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　乳酸菌は，糖類を発酵し，多量の乳酸を生産する細菌の総称である。乳

酸菌の定義は，①グラム陽性であること，②細胞形態は桿菌または球菌で

あること，③カタラーゼ反応は陰性であること，④消費したグルコースに

対し；50％以上の乳酸を産生すること，⑤内性胞子は形成しないこと，⑥

運動性は示さないこと（まれに示すものもある）である1）。乳酸菌は古く

から人間の食生活に深く関係しており，保存性の高い乳製品に加工するた

めの基本的な手段の一つとして乳酸発酵を利用し，また種々の漬物や発酵

調味料などに良い味や香りをつけるためにも，乳酸菌の関与が必要である

と考えられる。

　一方，乳酸菌を食品に利用するだけでなく，その機能性を研究すること

によって，人体に良い効果を与えることが明らかにされてきた。乳酸菌が

Pasteurによって発見されて，その後，乳酸菌の分類がなされ，代謝系，遺

伝子レベルまで研究が進展したのは，ここ100年余りのことである1）が，

近年では乳酸菌の生体での挙動や栄養・生理効果などが報告されている。

特に腸管内に生息する乳酸菌は，腸内細菌叢を維持・改善し，有害な細菌

の増殖を阻止，あるいは腸管の免疫機能を賦活化するなど，宿主の健康に

深くかかわっていることが明らかになってきている。さらに乳酸菌体成分

または発酵生産物の生理効果，ならびに生きている乳酸菌が発揮する生理

効果についても，国内外で活発な研究が展開されている（表1）2）。特に，

宿主の整腸作用とともに，免疫賦活，抗腫瘍性，抗変異原性，血清コレス

テロール低下作用，血圧低下作用など，宿主の生体防御機構を活性化する

効果が注目を集めている。このため，乳酸菌は食品として利用されるだけ

でなく，医薬品としての開発の対象ともなっている。

　現在，注目されているその生理効果に関する乳酸菌の研究として，プロ

バイオティクスに関わる内容があげられる。近年，人畜の疾病治療薬や家

一4一



　
　
　
　
　
　
　
蜘
豊
懸
融
報
魚
八
あ
ハ
爪
セ
一
八
臥
　
　
　
　
　
　
　
　
ト
甑
出
自
．

羅
臼
誌
・
脚
三
月
餐
・
榔
蜜
遷
如
e
ミ
ー
口
爪
白
ム
n
　
　
騒
士
ミ
ー
軍
糧
K
ム
ロ
厳
重

召
握
餐
懸
睡

蓮
黒
ゆ
％
息

　
　
　
　
　
　
』
ヤ
坦
艇
ハ
ー
臥
へ
口
ヘ
レ

鞭
菌
e
瓢
邸
腫
蝋
酬
e
ぐ
姻
鯉
旧
撫
墨
摺

（
Φ
鑓
響
樋
・
舞
輪
）
虫
暮
融
葺
楓

　
　
　
　
　
躯
盤
駆
献

　
　
　
　
攣
踵
蝋
鰹
憾

羅
鳳
Q
腰
上
穗
稀
に

懊
亜

　
　
　
　
冨
景
柵
セ
Q
ぐ
謎
粟
阻
e
凝
ミ
ミ
糞
§
翰
§
ミ

ト
遍
巴
ゆ
％
”
尋
糊
登
㎡
・
蓮
黒
ゆ
％
慰
虫
暮
融
葺
樋

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
封
烹
聚
Q
刃
細
蛮
幻
赴
掴

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
輩
洲
遡
瓢
池
場
婚

亜
景
e
掴
羅
榔
斡
e
P
任
肛

　
　
　
　
需
正
月
尋
（
冒
掴
…
［
田
帳
蜘
騨
㎞
瞥

　
　
湘
渚
e
心
ー
ロ
“
痙
蛮

　
　
　
　
　
　
藤
擦
蛮
翻

警
嶽
懐

　
　
　
　
　
　
　
　
　
冊
策
饗
」
購
ゆ
％
U
心
懸
融
騰
幽
霊
㎡

　
加
侮
罎
m
苅
λ
〃
然
勾
・
輔
逼
以
冒
騒
ム
へ
心
厨
〃
　
・
翻
凶
、
曲
傑
寵
ジ
｝

・
コ
や
澤
翠
帳
Q
鼠
へ
γ
、
A
熟
ゆ
％
U
ゆ
懸
融
冊
蟹
鼠
へ
γ
へ
八
然

櫛
諮
謹
旨
黎
』
飾

趨
置
賜
・
柵
諮
e
瞳
糊
朕
蝋
羅
・
魑
抑
職
※

霞
単
　
e
　
適
翻
　
粛

憧
運

映
　
最

（
d
然
溢
拶
網
e
》
二
〇
想
咲
右
脚
鋼
・
樵
猟
e
麹
懸
粛
・
粛
融
潔
．
H
榔

一5一



畜の成長促進剤，または治療薬として多種の抗生物質が使用されている。

しかし，多量かつ慢性的に無秩序な人畜への抗生物質の投与は，生体への

蓄積や耐性菌の出現をもたらす結果となっている。そこで，抗生物質に代

わるものとして生菌剤，すなわちプロバイオティクスの考え方が注目され

ている。プロバイオティクスという言葉は，Fuller3）が示した「腸内微生物

のバランスを改善することによって宿主動物に有用に働く微生物製剤（添

加物）」という定義が広く用いられている。この定義はプロバイオティクス

が生きている微生物菌体であることを強調しており，抗生物質などの物質

との区分けをはっきりさせている。プロバイオティクス乳酸菌の使用目的

としては，便秘や下痢の予防，消化吸収の改善，血清コレステロール低下

などがあげられる。さらに積極的な医療分野における保健行為として，病

気の予防および治療の促進など，医療補助剤としてプロバイオティクス乳

酸菌はすでに使用されている4）。ヨーロッパではプロバイオティクスをキ

ーワードにした研究は盛んに行なわれており，さらに発酵乳の人の健康へ

の寄与とともに，乳酸菌そのものがもつ生理効果の可能性の検索とその検

証が乳酸菌研究を推進している5）。

　プロバイオティクス乳酸菌による腸内細菌叢の改善などから，病原性細

菌による感染の予防としての役割を果たしていると考えられるが，その機

構は明確に報告されていない。病原性細菌の付着機構の特徴から・プロバ

イオティクス乳酸菌の付着部位の競合による感染症の予防の可能性につい

て考えると，腸管上皮細胞へのそれぞれの付着機構が重要になる。

　病原性細菌が宿主細胞へ付着する際に考えられる因子は，すでに明らか

にされているものが多く，菌体表層に存在する線毛やレクチン様タンパク

質，S4ayerタンパク質およびリポタイコ酸であり，、宿主細胞のレセプター

として，糖タンパク質，糟脂質および細胞外マトリックスタンパク質が報
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告されている6）。本論文中では，病原性細菌の付着因子をアドヒジュンタ

ンパク質と表し，乳酸菌の付着因子はこれと区別するために，単に付着因

子と表した。乳酸菌の付着機構については後述するが，病原性細菌の付着

について，特に医学方面でよく研究されている7）。ヒトに対して感染症を

引き起こす細菌は，細菌をはじめ，真菌，クラミジア，リケヅチア，ウイ

ルス，原虫，寄生虫，あるいは節足動物などさまざまなものがある。これ

らの細菌のうち多くはヒトと共存しているが，宿主の防御能（免疫能）や

細菌の病原性（毒力）のバランスが崩れたり，あるいは何かの外的要因が

加わったときに感染症（発病）に至る。その感染経路は，空気・飛沫・接

触・一般媒介物・昆虫に分けられ，食中毒などの病原性細菌の感染経路は，

接触・一般媒介物感染によるものが多い8）。その病原性細菌による感染症

は，生体内に侵入した原因細菌が感染局所に到達し，そこで定着した後，

細胞への侵入因子や毒素を産生することによって，症状として現れること

で感染が成立する。定着とは，感染局所に到達した細菌が，目的とする宿

主細胞に付着し，増殖することである。したがって，感染の成立に最も重

要な最初のステヅプが付着である9）。病原性細菌は，主として線毛によっ

て自らの細胞と宿主の上皮細胞表面への付着を可能にしている。線毛が特

異的に粘膜上皮に付着することにより，宿主の腸管蠕動運動，排尿，上部

呼吸器における排除機能などに対抗している。病原性細菌がもつ各線毛の

付着因子であるアドヒジュンタンパク質が認識し宿主の細胞表面に存在す

るレセプターは，糖鎖であることがわかっている。

　一般的な細菌に対する血清学的反応の一つである赤血球凝集反応を用い

て，病原性細菌を試験すると，赤血球を凝集させるものがある。これは，

細菌がもつ線毛が，赤血球の細胞表面に存在するマンノースに反応し，凝

集するmannose－sensitive（MS）線毛であるためである。この線毛はマンノ
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一スを認識し，マンノースを含む糖鎖と結合し，細菌と赤血球と凝集を起

こす。これに対し，マンノースを認識しない線毛は，mannose－resistance（MR）

線毛と呼ばれ，上記のどちらかに大きく分類できる。さらに，現在では病

原性細菌の線毛についてはかなり明らかにされてきており，いずれも付着

する宿主の細胞表面に存在する様々な糖鎖を認識することがわかってきて

いる（表2）10）。また，病原性細菌の付着だけでなく，毒素産生菌が産生

する毒素も宿主の細胞表面にある糖鎖をレセプターとして認識しているこ

とが知られている（表3）10）。認識する三二の相違は，線毛の重要な性質

（付着特異1生）であるので，この違いにより表2のように分類することが

で，これらの定着因子が下痢発症に重要な役割を果たしていることを示す

研究がいくつか報告されている11’12）。

　具体的にブタを使った実験11）において，アドヒジュンタンパク質である

K88と下痢原因毒素産生能の両者を有する毒素原性且colf（enterotocigenic

Eco1∫：ETEC）を子ブタに投与した場合，9匹中8匹が下痢を発症するこ

とを確認したが，毒素産生能を保有しK88を持たない菌株を5匹に投与し

ても，下痢を起こさないことが確認された。また，易熱性エンテロトキシ

ン（LT）毒素を産生（LT（＋））し，アドヒジュンタンパク質であるcolonization

factor　antigen：CFA／1をもつ（CFA／I（＋））ETECのヒト有志者への投与

実験12）では，LT（＋）でCFA／1（＋）の菌株を6人に投与した場合，す

べてのヒトが下痢を発症したにもかかわらず，LT（＋）でCFA／1（一）の

菌株を6人に投与しても誰も下痢を発症しなかったと報告されている。こ

れらの実験で用いられたETECは，同じ菌種であるが，菌株によってアド

ヒジュンタンパク質が異なり13），特異的な宿主となる動物の腸管内に付着

し定着する。このことからも，アドヒジュンタンパク質によって宿主の細

胞表面へ付着することが感染の重要なステップと考えられる。
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iR 2. ts･i?Ig foSg, V,b,ua '9' 6 V -tz 7" t9 --- oneeieefisinth s ? o = lf F.f io)

Microbiol adhesion Target tissue Proposed spechicity

Escherichia coli

  Type 1 adhesion

  P adhesion

  G adhesion

  S adhesion

  F adhesion

  K99,adhesion

Propionibacterium granulosum

StapIrylococcus saprophyticus

Staphylococcuspneumoniae

Actinonryces naesundii

c

Rsudomonas aeruginosa

Neisseria gonorrhoeae

Helicobacterpylori

Urinary (human)

Urinary (human)

Urin,ary (human)

Urinary (human)

Urinary (human)

Small intestine

Small intestine

Skin

Urinary

Respiratory

Mouth

Respiratory

Genital

Stomach,Intestine

Man a

Galal-4Gal 1-4Glc-Cer

GalNAc,(31-3Galal-4Gal 1-4Glc-Cer

GlcNAc

NeuAccr2-3Gal,8

GalNAcal-3GalNAc

NeuGca2-3Gal 1-4Glc-Cerh

Gal 1-4Glc-Cerh

Galcr1-3Gal 1-4Glc-Cer

GlcNAc,81-3Gal 1-4Glc-Cer

Gal,(31-3GlcNAcJ(91-3Gal 1-4Glc-Cer

Gal 1-4GlcNAc 1-3Gal,31-4Glc-Cer

GlcNAc 1-3Gal

Gal,(31-4GlcNAc 1-3Gal 1-4Glc-Cer

op
GalNAc

Gal 1-3GalNAc 1-4GalGlc-Cer

 3-2 a NeuAc

GalNAc 1-3Galal-4Gal,31-4Glc-Cer

GalNAc 1-4Gali(31-4Glc-Cer

Gal 1-3GalNAc 1-4Gal 1-4Glc-,(31-4Glc-Cer

Gal 1-4Glc -Cerh

Neu5Ac2-3Gal 1-4GlcNAc

Galcr1-Gal 1-4Glc-Cerh

GalNAc,31-Gal 1-4Glc-Cer

Gal,(31-3GalNAc,31-4Gal 1-4Glc-Cer

Fuccr1-2Gal 1-3 Fuccr1-4 GlcNAc 1-3Gal,31-4Glc-()er

*vaeeoE6ge.
  Fuc : fucose, Gal : galactose, GalNAc : N-acetylgalactosamine, Glc : glucose, Man :

  mannose, GIcA:glucuronic acid, GluN:glucosamine, GlcNAc:N-acetylglucosamine,

  NeuAc : N-acetylneuraminic acid, NeuGc : N-glycorylneuraminic acid, Cer : ceramide.

-FwtllflS :j }rF ･---- 7" (ts･I>IgrbSrv.wa-9' li) XSh) .

                                  -9-
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　線毛アドヒジュンタンパク質についてよく研究されている病原性細菌の

中で，且co1’や3σ1〃10ηε11αはType　1線毛を有し，前述のMS線毛に分類さ

れる。このType　1線毛をもつEco1∫は，ヒト尿路感染症の原因菌である

ことが知られており14），Type　1線毛遺伝子はクローン化されDNAシーク

エンスが決定されている15）。このType　1線毛遺伝子は，8つの遺伝子がク

ラスターとなって約9kbのDNA上に存在している（図1－A）。　Type　1線毛

遺伝子全体で線毛を構成するタンパク質をそれぞれ生成し，E．　co1’の菌体

細胞外膜に線毛を形成する（図1－B）。その線毛の先端に，宿主の細胞表面

のマンノースを認識するFimHタンパク質が存在し，アドヒジュンタンパ

ク質として機能している。そのFimHタンパク質をコードしているのが，

最も下流にコードされた．伽2H遺伝子（約0．9　kb）である。また，5α1〃20ηθ〃α

もType　1線毛をもつためマンノースを認識する機能は同じであるが，それ

をコードする遺伝子のホモロジー（相同性）がまったく異なる16）。

　付着性に関与している宿主の細胞膜表面に存在する糖鎖について，詳細

に三三されており，以下のようなことがわかっている17）。細胞膜にはさま

ざまな二三が存在するが，それぞれ結合様式によって次のような構造をと

っている（図2－A）18）。

①糖タンパク質：Asn型糖タンパク質

　　　　　　　　ムチン型糖タンパク質

②プロテオグリカン

③糖脂質　　：スフィンゴ糖脂質（動物界）

　　　　　　　　グリセロ糖脂質（植物・微生物界）

生体内でのこれらの糖鎖の分布を糖鎖工学からの視点でとらえると，ヒト

をはじめ，多くの哺乳動物の細胞表面膜や血清なζのタンパク質はほとん

どすべてが糖タンパク質であり，抗体，レセプター，ホルモン，酵素もそ
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A

→レ　　　→レ　　　・酢レ

　Regulation 　M句or

components

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Adhesion
　→〉　　　　　　　　一レ

L＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿」L＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿」

Transport　and

　assembly

Minor

components

B

out

F

G

A
D

F

G

A
A
A

D D D

Periplasm

A
C

G
C

F
C C

LepB

intracellular

pre　FimA，　C，　D，　F，　G，　H

図1．Eco1∫由来Type　1線毛

　　A：Type　1線毛遺伝子

　　B：線毛構造モデル図

一12一



A

ペプチド

　　　＼

NeuAcα2一＞6Ga1β1一＞4GlcNAcβ1
　　　　　　　　　　　　　　巡6
　　　　　　　　　　　　　　　Manα1
　　　　　　　　　　　　　　　2　　　　巡6
NeuAcα2→6Ga1β1→4GlcNAcβ1ガ　　　　　　Manβ1→4GlcNAcβ1一＞4GlcNAc→Asn
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
NeuAcα2今6Ga1β1→4GlcNAcβ1→2Manα1ガ

