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}j'; ，治

1 . 1 はじめに

うihïHL、γti 、 ili伝子，~Il~.. ~ぇ技術(迫伝子 Lγ)の IJII発により近年めざましい

允JJ~を道けと木ている。この技術により、 jよみ的には令:ての ili伝子をク口一ニ

ンクすることかごさ、それらのili 伝子を}円抗"1の辿い微小物を術 I~ として允現さ

せることにより、それまで微巾にしか取得できなかった動物守の'1:即活tl物質

を、大 1，\に 'LP~' することが IIJ能になってきた。この技術は多くの分町にインパ

クトを民ほし、十J}JII (Ini (tI'rの，:':j~υ 1 ， 1'1' I吊ftl物11の'I.i本のみならず、現([大 1，1にわj

川示れている微小物111米の (JJfJ物質の'I，，;r.やコモディティーな化乍の分野にま

で比，JlJがなされ始めている。これらのイl川物引を r来的に'hl主するためには、

辿{J、子の究明、プラスミドの玄li;ヤ!などのJ'.γfドムMiI:lJ:lliを前決する必要かある

が、物'円 '1 ，*には!する副!究に比べ1'.来的な '1 陀ん法に I~Iする研究は少なく、ト

う}なん日、論はみだm・，'[されていないのが現状である。それゆえ、 'l=.prプロセス

に迎した削除え休を，没，，1し行る);i1、品を砿 ，i. していくことは、lJUEの 111. 叱な I~t~

A!日である。本研究 t t. 、 S アデノシルメチオニン (SAM) のr. )Ur'~/l'vrプロセスの

IHJ允を例にとり、日'fft!:MI:}の分子fiHIこ適したマーカ-ilift、子の株寸ミと 11(r'~ iri 

伝子のm1-: 内での'主定化のん法論に I~I して)，t礎的研'先を行なったものである。

以卜に、本研究の1T;;tと梢1Jx.について述べる。
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*11換え微fト物によるイJJIJ物質の'1:.昨にI見)4・るほnの研'先1 .2 
lheir sources and uses9) . Some induslrially uscd cnzymcs. 1.1 Tabt<， 

uses 
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a' 主Il換え微1. 2 . 1 

jjJ {，、子削除えに!日lする6H究Ii:、 1968'.1大JJt¥I拘のDNAi!U8M>ii の免~~ 1)と1970
Baci.llur. 

そして刊行 th化カルシウム|スミスらの DNA I)JI*JiM みの先~~ 2)により始まる。イ
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Cellulasc 
市Ilt11' に人JJ弘前をμit'iすることにより DNAを的体内に Jf3n導入寸るノ'.nJ~ 3)かマ

sp. Pe~l ie i lli!lm ンデルらにより開発されたことをうゼ機にjjJ伝子制i険え実験の条例が苧い、 IU初j
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11;; pe rg 1: 1.llll; Glucoamylasc 

tlJHJ Lて'1fil'j，T.1YI:物質の'1'Pv.に結びつけようとする研冗は公述ド党以し、 Hl(( 

ここでは、 I~I[t負え微'1物による
ではち分町へインパクトを及はし始めている。

(J 川物質の'1て凡についてその慨略を紛介寸る。 sp fi}jizopu:; 
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業即刻j史が^"られているにもかかわらす大:，1'1=昨)j法ill伝子*111負え技術は、

sp S troe[' f.omycp.s ホルモンなとの微:，1物質の'1-/J父にIl(Jりするタ ンパ
の見い:1:されていなかった、

夕刊のill伝子を、増員I~の辿い微生物"，で允引させることにより人:，~に '1 v?・-4'る
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sp. Sa々 ch11'Om!(Ces Lactase 
日〔みにまず迎川された 6)イ}。

m，，1・xもαmunK lU!lUOl'Om!/cer. インスリン、 J).IU~ホルアメリカ手'1'心として、

インターフェ口ンモン、
Cheese and butter 
flavour modifica-
tion; Fat and oil 
processl.ng 

11 D pe t'ク1:llllロLipuse 
口イ 1ニン、 TNF、TPAなどのインタ 』、r) β、(α、

sp. 

sp MllCOl' これらのillll、f月物の多くは
。frJ)物111，;fぐのjjJ伝子が次々 とクローニンクされた。

Il~J品化あるいは 1)，l，\hkの段附に人りつつある。 sp. Hhi.zopur， また、jjJl，、 f制[~~ぇ tk 砿Iのワク T
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そのjjJ{，、 (J;~ 物をワクヂンとしてやj

インフルエンザなどウイルスにあj

fドに州叶するjjJ仏子をクロ ーニングし、

ヱイス、川しようとするもので、 BJ{'!日!炎、

さらド、 I~療や食品分日!f などと ，rr氾'な
寸るワクチンのWJ発かなされつつある。

リゾチーウロヰナーザ、
ムなとのヒト111*の府ぷも、以下にiiliべる微'1:物山*

のMぷIIIJUjjJ {ム fのクロ ーニングかな されている。
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(alkaline) 、る微作物lj山米の {J川物11に|立ILては、jjJlム(，ml加えされてしl況に'1，:7 }J、

and brewing Baking BaC7: ll1()月 <1m!flo l i q 11 e! <1t> 7' e ，，:; Protcase 
(ncutral) 微'1

食品別i21やその問JJ!.I!1:;(において人:1'-'.に平IJJIJされる

。-8】ーるこ(-IJ{ "Aみられている 6)
l:ll を平I}川しと史にその'1 二 バ(j~)J を強化す

物111米の r来的問主には、

Cheese manufacture 
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(acid) 
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γ ミラーゼやブロテ γーゼなどのrW~; と、 ~:':IJよ '1 化'?:のうHfで少 q不IJ川主れる
products9】.Somc important microbial Tablc 1.2 

大:，UζflJJlJされるM，.t;とその川i全ルTable1.19)に示す。 i見(1:大
併みがある。

λイソメラーゼなどグルコ
、
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ミフ:，1に和日り されている juテアーセ、

Organism 

の肝みもそのilt伝子かク口ーニンク詐れており、将米f内にはこれら令ての防止:

ーh、の'1:p~i がilt {l~ r *Il t負え 1拘をJlJいてfJなわれる ζ とになると巧えられる。

1 2引にぷ Lた日に、 M京以外の微'1物111米のlJ川な'1・pr物が何々の分Table 

これらの多くは多iW~:f{~ を手IJ川して '1 陀されるため、 '1:~'f で千IJJIJ dれている。

11のフィードパック制御に|悶りするilt伝子

をクロ一二ンクすることにより、入:，I'I:.v~~ に tJi ぴ{、l ける研究が行なわれている。

、l士、昨今h中るilt.1.生するilt{I~ rあるLo
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Food:; alld bρυCl'(l!7(l;; 
Brcad 
Beer and wine 
Blue cheeses 
Camembcrt and Brie cheeses 
Soy source 
Sauerkraut and 

Product 

pickles 

fermcnted rulks Yoghurt and 

γ ミノ 械では'良川化p~附に人っている。

工ポキシターゼによる τ二ポキシトの'I:}tやニトリルヒドラーゼによさらに、

じol'yllebαctP.r'i/lf1/ gluta/lli，υ1011 
sl'euibactθl' ium !lOPlITlI 

ribonuc leotides Co ~'!I nebac tcr' ium :llll t(tm iC1{1/I 

V (l?' i 0 U S !I ea:; t. (l a ~Ià b<l (.' t (?" i .1 

lysine and other 

Vinegar 

Food addi t1:uer' 
Glutamic acid， 
amino acids 

Inosinic acid and 
Vitamins .ロセスの'1・物反応プロセスへ'ミドの'1:.ジnなどにf¥，.;之される化γ-フる7ク')ル I

iえ米の微'1.物ではコスト的にft乍ブロ ーヒスの}jの変換に O~!Iはがもたれている。

か俺れている協 fTでも、 ilt{ぷ rmt換え閣による r業的な ~Iニ ジnの技術かilli めは、

これらのうちいくつかは、i!1{ιr~IU負え的を利JII した ~I =.物反応プロセス{こ向き
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From また、 Hl(I:{ヒヤプロセスにより'1vi1されていお他のj負えられると巧えられる。
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Citric acid 
Lactic acid 

辿{L~ r *Il t負え微小物の1".来的手IJ111に|則寸る1'.γ的治1:¥IJl:iil. 2.2 
じampp.Gt，'l.:; 
me:; en tf? "0 id(';; 
villelalldii 
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1，f!ueono:J (，OC 
t1::otobαC tf! l' 11 (I'~ の;n (L~ rを{別なした*Ilji)!え微'1'1却を利川 lて物自'1，ヰを行なうためには、

1".γ(I'~ に肝決されなけれそのためには、'I :. vf:幼中を卜分月府、する必1~・がある。i
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fiFレi物であるMI:JSaccharomycescerevisiaeは、 lALばならない ，;'~:m も多い。

以'11却である大JJVJlllにjヒベ、1'))物寸のfL怯'1物111米の辿仏 fを発到しやすい!-.

アルつール飲料やパンの切込に平11)flされてきたことから安全1'l，1，くより、
.
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ラスミド、特にそのベクタ ーに(、JI j・すべきマーカー泣伝子の開発と組み込んだ

ill伝子の安定化法について述べる。いかにしてr1 的のタンパク任を|知体外に分

泌させるか、 ill伝子を免現させるのに必吃なプロモーターやタ ー ミネータ ーと

してどのようなものを選択していくかなど、その他の r.γ(1'')諸問題も仔(I:する

が11) -1 2)、ここでは行時する。

1 ) 野村:両手付川のマー カ -ill伝子のD/l 5êに I~lするw{~ 1:の研究

川的.ì!J伝子を杭);.紺111包に}f~1/Hd'J!したは;代、 jf~n1iL;除外を送別するためのマ

ーカーが必要である。 S cerevisiaeでは、マーカーとしてアミノ政変求刊を

州Miするill伝子(例えば、 Leu2、His3など)が、 一般に利用されている。 しか

しながら、工業的な牛陀を巧服した場介、栄提要求tI:守・の変異のない抑制' }\'~M

1:) を利 J日した )Jが安価な明i也を利川できる点や l苛い I利休収率を í~f られる}，'，I，、で催

れている。また、既に'I:.W されている微作物山来のイj 川物質の 'unfl~)J を illú~

r *-llJ1J!え技術を利川して強化する場fV、或いは、コモディティ ーな化'ア物質を

辿伝子主Il換え前で生産しようとする以台、 '1;pri tJ:の'::J¥，、株を1i'，Eにする必要が

あるが、そのような株はほとんどが栄接要求件のない~IH'U朱である 。 さらに、

パン、出柄、ビールなどの実川 1-.よく利川されているMI:)に対してill伝子*-1l1負

え技術による分 f斤柿を行なうことが中まれているが、これらは川次的数休で

あり、アミノ酸定求件などの変児を付加することは符Mではなし 1。また、突然、

変叫によるアミノ限定求件などの，誘発は、').S川静1:)の刊1'1ーを劣化させる"Jfi日|

も巧えられ、作品に変)'11を{、jりすることが:1:米ない以fYが多い。

このような野ヤI; }\~ (J) Mりにill伝(-を形'l'lii 1，険し、その転換休を~}JIJするため

には北剤師，ltl.のマーカーをやj川する必要がある。これは、制1IJ1包附則に対してド1[

;lf効県のある薬剤をlj''iJ也に添)JIIし、その楽沖lに対して1m，)tl:をイJする.i!J伝子をfT

むプラスミドを干IJ川して形質転tfJ!f本を ~}JIJするノ) ij，である。大JJ弘前においては

アンピシリン、 テ トラサイクリン、カナマイシンなどの抗'1.物質に耐性をノJ¥寸

前j.J付i!J伝子が利)lJされている。，iLi.l，j・MI:)においても、少ないなが ら数制対iのIfu.f

-6-

竹マーカーがDIJ免されつつあり、例えば、 G418耐性lこ|民lうする 3ーホスホリラ ー

ゼill伝子 13)、メトトレキセートとスルファニルアミド雨、けいこi立l勺・するジヒド

n~注目~辺 Jt:M.;{のill伝(-14 ) などがある 。 しかし、その薬剤が，f~ ftIliであること

から必ずしも克川的とはし時、難く、より実川tl:の，:':i¥，、マーカ-ill伝子のD日発が

吃求されている。

2) H~自転換したill伝子の杭)=. '1'での安定化に r~1する既伐の研究

プラ ス ミド、特に人 L的に作創したプラスミドは問主的体内に必ずしも玄定

に{i(1:せず、分配不安定性、Ifzびに柿iS不安定1ftのためによ門前に伴って脱落して

いく 。 例えば、静 I:~の YRp7などでは、 1111{t t¥y: ~I'iするごとに約70-90%のプラス

ミドが脱仇する。一般に、工業(内な'1:.Vfを1iなうためには宿 t簡を品低30-60

111.代以設する必要があることから、このプラスミドの脱訴をいかに抑制できる

かが以終的な'I=.陀収率に対して非常に竜要となる。

プラスミドの'I，i.定ヤ1:に|則する数γ的モデルがE.coli1S1ー171及びS.cere-

visiael81 -191において出ぶされているが、利織すぎる数学的モデルに部づ く

コンビュー タシュミレーションの紡民は、実|僚の抑制tな現象を現古川・分に点現

で きていないだけでなく、 l分に~)Ëtl:を 1九めることはできなし、。それゆえ、

1・ALなベクタ ープラスミドの開発が、まず必君!とJ5・えられる。

支え:なベクタ ープラスミドの開発にi則する研究は、最近E.collにおいてな

されつつあり 21・23)、Fプラスミド[11来の辿伝子断片 (miniF)を過当なベクタ

ーと辿Uiする);1Lゃ、 parili伝子を干1)川する H法などではかなり高いプラスミ

ドの安定ヤ1:がりられている。

-)J、S.cerevisiaeは、 E.coliと比較してあまり研究がなされていなし、。

ベクタ ープラスミドとしてS.cerevis印刷l'に多コピー仔花するプラスミドの

2 jl mDNAを利川するプラスミド (YEp系)、染色体rl'のARS傾域を行するプラス

ミド‘(YRp系)及びセントロメアを干IJ川したプラスミド(YCp系)などの開発が

行なわれたo ill伝子の免現という1mからは、コピー数の多いプラスミドがMま

-7-



L いが、 YRp系のプラスミドは、コピー数が多いのに対し 'i~ )，L判 11 計しくれし、。

YCpf(~のプラスミド 11 、'必定 rl は，::)t、が細胞吋たり iコγーしか{i(J:し臼 L、。こ

れ1-~，J し、 YEpよれのへクターはコピー数が多く'有山ftl も，::，いことから r業的な

'1 :. 1ヰ;に過していると与えられた 24) 。しかし、例え It." 、 YEpl3ですら 11 11• {¥，:W:刑

する際に、 10'"，'，' 1良欠治した。そこで、 2μmDNAフ・ラスミドの支í.L判 (~f'H縄問の

前析がれなわれ、 2fLmDNAに{f(F.するi1J伝子 (REPl、REP2、REP3、FLP，Z)の

キ110せを企えたプラスミドや2μmDNA令{ノドをrJするプラスミドpJDB219、pSI4あ

るいはpYXlがrm允された25-2610安定性の而ではこの2tL mDNA今体を (Jするプ

ラスミドが倒れていた 27)。

また、 11 的の辿{ぶ f を~(j I~の染色体内に組み込むことにより、 11 (/':li1J七、 fを

多コピー数1(jI:'I)~ '.:tln人し、発現と安定を内める試みもわなわれている。川人

目I~分として、染色体内に多コじ-ff([する TylAl rをJJJI， 、る);r}， 2削リ川とリオ、

ソーマルDNAを}IJ 1， 、るんυJ30}がある。

1.3 本研究のfl的と内符

IIIJ節までに.idにベてきたように、分('t-物?の克服に{tって動仙物など111米の

ilift、fをS cerevisiaeをii'i1:としてクローニングし、 r1的のrJ)IJ 1知引を'1・，:じ

することがIIJtl~ になってきた。しかし、 S. cerevisiaeを山J:として 1:来的な

レベルでの'1庁をhなう以fk適叶な野ヤtM吋川マーカーのDIJ允と，'，・Jlい'右i.Lfl

を(jするベクタープラスミドが開発されていないことが、 r~化へのひとつの
大きな附;lfになっている。それゆえ、 /1:陀プロセスに泊した制Il~え休を，没，ìl し
れJ るんは;命を仰・，'!.していくことは、現fl:の1ft変なt.~!liiである。

/ト研究では、 r.x.化lこれや!なマーカ-ill伝子の日目先と 1・l的ili(，、 fのii'iI・'1'で

の'zt.・i.L化ん仏のIJlJ允を小心に、 S-アデノシルメチオニン (SM.I)の11v(:I-1日J~る
)IU階的な検討をIJなヲた。 SAMの摘むをFig・1.1に小す。 SAMは、メ fルjル1'/、移
反応の(Jl'j {みとして，1:休"，で市をな役割をrnすだけでなく、 111臓附;lfやlJ日付:1f

一8-

NH2 

N
グC'C/r晴、

I 11 、CH
HC、/C'N/。 CH3

同

l 

c-CH-CH2・CH2-S-CH2
Hσ '. ED 

NH2 

OH OH 

Fig. 1.1 Structure of S adenosylmethionine (SAM). 

に吋する業1'1Ht~な n~}Jftl:が十日行されており、その1'.主的な '1 :昨がJUHSされてい

る物的である。本論文l;t以ドに示す y:により h~l& される。

ます、:;~ 1 m~においては、エチオニン耐ftl. ill伝子を ~lfftl:貯J:J川のマーカーと

してIfxí~l L、その'1化学的、H，ぴに遺伝学的な特刊について前析した。 HIIち、;n

2，;'i:で(;Hft'1Mnで党11lするマーカー遺伝子を1[1(í~}することを n(1''.)として、メ

チオニンのアサ nグ物質であるエチオニンに品川1:をノJ'す府I:)S cerevisiaeの

ili {，、子のク口ーニングをfJなった。さらに、その'1化γ的な1!r1"1についても検

11.Jをi)ない、 SAMの品川に I ~IIjしていることをiリjらかにした。また、i.n3巾では、

このエ fオニンIfu，lft 1 ill伝子の出i，~MωIJ とそれからt1Lりされるタンパク伐の ill

(去γ(t刊行Jjもfiなった。さらに、第4JFではその他の1HIとして、エチオニン

白Hlili伝子が併1:)のスペルミン耐ftl:にも限lワしていることについて述べた。

次に、 W2m~ で(i.、 II 的地伝子の先現と安定ヤ1:を 1fb めるん法のDlI允を小心に

SAMの，1バーに|日!する611究をfJなった。I!IIち、第5市では、この.1..1-オニン向4ftI: ill 

(l~ rをれする府1:)を川いると r.業(/':1に卜分利)1Iしi'}る浪I!l.のSAMをl均体内に孫

-9-



的しれ}ること 、また、[riJ岐にSーアデノシルホモシステインも品約できることを

ボした。しかし、この第5f;':で他川したベクタ ーは、安定性が{J¥く仁業的な/卜

P?~ には適さな l'o そこで 、 !1~ 6 市:ではエチエオンI~Hnili伝子をマ ー カーとし、

Ilつ、プラスミドの安定性の向いr:業化川ベクタープラスミドの開発を行な っ

た。このプラスミドは 、 SAMの工業的な 'I~陀に利川できるのみならず夫川M I:j

の内iHにも利川できることを示した。 l'{;t:(去に、!.fn市では染色体 L学的なアプ

ローチとして、エチオニン耐性ili伝子の醇I:}.染色体内への何人を行ない、多コ

ピー師人することができた。今後安定十1:を改良していくことにより 、SAMの，[:，

陀ベクターとして利川できるIfJ能性があることをlリjらかにした。

-10-

第 l編

醇ほのエチオニン耐性遺伝了-の取得とその特性

ヨ12~: Saccharomyces ce巴込sia空のエチオニン耐性遺伝下のクローニング

とs-アデノシルメチオニンの茶税への影粋

ヨ13，'江 Saccharomyces cerevlslaeのエチオニン耐性遺伝子の指接配列と

その特性

ヨ14市 Saccharomycescerevlsiaeのスペルミン耐性遺伝子のクローニングと

S-アデノシルメチオニンの孫桁への彩粋



ヲ}2 ~~~ 

Saccharomyces cerevisiaeのエチオニン耐~I:遺伝子

のクローニングとふアヂノシルメチオニンの帯約へ

の彫特

2 _ 1 *1i言

MIサ細胞に[/(，~の逃 (L.、子を形質転換し党現させるためには、形'也事1、挽{ふを i怠

}JIJするためのマーカーが必定となる。静1:):の場代、栄延安求刊を人為的変異に

より{、jりした、r数休階付を1I'ii:としてmい、その栄養要求ftj:を相補する遺伝子

をマーカーiri伝子として平IJ川することにより Jf3fl転検体を遺日IJする方法か一般

にh なわれている。しかしながら、 r業的なJt.~を巧f.~した時、安価な問 i也を

平IJ川でき}円刑も促れている!Pfftt J('~の(点数休を利川した Jjがれ干IJであり、 43 に、

~.n l ，~'iで述べた械な微'1".物 rll 米のイI川物質、府点、コモディディ ーケミカルな

との右(11hで多爪に利JTjされる物質の場合にはそのことが必須となる。さらに、

市柄、ビール、あるいはパンなどの'1昨に利mされる静(:):の分下fi柿による改

良がwqlされているが、これらの静!せはいずれも1苛次的数休で‘ある。このよう

な山次的数休!こは、人為的変異により栄fi~求刊を1Nt:に (;J I j・することが|羽1!lt

であることから、形質事z、検体を.ift}JIJするためには、薬剤耐1t'1:iri伝子をマーカー

として利用する必変が'1じてくる。

人1]説的では、悲剤耐ヤ1-iri仏子としてアンピシリン耐件ill伝子やテトラリイク

リン市4ftl ill伝子などが頻繁に利川されているが、 Mけではこれらの薬剤に対し

て山 tli身が耐件をイjしていることなどのために、これらの逃伝子を刊川でき

ない。それゆえ、葉市1J耐性マーカーとなる遺伝 fのI}IJ発が階付において中まれ

11 



0.1 %クルコース、0.5%出化ナトリウム、スト fクストラクト、イo ~. ており、いくつかIJ1J発されつコある。例えば、 G418向H'Iにi民J/j，する3-ホスホト

を(七JIII t-。、‘，，，
内
'
l
u内，，-nr 

トとスルフ rニルつ'ミ|、 Ifu.J1"1 メトトレペセ・ランスフエラーヤの追い r131， 

そtか Lt，i IJ~ ら、に!世jljするジヒトロ民間i:J)し肝主のi自伝子 1川なとかある。

cerev isiac DKD 50 IH~の ill伝 f ライフラ，)ーの {'I ~1 1.1.以 fの}ji):に

辿 {l~ (キIl換えほ{'I2.2 2 よの抜高11が，'::)(llhであることなどマーカーとして必 Fしむ'よ川的とはいい叩 く、

cerevisiae DKD-5D'・II ~*より Cryer らのブJW
31 】rW I:JS り;ii川件の'::Jいマーカーの11IJ発が中まれている。

により令色体DNAを11¥11¥:t，'í到し た。 fl，} られた小色体DNAを ~I .I]I~M ~;Sau3A 1 で f\l~分
ます、 MI:jS.l:り{;' t~ ったのしばし{王朝lIlJ包アミノ 再建アナ[Jグ物れは、そのアミノ慣とJJill-L{131三{'r=川して、

If 
この分析物を 0.8%のアガ ¥:1ースゲルiUx¥泳動にOtL t，こ。

アミノメチオ二ンのアナ口グ物自であ り、エチオニンは、のW: 'lII'1 を~Il'，':'する。

ζ れ
10k¥】のl析)'，'をUJり:1:し、透析チューフi):3 21により DNAを11I1I以役、

(I'~ (こう}角ffしfニi長、阪アナロクのqlで比較的安(，ß，に人 f できること、何~Iサの W:M ~Il ;':幻1)'l~か人主い

ベクターブヲスミ F'YEp 13は、:I，III~UMよ Bamlll で完全 にlJJ断
Ilより 5マーカー川のz区別として俺れている。そこで、木研究ではこのエチことなど、

この11見リン隙化処fll¥したベクターと既

4 ん、4110i:51Lfニ。て1)1]免寸る ことを 11的とオ二ンに，10.11"1を小すill{L、子を~'ft'H朱川のマーカーと l

した役、脱リン械化処fll':¥'lを施した。

にlill収した渋色体DNA断n・をラ fゲーションよ・ットを川いてライゲーションを

して、まず併 I~Saccharomyces cercvisiaeのエチオ二ン向.}1"1・必伝子のク u一二

そのill伝子の '1 化学的1 ，~ ftl とエチオ・ ニンの~y ，:j:問机さらに、ングを行な、た
coli DlIlにmn転一この DNA~U)ì牧l をはJt化カル シウム r)~3)に従ってE，

{ Jなった。についても険討 した。

川O.2Kで20¥l!jH¥l h~ ii'I'した。 '1:えてきたアンピシリンに1m，1 1"1を1)'すコロニーをす

mL、o03kg'm3のアンピシリンをfT{lするしBt{'.J也の寒天プレム トにや.有jL、

さらにill~心分離による h t1、で fJiM し
べて111111兄L、プラスミドをtllllllした降、

実験んw2.2 
cereVlslae 

た 32，。 i'; られたプラスミドを耐隙 リチウム7l~33)により 府吋S

DKD 50 IH1-( ~ Jf~'í/l+1，倣 l た後、レロイシンを台(JしないSD品少ml自にゆ (IiL 
プラスミドおよび日地l均株、2，2. 1 

303 2Kで2I I Hll }jl{ ii't'した。 fl}. られたコ口ニー寸べてを~I均し、 SD!'l.l:少明地に!懸

t叫することにより、 DKD5D-IH1-のili伝子ライフラリーを行た。
よりう}市して庁i~ 、 た SaccharomycesMI:j の 11~i Lとして人的教段(大阪大?・)

一これを
cereV1Stae cerevisiae DKD-5D-H (a leu2 3 lcu2-112 trpl his3)株及ひS，

M':JI¥'のプラスミドの111111: tt'i \ï~ (j. C ryerらのhil、3I】に従って'{iない、

プラスミドを111製 した。
his4-712 met2 1 ura3-52 leu2 112 lys2)林を使1IJL、火山IAfATCC52052 (α 

E. co 1 i 0111に)WCi'1'1、敗(レストュー)Lた後、
gyrA96 recAl relAI endAl thil (F のm 1:としてEscherichiacoli DHI 

このもi数i円前後JUIの制胞を!l:

10 mo l /m3のトリ ス - l1n't~控緩街地

Ml:jの制n包をレメチオニンをfyfIする、あるいはAiJL ない 1.OxlO3m3のSDJ'，，{

少出j世'11でHxt(I"Jに 303.2Kで 1811!J¥:¥11日誌した。
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l:liした後、 0.85%の'1}'I'食l1.:tJKで乱/f'し、

