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Abbreviations

　　bp：　Basepair

　　BPB：　Bromophenol　blue

　　BSA：　B　ovine　serum　albumine

　　CFU：　Colony　forming　unit

　　Da：　Dalton

　　DNA：　Deoxyribonucleic　acid

　　EDTA：　Ethylendiaminetetraacetic　acid，　disodium　salt

　　F．　Farad

　　HEPES：　N－2－Hydroxyetthylpiperazine－NL2－ethanesulfonic　acid

　　kb：　Kilobasepair

　　kDA：　Kilodalton

　　LB：　Luria－Bertani

　　MOPS：　3一（N－Morpholine）propanesulfonic　acid

　　MRS：　Man－Rogosa－Sharpe

　　NTG：　N－methyl－N　’一nitro－N－nitrosoguanidine

　　OD：　Optical　density

　　ONPG：　o－Nitrophenyl一　B　一D－galactopyranoside

　　ORF：　Open　reading　frame

　　ori：　The　region　essential　for　replication　of　a　plasmid

　　PAGE：　Polyacrylamide　gel　electrophoresis

　　PCR：　Plymerase　chain　reaction

　　SA－AP：　Streptoavidine－alkalinephosphatase　conjugate

　　SDS：　Sodiumlaurylsulfate

　　SSC：　150　m　M　NaCl－15　m　M　Na，　citrate

　　STME：　O．5　M　Sucrose－10　m　M　Tris－maleate－IO　m　M　EDTA　（pH　6．5）

　　TBE：　50　m　M　Tris－borate－10　mM　EDTA　（pH　8）

　　TE：　10　m　M　Tris－HCI－1　m　M　EDTA　（pH　8）

　　Tris：　2－Amino－2－hydroxmethyl－1，3－propanediol

　　X－Gal：　5－Bromo－4－chloro－3－indolyl一　P　一D－galactopyranoside
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第1章　緒言

　乳酸菌は，牛乳，食肉，野菜，穀類等からの発酵食品の製造に関わる重要な微生

物である。特に発酵乳製品（ヨーグルト，チーズ）の製造に係わる乳酸菌について

は製品の製造に必要とされる有用な性質を有する菌株を精力的に自然界より単離し

たり，変異処理等で改良されてきた菌株が使用されてきた。このような古典的手法

に加えて，新たな育種として遺伝子工学的手法が，近年，用いられるようになって

きた。例えば，乳糖資化性能の安定化（プラスミドが関与）1・　2｝，プロテアーゼ活性

の付与または増強（チーズ熟成に関与）3’5〕，ナイシン等の抗菌物質生産〔食品保存に

有効）6’9〕，ファージ耐性10）などの改良が遺伝学的に研究されている。これまでに乳

酸菌の遺伝学おび生理学的知見はかなりされてきており，人間が望むような特別な

性質を持つ菌株をつくり出すことが可能となりつつある・

　乳酸菌の遺伝子工学的研究は大腸菌や枯草菌に比べてかなり遅れていた（特に乳

酸桿菌）。しかし，形質転換法としてエレクトロポレーション法が登場して以来，

この数年間において長足の進歩を遂げている。乳酸球菌では宿主一ベクター系の確

立から異種遺伝子の発現へ，そして桿菌では宿主一ベクター系の開発がほぼ完成し

つつある。そして全体的に食品製造への応用を目的にfood－gradeベクターの開発6’

11－13〕へと移行しつつある。このfood－gradeの分野では人間のためのみならず家畜

の飼料，即ちサイレージの改良等に直接利用可能な菌株を遺伝学的に育種しよう

とする，，feed－grade”ベクターの研究が行われている・例えば・飼料中のキシラン

に着目し，キシラナーゼを選択マーカーとする宿主一ベクター系の開発14）が試みら

れている。このように，食品に利用可能とする選択マーカー遺伝子の取得や，それ

を用いた宿主一ベクター系の開発が試みられているが，いずれも検討段階である。

実際にβ一ガラクトシダーゼという安全な選択マーカーを用い・食品に利用可能な

宿主一ベクター系を乳酸桿菌で確立しているのは著者らの研究15｝の他には報告され

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

糊
嘉
W趨藩

羅
一灘

雛
¢
儒澱鞭難

B
懸
羅

・
難
澱

鐡
鰍

羅
哺

姻
．

蕪㎎’
押
隔
岡

躍卜鴨襯



ていない。乳酸球菌ではオランダ（NIZO）のグループがβ一ガラクトシダーゼの

調節遺伝子を用いて12），またMcKayのグループがナイシン耐性遺伝子を用いて確

立している11〕。乳酸菌における異種遺伝子の発現については分泌蛋白質である

Bacillus属のα一アミラーゼ遺伝子の発現が検討されている16・1η。宿主菌として球

菌やサイレージ用桿菌が用いられている。目的としては球菌では物質生産系の検討

であり，サイレージ用桿菌では本遺伝子の発現により安価な材料を培地に変換し菌

の生育をよくするという考え方である。選択マーカー一にはfood－gradeではない抗

生物質耐性マーカーが利用されている。

　著者らは道具としての食品に利用可能な宿主一ベクターを開発したが，本システ

ムを用いて乳酸菌をどのように改良していくかが今後の課題である。現在行われて

いる研究と考えられる可能性をTable　1－1に示した。

　球菌ではファージ耐性や熟成に関与するプロテアーゼの研究が主流である。また，

チーズの製造法に用いられている子牛のキモシン遺伝子や微生物レンネット遺伝子

を導入することにより新たな製造法が確立されるかもしれない。

　桿菌では代謝経路の活性を高めたりまたは新たに機能を付与することによりテ

クスチャーやフレーバーの改良，あるいは酸生成能や酸耐性能を改善することが考

えられる。また，バクテリオシン関係の遺伝子の導入により食品や人体に悪い影

響をあたえる菌を抑制することが可能となる。特に腸内定着性を有し，人間の健康

に関与している乳酸菌においては生理活性物質（免疫賦活物質，抗腫瘍性物質等）

の生産関連遺伝子を導入し，腸内で生理活性物質を生産させるという乳酸菌ならで

はの可能性が挙げられる。

　食品加工工業において，乳酸菌の利用は重要である。消費者の受入れを高めた

り，製造者に対する経済性をもたらすために，また，最終製品の発酵効率，フレー

バー，テクスチャー，外観保存性，安全性を改善するために利用される。これら

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
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の発酵製品の製造に使用される菌株は望ましい製品や効率的変化と言う点を基本と

して先ず選択されてきた。現在使用されているカルチャーは確立されたものか又は

多くの菌株をテストした後，選択されてきた。最近の食品発酵過程に関与する乳酸

菌の改良に対する遺伝子工学の応用は工業的レベルで積極的に受け入れられて来て

いる。乳酸菌に関する遺伝学的研究は最終的には合目的な菌を供給する事にある。

これは，発酵食品の健康と栄養的な重要性の増加に加え，食品工業にエネルギーの

保存と倹約をもたらす。更に，食品加工技術は複雑になりつつあるため，使用され

ているスターターカルチャーに新たなる付加価値を付与することが必要である。も

し，適当な遺伝的手法を用いることが可能であるならば，我々は遺伝的に菌株を改

良し新たなる付加価値を有する製品を容易に作り出すことができるであろう。その

ためにも，我々は発酵食品プロセスに関与する乳酸菌の生理学的，遺伝学的，生化

学的特性を知ることは緊急の避けられない課題である。

　そこで，ヨーグルトやチーズの製造に用いられてきたしe　helveticusが有する酸

生成能の調整，好ましいフレーバー産生能の付与，チーズ製造上問題とされるプロ

テアーゼ活性，それに起因する苦味の消去等の諸性質をその製品に合った性質に改

良することを目的に遺伝子組換え技術による育種を行なうことにした。その前提と

なるし．heZveticusの宿主一ベクター系（最終的には食品に利用可能な系）の開発

に着手した。L．　helveticusよりベクター構築に適当な潜在性プラスミドを単離し，

それを土台に抗生物質耐性を選択マーカーとするシャトルベクターの構築を行なっ

た。このベクターを用いてL．heZveticusの形質転換系の確立を図った。そして，

最終的に食品で利用可能な”food　grade”ベクターの開発を行ない，外来性遺伝子

の発現について検討した。

3
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第2章　序論

発酵食品は多くの食品原材料から製造されており，その歴史は紀元前にさかのぼ

ることができる。そして，その起源は自然界に存在する細菌，カビ，酵母による偶

然の所産であった。その中で発酵乳製品は数千年前より食されてきたと考えられて

いる18〕。その後，発酵により得られた食品は，保存性が優れている上に風味・フレ

ーバー・食感等，原材料本来の特性を向上させることにより人々に受け入れられて

きた。世界各地に，関与する微生物，原料乳，温度等の相違により沢山の発酵製品

が存在する（Table　2－1）19〕。乳酸菌はこれらの発酵製品中で重要な役割を担って

いる。発酵乳製品2021）の他にも，ワインn），漬物等の発酵食品の製造a3　m｝　，味噌や

醤油の製造25〕にも関与しているほか，サイレージの調製26｝やデキストランの生産，

清酒27）やウィスキー劉等のアルコール飲料の製造，ソーセージのような肉製品の製

造29〕にも関与していることが知られている（Table　2－2）。その中でも，チーズや

ヨーグルトは最も一般的発酵乳製品として食されてきており，その製造には高い酸

生成能と蛋白質分解能を有する乳酸菌が利用されてきた。

　1908年，Mechnikoffにより発酵乳の摂取は腸内に乳酸桿菌のフローラをつく

りだし，腐敗菌の生育を阻害し，腐敗菌により引き起こされる症状の発生を妨ぐこ

とにより人間の寿命を延ばすのに効果があるという議論がなされた30｝。しかし，

LαctobαciZlus　delbrueckii　subsp．　buZgαrtcusは腸内では生存していないことが

判明した。これはヨーグルト（乳酸菌）を過大評価したものであったが，これによ

りヨーグルトは一躍脚光をあび，世界中に広がり，乳酸菌の人間に対する効果が科

学的に研究され始める基となった。食品工業において乳酸菌は古くよりヨーグルト

等の発酵乳製品の製造に利用されてき理由は乳酸生成による酸度低下が食品の貯蔵

に寄与していることのほか，官能的好ましさによっていた。しかし，現在では

しαctobαciZlusαcidophiZusやBiftdobαcteriumのような腸内定着性乳酸菌が製品

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5
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の製造に用いられている。その理由はこれらの乳酸菌が人間の腸内菌叢に関与し・

発癌物質の無毒化31｝，血中コレステロールの上昇を抑制32’33⊃，免疫応答を

高める鋭渕等の人間の健康保持に対し貢献していることが明らかにされつつある

ためである。現在ではこの保健効果について膨大な研究36倒がなされており，今後，

特定保健食品として発酵乳製品や乳酸菌そのものが非常に期待されている。

Table　2－3に現在発酵乳製造に主に用いられる乳酸菌を示した。

Strept・c・ccus　sαlivαrtus　subsp・therm・ph伽s・Lαct・bαciZZus　delbrueckii

subsp．　buZgαrtcus，　LαctobαciZlus　helveticusなどの乳由来の乳酸菌のほかに腸内

で有用な働きをするしαctobαcillus　acidophiZusやBiftdobαcterium属の菌株が用

いられている。先進国で消費されている発酵乳製品の製造には古くは自然に生ずる

発酵により作られていたが，現在ではコントロールされた条件下で製造されている。

即ち，純粋培養された微生物のスターターカルチャーを用いて一定品質の製品を

作りだしている39’4　1）。

　乳酸菌という微生物を考えてみるならば，そのような属は存在しない。糖を発酵

しエネルギーを獲得するプロセスで最終生産物として消費された糖に対し50％以

上の乳酸を生成する一群のグラム陽性微生物を乳酸菌（Lactic　acid　bacteria）

と総称している。球菌としては，Streptococcus属，Lαctococcus属・

Pediococcus属，　Leuconostoc属，　Enterococcus属が含まれる。桿菌としては

しαctobαcilZus属，　SpoloZαctobαcilZus属が含まれ，これにB鍍dobααerfum属

〔乳酸生成量は50％以上にはならない）を含めるのが一般的である。グルコースを

糖源とした場合最終産物として85％以上が乳酸となるホモ発酵と乳酸エタノー

ルおよび二酸化炭素が最終産物であるヘテロ発酵の二つの糖代謝経路がある。これ

に加えて，ペントース代謝経路の有無により更に，偏性ホモ，通性ヘテロ，偏

性ヘテロに分けられる。乳酸菌は光学異性体（D型，L型またはその混合体）
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の乳酸を生成する。環境条件が発酵生産物のバランスに影響するが，代謝経路や生

産される乳酸の旋光性のタイプは個々の種で異なっており，乳酸桿菌では分類上の

キーとなっている。

現在，発酵乳製造に用いられているスターターカルチャーは発酵により作りださ

れる最終製品の官能的好ましさや製造特性（酸生成速度など）を指標に選択されて

きた。自然界からのスクリーニングするという方法はそれなりに成功するけれど・

望ましい性質を有する株を得ることは難iしい。更に改良された菌株を得るためのス

クリーニングに膨大な人と時間が費やされてきた。そこで，変異剤処理や紫外線照

射等による変異株の取得が試みられてきた。Lαctobαcillusに対するNTGのような

変異剤処理や照射により興味ある結果が報告されているe　“）。NTG処理やUVおよ

びγ線照射によりプロテアーゼのレベルや酸生成能の上昇したLactobαciZZus

cαseiやbu！gαrtcusが単離されている。しかし，この方法においても膨大なスクリ

ーニングを行わなくてはならない。

　最近，遺伝子組み換え技術の進歩に伴い，遺伝子組み換え技術を用いた分子育種

が大腸菌，酵母をはじめ種々の菌種で行われるようになり，乳酸菌においても遺

伝子組み換え技術を応用した分子育種が考えられるようになってきた。酪農乳酸菌

においてはMcKayを中心とした乳酸球菌の研究45）に端を発し乳酸菌の分子育種が

開始され，チーズを大量に生産している欧米で，ファージ耐性賦与を中心に研究

46）が進められてきた。しかし，乳酸桿菌は球菌に比べてかなり遅れて研究が着手

された。桿菌では形質転換にプロトプラストを用いなければならないため，個々の

株についてその調製・再生条件を決めなければならないという煩雑さのため研究が

進展しなかった。しかし，1987年にChassyとFlikingerがエレクトロポレーショ

ンによるLαctobαcilZus　cαseiの形質転換を報告して以来4’7），形質転換が容易となり，

乳酸桿菌に関する研究は，急速に進展しはじめた。
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　乳酸菌の遺伝的研究は1970年代に，糖の輸送」Ekes48－si⊃，解糖系における制御部

位の解析（糖代謝の制御）52），遺伝的研究をするための遺伝子導入系の研究のほか

にプラスミドの存在とその機能解析等が行われはじめて以来，世界的に多くの研究

者が乳酸菌の遺伝子に関する研究に着手し，知識が蓄積し始めた。1980年代に入

りプラスミドに関する研究，組換えDNA手法を乳酸菌への応用を可能とさせるエ

レクトロポレーションを含めた形質転換法の開発，クローニングベクターの開発・

遺伝子のクローニングと塩基配列の決定，遺伝子発現シグナル等の特性解析等がな

された。1990年代に入り蓄積した乳酸菌に関する知識を応用する段階に入ってき

ている。即ち，発酵乳製品のフレーバーや品質の改善を行なうため遺伝子工学的手

法により株の改良を実施することや乳酸菌中での種々の遺伝物質の発現を可能とす

る多くの株を探索する方法の実用化が現実性を帯びてきた。

　産業上，発酵乳製品の製造に種々の乳酸菌を使用し，その改良に多くの努力が払

われてきている。その中でチーズやヨーグルトの製造に重要な役割を担ってきたし．

helveticusが着目されてきた。　L．　heZveticusは45℃で良く生育し，最高生育温度

50～52℃である高温性乳酸桿’菌である。糖の代謝型式から偏性ホモ乳酸桿菌に分

類されており，乳酸旋光性はDL型である。16S　rRNAの塩基配列による系統分類

よりLαctobαcilZusαcidophiZutsに類縁の’菌種ss〕とされており，染色体DNAのホモ

ロジーにおいてもし．acidohilusに対し13～440／oとかなり高い相同性を示

している54）。1974年に刊行されたBergey’sManual　of　Determinative

Bacteriology55）では，これまで発酵乳の製造に用いられてきた高酸型の

LαctobαciZZus　jugurtiと呼ばれてきた菌種はL．　helveticusのマルトース発酵能を

欠く変種（biotype）に分類され，　L　helveticusに統合された。

　ユーゴースラビア地方の発酵乳より単離された103株の乳酸桿菌のうち30％は

しαctobαcilZus　heZveticus（当時はL．　jugurtiと分類されていた），700／oは

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8
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LactobαciZZus　buZgartcusと同定されているss）。ブルガリア地方の発酵乳より単離

された125株の乳酸桿菌においても同様の結果が得られている57）。このように古く

より発酵乳の製造に係わってきたし．heZveticusは日本国内においても実際に発酵

乳の製造に使用されている。しかし，酸生成能がよいため保存中の酸度上昇が速く

プレーンタイプの発酵乳には使用しにくい面がある。また，その爽やかな酸味を利

用して甘味剤を添加したスイートタイプの発酵乳にも用いられている。また，L．

helvetiCUSは蛋白質分解活性が強いことからチーズの製造に用いられてきた。近

年，L．　heZveticusの菌体または酵素を利用したチーズの速醸について多くの研究

が報告されている。Penicillium　cαseicoZumの粗プロテアーゼとL．　helvettcus

の組み合わせにより通常3月かかる熟成が僅か20日で熟成したことが報告されてい

る58）。また，チェダーチーズやゴーダチーズの熟成とフレーバー産生s9’60），モザレ

ラチーズの速醸61）についても報告されている。しかし，前述したように官能的好ま

しさや製造適性等全てを満たす株を自然界からスクリーニングすることは困難iであ

る。

　　以上述べたように乳酸菌に期待される分野が拡大されるならば菌株の分子育種

が必須となるであろう。しかし，組換え体を食品に利用するには現在のところ問題

がある。それは発酵乳製品の製造に用いられる乳酸菌は殺菌されることなく生きた

まま摂取されるからである。常に安全性が最優先である食品分野ではその組換え体

の安全性を充分評価することが必要である。

　　食品分野での組換え体の使用に関して，厚生省より，酵素，アミノ酸等の菌体

を含まない単一物質生産についての運用指針が出され，1992年4月1日より運用さ

れている。’菌体そのものを摂取する食品についての製造指針が出されるにはかなり

時間を要すると思われるが，組換え植物の利用を含め組換え体そのものを食する食

品が認可されていくのは世界的趨勢である。しかし，たとえ安全性が確認されても
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．一
ﾊ大衆が受け入れてくれるか（Public　acceptance）どうかが問題である。こ

の点に関しては正しい知識を一般大衆に充分に浸透させるための日常の活動が非常

に重要であること考えられる。

　なお，昔から’菌体そのものが発酵食品と一緒に食されてきた乳酸菌は極めて安全

性の高い宿主菌として認識されている。平成3年9月に改訂された組換えDNA実

験指針においてもし．helveticusuを含めた多くの乳酸菌（Streptococcu

salivarius　subsp．　thermop　hi　lus，　Lactococcus　lactis　subsp．　cre　moris，

Lαctococcus　Zαctis　subsp．　Zαctis）が安全性の高い宿主菌として記載されている。
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「

Table　2－1．　Yoghurt　and　yollgurt－1ike　product　that　have　been
奄р?ｎｔｉｆｉｅｄ　in　the　Middle　East　and　elsewh、ere．

Traditional　name　　　　　　　　　　　　　Region

二二1ド1Ey「an1Ay「an　　　描：ζtan

Kisse1　Mle：ka　　　　　　　　　　　Ba1：kans

Zabady　　　　　　　　　　　Egypt・Sudan
last　1Dough　　　　　　　　　　　　　Iran・Afganistan
Roba　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Iraq
●Dalli！Dadhi！Dahee　　　　　　　　　　　　　India

’Mazun1Matzoon！Matsun／Matsolli　　Armenia
Katyk　　　　　　　　　　　　Transcaucasia
Tiaou：rti　　　　　　　　　　　　　　　　　　Greece
cieddu　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Italy

Mezzoradu　　　　　　　　　　　　　　Sicily
Gioddu　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sardinia

Tarllo　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hungary
：Fiili　　　　　　　　　　　　　　　：Finland
：Fi1叫lo1：k／：Filbun：ke／：Fi1：bun：k／Surmer：k／　Scandinavia

Taette叫lo1：k／Tetteme1：k

h・g耐e　　　　　　　　　　　Brazi1・P・rtugal
rkyr　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Iceland

fruzovian　　　　　　　　　　　　　　　　　Yugoslavia
Donskaya！Varenetes／Kurunga／　　　　　Russia
Ryzllenka／Guslyan：ka
Tarag　　　　　　　　　　　　M・ng・1ia
，Shosim1Sho！Tllara　　　　　　　　　Nepa1
，Yoghurt！Yogurt／Yaort！Yourt／Yaourti！Rest　of　the　world（9『7。

@Yahourth1Yogur／Yaghourt　　　　　　　　is　replaced　by”」曾in
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　some　case⊃
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第3章　潜在性プラスミドpLJ　1の単離と全塩基配列の決定

