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C叢。鷺i薮gof　the　Ge丑e：E塾codi盤g　a　Nove至Lantibiotic，

　　　　N憾：adn　ISK－1，0f　Stαphylococcus　wαr鷺eri

Tosぬ計数鋤。　Sa曲面a聡＊，　H壼roka距Kim田ea＊，　TosMmasa　Higu¢hi＊，　As曲。　Ada¢hi＊，

　　　　　　　　　H鋤。磁M就susaki＊，　Ke煽i　So巫omoto　a簸d　Ayaaki　lshizaki＊＊

Laboratory　of　Microbial　Techno｝ogy，　Division　of　Aascrobia｝　ScieRce　aRd　Techno｝ogy，　bepartivteRt　ef

　　　　　　　　　　　　　　　　Bi◎scie嚢ee　aRd　B沁もec㎞◎1◎gy，　Facu1もy　of　Agric鋼玉も経re，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kytishu　University，　Fukuoka　812－8581

　　　　　　　　　　　　　　（Received　Jztne　21，　2000　and　accepted　August　18，　2000）

　　　Stmphylococczes　wameTi　ISK－1，　we　had　reported　as　PediococczLs　sp．　ISK－1　previously，

produces　a　novel　bacteriocin，　nukacin　ISK－1．　Edman　degradation　of　the　chemieally　reduced

nukacin　ISK－1　revealed　a　sequence　of　27　amirto　acids，　7　of　which　were　unidentified．　Using

single－specific－primer－PCR　（SSP－PCR）　preduct　as　a　probe，　a　3．6－kb　HindM　fragmeRt

contaming　nukaein　ISK－1　structural　geRe　（nzekA）　was　cloRed　and　sequenced．　The　deduced

amino　acid　sequence　of　nukacin　ISK－1　revealed　that　it　was　comprised　of　57－amino　acids，

including　a　30－amino　acid　leader　region．　The　propeptide　sequence　showed　sig］rrifTicant　sirnilarity

も◎乞h◎se◎f　｝acticin－481　type　lantibi◎tics．王もwas　expecteδもhaもa数acもive　27－resid蟻e鍛uka磁

王SK議。◎就a類edもwo玉an嶽i◎r曲es，　one　3－methy嚢a滋hio血e，　and◎ne　dehydrob髄yr顧e．・至n　the

region　upstream　of　nzeicA，　a　part　of　iong　open　reading　frame　（ORF），　designated　as　nukM，

encodi㎎aputative　mo（髄cation　enzyme　involved　in　the　lantibiotic　biosynthesis，　was　oriented血

もhe◎脚Qs韮艶（Xrec綴◎難。恥嶽e　regio鼓of　d◎w憾ream◎f擁崩，　ORFI　was・found，嶽w疑薇癒e

se（1疑ence　of旗e　putativeもrans玉ati◎nal　producもwas　si茎nilarも。漁ose　of　resp◎難se　reg滋aもく）ry

proteins　＄ueh　as　LytT　of　Bacileus　szLbttlis　and　VirR　of　ClosutdizLm　pe7　fringens．

INTRODUCTION

　　　Some　microorganisms　produce　preteiRaceous　aRtimicrobial　substances　called

bacterioc加s．　Bacterioc血s　are　generaHy　a　heterogeneous　group　of　bactericidal　prote血s

which　are　effective　against　species　that　are　c｝osely　related　to　the　produ¢er　strains．　Some

bacteriocins　inhibitthe　growth　of　foed－borne　pathogeRic　bacteria　such　as　Listeria　aRd

CtostridizLm，　which　makes　them　potential　as　natural　food　preservatives　in　the　near

future．

　　　Nisin，　the　aRtimicrobia｝　peptide　preduced　by　Lactocgcczts　gactis，　wa＄　diseovered　in

1928　（Rogers　and　Whittier，　1928）　and　many　lantibiotics　have　been　reported　（Jung，　1991）．

Lantibiotics　are　class　1　bacteriocins　which　contain　unusual　amino　a’cids　such　as

dehydroalanine　（1）ha），　dehydrobntyriRe　（Dhb），　laRthioRiRe，　and　3－methyllanthioRiRe．

（Sahl　et　esl．，　1995）．　LaRtiblotics　are　ribosemally　sykthesized　a＄　precursor　peptides，　which

are　post－translationally　converted　to　the　biologically　active　peptides　through　enzymatic

rrtodifications．　First，　serine　and　threoniRe　residues　in　the　propeptide　pertion　of　the
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p，recursor　peptide　are　dehydrated　to　Dha　and　Dhb，　respectively．　The　double　bonds　of

＄ome　of　the　IDha　aRd　Dhb　residues　react　with　the　thiol　group　of　a　ReighboriRg　cysteine

residue　to　form　the　respective　thioether　rtngs　of　ianthionine　and　3－methynanthior血e　in

aR　eRzyrr｛e－raediaもed　reac宅孟◎鍛．　Final．三y，　the　act三V¢1a顯bioもiCS畿re　releas愈d　a嚢d　sec蹴ed

by　proteolytic　cleavage　of　the　leader　peptide　（Kupke　and　GOtz，　1996）．

　　　1難add誌i（）黙も◎もheむh薫oether　a】漁◎aci（is，　some　IaRtibi◎もic＄co箕tai簸avar玉eもy（）f　other

modified　amino　acids，　inclu．d㎞91ystno－alan血e，2．一aminoVinyl－1）一cysteine，　hydroxy－aspar－

tie　acid　aRd　D－alaniRe　（Jixrig，　1991，　S，　kaugeR　et　ec・g．，　1994）．　k　has　beeR　co｝｝sidered　that

they　play　an　important　role　to　rrtaintain　the　structure　and　the　aRtimicrobial　activity　of

lantibioties．　’lrhey　also　confer　the　antiprotease　and　pH　toleranceg．　due　to　the　¢oRformation

of　the　thioether　rings　in　the　peptides．　Thus，　the　modification　enzymes　for　lantibiotics　are

aももracも玉ve　f◎r　b韮otechRolo慕ica玉apP鼓caもめRs蓋ke　prQtein　eng飴eering．

　　　OR　the　basis　of　the　ring　structures　of　｝aRtibioties，　JuRg　（1，991）　propo＄ed　that　they

were　divided　into　two　t：ypes．　Type　A　compr］ses　those　that　are　more　elongated

screw－shaped，　amphiphitic　polypeptides．　Their　primary　bactericidal　action　is　exerted　by

the　formation　of　pores　and　ciepe｝arizatioll　of　the　bacterial　cytoplasmic　memb／rane．　Type　IB

comprises　raore　corapaet，　g｝ebu｝ar，　ar｛cl　aimost　Regitral　bl“phiphil，ic　polypeptides．　Type－B

lantibiotics　show　not　only　bactericidal　activities　but　also　inhibition　of　enzymatic　activities

（angioteRsin－1　convertin，g　enzyi￥te　or　phospholipase　A2）　（FredeRhageR　et　ag．，　1990），

｛．．nl曲ition　of　h．erpes　simplex　virus－1，　and㎞mune　a（灘uvant（Naruse　etαt．，1989，　Br6tz梯

認．，1997）。M：◎reover，　typ（トA　la蕊韮b1（）揺cs　are　dass漁ed　wiもh　re即ar（墨も◎their　r㎞g　strucもure

and　their　leader　peptide　with　a　charaeteristic　cleavage　site　into　three　subtypes；　nisi．n，

lacもicぬ一48L撒d　lacも◎ci三．ト．Sもypes．　The　nisin　type玉蹴ibi◎t韮cs　such　as滋s㎞A（Gross撒（i

Morell，　1971），　nisin　Z　（Mulders　et　al．，　1，991，　Matsusaki　et　al．，　1996），　epidermin　（Allgaier　et

Ctl．，1986），　P｛きp5（Kel｝iter窃αム，19≦｝D，　a嚢d　SVtbtilin（Gross磁αδ．，1973）凝e　the懲。＄も

widely　inve＄tigated　in　terms　of　their　raechanism　of　pore　forraation　（Mo｝1　e）t　al．，　1996），

tlheir　biesyTithesis（Siezen　e・t　｛xg．，　i　996），　aRd　the　relatl　onship　betweeR　their　struetures　and

antibacterial　activity　（Moll　et　al．，　1996）．　The　commercial　applieation　of　these　Iantibiotics

has　beeR　expeeted，賊s註嵐Abe蹟g　used　as　a　Ratu．ra｝f6◎d　prese．rva雛ve蟄m．a汽y　couRもr掩s

（II）e｝ves－Broughton　et　ag．，　1996）．　in　the　past　deeade　other　lantibiotics　be｝onging　to

laeticin48i　t，ype　were　aiso　iso｝ated　and　eharacterized．　This　subtype　includes　｝acticin　481

（Piard　et　at．，　II9．　93），　bacterioein　J46　（Huot　et　at．，　．199．　6），　variacin　（Pridmore　et　at．，　1996），

streptoceccii’｝　A－FF22　（Hymes　et　at．，　1993），　streptococcin　A－M49　（｝lytes　et　ag．，　1994），

mutacin　ll　（Woodruff　et　ae．，　1998），　butyrivibriociR　OR79A　（Ka｝vaekoff　et　a，g．，　1999），　ar｝d

sa／livaricin　A　（Ross　et　al．，　1993）．　However，　these　lantibiotics　have　not　been　extensively

characterized　yet．　They　have　beeR　eonsidered　sor“ethng　differeRt　in　the　mechanism　of

biosynthesis　judging　from　these　gene　elusters　from　these　of　nisin　type　lantibiotics　（Siezen

st　esl．，　1996）．

　　　Staphyloeocczes　zL，a，rneTi　ISK－1　was　isolated　in　our　laboratory　from　welFaged

NzLkesdeke，　a　bed　cf　fervaeRted　rice　br3R．　Thi＄　straiR，　which　had　been　reperted　a＄

