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｝ラ ン ス グ リコ シ ダ
ー

ゼ とペ ニ シ リン 感受性の トラ ン

ス ペ プ チ ダーゼ の 両 活性を になう．こ れら比較的高分

子量 （9万〜6万） の PBP が細菌の 増殖 と形態の 決

定 に 必須で あ る の に対 して
， 比較的低 分子量 （5 万

〜4 万 ）の PBP 　4，5，6 は増 殖 に必 須で は ない らしい ．

　β・ラクタ ム 抗生物質 の 阻害機構 に つ い て は， 基質類

似体仮説が提唱 されて い る．すな わち，ペ ニ シ リン は，

ペ プチ ドグリカ ン 合成における前駆体の ペ ン タ ペ プチ

ド側鎖の 末端 D ・ア ラ ニ ル ーD 一ア ラ ニ ン の 構造類似体 で

あ る とい う もの で あ る．そ して ，ペ ニ シ リン を 分解す

る β・ラク タ マ
ー

ゼ は ペ ニ シ リン 感受性 の 酵素から進

化 した もの で あ る と考え られて い る．大腸菌 の PBP

で は ，
1A

，
1B

，
2

，
3

，
5 で ， 全 ア ミノ 酸配列が決定され，

活性中心 の セ リン 残基 が同定された．こ の セ リ ン 残基

の 3残基 カ ル ボ キ シ ル 側 に は リジ ン 残基が 共通 して 認

め られ ， 数種類の β
・
ラ ク タマ

ーゼ ，Bacillus属 の D ・

ア ラニ ン カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ
ーゼ と 共 に，Ser・Xaa −

Xaa ・Lys は 保存 された 配列 で ある こ とが 分か っ た．v

こ の 活性中心 の セ リン は，ペ ニ シ リン が関係する 酵素

で 共通 に ア シ ル 化 され る残基 で あ る．

　 最近，β
一
ラ ク タ マ

ーゼ と ペ ニ シ リン 感受性 DD 一ペ プ

チ ダ
ー

ゼ の 結晶構造 が相次 い で 発表 され た．そ れ らの

うち ，
StaPh710coccus　aureus の β

・
ラ クタ マ ーゼ

2》

の も

の が最 も詳細な解析が行われて い る．そ れ に よれば ，

β
一
ラ クタ マ ーゼ の 構造は β・シー ト ・ド メ イ ン と α ・ヘ

リッ クス ・ドメ イ ン からな り，活性中心は こ の 2つ の

ドメ イ ン に挾まれ る
“

くぼみ
”

に存在する。 触媒残基

の Ser70 は
“
くぼ み

”
の 底に 位置 し，塩橋 を形成 し

て い る Lys　73 と Glu　166 と共に こ の 底 で三 つ 組 の 触

媒中心を 形成す る．そ して ， β
一
ラ ク タ マ ーゼ の ペ ニ シ

リンを 分解す る反 応機構は，セ リン プ ロ テ ア
ーゼ と類

似の もの で あろうとす る モ デル が提 出 され た．βラ ク

タマ
ーゼ の立体構造が明らかに な っ た こ とによ り， 今

後 β・ラ クタ ム 剤 に つ い て の ドラ ッ グ ・デ ザ イ ン が 急

速 に 進 む もの と期待 さ れ る．

　 大腸菌の PBP で は，　 IBS）
と 5 で 結晶解析が 進行中

で あ り，24） と35’

で は遺伝子操作 に よ り， 疎水性の 高

い
， タ ン パ ク質 の 膜結合に 必須 の 部分を 欠失 させ

， 水

可溶性の 型 に変換した PBP の 結晶化が試みられて い

る．こ れ ら PBP の 立体構造の 解 明 が待 た れ るが，一

方 PBP の よ り複雑 と思 わ れ る ト ラ ン ス ペ プチ ダ
ー

ゼ ，

な らび に カ ル ボ キ シ ペ プチ ダ
ーゼ の 反 応機構も， β一ラ

クタ マ
ーゼ で の解析を基 礎 に今後 明 らかに されて い く

で あろう．
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1パ ル ス フ ィ
ール ドゲル電 気泳動 に よる