(pIl1.5)に!岱削 Ltこ。

M ，{;ilin 2.2.3 

)を他川 した。また、プラスミドとしては、静1:)のLeu2ill{1、

fを(JするYEp13を使川した。階I:}の附j也として、 SDM少j日l山(2%グルーIース、

また、 人IJ訪 11~の日 j自には LRJ:"tJ自(1%ポ リベ/トン、

-12 

『ツ

).67'¥イーストニトロゲンベースW/Oアミノ 殿、 pH5 0 (アミノ 政投び怯何者を

過Î0~}JII ) )を{土川した。添))11物のI14終i民lえは、 L-トリブトファン、し-1:スチ

ジン、 L-メチオニンをO.02kg/m3に、し一口 イシン、 Lリジンを0.03kg/m31-、

ラシルを0.01kg/m3にした。

えhsdR17 supE44 



Il mプj、ラスピースを 70%まで人れた後、細川包!懸刈II1(で満たし、民間ガスで冷1.11

lなカイら、 2う}1111 ;1，モジナ(f)'- (MSKセルホモジ j イザ一、 ブラウン付) を

川いて粉砕寸ることにより 1均体を l~~ l'，~した。パスツール1'1'に!f'(り、 277.2K 、

15.000 r.p.mで60分間速心分師し、 その1.:. 1すみ肢を併?~hlllll i夜とした。 7スパ

ルトキナーゼ、ホモセリンデヒトロゲナーゼ、 ATPスルフ fラ -.t"のl，fjftUtII)Jl:

には、このM，?;JIIIIII被をそのまま 山川し た。 SAMi7IJ党府主の1，r.tl7111以Eには、

O.0Imol/m3のふっ化フェニルメチルスルホニル(PheMeSO2 F)を冷れする 10

mo1/m3のトリスー掠限緩衝液 (pll7 5)小、 277.2Kで一日投この併合計1111111械を

~. tlÎ したものを他川した。 アスバルトキナーゼ及びホモセリンデUドロゲナー

ロの1，r.tl: 71(1) iLには、 TruffaBachiとCohenのんil、34)及びDat taとGrstの);71、3!il 

をそれぞれ他川した。 ATPスルフィラーゼl士、 Vitoと Dreyfussの }ji}~361に従「

てill'J).どした。反応により ATPから'I./Jxする燐前イオンは、 FiskeとSabbarow:l
7
)

の }j法により分析した。 SAM作成~~ ;f~の l，T，tl 71(1) J.Eには、 Shiozakiらのjj法38)を

(~~Jl J した。 bdi:.、 により合成されたSAMはG ree nの Jii}~39) によりう} 十11 した。また、

タンパク 1'1iJ，~1立は 、 Lowryの )j{J~'O】に従った。

2.2.4 1:4休11'のSアデノシルメ Tオニンの分fll

Sアデノシルメチオニン (SAM) のtlll:ll&び分Hlti:以下の);iJ、でi1な った。

対数i門前後JU)(0.8 1.0kg/m3)の防[:J制胞を277.2K、5.000rpmで 10分11¥1池心分

却することにより広l指し、ぷ間/1<でlli'l洗浄役、 i主心分離により民的した。 唱

、-

れを3.5x10-f.m3の10%過臨み慨に!ぜ向 l、303.2Kで1111j1:nbk i~，'し t- 。 ιの首:n伐を

277.2K、10.000rpmで10分H¥I辿心分離した後、 1.7行み械をil心深く 111111児したの

この比版物にさらに I.Oxl0-6m3の10%の過恥ふ閥抗11)(を添JJIIし辿心分断iこより

I-.iなみ1('<を1"111記した。 これらの抗泌を、 5，OxlO-sm3のメスフラスコに人れ、

S.OxI0-
6
m
3になるように 1O~~の inJ支の過取点問手加えた。 i均体JIII:11 j(そ"1のSAMの

分析には、 I~:J A事i(主体クロマトクラフィー (IIPLC)チ仙川しt-。川、LCは、 LC!)A 

J¥'! (，I;，'aIH!i11'II'h)に 50cm(25cm x2)のAs川1ipak (;S 320 (刷化成(11.)) カラ J、ふ

II~ り付けたもの手仙川し、 2~Snmの政 l~で IIIIJ~じした。 fin l: Î(z として、 100mol/m耳

14-

のけン熊 ¥ナトリウム/水際化 j トリウム経静III'dp 11 1 0 . 0 )を他Jl)l、

2 Ox10・ 6 m~ /m i l1の辿!良 C込;ilk L たの SI酬の 1;'~HU士、れられたデー タ ー より IfliW
をJln し、怜 1 ，' ，W(10%~出会般にS^~\の純JJ1 を出船'したH 々の iJ~I tt i'it il長から1(1

h'í と i~~伐の 11(1{来手求めたもの)から口 :1: した。 このうHli条件により、 7デノシ

ン、づ'デfノシン -，lA階、 アデノゾン .M隊、 ず '''j!ノシン :燐械でtrの仏間&び

$AMの飢似物れ である5・ーメチル fオアデノシン、 sγデノシル L-;I，モシステ

( ./の(民t11 11 ~I 11'.1止SAMの保持lI!rU¥19.8分とは冗令にう}賊された。

225 1:i4体内のLメチオニン浪伎の分析

I'{I体内のし メ fオニン濃度tt、C11Cres tらのJJ(J、4， )にぷづいて以ドのん訟に

(!:り rtlll山した。 H.々のi限度のし
メナオニンをfTれする5.0xl0・4m3のSDM少山地

'1' で ，~・!故 I骨折1'， i支lり1(0 8-1.0kνm3)主でMr:J紺l胞を303.2Kで出廷した後、 277.2

K、5.000r p . m で 10う}Im~心竹島~することにより比 l均し、 iAff{ ノkにより 31"1洗
/(1 it:、 jlJI定地心、分断1 により丸山した。このl拘{本を!h:伺 /K に!怪刈し、 10分 Im~)I;llr.~
桁 11 1で及川した除、 ~心分制 (10 ， 000 rpm、30min)した。 この1.7なみ/(Xをメザ

;.ニ ンア ッセイ'('，'世 (Difcotl')に添加!し、 Leuconstocmesenteroides P-60株

( ，\TCC804Z ) の J\VII~ltl に上り礼11いにした。 十?ベI 線ぺ、 H 々のi~tHQの化γ代h見のレメチ

オニ ンにより f'lh'<. l たものを H~ J1) した。

2.2 6 I:lH本~/支の抑lli:

r'l1 (小浪伎の/1111)ぶには、う})'l.J¥;/定
100 - 10J{'~ある L 、 !:tllitachi u-

1100J¥'! 11:!l~ln ~.(附)を J1I ~、亡、 l('mのセルにより 610nmの1&:l~で刈瓜 (0.D. )を

1¥11) Jl:した。きら(-、 この削l良より r'~(本 7~~伎を切~ :11した。 ai(本政/Q(t、/点問ノドで

卜う}洗浄役、i::!心分離により沈殿 した静吋!有休を383.2Kで611与1111牝縦 した協の

のinf，'_(kg-dry cells)を他!りした。 MNDKD5D-1Iにおいて、lIitachiU-I100 

イと(七川した!日作tt.lO.D ー0.275kg-dry ce11s/m3としてり'11¥ した。

-15-



紫外科~Wi徹おPff!2.2 '{ 

:/ ア{~チ jレ ー 1.ノ、チオニン、 Lカナパニン、 p-フルオ.l1 - D. I. ~ フ z ニルアラー、ドの人っt-s7'勺 スミ

cel('¥・isi 1e DKD !)D "Hの おIl IJ包~.、 5.0mol/mヨの1.・メ
-]、デイン)を ftfiするSDMφj ・.~ J山111てJ;'t， j'I l、20Il'JI::Ji敢におJるそのi円引を.')，'.1f-オ三ンを~ (J '~ ・る、あるいは('i;(J しなL、SDM'!，'Jo'U由、 2.Omol /m.1の

DI 
イソ 11イノンヒトlJ・ドサメー i、D，L-スレオ -ンヒド1・1キそのf.';~H 、 lべたの

1 ~ f・

を ~(J 4・るSDM少j日 j也の3H tJi のh'~ J t!l lll で ~f ~~(J'') に対抗j:~MiをlUJt でオニン

:':j i;:~ 1ft c J円 ~I'iF>ll'，' iかi見).127Omol/m3 けメ ー ト、 D.し-l-ド【1・1二ノノルノ :リン!i:、
303 2KでJ;'~ i"t L、J合1.11したoR5%の'1:1111 ft j~，;ノ'k C 11"11A:汀"L、1，.)f立札iノkに!佐川 l

これに川し、 D.Lーエチオニてが}50創作目I'j~II ，'，'を小した 。でコン トlト・ル，-~.ll た o 紫外線~n微鈍'/j・uti:、制)1包!懸刈7ft1 ~布ルイ 1':定のスライトグラスの 1: に j月号、
yセチル L-シスァイノ工ユルアラニン、フルオ [1-D 1 ン、1，-カナ I~ニン 、 p

まわりをマニキュアによりシールしたサ
ノ〈ーグラスをの 11、その!にイi*のカ

ン!-1、1t ' I"~ (J~) 似 iJ，"JJ.Q (1. Omo1/が)C t) j作品"1~Jl'.'r効~~か I ~ :J くほとんと j:~ $'tI' 1 はみら~} /1:1可!YMで紫外線をI!({q.Jし、 UVMPJ¥'!(Erns t Le i t z. 
ンプルを 10'

Wet71al・)の同
〆ミノ椴アナロク物臼の'11で、

γセヂルーしフ zニルアラニン、

それゆえ、

[).1. -T 1-1ニン、L-プJナ J〈ニン、 p-フロ n-L 

をI足1/1ミせず)。(データ~ l江か勺た
フィルムは KodakSprctrum 

ノド申，'，i3mmでm杉し介。

( Eastman Kodak Rochestel礼)を仲川した。

1¥ 問、術銑で、 i波長260n

J¥nalysis NO 1 

シス J インか'1'門i除ルi:[!;別対る同.， t' 1 : マ ー カーJ1J の;~~押!として泊していると行え

二れらのJ¥竹内向lr刈取の大さい生方11のうちJ¥{b 'I;_ (1111に人

t:ヨJ的に fiq!なメ fオニンの(¥，Alジr物であるSAMの1.').らひに、

本{jJf・先で(i:、

rで主ること、

，:)hるの

fット及び品1lmJRF4ilIY州iti(株)より人f.lた。D.L

試~

yイゲ-ーシヲン

2.2.8 

占fW に 1~1 i1!かæいことから、 D.L - 1:.子 J十二ンをマーカー 111 のよ:V，i 押!とし {11 JlJした。エチ

メfオーン、 Sアデノシル LS() ueれから、 Ste オ二ン{士、 Nacalai

二r.チオニンにこの 1_1オニンに耐十|を (Jするill伝 fのJ(xi~}を試みた。I欠I-、〆7ノシ
ルI，-.rチ対ニノ、 Sアデノシル Lホモシステイン、 L

cerevisiae DKD 5D-

IHll'l斗の工 1.オニンに対する11a.Jf11を'liにJしく J，'，]べた。 DKD-5D-H株の刺11胞を

O.3mol/川、)Omo 1/州、 2Omol/がの D.L-エチオ二ンをfTれするSDJU少問地

ますMlサSIf~.I~1 ~二小 cj-i1J (l~ (をクロ ーニンク寸るために、
tJナノ〈ニン、 p-ソルオ

スレイーて

ア 'l~ ヂル L

D.I.-フヱニルアラ
ニン、 Lイソ nイシンヒド円キザメート、 D.L

カナパニツ，、ヒドnキシノルハリン、 Lト、 D.Lド[1キザメ

o 

ンt

ン λテ fンIJSigmaChemicalれより人 fしたの

iプレ ー ト叶たり 106倒すつや (，jL、の恕λ;プレートに、(し I1イシンを;.;(f)

ぃrれの浪l交でも少なくとも4f I mld DKD '5D-H この*，¥~~、30:l 2Kで以j，VI'した。

そこで府f:)DKD 5D-11株のiJj(L、子ライはの刺1111包tt'1 (iすることかでさなか 3た。
*，'， ~ 2.3 

cょ;験Jnl:2 .2 . 2)の併付制1111包をo3molrm3のD.Lーヱチオニンを;.;-( J寸ノラリー

Fig. そのtJl・'H、る SD!'I.{少 J "，~ j自の恋人;プレー・トにや (Ijl 303 21¥て4I I HlJ h~ j，Y，'した。
一ニ ンク

てチ対二ン耐f'l:jJj伝子のク口
2.3 

2. 1 に IJ~"(Jような D.Lエ fオーンにItJ-1刊を'J.;tlコ t:1ニー数10側同た。25 0~1 のコ
、ノ賊と1，'，tJ'L(1内に反応 LW:~，'j~1[ ~ If効果を']1さ起ァ=アミノ椴アナ口グ物質は

u ニー に 岬 )~、てその'~~r.t .).t求tlを.J，'，Iべたところ、トトリブトフ γ ンとレヒスチ

、

ノとその他のアミノ峨アナログ物刊か、 MI:)のj(?げlに
そこで、 J チオニ‘ζ<1・D

シンに'Jf)ドヤlがあり、 L-[1イシンに吃:ktJ:がなく、 DKD-5D -Hnにプラスミドが
cere¥'isiae DKD 5D "拡を0、

。MH}Sfえはサ.~!~ ~~~~を比較した

人勺た以fTの'1:持・止Jドヤ!と一位した。

エ fオーンに併Jtl.を小 .i'J!i. W休日、 SAMの品wに t13W投l1.すことが ~il られて

いる。 メヂオ ニンを~ (jこれ.;250，¥1の11~ 1'i 恥拘{本当、 ~.OmoliポのL~ -ーて」仁、

n
H
V
 

l
 

，
 

q
r
u
 、

h
H
V
 

内
《
リ

、
h
H
V
 

ート、 0・Lスレオニンヒトロキトザメー l、、。.Lーとト口十シノルノ.，.1)ン、 0・1.・1

no l/m 

3の椛l良r、柿々のアミノ目安 Yナuクf却1'!(1.イソロイシン L/":'11 i二リメ
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その対数l円抗，'， JUJ における SAMの l?ìWへの~[~~~を

寸ント口一ルであるベクタープラスミドYEpL3がDKD5D-1I 

~.る SDM少j t'rl山でル ~tå防長し、

そのt，lj~具、ぷlべた。

(DKD 5D-II/YEp13)か、 SAMを約 0.020kg/k又drycellslh仰す株に人ったもの

るのに対 L 、 250~1の内の 170AIの Jf~~rlHd~休 (Class 1 Hi、糸町PI¥か杓0.001-

E E 
:1←→6.5 kb 

一~。
hw

しかしながら、 H.

り 80~1の Jf~ 'l1'~ 1; ~~休 (Class 11)では、 S¥Mの品川市がo100-0.160kg/kg-dry 

0.004kg/同 drycel1sであり SAMの高品'iがtrll:1，IJされていた。

このi走行 (Class11)のjjJ仏刊しcell sであり、逆にSAMの帯wが1苛まゥていたの

10.7 kb L主的に{，lIiMtのあるそのヱチオニン両4ft1機防が'1化γ的にも明!I味深い卜.に、

SAMの'1:j7fにわj川できる IIIfì~tl ・があることから、木研究ではこの iをおの ifi伝子

に.1.1.:，~.'を吋てさらに怜，;，tを hなった

Restriclion map of plasmid pYSMHl. 2.2 Fig. 

plasmid YEp13 口 vectol.: chromosomal DNA fragment. 

Bamlll/Sau3AI site ， 

Class 11 のJf_~n+d魚体の内の 1flAIよりプラスミトをね製Lた。 {I}られたブラ

ス 2ドをpYSMUlとlI'fぶ。プラスミドpYSMHlを市IJJIN防長で切断した後、アカ口一

画 フスゲル，liλ泳重}Jによりその制限M4，J也閃を決定したtJ，果をFig・2.2に示す。

の決色体DNAの

Sau3:¥ 11折);か同人主れたらのであり、今体として17.2kbであった。

長骨子ミミ丘、

.ノー

ι ッウ圃
-・IJIII!ー司~〒・~・~

、-
、、.，，hu 

i
ν
R
H
 

，，.‘、ラスミ|、 pYSMlIllt、YEp13のBamlll日IHu.に6，5キロベース

ヱチオニン耐f!1:iO {~、 fを Ut!j している階付によるSAh(の帯約2 3.2 

cerev is iae DKD 5D-lI r~ に }f~1'l ~l， 険した制lJ包 (DKD 5D-プラスミドpYSMlI1をS

11， p YSMl11 ) '11に告;tffiLている物引かSAMであることの昨訟をfJなった。 DKD5D-

lI/pYSMlllの制1I)J包泣びコントロールである YEp13を H~11 転出した刻II lJ包 (DKD-5DPholograph of colonics of lransformanls carrying cthioninc Z.l o
h
 

-
-

F
ド
且

メ，.オニンを:"t (JL ない SDJ"占少 Jì~J也あるいはレメ 7オニン省凶作II/YEp13)を、しresistanl gene. 

そのtJII:11 i伎をHPLCIこより分析した仏果をFig・(J ，t.るSDM少1{';J山で振TMiftfEし、Transformanls(101 cells/plate) W('lC splcad on SD plalc eontainin只 0.3

コントロ・ルであるDKD5D-II/YFp13の細1111包jlll:1¥ ijJt.では、しメチオニ

ンを添)JIILた的地で明英 Lた"，1、前:11Jl.JlI¥I9 8分の紫外線(258nm)吸収物自のI??

-19 
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mol/m3 D.L-rlhionine. 



-ん、 DKD5D-II/pYSMHlでは、し2.3A.b)。2.3A.a、Figσh 
・1

F
ド
E，，‘、)JII が~~られた

(8 ) 
メ1-A ニン与を j{~}JII L た t;'~J白むこのgqぅ}の紫外線 I~~ I{川知引が片 l く jl~JJII Lた

その他の紫外線吸収このi弘代1~ 0分のうた外線吸収物'('1b W: )JIIしたが、さらに、

。

物'i'it;t :1ント1'1ール止大きな庄ははられなかった (Fiヌ23B.a， Fig.2.3B.b)。

(F i只-放した乙の9.8分の常外線1県収物刊の治11111'111:11よSAMのそれと'ぷ今に

2 1i¥.r.)。

さらに、 Fig.2 - 3B.bの品川物~1 がSA\4であることを町認するために pllを (l( く

してうiHiを11'なコた。そのtJ1!具、 SAMの{早川lI!j1111はpHに大きく彰併を受けた。

jli終的にFig・ 24に小寸条例に変えてIIPLC(こより分析した結県を不す lFig

i分の紫2 ~) (l DKD 51) II/r】YSMlll では、 L - メr-オーンを添加|し 1・}~.~J也でこの I~ 

この11I 外綜吸収物1'1か片しくr，~}JII l、222分の紫外線l吸収物自らmJJIIした。

ーん、 Sアデノシう}の紫外線I!J.，Z収物質(t、SAMの{早川II.'iI::Jと'ぷ令に・4 致した。

b 

(A) 

。

b E
C
∞m
N
 

2.4の糸件にお2.3及ひFig.ルーL-71;モシステイン (SAH)の保灼11，'dlllは、 Fig

もうひとつの W:JJII した紫外線I~いてそれぞれト10分、 222分であることから、

収物'('!(よ、 SAIIであることか揃ι，?U~ れ t::. o

コントロール部分をJ11しない、たIflIUi2 4 (J) IIPLCの条件において、また、 Fig

2.3のIIPLCの条{'Iよりn山したSAMの濃度と比校より SAMの i~~J立を TlIl1 L、Fig.

これらのnll/1: i向を2ftEまた、その l:l:;/~ :は 5%でありほぼ一致した。Lたと乙ろ、

c 

咽-0 

。υ
c
o
A』

O
ω
0
4

ペーパークロマトグラソィーにより分析した(Fig卜で、1f1の条{'I (A、B)
16 12 

( m i n ) 

8 4 。
2.5)0 A， B~ 、ずれの条刊で分析した句作も、 SAM及びSAII と同じ Rf(it[のところにTime 

このスポットがある以外 /1特に~'.'なった仙~ii7，'にスポットをはい山せなかった。

ー致する。以卜.のことから、 pYSMllll'.のエチオニン、ニとは、 IIPLCのt川↓:とよくIIPLC chromalograms of ccl1 extracts. Fig. 2.3 

内4111ili {J、子をれする ~~Iサにより SAMの占有iがI~:Jくなっていることがm・4された。(B) were cultured Yeast ceJls of DKD-5D II/YEp13 (A) or DKD・5D-H/pYSMHl

コントロールであるDKD5D H/YEpI3あるし1はDKD5D-ll/pYSMII1の稿!日出また、Cell cx l-in the absence (a) or presence (b) of 5 mol/m3 L methionine 

を柿々の inJ史のレメヂオニンを~(J する SD!'tJ:少 jì~J也で};1延し、対数m抗1¥後JVIにracts were analyzed by high performance liquid chromatography. Panrl 

おいてl均体を民l剥した。その的体111のSAMの訴Ffilt!と明j也に添))11したしメチオ(A.c) shows the retention time of allthentic SAM 

つント nールであるDKD-5DII/YEpI3 

およびDKD-5[).II/pYSMII1とむしメチオニンの添)JIIに{、l'ってSAMのi?if!l 1， 1 が t\~)JII し

21 

ニンjn肢との関係をTable2."こ小 lた。
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-Solvent 
front 

....Origin 

-Solvenf 
fronf 

' ' ー寸r-A 

。。000 。00。
t I ' 1 
t ' 
B 

0 008 。o 00  

1 1 _L 

A 

B 

E
C

∞的
N

ω
υ
c
o
a』

O
ω
a
d司

伺俳・

0 

-Origin 
6 5 4 3 2 

Analysis of cell extracts by papcr chromatography 2.5 fig. 
30 25 20 15 10 5 。

Cell extracts wcre analyzed by paper choromatography 
( mi n ) Time 

ce 11 lanes 3.4.5 and 6. authentic SAM: lane 2. al1thentic SAII: Lan0 1. 

respec Ba and Bb. 2.3 Aa.Ab. in Figs. extracts corresponding to those 

ti¥'('ly HPLC analysis of cel1 extract. 2.4 Fig. 

Wattman NO.l paper. deve (5.0xlO・ 8m3)were spotted on extracts Ce 11 were analyzed and al1thenLic SAM (fig.2-4B) (Fig.2 4A) Ce 11 ex t rac t 

( 7: 500mol/m3 Ch3COONa ethanol: lopcrl with solvent systems of A. flow rate by IIPLC equippcd with an Asahipac GS 320 column. Th(' 

1% Na2P207 

Spots were detected undcr UV lighl at 

-23 

n-bl1thanol: ~ater ' acetic acid: 

J' 2 by voluln('). 

and B: ethanol 

40 

by ¥'oll1m(') 

35・

2511 11m. 

( :lO・

pll 7.0) was phosphate buffer. (0.1 moljm3 sorlium 

-22 

of Inobil(' phase 

1. Ox 10・1) m3/min. 



0.25 

0.20 

(
nε
¥
ω

一一ωυ

Accumulalion of SAM andしmethionineby S. crrevisiac OKO Tab1c 2.1 

50 11 /pYSMlll ccl1s 

0.15 』

A

』
刀

sov-
‘ー'

z
↑
玄
O

』。

L-Methioninc 

(kg/kg-dry cel1s) 

6.75 

in cells 

xlO-3 

0.05 

4.00 

SAM 

in cells 

(kg/kg dry cells) 

22 

xl0・3

N.D 

23 

L-methionine 

to medium 

5.0 

added 

(mol/m3
) 

。
1.0 

Sttains 

DKD・5D寸I/YEp13

30 20 
( h ) 

10 o 29 20 。OKO 50-H/pYSMHl 

T ime 3.59 112 1.0 

7.08 166 5 0 

in DKD 5D-II/pYSMlIl cel1s. to amino acids analogucs Resistance 2.6 円

u
n

-
-Fr 

and OKD-5D-H/pYSMHl Yeast cel1s of DKD-5D-tI/YEpI3 (open symbols) 

were grown on SO minimal medium conlaininεvarious (c losed symbo Is) Yeast cells of OKD 50 II/YEp13 or OKO-50 Il/pYSMlIl were grown on SO mini 

amino acid ana10gues. lhc various concentrations. mal medium containing L-melhioninc at 

0.05 mol/m3 seleno.L-methio-

1.Omol/m3 p-fluoro D.レ
O.・'0.3mol/m3 D.L-cthionine: 0，.， not d('lected. N. D. : 

口...2 Omol/m3 しcanavanine:ム.A.1l1ne: 

phenylalanine. そのfbt大1干:iW1，lは、 DKO50 lI/pYSMlIlの制胞のんがDKO50 II/YEp 13 

に比べて約8mI:.:Iくなっていた。

また、た。

-25 

ます、

エチオ ニ ン耐ftl:ili伝子の特n
このエチオニン耐ftljJJ伝子の'1'.化γ:が'11.よ特刊についてさらに険.1¥Jした。

24-
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DKD 5D lI/pYSMIIIの細胞及びコント口ールのDKD-5D-II/YEpI3の紺|胞を、杯々の

in肢のアミノ隣アナログを;.;(JするSD品少Jf'ij也で j(~ fi: l 、その}門真.，'jへの t~~~~を

.'mベ/ょ (Fig. 2.6)。コント口ールであるDKD5D-II/YEpI3の創11胞が、メチオニン

YナrJグ物れであるD.Lーエ Tオーン及びSーセレノ Lメ fオニンにより j，:，:!A'" ~Il 

rを吃・けているのに対し、 DKD5D.ll/pYSMIIIの創11胞は、これらのメチオニンア

ナ(1ク物'(1 に対する W:M~Il'H効史が少なく、これらの物自に対して耐刊を iJ' し

た。他h、フェニルアラニンアナログ (p-フルオローD.Lフ工ニルアラニン)及

びアルキニンアナロク(レカナパニン)は、 DKD-5D-II/YEp13の細胞と DKD-5D-

11; pYSMlI 1 制111包の両んとも川町1 を~Ilゾパ、 III.j 円に大きなX t.H~ られなかった。こ

のili{l、fがメヂオニンアナログ物目にのみ，mH'1をボしたことから、このili{l、f

t1、メチオニンの合成あるいは{しA粁問に|則りするili{J、fであるIIJ他十11';、，:・:J¥'、
と巧えられた。

そこで、このエチオニン耐tliri伝子のメチオニン什I&n: ~xへの影特について

ぷiベた。 DKD-5D-H/pYSMHIの制胞とDKD-5D-H/YEpI3の割11胞を、 Lメチオニンを

合(JしないSD{，i少}則自あるL、(;t1 Omol/m3のレメチオニンを介れするSD!'，，):少I日

l也で対数WI~，'， Jりl まで}内長 L た期IIII~ より，~，~I~ した M?hf，II:11 被を川いて、メ T オニ

ンのfTlJRに11(11j.する3HtJlのM，{:(〆スバルトキナーヤ、 ;1.モセリンデヒド 1・1

ゲナ・ヤ、 ATPスルフィラーゼ)泣ひSAM代成防虫の1.r.1t1を11l'1il:した*.1.取をTahle

2.21-..小す。 DKD-5D-H，pYSMl1lのアスバルトキナーゼ、 ;1，モセリンデヒドnゲ

ナーゼ、 ATPスルフィラーゼの3f'fiのr¥L{;伯仲は、 DKD-SD-II!YEp13のそれにみjし

では Jーんと jとはなかった。 SAMの介JJX~~主 i.け1・は、 DKD- 5D - ll/pYSMH1のんかDKD

5D II!YEpI3に比べて1.3-1.5mFIllLfJjめであったがl川町なλははられなか、た

た。主た、レメチオニンを;.;{Jする}日j也で防長した以介、アスバルトオ・ナーゼ

とATPスルフィラーゼの川刊か抑制されており、 DKD・5D-H!pYSMHlで特に抑制さ

れていた。このようにメチオニン合成の前十|が抑制されていることから、 Lメ

f ..iニンをfTれする山地て;Jt~ ftしたDKD-5D-II/pYSMIIIの制1111包11'に芸術した

SAM!t、!日こl:li体外のLメ fオーンにより代IJXt<れているト汚えられる。

さらに、 Ili休外のLメ fオ二ンにより SAMの品川かI::J去ることを、メ fオム

-26-

Tablc 2 2 Aclivity of enzymes in methioninc biosynlhetic pathway of 

()KD 5D II!YEpI3 or DKD 5D Il/pYSMlIl cells. 

