4 - 2 RBS-2)が 存 在 した｡

これ らの結 果 は､ このORFがTcr遺 伝 子 (TET) を コー ド して い る こ

とを 示 唆 す る もの で あ る｡ ま たTETの コ ー デ ィ ン グ フ レー ム か ら上 流

に つ い て 調 べ る と､ リー ダ ー ペ プ チ ドを コー ドす る と考 え られ る小

さなORFが 存 在 した｡ このORFは､ 93番 目 のATGか ら155番 目 のTAAま で

の 30ア ミノ 酸 を コ ー ド して お り､ そ の 上 流 に は も う一 つ の SD配 列

(図 4 - 2 RBS-1) が 存 在 した｡ さ ら に､ そ の 30ア ミノ 酸 を コー ド

す るORFの 中 に はRBS12を 含 む 3組 の イ ンバ ー テ ッ ドリ ピー ト構 造 が 存

在 した｡

また､ ORFが コー ドす る と考 え られ る ア ミノ酸 配 列 を塩 基 配 列 の 下

に記 載 した｡ そ のTET蛋 白質 は458ア ミノ酸 か ら構 成 され､ - イ ドロ

バ シー プ ロ ッ ト")の 結 果 (図 4- 3)､ 非 常 に疎 水 性 の 高 い こ と が

明 か と な った｡ こ の事 実 は､ 膜 へ の結 合 酵 素 で あ る と考 え られ る

TET蛋 白質 の条 件 と一 致 す る.

2. S 1マ ッ ピ ン グ

転 写 開 始 点 を slマ ･てビ ン グ を 用 い て 解 析 したo ま ず､ pTHT15を 有

す るB.subtilisRM125株 か ら全 RNAを 調 製 したo 次 に､ pTHT15か ら制

限 酵 素 臼止 I (186) 一 旦_旦旦Ⅲ (3) の 断 片 を 調 製 し､ 5●末 端 を ラ ベ ル

化 後 ssDNAと し､ ImAと- イ ブ リダ イ ズ したo そ の 後､ S1ヌ ク レア ー

ゼ に よ る切 断 を 行 い､ DNAシー ケ ン ス用 8%ポ リア ク リル ア ミ ドー尿 素

ゲ ル電 気 泳 動 を 行 い､ S1ヌ ク レア ー ゼ に よ り切 断 を 受 け な か った 断

片 に つ い て 解 析 したo 同 時 に､ 同 じssDNAをMaxamとGilbertの 方 法 で

調 製 した シー ケ ンスサ ンプル を泳 動 した｡ そ の結 果 (図 4 - 4)､
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2つ の 主 な バ ン ドが 検 出 され た｡ S1マ ッ ピ ン グ に よ り得 られ る フ ラ

グ メ ン トよ り も､ シー ケ ン ス反 応 に よ って 得 られ る バ ン ドの 方 が

1.5bp速 く泳 動 され る 89)こ とか ら､ 転 写 開 始 点 は 68と69番 目 の 塩 基

部 分 で あ る と考 え られ た｡ ま た､ Rosenberg とCourtO O) は､ 原 核 生

物 のTnRNAの 開 始 は､ プ リ ン塩 基 で 始 ま る こ とが 多 い と結 論 して い る｡

以 上 の こ とか ら､ TET遺 伝 子 のmRNA開 始 は69番 目 のAの 位 置 で あ る と

考 え られ た｡

そ の 上 流 に は35-40番 目 にTTTAAAが､ 58-63番 目 にTAAAATが 存 在

して お り､ これ らが 転 写 の た め の プ ロモ ー タ ー の コ ン セ ンサ ス配 列

の-35と-10領 域 に相 当 す る部 位 と考 え られ た｡ こ の-35と-10領 域 の

間 は17bpとB.subtilisに お け る一 般 的 な 間 隔 6日 と一 致 した｡ しか し､

-35と-10領 域 は 知 られ て い る コ ン セ ンサ ス配 列 TTGACA(-35),TATAAT

ドlo)と は 若 干 異 な り､ -35領 域 で 2塩 基､ -10領 域 で 1塩 基 の ズ レが 認

め られ た｡

3. Tcr遺 伝 子 のmRNAの 二 次 構 造 予 測 とTET蛋 白質 の 誘 導 発 現

S1マ ッ ピ ン グ の結 果 か ら､ Tcr遺 伝 子 のmRNAは 69番 目 か ら開 始 さ れ

る こ とが 確 認 され たO そ のmRNAの5'領 域 に は､ 図 4- 2に示 す (1)､

(2)､ (3)､ (4)､ (5) の 三 組 の イ ンバ ー テ イ ッ ド リ ピー

ト構 造 を 有 して い た｡ 図 4 - 5に､ RBS-1か らTETタ ンパ ク質 の 翻 訳

開 始 点 ま で の 部 分 に お い て､ TcrmRNAの 予 想 さ れ る二 次 構 造 に を 示 し

たO そ れ ぞ れ の ス テ ム と ル ー プ構 造 の 自 由 エ ネ ル ギ ー をTinoco82)ら

の報 告 に 従 って 算 出 し図 4 - 5 に 示 した｡ 図 4 - 5 の (A ) の 構 造

を と っ た と き のmRNAの 自 由 エ ネ ル ギ ー は-20kcal/molで あ り､ (B)

構 造 の-15.8kcal/molよ り も安 定 で あ る｡ こ れ ら の 二 つ の 二 次 構 造 は
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llorinouchiとWeisblumに よ って 明 らか に さ れ た エ リ ス ロ マ イ シ ン耐

性 遺 伝 子 旦ヱ旦Cの mRNA構 造 と非 常 に 似 て い る｡ 旦工旦C遺 伝 子 で 提 唱 さ れ

た トラ ン ス レー シ ョナ ル ア テ ニ ュ エ ー シ ョ ン機 構 49)60)= )を 有 す る

構 造 と 似 て い る こ と か ら､ TET蛋 白 質 も 同 様 の 機 構 で 誘 導 発 現 を 受 け

い る も の と考 え られ た｡

4. Staphylococcus 由 来 のTc̀ 蛋 白 質 とTET蛋 白 質 の ア ミノ 酸 配 列

の 比 較

staphilococcus由 来 の Tcrプ ラ ス ミ ドpT18148'はB.subtilisで 複 製､

形 質 発 現 可 能 で あ り､ そ のTcr遺 伝 子 は グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 のTcr遺 伝

子 の 中 で 唯 一 塩 基 配 列 が 決 定 さ れ て い る. そ こ で､ pTHT15とpT181の

Tcr蛋 白 質 ア ミノ 酸 配 列 の 比 較 を 行 っ た. pT181の Tcrは 一 つ のmRNAか

ら二 つ の 翻 訳 開 始 点 に よ りB､ D二 つ の 蛋 白 質 が 翻 訳 さ れ る｡ Tcr発 現

の た め に は､ 両 方 の 蛋 白 質 を 同 時 に 必 要 とす る と考 え られ て い る0

D蛋 白 質 は､ B蛋 白 質 と は 違 っ た フ レー ム で､ B蛋 白 質 を ま だ コ ー ド し

て い る 部 分 に あ るATG開 始 コ ドンか ら始 ま る｡

TETとB蛋 白 質 を 並 べ て そ の ア ミノ酸 配 列 を 比 較 し て̀ み る と (図 4

- 6)､ 相 同 性 は か な り高 い こ と が 明 か と な った｡ 同 様 にTETとD蛋

白 質 を 比 較 して も相 同 性 が 高 い こ と が 示 さ れ た｡ D蛋 白 質 のATG開 始

コ ドン と対 応 す る位 置 を TET蛋 白質 に つ い て 調 べ る と､ ATGコ ド ン と

して Metを コー ドして お りTET蛋 白 質 に お い て は フ レ ー ム 内 に あ る｡

これ ら の 二 つ のTcr遺 伝 子 は 共 通 の 祖 先 か ら進 化 した と考 え られ た0

第 4 節 考 察
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好 熱 性 Bacillus属 由 来 薬 剤 耐 性 プ ラ ス ミ ドpTHT15の Tcr遺 伝 子 の

