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プ ラ ス ミ ドの複製と安定維持 に 必要な D N A 領域

金沢大学が ん研 究所生物物靴部門

守 家 成 紀

川許和6 0 年1 2 月2 3 甘受付1

S 吻 毎 加 o c c 祝ぶ 戊鋸 柁 鋸ぶ か ら 単離さ れ た カ ナ マ イ シ ン耐性 プ ラ ス ミ ド p U B l l O は 風7 rオ肋 ご ざ乙 舶J由 に

お い て も増殖可能であ る．
こ の プ ラ ス ミ ドの 複製開始機構 と分配機構を調 べ るた め に

，
種々 の 欠失プ ラ ス

ミ ドを作成 して 且 5鋸 は 掠 に お け る自 己複製能
，
形質転換能及 び安定性 を検討 し た． 制 限酵素で切 断し た

D N A 断片を用 い た解析 か ら， こ の プラ ス ミ ド の 自己複製 に 必 要な 機能は複製開始点を含む 163 1 塩基対か

らな る T a q ト H p a II D N A 断片 に 含ま れ て い る こ と が明 ら か と な っ た ． 塩基 配列決定の 結果
，
こ の D N A

断片内に は 303 アミ ノ 酸を コ ー

ドす る オ
ー プ ン リ

ー

デ ィ ン グ フ レ ー ム くO R FJ が存 在す る こ と を 見い 出 し

た ． しか も
，
こ の O R F 内に 含 まれ る 2 個 の T a q I 部位 を切断す る と複製能 を失う こと か ら， こ の O R F は

プラ ス ミ ドの 複製 に 必要な蛋白くR E P 蛋 削 を コ ー ドし てい る遺伝 子 で あ ると 考 えられ る． 核酸 分解酵素

B a1 31 を用 い て作成し た種々 の 欠失 プ ラ ス ミ ドの 且 s 祝如才g ね に お け る安定性を検討 した 結果， 以 前 に 且

S u biili s 細胞膜と の 結合活性が認 めら れ て い る M b o I D N A 断片C B A 3 領域1 に 欠失が 及 ん で い る 2 種の

プ ラ ス ミ ドが 非常 に 不安定 であ っ た
．
こ の 領域の塩基配列 を解析 した結果， 数種 の ス テ ム ー ル ー プ構造が

形成可能 で あり， 不 安定な プ ラ ス ミ ドで は こ の 構造に 欠失が 生 じて い る こ とが わ か っ た ． ま た， こ の B A 3

領域 に 欠失が 生 じてい る プ ラ ス ミ ドで は 且 ざ祝抽 ぬ 形質転換活性が他 の プ ラ ス ミ ドの 1 ハ0 以 下 に 低下す

る こと が見い 出され た． さ ら に
，
こ の 欠失プ ラ ス ミ ド に 新 た に B A 3 領域 を有す る D N A 断片を 挿入 す る

と
，
プラ ス ミ ドの 安定性及 び 且 ぶ鋸如 嶽 形質転換活性 は共 に B A 3 領域 を有す る他 の プラ ス ミ ド の レ ベ ル

に まで 回復 した
．
こ れ らの 結果か ら ，

ス テ ム ー ル ー プ構造 が形成可能な B A 3 領域 は プ ラ ス ミ ドの 安定維持

と 且 5鋸如才J怨 を効率よ く形質転換 させ る た め に 共 に必要 で あ る こ と が 明ら か とな っ た ． また ， 細胞 内で の

相同 D N A の組み換 え活性 を失っ て い る 柁 C g一株 を 及 ぶ衰粛紘 形質転換の 受容薗と して 用 い た場合 に は，

柁 亡君
＋

株で 観察さ れ た B A 3 領域 の 欠損 に 伴 う形質転換活性低下 現象が よ り顕著 に あ らわ れ た
．
こ の こ と

は， p U B l lO を改良 して 且 ざ衰粛桁 に お ける 新 しい ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ
ー

を作成 す ると き ， そ の 作成過程

で B A 3 領域 を失わな い よ う に 注意す る必 要が あ る こ と を示 して い る
．

K e y w o r d s p l a s mi d ， r e p li c ati o n ， St a bilit y ， t r a n Sf o r m a bilit y

プ ラス ミ ドが 細菌細胞 で 安定 に 維持さ れ る た め に

は
，
プ ラス ミ ド D N A が複製され ， さ ら に 新生プ ラ ス ミ

ド分子が 2 個の娘細胞 へ 正確 に 分配 され る こ と が必要

で ある． 種々 の プ ラス ミ ドを 用 い て これ らの 問題 を研

究す る こ とは細菌染色体の 複製と分配 に 関す る研究の

モ デ ル 系とも な り， 重要 な意味が あ る． また ， 種 々 の

目的に 応 じた ク ロ ー ニ ン グベ ク タ ー と し て 利用 す る際

に も 有用 な知見 と なり得 る．

且s cゐe アブcカね c o gZ を宿主 と す る種々 の プ ラ ス ミ ドに

つ い て そ の 複製開始機構 が研究さ れ り ， そ の 結果 プ ラ

ス ミ ドの 自己複製 に は プラ ス ミ ド側の 国 子 と し て基 本

的 に 以 下の 二 つ の こと が 必 要で あ る とわ か っ て き た ．

一

つ は
， 複 製開始点 を含 む数百塩基対 か ら な る配列

わrり で あ り ， もうM
一

つ は ， そ の 構造と 結合す る複製

に 必 須な 蛋白くR E P 蛋白う で あ る． そ して ，
プ ラ ス ミ

ド D N A に は さ ら に こ の R E P 蛋白量 を調 節 す る 領域

A b b r e v i ati o n s こ B H I
，
B r ai n H e a rt I n f u si o n 三b p ， b a s e p ai r s i B ． s u b tilts