汽tt a i ns 

DKD 5D 11 

/YEpI3 

DK[) SD H 

!pYSMIII 

L Methionine 

added 10 Asparto- Homoserine ATP 

medium 

(mo l/m~ ) 

0 

1.0 

0 

1.0 

kinase・

2 2 

1.8 

2.7 

0.5 

dehydro 

genaseh 

35.9 

28.2 

5.1.5 

34 5 

sulfury 

laseb 

46.0 

6. 1 

50 4 

1.2 

S ~~i 

synthaseb 

1.8 

2 3 

Notr: The yeast cells werc grown in SD minimal mcdium with or帆 ithoul

L-mrthionine at various concentrations. 

• Milliunits per milligram of protein One unit of enzyme acti¥'Ity was 

山 fined as ム A~:~ of 1.0 per min. 

b nmol/min mg-protein 

ン北ょ比十|のMIリをJIJいて，J，'.Iべた。ホモセリン oJ'セチルトランスフ工ラーゼ

JJJ Il、子の欠jfiした肝りS cerevisiae ATCC52052はに、プラスミド:'pYSMIII及び

YEpl3をそれぞれJf~11+L，抑 l たもの (ATCC520521 pYS¥H11及びATCC520S2IYEpI3)

令、川々のIg'Æ l良のレメ f オ二ンを合イ1 サる SDh{少Jf~J山で}ff挺した後、対数j何M

lり11- おける Ili休 IJ~ のSAMの;.; {J 1;1を;'J，foJべた(Tablc2 3)0 ATCC52052/pYSMII1の紺l

JJ~ cはŜMの品川111が山く、 1.Omo 1/がのしメ Tオ・二ンを介れするi日j出ではその

-27-



Tablc 2.3 Accumulalion of SAM by S. cerevisiae ATCC 52052 /pYSMlIl 

ceJ Is. 

Strain 

ATCC52052/YEp13 

ATCC52052/pYSMlll 

L-Methionine added 

to medium 

(mol/m3
) 

0.13 

1.0 

3.0 

5.。

0.13 

l.0 

3 0 

5.。

SAM 

in cells 

(xlO 3 k只/kg-drycの11s) 

0.5 

3.0 

3. .1 

G 0 

34.8 

116 

122 

12.1 

Yeast cells of ATCC52052/YEp13 or ATCC52052/pYSMII1 W(>fe grown 011 SD 

minimal medium containing L methionine at the variolls con('('nl，al ions 

30%がSAMに変同された。他ん、 ATCC52052/YEp13の制1111包ではSAMの品ffiill は {I~ く、

I.Omol/m3のしメ f.-iニンを-0，'( Jする1;"';J也で7%しかSAMに変除されなか コた。メ

チオ二ン.}_t;比十1*~の制11包を川いて l拘体内 lこ SAMを作成さぜた ll，à iT，その作成に

必をなしメ 7オニン(i:サべて同地に添加したしーメチオニンが，fIJJ I Jされていると

汚えられる。

また、 I日j也にL-メTオニンを添))11して防長したH与の、 l有体内のLメr.-i二ン

-28-

~ fJ :.1についても，mべた。 DKD-5DlI/pYSMIIIの制胞とDKD5D.II/YEp13の制IJ胞を、

判々の浪伎のいメチオニンを合有するSDJU少JsJ1!!であj数明日(，JVJまでj行延した後、

調IIIJ包より 11~体内のL メチオニンを hlllll した。結果を、 Table 2.1に示す。 Lメ

チオニンの添加にftって硝体内のL-メチオニン合イ'1r.tが l\~}JIIしたが、そのi合力II

fl ¥はDKD5D ll/pYSMlllの細胞とDKト5D-IIjYEp13の知l胞とでほぼ同じであ った。

は l'のことから、エチオニン耐性iii伝子は、メチオニンの合成活円、 SAMの

作成爪判、あるいは、メチオニンの前休内の務取を向めることに閃勺するので

はなく、 SAMのt1Wiを向めることに関与しているとJ5・えられる。

A 

市?殺事務I
円安¥よI

4E動
.1 

B 

園F・.w!彊

圃

園圃圃
置圃圃圃

園田園

C 

Fig. 2.7 Localization of ultraviolet-absorbing matcrial. 

Ullraviolet micrographs were taken using cells of S. cerevisiae DKD-5D 

lI/pYSMlIl grown on SD medium containing: A. none: s. 5.0mol/m3 L-methio-

nine and C. 2.0mol/m3 D.L-ethionine. Bars in pholographs reprcsent 

2.011 m i n lcng th. 

-29-



2.3 4 紫外線顕微鋭による観察

SAMの品.ft'ff';I~{心を tfl るために、紫外線顕微鏡による制燃をおーこなった。 DKD

5D-H/pYSMII1の制胞を、 SD品少}日i曲、 5.0mol/m3のLーメチオニン及び2.0moljが

のD ， L -エチオニンを合引するSD品少出地で対数t\~~I'1JUJまで以Rした調1111包の紫外

線顕微鏡句点をFig.2.7にふす。 5.0mo1/がのレメチオニンでtg.'i'J:した尚代、 L-

メチオニンを ~{i 町せずに出廷したもの (Fig.2.7A) に比べ、 ~f/:)刺1111包の11'心部

う}に紫外線l吸収物質が抗しく l1fUiしていた(Fig・2.7B)。この物自l士、 Fig

2.4のt，l，lιから、 SAMであると巧えられる。 i泊{本r"でfTjJRされたSAMUllkll包に抗

的することがtflられている。 SAMの液胞へのl!;Wをノj三寸助作のNakamuraら42)の

紫外線顕微続出踏のtJJ:が、 Fig.2.7によく知似しいていることから、 DKD5D-

Il/pYSMH 1に能川したSAMは波胞に許制していると巧えられる。 ーノJ、2.0mol/が

のD，L-L.ヂオニンで防長したH与にも'1'心部分に紫外線l政収物刊か内しく品川し

た(Fig 2.7C)。

2.4 巧祭

lている。

ふ!JJf冗て' (-t、 I~:Jコピ-'t~である YEp13を (j寸・るへクタ ー と.cl!t.';した11与に、エ

チオユンに向ft'1を/J¥すill伝子のひとつをクロ ーニンク Lた。この.iiJ伝子(;t.、メ

チオニン fTlJR府系1.r.~I やSAM作成府主話料の測定、 SAM及びメチオニンのl拘休IJ~

占;W!;I.の社1I1~i.:の tJ， tR なとから、 SAM帯 f({をぬめることに1'(1 勺する.iiJ伝千である

ん行えられ、その~~SAMtt被胞に系的されていた。l!1lち、このヱチオ・ニン削

t'1 jjJ伝子のvH知 ti 、 l{>(脳内のSAMの訴Wtl~を 1"1 践的あるいはHlJ J在的に，:らめる機

能を (jL SAM1~ (I~II~ I ~削除することにより者:~f~líを山めていると，Uわれる。

i_ y.オニンをfTれする}日l也でM/:Jを情挺したは;介、 SAEがメチオニン作成静

みにより作成され、 il){1!包に糸約することが矢11られている 42)0Fig 2.7Cで話的

しt.紫外線吸収物質をIIPLCで分析したところ、保持11.71111か98分であり、 SAE

の似品川11¥1と一位した。それゆえ、エチオニンをftfiする問地でDKD-5D-

lI/ pYSMlI l の l制胞を明延した Ul介、エチオニンかSAEに変~~~れi{>( 1I包に -JF!日糸町

している IIJfl~ f11; が，:':jt、。従って、このjJJ伝子によるエチオニンの前jil機柿とし

ては、 :r. チオニンかS~M~f&~f長により St\E(こ変除され、これをi(~11包 lこ書問、問i

ちlJI除することにより Miltしているものと巧えられる。リジンはSAMf，，]拡静吋S

ccre¥'isiaeにおいて械胞に特穴的に茶服する51)0S cerevisiaelこおいて、

Anrakuら521C;tリジンのアナログ物何であるACEIこ感受性の企山林を1[1(í~f した tJi

'l~、この変児休で(Ji{~1I包が形成されないことをはい:1:した。このことにより、

t佐伯仁リヅンアナログ物旬の肝心機能があることか小峻されている。本間究の

t1111:及びAnlaku らの私'，~は、 71~'1包が肝心機能という新たな機能をれする IIJtI日1・

をiJ44、寸るものであり、今後の削'先がJtJf，Jされる。

_L.チオニンに耐性をぷ寸変児休-が、バクテリア、静/:)、刷物制胞などで牧名

くHxi!fされており、その多く ti.SAMの作成静点(メチオニン J'フノシルトランス

ブ T ラーゼ)の欠Hi株である 431-45)ことから、エ l'~二ンの ;!jV11 I11チオニン

1'1身よりもむ Lろこの併ょによって代!戊されるSア戸ノンル‘レ tチオニン

(SAE) に llJ ~1 があると巧えられている。ところが、エチオニンあるいはその他

のメチオニンアナ n グ物質に耐刊をぷすにもかかわらず、 I~体内のSAMの品約

がI~.:jめられた企 y，l+~ も f!絞'1-t知山米の割1111包においてi収11fされており 46) 川¥

例えば、肝/:)S cerevisiaelこおいてi収i'fされたエ 7オニンにIIa.fnチぷ 4企)'t'

株のなかには、 SAMの糸約を tQJ~I， 11 するもの (eth2 と ethl0)以外ド SAMの品川を '::J

めるもの (eth3あるいはeth2-7)も打(1:している '(9)-50)。このことは、 SAEの

，lff1l:に対して非感受刊になるためのなんらかの肝心機怖か打(1:することをぷl度

nu 
qu 

q
u
 



2.5 *.'i， j 

本市で{士、 ~'f刊府 I:f川のマーカーとしてのエチオニン耐~I jjJ {/、子のHll(1:とそ

の'1ft?的判刊 を，mべた。まず、メチオニンのア )-ログ物質である T_チオニン

か、比較的似inJ立においてMI:JS ce revisiaeの川町l を ~W，I;する ことから 、 W

n，，~ I:}川のマーカー薬剤として利)11できることがわかった。そこでMI:JのjJJ伝

子ライブラリーより 、エチオニンに耐1
1
1;をノJ'すjJJ伝子の111のひとつをク口一二

ングし、そのプラスミドを村知 した。 f~} ら れた T ヂ オ ニン耐ヤl ' jjJ伝子を iJする

府 I:fの '1 = 化γn万 4!J~1 を調べた乱11 虫、この追い( ~~物がIIT接的あるいは II\H主的に

ilk胞へのSAMの品約に|明勺している IIJfì~~I'かあることがぶ唆された。それゆえ、

Tチオニンの前iljは、エチオニンかSAM合成府主によりSAEIこな怖された後、成

1I包にり|除されることにより断iりされていると巧えられる。

ヲ¥3市

Saccharomyccs ccrcvisiaeのゴ.f Aニン耐判:遺伝子

の恥以配ダIJとその杓n

3. 1 *行， i 

M I:J Saccharomyces cerev isiaelこおいて、メチオニン作成に|見jする静ぷやS

7デノシルメ"I"オニン (SAM)の作成静242軍メチオニンアデノシルトランスフ

t ラーゼ)の'1=itγ的ならびl'ill ÍL~γ的判刊は，1. くより研究されており、 A4近

ではこれらの111のいくつかのillfL、子は慨にク nーニングされている。 静 1:]S 

cerevisiaeには、 SAM~I戊M ，.htJ寸柿傾 (f(1:する・Jrが士11られており、その特刊(t 

r.herest4幻らにより 、迫伝子の柿込はThomasら541-551により出!べられている。

ーん、 SAMの通過府主は細IIIJ~W~5 6) 及ひ j夜II~ II'~ 51)に{f(r:し、 SAMの1m動的な輸

込をfî なゥていることがill られている。細胞lI'~のSAMの透過M，{;の欠!日株がS.

cerevis iaeにおいてHXfリ され、その静止;の llr. ~1 や )，ln特 W~I なとについて汗刺|

に淵べられているが、タンパク自の精製はfiなわれていない 56)。他Jj、被JJ包

JJ日のSAMのよきitlM拡は、制1111包 IJ~で作成されたSAMを i(~胞におf立する透過静みであ

る。これに〉いては、その{f(1:が"11られていあが、ほとんど削究がなされてい

ないのがlJL状 とある。

ヨ12市においてHXfリしたS cerev isiaeのエチオニンに耐~I.を小すjJJ伝子は、

その ' 1 化γf内科ヤ|からこ の ill伝子体物がSAMの 71~胞への義的を 11'1 tまあるいは11¥1

1がr'')に'::Jめる 二とに|見Jljしている とJfえ られる。 木市・では、このエチオニン品l

~I jJJ{z~ (-の):~物をさらに汀 l く，mべることを 1 ' 1 的 として、 この if訂正子をれする

()N AltJi ) ~をリフク口ーニングした役、その全~，i)ll配ヲ1I を決J-Lした。さらに、 w

-32- 円。
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3.2 実験んU、

に州人した。 i'J られたプラス~ F'より、 2.2kbのPstI聞iれを切り 11:して、

pJDs207のPst 1 m~仙に仲人することにより pER5を仰た a また、プラスミドpER6

(Fig 3.1)は、 pER4を:I;IJ限併 .{.Ncolでl，JJI析した後、フランテイングキ ・7 トを

川いて、ドJけよ端処[11'し、ライゲーションヰットによりライゲーションしたもの

で、 i氾R1のNcol~I~仰でフレイムシフトミューテーシ守ンされている。ーん、プ

ラスミドpER7、pER8(Fig 3.1)は、え DNAの断nーをpER4のHindIII断n-"1に州

人 4 ることにより ili伝子破t~を 11 なったもので、以ドの T)llõで{午却した。プラ

スミドpER4より 3OkbのHindlIIのDNA断)1'をI.JJり11¥し、ベクタープラスミド

pBR322のHind111日IH¥!に柿人 lた。このプラスミド.のKpnl日I~位及ひ BsslI 1 1部位

に、 D̂NAより Kpn11析)'， (1503bp)及びBssIIII断J"ー(l50Ibp)を切り 111したもの

をそれぞれ何人した。これらKpnIItir n及びBssH11断)1'がt，f!人されたそれぞれの

プラス Eドを、 Hind 111で切断し、それぞれの断n.をYEp13のHindI 11 m~仇に何

人することにより、 pER7、pER8をねた。

ii:されるエチオニン両1t'1 ili伝 fの恥)，l配タIJとそれから口 11:ttれるアミノ隊配列

をは~i.L l 、 SAMの合成抑止;ゃ.ih.it)Mヰ!との!日I~についてt:1ifl.fした。

3.2.1 I~株と tR地

大)J~，J1:(.1のm1:としてEscherichiacoli Dll1 (F gyrA96 recAl re1Al endAl 

thil hdsR17 sup14 ^ )及びJMI09(recAl /] (lac-proAs) endAl gyrA96 thi-

1 hsdR17 relAl supE44 / F・traD36proAB' laclQZムM15)を、 M/:]の"((j1:とし

て Saccharomycescerevisiae DKD 5D-H (a leu2-1 leu2-112 trpl his3)を

{占JI]した。

静l守の町長には、 YPD民地(2%グルコース、 2%パクトペプトン、 l イース

トイクストラクト)及びSD品少111J也(2%クルコース、 0.67%イーストユトロ

ゲンベースW/Oアミノ服、 pH5，0(0.02kg/m3のしトリプトファンとしーヒλチジ

ンを添}JII))を使用した。また、大防l潟の j:'~ i'tには、 LB1行i由( 1%ポリべプトン、

0.5%イーストイクストラクト、 0.5%出化ナトウム、 O . l~ クルつ ー λ 、が!

7.2)を仙川した。

3.2 2 プラスミドの作創

プラス 1ドpYSMlllのエチオニンIru4t'1: ili仏 fをサフク 11 ・二ングするために、

ベククープラスミドとしてYEp13、pUCI9&ひJ.D. Beggs教段より分請してm
いたpJDB20758】を他川した。ヘクタープラスミドは、 :1，11限府主で切断 Lた後、

アルカリフォスファターゼにより 11見リン械化処flfla 2) し、 H々のDNAI析nとライ

ゲーションキットをJIj\，、てライゲーションした。大防 iぬ&.ぴM f:JへのJf~自転j負

は、 j!n~化カルシウム仏 3】放ひ的問リチウム i}; 3 3)を}IJいてそれそれ11なゥた。

フ.ラスミ FpER1、 pER2 、 pER3 、 pER4は、プラスミト pYSMlll を 11i11 1q~M>1: 

11 ind 111で部分的に分前したものをYEp13にj，p人することにより行た(Fig・31)。

プラスミド‘pER5は、以ドのノ'./7);vより {'l万H た。日IJち、 pRE4より行られる

11 ind 111 附1川 (3.0r口ベース (kb))をベクタ プラス 1ドpUC19のHind 11 1 m~此

3.2.J T_ チオニン由~tl:及びSAMの jpi杭の'k験

エヂオーニンに対するl目、tt'1:を，'Mべるために、プラスミド.の人った府I:}の細胞子

2. Omo 1/がのD.L-:r..チオニンをfTれするSDJU少出j也(内向16cm、以さ 16.5cm 

の試験行)'11、3032Kでhfkl的に防護した。 l均体濃度'1、分光光l主:HOlitachi

U-1100)の610nmでの制度 (0D )を測定サ l ることにより n-illした。また、 SAM

の説的については、プラスミドの人った併1:)を1;.{x¥ (I'~ に 5.0mo 1/m 3 のしーメチオ

ニン手fTiffする 5OxlO-5m3のSDMφ1;1J也111、303.2Kで閉廷した後、女、j数明前後

JVI (0 D. 5-6)で比l剥し、|判({.IIIのSAMをi1ll1)j;した。 SAMのhll山及び分析は、実

験))lj~2.2 4 で.ìillべたん il~で分析した。

3.2.4 DNAのシーケンシングと断析

-~$nDNA (ssDNA)の訓却に川、 Messirほの}iit.59)を}I!い、 Sangerら60)のDi-

deoxyij~によりシーケンシンク手 i Jなった。プラスミドpER'1のHind111断"'.

(3 Okb)、あるいはそれをPvullで切断したものをプラスミドM13mp18及ひ¥
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M13mp19に-l)フクロ a ニング L た。 í~} られた Iお )I~配タ1Iの前析に It 、 DNA角YHi )11ソ

フトウエアーの.. DNASIS" (11 ，'，.ソフトウエアー(株) )を利JlIしてパー ソナ

ルコンビコ.ー ターにより角午Hi'した。悶lち、 DNASISにより、オーフンリ - 'J~ 1ン

グフレーム (ORF) 仇[庁の険索、制限R子柔f.lHなの検'，.}~、タンパク 11の分( 111.とハ

イドロパシー(Window= 6 (amino acids))の計りをh/i った 。 また、出 )I~配91)

投ひアミノ償配列のホモロジーは、 DNASISIIIのEMBLのデーターバンクを千1))11し

て行なった。

3.2.5 染色体の分離 とサザンプロッテイング

M I:)-DKD 5D 11林の制11胞をYPD出j也で防護した後、 50mol/川のEDTMf{ Ilk (p1l8 0) 

に!怪刈した。この制1111包懸削減(0.D.=700)にザイモリアーゼ(2kg/m3)治政を添))11

し、 3102KでIII!iII¥J hx jIY，'した。さらに、この前械に3(九日の1%アガロース(fj・仇

(125mol/m3 EDTA (pH 7 . 5)) を添加l して混会した徒、ゲ.ルJ~'~ に iì : ぎ，，1"化するこ

とによりゲルフロックを得た。このゲルブロックをLET叙街被(500mol/m3EDTA 

(pll 8.0)、10mol/m3Tris IIC1(pH 7.5)、7.5克 2ーメルカプトエタノ ール)q 1 

310.2Kで24n!f HIJ、NBS緩衝液(500mo1/m3EDTA (pll 8.0)、lOmol/m3Tris-IICl 

(pll 7.5)、l屯 Nーラウロイルサルコシンナトリウム培、 Ikg/m3ブ【Jrイナー

ゼK)QI323.2Kで2411!ill¥J、 50mol/m3のEDTAi宥椛(凶180)QI303.2Kで2411.'jll¥Jづっ

21ill肱川した。その徒、 277.2Kで冷l皆保仔した。ゲルブn")ク J1Iのアガ円ー ス

として、 InCertr川をJlII.、た。

染色体DNAの分削には、 PULSEWAVEr"'760及びMODEL200/2，0 POWER SUPPLY( 

BIO RAD Laborotoriestl.)を川い、 FIGE法(FieldInversion Gel Electro-

phoresis)ドより IJなった。約108例の併吋が人ったゲルブ円ックを 1%のパルス

フィールド"'， li~~ 泳!日j川のアガロースゲル (FastLaneτ101) に州人し、 100mol/川

のしクリシンを~(J する 0 ， 25xTBE絞首j被 (25mo l/m 3 Tris、25mol/m3はう限、

O，5mol/m3 EDTA)を緩持IIlkとしてil.!xt泳動した。ま司、 150mVで:0 '1 11 ，'j 11¥11永'肋し

た後、条('1:を Initialtime 0.3秒、 Finaltime 66秒、 Ratio3 0秒、 Volt 

150mV、Timer16hにjf}，i支定して泳動を続けた。

36-

まf-、>1)・'rンノ【Iッデイングには、 PhotoGene可制純情怜11¥システムを{主)11し、

BRI引のマニ ;J.アルにiえって行な った。プロ ープu、BioNickT¥1ラベリングシス

J' j、にJ:りピオ・チン化寸ることによりラヘルした。ピオチン化したラへルの険

:1¥ I:t、Fi j i X Rayノィルムを平副Ijlで30分mJ感光することにより fJな った。ま

た、分子リイスのマーカーとして、 YeastDNA-PFGE Markersを使川し、染色体

係り'(iCarleらEけの染色体1':ターンを参巧にして決めた。

326 ノ 1)'ンブ口ッ 7ィング

フラベミ|ごの人〉たM/:j制11胞を、 2.0mol/m3のD，Lーエヂオニンを合イjしない、

あるいは ~(J <1るSDM少ti'J)也111で303.2KでHj，.t (I'~ にル拾llf'i 1をし、対数J円げ1Iりl

(O.Dで4)の劇IIII;'!(5 x 108 ~A[) を1t 1剥した。 0 ， 85%の '1 fll' fミ出水でー1"1洗浄後、

令RNAを Elder らのん rl~62)にiえって剥製した。また、ノーザンブリッティング

は、 Maniatisらのん7):3 2)に従勺て1jなった。 lUJち、 RNAをMOPS絞街械

(20mol/m3 MOPS、 5. Omol/m3 ~下限ナトリウム、 1 . 0mo l/m 3 EDTA、0.002% ゾ

Lチルピ n カーボネト)を川いた 1%のアガロースゲル~lixt泳動で分離した役、

lIybond-Nフ fルタ ーにトランスファーした。その後、 50%ホルムアミドをfTむ

経術ilを'1'でブnーブと 3152Kでハイフリダイゼーションした。このフィルター

をO.I"SDSをiH.)'2xSSPE経街液(370mol/m3 l<c，J化ナトリウム、 250mol/がリ

ン前一ナトリウ J、、 25mol/m3 EDTA)で21L11、o.1~.sDSを合む lx SSPE級街椛で

11"1、日 l時 DS手作むo5x SSPE緩衝械で1fil16L汀?した。その後、京市iで201l!TlI¥J

Fllji X Rayソィルムド』法九させた。 DNAのプロープは、 (α32P)dCTPをJlIい、

ランタムブライマ DNAラベリングキットにより訓制した。 E， col iのリポソー

マルRNA(16S，235)を分子サイズのマーカーとして仙川した。

3.2'1 .A柴

ライゲー シ司ン、フランティング、ランタムプライマー DNAラベリングの科

H ドット、プラ λ 三ド (M13mp18と M13mp19) 、制|別府京 (8s51111 を~;?;く)、

FastLaner
、
¥ 1 nCert r~1ちのアガロースは主制造拘のものを山川した。また、
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RioNick-、'--PhotoGeneT川It、RRLHのものを、 YcastDNA-PFGE Marker5Cl、

Pharmaciaれのものを陀jりした。さ九に、 B5SB11 t;tニッポンジーン(附より、

Ilybond Nフィルターと [α _32PJdCTPliAmarsham Japan~t より人了したの

3.3 *，';米

3.3.1 エチオニン耐tl遺伝子のサブクローニング

プラスミドpYSMIHt，t、エチオニン耐什追Il、子手0."(i寸る65kbのなど色体DNAの

Sau3AI断)'，をベクタープラスミド"YEp13のBamllI日IH¥'，に州人したプラスミドであ

る(治27:")。ヱチオニン向4t'I)JJ伝子がこの;-~~~(.本DNAI相i) '1 r 11のどこド仲j;'I'L、

とのような版以内己タIJであるかを決定するために、 pYSMIHの染色体DNAltlrn 日I~ 分

のサブクローニンクを行なった。プラスミドpFR1、pFR2、pER31えびpER4Ci、

pYSMlllを制限府案Hind111で部分的に分解した断れをベクタープラスミトYEp13

のlIindlllF.I~位に師人したものである (Fig ・ 3 1)。これらのプラスミドをS.

cerevisiae DKD 5D Hはド )f~t1転検した株の工チオニン両J tI"を，J，~iべた iJ1 1: 、

pERlあるいはpER1の人った林がエチオニンに向、Itlであり、 pER2あるいはpER3の

人 勺たははエチオニンに丸JL.て感受ヤ|ーであった(Fig 3.1)。それゆえ、エチオ

ヱン~J.JVL)JJ伝子は、 pYSMll1 の/.: ~~おの Hindlll 聞i);- (ω3.0似kb凶)にイ打i{，ι;寸ることがTわ判11 l 

l叩明り別jした。 さらに、 p凶ER引.1のPs、stけiカか、らHind11 日iまでのi閉断相杭dハ'1 (ロ2.2仇kbω)をべク夕 一フブ.ラ

ス~ 1ドごpJDB207にt1n人したフブ.ラスミ }ドドJごp凶E印R防5を{'r手切1した。 このpER5をDKD-5D-1I株

I_: JI~自転険した林は、 T iオ二ンにけしてld7-V|:であゥた。それゆえ、 pYSMll1

の Pst l 日I~似よりもん.{WIのDNAf.ft J，~がエチオニン IflJ tt'lの党叫に必吃であるらこ dか

わか勺 fこ。

3.3.2 エチオニン耐ftl)JJ{，、 fの出入E配タIJ

.ì~ チオニン両HI . JJJ {l， (-のオープンリーテインクソレーム (ORF:附iLAtib、子

f，(II~~ )を，W.'べるために、 pER.Jの3.0kbの11i nd 11 11析);. ( F i g. 3. 2 A)をFig・ 32B 
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Fig， 3.1 Trimming of DNA insert in plasmid pYSMlll. 
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Plocedllres for plasmid construction are dηscribed in Materials and Me-

thods. 