DNA塩 基 配 列 を決 定 した｡ そ の 結 果､ Tcr構 造 遺 伝 子 は GTGを 開 始 コ ド

ン とす る 1374bpのORFか らな り､ そ の TET蛋 白質 は458残 基 か らな る 非

常 に疎 水 性 の高 い 蛋 白質 で あ る こ とが 明 か と な った｡ 細 菌 に お け る

Tcrの 獲 得 は､ Tcr遺 伝 子 産 物 で あ るTET蛋 白質 が 細 胞 の 膜 へ 結 合 し

Tcの細 胞 内 へ の 進 入 を 防 ぐ こ と に よ り行 わ れ る｡ pTHT15のTET蛋 白 質

も､ 非 常 に疎 水 性 の 高 い 蛋 白 質 で あ る こ とか ら､ 膜 タ ンパ ク と して

の特 徴 を 有 して い る｡ そ の 遺 伝 子 の 下 流 に は β因 子 に関 与 せ ず 転 写

終 結 を 行 う と考 え られ る タ ー ミネ ー タ ー 構 造 が 認 め られ た0

構 造 遺 伝 子 の 上 流 部 分 に は､ リボ ソー ム と の 結 合 領 域 (RBS)が 存

在 し､ そ の 上 流 部 分 に は 20ア ミノ 酸 を コー ドす る小 さな ORFと そ の R

BSが 存 在 した｡ そ の 上 流 に プ ロモ ー タ ー と考 え られ る コ ンセ ンサ ス

配 列 TTTAAA(-35領 域 )､ TAAAAT(-10領 域 ) が 存 在 した こ と､ お よ

びS1マ ッ ピ ン グ の結 果 か ら-10領 域 のTAAAATか ら6塩 基 下 流 の Aか ら

mRNAの 転 写 が 行 わ れ て い る こ と が 示 され た こ とか ら､ この 位 置 が プ

ロモ ー タ ー 領 域 で あ る こ とが 確 認 され た｡ ま た､ こ れ らのmRNA転 写

開 始 点 か らT･ET構 造 遺 伝 子 開 始 コ ドン ま で に は 5つ の イ ンバ ー テ ッ ド

リ ピー ト構 造 が 存 在 し､ こ の 部 分 が Tc r遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 して い る

部 分 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た｡ こ のmRNA部 分 の 二 次 構 造 を 推 定 した

と こ ろ､ 活 性 型 と不 活 性 型 の二 つ の コ ン ホ メ ー シ ョ ンを と り得 る こ

とが 明 か と な り､ い わ ゆ る トラ ン ス レー シ ョナ ル ア テ ニ ュ エ ー シ ョ

ンの機 構 に よ り制 御 を受 け る と考 察 さ れ た｡

低 濃 度 のTcが 細 胞 内 に 入 って きた と き に な ぜ 熟 力 学 的 に 安 定 な 不

活 性 型 が 壊 れ て 活 性 型 に な るか を 以 下 の よ うに推 論 した｡ 誘 導 の 無

い 状 態 で は､ 大 半 の リボ ソー ム は リー ダ ー ペ プ チ ドの 部 分 を 通 常 の
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ス ピー ドで 通 過 し続 け､ (B) の 構 造 を と る 機 会 を 与 え な い｡ しか

し､ 微 量 の Tcが 存 在 す る と き に は Tcを 結 合 した リ ボ ソ ー ム は リー ダ

ー ペ プ チ ドに 対 す るSD配 列 か ら翻 訳 を 開 始 して だ ん だ ん と ス ピー ド

を ゆ る め､ つ い に は T)- ダ ー ペ プ チ ドを 合 成 す る途 中 に 停 止 す る｡

そ の 結 果､ ス テ ム 1か ら 3 を 引 き 離 し､ 自 由 に な っ た 2 は ス テ ム 4

と ペ ア を 作 れ る 状 態 と な り､ TET蛋 白 質 の SD配 列 を 解 放 しTET蛋 白 質

の 合 成 が 開 始 さ れ る と推 察 さ れ た｡

pTHT15の TET蛋 白 質 は 同 じ制 限 酵 素 切 断 パ タ ー ン を 有 す る pAB124で

明 らか に さ れ た 83)よ う に､ 細 胞 膜 に 結 合 す る こ と に よ っ て Tcの 細 胞

内 へ の 進 入 を 抑 制 して い る と考 え ら れ る｡ こ の よ う な 誘 導 発 現 に よ

っ て TET蛋 白 質 の 合 成 が 増 大 し､ や が て 細 胞 中 か らTcが 無 く な る と リ

ー ダ ー ペ プ チ ド上 に 停 止 す る リボ ソ ー ム は 無 く な る こ と か ら､ 再 び

こ の 系 は 熟 力 学 的 に 安 定 な 状 態 す な わ ち SD配 列 を ル - プ 内 に トラ ッ

プ す る 構 造 (A) に 戻 り､ そ れ 以 上 無 駄 な TET蛋 白 質 の 生 産 は 停 止 す

る と考 え ら れ た｡

ま た､ Staphylococcus 由 来 の Tcrプ ラ ス ミ ドの pT181の Tcr蛋 白 質

と非 常 に 相 同 性 が 高 い こ と が 示 さ れ た｡ し か し､ pT181の Tcr遺 伝 子

が 二 つ の 重 な り あ うORFか ら な り､ 耐 性 発 現 に は そ の 両 方 の 遺 伝 子 産

物 が 必 要 で あ る と考 察 し て い る｡ 今 後 は､ こ れ ら両 方 の Tcr蛋 白 質 の

遺 伝 子 産 物 を 取 得 す る こ と に よ り､ そ の 機 構 が 解 明 さ れ る も の と期

待 す る｡ P erkin s と Yo un g mann 8 4'は､ S t r ep to co c c us由 来 の T c rプ ラ ス

ミ ドpAMα1△ 1は 制 限 酵 素 に よ る 切 断 地 図 か らPBC16と全 く同 一 で あ

る と し て い る｡ Bacillus由 来 の 多 くの Tcrプ ラ ス ミ ドが､ pBC16に 似

た 遺 伝 子 配 列 を して い る こ と が 明 か と な っ て い る｡ そ の た め グ ラ ム

陽 性 菌 に 存 在 し て い るTcr遺 伝 子 は 共 通 の 祖 先 か ら進 化 し た と 考 え ら

れ るQ しか し､ グ ラ ム 陰 性 菌 のTcr遺 伝 子 は､ グ ラ ム 陽 性 菌 の Tcr明
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らか に違 って い る よ うに考 え られ た 6B) 66)o

第 5節 要 約

1. 好 熱 性 Bacillus属 由 来 Tc【プ ラ ス ミ ドpmT15のTcr遺 伝 子 部 分 の

塩 基 配 列 1628bpを決 定 し､ そ の ア ミノ酸 配 列 を推 定 した｡ そ の結 果､

TET蛋 白質 を コー ドす るORFは1374bpか らな り､ 予 想 され るTET蛋 白 質

は疎 水 性 に富 む 456ア ミノ酸 か ら構 成 され る こ とが 明 か と な った｡

2. 構 造 遺 伝 子 の 上 流 に は 20ア ミノ酸 の リー ダ ー ペ プ チ ドを コー ド

で き る小 さなORFが 存 在 し､ そ れ ぞ れ にRBSを 有 して い た｡ ま た､ S1

マ ッ ピ ン グ の結 果 か ら､ mRNAの転 写 開 始 点 お よ び プ ロモ ー タ ー の 位

置 を 決 定 した｡ mRNAの転 写 開 始 点 とTET蛋 白質 の 翻 訳 開 始 点 との 間 の

mRNAの 二 次 構 造 を 検 討 した と こ ろ､ 5つ の イ ンバ ー テ ッ ド リ ピー ト構

造 が ス テ ム & リ ピー ト構 造 を取 る こ と に よ り､ 活 性 型 と不 活 性 型 の

二 種 類 の構 造 を 取 り得 る こ とが 判 明 した｡ これ らの 知 見 か ら､ Tcの

発 現 制 御 機 構 は い わ ゆ る トラ ン ス レー シ ョナ ル ア テ ニ ュ エ ー シ ョ ン

で あ る可 能 性 が 示 唆 され た｡

3. 同 じグ ラ ム陽 性 細 菌 staphylococcus由 来 のTcrプ ラ ス ミ ドpT

181のTc-遺 伝 子 との比 較 か ら､ 予 想 され る ア ミノ酸 配 列 に相 同 性 が

あ る こ とが 明 か とな った｡
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重 量 毒等 =B 毒気 害毒

図 4- 1 pTHT15のTcr遺 伝子 部 分 の シー ケ ンス ス トラテ ジー

塩基配列決定時 に用いた制限酵素サイ トのみ示 した｡

-E1-



-35 -10 ㌢ mRNA
去GCCATATTaTTGTATAAG†GATGAAATAe'GAATT_堪 ACTTAGTTTATATGTGGB毎E!GTTTTAATCAAGTTTG

stan触
▼

GTCTG7ETcT7hTTATTGTA
⊥∵直営

TAACCCT
qd触

b c#
startTET

AAも ATACATCeTATT｡ACAAl｡GAATTTACdA｡A｡AA｡｡AAATTTTAAT押
RBST2 METAsnThrSerTyrSerGLnSerAsnLeuArgHIsAsnGLnILeLeuILeT

→●
GGCTTTGCA†TTTATCTTTTTTTAGCGTA†TAAATGAAAナGGTTTTGAAeGTCTCATTAeCTGATATTGeAAATGATTTT
rpLeuCysILeLeuSerPhePhcSerVaLLeuAsnGLuMETVaLLeuAsnVaLSerLeuProAspILeALaAsnAspPhe

