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【序章】

S.A.Waksmanによれば、抗生物質とは、 『微生物により生産され、微生物の発育

を阻止する物質である』と定義される。しかしながら、現在では、その定義は拡大解釈

され、抗痛剤や抗ウイルス剤,それに合成抗菌剤もこのカテゴリーに含めることが多い。

微生物代謝産物としての抗生物質は、 FlemingによるpeI滋cillin (Pc)、 Waksmanによ

るstreptomycin (Sm)の発見以来、今日までに9,000種以上も発見され、それらの一

部は医薬品や農薬として使用されている。また、微生物によりつくられた物質をリード

化合物として新しい抗癌剤・抗菌剤が化学合成されている。

抗生物質の登場によって,感染症による死亡率は劇的に低下し、感染症は克服され

たかに見えた。しかしながら、近年、病気でからだの抵抗力が落ちた人に感染する病原

菌が大きな社会問題となっている。これは日和見感染と呼ばれ、通常では病原性が弱く

健康な人には害を及ぼさない菌が、抵抗力の輯った病人や乳児Q老人に感染すると重篤

な症状を与えてしまう。それら感染症治療のための有効な薬が抗生物質であるが、それ

らを長期使用したり、乱用した結果、いわゆるmethicillin(Me)耐性黄色ブドウ球菌

(MRSA)の誘発を招いてしまった。このMRSAが社会的にクローズアップされたのは、

単にMcに対し耐性を獲得したからではない。これまで開発された他の数多くの抗生物

質に対しても同時に耐性を獲得してしまった.からである　MRSAを始めとする多剤耐性

菌が免疫機能の低下した患者や乳児・高齢者に感染すると、使用できる抗生物質が限ら

れているがゆえに、その治療はきわめて困難となる。また、記憶に新しいこととして,

1996年、わが国において病原性大腸菌0157株による集団食中毒が発生し、多くの尊

い命が失われた。このように、抗生物質が世の中にきわめて多く出回っている現在でも,

感染症で命を落とす人々が数多くいるのも事実である。

病原菌に有効な抗生物質が新しく発見・開発されても、病原菌はこれらの抗生物質

に対してすぐに耐性を獲得してしまう。では、いったい病原菌はどのような機構で薬剤

耐性を獲得するのであろうか。多くの場合、薬剤耐性遺伝子はトランスポゾンや挿入配

列を介して染色体遺伝子上に組み込まれるか、プラスミド上に載ってその細胞内に導入

される。生化学や分子生物学の進展に伴って、薬剤耐性遺伝子のつくる産物が明らかに

された結果、それらは抗生物質不活化酵素、抗生物質の一次作用点を変化させる酵素、

および抗生物質の細胞内濃度を低下させる薬剤排出系酵素などであることが分かった

[Davies, 1994]

MRSAを例として、具体的にその薬剤耐性獲得機構について以下に述べてみる。

MRSAがaminoglycoside系抗生物質に対して耐性を獲得する場合、抗生物質をリン酸

化、アセチル化またはアデニリル化することで抗生物質を修飾してしまうのである
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[Phillipsand Shannon, 1984]修飾された抗生物質は、もはや、抗菌活性を失うo　ま

た、 chloramphenicol (Cp)に対する耐性はCp acetyltransferaseによるものであり

[Sands and Shaw, 1973]、 β-lactam系抗生物質に対する耐性は、それらを加水分解す

る酵素β-lactamase [Rosdahl, 1973]を産生することに起因する。 Mc感受性の黄色ブ

ドウ球菌、いわゆるMSSA (methicillin sensitive Staphylococcus aureus)は、細胞壁

合成に関与し、かつ、 Mcの標的酵素であるPc結合蛋白質beI滋cillin-bindingprate-

in:PBP)を4つ保有しているが、 MRSAはそれらに加えてmecA遺伝子によりコード

されるPBP-2'と呼ばれる、新たな細胞壁合成酵素を産生している　PBP-2'はMcと

の結合アフイニティーが弓凱1ため、 Mcが存在しても、それにより細胞壁合成が阻害さ

れることはないO　すなわち、 MRSAはPBP-2'を生産することによりMcに対する耐

性を猿得しているのである[UtsuiandYokota, 1985; Ryffel、etal., 1990]　さらに、

tetracycllne (Tet)に対しては、菌体内に侵入してきたTetを能動的に排出する役目を

持つ蛋白質をつくることによって耐性を獲得している[Fujihiraetal., 1996]　このよ

うに、 MRSAは様々な抗生物質に対する耐性遺伝子を同時に保有することによって多

剤耐性化しているのである[Lyon and Sku汀ay, 1987]

これまで、 MRSA感染症に対する有効な抗生物質として、二種類の抗生物質、す

なわちaminoglycoside系抗生物質であるarbekacin仏bk)と糖ペプチド系抗生物質で

あるvancomycln (Vm)が、主に臨床使用されてきた　AbkはMRSAが保有するami-

noglycoside修飾酵素によっては不活化されにくい立体構造をとっているため、かなり

有効な抗生物質であるとされてきた[Watanabeetal., 1987]一方、 Vmは細胞壁合

成に必要なジペプチド(D-alanine-D-alanine)に結合することで、ペプチドグリカン

の生合成を阻害する作用を持っている[Sheldricketal, 1978] 。しかしながら、本抗生

物質はAbkに比べて腎毒性が強いという欠点がある。最近、 AbkやVmに耐性の

MRSAが臨床分韓されるに至り,もはやMRSAに対する有効な抗生物質はないと言っ

ても過言ではない状況下にある。

ところで、種菌の増殖を阻害する抗生物質を生産している微生物は、自ら産生する

抗生物質によって死滅することはない。これを自己耐性(self-resistance)と呼ぶ。

怒minoglycoside系抗生物質生産菌は、自己耐性因子としてアセチル化酵素またはリン

酸化酵素を持っている[BenvenisteandDavies, 1973]ただし、薬剤耐性細菌で知ら

れているようなアデニリル化酵素をもつaminoglycoside抗生物質生産菌は現在までの

ところ知られていないo　また、 amlnonucleoside系抗生物質の仲間puromycin (Pm)

やblastiddinS (Bs)を生産する放線菌も同様に、これらの自己生産抗生物質をアセテ

ル化することにより、不活化する酵素を保有している[Perez-Gonzalez etal., 1983;

Suglyamaetal., 1986] 。このような抗生物質修飾酵素は、抗生物質生合成酵素の一つ
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として機能していることが多い。すなわち、抗生物質やその生合成における前駆体が生

産菌に悪影響を及ぼすのを防ぐために、抗生物質は、先ず、不活化型の前駆体として生

合成され、それが細胞外に分泌される際に活性型に変換される場合が多い。例えば、

Streptomyces (S.) griseusにより生産されるSmの最終前駆体は、 Sm 6-phosphate

であり、これが菌体外に排出される際に、生産菌のペリプラズムに存在するアルカリ性

フオスフアタ-ゼ(Sm 6-phosphate phosphatase)でリン酸基が除去されることで活

性型のSmに変換され、培地中に蓄積されるのである[Nomi etal, 1970; Sugiyama

andNimi, 1990; Mansouri and Piepersberg, 1991] 。ところで、 Smはstreptidine、

L-streptoseおよびN-methyトL-glucosamineという3つの糖から構成されているが、

smの生合成において、 streptidineがL-streptoseと連結される際、 streptidineは予

めリン酸化されていなければならず、そのリン酸化に自己耐性因子としてのSm6-ph-

osphotransferaseが関与している。また、培地中に蓄積したSmは生産菌の細胞内に

取り込まれてしまうが、そのSmはSm 6-phosphotransferaseによりリン酸化された

後、再び細胞外へ排出される[Sug如maand Nimi, 1990] 。また、 kanamycin (Km)

生産菌S. kanamyceticusは、 Km JV-acetyltransferaseとJV-acetyl Km amidohyd-

rolaseを持っており、これらはSmのphosphotransferaseとphosphataseと同様の

働きをしていると考えられている[Satohetal., 1975; Satoh etal., 1976] 。 KmN-

acetyltransferaseはKm生産菌の自己耐性園子としても機能している。一方、 Pmを

生産するS. albonigerはPmを不活化するPm JV-acetyltransferaseを持っている

[S癖maetal., 1985;Varaeta/., 1985]この酵素はnnのみならず、 nrl生合成

の前駆体である0-demethyl Pmもアセチル化する[Perez-Gonzalez et al, 1985]

さらに、 Pm生産菌はJV-acetylPm JV-acetylhydrolaseを菌体外に分泌していること

が兄い出され、その酵素によりN-acetylPmが菌体外で活性型のRrlに変換されるこ

とが明らかになった[Lacalleetal., 1993]このように、抗生物質生産菌がつくる抗生

物質修飾酵素は、自己耐性因子としての機能の他に、その生合成にも密接に関与してい

るのである。

DNAg汀ase Bを阻害する抗生物質として、 novobiocin (Nb)が知られている。こ

れを生産するS. sphaeroidesは、自己耐性遺伝子としてNb耐性を有するDNAg汀a-

se Bサブユニットをコードする遺伝子を持っているのである[Thi肝aand Cundliffe,

1988]他方、 erytkomycin(Em)やthiostrepton (Ts)は、細菌の50Sリボソーム

サブユニットに結合して蛋白質の合成を阻害する。これらの抗生物質生産菌S. eryth-

raeusおよびS.azureusは、 50Sリボソームサブユニット中の23SリボソームfNA

をメチル化する酵素を保有しており、このRNAがメチル化されると、リボソームの高

次構造が変化する結果、 EmやTsがリボソームに結合できなくなる[Bibbeta/.,
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1985; Thompson etal. 1982] 。すなわち、これら抗生物質生産菌は、抗生物質の一次

作用点であるリボソームの構造を変化させることで、自己抗生物質に対する耐性を獲得

している。

さらに、 Tet生産菌S. rimosus [Reynes etal., 1988]やmethylenomycinA生産

菌S. coelicolor [Neal and Chater, 1987] 、ならびにmacrolide系抗生物質である01-

eandomycin生産菌S. antibio亡icus [Buche et al., 1997]は、自己生産抗生物質に対す

る排出蛋白質を保有していることで自己耐性を維持していることが明らかにされた。

このように、抗生物質生産菌は、必ず、自己の生産する抗生物質に対する生体防御

の機構を備えているのである。そして、これらの自己耐性機構は、抗生物質の不活化酵

素の産生、抗生物質の一次作用点の変化、抗生物質の能動的排出機能のいずれか、また

は、これらの組み合わせで維持されている[Cundliffe, 1989]抗生物質生産菌の自己

耐性機構の解明が進展した成果として、薬剤耐性細菌の耐性機構と類似している点のあ

ることが分かってきたのである[杉山, 1996]

筆者は、抗生物質生産菌の自己耐性機構の解明は、多剤耐性病原菌の耐性遺伝子の

起源を知る上で重要であるばかりでなく、これまでに耐性菌が見つかっていない抗生物

質に対して、病原菌が今後どの様な耐性機構を獲得し得るかを予測する上で重要な知見

を与えると考えた。そこで、本研究では、 ①抗癌抗生物質のひとつであるbleomycin

(Bm)をつくる微生物における自己耐性因子の生化学的解明、 ② aminonucleoside系抗

生物質Bs生産菌が産生するPm不活化因子の機能解明、 ③結核菌に有効なD-cyclos-

erine (Cs)を生産する微生物の自己耐性機構の究明を目的とした。

本論文の第一章では、 Bm生産菌S. verticillus ATCC15003の自己耐性遺伝子の一

つであるBmハトacetyltransferase (BAT)遺伝子を大腸菌において大量発現させた後、

その酵素学的諸性質を明らかにした成果について述べる。さらに,抗BATモノクロー

ナル抗体を作製し、 Bm生産菌におけるBm生産と耐性遺伝子の発現時期の相関性につ

いても調査した。第二章では、 Bs生産菌S. morookaensisJCM4673が産生するnm

不括化因子が、 Pmを加水分解する酵素であることを明らかにした成果を述べるととち

に、本酵素を精製後、その諸性質を調べた結果を報告する。第三章では、 Cs生産菌S・

ga叩<halusの染色体DNAから自己耐性遺伝子をクローニングし、その遺伝子産物の

性質を明らかにした結果について述べる。
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【第一章】

Bleomycin生産菌由来のbleomycin AT-acetyltransferase

-その大腸菌における大量発現と酵素学的諸性質の解明-

第一節　緒言

bleomycin (Bm) (図1)は、 S. verticillusATCC15003により生産される。本抗

生物質はFe2+と錯体を形成し、その結果、分子状酸素が活性化され、そのエネルギー

を利用してDNAを切断するo Bmはこの強力なDNA切断作用によって癌細胞や細菌

の増殖を強く阻害する[Umezawa, 1975; Burger etal., 1982] 。 Sugiya工11aらは、 S.

verticillusATCC 15003の染色体DNAから自己耐性遺伝子クラスターをクローニング

し、さらに塩基配列を決定した。そのクラスター内には二種類の自己耐性遺伝子が並ん

で存在していることが明らかにされ、それぞれblwAおよびblmBと命名された[Sug一

如maetal., 1994a]以mAによってコードされる蛋白質はBmに結合して不活化する

蛋白質(BLMAと命名)であった[Su如maeta/., 1995]このようなBm結合蛋白質

はBm系抗生物質であるtallysomycin生産菌Streptoalloteichus hindustanusや

MRSAに存在することが明らかにされ、それぞれShbleおよびBLMSと命名された

[Gatignol eta/., 1988; Bhu蜘i etal., 1995] 。筆者らの研究グループはすでに、

BLMAのモノクローナル抗体を作製し、これを用いてBLMA, ShbleおよびBLMSの

間には免疫学的楯同性のないことを明らかにした[Sugiyamaetal., 1995]さらに、

BLMAについては大腸菌において大量発現させ精製後、その結晶化を行いⅩ線結晶構

造解析によるBLMAの三次元構造を明らかにした[Kumagai eta/., 1998]一方、

umβによってコードされる蛋白質はBm N-acetyltransferase (BAT)であり、 acetyl

coenzymeA (AcCoA)共存下でBmをアセテル化ずるo　アセテル化されたBmはもは

やDNA切断活性および抗菌活性をもたないことが示された。さらに、本酵素による

Bmのアセテル化部位は、酸素の活性化に必須であり、 Fe2+との錯体形成に関与してい

るβ-aIdnoalanineのα-アミノ基であると決定された[Sugiyama eta/., 1994b]

ところで、 Sugiyamaらにより既にクローニングされ塩基配列が決定された約6kb

のBm耐性遺伝子クラスターのうち、 bbnBを含む約3kbの也mHト劫mHI断片をサ

ブクローニングしたプラスミドpMSA-4を保有する放線菌S. lividansは、 S. verticill-

usと比べると約1.5倍のBATを生産していた[Sugiyamaetal., 1994a]　このS.liv-

idans[pMSA-4]よりBATの精製を試みたが、大量に精製することが困難であったこ

とから、大腸菌を宿主として大量発現させることを試行した。しかしながら、発現ベク
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タ- pKK223-3 [Brosius and Holy, 1984]を用いた直接発現による方法では大量発現

に成功しなかった。その理由として、放線菌の遺伝子のプロモーターやコドンの使用

頻度が大腸菌のそれらと異なっていることが考えられた。そこで、大腸菌由来の蛋白質

をリーダーペプチドとして、それと融合させることで目的遺伝子産物を発現させること

を考えた。本研究では、 maltose-binding protein (MBP)をリーダーペプチドとして発

現させる方法を採用したo次に、融合蛋白質として発現させたBATからリーダーペプ

チド部分を除き、得られたBATの酵素学的諸性質を明らかにした。さらに、放線菌で

発現したBATのN-末端アミノ酸構造とBm生産菌におけるBmの生産と自己耐性遺

伝子の発現時期を調べるために抗BATモノクローナル抗体を作製したO　次に、抗BAT

モノクローナル抗体を固定したアフイニティーカラムを用いて、放線菌S.lividans

[pMSA-4]よりBATの精製に成功したo　また、抗BATおよび、 Sugiyamaらにより以

前作製された抗BLMAモノクローナル抗体を用いてBm生産菌S. verticillusにおける

Bmの生産時期と二つの自己耐性遺伝子(bh了泊およびbhnB)の発現時期の相関性につ

いて調べた。

bleomycimc acid ri= oh

bleomycinA2　Rl-N〆〉Y3

peplomycin Rl= m/N/S,

phleomycin-MOP R2- nh^〉＼㊥

図1.ブレオマイシン系抗生物質の構造

第二節　大腸菌におけるBATの大量発現および精製

まず、 um月の塩基配列(図2)に基づいてプライマーAおよびBを設計後、化学

含成した。その際、 MBPをコードするmalEとフレームが合うように地nBのスター

トコドン(GTG)の直前にBamHIサイト、ストップコドン(TGA)の直後にPstlサイト

をプライマーに設けた(図3-A)　これらのプライマーを用いPCR(polymerase

chain reaction)法にてb呈m月構造遺伝子部分を増幅させた。増幅した目的遺伝子を

MBP融合蛋白質発現ベクター(PMAL-c2, [Mania et al., 1988] )のBamHトPstlサイト

に挿入することでプラスミドpMAL-Blを構築した(図4) 。 maJEとbbT沼の間には

血液凝固因子であるfactorXaプロテアーゼの認識サイトが存在するので、 PMAL-Bl
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より発現したMBP-BAT融合蛋白質(MBP/BAT)はfactorXaプロテアーゼにより切

断できるO　しかし、切断後のBATのN一末端にはIle-Ser-Glu-Phe-Gly-Serの6アミ

ノ酸残基が当然ながら付加される(図3-B)

GGACGGGTGGACGGCGGAGGAGCCGGGCCGGTGACCGAACACCCGCGGGCGCACACGGCA　6 0

RBS M T R A H T A

CACCTCCGCACGGCCCGGCTCGAACTGACCCCGCTGGACCCGGCCGCCGACGCCCGGCAC 1 2 0

R T A R L E D P A A D A R H

CTGCACCACGCCTACGGCGACGAGGAGGTGATGCGCTGGTGGACGCGGCCGGCGTGCGCC 1 8 0

H H A Y G D E E V M R W W T R P A C A

GACCCGGCCGAGACCGAGCGCTACCTCACCTCCTGCGCCGCCGCGCCCGGCGCCCGGCTC　2 4 0

A E E R Y L A A i G A R L

TGGACCATCAGGGCCCCTGACGGCACCGTGCCGGGCATGGCCGGGCTCCTGGGCGGGACC　3 0 0

w R A P D G T V m A G L L G G T

GACGTGCCCGGACTGACCTGGCTGCTCCGCAGGGACAGCTGGGGCCACGGCTACGCCACC　3 6 0

D V T W L R R D S W G H Y A T

GAGGCCGCCGCAGCCGTCGTCGGCCACGCCCTGGAGGACGGCGGCCTCGACCGCGTCGAG　4 2 0

E A A A A V V G H A L E D G G L D R V E

GCGTGGATCGAGGCCGGCAACCGCCGCTCCCTCGCCGTGGCGGCCCGCGTCGGGCTGACC　4 8 0

A W I E A G N S L A V A A R V

GAACGCGCCCGGCTCGCCCAGCACTACCCCCACCGCCCCGGGCCGCACGAGATGGTCGTC　5 4 0

E R A R L Q H Y P H R P H E M V V

CTGGGA姐GGCCCGCGCCGAGGAACCCCTGACGACCCTCGCCGTGATCACGGAACTGCCG　6 0 0

L G K A R A E E P T T L A V

GTACGGGACGTGGCCGCCACCCTGCGGCTGGTCGAGGCCGCGCTGGGCGCCCGTACCGCC　6 6 0

v R D V A T L R L V E A L A R T

TTCGCCATCGGTGATCCGCCGGAGTTCGCGGAAGCCGCCCTGACGCCGTGGAGCGCCGGC　7 2 0

F A E F A E A A W A G

CCCCGGTTCCGGCTCGCGGCCGTGCCCGGCCCGGGGCCGGTGGAGCCCGTCCGTCTCCAC　7 8 0

R R L A A V P V E V R L H

CTCGACGCCGCCGGCACCGCGGACTCCCTCCACCGCAGGGCCGTCGACGCGGGTGCGCGG　84 0

D A A G T A D H R A V D A G A R

GTCGACGGGCCGCCGGTGCGGCGGCCCTGGGGACGGTCCGAATTCGTGATCACGCTGCCG　9 0 0

v D P V R P W G R S F V

GAAGGCCATGAACTGACCGTGTCCGCTCCTGTCTGACCGAGCGCCCCCGCCCCGATCAAG　9 6 0

H E T V S P V　★☆★

図2. blmB遺伝子の塩基配列および推定されるアミノ酸配列

BamW　「　　-blmB

(A)　PrimerA　5 - -AGCCGGATCCG里邸鵜CGAACACCCGCGGGC-3 '
Start codon

PrimerB　5'

