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2FaO3　 ビフ ィ ズス 菌 に お け る温 度 感 受性 プ ラ ス ミ ドの 作製 と効

　　　　　 率的な遺伝子 破壊へ の 利用
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2FaO4　 温度感受性 プ ラス ミ ドを用 い た ビフ ィ ズ ス 菌の 部位特 異

　　　　　 的相同組換えに関する研究
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（目的）ビ フ ィズ ス 菌が 有する 諸性質、機 能、生命現象 な どを 解 明 する た め に は 、
効 率的 な形賢転換法 や 遺伝 子 破壊法 な どの 逆 遺 伝学 的 ア プ ロ ーチ が 必 要で あ

る 。しか しなが ら、ビ フ ィズ ス菌 にお い て 、効率的 な遺 伝子破壊法は 未だ 報告

さ れ て い ない 。本研 究で は、ビ フ ィズ ス 菌 にお け る温 度感受 性 〔Ts＞プ ラ ス ミ ド

の 作 製 を行い 、これ を利 用 し た効率的 な遺 伝 子 破 壊 法 の 構築 を試 み た 、，
（方法・結果 ＞Errer−prone　PCR 法を用 い て ビフ ィ ズ ス菌一大腸菌 シ ャ トル ベ ク ター
pKKT427 に 変異 を導 入 し、　 Ts プ ラ ス ミ ドの 作 製 を 行った t／Ts プ ラ ス ミ ドは

Bit）dobacteriune　 iongum　 lOS−A 、　 B．longum　 NCC2705 お よ び B．adolescentis
ATCC157D3 に お い て 温 度 感 受性 を示 す こ とが わか った 。この Ts プ ラス ミ ドを利

用 して 目的遺伝子 の 遺伝 f破壊 を試 み た。高温 培養お よび レ プ リ カ法 を用 い て

遺伝于 破壊 株の ス ク リーニ ン グ を行 っ た。得 られ た 遺伝子破壊候補株 を PCR 法

に よ っ て 分 析 した 結 果 、目的 遺 伝 子 の 破 壊 を確認 す る こ とが で き た、，本 プ ラ ス

ミ ド を用 い る こ とで 簡 便 か つ 比 較 的高 い 効率 で相 同組換 え に よ る遺伝 f彼壊株

を取得 す る こ とが で きた 。現 在、遺 伝 子 破 壊 系の 条件 等の 検討 を行い 、多 重遺

伝 子破 壊株 の 作製 を試み て い る t．

【目 的1ヒ トの 健康維持 にお い て 重要な働 きをして い る腸 内細 菌で ある ビ フ ィ ズ

ス 菌が 有す る様 々 な機能、性質、生 命現象な どは 未解明な部分が多い 。こ れ ら

を解明す る為 には 効率的な形質転換方法や遺伝 子破壊法な どの 逆遺伝学的 ア プ

ロ
ーチ が 必 要で あ る。また 、ビ フ ィ ズ ス 菌 におい て 効率的 な遺伝子破壊法 もこ

れ まで 報告 され て い ない 。ビ フ ィ ズ ス 菌に おけ る効率の 良い 相同組換え を用い

た 遺伝子破壊法 を構築する 為に 、当研究室で は複製 におけ る温度感受性プ ラス

ミ ド pKO403 を取得 し、組換 え実験 に 応用 して きた。本研 究は pKO403 を用い

て 、B．longum 　 105−A 株 に 導入 した DNA 断片の 相同領域の 長 さと部位特異的相同

組換 えの 効率の 関係性 につ い て 検証 した，，
【方法

・
結果】B．iongUm 　l　O5−A 株の ゲ ノ ム 上pyrE 遺伝子上流部の 約0．S−−3．O　kbp

の 長 さの ゲノ に おける ム DNA 断片 をPCR で 増幅 し、得 られた DNA 断片 を ln−
Fusion 　clening 法 を用い て それぞれ pKO403 に 導入 した 。こ の 作製 した部位特異

的 プ ラ ス ミ ドを用い て B．longnvm　 ie5−A 株を形質転換 し、得 られ たコ ロ ニ
ー

を30
℃ で ス ペ クチ ノマ イシ ン を含む MRS 〔以下MRS ＋ Sp）液体培地で 増殖 させ 、段階

希釈 して MRS ＋ Sp寒 天培地 に 塗 布 し、30 ℃ と 42 ℃で 培養 した。その 結 果42℃で

培養 した寒 天培地 に おい て 相同組換 えに よ る耐性 コ ロ ニ
ー

が確認 された 。導入

し た DNA 断片の 長さ と相 同紲換 えの 頻度は正 の 相 関が ある こ とが分 かった。ま
た LDkb に おい て 1 つ の 細胞あた りの 組換え頻度が 5、9xlO．；で あ っ たこ とよ り、
1．ekb 程 度あれば比校的高 い 頻度 で 組換 え体が得 られ る こ とが分か っ た。
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微生物産生ポ リエ ス テ ル で ある PHBH の 高生 産株 育種 の た め に は 、優 れ た宿 主
一

