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第4章

Staphylococcus warneri ISK・1のプラスミドキユアリング
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4・1 緒言

これまでに報告されているパクテリオシンの生合成遺伝子群の多くはプラスミド

にコードされている(1・3)0 S. warneri ISK・1は 2種のプラスミ�" pPI-1 (約53kb)お

よび pPI- 2(約2kb)を保持していることが明らかとなっているが、 pPI-2をキユアリ

ングしでもnukacinISK-1の生産性に影響がないことが明らかとなっている (4)。また

2kbという小さなサイズから考慮しでも、 本プラスミドはパクテリオシン生産能に全

く関与しないと考えられる。 一方、 pPI-1とnukacin ISK-1生産能の関係は未だ明らか

となっていない(4)0 nukacin ISK-1生合成遺伝子群の局在性を明らかにすることは、今

後、 生合成遺伝子の機能解析を行うための戦略を決定する上で重要である。 そこで、

本章では pPI-1のプラスミドキユアリングを行い、 nukacin ISK・1の生合成遺伝子群の

局在性について検討した。

4・2 実験方法

4・2・1 使用菌株、 培地および培養条件

Staphylococcus warneri ISK-1およびそのプラスミドキユアリング株は、10mlのMRS

培地(Oxo id，Ha mpshire， United Kingdom)または1.6 M (8% w /v )のNaCIを含むMRS

培地で、 370Cで12時間、 100strokes/minで振とう培養後、 100mlのMRSまたは1.6M

のNaCIが入っているMRS培地を含む 300 mlのコニカルフラスコに接種して、 370C

で100strokes/minで振とう培養を行った。 また、 これらの培地には生成する酸による

pH の低下を防ぐため、 10 g!IのCaC03を添加した。 検定菌はPediococcus pentosaceus 
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JCM 5885を用いた。 本菌は5 mIの MRS培地でs. warneri ISK-1と同僚の条件で18時

間培養を行った。

4・2・2 分析方法

菌体濃度は培養液の562 nmにおける吸光度を測定し、 これを予め作成しておいた

検量線から培地1 liter当たりの乾燥菌体重量(DCW; Dry Cell Weight (凶))に換算す

ることにより求めた。 グルコースおよびDL-乳酸濃度は Aminex HPX-87 (0.78 x 30 cm 

Bio-Rad， Hercules， CA， USA)のカラムを接続した HPLC (638・30 HPLC， Hitachi， Tokyo， 

Japan)を用いて測定した。 また、 分析条件は 、 カラム温度 650C、 50 mMの硫酸で流

速0.2 mlノminで行った。検出は Re仕active index detector(RID-6A; Shimadzu， Kyoto， Japan) 

を用いた。

抗菌活性の測定は 寒天拡散法によるバイオアツセイ法 (5)で行った。 すなわち、

培養液を濃塩酸で pH 3.0に調整し、 16000 x gで10分間遠心分離した培養液上清をろ

過滅菌フィルター(EB-Disk13， Kanto Kagaku， Tokyo， Japan)で除菌したものをサンプ

ルとした。 このサンプルを滅菌水で順次2倍希釈し、 それぞれ 40 μlを乾熱滅菌した

ペーパーディスク(直径8 mm)にしみ込ませ、 検定菌を含む寒天プレートの表面に

のせた。 このプレートを 370Cで18時間培養し、 ペーパーディスク周辺の検定菌の生

育阻止円の大きさを測定した。

検定菌を含む寒天フ。レートは以下のようにして調製した。 まず、 検定菌を 5 mlの

MRS培地に接種し、 370Cで18時間静置培養した。 培養液を滅菌水で100倍希釈し、

As62が0.072の希釈液を50μ1接種するように1.4%の寒天を含むMRS培地に接種し

た。 この培地をプレートに10 mlずつ注入した。
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自己耐性能の実験は、精製したパクテリオシン( 5) 、 それぞれ500、 250、 125、 62.5

ngを40μlの滅菌水に溶解し、 上述した抗菌活性測定方法に従い行った。 なお、 検

定菌はs. warneri ISK.・1およびそのプラスミドキユアリング株を用いた。

nukacin ISK-lの抗菌活性、 nukacin ISK・1の s. warneri ISK-1またはそのプラスミド

キユアリング株 に対する最小生育阻止濃度(MIC;Minimum Inhibitory C oncentration) 

は、 Parenteらの方法 (6) を用いて数値化した。

4- 2・3 プラスミドキユアリング

s. warneri ISK・1を、 5 mlのMRS培地で370C、 100 strokeslmin で振とう培養を行っ

た。 A562が 0.5 に達したところでアクリフラビンを 25 mg!lの終濃度で添加し、 さら

に18時間培養を行った。 培養液をMRSプレートに1プレートあたり30コロニーと

なるように希釈して塗抹した。370Cで一晩培養を行い、 コロニーが約1 mmに成長し

たところで、 5 mlのMRS培地で一晩培養したP. pentosaceus JCM 5885の培養液を104

倍希釈となるように1.0%の寒天を含むMRS培地に混釈し、 s. warneri ISK-1のコロニ

ーの上に重層した。370Cで一晩培養し、 生育阻止円の有無を確認した。 生育阻止円が

確認されなかったコロニーを単離し、 遺伝子解析および生理学的解析を行った。

4・2-4 DNA解析

ISK.・1およびそのプラスミドキユアリング株からのプラスミド抽出は、 Andersonと

McKayの方法(7)を用いた。菌体の培養は、10 mlのMRS培地で370C、120 strokeslmin 

で1晩 振とう培養し、約9 mlの培養液から集菌した。 ただし、 溶菌はリゾチームの代
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わりに 0.1 g!1のN- アセチルムラミダーゼを用いて行った。 トータルDNAの抽出は

f2・2・2 SSP・.PCRJの項と同様の方法で行った。

サザンプロットハイブリダイゼーシヨンはAlkphos (Amersham Pharmacia Biotech， 

Buck inghamshire， United Kingd om)を用い、 SSP-PCRにより増幅した約72 0bp のDNA

断片( f2・2・2 SSP-PCRJの項を参照)をプロープとして行った。 ハイブリダイゼー

シヨン膜はHybond-N+ (Amersham)を用いて550Cで、行った。 プロープの標識やハイ

ブリダイゼーションの 操作はAlk p hosのプロトコールに従って行った。 その他の基本

的なDNA操作技術、 使用試薬および培地は第2章およびMolecular Cloningの 第二版

(8)に従った。

4-3 結果と考察

4・3・1 プラスミドキユアリング

まず、 プラスミドキユアリングは種々の変異原性剤、SDS 、エチジウムブロマイド、

アルリジンレッドをそれぞれ、5 00、4 0、16 mg!lの終濃度 で添加して行った。しかし、

プラスミドキユアリング株はこれらの変異原性剤ではほとんど得られなかった。一方、

アクリフラビンを終濃度25 mg!lで添加した場合、 約 3 0個のコロニーに1つの確率で

抗菌活性を失った株を効率よく得ることができた。

Fig. 4-1 にアクリフラビンを用いてプラスミドキユアリングを行った際の 、 スクリ

ーニングの代表的な結果を示す。 この変異株を単離し、 プラスミドDNAの抽出を行

った。 その結果、 Fig.4・2 (A)に示す ように、 変異株から得られたプラスミド DNA

は親株と比べて約53 kbのプラスミド、 pPI-1のみを欠失してレた。 そこで、 nukacin
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ISK・1の構造遺伝子を含む約720 bpのDNA断片をプロープとして、 サザン プ ロット