Pentiococcus　sp．　ISK－1　p／reviousiy，　produces　a　bae．teriocin，　nukaein　ISK－1　（Kimura　et　al．，

．1997，　1998）．　We　reported　the　purificatioR，　the　amiRo　acid　composit，iok　and　sequence

analysis　of　nukacin　ISK－11，　indicating　that　it　is　a　pepti’de　with　a　molecular　mass　of　2．9　kDa

ceRtaiRiRg　3　i￥i，o｝ecnies　of　laRthioRirie　anCYor　3一一・methyllanthioRiRe．　The　N－terrr｛inal　7

amino　acid　residues　were　aiso　determined　as　NI’1，v－K－K－K－S－G－V－1　by　Ed，　man　degra一
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dati（）R，もhe　seque糞ce◎f　wh童ch　sho輝磁high　s㎞ilariもiesも。撫ose　of　lacticin－481もype

lantibiotic＄　（Kiirtura　et　al．，　1998）．　However，　we　could　net　determine　the　primary

structure　of　nukacin　ISK－1　completely，　because　E　dman　degradation　after　8　cycles　was

block：ed　due　to　the　possible　thioether　bridges．　Here，　we　report　the　a】〔血。　acid　sequence

◎fthe盤櫨ac血王SK：ニエrednced　by　the捷eat搬e難もwiもh　a藁k畿㎞e瓢ercapも◎eもhaROI　aRd　ck）R魂

of　its　structural　gen．e．　The　results　strongly　suggest　that　nukacin　ISK－1　is　a　novel　！antibi－

otic　belonging　to　lacticin－481　type．　Other　ORFs　relatimg　to　nukacin　ISK－1　biosynthesis　are

also　described．

MATERIALS　AND　METHODOS

Bacteria｝　strains，　media　and　plasmid

　　　Staphy．gocecc2ss　ztia？”？zeri　ISK－1，　whieh　had　beeR　referred　te　as　Pediocecczgs　sp．

ISK－1　（Kimura　et　al．，　1997，　1998），　producing　nukacin　ISK－1　was　used　in　this　study．　This

strain　was　grown　in　MRS　medium　（Oxoid，’　Hampshire，　United　Kingdom）　at　370C．

Escherichta　cogi　JM　I　O9　was　grown　in　LB　medium　（Sambrook　et　ag．，　1989）　at　37eC．　When

ne6ded，4◎mg／蹴er　ampic撒賞was　added勧澱edi㎜．

　　　A　plasmid　pUC18　（Toyobo，　Osaka，　Japan）　was　used　for　cloning　of　nukacin　ISK－l

structural　gene．

A搬i】【韮oa《3idse｛茎穫e】睡eea】【甕a玉ysisoft］騒e鴛e《叢犠¢｛｝d】【疑笈k：a¢㎞】【SK－1

　　　The　chemical　reductioR　of　the　purified　nukacin　ISK－i　was　performed　accordmg　to　the

method　as　described　by　Meyer　et　al．　（1994）．　The　reduced　nukacirt　ISK－1　was　further

purified　by　high　performance　hguid　chrom就ography（HPL（））under　the　condition

described　previgusly　（Klmura　et　ag．，　1998），　akd　the　amo　aeid　sequence　was　aRalyzed　by

EdmaR　degradation　with　aR　autemated　gas－phase　protein　sequencer　（PSQI；　Shimadzu，

Kyoto，　Japan）　with　an　on－hne　LC6A　HPLC　system　（Skmadzu）．

DNA搬a㎡ip些事atio盤s

　　　Total　gexemic　DNA　of　ISK－1　straiiri　was　iselated　by　a　combinatiori　of　the　metheds　ef

Marmur　（1961）　and　Berns　and　Thomas　（1965），　exceptthat　O．lmgfml　of　N－acetyl－

muramidase　（Seikagaku，　Tokyo，　Japan）　was　used　for　cell　｝ysis　instead　of　lysozyme．

Isolation　of　plasmids，　digestioR　gf　DNA　wtth　restrictiolt　endonuc｝eases，　aRd　agarose　gel

electrepheresis　were　carried　out　by　standard　precedures　（Savabreok　et　ag．，　1989）　er　as

recommeRded　by　the　manufacturers．　The　tota｝　DNA　library　of　ISK－1　straln　was

constructed　with　pUC18　and　completely　digested　genomic　DNA　using　Hi7zd皿　The

primers，　or　the　cassette　oligonucleotide　（’lrakara，　Tokyo，　Japan）　used　for　single－specif－

ic－priiir1er－PCR　（SSP－PCR）　（Shyama｝a　and　Aikes，　1993），　are　showR　in　Tab｝e　1．　Prior　tc

SSP－PCR，　the　tota｝　DNA　of　ISK－1　strain　was　completely　digested　with　Xbesl　aRd　the

cassette　at　Xbal　site　was　ligated　to　the　total　DNA　fragments．　They　were　then　used　as

templates　for　PCR，　which　wa＄　performed　with　primers　C－1　and　PI－7　using　Lti4　Taq　DNA

polymerase　（Takara），　in　the　procedures　eutlined　by　the　maRufacturer，　using　the　following

cc；iditioRs：　deRaturatiok　at　940C　for　1　tm，　altneabog　at　55¢C　for　1　twk，　aRd　elongatigR　at

720C　for　2　min，　through　30　cycles．　Elution　of　PCR　products　from　1，2e／o　agarose　gel　was

performed　after　gel　electrophoresis　by　using　the　Geneelean　ll　Kit　（Bio　101，　Vista，　CA，
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Table　1．　Sequenem　of　oligonucleotides　used　in　this　study

N－ames　Seqgeftces 蜘継

PI－7

c－x

5‘一CA（AfG）CA（AIC／G／T）GT（A／G）AA（A／G／T）AC（A／G）AA（CfT）TG（AIG）AA－3’

5LGTACATA’1“YGTCG［IVI’AGAACGCGTAATACGA一一3i

Cassette　5‘一〇H　GTACATArl”1’GTCGTTAGMCGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAT－3’

　　　　　　　3’一CATGTATA，4CAGCAATCTel’GCGCA［lrTArc”GCTGAGTGATATCCCIIIQCIIII2tQATC　OH－5’

The　synthetie　oiigonucleotide

　　¢◎㍑奪S茎）◎嚢d圭取9惹◎撫｛嚢茎）藁捻縫ve　3ヤre蓼沁鷺

　　of　nukacin　iSK－1　stm］ctural　geRe

The　prt嚢aeぎco㍑espoΣ駁i㎏憩撫e　cass就艶

　曝omer
Cassette　oligomer

The　underlined　ietters　indi¢ate　the　sequence　ofXbal　＄ite．

USA）．　The　amplified　PCR　fragments　were　ligated　into　a　pUC18　derivative　T－vector，

wh1ch　was　prepared　by　d嬉命sも沁R「麟．もh　3・窺α王aRdもhe　addl．蟹◎k◎fas加g玉e　T　by猶㎎DNA

polytnerase．　Transformation　of　E　coli　was　carried　out　by　electroporation，　as　described

by　D（）wer　et　aど。（1988）．　C磯s　were　e艶。もr◎pora糖（i盈a（）．2－cm　cuveも艶w1撫aGe聡Pulser

apparatus　（Bio－Rad，　Hercules，　CA，　USA）　set　at　251kF，　20092　and　2．5kV．　After

eleetroperatic，R，　¢ells　were　grown　in　SOC　mediurxx，　（Sambroek　et　nt．，　1989）　at　37　℃　for　1　h，

and　then　incubated　in　LB　agar　medium　eontaining　40　mgAiter　ampicillin．

Hyb践dizatiOR　oxpe嫉撚e蹴ts
　　　Hybridization　was　carried　out　as　described　by　Southern　（1975）　under　a　st，ringent

cenditioR　（68　eC）．　Ce｝enies　oR　LB　p｝ates　vvere　traRsfeyred　to　Hybogd－liNl“　Ryleft　membrkRe

（Ainersham，　Buckinghamshire，　United　Kingdom）．　The　DNA　probe　used　was　the　720－bp

pr◎d難。も◎bもa㎞¢d　by　PCR　wi康primers　C－1　a猟蓬Pレ7．　Prepa罫aも沁n◎f　d㎏◎x玉ge癬ト1abele（i

probe　and　detection　of　hybridization　signals　on　membranes　were　carried　out　with　a　DIG

DNA　Labeling　and　Detection　Kit　（Boehringer，　Ma！　mheim，　Genmany）．

N穫deotide　seαue塾ce　a灘a星ysis

　　　DNA　fragmen，ts　to　be　sequenced　were　further　subclened　into　pU（　i　8，　and　nested　sets

of　d¢，letion　clones　were　generated　by　using　dozebte－stracrzcted　Nested　Deletion　Kit