はじめに

　LαctobacilZus　helveticusは古くより蛋白質分解活性が高いこと，酸生成能が高

いことよりチーズやヨーグルトなどの発酵乳製品の製造に工業的に利用されてきた

重要な微生物である。LαctobαcilZus属にプラスミドが存在はすることは多く報告

されている62冊1。しかし，その機能に関してはバクテリオシンの生産に関与してい

ること71　），乳糖資化性に関与していること併倒等が報告されているのみで，ほとん

どのプラスミドは潜在性でありその機能は明らかでない。L．　helveticusに関して

はN一アセチルーD．グルコサミンの代謝と乳酸生成の遅延に関与する遺伝子がプラス

ミド上にコードされている65｝という報告のみで，遺伝的情報はほとんどない状況

にある。そこで工業的に重要なL．helveticusの遺伝子レベルの育種改良（分子育

種〉を目的として宿主一ベクターの開発に着手した。

　ベクターとしては，宿主で複製するために必要な複製領域と形質転換体を選択

するために必要な宿主で発現可能な選択マーカーおよび形質転換法が必要である。

そこでまず，L．　heZveticus中で複製するために必要なori領域をL．　helveticusが

保有するプラスドより得ることを目的としてL。heZvetiCusのプラスミドを検索し，

ベクターとして用いるのに適当な潜在性プラスミドpLJ　1を単離しその諸性質を検

討した。

14



実験材料と実験方法

1．供試菌株と培地及びプラスミド

　Lαctobαcillus　heZveticus　SBT2　16　1（潜在性プラスミドpLJ　1を保有する）は

脱脂乳培地（120／o脱脂乳，0．5％酵母エキス，115℃で20分間滅菌）で37℃，

16時間培養した。これを3回繰り返した後，一20℃で保存した。実験に用いる時

にはLactobacilli　MRS培地（Difco乱淫）で培養iした。長期間保存する場合には

MRS培地で培養後菌体を回収し，15％glycerol入りMRS培地に懸濁し，一80℃で

保存した。形質転換の宿主菌として用いたEscherichiαcoZi　HB　10169｝およびマキ

シセル法に用いたE。coZi　CSR60370〕はしB培地71〕を用い，37℃で振盛培養した。　E・

coliの形質転換体の選択はアンピシリン（50μg／m1）を添加したLBプレートで行

った。

　塩基配列決定にはベクターとしてpUC18n）を，マキシセル法用として

pBR32973｝を用いた。

2．プラスミドの調製

　E．coliからのプラスミドの単離はBirnboimとDolyの方法74）に従って行った。

LheZveticusからのプラスミドの単離はBirnboim等の方法を改変し，以下のよう

に行った。MRS培地10　mlより’二二を回収し10　mMトリスーマリエイト緩衝液（

pH　6．5）で1回洗浄した。洗浄菌体を1Mサッカロースを含む10　mMトリスーマリ

エイト緩衝液（pH　6．5）100　pt　1に懸濁後，50μg／mlとなるようにN一アセチル

ムラミダーゼSG（生化学工業社製）を加え37℃に保持した。30分後，0．2　N水酸

化ナトリウムに溶解した1％SDSを200μ1加え37℃に保持した。15分後，3M

酢酸ナトリウム（pH　4．8）150μ1を加え氷中で1時間保持した。遠心分離（

15，000rp　m，20分，4℃）して得られた上清液に400　Pt　1のTE（10mMトリス

塩酸緩衝液，1mM　EDTA，　pH　6．8）飽和フェノールと80μ1のクロロフオ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15



ルム／イソアミルアルコール（24：1）を加えフェノール抽出を行った。3回抽出

後，1mlのエタノール（一20℃に冷却したもの）を加え，一75℃で10分間冷

却遠心分離（15，000rpm，20分，4℃）した。得られた沈澱物を真空乾燥後30

Pt　1のTEに溶解して粗プラスミド溶液とした。大量に調製する場合はこれをスケー

ルアップして行った。得られた粗プラスミドDNA溶液にLO1倍のcesium

chlorideを加え，更に2．50／oのethidium　bromide溶液（10　mg／ml）を加えて十

分混合後，cesium　chloride－ethidium　bromide濃度勾配遠心（38，000rpm，

15℃，40時間）により精製した75〕。

3．プラスミドの切断と解析

　制限酵素による切断は至適塩濃度の緩衝液を用い，37℃で1時間行った。電気泳

動にはTBE（50　mMトリスー棚曇緩衝液，10mMEDTA，　pH　8．3）にアガロー

スを0．7～2・o／oに溶解したものを用い，TBE中で電気泳動を行なった。電気泳動後，

1μg／mlのethidium　bromide溶液で染色して切断パターンの解析を行った。

4．E．　coliのコンピテント化と形質転換

　Hanahanの方法76）を改変して以下のように行った。　LB培地で一一晩培養したE・

coZi　HBIOIを新しいIB培地に1％接種してOD660の比濁定量を行ないクレットメー

ター（Klett。Summerson　Photoelectric　Colorimeter）による測定値であるク

レット値が20－30になるまで37℃で振盧培養した。遠心分離して得られた菌体に

1／3容量の冷RF1（100　mM　RbCl，50　mM　MnC12．4H20，30　mM　K－acetate，

10mM　CaC12．2H20，150／o　Glycerol，　pH　5．8）を加え穏やかに懸濁し，氷中で

30分間保持した。遠心分離して得られた菌体に1／12．5容量の冷RF2（10　mM

RbC1，10　mM　MOPS，75　mM　CaC12．2H20，150／o　Glycerol，　pH　6．8）を加

え穏やかに懸濁し氷中で保持した。15分後マイクロチューーブに0．2mlずつ分注し，

エタノールードライァイス中で瞬間凍結し，使用時まで一80℃に保存した。一80
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℃で保存されていたコンピテントセルを氷中でゆっくり溶解した。完全に溶解後，

DNA溶液（20μ1以内）を加え混合した・30分間氷中で保持後・42℃で90秒加

熱した。この菌液を1mlの：LB培地に加え，37℃で1時間振盟培養i後，選択用プレ

ートに塗抹（0．1ml／プレート）し，37℃で17－20時間静置培養iした。

5．シーケンス

　塩基配列はSangerらの方法77〕に従って行った。また，　Yanisch－Perronらの方

法71）による段階欠損法により縮小化したプラスミドを基質として用いた。実際には

Kilo－sequence用Deletion　kit（宝酒造社製）を用いて段階欠損したプラスミド

を調製した。シーケンスはSequencing　Kit（宝酒造社製）と［α　一ee　P1　dCTPを用

いて行った。

6．マキシセル法による蛋白質の検出

　Sancerらのマキシセル法「s）を改変して行った。形質転換したE．　coZi　CSR603は

1％カザミノ酸を含むM9培地で，クレットメーターの測定値（OD66。）が45になる

まで振盧培養iした。この二二をUVで照射後100μ　g／mlのサイクロセリン存在下で

16時間37℃で振盈した。10mlの培養i液より菌体を回収後，　M9緩衝液で洗浄し

た。この菌体を硫酸イオンを除いた最小培地5m1に懸濁し，更に1時間飢餓処理後，

最終濃度5mCi／mlになるようにL｛35S］一メチオニンを加え振盟培養iした。遠心分離

により菌体を回収後，0．2m1のサンプルバッファー（2％SDS，5％メルカプトエ

タノール，100／oglycero1，0．OOOso／o　BPB，0．0625　Mトリス塩酸緩衝液，　pH

6．8）に懸濁した。これを100℃で2分間煮沸した。この菌体抽出液5μ1を

SDS　一一　10％ポリアクリルアミドゲル（SDS－PAGE）にかけた。なお，活性バ

ンドの検出はX線フィルムに感光させて行った。

17
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結果

1．制限酵素地図と塩基配列

　L．hεlveticus数十株のプラスミドを検索し，　L．　heZveticus　SBT2161中にベク

ター構築に適当な大きさのプラスミドを確認した。本株より潜在性プラスミドpLJ　1

を調製し，超遠心法により精製した。精製標品を用）㍉各種制限酵素のダブル切断

後得られた電気泳動パターンよりサイズマーカーの移動度およびサンプルの移動度

を測定し，DNA解析システム（DNASIS）によるコンピューター解析を行ない制限

酵素地図を作成した（Fig．3－1）。　pLJ　1を1ヶ所切断する制限酵素はA㏄鵡．AccI，

EcoRI，　Hindlll，　Kp　nl，耳pα1，　Pv　UI　1であった。

　E．coZi用ベクターであるpUC　18のHindlllまたはEcoRI部位にpLJ　1を連結し

たプラスミドを調製し，これを段階欠損法により縮小して塩基配列決定に用いた。

その結果をFig．3－2に示した。　pLJ　1は3，292　bpの塩基より成り，その㏄含量は

35．30／oであり，L。　helveticusの染色体D　NAの㏄含量（37～40％）に比べてやや

低かった。また，約41，155Daの蛋白質をコードする1，059　bpのオープンリーデ

ィングフレーム（ORF）が確認された。このORFに対応するプロモーター領域と考

えられる740番目に．35（TTAAACA）配列および765番・目に一一　10（ATrAAT）配

列が確認できた。またORFの開始コドンの7bp上流にShine－Dalgamo配列

（AGGAG）を確認した。

2．ORFがコードする蛋白質の検出

　マキシセル法を用いてpLJ　1上のORFがコードする蛋白質について検討した。

E．coZi用ベクターpBR329のHind　lll部位にpLJ　1を挿入したpLHP100，　EcoRI

部位にpLJ1を挿入したpLEP100で形：質転換したEe　coli　CSR603を紫外線処理し

た後V　［35　S】一メチオニンを取り込ませ，生成された蛋白：質をSDS－PAGEにかけ，

その泳動パターンを調べた。その結果をFig．3－3に示した。pLEP100および

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18
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pLHP　100を保有するE．　coli　CSR603（lane3・4）ではテトラサイクリン耐性遺伝

子で作られ，る蛋白質（35kDa）より大きい蛋白質のバンドが確認された。一方，

E．coZi　CSR603そのもの（1ane　1）またはベクターであるpBR329を保有するE・

coZi　CSR603（lane　2）ではそのようなバンドは認められなかった。また，結果

は示していないがORFが存在するpLJ　1のAUtl－Hindlll断片をpBR329のEcoRV

部位に挿入し，マキシセル法による解析を行ったところpLEP100で検出されたバ

ンドと同じ位置にバンドが確認された。従って，この未知蛋白質は1，059bpの

ORFの産物であると結論した。
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考察

　L．hεlveticus数十株のプラスミドを検索し，プラスミドの複製に必要な領域で

あるoriとして用いるのに適当な大きさである潜在性プラスミドpLJ　1（3，292　bp）

をL．helveticus　SBT2161より得た。本プラスミドはL．　heZveticus　SBT2161で

非常に安定に保持されている。制限酵素地図を作成し，クローニング部位として使

用可能な7個のユニーク切断部位を確認した。そのうちのHindlllおよびEcoRI部

位を用いてE．coZ朔ベクターpBR329にpLJ　1を挿入連結して得られたpLEP100と

pLHP100はE．　coliで安定に保持された。

　pW　1の全塩基配列を決定しORFの検索を行い，何らかの遺伝子をコードしてい

る1個のORFを確認した。また，マキシセル法によりpLJ　1で確認されたORF

（1，059bp）が未知の蛋白質をコードしていることを確認した。　LactobαcilZusや

BαciZlusのようなグラム陽性菌では複製のイニシエーター蛋白質として約40　kDa

の蛋白：質が関与しているという多くの報告がある79‘8n。　p　LJ　1のORFの推定分子量は

約41kDaであることから，この未知蛋白質もイニシエーター蛋白質として機i能し

ている可能性が推定される。しかし，このORFのアミノ酸配列をMacMollyTetra

のホモロジー検索システムを用いSwiss　Prot蛋白質データーバンクを対象にコン

ピューーター検索を行なったが乳酸菌由来のプラスミドpLAB　1000（LαctobαciZus

hilgαrdiO86〕，　pLP　1（LαctobαciZZus　pZantαrum）87），および当社が乳酸球菌用ベク

ター開発に用いているpST　1（Streptococcus　thermophiZus）88〕のRep蛋白質に

は類似性は見いだせなかった。この点については形質転換系を開発しORFの機能を

検討することが必要である。また，pLJ　1のEcoRIとHindlll部位はORFの外に存

在することより本部位を用いて構築したpLHP　100およびpLEP100はシャトルベク

ターとして使用することが可能であると推定される。

20
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要約

L．heZveticus　SBT2161より潜在性プラスミドpLJ　1を単離し，制限酵素地図を

作成した。本プラスミドにクローニング部位として使用可能な7個のユニーク切断

部位（A測1，．AccI，　EcoRI，　Hindlll，　Kp　ni，　Hpα1，　PvUI　1）を確認した。その

うちのEcoRIとHindlll部位を用いてE．　coZi用ベクター　pB　R329に連結しシャト

ルプラスミドpLHP　100とpLEP100を構築した。

　Sangerらの方法によりpLJ　1の全塩基配列を決定した。　pLJ　1は3，292　bpよりな

り，㏄含量は35．30／oであった。また1，059bpよりなるオープンリーディングフ

レーム〔ORF）が確認された。更に，このORFのプロモーター領域（一一　35配列と一

10配列）とりボゾーム結合部位（SD配列）を確認した。このORFのアミノ酸配列

のホモロジー検索をSwiss　Prot蛋白質データーバンクを対象に行なったが類似配

列は見いだせなつかた。

　マキシセル法によりシャトルプラスミドpLHP100およびpLEP100上のpLJ　1の

ORFが未知蛋白質をコードしていることが確認され，この蛋白質が複製に関与して

いることが推定された。

21

・
購

譲掌　’　　　曜　．



懇願騨騨騨閉一｝一『一『一

　　　　　　　　　　　　Hpal　3277

　　　　　　　　　　HaeM　3237
　　　　　　　Dral　3090

　HaeM　2783

Haell　2626

EcoRI　2397

Pvull　1

pW　1

3292　bp

Kpnl　74

Avall　504

　Dral　739

Accl　1001
Dral　1021

HindM　2041

Haelll　1513

　　　　3－1．　Restriction　map　of　L．　he1veticus　plasmid　pW　l．Fig．

Tie　Pvutl　site　was　arbittarily　chosen　as　the　one　reference
point，　and　distances　from　it　are　indicated　in　bp．

22
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Pvu工工　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60

CAGCTGTAT　TATAGCACGAAAAAATTTTTAGCAATGTAAAAT　TCTAAAAAAT　C　TAAAAAA

GACAAATGTCAACGGTACCGGACTGAGCTTGCGAGGGAGGATAAGGAGTTGACATTTTGC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　180

TGTCAAAACACTTGAAAACCAGGAGAAAGAATTTATTCTTTCTTCCTGCCTAACGGCGAG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　240

TGATAAAAAATGGGCTATTCTAATAGCCCGTTACCCGTTCAAAAATTGAACCTTCAGTTG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　300

CAAAAGTAGAAAAATTCGTTCTTTGTGTGAGTATGAAGTTACTCATAGAAAGATGAATAA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　360

CTGGAGCATTTTTAGAATGTTACCTATGACTACTTTTGCATGTATTAAATATTGGAATGG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　420

TATGAATGCTCGATATGCTAGAGGATCATTGTCATTAACGTTTTACAGGAAAAGTATTGC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　480

TGATAGATATenTACAAAT　T　CACTAT　T　TGGATACGACGAAAAGGTAAAATAAAAAGACAT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AvalZ　540
CTGCTTGAGGATGGGGGCTAGGGGGTCCGACTCACGCAGATGCCTTTTGTTTCTATTTTC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　600

CGTATCAAAGTTGCTTTTCATCATATTTAGCAAACTTTTATGCTGTAGGATTTTTATATA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　660

ATTATGTATCTACTTATGGTAATATGTTTTATAGATAAACAAAAAAAGCTCGCTTAT（　AG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　720

ATTGGACTCCTAAACGAACTTTTGATGGTTTTTAACATCTATAAGTATTATACCAAATCG

　　　　　　　　　　　　　　　　Dra　l　780
ATTAC　GAT　TAT　CAATAATTTユ題ム⊆AGAATCAT　TTATACTATAG△［1：△AlilZAAAAACCTTC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－35　一10
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　840

ATTAGTTTGC∠遜込ΩCGAGCTAATGGAGGTATTTTTTATGCGAAGATATAGTGCAACTCA
　　　　　　　　　　　SD　　　　　　　MetGluValPhePheMetArgArgTyrSerAユaThrGl

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　900

GATTAATGCAGAACTTTTCTGGAAGTTTCCAAAATTTTTATCCATTAACAAAAAATATGT
nrXeAsnAlaGluLeuPheTrpLysPheProLysPheLeuSerlleAsnLysLysTyrVa

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　960

AGGTCTAACCAACGATGATCGCATGGCTTACATGTTAATCAAAGATCGCTATCGATATTC
lGlyLeuThrAsnAspAspArgMetAlaTyrMet：Ley工le：LysAspArgTyrArgTyrSe

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Accl　1020

TTTAT　CTAACAACTGGATAGATAAAGATAAAAATGTTTACG：1SILApaZTCACAATTGAT　GA
rLeuSerAsnASnTrp工leAspLysAspLysAsnValTyrValTyrPheTh：rIleAspAs

Dr∂工　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1080

TTTAAAAGAACTATTACAT　GTAGGAAAGAATAAAGTTACCAGAATCAAACAACATCTGAT
pLeuLysGlu：LeuLeuHisValGlyLysAsnLysValThrArgIleLysGlnHis：Leu工1

Fig．　3－2．　continued
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1140

TGATTATGGATTATTGGAAATTGTTAAACAGGGTTTTGATCCTCAAAACAAAAAGAATTA
eAspTyrGlyLeuLeuGluエleValLysGlnGlyPheAspPr。GlnAsnLysLysAsnTy

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1200

TCCCGACCGAATCTATTTACTACAACCAGAATACGATCCAACCGACTTAATTTCACZW）．LG
rProAspArgIleTyr：LeuLeuGlnProGluTyrAspProThrAspLeu工leSerGlnSe

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1260

TTCACATGCTTCAGCCTTAGAGCAGAGCGGAATCCCCAAAATGGGGACTCGATACCAAAA
tSdrHisAlaSerAlaLeuGluGinSerGlylleProLysMetGlyThrArgTyrGlnAs

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1320

TGAAGGAAATCTTGATAATAAAGGAAAGTCTGATAGTGAAAATTGCAACAAGGACACTTC
riGkuGlyAsnLeuAspAsnLysGlyLysSerAspSerGluAsnCysAsnLysAspThrSe

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1380

AGCCTTAGAGCAGAGCG（lil，LATCCCCAAAATGGGAGCAAATAAAGATAATAATTCCTCAGA
rAlaLeuGluGlnSerGly工leProLysMetGlyAlaAsnLysAspAsnAsnSerSerAs

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ440

TACTATTAAAGATACTATTAAAGATACTGACCAGTGGAATTTTTCTACGAATAATTACAC
pThrrleLysAspThrlleLysAspThrAspGlnTrpAsnPheSerThrAsnAsnTyrTh

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1500

CCCAGAACAAGTAACCGCACAGAACCAAGATTTACTTAGTCACTTAGGAGAGACGCTCAC
rProGluGlnValThrAlaGlnAsnGlnAspLeuLeuSerHisLeuGiyGluThrLeuTh

　　　　　　　　　　　　Hae工1工　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1560

AGGCGATAAGGAGGCCCCTATGTTCCTAAACAAAGATTCTATCAACTTGATTGCTAAATG
rGlyAspLysGluAlaProMetPheLeuAsnLysAspSerlleAsnLeulleAlaLysTr

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1620

GTTTAGAACACCTGAGGGAGCTTCAGAATGCATCAGTACAATCCTTAACGCTGCTAATGA
pPheArgThrProGluGlyAlaSerGluCys工leSerThrIleLeuAsnAlaAlaAsnAs

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1680

CAGTCGAAATAATGCTGAATCACAAATTGGACACCATGAACTATACTTTGAGGATTACAA
pSerArgLysAsnAlaGluSerGlnlleGlyHisHisGluLeuTyrPheGluAspTyrAs

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1740

TAATGAATTAAAGAGAATGATTACTAATCGTTTGAGAAGATACTTTAACAAGATGAGAAC
nAsnGluLeuLysArgMet工leThrAsnArgLeuArgArgTyrPheAsn：LysMetArgTh

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1800

TGCTAAAGATGGCAAGATCAAGAATCCTAAGAATTATTTATACGTATCTATGAGAAATAT
rAla：LysAspGlyLys工leLysAsnProLysAsnTyrLeuTyrValSerMetArgAsnMe

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1860

GTTTGATAAATGGCAGAATGATGTTCTAATGGCGGAAAAAGATAAAGCTAACAATAAAGA
tPheAspLysTrpGlnAsnAspValLeuMetAlaGluLysAspLysAlaAsnAsnLysAs

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1920

CTAAC　GTGATTAACGTTAAAGCAACAGTTAAAAGAGCAGAAAGAGCAATATGAG（　AAGTA
p
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1980

GTAGCATCTAAAAATGAGACTATATCTTCTTTGCAAAAGTCATATGAGGACATGAAGTCT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　3－2．　continued
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2040

CAGTTGAGCGTGAAGGATAATCAAATATCTACCTTAACTCAACTTGCAGACCAGGCGCAG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2100
Hindl工工AAGCTTAATTTAGTTGATAAAGCACCAAAAAGATTAGAATCTGATATTGAGACGAAGCGT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2160

GAGAGTTCAAGTTCATCAGGCTTTGGGTTTGGTTAGTCTGTCAACTCCTTAAAGCCTCCA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2220

AGAGGGGGCTAATATCGCCTGTAAGGCTCAATAAGCCCCTCTAAGTCGATTTATCGTTGA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2280

CAGACAGCTAAATATATCACTGCTAGCTAAAATTGTTTAGAACGCAAATATGAGCCTTTT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2340

AGAGCTATCCAAATAATTGCAACGTTCAAAACAGAAAAAGTTCAGTCGCAAGCTCCTTCG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EcoRI

AACTTTTTCTGTTTTGAATGTTTTAACTGACGCAGTCAGTTTCGTTTGAGCAACGCGAEsc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2460

scTGATACAGGTTTTAGCACGAAATACAACTenTTTATCTTGTTGTGTGTAAGTGCGCCC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2520

TTACCCAAAAACTTGGGTAACAAACGGCGACTCATTCAACATGACGTGTAAGTGCGCATT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2580

TCATGATAATGCGCACTTACACATAGAATTAATTCTATGTCGTGCTCTCTGACAAAAAAT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2640

GTCAGAATGCGCATTTACACCCCACTAAAAAAAACATGGGGTTACAGCGCTTAAAATTTT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2700

GTATCAGAAGTCGGCTCGCCGACAACAAGAAAAGGTGCTCGATTCGAGCACCTTTTCTTG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2760

TTTATATTATTTAATCCTTAGCTACGTTACGCCGGTGAAGTAACAGCTCATTAACAGTCA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Haell工　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2820

CATTAATCGGCAATTCTAGTGCGGCCACCCTGGGGGGGTGCAAATGCCACTAAAAGGAAA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2880

CCCGGAATAATTAAAAACAGTTTAGAAAAACCCACACGTTCATCAAT　TCGCTTCGTAAAG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2940

CCTTGCACCAACAAAATAATTCCGATAATTGCGGAAAGTATCATTACCCAAAAGCCCATC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3000

ATTCTCCTTCCTTTAGCATTTTTTACTCGCTTCGTTCCTCTTCTTCTCt［tAATATTTTACC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30　60

AGTTTCTTTGTTAATCTGTGGCTTACGATTATATCTATGTAAGACACATAATAGAGCTAA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Dral　3120
AGGTAATCGAT　GATAAAACTTTGTGAAATTTTAAAATATGCAAAAACAAAAAGTTTGATT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　3－2．　continued

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3180

　　　TAATAGGTTTTATCAATTGTGTCAGGCTTGTTTTCACAAAGTGATTTTCTTTGCTCTGTG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hae工1工

　　　AAGCCTTGCAGCTCTAGCAATTCGTTTAATGGGCATTATGTTAAGTTAAATCAAAAGGCC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hpal　3292

　　　CCTTAGAAATTTCTCTAAGAGGTCTTTTTCTTTCAAGTTAACACTGTGTTGA

open　reading血ame　is　s：hown．　The　putative　promoter　regions　are
u’獅р?ｒｌｉｎｅｄ．　Vshe　Shine－Dalgarno　sequence　is　indicated　by　SD．
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Fig．　3－3．　Autoradiogram　of．1　r135Slme一t．hionipe－labe．led
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　E．　co麗pr’盾狽?ｉｎｓ　produced　in　E．　coZi　CSR603（lane　1）

