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は 　 じ　 め 　 に

　農薬 と は 農業 に 関係の あ る薬剤と一般 に 解 釈 さ れ る

が ， 病原菌や 病害虫を駆除，予防す る 目的 の 薬剤 以 外 に

も農作物 の 生理機能の 増進，ま た は 抑制に 用 い られ る 成

長促進剤 ， 発芽抑制剤そ の 他 の 薬剤が 含ま れ る とす る と ，

きわ め て 多岐 に わた り，英語 で pesticideと称す る 範囲か

ら は み 出 して し ま う．そ れ は と もか く，筆者 は そ の よ う

な農薬 ， あ る い は 生 理 活性物質とは 無縁で あ っ た の で ，

こ こ で は
“
遺伝子 操作

”
の 立 場 か ら見 た 解説と な ら ざ る

を え な い ．ま た最近 の 本誌 の 解説 も あ り
1）

1 概念 的 な こ

と は 重複 を避け，
‘‘
耳

”
情報 か ら思 い つ い た 事柄を中心

と し た い ．そ し て 微生物農薬 を 微生物起源農薬 と拡大 さ

せ て い た だ く．

　微生物 の 持つ 機能を農薬 と して利用す る 例 は す で に い

ろ い ろ 知 られ て い るが ， 今後 の 問題 と し て 考え て ゆ く場

合 ， 作用 や機能 の 面 で な く ， 扱 う形態 ， 物質構造 の 点 で

考 え る と大約三 つ に 分 か れ る と考え られ る．第 1 に は 微

生物そ の もの を用 い る 場合 ， 第 2 に タ ン パ ク質な どの 高

分 子 物質 の 場合，第 3 に 比較的低分子 の 化学物質の 場合

で あ る．こ の 中で 現 在ま で ， あ る い は 将来と も に 重要視

され て い るの は 第 3 の 場合 で あ ろ う．す で に 記 した よ う

に 農薬を全体 と し て み れ ば，最終 目的 を農作物 を中心 と

す る植物の防疫 ， 保護 ， 栽培促進 に 限 っ た と し て も， 標

的 とな る生物 は ，ウ イ ロ イ ド， ウ イ ル ス の よ う な寄生体，

原核，真核微生物，動物 （昆虫）， 植物 （雑草）な ど生

物界 の すべ て に 帰属す る わ けで あ る か ら，と う て い こ こ

で 作用や機能ご と に分け て論ず る の は 避けたい の で あ る

が ， 利 用 媒 体 を 微 生物 と限定す れ ば，前述 の よ うな分け

方 も意味 が あ る で あ ろ う．

　第 1 の 場合 で 著名 な の は BacillUS　thu「ingensisが古

く か ら知 られ て お り， そ の 殺虫性 を農薬に 欧米 で は 用 い

ら れ て い る，第 2 の 場合 は ，B ・thuringensis の 作用 が ，

感染 とい う よ りは ，
こ の 菌 の 産生す る 毒素 が 主 役 で あ る

こ と か らも考 えられ，また原核微生物 の抗生物質的 タ ン

パ ク 質 で あ るバ ク テ リオ シ ン や ，真核微生 物で の キ ラ
ー

タ ン パ ク 質 の 例 か らも考え られ る 手段で あ るが，未開発

に 近 い と考 え て よ い だ ろ う．第 3 の 場合は ジ ベ レ リ ン

や ，
ブ ラ ス トサ イ ジ ン に 代表 さ れ る 生 理 活 性 物 質 や 抗生

物質 の 類 で あ っ て ， お そ ら く編集者 の依頼 も こ こ に あ る

の で は な い か と推察し て い る．しか し な が ら率直 に い っ

て こ の 分野 で の 遺伝子操作 の 研究 は ま だ ま だ 十分 と は い

え な い し ， 結局 の と こ ろ抗生 物質な ど，い わゆ る 2 次代

謝生産物 の 生 産に お け る遺伝子 工 学 の 内容 と 完全 に 重 複

し て し ま うこ とに なる．

　し た が っ て ， こ こ で は 大局的 に み て ，微生物機能を引

き出す の に 遺伝子 レ ベ ル で ど の よ うな こ と が考え られ る

か を述 べ て み る．微 生 物機能を 引 き 出す に は ，培養条件

など環境を変 える外因的な こ と もあ るが ， 内因的 な 遺伝

子 レ ベ ル で 決 まるの で ，遺伝子 を 付与す る面 で 検討 した
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い ．た だ し ， 目的 の 植物 へ の 遺伝的付与，た とえ ば耐性

