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俸 番曲

P a u l E h 且i c h は ､ 化 学 療 法 の 原 理 の 創 始 者 と し て 1 9 0 4

年 T T y p a n O S O m a に 対 し ､ T T y p a n r e d の 有 効 性 を 立 証 し ､

1 9 0 9 年 に 且且e x a n d e T F l e m i 王1 g は P e n i c i l l まu 81 n O t a t u m か

ら P e n i c i ･ 1 1 i n を 発 見 し ､ 初 め て 抗 生 物 質 に つ い て の 概 念

を 導 入 し た ｡ し か し ､ T r y p a n r e d の 有 卦 性 が 縫 め ら れ た

同 年 ､ 1 9 0 連年 に ､ 早 く もT r y p a n r e d 耐 性 T r y p a r1 0 S O m a

b r u c e i が 萌 わ れ ､
ペ ニ シ 7] ン 発 見 か ら わ ず か 半 世 紀 の 今

日 ､ 耐 性 菌 の 分 離 頻 度 は ､ 年 を 経 る に 従 い ､ 増 加 の 一 途

を た ど り ､ 鯨 沫 医 学 上 大 き な 関 克 と な っ て い る ｡

こ の 過 酷 な 耐 性 菌 と の 闘 い に お い て 必 要 な 知 織 は ､ 耐

性 選 任 子 の 起 顔 ､ 発 現 践 構 お よ び 薬 剤 耐 性 の 生 化 学 的 機

構 で あ る ｡ 薬 荊 耐 性 の 生 化 学 的 機 構 と し て は ､ 次 の 様 な

も の が 考 え ら れ て 凍 て い る ｡

(i) 阻 害 を 受 け る 反 応 を 迂 回 す る 代 わ り の 代 謝 経 路 ( b y

p a s
･

s ) が 出 来 る ｡ ( ス ル ホ ン ア ミ ド 荊 ､ ト 7) メ ト プ T)

ム 等 の i n v i t r o の 耐 性 菌 に お い て の み 見 ら れ る ｡ )

(2) 葦 剤 を 不 清 化 あ る い は 分 解 す る 併 用 ｡ す な わ ち 酵 素 尊

者 獲 得 す る か ､ 増 強 す る ｡ ( ♂
-

テ ク タ ふ 抗 生 物 輩 ､

ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル

､ ア ミ ノ 配 塘 路 抗 生 物 質 等
･

に 対

し て ｡ )

(3) 細 粒 栄 膜 の 変 化 に よ り 細 菌 細 梅 内 透
､

過 性 が 低 下 す る ｡

( テ ト ラ サ イ ク 7) ン 等 に 対 し て ｡ )

紬 薬 剤 に よ り 阻 害 を 受 け る 酵 素 ､ あ る い は 因 子 の 増 加 に
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よ る . ( ス ル ホ ン ア ミ ド 荊 ､ ト T] メ ト プ 7] ム 等 に 対 し

て ｡ )

(5) 薬 新 帝 用 点 の 変 他 に よ る ｡ ( マ ク ロ ラ イ ド 群 抗 生 物 質 ､

ア ミ ノ 配 糖 体 抗 生 物 輩 ､
') フ ァ マ イ

,

? ン ､ ナ 7] ジ キ シ

ン 酸 等 S= 対 し て ｡ )

こ の う ち ､ (2) (3 = 4) の タ イ プ の 耐 性 機 構 は ､ プ ラ ス ミ ド

( p l a s m i d ､ 染 色 体 と は 独 立 に 白 樺 複 製 ､ 増 殖 可 能 な 細

掩 蛮 性 因 子) に よ る こ と が 多 い が ､ (1) (5) は 染 色 体 性 遺 伝

子 支 配 で あ る こ と が 多 い ( T a b l e 1 ) ｡

薬 荊 耐 性 菌 の 起 顔 は ､ (1) 革 新 の 存 在 と は 無 関 係 に ､ も

と も と 自 然 界 に 少 数 存 在 し て い た 耐 性 菌 が ､ 人 間 に よ る

費 前 の 使 用 に よ り 選 択 的 に 増 加 し た ､ (2) 染 色 体 遺 伝 子 の

突 然 変 異 や 外 部 か ら の 耐 性 遺 伝 因 子 の 獲 得 に よ る ､ (3) 杏

来 娃 別 の 生 理 的 意 義 を 持 つ 因 子 が ､ た ま た ま 薬 剤 の 阻 害

を 軽 減 す る 性 質 を 持 ち ､ そ の 作 用 が 増 強 さ れ た ､ な ど の

幾 つ か の 可 能睦 が 考 え ら れ る ｡

プ ラ ス ミ ド 性 と 染 色 体 性 の 両 方 の 遺 伝 子 支 配 の 例 が 知

ら れ る と い う 意 味 で 興 味 あ る の が ､ ♂
-

ラ ク ダ ム 瑳 を 間

髪 さ せ る 酵 素 β
-

テ ク ク マ
- ゼ ( ♂

-

1 a c t a m a s e ､

E C 3 5 2 6 ) で あ る ｡ ♂
-

ラ ク ク マ - ゼ は ､ }
ペ ､ ニ シ 7) チ -

ゼ

( p e n i c i l l i n a s e ､ P C a s 8 ) 型 と セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ

( c e p h a l o s p o r i n a s e ､ C S a s e ) 型 と に 大 別 さ れ る ｡ 前 者

は ペ ニ シ リ ン ､ 後 者 は セ フ ァ ロ ス ポ リ ン を そ れ ぞ れ 基 輩

と し て 好 む β
-

ラ ク ダ マ - ゼ で あ る ( F i g u r e l ) ｡

ペ ニ シ T) チ - ゼ は ､ 葦 荊 耐 性 プ ラ ス ミ ド ( R プ ラ ス ミ

- 2 -
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ド) に 支 配 さ れ て い る こ と が 多 い の が 特 敵 で あ る ｡ 薬 剤

耐 性 プ ラ ス ミ ド は ､ 細 菌 の 多 く の 抗 生 物 紫 に 対 す る 耐 性

の 凝 あ 主 要 な 原 因 で &
'

る ｡ 最 近 多 荊 耐 性 R プ ラ ス ミ ド 上

の 薬 剤 耐 性 適 氏 子 は ､ ト ラ ン ス ポ ゾ ン ( T r a n s p o s o n ､

T n ) の 転 移 が 集 碗 さ れ た も の で あ る こ と が 明 ら か と な っ

て 発 た
( I )

｡ ト ラ ン ス ポ ゾ ン と 壮 ､

一

定 の 輯 追 と 観 能 を

保 持 し た ま ま で ､
レ プ 7) コ ン 閤 を 転 移 す る 遺 伝 且 ニ ッ ト

で あ る ｡ 打e d g e s お よ び J a c o b
( 2 ) に よ り 1

'9 7 4 年 に べ ニ シ

7) ン 耐 性 適 任 辛 が 5 k b の 単 級 で ､ プ ラ ス ミ ド 閤 を 転 移 す

る こ と が 発 見 さ れ た の が 最 初 で あ る ｡ ま た ､ 1 9 7 3 年 に ､

s a e d l e r お よ び S t a T l
･

i n g e r
( 3 ) に よ っ て ､ E s c h e T i c h i a

c o l i の ガ ラ ク ト
- ス オ ペ ロ ン の あ る 硬 の 変 異 が 挿 入 配 列

( I n s e r t i o n S e q tl e n C e ､ . ⅠS )
と 呼 ば れ る D N且 断 片 の 挿 入

に よ り 引 き 起 こ さ れ た こ と が 発 見 さ れ た ｡ こ の I S に 挟 ま

れ ､ タ ロ ラ ム フ 丘 エ コ
ー ル 等 多 く の 耐 性 遺 伝 子 が レ プ T)

コ ン か ら レ プ リ コ ン へ と 転 移 し て い る
( ら ) ( 5 )

｡ R プ ラ

ス ミ ド に 支 配 さ れ る β
-

ラ タ ク マ - ゼ 娃 ､ 現 在 の と こ ろ

す べ て ペ ニ シ 7) チ
- ゼ で あ り ､ 基 紫 特 異 性 お よ び 免 疲イヒ

学 的 に ､ Ⅰ 型 ( あ る い は T E 凹 型 ) ､ オ キ サ シ 7) ン 分 解 塑

( Ⅱ ､ Ⅲ 型 ､ あ る い は 0 ⅩA - 1 ､ 2 ､ 3 型) カ ル ペ ニ シ
1)

ン 分 解 塑 ( Ⅳ 型 あ る い は P S E 型) の 3 硬 に 大 別 さ れ て い

る ｡ R プ ラ ス ミ ド 上 の ペ ニ シ T) チ
- ゼ は 構 成 的 に 産 生 さ

れ ､ 同 じ 型 の ペ ニ シ 7) チ
- ゼ が ､ 法 範 囲 の グ ラ ム 陰 性 菌

雀 に 存 在 し て い る ｡ こ の ペ ニ シ リ ナ - ゼ 生 産 の 畳 的 謝 節

娃 ､ プ ラ ス ミ ド の コ ピ ー 数 と ､ ア ロ モ
ー タ ー の 強 蕗 に よ

-

5
-



る こ と が 知 ら れ て い る
( 6 ' ( 8 )

｡

こ れ に 射 し ､ せ フ ァ ロ ス ポ 7). サ
ー ゼ 型 は ､ 薗 聴 樽 巣 的

で あ り ､ 大 部 分 が β
- ラ ク ダ ム 抗 生 物 質 容 顔 尊 敬 質 と す

る 誘 尊 酵 素 と し て 産 生 さ れ ､ 今 ま で の と こ ろ グ ラ ム 陰 性

菌 凄 で は 2 つ の 飼 養 除 い て iま ､ 染 色 体 遺 伝 子 支 配 で あ る ｡

2 つ の 例 と は ､ P r o 七e u s m i T a b i l i s で 見 つ け ら れ た ､

題 1 2 2 E
( 7 ) と A c h r o m o b a c t e r で 見 い 出 さ れ た ペ ニ シ 7) ン

と セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン 双 方 を1 0 0 % 近 く 永 解 す る 型 で あ る

( 9 ) ( 10 )
｡ 但 し ､ 詑2 2 一 首 は E

.
c o 旦i の 染 色 体 性 セ フ ァ ロ

ス ポ 7) チ - ゼ 遺 伝 子 が 自 然 界 で プ ラ ス ミ ド 上 に ､ お そ ら

く 組 み 換 え 練 構 に よ り ､ 移 っ た も の と 考 え ら れ て い る ｡

ま た ､ ♂
-

テ ク ク マ - ゼ は ､ 塩 基 配 列 ､ ア
､
ミ ノ 敵 組 成 ､

活 性 中 心 等 の 特 徴 か ら ､ ク ラ ス A ､ B ､ C の 3 分 類 が 最

近 な さ れ て い る
( ll ) ( 12 ) ( T a b l e 2 ) ｡

ま た ､ 定i c h m o n d 等
( 13
.
)
に よ れ ば 染 色 捧 性 β -

ラ ク ダ マ

- ゼ は ､ ク ラ ス Ⅰ ､ Ⅱ ､ お よ ぴ Ⅳ に 分 類 さ れ る ( T a b l e

3 ) ｡ ク ラ ス Ⅰ は ､ 最 も 多 く ー グ ラ ム 陰 性 菌 獲 で 見 い 紐

さ れ る 酵 素 で ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 類 を ペ ニ シ リ ン 類 よ り

5 - 1 0 0 倍 水 解 す る ｡ ク ラ ス Ⅰ 生 産 菌 鍵 と し て は ､

C i t r o b a c t e r ､ E n t e r o b a c t e r ､ イ ン ド -

)V 陽 性 P r o t e u s ､

P r o v i d e n c i a ､ P s e l王d o m o n a s ､ S e r r a 七i a お よ び ¥ e r s i n i a

の 様 な 顔 導 塑 と E s c h e r i c h i a c o l i ､ A c i n e t o b a c t e r ､

B a c t e r o i d e s f r a g i l i s ､ S h i g e 1 1 a お よ び S a l m o n e l l a の 練

な 構 成 型 が 知 ら れ て い る ｡

ク ラ ス Ⅱ 酵 素 は ー セ フ ァ ロ ス ポ T) ン 類 を は と ん ど 永 解

- 6 -



T ab l e 2 Cl a s s i f 1
'

c a 七i o n o f β- l a c 七a m a s e s o n 七h e b a s i s o f

a m i n o a cうd s s e q u e n c e o f DN A s e q u e n c e

Cl a s s S t r a i n M W e b f a c 七o r E s s e n ti al.

a m i n o a ci d

r e s ヰs 七a n c e i m

a c t l
.

V e Si t e

E 8 e h @ p i e h i a e o 乙i R - でE M

B a e i Z l u 8 0 e P e u 8 5 6 9/ ‖
･ `

B a o i 之ヱu 8 Li e h e n i f o m i 8 7 4 9/ C

S * 呼h i L o e o o e u 8 a u r
,
e u 8 P Cl

B a e i 乙ヱu 8 e e P e u 8 5 6 9/ H

2 9 , 0 0 0 n o n S e
■
ri n e

2 3
,
0 00 M e 七al

( z n
2 ＋
)

E 8 0 h e 戎 e hi a e o ヱi K - 1 2 (■叩 C) 3 9 , 0 0( 卜 判O n .
S e r i n e

P 8 e u d o m o n a 8 a e m g m O 8 a
●
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T a b 一e 3 C h y
'

o m o s o m a1 1 y m e di a t e d β- l a c t a m a s e s

S t r a i n s wh i c h p r o d
T
u c e c一a s s I c h'r o m o s o m al β- l a c t a m a s e

I m d u c i bl e p r o d u c t i o n C o n s ti t u 七i v e p r o d u c t i o n
.

抄 o 由 u 8 m O r 'g m ai i

f b o 由 u 8 P e 士i g @ p i

抄 o お u 8 V u Z ･g a p i 8 L

C h T O m O b a o i e p v i o 之a e e m

Oi 舌2 70 b a e t e p a e p o g e n @ 8

肋 * e p o b a e 由 p a e p o g e n e 8

加 ゎ p o b a e ＋e p L e ‡o a q a @

P 8 e u d o m o n a 8 a e m g m P 8 a
■

P 8 B u d o m o y u 2 8 e e P aP i ar

S e ヱT ,a ＋i a m m e e 8 e e 甲声

r e p 8 i n i a e n 由 p o e o 乙i 舌i e a

B a e ね m i くお耳
‾
f p a g i 乙i 8

C i 舌p o b a e 舌e r ･ k o 8 e ヱ花

物 * e l Q O b a e 由 p a @ p o g e n e 8

E 8 e h @ p i占h i a e o ‡i

L e v i n e a m a 乙o n a 銘 e a

P 8 e u d b m o n a 8 舌e 8 i o 8 士e T O n i

S a L m o n @ u a g a Z Li n .q T W n

S a L m o n e 乙L a 七y p7ii m u p i w n

S hi g e u a 8 0 n n e i

J弛i g e 乙ヱa fZ ･e m e ヱ吃

Y e p 8 i n i a e n 士e p o e o 乙i 七i e a

S t r ai n s w hi c h p r o d u c e . c
･l ･ a s s II c h r o m6 s

'

o m al β- 1 a c 七a m a s e

A e T O m O n a 8 u q u e f a e i e n s

B a e 七e p o i ゐ 8 eろo 8 ＋p i あi f o m i 8

p 8 e u d o m o 7 W 8 a e P Lig i n o 8 a ( h al g l占i s h e n z y m e)

P 8 e u d o m o n a 8 塊 o m a 8 i

S t r ai n s w h i ch p r o d u c e cl a s I V c h r o m o s
･

o m al β- 1 a c t a m a s e

B a c i e p o i d e 8 m e 乙α柁i n o g e n i g u 8

B a占七e 2 70 i d e 8 0 T a ヱi 8

A e p o b a e ＋e r , e 乙o a e a e

E t e b 8 i e 乙乙a a e i 70 g e n e 8

K乙e b 8 i 8 ヱ乙a o B a O n a e

K 乙e b 8 i B 乙乙a p n e w n o n i a e

N e i 8 8 e ユ吃a e a 士a r T 4 2 a 乙i 8

-
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し な い ペ ニ シ y ナ - ゼ 塑 で ､ A e T O m O n a S

P s e u d o 約O n a S aL e r u g i n o s a ､ P B 飢 d o m o n a s

･1 i q u i f a c i e n c s

七h o m a s i i 等 で 魔

ら れ る ｡

ク ラ ス Ⅳ 酵 素 は ､ 鑑1 e b s i e l l a 等 で 見 ら れ る 様 に ､ セ フ

ア ロ ス ポ 7) ン 類 ､ ペ ニ シ 7) ･ ン 類 両 者 に 対 し て ､ 暗 の 庇 い

基 質 特 異 性 を 持 つ β -

テ ク ク マ - ゼ で あ る ｡

プ ラ ス ミ ド 性 の β -

ラ ク ダ マ - ぜ に つ い て は ､ 多 く の

研 究 者 に よ
'
T , て そ の 産 亀 城 構 ､ 支 配 遺 伝 子 の 臨 播 株 式 等

に つ い て 研 究 さ れ て い る ( 1 い (1 5 ) ｡ し か し な が ら ､ 染 色

体 性 β
-

テ ク ク マ - ゼ に つ い て は ､ E s c h c r i c h i a c o l i

( 1 6 )
､ B a c i l l u s

( 17 ) ( Il る )
､ p s e
.
u d o m o n a s

(19 ) 等 で 若 干 の

ヽ

知 見 が 得 ら れ る の み で ､ 特 に そ の 顔 導 産 生 槻 梯 に つ い て

は ､ ほ と ん ど 解 明 さ れ て い な い ｡

そ こ で 著 者 は ､ こ の 碗 導 産 生 機 構 の 鮮 明 番 目 約 と し て ､

最 も 典 型 的 な セ フ ァ ロ ス ポ T) チ - ゼ 塑 β
-

テ ク ク マ - ゼ

を 生 産 し ､ か つ 臨 床 医 学 的 に も 重 要 度 の 高 い 菌 獲 で あ る

C i t r o b a c t e r f r e u n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ を 対 象 と

し て ､ 分 子 適 任 学 的 研 究 に 着 手 し た ｡

本 始 文 は ､ 三 尊 か ら 構 成 さ れ る ｡

第 一 章 で は ､ C i 七r o b a c t e r f r e u n d i i G N 3 4 6 の セ フ ァ ロ

ス ポ リ ナー- ゼ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と 構 造 解 析 に つ い て

記 述 し た ｡

第 ニ 章 で 結 ､ C i t T O b a c t e r f r e u n d i i G N 3 4 6 の セ フ ァ ロ

ス ポ 7) チ - ゼ の 読 導 産 生 様 式 と そ の 御 伽 機 構 に つ い て ､

遺 伝 学 的 解 析 巷 行 っ た 結 果 を 記 し
.

た ｡

-

9 -
-

,



第 三 章 で は ､ ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た C i もT O b a c もe T

f T e u 皿d i i G N 3 4 6 の せ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 遺 伝 子 の ､

藍s c h 紺 i c ぬi a c o 呈i 等 飽 薗 礎 に お は る 発 現 を 検 討 し た 結 果

を 記 し た ｡

- 1 0
-



解 乱 費 旺 且 恕 T O 馳 盈 C 七 母 T

暦 濫
-

噂 胤及 m 趨 息 嵐 紅蒜 肘 3 塊 践 収) 健

ア 壷 駈認 ニ乳 JT # び づト - ゼ

遭 既 頂
こ 助 辞 駐署

- こ= L 3 /

ダ 藍 構 壷塩 解 断

c i もT O b a c 七8 T f T e u n d i i G N 3 珪6 披 ､ Å 晴 嵐 由 来 の ペ ニ シ

T] ン お よ び セ フ ァ ロ ス ポ T] ン 轟 β
-

ラ ク ダ ム 抗 生 物 栄 高

度 耐 性 菌 で あ る ｡ 1 9 6 5 年 に 日 本 で 分 離 さ れ た
(ヨ6 )

｡

第 1 静 C 畳もr o b a c 七e T
･ f T 別 n d i i G 肘3 逢6 の せ フ ァ ロ ス ポ

7)

チ - ゼ 遺 伝 子Lの ク ロ
ー ニ ン グ

c i t T O b a c もe r f T 跳 n d i i G N 3 4 6 の 染 色 体D N A を 鋼 製 し ､

制 限 酵 素E c o 定Ⅰ で 切 断 し た ｡ 得 ら れ た D N A 断 片 を シ 訂 ツ

ト ガ ン 法 で ､ 御 隈 酵 素E c o R Ⅰ で 切 断 し た ベ ク タ
ー プ ラ ス

ミ ドp 抄展1 に T 4 7) ガ
ー ゼ を 招 い て 結 合 し ､ 形 質 転 換 法 に よ

り ､ E s c h e r i c h i a c o l i 正 一 1 2 C 6 0 0 へ 導 入 し た ｡ ト ラ ン ス

フ ォ ー マ ン ト を カ ナ マ イ シ ン 2 5 p g / m l お よ び セ フ ァ ロ

T) ジ ン 1 2 ｡ 5 p g / m l 含 有 マ ッ コ ン キ
ー

寒 天 平 板 で 選 択 し

た ｡ 得 ら れ た ク ロ
ー ン を さ ら に ､ L 分 離 純 培 養 し ､ 1 2 ク ロ

ー ン を コ ロ ニ ー 韓 菌 法 の O . 8 % ア ガ ロ ナ ス ゲ ル 電 気 泳 動 ･

に か け た と こ ろ ､ い ず れ も 同 じ 大 き さ の プ ラ ス ミ ドD N A

を 所 有 す る こ と を 確 報 し た ( F i g u r e l
-

1 ) ｡ そ の う ち ､

3 タ ロ - ン か ら ､ プ ラ ス ミ ドD N 且 を 鋼 製 し ､ 制 限 酔 秦

- l l
-



E c o 澄Ⅰ で 切 断 後 ､ 0 ｡.8 % ア ガ ロ
- ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ

た ( F i g u T e l
- 2 ) ｡ す べ て の 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド 娃 ､

2 つ の 共 通 な E c o 定Ⅰ フ ラ グ メ ン ト ､ す な わ ち ､ 1 2 . 0 奴b の

p M E l フ ラ グ メ ン ト と7 . 3 k b の タ ロ - エ ㌢･ グ さ れ た フ ラ グ

メ ン ト か ら 成 り 立 っ て い た ｡ こ の う ち の
一

つ を p T Y 7 1 と

命 名 し ､ 以 後 の 解 析 に 用 い た ｡

第 2 節 ク ロ
ー ニ ン ダ さ れ た セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 遺 伝

子 の 確 穂

E . c o l i で は ､ 染 色 林 地 図 上 9 4 . 3 分 に ､ E .
c o l i 特 異

的 β -

ラ ク ク マ - ゼ を 支 配 す る 遺 伝 子B R R旦 の 存 在 が 知 ら

れ て い る
( 20 )

｡ 但 し ､ こ の 菌 種 特 異 的 β
-

ラ ク ダ マ - ゼ

の 生 産 量 は
一

般 に き わ め て 低 い
( 21 )

｡ 得 ら れ た p T y 7 1 保

持 菌 が ､ 確 か に C . f r e u n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 達
一■■{ 一

● ■■ ■■ ■ ■■ ■■ ■ ■■ ■ ■■ ■■ ■■ ■ 一 ■■ ll ■一 ■l ■■■■ ■■ I

伝 子 を 持 ち ､ 旦牡臣旦の 変 異 に よ る セ フ ァ ロ .

ス ポ 7) チ - ゼ 産

生 登 上 昇 株 で は な い こ と
I

を 確 藷 す る 必 要 が あ る ｡ 形 質 転

換 に 用 い た旦. s R ii C 6 0 0 は く Jβ
-

ラ ク ダ ム 抗 生 物 質 感 受

牲 で あ る が ､ 非 常 に 低 い レ ベ ル で の E . c o l ま
●
- ■ ■ ■ ■ ■ -

特 異 的 β
-

テ ク ク マ - ゼ の 産 生 が 務 め ら れ た ( ( T a b l e 1
-

1 )

し か し ､ こ れ は C . f r e u n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ T) チ
-

ゼ と

の 基 紫 特 異 性 の 明 ら か な 差 異 に よ り 区 別 が 可 能 で あ る ｡

隻. c o l i C 6 0 0 / p T 官7 1
＋ よ り 産 生 さ れ る セ フ ァ ロ ス ポ 7)

チ - ゼ は ､ そ の 親 株 で あ る C . f r e tl n d i i G･N 3 4 6 と 一

致

し た 基 質 特 異 性 を 示 し て い た ｡ 旦.

- 1 2 -

c o l 呈 C 6 0 0 に 特 異 的 な



c d @ 骨 g 醜 亀 眉 観 官 醐

C 恥r .

C C C

F i g u r e ト1 A g a r o s e g el e l e c t r o p h o r e s
i s o f c ol o n y l y s a t e s p r e p a r e d

f r o m s t r ai n s c a r ry l n g P a r e n t al pl a s m i d
l

a n d r e
,

c o m b i m a n t p l a s m 1
'

d s ･

E l e c 七r o p h o r e s i s w a s p e r f o r m e d i n 0 . 8
o

/a a g早r O S e f o r 6 h o u r s at 90 m A ･

T r a c k s : a - l.; r e c o m bi n a n t pl a s mi d s cl o n e d q S a s e g e n e s o f a . f p e u n d i i ,

m ; p T Y7 1 D N A . C h r ‥ G C C , Li n e a r a n d O C i n d i c a t e ch r o m o s o m al DN A ,

pl a s m i d c o v a l e n tl y c l o s e d c i r c ul a r D N A , pl a s n i d l i n e a r
D N A I a n d

p l a s m i d o p e n c i r c u l a r DN A , r e s p e c ti v e l y ･

a

払

¢

a

℡

Fi g u r e ト2 A g a r o s e g el e l e c t r o p h o r e s i s o f DN A f r a g m e
n t s a ft e r

e n d o n u cl e a s e d i g e s ti o n w i th E e o RI ･
,

-E l e c t r o ph o r e s
i s h a s p e r f o y Tn e d 紬

0 . 8% a g a r o s e f o r 4 h o u r s a t 8 0V . T r a c k s : a ; H i n d I I I d i g e s t ed
'

l D N A ,

b ; p M Kl , c ' e ; pl a s m i d D N A cl o n e d C S a s e g e n e s o f a . f p e m d i i ･

- 1ヨ -



T a bl e ト1 S u b s 七r a 七e p r o fi 一e o f c e p h al o s p o r 紬 a s e s p e ci fi e d

by p T Y 7l .

S 七r a l
.

∩ R el a 七i v e ねt e､ o f hy d r ol y s i
･
s
a)
( %) s p e c i fi c

b)

C E R ･
.GE T C E Z C E X P CG a c ti vi ty

a . f T e u n di i

G N 3 4 6

a . e o ヱi

C 6 0 0

C 6 0 0/ p TY 71

1 0Q 8 1 7 4 21
-

2 1 0 . 8

1 0 0 2 2 8 N D 4 1 N D 0 . 0 0 4

1 0 0 1 2 . 1 7 4 2 2 3 0 . 4 3

T h e e n zy m e a c ti vi ti e s o f C 6 0 0 w e r e a s s ay e d b y th e m i c r o
- i o d o m e t r l

'

c

m e th o d a n d t h e o t h e r s w e r e d o n e by P e y
.

r e t
'

s m e th o d .

a) A b b r e vi a ti o n s : C E R ; c e ph al o ri di n e , C E T ; c e ph al･6 th .i n
,
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せ フ ァ 田 ス ぜ 7) サ ー ゼ 産 盤 登 は 罪 常 に 願 い の で ､ p T ¥ 7 1

に よ る セ フ ァ ロ ス ポ 7] サ ー ゼ の 基 蜜 特 異 性 に は ､ 何 ら の

影 響 も 卑 見 て い な も1 ｡

次 に ､ C ｡
f T e 胡 n d i i G 柑3 凌6 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ の

家 鬼 抗 血 清 に 対 す る ､ E . c o l i C 6 0 O / p T ¥ 7 1 十 の 産 捜 す

る セ プ ア ･ ロ ス ポ 7) サ ー ゼ の 反 応 性 を 翻 ペ た ｡
･ 方 鎮 は ､ ミ

ク ロ ヨ
ー ド 法 を 周 い ､ 実 験 の 部 Ⅱ の 16 ) に 縫 っ た ｡

G N 3 4 6 の も フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ の
一

定 馨 をG N 3 4 6 の せ

フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ に 対 す る 抗 血 清 と 反 応 さ せ
.
､ セ フ ァ

ロ ス ポ
■

T) サ ー ゼ 活 性 を 珊 定 し た ( F i g u r e l
- 3 ) ｡ 埴 輪

は 加 え た 抗 血 清 の 茸 自 登 ､ 推 軸 披 ､ 抗 血 清 と 反 応 後 の せ

フ ァ ロ ス ぜ 7) チ - ゼ 活 性 の 同 音 白 登 の 正 常 血 滑 を 加 え た

時 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 活 性 に 対 す る 比 率 を % で 表 し

た ｡ C i 七r o b a c t e r f r e u n d i i 妃 ､ そ の 杭 血 清 に よ り ､ セ ア

ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ 清 隆 の 特 徴 的 な 上 昇 が 見 ら れ ､ 飽 和 曲

線 を 掃 く こ と 披 ､ す で に 朝 告 さ れ て い る
( 2 2 )

｡ E . c o l i

C 6 8 0 / ･

p T Y 7 1
＋ の 生 産 す る 酵 素 は 親 株 G N 3 4 6 の セ フ ァ ロ

ス ポ 7) チ -

ゼ と 同 様 に こ の 特 徴 的 な 現 象 が 観 察 さ れ た ｡

対 照 と し て 招 い た ､ E ｡ c o l a 2 5 5 の 生 産 す る E . c o l i 特
■■
l
●

■ ■ ■ ■■ ■ ■■ ■l ■ - I

異 的 セ フ ァ ロ ス ポ 7) サ ー ゼ で は ( 23 ) ､ こ の 様 な 杭 血 清 の

効 果 は 見 ら れ な か っ た ｡

以 上 の 結 果 よ り ､ 里･ 地 吐出 G 肘34 6 の セ フ ァ ロ ス ポ

7) チ
- ゼ 通 夜 辛 が ､ こ の 組 み 換 え プ ラ ス ミ ドp T Y 7 1 に ク

ロ
ー ユ ン グ さ れ ､ E . c o l i 中 で も C . f r e u n d i i の 菌 雀 特

■ ■ ■■
ー - ■ ■ ■■ ■ l■ ■l …

異 的 セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ヤ を 産 生 し て い る こ と が 確 施 さ

- 1 5 -
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れ た ｡

第 3 節 p T ¥ 7 1 の 翻 搬 酵 素 切 断 地 図 の 倖 成

ベ ク タ
ー プ ラ ス ミ ド p 朋濫1 は ､ プ ラ ス ミ ドC o I E l に カ ナ

マ イ シ ン ト ラ ン ス ポ ゾ ン T n 昆 の 転 移 し た プ ラ ス ミ ド で あ

る ｡ そ の 制 限 酵 素 切 断 地 図 披 ､ E c o 定Ⅰ ､ B a m 壬ⅠⅠ ､

Ri R d I I I ､ 辿 Ⅰ､ Si i I ､ S B I ､ X b 王 に
l

関 し て は ¥ a m a m o t o

等 ( 2 い に よ っ て 作 成 さ れ て い る ｡ プ ラ ス ミ ドC o I E l の 全

塩 基 配 列 は? a m a d a 等
( 2 5 ) に よ

. っ て ､ T n豊 の ⅠS 姐丑 お よ び

王S LO L ( T n a 爾 末 端 の i n v e T 七e d r e p e a 七 味 造) の D N 且 塩

基 配 列 紘A u e T S 柑a l d 等
( 2 6 ) に よ っ て ､ ま た ､ T n a の カ ナ

マ イ シ ン 耐 性 適 旗 手 部 位 の D N A 塩 基 配 列 もB e c k 等
( 27 ) に

よ っ て 既 に 決 定 さ れ て い る め で ､ ･ そ の 他 の 制 限 酵 素 切 断

部 位 を 謝 ペ る こ と が で き た ｡ 上 記 の 韻 文 を 基 に し て 飾 っ

た p 門琵1 の 制 限 酵 素 切 断 地 図 をF i g u r e l
-

4 に 示 し た ｡

周 い た 制 限 酵 素 は ､ A c c Ⅰ､ B a m H I

E c o 宜Ⅰ ､ 打i n c I I ､ H i n d I I I- ､ E p n I ､

､ B c l I ､ B g l I I

巧1 u I ､ P s t Ⅰ､ S a l I ､

s m a I ､ . X h o I で あ る ｡ B c l I で 切 断 す る 時 は ､ d a m ＋ ( D N A

a d e n i n e m e t h y l a s e ) の 株 よ り 鋼 製 し た D 村A で は ､ 切 断

部 位 の ア デ ニ ン 塩 基 が メ チ ル 化 さ れ 切 断 不 能 な の で ⊥ 旦.

c o l i G H 3 3 ( d a m
-

)
( 2 8 ) に p T 門 1 を 形 栄 転 換 で 導 入 し .