ベ ク タ
ー
系が必要で ある．そ こ で 、PHB 高生産菌株 C．neca τor 　l　t16株 を用 い て 、

新規宿 主の 開発 を進め た。
また 、非 選択条件 ドに おい て 安定 に保持 され る新規ベ ク タ

ー
の 開 発 を 目指 した tt

【方法】
・
部位特 異的相 同組み 換 え技術 に よ りρ肋 C1をノ ッ ク ア ウ ト 〔活性中 心 の破壊 、

部分 tt完全欠失、終止 コ ドン の 導入 など〕す る こ とで種 々 の PHB 非生産株 を作

製 した。
・C．necator 田 6株の PHB 合成系 は phaCAB オ ペ ロ ン （phaC ／，phaA ，phaBi ）を形成

して い るが 、−L記PHB 非生産株の phaA ．及 び phaB ．iの 転写 活性 へ の影 響を 評価

した．
・
　C．metitllidurans 　CH34 株 の メ ガ プ ラス ミ ド山来の プ ラ ス ミ ド安定化 因 子（par）を

pUC 系ベ ク タ
ー

に組み 込 ん だ新規 ベ ク タ
ー

を作製 した。
・PHB 非生 産株 に 新規ベ ク タ

ー
に て PHBH 合成酵素 （ρhaCA⊂．）を導入する こ と

に よ り種 々 の PHBH 生 産菌株 を作製 した。
【結剰
・
phaC ノの 破壊 方法に よっ て phaCAB オペ ロ ン を形成す る下流 2 遺伝 チ （助副 、及
びphaB ／）の 発現 吊が 影響 を受 け、それぞれの 遺伝 子の 発現量の 高い 株 ほ ど高い

PHBH 生産性 を示 した。
・
新規に 開 発 したベ ク タ

ー
は 非選択培養条件下 にて 高 い 保持率 を示 した。

BrevibacillNs　liに属す る グ ラ ム 陽性菌 の
一

種 で あ る B．　ehoshinensis は 極め て 高い

蛋 白質生 産 能 力 を持 ち 、特 に異 種 蛋 白 質の 高効率分泌生 産 にお い て 多 くの 実績

を積 み 重 ね て き た。
異 種蛋 白質 を生 産 す る ため に は、まず 目的 蛋 白質 の 遺 伝 子 を発 現 ベ ク タ ーに組

み 込ん だ発 N プ ラ ス ミ ドを構 築 しな け れば な ら ない 。従 来 、プ ラス ミ ド構築 に

当 た っ て は制 限 酵 素処 理 や ゲ ル か らの 日的 DNA 断 片 の 切 り出 し、切 り出 した

DNA を ベ ク タ
ー

に つ な ぐ た め の ラ イゲ
ー

シ ョ ン 処 理 な どの 時 間 と 手閲 の か か

る工 程 を必 要 と し 、ま た遺 伝 r一の 中 に その 認 識 配 列 を持 つ 制限 酵素 は使 えな い

な ど の不 便 さ を伴 っ て い た，，
今 回、我 々 は 従来 の エ レク トロ ポ レ

ー
シ ョ ン に代 わ る B、choshinensisra 規 形 質転

換 法を用 い る こ と に よ り、ベ ク タ
ー

［）N，　 A と遺伝 子配 列 を含 む挿入 DNA を
一
切

酵 素処 理す る こ とな く結合 させ 、発現 プ ラス ミ ドが 構築可 能な こ とを見出 した 。
す なわち、それぞれの 末端 に相 同配列 を含 むよ うにベ ク タ

ー
と目的蛋 白質 遺伝

子 をPCR に よ っ て 増幅 し た後、未精製の ま ま混合 し、形 質転換 を行 うと両DNA
はその 相 同領 域間で紐換 え反応 を起す こ とに よ り菌体 内で発現 プラ ス ミ ドが形

成 される こ とが分 か っ た。
こ の 方法を用い る こ とに よ り従 来法に較べ て遥 かに 迅速、簡便、かつ 経 済的に

発現プラ ス ミ ドの 構築 が可 能 とな っ た。特に 、制限酵素を使 う必要が ない の で 、
例 えば多 くの 制限酵素 認識 配列 を含む ような遺 伝子 の ク ロ

ー
ニ ン グに は非常に

有効で ある と考え られる。
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