ハイブリダイゼ ーシヨンを行った。 その結果、 親株から抽出したトータルDNAでは

pPI-1 の シグナルが得られるのに対し 、プラスミドキユアリング株では全くシグナル

が得られなかった(Fig.4・2(B) )。 以上のことからnukacinISK・1生合成遺伝子群は

pPI-1上にコードされていることが明らかとなった。

4・3 ・2 プラスミドキユアリング株の諸性質

プラスミドキユアリンク・株の性質について検討した。 まず、MRS 培地でフラスコ

培養を行 い 、 その 培養特性について調べた。 その結果、プラスミドキユアリング株は

抗菌活性を全く示さなかったが、増殖速度、グルコース消費速度、乳酸生産性などの

諸性質に変化 は見られなかった(Fig.4-3 A， C)。また 、1.6MのNaClを添加した MRS

培地では、 s.warneri ISK.・1の生育は阻害されるが、nukacinISK-1の空産量が1.6倍に

促進されることが明らかとなっている(Fig. 4-3 A， B) (9)。 そこで、プラスミドキ

ユアリング株についても 、 1.6 MのNaCl存在下で培養を行った。 MRS培地の場合と

同様に抗菌活性 は示さなかったが、増殖速度やグルコース消費速度、乳酸生産性は親

株と同じであった(Fig.4-3 B， D)。

nisinを生産するL.lactis MG1614では、nisin生合成遺伝子群はスクロース代謝を行

うスクロースふリン酸ヒドロラーゼ(sacA)とと もに接合トラン スボゾン(Tn5301)

上にコードされている(10)。これらの遺伝子は密践に関係しており、nisinを生産す

る株 は必ずスクロース資化能を有すことが報告されている(11・13)。そこで、s. warneri 

ISK-1についても 糖の資化性と nukacin ISK・1の関連性について検討した。 API50 CH 

(B io Me rieux， Marcy-Étoile， France)を用いて糖類発酵性試験を行ったが、プラスミド

9 1  
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キユアリング株の性質は親株と比べて全く変化が確認されなかった(data not shown)。

nukacin ISK・1生合成遺伝子群のクローニングと遺伝子解析(第3章) および本章の

結果から、 nukacin ISK・1の自己耐性因子をコードすると予測されるnukF， -E， -Gも

pPI-l上に位置する事は明らかである。このため、プラスミドキユアリング株はnukacin

ISK・1に対する感受性が親株と比較して増大していることが予測された。 そこで、 精

製したnukacin ISK.・1をサンプルに用い、18時間培養した S. warneri ISK-lおよびプラ

スミドキユアリング株に対するMICを求めた (Pig.4・4)。 この結果、 S. warneri ISK・1

およびプラスミドキユアリング株のMICはそれぞれ2 g!lおよび0.79 g!lとなり、 プラ

スミドキユアリング株は nukacin ISK-l に対する感受性が増大していることが明らか

となった。

4-4 小十舌

本章では、 プラスミドキユアリングを行い、nukacin lSK・1生合成遺伝子群の局在性

について検討した。 アクリフラビンを添加したMRS培地で S. warneri ISK-lを培養す

ることで、nはacin ISK・1非生産変異株を効率よく得ることができた。 これらの株から

任意に1株を選ぴ、 トータルDNAを抽出してアガロースゲル電気泳動を行ったとこ

ろ、 約53 kb のプラスミドpPI-lが欠失していた。 また、 nukacin ISK.・1構造遺伝子を

含む約720bpのDNA断片をプロープとしたサザンプロットハイブリダイゼーション

の結果、 この変異株から抽出した DNA ではシグナルが得られなかった。 従って、

nukacin ISK・1生合成遺伝子群はpPI-l上にコードされていることが明らかとなった。

S. wlαrnel・i ISK・1のプラスミドキユア.リング株の培養特性や糖の資化性を検討した

ところ、nukacin ISK.・1生産性以外の 生理的性質に変化はなか3た。すなわち、S.WIαrneri
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Fig. 4-4. Effect of nukacin ISK・1 on the immunity of S. warneri ISK-l (A) and the L1pPI-l variant (B)・

Pure nukacin ISK-l ofthe indicated amount was dissolved in water 40μ1 and loaded to paper disk on the medium agar inocu­

lated with ISK-l strain and the mutant. 



ISK-1では、 nukacin ISK-1生合成遺伝子群と糖資化や生育に関与する他の遺伝子との

関係は認められなかった。 一方、 プラスミドキユアリング株のnukacin ISK・1に対す

る感受性につい て検討した結果、S. warneri ISK-1およびそのプラスミドキユアリング

株のMICは それぞれ 2g!lおよび0.79gIlであり、 プラスミドキユアリング株の感受性

が増大していることが明らかとなった。

本プラスミドキユアリング株は、nukacin ISK・1の生産能および自己耐性能がないこ

とから、nukacin ISK・1生合成遺伝子の機能解析を行う際の宿主として重要な役割を果

たすと考えられる。
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第5章

nukacin ISK・1生合成遺伝子のオペロン構造の解析
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5・1 緒言