(B)

Stop codon

malE一　　b EcoRI BamUl　　「　　blmB-　」細-

-ATCCAGGGAAGGATTTCAGAATTCGGATCCGl℡6ACC6AACACCCG

IleGluGlyArglleSerGluPheGlySerValThrGluHisPro

factorXarecognitionsite^

cleavagesite

図3.(A)blniB構造遺伝子の増幅のためのPCRプライマー

(B)malEとUmBの連結部の塩基配列およびそのアミノ酸配列
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pMAL-Blを持つ大腸菌TBI LpMAL-Bl]をisopropyl-β-D-tt滋ogalactopyranoside

(IPTG)存在下で培養すると、約80 kDaのMBP/BATが大量に発現した(図5, lane3)

また、大腸菌TBl [pMAL-Bl]をBm 1,000 ng/mlを含むLB培地で培養しても旺盛な

増殖が認められたことから、融合蛋白質として発現したBATにはBm不活化能が維持

されていることが分かった。さらに、 Bmに対するアセテル化活性を調べたところ、確

かにMBP/BATはBmをアセチル化していた。

MBP/BATの精製はamyloseをリガンドとしたアフイニティーカラムを用いて行っ

た。無細胞抽出液中のMBP/BATをamyloseカラム(¢ 1.0×10 cm, NewEngland

BioLabs)に吸着後、 10 mMのmaltoseを含むcolumn buffer [20 mM Tris-HCl (pH

7.4) , 200 raM NaCl, 1 mM EDTA-2Na and 10 mM 2-mercaptoethanol]で融合蛋白

質を溶出した。得られた融合蛋白質をfactorXaプロテアーゼでMBPとBATに切断し

た。切断されたMBPとBATの混合物からのBATの精製は、 ResourceQイオン交換

カラム(¢0.64×3cm,Pharmacia)を用いて行った。この方法で、 BATを単一蛋白質と

して精製することに成功した(図5,lane6)　精製したBATのN-末端アミノ酸シー

クエンスを行ったところ、 N-末端から10アミノ酸はIle-Ser-Glu-Phe-Gly-Ser-Val-

Tt甘-Glu-Hisであったo付加された6残基を除いてはblmBの塩基配列から予想され

るものと一致した。この融合蛋白質より精製したBATをfusion蛋白質由来のBATと

いう意味でfBATと命名した。また、 fBATのBmアセチル化活性を測定したところ、

N-末端に6アミノ酸残基が付加されているにもかかわらず、 Bmアセチル化活性を有す

ることが分かった。

ori ; replication origin

bla ; β-lactamase gene

ptac ; tac promoter

lacli ; Lac repressor gene

lanes,

1; M.W. size maker

2; the cell-free extract from E- coli [pMAL-Bl] (IFTG-)

3; the cell-free extract from E. coli [pMAL-Bl] (IPTG+)

4; activ e fractions from amylose column

5; MBP/BAT cleaved with factor Xa protease

6; purified fBAT

図4.プラスミドpMAL-Blの構造　図5・各精製段階における蛋白質のSDS-PAGEによる解析
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第三節　fBATの物理化学的諸性質

第二節で,得られたfBATの分子量はTricine-SDS-PAGE [Schagger and Jagow,

1987]より34,500、等電点はゲル等電点電気泳動[0'Fa汀蝣ell, 1975]により6.13と求め

られた。これらの値は塩基配列から予想されるfBATの分子量32,814および等電点

6.17とほぼ一致した。次に、 10 mM sodiumphosphate buffer中におけるfBATの

Bmに対するアセチル化活性のpH依存性を調べた結果、至適pHは6.0であった(図

6) 。また、 fBATの温度安定性を10mMTris-HCl(pH7.65)中、各10-50℃で10

分間インキュベ-ト後の残存活性を調べることによって検討した。その結果、 20℃以

下ではfBAT活性は100%残っていたが、 40℃ではその活性はほとんど失われた(図

7) ..

100

邑
80

>

- -.I
O

ォ　60
q)
>・
'=

三IJJ、
55

20

0

4.5　5　5,5　6　6.5　7　7.5　8

pH

図6. ffiAT活性に与えるpHの影響

10 mM sodium phosphate buffer
を用いて部定した.

1 0　　　20　　30　　40　　50

Temperature ( C)

図7. fBATの温度安定性
10 mM Tris-HCl buffer (pH 7.65)中各温度
にて10分間放置後の残存活性を測定した_

第四節　ffiAT活性に与える金属イオンおよび阻害剤の影響

反応液に1mMの各金属イオンを加え、 Bmアセチ)材ヒ活性を測定することにより、

fBAT活性に与える金属イオンの影響を調べた。その結果、 1mMMg ,CalトMn2+ぉ

よび蝕2十の添加は活性に影響しなかったが、 Zn2+の添加によりfBAT活性は完全に阻

害された。次に、同様に阻害剤の添加によるアセチル化活性の影響を調べたところ、 1

mMのp-chloromercuriber堀oic acid (PCMB) , ethylenediaminetetraacetic acid

(EDTA), phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)および2-mercaptoethanolの添加

は活性にほとんど影響を与えなかった(表1) 0
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表1. fBAT活性に与える阻害剤および金属イオンの影響

Inhibitors or Metal ions Concentration (mM)　　　Residual activity (%)

none

ethvle nedi ami nete traacetic aci d

phenylmethylsulfonyl fluoride

p-chl oromercuri benzoic acid

2- mercaptoethanol

Mg - ace tate

MgCl2

MnCl,

CaCl9

BaCl,

ZnSO^

0

1.0

1.0

1.0

1.0

l ira

nri

.0

1.0

1.0

1.0

no

109

94

89

94

98

106

107

99

99

0

第五節　fBATの基質特異性

Bm系抗生物質のpeplomycin (Pern), phleomycin-MOP (Phm-MOP) , Phm

mixture (SIGMA)およびbleomycinic acid (Ba) (図1,化学構造)を基質とした際、

fBATによりアセチル化されるか否か調べた。その結果、 PemはBm同様にアセチル

化されたが、 Phmmixture, Phm-MOPおよびBaについては全くアセチ)材ヒされなかっ

たo　また、 aminoglycoside系抗生物質でありaminoglycoside acetyltransferaseによ

りアセチル化されるgentamicin (Gm)とKmおよびAbkは、 fBATの基質とはならな

かった(表2) 。次に、 fBATのBmA2sulfateを基質とした時のミカエリス定数およ

び最大反応速度をLineweaver-Burkプロットから求めた。それぞれ、 Km-13.0 PM,

Vm -3.4nmol/min/mlであった(図8) O

図8. BmA。を基質としたときのLineweaver-Burkプロット解析

BmAo (2, 3, 4, 5, 6ドM), [ト14C] AcCoA(98 ixM)およ

びfBAT(0.84ドg)をIO mMTris-HCl (pH 7.65)中37℃
にて10分間反応後、放射活性を蜘定した.
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表2. ffiATの基質特異性

substrate acetylati on

bleomycin A2　　　　　-|-

pepl om ycm

bleomycinic acid

phleomyci n- MOP

phleomycin (mixture)

kanam ycm

gentam i cm

arbekaci n

+ ;アセテル化される
- :アセチル化されない



第六節　抗BATモノクローナル抗体の作製および精製

精製したMBP/BATにてマウスに免疫し、得られた抗体の中からfBATを特異的

に認識する抗体を選択する方法を用いた　MBP/BATをBALB/cマウスに免疫した。

39日目にそのマウスより肺細胞を摘出しマウスミエローマ細胞P3/X63」1g-8.Ul株

と融合させた。抗体を生産するハイブリドーマの中からMBP/BAT, fBATおよび

MBPを用いたenzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法により、 ffiATを特

異的に認識する抗体を生産している細胞をスクリーニングした。このクローンの-つが

産生する抗体を923-2と命名し、培養上活からammonium sulfate分別沈殿、

ProteinA-セルロファインカラムにより精製した。精製した抗体の抗原特異性を調べる

ためにELISAおよびウエスタン解析を行った結果、本抗体は、 MBP/BATおよび

fBATには結合するがMBPには全く反応しなかった(図9) 0

250　　500　　750　　1 000

antibody (ng/ml)

≡
c

C⊃
Ch

3i
〔d

8
c
c3
,.亡)
h
o
GO
X>
<
≡

図9.抗BATモノクローナル抗体923-2の抗原特異性

(A) ELISA法による解析

(B)ウエスタン法による解析
a)SDS-PAGE b)ウエスタン解析

第七節　放線菌において発現しているBATのN一末端アミノ酸構造

餌mBを保有する放線菌S. lividans [pMSA-4]の無細胞抽出液よりBATの精製を

試みた　S. lividans [pMSA-4]の無細胞抽出液からのBATの精製は、第六節で作製し

た923-2抗体を固定したアフイニティーカラムを用いて行ったO抗BAT抗体カラムは、

Schneiderらの方法[Schneider etai., 1982]によって抗BAT抗体923-2を汁otein

A Sepharoseビーズ(Pharmacia)に固定し、作製した　S. lividans [pMSA-4]の無細
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胞抽出液をammor止um sulfate 80 %飽和で沈殿させることで濃縮した。これをDEAE

-SepharoseCL-6B (Pharmacia)カラムにかけ、 0 -l M NaClのグラジエントで溶出

させた。活性のあるフラクションを抗体カラムに通しBATを結合させた。最初、 100

mMTris一glycinebuffer (pH 2.5)にて溶出させようと試みたが、結合力が強く溶出さ

れなかったO　そこで、溶出液として1 % SDSを含む50mMTris-HCl(pH8.0)を用い

溶出した。この方法で、 BATを単一蛋白質として得ることに成功した(図10-A) .得

られたBATのN一末端アミノ酸配列を解析した結果、 N-末端から10アミノ酸残基の配

列は、 Thr-Glu-His-Pro一心glua-His-Thr-Ala-Hisであった。これは、塩基配列から

予想されるアミノ酸配列のN一末端のMetを除いたものと完全に三致した(図10-B) 。

すなわち、放線菌ではN一末端のMetは翻訳後切除されることが明らかとなった。

lanes

1; M.W. size marker

2; purified BAT from S. lividans [pMSA-4]

(B)

blmB gene GTGACCGAACACCCGCGGGCGCACACGGCACAC

the putative aa sequence MetThrGluHisproArgAlaHisThrAlaHIS

l 10

isolated protein ThrGluHisproArgAl aHisThrAlaHxs

図10.放線菌S. lividans [pMSA-4]より単離精製されたBAT

(A) SDS-PAGE解析(B) N-末端アミノ酸シークエンス

第八節　Bm生産菌におけるBmの生産と自己耐性遺伝子の発現時期の相関性

Bm生産菌S. verticillusにおけるBmの生産と二種類の自己耐性遺伝子、肋1Aお

よびbhnBの発現時期を調べたo Bmの生産はBacillus (B.) subtilisを被検菌としたバ

イオアッセイ法で求め、自己耐性遺伝子の発現は第六節において作製した抗BATモノ

クローナル抗体および既に取得した抗BLMAモノクローナル抗体を用いたウエスタン

解析法により検出したoその結果、 blmAおよびbh了沼南耐性遺伝子は、培養開始36

時間後の対数増殖期後期にBmの生産が開始されると同時に発現していることが分かっ

た(図11) 。
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図11. Bm生産菌S. verticillusにおける抗生物質生産と自己耐性遺伝子の発現

Bmの生産量は培養上清をB. subtilis胞子寒天プレート上においたカップに200 ul

注入し、 37℃にて培養後、阻止円の直径を測定することにより求めた. BLMAおよ

びBATの発現は、モノクローナル抗体を用いたウエスタン解析により検出した.

a) Packed cell volume (%), b) Ir血ibition zone diameter (mm)

第九節　考察

本研究では、 Bm生産菌S. verticillusATCC15003が産生するBATをMBPとの

融合蛋白質として大腸菌にて大量発現させることに成功した。大量発現させたMBP/

BATより単一蛋白質として精製したfBATはN-末端に6個のアミノ酸が付加されてい

るにもかかわらず、 Bmアセチル化能を有していた　fBATの活性は、チオール酵素阻

害物質であるPCMB,セリン酵素阻害剤であるPMSF,金属イオンキレート剤EDTA

および2-mercaptoethanolの添加によりほとんど影響を受けなかった(表1) 。これ

らの結果から, fBATの触媒部位にはセリンおよびシステイン残基は存在せず、活性に

は金属イオンを必要としないことが示唆された。また、 Zn2+により酵素活性が完全に

阻害されたことは、 Zn2+がfBATに結合することにより、 fBATの立体構造が変化した

ためであると推測される。本酵素は、 10mMTris-HCl(pH7.65)中37℃にて10分間

放置することにより80%以上の活性が失われたので、かなり熱に対して不安定である

と考えられる(図7) 。しかし、本酵素を大腸菌において生産させたときの培養温度は

37℃であり,その状態では活性は保たれている。今回の温度安定性の実験は、基質が

存在しない状態での温度安定性である。実際,基質であるAcCaAを共存させて37℃

にて10分放置した場合、本酵素活性は確かに保たれていた(datanot shown)c　これと

同様に、 AcCoA存在下では蛋白質が安定に保たれるという現象がヒトのHistone ac-

etyltransferaseにおいて報告されている[Herrera eta/., 1997] 。 fBATはPemを基
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質とするが、 Bmのbit士止azole環の一つが還元型になっているPhmおよびBnlのN一

末端アミン側鎖をもたない蝕を基質としなかった(表2) 。この結果より、 BATの

Bmに対する基質特異性は高く(Km-13 ^M) 、基質の認識または結合にN-末端アミン

側鎖部分が関与していると示唆された。

MBP/BATをマウスに免疫して作製した抗BATモノクローナル抗体923-2は、

BATに対する認識特異性が高いことが分かった(図9) 。この抗体を用いてBm生産

菌S. verticillus ATCC15003において、 blmAおよび地了娼両耐性遺伝子は対数増殖期

後期にBmの生産が開始されるのと同時に発現していることを明らかにした(図11)

一般的に抗生物質の生合成と自己耐性に関わる遺伝子はクラスターを形成しておりその

発現は同時に調節されている[Motamedi and Hutc士血son, 1987; Chater and BruL

on, 1985]すなわち、自己生産抗生物質の生産が始まるのと同時に、それによるダメ

ージを受けないために耐性遺伝子が発現する。 Bm生産菌においてBmの生産と自己耐

性遺伝子の発現が同時期に始まることから、 Bm生合成遺伝子と自己耐性遺伝子がクラ

スターを形成し、同時に発現調節を受けているものと示唆された。

Bm生産菌はBLMAとBATの二つの耐性因子を持っているが、 BLMAはBmと

1 : 1のモル比で結合しBmを不活化するためBmの不活化効率は非常に悪い。また、

BLMA存在下でもBATはBmをアセチル化できるという結果も得られている(data

not shown)c　これらのことから、 Bm生産菌におけるBmに対する自己耐性にはBAT

が優位に働いていると考えられる.では、なぜBm生産菌がBLmを産生しているの

だろうか? umAを導入した大腸菌においてBmがβ-lac也mase遺伝子の発現を誘導

する現象が報告されている[Yuasaetal., 1995]ことから、 BLMAは自己耐性園子とし

ての機能以外の機能、例えば遺伝子の発現調節などを備えていると考えられている。ま

た、筆者はBm生産菌であるS. verticillusの菌体と不活化型のN-acetylBmとをイン

キュベ-トするとBmの抗菌活性が回復するという現象も見出している(datanot

shown)。この現象は、 S. verticillusがAT-acetyl Bm deacetylaseを産生していること

を示唆する。 Bm生合成においても序章で述べたように、アセチル化された不活化型の

前駆体として生合成され菌体外に分泌される際、アセチル基が加水分解されて活性型

三3mに変換される生合成経路をとっている可能性が十分考えられるO

抗生物質生産菌が自己耐性因子として持っているアセチル化酵素遺伝子のほとんど

がアミノ基をアセチル化する酵素であり, Km生産菌S. kanamyceticus [Nakano et

al., 1984]、 neomycin生産菌S. fradlae [Salauze etal., 1991]、 Pm生産菌S. albαか

ger [Lacalle et al, 1989]、 Bs生産菌Streptoverticillum sp. [Perez-Gor混alez et a/.,

1990]、 nourseothricin生産菌S. noursei [Krugel et al., 1993]、 phospl滋nothricin

生産菌S. viridochromogenes [Wohlleben et alり1988]などからクローニングされ遺
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伝子レベルで解析されているが、蛋白質レベルでの解析はあまり進んでいない。それに

対して、大腸菌のプラスミドからクローニングされたCpの水酸基をアセテル化する酵

素、 Cp acetyltransferase (CAT) 、の研究はかなり進んでいる　CATはすでに結晶化

が行われ、その立体構造およびアセチル化の分子機構が明らかにされている[Leslie,

1990]　本研究でBATを大腸菌において大量に発現させ取得する系を確立したので,

今後、 BATを結晶化しⅩ線結晶構造解析によりその立体構造を明らかにすることによ

り、 Bmアセチル化の分子機構の解明が期待される。
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【第二章】

Blasticidin S生産菌の産生するPuromycin不活化酵素

-その精製および酵素学的諸性質-

第一節　緒言

puromycin (Pm) (図12)は、 S. albonigerにより生産されるaminonucleoside

系抗生物質であり、微生物や真核削包の蛋白質合成を阻害しその増殖を抑制する[Por-

ter etal., 1952; Jardetzky, 1963]cその作用メカニズムは、 nnの構造が蛋白質合成の

中間体であるaminoacyl-tRNAのアミノ酸末端に類似しているため、リボソームにお

いてaminoacyトtRNAの代わりにfhlが合成途中のペプチド鎖と結合することに起因

する。つまり、 nTlが結合したペプチド鎖は、もはやリボソームに結合できなくなる結

果、蛋白質の合成が阻害されるのである[Cerna etsd., 1969; Harris etal., 1971]

