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第2章

nukacin ISK・1の構造遺伝子のクローニング

およびその高次構造の予測
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2・1 緒言

これまでのペプチド構造解析の結果、nukacinISK-1は ランチオニンなどの異常アミ

ノ酸を含むランチビオティックであることが示唆されている(1)。 ランチビオティ

ック はその異常アミノ酸のために、 完全に構造を決定するためには二次元NMRスペ

クトル分析が必要である。 しかしながら 、 分析を行うためには、 少なくとも10mg の

精製したサンプルが必要であり、精製時の収率の低さから も ランチビオティックの構

造決定を行うこと はきわめて困難であり、多くのランチビオティックについて明ら か

にされていない。 そこで、 本章で はnukacin ISK-1の 構造遺伝子を解析し、 その推定

アミノ酸配列からnukacin ISK-1の一次構造を決定し、 さら に高次構造を予測するこ

とを試みた( 2)。

2・2 実験方法

2・2-1 使用菌株、 培地および培養条件

nukacin ISK・1生産菌として、Staphylococcus warneri ISK・1( 3)を用いた。本菌は1%

のグリシンを含むMRS培地(Oxoid， Hampshire， United Kingdom )を300 ml入れた坂

口フラスコで 370C、 100strokes/minで12時間振とう培養を行った。 遺伝子クローニ

ングの宿主はEscherichia coli JM109 [recAl， L1(lac-proAB)， endAl， gyr96， thi-l， hsdRlス

reLAl， supE44， {F'traD3伐proAB， lacI， Zt1M15}]を用いた。 本菌は5 mlのLB培地( 4)

で370C、 120strokeslminで一晩振とう培養を行った。

クローニングベクターはpUC18(Toyobo)を用いた。
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2ふ2 Single-specific- primer-PCR (SSP- PCR) 

S. warneri ISK・1からのトータルDNAの抽出は乳酸菌実験マニュアルの方法に従っ

て行った(5)。ただし、 溶菌はリゾチームの代わりに 0.1 g/lのN・アセチルムラミダ

ーゼを用いて行った。

SSP-PCR (6)はLA PCR in vitro Cloning Kit (Takara)を用いて行った。まず、 抽出

したS. warneri ISK，・1のトータルDNAをXbaIで消化し、 得られたDNA断片にカセッ

トDNAをライゲーションした。これを鋳型として、 カセットに特異的なC・1プライ

マーと、 nukacin ISK-1構造遺伝子の 3'末端に相補すると推定される PI-7プライマー

を用いて PCRを行った。PCRの条件は変性を940Cで1分間、 アニーリングを 550Cで

1分間、伸長を 720Cで 2分間とし、このサイクルを30回行った。用いたカセットDNA

およびプライマーの配列をTable 2・1に示す。

P CR産物のア ガロースゲルからの抽出はGeneclean 11 Kit (Bio 101， Vista， CA， USA) 

を用いて行った。PCR産物のクローニングは pUC18を用いて作製した Tベクターを

用いた。すなわち、 pUC18をSmaIで消化した後、 TaqDNA polymeraseを用いてジヌ

クレオチド チミジン三リン酸を切断面に付加した(4) 0 E. coliの形質転換はエレク

トロポレーション法により行った(7)。エレクトロポレーシヨンは Gene Pulser 

(Bio-Rad， Hercules， CA， USA)を用いて行い、電極間 0.2 cmの キユベットを用い、25μF、

抵抗200Q、 電圧2.5 kVで行った。エレクトロポレーシヨン後、 形質転換菌を SOC培

地(4)で370Cで 1時間培養し、 アンピシリン、子ブロモ・ 4・クロロ ・3・インドリル - -ß-ひ

ガラクトシド(X-gal)、 イソプロビル -ß-D-チオガラクトピラノシド(IPTG)をそれ

ぞれ40， 25， 20 mg/l含むLB寒天培地に塗抹し、 目的のDNA断片を含むクローンのス

クリーニングを行った。キットなどを用いる操作は各メーカーのプロトコールに従つ
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Table 2・1. Sequence of oligonucleotides used in this study. 

Names 

PI-7 

C-l 

Cassette 

Sequences (5'-3') 

CA(A/G)CA(A/C/G/T)GT(A/G)AA(A/G/T)AC(A/G)AA(C/T)TG(A/G)AA 

GTACATATTGTC GTTAGAAC GCGTAATACGA 

Notes 

The synthetic oligonucleotide corresponding to the 

putative 3' region of nukacin ISK-l structural gene 

The primer corresponding to the cassette oligomer 

5'-OH GTACATATTGTCGTTAGAACGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAT-3' Cassette oligomer 

3'-CATGTATAACAGCAATCTTGCGCATTATGCTGAGTGATATCCCTCTAGATC OH-5' 

The underlined letters indicate the sequence of XbaI site. 



て行った。 また、 その他の基本的なDNA操作技術、 使用試薬および培地はMolecular

Cloningの第二版(4)に従った。

2・2-3 DNAクローニング

S. warneri ISK，岨1から抽出したトータルDNA をEcoRI、 HindIIIで消化してササ'ンハ

イブリダイゼーション (8)を行った。 プロープはSSP-PCR で増幅した約720 bpの

DNA断片 を用いた。 3.6・kb HindIII断片はS. warneri ISK・1のトータルDNAライブラ

リーからスクリーニングを行った。 サザンプロットハイブリダイゼーション、 および

コロニーハイブリダイゼーション(4)はDIG DNA Labeling and Detection Kit(Boehringer， 

Mannheim， Germany)を用いて行った。 ハイブリダイゼーション膜はHybond -N+

(Amersham Pharmacia Biotech， Buckinghamshire， United Kingdom)を用い、 過剰なプロ

ープの洗浄は0.1%のSDSを含む2xSSCおよび0.2x SSCを用いて680Cで行った。

2ふ4 塩基配列の決定

塩基配列の決定はALF express sequencer (Amersham Pharmacia Biotech)を用いて行

った。 シーケンス反応は Sanger法(9)に基づいた、 AutoSequencer Core Kit (Toyobo) 

を用いて行った。 また、 シーケンスを行うDNA断片はdouble-strand Nested Deletion Kit 

(Amersham Pharmacia Biotech)を用いて欠失クローンを作製して行った。キットなど

を用いる操作は各メーカーのプロトコールに従って行った。

ユ2・5 塩基およびアミノ酸配列の解析
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塩基配列およびアミノ酸配列の解析は SDC-GEN ETYX遺伝子情報解析ソフトウェ

ア(Software Development)を用いて行った。相向性検索はBLAST(Basic Local Alignment 

Search Tool)プログラムを用いて行った(10)。アミノ酸配列の複数配列編集はPAPIA

(Parallel Protein Information Analysis) プログラムを用いて行った (11) 。 解析した塩

基配列はEMBし GenBank、 DDBJに登録番号AB034941 で登録した。

2-3 結果と考察

2ふ1 SSP-PCR法によるnukacin ISK.・1 構造遺伝子の増幅

まず、アミノ酸配列分析により得られたN末端の7個のアミノ酸配列 を基に作成し

たオリゴヌクレオチドをプロープ、 またはプライマーとしたサザンフロットハイプリ

ダイゼー ションまたはSSP-PCR法によるnukacin ISK・1 構造遺伝子のクローニング を

試みた。 しかしながら 、 この部位から作成したオリゴヌクレオチドを用いた場合、 揺

らぎが大きいためか 、 特異的 なシグナルまたは増幅断片を得 ること が でき なかった。

nukacin ISK-1 はこれまでのペプ チド構造解析の結果、lacticin 481タイプのランチビ

オティックと相向性を示している。lacticin 481タイプのランチビオティック では 、 そ

の C末端領域は-F-Q-F-V-F-T-C・C・S・COOHと高度に保存さ れている。 そこ で 、

-F-V-F-T-C・C-S を基にオリゴヌクレオチド、PI・7を 構築し、 これを用いてSSP-PCR を

行った。 その結果、Fig.2・1に示すように 、 約720bp のDNA断片が特異的に増幅され

た。 このDNA断片をアガロースゲルから抽出し、 TA クローニング法 を用いて
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Fig. 2-1. SSP-PCR using C圃1 and PI-7 primers， and cassette ligated XbaI fragment of total DNA from ISK・1 strain as the 

template. 

Lanel; lOO-bp ladder marker， lane 2; amplified DNA企agment.



pUC18にクローニングし、 その塩基配列の決定を行った。

本断片に含まれる塩基配列から推定したアミノ酸配列の一部は、 ペプチド構造解析

により明らかにしたnukacin ISK・1のN末端から 7個のアミノ酸配列と完全に一致し

た。また、そのN末端側には、リーダー配列と推定されるアミノ酸配列が確認された。

しかしながら、本操作ではlacticin 481タイプのランチビオティックの C末端側の相同

領域から構築したプライマーを用いたため、 この部位の塩基配列を決定することがで

きなかった。 そこで、 本断片をプロープとして、 完全な nukacin ISK・1構造遺伝子を

含むDNA断片のクローニングを試みた。

2ふ2 nukacin ISK-1構造遺伝子のクローニング

SSP-PCR法により得られたDNA断片をプロープとして、 S. warneri ISK-1から抽出

したトータルDNAに対してサザンプロットハイブリダイゼーションを行った。 その

結果、 Fig.2・2に示すようにHindIIIおよびEcoRIで消化したS. warneri ISK-lのトータ

ルDNA断片では、 それぞれ約3.6kbおよび約 800bpの位置にシグナルが得られた。

そこで、 HindIIIを用いて S. warneri ISK・ 1のトータルDNAライブラリーを作製し

SSP-PCRにより増幅した約720bpのDNA断片をプロープとしたコロニーハイブリダ

イゼーション法により、n比acin ISK-1の構造遺伝子を含むと推定される3.6・kbHindIII 

断片のスクリーニングを行い、 その塩基配列の決定を行った。

2・3・3 nukacin ISK，・1の推定アミノ酸配列の解析

本DNA断片上には3つのORF (Open Reading Frame)が確認された(Fig.2・3)。
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(A) 

23，130 bp 
9，416 
6，557 
4，361 
2，322 
2，027 

1 2 3  
(B) 

23，130 bp --

9，416 
6，557 一て三
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Fig.2・2. Agarose gel electrophoresis (A) and Southern blot hybridization (B) of ISK・1 total DNA digested with EcoRI and 
HindIII using 720-bp fragment amplified by SSP-PCR as a probe. 

Lane 1; Â-HindIII marker， 2; ISK・1 total DNA digested with EcoRl， 3; ISK-l total DNA digested with Hindill. 
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Fig.2・3. Restriction map of the 3.6・kb HindIll fragment and organizationn of nukA and the other ORFs. 

The number of nucleotides involved in each gene is indicated below its name. 