，
B a cillu s s u btilh

E ． c oli ， E s c h e ric h 由 c oli J E t B r ， et hidi u m b r o m id e ニ O R F ， O P e n r e a di n g f r a m e ニ R F ， r e plic a
－

tiv e，f o r m ニ 尽 ． a u Y e 猥
，
S た砂h ylo c o c c u s a u n u s I S D ， S h i n e － D alg a r n o ．



プ ラ ス ミ ドの 複製と安定維持

が存在 し， こ の 調節機構に よ っ て 細胞 あ た りの プ ラ ス

ミ ド分 子数 くコ ピ ー

数プ を決定し てt l る ． ま た
，
分配

機構 に つ し1 て は， プラ ス ミ ド側の 因子 と して プ ラ ス ミ

ド D N A 上 の 特異的な塩基配列を必 要 と す る こと が い

く つ か の プ ラ ス ミ ドに つ い て 報告さ れ て い る2J31 ．
一

九 グラ ム 陽性 の 励 r 肋 5 S Zイ摘〆ね に も 固有の プ

ラ ス ミ ドが存在す る が
， 適当な遺伝子 マ ー カ ー

を含ん

で い な い
． し か し， S た砂毎 加 0く二C祝ぶ 戊捏 柁祝ぶ か ら単離さ

れ た 薬剤耐性 プ ラ ス ミ ドは 風 上劇 痛仏 に お い て 自 己

増殖 す る こと が 明ら か に な り4J
， 且 ざ祝 捕gね に よ る遺伝

子 ク ロ
ー ニ ン グ の 有用 性が明 らか に な る に つ れ て ベ ク

タ
ー

と し て繁用 され て い る ． それ に も か かわ ら ず， こ

れ ら の プ ラ ス ミ ドの 複製及 び安定維持 に 関 して 詳し い

研究 は ほと ん どなさ れ て い な い ． そ こ で
， 本研究 で は

材料 と し て 且 ぶ祝 摘 偽 に お け る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク

タ ー と して繁用 さ れ
，
しか も その 複ヨ削こ細胞膜 との 結

合の 重要性が指摘さ れ てい る5J カ ナ マ イ シ ン 耐性 プ ラ

ス ミ ド p U B l l O を用 い た ．

こ の プ ラ ス ミ ドの 複製開始機構 を解析す る た め に
，

まず R E P 蛋白の 存在 に つ い て検討 し た． 複製 開始に

R E P 蛋 白 を必 要と す る場合に は， 自己 複製 に れ少 遺伝

子 を 含む 一 定サ イ ズ の プラ ス ミ ド D N A 領域 を要求す

る こ とが 期待さ れ るの で
， 複製 に 必須 な最小領域の 決

定を試み た ． そ の 結果， 自己複製に 必 要な領域 を複製

開始部位 くo rオ1 を含 む約 165 0 塩基対 く毎う の 領域 に

ま で限定す る こ とが で き た．
こ の と き 同時 に ， こ の プ

ラ ス ミ ド は 且 ぶ録如才ぬ に お い て 非常 に 不 安定 で あ る

こと が わ か っ た ． p U B l lO の 安定維持 に 関す る研究 は

ま だ な され て い な い の で
， 上 記 1 65 0 b p 以 外の D N A

領域 に こ の プ ラ ス ミ ドの 安定性に 関わ る 因子が 存在 し

て い る 可能性が考え られ る
．
そ こ で

，
こ の プ ラ ス ミ ド

の 分配 機構 を解析す る た めに 複製 に 必 要な領域以外の

領域 に 種々 の 欠失を有 する プ ラ ス ミ ド を作成 し
，
その

且 ぶ祝 裾 ね に お け る安定性を検討 し， 複製開始必 須領

域と は全く 異な る部位の 特定 の 配列が安定維持 に 必 須

で あ る こ と を明 ら か に した．

材料お よ び方法

1 ． 使 用 菌棟 お よび プラ ス ミ ド

1 ． 使用 菌株

且． 瑞蘭 C 6 0く1 r－m．株 く砺 肋1 ノe 緑風 わ亡辛 わ乃A ，

封ゆ且 ゐsd 斤， ゐs d 財う を宿主 と し て プ ラ ス ミ ドの 作成

をお こ な っ た ． 塩基配列決定の た め に 作成し た種 々 の

M 1 3 フ ァ
ー

ジ組換え体 の 選 択お よ び増殖に は 且． 抗痛

J M l O5 株 くA ん7 砂 和 ， 勅 ざルカ， S占増 血 耽 F
，

血 D 3 坑

如 A 昂 わcJ q Z A 劫リ5う を用 い た．
且 j頭痛 地 の 形質

転換の 宿主 と して C R K 3 0 00 陣 場 7 閥 倣 卜 卸 班 雄

114 5

砧 A 3 1
6I
， C R K 3IjII6 故 紙 m gf月5

， 少祝 班 紙 柁乙戯I
7，

．

B D 17 0 くどゆC 2 ， 才力宿J ， B D 2 2 4 りゆC 2 ， メカ帝 柁C 朗 j
8，

，

P S L l く7 gzf g ， 仔曙 J 5 ， 才力班 J ， 柁く劇 ， 加 瑚 減 刑 北 東げ

の 5 種の 菌株を使用 した． P S L l 株 はア メ リカ 合衆国，

デ ラ ウ エ ア大学 の Pe n e 博 士か ら供与され た．

2 ． プ ラ ス ミ ド

p U王ヨ11 0 は 5 一 戊乙〆7官Zイぶ 由来の 且 5血痛倣 で 増殖す る

カ ナ マ イ シ ン耐性 プ ラ ス ミ ド
， p B R 3 2 2 は 且 n 痛 の ア

ン ピ シ リ ン及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐性 プラ ス ミ ドで あ

る
． 本研究で は い ずれ も p U B l lO と p B R 3 2 2 との 複合