（Pharmacia　Biotech，　Upp＄ala，　SwedeR），　aRd　they　were　＄equeRced　with　an　AI」F　expres＄

sequencer　（Pharraacia　Biotech）．　The　sequencing　reaction　based　on　the　rnethod　of　Sanger

etα9．（1977）was　perf◎r撚α濠wiもh　the　Aut◎Se（菱蟹encer　Core　Klも（T◎y（）b◎）accor磁難g　wi撫

the　instructioms　of　the　manufacturer．　The　resulting　Rueleetide　sequence　was　anaiyzed　by

SDC－GENETYX　geRetic　inforination　processing　＄oftware　（Software　Development，　Tokyo，　，

Japan）．　Sequ，e，nce　simi｝arity　searches　were　performed　with　the　BLAST　（Basie　Loca｝

Alignment　Search　Tool）　program　and　the　NCBI　（National　Center　for　Bioteehnology

Informat，ioR）　databases．

N穫¢叢eotide　seq毬e無ee　a¢cessiOR獲猟搬．ber

　　　The　nucleotide　sequence　data　deterrnined　here　appear　in　the　EMBL，　GenBank，　and

DDBJ　databases　under　ac¢essioR　Ro．　ABO34941．
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RESuL’］］s

Amino　acid　sequence　analysis　of　the　reduced　nukaein　ISK－1

　　　As　described　previously　（Kimura　et　ag．，　1998），　Edraan　degradation　after　8　cycles　was

bleeked　due　to　possib｝e　thioether　bridges．　Therefore，　nukaeili　ISK－1　was　treated　wit，h

alkaline　mercaptoethanol　arid　the　sequence　of　27　amino　acids　wa＄　determined　as，

NH，一K－K－K－S－G－V－1－P－X－V－X－H－D－X…一H－M－N－X－F・一・一Q－F－V－F－X－X－X－S－COOH．

｝lere，　X　indieates　unidentified　amino　acids，　probably　modified　post－trax’｝，slationally．　The

amino　acid　sequence　of　the　reduced　nukaein　ISK－1　revealed　a　sequence　similarity　to

these　of　｝acticin一一一48i　type　lantibietics．

C丑。血gof泥麗姐firOR嚢Staphglococeus　wαmeri互SK一裏
　　　At　first，　f（：）r　clor泣ng　of撫e　nukacin　ISK－l　structural　gene（nuha），　several　oHgonu－

cleotides　were　synthesized　based　on　the　N・一terminal　7－amino　acids　sequence　of　nukaein

ISK－1，　aRd　t．hey　were　used　as　probes　aRd　primers　for　Southerk　hybridizatioR　aftct

SSP－PCR，　respectively．　However，　the　a’ttempts　were　not　successful　msing　the　degen－

erated　oligoru．｝cleotides．　HeRee，　primer　PI－7　was　desiglted　based　on　the　expected

C－terink｝al　sequeRce　as　一F－Q－F－V－F－T－C－C－SCeOH，　beeause　the　C－te｝　minal　regiok　o£

Iacticin－481　type　lantibioties　was　highly　eonserved，　一F－V－F－T－C－C－S－COOH．　Then，

SSP－PCR　was　performed　wit）h　primers　PI－7　and　C－1，　and　cassette－ligated　total　DNA

fragment　of　1’SK－1　strain　as　teTnplate，　resu｝ting　in　suceessful　amplifieatio’n　of　a　720－bp

product．　Because　of　the　lack　of　the　pho＄ph就e　of　5’一te㎜inal　of　the　cassette，　the　PCR

ひr（）duct　ca蕪RO憲be　amplif沁d　by　C－1　pr漁er　a1◎ne．　This　pr◎d嚢。もwa＄p嚢r澁ed　fゴ◎m

agarose　gel　after　electrophoresis　and　cloned　into　a　pUC　I　8　derivative　T－vector，　and　then

used　as　a　template　for　DNA　sequencing．　The　nucleotide　＄equence　ofthe　PCR　product

eorrespexded　to　an　aK｛ii｝o　acid　sequekce　of　the　reduced　makacix　ISK一・・1．　F“rthermere，

the　720－bp　PCR　product　was　used　as　a　probe　to　isolate　and　characterize　a　full－length

nzellA　clone　frova　geRomic　DNA　｝ibrary　of　ISK－1　strain．　Fina｝ly，　pPUK4　containirtg　a

3，6－kb丹伽（澱£ragmenもhybr窯（簸zed　wiむh　the　pr◎be　was　isdaもed　by　c◎1◎ny　hンbridizatio貧．

N羅deotiαe　se礒罎e盤ee　of　3．6－kb」yi鷺d皿f≠ag澱e璃鷺麗舶，瀦髭醒’ C　a盤d　ORFl

　　　The　comp．1，ete　nucleotide　sequence　of　the　cloned　3．6－kb　Hindlll　fragment　was

determined　in　both　strands．　The　restrietion　map　of　the　cloned　fragrnent　and　the

τ撮cle◎tide　s磯犠ence　were　sh（）wn勲Figs．1and　2，　respec伽ely．　In　th¢3．6－kb搦％（澱

，fragment，　174－bp　open　readi．ng　frarne　（ORF）　containing　nukacin　ISK－1．　structural　gene

（7izsSaA）　was　found　at　positioR　2123　tg　2296．　IR　this　ORF，　two　possible　ATG　start　codons

were　found　at　positions　2　i　23　and　2141．　From　the　comparisoR　of　lacticin－481　type　lam－

t，ibiotics，　posi’ti，on　2141　seerned　to　be　the　＄tart　codon．　However，　at　10　nucleotides

upstream　of　positioR　2123，　a　possible　ribosomai　binding　site　（GGAG）　vva＄　feund．　Henee，

the　nzekA　geme　was　predicted　to　be　translated　from　positien　2123．　The　deduced　amino

aeid　sequence　correspondmg　to　the　N－temmal　sequenee　of　nukacin　ISKrl　was　found　to

start　at　re＄idue　31　ef　the　predicted　product　of　the　nzekA　geRe．　Thus，　it　seems　that

nukacin　ISK－1　is　synthesized　as　a　57－amino　acid　precursor　peptide　that　is　cleaved

between　Alawi　and　Lys’i　to　foriR　a　27－residue　propeptide．　The　predi（／）ted　propeptide

se幾uence照s　i簸go◎d　agreement　wi鹿the　amin◎ac三d　se鱗ence　obもai数ed　fr◎m撫e
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（＞lnl　bo） 醐（174bo） ORFI
σ4鞠の

　　　　　　1　kb

脳981．　Rest劉icti◎嚢驚畿】；）o£もhe　3．6一一kb醜？z（圭璽数●agrae！ミt　ar監d（）r慕a麺za縫◎R　oぎ？zzzha，？zzekM　a嚢d

　　　　　　ORF．1．．　The　arrows　represent　promoters．　The　possible　p－independent　transcription　ter－

　　　　　　mmators　for　nu）aA　and　ORFI　are　illustrated　by　lollipoplike　symbols．

redueed　nukaein　ISK－1，　except　for　unidentif1ed　amino　acids．

　　　In　the　regt◎照p就ream◎f箆二三，　a　part◎f　long　ORF　was　foumd，　designated　as　7z二二，

in　the　opposite　orientation　（starting　from　position　1721）．　The　translational　product　of

this　truRcated　geRe　was　similar　to　that　gf　the　5Ltermirtai　regieR　eUanM　（Rptce　et　al．，

1994，　Woodruff　et　at．，　1998）　encoding　a　modification　enzyme　involved　in　the　biosynthesis

of　lantibiotics，　（25一一440／o　identity　for　the　N－termirtal　572－amino　acids）．　LanM　is　usually

cempesed　ef　more　thaR　900　atwio　aeids，　suggestmg　that　一nukM　ceRtains　a　further　1－kb　cf

DNA．

　　　Afi　ORFI　（744－bp），　which　could　eRcode　a　protein　of　247　residwes　with　a　molecular

mass　of　28．8　kDa，　was　aiso　found　at　428Lbp　downstream　of　nLeha，　and　the　sequence　of　the

putative　trai｝s｝ational　product’ 翌≠刀@similar　to　vartous　response　regulator　protetas　such　as

LytT　of　Bacilgzes’　szebtigis　（28“／o　identity，　48e／e　sixyiilarity）　（Gothel　et　ag．，　1997）　artd　VirR　of

Clostγidizem　pθがblingens（2396　identity，44％similarity）（Shimizu　etα1．，1994）．

Therefore，　the　motif　program　Pfesm，　deve｝oped　by　SonRhammer　et　ag．　（1997），　was　used　te

search　ORF　k’rartslational　product　for　its　defmed　amino　acid　sequence　motif．　The　search

revealed　that　112　residues　at　the　N－terminal　region　of　ORF　I　（residues　4　to　115）　corre－

sponded　te　the　respeRse　regulatgr　receiver　demain．

　　　ELI，　everal　一35　to　一IO　consensus　sequences　of　u　’g－dependent　promoters　were　found　in

the　regi◎n　betwee嚢糠届蓼ene　a磁もr撒caもed鴨顧M　geRe◎n　b◎th　straRds，　a薮dミ誰pstrea獄

of　ORF1（Fig．2）．　Stem－100p　structures　were　fo㎜d　downstream　of儲崩and　ORFユ．

They　might　act　as　aρ一independent　transcription　termtnator　sequences（calcUlated血ee

eRergy　ef　formatieR，　A　Go，　一105．6，　akd　123．2　kJ・rael一｝，　respective｝y）　（Platt，　1986）．

