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第1章結論



第l節 グルタチオンについて

グルタチオン (GSH)は、いまから一世紀も前の 1888年、

Rey-Pailhade (1) により、ビール酵母の抽出液から‘イ

オウを還元して H2S を発生させる物質. (フィロチオン

と命名された)として初めて見出され、その後、 19 2 1年

に Hopkins(2) により、生体酸化還元系に関与している化

合物として再発見された物質である。 GSHは、 y-Lーグル

タミルーL-システイニルーグリシンの構造をもっトリぺプ

タイドである。 GSHは、動物・植物・カビ・酵母及び細

菌など非常に広範囲の生物内に存在し(3 )、 しかもかな

りの襟度で存在している(4 )。

GSHの生理作用には、 ある酵素に対する補酵素として

の作用(グリオキサラーゼ、ホルムアルデヒド脱水素酵

素など)、ラジカルや過酸化物の除去、放射線障害なと

に対する防御作用、酵素の SH基の保護、生体異物の解毒

作用、エイコサン系(ロイコトリエン、プロスタグラン

ジンなと)の生成及び代謝、 y -グルタミルサイクルに

よるアミノ酸輸送、 L-システインの貯蔵型及び輸送型と

しての栄養的役割などがあるけ J 、引。 医薬品としての

GSH製剤は、解毒剤及び眼科用剤として、 各種の中毒・

慢性肝臓疾患・抗ガン剤の副作用や放射線療法による障
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害 の防止、皮膚疾患及び白内障や角膜損傷の治療に使用

されている。また、 GSH は多くの食品素材中に含まれて

おり (7)、 最近は、栄養生理学的視点からもその効用と

応用が注目されている。

現在、 GSH の工業的製法としては、酵母菌体からの抽

出法と有機合成法が採用されている。酵母菌体から抽出

する方法は、工程の煩雑さに加え、菌体内含量も低いと

いう欠点があり、その含量を増大させるために種々の検

討も行なわれている (810 一方、有機合成法では、保護

基を必要とするので反応工程が長くなるという欠点があ

る。従って、 更に効率良い GSH 生産法の開発が望まれ、

GSH生成能が比較的高く、 GSHの代謝系の研究が進んでい

る大腸菌を用いた酵素法での GSH 生産が検討されてきた

( 9 - 1 2 ) 。

大腸菌において、 GSHは、いずれも ATPを要求する二種

類の酵素、 r-glutamyl-L-cysteine synthetase(GSH-j) 

( 1 3 )と glutathione synthetase(GSH-jj) 【14 )によって

生合成されている(図 1 - 1 )。まず、 GSH-j により L-

グルタミン酸の 7位のカルボキシル基にシステインのア

ミノ基が結合し、 r -グルタミルーL-システイン(r -G C) 

が生成する。次に、生成した r-GCに GSH-j jでグリシン

が結合して GSHが生成する。 GSH-jをコードする遺伝子

旦主主よと GSH-j jをコードする遺伝子 E立主上1は、共に京都大
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学食糧科学研究所木村研究室においてクローニングされ

( 9、10¥ 塩基配列解析の結果、 llhlは TTGに始まる 15 57 

塩基対に 51 8個のアミノ酸よりなる GSH-]をコードしてお

り(1 5)， g_三h]]は ATGに始まる 948塩基対に 316個のアミノ

酸よりなる GSH -] ]をコードしている(1 6 )ことが明らかに

なっている。
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図1-1 大腸菌におけるグルタチオン生合成経路

- 5 



第2節 l↑?再生系とアセテートカイネース

1) A T P再生系

ATP は生体内において、エネルギ一代謝の中心的役割

を果している。生物は、食物の形で、 ADP と無機リン酸

(Pi)から ATPを形成することによりエネルギーを獲得し、

補捉・貯蔵する。この化学エネルギーは、吸エルゴン合

成反応 ・筋収縮・物質の能動輸 送 ・生合成反応などに利

用され、 ADP又は AMPに再転換され る (17)。

ATP はポリサッカライド・リピッド・ポリペブタイド

・核酸の合成など、多くの酵素反応系に重要な役割を果

している。このような反応において熱動力学的に不利な

合成は、 ATPからの ADP. AMP. Adenosineへの分解と共役

することによって完遂される。

第 1節で説明したように、 GSHの生合成には ATPが関与

する。 GSH生成 のように ATPを必 要とする酵素反応系を利

用した工業的物質生産においては、 ATP が非常に高価で

あるため、コスト面において経済的障害が生じる。しか

しながら、高価な ATP を有効に利用することができれば、

さらに多くの生体反応を利用した物質生産の広がりが期

待されるので、 ATP 再生系の構築がこれまで多く試みら
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れてきた。 GSHにおいても、 ATP再生系と共役させること

による生産性の向上が検討されている【川、 19 )。

リン酸基の転移を触媒する酵素は百種類以上単離され

ている (20-22) 0 Langer 等は、これらの醇素の中から、

酵素の性質、反応性、基質を含めた経済性などを検討す

ることにより、平衡定数が大きく ATP 側に偏っているア

セテートカイネース(A K) が最も利用価値が高いと報告

している (23)0 AK の ATP 再生系への最初の応用は、

gramisidin S の生産においてなされた(2 4 )。 また、好

熱菌 Baci11us s tearothermophi1u s からの AK も精製さ

れけ 5)、 ATP再生系への応用が検討されている。

2 ) アセテートカイネース

AK(acetate kinase) (EC 2.7.2.1)は、下記の反応を

触媒する酵素である。

Acety1 phosphate + ADP ←戸時 ATP + acetate 

AKは、通性 ・絶対嫌気性細菌に広く存在する酵素であ

り (25-29】、フォスフォトランスアセチレース(P T A) (EC 

23.18) と共に酢酸を重要な代謝中間体である Ac e t y1 

coenzyme Aの形に活性化できる。また、 AKは、酢酸の排
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出 (3 0， 3 1 )及び、 嫌気的培養時にカタボリックに形成さ

れる大部分の ATP の合成 (3 2 )に関与していると考えられ

ている。加えて、 phosphoenolpyruvate:glucose-phos-

photransferase system の蛋白に関与しているという報

告もある (33.3410

このように AKは、 ATP再生系としてだけでなく、細胞

内代謝においても重要な機能を担っている酵素であると

考えられるが、大腸菌由来の AKが高度に精製されたのは

1986年の報告 (33 )であり、これまでその遺伝子を単離し

たという報告は如何なる生物由来からも全くなかった。

AKをコードする遺伝子 ack主を単離することは、 AKを物

質生産における ATP再生系として応用するばかりでなく、

細胞内代謝における AKの役割lを研究するためにも意義深

いことである。本研究において、このような見地から、

大腸菌由来の AKをコードする進伝子 ackAをクローニング

し、その発現を検討した。更に、 ackAの全塩基配列の解

析も行なった。

3 ) フォスフォトランスアセチレース

大腸菌を含む Enterobacteriacea eにおいて AKは、 PTA 

とリンクして、酢酸からのアセチル CoA の形成及び酢酸

の排出に関与しているは 0， 35-37)。また、 AK-PTA反応
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系の過程でつくられるアセチルリン酸が、細胞において、

何等かの栄養素の吸収に必要なエネルギー源になってい

るかもしれないという報告もある (38-40) 0 PTA は、 AK

と同様に通性・嫌気性細菌に広く存在する(3 1 • 

また、真核生物の一種の gleen algaeである

E♀旦i旦me longatu mからも単離されている(4 7 )。

PTAは下記の反応を触媒する酵素である。

" 1 -4 6 ) 

Chloro-

acetyl CoA t Pi 骨目回申 CoA t acetyl phosphate 

大腸菌の PTAは、 Suzuki(48)により精製されているが、

その実体に関しては殆どわかっていないのが現状である。

大腸菌染色体地図上、 PTA をコードする遺伝子旦taは、

49.5分近傍に主主主主と近接してマップされており(" 9 ， 5 0)、

s almonella typhimuriu mにおいて旦主主と tl旦はオペロンと

して存在すると報告されている臼りが、 PTAをコードす

る逃伝子 E主旦の単離は、 主♀主主と同様にいかなる生物から

も全く報告されていなかった。 この様に 、 AKとPTAはi遺

伝子レベルで染色体上近接して存在し、酵素レベルにお

いても共役しさまざまな生体反応に関与しているという

報告が数多くありながら、生体内における発現と機能に

ついて、まだまだ不明な点が多く残されている。前項に

論じた AKと同様に PTAをコードする遺伝子をクローニン
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グすることは、大腸菌の生理・代謝に関する研究の t0 01 

として意義があると恩われる。

また、 CoA thioesterは、いろいろの酵素反応の基質

として働き、アセチル CoAは、生物的アセチル化反応に

おいて中心的な役割を果す物質である。 CoA+ー+アセチ

ルCoAサイクリング系を構築することも、 効率的物質生

産 システムの構築に重要な要素となると考えられる。

このような見地から、 PTAの細胞内における機能を研

究する too1としてのみならず、 CoA骨時アセチル CoAサイク

リング系を将来的により有効に利用してゆくために、本

研究において、 PTAをコードする遺伝子IU_旦をクローニン

グし、その発現を検討した。更に、旦主主主.~遺伝子の大

腸菌クロモゾーマル DNA上の正確な位置を決定した。
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第3節 複数静素系による物質生産におけるスリー

パーベクターの利用

1 ) 複数酵素系による物質生産

第 1節で説明した GSHは、生体内において、共に ATPを

要求する GSH-j， GSH-jj の二段階の酵素反応により生合

成される。生体における物質生産プロセスは、多くの場

合、 GSH と同様に複数の生体酵素反応の組合せにより進

む。反応プロセスの中には、 生体エネルギーである ATP

を要求する酵素、補酵素である CoA， NAD， NADP， FAD等

を要求する酵素が含まれることが多い。

生体における複数酵素反応系を巧に利用した物質生産、

即ち醸造及び発酵は日本の最も得意とする生産技術であ

る。この生体反応を利用した発酵法においては、基本的

には、有機炭素源と窒素源より、様々、かっ複雑な構造

を有する物質生産が可能であるが、実際には、細胞の生

命活動維持のための生体固有の制御機構により酵素生産

が抑制されたり副生成 物がつくられたりして、生 産プロ

セスが効率良く進まない場合がある。そして 、育種細胞

・菌株の不安定性、目的物質により培養条件が異なり、

僅かな条件変化により生成量が大きく左右される等の問
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題もある。近年、 i宣伝子組み換え技術の出現により、目

的の酵素蛋白質を大量に生産する技術はかなり普及して

きたが、複数酵素による物質生産プロセスに応用してゆ

くには、まだまだ克服すべき課題が多い。

まず、複数酵素系の遺伝子群を安定、かっ高度に発現

させるためには、用いるベクターに特別の工夫が必要と

なろう。

また、細胞内において、代謝産物の量は細胞の恒常性

を維持するため、生体制御機構により厳密に調節されて

いることが多い。従って、特定の複数酵素系による物質

生産を安定にしかも効率良く行なうためには、固定化等

によってバイオリアクターとしての応用が考えられる。

このような観点にたった宿主・ベクタ一系の改良も必要

となろう。

2 ) ス リーパーベクター

1973年、 ChangとCohen(52)により、ブドウ状球菌のプ

ラスミドと大腸菌のプラスミドとを試験管内で組換え、

組み換え体プラスミドが大腸菌中で保持され、両者の遺

伝子が発現することが報告されて以来、今日まで、遺伝

子組換え技術は急速に進歩してきた。 現在では、大腸

菌、酵母、枯草菌などの逃伝学的解析が進んでいる微生
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物をはじめ、植物細胞、動物細胞においても宿主・ベク