遺伝子 を外部か ら付与す る な ど の こ とは 除外す る．

遺伝的特性 を付与す る 従来 の 育種手段

　 動物や植物 の 育種 で は，古 い 時代 か ら交 配 に よ る育種

が 広 く用 い られ て き た．属 間 は 困難 で も ， 種 間交配 に よ

っ て ， 今 ま で そ の 系統 に は 認 め られ な か っ た形質を付与

す る 試 み は 多 く の 例 を 残 した ，す べ て の 種 間 交配 が 稔性

を もつ 次世代を 生 む とは 限 らない が ， そ の よ うな意味 で

は ， 元来が 1倍体 （haploid）で ある原核生 物や，有性生

殖 が 明 瞭 に 認 め られ な い い わ ゆ る 不 完全菌 （fungi　 i皿 一

perfecti）と 総称す る菌類で は交配 に 相当す る操作 が 使え

なか っ た の で ， 付与す る方向 に 育種法 は 進 み に く か っ

た ．麹菌な ど の 糸状菌 の 菌糸 間で 吻合 （anastomosis ）が

起こ り， 双方 の 核 が 遺伝的 に 異な る場合に ヘ テ ロ カ リオ

ン （heterocaryon ） が 結 果 と して で き ， そ れ を 紫外線 照

射に よ っ て融合させ る先駆的研究 が あ り
2）

， 育種手段 と

し て 試 み られ て い るが 大系化さ れ る に 至 っ て い な い ．し

か し ， 最近 に お け る 細胞融合法は こ の 延 長線上 に あ る．

細胞を プ 卩 トプ ラ ス ト化，ス フ ；卩 プ ラ ス ト化 し て
， ポ

リエ チ レ ン グ リ コ ール 存在下で 融合させ て新形質を保持

させ よ う と 試 み られ て い る S）． また融合 させ る の に ， 電

気融合法 が 開発 され て い る．た だ し ， 形質を指定 して 付

与 させ る と こ ろ ま で は 至 っ て な く， あ くま で も試行錆誤

に よ る もの で あ り， 新形質が安定 に 保持され る た め の 選

択圧 が 特定 で き る もの で は な い ．

　融合 に よ っ て 遺伝情報が そ の ま ま倍加す る 例 は 少 な

く，DNA 塩基配列相同性 に 起 因す る相同性組換えが染

色体 間 で お こ り， し だ い に 不要 の DNA 区分 が捨て ら れ

て ゆ く の が一
般 的 で あ る ．DNA 塩基配列 の 相同性組換

え は か な り古 くか ら知 ら れ て お り ， 意識的 に も育種手段

と して 用 い られ て きた ．原核生物で の 形質転換や形質導

入 ， あ る い は 接合に よ る 遺伝子伝達 も ， 結果的 に は ， 後

述の プ ラ ス ミ ドと し て 保持され る 場合 を 除 い て は ，相同

性組換 え を起 こ す こ と を利用 し て い る．DNA 塩基配列

の 相 同性 が か な り長 い 区分 と し て 要求 さ れ る の で，同

種 ， 近縁 の 闘 に 限 られ ，し か も当初 ， 形質転換 の 有効性 は

J）iPlOcoocous　 Pneumoniae な ど の 病 原 菌 や ，
　 BacilJUS

S ”btilisの 特定 菌株 間 で し か 認 め られ て い な か っ た の で

応用例 は 少なか っ た．それ で も形質転換能 を 利 用 し て

B ．subtilis で α
一
ア ミ ラーゼ産生 を増強 した例が あ る．

こ れ は い ろい ろな変異手段 に よ っ て 得られ た ア ミラーゼ

産生能が上昇 した 菌株の DNA 標品を 用 い ， そ の 形質 を

次 々 と形質転換 で 付 与 す る 方 法 で
， 最終 的 に 700Q・−

IOOOO 倍 に ま で 増強され て い る
4）． この 中で もツ ニ カ r

イ シ ン に 耐性獲得 で ア ミ ラ ーゼ 産生能が強化し た段階 が

あ るが ， この 強化 が 遺伝子重複に よ る こ とが 最近示 され

て い る．ア ミ ラ ーぜ 構造遺伝 子 の 近傍に ツ ニ カ マ イ シ ソ

耐性遺伝子 B が存在 し ，
ツ ニ カ マ イ シ ン に 接触す る こ

と で 耐性増強 の た め 重複を起 こ す組換え （非相同性 お よ

び 相 同性）が 起 こ っ た とされ る
5 ）．遺伝子増強効果 （gene

dose 　effect ）を期待す る手法と し て他の 応用が ま た れ る．

つ ま り形質転換法 が 細胞 を Ca’H 処 理 した り，
プ ロ トプ

ラ ス ト （ス フ ェ ロ プ ラ ス ト）化す る こ とで 従来期待 で き

な か っ た 菌種 に も適用 で きる よ う に な っ た の で ，薬剤耐

性を選択圧 の 対象 と し ， 付随す る ， あ るい は 耐性遺伝子

近傍の DNA 配列を重複，増強す る 試 み が 開け た の で あ

る．ケ モ ス タ ッ トを 用 い
， 選択圧 をか けて 遺伝子増強 が

可能 に な っ た 例 で は，お そ らく こ の よ うな DNA 組換 え

が 生体内 で 進行 した もの と考え られ る
6）． ツ ニ カ マ イ シ

ン 耐性遺伝子 と ア ミ ラーぜ構造遺伝子 の 距離関係は偶然

で は あ っ た が ， 積極的 に DNA 配列 を染色体 レ ブ リコ ン

内 に 取 り込 ま せ て 選択圧 に よ り重複 ， 増強効 果を求め ら

れ よ う．

限定 された遺伝情報の改変

　今ま で述べ た よ うに一般に 微生物を材料 と した と き ，

遺伝情報を付与す る 方向は む し ろ稀 で ，そ れ ま で そ の 生

物種 が 保有 し て い た 遺伝情報内で の 改変 を試み る の が主

力で あ っ た ．い わ ゆ る 変異株の検索で あ る．い ろ い ろ な

変異原処理 に よ っ て 目的 産物 の 生産性の 増強 を は か る こ

とは ，日常に当然 の ごと く試み ら れ ， そ して そ れ は 効果

を期待で きる もの で あ っ た．最も良い 例と し て ペ ニ シ リ

ン 生産菌 ，
Penicillium 　 chrysogenum があ る．　 Fleming

に よ っ て 最初 ，
P ・notatum で 発見 され た ペ ニ シ リン は，

そ の 後，感染症 の 特 効 薬 と して 再評価 さ れ ，
ペ ニ シ リ ン

生 産菌の検索が 積極的 に推進 された．そ して 米 国，ペ オ

リ ア 市 の 主婦 が 提供 し た ク ワ ソ タ 卩
一プ メ ロ ン に 着生 し

た株が 親株と な っ た．全世界 の ペ ニ シ リン 生産菌 は こ の

系統 で あ り，1U ！ml で あ っ た 力価 は 10，000　U！n11 以 上

に ま で 改良 され て い る ．し か し ， 変異株を得 る各段階 で

ど の よ う に遺伝情報が 改変さ れ た か ， なに ゆえ ， それ に

よ っ て 生産性 が 上 昇 した か は 追究 され な か っ た ．こ れ は

当時の 科学 レ ペ ル で は や む を え な か っ た ．同様 な例 とし

て ス トレ プ トマ イ シ ン を は じ め と す る 抗生物質 の 生産性

増強 が行な わ れ て きて い る．

　 こ れ らの 例 で は 外部 か ら DNA 情報，素材を 加 え て い

な い か ら ， あ くま で も限定 され た 遺伝情報内 で の 改変 に

よ っ て い る．塩基配列 の 変化 に よ っ て 惹起 され た 分岐合

成系 の 不活性化，生合成 関与の 酵素構造遺伝子 の 改変 ，
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そ の 遺伝子 の 発現 を抑制す る 機構 の 解除な ど の ほ か ， 炭