他の2 つのORFにつ いては第3章で述べるが、このうち174 bpからなる ORF はn沈aci n

ISK-1をコードする構造遺伝子であることが明らかとなり、nukAと命名した。F ig.2・ 4

に3.6・kb HindIII断片の2001から 2500 bpのnukacinISK-1の構造遺伝子を含む領域の

塩基配列とその推定アミノ酸配列を示す 。 本ORFには 2123 と 2141bpの位置にメチ

オニン 開始コドンが考えられた。lacticin 481タイプのランチビオティックのリーダー

ペプチド配列との相向性から比較すると、 2141bp のメチオニンコドンが開始コドン

と 考えられた。 しかし、 2123 bpの10 bp上流にリボソーム結合部位(RBS)と 推定さ

れる配列(GGAG)が位置して いたため、nukA は2123 bpのメチオニンコドンから翻

訳されると 推察された。 この開始 メチオニンから31番目の位置から nukacinISK-1の

ペプチド解析より 明らかとなったN末端のアミノ酸配列、K-K-K-S-G・V・I・ が位置して

いた。これより、 nukacinISK-1は30 アミノ酸より成る リーダーペプチド配列を含む、

57個のアミノ酸から構成されるプレカーサーペプチドとして合成された後、 Ala・1と

LYS+lの聞で切断されて27 アミノ酸より成る活性型のペプチドとなることが推察され

。た

アルカ リエタンチオールで還元したnul王acinISK・1のアミノ酸配列を 分析した結果

その百己列はNH2・K-K“K-S-G-V-I-P-X-V-X-H-D-X-H・M-N-X-F-Q・F-V-F-X-X-X-S-CO OH 

であることが明らかとなっている( 2)。 ここで、 X で示す 7個のアミノ酸はアルカ

リエタンチオールにより還元されて生じたエチルシステイニル誘導体であり、 翻訳後

修飾を受けている アミノ酸と 推察される(12)。 また、 アミノ酸組成 分析から3 分子

のランチオニ ン、 または3・ メチル ラン チオニ ンを含んで いる(1) 0 Fast atom 

b ombardment mass spectrometry (F AB-MS)で測定したnukacin ISK-1の分子量は2，960

である(1)。 一方、 遺伝子から 推定したアミノ酸配列からのnukacin ISK-1の推定分
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2001 CACTTTATCACTCTAAATATAAATTTTAATTATATAAATAAGTGGTTTATACAATTTTACACTTTGTAAATATCATGTGATATTAAACTTGTAACAAATA 

RBS 
2101 TTAAATTT�TAACAAACATGGAAAATTCTAAAGTTATGAAGGACATTGAAGTAGCAAATTTATTAGAAGAGGTTCAAGAAGATGAATTGAATGAA 

M E N S K V M K D 1 E V A N L L E E V Q E D E L N E 

一一争nukA

2201 GTCTTAGGAGCTAAGAAAAAGTCAGGAGTAATCCCAACTGTGTCACACGATTGCCATATGAATTCTTTCCAATTTGTATTTACTTGTTGTTCATAAAAAG 
V L G A K K K S G V 1 P T V S H D C H M N S F Q F V F T C C S * 

な ↑
2301 GGGAATGTTGTAAAATCAGTAAAAATAACTTTAAGTGATACTTACTTTAGTTTTTTTATTGATTAACATGATACTAATATTATGGCATGGCGAAAATCCG 

2401 TAGTTTTGAAAAGAACTACGGATTTTTTATGAACCGTAAAACATATATAGTGTCTTTAGTTATTGTATTTTGGAGAGTATTGAAACCTTAATATTTTGTT 

Fig. 2-4. NucIeotide sequence of the nukacin ISK・1 structuraI gene and the deduced amino acid sequence. 

The putative ribosome binding site is boxed and indicated by RBS. Termination codon is indicated by a asterisk. The vertical a汀ow

indicates cleavage site of the propeptide to form active nukacin ISK-l. Only the most relevant portion of the sequence (nucleotides 
2001-2500) in the 3.6・kbHi凶III fragment is shown. 



子量は3，031であった。 デヒドロアラニンなどの不飽和アミノ酸が形成される脱水過

程では分子量は18減少することから(Fig.1・ 7)、 nukacinISK.・1では 4分子のセリン

またはスレオニンが脱水されていることになる。このことから、nu】cacinISK.・1は3 分

子のランチオニンまたは3 ・メチルランチオニンの他に1分子の不飽和アミノ酸を含む

と推察された。 この時、 nukacinISK-1の推定分子量は2，959であり、 FAB-MSにより

得た値とほぼ一致した。

nukacin ISK-1のアミノ酸配列はlacticin 481タイプのランチビオティック(13 -20 )

と高い相向性を示した(lacticin 481と 74%、 variacinと 81% )  0 nukacin ISK-1とこれ

らのアミノ酸配列の複数配列編集を行ったところ、翻訳後修飾を受けるセリン、 スレ

オニン、 システインの位置は高度に保存されていた(Fig.2・ 5)。 また、 そのリーダー

ペプチド配列はnisin タイプのランチビオティックのものとは異なり、 クラス11 (IIc 

を除く )のパクテリオシンと同様にGli2 -A1a/Gli1で切断され、 中央の領域にグルタ

ミン酸を多く含む保存性の高い領域を有していた( 21)。

2 - 4 小十舌

本章では、lacticin 481タイプのランチビオティックのC末端側の相同領域を基に構

築したプライマーを用いて SSP-PCR を行い、 約72 0 bpの増幅断片を得た。 この断片

をプロープとして、 nukacinISK・1構造遺伝子を含む3.6 kbのHindIII断片のクローニ

ングを行った。 その塩基配列を決定したところ、 本断片上に3つの ORF が確認され

たが、 このうち174 bpからなるORFはnukacinISK-1構造遺伝子をコードしており、

nu以と命名した。nukAの推定アミノ酸配列からnukacinISK.・1プレカーサーペプチド

は30個のアミノ酸からなるリーダーペプチド配列を含む、 57個のアミノ酸から構成
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Nukacin ISK-1 

Lacticin 481 

Bacteriocin J46 

Variacin 

Streptococcin A-FF22 

Streptococcin A-M49 

恥1utacin 11 

Butyrivibriocin OR79A 

Salivaricin A 

MENSKVMK-DIEVA--NLLEEVQEDELNEVLGA 

阻(-EQNSF--NLLQEVTESELDLILGA

阻(-EQNSF--NLLQEVTESELDLILGA

MTNAF--QALDEVTDAELDAILGG 

MEK-NNEVI--NSIQEVSLEELDQIIGA 

MTK-EHEII一一NSIQEVSLEELDQIIGA

MNKLNSNAV--VSLNEVSDSELDTILGG 

阻叱-ELNAL--一一TNPIDEKELEQILGG

附�AMK-NSKDILNNAIEEVSEKELMEVAGG

「←1 - I 11 
-KKKSGVIPTVSHDCHM-NSFQFVFTCCS 

一KGGSGVIHTISHECNM-NSWQFVFTCCS

一KGGSGVIHTISHEVIY-NSWNFVFTCCS

一一一GSGVIPTISHEC旧制NSFQFVFTCCS

--GKNGVFKT1 SHECHL-NTWAFLATCα 

一一G附GVFKTISHECHL-NTWAFLATCCS

NRWWQGVVPTVSYECRM�NSWQHVFTC� 

一一一GNGVIKTISHECHM-NTWQFIFT

-KRGSGWIATITDDCP--NS一一一VFVCC

Processing site 

Fig. 2-5. Sequence comparison of the precursor of nukacin ISK-l with those of lacticin-481 type lantibiotics. 

ldentical residues are indicated by shaded boxes. The thioether bridges as determined for lacticin 481 are given above the sequence. 

The vertical aηow indicates the processing site. 



国4・』

されると推察された。また、 その配列はlacticin 481となどと高い相向性を示すが、新

規であることが明らかとなった。 こ のタイプではlacticin 481 についてのみ、 そのラン

チオニン環構造が明らかとなっている(22)。 ペプチド構造解析の結果および則的

から推定したアミノ酸配列との比較から、 nukacin ISK・1もlacticin 481と同様のラン

チオニン環構造を有していると考えられ、 N末端から9番目と14番目のスレオニン

とシステイン 、 11番目と25番目 および18番目と26番目のセリンとシステインがラ

ンチオニン環を形成しており、 さらに24 番目 のスレオニンがデヒドロブチリン に変

化していると推察さ れた。 Fig. 2-6にその推定構造を示す 。
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第3章

DukaciD ISK・1生合成遺伝子群のクローニング

およびその遺伝子解析
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3・1 緒言

ランチビオティックでは、 その構造遺伝子の他に翻訳後修飾(ランチオニン形成や

リーダーペプチド配列の切断)に関与する修飾酵素、 輸送タンパク質、 自己耐性や転

写調節に関与する タンパク質 をコードする遺伝子が 生合成遺伝子群 を形成している

(1，2)。 第2章で述べたように 3.6・kb HindIII断片上にも、 nukacin ISK-1構造遺伝子

の上流およひ'下流にランチビオティックの生合成に関与すると思われる遺伝子が確

認されており(3)、 さらにその周辺領域にも 生合成に関与する遺伝子がコードされ

ると推察される。

ランチビオティックの生合成遺伝子群は一様でなく、自己耐性や転写調節機構もラ

ンチビオティックにより異なっている (2)。 これまでに報告されている lacticin 481 

タイプのランチビオティックでは、 構造遺伝子(lanA)、 修飾酵素遺伝子(lanM)、

ABCトランスポーター(lanT)、 自己耐性因子をコードする遺伝子(lanFEG)は全

てに共通して存在している。 しかし、 転写調節機構に関しては、 streptococcin A-FF22 

の様にnisin と同様な 2成分調節系を持つもの(4)、 mutacin IIの様に恒常的に遺伝子

の 転写を促進する因子(MutR) を持つもの(5)、lacticin 481の様に持たないもの(6)

もある。 また、 butyrivibriocin OR79Aでは機能不明なORFをコードするものも報告さ

れており(7)、 その機能は興味深い。

これまでに、nukacin ISK-1の生産は浸透圧ストレスにより転写レベルで促進される

こと が明らかとなっている(8)。 この機構は未だ詳細には明らかにされていない が、

転写調節因子が nukacin ISK-1 生合成遺伝子群にコードされており(後述)、 この因

子が浸透圧ストレスと関連している可能性も考えられる。 このようなことからも、

nukacin ISK・1の生合成遺伝子群 を同定し、 それらの機能 を解析することは重要である。
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そこで 、 本章では、nukacin ISK・1の生合成に関与する遺伝子のクローニングおよび塩

基配列の決定を行い、 その生合成遺伝子群の特定を行った。

3・2 実験方法

4.5・kbXbaI断片は3.6・kb HindIII断片に含まれる1.6 kbの EcoRI-HindIII断片をプロ

ープとして、XbaIを用いて作製したS. warneri ISK，・1のトータルDNAライブラリーか

らコロ ニーハイブリダイゼーション法を用いてスクリーニングした。 2.7- kbHindIII断

片のクローニングは、 S. warneri ISK-1のトータルDNAライブラリーからコロ ニーハ

イブリダイゼーシヨン法によりスクリーニングした。 プロープはプライマ一、ncp・50

およびncp・27を用いてPCRを行い、 増幅した約400 bp の断片を用いた。 PCR の条件

は変性を 950Cで1分間、 アニーリングを550Cで1分間、 伸長を720Cで1分間とし、

このサイクルを35回行った。 2.7・kbEcoRI-HindIII断片 のクローニングはSSP-PCRを

用いた。nulιl

たS. warnerバ'i 1路SK-lト一夕ルDNAのEcωoR則I断片を鋳型とした。PCRの条件は変性を940C

で 3却O杉秒、間、 アニーリングを550Cで 2分間、 伸長を720Cで1分間とし、 このサイクル

を35回行った。 増幅した2.7 kbの断片を、 HindIIIおよびEco阿部位で pU C18にクロ

ーニングした。3.7・kbEcoRI断片は3.6・kbHindIII断片に含まれるO.2 kbの HindIII-EcoRI

断片をプロープとして、EcoRIを用いて作製したS. wameri ISK，・1のトータルDNAラ

イブラリーからコロ ニーハイブリダイゼーション法によりスクリーニングした。 用い

たカセットDNAおよび プライマーの配列をTable 3-1に示す。

ハイ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ンは、 すべて A1kphos (Amersham Ph armaci a Biotech， 

Buckinghamshire， Uni ted Kingdom)を用いて550Cで 行った。シグナル の検出はCDP- Star
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Table 3圃1. Sequences of oligonucleotides used in this study. 