AATAAACCAeLtTGCGAGTAeAAACTGGGTeAACACAGCCITTATGTTAAeCTTTTCCATIGGAACAGCTaTATATGGAAT
AsnLysProProALaSerThrAsnTrpVaLAsnThrALaPhcMETLeuThrPheSerILeGLyThrALaVaLTyrGLyLy

GCTATCTGA†cAATTAGGCATCAAAAGGT†ACTCCTATTIGGAATTATAATAAATTGTT†cGGGTCGGTAATTGGGTTTig)
SLeuSerAspGLnLeuGLyILeLysAr9LcuLeuLeuPheGLyILe.ⅠLeILeAsnCysPhcGLySerVaLⅠLeGLyPheV

TTGGCCATTeTTTCTTTTCeTTACTTATTATGGCTCGTThATTCAAGGdGCTGGTGCAeCTGCATTTCeAGCACTCG肝
aLGLyHisscrphePheSerLeuLeuILeMETALaAr9PhelLeGLnGLyALaGLyALaALaALaPheProALaLeuVaL
ATGGTTGTAdTTGCGCGCTATATTCCAAAdGAAAATAGGeGTAAAGCAThGGTCTTATそGGATCGATAeTAGCCATG肝
METVaLVaLVaLALaArgTyrlLcProLysGLuAsnArgGLyLysALapheGLyLeuILeGLySerILeVaLALaMETGL

価
AGAAGGAGTeGGTCCAGCGATTGGTGGAA†GATAGCCCAhATATTCAT†GGTCCTATC†TCTACTCAT†CcTATGATAA
yGLuGLyVaLGLyProALaILeGLyGLyM【TILeALaHisTyrILeHisTrpSerTyrLeuLcuLeuILeProMETILeT

cAATTATCAeTGTTCCGTTfcTTATGAAA†TATTAAAGAAAGAAGTAAGeATAAAAGGTeATTTTGATA†cAAAGGAA肝
hrILcILeThrVaLProPheLeuMETLysLcuLeuLysLysGLuVaLArgⅠLeLysGLyHIsPheAspILeLyeGLyIL4
ATACTAATG†cTGTAGGCA†TGTATTTTTIATGTTGTTTAcAACATCATATAGCATTTChTTCTTATCeTTAGCGTG肝
ⅠLeLeuMETSerVaLGLyILeVaLPhePheMETLeuPheThrThrSerTyrSerILeSerPheLeuILeVaLSerVaLL●

i+l
GTCATTCCTeATATTTGTAAAACATATCAeGAAAGTAACAGATCCTTTT(ミTTGATCCCGeATTAGGGAAAAATATACCTT
uSerPheLeuILePheVaLLysHisILeArgLysVaLThrAspProPhcVaLAspProGLyLeuGLyLysAsnILeProP

TTATGATTGeAGTTCTTTGIGGGGGAATTATATTTGGAAeAGTAGCAGGdTTTGTCTCTATGGTTCCTTAT垂!GATGAW
heMETILeGLyVaLLeuCysGLyGLyILeILePhcGLyThrVaLALaGLyPheVaLSerMETVaLProTyrMETMETLy9

1120
GATGTTCACeAGCTAAGTACTGCCGAAATCGGAAGTGTAÅTTATTTTCCeTGGAACAAT丘AGTGTCATTATTTTCGGCTA
AspVaLHisGLnLeuSerThrALaGLuILeGLySerVaLⅠLeILePheProGLyThrMETSerVa目しeILePheGLyTy

cATTGGTGGdATACTTGTTeATAGAAGAGaTCCTTTATAeGTGTTAAACATCGGAGTTAeATTTCTTTC†GTTAGCTTITT
rILeGLyGLyILeLeuVaLAspAr9′ArgGLyProLeuTyrVaLLeuAsnILeGLyVaLThrPheLeuSerVaLSerPheL

TAACTGCTTeCTTT云･TTTAGAAACAACA†CATGGTTCA†GACAATTATAATCGTATTTdTTTTAGGTGeGCTTCTGTITT
euThrALaSerPheLeuLeuGLuThrThrScrTrpPheMETThrILeILeILeVaLPheVaLLeuGLyGLyLeuLeuPh●

1360
ACCAAAACAGTTATATCAACAATTGTTTCAAGTAGCTTGAAACAGCAGGAAGCTGGTGCTGGAATGAGTTTGCTTAACTT
ThrLysThrVaLⅠLcSerThrILeVaLSerSerSerLeuLysGLnGLnGLuALaGLyALaGLyMETSerLeuLeuAsnPh

叫40
TACCAGCTTTTTATCAGAGGGAACAGGTATTGCAATTGTAGGTGGTTTATTATCCATACCCTTACTTGATCAAAGGTTAT
eThrSerPheLeuSerGLuGLyThrGLyILeALaILeVaLGLyGLyLeuLeuSerILeProLeuLeuAspGLnAr9LeuL

TACCTATGGAAGTT.GATCAdTCAACTTATeTGTATAGTAATTTGTTATTAcTTTTTTCAdGAATCATTG†cATTAGTTlaP
euproMt.GLuVaLAspGLnSerThrTyrLeuTyrSerAsnLeuLeuLeuLeuPheSerGLyILeILcVaHLeSerTrp

CTGGTTACCTTGAATGTATATAAACATTCTCAAAGGGATTT
LeuVaLThrLeuAsnVaLTyrLysHisSerGLnArgAspPh

1628
ATTGATCCTTTTTTTATAACAGGAATTC

跡 cGi'TAEGlq管 n A6AGAq背e去dYET

図 4- 2 pTHT15のTcr遺 伝子部分 の塩基配列

uBBm認識 サ イ トGGCCの最初 のGを 1として番号 をつけたO 予想 され るブ ローモー

ター､ リボソー ム結合部位 (RES)､ イ ンバー テ ッ ドリピー ト構造部分 にア ンダー
ライ ンを記 した｡ AとA'のア ンダー ライ ン部分 は､ p因子 に依存 しない転写 の

ター ミネー ターであ ると考 え られ る｡ 二つのORFにおける翻訳 の開始 コ ドンと終始

コ ドンはボ ックスで示 した｡ TET蛋 白質 を コー ドしていると考 え られ るア ミノ酸配

列 は､ 塩基配列 の下 に記述 した｡ 塩基配列 の上 の ドッ トは10bp毎 に記 した｡
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図 4- 3 TET蛋 白質 の- イ ドロ バ シー

Doolitの文献 に従 い､ 前後5残基 ず つの ア ミノ酸残基 の値 を平均 した値 を

プ ロ ッ トした ｡

ー93 -





tAl

UUUUAAUCAAGUUUASBBSSAAUUAAU皿 AGUGUAAUGAAUGUAAC

RBSl1 sIlanb血l

AG=-15.8kcaJ

st訂tb血
l

AUGCGAGGG

I

A

~

AG

㊥

C5-山tIE5･Eb3O-:Iou-qE5
-:
-
IL5 ㊨ /stanTET

UUUUAAUCAAGUUUAGGAGGAAUUAAUL監馳AGUGUAAUGAAUGUAAC4墜辿 GAAuUAAAAAUUAUUGIGAi6606AAAL切払AUACAUCC
RBS-1 0 RBS･2

図 4-5 TET遺伝子 のmRNAの制御遺伝子部分 の二次構造予測

①､ ②､ ③､ ④､ ④'､ ⑤ で示 したイ ンバーテ ッ ドリピー ト構造 は図 4- 2に従

ったO それぞれのループの 自由エネルギ-はTinocoらの文献 に従 って算 出 した.