た G 凹3 3 / p T ¥ 7 1
＋ よ り 鋼 製 し た プ ラ ス ミ ドD N 且 を 解 析

に 用 い た ｡ F i g u r e l
-

5 お よ ぴ F i g u r e l
- 6 に こ れ ら 制

限 酵 素 で 切 断 し た p T ¥ 7 1 D N 且 を0 . 8 % お よ
l
び 1 . 5 91o ア ガ

ー

1 7
-



ロ
-

ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た 結 果 巻 示 し た ｡ f‡i n d I ‡Ⅰ

切 断 し た A フ ァ ー ジ D N A ､ お･よ び 男i 且f ‡ で 切 断 し た

p B 定3 2 2 D 国魚 を サ イ ズ の マ
ー カ ー

と し て ､ 制 限 酵 素 切 断 フ

ラ グ メ ン ト の.大 き さ を 求 め た ｡ そ れ ぞ 鞭 の フ ラ グ メ ン ト

の 長 さ を T a b l e 1 - 2 に 示 し た ｡ 数 寄 法 ､ 大 き さ の 額

に つ け た ｡

旦生月崇I . で は 1 2 k h の E l と 7 . 3 k b の E 2 と に 分 け ら.れ ､ E l 比

p 門E l ､ E 2 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ た フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と

は す で に 述 べ た ｡

ま ず B a m 措Ⅰ 切 断 部 位 で あ る が ､ B l - B 4 ま で の フ ラ グ メ

ン ト が 詠 め ら れ る の で ､ 4 箇 所 御 節 部 位 が あ る こ と が 判

明 す る ｡ p 用度l 内 に
-

箇 所 あ る の で ヾ E 2 フ ラ グ メ ン ト 内 に

3 箇 所 切 断 部 位 が 存 在 す る ｡ B a m I Ⅰ と E c o 丑Ⅰ の ニ 垂 切 断

に よ り ､ B 2 ( 5 . 4 k b ) は ､ 3 . 2 k b と 2 . 2 k b に 切 断 さ れ ､

B l ( l l . 7 k b ) は 8 . 8 k b と2 . 9 k b に 切 断 た れ た ｡ 以 上 の 絵

呆 よ り ､ E c o 良Ⅰ 切 断 部 位 か ら の 距 離 に よ り ー 2 箇 所 は 決

足 さ れ た ｡ B 3 お よ び B 4 は ､ E 2 内 部 の フ ラ グ メ ン ト と 考 え

ら れ る が ､ B 3 お よ び B 4 の 額 序 が 明 ら か で な い ｡ そ こ で ､

ajiB! H Ⅰ の 部 分 切 断 を 行 っ た ｡ 1 p g の p T ¥ 7 1 D N A を 1 ユ

ニ ッ ト の B a 柑H Ⅰ で 5 ､ 1 0 ､ 1 5 ､ 3 0 分 と 反 応
'

時 間 を 変 化 さ

せ て 処 理 し ､ 0 . 6 % ア ガ ロ - ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た 結

果 をF i g u r e l
- 7 に 示 し た ｡ フ ラ グ メ ン ト の 大 き さ は ､

T a b l e 1 - 3 に 示 し た ｡ 部 分 切 断 の 場 合 ､ 完 全 切 断 で は

観 察 さ れ な い フ ラ グ メ ン ト が 存 在 す る が ､ こ れ は 2 つ 以

上 の フ ラ グ メ ン ト が 切 断 さ れ ず に 縫合 し た も の で あ る ｡

- 1 8 -
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こ れ ら 部 分 切 断 フ ラ グ メ ン 計 の 大 き さ に よ り 相 互 に 隣 り

合 う フ ラ グ メ ソ 恥 の 推 定 が 可 能 で あ る . 2 ｡ 2 k b - 1 ◎ 5 5 k b

( B 3 ) ＋ 0 ｡ 6 5 女b ( B 郎 ､ ま た6 ｡ 0 5 女b - 5 . 舶 b ( B 2 ) ＋

a . 6 5 女b d ( B 凌) と 考 え ら れ る の で ､ 盈郎まB 2 と邑3 フ ラ グ メ

ン ト の 間 に は さ ま れ て お り ､ B 2 - - → B 且-
-

- B 3 - - - B 針 一 ･

B 2 の 噴 で

あ る と 決 定 し た ｡

p T Y 7 1 披 ､ B c l i に よ り B c l ､ B c 2 ､ 畠c 3 ､ 畠c 趨 た 分 断

さ れ ､ 切 断 部 位 披 逢 箇 所 で あ る ｡ p 朋鑑1 に は B c ヱI 切 断 部 位

が 3 箇 所 あ り ､ B c 2 ､ B c 3 は そ の 大 き さ よ り p M 富1 内 部 の

フ ラ グ メ ン ト で あ る ｡ B c ユi 十 E c o 宜Ⅰ の 二 重 切 断 に よ り ､

B c l は6 . 8 1 k b と 1 . 9 k b に ､ B c 4 は2 ｡ O l k b と 0 . 4 9 女b に 分 断

さ れ る ｡ こ の う ち ､ 1 ｡ 9 女b と 2 ｡

1
o l k b が p 田富1 に 由 来 す る フ

ラ グ メ ン ト で あ る こ と は 明 ら か な の で ､ B c 4 - B c 3 -

B c 2 1 i B c l - B c 4 の 常 で あ り ､ E 2 内 の 1 箇 所 の B c l 王部 位
山 ■ ■

が 決 定 さ れ た ｡

B B i Ⅰ王 切 断 で は ､ 丑g l ､ B g 2 ､ 8 g 3 の フ ラ グ メ ン ト が

観 客 さ れ た ｡ p 朋g l 内 の 2 箇 所 の 切 断 部 位 と 擦 ら し 合 わ せ

る と ､ B g 3 は p H 富1 内 藤 の フ ラ グ メ ン ト と 考 え ら れ る ｡ し

か し ､ B g l ､ B g 2 ､ B g 3 を 足 し て も ､ 全 長1 9 . 3 k b に は な

ら な か っ た ｡ B g l Ⅰl ＋ E c o 丑Ⅰ の 二 重 切 断 セ ､ 6 フ ラ グ メ

ン ト に 分 断 さ れ る こ と は ､ , E c o R I
. 切 断 部 位 が 2 箇 所 な の

で ､ Bi l ⅠⅠ 切 断 部 位 は 4 箇 所 で あ る ｡ 克之上 の 結 果 と ア ガ

ロ - ス ゲ ル 上 の で バ ン ド の 感 度 か ら ､ B g 3 は ダ イ マ - (

d i n e r ) で あ る と 考 え ら れ る ｡ B g 3 を B g 3 ＋ B畠3
'

と し た ｡

B BI I l ‡ 星旦旦雇主 の 二 重 切 断 に よ り ､ B g 3
'

が 2 ｡ O l 反b ＋

-
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0 ｡ 6 5 k b に ､ 馳 1 が 7 ｡ 2 8 k b ＋ 0 ｡ 8 7 k b に 切 断､さ れ る の で ､

ぞ れ ぞ れ E 2 内 の 2 箇 所 の 堺 筋 部 鰻 が 決 定 さ れ ､ B $ 3
'
一

B g 3
- - B g l

-

- B g 2
･ ･ -

- B g 3
'

の 噂 と 決 定 さ れ た ｡

s a l Ⅰで
1 は ､ ほ ぼ 等 し い 2 つ の フ ラ グ メ ン ト が 観 客 さ れ

t 一 ■
叫

氏 ( S a l と S a 2 ) ｡ p 円E l 内 に S a l Ⅰ切 断 部 位 は 1 箇 所 存 在

す る の で E 2 内 に は 1 箇 所 存 在 す る こ と に な る ｡ S
'
a l Ⅰ †

一 ■ 一 一 - 1- ■ ■■
■

E c o 定Ⅰ の ニ 東 切 断 に よ り ､ S a l は ､ 1 . 蝕 b ＋ 8 ｡ 3 6 k b に ､

s a 2 は3 ｡ 6 砧 b 十 5 ｡ 9 k h に 切 断 さ れ ､ E 2 内 の S a l Ⅰ切 断 部 位

は 中 央 の E c o 定Ⅰ 闇 新 邸 位 よ り1 . 4 k b 右 榔 と 決 定 さ れ る ｡

s m a Ⅰで は ､ S m l ､ S m 2 ､ S m 3 の 3 フ ラ グ メ ン ト が 観 察

さ れ ､ p M 削 内 に は 2 箇 所 切 断 部 位 が 存 在 す る の で ､ E 2 内

に は 1 箇 所 存 在 す る こ と に な る ｡ 旦旦旦Ⅰ † E c o R l の ニ 東 切

断 に よ り ､ S m 2 は1 . 2 9 k b ＋ 5 . 1 5 k b に ､ S m 3 披2 . 1 5 k b ＋

3 . 7 3 k b に 切 断 さ れ た ｡ ゆ え に S m l は p M Ⅸ1 内 部 の フ ラ グ メ

ン ト で あ り ､ 中 央 の 邑旦全長Ⅰ 切 断 部 位 か ら 右 脚5 ･ 1 5 k b に

S m a Ⅰ切 断 部 位 が 決 定 さ れ た ｡

A c c Ⅰで 披且1 - 且8 ま で の 8 フ ラ グ メ ン ト が 務 め ら れ た ｡

p 胡E l 内 に は 4 箇 所 切 断 部 位 が あ り ､ フ ラ グ メ ン ト の 大 き

さ に よ り ､ 且6 ､ 且3 ､ ･ お よ ぴ 且2 は p H E l 内 部 の フ ラ グ メ ソ I

と 考 え ら れ た ｡ A c c I ＋ E c o
_
R I の ニ 東 切 断 に よ り ､ 且5 が

1 ｡ 3 2 k b ＋ 0 . 8 k h に 分 断 さ れ ､ 且5 は 中 央 の E c o 良Ⅰ 切 断 部 位

を 含 む フ ラ グ メ ン ト と 考 え ら れ た ｡ ま た 舶 が 二 重 切 断 に

ょ り わ ず か に 小 さ く な っ て い る が ､ A 4 の 分 断 に よ り 出 て

来 る も う
一

つ の フ ラ グ メ ン ト は ご く 小 さ く ､ こ の 条 件 の

電 気 泳 動 ゲ }L , 写 真 で 披 換 地 で き な か っ た ｡ A c c I ＋ B a m H I

-
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の ニ 東 切 断 で は ､ p 朗富1 内 部 の A 6 が 1 . 且k b ＋ 0 ｡ 3 紬 b に な り

さ ら に 朗 が1 ｡ 5 5 眺 ( B 3 ) ＋ 1 ｡ 5 0 k b
.
＋ 1 ｡ 1 5 紬 † 0 ｡ 6 5 k b (

B 4 ) の フ ラ グ メ ン ト と し て 分 断 さ れ た ｡ す な わ ち A l 内 に

捻 ､ B a m E 王 切 断 部 位 が 3 箇 所 存 在 す る ｡ S a l I 藷 拍 切 断 部

段 ､ G ↓ T C G Å C は ､ 鳥c c Ⅰ藷 轟 切 断 部 位 ､

Å G

G ↓ T o T O T Å C に 包 含 さ れ ､ A l の 左 榔 が こ の S a l Ⅰ切 断 部
C T

位 と 一

致 し ､ 次 い で A l の 石 野 の 切 断 部 位 が B 4 よ り 右 側

1 . 1 2 k b と 決 定 さ れ た ｡ A 5 と A l の 聞 に で き る フ ラ グ メ ン ト

の 大 き さ 娃 ､ A 7 に 一 致 し た ｡ 未 決 定 の 領 域 は ､ A l と A 4 の

聞 ､
マ ッ プ の 右 端 で あ る が ､ 残 る フ ラ グ メ ン ト A 8 は そ の

儀 域 に 2 つ 入 る 大 き さ で あ っ た ｡ ま た ､ A c c Ⅰ ＋ B g l ⅠⅠ の

二 重 切 断 に よ り ､ A 8 が 両 脇 の バ ン ド に 比 べ 尊 く な っ て い

た ｡ こ の こ と は A 8 が ダ イ マ -

で あ っ た こ と を 示 す も の で

あ り ､ 且8 あ る い は A 8
'

の ど ち ら か が B g 且I I で 切 断 さ れ た

と 考 え ら れ た ｡ す な わ ち且c c Ⅰ切 断 部 位 は 9 箇 所 で あ り ､

且c 4 一 旦c 6
-

- 且c 3 - - 且c 2 ･ 一 A c 5
-

一 且c 7 ･ 一 A c l - A c 8
'

･ -

-

A c e - - 且c 4 の 顧 と 決 定 さ れ た ｡

削 tl Ⅰ切 断 部 位 比 ､ p M 荘1 内 に 1 箇 所 あ り ､ 電 気 泳 動 で 紘
一 ■ ■ 一 ■ ■ - i

5 フ ラ グ メ ン ト 観 察 さ れ る の で ､ E 2 内 に は 14 箇. 所 切 断 部

位 が 存 在 す る と 考 え ら れ た ｡ n l q Ⅰ ＋ E c o 宜Ⅰ の 二 重 切 断 で

州1 が 9 . 4 k b ＋ 1 . 8 6 k b に ､ 朋2 が 2 . 6 k h ＋ 2 . 2 5 k b に な る の で

削 ､ 月2 はE c o R Ⅰ 切 断 部 位 を 含 む こ と が 明 ら か と な り ､ そ

の 切 断 部 位 が 決 定 さ れ た ｡ 削 u 王 ＋ B a m 宜王 の 二 重 甲 断 で 披
- -

削 が 6 . 2 k b 千 5 . 0 6 k b ( H 2 と ダ イ マ -

'

と し て 娩 出) に な り ､

-
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凹3 ､ 舶 の バ ン ド が 謎 め ら れ な く な っ た ｡ 郎 お よ ぴ . 朋 は ､

鮎 m E 王 朝 断 部 橡 番 食 む と 考 ぇ ら れ た ｡ 朋5 に は B a m 壬‖ 切 断

部 睦 は 食 ま れ な い の で + 粥5 はぁ3 内 に し か 存 在 し 韓 ず ､ 残

る 閤 患 は門3 お よ び 舶 が 朗5 の ど ち ら 悌 に 存 在 す る か と い う

こ と に な る ｡ 削 u Ⅰ ＋ 鮎 朗E Ⅰの ニ 塵 切 断 で B壇が 変 推 せ ず に

娩 出 さ れ る こ と ば ､ B 4 内 に F‖ u Ⅰ切 断 部 位 は 無 い -こ と 番 京

し て い る ｡ 田3 は胡5 の 右 悌 ､ 舶 は門5 の 左 僻 に 位 置 し ､ お ぞ

ら く こ の ゲ j
'
L , で 法 敵 察 し 碍 な い フ ラ グ メ ソ ト朋6 が粥2 と 別

の 閤 に 存 在 す る と 思 わ れ る ｡ 門1 u i ＋ S m a 王 の ニ 東 研 漸 で

結 ､ H l が 5 ｡ 5 9 k b ＋ 5 . 6 7 k b ( ダ イ マ
- と し て 換 ぬ) ､ 門2

が 3 . 5 舶 b ＋ 1 ｡ 3 1 k b ､
･ 出3 が 1 . 0 4 k b ＋ 0 . 2 9 女b に な る こ と

か ら も 舶 ､ 朗5 ､ お よ び 当6 の 位 置 が 確 経 で き た ｡ ゆ え に 切

断 部 位 娃 6 箇 所 で ､ M ト - 門2
-

- 凹6
一 書 鵬

- - 一 朗5 一 拍3 - - - 朋1 の 顧
､

と

断 定 さ れ た ｡

P s t Ⅰ切 断 で 綻 ､ 8 バ ン ド が 娩 出 さ れ る が ､ 8 番 め の バ

ン ド 娃 明 ら か に 7 番 め の バ ン ド よ り 濃 く ､ ダ イ マ - で あ

る と 漁 家 さ れ た ｡ ゆ え･ に ､ 9 プ ラ
'

ダ メ ン ト で ､ 切 断 部 飽

は 9 箇 所 と 考 え ら れ た ｡ こ の う ち 6 箇 所 は p 凹E l.内 に あ り

p 朋好1 プ ラ ス ミ ドD N A の P s 七Ⅰ 切 断 パ タ
ー ン と 比 較 し て ､

P 4 ､ P 7 ､ P 6 ､ P l ､ お よ び P 5 は p 朋監1 内 部 の フ ラ グ メ ン ト で

あ っ た ｡ 著 者 の 実 験 条 件 で は 換 紐 細 来 な か っ た が ､ 文 献

約
( 2 5 ) に ､ P l と P 5 の 間 に 0 . 0 9 k b と ご く 小 さ い P s t I フ ラ グ

メ ン ト が 報 告 さ れ て い る の で ､ こ れ をP I O と し た ｡ P s 七Ⅰ
4 -

＋ E c o 宜Ⅰ の 二 重 切 断 に よ り ､ P 2 が 2 . 4 7 k b † 1 . 2 3 k b ､ ま

た P 8 の う ち 一

方 が 0 . 7 9 k b † 0 ｡ 0 9 k b ( 娩 出 さ れ な い ) に

- 2 7 -



な っ た ｡ ゆ え に ､ E c o 臣Ⅰ 切 断 部 位 を 含 ん だ P 8 お よ び P 2 の

位 置 が 決 定 さ れ た ｡ P･8 と P 2 の 閤 の P 8
'

と P 3 の 使 置 の み が

未 決 定 で あ る ｡ P s 七Ⅰ ＋ B a m 打Ⅰ の 二 重 闇 断 で ､ P 3 が ､ 2 ｡ 2 5

k b ＋ 1 ｡ 0 5 k b に ､ P 8
'

が 0 . 5 5 k b ＋ 0 . 3 3 女b に- な る ｡ こ れ

よ り B 3 は P s 七Ⅰ切 断 部 位 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た ｡

以 上 の D Ⅳ且 フ ラ グ メ ン ト の 配 列 条 件 を 満 た す の は ､ P 2
-

-

P 4 - 一 事P 7 - P 6 - P l
･ - 一 P I O

- - P 5 - P 8 - - - P 3 - - ヰ P 8
'

一 P 2 で あ っ た ｡

n i n c I I 切 断 で は ､ 8 本 の バ ン ド が 観 察 で き た が ､ 6 番

め の バ ン ド は 明 ら か に 濃 く ､ ダ イ マ ー' で あ っ た ｡ ゆ え に

9 箇 所 切 断 部 位 が 存 在 し ､ そ の う ち 4 箇 所 は p 門E l 内 部 に

あ る と 考 え ら れ た ｡ p H E l プ ラ ス ミ ドD N Å の fl i n c ⅠⅠ切 断 パ

タ ー ン と の 比 較 に よ り ､ E 3 ､ 打9 ､ 朋 は p F) E l 内 部 の フ ラ グ

メ ソ ト と 判 断 さ れ た ｡ 打i n c I I ＋ E c o R I の 二 重 切 断 で ､ H 2

が 3 . 9 k b ＋ 0 . 7 7 k b に な る が ､ 他 の フ ラ グ メ ン ト に 変 化 は

な か っ た ｡ ゆ え に 中 央 の E c o R I

噺 部 位 が 決 定 さ れ た ｡ 次 い で ､

切 断 部 位 近 傍 に 打i n c I I 切
一 ■ ■- - 一 一 一

■
■

R i A C I I ＋ lTi B A H Ⅰ の 二 重 切

斬 に よ り ､ 丹2 が 2 . 9 7 k b ＋ 0 9 5 k b ＋ 0 . 6 5 k b ( B 4 ) に ､ E 6

が0 . 5 k b ＋
r

0 . 2 k b に な っ た ｡
. ゆ え に ､ 丑6 は B a nl H I 切 断 部

位 を 含 み ､ そ れ は B l と B 3 の 間 の 一
B a m 打Ⅰ 切 断 部 位 で あ る か

ら ､ n 6 は訂2 の 左 隣 に 決 定 さ れ た ｡ Ri A C I Ⅰ ＋
.

Bi BI I Ⅰ の 二 重

切 断 に よ り ､ ガ5 ､ 月6 ､ お よ び E 6
'

の バ ン ド に は 変 化 が 無

い が ､ J 8 が 小 さ く な っ て い た ｡ さ ら に E i n c ⅠⅠ ＋ P s 七Ⅰ の

二 重 堺 斬 で ､ ‡5 ､ u 8 ､ お よ び H 6 は 分 断 さ れ な い が ､ fi 6
'

は 切 断 さ れ ､ 打6 は ダ イ マ - で な く な り‾バ ン ド が 背 く な っ

て い た ｡ ゆ え に 打8 お よ び柑5 は P 3 の 申 に あ り ､ H 6
'

に は P 3

- 2 8 -



と P 8 の 間 の P s もⅠ切 断 部 放 が 含 ま れ ､ E 8 に 偲 B g l と 馳2 の

閤 の B g 五郎 切 断 部 位 が 食 ま れ る の で ､ H 2
- ･ - 雷3 ･ - H 9 - - 舶 - -

朗1 - ･ - - H 6
'

- - ヰ H 8 ･ ･ ･ ･ - 据5
･ -

- 鵬
- 争だ2 の 頓 に 決 定 し た ｡

な お 正i n d 王王王 ( p 門監1 内 に 2 箇 所) ､ 紬 n Ⅰ､ Ⅹh o Ⅰ ( p 円削

内 に 3 箇 所) の 切 断 部 位 はE 2 内 に 壮 麗 め ら れ な い の で 省

略 し た ｡ T a b l e 1
- 度 に p 出鑑1 ､ p T Y 7 1 お よ び E 2 フ ラ グ メ

ン 計 内 の 制 限 酵 素 切 断 部 位 数 を 示 し た ｡ 鼠互上 の 様 に し て

決 定 し た p T豆7 1
､

の 制 限 酵 素 切 新 地 図 をF i 如 T e l
- 8 に 示

す ｡ こ れ よ り E 2 フ ラ グ メ ン ト の 御 限 酵 素 切 断 地 図 濠 抜 き

出 し て 番 い た も の が F i 帥 r e l
- 9 で あ る

( 50 )
｡

現 在 ､ グ ラ ム 陰 性 菌 の 染 色 体 性 β
-

ラ ク ダ マ
- ゼ 遺 伝

子 で ク ロ ー ニ 3 , グ さ れ ､ 御 限 酵 素 切 断 地 図 が 俸 成 さ れ て

い る も の は ､ E s c h e r i c h i a c o 且i
( 29 )

､ s h i g e l l a s o n n e i

( 30 ) ～ E n t e T O b a c もc r c l o a c a e
( ヨ1 ) の セ フ ァ ロ ス ポ 7J ナ -

ゼ 遺 伝 子 と 監｡ p n e u m o n i a e の ペ ニ シ 7) チ
- ゼ 遺 舷 子 が あ

-
●一 - 一 ■ 一 一 一 - 一 ■ 一■ ■ 一 ■■ ■ ■一 ■ l ■■ ■ ■■ l l■ ■■ 一 ■■ ■■■ ■■ l■■ l■ヰ

る ｡ こ の 四 番 と ､ a . f r e tl n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ

■ - - ■ - - ■ ■- ■ ■- ■ H 一 ■一 ■ ■d ■ ■■ ■■ 叩

遺 伝 子 の 制 限 酵 素 切 断 地 図 を 比 較 し た の が F i g u r e l
-

1 0

で あ る ｡ E s c
･h e r i c h i a c o l i ､ S h i g e l l a s o n n e i は き わ め

て 類 似 し て い る が ､ 飽 の 薗 種 で 披 ､ 明 白 な 瀬 髄 性 は 務 め

ら れ な い ｡ B e r g s 七T
.

6 n 等
( ヨ0 ) 旺 ､ E . c o i i の 旦工旦旦一 出且邑

■ - ■ 仙

( f tl m a r a もe r e d u c もa s e ) お よ びB B B E ( セ フ ァ ロ ス ポ
7) チ

- ゼ ) 遺 伝 子 部 分 を プ
‾
ロ

- プ と し て ､ さ ま ぎ ま な グ ラ ム

陰 性 菌 の 染 色 体D N 鬼 と ハ イ プ
7) ダ イ ゼ イ シ 訂 ン

( 恥 h T i d i z a もi o n ) を 行 い ､ 類 似 性 を 換 謝 し た ｡ そ の 結

果 を 簡 単 に ま と め た の が T a b l e 1
- 5 で あ る が ､ E .

c o l i

-

2 9
-
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の
_
f r d A - f T d B･ 部 分 は ､ T a b l 匂 l

- 5 に 示 し た 多 く の 薗 株

と.強 弱 の 蒙 は あ っ て も ハ イ プ 7] ダ イ ゼ イ シ 諾 ン す る ｡

方 ､ E ｡ c o 且i の 旦撃且星贋 造 遺 伝 子 部 分 は ､

■ ■ 一 柳

S h i g e l l a

s o n n e i ､ S h 主点e l 且a f l e x n e T i と 娃 強 く ､ E n もe T O b
_
a G 主星旦

c l o a c a e と は 弱 く ハ イ プ T) ダ イ ゼ イ シ 詔 ン し ､ そ の 飽 の

薗 硬 の 染 亀 終D N 且 と は ､ 反 応 し な か っ た ｡ し. か し ､

S a l m o n e 且i a t y p h i m tl r i ti m と C i 七r o b a c もe T f r e u n d i i で は ､

B B B E の プ ロ 亀
- ♂ - 部 分 と は ､ 弱 く ハ イ プ T] ダ イ ゼ イ シ

訂 ン し た ｡ E} 上 よ り ア マ レ
- ′F ･ 7) ダ タ タ - ゼ は

† 多 く の

グ ラ ム 陰 性 菌 で 共 通 の 塩 基 配 列 を 保 持 し て い る と 思 わ れ

る ｡ し か し ､ 9
-

ラ 9 ･ ク マ - ゼ 遺 伝 子 は 2 ､ 3 の 菌 礎 で

頚 髄 性 が あ る も の の ､ E ｡ c o l i
■■ ■■ t ■l ■一 1 ■■■ ■ ■ -

の a m p C と 披 か な り 違 っ た

構 造 遺 伝 子 を 持 つ も の と 思 わ れ ､ 著 者 の 得 た 制 限 酵 素 切

断 地 図 で の 比 較 結 果 と
一

致 す る も a) で あ る ｡ ま た ､ 類 似

牲 の あ っ た E . c o l i ､ S . s o n n e i ､ お よ び S . f l e x n e r i
■ -

●■ ■ ■■ ■ ■■ ■ ■■ ■■ ■ ■ ■■ ■■ ■ ■■ ■ ■一 ■ -

は 構 成 的 に 産 生 す る セ フ ァ ロ ス ぜ 7) ナ
- ゼ を 支 配 し ､ 旦.

f T e tl n d i i お よ び E . c l o a c a e は 誘 導 的 に 産 生 す る セ プ ア

ロ ス ポ 7) チ - ゼ を 支 配 し ､ 旦･ p n e tl m O n i a e は 構 成 的 に 産

生 す る ペ ニ シ 7) チ
- ゼ を 支 配 す. る こ と を 考 え 合 わ せ る と ､

上 記 の 御 報 酵 素 切 断 地 図 の 比 較 ､
ハ イ プ 7) ダ イ ゼ イ シ ョ

ン の 結 果 娃 興 味 深 い ｡

欝 4 藤 袴 迂 遠 伝 子 の 限 定

s a 柑 a i 等
`ヨ3 ' に よ る と ､

.旦
｡ f r e tl n d i i G N 3 4 6 の セ プ ァ

- 3 5 -



四 ス ポ リ サ
- ゼ 呑ま せ フ ァ デ ッ ク ス ゲ ル ろ 過 接 で ､ 分 子 量

3 壇, 0 0 0 と 測 定 さ れ た ｡
せ フ ァ ロ ス ポ

7] ナ - ゼ の 構 造 遭 蔭

子 は は ぼ 且 k b と 換 算 さ れ る ｡ そ こ で ､ ク ロ
- ニ ン ダ さ れ

た E c o 空Ⅰ フ ラ グ メ ン ト か ら 構 造 達 転 手 を 限 定 す る た め に ､

p T Y 7 1 お よ び p 且C ¥ C 1 8 逢を B a 悶ff 王 で 切 断 し ､ T 竣 7] ガ
-

ゼ で

処 理 し ､ 旦｡ 望 虫 C 6 0 0 へ 形 質 転 換 法 で 導 入 し た ｡ ト ラ ン

ス フ ォ
ー マ ン ト 揺 ､ セ フ ァ ロ

7] ジ ン 1 2 . 5 j A g / m l 含 有 マ

ッ コ ン キ
ー 寒 天 平 板 で 選 択 し た ｡ p A C 官C 1 8 4 は ､ テ ト ラ サ

イ ク 7) ン お よ び ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー

ル 耐 性 適 任 手 を 荷 な

う プ ラ ス ミ ド で あ る が ､ B a m 打Ⅰ で 切 断 し ､ 他 の B a m E Ⅰ フ

ラ ダ メ ン ト を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り ､ テ ト ラ サ イ

ク 7) ン の 構 造 適 任 手 が 切 断 さ れ る た め ､ テ ト ラ サ イ ク
7]

ン 感 受 性 に な る ｡ そ こ で ､ テ ト ラ サ イ ク リ ン 1 2 ｡ 5 β g /

印1 感 受 性 ､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル 2 5 p g / m l お よ び セ フ

ァ ロ
7) ジ ン 1 2 . 5 p g / 四1 耐 性 の ク ロ

ー ン か ら ､ プ ラ ス ミ

ドD N A 杏 詞 果 し た ｡ ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た こ と を 確 か め る

た め に B a 柑日Ⅰ で 切 断 し ､ ク ロ
ー ニ ン ダ さ れ た 方 向 を 確 か

め る た め に E i n c ⅠⅠで 切 断 し ､ 1 . 0 % ア ガ ロ
- ■ス ゲ ル 電 気

泳 動 を 行 っ た ( F i g u T e l
- l l ) ｡ そ の 結 果 p T 官7 1 の 1 ｡ 5 5

k b の B a m H エ フ ラ グ メ ン ト が 異 な る 向 き に タ ロ
- ニ ン グ さ

れ た p T Y 9 3 と p T ! 9 撞 が 得 ら れ た ( F i g tl r e l
-

i 2 ) ｡ 同 様

に プ ラ ス ミ ド p 拘覚1 を ベ ク タ
ー

に し て ､ p T ¥ 9 1 と p T y 9 2 が

得 ら れ た ( F i g tl r e l
- 1 3 ､ F i g u T e l

-

1 4 ) ｡ p T ¥ 9 1 と

p T ¥ 9 2 も ､ p T 官7 1 の 1 . 5 5 k b の 丑a 田E Ⅰ フ ラ グ メ ン ト が 異 な

る 向 き に ク ロ ー ニ ン ダ さ れ た も の で
'& る ｡ こ れ ら の 1 . 5 5
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Fi g u r e i
- 1領 A g a y

t

o s e g e l e
'

A e c七佃 p h o 柁 S l
'

s o f D 悶A f r a g m e n t s a f t e r

d i g e s t i o n wi th e n d o n u cl e a s e H i n c ⅠⅠ･ El e c もr o ph o r e s i s w a s p e r f o 和 e d

l
'

n i . 0 % a g a r o s e f o r
t

5 h o u r s

p l a s m l
'

d s c一o n e d i ｡ 5 5 k b T B m H I

di g e s t e d 入 D悶A ｡

魔}

% }

6 》

a 七 8 0 V . T r a c k s : a - f ; r e c o m bi n a n t

f r a g m e n t ( B 3) もo pA C Y C1 8 4 争 g ; H i n d II Ⅰ -

匝 閃 弼

丑卵l 司¢1 ⑳ ⑳魯¢

旨 閃 匝 M

1 ⑳魯⑳

鯛 ¢
-

叩 S ⑳1 魯⑳◎ 丑魯0 1⑳1 ¢ ◎軸

1 車8 ◎ 朋 容¢
v

庵◎℡
一

柳 1 ⑳1 ⑳ ⑳釦

F 1
'

g u r e = 豆 R e s 七y
ti c 七i o n cl e a v ag e m a p s o f pA CY C1 84 , p T Y 9 3 a n d p TY 94 ｡

S i z e o f f r a g nl e n t S a r e l
'

n di c a t e d l
'

n b p ｡ A) pA C Y Cl 糾 ,
B) p T Y 9 3 ,

C) p T Y 9 4 . E : E e o R Ⅰ, B : B m H I , = : H i n c ⅠⅠ.