Rn生産菌S. albonigerは自己耐性因子としてRIlアセテル化酵素を持っている[Paik

etal., 1985]本酵素はAcCoA存在下でPmの0-methyl-Ltyrosine残基のアミノ

基をアセチル化する[Varaeta/., 1985]

fhlと同じaminonucleoside系抗生物質であるblasticidinS (Bs) (図12)は、 S.

morookaensisによって生産され、微生物や真核細胞の増殖を阻害する[Yamaguchi et

al., 1965] 。 BsはPmと同様に蛋白質合成過程のペプチド伸長反応を阻害するが、その

作用メカニズムはPhと少し異なっており、 Bsはペプチド転移酵素を阻害する[Yam-

aguchiandTanaka, 1966; Sikorski etal., 1977] S癖amaらは、 Bs生産菌S. mo-

rookaensisJCM4673が菌体内に自己耐性因子としてBsアセチ)材ヒ酵素を持っており、

AcCoA存在下でBsをアセチル化して不活化することを明らかにした。さらに興味深

いことに、 P汀1生産菌S.albonigerの無細胞抽出液とRnをインキュベ-上したとき、

AcCoA存在下でのみ打nを不活化できるのに対して, S. morookaensisの無細胞抽出

液はAcCoA非存在下でもPmを不活化できることを兄い出した。すなわち、 Bs生産

菌は自己耐性因子としてBsアセチル化酵素を保有しているが、それとは異なった機構

でfhlを不括化する酵素を産生しているのであるo実際に、精製したBsアセチル化酵

素はPmを基質としないことが明らかにされた[Sugiyamaetai., 1986]

本研究では、 Bs生産菌S. morookaensisが産生するRIl不活化酵素の機能を、

Pmの不活化産物の化学構造を決定することにより明らかにした.さらに、 S.moroo-

kaensisより本不活化酵素を精製し、その酵素学的諸性質を調べた。
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図12.ブラステイシジンSおよびビューロマイシンの構造

第二節　S. morookaensisにおけるnn不活化酵素の産生時期

まず、 S. morookaensisのPm不活化酵素の産生時期を調べた　S. morookaensis

をYEME培地で30℃にて培養し24時間おきに菌体を集め、その無細胞抽出液のPm

不活化酵素活性をB. cereusを被検菌としたバイオアッセイ法により測定した.この結

果、 P汀1不活化酵素の発現は培養開始24時間後の対数増殖期後期から始まり、 96時間

で最大となりその後徐々に減少していくことが分かった(図13)
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図13. S. morookaensisにおけるPm不活化酵素の産生時期
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第三節　Pnl不活化酵素の機能

RllをS. morookaensisの無細胞抽出液とインキュベ-上した後、 Pmの不活化産

物をTLCにより分析すると、 Rf値0.41と0.27の位置に2つのスポットが得られるこ

とからPmが加水分解されていると考えた。 Pm分子内に存在するpuromycinamin-

onucleoside (Pit血)と0-methyl-L-tyrosine (0-Me-Tyr) (図14)との問のペプチ

ド結合が最も加水分解される可能性が高いと予想されたので、それぞれの標晶を

SIGMA社より購入しそれらと共にTLCを行った.その結果、 fhl不活化産物のfU値

はそれらの標品と一致した(図15)

OCR,

9　　　　　　　5サ

3" CHp
l

H2N- CH- COOH
2-　　1"

NH2　OH

PmAn O- Me-T yr

lanes,

lこpuromycm

2; inactivated products from pu∫omycm

3 ; puromycin ammonucleoside

4; 0-mcthyLLtvrosme

TLC plate : silica gel 60 F254- (Merck)

Solvent : n-butano!トmethanol-2N ammonia (6 : 1 : 1)

Detection : UV 254 run

図14. Pi11Anおよび0-Me-Tyrの構造　　　　図15. Pm不活化産物のTLCによる解析

さらに、 Pmの不活化産物および標品を逆相ODSカラム(Wakosil 5C18-200T,

WakoPureChemical)を用いたHPLCにより分析した(図16) 。 Pmの2個の不活化

産物(ピークAおよびC)の保持時間は、それぞれ標品のPmAn (ピークAy)および

0-Me-Tyr (ピークC')保持時間と一致したo　なお、ピークBは、未反応のfhlであ

る.これらの結果から、 Rn不活化産物AはPmAn、 CはO-Me-Tyrであると示唆さ

れた。さらに、 HPLCによりこれらの不活化産物のピークを分取し精製した.ピーク

AおよびピークCから精製した化合物をそれぞれ、不活化産物Aおよび不括化産物C

と命名した。

次に、精製した不活化産物Aおよび不活化産物Cの構造をそれぞれPmAnおよび

0-Me-Tyrと比較することによる同定を試みたO　まず、 fast atombonbardmentイオ

ン化法によるマススペクトル(FAB-MS)を測定した結果,不活化産物Aおよび不活化

産物Cの分子イオンピーク([M+H]+)はそれぞれm/z 295および196であった。それ

らは、 PmAnおよび0-Me-Tyrの分子イオンピークと一致した。また、フラグメンテ

ーションパターンもそれぞれの標品と一致した(datanotshown)c　次に、不活化産物

Aおよび不活化産物Cとそれぞれの標品の'H-NMRを重水中pD 3.0において測定し
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た。その結果、ケミカルシフトおよびカップリング定数はそれぞれの標品の値と一致し

た(表3) o　さらに、不活化産物Aおよび不活化産物Cの比旋光度、 UV吸収スペク

トルもそれぞれPmAn串よび0-Me-Tyrと一致した(datanot shown)c　これらの結

果から、不括化産物AはPmAn、不活化産物Cは0-Me-Tyrであると同定した。す

なわち、 S. morookaensisが産生しているRIl不活化酵素はPm分子のnT血と

0-Me-Tyr間のアミド結合を加水分解する酵素であることが分かった。

(A)

0　　　　　　5　　　　　10　　　　　15　　　　　20

Retention time (min)

(B)

-・-・-　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　.--.-.-　　　　　　　-

0　　　　　　5　　　　　10　　　　　15　　　　　　20

Retention time (min)

図16. Pm不活化産物のHPIJCによる解析

(A) Pm不活化産物

(B) Pm , PmAnおよび0-Me-Tyrの標品,ピークA- ; PmAri, B'; Pm, C ; O~Me-Tyr

条件: Column ; Wakosil 5C-18-200T (¢ 4_6×250 mm, Wako Pure Chemical),

Flow rate ; 1.0 ml/min, Mobile phase ; acetonitril : 0.1 % trifluoroacetic acid (6 : 94)
Column temperature ; 45℃, Detection ; UV260 nm

表3. Pm不活化産物(A, C)と標品(Pnu加, OMe-Tyr)-の1H-NMRスペクトルの比較

Position Substance A PmAn Substance C O-Me-Tyr

2

8

r

2'

31

4-

5'

8.20 s　*

8.32　s

6.16d　(4.6)

5.05 dd (4.6,6.8)

4.22 dd (6.1,6.8)

4.55 ddd (2.9, 3.7, 6.1)

4.01 dd (2.9, 12.9)

3.89 dd (3.7, 12.9)

8.31 s

8.42　s

6.21 d

5.糾dd
4.23　dd

4.51 ddd

3.97 dd

3.85 dd

3.56 brs

(3.9)

(3.9, 6.6)

(6.3, 6.6)

(2.9, 3.7, 6.3)

(2.9, 12.9)

(3.7, 12.9

3.97 dd (5.1,7.巨

3.22 dd (5.1, 14

3.07 dd (7.8, 14

7.24 d (8.8)

6.99 d (8.8)

3.82　s

8)

6)

6)

4.08 dd (5.4,l.t

3.25 dd (5,4, 14

3.ll dd (7.6,14

7.26 d (8.8)

7.01 d (8.8)
3.83　s

米oh, multiplicity, coupling constants (Hz)
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第四節　Pm加水分解酵素の精製

S. morookaensisをYEME培地12 Lで30 ℃にて4日間培養し、無細胞抽出液を

調製した。得られた無細胞抽出液に最終濃度0.9Mとなるよう固形のammonium

sulfateを加え30分間撹拝した　30,000×gにて30分間の遠心により得られた上活

をPhenyl-Sepharose CL-4B (Pharmacia)疎水性クロマトグラフィーカラムにかけ、

0.9-0Mammoniumsulfateのリニアグラジエントにて溶出した。次に、活性画分を

DEAE-Sepharose CL-6B (Pharmacia)イオン交換カラムにかけ、 0-1.0 M NaClのリ

ニアゲラジエントで溶出した。得られた活性画分をEther-Toyopearl 650 (TOSOH)疎

水性クロマトグラフィーカラムにかけ、 1.4-1.2Mammoniumsulfateのリニアグラ

ジエントで溶出させた。次に、活性画分を濃縮後、 FractogelEMDDEAE-650 (Mer-

ck)イオン交換カラムにかけ、 0.15M).35MNaClのリニアグラジエントで溶出した。

活性画分を濃縮し、最後に、 Toyopearl HW-55 (TOSOH)ゲル波過カラムにかけた。

これらのカラムの中で、疎水性クロマトグラフィーのEther-Toyopearl650カラムが

精製にかなり有効であることが分かった。これらの結果、 Pm加水分解酵素は無細胞抽

出液より28%の回収率で307倍に精製され、単一蛋白質として得ることに成功した

(表4,図17)c

表4. Pm加水分解酵素の精製

Total T otal Specifi c Puri ficati on Acti vity

Step protei n acti v i ty activi ty yield

(mg)　　(units)　　(units/mg)　　(fold)　　　(%)

Cell-free extract　　　　　　　　6394　　　　　172　　　　　　0.03

Phenyl-Sepharose CL4B　　　528　　　146　　　　　0.28

DEAE-Sepharose CL-6B　　　1 69　　　1 25　　　　　0.74

1.0 K甲

9.3　　　　　　　85

24.7　　　　　　　73

EtheトToyopearl 650　　　　　24.9　　　　94.3　　　　3.79　　　　126

Fractogel EMD DEAE-650　　14.4　　　　80. 1　　　5.56　　　　185

Toyopearl HW-55　　　　　　　5。　　　47.9　　　　9-2 1　　　　307
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lanes,

1; M.W. size maker

2; the enzyme fractions from final step

3 ; the active fractions from Fractogel EMD DEAE-650 column

4; the active fractions from Ether-Toyopearf 650 column

5; the active fractions from DEAE-Sepharose CL-6B column

6; the active fractions from Phenyl-Sepharose CL-4B column

7; the cell-free extract from 5. morookaensis

図17.各精製段階におけるタンパク質のSDS-PAGEによる解析

第五節　Pm加水分解酵素の諸性質

得られたPm加水分解酵素の分子量はSDS-PAGEより68 kDa、 Toyopearl

HW-55カラムによるゲル波過より66kDaと求められた.ゲル等電点電気泳動から等

電点は6.4と求められた0本酵素のpH依存性をsodium phosphate buffer、 Tris-

HCl bufferおよびsodium carbonate bufferを用いて調べた結果、至適pHは8.0で

あった(図18)　次に、本酵素反応の至適温度を調べた結果、至適温度は45℃であっ

た(図19)　また、温度安定性を50mMTris-HCl(pH7.65)中、 15-60℃にて15

分間インキュベ-ト後の残存活性を調べることによって検討した.その結果、 45℃以

下では80 %以上の活性が残っていたが、 55 ℃ではその活性は完全に失われた(図20)

100

二　sII
と、

蝣B　60

CJ
也

.竺4O
義
qJ

〔ピ　20

図18. Pm加水分解酵素活性に与えるpHの影響
20 mM sodium phosphate buffer (pH b.5-7.0)

20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5-9.5)

20 mM sodium carbonate buffer (pH 9.0-U)
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図19. Pm加水分解酵素活性に対する温度の影響　　　　図20. Pm加水分解酵素の温度安定性
50 mMTris-HCl buffer (pH 7.65)中各温度
にて15分間放置後の残存活性を測定したー

第六節　Rrl加水分解酵素活性に与える金属イオンおよび阻害剤の影響

RIl加水分解酵素の活性測定反応液に各1 mMの金属イオンを加えて酵素活性を測

定した。その結果、 Zn ,Fe"十Cu^およびHg,2+の添加によって酵素活性はほぼ完全

に阻害され、また、 Co2+の添加により85%ほど阻害された(表5) 。次に、 1mMの

各阻害剤とPm加水分解酵素を37℃にて10分間インキュベ-ト後、活性測定を行っ

た.その結果、八「bromosuccir五mideおよびJV-ethylmaleimideの添加によって完全

に阻害され、 iodoacetic acid、 PCMB、 PMSFおよびdiisopropyl fluorophosphate

(DIFP)の添加によりわずかに阻害された　EDTAおよび0-phenanthrolineの添加は

酵素活性にほとんど影響しなかったo　また, dithiothreitol (DTT)の添加により酵素活

性が38%ほど上昇した(表6) 0

表5. Pm加水分解酵素活性に与える金属イオンの影響

Metal ions Concentration (mM)　　Residual activity ( %)

None

MnCl,

CaCl,

BaCl,

MgCl,

CoCl,

HgCl2

CuCU

FeCU

ZnClっ

0

1.0

1.0

.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

100

iiei

103

98

97

15

6

5

3

0

・>')



表6. Pm加水分解酵素活性に与える阻害剤の影響

Inhibitors Concentration (mM)　　Residual activi ty (%)

none

ethyl enedi am i netetraaceti c acid

O- phenanthroli ne

di thiothreitol

iodoacetic acid

/>-chl oromercuri be nzoic acid

phenylmethylsulfonyl fluoride

di i sopropyl fluorophosphate

jV-ethylmaleim ide

N- bromos ucci ni mide

0

1.0

10.0

I.0

1.0

1.0

1ー0

1.0

1.0

1.0

1.0

100

100

93

95

138

86

66

57

41

21
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第七節　fhl加水分解酵素の基質特異性

本酵素は加水分解酵素であることが明らかとなったので、蛋白質および分子内にア

ミド結合を持つ抗生物質を加水分解するか否か調べた。その結果、本酵素はcazein,

gelatin, bovine serum albumin, hemoglobinおよびovalbuminなどの蛋白質に対す

る加水分解活性は示さなかったo　また、 Bs, ampicillin, amoxicillin, Cpおよびviomy-

cinを本酵素と37℃にてインキュベ-上した結果、その抗菌活性は失われなかった。

第八節　Rrl加水分解酵素のN一末端アミノ酸シークエンスおよびホモロジー検索

精製したPm加水分解酵素のN一末端アミノ酸配列を解析したところ、 Val-Ser-

ThrJua-Pro-Tyr-Gly-Ala-Trp-Gln-Ser-Pro-蝣Ile-Aspまでの14アミノ酸配列を決定

することができた。この配列をFastaprogram [Pearsonand lipman, 1988]を用いて

蛋白質データ-ベース(PIR, SWISS-PROT)との間でホモロジー検索を行った結果、

Epstein-Barrvirusの転写活性化因子であるBZLF l蛋白質[Schepers etal, 1993]の

I-・部と57.1%の相同性が認められた。しかし、他の加水分解酵素との相同性は認めら

れなかった。

第九節　考察

本研究においてBs生産菌S. morookaensisが菌体内に、 Pmを不活化する酵素を

生産していること明らかにした。さらにその酵素により不活化された産物を精製し構造
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を決定したOその結果、本酵素はnrl分子内のPmAnと0-Me-Tyr問のアミド結合を

加水分解することによりfhlを不活化すること明らかにした　S.morookaensisの無細

胞抽出液よりRrl加水分解酵素を単一蛋白質として精製することに成功した(図17)

本酵素の分子量はSDS-PAGEより68kDa、ゲル櫨過より66kDaと求められことから、

本酵素は単量体であると示唆された。本酵素は、 DTr存在下では安定であり、チオー

ル基阻害剤であるJV-ethylmaleimide, PCMB, iodoacetic acidおよび重金属により阻

害されたことから活性中心にシステイン残基が関与していると示唆された。また、トリ

プトファンの特異的修飾試薬であるN-bromosuccinimideやセリン酵素阻害剤である

PMSFおよびDIFPにも阻害されたことからトリプトファンやセリン残基が触媒部位に

存在している可能性が高い　EDTAおよび0-phenanthrolineの添加により本酵素活

性は阻害されなかったことは、本酵素の活性には金属イオンは必要としないことを示唆

する(表5,6)　本酵素の至適温度は45℃と求められたが、 50℃になると活性がお

よそ50%まで減少している。これは本酵素は45℃までは安定であるが50℃になる

と急速に失活するためであると思われる(図19, 20)

抗生物質加水分解酵素は、ヒトを含む動物細胞が持ち、 Bmのカルポキシアミド結

合を加水分解するBm hydrolase [Takeda et al., 1996; Bromme et al., 1996]、細菌が

待ちβ-ラクタム剤のβ-ラクタム環を加水分解するβ」actamase [Rosdahl,、1973] 、 Cp

生産菌S. venezuelaeが自己耐性園子として産生するCp加水分解酵素[Mosher eta/.,

1990]、大腸菌が産生するEm esterase [Barthelemy etal., 1984]などが報告されてい

る。 Bm hydroraseについての研究は盛んに行われており、本酵素はaminopeptidase

が基質とするaminoacyl β-naphthylamideやaminoacyl j>-nitroanilideを基質として

認識し、チオール阻害剤により顕著に阻害されることから、活性中心がシステイン残基

のaminopeptidaseであることが明らかになっている[Nishimuraetal., 1989]すな

わち、本来aminopeptidaseとして働いている酵素がBmを基質として認識するのであ

る。本研究で用いたBs生産菌がPm不活化酵素を産生する必然性は考えにくい。 Bs生

産菌が持つPm加水分解酵素もBm hydrolaseと同様に、 aminopeptidaseがたまたま

Pmを基質として認識しているのかも知れない　Pm加水分解酵素のN一末端14残基の

アミノ酸配列は、 Epstein-Ba汀virusの転写活性化因子であるBZLF l蛋白質と相同性

が認められたが、他の加水分解酵素との相同性は認められなかった。 14アミノ酸配列

のみでは情報が少ないために相同性を検討するのは無理がある。今後、アミノ酸配列を

さらに詳しく比較するためには本酵素をコードするDNA塩基配列が必要であるため、

現在S. morookaensisの染色体DNAより本酵素をコードする遺伝子のクローニングを

試みている。
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【第三章】

D-Cycloserine生産菌Streptomyces garyphalusからの

自己耐性遺伝子のクローニングと遺伝子解析

第一節　緒言

細菌の細胞壁の基本構造をなすペプチドダリカンにはD-alanine (D-Ala)やD-gl-

utamicacidなどのD-アミノ酸が含まれており、これらのD-アミノ酸は細菌が増殖す

るために必須である　D-Alaはへプチドグリカン生合成の最初のステップとして、細胞

質に存在するD-Alaracernase [Jurius et a/., 1970]によってL-Alaから合成される。

次に、 2分子のD-AlaはD-Ala-D-AlaligaseによってD-Ala-D」uaへと変換され、こ

のジペプチドがペプチドダリカンの生合成に利用される[Neuhaus, 1962] 。 D-cyclo-

serine (Cs) (図21)は、その化学構造がD-Alaの構造と類似しているため、 D-Ala

racemaseおよびD-Ala-D-Ala且gase活性を競合的に阻害する結果、細菌の細胞壁合成

を阻害し、死滅させる[Neuhaus and Lynch, 1964; Lambert and Neuhaus, 1972] 。

本抗生物質は、 S.garyphalusにより生産される抗生物質であり、臨床では結核菌感染

症の治療に用いられている。 Csは新しい抗生物質をデザインする上で興味深い物質と

言えるOなぜなら、噛乳動物の細胞にはペプチドダリカンは存在せず、また、 Alarac-

emaseの存在も知られていないことから、 Csの細菌に対する選択毒性が高いうえに、

Cs耐性菌に関する問題はほとんどないからである。このように、 Csは感染症治療薬と

しては明らかに有効であるが、時に副作用として精神障害や神経障害などを引き起こす

危険性があるために使用には注意が必要である。副作用の原因としては、 Csが脳神経

の伝達に関与しているN-methyl-D-aspartate (NMDA)レセプターに結合することで、

その機能を元進したり汀hompson etal., 1992] 、神経伝達物質であるγ-aminobutyric

acid(GABA)の代謝・合成酵素を阻害したりすることに起因すると考えられている

[Wood eta/., 1978] 0

本研究においては、 Cs生産菌S.g耶vhalusがいかなるメカニズムで自己の産生

するCsの致死的作用から生体防御しているかを解明することを目的とした。それに関

して, S. g印<halusにCs耐性のAlaracemase

の存在が示唆されている[Svensson and Gaten-

beck, 1981]。しかしながら、それについての明

瞭な結果は得られていないことから、まず、 S.