これまでに、nukacin ISK・1の生合成遺伝子群は少なくともn比4.， -M， -T， -F， -E， -Gで

構成されることが推察された。また、 nukA およびnukGの下流にはnukacin ISK・1の

生合成に関与するか明らかでない2つのORF ( それぞれORF1およびORF7)が位

していた。ORF7の機能は全く不明であったが、 ORF1の推定産物は2成分調節系の

応答制御因子と相向性を示した(1)。しかし、 ORF1産物は通常の応答制御因子と異

なり、 DNA 結合部位やシグナルとなるリン酸基の受容に必須なアミノ酸残基を欠如

すること、 またこれまでに明らかとなった生合成遺伝子群にはヒスチジンキナーゼ遺

伝子が存在しないなど、 いくつかの点でその機能の発現に疑問がもたれた(1) 。推

定アミノ酸配列からの機能推定だけでは、 これらの ORF が遺伝子として実際に発現

し、 機能しているか明らかにすることはできず、 mRNAの解析や遺伝子欠損などの方

法を用いたより詳細な検討が必要である。

一方、 nukacin ISK・1は浸透圧ストレスによって生産性が増大し、 これは少なくとも

構造遺伝子(n比4.)の転写レベルで制御されていることが明らかとなっている(2)。

この転写促進機構は分子レベルでは全く解明されていないが、 ORFlと浸透圧ストレ

ス応答因子が共役して機能している可能性も考えられる。これまでに報告されている

2成分調節系の転写調節因子は、 標的とする遺伝子のプロモーター領域にある反復配

列または逆向反復配列に結合することが明らかになっている (3，4) 0 nuμやその他

の生合成遺伝子のプロモーターを決定する事ができれば、 その周辺領域でこのような

転写因子の結合部位の検索を行い、 転写因子の存在を明確にするための重要な手がか

りとなる。

本章ではnukacin ISK・1の生合成遺伝子群の構造、 およびぞの機能についてより詳
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細に解析するために、 これらのmRNAの解析を試みた。

5-2 実験方法

5-2・1 RNAの抽出

Staphylococcus warneri ISK・1 を 10 ml の MRS 培地(Oxoid， Hampshire， U nited 

Kingdom)で、370Cで一晩前培養を行った。1 mlの前培養液を10 mlのMRS培地に添

加し、 370Cで2-...，4時間培養を行った。 3-...，6 mlの培養液から 菌体を回収し、 0.5 mlの

溶菌バッフアー(30 mM Tris-Cl (pH7.4)， 100 mM NaCI， 5 mM EDTA， 1 % SDS)に懸濁

し、液体窒素で急速凍結した。 菌体をミ クロスパーテルで破砕した後、 0.5 mlのフエ

ノール/クロロホルム/イソア ミルアルコール(25: 24: 1) (pcI)を添加した。 混合液

をボルテックスで15秒間混合し、 1，000 rpmで15分間、 室温で遠心分離した。 RNA

を含む水層(上層 )を回収し、 15μlの5 M NaClと0.8 mlの100%エタノールを添加

した後、 氷浴で30分間静置した。 10，000 rpmで15分間、 40Cで遠心分離し、 上清を

除去した。 70%エタノールで沈殿を洗浄し、 さらに10，000 rpmで5分間、 40Cで遠心

分離し、 上清を除去した後、 5分間自然乾燥した。 沈殿物を95 μlのDNaseバッフア

ーによく溶解した後、 2.5 mglmlのDNase 1 (Boehringer， Mannheim， Germany)を4μi

加え、370Cで1時間放置した。上記と同様の方法でPCI抽出およびエタノール 沈殿を

行い、20μiのdie th)匂yrocarbonateで処理した水に溶解した。RNAの濃度は260 nmの

吸光度から換算して求め た。

nu
 
ハU



5-2・2 ノーザンプロット ハイブリダイゼーション

8μgのRNAを18%のホルムアミドを含む1.2%のアガロースゲルで 、 100Vの電圧

で約30分間電気泳動を行った後、 Molecular Cloningの第二版(5)の方法に従ってナ

イロン膜 (Hybond-N+;Amersham Pharmacia Biotech， Buckinghamshire， United Kingdom) 

に転写した。DNAプロープはTable 5-1に示すプライマーを用いて、r3-2 実験方法」

の項と同様の条件で PCRを行って調製した。 各PCRの鋳型DNAは、 nuι4， -Mおよ

びORF1では3.6・kb HindIII断片 、ORF7では2.7-kb HindIII-EcoRI断片を用いた(Fig. 3-2

を参照) 。増幅したDNA断片はMultiprime D NA labeling system (Amersham Pharmacia 

Biotech)を用いて[α_32p]dCTP で標識した。 未標識のヌクレオチドは NICK column 

(Amersham Pharmacia Biotech)を用いて除去した。 ハイブリダイゼーションは、 4x

SSC (1 x SSC; 0.15 M NaCl， 15 mM trisodium citrate， pH7.0) ，50 mM NaH2P04 (pH 6.5)， 

100 mg/l yeast tRNA (Boehringer) ， 1 % SDS， 1 x Denhart's solution (1 g/l ficol1， 1 g/l 

polyvinylpyrrolidone， 1 g/l bovine serum albumin) ， 50% ホルムアミドを含む溶液中で

420Cで一晩行った。 過剰なプロープの洗浄は、 0.1% SDS を含む1xSSCおよび0.1x 

SSCを用いてそれぞれ30分間、 420Cで 行った。 キット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。ハイブリダイゼーション膜にX線フィルム(RX-U;Fuji 

Photo Film， Tokyo， Japan)を重ね、ー700Cで一晩感光させた。

5-2・3 プライマー伸長法

nukA， -M， ORF1に対応するアンチセンスプライマーを次のように作製した。 nukA

(nukAp5; 5'- ACf TCA ATG TCC下rc ATAACf1寸A GA・3'); nbtkM (nukMp5;デーAAT
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Table 5-1. Sequence of primers used for amplification of genes. 

Names Sequences (5'- 3') Target genes Positions ・

pnuk8 ATATAAGGTTTCAATACTCTCCA nuι4 1129-1151 

pnuk12 GGAGGTAACAAACATGGAAAA nuι4 1491 ・ 1510

pnukMe5B GTTATATGAATTAGGATCCTTAATAGGAGATGATATT nukM 1857 - 1896 

pnukA4 ATATTCCACTTATATCTCCACC nukM 2801 - 2822 
-CPJ 4 〉

pnukOe5N GGGAAAATTGATTTTATGAAAAAAAT ORF1 141・166

pnukOe3B TGTAATAGAACCAGATTAAATAATCC ORF1 889 - 914 

pnuk07e5N GAGAGGGTTAATTTCATATGAAAAGAA ORF7 9157 - 9183 

pnuk07e3N AAAATTTTTGATAGGATCCTGCTATTA ORF7 9461 - 9487 

• Position of primers in the 10・kb HindIII-EcoRI region was shown. 