-
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F i g u r e トl為 A g a r o s e g e l e l e c 七r o ph o r e s i s o f D NA f r a g m e n t s a ft e r

di g e s ti o n w i th e n d o n u
'
cl e a s e H i n c ⅠI ･ El e c 七r o p h o r e s i s w a s p e r f o r m e d

i n l ｡ O
a

/o a g a r o s e f o r 5 h o u r s a t 8 0 V ･ T r a c k s : a ; H i n d ⅠⅠトd i g e s t e d

入 DN A
9
b -

g ; r e c o m bi n a n t pl a s mi d s c l o n e d l . 5 5 k b - B a n‖I f r a g m e n t ( B 3)
七o pM Kl .

A )

払)

a)

監

7 7 ¢
'

2 3 3 ⑳

匝M H

3 2 ¢ 3 ¢¢ 2 S ¢O

a ” B 弼粥

S ア魯⑳

7 アO ー 2 各藩0 J8 ¢0 11 $ 0 脚 3 ¢¢ 2 $ 0 ¢

a H B M 閃

5 ア魯O

7 7 ¢ 2 3 3 ⑳ 朋昏¢ 亀⑳¢3 2 ¢ 3 0 0 2 S ¢¢ S ア8 O

Fi g u r e ト 鴨 R e s t ri c t i o n cl e a v a g e m a p s o f p M Kl タ P TY 9l a n d p T Y 9 2 ｡

S i z e o f f r a g m e n t s a y
t

e i n di c a t e d i n b酔｡ A) p M Kl , B) .p T Y 9l , C) p T Y 9 2 .

E : E e o R I , B : B c m H I , ”: H i n c I I .

- ヨ8 -



k b塾旦野冶王 フ ラ グ メ ン 恥 杏 緒 つ 組 み 換 え
･
･ プ ラ ス ミ ド 頗 緒 薗

は す ベ て ､ 懸 フ ァ ロ
7
] ジ ン 且2 ｡ 5 p 鑑 / m l 耐 性 で 得 ら れ 允 ｡

ま た を の 食 フ ァ 田 立 ポ 7] ナ -

ゼ 清 隆 は ､ 骨品b 且e 且
- 6 に

示 し た が ､ C ｡ f T e u n d i i 帝 輿 約 麿 フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ぜ を

産 捜 し て い た ｡ 戯 上 よ り ､ こ の 1 q 5 5 的 の 畠a m 厨Ⅰ フ ラ グ メ

ン ト 何 に せ フ ァ ロ ス ぜ 7] ナ - ぜ の 構 造 遺 伝 子 を 決 定 す る

こ と が で き た ( F i 糾 F e l
-

且5 ) o

T a b 且e 1
-

6 に 示 し た 結 果 は ､ 且｡ 5 5 k b 為a 悶fi Ⅰ フ ラ グ メ

ン ト を タ ロ - ユ ン グ さ れ た プ ラ ス ミ ド の 保 持 薗 昧 間 に ､

セ フ ァ ロ ス ポ T) チ
- ゼ 産 生 登 の 差 異 が あ る こ と を 示 し て

い る ｡ p T Y 9 逮 は p T Y 9 3 の 4 . 5 倍 ､ p T 嘗9 2 恵ま p T 官9 1 の 且｡ 5

倍 ､ 産 鐘 登 の 費 が 認 め ら れ た ｡ こ の 結 果 絃 ､ BB B im H Ⅰ フ ラ

グ メ ン ト 内 の セ フ ァ ロ ス ポ リ サ
ー ゼ 遺 伝 子 は ､ 自 己 の プ

ロ を -

♂
- か ら で 紘 な く ､

ベ ク タ
+ プ ラ ス ミ ド 内 か ら の

プ ロ を -

♂
- に よ る r e a d 七h T O u g ぬに よ り 転 写 が 行 わ れ て

い る こ と を 示 唆 し て い る ｡ 自 己 の プ ロ モ ー タ ー か ら の 転

写 に 加 え ､
ベ ク タ

ー

プ ラ ス ミ ド の プ ロ モ
-

♂
- か ら の

r e a d t h r o u g h が 重 な る 可 能 性 も 考 え ら れ る が ､ 下 記 の

p T y 7 7 へ の こ の 1 ｡ 5 5 k b B a m 日工 フ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン

グ 実 験 に よ り 否 定 さ れ た ｡

p T Y 7 7 披 ､ i sI C 関 で ト 7) メ ト プ 7) ム お よ び サ )L J フ ァ 剤 耐

性 遺 伝 子 を 持 ち ､ 接 合 伝 達 能 の あ る プ ラ ス ミ ド # 3 8 8
( 3 い

を 制 限 酵 轟B g l H で 切 断 し ､ せ } L J フ ラ イ ゲ - シ 諺 ン す る

こ と に よ り 得 ら れ た ｡ p T ? 7 7 古ま ､ ト 7) メ ト プ 7] ふ 耐 性 ､

サ ル フ ァ 荊 感 受 性 ､ 接 合 伝 達 不 能 に な っ た プ ラ ス ミ ド ベ

- 3 9 -



T a bl e ト6 S u b s t y
t

a 七e p y
L

O fi l e o f C i 舌加 b a e 由 p f p @ u n d i i

c e ph al o s p o m
.

n a s e ｡

S t r a l
'

n R el a ti v e r a t e o f h y d r ol y s i s
a)
( %) S p e ci fi c

b)

C E R G E T C E Z C E X PC G a c 七i v i 七y

C ｡ f p e ∽ d i i

GN 3 46 1 0 0

E ｡ e o Li

C 6 00/ pT Y 7 1

C 6 0 0/ pT Y 9 3

C 6 00/ p T Y9 4

C6 00/ p T Y9 1

C6 0 0/ pT Y9 2

C 6 00

1 0 0

1 0 0

1 0 0

l o o

一oo

一o o

8 ｡ 4 1 7 4

1 2 . 3 1 74

9 ｡ 9 1 6 5

1 l . 2 1 5 9

1 3 . 2 1 61

l l . 0 1 5 5

2 2 8 N D

2 l . 3 l . 7 1 0 . 8

2 2 . 4

2 0 ｡ 8

2 3 ｡ 2

2 5 ｡ 3

21 . 8

4 0 . 8

3 ･ . 0

2
. 4

2 . 5

3 . 2

2 . 0

N D

0 ｡ 4 3

0 . 1 2

0 . 5 4

0 ｡ 3 9

0 . 5 6

0 . 0 0 4

T h e e n zy m e a c ti v i ti e s o f C 6 0 0 w a s ,a s s ay e d by th e m i c r o
-

i o d o m e t m
'

c m e t h o d a n d th e o t h e r s w e r e d o n e b y P e r r e t
'

s m e th o d . .

a) A b b r e v i a ti o n s : C E R ; c e ph al o ri di n e , CE T ; ･ c e p h al o th i n ,

C E Z ; c e f a z ol l
'

n
,. C E X ; c e ph a l e xi n ,

‾
p c G ; b e n zy l p e n i c il l i n ,

N D ; n o t d e t e n Tl1
'

n ed .

b)
U ni t s/ m g o f t o t al c e ll u l a r

.

p r o t e i n .

Fi g u r e ト1 5 Cl o n i n g o f c e p h al o s p o r i n a s e g e n e( s) o f

ci 七 m b 00 お p f2 , e m d i i G 柑3 4 6 t o v a ri o u s pl a s m i d
･s

｡

E : E c o R I , B : B m H I , H : H i n c I I , B g : B 9 ヱⅠⅠ.

- I
?0

-
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ク ク
ー

で あ る ｡ p T 甘7 7 は ､ E c o 定Ⅰ ､ 胡i n d Ⅰ‡王 ､ B g 且呈王

切 断 部 位 を た だ 五 箇 所 持 ち ､ i･ n c 紺な の で 法 域 宙 主 ベ ク タ

- と し て 伺 い る こ と が で き る ( F 豆g u T e 且
-

且6 ､ F 五g u r e 且

- 1 7 ) ｡ p T ¥ 7 7 の B g l ⅠⅠ 切 断 部 位 に 1 . 5 5 k b 如 m H Ⅰ フ ラ グ

メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ を 試 み た ｡ B g 且ヱ‡ の 親 政 堺 新 鮮 位

は ､ Å ↓ G Å T C T で あ り ､ 8 a m ガⅠ の 藷 鵡 切 断 部 位 は ､

G ↓ G Å T C C で あ り ､ い わ ゆ る c o ぬe s i 甘e e n d ( s t i c k y

e n d ) が 共 通 の た め ､ ラ イ ダ ー シ ョ ン 可 能 で あ る が ､ ク

ロ
ー ニ ン グ さ れ た プ ラ ス ミ ド の 結 合 部 位 は ､ B a m H i お よ

び 触法ⅠⅠ で は 切 断 で き な い ｡ p
.
T ! 7 7 壕

･

B g 且ⅠⅠ で 切 断 し ､

ふ 叫 .

p T Y 7 1 を B a 伯H Ⅰ で 切 断 し ､ こ れ ら を T 4 7] ガ ー ゼ で 処 浬 し

E . c o l i C 6 0 0 を 形 質 転 換 し た が ､ せ フ ァ ロ 7] ジ ン 12 ｡ 5

p g / m l 含 有 選 択 平 板 で 披 ト ラ ン ス フ ォ
- マ ン ト が 得 ら

れ な か っ た ｡ そ こ で ､ ト 7] メ ト プ 7) ム 2 5 p g / 折1 耐 性 の

み で ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト を 選 択 し ､ コ ロ ニ
ー 淳 薗 注 で

3 7 ク ロ ー ン を 網 ペ た と こ ろ ､ 1 ク ロ ー ン の み が p T y 7 7 よ

り 大 き い プ ラ ス ミ ド を 有 し て い た ( F i g u T e l
-

1 8 Å ) ｡

こ の ク ロ
ー ン よ り プ ラ ス ミ ,ドD 封且 を 鋼 製 し ､ P s t Ⅰあ る い

は古i n 己王Ⅰで 堺 新 し ､ O . 8 % ア ガ ロ - ス ゲ )i , 電 気 泳 動 で 珊

ペ た と こ ろ ､ 1 ｡ 5 5 女b の B a m H Ⅰ フ ラ グ メ ン ト が p T 門 7 に ク

ロ ー ユ ン グ さ れ て い る こ と が 確 か め ら れ た ( F i 糾 T C l
-

1 8 B ) ｡ F i g u r e l
-

1 9 に 示 す 様 に ､ p T ¥ 7 7 に 1 . 5 5 k b の

B a m 月Ⅰ ( F i g tJ r e l
-

3 ) が ク ロ ー ニ ン ダ さ れ た 鳩 禽 ､ A

お よ び B ､ 2 つ の 相 違 な 方 向 へ の ク ロ ー ニ ン グ が 考 え ら

れ る ｡ A 向 き の 場 合 ､ 打i n c l Ⅰで 3 ｡ 9 5
L
､ 3 ｡ 2 4 ､ 2 . 5 6 k b ､ ま

-

4 2
-



た P s も王で 6 ｡ 8 5 ､ 且｡ 9 5 ､ 且｡ O k b の フ ラ グ メ ン ト に 切 断 さ れ

る ｡ 野 内 き の 壌 禽 ､ 鮎遭C 王‡で 3 ｡ 9 5 ､ 3 ｡ 3 1 ､ 2 ･ 舶 k h ､ ま た

p s 七Ⅰで 8 ｡ 3 ㌔ 1 . 0 ､

●

0 ｡ 4 5 k b の フ･ ラ グ メ ソ ト に 切 断 さ れ る ○

F i 鑑u T e 且
- 1 8 で 示 し た 様 に ､ Å の 向 き で ク ロ

ー ニ ン ダ さ

れ た こ と が 確 藷 さ れ た . こ の プ ラ ス ミ ド を p T Y 9 0 と 禽 名

し た ｡
T a b ･1 e 1

- 7 に 示 し た 様 に ､ 旦･

p T Y 9 0
＋ か ら は ､ C ｡

■
- ･■

c o l i
‾ C 6 0 0 /

f T e u n d i i 特 異 的 β
-

テ ク タ マ
- ゼ

清 隆 は 娩 出 さ れ な か っ た ｡ わ ず か に 藷 め ら れ る β
-

テ ク

ク マ - ゼ 清 隆 は E .

を の 産 生 塗 絵 ､ E .

c o l ま C 6 0 0 と 同 様 の 基 質 聴 輿.性 で あ り ､

c o l i C 6 0 0 の b a s a l な レ ベ ル で あ っ た .

宙 己 の プ ロ 号
一 夕 - を 持 つ D N 且 フ ラ グ メ ソ ト の 場 禽 ､ ベ

ク タ - プ ラ ス ミ ド の 敏 類 に か か わ ら ず 発 現 す る 紘 ず で あ

る の で ､ こ の 1 . 5 5 k b の B a m H Ⅰ フ ラ グ メ ソ ト は ､ セ フ ァ ロ

ス ポ 7) チ - ゼ の 構 造 遺 伝 子 は 含 む が ､ プ ロ モ
ー

タ
- は 存

在 し な い と 考 え ら れ る
` 5Q )

｡

-

i 3
-
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魔)

歳 晩 C 感 ℡ 骨 g 恥 竜 B

随》.

哉 払

Fi g u y
l

e ト1 8 A g a r o s e g e 卜 e l e c t ㍗o p h o r e s l
'

s o f p TY 9 0 ･

( A) 0 ｡ 5 % a g a r o s e g e 一 e l e c t r o p h o r e去l
'

s o f c ol o n y l y s a t e s p r e p a r e d 柑 o m

s t y
l

a i n s c a ㍗ry l n g t ry m e th o p rri m y
l

e S i s ･もa n t p l a s mi d ･
'

T y
t

a c k s : e a n d f ;

p T Y 77 pl a s mi d D N A 争 i ; p TY 9 0 ･ Pl a s m うd s s h o w n i n o th e r t r a c
k s

m l g r a 七e d j u s t wi th p T Y 7 7 .

( a) E l e c 七r o p h o r e s7 s w a s p e r f o r m e d i n l ･ 0 % a g a r o s e f o r 6 h o u r s a 七 9 0 V ｡

T r a c k s : a ; H i n d I I トd i g e s t e d 入 D N A , b ; p 8 士ト di g e s t e d p T y 9 0 , c ; P 8 告ト

di g e s t e d p TY 7 7 , d ; H i n c I I
- d l

.

g e S t e d p T Y 9 0 , e ; H i n c ⅠI
- di g e s t e d p TY 7 7 ･

瑠⑳臨臨

国軍V官軍

風)

随〉

監匝
監 仰望腰

監野 師
血 囲

監狩 野 野

F i g u y
l

e = 9 R e s t y
l

i c t i o n c l e a v a g e m a p s o f p T Y 7 ア, a n d p TY 9 0 ･ T h e y
l

e

a r e t w o p o s s i b l e d i r e c t l
'

o n o f c 一o n e d f y
t

a g m e n t , B 3 ( A , B) .

E : E e o R I , P : p 8 七I , B g : B g 乙I I , H : Hi n c I I .

- ん5 -



T a bl e ト7 S u b s 七y . a t e p y
t

o fil e o
.
f p T Y 9 0 .

S もr a i n R e l a t l
･

v e r a t e o f hy d r ol y s i s
a)
( %)

･

S p e

･

c i fi c
b)

C E R C E T
'
C E X a c ti v i ty

a . f p e 以乃d i i

GN 由6

a . o o 乙i

C 6 0 0/ p T Y 9 0

1 0 0 8 . 4

1 0 0 2 7 4

C 6 0 0 ー .1 0 0 2 2 9

2 1 . 3 1 0 . 8

44 ･ 4
･

0
,
0 0 5

4 0 . 8 0 . 0 0 4

a)
A b b r e vi a ti o n : C E R ; c e p h al o ri d i n e , C E T ; c e p h al o t h i n

･

,

C E X ; c e ph al e xi n .

b)
U n i t s/ m g o f t o t al c el l ul a r p r

1

0 t ei n .
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輿 望 牽 C 瓦 屯 T O 払 a c 忠 母 T

君 T 母 覗 血 塊 亙 且 G N 讃 塊 6 の - な
･

プ ァ ℃認
_ 汎 古着写 Y} づト -

ゼ

の 統 率 産 盤 棟 壷監 と 骨

の 碍苛 御 機 構 の 宛字 折

鞄 色 終 に 支 配 さ れ て い る 多 く の β
-

ラ ク ダ マ - ゼ 披 ､

政 孝 的 に 産 生 さ れ る セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 空 で あ り , 多

硬 の グ ラ ム 陰 性 菌 種 で 見 出 さ れ て い る ｡ C 豆t r o b a c t e r S P .

( ヨ6 )
､ E n 七e r o b a c t e r

P r o t e u s s p .

s p .

( ヨ7 ) ( 3 8 )
､ イ ン ド -

ル 陽 性

(ヨ9 ) ( ら0 )･
､ p s e u d o m o n a s

( ん1 ) (ん2 )
､

s e r r a t i a
( み3 ) お よ び ¥ e r s i n i a ( ち い 等 で あ る ｡ し か し な が

ら ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 産 生 制 御 の 分 子 機 構 は い ず れ

の 薗 礎 に お い て も 今 だ に 明 ら か に は さ れ て い な い ｡ そ こ

で旦ヱ 地 上主 G 村3 4 6 ､ お よ ぴ 弟 1 章 に お い て タ ロ - ニ

ン ダ し た そ の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 達 彦 子 を 用 い て こ の

根 株 を, 検 討 し た ｡

欝 1 節 C i 七T O b a c 七e r f r e u n d i i
_
G N 3 4 6 の せ フ ァ ロ ス ポ 7)

ナ ー ゼ の 誘 導 産 生 様 式

港 内 細 菌 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ 鹿 生 糸 で は ､

ペ ン ジ

)L J ペ ニ シ 7] ン が 静 率 の 長 い 誘 導 物 質 で 掛 り
(ん5 )

､

P s e tl d o m o 皿a S a e r tl g i r1 0 S a a) セ フ ァ ロ ス ポ T) チ
- ゼ 辻 6 且P 且

( 6 - a m i n o p e n i c i l l a n i c a c i d ) が 良 い 誘 導 物 質 で あ る と

-

4 7
-



報 告 さ れ て い る
( ん6 )

｡

む f r e u 血d i i G N 3 4 6 に つ 小 て 礎
々 の β

-

ラ ク ダ ふ 抗 生

荊 を 誘 導 物 質 と し て 酵 素 誘 導 を 実 験 の 部 Ⅱ
- 2 2 ) に 従 っ

て 行 っ た ｡
･F i 糾 r e 2

-

1 は ､ 培 養 液 1 m l 満 た り の セ フ ァ

ロ ス ポ 7J ナ - ゼ 活 性 ､ F まg 胡 r e 2
- 2 結 細 抱 組 蛋 白 量 あ た

り の セ フ ァ ロ ス ポ
7) チ - ゼ 活 性 を 掃 い た 誘 導 物 輩 濃 度 に

対 し て プ ロ ッ ト し た も の で あ る ｡
ペ ン ジ ル ペ ニ シ T) ン は

塵0 0 - ユ6 0 0 p g / m l で 5 0
- 6 0 倍 の 酵 素 誘 導 が 見 ら れ ､ セ

フ ォ キ シ テ ン は 6 . 3 p g / n l で ､ セ ア ズ ロ ジ ン は2 O - 5 0

p g / m l で ､ セ フ ァ マ ン ド
-

)i J は2 5 p g / m l 以 上 で そ れ

ぞ れ 紡4 0 倍 の 酵 素 誘 導 が 見 ら れ た ｡ な お ､ 旦三 f r e u n d i i

G N 3 4 6 に 対 す る ベ ン ジ ル ペ ニ シ T) ン の 朋ⅠC は 8 , 0 0 0 p g

/ m l で あ り ､ 4 0 0 - 8 0 0 p g / m l で は 菌 の 成 長 速 度 に は

影 響 を 与 え な い こ と を 確 認 し て い る ｡ S a … i 等
( ヨ5 ) に よ

る と ､ C . f r e u n d i i G N 3 4 6
1
sこ 対 し て 6

-

ア ミ ノ ベ ン ジ ル

ペ ニ シ ラ ン 酸 は ､ 特 に 効 率 の 良 い 誘 導 物 寮 で は な く ､

1 0 0 p g / m l で ､ 約 8 倍 の 誘 導 産 生 が 見 ら れ る に す ぎ な

い ｡

F i g u r e 2
- 3 は ､ G N 3 4 6 の 2 0 ℃ 培 養 液 が 対 数 増 殖 期 に

達 し た 時 ､
ペ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン を 終 演 度8 0 0 〝 g / m l に

な る 様 に 加 え ､ 2 . 5 時 間 振 と う 培 養 し ､ 遠 心 集 菌 お よ び

生 理 食 塩 水 で 2 固 洗 浄 し た 後 ､ も と の O D の 1 / 5 に な る

様 に 新 た な ブ ロ ス を 加 え て 培 養 し ､ 各 時 間 ご と の セ フ ァ

ロ ス ポ 7) チ - ゼ 活 性 を 謝 定 し た も の で あ
･

る ｡ 対 照 は
.
､ 同

揖 作 を 行 い ､
ペ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン 8 0 0 〝 g / m l 含 有 の 新

一

4 8
-
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た な ブ ロ ス に 希 釈 し た も の と ､ 遠 心 集 薗 せ ず ､ も と の 培

養 液 の ま ま 振 と う 培 養 を 続 け た も･
'
の に つ い て 清 隆 を 測 定

し た ｡ 誘 導 物 質 ､
ベ ン ジ ル ペ ニ シ T) ン を 除 く と 約 -

世 代 ､

2 時 間 の 閤 は 産 生 董 を 保 持 し て い る が ､
.

そ の 後 次 第 に 産

生 登 は 減 少 し た ｡ 誘 導 物 資 を 除 去 せ ず 培 養 を 続 行 し た も

の は ､ 最 大 産 生 畳 に 達 し 以 後 次 第 に 減 少 し た ｡ 葉 蘭 洗 浄

し ､ 新 た に ペ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン 含 有 の 培 地 を 加 え た 場 合

で は ､ 産 生 量 の 上 昇 は 見 ら れ る も の の ､ す ぐ に 減 少 し た ｡

こ の 場 合 も 加 え た 誘 導 物 質 と し て の ペ ン ジ )i / ペ ニ シ T] ン

は ､ 菌 の 増 殖 速 度 に 影 響 し て い な い ｡ 十 分 な 上 昇 が 見 ら

れ な か っ た 原 因 と し て は ､ 新 た に ベ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン を

加 え た 段 階 で は ､ す で に セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ が 十 分 に

産 生 さ れ て お り ､ 加 え た ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン は セ フ ァ ロ

ス ポ 7) チ - ゼ に よ っ て ､ は と ん ど 分 解 法 さ れ な い も の の

酵 素 と の 親 和 性 が 高 い た め に ､
ペ リ プ ラ ズ ム 何 の セ フ ァ

ロ ス ポ 7] ナ - ゼ と 結 合
◆

し て ､ そ の 誘 導 を 引 奮 起 こ す た め

の 作 用 点 へ 到 達 で き な い た め と 考 え ら れ る ｡

s a 桝a i 等
(〕5 ) は ､ 誘 導 物 質 ト

ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7) ン の 添

加 で ､ C . f r e tl n d i i.
.

G N 3 4 6 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 活 性
q rヤー

. ～

が ､ 2 5 ℃ で は 3 倍 ､ 3 0 ℃ ､ 3 7 ℃ で は 2 昏 の 上 昇 が 見 ら れ

る に す ぎ な い こ と を 報 告 し て い る ｡ こ の 時 注 目 す べ き こ

と は ､ 3 0 ℃ ､ 3 7 ℃ で は 誘 導 物 資 を 添 加 し な く て も す で に

高 い 活 性 が 見 ら れ る こ と で あ る ｡ す な わ ち ､ C . f r e u n d i ま

G N 3 4 6 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ は ､ 2 0 ℃ で は 誘 導 的 に 産

生 さ れ ､ 3 7 ℃ で は 半 構 成 的 に
-

産 生 さ れ る こ と が 明 ら か で

-

5 2
-



あ る ｡

次 に 温 度 に よ る 誘 導 藤 生 を 娩 射 し た ( F i 耶 r e 2
- 4 〉 .

i]

方 法 は 実 験 の 部 Ⅱ
-

2 0 )
'

に 記 し た ｡ 櫨 軸 は ､ 3 7 ℃ で 振 と

う 培 養 を 始 め て か ら の 時 間 ､ 綻 軸 は ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ

ー ゼ 清 隆 を 細 胞 紐 蛋 白 馨 あ た り の 且 ニ ッ ト で 表 わ し て あ

る ｡ 3 0 分 後 に は 碗 導 藤 生 が 観 察 さ れ ､ 1 2 0 分 娩 に̀ は 約4 0

倍 の 藤 生 馨 が 緒 め ら れ た ｡ 鏡 噂 酵 素 と し て 濃 く 知 ら れ て

い る E
.
a . 1 i
'
の β

- ガ テ ク ト シ ダ ー ゼ の 偽 金 ､ 演 導 物 紫

添 加 後 に ､ す み や か な 抑 制 解 除 が 起 こ る こ と と 比 較 す る

と 非 常 に 遅 い 顔 導 現 象 で あ る ｡ こ の 様 な 特 異 な 紡 導 の 原

因 と し て ､ 次 の 3 つ の
･

可 能 性 が 考 え ら れ る ｡ ( 1) こ の 30 分

間 に 活 性 化 物 質 ( a c t i v a 七o r ) が 生 産 さ れ る ､ (2) 蹄 導 物

質 と 抑 制 物 栄 ( 7) プ レ ッ サ
ー ) の 親 和 性 が 低 い ､ あ る い

娃 温 度 に よ る 7] プ レ ッ サ
ー の 不 満 化 速 度 が 遅 い ､ (3) セ フ

ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ の 金 成 速 度 が 遅 い ｡ し か し な が ら ､ 2 0

℃ に お い て 1 時 間 の 薬 物 の 誘 導 で ､ す で に 5 0 - 6 0 倍 の 活

性 上 昇
､ を 示 し て い た こ と か ら(3) は 否 定 さ れ る ｡

ま た ､ こ の 実 験 で 4 2 ℃ 処 理 を 行 っ た 方 が ､ 3 7 ℃ で 行 っ

た 方 と 比 較 し て ､ 若 干 産 生 登 が 上 ま わ っ た ｡ 3 7 ℃ に お い

て も 顔 導 物 質 の 存 在 で ､ さ ら に 2 倍 程 度 の 産 生 の 誘 導 が

起 こ る こ と と 考 え 合 わ せ る と ､ 3 7 ℃ で は 読 尋 は 限 界 に 達

し て い な い と 考 え ら れ る ｡ し か し な が ら C . f r e u n d i i
～ ～

G N 3 4 6 は ､ 4 2 ℃ で 増 殖 を 行 う と ､ 薗 が 凝 集 状 態

( a g g r r e g a t i o n ) に な り ､ 正 常 な 増 殖 を 示 さ な い の で ､

4 2 ℃ で 増 殖 を 続 け 酵 素 産 生,馨
を 珊 定 す る こ と ば 不 可 能 で

- 5 3 -
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あ っ た ｡

F i 帥 r e 2
- 5 は 培 養 温 度 の s h i f

p

t u p と s h i f も d o w n に よ

る セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ 産 鐘 の 変 偲 を 換 射 し た 結 果 で あ

る ｡ 左 図 法 セ フ ァ ロ ス ポ
7) チ - ゼ 清 隆 ､ 冶 図 絵 各 培 養 時

間 で の 生 菌 数 を 培 養 液 1 m l あ た り の 数 で 表 わ し て
い る ｡

2 0 ℃ 培 養 液 が 対 数 増 殖 斯 に 達 し た 噂 を 0 七i m e と し て ､ こ

こ で 増 殖 温 度 杏3 7 ℃ に 上 古ヂ ､ 2 . 5 時 間 振 と う 培 養 す る と ､

F i g tl r e 2
-

4 と 同 様 に 約i O 倍 の 温 度 誘 導 が 見 ら れ る ｡ こ

こ で ､ 新 た な プ ロ ス に 約 5 倍 希 釈 .

し ､ 増 殖 温 度 を2 0 ℃ (

◇) あ る い は 3 7 ℃ ( A ) に し て ､ 振 と う 培 養 を 続 け た .

増 殖 温 度3 7 ℃ の 場 合 は ､ さ ら に 3 倍 程 度 酵 素 産 生 蚤 が 上

昇 し ､ 菌 が 静 止 期 に 入 る と ､ 最 大 登 に 達 し た ｡ 2 0 ℃ で 培

養 し た 場 合 は ､ 約 2 時 間 ､ す な わ ち 約
一 世 代 の 閤 は 産 生

畳 を 保 持 し て い る が ､ 以 後 次 第 に 減 少 し て い た ｡ 温 度 に

ょ る セ フ ァ ロ ス, ポ
T) サ

ー ゼ 産 生 の 誘 導 は ､ 誘 導 物 輩 ､
ベ

ン ジ ル ペ ニ シ 7) ン で 見 ら れ た 場 合 ( F i g u r e 2
-

3 ) と き

わ め- て 類 似 し て い た ｡

以 上 の 結 果 を 基 に ､ C . f r e u
･

n d i i G N 3 4 6 の セ フ ァ ロ ス
●■ ■■･

･ ■ ■
-

- H ■ 一 ■ 一 ■- 仰

ポ 7) チ
- ゼ 産 生 の 制 御 は 次 の 2 つ の 洩 梼 が に 考 え ら れ る .

(1) 少 量 で も 有 効 で し か も 長 時 間 安 定 な 正 の 制 御 物 資 ( ア

ク テ ィ T
< 一 身 - ) を 飾 る ｡ そ の 物 質 は ､ 培 養 温 度 の 上 昇

や 碗 導 物 質 の 添 加 に よ り 新 た に 合 成 さ れ る か ､ ま た は 温

度
【
に よ る.3 次 構 造 ま た は 4 次 林 道 の 変 化 ､ あ る い は ､ 誘

導 物 質 と の 結 合 に よ っ て ､ ア ク テ ィ ベ
ー タ ー に 転 換 す る ｡

そ の 暗 黒 ､ セ フ ァ ロ
.
ス ポ 7) チ - ゼ 構 造 遺 伝 子 の 転 写 が 碇

- 5 6 -



適 さ れ る ｡ こ の 様 な 御 伽 槻 構 は ､ ア ラ ビ ノ
･ - ス 浄 ペ ロ ン

で 知 ら れ て い る
( ふ7 )

｡ (2) ラ ク ト
- ス オ ペ ロ ン で 知 ら れ る

様 な
( ん8 ) 7) プ レ ッ サ ー か 傍 ら れ ､

7] プ レ ッ サ - は 醜 噂 物

質 と 鍍 金 す る こ と に よ り ､ 不 満 服 さ れ る ｡ ま た 骨 の 7) プ

レ ッ サ
- ば i

t s
( t e m p e T a t u T e S e n S i 七i 閃 ) 変 異

(ん9 '

と 頚 髄 の 性 質 杏 持 ち ､ 培 養 温 度 の 上 昇 に よ り ､

■
7] プ レ ッ

サ ー が 不 可 逆 的 に 変 形 し て 発 括 し ､ 抑 御 が 解 放 き れ る ｡

そ の 結 果 ､ も フ ァ ロ ス ポ ,) チ - ゼ 遺 伝 子 の 優 等 が 開 始 さ

れ る ｡ そ の 後 ､ 低 温 で 培 養 し て も 新 た に 7] プ レ ッ サ ー が

生 食 成 さ れ る ま で の 1 a g t i m e は 酵 素 金 成 が 構 成 的 に 進 む ｡

こ の 2 つ の 槻 構 の い ず れ で も 実 験 結 果 杏 現 象 的 に は 碗

明 で き る ｡ ま た 輿 2 牽 第 3 節 に お い て は(1) の 考 え を 支 持

す る 実 駿 結 果 肴 持 た ｡ し か し ､ 川 ､ (2) 両 方 の 御 伽 系 を 持

つ 複 雑 な 系 で あ る 可 能 性 は 否 定 で き な い ｡ ま た ､ E . c o l a

の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 遺 伝 子 で 知 ら れ て い る 様 な ア チ

ェ 且 エ
ー ダ ー ( a 七t e n u a 七o r )

( 51 ' や ､ グ ラ ム 陰 性 蘭 の

B a c i l l , u s s p . で 知 ら れ て い る 様 な ア ン チ イ y プ レ ッ サ ー

( a n t i r e p r c s s o r )
( 5 2 ) 等 の 関 与 も 可 能 性 と し て 残 さ れ

る ｡

弟 2 節 C i t r o b a c t e r f r e u n d i i G N 3 4 6 の セ フ ァ ロ ス ポ T)

チ - ゼ 産 生 と 菌 林 内 c A 朋P レ ペ )i , と の 関 係

一

般 に ､ 細 菌 娃 あ る 花 台 物 を 唯
一

の 炭 素 療 と し て 与 え

る と ､ そ れ を 用 い る の に 必
､
要 な 酵 素 を 産 生 す る ｡ た と え

- 5 7 -



ば ､ 肉 エ キ ス 等 を 含 む 通 常 の 培 地 で E . c o l i を 増 殖 さ せ

る と ､ テ ク ト
- ス の 代 謝 に 必 要 な ガ ラ ク ト シ ド 透 過 酔 秦

も ､ ♂
- ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ も 作 ら な い ｡ し か し ､ テ ク ト

- ス を 唯 一 の 炭 象 療 と し て 与 え る と ､ こ れ ら の 酵 素 を 大

童 に 産 生 す る ｡ し か し ､ テ ク ト - ス と 共 に グ ル コ ー ス を

培 地 に 加 え る と ､ こ れ ら の ラ ク ト -

ス 利 用 の 酵 素 の 生 合

成 は ､ 直 ち に 抑 制 さ れ ､ テ ク ト
- ス 利 用 が す み や か に 止

ま る ｡ こ の 様 な グ )L J コ ー ス 効 果 ( g l u c o s e e f f e c t ) あ る

い は ､ 異 化 代 謝 産 物 抑 制 ( c a t a b ? 1 i t e r e p r e s s i o n )
( 5ヨ )

に ､ C A H P ( c y c l i c a d e r1 0 S i n e 5
'

- m o n o p h o s p h a t e ) が 関

与 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る
( 臥 )

｡ こ の 様 な 制 御 が

か か る 遺 伝 子 と し て は ､ 1 a c ､ a r 舌 ～ g a l ､ m a l の 各 オ

ペ ロ ン ､
マ ン ニ ト

ー

ル お よ ぴ ソ ル ビ ト ー

ル の 利 用 ､ 達 化

性 ､ 繊 毛.､ タ
ロ ラ ム フ ェ エ コ

ー

] t / ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ

ラ
ー ゼ ､ タ ロ ナ シ ン 産 生 還 伝 手 筈 が 知 ら れ て い る ｡

そ こ で ､ C i t r o b a c t e r f r e u ll d i i G N 3 4 6 の セ フ ァ ロ ス ポ

7] ナ -

ゼ 遺 伝 子 の 発 現 に お け る ､ グ ル コ ー ス 効 果 を 検 討

し た ｡ 実 験 方 法 は 方 法 の 部 Ⅱ
-

l 了) に 記 し た ｡ F i g u r e 2

- 6 はⅠP T G ( I s o p r o p y l t h i o
- ♂ -

g a l a c t o s i d e ) を 加 え て

誘 導 巻 か け た 時 を O t i Jn e' と し て ､ 酵 素 活 性 首 謝 定 し た 結

果 で あ る ｡ ( A ) が β
- ガ ラ ク ト シ ダ

ー

ゼ 活 性 ､ ( B )

が β
-

ラ ク ク マ - ゼ 活 性 を 表 わ し て い る ｡ そ れ ぞ れ ､ p 打

7 . 0 ､

■0 . 1 月リ ン 酸 バ ッ フ ァ の 条 件 で ､ ( A ) O N P G ( 0 -

n i t r o p h e n y ト β - D -

g a l a c t o p y r a n o s i d e ) お よ び ,( B ) セ

ア ア ロ
') ジ ン を 基 質 と し て 潮 定 を 行 っ た ｡

- 5 8 -
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C . f T e u n d i i G 柑3 趨6 の β
-

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 清 隆 披 ､

0 . 5 % の グ ル コ - ス の 添 加 で 明 ら か に 抑 制 さ れ た ｡ ダ )i ,

コ ー ス 無 添 加 で の β
- ガ テ ク ト シ ダ ー ゼ 産 生 馨 は ､ (i) 3 7

℃ 増 殖 ､ (2) 2 0 ℃ 増 殖 ､

J
(3) ペ ン ジ ル ペ ニ シ .