素源 ， 窒素源 の 効 果的吸収 ， 生産 物 の 分泌促進な どい ろ

い ろ な 要素が 生産 性向上 に 考え られ る．変異原 に は γ線

な ど の 電離放射線 の よ うに か な り無差別 に DNA 分子傷

害 を与 え る場合 もあ る が ， 紫外線 の よ うに ピ リ ミ ジ ン 2

量体 ， それも チ ミ ン 2 量体 を主 として 生成す る な ど ， 標

的構造が 特異性 を帯び て い る場合が あ る の で ， 1 種 の 変

異原 の み の 処理 で な く，複数種 の 変異原 が有効 に な る が
，

もと よ り DNA 塩 基配列 が す べ て 解明 され て い る わ け で

は な い か ら ， 試行錯 誤 を行な う よ りほ か は な い ． DNA

傷害 を与え る こ と に よ り， そ れ を修復す る過程 で 誤 りが

惹起 され る と考 え られ て い る が ， そ れ 以 外 に も 組換 え機

能が 誘導さ れ る の で ， 重複な ども含め た DNA 再編成 が

促進 され た結果を得 て い る こ と も あ ろ う．

　抗 生物質な どの 2 次代謝産物 は構造的 に特異な 母 核 を

持 つ もの が 多く ， 代謝 の 調節現 象や機構が 知 られ て い て

も ， そ の 知見 を生産能増大 に 利用 し て い る の は 少 な い ．

一方 ， ア ミノ 酸 の 場合は 生合成過程が よ く知 られ ， 種 々

の 調節機構が 調 べ られ て い る ．した が っ て ア ナ ロ グ化合

物 に 耐性 の 変異な ど を 目標と し て 生産性増大 を図る こ と

も十 分 に 利用 さ れ て い るが ，複雑 な化学構造 で は そ の ア

ナ ロ グ化合物 を合成す る こ と自身が難 し く， 代謝調節を

中心 に考え た 戦略は ま だ未熟で あ る と考え られ る．

プラ ス ミ ド支配 の 代謝能

　細胞 を 宿主 と す る寄生 体 で も ， 宿主 に 顕在 的 な 害を与

え る ウ イ ル ス ， フ ァ
ージ は 歴史的 に もか な り以前か ら認

め られ て い た ．こ れ に 反 して 同様 に 宿主 に 寄 生 す る プ

ラ ス ミ ドは ， た と えそ れ が 表現形質 に 差が 認 め られ て い

て も潜在的な存 在 で あ っ た．細胞 を規制す る 主 染色 体

DNA と は 物理 的 に 独立 し て 保持 され ， 遺伝する プ ラ ス

ミ ドの 分離 ， 分析法が 進み ， 実 験室的な培養で は 必須で

は な い 遺 伝情報を 担 っ て は い る け れ ど も，自然界 の 多種

多様 な環境下 に 適応 し て 生息す る の に格好 な 遺伝情報を

宿主に 付与 し て い る場合がきわ め て 多 い こ とが ，こ と に

原核生物に お い て 示 され て きた ．

　 プラ ス ミ ドの 担 う遺伝情報は ま こ とに 多種多様 で
7），

そ の 中 に は 宿主細菌の 分類上 の 重要 な指標 に 用 い られ て

い る もの もあ る．た とえ ば豆科植物 に 共生す る根粒細菌

の 宿主選択性 ， 根粒形成能 ， 窒素固定能 が プ ラ ス ミ ド支

配で あ る こ と が 示され て い る． こ れ は Rhifiobium 細菌

が根粒形成で窒素固定 を行 な い 共生す る の に 宿主 に よ っ

て 感染性 が 異な り， それ を 指標 と し て 分類 し て い る方 針

を根本的 に見直す必要を意味 し て い る．そ の 他 五・601i

に ク エ ン 酸資化能を付与 した り ， 放線菌 の 気菌糸形成 な

ど も従来 の 分類上 の 基準 に 触 れ る 性質 の も の で あ る．

　DNA 情報と し て表現形質に結果と して 影響 を与え る

の は酵素 を含め た タ ン パ ク 質 の 構造遺伝子 で あ り ， そ の

発現 に よ っ て代謝の 流れ が変わ り， 宿主 の 特性 が 変 わ る．

プ ラ ス ミ ド保有 か 否 か で 差 が つ けられ ， プ ラ ス ミ ドの 種

類 に よ っ て違い が 認 め られ る。多くの 植物 で 異 な っ た症

状 を示す病原菌 に Fusarinm 　oxysPorum があ るが ， 分

類 する と 同種 と しか 判定せ ざ る を え な い そ れ ぞれ の 単離

株 の 感染 ス ペ ク ト ラ ム が 異な る の は ， や は り主 染 色 体

DNA 以外 の 遺伝情報 に よ る の で は な い か と考えられ る

が ， 今 ひ とつ 明確 で は な い ．い ずれ に せ よ 種特異性 で な

く株特異性 を 示 す 原 因 の
一

つ に プ ラ ス ミ ド獲得があ る．

　株特異性を示す実例 と し て 抗生物質生産性がある．あ

る 種 の 抗生 物質が 種 を 超 え て 生 産菌株が得 られ る
一

方，

同種 と判定され て もま っ た く異な っ た 抗生物質 を 産生す

る．しか も そ の 生産性 は し ば しば 不 安定 で あ っ て ， 生産

力価 が 低下 した株を 旧 に 戻す こ と は ， き わ め て 困難 で あ

っ て ，こ れ は抗生物質生産現場 で の 切実な悩み と い え る

ま で に な っ て い た，こ の よ うな 株特 異 性 と不 安定性 は プ

ラ ス ミ ドの よ う に物理 的 に独立 した遺伝因子 が あ っ て ，

し ば し ば自然 に 消失する こ と もあ る 観察と一
致す る．そ

し て 1次生産物で は ない 2 次生産物で あ る こ とか ら主染

色体情報で は な い の で は な い か とい う考え が 出され た
B）・

抗生物質生産能 は 菌株特 異 性 で 消失 し や す い ほ か に ， そ

の よ うな非生産 とな っ た株が生産株と比 べ る と生育が劣

るわ け で は な く，む し ろ 優 れ る 場合が あ り ，
こ れ は 生育

生存上 に 必要物質で な い こ と を示 す．ま た 生合成経路 で

は 1 次代謝 上 の 分岐点 か ら派生 し ， しか も生産菌 の 生育

が 最盛期を越 した あ た りか ら生 産 が 始 ま る な ど の 特徴 を

示す．

　 こ の よ うな特徴を遺伝情報構成 か ら考え る と ， 関連す

る遺伝子 が群 （cluster ）を成 して い て ， 要すれ ば多遺伝

子 ，あ るい は 多 シ ス ト ロ ン と も い うオ ペ 卩 ン で 同時に発

現制御 で き る機構 が 想定され やす い ．こ の よ う な多遺伝

子 オ ペ ロ ソ は 原核生物 で の 特徴 の
一つ で あ り （真核生物

で は 例外的 で あ る ）， 1 次代謝産物 で あ る ア ミ ノ 酸生合

成系 は 腸内細菌 で ほ と ん ど こ の 機構を取 り，環境 の 変化

に 対 して よ く制 御 を うけ て い る ．ま た Klebsiella　Pneu−

mOttie の 窒素固定遺伝子 （ntf ）は 17 個 が 群を成 し ， 7

個 の オ ペ ロ ン に 分か れ て い る が ， そ の 全体を A （ア ク チ

ベ ータ
ー），

L （リ ブ V ッ サ ー）が 制御 し，窒 素代謝 ，

酸素の 存在な どに対応 し て い る
e）．ま た Pseudomonas

Putida で の ， い わ ゆ る分 解 系 プ ラ ス ミ ドで は，代謝経

路を構成す る酵 素群 が ， や は り多遺伝子 オ ペ ロ ン で 制御

さ れ て い る
to）．しか しプ ラ ス ミ ドに こ の よ うな代謝経路
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が そ っ く り群 を 成 し て 取 り込 ま れ て い る の は 自然 界単離

