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12．　 遺伝 子操作 ・フ ァ
ー ジ

Gene 　 Manipulation ・Phage

　Alcahgenes　denitroficans　 TK 　7 と Pseudomonas

aeresginosa 　OLI の リパ ーゼ 遺伝子 （＠ ）を RP 　4： ： Mu

プ ラ ス ミ ドで E ．　coli 　JA　221に伝達した．異種遺伝子

を持つ 組み換え体は ， 供与菌の 80〜115％ の リパ ー
ゼ

活性を示 した．A ．　deninoficans　TK 　7 の lzipを pBR

322 に ク ロ
ー

ン 化 し，2種 の 組 み換えプ ラ ス ミ ドを 得

た．こ の う ちの一つ は，E ・　celi に 16〜20倍の リパ ーゼ

生産機能を付与 した，o

　E ・coii 　K 　12C 　6eo 株とプ リ ン 感受性変異体 PS 　100

（PyrE に 変異 をもつ ） の 双 方よ り， オ ロ チ ン 酸ホ ス ホ

リボ シ ル ト ラ ン ス エ ラ
ーゼ （OPTase ）遺伝子 （ppmE冫

を含む 2・Okb 　DNA を pBR 　322 に ク P 一
ン 化 し，

pNE 　24 と pNE 　31 を 得た．　 Kl2 株 に 導 入 す る と

OPTase 量 が 30〜80倍 に 上昇 した．　E ．　celi の 粗酵素抽

出液を用 い たオ ロ チ ン酸の オ ロ チ ジ ン モ ノ リ ン 酸へ の

変換反応に お い て ， pNE24 の 導入は高い 変換効率を

得る うえ で 有効 で あ っ た．2）

　SaccharomycoPsisfibuliどera の 遣伝子 ラ イ ブラ リー

よ り S ．　cereevisiae を酸性プ ロ テ ァ
ーゼ分泌性に 形質転

換す る プ ラ ス ミ ドを取得 した．S ．　cerewisiae 形質転換

体か ら生産 され る 酸性 プ ロ テ ア
ー

ゼ と S ．fibuhkera
の 酸性プ ロ テ アーゼ に 差異は認め られ な か っ た．ク ロ

ー
ン 化 DNA は S．　fibuhlrera由来と確認 された．s）

　1 γmomonas 細菌に E ．　coli 由来 ラ フ ィ ノ
ー

ズ 資化

性遣伝子 （raf ）を組 み 換 え プ ラ ス ミ ド pRRL1 で 導入

した ・・
’
af を担う pOD 　I188 と R68 ．45 を E ・coli 中

で共存させ る な ど，生体内組み換え で 連結す る．raf は

Zwno 〃tonas 菌内で は 下 安定 で あ っ た．4）

　B ・　 subtilis 菌体外 エ ン ド型 セ ル ラ
ーゼ遺伝子をプ ラ

ス ミ ド pBO 　64 に ク ロ
ー

ン 化 し，　 pBC 　5 を 得 た．　 B．
subtilis 　RM 　141 へ 形質転換す る と セ ル ラ

ー
ゼ を 過剰

生 産 した。サ ブ ク ロ ーン 化 した pBRC5 を E ．　coliJM
lO5 に形質転換する と酵素は ペ リプ ラズ ム ，培養 上 澄

に生産 された．5）

　マ ウ ス 顎下腺 レ ニ ン 構造遺伝子全体を含む cDNA

を 持つ pMR 　226 を単離 した・E ・　coli 　trp　E との 融合

DNA
， プ ロ レ ニ ン DNA を構築 しs　E ．　coii 　trP プ ロ モ

ーター
下流に 組み込ん だ．両 プ ラ ス ミ ドと も E ．COli
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に お い て 抗 マ ウス レ ニ ン抗体と交差す るタ ンパ ク質を