Comparison　of　amino　acid　sequence　of　nukacin　ISK－1　precursor　pept’ide　with

those　of三ac糠｛∋i難一481　type　1a盤tib薫oti6s

　　　The　nukacin　ISK－1　precursor　peptide　showed　significant　simi｝arkies　to　lact，icin　481

（Piard　et　Gt．，　1993），　bacteriocin　」46　（Huot　et　ag，．，　1996），　variacin　（Pridwore　et　ag．，　1996），

streptococcirt　A－FF22　（Hymes　et　at．，　1993），　streptococein　A－M49　（Hynes　et　ae．，　1994），

muta¢in　ll　（Woodrnff　et　ag．，　1998），　butyrivibriocin　OR79A　（Kalmokoff　et　at．，　1999）　aRd

salivaricin　A　（Ross　et　al．，　1993）　（Fig．　3）．　The　position　of　the　thioether　bricige　of　these

lactiein一一481　type　lantibiotics　has　not　been　determined　yet　except　for　lacticin　481　（Van



1

101

…
　

1
　1

－
　

韮
　
－

玉
　
1
　
1
茎011

－
　
玉
　
1

1
　
1
　1

　051

1
　
1
壕
三
唖
－
喧
三

ρ
◎
、
7
？
5
0
Q
O
◎

三
　

ま
薯
λ
1
1

　　　　　　　　　　　　　　　　　A　noveg　eanttbteti・c　ofStaphygccoccws　wameri　ISK－1　155

　　　　SEFIIE総GKS王GLNM曜鐸VSGDKEDIVAN聾II王i”1’CGAAAGMATAATMAGAAGAGGAAiwiCTATACGGATTVAAGTAGGTTAAATGTCTTGGTAGAAAAAGTAGATACTGACGTAATAAT’i’AATATTIACG

耀爆瓢
S　　V　　L　　翼　　韮）　三　　A　　至）　茎）　1　　餐　　茎）　S　　鰻　　》　　1　　ε　　Y　　G　　Y　　聾　　1　　F　　〈｝　N　　G　　王）　王　　F　　蓋、　K　　醤　　｛i　S

MTGATTTAACAGCTAACGTAGCAGTTATAACAGAC’1’1’AAATGATAAAGTATAGGTATTAAATArrTAGGTAATGGTAGTTATTTATTAAATAAAAcrGA

《AG《「rrAC：f’rl’TAA《ZZ「『A《「fCMA孚（；「『AAC’ぎli’TGTTGTT？践く｝《姦A｛；TTTCt『τ《τ践｛；《AAC㏄柵GAfT「ffTAT（；TAACTCACCCww〈；「『rrATT（⊃

　H　｝｛　VTNNKIDKVSVSQVKTYFYPVSLTEIQKIESACTACATGGCATAATAAMAI－rATAGAAAATGGCTTrcTGAAACCrGGAATCATATIVI”rTATCCCATGACTTTCTCAAAGATMACAAAATAAAGACIrTA

AATAATTGAATAGTGAATTAI’rTAAAAGTGGCATGAGAAGATCAAACAATTTGTTCGAGAAAGCGAATAAACGTATrrCTOC）ACTAAA，ncGTCGAACATA

　　L　　V　　＄　　Y　　巳　　1　　T　　S　　蓬～　…）　　し　　1　　R　　V　　E　　V　　£　　S　　S　　「『　　K　　K　　至　　￥　　｝韮　L　　I　　E　　K　　R　　韓　　醤　　L

ATTATGACrcATGAGTTMCATGAAGAAocAT’lrf’TMGAGrcMGATGAAGAerACrcCAAAAGAMTATATTACAscATAiVNGSWVXGATAACAA　f“rCT

TTATTAAGCATTCATATASVNtl’rTCGGAAGAACTVIrATAGAAGATAIritTATGAAecCCTCTTII”1’AGAGGwwTAGTAAAAG6TATAurTACCCTATA

韮｛　D　　鐸　　費　　1（　　》　　R　　V　　L　　韮ミ　　嚢《　　E　　F　　｝｛　　王　　！）　1｝　董～　層　　P　　聾　　S　　1　　’lc　嚢　　E　　縫　　K　　聾　　F　　》　　（；　《｝　L

ewAGTAAAGAA，MTTGAGAATGATTAGAGAAAAGCTTAAAATATAGTAGAGATAATocTAATGAATATCIMGAIVXGCACAAATAATTTATGAGGTGGATT

　　王GSI茎）《｝Gyx歪（1｝KKS至PL雛Gl『AFVS舞《AK翌》獲1NK
《「r舷（路案（｝麟「£《『£《（；《（瞼「fGeCAT《A《A義義C《｛；AAAAAAccrATAeCCA？τ（；τ《《｛；㏄C《τC㏄？TAT（∋1℃TTM『『CGτC｛｝AAATA〈…A《《｝義TA『『A《G《《《

　TAL聾董～FKS鷺Y！STHFITELDIL王PF封SSCLINECATCGATTTAATGCTTTAAAACTAAGTATATAOCTG〈）ATAerTTATATCAAAGATTTAGTTAATTATAACC’r：i”rTAATGACCTTGI｛’GTCATATAAAAGCT

F　　縫　　L　　茎）　S　　王　　繋　　む　　し　　Y　　（；　I　　S　　む　　L　　Y　　《｝　L　　韮～　X　　￥　　￥　　謎　　聾　　王　　K　　鐸　　1く　S　　「『　妄》　Q　　K　　蕉

TTACATTTAGTGAATATAAATrATI”rATAGGATATCTGTTATTTATAGGGTTAGAAAACATrATGTATAMTMAATAAAAATCrcCAscCAACGAAAAg

ATATATAAGGTAGGTT（X｝CACCAGAAATATTAGATACTTAAATATGAATATCATACAACTATAAAGTAtVLAAAACTrrTGACATGTAT：rrAAGATTCrTA

AGATI”1’TTcrl’TTCATAGTAAAAGArrACTGGATCCAAATATATTATTAACTCTAAATAGTCACCAATGAIVNTCAGTGGCGMATGGAGcrr’ACATILTAGAG

G　　L　　I　S　　I　H　　C　　I　　T　　E　　K　　E　　T　　X　　I　L　　N　　A　　E　　L　　L　　K　　K　　K　　E　　Q　　N　　F　　X　　N　　E　　I　D　　K

GATTf｛V！’ATGACTATACTGTTTAGCMAGAAAAAGTCAAAMTAA’1“1’TAACCGAAGACIrf‘TTC？V｛AwwGAACTMCIrl］AMTAAAAGCTACAGAM

GTTTT’rGCT’rTTTATAerCAAATTTCAAACGAGATTTAGTAAATAATAACTACCTA（”1’GAAAATAPLATTGAGAAGTATATATTACrc，GAAMAGTGTATTA

AGAAGTAGI”T’TTATAAATATC）GCAAGAAGTCCTCATAAAGGTAAcrCAAAAAACAAATTAGmmGTAATTAATTVIrTGT’1’AGTTACTAIWtGGTGTTT

三　董）　L　　！　　夏　S　　韮～　乱，　￥　　N　　響　　韮）　至　L　　τ　　舞　　L　　E　　｛≧　董く　S　　Y　　K　　K　　L　　王　F　　鐸　　＄　　F　　G　　菱～　F　（き

ATAGATCTTATTATCTAGAATTCATCAAG（｝TTAGTTAATTACACAATTCAAGAACAMTCscATwwTl”1’TAtlrf’TTMACrrTTAGGAGATIr’rAAC

　　　　　　　一　ntikst

　　聡　　V　　K　　I　　N　　鍾　　M　　　　　　　　　　　RBS　　　　　　　　　　　　－10　　　　　　　　　　　　　　　　　　－35

触GTTG鱗τ猟CAAC・TATCAAT．τAτAGT極亟τ餓TAACI”1’GATAGTATTAAGTATATTGCGτAAτA斑質襯G醐TTGT燃）A醐㏄丁

：［’TC？vaCTTTAATGTTGIrlrCATAGTTMTATCATCTCesATTATTAACTATCATAATscATATAACecAllrl“ATATAAATTTwnAACATATCrTTTCGA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一ま◎

GCIAAieLCIIrTTAATCAAAACTACACATACI”1’GTMGGAGAAAATGTCACmaTAIrrTTTATTGATCGAACGATGCi”1’AAAGCGAAATGAAGATTATMCCATTA

CGTTTGAAATTAerTTTGATGTGTATGAACATTCCTCItTTTACAGTGTTATAAAAATA‘ACTAGC：fUI’GCTACAATTTCGCTTTACrrCTMTATIf’GGTAAT

　　　　－35　一ss　一10　一10　一35　一一Ze
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　一ss