で の 例 が 少 な い ，そ して 抗生物質生産菌で の プ ラ ス ミ ド

検出 は 数 多くされ た が ，プ ラ ス ミ ド上 に 生合成系路 の 酵

素が情報化し て い る確実例は少な い
11 ）。逆 に 主染色体上

に 生合成系 の 酵素情報が存在 し ， しか も 群 を 成 し て い る

例が 示 さ れ て い る
12 〕．しか し抗生物質 の 生産性 を論ず る

と き生合成 系路 の 遺伝情報 の みを取 り上げ る の は 不 十分

で ， そ の 目的抗生物質 へ の 自己 耐性機能が プ ラ ス ミ ド支

配 で あ る例が あ る
ll ）．ま た 抗 生 物質 を細 胞外 に 分泌す る

機能が プ ラ ス ミ ドに 保持 され て い て も よ い ．い ずれ にせ

よ抗生物質生 産 性 と プ ラ ス ミ ド機能 の 関係 は ，ず ば っ と

両
’
断 で き る よ うな様相 で は ない が，生産性 を上げ うる．要

素を含ん で い る こ と も あ る とい っ そよ い だ ろ う．

表 1　細 胞 の 塩 基 3 文 字 ア ミ ノ 酸暗号

試験管内遺伝子操作

　生物 の 遺伝情報が DNA とい う化学物質 で あ る こ と が

明確 に な っ た の は，た ん に 抽 出，精製 し て 化学的 性質が

判明 し た と い うの で は な く， そ れ を生細胞 へ 再 び 戻 し て

遺伝形質 が 発現す る こ と を確 認 で きた か らで あ る．こ れ

は 何 で も な い こ と の よ うだ が 生物を非生物 と 区別す る基

本的な こ とで あ る．実際 に 生 細胞が外部 の DNA を 取 り

込 む こ とが で きる 現象が 知 られ なけ れ ば最近 の 遺伝子 操

作 と称す る 分野 は発達 しえ な か っ た ．

　 プ ラ ス ミ ドが 物理 的 に 独 立 し て 細胞 に 維持さ れ る こ と

は ，
プ ラ ス ミ ドが 自律的 に 増殖 し ， 細胞分裂 に 際 し て 分

配し て ゆ く こ と で あ る．こ の 機能 に あず か る遺伝情報 が

プ ラ ス ミ ドを し て プ ラ ス ミ ドた ら し め る 要 素 で あ っ て ，

あ と の も ろ も ろ の 形質は付随的 な も の に し か す ぎ な い ．

実際 に 機能的 に も構造的 に も最小単位 と み られ る小 さ な

プ ラ ス ミ ドが 自然界 か ら分離 され て お り，それ らは安定

に遺伝 し て ゆ く以 外 に 表現形質 を 示 し て い ない 、

　 こ の よ うな プ ラ ス ミ ドの 基本 的構造 に 付随的 に ， 人 工

的 に 遺伝形質 を加 え て やれ ば，そ の 形質が発現 した と き

に 宿主 に 害 を 与 え な い 範 囲で ，宿 主 が そ れ ま で 持 っ て い

な か っ た 性質を 生み だ す こ とが で き る．遺伝形質 を 宿主

に 持 ち 込 み ，保持 させ る の が ベ ク タ
ー

（vector ）で あ っ て ，

プ ラ ス ミ ドや フ ァ
ージ （ウ イ ル ス ）が 用 い ら れ ，

ベ ク タ

ーに 遺伝形質を持ち 込 ま せ る の を試験管内 で 酵素な ど を

用 い て 行 な うの で
一

般 に 試験管 内 （伽 碗 7 の組換 え DNA

実験 と称 し て い る．こ の 事柄 に つ い て は今ま で に多くの

総説 ， 解説 ， 各論 な どが 出 さ れ て い る の で 要 点の み を 記

した い ．

　構造遺伝子 をきめ る ア ミ ノ 酸暗号 は 地球生物 で は 共通

で あ る．た だ し哺 乳 類 ミ ト コ ン ド リア で は 多少部分的 に

異 な っ て い る （表 1）．そ して 1 ア ミ ノ 酸 1暗号 の 場合も

UUU 　 Phe

UUC 　 〃

UUA 　Leu

UUG 　 〃

CUU 　 Leu

CUC 　　〃

CUA 　 　〃

CUG 　 　〃

AUU 　lIle1
AUC 　 〃

AUA 　l〃 1
AUG 　 Me 七

GUU 　 Val

GUC 　 〃

GUA 　 〃

GUG 　 〃

UCU 　 Ser

UCC 　 〃

UCA 　 〃

UCG 　 〃

CCU 　 Pro

CCC 　　 〃

CCA 　 　〃

CCG 　　〃

ACU 　 Thr

ACC 　　〃

ACA 　　〃

ACG 　 〃

GCU 　 AIa

GCC 　 〃

GCA 　　〃

GCG 　　〃

UAU 　 Tyr

UAC 　 〃

UAA 　Ter

UAG 　 〃

CAU 　 His

CAC 　　〃

CAA 　Gln

CAG 　　〃

AAU 　 Asn

AAC 　 〃

AAA 　Lys

AAG 　 〃

GAU 　 Asp

GAC 　 〃

GAA 　 Glu

GAG 　 〃

UGU 　 Cys

UGC 　 〃

UGA 　ITeri
UGG 　Trp

CGU 　 Arg

CGC 　 　〃

CGA 　 　〃

CGG 　　〃

AGU 　 Ser
AGC 　 〃

AGA 　 IArgI

AGG 　 I〃 1

GGU 　Gly

GGC 　 〃

GGA 　 〃

GGG 　 〃

表 中で 囲 っ た暗 号は哺乳類 ミ トコ ン ドリア で は 別 の

意、味 に な る．AUU ，　AUA ，　AUG ： 開始暗号 ，
　 AUA ：

Met ，　UGA ：Trp ，　AGA ，　AGG ： 終止記号．

あ る が ， 多くは 2 〜6 暗号 で あ っ て ， タ ソ パ ク 質に よ り使

い 方 に 違い が あ る IS）．した が っ て 化学合成 で そ の 宿主 に

と っ て 最 も効率 よ い と考え られ る 塩基配列を特定 の ア ミ

ノ 酸組成 に 対 し て 設計す る こ と も 可 能 で あ る が ， こ れ は

厳密な証明 は され て い な い ．情報中間体 で あ る mRNA

は 1 本鎖だ が，分子内対合 で ヘ ア ピ ン 構造 な ど 2 次構造

を生みやす く， こ の よ うな 2 次構造 が 転写開始や継続 に

大 きな影響を与 え る こ とが し だい に 認 め ら れ て き て い

る．現在 で は ま だ未解決 で あ る が ，た ん に DNA 配列 で

な く RNA 配列 の 面 か ら も将来は 顧慮す る必 要 が あ る だ

ろ う．

　細胞 の 持 つ 遺伝情報 は
一

時 に 全部発現す る と は考え ら

れ な い ．細胞 の 置 か れ た 環境 に 従 っ て 細胞経済 が 成立 た

つ た め に も適時 に 適当な情報が 適宜 に 発現 して 全 体 の 調

和 が とれ る方向に 運転 され て い る の で あ ろ う．した が っ

て 個 々 の オ ペ 卩 ン が よ く制御 され て い る と 考 え ら れ る

が ，細胞 1 個 の 中で は 中央統制制 御の よ う な 機構は な

く，そ れ ぞれ の オ ペ ロ ン の 発現 の 強弱 が か な り働 い て い

る と見 られ る．E ・coli の あ る 種 の リポ プ ロ テ イ ン は 細

胞表層 に 7．5x105 分子存在す る が， こ れ は 1 分裂 の 間

に 7 ．5 × le5 分子 を新た に補給す る こ と を意味 し， きわ

め て 強力な プ ロ モ
ー

タ
ー

の 支配下 に あ っ て RNA ポ リ メ

ラーゼ に よ る転 写 開始 が 効率 よ く 行 な わ れ て い る
14）．一

方 ， DNA ボ リメ ラ
ーゼ 1 は DNA 複製，修復 に 働 く
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　 　 一SD　　　　　　　　　　　 −4e　　　　　　　　　　　 −30　　　　　　　　　　　 −20
……・叩CCTGTCTGTCGGATGGTTTACCCATAATCTGATAAAOAGG