ムチン型幅鎖

B
NeuAcα2→・3　Ga1β1→・3　Ga1NAcβ1→Serπ11r

±Manα1一＞2Manα1
　　　　　　　　嬉6
　　　　　　　　　3Manα1巡6

±Manα1→・2Manα1ガ　　　　　　Manβ1→4GlcNAcβ1一＞4GlcNAc一＞Asn
　　　　　　　　　　　　　　3
　　　（Manα1一＞2）o～2Manα1ガ

図2．糖タンパク質糖鎖モデル図18）

A：糖タンパク質の二大グループ

B：高マンノース型Asn型糖鎖

　　　（Type　1線毛のレセプター）
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の実態は単純タンパク質ではなく糖タンパク質であるものが多いと言われ

ている。実際に，免疫グ白プリンは体液性免疫の主役をなす糖タンパク質

であるが，いくつかある免疫グロブリンのうち，IgAについては糖鎖が細

菌との結合に関与していることが示されている19）。IgAは気管分泌液など

の分泌液中に存在し，粘膜表面における局所免疫機構をつかさどっている。

この機構は，一般には細菌やウイルスの表面に存在する抗原に対し特異的

なIgAが産生され，それに伴う抗原抗体反応によって感染を防御している

と考えられている。

　Type　1線毛が認識するマンノースは，アスパラギン結合型の糖タンパク

質（高マンノース型，図2－B）として存在するが，高等動物の糖脂質には

存在しない。したがって，マンノースをレセプターとするEco〃の付着に

は，糖脂質は関与していないと考えられる。また，病原性細菌の線毛や毒

素は，閉鎖構造の中程にある配列をも認識することが知られている。前述

したIgAへの付着性を検討した報告19）でも，IgAの種類によって，その付

着強度が異なることがわかっており，これは，IgAがもつ糖鎖にいくつか

種類があることが示唆される。また，5α1〃20ηε〃αの中でType　1線毛をもつ

ものは，且co1∫のように尿路への定着性はみられず，腸管上皮細胞や肝細

胞への定着性が強いことが知られている20）。これは両細菌とも宿主の細胞

表面のマンノースを認識するが，このマンノースが結合するタンパク質構

造が，生体内の組織により相違があり，その異なった構造全体を線毛が認

識するため，上記のような現況がみられると考えられている21）。また，結

果的に同じものをレセプターとしてもその付着強度に違いがみられること

が推測される。

　もう一方の糖タンパク質であるムチン型糖タンベク質は，N一アセチルガ

ラクトサミン（GalNAc）がセリンやトレオニンの水酸機に結合している糖
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鎖の総称であり，0一グリカン型糖鎖に属する粘液性の糖タンパク質22）で，

これらの性質として次の3つの機能があげられる。

　1．糖タンパク質を分泌している粘膜表面を覆って，その表面を滑らか

に保つ機能があり，含水性の非常に高い糖鎖がタンパク質上に高密度に存

在する構造をとっている。

　II．このような構造では同時に様々な構造の三三をもっことが可能とな

り，たとえば消化管内膜を様々な消化酵素から保護する役割を果たしてい

る。糖鎖構造が多様であればあるほど，それらがすべての消化酵素によっ

て分解されてしまう可能性は低くなるからである。

　III．多様な構造によって，様々な細菌感染を防ぐ役割を果たしている。

細菌の大部分には菌体表面に糖鎖を認識するタンパク質であるレクチンが

存在しており，細菌はレクチンを介してムチン型糖鎖に結合する。閉鎖が

多様であるほど，糖結合特異性の異なる多くのレクチンに対して結合部位

を提供し得るものであり，それだけ多種類の細菌がムチン型糖鎖に結合で

きる。

　また糖タンパク質とは別に，糖鎖が結合している糖脂質も細菌，植物，

動物界にわたる広い分布を示す成分であり，特に動物界のそれはスフィン

ゴ糖脂質の形で動物の細胞膜上に存在するものが中心であると考えられて

いる。糖タンパク質の糖鎖そのものは上述の糖タンパク質の三下と共通す

る点が少なくないものの，糖鎖が結合するコア分子はまったく異質であり，

これが糖脂質の分布特性を決める要因になると共に，糖鎖の機能にも大き

く影響している23）。

　糖脂質は，由来する組織の違いでセラミド部分の水酸基の数が異なり，

たとえば赤血球膜に由来するものには水酸基が少ないが，上皮細胞のもの

には多い。病原性細菌や乳酸菌は腸管上皮細胞で増殖するが，病原性細菌
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が糖鎖にのみ特異性を示すと仮定すると，上皮細胞のみならず赤血球にも

結合してしまい，腸管上皮への定着の効率は悪くなる。このことから，細

菌の腸管上皮細胞に定着するのに適したレセプターを考えると，糖タンパ

ク質には存在せず，糖脂質に普遍的に存在する糖鎖配列を有し，高度に水

酸化されたセラミド構造を有するほうが効果的である。

　ここまで病原性細菌の付着性について述べてきたが，次に，乳酸菌の腸

管内での付着性について記述する。乳酸菌は線毛がなく，上記病原性細菌

のような付着機構を有していないため，違った角度からのヒト腸管細胞へ

の付着機能に関する研究がなされてきた。最近では，プロバイオティック

ス乳酸菌としてヒト腸管でフローラを形成する乳酸菌と病原性細菌の間で

の付着部位の競合による感染症予防の可能性を探る観点から，ヒト腸管上

皮への乳酸菌の付着性や付着因子に関して検討されている。

　乳酸菌の付着性については，さまざまな動物由来の細胞を用いて研究さ

れており，表4に示したとおり，としてバイオプシー24・25），手術により得

られた大腸や小腸細胞26・27），固定化大腸上皮切片28），固定化大腸粘液28），

培養細胞（ヒト結腸線癌由来Caco－2那1），　HT29－MTX30），胎児小腸由来

Intestine　40731）），や糖脂質32）などを用いて調べられている。また，乳酸菌

の付着性については，赤血球凝集反応の阻害活性，糖脂質への結合試験（表

5）によって研究されてきた。Yamamotoε磁34）やMukaiθ∫α活36）は，乳酸

菌の表層に存在する二三結合タンパク質またはS－1ayerタンパク質が付着

性に関与していると報告している。また，斎藤ら45）の研究でムチン糖鎖へ

の乳酸菌の結合が報告されていることから，乳酸菌もまた，宿主の細胞表

面の丁丁をレセプターとして付着していることが推測される。

　乳酸菌の腸管内への付着性のメカニズムを解明することは，プロバイオ

ティクスとしての乳酸菌の有用性を考察する上で重要である。乳酸菌が宿

一16一



（　（い。笛eり
（
鴇

（　（　（　（

需8圏蕊
（
蕊

（
富

（
ひ
N

（
斜

（O

n
O
N
）

（
ト
ひ
曾
）

（
ト
ひ
9
）

（O

ﾐ
9
）

（O

ﾐ
9
）

（O

ﾐ
9
）

（o

ﾐ
9
）

（
ま
9
）

（
N
ひ
ひ
H
）

（
ま
9
）

（
N
o
g
q
）

．
ミ
毬
0
3

．
肩
6
層
琵
】

．
、
魅
幅
q
D
』
O
℃
慧
窺

．
、
魅
幅
軸
〇
一
〇
口
H
σ
5
ロ
ヨ
ト

“
唱
一
州
黄
雲
莞
愚
』
ド

蝿
q
扇
℃
調
一
h
O
』
」
O
一
穿
＼

．
、
魅
隔
日
一
口
O
』
邸
の

蝿
魅
隔
嚇
唱
O
の
の
口
帽
調
O
h

．
、
魅
隔
℃
』
O
謂
O
O
◎
n
）

寒
ミ
。
函

』
O
口
壽
唱
O
邸
［
国
　
℃
口
雨

器
已
8
留

N
，
8
帽
Q

い
寸
7
園
芝

卜
O
寸
O
眉
一
の
〇
一
q
一

×
』
」
〉
［
1
ひ
N
，
』
「
＝

　
　
　
　
N
，
0
8
⇔

　
　
琶
一
寸
ト
の
田

　
　
　
　
　
　
　
　
の
O
只
者
O
O
国
尽
一
の
〇
一
紹
d
さ
5
目
5
＝

　
　
　
　
　
　
口
O
冨
邸
』
一
三
℃
邸
肩
℃
〇
一
〇
邸
ρ
』
O
範

り◎

n
肩
の
α
O
嘱
ρ
臥
ρ
℃
O
鴛
ρ
O
d
切
O
Q
づ
門
口
肩
三
一
の
O
琶
一

　
　
省
昼
O
円
O
O
⇒
b
o
9
の
h
邸
の
怨
h
≦
』
O
＞
O
n
「
【
卜

　
8
富
綱
。
ヨ
凪
O
O
自
超
』
o
眺
≦
の
づ
の
づ
已
O
帽
口
2
0
U

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
の
目
O
O
聴
O
口
」
O
Q
咽
口
O
【
0
0
冒

　
　
　
　
　
　
　
　
の
O
項
目
O
O
一
邸
六
一
の
〇
一
鎖
慧
日
日
づ
＝

　
　
　
　
　
　
儲
O
冨
邸
お
の
三
唱
訂
肩
℃
〇
一
〇
邸
ρ
』
O
幅

り
O
刷
の
亀
O
哨
£
臥
ゆ
℃
O
鎖
邸
O
O
邸
吻
O
O
ロ
§
肩
鎖
葛
Q
損
一

の
O
ヨ
目
O
O
罵
紹
窃
〇
一
鎖
d
6
ヨ
づ
工

鎌
較
駅
盗

一17一

種
採
鞭
総

駅
毒
ゆ
し
桝
認
思
顛
↑
畑
蝋
セ
Q
樋
翻
一
飾
　
．
寸
榔

、



』
。
の
三
↑
，
Q
＜
Z
肩
O
，
【
り
，
N
d
2
∋
。
乙
，
笛
，
刷
唆
Q
＜
Z
。
6
、
寸
、
肖
護
身
O
，
笛
、
H
織
Q
＜
Z
。
δ
、
【
N
，
州
ご
。
‘
］
、
笛
、
H
唆
冒
O
，
・
、
、
回
む
⇔
＜
Z
罵
O
“
繧
。
ち
a
8
⇒
O
（
菅

（
等
（
O
O
O
N
）
蝿
q
電
」
8
8
Z

（
n
寸
（
ひ
α
ひ
目
）
蝿
唱
砧
謹
碁
5
望
ヨ
≧

（
蕊
（
O
ひ
α
回
）
蝿
二
三
9
Q
目
邸
日
邸
卜

（
N
寸
（
O
ひ
警
）
詮
霞
R
）
ヨ
邸
。
り
儒
⑤
出

（
粛
（
O
ひ
ひ
目
）
蝿
唱
旬
綴
仁
o
ρ
δ
弓
く

（
等
（
ま
9
）
蝿
魅
電
お
ε
o
ρ
員

奪
（
貯
α
ひ
帽
）
邸
二
二
帽
℃
想
二
分

爺
（
寸
ひ
ひ
回
）
田
白
縮
」
＜
℃
q
邸
層
塁
づ
一
≧

（
驚
（
N
9
州
）
詮
≧
8
Q
℃
器
巖
。
。
a
鶏
護
。
臨

（
罵
（
N
ひ
ひ
目
）
蝿
雲
竜
」
o
口
裂
R
6
Q

（
霧
（
N
ひ
ひ
H
）
壱
ミ
。
』
o
嘱
〉
コ
邸
昌
Q

§
（
ひ
。
0
9
）
b
o
』
0
3
壼
口
日
“
3
議
崔
◎
Q

（コ

U
－
o
E
・
。
＜
）
畳
2
景
δ
　
N
，
8
δ
．
Q
目
も
吾
妻
δ

　
（
芸
量
。
』
§
δ

（
♂
）
畳
2
量
6

O
づ
甥
Q
口
唱
一
髪
1
も

Q
＜
Z
O
帽
O
曽
，
帽
咬
駕
O
り
，
N
も
Q
＜
謬
0
7
門

自
蟹
8
一
⇔
遍
8
翻
6
凛
吻
9
8
罵
O
－
唆 　

　
　
碧
舞
毬
〇
一
8
一
岳

　
　
　
　
0
1
白
［
O
鎖
一
の
②
一
ロ
一

Φ
ε
一
二
一
ε
類
白
日
u
q
↑
2
◎
o
覧
霞
O
ζ

　
　
撃
O
目
口
弓
①
謡
唱
ρ
Q
琶

　
　
　
　
o
o
＝
の
◎
ひ
N
蓼
』
」
山

　
㌣
8
δ
繧
三
塁
昌
品

　
紹
覧
⇔
◎
⑪
調
誉
累
月
。
り

O
d
胃
の
◎
一
層
目
邸
8
の
d
σ
湿
⇔
ヨ
Q

　
　
　
　
§
暑
奮
魯

　
　
雪
O
自
邸
昌
ω
O
ε
9
0
山

　
　
　
　
　
　
　
N
。
8
帽
Q

　
　
　
　
　
　
　
N
，
8
邸
Q

qり

ﾃ
O
實
邸
三
雛
謂
O
弓
3
日
O
栃
の
撃
O
】
≧ 　

　
　
肩
2
0
』
側
の
差
一
泊
ぢ
3

0
。
。
薯
甥
9
8
罵
b
o
－
唆
6
姦
畠
9
繭
阜
℃

　
ヨ
O
ち
」
叡
誉
唱
h
ρ
冨
お
』
8
の

　
　
　
　
　
　
輯
㊤
ぢ
ζ

届
2
0
h
q
b
o
ε
b
轟
唱
唱
ρ
冨
6
』
8
0
り

　
　
　
　
鎖
一
9
り
帽
邸
（
冥
帽
曽

　
　
　
　
置
2
。
a
8
鳥

　
　
σ
3
（
冥
翰
寸
℃
巖
邸
邸
（
黛
◎
ゆ

　
　
　
　
　
の
℃
賓
邸
綴
Q
Q
鄭
5
の

石
2
ρ
己
智
b
o
℃
＝
め
懇
お
』
8
切

　
　
℃
自
邸
の
醸
隷
戯
9
り
霧
⇒
O
繕

β
2
9
鳥
導
噌
h
ρ
葛
b
馨
0
9

石
O
ち
」
畠
b
心
口
蜀
逗
」
ρ
零
6
」
8
の

　
　
　
　
　
目
5
鳩
ミ
O
偽
ミ
ベ
◎
、
．
臼

の
濾
鱒
訟
の
執
O
綴
｝
O
噂
笛

℃
§
田
同
細
目
崖
≧
Q
h
§
篭
§
℃
慧
．
目

　
　
　
　
い
N
寸
笛
∩
匡
一
幅
題
8
．
q

　
　
　
　
属
寸
0
6
寒
§
N
§
ミ
」
穀
．
日

の
綴
欝
翻
り
う
執
O
綴
輌
O
O
固

　
　
　
唱
ζ
⇔
ひ
ひ
N
ミ
謎
』
§
竃
ミ
へ
．
q

　
　
　
　
至
芸
N
ミ
§
℃
廷
．
績

　
寸
。
ら
O
帽
芝
Q
h
§
N
ミ
§
9
遣
．
q

　
N
笛
目
蓋
≧
Q
h
§
N
ミ
§
℃
難
．
目

の
尋
◎
帽
ミ
ミ
§
ミ
翼
穀
。
日

寸
○
雪
囲
二
戸
ミ
ミ
§
℃
慧
．
q

　
　
q
識
日
§
煽
§
9
難
．
↓

　
　
卜
斡
ト
ミ
遣
ミ
鵯
ミ
転
愚
．
q

一エ8一

鍾
以
鞭
穂

製
喧
騒
黎

型
記
帳
畏
3
旺
、
”
ゆ
鰹
冨
蜘
禦
セ

魚
賢
担
餐
樋

騨
聰

、
釦
騨
ゆ
極
認
思
序
図
海
セ
e
ヨ
U
ヨ
9
0
訂
一
・
い
網



主の細胞表面の糖鎖に付着することで立体障害となり，病原性細菌が付着

する糖鎖のある部位がさえぎられることにより，病原性細菌の付着を競合

阻害することも考えられる。しかし，各種細菌が付着機構の相違によって

棲み分けをしてきたと推測すると，表面積の広いヒト腸管において，乳酸

菌と病原性細菌がそれぞれ異なった糖鎖を認識した場合，付着競合阻害が

起こることは考えがたい。たとえば，EcO1∫と5σ1〃30ηε〃αは，同じマンノ

ースを認識しながらも，付着部位（組織）を違えて生息することで，競合

していないと推測される。

　以上のことから，積極的に病原性細菌による感染症を予防するためには，

乳酸菌が宿主の細胞表面の病原性細菌と同じレセプターに付着し，病原性

細菌との付着競合阻害を起こすほうが効果的と考えられる。まず一つの考

え方として，天然あるいは合成したレセプターである糖鎖を生体に投与す

れば，病原性細菌のレクチンに結合することで，競合的な付着阻害を引き

起こすことが期待できる。しかしながら，糖鎖は一般に，体内で速やかに

代謝されてしまうので持続的な効果は期待できない。もう一つの方法とし

て，病原性細菌の二二結合部位と同様のレクチンを作成し，先にその認識

する糖鎖をプロヅクしておく，あるいは強い親和性によって置換すること

である。

　本研究では，乳酸菌において，病原性細菌のアドヒジュンタンパク質を

発現させ，効率のよい感染防御系の構築を目指した。まず，病原性細菌の

付着についての機能や性質がよく研究されているE．co1’のType　1線毛のア

ドヒジュンタンパク質をコードした加H遺伝子を用い，乳酸菌でこの遺伝

子の発現を試みた。伽H遺伝子は線毛全体をコードした線毛遺伝子の最下

流に存在し，加H遺伝子だけを発現させても線モとしては形成されない。

Eco1∫のType　1線毛を図2に示したが，まず菌体内でそれぞれの構成タン
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バク質が生産されて，細胞内膜を通過し，ペリプラズムに移行する。ここ