合成 した．プロ レ ニ ン は トリプ シ ン処理 に よ りレ ニ ン

の 酵素 活 性を示 し，抗 マ ゥ ス レ ニ ン 抗体な どで 阻害 さ

れた．ゆ

　 STA 　1 遺伝子を持つ Saccl；aromyees 　diastaxicttsを

嫌気培養し， 培養上澄か らグ ル コ ァ ミラ
ーゼ を精製 し

た．本酵素の タ ン パ ク部分 の 分子量 は80K で ， 分子 量

70K の N 結合型糖鎖と分子量 ユOOK の 未同定物質が付

加 して い た．DNA 塩基配列で はN 末端 ア ミノ 酸は33

番 日 に 始まる ． 32残 基 の シ グ ナル ペ プ チ ド を 含む

DNA 領域と E ・ceii β
一
ラ クタ マ

ー
ゼ 遺伝子 の 融合を

行い ，酵母 に導入すると β
一
ラ クタ マ ーゼ を培地中に

分 泌 した ．T）

　lac あ る い は XrP プ ロ モ ーターに プ ロ キ モ シ ン

cDNA を連結 した pCR 　301および pCR501 を持っ

E ・coli は，　 N 末端 に 数個 の ア ミノ 酸残基を付加 した

融合タ ン パ ク として プロ キ モ シ ン を効率よ く生産す る，

メ チ オ ニ ル プロ キ モ シ ン 生産用の pCR 　701 は生産性

が 低い が，SD −ATG 間 を 8bp とした pCR 　712 は

効率が 良 くな っ た．ω

　 ポ リペ プ チ ドの 大量生産 に 多 コ ピー
プラ ス ミ ドを利

用す るより，誘導の かか る強力な プ ロ モ
ー
タ
ー

の 下流

に つ な い で 染 色 体 に組 み込 む方が，再現性 と菌株保持

の 手間の 点で 有利で ある こ とを rec タ ン パ ク生産 モ デ

ル で 比較 して 示 した．9）

　好熱菌 Tliernzus　flavusの リ ン ゴ酸脱水素酵素遺 伝

子の ク ロ
ーン 化を 行 っ た．E ．　coli に て 耐 熱性 リン ゴ 酸

脱水素酵素活性 を有す る組み換え体を得 た．生産酵素

は T・　flavusとの もの と同
一

で あ る と結論 した．1°）

　 ヒ ト リゾチ
ーム 遣伝子を化学合成 した．本遺伝子は

λPRPL プ ロ モ ーター
支配 下 に 五，　coli で 発 現 した．産

物 は 菌体内で不溶性物質で あ る が ， 変性剤に よ る可溶

化 ， 再編成に よ り 躍 ・加 0ゴ麟 齔 鋸 菌体 に 対する 溶菌

活性を発現 した．11）

　Zymomonas 　 mebilis 　ATCC 　10988 の 潜在性 プ ラス

ミ ド pZM 　3 を，　E ・　coii プ ラ ス ミ ドの pACYC 　184 に

3種類 の 異 な っ た 制限酵素切断部位 で 連結して 7．9

kb の pZA 　31 （Tc
「
），　 pZA 　32 （Cmr ），　 pZA 　33 （Cmr ）

を作製 した，ヘ ル パ ープ ラ ス ミ ド pRK2013 を 用い る

と E ．　 coli か ら Z ・撹 伽 踟 へ 約 10『6〜10−7 の 頻度で 接

合伝達される，ま た Z ・inebilis か ら E ．　ce ！i へ 修飾 さ

れ る こ と な く再導入 で きる．　12 ｝

　RfiigoPus属 の 生 デ ン プ ン 分解性グル コ ア ミラ
ーゼ

（GA ）遺伝子を染色体 DNA お よ び cDNA か らク ロ

一ン 化した．塩基配列を解析した結果 ， 4 個の イ ン ト

ロ ンを 有 し，6〔n 個の ア ミノ 酸よ り成 る．染色体由来

の GA 遺伝子は イ ン トロ ン が あ る た め酵母中で は発

現 しな い・cDNA 由来 の GA 遣伝子と組み 換え ， 酵

母中で 発現させた． これは GA の プ ロ モ ー
タ
ー，シ

グナ ル ペ プ チ ドが 酵母 で も有効 に 機能す る こ とを示

す．ヱ3冫

　E ．coli 　“r　KY 　8366の ス レ オ ニ ン 生産 性を高 め る 目

的で ，α
一

ア ミ ノ B一ヒ ド ロ キ シ吉草酸耐性株 よ りク ロ

ーン 化 した ， ス レ オニ ン オペ ロ ン を含有するプラ ス ミ

ド pGH2B1 を導入 した．　 KY8366 の ア ス パ ル トキ ナ

ーゼ 1の レ ベ ル は約 4．5倍に ，
ス レ オ ニ ン生産も約20

％上昇した．14 ）

　好 ア ル カ リ性 Aeromonas 　no ・212 由来の キ シ ラナー

ゼ L 遺伝子 を，pBR322 に ク ロ
ー

ン 化 した pAX　1 を

E ・coli に 導入 した．キ シ ラ ナ
ーゼ活性 はペ リプラ ス

ム およ び細胞質画分 に局在 し，菌体外 に 分泌 され な い ．

分泌 ベ ク ターpEAP2 に ク ロ
ー

ン化す る と，キ シ ラ ナ

ーゼ の ほ とん ど は菌体外分泌 と な る．15 ｝

　化学合成 α
一ネ オ ェ ン ドル フ ィ ン （αNE ）遺伝子を