CSR603　carrying　pBR329（lane　2），　pLHP　I　OO（lane　3），　and

pLEP　I　OOaane　4）．　Ampr，　ampicillin　resistance　gene

product（28－kilodalton）．　Tcr，tetracycline　resistance　gene
product（35－kilodalton）．
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第4章　LαctobαciZZus　heZveticusの形質転換法の検討

はじめに

　酪農乳酸桿菌におけるDNAの伝達についてはEnterococcusfaecαZis由来のエリ

スロマイシン耐性を有するpAM　3　1　eg　go〕が種々の乳酸桿菌属間で接合により伝達さ

れることが報告されている91）。また，プロトプラストを用いた形質転換法について

検討され，LactobαciZlus　re・ute・ri，　LαctobaciUusαcidoρhilus，　LαctobαciZlus

cαseiで形質転換の成功が報告されている92側。しかし，本法は用いる菌株ごとにプ

ロトプラストの調製条件と，その再生条件を検討しなければならないという煩雑さ

があり，一般的方法とはいえない。そこで考えられたのがエレクトロポレーション

法である。本法は様々なタイプの真核細胞の形質転換に通常用いられてきた95’97）。

最近，乳酸菌を含めた様々な原核生物の細胞も本法で形質転換されることが数多く

報告されている47’98’102〕。

　そこで，第3章で…報告したシャトルプラスミドpLHP100を土台とした，　L．

heZveticusで発現可能なE．　fαecαZis由来のpAMβ1のエリスロマイシン耐性遺伝

子を挿入連結したpLHRを構築し，エレクトロポレーションによるL．　helveticus

SBT2161Cの形質転換法について検討した。
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実験材料と実験：方法

1．使用’菌株とプラスミド

　組換，えプラスミド構1築用の宿主としてE．coli　HBIO1［F一，Pro一，　Gal一・　Sm「・

Rec一　，　rB一
irestricti・n　actiVity　1・ss），　mB一（m・dificati・n　actiVity　1・ss）］69⊃を使

用した。また，LαctobαcilZus　heZveticus　SBT2161C（潜在性プラスミドpLJ　1を

保有するL．heZveticus　SBT2161より自然にプラスミドが脱落した誘導体）を形

質転換実験の宿主菌として使用した。L．　helveticusの培養はMRS培地を用い・37

℃で行った。形質転換体の選択プレートとしてL．hetveticusに対しては30μg／ml

のエリスロマイシンを含むMRSプレートを使用した。また，　EschertchiαcoZiに

対しては200μ9／mlのエリスロマイシンを含む：LBプレートを使用した。

　pLHRの構築のためにし．　helveticus　SBT2161由来のpW　l　io＄，　E．　coZi用ベク

ターpBR329M〕，　E．　faecαZis由来のpAMβ1のエリスロマイシン耐性遺伝子を有

するプラスミドpVA83siO4〕を用いた。

　なお，L．　helveticus　SBT2161Cの形質転換には，特に断らない限りはE．　coZi

HB　101より調製し，超遠心法で精製したプラスミドpLHRを用いた。

2．形質転換法

　エレクトロポレーション法によるL．heZveticusの形質転換にはGene　Pulser

（Bio－Rad訟訴）を使用した。本装置ではコンデンサーからの放電により作り出さ

れるパルスは指数的減衰波形を描く。時間定数（time　constance，τ）はその系の

全抵抗（R）と電気容量（C）に依存しτ＝RCの関係式で示される。そのため，τは

減衰波形を描き，電場の強さ（V／cm）が，最初の値の1／e（36．8％）に減少する

のに必要とされる時間を意味する。

　MRS培地で一晩培養したL．　heZveticus　SBT2161Cを新しいMRS培地（グリシ

ン添加または無添加）に5％接種し，37℃で培養した。適当な時間培養後，遠心分

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　29
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離で菌体を回収し，培養液と等量のエレクトロポレーション用緩衝液（7mM

HEPES，272　mMサッカロース，1mM　MgC12，　pH　7・4）で1回洗浄した。こ

の洗浄菌体を培養液の1／10量の氷冷したエレクトロポレーション用緩衝液に懸濁し，

10分間氷冷した。電極幅，0．4cmのエレクトロポレーション用キュベットに菌体

懸濁液（1－2×108CFU／lnl）を0．8ml入れ，更に，プラスミド溶液（50μ1以下）

を加え，よく混合した。これを装置に装着し，1回パルスした菌体を10mlの

MRS培地に加え，エリスロマイシン耐性遺伝子を発現させるために37℃で2時間

静置後，30μ9／mlのエリスロマイシンを含むMRSプレートに塗抹し・37℃で2日

間嫌気ジャー（BBL　GasPak　Anaerobic　system）で培養iした。

30
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結果

1．抗生物質耐性マーカーを有するプラスミドpLHRの構築

　L．helveticus　SBT2161CへのDNAを導入するための方法としてエレクトロポレ

ーション法の可能性を検討するために適当なプラスミドが必要である。そのプラス

ミドはL　helveticus中で複製され，かつ選択可能な抗生物：質耐性が発現することが

必要である。しかし，そのような遺伝的マーカーを保有するプラスミドはL・

helveticusでは見出されていない。そこで，　pLJ　1を土台とした選択マーカーを有

するベクターの構築を行った。第3章でのべたpLHPIOO（pBR329のHind　III部位

にL．helveticus　SBT2161由来のpLJ　1を挿入連結したもの）をBαmHI－ALul切断

する。また，L．　helveticusで発現することが知られているエリスロマイシン耐性遺

伝子（EL角ecα1おが保有するpAMβ1由来）lo　sが存在するBαmHI－Aual断片を

pVA838より切りだした。両者を連結し，　E．　coliを形質転換した。アンピシリンお

よびエリスロマイシン選択で得られた形：質転換体より得られたプラスミドをpLHR

と命名した（Fig．4－1）。制限酵素切断による解析から本プラスミドは連結部分であ

るB（加HI部位を含む約0．4　kbを欠落していることが判明したが，この欠落はエリ

スロマイシン耐性遺伝子の発現には影響は与えていなかった。

　以後のL．helveticusの形質転換実験に本プラスミドを用いた。

2．エレクトロポレーション条件の検討

　予備実験でグリシンを添加したMRS培地で22時間培養したL．　helveticus

SBT2161Cの面体を用い，5kV／cm（セットボルト2kV）でエレクトロポレーシ

ョンを行ったところ多くの形質転換体を得た。そこで，エレクトロポレーションに

よる形質転換に影響を及ぼすと考えられる条件について検討した。

1）生育培地におけるグリシン濃度

　MRS培地に添加するグリシン濃度を変化させて22時間培養して得られた菌体を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　31
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用いてエレクトロポレーションによる形質転換効率に対するグリシン濃度の効果を

調べた。なお，5kV／cm（セットボルト2kV），電気容量は25μFで1回パルスを

行った。その結果をFig．4－2に示した。グリシンは過剰に存在するとし・heZveticus

SBT2161Cの生育を阻害する。1．20／o添加で生育阻害がかかりはじめ，図には示し

ていないが3％でほぼ完全に阻害された。しかし，形質転換効率は生育阻害がかか

りはじめる1．20／oグリシン添加で培養iした菌体で最高の形：質転換効率（350形質転

換体／μ9DNA）が得られた。なお，　pLHR非存在下でエレクトロポレーションを

行っても，またはpLHR存在下でエレクトロポレーションを行わずに選択プレート

に塗抹してもエリスロマイシン耐性コロニーは得られなかった。本菌はグリシン非

存在下では非常に長い菌体が連鎖した状態で生育しているが，グリシンを添加する

と連鎖が切れるとともに短桿菌に変化することが認められた。

2）電圧

　グリシン存在下で22時間培養した’菌体を用い，エレクトロポレーションによる形

質転換に対する電圧の影響を調べた。その結果をFig．4－3に示した。最高の形質転

換効率は4kV／cm（セットボルトは1．6　kV）で得られた。なお，検討した電圧の

範囲では時間定数（time　constant）はほぼ一定（10－15msec）であった。また，

電圧4kV／cmに固定し，25，3，1μFの各電気容量については調べたところ25μ

F以外では形質転換体は得られなかった。

3）生育期

　1．20／oグリシンを添加したMRS培地で生育した’菌体を用いて，形：質転換効率に対

する生育期の影響を調べた。培養時間により菌濃度が異なるため菌濃度を一定に調

整後，実験に用いた。その結果をFig．4－4に示した。エレクトロポレーションによ

る乳酸菌の形質転換に関する報告では全て対数増殖期で高い形質転換効率が得られ

ている。しかし，本誌では培養i8－9時間（対数増殖後期）までの菌体では形質転換
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体を得ることができなかったが，培養22～23時間（定常期後期）で最高の形質転

換効率（500形質転換体／μ9DNA）を得た。得られた形：質転換体よりプラスミド

DNAを抽出し，　Hindlll，　EcoRI，　Pv・ul・1で切断した。同様にE・coZi　HB　I　O　1より

抽出したプラスミドDNAを切断し，両者の制限酵素切断パターンをアガロース電気

泳動で比較したところ全く同様の切断パターンが得られた（Fig・4－5）・

4）エレクトロポレーション時の温度

　パルス前後の温度の影響について検討した。パルス前の温度を室温（25℃）と氷

中10分間保持，パルス後，室温10分間保持と氷中10分間保持をそれぞれ組み合わ

せてパルス処理を行った。その結果を結果をTable　4－1に示した。パルス前の冷却

は形質転換効率に大きく影響していた。一方，パルス後の温度は形質転換効率には

あまり影響を及ぼしていなかった。

5）エレクトロポレーション用緩衝液のpH

　エレクトロポレーション用緩衝液としてHEPES緩衝液を用いているが，この緩

衝液のpHについて検討した結果をFig．4－6に示した。　pH　6．5では著しく形質転換

効率は低下した。最高の形質転換効率はpH　7．4で得られた。また，結果は示して

いないが，pH　7．4のトリスー塩酸緩衝液と燐酸緩衝液を用いた場合は形質転換効

率は1／10に低下した。

6）DNA量

　標準条件下で添加するDNA量の効果について検討した結果をFig．4－7に示した。

5μgまでは添加量に比例して形質転換効体（形質転換効率は300形質転i換体！μg

DNA）は増加し，それ以上では飽和した。

7）パルス回数

　形質転換効率に対するパルス回数の影響を検討した結果をTable　4－2に示した。

複数回パルスする時は，1回忌ルスすることに氷中で10分間冷却した。1回のパル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　33



スで最高の形質転換効率が得られた。回数が増えるに従って形質転換効率が低下す

るのはパルスによる菌体損傷が多くなり，生残率が低下するためと推定された。

3．制限・修飾系について

　プラスミドDNAの単離源はL、　heZveticus　SBT2161Cの形質転換効率に著しく影

響を与える。pLHRを保有するSBT2161Cより単離精製したpLHRを用い

SBT2161Cを形：質転換すると1．3×104形質転換体／μgDNAの高い形：質転換効率

を得た。一方，pLHRを保有するE．　coli　HB　I　O　1より単離精製したpLHRでは3×

102形質転換体／μ9DNAの形質転換効率しか得られなかった。また，制限・修飾

系欠損株であるE．coli　HB　101に対する形質転換効率はSBT2161CおよびHB　101

より単離精製したpLHRはいずれもほぼ106形：質転換体／μgDNAオーダーの形質転

換効率であった（Table　4－3）。
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考察

　これらの結果はL．helveticus　SBT2161Cの細胞はエレクトロポレーションによ

り容易に形質転換できることを示している。一般的に，エレクトロポレーションに

おいては，使用する電圧条件が形質転換効率に影響する重要なファクターであり，

その至適値は対象となる細菌の属や株に依存していることが知られている。

SBT2161Cにおいては形質転換効率は電圧4　kV／cmまでは増加するが4．5

kV／cm以上では低下した。これは高い電圧のため細胞膜が致命的損傷を受け再生

することができなくなったためと考えられる。

　最高の形：質転換効率（1．3×104形質転換体／μgDNA）は1．20／oグリシンを含む

MRS培地で37℃，22時間培養して得られた菌体を用い，電圧4　kV／cm，電気容

量25μFで得られた。これらがエレクトロポレーションによるL．helveticus

SBT2161Cの形質転換の至適条件である。pLHRを保有しないL．　helv　etic　us

SBT2161Cは1μ9／mlのエリスロマイシンを含む培地で生育できないのに対し・

pLHRで形質転換したSBT2161Cは1　mg／mlのエリスロマイシンを含んだ培地で

も生育可能であった。L．　helveticus　SBT2161C（pLHR）より単離したプラスミ

ドDNAの大きさや制限酵素切断パターンにおいて検出可能な変化は認められないこ

とは形質転換されたプラスミドDNAは欠失や再配列等は受けていないことを示して

いる。SBT2161Cの形：質転換効率に対する他の重要な因子はエレクトロポレーシ

ョンに用いる菌体の生育培地へのグリシンの添加である。生育培地にグリシンを添

加すると細胞壁中のL一アラニン残基はグリシンに置換され，その結果，細胞壁の

架橋構造がゆるんでくる10　6）。そのため，エレクトロポレーションによりプラスミド

DNAが菌体内に導入されやすくなったものと推定される。生育培地にグリシンを添

加しないと形質転換体は全く得られない。また，MRS培地に1．5％以上のグリシン

を添加するとSBT2161Cの生育阻害が生じ，形：質転換効率も低下した。
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　生育時期もまた形質転換効率に大きく影響している。L．　pZαntαrume8｝，

Cl。strtdium　perfringenee〕，　L．　cαsei’oo），　Lαct・c・ccus　1αctis　subsp・Zactis’o　’｝な

ど殆どの細菌では対数増殖中期や後期の菌体を用いたエレクトロポレーションで最

高の形質転換効率が得られている。しかし，SBT2161Cは対数増殖中期か後期の菌

体では殆ど形質転換体は得られない。最高の形質転換効率は定常期後期（22～23

時間培養）で得られる。

　パルス時の菌液の温度は室温．に比較し二二に保持したものでは形質転換効率は10

倍高かった。このことから温度がパルスにより生じた細胞膜の穴の修復に何らかの

影響を与えているものと推定される。

　制限・修飾系は外来性DNAを制限酵素で分解することにより菌体内へのDNAの侵

入を阻害し，自己のDNAはメチル基で修飾することにより自己の制限酵素による切

断を回避する機構である。この系の存在は形質転換効率を著しく低下させることが

予測される。LangellaとChopinはLαctococcus　lαctis　subsp．　Zαctisのエレクトロ

ポレーションによる形質転換の効率は制限・修飾系の存在の有無に係わらず影響さ

れないと報告しているlo　n。一方，強い制限・修飾活性を有するCαmpyZobαcter

jejuniではエレクトロポレーションによる形質転換の効率は著しく低くなると報告

されている102｝。L．　helveticus　SBT2161CではL．　heZveticusより単離したしプラ

スミドDNAで形質転換した場合に比べ，　E．coZはり単離したプラスミドDNAによる

形質転換効率を2オーダー低下させる程度の制限・修飾活性を有することが示され

た。E．　coZiより単離したプラスミドDNAを用いたL。　helveticus　SBT2161Cの形

質転換効率は102オーダーであり，Clostrtdium　perfringene9｝，　L．　cαseiioo，

Lαctococcus　Zαctis　subsp．1αctisio　i）で得られている形質転換効率よりかなり低い。

この低い形質転換効率のため，L．　helveticus　SBT2161Cで組換えプラスミドDNA

を直接ショットガンクローニングすることはできない。即ち，E．　coZiで組換え操作
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し形質転換体より抽出したプラスミドDNAをSBT2161Cに導入しなければならな

い。そのためにはE．coZiとL．　helvetiCUtSのシャトルベクター系で用いる必要があ

る。

37

灘蝋灘灘繊灘灘r



●騨騨離隔一’一一一一一r一

要約

　エレクトロポレーションによるL．helveticusの形質転換条件を検討するために・

L。helveticus中で発現することが知られているE．　faecαZts由来のpAMβ1のエリス

ロマイシン耐性遺伝子をpLHP100に挿入連結してpLHRを構築した。本プラスミ

ドを用い，Bio－Rad社製のGene　Pulserを使用して種々の条件を検討した。形質

転換効率に大きく影響するものとしてはエレクトロポレーションに使用する細胞の

生育期，生育培地へのグリシンの添加およびパルス時の電圧が挙げられる。生育期

は一般には対数増殖期の細胞が用いられるがし．helveticusでは定常期後期（22～

23時間培養）で最も高い形質転換効率がえられ，その際，生育培地への1．2％のグ

リシン添加が必要であった。また，パルス時の電圧の至適値は4回忌／cmであった。

なお，電気容量25μF以外では形質転換体は得られなかった。また，パルス時の菌

液の温度は室温に比較し氷中に保持したものでは形質転換効率は10倍高かった。

　エレクトロポレーションによる形質転換では制限・修飾系の影響を受けないとい

報告があるが，L．　helveticusではし．　hetveticusより単離精製したプラスミドでは

E。coliより単離精製したものより100倍形質転換効率は高く，LheZveticus

SBT2161Cには弱い制限・修飾系が存在することが示唆された。
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Fig．　4－1．　Construction　of　shuttle　vector　pLHR．

Plasmid　pLHP　I　OO　and　pVA838　were　cleaved　with　the　restriction
enzyme　BamHI　and　Aval　and　ligated　together．　The　ligated　DNA　was
used　to　transform　E．　coZi　HB　IOI　to　ampicillin　resistance．　The

resulting　plasmid，　pLHR，　underwent　deletion．of　aboqt　q　O．4　kb　DNA
fragment　in　which　a　BantlE［1－cutting　site　wus　located．　The　approximate
size　of　p：LHR　is　8．5：kb．　Sym：bols　in　p：LHR：［コ，pBR329－derived　part

containing　the　ampicj1t11111in　and　chloramphenicol　resistance　gene，　and
origin　of　r’?ｐｌｉｃａｔｉｏｎ；　一，　pW　l－derived　part　containing　the　origin　of

replication；受皿，pAMβ1－derived　part　containing　the　erythromycin
resistance　gene．
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Fig．　4－5．　Agarose　gel　electrophoresis　of　pLHR　isolated

from　L．　he1veticus　SBT2161C　transformed　with
pLHR．　Lanes　1　and　8：　Hindlll　digests　of　lambda　DNA
（23．1，　9．43，　6．56，　4．36，　2．32，　2．02，　O．56kb）．　Lanes　2

and　3：　EcoRI　digests　of　pLHR　isolated　from　E．　coZi

HB　l　O　1（pLHR）　and　SBT2161C（pLHR），　respectively．
：Lanes　4　and　5：　HindM　digests　of　p：LHR　isolated血om
E．　coZi　HB　l　O　1（pLH　R）　and　SBT2161C（pLHR），

respectively．　Lanes　6　and　7：　Pvutl　digests　of　pLHR
isolated　from　E．　co1i　HB　I　O　I（pLHR）　and　SBT2161C
（pLHR），　respectively．

43



冨
自
　
如
ユ
、
馴
陰
の
口
d
目
ε
O
畠
』
“
》
h
O
．
口
O
咽
O
田
｛
国

500

400

300

200

100

o
6．0 6．5 7．0

pH

7e5 8．0 8．5
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INg．　4－7．　Dependency　of　transformation　efficiency　on

DNA　concentration．　Transformants　were　selected　on

MRS　plate　containing　30　pg／ml　of　erythromycin．
CFU，　colony　forming　unit．
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Tεble　4－1．　Ef冨ect　of　tem：perature　a髭er　and　befbre：pulsing

nn　tranSfbrmatiOn　emCienCy．

Temperature　　Temperature　　　：Emciency＊
b?ｆｏ：re　puls〔oC⊃　after　puls〔oC⊃

30　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　62

O　　　　　　　　　30　　　　　　　　　682

R0　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　66

O　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　804

＊Emciency　was　expressed　as　transfb1㎜ntsノμg　DNA・
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Table　4－2．　Effe　ct　of　pulsing　time　on　transformation

efficiency．

Puls
time

Survival
ratio　（O／o）

Efficiency“

1

2

25e6

10．2

820

500

3 7．3 360

＊Efficiency　was　expressed　as　transf6rmants／1．tg　DNA．
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Table　4－3．　Restriction and　modification　of　plasmid　DNA inL．

he1ρθticuぼSBT2161C．

Emciencya
●

p：LHR－harborin9
strain　as　donor

cNA　source
Recipient　strain

SBT2161C　　　HB　101

SBT2161C 1．3×104 5．3×106

HB　101b 3．0×102 7．8×106

aEmciency　was expressed　as transfbmants！μ9 DNA．
b且。・疏HB101〔ゴ and m一

ｽ
．

o

騙
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第5章　β一ガラクトシダーゼ遺伝子の取得および全塩基配列の決定

はじめに

　第4章で報告したpLHRはL．　helveticusで発現するエリスロマイシン耐性遺伝子

とE．　coliで発現するアンピシリン耐性遺伝子を有している。本プラスミドを宿主菌

中で安定に保持させるためには常に抗生物質による選択圧をかけることが望ましい。

しかし，食品中に抗生物質を添加することは許可されてはいない。また，抗生物質

耐性をマーカーとするプラスミドを用いた組換え体を含む食品を摂取した場合，抗

生物質耐性遺伝子が人腸内で他の菌に伝達される可能性が考えられる。このことは

病気治療の際，抗生物質が効かなくなることを意味する。従って，抗生物質耐性マ

ーカーを有するプラスミドは食品に使用することはできないことになる。そこで，

抗生物質耐性マーカーに替わるマーカーを検討することが食品に応用するためには

必要である。

　L．　helveticusは乳を原材料として工業的発酵乳製品の製造に用いられている。乳

糖はこの乳中に存在する唯一の糖源である。この唯一の血書である乳糖利用に重要

な役割を果たしているβ一ガラクトシダーゼ遺伝子を食品に利用可能な選択マー．カ

ーとして用いるならば乳中に宿主菌が存在するかぎりは常に選択圧下に置かれるこ

とになり，プラスミドは安定に保持されると考えられる。この考え方に基づき

Streptococcus　thermop　hilusからのβ一ガラクトシダーゼ遺伝子のクローニング

がMcKayらにより報告されている10　8）。そこで，乳酸桿菌のなかでもβ一ガラクト

シダーゼ活性が高いLαctobαcilZus　delb・rueckii　subsp．　buZgαricusからのβ一ガ

ラクトシダーゼ遺伝子のクローニングを行い，全塩基配列を決定した。
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実験材料と実験方法