プ ラ ス ミ ド で あ る p N O 2
1 0，
， p N O 4 ， p M S l O 2

，1 0 切 3 種

を用 い たく図 2l ． p N O 2 と p N O 4 は p U B l l O を制 限酵

素 Al u I で部分 分解し て得 られ た D N A 断片と E c 。

R I で 切 断 し た p B R 3 2 2 D N A と を結合 さ せ た 後 E

く
－

0ノよに 導 入 し， カ ナ マ イ シ ン 耐性の 形 質転換体 か ら単

離し た． p M S 1 0 2
，

は p U B l lO と p B R 3 2 2 の マ
山 カ ー

遺

伝 子 を 含ん で い る E c o R I － B am H I 断片か ら な る．

B ． s u b tilis で p N O 4 と p M S l O 2
，

は 増 殖 で き る が
，

p N O 2 は増殖 で き な い ． p U B l l O は 図 2 に 示 し た 。rl

部位 か ら 複製 が始 ま り
， 矢印 の 方向 に 進行 す る 川 ．

P N O 2 と p N O 4 の 複製能 の 比 較 から ， O ri 部位 を 含む

領域が p U B l l O の 複製に 必 須で ある と考 えられ る．

口 ． 試薬類

各種制限酵素は 宝酒造榊 あ るい は 日本 ジ ー ン鮒 の 製

品 を， 他の 酵素類， S a l 王 リ ン カ ー

，
ア ガ ロ ー ス 及 び低

融点 ア ガ ロ ー ス は 宝 酒 造湘 の 製品 を 用 い た ． M 1 3

m p l O 及 び m p1 1 R F D N A は P h a r m a ci a P ． L B i o －

C h e m i c al s か ら購入 し， シ ー ク エ ン シ ン グ用 キ ッ ト及

び E a －
3 2Pコ d A T P く3 4 00 C iJ m m oll は い ず れ も

A m e r s h a m I n t e rn a ti o n al pl c ． か ら 購入 した． B r a i n

H e a r t I n f u si o n くB H Il 培地 は Dif c o L a b ． の
， 硫酸カ

ナ マ イ シ ン は ベ
ー

リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 山之 内梱の 製品

を それ ぞ れ用 い た ． 他の 試薬は い ず れ も和光純薬湘あ

る い は 半井化学湘 の 製品 を用 い た．

王I王． プ ラス ミ ド D N A の 調整及 び形質転換

1 ．
プ ラ ス ミ ド D N A の 調整

プ ラ ス ミ ド D N A は E ． c oli か ら Bi r n b oi m－D o ly の

方法
1 2 I に 従 っ て 抽出した

．

2 ． 形質転換

プ ラ ス ミ ド D N A 及 び M 1 3 フ ァ
ー

ジ 組 換 え 体

D N A は M a n d e トH i g a の 方法
t3 ，に 従 っ て そ れ ぞ れ E ．

C Oli C 6 O O r．mq 株及 びJ M 10 5 株 に 導入 した．

且 5血沼 地 の 形 質転換 は 且． 比漬 か ら抽出し た プ ラ

ス ミ ド D N A く1 － 2j L gl を使用 し， D u b n a u の 方法
1 411 51 に

従 っ て 実施 した
．
カ ナ マ イ シ ン 10 月gノm l を 含む 寒天

平板で 形質転換体を選 択 し， その 出現数 を計測 して 形

質転換効率 を比 較 した
．



1 1 4 6 守

lV ．
プ ラス ミ ドの 安定 性試験

プ ラ ス ミ ドを保持 し て い る C R E 30 0 0 株 を カ ナ マ イ

シ ン を含 む選択平板上 に 塗抹 して 培養し， 新鮮な コ ロ

ニ ー

を形成さ せ た後， こ の コ ロ ニ ー

の
一 部 く対数増殖

期の細胞群I を滅菌楊枝に 付着さ せ ，
カ ナ マ イ シ ン を

含ま な い 非選択平板 に 塗抹 し， 3 7
0

C で 培養 した ． 生育

して き た 同 一

コ ロ ニ
ー

の
一 部 を経時的に か き取り ， 希

釈後 ， 非選択平板上 に 広げて 培養 した． 生育 して き た

40 コ ロ ニ ー を選択平板 に 塗抹 して カ ナ マ イ シ ン 耐性

性質の 有無， す な わ ち， プ ラ ス ミ ドの 有無を調 べ た ．

V
．
プ ラ ス ミ ド分 子 数 の 比 較検討

各プ ラス ミ ド を保持 して い る C R K 3 0 0 0 株 を 選択液

体培地で菌数が約 3 X l O
8

細胞ノm l に な る まで 培善 し，

そ の 1 0 m l を 遠 心 分離 し て 得 ら れ た 菌 体 か ら

M a r m u r 法1
61 の 一 部 を変更 した 方法

1 71 に 従 い 染色体及

び プ ラ ス ミ ド D N A を抽出した ．
こ の D N A 溶液の 1I

4 量 を制 限酵素 E c o R 工 で 完 全 に 切断後， 1 ％ア ガ

ロ
ー ス ゲル 中で電気泳動 し， 0 ． 5 ノ欄ノm l の エ チ ジ ウ ム

プ ロ ミ ド くE t B rl で 染色 して か ら紫外線下で プ ラ ス ミ

ド D N A 量 を比較 した．

W ． 塩基配列 の 決定

M 13 － did e o x y チ ェ
ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 を用 い