i染色体構造解析 ・ 新展・

　Schwartzと Cantori） に よ っ て 開発 さ れ た 巨大

DNA 分子を分 離 する パ ル ス フ ィ
ール ドゲ ル 電 気泳動

法 （PFG ）の 応用 に よ っ て 染色体の 講造解析が斬 しい

局面を 迎え て い る．通常 の電気泳動で は 20kb 程度ま

で の DNA 断片しか分離で きなか っ た が ，
　 PFG で は

9Mb まで の DNA 断片を 扱 え る よ うに な っ た．電場

の 方向を一定の 時間間隔で変化さ せ る と ，
DNA 分子

が ゲ ル 中で 新 しい 電 場の方向に 方向転換する の に要す

る時間は DNA 分子の 大 き さ に 関係す る．こ の こ と

を利用 して 巨大 DNA を分離す る の が PFG で ある．

新 しい 実験手法の 開発 は われ われ に 新 しい 世界 を見 せ

て くれ る もの で あ る．大腸菌染色体 DNA の IVot　1　IC

よ る切 断で は 20kb か ら1Mb の 22断片が得 られ ， そ

の 制限酵素地図が作成され ， 遺伝子地図との 対応がつ

け られ た．2｝ F 因 子中に は 1 ヵ 所の Not　l切 断部位が

存在す る こ とや ， あ る大腸菌株で は rrnD と rrnE 間

が 逆位 して い る こ とが確 か め られた．染色体 の構造変

化を物理的に 確認 す る こ とが 容易 に な っ た わ けで ある．

　一方 ， 出芽酵母 Saccharomyces　cerevisiae で は16本
の 染色体 DNA が ， 分 裂 酵母 Schisosacchro〃h7ces

P・ mbe で は 3 本 の染色体 DNA が分離，検出 され て

お り，遺伝学的 に 確認 され て い る染色体 との 対応が つ

け られ て い る．S’4）

さ らに ， 染色体の Not 　I 制限酵素地

図 も両酵母 で 完成 され つ つ ある．まずはク ロ
ー

ン化遺

伝子の マ ッ ピ ン グに 役立 つ と思 わ れ る．染色体 DNA

の PFG パ ターン に よ る 「核型 分 析 」 も可 能 で あ り，5）

適 当 な 制限酵素を組み 合わ せ る こ と に よ り株 レ ベ ル で
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の 同定に も応用で きそ うで ある．

　放線菌 StrePto〃m ＞
・ces 属 の 抗生物質生 産 に はプ ラ ス

ミ ドが関与 して い るとい う遺伝学的証拠が得られて い

た が
， 通常の 電 気泳動法 で はそ の プ ラ ス ミ ドを検出す

る こ とが で きて い な か っ た．しか し，
Kinashi ら

6，
に

よ る PFG 解析で 520　kb の 線状プ ラス ミ ド pKSL が

3，伽 σノ勧 爵 の 抗生物質生産 に 関与 して い る こ とが示

され た．他 の StrePtomyces 属で も巨大線状プ ラス ミ

ドが検出され て お り，放線菌の 抗生物質生産に 関す る

遺伝子解析が急速に進むもの と思われる．

　最近 ， テ ロ メ ァ を 利用 した人工 染色体ベ クターが 開

発 され，S．　cerevisiae を宿主 と して 400　kb まで の ヒ

ト DNA 断片を一挙に ク ロ
ーニ ン グす る こ とが可 能

に な っ た．7） こ の 解析に は PFG はな くて はならない

解析手段とな っ て い る．遺伝子 サ イ ズ の 大きい 高等真

核生 物の 遺伝子の 構造解析に も PFG は威力を発揮 し，

興味深い 知見を与えて くれそ うで ある．お楽しみ は こ

れ か らだ．
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遜 菌・ 遺伝菰 ・ 多濡　　　　　　　　　　　　　i
　遺伝子の 発現 は ，

