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126 メタノール 資化性菌Met　 lobacteriu皿 extor 　uens 　NR−1が保持する プラ ス

ミ ドの 複製必須領域につ い て

（名大
・
農 ・食工 化）○小森弘史 、 上 田俊策 、 山根恒夫

1 ）目的　　メタノール 等の Cl 化合物を唯
一

炭素源と して 生育で きる通徃メタ ノ
ー

ル 資
化性菌の

一
種で あ リ、 当研究塞で 単離されたMet　 lobacteriun　extor 　uens 　NR−1株 （Pro−

taminobacter 　ruber 　NR−1 と同等）は約47kbの プラ ス ミ ド （pNR1）を保持 して い る 。
　 D

本
研究で は！M！，＿ex！g：g1euEt　　　 NR−1株を宿主 とす るベ ク ター系の 作成を 目的と して 、

　pNR1の ベ ク

タ　一一と して の 利用可能性 を検討す るため に 、 本プラ ス ミ ドの 小型化お よび複製必須領域の

解析を試みた。

2）方法および結果　　ML！，＿glgtLgzg11911E　NR−1株 よ り調製した pNRIve 麺 RIで 26kb、 17kb、

4kb の断片に完全分解後 、 それぞれの 断片を pTH30 （Kiii「

、 Cm「

、 pACYC184 の HindM 部位に

Tn5の 3．3kb旦雄d皿断片 を挿入 したもの ）の 堕 RI部位に連結 した 。 こ れ らの 組替えプラ ス

ミ ドを用い て プラ ス ミ ド非保持株で ある ML！．＿gZ：tgg：g1lg！！ll　NR−2 （Pg　 ruber 　ATCC8457）を電
気パル ス 法に よ っ て 形質転換し 、 Kin（50μ g加L）含有平板培地上で生 育を調べ た と こ ろ 、

4kbの聰 RI断片が挿入された組替えプラス ミ ド （pNRE31 ）を導入 した場合の み形 質転換株
が 得られた。一

方、 本 EcoRI断片が逆方向に挿入された もの （pNRE32 ）を用い た場合にも

同様に形質転換株が得 られた 。 また 、 挿入 され た 4kb 逸gR工断片はサ ザ ンブロ ッ ト解析に
よ り、 pNR1由来である こ とが確認された 。 こ の 結果か ら 、　pNR1の複製必須領域が 4kb 麺
RI断片中に含まれ るこ とが推測 され 、 さ らに詳細な解析を行 っ て い る 。
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好熱 性細菌 由来薬剤耐 性 プ ラ ス ミ ドpTB19 の コ ピー数調節機構 の 解析

127
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（目的）　 当研究室に お い て 自然界 よ り単離され た 、 好熱性 Bacillus属細菌由来薬 剤耐性 プ

ラ ス ミ ドpTBig は、宿主 （Baci且ius　subtilis ）細胞 内で の コ ピー数が ほ ぼ 圭に制御 され て い

る。pTB 玉9に は repA ，　 repB の 2種類 の DNA 複製 領域 が存在 する こ と が 明らか と な っ て い る 。

1 ）

そ こ で 、 こ の プ ラ ス ミ ドを材料 に 、 コ ピー数を 1に 保 つ た め に 必要な 襪製制御機構 の 解 明 と 、

物質生産に お い て 必要 とされ る宿主 菌へ の 負担 の 少な い 低 コ ピー数 で 安定 な ベ ク タ ーの 作

製 を彎的 と した 。

（方法）　 プ ラ ス ミ ドpTB19 由来の複製開始領域 胆 処 の み を含 む プ ラ ス ミ ドで は コ ピー数が

8−10，唖 の み を含む プ ラ ス ミ ドで は 、コ ピー数が約 20と増加が認め られ た。そ こ で まず 、

遡 盤 ， 塑 間の 相互作用 を調 べ る た め に 、 蠍 ム，  盛 を同時 に 含 む プラ ス ミドの 作 製をお こ

な っ た。　 また pTBl9 の 小型化 に 伴 うコ ピー数変化を解析 して 、
コ ピ ー数 を 1に 保つ の に 必須

な領域 の 限定 を行 う た。

（結果）　1］Ptt　ltipA型プラ ス ミ ド（pTB523 ＞とエ盤 塾型 プラ ス ミ ド（pTBg 　l　3）の 塵gR　I部位 で の 結合 を試

み た が 、pTB19 の よ うに 、　 repA ，　 repB が 共 存 し た 小型 プ ラ ス ミ ドの 取 得 は で き な か っ た 。 こ

の こ と は 、pTBI9 上 の 塑 ，璽 蠅領域 以外の DNA部位に 両 レ プ リ コ ン を安 定 に 維持 させ る機能

部 位が存在 して い る こ と を示唆 し て い る。　そ こ で 次に pTB19 自体か らの repA 、
　repB 領域以外

の 断片 の 除去 を行 い 、コ ピー数 変化 を調 べ た。そ の 緒果 、pTB19 の ECQRI消 化 に よ り生 じる 6
断片 、 Rla（repA ），Rlb（Km「），R2（repB ），R3（TG「），R4a，R4bの う ち 、 R3あ る い は 、　 Rlbの 殆 どの 領

域 を欠 くと コ ピ
ー
数が 上 昇 し た （コ ピ ー数3−6）。そ こ か ら更に 、Ribと R2の 配向性が pTB19 の

場合 と逆 に な っ た場 合 も コ ピー
数が 8−10に 上昇 した 。従 っ て 、コ ピー数 を1に保 つ に は 、 R3及

び Rlbが必 須 で 、更に RlbとR2 の 配向 性が重要 で あ る と考 え られ た 。
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