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〔Pr  。w ）

一1。　　　　 l
　 GAC 盥 OATT 蝶 旦工エ （≧竺 …一・…
　 　 　 　 SD ．　 　 　 　 　 　 Met 　 　 Ab 　 　 Gh

　　　　図 1 大腸菌 DNApo ユymerase 　I の プ ロ モ ー
タ
ー

区分
9）

タ y バ ク 読 み は じ め 以 前を マ イ ナ ス 表示 ． 1 本鎖 の み 示す．転写開始点 は

未定，S．D ．は 3 文字 の み，　 Pribnow 配列 の 上 流 に 明瞭 な有意の
一35 位

を中心 と した識別配列が な い ．

必須の 酵素 で あ る．複製は細胞分裂周期と同調 し て い る

が
， 修復 は ，

い つ 起 こ る か わ か らな い DNA 損傷に 即 応

す る た め に常時 200・v4QO 分子 を細胞内に保ち ， 1分裂

で は その 分だけ補給すれ ば よ い ．DNA 塩基配列 の 上 か

らも DNA ポ リメ ラ
ーゼ 1 オ ペ ロ ソ の プ ロ モ

ー
タ
ーは常

時機能し て は い る が ， き わ め て 弱 い と判断 さ れ る
15） （図

1）．オ ペ ロ ン の 発 現をオ ペ レ
ー

タ
ー

， ア ク チ ペ ータ ーな

ど の 機構 で 制御す る方式 の み で 構築 さ れ て い る の で は な

く ， 自然 に バ ラ ン ス が と れ る よ うな仕組 み が あ る と考え

て よ い ．事実，必須で あ る DNA ポ リメ ラーゼ 1 遺伝

子を多 コ ピ ーベ ク タ
ーで ク ロ

ーソ 化す る と菌は 生育 し な

い ．遺伝子 に 変異 が あ り， 欠損 タ ン パ ク とす る と ク ロ
ー

ン で き る．ま た部分的 な 酵素標品 で あ る Klenow 断片

の み の DNA 部分 を ク ロ ー
ン 化す れ ば ， 量産が 可能に な

る
le ｝な ど ， 必須な酵素 で あ っ て も多い ほ ど細胞 は 益す る

も の で は な い ．

　構造遺伝子を発現す るため の プ ロ モ
ー

タ
ー構造 が 細

胞に タ ン パ ク質を生産 させ る の に 重要な こ とは 申す ま で

もない ．RNA と同時に転 写 を終結 し ， ポ リメ ラーゼ を

脱離す る タ ーミ ネ ータ ーの 重要 性 が 認識さ れ て き て い

る．タ ーミネ ータ ー機能が 不 完全 な と き読み 流 し （read

through ）に よ っ て 下流情報が 弱い な が らも転写され る．

情報発現 の バ ラ ン ス を と る た め に ， こ の よ う な シ ス テ ム

が 自然に 生 か され て い る場合 もあ りえ よ う．しか し ， 外

部 か ら導入 し た 遺伝 子 を 意識 的 に 発現 させ る と きに は 無

駄な仕事や材料の 浪費は 細胞 に と っ て も不利益を増や す

し か ない で あろ う．

　必須な 酵素も不 必 要 に増産 す る と不 利益 を 斉 す な ら

ば ， もと も と不利 益 の 要素を持つ 異種 タ ン パ ク の 量産 を

い か に考え るか ．情報発現制御 を行な っ て 細胞 の 増殖 と

切 離 して ，一気 に 量産 さ せ る か ，絶 え ず細胞外 へ 分泌 し

て 細胞 内で の 濃度 を低 く抑 え る こ と な ど が 考 え ら れ よ

う．細胞内 で は 不必要 タ ン パ ク は 分解傾向に あ る の で ，

増殖 に 伴 っ
て ゆ っ く り生産 させ る の は増殖速度 の 点 で も

得策 で はない ．分泌させ る場 合で も培養液中で の安定性

が 問 わ れ る が，こ れ は 将来 ，固定化菌体 な どの 解決策 も

あ りうる し， す で に そ の 試 み は され て い る
11）．い ずれ に

せ よ ， タ ソ パ ク 分子 を 欠落 ア ミ ノ 酸 の わ ず か の 差 で 分 離

精製す る の は きわ め て 困難で あ る．ま た検定 や精製過程

で の 免疫抗体 の 使用 に 誤 りを生 ず る．効果 的 な 発 現 制

御 ，
つ ま りス イ ッ チ機能や分泌 ベ ク ターの 開発に熱が 入

っ て い る．

　細胞内 に 目的 タ ン パ ク 質を多量蓄積で きた 場合，菌体

を何らか の 方法で破壊し ， 可溶成分 を精製操作に向け な

け れ ばな らな い ．と く に 純度 を 要す る と き は こ の 段階 が

全体の生産性 に著 し く影響を与え よ う．と こ ろが タ ン パ

ク に よ っ て は 細胞内で 顆粒 （inclusion）を形成す る こ と

が 次第 に 報ぜ ら れ る よ う に な っ た
IS ）．すべ て の 例 に 通 用

し ない よ うだが，そ の 差が何 に よ っ て 支配 されるか は不

明 で あ る，しか し顆粒 を 形成す る こ と で む し ろ他成分 と

の 分離が容易と な り ， 精製効率が 上昇す る 場合も で て き

て い る ．こ れ は ま っ た く図 らず もそ の よ うな顆粒形成現

象が 惹起さ れ た こ と に よ る が ， 顆粒そ の も の は 不活性型

で あ る こ とが 多く， そ れ か ら の 再生法 の 検討が 必 要 で あ

る ．こ の 点に 関 し て の タ ン パ ク 質化学 は 未踏 に 近 い ．今

ま で に そ の よ うな顆粒形成現象が起 こ る条件は 知られ て

い なか っ た．

　導入 した べ ク タ ーの宿主増殖 に お け る安定 な保持も解

決す る 必要があ る．多 コ ピーベ ク タ ーの 場合 は 細胞分裂

に 際 し ， た と え均等 に 分配 され な くと もベ ク タ
ー

増殖 が

十分に分裂に 噛合 っ て い れ ば と く に問題 は な い と見 られ

て い た が ， や は り徐 々 に ベ ク タ ー消失 が 起 こ る の は 防げ

な い ．少数 ， あ るい は単位 ＝ ピーベ ク タ ーで は む しろ安

定 に 配分さ れ る仕組み が しだ い に 明ら か に な っ て い る．

同様な仕組 み は 多 コ ピ ーベ ク タ
ー

で もあ る よ うで そ の こ

とを考慮 に 入れ る よ うに な っ て い る
19 ）．い ず れ に せ よ薬

剤 選択 圧 を か け て 安定性 を 図 る の は 生産 上 好 ま し くは な

い ．ベ ク タ ーに 宿主菌 が 必須 で あ る 情報 を組 み 込ん で お

く方法も開発 され て い る．ま た安定性を増す DNA 因子

が あ る
2°）．

　 ベ ク ターの 安定保持が で きて も それ に持た せ た希望の

遺伝情報が安定 に保た れ る わ け で は ない ．付与す る 遺伝
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情報の 質に もよ る が，不 変 の DNA 配列 と し て お く の に