Names 

ncp-50 

ncp-27 

nuk-GE 

C-l 

EcoRI­
Cassette 

Sequences (5'-3') 

CAATCGTATAAATATATATAGAAATGTTTTGAAAAATAGTCAATATAGCG 

CCCTTCAGTAGGGTGCAAGAGACCTAG 

GGTGGTGTACTAGGTCTTCTAACA 

GTACATATTGTCGTTAGAACGCGTAATACGA 

5'-OH GTACATATTGTCGTTAGAACGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAG-3' 
3'-CATGTATAACAGCAATCTTGCGCATTATGCTGAGTGATATCCCTCTCTTAA OH-5' 

Notes 

τne sense primer corresponding to the position 6547 to 
6596 in the 10-kb Hindlll-EcoRI region 

The anti-sense primer corresponding to the position 6926 
to 6950 in the 1 0・kb HindlII-EcoRI region 

The sense primer corresponding to the position 8961 to 
8984 in the 10・kb HindlII-EcoRI region 

The primer corresponding to the cassette oligomer 

Cassette oligomer 



(Amersham Pharmacia Biotech)を用いた発光法で行った。 2.7・kb HindIII断片及び、

2.7・kbEcoRI-HindlII断片の塩基配列の決定は、 Gene Rapid DNA sequencer (Amersham 

Pharmacia Biotech)で行った。シーケンス反応はThermo Sequenase Cy5.5 Dy e Terminator 

Cy cle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech)を用いた。 操作は全て各メーカー

のプロトコールに従った。 その他の実験方法は第2章と同様の方法で行った。

タンパク質のモチーフ構造予測は庁amプログラムを用いて行った ( 9) 。解析した

塩基配列はEMBし GenBank、 DDBJに登録番号AB034941で登録した。

3-3 結果と考察

3ふ 1 生合成遺伝子群のクローニング

コ ロニーハイフリダイゼー シヨン法 などにより、3.6・kbHindIII断片の上流に位置す

る 4.5・kb XbaI断片 、 その上流に位置する2.7・kb HindIII断片をクローニングした。 さ

ら にその上流の断片は、塩基配列の決定により明らかにした2.7・kbHindIII断片の一部

を基にプライマーを構築し、 SSP-PCR法 により断片を増幅し、 これを pUC18にクロ

ーニングした。 また、 3.6・kbHindIII断片の下流に位置する3.6・kbEcoRI断片もクロー

ニングした(3)。クローニングした断片およびその制限酵素の部位を Fig.3・1に示す。

3ふ2 ORF解析

これらの断片の塩基配列を決定した。 その結果、 Fig.3・2に示すようにnukAの上流

に、 逆向きに 6つのORFが確認され た。 これらは以下に述べるような相向性やモチ
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Fig. 3-1. Fragments cloned in this study. 

nukacin ISK-l structural gene is indicated by an a汀ow. A and B represent fragments used as probes to clone 4.5・kb XbaI fragment 

and 3.6去b EcoRI fragment， respectively. Locations of ncp-50， ncp-27 and nuk-GE used as primers for PCR are shown. 6・kbBc江­

EcoRI fragment is described in Chapter 6. 



\tJi 、

S々 タ p タ k g ふ守 ie、 守 8 タ
ぬp dJ 卒、;ア ぷ ぶ �ç}ぷ々 '々�'W 伊l イ ザ

|I 1 1 1 I 1 1 I 11 f 1 I 

ORF1 nuι4 nukM nukT nukF nukE nukG ORF7 ORF9 
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Fig. 3-2. Organization of genes for biosynthesis of nukacin ISK-l and other ORFs. 

The numbers of amino acid residues within each encoded protein are shown below the corresponding genes or ORFs. Nucleotide 

sequence of2.7・kb HindIII-EcoRI合agment is not completed.ふkb BclI-EcoRl fragment is described in Chapter 6. 



ーフ検索の結果、それぞれ nukM， nukT， nukF， nぱE， nukG， ORF7と命名した。また、3 .6・kb

HindIII断片上ではnukAの下流にはORFが一つ存在しており ORF1とした。

nukMは917アミノ酸残基をコードしており、 その推定分子量は106.7kDaであった。

アミノ酸配列はlacticin 481タイプ、 lactocinSタイプ、タイプ Bのランチビオティッ

ク生合成遺伝子群に含まれるランチオニン形成酵素(LanM)と高い相向性を示した

(lacticin 481のLctM(10)と相向性 4 0%、 類似性59%0 streptococcin A- FF22 のScnM

(4)と相向性29%、類似性 50%)0 N末端側ではいnMで保存性の高い部位が1カ

所確認された (N叫CMでは22 0から2 59番目)。 また、 NukMはLanMと同様に、c

末端領域(NukMでは63 7・903 番目)において LanCと相向性を示し、LanCおよびLanM

で共通に見られる 6個の保存領域が存在した(2) (Fig. 3・3)0 875から901番目のア

ミノ酸配列は膜貫通部位であり、 膜結合タンパク質であることが示唆された。

nukTの開始コドンはマイナーコドン、TTGであり、694 アミノ酸残基をコードする

推定分子量80.2 kDaのタンパク質 をコードしていた。 その推定アミノ酸配列は種々の

ABCトランスポーターと相向性を示していた。モチーフ 検索 を行ったところ、N末端

から 155番目から 42 5番目までのアミノ酸配列が細胞膜貫通領域であり、 5つの細胞

膜貫通領域が存在した。 また、490番目から666番目 までがABCトランスポーター領

域であり、この領域にはWalkerモチーフAおよびBと呼ばれるATP結合部位(11，12) 

が 495から506および 612 から622 番目の位置に確認された (Fig. 3・4)。 また、 1か

ら154 番目までのアミノ酸配列には、特別なモチーフは検出されなかったが、 この領

域にはlacticin 481のいtT (6)やcytolysin の CylT (13)などで共通に保存された配

列(6 からおおよび90から107番目)が存在していた。また、この保存配列はpediocin

PA- 1 (14)やlactococcinA (15)など、 リーダーペプチド配列にG1i2-Gly (A1a， Ser)-1 
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NukM 附刑I--K-VEQFRGFSNFILK-KYS一一一-KQ-ELNTLIDW-NYLRSIILDICGKSLIVLINEK-RLNKK-LNGNTPEERYKYFDEELCEKGIIYEELNKSYPSI-INDLEQTLNSYFSFLKDIENK 113 

LctM 一一一附低KTY-Q一一一FEKF-LKNTFDQFS1 KQNE--VLV-EDD-LNDI 1刷VCGKALVLMlNEKREM--NLLMGNTPEERYQYFENEYSSTGKAFEEIKDKFPVIYI一DLKNSINSYLKLVSQI附\0111

* * * * ** ** * * * 本* *** * **** * ******** ** * * ** * * * ** *** * 

FNQ-E阻G<LL-EANLIKTEKETICHISILGDLHGGKAVTKVTTDKSQLLYKPRSLENDSFFL-EFLEFMY-S-FQKNEIS-TVY-KYKF-I-DY--KDHGWMEYIEKQPTS-町、�I

F阻①Y--SLLVE町(IIE-EHSTIST附<IKGDL凹�GKAVIEITTNKSKLIYKPKSLSNDVF-FNNFLKY-MDSFFIKEGKSTK-YKENFYLVNTLDMKTYGWVEYVD悶(PINSFEEA

* ** * * * ** * **** **** 本* ** * *** ** ** * ** 

* * ** * ** ***** 

* * * * * * ** ** * * 

* *** ****** * * ** * * ****** * ** * **** 

227 

231 

ND-KKRRFS-PEVFIEDIQEGF--KYGYELFLNNRKE-ILHYIKKTSSEVEVRIーLPRSTIEYSVLIQAAKSPLYANK悶(SLFNKLEEYGENLLSDKLINSEIKQIETLSVPYFYTKVQSVS-VKD 466 

NNEK--RYCKPKDYVNDIIKGFEKT--YKIIVK1侃-EKILGFLKKESSSVTCRILF-RNTMEYSVLLNAAKSPVYSNKREEIFEKLSTFNRG-LGNDIIKSEISQINTLSIPYFNCQVDS-NLI貯� 469 

* * * * ** コド* * * * ** ** ** * ** * * ***** ***** * *** * ** * * *** ** *本* *本* * * * 

IKNNTV一日iLLKNPLNVFLEKTQRYSLKDLLF一一QCKLIKFSLESQNKLFIDGNGFINYGYEIVNSDNIDDA---IDNLVSIIINNAVIDEKDGSVNW附札GISKGEEIIFESLSDDLYKGLSGIG 586 

MDGETIFEHTLT-PFKCFLSKYRRLCVDD--MEQQVKLIRFSIQSQEQLFKDGEQF-SL-YKKQKGS-QEDLLIAINELSSILENNAYIGTSDDTINWMSLGIADNDQILFESLENDIYKGISGIG 589 

* * * * ** * * * * *** ** ** ** ** * * * * * ** *** * * *** *** * **** * *** **** 

IALLKYYEINl倒LKDMSRLKKILSS-IYSSILS-N-INTNSSKEKDLS--FFNGE-IGKIAF--LYト町QIEF一間N-CDSS一一--KNYM一一一間ILGIILSSEFE叩叩IIAGLPGIISYLY-NQ-E 693 

LALLEYYEFYPNINTK----KIL-KLI�倒-ISKDFINT問、lliPQ---NYGFYV-GLIGEYSF凶(--YEKVFHKTSSCNILKNILI①FTPEKCQT---ILPS-DDV一一IAGEAGIIIY-ISNLNN 695 

*** *** * *** ** * **** * ** * * * * * * ** * *** *** * * 

I一一FSK-ELVIMGDRLLKDLDNNPTM一一一一 AYYAHGKSGVMVSLL-YLYDLTKDKKYLVK-FHQEWKKENTLKLEIGm①VRQNEETYSVSWCNGVTGQLISRL--VALEIHDKV-KIFDAVNK- 805 

YLEY-RDEIDI---L-LKSLSNKIKLKESIAS-YAHGNSGIATAFVHG-YKVTKNEKYL-KIFHEL\肝�LENSSKLRRGWTDSRKVDSSYSSQWCHGASGQAIARMEWIT--町サ-KTAR--F-LSNS 807 

* * ** * * **** ** * ** *** * ** * ** 本* **キ* ** ** * ** * * * 

KLMQ-K一白白ししYLLKEEG-LEQNNFCLCHGVMGNLLVL-KYYQ�σENTNIHLANK-IDS町YSVANFGLNmWICGLGNNFYSFSIMTGISGILY師事YKTKDT-ELGILLPNI- 917 

ELIKVKKELGELIDIL�包GMYTD-NFCLCHGILGNLLILNトYQENFDN削INLKNEILNNY-YSVCNYGLNKGWICGLGTEFYSYGLMTGISGILYGLI-RQVKQKNNFGVLMPYVD 922 

* * * ** ** ** **本**** 本*** * 本本 * * ** * * *** * 本********** *** ********* 

Fig. 3-3. Amino acid sequence similarity between NukM and LctM. 