3・僻 8諮 舵 の 抑制型 酸性 ホ ス フ ァ ターゼ （APase ＞遺

伝子 PflO5 と融合 し，
ク ロ

ー
ン を 3 種得た ．雑種 遺

伝子は APase の C 末端 6 〜17％ が α NE と置き変わ

っ て い る，PffO5 の 制御下 に ，細胞当た りIO6分子 の

α NE が生 産 され，そ の ほ とん ど が プ ロ F プ ラス ト分

画中に 存在 した．ゆ

　Tn 　903 の カ ナ マ イ シ ン （G　418）耐性遺伝 子 を含む

プ ラス ミ ドを用い て S ．carlsbergensis の 形質転換を 試

み た．全体に S．Carlsbergensis は S・　eeretlisiae に比べ

て 形 質転換頻度 は 低 い ．プ ラス ミ ド保 持 安 定性 は 複製

起点 に よ り影響を うける．Z？）

　E ．eoZi におい て 完全な制御下で 遺伝子を発現 させ，

産物を分泌す るプ ラス ミ ドを構築した．5 個 の trP プ

ロ モ ー
タ
ー

に omP 　F シ グナ ル ペ プ チ ド領域，　Trp リ

プ レ ッ サ
ー

遺伝子 trPR よ り成る， β
一
エ ン ドル フ ィ

ン 遺伝子を挿入する と，そ の 産物 を培地 に 分泌 で き

た．18）

　 Cd2＋

，
　Zn2＋

耐性を 強化す る遺伝子を含む組み換えプ

ラス ミ ドを 得た．こ れを含む形質転換体酵母は ， 含ま

ない 酵母よ り高い 重 金 属耐性を 示す ので ，こ の 組み換

えプ ラ ス ミ ドは選 択 マ
ーカーと して 利用 で きる．ゆ

　 D一グル コ サ ミ ン とそ の リン 酸塩 に よ る プ ラス ミ ド

pBR 　322 の DNA 切 断は ， ア ミノ 糖類 の水溶液中で

の 自動酸化に よ り生成 した ラ ジ カ ル 種 に よ り起 こ る こ
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一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

342 学 会 支 部 醗酵工学　第65巻

とを示唆する結果を得た．勵

　 Zygosa−ccharom コces 　baili　IFO 　O488 か ら得た ccc −

DNA か ら 10kb の Sal　 I断片をク ロ
ー

ン化 した，

S・ces
’
e”visiae お よ び Z ．　 reaxii で 働 く Ares をもち，

rDNA プ ラス ミ ドに 由来する．酵母の 属間遺伝子交

換 に用 い る ベ クタ
ー

の 素材に なりうる．2n

　 イ ネ根圏 の 窒素固定菌 iVlebsiel ／a　exytoca 　NG 　13 の

mf 　A を pACYC 　184 に ク ロ
ー

ン化 した．　 nifA が Tc 「

プ ロ モ ータ
ー

に よ っ て 構成的 に 発現 し，
K ．　 oxytoca

NG 　13
，
　ff・Pnezamoniae　UNF714 　icig入す る と，ア ン

モ ニ ア 存在下で も窒素固定能 が 発現する・Asespiril−

lirntm　1ipoferum に RSF 　IOIOを介して 導入 す る と活性

化がみ られ た．22’

　不溶性 ピ リジ ニ ウム 型高分子 の 橋 か け ポ リ
ーN 一ベ

ン ジル
ー4一ビ ニ ル ピ リジ ニ ウム プ ロ ミ ドが ， 水中の フ

ァ
ージ T4 を 吸着する著 しく優れた 能力を有す る こ と

を見 出 した．吸着 さ れ た T4 フ ァ
ージ は抗菌活性を 保

持して い た．23，

　β・5 μ5！認 ∫ の tmrA7 −am γR −arn γE
＋ − imrB ＋ −aro ／

＋

を含む 22．4kb 　DNA 断片を フ ァ
ージ ρ11に ク ロ

ーン

化 し，P11−AA248 を得た．　 amyE の 増幅が フ ァ
ージ ゲ

ノ ム 中に お いて も起 こ り， こ れが recE
＋

と密接 に関

係 して い る こ とを示 した．24｝

　XMP の GMP へ の 転換 を 触媒す る XMP ア ミナ
ー

ゼ を E ．　 coli で 強化する ため， 8ua オ ペ ロ ンに よ り8tta

A を単離 し．そ の 上流 に 2rP プ ロ モ ー
タ
ーを接続し

て pXAR33 を造成 した．保有株 は 野生株 と比 較 し ，

XMP ア ミ ナ
ーゼ 活性が約80倍増大 した・25）

　E ．　 coli の N 一
ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 リア

ー
ゼ 遺伝子

を含 む 約 1．3kb 　DNA 断片 の 全 塩 基 配 列 を 決定 した．

891bp の 唯
一

の 読み取 り枠から推定され る ア ミノ 酸

組成は ， 精製酵素 の ア ミノ 酸分析の 結果とほ ぼ一致し

た．N 末15ア ミノ 配列 は ，
　N 末端 Met を 除き完全 に一

致 した．26 ’

