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B．amylollquefaciens の 産生 する環状ペ プ チ ド分解 性 プ ロ テ ア ーゼ遺伝子の ク ロ ーニ ン グ

　（阪 穴 ・工 ・応生）○前 田 拓也 、 今中忠行

上） 目的　
一
般 に プ ロ テ ア

ーゼ は 、 ポ リペ ブチ ドや直 鎖状の 低分子ペ プチ ドに 対 して 加 水分 解活性を もつ が、そ

の 多くは環状ペ プチ ドに は 作用しない 。 特殊な 立体構造をもつ 環状ペ プ チ ドに作用するプ ロ デ アーゼは、蛋 自質

エ 学 的 に もペ プチ ド合成 の 立 場 か ら も大 変 興 味 深 い 。こ の よ う な プ ロ テ ア ーゼ と し て は、ナ ガ ーゼ や 演老 らが 単

離 し たLactobacillus　 sp ．　 No．1株 由 来 プ ロ テ ア
ーゼ

D
が あ る。本 研究で は、こ れ ら の プ ロ テ ア ーゼ遺伝子 の 穂造

解 析 を 目的 と して 、ま ず ナ ガ ーゼ 生 産 菌 の プ ロ テ ア
ーゼ 遺 伝 子 の ク tu，一ニ ン グ を行 っ た 。

2 ）方 法 お よび結 果 　ク ロ ーニ ン グ は、B．　 arnylo！iqtiefac’iensの染 色体 をSatt3Al部 分消化後 x 当研究室 で 開発 さ

れ た 温度制御 可能 な 発現 ペ ク タ
ー plSAt

’412の BamHlsite に 運結 し、 宿主 B．　 subtilis 　DBID4株（Apビ ，爬prつ に

コ ン ピーテ ン トセ ル 法に て 導入 する こ とに よ り行 っ た 。 プ ロ テ ア
ーゼ 生産株の 選択 は 、 1％乳製 カ ゼイ ン を含む

培地上で の コ ロ ニ
ー

周囲の 白色 ハ ロ
ー

の 形 成を指標 と した。そ の 結果 、 約 12，000株 の 形質転擁体 の 中か ら 7株の

候補株が 得られ 、 その うちの 2株 の 産生する プ ロ テ ア
ーゼ は ともに 分子量約31，000で 、HPLdに よ り環状ペ プチ ド

9tamicidia 　Sを分解する こ とが確 認 され た。また、こ れ らの 株が もつ ベ ク タ
ー

に は、と もに 約む 2kbの DNA断 片が

挿入 され て お り、 同
一

の 遺 伝 子 が コ
ードされ て い る もの と考え られ た 。こ の 断片の 領域限定を行 い 制限酵素地 図

を作製 し た と こ ろ 、 報 告 され て い る ナ ガーゼ の もの
t ｝

と異 な っ て い た 。現在、こ の 断片の 塊 基 配 列 を決 定 申 で あ

る。
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好熱菌 Bacillus− SIC耄 由来 ス

ーパ ーオキシ ド ジス ム ターゼ

遺伝子の ク ロ ーニ ン グ

（阪大 ・ エ ・ 応用生物）　0 松村吉信 、　上 田　真 、　今 中忠行

［目的 ］ 好気 条件 下 で 生育する生物 に と っ て 、 酸 素は ATP を効率良 く生産す る上 で 非常に

童要な気 体 であ る 。 その 反面 、 副産物 と して 生成 され る活性酸 素は細胞に 障窖を与える 。 特

に 高温好気条件 下 で 生育する 細菌で は、活性酸素が活発に 生戒 され でい る と考え られる 。 そ

こ で我々は好 気 性好熱菌 昼 s
’
t　ea　rothe 　rmoph 　i　1　us　StCl の 酸素耐性機構を解明するた めに 、

細胞内で 初期 段階 に 生成 され る 活性酸素で ある O ゼ を除去する酵 繁で あ る 舶 ngane ＄e

superoxide 　dismutase（MnrSOD）遺伝子の クu 一エ ン グを行 っ た 。

［方法及 び結累］ B，stearotherm ◎ hilus　SICI 染色体 翻A を鋳型 、 大腸菌 Mn−SOD、

Fe−SOD 及び B，　 stea 　rothe 　rmoph 　i　l　us　 ATCG　12980由来 Mn−SOD の ア ミノ酸 飄列 の 相同性か

ら合成 した オ リゴ ヌ ク レオチ ドを プロ・・一ブと し、PCR 法 を行 っ た 。 この 方法 で 増幅 された

DNA 断片を プ m 一ブ と し、 大腸 菌内で 作成 した 墜 一 SIC1 染色体 ライ ブ

ラ リーか ら コ ロ ニ ーハ イブ リダイゼ ー
シ ョ ン法 を用い てポジ テ ィ ブク ロ ーンの 取 得を試み た 。

その結果 pBR322 に 約 3。8kb 墨 1 断 片が挿 入 され た組換 え プラ ス ミ ド pBRSQD38 を取 得

する こ とが で きた 。 更 1ご 上 記の PCR 法 を用 い て領域限 定を行 っ た 後 、 そ の塩 基配 列を決

定 した 。 断 片中 には 648bp （216 ア ミ ノ酸 ）か らなる オ ープ ン リ
ーデ ィ ン グ フ レ ーム （ORF）

が存在 し 、 その 上 流 に は SD 配列 及び プロ モ ーター一＄H域 と推測 され る配列 が存在 した 。　ORF

か ら推定 さ れ るア ミ ノ酸配 列 と大 腸菌 及び 墜．st
’
ea 　rothermoph 　i　lus　ATCC　12980 由来

Mn−SOD との ア ミノ酸配列 を比較 した結果それぞれ 40．8 ％、 48．　0 ％の 相興性が認め られた 。

こ れ らの 事か らこの ORF が 昼 stearothermo 　hilus　SICI 由来 Mn−SOD 構造 遺伝子 で あ る

と考え られ る 。
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