* * * * 

Asterisks indicate identical amino acid residues. The N-terminal conserved region among LanM is indicated by a dark gray box. The 

C-terminal conserved regions among LanM and LanC紅e indicated by light gray boxes. The membrane spanning segment predicted 

inNuゆ1 is indicated by a clear box. 
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NukT 

LctT 

�q剛VSINSLYKREMIPPDGLSISYLKELNIKYELNMKVYRIKDKEKTF--RV-ISKIKKP1 IVHWDLN­

RDVAIHELYSGEMIPPDGLSVSYLKNIN阻\HQVS附WYKT-DK-阻�SPNKIFYPKML-PVIIQW-ND

* * ** ********* **** * * * ** ** * * * * * 

101 

101 

陛桝EIGKVKI-SKEMFLEHFSN-VLLMFDPKSDFPKDKEKI-E-FFDDLKSVLMIKNIILFSFSVMLAQIVA-LIFSIVVRDIINQKY--T→L--ISLSML196 

IGKVKYNYND-F岨G\FSGYIIT-LSPNSSFT郎-KRISEIIF-PLKKIFKN悶TFLYIFSLFISQIVALW-FSIILRDILNKSHDITYSFIMMIS----198 

***** * ** * * * * * * * ** * * ** **** *** *** * * ** 

L刷IIIQIFSLVFKQKAQIKENKI-YE-KIIS刊MFEGLFNKPLLYF問STIGTLMEKINIKTTIRDNILLKILPSF凶FFSVTVLF---IYLL-TVSLLLSLLLL296 

LV一一LFQTLSLLMKLGAQ-悶�TNLLYESKI-SRQIFKGIFSRPLLYF貯mSVGTIIEKINLRTGIRDGILLKIFPSLLNFFT--V-FIVIIY-LGTISFTLTLFL-295 
* * ** * ** * ** ** * * * * ******* ** **** * *** ***** ** **** * * ** * * * * * * 

G-MSIIYLLISVFIY--一一IKKNQLNIEYMQRTIQFSSLAQESLSQIDQlKAQAQESSTINr仰KEKSW-N-IVNSYNSILKIEGL--SYTFN-QIFNYSSIILLMI392 

VI削LLYMIFS---FSLISIKR-Q州1 QYTQQTIDFTSVVQEDLNQIEQlKAQANEKECVKRWTKK-SAQTIF-SYNKILNIDGITSA--FNQG-FNYICVIL削1 392 
* * * ** * ** * * ** * * ** * ** ****** * * * * *** ** * * ** *** ** ** 

FGIHLTKYGNI-TIADLILFQTGMSIF-SFICSQLQDITFEISKIK-VSGEKINDLFLKNNTKR--KVIEQKSNNALSLKNVTFGF-DEKAP-ILKNITFQVKKGE 491 

FGIYLN-QGNLVSIPDLIIFQSGISLFVSA-VNQIQDVMFEISRLSIY-GNKISDLLIEN-PQRIDN-IEKHS附AIILKDISYSYELN--NYIF附INFSIKKGE491 

*** * ** * *** ** * * * * * ** **** * ** ** * * ** **** ** * ** * **** 

Walker motif A 

KV AU VGDSGSGKSn佐川LLGL一一YTCDGEVVYGYRDFRKITGVVLQNMTLSKQS1 YNNLVDEGNDS-NM--QKLNQILY-DVNIINLINSLPNKIYSSVFQNGKN 591 

KlAU VGKSGSGKSTLf NILLGLISY--EGEVTYGYENLRQIIGVVSQN阻ぜLRKGSLIENIVS阿刑-SEELDIQKINDV-LKD�命日LVDSLPQKIFSQLFENG剛593

* *除** *******I * **** * *** *** * * *** *** * * * * * * * ** * *** * *** ** * * **** 
Walker motif B 

LSGGQIQRLLIAKSLFNK一阻$ FWDEAFSSLDNY -NR INI YRNVLKNSQYSDKTI VL 1 SHHLDVLSYVDKVMF 1 ENGNAFFG THNEL-IK�慌NYRRFLDTANT州 694 

LSGGQIQRLLIAKSLLNr刑KF[ FWDEPFSSLD卜 NQNRIHIYKNVLENPDYKSQTIIMIS日-ILDVLKYVDRVIYIDD悶CIMIDK印骨札LLN-D-SYNSF�--一一一691

*************** * * *** ** *** * * ** ******** *** * * ** * * * 

Fig. 3-4. Amino acid sequence similarity between NukT and LctT. 

Asterisks indicate identical amino acid residues. The N-terminal conserved regions among LctT， CylT， etc are indicated in dark 

gray boxes. The membrane spanning segments predicted in NukT are indicated by gray boxes. The C-terminal conserved region 
among LanT is indicated by a light gray box. The Walker motifs A and B are indicated by boxes. 



の共通配列を持つクラスIIaおよびIIbのパクテリオシンの生合成に関与するABCト

ランスポーターでも見つかつており、 この保存領域がGly・2-Gly(Ala， Ser) -1部位でリ

ーダーペプチドを切断するペプチダーゼの機能を果たしていることが報告されてい

る (16) 。 以上のことから、 NukTは合成されたnukacin ISK・1プレカーサーペプチド

のリーダーペプチド配列を切断して、 活性型の nukacin ISK・1を菌体外に輸送してい

ると思われた。

nukF， -E， -Gはそれぞれ291， 250 ， 245 アミノ酸からなる推定分子量32.8 ， 28.8 ， 28.0 

kDaのタンパク質をコード していた。nukGは nukTと同様にTTGを メチオニン開始コ

ド ンとしており、nukEと4 bp重複していた。これらと相向性を示すタンパク質 はnisin

タイプ、 lacti cin 481タイプのランチビオティックの自己耐性 に関与するタンパク質と

相向性を 示した。 NukF は lacti cin 481のμtF ( 6) 、 Clostridium difficileにおいてAお

よびB毒素の生合成に関与するCdd4(17)、mutacin 11のMutF(5)、strepto∞c cinA-FF22

のScnF (4)等と高い相向性を示し、 これらのアミノ酸配列のマルチプルアライメン

トを行ったところ、WalkerモチーフAおよびBは高度に保存されていた(Fig.3 -5) 。

モチーフ検索を行った結果、N末端から31番目から209 番目までのアミノ酸が、ABC

ト ランスポーター領域に対応することが明らかとなった。 しかし、 このタンパク質 に

は細胞膜貫通領域がなく、 サブユニット として機能 することが示唆された。 Kyteと

D oolitt le (18) の方法によりNukEおよびNukGの疎水プロットを解析した結果、 これ

らには 6つの疎水領域が存在していた (Fig.3・ 6) 。 また、 これらのアミノ酸配列は

いに類似しており、 相向性を調べたところ20.3%のアミノ酸が完全に一致した。 以上

から、 これらはともに 6回細胞膜を貫通する膜局在タンパク質 であると推察された。

epiderminを生産するStaphylococcusepidermidisではEpiF ， -E， -Gが複合体を形成して
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Walker motif A 
NukF M-INNIVQTQNLTKKFSDSYSVDNLSLNIGSKEI�GFLGPNGAGKST市医阻JLGLMQPTKGNIKIFNQDISKN-RDEILMHVGALIEEPS 88 
LctF MHIEKILETKKLSKKFGKEYSVRNLTISVKKGDIRGFLGPNGAGKSTm低MILGLLHPTEGEVKVFGKKLDNSVKNSVLKDVGCLIEEPS 90 
Cdd4 M-EMII-RTQRLSKEYNKIFRVKDIDLRVPQGAV�GFLGPNGAGKS吋ぱ氾LGLAKPTQGNINILGKELNEKNRISILKDIGSLIESPS 88 
MutF M-TKPLLSINNLSKSFGNQKVLDHLNMTISPGEI�GFLGVNGAGKST崎医IILGL-LPKDSGEIVALGRPLPENRSQILPEIGALIEEPA 88 
ScnF M-KNAI-ELRKLSKVYQDITTVDLEKITVREGEI�GFLGPNGAGKTT百匹MILSLVSPTLGEILINGEDIKG-NH-AYLRVIGSMIEEPS 86 

* . .  *.* . .. . . ... .1****.*****.*.I.*..*.�ド *. . . . . . . . * . �ド .**. �ド.
Walker motif B 

YYKNLTGLENLQVIQRLLNLPSKNV悶ALKIVRL--TEHKDKLVKNYSLGMKQRLGIALAIVKFPKijLILDEPTNGLUPSGIQEIRELIK 176 
FYPNLSGLENLKLVQ虹JLNLPYHNIEKVLNIVKL--EDQKNKLVKNYSLG限QRLGI��IKFPKijLILDEPTNGLUPTGIREIRELIK 178 
YYGHLTGLENMTIMQRLLDLPKKNVNEALKIVRL-ENQKNKK-VSQYSLGMKQRLGIAMAIMKFPKijLILDEPTNGLUPAGIEEIRELIK 176 
FYP汎TGFENLQLIQELANLPKDNIKVVMEATGI--YYAKDKLVRNYSLGMKQRLGIS臥LIKFPKijLILDEPTNGLUPDGIHωffiQLIR 176 
YYPNLTGYENLLVFQKMVGFDESNIWPTL札VGLAEENNRKKLVKAYSLG阪QRLALAF�VKKPK nLLLDEPTNGLUPAGlHEIRELIV 176 
.*..*.*.**. * ..... *. . *. *. . *********. .. *. *. ** .1*. ********判* ** ..*.**. 

SFPKTYGMTVLISSHLLSEIEHt仏NTVGIINRGKL-LFEGKLTELEEQNKILトNTNNNSESINLLQSKGYNL--ENNEKPL-LLDTTQK 261 
SLPEKYGITVLISSHLLSEIEQIANTVAIIKKGEL-LYEGELSKLEEQPIFEトQTNLINQSFEVLQGLGYTVK-KQSNDTIQIMNSDLN 265 
SLPEKYG附VLISSHLLSEIDQIATSIGIINHGEL-VFQDSIKELHNRGQSQIAIKTKNVVSAQ乱LNTKGYMSL-IQDGYLTIE汎KDS 264 

SLPQKFNMTILISSHILSEIENLADTVGIIKDGHLlYEGGINQLLNQEQKYQLKVNNLE臥AQIIQ町DNKIGIVKNDDDILLISLPDCT 266 
KLA阻KGLTVFISSQILSEIEHIADRVGIINHGRL-VYEGEIEAIKSNTWIEIGGDFSQNNIVQSLINYGQVEVLGASASHVKFKNIDND 265 

..*..***..****. .* ...**. * * 

DISTAVKLLVNNKFEIYQVQSVQKSLEENL一一一一一一291

KRAAAIEALVSQQIKIYEAKSVTKNLEQVFIEMTSDLERKF 306 
DVAKING阻JVHSNIDVFRIEEHKKSLEDIFLEL---LVRR- 301 

LVPDLIA�VYNELQIYEIYGVKKTLESVFLDLTKE----- 302 
KLADVGTYLIENDYRIFRVVRESENLEDIF-PL---FN--- 299 

*. . .. . .  ** 

Fig. 3-5. Similarities among NukF， LctF， Cdd4， MutF and ScnF. 

Asterisks and dots indicate identical amino acid residues and similar amino acid residues in all five proteins， respectively. The Walker 

motifs A and B are indicated by boxes. 
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Fig.3・6. Hydrophobicity profiles of NukE and NukG. 

Bars indicate the hydrophobic segments proposed to be membrane-spanning site. 



細胞膜に局在しており、 細胞膜ヘ侵入してきたep idermin を細胞壁側ヘ押し出すこと

で自己耐性能を示すことが明らかとなっており(19)、 nu kacin ISK-1でも同様の機権

で自己耐性を示すことが推察された(Fig.3・7)。

nukGの下流には推定分子量 10.6kDaで 92個のアミノ酸をコードすると推定される

ORF7が位置していた。ORF7翻訳産物はデータベース上のどの既知タンパク質とも高

い相向性を示さず、 モチーフ構造検索においても特徴的な構造を有していなかった。

しかしながら、nukacin ISK・1 と同タイプのランチビオティック、butyr ivibriocin OR79A 

の生合成遺伝子群に含ま れるORF4と 28.3%と低いながら相向性を示した(7)(Fig. 