て
， p U B l l O の 複製開始領域を含 む E c o R I 切 断部位

か ら P マu 工工切断部位 ま で 約350 0 b p の 塩 基配列 を決

定 した． す な わ ち， 各種制限酵素 を用 い て D N A の小 断

片を作成 し
，
こ れ ら を M 13 m pl O 及 び m p l l の 適切 な

ク ロ ー ニ ン グ部位 に挿入 後
，
A m e r s h a m 社発 行の説明

書 に 従 っ て そ の塩基配列 を決定 した ． 図1 中矢印は塩

基配列 を決定 した領域 とそ の 方 向を示 して い る ． 両鎖

の塩基配列を決定 して その 結果 に 矛盾 の ない こ と を確

認 し． た ．
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成 親

王 ． プ ラ ス ミ ド p tT B l l O の 自己 複製 に 必 要 な D N A

領域

図 2 に 示 し た よ う に 且 j加賦 払 で 増殖 可 能 な プラ

ス ミ ド p N O 4 を制 限酵素 Cl a I と H p a II で 切 断 し，

p U B l l O の複 製開始領域 を含 む約 180 0 b p の D N A 断

片を単離 した．
こ の断片 を さ ら に制 限酵素 T a q 工 で部

分分解 し， 生 じる各種 D N A 断片 を複製開始領域 を失

い
，
且 s祝加 地 で 増殖 で き ない プ ラ ス ミ ド p N O 2 の

Cl a 工部位 に ク ロ ー ニ ン グ し た． 得 られ た 各種 プ ラ ス

ミ ドの 且 5融 摘 掠 に お け る複製能 を調 べ て み る と，

1 6 5 0 b p の T a q I
． H p a II 切 断断片を含む プ ラ ス ミ ド

の み が 自 己 複製能 を 示 し， こ れ よ り も 小 さ い 他 の

D N A 断片を含 む プ ラス ミ ド はい ずれ も自 己複製能 を

示 さな か っ た
．
こ の こ と は p U B l l O の自己 複製の た め

に は複製開始部位 を含 む広い 領域 が必要である こ と を

示 して お り， ク
■

砂 遺伝子 存在 の可能性 が考 え られ た ． そ

こ で
， P N O 4 に 含 まれ て い る p U B l l O D N A の 塩基配

列 くp U B l l O D N A の E c o R I 部位か ら P vu II 部位 ま

で約 350 0 b pl を決 定 した． そ の結果， 図3 に示 した よ

う に こ の 35 1 8 b p 内に 4 偶の オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ

IA I

一

差裏芸ナ ー 山 肌

－ － 竺L －

P 騨 一

止 p 8

当主

k m
r

． － ．

P誓ヂ
A p
r

ヒニー

P 叛 互． －

K m
r

T c
r

ノ
ー
1

tB I

岬 Cl t い 耶 川糾
K m
r

t r さn S f o r l 柏 n t S

十

P M 引 0 2

P N O 4

F i g ． 2 ． S t r u c t u r e o f pl a s m id s a n d th e e s s e n ti al

r e gi o n f o r a u t o n o m o u s r e pli c a ti o n o f p U B l l O

pl a s m i d ．

くA I G e n e ti c a n d r e s t ri c ti o n sit e s o f p U B ll O ， t W O

s h u t tl e v e c t o r s ， P M S l O 2
，

a n d p N O 4 ， a n d a n o ri

S e a r C h i n g v e c t o r ， p N O 2 ， a r e Sh o w n ． R e s t ri c ti o n

e n z y m e cl e a v a g e sit e s a r e こ B a m H I ，
サ ニ E c o

R I
，
ロ
ニ T a q I ， 書 i H p a II ，

0 ニ a n d Cl a I ， A ．

くBI A H p a II － C l a I f r a g
．

m e n t w a s i s ol a t e d f r o m

p N O 4 ． V a ri o u s f r a g m e n t s o b t ai n e d b y p a r ti al

d i g e sti o n w ith T a q I w e r e i n s e r t e d i n t o th e Cl a

I sit e o f p N O 2 t o t e s t f o r t r an Sf o r m a ti o n of

k a n a m y ci n
． r e si s t a n c e i n B ． s u b tili s ． O nl y a 1 6 50

b p f r a g m e n t i s a c ti v e f o r th e t r a n sf o r m a ti o n ．



プ ラ ス ミ ドの 複製と安定維持
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レ ー ム くO R F
，
蛋白 を コ ー

ド す る こ と が 可能 な遺伝子1

を 見い 出す こ と が でき ， さ ら に 3 個の O R F に つ い て

は い ずれ も その 開始 コ ド ン の 上 流に リボ ゾ ー ム と の 結

合配列くS D 配列1 を認 める こ と が で きた ． 問題 の T a q

T a bl e l ． P l a s mi d tr a n sf o r m a ti o n of r e c E
＋
a n d

r e c E q r e cipi e n t s

R e ci pie n t s くN u m b e r o f tr a n s f o r m a n t s
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J Lg pl a s mi d D N A J
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T h e pl a s m id tr a n sf o r m a ti o n m e th o d d e s c rib e d b y
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．
1 5 I
w a s u s e d ． C R K 3 0 0 0 a n d B D 1 70

a r e 柁 C E
十
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I くN o ．1 71トH p a II くN o ． 18 0 11 1 6 3 1 b p 断片 に は 303

ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し得 る O R F が存在 し て い た ． しか

も 切 断 に よ り 自 己 複製能 を失う 2 偶 の T a q 工 部位

くN o ．6 6 2
，
N o ．1 1 0 3コは い ずれ も こ の コ ー

ド領域内に 存

在 して い る の で こ の O R F が 7境 遇伝 子 で あ る と考 え

ら れ る．

しか しなが ら
， p U B ll O の複製 の 最小 領域 を決定す

る た め の ベ ク タ
ー

と し て 用 い た p N O 2 は そ の 制 限酵

素地図 よ り p U B l l O 由 来の D N A と し て カ ナ マ イ シ

ン耐性遺伝子く烏戊乃 遺伝 刊 の 他 に その 下流領域 の 塩基

配列 くN o ．3 1 3 4 の A l u 工部位ま でフ を有 して い ると 考

え られ る
． 図 3 に 示 す よ う に

，
こ の 領域 に は O R F 1 2 4

や i n v it r o で細胞膜 との 結合活性が認 め ら れ て い る

B A 3 領域I BJ くM b o I D N A 断片， N o ．2 9 2 8－31 9 5 1 の
一

部が 含 まれ て い る ． こ の プ ラ ス ミ ド の複製 に は プラ ス

ミ ド D N A の 細胞膜 へ の 結合 が重 要で あ る と報告 され

て い る の で
， p N O 2 に 残存 し て い る B A 3 領域 の 一 部

や O R F 1 2 4 遺伝子 産物 を p U B l l O の 自 己複製 に 必 要

で な い と 断定 す る こと はで き な い
．
そ こ で

，
こ の 間題

を 解決 す る た め に プ ラ ス ミ ド p M S l O 2
，
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プ ラ ス ミ ドの 複製と安定維持