(A)構造 は不活性型で､TET蛋 白質 のRBS-2が ステムの中にある｡ (B) は活性

型で､R古S-2と リボソー ムが結合可能 とな る｡
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IA)

tBl

PTHT15

pT181

l㌣ fm 2844' 13TT

1 伽 l血 B 888

TTG

40
pT181proteina MFSLⅥqくFKGLFYSVLFⅦ.CILSFFSVLNmⅣLNVSLPDI+ + +++++++++++++++I++++++++
pTm I5TET MmSYSQSNLRJTDQ]LIWLCILSFFSVLNEW LNVSLPDl

100
ANHFNTTPG1lW n≠LTFSLGTAVYGKLSDYINIKKLLIIGISLSCLGSLIAFIGH
++*+ + ++++++*+++I++++++++++++++*+ ++ +++++++
ANDFNKPPASTT… 瓜.TFSIGTAVYCKLS叫LGIKRLLLFGIIIhにFGSVIGFVGH

160
NHFFIL1FGRLV畔;VGSAAFPSLlWVVARNl岬 GFIGSIVALGEGLGPSlOG
暮 ++ ■ ･■･■･■●●+■●●●●●●●● ●●●+●●●++++++.++++.
SFFSLLIMARFI帥 AFPALⅥ】ⅣVVARYIPK打職 人FGLIGSIVAMGEGVGPA10G

220
日AHYtHWSYLLLLFWJT1VT1PFLIKVhNPGKSIW LDIVGIVlA61SIICFヽt.Fm*+++I++++++++++++++++ + 4++++++ + ++++++
MIAHYAHWSYLLLIFWITllTVPFudKLLKKEVRIW DtKGllLA6VGIVFFlt.FTTS

280
W FLLLFTtFFVIFIKHISRVSNPFINPKLQくNIPFh4.GLFS馴 れNIFYS訓FYINGA
+ +** +++++++ ++ +4+++++4+++ +
YSISFLIVSVLSFLIFVKH]RKVTDPFⅥコ:℃LQくN]PFWIGVLCGGIJFGTVAGFVShNP

295

(-protelT18-I LYDENYLSO(CSmR 一endproteinEH
320

トpTI一打15TET-) 1MuくDV叫LSTAEJGSVIIFF6Th6VLLFGY10GLLⅥ:RR
+++ +++++I+++++++++++I+++

pT181proteinD 仙KTLⅥW ATIGNSVLFF6Th6VZVFGYFCGFLⅥ⊃RK
39

380
GPLYVLNIGVTFLSVSFLTASFLLETTSWdW IIlVFVLOGLLFTKTVISTIVSSSLKq3+++ + +++++ + + + + +++++++++++++++++
GSLFVFILGSLSISISFLTlAFFVEFSMⅣLTTFW LFⅥdGELSFlm VISKIVSSSLSEE

99

440
EJW LLNFTSFLSEGTGIAIVOGLLSIPLLDPLLFW Ⅵx2STYLYSNLLLLFSGLf++++4+++I+++++++++++++t+++ + + +++++
EVAS0-6LLNFTSFLSEGTGIAIVOGLLSLQL]NRKLVLEFlrqSSGVYSNLL (endD I

152

458

VISVnVTLNVⅥqlSqlDF IendTET)

図 4- 6 Staphylococcus aureus 由来 のTcrプ ラス ミ ドpT181との比 較

(A) :コー デ ィ ング部 分 全 体 の比 較 (B) ‥pT181のTET蛋 白質 のBおよびC蛋

白質 との ア ミノ酸 比 較｡
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第 5章 α - ア ミ ラ - ゼ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と テ トラ サ イ ク リ ン

耐 性 遺 伝 子 の 発 現 制 御 領 域 を 用 い た 分 泌 生 産 系 の 構 築

第 1節 緒 言

第 4章 で 解 析 した pTHT15由 来 のTc r遺 伝 子 の 発 現 制 御 領 域 を 用 い る

こ と に よ り､ 枯 草 菌 に お け る 発 現 の 制 御 が 可 能 で あ る と考 え ら れ る｡

こ れ ま で､ 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 用 い た 枯 草 菌 に よ る 発 現 制 御 の 試 み の

例 と して､ pE194の エ リ ス ロ マ イ シ ン耐 性 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー に よ

る肝 癌 ウ イ ル ス の コ ア 抗 原 の 生 産 B7)と ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ - ル 耐 性 遺

伝 子 cat-86の プ ロ モ ー タ ー に よ る ヒ ドロ キ シ葉 酸 脱 水 素 酵 素 (DHFR)

の 生 産 " )が 知 られ て い る｡ しか し､ こ れ ら の 遺 伝 子 の い ず れ も が 薬

剤 耐 性 遺 伝 子 の 構 造 遺 伝 子 部 分 を 含 む 融 合 蛋 白 質 遺 伝 子 と な り､ プ

ロ モ ー タ ー 及 び 発 現 制 御 領 域 の み で 十 分 な 発 現 制 御 が 可 能 で あ る か

は 不 明 で あ る｡ ま た､ こ れ ら は い ず れ も菌 体 内 酵 素 で あ り､ 枯 草 菌

の 発 酵 工 業 に お け る 最 も有 用 な 性 質 で あ る 分 泌 生 産 系 に お け る コ ン

トロ ー ル シ ス テ ム は ま だ 確 立 さ れ て い な い｡ そ こ で､ pTHT15の テ ト

ラ サ イ ク リ ン耐 性 遺 伝 子 の プ ロ モ - ク ー 及 び 発 現 制 御 領 域 を α - ア

ミ ラ ー ゼ の 構 造 遺 伝 子 へ 連 結 し､ 枯 草 菌 の 工 業 的 利 用 の 上 で 最 も有

用 で あ る と考 え ら れ る 分 泌 系 へ の 応 用 を 試 み た｡

第 2節 実 験 材 料 及 び 方 法
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α- ア ミ ラ ー ゼ の ク ロ ー ニ ン グ に は B.subtilis IA412株 (旦旦且Em十

旦旦且R2巳竺ユB6旦旦ユB5;BacillusGenetic Stock Center,Ohio State

University;Originalcode :ⅣA64)を DNA供 与 体 と して 用 い た｡ ま た､

ク ロ ー ニ ン グ宿 主 と して B.subtilis 207-25株 (聖上旦旦 吐_旦工M 工旦旦E4

旦牡とEO7 旦工旦I906旦_旦旦A8主上旦21)を 用 い たO

染 色 体 DNAの 調 製 方 法

B.subtilis IA412株 か ら の 染 色 体 DNAの 調 製 は､ SaitoとMiura69)

の 方 法 に 従 っ て 行 っ た｡

DN A断 片 の 回 収

D N A断 片 の 回 収 は､ 第 4章 の 実 験 方 法 と 同 様 に 電 気 泳 動 した

あ と で 目 的 の バ ン ドを 剃 刀 の 刃 で 切 取 り､ 電 気 泳 動 緩 衝 液 0.25nl色を

入 れ た 透 析 チ ュ ー ブ に 入 れ て 更 に 電 気 泳 動 を 行 い､ トラ ン ス イ ル ミ

ネ 一 夕 ー で ゲ ル か ら D N Aが 出 た こ と を 確 認 した 後､ 緩 衝 液 を 回 収

した｡ そ れ を 15.000rpm 4●C 5分 間 の 遠 心 分 離 を 行 い そ の 上 清 に つ い

て フ ェ ノ ー ル 処 理 2回, エ ー テ ル 処 理 3回 行 っ た 後､ エ タ ノ ー ル 沈

毅 を 行 い DN A 断 片 を 回 収 した｡

D N A の 化 学 合 成

D N A の 合 成 は す べ て ア プ ラ イ ドバ イ オ シ ス テ ム 社 の D N A合 成

装 置 381Aを 用 い て 行 った｡
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塩 基 配 列 の決 定 方 法

塩 基 配 列 の 決 定 は以 下 の よ うに 行 った｡ D N A断 片 を puC118及 び

pUCl19に両 方 向 に連 結 し､ ヘ ル パ ー フ ァー ジM13Ⅹ07を 用 い て 一 本 鎖

DN A を 調 製 したo Sangerらに よ る ダ イ デ オ キ シ タ ー ミネ ー シ ョ ン

法 = )に よ って 塩 基 配 列 を 決 定 した｡

α- ア ミラー ゼ の検 出

得 られ た 形 質 転 換 株 に つ い て α- ア ミラー ゼ 生 産 の生 産 性 を 調

べ るた め に以 下 の実 験 を 行 った｡ 形 質 転 換 株 を 1%可 溶 性 デ ン プ ンを

含 む NY寒 天 平 板 培 地 に移 植 し37oCで 一 夜 培 養 した｡ 生 育 した コ ロ ニ

ー に つ い て､ 10mM I2-18mM XI溶 液 を平 板 培 地 に 噴 霧 し コ ロ ニ ー の 周

りの ク リア ー ゾ ー ンに よ り判 断 した｡

ま た､ 培 養 上 清 中 の α - ア ミラー ゼ活 性 は不 破 の 方 法 70)を 用 い て

測 定 した｡ 0.1mgの 可 溶 性 デ ン プ ンを 加 水 分 解 す る酵 素 活 性 を 1ユ ニ

ッ トと した｡

SDS-PAGE(sodiumdodecylsulfate-polyacrylamidegel

electrophoresis)に よ る α- ア ミラー ゼ の検 出

B.subtilisの 培 養 上 清 を 12%SDS-PAGET l'後､ ゲ ル 中 の α- ア ミラ

ー ゼ を LacksとSpringtonの 方 法 72)に よ って 活 性 化 した｡ つ ぎ に､

1%の 可 溶 性 デ ン プ ン溶 液 (pt16.2)で 37℃ 4時 間 振 塗 し､ そ の 後 で 0.01

M-X/12で 処 理 したo
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第 3節 結 果

1. ア ミ ラー ゼ 遺 伝 子 の ク ロー ニ ン グ

Tcr遺 伝 子 の 発 現 制 御 領 域 が 明 か と な った の で､ これ を 用 い て α -

ア ミラ ー ゼ の 誘 導 分 泌 発 現 の 検 討 を 行 った｡ α- ア ミラ ー ゼ 遺 伝 子

は､ B.subtilisIA412株 の α- ア ミラー ゼ 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し