TGT TCAA口廿'AATG廿G廿C AT -3'); ORFl (nukOp5 ;デーATAATAATAGCA

T円AIT T了r ITC ATA -3')。 それぞれのプライマーを、 T4 polynucleotide kinase 

(Takara， Tokyo， Japan)を用いて、[y-32p]A TP (3000 Ci/mM)で標識した。 逆転写反応

はAMV reverse transcriptaseを用いたPrimer Extension System (Promega， Madison， WI， 

USA)を用いて行った。 DNAシーケンス反応は T7 Sequence Quick Denature Plasmid 

Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech)を用いて、[α_32p]dATP (3000 Ci/mM) 

で標識して行った。電気泳動は6%のポリアクリルアミドゲルを用いて、2，500Vの定

電圧で2 時間行った。電気泳動後、ゲルをろ紙に張り付けて乾燥させ 、X線フィルム

を重ねて・700Cで一晩感光させた。 操作は各メーカーのプロトコールに 従って行った。

5-3 結果と考察

5ふ1 nukacin ISK・1生合成遺伝子の転写領域の決定

Fig. 5・1にノーサ・ンプロットハイプリダイゼー シヨンの結果を示す。 まず、 nukAに

特異的なプロープを用いた時、 約0.2 kbの位置にシグナルが得られた。 また、 nukM

およびORF7に特異的なプロープを用いた時、どちらの場合も約9 kbの位置にシグナ

ルが得られ 、これらは同一であると思われた。従って、nukM， - T， -FJ -EJ -GおよびORF7

は1つのオペロンである ことが明らかとなった。この結果は、第3章で述べたように

nukMの上流およびORF7 の下流にそれぞれプロモーターおよびρ因子非依存性ター

ミネーター僚配列が位置し 、 nukM， - T， -F， -E， -G， ORF7のスペーサー領域にはこれら

が見つからなかったことと一致した。

一方、ORF1をプロープに 用いた場合、 全くシグナルが得られなかった。 mRNAが
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� 238 rRNA 

GE nukA nukM 

‘- 9kb 

‘- 0.2 kb 

Fig. 5-1. Northern blot analysis of RNA isolated from S. warneri 18K・1.

ORF1 ORF7 

‘-9kb 

Probes used in this study were shown above each panel. GE indicates agarose gel electrophoresis of total RNA used in this study. 

In all the panels RNA企om the same isolations was used. 



転写される時期は遺伝子により異なるため、 ノーザン解析を行う場合、 用いた菌体サ

ンプルの培養時聞が重要である。nukacin ISK-1の菌体当たりの生産量が対数増殖期中

期 ( 培養開始から6時間後)で最大に達することから (6)、 nukacin ISK・1の生合成

遺伝子群の転写がこれ以前の時期に活発になることは明らかである。 さらに、 ORF1

が nukacin ISK・1生合成遺伝子群の転写活性因子であれば、ORF1はそれよりも早い時

期に多く発現すると考えられた。 そこで、 mRN Aの調製を培養後2時間および4時間

目の菌体から行ったが、どちらの場合においてもシグナルが得られなかった。しかし、

このような転写調節因子の転写量は極微量であることも否定できず、 今後、 R T-PCR

(Reverse tra nscri ptase- polymerase chain reac tio n )法を用いてのORF1の発現解析が必

要である。 現時点では、 ORF1が遺伝子として転写されているか不明である。

5・3・2 nukA，-MおよびORF1の転写開始点の決定

一般に2成分調節系では、応答制御因子が結合するための反復配列または逆向反復

配列が制御を受ける遺伝子のプロモーター領域に存在することが報告されている (3，

4)。 そこで、 nukAおよびnu肪fのプロモーター領域にこのような配列が存在するか

調べるために、 プライマー伸長法によってこれらの転写開始点の決定を試みた (Fig.

5-2 A) 0 nukAと相補するプライマー ( nuk Ap5)を用いてnukAの転写開始点の決定を

行ったところ、 転写開始点は翻訳開始コドンの30 bp上流に位置しており、 その8 bp 

上流に大腸菌のσ70様の構成プロモーター(廿GACNfAT AAT)が確認された(Fig.5・2

B)。また、MRS培地に1.6M のNa Clを加えて高浸透圧にした培地では、nukacin ISK・1

の生産量が約1.6倍増加し、この生産促進機構は少なくともnukAの転写レベルで起こ

ることがこれまでに明らかとなっている (2)。 このようなストレス応答機構は様々
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日
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1701 

1761 
1761 

1821 
1821 

1881 
1881 

1941 
1941 

2001 
2001 

2061 
2061 

2121 

E V K 1 N N M � nukA1 
AAGTTGAAATTACAACAAGTATCAATTATAGTAGAGGATAATAATTGATAGTATTAAGTA 1760 

TATTGCGTAATATATTTAAACGAAATTGTATAGAAAAGCTGCAAACTTTAATCAAAACTA 1820 
ATAACGCATTATATAAATTTGCTTTAACATATCTTTTCGACGTTTGAAATTAGTTTTGAT 1820 

CACATACTTGTAAGGAGAAAATGTCACAATATTTTTATTGATCGAACGATGTTAAAGCGA 1880 
GTGTATGAACATTCCTCTTTTACAGTGTTATAAAAATAACTAGCTTGCTACAATTTCGCT 1880 

AATGAAGATTATAACCATTAGATTGGAGTATGATGTTCTATTTAAAACGTCGTCTTTGCC 1940 
TTACTTCTAATATTGGTAATCTAACCTCATACTACAAGATAAATTTTGCAGCAGAAACGG 1940 

TTTTTGGATTTTGATTGTTTTAACATTCAAAGTTTAAAAATAAAATAAGTATATCTTTTG 2000 
AAAAACCTAAAACTAACAAAATTGTAAGTTTCAAATTTTTATTTTATTCATATAGAAAAC 2000 

GTGAAATAGTGAGATTTATATTTAAAATTAATATATTTATTCACCAAATATGTTAAAATG 2060 
CACTTTATCACTCTAAATATAAATTTTAATTATATAAATAAGTGGTTTATACAATTTTAC 2060 

-35 
TGAAACATTTATAGTACACTATAATTTGAACATTGTTTATAATTTAAATCCTCCATTGTT 2120 
ACTTTGTAAATATCATGT盟主立AAACTTGIAACAAATATTAAATTT�TAACAA 2120 

-10 1 RBS 
ACATGGAAAATTCTAAAGTTATGAAGGACATTGAAGTAGCAAATTTATTAGAAGAGGTTC 2180 

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

nuι4一一惨

Fig. 5-2. Primer extension analysis of the transcription of nukacin ISK・1 structural gene nukA. 