でペリプラズムに移行したタンパク質は，シャペロンタンパク質と結合し，

細胞外膜へと移行する。細胞外膜に到達した構成タンパク質が，細胞外膜

から菌体外へ出て，細長い線毛を形成し，細胞表面に線毛を突き出すこと

となる。これらは且co〃における線毛形成の様子であり，乳酸菌において

線毛と同じタンパク質が産生されても，乳酸菌はグラム陽性細菌で細胞膜

構造が異なるために，線毛としての機能が発揮されない（菌体表層に固定

されない）と考えられる。そこでアドヒジュンタンパク質のみを乳酸菌で

産生し，乳酸菌の菌体外への分泌させることを考えたが，そのために菌体

内のタンパク質を放出させるシグナルペプチドが必要である（図3）。伽H

遺伝子にはE．co1’の菌体細胞内膜を認識するシグナルペプチドをコード

しているシグナル配列が存在するが，乳酸菌の菌体内においてこのシグナ

ルペプチドは機能せず，すなわちFimHタンパク質は産生されても，菌体

外へ移行することはできない（図3－A）。そこで，乳酸菌のシグナルペプチ

ドと同時にFimHタンパク質を産生させると，乳酸菌の菌体細胞膜および

細胞壁を通過することができるようになる（図3－B）。FimHタンパク質が

菌体外へ通過しても，細胞壁に固定されないと，菌体外へ分泌されてしま

う。そこで，乳酸菌の細胞壁にタンパク質を固定するようアンカータンパ

ク質によって，乳酸菌の菌体外へ通過したFimHタンパク質を細胞壁へ固

定する（図3－C）ことがを試みた。すなわち乳酸菌がFimHタンパク質を

菌体外に放出するシグナルペプチドと同タンパク質を菌体表層に固定する

アンカータンパク質をコードした遺伝子を用いてプラスミドを構築し，ア

ドヒジュンタンパク質であるFimHタンパク質の機能をもつ融合タンパク

質を産生させる系を考案した。

　本実験で用いた乳酸菌のシグナル配列とアンカー配列は，L傭0肋C∫〃μ3
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乃ε1vθ’∫ω3　CP790のプロティナーゼ（pr彦y）遺伝子（図4，　Yamamotoε如乙46））

由来のものである。遊離アミノ門門が少ない牛乳中で乳酸菌が生育する上

で，乳酸菌がタンパク質分解システム47）をもち，菌体表面に存在するプロ

ティナーゼといくつかのペプチダーゼを働かせ，カゼインを細胞に必要な

アミノ酸や小さなペプチドにまで分解することは非常に重要な行為である。

このことは，チーズなども含めた発酵乳製品のフレーバー生成にも大きく

関与している。プロティナーゼのC末端の18アミノ酸の疎水性部分は，

菌体表層へ固定するためのアンカー配列で遺伝子組換え技術で構築された

C末端を欠いたプロティナーゼは培地中に分泌される47）ことから，このプ

ロティナーゼがもつアンカータンパク質は，乳酸菌の菌体表層に固定させ

る働きのあることがわかる。本タンパク質のシグナルペプチドとアンカー

タンパク質（図4－A）をもっこれをコードしているpπy遺伝子（約1．6kb，

図4－B）は，L．乃θ1vθ伽3　CP790の染色体DNAに存在しており，すでにク

ローニングされている46）。このプロティナーゼの様子より，pπy遺伝子の

アクティブドメインに伽3H遺伝子を組み込めば，乳酸菌においてFimHタ

ンパク質を融合タンパク質として産生させ，菌体外へ放出，そして細胞壁

に融合タンパク質が固定されると考えられた。

　上記融合タンパク質を発現した組換え乳酸菌が作出されれば，図5に示

したように，病原性細菌と同じ糖鎖を認識し，宿主の細胞表面へ付着する

ことが可能になるシステムが構築できると思われる。病原性細菌が付着す

る前に，宿主の細胞表面を組換え乳酸菌が覆うことによって，感染防御が

可能であると考えられ，このことはプロバイオティクス乳酸菌の付着に関

する研究などで「乳酸菌セラピー」という考え方で述べられている48）。一

方，病原性細菌が付着している糖鎖に対して・よウ親和性の高い乳酸菌が

作出されれば，すでに定着している病原性細菌を排除することも考え得る。
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図4．L．乃θ1vε∫’cμ5　CP790のプロティナーゼ46）

　A；産生されるプロティナーゼのモデル図

　B；プロティナーゼ（pπy）遺伝子の模式図
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　本論文では，第1章において，乳酸菌でタンパク質を発現させるために，

まずグラム陽性菌・陰性菌のシャトルベクターに，乳酸菌のpπy遺伝子の

プロモーター，シグナル配列，アンカー配列を組み込んだプラスミドを構

築し，次にpπy遺伝子のドメインに且co1’由来の線毛アドヒジュンタン

パク質遺伝子である伽H遺伝子を組み込んだ。構築したプラスミドについ

て，DNAシークエンスを行ないその配列を確認した。第2章では，ウェス

タンブロヅティング法により融合タンパク質の産生を確認した。今回の実

験で着目したType　1線毛をもつEco1∫は，尿路感染症の原因菌14・15）であ

るが，感染経路として，腸管を経過してきたものが，尿路感染を起こして

いる可能性が高い。このことから腸管通過と付着をふまえ，乳酸菌や他の

細菌の付着試験2俳31’38’41’44）によく使用されるヒト上皮細胞モデルとして結

腸線癌由来Caco－2細胞への付着競合阻害試験を行なった。第3章において，

融合タンパク質遺伝子を発現するプラスミドを用いて乳酸菌（加α0わ側〃μ∫

cσ3ε∫CP680）を形質転換した。乳酸菌菌体内での融合タンパク質の検出は

第2章と同様にウェスタンプロッティング法によって確認した。
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略語の説明

本研究で供試した菌種と本文中での略表記について以下に示す。

・　E∫C乃εr’C11’αCO1∫。事實鱈・。。。。ひ8嘘・。。。Φ》鴛湾‘。。。。》駕嘘。。。。●1「．　CO1∫

・　LαC∫0わαC∫11μ3乃θ1Vε琵Cπ3。。。3漏鴫。。。。。車8‘。◎。。。3鵠嘘・。。。。L．乃ε1Vθ‘∫C己45

・　LαC∫oわ6ZC∫11μ5　Cσ5ε∫8確・◎。。．参8‘・。。。．》8嘘。．．。。事8幡・。。。。L．　CαCε’

　菌種名を上記のように略称して表示した。

　本研究で供試した菌株の諸性質を表6に，プラスミドの諸性質を表7に

示した。
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第1章

Eoo1∫由来線毛アドヒジュンタンパク質遺伝子を

　　発現させる乳酸菌遺伝子への組み込み



目　的

　乳酸菌は一般に，動物やヒト腸管内に定着し，腸内細菌叢の改善に貢献

し，その菌体成分や発酵生産物の生理効果，ならびに生きている乳酸菌が

発揮する生理効果についても，さまざまな角度から研究されている。この

ような生理効果を顕著に示すプロバイオディクス乳酸菌の腸管における定

着性は重要視されている。乳酸菌の付着については，1980年代後半より現

在に至るまで種々報告されており2牛45），付着性は動物やヒトなど宿主の細

胞表面に存在する糖鎖を認識する菌体表層タンパク質によるものとされて

いるが，その付着因子や付着強度についての統一的な見解はほとんどみら

れない。また乳酸菌の付着因子として，病原性細菌と同じ糖鎖をレセプタ

ーとしている場合も考えられるが，異なるレセプターである場合には，広

い腸管をイメージすると病原性細菌の付着を効率的に競合阻害するとは考

えがたい。

　本研究では，宿主への付着機能がよく知られているType　1線毛をもつ

且co1’の線毛遺伝子に注目した（図1）15）。このType　1線毛遺伝子は約9．O

kbの大きさでクラスターを形成しており，線毛の各タンパク質の発現のた

めに，プロモーターをいくつか有している。Type　1線毛のアドヒジュンタ

ンパク質であるFimHタンパク質は線毛の先端に存在し，そのFimHタン

パク質をコードしているガ〃班遺伝子（約0．9kb）は線毛遺伝子の下流に存

在する。DNAシークエンスの解析より．伽H遺伝子はプロモーターをもた

ないが，シグナル配列を有していることがわかっている15）。FimHタンパ

ク質は，宿主の細胞表面のマンノースをレセプターとして付着する。乳酸

菌の菌体内でFimHタンパク質を産生させ・菌体外に放出・菌体表層に固

定することによって，乳酸菌に哺乳動物（宿主）の消化管などの上皮細胞
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表面への付着する機能を付与することが考えられる。また，FimHタンパ

ク質と同じ機能をもつ乳酸菌によって，Type　1線毛をもつ瓦co1’が付着す

る前に，宿主の細胞表面に存在する同じマンノースに乳酸菌が付着し，競

合阻害して感染防御すると推測した。このFimHタンパク質を乳酸菌の菌

体内で産生させるための発現プラスミドを構築することとした。

　しかし，グラム陰性菌の．伽H遺伝子を乳酸菌で発現させるためには，そ

の上流に乳酸菌用のプロモーターが必要である。家た，乳酸菌の菌体内で

産生されたFimHタンパク質を菌体外へ放出するためのシグナル配列と，

放出されたタンパク質を菌体表層に固定させるアンカー配列が存在するこ

とで，乳酸菌の菌体表層にFimHタンパク質を固定し機能を発揮すること

が可能となる。本研究ではし．乃θ1vθ’蜘5　CP790のプロティナーゼ（pπy）遺

伝子46）（図4）を用いた。pr∫y遺伝子は，菌体内で産生されたプロティナ

ーゼを菌体外へ放出するシグナルペプチドと下肥表層に固定するアンカー

タンパク質をコードしている。このpπy遺伝子のシグナル配列とアンカー

配列の間のドメイン部分に加11遺伝子を組み込み，融合タンパク質として

産生させ，乳酸菌の二三表層への融合タンパク質を固定させるプラスミド

の構築に応用した。

　乳酸菌の形質転換において，宿主・ベクター系の確立は菌種・菌株ごと

に条件が異なることが知られている60）。且CO1∫は，遺伝子の発現系はよく

研究され，目的のタンパク質の獲得に最も多く用いられる宿主である。す

なわち，且co〃は分子生物学的解析が長年にわたって行われてきた結果，

さまざまな目的に応じた宿主となる菌株とベクター系が確立されており，

その多くは市販されるなど入手しやすいこと，また増殖が速く，形質転換

やプラスミドの抽出などが容易であること・実験察で用いられる菌株の安

全性が認められている61）。以上のことから，本実験で構築したプラスミド
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の解析を容易に進めるために，グラム陽陛菌とのシャトルベクターを用い，

EcO1∫を宿主としてまず供試した。すなわち，瓦CO1∫で容易に構築プラス

ミドを複製させ，また最終的には乳酸菌でのタンパク質の産生とその機能

を確認するために，グラム陽性菌・陰性菌のどちらでも複製可能なシャト

ルベクターであるpHY300PLK（図6）を用いた。また，乳酸菌用のプロモ

ーターとして，pπy遺伝子46）（約1．6　kb）を用いた。　pπ｝／遺伝子のプロモ

ーター部分から遺伝子全体を確実に使用するために，すでにクローニング

されているpEPI46）のプロモーターの上流をDNAシークエンスにより確認

した。シークエンスしたプロモーターの上流からpπy遺伝子がPCR増幅

するように，またpHY300PLKに組み込めるように制限酵素認識配列を含

むプライマーを設計した。テンプレートDNAとして五乃ε1yθ∫∫c〃5　CP790の

染色体DNAを抽出し，設計したプライマーよりpπy遺伝子のPCR増幅を

行なった。また，．伽E遺伝子のPCR増幅するためのテンプレートとして

は，クローン化されたEco1∫由来の線毛遺伝子pSH253）を用いた。　PCR増

幅された加H遺伝子を，pπy遺伝子のドメインの部分に組み込み，　FimH

タンパク質を含む融合タンパク質を産生させるプラスミドの構築を試みた。
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実験材料

〈供試菌株とプラスミド〉

供試菌株とプラスミドは，以下のものを供試した（表6，7）。

　・E．co1∫JM105

　・　E．co1∫EPI

　・E．co1’ORN103（pSH2）

　。　五．乃ε1レε∫∫c配∫CP790

　・pHY300PLK

〈供試培地〉

　供試培地は，以下のものを供試した。

　・LB液体培地

　　トリプトン　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．Og

　　酵母エキス　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．5g

　　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　1．Og

　　上記成分を蒸留水100mlで溶解後，121。C，15分間高圧滅菌した。

　・MRS液体培地

　　MRS　Broth（Oxoid）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5．2　g

　　蒸留水100n皿で溶解し，121。C，15分間高圧滅菌した。

　・アンピシリン（Ap）溶液（5　mg／血1）

　　アンピシリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．5g

　　蒸留水100mlで溶解後，滅菌フィルター（孔径0．2μm）でろ過し，

　　アルミホイルで遮光し，冷蔵保存した（約1ケ月使用可）。
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・テトラサイクリン（Tc）溶液（2　mg／h11）

　テトラサイクリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．2g

　蒸留水100mlで溶解後，滅菌フィルター（孔径0．2μm）でろ過し，

　アルミホイルで遮光し，冷蔵庫で保存した（約2～3週間使用可）。

・ApおよびTc含有LB（LBTc）寒天培地

　LB液体培地に1．5％の細菌用粉末寒天を添加し，121℃，15分間高圧

　滅菌した。約50。Cまで冷却後，上記のAp溶液およびTc溶液を1％添

　加して静かに混合し，シャーレに流し入れ暗所（約30。C）で一晩乾燥

　させた。

〈制限酵素〉　（すべてTakaraの製品を用いた）

　　用いた制限酵素は，βα〃2H　I，　EcoRI，漁α1，8ρθ1およびβρμ11021で

　　その詳細は，表8に示した。

＜供試試薬＞

1）Alka㎞Lysis　Miniprep法57）によるプラスミド抽出用試薬

・0．1Mトリス塩酸（Tris－HCI，　pH　8．0）

　　　トリスヒドロキシメチルアミノメタン（Tris）　　　　　　1．219

　　　蒸留水で溶解し，HC1をpH　8．0になるまで添加し，100mlにメスア

　　　ップした。調製後，121。Cで15分間高圧滅菌した。

　・0．25Mエチレンジアミン四酢酸（EDTA）溶液（pH　8．0）

　　　EDTA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．3　g

　　　蒸留水で溶解し，pH　8．0に調整した後，100　mlにメスアップした・

　・グルコース／トリス／EDTA（GTE）溶液

　　　グルコース　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．9g
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表8．本実験：に供試した制限酵素59）

制限酵素
認識する　　添付バッファー
　　　　　　　　　　　　　　反応温度
塩基配列　　　　（10×）

IH配β

IROCE

1描

1θ

10211恥

GGATCC
CCTAGG
GAATTC
CTTAAG
TCTAGA
AGATCT
ACTAGT
TGATCA

：：燃

　　　K

　　　H

　　　M

　　　M

　βρκ11021

専用バヅフアー

30。C

37。C

37。C

37。C

37。C
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　　0．1MTris－HCI（pH　8．0）　　　　　　　　　　　　　25．O　ml