内因的 な 選択圧 は望め な い ．こ れ は お そ らく引 き続 い て

の 課題に な る で あ ろ う．DNA 再編成 は 繰 り返 し DNA

配列な ど の 存在で促進 され るが ， 目的 の 遺伝子近辺 に こ

の よ うな 要素が あ る と不安定性 は増加す る と考え られ ，

ま た そ の よ うな指摘 もあ る ．

　い ろい ろ細 い 問題 もあ る が，一種 の
， あ るい は少数の

タ ソ パ ク ，
ペ プ チ ドの 生産菌 を試験管内組換え DNA 法

で得 る こ と は 方程式化 して きて い る，た だ し ， 場合 に よ

っ て は 現在 の 主力で あ る E ・coli 以外の 菌種 を 用 い る ほ

うが よい ．血 清肝炎 B 表層抗原 は E ・　aoli で は 効率 が 低

く ，
Saceharomyees　 cerevisiae で 成功 して い る．　 B ．　subti −

lis 系 も し だい に 開発され て い るが ，今後 さ ら に 他菌株

で の 開発が進め られ な け れ ば な らな い ．StrePtomyces　pa
が そ の 好例で あ る，

生体内遺伝子操作

　試験管内組換 kDNA 法 の み で は 現在 の と こ ろ ベ ク タ

ーレ ベ ル で の こ とで ，プ ラ ス ミ ドで も 100Md 以上 の 巨

大 な も の で は 取 り扱 い に くい ．細菌 の 主染 色体 DNA と

もなれば事実上行なわれ て い な い ．そ して 今ひ と つ の 問

題 と し て
， 細 胞 外 で 編成 した DNA が希望 ど お りに 細 胞

内で 安定 に 具現化す るか とい う こ とで ある，い わば青写

真どお りに生体 が応 じて くれ るか で あ る．そ の 意味で は

細胞 に 「あなた ま か せ 」 の こ と が 最終的 に 存在 して い る

と も い え よ う．

　生体 内で 相 同性配列 の あ る DNA 鎖 同士 で 起 こ る組換

えは ，と くに 相互乗換え は 古 くか ら現象的 に よ く知 られ

て お り， 真核生 物 2 倍体 の 相同染色体間 で よ く観察され

て い た ．形質転換な ど原核生物 の 遺伝子交換 も結局 は こ

の 方式で あ っ て ， 代表研究例 に よ く E ・coli の rea 　 A

遺伝子関与 の もの が あげ られ る．相同性組換え は 遺伝子

交換 ， 不 同等相互組換えが別個 に あ る．とこ ろが相同性

配列 は あ っ て も ご く短 い も の 同士 で 起 こ り ， し か も ree

A 遺伝子 の 支配を うけな い 部位 特異的組換え が 知られ ，

ま た DNA 鎖上 を 転移す る 可動遺伝 子 （Mobile 　 genetic

element ）が 生物
一般に 知 ら れ る よ うに な っ た

2t ）．さ ら

に ま っ た く の 非特異的組換え も認 め られ て い る，相同性

配列同士 の 間で 進 め られ ， 従来 か ら 観察 さ れ て い た 組換

え を普遍的 DNA 組換え とい うの に 対 し ， 後者 を 「不法 」

の 組換え （illegitimate　 recombination ）と呼ぶ こ と が あ

る．相同性 の 有 無 に か か わらず，こ れ らの 機構 に よ っ て

DNA 再編成が常に 起 こ りうる ， そ れ が生物進化の
一

大

動因 で あ り，ま た自然発生的生 物 ス イ ッ チ と し て 働 い て

い る と考え られ て き て い る．

　生休 内 DNA 組換 え と DNA 再編成 に つ い て は 別 に 企

画 さ れ て い る の で
22）

， こ こで は ， 最近 ユ0年間 に著 し く利

用 され て きて い る 生体 内 DNA 組換え と試験管内 DNA

組 換え の 組合せ に よ る 遺伝情報付与に つ い て 触れたい ．

こ れ ら の 実施例 は す で に か な りの 数 に の ぼ る が ，E ・coli
，

B ．subtilis ，　 Saccharomyces 　cerevisiae な ど一般的主要菌

株 に 集 中 して い るの は 遺伝学的背景 の 強 い もの が代表例

と して 扱 わ れ やす レ・傾向 と し て やむ を えな い が ，
丑 厩 o −

bium ，　Agrobacteriumの よ うに 遺伝学的背景の 弱い も の

に も応用 され る よ うに な っ た ．む し ろ 遺伝学的背景 が 弱

く， 他 の 技法 が 使 い に くい の で 積極的 に 利用 され て ゆ く

で あ ろ う．こ こ で は 原 理 的 な 代表例 を あ げ て お く．

　Mu フ ァ
ージ は ト ラ ン ス ポ ソ ン の

一
種 とも考え られ ，

一見無差別な ま で に DAN 配列 の 中に 転移，挿 入 す る．

こ の 性質を利 用 して 変異株造成や遺伝子解析が行なわれ

る が ， 遺伝子融合 ， 遺伝 子 連結 と呼ばれ る 手法は ユ ニ ー

ク な性格 を もつ zs ・z4）．い ま あ る遺伝子 X の プ ロ モ
ー

タ

ー Px を他 の 遺伝子 Z の 構造遺伝子 Sz を連結 し よ う

とす る．X と Z の 聞 に DNA 相 同 性 が な け れ ば 非特 異

的組換えで しか 起 こ りえな い ．とこ ろ が 挿入配列 と し て

Mu を X
，
　 Z 遺伝子 そ れ ぞれ に 入 れ る と相同性区分が 生

じ ， 相同性組換え が 起 こ り， 組換え られ た Mu をは さ ん

で X と Z を連結 で きる．つ い で Mu を脱離させ る と

Px と Sz は 直結す る （図 2）．フ ァ
ージ Mu の 宿主域

は E ・coli を中心 と し て 狭 い が，薬剤耐性 トラ ソ ス ポ ソ

V を 用 い た 例 もあ る ，β
一ガ ラ ク トシ ダ ーゼ の 構造遺伝子

lac　Z を他 の プ P モ ータ ーに 連結 して プ ロ モ ータ ー機能

を 解析 した例が多い ，こ れ は lae　Z に 関する 知識が 豊富

で 使 い や す い た め で あ る ，tae　Z 遺伝子の 直接 上 流 に MU

フ ァ
ージ末端断片 が 入 っ た DNA 区 分 を 2 フ ァ

ージに 組

み 込む （試 験管 内操作 で 変法 が 可能 で あ る ）．lac遺伝子

遣 伝 子 x

晶

　　。枩4、　
　 　 　 ノ　 s

−

　　　↓
　 　 　 　 非相 同性

　 　 　 　組換え

　 XZ 融 合 遺伝 予

羊

　　　　　 Px　　揖i入 酉己歹1亅　Sx挿 入

一
　　　　　　　　 ＼　　／

　　　　　　　　x
凧 　　＿ 響 二一

　　　　　　　　　羂殿
　 　 　 　 　 　 　 組 換 え

脱 離 遭 一

　　　　　図 2 遺伝子 X ，Z の 融合

挿入 した DNA 配列 で の 相同性組換えを利用す る．
Px ： 遺 伝 子 X の プ ロ モ ー

タ rPz ： 遺伝子 Z の

プ ロ モ ータ rSx ： 遺伝 子 X の 構造 遺 伝 子 ，　 Sz ；

遺伝子 Z の 構造遺伝子 ．
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A ） Mu ’忽

乂
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，、一
　 　 　 　 　

一『一一一一一一一P

　 　 　 　 　 lac

・・ II・ililllx　x　
Ap
　

M
　 x

図 3Mu フ ァ
ージを相同性領域 と す る 遺伝 子融合

A ）  （1‘va：：Mu ）よ り Mu 挿 入 近 傍の lao遺伝子 お

よび Mu ゲ ノ ム 末端 の DNA 領域 （Mu ’

）を 2 に組

み 込 み ，
Ap （Jae；：Mu ’

）とす る．　 B ）lac 遺伝子欠損

の 宿主菌 を Mu で 溶原化 ，
　 tae 遺伝子を融合 し たい

X 遺伝子 プ 卩 モ ータ ー Px の 近傍 に Mu が 挿入 し

た 株を 選出，こ の 株 に λ
，
（lac：：Mu ’

）を 感染，相同

性組換え を 起こす． C）Mu プ ロ フ ァ
ージ の両端 を

Px と lac で は さむ組換え体 ，
　 Mu の 存在 で lacは

発現 し ない ．D ）Mu の 脱離で Px と lae が融合 ，

Px の 作用 で lac が 発現す る．

欠損 で 1 フ ァ
ージ組込 み箇所 の な い E ．coli 宿主 に 上述

の ヱ
p （lae：：Mut）を導入す る と ，　 Mu 　DNA の 共通区分

以外に は 相同性 が ない の で ， そ の 箇所 に 組換 え が 起 こ り

組み 込 ま れ る．lac　Z の 発現 は Mu が は さ ま れ て い て起

こ らな い ．Mu が 脱落 し た と き に の み lac　Z は 発現 し，

また Mu の 誘発 に も耐性 で あ る （MU 弥 を 用 い て い るの

で 熱誘発 で の 生残菌を拾 う）． こ の 方法 で 遺伝子産物の

量の 少な い
， ま た 測定 し に く い 遺伝子 の 発現 の 仕組み が

精査さ れ る よ うに な っ た．ま た λ を誘発すれ ば融合遺伝

子 を含む形質転換用 の フ ァ
ージ が得 られ る （図 3）．

　B ・　 subtilis は 組換え DNA 法 の 宿主 と し て開発が 急が

れ て い た が ，元 来 が 生体 内組換 え 能 が 強 い た め か ，プ ラ

ス ミ ドベ ク タ ーに よ る遺伝子付与は安定性 が悪 い と い う

欠点 が あ る．と こ ろ が宿主染色体に組 み 込 ま れ た プ ロ フ

ァ
ージ ゲ ノ ム へ の 組換え を経て特殊形質導入 フ ァ

ージ を

造成 し ， それをさらに宿主染色体 に組み 込 ん で ， 目的遺

伝子 を ク ロ
ーニ ン グす る prephage　transformation 法

が効率よ く用 い られ て い る
25）．遺伝子増強 は されな い が

か え っ て 安定な ク 卩
一ソ が得られ やすい

26），フ ァ
ージ ρ

11 の 共通相同性 区分 を利用 して 相 同性組換 えをさせ る

例 で あ る．

　主染色体 DNA へ の 相同性組換 え を 利用 した 外部か ら

の DNA 付与は形質転換法の よ う に と くに 目新 しい もの

で は な い が ， 従来 の 形質転換 が た だ 漫然 と 全 DNA か ら

成 る偶発的断片を扱 っ て い た の に 比 べ
， 試験管内 DNA

組換えを経 る こ と で ，目的 の DNA 領域の み を 取 り上 げ

る ，
つ ま り濃縮 を前段階 に持 て る こ と に な っ た ．Rkizo −

bium 属細菌 は 豆科植物 に 共生 し， 根粒を形成 して 窒素

固定 を 行 な うが 遺伝学的知見 は 少な く，ま た 通常，窒素

固定能は共生 の と き に発現 する の で植物に接種 テ ス Fを

行 な っ て 結果を判定す る 大変 に 手間 の か か る 仕事を要求

され て い た ．一方 ，
Klebsielta　Pneumoniaeの 勉∫遺伝

子 は か な り早い 時期に 生体内組換え 法を活用 し て ク 卩
一

ン 化され て い た ． こ の 両菌 の 堪プD ．H は 似 て お り，

DNA 交雑で R ・meliloti の DNA 断片 （Eco 　RI 処

理 ，3．9kb ）を選び，　 E ・eoli で ク ロ ーン で きる．　 nif 遺

伝子 領域 に薬剤耐性 トラ ン ス ポ ソ ン Tn 　5 を転移 させ ，

薬剤耐性で 選 び ， グ ラ ム 陰性菌の 広 宿主域ベ ク タ ーpRK
290 に 組 み 込む．pRK 　290 は 自己伝達性 で は ない が ，

自己伝達機能 tra 遺伝子 を狭宿主域 ColE　1 に組み 込 ん

だ ベ ク タ
ー

（pRK 　2013）保持菌をヘ ル パ ーと し て Rhiso −

bium 細胞 に 送 り込 め る （た だ し pRK 　2013 は Rhi εo −

bium で は保持され な い ）．  ゲ D ・H 遺伝子領域 に 関 し て

は 送 り込 ん だ DNA は ま っ た く相同性 で ある の で ，　 Tn 　5

の 薬剤耐性で 選べ ば ， 指定場所 に Tn 　5 に よ る変異 を起

こ し た R ．　me “Joti株が 選 べ る
27） （図 4）．グ ラ ム 陰性菌

に 通用 で き，E ．　eoli／pRK 　290．　 E ．　coli／pRK 　2013
， 目的

菌株を混合 し て プ ラ ス ミ ド伝達 を行な うと こ ろ に も特徴

があ る．これ を t「i−parental 法と呼 ん で い る．

　上述 の 方法と ま っ た く 同じ原 理 ， 考え方で Saccharo−

myces 　 cerevisiae で も遺伝子 置換が で き る．酵 母 で の

形質転換が 可 能に な っ て 以来 ， こ の 真核生物 に も原核生

物 なみ の 技術が 急速 に 応用 で き る よ うに な っ た ．主染色

体 DNA 内 に 遺伝子 を置換す る こ と は ， 多 コ ピ ープラ ス

ミ ドを担体 とする と き の よ う に 遺伝子増強効果を た だ ち

に 望 む こ と は で きな い が ， 安定 に保持させ る こ と が期待

で き る． トラ ン ス ポ ソ ン あ る い は 挿入配列 を両端 に 持た

せ て ， 付加 DNA 自体を トラ ン ス ポ ソ ン 化 して 転移 させ

る こ とも試 み られ て い る が ， こ の 場合に は再び 転移 ， 脱

離し な い よ うな 工 夫 が必要 とな る．同種同株 の DNA 断

片そ の もの を担体 とすれ ば ， 主染色体 ゲ ノ ム の そ の 場所

を指定 して 遺伝子 を付加 で き る わけ で あ る
2B ），さらに 真

核生 物主染色体 の 特徴 で あ る動源体 （centromere ）や テ P

メ ア （telomere）断片に 自律増殖 配列 （ARS ，　autonomous

replicating 　sequence ）を組 み 合わ せ ， そ れ に 十分な大き

さの DNA 断片を組 み 込 ん で 主染色体 の 増加 が で き る よ

うに な っ た 2S）．こ れ は原核生物 で は一般に ゲ ノ ム は プ ラ

ス ミ ド， 主染色体 を問わず ， 環状 で あ る こ と で終始する

の に ， 真核 生 物 で は 線 状 ゲ ノ ム が 主 染色体 の 特徴 で あ る

た め ，従来 は 環状 で しか 調 べ られ な か っ た DNA の 諸性
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（B ）

