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コ リネ型細菌由来組み 込 み 装置遺伝子 の解析一sθcA 相同遣伝子 ク ロ

ー
ニ ン グ

（三 菱油化 ・筑波総 合 研 究 所）○畚野 信剛、浅井陽 子 、小林幹、湯川英明

　目的 ：　 我 々 は生体膜中の 酵素蛋白質を触媒 として有 効利用す る こ とを目標と し て 、 工業的に重要 な

コ リ ネ型細 菌 に お い て 、生 体 膜中の 酵紊蛋 白質含量 の 人為的 制御 法 の 開 発に 取 り 組 ん で い る 。

Es¢heriChia　cofi
「
膜蛋白質 の ：緯み 込 み ・透過に関与す る 主要な遺伝子と して は 、　secY 、E、A が知 られ てい

る 。 我 々 は既に コ リ ネ型細菌 よ り secY 相同遣伝 子をク ロ ーニ ン グ した 1’3｝。 今回、残 りの 主要遣伝子 で

あ る sec 蓐及びsecA 相同遺伝子 をク ロ ーニ ン グ し たの で報告する 。

　方法 及 び結 果 ：　 Escherichia　ceii、　Bacitlus　subtilista来 の secAiE 伝子 問 で保存 さ れ て い る 、ア ミ ノ 末端

領域 を プロ ーブ と して用 い 、コ リ ネ 型細 菌 で あ る B．havurhMJ233染色体 よ り調製 し た フ ァ
ー

ジバ ン ク を ス

ク リーニ ン グ した 。
プ ラーク ハ イ ブ リの 結果、ポ ジ テ ィ ブな シ グナ ル を与える プ ラ ご ク より DNA を抽 出

し、さ ら に サ ブ グ ロ ーニ ン グを行 っ た 。 塩基配列決定の結果、他の 微生物由来の secAfi 伝子 と高 い 相同

性 を示 し、コ リネ型細菌由来secA 相同遺伝子 をク ロ
ーニ ン グ したこ とを確認 した 。

　尚 、 本研 究は通産省次世代産業基盤技術研究開発制度の一
環として、新エ ネ ル ギ

ー・産業技術総合

開発機構よ り委託を受け て実施 した も の で あ る 。

1）生物工 学会平成 5年度大会要旨集p．i7 （ig92 ）
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欝 c加 血 惚 oo ρ 膜蛋 白質 の 組み込 み 、・透 過に 関与 す る主萋な遺伝 子 と して は、　secY 、E、A が 知 ら れ て

い る 。 我 々 は 既 に コ リネ型細菌 よりsec
’

（相同遺伝子 をク ロ ーニ ングした1‘3｝。 今回 、残 りの 主要遺伝 子

で あ る seeE 及 び seOd 相同遺伝子 をク ロ ーニ ン グ した の で報告す る 。

　方 法及 び 結果 ：　 コ リネ型細菌の 染色体 DNA を含 む プラス ミ ドバ ン クを用 い て 、　 Escherichia　coii

K−12seoEva 伝子低温感受性変異株4｝を宿主と し た相補実験を行い 、低温 （20 ℃ ） での 生育 を回復 した

形質転換体 を2 株得た。

’
これらの形質転換体 よ りプ ラ ス ミ ドDNA を抽出 し、約0．5kbの コ リネ型細菌染

色体DNA 由来挿入断片 を得た。塩 基配列決定 の 結果 、他の 微生物由来め5eoε遺伝子 と の 相 同 性が認 め

られ 、コ リ ネ型細菌由来secξ相同遺伝子 をク ローニ ン グ した こ と を確認 した 。塩 基配列 か ら推定 され る

ア ミ ノ 酸配列 に お い て 、少 な く と も 1 つ の 膜貫通 ドメ イ ン が 存在す る こ とが 示唆 され た 。

本研究は 通産省次世代産業基盤技術 研 究開発制度の 一
環 と して 、新 土ネル ギー・産業技術総合開発機構

よ け委託 を受けて 実施 した もの．で あ る 。
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