タ一系が開発され、多くの遺伝子が単離、解析されてい

るのみならず、工業的にも、有用酵素の生産が実用化さ

れている。

これらの有用酵素遺伝子を大腸菌で発現させる場合 、

数多くのベクターが開発され、利用されている。ファー

ジベクターの開発は、遺伝子組換え技術の幕開けとほぼ

同時期に、 えファージを中心に開始された (53-55】 o A 

gt系(5 6. 5 7 )シャロン系 (58) Murrayらによるファー

ジベクタ一日引が作製され、種々の目的に応じたファー

ジベクターが開発されてきた。

A系のファージベクターは、 Aファージのもつプラス

、ドにない特長を利用して、遺伝子産物を大量に 、 かっ、

効率良く生産させることが可能である。 A ファージのS

遺伝子変異株は、溶菌を抑え、細胞内でファージ DNA の

自己複製を続けることにより 5 00~ 1.000コピー /細胞に

まで達する【 59， 6 0)。 コート蛋白質の合成を抑えること

により、増幅された遺伝子は形質発現の鋳型となり、よ

り効率良い遺伝子の発現が期待できる(5 9 )。また、えフ

ァージは、効果的なプロモーター P L • P.. P'.をもって

おり、このプロモーターを利用することによる遺伝子発

現効率の上昇も検討されている (6" 6 2 )。 遺伝子産物を

生産する場合、組み込まれた遺伝子の安定性が問題とな
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る(6 3 .い )0 A.ファージの場合、溶原菌の状態では、ク

ロモゾーマル DNA 中に組み込まれるため、外来遺伝子は

安定に保持される。

ファージベクターには、このように利点が多くあるに

もかかわらず、プラスミドベクターが多く使われてきた

のは、プラスミドベクターのほうが分子量が小さく取扱

いが容易であった事もあると思われる。

中野らは、このようなえファージの特色に着目して、

安定性にすぐれ、しかも目的とする遺伝子産物の生産能

の高い宿主 ・ベクタ一系の構築を目指し、溶原化能を保

持したベクター(“スリーパー"ベクター(6 5) )を開発

してきた。

スリーパーの由来は、通常は、宿主染色体の中に隠れ

ていて遺伝子産物を作らないことによる。

初期の A系ベクター【 53-55) と異なり、 スリーパーベ

クターには、 A. DN A中央部に存在する宿主染色体への組

み込みに必要な遺伝子三i主ーよ旦t-xisが残されている。 そ

のため、外来遺伝子を組み込んだ後に、更に、宿主染色

体上に組み込んでしまうことにより、 組み換え体 DNAの

コピー数と発現量を抑えて、安定化できる。目的とする

外来遺伝子は、ファージのコート蛋白質構造)ti伝子と入

れ替える形で組み込めるよう、その部分に、利用可能な

制限酵素認識部位が存在する。それにより、組み換え体
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の安全性(ファージ粒子ができないため)と生産性(不

要な蛋白質を作らないため)が高まるように設計されて

いる。 Aファージの後期遺伝子の転写を開始する後期プ

ロモーター P R (66-68)を外来遺伝子の発現に利用できる。

宿主クロモゾーマル DNA上の組み換え体ファージ DNAは、

ベクター上の cI857i宣伝子(6 9 )にコードされているリブ

レッサーを培養温度を上げて失活させることにより、ク

ロモゾーマル DNAより切り出されて、 自己増殖を開始す

る。また、 S7変異(7 0 )を導入することにより、宿主の溶

菌が抑えられ、 組み換え体ファージ DNAのコピー数は、

500-1000/細胞まで高められる。

また、特定の複数酵素系による物質生産を効率良く行

なうためには固定化等によるバイオリアクターへの応用

が考えられるので、熱誘導後の溶菌を強く抑制できるベ

クターが望ましい。ファージの感染による大腸菌の溶菌

は溶菌遺伝子(R)産物により引き起こされる。 この溶

菌は、 Mgの存在により阻害される。 しかし、溶菌逃伝子

( R z) 産物により解除されることにより、通常は、 Mgの

存在下でも溶菌に至る。従って、 Rz遺伝子の欠損により、

Mg存在下で溶菌を抑えることができるけり。そこで、こ

のような観点から 、 S7変異を導入したベクターに、更に、

Rz欠失変異(ム Rz)を加えたベクターを作製している。

このような特長を有するスリーパーベクターは、 20数



Kbまでの長い外来遺伝子を組み込み、安定に保持するこ

とが可能であるので、複数酵素反応系による物質生産へ

の応用に最適のベクターであると考えられる。

物質生産に関わる複数酵素をコードする遺伝子群を同

時に増幅し、安定に発現させ、効率良い物質生産システ

ムを構築することは工業的な面からのみならず、学術的

な面からも意義があると考えら れる。 GSHは、生合成に

関与する二種の酵素及び ATPを合成する酵素からなる 三

種類の複数酵素反応系により完結する代謝産物である。

生体内においては、短いプロセスではあるが、遺伝子組

換え技術によってこの反応系を完全に再構築することは、

物質生産技術開発においてモデルケースになると考えら

れる。また、 GSHの工業生産自体においても生産効率の

上昇が期待される。

本研究において、 このような観点から、 GSHの生合成

に関与する遺伝子群. g_主主l.~をスリーパーベクター

に組み込むことにより GSHj寄生産菌の育種を検討し、更

にATP再生系としての AKをクローニングし、三種酵素遺

伝子主主主主.~. g_三h11を同時にスリーパーベクターに

組み込むことにより、 ATP再生系を含む複数酵素反応シ

ステムの再 構築と効率良い GSH生産の検討を行なった。
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第二章 実験方法と材料
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1 ) 使用菌株・プラスミド DNA・ファージ DNA

本研究に使用した大腸菌、プラスミドベクタ一、フ

ァージベクターは、表 2- 1にまとめた。

本研究に使用したスリーパーベクターは、図 2- 1 

に示す構造からなり、以下に各スリ ーパーベクターの

特徴と作製法を簡単に示す。
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表2-1 使用菌株

strain Relevant features Source or 

reference 

1100 thi endA (12) 

LE392 型.QE44型.QF58hsdR514旦lK2巴1 (7 S. 7"】

T22lacYl 

JMIOl 型.QEthiム(lac-匹QAB)F'[traD36 【75】

E!:QAB+lac1 • lacZムM15J
BHB2688 N205recAD i皿m434cItsb2red3 (76) 

Eam4Sam7/λ] 

BHB2690 N205recA[λim皿434cItsb2red3 (76) 

Dam15Sa皿7/A] 

QD5003 豆旦.QF 【77)

QD5003(RI) QD5003/carrying plas皿id Nakano 

encoding EcoRI 

AB2557 Q!!IF1 Bachmann 
AT703 E旦rF59 Bachmann 
NM539 呈旦.QFhsdR[P2 cox3J (78】

EMBL4 A sbhI.U・b189<卯 lycloning (76) 

site int29ninL44illE poly-

cloning site>KH54chiCsrIA 4. 

nin5srI A. 5. 
M13K07 a derivative of M13 carrying (79) 

mutated version of geneII， a 

plasmid origin of replication 

(from p15A) 
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表 2-2 使用フ.ラスミド及びファジミド

Plasmid Relevant features 

pBR322 ColEl replicon 

pUC18 ColEl replicon carrying担cZ

(pUC19) with皿ultiplecloning sites 

pUCl18 a derivative of pUC18(pUC19) 

(pUCl19) containing a 476-bp fragment 

derived from the intergenic 

region of 1.113 

Reference 

(80) 

(81】

【79)
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a. slplOS(8S) 

AcI857pl旦.f5S7 (H)を母体とし、主主主左の EcoRI認識

部位閣の L豆.fを含む部分を除去し、 P' R直後の EcoRI認

識部位のみを残し、その他の E三oRI認識部位を Mu r r ay 

らの方法【 8• )により消去して作製したベクターである。

このベクタ -slpl0Sは、 P'R直後に唯一の EcoRI認識部

位を有し、外来遺伝子をこの部位に組み込んでもコー

ト蛋白質遺伝子は損傷を受けないので、ファージ粒子

として回収できる。スリーパーベクターはえファージ

のコー ト蛋白質にパッケージして使用するので、組 み

込める DNAのサイズに上限と下限がある。 パッケージ

できるサイズを 38-52Kb (76)として算出すると s1 p 1 OS 

は EcoRIで 0-10Kbの DNAを組み込むことが可能である。

b. slpl0S-Km 

slplOSのE三oRI認識部位に pUC4K(85)由来のカナマイ

シン (Km)耐性遺伝子を挿入し、 EcoRI認識部 位をー箇

所だけ有するように構築したベクターである。 s1 p 10 

S-Kmは slpl0Sと同様に EcoRI認識部位に外来遺伝子を

挿入しでもファージ粒子として回収することが可能で

あり、更に Kmを含むプレート上、 32
0

Cで生育する株を

- 22 -



選択することにより容易に溶原菌を得ることができる。

EcoRIで 0-9K bの範囲の DNAを組み込める。

c. slplOSムRz-Km

slplOSの Rz遺伝子中に存在する 匙斗I認識部位より

Ba131を用いて、 Rz構造遺伝子の一部を除去し、 Km耐

性遺伝子を導入することにより作製したベクターであ

る。このベクターは、他のベクターに比べて、ム Rzを

導入したことにより溶菌しにくい。 slplOS-Kmと同様

に EcoRI認識部位に外来遺伝子を挿入してもファージ

粒子として回収することが可能であり、 Kmを含むプレ

ート上で容易に溶原菌を選択することができる。

EcoRIで 0-10Kbの範囲の DNAを組み込める。

b. slp501S-Tc (83) 

slp501Sの Xb旦I認識部 位に pBR322のテトラサイクリ

ン(Tc) i耐性遺伝子を導入したものである。 slp501Sは

slp500SとslpllSより、 左部分が slp500S、 右部分が

slpllS由来となるように組み換えて作製したベクター

である。 slp500Sは、^cI857S7を母体とし、 Murrayら

の方法(8 4】により^DNA上の不要な 三箇所の EcoRI認識
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部位を消去した後に、 φ80ファージとかけ合わせて左

端にゆ 80由来のE♀oRI認識部位を導入して作製したベ

クターである。 slpllSは、 slplOSのE♀oRI認識部位に

合成 DNAを挿入して E主旦I認識部位にかえたベクターで

ある。 slp501S-Tcは、コート蛋白質遺伝子部分にのみ

認識部位を有する E三旦R1またはKJl_旦I部位に外来遺伝子

を挿入することが可能である。また、 Tc耐性遺伝子の

プロモーターは Pt ， p 1こ変えであるので、 slp501S-Tcの

溶原菌はトリブトファンを含まない培地でのみ、 1 .5 

μg/ml程度の弱い耐性を示す。従って、トリプトファ

ンを含まず、 1 . 5μg/mlのTcを含むプレート上、 32
0

C

で生育する株を選択することにより容易に溶原菌が得

られる。 slp501S-Tc は、 EcoRI で 7~21Kb 、!lP._旦 I で 8~

22Kbの範囲の DNAを組み込める。
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2 ) 培地及び培養方法

