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705 隠れマ ル コ フ モ デル を用 い た MHC ・Class・II分子 に 対
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　 生 体に おい て 主 要組織適合性 遺伝 子 複合 体 （MHG ＞ 分子 群 は 、抗原 ペ

プ チ ドを 結合
・
提示 す る こ とで免疫 に 深 く関 与 する．免疫 疾患や 癌 に 対す

る 新規な 治療 法の 開発 にお い て 、抗原 ペ ブ
．
チ ドと MHC の 結合様式 の 解 明

は非 常に 五要 で ある。特に MIIGdassIi 分 子 は 、多型 で あ る上 結合 する抗
原ペ プ チ ドの 長 さが多様で あ る た め 、実験 的 な エ ピ トープ 同定 は 困難 で あ
る。
　近年、生物情報 の 処理 に コ ン ビ ．z 一タ を応 用 し、生 体反応の 予測 を行 う
bioinfbrmaticsが有 望視 され て い る。既 存 の ANN な ど を用い た MIIC 　dass
II の 解析で は 、入 力 と して ペ プ チ ドの 長 さを 限定する必要が あ っ た。我 々

は 隠れ マ ル コフ モ デル （HMM ）を適 応 す る 二 とで 、ペ プチ ド長 を限定 しな
い 高精 度の 結合推 定 モ デ ル （S

−HMM ） を構 築 し、既存 の 予 測手 法 で あ る
ANN と比較を行い そ の 有用 性 を 示 した ．

　知識情報 手 法 の 工つ で あ る フ ァ ジ ィニューラル ネッ トワ
ー

ク （FNN ）を

用 い て 、約 600e とい う大量の 遺伝子 発 現情報か ら迅 速に 予 後 関 連遺 伝子

を選 択 し、リン パ 腫 患者 58 人の 1．予 後推定 を高 い 精度で 行 うと と も に、
2．選択遺伝子 の 予 後 との 関 係 をル

ー
ル と して 抽出する ツ

ー
ル の 開 発を 行 っ

た ．
　は じめ に 、SWEEP 演 算子法と変数増力［1法 を併用 し．短 時間 で 数個 の 遺
伝 子 を入 力変数 と して 選 択 した。次に 、選 択 され た遺伝 子 を入 力 変数 と し

て 、FNN モ デル を構 築 し、患者の 生死を推定 した。ク ロ ス バ リデーシ ョ ン

を行 い 、全 患者 を評 価用 と した ときの 正 答率の m 均が 90％ を超 え る遺伝子
の組 が 3 組 見つ か っ た。い ずれの 遺伝 子 の 組 も 4 ま た は 5遺伝 ．子 で構成 さ

れ 、少 な い 遺伝子数 に よ り高い 正 答率 で予 後 を推 定で きた 。ま た 、そ の 複
数 の 遺伝子の 予後への 関連 を調 べ る こ とで 、国 際 予後 指 標で ］ow 　risk と判
定 され た 患者 で も死 亡す る群 を発 見す る こ とがで きた 。
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L 目的 ：固形 培地上 で mgDNA 当た り 2．3xlO6 個 の 頻 度で 枯草菌 の 形 質
転換 を 認め て い るが ，高頻度異 種間 形質 転換 を 導 く tstlや ist2な ど の 遺 伝
的 解析 に は さ ら に 100 倍近 く頻 度を上ff．させ る 必 要 が あ る。本研 究 は，固
形 培地 上 で の 高頻度形質転換法 の 開発お よび 固形 培 地 トで の転 換 機 構 を 調
べ る、
2，方法 ：固形 培 地 上 で 細胞が コ ン ビ テ ン トに な る基 礎 培 地 と して グル タ

ミ ン 酸 と酵母 エ キス を含む 0．8％ 寒天培地 （mTS 培地）を 用 い た．
3．結果 ：栄 養 細 胞 を 懸濁 し，プ ロ トブ ラス ト懸濁液 と混合し，mTS 選択
培 地 に塗 沫 す る従来法 と液体培養 し た細胞を集菌 し ，mTS 液 体 培 地 に懸 濁