　1901　GATTG（；AGTATGATGTTCTAIf“1’TAAAACGTCGTCTTTC’SC’Cl“1’TTTGGAI”1］TTGATTGTTTTAACATTCAAAG［1”r’TAAAAATAAAATAAGTATATCTrrTG

　l901　CI’AACCTCATACTACAAGATAAATI”VTGCAGCAGAMCGGAAAAACCTAAAACI’AACAAAATTGTAAG｛lrrTCAAATI“rTTATTTTATTCATATAGAAMC

　2COI　GTGAAATAGTGAGATTTATAIr？TAMATTAATATATrl”rATTCACCMATATG｛”fAmaTGTGAAACATflVrATAewACACTATAAscTC，MCA［i”rGT：i’rAT

　2001　CACTI（”rATCACTCTAAATATAAATIVrTAATTATATAAATAAGTGGTTTATACAATTT”i’ACACTTTGTAAATATCATGTGATATTAAACrrGTAACAAATA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　瑠5　　　　　　　　　　　　　　一層◎

2101　1”rAAATTTAEII］llllr｝TAAcAAAcATGGIwvxTTerAAAGTTATGAAGGAcATTGAAGTAGcAAATfrrM’TAGAAGAGGTTcAAGAAGArcAdxTTGAArcAA

　　　　　　　　　　　　　　　嚢＆9　　　　　　　琵　E　替　S　lく　》　議　K　I）　王　£　￥　A　賛　L　L　E　E　V　Q　E　I）　£　二、　N　難

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　nutA　一

　22gl　GTCTTAC，GAGCTMGAAAAAGTCACfiAGTMTCCCAACTGTGTCACA〈；GATTGCCATATGAATTCIrTTCCAA’1“fTGTATTTACTscTTGTTCATAAAAAG

　　　　　　　　　　　　　　　　　KKKSGV王Pl『VS｝｛1）CH辮鐸SFQF》欝TCCS＊　　　　　　　V　L　G　A
　　　　　　　　　　　　　　　　今

　23el　GGGAATGTTGTAAAATCAGTAAAAATAAerTTAAGTGATACTTACTTTAGTTT’rTTTATTGATTAACATGATACTAATATTATGocATGG，CGAAAATCCG

　2401　TAGT：1’rTGAAAAGAACTAC（｝GATTITTTATGAACCGTAmaCATATATAGTGTCTTTAGTTATTGTATTTTGGAGAGTATTGAAACCTTAATATTTTGTT
　　　　　　　）　〈一一一
　250．1　crTTocAGCI’TTTATTAAGATAACI’rCATCGAAGGCAATTTATTGGCAACAAT”rACTTGAAGTCTAGCAGATATACrrTACAAAATAATCTTACAATCTA

　26gl　TCAArrT！thASVW｛TT’｛“rMAGTTCATTTMTAATAATGAiirl’TAAAMMTAATTGTGATATATTAATGAAGTAAgG’rTGGTTTTAATrfVTTTTATTgATA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－35　　　　　　　　　　　　　一門0

2701触GG侮l丁警G響A↑丁響全丁轡AIAC黙C憶GTICT食GAIA鷺《τ階τ響慣r叩C

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　gRFI　一

　280，1　TCATTTGTT’1’CATGTAAAGGTACAI”rTAGTGAATATATTGAAGCCAAAAATACCCTAGATAAGAAAGATATAGACTT］LATATTTrrAAAAATAAATACAA
　　　　　　　S　　F　　V　　S　　C　　l《　G　　T　　F　　S　　E　　￥　　王　　E　　《　　K　　N　　T　　L　　韮）　置く　K　　l）　　I　　l）　L　　I　　F　　L　　lく　　夏　　聾　　丁　　韓

　29el　ATAACAACAAGTIiVitATAGATATAGocAATAATATCAATTCTATACATA，AACATATTCAAATAGTTTTTerATCTTCT6ATTCCAAACACGCACATAAAAG

　　　　　　　　NNKFIPIANNI1SIHKHIQIVFLSSDSKHAHKS
　3001　TTTTGAAGCI’CAncCTTI；TGACTArrTMTACAACCAGTAGAGCCrATTAAAII”1’G（T，AGAAGTGCrrAenCAI（VlrTCnmTAGATGCAGAAwwTTC

　　　　　　　FEA　ff　PFDYLIQPVEPIKLEKCLL　｝｛　FKNRCRKK　｝？
　3玉（｝l　　G《TC鷲A《（］．AATCTTM《MCA〈；繍《《TCGCCA了TAA，AAAGGG〈｝A《ArcT？丁姦TATrtiTTTTAGAAATT（｝ATAAAAI”rACAACAGCA《｝AAT（；τT（｝CG（｝TA

　　　　　　D　　L　　￥；　　鐸　　L　　…く　　醤　　R　　K　　！　　《　　王　　葦（　　K　　G　　K　　S　　L　　￥　　F　　L　　E　　I　　茎）　　K　　夏　　丁　　「『　　《　　£　　C　　C　　G　　R

　3201　GAAAAATAATTATCAC［”lrTGGATGACA，AAGAAACAG：E’1］TCC（r［’ATAATGCSCTCCTTAAAATATTTAGMAAAAAACTcrATTCTTATGGATTTATTTTAGT

　　　　　　　　董《1三ITも！）1）K鴬TVSY韓GSLKYLEK聾くLYSY（｝ドILV

　3301　AAGTAGGTCATTACTTATTCcrTTAAAAAGTAI’1’AAAAATATAATATT（XIATAAGCATAGTAAATGCTATATTTTGAAATCGATTAAGAATAATACGGTT

　　　　　　　S藝～SLL翼PLKSI董（N11F亘）K翼SKCYILKS王K皿山TV
　34◎三　　A《麟τCACI罫（）CAG《《AAGTATW繍GTAAAGCAAACATTAAGTGMIrl　’CAAC「rGGATT《TTT醗TCTGGI’TCTAIf”rACAAAAMTTMAG：1”；TTA（；A《

　　　　　　　KITPEKYKKVKQTLSEFNWII＊
　3501　AATTCAGATATAACGTTATAI［Vl’GTATTTTGAAAACAACTTATAATCTAGTTCCCCCATCTOCTTTACAAGAGATGGGGGGGGAilCArrT（，IAT：［”rTTrcTT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一一レ　　　　　　ぐ一一。一

　3601　CAAAGTTTAAAGATAAAGCTT　3621
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　姻茎至王

Fig．　2．　Nucleotide　sequence　of　the　3．6－kb　HindM　fragment　containing　the　structural　gene　nttkA，

　　　　　　　　毛r繊ca畷擁耀ge叢e　a数d　ORF1，a黛d繊e　de融ced～waixxO　acid　sequeRces．　The　puもative・r圭bos◎瓢愈

　　　　　　　　bindi㎎sequeハ¢es　are　boxed　and　l舳cated　by　RBS．　The　pt三魏ve　tran＄criptignal　proiiiotey

　　　　　　　　sequenees　（一35，　and　一10）　are　underlined．　Termination　codons　are　indicated　by　asterisks．　The

　　　　　　　　vertical　arrow　indicates　cleavage　ss’ite　of　the　propeptide　to　form　active　nukacin　ltSK－1．　The

　　　　　　　　horizontal　da＄hed　arrow＄　below　t｝rte　nucleotide　sequence　jrtdicate　putative　transcription，al

　　　　　　　　もer窯鷺難畿もors．
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　　　　　　processMg　slte．

de灘H◎Ov懸碗αδ．，1996）．　The麗◎eもher　brid幽慕p雄em◎f　lactic蚕一481もype　lanもibめ糠cs

has　b¢eg　c（）蓑sideredも◎beもhe　sa瓢e　sも！vctttre，　bec畿useもhe　p◎s誌i◎Rs　of　seri汽eラもhre（）r顧e

and　cysteine，　which　should　be　converted　to　unusual　amno　acids　such　as　dehydro　amine

acids　and　lanthionine，　are　highly　conserved　（F．ig．　3）．　The　molecular　mass　of　nukaein

ISK－1　detemrined　by　fast　atom　bombardrnent　mass　spectrornetry　（FAB－MS）　was　2，960

Da（照mwaθ診α9．，1998）．　On　the　o撫αhaれd，　the　calculated　molecular　mass　of撫e

propeptide　portieR　ef　R＝kaciR　ISK－1　was　3．　，031　Da．　Since　RllkaciR　ISK－1　coRtains　3

moieeules　of　lanthiotme　arid／or　3－methyllantlrionine　as　described　previously　（Kiinura　et

al．，　，1998），　the　location　of　the　thioether　bridges　was　predicted　to　be　between　residues　9

and　14，　11　and　25，　and　18　and　26　judging　from　the　conserved　residues．　Threoni，ne　at