3・8)。 このORF4は、 ORF7と同様に自己耐性タンパク質 をコードするORF3( nukG， 

IctG などと相向性を示す)の下流にコードされている(7)。 このようなことから、

ORF7 はタンパク質として発現して、 ランチビオティックの生合成あるいは自己耐性

機構に何らかの役割を果たしていると考えられた。

ORF1 は 247アミノ酸をコードしており、 その翻訳産物の推定分子量は 28.8 kDaで

あった(3)。 このタンパク質の相向性検索を行ったところ、 Bacillus subtilis のLytT

(20) (相向性28%、 類似性48%)やper合ingolysin 0 (θ毒素)の発現調節因子であ

るClostridium peψingensのV仕R(21) (相向性23%、 類似性44%)など種々の 2成

分調節系の転写制御因子 と相向性を示した(Fig.3・9)。 これまで に報告されている 2

成分調節系の転写制御因子では、 Sa1monellaザ'jJhimurium において走化性に関与する

CheYの 13 および57番目のアスパラギン、109番目のリジン残基のよう にリン酸基の

受容に必要なアミノ酸残基がすべて保存されている(22)。 しかし、 ORF1 翻訳産物

では57番目のアスパラギン、 109番目のリジン残基 に対応するアミノ酸が見られな

かった(Pig.3-9)。 凶s inやstreptococcinA-FF22 などのランチビオティックではその
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outside 
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ATP ATP 

inside 
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NukF 

Fig. 3-7. Proposed self圃protection model for nukacin ISK-l by NukEFG. 

The model shows the NukE and NukG proteins situated within the cytoplasmic membrane and NukF dimer bound to the complex at the 

cytoplasmic side of the membrane and harbouring the A TPase binding site. 
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Fig. 3-8. Amino acid sequence similari勾'between ORF7 of S. warneri ISK・1組d ORF4 of Butyrivibrio fibrisolvens OR79A. 

Asterisks indicate identical amino acid residues. 



σ、
、一=

ORF1 product M脈KK則〈口1NA1口111口I印DQNA凶STRE即ED川uぱKV肌NI汎�I札山問L凶凶Jぶ泣S幻SYFS日一干FV附S託CαK附〈ωωGωTF悶S犯EY旧I児E十K附uω叩NT汀叩瓜町TI孔TLDω_JD-K

LytげT M胤LR肝V一一一L1日VDDEMLARDE日LAYLL口KRTNゆDEM舵E1閃N←一-E一-AEN1ESAFDQMMD-QKP一DLLFLDVDLSGENGF-D1AKRLKKM-KHPPA1VFAT 82 

VirR MFS1-A一LCEUNSLQREELKNNLSKVLDE1GVEYKLL-TFETGEDLLREYPENLDMLFLD1QMGELTG-METARKVRKYD-DKVE11F1T 85 

* . . . . iti. . *.. *. . *. * *. .*ー田・ * *.* 

SDSKHAHKSFEAHPFDYL1QPVEP1KLEKCLLHFKNRCRK--KFDLN-NLKNRK1A1KKGKSLYFLE1-DK1--TTAECCGRK111TLDD 168 

AYDQYALKAFEVDALDYLTIPFDEER1QQTLKKYKKVNRD1VETEQNSHAGQHKLALSVGES1V1VDTKD11Y-AGTE-DGHVNVKTFDH 17。

ALWDY1QKGYEVRAFRYL1NPVKFKELQEQV-TA一CVE-N1LHKRY-T-Y1T1K一一一DK-NNVLK1RTED1LFLETFE-R-KV11HTNSQ 164 

* . *. ... **. L*. * * * . ... * 

KETVSYNGSLKYLEKKLYSYGF1LVSRSLL1PLKS1町江一1-FDKHSKCY1LKS1KNNTVK1TPEK-Y-KKVKQTLSE--FNW11 247 

SYTVS-D-TLVV1EKKLPDSDF1RVHRSFVVNTEY1KE1QPWF一一NST-YNL-1MKDGS-K1PVSRTYAKELKK-L一一一一LH一一1 241 

DY1VK-MS一阻�KLEKELNNKGFFR-CHT-SY1VNL1K-1EE-1-K-KD-YLL-1NK-FTLPVSKHR一一MKNLKLRLTSLLGDL1C 236 

* **.* * ** * * * . * . .. . .  * .* * 

Fig.3・9. Amino acid sequence similarity among ORFl product， LytT of Bacillus subtilis， and VirR of Clostridium peψ初gens.

Asterisks and single dots indicate identical amino acid residues and similar amino acid residues， respectively. The conserved amino 

acid residues among response regulatory proteins are indicated by shaded boxes. 



生合成遺伝子群の転写調節にはヒスチジンキナーゼと転写制御因子から構成される 2

成分調節系により正に調節されている(1，2)。これらに含まれる転写制御因子、 それ

ぞれ NisR (23) およびScnR(4)はN末端領域にリン酸基受容部位、 C末端領域に

DNA結合部位を有している(Fig.3・10)。 また、 epiderminやmutacin 11などのランチ

ビオティックでは、他のタイプの転写制御因子、それぞれEpiQ(24)およびMutR(5) 

が存在している。しかし、 これらの転写制御因子はN末端側のリン酸基受容部位を有

して おらず、 その調節の様式からも 2成分調節系による転写調節ではないと考えられ

る(Fig.3・10)。 一方、 ORF1の翻訳産物のモチーフ検索を行ったところ、 ORF1翻訳

産物のN末端領域の 112個のアミノ酸配列(N末端から 4から 115番目まで )はリン

酸基受容部位と高い相向性を示した。 しかし、 LytTやV廿Rと同様に、 本翻訳産物は

C末端側のDNA結合部位を有していなかった(Fig. 3-10)。 な お、 DNA結合部位を

欠くV廿Rは転写制御因子として働くことが報告されている(21)。さらに、 S. aureus 

のαおよびγ毒素遺伝子の制御を行うAgrAもORF1翻訳産物と同機のモチーフ構造

を有すが、 標的遺伝子のプロモーター領域に結合することなしその転写を活性化す

る事が報告されている(25)。 以上のことから、 ORF1 の機能は未だ不明であり、 今

後さらに分子生物学的手法を用いたORF1の機能解析が必要である。

3-3-3 ORF1下流領域のDNA断片のクローニング

通常、 2成分調節系に含まれるヒスチジンキナーゼおよび転写制御因子をコードす

る遺伝子は対をなして位置している(1，2)。このことから、 ORF1が転写制御因子を

コードしていれば、 その下流にヒスチジンキナーゼがコードされている可能性が高い
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ORF 1 product; 247鎚(nukacin ISK-l; Staphylococcus wαrneri) 

Response regulator receiver domain 

→) 

NisR; 229 aa (nisin; Lactococcus lactis) 

ScnR; 231 aa (streptococcin A-FF22; Streptococcus pyogenes) 

Response regulator receiver domain Transcriptional regulator domain 
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EpiQ; 205鎚(epidermin; Staphylococcus epidermidis) 

MutR; 287 aa (mutacin II; Streptococcus mutans) 

Transcriptional regulator domain 

。 〉一

Fig. 3-10. Predicted motifs of ORFl product and other transcriptional regulators found in lantibiotics. 



と考えられる。そこで，，3.6・kbHindIII断片のORF1下流に位置する 0 .2・kbHindIII-EcoRI 

断片をアガロースゲルから抽出し、 これをプロープとしてs. warneri ISK・ 1のトータ

ルDNAライフラリーからORF1下流領域を含むDNA断片を有す形質転換菌のスクリ

ーニングを行った。 その結果、 3. 6・kb EcoRI断片を得た。 本DNA断片の塩基配列の決

定を行った ところ、 5つのORFが存在する事が明らかとなった(3)(Fig. 3-11)。 相

向性検索の結果、 これらのORFの推定アミノ酸配列はStaphylococcus aureusのリコン

ビナーゼ(ORF2，3) (26)、S. aureusのDNA-インベルターゼ(ORF4)(27)、Bacillus

subtilisのチオレドキシン(ORF5 )(28)、Arabidopsis thalianaのチオレドキシン(ORF6)

(29) と相向性を示した。 ORF2とORF3は、 N末端から78個の推定アミノ酸は全く

同一であった。 しかし、 ORF2が78アミノ酸をコードするのに対し、 ORF3は 202ア

ミノ酸をコードしており、 ORF3のアミノ酸数はS. aureusのリコンビナーゼ のそれと

同じ数であった(26)。 従って、 ORF2 は遺伝子組み換えなどの理由により、 機能し

ていないpseud o遺伝子に変異していると推察された。 このように、 ヒスチジン キナー

ゼ をコードすると思われる遺伝子はこの領域には見つからなかった(3)。

3-3-4 ORF7下流領域の塩基配列の解析

ORF7の下流領域の塩基配列の決定を行った 結果、 さらに 2つの ORF(ORF8およ

びORF9)が確認された(Fig.3・2)0 ORF8はStaphylococcus simulansのORF2と、ORF9

はS. simulansのORF1とそれぞれ高い相向性を示した。 これらの機能は明らかになっ

ていないが、 S. simulans ORF2 および ORF1 はそれぞ れ細胞壁溶解酵素であ る

lysostaphinおよびその自己耐性因子をコードすると推察されている(30 )。 しかしな

がら、 ORF1，2がそれぞれ 168， 69アミノ酸をコードするのに対し、 S. warneri ISK・1
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のORFヲ，ORFちはそれぞれ60， 39 アミノ酸しかコードしていなかった。 以上の結果か

ら、ORF8 ，ORFヲは遺伝子として機能しておらず、 nukacin ISK・1の生合成に関与しな

いと推察された。

3 -3・5 プロモーターおよびターミネーター解析

nukacin ISK-1生合成遺伝子群の転写領域 を推定するために、プロモーターおよびタ

ーミネーター解析を行った。 その結果、nuμ，nukM，ORF1の上流にいくつかのプロモ

ータ一様の配列が確認された。 また nukA， ORF1， ORF7の下流にそれぞれ1つずつ逆

方向反復配列が位置しており、 これらはp因子非依存性ターミネーター(31)として

働くと推察された。 それぞれの自由エネルギーは・105.6， ・123.2 ， -89.2 kJ · mol・1であっ

た。 これより、nukAおよびORF1は単一でモノシストロンとして転写され、nukM， -T， 

-F， -E， -GおよびORF7はオペロンとして転写されると推察された。

3・4 IJ吋舌

遺伝子クローニングおよび塩基配列の解析の結果、nukacin ISK・1生合成遺伝子群は

少なくとも、 プレカーサーnukacin ISK-1 (NukA)、 修飾酵素(Nu刷)、 ABCトラン

スポーター(NukT)、 自己耐性因子(NukFEG)をコードする遺伝子から構成される

ことが確認された。Fig.3・12 にこれらの遺伝子を含む10kbのHindIII-EcoRI 領域(Fig.