溶原菌の培養には、表 2- 3の組成からなる TY培地

を用いた。生育は、クレット光電光度計を用いて測定

した。

溶原菌の熱誘導培養は通常、次のようにして行なっ

た。 TY培地で 320C. 16時間の前培養を行なった溶原菌

を TY培地に植え(1/100 seed)、 320Cの恒温水槽中で振

とうし、クレットユニットが 50-100 ，こ達した時打。C

の恒温水槽に移して 15- 20分間振とうすることにより

熱誘導を行なった。その後 32-370Cの恒混水槽に移し

て、 2- 4時間振とう培養を行なうことによりファージ

DNA と遺伝子発現の増幅を行なった。

プラスミド DNAによる形質転換株の培養は、通常 25

μg/mlとなるようにアンピシリン(A p) を添加した TY

培地で、 370Cの恒温水槽中で振とうすることによって

行なった。 lac-プロモーター(以後、 P，. ，と略する)

からの転写を誘導する場合は、最終濃度が 1mMとなる

ように Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside(IPTG)

を添加して培養を行なった。野生株の培養は、 TY培地

で行なった。

slp501S-Tc系の溶原菌の選択は、表 2- 4の組成か

らなる寒天培地 (A培地)を用いて行なった。 slplOS-Km
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系の溶原菌の選択は、表 2-5の組成からなる寒天培

地(Km培地)を用いて行なった。プラークの形成は、

表 2- 6の組成からなる Base Agarプレートに指示菌

を含む表 2ー 7の組成からなる Soft Agarを重層する

ことによって行なった。

pUC 系プラスミドのマルチクローニングサイトに外

来遺伝子を導入した組み換え体 DNAによる形質転換株

の選択は、 表 2-8の組成からなる寒天培地(X -G al 

寒天培地)上で、白いコロニーを形成する株を単離す

ることによって ryなった。
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表2-3 TY培地

Tryptone 1 覧

Yeast extract 0.5克

NaC1 0.5% 

表2-4

(NH.) 2S0. 
グルコース

カザミノ酸

ビタミンB1
MgSO. 

A培地

2 g 

2 g 
l.5 g 

15 皿g

1 mM 
FeSO. O. 5mg 

テトラサイクリ ン 150μg 

リン酸buffer(pH7.0)20 mM 

Agar 15 g 

H20 1000 m1 
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Km培地表2-5

g

g

g
昭

g

n
u
p
h
d
r
h
d
n
u
q
L
 

1

2

1

 

Tryptone 

Yeast extract 

NaC1 

カナマイシン

Agar 

m1 1000 H20 

Base Agar 表2-6

1 % 

0.25% 

1.2 % 

Tryptone 

NaC1 

Agar 

50ft Agar 表2-7

1 克

0.25% 

0.5克

Tryptone 

NaC1 

Agar 



表2-8 X-Ga1寒天培地

Tryptone 10 g 

Yeast extract 5 g 

NaC1 5 g 

IPTG 47.6皿g

X-Ga1' 40 皿g

Agar 14 g 

H.O 1000 皿l

• X-Ga1: 5-bro田o-4-ch1oro-3-indo1y1
β-D-ga1actopyranoside 
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3 )プラスミド DNAの抽出と精製

分析用に少量調製する場合は、アルカリ法(8 6 )また

は、ボイリング法(8 7 )に従って抽出した。大量にプラ

スミド DNAを調製する場合は、下記に示す CsCトエチジ

ウムブロマイド 平衡密度勾配遠心法を用いて行なっ

た。

適当な抗生物質を含む 10m1のTY培地 (150m1 三 角フ

ラスコ)にプラスミド DNAを保持する E.co1iを植えて、

370Cで 16時間培養して前培養液とした。この前培養液

10m 1を 11の TY培地 ( 51三角フラスコ)に植えて 370C

で 16時間培養を行なった。 pBR322系のプラスミド DNA

を抽出する場合は、 K.U.与 70 ~ 90に達した時クロラム

フェニコール (Cm)を 150μg/m1となるように添加して

培養を行なった。 遠心集菌後、 菌体を 10m1の ST溶

液(25拡(w/v) sucrose/50mM Tris'HC1(pH8.0))に懸濁

したものに 2m1の 5mg/m1 リゾチーム溶液 (STに洛解)を

加えて氷上に 5分放置した。4m1のo. 25M E D T A (p H 8 . 0) 

溶液を加え 5分放置した後、 1%Brij58/0.4% Na-deoxy-

cho1ate/62.5mM EDTA/50mM Tris'HC1(pH8.0)からなる

溶液 16m1を添加し氷上で 20分放置した。 日立 SR P 28 SA 

rotorで、 25.000rpm. 1時間遠心することにより、

c1eared 1ysateを得た 。 この c1eared 1ysate をフ ェ
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ノール抽出、エタノール沈殿を行ない、得られた沈殿

を 14mlの TES buffer (20mM Tris'HCl(pH7.5)/ 10~ 

NaCl/10mM EDTA)に溶かし、 1m 1のエチジウム ブロマ

イド溶液(10mg/ml) を添加後 Cs C 1 (塩化セシウム)

を加えて、 R.I. (Refractive Index)=1.390-1.391 に

調製した。目立 RPV45T rotorで 40，000rpm， 16時間、

CsCトエチジウムブロマイド平衡密度勾配遠心を行な

うことにより、プラスミド DNAを抽出、精製した。

4 ) ファージの精製及びファージ DNAの抽出

ファージ粒子の精製は、 Yamamoto等の方法(8 8 )を改

変して行なった。 溶菌液に、 lμg/ml となるように

DNase 1を添加して、 370Cで 30分反応した後、 11 ， 0 00 

rpm で 15分間遠心して上清を分離した。目立 SRP 2 8 SA 

rotor を用いて 40Cで、 27，000rpm，90分間遠心するこ

とによりファージ粒子を含む沈殿画分を得た。沈殿を

o . 1 m 1の SM溶液 (O.lM NaCl/lmM MgSO';O.Ol% Gelatin/ 

0.02M Tris'HCl(pH7 .5))に溶かし、 40Cで 16時間以上

放置した。 ファージ溶液が 1.0mlとなるように SM溶液

を加えたのち、 CsCl/SM溶液と混合して、 p=1.70とな

るように調製した。目立 RPS55T rotorを用いて 25， 000 

rpm，23時間遠心した後、ファージ粒子のバンドを抜き



取り、 SM溶液で 1時間透析することにより精製した フ

7 ー ジ粒子を得た。 ファージ DNAの抽出は、フェノー

ル処理した後 TE bufferで透析して行なった。

ファージ粒子を作らない ファージ DNAの抽出は

Blattnerらの方法 (8 9 )で行なった。 即ち、溶菌液に

1/5容量の SDS溶液( 0.25M EDTA/2.5克 SD S / 0 . 5 M T r is 

(pH9.0))を 加え、 700C で 30分間加熱した後、更に

1/4容量の 8MK-Acetate溶液を加え氷上で 15分放置し

た。 15目。00rpm，30分の遠心後、 上清に 2倍量のエタノ

ールを加えて、 12，OOOrpmで 30分遠心して得られた沈

殿を TE bufferに浴解してファージ DNAを得た。

5) in vitro packaging 

パッケージング・エクストラクトはホーン等の方法

【76， 9 0 )に従って、以下の様にして調製した。

E.coli BHB2688 (prehead donor)とBH B 2 6 9 0 ( p a c k-

aging protein donor)をそれぞれ TY培地 3ml に植え、

370Cで 16時間培養した 。 この前培養液 1mlを、それぞ

れ 100mlの TY培地(500ml 三 角フラスコ)に植 え て、

K.U.=30まで

420C， 15分間

培養を続けた。

320Cで培養した。 K.U.=30に達した 時 、

の熱誘導をかけ、 その後 370Cで 3時間

BHB2688とBHB2690の培養液を混 合 し、
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遠心集菌後、 20 mlの A d i 1 b u f f e r ( 10m M T r i s . H C1 

(pH7.5)/100mM MgSO.)に懸濁し、再び遠心集菌を行な

った。この菌体を、 packaging buffer ( 0.4M Tris' 

HCl(pH8.0)/ O.OlM MgSO./ 0.01M Spermidine/ 0.01M 

Putrescine/0.1耳 β-mercaptoethanol/ 7% DMSO )に

懸濁し、 遠心後、 沈殿函分を 0.5ml の packaging 

bufferに再懸濁した。この懸濁液を 25μlずつエッペ

ンドルフチュープに分注して、液体窒素で凍らせて、

-70 ocで保存した。このパッケージング ・エク ストラ

クトは、-70 ocで数か月保存できる。

in vitro packagingは次の様にして行なった。パッ

ケージング・エクストラクトを氷上で溶かし、 50 mM 

ATP 2μ1とパッケージングしたい DNA 1μEを加えて混

合し、 37
0

Cで 60分間反応を行なった。 この反応液に

1 mg/ml の DNaseIをo. 2μl加えて 370Cで 15分間反応を

続けた。クロロホルム l滴と A dil buffer 200μlを加

えた後、遠心してファージ液を得た。

6 ) 形質転換

形質転換は Lederberg等の方法(9 I】に従って行なっ

た。
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7 ) DNA操作

告IJ限酵素による DNAの切断は、 Davis等の緩衝液(9 2) 

を用いて、種々の制限酵素で行なった。 切断した DNA

は、 5%のポリアクリルアミド・ゲル電気泳動(9 3 )或い

は、 0.7-2.0克アガロース・ゲル電気泳動【 94 )で分離

し、 エチジウムブロマイド(0 . 5μg/ml)で染色し、ト

ランスイルミネーター (Ultra-Violet Products， Inc.) 