口， Chromosomal DNA fragment with a gcne fOl elhionine resistance: ・，vector YEp13 fragmf'nt: X. position of frame-shift mutalion: 

図.A DNA fragment inserted for mutat ion. Restriction enzymes IIsed 

'11'(': H. Hindlll: P. Pstl: E. EcoRI: S Sall: Bs， BssHII: K. KpnI and 

N. Ncol. Et'. susceptibility to ethionine (t. rcsistant: 一 sensi-

tivr): SAM. SAM conlenls in cells (xl0 3kg/kg dry cells). ND， not de 

tClmincd. 
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celcV1S1ac 、これら3HtJIのプラスミドをSpEH7 }kひ l】ERRやそれぞれれ:~~した。
L、その T チオ二ン削什を訓べたと二ろ、のDKD-5D 11林ドそれぞれJ1~'(j I~d~ l、

l!止に、3. 1)。(Fig. ëj . れのJ1~11Hd争体むしヂオーンに川して!段、毛利であった
3Kb 2 。

pERtのk(1ll1の11i nd 111からPst 1までの0.6Kbのi祈れか必泣であることがjヲかつて

工チオニン向けI~の発l~ に!.t、( 3kb)のうち、L、るこどLから、 pER1のHi ncll IIltfr n u
H
t
t
j
 

Sp 
A 

N So PV 
l-L. 

K Bs PV P Bp 
~ 回. このPsけからNcol:tでのf，({I!長か少なく去ら必北であることかlリjらかとなった。A 

3.2Cに示寸ORFがゴ.チオーン耐性ilJ(ぷ fのORFであると-0え'?ιとから、 Fig.

~1.る。‘ -四ー・4惨
-__.惨

。一一ーーーー噌
・ーー由園田ーーーー・4・

.__ 
・ ・

エチオニン出作1:ilJ (I~ r-に記、tlじするORFには、多くのATGコド・ンが仔{I:する。ヨ1B 
そのORF(i1344bp +508の仇I''1，'にイi(1:し、2 Ifi 1.11': 1長いORFをI)えるATGコドンtt、φ---ー噌

.同--目ーーー-1惨
エチオニン削tlill伝 fの党現，-!t、pER4の/， ~;品のLかしながら、である。

11 i nd 1 11 /Ps t 1 の DNAI析J'，が必世:であることを号 I.~すれば、 ILt む kいORFを Ij える

エチオニン耐性i!J伝子の|;;lkf:コトンである口JlIttl: か、( I 1の山内)ATGコドン
508 
LW  この似の追{工、子をERC1 (Ethio・そこで本6Jf究では、bfhl blf:iいと行えられる。以斗』μL1l C 

このERCliri伝子についnine Resistance Conferring Gene )迫(1、fと命名し、

てさらに怜，dl t.ニ。
ERCl 巡ら、 fのORF&びその 1-_il.[と3 . 31こ小~ 0 ERC 1 ilJ IL、子の月:， )，~配タ11 チ Fig.from pER4. fragment A. Restricl ion map of tlH! lIindlll 3.2 Fig. 

ます、 GoldbergFil.i.に(i.、 M/:Jによくはられる判?践的なl1.，i)I~ 円己タ11 が {f (1: L た。and P¥' Sa. Saul: SP. Spll Bp. BspHI. Restriction enzymes used are: 

配タ11かmRNAの11:1始付近、 l!Pら、1ft似の2flAIのブロモータIlogncss box自 3) in Fig. 3 Othcr abbrevalions for reslriction enzymcs are shown Pvul [ 

まfこ、静I:Jの|;llkf:コトン358の(¥1.ii' i (T A T A A )と ー232の仇 í~l' (TAT A)にμ(1:した。Extent and dircct-fragment B， Sequencing strategy of the lIindl 1 I 

でfit ら忽い nr\)，~配タ11 である AXXATGX\Tという出)，~配列と 1111 憾の配タ11か 2から 6の

ホらに、 Zaret (-She rman6 4) によりノJ~ されたー{心.I，'1j (ACT A TGTCT)に認められた。

Ver indica!ed by horizonlal arrows. C. ORF. 

tical bars represent positions of ATG codon. 

ion of DNA sequencing are 

Nucleolidc and deduccd amino acid sequrnces. 3.3 Fi只令11，，;)I~配タ1J を r~Áじした (FigにノJ'すf，fiJ!~に長Jlてシ，ケンシンクを 1 Jない、

Sau-Nuclcotide Sf'quence was determined using chromosomal DNA fragment "J fì~t'l の '::JこのデーターにJAづいて、 ORFの{f(1: f，(tJ或を，J.'，Iべたところ、3 3)。

initialion codon as 11. and numbcled from presumed of pER4 3A I/llind 1 11) このORFがエ3.2Cに /J~ 4'ORF(1851bp)のlつしか{バ1:しなかヲた。し、ORFはFig.

like sゃQuencewas underlined and potential transcription sequence 

-41 

was double-undcrlined 

TATA このORFIJ~ に イi(1する

ドであるpFR6、Ncol、Kpnl及ひ:'BsslII Iの:1;111叫併よ切lt1im~ (立を峨壊し t-プラスミ

チオニン拘.1tl:ill (/、子に対応することを町認4るために、
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GAτ~TTTTAGACCATTGCTTC~芯TTACCGGAGGCATGCGACCTGAACATCGGGATGTCTTATAAGAACAAATCTCτ~GACτ"TTTG

AGCττ'C~TCCTCτ'CCTTA~Tτ~GAGAτ芯A'I沼TTTATTTACATATτ~TτT芯ACGTAATAATAτ~GGAATAAτてにAτてにGCA~GGGTTAGCCCCGτ・rATAGGGAAAA

t沼AAAAAAAAAATAA T AAAAAAAAAAAGACT AAAAAAA Tl¥GAAGAGCACGGCAACTT AAAAAGAAAAAAAAAA TTCATGl¥ TAACTGCAAAA Tl¥GTAAAGAACCCτ'CGCAAA 

l\GAAATAAAτ~CGGTAAGGGAAGATAGACCGGCTTAAAGAGTACTTTTTCAGATTTGTCAAGAGTCTGTGTTAGCGGTGAAGAAGATAGAAGAAGAAGACGAAAGAAGACT 

ATGτ~TAAACAAτ'TTAGτ~TACCACCAACGACAGAAGAτo TCGA TTATCTACTCCACCAGTGTCGGAAAGGCAGGGCTTT'IOCGCCτてにAGACTACATCCCACAGGAG
K 5 K 0 f 5 H T T N 0 R R 5 5 [ 1 Y 5 T 5 V G K A G L F T P A 0 Y [ P 0 E 

TCAGAAGAλAACTTAATTGAGGGCGAAGAGCAAGAGGGTAGTGAAGAAGAACCTTCCTATACCGGCAATGACGATGAGACGGAGAGGGAAGGTGAATACCl\~GT'I'CTTl\ 
5 E E N L 1 E G E E 0 E G 5 E E E P 5 Y T G N 0 0 E T E R E G E Y H 5 L L 

GA TGCCAACAA~GCGGACAT'IてにAACAAGAAGCGτ'CGCAACAAGGTTA TGACTCTCACGACCGTAAGCGGTτ'CCT'I'CACGAAGAACGGGACCTGCT AA TAGACAACMA 
o A N N 5 R T L 0 0 E A W 0 0 G Y 0 5 H 0 R K R L L 0 E E R 0 L L 1 0 N K 

cτ'CCτ℃τ~TCAACACGGCAACGGτ沼GGGGAGATATAGAAAGTCACGGACA TGGCCAAGCAA T'I'CGACCGGACGAGGAAGAAAGACCAGCTGAGA'門てにAAATACGTGGGAG
L L 5 0 H G N G G G 0 1 E 5 H G H G 0 A 1 G P 0 E E E R P A E 1 A N T W E 

AGCGCGAτ~GAGAGTGGCCAGAAAAτOGCACAACTTTTAAGAGAGAAACGCMGTGAτOCGATGAA TGCGTTGCCGCTAAτ~~CCTTTATCT吹ìCMAATτ~G~

5 A 1 E 5 C 0 K [ 5 T T F K R E T 0 V 1 T K N l¥ L P L 1 F T F 1 L 0 N 5 L 

τ'CACTAGCAτ~TA~τ~CCτ~TCACAγM'AGGGACCAAAGAGCTAGGTGGTGTTACACTCGGττ~TATGACTGCTAACATCACGGGτ~TTGCτてにTA~AAGGTCTG
5 L A 5 r F 5 V 5 H L G T K E L G G V T L G 5 K T A N 1 T C L A A 1 0 G L 

τ沼TACAτ℃τ~TGGACACACTGTGτてにGCACGCATACGGTGCCAAAAACTACCAC~むGTGGGTGTGCTAGTGCAGAGATGTGCCGτ'CA TCACCA TCTτ'CGCGTTCTTGCCA 
C T C L 0 T L C A Q l¥ Y G A K N Y H L V G V L V Q R C A V 1 T 1 L A F L P 

ATGAτ可;TAτ沼TTTGGτ寸~TTTGCTCGGAAAAGATCCTAGCACTAATCA~CGGAGAGAGAACTATGCGCGCTAGCGGCTAACTAτ~TACGτ'CTAACCGCA~GGTGTG
K K Y V W F V W 5 E K 1 L A L M 1 P E R E L C A L A A N Y L R V T A F G V 

CCAGGATτ'CAτ~CTTTT'I'CAATGTGGTAAGACGτ'TCCTACAATGTCAAGGTATA TTCCATGCATCCACAATCGTGCTCTTTGTGTGCGCACCC~沼AACGCATTGATGAAC

P G F 1 L F E C G K R F L Q C 0 G 1 F H A 5 T 1 V L F V C A P L N A L K N 

TACTTACTI可;TTTGGAATGACAAGATτ'CGGATτ'CGGTACCTTGGTGCGCCAγfATCGGTτ沼τ沼Aτ~CTACτ'CGTI芯Aτ'CACGCτ~GGAτ7ACTAATATACGCAATGACC
Y L L V W N 0 K 1 G : G Y L G A P L 5 V V 1 N Y W L K T L G L L 1 Y A K T 

ACCAAGCACAAGGAGAGACCACTCAAATGCτ沼GAATCGTATCATCCCTAAGGAACAAGCATTTAAGAACTGGCGTAAGATCATTAACCTAGCTA~ごCCCGCGTGGTGl\!沼
T K H K E R P L K C W N G 1 1 P K E Q A F K N W R K M 1 N L A 1 P G V V H 

GTGGAGGCAGAC~CTCCGCTT'I'CAAGτ沼!7GACAA'M'TTCGCττ~CCAτ℃τ沼GGCACCGATGCCTI'CGGCGCTCAGτ~GATτ'CTGGCTACGATTGCGτ~TCTTGCATAC 
V E A E F L G F E V L T 1 F A 5 H L C T 0 A L G A Q 5 1 V A T 1 A 5 L A Y 

CAAGTGCCTττ~TCTATCTCCGTTTCTACCAGTACACGTGTGGCCAATTTTATCGGCGCGτ~GCTATACGACAGCTGCATGATCACGTGCCGCGTGTCCTTATτ芯~TCC
o V P F 5 1 5 V 5 T 5 T R V A N F 1 C A 5 L Y 0 5 C H 1 T C R V 5 L L L 5 

TTτ可3τ'CTGCτ~Cτ~TGAACATGTτ~GTTATCTGCCGTTATAAGGAACAAAτ'CGCMGTC7A'I寸寸寸~TACTCAGAGCGCTGTAGTGAAGATGGτ~GTGGACACACTACCT
f V C 5 5 K N H F V 1 C R Y K E 0 1 A S L F S T E 5 A V V K M V V 0 T L P 

cτ守~TTGCG~TGCAATTATτ~GATGCCTTTAAτてにGTCCACCGCCGCATGCCTACG!'CGτ'CAAGGGAGACAAAAAATAGGTGGGTACATCAACCTAGTCGCATTCTAC
L L A F M 0 L F 0 A F N A S T A G C L R G 0 G R 0 K 1 G G Y 1 N L V A f Y 

TCTCTAGGT也TGCCCATGGCATATGTGTTAGCA~CTGTATCATCTGGGTGTAGGCCGCτ7ATGGTTGGGTATAACTAGCGCGTI'CGTAATGATGAGTGτ'CTGTCAAGGA
C L G V P M A Y V L A F L Y H L G V G G L W L G 1 T S A L V H M S V C 0 G 

TACGCCGTTTTTCAτ'GGTGACAGACGCCGTA~TCGCAGCGGCACGCAAGCGCM TGCTCAGACCCA TACATCATAAAACTCC~GGGTCGAA TGACGTATAGGGGAG 
Y A V F H G 0 R R R 1 L G A A R K R N A E T H T 5 ••• 

ATCCACACCCCCACCCCCGCAACACACCCAGTCτ'TCTAGCCi\ATTATCTTGGTAAGTAATTTTAAGGGTTτ~GCCATGTGGCATGCCACCGGCAAAATAATACACGTGCCC 

GTACGGCACCAAACCGGCATGCA TTτ~TGCATTTGAAAAAGTTTGCTGCCC~TGTGCTTTTATGTATGCATACACATACACATτ~GTGCATACATTCATTTATATATA 

TATAGAGτ沼TGCATCGTGCATATGATTATTTATTACCAC.llll!!GTTTTτ沼Aτ寸7TGττ'CGTCAAAAGGAAGAGAAAAGGCATAτ~GAAGGGTGTAA TGAGAAAAGCTT 
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Table 3.1 Codon usage of ERCl又ene.

A B 

2 2 
Phe UUU 13 Ser UCU 9 Tyr UAU Cys UGU 8 

UUC 16 UCC 10 UAC 14 UGC 8 

r' Leu UUA 10 UCA 6 End UAA End UCA 。
UUG 18 UCG 8 End UAG 。Trp UGG 9 

CUU 9 Pro CCU 5 His CAU 9 Arg CGU 7 X11.lV¥ 
CUC 7 CCC 3 CAC 5 CCC 4 v"-xv¥¥ 電

CUA 19 CCA 6 Gln CAA 20 CGA 。
CUC 8 CCG 3 CAG 5 CGG 

XV 1. XIII ___ 
11e AUU 15 Thr ACU 4 Asn AAU 10 Ser AGU 8 11. XIV 

AUC 22 ACC 13 AAC 15 AGC 5 x 
XJ ---AUA 6 ACA 10 しys AAA Arg AGA 9 

V. VIII --
Met AUG 19 ACG 10 AAG 14 AGG 

IX-
Va 1 GUU 8 Ala GUC 1 1 Asp GAU Gly GGU 22 

日1---
GUC 4 GCC 8 GAC 14 GGC 12 

VIプ
GUA 4 GCA 20 Glu GAA 21 GGA 9 

GUG 23 GCG 14 GAG 17 GGG 7 

一一ーー

3.3.3 エチオニン耐性遺伝子のサザンプロッティングとノーザンプロッ

ティング

M I~J S. cerev isiae DKD-5D-J[株の染色体DNAを FIGErJ~により分献した後、ビ

オチンでラベルしたプラスミドヤER4の0.9kbのPvulll析}"と染色体DNAとを、サ

サfンプロッティングilによりハイフ'リダイズ‘させた (Fig. 3.5)。そのtk見し XI

決色体とJ5-えられる仇i;マに、 l本のハイブリダイス‘したバンドがはい:11された。

Fig. 3.5 Southern blot analysis of ethionine-resistant gene. 

A. Separalion of chromosomal DNA by FIGE method. B. Southern blotting 

with DNA fragment (0.9kb of Pvull fragment from pER4) of ethionine-

rpsistant gene. Lane 1: S.cerevisiae DKD-5D-H cells: lane 2: S. cere-

visiae YNN221 cells (Yeast DNA PFGE Markers). 
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A 
1 2 

B 
1 2 

.聞面・

. ..，._23S 
4 ー16S 

Fig. 3.6 Northern blot analysis of clhionine-resistanl gene trans 

cripl 

Probe used for Northern blotting is Kpnl/Ncol fragmcnl of pER4 and po 

sitions of ribosomal RNAs of E. coli lIserl as size markers are shown on 

the righl of photographs RNAs usrd for blotting W010 prepared from S. 

cerevisiac OKO 50-1{ cells with pER4. which were grown on SO medium in 

the absence (A) or presence (B) of 2 0 mol/m3 O.L-0.thionine. Lanc 1 

agarosc gcl electrophoIPsis of total RNA. lane 2. 8utOIacliogram aftl'I 

Northern bJotting with a probe 

16 

また、マーカ-としてJlH、たS.cerevisiae YNN295株でもli.I-'の仇凶にハイブ

リダイス tた。これらのことから、 ERC1 i!t {l、(ti、S.cerevisiaeの世色体X1 1'， 

のi!t伝子であることが印・泌された。

次にノ ーザンブロテインクドついて，調べた。プラスミドpER4の入ったS

ccrevisiae DKO 50 H株の制IIIJ包(OKO50-II/pER4)を、 2.0mol/m3のO.レエチオニ

ンを;，;i J するあるいは;，;i J しないSD以少ft~J自でj日延した。それぞれの細川ldより

令RNAを.J".I仰し、この-'tRNAとラヘルしたO.6kbのKpnljNcol断n・とのハイブリタ

イゼーシヲンをノーザンブnッティング位、によりi1なった。その粘果、エチオ

ニンの{f(1・卜.で出廷した的より.~~製したサンプルにおいて、 RNAとノ、イフリダ

イスしたノ〈ンドが2.3kbの仰iFJにはし，: 11された (Fig.3 6B)。ーん、エチオニン

を ~(J しないi日 i也で日延した l拘より，初出した~)'ンプルでは、ほとんと・バンドか

はられなかった(Fig.3 6A)。実験結果3.3.2で何られたORFのtJ，jれから判断す

れば、この23kbのパントが T.Jオニン雨、J1"1 ili仏子のmRNAであると巧えられる。

このエチオニン耐性遺伝 子のmRNA(2.3kb)のf，~は、 D.L-エチオニンを公イj し

た日l山で t;'~ Ttした H与、内 L く t\~ }JI(した (Fig3.6B)。

3 3.4 _T. fオ二ン耐ヤ1:とSAMの糸約の関係

ERCIタンパク刊がSAMの品川をI~ :Jめる機能かあるかどうかを耐-dするために、

何々のサフク{JーニングされたプラスミトをS cerevisiae OKD-50- 11株に JJ~自

転倒した Jf~1'1 +i~ 険{..f. 6例についてSAMの系的を刈べた (Fiε . 3. 1)。エチオニン

耐t'1jjJ {z、子令 (JするプラスミドであるpERIあるいはpER4の人ョた転換休は、

SAMのt![Wr，lかlfJjく、 その 日はpYSMlllが人「たものとほぼ1111じであった (0. 130 

0.160kg/kg dlY cells)o {也ん、エチオニン耐1"1ili伝子が拠地され、エチオ

ニ ンに対して感受付になったプラスミドであるpER3、pER7及びpER8を人れたも

のはSAMの品川か少なく、その '1~はì'Ep13が人 ヲ たものとほぼ!日j じであった

(O.OI0-0.015kg/kg-dry cells)。この私li米から、このERClタンパク質はヱチ

オニンに向.J1"1 を小すだけで;~く、 l:lî 休内のSAMの品wをぬめることにも|見l りし

ていると行えられる。

47-



3 5 *，Ii ，; 

3.4 巧・察

てチオニン耐ヤl.iri伝子をサブクローニングし、その出品配列からT....1イニン

向.ttl .iiJ伝子のriJfl~tl の I:-:jt、似のORF(ERCl.Qi(l、子)を決定した。このERCl.iJJ (~ 

((t， SAMの義的を17Jjめることに問勺する泊伝子であることから、 SAMの{'jf，xM

4~ との相関がjりjぼされた。しかし、エチオニン耐竹迫伝子ERClの恥 JA配タIJt i 、

SAMの合成防京の辿{ム子であるSAMl及びSAM2とは穴なるものであり、 I，I'Jr，の11¥1

にやj苛:の.J:IJI見lもはい:11せなかった。さらに、メ 7オニン作成続開のill(，、 rN<.び
SAM{'j成迫伝{- (MET3 、 MET25 、 SAMl 、 SAM2) には、 J~通の出品配タIJGAAAACTGTGG

がIm~f~ コドンの 1:抗 -200から -300付近にが (1: L、SAMによるメチオニンの作

成やSAMの合成のフィードパックリプレッションに、この崎県配列が!日J'j寸・る

のではないかということが小唆されている。しかし、 ERCl.iiJ伝子にt.tそのよう

な出J，~配列はイf ([しなかった。

ーん、 ERCli自ら、子より何られるタンパク自が、エチオニンに由HIをノJ'すだけ

でなく、 SAMの被11包への品約を出める機能をイJLていることがlりjらかになヲた。

このことは、 ERClタンパク自がSAMの披胞の通過肝ぷである日Ifl色村を 1)、IIJf4る

bのである。さらに、 ERClタンパク質には、 N木端。(IJに疎lJ<rl:のよ-:;1，、官(1ほかH

(1:することから、このタンパク質が股にtJ11守して{f{I:する nJ能刊かある乙とも

小11立された。しかし、 S cerevisiaelこおいて剤1111包IJ~ のアミノ般の透過mFの

クローニングが行なわれている 67)が、 ERClタンパク11との.tII1見!ははい:Ill!な

かった。この.iiJ伝子同・物が、被胞のSAMの透.itlMJ1であるのかそれとも}JIJのタ

ンパク質であるのかについては、iIT伝子ジn却のタンパク質の和烈と前tJiかさら

に必')2である。

S ccrevisiaeの ι チイニン 1(0'け11.辿伝 fを~れするプラスミドヤYSMHlをサフ

ク1:1一二ングした払 I~~、この向HI 遺伝下がHind 111断J; (3 Okb)内に紅白・する

己とが判明したので、このDt-iAI析Jiの全臨んL配タ1Iをj火山した。このDNAltfr);-(;t 1 

flAIの 1~いオーブンリーデイングフレームを~んでおり、フレームシフトミコ.ー

チーション、及ひ、ノ ーサンプロッテイングのtJ;!れからこのORFがエチオニン

Ifj.j tl: ili伝 fのORFであり、 181kもiミいORFを勺えるATGコドンを開始コドンとする

，'J(mnが1:・:)1.、ことを舶.I~~~ l た。 flkも長いORFを tjえる;，ri{ム{-(ERCl.iJJfl、子)か

ら IH~ されるタンパク1'Ht617のアミノ酸奴J，tから μ る分子 t，\67 ， 977のタンパ

ク引であり、メチオニンアデノシルトランスフマラーゼあるいはその他のほ':11

の辿伝子とのHIIIIJtl は ~g、:1:せなかった。また、このタンパク 質はN末端。(11 に

{'FJJ< nの傾城をれする判微かあった。さらに、このERCl遺伝下はエチオニンに

Ifõ ，ltl を小すだけでなく、 I~体内のSAMを ilXH包へ愉込糸町iする機能があることも

行えられた。
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W 4市

Saccharomyces cerevis iaeのスペルミン耐~I ili仏 fの

クtI ニングとSアデノシルメチオニンの抗的への影将

4. 1 結コ

S T，'ノシルメ 1-オニン(SAM)の代謝料開のひとつにポリアミンの代成に悦l

りする粁 ~Xがある。プトレスシンやスペルミジンは、 114 も -AJ~的なボリアミン

であり、 '1休1".1ではDNAやRNAなど多くの物質の代謝:I，IJ(J11に干11川されている"、

ATP Pi 

し Methio・¥ えS-Adcnosyl-L-

nin~ mcthionine 

( SAM ) 

CO， 
__j__ Decorbox州 ed

s・odenosyl・L・

methlontne 

L-ArOト

nlne 

CO， 
し Orni-ーととP山 scine

thine H，N (CH')4NH:I 

Spermidine 

H，N (CH')4NH (CH')3NH， 

Spermine 

H，N (CH，bNH(CH，)4NH(CH，bNH， 

Fig. 4.1 Pathway of polyamine biosynthesis in S. cerevisiae. 
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スペルミンら空たすべてではないが、多くの'1物阿では:11される。これら、ポ

リアミンのSaccharomyces('rrcvisiaelこおける 0111(*刊行停Fig 4 1に小 .(，。

微小物、 'FJJ何'11切などの'1;物Hにおいて、プトレスシンとスペルミジンの(¥: Ml 

と機能に 1~， 4・る 6Jf .1t.がな宗れているが、スペルミンの f~ ，Al と間 {jE、とりわけ 1(JI

浪l良スペルミンの強L、Jljtl l' 1 日iする研究tiはとんど見吋ら t~ い川ト 7 2)。そこ

で、スペル E ンの 11F t!"免 i見台肝心機怖を lリj らかにするため、 ~11:jSaccharo 

myces cerevisiaeのスペルミンに耐什を;1'寸i!i(1、子のク口一一ンクをfi t(った。

i!iられたスペルミンに再HIを示すirt伝子の.，.には、エチオニンに削什を 1)、l、

同時にSAMの品約を高める;n伝子が(l(1: L たのそれゆえ、 T.チオニン耐~I jfj f/、

fがスペルミン1m'!~I : にも I\WJ lていることが小11立された。

4 2 実験ん払

4.2. 3 W:~'l 'k験と分析

:gリアミンf!<ひD.L-工ヂオニンのIfuJtl文験ti、4.0xI0-S m 3の SDJ"~少h'rl也にポ

リ Y ミンある L 、It D.L エチオ・ニ ンを過ïJ' ~{J したifi地を試験7i'(IAJ f子 1.6cm、

I~ さ 16.5 cm)に入れたものにMI:}制JJ包を仙1:/1l、303.2KでHx¥的に阪湖町長し

たの I:{I 休 i)'~1江川、分光光l見~，・ (lI i lach i 100 -，1 01¥，')により日持ilkの610nmの尚

!止を ì\llJ~じする ι とにより切 :11 した。

:主た、 SAMのi?fh'iの実験で(I、 2.0xl0・3m3の阪11フラスコに I.Oxl0-3m3の

1 0 mol m 3の L- メチオニンを~ {JするSDJU少j九l由を人れ、これにLーメチオニン

を;'¥{Jしむ L、 SD!'，~少 tftJ也で対紋 iを JVJ まで町長 L た併付制j胞を納l:liし、 303.2Kで

IL{ λ(I'~に!~I( ~M J j''; {f L た。 I~休|付のSAMの 511111: および分析は実験};i)、22.4で述べ

たんはでfj-は「た。また、クルコースの分tJ， ( tグルコースアナライザー (Glu

cose Analvzer 11、ベックマンヅャパン礼)を川いて行なった。 i泊{本濃度は610

nmの刈l交を川11山し、そこから牝純1均体市1，1:をり:1:した。

4.2. 1 的株投び問地

Ml:jとしてSaccharomycescerevisiae DKD-5D H株 (aleu2-3 leu2-112 

trpl his3) を、大腸I~ と l て Escherichia coli DHI(F gyrA96 recAl relAl 

endAl thi I hsdR17 SupE44 A )を7i'jI ~ として他川したo Ml:jのi日j由として、

SDii;{少日j由 (2%グルコース、 o67%イーストニトロゲンベ スW/uアミノ問、

pH5.0 (O.02mol/がのしー トリブトファンとL-ヒスチジン投ひ0.03mol/がのL[J 

イシンを泊，0:8)11))を仙川した。

4 2.4 ;A柴

ブトレスシン、スペルミヅン投びスペルミンItSigmaChemical れより、制I~~

~~i}iは'ド刷込(株)より人 f した。

4. 3 *，'1 史及びX~

4.2.2 ;n七、子のクロ ーニン グ

M./:j DKD-5D-1Iのillfi: {-ライフラリーは、 2.2 2で述べたん仏を川いてf'f?~ し

た。ただ l 、染色体DNA を~，IJI制作.~ .k~Sau3A 1のM分分前物と lて、 3・J0キロへ

ス(kb) の問iJ'tを{古川した。大JH~ 1利及び併!サの )f~自転険には、 t~l\ 化カルシウノ、

1);.31 及び ñ~ Mリチウム仏331をそれぞれ仙川した。

4 .3. 1 スペルミン耐性;n伝子のクローニンク

まず、 DKD- 5D-IIt.tに対するプトレスシン、スペルミジン、スペルミンの附抗，~

に投ぼすJUWについて，調べたのがFig・4.2である。プトレスシン (Fig. 4.21¥) 

やスペルミジン (Fig・428) では、 270mol/がの刈濃度でも W:$'I'~できるのに必j

l、スペルミン (Fig・4.2C)では30mol/m3以 ，.cJ';oH'ÌI'j が ~Il押 された。この計1 県

から、スペル 1ンあるいはその代刈作物か併I:)S cerevisiaelこ対して強L、，:)

tlをれすることがlリiらかとな 「た。J.::I際、他の6)f'先自によりスペルミンのパク
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Resistance of transformanls to spcrmine. ~ .3 Fig. Effects of polyamincs on growth of DKD 5D 11 cells. ~ .2 Fig. 