3・1)の塩基配列、 各遺伝子とORF の推定アミノ酸配列、 およびプロモーターとター

ミネーターの配列を示す。 これらは、現在までに報告されているlacticin 481タイプの

フンチビオティック全てに共通する遺伝子であるが、ORF1およびORF7が存在する
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ーーー布砂 4・トーーー
1 TTCGAAATAGAAATTTGAAACTTGTTTTTTAGTTTACAAGGGGGGGGTAGAGAACATTTC口CTACCCCCTTGATげAATATTCAACAAAAGTTTTATGT 100 

寧 1 1 W N F E S L T Q K V K K 

101 TATATTGCAATATAGA口TAAAAGATTTTGAAATTAAAAAACATTATCTTGGTCTAATTTATTAGGTCAACTTAAGTGAATTACAAACGAAATGAAAAAA 200 

YK EP TIK V TNNKI SKLI Y CKS HK DFI INK lSKL 

201 TATGAAAAGACCTCACTAAAATTGGCATAATAAGAATTAGCTAAAGTTTTATATCGTAAATGATACGAATAGCTTATAATATAAAAATTATGAAAAATTT 300 

P 1 L L S R S V L 1 F G Y S Y L K K E L Y K L S G N Y S V T E K 0 

301 C口TATTCATTACTGGATGAATGATTTTAT廿AGGTATTCTTATCTCAAAAAAAAGATTTATAAAATTCCTCGGTAATATTCTTTGACAAAGAAACAGTA 400 

DL T I 1 IK RG C C E A T TIK DI E LF YLSK GKKI AI K R  

401 GGTTTCACTATTAATAAAAAGATGGCGTTGTAAGACGACAACATTAAAATAGTTAAAGATTTTTTATATTTCTAAAGGGGAAAAATTACCGCTAAAAAGA 500 

N K L N N L D F K K R C R N K F H L L C K E L K I P E V P Q 1 L Y 

501 CAAAAATTCTAACAATTCTAGCTTAAAAAAAGACGTAGATAAAAA口TTACTTCATTCGTGAAGAGGTTAAATTA冗CGAGATGACCAACATAATTTATC 600 

o F P H A E F S K H A H K S 0 S S L F V 1 Q 1 H K H I S N r N N A 

601 AGTTTTCCTACTCGAAGTTTTGAAAATACACGCACAAACCTTAGT口TCTATCTTTTTGATAAACTTATACAAATACATATCTTAACTATAATAACCGAT 700 

10 1 F K N N N T N 1 K L F 1 L 0 1 0 K K 0 L T N K A E 1 Y E S F T 

701 ATAGATATTTGAACAACAATAAACATAAATAAAAATTTTTATAATTCAGATATAGAAAGAATAGATCCCATAAAAACCGAAGTTATATAAGTGATTTACA 800 

‘ーORFl
G K C S V F S F Y S L N V K L D E R T S A N D 0 1 I 1 A N 1 K K M 

801 TGGAAATGTACTTTGT廿ACTCTTCATTCTATCTAAATGAAAATTTAGGAGAGATCATGAACGTAATAGCAGATA廿ATTATCGTAAATAAAAAAAGTAT 900 

RBS -10 -35 

901 TTTAGTTA�TAAGGAAATAGTTATTTTTTAATTTTGGTTGGAATGAAGTAA市市AGTGTTAATAAAAAAAT市5?IATAATAATTTACTTG 1000 

1001 AAATTTTAAAAAAATTTAACTATCTAACAT冗TAATAAAACATTTCATATAGACGATCTGAAGTTCATTAACAACGGTTATTTAACGGAAGCTACTTCAA 1100 

1101 TAGAATTATTTTCGAC口TTCTTGTTTTATAATTCCAAAGTTATGAGAGGTTTTATGTTA廿GATTTCTGTGATATATACAAAATGCCAAGTATTTTTTA 1200 
ー-・� .... ・トーーー ー

1201 G町ATCAAGAAAAGTT廿GATGCCTAAAAGCGGTACGGTATTATAATCATAGTACAATTAGTTATTTTTTTGATT冗ATTCATAGTGAA廿TCAATAAAA 1300 

寧 S C C T F V F Q F S N M H C 0 H S V T P I V G S 

1301 ATGACTAAAATGTTGTAAGGGGAAAAATAC廿GTTGTTCATTTATGTTTAACCTTTCTTAAGTATACCGTTAGCACACTGTGTCAACCCTAATGAGGACT 1400 
母-- nukA 

K K K A G L V E N L E 0 E Q V E E L L N A V E I 0 K M V K S N E M 

1401 GAAAAAGAATCGAGGA竹CTGAAGTAAGTTAAGTAGAAGAACTTGGAGAAGATTATTTAAACGATGAAGTTACAGGAAGTATTGAAATCTTAAAAGGTAC 1500 

RBS 二lQ 二�
1501 AAACAAT信部TTTAAATTATAAACAATGTTCAAATTATAGTGTACTATAAATGTTTCACATTT両面ATTTGGTGAATAAATATATT瓦百TTAA 1600 

1501 T打GTTACCTCCTAAA廿TAATATTTGTTACAAGTTTAATATCACATGATATTTACAAAGTGTAAAATTGTATAAACCACTTATTTATATAATTAAAATT 1600 

1601 ATATAAATCTCACTAT打CACCAAAAGATATACTTATTTTATTTTTAAACTTTGAATGTTAAAACAATCAAAATCCAAAAAGGCAAAGACGACGTTTTAA 1700 

1601 TATATTTAGAGTGATAAAGTGGTTTTCTATATGAATAAAATAAAAATTTGAAACTTACAA打TTGTTAGTTTTAGGTTTTTCCGTTTCT町TGCAAAATT 1700 

Fig. 3-12. Nucleotide sequence of 10・kb HindllI-EcoRI region containing 

nukacin ISK・1 biosynthesis genes and the deduced amino acid sequences. 

The nucleotide sequence was shown in the 3' to 5' direction from 1 to 1500 and 

9601to 9957 while from 1501 to 1900 and 9501 to 9600， the sequence was shown 
in both directions. The putative ribosome binding sites are boxed and indicated by 
RBS. The putative promoter sequences (-35 and -10) are underlined. Termination 

codons are indicated by asterisks. The vertical arrow indicates cleavage site of the 

propeptide to form active nukacin ISK-l. The horizontal dashed a汀ows below the 
nucleotide sequence indicate putative transcriptional transcriptional terminators. 
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-10 -35 ー10 一10

1701 ATAGAACATCATACTCCAATCTAATGGTTATAATCTTCATTTCGC打TAACATCGTTCGAlでAATAAAAATATTGTGACATTTTCTCCTTACAAGTATGT 18(m 

1701 TATCTTGTAGTATGAGGTTAGATTACCAATATTAGAAGTAAAGCGAAATTGTAGCAAGCTAGTTATTTTTATAACACTGTAAAAGAGGAATGTTCATACA 1800 
-35 

-35 

1801 GTAGTTTTGATTAAAG廿TGCAGCTTTTCTATACAATTTCGTTTAAATATATTACGCAATATACTTAATACTATCAATTATTATCCTCTACTATAATTGA 1900 

1801 CATCAAAACTAATTTCAAACGTCGAAAAGATATGTTAAAGCAAATTTATATAATGCGTTATATGAATTATGATAGTTAATAAT拒�TGATATTAACT 1900 

-35 -10 RB 

1901 ATGAACAACATTAAAG竹GAACAATTTAGAGGATTTTCAAATTTTATTTTAAAAAAATACTCTAAACAAGAACTTAACACATTAATTGA廿GGAACTACT 2000 

M N N 1 K V E Q F R G F S N F 1 L K K Y S K Q E L N T L 1 D W N Y L 

nukM一一惨
2001 TAAGATCTATTATTCTAGATATTTGTGGAAAATCATTGATTGTTTTAATTAATGAAAAAAGATTAAACAAAAAAC冗AATGGAAATACT町TGAAGAACG 2100 

R S  11 LD [ C GKSL 1 VLI NEK RL NK K L N G N T PEE R 

2101 CTATAAATATTTTGATGAAGAATTATGTGAAAAAGGGATTATATATGAAGAGTTAAATAAAAGTTATCCATCAATAATAAATGATTTAGAGCAAACTTTA 2200 

Y K Y F D E E L C E K G 1 1 Y E E L N K S Y P S 1 1 N D L E Q T L 

2201 AACTCATATTTTTCGT廿TTGAAAGAAATCGAAAATAAATTCAATCAAGAAAAAAAGAAACTTTTAGAAGCCAAT廿AATAAAAACTGAAAAAGAAACGA 2300 

N S Y F S F L K E 1 E N K F N Q E K K K L L E A N L 1 K T E K E T T 

2301 T廿GTCATATCAGTAT廿TAGGAGATTTACATGGAGGTAAAGCGGTGACTAAAGTAACCA口GATAAATCTCAATTATTATATAAACCTAGGTCATTAGA 2400 

C H 1 S 1 L G D L H G G K A V T K V T T D K S Q L L Y K P R S L E 

2401 AAATGATAGTTTCTTT廿AGAATTCTTAGAATTTATGTACAGTTTTCAAAAAAATGAAATATCAACATACTATAAGTATAAATTCATAGATTATAAAGAC 2500 

N D S F F L E F L E F M Y S F Q K N E 1 S T Y Y K Y K F 1 D Y K D 

2501 CACGGTTGGATGGAATATATAGAAAAGCAACCTACCTCTAAAAATAAAATAAATATGTATTACAAAAGATTGGGATATTTATTGTCTATAGGATATTTAT 2600 

H G W M E Y 1 E K Q P T S K N K 1 N M Y Y K R L G Y L L S 1 G Y L L 

2601 TAAATATAAGTOATTTACATTTCGAAAATATACTGTGTTCCAGTAATTTTCCAATATTAA廿GATTTAGAAACTATATTTCATACGTCCATATATGAATC 2700 

N 1 S D L H F E N 1 L C S S N F P 1 L 1 D L E T 1 F H T S 1 Y E S 

2701 AAAATTTCGTAATTTA即日CAAAGAATATAGAAGATAAAGCTGCTAATTCTGTATTCGCTACCGGAATGTTACCGATATCCAAAAAAGACAAAAAATAC 2800 

K F R N L A T K N J E D K A A N S V F A T G M L P 1 S K K D K K Y 

2801 GGTGGAGATATAAGTGGAATATTAGGTGGAGTATTTAATAAACACGAAAGAACTATAAGTAATCCTAATAGAGATGATATAAAATTCGAAAAGAGATTAG 2900 

G G D 1 S G 1 L G G V F N K H E R T 1 S N P N R D D 1 K F E K R L V 

2901 TAAGAGTTAAAAGAAATGATCATATCCCAT廿TATATGGAAAATGATAAAAAAAGGAGATl寸TCTCCCGAAGTAT廿ATAGAAGATATTCAAGAAGGCTT 3000 

R V K R N D H 1 P F Y M E N D K K R R F S P E V F 1 E D 1 Q E G F 

3001 TAAATATGGTTACGAA甘ATTTCTTAACAATAGAAAAGAAATACTACATTATATAAAGAAAACGTCATCAGAAGTAGAAGTGAGAATTTTACCAAGAAGT 3100 

K Y G Y E L F L N N R K E 1 L H Y 1 K K T S S E V E V R 1 L P R S 

3101 ACAATTGAGTACTCAGTATTAATACAAGCT町TAAATCACCTCTTTATGCAAATAAGCGAAAGAGCTTGTTTAACAAACTAGAAGAGTACGGTGAAAATT 3200 

T 1 E Y S V L 1 Q A A K S P L Y A N K R K S L F N K L E E Y G E N L 

3201 TATTAAGTGATAAGTTAATAAATTCAGAAATAAAACAAATAGAAA口CTTTCAGTACCCTATTTTTATACTAAGGTCCAAAGTGTTTCGGTAAAAGATAT 3300 

L S D K L 1 N S E 1 K Q 1 E T L S V P Y F Y T K V Q S V S V K D 1 

3301 TAAAAATAATACGGTACATCACTTATTGAAAAACCCACTCAATGTATTTTTAGAAAAAACGCAAAGATATTCTTTGAAAGATTTGTTGTTTCAATGTAAA 3400 

K N N T V H H L L K N P L N V F L E K T Q R Y S L K D L L F Q C K 

3401 CTAATAAAATTTTCATTAGAAAGTCAAAATAAATTATTTATTGATGGTAATGGATTTATAAATTATGGATATGAAATAGTAAATTCAGACAATATTGACG 3500 

LI KF SLESQNKLFID GN GFINY G YEIVNSDNIDD 

3501 ATGCAATCGACAATTTAGTAAGCATTATAA廿AATAATGCAGTCATAGATGAAAAAGATGGTTCTGTAAATTGGA叩AATTTAGGCATATCAAAAGGAGA 3600 

AIDNLVSIIINN AVIDEKD GSVN W HNL GISK GE 

3601 AGAAATAATATTTGAAAGCTTGTCAGATGACTTATATAAAGGATTGTCAGGAATAGGAATAGCTTTATTAAAATAπATGAAATTAACAAAAACTTAAAA 3700 

EI 1 FESLSDDL YK GLS G I G I AL LK YYE 1 NKNLK 

Fig.3・12・Continued.
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3701 GATATGAGTAGACTAAAAAAAATACTAAG CAGTATTTATT CTT CTATATTAAG TAATAT AAATACTAATT CTAGTAAAG AAAAG GATTTAT じTTTTTTTA 3800 