上で蛍光により DNAバンドを検出した。 アガロース・

ゲルからの DNA断片の回収は DEAE-cellulosemembrane 

CSchleicher and Schuell NA-45)に吸着する方法 (95) 

で行なった。 T4DNAリガーゼによる DNA断片の結合、大

腸菌 DNAポリメラーゼ 1(Klenow フラグメント)を用

いた 5' 突出末端の平滑末端への変換、 T4 DNAポリメ

ラーゼによる 3'突出末端の平滑末端への変換 、キナー

ゼによるリンカーの 5末端のリン酸化及びリンカーの

連結は、 Maniatis等の方法(9 6 )によった。 オリゴヌ

クレオタイドの合成は、 DNA合成機( B e c k m a n S y s t em 

lE Plus)を用いて行なった。
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8 ) ハイプリダイゼーション法

プロープとして用いる DNAの標識はニックトランス

レーション法によって行ない、ニックトランスレーシ

ョンキット (Amersham社製)を用いて DNAを [α_3 2円

dCTPにより標識した。 標識された DNAは、 Sephadex 

G-I00のカラムクロマトグラフィー(カラムは φ0.7x 

20cmのものを使用し、緩衝液は 20mMTris・HCl(pH8.0)

/150mM NaCl/lmM EDTA を用いた) を用いて未反応の

dCTPと分離した。プラークハイブリダイゼーションは、

BentonとDavisの方法 (97 )に従って行なった。 サザン

ハイブリダイゼーションは、 Southernの方法(9 8 )に従

って行なった。

DNA断片のアガロースゲルからニトロセルロースフ

ィルターへの移行は Capillary transfer法によって行

なった。
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9 ) 塩基配列の解析

ackAの塩基配列の解析は、 Sanger Dideoxy-medi-

ated Chain-termination 法(8 2. 9引により行なった。

目的の DNA断片をファジミド pUCl18.pUCl19にクローニ

ングすることにより一本鎖 DNA を調製しテンプレート

とした。 一本鎖 DNAの調製は、 M13K07をへルパーファ

ージとして用いて行なった(7 9 )。プライマーは、最初

はベクターとアニールするユニバーサルプライマーを

使用し、それ以降は、明らかになった配列に対して相

補的な DNA Cl7-25mer)を合成することにより作製した。

反応は E.coliDNA polymerase 1の Klenow fragment を

用いて [α_32PJdCTPを取込ませることにより行なった。

1 0 ) 酵素活性の測定

粗酵素液の調製は、培養液を遠心分離して菌体を集

めた後、生理食塩水に懸濁し超音波破砕処理を行ない、

12.000rpmで 20分間の遠心分離により cell debris を

取除くことによって行なった。
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y -glutamylcysteine synthetase (GSH-I) 

の活性測定

グルタミン酸とシステインを基質として、 GSH-Iに

より生成する y -Glutamylcysteine (y -GC) の量を

Jacksonの方法 (100)で定量する ことによって行な った。

y -GCの生成反応は 10mMATP/ 15mM グルタミ ン酸-Na 

/ 15mM システイン / lOmM MgCl2 / 50mM Tris-Cl 

(pH7.5) からなる反応液 1ml中で、 370C，30分間行ない、

1000Cで 2分間煮沸することにより反応を停止した。生

成した y-GCの定量は以下の様にして行なった 。 反応

停止液を 8000rpm， 10分間遠心して、その上清 O.5 m 1 を

4mlのグリオキシル酸混液 (5mMEDTA/1mg/ml アスコ

ルビン酸/3mg/m 1グリオキシル酸 / 1 M K -P h 0 s p h a te 

buffer (pH6. 8))に添加して、 650Cで 5分間保持した。

250Cの水槽で冷却した後、 DT N B (5， 5' D i t h i 0 b i s -( 2-

nitrobenzoic acid)) 溶液 (3.8mMDTNB/1M K-Phos 

phate buffer(pH6.8))を 0.5ml加え、 250Cで 7分間発色

反応を行ない、ギルフォード 300N型ミクロ分光光度計

を用いて 412nmで吸光度を測定した。 ブランクは生成

反応液の組成から ATPとグルタミン酸を除いた条件で

反応し測定した。 1mg/mlとなるように調製した y-GC 

(輿人)を用いて検量線を作製し、 生成した y-GCを
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定量した。 酵素活性は 1時間 当 たりに 生 成する r -GC 

の量 (μmol r -GC/ mg蛋白 /hour) で表現した 。

Glutathione synthetase (GSH-]])の活性測定

r -G Cとグリシンを基質として 、 GSH-] ]により生成

する Glutathione(GSH) をTietz巴の方法 (1 0 1 )によって

定量する ことによって行なった。

GSHの生成反応は、 10mM ATP/ 15mM グリシン / 5 

mM r -GC/ 10mM MgC12/ 50mM Tris-Cl(pH7.5) から

なる反応液 1ml中で、 370C， 2時間行ない、 100
0

Cで 2分

間煮沸することにより反応を停止した。 生成した GSH

の定量は以下の様にして行なった。

反応停止液をふ OOOrpm， 10分間遠心して、そ の上清

1 0μlを 2.65mlの発色液・に加えてギルフ ォード 300N

型ミク ロ分光光度計を用いて 412nmで吸光度の 変化(ム

OD.，2nm)を測定した。ブランクは生成反応液の組成か

らATPとグリシンを除いた条件で反応し測定した 。 1mg 

/m1となるように調製した GSH(べーリンガー)を用い

て検量線を作製し、生成した GSHを定量した。酵素活

性は 1時間当たりに生成する GSHの量 (μ molGSH/mg 

蛋白 /hour)で表 現した。
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.発色液の調製

o . 1 m 1の DTNB溶液、 0.05mlの NADPH溶液、 0.4Uのグ

ルタチオンレダクターゼを 2.5mlの Bufferに加えて調

製する 0

・DTNB溶液 40mg DTNBt15mgNaHC03/10ml of 100~ 

K-Phosphate buffer(pH7.1)) 

NADPH 溶液:12mg/3ml of 0.02N NaOH 

Buffer 360μM EDTA/0.05M K-Phosphate 

buffer(pH7.1) 

G1utamine phosphoribosylpyrophosphate amido-

transferaseの活性測定

グルタミン酸デヒドロゲナーゼ法(1 0 2. 1 0 3 )を若干

改変して測定した。

3mM PRPP(phosphoribosylpyrophosphate)/ 13mM グ

ルタミン/ 10mM MgCl2/ 0.1% BSA/ 50mM Tris-Cl( ~ 

8 . 0 )からなる反応液 2. 8 m 1に組酵素液 0.2mlを加えて、

370Cで 10分間反応を行なった後、 100
0

Cで 2分間煮沸す

ることにより反応を停止した。反応停止液を 8.000rpm

で 10分間遠心分離して、その上清 100μlに 1mlのo. 25M 

塩酸ヒドロキシルアミン、 2m 1の 0.085%β-NAD、及び



0.05覧のグルタミン酸デヒドロゲナー ゼ 50μlを加えて

370Cで 30分間反応させた後、ギルフォード 300N型ミク

ロ分光光度計を用いて 340nmで吸光度を測定した。

NADの変化量(ム OD..onm)より定量を行なった。酵素活

性は 1分間あたりに生成するグルタミン酸の量で表現

した。

Acetate kinase(AK)の活性測定

Thomasらの方法(I 0 • )に従い、 ADPとアセチルリン酸

から生成する ATPをへキソキナーゼ (HK)とグルコースー

6-リン酸デヒドロゲナーゼ (G6P-DH) を経由して NADP+ 

還元と共役させることにより測定した。

5mM MgC12/10mM glucose/0.5mM NADP/5mM ADP/ 5U 

of G6P-DH/ 12.5U of HK/ 2mM acetyl phosphate/lOO 

mM Tris-Cl(pH8.5) の組成からなる反応液 2.4mlにo.1 

mlの希釈組酵素液を加えて、 250Cでギルフォード 300N

型ミクロ分光光度計を用いて 340nmの吸光度の変化を

測定した。酵素活性は、 1分間あたり 1μmolの NADPH 

を生成するカ価を 1Uとした。
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Phosphotransacety1ase(PTA) 

の活性測定

Citrate synthaseの測定法(1 0 5 )を改変した方法け 0)

に従い、 アセチルリン酸と CoAから生成するアセチル

CoAをma1ate dehydrogenase(MDH)とci t r a t e s y n t h a se 

(CS)を経由して、 NADの還元と共役させることにより

測定した。

5μmo1 MgC12/ 0.5μmo1 NAD/0.5μmo1 CoA/5μmo1 

ma1ate / 12.5μg MDH / 25μg CS / 10μmo1 acety1 

phosphate / 100μmo1 Tris-C1(pH8.0) の組成からな

る反応液 0.95mlに 0.05m1の希釈粗酵素液を加えて、 25

。Cでギルフォード 300N型ミクロ分光光度計を用いて 34

Onmの吸光度の変化を測定した。酵素活性は、 1分間

当たり 1μmo1の NADHを生成する力価を 1Uとした。
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1 1 . グルタチオン生産能の測定

詳細な方法は、本文中で記載するが、グルタミン酸、

システイン、グリシンを基質として生成したグルタチ

オンを Tietzeの方法(1 0 1 )によって、 定量することに

よって行なった。
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第3章 スリーパーベクタ}によるグルタチオン

生合成静素遺伝子群の増幅
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第l節 はじめに

GSH は、 GSH-] ，GSH-]] の 2酵素の逐次反応により生

合成されるので、酵素法による効率的生産には両酵素活

性の強化が必要である。これまで京都大学木村研究室を

中心にして、大腸菌由来の GSH-]， GSH-]] 両酵素(1 3. 14) 

のi宣伝子(皇主主1，区三且LU をクローニングし(9， 1 0】、プラ

スミドベクターを利用して大腸菌へ導入することによる

GSH高生産菌の育種が検討されてきた (11)。

遺伝子組換え技術を利用して酵素活性を強化するため

には、細胞内で遺伝子を安定に保持し、細胞当たりの遺

伝子のコピー数を増やし、更に転写・翻訳効率を良くす

る必要がある。また、 GSH のような複数酵素系により生

合成される物質生産に応用してゆくためには、 長い DNA

を収容できるベクターを使用する必要がある。

第 l章で論じたように、スリーパーベクター(6 5. 1 0 6) 

は、 20Kb以上の長い外来遺伝子を組込むことが可能であ

り、しかも、 宿主大腸菌染色体 DNAに組込まれることに

より安定に保持される。そして、熱誘導のみにより遺伝

子を増幅し、菌体内に大量の遺伝子産物を蓄積すること

が可能である。 GSHの様な複数酵素系により生合成され

る有用物質の高生産システム構築において、酵素群を高
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度に発現できるスリーパーベクターのシステムは最適の

宿主ーベクタ一系であると思われる。

まず、 E立_hli宣伝子、 E立主11遺伝子を同時に併せ持つフ

ァージ DNAと溶原菌の作製を行ない 、 グルタチオン生合

成遺伝子群の発現を検討した。

大腸菌において、 GSH-Iの比活性は、 GSH-IIに比べて

かなり低く、 GSH-Iの活性が GSH生合成の律速段階になっ

ている【 10710 足立_hl，足立与日両遺伝子を含む雑種プラスミ

ドによる形質転換株においても同様の結果、 つまり、

GSH-Iが GSH生産の律速段階になっている結果が得られて

いる(1 2・10 8】。 GSH-Iの比活性を増強することにより GSH 

生産能の向上が期待されるので、 gshI遺伝子をタンデム

に導入することも併せて検討した。

そして、このスリーパーシステムを更に効率良く利用

する為には増幅された DNA の転写効率を高める必要があ

る。特に~の転写・翻訳を高めることにより GSH生産

効率の向上が期待される。

従来のプラスミドをもちいた遺伝子発現系において、

制御可能且つ強力なプロモーターを利用することにより

発現効率を高める改良が数多くなされている。例えば、

P，いの場合は、通常、 l主主I産物であるリプレッサーの働

きにより、転写は抑制されている。 IPTGなどの合成基質

の添加により 抑制が解除され、 p，・ cからの転写が効率 良
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く開始される。 通常のプラスミド DNAは、その複製が染