7]･ ン 存 在 下 2 0 ℃

増 殖 ､ の 頓 に 減 少 し て い る が ､ こ れ 披 ､ 細 胞 の 増 殖 速 度

の 澄 に よ る と 考 え ら れ る ｡

C . f r c u n d i i G N 3 4 6 の β
-

ラ タ ク マ - ゼ 清 隆 は ー 2 0 ℃ ､

3 7 ℃ い ず れ の 温 度 に お い て も ､ ま た ､ 誘 導 物 蛍 ､
ペ ン ジ

ル ペ ニ シ T) ン の 添 加 の 有 無 に か か
.

わ ら ず ､ グ ル コ - ス の

影 響 は 見 ら れ な か っ た ｡

E} 上 の 結 果 よ り ､ g 1 日 軸 G N 3 4 6 の β
-

テ ク ク マ

-

ゼ 産 生 は ､ 菌 体 内 c 見出P レ ベ )i , に ､

･
.

そ の 産 生 が 御 御 さ れ

る β
- ガ テ ク ト シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 系

■
と は 異 な る 制 御 を

受 け て い る と 考 え ら れ る ｡ ま た 葬 具 花 代 謝 酵 素 を 支 配 す

る 酵 素 ､ ト ラ ㌢ ス ボ ゾ ン T na に 支 配 さ れ ､ 構 成 約 に 藤 生

さ れ る ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ

ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ
( 5 5 )

､ な ど と も 産 生 様 式 を 異 に す る も の と 思 わ れ る ｡

第 3 欝 欠 失 変 異 体 を 用 い た 誘 導 産 生 機 構 の 解 析

寮 2 章 第 1 節 で 述 べ た 誘 導 産 生 の 機 構 を ､ さ ら に ､ 遺

伝 学 約 な 手 法 を 用 い て 換 酎 す る た め に ､ 第 1 章 で 得 ら れ

た ､ ら 生 地 G N 3 4 6
'

の セ フ ァ ロ ス ボ 7) チ - ゼ 遺 伝 子

を ク ロ ー ニ ン ダ し た プ ラ ス ミ ドp T ! 7 1 を 用 い て ､ 次 の 研

究 を 行 っ た ｡

- 6 0 -



ま ず ､ p T Y 7 1 を C ｡ f r 跳 n d i i G 柑3 攻6 - 且6 に 形 栄 転. 漁 法 で

導 入 し ､
B
そ の 発 現 を 胡 べ た ｡ ト ラ ン ス フ ォ

ー

マ ン ト 紘 ､

2 5 jL 芦 / m l
の カ ナ マ イ

■

シ ソ 含 有
■

マ ッ コ ン キ ー

寒 天 平 板 で

選 択 し た ｡ 得 ら れ た ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト の
一

つ か ら ､

D N A を 簡 易 法 で 鋼 製 し ､ 0 . 8 % ア ガ ロ - ス ゲ ル 電 気 泳 動

を 行 い ､ E . c o l i C 6 0 0 / p T y 7 1 十 よ り 得 ら れ た プ ラ ス ミ

ドD N A と 比 較 し た ( F i g tl r 8 2
- 7 ) ｡ 確 か に p T ! 7 1 プ ラ

ス ミ ド が ､ q l 挫旦 班旦臼 G N 3 鵬
- 1 6 申 に 導 入 さ れ て い る こ

と が 確 か め ら れ た ｡ G N 3 4 6 - 1 6 は ､ G N 3 速6 をN T G 処 理 し て

得 ら れ た 変 異 株 で
(ヨ5 )

､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ 産 生 登 は

親 株 の 1 % 程 度 で あ り ( T a b l e 2
- 1 ) ､ ま た 温 度 誘 導

能 も 失 っ て い る ( F i g tl r e 2
-

8 ) ｡ G N 3 4 6 - 1 6 / p T Y 7 1
＋

の 3 7 ℃ に お け る 酵 素 産 生 董 は ､ 親 株 G N 3 4 6 と 同 レ ベ ル で

あ っ た ( T a b l e 2
- 1 ) ｡ F i g u r e 岩

- 8 は 温 度 碗 導 髄 杏

弟 2 牽 寮 1 節 と 同 様 の 方 法 で 竣 射 し た 結 果 で あ る ｡ さ ら

に ､ G N 3 4 6 - 1 6 / p T ¥ 7 1
＋ は ､ G N 3 4 6 と 同 様 の 典 型 的 な 温

度 誘 導 騰 が 組 め ら れ ､ 酵 素 産 生 登 はG N 3 4 6 と 同 レ ベ ル に

達 し た ｡ こ の 結 果 よ り ､ ク ロ
ー

ニ ン グ さ れ た7 .

‾3 k b の

EE _9 ,9 R I フ ラ グ メ ン ト 内 に は ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ の 構

造 遺 伝 子 と 共 に ､ プ ロ モ ー タ ー

､ オ ペ レ
ー タ ー 領 域 を 含

む こ と が 明 ら か と な
.

っ た ｡

次 に ､ 7 . 3 k b E c o R I フ ラ グ メ ソ ト 内 の 制 御 遺 伝 子 を 換

射 す る た め に ､ 制 限 酵 素n i n c I I に よ る 部 分 切 断 を お こ な

っ た ｡ 1 p g の p T Y 7 1 D 打点 に 対 し て ､ 1 ユ ニ ッ ト の

fl i n c I I を 加 え ､ 3 7 ℃ で 5 ､ 1 0 ､ 1 5 ､ 3 0 ､ お よ び4 5 分 間 反

- 6 1 -
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応 後 ､ 直 ち に 6 5 軍 ､ 1 5 分 加 温 し 反 応 番 停 止 さ せ た ｡ 0 ｡ 8

% の ア ガ ロ - ス ゲ )i , 奄 気 泳 動 で 部 分 切 断 を 確 藷 し た (

F i 糾 r e 2
- 9 ) ｡ 1 5 分 お よ び 3 0 分 闇 噺 処 理 し た サ ン プ ル

を T 4 7) ガ
ー ゼ で ラ イ ダ - シ 訂 ン し ､ E ｡ c o l a C 6 0 0 を 形 質

転 換 し た ｡

･ 臣 フ ァ ロ ス ポ
7] ナ - ゼ 且2 ｡ 5 郎 g / m l で 得 ら れ

た ト ラ ン ス フ ォ
ー マ ン ト を 6 株 ､

コ ロ ニ ー 溶 菌 経 で 0 . 8

% ( E P バ ッ フ ァ ) ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に か け た 結 果

がF i g u T e 2
- 1 0 で あ る ｡ い ず れ も p T ¥ 7 1 電 気 泳 動 よ り 移

動 度 が 大 き く ､ 分 子 量 が か さ く な っ て い る こ と を 示 唆 し

た ｡
こ の 6 ク ロ ー ン よ り プ ラ ス ミ ド D N Å を 簡 易 法 で 鋼 製

し ､ 制 限 酵 素河i n c ⅠⅠで 切 断 し て ､ 0 . 8 % ア ガ ロ
- ス ゲ ル

電 気 泳 動 を 行 っ た 結 果 が F i g u T e 2 T l l で あ る ｡ 1 ｡ 3 k b の

u n c ⅠⅠ フ ラ グ メ ン ト が 欠 失 し た プ ラ ス ミ ド ( N o ･ 2 ) を ､

p T Y 1 3 2 ､ 0 . 6 k b ､ 0 . 7 k b ( ダ イ マ - ) お よ び 1 . 3 k b の

口まn c 王l フ ラ グ メ ン ト が 欠 失 し た プ ラ ス ミ ド ( N o . 1 ) を ､

p T Y 1 3 3 と し た ( F i g u T e 2
-

1 3 ) ｡ そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド

D 対且 を C . f r e u n d i i G N 3 4 6 - 1 6 へ 形 質 転 換 法 で 導 入 し ､
カ

ナ マ イ シ ン 2 5 p g / m l 耐 性 の . ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト を 選

択 し た ｡ 得 ら れ た ト ラ ン ス フ ォ
ー マ ン ト よ り プ ラ ス ミ ド

D N A を 簡 易 接 で 鋼 製 し ､ 0 . 8 % ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電 気 泳 動

を 行 い ､ B l 旦旦呈上 C 6 0 O よ り 鋼 製 し た プ ラ ス ミ ドD N A と 比

較 し た ( F i 糾 r e 2
-

1 2 ) ｡ こ の 結 果 よ り ､ p T ¥ 1 3 2 お よ び

p T ¥ 1 3 3 がB l f r e tl n d i i G N 3 4 6
- i 6 に 保 持 さ れ て い る こ と を

確 藷 し た ｡ G N 3 4 6 - 1 6 / p T y 1 3 2
＋

､ お よ び G N 3 4 6 - 1 6 /

p T y 1 3 3
＋ の セ フ ァ ロ ス ポ T] ナ - ゼ 産 生 登 をT a b l e 2

- 1

-

6 4
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に 示 し た ｡ G N 3 4 6 - 1 6 申 で p 門 1 3 2 お よ び p T Y 1 3 3 は p T Y 7 1 の

的 5 % の 産 生 馨 し か 発 現 し て い な い ｡ ま た ､ そ れ ら の 温

度 誘 導 能 を 換 射 し た▲の が F i g u T e 2
- i 4 で あ る ｡ G N 3 4 6 - 1 6

/ p T ! 7 1
十 法 ､ 典 型 的 な 温 度 魂 導 を 示 す が ､ G N 3 4 6 - 1 6 /

p T 官1 3 2
十

､ お よ び G 対3 4 6 - 1 6 / p T ! 1 3 3
＋ は 温 度 誘 導 能 を 克

っ て い た ｡

p T ! 7 1 の 構 造 遺 伝 子 の 左 悌 ､ 少 な く と も1 ｡ 3 k b ff i n c ⅠI

フ ラ グ メ ン ト を 欠 失 す る こ と に よ り ､ 温 度 誘 導 能 は 失 わ

れ ､ さ
‾
ら に 酵 素 産 生 登 は ､ 顕 著 に 低 下 す る こ と が 明 ら か

と, な づ た ｡ こ の 結 束 は ､ C . f r e u n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ 7)

チ - ゼ 産 生 に は ､ ポ ジ テ ィ ブ な 制 御 系 が 関 与 し て い る こ

と を 示 唆 し て い る ｡

次 に ､ 誘 導 物 宴 に 対 す る 反 応 性 を 見 る た め に ､

G N 3 4 6 - 1 6 / p T ¥ 7 1
＋ の 培 養 菌 液 ヘ ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7) ン を

添 加 し ､ 辞 真 産 生 量 を 竣 訂 し た ( F i g u r e 2
- 1 5 ) ｡ 培 養

温 度2 0 ℃ に お い て ､
ベ ン ジ ル ペ ニ シ リ ン に よ る 誘 導 産 生

法 ､ ほ と ん ど 藷 め ら れ な か っ た ｡ こ の 条 件 下 で ､ 3 , 2 0 0

p g / 叩1 以 上 の ベ ン ジ ル ペ ニ シ
7) ン を 添 加 し た 時 ､

G Ⅳ･3 4 6 - 1 6 / p T y 7 1
＋ は ､ 明 ら か に 溶 菌 を 起 こ し て い た ｡

ま た ､ G 村3 4 6 - 1 6 は G 封3 4 6 に 比 較 し ､ 3 7 ℃ a) 増 殖 中 に 凝 集

し や す く ､ 菌 細 胞 表 層 に 変 異 を 起 こ し て い る 可 鰭 性 が 考

え ら れ た ｡ F i g u r e 2
- 1 6 は ､ G N 3 4 6 と G N 3 4 6 - 1 6 の 膜 賓 白

を ､ 実 験 の 部 丑 - 2 3 ) の 方 法 で 鋼 製 し ､ 1 0 % の･S D S - ポ 7)

ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に か け た も の で あ る ｡ 主 な

膜 蛋 白 の 電 気 泳
■
動 バ タ ー ン で の 差 異 は ､ 藷 め ら れ な か っ

-

6 8
-



た ｡ し か し ､ G 何3 4 6 と G N 3 4 6 - 1 6 と で 碗 噂 物 質 の 薗 細 聴 表

層 適職 が 異 な る た め ､ G N 3 4 6 - 1 6 / p T ¥ 7 1
＋ が ､ 酵 素 誘 導

健 肴 示 さ な い 可 能 醸も 否 定 出 来 な い ｡ 骨 の 飽 ､ G N 3 4 6 - 1 6

/ p T ¥ 7 1
＋
で 演 者 物 輩 に よ る 酵 素 魂 導 が 低 い 理 由 と し て ､

G N 3 凍6 は ､ 2 礎 の セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 産 生 制 御 系 を 持

つ こ と が 考 え ら れ る ｡

一

つ は ､ 温 度 誘 導 に 国 儀 し ､ 飽 は

轟 導 物 質 に よ る 誘 導 に 関 す る も の で あ る ｡ G Ⅳ3 4 6 - 1 6 /

p T y 7 1
＋
で は ､ 温 度 顔 導 能 を 示 す 制 御 系 し か 飽 い て い な

い と す れ ぼ ､ 実 験 的 に 得 ら れ た 哉 象 を 就 明 可 能 で あ る ｡

一

段 階 の 変 異 の 中 で も ､ 温 度 誘 導 能 は 野 性 味 の G 封3 塵6 と

同 じ で あ る が ､ 誘 導 物 質 に よ る 誘 導 能 を 発 っ た 変 異 体 が

実 際 に 分 離 さ れ て い る
( 5 6 )

｡ し か し ､ こ の 様 な 制 御 系 を

実 証 す る た め に は ､ さ ら に 多 く の 実 験 的 扱 拠 が 必 要 で あ

る ｡

- 6 9 -
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解 讃 牽 C 瓦 恵 方
･

0 払 還盈 屯ニ 恕
:

宅空 耳
･

雷 ヱ
-

司∋ 乳盈
l
皿 屯盟 息 且 脚 増巴 = ア ァ 監認

一 見 ポ び づト - 増 ど 旗 艦 一議こ

碓⊃ 聴 曲 が ラ ム 陰 性 腸

内 細 菌 各ニ お 各二部 る 兜 磯

こ こ で は ､ E s c h e r i c h i a c o l i を 主 と し て ､

もy p h i m u r i u m ､ P T O もe u s m i T a b i 且i s ､

S a まm o n e l l a

P T O 七e u s m o r g a n i i ､

p r o もe u s v u r g a l i s に ､ ク ロ
ー ニ ン ダ し た C ｡ f T e u n d i i

セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 達 転 予 審 入 れ ､ を の 発 哉 を 検 討 し

た ｡

E ｡
c o ユi は ､ 定 一 1 2 の 亜 株 C 6 0 0 を 周 い た が ､ 正

一 1 2 は ､ 汲

亀 捧9 逢｡ 3 分 に E ｡ c o l i 特 異 的 β
-

テ ク ク マ
- ゼ を 支 配 す

る 遺 伝 子 a m p C の 存 在 が 知 ら れ て い る ｡ こ の β
-

テ ク ク マ

- ゼ 古j: ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ で ､ 構 成 的 に 産 生 さ れ ､

菌 の 増 殖 速 度 の 上 昇 と 共 に 産 生 董 が 増 加 す る ｡ そ の 理 由

は ､

T) ボ ソ
- ム 蚤 に よ り 構 造 変 化 を 受 け る ､ 染 色 体 の プ

チ エ 且 エ
ー ク ー

( a 七七e n u a t e r ) 構 造 に よ っ て 説 明 さ れ て

い る
( 5 1 )

｡ ま た ､ こ の 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー と ､ f r d D

( f tl 朗a r a 七e r e d u c 七a s e ) の タ
ー ミ ネ ー タ ー ( 七e r m i n a t e r )

と 披 ､ 重 な っ て い る こ と が 明 ら か に さ れ て お り
( 5 7 '

､ 他

に 鋼 節 遺 伝 子 は 発 見 さ れ て い な い ｡ 招 い た C 6 0 0 を 含 め ､

多 く の旦エ 9 9 i i 株 は セ フ ァ ロ ス ポ
7) チ

- ゼ の 産 生 は き わ

め て わ ず か で あ る が ､ こ の 道 伝 子 の 変 異 に よ っ て ､ ♂
-

ラ ク ダ マ - ゼ 産 生 が 上 昇 す る こ と が 知 ら れ て い る ｡ そ の

- 7 3
-



適 任 約 機 構 と し て ､ (1) 適 任 子
r
o 重 視 増 幅

( 5 8 ) ( 5 9 )
､ (2) プ

ロ 骨 一

夕
- 棟 造 の c o n 紬 n S 視S 畠e q u e n c e へ の 変 異 ､ す な わ

.ち ､ E ｡ c o l i で 知 ら れ て い る よ り 歯 車 の 廉 い プ ロ 尊 一

夕

一

塩 基 配 列 へ ･ の 転 換
( 6 0 '

､ (3 け チ エ 且

羊
-

-
ダ ー

構 造 の 変

異
( 61 )

､ の 3 つ の 原 因 が 知 ら れ て い る ｡

P r o もe u s n o T g a n i i 特 異 的 9
-

ラ ク タ マ - ゼ に 披 ､ 構 成

約 酵 素 と 誘 導 的 酵 素 の 両 方 が 知 ら れ て い る ｡ 誘
■
噂 約 酵 素

披 ､
ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン 等 で 醜 導 き れ ､ 構 成 駒 酵 素 は ､

噂 養 温 度 に 影 響 さ れ ず に 高 い 酵 素産 生 登 を示 す
(6 2 )

｡ 摺

い た P
.
m o r g a n i i

素 産 生 登 を 示 す ､

1 5 1 0 / 9 は. ､ 錬 成 約 に き わ め て 商 い 酵

P . m o r g a n i i 1 5 1 0 をN T G 処 理 し ､ 酵 素

産 生 塞 が 顕 著 に 低 下 し た 株 で あ る ぶ

P . v tl r g a l i s は ､ 誘 導 的 セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ を 産 生

す る が ､ 用 い た旦エ 幽 富2 2 - 2 は ､ ♂
-

. テ ク 夕 ム 抗

生 物 紫 に 対 す る 削 C が 高 い に も か か わ ら ず ､ ♂
-

ラ ク ダ

マ - ゼ は 換 地 さ れ な い 菌 棟 で あ る･ ｡

P
.
Bl i r a b i l i s は ､ 染 色 体 性 ペ ニ シ 7) チ - ゼ を 構 成 約 に

産 生 す る こ と が 知 ら れ て い る 菌 種 で あ る ｡ 使 用 菌 棟 P l

m i r a b i l i s . 2 5 は ､ 8
-

ラ ク ダ マ - ゼ 産 生 が 簸 め ら れ な い

薗 株 で あ る ｡

､

旦土 地 披 ､ 旦エ S 9 ii と 頚 髄 し.､ 構 成 的 な セ フ

ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ を 支 配 す る 遺 伝 子 を そ の 染 色 路 上 に 緒

つ が ､ 使 用 菌 株B l 幽 且 L T
- 2 は ､ ♂ -

ラ ク ダ マ

- ゼ を ほ と ん ど 産 生 し な い 菌 株 で あ る ｡

- 7 4 -



欝 且 藩 飽 菌 礎 へ の C i もT わb a c もe T f r e 也n d i 五G N 3 4 6 の せ フ

ア ロ ス ポ 7) サ ー ゼ 遼 旗 手 の 導 入 と 骨 の 発 現

C
｡ f T e 屯m d i i G 河3 4 6 の セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 選 炭 子 の

導 入 に は ､ プ ラ ス ミ ド p 悶 7 5 番 潤 い た ｡ p 閃 7 5 は ､ i n c h?

の プ ラ ス
.

ミ ド題3 8 8 ( F 畳g u T e 3
- 1 ) の

一

価 繭 存 在 す る ､

堅旦旦髭Ⅰ 堺 筋 部 位 に ､ p T ¥ 7 1 の E 2 フ ラ グ メ ン ト ( 7 ｡ 3 鮎b

R L O 定i フ ラ グ メ ソ ト) を ♂ ロ
- ユ ン グ

I
L な お し た あ の で

あ る ｡ 詑3 8 8 と p T ¥ 7 1 を E c o R ヱ で 切 断 し ､ 甘魂 7] ガI - ゼ で ラ

イ ダ ー シ 訂 ン し ､ E . c o l i C 6 0 0 を 形 栄 転 換 し ､ ト 7] メ ト

プ T) ふ 5 0 p g / m 且､ セ フ ァ ロ 7) ジ ン 1 2 . 5 p g / m l 耐 蝕 ､

カ ナ マ イ シ ン 1 2 . 5 p g / m l 感 受 性 の ク ロ
ー ン を 選 択 し た ｡

得 ら れ た ク ロ ー ン の 1 つ よ り プ ラ ス ミ F D 舶 を 鋼 製 し ､

御 取 酵 素E c o 皮Ⅰ で 切 断 し ､ 0 . 8 % ア ガ ロ - ス ゲ )i ) 電 気 泳

勤 番 行 ,つ た ( F i 糾 r e 3
-

2 ) ｡ 詑3 8 8 に p T Y 7 1 の 7 ｡ 3 k h

旦旦夕定Ⅰフ ラ グ メ ン 軒 が タ ロ - ユ ン グ さ れ て い る こ と が 確

藷 さ れ た ｡

旦ユ i Rii 以 外 の 砲 菌 雀 ヘ の p T ¥ 7 5 の 導 入 方 法 は ､ L プ

ロ ス ゅ で の 接 合 伝 達 に よ り 行 っ た ｡ メ イ テ ィ ン ダ 時 間 は

6 時 間 で 行 っ た ｡ P . m i r a b i l i s 2 5 ､ S . t y p h i m u r i tl m

L T - 2 ､ 旦ヱ Vi E L gB ii iS ∬ - 2 2 - 2 ､ P .i 嘘 ユ 1 5 1 0 / 9 か ら

い ず れ も ､
7) フ ア ン ピ シ ン 耐 性 マ ー カ ー ( 朋 C 2 0 0 p g

/ m l ) を つ け た 変 異 昧 を 分 離 し て 用 い た ｡ ト ラ ン ス コ ン

ジ ュ ガ ン ト の 選 択 は ､ ト 7) メ ト プ T) ム 5 0 p g / m l お よ び

7) フ ァ ン ビ シ ソ 5 0 p g / m l. 含 有
マ

,
?
コ ン キ -

寒 天 平 板 で

-

7 5 -
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行 っ た ｡ 但 し ､ 旦エ g y e u m d i i G N 3 鯛
- 且6 の 鳩 禽 は ､ ト

Y] メ

軒 プ 7] ふ 5 0 p g / m 且禽 衛 シ 骨 ン ズ ク 温 ㌢ 酸 寒 天 帝 板 で 選

択 し た ｡ E ｡
c o l i は ､ ク 皿 ン 酸 利 潤 騰 が 無 い の で ､ C ｡

f r e u m d 呈i の み 巷 適 訳
･

で 蓉 る ｡ 甘a b 且e 3 r l に 3 7 ℃ に お 柑

る ､ こ れ ら ト ラ ン ス コ ン ジ 且 ガ ン ト の 酵 素 産 後 登 お よ ぴ

基 盤 蒋 異 性 を 示 し た o

E ｡ c o l i ､ P ｡ m i T a b 五且i s ､ S ｡ 七y 納 豆悶 u T i u 榊 ､

v u T g a l i s ､ P ｡ m o r g a n i i い ず れ に お い て も ､ G 3

E l

f T 8 u m d i i

G N 3 4 6 の せ フ ァ ロ ス ぜ 7] ナ - ゼ 遺
.

伝 乎 の 発 現 が 確 赦 さ れ

た ｡ し か し ､ き わ め て 低 い レ ベ ル で し か 発 現 し て い な い ｡

P ｡ 朋i T a b i l i s お よ び P .
v tR T g a l i s に お い て 披 G N 3 趨6 の

0 . 3 % - 0 . 5 % 確 度 で あ り ､ 飽 薗 馨 で は G 尉3 趨6 の 3 - 6

% 程 度 の 酵 素 活 性 で あ っ た ｡ 星ヱ c o 王立 に お い て は ､ ぞ の

セ フ ァ ロ ス ポ
7) サ ー ゼ 遺 伝 子 の 転 写 が ､ p 甘官7 1 お よ び

p T ¥ 9 5 で の 自 己 の プ ロ 号
- ダ ー に よ る 場 合 も ､ ま た ､

p T ¥ 9 且 ､ p T Y 9 2 ､ p T y 9 3 ､ p T ! 9 連 ､ で 見 ら れ る ベ ク タ -

プ ラ ス ミ ド の プ ロ モ ー

タ
- か ら の T 畠a d もぬT O u g h に よ る 場

合 も ､ G N 3 4 6 の 4 % 程 度 で あ っ た
･

｡ ま た ､ 興 味 あ る 点 は ､

c . f T e u n d i i G N 3 4 6 一 息6 ゅ で ､ p T ¥ 7 且 と p T ¥ 9 5 で は 酵 素 産

生 登 が1 0 倍 異 な る こ と で あ る ｡ p 甘¥ 7 且 は ､ プ ラ ス ミ ド

c o I E l に カ ナ マ イ シ ン ト ラ ン ス ポ ゾ ン T 幻豊 の 転 移 し た p 円

尾且を ベ ク タ ー と し て お り ､ E . c o 且i ゅ で 通 常 を の コ ピ -

数 は2 0 - 3 0 と さ れ て い る
( 6ヨ )

｡ ま た ､ p 甘! 9 5 は豆皿 C 肘の プ

ラ ス ミ ド定3 8 8 を ベ ク タ ー と し て お り ､ 正. c o 且i 申 で は 通

常 ぞ の コ ピ ー 数 は 2 - 3 程 度 と 考 え ら れ て い る
( 弘 '

.

- 7 8 -



甘a b 且e 3 - .且 に 記 し た プ ラ ス ミ 貯 は ､ むヽ ず れ も 骨 の 宿 産

に お い て ､ 安 定 で あ っ た が ､ 詔 ピ
-

数 枚 ､ 毘 ｡
c o 且且 坤 と

同 じ と は 必 ず し あ 考 ぇ ら れ な む､ ⑳ 従 っ て ､ 酵 裏 庭 盤 馨 の

相 違 は ､ 糾 プ ラ ス ミ ド の コ ピ -

数 が ､ E ｡ c o 且最

f T e Ⅶ皿d i i 坤 と で は 異 な る た め ､ 綬) 詔

申 と ら

ど -

数 は ､ E ｡ c o 且k

申 と 同 株 .で あ り ､ ぜ ジ テ ィ プ な 御 伽 の 飽 に ネ ガ テ ィ プ な

閤 御 系 が 存 在 し ､ せ フ ァ ロ ス ポ 7] 少 - ゼ 適 任 乎 発 現 に 対

す る n e g a もi右e g e 血 e d o s a g e e 雷 紬 c も が 飽 い た た め ､ (3) プ

ラ ス ミ ド ベ ク タ ー か ら の 強 力 な T e a d 紬 T O u g ぬが ､ g l

f T 飢 n d i i に お い て の み 飽 く ､ 等 の 理 由 が 考 え ら れ る ｡

E . c o 且i ゅ で の ､ こ の せ フ ァ D ス ポ 7] サ ー ゼ ナ - ゼ 逮

夜 手 の 発 現 に 対 す る 培 養 温 度 の 影 響 を 娩 謝 し た ( F i g u r e

3 - 3 ) ｡ E ｡ c o 且s C 6 0 O / p 悶 7 1
十 は ､ 塩 度 に よ る 誘 導

産 鐘 披 踏 め ら れ な か っ た ｡ 次 に ､ B I E 9i i C 6 0 0 / p T Y 7 且 十

の ベ ン
.
ジ ル ペ ニ シ 7] ン に よ る 誘 嘩 を 披 謝 し た ( F i g u T e 3

- 逮) ｡ 方 汝 は 実 験 の 部 署
-

2 2 ) に 記 し た ｡ 培 養 液 1 m l

あ た り､ の 酵 素 清 隆 健 を 珊 定 し た ｡ な お ､ 芝O O p g / 約1 戯

止 の ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7]
-
ン の 添 加 で 披 ､ 揺 薗 が 観 察 さ れ た ｡

こ の 結 果 は ､ 虹 望腰上垂 C 6 0 0 / p 悶 7 且 ＋ で は 十 分 な 誘 導 物

質 存 在 下 で あ ､ 2 0 ℃ に お い て 披 酵 素 誘 導 が は と ん ど 起 こ

ら な い こ と 沓 示 し て い る ｡ さ ら に ､ 礎 々 の 培 養 温 度 に お

抄 る ペ ン ジ ル ペ ニ シ T] ン の 助 濃 壕 換 謝 し た 川 a b 且e 3
-

2 ) ｡ 対 数 増 殖 期 中 靭 ( O D 6 且O n 悶 - 0 . 5 ) の 薗 培 養 液 番

新 た な プ ロ 女 で 5 倍 務 釈 し ､
ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン 1 2 . 5

p g / m 且を 加 え ､ さ ら に ､ 各 曙 養 温 度 で O D 6 1 0 孤m - 0 . 5
ナ

- 7 9 -
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に な る ま で 振 と う 培 養 後 ､ 酵 素 活 性 を 測 定 し た o 対 照 と

し て ､
ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン を 添 加 し な い 32Zl 輿 揺 同 様 の 腹

鰭 沓 行 っ た 薗 噂 尊 液 の 酵 素 清 隆 を 測 定 し た o こ の 結 果 よ

り ､ E ｡
c o i l C 6 0 0 / p T 嘗7 1

＋ は ､ 2 0 ℃ ､ 2 5 ℃ ､ 3 0 ℃ ､ 3 7

℃ ､ 4 2 ℃ い ず れ の 温 度 に お い て も ､ ベ ン ジ }L / ペ ニ シ Y] ン

に よ る 誘 導 が 起 こ ら な い こ と が 明 ら か と な っ た ｡ す な わ

ち E ｡
c o l i に お い て C ｡ f T e ㍊ n d i i の せ フ ァ ロ ス ポ 7] サ ー

ゼ 産 生 塞 が 低 い の は ､ 産 逢 の 誘 導 が か か ら な い 結 果 と 考

え る こ と が で き る ｡

S ｡ 紬 p h i 一粒u T i 心m Lつト 2 / p T 官9 5 ＋
､ P ｡ m o T g a n i i 且5 1 0

/ 9 / p T Y 9 5
＋ お よ び P ｡ Ⅴ 岨T g a l i s 監2 2 - 2 / p T ¥ 9 5 ＋ の

培 養 温 度 上 昇 に よ る ゼ フ ァ ロ ス J# }] ナ - ゼ の 誘 導 を 換 謝

し た 結 果 が F i g u r e 3
-

5 お よ び F i g u T e 3
- 6 で あ る ｡ こ

れ ら の 酵 素 産 生 畳 は ､ g l 軸 に お け る よ り も い ず

れ も 低 く ､ 3 7 ℃ に お い て も2 0 ℃ の ､ 2 - 3 倍 程 度 の 増 加

し か 示 さ な い ｡ す な わ ち ､ 薗 礎 に よ り 登 は 認 め ら れ る が ､

旦エ 里旦旦_L に お け る の と 同 様 ､ こ れ ら の 薗 に お い て も ､ B _ 1

f T e u n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ T] ナ ∵ ゼ は ､ 十 分 に 誘 導 産 盤 が

起 こ ら な い こ と が 明 ら か と な り ､ そ の 結 果 ､ 産 生 登 が 低

い も の と 思 わ れ る ｡

.