(A) Lanes A， C， G and T contain a dideoxy sequencing ladder carried out wi也the same primer. Lane 1組d 2， the mRNAs extracted 

from the cells grown in恥1RS medium without or with 1.6 M ofNaCl， respectively. The transcription start site of nukA is indicated 

by an mow-(B)Nucleotide sequence ofthe spacer region between nuM and F114KM.The Nucleotide sequence ofthe region between 

1701t02180 in the 10-kb HindIH-ECORI region containing nukacin ISK-1biosynthetic genes was shown，and in the 3'tω05デラdirec­

Ílon吋企仇 om 1701 tωo 1760ωOwh副託此ile 企om 1761 ω12 0，パthe 印叫q中u閃悶eI附 waおS ぬ伽O仰wn引llln的bo仙t1白hd命i仕r則e

indicated by a vertical紅row. The putative promoter sequence and the ribosome binding site are noted as -35/-10 and RBS， respec­

tively. 



であるが、 ストレス応答プロモーターが存在することが報告されている(7， 8)。 そ

こで、 1.6 M NaCl含有MRS培地で培養した菌体から抽出したmRNAを用いて同様の

実験を行った。しかしながら、その転写開始点は通常の条件下でのものと同一であり、

浸透圧ストレス下でも同ーのプロモーターが機能していることが明らかとなった

(Fig.5-2A)。

次に、 nukMおよびORF1についてもnukAと同様に転写開始点の決定を試みた。 し

かし、 どちらの場合も明確な転写産物を得ることができなかった。ORF1については、

ノーザン解析の結果からも明らかなように、 その発現量は極端に低いか全く発現して

いないためと考えられた。 一方、 ノーザン解析からnukMは十分に発現しており、 逆

転写産物が得られないことの原因はこれまでに明らかになっていない。

nukAについて反復または逆向反復配列の検索を行ったが、nukAとnukMの聞の塩基

配列にはこの様な配列は確認できなかった(Fig. 5-2B) 0 2成分調節系による転写調

節を受ける遺伝子(標的遺伝子 )でも、 そのプロモーター領域に反復配列または逆向

反復配列が存在しない場合もある。実際、Staphylococcus aureusのαおよびβhemolysin

やenterotoxin Bの転写制御に関与する2成分調節系の AgrAは、 標的遺伝子のプロモ

ーター領域に結合することなく転写活性を促進することが報告されている(9)。 ま

た、 Clostridiumper.斤ingensはα毒素(phospholipase C)、 。毒素(per企ingolysin)やだ

毒素(collagenase)などを生産するが、 これらの遺伝子(それぞれplc，pfoA， coLA)も

2成分調節系(V廿R， V廿s)によって制御されている(10)。 しかし、 V廿Rが直接そ

のプロモーター領域に結合する事で転写活性が促進される遺伝子はpfoAのみで、 plc

およびcoLA遺伝子のプロモーター領域には反復配列または逆向反復配列はなく、 VirR

との結合性もないことが報告されている(11)。 このことは、 転写調節にはさらに他
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の因子が関与しており、 より複雑な調節機構も存在することを示唆している。今後さ

らに、ORF1の遺伝子破壊や精製した ORF1を用いたゲルシフトアツセイなどを行い、

ORF1と nukacin ISK-1の生合成の関係を明らかにすることが必要である。

5-4 小括

本章では、nukacin ISK・1生合成遺伝子群をより詳細に解析するために、オペロン構

造、 および転写開始点の同定を試みた。まず、 ノーザンプロットハイブリダイゼーン

ヨンにより、生合成遺伝子のオペロン構造について解析した。この結果、nukAに特異

的なプロープを用いた時に約0.2 kb、 nukMおよびORF7の時に約9 kb のシグナルが

得られた。 このことから、 nukAはモノシストロンとして転写されているのに対して、

nukM， -T， -F， -E， -GおよびORF7はポリシストロンとして転写される、すなわちオペロ

ンを構成していることが明らかとなった。 この結果は、 nu帥fの上流および ORF7の

下流にそれぞれプロモーターおよびρ因子非依存性ターミネータ一様配列が位慢し

nukM， -T， -F， -E， -G， ORF7のスベーサー領域にはこれらが見つからなかったことと一

致した。 一方、 ORF1をプロープとした場合、 全くシグナルが得られなかった。

nukAの転写開始点の決定を試みた結果、 翻訳開始コドンの38 bp上流に位置する

大腸菌のび70様の構成プロモーターが確認された。 本プロモーターは高浸透圧条件下

でも通常の条件と同様に機能していた。また、 この上流領域には転写調節因子が結合

する反復または逆向反復配列は存在しなかった。 一方、 原因は不明であるが nukMの

転写開始点を明らかにすることはできなかった。

ORF1が遺伝子として機能し nukacin ISK・1 の生合成に関与しているかについては、

本章では明確な情報は得られなかった。今後さらに、 ORF1 rI;)遺伝子破壊や精製した

108 



ORF1を用いたゲルシフトアッセイなどを行い、 ORF1とnukacin ISK・1の生合成の関

係を明らかにすることが必要である。
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第6章

nukacin ISK-lの発現

111 



6・1 緒言

これまでの生合成遺伝子群の塩基配列の決定やノーザン解析などから、nukacin

ISK-1の生合成遺伝子群はnuι4， -M， -T， -F， -E， -Gの他に、ORF7も何らかの機能を担っ

ていることが推察された。 一方、 ORF1 は遺伝子として機能しているか未だ明らかで

はない。 これらの機能不明な ORFの解析を行うためには、異種の菌での ORF産物の

発現や、遺伝子破壊による性質の変化について検討を行うことが必要である。

そこで本章では、これまでにクローニングした nukacinISK-1 の生合成遺伝子群を

異種の菌、または第4章で取得したStaphylococcus warneri ISK-1のnukacinISK・1非生

産変異株、 .dpPI-1株に導入し、九ukacinISK・1の発現を確認することを試みた。

6・2 実験方法

6・2-1 使用菌株、培地および培養条件

Staphylococcus carnosus TM300はLB培地(1)を用いた。Lactobacillus plantarum ATCC 

14917TはMRS培地 (Oxoid， Ha mpshire， Unit ed Kingdom)を用いた。 これらの菌は5 ml 

の培地で370C、 120strokes/minで一晩振とう培養を行った。 nukacinISK-1の生合成遺

伝子群の再構築はEshcerichia-Staphylococcus属のシャトルベクタ一、 pCU 1 (2) を用

いた。 本プラスミドはTübingen大学(Germany) のProf. F. Götzより提供された。 ク

ローニング操作は全てEscherichia coli 1M 109を宿主に用いた。本菌の培養はf2・2・1使

用菌株、培地および培養条件」の項と同様に行った。
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6ふ2 DNA操作