　　O．25M　EDTA溶液（pH　8．0）　　　　　　　　　　　　　　4．O　mI

　　上記成分を蒸留水で溶解後100m1にメスアップし，121。Cで15分間

　　高圧滅菌した。

・水酸化ナトリウム・硫酸ドデシルナトリウム（NaOH／SDS）溶液

　　水酸化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．Og

　　硫酸ドデシルナトリウム（SDS）　　　　　　　　　　　1．O　g

　　上記成分をそれぞれ蒸留水で溶解後100m1にメスアヅプし，121。C

　　で15分間高圧滅菌した。実験で使用する際，等量ずつ混合して用い

　　た。

・5M酢酸カリウム（pH　4．8）

　　氷酢酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　29．5ml

　　水酸化カリウムをpH　4．8になるまで添加し，蒸留水で100mlにメス

　　アヅプし，高圧滅菌せずに，常温保存した。

・酢酸カリウム溶液

　　5M酢酸カリウム溶液　　　　　　　　　　　　　　　60．Om1

　　酢酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11．5m1

　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　28．5m1

　　上記の割合で，実験を行なう際に混合した。・

・フェノール・クロロホルム

　　フェノール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 500g

　　　下記の3％塩化ナトリウム溶液により溶解した。この時，フェノ

　　　ールの瓶には思ったより少量しか入らないが，蓋を密栓しユニバ

　　　ーサルシェイカーで振盟すると完全に溶解した。
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　　　　3％塩化ナトリウム溶液

　　　　　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　12．Og

　　　　　蒸留水で溶解し，400mlにメスアップした。

　　　上記の溶解したフェノールと等量のクロロホルムを混合し，褐色瓶

　　　に移し，フェノールの酸化を防止するために，3％塩化ナトリウム溶

　　　液を入れ，蓋にパラフィルムを巻いて密栓し冷蔵保存した。

　・0．1M　Tris－HCI（pH　7．5）

　　　前述の0．1MTris－HC1（pH　8．0）と同様に，　Trisを蒸留水で溶解し，

　　　HCIをpH　7．5になるまで添加し，100m1にメスアップした。調製後，

　　　121。Cで15分間高圧滅菌した。

　・リボヌクレアーゼA（RNase　A）溶液（1mg／1n1）

　　　RNase　A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．19

　　　0．1MTris－HCI（pH　7．5）を10　mMになるように蒸留水で100　mlに

　　　調製しRNase　Aを溶解した。その後，マイクロチューブにユm1ずつ

　　　分注し，95。Cの高温槽で10分間保持した後，一20。Cで保存した。

　1ジエチルエーテル（常温のものを使用した）

　・5M塩化ナトリウム溶液

　　　塩化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　29．22g

　　　蒸留水で溶解し100m1にメスアップした後，121。Cでユ5分間高圧滅

　　　菌した。

　・99％エタノール（一20℃で冷凍保存した。）

・70％エタノール（一20。Cで冷凍保存した。）

2）アガロースゲル電気泳動用試薬

・TBEバッファー（5×TBEバッファーを作りr使用するときに5倍希

　釈した。）
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　　Tris

　　ホウ酸

　　0．25M　EDTA溶液（pH　8．0）

　　蒸留水で溶解し，室温で保存した。

・エチジウムブロマイド（EtBr）溶液（10　mg／m1）

　　エチジウムブロマイド

　　蒸留水10mlで溶解し，遮光して冷：蔵保存した。

5．399

2．759

4．00mI

0．19

　　＊DNAサンプルを電気泳動した後のアガロースゲルの染色に用いた。

・アガロースゲル電気泳動用DNAサンプルバヅファー

　　　10×10adingバッファー（Takara）

　　　制限酵素などに添付されているものを使用した。

　・分子量マーカー

　　　λ一1万刀4111digest（Takara）

3）クローニング用試薬

　・ライゲーションバッフアー

　　　DNA　Ligation　Kit　Ver．2　1液（Takara）

　・塩化カルシウム溶液

　　　塩化カルシウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．559

　　　0．1MTris－HCI（pH　8．0）　　　　　　　　　　　　　10．00　ml

　　　上記成分を溶解し100mlにメスアップ後，121。Cで15分間高圧滅菌

　　　した。

4）プラスミド抽出試薬

　・プラスミド抽出用カラムキット（Quantum　prep⑪plasmid　mini　prep　kit，

　BIO－RAD）

　　　細胞懸濁溶液（CeU　resuspension　solution）
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　　　細胞溶解溶液（CeU　lysis　solution）

　　　中和溶液（NeutraHzation　solution）

　　　マトリックス（Quantum　prep　matrix）

　　　洗浄溶液（Wash　buf財）＊99％エタノールを等量加えて，調製した。

　・TEバヅファー

　　　Tris　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．129

　　　0．25MEDTA溶液（pH　8．0）　　　　　　　　　　　　40．O　mI

　　　上記成分を溶解後，pH　7．5に調整して100　mlにメスアップし，1210C

　　　で15分間高圧滅菌した。

5）シークエンス用試薬

・プライマー（合成オリゴプライマー，日本製粉）

　　pHY4849F：5’一CCTATGGAAAAACGCTTTGC－3’（20mer，　Tm＝54。C）

　　pHY74R　　：5’一AGAGTTCAAAATTGATCCTT－3’（20mer，　Tm＝48。C）

　・シークエンス反応用試薬

　　200μ1のGeneAmpチューブに以下のように反応液を調製した。

　　Terminator　Ready　Reaction　Mix

　　TempIate　DNA

　　プライマー：pHY4849FまたはpHY74R

　　計0．02mlになるように純水を添加した。

・10×TBEバヅファー

　　Tris

　　ホウ酸

　　0．5M　EDTA（pH　8．0）

　　上記成分を蒸留水で1，000m1にメスアップレた。

0．008m1

0．3μ9

3．2pmoI

108．Og

55．Og

40．Oml
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・シークエンス用ゲル溶液

　以下の試薬をビーカーに用意し，40～45。Cに加熱しながらスターラー

　で撹絆した。

　　尿素　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25．009

　　アクリルアミド　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．85g

　　ビスアクリルアミド　　　　　　　　　　　　　　　　0．159

　　10×TBEバッファー　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5．O　m1

　　完全に溶解させた後，蒸留水で50mlにメスアップし，0．2μmフィ

　　ルターでろ過した。

・3M酢酸ナトリウム溶液（pH　4．6）

　　酢酸ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　24．61g

　　蒸留水で溶解し，pH　4．6になるまで氷酢酸を添加し，100mlにメス

　　アップした。

・10％ペルオキソニ硫酸アンモニウム（APS）

　　　APS

　　　蒸留水

　　　蒸留水で溶解後，マイクロチューブで一20℃で保存した。

　・N，N，　N’，　N’，一テトラメチルエチレンジアミン（TEMED）

　　　TEMED

　・シークエンス用ローディングバッファー

　　　脱イオンホルムアミド

　　　0．05MEDTA溶液（pH　8．0）

6）染色体DNA抽出試薬

0．19

1．Om1

30m1

100μ1

20μ1

・酵母・グラム陽性菌用ゲノム抽出キット（GepTLEくんTM，　Takara）

　　Gen　TLETM　Yeast　Solution　I

　　　　　　　　　　　　　　－41一



　　　　Gen　TLETM　Yeast　Solution　II

　　　　Gen　TLETM　Yeast　Solution　III

・イソプロパノール（市販のものを常温で使用した。）

7）PCR用試薬

　・Taqポリメラーゼ

　　　　Z一距gTM　（Takara）

・プライマー（下線部：制限酵素サイト，合成オリゴプライマー，日本

　　製粉）

　　　prtYF　　5’一CGTCTAGAACGGGGGTTGATTGATCGGG－3，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（28mer，　Tm＝66。C）

　　　prtYR　　5’一GCGGATCCCTCGCrTTCCCTTTATTTAG－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（28mer，　Tm＝63。C）

　　　丘㎡HF　　5’一TGCCTGGTCATTCACTAGTAAAACCGCCAA－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（30mer，　Tm＝66。C）

　　　firn：HR　5，一TCGCTGGAATAAGCTTAGCGTrGCGCGTCA－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（30mer，　Tm＝66。C）
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実験方　法

1．プロティナーゼ遺伝子のプロモーター上流のシークエンス

　プロティナーゼ（pπy）遺伝子の上流をシークエンスするために，すで

にクローニングされているpEPI46）より，pπy遺伝子をpHY300PLKに組み

換えた。

1）囲kahne　lysis　m㎞prep法62）によるプラスミドの抽出

　《供試菌株の調製》

　　　LB液体培地10　m1にTc溶液（2mg／ml）を1％添加したE．　co1∫HB101

　　（pEPI）を接種し，37。Cで一晩培養した培養液を1．5　ml用いた。培養

　　液をマイクロチューブで卓上遠心機で12，000LP．mで5分間遠心分離

　　し，上清を取り除き，菌体をペレット化したものをサンプルとして用

　　いた。

　《プラスミド抽出》

　　　菌体ペレットを，GTE溶液0．1　mlで懸濁し，溶解後5分間室温に置

　　いた。次に，NaOH／SDS溶液0．2　mlを添加し，指ではじいて混合後，

　　5分間氷上に置いた。酢酸カリウム溶液0．15mlを添加し，ボルテック

　　スミキサーで混合後，5分間氷上に置いた。12，000叩．nしで5分間遠心

　　して，上清を新しいマイクロチューブに移した。

　　　得られた上清にRNase　A溶液を1μ1添加した後，等量のフェノー

　　ル・クロロホルムを添加後，遠心分離して上清を新しいマイクロチュ

　　ーブに移した。この上清に，パスヅールピペットでジエチルエーテル

　　を約1ml添加し，蓋をしてよく混合した。この作業により，プラスミ

　　ド溶液中のわずかなフェノール・クロロホル4の除去を行なった。ジ

　　エチルエーテル（上清）とDNA溶液が分離したら，上清をパスヅー
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　　ルピペットによって除去した。わずかに残った層は，空気を送るとジ

　　エチルエーテルは気化し，除去することができた。また，気化を助け

　　るためにマイクロチューブの蓋を開けたまま，1分間程度放置した。

　《エタノール沈殿》

　　　この上清に5N塩化ナトリウム溶液を最終的に1Nになるように（90

　　μ1）添加し，2．5倍量の99％エタノールを添加後，一20。Cで5～10分間

　　静置した。12，000rp．m．で5分間遠心分離し，抽出したプラスミドを沈

　　殿させた。70％エタノールを添加し，12，000rp．m．，5分間遠心分離し，

　　沈殿したプラスミドのペレットを真空ポンプを用いて乾燥させた。

　　　得られたプラスミドをTEバッファーに溶解し，アガロースゲル電

　　気泳動によってプラスミドを確認した。

2）アガロースゲル電気泳動法

　《アガロースゲルの作成》

　　　三角フラスコに入れた1×TBEバッファーに，1．0％SEAKEM　ME

　　AGAROSE（FMC）を加え，マイクロウェーブを用いて，500Wで約2

　　分30秒間ゲルが完全に溶解するまで加熱した。約45。Cまで冷却した

　　後，ゲルメーカーセット（Mupid⑧一2，コスモ・バイオ）に流し込み，

　　コームを差し込み固まらせた。約15分間以上静置し固まってからコー

　　ムを抜き取り，ゲルプレートをミニゲル泳動槽に入れ，1×TBEバッ

　　ファーをゲルが十分に浸るように入れた。

　《プラスミドのアガロースゲル電気泳動》

　　　TEバヅファーに溶解したプラスミドに10×10adingバヅファーを10

　　培希釈になるよう添加し，軽くべヅティングした後，ゲルのウェルに

　　アプライし，パワーサプライをセヅトし100Yで約30分間泳動した。

　　同時に分子量マーカー（λ一正伽4111digest，　Takara）を泳動した。
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　　　泳動後，プラスティヅクタッパーに入れた蒸留水300mlにEtBr溶液

　　を0．1％添加し，アガロースゲルを入れ約3～5分間浸漬した後，蒸留

　　水が入った別のプラスティックタッパーで洗浄した。約10分間浸漬す

　　ると，過剰にゲルに入ったエチジウムブロマイドが蒸留水に流れ出て，

　　泳動したDNAサンプルをより鮮明に確認することができた。

　　　洗浄したアガロースゲルをラヅプを敷いた紫外線テーブル（TRANS

　　ILLUMINATOR，フナコシ）上に置き，フェイスマスクを装着し紫外

　　線を照射して，プラスミドを確認した。

　《ポラロイドカメラによるゲルの撮影》

　　　ポラロイドカメラ（MP－4電気泳動ゲル撮影セット，（株）藤本写真

　　工業）のピントを合わせ，レンズに紫外線と青色線を遮断するフィル

　　ター（赤色R1フィルター）を着け，フィルムをセヅトしシャッター

　　を押し，約13秒間シャッターを開けた（絞り：F8）。フィルムを抜き

　　取り，約30秒後にポラロイド写真が完成した。

3）クローニング法

　《制限酵素処理（Bα〃2HI，　EcoRIによる消化）》

　　　TEバッファー8μ1に溶解したpEPIおよびpHY300PLKを，それぞ

　　れマイクロチューブに入れ，制限酵素Bα〃2HIと10×Kバッファーを

　　最終溶液量の約1／10量（1μ1）ずつ入れて30。Cで2時間消化した。2

　　倍量のフェノール・クロロホルムを添加し，12，000監P．m．で5分間遠心

　　分離して上清を新しいマイクロチューブに移し，エタノール沈殿を行

　　なった。

　　　再び，TEバッファー8μ1に溶解し，　EcoR　Iと10×Mバッファーを

　　溶液の1／10量（1μ1）ずつ入れて37。Cで2時間消化した。消化後，こ

　　れにTEバッファーで溶解し，アガロースゲル電気泳動を行なった。
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　《アガロースゲルからのプラスミドの抽出》

　　電気泳動したアガロースゲルについて，紫外線テーブルで目的のDNA

　　断片を確認し，できるだけ余分なゲルを入れないようにエタノール消

　　毒したカッターの刃で切り出した。切り出したゲル片をゲル抽出用フ

　　ィルター付カップ（SUPRECTM－01，　Takara）に入れ，12，000　Lp．nL，10

　　分間，4。Cで遠心した。その後，フィルター付カップにTEバヅフアー

　　200μ1入れ，再度12，000二P．m．で10分間，4。Cで遠心した。遠心によ

　　って得られた遺伝子溶液をエタノール沈殿し真空ポンプで乾燥させた。

　《ライゲーション》

　　　アガロースゲルから切り出す際に濃度を確認し，TEバヅファーに溶

　　解したpHY300PLKとpπy遺伝子を，濃度比がpHY300PLK：prtY遺

　　伝子＝1：10の割合で混合し，DNA溶液と同量のライゲーションバッ

　　ファー（DNA　Ligation　Kit　Ve監2，　Takara）の1液を添加した。よく混合

　　した後，16。Cで2時間～一晩静置した。

4）ヒートショヅクによるEco〃の形質転換法

　《受容菌の調製》

　　　Eco1∫JM105をLB培地に1コロニーを白金耳で接種し，37。Cで一

　　晩培養した（プレ培養）。プレ培養したEco1∫JM105を，三角フラス

　　コ入りのしB培地100　mlに1％接種し，37。Cで2～4時間，振とう培養

　　した（OD550＝0．2～0．5）。培養液を氷中で10分間冷却し，4。Cで4，000

　　藍P．nL，5分間遠心し菌体を回収する。上清を除き，ペレヅトを氷中で

　　冷却した塩化カルシウム溶液1mlに懸濁した。氷上に15分間静置し

　　た後，4。Cで4，000鉄P．m．，5分間遠心した。上清を除き，ペレットの量

　　に応じて，最終的に0．2m1ずつ分注する量で填化カルシウム溶液に懸

　　濁し，マイクロチューブに分注した。
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　《ヒートショック》

　　　0．2m1ずつ分注した受容菌に，ライゲニションしたDNA溶液5μ1

　　を添加後，混合して30分間氷中に静置した。氷冷したサンプルチユー

　　ブを恒温槽で42。Cで2分間加熱した後，氷中に5分間静置した。その

　　後，1mlのしB培地を添加後，37。Cで1時間，振とう培養した。培養

　　したものを，1／10量ずつTc含有LB選択培地に塗抹し，37。Cで一晩培

　　養しTc耐性形質転換体を得た。

5）カラムによるプラスミド抽出法

　《供試菌株の調製》

　　上記で得られたTc耐性形質転換体をLB液体培地10　mlにTc溶液を

　1％添加したものに接種し，37。Cで一晩培養した培養液を1．5　ml用いた。

　培養液をマイクロチューブで卓上遠心機で12，000rp．nしで5分間遠心分

　離し，上清を除去し菌体をペレット化したものをサンプルとして用いた。

　　シークエンス用のプラスミド抽出は，プラスミド抽出用カラムキヅト

　（Quantum　prep⑪plasmid　mini　prep　kit，　BIO－RAD）を用いて，操作は添付

　の手順に従って行なった。精製したプラスミドは，TEバヅファーに溶解

　し，アガロースゲル電気泳動により精製度と濃度を確認した。

6）DNAシークエンス

　　　濃度を確認したプラスミドサンプルを用いて，PERKIN　ELMER　Dye

　　Terminator　Cycle　Sequencingに基づいて，反応，精製およびシークエン

　　スを行なった。

　《シークエンス反応》

　　　反応液の入ったGeneAmpチューブを，あらかじめ96。Cにしておい

　　たiCycler（BIO－RAD）にセットし・1サイクル：96。Cで2分・50。Cで

　　15秒，60・Cで4分を計25サイクルで反応させ，反応終了後は4。Cで保
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存した。1．5mlのマイクロチューブに2μ1の3M酢酸ナトリウム（pH