こ の 事 実 は 染 色 路 牲 の 凌 - プ ァ ロ ス ぜ 7] サ
ー

ゼ 選 任 辛 が

プ ラ ス ミ ド 上 に 転 移 し て ､ R プ ラ ス ミ ド 推 し て も ､ 鞄 菌

敏 内 で は 宿 主 薗 の 耐 性 に は 大 き く 尊 卑 で き な い こ と を 示

唆 し て い る ｡ プ ラ ス ミ ド 性 の せ フ ァ ロ ス ぜ 7] ナ - ゼ が ､

自 然 界 よ り ほ と ん ど 分 離 さ れ な い
一

因 と 考 え ら れ る ｡ 哉

-

8 4
-



在 朝 告 さ れ て 払､ る 唯
一

の プ ラ ス 竜 粁 支 配 せ フ ァ m ス ポ
7]

チ - ぜ の 駒絹ま ､ 序 鶴 で あ ふ れ た が ､ 旦i. 田立T a b 急呈且s 2 2

発 兇 さ れ た ､ 臥 ci 9 i i の 旦那蛸 遼 患 者 が 転 移 し た プ ラ ス ミ ド ､

設2 2 盗で あ る o こ の プ ラ ス ミ ド は す で に 保 存 申 に 摘 発 し て

お り ､ 現 在 他 に 例 は 無 い o 著 者 の 縛 允 結 果 か ら ､ 耐 性 健

の 低 い 菌 株 を 多 く ス タ 7)
- ユ ン グ す れ ば ､ 簸 亀 絡 性 せ フ

ァ ロ ス ポ T] サ
ー ぜ の 転 移 し た プ ラ スu ミ ド が 宿 然 静 よ り 娩

蜘 可 能 と 思 わ れ る o

ま た ､ C ｡ f T e Ⅶ皿d i i の せ フ ァ ロ ス ポ
7) サ ー ゼ 適 践 子 の

発 項 が 鞄 歯 髄 に お い て 低 い 原 因 と 閑 適 し て ､ 準急明野撃m .中学軍蔓

ぉ よ び ¥ a 弧 O f s 如 の 興 味 あ る 報 告 が あ る
( b 5 '

｡ 彼 ら 披 ､ ㌫

f r e u n d i i の 軒 7) プ 恥 フ ア ン 舟 ペ ロ ン を タ ロ
- ニ 3 / ダ し ､

E ｡ c o l i 申 で そ の 発 現 を 帝 ペ た ｡ 塁
_
.
c o l i 申 で は ､ 濃 か

培 地 で 培 養 し て も ､ ま た ､ 恥 7) プ ト フ ア ン 浄 ペ ロ ン の 7)

プ v ッ サ .

-

で あ る且監且里と ア チ エ 且 3E
- ♂ - か ら 脱 抑 制 (

d e T 印 T e S S i o 皿) さ せ る ‡盈且 ( 昔n d o 且e
- 3 -

a c T y 且i c a c 呈e )

を 加 え て も ､ ト 7] プ ト フ ア ン オ ペ ロ ン の 発 萌 は き わ め て

低 い こ と 沓 観 客 し て い る ｡ す な わ ち ､ E . 1 c o 旦i 坤 で 披 ､

セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ と 同 株 ､ 発 哉 が 低 く ､ し か も 醜 車

が か か ら な い ｡ ｡ し か し ､ 旦i. 也 申 で は ､ i E R B の

抑 制 ､ 凝 抑 制 の 発 現 は 顕 著 に 行 わ れ ､ 凝 抑 御 S: よ り ､ ト

7] プ ト フ ァ ン 身 ペ 田 ン の 支 配 す る 酵 素 鮮 の 藤 生 馨 は ､ き

わ め て 高 か っ た ｡ ま た ､ 彼 ら は ､ 旦!

c o 且i ､ S 払i g e 且I a d y s e n t e r i a e ､ S .

f T e u n d i i ､ E ｡

t y 紬 i m 也r 呈q m ､ 鑑 ｡

a e T O g e n e S ､ S e T r a t i a m a r c e s c e n s の ト 7] プ ト フ ア ン オ

-

8 5
-



ペ ロ ン の プ ロ を -

♂
- 領 域 を 放 駁 し て い る ｡ 臥 f T e u n d i i

を 除 く ､ こ れ ら 塊 肉 細 菌 の ト 7) プ
1

計 フ ア ン 浄 ペ 田 3 / の プ

ロ 号 - ♂ - の 塩･基 配 列 は き わ め て 頚 髄 し て い る が ､ g .i

紬 e tl n d i i の そ れ は･､ 毘N A p o 且y 悶 e T a S e の 組 織 部 段 の 塩 基 配

列 が ､ 飽 の 薗 硬 と 異 な っ て い る ｡ こ れ が ､ a . f T e u m d i i

の せ フ ァ ロ ス ぜ 7] サ ー ゼ 適 任 子 の 毘｡ c o 且呈 申 に お 狩 る 発

萌 の 髄 さ の
一 因 か も し れ な い ｡

ま た ､ ト
7) プ 軒 フ ァ ン 浄 ペ ロ ン の 浄 ペ U -

♂
- 部 分 ､

す な わ ち且こ里旦の 支 配 す る
T] プ レ ッ サ ー 結 合 簡 域 披 ､ す で

に 弘 9 R ii に お い て 明 ら か に さ れ て お り ､ き わ め て 解 散

的 な 如 a d s y m m e 忠T y を 形 成 し て い る o G
q

. 星空 軸 の 恥

7] プ 恥 フ ァ ン オ ペ ロ ン の 浄 ベ レ
-

ダ
ー 部 分 に も ､ こ の

d y a d s y 捌 m e もr y は 認 め ら れ る が ､ 富 ｡ c o 且主 の ぞ れ と は 明

ら か に 異 な る パ タ ー

ン で 為 る ｡ 正 ｡ c o 且息 ゅ で ー B 3

f T e u 血d i i の セ フ ァ ロ ス ,# 7) チ - ぜ 産 盤 が 軒 7] プ ト フ ァ ン

オ ペ V ン の 支 配 す る 酵 素 産 亜 と 同 様 に ､ 構 成 約 性 質 を 示

す
一

因 が , こ の こ と に 凝 る の か も し れ な い ｡

欝 2 節 富. c o l a 染 色 体 変 異 株C 6 0 0 朋2 の 分 離 と ぞ の 性 紫

第 3 章 欝 1 静 で 述 べ た よ う に ､ B l c o 且i ゅ で は ､ C .

f r e u n d i i の せ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
-

ゼ 遭 鑑 子 の 発 車 は 低 く ､

か つ 構 成 的 で あ っ た ｡ こ の 原 因 が ､ 旦エ B 9j i す な わ ち 宿

主 僻 に あ る の で は な い か と 予 思 し て ､ a l 旦旦呈上 C 6 0 0 /

p 門 7 1
＋
の 3 7 ℃ に お 抄 る セ フ ァ ロ ス

■
ボ 7] ナ - ゼ 高 度 産 生

-
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-



昧 番 ､ 懸 フ ァ 四
Y) ジ 3 / 高 度 耐 隆 を 緒 襟 に肘T G 処 理 に よ り

分 離 し た や N 甘G 処 理 は且O O 郎 E / 榊且､ 3 0 ℃ ､ 3 0 分 で 生 存

率 且 % の 免 件 で 行 っ た ｡ 得 ら れ た せ フ ァ ロ V ジ ン 静 観 練

を5 0 昧 調 べ た と こ ろ ､ 舶 C 鯛 0 卵 富 / 鵬呈番 示 す 昧 が 2 株

得 ら れ た o こ の 2 株 をC 6 O O 円2 / p 甘嘗7 1
＋ と C 6 0 0 朗3 /

p 悶 7 且
十

.と 命 名 し た o 分 離 額 庶 は ､ お よ を 且0
‾

で 凝 っ た .

こ の 2 昧 の 耐 性 健 の 且 罪 が ､ プ ラ ス ミ ド卵T 官7 且 の 変 異 で

な い こ と 番 繭 ペ る た め に ､

一 度 プ ラ ス ミ ド を 脱 落 さ せ ､

新 た に プ ラ ス ミ ド p T 官7 且 を 噂 Å し た o プ ラ ス ミ ド 脱 落 法

に は ､ 高 温 処 理 法 ､ 亀 嚢 ( ア ク Y] ジ ン 系 ､ 且 争 ジ ウ ム ブ

ロ マ イ ド 等) 処 理 法 ､

･ 静 画 稿 粗 鋼 ( S E) S 等) 処 理 娃 等 が

あ る が ､ 他 の 変 異 が 誘 起 さ れ る お そ れ が 凝 る た め ､ こ こ

で は プ ラ ス ミ ド 間 の 不 和 食 性 を 利 潤 す る 方 接 番 周 い た .

p 悶 鯛 は p 悶 7 且 と 同 じ 不 和 食 性 鮮 に 属 す る プ ラ ス ミ ㌍

で あ り ､ F 五郎 T e 3
-

7 に 示 す 様 に 館 成 し た ｡ C o 柑且 の ミ

ニ プ ラ ス ミ ド p 鬼0 3 に ア ン ピ シ 7) ン ト ラ ン ス ぜ ゾ ン T n 2 6 O 且
申

肘

を 官G N l 逢 ( 定m s 2 1 2 ) よ り 転 移 き せ て 得 た p 且0 3 : T n 班旦主瀦

3 8 の た だ
-

箇 所 存 在 す る 制 限 酵 素塾旦澄田‡ 切 断 部 捜 に ､

p 円C 8 1 の ラ ク 計
- ス 浄 ペ ロ ン を 含 む塾旦遡題Ⅰ フ ラ グ メ ン ト

を ク ロ ー ニ ン ダ し た の が p T y 4 8 で あ る ｡ 旦a c Z ､ 1 a c ¥ ､

且a c 且遺 践 子 は ､ ト ラ ン ス ポ ゾ ン 内 の 且堅盟旦 ( 転 移 遺 伝 子

の
一

つ ) の プ ロ モ
- ♂ - か ら の 転 写 に よ っ て 発 現 さ れ て

い る ｡ p T Y 凌8 は C o 且E且 免 ま 健 ､ ア ン ビ シ
7) ン 高 度 耐 性 (

> 3 2 0 0 p g / m l ) お よ び ラ ク ト
- ス 刊 摺 能 巷 示 し ､ さ ら

に ､

一

夜 ､ 革 新 者 無 添 加 の 培 地 で 培 養 す る と ､ 9 5 % 32a 上

- 8 7 -



脱 落 す る と い う 性 質 番 示 す ｡ 脱 落 披 ､ ア ン ピ シ
7] ン 感 受

性 ､ あ る も1 は ､
マ ッ コ ン 単

一 寒 天 噂 鞄 等 の ラ タ ト
- ス 利

潤 髄 を 風 る 噂 鞄 で の コ 田 エ - の 亀 で 容 易 に 判 別 で き る ｡

前 述 し た 食 フ ァ ロ 7] ジ ン 高 度 耐 隆 変 異 株 に ､ p 悶 i 8 沓

形 質 転 換 経 で 導 入 し ､ ア ン ピ シ 7] ン 鯛 O p g / 悶且で 選 択

し た ｡ C 6 O O / p 耳管7 i
十 の せ フ ァ ロ 7] ジ ン 高 度 耐 性 株 捻 ア

ン ピ シ 7) ン の 軒柑 C が 2 0 0 p g / 悶且で あ り ､ p 甘嘗鯛 あ る い

は p T y i 8 と p T y 7 1 の 共 存 株 の み が 選 択 さ れ る ｡ p 甘官鯛 が

共 存 あ る い は 単 独 に 存 在 し て い る 株 は ､ C 6 0 0 が 且a c Y
‾

な

の .

で ､ p T Y 逮8 が 導 入 さ さ れ る こ と に よ り ､ マ ッ コ ン 串 -

平 板 で ､ 奉 亀 に 著
-
亀 し た コ ロ ニ - を 俸 る こ と で 判 別 で き

る ｡ こ の 様 な ア ン ピ シ 7) ン 高 度 耐 性 昧 よ り ､ カ ナ マ イ シ

ン 感 受 性 を 緒 襟 に ､ p T Y 鯛 の み を 持 つ 薗 株 を 分 離 し た ｡

得 ら れ た C 6 0 0 門2 / p T ¥ 4 8
＋ お
L
ek び C 6 0 0 M 3 / p T ¥ 4 8

＋ を ､

薬 剤 無 添 加 の マ ッ コ ン 串 - 平 板 に ､ コ ロ ニ
- が 2 0 0 - 3 0 0

娩 出 さ れ る 棒 に 塗 布 し た ｡ 約 5 0 % の 割 合 で ラ タ ト - ス 利

用 能 マ イ ナ ス の コ ロ ニ ー が 披 由 さ れ ､ 骨 の う ち ア ン ピ シ

T
) ン 感 受 性 韓 番 選 び ､ C 6 0 0 月2 お よ び C 6 O O 円3 と し た ｡

C 6 0 0 月2 お よ ぴ C 6 0 0 円3 に p T ¥ 7 息 巻 形 質 転 換 経 で 入 れ 直 し ､

せ フ ァ ロ 7) ジ ン の 耐 性 を 爾 ベ た と こ ろ 消息C で C 6 0 0 円2 /

p T ¥ 7 1
＋ は 細 O p g / 柑1 で あ り ､ C 6 O O 朋3 / p T Y 7 且

＋ は ､

C 6 0 0 / p 門 7 1
十 と 向 じ1 0 0 p g / 松且で あ っ た ｡ こ れ よ り

最 初 に 得 ら れ た C 6 0 0 胡3 / p T 門且
＋ で 得 ら れ た せ フ ァ ロ 7)

ジ ン 高 度 耐 性 披 プ ラ ス ミ ド の 変 異 で あ り ､ C 6 0.0 月2 /

p T ¥ 7 1
＋ 娃 染 色 体 隆 変 異 さ=

.

よ る こ と が 明 ら か と な っ た ｡

- 8 8 -
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戯 陵C 6 O O 鯛2 番 凋 もヽ て 藤 野 審 行 い ､ こ の 変 異 番 田2 変 異 と 称

す る ｡

次 に ､ 用2 変 異 の 隆 蛍 を 娘 謝 し た ｡ ま ず C 6 0 O / p 閃 7 且 ＋

& C 6 ¢O P32 / p 悶 7 且
＋ の 温 度 誘 導 を 換 甜 L ( た と こ ろ ､

C 6 O O 門2 / p 甘¥ 7 且
＋ 絵 ､ C 6 0 0 / p T 暫 7 l

＋
に 既 ペ ､ 2 0 ℃ に お

狩 る 払a s a 且 な 清 隆 が 的且0 鰭 且 昇 し て お り ､ 3 7 ℃ に 増 殖 温

度 を 上 もぎ る と ､ さ ら に 2 ｡ 5 倍 程 度 静 養 産 盤 畳 の 且 昇 が 寵

め ら れ た ( F i g u T e 3
-

8 ) ｡

F i g tl T e 3
-

9 は ､ C 6 O O 朗2 / p T Y 7 且
十
の せ フ ァ ロ ス ポ 7)

チ - ゼ 産 逢 の ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン に よ る 影 響 沓 見 た も の

で あ る ｡ F 豆g tl T e 3
一 息 に 示 し た C 6 0 0 / p T 甘 7 且

＋ の せ フ ァ

ロ ス ポ 7] サ ー ゼ 産 盤 と 同 様 ､
ペ ン ジ )L J ペ ニ シ T) ン の 添 加

に よ る 影 響 は 認 め ら れ な か っ た ｡ C 6 0 0 朗2 の 変 異 は ､ p T Y 7 1

の 支 配 す るg l f T e u El d i i の セ フ ァ ロ ス ポ
7) チ - ゼ 産 鐘 登

を ､ 2 0 ℃ に お い て あ3 7 ℃ に お い て も ､ ま た ､ 歳 噂 物 質 の

有 無 に か か わ ら ず ､ 1 0 倍 EJ 上 七 ば る 様 な 変 異 で 凝 る ｡

C 6 O O 朗2 に 輿 3 牽 第 i 節 で 分 離 し た ､ p 甘y 7 且 の 御 御 遺 伝

子 部 分 が 欠 適 し た 変 異 プ ラ ス ミ ドp T ¥ 1 3 2 沓 形 栄 転 換 法 で

導 入 し た ｡ C 6 0 0 杓2 / p T 嘗1 3 2
＋ お よ び C 6 0 0 / p 門 1 3 2

＋
の 温

度 誘 導 番 見 た 結 果 をF i g u r e 3
- 1 0 に 示 す ｡ ℃6 0 0 円2 /

p T m 3 2
＋ と C 6 0 0 / p T Y i 3 2

＋ の セ フ ァ ロ ス ぜ 7) チ - ゼ 藤 生

の 2 0 ℃ に お 抄 る b a s a l 且e v e 王 妃 ､ ほ と ん ど 発 が 無 く ､ ま

た ､ 温 度 に よ る 誘 導 あ 轟 め ら れ な か っ た ｡ す な わ ち ､ 朋2

変 異 は ､ 御 伽 適 任 子 の 欠 掬 し た p T ¥ 1 3 2 に 披 彰r響 が 無 く ､

p T ¥ 7 1 の 御 伽 遺 旗 手 に 俸 期 し て ､ セ
'
フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ

ー

9 2
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産 盤 馨 壕 且 静 さ せ る と 恩 わ れ る ｡

C 6 0 0 円2 に Ⅰ 型 ペ ニ シ 7] ナ
- ゼ 沓 支 配 す る ア ン ピ シ 7] 3 /

か ラ ン ス ポ ゾ ン 肴 p M 富且に 転 移 さ せ た プ ラ ス ミ ド ､ p 朋鑑且 ;

T m 2 6 0 1 辞4
( 6
.
) お よ び p T ¥ 1 3 6 を 導 入 し ､ 骨 の 酵 素 産 盤 馨

を
`
､ C 6 0 0 の 堵 禽 と 比 較 し た の が T a b 且e 3

-

3 で あ る ｡

p T m 3 6 は ､ F i g u r e l
-

1 5 に 示 し た ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド ､

p 且C ¥ C 1 8 4 の 旦旦那 Ⅰ 切 断 部 位 に ､ 鮎

の 染 色 体 性 ペ ニ シ 7J ナ
- ゼ 遺 伝 子

p n e 屯m O n i a e D 8 ぬi s
-

( 3 ｡ 5 k b B a m fl Ⅰ フ ラ グ

メ ン ト ) を ク ロ ー ニ ン グ し た プ ラ ス ミ ド で あ る ｡ 星エ

p n e u m o n i a e D 8 h i s
‾

は ､ 構 成 約 な べ ニ シ 7] ナ
- ゼ 番 産

生 し ､ そ の 遺 伝 子 の 染 色 捧 上 の 位 置 も す で に m a p p i n g さ

れ て い る ( 6 6 ) ｡ ､

C 6 0 0 / p 出監1 ; T nBBB i 瀦4 と C 6 0 0 212 / p 朗E l : T n 戯迫皇♯速

は ､ 3 7 ℃ に お い て 阿 レ ベ ル の 酵 素 産 生 登 を 示 し た ｡

p M E l : T n 2BB i 蕗4 の 支 配 す る Ⅰ 塑 ペ ニ シ
7) チ - ゼ に ､ 朋2

変 異 が 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と 披 ､ 粥2 変 異 が プ ラ ス ミ ド の

コ ピ ー 数 に は 影 響 を 与 え な い こ と を 示 唆 し て い る ｡

ま た ､ 染 色 体 性 ペ ニ シ 7) ,j
･

- ゼ を 支 配 す る p T ¥ 1 3 6 も ､

C 6 0 0 申 と C 6 0 0 M 2 申 と で 酵 素 藤 生 登 は 同 レ ベ ル で あ る ｡

c 6 0 0 H 2 / p 門 1 3 6
＋
の 支 配 す る ペ ニ シ 7] ナ

- ゼ は ､ 親 株 鮎

p n e u m o n i a e D 8 h i s
-

同 様 ､ 温 度 に よ る 影 響 を 受 抄 ず ､

錬 成 的 で あ っ た ( F i g tl r e 3
-

l l ) ｡ C 6 0 0 / p T ¥ 1 3 6
十 は 3

田 圃 革 新 無 添 加 で 縫 代 窄 発 す る と ､ 7 1 % の 都 合 で p 閉 息3 6

が 脱 落 す る が ､ p 門 1 3 6 は C 6 0 0 月2 申 で は .非 常 に 安 定 で あ っ

た ( 脱 落 度 0 % ) ｡ 朗2 変 異 娃 ､ プ ラ
､
ス ミ ド の 安 定 他 に も

- 9 6 -



何 ら か の 影 響 を 示 す も の と 思 わ れ る ｡ し か し な- が ら ､

p T･¥ 且3 2 や よ ぴ p T ? 7 且 披 C 6 0 0 中 で もC 6 O O 朋2 申 と 同 様 に 安 定

な の で ､ p T ¥ 7 1 の 酵 素 産 逢 馨 の 上 昇 紘 ､ プ ラ ス ミ F の 安

定 性 に 起 因 す る も の で 捻 な い ｡

以 上 述 べ た 縫 濃 か ら ､ 増2 変 異 に よ る セ プ ァ 田 ス ポ 7) チ

ー ゼ 発 現 の 上 昇 は ､ プ ラ ス ミ ド の コ ピ ー

数 の 増 加 や ､ 宿
■

主 薗 内 で の 安 定 性 ､ お よ び プ ラ ス ミ ド 上 の 遺 伝 子 の 転 写

効 率 の 上 昇 に 起 因 す る も の で は な い と 給 油 で き る ｡ ま た ､

c 6 0 0 掴2 の 旦墜旦旦遺 伝 子 に 基 づ くb a表a l な せ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ

- ゼ レ ベ ル 披 ､ C 6 0 0 と 同 夜 度 な の で ( T a b l e 3
-

3 ) ､

こ の 発 現 の 上 昇 は ､ B B R E に 鞘 達 し た 変 異 に 基 づ く せ プ ァ

ロ ス ポ 7) サ ー ゼ 産 生 登 の 上 昇 の 可 能 性 も 除 外 で き る ｡ こ

の E
｡
c o l i の 染 色 体 上 の 朋2 変 異 は ､ 旦ヱ f T e Ⅶn d i i の セ フ

ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ の 制 御 遺 伝 子 に 特 異 的 に 影 響 を 与 え て

･

い る と 考 え ら れ る ｡

第 3 節､

月2 変 異 の 漁 色 捧 上 の マ ッ ピ ン グ

. 染 色 体 且 の 変 異 位 置 の お お よ そ の 放 置 決 定 を 行 う た め

に ､ F 因 子 に よ る 接 合 絵 達 実 験 を 試 み た ｡ し か し ､ 出2 変

輿 の 柑 尊 さ れ て い る E . c o l i 定 一 1 2 C 6 0 0 は主立旦 ､ i 9 且 ､

旦姐 と ､ 栄 養 要 求 髄 等 の マ
ー カ - が 少 な く ､ こ の 目 約 に

は 不 適 当 で あ る ｡ そ こ で ､ 多 く の 有 用 マ ー カ - を 持 つ ､

E . c o l i 展 - 1 2 A B l 1 5 7 / p T ¥ 7 1
十 ( t h y ､ l e w ､ 七h i ､

1 a c ､ g a l ､ 生竺旦 ､ X y l ､

.
m 七1 ､ p r o ､ h i s ､ 旦こ基 ､

- 9 7 -



室漣堅 ) お よ ぴ G 胡3 且/ p 甘y 7 1
＋
( 七ぬT ､ I e 唱 ､ 触i s ､ 紬 i ､

a T a ､ 且a c ､ 選 a l ､ 濫y l ､ m もト ､ s もT ) へ P 且フ ァ ー ジ 審

潤 い ､ C 6 0 0 M 2 よ り n 2 変 異 杏 野 栄 導 入 し た ｡ 出2 変 異 は ､

C 6 0 O / p 門 7 1
' と C 6 0 0 朋2 / p T Y 7 1

＋
の セ

,

7 ァ ロ 7) ジ ン の

舶 C が 骨 れ ぞ れ2 0 0 p g / m 且 と填0 0 p g / 獅且と 近 い た め ､

朋 C 澄 の 大 き い ア ン ピ シ 7) ン (且2 . 5 p g / m l お よ ぴ 2 0 0

p 名 / m l ) 番 用 い て 選 択 し た ｡ ､ 月2 形 鷺 噂 入 は ､ ア ン ピ

シ 7] ン 5 0 p g / m l で 選 択 し た ｡ こ の 時且B 且15 7 お よ び G 円3 1

の 持 つ 飽 の 染 色 体 せ い マ ー カ ー

に は 変 化 が な か っ た ｡

･ 得 ら れ た 且B l 1 5 7 朗2 / p T Y 7 1
＋ と G 円3 1 坦2 / p T y 7 且

＋ 沓 受

容 菌 と し ､ 肘1 8 9 5 ( m e t ､ 耳f T ) 番 供 与 菌 と し て ､ L プ

ロ ス で ､ 2 時 間 接 合 伝 達 を 行 っ た ｡
- -集 菌 し ､ 2 回 生 理 食

塩 永 で 洗 浄 後 ､ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 1 0 0 p g / m 且沓 選 択

マ ー カ ー

と し て ､ ま た ､ 魚8 1 1 5 7 お よ び G 円3 1 の 持 つ 栄 養 要

求 性 を c o u n t ? T S e 且e c 七i o n と し ､ さ ら に プ ラ ス ミ ドp T ¥ 7 1

の 選 択 の た め カ ナ マ イ シ ン 2 5 p g / m l 含 有 の D a v i s の 最

小 培 地 を 用 い て 選 択 し た ｡

m a t i n g プ ロ ス 且 m l あ た り の そ れ ぞ れ の 選 択 培 地 で 得 ら

れ た 組 み 換 え 捧 数 を T a b l e 3
-

4 に 示 し た ｡

一

部 の 例 外

も あ る が ､ p r o か ら 1 e tl ､ a r a と 染 色 体 地 図･で 逆 時 計 方

向 に ､ 組 み 換 え 練 の 数 が 城 少 し て い る ｡ こ の 結 果 は ､

E f r の 先 端 が ､ 旦£旦 の 蔚 で あ り ､ 逆 時 計 方 南 に E f T が 入

り こ ん で い る こ と を 示 し て い る ｡ 用 い た H f r ､ 柑且8 9 5 は

c a v a l l i
' 鴫 ' の H f r で あ り ､ P U T E (.1 2 分 ) 患 先 端 部 と し

て ､ 逆 時 計 方 向 に 染 色 捧D N A を 伝 達 さ せ る こ と が 知 ら れ

- 9 8 -



T ab一e 3 - 卑 恥m b e r s o ヂ R e c o m bi n a n 七s
a)

R e c i p i e n t A 馴1 57 / pT Yアl G M 31 /p T Y 71
M a p
b)

p o s 1
'

ti o n

E x p 七 . 閃o .
'

S e一e c t i o n

m a rk e r

Ⅰ 王王 Ⅰ ⅠⅠ

P m 1 . 7 又 1 0
5

6

乙c u
.
1
.
3 又 1 0

6
7 . O x 1 0

5
2 . 5 x 1 0

6
3
. O x 1 0

5
1
. 8

α 和 9 . O x l O
5
4 0ゝ 又 1 0

5
1 . 7 x l O

6
.3 . O x l O

5
-

i . 5

舌h 29 5 / O x l O
5
1 . 3 x l O

5

卑. O x 1 0
4

7 . 5 x 1 0
5
･ = x 1 0

5
l o o/ 0

m g 8 9 . 5

m 士ヱ 7 . O x 1 0
5
6 . 0 又 1 0

3
= x 1 0

5
1
.
O x 1 0

3
8 1

E y 之 2 . O x 1 0
4
6 . O x 1 0

3
2 . O x 1 0

5
2 ｡ O x 1 0

3
8 0

h i s 1 . O x .1 0 .
4
1

･

.
O x l O

3
= x l O

4
1

,
0 又 1 0

3
4 4

g a
乙 i . O x 1 0

4
i

.
0 又 1 0

2
= x I O

4
M x l O

2
1 7
'

a)
E . e o 乙i W 1 8 9 5 ( m e 七∴ H f r C) w a s u s e d a s a d o n b r

･

a n d m a t i n g w a s i n t e r r u p t ed a 七

1 2 0 mうn . Th e r e
'

s u l t s
･

w e r e e xp r e s s e d a s N o . o f r e c o m bi n a n t s/ m l
.

o f m a ti n g b r o th .

ら)
a . a .

･

B a 如 恥 M l
･

c r o b 肌 R e v ･ 生;1 2 7 - 2 8 4 (1 9 8 3)
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て い る
(る儲 ) ( F i 糾 T e 3

- 1 2 ) ｡

得 ら れ た 組 み 換 え 捧 の 罪 選･択 マ
ー カ ー 番甘a b 且e 3 - 5

に 示 す ｡ c o u m も 甜 s e 且e c もi o n 番 イ タ 7) ッ ク の 1 0 0 で 表 し ､

飽 の マ
ー カ - の H f T 榊 対 立 E .