用 い た｡ す な わ ち､ B.subtilisIA412株 の 染 色 体 DNAを saitoと

Miuraの 方 法 = 'で 調 製 後､ 制 限 酵 素 旦_旦旦3AIで 部 分 消 化 し､ pUBllO

の旦旦旦HIサ イ トに 連 結 し､ プ ロ トプ ラ ス ト形 質 転 換 法 を 用 い て 枯 草

菌 B.subtilis207-25株 を 形 質 転 換 し､ 可 溶 性 デ ン プ ン1%と5.000

ng/止 のKmを 含 む 枯 草 菌 再 生 培 地 DM3に塗 布 した｡ 37℃二 日間 培 養 し､

得 られ た 再 生 用 寒 天 培 地 に 直 接 I2-KI溶 液 を 噴 霧 し､ ヨー ドデ ン プ ン

反 応 に よ りそ れ ぞ れ の コ ロ ニ ー の α- ア ミ ラー ゼ 生 産 に つ い て 調 べ

たQ 約 5.000株 に つ い て 調 べ た と こ ろ､ 内 一 株 が α - ア ミ ラ ー ゼ を 多

量 に産 生 す る こ とが 認 め られ た｡ そ こで､ こ の 高 α- ア ミラ ー ゼ 産

生 株 を 培 養 し､ 保 持 して い る プ ラ ス ミ ドを 調 製 後 各 種 制 限 酵 素 に よ

り解 析 した｡ そ の 結 果､ 得 られ た 組 換 え プ ラ ス ミ ドはpUBllOの

革j迎Hl部 位 に 3.1Kbの 断 片 が 挿 入 さ れ た 構 造 を 有 して お り､ こ の プ ラ

ス ミ ドをpDCAIOOと名 付 け た (図 5- 1)｡ さ ら に､ 挿 入 遺 伝 子 部 分

を 制 限 酵 素 で 解 析 した と こ ろ､ 図 5- 1に 示 す よ う にKm耐 性 遺 伝 子

と は逆 方 向 に α- ア ミラ ー ゼ 遺 伝 子 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ て お り､ そ

の 5' 領 域 はす べ て 含 ま れ て い る こ とが 明 か と な った｡ しか し､ 3'領

域 に つ い て 同 じ タ イ プ の α- ア ミ ラー ゼ 遺 伝 子 で あ るYamazakiらが

ク ロー ニ ン グ した pTUB473)の α- ア ミラー ゼ 遺 伝 子 と の 比 較 よ り､

α - ア ミラー ゼ 遺 伝 子 の 全 長 で は な く､ 開 始 コ ドンか ら 1583塩 基 目
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の旦_旦旦3AIサ イ トで ベ ク タ ー DNAと連 結 さ れ て い る と判 断 さ れ たo

そ こ で 次 に､ 構 造 遺 伝 子 部 分 に つ い て 塩 基 配 列 を 決 定 し､ pTUB4に

ク ロ ー ニ ン グ さ れ た α- ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と の 比 較 を 行 っ たO そ の

結 果 (図 5- 2)､ 1539番 目 と1542番 目 の 塩 基 に 欠 失 が 認 め ら れ た

も の の､ 他 の 塩 基 は 全 て 一 致 した. しか し､ こ の 塩 基 配 列 の 欠 失 に

よ り､ ア ミノ 酸 配 列 の フ レ - ム シ フ トが 起 こ り､ 欠 失 位 置 以 降 の ア

ミノ 酸 配 列 は､ 全 く違 う配 列 と な り､ 最 初 の ス ト ッ プ コ ド ン が 現 れ

る の は､ pUBllOの BamHIサ イ トの 103か ら105下 流 に あ るTAAで あ っ た｡

こ の た め､ pDCAIOOを 有 す る B.subtilis 207-25株 が 分 泌 生 産 す る a

- ア ミ ラ ー ゼ は 520ア ミノ 酸 (分 子 量 57,650) で あ る と 計 算 さ れ た｡

2. Tcr遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 及 び 発 現 制 御 領 域 と α - ア ミ ラ ー ゼ

遺 伝 子 と の 連 結

PIH4に 存 在 す るTc'遺 伝 子 の プ ロ - モ ー タ ー お よ び 発 現 制 御 領 域 と

タ ー ミ ネ ー タ 二 と の 間 に α- ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 挿 入 し､ α - ア ミ

ラ ー ゼ 遺 伝 子 の Tcに よ る 発 現 の 制 御 を 検 討 した｡

pTHT15の Tcr遺 伝 子 の 構 造 遺 伝 子 を 制 限 酵 素 旦且kIと如上EIIで 切 断

す る こ と に よ り､ 1341塩 基 対 の 断 片 と して 除 去 した｡ こ の 時､

堅塁iEⅡ サ イ トは T4-DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 平 滑 末 端 に した｡

一 方､ 枯 草 菌 の α - ア ミ ラ ー ゼ 構 造 遺 伝 子 は旦_主且fI一旦_主且fI

(253bp)､ 旦_主且fI-旦旦旦RI (270bp)､ 旦ヱ旦RI-旦且旦I (1291bp) の

3つ の DNA断 片 に よ っ て､ 5'側 の 14bpを 除 い て 再 構 築 で き る｡ そ こ で､

pDCAIOOを 上 記 の 制 限 酵 素 で 切 断 した 後､ ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電

気 泳 動 で 目 的 の 253bp,270bp,1291bp断 片 を 単 離 精 製 した｡

ま た､ Tc r遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と発 現 制 御 領 域 と α - ア ミ ラ ー ゼ
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構 造 遺 伝 子 を連 結 す るた め の 合 成 D N A リ ン カ ー と して

5--TGAAATATGTTTGCAAAACG-3'と5'-AATCGTTTTGCAAACATAT-3'を 合 成 し

た｡ こ の 合 成 DNAをT4-DⅣAキ ナ ー ゼ を 用 い て 5◆末 端 に リ ン酸 基 を 付 与

した 後､ 両 DNAを加 熱 処 理 後 ア ニ ー リ ン グ LDNAリ ン カ - と した｡

以 上 のDNA断 片 を 混 合 し､ T4DNAリガ ー ゼ を用 い て 連 結 し

良.subtilis207-25株 を 形 質 転 換 した｡ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル耐 性 を

示 す 形 質 転 換 株 の プ ラ ス ミ ドを調 製 しア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 に よ

り解 析 した｡ そ の結 果､ 目的 通 りTc r耐 性 遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー 及 び

発 現 制 御 領 域 と α- ア ミラー ゼ の 構 造 遺 伝 子 部 分 が 連 結 され た プ ラ

ス ミ ドpMD391を 得 た (図 5- 3)｡ この 時 の､ Tc r遺 伝 子 の プ ロ モ ー

タ ー と α- ア ミラー ゼ構 造 遺 伝 子 の 連 結 部 分 の 塩 基 配 列 は 図 5 - 4

に示 した. 連 結 部 分 に は､ 余 分 な 塩 基 配 列 は 含 まず a - ア ミ ラー ゼ

遺 伝 子 の 開 始 コ ドンの 直 前 ま で Tc r遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 有 して い る｡

このpMD391を有 す るB.subtilis207-25株 は500mg/m色のTcに よ り a -

ア ミラー ゼ の生 産 量 が 増 大 す る こ とが､ 2%の 可 溶 性 デ ンプ ンを 含 む

寒 天 平 板 増 地 上 で 確 認 さ れ た (図 5- 5)0

3. 誘 導 に お け るTc濃 度 の影 響

添 加 す るTcの 濃 度 を 変 え て α- ア ミラ ー ゼ遺 伝 子 誘 導 - の 影 響

を検 討 した｡ Tcを 5〟6/tA含 むNY培 地 に5, 10. 50, 100, 500, 1,000

ng/tRの濃 度 に な る よ うに そ れ ぞ れ 添 加 し､ pMD3041を 有 す る旦⊥

subtilis207-25株 を､ 前 培 養 を行 った 菌 体 を接 種 し､ 37℃で 24時 間

培 養 した｡ 培 養 終 了 後 の 培 養 上 清 中 の α - ア ミラー ゼ活 性 を 測 定 し

た と こ ろ (表 5- 1)､ Tcの 濃 度 が 100ng/m色以 下 で は α- ア ミラー

ゼ活 性 が そ れ 以 上 の 添 加 濃 度 の場 合 と比 べ て 低 く､ 誘 導 が 充 分 に行
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わ れ て い な い と判 断 され たO ま た､ Tcの 濃 度 が 1,000ng/m色で は 菌 の