6.. O. SPR 1: Control DKD-5D-II/YEp13 (・ )and six transformants ( The cells were grown on SD minimal medium containing polyamines (A. 

• . SPR6) cells were grown on SD 

(B). 

SPR5 : 

medium containing spermine al 20 mol/m
3 

(A) and 40 mol/m
3 

•• 口， SPR4: 企 ，SPR3: SPR2: varlOus concentratiol1s sperminE>) at spermidine: C， putrescine: B. 

o mo1/m3
: ( O. minimal 圃 .2 7 0 mo 1/ m 3) . ロ， 90 mo1/m3

: mo 1/m3 
: e， 30 

cerevisiae DKD 5D-II株の遺伝子ライブラリーを、 30mol/がのそこで、肝吋S.1 2)、その，Iftlがスペルミテリアへのilj:-ftlについての報f11がなされており 69)

ンの開化物に起|刈することも不l慶されている。 スペルミンをfTfJするSD品少同地の~ポプレートにお全 (lj し、 303.2Kで 311 1:\ 1 放

[ I的の遺伝 fと思われる6flAIのスペルミンに向、Jtl:を小すコその払虫、ji'l'しt:..。cerevisiaeにおけるスペルミンのl行刑判1'，';~'}j出の機附を lリj ら次に、併I<}S

のスペルミンに対する明こ れ ら 6例の ]f~質転検体 (SPRl SPR6) nニーを f~} た。スペルミンに耐刊を不す併I:}のi1l伝子のク nーニングを以かにするため、

!III'I ~Il'， I:効果をコントロールであるYEp13をれする階付 (DKD 5D-H/YEp13)と比校

(Fig.4.3A)泣びコントロールの制1111包は20mo1/m3

54 -

~ .3である。しfこのが Fig.

そのはなill伝 fはスペルミンのjJI(，lj'化に応存するある杯のill伝子であるか、あ

スペルミンのH.，Alに!日lするill七、子としてりられることがJUJi与される。

-5:3-

るいは、



III~ 静止;J山伏|を F ig. 4.4に心した。プラス ミドpSPR1は137 kbであり、 30 kbの-ん、 Jr~のいずれの凶作 b'，'(;，令に J\~~11 がド1['， 1;' された。(Fig 4.3s) 40mol/m3 

十色体DNA断)1"がベクタープラスミト YEpl3のBamlllM仰に挿入きれたものであそのなかで、 SPR3tt、他の11転WI休はいずれもスペルミンに向、i↑午を/J¥したが、

""')t，こ。 他)J、プラスミドpSPR3は139kbで3.2kbの渋色体DNA断Jiが何人された

ものであり、その制限静素地闘のパターンはpSPRlと異なるものであった。

かしながら、別l味深いことに、 pSPR3の払IJI悦静素地[')(j(立、既に第2草でl(日得して

し

(SPRl.2.4.5.6)と穴なる特刊をぷ lIニ。 SPR3の 111代lI!j1/¥1ti、20mol/がの

その他の形'l11~/~Lかし、

もの

U~合も 40mol/m 3の場代も人きな J.~はみられなかった。

除外の11~代ns1111は、 このスペルミンスペルミン i~~J支の l円 JJII により長くなった。

いるI，.JじDKD5D 11株のエチオニンIfil4rl:J.fi {ム「のII.IJI~[~M~; J也閃とよく 一致した。スペルミンに両4ft1を〆J--4 illfi rには少なくとも2抑制仔(J:す両j刊:のtJ;史から、

さらにその特刊を凋べた。このpSPR3におけし、
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それゆえ、(SPR3)と弱い

ifo4ftLを〆'1'すもの (SPR1. 2 ，4 ，5，6)が(j1f:した。

この強い耐tI'と弱い面4ft1手示すものが作(1:することに'{ifl L、SPRlとSPR3に

ついてさらに調べた。 SPRl及びSPR3よりプラスミドをtllul!、 判別した (iljられ

スペルミンに強い向4ft1を小すものることが予抑jされた。 l!flち、

z
↑
E
O

』。

プラスミドの山l

ド Okb~

これら、たプラスミトをそれぞれpSPRl及ひpSPR3と称した)。

P E S 
Ll  ビpSPRI 

pSPR3 

40 20 30 
( h ) 

10 
Ti m e 

--一。。
Restriclion maps of hybrid plasmids pSPRl and pSPR3. F ig. 4.4 

Effect of ethionine on growth of transformanls. F ig. 4.5 口:vector plasmid YEpI3. Abbre 11: Chromosomal DNA fragment: 

口，SPR3)8.. SPR1; Control DKD 5D-II/YEpI3 ( 0 ) and transformants viations are: S， Sall; Pv， PvulI; P， PstI: E， EcoRI: H， IlindIII. The 

cells were grown on SD minimal medium containing 1.0 mol/m3 of D，L-

-56 

ethionine. 

chromosomal DNA fragmenl (3.0 Kh) in pSPRl contains no S and P sites， 
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but contains many Pv siles. 
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pSPR3の特性4.3.2 

ヱチオニン耐，)1"'1' jJJ {l~ [-と点叫}~'!が1"ハ:でスペルミン|師、.JtI= jJJ {L、{-(pSPR3)が、

プラスミドpSPRI、pSPR3及び:YEp13をDKD5D 11株あることを昨認するために、

これら JI~n転敗体のエチオニンに対する感受付の調11胞にそれぞれJf~'IT転険し、

エチオニンに対する感受ヤiーでは、 pSPR3まず、と、 SAMの諮問について剥べた。

1.0 mol/m3のD.L-エチオニンをfTの入った階付の制JJ包 (DKD-5D-H/pSPR3)が、

nするSD段少用地でもI門前できるのに対し、 YEp13あるいはpSPRlの人った制JI包

。
、I
J

r

、u
a
n
U
1
 

(DKD-5D-H/YEp13 、 DKD-5D-H/pSPRl) は明W~ ~Il ~守を受けた (Fig

1.0 mol/m
3
のレメチオニンを合引するSDM少明j由で防長したlI!jのSAMまた、

/ 
~- / 

-~/ 

t"-.. 
j¥.  

"'-. 
¥ 

∞ コントロールであるDKD-5D-H/YEp134.6に示した。の占;tffi111 の符II~変化をFig.

の和11胞でのSAMのfir.fJ'1はI円前にけって'::Jまり、約0.02kg/kg dry cellsまで長

データーをぶしていないが

DKD-5D-H/pSPRlも約0.02kg/kgdry cellsまでしか説的できなかった。他ん、

DKD-5D-H/pSPR3は、約211，'innSAMのfiiWがlfJiまりその後-iiiになった。

また、4.6A)。桁した後、ほぼ-)jlになった (Fig.

このDKD

5D- H/pSPR3の抗的引は I~:J く約0.10 kg/kg-dry cel1s1こまで述した (Fig.4 6B)。

この14F1115fは、 DKD5D-1I株のお11胞にpYSMHlを入れたもの (DKD-5D-H/pYSMlll)の

工-))、 DKD5D-ll/pYSMHlの制IIJJ包は、会iffl'U，!(T a b 1 e 2. 1 )とほぼ同じであった。

〈ま(データーl吋ノJ¥ヂオニンに両，)1"'1:をノjミすだ‘けでなくスペルミンにも雨、11"'1'を小した

u>寸. C¥J 

o 0 0 

( cω/SII a~ れ p-Ô )f) 4tMOJD 

このように pSPR3の市1)1拠地以! とその ~lJl引がpYSMlI l とよく一致するこせず)。

とから、 1，.)-の迫伝子I*Ji)¥.をわしていると宅えられる。

ミ~

句司F

スペルミン耐仲hfifぷfとエチオニン耐1"'1:.ifi伝 fの点目別での以もlリ)i' Iな一致

寸
N それゆえ、 SAMの訴引がスペルミン

しかしながら、静付のスペル

}!J..は、 |利体内にSAMが許制することであり、

凶
吋
・
也asoonr9 ( ~ω/ô司)のみtI:緩和iこ!則11している 11J(/計上が巧えられる。

この辺伝子斤物によりスミンIfuHI:にIX¥Iする刷究はほとんどijなわれておらず、

別't/S

-58-
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ζUlこペルミンの前f!?機柿を説明することは別(1:のところ)1:討に|村知である。

さらに検討が必.~である。
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ついては、



4.j *，Ii 1;' 

ポリヲ'ミンの111で、スペルミンか併I:]S cerevisiaeの明舶を州1'する効IE

が怖かった。 ~"~S cerevisiae DKD-5D H株のi!J伝子ライフラリーより行たス

ペルミンに向.Jf1I'をぷす迫伝子には、向.1判:の強いものと ~~J ~、むのか (i (1: l tこ。こ

の怖い耐刊をぷす辿伝子の~;II限地lヌ|は、既に i収作している r チオニン Jf~.1ftl ili Ü~ 

(-のそれとよく 4 政 Ltこ。そして、このスペルミン向~ftl ili七、子を(f寸・るMI:)t.i

工チオニンにも削刊をぷし、 SAMをl泊{本内に訴WLた。このことから、 に fオ

ニン Iru~ ftl がスペルミンの I~jftl緩和にWl1
] していると汚えられる。

第 2編

Sアデノシルメチオニンの'1p?{法のIHI允

W5市 エチオニン耐性ill伝子を有するMHlによるSアデノシルメチオニン

及びそのI~ll!li物質のイ}:PE

第 6~~ Saccharomyces cerevisiaeのエチオニン耐性i!J伝下をマーカーとする

プラスミドの発現と安定性

ヲ~7 i:1; トランスポゾンによるエチオニン耐ヤl.iCHム「のMJ:}恰色体への仲人と

その先制及び安定ヤ1:

ハu
u

F
「
u



ヲ15市:

エチオニン耐ftl:irHζfをイiする併1:!によるS-アデノシル

メチオニン及びその閃述物質の'I:im

5. 1 紡??

S-アデノシルメチオニン(SAM)は、メチオニンとアデノシン弓燐隙 (ATP)か

らSAM介成静京(メチオニンアデノシルトランスフエラーゼ)により作成され

(F ig .5. 1) 、 '1 :. 体内にrr・ ([する多械なメチル~~転仇反応の供与休として1fi要な

役宵IJを果すアデノシン誘導体である。例えば、よく知られている生町!活性アミ

ン頼のメチル化以外にもDNA、RNA、制11日包肢のリン脂質、生町活性タンパク1'1の

ν
J
-

qd'

.
 

0

o

 

n

h

 

，，、
..•• 

A
u
a
H
 

A

m

 

S

L

 

川

1
V
J
 

Cぜ

か

e

lv
ゆ

ト

m
印

刷

hw

r
14
i
M
M
 

レ

W

M

F

し

附
|」

…

-

A

 

U
J
n
v
 

け

m
崎

C

0

・H

A

h

w

 

O

L

S

 

よーしωthio・

cysteine 
(SA H) 

ntne 
(SAM) 

Fig. 5.1 Pathway for SAN and SAH productions by S. CE包豆visUECelIs 

-60-



メチル化などにもこの物質が11(1勺していることがIA近illられつつあり、 '1・化?:

(f'.J ~日点からも ii= r I されているけ】。玄た、拒I仰'1叩lド.，'ρつ?γ't(白的l内~J 1川n削u止，点'
機fl他j危tの{I¥卜ド.に対して効i県Rが.仙d勧必tめられ、 H川rn臓蔵 2車佐iとLζイ夕リ Tでは既に利jハ川IJ(δ芦れ

ている他、，'::j11¥11111 ~，i ' に対する (J 効111 7 4) 、訟判JIì~~市川に対する改 P775) 、イ、1 1I~11j 、

tit11~ ~t"の ~III*千件疾忠に対する (J 効利 76) も t~~11 されており、その 1~ 1..("-Jな '1 ， ，+

法のIlII免が期待されている。

他ん、 S-アデノシルホモシステイン (SAH) は、 SAMのメチル)I~がとれた物れ

であり、その附込をFig・5.2(.' iJ~す。このSAH ら ~III*で系のがとむなどに対寸る fi

JlI'効県が報化されており 77)... SAM と II~肢にその1: ~~ (r'-J 1，( 'I :，;~・ u、の!日}允か jり l げさ

れる。併りにおいては、 SAMがメチル爪転位以比:によりメチル)I~ を{Jt りした|際

のIt'IIIバ物として、 SABが Lに'1:.Jlxされている (Fig 5.1)。

本市:では、エチオニン耐性ill 伝子をれする併吋を川いたSAMの ~l陀法につい

て、位保i泊{本法とrtt{みからのtlll/l17l~の両方から 1 1::N怜3 ・j した。そのtJ，史、 I~休・

からのjll!:1: 71;ではSAMを ρj浪!良' 1こ i~í休内に訴wすることができた。さらに、 SAII

の'1J:rIについても検川した。

NH2 

NグC'c/N、
I 11 、CH

HC、N/C¥N/
o 
C'CH'CH2'CH2S-CH2 

HO l 

NH2 

H 
い....fI'
OH OH 

Fig. 5.2 Slructurc of S adf'nosylhomocyslcInc (SAII). 
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5.2 ~験h iJ~ 

!) 2 1 的株及び!j'"J也

M/:)として、 Saccharomycescerevisiae DKD 5D-H株(aleu2-3 leu2 112 

his3 trpl)にプラスミドpYSMHlをJWi1転検した山林 (DKD-5D-HjpYSMHl)及び

YEp13を形質事長検した凶株 (DKD-5D-HjYEpI3)を他川した。静母の1ft1也として、

SDM少明地 (2%グルコース、 o67%イーストニトロゲンベースW/Oアミノ餓、

pll5 0 (O.02kg/がのしートリプトファンとL'ヒスチジンを添加))をぷ木明地と

して{史J1Iしfこ。

5.2.2 乾続的体の，羽到

Mf:}1有体 2xl0-3m3をSDIIJ{少民地で対数JUI後JUJまで防護した後、集前し、み

官l水で1rnl洗浄した。この帰休を16時間宅福でj卦乾した後、 253.2Kで冷j命保作

した。さらに使川的に、この的体を減圧下約201l~HIJP205の入ったデシケ ー タ rjl

・亡くもt長した。

静止;反応は、府1:)の，;も焔l拘{本Igを4.0xlO-6m3の反応波 (500mol/m3 グル寸ー

λ、100mol/m3 1)ン隙カリウム緩衝液(pll7.0)、10mol/m3 硫隙マクネシウム、

100mol/川崎化カリウム、 50mol/m3 ATP、20mol{m3 レメチオニン)に添加し、

303.2Kで反応させた。 5Oxl0・7m3の反応前械を符時的にサンプリングした後、

I OxlO-7m3の60%の過出み隙を添加することにより反応を停止した。生成した

tA:澱物を述心分離によって除去した後、この卜70il~を尖験))法2.2.4 で.ì!.Gべた

ffJJidi液体クロマトグラフィー(IIPLC)法により分析 Lた。

5.2.3 的体内のSAMとSAIIの糸約実験

1. 1& 1 1フラスコによる実験

I~I {1>内のSAMの能的文験'1、2.0xl0-5m3のSD1U少li''iJ也に静IT]細胞を入れて定

市川までJlíj}~延したもの号、 5.0xl0 4m3のぬ11フラスコに1Oxl0-4m 3の SDh~少

J :''il山lこしメチオニン及びその他の物質を適"υ恭}JIILたものに制的 し (0.D. 
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o 05) 、このMJ:J劇 11胞を303.2KでH礼的に振ttHt~ i~ した。そして、対数l門前I'îJVI 

iをIVIにおいて，:.'1(本手広l拘LSAMの糸町f!IIをう}トhした。

l有休l句のSAIIの品約(j:2.0 x 10・!'>m3のSDM少J;~i J自にlWI:t細胞を人れて'Ai'jiVJUjま

て~Ijijt;1 iをしたれの多、 5OxlO - ~m3の取11 フラスコに I . OxlO - 4 m 3の SDJU少 1;""J世に

D.Lーホモシステイン及びその他の物質を適rn長}JIIしたものに納l判1(0 D.ー

0 ， 05) 、この附付創1I11~を 303.2KでH知的に振!続出延した。そして、対数l門員I~JUI 

iをJUIにおいてi均体を集蘭しSAHの高:ffiIJを分桁した。

2，ゾャーフ γ ーメンターによる実験

2.0xl0-3m3のジャーファーメンターを使JTJL、フR気を卜分供給することによ

り !lf x{的に i門徒した。 J~延 i~rlJ良は、↑1 1制 問 (EYAMA T 80)により 3032Kにコント

ロールした。 pllはが!コントローラーを利用し、 2%のアンモニア/1<を微爪ポンプ

で添加することにより、 pH54にコントロールした。防護は、 MltJを 1，Ox 1 0・4

MのSDli}少!日l也で山市JDIまで}日延したl拘休を、 5Omol/m3のLメチオニン及ひ

50mol/m3のリン目立カリウム絞街地(pH5.4)を0，-(Jする 1.5xl03 m 3 のSDlrl~少Jft，J也

しちるいは、グルコース濃度を変えたもの)に肋l拘Lて出廷した。分析は、粁lI!r

的に5，OxlO・5m3の閉廷械をサンプリングし、これを分析した。

5.2.4 分析

，1.1休からのSAMのIIII/IJならびに分析は、実験))1)、22 4で述べた)uJ、により ii 

なった。また、 SAIIのtlll山及ひ分析は、 SAMとI.，Jじん法により hll/IIし、 1日ii生液体

クロマトグラフィー (HPLC)法により分析した。分析条件は、 SAMの分析と1，iJ 

じ条('1'(実験ん仏2，2.4)とした。

グルコースの分析には、グルコースアナライザ・- (Glucose Analyzer [[、

ベックマンジャパン(係))を、エタノールの分桁には、ガスクロマトクラフィー

を他川し、 ~j，\111らのん法78】に{えって分析した。また、 的体濃度は610nmの制JQ

を ~IIIÀじすることにより rnll した。
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5.3 *idV. 

5.3.1 牝飾l判{本法によるSAMの'I:y?i

MIサ制 11包を川いる SAMの '1 .. y~W~として、 ~Iど ~"':I~(本を川いて静京(11 に合成する

hiLと、 'HIH本1111こSAMを糸町iした後にこれをJIIIIIIするJiWの2HMlがある。ま

J、，jijr，の叱州，1.1(本を川いたSAMの'I.jmについて怜汁した。 SAMは、 ATPとLメ

チオニンからSAM~h父府主(メチオニンアデノシルトランスフ .1:.ラーゼ)により

の!IXされる。 MIなの乾繰11.i休111には強いATP分断系が仔花しており、乾燥i泊休

( );をJlI I.、る凶作に l士、 IX 止、)，~1'1として添))11したATPの分前述l江のんがSAMの作成

辿l克よりも11，1司い"1ti~tll がある。そこで、アデノンン:燐椴 (ADP) やアデノシン

・掛椴(AMP)収どに分断された反応札自のATPを角川h系により Ilj~I ~ しながらSAM

の ~T&を f I はった。乾保'J:lj(本をJIIt、るSA¥I作成の開聞をFig.5.3に示した。

Glucose 

「 L !
日::v

ATP gcneration proccss SAM synthcsis process 
(Glycolysis) 

Fig. 5.3 Palhway of SAM production by using dried yeast cel1s. 
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。

~ 

DKD-5D-ll/pYSMH 1では約4.4mo1/m3であり、 DKD-5D-H/pYSMHlのみがSAMの総生PI1

111.が、多くなっていた。しかし、 fY成速度は、 DKD-5D-H/pYSMII1の)Jが、 DKD-

5D-Il/YEpI3に対してわず.かに述いのみであり、総'1てPEr;1:の売は rに乾飯|洲本に

イJ{I:したSAM;'};'イ]~I ~の先によるものであった。それゆえ、花煉蘭{本法では、エ

チオニン耐↑11:ill伝子を利用することの利点はあまり見い/11せなかった。

また、反応)1~ r1の ATP及びメチオニン当たりのSAMの l収率は、それぞれ約5%及

び約12%であった。反応広質のATP及びメチオニンが卜分残存するにもかかわら

ず、グルコースが無くなるとSAMの作成も停止することから、 ATPは酵r:}.の強い

ATP分解析VI:により速やかに分解されていると考えられる。従って、乾燥的体

を川いてSAMを作成するためには、分解されたATPを解納系により強力に同作す

る必変があることが明らかとなった。

0.5 

-町、 -、

E4 
、、、 、、

~ 3 
E 
‘・-

~ 2 
〈主
(i) 

Fig. 5.4 Production of SAM by dried yeast cells. 

Dried yeast cells of DKD-5D-H/YEpI3 (6.") and DKD-5D-Il/pYSMHl <0.・)

were used for SAM production. Reaction conditions are given in Materi-

als and Methods. 

...・.SAM;ム O.glucose 

5.3.2 的体hlJt11法によるSAMの'I;_PU

次に的体からの hlllll 法によるSAMの中~E刀法、自Ilち、 SAMを生繭休rl Jに許制さ

せた後、 l剥休外にflll/11杓到するん法について検討した。このH法は州;lj械から

SAMをさらに和製する必要があり、 tJ1j製コストを安価にするためには、 i罰体内

に I引J~ な I~l~ り I~τ濃度 lこSAMを帯航することがmõ~である。 l滴休内にSAMを t:7j濃度

に許制する方法として、 SAMの反応爪慢であるレメチオニンとATPを添))Uするんー

法が符えられるが、 ATP(あるいはADP、AMP)は、防i也に添加lしでもI有休内に取

り込まれなし 1。そこで、 L-メチオニンのみを情j也に添加して菌体内に取り込ま

せ、 l:ti休-内で:合成されたATPと反応させることにより、 SAMの帯積を高める}J法

がJ1I ~、られている 19) 。木研究では、 L-メチオニンを合有する情j也で明義した

lI!jのSAMの許制について、 DKD-5D-H/pYSMHlの創11胞を用いて険討した。

まず、間々の濃度のレメチオニンを合有するSD.目立少用地で'DKD-5D-H/YEpI3あ

るいはDKD-5DH/pYSMIIIの制胞を娠椀防長し、対数別府iWJ後JVJにおけるSAMの務

的引を分析した。用地に添加したL-メチオニンの濃度のSAMの務相坑への影粋

をFig.5.5にぷす。コントロールであるDKD-5D-II/YEpI3の刺11I8では、 L-メチオ

ニンの政度を 卜.げていくと SAMの能的 :I~ も 1'. 冗し、 2.0mol/m 3以|ニの濃度で・ほぼ

2 3 4 5 6 

Time (h) 

エチオニン耐Vl:ill伝子を行するプラスミドpYSMlllを形町転換した細胞 (DKD

5D-H/pYSMlll)及びコントロールのベクタープラスミドYEp13をMt:}DKD-5D H株

にJf3質転換した制胞 (DKD-5D-H/YEp13)の叱燥l洲本をそれぞれ調製し、実験

)j法5.2.21こ示した反応条件で静素的にSAMを合成した (Fig.5.4) 0 DKD 5D-

H/YEp13及び:'DKD-5D-H/pYSMlllのいずれの乾燥l拘体を利川した場合もSAMが静素

的に合成され、その rjlはグルコースがなくなるまでt\~))11し、その後減少した。

IR終的なSAMの総生陀I，tは、 DKD-5D-H/YEp13で約2.0mol/m3であるのに対し、 、r
、・6

F
h
u
 

no 
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J'ンモエウム出これにリン椛}品、 Mt聞はA、れする SDh~少Jtn自を ).l 本Ji~J也とし、ーん、 DKD5D-1しpYSMlllの制|-il:のiiiWlil. (0 02kg!kg-dry cells)に3'IJi主した。

t.iどをis}JII した J;'~ J I!! 'I' で DKト5Dι II / pYSl.I1I 1 の ~ill胞を l~~ ~H J i't 'rtし、 l.J以11刊1'1JVJ iを

その結虫、 ML随時，iではあまり抗的1il.bQ行}JIIしな

IJ包でも、 L- メチオニンの濃度を 1 '. げて司いくと S~Mの品ft'i I， t も卜~H. し、 5 . 0mol /耐

lりlでのSAMの糸町i'.1.を制ベた。日 1'.のin/Qでコントロールのが)R{;~ の長f{í f，HO . 16kg/kg - dry cell吋に刈述し、

f.i m !i¥.li t円}JIIした。リン附_l{Jとアンモウム取を添}JIIしたi誌の、かったのに刈し、このことから、 DKD-5D-II!pYSMIIIの制11SAMのl!iWIjtはそれ以 1"):'11mしなか勺た。

そして、 50mol/がのリン限カリウム絞首Îil~を~れする以fYに、 I14も日いSAMの胞はSAMの'1:P?'においてコントロール(DKD-5D寸I!YEp13)よりも俺れているが、 L-

また、 50mol/m3のリン附カリウム絞街(O.28kg!kg-dry cells)を向た。品川:，1メチオニン浪JQを 5 . 0mol/がより '::J 浪 j止にしても品大孫'~ ~1(0 . 16 kg!kg-dry 

アンモニウム取をfTfiしない怖にさらにアンモニウム加を添加lした場ーのには、Cf>lls)をJJjめられないことが明らかとなった。

(データーl文|ノj¥ぜず)。HJ fYとほl引"jじであり、 tll，*効民は見られなかったメヂオニンの濃度を5.0mol/がにい|定して、 SAMの品UU，Uこ対寸・るそこで、 l

リン限t~nを ~(J した協代の的体の明則とSAMの品川の粁11.1変化を、そこで、メ7オーンをfrその他の添加物の影将についてさらに調べた。 5.0mol/がのL

メンターを川いて印-認した。 50mol/がのリン耐カリウム級rJ'Iilx フ γ:/ '¥' 
. 