　B ．subtilis 　no ．　313 の 染色体 DNA を Sau3Al で 部

分分解 し，pBR 　322 に連結して E ．　coliHBIOI を形質

転換 した．10
，
　OOO株 よ り γ

一CGTase 活性を有す る 4株

を選んだ．　 ク ロ
ー

ン 化 された 3．4kb 　 DNA は B ．

subtilis 由来で あり，サ ブ ク ロ
ー

ン 化 で 2．8kb と し

た．生 成サ イ ク ロ デ キ ス ト リ ン は γ 型 の みで あり，
B ．

subtilis 　n 。，313 の γ
・CGTase の 作用 と 同 じで あ っ

た．27）

　γ
一ポ リグル タ ミ ン 酸生産能を もっ B ．∫ μ蝕 躊 IFO

3022 の プ ラス ミ ド pLS 　11 と納豆 菌 プ ラ ス ミ ドpUH1

は，ヘ テ ロ ニ 重鎖 DNA 作製に よ り，1．11kb ，2．14kb

の 相同性 の 極 め て 高い 領域が 2 か所存在 して い る こ と

カsわ カ〉
っ た，28 ）

　放線菌プ ラ ス ミ ドベ クター plJ　365 とア クテ ィ ノ フ

ァ
ージ R4 から造成した コ ス ミ ドベ クタ

ー CpR4Cl

を用 い た，SirePtomyces　Parvulusへ の 形質導入 に お い

て は，R4 フ ァ
ージ 増殖を抑え る条件で 頻度が 上 昇す

る． 3・蜘 ガ4 α鬻 で は S ．　ParvulUSよ り頻度が 高 く，

最適条件下で は 活性 フ ァ
ージ あた り 3 ×10−3

で あ っ

た．29）

　Brevibacterium　laciofermenXum （B．1．）の ト リメ トプ

リム （Tmp ）耐性変異株染色体 由来の TmpT ジ ヒ ド

ロ 葉 酸還 元 酵素遺 伝子を ，
B ，1．の 潜在性 プ ラ ス ミ ド

pAM 　330 に 組 み込 み，　Tmp 「

をマ
ー

カ
ー

とする ベ クタ

ー pAJ228 を造成 した．　 pAJ 　288 を改良 し，多機 能 ベ

ク タ ー pAJ 　224 を 得 た，マ ル チ プ ル ク ロ ーニ ン グ部

位 の 両側に プ ロ モ ー
タ
ーを 互 い に 内向きに 連結 した

の で，挿入 遺伝子 の 方向 に か か わらず 発 現可 能 で あ

る．30）

　B ・〜acXofer 〃nentftnt 由来の プ ラス ミ ド pAM 　330 の

全塩基配列を 決定 した． 8個 の ORF があり，

．
プ ロ モ

ー
ター，SD 配列 ， ターミネー

タ
ー
様 の 配列は E ．　eoli

に類似 して い た．プ ロ モ ーター活性を確認する こ とに

よ り， 転写，翻訳様式も類似 して い る こ とを 明 らか に

した．31）

　PediOcoccus　 PenXOs” ceus の グル タ ミン 酸 ラ セ マ ー

ゼ 遣伝子 を pBR 　322 に連結し，
　 E ．　coli の L一お よ び

D 一グル タ ミ ン 酸資化能 の 差 と酵素活性染色法 を利用

して ，発現クロ ーン を分離した．P ．　penl・sacettS の 酵

素 と 同
一

で あ っ た，s2，

　B ・　 subtilis の 初期胞子形成遺伝子 の一つ ，　sPoOF 遺

伝子 を λPR プ ロ モ
ー

ター支配発現 ベ クタ
ーに 組み込

み ，
E ．‘ oむ HB101 株で 発現させ ，産物を精製 した．

胞子形成遺伝子産物として は最初 の 例 で ある．33）

　Zynromonas 細菌の プ ロ モ ー
タ
ー

検索用ベ ク ターを

作成 す るた め E ．coli プ ロ モ ー
タ
ー

検索用 ベ ク タ
ー

pMC ユ403 よ りプロ モ
ー

ター領域を欠く「ilacを 切り

出し，
シ ャ トル ベ ク タ

ー pZA 　32 に 挿入 して pZL 　1

を造成 した．こ れ を用い て シ ョ ッ トガ ン ク ロ
ー

ニ ン グ

法 に より， 染色体由来の プ ロ モ
ー

タ
ー DNA を分離

した．Sl）

　ly ？nomonas 細 菌 の 形質転換 を シ ャ トル ベ ク タ
ー

pZA 　31
，　pZA 　32，　pAZ　33 を用い て 検討した．こ の 菌

の コ ン ピ テ ン ト化 に は細胞壁合成阻害剤，ペ ニ シ リン
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G やサ イ クロ セ リン に よ る短 時間の 処理 が必頂で あ っ