生 育 が そ れ 以 下 のTc添 加 濃 度 の 時 と比 べ 半 分 に低 下 して い た｡ 以 上

の結 果 か ら､ 遺 伝 子 の発 現 に は500ng/J見程 度 のTcが 最 適 で あ る と考

え られ た｡

4､ Tcに よ る a - ア ミラー ゼ遺 伝 子 の誘 導 発 現

Tcに よ る α - ア ミラー ゼ遺 伝 子 の誘 導 発 現 に つ い て､ 培 養 の初 期

か らTcを添 加 した 場 合 と､ 定 常 期 初 期 で Tcを添 加 した 場 合 に つ い て

検 討 した｡ まず､ 37℃16時 間 前 培 養 したpMD391を 有 す るB.subtilis

207-25株 を 500ng/tRのTcと5,000ng/LRのcmを添 加 した NY培 地 に植 菌

後 37oCで 振 塗 培 養 し､ 培 養 約 2時 間 毎 に 菌 の生 育 と α- ア ミラー ゼ 活

性 を 測 定 した｡ そ の結 果 (図 5- 6)､ Tcの添 加 条 件 下 で は､ 菌 の

生 育 と共 に α- ア ミラー ゼ を分 泌 生 産 し､ そ の生 産 量 はTc無 添 加 に

比 べ て 約 15倍 に達 した｡ ま た､ 菌 の対 数 増 殖 期 に比 べ る と そ の ス ピ

ー ドは 低 下 して い る もの の､ 定 常 期 に お い て も α - ア ミラー ゼ を 分

泌 生 産 が 進 行 す る こ とが 確 認 され た｡

次 に､ 定 常 斯 初 期 に お け る誘 導 発 現 に を 検 討 す る た め に､ 約 oD

600- 1.3の 時 Tcを 500ng/tAの濃 度 に な る よ うに添 加 し､ 37℃ で 更 に

振 迭 培 養 した｡ 一 定 時 間 毎 に培 養 上 清 を サ ンプ リ ン グ L a - ア ミラ

ー ゼ 活 性 と OD600倍 を 測 定 した｡ そ の 結 果 は 図 5 - 6 に 示 した｡

最 初 の サ ンプ リ ン グ はTc添 加 後 1時 間 目 に行 った が､ す で にTc無

添 加 に比 べ 約 2倍 の α- ア ミラー ゼ を 分 泌 生 産 して お り､ 極 め て 速

や か に 誘 導 発 現 が 起 こ る こ とが 示 され た｡ ま た 菌 の 増 殖 が 停 止 した

後 も α- ア ミラー ゼ を 分 泌 生 産 し続 けて い る こ とが 確 認 され た｡ こ

の事 実 は､ 十 分 に菌 体 が 生 育 した 後 に 目的 の遺 伝 子 の 発 現 を 開 始 で
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き る こ と を 示 して お り､ こ のTcに よ る発 現 制 御 系 が 実 用 化 レ ベ ル で

利 用 可 能 で あ る こ とが 強 く示 唆 さ れ た｡

次 に､ これ らの 培 養 上 清 の SDS-PAGEに よ る解 析 を 行 った と こ ろ､

確 か に α- ア ミ ラー ゼ 活 性 を 有 す る分 子 量 48.000の バ ン ドが 確 認 さ

れ た (図 5 - 7 )0

第 4節 考 察

第 4章 に お い て 解 明 したpTHT15の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の プ ロ モ - タ -

お よ び 発 現 制 御 領 域 を 用 い て､ 枯 草 菌 に お け る分 泌 蛋 白 質 遺 伝 子 の

発 現 制 御 系 を 構 築 した｡ ま ず､ 分 泌 蛋 白質 と して 枯 草 菌 の α- ア ミ

ラー ゼ を 選 び そ の 遺 伝 子 をB.subtilisIA412株 よ り ク ロー ニ ン グ し

たo ク ロー ニ ン グ した 遺 伝 子 は､ Yamazakiら" )が ク ロー ニ ン グ した

a - ア ミラー ゼ 遺 伝 子 に 比 べ 3'側 の旦_旦旦3AIサ イ トが 一 つ 短 い 遺 伝 子

で あ る と考 え られ た｡ そ こで､ 塩 基 配 列 を 決 定 し比 較 した と こ ろ､

2塩 基 対 の 欠 失 を 除 い て 塩 基 配 列 は 一 致 した｡ こ の 欠 失 に よ り我 々 が

ク ロ ー ニ ン グ した a - ア ミラ- ゼ は フ レー ム シ フ トを 起 こ して い る

と考 え られ た｡ 推 定 され た ア ミノ 酸 配 列 か ら分 子 量 57.650の α- ア

ミラー ゼ を 分 泌 生 産 す る と考 え られ た が､ 実 際 にSDS-PAGEを 行 った

結 果 か ら は分 子 量 48,000で あ る と示 され た｡ こ の こ と は､ 生 産 さ れ

る α- ア ミラー ゼ がpUBllOへ リー ドス ル ー で 読 ま れ て い る部 分 の 余

分 な ア ミノ酸 配 列 を C末 端 部 分 に 持 つ た め､ 結 果 と して C末 端 部 分

の 立 体 構 造 が 不 安 定 と な り､ 自身 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ る ア タ ッ ク を

受 け 易 く して い る もの と考 え られ た 74㌦

次 に､ α- ア ミラー ゼ 構 造 遺 伝 子 部 分 をplH4のTc耐 性 遺 伝 子 の プ

ロ モ - タ - お よ び 発 現 制 御 領 域 と タ ー ミネ ー タ ー の 間 に挿 入 し､ 旦二
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subtilis 207-25株 に導 入 したo そ こ結 果､ 予 想 通 りTcに よ って α -

ア ミラー ゼ遺 伝 子 の発 現 を コ ン トロー ル で き る こ と が 明 か と な った｡

そ の発 現 の コ ン トロー ル は培 養 の 初 期 だ け で は な く安 定 期 の 初 期 に

お い て も可 能 な こ とか ら､ 菌 体 濃 度 が 十 分 得 られ て か ら発 現 を 開 始

で き る｡ この こ とか ら､ 本 発 現 制 御 系 は 菌 に と って 発 現 が 有 害 で あ

る蛋 白 質 を 発 現 す る場 合 に も極 め て 有 用 で あ る と考 え られ る｡ と こ

ろ で､ 薬 剤 に よ る発 現 の 制 御 が 非 常 に高 価 で あ る と一 般 に言 わ れ て

い るが､ 発 現 の 開 始 に必 要 なTcの 濃 度 は 500ng/tAと低 濃 度 で あ り､

しか もTcは最 も安 価 な 抗 生 物 質 の 一 つ で あ る こ とか ら､ 安 価 に発 現

を誘 導 で き る こ とが 確 認 され た｡ ま た､ 抗 生 物 質 を 誘 導 物 質 と して

用 い る こ とか ら､ 使 用 す る培 地 を 制 限 しな い こ とが も う一 つ の利 点

と して あ げ られ る｡ す な わ ち､ 本 発 現 制 御 系 を 用 い る こ とで､ 生 産

に適 した培 地 条 件 下 で 発 現 の コ ン トロー ル が 可 能 と な る｡

枯 草 菌 に お い て も発 現 制 御 系 は 幾 つ か 開 発 され､ そ の う ち薬 剤 耐

性 遺 伝 子 の発 現 制 御 部 位 を 用 い た 系 も構 築 され て い るo Lか し､ 本

章 で 行 った よ うな枯 草 菌 の分 泌 系 で 発 現 制 御 系 を構 築 した の は著 者

が 始 め て で あ る｡ ま た､ Bacillus属 細 菌 の 発 酵 工 業 に お け る役 割 は

そ の高 い分 泌 生 産 能 に あ り､ この 分 泌 生 産 能 を い か に利 用 す る か が

遺 伝 子 組 換 え技 術 に よ るBacillus属 細 菌 の 宿 主 ･ベ ク タ ー 系 に課 せ

られ た 使 命 で あ る と考 え られ る｡ この こ とか ら も､ 枯 草 菌 の 分 泌 系

で 利 用 で き る発 現 制 御 系 構 築 は､ 今 後 の Bacillus属 細 菌 の 遺 伝 子 組

換 え利 用 に お い て 極 め て 有 用 で あ る と考 え られ る｡ 本 章 で 構 築 した

Tcに よ る発 現 の 制 御 が 可 能 な分 泌 ベ ク タ ー pMD391を 利 用 し､ α- ア

ミラー ゼ の シ グ ナ ル配 列 遺 伝 子 の 下 流 に有 用 な 蛋 白 質 ま た は 生 理 活

性 ペ プ チ ドの遺 伝 子 を連 結 す る こ と に よ り､ これ らの 分 泌 生 産 が 可

能 に な る と考 え られ る｡ 今 後 は､ B.stearothermophilusで 以 上 の 有
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用 性 を 確 認 し､ 利 用 で き る 系 を 広 げ て い く と共 に 有 用 蛋 白 質 な ど の