(pll 5 4)政ひ5Omol/m 3の L メチオニンを~(J するSD此少j;'" j出rl'、3032KでDKD-0.20 
S[)ー111pYSMlllの制胞をH気的に防長した。 pllのコントロールには、 pllコントロ
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Tlme 
Methionine 

Timc cource of SAN production by DKD 5D Il/pYSNlIl cells. 

fermenter with 

5.6 

Yeast cells of DKD 5D Il/pYSMlll were cul tured in a jal 

1. 5x 1 0・3 m3 SD minimal medium containing 5.0 mol/m3 L司 methionine.

Fig Eff0Cf of L mcthionine concentration on SAM accumlllation. 

were growJI in SD cerevisiae DKD 5D-H cells with YEpl3 or pYSMlI1 

5 5 Fig. 

S 

ethanol .A. SAM: • . 
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• . growlh: • . G 11Icose: 

medium containing variolls concentrations of L-methionine. 

• . DKD-5D-H!pYSMHl 

円

tno 

O. DKト5D-II!YEpI3:



クルコース濃度のl有休収率とSAMの掠的地位への彬併について、 Fig.ゆくに、ーラーを111 t、て2.0%のγンモニア水を添加することにより f1な勺た。 tJJ民を

5.6と|けlし条件ドで間べたのが、 Fig. 5.7である。いずれのクルコース濃度のこの J:~ j也条件では、 SAMの I!~W 1，1.IJ J:刊，~と ともに j付加 1 l、Fig. 5.61こ1Iミ寸・。

その:占~Mクルコースか仔(1:する問はSAMの帯純日はW:J)IIした。また、llJ {'j 6、グルコースの消火により糸町その後、o 26kg/kg' dry ccllsにま で到注した。

i，Tのi円})IIi.創立はグルコース濃度に関係なく 一定であ った。ーん、

たりのほl体収中 (kg-drycells/ kg-glucose)はmJJl1した。従って、SAMの占予知

グルコース、可この It占大 I!d占有~ (0.26 kg，kg-dry cells)は、過去に柑?;litは少し減少した。

されたSAMの 1141:7iの終的 ~1\0 . 20kg/kg-dry cel1s)ヨれよりもさらにρ:jl、M!であ

辿j立を {l~ ドさせることなくグルコース当たりの帰休収中 (kg dry cel1s/ kg-った。

最少日づ‘つグルコースを添加しながら府提する、I~glucose)を山めるためには、

この際のSAMの品大許制日への彩将についli'l分以英仏が{iJ:適と巧えられるが、30 0.3 
てはさらに検討が必変である。

SAIIの'1.陀5.3.3 

SAIIは、 SAMからメチルj止を取り除いたj持活の物質(Fig.5.2)であり、 SAMの

fIt似物刊である。CandidautilusあるいはS.cerevlsiaeの刺IIIJ包を、レホモシ

ステインを問j也に添加して明義した場合に蘭体内iこSAHが孫服されることが知!

このSAHもSAMと同様、 j夜胞11'にSAMの透過静長により

エチオニン耐性遺伝子の入 った静[:JはSAMの披胞への

この細胞を利用すればSMIのお終日もI九まる υI能性が

ある。そこで、ふ研究では、 L-ホモシステインのかわりに人丁しやすいD.レホ

られている"〕そして、

i収込まれ百{Wされる“}。

糸町iを1:711めることから、
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モシステインを{史川し、 SAHの生産について凋べた。

DKD-5D-II/YEp 13及びDKD-5Dイi!pYSMHlの調11胞をそれぞれ1Omol/がのD，レホモ

シス 7インを合 (jするSD品少階地で附設した後、そのJIII/11被をlfJ1述11主体クロマ

トグラフィーで分析した(Fig.5.8)0 DKD-5D-ll/pYSMHlの制11胞からのIIIIIII物に

25 20 15 

L
H
 

，SE
・、

10 

T I me 

5 
ぽ
U

。

Effecl of glucose concentration on SAM producLion by 5.'1 Fig. 

(Pl と P2) が J~ ~ ¥ 111されは、 9.8分と 14.0分の保持11与問のところに2つのピークDKD 5D lI/pYSMlIl ce 11s. 

コントロ ールであるDKD5D-H/YEp13 これらの2つのピークは、た(Fig.5.8C)。Yeast cel1s of DKD・5DlI/pYSMlIl were又rownon SD minimal m刷 lillmcon 

(Fig. 5.8B)0 P1 は、

~n2市で述べたように SAMといjーの保持H刊:Jであ り SAMと考えられる。ーん、 P2

li、kt司l'，!/¥並のSAII(Fig.5 8A)と保持時間が同一であり、 SAIIであると巧・えら

からのJIII111物ではほとんど見い111すことができなかったvarious concentrat.ions of 

1n SAM contents were shown by closρd keys (・......・・)
taining 5 0 mol/m3 of L-methionine and at 

glucose 

さらに、 W2市;のFig.2.5と同じ条什でペーパークロマトグラフィーを

nυ 

uる。
ロ.12kg/m3 

: d. 20kg/m3
: 。

respectively. 
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エチオニン I~Hこのように、i jな勺たt，li!4!:、P2がSAHであることがW認された。

t'1 iJJ (l~ (-をイlするMI:)DKD5D-II/pYSMII1の制胞は、 SAMだけでなく SAHの帯約を

I ~ :Jめることができた。

コントローノレまた、 SAHの許制の粁lI!j変化を淵べたのが、 Table5.1である。

1. Omol/m3のD.レホモシステインが問地rllにであるDKD-5D-H/YEpI3の制1111包は、

イf(，:しているにもかかわらず、 SAHはほとんど話術されなかった。他ノi、DKD由

このSAHの帯f!'i~I~ は、 J行刑Xti1:のSAHが話相された。5D-II/pYSMIlIの制胞では、

に{、l'ってW:JJIJし、対数後jPljjj:くで政1:':iMr(0.03kg/m3
)に到達した。

SAII productivity and growth of DKD-5D-ll/pYSMlll cells. Table 5.1 

45 33 

、‘，，，'n 
r
，‘、Culture t ime 

27 22 15 Strain 

SAH 
SAM 

A ε 
c 

∞ 
ぽ3

B 
れ』

-争回。
ω
υ
c
o
G』

O
ω
G
《

C 

1.2 1.2 0.95 0.45 0.12 DKD-5D-H/YEpI3 Growtĥ 

1.0 1.0 0.90 0.35 O. 12 DKD-5D-H/pYSMHl 20 16 12 

(m i n) 

8 

Ti me 

4 。
ND ND ND ND NDC DKD-5D-H/YEp13 SAII 

21 26 29 9.2 5.5 DKD-5D-H/pYSMHl content" 

HPLC choromatograms of cell extracts of DKD-5D-ll/pYSMlll and 5.8 Fig. 

^ kg/m3 DKD-5D-H/YEpI3 cells in the presence of D.L-homocysteine. 

b xlO-3 kg/m3 The cel1s of DKD-5D-H/YEpI3 and DKD-5D-H/pYSMHl were grown on SD minj-

not detected C ND: Cell ex-1.0 mol/m3 of D.L-homocysteine. mal medium supplemented with 

The cel1s of DKD-5D-H/YEpI3 and DKD司 5D-H/pYSMHlwere grown on SD min トtracts were analyzed for SAM and SAH on HPLC. 

mal medium supplemented with 1.0mol/m3 of D.L-homocysteine. SAH con-

tent in DKD-5D H/YEpI3 was too low to detect. 

つ』
司

l

extract of DKD-5D-H/YEpI3: (A) Authentic samples of SAM and SAH; (8) 

-71-

(C) extract of DKD-5D-H/pYSMHl. 



次にその仙の添加物のSAIIの務的への彩仰について.湖べた。 何々の物質を添

加 LたSDM少j日j自でDKD-5DlI/pYSMlIlの釧j山手j日jをした後、その対数WHii'iJUJf走

WJのl拘休内のSAII及びSAM~ (J .1，1:を比較した (Table.5.2)0 1 Omol/m3のD.Lーホ

モシステインを問地中に添加した均合、 SAHli添加しない協代の 13{:";.'こW:IJlI l 

たのにもjし、 SAMIi約4倍であ った。他ん、 1Omol/m3のレメチオニンを市l也ド

添加lした以代、 SAHの明)JIII.Hi2{;";であり、 SAMのj円加日は約5{J1に述した。ま

た、 1. Omol/m3のアデノシン、レシステイン、 Lホモセリン、 L-ホモシステイ

ンチオラクトンの添加は、 SAII&びSAMの井川fiにほ とんど影料を勺えなか った。

5.4 巧??4

SAM の中間)jWとしては、 微什:ー物l調体からのhll:Hr.去79¥イl機作成法81)、府

泉0h支払821なとが知られている。木研究では、乾燥蘭{本法と l調体からのtlll:11 

wについてSAMの生躍を検川した。乾燥蘭{本法では、エチオ ニン耐性遺伝子を

れするM/:)を利川する利点、はあまり仔{Eしなか ったが、的休からの1111:11 訟では

工チオニン向~nill伝下を平IJ川することにより、 lぬ体内に SAMを I~ :J濃度に義的す

ることが E引I~になった。そして、 fd終的にSAMの品大蓄積 r，l(0. 26kg/kg-dry 

Table 5.2 Effects of various additives on SAH and SAM productions by 

DKD 5D-H/pYSMHl cells. 

Chemicals (1.Omol/m3) 

None 

D，L-Homocysteine 

Adenosine 

Adenosine I D.L-Homocysteine 

L-Methionine 

L-Methionine + D，L Homocysteine 

L-Cysteine 

L-Homoserine 

L-Homocysteinethiolactone 

SAII 

C'ontent. of 

SAM <:el1s)をi!;た。

一般に、イj 機作成法ゃM~~代成法では I~.:J ~叶児 2ドが{守られないことから、 l泊{本

からの1111/I! i}、が行常と巧えられている。実際、イタリアで既に[業生産に干IjJ IJ 

されているSAMの'1-姥法も、 l均体か らのhlJ:1111，である。 SAMは分断され易い物質

であり、 111体外(l持地11')に制:11したSAMt:UIM;私的に5・ーメチルチオアデノン

ンなどに述やかに分解される。従って、この I~I 休tlhH:訟では、 SAMを可能な|恨

り，~':， ;;'~I立ド l:tl 体内に子界的させることがSAMの，1:爪には市裂である。 SAMを的体内

に訴Wt!-せるん'i.tとして、 Lメチオニンを合れする培地で間延することにより

SAMを，:':，;01立にf.rfl'iできることが知られていた78】。更に、恥的ら 38)は、 SAMの

許制1l~)Jの，::， ~、微'(=.物のスクリーニングを 11 ない、 Saccharomyces府の静付、

刊に、 llIUI'qMI:j Saccharomyces sakeが非常に!日l濃度iこSAMをtirWできることを

~L t 、:1:した。本研究で作られた品大誌も:'íMI士、出的らのii'j fl'~Mnでの諮ft'jljlよ

りもさらに1:.:山、仙である ことから、本研究で他川した的株(DKD-5D-H/pYSMHl)

を使111L、l:li休からのJlIIII¥払によりSAMを'1庁することにより、さらにまイifhな

SAMの'1γ1がHjiiEになると巧えられる。

また、 DKD5D-H/pYSMI11の制胞をD.L-ホモシステインを合れする用地で防長
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寸ることにより、 SAIIを訴阪できた。このSAIIの品川では、 D.L'ホモシステイン

を添加した以01こSAflとSAMの話的がI~ :Jま勺たのに対し、 L-メTオニンを添加し

た以fTには、 SAMのf私的はlfJjまったが、 SAIIの訴Wli:あまり f~ :Jまらなかヲた。こ

のことから、 SAHの 01&はSAMの格的が必世であり、 SAMから SAIIへのメチルj川l~

移反応には、ホモシステインがメチル以の段勺{本として利用されている IIJflt t'1 

がI~:J 1，.、。日Ilち、①的体内に H日り込まれた ;I~ モシステインがメチル化されてメチ

オ・ニンが作成され、史に、 SAMに変!換される、⑦SAMとホモシステインから、

SAM:ホモシステインメチルトランスフエラーゼによりSAHとメヂオニンがfTJJR

される、⑨SMIはSAMh，j践に工チオニン両4ft1:迫伝子の働きにより抜胞に糸約され

る、という3問附 (Fig.5.1)からなると思われる。尚、この|僚に①、⑦の以止、

ではDーオモシステインから、 S-アデノシ D ホモシステインが -m~合成される

とJ5えられ83)、何られたSAIIIこは-1¥jW休がftまれる"J(i計1:かある。

SAHの， 1: 庁 il， として、 L-ホモシステインを ~(J .~る明 j也で静けS cercvisiae 

を倍長するん仏80)や、 SAIIデヒドロゲナーゼによるアデノシンとレホモシステ

インからの防止;的代成法8.)などが""られている。木研究では、 liij円のD.Lホ

モシステインを;"t1 jするtnJ自で町長した以ののSAfIの茶mについて検川し、 I14

大喜平1115fをO.03kg/kg-drycellslこまでにすることができた。それゆえ、 DKD

5D fi!pYSMH 1の知i胞を干IJ川寸ることにより、 i拘{本IllJ:1IitによるSAlIの'1バもWH!r

できる。また、 JJJ1L、(-*-Il Ji)!えした榊 I:} による SAM&び、SAIIの小川の柑~'，It、本6Jf

究が初jめてである。

-75-

5.4tJi，? 

D. L ~ f_チオニンド向JtlをボすjjJ伝子をれする fラス 1ドpYSMfllをMIサS.cere

\'Í siacに Jt~'i'l+d~1t Lた制胞をJTJI，.、て、 sへM投ひSAfIの'1;i!7，について検".JL. tこ・ tt

t世1:/1(.本(1，，-よる SAMの '1:同では、 SAMの fト~ ，;r i主j良t:lコントロールに対して少し I:11

いたけであ 勺た。-ん、レメチオニンを川地にif.-}Jll してSAMをi有体内に詩的セ

せるん"()~では、 50mol!がのリン限カリウムを~(J した以のに、 O.26kg/kg-dry

cel Jsという過去flu-jのI~ :J ¥..、許制:，1を行た。さらに、レメチオニンのかわりに

D.しーホモシステインをJIJ 1，.、た同介、 DKD5D-II/pYSMII1の刺11胞は、コントロール

対してはるかに!日jl，.、in皮 (O.03kg/kg-drycells)までSAIIを糸約することがで

与、 SAIIの'1:，:7，:のIIJIi~tl : むぷ l慢された。
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第 6't託

Saccharomyces cerevisiaeのエチオニン両H'1".ì!Hl~ (-を

マーカーとするプラスミドの発現と安定性

6. 1 緒子?

う}hDú、γの允Jl~により、見開あるいは防付n身のill伝子を併吋に導入し、

( J1IJ な物問やタンパク 'lttを大1，1:'主注することが可能になってきている。しかし

ながら、これら(]川物質'を'1=席するて業的プロセスの踊・立には、iD伝子削除え

M，/:)といえども友佃1な一般的情地で高い月間i'i速度を持つ{点数f.f.MIずを1?U.:とし、

そのmド内でr::Jコピー、日つ、安定に保持される工支化日jベクタープラスミド

の!日j 允が必世イ'~IIJ欠である。このような、日的からゲンタマイシン矧似のtJVI:

物何であるG118をマーカーとし、それに耐rtを示す遺伝子 13)をれするベクタ

ープラスミド(例えばYRpG185
))が現ι頻繁に利川されているが、この柿のベ

クタ ープラス 1ドはそのコピー数と{日数体静月前 L内での'ぷittlにおいて必ず

Lむ卜分ではなく、 MIサの'I:p'fプロセスにおけるやrrtlの制御のl而で大きな附

ilfとなコている。 iえって、免防工業、化学r.業の分野において、より優れた[

業化川ベクタ ープラスミドの開発が現在のif(裂な課題となっている。

め 1 1\1~においては、メチオニンのアナログであるエチオニンに耐竹を不し、

I Lつ、 Sアヂノシルメチオニン (SAM)の合成帯稲を促進する静付のiD伝子をク

nーニングした。そして、この遺伝子の特科を利川すれば、 SAMを'1-prできる

ζ とについて liiJì~ で述べた。しかしながら、 SAMのr.来的な '1・停を与えた場合、

プラスミドpYSMHlt士、 YEp13をベクターとするために'立:'-Enに1:¥1泌があり、 [ 

主的にこのままではSAMの'UWに利用できない。そこで、本市では~lf刊 M/:JHJ
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のマーカ ーを (Jし、 11つ、 'iiJj; f1I:のβjいへクタ ・ープラスミトを門別した。この

プラスミト'(;t党Hlと友):Ltlが11・:i~、だけでなく、エ JIJM Iサ111でも允現した。この

ようなベクタ ープラスミドの問先は、 SAMの仁志的な'I:pむを"Ifmにすると巧lえ

られる。また、将来的には、制l燃えM/:}でi円険されるであろう桜々な党府ブ1:1

セスのm'J御と114適化に市!をな F段を山口lサるだけでなく、 7，11訓M/:}、パン静1:).、

ビール静1:)など実川的{日数休M/:}の分子レベルでの向精に~川できると巧えら

れる。

nmの削Irt~ nlIJi-じすることにより m休濃度をn:11した。

6.2.3 プソスミドのf1r~辺ん山

プラスミドとして、 YEpl3、YRpG18円、及びpJDB201581，pJDB2198S)を使川

した。プラスミドは、迎吋な(I，IJ限静止:で切断した後、アルカリフォスファタ ー

ゼにより脱リン円安化処JII'し32)、ライゲーションキット(，j/州iti(附)により、

川人すべき DNA'折口とi!n付した。大jJ弘前およひ静I:jへの形自転挽は、出化カル

シウム法3) と ~'r椴リチウムW33】をそれぞれJ1J\'、た。

6.2 実験ん i)~ 6.2.4 プラスミドの安Jttl

プラス 1トの'b:AL:刊は、 Futcher8η らのJjikにぷづ.いて;刈べた。 LUJち、

L口イシン(YRpG1の場合はレトリブトファン)を合行しなL、1.OxlO-6m3のSDJ'は

少日j也で丸j以j門前後JPlまで!日延した階付制胞を、 L-ロイシン、レトリブトファ

ン及ひしヒスチジンを{7;れする2.5xlO-5m3のSDliJ:少陪地 C3.0xlO・4m3の てfrJフ

ラスコ、シリ コン怜)に I.Ox10→kg/m3になるように情的した。これを対数l門

前JVl後JVJiliくまで保とう}忠良 L、この明則した的体を新たなLーロイシン、レト

リプトファン泣びレヒスチジンを合有する2.5xlO白川 3のSDI'，J:少};1・地lこ1.0xlO・4

kg/がになるように制的して jh~ とう限延した。そして、この柏えつぐ操作を

1-IOf1繰り注した。ーん、明日liしたl有体{士、 lプレート吋たり約100伺になるよ

うに YPDmJ自の恕天プレートにや如し、 211m!肱 i~11 した。その後、 96伺のコロニ

ーについてレプリカ法によりロイシン (YRpGlの場作はレトリブトファン)攻.求

刊のlUl!{を，)，1，1べた。前足は、いずれも 303 .2 Kで行なった。 III代数は制度より I~i

休濃度をmil iしてjln;した。

6 2.1 的株e:l:~ J也

大JJ易l拘の1(il:としてEscherichiacoli DIII (F- gyrA96 recAl endAl thi1 

hdsRl1 sup44 A )を他J1I した。また、防1:)の抗 tとして、 Saccharomyces 

cerevisiae IF02044、IF02316、1FO 1953、IF00849、及び大阪大γの大削教何

より分譲して汀t¥，、たS cerevisiae DKD-5D-1I (a leu2-1 leu2-112 trpl his3) 

を使川した。大II~r有の限延に I t.、 LB情 i也 (1%パクトべプトン、 o5%イースト

イクストラクト、 0.5%出化)-トリウム、 0.1%グルコース、 pIl7.2)を、 MI:)の

}庁長には、 YPD以j也 (2%グルコース、 2%ハクトベプ トン、 1%イースト fク

ストラクト)およびSD品少問地(2%クルコース、 0.61%イーストイクスト

ラクトW/Oアミノ殿、がI5. 0 ( 0 . 02 k g/がになるようにレトリブトファンといヒ

スチジンを添加))を使川した。

6.2.2エチオニン耐性実験

D.レエチオニンを合(Jしない5xl0-6m3のSDI，;(少問地で娠とう!日延したM/:)を、

5.0xlO- s m3の何々の濃度のD.L -エチオニンをfTれするSDJíJ:少 Jr~J也 C5.0xlO4m3 

のi反11フラスコ、シリコン折、)に制的し、 3032Kで娠摘出長した。 2.0xlO6m3 

の情英放を統的的にサンプリングし、分光光JQ，lI-C 11立U-1100J('Dを川いて610

6.2.5 I指体内のS-アデノシルメチオニンの測定

5.0xl0 6m3のSD最少J;'rJ出でj日延した静1:)を、 5.0mol/m3のLメチオニンをfT

(JするSDM少Jt'r J山5.0xlO-6m3に1. Ox 1 0 ・ 2kg/がになるようにMI~i し、 303.2Kで

24 11 !inll阪とう i日英した。この出廷械より l均体を掠めた後、):_験んi12.24に不
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したん法に従ってSAMをflll11 Iし分析した。許制!苛は、 ':'l.~最 l拘{本グラム、竹たりの

グラム数 (kg/kg-drycells) として'み小 Lた。

6.2.6 実川静jサ"，でのプラスミドの免引と揃f認

プラスミド下ER9を形質転除した実mMf:j株は、 -/克SD品少!~~j自の恕天プレー

トにゆ布し、 11-111日303.2Kでj門前させた後、 l消を史的して0.85%の食出水で迎、!'1

な I~i休濃度に希釈し、 D.L-エチオニンを A'(IするSO以少附 j由の ï~Xプレー トに

ザUtiした。また、プラスミドの硫認は以下の方法でiJなった。1.0xlO-sm3の

YPOj~~地で定常JVI まで擬f説明延したプラスミドの入 っ た府町を民的し、滅的水

でー[111洗浄した後、 Cryer81)らの刀法にiえってプラスミドをhllllltr'i制 した。 こ

のプラスミドを、大腸菌0111に形質転険し、アンピシリン耐竹のコ口ニーを.i:1!!