ISK-l株およびS. carnosus TM300からのプラスミドDNAの抽出はf4-2-4 DNA解

析」の項と同様に行った。 ただし、 S. carnosusの場合、 溶菌はリゾチームの代わりに

1911のlysostaphine (Sigma， Steinheim， Germany)を5μl加えて行った。 制限酵素処理

後の末端の平滑化はBlunting high (Toyobo， Tokyo， Japan)を用いた。 操作はメーカー

のプロトコールに従って行った。 その他のDNA操作は第2章および第3章と同様に

行った。

6・2・3 形質転換

pCnuk (後述)を、 L. plantarum ATCC 14917T， S. camosus TM300， S. warneri ISK-1 (Ll 

pPI-l)に形質導入した。形質転換法は、L. plantarumはBringelと Hubert (3)、S. cαrnosus 

はGötzと Schumacher (4)の方法に従つて行った。 S. warneri ISK・1 (LlpPI-l)の形

質転換法は、 BringelとHubert (3)とSchenkとLaddaga (5)の方法 を組み合 わせて

行った。 すなわち、 基本的な操作 方法はBringelとHubertの方法に従ったが、 菌の培

養にB2培地[1.0% casein hydrolysate， 2.5% yeast extract， 0.1 % K2HP04， 0.5% glucose， 2.5% 

NaCl， (pH 7.5) ] (5)を、 エレクトロポレーション 後の選択培地にNYE寒天培地

(1.0% casein hydrolysate， 0.5% yeast extract， 0.5% NaCl) ( 6)を用いた。 形質転換後の

選択培地には、 E. co/iの場合は終濃度40 mg!lのアンピシリンを、 その他の菌の場合

は終濃度6 mg!lのクロラムフェニコール を添加した。 nukacin ISK-lを生産する形質転

換 菌のスクリーニングは、 f4・2・3 プラスミドキユアリングJの方法と同様に 、 コロ

ニーに直接Pedi ococcuspentosaceus JCM 5885を含む軟寒天を婁層し、 生育阻止円の形
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の形成の有無により判断した。

6-3 結果と考察

6ふ1 nukacin ISK-1生合成遺伝子群の再構築

nukacin ISK・1生合成遺伝子群の再構築の操作法をFig.6・1に示す。また、用いたDNA

断片と制限酵素部位をFig. 3・1， 2に示す。 まず、 ORF1，nukAおよびnukMの一部を含

む3.6 kbのHindIII断片をpUC18 にクローニングして構築したpPUH4をStyIおよび

BamHIで消化し、 2.9kbのS砂I-BamHI断片を得た。 nukMとnukTの一部を含む4.5kb 

のXbaI 断片をpUC18にクローニングして構築したpPUX5も同様にS砂Iおよひ・BamHI

で消化し、 この部位に2.9 kbのS砂I-BamHI断片を組み込みnuι4， -M， -TおよびORF1

を含むpUT1を構築した。n桃色-M， -TおよびORF1を含む断片をPstl部位で切りだし

た後 、 pCU1にPstI部位で組み込み、 pCf1を構築した。 一方、 nukT， -F， -E， -Gおよび

ORF7を含む6kbのBclI -EcoRI断片を、pUC18のEcoRIおよびBamHI部位で組み込

み、 pUT7を構築した。 pUT7をEcoRIで消化した後に末端を平滑化し、 さらにMroI

で消化して6kbのMroI-EcoRI (Blu nt end)断片を得た。 本断片をpCf1にMroIおよ

びSmaI部位で組み込み、約12kbのnukacin ISK・1生合成遺伝子群(nuι4， -M， - T， -F， -E， 

-G， ORF1， ORF7)を再構築し、 pCnukと命名した。

得られたpCnukを種々の制限酵素で処理し、アガロースゲル電気泳動で組み換えが

正確であるか確認した(Fig. 6・2)oEcoRIで処理した場合に約5.2kbのpUC1とnukacin

ISK-1生合成遺伝子群を含むDNA断片の他に、 約9.6， 1.2， 1.0 kbのDNA 断片が確認

された。 同様に、 HindIIIおよひ\XbaIで処理した場合 、 それをれ約6.5，3.6，3.1，2.7kb 
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Fig. 6-1. Strategies used for re-construction of nukacin ISK-l biosynthetic 

gene cluster. 
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Fig. 6-2. Agarose gel electrophoresis of the reconstructed plasmid pCnuk. 

Lane 1，入-HindIII marker; lanes 2 to 6， pCnuk digested with 2 EcoRI， 3 Hind皿， 4 MroI， 5 PstI， 6 XbaI; lane 7， pCU1 digested 

with PstI; lane 8， 100-bp ladder marker. 



および11.6，4.5，0.9kbのDNA断片が確認された。 一方、 MroIおよびPstIで処理した

場合、 どちらも約17kbのDNA断片が確認され、 これらの結果は Fig.3-1の制限酵素

地図と一致した。

6-3・2 S. carnosusおよびL.plantarumへの形質導入

まず、S.carnosus TM 300およびL.plantarum ATCC 14 917TをpCnukで形質転換した。

得られた形質転換菌 をそれぞれ約30個選ぴ、新た にMRS寒天培地に移した後、 寒天

拡散法で、生育阻止円の有無について調べた。 しかしながら、 生育阻止円を形成 する形

質転換菌は得られなかった。

S. carnosusおよびL.plantarumの形質転換菌は、 菌体を直接PCR反応溶液に加えて

鋳型とする insitu PCR法によって、nukacin ISK-1生合成遺伝子群が存在していること

を確認した (datanot shown)。 さらに、 S. carnosusについて、 プラスミドを抽出した

後、 nukAを含む約720 bpのDNA断片( f2ふ1 SSP-PCR法によるnukacinISK-1構

造遺伝子の増幅」の項を参照) をプロープとしたサザンプロットハイブリダイゼーシ

ヨンによってもその 存在を確認した(data not shown)。 しかし、 これらの菌でnukacin

ISK ・1が生産されなかったことから、 この 生合成 にはさらに転写調節因子などが必要

ではないかと考えられた。これまで に報告されているlacticin 481タイプの ランチピオ

ティックでは、構造遺伝子が他の修飾酵素や自己耐性因子をコードする遺伝子と同じ

DNA鎖上に位置している (Fig.3-13) (7， 8)。 しかし、 nukacin ISK・1の場合、 構造

遺伝子のみが逆鎖にコードされていたことから(Fig.3・2)、本生合成遺伝子群はDNA

組み換えを起こしていると推察される。 転写調節に関与する遺伝子がさらにDNA組

み換えによって、nukacinISK ・1生合成遺伝子群と全く異なる座に位置することも考え
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られる。 ノーザン解析によるmRNAの確認などを行い、 この原因について詳細に検