叫
■ ■■

c o l i の 出 襲 頻 度 を 相 対 %

で 表 し た ｡ こ れ よ り ､ 門2 形 質 の 総 額 密 度 の 健 は ､ t b と

a r g の 聞 ､ す な わ ち 漁 色 林 地 図 上 1 0 0 分 と 8 9 . 5 分 の 間 に

位 置 す る と 推 定 さ れ る ｡

次 に 1 0 0 分 か ら 8 9 . 5 分 ま セ の 間 を さ ら に 詳 細 に マ ッ ピ

ン ダ す る た め に ､ フ ァ
ー ジ P l に よや 形 質 導 入 を 行 っ た ｡

c 6 0 0 M 2 ( t h r ､ I e tl ､ t h i ､ M 2 ＋ ) で 増 殖 さ せ た P l プ ア

- ジ を 受 容 菌且B l 1 5 7 / p T 門 1
+

1 a c ､ g a l ー a r a ､ Ⅹy l ､ m t l

s i r ､ M 2
‾

) ､ 泣A l l / p T ! 7 1

門2
-

) ､ お よ ぴ 只E 1 6 / p T ? 7 1

( もh T ､ l e n ､ t h i ､

､ p r o ､ h i s ､ 旦旦旦 ､

( m e l 且
‾

､ △ 1 a c ¥ Z ､

( m e l B
-

､ △ 1 a c ¥ Z ､

H 2
-

) に ､ m o i 0 . 2 で 感 染 さ せ ､ ア ン ビ シ
7] ン 5 0 p g /

m l で 連 択 し ､ ガ2 変 異 と 1 i n k す る 8 9 . 5 分 か ら1 0 0 分 ま で の

マ ー カ ー を 謝 ペ た ( T a b l e 3
-

6 ) ｡ t h r が 高 率
一

に 出2 形

賓 に 1 i n k し て 伝 達 さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ c o
-

t r a n s d u c t i o n の 頻 度 が 求 め ら れ る と ､ 次 に 示 し た 恥 の 式

i 6曹 ) よ り ､ 用 い た マ ー カ
ー の 2 点 間 の 距 離 が 求 め ら れ る ｡

c o t r a n s d u c ti o n f r e q u e n c y
= l -

d i s t a n c e b e t w e e n t w o m a r k e r s

)
3

一e n g t h o f t 伽 s d u ci n g p
a r ti c l e

p l フ ァ
ー ジ は9 0 k b ､ す な わ ちB 1 9 9i i 艶 色 路 地 図 で 2

.
分 の D 何色 を 運 ぶ ｡ こ の 健 を ､ 恥 の 式 a) l e n g t h o f

- 1 0 0
-



もT 品 孤S 如 c 忠i o n p a T 忠畳c l e に 偲 Å し ､ c o もT a m S 如 c もi o n

f T 粥 u
,

e n C y に 配舶 且/ p 閃 7 且
＋ 番 受 容 菌 と し 恕 曙 はO ･ 壇 ､

題E 且6 / p T 閃 且
十 番 受 容 薗 と し た 時 は¢｡ 6 3 番 代 入 す る と ､

d i s もa 皿C e b e も糾 e 母fB も帥O m a T 奴e T S ､ す な わ ち七h r と 朗2 変 異
伊
= 一 ■ - - I

と の 距 離 が ､ を れ ぞ れ 0 ｡ 5 3 分 お よ び 0 . 2 9 分 と 算 出 さ れ た ｡

爾 ペ た もT 晶 n S 舶 c もa 皿七の 数 が 十 分 多 く な く ､ ま た C 6 O O の

もぬT
‾

か ら 七h T
＋ へ の T 閑 e r もa 汲も ( 復 籍 変 異) の 出 現 額

庶 が 来 朝 定
T
の た め ､ 縛 ら れ た 健 を ､ 円2 Iと七h r 閤 の 確 定 的

な 距 離 と 断 定 す る こ と は 困 難 で あ る ｡ し か し ､ ･ 少 な く と

も朋2 変 異 は ､ 七h r ( 1 0 O 分) か ら9 9 分 の 閤 に 存 在 す る こ

と が 確 報 さ れ た ｡

F i g 屯訂e 3
-

且B に ､ 潤 い た E . c o 且i 漁 色 終 止 の 適 任 乎 の

マ
- カ ー の 位 置 ､ お よ び9 9 - 1 0 O 分 ま で の 染 色 体 地 図 を

表 示 し た ｡ T a b l e 3
-

7 披 骨 れ ら の 連 夜 乎 の 変 異 に よ ?

て 起 こ
.

る 表 現 形 質 等 を 凝哉 し た
く3昏 '

｡

-

1 0 1
-



T a bl e 3 - 5 G e n e 七1
.

C C O n S も紙 u もi o 門 O ヂ もh e r e c o m b 1
.

n a 鵬 s

R e ci pi e n t

M a r k e r s a n d 七h e 1
'

Y
t

m a P P O S l
.

七i o m

M 2 p 2 V 之@ u m a 七h2 , l ･ a 2 y ガ準舌 ･･ m i i 野芝 h i 8 g a ヱ

5 . 9 1 .畠 1 ｡ 5 1 0 0/ 0 89 ｡ 5 8 9 . 0 8 0 . 7 7 9 . 7 糾 ｡ O 1 7 ｡ 0

A 那1 5 7 M 2/ p T Y 7l

■
- q ● ●l ■ l■ ■ t 一 ■ ■■ ■ 一 ● l■ ●

7 3 6 0 . 1 0 0 8 6 8 0 2 0
･

6 0 0 0 0
I

8 0 甲
L 9 0 1 0 0 9 0

.
-

1 0 ･ 0 0 O O O

5 8 97 ｢柑O 1 0 0 1 0 0 2 1 8
-

5 5 0 0

- - ■ l d ■ ■ ■ ■ - ■一
-
■一 W ■■ l J - 一 ● - - ●〝 ■ t ■■■ ■■ ■

● ● ■
■
l ■ 一 l ･ ■ ■■ ■■ ■ _ - ■ 一 ■

∪
■ t 1 一 ■ 一 t -

訓3 1 弼2/ p T Y 71 9 2 1 0 0 1 0 0 9 2 年6 0 0 0 0 0

7l
'

1 00 1 0 0 7 8 1.4 0 0 ー 0 0 0

7 3 85 8 8 1 0 0 3 0
.

0 0 P O

E . o o Li W1 8 9 5 ( m e t , H f r C) w a s u s e d a s a d o n o r . Th e m a r k e r u s e d

f o r s e一e c ti o n w a
.

s ユ管8 L a n d 七h o s e u s e d f o r _
.

c o u n 七e r s e l e c ti o n w e r e s h o w n

by 1 0 0 ( 1
･

t ali ci z e d) ｡ T h e r e s u s l 七s w e r e e x p r e s s e d a s p e r c e
'

n

l
t a g e .

T h e y
､

e ci pi e n 七
I

s m a rk e r s a r e a s f o一l o w s .

A Bl 1 5 7 : p m
-

L e w m a
｢ ぬ

～

q g m e㌔ m 七ヱ
‾

野 L h i 8 g tZヱ
p

G M31 : 之8 u α 和
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* # S &

β -

テ ク 夕 ム 洗 生 物 栄 樹 性 菌 の 研 究 は ､ 施 床 医 学 上 重

要 な 課 題 と し て 取 り 上 をダ ら れ ､ と り わ 抄 セ フ ァ ロ ス ぜ 7)

ン 型 β
-

ラ ク ダ ふ 対 を 不 満 化 す る セ フ ァ ロ ス ポ
7] ナ - ゼ

は ､ こ の 黄 荊 の 主 な 使 摺 対 象 で あ る 腸 内細 菌群 に 広 く 分

布 し て い る ｡ 各 種 病 紫 蘭 に 分 布 す る セ フ ァ ロ ス ポ
1) ナ -

ゼ の 研 究 は
`

､ セ フ > ロ ス ポ 7) サ ー ゼ
'

8= 不 清 偲 さ れ な い β

∵ ラ ク ダ ム 荊 の 開 発 ､ 既 存 の β
■ -

ラ ク タ ム 荊 と 共 に 健 児

す る こ と に よ り 薬 剤 の 不 満 化 を 防 ぐ ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ

- ゼ 阻 害 荊 の 開 発 ､ ま た ､ 抗 菌 俸 摺 と 共 に β
-

ラ ク ダ マ

- ゼ の 誘 導 物 質 の 晩 餐 を 持 つ た め ､ そ の 効 果 が 減 じ る β

-

ラ ク ダ ム 効 の 改 良 等 に つ い て き わ め て 有 益 な 基 礎 的 知

見 が 得 ら れ る も の と 考 え ら れ る ｡ ま た ､ こ れ ら の 菌 准 将

異 約 ヤ フ ア ロ ス ポ
7) チ
_

- ぜ は ､ 染 色 体 遺 伝 子 に 支 配 さ れ

て お り ､ ♂
-

ラ ク ダ ム 抗 生 物 質 の 永 解 と い う 革 新 耐 性 拙

構 の 飽 に ､ 細 菌 で の 何 ら か の 生 理 的 意 義 が 推 期 さ れ う る ｡

ゆ え に ､ こ の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ
- ゼ の､持 つ 性 質 等 を 研 究

す る こ と に よ り ､ こ の 酵 素 の 本 質 的軍 役 割 を明 ら か に で

き れ ぼ ､ 自 然 界 に お け る 菜 苅 耐 性 菌 の 起 療 あ る い は 発 生

枚 序 を 考 察 す る 上 に ､ 重 要 な 辛 が か り が 得 ら れ る と 斯 持

さ れ る ｡

著 者 は ､ 菌 培 養 温 度 の 上 昇 お よ び β
- ラ ク タ ム 荊 に よ

っ て 誘 導 さ れ る と い う ユ ニ
ー ク な 性 質 を 持 つ ､ 染 色 体 性

セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ
.

- ゼ を 畢 生 す

- 1 0 7
-
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番 対 象 と し て ､ 逮 夜 手 練 傍 接 を 招 い ､ 分 子 遺 転 学 約 な 研

究 を 通 じ て ､ 322E 下 に 述 べ る こ と 番 明 ら か に し た ｡

ま ず ､ C i もT O b a c もe r f T e Ⅶn d i i G N 3 4 6 の 支 配 す る 麿 プ ア

田 ス ポ 7) チ - ぜ 速 乾 手 の プ ラ ス ミ ド ベ g ) ク ロ
ー ニ ン ダ と

骨 の 遺 伝 子 の 構 造 解 析 を 行 っ た ( 鱒 且 牽) ｡ 得 ら れ た 知

見 は 戯 下 の 様 に ま と め ら れ る ｡

川 C ｡
f T e u n d i i G 柑3 4 6 の せ フ ァ ロ ス ポ 7] サ ー ゼ を 支 配 す

る 適 任 子 鮮 は ､ 御 擬 酵 素Ta L O 定Ⅰ で 切 断 さ れ る 7 ｡ 3 k b

フ ラ グ メ ン 計 内 に 存 在 す る ｡

(2) 7 ｡ 3 k b の E c o P Ⅰ フ ラ グ メ ン ト 肉 に 披 ､ A c c Ⅰ 5 箇 所 ､

B a m E Ⅰ 3 箇 所 ､ B c 且Ⅰ 1 箇 所 ､ B g 且Ⅰ‡ 2 箇 所 ､ E i n c Ⅰ王 5

箇 所 ､ 削 ⅦⅠ 5 箇 所 ､ P s t ヱ 3 箇 所 ､ S a l Ⅰ 且

箇 所 の 切 断 部 位 を 有 し ､ Ⅹh o 王 ､ E i n d Ⅰ‡Ⅰ

箇 所 ､ S 拍a ヱ且

､ 豊里旦Ⅰの 堺 筋

部 位 は 認 め ら れ な か っ た ｡ 既 知 の β
-

ラ ク ダ マ - ゼ と

比 較 す る と ､ そ の 構 造 適 任 子 部 分 は ､ 構 成 約 せ フ ァ ロ

ス ポ 7) チ - ゼ を 支 配 す る ､ E s c h e T i c h i a c o l
_
皇や

S h i g e
‾
1 1 a s o n n e i の 適 任 子 と は 異 な っ て い る ｡

(3) 7 . 3 k b の 定c o 虫Ⅰ フ ラ グ メ ン ト の ほ ぼ 中 央 ､ 1 ｡ 5 5 k b の

旦旦些H I で 切 断 さ れ る フ ラ グ メ ン ㌻ 内 に ゼ フ ァ ロ ス ポ
7]

サ ー ゼ の 構 造 遺 伝 子 は 存 在 す る が ､ こ の 1 ｡ 5 5 的 B a m E Ⅰ

フ ラ グ メ ン ト 内 に 披 プ ロ モ ー タ - は 存 在 し な い ｡

さ ら に 著 者 は ､ 旦工 旦 地 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) サ
ー ゼ

遺 伝 子 の ク ロ
ー ニ ン ダ と 構 造 解 析 を 基 礎 と し て ､ 酵 素 産

壷 の 誘 導 様 式 と そ の 制 御 概 棟 番 明 ら
.
か に す る こ と を 拭 み

- 1 0 8 -



氏 ( 輿 2 牽 ) ｡ 得 ら れ た 知 見 披 以 下 の 様 に ま と め ら れ る ｡

糾 C ｡ f T e 朋皿d i 且 G 肘3 趨6 の 麿 フ ァ ロ ス 潔 7J ナ
- ゼ 産 生 は ､

増 殖 温 度2 0 ℃ に お い て ､ 薗 の 増 殖 を 阻 専 し 潔 い 漉 度 の

ベ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン ､ 食 ア オ キ シ チ ン ､ ゼ フ ァ マ ン ド

- ) L J ､ お よ び せ ブ ス ロ ジ ン に よ り趨0 - 5 O 倍 の 且 昇 が 起

こ る ｡ 増 殖 温 度3 7 ℃ に お い て は ､ 魂 導 観 蛍 の 添 加 が 熱

く て も 高 い 産 盤 馨 番 示 し ､ 誘 導 物 資 の 添 加 に よ り さ ら

に 2 倍 程 鹿 の 産 盤 登 の 上 昇 が 兇 ら
L

れ る に す ぎ な い
■
｡ サ
ー

な わ 竜 ､ 増 殖 温 度2 0 ℃ で は 誘 導 的 で あ り ､ 増 殖 温 度3 7

℃ で は 半 構 成 的 性 寮 を 示 す ｡

(2) 増 殖 温 度 を2 0 ℃ か ら3 7L ℃ に 上 古ヂ た 時 ､ ま た は 誘 導 物 紫

ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7] ン を 加 え た 時 ､ い ず れ の 場 合 も ､ 酵

素 産 生 馨 の 上 昇 に は3 0 分 の 時 間 的1 a g が あ り ､ こ の 間

に 制 御 物 質 が 不 清 催 さ れ る か ､ あ る い 蛙 御 御 物 寛 が 生

金 成 . さ れ て い る と 思 わ れ る ｡

(3) 温 度 に よ る 爵 尋 の 場 合 も ､
ペ ン ジ ル ペ ニ シ 7) ン に よ る

誘 導 の 堵 食 も ､ 培 養 温 度 を 低 下 あ る い は ペ ン ジ ル ペ ニ

シ 7] ン を 除 去 し て も ､ そ の 後 約
-

僚 代 ( 2 0 ℃ で 2 時 間)

の 間 は 酵 素 産 盈 が 続 き ､ 磁 政 次 寮 に 城 少 す る ｡ こ の 現

象 よ り ､ 長 時 間 安 定 で ､ か つ 少 馨 で も 有 効 な 制 御 物 資

の 存 在 が 推 珊 さ れ る ｡

(4) C . f r e u n d i i G N 3 4 6 の β
-

ガ ラr9
1■■ - - ･ - -

■ ■ - ■- I - ■- ■‾ ■- ■■■■ ■■一■ - 州

ト シ ダ ー ゼ 産 盤 は グ

ル コ ー ス 勃 発 を 受 狩 る が ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 産 生

に 放 そ の 効 果 法 線 め ら れ な か っ た ｡ セ フ ァ ロ ス ポ T) チ

- ゼ の 産 生 娃 ､ 菌 の c A 叩 レ ベ ル に は 依 存 し て い な い と

- 1 0 9 -



推 定 さ れ る ｡

(5) C ｡ f T e Ⅶn d i i G N 3 壇6 の セ フ ァ ロ ス ポ 7] チ - ゼ 遺 舷 乎 を

ク ロ
ー

ニ ン ダ し た プ ラ ス ミ ドp T ¥ 7 且 を ､ C ｡ f T e u 助d i i

に 形 象 転 換 経 で 導 入 す る こ と に 成 功 し ､ ぞ の 発 現 を 魔

た と こ ろ ､ 温 度 誘 導 が 示 さ れ た が ､
ベ 3 / ジ ル ペ ニ シ 7]

ン に よ る 読 嘩 は 藷 め ら れ な か っ た ｡ 温 度 に よ る 鵡 噂 と

P
-

ラ ク ダ ふ 抗 生 晩 餐 に よ る 誘 導 と が 別 の 系 で あ る 可

能 性 が 考 え ら れ る ｡

(6) 構 造 遺 伝 子 の 左 僻1 ｡ 3 k b の 月i n c ⅠⅠで 堺 噺 さ れ る フ ラ グ

メ ン ト を 含 む 部 分 に ､ C ｡ f T e u n d i i 申 で 温 度 轟 導 発 現

を 支 配 す る 遺 伝 子 鮮 が 存 在 す る ｡ こ の 部 分 の 欠 先 に よ

り ､ 温 度 魂 導 性 を 発 い ､ 酵 素 蒋･
.生 馨 が 顕 著 に 低 下 す る ｡

こ の 結 果 よ り ､ C .
f r e u n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ

産 生 に は ぜ ジ テ ィ プ な 御 伽 系 が 関 与 し て い る と 推 定 さ

れ る ｡

グ ラ ム 陰 性 菌 の β
-

ラ ク ダ マ - ゼ 産 生 の 制 御 系 に お い

て ､ ポ ジ テ ィ プ な 嗣 御 系 の 存 在 を 示 唆 し た 知 見 を 示 し た

の は ､ 本 研 究 が 最 初 セ あ る ｡ 次 に ､ 他 の グ ラ ム 陰 性 静 内

細 菌 礎 で の i l 辿 G N 3 4 6 の セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ

遺 伝 子 の 発 現 を 換 謝 し た ( 弟 3 章) ｡ 得 ら れ た 知 見 は 次

の 様 に ま と め ら れ る ｡ ･

(1) E s c h e r i c h i a c o l i ､

m o r g a n i i ､ P r o t e u s

S a l n) o n モ∋1 i a t y p h i m u r i tl m ､ P r o t e u s

v u r g a l i s ､ P r o t e u s m i r a b i l i s い

ず れ に お い て も ､ C . f r e u n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ T) チ -

- 1 1 0 -



ゼ 遺 伝 子･ は ､ 確 か に 発 現 し て い, る が ､ き わ め て 低 い レ

ペ }L J で し か 発 現 し な い ｡

(2 柑 ｡ c o 且i に お い て は ､ 駈 旦旦旦旦旦旦臼 の せ フ ァ ロ ス ぜ 7]

サ ー ゼ 遺 伝 子 の 転 写 が ､ 由 己 の プ ロ を 一 夕 - に よ る 場

禽 で む ､ き わ め て 低 い レ ベ ル で し か 発 萌 さ れ な い ｡ ま

た ､ B l ･ 旦9 ii 申 で は 一 旦L 吐旦旦里旦臼 の セ フ ァ ロ ス ポ 7]

チ - ゼ 産 盤 は ､ 増 殖 温 度 上 昇 に よ っ て も ､ 誘 噂 物 資 ペ

ン ジ ル ペ
'

ニ シ 7) ン に よ っ て あ ､ 碗 曝 さ れ な い ｡ す な わ

ち ､ E . c o l i に お い て ､ a . f r ㈹ n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ

7) サ ー

ゼ 産 生 馨 が 聴 い 原 因 は ､ 誘 導 が 何 ら か の 援 由 で

発 萌 し な い 結 果 と 考 え ら れ る ｡

(3) S . もy p ぬi m u T i u m ､ P ｡ m o r g a 凸i i
～ ～ ～

に お い て は ､ 温 度 に よ

る 誘 導 藤 生 は 2 - 3 倍 認 め ら れ る が ､ 産 生 登 は き わ め

て 低 い ｡ 旦ヱ 幽
_
寧 で は 誘 導 藤 生 が 謎 め ら れ な い ｡

こ れ ら の 薗 壇 に お い て も ､ C ｡ f T e u n d i i の セ フ T ロ ス

ぜ 7) チ - ゼ は旦エ 9 9 ii で の 場 合 と 同 様 の 理 由 に よ り ､

そ の 産 生 登 が 低 い と 思 わ れ る ｡

(4) E
.
c o l i よ り ､ g l 蛭 型 埋旦臼 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ -

ゼ

遺 伝 子 の 発 現 を3 7 ℃ に お い て 高 め る 染 色 体 性 愛 輿 ､ 胡2

を 分 赦 し た ｡

(5) 朋2 変 異 に よ る セ フ ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 発 現 の 上 昇 は ､ プ

ラ ス ミ ド の コ ピ ー

数 の 増 加 や ､ . プ ラ ス ミ ド 遺 伝 子 の 転

写 効 率 の 上 層 ､ あ る い は ､ 虹 望j止･ の 染 色 体 性 β
-

ラ

ク ダ マ - ゼ 遺 伝 子旦旦2旦に 関 連 し た 変 異 に 基 づ く も の で

披 な く ､ c . f T e u n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 産 生 の

-

1 1 1 -



御 伽 系 に 俸 周 す る 結 果 と 考 え ら れ る ｡

(6) こ の 朋2 変 異 は ､ 染 色 体 地 図 上 9 9 分 か ら 1･0 0 分 の 間 に 存

在 す る 遺 伝 子 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た ｡

第 3 章 に お い て は ､ 旦ヱ f T e u n d i i の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ

- ゼ 遺 伝 子 の 発 現 が 飽 薗 礎 で は 低 く ､ そ の 原 因 は 宿 主 菌

の 側 に あ る と い

艶 色 捲 性 の セ フ

上 に 転 移 し て ､

菌 の 耐 性 に 大 き

う 興 味 深 い 現 象 を 見 い 出 し た ｡ す な わ ち

ァ ロ ス ポ 7] ナ - ゼ 遺 伝 子 が ､ プ ラ ス ミ ド

R プ ラ ス ミ ド 化 し て も 飽 薗 種 で は ､ 宿 主

く 寄 与 で き な い こ と が 実 験 的 に 明 ら か と

な っ た ｡ プ ラ ス ミ ド 性 の セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ が 自 然 界

よ り ほ と ん ど 分 離 さ れ な い
一

因 と ･考 え ら れ る ｡ こ の こ と

は ､ 朋c C l i n 七o c k の 発 見 以 来 ､ ⅠS ､ T n 等 の m o v a b l e g e n e t i c

e l e m e n t s に よ っ て 染 色 捧 性 遺 伝 子 よ り 運 ぱ れ た と 考 え る

の が ､ 最 も 理 論 的 で あ る と さ れ て き た 耐 性 菌 の 起 顔 ､ 由

萌 ､ お よ び そ の 拡 散 に つ い て ､ 疫 学 的 な 観 点 か ら も 重 要

な 辛 が か り を 与 え た と 考 え ら れ る ｡

c
.
f r e u n d i i で H f r に よ

･

る 接 合 伝 達 系 ( 7 1 ) ､ 恵 よ ぴ フ

ァ
-

ジ に よ る 形 栄 辱 入 の 系
( 7 2 ) が す で に 成 功 し て い る ｡

今 後 ､ こ れ ら の 実 験 系 の 御 用 に よ り ､ 本 研
l

究 で 明 ら か に

さ れ た セ フ ァ ロ ス ポ T) チ - ゼ の 産 生 鋼 節 系 が さ ら に 詳 細

に 判 明 す る と 斯 持 さ れ る ｡

ま た ､ 藤 肉 細 菌 群 に 属 す る グ ラ ム 陰 性 韓 菌 は ､ そ の 形

態 学 約 ､ 生 理 学 的 欝 性 輩 よ り ､ 系 続 発 生 駒 に き わ め て 進

一､ 関 係 に あ る と 考 え ら れ る ｡ そ の は と ん ど は 誘 導 性 の セ

-

1 1 2
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フ ァ ロ ス ポ ー
Y) サ

ー ゼ 魯 文 配 す る が ､ を の 誘 噂 槻 構 の 分 子

遺 蔭 草野解 析 が 行 わ れ て い る の は 舶 もs u m o 七o ら
' W ' に よ

る P s 8 u d o m o n a s a e T u壷i n o s a の 研 究 の み で あ り ､ 本 研 究 鰭

果 は ､ 今 ま で ほ と ん ど 未 知 の 分 野 で あ っ た 染 色 体 性 セ フ

ァ ロ ス ポ 7] ナ
- ゼ の 碗 導 産 盤 根 礁 の 究 明 に 寄 尊 す る も の

と 考 え る ･

｡
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寛 施療 の 郡

濫 寛 駿 紺 野猪

仙 薗 練 : 本 研 究 に 使 博 し た 菌 株 は ､ T a b 呈e 逢 に 示 し た ｡

(2) プ ラ ス ミ ド ; 硬 周 し た プ ラ ス ミ ド 披 ､ T a b l e 5 に 京

し た ｡

T a bl e 5 Pl a s m 1
'

d s u s e d ｡

Pl a s mi d
.

R el e v a n 七 m a rk e r s S o u r c e/ r e f e r e n c e

R3 8 8

pM Kl

( C o I E l : : T n 5)

pA C YC1 8 4

p弼C 8 1

pA O 3 : : T n 2 8 0 1 # 38

pM Kl : : T n 2 6 0 1# 4

pB R 32 2

T p , S u ( 3 4 )

K m
.
( e o L , i zT m )

T c
,
C m

A p ( 舌r r , 乙a e)

A p ( i 77 m )

A p , K m ( e o L ,

A p , T c

G 1
'

v e n by ”. Og a w a

( 7 3 )

( 74.)
一
( 1 5 )

iTT m ) ( 6 )

( 75 )

(3) バ ク テ 7) 浄 フ ァ - ジ ; 健 潤 し た バ ク テ 7) 身 フ ァ ー ジ

P l は ､ D T ｡ 紺
｡
舶 b e T よ り 分 尊 い た だ い た 舶 92 1 / P l

'

よ り 分 離 し た ｡ こ の フ ァ
ー ジ は 普 遍 形 質 導 入 フ ァ ー ジ

で 約 9 0 k b の D 肘且 を 導 入 で き る ｡
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'
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.
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R A l l

R E 1 6
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I b o 軸 u 8 V u ‡g a p i 8
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加 ね u 8 m O 2 ?g m i i

l
.

51 0/ 9

El e b 8 i e L壬a p n e 以m m i a e
D 8 hi s

舌ねp Z e u 七h i 8 u P E 4 4 乙a o r D r ･ ‖o s oy a

舌o n A 入 F

舌h p L e u 娩i 乙a e r g a L K

u a m y L m % 乙 p p o A h i s
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A 乙a o 入 F

c ol i ci n EI s e n s i t i v e
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g a L T a p a a y ヱ m * L h i s

8 士p d e m 七o7A ね x 8 u P E 4 4
r

入 F

せh T 乙e u i h雀 嘩y 乙a e
舌o n A 8 七p 入 ･ F

霊宝
p

d K欝宗吾買空
士

F
蔓a
冒. ･

m::ZAi: BB:
”

芸I

r;芸……芸
娩i 8 e ヱ?B 入 F

8 去2 7

8 七pま:E ･
＋

D r ｡一 朗a 七s u b a r a

D r . 附 k i

D y
､

･ ｡ M a 七s u b a y
､

a

D r . ” . A r b e r

D r ｡ Y o s h i k a w a

D r . T s u c h 3
-

y a

D r
.
T s u ch i y a

o m g l n a
-

(1 y d e ri v e d
● ■

f y
1

0 m D r . D . A . Gl a s e y
､

o u r l a b o r a t o ry

o u r i a b o r a t o ry

o u r l a b o r a t o ry

o u r l a b o r
.

a t o ry

o u r 一a b o r a t o r y

o u r l a b o r a t o r y

o u r l a b o r a t o ry
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抽 培 地

旦旦且 沖 む エ L 之 旦 旦 :

( 栄 餅 偲 学)

コ ウ シ 願 痩 出 液 2 0 0 g

ウ シ 心 臓 浸 出 液 2 5 0 g

ペ プ ト ン 10 g

ブ ド ウ 糖 2 g

塩 ぬ サ ト 7) ウ ふ 5 g

7] ン 敷 浪 寮 ナ ト T] ウ ふ 2 ｡ 5 g / 1 ･ p fi 7 ｡ 4

B 員Ⅰ 寒 天 培 地 ( 栄 研 偲 学) は 寒 天1 . 5 % 含 有 ｡

ヱ 山 乱数 :

ポ T) ペ プ ト ン 2 0 g

乳 糖 1 0 g

塩 化 ナ ト 7] ウ ム 1O g

中 性 紅 0 . 0 3 g

ク 7) ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 0 . 0 0 1 g

･ 寒 天 1 如 / 1 p E 7 . 0

p H を 合 わ せ て か ら ､ 中 性 紅 と ク 7)' ス タ ル バ イ オ レ ッ

ト を 加 え る ｡

円H ( ミ ュ
ー

ラ
ー ヒ ン ト ン ) プ ロ ス ( I) まf c o ) :

ウ シ 浸 出 物 3 0 0 g

カ ザ ミ } 酸 チ タ ニ カ )i , 1 7 . 5 g

パ ク ト 可 溶 性 藤 樹 1 ｡ 5 g / 1 p 日 7 . 4

朋耳寒 天 培 地 は ､ 1 ｡
7 % 寒 天 束 ( 和 光 終 発) を粥汚プ ロ

ス
.に 添 加 し た_

｡

-
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ト 7] プ ト ソ -[ ブ イ ヨ ン 培 地. ( 栄 研 花 学) :

ト 7] プ ト ン 1 7 g

ソ イ ペ プ ト ン 3 農

ブ ド ウ 糖 2 . 5 g

y ン 酸 1 水 素 カ 7] サ ム 2 . 5 g

塩 化 サ ト 7) ウ ム 5 g / 1 ･ p f! 7 . 3

ト 7) プ 計 ソ イ 寒 天 培 地 は 寒 天 1 ｡ 5 % 含 有 ｡

プ ロ ス ､ L 寒 天 培 地

ポ 7) ペ プ ト ン

酵 母 エ キ ス

プ ト ウ 糖

塩 化 ナ ト 7) ウ ふ

( 注 1 ) L 且g a r 娃 ､ 寒 天 15 g

D a v i s 打Ii zl i m u l m e d i ll m

7) ン 酸 2 カ 7) ウ ム

7) ン 酸 1 カ 7) ウ ム

硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム

硫 酸 ア ン モ エ サ ム

ク エ ン 酸 3 ナ ト 7) ウ ム

10 g

5 g

l g

5 g / 1 p fi 7 ｡ 2

を 加 え る ｡

7 g

2 g

0 . 1 g

l g

0 . 5去 / I

滅 菌 後 に 別 に 滅 菌 し た 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム ､ お よ び 必

要 に 応 じ て 2 0 % の 糖 類5 0 m l ､ ア ミ ノ 酸 は 終 濃 度4 O

p g / m l ､ ビ タ ミ ン B l ( チ ア ミ ン ) 1 p g / m l 加 え

る ｡ 固 形 培 地 を 伸 る 場 合 に は ､ 濃 い 澄 ま の 塩 類 と 寒

天 を 別 々 に 滅 菌 し ､ 平 板 を 滞 る 直 前 に 混 合 す る ｡

-
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鑑 -

m e d i tR m

7] ン 酸 且 サ 軒 7] ウ ふ 1 g

7] ン 酸 l カ Y) ウ ふ 6 g

塩 花 サ ト T] ウ ム 3 g

塩 偲 ア ン を エ ウ ふ 0 . 5 g

カ ザ ミ } 酸 ( V i 七a m i n e f r e e ､ D i s c o. ) l o g

グ }L , コ ー

ス 1 5 g

硫 酸 ふ ダ 凍 シ ウ ム 0 ｡ 且2 5 g

チ ア ミ ン 1 m g

塩 碓 カ ル シ ウ ム 1 0 m g / 1

ろ 就 で ろ 過 し て か ら 滅 菌 す る ｡ グ ル コ
ー ス ､ 硫 酸 マ

グ ネ シ ウ ム ､ 塩 花 カ ル シ ウ ム 披 滅 菌 後 に 加 え る ｡

鎚 二L L : 埼 利 摺 能 を み る ｡

ペ プ ト ン 0 ｡ 5 g

､ 酵 母 エ キ ス 0 . 5 g

塩 花 サ ト 7) ウ ふ 5 g

･ 7] ン 酸 1 水 素 カ T] ウ ふ O . 3 g

フ 皿 ノ
ー ル レ ッ ド 0 ｡ 0 2 g

寒 天 3 g / 1 p 耶 . 2

こ れ に 寒 天1 2 g 番 加 え ､ 固 形 培 地 と し て 伺 い た ｡ 糖

は ､ 1 % に な る 様 に 加 え る ｡

慶盈塵_塞_壁_盟 _ 茎_金_盛_墨 _盈_塗_壁+ _ 丑 山 L :

ペ プ ト ン 2 . 5 g

無 永 硫 酸 ナ ト 7] ウ ふ 2 . 5 g

塩 花 ア ン を ニ ウ ふ 5 . O g

- 1 1 9
-



7) ン 酸 且 永 泰 治 7] ウ ふ

y ン 酸 放 棄 2 サ ト
7] ウ ム

塩 花 サ ト 7] ウ ム

プ ロ モ チ モ - ) i , プ ル -

0 ｡ 5 g

且｡ 5 g

5 g

O ｡ 0 2 逸g / 且 p 罪 7 . 2

こ れ に 寒 天1 5 g を 加 え ､ 固 形 培 地 と し て 招 い た ｡ 槍

は ､ 1 タ如こ な る 様 に 加 え る ｡

愚a c もo - P e 毘a S S a y ブ ロ ス ( A n もi b o i 七まc F2 e d i u 朗 3 )

( D i s c o ) :

B a c 七o
- B e e f e x 七r a c 七 1 ｡ 5 g

B a c t o - Y e a s t e x 七r a c も 1 . 5 g

B a c t o - P e p t o n e 5 g

B a c t o - D e x t r o s e l g

塩 化 ナ ト 7) ウ ム 3 . 5 g

T) ン 酸 鹿 妻 2 カ 7) ウ ふ 3 . 6 8 g

7) ン 酸 永 素 1 カ 7) ウ ム 1 . 3 2 g / 1

(5) 薬 荊 : ア ン ピ シ 7) ン ナ ト 7) ウ ふ ( A p ) ､
ベ ン ジ JL , ペ

ニ シ 7) ン ナ ト T) ウ ム ( P C G ) ､

･ 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ

ン ( S m ) ､ タ ロ 串 サ シ
T) ン ( 朋C ⅠP C ) ､ セ フ ァ ロ チ ン

( G E T ) ､ 塩 酸 テ ト ラ サ イ ク 7) ン ( T c )
t

､ 硫 酸 カ ナ マ

イ シ ン 柑 m ) ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7) ･ ン C は 明 治 製 菓 k k よ り ､

オ キ シ T) ン ( 朋P ⅠP C ) は 万 有 製 菓k k よ り ､ ス ル フ ァ メ

ラ ジ ン ナ ト 7) ウ ム ( S u ) ､ ト 7) メ ト プ 7) A ( T p ) は 田

辺 製 薬k k よ り ､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー

ル ( C fn) 捻 出 之 内

奥 葦 貼 よ り ､ ナ 7) ジ キ シ ㌢ 酸 ( N A ) ､
7) フ ア ン ピ シ ン

- 1 2 0 -



( 援i 雷 ) は 鱒
-

凝 貴女奴よ り ､
聴 フ ァ ゾ T] 3 / ･ ( C E Z ) は

藤 沢 製 薬
J

振放 よ り ､ せ プ ァ 四 Y] ジ ン ( G E 凝 ) 絵 島 唐 薬

品奴k よ り ､ 懸 プ ア レ 単 tj ン ( C E X ) は 富 山 柁 単 軸 よ り ､

せ フ ァ マ ン ド -

ル ( C 弼E) ) は シ 浄 ノ ギ 製 薬k 奴よ り ､ せ

ブ ス 田 ジ ン ( C 肝S ) は 武 田 畿 費 k 汝よ り ､ 分 尊 さ れ 允 ｡

硫 酸 ス ･ ベ タ チ ノ マ イ シ ン ( S p ) は 帝 展 大 学 医 学 部 井 上

線 久 博 丑 よ り 分 尊r % 受 柑 た .
い ず れ も カ 価 の 明 ら か な

あ の が 使頗 さ れ た ｡ 塩 花 鱒 二 凍 凍 結 単 井 推 挙k k よ り 聴

入 し た ｡

(6) 酵 素 拭 料 : 間 取 酵 素 鮎追Ⅰ､ 鮎哩朋王 ､ 鮎退Ⅰ王 ､ 旦旦里見Ⅰ ～

謂a e ⅠⅠ ､ H i n c ⅠⅠ､ 冴i n d Ⅰ‡王 ､ 賞p m ‡､ 門且u Ⅰ ､ P s も王､ 星革
.
旦Ⅰ､

s m a Ⅰお よ ぴ Ⅹh o 王櫨 宝 酒 造k 奴 よ り ､ 塾旦旦i 捻 N e w E m g 且a n d

愚i o 且a b s よ り 購 入 し た ｡ T 細 N 盈 7] ガ ー ゼ は 宝 酒 造 汝k よ

り ､
7) ゾ チ ー ム ､ y 堺 皐 シ ヌ ク レ ア - ゼ Å ､ お よ び デ

浄 皐 シ Y) ボ キ シ ヌ ク U ア
- ゼ Ⅰ は ､ ･ S i g m a よ り 謄 入 し

た ｡
･

(7) 電 気 泳 動 周 ､ 遺 伝 子 捜 俸 摺 試 薬 ; ア ガ ロ
- 又 は ド 一

夕 イ ト ( ア ガ 田 - ス Ⅰ ) お よ び 宝 酒 造k k 柑且塵 ) を 潤

い た ｡ ア ク
7) }L J ア ミ ド ､ N 一 対 ビ ス メ チ レ ン 了 ク

7) ル ア

ミ ド 披 B D 汚 c h e m i c a l s L T D よ り ､ 過 硫 酸 ア ン を ニ ウ ム ､

対, 対, N
'

, 肘
'

, テ ト ラ メ チ レ ン ジ ア ミ ン ､ 2 - メ ル カ プ ト ユ

タ ノ - ル ､ ラ ウ 7] ル 硫 酸 サ ト 7) ウ ム ( S O S ) は E A S T 車柑封

賞O D 且鑑 C o よ り ､ 凍 ウ 酸 ､ E D T A
･ 2 N a ､ グ 7) シ ン ､ イ ソ

-

1 2 1
-



プ 田 ピ ル ア ル コ
-

) L J ､ ク マ シ
- プ 7) Y) ア ン ト ブ ル ー

､

メ タ } -

) i , ､ 酢 酸 ､ 且 争 ジ ウ ふ ブ ロ マ イ ド ､ ジ チ 身 ス

レ イ ト
ー ル ( D m ) は 半 井 偲 学k k よ り ､ ア デ ノ シ ン ー 3 -

7] ン 酸 ( A T P ) 揺
.