し，プ ロ トプ ラ ス ト懸濁液 と混合後，選 択培地 に 塗沫す る 方法 を比 較 した e

そ の 結果，従来法の 数倍の 転換効率の 上昇を 認 めた v 炭 素 源 をグ ル 」一ス

か ら マ ル トース に 変 えた MTS 培地 で は 転換効 率は さらに数倍 上昇 した．両
者 を 併 せ る と元 の 転襖効率の 約 10 倍 になった．さらに 細胞濃度 を 10倍高
め る と転 換体数は IO 倍 上 昇 し た 。同 種聞の 約 1，000 倍 低 い 異種 開形質転
換の 検出 を試 み た とこ ろ，期待 通 りの 異種間 組 換 え体 を認 め た。Ai

’
g
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の 連鎖を調 べ た と こ ろ ，予想 以上 の

連鎖 を認 め た ．PBSI フ ァ
ージ形 質導入 で 解析 した とこ ろ ，組換 え は 距離

に 比 例す る組 喚え と類似 して い た 。

【目的 】乳 酸菌 は腸 管や 発 酵乳 中だ けで なく、植 物体 な ど自然界 に広 く存在
して い る．また 、乳 酸 菌が 生 産 するペ プ チ ド性 の 抗菌物質、バ ク テ リオ シ
ン は 、従 来 の抗 菌剤 に 代わ る安全な食 品保存料 と して の利 用 が期 待 され て

い る。本研 究で は、植物 に棲 息す る乳酸菌、い わ ゆ る植物 性 乳 酸菌 を ター一
ゲ ソ トと して新 奇バ ク テ リオ シ ン 生 産 菌 の ス ク リ

ー
ニ ン グを試み た。

【方法・結果 】野 菜や 穀 物 な どの 食用 植物 を分離源 として バ クテ リオ シ ン 生

産乳 酸 菌の 分 離 を試 み た。そ の 結果、トウモ ロ コ シ などか ら多 数 のバ クテ

リオシ ン生産乳酸菌が 得 られ た。MRs 培養液上清 を用 い て 抗 菌 活 性 試 験 を

行った とこ ろ、分離株の 抗菌 ス ベ ク トル は、ム翻 o 鰥 δ  ∫ ’α幡 に の み 抗菌活
性 を示 す特 異性の 高 い もの か ら、種々 の グ ラム 陽性菌に 対 して 幅広 く抗菌
活性 を示 す もの まで さ ま ざ まで あっ た．16S　rDNA 解析 な どに よ る同 定 の

結果 、分 雕株 の大 半 は Lactoceccu．s　lactigで あ っ た ．抗菌ス ペ ク トル を は じめ

とす る諸特性や HPL （：1に よ る解析 に よ り、複 数の 殊が 生 産 す る バ ク テ リオ
シ ン がナ イ シン Z で あ る こ とが 明 らか となった。次 に、これ 以外 の バ ク テ
リオ シ ン で 、よ り新 奇 性 の 高い と 考え られ る もの に つ い て精製 を 行 っ た 。
精製は 、MRS 培 養 液 上 清か ら、陽イ オ ン 交換ク ロ マ トグラ フ ィ

ー、逆相
HPLC などに よ っ て 行 っ た、．現在、精製 された バ クテ リオ シ ン の N 末端 ア

ミ ノ酸配列 の 解析と MALDI ．TOF 　MS に よる分子 量の 決定を 進 めて い る．

Simple 　and 　vapid 　method 　f（｝r　transformation 　of 　Bacillus　subtilis 　on

solid 　medium 　by　DNA 　in　protoplast　tysate

Y・t・k・luk・
ア
・m ・1，　K 飢 1・・k・ F・ii・hig・ 1，　Ky ・ ・h・i　H ・ ・ b・1、　Hi・a ・、 k、

攤 脈 黜 ．鵲繍
〔
且Appl・Mi曲 h・d ・・S… し1帆

Screening　 of 　novel 　bacteriocin−producing 　plant　origin 　lactic　 acid

bacteria

　OTakeshi 　zendo ，　Shoko　Kagn，　Hiromi　Seto，　Jiro　Naka 胆 ma ，　Kenji
S・ n ・ m 。 t・〔Fac・Agri⊂．，Grad ．　Sch．，Kyushu　Univ ，）

Ke ア words 　trans 正brmation ，　 Bacillus　subtMs ．　 competent ，　 solid

nledium ，　 DNA ，　 protoplast
Key　words 　ba匸［eriocin ，　 nisin ，　 lacLic　acid 　ba匸［eria ，　 Lactococcus 　tactis

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


