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植 物 肩 原 菌 Ervinia の プ ラ ス ミ ド の 非 自 己 接 合 伝 達 に 関 与 す る 遺 篋 子　　　　　　　　　　　　　　　　 、

（広 島 大 ・工 ・醸 酵 ）
o
野 村 暢 彦 r 白 　舜 英 ， 窒 岡 轟 畴

D 目 的 　 プ ラ ス ミ ド の 巽 穫 同 伝 逮 擴 構 の 解 明 を 目 的 と し て 植 物 病 原 菌 で あ る Ervinia 属 よ

り 分 無 し 遊 非 自 己 伝 達 性 プ ラ ス ミ ド が 時 つ 按 合 伝 達
』
に 臠 与 す る eriT 及 び 鵬 b遮 伝 子 の 携 造 解

析 を 行 っ た 。

2＞方 法 及 び 結 果 　 Ervinia よ り 分 離 し た プ ラ ス ミ ド pEC3 は 自 己 振 達 性 は な い が ， 　 RP4 等 の ヘ

ル バ ーブ ラ ス ミ ド に よ り 接 合 伝 達 が 可 能 と な る 事 か ら ， 可 動 化 に 必 要 な eeb 遺 伝 子 及 び そ の

遺 転 子 産 物 に よ り 認 識 さ れ る 移 行 開 始 部 位 （oriT ）の 存 在 が 予 測 さ れ 遊。　そ こ で ， 卩 EC3 を pB

k328 に subcloning 及 び 欠 失 に よ 切 移 行 に 必 要 な 必 須 領 域 を 横 討 し 凝 と こ ろ，　 pEC3 の Aatll

か ら 」塾⊥ ll ま で の 約 1 ．9Kb の 断 片 を 持 つ pBAt が 得 ら れ 沁。　こ の 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド は 広 宿 主

プ ラ ス ミ ド pRK2013 を ヘ ル パ
ー

と し ， 　ε．　 carotovora 塰 recipientre し 距 堺 合 IO’a 〜10 − ‘

の 頻 度 で E．coli 　 C60eb ， ら 接 合 俵 達 さ れ ta。　よ っ て ， 　 こ の 断 片 中 に 胃 ob 遣 伝 子 及 び eriT が 存

在 す る と 思 わ h る。　 な お pBR328 の 複 饗 鬩 嬉 点 （oriV ）断 片 を probe に し て Aatli 〜B81 皿 断 片 と

Soethern 　 hvbridizationVta と こ ろ ， 　強 い signal が あ っ た の で ， 　pBR328 の oriv 部 位 を 欠 失

ざ せ さ ら に A謡 H 〜B81 猛 断 片 を 連 結 し た。　こ の も の を E．coliC600 を 宿 主 と し て 形 鎧 伝 換

を 行 っ た と こ ろ 薬 踊 耐 姓 形 質 伝 換 体 が 得 ら れ た。　す な わ ちウ pBR328 ベ ク タ ーの oriv が 欠 火

し て い る の に も か か わ ら ず 複 製 が 行 わ れ る の で，　《 at 肛 〜 BglU 断 片 中 に 護ob 遭 俵 子 と oriT の

他 に さ ら に 魁 も 存 在 し て い る 事 が 予 測 さ れ る。　 そ こ で ， 』曵上皿 〜
壁⊥耳 断 片 を dideonly 法

を 用 い て 塩 基 紀 列 を 決 定 し ゐ。

　602　　，放線菌プラ ス ミ ド pSH22 の 伝達に関与す る 遺伝子の 塩基配列

　　　　　　（阪大 ・工 ・ICBiotec，

聲

台糖つ 片岡正 和、〇 三浦由ts　sc、久野 範人 、関達治 、

　　　　　　吉田 敏臣

目的 ）　 我々 は Streptomyces 　 niglifaciens よ り分離 し たプ ラ ス ミ ドpSN22の ベ クタ ー化 、 1

複製 機構および接 合伝達能 にっ い て 報告して きた 。 本報告で は接合伝 達能 に関 与 す る遺 伝

子群 の 内、ボッ クス 形 成に必須な TraA、 お よび Tra遺伝子 群を制 御 して い る と考 えられ る

TraRの 塩基配列 を決定 し、既 に報告 されて い る pl，JIOI との 比 較を行な っ た 。

方法 ）　 DNAの 塩基配列の 決定に は N13
、 ある い は pBluescript を用 い たdideoxy 法に よっ て

行な っ た。　DM の 堪基配列 お よび予想され るタ ン パ クPt　一・次構造の 解析には GENENTYX 解析

シ ス テム を、ORFの 解析には GC含量 を利用 した 当研究室の プ m グラ ム （PCP）を利用 し た 。

プ ロ モ ーター部位に解析にはプロ モ ータープロ ーブベ クター一
・pARCI を、　 ORFの 礎 認は pRIT2T

を川 い て プ ロ テ イ ン A との 融合 タ ンパ クを作製す る こ とによ っ て 行 な っ た 。

結果 ）　 接合伝達に 必須な領域の 内、プラ ス ミ ド関与の 致死 現象に 関連す る約 正．5kbp の

領域にっ い て塩基配列 を決定 し、 PCPで 処理後、　ORFの 検索を行な っ t＝YGgさ らに、遺伝学な

知兇 と照 合 した とこ ろTraRと考 え られる遺伝子 の 一部、お よび TraAと考 え られ るORFが推

定さ れ た 。 こ れ らの ORFと推定 さ れる 9NA断片 をpRIT2T に クロ ー一ニ ン グし、亀 coii 中で 過

剰発現させ たと こ ろ
．
、予 想され る 分子 量の 融合タ ンパ ク質が確認で きた 。 ま た 、 pSN22 は

複製必須領域お よび rep タ ンパ ク質 をコ ー ドす る と考 え ら れる領域 にお い て plJ101 と非常

に高 い 相同性 を持っ が 、両者の 血 領域で は、つ 賄 お よび ア ミノ酸配列と も に類似性を認め

な か っ た 。
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