ベ - 7] ン ガ
- マ ン ハ ･ イ ム よ り プ ロ モ

ア よ ノ ー ル ブ ル ー ( B P B ) ､ ダ 7) セ ロ -

) i , は 和 光 銘 菓

よ り ､ ト 7) ス ( T T i z m a b a s e ) は S i g 田a よ り 購 入 し た ｡

D N 負 電 気 泳 動 用 分 子 登 マ
ー カ - の ] D N A は 宝 酒 造k k よ

り ､ 賓 自 紫 電 気 泳 動 摺 分 子 登 マ - カ ー は P h a r m a c i a

F ま凸e C h e 円i c a l s 巷 伺 い た ｡

そ の 他 表 示 の 無 い 徹 り ､ 試 薬 披 特 級 拭 黄 を 便 摺 し た ｡

- 1 2 2 ⊥



EE 薬 犠療 プ訂 轟監

(i) 按 禽 伝 達
( 7 r6 )

液 体 培 地 は 目 的 ､ 条 件 に よ り L プ ロ ス ､ 帽ゴプ ロ ス ､

B E Ⅰ プ ロ ス 審 使 潤 し た ｡ 前 培 養 菌 液 を且O 倍 静 釈 し ､ i

チ 且
- プ に て 振 と う 培 凍 し ､ 対 数 増 殖 新 中 靭

( o D 6 1 0 n m
- 0 ｡ 速 - 0 . 6 ) に お い て ､ 供 専 薗 ; 受 容 薗

の 放 を 1
'
: 1 0 の 比 率 で 混 合 し ､ 新 し い プ ロ ス を 5 - 1 0

m l 加 え ､ 3 7 ℃ で 2 時 間 - 一

夜 培 養 を 行 い ､ 受 容 と プ ラ

ス ミ ド の 耐 性 杏 選 択 で き る 様 な 選 択 薬 剤 を 含 む 寒 天 平

板 上 で ､ 七r a n s c o n j t i g a n も杏 選 択 す る .

(2) 形 質 転 換
( 7 7 )

使 摺 菌
一 夜 前 培 養 液 を ､ L ブ ロ ス あ る い はB H I プ ロ

ス に 1 O - 2 0 債 務 釈 し ､ 対 数 増 殖 期 中 期 ( 0王)6 1 0 n m -

0 . 4 - 0 . 6 ) ま で L チ ふ
- プ に て 振 と う 増 車 す る ｡ 2

℃ で 遠 心 集 菌 ( 5 0 0 0 r p m ､ 7 分 ､ E i t a c h i O 5 P R - 7 ) し ､

培 養 液 登 の 1 0 m 朋塩 花 ナ ト 7] ウ ふ に 懸 濁 集 蘭 後 ､ 1 / 2

容 馨 の 58 m 朋塩 花 カ )i J シ ウ ム に 懸 海 し ､ 0 ℃ 5 分 あ る い

は2 0 分 〔5 分〕 放 置 し た ｡ 遼 心 後 ､ 1 m l の 塩 化 カ )L J シ

ウ ふ 5 0 m 朋 C a C l に 怒 藩 し ､ O ℃ 5 分 あ る い は4 0 分 〔5

分〕 静 置 し ､ 1 - 5 p g の D 対且 と 混 合 し ､ 6 0 分 あ る い

は2 0 鎗 〔細 分〕 O ℃ で 静 置 換 ､ 4 5 ℃ で 2 分 〔1 分〕 加

温 す る ｡ 急 激 冷 後 ､ L プ ロ ス ､ 8 H Ⅰ プ ロ ス あ る い は 門出

プ ロ ス ( ト 7] メ ト プ 7) ム で 選 択 の 場 合) を 5
- 1 0 m l 加

- 1 2 3.
-



え ､ 3 0 ℃ に お い て L チ 3 .

- プ で ゆ っ く り 2 - 5 時 間 振

と う 培 養 陵 ､ 適 当 に 静 釈 あ る む? は 濃 縮 し ､ 選 択 車 荊 を

添 加 し た 平 板 で ､ ト ラ ン ス フ ォ -

マ ン ト を 選 択 し た ｡

〔〕 肉 の 条 件 は ､ C i もT O b a c もe T

形 質 転 換 す る 場 合 で あ る ｡

f T e u n d i i G N 3 避6 - 1 6 を

機 影 栄 辱 入 ( 7 8 ) ( 79 )

( a) フ ァ ー

ジ 液 の 鋼 製

供 与 菌 前 培 養 液O ｡ 5 m l を 2 ｡ 5 m 円塩 花 カ )i , シ ウ ム 含

有 L ブ ロ ス 連 ｡ 5 m l に 加 え て ､ 3 7 ℃ で 対 数 増 殖 靭 ま で

培 養 す る ｡ こ の 薗 液0 ｡ 5 血l に 2 ｡ 5 m 朋塩 花 カ ル シ ウ ム

含 有 L ブ ロ ス 凌｡
5 m ヱ ､ P l フ ァ r ジ O . 且 An ユ ( 朋0

.
i , O . i )

巷 加 え て ､ 3 7 ℃ で 5 - 6 時 間 激 し く 振 と う 培 養 す る ｡

タ ロ
.
ロ 凍 ル ム を 加 え 室 温 で 2 0 分 放 置 後 ､ 3 0 0 0 r p m ､

分 速 心 し ､ タ ロ t2 * ル ム を 数 滴 加 え て 蘇 存 す る ｡

fb) 甘i t T a 七i o n

フ ァ
ー ジ 希 釈 液0 ｡ 1 m l と 緒 示 菌 ( 受 容 薗) O . 2 5 m ユ

巷 混 ぜ ､ 3 7 ℃且5 分 加 温 後 ､ 軍. 5 m ユ の L ソ フ ト ア ガ
-

)t J を 入 れ 全 体 を L ア ガ ー ル 平 板 上 に 上 層 し ､ 3 7 ℃ で

培 養 す る ｡ 翌 田 プ ラ - ク 数 を 数 え る ｡ ､ 通 常 P F ロ (

p i a q il e f o r m i n g u n i t ) 1 0 / m l 位 の フ ァ ー ジ が 濁

さ れ る ｡

( c) 形 栄 辱 入

P且フ ァ ー ジ 液 0 ｡ 1 m l と 受 容 菌0 ｡ 5 m ユ お よ び L ブ ロ

ス 0 . 4 m l を 混 ぜ ､ 3 7 ℃ 1 5 分 保 患 す る ｡ 原 液 あ る い は

- - 1 2 4 -



磯 繍 液 審 適 当 な 選 択 率 厳 に 塗 布 す る ｡ 儲 か 曙 埴 で 選

択 の 噂 披 ､ 受 容 薗 巻 線 静 聴 で 2 回 洗 浄 し て か ら 潤 い

た . 弼0 ‡ は ､ 受 容 薗 に よ り ､ 0 ｡ 0 2 - 1 ( p h a g e /

c e 且且) で 行 っ た ｡

略) 突 然 変 異 体 の 分 離 (8 0 )

健 凋 薗
一

夜 培 養 液 沓 L プ ロ ス 5 軸1 で 1 0 倍 希 釈 し ､

O D 6 且O n 開 基 o ｡ 5 ま で 振 と う 培 養 す る ｡ 速 心 紫 蘭 ( 5 0 O O r

T p m 5 鎗) し ､ 菌 体 杏 生 理 食 塩 故 に 懸 淘 ､ 2 回 洗 浄 す

る ｡ 菌 体 番 5 m 丑 の 0 . 且朋ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ( p 河 5 . 5 ) に

懸 淘 後 薗 液 1 gn l に N ･T G ( ニ ト ロ ソ ダ ア よ
●

ジ ン) を 加 え ､

3 0 ℃ で 静 置 保 温 す る ｡
･N T G の 感 度 ､ 処 理 時 間 は ､ 予 め

S u r v i v a 且 1 - 1 8 % に な る よ う に 決 め て お く ｡ 冷 し た

L プ ロ ス 3 0 m l 沓 加 え て 反 応 を と め ､ 5 0 0 0 T p m l O 分 速 心

す る
. ｡ 薗 緒 を 更 に 生 理 食 塩 凍 で 2 固 洗 浄 し ､ L ブ ロ ス

5 捌i 沓 加 え3 了℃ 1 時 間 e x p T e S S i o n を か け る ｡ 適 当 に 希

釈 ､
. 蟻 賭 し ､ 薗 を 選 択 培 地 上 に 塗 布 す る ｡

地 象

上 記 の 棟 8= 0 ｡ 1 日ク エ ン 赦 バ ッ フ ァ ( p 打 5 . 5 ) に 怒

轟 し た 菌 液 番 各 1 m l づ つ 5 本 用 馨 し ､ 終 蟻 庶 0 ､ 5 0 ､

且O O ､ 且5 0 ､ 2 0 0 p g / 紺1 の 河T G 番 加 え ､ 3 0 ℃ 2 8

- 3 0 分 保 温 後 ､ 素 早 く 静 釈 し ､ L ア ガ ー ル 平 板 に 塗

布 す る ( 各 平 板1 0 0 - 3 0 0 コ 田 エ ー 由 萌 す る 程 度) ｡

コ ロ ニ ー 数 を 軸 定 し ､ S u T V i ∀a 且を 算 出 す る ｡

S tl T V i v a 且 ( % ) - N o . o f c o l o n i e s o f N T G

- 1 2 5 -



もr e a もe d f 訂 a C も息o n / N o ｡ o 雷 c o 息o n i 母S O f 姐n 七T e a もe d

f T a C もi o n

略) コ Y] シ ン 思且の 詞 凝 漁
( 81 )

凱 c o 且i C 殿3 舶 軸 / C o 且琵且 番且舶 呈 B H ‡ プ ロ ス (

七約 m 且m e 且O O p g / m 且添 加) で
一

夜 培 養 し ､ 問 培 地1 且

で 蓉 釈 後3 7 ℃ で 振 と う 培 養 す る ｡ O D 6 且O n 由
- 0 匂 5 に 達

し た ら ､ 2 m g / m l 削 もo m y c i n 港 液 を 2 約l 加 え ､ 3 7 ℃ で

2 0 - 3 0 分 ゆ っ く り 振 と う 堵 養 す る ｡ 遼 心 集 菌 ( 8 , 0 0 O

T P 嗣 ､ l o 浄) 後 ､ 0 . 0 1 朋 T] ン 酸 バ ッ フ ァ ( p 冴 7 . 0 ) に

懸 濁 し ､ ソ ニ ケ - 夕 一 に よ り 破 砕 す る ｡ 細 胞 液 砕 液 を

遠 心 ( 3 0 ! 0 0 O T P 尉 ､ 9 0 分) し ､ 且 滑 を 取 り ､ 硫 酸 ア

ン 骨 エ ウ ム 5 O % 飽 和 に な る よ う に 加 え ､ 0 ℃ 3 0 分 幾 拝

す る ｡ 遼 心 ( 8 , 0 8 0 T P m ､ 1 0 分 ､ 0 ℃ ) に て 沈 毅 杏 集 め ､

3 0 飼1 の 0 . O l 蛸 7) ン 観 バ ッ フ ァ に 懸 海 後 ､ グ 1) セ ロ - ル

を 等 量 加 え ､ ミ 7) ポ ア ア イ }L / ク
ー を 潤 い て ろ 過 滅 菌 し ､

- 2 0 ℃ で 床 存 す る ｡

轍 コ 7) シ ン E l 産 豊 能 と 免 渡 聴

( a) コ 7] シ ン 藍1 産 生 健

践 浪 菌 を ト 7) プ ㌣ ソ イ ブ ガ
-

) レ に 鞍 馨 し ､ 試 験 菌

の 生 え た 平 板 に タ ロ 口 車 )i , ム を 浸 し た ろ 紙 を ふ た の

方 に 置 尊 ､ 1 0 分 は ど 放 置 す る ｡ ろ 耽 番 線 き ふ た 審 問

け ､
バ - チ - の ぞ ば で ク 田 口 * }8 / ふ を と ば す ｡ こ の

平 板 に E . c o l 呈 砂丘o w ト 7] プ ト ソ イ ブ ロ ス 培 養 液

- 1 2 6
-



0 ｡ 且 m 且を 加 え た 3 m 且の 首､ Y] プ ト ソ イ ソ フ ト ア ガ - ル

( 5 0 ℃
.

) 審 塵 層 す る ｡ 3 7 ℃ で 6 - 2 塊曙 関 培 養 し ､ 阻

止 問 の 魔 ら れ た 蘭 を
L
詔 7) シ ン E 且産 盈 髄 陽 性 と す る ｡

桝 コ 7] シ ン E且免 酸 能

0 ｡ 且 陶且の 詔 T] シ ソ 毘且審 塗 布 し た 平 板 に ､ ミ ク 田 プ

ラ ン ･タ
-

等 で 試 験 薗 の 堵 凝 液 を 接 磯 す る ｡ 6 γ 2 4 時

間 堵 寮 し ､ 増 殖 す る か ど う か で 御 足 す る ｡

(7) 漁 色 捧i) 肘A の 鋼 製
( 6 )

配賦 葦遜

①0 ｡ 且鯛 塩 花 サ ト 7J ウ ム

② T E バ ッ フ ァ く0 ｡ 0 逢門 T T 豆s - 蟹C 且､ O B O 2 5 門 E D 管Å p H 8 ｡ 5 )

⑧淀N a s e ( 2 m 農 / 招旦)

④ L y s o B y 内e ( 5 0 悶g / m l )

⑧ S 劫T k o s y 且 ( 0 ｡ 7 5 % i n T 富 バ ッ フ ァ )

⑥ 飽 和 フ 丘 }
-

ル ( T 定 バ ッ フ ァ で 飽 和 す る ｡ )

⑦3 門静 酸 サ ト Y] ウ ふ

⑧ エ タ ノ
-

) i , (
-

2 0 ℃ )

監捜 俸3

①且O m 且 の B H ヱ プ ロ ズ 前 培 養 液 を2 O O m 旦の B 討Ⅰ ブ 田 ス に

移 し ､ 坂 口 コ )i / ベ ン で 一 夜 振 塵 培 養 す る ｡

③8 , 0 0 0 T p m ､ 且0 分 ､ 2 ℃ に て 集 薗 し ､ 0 . 1･ 卵 塊 花 ナ ト

7) ウ ふ で 洗 う ｡

⑧ 5 m 且 の T E バ ッ フ ァ に 審 淘 し ､ 庶甜a s e 沓0 ｡ 3 m l 加 え る ｡

④L y s o 悶 m e を0 ｡ 逢 m 且加 え ､ 0 ℃ で 2 0 分 置 く ｡

- 1 2 7 -



⑤s 晶 T k o 豊y 且を 5 ｡ 7 m 且加 え ､ 6 5 ℃ ､ 8 分 加 温 す る ｡

⑥ ブ レ ン ダ
ー

に か 柑 ､ 粘 性 を 落 と す ｡

⑦正村a s e を 且 m l 加 え ､ 3 7 ℃ ､ 且 時 間 加 温 す る ｡

⑧ 飽 和 フ 且 j
- ル を1 2 m 且加 え ､ 1 分 間. 振 と う す る .

⑨5 , O O O T p m ､ 且O 分 ､ 2 ℃ で 遠 心 し ､ キ ャ ピ ラ 7] - あ る

い は ､ 1 O O p i の l ピ ペ ッ ト で ､ 永 層 ( 上 部) 沓 取

る ｡

⑩ ⑧ ⑨ を 繰 り 返 し ､ 永 層 に 1 . 4 m l の 3 朋酢 酸 ナ ト T) ウ ム

と 2 5 出1 の エ タ ノ ー ル (
- 2 0 ℃ ) を 加 え ､

- 2 0 ℃ で 2

時 間 エ タ }
-

ル 沈 毅 す る ｡

⑪ T E バ ッ フ ァ 9 m l で ペ レ ッ ト を 懇 親 し ､ 3 円酢 酸 ナ ト T]

ウ ム 且 m 且と 2 0 m ユ の エ タ ノ
ー

ル -(
- 岩o ℃ ) を 加 え ､ 再

び エ タ ノ ー

ル 沈 毅 を 行 う ｡

⑩ ⑪ を フ 且 ノ
ー

) i , 臭 が 無 く な る ま で 繰 り 返 し ､ 適 宜 霜

釈 し て ､ O D 2 8 0 n m と O D 2 6 0 n m を 珊 定 す る ｡ O D 2 8 0 n m

/ o D 2 6 0 n m ≦ 0 . 5 3 で あ れ ば サ ン プ ル と す る ｡

は) プ ラ ス ミ ドD N 且 の 鋼 製 法
一

塩 化 セ シ ウ ム 法
( 8? )

1 0 0 - 1 0 0 0 p g の D N A の 鋼 製 が 可 鰹 で あ る ｡

【紋 章】
l

①0 . 1 4 朋 塩 花 サ ト 7) ウ ム

②2 5 % S 屯C T O S e 溶 液 ; 2 5 y o S u c T O S e i n 0 . 0 5 H T T i s 一 丑C l

( p E 8 ｡ 0 ) ､ 0 . 0 0 1 門 E D T A ･ 2 N a

⑧ R 対a s e A 淳 液 : 2 m g / m l R i b o n tl C T e a S e A i n 0 . 0 2 5 円

酢 酸 バ ,

,

J
フ デ ( p 方 5 ｡ 0 ) ､ 1 0 0 ℃ 5

､
分 処 理

- 1 2 8
-



④L y s o E y 相e 蒋 液 : 5 0 糊g / 銅且 L y s o z y m e 永 溶 液

⑨T T i もo n
l
L y も五c 削 澄もu T e ; 0 ｡ 且 % T T i t o n E - 且0 0 , 2 ｡ 5

悶円 E D T Å
｡ 2 N a ､ 且0

'

相当 甘T i s - H C 且 ( p H 8 ｡ 0 )

⑥ T E S パ ッ プ . ア : 0 ｡ 0 5 鯛 T T i s - 五C l ( p H 8 ｡
0 ) , O ｡ O 5 網

E D T 且
｡ 2 N a ､ 0 ｡ 0 5 円 柑a C 且

⑦ エ 争 .ジ ウ ふ プ ロ マ
■
ィ ド ( E 七B T ) 暗 液 : 2 ｡ 5 m g / m l エ

争 ジ ウ ふ ブ ロ マ イ ド 永 溶 液

⑧5 0 % ポ
'

7) エ チ レ ン グ 7] コ - ル 6 0 0 0 永 藤 敵

監捜 傍題

① L プ ロ ス あ る い は B H Ⅰ プ ロ ス 5 - 1 0 m l で 5 - 6 時

間 坂 と う 培 養 後 ､ . 同 プ ロ ス 2 0 0 m l ( 坂 口 コ ル ベ ン )

に 加 え ､

一 夜 振 と う 噂 養 す る ｡ 鋼 製 す る プ ラ ス ミ ド

が ､ C o I E l あ る い は p 且C Y C 1 8 逢由 来 で あ
.
る 場 合 ､

O D 6 1 0 n m - 0 ｡ 5 に お い て ､ タ ロ ラ ム フ 且 エ コ
ー ) L J

1 5 0 p g / m l 添 加 し た ｡

② 遠 心 紫 蘭 し 川 i t a c h i , 艮P 控且2
- 2 ロ ー

タ
ー ) ､ 0 . 1 4 日

塩 花 ナ ト 7) ウ ム 1 5 m l に 懲 轟 す る ｡ 菌 液 を ､ H i 七a c h i

3 0 P A 遠 心 管 へ 移 し ､ 8 , 0 0 0 T p m ､ 且0 分 あ る い は5 , 0 0 0

r p m ､ 1 5 分 速 心 す る ｡

⑧ 菌 体 番8 m l の 2 5 % S u c T O S e 溶 液 に 懲 瀕 し ､ 0 . 2 m l の

R N a s e 且 溶 液 を 加 え ミ キ サ
ー で 鎗 拝 す る ｡

④o . 3 m l L y s o z y m e 韓 液 を 加 え ､ 0 ℃ ､ 1 0 - 2 0 分 放 置 す

る ｡

⑧ o . 5 M E D T A ( p 詑 8 ｡ 0 ) を1 . 6 m l 加 え ､ 転 僻 混 和 し ､

1 0 分 永 冷 す る ｡

- 1 2 9 -



⑧ 泉 冷 し た管T 畳もo 血 L y もi c 削 光 軸 T e 且2 尋 8 尉旦 番 加 え 転 御

蔵 和 し ､ 且5 分 放 置 す る ｡

⑦ 班i もa c 払i 詑P 5 0 - 2 ロ -

夕 を 潤 い て 3 凱 0 0 0 T P m 塊5 分 速 心

し ､ 血 清 を朋i
■

もa c h i 5 0 野鳥チ 且
- プ へ ･移 し ､ 6 m 且 の 5 0

% 濁 7] 且 争 レ ン ダ y) コ
-

ル 番 加 え ､ き ら に 5 門塩 花 ナ

㌢
T] ウ ふ 3 . 3 悶且を 加 え 転 樹 混 和 す る ｡ 2 時 間 - 且 観

渡 冷 す る ｡

⑧8 , 0 0 0 T p m , 逮 ℃ , 1 8 分 ､ あ る い は5 , 0 0 0 T p m 且5 分 速

心 し ､ T E S バ ッ フ ァ 6 ｡
逮 m l に . 溶 解 し ､ 予 め6 ｡ 9 g の 塩

花 セ シ ウ ム を 入 れ た ニ ト ロ セ･ ル ロ
ー ス チ 且

- プ に 加

え 均
一 な 溶 液 に し た 後 ､ E もB T 溶 液 1 m l を 加 え る .

⑨ ペ ッ ク マ ン T 嘗6 5 ロ
- ♂ - を 健 博 し て 3 7 , O O O T P 捌 且8 -

.2 0 時 間 ､ 1 5 ℃ で 遠 心 す る ｡

⑩ 遠 心 チ 且
- ブ の 壌 に 有 終 封 蘭 を 張 り ､ 2 まG 注 射 針 を

刺 し て プ ラ.ス ミ
､
ド バ ン ド を 分 画 す る ｡ イ ソ プ ロ パ }

-

} L , で エ 争 ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 繊 細 後 ､ O . 五胡 T T i s -

E C l ( p 耶 ｡ 5 ) で 2 国 選 節 す る ｡ O D 印O n m を 謝 り ､

歌 登 を 出 す ｡

(9) プ ラ ス ミ ド D 村A の 粛 教 法
一

億 義 鎮
( 8 ヨ )

1

1 - 5 p g の D N 慮 の 鋼 製 が 可 能 で あ る ｡

監試 葦3

① S o l u も呈o n 且 : 1 y s o E y 伯e 2 Bn g / 招1 ､ 5 0 m 月 ダ ) i J コ
ー ス ､

1 紬粥 E 卵 色 ､ 2 5 洞門 T T 畳s - ⅡC 且 ( p 岩8 . O ) ､ 細 時 粛 教

⑧S o 且屯もi o n 2 : 0 ｡ 2 柑 凍 酸 碓 ナ 計 7] ウ ふ ､ 且 % S D S ､

-

1 3 0
-



摺 噂 鋼 製

⑧s o 且組も且o n 3 ; 3 朋酢 酸 カ 7] ウ ふ ( p 招魂｡ 8 ) あ る い は3 押

酢 酸 サ 軒 7) ウ ム ( p 盟4 ｡ 8 ) ､ 室 温 保 存

④s o 且岨もi o 池 亀 芸 0 ｡ 且鯛酢 酸 サ 恥 甲 ウ ふ ､ 5 紬門 T T i s 一 腰C 且

( p 洞 8 . 0 )

⑤ s o 且u も且o 弧 5 … 投N a s e l m 富 / m l ､ 5 m 封 甘T i s
- * 且 ( p 貿

8 ｡ 0 ) ､ 且O O ℃ ､ 1 0 鎗 ､ 加 熱 処 理 級 ､

- 2 0 ℃ 煤 存

監凍 俸33

① L ブ ロ ス ま た はB 汚Ⅰ プ ロ ス で 薗 昧 を 3 時 間
- 一

晩 曙

養 す る 8 タ ロ ラ ム フ 丘 エ コ
- )8 / に よ る 増 晦 を 行 っ て

あ 濃 い ｡

③且｡ 5 悶田の エ ッ ベ ン ド ル ア チ 温
- プ で 3 鋼i 堵 薬 液 を 2

回 に 分 け て ､ 0 . 5 - 1 分 速 心 紫 蘭 す る ｡

⑧ ペ レ ッ ト に S o 且｡ 1 1 0 0 iR 且 を 加 え ､ 怒 潰 し ､ 0 ℃ 5

- 且0 分 数 置 す る ｡

④ s o 且｡ 2 2 0 0 p 旦 を 加 え ､ ガ ラ ス 棒 で 混 ぜ ､ O ℃ 5 分

放 置 す る ｡

⑤ s o 且. 3 1 5 O p 且 杏 加 え ､ 転 餌 混 和 後 ､ O ℃ ､ 速5 - 6 8

分 放 置 す る ｡

⑥且5 分 速 心 後 ､ 止 滑 を3 0 0 p 且 取 り ､ 新 た な チ 汲
- プ

に 移 し ､ 冷 温 夕 ノ
ー ル 6 0 0 p 五 番 加 え ､

-

2 0 ℃ で 1 0

- 3 ¢分 放 置 す る ｡

⑦ 2 分 速 心 後 ､
ペ レ ッ ト に S o 呈. 逮 1 0 0 p 且 濠 加 え 懸 淘

し ､ 冷 温 タ }
-

} L J 2 O O が 1 加 え 混 ぜ て
- 2 O ℃ 且0 -

3 0 鎗 放 置 す る b

- i 3 1
-



⑧ 2 分 速 心 後 ､ 争 且
- プ を ア ス ビ レ ー タ - で 約3 0 分 秒

き ､
且 タ } -

}E / 番 完 全 に と ぼ し ､ 田 約 に 応 じ た バ ッ

フ ァ に 懸 歯 す る ｡ 制 限 酵 素 で 闇 噺 す る 曙 披 ､ 且O O

p l の 聯 限 酵 素 凋 バ ッ フ ァ お よ び 1 O .
p ヱ のIS o 且 . 5 で

蒋 解 し ､ 3 7 ℃ 3 0 鎗 加 温 後 ､ 制 限 静 養 で 切 断 す る ｡ 野

栄 転 換 に 伺 い る 時 は5 0 m 円塩 花 カ )i , シ ウ ム で 懸 瀦 し て

用 い る ｡

⑧ 2 分 遣 心 後 ､ チ 且
- プ を ア ズ ビ レ - ク ー

で 約 3 0 分 ひ

き ､ エ タ ノ ー ル を 完 全 に と 8i
.

.

し ､ 目 的 に 応 じ た バ ッ

フ ァ に 懸 海 す る ｡ 卸 間 酵 素 で 堺 噺 す る 噂 は ､ l o o

p l の 朝 慣 酵 素 用 バ ッ フ ァ お よ び 1 0 p l の S o l . 5 で

溶 解 し ､ 3 7 ℃ 3 0 分 加 温 後 ､ 制 限 酵 素 で 切 断 す る ｡ 形

栄 転 換 に 用 い る 時 は5 0 m n 塩 碓 カ )i , ㌢ り ふ で 懸 凍 し て

用 い る ｡

㈹ D N A の 制 限 酵 素 に よ る 切 断

( a) 完 全 切 断

D N 盈 1 p g に 対 し て 1
- 3 こ乙 ニ ッ ト の 酵 素 を 加 え ､

2 - 3 時 間 反 応 さ せ る ｡ 反 応 の 停 止 は ､ 6 5 ℃ で 1 0 分

加 温 す る か ､ B ㍗B - S O S - G l y c e r o l ( 0 . O Z 5 % - 5 % - 5 O

% ) を2 0 % 加 え る ､ の ど ち ら か に す る ｡ 反 応 条 件 は

T a b l e 6 に 示 し た ｡
ニ 垂 切 断 の 場 合 は ､ 鮎月d I ⅠⅠ 等

の 反 応 条 件 で ､ 同 時 に 行 う か ､ 切 れ 難 い 方 の 酵 素 で

切 断 し た 後 ､ 反 応 条 件 を 変 え て ､ も う 一 方 の 酵 素 で

切 断 し た ｡ 1 p g の I D N 且 を 1 時 間 で 完 全 に 切 断 で

- 1 3 2 -



T a bi e 6 C o mp o s i 七i o n of T e a C もi o n 悶i 舶弧T e Of r e 如 Ti cもi o畠 即d o 虫覗C且朗 S ¢S

i 馳s t ri c もi o n T Ti s - 配1 鞄CI N aC l 鑑C1 2 一 触T C ap もo
- 反応温度事

i e nd o n tl C l e a s e p田 7 ｡ 5 e t h a n ol 壬

l 旦 虹

i A c cⅠ 10 mH I O n 朋 5O m 門

I 8 a m 別

川g l ヱⅠ

I H a e ⅠⅠ

川i n cⅠ王

川i n d Ⅲ

畑i n f l

i 削 u Ⅰ

f P s tI

Z S a 王Ⅰ

6 m門 37 ℃ Z

i 虹

′i 虹

i 虹 ニ

Z X h o Ⅰ 6 m 門 6 m門 1 50 mn

こ _ +

37 ℃ニ ⊥ 笠

迎艶 _ - む些虹 _ _ - _ 塾笠

6 m門 3 7 ℃

- 1 3〕
-



蓉 る 登 審 且 皿 ニ ッ 軒 と 普 通 定 塞 き れ て い る .