生 産 に 利 用 す る こ と が 必 要 で あ る と考 え ら れ る｡ ま た､ 実 用 レベ ル

で の 利 用 性 を 高 め る た め に､ プ ロ モ ー タ ー を 強 化 し､ 高 い 生 産 レ ベ

ル を 達 成 す る こ と も必 要 に な っ て く る と思 わ れ る｡

第 5節 要 約

1. B.subtilisIA412株 の a - ア ミ ラー ゼ 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し､

そ の 塩 基 配 列 を 決 定 した｡ そ の 結 果､ こ れ ま で 知 ら れ て い る α- ア

ミ ラー ゼ 遺 伝 子 の 構 造 遺 伝 子 と比 較 した と こ ろ､ 2塩 基 対 の 欠 失 を 除

い て 一 致 した｡

2. Tc r遺 伝 子 の プ ロ モ - ク ー お よ び 発 現 制 御 領 域 と α- ア ミ ラ ー ゼ

遺 伝 子 の 構 造 遺 伝 子 部 分 を 連 結 し､ 枯 草 菌 を 形 質 転 換 した｡ α - ア

ミラ ー ゼ 産 生 を Tc添 加 に よ り解 析 した と こ ろ､ Tcを 500ng/■見添 加 す

る こ と に よ り α - ア ミラ ー ゼ 生 産 量 が 無 添 加 の 約 15倍 と な る こ と が

確 認 さ れ､ α- ア ミ ラー ゼ の 発 現 が Tcの 添 加 に よ り コ ン トロ ー ル で

き る こ と が 明 か と な っ た｡

3. Tcの 誘 導 は､ 枯 草 菌 の 培 養 の 初 期 後 期 を 問 わ ず 行 う こ と が で き

る こ と が 明 か と な り､ こ の 発 現 制 御 系 が 幅 広 い 応 用 範 囲 を 持 つ こ と

が 示 唆 さ れ た｡
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Ⅹ S/BaH Ha S H EHa H BcS/BaP

α - am ylase gene

図5-1 pDCAIOOの制限酵素地図とpTUB4のα-アミラーゼとの比較

太線は挿入DNA､細線はpUBllO部分を示す｡Ba,旦廻HI;B,旦出Ⅰ;E,旦辺Rl;Ha,旦担Ⅱ;

fli,Hinc皿;P,Pvu皿;辿3AI.SaB3AI以外の制限酵素サイ トは全て記載した｡
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1440
GCTGTGCTTTATCCTGATGATATTGCA仙AGCGCCTCATGTTTTCCTTGAGAATTACAAA
AlaValLeuTyrProAspAspI1eAlaLysAlaProHisValPheLeuG1uAsnTyrLys

15(X)
ACAGGTGTAACACATTCTTTCAATGATCAACTGACGATTACCTTGCGTGCAGATGCGAAT
ThrGlyVa1ThrHisSerPheAsnAspGlnLeuThrI1eThrLeuArgAlaAspAlaAsn

C A

T･T 1560
ACAACAAAAGCCGTTTATCAAATCAATAATGGACCAGAGACGGCGTTTAAGGATGGAGAT
ThrThrLysAlaValTyrGlnl1eAsnAsnGlyProGluThrAlaPheLysAspG1yAsp

sau.3AR a'nⅢ ■ー pUBllO 1620
CAATTCACAATCGGAAAAGGAGATCcAGTTGCTCAAAAAAATCTCGGTCAGATGTTACTA
GlnPheThrIleGlyLysGlyAspProValAlaGlnLysAsnLeuGlyGlnMetLeuLeu

. 1680
GCAACTCATTTACAAGAACAGCATCTTTCCTCGTTTTTCTTGTACCTGTTTTTTGTGATT
AlaThrHisLeuGlnGluGlnHisLeuSerSerPhePheLeuTyrLeuPhePheVallle

CAATAA
Gln***

図 5-2 B･subtilisIA412株 由来 a- ア ミラー ゼ遺 伝 子 の3㌧部

分 の塩 基 配 列 と ア ミノ酸 配 列

塩基 配 列 の番号 は開始 コ ドンATGか ら始 ま って い る｡ pUBllOの ア ミ

ノ酸 配 列 は､ 小 文 字 で示 した｡ 2塩 基 の欠 失 部 分 は､ ▼ で示 し､ p

TU84の塩 基 配 列 を記 した｡

-108-



S/Ba

HhBs/P

図 5- 3 α - ア ミラー ゼ の発 現 制 御 可 能 な分 泌 ベ ク ター の構 築

口はpDCAIDOの α- ア ミラー ゼ遺 伝 子 の挿 入 遺 伝 子 部 分 を示 すo ■

は､ pTIIT15に由来 す るTcr遺 伝 子 と複 製 開 始 点 領 域 を示 す｡ P TCは､

Tcrの ブ ロー モー ター及 び オペ レー ター遺 伝 子 部 分 で あ る｡

Bs. BstEⅡ;E, EcoRI;F,FokI;Hh, HhaI;Hi,HinfI;

P,PvuⅡ;S.Sau3AI
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FokI L > TET
一一一TAAACTACGTCTGCCCTCATTATTGGAGGG
一一一ATTTGATGCAGACGGGAGTAATAACCTCCC空欄

ATGTGAATACATCCTATTCACAA一一一
TACACTTATGTAGGATAAGTGTT一一一
etAsnThrSerTyrSerGln一一一

HinfI

喧
一一一AAGGAGTGTCAAGAATGTTTGCAAAACG
一一一TTCCTCACAGTTCTTACAAACGTTTTGC

CAAAACCTCTTTACTGCCG一一一
GTTTTGGAGAAATGACGGC一一一

はetPheAlaLysArgPh-eLysThrSerLeuLerPr0--･-=>α-amylase
GTTTGCAAAACG
CAAACGTTTTGCTAA

HinfI
---TAAACTACGTCTGCCCTCATTATTGGAGGGTGAAATATGTTTGCAAAACG
一一一ATTTGATGCAGACGGGAGTAATAACCTCCCACTTTATACAAACGTTTTGC

HetPheAlaLysAr整

CAAAACCTCTTTACTGCCG一一一
GTTTTGGAGAAATGACGGC一一一
eLysThrSerLeuLerPr0---

Tcrpromoter<=:::===- - ======-α-amylase

図5-4 pMD391の連結部分の塩基配列

LinkerをはさんでTcrpromoterとα-amylaSe構造遺伝子を挿入配列無 しに連結 した｡

pIH4

PDCAIOO

Linker

pMD391





表 5- 1 添加 す るTcの濃 度 に よ る α- ア ミラー ゼ の誘 導 発 現

Plasmid Tcconcn.(ng/ml) α-Amylase

activity(units/OD6⊂】□)a

pMD391 1000

500

100

50

10

5

0

PDCAIOO 0

123.1

134.6

68.1

42.2

22.2

14.6

8.0

98.3

■菌 体 は表 で示 した濃 度 のTcを添 加 したNY培 地 で 37℃ 12時 間培 養 した｡
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図 5- 6 pMD391を有 す るB.subtilis207-25株 の生 育 (点 線 )

と α- ア ミラー ゼ の誘 導生 産 (実 線 )

本 菌 はNY培 地 で培 養 し､ そ の培養 液 を1/100希 釈 で 500ng/瓜 のT

cを添加 また は無添 加 のNY培 地 に植 菌 したo また､ 植 菌 後 6時 間

後 にTcを添 加 した (添 加 時 期 につ いて は矢 印 で示 した )｡ 口.

Tc添 加 ;0.Tc無 添加｡ 培 養 上清 を α- ア ミラー ゼ ア ッセ イ に

用 いた｡ 菌体 の生 育 は600nmで の吸光 度 を測 定 した｡
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総 括

好 熱 性 細 菌 は 通 常 の 生 物 が 生 育 で き な い 高 温 環 境 下 (55℃ 以 上 )

で 生 育 し､ か つ 一 般 に 高 い 増 殖 速 度 を 示 す こ と か ら､ こ れ に 遺 伝 子

操 作 技 術 を 適 用 す る こ と が で き れ ば 好 熱 性 細 菌 は よ り利 用 性 の 高 い

宿 主 と な る 可 能 性 が あ る｡ 本 論 文 は､ こ の よ う な 観 点 か ら好 熱 性 細

菌 B.stearothermophilusで 安 定 に 保 持 さ れ､ マ ー カ - で あ る 薬 剤 耐

性 遺 伝 子 が 発 現 可 能 な ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドの 開 発 を 行 い､ 全 塩 基 配