討する必要がある。

6ふ3 S. warneri ISK・1 (L1pPI-1)への形質導入

S. warneri ISK・1 (L1pPI-1)も同様に形質転換を行い、nukacinISK-1の生産能を調べ

た。しかし、 本菌を宿主とした場合でも、nukacinISK.・1の生産能を回復した形質転換

菌は得られなかった。転写調節因子がDNA組み換えによって染色体に移ったのであ

れば、S. warneri ISK-1 (LlpPI-1)を宿主とした場合、nukacinISK-1が生産されるはず

である。このため、nukacinISK・1を生産しなかった原因の1つとして、 プラスミドキ

ユアリングによりpPI-1上にコードされていたnukacinISK-1の発現に必須な遺伝子も

欠失したことが考えられた。この場合、 ショットガンクローニングによる必須因子の

検索が有効であろう。すなわち、pPI-1 を適当な制限酵素で処理し、 不和合性を起こ

さないpCU1以外のベクターにクローニングして、pCnuk保有菌にランダムに導入す

る。必須因子を含むDNA断片が導入された場合、他の生合成遺伝子と相補してnukacin

ISK・1の発現が回復される。

さらにS. warneri ISK・1 (LlpPI-1)の場合、 クロラムフェニコールあるいはアンピ

シリンの存在下で液体培養では全く生育しなかったo nukacin ISK-1が発現されなかっ

たことと合わせて、 この原因を解明することは重要である。原因として、 プラスミド

のコピー数が多く、菌体内で不要なタンパク質が大量に生産されたために生理機能の

バランスを崩したことが考えられるo pCnukの個々の遺伝子、 または複数の遺伝子を

同時に欠失させた後、S. warneri ISK・1 (L1pPI-1)に再び導入することで、 解明の手が

かりがつかめるのではないかと思われる。
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6-4 小括

本章では、 nukacin ISK-1の生合成遺伝子群の同定および機能解析を目的として、

これまでにクローニングしたnukacinISK・1の生合成遺伝子を含む DNA断片を組み換

え、 生合成遺伝子を再構築して発現することを試みた。まず、 これまでのnukacinISK-1 

生合成遺伝子群を含む種々のDNA断片を組み換えて再構築し、E. coliとstaphylococci

で複製可能なシャトルベクタ一、pUC1にクローニングした。再構築したnukacinISK・1

の生合成遺伝子群は、種々の制限酵素で処理をした後にアガロースゲル電気泳動を行

い、 そのバンドパターンをこれまでに作製した制限酵素地図と比較することで確認を

行った。

次に、 得られた組み換えプラスミドpCnukを用いてS. carnosusおよびL.plant.αrum

の形質転換に成功した。 しかし、 これらの形質転換菌は nukacin ISK・1を生産せず、

この生合成にはさらにヒスチジンキナーゼ遺伝子など他の因子が必要ではないかと

推察された。そこで、nukacinISK-1非生産プラスミドキユアリング株、S. warneri ISK.・1

( L1pPI-1)をpCnukで形質転換したが、 nukacin ISK-1を生産する形質転換菌を得る

ことはできなかった。 この原因として、 プラスミドキユアリングによりpPI-1上にコ

ードされていたnukacin ISK-1の発現に必須な遺伝子も欠失したことが考えられ、 必

須因子の検索が必要であると思われた。 さらにS. warneri ISK・1 (L1pPI-1)の場合、

クロラムフェニコールあるいはアンピシリンの存在下で液体培養では全く生育しな

かった。 プラスミドのコピー数が多く、 菌体内で不要なタンパク質が大量に生産され

たために生理機能のバランスを崩したことがその理由として考えられた。 これらの原

因の解明してnukacinISK・1の発現を行い、 新たなnukacinISK・1の生合成因子の同定

および機能不明なORFの機能解析を行う必要がある。
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第7章

総括
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近縁の細菌に対して抗菌作用を示すタンパク質性の物質はノヌクテリオシンと呼ば

れ、 細菌ではグラム陽性および陰性菌に関わらず生産 する菌が広く認められている。

ランチビオティックはグラム陽性菌により生産されるパクテリオシンの1種で、通常

のアミノ酸以外にランチオニン、 3・メチルランチオニン、 デヒドロアラニン、 デヒド

ロブチリンなどの通常のタンパク質では例を見ない異常アミノ酸を含む独特のペプ

チドである。これらは耐熱性、 耐酸性であり、 中には酵素阻害活性、抗ウィルス活性、

免疫増強作用など多様な生物活性を示すものも存在するため、 その特性にランチオニ

ン環構造が果たす役割が注目されている。このようなことからランチビオティックの

増殖阻害作用機作のみならず生合成遺伝子の解析と生合成・分泌プロセスの分子機構

についても欧米を中心lこ盛んに研究が行われている。

当研究室でぬか床から単離したStaphylococcus warneri ISK・1はパクテリオシン、

nukacin ISK-1を生産する。 これまでのnukacin ISK-1の精製および構造解析の結果、

本パクテリオシンは分子量2.9 kDa の低分子ペプチドでることが明らかとなった。 ま

た、nukacinISK，・1は少なくとも3分子のランチオニンまたは3・メチルランチオニンを

含むランチビオティックであり、 N末端の7個のアミノ酸配列はlacticin481タイプの

ランチビオティックと相向性を示した。 しかしながら、 8番目 以降はエドマン分解が

停止したため解析することができなかった。本研究では、 nukacinISK・1の構造解明を

目的として、 その構造遺伝子のクローニングおよび塩基配列の決定など、 遺伝子から

のアプローチによる構造決定を行った。さらに、nukacinISK・1がlacticin481タイプの

ランチビオティックであれば、 その生合成・分泌プロセス、 特にランチオニンの形成

機構はnisinと異なることが推測される。 そこで、 nukacin ISK・1の生合成に関与する

遺伝子群の同定を行い、 その機能の解明も試みた。
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これまでのアミノ酸組成などのペプチド構造解析から、nukacin ISK・1はランチビオ

ティックであることが示唆されていた。 ランチビオティックは不飽和アミノ酸やチオ

エーテル結合を含むランチオニンなどの異常アミノ酸を有すため、 ペプチドからの構

造解析はきわめて困難である。 nukacin ISK・1についても、 lH-NMRや二次元NMRに

よる構造解析が試みられたが、 多量の高純度サンプルが必要なため、 完全な構造決定

に至らなかった。 そこで、第2章ではnukacinISK・1の構造遺伝子を解析し、 その推定

アミノ酸配列からのnukacinISK-1の構造について推察したonukAを含むDNA断片を

クローニングし、 その塩基配列を解析した結果、 nukacinISK，・1プレカーサーペプチド

は30個のアミノ酸よりなるリーダー ペプチド配列を含む、 57個のアミノ酸から構成

されることが明らかとなった。 また、 活性型のnukacin ISK・1はlacticin 481タイプの

ランチビオティックと高い相向性を示し、 その高次構造を推定した。

第3章では、 nukacinISK-1の生合成機構の解明を行うために、 生合成に関与する遺

伝子群の塩基配列の決定を行った。 その結果、 nukacinISK-lの生合成遺伝子群は少な

くとも、 プレカーサーnukacinISK・1(NukA) ，修飾酵素(NukM)、 ABCトランスボ

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。 また、 nukAおよびnukGの下流には、 それぞれORF1およびORF7が