B a m H I で 切断後 B a 1 3 1 を作用 さ せ
，
上 記2 領域 に

図 4 に 示 す よ う な種 々 の 欠失を有す る プ ラ ス ミ ド を作

成 し， そ れ らの プラ ス ミ ドの 且 5 扉南仏 に お ける 自己

複製能 を検討 した ． 欠失程度が最も大 き く， 上 記2 領

域が 完全 に 失 な わ れ て い た プ ラ ス ミ ド p S M 1 3 9 で も

表に 示 し たよ う に C R K 3 0 0 0 株で カ ナ マ イ シ ン 耐性の

形質転換体が得られ
， 自己複製能 は失な わ れ な い こ と

がわ か っ た 一 従 っ て
，
O R F 1 24 遺伝子 産物及び B A 3 領

域 は 共 に p U B l l O の 自 己複製 に 必要 な も の で は な い

と 結論 した．

H
．
プ ラ ス ミ ド に よ る 風 土加痛 地 形 質転換活性 の

差異

各 プ ラ ス ミド の 自己 複製能 を調べ る過程で自己複製

能 を有 す る 種々 の プ ラ ス ミ ド の 風 土血 摘偽 形質転換

活性に 差 の あ る こ と が見 い 出さ れ た
．
すな わ ち

， 表 に

示 し た よう に C R K 3 0 0 0 株 を受 容蘭と した 場合， 2 種

の プ ラ ス ミ ドくp M S l O 2
，

と p S M 1 91 で は 1 －2 J L g の プ

ラ ス ミ ド D N A あ た り 40 0 0 以 上 の カ ナ マ イ シ ン 耐性

形質転換体 が得 られ た の に 対 し， p S M l O 3 で は上 記 2

種 の 約 1ノ6 に
，
ま た 4 種 の プ ラ ス ミ ド くpS M 1 3 2

，

pS M l O l ， p S M l O 9 ， pS M 1 3 91 で は 11 1 0 以 下の 値 に 低

下 した
．
そ こ で

，
こ の 点 5扉砿偵 形質転換溶性 に 影響

を及 ぼ し た プラ ス ミ ド D N A の 領域 を調 べ るた め に 上

記6 種の 欠失プ ラ ス ミ ドの 欠失終了点 をそ の 塩基配列

を決定す る こ と に よ り求め た
． 図4 に 示 し たよ う に

，

形質転換活性 の 低下が み られ た 4 種 の プ ラ ス ミ ドで は

い ずれ も そ の 欠 失が B A 3 領域内 に 及 ん で い た
．
こ の

と き p B R 3 2 2 側 へ の 欠失程度 と形質転換活性低下と

の 間 に は 規則性 が 見 ら れ な い の で
，
こ の 現 象 に

p B R 3 2 2 の 配列 が関与 して い る と は考 え に く い ．
プラ

ス ミ ド D N A に よる 且 s 祝如才払 の 形質転換現象 は染色

体 D N A に よ る場 合と は 異な り 撒 官 選伝子 産物 を 必

要と しな い こ とが 知 られ て い るが
，
こ の 機構の 詳細 に

関し ては ま だ不 明な 点が 多い 刷 ． そ こ で
， 今 回見 い 出さ

れ た こ の 形 質転換活性低下現 象も 撒 ぜ 遺伝子 産物 に

依存す る か どう か 検討 す る ため に 3 種 の 柁 d r 株 を受

容菌と し て 用 い
，
そ の 形質転換活性 を調 べ た． ま ず

，

遺 伝 的背 景 が C R K 3 0 0 0 株 と 異 な る 別 の 柁 ば ＋株

B D 1 7 0 を受 容菌 と し て 用 い て も 同様 の 結果 が 得ら れ

た
一 従 っ て

，
こ の 活性低下現象は C R K 3 00 0 株 に 特有の

も の で は な い ． 3 種 の 柁 C E一株 くC R K 3 0 0 6
，
B D 2 2 4

，

P S L lう を用 い た 場合 は
，
相 通

十

株に 比 べ て相対的に 形

質転換体数 が減少 し， さ ら に B A 3 領域 の 欠 失 に 基 づ

く活性低下現象 は著 しく強調さ れ る こ と を観察 した．

次に
，
B A 3 領域 が形質転換活性の 促進に 関わ っ て い

る こ と を証明す る た め に
，
B A 3 領域及 び O R F 1 2 4 遺伝

子 を完全 に 失 っ て い る プ ラ ス ミ ド p S M 1 3 9 に 新 た に

11 4 9

B A 3 領域 を含 む 662 b p の H p a II 断 片 を挿入 し た プ

ラ ス ミ ド p S M 1 39 3 を作製し 個 4J
，
この プラ ス ミ ド

の 及 ぶ祝如才ぬ 形質転換活性 を測定 した ． その 結果， 表

に 示 し た よう に 5 種の 受 容菌 のい ずれ を用 い て も形 質

転換活性 は親 プ ラ ス ミ ド で あ る p M S l O 2
，

と ほぼ 同等
の レ ベ ル に ま で 回復 し た

． 従 っ て ， p U B l l O を用 い た

且 5頭痛 払 の 形質転換効率に 影響 する プ ラ ス ミド側の

因子 は少 な く とも B A 3 領域 を含む 540 b p くN o ．27 6 4 ．

3 30 3ンの 領域内に 存在 して い る．

III
． プ ラス ミ ドの 且 ざ録加 地 に お け る 安定性

プ ラ ス ミ ド p U B l l O の 複製 開始領域163 1 b p を自

己複製能 の な い プ ラ ス ミ ド p N O 2 に 挿入 して 得 られ

た プ ラ ス ミ ド は 且 ぶ緑 地 払 に お い て自 己複製 で き る

よ う に な っ た が
， 非常 に 不安定 で こ の プラ ス ミ ドの 脱

落し た 且 罰始損ね 細胞の出現 が容易に 観察で き た
．
と

こ ろが
，
こ の と き用 い た p N O 2 は 且 ぶ鋸鋸 払 の 形質転

換活性 に 関係 す る B A 3 領域の 一 部を 欠失 し て い る．

そ こ で
I
B A 3 領域 の欠失が原因で 生じ る 且 ざ 励 地 形

質転換活性低 下現象はプ ラ ス ミ ドの 極端な不安定性 に

依存 して い る の か も しれ な い と考え て
， 各プ ラ ス ミ ド

の 且 ぶ乙舶7ゐ に お け る安定性 を検討した ． 図 5 に示 し

た よ う に
，
プ ラ ス ミ ド を 保 持 し て い る C R K 30 0 0

く柁 ば り 株 を非選択培地 で 3 7
8

C ， 26 時 間培養 した 結

果， p U B l l O が 10 0 ％の安定性 を示 した の に 対 し， B A 3

領域 に 欠失が及 ん で い る 2 種 の プ ラ ス ミ ド くp S M 1 3 2

と pS M 1 3 91 で はほ とん どの 且 餓 鰯 助 細胞が プ ラ ス

ミ ドを 失 っ てい た
． ま た

， 形質転換活性低下が み られ

Fi g ■ 5 ． S t a bili ty of v a ri o u s pl a s mi d s i n r e c E
十
c ell s

．

C ell s c o n t ai n l n g p U B l lO o r e a ch o n e o f i ts
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P e r c e n t o f K m －
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ー ロ
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一
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ム ー

A
， p S M 1 3 9 i Er

叫 E I
， p S M 1 3 9 3 ．
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な か っ た プ ラ ス ミ ド p S M 1 9 や 若干 の 活性低下 が観察