艶si（沁㊧24㎞the　pr（）pepも茎（ie◎f　R嚢kac㎞王SK－i　co滅d　be　c◎｝werもedも◎Dhb㎞もhe　ac℃ive

form，　because　the　residue　ceuld　not　be　identified　by　amo　acid　sequeRce　aRalysis　of　the

reduced　nukacin　ISK－1　described　above．　ln　the　ease　msing　this　hypothesis，　the　calculated

molecular　mass　of　the　active　nukacin　ISK－1　should　be　2，959　Da，　which　was　in　good

agreeraent　with　the　molecular　mass　of　that　obtained　by　FAB－MS．

　　　The　preteo｝ytic　cleavage　site　of　the　｝ea（．ler　peptide　in　the　RukaciR　ISK－1　precursor

pept，idG．　was　ll◎もs㎞逓1ar　t◎もhe　conseRs雛s　se（茎雛e：難。¢f◎㎜d嶺◎therもype－A蓋a魏ibioもics　such

as短s漁and　epidermin（X　荏一X－3－Prσ2－X㎜翼一X牽玉，　where　residues　X曹4，　X　2，　and　X報ar¢

hydrophobic，　residue　X－3　is　negatively　charged　or　polar，　and　residue　X－i　is　large　and

positively　charged　or　polar）　（Jung，　1991）．　The　leader　peptides　of　lacticin－481　type

lantibめ嫉cs　have　a　conserved　negaもive董y　char暮¢d　centra丑part　wiもh　severa191uもa獄ic　a（三三d

resi〈／Sues，　axxd　the　cleavage　site　is　characterined　by　Gly’2－Ala／Gly－i　similar　te　that　o£

n曲ntibiotic　bacterioc血s　of　lactic　acid　bacteria働enhammer，1993）（Fig．3）．

DISCUSSION

　　　Stapuhygoeoccecs　epidermidis　produces　some　nisin　type　laRtibiotics　such　as　Pep5

（Kel，1．n，　er　et　al．，　1991），　epideimin　（Allgaier　et　c－1．，　1986），　gallidermin　（Sclrmell　et　at．，　1989），
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Fig．　4． Proposed　structure　of　nukacin　ISK－1．　Ala－Snt－Ala，　Aba－S－Ala，　and　Dhb

la難thi（）撫e，3一一澱¢も鼓y難丁合もh主（）漁e，　a】kd　de］ky（蓬r〈）buもyy雛e，ごespec巖v¢蓋y．

indicate

and　epilancin　K7　（Van　de　Kamp　et　al．，　1995）．　ln　this　study，　we　demonstrated　strong

evideRce　that　llukaein　ISK－1　was　a　ltevel　｝acticin481　type　lantibiotic．　This　is　the　fu＄t

repert　that　staphylococci　produce　lacticin－481　type　lantibiotics．　Sequence　analysis　of

3．6－kb　ffindpt　fragment　shewed　that　Rukacin　ISK－1　was　systhesized　as　a　57－amao　aeid

precursor　peptide．　The　prepeptide　sequence　was　very　simlar　to　those　of　lacticin－481

type　laRtibiotics．　Frcra　the　seq£iexee　sirrd｝arity　ef　laetieiR481　type　｝aRtibiotics，　it　was

predicted　that　the　secondary　strueture　of　nukacin　ISK－1　was　almost　the　same　as　that　of

lactic血481．　The　calcωated　molecular　mass　of　the　active　nukac血ISK－1　based　on　the

aforemeRtioAed　assumptioft　was　in　good　agreemeRt　with　that　measured　by　FAB－MS．　ln

Fig．　4，　we　are　proposing　the　structure　of　nukacin　ISK－1．

　　　In　the　regi◎R　up就ream　of　7羅崩，　a　part　of　long　ORF　designated　as箆％醸4，　which

encodes　a　putative　modification　enzyme　involved　in　the　lantibiotic　biosynthesis，　was

erieRted　i］ri　the　opposite　directiok．　IR　the　pa＄t　a　few　years，　raafty　gexxe　c｝usters　ef

lacticin－481　type　lantibiotics　have　been　characterized　（Rince　et　al．，　1997，　Chen　et　al．，

1999，　McLaughlkrt　et　ag．，　1999）．　The　principa｝　difference　betweelt　the　gene　c｝usters　fownd

in　lacticin48　i　type　lantibiotics　and　these　of　nisin　type　lantibiotics，　is　that　the　former　gene

clusters　have　no　genes　for　proteins　wtth　a　significant　sequence　simi1arity　to　LaRB．　LanB

was　elucidated・as　a　dehydratieft　enzyme　in　nisin　type　｝aittibiotics　by　in　vivo　experiment

（Sen　et　ag．，　1999）．　Hewever，　the　forirter　gene　c｝usters　eontain　a　sirr［llar　gerte　（ganM）　in

size　to　the　LanB　protein　geftes．　Furthermore，　the　C－terminal　half　ef　the　traRs｝atioma｝

product（：LanM）has　sequence　si皿narity　to　the　LanC　proteins加cludtng　the　7　conser▽ed

seg獄e蓑ts（Siezen　et砿1996）．　La識C　seemsも◎catalyze　the　f◎rmaも沁捻◎f麗oe撫er　r糖s

between　the　dehydrated　armo　acids　and　cysteine　residue．　Nthough　there　is　no　obvious

sequeRce　s麗arityも◎撫e　La：RB　pr◎te血s，　it　seems　possまb｝e　thaもLa】磁represe就s　hybrid

proteins，　capab｝e　of　catalyzing　both　of　the　reaetions　assumed　for　LanB　and　LanC．　ln

biosyRthesis　of　ptsin　and　subtilin，　it　is　revealed　that　pest－traRslatiorta｝　modificatioRs　occl」ir

at　a　ievel　of　membrane－associated　multirnerie　lanthiotme　syiithetase　comp｝ex　（Siegers　et

al．，　1996，　Kiesau　et　al．，　1997）．　Now，　it　is　interesting　to　know　how　the　multimeric

｝anthiofiirie　s　snyif｝thetase　corap｝ex　of　lacticinr－481　type　laktibiotics　is　assgciated．

　　　In　the　region　downstream　of　nzekA，　ORFI，　having　a　high　similarity　to　the　response

regulator　geRe，　was　loeated．　As　fouRd　in　ether　laRtibietic　gene　c｝llsters　svich　as　nisin，
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subtilm　and　epidermin，　the　transcriptioT’i　of　some　gene　clusters　involved　in　biosynthesis　of

laRtibiotics　are　positive｝y　controlled　by　twe－eompone“t　／regu｝atory　systerrt　composed　of

resp◎Rse　regulaも◎ry　pr◎もei灘axd㎞st叢d鎗を㎞隷s¢，三．e．　NisR　and　NisK㎞！唾s蟄（K樋pers　et

ag．，　1995），　SpaR　and　SpaK　in　subutilin　（K｝ein　et　cil．，　19，　93），　and　EpiQ　in　epidermin

（Peschel　et　al．，　1993）．　However，　the　deduced　artmo　aci，d　sequence　of　ORF　I　had　low

sim玉ぬriも重es　t（｝もhese　reguまaもory　pr（）も《∋孟鷺s　be玉on薯i．rtg　t◎簸is圭簑もypeぬ難もibiotics　（2◎．5％

ideRtity　for　220　amine　aeids　of　NisR，　1，9．8“／）　iden，tit：y　for　81．　amiiRo　acids　of　SpaR，　and　19．5g／e

ideRtity　for　82　amino　acids　of　EpiQ）．　NisR　and　SpaR　have　both　response　regulator

receiver　domain　and　transcriptional　regulator　domain　in　N一　and　C－terrftinal　regions，

respectively．　Onもhe（）もher　hands，　puta’tiveも撒難s捻．重；烹。簑a｝pr（）d疑。もof　ORFI　has　oR｝y　a

respoRse　regultttor　receiver　domain　in　，N－teratinal　regioR．　Ho’wever，　VirR　of　Cgostnrz；di・zem

pθが）Wingens，　which　shows　high　stmctural　shaUarity　to　ORF　l　translationaユproduct，　sti1工

acts　as　a　transcriptional　regulator　（Shiinizu　et　ag．，　1199，　4）．　T’herefere，　further　investigation

of　fiukaciR　ISK－1　geRe　¢｝usters　and　further　rao｝ecular　ak31ysis　ef　biosyRthetic　geRes　are

preseRtly　in　progress．

R鷺F鷺RENCES
A王1gaier，｝｛．，　G．　juag．，　R．　G．　Werner，ぴ。　Scま膿磁d《きr｛md蚤｛．　Mhner　　l≦）86　　鴛工）韮（沁r撒韮蓑：seqljeRcing　of　a

　　　heterodet　tetracyclic　21－peptide　amicie　antibiot，i〈？．．　Eecr．　」，　Biochepm．，　160：　9－22

Berns，　K．　1．　and　C．　A．　Thomas　JR．　1965　1＄olation　of　high　mo｝ecular　weight　DNA　from　Hemophiezts

　　　⑳那2託η稔（18．Jl鰍）♂．＆og．，王夏：壌76一．一49．◎

Br6もz，　H．，　G．　Bierba疑獄，　P．　E．　ReyxO臨犠掘｝玉．一G．　Sah｝1997猟醗a撚ibioも重。醗ersac重δ類irミkibits

　　　peptid◎9玉ycan　b韮◎symthesis　at　the　level　of　t撫＄91ycosylation．獄道」：Biochem．，246：193－199

Chen，　P．，　F．　Qi，　J．　Novak　and　P．　W．　Caufield　．1999　rlrhe　＄peeific　gene＄　for　！antibiotic　mutacin　U

　　　biosynthesis　in　Streptococcus　7rb？kta’ras　T8　are　elu＄tere・　d　and　can　transferred　en　bloc．　Appl．　Environ．

　　　Microbtog．，　65：　1356－136e

Delves－Br◎鷲9垂罵餓」。，　P．81ack糠rR．　R議猛vans翻ω。伽惨酷○玉拡王996　ApPli㈱も重◎轟s　of撫e　b滅e践ocin，

　　　nisin．　Antonie　Leezezve7zhoek，　69：　i　93一一202

Dower，　W．　J．，　J．　F．　Miller　and　C．　W．　Ragsdale　1988　Higl’i　efficiency　transfonmation　of　Escherich2ia　coli　by

　　　high　voltage　electroporation．　Nucleic．　Acict．s一　．ree＄．，　16：　61．27－6K，5

FredenhageR，　A，，　G．　Fendrich，　F．漁r鷺，　W．漁rki，」．　Grt．三聡r，　F．　Rasc鍛d◎rf　aRd｝｛．｝｛．　Peもer　199◎