4．6）と50μ1の99％エタノールを混合した。反応終了後の反応液全量

をこのマイクロチューブに添加し，ボルテックスミキサーで撹絆した

後，氷中に10分間静置した。その後，12，000Lp．m．で30分間遠心後，

上清をピペットでできる限り取り除いた。そこに，250μ1の70％エタ

ノールを添加し，12，000rp．m．で15分間遠心分離した。上清を除き真

空ポンプでペレヅトを乾燥させた。

《シークエンス用ゲルの作製》

　オートシークエンサー用のガラスを専用の洗剤を用いて両面とも洗

浄し蒸留水でリンスした。風乾した後，ガラスの両面とも内側になる

面をさらに99％エタノールでJKワイパーを用いて2回磨いた後，ガ

ラス板を組み立てた。ゲル溶液を10分間脱気した後，250μ1の10％APS

と，30μ1のTEMEDを添加しよく混合後，50　mlのシリンジを用いて

組み立てたガラス板に注入した。ガラス板を水平に置き，ゲルキャス

ティングコームを差し込み，2～3時間放置して，十分にゲルを重合さ

せた。

《シークエンシング》

　重合したゲル板を洗浄した後，オートシークエンサー（PERIqN

ELMER　373A　DNA　Sequencing　System）に設置し，バッファー槽に1×

TBEバッファーを満たして10分間プレランを行なった。シークェン

ス反応で精製したサンプルを，5μ1のシークエンス用ローディングバ

ッファーに溶解し，90。Cで2分間加熱した後，氷で急冷した。ゲルの

プレランを中止してサンプルをゲルにロードし泳動を開始し，電気泳

動は14時間行なった。
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2．シャトルベクターを用いたprが遺伝子のサブクローニング

7）染色体DNA抽出法

　　　L．乃θ1v8∫‘c鰐CP790を一晩培養したものを1。5　ml（～1．20D600）より

　　ペレット化し，酵母・グラム陽陛菌用ゲノム抽出キット（Takara）を

　　用いて，染色体DNAを抽出した。操作は，キットの手順に従って行

　　なった。抽出し100μ1のTEバッファーに溶解した染色体DNA溶液

　　をエタノール沈殿させたあと，真空ポンプにて染色体DNAペレヅト

　　を乾燥させた。乾燥した染色体DNAをTEバッファーに溶解し，アガ

　　ロースゲル電気泳動で確認した。

8）PCR法

　《PCR反応》

　　　濃度を確認した染色体DNAをPCRに供試した。　PCR試薬には，

　　Z一距gTM（Takara）を用いて，　PCR反応液を表9－Aの割合で調製した。

　　操作は氷上で行なうと，プライマーのミスアニーリングが原因の非特

　　異的増幅を抑えることができる。

　　　各試薬を200μ1チューブに順番に加えていき，最後にピペッティン

　　グにより撹絆した。PCR反応条件は，表9－BのようにiCycler

　　　（BIO－RAD）のプログラムに設定し，反応液を調製後，すぐに反応を

　　スタートした。反応終了後，反応液の約1／10量（5μ1）を用いて，ア

　　ガロースゲル電気泳動法で増幅断片を確認した。

9）pπy遺伝子のサブクローニング

　　　手順は，3）の方法に順じて行なった。pHY300PLKおよびPCR増幅

　　したpπY遺伝子断片を，制限酵素Bα〃2HIおよびX肋1により消化し

　　た。消化された両遺伝子をアガロースゲル電気泳動し，ゲルから抽出

　　した。ゲルから抽出した両遺伝子をライゲーションを行なった。
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　　ライゲーション反応させたサンプルを用いて，4）のヒートショヅクを

　　行ない，Tc耐性形質転換体を得た。得られたTc耐性形質転換体のプ

　　ラスミド抽出を1）の方法で行ない，プラスミドをアガロースゲル電気

　　泳動し確認した（pY790の構築）。

3．pY790への．伽2H遺伝子の組み込み

10）ガ配H遺伝子のクローニング

　　アガロースゲル電気泳動により確認されたpY790のpπy遺伝子領域に

　　．伽H遺伝子を組み込んだ。

　《pSH2をテンプレートにした．伽H遺伝子のPCR増幅》

　　　且co1’ORN103（pSH2）を，プラスミド抽出用カラムキヅトを用い

　　て抽出し，操作は添付の操作手順に従って行なった。精製したpSH2

　　は，アガロースゲル電気泳動によって濃度を確認し，これをテンプレ

　　ートとして，プライマー缶mHFおよび且mHR）を用いて前述のPCR

　　法で行なった。PCR産物は，　DNA回収用フィルター付遠心チューブ

　　SUPRECTM－02（Takara）を用いて精製した。精製したPCR産物は，ア

　　ガロースゲル電気泳動で確認した。

　　　その後のクローニング手順は，3）の方法に順じて行なった。．伽H遺

　　伝子のPCR産物とpY790を，制限酵素勘ε1およびβPμ11021により

　　消化した。消化された両遺伝子をアガロースゲル電気泳動し，ゲルか

　　ら抽出後，ゲルから抽出した両遺伝子をライゲーションした。ライゲ

　　ーション反応したサンプルを用いて，4）のヒートショックを行ない，

　　Tc耐性形質転換体を得た。得られたTc耐性形質転換体のプラスミド

　　抽出を1）の方法で行ない，アガロースゲル電気泳動しプラスミドを確

　　認した（pYE田01の構築）。
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結果および考察

プラスミドpYEFHO1の構築

　本研究において用いたベクターは，クローニングの操作を考慮し，グラ

ム陰性菌・陽性菌のどちらでも複製できるシャトルベクターpHY300PLK

を用いた。

　今回，伽H遺伝子を乳酸菌の菌体内で発現させるために，pr孟y遺伝子の

完全なプロモーター領域を用いる必要性がある。しかし，プロモーター領

域より上流の配列はDDBJ［No．　ABO26985］に登録されておらず，本研究

でDNAシークエンスにより遺伝子配列を決定することとした。すでにク

ローン化されたpπy遺伝子，pEPIを用いたが，このプラスミドは，pKK223－3

（4．6kb，アマシャムファルマシア）のマルチクローニングサイトに存在

するBα〃3H　I，　EcoR　Iに組み込まれている。本研究で用いるpHY300PLKに

も両制限酵素サイトが存在するため，pπy遺伝子をこの制限酵素により

pKK223－3から切り出し，　pHY300PLKに組み込み，ヒートショックにより

且co1∫JM105の形質転換を行なった。得られたTc耐性形質転換体のプラス

ミドをプラスミド抽出用カラムキット（Quantum　prep⑪plasmid　mini　prep　kit，

BIO－RAD）を用いて抽出した。このプラスミドをpHY300PLKのプライマ

ー（pHY4849F，　pHY74R）を用いて，シークエンスした結果，プロモータ

ー領域より上流400bpが決定された（図7）。

　この結果に基づいて，pπy遺伝子のプロモーター領域の上流および終止

コドンの下流に，5’末端に制限酵素の認識配列を含むアダプター配列を付

加し，プライマーを設計した。プライマーPれYFおよびprtYR（図7）には，

アダプター配列として，βα醒HIと乃α1を組み込やだプライマーに設計す

ることで，PCR増幅された増幅断片はこの2つのサイトをもつ遺伝子断片
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となり，同制限酵素により消化したベクタープラスミドに組み込むことが

できる。pπy遺伝子を増幅させるために，ゐ．毒εJvε漉κ5　CP790の染色体DNA

をゲノム抽出キットを用いて染色体DNAを抽出し，　PCRのテンプレート

とした。

　P7埋遺伝子のPCR増幅断片およびpHY300PLKをBβ〃3H　Iと漁¢1で消

化（図8）し，アが灘一スゲルから目的の断片を切り出して精製した。精

製した両者を混合しライゲーションを行なった。その後，ライゲーション

させたプラスミドを用いて，ヒートショックによる且co1∬M105の形質転

換を行なった。Tc含有LB寒天培地によるスクリーニングを行なった結果，

Tc耐性形質転換体が得られたので，これらからプラスミドを抽出し，アガ

ロースゲル電気泳動したところ，プラスミドpY790が確認できた（図9）。

　次に，pY790に、伽H遺伝子をクローニングするために，加H遺伝子配

列を含むプラスミドpSH2をテンプレートに，プライマー舳HFおよび

fi搬H：RによりPCR増幅を行なった。こちらもpπyと同様に，アダプター

配列としてερε1とβρ濾◎21サイトをプライマーに設計し，PCRを行な

った。増幅された伽H遺伝子断片およびpY790をερε1とβρμ11021を用

いて消化（図10）し，ライゲーション後，再度ヒートショックによる且ω1‘

JI誼05の形質転換を行なった。得られたTc・形質転換体について，プラス

ミドを抽出したところ，プラスミドpYE田01が確認できた（図11）。抽出

したプラスミドを電気泳動したところ，制限酵素によってクローニングサ

イトに増幅断片が入っているのは確認できたが，pπy遺伝子領域に．伽H遺

伝子断片が確実に組み込まれているのを確認するには，シークエンスして

遺伝子配列を見る必要がある。そこで構築されたプラスミドについて，シ

ークエンスを行なった。
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b一／一ヨレ

A

1 2　　3　　M

（分子量：bp）

B

←23，130一→
〈一一9，416→
←6，557一一〉

←一4，361→

←2，322→←2，027→

M 4 5

〈一C

図8．pY790の構築に用いたpHY300PLKおよびpπy遺伝子

A．pHY300PLK

　　レーン1，2：βα〃2H　I，λ肋1で消化したpHY300PLK（矢印a：4，870bp）

　　レーン3：未消化のpHY300PLK（矢印b）

B．PCR増幅したpπy遺伝子

　　レーン4：PCR増幅した、ρr‘y遺伝子断片（矢印。：約1，700bp）

　　レーン5　＝negative　control

　　　フォワードプライマー：P貢YF

　　　リバースプライマー　：prtYR

　　レーンM：λ一H∫η4111digest分子量マーカー
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M　　　ユ 2　　3　　4　　5　　6

（分子量；bp）

　　2，3130一一一》

　　　9，416一一→

　　　6，557→

　　　4，361→
〈一pY790
　　（約5，800bp）

2，322一一＞

2，027→

564一一〉

〈一 ﾘり出された
　prtY遺伝子ドメイン
　　（約800bp）

図ユ0．5ρε1およびβρ岨ユ021で消化したpY790

レーンM　：λ一伍η4111digest分子量マーカー

レーン1～6：5ρθ1およびβρμ11021で消化したpY790
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構築したプラスミドのシークエンス

　pYE田01のシークエンスは前述のプライマーpHY4849FとpHY74Rを用いて

行なった。図12のように配列が決定され，pπy遺伝子のドメイン部分に加E

遺伝子断片が組み込まれているのが確認できた。

　本実験で，pHY300PLKのマルチクローニングサイトにpπy遺伝子を組み込

むために，Bα〃2HIと乃α1切断サイトをアダプター配列としてプライマーに設

計し，PCRを行なった。増幅されたPCR断片には，プライマーに含まれるア

ダプター配列が増幅断片に付加される。今回の実験においてガ躍遺伝子断片の

組み込む際も，制限酵素サイトを組み込な必要があり同様の考え方を用いた63）。

PCRのプライマーは，5’末端側にミスマッチがあっても機能する場合が多い。

このプライマーで得られたPCRフラグメントは両端に制限酵素認識部位があ

るので，その制限酵素で切断することによって5’一リン酸基をもつ突出末端が両

端に作られ，遺伝子断片は容易にベクターに組み込むことができる。プライマ

ーを設計する際の注意点としては，認識配列の外側にさらに数塩基余分にヌク

レオチドを追加した方が制限酵素による切断が確実であることと，認識配列を

含むアダプター部分はプライマーのアニーリングに寄与しないので，Tmの推

定値はアダプター部分を覗いた遺伝子特異的領域のみのオリゴヌクレオチドと

して計算する点が考えられる。また，2つのプライマーに異なる制限酵素部位

を付加しておくと，PCR増幅断片の方向を決めてベクターに組み込むことがで

きる。本実験で，pπy遺伝子のドメイン部分へ加H遺伝子断片を組み込む際に，

その方向性とアミノ酸のコドンを考慮して複製するようライゲーションし，シ

ークエンスによって遺伝子配列を確認した。

伽H遺伝子のシークエンス結果から・シグナル配列を入れない領域でプライ

マーを設計した。これはEco〃由来のシグナル配列が入っていても乳酸菌の菌

体内で産生させるので，F㎞Hタンパク質由来のシグナルペプチドは機能しな
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いと考え，この領域をはずしてPCR増幅するようにした。またPπyF遺伝子は

シグナル配列とアンカー配列をもつので，この遺伝子配列を利用することで，

Type　1線毛のアドヒジユンタンパク質をコードした伽1f遺伝子を乳酸菌にお

いて発現させ，獄Yタンパク質が産生されるように，シグナルペプチドーF㎞H

タンパク質一アンカータンパク質という融合タンパク質（図3）が産生される

と推測できる。この融合タンパク質は，乳酸菌の菌体内で産生されて，菌体表

層に固定されると考えられる。しかし，Eω1‘が宿主であるためシグナルペプ

チドが機能せず，E．　co1∫の菌体内に融合タンパク質が蓄積していると推定し，

菌体破砕液を用いて融合タンパク質の機能性を分析することとした。

　第2章において，この産生された融合タンパク質をウェスタンプロッティン

グ法により検出し，その機能性をヒト腸管上皮モデル培養細胞を用いた線毛に

よる付着性をもつ且co1εとの付着阻害試験を行なった。
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要　約

　第1章では，瓦ω〃と乳酸菌の両者において融合タンパク質を産生するよう

にプラスミドの構築を行なった。はじめにpπy遺伝子のプロモーター上流のシ

ークエンスを決定し，完全にプロモーターを含むよう制限酵素伽〃温1および

脆dサイト（配列中の下線部）を組み込んだプライマー（prtYF；5’一CG工⊆［

△⊆込ACGGGGGTT（筑TT（i麗CGG（｝「3，，　prtYR；5’一㏄（i鵡ATCCCTCGCTTTCC

CnTATITAG－3’を設計した。PCR増幅したpr∫y遺伝子を，pHY300PLKのBα〃2H

Iと肋α1サイトに組み込み，pY790を構築した。

　次にpY790にサブクローニングしたpπy遺伝子内の5ρθ1とβρμ11021で切

断されるドメイン（約800bp）を除去した後，両制限酵素サイトを含むプライ

マー（f㎞HF；5’一T㏄CTGGT（賀］πCACrAGTAAAACC㏄CAA・3’，　fimHR；

5’一TcGcrGGAArAAGσITA㏄GTr㏄㏄GTcA－3’）でPcR増幅した約680

bpのガ〃2H遺伝子を組み込み，　pYEFHO1構築した。このpYEFHO1をシークエ

ンスしたところ，pπy遺伝子のドメインにフレームが合うように加H遺伝子が

組み込まれているのを確認した。このプラスミドはEcO〃と乳酸菌で伽H遺

伝子を発現し，FimHタンパク質と趾Yタンパク質を含む融合タンパク質を産

生するものと推測され，次章以下でその証明を行なった。
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第2章

アドヒジュンタンパク質を含む

融合タンパク質の機能解析



目　的

　第1章では，Eco1∫由来の伽2H遺伝子およびL．乃ε1vθπ∫α∬CP790由来のpπy

遺伝子の両遺伝子を組み込んだpHY300PLKを用いたプラスミドpYE田01を

構築した。このプラスミドに組み込まれた遺伝子配列は，DNAシークエンスに

よって確認したが，Eco〃および乳酸菌においてこの遺伝子が発現し，産生さ

れた融合タンパク質が，F㎞Hタンパク質の機能を有するかどうかを確認する

必要がある。

　産生された融合タンパク質を検出するために，ウェスタンプロッティング法

を用いた。SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）により分子量ごと

に分離された各タンパク質をニトロセルロースメンブレンへ転写し，検出目的

のタンパク質の抗体を用いて，特異的なバンドとして検出する方法である。

　pYEFHO　1に組み込まれたシグナル配列は，乳酸菌の細胞膜を通過するシグナ

ルペプチドとして産生されるため，今回受容菌として用いたEoo1’JM105では

融合タンパク質が産生されても，菌体外への分泌はされないと推測される。そ

のために本実験では，Eω1∫JM105（pYEFHO1）の菌体細胞を破砕し菌体タン

パク質（検体）として用いた。本菌の菌体内で融合タンパク質が産生されてい

れば，抗体と反応させた時に抗原となるタンパク質すなわち目的のタンパク質

が検出できる。この時の一次抗体には，Eα，1∫ORN103（pSH2）から分離・精

製されたFimHタンパク質醐（n（ed亀T．　and　S．　N．　Abrahamより分譲）を抗原と

して，抗F㎞Hマウス血清（ポリクローナル抗体）を作製（本研究）し，プロ

ティナーゼを抗原として得た抗PnYマウス血清妬）（モノクローナル抗体，

Yamamoto，　Nε‘鳳より分譲）を用いた（図13）。それぞれの抗体に反応したも

のは・それぞれの抗体が認識するタンパク質を含む髄合タンパク質であると証

明できる。二次抗体には，図13のように市販のビオチン標識抗マウスヤギIgG
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、ム1　、ム♂