た．35）

　ZPtinai’tO71as　 inebiiis と E ．　 coli 間の シ ャ トル ベ ク タ

ーpZA 　22 を造成 した．こ の pZA 　22 は，ヘ ル パ ープ

ラス ミ ド pRK 　2013を 用 い る と ，
　 E ・coli よ り Z ・

mobilis へ 約10
−6

の 頻度で 伝達 さ れ る．pZA 　32の 2 〜

3倍の コ ピー数をもっ ．36｝

　 2個 の lacプ ロ モ ータ
ー

をパ リ ン ドロ
ーム 状 に プ ラ

ス ミ ドに 構築 した 、1 は尾 と尾を接続 し，llは頭 と頭，

皿 は異種 DNA を そ の間に挿入した．1は E ・coli の 野

生株で 増幅せ ず ，
recB ，　recC ，　sbcBrecF で 増幅する．

皿 は野生株で 増幅し， 挿入断片を取り出すの に 都合の

良 い ベ ク タ
ー

で あ る．3η

　末端 に タ ン パ ク質の あ る DNA を持っ Bacillus属

小型 フ ァ
ージ，φ29，φ15，MM2V ，GA −1 を比較し，3

群に 分けた．A 群 （φ29 ， φ15），
　 B 群 （Nf ，

　M2Y ），　C 群

（GA −1） で あ る．頭部の 主タ ン パ ク質の ペ プ チ ド地図

は ，
Nf と M2Y が類似する の に 対 し，　GA ・工は他 と関

係が ない ．A と B は地図 は異なる が，全体構成は よ く

似て い る．3e）

　 一
連 の ，

B ．　 Sttbtilis プ ロ モ ーター検索用 ベ ク ターを，

φ105 に プ ロ モ
ー

タ
ーを欠くア ミラ

ー
ゼ 遺伝子 を導入

す る こ と で 開発 し，　B ・　licltenifarm　isの 染色体よ り強力

な プ ロ モ ー
タ
ーを ク ロ

ーン 化 した．　さ らに pVB 　110

の Z’an 遣伝子の転写方向をも決定した．39’

　 B ・subti7is の ク ロ
ーン化 系と して の φ105 を用 い る

プ ロ フ ァ
ージ形質転換法を ，

Cm 「
マ
ー

カ
ー

遺伝子を導

入 す る こ と に よ り一次選 択 に 便 利 な よ うに改良 した．

ま た 溶原 菌の 形 質転換効率を，非誘導変異 株を用 い て

約10倍増強す る改良を加えた．40 ）

　 イ ネ水田よ り単離した らん藻 GloeocaPsa　sp ．は，好

気 下 に N2 を固 定する・Macheteある い は Basalinに

よ り生育阻害を受 け ない 耐性株を EtBr 処 理 す る こ と

に よ り， 両者へ の 耐性を失 い ，しか も復帰不能の 感受

性株を 分離 した．これ らの 耐性遺伝子はプ ラ ス ミ ド由

来の 可能性が強い．4i ）

　 タ イ の
“
thua 　nao

”

か ら ポ リグ ル タ ミ ン 酸生 産性 の ，

Bacillzes細菌を 4 株単離した．こ れらは分子量，制限

酵素パ ター
ン の そ れぞ れ異 な るプ ラス ミ ドを ， 1個ず

つ 持 っ て お り，B ・subtilis 　（natto ）の ポ リグル タ ミン 酸

合成遺伝子を持 つ プラス ミ ド pUH1 と強く交雑 した．

共通 の 祖先型をもつ と考えられ る．42’