色体 DNAとは独立して行なわれるので、 細胞当たりのコ

ピー数を人為的に制御することが難しい。 pUCシリーズ

のようなコピー数の高いプラスミド DN A (8 1 )をベクター

として使用する場合、リプレッサーが足りなくなる等の

原因から抑制が不十分になり転写が一部行なわれてしま

う場合がある。 また、 工業的に利用する場合、発現の

誘導のために添加する IPTGなどの合成基質のコストも問

題となろう。

一方、 スリーパーベクターを利用したファージ DNAは

溶原菌中におい て染色体 DNA に組込まれ 安定に存在する

( 1コピー/細胞)。熱誘導のみでファージ DNAの複製が

開始し、コピー数が急速に増加する (500-1，000コピー

/細胞)ことにより遺伝子発現が増幅される。従って制

限温度内においては、細胞の制御機構の支配下にあるた

め、 制御可能なプロモーターからの転写は抑制 されてお

り、転写誘導基質の添 加なしに、熱誘導のみにより制御

が解除されて効率良く発現をおこなうことができる。

このような観点から、 本研究において、足立主1，m旦

の発現効率を上昇させるために、 PI • ，を利用して、 GSH-

1， GSH -11両酵素活性の強化を検討した。
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第2節 スリーパーベクタ}を利用した位LKilllの
発現

図 3- 1に示すように、 E主主1は構造遺伝子内に E♀oRI

認識部位を有し、 足立lliは構造遺伝子内に E旦旦I認識部位

を有している。スリーパーベクターには、第 2章に示し

たようにコート蛋白質をコードする領域に EcoRI或いは、

II旦Iで外来遺伝子を組込める slp500タイプのベクターと、

後期プロモーター P'R 直後に唯一の EcoRI或いは XbaI認

識部位を有する slplOタイプのベクターがある(図 2-

1 )。 そこで、 広三主i を slp501S-Tcの~旦 I 認識部位に、

E三.h1 1 を slpl0SのE三oRI認識部位に導入し、それらファー

ジDNAを XhoI認識部位で組み換える事により同一ファー

ジDNA上に足立.hl. &立主11を有する組み換え体ファージ DNA

の作製を行なった。
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図3-1 匹hI，臣hIIを含むDNA領壕の制限酵素地図

一一→は、構造遺伝子の存在領域、転写方向を示す。

E匙旦RI，K:KmlI， Hp:!:!p'主1，M:担旦1，St:笠日I
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1 ) 孟立h1を 2コピー組み込んだ組み換え体 slpGSI2

の作製

巳 h1を含むプラスミド pGSIOO (京都大学木村研究室に

おいて作製された) ( 1 0 )より、 (図 3- 2 )のスキーム

に従い、 E旦n1 認識部位の内側に~をコピータンデムに

保持する pGS300KKを作製した。

pGSIOODNAは、 pBR322DNAのE立主I認識部位に足立主よ構造遺

伝子領域を含む 3.5 K bの DNAが挿入されているプラスミド

DNAである。 pGSIOO DNAにおいて、 足立.hl構造遺伝子の上

流、 約 70bpの位置に StuI 認識部位がー箇所存在する。

pGSIOO DNAを g旦Iで切断後、!a.旦Iリンカー (GGGTACCC)を

挿入し、 pGSIOOK DNAを作製した。 pGSIOOK DNAは、 E立.hl

構造遺伝子上流に illI認識部位を一箇所有するプラスミ

ドDNAである。次に、 pGSIOOK DNAをE主主Iで切断後、同じ

制限酵素で切断した pUC18 DNAと結合後、 X-Gal寒天培地

中で白いコロニーを形成し、 Tcを含む TY寒天培地中で生

育できない株を得た。これら形質転換株よりプラスミド

DNAを抽出し、 !a.旦Iで切断後アガロース・ゲル電気泳動

により 1.8Kbの DNA断片が検出されるプラス ミド DNAを選

択することにより pGSIOOKK DNAを得た。

pGSIOOKKDNAは、~を含む約 1 .8 K bの領域の両側に E旦旦I

認識部位を有するプラスミド DNAである。次に、 ~主よを
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二コピータンデムに含む pGS330 DNA (木村研究室におい

て作製された) 【12 )を旦足よ11 で切断後、アガロース・ゲ

ル電気泳動より単離した 3.5Kbの DNA断片を、閉じ制限酵

素で切断後 BAP CBacterial Alkaline Phosphatase)処理

した pGSIOO DNAに挿入することにより pGS300KK DNAを作

製した。 pGS300KK DNAは、 illI認識部位の両内側に E三hI

を二 コピータンデムに保持するプラスミド DNAである 。

次に、スリーパーベクタ-slp501S-TcのK.P_旦I認識部位

に巴主1を導入した(図 3- 3) 0 pGS300KK DNAをK.，Qn 1で

切断後、 アガロース・ゲル電気泳動により E三l!lを含む

4.4Kbの DNA断片を単離した。この DNA断片と li旦Iで切断

した slp501S-TcDNAを結合後、 in vitro packaging法に

よりファージ粒子として、 E.colillOOに感染し、 Tcを含

むA培地上 320Cで生育する溶原菌を得た。 これら溶原菌

をTY培地に植え、熱誘導を含む培養後、クロロホルムを

添加して溶菌液を得た。 この溶菌液を、 base agarプレ

ートの上に、 E.coli LE392株をローンとして撒いた s0 ft 

agar 培地上にスポットして 37
0Cで培養し、ブラーク形

成の有無を調べた。ブラークを形成しない溶原菌は、コ

ート蛋白質を形成できないファージ DNA による溶原菌で

ある。ファージ粒子を作れない溶原菌の中から、目的の

溶原菌を以下の方法で選択した。各株を TY培地 3ml中、

320Cで培養し、 K.U.が約 70に達した時、 42
0

C， 15分間の



熱誘導を行なった後 37
0

Cで 2時間培養を続けた。 この培

養液を超音波破砕したものを粗酵素液として、 GSH-I の

活性を測定した。 活性の高かった溶原菌よりファージ

DNA を調製し、制限酵素地図を作製した結果、 s1 p 5 0 1 S-

Tc の!a.旦I認識部位に後期プロモータ-P' R と順方向に

lW!lが二コピー組込まれた s1pGSI2・DNAが得られた。

同時に E主主1を増幅し、熱誘導により発現できる溶原菌 L

co1i 1100 (s1pGSI2) が得られた。

同様にして、 pGS100KK DNAの足立h1を含む!a.旦I切断 DNA

断片を s1p501S-Tcに挿入することにより、後期プロモー

ター P'Rと順方向に ~をーコピー組込んだ s1pGSI 1 '

DNA及び溶原菌 E.co1i 1100 (s1pGSII)を得た。

GSI は GSH-j、 GSIの後の 1. 2はファージ DNAに組み込ま

れている旦三h1のコピー数を表している。



pGS300KK 

d 

図3-2 ~Iを2 コピー保持するpGS300KKの構築

B :BamHI， Bg盈1II，E匙_QRI，K:K.2!lI， P:PstI， St笠旦I
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2 ) g_三且11を lコピー組み込んだ組み換え体 slpGSII 1 

の作製

E主主11を含むプラスミド pGS401-1(京都大学木村研究

室において作製された)【 11)より、図 3- 4のスキーム

に従い、 EcoRI認識部位の内側に E立主工1を保持する pGSB 

402を作製した。

pGS401-1 DNA は、 pBR325 DNA の E亘mHI 認識部位に

民主11 を含む約 1.8 K bの DNAが挿入されているプラスミド

DNAである。 pGS401-1 DNAをEよ旦111とE主mHIで切断し、ア

ガロース・ゲル電気泳動より広三h11を含む DNA断片を単離

した。 この DNA断片と、閉じ制限酵素で切断した pB R 322 

DNAを結合することにより、 pGSB401-1 DNAを作製した。

この pGSB401-1 DNAをE主mHIで切断し、 Klenow fragment 

で平滑末端にした後、 EcoRIリンカー (GGAATTCC)を挿入

して pGSB402 DNAを作製した。 pGSB402DNAは、且立主工ょを含

むDNA領域の両側に EcoRI認識部位をもっプラスミド DNA

である。

スリーパーベクタ -slplOSは、 P' Rプロモーターの直

後に EcoRI認識部位を唯一もつベクターである。 このベ

クターに、 E立主11を導入した(図 3- 5 )。

pGSB402 DNAをE三旦R1で切断し、アガロース・ゲル電気

泳動により足立lliを含む 1.7Kbの DNA断片を単離した。こ
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のDNA断片と、 同じ制限酵素で切断した slplOSDNAを結

合して、 invitro packaging後Eム♀♀IILE392に感染しプ

ラークを形成させた。得られたプラークより、目的のフ

ァージ DNAを次の方法により得た。 R1プラスミド(1 0 9 )を

もっている宿主上でアッセイされるファージのタイター

と持っていない宿主上でアッセイされるファージのタイ

ターの比 (restrictionratio)は、 ファージ DNAの EcoRI 

認識部位の数によって異なる。即ち、 R1プラスミドをも

っている E.coliK-12 にファージを感染しブラークを形

成させると、ファージ DNA上の EcoRI認識部位が増えるに

つれタイターが低くなる(5 a. 1 1 O. 1 1 1 )。

目的のファージ DNAは、 E三oRI認識部位に皇三h11が挿入

されたものであるので EcoRI 認識部位は二箇所以上にな

る。この方法を応用してタイターの比を比較することに

より、外来遺伝子が挿入されてたファージを選択した。

指示菌として E.coliQD5003株と Eι♀旦よよ QD5003(RI)株を

使用した。 Eム主立よよ LE392株で形成されたプラークよりで

ファージ溶液を調製し、 QD5003株と QD5003(RI)株に感

染させ、軟寒天培地上に形成するプラークの数を計測し、

QD5003株におけるタイターと QD5003(RI)株におけるタイ

ターの比 (QD/QD(RI)) が 30-200程度のプラークよりフ

ァージを抽出した(slplOSのファージより形成されるプ

ラークは QD/QD(RI)が 10以下である)。 これらファージ
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より DNAを単離し、 その制限酵素地図を作製することに

より、 広三主上1が P'Rプロモーターと順方向に挿入された

slpGSII " DNAが得られた。このファージを E.colill00

に感染させて、溶原菌~立よよ 1100(slpGSII ，)を得た。

G S II は GSH-11、 GS IIの後の 1はファージ DNAに組み込

まれている足立主11のコピー数を表す。
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図3-4 ~IIを lコピー保持するpGSB402の構築

B:BamHI. E匙QRI.H担旦111.K:KQ旦I
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3 ) 旦立主iを 2コピー、旦立主上1を lコピー同時に組み込ん

だ組み換え体 slpGSI2-GSII，DNAの作製

溶原菌Eム主旦II1100(slpGSI2)とEム主立よよ 1100(slpGSII ，) 