列 が 明 か と な っ て い る枯 草 菌 と の シ ャ トル ベ ク タ ー を 構 築 した｡ さ

ら に､ 枯 草 菌 に お い て Tcに よ る分 泌 酵 素 の 誘 導 発 現 を 論 じた も の で

あ り､ こ こで 得 られ た 結 果 は 次 の よ う に 総 括 す る こ と が で き る｡

第 1章 で は､ 種 々 の 好 熱 性 細 菌 に つ い て プ ラ ス ミ ドの 検 索 を 行 い､

B.subtilisの 形 質 転 換 に よ り薬 剤 耐 性 を 担 う2種 の プ ラ ス ミ ドpTHT1

5及 び pTHNlを 分 離 した｡ こ れ ら に つ い て､ 基 本 的 な 性 質 検 討 を 行 い､

詳 細 な 制 限 酵 素 地 図 の 作 製 と､ そ れ ぞ れ の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 や 複 製 開

始 点 領 域 の 位 置 を 決 定 した｡ さ ら に､ pTHT15及 び pTHNlは 共 に旦⊥

stearothermophilusCU21株 で の 複 製 及 び 形 質 発 現 が 可 能 で あ っ た｡

第 2章 で は､ pTHT15､ pTHNl､ pUBllO間 の 遺 伝 子 レ ベ ル で の 相 同 性

を 調 べ､ pTHN1とpUBllOの Emr遺 伝 子 部 分､ pTHT15とpUBllOの 複 製 開

始 点 領 域､ 及 び 3つ の プ ラ ス ミ ド間 で は 細 胞 膜 へ の 結 合 領 域 と考 え ら

れ る部 分 に そ れ ぞ れ 高 い 相 同 性 が 認 め られ た｡ ま た､ pTHNlの 【mr酵

素 が pUBllOの そ れ と 同 じXmヌ ク レ オ チ ジ ル 転 移 酵 素 で あ る こ と を 明

か と した. さ ら に､ pUBllOとpTHT15の B.subtilis及 び B.stearo-

thermophilusで の コ ピー 数 を 調 べ､ 不 和 合 性 で あ る こ と を 確 認 した｡
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第 3章 で は､ B.subtilisとB.stearothermophilusで の プ ラ ス ミ ド

6種 類 の 熱 安 定 性 と､ 形 質 発 現 の 限 界 温 度 に つ い て 調 べ た｡ B.sub-

tilisに お い て は､ pUBllO､ pTHT15､ pTHNl､ pC194が そ の 生 育 限 界 温

度 ま で 安 定 に保 持 され 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の 発 現 が 可 能 で あ った が､

pTP4とpTP5は 45℃ 以 上 で 不 安 定 で あ った｡ しか し､ これ らの 不 安 定

な プ ラ ス ミ ドもpUBllOと組 換 え プ ラ ス ミ ドを 作 製 し､ pUBllOの 複 製

領 域 を 用 い る こ とで 安 定 化 され る こ と を 明 か に した｡ 次 に､ 旦⊥

stearothermophilus に お い て は､ pC194､ pUBllO､ pTHT15､ pTHNlが

形 質 転 換 可 能 で あ った｡ 宿 主 内 に お け る安 定 性 を 検 討 した と こ ろ､

pC194は 55℃ で ほ と ん ど宿 主 内 か ら脱 落 した が､ pTHNlは 55℃ ま で､

pUBllO､ pTHT15は 60℃ 付 近 ま で 安 定 に保 持 され た｡ しか し､ pTP4お

よ びpTP5は形 質 転 換 能 を 有 して お らず､ そ の 薬 剤 耐 性 も発 現 で き な

い こ と を 明 か に した｡ ま た､ pC194の 複 製 開 始 点 領 域 を 熟 安 定 な

pTHT15の 複 製 開 始 点 領 域 に変 換 す る こ とで､ 安 定 化 で き る こ と を 示

した｡ これ らの 結 果 を 基 に､ B.subtilis､ B.stearothermophilusの

両 方 で 複 製 発 現 可 能 で 三 つ の 薬 剤 に耐 性 な シ ャ トル ベ ク タ ー pIH41お

よ びPIH42を 構 築 したQ

第 4章 で は､ 好 熱 菌 由 来 プ ラ ス ミ ドpTHT15のTcr遺 伝 子 の 全 塩 基 配 列

を 解 明 し､ そ の 構 造 遺 伝 子 の オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ム と転 写

開 始 点 を 決 定 した｡ ま た､ Tcr発 現 が Tcに よ る誘 導 を 受 け る こ とか ら､

ブ ロ ー モ ー タ - 部 分 に お け る発 現 制 御 機 構 に つ い て 考 察 を 進 め､

mRNAに よ る トラ ン ス レー シ ョナ ル ア テ ニ ュ エ ー シ ョ ンモ デ ル を 提 唱

した｡
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第 5葦 で は､ こ れ ら の 発 現 制 御 を 確 か め 利 用 す る こ と を 目 的 と して､

B.subtilisか ら α - ア ミ ラー ゼ 遺 伝 子 を ク ロ - ニ ン グ し､ 得 られ た

α- ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 構 造 遺 伝 子 部 分 を pTHT15の Tc r遺 伝 子 の ブ ロ

ー モ ー タ ー お よ び 発 現 制 御 領 域 に 連 結 した｡ そ の 結 果､ 0.5JJB/ LAの

Tc添 加 に よ り培 養 の 初 期 及 び 定 常 期 の 初 期 の い ず れ に お い て も約 15

倍 の 分 泌 発 現 の 制 御 が 可 能 で あ る こ と を 確 認 した｡

以 上 の 諸 結 果 か ら､ 本 研 究 で 構 築 した B.subtilisとB.stearo-

thermophilus間 の 安 定 な シ ャ トル ベ ク タ ー を 利 用 す る こ と に よ り､

好 熱 菌 を 宿 主 とす る遺 伝 子 操 作 が 簡 単 に 行 う こ と が 可 能 と な っ た｡

ま た､ 枯 草 菌 に お け る分 泌 発 現 系 で の 発 現 制 御 系 を 構 築 で き た こ と

は､ 遺 伝 子 組 換 え した 枯 草 菌 の 発 酵 生 産 へ の 利 用 性 を 飛 躍 的 に 高 め

た と言 え る｡

一 般 に､ プ ラ ス ミ ドを ベ ク タ ー と して 利 用 す る場 合 の 理 想 的 な 条

件 と して､ 1) 宿 主 内 で 自立 的 に 複 製 す る, 2)外 来 DNAの 挿 入 可 能

な 制 限 酵 素 切 断 点 を 複 数 個 保 持 す る, 3) 選 択 マ ー カ ー を 保 持 す る,

4) 分 離 調 製 が 容 易 で あ る, 5) 分 子 量 が 小 さ い, 6) 宿 主 域 が 広

い, 7) コ ピー 数 の 外 部 因 子 に よ る調 節 が で き る な ど TS)が あ げ ら れ

る が､ 本 研 究 で 発 見､ 構 築 した プ ラ ス ミ ドベ ク タ ー は こ れ ら の 諸 条

件 を ほ と ん ど満 足 して い る と言 え る｡

あ る 種 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ン化 した 場 合､ 遺 伝 子 操 作 の 工 業 的 利 用

に お い て は そ の 組 換 え プ ラ ス ミ ドの 安 定 性 が き わ め て 重 要 で あ る0

ま た､ プ ラ ス ミ ドの 不 安 定 性 の 要 因 と して プ ラ ス ミ ドDNAの 脱 落 と プ

ラ ス ミ ドの 部 分 的 欠 失 が 考 え られ る｡ 前 者 の 場 合 に は､ ベ ク タ ー プ
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ラ ス ミ ドの マ ー カー を利 用 して 抗 生 物 質 な どの 薬 剤 存 在 下 で 培 養 す

る こ とが で きれ ば プ ラ ス ミ ド脱 落 株 の増 殖 を 阻 止 し得 るが､ プ ラ ス

ミ ドの 部 分 的 欠 失 の場 合 に は､ 安 定 な プ ラ ス ミ ドを ベ ク タ ー と して

用 い る以 外 方 法 は な い｡ B.subtilis 及 びB.stearothermophilusで 最

も安 定 なpTHT15の 複 製 領 域 と薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 有 す るpTHT15､ pIH4､

p川41､ pIH42を用 い る こ とで､ 両 菌 に お け る安 定 な ク ロー ニ ン グ と

発 酵 生 産 が 可 能 とな る. また､ Tcr 遺 伝 子 の発 現 制 御 部 位 は､ α-

ア ミラー ゼ等 の分 泌 蛋 白質 遺 伝 子 の発 現 を コ ン トロ ー ル で き る こ と

か ら､ p川4､ pIH41､ pIH42を用 い る こ と に よ り蛋 白質 の分 泌 発 現 を

制 御 す る こ とが 可 能 で あ る｡

さ らに､ pMD391の α- ア ミラー ゼ の シ グ ナ ル配 列 遺 伝 子 の 下 流 に

他 の有 用 蛋 白質 ま た は生 理 活 性 ペ プ チ ド遺 伝 子 を連 結 す る こ と に よ

り､ これ らの有 用 物 質 の 分 泌 生 産 を 可 能 に し､ そ れ らの 社 会 へ の 供

給 が 一 段 と進 む もの と期 待 す る.
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