　　　　　　　’

黛 ヒ
　　　　　 f。iJ＝

龠 ド1：：：
　　　　　　　　　図 4　場所指定 の Tn に よ る変 異付与の 概念図

（A ）Ecoli を宿主 と し て ，あ らか じめ 得た R 乃甜 面 襯 の DNA 断片を持 つ プ ラ ス ミ ド

に Tn 　5 を 挿 入 し ，
　 IncP 　1 群 の 自己 伝 達 性 プ ラ ス ミ ドと組 み 換 え，　 E ・coli ／pRK 　290・

πザ：：Tn 　5 を得る．（B ）こ の プ ラ ス ミ ドは 自律伝達性 は ない の で 別途 に E ．　coli ！pRK 　2013

を 用意 し ，
Rhigobium へ 他律伝達 させ る （triparental法）．同 じ P1 群 プ ラ ス ミ ド

pR751 を導入，不和合性 に よ り， 薬剤耐性 で 選択 して共通領域で の 相同性組換え体を

得る．Tn　5 に よ り変異が付与さ れ る．

質を ， 線状 で 調べ られ る特色を もあわ せ 持 つ こ と に な

る．プ ラ ス ミ ドや フ ァ
ージで 線状 の もの が 知 られ て い る

が，主染色体 DNA の テ ロ メ ア とは 異な り，末端 に は 特

異な タ ン パ ク が結合 して い る の で 単純 に は 比 較 で き な

い
29）．

　今後 も試験管内 DNA 組換え と生体 内 DNA 組換え は

相補 し合 っ て そ の 特色 を発揮す る で あ ろ う．

放線菌類 の 遺伝子操作

　2 次代謝生 産 物 に触れ る な ら ば ，い か に し て も 放線菌

類を語 らねばならない ．抗生物質 を は じ め と す る 生理 活

性 物 質 の 多くは こ の グル ープ お よび 近縁 の 菌株 か ら得 ら

れ て い る の は 周知 の 事実 で あ る．しか し なが ら従来 は 生

産物に の み 関心 が集ま っ て こ れ らの 菌群 の 遺伝学知見 は

え よ うと もされ なか っ た．また細菌 と は い え ， そ の 特異

的 な 生育形態も あ っ て 遺伝学的研究 を進 め る に は 困難 さ

も あ っ た と い え よ う．英国 の Hopwood が 放線菌で の 伝

達性プ ラ ス ミ ド SCP 　1 の 存在を唱 えて 以来 ， 急速 に 研

究 は進歩し ， 宿主
一ベ ク ダ

ー系 も開発され ，抗生物質生 合

成系 の ク ロ
ーニ ン グ も増加 しつ つ あ る．た だ し興味あ る

こ と に SCP 　1 は 未 だに 物 理 的 に 確認され て い な い ．お

そ らく 2QO　kb 以 一hの 巨大 プラ ス ミ ドで あ ろ う と予 想 さ

れ た り もす る が
30），放線菌 か ら線状 プ ラ ス ミ ドが単離 さ

れ て い る例 もあ る
31）こ と を知 っ て お きた い ．線状 で は ア

ガ ロ ース 電気泳動 で 挙動 が 環状 とは 異 な り， 大 き め の

DNA は移動 し な い の で見つ け に く い ．こ の プ ラ ス ミ ド

も両端 に タ ソ パ ク 質 が 結合 し て い る
sa）．

　プ ラ ス ミ ドベ ク ターと して 著 名 な の は StrePtomyces

lividans　66 由来 の sLP 　1．2 を母材 と した PIJ 　61，　plJ 　41

が あ る．こ れ ら は S．　lividansの ほ か S．　eoelicolor 　A 　3（2）

な ど狭 い 宿主域で コ ピ ー
数 は 4 程度 で あ る．一方 ， 広宿

主域 で 多 コ ピ ーの ベ ク タ
ー

に plJ702 な どが あ る．い ず

れ も チ オ ス トレ プ トソ 耐性や ア ミ ノ グ リ コ シ ド耐性 な ど

の 遺伝子を マ
ー

カ
ー

に 用 い ，
E ・　coli 系 で 行な わ れ る操作

と ほ とん ど同様に用 い られ る．形質転換を プ ロ トプ ラ ス

ト法 で 行な う た め ，そ れ か ら の 細 胞 再生 の 効 率 が 大 き く

影響 す る．抗生 物質生合成系 は ク ラ ス タ
ーを 成 し て い る

も の が多い よ うで ， ア ク チ ノ ロ
ージ ソ （actinorhodin ）生

合成系が ク P 一ン され て い る
3S ）．ま た 生合成系 へ の 流れ

を増強す る 口的 で キ ャ ソ デ ィ シ ジ ン （candicidin ）へ の 分

岐酵素 で あ る PABA 合成酵素 が ク ロ ーン さ れ て い る
34）．

全般的な総説を参照 された い
11・35・se）．

　溶 原 フ ァ
ージ φ31 か ら ベ ク タ ー

φ31K400 が 開 発 さ

れ て い る．φ31 の 宿主染色休 DNA へ 溶原化す る部位

の DNA 配列 を含 め た 非必須領域を 欠損させ ，そ こ に

viomycin 　 phosphotransferase （vph ）遺伝子 と E ・coli

pBR322 全域 が 置換 され て い る．こ の た め K400 は E ・

coli で 増幅す る こ と が で き，そ の ま ま で は StrePtomyces

菌 に 溶原化 しな い ，pBR 　322 領域 を制限酵素 Pst　I 処

理 で 除 き，ク ロ
ー

ン ロ的菌 DNA の Pst　I 処 理 断片を

組 み 込ませ る，5・伽 堀 卿 3 を便宜的
一

般宿主 と し て 形質

感染さ せ ，生じ た プ ラーク を DNA 供与菌胞子 を播 い た

平板 に レ プ リカ す る．こ こ で DNA 供与菌 は φ31K400

由来 フ ァ
ージ と 相同 DNA 区分 を持 つ こ と に な り， 生体

内組換え で 溶原化 し ，
viomyein 耐性で 選択で き る．交差

した 部位に よ り主染色体 オ ペ P ン の 発現 は 影響を うけ ，
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一
般 に は極性効果を示 し て 生合成 変異株 が得 られ る．こ