garyphalus染色体DNAからショットガンタロ
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-ニング法によりCsに対する自己耐性遺伝子のクローニングを行った.さらに、得ら

れたCs耐性遺伝子の全塩基配列を決定後,その遺伝子産物の機能および諸性質につい

て調べた。

第二節　Cs生産菌S.garyphalus染色体DNAからの自己耐性遺伝子のクローニング

まず、 cs生産菌S. garyphalusの染色体DNAをBamHl, BglllおよびSadを用い、

それぞれ単独で消化した。それぞれの断片を放線菌用クローニングベクターpU702を

またはおcIで消化したものに挿入し、宿主としてのS.livl血S66のプロトプラ

ストに導入した。このプロトプラスト溶液をR5再生培地にまき、 31℃にて18時間培

養後、 thiostrepton (Ts)溶液(100ドg/ml)を1rnl重層したoさらに2日間培養し、出

現してきたコロニーをCs 1,000帽/rnlを含むNB寒天培地に移し、 31 ℃にて96時間

培養した。ここで増殖したコロニーをCs耐性の形質転換体とした。その結果、 S.gar-

yphalusの染色体DNAを加HIで消化し、 Bglllで消化したpLJ702に挿入したもの

にCs耐性を示す形質転換体が得られた。この形質転換体よりプラスミドDNAを分離

後、解析したところ、 3.5kbのDNA断片が挿入されていることが分かった。このプラ

スミドをpKM3と命名した。図22にはその制限酵素地図を示した0

Bg M IBamHI BamUHBg lll

協S. garyphalus chromosomal DNA
-　pIJ702

図22.プラスミドpKM3の制限酵素地図

第三節　クローニングした3.5kbDNA断片の全塩基配列の決定

プラスミドpKM3をSphlおよびSadで二重消化することで、約3.8kbDNA断

片を切り出したO　このDNA断片の末端をT4DNApolymeraseで平滑化後、大腸菌の

ベクターpUC118の触Iサイトに挿入し、大腸菌JM109株に導入した。このとき、

DNA断片が逆方向に挿入された2種類のプラスミドが得られ、それらをp118CSRお

よびp118CSRRと命名した。次に、これらのプラスミドをSphlおよびBamHlで二重

消化し、 Exonuclease IIIおよびMung been nucleaseを作用させてプラスミドをデ

レーションしたO　デレーションプラスミドを大腸菌JM109株に導入後、約200bpず

26



つ削れたデレーションプラスミドミュータントを取得した。得られたデレーションミュ

ータントにヘルパーファージM13K07を感染させて一本鎖DNAを調製後、ジデオキ

シ法[Sangeretal., 1977]により、 ALF II DNA自動シークエンサー(Pharmacia)を用

いて、全塩基配列3,472bpを決定した(図23)

二;‡撰
-仁一-　　　　　The arrows indicate the direction and extent of sequencing.

図23, 3.5 kb BamHトBamHI断片の塩基配列決定法

第四節　クローニングした3.5kbDNA断片の遺伝子解析

一般的に、放線菌の染色体DNAのGC含量は約70-75%と高く、そのGC含量

に反映してアミノ酸を決定するコドンの第三番目の塩基のGC含有率は90 %以上となっ

ている。この特徴を利用したFrameanalysisprogram [Bibb etal., 1984]を用いて

openreading frame (ORF)を予測した結果、 4つの完全なORF (B, C, D, E)に加えて、

5tおよび3-末端にそれぞれORFの一部仏F)の存在が示唆された(図24, 25)

Fastaprogramを用いて、それぞれのORFおよび不完全ORFの塩基配列から予想さ

れるアミノ酸配列を蛋白質データ-ベース(PIR, SWISS-PROT)との間でホモロジー検

索を行った。

ORFAをコードするorfAは、 3●末端側246bpがクローニングされており、その

塩基配列から予想される81アミノ酸から成る蛋白質は、大腸菌のD-Ala-D-Ala止gase

(DdlB) [Zawadzke etal., 1991]のC-末端嶺域と34.9 %の相同性[71 aa(アミノ酸)

overlap]が認められた。　方、 ORFBをコードする903bpのorfBは、 orfAの終止コ

ドンから33bp下流に存在し、開始コドンATGの上流にはRibosomebindingsite

(RBS)と考えられる配列(GGA)が存在していた。 o感の塩基配列から予想される300

アミノ酸から成る蛋白質は、アミノ酸配列から予想される分子量が31kDa、等電点が

ll.1であった。本蛋白質は、ホモロジー検索の結果、大腸菌のfosmidomycin(Fm)耐

性遺伝子(32.8 %, identity, 134 aa overlap) [Fujisaki et al., 1996] 、 Erwinia chrysa-

nthemiのpecM protein (22.7 %, identity, 278 aa overlap) [Reverchon et al.,
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1994]との相同性が認められた。さらに、 orfCおよびodDは、他の遺伝子とは異なり

逆方向に転写されている可能性が極めて高い　orfCは開始コドンGTGで始まり終止

コドンTGAで終わる357bpの遺伝子であり、開始コドンの11bp上流にはRBSと考

えられる配列(GGAGG)が存在する。塩基配列より予想される118アミノ酸から成る蛋

白質の予想分子量は12kDa,また、等電点は5.8であった　ORFCと高い相同性が認

められる蛋白質はPIRおよびSWISS-PROTデータ-ベース中には存在しなかった。

OがDは開始コドンATGで始まり終止コドンTGAで終わる606bpの遺伝子であり、

開始コドンの12bp上流にはRBSと考えられる配列(GAG)が存在する。塩基配列より

予想される201アミノ酸から成る蛋白質の推定分子量は22kDa、等電点は6.6であっ

たoホモロジー検索の結果、 Rhodobacter sphaeroid.esのphosphatidylethanolam-

ine methyltransferase (30.3 %, identity, 188 aa overlap) [Arondel et al., 1993]お

よび大腸菌のbiotin biosynthetic er沼y汀Ie (bioC) (26.7 %, identity, 176 aa overlap)

[Otsukaetal., 1988]との間で相同性が認められた。 orfEは開始コドンATGで始まり

終止コドンTGAで終わる267bpの遺伝子であり、塩基配列より予想される88アミノ

酸から成る蛋白質の推定分子量は9.4kDa、また、等電点は3.8であった。ホモロジー

検索の結果、 Salmonella如'himuriumのethanolamine utilization protein (ETUJ)

(33.3 %, identity, 87 aa overlap) [Stojiljkovic etal., 1995]のアミノ酸配列の一部と相

同性が認められた　orfFは開始コドンGmで始まる遺伝子であり、 51末端側の490

bpがクローニングされていると考えられる。開始コドンの8bp上流にはRBSと考え

られる配列(GGA)が存在するO　塩基配列より予想される蛋白質のN一末端163アミノ

酸配列のホモロジー検索の結果、データ-ベース中の蛋白質と高い相同性をもつもの

はなかった。

EcoRW BamW

蒜」毒J
ORF F

partial

BamM Pstl Kpnl

I*.-I-*蝣

ORF A ORF B

partial

罫ヽ
-

c

≡

I 62.5
⊆コ
O
U

L)
O

ORF D ORF E

N3<,N2>　　　　き　　N 1 <N3>　　　　　　　N2<,Nl >

図24. GCプロット(Frame analysis)による3.5 kb塩基配列の解析
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or/A
P E E F A S R L Q Q L A L R A H E A L G F G P H T Y S R A

90

cc℡AGGGGCTC CTCAAGC GGAGGGC AGAGGTCGTCGAGC GGGACGCGC GCGTGC TCC GGGACC CGAAGC CGGGC GTGTGGATGAGC GCGC

D F R C D A A G E P M C L E V N A L P G L T A T S L L P L G

CCGACTTCCGCTGTGACGCGGCGGGCGAGCCCATGTGCCTGGAGGTCAACGCCCTCCCCGGCCTGACCGCCACCAGCCTGCTGCCGCTCG　1 8 0

GGCTGAAGGCGACACTGCGC CGC CCGCTCGGGTACAC GGACCTCCAGTTGCGGGAGGGGCCGGACTGGCGGTGGTCGGAC GACGGC GAGC

A S G A G W T Y A D L A E R I V S L A T R　***

270

CCCGGAGGCCGCGCCC GAC CTGGATGC GGCTGGACC GGC TCGCGTAGCACAGGGAGCGGTGGGCGAC℡GGGTGGCTAGGCGAGAGTTGGC

orfB

RBS M D A Q H S T L T L T R I S P L S N G T F L A A L G V

A℡(呈喝串TCA翌OGATGCACAGCACAGCACGCTCACACTGACACGAATATC GCCGTTATC GAACGGGAC GTTCC TC GCCGCCC TCGGCG　3 6 0
TACAC CCTTAGTAC CTAC GTGTC GTGTC GTGC GAGTGTGACTGTGCTTATAGCGGCAATAGC TTGC CCT GC AAGGAGCGGCGGGAGCC GC

A T F S F S F P G T V W A L D G F G P W S A A G V R G V L A

450

AGCGCTGCAAGAGGAAGTCG.AAGGGC CCGTGCCACAC CCGCGAGCTGC C CAAGCC GGGCAC CTC GC GGCGCCCTCAGGCGC CC CAGGACC

A L I A A A A L L W T R A P A P A R A D W P A L L V V A A G

540

GGC GGGAC TAGC GCCGC CGC CGGGACAACAC CTGGGCC C GTGGC C GGGGC C GCGCGC GGC TGACCGGGC GCGAC GAG CAGCAGCGGCGGC

C G I G F P L L T T L A Q T S S T A S王　S A V V I G L L P K

630

CCACGCC GTAGCCCAAGGGCGAC GAGTGGTGGGAGCGGG.ACGTCTGCAGCAGGTGCCGGGTGAGCCGGCAGC ACTAGC CGGACGACGGCT

A T A T I S A L R T R R S P S A V F W A A A G T G A L A V

720

ACCGGTGC C GC℡

V F T L S Q N R G R P T V A D L Y L F A A L L I C A A G Y A

TATG　810

AGCAGAAGTGGGACAGGGTCTTGGCCC CCGCAGGGTGC CAGCGC CTGGAGATGGAGAAGCGGCGGGAGG.ACTAGAC GC GGC GGC CGATAC

E G G R V S A H M P G W R V I A W G V V L A A P V N L A V S

CCGAAGGGGGGCGGGTCTCCGCGCACATGCCGGGCTGGCGCGTGATCGCCTGGGGGGTGGTGCTCGCCGCCCCGGTGAACCTGGCGGTGT　9 0 0

GGCTTC CC C CCGC CCAGA

A W A L P H E P V H L T A K A V V G M A Y I A A V S Q F G S

990

GGCGCACCCGCGAGGGCGTGC TCGGGCACGTGGAGTGC CGm CGGCACCACCC GTACCGCATGTAGCGGCGCCAGAGCGTCAAGCCGA

F V L W Y Q G　粥　　　　　　　　G V P R A S C) L Q L A Q P L L T L V W

CGTTCGTCCTCTGGTACCAGGGCATGGGC CGCATC GGGGTGCCC CGGGCGAGCCAGCTCCAGCTGGC GCAGCC GCTGCTGACGCTCGTCT 1 0 8 0

GCAAGCAGGAGACCATGGTCCCGTACCCGGCGTAGCCCCACGGGGCCCGCTCGGTCGAGGTCGACCGCGTCGGCGACGACTGCGAGCAGA

A V L L L G E H L T P A A P V T A V V V L A C I V V T Q R A

1170

CCCGGCAGGAGGACGAGCC GCTTGTGGAGTGCGGC CGGCGC GGCCAC TGC CGGCAGCAGCAGGAGCGGAC GTAGCACCAGTGCGTCGC CC

s s

CGCGGTCGTCGTGACGGAC TACGCGGGmCGCCGACCGGTGCGTCC C CGC CCCAGACGATCTCGAAGTACCTGACGCGC TCGT CC TG 1 2 6 0
GCGCCAGCAGCACTGCCTGATGCGCCCACCACGCGGCTGGCCACGCAGGGGCGGGGTCTGCTAGAGCTTCATGGACTGCGCGAGCAGGAC

TC C GGCCGGCC GCATACCGGCGGCC GTCATGAC GCGGTGGGACGCGA.GGTTGTCGTGGTCGGCGTCGCCCCGGACGCGGGTGGCGC CGTG 1 3 5 0

AGGCCGGCCGGCGTATGGCCGCCGGCAGTACTGCGCCACCCTGCGCTCCAACAGCACCAGCCGCAGCGGGGCCTGCGCCCACCGCGGCAC

***　　S A T P R S A G S A T

CGC GCGGGCGAAGC GCAGCAGTGCGCGCAGGGC CTC GGAGGC GTAGCGCTGCCGCGGGC CGAGGGGAC GAGGCC GTAGCC GATGGTGAC G 1 4 4 0

GC GCGCCCGC TTC GCGTC GTCACGC GC GTCCC GGAGCC TCC GCATCGCGACGGCGCC C GGC TC C CCTGC TC C GGCATCGGCTACCAC TGC

R A P S A C C H A C P R P P T A S G R A S P V L G Y G I T V

CAGCCGTTCTCGTCCGCCGCTCCGTGGAA.GCCCGCGCCGCCGATCGCGCGGCCGTCCTCGCGCAGGCGGATCTCG.AAGTCGCCGAACGGG 1 5 3 0

GTC GGCAAGAGCAGGCGGCGAGGCACCTTCGGGCGCGGC GGC TAGCGC GCC GGCAGGAGC GCGTCCGC CTAGAGCTTCAGCGGCTTGCCC

C G N E D A A G H F G A G G I A R G D E R L R I E F D G F P

TGGGGGTCACCGGlTATC CGCGCAGACGTCCAGGTAGCGCCGGGCGGCGAGCACGTCC CCGTCGGTGGGAHVCCC GGACGCCCACCGGTCA 1 6 2 0

ACCCCCAGTGGCCATAGGCGCGTCTGCAGGTCCATCGCGGCCCGCCGCTCGTGCAGGGGCAGCCACCCTATGGGCCTGCGGGTGGCCAGT

P D G T D A C V D L Y R R A A L V D G D T P Y G S A W R D

GCGGCGCCCGGCACACC CGCCACGACGC GTTCGGCCTCC CGGGCGGでCAGC GGGTGCAGTACGAGC CGTGCGGTCACGAGATCCCCCATG 1 7 1 0

CGCCGCGGGCCGTGTGGGCGGTGCTGCGCAAGCCGGAGGGCCCGCCAGTCGCCCACGTCATGCTCGGCACGCCAGTGCTCTAGGGGGTAC

A A V G A V orfC　諒「
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ACAGGGAGGACTATCACGCGTGCGGACC GGC CGCACGGAAATATGGGGTTCAGCCTCAC AGGGGATGATCGC CGGTAGGCCGTC CCGTCC 1 8 0 0