糾 部 分 闇 噺

D 柑盈 且 p 農 に 対 し て ､ 且 皿 ニ ッ ト の 静 轟 番患甜 え ､

5 ､ 且0 ､ 且5 ､ 3 ¢ ､ 6 O 分 ご と に を の 一

部 巻 取 り ､ 6 5 ℃

で 且0 鎗 加 温 し て 反 応 客 止 め ､ ア ガ ロ - ス 優 艶 泳 動 で

固 断 状 麿 壕 確 か め る ｡

( 且且) E? N 盈 の ア ガ ロ
- ス ゲ ル 奄 気 泳 動

( 紘 )

監続 発 ｡ 装 置 遜

奄 兜 泳 動 バ ッ フ ァ は ､ B バ ッ フ ァ ( 8 9 m 朗 T T 畳s ､ 8 9

四日凍 ウ 酸 ､ 望｡ 5 田朗E D T 且 ｡

2 N a ､ p 措 8 ｡ 逮) あ る い は ､ E P

バ ッ フ ァ ( 8 9 m 円 甘T i s ､ 8 . 9 獅増車 ウ 酸 ､ 且2 . 5 m 田E D T A ･

2 封a ､ p 封 8 ｡ 2 ) を 使 博 し た ｡ ゲ ル 避 度 は ､ 0 ｡ 5 ､ 0 ｡ 7 ､

0 ｡ 8 ､ 且｡ 0 ､ 且｡ 5 % を 便 周 し た ｡ 泳 動 装 置 は ､ 垂 直 型

ス ラ ブ 簡 党 泳 動 装 置 お よ ぴ 永 平 璽 ス ラ ブ 電 気 泳 動 装 置

番 潤 い た ｡ 軒 )i / サ イ ズ は ､ 垂 直 型 披 ､ 且壇O 冨 1 銅 賞 達

郎侶 ､ 凍 帝 要 は ､ 且0 5 Ⅹ 且O O 富 5 m 捌 で あ る ｡ ト ラ ン ス イ

ル ミ ネ -

ク
ー は C - 6 且 ( U L耳R 慮

一 瞥I O L E T P 段O D u C 甘S ) 各 便

摺 し た ｡

監捜 傍題

サ ン プ ル は ､ B P B - s o s - ダ 7] セ 田 -

ル を2 0 % 加 え て i O

- 5 O p l を 泳 動 し た ｡ 垂 直 型 ス ラ ブ ゲ )i / で は ､ B バ ッ

フ ァ 審 健 潤 し た 時 紋 ､ 定 電 圧 で 8 0 - 1 2 粥 ､ 6 - 3 時 間

泳 動 を 行 い ､ 正P バ ッ フ ァ 濠 便 潤 し た 時 は ､ . 定 電 波 で 8 0

1 - 且2 O m 且 7 - 速 曙 関 泳 動 を 行 っ た ｡ 永 乎 型 ス ラ ブ ゲ ル

- 1 3 i - I



で は ､ 定 職 匠 で 3 岱 - 8 0 V ､ 望0 - 5 噂･･ 閤 ､ B バ ッ フ ァ 沓

健 潤 し て 級 数 審 給 っ た o 泳 動 鰻 ､ 盗 チ ジ や ム プ ロ マ イ
h

ド 凱 5 - 望 郎 農 / 約息巻 食 む 泳 動 バ ッ フ ァ 坤 で 2 0 分 染 亀

陵 ､ 且0 - 6 0 分 間 泳 動 バ ッ フ ァ あ る い は 漉 で 脱 色 し た ｡

軒 テ ン ス イ }む 葛 藤 -

♂
-

に よ り ゲ ル 下 面 か ら2 5 趨 助m の

紫 外 線･ 沓 照 射 し て ､ 写 遮 磯 彰 沓 行 っ た ｡ 各 部 限 酵 素 闇

噺 フ ラ グ メ ン 恥 の サ イ ズ は ､ 臥量遇d ‡笠‡ 闇 噺 l フ ァ - ジ

D 国風 あ る も1 は ､ 腰i gl君ヱ 嚇 噺 p 迅凝32 2 E) 紺色審 問 時 に 泳 動 し

､ 骨 れ ら の 移 動 庶 と 骨 イ ズ よ り 換 馨 線 番 俸 威 し ､ 各 プ

ラ グ メ ソ 計 の 骨 イ ズ 杏 単 ロ ベ - ス 紬b ) と し て 澄 功 し

た ｡
戊 D N 晶 の 雅量皿d 昔昔Ⅰ 堺 筋 プ ラ ダ メ ソ ト は2 3 ｡ 7 ､ 9 ｡ 趨6 ､

6 . 6 7 ､ 趨｡ 2 6 ､ 2 ｡ 2 5 ､ 且｡ 9 6 ､ O . 5 9 女b で あ り ､ p B 虫3 2 2 D N A

の 琵i m 君‡ 切 断 フ ラ グ メ ソ 軒 は且｡ 6 3 ､ 0 ｡ 5 2 ､ 0 ｡ 5 且､ 0 ｡ 凌0 ､

0 . 3 0 ､ 0 ｡ 2 2 ･

b O ｡ 2 批 b で 凝 る ｡

( 且2 ) 詔 m エ - 溶 薗 接 を 潤 い た プ ラ ス ミ ドD 紺慮 の 娩 出

甘､

｡
E c 鹿ぬa T d も

( 85 ) の 方 披 番 数 廃 し 允 ｡

望O p 且 臥y s占z y 払¢
'

朗i 賞もu T e ( 7 5 O O Ⅶn 畳七s / 獅且 且y s o z y 田e

O ｡ 3 u 盈i もs / 捌且 凝N a s e ､ 0 ｡ O 5 % 患P B ､ 2 0 % F i むo 且ユ 逸O O

畳n 富野 払胡f 紬 T ) i= 詔 ロ エ - 審 楊 枝 で 抄 し 敬2 - 3 価 程

度 懸 歯 轟 せ ､ 5 分 室 濫 放 置 す る ｡ O v e T l 叩 朗まR も胡 r e･ (

凱 2 % S D S ､ 5 ｡ O % F i c o 且且 壇0 0 ､ ･ i n 正P b u f 宕e r ) 壕

3 0 郎 且 知 見 甘O T もe x ミ キ サ ー 沓 か 抄 ､ 6 5 ℃ 3 8 鎗 加 温 す る ｡

加 温 後 す (
.

に ミ 拳 骨 - 審 し っ か り か 柑 ､ 忠P B - S O S - グ 7)

せ ロ - ル 沓且8 卵 呈 加 え ､ E P バ ッ フ ァ 審 健 属 し た ア ガ ロ

ー

1 3 5
-



- ス 電 気 泳 動 巷 行 う ｡

( 1 3 ) D 対鬼 フ ラ グ メ ン ト の ク 田
- ユ ン グ ( 8る )

( BL) D 封A の 制 限重野 素 に よ る 切 断

D N A 且 p g を 審 馨5 O p ヱ に し て ､ 通 常 の 免 停 で 制

限 酵 素 で 切 断 す る ｡ ク ロ
ー よ ン ダ ベ ク タ - へ の 御 限

静 養 切 断 フ ラ グ メ ン ト の タ ロ
- ユ ン グ の 場 合 は ､ ク

田 - ニ ン ダ ベ ク タ ー と つ な ぎ た い フ ラ グ メ ン ト の を

ル 地 番 1 ･

. 且 に し て ､ 全 D N A 凍 定 番 i p g / 5 0 p l

と す る ｡ 間 取 酵 素 の 番 頭 が 異 な る 噂 は ､ 別 々 の チ 且

- プ で 御 節 し ､ 切 断 反 応 停 止 後 に 食 わ せ ､ 全 D N A 濃

度 杏 1 p g / 5 0 p ユ と す る ｡
､

セ ル フ ク ロ ー ユ ン グ の

場 合 娃 ､ プ ラ ス ミ ドD N A 1 p g を 制 限 酵 素 で 堺 新 し

た ｡ 染 色 鉢D N A フ ラ グ メ ン ト の ク ロ
ー ニ ン グ は ベ ク

タ ー プ ラ 東 ミ ドD N A : 染 色 体 D N 盈 の 垂 馨 比 を 2 : 1

に し て ､ D N A 2 - 3 p g / 5 0 p i に な る 様 に し た ｡

”) ラ イ ダ ー シ 訂 ン ( L i s a t i o zl)

制 限 酵 素 に よ る 堺 断 反 応 を6 5 ℃ で 1 0 - 1 5 分 加 温 し

て 停 止 し た 後 ､ 用 時 鋼 製 の 2 倍 濃 度 の ラ イ ダ ー シ ョ

ン 混 合 溶 液 を5 0 p l 加 え ､ 1 0 0 p 且 の ラ イ ダ ー シ ョ

ン 反 応 液 の 終 澄 渡 を6 0 m H T r i s - 托C l p H 7 . 5 ､ 1 0 rn 門塩

化 マ グ ネ シ ウ ム ､ 1 O m 出
■
D T T ､ 0 . 0 5 m 門 且T P に 合 わ せ る ｡

T 4 D N 鳥 7) ガ ー ゼL% c o h e s i v e e n d の 場 合 は ､ O . 2 u n i t s ､

f l u s h e n d ( E i n c I I ) や 染 色 捧D 打点 フ ラ グ メ ン ト を

タ ロ - ユ ン グ す る 噂 は ､ 1 - 2 u n i t s / 1 p g D N 且

- 1 3 6 -



加 ぇ ､ 且
･2 ℃ ､ 且8 時 間 反 応 さ せ た ｡

( c) # # & *

反 応 液 に 塩 花 カ ル シ ウ ム 沓 終 感 度5 軸 削こ な る 様 に

加 え ､ 田 約 と す る 菌 昧 へ 野 党 転 換 を 給 っ た 8

(且逢) 制 限 酵 素 に よ る 突 発 プ ラ ス ミ ド の 鱒 成

欠 党 プ ラ ス ミ ド は 制 限 酵 素 に よ る 完 全 樹 齢 あ る い は

部 分 轡 噺疲 ､ せ ル フ ラ イ ゲ
- シ 評 ン 濠 行 う こ と に よ り

雁 威 し た ｡ 完 全 堺 筋 に よ る せ ル ア タ ロ
- ユ ン グ の 粛 法

は ､ 実 験 方 接 ( 且3 ) に 示 し た ｡ こ こ で は ､ 潮 限 酵 賓

斑i n c ⅠⅠに よ る 部 分 切 衝 に よ る , p T ¥ 1 3 2 お よ ぴ p T 嘗1 3 3 の

館 成 捻 に つ い て 述 べ る ｡

2 0 p g の プ ラ ス ミ ドD 阿鼻 を 伺 い ､ 3 7 ℃ に 採 温 し た 5 O O

j2 且 の 反 応 液 中 へ 2 0 温 ニ ッ ト の H i 茄C ‡‡を 加 え ､ 5 ､ 1 0 ､

且5 ､ 3 O ､ 壇5 ､ 6 0 分 娩 に 8 0 p 且 ず つ と り ､ 6 5 ℃ で 且5 分 加

温 し 反 応 を 鮮 血 さ せ た ｡ 爵 反 応 サ ン プ ル よ り2 0 p 且 を

と り ､ ア ガ ロ
- ス ゲ ル 電 気 泳 動 に か け ､ プ ラ ス ミ ドB N 且

が 部 分 堺 噺 さ れ て い る サ ン プ )i ) を 確 寂 し ､

′
そ の サ ン プ

ル 5 0 p l 沓 ( 1 3 ) の 方 法 で ラ イ ダ
ー シ 哲 ン を 行 っ た ｡

C 6 0 0 の 形 質 転 換 棟 は ､ カ サ マ イ シ ン 2 5 p g / m l お よ

ぴ セ フ ァ ロ T] ジ ン且2 ｡ 5 jL g / 榊1 含 有 平 板 で 選 択 し ､ 耐

性 パ タ
- ン ､ コ

Y] シ ソ E l 藤 生 韓 ､ 免 疫 能 ､ β
-

ラ ク ダ

マ - ゼ の 基 質 特 異 性 を 翻 ペ ､ ま た プ ラ ス ミ F D N 盈 を 綿

製 し ､ 制 限 酵 素 で 切 断 し 矢 先 儀 域 を 決 定 し た ｡

- 1 3 7 -



(且5 ) 葦 瀦 瀞 鰹 魔 の 輔 定

耐 性 麓 は 一 審 天 平 転 籍 釈 法 に よ り 珊 定.し た ｡ 被 換 薗

の 且8 時 間 噂 審 液 沓且O O 倍 瀞 釈 後 ､ 5 p 且 を 寵 々 の 濃 度

の 薬 前 審 含 有 す る 雷‡寒 天 平 板 あ る い 琴田原寒 天 平 板 へ 操

車 し ､ 3 7 ℃ あ る い は3 0 ℃ に お い て 且8 時 間 堵 尊 後 ､ 耐 性

健 を 菌 の 発 育 審 阻 止 す る 濃 か の 薬 荊 感 度 ( 最 林 発 育 阻

血 濃 度 ､ 耶 C ､ m i n i 朗a l i fl由i b i もo r y c o 並C e n もr a t i o n )

あ る い は ､ 発 育 で き る 最 大 の 牽 荊 凍 度 ( 慶 大 発 育 許 容

磯 度 ､ 舶 C ､ 用 a X i m 払 出 a l l o 脚i n軍 C O n C e n もT a も呈o n ) を 珊

定 し ､ こ れ を p g / m l で 示 し た ｡ な お 接 種 に は ､ ミ ク

ロ プ ラ ン タ ー

■
( T ¥ P E 削 T - P 佐 久 間 選 伸 餅 L t d ｡ ) を 招

い た ｡

( 1 6 ) ♂
-

ラ ク 夕 マ - ゼ の 粗 野 素 液 の 調 製 と 清 隆 珊 定 法

( a) 粗 野 素 液 の 鋼 製

B 耶 プ 田 ズ ー

夜 前 培 養 液 を 新 し い B 壬‖ ブ ロ ス 1 0 -

2 0 O m 王に 加 え ､ 3 7 ℃ で 対 数 増 殖 新 中 斯 ( O D 6 1 0 n m -

O . 5 ) ま で 培 養 す る ｡ 遠 心 紫 蘭 ( 8 , 0 0 0 T 卵 ､ 1 0 分 ､

O ℃ ) 後 ､ 蘭 鋳 を P 邑S 一 触 ( 1 紬 H 7) ン 酸 バ ッ フ ァ p 打

7 . 0 ､ 0 . 6 8 % 塩 碓 サ ト 7) ウ ふ ､ 且 m 門硫
l

酸 マ グ ネ シ ウ

ム ) で 洗 浄 し ､ O ｡ 1 消 7) ン 酸 バ ッ フ ァ p H 7 ｡ 0 ( ミ ク

ロ ヨ
- ド 法 の 場 禽 はO . 8 5 H 7] ン 酸 バ ッ フ ァ ) 1 2 - l 壇

瑚1 に 懸 藩 後 ､ s o n i 雷i e r ( c e 旦1 a i s r tl P 七o T 2 0 0 ､

B r a 丑S O n ) 番 僚 周 し て 淑 冷 破 砕 ( o 屯 紬 u も ,6 . 5 ､ 且 -

2 分) す る ｡ 遠 心 ( 且7 , O O O r 卵 ､ 2 O 分 ､ O ℃ ､ ミ ク

-

1 3 8
-



田 詔
- .ド 練 の 噂 禽 絵3 2 , り¢¢F P 銅 ､ 塵5 鎗 ､ 0 ℃ ) に よ

り｡ 細 胞 液 砕 断 線 番 除 去 し た 止 滑 容 貌 静 塞 液 と す る .

糾 晴 殴 潮 定 接

s a T g e m 七 接
( ⑳7 )

､ p e r T e も鎮
( 亀亀 )

､ ミ ク ロ ヨ
-

ド 法

( 卵 ) は ､ S a 糾a 立 寄 の 絶 観
( 90 ) に 経 っ た ｡

な ･お ､ 且 皿 ニ ッ = ま ､ 3 0 ℃ で 庵 鎗 1 p 糊0 旦 の 基 質

を 永 解 す る β
-

ラ ク ダ マ - ぜ 清 隆 で 凝 る ｡

( 且7 ) 9
- ガ テ ク か シ ダ - ゼ の 艶 酵 素 液 の 鋼 製 と

清 隆 郵 定 法

(a) ♂
-

ガ ラ ク F L シ ダ - ぜ の 粗 静 養 液 の 鋼 製

C
.
f r e Ⅶn d i i G 対3 4 6 番 カ ザ ミ } 観 の み を 炭 素 療 と

し た 庶 曙 地 で 宏O ℃ に て 前 噂 養 す る ｡ 1 5 O m l の 同 培 地

に 5 倍 静 釈 し た も の を 2 本 俸 り ､ 坂 口 コ ル ペ ン で ､

O D 5 鯛 皿m - 0 . 5 ま で 坂 と う 噂＼養 す る .

一

本 に ダ )i , コ

- ス 沓 5 % 加 え ､ 1 0 分 振 と う 後 ､ グ ル コ - ス 添 加 ､

無 添 加 と もⅠs o p T O p y 卜 β - D 一 組 i o -

g a i a c t o s i d e (

ⅠP T G ) 番 線 濃 度0 ｡ 5 m F3 に な る よ う に 加 え ､ そ れ ぞ れ

3 本 の 坂 口 コ ル ベ ン に 5 紬 1 ず つ 分 注 す る . ぞ の う ち

の 一

本 ず つ に べ ン ジ }L , ペ ニ シ 7] ン 8 .0 0 p g / M)且沓 加

ぇ ､ 飽 の 一

本 と と も に 2 O ℃ で 振 と う 培 養 す る ｡ 戎 り

の 坂 口 ヨ ル ペ ン ー

奉 ず つ ば す み や か に 3 7 ℃ に 培 養 温

度 沓 移 し ､ 巌 と う 培 養 す る 8 時 間 ご と に サ ン プ )t J 巻

6 本 の 坂 口 コ ル ベ ン よ り且0 鉛且ず つ と り ､ す ば や く 終

濃 度 且 m 招に な る 棟 に サ ト 7) や ふ ア ザ イ ド を 加 え ､ 遼

- 且3 9 -



心 褒 薗 ( 5 , O O 恥 p 獅 ､ 且0 鎗 ､ 0 ℃ ) す る ｡ 0 甘 且塵門 塩 碓

サ ト 7] ウ ふ で 薗 線 番 洗 浄 後 ､ 且2 悶且 の 0 . 且朋ワ ン 酸 バ ッ

フ ァ ( p 汚 7 ｡ 0 ) で 懲 潰 し ､ 超 音 薮 破 砕 し ､ 遼 心 (

且7 , 0 0 0 r 卵
■

､ 2 O 分 ､ 0 ℃ )
J
後 ､ 上 滑 を酵 素 試 料 と し

て ､ ♂
- ガ テ ク ト シ ダ

ー ゼ 活 性 お よ び β
-

ラ ク ダ マ

- ゼ 清 隆 を 潮 定 し た ｡

糾 β
- ガ ラ タ ト シ

.
ダ - ゼ 演 後 期 定 法

( 91 '

o ｡ 1 F M ] ン 酸 バ ッ フ ァ ( p 詔 7 ｡ 0 ) で 適 度 蕎 釈 し た 酵

貴 拭 料 5 飢1 へ シ ス テ イ ン 溶 液 ( 2 0 m g / 招1 ) i m l を 加

え 37 ℃ で 3 分 加 温 陵 ､ 3 7 ℃ に 保 っ た 0 ｡ 0 1 門 O N P G 溶 液

( o 一

男i もT O P h e n o ユ g a i a c 七o s 且d e ) 1 朗ユ沓 加 え ､ 3 7 ℃

で i 5 分 恒 温 反 応 さ せ る ｡ 1 朋党 酸 サ ト 7) ウ ム 溶 液 1 田1

を 加 え 反 応 を 停 止 さ せ ､ 1 5 分 間 重 患 放 置 す る ｡ O . i 朋

7) ン 酸 バ ッ フ ァ を 対 照 と し て 舶 2 0 n nl を 測 定 し ､ 陵 墓

線 よ り 生 成 し た 0 - ニ ト ロ フ 皿 }
- ル ( O N P ) の 聾 者

算 出 し た ｡ 同 時 に L o w T y 法 に よ り 酵 素 試 料 の 賓 由 馨

杏 郵 定 し ､ 細 粒 壮 途 章 自 登 あ た り の 酵 素 産 生 登 で 表

し た ｡

β
-

ガ ラ グ ト シ ダ
ー ゼ 活 性 1 ユ ニ ッ ト

ニ 1 p m o l o f O由p / m 呈n

( 1 8 ) 賓 自 紫 の 定 馨 法

L o w r y 等
( 92 ) の 方 注 に 縫 っ た ｡

- 1 4 0 -



(且9 ) 栄 審 要 求 殴 の 判 定

D a
9

v i s の 濃 か 噂 鞄 に ア ミ ノ 酸趨O p g / m l を 加 え て ､

ア ミ ノ 酸 要 求 性 杏 樹 ベ た o 鰭 利 潤 健 捻D a v i s の 濃 か 戦

地 凝 る も､ は ､
ニ ッ ス イ の P 腎㌘ 基 礎 境 地 ､ 糖 分 解 読 敏 雄

草 食 威 基 礎 培 地 に 陣 容 且 % 加 ぇ て 判 定 し た ｡ 菌 の 噂 養

は ､ L プ 田 ス ま た は B E Ⅰ プ 田 ス で 行 い ､ ¢｡ 1 鯛 塩 花 ナ

計 Y] ウ ふ 溶 液 ま た は D 品甘i s の 濃 か 培 地 の バ ッ フ ァ で 2

固 遼 心 洗 浄 し て ､ ミ ク ロ プ ラ ン タ - で 凍 磯 す る か ､ コ

ン テ ッ ジ で 塗 布 し た ｡ 多, 数 の コ 田 ニ - を 判 定 す る 噂 ほ

u プ 7] カ 娃 に よ っ た ｡

( 2 0 ) せ フ ァ ロ ス ポ 7J ナ - ぜ の 温 度 誘 導 実 験
( 5 0 )

2 O ℃ 一

夜為n Ⅰ プ ロ ス 前 培 養 液 審O D 6 且O n m - 0
. 且に な

る 棟 に 5 - 且0 倍 蒋 釈 し ､ O D 6 1 0 n m - 0 ｡ 5 ま で 振 と う し ､

O D 6 且O n 血 - O . 且に な る 棒 に 趨2 ℃ ま た 捻2 O ℃ の 新 た な プ

ロ ス で 番 釈 し ､ 趨2 ℃ ま た は 2 0 ℃ で 15 分 加 温 後 を 0 分 と

し て ､ 3 7 . ℃ ま た は2 O ℃ で 振 と う 培 養 を 続 抄 ､ サ ン プ }t ,

を 時 間 ご と に 鋼 製 し た ｡ 2 0 ℃ で 捜 侍 し た 方 の 健 をb a s e

且i m e と し て 対 照 に と っ た ｡ 4 2 ℃ 1 5 分 加 温 す る 捜 俸 は ､

後 に 省 い て も 結 果 に ほ と ん ど 相 違 が 見 ら れ な い こ と が

わ か り ､ 省 い て 2 0 ℃ か ら3 7 ℃ に す (
＋

に 誘 導 を か 抄 た 堀

金 も あ る ｡

農 時 間 の 誘 導 を 見 た 噂 は ､ 2 0 ℃ 一

夜 B E ‡ プ ロ ス 蔚 噂

薬 液 をO D 6 1 0 n m - 0 ｡ 1 に な る 様 に 5 - 且0 債 務 釈 し た も

の を 2 本 俸 り ､ O D 6 1 0 n m
.

- 0 ･ 2 - 0 ･ 3 ま で 振 と う し -

- 1 4 1 -



一

本 を 3 7 怒 に 移 し 窮 尊 者 行 い ､ 時 間 ご と に 骨 ン プ ル を

粛 饗 し た ｡

( 2 且) セ フ ァ 由 ス ポ
7) サ

ー ぜ の 革 新 魂 専 業 駿
( 35 )

2 0 ℃
一

夜 B 器Ⅰ プ ロ ス 前 場 養 液 を O D 6 1 0 n 郎
- 0 ｡ 1 に な

る 様 に 5 - 且0 債 務 釈 し ､ O D 6 且0 血m - O . 5 ま で 振 と う し ､

磯 舟 の 繊 度 の 9
-

ラ ク ダ ム 抗 生 物 質 を 加 え て 且 - 2 ｡ 5

時 間2 0 ℃ に て 振 と う 堵 餐 を 行 い ､ サ ン プ )i / を 鋼 製 し た ｡

( 2 2 ) 抗 政 情 の 鋼 製 法

E l f r e u n d i i G N 3 4 6 の 精 製 し た 母 フ ァ ロ ス ポ
7) サ ー

ゼ に 対 す る 抗 血 清 はS a 醐a 皇 等
( 9 ･3 ) の 方 法 に 従 い 詞 饗 し ､

‡g G 分 画 は 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 毅 に よ っ て 鋼 製 し た

( 9み )
○

抗 血 清 の せ フ ァ ロ ス ポ 7] サ
ー ゼ に 対 す る 影 響 をま ､ 3 0

℃ で 1 8 分 ､ 8 . 0 5 門 7) ン 酸 バ ッ フ ァ 申 で 抗 血 清 と セ フ ァ

ロ ス ぜ 7) チ - ゼ を 反 応 し ､ ミ ク ロ ヨ
ー ド 経 で 残 存 セ フ

ァ ロ ス ぜ 7) チ - ゼ 清 隆 を 謝 定 し た ｡ 対 照 に は 正 常 血 清

審 加 え た ｡

( 2 3 ) 外 膜 賓 由 の 分 離 と 電 気 泳 動

( a) 舛 膜 蛋 白 ゐ分 離

外 膜 蛋 白 は 舷 梯 等
( 9 5 ) の 方 娃 に 従 い 摂 南 分 の

S a T C O S y l N L
- 9 7 不 浄 両 分 と し て 飼 凝 し た ｡ 3 7 ℃ ､

P e n a s s a y ブ ロ ス 2 0 m ユ
ー

夜 培 養 菌 液 を 桑 園 ( 8 , O O O T P 田 ､

-

1 4 2
-



且5 鎗 ､ 逢 怒 ) し ､ 0 . ¢且悶 Y] ン 酸 j 官 ッ プ ア ( p 甜 7 ｡ 0 )

で 洗 浄 後 ､ 0 ｡ 且鯛 β
-

メ ル カ プ ト 五 夕 j - ル 禽 蘭

0 ｡ 0 且朋 T] ン 酸 バ ッ フ ァ 且2 mi 且るこ 懸 淘 し ､ 凍 冷 下 で 超 育

鍍 破 砕 し ､ 遼 心 (且0 , 0 0 0 T p 悶 ､ 1 0 分 ､ 凌 ℃ ) し て ､

止 滑 番 鎗 敬 し た ｡ 更 に こ の 且 滑 を 遼 心 ( 3 3 , ¢0 0 T P 脚 ､

3 0 鎗 ･ ､ 度 ℃ ) し ､ 侍 ら 甑 た 凝 蘭 分 くべ レ･ツ 軒) 審 嘉

常 永 適 当 馨 に 怒 淘 し ､ 終 磯 度 2 - 3 % に な る 棟 に ､

S a T C O S女且肌 - 9 了 溶 液 審 加 え 一 重 温 で 3 0 鎗 放 置 後 ､ 遠

心 ( 3 3 , 0 0 0 T p m ､ 趨0 分 ､ 塵 ℃ ) し ､ 養 常 永 で 洗 浄 後

且 m 且 の 養 常 永 で 懸 瀕 し ､ 外 膜 試 料 と し て 伺 い た ｡

軸 外 膜 蜜 由 の S D S 一 都 7] ア 91 1] ル ア ミ ド ゲ )i / 噂 気 泳 動

神 尾
( 9 6 '

､ L a e 約m l i
( 9 7 ) の 方 接 を 一 部 改 良 し て 行

っ た ｡ 熱 源 賓 由 試 料 ( i - 3 脚g / m 旦) に 同 登 の サ ン

プ )L J バ ッ フ ァ ( 0 . 5 朋 T T i s - だC l p n 6 . 8 1 2 ｡ 5 m ユ ､ 且0

% S D S 2 O m 且､ 9
- -

メ ル カ プ 計 ユ タ ノ - )L J 5 m 且 ､ ダ T]

せ 田 - ル 1 O m 旦 ､ プ ロ 母 フ & }
-

)i , ブ ル ー 0 ｡ O O 望 % )

番 加 え ､ 且0 0 ℃ で 2 分 加 熱 す る ｡ 5 % 凝 縮 ゲ ]t / ( ブ

タ Y) ル ア ミ ド : ビ ス ア ク 7] ル ア ミ ド - 3 O ; 0 ｡ 8 1 m 且 ､

且. 5 月 T r i s 一 児C 且 p 打 6 ｡ 8 且｡ 5 出且､ 1 0 % S I) S 0 . 0 6 m l ､

甘藍朋E D 3 p 且 ､ 蒸 留 永3 ｡ 3 8 m l ､ 1 0 % 過 硫 酸 ア ン 骨 こ

ウ ふ 0 ｡ 0 6 田且) ､ 且0 % 分 離 ゲ ル ( ア ク T) ル ア ミ ド : ど

ス ア ク 7] )i , ア ミ ド - 3 0 : 0 . 8 5 折畳､ 且｡ 5 Fg T T i s - 讃C 且

p 腰 8 ｡ 8 3 ｡ 7 5 m 且 ､ 且0 % S D S
.
O . 1 5 m 且 ､ 甘E 招琵D 5 p 且 ､

濃 蘭 永6 ｡ 0 2 m i ､ 1 0 % 過 硫 酸 ア ン モ エ ウ ム 0 . 0 7 5 m l )

お よ ぴ 泳 動 バ ッ フ ァ ( T r 畳s 3 ｡ 且g ､ グ リ シ ン 1 逢. 軸 ､

-

l 壇3
-



s D S 且｡ 0 名 / 且 p 討 8 ｡ 郎 を 潤 い て ､ 垂 直 型 ス ラ ブ ゲ ル

電 気 泳 動 装 置 で i 願 出厚 さ の ゲ ル で ､ 定 電 波1 2 . 5 m 且

2 4 5 時 間 泳 動 後2 5 舶 且. 5 曙 関 泳 動 し た ｡ 漁 色 は 染 色

液 Ⅰ ､ 正 ､ 避 で
一 時 間 ず つ 行 い ､ 且O % 酢 酸 で

一

夜 顔

色 し た
( 9 8 )

｡ 鞄 包 蔵 ‡ は 2 5 % イ ソ プ ロ パ }
-

ル ､

o ｡ o 2 5 % ク マ シ
- プ T] 7) ア ン ト プ ル -

､ 1 0 % 酢 酸 混

液 で ー 染 亀 液 韮 捻10 % イ ソ プ ロ パ }
-

ル ､ 0 . 0 2 5 %

ク マ シ
- プ Y] 7] ア ン ト ブ ル

ー

､ 且0 % 酔 酸 混 液 で ､ 染

色 液 避 妊0 ｡ O O 2 5 % ク マ シ
-

ブ 7] 7) ア ン ト ブ ル
ー

､ 1 0

% 酢 酸 混 液 で あ る ｡ 分 子 馨 マ
ー カ ー は 次 に 示 し た ｡

賓 由 輩

P h o s p もo T y 且a s e 也

盈1 b u BI i n

O v a 且b 11 m i n

C a r b o n 畳c 農地 y d r a s e

甘r y p s i n ‡n h i b i 七o r

- 1 4 4
-

分 子 登

9 逢, 0 0 0

6 7 , 0 0 0

塵3 , 0 0 0

3 0 , 0 0 0

2 0 , l o o
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