をそれぞれ、 TY10mlで 320Cで培養し、 K.U.=50で 420C，15

分間の熱誘導をかけた後 37
0

Cで 2時間培養した。 この培

養液を溶菌後、ファージ DNAを単離した。 このファージ

DNAを混合し、 Nhelで切断後、 結合して 、 i n v i t ro 

packaging法を行ない E.coli1100に感染させて溶原菌を

得た。溶原菌中より Tc感受性の溶原菌を選択した。これ

ら溶原菌各々を熱誘導後 37
0C で 2時間培養した培養液に

クロロホルムを添加することにより溶菌液を得た。 E.co 

U LE392を指示菌としてローンを作製した軟寒天培地上

に溶菌液を滴下し、 37
0

Cで 16時開放置してプラーク形成

の有無を調べた。プラークを形成しない溶原菌選択する

ことにより、 目的の slpGSI2-GSII，. DNA による溶原菌

Eム主主111100(slpGSI2-GSII，)を得た (図 3ー 6) 

•. GSI，GSIIの後の 2.，は、ファージ DNAに組み込まれて

いる足立主l.g_三h11のコピ ー 数を表している。
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図3-6 匹hIを2コピー、 ~IIを l コピー同時に組み込んだファージDNA
slpGSI 2-GS n )の作製

E匙.QRI.K:KQ!)I. X出豆1.Xb世主I

- 60 ー



4) GSH-I，GSH-IIの酵素活性

得られた溶原菌 E. C 01 i 1100 (s 1 p G S J， ) ， 1100 (s 1 p G S 1 2)， 

1100(slpGSII ，) ，1100(slpGSI2-GSII ，)，及びコン トロー

ルとして 1100 (slp501S-Tc)を培養し、 GSH-IとGSH-11の

酵素活性を測定した。 前培養は、 TY培地 3ml中で 320C，1 

6時間行なった。前培養液 100μlを 10mlTY培地(150ml三

角フラスコ)に植えて、 320Cで培養した。培養液の K.U

が 70に達した時、 42
0

Cで 20分間の熱誘導を行ない 370Cで

3時間培養を続けた。 集菌後、生理食塩水に溶かした菌

体を超音波破嬢処理を行なって粗酵素液として、 GS H -1 ， 

GSH -11の酵素活性を測定した。結果を表 3- 1に示す。

E立主ょを 1コピー組み込んだファージ DNA による溶原菌

1100(slpGSI，)の GSH-I活性は 1. 5μmol/mg蛋白 /hで、

且主主1を 2コピー組み込んだ 1100(slpGSI2)では、 3. 1μmol 

/mg蛋白 /hであった。コントロールである 11 0 0 ( s 1 p 5 0 1 S-

Tc)に比べて、 それぞれ 17倍， 34倍の GSH-I活性を示し

た。 ファージ DNA上に組み込まれている豆三h1遺伝 子のコ

ピー数に応じて、 GSH-I活性が上昇した。 足立主11を 1 コ

ピー組み込んだ溶原菌 1100(slpGSII，)の GSH-11活性は

28 . 6μ mol/mg蛋白 /hで、 1100(slp501S-Tc)に比べて 72倍

の高活性を示した。

また、 両酵素遺伝子を組み込んだファージ DNAによる
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溶原菌 1100(slpGSI2-GSn，)の GSH-I，GSH-II活性は、熱

誘導によりそれぞれ 60倍， 90倍に増幅された。 GSH-Iの

活性は 5. 1μmol/mg蛋白 /h，GSH-IIは 36.0μmol/mg蛋白

/hであり、 GSH-Iは GSH-11に比べて 1/7程度の比活性

であった。



表 3-1. GSH-I，GSH-IIの酵素活性

菌株 GSH-I・ GSH-II・

11 00 (slp50 lS-Tc) 0.09 ( 1) 0.4 ( 1) 

1100(slpGSI，'・) 1.5 (17) 0.4 ( 1) 

1100 (slpGSI.) 3.1 (34) 0.4 ( 1) 

11 00 (slpGS II ，) 0.09 ( 1) 28.6 (72) 

1100 (slpGSI 2-GS II，) 5.1 (57) 36.0 (90) 

.μ1IlO1/1回g蛋白/時間
日 GSI，GS IIはそれぞれGSH-1 ，GSH-11酵素遺伝子

を組み込んでいることを表し、 z或いは2は、

組み込まれている進伝子のコピー数を示す。
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第3節 外来プロモーターの利用による凶，凶1の

発現強化

これまで、 E主主1.広三且11の発現は、それぞれの遺伝子の

上流に存在する本来のプロモーター領域、或いは、ファ

ージの後期ブロモータ-P' Rを利用して行なってきた。

強力なプロモーターを使用することにより E主主1.足立主11の

転写効率の上昇が期待されるので、本節において、旦主主1.

E三illを PI a cの支配下に置くことにより、 GSH-1. GSH-11 

の高発現を検討した。 基本的には、 第 2節と同様に、

E三h1を組込んだファージ DNAとE立主11 を組込んだファージ

DNAを組換えることにより E三l!_l.皇三illを同時に併せもつ

ファージ DNAを作製した 。 第 2節で使用したスリーパー

ベクター slpl0Sは、溶原菌を選択するのに薬剤などの選

択マーカーをもっていないので、溶原菌を選択するのに

煩雑な手法を要する。そこで、カナマイシン(K m) 耐性

遺伝子を組み込んだ slplOS-Kmを使用することとした o

K_e__hlは、 Tc耐性で選択することができる slp501S-Tcに、

旦三hllは、 Km耐性で選択できる slpl0S-Kmに導入すること

とした。 また、 Km耐性遺伝子中には Xhol認識部位が存

在するので 、 ファージ DNA中に唯一存在する Nhel認識部

位で組み換えることとした。
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1) 1亘c-プロモーターより発現可能な足立hlを 2コピ

一組み込んだ組み換え体 slpp，・，GS 12の作製

lihlの塩基配列解析の結果【 15 )、足立主1の上流には 2組

のプロモータ ー構造が存在することが報告されてい る。

主主I認識部位は上流側にあるブロモーターの中央部を分

断する位置に存在する。 pGSIOO DNAを StuIで切断した後、

E..e.J 1リンカーを挿入して、 pGSIOOPs DNAを作製した。

pGSIOOPs DNAをE立主Iで切断後、足立主1を含む 1.8Kbの DNA断

片を単離し、 同じ制限酵素で切断した pUC19に挿入し、

P 1. t に対し旦立主1が順方向に向いている pGSIOO(lacP)を作

製した(図 3- 7) 0 pGSIOO(lacP)は、 P1. cより E立主1の

転写を開始することが可能であり、区立h1の 3・末端より下

流に!uu:!1認識部位をー箇所保持するプラス ミド DNAであ

る。

pBR322 DNAを主互主11とE主.!!!H1で切断し、 5'ーCGGTACCACTA 

GTAGGCCTGAGCTCG-3'と5'-GATCCGAGCTCAGGCCTACTAGTGGTA 

CCGACGT-3'の配列よりなる合成オリゴヌクレオタイズを

婦人することにより pNK322LDNAを作製した(図 3ー 7)。

pNK322L DNAは、 pBR322 DNAの主主主11-B豆mHI DNA断片 (約

450bp) のかわりに、主互主lI-!Uu:!I-illI-a..!.旦1-S主主1-!L主旦HI

認識部位をもっ DNAが挿入された DNAである。

次に、 pGSIOO(lacP) DNAをEヱ旦11とE互主Iで切断し、 ア



ガロース・ゲル電気泳動より単離した p，・ c及び広三主iを 含

むDNA断片を、 St旦1. a.主主Iで切断した pNK322L DNAに挿入

することにより pGSII01 DNAを作製した。 pGSII01 DNAは、

p， . ， の支配下で~の発現を誘導でき、さらに、 P 1. cの

上流に illI認識部位、 広三l!lの 3.ー末端より下流に Xb旦I認

識部位を有するプラスミド DNAである。 また、このプラ

スミド DNAはaR豆Iの上流及び Xb旦Iの下流にE旦旦I認識部位

を有するので、!Ll?_旦Iで切断することにより P1. cより発現

可能な E三h1を含む DNA断片を単離することができる。

illI は A↓CTAG T XbaIは T↓CTAG Aを認識する

T GATC↑A A GATC↑T 

制限酵素であるので、切り口の配列は閉じである。従っ

て、 E主主IとaR豆Iで切断後単離した DNA断片を E主主I或いは

~I で切断した同じプラスミド DNA に挿入することによ

り、遺伝子を効率良くタンデム化することができる。こ

のようなシステムは、 BamHIとJLgJII. NheIとX_Q_旦1. !i主eI

とE旦_gIの組み合わせでも可能である。この方法を用いて、

pGSII01 DNAを XbaIとillIで切断して得た DNA断片(p，・ c

より発現可能な足立主1領域を含む)を、 Xb旦Iで切断後アル

カ リフォスファターゼ処理した pGSII0IDNAに挿入するこ

とにより pGSII02 DNAを得た(図 3-7) 0 pGSII02は、

E旦旦I認識部位の内側に p，. ，より発現可能な足立主iを 2コピ

ータンデムに有するプラスミド DNAである。
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第 2節と同様にして、スリーパーベクタ-s 1 p 5 0 1 S -Tc 

のKJu!I部位に、 E三h1を含む DNA領域を導入した(図 3-

8 ) 

pGSII02 DNA を~旦 I で切断後、 Pl・cより転写を開始で

きる E立主1を 2コピータンデムに含む約 4.4 K bの DNA断片を

アガロース・ゲル電気泳動により単離した。 この DNA断

片とK.Q旦Iで切断した slp501S-Tcを混合し、 結合後、 in 

vitro packaging 法によりファージ粒子とした。このフ

7 ージ粒子を Eょ♀旦lよ 11 0 0に感染して、 A寒天培地上に

撤き 32
0

Cでコロニーを形成させ、 Tc耐性株を得た。コロ

ニー中より温度感受性株を選択して溶原菌を得た。得ら

れた溶原菌を TY培地に植え、熱誘導を含む培養を行ない

GSH-Iの酵素活性を測定することにより、 GSH-I活性が高

い溶原菌を選択した。 これら溶原菌よりファージ DNAを

単離して制限酵素地図を作製し、 その構造を検討した

結果、 P 1 a c より発現可能な足立主12コピーが P'Rプロモー

ターと 順 方向に挿入されたファージ DNA slpp 1. ，GSI 2* 

が得られた。

引いは lac-プロモータ一、 GSIは GSH-]、 GSIの後の 2

は P1. e 足立h]2コピーをファージ DNAに組み込んでい

ることを表している。
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図3-7 P 1 a<より発現可能な~Iを2コピー保持するpGS l1 02の構築

syntheticDNAは、 CGGTACCACTAGTAGGCCTGAGCTCG

TGCAGCCATGGTGATCATCCGGACTCGAGCCTAG 

よりなる配列を有する。主主は、 P1acを示す。
Aa担111，B:BamHI， E匙QRI，K K2旦1，H担旦111，P:PstI， Pv:Pv旦11，
Sa:SacI， sp邑豆1.St笠旦1，Xb:XbaI 
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2 ) 1主主ープロモーターより発現可能な広三h11を 1コピー