TGTC CCTCCTGATAGTGC GCACGCC TGGCCGGCGTGCCTTTATACCCCAAGTC GGAGTGTCC CCTACTAGC GGC CATCCGGCAGGGCAGG

P H D G T G T

GGGACCGGCGGC GGGCCAGCAGG℡GAGCGTCGAGGAAGCC GC GTGCGGAGGC C GGGTCGTGGAGCAGGCGGGC GAAC GGGGTGAGGCCGG 1 8 9 0

CC CTGGCCGC CGC CCGGTC GTCCACTCGCAGCTC CTTCGGCGCACGCCTC CGGCCCAGCACCTCGTCCGCCCGCT℡GCCCCACTCCGGCC

R S R R R H A p D H L L R L G

CC GC CGTGAGCAGTTC GGC GTAGCGGTC CGGCGGCCAGCTGTAGGCGGGC GTCACC TTGTGGTCGAAGC GGACCGGGTCCGGGC CGTCGG 1 9 8 0

GGCGGCACTCGTCAAGC C GCATCGC CAGGCC GCCGGTCGACATC CGC CC GCAGTGGAACAC CAGC TTC GC C TGGCCCAGGCC C GGCAGC C

A A T E A W S V K H D F R P G D

TCC CGAAGAAC GACACCAGGAGCAGGC C CC CGGGGGCCAGGAC GCGGGC CTGTTC GGC GAGGAGCGCGGGCAGTTC CC C GGGC GGGGTGT 2 0 7 0

AGGGCTTCTTGCTGTGGTC CTC GTC CGGGGGCCCCCGGTC CTGCGCCCGGACJiAGCCGC TCC TCGCGC CCGTCAAGGGGC CCGCCC CACA

T G F F S V L L G G A L V R Q E A L L A P L E G　　　　　℡

GGATGGTCGAGTAGTGGGC CAGCAC CCC GCCGAGCGCCCC GTC GGCGAGGGGCAGCTCCTCCATCCGGGCCTCGTCGAACCGCAGTTCC G　2 1 6 0

CCTAC C AGC TCATCA.C CC GGTCGTGGGGCGGCTCGCGGGGCAGCGGC TC CCC GTC GAGGAGGT,AGGCC CGGAGCAGCTTGGC GTCAAGGC

T S H A L G G D G L P L E A E

GATGGGCCC GCCGGGCGTGGGCGACCATGC CCGGGGAGAGGTCGAGCC C GAAGGC GTC CAGGCC CAGGTC GTGCAGCATGGCCGTGAGAT 2 2 5 0

C TACCCGGGCGGCCC GCACCCGCTGGTACGGGCCCCTCTCCAGCTC GGGCTTCCGCAGGTCC GGGTCCAGCACGTC GTACCGGCACTCTA

P H A R R A H A V　朋　G P S L D L G F A D L G L D H L M A T L

GCC CGGGCC CGCAAC CGACGTCGGCCACCCGGGTGTTCCCCGC CGC GCGCAC CAGCTC GGC GA邑GGTGCGGATCATGTTCCGCGC GAAGG 2 3 4 0

CGGGC CCGGGCGTTGGCTGCAGCCGGTGGGCCCACAAGGGGC GGCGCGCGTGGTCGAGCCGCTTCCACGCCTAGTACAAGGCGCGCTTCC

H G P G C G V D A V R N G A A R A F T R I　光　N R A F

GCTGC GCC TCC AGC CGC C GATCGGCG.AACATCGACGCGTACAGCTCGACGACCC CGTCGTAGGCGGCGC CGGTCTCGTCC TGGTGTTCCC　2 4 3 0

CGACGC GG.AGGTCGGCGGCTAGCC GCTTG℡AGC TGC GCATGTCGAGCTGCTGGGGCAGCATCCGCCGCGGCCAGAGCAGGACCACAAGGG

Q A E L R R D A F M OrfD RBS

orfE　推　A D

CCACGGGGAGGAAGCTAGCAGCCACC CACAAGACACGGCGC GGCGAACCATGGTTCGGGCGGGGGTGGTTC TAGCTTCTGTACA空母GCTG　2 5 2 0

GGTGCC CCTCC℡TC GATCGTCGGTGGGTGTTCTGTGCCGCGC CGC TTGGTACCARGCCCGCCC CCACCAAGATCGAAGACATGTACCGAC

M F E H A P Q V W　℡　A A R L R E A L A E L P D E T P I H V G

ACATGTTCGAGCAC GCCCCGCAGGTATGGACCGCC GCGCGGCTGC GTGAAGCTCTCGCGGAACTGC CCGAC GAGACACCGATCCAC GTCG　2 6 1 0

TGTACAAGCTCGTGCGGGGC GTC CAl℡AC C TGGCGGCGC GCCGAC GCACTTCGAGAGCGC CTTGAC GGGCTGCTCTGTGGC TAGGTGCAGC

V A 】〕　G P G D F D G Y G E Y V L V D A E P V E V D T D A 】⊃　G

GGGTCGCTGACGGGCC GGGTGAC TTC GAC GGGTACGGGGAGTAC GTC CTGGTGGAC GCC GAGCCC GTC GAGGTGGATACC GACGCCGACG　2 7 0 0

CCCAGCGACTGCCC GGCCCACTGAAGCTGCCCATGCCCCTCATGCAGGACCACCTGCGGC TCGGGCAGCTCCACCTATGGCTGCGGCでGC

V D G P P　ロ　V Q F T L F A D A R A G A Y V D　***

GCGTC GAC GGGCCGCCCCACGTCCAGTTCACGCTGTTCGCGGACGCCC GGGCCGGCGCCTACCACC TCGACGTCGACTGACGACGCCGGG　2 7 9 0

CGCAGCTGCCCGGCGGGGTGCAGGTCAAGTGCGACAAGCGC CTGCGGGCCCGGCCGCGGATGGTGGAGCTGCAGCTGACTGCTGCGGCC C

CACCGTGACAC GTC TGTGACGGGAACTGTGGCGTGCGCCACGGCC CGGTCC CGACGCC CTTGATGGGGTGGGCCCATGCGTCCACC CCAG　2 8 7 0

GTGGCAC TGTGCAGAC ACTGCCCTTGACACCGCAC GCGGTGCCGGGC CAGGGC TGCGGGAAC TAC CCCACCCGGGTAC GCAGGTGGGGTC

CGCCTCCTGCC GGCCC TCAC CGTCCTCCTCCTGCTCGCGGGATGCGGTGCCCC GGC GTC CGCACCCGC CGC GCC GCC CGC CGACGGGGTC　2 9 6 0

GCGGAGG.ACGGCC GGGAGTGGCAGGAGGAGGACGAGCGCCCTAC GCCACGGGGCCGCAGGCGTGGGCGGCGCGGCGGGC GGCTGC CCCAG

RBS orfF v T V P S G S G P G G H D S G　エ　S A

C些塾℡CACCTCG研GACCGTCCCCTCCGGCTCCGGCGGACCGGGCGGCCACGCCGATCCGCTCCCCGCCGGCGACTCCGGGATATCGGCC　3 0 5 0

GCC TAGTG GAGCC ACTGGCAGGGGAGGC CGAGGCC G CC T GGC C CGC C GGTGC GGCTAGGCGAGGGGCGGC C GCTGAGGC C CTATAGC C GG

A Y E V T H G G G A L L F D G E V　比　G N

GC CTACGAGGTCACCARCGGCGGCAGCGGGGC GTTGGC GTACACGATCCTGTTCGACTTCAC CAC CGACGC CGGCGAGGTGA℡GGGCAAC　3 1 4 0

CGGATGCTCCAGTGGTTGCCGCCGTCGCCCCGCAjACCGCATGTGCTAGGACAAGCTGAAGTGGTGGCTGCGGCCGCTCCACTACCCGTTG

T T A T V R A V G P G A T V R G　℡　V R L G A P G P G S R V

3230

TGGTGGC GCTGGCATGC GCGCCAGCCGGGGCC GCGGTGCCACGCGCCGTGCCAGGC CGACCCCCGC GGGCC GGGCCCCAGCAGC GCC CAC

r R V K V S R V T K V P A A E A P P E A G A C P P S G V R V

AC CCGCGTCAAGGTCTC CCGGGTGACC姐GGTGCC CGC CGCCGAGGCGCCGCC CGAGGC GGGCGCGTGCCC GCCCTCCGGCGTC CGC GTC　3 3 2 0
TGGGCGCAG℡TC CAGAGGGCC C AC TGGTTCCACGGGC GGCGGCTCCGCGGCGGGCTCC GCC C GC GCACGGGCGGGAGGCC GCAGGC GCAG

T A D D G D A A M G L R V V G L R L E N C G K T D Y A L D G

ACCGCCGACGACGGCGACGCCGCGATGGGt^ TGCGCGTGGTGGGGCTCCGTCTGGAGAACTGCGGGAAGACCGACTACGC CCTCGACGGC　3 4 1 0

TGGC GGCTGC TGCCGCTGCGGCGCTACCC CGACGCGCACCACCC CGAGGCAGACCTCTTGAC GCCCTTCTGGCTGATGCGGGAGCTGCCG

Y P Q G D L S V Q G

TACCCGCAGCTGGAACTCCTGGACGGCGACCTGTCACCCGTACAAGGGA'TCC　3 4 72

ATGGGC GTCGACCTTGAGGAC C TGC CGC TGGACAGTGGGCATGTTC CCTAGG

図25. 3。5 kb DNA断片の全塩基配列と推定されるORFのアミノ酸配列

RBS ;推定リボソーム結合部位, orfB内の下線は推定transmembrane観域を示す.
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第五節　Cs耐性遺伝子の大腸菌における発現とコード敏域の決定

3.5kbのDNA断片の塩基配列の解析により推測された完全な4つのORF(B, C,

E)のうちどのORFがCs耐性遺伝子をコードしているのかを決定した0

p118CSRRをEcoWおよびHindlllで二重消化し、 S. ga巧やfaalus由来の3.5 kb DNA

を含む断片をEcoRIおよびMndlllで二重消化したpUC18およびPUC19にサブクロ

ーニングした。得られたそれぞれのプラスミドをP18CSRおよびp19CSRと命名した.

それらのプラスミドを持つ大腸菌JM109株をCs lOOけg/mlを含むLB培地で培養し

たところ、 P18CSRを持つ大腸菌JMIO9[pl8CSR]のみが増殖した(図26) 。この結

果から、 Cs耐性遺伝子は大腸菌において発現可能であるが、その転写はlacプロモー

ターからのreadthroughによるものであると示唆された。また、その転写の方向から

判断するとCs耐性遺伝子はorfBあるいはo感であると考えられたoそこで、制限酵

素サイトによりサブクローニングを行い、プラスミドpIM-2,3,6および8を構築した。

それぞれのプラスミドをもつ大腸菌JM109株をCs lOO汁j/mlを含むLB培地で培養

したところ、 PIM-3を持つ大腸菌JMIO9[pIM-3]のみが耐性を示した(図26)　こ

の結果から、 Cs耐性遺伝子はodBであると考えられたので、さらに、先に決定済みの

塩基配列に基づいてPCRプライマーを設計し、 orfB近傍のDNA断片を増幅した。こ

の増幅産物を1acプロモーター支配下につないだプラスミド(pCSPC6, pCSPC9,

pCSPCIOおよびDCSPC12 )を構築し、それぞれ大腸菌JM109株に導入しCs耐性を

調べた。その結果、 pCSPC6, pCSPC9およびPCSPC12をもつ大腸菌JM109がCs耐

性を示した(図26)　これらの結果から判断して、 α1BがCs耐性遺伝子であること

が明らかとなった。また、プラスミドp18CSRあるいはPCSPC12を持つ大腸菌JM

IO9株のCsに対する最小発育阻止濃度(MIC)を測定した。大腸菌JM109 [pl8CSR]お

よび大腸菌JM109 [pCSPC12]のMICはそれぞれ50ドg/mlおよび200 jig/mlであっ

た。ちなみに、ホストとして使用した大腸菌JM109株のCsに対するMICは12.5

Hg/mlである。

第六節　Cs耐性遺伝子産物の機能

第四節において、 orfB遺伝子産物(-Cs耐性遺伝子産物)と相同性が認められた

大腸菌のFm耐性遺伝子産物は、アンチボーター型薬剤排出機能を持つ膜蛋白質である

と推測されている。ちなみに、アンチポーター型薬剤排出蛋白質とは、 H+の濃度勾配

を駆動力として薬剤を排出する蛋白質である。そこで、 Cs耐性遺伝子産物の疎水性プ

ロット解析をvon-Heijinの方法[von-Heijin, 1992]により行ったところ、 10個の
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transmembrane嶺域の存在が示唆された(図27) 。

Plasmi d

pl9CSR

p18CSR

PIM-2

PIM-3

PIM-8

PIM-6

pCSPC6

pCSPC9

PCSPC IO

pCSPC12

Cs resistance

ト==;貰碧I一丁-_一一竺駐(100(ig/ml)Smal/Sp姉01卵　わrfB ; I M　　　　　　　　　; SacVSmal

ト: lac promoter　　　コ: S. garyphalusDNA　　園田: pIJ702

図26.大腸菌におけるCs耐性遺伝子のサブクローニング

図27. Cs耐性遺伝子産物の疎水性プロット解析

十

十

+

一方、プラスミドpCSPC12を持つ大腸菌JM109 [pCSPC12]に関してK恥Abk,

Cp,Tet, Bm,Vm, Em, ofloxacinおよびfosfomycinに対するMICを測定したところ、

いずれの抗生物質に対するMICもホスト大腸菌JM109株のMICと何の変化も認めら

れなかった。したがって、 pCSPC12上にはCs耐性に特異的に働く遺伝子が存在する

と言える。

次に、今回クローニングしたCs耐性遺伝子がCsを生産する他の放線菌にも保存

されているかどうかを調べるためにodBをプローブとして、 Cs生産菌S.lavendulae
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ATCC11924およびATCC25223株の染色体DNAを月釘】HIで消化後、サザン解析を

行ったOその際、 Cs非生産菌であるS.livi血S66をコントロールとした。その結果、

Cs生産菌S. lavendulaeATCC11924は2.8 kbの染色体断片に、また、 S. lavendul-

aeATCC25223は8.6kbに、 S.livi血Sには認められないCs生産菌に特異的なシグ

ナルが観察された(図28) 。

lanes,
2.8こBamHldigestedS.lividans66

chromosomalDNA
2;BamHldigestedS.lavendulaeATCCl1924
chTomosomalDNA
3;BamEldigested5.lavendulaeATCC25223
ch∫omosomalDNA

probe : orfB gene

図28. C二S生産菌の染色体DNAのサザン解析

第七節　考察

本研究において、 Cs生産菌S.garyphalusの染色体遺伝子から、 Cs耐性遺伝子を

含む3,472 bpの触1HトBamHI断片のクローニングに成功し、全塩基配列を決定した。

その遺伝子解析の結果、 4つの完全なORF(B, C,D,E)と5fおよび3'末端に2つの

ORFの--部仏,F)の存在が示唆された(図24)　さらに、大腸菌においてサブクロー

ニング後、 Cs耐性を調べた結果, orfBがCs耐性遺伝子であることを明らかにした

(図26)また、 Cs耐性遺伝子を導入した大腸菌JM109 [pCSPC12]のKm,Abk,

Cp, Tet, Bm, Vm, Em, ofloxacinおよびfosfomycinに対する耐性度の変化は認めら

れなかった。この結果から、 Cs耐性遺伝子産物はCs耐性に特異的に働く蛋白質であ

ることが示唆された。さらに、 Cs耐性遺伝子をプローブとして、 Csを生産する他の放

線菌S. lavendulaeATCC11924およびATCC25223株の染色体DNAのサザン解析を

行った結果、特異的にハイプリグイズするバンドが認められた(図28)　この結果か

ら、 S.garyphalusの保有するCs耐性遺伝子はCs生産菌に共通に存在する自己耐性遺

伝子であることが考えられる。
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Cs耐性遺伝子から予想されるアミノ酸配列の疎水性プロット解析を行った結果、

10個のtransmembrane領域の存在が示唆された(図27)この結果から、 Cs耐性

遺伝子は膜蛋白質であると示唆された。抗生物質耐性因子で膜蛋白質と言えば、 H+の

濃度勾配を駆動力として薬剤を排出するアンチポーター型薬剤排出蛋白質やATPの加

水分解と共役したABC (ATP-binding cassete)型排出蛋白質が知られているo Cs耐

性遺伝子から予想されるアミノ酸配列と32.8%相剛壁が認められた大腸菌のFm耐性

遺伝子産物は、アンチポーター型薬剤排出蛋白質であるTet [Allard and Bertrand,

1992; Sloan eta/., 1994]やCp [Dittrich etal., 1991]耐性遺伝子産物などと同じく、

12個のtransmembrane観域が存在し、かつ、膜貴通へリックス2と3をつなぐルー

プ2-3には保存性の配列Ser-Asp-Arg-X-Gly→虹g-Argもしくはそれに相当する配列

が存在することから、これらと同様のアンチポーター型薬剤排出蛋白質であると推測

されている[Fujisakieta/., 1996]このアンチポーター型薬剤排出蛋白質はTet生産

菌S. rimosus [Reynes et al., 1988]やmethylenomycinA生産菌S. coelicolor [Neal

and Chater, 1987]、それにIincomycin生産菌S. lincolnensis [Zhang etal., 1992]か

ら自己耐性遺伝子としてクローニングされている。本研究におけるCs耐性遺伝子産物

もFm耐性遺伝子産物と相同性が認められたことから、同様にアンチボーター型薬剤排

出蛋白質と考えられるが、 Cs耐性遺伝子産物のtransmembrane飯域は10個しか無

く、保存性の配列Ser-Asp一一血g」〔-Gly一心g-Argも認められないことが特徴である。

一方、 ABC型排出蛋白質をコードする遺伝子は、 doxorubicinとdaunorubicinを生

産するS. peucetius [Kaur, 1997], oleandomycin生産菌S. antibioticus [Buche et

al., 1997]およびaminonucleoside antibiotic A201A生産菌S. capreolus [Barrasa et

1995]などからクローニングされている　ABC型薬剤排出蛋白質にはATP-bindト

ng cassete街域に保存された配列が存在するが、 Cs耐性遺伝子産物にはその保存され

ている配列は認められなかった。また、ホモロジー検索の結果22.7%相同性が認めら

れた、加恵1ねchrysanthemi由来のpecM proteinは、 10個のtransmembrane観

域を持つ膜蛋白質であり、その点ではCs耐性遺伝子産物と同じである　Erwiniachr-

ysanthemiにおけるpecM遺伝子破壊株は、 pectinaseやcellulaseの生産が上昇する

ことから、 pecMproteinはそれらの遺伝子発現を負に調節する因子であると考えられ

ているが、その詳細な機構についてはまだよく解っていない[Reverchon etal., 1994]

このように、 S.garyphalus由来のCs耐性遺伝子産物はこれまでに見つかっている薬

剤排出蛋白質であるアンチポーター型やABC型などの薬剤排出蛋白質とは異なった新

しい薬剤耐性膜蛋白質であると思われる。
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【終章】

総括

医学や薬学が進歩した現在でも、依然として病原菌の抗生物質に対する耐性化が進

んでいる。その対策として、医薬品業界は、それらの病原菌に有効な抗生物質を新規微

生物からスクリーニングしたり、化学的に合成することで新規抗生物質の開発に力を注

いでいる。しかしながら、新規抗生物質を登場させても、病原菌は直ちにそれら薬剤に

対する耐性を獲得してしまう。いわゆる、新規抗生物質と薬剤耐性病原菌の問でいたち

ごっこが続いているのである。そのような背景から、薬剤耐性菌の薬剤耐性機構の研究

は積極的に行われ、それは今も継続中である。

筆者は、抗生物質生産菌が薬剤耐性菌の耐性機構と同様に、抗生物質に対する耐性

機構を備えていることに着目し、その機構を解明することが今後の薬剤耐性機構の研究

において重要な知見を与えるであろうと考えた。本研究では、第一章に示したように、

Bm生産菌の自己耐性因子のひとつであるBATを大腸菌において大量発現させること

により、その酵素学的諸性質を明らかにした。また、第二章では、 Bs生産菌が保有す

るnTl不活化園子の機能を調べるために、本因子によるPnl不活化産物の化学構造を決

定した。その成果として、この不活化因子がnn加水分解酵素であることを証明した。

さらに、第三章では、 Cs生産菌が持つCs自己耐性因子の機能を調べるために、 Cs生

産菌から自己耐性遺伝子をクローニングした後、その遺伝子構造を調べた。このように、

本研究では、抗生物質耐性因子の機能を解析するために異なった手段を用いた。本研究

を通じて明らかにされたこれら放線菌の耐性機構は全て新規のものであり、今後、これ

と同一または類似の耐性機構を持つ病原菌の出現する可能性は充分考えられよう。そし

て、その可能性を考えて新規の抗生物質を開発することが不可避となろう。

Bmはその強力なDNA切断機能で癌細胞の増殖を阻害することから、現在、精巣

癌や皮膚癌などの治療に用いられている。しかしながら、副作用として、肺線維症を引

き起こしやすいのも事実であり、その使用には当然ながら制限がつきまとっている。こ

の副作用が肺で起こりやすいのは、 Bmを加水分解し、不活化する酵素Bmhydrolase

[Brommeetal., 1996]活性が、肺組織中で低いためと考えられている.このように、

動物細胞におけるBm耐性はBm加水分解酵素によるが、 Bm生産菌では、 BATや

BLMAといった動物細胞とは別のBm耐性因子に起因する。本研究で、 BATはBmに

対して基質特異性がきわめて高いことを明らかにし、かつ、大腸菌における大量発現系

を確立できたことから、今後は、肺腺維症の回避を目的としたBmの血中濃度を測定す

るための臨床診断薬として、 BATを応用したいと考えている。

Bs生産菌が産生するnrl加水分解酵素は、 Bs生産菌の細胞内でnrlを不活化する

ためのみにつくられているとは思われない.本研究で示したように、 RIl加水分解酵素

を精製できたことから,今後は、その蛋白質のアミノ酸配列を決定した上で、プローブ
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を合成し、それを用いてその遺伝子のクローニングを行う予定である。筆者は、その遺

