
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Soolety 　for 　Blosolenoe 　and 　Bloenglneerlng 厂　Japan

206　分類学、分 子生物学

　　　　　　　 s．・marcescens の リパ ー ゼ 分泌欠損株を用い た分泌機構の 解析
　　 603
　　　　　　　 0 赤塚浩之 、 櫻井直樹 、 大森謙司 、 柴谷武爾

　　　　　　　　（田辺製薬 ・ 医薬開発研究所
璽

、 医薬拓新研究所）

【目的1s．　Jnareescens の リパ ーゼ は グラム 陰性菌で広 く知 られ て い る N 末端 シ グナ ル配

列非依存的な分泌機構で あるヘ モ リシ ン様の 分 泌機構 に よ っ て菌体外に分泌 され てい

る 。 今回は 、 S．・marcescens に おける この 分泌機構の 解析を リパ ーゼ分泌 欠損株 を用い

て 行 っ た 。

【方法お よび結果】

11NTG 処理に よっ て 単離 した S．・mat ’
cescefls　Sr4　1の リパ ーゼ分泌欠損株19株中11株は、

菌体外 リパ ーゼ と同時 に金属 プロ テ ア ーゼ の 分泌 も欠損 して い た 。　 2）この うち10株

は S．　mareescens の ヘ モ リシ ン 様分泌機構をコ ー ドする遺伝子（lipBCI）｝の 導入 に より両蛋

白の 分泌が 同時に 回復 した 。　 3）外膜蛋白を コ
ー

ドする 1ipD欠損株 におい てLipB／C〆D
とは別の ヘ モ リシ ン 様分泌機構であるHasD ／Eの 発現を誘導した場合 、 金属プ ロ テ ア

ー

ゼ の 分泌が認め られ た 。　 4）s．　marcescens はLipD以外 に もHasD ／Eと カ ッ プル する外膜

蛋 白を持 っ て い る こ とが示唆 された。
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【目的 】乳 酸菌は古 くか らチ
ー

ズ 、 発酵乳 などの 乳製 品や漬物 、 清酒 、 ワイ ン な
どの 食品製造 に広 く利用 されて きた 。 しか し、 乳糖資化 、 タ ン パ ク質分解 とい っ

た製造 上必要 な形質が失われ る た めに 起 こ る発酵遅 延や 、 フ ァ
ー ジ感染に よ る異

常発酵が問題 とな っ て い る 。 こ れ らの 形質の 遺 伝的側面の 研究や 、 さ らに は分 子
育種 を目的と して 、 Enterooocet」S 　feeca　l　is を 中心 と した乳酸菌に おける新規な
宿主一ベ クタ

ー系の 開発を行 っ た 。

【方法及び結 果】乳 酸菌E． faecali ＄ 由来 の プ ラス ミ ドpAM α 1 を利 用 し、 乳
酸 菌及び大腸 菌 で機 能する 種 々 の シ ャ トル ベ クターを構築 した 。 その 中で 、 シ ャ
トル ベ ク タ

ー
pEFX6 は 、 全長 ら．8kbp で あ り、 乳酸菌 、 大腸菌の 両者で

発現 するテ トラサ イ ク リン遺 伝子 マ
ーカ ー

を有 して い る 。 また、 E．　 faeca　l　is
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eecaiis 　subsp ．　zs，mosrenes 　I　F　O　3989に おい て 、　 p　E　F　X 　6 は複製可能で あ

蕪 鑼 轗灘 爨難鑿墾禦譱慧1轗 i
さ らに plus　origin お よ び minus 　origin と推定 さ れる配列 を含ん で い た

。 現在 、

こ の ベ クタ ー
を もと に して 、 分泌ベ クタ

ー
の 構築を進めて い る。

Deve1・P・en
’t ・f　h。st −vec 　t。r　syst ・m　fρ・ E ・tet’oQoooub “‘　faece

’
is
’
s

OTa サashi 　Ebihara．　Kohtaro　Kirimura ，　Shinji　Kanayama
“

，　and 　Shouji
Usamエ・　（School　Sci．　＆　Engineer．．　Waseda　Univ．；　

’ NipPon　Gene　CQ．　Ltd．）
【Key　竇ords 塁　Enterooocxsus　t

’
Seaa　l　i：”s　pAMa　1，　Rep　protein ，　shuttle 　vec 　tor

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　