され た p S M lO 3 及 び新た に B A 3 領域 を加 え活性の 回

復が 認 め られ た p S M 1 3 9 3 の 3 種の プ ラ ス ミ ド で は い

ずれ も 26 時間培養後の プ ラ ス ミ ド保有率 が約 50 ％ で

あ っ た
．
この よう に

， 形質転換活性の 低下や 回復が 観

察さ れ た プラ ス ミ ドで 同様に 安定性の低下及 び 回復が

認 め られ ， こ の 両者の 間 に は相関性 の あ る こ と が わ

か っ た
．
B a 1 3 1 で B A 3 領域に 向か っ て 削 り込 ん で作

成 した pS M l O 3 と新 た に B A 3 領域 を含む 断片 を挿入

して 作成 した p S M 13 9 3 が 同様 の 安 定性 ほ6 時 間 で

50 ％プ を示 した の で ， 両プ ラ ス ミ ドの 欠失領域図 く図

り か ら考え て ， P U B l lO の 且 s衰漬流 に お ける安定

維持に 強く 関与 して い る 因子 は B A 3 領域 を含 む 5 16

b p くN o ．2 7 6 4 －3 2 7 9I に 存在 して い る と考 え られ る． 従 っ

て
， 形質転換活性低下 現 象と 同様 に プラ ス ミ ドの 安 定

維持 に も B A 3 領域 の 構造 が 関与 し て い る と 思わ れ

る． そ こ で
，
こ の 領域で と り う る構造 を検討 し たと こ

ろ， 図6 に 示 したよ う に 数種の ス テ ム ー ル ー プ構造が

形成可能 で あ っ た ． しか も
，
丘L 封適粛然 で 非常 に 不安

定で あっ た プラ ス ミ ド くpS M 1 3 2 ， p S M 1 3 91 で は こ の

ス テ ム ー ル ー プ構造 に 欠失が 及 ん で い た ．

I V ． プ ラ ス ミ ド分 子 数 の 比 較検討

親 プ ラ ス ミ ドで ある p U B l lO は 及 5融 砿短 艇胞 に

お い て 約40 分子存在す る 川 ．
そ こで

， 本研究で 用 い た

2 種 の p U B l l O 誘導体 くp S M 13 2 と pS M 1 3 91 の 不 安

定性 は コ ピ
ー 数の 減少 に よ る可能性が考 え られ る．

こ

の 可能性 を検討す る た めに ， プ ラ ス ミ ドを保持 して い

る ほ ぼ同数の 及 ぶ祝 相 応 細胞 か ら D N A を抽出 し， そ

の プ ラ ス ミ ド D N A 量 を比 較検討 した． 図 7 に 示 し た

ヱ9 0 0 G T G G G A T G A A C G A G A C T T T G C A G T A A T G A T C C C G ニA A C A A T l

官 扁

A G A T A Cくこ八G A G

よ う に ， 複合 プ ラ ス ミ ド で は 親プ ラ ス ミ ド p U B l l O に

比 し コ ピ
ー 数 が 増加 して い るが ， B A 3 領域の 欠 失くプ

ラ ス ミ ドの 不 安定化う に よ る コ ピ ー 数の 減少 は 観察さ

れ な か っ た
．
こ の 測定法 は必 ず しも厳密で は な い が，

8 種 の 欠失 プ ラ ス ミ ド の コ ピ
ー

数 は元 の p U B l lりに

比 し多少多 い 傾向 はあ っ て も決 して 少 なく は な い ．

考 察
，

S ． 戊祝 柁 祝S 由来で 忍． 針路払仏 に お い ても 増殖可能な

薬剤耐性 プ ラ ス ミ ド p U B l l O の 自 己複製 に 必 要な 領

域 を含む 35 18 b p の 遺伝 子構成 を本研究 で 得 られ た結

果 を基 に して 図8 に 模式的に 表わ し た．

ま ず
，
こ の プ ラ ス ミ ド の 自 己 複製 に 必 要 な 領域

くO RII R E P
，
16 3 1 b pI の 解析結果か ら， こ の 領域内 に

見 い 出 さ れ た O R F 30 3 遺 伝 子 は 自 己 複製 に 必 要 な

R E P 蛋 白 を コ
ー

ド す る遺 伝子 で あ る と 考 え られ た．

r抄 造伝子 で ある こ との 直接的証明 は ま だ な され て い

ない が
，
D N A 結合 蛋白 に 存在 す る典型 的 な ア ミ ノ 酸

配列
2 0I
が こ の 遺伝子 産 物 に も 認め ら れ る と の 報告 も あ

り
2 り

，
7
ノ

密 通伝子 で あ る 可能性が 強 い ． ま た
，
こ の プ ラ

ス ミ ドの 複 製は M b o 工 切 断部位 くN り．10 7 7 ， 図 3 コ 近

く か ら開始 す る こ とが 知 ら れ て い る が， 本研究 で の 塩

基 配列決定 の 結果 ， こ の 切 断部位は O R F 3 0 3 遺伝子内

に 位置 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た ． 従 っ て ，

p U B l l O の 複製 は r押 遣伝子 内部 か ら 始ま る こ と が予

想 され る． 同様 な O RI J
I

R E P の 配置が S ． a u r e u s か ら

単離 さ れ た テ トラ サイ ク リ ン 耐性 プ ラ ス ミ ド p T 18 1

に お い て報 告され て い る
2 2J

．

図 8 に 示 した B A 3 領域 は i n v itr o で B ． s u b tilis 細

G A T T A G C T T T T T T C A A C A A A T

し 1
A A A A G C T A A A A T C T A T T A T T A A T C T G T T C A G C A A
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T A T GふA T

G 八丁C T
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プ ラ ス ミ ドの 複製と安定椎持

篭 胸膜と の 結合活性 を有 する M b 。 ， 。N A 断片と し て

頂
笥
才

一

ヨ
ヨ

見し1 出され た 領域 で あ る．
こ の B A 3 領域及 び O R F 12 4

遺 伝子 産 物 は 共 に p U B l lO の 自 己複製 に は必 要で な

か っ た ． と こ ろ が
，
B A 3 領域 は プ ラ ス ミ ドの 安定性 と

且 5 衰扉地 形質転換活性に 大き な 影響 を及 ぼ す こ とが

本研究 に よ り初 め て 明 ら か と な っ た ． しか も ， こ の 領

域 に は数種 の ス テム ー ル ー プ構造 が形 成可 能で あ り，

この 構造 に 欠尖が 及 ぶ と プ ラ ス ミ ドは 忍． 封詭拓偵 に

ヨ お い て 非常 に 不 安定と な っ た
．
こ の こ とか ら， この ス

ニ

ー ニ＋
一

言二十二
二

二三ニー
一三二二ニ

ー 有する 卸
＋ く安定維持機能 を持 つ1 プ ラ ス ミ ドは細胞

Fi g ． 7 － A p p r o x i m a t e c o p y n u m b e r o f p U B l l O

d e ri v a ti v e s wi th d el e ti o n s i n B A 3 r e gi o n ．

R e c E
十
t r a n sf o r m a n t s w i th v a ri o u s pl a s m id s w e r e

g r o w n i n a K m m ed i u m ． W h o l e D N A w a s

p r e p a r e d f r o m a p p r o xi m a t el y e q u al n u m b e r o f

C ell s a n d d i g e s t e d w i th E c o R I ． L i n e a r pl a s m i d
D N A s w e r e s e p a r a t ed in a g a r o s e g el t o e sti m a t e
th e a m o u n t b y e th id i u m b r o m id e s t ai n l n g ， E a c h
l a n e i s p U B l l O ， 1 ニ p M S l O 2