1．供試菌株と培地及びプラスミド

　β一ガラクトシダーゼ遺伝子のショットガンクローニング用宿主として・β一ガ

ラクトシダーゼ欠損株であるE．coZi　JM　lOsM）株を用いた。β一ガラクトシダーゼ

遺伝子はLαctobαcilZus　deZbrueckii　subsp．　buZgαrtcus　SBTOO34株の染色体

DNAよりクローニングした。　L．　deZIOrueckii　subsp．　buZgαrtcusは脱脂乳培地で

37℃，16時間培養i後，一20℃で保存した。実験に用いる時にはLactobacilli

MRS培地（Difco社製〉を用いて培養した。

　ショットガンクローニング用ベクターとしてpBR32973）を，シーケンス用ベクタ

ーとしてpUCIS72）を用いた。

2．染色体DNAの調製

　MRS培地で13時間培養iして得られた巨体をSTME（0．5　Mサッカロース，10

mMトリスーマリエイト緩衝液，10mMEDTA，　pH6．5）で2回洗浄後，1／50容

量のSTMEに懸濁した。懸濁液に50μ9／m1となるように1V一アセチルムラミダー

ゼSGを加え37℃に保持した。30分後エタノールードライアイス中で急速凍結した

試料に1．5倍量のトリスーSDS（0．1　Mトリスー塩酸緩衝液，0．1M塩化ナトリウ

ム，1％SDS，　pH　9）を加え65℃で15分間保持した。これに等量のTE飽和フェ

ノールと1／10のクロロフオルムーイソアミルアルコール（24：1）を加え室温で5分

間静かに振盧後，遠心分離により上清を得た。フェノール処理を2回行って得られ

た上清液に予め一一　20℃で冷却したエタノールを2倍量加え，沈殿する染色体DNAを

ガラス棒に巻き取った。得られたDNAを適当量のTEに溶解し，リボヌクレア

ーゼA処理（20μg／ml，30分間，37℃）後，再度，エタノール沈殿，イソプロ

パノー・ル沈殿を行なった。得られた沈殿を真空乾燥後適当量のTE溶解して，染色体

DNA試料とした。
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3．β一ガラクトシダーゼ遺伝子のクローニング

　Sα肛で切断したpBR329はアルカリフォスファターゼ処理により脱燐酸して用い

た。染色体DNAはSαll切断後，0．70／oアガロース電気泳動を行ない4－10　kb以上の

断片をゲルより回収精製して用いた。両者を連結して得られたプラスミドを用いて

E．coli　JM105を形：質転換した。形：質転換体は50μg／mlのアンピシリン

と40　Pt　g／mlのX－Galを含むBプレートで選択した。β一ガラクトシダーゼ活性

は青色コロニーの出現により検出した。

4．　Southern　hybridization

　BluGene　Nonradioactive　nucleic　acid　detection　system（Be廿iesda

Research　Laboratories）を用いて以下のように行なった。

　1）ビオチン標識DNAプローブの調製

　　pBG　1をSαll－Ps　dで切断後0．7％アガロース電気泳動を行ないβ一ガラクトシ

　ダ山鳩をコードしているSα肛断片を切り出しフェノール抽出により精製した。こ

　の断片を標識反応液に加えニッタトランスレーション法により標識した。

　　　　　［標識反応溶液］　　dATP，　d　CTP，　d　GTP混合液　　5　Pt　1

　　　　　　　　　　　　　　　サンプルDNA　　　　　　　　20μl

　　　　　　　　　　　　　　　Biotin－11－dUTP　2．5　pt　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　45　＃1

15℃で2時間反応後，反応停止液（300mM　EDTA，　pH　8．0）を5μ1，

5％SDSを1．25μ1，1／10容量の3　M酢酸ナトリウムを加えた後，エタノール沈

殿によりビオチン標識DNAを回収した。

2）　Blotting

　染色体DNAをSαUで切断後，0．7％アガロースを用いた電気泳動で分離した。
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電気泳動終了後，0。2MNaOH－0．6　M　NaCl溶液にゲルを漬け・室温で20分間ア

ルカリ変性した。これを2回繰り返した後，蒸留水で5分間洗浄した・次

に0．2Mトリス塩酸緩衝液（pH7．5）一〇．6　M塩化ナトリウム溶液で20分間中和

した。これを2回行なった後，6×SSC（1×SSC：150　mM塩化ナトリウム，

15mMクエン酸ナトリウム）溶液を用いてナイロンメンブランフィルターにト

ランスファーした。軽くすすいだ後，80℃で1時間ベーキングすることにより

DNAを固定した。

3）　Prehybridization

　ベーキングしたフィルター・を2×SSCに浸漬後，ビニール袋に入れ10　mlのプ

レハイブリダイゼーション溶液を加え密封後，42℃で4時間保持した。

　　　［プレハイブリダイゼーション溶液1

　　　　　　　5×　SSC

　　　　　　　25mMリン酸ナトリウム（pH　6．5）

　　　　　　　5×Denhardt’s溶液e

　　　　　　　O．5　mg／m1変性ニシン精子DNA”

　　　　　　　　　＊50×：1％フィコール，1％ポリビニルピロリドン，1　o／o

　　　　　　　　　　　　　牛血清アルブミン（BSA）

　　　　　　　　　＊＊使用直前に100℃で10分間加熱後，氷水で急冷したもの

4）　Hybridization

　プレハイブリダイゼーション溶液を捨てハイブリダイゼーション溶液を10ml

加え密封後，42℃で一晩保持した。

　　　［ハイブリダイゼーション溶液］

　　　　　　　45％ホルムァミド

　　　　　　　5×　SSC
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　　　　　　　20mMリン酸ナトリウム（pH　6．5）

　　　　　　　1×Denhardt量s溶液

　　　　　　　0．2m9／ml変性ニシン精子DNA＊

　　　　　　　0．1～0．5mg／ml変性プローブD　NA＊

　　　　　　　　　＊使用直前に100℃で10分間加熱後，氷水で急冷したもの

5）ブイルタ・・・・…の洗浄

　ハイブリダイゼーション終了後，2×SSC－0．1％SDS溶液で3分間洗浄

した（室温で2回反復）。0．2×SSC－0．1％SDS溶液で3分間洗浄した（室温で2

回反復）。次に，0．16×SSC－0．10／o　SDS溶液で15分間洗浄した（50℃で2回反

復）。さらに，2×SSCで3分間室温で洗浄した。

6）フィルターのブロッキング

　緩衝液1（0．10／oトリス塩酸緩衝液，0．15M塩化ナトリウム，　pH　7．5）に1

分間浸漬後フィルターをビニール袋に入れ，緩衝液II（緩衝液1にBSAを3　o／oに溶

解したもの）を8m1加え密封して65℃で1時間保持後，袋より取り出し緩衝液

IIに10分間室温．で浸漬した。

7）発色

　フィルターをビニール袋に入れ，SA－AP溶液（ストレプトアビジンーアルカリフ

オスファターゼ・コンジュゲイト7μ1を7mlの緩衝液1に加えたもの）を7　ml加

え密封し室温で10分間保持後，200m1の緩衝液1で15分間室温で洗浄した。

これを2回行なう。次に，緩衝液III（0．1Mトリス塩酸緩衝：液，0．1M塩化ナト

リウム，50mM塩化マグネシウム，pH　9．5）で10分間洗浄する。洗浄したフィ

ルターをビニール袋に入れ色素溶液（7．5mlの緩衝液皿に33μ1のニトロブルーー

テトラゾリウムと25μ1の5一プロモー4一クロロー3。インドリールフオスフェー

トを加えたもの）を7．5ml／100－cm2　filterで添加し密封後，室温暗所に0．5～
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　3時間放置し発色させた。20mMトリス塩酸緩衝液（pH　7・5）一〇・5　mM　EDTA

　溶液を添加して反応を停止後，80℃で2分間乾燥する。

5．β一ガラクトシダー活性の検出

　PAGEは1．5　mm厚の6％ポリアクリルアミドゲルを用い，　Laemmliの方法109

に従って行った。また，β一ガラクトシダーゼ活性を有するバンドの検出は10

mMトリス塩酸緩衝液（pH　7．0）に40μ9／m1になるようにX－Galを溶解した溶

液に37℃で1時間ゲルを浸漬し青色に染色することにより行った。

6．シーケンス

　Kilo－sequence用Deletion　kit（宝酒造社製）を用いて段階欠損したプラスミ

ドを調製した。シーケンスはSequencing　Kit（宝酒造社製）と［α　一ee　P］dCTPを

用いて行った。
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結果

1．β一ガラクトシダーゼ遺伝子のクローニング

　LαctobαciZlus　debrueckii　subsp，　buZgαricus　SBTOO34より調製したDNAおよ

びE．coZi用ベクターpBR329を制限酵素Sαllで切断し，両者を連結した。これを

用いてE．coZi　JMIO5（Lac一）を形質転換した。β一ガラクトシダーゼ遺伝子を有

する形：質転換体はX－Gal（20μ9／ml）とアンピシリン（50μ9／m1）を含むLBプ

レート上で青色コロニーの形成により選択した。青色コロニーより得られたプラス

ミドをpBG1と命名し，その制限酵素切断部位の検討を行った。得られた結

果をFig．5－1に示した。挿入断片の大きさは約4．1kbであった。　pBG1に挿入さ

れたSαll断片がL。　delbrueckii　subsp．　bulgαricus　SBTOO34由来であることを確

認するため，この挿入断片をプローブとしてサザンハイブリダイゼーションを行っ

た。その結果がFig．5－2である。L．　deZbrueckii　subsp．　buZgαrtcLts　SBTOO34の

染色体DNAをSαllで完全切断したもの（1ane　3），　pBG　1をSαllで切断したもの

（1ane　4）およびpGB　1をSαllとPs・tlで切断したもの（lane　6）で同一位置に相補

性を示すバンドが確認された。また，E．　coZi　JM　I　O　5（乳糖非資化性）とHB　101

（乳糖資化性）の染色体DNAをSαllで切断したもの（lane　1，2）には相補性を示す

バンドは確認されなつかった。このことより，pBG　1に挿入された4．1kb　Sαll断片

はし。deZb　rueckti　subsp．　buZgartcus　SBTOO34由来であることが確認された。ま

た，pBG1を保有するEe　coZi　JM105が生産するβ一ガラクトシダーゼがL．

deZbrueckii　subsp．　IOulgαricus　SBTOO34由来であることを確認するためPAGE

にかけ活性染色を行った結果がFig．5－3である。L．　delbrueckii　subsp．

buZgαrtcus　SBTOO34の粗抽出液（lane　1）とpBG1を保有するE．　coZi　JMIO5の

粗抽出液（lane　3）で同一位置に活性バンドが確認された。　E．　coli　HB　I　O　1の粗抽

出液（1ane　4）にも活性バンドは確認されるが移動度はかなり異なっていた。また，
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E．　coZi　JMIO5の粗抽出液（lane　2）には活性バンドは認められなかった。よって・

pBG　1を保有するE・coZi　JMIO5はし・delbrueclcii　subsp・buZgα「icus　SBTOO34

由来のβ一ガラクトシダーゼを生産していることが確認された。以上の結果より

pBG1に挿入されたSα肛断片上にβ一ガラクトシダーゼ遺伝子がコードされている

と結論した。pBR329の挿入部位であるSαa部位の上流にテトラサイクリン耐性遺

伝子のプロモーターが存在するため，このプロモーターでβ　一一ガラクトシダーゼ遺

伝子が発現している可能性が考えられる。そこで，挿入断片を逆方向に連結した

pBG2を構築した。本プラスミドを保有するE．　coZεJM105は青色コロニーを形成

したことから挿入断片はβ一ガラクトシダーゼ遺伝子の本来のプロモーター領域を

有していると考えられた。

2．β一ガラクトシダーゼ遺伝子領域の決定

　pBG　1の挿入断片上のβ一ガラクトシダーゼ遺伝子の領域を特定するため，サブ

クローニングにより縮小化をおこなった。得られたクローンの青色コロニーの形成

能よりβ一ガラクトシダーゼ遺伝子の発現を判定した。その結果をFig．5－4に示し

た。Sαll－Kp　nl（0．82　kb）断片を除去したNo．1株，　Sαll－Hindlll（1．3　kb）断

片を除去したNo．2株およびSαll－Hindlll（0．94　kb）断片を除去したNo．5株で

はβ一ガラクトシダーゼ遺伝子は発現していなかった。一方，Sαll－Smα1（0．43

kb）断片を除去したNo．3株とPひuI（0．23　kb）断片を除去したNo．4株ではβ

一ガラクトシダーゼ遺伝子は発現したことからβ一ガラクトシダーゼ遺伝子は

Smd－PひuI（3．2　kb）断片上に存在することが推定された。そこで，β一ガラクト

シダーゼ遺伝子発現に必須な最小断片をえるため，まず，pBG　1のKp　nl部位の反時

計方向に存在するSmα1にBαmH　Iリンカーを連結し，　Smα1部位をBαmHI部位に置

換後，BαmH　Iで切断し再連結してSαll－Smα1断片を除去したpBG3を構築した（

Fig．　5－1）．
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3．塩基配列の決定

　pBG3のSαll　一Bam　HI断片をSαllとBαmHI切断したpUC　18に連結し挿入断片の全

塩基配列を決定した。L．　deZbrueckii　subsp．　bulgαrtcus　SBTOO34のβ一ガラク

トシダーゼ遺伝子は3，024bpの塩基，アミノ酸にして1，008個（114，154　ha）

よりなっていた。その結果とSchmidtらが報告しているLαctobαcillus　buZgαricus

B131のβ　一一ガラクトシダーゼ遺伝子の塩基配列11　o）を比較した結果をFig・5－5に示

した。β一ガラクトシダーゼ遺伝子のプロモーター領域の上流に5か所塩基置換ま

たは挿入が認められた。また，Schmidtが一一・1・O領域と推定している領域に1か所，

一35領域とリボゾーム結合部位の問に1か所塩基置換が認められた。β一ガラクト

シダーゼの構造遺伝子領域では，3か所（2，362，2，515，3，181番目）の塩基置換

が認められた。さらに，3，182－3，184番目に3個（CTG）の塩基挿入が認められた。

これ以外は完全に一致しており，ターミネーターと推定される2回転対称部位

（dyad　symmetry　region）も認められた。
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考察

　L．delbrueckii　subsp．　bulgαrtcus　SBTOO34の染色体DNAよりショトガン法に

よりβ一ガラクトシダーゼ遺伝子を大腸菌にクローニングした。X一　Galで選択した

クローンよりβ一ガラトシダーゼ遺伝子が挿入されていると考えられるプラスミド

pBG　1を得た。サザンハイブリダイゼーションの結果とPAGEを用いた活性染色の

結果からpBG1に挿入されている4．l　kb断片上にはL・deZbrueckii　subsp・

bulgαrtcus　SBTOO34由来のβ一ガラクトシダーゼ遺伝子が存在することが明らか

となった。結果は示していないがし．deZbrueckii　subsp．　bulgαrtcusのβ一ガラク

トシダーゼ遺伝子はL．hetveticusの染色体DNAとは全く相補性を示していないこ

とからプラスミドのマーカーとして用いた場合，宿主菌のL．helveticusのDNAと

組換わることなく保持されると考えられる。pBG　1に挿入された断片中のβ一ガラ

クトシダーゼ遺伝子がコードされている領域の塩基配列を決定し，既に報告されて

いるL．deZbrueckii　subsp．　buZgαricus　B　131のβ一ガラクトシダーゼ遺伝子の塩

基配列と比較した。プロモーター領域の一35領域に1個の塩基置換が認められた。

また，構造遺伝子中に3か所の塩基置換が認められたが，この置換はトリプレット

コドンの第3番目の文字にあたるためアミノ酸としては置換されたことにはならな

い。また，完全にアミノ酸1個分の3個（CTG）の塩基挿入が認められた。これは

し．delbrueckii　subsp．　bulgαrtcus　B　131のβ一ガラクトシダーゼのアミノ酸配列

の905番目にLeuが挿入されたことになる。一35領域の1個の塩基置換がβ一ガ

ラクトシダーゼ遺伝子の転写にどのような影響をおよぼしているか興味が引かれる。

また，Leuの挿入がL．　delbrueckii　subsp．　buZgαrtcusのβ一ガラクトシダーゼの

立体構造にどのような影響を与え，その結果，活性や安定性等にどのように影響す

るか蛋白質工学的に興味が引かれる。
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要約

L．deZb　rueckii　subsp．　buZgαricus　SBTOO34の染色体DNAを用いてショットガ

ンクローニングを行い，Lac一のE．　coZi　JM　105にβ一ガラクトシダーゼ遺伝子を

クローン化した。クローンから得られたプラスミドをpBG　1と命名した。このpBG　1

には約4．1kbの断片が挿入されていた。4．1kbの挿入断片をプローブとしてL・

delbrueckii　subsp．　buZgαricus　SBTO　O34の染色体DNAとサザンハイブリダイゼ

ーションを行いこの挿入断片がL．delbrueckii　subsp．　bulgαricus　SBTOO34由来

であることを確認した。また，pBG1を保有するE．　coli　JM　105の粗抽出液を用い

てPAGEを行い，　X一　Galによる活性染色を行った。検出された活性バンドはLe

delbrueckii　subsp．　buZgαricus　SBTOO34のβ一ガラクトシダーゼと同じ位置に

検出され，L．　heZveticu：．s　SBT2161CやE．　coZiのβ一ガラクトシダーゼとは明らか

に移動度は異なった。この結果とサザンハイブリダイゼーションの結果からpBG1

に挿入された4，1kbの断片上にL．　delb　rueckii　subsp．　bulgαrtcus　SBTOO34由来

のβ一ガラクトシダーゼ遺伝子が存在することが確認された。pBG1に挿入された

β　一一ガラクトシダーゼ遺伝子の塩基配列を決定し，Schmidtが報告しているL・

delb　rueckii　subsp，　buZgαricus　B　131のβ一ガラクトシダーゼ遺伝子の塩基配列

を比較検討した。プロモーター領域の一一　35領域に1個の塩基置換，構造遺伝子中に

アミノ酸置換をともなわない塩基置換が3個認められた。更に，アミノ酸1個の挿

入にあたる3個の塩基の挿入が認められた。
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Fig．　5－1．　Restriction　map　of　pBG　I　and　pBG3．

Ampr，　Cmr，　and　B－Gal　with　arrows　indicate　the　positions　and
the　direction　of　transcription　of　ampicillin　resistance　gene，

the　chloramphenicol　resistance　gene，　and　the　P－galactosidase
gene・res：pectively・Sym1⊃01s：【＝＝：】，am：pici皿in　resistance　gene；

1皿皿，chloramphenico1　resistance　gene；■■，β。galactosidase
gene．
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Fig．　5－2．　Restriction　enzyme　cleavage　pattern（A）　and　southern
hybridization　pattern（B）．
Lanes　1，　E　coZi　HB　I　O　I　Chromosomal　DNA；　2，　Ecoli　JM　I　Os

chromosomal　DNA；　3，　L．　bulgaricus　SBTOO34　Chromosomal
DNA；　4，　SaU－digested　pBGI；5，　Hindlll　digests　of　X　DNA；
6・SαZ【ノPs　ti　double－digested　pBG　1．
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Fig．　5－3．　Location　of　P－galactosidase　activity　after

electrophoresis　of　cell　extracts　in　SDS－polyacrylamide
gel（60fo）．　After　electrophoresis，　the　gel　was　incubated

in　5－bromo－4－indolyl－6－D－galactopyranoside　solution
for　activity　staining．　Lanes；　1，　L．　buZgaricus　SBTOO34；

2，　Ee　COIi　JM　IO5（taC’）；　3，　Ee　COIi　gJM　IO5　（PBGI）；　4，　Ee

coZi　H　BIO1（Lac’）．
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AAGcTTCACTTTGGCCAGCCCAGTCTCCGGACAATTAATGAACCTGGACATGGTTGACGA
＊＊＊＊＊＊＊）k＊＊ik＊＊＊＊　＊＊＊＊　＊＊＊＊＊＊＊＊＊　＊＊＊ik＊＊±＊＊＊＊±　＊＊7k＊＊＊＊＊；k＊＊＊＊t＊＊

AAGCTTCACTTTGGC　AGCC　AGTCTCCGGGCAATTAATGAACTTGGACATGGTTGACGA

60

cccGGTCTTTGCCGACAAAAAGTTAGGCGACGGCTTTGCCCTGGTGCCAGCAGACGGTAA　120
＊＊＊±＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t，k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

cccGGTCTTTGCCGATAAAAAGTTAGGCGACGGCTTTGCCCTGGTGCCAGCAGACGGTAA

GGTCTACGCGCCATTTGCCGGTACTGTCCGCCAGCTGGCCAAGACCCGGCACTCGATCGT
＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊t＊＊±＊±＊＊＊＊＊±＊±＊＊＊＊＊，k＊ik＊＊it　7k　ik±＊it＊t＊

GGTCTACGCGCCATTTGCCGGTACTGTCCGCCAGCTGGCCAAGACCCGGCACTCGATCGT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－35

CCTGGAAAAT’GAACATGGGGTCTTGGTCTTGATTCACCTTGGCCTGGGCACGGTCAAA皿
±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊fr　ik＊＊±＊ik＊＊＊＊＊＊t＊＊＊

ccTGGAAAATGtiAACATGGGGTCTTGGTCTTGATTCACCTTGGCCTGGGCACGGTCAAATT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－10

zvaACGGGACTGGCTTTGTCAGCwwGAAenGGGCAGCCAGGTAGAAGCCGGCCAGCA
＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　＊＊＊＊＊＊＊＊t，k＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊±＊ik＊＊＊±ik　ik＊＊＊＊

AAACGGGACTGGCTTTGTCAGCTATGTTGAAGAGGGCAGCCAGGTAGAAGCCGGCCAGCA

180

240

300

GATCCTGGAATTCTGGGACCCGGCGATCAAGCAGGCCAAGCTGGACGACACGGTAATCGT
t＊＊＊±＊＊＊＊＊ik±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊7k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊）kt＊

GATCCTGGAATTCTGGGACCCGGCGATCAAGCAGGCCAAGCTGGACGACACGGTAATCGT

360

GACCGTCATCAACAGCGAAACTTTTGCAAATAGCCAGATGCTCTTGCCGATCGGCCACAG
＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊ik＊＊　＊＊＊＊＊＊S＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊）k＊＊＊＊＊＊

GACCGTCATCAACAGCGAAACTTTCACAAATAGCCAGATGCTCTTGCCGATCGGCCACAG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RBS　Start

CGTCCAAGCCCTGGAT　GATGTAT　TCAAGTTAGA，EXGG！　ivaZXGAAT　TAGAAAA［GAGCAATAA
＊＊＊ik＊＊±＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±±＊＊ik＊＊ik＊±＊＊t＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊；k＊ik　t＊＊ik＊＊

CGTCCAAGCCCTGGATGATGTATTCAAGTTAGAAGGGAAGAATTAGAAAAT　GAGCAATAA

420

480

GTTAGTAAAAGAAAAAAGAGTTGACCAGGCAGACCTGGCCTGGCTGACTGACCCGGAAGT
＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊，k＊＊＊＊＊t＊＊t＊7k＊＊＊＊＊t