D 1'1 S R L K K I L S S I Y S S I L S N 1 N T N S S K E K D L S F F N 

3801 ATGGTGAAATAG G TAAAAT CG CATTTTTATATAATTACCAGATTGAATTTAAAGAAAATTG CGACAG CAGTAAAAATTATATGAAACATATTTTAG G GAT 3900 

G E I G K 1 A F L Y N Y Q 1 E F K E N C D S S K N Y 1'1 K H I L G I 

3901 CATTTTAT CTAGTGAA廿TGAAAT GAATGACATTATAG CCGGATTACCAG GAATTATTT CATATTTATATAAT CAAGAAATATTTT CTAAAGAACTTGTA 4000 

ILSSEFE M NDI I A G LP G T 1 SYLY NQE J FSKELV 

4001 ATAATGGGAGATAGACTATTAAAAGACTTAGACAATAAT CCAACTATGG CCTACTACG CT CACG GTAAAAGTG G G GTAATG GTTT CATTATTATATTTAT 4100 

1 1'1 G D R L L K D L D N N P T 1'1 A Y Y A H G K S G V 1'1 V S L L Y L Y 

4101 ATGATTTAACTAAAG ACAAAAAGTAT CTAG 廿AAATT CCAT CAG GAATGGAAAAAAG AAAACACATTAAAATTG G AAATAGGAT G GAAAGATGTAAG ACA 4200 

D L T K D K K Y L V K F H Q E W K K E N T L K L E 1 G W K D V R Q 

4201 AAATGAAG AAACCTACT CTGTAT CATGGTGTAACGGAGTTACAG GACAGTTAATAAGTAGACTAGTTG CTTTAGAAATT CATGATAAAGTAAAAATATTT 4300 

N E E T Y S V S W C N G V T G Q L 1 S R L V A L E 1 H D K V K 1 F 

4301 GATG CTGTAAATAAAAAG TTAATG CAAAAAGAAATTGAAG AATTAげTTATTTATTGAAAGAAGAAGGATTAGAACAAAATAATTTTTG 印TATGT CATG 4400 

D A V N K K L 1'1 Q K E 1 E E L L Y L L K E E G L E Q N N F C L C H G 

4401 G CGT CATGGGAAATTTACTGGTTTTAAATTACTAT CAAAAAAAAT 廿GAAAATACAAACA廿CATTTAG CCAATAAAATAG ACAGT CAT 廿TTATT CAGT 4500 

V 1'1 G N L L V L N Y Y Q K K F E N T N 1 H L A N K 1 D S H F Y S V 

4501 A配TAATTTTGGTTTAAATAAAG GATGGATATGTGG CTTAGGAAATAACTTTTACT CTTTTAG CATTATGACAG G AATAT CAG GTATTTTATAT G CTTTT 4600 

A N F G L N K G W 1 C G L G N N F Y S F S 1 1'1 T G 1 S G 1 L Y A F 

4601 TTA刷AA GT 刊AT 刊AAAACT川AAG 印G A灯TACT叩G AAT竹T AGGT 刊川A灯TATTG口T

L K Y K T K D T E L G 1 L L P N 1 牢 RBS L K 1 A L Q N S D 

nukT一一.. 
4701 ACCAAGACTGT CTATTAG CGTGTTATT CAATGATTTTGAGTTATT 廿G GTAAAAAT GTAT 口ATAAATAGT CTTTACAAAAGAGAGATGATACCACCTGA 4800 

Q D C L L A C Y S 1'1 1 L S Y F G K N V S 1 N S L Y K R E 1'1 1 P P D 

4801 TGGT CTAT CAATAT CTTATTTGAAAGAATTAAATATTAAG TACGAACTTAATATGAAAG TATATAGAATTAAAGATAAAGAAAAAACAT 冗CG AGTAATA 4900 

G L S r S Y L K E L N 1 K Y E L N 1'1 K V Y R r K D K E K T F R V I 

4901 AGTAAAATAAAGAAACCAATAATTGTT CATTG G GATTTAAAT CAT 打TGT CATAGTAAAAAACGTTAAAAAAAACCATATAGAAATAGT CAACCCAG AGA 5000 

SK I K K PI I V H WD L N HFV I V K NV K K N HIEI V N PEI 

5001 TAGGAAAAGTAAAAAT 廿CAAAAG AGATGT 甘TTGGAACATTTTT CAAATGTT CTATTAATGTTTGAT CCTAAGAG CG ATTTT CCAAAG GATAAAGAAAA 5100 

G K V K 1 S K E 1'1 F L E H F S N V L L 1'1 F D P K S D F P K D K E K 

5101 AATTGAGTT CTTTGAC以TTTAAAAAGTGT 廿TAATGATT AAAAACATAATT CTTTTTT CATTTT CAG TGATGTTAG CT CAAATTGTAG CTCTAATTTTT 5200 

IEFFDDLKSVL MIK NIILFSFSV ML AQI V ALI F' 

5201 T CAATAGTTGTTAGAGATATAATAAAT CAAAAATATACATACCTAATAT CATTAT CAAT G CTATTAATGATGATTATTATT CAAATATT ITCTTTAG TTT 5300 

SI V V RDI I NQKY T YLISLS MLL M M I  IIQIFSL V F  

5301 TTAAG CAAAAAG CT CAAATTAAAGAG AAT AAAATATATGAAAAAAT CATTT CCTATAACATGTTTGAAG GATTAT 廿AACAAG CCCTTATTATACTTTAG 5400 

K Q K A Q 1 K E N K 1 Y E K 1 1 S Y N 1'1 F E G L F N K P L L Y F R 

5401 AAATAG CACAATAGGTACTTTGATGG AAAAGATAAATATAAAG ACTACTATAAG G GACAACATACTG CTTAAAATATTG CCAT CATT CTTAAACTT CTTT 5500 

N S T 1 G T L M E K 1 N 1 K T T 1 R D N 1 L L K 1 L P S F L N F' F 

5501 T CCGTTACGGTATTGT 廿ATATATTTGTTAACTGTAT CACTG CTA打AT CATTATTACT T TTAGGTATGT CCATTATATATTTGTTAAT CAGTGTGTTTA 5600 

SV T VLFI YLL T V SLLLSLLLL G MS J  IYLLISV F J 

5601 TATATATAAAG AAAAAT CAATTGAATATTGAGTATAT G CAGAG AA白ATACAATTTAGTT 口TTAG CT CAAGAAT CATTAAGT CAAATTGAT CAAATTAA 5700 

Y J K K N Q L N J E Y M Q R T 1 Q F S S L A Q E S L S Q 1 D Q J K 

Fig.3・12・Continued.
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5701 G配CCAAGCTCAAGAA町ATCAACAATAAATAACTGGAAAGAAAAAAGTTGGAATATAGTTAACTCTTATAATTCAATTTTGAAAATTGMGGATTATCA 5800 