伝子が取得できれば、蛋白質の全一次構造を明らかとすることができ、ひいては、 Bs

生産菌が保有するPm不活化酵素の真の機能を明らかにできるのではないかと期待して
いる。

最近、結核菌の仲間Mycobacterium smegmatisが獲得したCs耐性は、 Csの作

用標的であるAlaracemase遺伝子のプロモーターの変異に起因する、 Alaracemaseの

過剰発現によるものであることが示唆された1997年、牛に結核を引き起こすM.

bovisBCGにAlaracemase遺伝子を導入し過剰発現させると、その菌はCs耐性を獲

得することが示された[Caceresetal., 1997]　しかしながら、本研究においてクロー

ニングしたCs生産菌由来の自己耐性遺伝子産物はM. smegmatisが獲得したCs耐性

因子と明らかに異なっている。このように、薬剤耐性菌と抗生物質生産菌の間で、耐性

機構に相違のある、 Cs生産菌型Cs耐性遺伝子を結核の病原体であるM. tuberculosis

が獲得する可能性も充分予想されるため、 Cs耐性遺伝子産物の機能を早急に明らかに

することが望まれる。`

Csの生合成はわずかに4つのステップにより行われると考えられている[Svenss-

onand Gatenbeck, 1982]第---章で述べたように抗生物質の生合成と自己耐性遺伝

子はクラスターを形成していることが多いことから、本研究でクローニングした自己耐

性遺伝子をプローブとして、 Cs生合成遺伝子クラスターのクローニングが可能である。

それらの遺伝子を大腸菌において発現させることができれば、増殖の旺盛な大腸菌を利

用したCsの大量産生系の確立も充分期待できる。

すでに、 Km生産菌S. kanamyceticus Ml164株から自己耐性遺伝子としてクロー

ニングされたaminoglycoside 6し八トacetyltransferase遺伝子を多コピーベクター

pIJ702に連結し、 Km生産菌S. kanamyceticus ATCC12853やneomycin (Nm)坐

産薗S. fradiaeATCCI0745に導入し、 KmやNmをWildtypeの5-7倍程度まで

過剰生産させることに成功している[Cramerietai., 1986]本研究で用いたBm耐性

遺伝子や、 Cs耐性遺伝子をそれぞれの生産菌の細胞内に導入すれば、 KmやNm生産

菌と同様に自己耐性能のアップに伴なって、抗生物質の生産能力を高めることができる

かも知れない。

このように、本研究成果は実用抗生物質生産菌の分子育種や、抗生物質生合成メカ

ニズムの研究に充分応用可能であると考えられ、今後は、このような方向性をもって研

究を進めることが望まれる。
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【実験の部】

1.使用菌株

1.1.大腸菌

菌株　　　　　　　　遺伝子型　　　　　　　　　　　　　　参考文献

TBl ara△(血c proAB),rpsL( め 80 lacZAM 1 5) ,hsdR Yanisch-Perron

et al., 1985

JM109　recAl,endAl,gyrA96, thi,hsdR1 7,supE44,relAl, Yanisch-Perron

△(lacprα¥B)/F'[traD36,proAB+,血cfJacZAMIS] et ai., 1985

1.2.放線菌

Streptomyces verticillus ATCC 1 5003

Streptomyces morookaensis JCM 4643

Strep tomyces garyphalus

Streptomyces lavendulae ATCC 1 1924

Strep tomyces lavendulae ATCC 2 5 2 23

Streptomyces lividans 6 6

1.3.被検菌

月acinus cereus IFO 3001

Bacillus subtilis IFO 31 34

Staphylococcus aureus IFO 1 2732

2.一般的操作

2.1.培地

bleomycin生産菌

blasticidin S生産菌

)-cycloserine生産菌

D-cycloserine生産歯

D-cycloserine生産菌

放線菌ホスト菌株

LB 1.0 % polypeptone, 0.5 %yeast extract and 1.0 % NaCl, pH 7.0

preSOB 1.0 %polypeptone, 0.5 %yeast extract, 10 mM NaCl and 2.5 mM

KCl, PH7.0
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SOB
1/100容量の2 M Mg-solution [1 M MgCl2and lM MgSOjを

preSOB培地に加える。

SOC 1/100容量の2 MglueoseをSOB培地に加える.

GMPS 1.0 % glucose, 0.2 % meat extract, 0.4 % polypeptone, 0.2 %

yeast extract, 0.5 % NaCl, 34 % sucrose and 0.025 % MgSO4-

H20, pH 7.0

GMP

NB

1.0 % glucose, 0.2 % meat extract, 0.4% polypeptone, 0.2 %

yeast extract, 0.5 % NaCland 0.025 % MgSO4-7H?O, pH 7.0

0.3 % beef extract (Difco) and 0.8 % Bacto peptone (Difco), pH 6.8

YEME1.0%glucose,0.5%polypeptone,0.3%yeastextract,0.3%malt

extractand0.04%MgCL・6H.
20,pH7.0

PMS1.0%polypeptone,0.5%meatextractand0.25%NaCl,pH7.0

R5stockagar100mlに0.5%KH2PO41.0ml,5MCaCL・2H?0

0.4ml,20%L-proline1.5ml,1NNaOHO.7mlを加える。

Stockagar:

glucose10g,casaminoacids(Difco)0.1g,traceelementsolution

2ml,yeastextract(Difco)5g,TESbuffer5.73g,2.2%a節rand

distilledwaterto1,000ml

Traceelementsolution:ZnCL40mg/L,FeCL・6H20200mg/L,

CuCl3・6H2O10mg/L,MnCl3・4H2OIOmg/L,Na3B4O7・10H2O

IOmg/Land(NH4)6Mo7024・4H2010mg/L

2×TY1.6%Bactotryptone(Difco),1.0%鮎ctoyeastextract(Difco)

andO.5%NaCl,pH7.0

2.2.プラスミド調製法

2.2.1.大腸菌プラスミド大量調製法

プラスミドを持つ大腸菌を抗生物質を含むLB培地で37℃にて、 8-12時間振畳

培養した.培養液200mlを5,000×g,4℃にて15分間遠心し菌体を集め、 50mlの

Solution I [50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl (pH 8.0) and 25 mM EDTA-3Na]に再

懸濁させ菌体を洗浄し5,000×g,4℃にて10分間遠心した。得られた菌体に10mg

のIysozymeを含むSolutionl 10 mlを加えよく混和した.その溶液にSolutionII [0.2

MNaOHand 1.0%SDS] 20mlを加え穏やかに撹拝し、室温で10分間放置した。さら
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にSolution III [60 % (v/v) 5 M potassium acetate and ll.5 % (v/v) glacial acetic

acid]15mlを加え撹拝し、氷中に10分間放置した　8,000×g,4℃にて10分間遠心し、

得られた上晴に0.6容量のisopropanolを加え、室温で10分間放置した。次いで、

8,000×gにて10分間遠心し沈澱を得た。沈澱を冷70%ethanolで洗浄後、減圧乾燥

した。さらに、得られたプラスミドDNAは、 CsCl密度勾配遠心により精製した。

2.2.2.大腸菌プラスミド少量調製法

プラスミドを持つ大腸菌を、抗生物質を含むLB培地で37℃にて8-12時間振盗

培養した。培養液1.5mlを2,000×gにて10分間遠心して菌体を集め、 100|ilのSo-

lutionIに再懸濁した。次に、 200汁1のSolutionIIを加え穏やかに撹拝し、氷中で5

分間放置した。さらに150|ilのSolutionIIIを加え、よく混和した後、氷中で5分間放

置した　8,000×gにて10分間遠心して得られた上清に等量のTE溶液[lOmMTris-

HCl (pH 8.0) and 1 mM EDTA-3Na]飽和phenol/chloroform (1:1)溶液を加え、撹拝

復8,000×gにて2分間遠心し、水屑を新しいチューブに移した.その水屑に45^1の

3M sodiumacetate溶液と900 |xlの冷ethanolを加え撹拝し、 -20 ℃にて20分間放

置した　8,000×gにて10分間遠心して、得られた沈澱を冷70%ethanolで洗浄後、

減圧乾燥した。得られたプラスミドDNAは適当量のTE溶液に溶解し使用した。

2.2.3.放線菌プラスミド調製法

プラスミドを持つ放線菌を、抗生物質を含むGMPS培地で28℃にて48-72時

間振畳培養したo培養液を5,000×gにて10分間遠心して菌体を集め、 0.8gの湿菌体

あたり全量5 mlになるようにIysozyme溶液[0.3 M sucrose, 25 mMTris-HCl (pH

8.0), 25 mM EDTA-3Na, 0.02 % bromocresol green, 50 jig/ml RNase and 2.0

mg/mllysozyme]に懸濁した。次に、この懸濁液を37 ℃にて30-60分間振鼓して

溶菌させ、 2.5mlのアルカリSDS溶液[0.3MNaOHand2.0%SDS]を加えて撹拝し

た。 90 ℃にて5分間加温し、室温まで冷却した。 1.6mlの酸性phenol/chloroform

(1:1)溶液を加え1分間vortexで完全に混和した　20,000×gにて10分間遠心して得

られた上層に1/10容量の3M sodium acetateと等量のIsopropanolを加え撹拝後、

5分間室温に放置した　20,000×gにて10分間遠心して上清を除いた後、沈殿を500

ドlのTE溶液に溶解した.この溶液に1/10容量の3M sodiumacetateと500ド1の

TE飽和phenol/chloroform (1:1)溶液を加え、 vortexで完全に混和した　20,000×

gにて5分間遠心し、水屑を新しいチューブに移した。その水屑に等量のisopropanol
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を加え撹拝復、 5分間室温に放置した　20,000×gにて10分間遠心して上清を除いた

後、得られた沈澱を冷70% ethanolで洗浄後減圧乾燥した。得られたプラスミドDNA

は適当量のTE溶液に溶解し使用した。

2.2.4. CsCl密度勾配遠心によるプラスミドの精製

DNA試料を4.85 mlのTE溶液に溶解し、 CsCl 5.0 gとethidiumbromide (10

mg/ml)150¥i¥を加え、 3rnl容の超遠心チューブ2本に移し200,000×g, 15℃にて

16時間遠心した。遠心後UV360nm下でプラスミドDNAのバンドをシリンジで採

取した。得られたプラスミドDNA溶液に等容量の5 MNaCl飽和isopropanolを加え

よく撹拝し静置後、 isopropanol層を捨てた。この操作を5-6回行いethidiumbro-

mideを完全に除いた。水層に2容量の滅菌水と6容量の冷ethanolを加え撹拝し、

-80℃にて20分間放置した　5,000×g,4℃にて10分間遠心し、得られた沈澱を冷

70 %ethanolで洗浄後減圧乾燥した。得られたプラスミドDNAは適当量のTE溶液に

溶解し使用した。

2.3.放線菌の染色体DNAの調製

放線菌をGMP培地で28℃にて48-72時間振起培養したo培養液を5,500×g

にて10分間遠心して菌体を集め、 l.0gの湿菌体あたり20miのsaline-EDTALO.15

MNaCland 0.1 M EDTA-2Na,pH 8.0]にて洗浄後、 5,500×gにて10分間遠心した。

1 1 mlのsaline-EDTAに懸濁後、 Iysozymeおよびachromopeptidaseを最終濃度1.0

mg/血になるようにそれぞれ加え、 37℃にて60分間振塗した。 2miの10%SDS溶

液を加えて穏やかに撹拝し、次いで、 3.5mlの5 Msodiumperchlorateを加え温和し

たoその溶液に17 mlのchloroform-isoamylalcohol (24:1)を加え、室温にて穏やか

に30分間撹拝した　20,000×gにて10分間遠心して得られた上活に2容量の冷eth-

anolを加え、析出したDNAをガラス棒で巻き取った　DNAを9rnlの0.1×SSC[10

×SsC : 1.5M NaClandO.15M Na,-citrate]に溶解後, 1 mlの10×SSCおよび0・2

mlのRNase溶液[0.15M NaCland 2mg/mlRNase]を加え37 ℃にて20分間静置

した。その溶液に10 mlのchloroform-isoa汀iylalcohol (24:l)を加え、室温にて穏や

かに30分間撹拝した　20,000×gにて10分間遠心して得られた上清に2容量の冷

ethanolを加え、析出したDNAをガラス棒で巻き取った。そのDNAを冷70%etha-

nolにて30分間殺菌し、風乾させた後、適当量のTE溶液に溶解し使用した。
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2.4.アガロースゲル電気泳動

agarose (TAKARA LO3)をTAE溶液[40 mM Tris-acetate (pH 8.0) and 2 mM

EDTA-2Na]に加え、電子レンジで加熱溶解後、 60 ℃まで冷やし、 ethidiumbromi-

deを最終濃度0.5帽/rnlになるように加えたoゲルメーカー板にアガロース溶液を注

ぎ、室温で放冷しゲルを固めた.コ-ムを抜き、サブマリン型泳動槽にセットしたo

DNA試料溶液に1/6容量の色素液[50 % sucrose and 0.5 % bromophenol blue]を加

え混和後、マイクロピペットでゲルに注入した100Vの定電圧で泳動後、 UV360

nmの照射によりDNAを検出した。

2.5.アガロースゲルからDNA断片の回収

アガロース電気泳動後、目的のDNA断片が存在する部分のゲルを切り出し、 Se-

phaglas BandPrep Kit (Pharmacia)を用いて、プロトコールに従ってDNA断片を回収

した。

2.6. DNAの連結、末端の脱リン酸化および平滑化

DNA Ligation Kit ver. 1 (TAKARA) 、 Alkaline Phosphatase (E. coli C75)

(TAKARA)およびDNA Blunting Kit (TAKARA)を用いて、それぞれのプロトコール

に従ってDNAの連結、末端の脱リン酸化および平滑化を行った。

2.7.大腸菌のコンペテントセルの調整および形質転換

2.7.1.コンペテントセルの調整

大腸菌のグリセロールストックより100filを50mlのSOB培地の入った枝付き

300ml容三角フラスコに植菌し、 37℃にてO.D.600nm-0.6になるまで培養した。

培養液を氷上に10分間放置後、 4,000×g,4℃にて10分間遠心して菌体を集めた。

菌体を氷上で冷却した16mlのTFB [10mMMES (pH6.3), 100mMKCl, 45mM

MnCL・4H?0, 10 mM CaCL・2H,O and 3 mM hexamine coba止chloride ]に懸濁させ

氷上に10分間放置し、 4,000×g,4℃にて10分間遠心して菌体を集めた。菌体を3・8

rnlの氷冷TFBに再懸濁し、それに133 piのdimethylsulfoxideを加え、穏やかに撹

拝後、氷上に15分間放置し、さらに133|ilのdimethylsulfoxideを加え、氷ヒに5
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分間放置後100直ずつエツペンドルフチューブに分注した。使用時まで-80℃にて保

/.!た

2.7.2.大腸菌の形質転換

コンペテントセル溶液100両を氷上で溶解し、 10-20|alのDNA溶液を加え、穏

やかに混和し氷中に30分間放置した.次に、 42-Cにて30秒間ヒートショックを与え

た後すぐに1分間氷冷したoその試料に900^1のSOC培地を加え、 37℃にて1時間

インキュベ-ト後、抗生物質を含むLB寒天プレートに塗布した。

2.8.放線菌のプロトプラストの調製および形質転換

2.8.1.放線菌のプロトプラストの調製

100mlGMPS培地にglycineを最終濃度0.5%(w/v)になるように加え、それに

放線菌の胞子懸濁液を植菌し、 28℃にて36-40時間振畳培養した。培養埠20mlを

4,000×g,4℃にて10分間遠心して菌体を集めたO菌体を15mlの10.3%sucrose

にて2回洗浄後、 Iysozymeおよびackomopeptidaseをそれぞれ最終濃度1 mg/ml

を含む10mlのPbufferに懸濁させ、 20℃にて15、-60分間反応させた.次に、脱脂

綿で櫨過し、プロトプラスト化した菌を得た　4,000×gにて8分間遠心後、得られた

プロトプラストを1mlに約4×109個プロトプラストになるようにP bufferに再懸濁

させた。得られたプロトプラスト溶液を100直ずつエツペンドルフチューブに分注し、

使用時まで-80℃にて保存した。

prep buffer sucrose 10.3g,K2SO 0.025g,MgCL・6H20 0.202g,

trace element solution 0.2 ml and distilled water to

80ml

Pbuffer0.5%KH,POd1ml,3.68%CaCL・2H2O10ml,
i2i.w4

5.73%TESbuffer(pH7.2)10mlandprePbuffer

80ml
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2.8.2.放線菌の形質転換

180℃にて保存していたプロトプラスト溶液100 |xlを30℃の湯浴上で急速に解

凍した。これにDNA溶液5plを加え穏やかに混和した。次に、 100直のT(-)buffer

を加え混和し、さらに、 375|ilのTbufferを加えピペッティングで混和し、 1分間室

温にて静置した。 5mlのP bufferで希釈し、 R5再生培地に1mlずつ塗り広げた。

28 ℃にて12-16時間培養しプロトプラストを少し再生させ、 thiostreptonぐrs)溶液

(100抄g/ml)を1ml重層し、さらに28℃にて2-3日間培養した。

preTC-)buffer 10.3 % sucrose 25 ml, H20 75 ml, 2.5 %K2SO40.2 mland

trace element solution 1 ml

T (-)buffer

T buffer

5M CaCL 0.2 ml, l M Tris一maleic acid buffer 0.5 ml and

preTC-) buffer 9.3 ml

T (-)buffer 3.0 ml and polyethyleneglycol 1 ,000 1.0 g

2.9.放線菌からの無細胞抽出液の調製

放線菌の培養液を5,000×g, 4℃にて15分間遠心し、得られた菌体をbufferIII

[10 mM Tris-HCl (pH 7.65), 1 M KCl, 10 mM Mg-acetate, 6 mM 2-mercaptoetha-

noland 5 mMMg-titriplex]で1臥続いて、 bufferIV [10 mMTris-HCl (pH 7.65),

30 mM NH4Cl, 10 mM Mg-acetate, 6 mM 2-mercaptoethanol, 5 mM Mg-titriplex

and 3.45 mM phenylmethylsulfonyl mIoride]にて2回洗浄した。次に、得られた湿

菌体の重量と等量の石英砂を加え乳鉢で菌体を破砕した。さらに、等量のbufferIVを

加えてそれらを遠沈管に洗い込み5,000×g,4℃にて5分間遠心した。その上清を更

に30,000×g,4℃にて30分間遠心し、得られた上清を無細胞抽出液としたO

2.10.大腸菌の無細胞抽出液の調製

大腸菌の培養液を5,000×g, 4℃にて10分間遠心し菌体を得た。得られた菌体を

bufferIIIで1回、続いて、 bufferIVで2回洗浄した。菌体をbufferIVに再懸濁さ

せ超音波破砕器(Bioruptor, Orimpus )により20kHzにて3分間破砕し、 30,000×g,

4℃にて30分間遠心し、得られた上清を無細胞抽出液とした。
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2.ll.蛋白質の定量