GT　TAGTAAAAGAAAAAAGAGTTGACCAGGCAGACCTGGCCTGGCTGACTGACCCGGAAGT

540

TTACGAAGTCAATACAATTCCCCCGCACTCCGACCATGAGTCCTTCCAAAGCCAGGAAGA　600
＊k±＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊t＊＊t＊t＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊ik＊＊＊±＊±＊，k＊＊＊，k　S＊t

TTACGAAGTCAATACAATTCCCCCGCACTCCGACCATGAGTCCTTCCAAAGCCAG（jAAGA

ACTGGAGGAGGGCAAGTCCAGTTTAGTGCAGTCCCTGGACGGGGACTGGCTGATTGACTA　660
＊＊＊±＊＊t＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊t＊＊＊t＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊；k＊±＊＊

ACTGGAGGAGGGCAAGTCCAGTTTAGTGCAGTCCCTG（ILACGGGGACTGGCTGATTGACTA

CGCTGAAAACGGCCAGGGACCAGTCAACTTCTATGCAGAAGACTTTGACGATAGCAATTT
＊±＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊t＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±M±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik　Sr＊＊＊±＊±

CGCTGAAAACGGCCAGGGACCAGTCAACTTCTATGCAGAAGACTTTGACGATAGCAATTT

720

TAAGTCAGTCAAAGTACCCGGCAACCTGGAACTGCAAGGCTTTGGCCAGCCCCAGTATGT
＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊±＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

TAAGTCAGTCAAAGTACCCGGCAACCTGGAACTGCAAGGCTTTGGCCAGCCCCAGTATGT

780

CAACGTCCAATATCCATGGGACGGCAGTGAGGAGATTTTCCCGCCCCAAATTCCAAGCAA
±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik　t＊＊ik±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±t±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊7k＊＊＊＊＊＊

CAACGTCCAATATCCATGGGACGGCAGTGAGGAGATTTTCCCGCCCCAAATTCCAAGCAA

840

Mg．　5－5．　Continued
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AAATcCGCTCGCTTCTTATGTCAGATACTTTGACCTGenTGAAGCTTTCTGGGACAAGGA　900
±＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊）k＊＊＊＊＊＊＊＊＊rk＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊k＊＊ik

AAATCCGCTCGCTTCTTATGTCAGATACTTTGACCTGGATGAAGCTTTCTGGGACAAGGA

AGTcAGCTTGAAGTTTGACGGGGCGGCAACAGCCATCTATGTCTGGCTGAACGGCCACTT
＊±＊＊tt＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±±＊k＊＊＊＊±＊＊；k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊±＊＊ik＊＊＊

AGTcAGCTTGAAGTTTGACGGGGCGGCAACAGCCATCTATGTCTGGCTGAACGGCCACTT

960

cGTCGGCTACGGGGAAGACTCCTTTACCCCAAGTGAGTTTATGGTTACCAAGTTCCTCAA　1020
＊＊＊＊＊＊t＊7k＊＊＊t＊＊±t＊＊＊＊kt＊t±＊＊t＊k＊＊k±＊＊＊＊±＊＊±＊±＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊，k＊

cGTCGGCTACGGGGAAGACTCCTTTACCCCAAGTGAGTTTATGGTTACCAAGTTCCTCAA

GAAAGAAAATAACCGCCTGGCAGTGGCTCTCTACAAGTATTCTTCCGCCTCCTGGCTG（IVX　1080
＊＊＊ik＊±＊＊＊＊k＊＊＊＊＊＊t＊t＊＊＊±t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊k＊＊±＊±±＊ik＊＊＊＊±＊±ik＊±＊＊±＊

GAAAGAAAATAACCGCCTGGCAGTGGCTCTCTACAAGTATTCTTCCGCCTCCTGGCTGGA

AGACCAGGACTTCTGGCGCATGTCTGGTTTGTTCAGATCAGTGACTCTTCAGGCCAAGCC　1140
±±＊±＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊，k＊＊＊S＊＊±＊＊＊＊＊＊±ik±＊＊dr＊＊ik±＊＊±±

AGACCAGGACTTCTGGCGCATGTCTGGTTTGTTCAGATCAGTGACTCTTCAGGCCAAGCC

GCGTCTGCACTTGGAGGACCTTAAGCTTACGGCCAGCTTGACCGATAACTACCAAAAAGG　1200
±＊±±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊t＊Sik＊t＊＊＊＊t＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±ik＊＊＊＊±＊）k＊＊＊＊

GCGTCTGCACTTGGAGGACCTTAAGCTTACGGCCAGCTTGACCGATAACTACCAAAAAGG

AAAGCTGGAAGTCGAAGCCAATATTGCCTACCGCTTGCCAAATGCCAGCTTTAAGCTGGA　1260
±＊±＊ik＊±＊tt＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊ik＊＊＊Sr＊＊＊＊＊＊

AAAGCTGGAAGTCGAAGCCAATATTGCCTACCGCTTGCCAAATGCCAGCTTTAAGCTGGA

AGTGCGGGATAGTGAAGGTGACTTGGTTGCTGAAAAGCTGGGCCCAATCAGAAGCGAGCA　1320
＊＊＊t＊＊＊＊＊t＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊，k＊ik　ik＊）k　ik

AGTGCGGGATAGTGAAGGTGACTTGGTTGCTGAAAAGCTGGGCCCAATCAGAAGCGAGCA

GCTGGAATTCACTCTGGCTGATTTGCCAGTAGCTGCCTGGAGCGCGGAAAAGCCTAACCT　1380
＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t±±＊＊＊＊ik　ik＊＊＊＊＊＊＊iij＊

GCTGGAATTCACTCTGGCTGATTTGCCAGTAGCTGCCTGGAGCGCGGAAAAGCCTAACCT

TTACCAGGTCCGCCTGTATTTATACCAGGCAGGCAGCCTCTTAGAGGTTAGCCGGCAGGA　1440
＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊±k＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊t；k＊＊＊＊＊±＊＊t＊＊＊＊＊＊

TTACCAGGTCCGCCTGTATTTATACCAGGCAGGCAGCCTCTTAGAGGTTAGCCGGCAGK］A

AGTGGGTTTCCGCAACTTTGAACTAAAAGACGGGATTATGTACCTTAACGGCCAGCGGAT　1500
＊；k＊＊ik　t＊＊＊＊＊＊＊＊k＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊±±＊＊k＊＊＊＊）k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊

AGTGGGTTTCCGCAACTTTGAACTAAAAGACGGGATTATGTACCTTAACGGCCAGCGGAT

CGTCTTCAAGGGGGCCAACCGGCACGAATTTGACAGTAAGTTGGGTCGGGCTATCACGGA　1560
＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±t＊＊＊ik＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

CGTCTTCAAGGGGGCCAACCGGCACGAATTTGACAGTAAGTTGGGTCGGGCTATCACGGA

AGAGGATAT　GATCTGGGACATCAAGACCATGAAGCGAAGCAACATCAATGCTGTCCGCTG　1620
＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊tik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊k＊＊7k＊＊＊＊＊＊＊

AGAGGATAT　GAT　CTGGGACATCAAGACCATGAAGCGAAGCAACATCAATGCTGTCCGCTG

CTCTCACTACCCGAACCAGTCCCTCTTTTACCGGCTCTGTGACAAGTACGGCCTTTACGT　1680
＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊k＊＊＊＊＊＊＊＊＊）k＊＊＊±±＊＊＊ik±＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊t±＊＊＊＊＊＊＊＊＊

CTCTCACTACCCGAACCAGTCCCTCTTTTACCGGCTCTGTGACAAGTACGGCCTTTACGT

Mg．　5－5．　Continued
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cAT　TGATGAAGCTAACCTGGAAAGCCACGGCACCTGGGAAAAAGTGGGGGGGCACGAAGA　1740
＊＊＊t＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊ik＊＊＊±＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊ik；k＊＊＊ik＊，e＊ik＊

cATTGATGAAGCTAACCTGGAAAGCCACGGCACCTGGGAAAAAGTGGGGGGGCACGAAGA

TccTAGCTTCAATGTTCCAGGCGATGACCAGCATTGGCTGGGAGCCAGCTTATCCCGGGT　1800
＊＊±＊＊t　ik　＊t＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊　ik　lk　＊＊　ik　t＊＊＊t±＊＊＊＊＊＊±＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊

TccTAGCTTCAATGTTCCAGGCGATGACCAGCATTGGCTGGGAGCCAGCTTATCCCGGGT

GAAGAACATGATGGCTCGGGACAAGAACCATGCTTCAATCCTAATCTGGTCTTTAGGCAA　1860
＊＊＊＊＊＊＊＊Xkrk＊＊＊＊；k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊rk＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊±＊ite＊t＊＊＊；k＊＊ik＊

GAAGAACATGATGGCTCGGGACAAGAACCATGCTTCAATCCTAATCTGGTCTTTAGGCAA

TGAGTCTTACGCCGGCACTGTCTTTGCCCAAATGGCTGATTACGTCCGGAAGGCTGATCC　1920
＊k＊＊±t＊S＊＊＊tik＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊t＊＊t＊＊＊＊＊＊＊±t＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊

TGAGTCTTACGCCGGCACTGTCTTTGCCCAAATGGCTGATTACGTCCGGAAGGCTGATCC

GACCCGGGTTCAGCACTATGAAGGGGTGACCCACAACCGGAAGTTTGACGACGCCACCCA　1980
＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊，k＊ftt＊＊＊ik＊＊＊＊＊±＊＊＊t＊＊＊＊＊±＊trk＊＊±＊＊＊＊±＊＊＊ik＊

GACCCGGGTTCAGCACTATGAAGGGGTGACCCACAACCGGAAGTTTGACGACGCCACCCA

GATTGAAAGCCGGATGTATGCTCCGGCCAAGGTAATTGAAGAATACTTGACCAATAAACC　2040
＊＊＊＊＊t＊＊＊tt＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊t＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊Sr＊＊＊＊＊＊＊＊；k　it＊＊

（1UXTTGAAAGCCGGATGTATGCTCCGGCCAAGGTAATTGAAGAATACTTGACCAATAAACC

AGCCAAGCCATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCT　2100
＊±＊±＊＊＊t±＊＊±ik＊＊ik＊t＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊，k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±ik＊＊＊

AGCCAAGCCATTTATCTCAGTTGAATACGCTCACGCCATGGGCAACTCCGTCGGTGACCT

GGCCGCCTACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTG　2160
t±＊＊＊＊＊＊±＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊±ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊；k＊±＊＊

GGCCGCCTACACGGCCCTGGAAAAATACCCCCACTACCAGGGCGGCTTCATCTGGGACTG

GATTGACCAAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCG　2220
＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊t＊＊t＊＊±＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊1±

GATTGACCAAGGACTGGAAAAAGACGGGCACCTGCTTTATGGGGGCGACTTCGATGACCG

GCCAACCGACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCC　2280
＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊s＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊±t＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊

GCCAACCGACTATGAATTCTGCGGGAACGGCCTGGTCTTTGCTGACCGGACTGAATCGCC

GAAACTGGCTAATGTCAAGGCCCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAZVXAGATGGGCA　2340
＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊，kk＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

GAAACTGGCTAATGTCAAGGCCCTTTACGCCAACCTTAAGTTAGAAGTAAAAGATGGGCA

GCTCTTCCTCAAAAACGACAATTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAG　2400
＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊　±＊±t＊＊＊＊＊＊＊＊±±＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

GCTCTTCCTCAAAAACGACAACTTATTTACCAACAGCTCATCTTACTACTTCTTGACTAG

TCTTTTGGTCGATGGCA．AGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCC　2460
＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊±＊＊＊±±＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊±±＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

TCTTTTGGTC（1LATGGCAAGTTGACCTACCAGAGCCGGCCTCTGACCTTTGGCCTGGAGCC

TGGCGAATCCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGAGAGGT　2520
＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ft＊＊＊＊tt＊＊＊rk＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊ik＊＊±＊＊＊＊＊＊＊　＊k＊t＊

TGGC（IVXATCCGGGACCTTTGCCCTGCCTTGGCCGGAAGTCGCTGATGAAAAAGGGGAGGT

Mg．　5－5．　Continued
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cGTCTACCGGGTAACGGqCqACTTmu．．．GAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCAC　2580
1＊＊＊＊＊＊ik±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊，k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊Jk＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

cGTcTACCGGGTAACGGCCCACTTAAAAGAAGACTTGCCTTGGGCGGATGAGGGCTTCAC

TGTGGCTGAAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCC　2640
t＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊t＊＊ik±＊＊＊＊＊t±＊＊＊＊＊＊±＊±

TGTGGCTGAAGCAGAAGAAGTAGCTCAAAAGCTGCCGGAATTTAAGCCGGAAGGGCGGCC

AGATTTAGTTGATTCCGACTACAACCTAGGCCTGAAAGGAAATAACTTCCAAATTCTCTT　2700
＊＊＊＊＊±＊＊＊＊ft＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊t±±ik＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊

AGATTTAGTTGATTCCGACTACAACCTAGGCCTGAAAGGAAATAACTTCCAAATTCTCTT

cTCCAAGGTCAAGGGCTGGCCGGTTTCCCTCAAGTATGCCGGTAGGGAATACTTGAAGCG　2760
±＊t＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊，k＊＊＊＊t＊＊±＊＊＊）k＊＊＊＊＊＊＊

cTCCAAGGTCAAGGGCTGGCCGGTTTCCCTCAAGTATGCCGGTAGGGAATACTT（ILAAGCG

GcTGCCGGAATTTACCTTCTGGCGGGCCCTGACGGACAACGACCGGGGAGCTGGTTACGG　2820
＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊7k＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊X＊±＊＊±＊＊±＊t＊＊＊＊＊＊＊

GCTGCCGGAATTTACCTTCTGGCGGGCCCTGACGGACAACGACCGGGGAGCTGGTTACGG

CTATGATCTGGCCCGGTGGGAAAATGCCGGCAAGTATGCCCGCTTGAAAGACATCAGCTG　2880
＊＊＊＊±＊＊＊＊±＊±S＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊±＊＊7k）k＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊

CTATGATCTGGCCCGGTGGGAAAATGCCGGCAAGTATGCCCGCTTGAAAGACATCAGCTG

CGAGGTCAAGGAAGACTCCGTTTTGGTCAAGACTGCCTTTACGTTGCCTGTCGCCTTAAA　2940
＊＊；k＊t＊＊＊＊＊＊ik　t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊，k＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊±ikt＊±＊ik＊，k＊＊＊＊＊

CGAGGTCAAGGAAGACTCCGTTTTGGTCAAGACTGCCTTTACGTTGCCTGTCGCCTTAAA

GGGTGATTTAACCGTGACCTATGAAGTCGATGGACGGGGCAAGATTGCTGTAACAGCTGA　3000
±ik　t＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊lk＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊±±±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

GGGTGATTTAACCGTGACCTATGAAGTCGATGGACGGGGCAAGATTGCTGTAACAGCTGA

CTTCCCAGGCGCGGAAGAAGCCGGTCTCTTGCCAGCCTTTGGCTTGAACCTGGCCCTGCC　3060
＊＊＊t＊S＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊t±＊　＊＊＊tt＊t＊ik＊＊±＊lt＊＊＊＊＊＊±＊＊tt＊＊＊＊tik＊＊＊ik＊＊t

CTTCCCAGGCGCGGAAGAAGCTGGTCTCTTGCCAGCCTTTGGCTTGAACCTGGCCCTGCC

AAAAGAACTGACCGATTACCGCTACTATGGTCTGGGACCTAATGAGAGCTACCCAGACCG　3120
＊＊＊＊t＊＊＊±＊±ik＊＊±＊＊k＊＊＊＊＊＊＊＊t±＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊tt±＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

AAAAGAACTGACCGATTACCGCTACTATGGTCTGGGACCTAAT　GAGAGCTACCCAGACCG

CTTGGAAGGTAAT　TAC　CTGGGCAT　CTACCAG（IKI；AGCGGTAAAAAAGAACTTTAGCCCAGA　3180
＊＊＊＊t＊＊，k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik　ik＊ik＊ik＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊

CTTGGAAGGTAATTACCTGGGCAT　CTACCAGGGAGCGGTAAAAAAGAACTTTAGCCCAGA

CCTGCGTCCGCAGGAAACGGGCAACCGGAGCAAGGTTCGCTGGTACCAGCTCTTTGATGA　3240
　　　＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊±＊＊±＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊k＊±＊＊±ik　ik±＊t＊＊＊＊＊

T　CGTCCGCAGGAAACGGGCAACCGGAGCAAGGTTCGCTGGTACCAGCTCTTTGATGA

AAAGGGCGGCTTGGAATTTACGGCCAATGGGGCAGACTTGAACTTGTCTGCTTTGCCATA　3300
＊±＊＊＊＊＊＊＊＊±＊，k　ik＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊t＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊t＊＊±＊ik＊＊＊ik＊＊＊＊

AAAGGGCGGCTTGGAATTTACGGCCAATGGGGCA（1tiACTTGAACTTGTCTGCTTTGCCATA

TTCTGCCGCCCAAATTGAAGCAGCGGACCACGCTTTTGAACTGACTAACAATTACACTTG　3360
＊＊＊＊＊＊k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊7k＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊±±±＊＊±＊＊＊＊＊＊＊＊；k±＊＊ik

TTCTGCCGCCCAAATTGAAGCAGCGGACCACGCTTTTGAACTGACTAACAATTACACTTG

］Mg．　5－5．　Continued
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　　　　　　　　　　　　　　　　．

GGTTAGAGCCTTAAGCGCCCAGATGGGGGTCGGCGGGGATGACTCCTGGGGGCAGAAGGT　3420
＊＊＊±＊＊±＊＊＊ik＊±＊＊＊＊＊＊＊±＊，k±±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊7k＊±

GGTTAGAGCCTTAAGCGCCCAGATGGGGGTCGGCGGGGATGACTCCTGGGGGCAGAAGGT

ccAccCGGAATTCTGCCTGGATGCTCAAAAAGCCCGCCAGCTCCGCCTGGTGATTCAGCC　3480
±＊＊＊±＊＊＊＊＊ik　7k＊ik＊＊±＊）k　ik＊＊＊＊ik＊＊；k；k＊＊＊＊＊＊＊ik＊±；k＊ik　＊ik＊＊＊＊＊ik＊ik±±＊7k＊±＊

ccAccCGGAATTCTGCCTGGATGCTCAAAAAGCCCGCCAGCTTCGCCTGGTGATTCAGCC
　　　　　　　　　　　　　Stop

ccTTTTACTAAAA　ZAI　T　GCTACAAT　TGACTTAACAGGATGAAATTTTAGTAAAAGCAAA　3540
　　　　　　　　　　　　＊ik＊＊＊＊＊＊＊＊ik＊＊＊＊＊＊＊±；k±＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±ik＊＊＊＊ik＊＊±

CCTTTTACT TAAATGCTACAAT　T　GACTTAACAGGATGAAA

　GcGAGTGAGGAAGATGGCAACGATCAGAGAAGTGCCAAGGCAGCCGGCGTGTCGCTAGCG　3600
　＊＊＊＊＊s＊＊＊＊＊＊±7k＊S＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊±±±；k±＊±＊7k＊±t＊＊±＊＊＊＊＊＊

　GcGAGTGAGGAAGATGGCAACGATCAGAGAAGTGCCAAGGCAGCCGGCGTGTCGCTAGCG

　ACGGTTTCCCGGG　3613
　＊＊＊＊±＊＊＊＊＊＊±＊

　ACGGTTTCCCGGG

Fig．　5－5．　DNA　seguepce　of　B－galactosidase　gene　and　flanking
regions　of　L．　bu1garicus　SBTOO34　and　B　131．　The　start　and　stop
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　with　a　putative　E．　coZi　transcriptinalcodons　are　underlined　along
promotert－10　and　一35　regions）　and　a　possible　ribosomal　binding
site（RBS）．　A　region　of　dyad　symmetry　near　the　stop　codon　is

indicated　by　arrows．　ldentical　in　both　sequence　is　indicated　by　＊．
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第6章　Lactobacillus　helveticusの乳糖非資化性変異株の取得

はじめに

　乳酸菌は古来から発酵食品に用いられてきた安全で有用な微生物である。近年は

その保健効果に関して関心が高まっていることから，遺伝子導入技術を含む育種法

に関しても精力的に研究が進められている。著者らは第4章で述べたように抗生物

質耐性を選択マーカーとするLactobαciZlus　helveticus宿主ベクターシステムを開

発111した。しかしながらこれまでに開発された乳酸菌用ベクターは，いずれも抗生

物質耐性遺伝子を形質転換体選択用のマーカーとしており，食品用途への応用は困

難なものである。

　第5章で述べたtαctobαcilZus　buigaricusのβ　一一ガラクトシダーゼ遺伝子をマー

カー遺伝子としてベクターDNAに組み込んだプラスミドを使用するためには乳糖非

資化性のL　heZveticusが必要となる。そこで，変異剤処理によりLhelveticusか

らβ一ガラクトシダー活性を欠失した変異株を取得し，その安定性と形質転換条件

を検討した。

69

灘羅灘三三1三三三二二二灘羅難蕪難難灘



実験材料と実験：方法

1．供試菌株と使用プラスミド

　変異取得実験の親株としてLactobacillus　heZveticus　SBT2161Cを使用した。

また，形質転換効率の測定にはpLHR111Dを用いた。親株はLactobaciUi　MRS培地

（Difco社製）またはエーリッカー培地（Difco社製）で培養した。乳糖非資化性変異

株は1％のグルコースを添加した脱脂乳培地またはMRS培地で培養した。乳糖非資

化性変異株の選択には乳糖一MRS培地（MRS培地のグルコースを乳糖に置き換え

たもの）または乳糖一工一リッカー培地（エーリッカー培地の乳糖のみを糖源とし

たもの）を用いた。

2．生育曲線の作成

　クレットメータ一考の試験管中で静置培養を行なった。一定時間ごとにクレット

メーター（Klett－Summerson　Photoelectoric　Colorimeter）でOD660の即下定

量を行ない（クレット値），生育曲線を作成した。また，生菌数の測定は以下のよう

に行なった。測定するサンプル1mlを生理食塩水9　mlに加えて混合し10倍希釈液

を調製した。同様に希釈を繰り返して適当な希釈率とした後，その0．l　mlをMRS

プレートまたはエーリッカープレートに塗沫した。37℃で2日間の嫌気培養を行っ

てプレートあたり30。300のコロニーが出現したプレートのコロニー数を計数して

サンプル中の生菌数を算出した。

3．抗生物質濃度勾配平板法112）による抗生物質の最低生育阻止濃度の判定

　被験用の抗生物質を，使用する最高濃度で添加した寒天培地10mlでプレートに

斜面寒天培地を形成した。その上に抗生物質を含まない同寒天培地10回目を加え平

らに固化させた。抗生物質の拡散を待って同プレート上に指示菌の菌液0．1mlを塗

沫して培養し，コロニーの生育状態からおおよその最低生育阻止濃度を判定した。
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4．菌体の変異剤処理113）