　 M2 フ ァ
ージ DNA の複製中間体を ［

3HJ
チ ミジ ン

ラ ベ ル し，そ の 複製型 式 を 調 べ た ．そ の 結果 ， 両端 の

親 1本鎖を置き換えて 進行す る こ とが わか っ た．dS）

　パ リ ン ドロ
ーム 構造を持つ プ ラス ミ ドは，そ の 単位

長が 184bp で は E ．‘01 ゴ野生 株 で は増 え な い．95　bp

以下な らば増 え る・電 子顕微鏡観察で パ リン ド ロ
ーム

は十宇型を して い た．184bp 以上の パ リン ドロ
ーム を

含む プ ラス ミ ド もE ．coli の rec 　B ，　rec 　C ，　sbcB ，
　rec 　F

で は増え るが ， 欠損 が起 こ っ te．d°

　λdv の ρ刃o済〜一ψ／ を lacPO −lacf に 置 き換 え た

pLIOP3 を造成 した・pLIOP3 は 五 coli 　PolA 株

で増殖 しな い ．ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン処理 で 増殖す る変

異株を得た．こ れは laclPOに 2塩基置換 が あ っ た．

λの 複製起源 の みを持つ pL ・nl3 と名づ けた・45 ｝

　 コ リシ ン プ ラ ス ミ ド pKY −1 の 制限酵素地図を作製

した．ColEl と は完全に異な っ て い た が，　cea ＊，　i・m ” t＊，

ari の 構成 は 同 じで あ っ た ・cea ＊
，
　itnrJt＊

，
　A’il＊

，
　ori の

塩基配列を決定，
ori が ColEl と類似と認め た．配列

から推定される RNAI は ColE1 と CloDF 　13 の ハ

イ ブ リッ ドで あ っ た．46 ）

　 ヒ ト F ・
−ATP ア

ーゼ の活性中心 と考 え られ る βサ

ブn ニ
ッ ト cDNA の ク ロ

ー
ニ ン グを，発現 ベ ク タ

ー

λgtl1 を 用い た HeLa 細胞 cDNA ライ ブ ラ リ
ーよ り，

抗酵母 F
艮β 抗体を用い て行 っ た．全構造遣伝子 とそ

の 前後を含む DNA 塩基 配列を決定 した．　T5 プ ロ モ

ー
タ
ー
下流 に接続す る と，大腸菌内で リ

ーダーペ プ チ

ドを含む 前駆体 と して発現 した．47 ｝

　 大腸菌プ ラ ス ミ ドCQIE2
，
　c 。IE3 の 1ysis遺伝 子 の 塩

基 配 列 を 決定 した．両 者 は 同
一

で 分子量 4，861 と推定

さ れた ．遺伝子産物 の ゲル 電気泳動 も こ の 結果を 支持

した．遺伝子の ア ミ ノ 酸配列で 中央部20残基弱 の ペ プ

チ ドが機能に 必須で あり，
CloDF　13

，
　ColE1 の 相当遺

伝子 との 相同性が高 く，進化過程で の 強 い 保存を示唆

した．4s ｝

　 イ ヌ お よび ラ ッ トの 膵臓 cDNA ライ ブ ラ リ
ー

をそ

れ ぞ れ作成 し，ホ ス ホ リパ ー
ゼ A2 の 完全鎖長 cDNA

ク ロ
ー

ンを 単離 した．塩基配 列決定 の結果 ， ブタ ， ウ シ ，

ヒ トな どの 酵素の ア ミノ 酸配 列 との類似性を認めた．49 ’

　 ラ ッ トチ トク ロ ム P450cDNA を組 み 込 ん だ 酵母 発

現プ ラス ミ ド pAMC1 と pJMC1 で， そ れぞ れ S・

cerevisiae 　AH 　22 株を形質転換 した，　 P　45e タ ン パ ク

質 の 発現量は PJMcl が pAMcl の 約2 倍 ，
7一エ ト

キ シ ク マ リン o一脱 ヱ チ ル 化活性は1．7倍， ア セ トア ニ

リ ド P一水酸化活性は 1．5倍高か っ た．5ω

　 単純ヘ ル ペ ス ウ イル ス （HSV ）2型 DNA の クロ
ー

ニ ン グを ， pACYC184 を用 い て 行っ た・Hibed皿 完全
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処理 の 分子量約 22× 106−v1 ．2× 10s の 10 フ ラ グ メ ン