蛋白質の定量は、 Protein Assay Kit (BIO-RAD)を用いプロトコールに従って行っ

たo標準蛋白質には、 bovine serumalbuminを使用したO

2.12.蛋白質のN一末端アミノ酸配列決定

ポリアクリルアミドゲル電気泳動後、ゲルを転写buffer [30 mMTris, 30mM

borate and 0.02 % SDS]で5分間平衡化した　PVDF膜(Trans-Blot Transfer Me-

dium, 0.2 micron, BIO-RAD)をmethanolに浸し、転写buffer中でファイバーパッ

ト、 3MMろ紙、ゲル、 PVDF膜、 3MMろ紙、ファイバーパットの順にゲルホルダー

カセットではさみ、転写装置にセットした。転写は、定電流165mAで1時間行った。

転写後、 PVDF膜を水洗し、染色液[ 0.1 % coomassiebrilliantblue R-250, 1.0 %

acetic acid and 40 % methanol]に30秒間浸しすぐに50 % methanolで脱色した。

よく水洗後、乾燥させ目的の蛋白質のバンドを切り出した。アミノ酸配列は、 PSQ-2

オートペプチドシークエンサー(SIMADZ)により決定した。

2.13. PCRによる放線菌由来DNA断片の増幅

放線菌由来DNAの増幅はExTaq polymerase (TAKARA)を用いPROGRAM

TEMP CONTROLSYSlYM PC-700仏STEC)にて行った.反応溶液[H?0 18.0ド1,

10× reaction buffer 5.0 ¥il, d-NTPirdx4.0 ¥i¥, sense primer (10 jxM) 5.0 ¥i¥, antis-

ense primer (10 [iM) 5.0 yd, template DNA (10 ng/ml) 10.0 jil, ExTaq DNApolym-

erase (5 unit/^1) 0.5直and dimethylsulfoxide 2.5 yd]を1サイクル目は変性が95 ℃

にて3分間、アニーリングは65℃にて45秒間、伸長反応は72℃にて90秒間行っ

た　2-30サイクルについては変性は95℃にて2分間、アニーリングは65℃にて

45秒間、伸長反応は72℃にて90秒間の条件で行った。

2.14. SDS-ポリアクリルアミド電気泳動

2.14.1.試料調製

液体試料の場合、試料溶液と2倍濃度のsamplebuffer [4.0%SDS, 12 % glyce-

rol, 100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2.0 % 2-mercaptoethanol and 0.02 % bromophe-
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nolblue]を1 : 1で混合して5分間煮沸し、試料溶液とした。大腸菌の全蛋白質の場合、

大腸菌ペレット5ド1を100 m!のsamplebufferと混合して5分間煮沸した後、 8,000

×gにて5分間遠心した上清を試料溶液とした。

2.14.2.電気泳動

スラブゲル用ガラス板をethanolで洗浄後組み立てた。分離用アクリルアミドゲル

溶液[ acrylamide solution (30 % acrylamide and 0.8 % bisacrylamide) 2.67 ml, gel

buffer (3.0 M Tris and 0.3 % SDS, pH 8.45) 2.0 ml, 20 % glycerol 3.33 ml, APS 8 mg

and TEMED4.0 ^1]を注ぎ上部に蒸留水を重層し、室温に放置して重合させた.次に、

重層した蒸留水を取り除き、分離ゲルの上から濃縮用アクリルアミドゲル溶液[acryla-

mide solution 0.4ml, gelbuffer 0.8 ml, H?0 1.8 ml, APS 3 ir唱andTEMED l.5 i.il ]

を注ぎコ-ムを差し込み、室温で放置し垂合させた。重合完了後、コ-ムを取り外しウェ

ルを陰極buffer [O.lMTris, 0.1Mtricine and O.I %SDS ]で洗浄後、陰極bufferお

よび、陽極buffer [0.2MTris-HCl(pH8.9)]を注ぎ、泳動装置にセットした。試料溶

液をウェルに注入し室温で泳動を行った。色素が濃縮ゲルを通過するまで定電流20

mAで泳動し、その後定電流40mAで泳動した。分子量マーカーにはSDS-PAGE

standard broad range (BIO-RAD) [ myosin (200,000 Da), β一galactosidase

(1 16,250), phosphorylase B (97,400), serum albumin (66,200), ovalubumin

(45,000), ca血oI滋c anhydrase (31,000), trypsin inhibitor (21, 500), lyso郡ne

(14,400) and aprotir血(6,500)]またはSDS-PAGE size marker (Daneh Pure

Chemicals) [ phosphorylase B (97,400), bovine serum albumin (66,300), aldolase

(42,400), carbodc anhydrase (31 ,000), trypsin inhibitor (20, 100) and lysozyme

(14,400) ]を使用した。

2.14.3.蛋白質の染色

泳動後、ゲルを取り出し染色液[ coomassie brilliant blue R-250 2.5 g, ethanol

450ml, aceticacid lOOmiandH?0450ml]中で2-3時間染色した。ついで、脱色

液[ethanol 50ml, aceticacid 75 mlandH90 875 ml]でバックグラウンドが消えるま

で脱色した。
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2.15.等電点電気泳動

2.15.1.試料調製

蛋白質溶液を凍結乾燥して得られた残痕をsample buffer [2.0 % ampholite (3-

10 : 5-8 - 8 : 2, BIO-RAD), 8.5 Murea, 2.0 %nonidetP-40and 5.0 %

2-mercaptoethanolJ 20 ydに溶解し、 10 ℃にて1時間インキュベ-上した。

2.15.2.電気泳動

先ず、ガラス管(03mmX12cm)の一端をパラフイルムでシールした。このガラ

ス管をスタンドに垂直に立て、等電点用アクリルアミドゲル溶液[acrylamide solution

(30 % acrylamide and 1.5 % bisacrylamide) 667直, 0.004 % riboflavin 625 ¥i¥, 0.45 %

TEMED2.8直APSO.5 mg, 40%ampholite(3-10 : 5-8 -8 : 2) 250汁1, urea2.55g,

20% nonidetP-40, 500直andHX)to5.0ml]を流し込んだ後蒸留水を重層し、光照

射下で3-5時間垂合させたOゲルが垂合したら、泳動装置にセットし試料溶液20nl

を注入した。試料溶液の上に保護液[2.0% ampholite(3-10 : 5-8-8 : 2), 5.0M

ureaand2.0% nonidetP-40] 20ド1を重層し、さらにガラス管上部まで陽極buffer

[0.02MHPOJを注入した。泳動槽に陰極buffer[0.01 MNaOH]および、陽極

bufferを満たし泳動を開始した。泳動は、 4℃で定電圧200Vにて2時間、 300Vに

て15時間、 500Vにて1時間と順次行った。

2.15.3.等電点測定

sample bufferを試料溶液として同様に電気泳動した。電気泳動後すぐにゲルを取

り出し、 0.5cm間隔で切断し試験管に入れたo　それぞれに2rnlの蒸留水を加え30分

間振最後、溶液のpHを測定して検量線を作製した。測定試料は泳動後、実験法

2.14.3.と同様の方法でゲルを染色して、ゲル端から試料までの距離を計り、検量線か

らその等電点を求めた。
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3.第一章の実験

3.1. Bmアセテル化活性測定法

3.1.1. [ト14,C] AcCoAを用いたBmアセチル化酵素活性の測定

反応液[enzyme, 10mM Tris-HCl (pH 7.65), 30mM NH4Cl, 10 mM Mg-

acetate, 6 mM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM BmA2 sulfate and 0.1mM [1-14牀]

AcCoA(422MBq/mmol)]を37℃にて15分間インキュベ-上した後、ただちに

Whatman P81 Phosphocellulose paper (1.5× 1.5 cm)にスポットして1分間放置後、

大量の蒸留水で未反応のAcCoAを洗い流した　paperをライト下で乾燥させ、バイア

ル瓶に入れACSII (Amersham)を6ml加え、液体シンチレーションカウンター

(AlokaLSC-3100)にてpaperに残存する14Cの放射活性を測定した。

3.1.2. Bacillus subtilisを被検菌としたBm不活化活性測定

反応液[enzyme, 10mM Tris-HCl (pH7.65), 30mM NH4Cl, lOmM Mg-

acetate, 6 mM 2-mercaptoethanol, 100汁g BmA2 sulfate and 2 mM AcCoA ]を37

℃にて2時間インキュべ-ト後、 65℃にて3分間で酵素を失活させ、 8,000×gにて

5分間遠心した。その上清50^1をペーパーディスクにしみ込ませ、 B. subtilisIFO

3134胞子寒天プレート[上層: LB(1.5% agar,B.subtilis胞子懸濁液)5ml、下層:

LB(1.5%agar)20ml]上に置き37℃で一晩培養し翌日、阻止円の直径を測定したO

3.2. PMAL-Blの構築

プラスミドP181B17をSpE及びNcolで二重消化し、 bbnBを含む約2kbの

DNA断片を精製した。このDNA断片を鋳型DNAとし、プライマーAおよびB (図

3)を用いてPCR反応を行った。増幅したDNA断片を月見mHIおよびpstIで二重消化

し、同様に月amHlおよびPstlで二重消化したプラスミドpMAL-C2へ挿入したo

3.3.大腸菌におけるBATの大量発現と精製

大腸菌TBl[pMAL-Bl]をAp loo ng/mlを含む4mlLB培地で37 ℃にて一晩培

養したOその培養液1mlをAplOOドg/mlを含むLB培地3Lに植菌し37℃にて振
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鼓培養したo対数増殖期中期(O.D. 600nm-0.5)に最終濃度0.3mMとなるように

IPTGを添加した後、さらに定常期まで振畳培養した。大腸菌培養液を5,000×g,4℃

にて10分間遠心し菌体を得たo得られた菌体をcolumn buffer [20 mMTris-HCI CpH

7.4) , 200 mM NaCl, 1 mM EDTA-2Naand 10 mM 2-mercaptoethanol]で洗浄後、

菌体の湿重量と等量の石英砂を加え乳鉢で菌体を破砕した　30,000×g, 4℃にて30分

間遠心し,得られた無細胞抽出液をcolumnbufferで平衡化したアミロースカラム(¢

1.0×10 cm, NewEngland BioLabs)にかけMBP/BATを吸着させた、 100 mlの

columnbufferで洗浄後、 10 mMのmaltoseを含むcolumnbufferで融合蛋白質を

溶出した。得られた融合蛋白質溶液に1/10容量のfactorXa reactionbuffer [200

mMTris-HCl (pH 8.0), 1 M NaCl, 20 mM CaCL and 100 mM sodium azide]を加え、

さらにfactorXaプロテアーゼを融合蛋白質50mgに対し1mg加え、 4℃にて20時

間反応させMBPとBATに切断したO　この反応液を50mMTris-HCl (pH7.65)に対し

て透析後、 ResourceQイオン交換カラム(¢ 0.64×3cm, Pharmacia)に吸着させ、 0

0.5 M NaClを含む50mMTris-HCl (pH7.65)のリニアグラジエントで溶出し、

MBPとBATを分離した。この方法でBATを単一蛋白質として約5Il唱精製すること

ができた。

3.4. fBAT活性のpH依存性、温度安定性、金属イオンおよび阻害剤の影響

pH依存性は、反応液[0.55 ¥igfBAT, 10 mMphosphatebuffer (pH 5-7.5),

30 mM NH,Cl, 8軸M BmA2 sulfate and 9軸M [I-14C] AcCoA (422 MBq/mmol) ]

を37℃にて10分間インキュベ-ト後、実験法3.1.1.と同様の方法にて14C放射活性

を測定した。

温度安定性は、 fBATO.55帽をIO mMTris-HCl (pH 7.65)にて各温度で10分間

放置した後、反応液[ 10mMTris-HCl (pH 7.65), 30 mM NH4Cl, 88ドM BmA2 sulト

ateand98¥M [1-UC]AcCoA(422MBq/mmol) ]を37℃にて10分間インキュべ-

ト後、実験法3.1.1.と同様の方法にて14C放射活性を測定した。

金属イオンおよび阻害剤の影響は、反応液[fBATO.55けg, 1 mMinhibitor, 10

mMTris-HCl (pH 7.65), 30 mM NH4Cl, 88 |iM BmA2 sulfate and 9軸M [1-14C]

AcCoA(422MBq/mmol)]を37℃にて10分間インキュベ-ト後、実験法3.1.1.と

同様の方法にて14C放射活性を測定した。
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3.5. fBATの基質特真性

Pern, Phm (mixture)およびphm-MOPは、 3.1.1.の測定方法でアセチル化活性

を測定したO　また、蝕はWhatmanP81 Phosphocellulose paperに結合しないので、

アセテル化反応により生じたCoAのSH基を定量することによりアセチル化活性を測

定した。蝕を除いた反応液[enzyme solution 100 jil, 10 mMAcCoA 10 yd, 100mM

Tris-HCl (pH 7.65) 100 nl, 1.0 mg/ml 5,5LDithio-bis(2-nitrober沼oic acid) 400 yd

andH20380jil]をセルに入れ28℃にて2.5分間インキュベ-上した。その後10

mMBalOjilを加え28℃にて40分間反応させ、 412nmの吸光度を測定した。なお、

基質を加えないものをコントロールとした。

Km, GmおよびAbkの不活化活性は以下の方法で測定した　20 mMTris-HCl

(pH7.65)中、 fBATと各抗生物質を37℃にてインキュべ-上した後、反応液をB.

subtilisIFO 3134胞子寒天プレート上に置いたステンレスシリンダー(0 6×11 mm)

中に注入し、 37℃にて一晩培養後阻止円の直径を測定した。

3.6. BmA2に対するKm値

BmA2の濃度を2, 3, 4, 5, 6ドMと変化させ、反応液[fBATO.84ドg, lOmMTris-

HCl (pH 7.65), 30 mM NH4Cl, 2-6 ¥M BmA2 sulfate and 98 ¥M [1-14C] AcCoA

(2.llGBq/mmol)]を37℃にて10分間インキュベ-上した後、実験法3.1.1と同様

に放射活性を測定した。次に、 Iineweaver-Burkプロット解析によりKm値を算出L

rJBB

3.7.抗BATモノクローナル抗体の作製

精製したMBP/BAT50抄gを生理食塩水50 ^1に溶解し、完全Freund'sアジュバ

ント50nlと混合した。この混合溶液をBALB/cマウスに腹腔内投与し、さらに、 7,

14,29および36日目にMBP/BAT50担gを投与した. 39日目に牌細胞を分離し、マ

ウスミエローマ細胞P3/X63-Ag-8.Ulと融合させたo次に、 MBP/BAT, MBPおよび

BATを抗原として用いたELISA法によりBAT譲はびMBP/BATに反応する抗体を産

生するハイブリドーマ細胞が含まれるウェルをスクリーニングした。さらに、限外希釈

法により、抗BATモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞を単離した。得

られた細胞が産生する抗体がBATおよびMBP/BATに反応することをELISAにより

確認した。次に、抗体を産生するハイブリドーマをRPMI1640-10 %FSC培地で37 ℃
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にて前培養を行った後、無血措培地RFHM-II(Gibco)に交換し、細胞が増殖し、死滅

するまで培養した。この培養液1Lを櫨紙(東洋櫨紙No. 131)にて櫨過した。この波

液を60 %飽和ammonium sulfateで4℃にて塩析した。塩析物をProteinAcolumn

buffer[0.1 MborateandO.15 MNaCl, pH8.5]にて透析したo次に、同bufferで

平衡化した汁oteinA-セルロファインカラム(¢ 28×85mm,生化学工業)に吸着し、

同bufferにて充分洗浄後、溶出buffer [ 0.1 Mglycine-HCl, pH 3.0 ]にて抗体を溶出

した。溶出した抗体はPBS [76 mMphosphate and 0.45 % NaCl, pH 6.4]にて透析し

た後、蛋白質濃度を測定した。

3.8. ELISA法

96-穴イムノプレート(Maxisorp, Nunc)にPBSにて1 (ig/mlに調製した抗原溶液

(MBP/BAT,MBPまたはBAT)を100iaI注入し、 37℃にて1時間インキュベ-トす

ることで抗原を固相化した。次に、イオン交換水でよく洗浄し、 PBSに溶解した0.5

BSAを注入し、室温で2時間放置した。イオン交換水で洗浄後、アッセイbuffer[10

normalrabbit serum and 0.1 % BSAin PBS ]にて調製したモノクローナル抗体液

100ド1を注入し、室温で1時間反応させたO次に、 PBSにてよく洗浄後horseradish

peroxidase conjugated anti-mouse IgG (Dako-Japan)を100 pi注入し、室温で1時

間放置した。次に、 PBSにて洗浄後、基質溶液[0.1 M citrate-phosphatebuffer (pH

5.0), 0.1 % (w/v) c^phenylenediamineandO.01 % (v/v) H202 ]を注入し,室温で

10分間反応させた1NHClを100け1加え反応を停止させ、 490nmの吸光度をマイ

クロプレートリーダー(東洋測器)により測定した。

3.9.ウエスタンプロット法

実験法2.14.2.の方法にて蛋白質試料をポリアクリルアミドゲル電気泳動後,ゲル

を転写buffer [ 25 mMTris, 192 mM glycine and 20 % methanol]で5分間平衡化し

た　PVDF膜(Trans-Blot Transfer Medium, 0.2 micron, BIORAD)をmethanol

に浸し、転写buffer中でファイバーパット、 3MMろ紙、ゲル、 PVDF膜、 3MMろ紙、

ファイバーパットの順にゲルホルダーカセットではさみ、転写装置にセットした.転写

は、定電流165mAで1時間行った。バンドの検出はVectastainABCElitekit (Ve-

ctorLaboratories, Inc)を用いて行った。転写終了後のPVDF膜を20 % skimm故を

含むTBS [Tris-HCl(pH7.5)andO.9% NaCl]で2時間ブロッキングした後、 TBSで

3回、計15分間洗浄した。次に、 TBSで1,000倍希釈した抗BATまたはBLMAモノ
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クローナル抗体に浸して30分間反応させた後、同様にTBSで洗浄した。引き続き、

TBSで5 fig/mlに希釈したビオチン化抗マウス垣G (Vector Laboratories, Inc)溶液に

浸して30分間反応させた後、同様にTBSで洗浄した。更に、 ABC溶液[reagentA 2

drops, reagentB 2dropsandTBS IOml]に浸し30分間振塗させ、同様にTBSで洗

浄した。基質溶液L IO mM Tris-HCl (pH7.5) 10 ml, 40 mg/ml diaminobenzidine te-

trahydrochloride 200 pJ, 80 mg/ml NiCl2 50直and 3 % H202 30 ^1]を加え発色後、

蒸留水で2回洗浄した。 PVDF膜は風乾させて保存した。

3.10. S. lividans [pMSA-4]からのBATの精製

3.10.1.抗体カラムの作製

抗BATモノクローナル抗体2 rr唱と汁oteinA-Sepharose CL-4B (Pharmacia)