，

，
2 三 pS M 1 9 ， 3 こ

P S M lO 3
，
4 こ p S M 1 3 2 ， 5 こ pS M l Ol ． 6 ニ PS M lO 9 ， 7 ニ

p S M 13 9
，
8 i P S M 13 9 3 ， 9 ニ a n d p M S lO 2

，

B 7
，
1 0

，

r e s p e c ti v el y ． p M S l O 2
，

B 7 D N A w a s e x t r a ct e d

f r o m E ． c oli a n d u s e d a s a si z e m a r k e r ．

11 5 1

外膜の 分 画に 抽出さ れ て くる が
， か汀－プ ラ ス ミ ド は膜

分画 に 抽出され な い こ と も報告され て い る
2 4，

．
B A 3 領

域 に 細 胞膜 と の 結合活性 が認 め ら れ る こ と か ら
，

p U B l l O も こ の 領域 に 存在す る ス テム ー ル ー プ 構造 を

介し た細胞膜 へ の結合に よ っ て 安定に 維持され て い る

の か も しれ な い
． 同様の 安定維持機構が 且 n 班 を宿主

と す る プ ラ ス ミ ド F の 研 究結果か ら
一

りぺ －

テ ィ ゾ ー

ム
，
，

モ デ ル と して考 え られ て い る2I
．
この モ デ ル で は，

そ の プ ラ ス ミ ド D N A 上 の 特異的 な塩基配列 くバ ー

タ
ー

部位ユ と自身の遺伝子 に コ ー

ドさ れ て い る 複数の

蛋白が 複合体 を形成 し， この 複合体が さ ら に 細胞膜と

結合 し ぃマ ー

テ ィ ゾ
ー

ム1 ， 形 成 さ れ た プ ラ ス ミ ド

D N A 一蛋白 一 紙胸膜複合体は 2 個ず つ 対合 した後， 細

胞隔壁 の 伸長 に 伴 っ て分離さ れ ， 2 偶の 娘細胞 へ 均等

に 分配 さ れ て ゆく と 考え られ て い る ． p U B ll O の 分配

も こ の パ
ー

テ ィ ゾ
ー

ム モ デル に 従 うと す れば ， B A 3 領

域に 見 い 出され た ス テ ム ー ル ー プ構造が バ ー タ ー 部位

に 相当す る と考 えら れ る． ま た， p U B l l O の B a m H ト

E c o R I 領域 く約 700 b pl に は O R FP ，y の 2 種 の 遺伝

子 が 存在 す る と そ の 塩基配列か ら示 唆 さ れ て お り2 り

く図8 う， さ ら に 本研究 で 用 い た プ ラ ス ミ ド p S M 1 9

くB A 3 領域 を有 して い るが ， O R 印 ，y を欠い て い るう

は親 プラ ス ミ ド p U B ll O で観察さ れ た 10 0 ％の 安定性

を示 さな か っ た の で， こ の O R F月，y は バ ー タ ー 部位と

結合 して プ ラ ス ミ ド を安定化す る 因子 で あるの か も し

れ な い ． 前述 し た プ ラ ス ミ ド p C 19 4 の 安定維持 に も ス
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1 15 2

テ ム ー ル ー プ構造 の他 に 蛋 白の 関与 が 示 唆さ れ て い

る
2 3I

．

p U B l l O の B A 3 領域 は こ の プ ラ ス ミ ドの 安定維持

に 必要で あ ると 同時に 且 上血摘仏 の 形質転換能 に も

大 き く影響した ． 本研究で は プラ ス ミ ド の安定性と形

質転換活性の間に 長い 相関が得ら れ たが ， p C 1 9 4 で は

ス テム
ー ル ー プ構造の 変化 に よ りプ ラ ス ミ ドが非常に

不安定に な っ た に も か かわ ら ず， 形質転換活性の低下

は観察 され な か っ た 細 ． 従っ て
，
こ の 両現象 を単純 に 結

び つ け る こ と は で き な い
． 現在 の と こ ろ

， 本研究 で 得

ら れ た 且 5頭痛 紘 形質転換活性低下 現 象 の原因 は

は っ き りと しな い が
，
且 5頭痛掠 に お け る ク ロ ー ニ ン

グ ベ ク タ
ー

と して の観点か ら みる と ，
こ の現象は 重要

な意味を含ん で い る ． す なわ ち
，
且 5頭痛 払 遺伝子 の

ク ロ
ー

ニ ン グ を 同
一

宿主 を受容薗と して用 い る場合，

染色体 へ の 組み込 み を避 ける た め に 柁C g 一

株 を使用 し

な けれ ば なら な い が， その ク ロ
ー

ニ ン グ効率 を高 くす

る た め に は ベ ク タ ー D N A に B A 3 領域 を加 え る 必要

がある．

結 論

1 ． 且 5 祝加 地 に おい て増殖可能な カ ナ マ イ シ ン 耐

性 プ ラ ス ミ ド p U B l l O の 自己 複製 に 必要 な機能 は複

製開始点 を含む 163 1 塩基対に 含ま れ る こ とが 示 さ れ

た ． 塩基配列決定の結果
，
こ の 領域内に は 303 ア ミ ノ

酸 を コ ー

ド す る遺 伝 子 が 見 い 出 さ れ
，
こ の 蛋白 が

p U B l l O の 自己複製に 必要 な R E P 蛋 白 で あ る と 考 え

ら れ た．

2 ． p U B l l O プ ラ ス ミド D N A に は B ． s u b ti 姑 に お

け る安定維持に 積極的に 関与す る 領域が存在 した ． そ

れ は 且 5頭痛仏 紙胞膜 と の結合活性 を有 す る領域 を

含む 516 塩基対か らな る領域 で あっ た ． その塩基配列

の解析 か ら， こ の 領域 に は蛋白を コ ー

ドす る遺伝子 が

見当らず
， 膜結合活性のある領域 に は数種の ス テ ム ー

ル ー プ構造 が形成可能で あ っ た ． そ して
，
こ の ス テ ム ー

ル ー

プ構造が 失な われ る と プ ラス ミ ドは非常 に 不安定

と な っ た ．

3 ． p ロB l lO の安定維持 に 必要 で あっ た こ の プ ラ ス

ミ ド D N A 領域 はま た同時に 且 ざ祝如才払 を効率よ く形

質転換 させ る た め にも必要であっ た
．
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P r o c ． N a tl
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，
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，
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，
P ．
，
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，
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2 5I A l o n s o ， J ． C ． 鹿 T r a u t n e r
，
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，
1 98

，
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－
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D N A R egi o n s E s se n tial f o r R e pli c ati o n a n d St a bl e M ai n t e n a n c e of P la s mi d S hig e ki M o ri y a ，
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，
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