トを組 み 込 ん で も， 大腸菌 HB101 で 安定 に 複製 し

た．5n

　 S・　c・i’evisiae の エ ノ ラ
ー

ゼ 1遺伝子 （E7VOf ）の プ ロ

モ
ー

タ
ー

領域を化学合成した ，天 然型 以外に TATA

と転写開始点の 間 の CT ブ ロ ッ クが ， 32，
34bp 長い

変異プロ モ ーターを得 た，大腸菌の lac　Z との 融合で

検討 した が，発 現に 顕 著な差は なか っ た．転写開始点

に も差はな い ．S2，

　 大腸菌 H群 RNA フ ァ
ー

ジ GA の 全ゲ ノ ム 塩 基 配

列を 決定 して 1群 MS 　2 と比較，そ の 近縁性を検討 し

た・GA ゲ ノ ム は3，466塩基で ある，3 種遺伝子を含

む両末端に 非翻訳 領域がある ．全体と して MS2 に 非

常に 類似 して い る．S3 ）

　 枯草菌 α ア ミラーゼ 遺伝子の プ ロ モ ー
タ
ーお よび

シ グナ ル ペ プ チ ドを コ
ー

ドする DNA 領域を用い ，

分泌 ベ ク タ
ーと した．B ．　amylolieuefaciens の α

一
ア ミ

ラーゼ の プ ロ モ ー
タ
ー

， リボ ゾーム 結合部位などを，

枯草菌 の ア ミ ラ
ー

ゼ の プ ロ モ
ー

ター直 下 に 連結し，タ

ン デ ム プ ロ モ ー
タ
ー

とした．50

　 大腸菌 ヘ リカ
ー

ゼ llの 構造遺伝子で ある ，
　 nurD 遺

伝子を含む約 3kb の DNA 塩基配列を決定 した．既

報の結果と比較すると，14箇所 の 相違点が あ っ た。ヘ

リカーゼ 且 タ ン パ ク 質を精製 して ア ミノ 酸 組成 と比較

し， よ い一
致を 認め た．uvrl ）タ ン パ ク質 は 720の ア ミ

ノ 酸よ り成 る．55）

　 ラ ッ ト膵臓 エ ラ ス タ
ーゼ IDNA を プ ロ

ー
ブ と し

て，ブタ膵臓エ ラ ス ターk
“
　1の cDNA を ク ロ

ー
＝ ン

グした．塩 基配列 よ り推定 した ア ミノ 酸配列は，85％

の 相 同性 が あ っ た・β一ガ ラ ク トシ ダ
ーゼ との 融合タ ン

パ ク質を大腸菌で 発現させ
， 酵素学的，免疫学的に エ

ラ ス タ
ー

ゼ 活性を認 め た．5e ，

　常染色体優性 の 遺伝形式をと る家族性ア ミ ロ イ ドポ

リニ ュ
ー

ロ パ テ
ー

（FAP ）で は，プ レ ァ ル ブ ミ ン （PA ）

の 1 ア ミ ノ 酸残基が 置換 して い る．マ ウ ス 肝由来 の 遺

伝子 ラ イブ ラ リ
ーか ら全 PA 遺伝子を含む DNA 断片

を ク m 一ン し， そ の 塩基配列構造を解析 した．PA 遺

伝子がどの 臓器で 発現する の か を RNA プ ロ ッ ト法で

調べ ，肝臓，腎臓 ， 脳 に PAmRNA を見出 した．57）

　カ ブ トガニ コ ァ ギ ュロ
ー
ゲ ン の cDNA を ク ロ ーン

化 し， そ の 構造解析を行 っ た． コ ァ ギ ＝ ロ
ー

ゲ ン は血

球細胞中で 20残基 の シ グナル ペ プチ ドを もっ た プ レ体

として 合 成 され，175残基 タ ン パ ク 質として貯蔵 さ れ

る．5v

　 ヒ トプ ロ レ ニ ン DNA を血 液凝固 因子 Xa の 切 断配

列を 介 して XrpE に 接続 し，
’舮 プ ロ モ

ー
タ
ー

に より発

現する融合タ ン パ ク質からプ ロ レ ニ ン を分離で きる よ

うに した，大腸菌HB101 で ， 全 菌体量 の約30％の 不

溶性融合タ ン パ ク質が生産 され た．6M グァ ニ ジ ン 塩

基で 溶解，透析に より可溶化し，Xa 因子切 断で プ ロ

レ ニ ン を分離 した d さ らに ト リプ シ ン処理 して レ ニ ン

活性を 検出した ．ヒ ト由来の プロ レ ニ ン と生化学的，

免疫学的 に 同様 の 性質で あ る．Sgb

　 シ ビ レ ェ イ Na ，　K −ATPase α サ ブ ユ ニ
ッ ト cDNA

をプロ ーブとして ，
ヒ ト Na ，　K −ATPase の α サ ブユ

ニ
ッ トを HeLa 細胞 cDNA ラ イ ブラ リ

ーよ り，ク ロ

ー
ン化 した ．塩基配列 の 決定か ら1．023 ア ミ ノ 酸 か ら

成 り，シ ビ レ エ イと87％，ヒ ツ ジ と98％の相同性を示

した．6 °）

　 ヒ ト遺伝子 ラ イ ブ ラ リーよ り， ラ ッ ト OTCcDNA

を プ ロ
ーブ として ，ラ ッ ト OTCcDNA お よ び ヒ トオ

ル ニ チ ン トラ ン ス カル バ ミ ラ
ー

ゼ 遺伝子 （OTC ）を 含

む領域を ク ロ
ー

ン し， こ れ らを ク ロ
ーン し たゲ ノ ム

DNA 断片を 用い ， 10種 の ク ロ
ーン に 分類した． こ

れらは 85kb の 領域 に また が り，そ の う ちの
一

つ は

OTC 遺伝子 の 5’