~JIJ した。この l均体よりプラスミドをKado88 ) らのラピッド法でllll/1 Iし、 0.8%ア

ガロースゲル屯は泳到jによりW認した。

6. 3 *.'f~および巧察

6.3.1 エチオニン耐性i!l伝子のマーカーとしての機能

マーカー(例えば栄養変求判)をむしていない一般の防吋に対 Lてプラス ミ

ドをJf~t1転換し、その転換{本を選別するためには、:~~1¥11なと・にIfu4ヤ|なjjJ弘子を

マーカーとしてJfIいる必変がある。この際、揃・実に.i:1!!>JIJを行なうためには、ソ

ラスミドを保灼した凶休と 11見治したほj休のltj\~W'i速度の/f:が|づ}大きいこと、

I~j{小限度や薬剤の in度により.i:1!!択のしやすさが影仰を受けないことなと・のt!rftl

がマーカーに宏求される。そこで、エチオニンを来押!としてJlJいたは;合の、工

チオニン耐tljjJ伝子のマーカ ーとしての利付について訓べた。

プラスミドpYSMlIlは、 エチオニン1m.!↑11'jjJ伝子を合れする染色体DNAのSau3Al

断片をプラスミド:'YEpI3のBamlll部位にtln人したプラスミドである (Fig・6，1)。

このpYSMlIlをれする静吋OKO5D-H株 (DKD・5DlI/pYSMlIl)およびコントロールと

80 

してYEp13を有する併n(DKD-5D II/YEp13)をo3mol/がの濃度のO.Lーエチオニン

を:'¥'HするSDM少出i也に，f{I1ぬL、振湘限延した時の粁時変化をFig・6.2に不寸 。

G4 181m，1 ftl では、f1t'11別後約 511 'JIIII後から明日l'lm~l;'が起こり、このことが、 n~ 'fl+1， 

!免(本の.i1l:5JIIをイ'~Iリ 11僚にしていた 85) 。しかし、エチオニ ンではこのような時fm

遅れは認められなかった。また、 t門前はJt常!例近くまでほぼ一定の比明荊速度

でj円}JIIし (Fig. 6.2)、Tfi:令h，;i耐性の場作など多くの協代に見られ"¥選別

をイ~Iリj服にする攻|刈である明則に付ぞう比t骨折I~速度の l~':)JII 6見られなかった。さ

らに、 OKO-5D-B/pYSMBIの比i円刑速度は、 0.3mol/m3のD.Lーエチオニンを含向す

る助作、コントロールに比べ約8前大きかった。以上のことから、ヱチオニン

5 kb 

S 内 PEP E P HEH PP"PvHSHEEP H 

pYSMHl 

HBS Pv PEP E P H PPvPv H 

pER4 
~ i薗圃・i

HBS PE E H PPvPvH 
1/_; 

pER9 

Fig.6.1 Reslriction maps of plasmids pYSMIIl. pER4 and pER9， 

Restriction enzymes used are B. BamBl: E. EcoRI. 11. tlindllI. P. PstI 

Pv. Pvull: S. Sall: t. Bamlll/Sau3Al 

口.YEpl3 fragmrnt:・.Chromosomal DNA fragment，図， pJDB207 fragment. 
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そこで、 101n̂1及び109n̂1のDKD5D 11株の訓1111包!懸制械に約50伽|になるように
2 

DKD 5D lI/pYSM川の訓11胞を)111え、 O.3mol/がのD.Lヱ7オニンとレロイシンを{};-

れするSDM少Jt~.J也の注入;プレートにそれぞれゆイIIし、 303.2Kで4r 11/11放iFfした

*，'j民、約50仰のコロニーが山現した。それぞれのプレート卜の25例のコロニー

について栄N:~変求十1:を五lべたところ、すべてがレトリプトファンとレヒスチジ

ン，)ど求↑11・でありレロイシンに変求↑'1ーが1!!(く、 DKD-5D-11/ p YSMlIlとr，IJじ変ェ!とヤ1:で

あゥた。l!]Jち、 JTY自転j負体を100%選別できた。

このエチオニン耐性i1I伝下をマーカーと

して干IJ川すれば}r~1'Hi~~休を昨実に ~5JIJできることが、川町j した。

プラスミドpYSMlIlの改良6.3.2 

エチオニン耐性ili伝「を平IJ川Jr~11 'I'[: ~~休を選別するためのマーカーとして、

ベクタープラスしかしながら、プラスミドpYSMH1は、できることがわかった。

(kb) と長すぎる Lに、適巧なクローミドとして使川するには 17.2キロベース

一グ
0.4 

エチオニンを薬剤とし、それゆえ、0.2 

O. 1 

{
の

F
E
¥
丘一

ωυ

』ご

?
Z
)。04z
↑
主
O
』

ω ニングfH<(なが仔(Eしない (Fig・6.1)。さらに、プラスミドの安定性も卜分と。02
はいえなし、。そこで、 pYSMHIの改良を行なった。

エチオニン耐性jJJ伝子のサブクローニングを行なった。既に第37;tでまず、

25 20 15 10 5 
。olO

それぞれの分)iliべたように、プラスミド・pYSMll1をnjll!恨静素Hindlllで分解し、

これらを両手付DKD-5D-H株に前物をプラスミ FYEp13の11i nd 1 1 1丹|付、Iに何人した。
-
1
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h
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Ti me 

JI~n 'Iil~険しエチオニン ITiHitl:を調べたところ、 3kbのHind111のDNA断片をむする

エチオニンに耐性を示した。 JlIJち、 6.5kbの|析プラス ミドpER4(Fig.6.1)が、Effects of D，L-ethionine on growth rate Fig. 6.2 

れを3.0kbにまで縮少できた。Yeast cells of DKD-5D唱 H/YEp13and DKD-5D-H/pYSMH1 were cultured in SD 

次に、プラスミドの安定十1:をlqめるためにより安定なベクタ ーへの繋ぎ険え

をおこなった。 ，~ : Jコピー数をねすることが知lられている 26)4柿'矧のプラスミ F

YRpG 1 、YEp13，pJDB207、p.JDB219を有するDKD-5D-1Iの細胞を選択圧を)111えない

medium in the presence (A ，・)and absence (6， ，0) of 0.3 mol/m3 D.レ

ethionine .，0， DKD 5D-II/pYSMHl DKD 5D-H/YEp13; A ，6" 

J r~ J山'1'で市長し、約七DKD-5D-11株からのプラスミドの11兄弟した刺11胞の;1;lj代

(Fig. 6.3) 0 YRp系のベクタ ーであ(Plasmid-cell)とJlt代数の問係を;).';1ベた

る YRpGl は 、 )1'市に不安定でプラスミドの JI地訴が許しく 、 511~代で99%がフ.ラス
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これをマーカーとし

て利川すれば形質転換休を昨実に遺}JIJできると巧-えられる。

円
/
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マーカーとして優れた特性をイTしており、耐ヤ1:逃伝下が、
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tJJ Itfr点をそれぞれ1m T9r行していた。即ち、 pER9はクローニング部位として

Bamlll 及ひ'Sa11 m~仰を利川できる。

以 1'.のことから、プラスミドpER9は、 98kbとコンパクトである 1'.に適、可な

ク口一ニンク部仰をむし、クローニング用のベクターとして使いやすいことが

明らかとなった。
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6.3.3 プラスミドpER9の発現と安定性

SAMは、 '1休'1'でメチル県供勺体として働く m要な物質であり、 1:業的な'1:

yr b JVJi与されている。プラスミド'pYSMIl1を有する防f:}は、エチオニンに耐性を

ノj、すだけでなく SAMの部制限 も向~\o そこで、プラスミド"pER4 、 pER9の人った

併1:)DKD 5D 11株を柿々の濃度のエチオニンを合有するSD此少明j由で}日夜した場

E
ω
o
一止
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Generation (句)

Table 6.1 Ethionine resistance and growth of OKO 50 11 cells carrying 

Fig. 6.3 Stability of various vector plasmids in S cerevisiae OKO 50-

11 ce 11s. 

various plasmids. 

• . YRpGl:・.YEpI3: 企.pJOB207: ~. pJDB219 

ミドの11見i信網1111包であった。 YEp系のベクターであるYEpI3C:tYRpGIにJtべ'i反応で

あったか、 101 11• 代で80%1悦治した。ーん、 Beggsの作利した 2 l' mのプラス iド全

体を ~(J するプラスミドである pJDB219及びそれをサブク 11 ーニンク L たもの

であるpJDB207tt、40 II~ 代でも脱都中は 5 7%f'r' I良で、 )1'，:;引~ '1;. i..じであった。そ

こで、 pER4の3khの lI indll l 断JI を切り山し、，~.:i¥，、'!i_i..l t'1のプラスミド'pJDB207

のlIindlllM仇にf，n人した。行られたプラスミドpER9をFig.61(:小した。

プラス~ FpER91i.、 68kbのpJDB207と3.0kbの決色体DNAやfTむ|析nからなり、

今休と Lて98kbである。従って、村民的にはプラスミドpYSMlIlの172 k blこlt

べ、 7.o1kb6鮒i少できたことになる。また、 pYSMlIlをBamlllで、 pER9をBamlll及

びSallでそれぞれ1m析した。その結史、 pYSMlIlのBamlll/Sau3A)m~仇 (Fig 6.1 

の↑)11.、 1IIIj}jともBamH)でtJH析されなかった。一-ん、 pER9tiBamlll段ひSa11の

P1asmid 

Speci f ic growth ra te P/h) Growth SAM 

ethionine added to SO・ after 1n 

。 0.3 2.0 24hb Ce 11s c 

ーーー一一

0.32 0.02 0.01 l. 28 0.013 

0.25 0.16 0.11 0.60 O. 16 

0.26 0.15 O. 11 O. 14 O. 14 

0.30 0.02 0.01 0.74 0.015 

0.26 O. 13 0.08 o 13 0.28 

YEp13 

pYSMlIl 

pER4 

pJDB207 

pER9 

mol/m3
: b.kg/m3

; C kg/kg-dry cel1s. 
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fTのD.Lーエチオ・ニンに対する肉、It'1.のリij1iI、および5.0mol/がの浪瓜のLメチオ

ニンを::¥(jする S[) l'îl少問地で:2 ，1If!j m!Jf~ ftした1I!jのSAMの品怖についとぷ!べたo

f.'.'!' ~.Table 6 . 1 に ，)，す。 pER， 1のエチオエン lf.l.Jnの付(~ド対応する JLW:~I'I 人生!丸

投ひSAMの能的:，Itt、pYSMlllのそれとほ(;I.'-')'をした。.ん、 pER9でしt、pYSMlI1

にJtべ1tJ円引i山見かエチオニンを ~r)する出合も合()しない場のもやや似卜し

た。しかし、 SAMの務的!JH士、 pYSMHlにJtべ約2(たになっていた。このfFJfi111が

，:'~t 、 flHrl1 は、 pJDß207のほうがYEp13 よりもり.4 コピー数を行する 261 ためと巧え

られる。しかし、 SAMの 'I =.çrtl :についてはi主役;命的な険討がさらに必'}~である。

-ん、 pER~& びpER9のプラスミドの交正什を調べたのか、 Fig . 6.4である。

pER9tlpER1にltべ、プラス三ドの11見治中11:itoかに少なく友Jj;であ勺た。しかし、

pJDB20'l、 YEp13(Fig， 6.3)と比悦すれば、 pE問、 pER4のんが、それぞれ安定

刊が(I~ Fしていf:。己れ(I、 τ.子オニン耐十1.出仏 fをむするプラスミドの比l円

引辿JQの h かわしないプラス E ドlのそれよりも {l~t、ことにIJ日l̂iがあると巧えら

れる。

'
芝

E
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6.3.4 T. チオ-ンを~択n: としたプラスミドの安定化

プラスミドpER9ti、安定t'1 か )1 常に f~ :J く I~ っているか、それでも徐々にプラ

スミドが脱i治していく。 pER9の脱泊中を史に減少させるためには、工チオニン

により~!J~川:を }JIIえることが必 'i~である。そこでo 3mol/がのD.L'.:1".チオニン

を添 }JII した均台のプラスミドの'~í.tt'1 を，川べた。結果を Fig. 6，41-小す。プラ

スミt:'rER4とpER9のlU円前速度(1、それそれが)O. 15、0.13(l/h)でほぼ一定で

あリ、エチオニン向Jt'1 :の (L~ ドははられなか勺 fこ。また、 pER4 、 pER9のプラスミ

ドの!尚治344は40)11代後でもそれぞれ3%、2%であり非常に安定であった。このこ

とから、工チオニンをjj!択IFとして防i也に添加すれば、エチオニン両，1ft!遺伝子

を()持るプラスミドの脱落する7;1lfTを似ドできることか I~J らかとなった。

100 

言々 75 

Q) 

u 50 

0 
0 10 20 30 40 50 60 

6.3.5 実川府lサでの工チオ二ン両HI・.irt仏 fの允IJJ.

工チオニン両HI:が、 I~ :J次{円以{本の'友川MIサ11'でも党則すれば夫HJM/:}の育仰

に.fIJJ 11できる。そこで、 S，cerev isiaelこ1，J1，する野竹'¥'Jの静1:J4柿、 11"'02044(パ

ン肝I:})、1F02J76 UI'r柄肝I:}協会8~~ )、 IF01953(ビールド而MI:})、及び

IF008.19 (その他の肝I:}) についてエチオニン耐性迫ir、子の先現を制べた。

士ず、それぞれの併はr1ftがれするヱ fオニンに対する耐件の強さを訓べる

ためド、何々の浪ぼ (05、1.0、15、20、5.Omol/m3
) のD.レエチオニンを

合(J~る SD品少j;'， j自の寒天プレートに 1均体手 lプレート ~!(I たり 200flAI になるよう

にやイIIし、 303，2Kで3111111欣ii'l'Lた。そのt山県、 11"'02044は5.0mol/がのD，Lーエ

チオニン濃度でもコロニーが111てきたが、 IF02376と11"'00849は1.5mo1/が以 1'.

の段位 C、IF01953は5.0moIl川以上の浪伎のD.レエチオニンを1¥11した場代に

コI1二ーは見られなかった。そ ζで、 11"'02376、IF01953、IF00849にプラスミ

Generation (ー)

Fig. 6.4 Slability of plasmids pER4 and pER9 in S. cerevisiae DKD 5D 

11 ('('Ils. 

Stability was checked in the absence (・.A.) and presence (0.6.) of 

o 3mol/m3 D.L-pthionine 

• . O. pER4: .A， 6.. pER9 
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A B C 

Fig. 6.5 Photographs of colonies of wild type yeast strains trans 

formed with pER9. 

(A) Colonies of S. sake If02376 transformed with pER9 on SD plate with 

1.5 mol/m3 D.L-ethionine. 

(B) Colonies of S. cerevisiae IF01953 transformed with pER9 on SD 

plate with 5.0 mol/m3 D.L ethionine 

(C) Colonies of S. cerevisiae IF00849 transformed with pER9 on SD 

plate with 1.5 mol/m3 D.L ethionine. 

ド‘pER9をJfH刊L;換し、それそれのMI:Jの'1fiを完令に1111える濃度のD.L'T..fオ

ニンを;.;(JするSD用地のプレートに 10内側rヲマl{Iiし、 3032Kで3111111欣i円lた。

そのtJz川、 Fig. 6.5に小すように、エチオニン耐fI:を小寸コロニーが10-100flAI

(1 }られた。

これらのつ円ニーが、プラスミドpER9の工ヂオニン耐rl'liJ伝子の先取により

エチオニン耐刊を}皆川 Lt-Jr~ 1'l ~dt~休であることを揃fかめるために、作プレー

トの 1flAIのコロニーを防長した後、')~験ん (};62 . 61こ /j，したん υ、に 1えってプラス

88 

ミドを昨訟をした (Fig.6.6)。それぞれの:..JiJニーより取り 111したプラスミ

ドは、 pER9と一致した。このことから、ゴヂオニン耐ヤIjjj仏子は、実川MJ:)III

でもエチオンを耐性マーカーとして形P1.d~休を~別できることがわかった。

2 :3 4 

C h r 

pER9 

Fig 6.6 Agarose gel electrophoresis of DNAs extracted from wild-type 

yeast strains carryinεpER9. 

Lane 1: DNAs extracted from E. coli DHl carrying pER9 (control): 

Lanes 2. 3 and 4・ DNAsobtained from the transformants of wild-type 

yeasts: IF02376 (1ane 2). IF01953 (lane 3) and IF00849 (lane 4). 

Chr， Chromosomal DNA. 
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6. ~ *，'; ， ~. 

エチオニンに両州1:をノJ¥す両手/:)のill伝子がmwii主j支に及ぼす影特についと怜ふj

し 、この遺伝子の表現引が形rHd~{.小を選別するマーカ ーとしてやj川できるこ

とをW認した。さらに、エチオニン耐-ftlill伝子を合むDNAI析nをサブク口 一ニ

ンクしたものをプラスミドpJDB2071こcl!*hすることによりプラスミド下ER9を作

製した。この pER9 は、 9 .8kb と ~\j く、 Bamlll 、 Sa lI などの通、"1 なクローニングm~

仇を11しており、日つ、プラスミドの'!i.itftl:も 1九いことから、 SAMの r芳、的な

'1:陀に利川できると巧えられる。また、 pER9はχlTIMI:)'1'でも允則する ことが

確認され、うた川~~.舟の分子育研へのH:.， JIJ 61UH与される。

-90 
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トランスボゾンによるエチオニン耐性遺伝子の

M/:}"染色体への州人とその允現及び安定111

7. 1 *Ii 

巡伝子千11mえl:ltを利J1JLて(J川物刊を'1:J:rする以代、 JWi1転換したill伝子を

|分に免l見合せ、 Ilつ、 ji'j1お1111包'1'で友山I~ *1付与することが同めて市要である0

・般的には、 [J(I~の遺仏子をベクタープラスミドにjili*占して、プラスミトの状

態で約 L制11包内にa(E せしめるん位、がJljI.、られるが、これ以外にも染色体 I)~ に

名コピー牧師入 4 る }j法があるoqt色体 IJ~ に何人する方法の利点として、 1) プ

ラスミドの凶作J、りも発Elをl苛めることができる、 2)存i1:知111包からの 11的地伝

(.の11見治を防ぐ二とができるなとか巧えられる。特に、適、"1なプラスミトを (J

していない|均株をli'jJ ~ とする場代には、染色体に附人するんはニが (J 川となる 。

M /tJ Saccharomyces cerev isiaelこは、サと色体 Lを移動するTyr~ (と11予ばれる

トランスポゾンが1I(rする。Tyl入1(-の長さは、 5.9キロベース (kb)であり、 1.1.)

~~;.むにはテルタ (δ)配タIj と 11'[ばれる 340ベースペア (bp)の rllj }J1I')の以但配タIjを

(1 Lている 6210 そして、 Ty閃子は、染色体卜.に約30コピ-arEし、その'1な;勺'

に|叫してはTy!刈fのRNAが逆転?JRF4により DNAに逆転'S.され、それが静/:}"令色

体に出Il;'るまれる 9川ことから、 Tyl刈rの中J;'Jj機能をflj川して、 11的ill伝 fの染

色体への同人が試みられている。

イ¥市では、 S j' デノシルメチオニン (SAM) の'1:川口;の決色体 rγ(r~ アプ\ ，ー

チとし亡、 Tyl̂l(-を利川したエチオニンr.B4t1'迫仏子の染色体内への何人につL、

ζ検討し fニ。

一91



7.2 χ験ん松

7 2 1 的株と問地

Saccharomyces cerevisiae DKD-5D 11株 (aleu2 3 leu2 112 trpl h1s3)及

ひ、 Escherichiac巴1iDIH(F gyrA96 recAl relAl th11 hsdR17 supE44 -̂) 

とJMI09(recAlム(lac-proAB)epdAl gyrA96 thi 1 hsdR17 relAl supE14. 

/F・traD36proAB+ 1acIQZムM15)を1rjJ:とlて使川した。併月は303.2KでHXl

がjに情義 iた。 iR地としてYPDt;1J也 (2%クルコース、 2%Iくクトべプトン、 1%

イ 『ストイクストラクト)及びSD最少j白地 (2.0%グルコース、 o67%イース

トニトロゲンヘースW/Oアミノ殿、 pll50 (0.02kg/がのレトリブトファン、レ

ヒスチジン、及びO.05kg/m3のLロイシンを迎日添JJll))ぞ他川した。また、

E. coliはLBl音Jtl!( 1 %ポリ〆てフ.トン、 o5%イーストイクストラクト、 0.5%勾4

化)-トリウム、 0.1%グルコース)rllで3102KでH' x~的に川英した。

7 2.2 プラスミドと遺伝子版作

プラスミドヤYCYTlとpJDB207は、 11. 11dal'Ij 1:91
)とJ.D. seggsl，lj 1:56) (上り

う}治してmいた。プラスミドpER4 と pER9は苛~6 ~で述べたものを仙川した。ベ

クタープラスミド (pUC19 と pJDB207) は、:IjlJlq~M ょにより VJItfr後JI見リン械化処仰

を1rない 321" 11的のDNA断nとライゲーシ守ンキ y トによりライゲーシヲンを

i J t~ った。大似 l~i J.立び併j:):へのJf311'1'1、検は、出化カルシウ J、法 3)及び削?問リ 7

ウムr)，33)を川いて行なった。

7.2.3 プラスミドの什烈

pYCY-Tl'll)は、 Tyr刈((TyC)) を (J する決色体DNAI折口をY('pSOの Bamlll 日I~仇に

川人したプラスミドである。プラスミ FpYCYTlをsglll及びIlind111の2HWの

制 I~l~静ぷで切断 L 、 2%のアガロースケル屯λ泳動ドより分糊した後、 δ 配列

をfT行するBglll/lIindIII断J'.(2. 4kb)を切り :11し111利した。プラスミドpNSl、

92-

pNS2、pNS3J.えびpNS4は、以ドのT順により作却した(Fig.7.1)。ベクタープラ

スミドpJDB207をBamllIとHind11 I の2問責nの静点で切断した後、 pYCY-Tlから切

り111した2.4kbの断Jiを挿人することにより、プラスミドpNS3を得た。また、

プラスミドpNS3をPvu1 I及びlIindlIIの2柿矧の払11限静素で切断した後、 δー配タIJ

を合れするPvuII/HindIII断H'をベクタープラスミド:'pUC 19のSmaIとHindIIIの

部位に附入することにより、プラスミド pNSlを f~}た。さらに、 pER4 を HindI 1 1 

で切断した後、エチオニン耐性遺伝子を有する3.0kbのHindIII断片をpNSl及び

pNS3のHind1 I I ffB仰にそれぞれ附入することにより、プラスミドpNS2及びpER4

を得た。プラスミドの染色体への附入には、 δ 配列内に存(EするXhoI部内で

プラスミドを完千分解して線上のプラスミドにした後、前政リチウム法 33)に

より静吋にJfH'1+i除した。

7.2.4 染色体の分縫

閉廷した静母細胞を、 50mo1/がのEDTA惰液(pH8.0)に懸濁した。この制胞

懸削減 (0.D.=700)にザイモリアーゼ(2kg/m3
)前液を添加し、 310.2Kで1n!j 1m放

同した。さらに、この前液に3{六日の1%アガロース情液 (125mol/m3 EDTA (pH 

7.5))を添加して混合した後、ゲル引に汁ぎ同化することによりゲルブロック

を何た。このケルブロックをLET緩衝液 (500mol/m3 EDTA (pH8.0)、10mo1/m
3

Tr1s HCl(pll 7.5)、7.5%2-メルカプトエタノール)rllで3102Kで241時間、 NBS

緩衝液(500mol/m3 EDTA (pH8.0)、10mol/m3 Tris-HCl(pH 7.5)、1%Nーラウロ

イルサルコシンナトリウム属、 lkg/m3 ブロテイナーゼK)rI1323.2Kで24日与問、

50mo1/m3のEDTA1宥波(pH8. 0) rll 303 . 2 Kで、 2411.T間づっ2同欣川した。その後、

277.2Kで保仔した.ゲルブロックmのアガロースとしてInCertT'dをf'kJnした。

染色体の分雛にはPULSEWAVE™760}.えびMODEL 200/2.0 POWER SUPPLY (BRL社)

をJ1JいてFIGE(Field Inversion Gel Electrophoresis)法により行なった。泳

動川緩衝液として、 500mo1/m3のレグリシンを合有する0.25xTBE緩衝液 (25

mo1/m3 Tr旬、 25mol/m3 ほう殿、 0.5mol/m3 EDTA)を、ゲルとして1%のア

ガロースゲル (FastLane™)を他川した。泳動条件は、 0.711.HH、 150mVで泳動

93 



しfこi麦、 Initialtime 0.3秒、 Fi n a 1 t i me 66砂、 Ratio3.0砂、 Volt150mV'こ

同投定し、さらに 16時HlI泳動をfJなった。その後、このゲルをサザンブ円ッテ

イングに他川した。分 fサイズ及びDNAr.lのマーカーとして、YeastDNA PFGE 

マ ー カーを使川し、~色体・帯 5J は、 Calre 6 けらの分削ノ〈ターンを参 J5 にして決

定した。

7.2.5 サザンプロッティング

サザンブロティングには、 PhotoGene™紋服険/11 システムを使川し、 BRL~1.の

マニュアルに従って行なった。ピオチン化されたラベルは、FujiX Rayフィル

ムを川いて引制，'，で約10-30分1111感光することにより険/11した。 δ配列及びエ

チオニン両4tl: .ili仏子の怜/1:のために、プラスミドpNSlのO.8KbのEcoRI断J;-及び

プラスミドpER4'I'のO.9kbのPvu11断J~をブロ -ブとしてそれぞれ他川した。プ

ロープのラベル化にはBioNick™ラベリングシステムを使川し、 Nick Trans-

lation法により ビオチ ン化を行なった。

7.2 6 SANの諸制実験

lîiJ 閉廷した階付(l 5mg ) を 、 5.0mol/がのレメチオニンを~ (jする、あるいは、

合(Jしなし、1Oxl0 3m3(2 OxlO・3m3の取[，フラスコ)の品少問地".、 3032Kで阪

掛川英した。的体濃度は、 610nmの濁Jrtより乾燥i潟休濃度を狩/11した。また、

グルコース濃度は、グルコースアナライザー (GlucoseAnalyzer 11、ベ ックマ

ンジャパン社)により測定した。また、的体内のSAMのmUir.Iは、文験}jil、

2.2.4で述べたん訟により分析した。

7.2.7 試薬

品1I限静点、ライゲーションキッ ト、 アガロース ( InCert™、 FastLane T 明 ) 11 ir 

柄.iíi(附のものを、 PhotoGene™紋服検 /11 シス テ ム及ひ~BioNickTMラベリングシス
テムは、 BRL社のものを使川した。また、 YeastDNA PFGEマーカーは、

Pharmacianのものを使川した。
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7.3 *.'..史

.， . 3 . 1 T_チオニン拘4~I illh、子の況と色体内への州人

δ配タ1IはTyl人!(-の"f，)木端に (f1Eする同hlirlのJ).iil配列てあり、染色体 1:Iこ名

以fl(1:する。 δ配タ1Iを干1I川司ることにより、エ 7オニン州件ill1L、子を名数何人

するため、 5 配タIJ を ~(I する r~~色体DNM析)'，とエチオニン両4tl .Qi伝子とを了1寸

る ~/í J.見川プラスミ F'pNS2とpNS4を作制した。pNS21士、 3.0kbのエチオニン耐t'l

，fHl~ r-(-1 2 kbの 6配タ1IをれするDN，¥I析Jiーとを、¥Ip系のベクターブラスミド

plJC19のSma1/11 i nd 111 1m仰に何人したプラスミトであり、令{本として、 6.9kbで

ある n 他h、pNS4t士、 3.0kbのエチオニン耐Hl:ill伝子と 242kbの δ配夕刊をわす

るDNへIVIJ '.とを、 YEp系のベクタ ープラスミドpJDß207の BamHI /HindIIIßß(~に州

人したプラス 1ドであり、全体として12.2kbである。

δ配合1Iを干IJ川してエチオニン耐n遺伝子を決色体内に姉入する前に、この δ

配タIJをれする附J¥とHI問的な配列が、 Ml:jS. cerev isiae DKD 5D-H株の染色休

1-.に多数n(，・するか丙か怜Jした。l!Pち、 併吋DKD-5DHnの却l胞の染色体を

FIGEi)~により分離 L tニ後、 pNSIのo8kbのEcoRI開i)'，'をプローフとしてサザンブ

円ヴデ fングをhな「た。 tJ，fiLを、 Fig.7.2BにIJ¥す。プローブが、ほとん ど

寸べての染色体と，、イブリタイスしたことから、 Ty-Clの δ配タIJとH11， ;J(I~J な配

タIjか、府内S.cere¥'isiae DKD-5D IInの決色体 1:Iこ多tHI(E寸・ることが、lりjか

とな「た。

次ド、プラスミト pNS2及びpNS4ドよる T二チオニン耐111ill伝子の染色体へのt.ri

人を.よみた。プラスミドpNS2及ひpNS4をXholでUJI析したもの多静f:fS cere 

visiae DKD 5D 11 株にJf~11 + [， tf~ し た後 、 0 ， 05 kg/m~の L- 口イシンを合1J する fli少

!日i也の恕天ノレートに冷印し、 3032Kで3111m hx i~，'した。その役 l泊を lirjtlx L、

5.0mol/がのD.L-エ7オニンとo05 k又ザのL -ロイシン手 ~r]・する品少日 j也の'広

氏プレー トにゆniL、 3032KでhXI.Y
"
した。また、ベクタープラスミトpJDB207

にエ f寸ニンnJ.J1'1 ili 伝{-を辿付したプラスミトであるpER9を JI~自転!換 したは
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。 5 10 15 kb 

(DKD-5D H/pER9)をコン トロ ールとして問械にゆ布した。その結果、 711後にエ

チオニンに耐刊を小す形'自転険休を行た(データーを収l小せす)。

プラスミドpNS2で Jf~質+iJ~ した株では、 pER9を Jf~fl+r， ~した株よりも小さな

( li'r f予約1/3) コロニーが行られた。そこで、 3側のJfYn.+d~休 (NS2- ) 、 NS2 2、

NS2-3と称する)をi1!l5]IJし、さらに険討した。エチオニン両HIiOfi下の染色体

への川人をお!べるために、 n~'é'ì転換休NS2 1、NS22、NS2-3及びDKD5D-H株を

それぞれ5xlO5 m 3の YPDi~J也で定常JUIまで防護した細胞からFIGE法で令色体を

分離し、エチオニン耐性;n伝子断JI(O.9kb Pvull断J;)をプロープとしてザザ

ンフロッテイングを行なった(Fig7 2C)。ハイブリタイズしたパントの妙、さか

ら判断すれば、 NS2 1では3何mのなE色体(IX，VI、1)と、 NS22では2何矧の渋

色体(XI、1)と、 NS23では 1fo1imの喰色体(XI)とノ、イブリダイズしていると忠

オ〉れる (Fig 7.2C)。

他ん、 pNS1を形自転換したプレートには、コントロールのDKD-5D-Jl/pER9と

いlすの大きさのコロニーと小さいコロニーの2師矧がlリiらかに仔在した。そこ

で、 DKD-5D-lIjpER9と同守の大きさのコロニーより 3例 (NS4 1、NS42、NS43 

と称4る)、小さいコロニーより 2例 (NS4-4、NS4-5と称する)のH5例を巡目IJ

した。これらの形自転換休をそれぞれ5xlO-S m 3の YPDti~ 地で作 IUÞI まで町長し

た後、エチオニン耐付近仏子i析J;(プラスミドpER4のo9kb Pvull!tfr}j-)をプロ

ープとして、 Fig-7 2とIIIJ慌にサザンプロッテイングを行なった(Fig. 7 3 )。

JfH'i +1、険休NS4-4及びNS4-5111来の決色体 1-.には、プロープとハイブリダイスす

るバンドが必められなかったが、 NS4-)、NS4-2及びNS43の以fTには、多くの

染色(A--1:'こ多コピー附入されたバンドが見い/1:された (Fig.7.3)。これらの

結恥から、プラスミド"pNS4をやj川することにより、多数のエチオニン両H'1i!t伝

子をなと色体内に仲人できることが昨認された。

pNSI 
HJPv E X EJ4 

1 H‘:1 

pNS2 

H 
pNS3 t 

KEL P S 、 P、Pを X~~H
t:::::::::::::::::1.:1 

pNS4 

pER9 

Fig 7.1 Restriclion maps of plasmids pNSl. pNS2. pNS3. pNS4 and pER9. ・:Fragment (Hindlll) from plasmid pER4: 図 fragmentfrom pYCY 

l
 

中

l 口.vector plasmid pUC19 or pJDB207: 団 .portion of δsequ 

enc('. 