組み込んだ組み換え体 slppl・，GSll，DNAの作製

ロ主工よの発現も、 強力なプロモーターの使用により増

強することが期待できる。皇立主1と同様に、 P1 a cより転写

を開始できる足立主11をもっプラスミド DNAを作製し、 P 'R 

プロモーターの直後に唯一 EcoRI認識部位を有するスリ

ーパーベクタ-slpl0S-Kmに導入した。

ロ主工1の上流に存在する E工旦11認識部位は、塩基配列解

析の結果より推定されたプロモーター領域より下流に存

在する(， 6】。 第 2節で作製した pGSB402 DNAを Dr旦11と

EcoRIで切断後、アガロース・ゲル電気泳動により足立主旦

を含む約 1.2 K bの DNA断片を単離した。 この DNA断片を、

Sm旦!とE旦_QR1で切断した pUC19DNAに挿入することにより、

pGSB403 DNAを作製した(図 3-9 )。

pGSB403 DNAは、 P1・cより孟主主11の転写を開始できるプ

ラスミド DNAである。 pGSB403DNAをPV旦11で切断後、 ア

ガロース ・ゲル電気泳動より単離した約 1.7Kbの DNA断片

( P 1"より発現可能な足立h11を含む) をE旦旦Iで切断した

pUC18 DNAに挿入することにより pGSB420 DNAを作製した

(図 3-9) 0 pGSB420 DNAは、 PI a cより転写を開始で

きる旦三h11を含む 1.4 K bのDNA領域の両側に E三oRI認識部位

を有するプラスミド DNAである。
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pGSB420 DNAを EcoRIで切断後、アガロース・ゲル電気

泳動を行ない~を含む 1 .4 K bの DNA断片を単離した。

この DNA断片と、同じ制限酵素で切断した s1 p 1 0 S -K m D NA 

を結合後、 invitro packaging法によりファージ粒子と

した。このファージ粒子を E.coli 1100に感染後、 Km寒

天培地上、 32
0

Cでコロニーを形成させた。これら Km耐性

株の中から温度感受性株を選択して溶原菌を得た(得ら

れた Km耐性株はすべて温度感受性株であった)。これら

溶原菌各々を TY培地 3ml中、 320Cで培養し、 K.Uが 50~ 

70の時 420C、 1 5分間の熱誘導をかけた後 370Cで 2時間培

養を続けた。培養液を超音波破砕処理したものを組酵素

液として、 GSH -11 酵素活性を測定した。酵素活性の高か

った溶原菌より ファージ DNAを抽出して制限酵素地図を

作製した結果、 P' Rプロモーターと順方向に良三主11が 1コ

ピー挿入された slpPl"GS n l' DNAが得られた(図 3-

1 0 )。

.0p  iuは1互主プロモータ一、 GSnの後の 1は PI • ，一足立h旦

lコピーをファージ DNAに組み込んでいることを表し

ている。
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slpp， "GSn 1の作製
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3 ) !_互主プロモーターより発現可能な且三h1を 2コピー

及び広三h11を 1コピー同時に組み込んだ組み換え体

slpp，・，GSI.-p，ぃGS 11 ，の作製

巳 h1と足立主11を同時に併せもつファージ DNAを作製する

際、 slplOS-Km DNAには Xhol認識部位が二箇所ある( Km 

耐性遺伝子上に Xhol認識部位存在するため)ので、 s lp 

p ，ぃGSI. DNA，slpp，，， GS11， DNA上に唯一存在する Nhel

認識部位でファージ DNA の組換えを行なった。 図 3-

1 1に示すように、 溶原菌 E.coli 1100(slpp， .，GSI.)， 

E.c旦上! 1100(slpp，・，GS11，)より単離したファージ DNA

slpp，・，GSI.，s1pp，，，GS11，を E主主Iで切断し、結合した後、

in vitro packaging法によりファージ粒子とした。 こ

のファージ粒子を E.coli 1100に感染し、 Km寒天培地上

32
0

Cで生育する温度感受性株を選 択して溶原菌を得た。

これら溶原菌より E.coli LE392株を指示菌とした時プラ

ークをつくらない、即ちファージ粒子を作る能力を欠失

したファージ DNAによる溶原菌を選択することにより目

的の溶原菌 Eム主旦よよ 1100(slpp， "GSI .-P' "GS 11 ，つを得

た。

れいは lac-プロモータ一、 GSI，GS11の後の'.，はそれ

ぞれ 2コピーの Pt • c-広三.hl， 1コピーの p，ぃ -gshllをフ

ァージ DNAに組み込んでいることを表す。
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また、 溶原菌 Eム主立li 1100 (s1pPl"GSI2)と L主主li

1100(slpGSII 1)よりファージ DNAを抽出した。 これらフ

ァージ DNA slpp Iぃ GS 1 2とslpGSII 1 を XhoIで組換えるこ

とにより slpPI"GSI2-GSII1 DNA及び溶原菌 E. C 01 i 11 00 

(s1pPI"GSI2GSII 1)を作製した(図 3- 1 2 )。
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図3-11 P'a<より発現可能な径回を2コピー及びp，・ cより発現可能なgshII
をlコピー同時に組み込んだファージDNAslpp，.，GSI2-p，・，GSII1の作製
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んだファージDNAslpp，・，GSI2-GSII 1の作製
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4) GSH-I， GSH-II の酵素活性

溶原菌 Eム主旦よi 1100(s1pGSI2)， 1100(s1pp¥ .，GSI2)， 

11 0 0 ( s.1 p P ¥・， GSII1)， 1100(s1pGSII d， 1100(s1pGSI2-

GSII 1)， 1100(s1pp ¥・，G S 1 2 -G S II 1)， 1 1 0 0 ( s 1 p P ¥ • ， G S 1 2-

P ¥ぃGSII1)，及び 1100 (s1p501S-Tc)の酵素活性を測定

した。 前培養は溶原菌をそれぞれ TY 3m1(試験管)に植

菌し、 32
0
Cで 16時間培養することにより行なった。 TY

10m1 (150 m1 三角フラスコ)中に前培養液 100μlを植

えて、 32
0

Cで培養を行ない K.U が 70に達した時 42 oC ， 20 

分の熱誘導を行なった。その後、 37
0

Cで 3時間培養を続

けた。これら培養液を遠心集菌して生理食塩水で洗浄後、

超音波破砕処理を行ない粗酵素液として、 GSH-I，GSH-II

の酵素活性を測定した。結果は、表 3-2に示す。

P¥ーより転写開始できる旦shI を 2コピータンデムに組

み込んだファージ DNAによる溶原菌 1100(s1pp¥. ，GSI 2)の

GSH-I活性は、 13 . 0μmo1/mg蛋白 /hであった。 コントロ

ール菌 1100(slp501S-Tc)に比べて 140倍、 第 2節で作

製した 1100(s1pGSI2) に比べて約 4倍の高活性を示した。

一方、 P¥・cより転写を開始できる広三lliを組み込んだ

1100(slpp¥ぃ GSII1) の GSH-II活性は、 33.5μmo1/mg蛋

白/hで、 コントロール菌 1100(s1p501S-Tc) に比べて

80倍以上の高活性を示した。第 2節で作製した 11 0 0 ( s lp 
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GS 1I 1)に比べて 、約 1. 2倍の活性を示した。

P 1. cより転写を開始できる足立.hl.足立主11を同時に発現

できるように組み込んだファージ DNAによる溶原菌 1100 

(slpp 1. ，GSI 2-P 1ぃ GSlI 1)の GSH-I. GSH-IIの酵素活性は、

それぞれ、 19.6. 45.1μmol/mg蛋白 /hであった。両遺伝

子の上流に存在する本来のブロモーター領域及びファー

ジ後期プ ロモータ-P' Rより発現可能なように旦主主1.足並

立を同時に組み込んだ溶原菌 1100(slpGSI2-GSlI1) に比

べて 、 GSH-I. GSH-jj活性は、それぞれ約 4倍.1 . 2倍に増

幅され、コントロール菌 1100(slp501S-Tc)に比べてそれ

ぞれ 220倍. 1 1 0倍に増幅された。また、本溶原菌におけ

るGSHー!と GSH-11の活性比は 1 : 2. 3であった。

旦三.hl• &.主主1j両遺伝子を PI a cより転写開始できるように

構築し、同一ファージ DNAに導入した組み換え体 DNAとそ

れによる溶原菌を作製することにより GSH-I. GSH-II酵

素活性が熱誘導のみにより 、両遺伝子を増幅していない

株に比べて、それぞれ、 220倍、 110倍と顕著に増

大した菌株が得られた。
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表 3 -2 GSH-1 . GSH-1 1の酵素活性
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第4節 グルタチオン生産能

表 3-2に示したように、溶原菌 1100(s 1 P p ， . ， G S 1 2-

p'ぃGSn ，)を熱誘導を含む培養をすることにより GSH-1. 

GSH -11の活性は、それぞれ 220倍、 11 0倍に上昇した。そ

こで、 E三hl.g_三主11を組み込んだファージ DNAによる溶原

菌の熱誘導を含む培養菌体を酵素源として、 3つのアミ

ノ酸からのグルタチオン生産能について検討を行なった。

溶原菌 1100(slpp，.，GSI2-p，ぃ GS n 1) • 11 00 (s 1 p G S 1 2-

GS n 1) .及びコントロール菌として E.coli 1100の GSH

生産能を検討した。 溶原菌からの酵素液は第 3節 4) 

で培養した菌体を生理食塩水で洗浄後、培養液と等量の

5mM Tris.HC1(pH7.0) bufferに懸濁して超音波破砕処理

を行なうことによって調製した粗酵素液を利用した。

u旦よi 1100からの酵素液は TY培地 10ml (150ml三角フ

ラスコ)中 、 37
0

Cで 16時間培養した菌体を生理食塩水で

洗浄した後 0.5mlの Tris・HCl(pH7.0)bufferに懸濁し超音

波破砕処理を行なうことによって調製した。反応組成は、

表 3- 3に示す。 GSHの酵素合成では 2段階の酵素反応に

いずれも ATPが必要であ る。従って、 1分子の GSHの生成

に 2分子の ATPが消費される。 生成する ADPによる GSH生

成反応の阻害を少しでも避けるために、アセチルリン酸
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を加えて大腸菌自体の AKによる ATP再生系と共役させた。

反応は、 37
0

Cで 30分間緩やかに浸とうしながら行なった。

生成した GSHの量は Tietzeの方法により測定した。 結果

I:t， 、表 3- 4に示す通りである。

熱誘導を含む培養を行なった溶原菌体を酵素源として

GSH生産能を測定した結果、 E.coli本来の DNA領域のみを

有する~.m.uを組み込んでいる 1100(slpGSI 2-GSII ，) 

においては、 5 . 7μmol/mg蛋白 /hであったのに対して，

弘主ープロモーターより発現可能な足立且l.m.uを組み込ん

でいる 1100(slpp，ぃGSI2-p，ぃGSII，)においては、 22.4 

μmol/mg蛋白 /hの GSH生産能がみられた。 一方、 1 1 00 

(slpGSI2-GSII ，).1100(slpp，，，GS2-P 'ぃGSII，)の熱誘導

後の培養菌体における GSH-j活性は、それぞれ、 5 . 1. 