ニトロセルロースメンブレン

　　　抗原タンパク質
▲
　　　（融合タンパク質）

　　　一次抗体

禽　　　（抗F㎞Hマウス血清）
　　　（抗PrtYマウス血清）

南アビジン

寮　ペルオキシダーゼ

　　と発色剤

（ビオチン標識抗マウスヤギIgG）

○⊂〕○　　抗原以外のタンパク質

図13．免疫染色法モデル65）
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を用いた。

　次に，且co1∫JM105（pYE田01）で産生された融合タンパク質の機能性を確

かめた。病原性細菌や乳酸菌の付着試験では宿主モデル細胞に結腸腺癌由来

Caco－2細胞がよく用いられている2俳31・3載4L嘱・衡）のでこのCaco－2細胞を使用し

た方法㈲をもとに，本実験：では各供試菌株の付着試験および付着阻害試験を行

なった。FimHタンパク質の性質をもつ融合タンパク質が産生されていれば，

Type　1線毛と同じくマンノースを認識して，融合タンパク質による付着競合阻

害ができると考えられる。

　まず，Type　1線毛遺伝子をノックアウトした付着性がないEco1’ORN10351）

およびType　1線毛をもつEco1‘ORN103（pSH2）53）の付着強度の違いを検討し

た。次に，E．　co1∫ORN103（pSH2）が付着したCaoo－2細胞に，融合タンパク

質を産生するEω1’JM105（pYEFHO1）の菌体タンパク質を加え，融合タンパ

ク質による付着阻害試験を行なった。
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実験材料

〈供試菌株〉

供試菌株は以下のものを使用した。

・且co1∫JM105（pYEFHO1）

・E．co1∫JM105

・Eco1∫ORN103（pSH2）

・E．co1∫ORN103

〈供試試薬〉

供試試薬は以下のものを使用した。

1）SDS－PAGE試薬

・リン酸バッファー：PBS（pH　7．4）

　　NaCI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．O　g

　　Na2HPO4・12H20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．9　g

　　KCI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．2　g

　　KH2PO4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．2　g

　　上記成分を超純水1，000mlで溶解したが，この分量で作成するとpH　7．4付

　　近になる。溶解後，121。Cで15分間高圧滅菌した。

・10％（wlv）硫酸ドデシルナトリウム（SDS）溶液

　　蒸留水で溶解し，室温で保存した。

・4×分離ゲル用バッファー

　　Ths　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18．179

　　10％（w八7）SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4．00　ml

　　HC1を加えてpH：8．8に調整し，蒸留水で100　m1にメスアップした。

　　　　　　　　　　　　　　　一67一



・4×濃縮ゲル用バッファー

　T櫓　　　　　　　　　層　　12119
　　10％（w／v）　SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．00　ml

　HCIを加えてpH　6．8に調整し，蒸留水で100　m1にメスアップした。

・30％アクリルアミド

　　アクリルアミド

　　N，N’一メチレンビスアクリルアミド

　　蒸留水で500n皿にメスアップした。

・過硫酸アンモニウム（APS）

　1．5％（w／v）過硫酸アンモニウム

　上記成分を蒸留水1mlで溶解し，4。Cで保存した。

・サンプルバッファー

　　グリセロール

　　β一メルカプトエタノール

　10％（w／v）SDS

　濃縮ゲル用バッファー

　　ブロムフェノールブルー（BPB）

　蒸留水で100m1にメスアップした。

・4×泳動バヅファー

　Tris

　　グリシン

150．Og

　4．09

15mg

10．Om1

5．OmI

30．Om1

12．5m1

1．09

12．Og

57．6g

NaOHを添加しpH　83に調整し，1，000　rnlになるように蒸留水でメスアッ

プする。
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2）プロヅティング用試薬

・プロッティング用バッファー

　　Ths　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．6　g

　　グリシン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36．Og

　　メタノール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　500．Oml

　　上記成分をpH　8．6に調整し，蒸留水で3，000　n皿にメスアップした。

3）免疫染色用試薬

・一沚R体；①抗F㎞Hマウス血清

　　　　　　②抗PrtYマウス血清46）

　　　　　　　（それぞれ，0．5％カゼインーPBSで1，000倍希釈したもの）

　＊抗血清の調製は以下の方法で行なった。

　　1）動物：BALB／cマウス♀（日本チャールズリバー），6週齢を用いた。

　　2）免疫サンプル（抗原）：精製FimHタンパク質醐（200μg∠㎡【，　PBSに

　　　溶解）を用いて，免疫するアジュバンドを以下のように調製した。

　　　初回免疫アジュバンド

　　　　免疫サンプル10μg合わせてインコンプリートフロイント（Di食。）を

　　　　10μg用いて作製した。

　　　2回目～5回目免疫アジュバンド

　　　　初回と同様に免疫サンプルと合わせてコンプリートフロイント

　　　　（Di食。）を用いて作製した。

　　　＊抗原は約10μ9／回／匹を，1週間毎に皮下注射した。

　　3）採血：5回目の免疫終了後・4日目に全採血

　　4）抗血清：採血したものを室温に1時間放置後・、15・000監P・mで10分間遠

　　　心分離後上清を回収し，抗血清として一20。Cに保存した。
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・二次抗体；ビオチン標識抗マウスヤギIgG（カヅペル）

　　　　　　　　　　　　（0．5％カゼインーPBSで1，000倍希釈したもの）

・酵素；アビジンーペルオキシダーゼ（カッペル）

　　　　　　　　　　　　（0．5％カゼインーPBSで2，000倍希釈したもの）

・発色液

　クロロナフトール3mg／皿を含むメタノールとPBSを容量1：5の割合で混

　合し，H202を一滴垂らしたものを用いた。

・ブロッキング用試薬

　0．5％三寸インーPBS

　　カゼイン25gをPBS　5001nlに溶解して使用した。

4）細胞培養用試薬

・仔牛血清（Gibco　BRL）

　　55。C，30分間加熱し，不活性化させ，後述のMEM培地に5％添加した。

・MEM液体培地（Gibco　BRL）

　　超純水を用いて溶解し，1N　NaOHまたは1N　HCIによりpH　7．2～7．4に調

　　製した。’その後，滅菌済みのメディウム瓶に0．2μmの滅菌フィルターで

　　ろ過滅菌した。通常は冷蔵保存し，培養細胞の培地交換をする際に37℃に

　　加熱して用いた。

・　0．1％SDS－0．2N　NaOH

　　NaOH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．O　g

　　SDS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．1　g

　　上記成分を蒸留水で溶解し，100r削にメスアップした。
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　　　　　　　　　　　　実験方法

：L　ウェスタンプロッティング法

1）SDS－PAGE

　　産生された融合タンパク質をLaemmh⑰の方法に基づいてSDS－PAGEで

　分離した。

　《アクリルアミドゲルの作成》

　　分離ゲル（12％）

　　　30％アクリルアミド　　　　　　　　　　　　　　　　4．00ml

　　　分離ゲル用バヅファー（pH　8．8）　　　　　　　　　　　2．50㎡

　　　APS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．03　ml

　　　TEMED　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．03　ml

　　　EMED以外の成分と蒸留水を101nlになるように151nlプラスチックチ

　　ューブに入れ，混合した。ゲル作成用ガラスサンドイヅチ板（ミニプロテ

　　ィアンII　1－Dセル，　BIO－RAD）を組み立てて置き，最後にTEMEDを加え

　　て静かに混合し，ゲル板の間に流し入れた。その後，ゲルの上部にエタノ

　　ールを重層し，約1時間重合させた。ゲルが重合したのを確認し，蒸留水

　　でエタノールを洗い流した。ゲルの上に残った蒸留水は，ろ紙などで除去

　　した。

　　濃縮ゲル（10％）

　　　30％アクリルアミド　　　　　　　　　　　　　　　　　1．00m1

　　　濃縮ゲル用バッファー（pH　6．8）　　　　　　　　　　　　1．00　ml

　　　APS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．02　ml

　　　EMED　　　　　　　　、　　α02・皿
　　　分離ゲルと同様に，TEMED以外の成分と，5n∬になるように蒸留水を
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入れて混合した。TEMEDを添加後，固まった分離ゲルの上にすばやく重

層し，スクエアティース用コームを差し込んで，重合するまで静置した。

ゲルが固まったら，流水をかげながらコームを抜き取った。

《サンプルの調製》

　Eco1’JM105（pYE田01）およびEco1∫JM105を37。Cで一晩振とう培養

後，培養液：1n皿をマイクロチューブに入れ，4，000　rp。mで10分間遠心後，

菌体ペレットを得た。菌体をPBS　l　n皿に懸濁し，ソニケーター5203（Ohtake

works）を用いて，100Wで10秒間超音波破砕した。破砕した菌液を遠心

し，上清を寸寸タンパク質サンフりレとした。これにサンフりレバヅファーを

加え，90。Cで10分間加熱処理した。

《SDS－PAGEによる電気泳動》

　クランプアヅセンブリーをセットしたインナークーリングコアをバッ

ファー層にセットし，泳動バヅファーを入れた。ウェルにサンプルを20

μ1供試した。泳動は電気泳動用パワーサプライ；パワーパヅク300

　（BIO－RAD）を使用し，条件は電流を40　mAに設定し，約1時間泳動した。

2）ニトロセルロースメンブレンへのプロッティング

　　SDS－PAGEによって分離した菌体タンパク質を抗体による免疫染色に供す

　るために，アクリルアミドゲル中の菌体タンパク質を，トランスプロットセ

　ル（BIO－RAD）を用いてニトロセルロースメンブレン（ミリポア）へ転写し

　た。

　《プロヅテイング》

　　　電気泳動済みのゲルを，ゲルホルダーにセットしたろ紙の上に置き，ゲ

　　ルの大きさに切っておいたニトロセルロースメンブレンをゲルの上にの

　　せる。その上にろ紙を置き，ゲルホルダーの反対側の板を合わせて，ゲル
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ホルダーを閉じる。ゲルホルダーをプロッティングバッファーが入ったタ

ンクに移し，気泡を取り除く。タンクの蓋を閉めて，パワーパヅク200

（BIO－RAD）をセヅトし，電流は300　mAで1時間通電し，プロヅティン

グを行なった。

3）免疫染色

　　ニトロセルロースメンブレンに転写した各タンパク質を検出するのに，抗

　体を用いる免疫染色を行なった。

　《プロヅキング》

　　各タンパク質を転写したニトロセルロースメンブレンは，抗体の非特異的

　吸着を防ぐためにブロッキング処理をした。ブロッキングには0．5％カゼイン

　一PBSを用いた。プラスチックケースに0．5％カゼインーPBSを入れ，この中に

　ニトロセルロースメンブレンを入れて20分間ユニバーサルシェイカーなど

　で振盈した。プロヅキング浴夜を捨て，PBSを入れてプロヅキング溶液を除

　いた。

　《抗体反応》

　　　図1365）に示したとおり，プロヅキングしたニトロセルロースメンブレン

　　をPBSで洗浄した後，一次抗体を加えて3時間振とうした。その後，抗体

　　を含む溶液を捨ててPBSで10分間洗浄した。　PBSを入れ替えて計3回洗

　　浄した。

　　　続いて，二次抗体を加えて2時間振とうした。振とう後，PBSで洗浄し

　　た。アビジンーペルオキシダーゼ（カッペル）を入れて1時間振とうした。

　　PBSにより洗浄後，発色液で発色させた。
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2．融合タンパク質によるヒト結腸線癌由来Caco・2細胞へのEooZ’の付着阻

　害試験

4）試料の調製

　《細胞培養》

　　　Caoo－2細胞は，　ArCCから入手したものを用いた。不活性化した仔牛血

　　清を5％添加したMEM培地で5％CO2インキュベーターを用いて37。Cで1

　　週間培養後，プラスティック12ウェル（住友ベークライト）に移し，単

　　層となるまで1週間培養し，48時間毎に培地交換を行なった。培養後，培

　　地を除去し2％グルタルアルデヒド含有PBSを添加し，1時間室温で静置

　　した。その後，PBSで4回洗浄した（Caoo－2細胞はウェルから剥がれやす

　　いので注意して洗浄する）。

　《供試菌株の調製》

　　　供試菌株の放射性代謝票識には，［mety13H｝th）mi血e（40　Cy㎜ol，室町

　　製薬）を用いた。［metyl　3H］一thymidine（1μyhのをα5ml添加したLB培

　　地10n皿にEcoπORN103（pSH2），　E，　co1∫ORN103の菌体を加え，培養し

　　た。37。Cで10時間以上培養した。菌体は培養後，3，000　LP．mで10分間遠

　　心して回収し，PBSで2回洗浄した後，総菌数が1×108個／㎡【となるよう

　　にPBSに懸濁した。総菌数・生菌数の測定は，標識していない菌体を用い

　　て，それぞれ，トーマ血球計算板を用いて検鏡した。放射性代謝標識した

　　菌体を洗浄し，液体シンチレーションカウンターLSC－900（アロカ）で放

　　射能を測定した。

　《菌体タンパク質》

　　　Eco1∫JM105およびE，　co1∫JM105（pYE田01）を一晩培養した菌体を4，000

　　叩．mで10分間遠心分離し・菌体にPBSで30秒閻ボルテックスミキサー

　　で懸濁し3，000藍P．mで10分間遠心分離し，　OD590＝10になるようにPBSで
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懸濁した。ソニケーター5203（Ohtake　works）を用いて，100Wで10秒間

超音波破砕した。この破砕菌体液を付着阻害試験：に供した。

5）菌体タンパク質による且co〃の付着阻害試験

　　Ca。o－2細胞付着阻害活性の測定は，αeene㎝d照a舳a㎜er66）の条1牛に準

　　じて行なった。

　　　Ca◎o－2細胞の入ったウェルに放射性代謝標識したEcoZ’ORN103（pSH2），

　　あるいはEco1∫ORN103の菌液0．4ml（1×108個含む）を添加し，37。Cで1

　　時間培養し，その後PBSにより洗浄した。また且co1’JM105あるいはE　co1∫

　　JM105（pYEFHO1）の破砕菌体液をウェルに同時に添加し，37。Cで1時間

　　培養した。培養後，PBSで3回洗浄し，ウェルに結合しているCaoo－2細胞

　　を0．1％SDS－0．2　N　NaOH200μ1を添加しCaco－2細胞と菌体を回収した。

　　溶解したCaco－2細胞と門門をシンチレーション液（和光純薬）に懸濁して，

　　液体シンチレーションカウンターLS（｝900（アロカ）により放射能を測定

　　した。

一75一



結果および考察

ウェスタンプロッティング法による融合タンパク質の検出

　Type　1線毛をもつE．　co1’は，培養菌体液を菌体表層にマンノースをもつ

C伽4’磁α1わ∫伽3の細胞とプレパラート上で混和させると，凝集反応を起こす。

これは，Type　1線毛がマンノースをレセプターとして付着し，Eω〃がCα履伽

α1厩αη5に付着することによって引き起こされる。得られたTc耐性形質転換体

Eco1∫JM105（pYEFHO1）についてCα砺α～η∫との凝集反応を試験したところ，

凝集はみられなかった。これは，E、　co1’JM105（pYE田01）の菌体内において

融合タンパク質は産生していたとしても，そのシグナルペプチドは乳酸菌の細

胞膜のみを認識するため，融合タンパク質がEω〃の菌体外へ放出されなかっ

たのが理由である。このことは，本実験を行なうにあたって推察されたとおり

であった。

　Eco1’JM105（pYEFHO1）の破砕菌体液を，　SDS－PAGEによって形体タンパ

ク質を分子量ごとに分離し，ニトロセルロースメンブランに転写した。このニ

トロセルロースメンブランに転写された全タンパク質より目的のタンパク質を

検出するために，抗F㎞Hマウス血清を用いた免疫染色を行なった。図14のと

おり，抗FimHマウス血清が反応する分子量約40，000のバンドが検出された。

分子量約39，800のところにもバンドが検出されたが，受容菌であるEωZ∫

JM105でも同じ分子量のバンドを検出しているため，　non－specificなバンドであ

ると認められた。抗P且Yマウス血清㈲でも分子量約40，000のバンドを検出し

た。同一の分子量のタンパク質が両抗体で検出されたことよりEco〃で産生さ

れた融合タンパク質には，F㎞Hタンパク質およびL．乃θ1v8伽∫CP790のプロテ

ィナーゼ由来のアンカーペプチドも含まれることが示砕された・また・プロテ

ィナーゼ由来タンパク質が産生されているということは，乳酸菌由来のシグナ
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Marker A B

