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IDp17 　Pre −amplified 　inverse　PCR を 用 い た環境試料か ら

　の 新規 リパーゼ遺 伝子の取得
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　 〔株 ），S独製 品評価技 術基盤機構）

【目的】既存技術 で培 養可能な微生物 は約 1％ とい われて おり，環境試料か

ら直接 抽出 したDNA を用い て解析す るメタゲ ノム解析が注 N されて い る 。
そ こで ，遺 伝子全長取 得技術 であるinversc　PCR に着 R し、　 INA オ リゴ ヌ

ク レ オ チ ドと phi29　DNA 　Po！ymerascを用 い た 選択的遺伝 子増幅手法と

inverse　PCR を組み合わせ たPre−arnplificd 　inverse　PCR （PAI−PCR ）を開発し
1），環境試料か らの 新規 リパ ー

ゼ遺伝子の 取得を試み たn【結果】環境試料
か ら抽 出 した DNA に対 し、既知 リパ ー

ゼ遺伝 于 の 保存 性 の 高 い領 域

（Oxyanion 　ho］e，　Active　sitc）を基 に作成 され たプ ライ マ
ー

を用い て PCR を

行 っ た 。BLAST 検索の 結果，既知 遺伝 子 との相 同性 が低か v た もの に着 目

し，PAI −P〔：R を用い て遺伝子の 全長取 得を試みた。その 結果，通常の lnverse
PCR で は増幅困難 であ っ た新規 リパ ーゼ 遺伝子 を取得す る こ ヒがで きた。
既知遺伝子 との相同性 は3S−76％であ り，遺伝子発現後にSDS −PへGE に て泳

動 した ところ、約sekDa であ っ た。新 規 リパ ー
ゼ遺伝 子 と既知遺伝子 をそ

れぞれ機能 解析 した結 果，反応温 度やpH を変えた場合に 違い が見 られた。
1）K，Yamada 　et　aL ，　Environ ．　Microbiol ．，10 〔4），978 −987，2008

IDp18 　組換 え大腸 菌 に よる大豆 由来 生理活性ペ プチ ドの

大量生産系構築
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【目的】大豆 タ ンパ ク質B コ ン グリシ ニ ン βサ ブユ ニ
ッ ト51 か ら 63 番 目

の ペ プ チ ド（B51 − 63 ペ プチ ド）は、食欲 抑制ホル モ ン の
一
種コ レシ ス

トキ ニ ン の放 出を促進す る事が 知られ て い る。本研究は 組換え 大腸 菌に よ

る β51 − 63 ペ プチ ドの 大量生産系構築を 目的 と した ．

【方法
・結果】β 5 】

− 63 ペ プチ ド （VRIRLLQRFNKRS ）を コ
ー

ドする

柑補的 なオ リゴ ヌ ク レ オチ ドを用 い 、PCR 様反応に よ っ て 目的ペ プチ ドを

タ ン デ ム に 7 回me　L）返 し コ
ードした DNA を作製した。プラ ス ミ ドベ ク タ ー

を介 しGS
’
i
’
融合タ ン パ ク質と して 五．　 coli　BL21 −AI に発現 させ た ．目的 ペ プ

チ ドは 塩基性 であ るた め、発現 した タ ン パ ク質は 精製・
分析が 困難で あ っ

た。そ こ で酸性の ペ プ チ ド配列 を H 的ペ プチ ド配列 に 繋げ電荷を解消する

こ とに よ り、発現量や精製・
分折が 改善さ れ る と予測 した 。βコ ン グ リシ

ニ ンの 内部配 列を参考に酸性ペ プチ ド配列 を決定し、酸性ペ プチ ドー目的
ペ プチ ドDNA （DLSEDDVFVIEPMVRIRLLQRFNKRSM ）を PCR に よ り

作製 した 〔lcop）
’
）。ま た、制限 酵素 BbsI を用 い て 2 回繰ワ返 した DNA

〔2copy｝も得た。同様に GST 融合 タ ン パ ク質と し て大腸菌に発現さ せ た と

こ ろ、lcopy、2copYと もに過剰発現が SDS −PAGE に よ ト，確認 さ れた n

Isoladon　of 　novel 　lipase　genes　f沁 m 　environmental 　samples 　using

pre・ampli5ed 　inverse　PCR

嬲臨 踝繍 儡 劉體識 麟 』撫 課 騨 ・

　（
LDept ．　Li艶 Sci．　Med ，　Biosci，，　Sch，　Advanccd 　Sci．　Eng ．，　Waseda 　Un 冠 ，

2MpP
・ ・ Stee［K ・ ・ky・ ・ngin ・ e・ing　C ・．　Ltd．，3NITE ）

Key 　words 　Metagenome ，　Sequel1⊂e −based　approach ，
locked 　nucLeic 　acLd （LNA ＞，　phi29　DNA 　polymerase

Preduction 　of 　soybean 　bioactive　peptides　by　recombinant 　E．　coli ．
　ORika　K 苗 0 ，　Yuko 　SHIRATORI ，丁bruo 　SONE ，］Fohru 　HIRA ，
　Hiroshi 　HARA ，　Koze 　ASANO