　　　D疑ra搬yc顯s　B　arK…C，　tw（）Rew　lanもhionille　e◇数t譲撫曝繊t瀬◎tics哉s　i癌biもors（）f　ph◎s帥。難pase　A2．♂

　　　Antibiot．，　43：　1403－i412

Gothel，　S．　F．，　R．　Sclunid，　A．　Wipat，　N．　M．　Carter，　Wi．T．　ff；mmerson，　（．）．　R．　．Harwood　and　M．　A．　Marahiel　1997

　　　Ari　internal　FK506－binding　domain　is　the　c．atalytic　core　of　the　prolyl　isomerase　activity　associated　with

　　　the　Bαcig12ts　subtiSds　trigger　fact◎r．醜歎」：窺α）済み蹴．，244：添9謁6

Gross，　E．　aRd　j．1．．　Mcre｝1　1971　The　strnc“，irre　o£n，i＄ixk．　」．　A’me　Che7？z．　Soc．，93：463t：K635

Gross，　E．，　H．　H．　Kiltz　and　E．　Nebelin　1973　The　strueture　of　subtiliii．　ffoppe－Seyler’s　Z．　Physiot．　Chem．，

　　　354：　810－812

Huot，　E．，　J．　Meghrous，　C．　Barrena－Gonzalez　und　H．　Pewtiirdema．nge　19，　96　Bacteriocin　J46，　a　new

　　　bacterioc鎗produce（i　byゐαctoco（）c榔laζ）認5＄駄転）＄影》．（）？ぞγ捻。短3」46：董sola．雛。飛and　characterizat孟oR　of　the

　　　茎）roもei勲a貧（i重もs　gene．　A7Uter《〉わe。，2：137－14δ

HyRes，　W．　L．，　j．　J．　Ferrett，i　and　」．　R．　Tagg　1993，　（1）lombrkg．　of　the　gene　eneoding　＄treptococcin　A－FF22，　a

　　　novel　antibiotic　produced　by　Streptococcus　pgyo．q．　emes，　and　deterrnination　of　its　nucleotide　sequence．

　　　／IPヌ）1．　E？zviron．ルticγoわ乞。ム，59：1969－1971

Hynes，　W．　L．，　V．　L．　Friend，　and　」．　」．　Ferrett，i　k　994　1＞uplication　of　tke．　laRtibietic　struetura｝　geRe　in　M－type

　　　49　gromp　A　Streptococcus　＄train＄　preducing　streptococcin　A－M49．　Appl．　Environ．　Microbiog．，　6e：

　　　42074209
Jung，　G．　1991　Lantibiotics：　a　survey．　in　“Nisin　and　r｝ovel　lantib．　iotie＄”，　ed．　b：　G．　Jumg　and　H．一G．　Sahl，

　　　ESCOM　Science　Publishers　B．V．，　Leiden，　Nethe，．rla’rtds，　pp．i一一34



160 T．sαs1乞乞hα？℃じetαt．

Ka㎞okoff，　M．　L，　D．　Lu，　M．　F．　Whitford　and　R．　M．　Teather　1999　Evidence　fQr　production　of　a　new

　　　laRtib主。嫉。（Buもyrivibr沁e鎗OR79A）by雛e　ru澱inal　aRaey（）beβ％瑠短麗わ蛇（）プ馨わ短so狗θ賜50R79A：

　　　characte質zation◎fもhe　suもuctural　gene　encodl㎞g　bu葛πivib践oc血OR79A．　A鈴pl。　Environ．　MicTobio9．，

　　　65：2128－2135

Ke1蟄er，　R．，　G、3繊g　a嚢d　H．一G．　Sa】1盛　1991　Sも撒蕊慧re　e1疑cida娠。難。｛撫e頒cyclic　la臨童b韮otic　Pe茎）5　co購a魎睡9

　　　eight　positively　charged漁。　acids．1％“Nisin　and　novei　Ianti1）ioもics”，　ed。　by　G．　Jung　and　H，一G．　Sah1，

　　　至】SCO蟹Scまe設ce　Pub慧sぬers　B．V，，　Leide蓑，層¢嶽e遺a濃ds，茎）p．1壌1－158

Kiesau，　P．，　U．　Eikmanns，　Z．　Guもowski－Ecke玉，　S．　Weber，　M．　ffamraelmann． ≠獅п@K－D．　Enもian　1997

　　　Evidence　for　a　multimeric　sub憾n　synthetase　complex．」．　Bαcteriot．，179：1475－1484

K重搬鍵a，｝｛妻R．NagaR（），　H．　Matsusak主，　K。　S◎猟）】m◎t◎aRd　A．王shizak三　1997　Abacもeri◎c嶽◇f　s宅瓢嶽

　　　Pedeococous　sp．五SK：一1　isolated　from　Nuhαcloん。，　bed　of　fermented　rice　bran。　Biosc2．」Bietechno置．

　　　B乞oche？n．，61：1049－1051

Ki］〔Rura，　H．，｝王．　Matsusaki，　T．　Sashihara，　K．　S（）nom◎to　and　A．　Is］頃zak：i　1998　：P灘癒caもion　and　par雛al

　　　ident撚caも圭on　of　bacterioc拠ISK：一1，　a　new　｝antibiQtic　produced　by　Ped乞ococc2Ls　sp．　ISK－1．窺08麗．

　　　Bi◎tecタ1？zol．　Biochem．62：2341－23違5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

Klaenhammer，　T．　R．1993　Genetics　of　bacterioc血s　produced　by　lactic　acid　bact¢ria．．FEMS　Microbiol．

　　　ノ～θり．12：39－86
　　　　　　　コ

KIein，　C．，　C．　Kale乞もa　an（i　K．一D，　Enむian　　1993　　Bi◎synthesis　of　the　lantibiotic　s鷺bも拠丑1s　regulated　by　a

　　　histid撫e　kinase／response　regulaもor　systel衰。ノ生Paf）t．　E？zviγて）n．ノ娩oγo～）io9．，59；296－3◎3

Kuipers，0、　P，，簸．　M．　Beer撫鷺yzen，　P。　G．　G、　A．　de　Ruyter，鷺．」．　Luesi丑k　a嚢d　W．　M．　de　V◎s　1995

　　　AutoregulatiQn　of　nisin　biosynthesis血ゐαctococczLs　lαct乞8　by　signal　transduction．訊B乞ol．（フhem．，

　　　270：27299－273◎4

Kupke，　T．　and　F．　G6tz　1996　P◎st－translati◎nal　mo（i臨cations　of　13n揖）ioもics．　Anton②θ」Lee2tevenhoθk，69：

　　　139－150

Ma㎜慧r，」．1961　A　proced膿ひe　f◎r・tke・isolati◎n◎蚕de◎xyrib◎Ritcleic・acid・fr◎搬謡cr◎◎rganisms．」：Mo9．

　　　Biot．β：208－218

蟹atsgsaki，慕．，　N．　Endo，　K．　S（）数。盤（）も◎a嚢（孟A．1s撮zak：i　1996　Devel（｝p】餓e蕊◎fひ慧r燈ca雛◎嚢】pteも難od鍛《i

　　　identi且cation　of　a　peptide　antibiotic　produced　by　Lαctococczes　lactis　IO－1．　Food　80乞．　Technol．，∬物t．，

　　　2：157－162

蟹cLaug臨写．　E．，」．　J．　Ferre爲i　a難d　W．　L．｝｛y譲es　l999　］醤殺cie◎t童de　sequexce◎f　the　sもrepも◎c◎ec類A－FF22

　　　1antlbiotic　regulon：model　for　production　of　the　lantiblotic　SA－FF22　by　strains　of　Streptococcus

　　　翼）§ノogenes．　F昭MS　Miero～）io9．　Lett．，王75：171－177

Meyer，　H．　E．，　M．　Heber，　B．　Eiserma㎜，　H．　Korte，　J．　W．　Metzger　and　G．　Ju㎎　1994　Sequence　analysis　of

　　　Iantibiotics：chemical　derivatization　proced繊bes　allow　a撫st　access　to　complete　Edman　degrada£めR．

　　　AnαS．　B乞ochem　223：185一玉9◎
　　　　　　　　　　　　　　　　　り

MoH，　G．　N，G．　C．　K．　Roberts，　W，　N．　Konings　and　A．」．　M．　Driessen　1996　Mechanism　of　1antibiotic－induced

　　　茎x）re一封（）rraatiOR．　AnSo？zte　Leenwenheek，69：185－191

Mulders，　J．　W．　M．，1．　J．　Boerrigter，　H．　S．　Rolema，　R．　J．　Siezen　and　W，　M．　de　Vos　19911den面cation　and

　　　characもer孟zaもi（）y【｛：）重the　la蓑も設）童otic題s蟄Z　a】3atgral虚s嶽varia；】窪£．　看7錫磐．」二五～¢ooタzem　　201：581－584
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆシ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ

Naruse，　N．，　O．　Te㎜yo，　K．　To加ta，　M．　Ko紬，　T，晦aki，　H．　Kawaguchi，　K．　F曲e，　T．　Wak血y脚d　T．

　　　Shiba　1989　Lanthiopeptin，　a　new　peptide　antibiotic：production，　isolation　and　properties　of

　　　la［fiもklol）eg｝も類．」：ノ曳nti～）io診．，42：837－845

Peschel，　A．，」．　August㎞，　T．　Kupke，　S．　Stevanovic　and　F．　G6tz　1993　Regulation　of　epidermin　biosymthetic

　　　ge蓑es　by］Epi《竜、ノ敏〉菩．　MiCTO～》io9．，9：31－39

Piard，　JrC．，0．　P．　Kuipers，　H．　S。　Roliema，　M．　J．　Desmazeaud　and　W．　M．　de　Vos　1993　Structure，

　　　organization，　and　expression　of　the　tct　gene　for　lacticin　481，　a　novel　lantibiotic　produced　by

　　　五，a《）Sococozes　tactis。♂二＆og．　Che？7z．268；16361－16368
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　シ

Platt，　T．　1986　Transc亘ption　tern血ation　and　the　regulation　of　gene　expression．．Ann．　Rev．　Biochem．，

　　　55：339－372

Pridmore，　D．，　N．　Rekhif，　A，一C．　Pittet，　B．　Suri　and　B．　Monet　l996　Variacin，　a　new　lanthio血e－cont諭柱ng

　　　bacterめcin　produced　by　Micrococczes　varZans：c◎盤paris◎n　t◎塁acもicin　481◎f　Lac＃ococczgs　gasetis．

　　　Ap9）9．　Envi？℃？z．醜07℃biol．，62：1799－18｛）2

Rince，　A．，　A．　Dufour，　S．　Le　Pog翫m，　D．　Thuault，　C．　M．　Bourgeois　and　J．　P．　Le　Pennec　1994　Cloning，

　　　expressi◎論，　a嚢d　Rucleotide　s鐙ue嚢ce　of　ge難es撫v◎｝ved掘prod破。もi◎登韻acもocO¢c顯DR，翫bacもi薇oc塗

　　　from　Lactococczes　gασtis　subsp．1ασ伽．エ4耀善。　Environ．　Microわ乞ol．，60：1652－1657



A　7zoveg　ea？；tibiotic　ofStal）hyLococczLs　zvaryLeri　ISK－1 161

R㎞ce，　A．，　A．　Dufour，　P．　Uguen，　J．一P．1、e　Pennec　and　D．　Haras　1997　Character捻ation　of　the　lactic血481

　　　0peron：the　Z’αctococczLs　lαctis　genes　gctF，　lctE，　and　lctG　encode　a　putative　ABC　transporter血volved

　　　嶽bacもerioc圭丑㎞磁乞y．ノ窪ppl。．8？zviron．ノ臨070～）io毒．，63：4252－42§◎

Rogers，　L．　A．　and　E．0．　W短ttier　l928　L㎞tj壷g　factors血the　lactic　fermen奮ation．♂Bαcterio9．，16：

　　　211－229

R◎ss，　K　F．，αW．　R◎籍s◎数a灘dよR．　Tag91993　Is◎lati◎費a綴characもer捻濾◎R◎f癒e　｝antibi◎も圭。　sa韮var重。類

　　　A　and　its　structura1　gene　sαL・4　from　Streptococczes　sαiivαrizes　20P3．　Apa＿翫viron．　MtCr〈）伽乙，59：

　　　2014－2021

Sah　1，｝｛．一α，　R．　W．　Jack　a難d　G．　Bierba羅搬　1995　B叢osy滋hes圭s　a識d　b圭01◎gica玉a蕊iViもies◎f　lewもibi◎もics賊h

　　　unique　post＿translatio筑al　mo（泄cations．翫er．♂鋭oo加珊．，230：827－853

Sambrook，　J．，　E．　F．　Fritsch　and　T．　Maniatis　1989　Moleoulαr　cloning：α9αborato7Zl　man2tα1，2nd　ed．

　　　Cold　Spr主㎎；Harb◎rぬabor就◎ry　Press，］瞬．　Y．（USA）

Sanger，　R，　S．　Nicklen　and　A．｝1．　C◎u玉s◎n　1977　D醤A　se（墜uene塗g　wiもh　cha類一ter漁a覇㎞g漉biも◎rs．　P？℃o．

　　　〈latl．ノlcα（オ．　Soi，　USA，74：5463－5467

Sc㎞eU，　N．，　K－D．　Entian，　F．　Gむtz，　T．　H6mer，　R．　Ke11鍛er　aRdαJ㎜g　1989　Struc加ral　gene　isoぬtion　a澄d

　　　塗repepもide　seque難ce　of　ga鐵derm域anew　lan麗。蜘e　c◎Rta2twg　aRtibiotic。　PrEM3・MicTobtO9．　Lett，，

　　　58：263－268

Se鍛，　A。　K：．，　A．　Narbad，　N．｝｛（＞m，　H．　M：．　D◎dd，　A．」。　Parr，王。　ColquhOUR　a難d簸．」．　Gass◎ft　1999

　　　P◎sも一もra轟s至a娠。黙31灘◎（憩caも沁n◎εnisi嚢：漉しe註轡◎lvement◎f　NisB　i難the　dehydraもめ蕪process．」醇zsx　J：

　　　Biochem．261：524－532
　　　　　　　　　　　り

Sh㎞izu，　T．，　W．　Ba－The瓜M．　Tamaki　and　H．　Hayashi　1994　The魎疵gene，段member　of　a　class　of

　　　per£罫溢g（）1ys類0，　c◎｝｝a霧eftase，　akd　he盤agg三uも轍魚CgosS7乞dliz6m　peOfri？zgθ7zs．　」：Bgcte？”ioS．葉176：

　　　　1616－1623

Shyarnala，　V．，　G．　and　F．一L．　Ames　1993　Genome　wal㎞ng　by　single－specific－primer－polymerase　chain

　　　「eacもi◎難．　Metho（おE？z9膨mog．，217：436－446

Siegers，　K：．，　S．　B：e血z飢段㎜and　K．一D。　Entian　1996　Bios》艦hesis　of玉aRtibi◎tic類s魚．9．　Bio9．σんθ窺．，271：

　　　　12294－12301

Sieze鼓，　R。」．，0．　P．　K癒peτs　a鼓d　W．　M．　de　V◎s　1996　Co搬par呈s◎嚢◎£1a滋ibioもic　ge簸e　e玉食sters　a蓑（i　e嚢。◎ded

　　　proteins．　Antonie　Leezezve7zhoek，69＝171－184

Skaugen，　M．，　J．　Nissen－Meyer，　G、　Jung，　S。　Stevanovic．，　K：．　Sletten，　C．1．　M．　Abildgaard　and　I．　F．　Nes　1994

　　　勉の客y◎c◎登versめ澄。釜　L一一ser拠eも◎D－ala癒丑e蚕ariboso嬢a韮y　sy嚢もhes圭zed　p◎lypel）もi（le．」：β乞。善．　C：腕．，

　　　269：27183－27185

So㎜h㎜er，　E．　L．　L．，　S．　R。　E　ddy　and　R．　D曲1997　A　comprehensive　database　of　prote血doma血

　　　魚m血es　based　on　seed　a銀g㎜ents．飽θ伽，28：405420

S（｝u歳e澱，套。瓢．　1975　De乞ec麺（逮◎f　specifie　se（蓬殺鋤ce　a蟄ong　DNA　frag】瞼ε魏s　separate（i　bンgel

　　　electroPhoresis．　Jl！欧）呂．　Biol．，98：503－517

Van　de　Kamp，　M．，　H．　W．　v撒den　Hooven，　R．　N．　H．　Ko薫㎎s，　C．　W．田bers，　F．　J．　M．　va簸de　Ven，　G．　Bierba㎜，

　　　H．一G、Sa1経，0．　P．　K⑳ers，　R．」．　Sieze謎a慮W．簸．　d¢Vos　1995　E1護cidaもi◎養◎f嶽e　pr漁a穿s宅ruc穏re

　　　of　the　lantibio右ic　ep聾ancin　I（7　from　Staphggococczts　ef）乞elermidi8　K：7．　Cloning　of　the　epilancin

　　　K7－e嚢cod嶽g　geRe　a漁d　NMR　aRalysis　of　ma加re　ep簸a設。血K7．　Ezer．」．　B②oc舵on．，230：587－6◎O

Van　de丑｝至◎◎ve環｛．　W．，　F．簸．　Lagerwerf，　W，頁eer皿a，3．班averka搬PJ．一C．・Piaxd，αW．　Hibers，　R．よSiezeR，

　　　0．P．　Kuipers　and　H．　S．　Ronema　1996　The　structure　of　the　lantibiotic　lacticin　481　produced　by

　　　五’αotococczts　lαct乞3：10cation　of　the　thioether　bridges．」Fi’1朋5「エ：’ett．，391＝317－322

W◎◎druff，　W．　A．，」．　Novak　and　P．　W．　Ca顧eld　1998　Se⑳e難ee　a盈alysis　of窺掘A　a麟窺翻4　ge装es無vo王ved

　　　in　the　bi◎synthesis　of　the　lantibiotic　mutacin　9　in　S彦reptococcns　mzetans．　Gene，206：37－43


