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　 　 　 　 　　 伝子 の ク ur　一 ニ ン グと 大腸 菌 で の 発現
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（目的 ）　 シ ュ
ーク ロ

ー
ス ・ボ ス ホ リ ラ

ーゼ （SPL）は 、 血 中 ・尿 中の 無機 リ ン 定 量 用酵 素

と し て 臨床検 査 試 薬 に 用 い られ て い る 。 現 在 、 乳酸 ee　L．　mesenteroides 　ATCC12291株 よ り

生 産 が 行な わ れ て い る が 、 生 産性 等 の 問題 点 を解 決 す る 為に SPL遺 伝 子 を ク ロ
ーニ ン グ し

大腸 菌 内 で 大量 発 現 さ せ る こ と を 目的と して 本研 究 を開 始 し た 。

（方法 ）　 L．〃θsenteroides よ り染 色体bNAを 調製し 、 ぶcoR 工及び Sa　u3 　AI消化物 を各 々 pBR32
2へ 挿 入 し遺 伝子 バ ン ク を作製 した 。

．プ ロ
ーブ と して 精 製 SPL蛋 白 N 末端 6 ア ミ ノ酸 に 対応

す る 17皿er24 通 りの

「
合成 DNAを用 い て コ m ニ ーハ イ ブ リ ダ イゼ イシ ョ ン に よ り選 伝子 の 検索

をお こ な っ た 。
’

（結果 ）　 選 伝子 バ ン ク よ りSPL遺伝子 を含む 3．　OkbDNA断片 を取 得 し た 。 更 に サ ブ ク ロ
ー

ニ ン グ
’
に ょ り SPL発現 に 関 与す る領域 を 1．8kbま で 限定 し 、 こ の 断 片

「
をpUCI19 に 挿 入 して pS

PLIIを 作製 した ．
　 JM101（pSPLII ）株 に お い て 約 ZOU／en1の 活性 値 を示 し た 。次 に ラ ム ダ ・

フ

ァ
ージ を利 用 した ス リ

ー
パ ー ・ベ ク タ

ー t ）
に よ る 発現 を試み た 。 SPL遺 伝 子 が 4 コ ピ

ー
存

在す る DNA断 片 をベ ク ターへ 組 み 込 み 、 大腸 菌 1100 に溶原 化 した 。 溶 原菌を培 養 し て 熱 誘

導 （43℃ 正5分 聞 ）後 、 32℃ 4 時間で の SPL活 性 は 約 50U／ml を示 し 、 こ の 値 は DNA供 与 菌の 50
倍以 上の 高活 性 で あ っ た 。 また 、 SPL発現 に 関 与 す る 1．8kb断 片 の 塩 基配 列 を 決 定 し た と こ

ろ 、精 製 SPL蛋 白 N 末端 30ア ミ ノ酸 に対 応 す る DNA配 列 を 先頭 に 1470bpの
’
ORFが 見 い 出さ れ

た 。
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乳 酸歯 Enterococcus　 faecalis β
一g 且ucosidase 這 伝 子 の 、大腸 菌 に お け る
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1 ．冒的 　 　乳醵 菌に お け る新 規 な 宿 主 一ペ ク タ
ー系 の 確 立 、と くに その 際の マ ーカ ー と

な る遺 伝子 の 単離 を目的 と して 、Enterococcus　faecalis 　subsp ．一 由来 の 、

β
一
glucosidase 遺 伝子 の ．　 Escherichia曲 内で の ク ロ ー ニ ン グ と 発現 を試み た ．

2 ．方 法　　E．faeca ！is　subsp ．1　 efaciens の 全 DNA をEcoRIで 分 解した 後 、pUC18

の EcoRI部 位 に組込 み 、ampicillifi 耐性を指 醸 として 、旦v £ Ω」L； JMIO9 の 形質 転 換 を行 っ

た 。β
一glucosidase 遺 ほ子 を 獲 得 した 形 質転 換 体は 、5−bromo−4−chlero −3− indolyl一β　

−g−

glucopyraneside （X−glu ｝ と isopropyl−1−・thio −・β一
聖
一ga1actopyranoside （IPTG） を含有

する選 択培 地 上で 青 色 を 呈 した コ ロ ニ ー と して 選 択 した ．

3 ．結 果 　　EcoRl を用 い た シ ョ ッ トガ ン ク ロ Pt ニ ン グの 結果 、β
一glucosidase 活性 を有

す る 6 個 の 形質転換体 が得 られ た ． 各 々 の 形 質 転換体 よ り組 換 えプ ラ ス ミ ドを抽 出 した の

ち、制 畷 酵秦 に よる切 断 お よ び SQuthern プ ロ ッ ト法 に よ り比 較 した 結果 、得 られ た 形質

転 換 体 は 3 種 の もの に 帰結 す る こ と が判 明 し え 。さ ら に 、異 な る 3 種 の 形 質転 換体に つ い

て 、それ らの 保持 す る 組換 え プ ラ ス ミ ドを各 将 、pEFGI ，　 pEFG2 ．　 pEFG3 と して 、挿入 断 片

に つ い て の 制 限酵 素地 図 を作 成 した ． また 、各 灯 の プ ラ ス ミ ドに つ い て 、培地 中 へ の IP丁G

の 添 加 が発 現 に及ぼ す影 響 を 調 べ た ．その 結 果 、PEFGI 保持 株 に 関 して は 、IP↑Gの 非 存在

下に お い て も、X−Glu の 分 解 に よ る 強 い 発色 が 認め られ た ．

一
方 、pEFG2 ，　 pEFG3 保持 抹 に

関 して は IPTGの 存在 下 に お い て 発 色 が認 め ら れ た ．

Clo【｝ing　and 　Expresslon 　of 　the　β
一Glucosidase　Gene 　from 一 鱗 　in

　 herichia £ Ωユユ

Shinji　Ka縮ayama 鶏，　（）Kenj　i　緬orita ，　Kohtaro　Kirimura ，　and 　Shoj　i　Usami　（School　of

Sci ．　and 　Engineer．，　胃aseda 　Univ ．，　「「okyo 　169；　蔀NipPon　Gene 　Co．　Ltd．，　τoya 隅a　930》

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