19 . 6μmol/mg蛋白 /hであったことから、 GSH生産能の向

上は、 GSH生成反応の律速段階になっている比活性の低

いGSH-I酵素活性をスリーパーベクターの利用と P1. c の

使用により、強化することに伴いなされたことになろう。

Eム主立li 1100における GSH生産能は o. 07μmol/mg蛋白 /h

であったので、スリーパーベクターを利用して両酵素活

性を強化した 1100(slpGSI2-GSIIdでは、 8 0倍、更に

加えて P1. c からの両酵素遺伝子の発現を誘導した 11 00 

(slpp，，， GSI2-引い GS IIけでは、 320倍もの GSH高生産

能を示したことになる。
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表 3 -3 GSH生産能測定用反応液組成

L-Glutamate 

L-Cysteine 

Glycine 

MgC12 

80mM 
20mM 

20mM 

25mM 
Acetyl-P 20mM 

ATP 20皿M

K-Phosphate buffer(pH7.0) 50mM 

粗酵素液(sonicated) 100μl 

1.0ml， 37"C 
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表3-4 グルタチオン生産能

菌株

酵素活性・ GSH生産能-
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第5節考察

LJ<♀11 B株由来の GSH-jとGSH-jj精製酵素の比活性は

それぞれ 216 . 650μmol/mg蛋白 /hと報告されているけ 3.

100 GSH-jの比活性は GSH-j jの比活性に比べると 1/ 

3程度である。 Eム王立111100 における GSH-j. GSH-jj活

性はそれぞれ 0.09. 0.4μmol/mg蛋白 /h であり(表 3

-4 )、 GSH-jの比活性は GSH-jjの約 1/4であった。

この比活性の低い GSH-j酵素活性を強化するために、

第 2節において、 GSH-jをコードする遺伝子 E立主ょを 2コピ

ータンデムにスリーパーベクターに導入し、 更に、足豆h

11を 1コピー組み込んだファージ DNAと組換えることに

より、 ファージ DNA上に同時に二酵素遺伝子を併せもつ

溶原菌 (slpGSj2-GSlI，)を作製した。 熱誘導を含む培養

により遺伝子発現を増幅した結果、 GSH-j.GSH-jjの活性

はそれぞれ、 5.1. 36.0μmol/mg蛋白 /h、コントロール

菌に比べ、 60倍、 90倍に上昇した。 このファージ

DNA slpGSj2-GSlI 1では、 2コピー組み込んだ足立hjのうち

上流に存在する E主主1のプロモーター領域は、不完全な状

態として組み込まれている。 また、 足立hjを 1 コピー組

み込んだ溶原菌 1100(slpGSj，)の熱誘導後の GSH-j活性が

1 . 5μmol/mg蛋白 /h であり、 2コピー組み込んだ溶原菌



1100(slpGSIけでは、 3. 1μmol / mg 蛋白 /hであった。~

のみを組み込んだ溶原菌では、g_.e_主1の発現は本来のプロ

モーターまたはファージの後期プロモーター P'R より行

なわれ、足立hl，g_三_hllを共に組み込んだ溶原菌では、 GSH-

Iの活性が足立h1のみを組み込んでいる時に比べて上昇し

ていることから、 皇主主11のプロモーターからも広三h1の発

現が行なわれている可能性がある。

しかしながら、この時、 GSH-Iの比活性は、 GSH-11の

1/7であった。 両酵素遺伝子は同一ファージ DNA上に

導入しているため、 熱誘導により ファージ DNA の自己

増殖後も細胞当たりの両逃伝子のコピー数の比は、一定

( &_e__hl広三h1 1 = 2・1)である。g_三hlのコピー数は、 E立主旦

の 2倍になったのにもかかわらず、熱誘導後の両酵素の

比活性の差が親株に比べて大きくなったのは、どのプロ

モーターから発現が開始しているにせよ広三h1の転写・翻

訳効率が E三且11に比 べて低いということが考えられる。

第 3節では、 ε三hl，g_三_hllの転写効率を上昇させるた

めに、 p，・ cより転写を開始できる&_e__hl，広三_hllを導入した

溶原菌 1100(slpp，ぃGSI2-p，ぃGSII，)を作製した。熱誘

導後の GSH-I，GSH-II活性はそれぞれ、 19.6，45.1μmo 1/ 

mg蛋白 /hであり、コントロールに比べてそれぞれ、 2 2 

0倍、 11 0倍に上昇した(表 3- 2 )。この菌におい

ては、 GSH-Iの比活性は、 G SH -11の 4/9であった。更
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にp，・ cを利用した場合、本来のプロモーターによる発現

に比べて、 GSH-jjの活性上昇が 20%程度であったのに

対し、 GSH-jにおいては約 4倍に上昇した(表 3 - 2 )。

この結果は、 p，. ，を利用することにより&...e.l!jの転写効

率が大きく上昇したことを意味する。 更に、 大腸菌よ

り精製した GSH-jとGSH-jjの活性比が 1: 3であることと、

E立主iのコピー数は皇主主11の 2倍であることを考え合わせ

ると、 ~と足立h j jは閉じ効率で発現していると推測す

ることができる。一方、プラスミドベクターにより両酵

素遺伝子の発 現を本来のプロモーターを利用して増幅さ

せた場合、両遺伝子が閉じ効率で発現することが報告さ

れている (10810 ファージ DNAを利用した場合、 本来の

プロモーター(或いは P'R かもしれない)よりの発現効

率に差がでた ことと併せて考えると、 ファージ DNAのよ

うな長い線状 DNA (ファージ粒子ができないため細胞内

では熱誘導後コンカテマーの形で存在する)と、プラス

ドDNAのような環状 DNAでは、 細胞内における DNA立体

構造が違うため、プロモーターの機能に変化が起きるの

かもしれない。 今後細胞内における DNAの構造と遺伝子

発現の相関性を 研究することによ って、興味深い知見が

得られるのではなかろうか。

E立主1， g_主主jj遺伝子を同時に併せもつ溶原菌の GSH-j， 

GSH -j j活性は、両酵素共それぞれの遺伝子を単独に組み
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込んだ溶原菌より高い活性を示した(表 3- 2 )。要因

のーっとしては、それぞれのプ ロモーターとファー ジの

もつ P'Rプロモーターの相乗効果が考えられる。 また、

細胞当たりの P1. cの数が増えることによってレブレッサ

ーの影響が減ることによる p，・ cからの効率良い発現が行

なわれていることも考えられる。また、&_e_主よ1に関して

は、 E立主1とともに組み込まれることによりファージのコ

ート蛋白質が作られなくなるので、酵素の生産性が上昇

したことも考えられる。この転写・翻訳効率の違いを明

確にするために、 mRNAを単離するなどして、転写開始点

を決定することは今後の課題であろう。

p，ーからの発現の誘導は 420C，15-20分間の熱誘導の

みにより行ない、 GSH-I， GSH-II酵素活性は誘導後急激

に上昇し、コントロールに比べてそれぞれ、 220倍、

1 1 0倍にまで高まった。この様に、 IPTGなどの誘導基

質を添加せずにプロモーターからの転写を誘導できるシ

ステムは、工業生産において経済的にメリットがあろう。

また、本研究において作製した溶原菌はスラントにうえ

で、室温で 1年以上放置しておいても溶原性は全く失わ

れず、更に酵素生産性も同レベルに保持された。

第 4節に示したように、 GSH生産能も GSH-I酵素活性 の

強化に伴い上昇し、溶原菌 1100(s!pp，.， GSI，-p，ぃ GSII，)

では、親株の 320倍もの 高生産能が得られた。この生



産能は、これまでプラスミドを用いて作製した GSH高生

産菌よりはるかに高い生産能である。

GSH生産能を検定する時、 大腸菌本来の有するアセテ

ートカイネースを ATP再生系として利用し、 酵素反応の

結果生成される ADPによる阻害を軽減するために反応液

中にアセチルリン酸を添加した。遺伝子組換え技術を用

いて強化した ATP 要求酵素を物質生産に利用する場合、

AT P再生系酵素活性も同様に強化することにより、 より

効率的な物質生産システムの構築が期待される。このよ

うな見地から、 次章以降において、 ATP再生系の強化を

検討した。

本研究において、スリーパーベクターを利用し、更に

強力なプロモーターである p，・ c を利用することにより

民主1，足立h11 遺伝子を同時に組み込んだ溶原菌、即ち、両

酵素遺伝子を安定に保持しながら熱誘導のみにより両酵

素活性を強化できる GSH高生産菌の育種を行なった。こ

の複数酵素系遺伝子群を同時に増幅するシステムは、他

の物質生産にも全く同様の手法で応用できるので、今後、

工業的物質生産システムのみならず、大腸菌代謝制御機

構などの研究にも応用できるであろう。
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第4章 アセテートカイネース遺伝子とフォスフォ

トうンスアセチレース遺伝子のクローニング
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第l節 はじめに

物質生産に生体内酵素反応系を利用する場合、その反

応系に ATPを要求する酵素が含まれる場合がある。 本研

究において検討している GSH生産系は、共に ATPを要求す

る二種酵素から生成される系である。このような反応系

を物質生産に応用するためには、 効率的な ATP再生系の

構築が必要となろう。アセテートカイネース (AK)は、第

1節に論じたように ATP再生系酵素として有効であると

考えられているが、遺伝子の単離は如何なる細胞種から

も全く報告されていなかった。これまで、 ATP再生系と

しての AKは、精製酵素文は、菌体本来が有している酵素

として利用されてきた。

本研究において、 ATP再生系をより効率的に利用し物

質生産システムへ応用するために、大腸菌由来の AKをコ

ードする遺伝子のクローニングと発現を検討した。同時

に、塩基配列の決定を行なった。

アセテートカイネースをコードする遺伝子旦立主主は、大

腸菌染色体地図上 49.5 分近傍にマップされている (49) 

(図 4- 1 ) 5-phosphoribosylamime:glutamine 

pyrophosphate phosphoribosyltransferase をコードす

る Ia_工Eと旦主主主は、 約 5%の頻度で cotransduceする(3 o. 



， 0 ) また、 旦旦工Eの塩基配列は、 既に決定されている

(112)。 このような点から、旦主主主をクローニングするた

めに E旦工Eを出発点として、 genewalking法(1 1 3 )を採用

した。

図 4-1において、主主主主に近接して、マップされてい

るtl旦はフォスフォトランスアセチレース (PTA)をコード

する遺伝子である【<.， 50)0 PTAは、細胞内において AKと

リンクして酢酸の排出、 アセチル CoAの形成などの代謝

機構に関与は o. 3 7 )していると考えられている。

酵素反応系の中には CoAを要求するものもあり、 アセ

チル CoAは生体内におけるアセチル化反応において中心

的な役割を果している物質である。アセチル CoA宇←..CoA 

転換反応を効率的に行なう系を構築することにより、工

業的物質生産の新たな展開が期待される。 AKと同様に円

Aをコードする遺伝子の単離も、 これまで全く報告され

ていなかった。

本研究において、 大腸菌由来の PTAをコードする遺伝

子tl旦のクロ ーニングと発現を検討した。 tl旦のクローニ

ングは、 PTA欠損株において、 PTA活性を相補するクロー

ンをショットガン法により検索することにより行なった。

また、 旦主主主と iliの大腸菌染色体上における正確な位

置を決定し、両遺伝子のプラスミド上での同時発現につ

いてもあわせて検討した。
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Bachman; Microbia1 Reviews 47 : 180~230 (1983)による