Mol．　weight

58，100

39，800

29，000

癬繍嚥
　　　　　　　　もロ　ちもい　ひず　も
糠蝦’糖灘無　　’ヤい・’”㌦”解義・騨繍脚

騰燃≒無

く唾一一一一apProx．40，000

　　　apProx．39，800

図14．ウェスタンプロッティング法（抗FimHマウス血清）

　　　による目的の融合タンパク質の検出

A：E．co1∫JM105

B：且co1∫JM105（pYE田01）
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ルペプチドではEω〃の菌体外に放出はされないことが認められた。それはE

co1∫の菌体内で産生されたプロティナーゼ由来のシグナルペプチドがEω〃の

細胞膜を認識できないためである。Cα伽伽3の凝集試験結果からも明らかな

ように，E，　co〃JM105（pYEFHO1）の菌体表面に融合タンパク質は存在してい

ないと考えられることから，融合タンパク質はEω〃JM105（pYE田01）の菌

体内において，産生されていることが推測された。

RI法によるCaco・2培養細胞へのEooπORN103（pSH2）の付着阻害試験

　従来より，Caoo－2細胞への付着試験でよく用いられるのは，グラム染色法に

よって一視野での付着した菌体細胞数のカウントが主流であったが，培養細胞

の立体構造によるばらつきや狭い視野での検鏡による偏りなどで，付着菌数の

カウントが明確に反映されない場合がある。そこで本研究では，（㌃eene　and

照ae血a㎜erの方法衡）に基づいて，付着させる細菌を放射性代謝織し，ウェ

ル中で付着したすべての菌数を数値化し付着性を評価する，すなわちRI法に

より付着阻害試験を行なった。付着試験に添加した菌数，放射性代謝標識した

菌液の放射線量，この放射線量から換算した菌数を表10に示した。放射性代

謝標識する際に，供試菌株により代謝量にばらつきがあると付着試験後の放射

線量に影響するので補正できるように放射線量あたりの菌数を換算した。

　Eω距ORN103（pSH2）およびEω〃ORN103を放射性代謝標識し，　Caco－2

細胞への付着試験を行なった。付着した菌体細胞数を液体シンチレーションカ

ウンターにより計測したところ，両菌株の付着率に大きな差がみられた。表10

がその実測値で，表11はE励ORN103（pSH2）の付着菌数を付着率100％と

して，Eco1∫ORN103（pSH2）およびE　co1∫ORN103に種々のタンパク質を添

加したものについて評価した。その結果・Eco1∫ORN193の付着率はわずか9％

であった。E．　co1∫ORN103はType　1線毛遺伝子をノックアウトした菌株で，線
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毛をもたず付着性がないことは文献51）で述べられており，本研究でもそのこ

とが裏付けられ実際付着率の差に反映しているものと考えられた。EωZ∫

ORN103（pSH2）のType　1線毛のFimHタンパク質はCaco－2細胞への付着性に

おいて重要な機能をもつことが示された。

　次にEco1∫ORN103（pSH2）と融合タンパク質を産生するEco1’JM105

（pYEFHO1）の菌体破砕液を，同時にCa。o－2細胞のウェルに加えたところ，

Eco1∫ORN103（pSH2）の付着率は84％となり，付着率として16％低下した。

同様の手順で，E、ωZ∫JM105の菌体破砕液を同時に加えたところ，　E，　co1∫

ORN103（pSH2）の付着率は7％ほどの低下がみられた。これは，瓦ω脚M105

の菌体タンパク質によるCaco－2細胞への非特異的な付着がEcoZ∫ORN103

（pSH2）の付着阻害に多少影響したものと推察される。しかし，　Eω1∫JM105

（pYEFHO1）の菌体破硲夜によるEω1∫ORN103（pSH2）付着阻害率の方が高

いことから，融合タンパク質はCaoo－2細胞へ付着し，　E　oo1∫ORN103（pSH2）

の付着を競合阻害したと考えられた。以上のことから，E，　co〃の菌体内で産生

された融合タンパク質は，Eco1∫ORN103（pSH2）と同じマンノースをレセプ

タニとして，Ca◎o－2細胞へ付着することによって，　Eω1∫ORN103（pSH2）の

Caco－2細胞への付着を阻害したものと示唆された。

　本実験で用いたCa。o－2細胞は結腸線癌であり，正常な細胞ではない。

Yamashitaθ‘鳳⑬は，線維芽細胞とウイルスによって癌化した線維芽細胞の表

面糖タンパク質糖鎖を解析したところ，細胞が癌化することで，GlcNAcβ1→

6Man構造が特異的に増加することを明らかにした69）。この変化は多くの癌細

胞で共通にみられる現象である7σ73）。このことから，Caco－2細胞の表面には特

異的に増加したマンノースを含む糖鎖が存在しており，それをレセプターとし

てFimHタンパク質が付着したものと考えられた。

　乳酸菌による腸管内での病原性細菌の付着阻害の報告をあげると次の通り
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である。加C励αd〃κ5頗4（ψ乃∫嬬の生菌体および死菌体はE，ω1∫，5αZ脚刀ε〃α

卿乃∫臓r’㎜，｝セr5∫伽P5α440励εrcμZo5∫5およびL∫3彪吻〃20刀。（脚9εηθ3のCaco－2

細胞およびHT29－MTX細胞（ヒト結腸線癌由来）への付着あるいは侵入を阻止

することがフランスの研究グループ31・38’41’7生75）により示されている。また，

Hudaultε∫θム76）は，加。励αc’1伽z加〃2η05粥GGの培養上澄で5αZ〃20πε11α

卯肋ημ励〃2を前処理することにより，（》co－2細胞への侵入下下が減少するこ

とを示した。しかし，Lehtoθ’鳳刀）はCaoo－2細胞を用いて，　L傭。肋d〃媚

z加〃2η05鰐GGの3α伽。ηε〃α卿伽2μr∫μ〃2に対する付着阻害活性を調べたが，　GG

株の培養上澄の添加により付着菌数は減少するが，この原因が培養上清の低pH

により引き起こされた付着性の低下および培養細胞の死滅であることを報告

した。このことから，フランスの研究グループの報告31・3竃41・74・75）は，pHによ

る影響であることを強く示唆されているが，本研究では付着阻害試験に供試し

た菌体タンパク質はPBS（pH　7．4）で調製しているためpHの影響はないと考

えられる。本実験の結果から，融合タンパク質がCaco－2細胞へ付着することに

より，付着性を示すEcO〃の付着を競合阻害したことが示唆された。

　この融合タンパク質によって，T）pe　1線毛をもつEco1∫の細胞付着阻害が認

められると考えられると，感染予防の手段として有効であることが推測できる。

さらに，有用性が高いプロバイオティクスとして乳酸菌でこの融合タンパク質

を産生させられれば，Type　1線毛をもつEω彦の付着競合阻害をするとともに，

宿主である哺乳動物などにとって高い生理効果を示すことが考えられる。プロ

バイオティクス乳酸菌の付着性向上を目的とし，乳酸菌での融合タンパク質遺

伝子の発現と融合タンパク質の検出については次章で検討した。
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第3章

構築プラスミドによる乳酸菌の形質転換と

　　産生された融合タンパク質の評価



目　的

　第2章において，Eco1∫JM105（pYEFHO1）の菌体内で産生された融合

タンパク質が，ウェスタンプロッティング法により検出された。本タンパ

ク質は，Type　1線毛をもつ且co1∫ORN103（pSH2）のヒト結腸腺癌由来Caco－2

細胞への付着を阻害することが認められた。これらのことからFimHタン

パク質を含む融合タンパク質をコードし発現させるプラスミドが構築でき，

このプラスミドはEco1’JM105で複製・発現し，アドヒジュンタンパク質

としての機能をもつ融合タンパク質が産生されたことが明らかにされた。

　乳酸菌において，この融合タンパク質が産生され，菌体表層に固定され

ると，Type　1線毛をもつEco1∫と同じレセプターを認識し，付着できる組

換え乳酸菌として，E．　co1∫の宿主の細胞表面への付着を競合阻害すること

ができる。さらにプロバイオティクスとして認められている乳酸菌を受容

菌とすれば，宿主の細胞表面への付着強度が向上したことで，宿主の腸内

細菌叢の改善や免疫賦活化などの有用性が期待できる。

　FimHタンパク質と同じ機能性をもつ融合タンパク質を乳酸菌で産生さ

せるために，すでに構築したプラスミドpYEFHO1による乳酸菌の形質転

換を行なった。本研究で乳酸菌の受容菌として用いたL．cα∫θ’はプロバィ

オティクスとしての効果を持つことが知られている。本菌は胆汁酸耐性菌

であり生きたまま腸管に到達することが可能である。また，腸管内で産生

する乳酸や他の生成物により，有害微生物の増殖を抑制する性質をもつ78）。

さらに本山の菌体成分による効果として，免疫賦活化作用79）や経口投与に

よる癌の増殖抑制作用（制癌効果）が報告80）されている。しかし，腸管へ

の定着性は弱いことが知られており・これらのプ旦バイオティクスとして

の効果は，経口などにより持続的に摂取し腸管に乳酸菌を届くようにさせ
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る必要がある。そこで本研究で構築したプラスミドを用いて，FimHタン

パク質と同じ機能をもつ融合タンパク質を産生させることでし．cα副の有

用性を高めることを目的とした。本実験で用いたL．cα5θ∫CP680において

は，シャトルベクターpHY300PLKによる宿主・ベクター系およびその形

質転換条件は確立されている52）。得られたTc耐性形質転換体については，

プラスミドを抽出し解析した。また，形質転換体が融合タンパク質を産生

することを確認するために，E．　co〃と同様に菌体タンパク質（菌体破砕液）

を，ウェスタンプロッティング法に供し，目的のタンパク質の検出を行な

った。
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実　験材　料

〈供試菌株およびプラスミド〉

供試菌株およびプラスミドは以下のものを使用した（表6，7）。

・L．cα∫θ∫CP680

・pYEFHO1

〈供試培地〉

　供試培地は以下のものを使用した。

・MRS液体培地

　　MRS　Broth（Oxoid）

　　蒸留水100mlで溶解し，121。Cで15分間高圧滅菌した。

・受容菌調製用培地

　5mMグリシン含有MRS液体培地

　　MRS　Broth（Oxoid）

　　グリシン

　　蒸留水100mlで溶解し，121。Cで15分間高圧滅菌した。

・形質転換体用選択培地

　Tc含有MRS寒天培地

　　MRS　ager（Oxoid）

5．29

5．29

0．0375g

6．29

蒸留水100mlで溶解し，121。Cで15分間高圧滅菌した。約50。Cまで

冷却した後，Tc溶液を4μ9／mlになるように添加し，滅菌シャーレに

流し入れ暗所（約30。C）で一晩乾燥した。保存する場合は，アルミホ

イルで遮光し，冷蔵庫で保存した。
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〈供試試薬〉

　供試試薬は以下のものを使用した。

・エレクトロボレーション用バッファー

　　シュクロース　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17．19

　　10．0％（w／v）グリセロール　　　　　　　　　　　　　10．Oml

　　蒸留水100m1で溶解し，121。Cで15分間高圧滅菌した。

・ウェスタンブロヅティング用試薬

　　　第2章で使用したSDS－PAGE用試薬，プロヅティング用試薬，免疫

　　染色用試薬を用いた。
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実験方　法

1．：構築したプラスミドによるL．cα∫θ∫CP680の形質転換

1）エレクトロポレーションによる形質転換

　五．cα∫θ’CP680のエレクトロポレーションは，　Yamamotoθ如乙52）の報告の

条件に基づいて以下のように行なった。

　《受容菌の調製》

　　　MRS液体培地にL．　cα∫θ∫CP680を接種し，37。Cで一晩培養した（プ

　　レ培養）。このプレ培養液を5mMグリシン含有MRS液体培地100　ml

　　に1％接種し，37。Cで培養した（OD600＝1．0～2．0）。培養後，4，000監p．m．

　　で10分間遠心分離し，ペレットとして得られた菌体をエレクトロポレ

　　ーション用バッファー1mlに懸濁し，マイクロチューブに移して6，000

　　監p．nしで10分間遠心分離した。これを2回繰り返して，菌体を洗浄し

　　た。最後にエレクトロポレーション用バッファー200μ1で懸濁し，受

　　容菌とした。エレクトロポレーションを行なうまで，一85。Cで冷凍保存

　　した。これまでの操作は，受容菌の調製なので無菌的に操作した。

《エレクトロポレーション》52）

　第1章で述べたように，プラスミド抽出用カラムキット（Quantum

prep⑪plasmid　mini　prep　kit，　BIO－RAD）によってEco1∫JM105

　（pYEFHO1）からpYEFHO1（約1μg）を抽出・精製し，形質転換に

用いた。

　上記調製し一85。Cで保存した受容菌を氷中で融解し（約10分間），TE

バッファーに溶解した5μ1のpYEFHO1を無菌的に添加し，氷上で10

分間程度放置した。その後，あらかじめ氷中で冷却したGene　Pulser
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（BIO－RAD）用キュベット（0．1　cm　gap）に，　pYEFHO　1を混合した受

容菌を入れ，Gene　Pulserを設定し（4．OkV／cm，25μF，200Ω），キュ

ベヅトをスライダーにセットし，スライダーをGene　Pulserの電極に装

着した。Gene　Pulserの左のパルスボタンを押したままの状態で右のボ

タンも押し，ブザーが鳴るまで押し続けた。ブザーが鳴ったらすばや

くMRS培地を300μ1添加して，37。Cで2時間培養した。Tc含有MRS

寒天培地に培養液100μ1ずつを塗抹し，37。Cで24～48時間培養しTc

耐性形質転換体を得た。

《Tc耐性形質転換体におけるプラスミドの確認》

　得られたTc耐性形質転換体を用いて，プラスミド抽出用カラムキッ

トによりプラスミドを抽出した。本形質転換体は乳酸菌であり細胞壁

のタンパク質は且co1∫より多いので，溶菌しゃすいようにあらかじめ

細胞懸濁液にリゾチウム（最終濃度5mg／m1）を添加して，プラスミ

　ド抽出を行なった。他の手順は，第1章と同じく行なった。抽出した

プラスミドは，アガロースゲル電気泳動により確認した。

《COMPACT　BIS（アマシャムファルマシア）によるゲルの撮影》

COMPACT　BIS本体背面の電源（図1581））を入れ，モニターに

　“PLEASE　WAIT　FOR　INITIALIZATION，，

と表示され，約10秒後にイニシャライゼーションが終了する。その後

絞りを開け（図16－B），トランスイルミネーターの電源を入れる。ズ

ームとフォーカスをまわし（図16－B），ゲルの大きさに合わせて微調

整する。カメラコントロールのプリセヅトボタン1（図16－A）を押し，

パラメーターをTIME：1sec，　GAIN：5，　Black　level（B．　LEV）：5にそ
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レンズ（12㎜）

LCDモニター

Upperドア（UV遮光）

カメラコントロール

Lowerドア

B

白色灯

図15．COMPACT　BIS本体各部の名称81）

　　　　　　　A：本体前部

　　　　　　　B：本体後部
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A
データ転送ボタン モニター画像フリーズボタン

●

DArA　　　□
●

STILL

●
一
5

パラメータ選択ボタン

プリセットボタン

B

エクステンダー

絞り：CLOSE⇔OPEN

ズームニTELE（拡大）⇔WIDE（縮小）

フォーカス　NEAR⇔FAR

フィルター

図16．カメラとコントローラー各部の名称81）

　A：カメラコントローラー

　B：カメラとレンズ
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れそれ調節した。本体に接続されているプリンタ（FrI－500，RJJIFILM）

