
論文 の 内容の 要旨

論文題目 ｢ ヨ
ー グル ト乳酸菌 の安全な遺伝子操作系 の構築に関する研究｣

氏名 伊 藤 喜 之

ヨ ー グル ト乳酸菌 L a c t o b a ci H u s d elb T u e Ck ii
'

s u b s p . b ulg a n
'

c u s (L . b u lg a n

'

c u s ,

'

L B) と

S tr e p to c o c c u s th e r m o p h il u s (S . 地 e T m OP M u s; S T) の遺伝子操作法を確立 し ､ 実用 レ ベ ル

で安全性 を追求した組換え菌を作製する こ とを目的として ､ 以下 の ような研究を行 っ た｡

第 1 章 L . b ulg w l c u s 宿主 ･ ベ クタ ー

系 の構築

それ まで非常に困難で全く前例がなか っ た L B の形質転換を可能にするた めに､

ベ クタ

ー の材料となる L B の n a ti v e プラス ミ ドの検索を行 っ た｡ L B 5 0 株以上を調べ た結果､

唯
一

M
-

8 7 8 株中に プラス ミ ドp B U L l (7 89 4 b p) を見出したo 配列中には 4 つ の O R F が

存在 した. i n t e r g e mi c な X b a I サイ トに エ リス ロ マ イ シ ン( E m )耐性遺伝子( e T m A) を結合

し
､ L a c t o c o o c u s l a c tl s s u b s p . 1 a c tl s (L c . 1 a c ti s) I L 1 40 3 株 - 形質転換 したところ

､
E m 耐

性 の形質転換体が得られ組換えプラ ス ミ ド(p X 3) を保持 して い たo p B U L l の複製には ､ 8
･

n t .

モ チ ー フ と繰り返 し配列 を含む o ri 領域 とそ の 上 流の D N A p ri m a s e と推定され る

2 55 9
-

b p の O R F が必要 で あ っ た o 既知 の類縁菌由来プラ ス ミ ドの うち､ p W S 5 8 との類

似性が認められた｡

M
･

8 7 8 株の p B U
~
L l キ ュ アリ ン グ株 B G を宿主と し

､ p X 3 を用 い て エ レ ク トロ ボ レ ー

シ

ョ ン に よる形質転換条件を検討 した｡
パ ル ス に よるダメ

ー ジを抑えるため菌内の電圧差が



少なく なるよう に菌形がで きるだけ短くなる培養条件を検討 した結果､ 培地 の初発 p Ⅱ を

5 . 5 とする こ とが有効であ っ た｡ さらに 4 8 ℃ で 5 - 1 0 分間処理するこ とに より自己溶菌活

性を誘導 して細胞壁 を弱化させる こと､
パ ル ス彼 の培養にミ ル ク成分を主体とする E X B G

培地を用 い るこ と､ などを組み合わせて ､ 1 - 1 0 / p g p X 3 と低い頻度ながら初めて L B の

形質転換に成功 した｡ 本法法で L B の他株および同種2 亜種(1a c b
'

s
,

d elb v u e c k ib でも形質

転換が可能で あ っ た｡

L B の形質転換株か ら p X 3 を調製 し
､

B G 株 - 形質転換 したところ､ 4 ×1 0 4 / p g と頻度

が 1 0 3 倍以上向上 した｡ さらに ､ p X 3 をキ ュ アリ ン グ した形質転換株の
一

株 (T ･ 1 1) で は､

I L 1 4 0 3 か ら調製 した p X 3 で も高い頻度で形質転換が可能で ､ T
L
l l 由来の p X 3 を B G 株に

形質転換 して も頻度が向上 しなか っ たこ とか ら､ B G ( = M
･

8 7 8)株に制限修飾(R M ) 系があ

り ､
T tl l は両活性の 欠損株であると考えられた. B G ( R M

+
) と T

･

1 1 (R M 【) の形質転換体か

ら調製 した p X 3 を種々 の 制限酵素で切断すると前者で は Tt m I B 8 Ⅰ(5
'