　50m1のMRS培地にL．　helひetfcusの種菌を2％接種し，16時間の培養を行った。

集菌後，50mlの1／15　M燐酸緩衝液（pH　7．0）で3回洗浄し，5mlの同緩衝液に

懸濁した。その500μ1を1．5ml容量のマイクロチューブに分注し，500μ1の

NTG溶液をO－1，200μ　9／ml添加して混合後，37℃に0～60分間静置した。集菌後，

1mlの1／15　M燐酸緩衝液（pH　7．0）で3回洗浄して10　mlのMRS培地に懸濁し，

37℃で3時間の培養を行った。培養終了後，集菌して1m1のMRS培地に懸濁した。

菌体を長期保存する場合は，15％のglycerolを含むMRS培地に懸濁して一80℃で

保存した。

5．乳糖撃発能欠損株の選択法

変異処理した解体を希釈後MRSプレートに塗沫して嫌気培養し，出現したコロニ

ーから釣耀してエーリッカープレートと乳糖一工一リッカープレートに植卑した。

嫌気培養後，エーリッカープレートに生育し，乳糖一工一リッカープレートに生育

しない株を乳糖資賢能欠損株として選択した。

6．乳糖資賢能欠損株の形質転換条件の検討

　第5章に示した方法11　1）に従って行った。
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結果

1．L．　helveticusの変異指標の選定

　L　helveticusの変異操作の条件検討を行うためには，変異した場合に確認しやす

い指標となる形質を選定する必要がある。

　MRS培地とエーリッカー培地でそれぞれ抗生物質濃度勾配平板法により抗生物

質の最低生育阻止濃度を決定した。テトラサイクリン，ストレプトマイシン，アン

ピシリン，クロラムフェニコール，リファンピシン，エリスロマイシンを添加した

MRS培地で調製した濃度勾配平板プレートではコロニー形成は認められなかった。

また，カナマイシン，フシジン酸サイクロセリンを添加したプレートでは，平板

全体に菌が薄くマット状に生育し，最低生育阻止濃度を決定することができなかっ

た。一方，ストレプトマイシン，カナマイシン，フシジン酸，サイクロセリン，リ

ファンピシンを含むエーリッカー培地で調製した濃度勾配平板培地では抗生物質濃

度勾配に従った生育阻害が観察され，およその最低生育阻止濃度を決定することが

できた。そこで，ストレプトマイシンとリファンピシンの2抗生物質について添加

濃度の異なるエーリッカープレートを調製して自然突然変異による耐性株の出現頻

度を求めた。その結果をTable　6－1に示した。いずれも約1　O’6の頻度で出現してい

た。この頻度は大腸菌の1遺伝子座で起こる自然突然変異の頻度113と一致している。

したがってリファンピシン耐性株またはストレプトマイシン耐性株の出現頻度を指

標として変異率の変化を確認できるものと判断した。

2．L．　helveticusの生育曲線の作成

　遺伝子の変異はDNAの合成あるいは修復のミスにより生じるため，菌体を変異処

理するには増殖の盛んな対数増殖期に行うのが一般的である。そこで，L。

heZveticusの生育曲線を作成し，培養時間を決定した。　MRS培地で一晩培養した種

菌をMRS培地に2％接種し，クレット値と生菌数の変化を測定した。その結果を
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Fig．6－1に示した。培養10時間以下では生菌数は対数的な増加を示しているが菌数

が少ないため，クレット値は増加していない。12－18時間で生菌数，クレット値と

もに対数増殖を示し，以後増殖速度が緩やかになっている（Fig．6－1）。この結果か

ら培養時間は，15－16時間に設定した。

3．変異処理時のNTG濃度の検討

　菌体の変異処理に適当なNTG濃度を決定するために種々のNTG濃度で菌体を処

理した場合の生残率と変異率を調べた。変異率は，20μ9／mlのりファンピシンを

含むエーリッカープレートに生育したリファンピシン耐性株の出現頻度から算出し

た。また，NTG処理時間は30分間とした。その結果をFig．6－2に示した。　NTG濃

度の増加にともなって生残率は対数的に低下した。一方，変異率は300μ9／mlまで

NTG濃度の増加に伴って増加を示したが，600μg／mlではやや減少した。

300μ9／mi以上の濃度ではあまり変異率の増加が著しくないにもかかわらず，生

残率は直線的に減少し続けることから300μg／ml程度の濃度による処理が適当で

あると判断した。なお，NTG処理後の変異の固定のために，エーリッカー培地を用

いた場合には培養による坪数の低下が認められた。これはMRS培地で増殖した種芋

がエーリッカー培地に適応して増殖するためには時間が必要であるためと考えられ

る。従って，変異の固定のための培養にはMRS培地を用いることとした。

4．NTGによる変異処理時間の検討

　NTGによる変異処理時間を決定するために異なる処理時間でのし．　heZveticus

SBT2161Cの変異率と生残率を調べた。変異率は20μ9／mlのりファンピシンを含

むエーリッカープレートに生育したリファンピシン耐性株の出現頻度から算出した。

また，NTG処理は300μ91m1及び450μ9／mlで行った。その結果をFig．6－3に示

した。NTG処理時間に反比例して生残率は低下した。　NTG濃度が450μ9！mlの場

合は300μ9／m1に比較して生残率の低下が速く，NTG処理時間45分間以上では
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102CFU／ml以下となり生菌数の測定限界以下であった。一方，変異率に関しては

NTG濃度が300μ　9／mlの場合は処理時間60分間まで時間に伴う変異率の上昇が認

められ，たが，NTG濃度が450μ9／mlの場合は処理時間15分間で最高値を示した後

低下し，処理時間45分間以上では測定限界以下であった。変異率の最高値はNTG

濃度が450μ9／ml，処理時間15分間で得られた。しかし，NTG濃度が

450μ9／mlの場合は300μ9／mlの場合に比較して生残率の低下が速く，変異率の

変動も大きいことから，菌体の培養状態等の変動により常に安定した変異率を得ら

れるとは限らないと判断した。NTG濃度が300μ　9／mlの場合は30分間以上の処理

時間で安定した変異率が得られたことから，変異処理条件はNTG濃度が300p9／ml，

処理時間30分間とした。

5．乳糖資化能欠損株の選択

　変異処理を行った菌液から乳糖資化能欠損株を選択する最も確実な方法として乳

糖以外の糖を含まない乳糖一工一リッカープレートでの生育の有無により判定する

方法を用いた。ペニシリンスクリーニング法11sや培地へのONPGの添加により野

性株を淘汰し乳糖資十能欠損株を濃縮する方法も試みたが，試験した範囲では効果

的な選択はできなかった。また，培地中にX－Galを添加して乳糖資化能を有する株

を発色させる方法も試験したが，嫌気培養のため明瞭な発色が認められなかった。

しかし，空気中に数時間放置することにより発色することから一次スクリーニング

に利用した。グルコースを糖源とする培地で生育した株のうち，乳糖を糖源とする

培地での生育が認められない株が約し3％，ほとんど生育が認められない株が1．1％

であった。得られた132株の乳糖資化能欠損株を純化の後に保存した。
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6．乳糖資化能欠損株の安定性試験

　乳糖膨化能欠損株のうちpLHRによる形質転換効率が比較的高かったNo．14株，

No．66株No。74株，　No．83株について乳糖非資化性の安定性試験を行った。

10mlのMRS培地で培養した菌液を遠心分離により集菌し生理食塩水で洗浄後，

0．3mlの生理食塩水に懸濁した。乳ng　一一二一リッカー・プレ・・一・・トに塗沫して嫌気培

養し，コロニーの出現状況により復帰変異株の出現頻度を調べた。その結果，No．

74株は復帰変異株の出現頻度が高く，No．14株でも復帰変異株の出現が認

められた。No．66株，　No．83株の2株については，全くコロニーの出現は認め

られなかった。

　No．66株，　No．83株株の2株については脱脂乳培地についても復帰変異株の出

現の有無を確認した。その結果，No．83株は脱脂乳プレートにおいて低頻度なが

ら復帰変異株のコロニー形成が認められ，脱脂乳培地においても3。5日間の培養で

培地の凝固が認められた。No．66株については，復帰変異株の出現は全く認めら

れなかった。また継代培養を30回行っても復帰変異株の出現は認められなかった。

そこで本株をSBT2195と命名し，以後の実験に供した。

7．SBT2195株の形質転換条件の検討

　宿主一ベクター系を用いて遺伝子のクローニングを行う場合には，プラスミドを

効率よく導入するために形質転換効率が高いことが必要である。しかし，

SBT2195株は，親株であるL．　helveticus　SBT2161株と比較して形質転換効率が

低く，将来，遺伝子クローニングの宿主として用いる際に問題となるものと考えら

れた。そこで，SBT2195株の形質転換条件の検討を行い，形質転換効率の向上を

はかった。引回を培養する時に添加するグリシンの濃度，電圧，’平体の培養時間に

ついて検討した。形質転換効率に大きく影響したのは菌体の培養時間であった。そ

の結果をFig．6－4に示した。　SBT2195株では2　8－3　0時間付近で形質転換の効率が
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最大となった。この実験ではSBT2195株の形質転換効率は約20形質転換体ノμ9

DNAとかなり低い形質転換効率であった。以上の結果からSBT2195株では培養を

28時間の菌体を形質転換に用いることにした。
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考察

L．heZveticus　SBT2161CのNTG処理による突然変異の誘発条件を検討するため，

NTG処理によるりファンピシンとストレプトマイシン耐性株の出現頻度を調べた。

リファンピシン耐性株の出現頻度は1　O”4　一1　O’3であり自然突然変異出現率の

100－1，000倍であった。一方，乳糖資化性能欠損株に関しては，NTG処理で乳糖

＿エーリッカープレートに全く生育できない株，またはほとんど生育できない株が

2．4×1　O’2の頻度で出現した。これはりファンピシン耐性変異株の出現頻度に較べて

かなり高い値である。この原因として乳糖資化性に係わる遺伝子座がリファンピシ

ン耐性に係わる遺伝子座に比較してして大きい，乳糖資化性に係わる遺伝子座が複

数ある，乳糖資化性に係わる遺伝子座にホットスポットのような不安定な部分があ

る等が考えられる。しかし，得られた乳糖資化性能欠損株はすべてβ一ガラクトシ

ダーゼ活性の低下した株であった。このことはβ一ガラクトシダーゼ遺伝子に変異

が生じている可能性が高いことを示唆してる。

　変異株の安定性に関しては，得られた乳糖資化性能欠損株のほとんどに復帰変異

が認められることからワンポイント変異がほとんどであると推定される。また，同

じ株でも継代培養する培地により復帰変異率がことなる。No．83株は乳糖一隅一

リッカー培地で継代培養しても復帰変異は認められないが，脱脂乳培地では復帰変

異が認められた。これは乳糖一二一リッカー培地では生育できないが，脱脂乳培地

では生育可能な復帰変異が生じたためと考えられる。一方，No．66株

〔SBT2195｝は脱脂乳培地で継代培養しても復帰変異は全く認められないことから

β一ガラクトシダーゼ活性を選択マーカーとするベクターの宿主菌として用いるこ

とができるものと判断した。

　SBT2195の最高形質転換効率は20形質転換体／μgDNAであった。これは親株

であるSBT2161Cの形質転換効率の1／20であり，かなり低い効率であった。この
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ことは形質転換に影響を与えるなんらかの遺伝子が変化した可能性を示唆するもの

であるがし　helveticusで直接DNA組換えを行うことを想定していないため問題とは

ならないと判断する。
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一iiii，iii．，i－t・一・一

要約

L．heZvetitcusSBT2161CのNTG処理による突然変異の誘発条件を検討した。ま

ず濃度勾配平板プレートで最低生育阻止濃度の決定を行い20μ9！mlのりファンピ

シンを含む培地で変異率の測定を行うこととした。また，生育曲線より対数増殖期

にあたる培養15－16時間の三体を用いて変異処理を行った。

NTG処理によるりファンピシン耐性株の出現頻度は1　04。　1　O’3であり自然突然変

異出現率の100－1，000倍であった。このことはりファンピシン耐性変異の出現率を

指標として変異処理条件を検討することができることを示している。そこで，処理

条件の検討を行い，NTG濃度300μ9／ml，処理時間30分で行うことにした。本条

件でNTG処理を行いエーリッカープレートで生育し，乳糖一工一リッカープレート

（乳糖を唯一の糖源としたもの）で生育できないコロニーを乳糖固化性能欠損株とし

て取得した。乳糖一工一リッカープレートに全く生育できない株，またはほとんど

生育できない株が2．4×1　O’2の頻度で出現した。これはりファンピシン耐性変異株

の出現頻度に較べてかなり高い値である。得られた乳糖資化性能欠損株はすべてβ

一ガラクトシダーゼ活性の低下した株であった。このことはβ一ガラクトシダーゼ

遺伝子に変異が生じている可能性が高いことを示唆してる。

　得られた乳糖資化性能欠損株のほとんどに復帰変異が認められることからワンポ

イント変異がほとんどであると推定した。また，同じ株でも継代培養する培地によ

り復帰変異率がことなる。No．83株は乳糖一工一リッカー培地で継代培養しても

復帰変異は認められないが，脱脂乳培地では復帰変異が認められた。これは乳糖一

工一リッカー培地では生育できないが，脱脂乳培地では生育可能な復帰変異が生じ

たためと考えられる。一方，No．66株は脱脂乳培地で30回継代培養しても復帰

変異は全く認められないことからβ一ガラクトシダーゼ活性を選択マーカーとする

ベクターの宿主菌として用いることができるものと判断し，Le　he1veticus
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SBT2195と命名し，以後の実験に用いた。

　SBT2195の最高の形質転換効率は親株であるSBT2161Cの形質転換効率の

1／20とかなり低く，しかも，至適培養i時間は28時間であった。このことは形質転

換に影響を与えるなんらかの遺伝子が変化した可能性を示唆している。しかし，L・

heZvetiCUtSで直接DNA組換えを行うことを想定していないため問題とはならないと

判断した。
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第7章　食品に利用可能なベクターpBG10の構築

はじめに

　抗生物：質を用いない食品に利用可能なベクター一（food。grade　vector）について

McKayらはし㏄t㏄㏄c鵬1actis　subsp・lacttSのナイシン耐性遺伝子を用いて構築

したことを報告している6・11）　。欧米ではナイシンは食品添加物として認可されてい

るが日本では認可されていないため本システムは国内では使用できない・また，de

Vosらはし．1αctis　subSp．　Zactis由来のβ一ガラクトシダーゼの調節遺伝子である

LacFを用いたL．　1αctis　subsp．　Zαctis用ベクターについて報告している12〕。しかし，

いずれも乳酸球菌に関するもので，桿菌についてはfood－grade　vectorの報告はな

い。

　そこで，β一ガラクトシダーーゼ活性欠損株であるL　heZveticus　SBT2195を宿主

とし，抗生物質耐性遺伝子を全て除去し，tαctobaciUus　deZbruechii　subsp．

bu｛gαrfcus由来のβ一ガラクトシダーゼを唯一の選択マーカーとする食品に利用可

能なベクターであるpBG　10を構築し，外来性遺伝子の発現について検討した。
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羅羅山霧灘難鑛三二二二i二三羅羅購灘灘i灘・



騨
齢

liiiii，iii．，tii一・・一一一一

実験材料と実験：方法

1．供試菌株と培地及びプラスミド

　Lactobaca！us　heZveticus　SBT2161C（潜在性プラスミドpW　1を保有するL・

helveticus　SBT2161より自然にプラスミドが脱落した誘導体）とLactobacillus

de　lbrueckii　subsp．　bulgaricus　SBTOO34（β一ガラクトシダーゼ遺伝子を単離

した元株）は脱脂乳培地（12％脱脂乳，0．5％酵母エキス，115℃で20分間滅菌）

で37℃，16時間培養後，一20℃で保存した。L．　helveticus　SBT2161CをNTG処

理して得られた乳糖非資化性変異株Lactobacalus　hetveticus　SBT2195は1％グ

ルコースを添加した脱脂乳培地で培養後一20℃で保存した。実験：に用いる時は

Lactobacilli　MRS培地（Difco社製）で培養した。形質転換の宿主菌として用

いたEsc　heric　hia　coli　JMIOSη）（△lac－pro）はしB培地剛を用い，37℃で培

養した。抗生物質を用いる場合には，E．　coZiに対してはアンピシリン（50

μ9／ml），エリスロマイシン（150μ9／ml）を用いた。また・L・heZveticusに

はエリスロマイシン（30μg／m1）を用いた。β一ガラクトシダーゼ活性を有する

形質転換体の選択では，L．　hεlveticutsに対しては乳糖一MRSプレート（MRS培地

のグルコースを乳糖に置き換えたもの）または脱脂乳プレートを用い，E．　cotiに対

しては乳糖一　M　giia最小培地（グルコースを乳糖に置換し，チアミンを添加）を用

いた。

　プラスミドとしてはpBR32973D，　pUC　18n｝，　pW　l　lo＄，　pLHR11　i）および

PAMβ189・go）を実験：に用いた。

2．形質転換法

　L．heZveticusはエレクトロポレーション法103により形質転換した。また，　E．

coZiはHanahanらの方法76）により形質転換した。

3・プラスミドDNAの単離

　L．helveticusからのプラスミド単離は前述の方法103に従った。また，　E．　coli

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　87
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からのプラスミドの単離はBimboimとDolyの方法74〕に従った。プラスミドDNAは

cesium　chloride－ethidium　bromide濃度勾配遠心により精製した75）。

4．β一ガラクトシダーゼ活性の測定117）と活性染色

　一晩培養した菌体を回収し，0．1M燐酸緩衝液（pH　7）で洗浄後，同緩衝液に

懸濁し，超音波処理を行った。遠心分離（15，000rpm，4℃，10分）により菌体

破砕物を除去し，得られた上清液を粗酵素抽出液とした。β一ガラクトシダーゼ活

性測定の基質としてONPGを用いた。2mlの5mM　ONPG（pH　7の0・l　M燐酸緩

衝液に溶解したもの）に0．5mlの粗酵素抽出液を加え，37℃で10分間反応後2・5

mlの0，5　M炭酸ナトリウムを加えて反応を停止した。生成された。一ニトロフェノ

ールを420nmの吸光度より測定し，1分間当たり1μ　molの。一ニトロフェノール

を生成する酵素量を1単位とした。BSAを標準としBio－Rad　protetn　assayを用い，

595nmの吸光度より蛋白量を測定した。

　1．5－mm厚の6％ポリアクリルアミドゲルを用いLaemmliの方法109に従って

PAGEを行った。β一ガラクトシダーゼ活性を有するバンドを検出するため，ゲル

を40μ9加1のX－Gal溶液（pH　7の10　mMトリス塩酸緩衝液に溶解したもの）に37

℃で1時間浸漬し，青色に染色されるバンドをβ一ガラクトシダーゼと判定した。

5．α一アミラーゼ活性の検出

　0．2％の可溶性スターーチを含むMRSプレートに菌を塗抹し37℃で2日間嫌気培養

後，0．2％ヨウ素を含む2％ヨウ化カリウム溶液を噴霧し菌の周囲に形成されるハロ

ーによりα一アミラーゼ活性を検出した。

6・　POIymerase　cha　in　reaction　（pcR）ii8’ii9）

PCRはGeneAmp　DNA　Amplification　Reagent　Kit（Perkin　Elmer　C　e　t　us，

Norwalk，　Conn．，　U．S．A．）を用い，　Zymoreactor（アトー社製）で行っ

た。PCR用プライマーはCyclone　plus　DNA　synthesizer（M　illi　Ge　n／

Biosearch，　Burlington，　Mass．，　U．SA）を用いて合成した。
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結果

1．pLJ　1の複製必須領域の決定

　第1章でpW　1上のORFが複製に関与している可能性が示唆された。そこで・

pW1を適当な制限酵素で切断し・・ri検索用ベクターとしてエリスロマイシン耐性

遺伝子を組み込んだE．coZi用ベクターに連結した・得られたプラスミドをL・

heZvetiCus　SBT2161Cに形質転換しエリスロマイシン耐性コロニーの出現により

挿入断片が複製に必須な領域を含むか否かを判定した結果をFig・7－1に示した。

ORFのN末端領域を含むHαel・I　I断片（1．57　kb）を連結したプラスミドを保有する

No．1株，　ORFのC末端領域を含むAcd－HindIII断片（1・04　kb）を連結したプラ

スミドを保有するNo．2株ではエリスロマイシン耐性コロニーは得られなかった。

一方，未知の蛋白質をコードするORFを含むAmil－Hindlll断片（1・54　kb）を連

結したプラスミドを保有するNo，3株のプラスミドのみがエリスロマイシン耐性コ

ロニーを出現させた。また，本断片上に存在するORF中のAccl部位をKlenow断片

で平滑末端化したプラスミドを保有するNo．4株ではエリスロマイシン耐性コロニ

ーは得られなかった。このことは，このORFがコードしている未知蛋白質が複製に

関与していることを示唆する。そこで，このAm　II－H加dIII断片（1．54　kb）をori

断片として用いるためにpUC　18にクローニングした。即ち，　Atull－Hindlll断片の

Ami　IをKlenow断片により平滑末端化した断片を切り出し，　Ps・tl部位を同様に平滑

末端化後Hind　IIIで切断したpUC　18に連結してpUC－LI　1構築した。次に，本プ

ラスミドのHindlll部位をPstl部位に変換したpUC－LJ2を構築した

（Fig．　7－2）．

2・pAMβ1からのエリスロマイシン耐性遺伝子のクローニング

　L．he　lvettcus中で発現することが知られているpAMβ1上のエリスロマイシン

耐性遺伝子をコードするDdel－Acd断片（950　bp）を切り出しKlenow断片で両
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末端を平滑末端化した。一方・pUC18も・Xbα1で切断後・同様に平滑末端化して・

両者を連結したプラスミドを構築した。カセットとして使用することを考慮し・こ

のプラスミドのSmα1部門にSaZIリンカーを連結することによりSmα1部位をSazl

部位に変換したプラスミドをpUCEm3と命名した（Fig・7－3）。

3．pBG8，　pBG8Em　1およびpBG8Em2の構築

　E．cott用ベクターpBR329のAmI部位をSall部位に変換したものよりori領域と

アンピシリン耐性遺伝子の一部を含むPs　ti　一SaZ【断片（1・09　kb）を切り出す。

pBG3よりβ一ガラクトシダーゼ遺伝子を含むSall－B（加HI断片（3・2　kb）を切り

出した。また，pUC　一　W2よりpLJ　1のoriを含むBanHI－Psti断片（1・54　kb）を

切り出した。この3者を連結後，E．　coli　JMIO5を形質転換し，乳糖一M9培地

（丁丁を乳糖にしたもの）で選択した。形質転換体より得られたプラスミドを

pBG8と命名した〔Fig．7－4）。本ベクターのSαZl部位に，　pUCEm3より切り出

したエリスロマイシン耐性遺伝子を含むSαi断片を挿入連結し，エリスロマイシン

耐性で形質転換体を選択した。エリスロマイシン耐性遺伝子のプロモーターがβ

一ガラクトシダーゼ遺伝子のプロモーターと同一方向に連結されたものを

pBG8Em　1，反対方向に連結されたものをpBG8Em2と命名した（Fig．7－4）。

4．pBG8Em　1およびpBG8Em2を保有するL．　helveticus　SBT2195の生育能

　pBG8Em1およびpBG8Em2をβ一ガラクトシダーゼ欠損株であるL・

heZveticus　SBT2195に形質転換し，得られた形質転換体の各種培地での生育能を

調べた。その結果をTable　7－1に示した。親株であるL．　helceticus　SBT2161Cは

乳糖を唯一の糖源とする乳糖選択培地（乳糖一MRS培地および8％脱脂乳培地）で

生育可能であった。一方，β一ガラクトシダーゼを欠損しているSBT2195は乳糖

選択培地では生育できないが，pBG8Em　1で形質転換すると乳糖選択培地でも生育

可能であった。しかし，pBG8Em2はβ一ガラクトシダーゼが連結されているにも
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係わらずSBT2195を形質転換しても乳糖を唯一の闇物とする培地では生育できな