位置していた。 ORF1翻訳産物は2成分調節系の転写制御因子と相向性を示した。 し

かし、 通常の転写制御因子がもっシグナル( リン酸基)受容部位として機能するN末

端側の3つのアミノ酸残基のうち、 ORF1翻訳産物では1つしか確認できなかった。

また、 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

子を周辺領域で、見いだせなかったことから、 本ORFが遺伝子として機能しているか

不明であった。 一方、 ORF7 の推定産物はデータベース上の既知タンパク質と相向性
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を示さなかった。しかし、nukacinISK，・1と同様にlacticin481タイプのランチピオティ

ックであるbutyrivibriocinOR79Aの 生合成遺伝子群にコードされるORF4と28.3%の

相向性を示した。 また、 プロモーターおよびターミネーターの解析の結果、 nukM. -T 

-F， -E， -G， ORF7はオペロンを形成していると予測され、ORF7もnukacinISK・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。

nukacin ISK・1生合成遺伝子群の局在性を明らかにすることは、 今後、 生合成遺伝子

の機能解析を行うための戦略を決定する上で重要である。そこで、第4章ではnukacin

ISK-1 生合成遺伝子群の局在性について検討した。 これまでに報告されている多くの

パクテリオシン生合成遺伝子群はプラスミドにコードされている。ISK-1株は2種の

プラスミド、pPI-1 (約53 kb)およびpPI-2 (約2kb)を保持していることが明らかと

なっているが、 pPI-2をキユアリングしても nukacinISK-1の生産性に影響がないこと

が明らかとなっている 。一方、pPI-1とnukacinISK-1生産能の関係は未だ明らかとな

っていない。s. warneri ISK・1を変異原性剤であるアクリフラビンを含む培地で培養を

行うことで、 プラスミドキユアリングを行った。 得られたnukacin ISK-1非生産変

株からトータルDNAを抽出してアガロースゲル電気泳動を行ったところ、 約 53 kb 

のプラスミドpPI-1が欠失していた。また、 nuμをプロープとしたサザンプロットハ

イプリダイゼーシヨンの結果、 この変異株から抽出したDNAではシグナルが得られ

なかった。 従って、 nukacin ISK・1生合成遺伝子群は、 pPI-1上にコードされているこ

とが明らかとなった。また、 プラスミドキユアリング株の性質について検討したとこ

ろ、 親株と比較して、nukacinISK・1の生産能および自己耐性能以外に変化はなく、 本

株は今後 nukacin ISK・1 の生合成機構の解明を行う際の宿主として重要な役割を果た

すと考えられた。



第5章では、nukacinISK.・1生合成遺伝子群の構造、およびその機能についてより詳

細に検討するため、mRNAの解析を行った。まず、ノーザン解析を行ったところ、nukA

はモノシストロンとして転写されるのに対して、nukM， -T， -F， -E， -G， ORF7はオペロン

として転写されることが明らかとなった。 一方、ORFlの転写は確認されなかった。

しかし、転写調節因子は、通常のタンパク質より転写量が微少であることも考えられ、

他の解析法を用いて明らかにする必要があった。一方、プライマー伸長法によりnukA

の転写開始点の決定を行ったところ、 翻訳開始コドンから30 bp上流に開始点が位

していた。転写開始点のさらに8bp上流には大腸菌のσ70様の構成プロモーターが確

認された。 これまでに nukacin ISK-1 の生産は浸透圧によって促進され、 この作用は

少なくともnukAの転写レベルで起こることが明らかとなっている。 そこで、 浸透圧

ストレス条件下での nukA のプロモーターを解析したところ、 通常の条件下と同じプ

ロモーターであることが明らかとなった。 また、 通常、 転写制御因子は標的遺伝子の

プロモーターの上流領域に位置する反復または逆向反復配列に結合することが報

されている。しかし、nukAのプロモーター上流領域にはこのような配列は存在しなか

った。nukM， -T， -F， -E， -G， ORF7オベロンについてはプロモーター領域を決定すること

ができなかった。

第6章ではnukacin ISK-1生合成遺伝子群の同定および機能不明なORFの機能解析

を目的として、 種々の菌で nukacin ISK-1 の発現を試みた。 Escherichia co/iおよび

staphylococci で複製可能なシャトルベクタ一、pCU1を用いて、これまでにクローニン

グしたnukacinISK-1の生合成遺伝子群を含むDNA断片を組み換え、nukacinISK・1の

生合成遺伝子群を再構築し、 組み換えプラスミド pCnukを得たo Staphylococcus 

carnosus TM300およびLactobacillus plantarum ATC C 8014 Tを pCnukで形質転換した。
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しかし、nukacinISK・ 1を生産する形質転換菌は得られなかった。このことから、nukacin

ISK- 1の生合成には、 これらの菌に導入したORF1， nukA， -M， - T， -F， - E ， - G， ORF7では

不十分であり、例えばヒスチジンキナーゼ遺伝子など他の因子が必要であると推察さ

れた。 そこで、 第4章で得られた nukacin ISK-l非生産プラスミドキユアリング株S.

wameri ISK-l (L1pPI-l) をpCnukで形質転換した。 しかし、 本形質転換菌もnukacin

ISK-l を生産しなかったことから、 nukacin ISK・ 1 の生合成に必須な他の因子が pPI-1

上にコードされていると推察された。今後、 これらの形質転換菌のノーザン解析を行

ってmRNAの転写が行われているか確認した後、 pPI-1から必須因子をコードする遺

伝子の検索が必要である。

以上、 本研究では、 S. warneri ISK-lが生産するnukacin ISK・1の遺伝子から構造解

析を行い、 nukacinISK- 1が新規なランチビオティックであることを明らかにした。ま

た、nukacinISK・ 1の生合成に関与する遺伝子群の解明を行い、 これまでに報告されて

いるランチビオティックと異なる生合成機構が存在することを示した(Pig.7・1)。 本

研究で得られた成果は、 いまだどのランチビオティックでも明らかになっていない

常アミノ酸の生合成機構の解析や、 新規な転写調節機構の発見に寄与すると期待され

る。
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