-

T C G A
･

3
7

) で
一

部の

認識部位だけが切れなくな っ て い たo また R M
+
株の染色体は X A o I (5

- ･

C T C G A G
･

3
') で全

く切断されな い が､ T
･

11 株染色体は切断が可能で あ っ た｡ そ こで ､ M
･

87 8 由来ライブラリ

を 一男泡o Ⅰで切断 し
､

耐性を発現する ク ロ
ー ン と して R M 遺伝子 をク ロ

ー ニ ン グした｡ R 遺

伝子 (44 4 3 b p) は D N A 侃N A h e li c a s e モ チ ー フ D E A D
-

b o x と A T P /G T P 結合モ チ ー

フ

を持ち､ ⅠⅠⅠ型 の R M 系で あると推定された｡ M 遺伝子(7 9 2 b p) に は N 6 アデ ニ ン ･

メチ

レ ー ス の 保存モ チ ー フ があ っ たが ､ 4 つ の うち 2 つ しか なく ､ 残り 2 つ は R 遺伝子の

後半部に存在 して い た｡ 修飾活性 の認識は ､ 新規な配列 5
7

-

C T C G A - 3
-

と推定された｡ 修飾

活性の発現に R 遺伝子 の後半部が tT B D S に必要で ある点で極めて 特徴的で あ っ たo 修飾活

性に必要な R 遺伝子後半と M 遺伝子 を染色体に組み込 んだ中間宿主を作製 して プラ ス ミ

ドを修飾するこ とにより
､

M
1

8 7 8 株系統 の R M
+
野生株 - も高頻度で形質転換を行うこ と

が可能とな っ た ｡

第 2 章 L a ct o c o c c u s l a c tl s 由来プラス ミ ドp S Y l の解析および乳酸菌用 ベ クタ ー
- の利用

L c . 1 a c tl
'

s M
･

1 2 8 C 株中に新規なプラ ス ミ ド p S Y l(2 7 63 b p) を見出 した ｡ p S Y l に

e T m A を結合 して作製 した p S Y E 2 で も T
L
l l 株を形質転換する こ とができた. p S Y l は

L a c t o c o c c u $ l a c ti c s u b sp . c r e m o TI s W g 2 株由来の p W V O l と非常に類似して おり ､ 特に

r e p A は 9 9 % 以上相同で ､ p W V O l と同様に r olli n g
･

ci r cl e 型 の複製を行うと推定された ｡

p s y l と p W V O l 上 の 同じ部位に e m A を同方向に挿入 したプラ ス ミ ドを構築 して 比較 し



た結果､ p S Y l ベ ー ス の プラ ス ミ ドは p W V O l ベ ー ス に比 べ て T
L
ll 株 - の形質転換頻度が

約 1 0 2 高く ､ こ の違い は 両プラ ス ミ ドで異な る sin gl e
-

s七r a n d o ri g i n を含む領域に起因 して

い ると推定された｡

p S Y E 2 に S tT e P tO C O C C ZI S b o 1 7

'

s c L
-

7 ミ ラ
ー ゼ遺伝子(a m J ;A) の プ ロ モ ー タ ー および シ グナ

ル 配列 を結合 して 異種遺伝子分泌発現ベ クタ ー

p S E C E l を構築した｡ レポ ー タ ー と して

S t a p ALVl o c o c c u s a z H le u S D u e , B . s u b ti b
'