かった。このことはβ一ガラクトシダーゼ遺伝子そのもののプロモーターのみでは

乳糖選択培地で生育するために充分なβ一ガラクトシダーゼを生産することができ

ない。すなわち，SBT2195が乳糖選択培地で生育するためにはエリスロマイシン

耐性遺伝子のプロモーターのリードスルーによりβ一ガラクトシダーゼが生産され

ることが必要であることを意味する。

5．β一ガラクトシダーゼの活性染色

　L．　delbrueckii　subsp．　buigaricus　SBTOO34，　L．　h　e　l　veticus　SBT　2195

（pBG8Em　1），親株のSBT　2161Cおよび菌体抽出液を用いてPAGEを行い・そ

れぞれの生産するβ一ガラクトシダーゼを検出するためゲルをX－Gal溶液に浸漬し

て活性染色を行った結果をFig．7－5に示した。　pBG8Em　1を有するSBT　2195

（lane　3）およびL．　delbrueckii　subsp．　b吻αrfcus　SBTOO34（1ane　1）は同じ

位置に活性バンドが検出された。一方親株のSBT2161C（lane　2）およびE．　coli

（lane　4）では移動度の少ない位置に活性バンドが検出され，明らかにSBTOO34の

β一ガラクトシダーゼとは異なることが確認された。また，データーは示していな

いカ㍉乳糖選択培地では生育できないSBT2195（pBG8Em2）においても

SBT2195（pBG8Em　1）と同じ位置に活性バンドが検出された。

6．pBG9およびpBG　10の構築

　食品に利用するためには抗生物質耐性遺伝子は除去することが必要である。そこ

で，pBG8に含まれるアンピシリン耐性遺伝子の一・部を除くため，　pBR329をPs　ti

部位で切断し，ヌクレアー．．一一ゼBa131で消化後，　Ps・tlリンカーを付加して再連結し

た。形質転換体のプラスミドを解析した結果，アンピシリン耐性遺伝子のORFの停

止コドン（TAA）の下流115　bpまで消化されていることが判明した。本プラスミ

ドのAtx　d部位をScut部位に置換後E．　co1i用ori領域を含むPs任Sα江断片（700
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bp）を切り出し・pBG8のE・coli用oriを含むPstl－Sall断片（約1・1　kb）と置換

してpBG9を構築した（Fig・7－6）。

　前述したようにLe　heZveticus　SBT2195が乳糖選択培地で生育するためにはエ

リスロマイシン耐性遺伝子プロモーターのリードスルーによるβ一ガラクトシダー

ゼの発現が必須であると考えられる・従って，食品に利用するためにはエリスロマ

イシン耐性遺伝子の構造遺伝子領域を除去しなければならない。そこで・PCRを用

いてエリスロマイシン耐性遺伝子プロモーター領域の合成を行った。プロモーター

領域の5・一末端側のプライマー一としてpUCEm3のS（・di部位（GI℃GAC）を含む20

塩基（51－GTCGACTCTAGTrAGAAGCA－3’）を，また，3。。末端のプライマーとし

て，Sαc1部位（GAGCTC）と停止コドン（TAA）を付加した27塩基（5’一TTAA

GAGCTCAT　GTAATCACTCCTrCT－3’）を合成した。なお，本プライマーのSαd

部位の最初のGが開始コドンATGのGに当たるようにデザインした。また，停止コ

ドン（TAA）はエリスロマイシン耐性遺伝子プロモーターによる異種蛋白質の合成

を止めるために読み枠が合うように付加した。pUCEm3を鋳型とし，上記2種のプ

ライマーを用いてPCRを行い，　Sall部位から停止コドンまでのプロモーター断片

（134bp）を合成し，　SaZl切断後Klenow断片処理を行ったpBG9に挿入連結した。

これを用いてE．coZi　JM　105を形質転換し乳糖一M9最小培地で選択した。得られ

た形質転換体のプラスミドを解析し，β一ガラクトシダーゼ遺伝子プロモーターと

同じ方向にエリスロマイシン耐性遺伝子プロモーターが連結されたものをpBG　10と

命名した（：Fig．7－7）。

7・β　一一ガラクトシダーゼ活性の測定

　Table　7－1で示した形質転換体およびpBG　10を保有する形質転換体より粗抽出

液を調製し，生産するβ一ガラクトシダーゼ活性を測定した。その結果を

Table　7。2に示した。親株であるL．　heZveticus　SBT2161Cに対する相対活性と比
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活性を示した。β一ガラクトシダーゼ欠損株であるL・heZveticus　SBT2195から

は活性は検出されなかった。β一ガラクトシダーゼ遺伝子プロモーターとエリスロ

マイシン耐性遺伝子プロモーターが同一方向に連結されているpBG　10および

pBG8Em　1を保有するSBT2195は親株であるSBT2161Cの10倍のβ一ガラクト

シダーゼを生産していた。一方，逆方向にエリスロマイシン耐性遺伝子プロモータ

＿が連結されているpBG8Em2を保有するSBT2195は親株のわずか0・4倍の活性

しか認められなかった。この結果はL．de1brueckii　subsp・bUlgaricus　SBTOO34

由来のβ一ガラクトシダーゼのプロモーター単独ではSBT2195は乳糖を唯一の糖

源とする培地では生育できないというTable　7－1の結果を支持する。

8．Bactllus　lichenびformis由来のα一アミラーゼ遺伝子の発現

　pBG10に挿入するための外来性遺伝子としてBci11us　ZichenLformis由来のα

一アミラーゼ遺伝子12　o「を用いた。α一アミラーゼ遺伝子の開始コドンATGの次の塩

基から20塩基（5・．．AAACAACAAAAACGGCTITA－3）と停止コドンTAGからの20

塩基（5℃ATTCTTrGAACATAAATrG－3’）の2本のプライマーを合成し，α一ア

ミラーゼ遺伝子を鋳型としてPCRを行った。得られた断片（1，536　bp）をS㏄1で

切断しKlenow断片処理したpBG　10に連結し，エリスロマイシンプロモーターと同

一方向に挿入されたプラスミドをpBG10Amyと命名した。　pBG　10AmyでL・

helveticus　SBT2195を形質転換し，脱脂乳プレートと乳糖一MRSプレートで選択

した。得られたクローンを0．2％の可溶性スター・チを含む乳糖一MRSプレートに画

線した。十分生育した時点でヨード液を噴霧し，菌体の周辺に形成されるハローを

調べた。その結果をFig．7－8に示した。　pBG　10Amyを保有するSBT2195の周囲に

のみ明確なハローが認められた。
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鱗・

考察

　L．delb　rueckit　subsp．　buigα而Cus　SBTO　O　34とL．　helveticus　SBT2195

（pGB8Em　1）およびSBT2195（pGB8Em2）のβ一ガラクトシダーゼはPAGEで

は同じ移動度を有し，かつ，Lhelveticus　SBT2161CやE．　co1iのβ一ガラクトシ

ダーゼよりかなり高い移動度を有している。このことはSBTOO34のβ一ガラクト

シダーゼ遺伝子はSBT2195で発現し，親株のSBT2161Cのβ一ガラクトシダーゼ

とは異なることを示している。pBG8Em2ではpLJ　1のori領域のプロモーター一やエ

リスロマイシン耐性遺伝子プロモーターとは逆方向にβ一ガラクトシダーゼ遺伝子

プロモーターが連結されているためSBT2195（pBG8Em2）ではβ一ガラクトシ

ダーゼは自己のプロモーターのみで発現していると考えられる。しかし，pBG8や

pBG8Em2で形質転換したSBT2195は乳糖選択培地（乳糖一MRS培地，脱脂乳

培地）ではコロニーを形成することができない。一方，エリスロマイシン耐性遺伝

子プロモーターとβ一ガラクトシダーゼ遺伝子プロモーターが同一方向に連結され

ているpBG8Em　lを保有するSBT2195は乳糖選択培地でも生育可能である。また，

pBG8Em　1およびpBG8Em2を保有するSBT2195のβ一ガラクトシダーゼ活性は

親株であるSBT2161Cの活性のそれぞれ10倍と0．4倍であった。このことは乳糖

選択培地でSBT2195が生育するためにはSBTOO34由来のβ一ガラクトシダーゼ

のプロモーターのみでは宿主の生育に必要なβ一ガラクトシダーゼを生産すること

はできない。即ち，エリスロマイシン耐性遺伝子プロモーターのリードスルーによ

るβ一ガラクトシダーゼの生産が必須であることを意味する。

　pBG8Em　1を保有するL．　heZveticus　SBT2195は乳糖選択培地でも十分生育す

ることができる。しかし，pBG8Em　1はエリスロマイシン耐性遺伝子とアンピシリ

ン耐性遺伝子の一部を有している。そこで，食品に利用するには不適当なこれらの

遺伝子を除去した。また，乳糖選択培地で生育するためにはエリスロマイシン耐性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9‘4・
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遺伝子プロモーター一．一．．のリードスルーによるβ一ガラクトシダーゼ遺伝子の発現が必

須であることより，エリスロマイシン耐性遺伝子のプロモーター領域のみをPCRで

合成し，それをpBG9のβ一ガラクトシダーゼ遺伝子の上流に挿入しpBG10を構築

した。本プラスミドで形質転換したSBT2195はpBG8Emlで形質転換した

SBT2195と同等のβ一ガラクトシダーゼを生産しており，乳糖選択培地で生育可

能であった。

　宿主であるL．helvetiCus　SBT2195はβ一ガラクトシダーゼ欠損株であるため

乳糖選択培地で生育するためにはpBG　10が必須であることから脱脂乳培地で継代培

養する限りはプラスミドは安定に保持される。

　pBG10を保有すSBT2195のβ一ガラクトシダーゼ活性は親株である

SBT2161Cの約10倍である。即ち，エリスロマイシンプロモーター活性が非常に

強いことを示している。このことは外来性遺伝子の発現プロモーターとして本プロ

モーター一が使用できる可能性を示唆する。この考え方を示したのがFig．7－9である。

エリスロマイシンプロモーター（SD配列も具備している）の下流に存在するS（zCl

で切断し，Klenow断片処理をすることによりATG－3’が平滑末端として出現す

る。ここに開始コドンATGを除いた構造遺伝子を挿入するならばエリスロマイシン

プロモーターにより挿入遺伝子は発現可能となる。ただし，ターミネーターが存在

すると後続のマーカーとしてのβ一ガラクトシダーゼが発現しなくなるため，ター

ミネーターは除くことが必要である。この考え方に基づきB。1ichentlformisの遺伝

子を合成し，SαcI部位に挿入した。得られたプラスミドpBG　10Amyを有する

SBT2195は乳糖選択培地で生育可能であり，α一アミラーゼ活性も検出された。

このことは挿入したα一アミラーゼ遺伝子断片（1，536bp）の大きさまでは乳糖選

択培地で宿主菌が生育できるレベルでエリスロマイシンプロモーターのリードスル

ーによりマーカーであるβ一ガラクトシダーゼが発現していることを意味する。
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ザ

　Sαc∬部位のほかに通常のクローニング部位としてPs・tl，　BanUH　IおよびSαZIをも

使用することができる。

　酪農乳酸菌は古来より人類に食されてきたことから宿主としては極めて安全性は

高いといえる。抗生物質耐性遺伝子を全く含まず，β一ガラクトシダーゼ遺伝子を

唯一・のマーカーとし，発現ベクターとしての機能も合わせ持ちしかも全塩基配列が

明らかであるpBG　10と乳糖非資化性株L．　helveti（ms　SBT2195の組み合わせによ

り極めて安全性の高い宿主一ベクターが完成したといえる。今後，発酵乳に望まれ

る諸性質に関連する遺伝子を本ベクターに挿入することにより製品の改良につなが

る分子育種が可能である。

％
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要約

　pLJ　1の複製に関与する領域を含む断片，大腸菌のori断片およびL．　delbrueckii

subsp．　buigaricusのβ一ガラクトシダーゼ遺伝子を連結したプラスミドpBG8を

構築したが，本プラスミドを保有するL．helveticus　SBT2195（乳糖非資化性株）

は乳糖を唯一の糖源とする乳糖選択培地ではβ一ガラクトシダーゼ遺伝子は発現し

ているにもかかわらず生育できなかった。このpBG8のβ一ガラクトシダーゼ遣伝

子の上流にpAMβ1のエリスロマイシン耐性遺伝子を正逆両方向に挿入した。得ら

れたプラスミドでSBT2195を形質転換したところエリスロマイシン耐性遺伝子と

β一ガラクトシダーゼ遺伝子のプロモーターの方向が同一のpBG8Em　1を保有する

形質転換体のみが乳糖選択培地で生育可能であった。そこで本形質転換体のβ一ガ

ラクトシダーゼ活性を測定した。得られた活性値は親株であるL．he1veticus

SBT2161Cの10倍であった。このことよりβ一ガラクトシダーゼ活性を選択マー

カーとするにはエリスロマイシンのプロモーターのリードスルーが必須であると結

論された。

食品に応用可能なベクターを構築するためにpBG8の改造を行った。まず，大腸菌

用ベクターpBR329のori領域のみを含むpBG9を構築した。このプラスミドに，エ

リスロマイシン耐性遺伝子のプロモーター領域のみをPCRで合成し挿入して，完全

に抗生物質耐性遺伝子を除去したβ一ガラクトシダーゼのみを選択マーカーとする

pBG10を構築した。本ベクターのエリスロマイシン耐性遺伝子のプロモーターは非

常に強いことから本プロモーターの下流に発現ベクターとしても使用できるように

外来性遺伝子のクローニング部位としてのS㏄1部位を配した。この部位にPCRで合

成したB　Zicheniformisのα一アミラーゼ遺伝子の構造遺伝子（開始コドンは含ま

ない）断片（約1．6kb）を挿入したところ乳糖選択培地で生育可能であり，かつ，

可溶性スターチを含む培地でCt・一一アミラーゼ活性が認められた。このことは，1．6
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kb程度の大きさの外来性遺伝子をβ一ガラクトシダーゼ遺伝子の上流に挿入しても，

乳糖選択培地で生育できるだけのβ一ガラクトシダーゼは生産されていることを示

している。
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7

Table　7－2．β一galactosidase　activity　in　clude　ce皿 extracts　of
L。血eZ勘e¢iα＆s　SBT2161C，　SBT2195　and　SBT2195 containin9
▼a■iou8：Plasmid8．

Specific　activity Relative　activity
Strain

〔U／mg　protein⊃

L．血eZ”e重icuβSBT2161C　　　　　　1．44 1．00

L．heZりe重ic鵬SBT2195　　　　　　　0．00 0．00

L．屍eZりe重iα醇SBT2195
〔pBG8Em　l⊃　　　　　　　　　15．18 10．54

L．血eZ”e疏。麗s　SBT2195

⑫BG8Em21　　　　　　　　　0．58 0．40

L．ぬe1”θ重ic鵬SBT2195
ΦBG10⊃　　　　　　　　　　　　　　　15．25 10．59

L．血eZ”e重ic麗s　SBT2195　wasβ一galactosidase－deficient　mutant
deri▼ed　from　L．　heZりeticus　SBT2161C．
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Fig．　7r5．　Location　of　6－galactosidase　activity　after　electrophoresis
pf．　cell　extracts　in　SDS－polyacrylamide　gel（6e／o）．

（ifter　electrophoresis，　the　gel　Was　incub’ated　in　5－bromo－4－indolyl－
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SBT2195（pBG8Em2）；　4，　E．　co1i　P－galactosidase．
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IMg．　7－6．　Construction　of　pBG9．

ORF　represents　an　open　reading　frame　for　an　unkorm　protein．
Symbo15：［＝コ，　pLJ　1－deri▼ed　pa：rt　c　ontaining　the　origin　of　reprication；

一，　L．　bulgaricus　P－galactosidase　gene； ，　pBR329－derived　part
of　containing　the　origin　of　replication．　Arrows　show　the　direction　of

transcription．　Amp「，　ampic皿n　resistance　gene；Cm「，　ch10ramphenicol
resistance　gene；　Tcr，　tetracycline　resistance　gene．
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of　containing　the　origin　of　replication．　Arrows　show　the　direction　of
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IMg．　7－8．　Detection　of　amylase　activity．
1，’k．　heZveticus　SBT2195；　2，　L．　heZveticus

SBT2195　harboring　plasmid　pBGIOAmy．
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第8章　総括

　微生物は有史以前より人間が摂取する食品の製造や加工に関与し，微生物による

発酵は食品を保存するために知られる最も古い方法の一つである。その結果，現在

においては発酵食品や発酵飲料は食品加工工業においてかなりの部分を占めるに至

っている。乳酸菌は牛乳，肉，野菜を原料とする様々な発酵食品や飼料の菌叢の重

要な構成菌であり，その役割は利用可能な糖源を素早く乳酸に転換し，pHを低下さ

せることにある。このことが製品の品質保持に必要である。

　発酵食品や発酵飲料の調製に用いられる乳酸菌はtαctobaciUus，　Lactococcus，

Leuconostoc，　S‘rep　tococcus　Pedfoc㏄cus属に所属する。種々のLαctobaciZlus

属の菌株が経済的に有用であることは疑うまでもない。つねに一定品質であり，か

つ高品質の発酵製品をえるために今日の大規模な発酵では性質のよく解かったスタ

ーターカルチャーを添加することにより行なわれている。スターターとして用いら

れる乳酸桿菌は酸生成能，フレーバー生成能，食感の様な望ましい性質を土台にお

いて選択されてきた。

　組換えDNA手法は乳酸菌を改良をするための有用な方法である。しかし，遺伝

的改良のための信頼のおけるシステムが欠如しているため，過去においては乳酸桿

菌の発酵に関する諸性質の改良には変異処理を行ない，選択するというような古典

的方法が用いられて来た。特定のLactobαciZtus属に遺伝的な改良を可能とするため

にはベクターと形質転換系の開発が必要である。そこで，チーズやヨーグルト製造

に用いられているLαctobαcilZus　helveticusの宿主一ベクター一系の開発を目的とし

て研究を行なった。

　L．heZveticus　SBT2161より潜在性プラスミドpW　1を単離し，制限酵素地図を

作成した。本プラスミドにクローニング部位として使用可能な7個のユニーク切断

部位（A剛1，Accl，　Ec（）Rl，　Hindlll，　Kpnl，耳ρα1，PvUII）を確認した。そのうち
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tiiiV

のEc（）RIとHindlll部位を用いてE．　coli用ベクター一pBR329に連結しシャトルプ

ラスミドpLHP　100とpLEP　100を構築した。

　Sangerらの方法によりpLJ　1の全塩基配列を決定した。　pLJ　1は3，292　bpよりな

り，㏄含量は35．30／oであった。また，アミノ酸353個，分子量41kDaの蛋白質

をコードしている1，059bpより成るオープンリーディングフレーム（ORF）を確

認した。マキシセル法によりシャトルプラスミドpLHP　100およびpLEP100が未知

蛋白質を生産していることが確認された。グラム陽性細菌では複製に必要とされる

情報のすべてが約1．5kbの断片上に存在することが知られている。　pLJ　1の複製に

必須な最小断片もまた未知の蛋白質をコードするアミノ酸353個よりなるORF含む

1．5kbのnd－Hindlll断片であった。　pLHR中のpLJ　1由来のORF中のAcclを平

滑末端化するとpLHRはSBT2161C中では複製されない。このことより，この未知

蛋白質がpLJ　1の複製に関与していることが強く示唆される。しかし，この未知蛋白

質のアミノ酸配列とプラスミド中で複製に関与することが知られている他の乳酸菌

のプラスミド上にコードされているRep蛋白質のアミノ酸配列を比較したが，類似

性は認められなかった。

　Bio－Rad四阿のGene　Pulserを使用してエレクトロポレーションによるL．

heZvetiCUSの形質転換条件を検討するために，　L．　helvetiiCUS中で発現することが

知られているE．　faecalis由来のpAMβ1のエリスロマイシン耐性遺伝子を

pLHP　l　OOに挿入連結してp：LHRを構築した。

　エレクトロポレーションに使用する細胞の生育期と電圧が重要である。電圧の最

適値は菌種や菌株により異なる。L．　helvetiCusでは4　kV／cmまでは形質転換効率

は増加するが，これ以上高くすると細胞が破壊されるため形質転換効率は低下した。

一般的に微生物のエレクトロポレーションには対数増殖期の細胞が用いられるが，

L．helvetiCttSではそのような細胞では形質転換体は得られず定常期後期（22～23
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時間培養）で最も高い形質転換効率が得られた。

　形質転換に必要な他の因子としてエレクトロポレーションに用いられる菌体の培

養時におけるグリシンの添加が挙げられる。1．2％のグリシンを添加したMRS培地

で生育した菌体で高い形質転換効率が得られた。また，グリシン無添加では形質転

換体は得られなかった。

　至適条件であるL2％のグリシンを含むMRSで22時間培養した菌体を用い，電

圧4kV／cmで1．3×104形質転換体／mlの効率が得られた。プラスミドを持たない

L・heZvetiCusは1P9／mlのエリスロマイシンで生育阻害されるのに対し，　p　LHRを

保有するLhelveticusは1mg／mlのエリスロマイシンでも生育可能であった。ま

た，L．　heZvetiCusより単離されたプラスミドDNAは制限酵素切断パターンやサイ

ズに変化が認められないことから欠落や再配列を受けていないことが示された。

　制限・修飾系は異種のDNAを修飾したり分解したりすることにより細菌の形質転

換を著しく阻害することが知られている。宿主菌の制限・修飾系の有無にかかわら

ずエレクトロポレーションによる形質転換では制限・修飾系の影響を受けないとい

う報告があるが，L．　helveticusではし．　heZvetiCusより単離精製したプラスミドで

はE．coZiより単離精製したものより100倍形質転換効率は高く，L．　helveticus

SBT2161Cには弱い制限・修飾系が存在することが示唆された。

　乳糖はミルクに存在する唯一の糖源であるため，乳糖資化能は食品に利用可能な

効果的選択マーカーといえる。そこで，L．　deZbrueckii　subsp．　bUlgαrtcus

SBTOO34の染色体DNAを用いてショットガンクローニングを行い，　pBR329をベ

クターとしてLac一のE．　coZi　JM　I　O5にβ一ガラクトシダーゼ遺伝子をクローン化

した。クローンから得られたプラスミドをpBG　1と命名した。このpBG1に挿入され

たβ一ガラクトシダーゼ遺伝子の塩基配列を決定した。β一ガラクトシダーゼ遺伝

子をコードするORFの塩基数は3，024　bpで，アミノ酸1，008個（分子量114，154
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ha）より成っていた。このORFがコードするアミノ酸の配列をSchmidtが報告し