Abbrevations used are: E. EcoRI: H. Hindlll: P. Pstl. Pv. Pvull: 

S. Sa 11: X. Xho 1 7.3.2 染色体内に附人されたエチオニン耐性泊伝 fの免現 と'~):Ë tl・

JI~n転検体NS4 1、NS42及びNS4-3についてさらに、エチオニン耐性遺伝子

の党副(エチオニン耐ftl及びSAMの捺杭)について調べた。まず、これら形質
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XII，IV_ 

VII， XV 

XV 1. XIII -
II，XIV -

X-
XI/" 

V， VIII /" 
IX -
111 -
VIフ

A 

2 3 4 5 

B 
4 

C 

2 3 4 5 

ー

XI .... 

IX .... 

VI-

Fig. 1.2 Integralion of elhionine-resistanl gene into chromosomcs 

by using pNS2 

Yeast cells NS2 1 (Iane 1). NS2 2 (lane 2)， NS2 2 (1ane 3) and S cere-

visiae DKD 5D-H (lane 4) were grown on YPD medium and the chromosomcs 

in these cells were separaled by FIGE method. A: Separation patterns 

of clnomosomcs s: Southern blotting of chromosomes with n sequence 
in Ty el~ment EcoRI fragment (O.8kb) from pNSl was used as prove ( 

。xprosed for 15 min). C: Southern blottin又ofchromosomcs with ethio 

ninp lesiぉtllnt 只en仔. Pvu 11 fraεment (0.9kb) from pER4 was used as a 

prove (exposed for 30 min) Yeast PFGE-Mllrker was used for estimation 

of size and inlensitey (lane 5). Positions of chromosomcs 1. VI. IX 

and XI arc indicllted by arrows 
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XII ， IV"，-

VII. XV '-.. 

XVI， Xnt-

11. XIVて
X"""ン
XI/ / 

V. VIII .... 一

IX ....-. 
川 C

vlY 

A 

123456  

B 
23456  

Fig. '/3 Intcgration ethionine-resistant gene into chromosomes by 

¥Jsing pNS4 

Yeast cells NS4 J (Jane 2)， NS4-2 (lane 3)， NS4 3 (lane 4)， NS4 4(Jane 

5) and NS4 5 (lane 6) were只rownon YPD medium and chromosomes in 

these cells were separated by FIGE melhod. A Separation patterns of 

choromosomes B: Southern blotting of chromosomes with ethionine-resis 

tant gene Pvull fragment (0.9kb) from pER4 was used as a prove (ex-

posed for 30 min). Yeast PFGE-Marker was used (lane 1) for estimation 

of size and intensity， 
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T チオニンに対する耐刊の怖さを別べるために、 5.0mo1/がのD.L-帯広検{本のD.L

る1OxlO-4m~の SO!'N:少 J:'';1也 CL-ロイシンを;0，-lJlなし、)'1'303 2KでH~t的に振

コントロールであるプラスミドその明舶をFig. 7 4に示す。!日Ïì~fiした。

~.-.----，戸戸戸

ι戸-.・

2 pJDB207をMI:)DKD-5D11株に入れた制n包 (DKD50 H/pJDB207)がエチオニンに感

0.4 

0.2 

0.1 

{"E
¥
2
一ωυ
』ご司

'
o
t
)

受付であり明則が苦しく ~rl'jlf-されたの γ 対し、 NS1-1 、 NS4 2及びNS4-3制IIlJ包は、

エチオニンに対して耐竹であり、そのltJmii'i.i必!良はいずれもDKD5D-II/pER9の

それとほぼr;iJじであった。また、 NS4lttについてもSAMの話的を鴻べた。 L-メ

チオニンをhn自に合1Jするしないにl('jわらず、 OKD-5DH/pRR9株およびNS4l林

そして、Þ，~~I'i述度 l士、 NSt 1 7 5)。の相111包(;tSAMを許吊肉体内に孫附した'Fig・

株のんがDKD5D・H/pRR9株に対 Lて疋くなっていたが、 SAMの糸約!日は約2(1'~ 

lt~のんが I~:Jかった。~S4 

このようにNS4L. NS4-2及びNS43はではエ Tノ十ニンI(ij./fI'とSAMの払fl'iitiが {J

cerevisiae DKD-5D-H休の乍色体に姉人された1'.チオニ九に明人しており、 S

z
↑
E
P
O

』。

ン耐刊遺伝子か発現していると再えられた。

0.04 次に ii~色体ド挿入されたil:i伝子の'4・í.lt!'を刈べるために、 NSl 1 、NS4・2投ひ

工チオニンをfTれするSDI'此少NS4 J十本の細胞を約101l!代のrm、5.Omo l/m~の D. し 。027.3とロイシンをft;'{ Jしない)で限延した後、必伝子の州人分(tjをFig.i幻自([.

7.6)。ハ fブリタイスしたノtンド!日jじサザンブ口ッテ fング首、で，町べた(Fig

100 75 50 25 
0.01 

0 
の強度とそのう}(IÎ を ~J.'置すれば、染色体に挿入された"I' i-オニン耐什J.!J(I~ r I士、

NS4-1、NS4-2及びNS43はの制11胞の喰色体内に'i~ í.l，こ{r(1:する止 Jjえられる

-
E
E
'
 

』

H，E・‘Ti m e 7 6B. lane 3.4 and5)。他ん、.ii!tJ( J Eを))11えなL、日l由(L-口イシンを合(F i只.

{jし、 11.つ、 D.Lーエチオニンを;';-{JLなL、)でj日延した同公には、染色体内に

それt，n人されたエ fオニンIfU-/t!' jJJ (r、子の喰色体からの開門な11見治かはられた。

Ethionine resistancc of transformants. 7.4 Fiε. ゆえ、 i~~色体内に防人台れた工ヂオニン耐ヤI ilJ (/、子の'Ji)，Eな{以15には、j，il:!J() 1: 

Yeast cells were grown in SD minimal midium conlaining 5 Omol/m3 D.L-を})IIえてi日英する必づどがあることがiリjらかとな勺た。

..NS4-O.NS4 • . DKD 50 H/pJDB207: A . DKD 5D lI/pER9: 
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1 (lane 3). NS4 2 NS4 cerevisiae DKD-5D-1I (lane 2). Yeast cells of S 

medium containing in SD minimal were grown and NS~ 3 (lanc 5) (lane 4) 
25 

0 
0 

Yeast ce11s 10 generations. 5-0 mol'm3 D.L ethionine for approximately 
100 75 50 

medium were also grown in SD minimal and NS~ 2 (lane 7) 1 (lane 6) NS4 
‘，， h

H
 

{
 

Tim e 

Chromosomes containing 0.05kg/m3 L-leucine for about 40 generations. cerevisiae DKD-5D lI/pER9 and NS4 SAM accumulalion in S 7.5 Fig. 

A: Separation pat-these yeast ce11s were separated by FIGE method. 1n 
cells. 

B. Southern b10tting of chromosomes with ethio-terns of chromosomes. cells were只rown( 6.企)and NS4 cerev is iae DKD-5D II/pER9 (0.・)S 

(0.9kb) from pER4 was used as a nine-resistant gene. PvuII fragmenl (0.6) S.O or without in SD minimal medium supplemented with (・.企)

Yeast PFGE-Marker was used for estimation 
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intensitiy(lane 1) 

(exposed for 30 min). 

of size and 

prove glucose_ 
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7. 4 ~烈

アスペルギルスなどの多肢を有するカビを日 J;.としてJfH1転敗を行なった協

合、カピの複拠開始に関する遺伝子をiJしていないベクターを他!日しているに

もかかわらず、外来遺伝下が高コピー数染色体内に仲入される 92)。 一万、

Lopesら30)は、 Ylp系のベクタープラスミドに静ms.01 igorhizaのリポソーマ

ルDNAの遺伝子断片と 1eu2-d遺伝 fとを述給したベクタープラスミドを作製し、

これをS cerevisiaelこ形質転換休することにより、これらの遺伝下が、河コ

ピー数染色体内に何人されることをfM; している。これらの結県は、Hl同 (I/~ な

配タIJが染色休内に高コピー数存作.すれは、染色体内に目的iri伝子を多コピー数

何人し行る可能性を示唆している。ところで、 Ty[.羽子がS cerevisiaeの染色

体内に多コピー数存花することはよく知られている。最近 Sakaiら29)は、 Ty

[AI rのBgII1部位に何人した場合その転移が慌んに行なわれ不安定であるのに

対し、 Ty肉子の δ配列に挿入した場合は、支え;に11{f:することを報仇し t:.o

本研究では、静吋S.cerevisiae DKD 5D-H株の染色体内にエチオニン雨、Jftl .li'.t 

仏 fを挿入することにより、 SAMの詩的市を1:-hめ、 Ilつ、安定化することを11

的として、 Ty(.刈下の δ 配列古I~分とエチオニン耐4 t'I-;n伝子とをlJする2HtJiのプ

ラスミド (pNS2及びpNS4) を作製した。プラスミドpNS2は、~~Iサの惚烈BlHhに|史!

する ifi{ム子を fTイ干しておらず、 pNS2を川いてJI~質h換した均合には、 2 ・ 3 コピ

ー数師人されたJf~î1転換体しか見い tll せなかった(Fig.7.2)λ。他万、 2わIμt川m山米

の tぬ担製λ点~，J、

一数染色{休本に附人された(仔Fiほg.7 3)。このことから、染色体へfI的jfi{r-rを多

コピー数何人するためには、宿 J:細胞にtf.{I:する抑制問船に l則する官~IJ或を (J す

るプラスミドを平IJmする必涯があると忠われる。

また、本市・ではこのプラスミドpNS4を形質似換した制胞 (NS41)のSAMの'I=.

pf:ftlごとプラスミド安定性について、第6市で{'IねしたプラスミドpER9を行する

併吋(DKD-5DIl/pER9)と比較検討した。その払県、 SAMのおflFilではNS.1-1の制11

-1O.}-

胞の}jがDKD-5DH/pER9の却11胞よりも高めることができた。しかし、安定性の

而jでは、何人した遺伝下の染色体からの脱訴が起こり (Fig・7.6)、必ずしも渋

色体内に安定に緋持できなかった。 D.L'エチオニンを111Jする情j也でNS4-1の

細胞を防長すれば、紫色{みからの脱稿を防ぐことはriJ能だが、この場合はSAM

だけでなく SAEも菌体内に帯制する。 SAEとSAMの分離杓製は非常に悶婚である

ことを考慮すると、 SAMの'1・践ではD.Lーエチオニンを選択}[として加えながら

防長することは、好ましくな¥"0従って、プラスミド:'pNS4をSAMの生停に利川

するためには、安定竹をさらに改良していく必要があると巧えられる。

-}j、pNS4は、クローニング部位としてSall部位を有している。従って、

pNS4もpER4といl械に允現と安定外の向い r業化mのベクタープラスミドとして

利川できると巧えられる。また、実rrJMR:rl'でも発現可能なエチオニン耐ftl:iti 

{去fを1Jしていることから、染色体レベルでの実m静」母の行障への適JTJも}切符

される。
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SAMの咋pril~の朱色体_Lγ的アプローチとして、トランスポゾン (Tyl^i r)を

川いて工チオニン耐性遺伝、子を染色体内に多コピー数附入することを試みた。

ます、 Tyのl仰木端に仔花する δ配タIJの遺伝子とヱチオニン耐ftl遺伝子とをベク

タープラスミド.pUC 19及びpJDB2071こ何人したプラスミドpNS2及びpNS4を作却し

た。 pNS2を川いて静吋S.cerevisiaeに }r~1自転検した協介には、エチガニン雨、j

件iJ:i:仏子は数コピーしか挿人されたなかった。一方、 pNS4を)IJいた均台には、

染色体内に多コピー数何人することができ、 SAMの帯約も明大した。このpNS4

が同人された Jt~'t1. + J， W!体を、選訳11"を加えて防長したは;台、ヱチオニン耐十|遺

伝子は'ι定ド世色体内に*"t与されたが、~択円:を })IIえずに防長した場介安íL ftl

は恋く、百しく染色体から11見訴した。
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第 8市:

総 t.f，

分 r;.辿t自i{伝ぷ〆，βγ、
l胞l山包ω1小|ド1で允現4す.ることカか、 11吋IづJf能i侮Eになつてきた。 fdも矧繁に干IJJlJされる?自主として、

大)j~1拘 E . co1 iと静J:}S cerev isiaeがある。特l'、S cerevisiaeは、約 rと

して多くの点でE.co 1 iよりも優れているのみならず、パン、消柄、しルなど

の出iiiに山くからflJJIlされており、安全性も十分に{呆附できることから、今後

七タンパク旬やその他行JlJ物質'1バ場として大きなfI1.iji，'を占めると考えられる。

ーん、 L業的な'1=丙2という1(11からはた場台、 S.cerevisaeはまだ十分な研究が

なされておらず、 '1月:フ・ロセスに過した車IlW!ぇ体を設計し得る万法論の確なが、

叫(rの市要 ti j，'~題となってきている。その11 1の品も Tft~企な問題点は、 ~'HF M. /:l

株で先11l可能なマーカーili伝子のDII免と官定なプラスミドの!日|先である。付に、

E. co1 i においては、 ~'HI十本川の発明マーカ-jjJ {z、子と安定なプラスミドの!日l

先に!日lする研究がなされつつあるのに対し、 S cerevisiaeではその研究は)1

常に少なく、 nl(1: ，'.来的にflJJl]し判るベクターが見叶らないことが 1:業化の妨

げとなっている。ふ論文では、 S-アデノシルメチオニン(SAM)のλ七位を例にと

り、 ~'HI.株でも発現しm るマーカー).jj伝子の日11 免と、 11~i I~内にf1的遺伝下を安

定にfパEさせるJ;iJ、に関して某礎的な研'先をfiなった。本草では、本研究にお

いてねられた~" }~と今後のj民 t告について述べる。

1. M I手のヱチオニン耐tl"ìJ:i:伝 fの J~仰とその特性

まず、第1~I~において、メチオニンアナロク物質であるエチオニンが静1:) の

j円舶を別lt寸ることから、 S.cerevisiaeのエチオニンに耐刊を示すi自伝 fを
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取得し、その遺伝子の生化学的被びに遺伝学的な特性の解析を行なった。

日的遺伝子を保持したプラスミドを静{:}の朝日胞に形質事長燥した後、この静lサ

を平IJ川して物質中序する協代、この宿 Eとなるm母は11'1荊-の'，1い野1"1:J(~の仰り

を用いる方が有利である。しかし、そのような静舟に形質転険するためには野

性株で発現できるマーカーが必要である。そこで、第2ずではエチオニン耐竹

遺伝子をマーカーとして利用すべく、エチオニン耐性遺伝子のクローニングと

その'1-化学的特性について調べた。酵母S.~erevisiae DKD-5D-H株の遺伝子ラ

イブラリーより取得したエチオニン耐性を有する遺伝子には、 SAMの務郁を九

めるものと抑n;11するものが仔在した。エチオニンに耐ftlを示し、 SAMの務積を

r~可める遺伝子の生化乍的特例:をさらに調べた結果、木遺伝下はメチオニンの合

成経路、メチオニンの蓄積、 SAMの合成を河めるものではなく、むしろl白接的

あるいは問践的にSAMの液胞への帯積を日めることに閃勺していることが[JJJら

かとなった。従って、エチオニンの解i!?は、エチオニンをS-アデノシルエチオ

ニン(SAE)に変換し、これを液胞rl'に蓄服、問]ち、排除することにより行なわ

れていると考えられる。

第3市では、エチオニン耐性遺伝子の特性についてさらに江しく知るべく、

遺伝γf内側1而からの解析を行なった。エチオニン耐rl-iCi伝子を保持する染色体

DNAItfr J iを3Okbまでサブクローニングした後、その令指ぷ配列を決定した。こ

のDNM析J，'内には、良いオープンリーディングフレーム (ORF)はl例しか存([せ

ず遺伝子破場の結果からこのORFがエチオニン耐件遺伝子のORFであることを昨

認した。 ERCl遺伝子(巌も長いORFを与えるATGコドンを開始コドンとしたORF)

よりr，r:11されるタンパク質は、 617例のアミノ酸からなり、その分子f，tは

67，977であった。また、このタンパク質と相同什の高いタンパク質は見いだせ

なかったが、 N末端側に非常に疎水性同いの傾j或がイ了:(1:することから肢に村代

している可能性が示唆された。

ーん、このエチオニン耐性遺伝子はSAMを務制することにより、柿々のメチ

ル化反応や、 SAMのド流にあるポリアミンの合成に影特を及ぼすと考えられる。

そこで、第4市・では、ポリアミンの代謝に関勺すると巧えられるスペルミンに
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耐rlをぷす遺伝子のクロ ーニングを行な った。 11}られたスペルミン耐rl:ill伝子

には少なくとも2純究fi.r子花し、そのひと つは、エチオニン耐什遺伝 fとその制

限M;?J也際!ならびに表現引が一致した。こ のことから、エチオニン耐判 ill仏子

は、スペルミン耐判にも問うしていることが明らかとなった。

以 l'述べてきたように、野rEM舟のマ ーカーとしてのエチオニン耐性遺伝子

を取引できた。さらに、この遮伝子の特例・を調べた結果、 SAMの液胞への詩的

を市めることに関勺する遺伝下であることがわかった。

2. Sアヂノシルメチオニンの'tff.法の開発

次に、第2~I~では 11 的遺伝子を杭 t内に安定に仔在せしめるん法を小心に、

SAMの'1.pf法について検討を行な った。

SAMI土肝機能や郎作??干に対する粂flTI的な効果が~II られており、その 1・業 (t~J な

'LP7がJVIf，~されている。このSAMの， 1ご 1mには、 L メチオニ ンを~有する情地で

静吋(11体をtd廷し、できるだけ山濃度に摘体内にSAMを務積する方法が最もWJ

中がよし、。本研究で取得したエチオニン耐竹迫伝子は、 SAMのl塙体内の蕎約九十

を1fhめることからSAMのヰ停に有111と考えられる。そこで、第5帝では、エチオ

ニンi1i1'irl: ili fl、fをれするMNを川いたSAMの'1:P7'について険討した。その*.'1史、

50mol/m3のリン酸カリウム緩衝快と5Omol/m3のL-メチオニンを合引するSD{I;(

少j;'，.J出で防長した時、 SAMの書f{iftlがo26kg/kg-dry cellsという過去品内の仰

をi11た。また、 S-アデノシルホモシステイン(SAH)も、 tlll符系の医薬としての

JtfJ f ，~が集ま っているが、レメチオニンのかわりにD ， Lーホモシステインを用地に

添))11したとき、 SAIIをi位向O.030kg/kg-drycel1sまでJ寄稿させることができた。

ーん、[lがJin{z，、子を有するプラスミドを静吋に形質転換し、その的体を川い

てr.業的に物質を'1.陀する場合、その工業的なベクタ ーとして、型HI.株で免現

するマーカーをわし、日つ、安定件の1:71いことが必要である。そこで、第6草

では、 1 :来的に手IJ川I1J能なベクタープラスミドの作創を試みた。エチオニン耐

ヤ1 ・辿仏子を保問する DNAI析J'.をプラスミドpJDB207の Hindlllm~仇に附人するこ

と，-より{午制した r業化川のベクタープラスミド"pER9は、 98kbとコンパクト

-109 



3 今後の}民守1

ilL午、 '1休機能を模倣し r学的に平IJJTJしようという研究か、さかんにわなわ

れている。液体JI~ による分離あるいは能動的輸送も '1 休股を約締的に模倣司る

Aみといえる。内内らも、トリ nオクチルアミンをJr!(~とする ir主体 l院による

川合同の輸送に附して研究を行ない、目禁輸j6の動ノJ"'t的解fllと分蹴機能の前析

を行なった 93ト 9610 最近、液体般の研究はアミノ械などの比較的大きな分子

の輸送に市点、がj，V，'かれつつある。このような大きな分子の愉送には、選択ftlの

，:":} ~、 fl1休(キャリアー)の!lll売が市震な課題であるが、このような fll休として'1'

休"，に{f(1:するタンパク質(例えば、透過併点)を干IJ川することが巧えられる。

ふ研究で H~í!t したエチオニン耐~I iJJ伝子は、液胞へのSAMの終的を1:11めるiJJ七、

(-止汚えられることから、今後この迫{工、 f陀物であるタンパク到の梢jgと肋))

ヤ:(I~J な糸川のメカニズム手前析して いく こと により、 'I-{ヒγ(I'~ な 7、11 ~~が f'1 られ

るだけで tc く、 I肉体!岐による分離の分~'fへの比;川がJVl(.'f ~れる。

また、 ~'fftl，静 I:j tI，で発現し、 11 的ill伝了の街 1:， 1)~の安定ftl が)1'，品'に，::} ¥，、 r.業

化に週 Lt-ベクタ ープラスミドpER9を{'F制 1たか、このベクタープラスミドは

SAMの'1バにtlJJlJできるだけでなく、安Wiに'1二体する必要のある微'1物山米の

RF3;やむ川物質、さらには、コモディティーなケミカル物質を'1VEする場介に

1!j(こ hllJとなると行えられる。また、 Ni刷、ビール、ワイン、パンなどの尖JlJ

(I~J に刊JIJ きれている静f:jのう}下町柿が中まれているが、 r~ :)次{計数{本であるため

に、変うで処fll'や制11包融fydJによるfiFIiは非常にむずかしいのが現状である。ベ

クタープラスミド pER9は ~'ftl M 1:) '1' でも允現することから、ビール、消刑事~l主

川の静1:)のう}r fi柿にも干IJJf]しiojると巧えられる。IJl(r、グルコキナーゼjjJ伝

子とブララスミドpER9とを述結し、これを縦覧刊静1:1に形1'1転換することによ

り、，:百い事!げ尚子 (I~ と強い縦!t~1 をI"JlI!jにfJする静1:)の育柿を進めている。今後、

1'" i内やrールのfof!¥I味の改良やパンの免静)Jの強化などにもみベクタープラスミ

ドを干IJ川できると思われる。さらに、近・'ofi~:色体レベルでの遺伝子の改変(染

色体 r学)に興味がもたれている。本研究で作製したプラスミドpNStは、').，fJlJ

MI:Jで允i見"J1J~ t.iエチオニン耐ヤlill伝子を {Jしていることから、'火川MI:jの染

色体レベルでの打開への民間が}引けされる。

であること、 Sa11、BamHIなどの干IJJIIしやすいクローニング部位をイ1している

こと、プラスミドの安定ヤ|が高いことなどが明らかとなった。また、この γ チ

オニ ン耐十i遺伝子の党現も l'分βIく、 SAMの'1~rにこのプラスミドを利10でき

ることが判 1リj した。さらに、実川階付'1' でも免現寸ることから実JlJ~~1すの分子

内怖にも干IJ川できると，思われる。

さらに第7~'では、このエチオニン耐什jjJ伝子を決色体内にtîJT人 L 、その先

取と安定刊について検討した。ベクタープラスミトpUC19及びpJDB2071こ、 Ty!EI

Fの δ 配タ11m~分とエチオニン耐什迫伝子とを何人したプラスミド、pNS2及び、

pNS1 を/~ .却した。これを、静母のr~~色体内に姉入したところ、 pNS2 では似J ピ

ー紋(ト3)lか邦人できなかったが、 pNS4では多コピー何人することができ、

SAMの帯W!，tも史に1ftめることができた。また、師人された追伝子tt選択11:を

加えて防長した場介にのみ安定に(f(1:することを1リ!らかにした。

以上述べてきたように、ホ研究で取得したエチオニン耐十IjJj伝子を訂するm
1:).をJT]いることにより、 1:711tt!支にSAMを帯約することができた。さらに、安ki'

十1 :の点し、 1・'z化川のベクタープラスミドを/~製することにより、 SAMを r業(I~J

な Â.~模での '1 ' pfか "Jll~ となった。また、染色体に州人宇れは史 lこ SAMの帯ffi111

1:71められることも昨認した。
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