0.2 gを8rnlのPBS中室温で2時間穏やかに撹拝した。次に、 800×gの遠心により

上清を除いた後、 8mlの0.2Msodiumborate (pH9.0)で2回洗浄した。次に, dト

methylpimerimidate 41.6 mgを含む8 rnlの0.2 M sodium borate (pH 9.0)に樹脂を

懸濁させた後、室温にて30分間穏やかに撹拝した。 8mlの0.2 M ethanolamineにて

2回洗浄後、抗体が固定されたProtein A-Sepharoseを0.2 M ethanolamine中2時

間インキュべ-上した。この試料をカラム(¢ 0.5×5cm)に注ぎ、 pBSにて洗浄した。

3.10.2. BATの精製

S. lividans [pMSA-4]をTs 50ドg/mlとBm25柊j/mlを含むGMP培地で28 ℃

にて4日間培養し、無細胞抽出液を調製した。無細胞抽出液に固形ammoniumsulfa-

teを80%飽和になるように加え、 4℃にて1時間撹拝した　30,000×gの遠心で得

られた沈殿を3rnlのbufferIVに溶解し、 50mMTris-HCl(pH8.0)に透析したO　こ

の蛋白質溶液を50 mM Tris-HCl (pH 8.0)で平衡化したDEAE-Sepharose CL-6Bカ

ラム(¢ 1×50cm,Pharmacia)にアプライした。溶出は0-1.OMのNaClを含む50

mMTds-HCl (pH8.0)のリニアゲラジエントにより行った.活性画分を限外擦過器

(CENTRICUTIO,クラボウ)を用いて濃縮後、抗BAT抗体カラムに吸着させ、 1.0%

SDSを含む50 mMTris-HCl (pH 8.0)で溶出させた。
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3.ll. S. verticttusにおけるBm生産と自己耐性遺伝子の発現時期

所定時間培養したS. verticillusの培養上靖200ド1を、 B. subtilis IFO3134胞子寒

天プレート上に置いたステンレスシリンダー(0 6×11mm)中に注入し、 37℃にて一

晩培養し翌日阻止円の直径を測定することでBm生産量を算出した。 umAおよび

b2m月の発現は無細胞抽出液の蛋白質20ドgをTricine-SDS-PAGEで電気泳動後、抗

BATまたは抗BLMAモノクローナル抗体を用いたウエスタン解析(実験法3.9.)により

検出した。

4.第二章の実験

4.1. Pm不活化酵素活性測定法

4.1.1. Bacillus cereus IFO 3001を被検菌としたnll不活化酵素活性測定

酵素溶液150ド=こ酵素反応溶液[80 mMTris-HCl (pH 7.65), 10 mM Mg-acetate,

6 mM 2-mercaptoethanol and 200 jmg Pm dihydrochloride]を50 1*1加え37 ℃にて

20分インキュべ-下した。 70℃にて10分間加温し酵素を失活させた後、 4,700×g

にて5分間遠心したOその上清100ド1をB. cereusIFO3001胞子寒天プレート(PMS

培地)上に置いたステンレスシリンダー(* 6×11mm)中に注入し、 37℃にて一晩培

養し翌日阻止円の直径を測定したo nrl不活化酵素活性は残存しているFhの抗菌活性

より算出した。

4.1.2. HPLCによるnTl不活化酵素活性測定

4.1.1.の酵素反応液20^1を以下の条件でHPLCに導入し、残存Pm量を定量し

た　HPLC条件[ Column ; Wakosil 5C-18-200T (0 4.6×250 mm, Wako Pure Che-

mical), Flow rate ; 1.0 ml/min, Mobile phase ; acetonitril : 0. 1 % trifluoroacetic acid

(6 : 94), Columntemperature ; 45 ℃　Detection : UV260 ran]標晶のピーク面積

の検量線よりPnl濃度を算出した。

4.2. TLCによるPm不活化産物の分析

酵素反応液の一部をTLCシート( silica gel 60 F254-precoated TLC, Merck)にス
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ポットし、展開溶媒[n-butanol:methanol: 2Nammonia-6 : 1 : 1]により展開した。

スポットの検出は、 UV254nmを用いた。

4.3. Pm不活化産物の精製および構造解析

実験法4.1.2.と同じHPLC条件で不活化産物のピークを分取し、凍結乾燥した。

IH-NMR測定は、試料をD20 (99.9atom % D, Aldrich)に溶解後、 DCl (Merck)およ

びNaOD (Merck)にてpD 3.0に調製し、 JEOL JMN a400 (400 MHz‖こて測定した。

測定温度は35 ℃で行い、内部標準として、 3-(trimethylsilyl)propior五c 2,2,3,3,-ア

acidを測定試料に添加したo

マススペクトル測定は、 FAB (fast atom bonbardment)イオン化法により行った。

測定装置は、 JMS-SXI02マススぺクトロメーター(JEOL)を用い、 JMA-DA6000デー

タシステム(JEOL)で解析したoなお、測定するときの試料マトリックスはglycerolを

使用した。

UV吸収スペクトルおよび比旋光度の測定は、試料をmethanolに溶解し、それぞ

れ124スペクトロメーター(HITACHI)およびPM-101 (UNION GIKEN)を用いて測

定した。

4.4. Pm加水分解酵素の精製

S.morookaensisをYEME培地12Lにて30℃にて4日間培養し、無細胞抽出

液を調製した。以下の操作は全て6℃にて行った。得られた無細胞抽出液に最終濃度

0.9Mとなるように国形のammoniumsulfateを加え30分間撹拝した　30,000×gの

遠心により得られた上清を0.9 M ammonium sulfateを含むbufferA [ 20 mMTris-

HCl (pH 7.65), 10 mM MgCL and 1 mM DTT]で平衡化したPhenyl-Sepharose CL-

4B (Pharmacia)にかけ、 0.9-0 M ammonium sulfateを含むbuffer Aのリニアグラ

ジエントにて溶出した。得られた活性画分(12ml)をpolyethylene glycol 6,000と混

合し、 10% glycerolを含むbufferAに透析したo透析した酵素溶液を10% glycerol

を含むbuffer Aで平衡化したDEAE-Sepharose CL-6B (Pharmacia)にかけ、同bu-

fferにてカラムを洗浄後、 0-1.OMNaClを含むbufferAのリニアゲラジエントで溶

出した。得られた活性画分(7 ml)を1.4 M ammonium sulfateを含むbufferAに透析

したo　この酵素溶液を1.4M ammonium sulfateを含むbufferAで平衡化したEther

-Toyopearl 650 (TOSOH)にかけ、同bufferにて洗浄後、 1.4 -1.2 M ammonium

sulfateを含むbufferAのリニアグラジエントで溶出させた。得られた活性画分(4
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ml)をUSY-5仏DVANTEC)にて限外渡過して濃縮後、 10 % glycerolを含むbuffer

Aに透析したo次に、透析した試料を10% glycerolを含むbufferAで平衡化した

Fractogel EMD DEAE-650 (Merck)にかけ、 0.15 MのNaClを含むbuffer Aにて洗

浄後、 0.15M3.35MのNaClを含むbufferAのリニアグラジエントで溶出した。得ら

れた活性画分(3ml)をUSY-5にて濃縮後、 O.l M NaClを含むbufferAで平衡化した

ToyopearlHW-55 (TOSOH)にかけ、同bufferにて溶出した。精製されたfhl加水分

解酵素は20% glycerol中一20℃にて保存した。

4.5.ゲル櫨過法による分子量測定

ゲル櫨過による分子量測定はToyopearl HW-55 (TOSOH)カラムにて、溶出は

O.l M NaClを含むbufferAで行ったO分子量マーカー蛋白質は、 BSA(68kDa),

ovalbumin (43.0 kDa), α-chymotrypsinogen (25.7 kDa)および匝sozyme (14.4

kDa)を用いた。

4.6. Pm加水分解酵素活性のpHと温度依存性、温度安定性および阻害剤の影響

全て、実験法4.1.1.の活性測定方法を用いた。 pH依存性の測定bufferは、 pH

5.5-8.0はsodium phosphate buffer、 pH 7.5-9.5はTris-HCl buffer、 pH 9.0-

11.0はsodium carbonate bufferを用いた。温度依存性は各温度にて反応時間は20

分で行ったO温度安定性はnrl加水分解酵素を50 mMTris-HCl (pH 7.65)にて各温度

で15分間放置した後、 RTlの残存抗菌活性を測定した。

阻害剤の影響は、酵素1.3ドgと各阻害剤lmMを37℃にて10分間インキュベ-

上した後、実験法4.1.2.の活性測定方法を用いて酵素活性を測定し、その値から阻害

率を算出した。

4.7. Pm加水分解酵素の基質特異性

蛋白質加水分解活性の測定は、基質としてhammarsten casein, gelatin, BSA,

hemoglobinおよびovalbuminを使用した。 1 mlのPm加水分解酵素(25帽/ml)と1

mlの基質溶液[1.0 % (w/v) each proteins and 50 mMTris-HCl (pH 7.65)]を混合し、

37℃にて30分間インキュベ-上した後、最終濃度0.2Mとなるようにtrichloroace-

ticacidを加え反応を止めた。この溶液を30,000×gの遠心にかけ、上清のtrichloro-

aceticacid可溶ペプチド量をLowry法[Lowry etai., 1951]により求めた。
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抗生物質の不活化活性は以下の方法で測定した　20 mMTris-HCl (pH 7.65)中78

帽のPm加水分解酵素と各抗生物質を37℃にてインキュベ-下した後、反応液を

Ap, amoxicillinおよびCpはStaphylococcus aureus IFO 12732を重層したPMS寒

天プレート、 viomycinおよびBsはB. cereusIFO 3001胞子寒天プレート上に置いた

ステンレスシリンダー(¢ 6×11Im)中に注入し、 37℃にて一晩培養し阻止円の直径

を測定した。

5.第三章の実験

5.1.デレーションミュータントの作製

プラスミドp118CSRおよびp118CSRRをSphlおよびBamUlで二重消化し、

Kiro-Sequence用Deletion Kit (TAKARA)を用いてプロトコールに従ってデレーショ

ンした　ExonucleaseIIIによるデレーション反応は25℃で行った。デレーションし

たプラスミドを大腸菌JM109株に導入し、約200bpずつ削れたプラスミドをもつデ

レーションミュータントを選択した。

5.2. DNA塩基配列決定

5.2.1. -本鎖鋳型DNAの調製

シークエンスする断片が挿入されたプラスミドを持つ大腸菌JM109株をAp loo

汁g/mlを含むLB培地4rnlで37℃にて一晩培養した。その培養液3ド1をAp50

fig/mlを含む2×TY培地3rnlに植菌し、 37℃にてO.D. 600nmが0.1 -0.3にな

るまで培養し、ヘルパーファージM13KO7(moi-2-10)を15直添加したO　さらに,

37℃にて1時間培養した後、 Km(42mg/ml)を5直加え、続けて一晩培養した。培

養液1.3mlをエツペンドルフチューブにとり10,000×gにて5分間遠心した。その上

清1 mlを慎重にとり、 200 piのPEG/NaCl溶液[ 20 % polyethylene glycol 6,000

and 2.5MNaCl]を加え、よく撹拝した。室温に30分間放置後、 8,000×gにて5分

間遠心した。得られた沈殿を100 nlのTE溶液に溶解後、 TE溶液飽和phenol 100け1

を加えvortexにて撹拝した　8,000×gにて5分間遠心した上清に、 TE溶液飽和

phenol/chloroform (1:1)溶液100 nlを加え再度vortexした　8,000×gにて5分間

遠心し、得られた水屑を新しいチューブに移した。その水屑に10ドlの3Msodium

acetateと250 ^1の冷ethanolを加え撹拝し、 180℃にて30分間放置した　8,000×

gにて10分間遠心して、得られた沈澱を冷70%ethanolで洗浄後減圧乾燥した。得ら
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れた-一一一本鎖DNAは滅菌水に溶解しシークエンス反応に用いた。

5.2.2.シークエンスDNAサンプルの調製

AutoRead Sequencing Kit (Pharmacia)を用いて行ったo　アニーリング反応液

[ single strand DNA (1-2汁g) 13 (xl, fluorescent primer (1-2 pmol) and annealing

buffer2ト11]を60℃にて10分間インキュベ-ト後、 20℃にて10分間以上放置したo

その溶液にExtension buffer 1 ¥i¥とT7 DNA Polymerase (1.5 unit/nD 2 |xlを加え混

和した。これを各d/ddNTPMix2.5filの入ったチューブに4.5直ずつ分注し、 37℃

にて5分間伸長反応を行い、 Stop solution 5直を加え反応を停止した。

5.2.3.電気泳および塩基配列の決定

シークエンスゲル電気泳動は、 ALF II DNA auto sequencer (Pharmacia)を用い

て行った　0.5 mm厚のゲル[6 % acrylamide (Long Ranger gel solution), 6 M urea,

100mMTris, 83mMborateand 1 mMEDTA・2Na]を作製し、実験法5.2.2.で調製

したサンプルを95℃にて3分間熱変性後、急冷させたもの5ド1をアプライした。 TBE

[ 100 mMTris, 83 mMborate and 1 mM EDTA・2Na]を泳動bufferとして用い、

700V, 34mA,37W,ゲル温度47℃,サンプリングタイムインターバル1.75秒にて

10時間泳動した。 DNA塩基配列の読みとりは、 ALFManager (Pharmacia)により行っ

た。

5.3. Cs耐性遺伝子怒域の決定

p118CSRRをEco和およびMMIIIで二重消化し、得られた3.8kbDNA断片を

PUC18およびPUC19のEcoW/Hindlllサイトにサブクローニングし、 P18CSRおよ

びD19CSRを構築したo次に、 p18CSRをKpnl/HindlllまたはPstl/EcdRIで二重消

化して得られるそれぞれ約1.2kbまたは3.2kbのDNA断片を同じ制限酵素の組み合

わせにより消化したDUC19にサブクローニングし、プラスミドpIM-2およびpIM-8

を構築したo　また、 p18CSRをEcoRV/EcoRIまたはKpnl/EcdRIで二重消化して得

られる断片をSmal/EcoRIまたはKpnl/EcdRlで二重消化したPUC18にサブクロー

ニングし、プラスミドpIM-3およびpIM-6を構築した。

次に、決定した塩基配列に基づいてプライマーを設計・合成し(pCSPC5 ; 5LGA-

CGGAATTCCCGAGGAGTTCGCCT-3'　-ACGAGGATCCTCACCGGCGCGGCCGGCGTG-3',
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pCSPC6 ; 5LGACGGAATTCCCGAGGAGTTCGCCT-3 ', 5 LTCCCGGATCCTCATGACGGCCGC-

CG-31, pCSPC9 ; 5--GACGGAATTCCCGAGGAGTTCGCCT-3', 5'-GCGTGCATGCTCACGAC-

GACCGCGC-3', pCSPC12 ; 5LGCCCGAATTCCTACTCGCGCGCCGACTTCC-3㌧ 5'1ニCGTGC-

ATGCTCACGACGACCGCGC-3') PCR法により各DNA断片を増幅させpUC18のEcoRI

/Sphlサイトに挿入しプラスミドを構築した。それぞれのプラスミドを持つ大腸菌

JM109株をCs lOOiig/mlを含むLB培地で37℃にて培養し、増殖した株をCs耐性

の形質転換体とした。

5.4. MIC測定法

抗生物質をそれぞれ800, 400, 200, 100, 50, - 0.39, 0.20, 0.10 [Ag/mlを含む

LB寒天培地を作製した.大腸菌は予めLB培地にて一晩培養したOその培養液5plを

寒天プレート上にスポットし、 37℃にて18時間培養後その増殖を検定した。

5.5.サザンプロット解析

5.5.1. DNAのアルカリトランスファー

放線菌から調製した染色体DNAIO figを蝕mHIにて完全消化後、中型サブマリ

ンゲルで通常のアガロースゲル電気泳動を行ったoその後、 0.4MNaOHにて、ナイロ

ンメンブレン(HybondN ,Amersham)にトランスファーした。その後、 2×SSPE

[ 20×SSPE; 3.6 M NaCl, 0.2 M sodium acetate and 0.02 M EDTA・2Na , pH 7.7]で

洗浄し、風乾した。

5.5.2. DNAプローブの標識

プラスミドpCSPC9をEcoRIおよびHmdIIIにて二重消化し、orfAとorfB遺伝

子を含む約1.2kbのDNA断片をアガロース電気泳動により精製したものをプローブ

とした。そのDNA断片をNickTranslationKitぐrAKARA)を用いてラベリングした。

反応液[H2024^1,DNA(0.5汁g)5¥i¥,dNTP/10×buffer4yd,En郡nesolution(4

unit)1filand[a-32P]dATP(10mCi,12.5工mol/ml)5yd]をエツペンドルフチュ-ブ

に調製し、15℃にて2時間インキュベー上した。直ちに5ド1の反応停止液を加え、

70℃にて10分間加温し酵素を失活させた。次に、TE溶液300nlを加え、遠心櫨過チュ

-ブ>TM(SURPEC1-02,TAKARA)に移し、2,000×gにて8分間遠心し、フィルタ
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一下に落ちた液を除いた。この操作を4回繰り返し、未反応の[α-32PldATPを除いた。

フィルタ-上に残っている液をを別のチュ-ブに移し、 TE溶液で100^1にしたoその

内5plを用いて放射活性を液体シンチレーションカウンタ-で測定し、ラベリング効率

を調べた。

5.5.3.ハイブリダイゼーション

ハイプリダイゼ-シヨンバッグ(コスモ・バイオ)にプレハイブリダイゼーション

溶液[20× SSPE 5.0 ml, 50×Denhard't solution (1.0 % BSA, 1.0 %　Ficoltype 400

and 1.0 % polyvinylpy汀olidone) 2.0 ml, 10 % SDS 1.0 ml, denaturated salmon

sperumDNA(1 mg/ml) 0.4mlandH20 ll.6ml]および実験法5.5.1.で調製したメ

ンプレンを入れシールした。 65℃にて1時間プレハイプリダイゼーションを行った。

その後、標識したDNAプローブを100℃にて5分間の加熱により変性させたものを

加え、 65℃にて12時間ハイブリダイゼーションした。次に、メンブレンを0.1%

SDSを含む2×SSPE、 0.1%SDSを含む1×SSPE、 0.1%SDSを含む0.5×SSPEに

て65 ℃にて10分間ずつ順次洗浄した後風乾させた。

5.5.4.オートラジオグラフィ-

メンブレンをラップで包み、暗室でHyperfilm-MP (Amersham)に貼り付けたO

これを、カセットに入れ、 -70℃にて2時間露光した。次に暗室でフイルムを取り出

し、 RENDOL(FUJIFILM)に5分間、 3.0%酢酸に1分間、 RENFIX (FUJIFILM)に

5分間浸した後、フイルムを流水でよく洗浄した。

6.使用抗生物質

arbekacin sulfate

amoxic

a汀Ipicillin sodium

blasticidin S

bleomycir滋c acid copper complex

bleomycin A, sulfate

cldoramphenic ol

D-cyclos erine
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明治製菓(株)

和光純薬工業(秩)

和光純薬工業(秩)

科研製薬(秩)

日本化薬(株)

日本化薬(秩)

和光純薬工業(秩)

明治製菓(秩)



eryt hromycin

fosfomycin sodium

kanc汀nycin disulfate

0-methyトL-tyrosine

ofloxacm

pe plαnycin

phleomycin (mixture)

phleomycin-MOP copper complex

puromycin aminonucle osi de

puromycin dihydrochlonde

tetracycline hydrochloride

thiostrepton

vancomydn hydrochloride

viomycin
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SIGMA

明治製菓(株)

MERCK

SIGMA

第-製薬(株)

日本化薬(株)

SI GMA

日本化薬(秩)

SIGMA

SIGMA

和光純薬工業(秩)

SI GMA

塩野義製薬(秩)

SIGMA
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