ているL・deZbrueckii　subsp．　b吻αr記us　B　131のβ一ガラクトシダーゼ遺伝子の

アミノ酸配列と比較検討した。その配列はSBTOO34のβ一ガラクトシダーゼにロ

イシンが一個挿入されている以外は全く同じであった。

　β一ガラクトシダーゼ活性を選択マーカーとするベクター用のβ一ガラクトシダ

ーゼを欠損した宿主株を得るため，L．　heZveticus　SBT2161Cを3　O　Opg！mlのNTG

で30分間37℃で処理した。本処理によるアンピシリン耐性株の出現頻度は自然変

異による耐性株出現頻度の100－10004k高かった。また，β一ガラクトシダーゼ欠

損変異株は2．4×102の頻度で得られた。しかし，これらの変異は高頻度で復帰した

が，そのなかで変異を安定に保持している一株をSBT2195と命名した。この

SBT2195株の形質転換効率は親株のわずか1／20であった。この低い形質転換効率

のためエレクトロポレーション法では遺伝子操作したプラスミドDNAを直接L．

helveticusにクローニングすることはできない。しかし，　E．　coliの系で組換え操作

を行ない，そのDNAをL、　helveticusに導入するためにシャトルベクター一の形で用い

るならば低い形質転換効率であるエレクトロポレーション法でも十分である。

　β一ガラクトシダーゼ活性を選択マーカーとするL．helveticusの宿主一ベクター

系を構築した。pLJ　1の複製に関与する領域を含む断片，　pBR329のori断片，　L．

delbrueckii　subsp．　buigαneusのβ一ガラクトシダーゼ遺伝子およびpAMβ1の

エリスロマイシン耐性遺伝子を連結することによりプラスミドpBG8Em　lと

pBG8Em2を構築した。　pBG8Em　1とpBG8Em2はエリスロマイシン耐性遺伝子

とβ一ガラクトシダーゼ遺伝子が同一方向と反対方向にそれぞれ挿入されている。

pBG8Em2ではβ一ガラクトシダーゼ遺伝子はエリスロマイシン耐性遺伝子と

pLJ　1のORFのプロモーターと反対方向に挿入されているため，β一ガラクトシダ

ーゼ遺伝子はそれ自身のプロモーターで発現していると考えられる。それにもかか

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　113



わらず，pBG8Em2を保有しているL　helveticus　SBT2195は乳糖選択プレートで

はコロニーを形成することはできなかった。一方，pBG8Em　1を保有する

SBT2195は乳糖選択培地で生育した。さらに，　SBT2195（pBG8Em2）

とSBT2195（pBG8Em　1）のβ一ガラクトシダーーゼ活性は親株であるSBT2161C

のそれぞれ0．4倍と10倍であった。これらの結果はL．hebet㎞s　SBT2195が乳糖

選択培地で生育するにはそれ自身のプロモーターによるβ一ガラクトシダーゼ遺伝

子の発現では不十分であり，エリスロマイシン耐性遺伝子のプロモーターからのリ

ードスルーが必須であることを示している。

　SBT2195（pBG8Em　1）は脱脂乳プレートで選択可能であるが，　pBG8Em　1は

食品に応用するには不適当なエリスロマイシン耐性遺伝子とアンピシリン耐性遺伝

子の一部を含んでいる。そこで，エリスロマイシン耐性遺伝子の構造遺伝子部分と

アンピシリン耐性遺伝子の一・部を除去することによりpBG　10を構築した。　pBG　10

はpW1の複製に関与する領域，　pBR329のori断片，　L．　de1brueckii　subsp．

bu｛gαr伽sのβ一ガラクトシダーゼ遺伝子およびエリスロマイシン耐性遺伝子のプ

ロモーター領域より成っている。pBG　10で形質転換したSBT2195は脱脂乳プレー

トで選択することができる。このpBG　10の形質転換効率は非常にに低いがE．　coZi

JM105中で増幅することができるためし．　helceticus　SBT2195を形質転換するの

には十分な効率と考える。

　これらの宿主一ベクターの組み合わせばミルク中では安定である。それはβ一ガ

ラクトシダーゼ欠損の宿主がミルク中で生育するためにpBG10の存在が必須である

ため，この宿主中のpBG10はミルク中で培養している限りは安定である。

　SBT2195〔pBG　10）のβ一ガラクトシダーゼ活性もまた親株の10倍である。こ

のことはpBG10中のエリスロマイシン耐性遺伝子のプロモーターは強く，外来性遺

伝子発現に利用できることを示唆している。本ベクターのエリスロマイシン耐性遺
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伝子のプロモーターの下流に発現ベクターとしても使用できるように外来性遺伝子

のクローニング部位としてのSaCI部位を配した。　S㏄1部位の3曾一末端をKlenow断

片で除くことにより外来性遺伝子は翻訳開始コドンATGの下流に挿入可能となり，

L　helveticusで発現する。もし，外来性遺伝子のATG以降をPCRで増幅するならば

不必要なアミノ酸の付加なしに外来性遺伝子は発現するであろう。pBGlOでは，こ

のSαcI部位に加えてBαmHI，　SaZ［。　Ps・ti部位が一般的クローニング部位として利用

可能である。

　ATG以降から停止コドンまでをPCRで増幅し，　pBG　10のエリスロマイシン耐性遺

伝子のプロモーターの下流のS㏄1部位に挿入したBαcillus　Zicheniformisのα一ア

ミラーゼ遺伝子の構造遺伝子（1，536bp）はし．　helveticusで発現し，その形質転

換体は脱脂乳プレートや乳糖一MRSプレートで生育可能であった。これらの結果は

α一アミラーゼ遺伝子断片（1，536bp）の大きさまでの外来性遺伝子はβ一ガラク

トシダーゼ遺伝子の発現には影響しないことを意味する。他の乳酸菌の系ではα

一アミラーゼは分泌されているけれど，L．　hebetごcusでは分泌していることは確認

できなかった。もし，L．　he1veticusでα一アミラーゼが分泌されているならば，こ

のα一アミラーゼ遺伝子のシグナル配列を用いて分泌ベクターを構築できるかも知

れない。

　β一ガラクトシダーゼ欠損株であるL．helveticus　SBT2　195株とβ一ガラクトシ

ダーゼ活性を唯一の選択マーカーとするpBG10との組み合わせば食品に利用な宿主

一ベクターシステムである。本システムはフレーバーの生産，酸耐性の付与，酸生

成の調整等食品への応用において外来性遺伝子をクローニングし発現させるために

役立つであろう。
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　　　Microorganisms　have　been　involved　in　the　preparation　and　processing

of　foods　tn　the　human　diet　s血ce　before　recorded　history，　and　their

fermentations　present　one　of　the　oldest　techniques　known　for　the

preservation　of　food．　As　a　consequence，　fermented　foods　and　beverages

now　represent　a　significant　part　of　the　food　processing　industry．

　　　　The　lactic　acid　bacteria　are　important　eomponents　of　microflora　of　a

wide　variety　of　fermented　foods　and　feeds　from　milk，　meat　and　vegetable

origtn．　Their　main　function　is　the　rapid　conversion　of　the　available　sugar

to　lactic　acid　resulting　in　the　low　pH　which　is　necessary　to　good　product

quality．　The　species　used　in　the　preparation　of　fermented　food　and

beverages　belong　to　the　genera　Lactobacillus，　Lactococcus，　Leuconos　toc，

Ped　iococcus，　and　Streptococcus．　’lhe　economic　importa　nce　of　various

Lactobacillus　strains　is　beyond　doubt．　To　obtain　fermentation　products　of

reprodueible　and　high　quality，　today’s　1arge－scale　fermentations　are

initiated　by　the　addition　of　well－defined　starter　cultures．　Lactobactilus

stratns　to　be　used　as　starters　are　being　selected　on　the　basis　of　desirable

characteristics　such　as　acid　production，　flavor　production　or　texture

formation　etc．

　　　Recombinant　DNA　technique　is　usefu1　for　the　improvement　of　lactic

acid　bacteria．　However，　due　to　the　lack　of　reliable　systems　for　genetic

manipulation，　improvement　of　the　fermentation　properdes　of

LactobaciUus　starter　cultures　in　the　past　has　matnly　relied　on　elassic

methods　such　as　mutation　and　selection．　ln　order　to　be　able　to　genetically
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modify　tactobacillus　species，　vector　and　transformation　systems　have　to

be　developed．

　　　　The　present　study　aims　at　constructing　host－vector　system　in

Lactobacillus　helveticus　used　in　cheese　and　yogurt　making

　　　　A　small　cryptic　plasmid，　pWl，　was　isolated　from　LactobacaZus

helveticus　and　its　restriction　map　was　constructed．　The　pW　l　had　single

restriction　endonuclease　sites　fbr　Pひull，ゆnl，　ndl，　AccI，　H加dIII，　Hpal，

and　EcoRI．　lhe　pW　l　was　cloned　into　Eschertchia　coli　HB　I　O　I　by　using

pBR329　as　a　vector．　The　resulting　shuttle　plasmids　were　designated

pLEP　I　OO　and　pLHP　I　OO．　The　complete　nucleotide　sequence　of　pW　l　was

determined　by　using　the　method　of　Sanger．　lt　was　a　3，292　base　pairs

long　and　had　a　low　oc　content　of　35．30／o．　A　1，059－bp　open　reading

frame（ORF）　was　found．　It　was　capable　of　codMg　for　a　41－kilodalton

protein　of　353　amino　acid　residues．　ln　a　maxicell　system，　it　was

confirmed　that　pLEP　I　OO　and　pMP　I　OO　produeed　an　unknown　protein　of

about　41　kilodalton．　In　gram・posi廿ve　bacteria，　a皿of　the　information

necessary　for　replication　is　located　on　fragnents　of　about　1．5　kb．　The

smallest　fragment　required　for　replication　of　pW　l　was　also　an

Aznl　l－Hi　nd　l　l　l　fragment　（about　1．5　kb）　that　contains　an　ORF（353　amino

acid　residues）　for　an　unknown　protein．　To　eonfirm　that　the　unlmown

protein　is　essential　for　replication，　the　Accl　site　in　the　ORF　on　pW　l

fragment　in　pLHR　was　cut，　Mled　in　with　Klenow　fragment，　and　religated．

The　resulting　plasmid，　a　frame－shift　derivative，　did　not　replicate　in　L．

helveticus．　The　result　strongly　suggests　that　the　unlmown　protein
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encoded　on　ORF　is　involved　in　replication　of　pW　l．　The　putative　amino

acid　sequence　of　the　unknown　protein　was　compared　to　those　of　Rep

protein　of　the　plasmids　from　lactic　acid　bacteria　but　homologles　were　not

found．

To　e㎜血e　conditions　of　transforma廿on　of　L．　hθ1veticiLs　by　using

Gene　Pulser　apparatus（Bio－Rad），　pLHR（8．5　kb）　was　constructed．　The

pLHR，　consists　of　a　cryptic　plasmid，　pW　l，　from　L．　helveticus，　the　E．　coli

vector，　pBR329，　and　the　erythromycin　resistance　gene　of　pAMP　I　from

E耐e　rococc　us　faecadS．

　　　The　voltage　and　the　growth　phase　of　cells　used　for　electroporation　are

important．　Optimum　values　of　voltage　may　d　epend　on　the　bacterial

species　and　strains　being　examined．　In　SBT2161C，　the　efficiency　of

transformation　increased　with　increasing　field　strength　up　to　4　kV／cm

and　decreased　at　more　than　4．5　kV／cm　since　cells　were　broken　by　the

high　field　strength．　Generally　high　efficiencies　were　obtained　with　cells

in　middle一　or　late－log　phase　in　most　of　the　methods　of　transforming　for

several　bacteria　by　electroporation．　However，　such　cells　gave　few

transformants　in　our　system　and　high　effieiency　was　achieved　with　cells

in　stationary　phase　（22A－23　hr），

　　　　Another　important　factor　for　transformation　of　SBT2161C　is　the

presence　of　glycine　in　the　growth　medium　before　electroporation．

Maximum　efficiency　is　obtatned　wtth　cells　grown　in　MRS　broth　adding

1．20／o　glycine．　No　transformants　were　observed　without　glycine　in　growth

medium．
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　　　　The　e伽ency　of　L　3×10‘　transformants　per　pg　of　DNA　was　obtained

at　4　kV／cm　with　cells　grown　for　22　hr　tn　MRS　broth　containing　1．20／o

glycine．　These　are　optimum　conditions　for　transformation　of　SBT2161C

by　electroporation．　SBT2161C　transformed　with　pLHR　（8．5　kb｝　eould

grow　in　a　medium　containing　1　mg　of　erythromycin／ml，　while　growth　of

the　parental　nontransformed　strain　was　inhibited　by　1　pg　of

erythromycin／ml．　lhe　laek　of　detectable　changes　in　size　or　restriction

endonuclease　cleavage　patterns　in　DNA　isolated　from　transformants

indicates　that　transformed　plasmids　have　not　undergone　rearrangement

or　deletion．

　　　　　Restriction　and　modification　systems　can　severely　inhibit　the

transformation　of　bacteria　by　degradation　and　modification　of

heterologous　DNA　Although　in　Lactococcus　lactis　subsp．　Zactis　it　has

reported　that　the　efficiency　of　transformation　of　by　electroporation　was

unaffected　whether　the　recipient　had　a　restriction　and　mod血cation

system　or　not，　our　data　suggest　that　SBT2161C　has　a　re　striction　and

modification　system　that　is　capable　of　lowering　by　two　orders　of

magnitude　the　efficiency　of　transformation　with　plasmid　DNA　isolated

from　E．　coZ田B　lO1〔pLHR）．

　　　Since　lactose　is　the　only　fermentable　sugar　present　in　milk，　the　ability

to　ferment　lactose　wi11　be　an　effective　food－grade　selection　marker．

S－galactosidase　gene　from　LactobaciZZus　delbrueckii　subsp．　buigarictts

SBTOO34　was　cloned　as　a　food－grade　selection　marker　into　E．　coli　JM　I　Os

by　using　pBR329　as　a　vector．　The　resulting　plasmid　was　designated　pBG　I．
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　　　The　fragment　containing　S－galactosidase　gene　in　pBG　I　was　sequenced．

The　open　reading　frame（ORF）　encoded　S－galactosidase　was　composed　of

3，024　bases　and　1，008　amino　acids　with　a　molecular　weight　114，154

dalton．　The　putative　amino　acid　sequence　encoded　on　the　ORF　was

compared　to　that　of　L．　delbrueckii　subsp．　b吻an加us　B　l31　reported　by

schumidtiiq．The　amino　acid　sequence　was　almost　identical　to　that　of

B131．　Only　one　amino　acid（Leu）　was　inserted　to　the　P－galactosidase　of

SBTOO34．

　　　　The　P－galactosidase　gene　showe　d　no　homology　with　chromosomal

DNA　from　L．　helveticus　SBT2161C　on　Southern　blot　hybrtdization．　This

characteristics　is　exp　ected　to　contribute　to　the　matntenance　of　stability　of

plasmid　pBG　I　O　in　L　helveticus　SBT2195．

　　　　To　obtain　a　P－galactosidase－deficient　host　strain　for　the　vector　with

6－galactosidase　activity　as　a　selection　marker，　L．　helveticus　SBT2161C，

parent　strajn，　was　treated　with　300　pg／mi　of　N－methyl－N’一nitro－N－

nitorosoguanidine　for　30　min　at　37℃．　The　frequency　of　rifampicin

resistance　mutants　was　about　100－1000　fold　greater　than　that　of

spontaneous　resistance　mutants　under　the　condition．　P－galactosidase－

deficient　mutants　were　obtained　at　a　frequency　of　2．4×　102．　These

mutants　exhibited　a　high　frequency　for　backmutation．　One　strain，　which

was　maintained　mutation　stably，　was　d　e　signated　SBT2195．　The

transformation　efficiency　of　SBT2195　was　20　fold　lower　than　that　of　the

parent　strain，　SBT2161C．　Because　of　low　efficiency　of　transformation

observed，　the　current　protocol　is　not　available　for　shotgun　cloning　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　120

蝋
留　b

羅難灘灘灘懇灘騰・…灘灘纏1　灘…’



．

manipulated　plasmid　DNA　directly　into　L．　helvetictts　SBT2195．　However，

electroporation　can　use　a　bifunctional　shuttie　vector　to　transfer

recombinant　DNA　into　SBT2195　that　has　been　characterized　in　E．　coli．

　　　　　　A　host－vector　system　was　established　in　L．　helvetictLs　wtth

B－galactosidase　activity　as　a　selection　marker．

　　　　　　Plas血ds　pBG8Eml　and　pBG8Em2　were　c・nstmcted　by　j・ining・f

the　P－galactosidase　gene　from　L．　delb　rueckii　subsp．　buigaricus，　the　ori

region　of　pBR329，　the　ORF　of　pW　l，　and　the　erythromycin　resistance

gene．　ln　pBG8Em　l　and　pBG8Em2，　the　erythromycin　resistance　gene

fragment　was　inserted　tn　the　same　and　reverse　ortentation　to　the

S－galactosidase　gene，　respectively．　Since　the　B－galactosidase　gene　was

located　in　the　opposite　orientation　to　the　erythromycin　resistance　gene

and　ORF　of　pV　l　in　pBG8Em2，　the　fi－galactosidase　gene　was　considered

to　be　expressed　by　its　own　promoter　in　SBT2195．　Nevemheless，

SBT2195　transformed　with　pBG8Em2　did　not　form　a　colony　on

lactose－selection　plates　（lactose－MRS　or　skim　milk　plate）．　ln　contrast，

SBT2195　harboring　pBG8Em　l　grew　on　the　lactose－selection　plates．

Funhermore，　P－galactosidase　activity　of　SBT2195　（pBG8Em2）　and

SBT2195（pBG8Em　l）　were　O．4　and　10　fold　of　that　of　the　control　strain

SBT2161C，　respectively．　These　results　show　that　the　expression　of　the

P－galactosidase　gene　by　its　own　promoter　was　not　sufficient　for　the

growth　of　SBT2195　on　the　lactose－selection　plates　and　that　readthrough

from　the　erythromycin　resistance　gene　promoter　was　essential．

　　　　SBT2195　（pBG8Em　l）　was　selected　on　skim　milk　plate．　However，
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pBG8Em　l　contained　an　erythromycin　resistance　gene　and　a　part　of　an

ampicillin　resistance　gene　which　are　unsuitable　for　food　applications．

　　　　　By　removing　the　structural　gene　of　erythromycin　resistance　gene　and

a　part　of　the　ampicillin　resistance　gene，　pBG　I　O　was　constructed．　pBG　I　O

consists　of　the　S－galactosidase　gene　from　L　deZbrueckii　subsp．　bulgartcus，

the　promoter　region　of　the　erythromycin　resistance　gene　from　pAMS　I，

the　replication　region　of　pBR329，　and　the　replication　region　of　the　L．

heZvetictts　cryptic　plasmid　pW　l．　SBT2195　transformed　with　pBG　I　O　was

selected　for　P－galactosidase　activity　on　skim　milk　plates．　The

transformation　efficiency　of　pBG　I　O　was　extremely　low，　but　we　consider　it

to　be　adequate　fbr　transformation　of　L．　helue伽s　SBT2195　because

pBG10　can　be　amplified　in　the　host　E．　coli　JM105．　pBG10　contε血s　the

replication　origin　for　E．　coli　but　finally，　by　removing　the　replication　origin

for　E．　coli　from　pBG　IO，　a　food－grade　vector　is　constructed．

　　　　　This　host－vector　system　was　stably　matntained　in　milk．　Since　the

presence　of　pBG　I　O　is　essential　to　enable　the　Lac－host　to　grow　in　milk，

pBGIO　in　the　tac一@host　is　stable　so　long　as　the　transformant　is　cultured　in

milk．

　　　　The　P－galactosidase　activity　of　SBT2195　（pBGIO｝　was　also　about

ten－fold　greater　than　that　in　the　control　SBT2161C．　This　result　suggests

that　the　erythromycin　resistance　gene　promoter　in　pBG　I　O　is　available　for

expression　of　a　foreign　gene．　by　digestion　with　Sacl　and　removal　of　3’　tails

of　the　Sacl　site　with　Klenow　fragment，　a　foreign　gene　can　be　inserted

downstream　of　initiation　codon　ATG　and　expressed　in　L．　hetveticus．　If　the
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foreign　gene　has　been　amplified　with　PCR　from　a　codon　following　the

initiation　codon（ATG）　to　stop　codon　sequence，　the　gene　wi11　be

expressed　without　unnecessary　additional　amino　acid．　ln　addition，　a　stop

codon　（TAA）　synthesized　downstream　of　the　Sacl　site　prevents　useless

protein　from　betng　produced　from　the　mitiation　codon　ATG　when　no

foreign　gene　is　inserted．　ln　addition　to　the　Sacl　site，　BaMH　I，　San　and　Ps　ti

sites　in　pBGIO　are　available　for　general　cloning　site．

　　　　The　structural　gene　of　ct－amylase　gene　（1，536　bp）　from　Bacillus

Zicheniformis，　which　was　amplified　with　PCR　from　a　codon　following　the

initiation　codon　to　stop　codon　and　inserted　to　Sacl　site　of　pBGIO

inserted　the　downstream　of　promoter　region　of　the　erythromycin

resistance　gene　of　pBG　I　O，　was　expressed　in　L．　heZveticus　SBT2195　and

this　transformant　grew　on　skim　milk　plate　and　lactose－MRS　plate．　These

results　sugge　st　that　a　foreign　gene　of　up　to　the　size　of　the　ct－amylase　gene

（1，536　bp）　can　be　expressed　without　affecting　the　expression　of

P－galactosidase－gene　marker．　Although　ct－amylase　was　secreted　in　other

lactic　acid　system，　we　could　not　confirmed　that　ct－amylase　was　secreted

in　L．　heZveticus．　lf　ct－amylase　is　s　ecreted　in　L．　helveticus，　a　secretion

vector　may　be　constructed　by　using　the　signal　sequence　of　the　ct－amylase

gene．

　　　　The　combination　of　L．　helveticus　（Lac－mutant）　and　pBG　I　O　is　a

food－grade　host－vector　system．　This　system　is　considered　to　be　usefu1　for

cloning　and　expression　of　foreign　genes　in　the　food　applications，

enhancement　of　flavor，　addition　of　acid　tolerance，　and　control　of　acid
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