れ は 変異 ク ロ
ー ニ ン グ （mutational 　cloning ）と呼ば

れ
37）

， φ31 の 宿主域が 広 い の で 今 後よ く使わ れ る で あ ろ

う． メ チ レ ノ マ イ シ ン （methylenomycin ）生合成系が

SCP 　1 よ り ク ロ
ー

ン され て い る
ao）。

　2 次代謝生産物 は培養後期 で 生産 されるの が 一般的 で

あ る．個 々 の オ ペ ロ ン が そ の よ う に 発 現 制御 さ れ て い る

と して も ， それ の み で なく全体的 に 細胞 の 生理的状態を

制御す る 機構 を考え て も 不 思 議 で は な い ．そ の 意味 で は

放線菌の ホ ル モ ン と も目され る A フ ァ ク タ ー （Auto −

rcgulating 　factor： 2−isocapryloyl−3一昆 hydroxymethy1 一

γ
一bu 七yrolactone）お よ び そ の 生 産 機 構 は 注 目 に 値す

る
s8−lo）．そ して A フ ァ ク タ ー生産制御に 関 する 遺伝子

が プ ラ ス ミ ド由来の 様相を 示 す菌株もあ る こ とか ら ， し

ば しば 抗生物質生産現場 で 認 め られ る生産不安定性 の
一

因と もな りう る．放線菌は細菌 の 中で も か な り分化thS進

ん で い る と見 られ る の で 、 今 後 もこ の 方向 で の 検討 は 基

本的 に 要求され よ う．

　今ひ と つ
， 放線菌の 生産 不 安定性の 原因 に 考え られ る

も の に DNA 再編成 が あ る．生体内組換え機構が し だい

に 明 らか に され る に つ れ ，放線菌 の 中 に は 繰 り返 し DNA

配列 を多く含む もの が 認 め られ て きて い る
41 ）．目的遺伝

子群 の ク ロ
ー

ニ ン グに よ る遺伝的強化 の み で なく ， 宿主

と して の 適合性も あわ せ て検討さ れ な け れ ば な らな い ．

お　わ　り　 に

　生物の 機能を よ り高め ， 利用 し て ゆ く に は 未だ潜在的

な 未知 の 機能 の 検索 と と もに ， 遺伝子を付与 し て ゆく方

向の 育種 を考え て ゆく必要があ る．そ して 微生 物 に つ い

て み れ ば E ・eoJi で 代表 さ れ，開 発され た 技 術 を
“

餅 は

餅屋
”

の 各種微生物 に 適用 ， 開拓す る時期 に 入 っ て い

る．さらに 実際 の 工 業生産 に 移す と き， 社 会
一般 に漠然

と した 不安感が 未だ に 残 っ て い る と 見られ る．こ れ は 日

進月歩の こ の 分野 を理 解す る こ と自体が困難 な こ ともあ

る が ， 科学者 ， 技術者が 従来 ， や や もす れ ば自閉的 で あ

っ た こ と に も よ る の で は な い か ，今後 の 微生物 由来農薬

の 開発と利用に 対 し て ， 心 し て ゆ か ね ばな らない 問題 で

あ る．

引　用　文　献

1） 米山勝美 ， 若林 攻 ： 農薬誌 9，181 （1984）
2）　C ．Ishitani，　Y ．　Ikeda ＆ K ．　Sakaguchi ： ∫．　Gen ．

　　APPI ．　 Mierebiol．2，4Q1　（1956）

3）　山田康之 ： バ イ オ テ ク ノ ロ ジ
ー

の 新展開 ， 化学増

　　干1亅103 ，　137　（1984）
4） 丸尾文治 ： 農化 50，R133 （1976）

）5

＞6

7）
8）
9）

10）

11）

12）

13）
14）
15）

16）

17）

18）

19）

20）

21）

22）

23）

24 ）

25）

26）
27）

28）
29）

30）

31）

32）

33）

34）

田村学造 ほ か ：　 日本分子生物学会昭 59 大会 口 頭

発表

R ．P．　 A 皿 derson　＆ 　G ，　 R ．　 Roth ： Ann ．　 Rev ．
Midrobiol ．31，475　（1977＞

矢野圭司 ： 発酵 と工 業 39 ， 2 （1981）

梅沢浜夫 二 科学 46，130 （1976）
EM ．　 Ausul）el ： Cell　37，5 （1984）
M ．Worsey ＆ P ．　A ．　Willia皿 s ： ∫．　Bacteriol．　124．
7 （1975）
岡西昌則 ：　 日本農芸化学会 ABC シ リーズ 1，日

本農芸化学会編 ， 朝倉書店 ， P・111，1983

EMalpartida ＆ D ．　A ．　Hopwood ：　Nattsre　309，
462　（ユ980）
T ．Ikemura ：　ノ．　 Mol ．　Biol．146，1 （1981）

中村研三 ； 化学と生 物 20，
47 （1982）

c ・　M ．　Joyce，　W ，　s．　Kelley 　＆ N ．　D ．　E 　Grindley；

∫．Biol．　（；hem．257，1958　（1982）
c ・M ．Joyce＆ N ．　D ．　F ．　Grindley： Proc ．　Natl．
Aead ．　Sei．　し厂．5 ．∠！．　80，　1830　（1983）
KMosbach ，　 s．　 Birnbaum ，　K ．　Hardy ，　J．　Daires
＆ L ．BUIow ：　 Natuve　 302，543 （1983）

別府輝彦 ： バ イオ テ ク ノ P ジー
の 新 展開 ， 化学増

干tJ　103，　45　（1984）
C ．A ．　 Miller，　W ．　T ．　 Tucker ，　 P ．　A ，　 Meacock ，　 P ．
Gustafsson＆ S．　N ．　 Cohen ：　Gene 　24．399（1983）
G ．Edlin

，
　 R ．　C．　Tait ＆ RLRodriguez ；　 Bio −

technolo8y　2，251　（1984）

J．A ．　shapiro 　ed ．： ‘‘Mobile 　Genetic　Elements，
”

Academic 　Press，　New 　York ，1983
‘
呵 動遺伝因子 と DNA 再編成

”
シ リーズ

， 化学と

生 物 22，No ．10 （1984）よ り連続掲載
M ．J．　 Casadaban ，　 T ．　 Silhavy ，　 M ．　L ．　 Berman ，
H ．A ．　Shuman ，　A ．　V ．　Sarthy ＆ J．　R ．　Beckwith ：

‘‘DNA 　Insertion　Elements ，　Plasmids ．　 and 　Epi −

somes ，
”

eds ．　 by 　A ．1．　 Bukhari ，　J．　A ．　Shapiro ＆

S ．L ．　Adhya ，　 Cold　 Spring 　 Harlor 　 Lab ．，　 CSL ，
New 　York ，　 p．531，1967

室岡義勝 ： 化学 と生物 20，
265 （1982）

河 村冨士夫 ： 遺伝子操作 ， 松原謙
一

， 矢野圭司編

共立 出版，p ．197，1981

山根國男 ： 化学 と生 物 21， 659 （1983）
G ．B ．　 Ruvkun ＆ EM ．　 Ausubel ： Nature 　389．
85　（1981）
K ．Struhl ：　 Nature　305．391 （1983）
Y ．Kikuchi，　 K ．　Hirai＆ F 。　Hishinuma ： Nueleie

Aeids 　Res ．13，5685　（1984）
K ．F ．　 Chater 　＆ 　C ．　 J．　 Bruton ；　Gene　29．67

（1983）
T ．Hayakawa ，　 T ．　 Tanaka ．　 K ．　 Sakaguchi ，　 N ．
Otake ＆ H ．　Yonehara ： ノ．　Gen ．　Appl ．　Microbiel．

25，255　（1979）
H ．Hirochika ＆ K ．　 Sakaguchi ： PJasmid 　7， 59

（1982）
F ．Malpartida ＆ D ．　A ．　 Hopwood ： Nature 　309，
462　（1984）

」．A ．　 Gil ＆ D ．　A ．　 Hepweod ：　Gene 　 25，119

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Pesticide Science Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Pestioide 　Soienoe 　Sooiety 　of 　Japan

782 日本農薬学会誌 第 9 巻 第 4 号 昭和 59年 11月

　　 （1983）
35）　D ．A ．　HQpwood ，　M ．　J．　Bibb ，　c．　J．　Burton ，　K 　F ．

　　 Chater ，　 J．　 S。　 Feitelson　＆　J．　A ．　 Gil：　 Trends

　　 Bioteehnol．　1，　42　（1983）
36）　J．F ．　Martin ＆ J．　A ．　Gil：　Biotechnology　2，63

　　 （1984）
37）　KEchater ＆ c．　J．　Bruton ：　Gene 　25，67 （1983）
38）　堀之 内末治 ， 別府輝彦 ： 化学 と生物 22

，
　209 （1984）

39）

40）

41）

0 ．Hara ，　S ．　Horinouchi ，　T ．　Uozumi ＆ T ．　Beppu ：

∫．Gen ．　 Microbiol．129，2939　（1983）
S．Horinouchi ，　 Y ，　 Kumada ＆ T ．　 Beppu ； ノ．

Bacteriol．158，481　（1984）
‘‘Genetic　Rearrangement ”The 　5th　John　Innes
Symp ，，　 eds ．　 by 　 K ．　 F ．　 Chater ，　 C、　 A ．　 Cullis，　 D ．
A ．Hopwood ，　 A ．　 w 。　 B ．　 Johnston＆ H ・w ・
Woolhonse ，　 Croom 　Helm ，　 London ，1983

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