s a m J E W ､ E . c o b bla の m a t u r e 部を結合 して L B

な ど の乳酸菌に形質転換 し ､ こ れらが培地中に分泌発現 して い ることを確認 した｡ また
､

a m J A プ ロ モ ー タ ー だけを結合 した発現 ベ クタ ー

p S B E A l も構築 したo これらにより ヨ ー

グル ト乳酸菌で の異種遺伝子発現を容易に行えるように な っ た｡

乳酸菌で の染色体 - の組み込みで は
､
温度感受性(t s)複製 ベ クタ ー を用 い て低温で形質転

換体を取得 した後､ 複製で きなく なる高温で組み込み を誘起させ る こ とが 一

般的で ある｡

t s ベ クタ ー と して よく利用され る p W V O l ベ ー ス の p G
十
h o st 5 では L B T

-

11 を形質転換す

る こ とがで きな か っ たが
､ p G

'
h o s t 5 zle P A の t s 変異を p S Y E 2 に移植 した p S G

'
E 2 では

T l l を形質転換する こ とがで きた｡ P S G
+
E 2 は I B お よび S T 中で

､
3 2 ℃ では プラス ミ ド

と して複製するが 4 2℃ で は複製できずに染色体に組み込まれ ､ 再度 3 2 ℃ に下げると組み

込まれ て い たプラ ス ミ ドが染色体から切り出される｡ P S G
+
E 2 を利用す る こ とに より ヨ

ー

グル ト乳酸菌染色体上 の 遺伝子 の操作と余分な べ クタ -

配列 の 除去が可能とな っ た｡

第 3 章 ヨ ー グル ト乳酸菌で利用可能な ､ 安全な選択系の開発

組換え体の安全性とい う観点か らは ､ 薬剤耐性遺伝子 の使用 を避ける こと
､ 導入 した遺

伝子が容易に伝播 しない こ と ､ 歴史的に安全 とみなされ て い る(G R A B) な生物由来の材料

のみ を用 い る こ と
､

が望ま し い
｡

ヨ
ー グル ト乳酸菌で利用可能な ､ 薬剤耐性を用 い ない安

全な形質転換体選択法と して ､ 以下 を検討 した｡

チミ ジン合成酵素遺伝子( tLLy:A) を L B および S T から新規にク ロ ー ニ ン グし
､ 選択マ ー

カ
ー

と して の利用を検討 した｡ S T A T C C 1 9 2 5 8 株か ら高濃度の トリメ トプリ ム 処理 によ

り ､ チ ミ ジン要求性を示す 桝
一

変異株を取得 し､ 宿主と した. 野生型 tL w A を p S Y l あ

るい は p B U L l に 結合 したプラ ス ミ ドを形質転換するとチ ミ ジ ン要 求性が相補され
､

砲y A が安全な選択 マ
ー

カ
ー と して利用 で きる こ とが示 されたo また ､ p S Y l の t s 複製

変異を用 い て
､

S T 染色体 - の 砲vA と a m J A 遺伝子 の組み込みを行うこ とができたo

また
､
乳糖資化性に よる選択 の利用を検討した｡ L 臥 S T で は

､
乳糖は 1a c t o s e p e r m e a s e



に よ っ て取り込 まれ ､ 菌体内B
- ガラク トシダ

ー ゼによ っ て分解され る｡ 両菌の B
- ガラク ト

シ ダ ー ゼ遺伝子 h cZ を破壊 して宿主 とするため ､ 遺伝子内部を欠失させた断片を p S G
'
E 2

に結合 し
､

L B T
1

11 株および S T A T C C 1 9 25 8 株に導入 して 二重交叉(D C O) に よる遺伝子

破壊を行 っ たo 得られた 1a cZ 遺伝子破壊株は ､ 乳糖を主糖源とするス キム ミ ル ク(S M )培

地 で は生育できず､ グル コ ー ス を加 えると生育 した. 野生型 の S T l a c Z ある い は L B la cZ

と p S Y l を連結 し､ A T C C 1 9 2 5 8 1 a c Z 破壊株を形質転換 したところ､ グル コ ー ス を含まな

い S M 培地プ レ ー トで コ ロ ニ ー が出現し､ p S Y l に 1a c Z が結合 したプラ ス ミ ドを保持 して

い たo これら のプラ ス ミ ドで L B T ･1 1 1 a cZ 破壊株を形質転換 し乳糖資化性で選択すること

も可能で あ っ た｡

両菌の 1a c Z は D N A 相同性が約 5 0 % しかない ため
､
L B l a c Z 破壊株に対 して S T la c Z を

選択マ
ー カ ー として持つ t s プラ ス ミ ドを用 い て I B 染色体上 の遺伝子操作ができる(逆の

組み合わせ も可能) ｡ さらにそ の遺伝子改変株に対 して p S Y l(t s) と 1a c Z だ けか らな るプラ

ス ミ ドを用 い て D C O を行うこ とにより 1a cZ を再生 させ乳糖資化性を元 に戻すこ とができ

る ｡ これ ら
一

切 の操作を薬剤耐性を使わず乳糖資化性の みで の 選択に より行うこ とが可能

で ある｡ 実例と して ､ L B la cZ 遺伝子破壊株の D
･

乳酸脱水素酵素(L D H)遺伝子 を S T 由来

の L - L D H 遺伝子 と交換 し､ 最後に 1a cZ を野生型に戻 した例を示すo

これ らにより ､
ヨ ー グル ト乳酸菌 L B および S T にお い て ､ 効率的で安全性が追求さ

れた遺伝子操作が可能となり ､ 今後ますます進展 が期待される両菌の遺伝的解析を基 に
､

より魅力的な ヨ
ー グル ト菌 の創生 - の応用 が期待できる｡