　Φ ivL　Appl ．　Bios ⊂i．，Grad ．　Sch 　Agric．，　Hokkaido 　Unl の

Ke ア words 　 soybean 　bioa ⊂tive 　pep［ides，　bera−congl シcinin，cholec ｝
・stDkinin

1Dpl9 　耐冷性イヌ リン 分解微生物 Y 」1 株 の オ 1
丿ゴ糖合成

酵素の ク ロ
ー

ニ ン グ

○藤村 朱喜
1，古本 美恵

且，宮地 竜郎
1，冨塚 登

1，中川 智行
2，

　中川 純
一1

（
1
東農大・生物産業・食科，2岐阜大

・
応 用生物）

IDp20 　レ トロ ウ イ ル ス のゲ ノ ム イ ン テ グレ
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【目的】イヌ リン は、高等植物の 根に 含まれる 天然多糖類で あ り、健康食 品

素材 と して の 需要が大 きい 。こ の イヌ リン を低 分子化する イ ヌ リナ
ー

ゼに

よ り生成 する ジ フ ル ク ト
ー

ス
・ジ ア ン ヒ ドリド （DFA 　III） は、ミネ ラ ル

の 吸収促進な ど有用オ リゴ糖 として の 機能が知 られて い る 。本研究 で は 有

用オ リゴ糖生産を 目指 し、当研究室に て 単離 した耐冷性イヌ リン 資化性 菌

Y−1株の 有す るイ ヌ リン 分解酵素の ク ロ
ー

ニ ン グを行った。
【方法お よび 結果】昨年、イヌ リン を唯

一
の 炭素 源 として 生育する耐 冷性 微

生物Y−1株を単離し、Arth・robacter 　nicotinevor α ns と分類 同定、本菌株 の DFA

III生成能 に つ い て 報告 した 。1）この DFA 生 成に 関わる 酵素遺伝 予 の ク ロ
ー

ニ ン グを 目指し、他に 報告さ れ て い る イヌ リン フ ル ク トトラン ス フ ェ ラ
ー

ゼ遺伝子か らプラ イ マ
ーを設計、PCR 法に よ り増 幅 しサブク ロ

ー
ニ ン グを

行 っ た。得 られた遺 伝子は、Arthrobacter属にて 報告 され る DFA 　Iお よ びD 距A

III生成 型酵素 と高い 相同 性 を示 した こ とか ら本菌株の 有す る DEA 　Ill生成

型酵素 である 可能 性が高 い と考 え られる 。ま た、サ ザ ン 解析の結果か ら、
本遺伝子は1 コ ピ

ー
の み 存在 する と考え られ る。

1）藤村 ら 2007年度 日本生物 工 学会大会 要 旨集

レ ト ロ ウ イ ル ス を用 い た トラ ン ス ジ ェニ ッ ク鳥類 作 成 では 、発生 初期 に ウ

イ ル ス を 感染 させ る と導入 遺 伝子 のサ イ レ ン シ ン グが お こ る．我 々 は 抑制

性 転写 因 子 で あ るYYI に着 目 して研 究 を進 めて い る。これ まで に ウイ ル ス

ゲノ ム の LTR に YYI 結 合配 列 が存在 し、こ の部 分 に結 合 す るYY1 が サ イ レ

ン シ ン グに 関わ っ て い る可 能 性が示 唆 され て き て い るが 、今回 我 々 は ウイ

ル ス
．
イン テ グラ

ー一
ゼ とYYl が 相 互作用 す る こ と を 見 い だ した 。モ ロ ニ ーマ

ウ ス 白血 病ウ イ ル ス （MoM 【．N’）、ラ ウス 肉腫 ウ イ ル ス （RSV ）、ヒ ト免疫

不 全ウ イ ル ス （HIV ） 由来の イン テ グ ラ
ー

ゼ を用 い て GST −puti　dOWI1ア ッ

セ イ を 行い 、い ず れ の ウ イル ス イ ン テ グラ
ー

ゼ も細 胞 山来 の YYi と直 接 結

合する こ とを示 した。また、免疫沈降法の 結果、この 相互 作用 には YYI 側

で は転 写抑制 領域 が重要で あ V、一方イ ン テグ ラ
ー

ゼ 側 で は G 末 が 中 心 的

な役割 を担 っ て い る こ とがわ か っ た．また大腸菌 お よびカ イ コ で 生産 した

イン テグラ
ーゼ を用い て in　vltroで の イ ン テ グラ

ー
ゼア ッ セ イ法 を確立 し、

イン テ グラ
ーゼ反応 に対す るYYI の 効果 も検証 した。　YYI は イン テ グ ラ

ー
ゼ との 結合 を介 して イン テグ レ

ー
シ ョ ン を制御 して い る と考え られ るが 、

現在、そ の メ カニ ズム とサ イレ ン シ ン グへ の 効果 を検討 して い る。なお 本

研究 は生 研セ ン タ ー
基礎研究推進事業 に よる助成 を受 けて 行 っ た もの で あ

る。
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