端を含む ク ロ
ー

ン で あ っ た．CAAT ，
TATA ボ ッ ク ス の ほ か ，

エ ン ハ ンサ
ー

様 DNA 配列

を見出した．fii）

　PMA と ConA で 刺激 した ヒ トT 細胞 ハ イ ブ リドー

マ （AC5 −8）cDNA ラ イ ブ ラ リ
ー

より，
ヒ ト リン ホ ト

キ シ ン （LT ）cDNA を ク ロ
ー

ン 化 した．一次構造を 決

定 し，ヒ 1・末梢 リン パ 球由来 の LTcDNA と比較した

と こ ろ，全体で 14塩基 の 相違 が 4 箇所 の 部分配列に あ

っ た．発現 ベ ク タ
ー

で 大腸菌と COS 細胞 の ど ちらに

も活性 LT 分子を認め た．　 C 末端あるい はそ れ以下 の

ア ミノ 酸残基 が活性に必須で あ る．62）

　 フ ェ ノ バ ル ビ タ
ー

ル 処理 した ウ サ ギ肝 よ り mRNA

を精製 した後，cDNA ラ イ ブ ラ リーを 調製 し，ラ ッ ト

Fp2cDNA を プ ロ
ーブ として完全長 cDNA を ク ロ

ー

ン 化した．39，
　125　bp の 非翻訳領域 に 挾 まれ て ，2，037

bp の 翻訳領域が見出さ れ，こ れよ り ウサ ギ 酵素 は ラ

ッ ト酵素よ り1ア ミノ 酸残基多い 679ア ミノ酸残基か

らな る こ とが 明 らか とな っ た．構造相同性は90％ で ，
FAD

，　FMN の結台 に 関与す る と考え られ る 配列も，
よ く保存 さ れて い た ．63 ）

　 マ ウ ス テ ト ラ カ ル シ ノ ー
マ OTT 　6050 由来 の F9 細

胞が分化す る過 程 で ， 発現 が 誠少する ポ リ （A ）
÷RNA

に対す る cDNA を， 異なる 6 個 に ク ロ
ー

ン 化 した．
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これ らの ク ロ
ーン は未分化 F9 細胞に レ チ ノ イ ン 酸お

よび ジ ブチ リル cAMP 添加後の 発現変化で 2群 に分

類され た．64 ）

　 ラ ッ トア ル ド ラ
ー

ゼ B 遺伝子 お よ び 近傍 の DNA

メ チ ル 化を 仰 α ll　，　H ／ta　1 認識部位 シ トシ ン で 調べ

た．認識部位 15箇所の う ち3’側 半分 と3’近 傍 で は，発

現 と は無関係 に強くメ チ ル 化され るが
， 5’

側半分と5’

近傍で は 発現 と相関性があり， メ チル 化に より発現 に

抑制が あ っ た．65）

　 α 2 プ ラス ミ ン イ ン ヒ ビ タ
ー

（α 2PI ）遺伝子を ， 既知

の ア ミ ノ 酸配列 に 対応す る合成 DNA を プ ロ ーブ と

し，α 2PI 産生細胞 HepG2 か ら抽出した mRNA を

鋳型 として 作成 した cDNA ライ ブ ラ リ
ーよ リク ロ

ー

ン 化 した．最 も長い cDNA ク ロ
ー

ン は 1．7kb あり，

約 2．4kb の α 2PlmRNA の 70％ に 相当す る，塩基配

列に よ り a
「
2PI タ ン パ ク質 の 約 55％ に 相当す る C 末

端274 ア ミ ノ 酸を推定し，血漿 プ ロ テ ア
ーゼ イ ン ヒ ビ

タ
ー

フ ァ ミ リ
ー

タ ン パ ク質 と比較 し，
α 2PI 特有の 構造

を見出 した．66 》

　 フ ァ
ージ J工 の ア ス コ ル ビ ン 酸 に よる不活性化 は グ

リシ ン で 促進 さ れ る が，L一リジ ン ，レ グ ル タ ミ ン 酸で

も同様の 作用が あ っ た． こ れはグ リシ ン の 場合 と同

様に OH ・ラ ジカ ル の 発生を 促進す る と考え られ る・

D一ア ミ ノ 酸で も同 じ効果が ある．6T ）

　 Bacillus　 ane ” i−inolylicusの プ ラス ミ ドの 分布を し

らべ た結果，20中11株 に 種 々 の 分子量をもつ プ ラ ス ミ

ドを 認 め た ．プ ラ ス ミ ドの 宿 主 に 与え る 形 質 を，消 去

株で 検討 した が，今 の とこ ろ潜在性に 留 っ て い る．68）

　pBR 　322を用 い 凍結融解 の 影響を 訪 蜘 o，　in　witf
’
o

で検討 した．pBR 　322保有 の E ・coli 　C 　600 を各種溶

液 ， 温度で凍結融解を繰 り返 す と ， 生残率 は低下す る

が薬剤耐性は ほ ぼ 100％保 っ た．pBR 　322 そ の もの は

形質転換率 が低下 した．　69 ）
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