A Q A Q E S S T 1 N N W K E K S W N I V N S Y N S I L K I E G L S 

5801 TATACTTTTAATCAAATTTTCAATTACAGTAGCATAATACTTTTAATGATTTTTGGTATTCATCTTACAAAATACGGGAATATAACCATAGCAGATTTAA 5900 

YTF NQIF NYSSIILL MIF GI HL TKYG N IT IA DL l  

5901 T口TATTTCAAACCGGTATGTCTATATTTAGTTTCATCTGTTCACAACTACAAGACATTACGTTTGAAATATCAAAAATTAAAGTGTCCGGCGAGAAAAT 6000 

L F Q T G M S 1 F S F 1 C S Q L Q 0 1 T F E 1 S K I K V S G E K 1 

6001 CAATGACTTATTTTTAAAAAATAATACTAAAAGAAAAGTAATCGAGCAGAAATCTAATAATGCTTTATCACTTAAGAATGTTACTTTTGGTTTTGATGAA 6100 

N D L F L K N N T K R K V 1 E Q K S N N A L S L K N V T F G F D E 

6101 AMGCCCCTATATTGAAAAACATTACTTTCCAAGTAAAAAAAGGTGAAAAAGTAGCTATAGTAGGAGACTCCGGATCAGGTAAAAGTACTATGTTAAATG 6200 

K A P 1 L K N 1 T F Q V K K G E K V A 1 V G D S G S G K S T M L N V 

6201 TTCTGTTAGGTCTCTATACATGTGATGGTGAAGTAGTTTACGGTTATAGAGATTTTAGGAAAATAACAGGGGTCG町TTACAGAATATGACGTTAAGTAA 6300 

L L G L Y T C D G E V V Y G Y R D F R K 1 T G V V L Q N M T L S K 

6301 ACAATCTATTTATAATAATTTGGTGGATGAAGGAAATGATAGCAATATGCAAAAATTAAACCAAATACTATACGATGTTAATATTATAAACTTGATAAAT 6400 

Q S 1 Y N N L V 0 E G N D S N M Q K L N Q 1 L Y D V N 1 1 N L 1 N 

6401 T口TTACCTAATAAAATATATTCTAGTGTA甘TCAAAATGGAAAAAATCTATCTGGTGGTCAAATTCAAAGGCTA廿AATTGCTAAATC町TATTTAATA 6500 

S L P N K 1 Y S S V F Q N G K N L S G G Q 1 Q R L L 1 A K S L F N K 

6501 AAAAATTAATTTTTTGGGATGAAGCTTTTA配AGTTTGGACAATTACAATCGTATAAATATATATAGAAATGTTTTGAAAAATAGTCAATATAGCGATAA 6600 

K L 1 F W D E A F S S L D N Y N R 1 N 1 Y R N V L K N S Q Y S D K 

6601 AACTATAGTACTCATAAGTCACCATCTAGATGTTTTATCATATGTCGACAAAGTAATGTTTATTGAAAACGGAAACGCTTTTTTTGGAACACATAATGAA 6700 

T 1 V L 1 S H H L D V L S Y V D K V M F 1 E N G N A F F G T H N E 

6701 TTAATTAAAAATAATAAAAATTATAGAAGATTCTTAGATACTGCCAATACTAATAATT�TTCAATTATGATTAACAATATTGTACAAACCCAAA 6800 

L 1 K N N K N Y R R F L D T A N T N N 牢 RBS M 1 N N 1 V Q T Q N 

nukF _. 
6801 A打TAACAAAAAAGTT廿CAGATAGTTATTCAGTAGACAATCTATCACTAAATATTGGTTCGAAAGAAATATATGGATTTTTAGGTCCAAATGGTGCTGG 6900 

L TKKFS DSYSV D NLSL N I  GSK EI YGF L GP N G A G  

6901 TAAAAGTACTACAATGAAAATGTTACTAGG町TCATGCAACCAACTAAAGGTAATATTAAAATATTCAATCAAGATATTTCAAAAAATAGAGATGAGATA 7000 

K S T T M K M L L G L M Q P T K G N 1 K 1 F N Q D I S K N R D E 1 

7001 TTAATGCATGTAGGGGCATTAATTGAAGAACCTTCTTATTATAAAAATTTAACTGGTTTAGAAAATTTGCAAGTTATTCAAAGATTACT以ACTTACCTT 7100 

L M H V G A L 1 E E P S Y Y K N L T G L E N L Q V 1 Q R L L N L P S 

7101 CTAAAAATGTTAAAGAAGCTCTGAAAATTGTACGTTTAACTGAACACAAGGATAAATTAGTCAAAAATTATTCATTAGGTATGAAACAAAGGTTAGGTAT 7200 

K N V K E A L K 1 V R L T E H K 0 K L V K N Y S L G M K Q R L G 1 

7201 T配TTTAGCTATAGTAAAATTTCCAAAACTATTGATATTAGATGAACCTACTAACGGCTTAGATCCTTCTGGTATACAAGAAATTAGAGAATTAATAAAA 7300 

A L A 1 V K F P K L L 1 L D E P T N G L D P S G 1 Q E 1 R E L 1 K 

7301 T口TTTCCAAAAACTTATGGAATGACTGTA口TATATCTAGTCAT廿ATTATCTGAAATTGAACATATGGCTAATACAGTAGGTATCATCAATAGAGGGA 7400 

S F P K T Y G M T V L 1 S S H L L S E 1 E H M A N T V G 1 1 N R G K 

7401 AACTATTGTTTGAAGGAAAGTTAACAGAATTAGAAGAACAGAACAAAATATTGATAAATA口AACAATAACAGTGAGAGTATAAACTTG口TCAATCAAA 7500 

L L F E G K L T E L E E Q N K 1 L 1 N T N N N S E S 1 N L L Q S K 

7501 AGGATATAATCTAGAAAATAATGAAAAACC町TCCTATTAGATACAACTCAAAAAGATATATCTACAGCCGTTAAATTGTTAGTTAATAATAAGTTCGAA 7600 

G Y N L E N N E K P L L L D T T Q K D 1 S T A V K L L V N N K F E 

7601 ATTTACCAAGTACAATCAGTTCAGAAAAGTTTAGAAGAAAATTTATAGAAATAACTAATGATGGAA�ATTTATAAATGTTAAAAGCTATAAATTT 7700 

I Y Q V Q S V Q K S L E E N L 寧 RBS M L K A 1 N L 

nukE一一争

Fig.3・12・Continued.
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7701 AGAATTTTTCAAAATGCGGAGAAGAAAATTTATCCTTCCAATACTACTGATTACCTTTGTTGGTATATTGTGGTT竹GTGCTATAGCAA甘AAAGAGTTA 7800 

EF FKMRRRKFIL P ILL I TFV GIL WF C AI AIKEL 

7801 AATATTACTGATACAAAGTATGGTATTTATATGCTCATTTCTAATATTCTAACTATCGACAGCATGATTTATCCAATATTAATAGGTAT汁TATGCTCAA 7900 

NI TD TKY GIYML ISNIL TIDSM I Y P IL I GIL CSR 

7901 GACTTGCAGATATAGAACATCAAGGAAAAACCTTTCAGTTATTAAATACTAGTAAACAAAGTGTTTTCAATTTGT廿ACTAGTAAAGTTGGTGTTTCGCT 8000 

L A D 1 E H Q G K T F Q L L N T S K Q S V F N L F T S K V G V S L 

8001 TATTATTTTATTTGTAATTGACATTATACAATTAACGACCATCTTACTAATTGCTAATTCACATAATATCAGTTTGAAACTAGAAATCA竹TCAAAATTC 8100 

IIL F VIDIIQL T TILLI A NSHNISLKLEIISKF 

8101 ATGCTAAGTTTTATAATTGCTAGTTTCTTC廿AATATTAATTCATATGGCACTTTCTTTC廿TTTTGAAAAACAATCAGTTAGCATTGTATCAGCATTAG 8200 

MLSF 1 I ASFFLI L 1 HM ALSFFFEKQSVSI VS AL V 

8201 TAGGAAGTTTTTTAGGATTAGTAACAGGAGGGATGTTGCCTTCATATATTAAAATATTTTTGCCTTGGCAATATTATTCATTACTAAATCCAGTTCATAA 8300 

G S F L G L V T G G M L P S Y 1 K 1 F L P W Q Y Y S L L N P V H K 

8301 AAAGATGGTTCACAAAGGATATGAATATTCAAATAATGACTATTA廿TTATTTACATTTTTATTTCTATTCTAGTAATAGTAATTCTTTTCTTTATTATT 8400 

KM V HK GYEYSN NDYYFIYIFISIL VIVIL FFII 

8401 AAAGCCTTAATAAAAAGGAGtGATTTAAATTGATTTCTTTATTAAGCATAGAATTAC印刷CTACAAAATAATTATATTTTAATCTTCTTATTAGTTTT 8500 

K A L 1 K R R D L N 牢

RBS L 1 S L L S 1 E L R K L Q N N Y 1 L r F L L V F 

川kG一一争
8501 TAATATATTAAGCGTATCTATAGGAAGTAT臥TATTTTATTTTAATCAAAGCGCTTTTCCTAATTCAAATAATAGAGATTTAATATTGTGGGGGCAAGAA 8600 

N 1 L S V S 1 G S M 1 F Y F N Q S A F P N S N N R D L 1 L W G Q E 

8601 A灯TTATATACTTCACAACTTTTCTTTCCCATACTGATAGGTGTT廿ATGTTCAATAAGTTGGCAATTTGAGG川町TAATAATAATTGGATGAGAATGA 8700 

T L Y T S Q L F F P 1 L 1 G V L C S 1 S W Q F E E S N N N W M R M K 

8701 AAACTATACCTTTAAAAGAAAGTAAGATAG廿TTATCAAAATTTTTATCTCTTTTCTTAC竹ACTTTACTAAATCAAATTATATTTTTTGTATTATTTTG 8800 

T 1 P L K E S K 1 V L S K F L S L F L L T L L N Q 1 1 F F V L F C 

8801 TATCTCAGCCTCAATAGTAAATGTATCCTTGGAAGGATTACTTAAATTTCTATACTGGGACTTTATAGGTTGGATAGGTACAGCATCTATTGTTGCTATA 8900 

1 S A S 1 V N V S L E G L L K F L Y W D F 1 G W 1 G T A S 1 V A J 

8901 CAATTATATTTGTCAG廿GCGACTAGAAAT廿CACTTTCTCAATT竹AATATCAACTATTGGTGGTGTACTAGGTCTTCTAACATTGTTTATTAGCAATT 9000 

Q L Y L S V A T R N F T F S 1 L 1 S T 1 G G V L G L L T L F 1 S N F 

9001 TTATTTTTAAAATATT町CATATTCACAAA廿ACAGTTGGTGTGAGAGCCAGATCTTTGATGAACTTCACTTTTTCAGAAATGTTACTT竹TCTTATAAT 9100 

1 F K 1 F P Y S Q 1 T V G V R A R S L M N F T F S E M L L F L J 1 

9101 AAATGTAGCTTATATAACAGTTTTTTTGACACTTACTACTTTAAAGCTTAAAAAAAGAGAGGVTTAATTTAAAATGAAAAGAAAAGACTACTTATTTTTT 9200 

N V A Y 1 T V F L T L T T L K L K K R E G 寧 HK R K D Y L F F 

RBS ORF7一一惨
9201 GTAATTGCACTTTTACCTTTAATTAGTTTG廿ATTACAGTTAACGAAAATTTCACTTATCCATAATTATCAAAGT廿TTTCTCTATAGTTAATATCATCT 9300 

VI ALL PLISLLLQL TKISLI H NYQSFFSIV N J I C  

9301 GCATACTTTTTACTATTGCTTATTCAATTA廿TTAGTTATTAATA配AAGAAAAAGAATAATTTGCAGAAAACAATTCTTATTTTGTCTATTATCTATAT 9400 

ILF TI AYSIIL VINSKKKN NLQK TILILSIIYI 

9401 A廿AACTTTAATTTTTATCTCTTTTGGAGTAATAATTAATATGTTTAATTAAAATAATTTTAATAGCAAAATACTATCAAAAATTTTCCCACATAAAAAG 9500 

L TL IFISF GVIIN HFN 寧

9501 AGTGCTATTTAAATAGCACTGAAAAATTAACGATAAGTAAAAATGαTATGATACGGTCAAGTTATTGGAAAAAAAAGATTTTTGAGTAAATTTTGTAAT 9600 

9501 TCACGATAAATTTATCGTGACTTTTTAATT即日TTCATTTTTACGGATACTATGCCAGTTCAATAACCTTTTTT廿CTAAAAACTCATπAAAACATTA 9600 
- - ー惨 _.- - - - --

Fig.3・12・Continued.
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寧 S L R K K L N T D V R M T T S K S 1 

9601 AGTTGTTAGCGAAATTATCTACATAGAACTAGATTACGGTAAATTGAATTTGCMMMATTTAAACATAGGTGTGCGTAGCATCATGAAAATCTTTATC 9700 

‘ーORF8
P K Y N E T Y K V S S T D 1 D D L F G A M 牢 E S E 1 V Q 1 R D V 

9701 CMATATTAAAAGTCATATAAACTGACTGCTTCATAUTATAGTAGATTTTTAGGACGGTAATAAAAGTGAGTGAAAGTTAGTGAACATAAGATAGATGG 9800 

L E i Y V K N F M H I V K K D H H D  K N R I G E A G F K K l a E R 

9801 TTAAGATATAT11TGAMTAATTTGTACACATAATGAAAAAATAGTACGTATAGAAATAAAGAATATGGGAGTCGTGGTTTAAAMATTAAGAAAGAGAAA 9900 

.一一ORF9
Q Y 1 Q N E F L A Q S F A T K S M 

9901 CTATTTAAACTAAAAGTTTATCTCGAACACTTTTACGTCAAAATCTGTATAAATTAT 9957 

Fig.3-12・Continued.
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点で他のものと異なっていた(Fig. 3-13) 0 nukGの下流にはORF7 がコードされてい

たが、 この推定翻訳産物の機能は全く不明であった。 しかし、 butyrivibriocin OR79A 

ではORF7 と低いなか'ら相向性を示す遺伝子(ORF4)が見つか っている(7)。ま た、

ターミネーター解析の結果、nukM， -T， -F， -E， -G， ORF7はオペロンとして 転写されると

推定される。 このこ とから、ORF7 も nukacin ISK・1の生合成 に何らかの機能を果たし

ていると推察された。

nukAの下流には、種々の2成分調節系の転写制御因子 と相向性を示すタンパク質

をコードすると考えられるORF1が位置していた(3) 。 しか し、ORF1翻訳産物はN

末端側のリン酸受容部位およびC末端側のDNA結合部位を欠いていた。さらに 、 こ

れまで に明らか に したnukacin ISK-lの生合成遺伝子群には、2成分調節系のシグナル

感知分子であるヒスチジンキナーゼをコードする遺伝子は存在しておらず、 ORF1 の

機能は不明であった。

今後さらに分子生物学的手法を用いたORF1およびORF7の機能解析 が必要である。
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