RNA ポ リメ ラ
ー

ゼ がプ ロ モ ー
タ

ー
配列を認 識 し， 転写す る こ とに よ っ て始まる．大腸

菌で は，プ ロ モ ータ ー
領域 に お ける コ ン セ ン サ ス 配 列

が知 られ，転写 の 様式 は 比較的単純で ある．これ に 対

し放線菌 は大腸菌と同 じ原核生物で あ りな が ら， 転写

の 様式 が複雑で ある こ とが最近 の 研究で 明 らかとな っ

て きた ．

　放線菌 （StrePlomyces）の 宿主 ・ベ クター
系の 開発 に

よ っ て 種 々 の 抗 生 物 質耐 性遺伝子， 酵素の 生産 に関与

する 遣伝子 あ るい は抗 生物質生合成 に 関与す る遺伝子

（群）が クロ
ー

ン 化され ， 構造遺伝子領域 だ けで な くプ

ロ モ
ー

ター領域 の 塩基配列 も明 らかに さ れ て い る，1’2）

これ らの 配 列を大腸菌の
一35領域 ，

− 10領域 の コ ン セ

ン サ ス 配列と比較して み る と，− 35領域，− 10領域共

に 類似 して い る もの
， ど ち らか一

方の 領域の みが 類似

して い る もの ，類似性が全 くみ られない もの な ど多様

性に 富ん で い る．また，1 つ の 遺伝子が 2 つ 以 上の プ

ロ モ ー
タ
ー

領域を持つ 場合が多い こ とも放線菌遺伝子

の特徴 で あ り， た とえ ば ア ガ ラ
ーゼ の 遺伝子 （dag

A ）
3》

は 4 つ の プ ロ モ ーター領域 を 有 して い る． こ れ

らの こ とは，放線菌遺伝子の 発現の ために は 多様な プ

ロ モ ー
タ
ー

領域に 対応して ， そ れらを認識し転写する

RNA ポ リメ ラーゼ に も多様性 が 必要な こ とを示唆し

て い る．

　さ て ，放線菌の 遺伝子操作に 汎用 されて い るベ クタ

ー
プ ラス ミ ドに plJ　7024

）

が ある．こ の プ ラス ミ ドに

はチ オス トレ プ トン 耐性遺伝子 とチ ロ シ ナ
ーゼ 遣伝子

（mel ） が 選択 マ
ー

カ
ー

と して 組 み込 ま れて い る．と く

に mel は，メ ラニ ン 色素産生 に よ っ て そ の 発現を肉

眼的に容易に 識別で きるた め，遺伝子内に あ る 3 カ所

の 挿入失活部位 を利用 した組み換え体 の 取得が よ く行

われて い る ，しか しな が らこ の mel は ， す べ て の 放

線菌で発現するわけで はな い ． Stre2t・ myces 　claevuli ・

8erus，　S．　kasugaensc
’
s
，
3グ翩 20 顧伽 8 郷 ゴ∫ などの 菌株に

お い て は mel が 発現 されず メ ラニ ン の 産生 が認 め ら

れ な い ．馬目 ら
S）

は こ の現象 が プロ モ
ー

タ
ー

領域 の 差

に よ る もの で ある こ とを示 した．すな わ ち 3，勉 〃震吻 ・

inensisは，　mel 本来の プ ロ モ ー
タ
ー
領域を 認識す る機

能を持 っ て は い な い ．しかし他の StrePtomyces 由来

の DNA 断片を mel の 上流に 挿入 す る と，そ の 中に

はは っ きりと した メ ラ ニ ン の 産生を 引 き起 こ すもの が

認 め られ た （1工種 14株か ら調製 した DNA 試料のす
べ て か らこ の よ うな DNA 断片が分離され た ）．こ れ

らの DNA 断片は ， 解析の結果，プ ロ モ
ー

タ
ー

活性

を有する と考え られた．つ ま り，
s ・　」

’
um ・njinensisの

RNA ポ リメ ラ
ー

ゼ は ，
　 mel 本来の プ ロ モ ー

タ
ーか ら

は転写で きない が，他 の プ ロ モ
ー

タ
ー

からは転写で き

るわけで ある．こ れ らの DNA 断片 の 塩基配列を mel

と比 較 した と こ ろ ， リボ ソ ーム 結合部位 の 配列 は mel

と同 じで あ っ た が，そ の 上流域 の 配列 は全 く異 な っ て

い た． こ れ らの 結果 は ， 放線菌 の プ ロ モ ー
タ
ー
領域

は 多様で あ り，そ の 認 識 と転写開始 の た め に は異 な る

RNA ポ リメ ラ
ー

ゼ の 必要な こ とを は っ きりと示唆す

る もの である．

Westpheling ら
6）

は S ．　ceelicolor の RNA ポ リメ ラ

ー
ゼ に は多様性があり，そ れらは シ グマ 因子の 差に よ
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