のプリントボタンを押して，画像をプリントした。

《制限酵素消化による確認》

　Tc耐性形質転換体より抽出したpYE田01を制限酵素勘ε1および

Bpμ11021により消化し，切り出された遺伝子のサイズを確認した。具

体的には，第1章と同様にそれぞれの制限酵素で消化し，再度アガロ

ースゲル電気泳動し加H遺伝子かどうかの確認を行なった。

2．乳酸菌で産生されたFimHタンパク質を含む融合タンパク質のウエス

　タンプロッティング法による検出

2）ウェスタンプロッティング法

　《SDS－PAGE》

　　　Tc耐性形質転換体をTc含有MRS液体培地に接種し，得られた培養

　　菌体を超音波破砕し，SDS－PAGEに用いる菌体タンパク質のサンプル

　　とした。SDS－PAGEによってTc耐性形質転換体の菌体タンパク質を各

　　分子量に分離した。すなわち，第2章と同じ条件で行なった。

《免疫染色》

　ニトロセルロースメンブレンを用いて，分離したタンパク質をプロ

ッティングした。E．　co1∫での試験と同様に，抗FimHマウス血清およ

び抗PrtYマウス血清を用いて，ニトロセルロースメンブレンに転写し

たタンパク質を反応させ，融合タンパク質の検出を行なった。
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結果および考察

L．oα∫θjCP680の形質転換

　本実験で用いたベクターpHY300PLKは，翫。∫〃π∬癖〃∫5での形質転換頻

度は非常に高いものの，乳酸菌での形質転換ではかなり菌種菌株によって

その条件が違うようである。L．　cα∫ε∫CP680の形質転換条件はすでに

Yamamotoε如ム52）によって確立されているので，その方法の条件に従って

形質転換を行なったところ，Tc耐性形質転換体が5コロニーが得られた。

これらの菌株からプラスミドを抽出し，制限酵素5掬1で消化し，1ケ所で

切断することで構築したプラスミドの分子量を確認した（図17）。その後，

このリニアーのプラスミドをさらにBpμ11021で消化し，アガロースゲル

電気泳動したところ，すべての菌株からpYE田01から切り出された加H

遺伝子断片（680kb）を確認でき（図18），　pYEFHO1によりL．　cα∫♂CP680

が形質転換されたことが認められた。

　乳酸菌の菌体内でpYEFHO1が検出されたので，　L．　cα∫e∫においても細胞

付着性機能をもつ融合タンパク質が産生しているものと考えられる。すな

わち，pπy遺伝子由来のプロモーターを用いたので，乳酸菌の菌体内で融

合タンパク質が合成され，シグナル配列とアンカー配列の間に組み込まれ

たガ〃認遺伝子が発現することで産生された融合タンパク質は，乳酸菌の細

胞壁を通過して菌体外へ放出され，菌体表層に固定されるものと推測でき

る。

　次に，得られたTc耐性形質転換体L．　cα5θ∫CP680（pYEFHO1）において，

融合タンパク質が産生されていることを確認するために，このTc耐性形質

転換体の菌体を破砕し・菌体タンパク質をウェスタ、ンプロヅティング法に

供した。手順としては第2章と同様に，菌体タンパク質をSDS－PAGEに
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（分子量；bp）

23，130→
9，416一一今

6，557→
4，361一一》

2，322→
2，027一一》

M 1 2

〈一 Tρelで消化した

　　pYEFHO1（約6，400bp）

図17．L．　cα∫ε∫CP680（pYEFHO1）より抽出したプラスミド

　　レーンM：λ一H∫η4111digest分子量マーカー

　　レーン1，2＝5ρε1で消化したpYE田01
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（分子量；bp）

23，130→
9，416→
6，557→
4，361一一〉

2，322一＿＞
2，027一→

564一一》

＜≒伽3H遺伝子断片が

　　切り出されたpYEFHO1
　　　　　　　　（約5，800bp）

＜一 ｾH遺伝子断片

　　　　（約680bp）

図18．L．　cα3ε‘CP680（pYEFHO1）より抽出したプラスミド

　レーンM　　：λ一湿η4111digest分子量マーカー

　レーン1，2，3：抽出したプラスミドを5ρε1およびβρμ11021で

　　　　　　　消化したもの
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より分離し，ニトロセルロースメンブレンへ導体タンパク質を転写した。

転写されたタンパク質に抗FimHマウス血清および抗P質Yマウス血清を反

応させて，融合タンパク質の検出を行なった。

細胞付着性機能をもつ融合タンパク質のウェスタンプロッティング法に

よる検出

L．cα3ε∫CP680（pYE田01）の菌体破砕液より融合タンパク質の検出を行

なった。ウェスタンプロッティングの結果は図19に示したが，抗FimHマ

ウス血清および抗PrtYマウス血清の両者によって反応する一つバンド（分

子量約40，000）が検出された。この結果は亙co1∫JM105（pYE田01）にお

いて産生された融合タンパク質の結果と一致し，PrtYタンパク質由来のタ

ンパク質とFimHタンパク質が産生されていることが示され，このことか

らし．cα5ε∫CP680の菌体内で，融合タンパク質が産生されていることが認

められた。

　乳酸菌の菌体表層にFimHタンパク質の機能をもつ融合タンパク質が固

定されることで，図5のように組換え乳酸菌を用いることで病原性細菌の

感染防御が期待される。具体的には，FimHタンパク質抗体を用いた付着

阻害試験64）では，生体外での実験において，酵母細胞とのType　1線毛を

もつEco〃の凝集が阻害され，同じ抗体を用いた尿路感染モデル（生体内）

マウスを用いた実験では，FimHタンパク質抗体を膀胱に投与すると，Type

1線毛をもつEco1∫による膀胱上皮への付着が有意に阻害されることも報

告されている。これは，FimHタンパク質のエピトープ部分に抗体が結合

することで，Type　1線毛をもつ瓦co1’膀胱上皮や酵母細胞への付着を阻害

したと示唆される。このように，抗体によってアドヒジュンタンパク質の

付着性を阻害できるので，融合タンパク質を産生する組換え乳酸菌の付着
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Marker　　A B

Mol．　weight

58，100

39，800

29，000

や蠣蜘轡

・或蝿脈鞍郷

繊運紬

、　3い　　、、、く、や 明《…一一一apProx．40，000

r

図19．ウェスタンブロヅティング法（抗FimHマウス血清）による

　　　L．cα∫♂CP680（pYEFHO1）の融合タンパク質の検出

A：ム。α∫ε∫CP680

B：L．cα3ε’CP680（pYEFHO1）
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　によって宿主の細胞表面を塞ぐことで，病原性細菌のレセプターをもつ細

　胞への付着を阻害するものと考えられる。また，プロバイオティクスとし

　てこの組換え乳酸菌を用いる場合も，宿主の細胞表面への付着性が向上す

　ることで，宿主にとってさらに有用な効果（腸内細菌叢の改善や免疫賦活

　化など）が発揮されると期待される。

　　今後，作出した言換え乳酸菌について，融合タンパク質の局在（菌体表

　層か菌体内かなど）を確認する必要がある。その方法として，病原性細や

　細胞表面への付着を確認するために用いられる電子顕微鏡52・8285）や腸管出

　血性大腸菌0－157：H7の植物細胞への付着試験の報告86）で用いられた蛍光

　顕微鏡または共焦点レーザー顕微鏡87）での検鏡が考えられる。その中でも

　共焦点レーザー顕微鏡は，細胞や組織の光学的切片像をとらえることがで

　きるので，薄切片の作成をする必要がなく，生きた細胞や組織にも応用が

　可能であると考えられている。Type　1線毛のように産生量が十分で，長さ

　がある程度あれば，電子顕微鏡でタンパク質の画像としてとらえられてい

　るが，本研究で産生させる融合タンパク質の画像をとらえるには，蛍光顕

　微鏡や共焦点レーザー顕微鏡などによる融合タンパク質の局在を考慮した

・菌体細胞観察が必要であると考えられる。

今後の展望

　これまで述べてきたように，乳酸菌と病原性細菌は，宿主の細胞表面へ

の付着機構である線毛アドヒジュンタンパク質の有無や付着する際に認

識する糖鎖が異なり，結果的に同宿主内での棲み分けがなされていると考

えられる。それぞれの細菌について付着機構からの研究が進んでおり，乳

酸菌においても多々報告（表4，5）されてきてはいるが，病原性細菌の感

染防御機構を検討すると，レセプターとして認識される糖鎖がほぼ菌種の
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数だけ宿主の細胞表面に存在すると言っていいほどであり，各種乳酸菌を

用いて一つ一つ競合阻害試験を行なうのは困難である。そこで本研究で行

なったアプローチ，すなわち特定の病原性細菌の付着機構をターゲヅトに

し，その病原性細菌がもつアドヒジュンを融合タンパク質として菌体表層

に産生した乳酸菌を作出し，その乳酸菌により付着性競合阻害の原理によ

り病原性細菌を排除し，さらに乳酸菌自らが定着することで感染を防御し，

プロバイオティクスとして宿主に有用性をもたらすことが期待できる。

　乳酸菌の健康的意義88）として，発酵乳がヒトの健康に及ぼす効果は，乳

酸発酵による乳成分の栄養的価値の向上，生きている乳酸菌が発揮する生

理的効果，乳酸菌の発酵生産物または菌体の有する生理的効果などがあげ

られる。生きている乳酸菌が腸内細菌叢を改善し，好ましい整腸作用を発

揮する効果としては，腸管に届いて定着する乳酸菌やビフィズス菌が利用

され，商業的にもこれらの細菌を添加した発酵乳・乳酸菌飲料が普及して

いる。乳酸菌の発酵生産物や門門成分の有する生理的効果の例≧89）として，

L．乃θ1v顔。〃∫で作った酸乳に血圧降下作用が認められる。これは，β一カゼ

インから本門のプロティナーゼやペプチダーゼの作用で生成されるトリペ

プチド（Val－Pro－ProとIle－Pro－Pro）がアンジオテンシン変換酵素を阻害す

る活性を有するためであることが明らかにされた。これらトリペプチドを

含む乳製品乳酸菌飲料（殺菌）は血圧が高めのヒトに適した食品として特

定保健用食品の許可が得られている。一方，乳酸菌の菌体や多糖による抗

腫瘍作用は，癌細胞を直接破壊するものではなく宿主の生体防御機構を高

めることによって，癌細胞の増殖を抑えるものである。

　現在，ヒトに対するプロバイオティクスとして乳酸菌に望まれる条件は

次のとおりであるgo）。乳酸菌の腸管付着性が特異的であるのでヒト由来で

あること，生きた状態で腸管に到達できるよう，胃酸と胆汁に抵抗性をも
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つこと，他の病原性細菌の生育を抑制するよう抗菌性物質を生成すること，

食品または臨床的に用いた場合に安全であること，臨床的に確認された保

健効果があること，加工および貯蔵中に安定であることなどがあげられる。

特に安全性の確認は絶対不可欠な事項である。

　　プラスミドによる乳酸菌の形質転換は，分子育種学的手法の1つで有用

形質遺伝子の導入法として確立されている。つまり，プラスミドとして組

み込んだ遺伝子を発現させ，タンパク質を産生させる方法はよく用いられ

ている。乳酸菌は，さまざまな表現形質をコードしているプラスミドを複

数：保持している場合が多く，自然界では接合伝達などの遺伝子交換に重要

な役割を担っている。本実験では融合タンパク質をコードする遺伝子を，

染色体DNAへ組み込むのではなく，プラスミドとして構築，導入を試み

た。染色体DNAへ組み込んだ場合，その場所によっては思わぬタンパク

質が産生されたり，それにより宿主の性質が変わる場合も考え得るが，プ

ラスミドは染色体DNAとは別に単独で複製しタンパク質を産生するので，

主な性質が変わることは考えがたい。生体内（in　vivo）での組換え乳酸菌

の性質はまだ確認していないが，L．　cα∫θ∫CP680の形質転換体についてコン

・タミネーションではないことの確認のためにその性質（形態など）は調べ

ており，本形質転換体はL．cα5θ∫CP680とほぼ一致する性質を有している

　ことを確認している。

　　また，有用形質をコードしているプラスミドの構築は，他の乳酸菌へも

　応用が期待され，形質転換による遺伝子の導入が研究されており，本研究

　において構築したプラスミドも，乳酸菌において複製することから融合タ

　ンパク質を産生し，プロバイオティクス乳酸菌として組みi喚えられること

　が示唆された。しかし・乳酸菌の利用範囲は主としで食品であり・人々の

食生活に深くかかわっているので，乳酸菌の遺伝子操作による組換え体の
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実用化については，社会的コンセンサスが得られる安全性評価の手法を確

立し，科学的基盤に立った情報の提供に努めなければならない。

　現在，植物であれば害虫に対する耐性能や完熟になるのを遅らせる遺伝

子を組み込んだ作物が商品としてその旨を明記した上で市場に出ている

91）。また，チーズ製造の際に用いる凝乳酵素キモシンは，大腸菌にキモシ

ン産生遺伝子を組み込んで，大量に，かっ安価に製造し商品化されている

92）。死菌であれば組換え体使用を表記することで食品に応用は認可されて

いるが，生体の組換え体はまだその安全性を検討中である。ヒトや動物の

腸管内では接合伝達などによる遺伝子交換が起こることが証明されており，

安全な細菌由来の遺伝子のみを用いた組換え体を作成し，生菌としての摂

取を試みることが厚生省や農水省を中心として検討されている91’92）。生菌

を摂取することで効果が最も期待されているものの1つに乳酸菌があり，

組換え体のスクリーニングに従来の薬剤耐性マーカーを用いない生育要求

性に関する遺伝子など，安全な選択マーカーでの宿主一ベクター系確立の

試みがなされている93）。また今回のように薬剤耐性能をマーカーとした場

合も，二重交叉法（double　crossover）により薬剤耐性マーカー遺伝子を除

。去できる手法が確立されている94）ので，今回用いた薬剤耐性マーカー遺伝

子を切り出す（除去する）ことも可能である。

　病原性細菌において，アドヒジユンタンパク質をコードしている遺伝子

についてかなり研究されている（表2）。病原性細菌の多くは菌体表面にア

ドヒジュンタンパク質を含む線毛をもっているため，この線毛の分類から

コードされている遺伝子群の解析まで，医学・獣医学の方面を中心として

詳細に報告されている2廟8285・95）。これは，ヒトや動物に対する感染症対策

の研究によるものがほとんどである。感染症の原因二二が特定され・その

感染経路や感染症として発症するまでの機構（細菌の付着→定着→・感染）
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が解明されれば，その防御対策が検討でき，また，感染した場合の治療方

法を検討することができる。ここで注目したいのは，医療機関において感

染症の治療として多大な効果を現しているのは抗生物質である。現在，感

染症に対する一般的な治療において，多くの種類と量の抗生物質が使われ

ており貢献度は高い。しかし一方で，メチシリン耐性黄色ブドウ球菌

（MRSA）のように，多くの抗生物質に対し耐性を示し96），院内感染症の

原因細菌となるものも多い。最近，最も期待の大きいバンコマイシンにつ

いても耐性菌がみつかっている97）。また，抗生物質を用いることで，病原

性細菌は殺菌されるが，菌体内に毒素を産生しているものもあり，殺菌の

メカニズムで溶菌されると，菌体内毒素が放出され宿主に暴露される13）

こと（たとえば，腸管出血性大腸菌O－157：H798’99）など）も知られている。

このような理由で抗生物質感受性の細菌に対しても，抗生物質による排除

ができない場合も生ずる。こうした時に，本研究でのアプローチである融

合タンパク質を産生する乳酸菌を用いることによって，今後，生体内での

試験が重要であるが，ターゲットを定めた病原性細菌の宿主細胞への付着

を競合阻害することで，殺菌せずに排除することが期待できる。

　本研究の成果として，pYEFHO1の応用可能な例を次に述べる。病原性細

菌々）一種である3α1〃20ηθ11αり艸∫〃3μr∫配〃2100）は，Type　1線毛遺伝子を有する

が且co1∫との相同性はほとんどない。本門のアドヒジュンタンパク質遺伝

子のシークエンスより勘θ1とβPμ11021サイトを含むプライマーを構築し

（フォワードプライマー；5’一CAACTAGTATCCGTCCGGCGTCATAA

AAGG－3’，リバースプライマー；5’一TGGCTCAGCGGGCTGAACAAAA

CACAACCG－3・），　PCR増幅された産物を両制限酵素により消化すれば図

2qに示したようにpYEFHO1に容易に組み込め・こ9遺伝子の発現が可能

となる。すなわち，病原性細菌のアドヒジュンタンパク質が遺伝子レベル
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で解明されているため，本研究で構築したpYEFHO1のドメインにいろい

ろな細菌のアドヒジュンタンパク質をコードした遺伝子を組み込み乳酸菌

に導入することで，産生された融合タンパク質はそれぞれ病原性細菌と同

じレセプターに付着し，宿主の細胞表面への付着を競合阻害させる試みで

ある。このように病原性細菌の付着因子の遺伝子を，本研究で構築したプ

ラスミドに組み込んだ組換え乳酸菌を作出することによって，病原性細菌

と同じレセプターに付着する融合タンパク質を菌体表層にもち，病原性細

菌の付着による感染防御や，プロバイオティクス乳酸菌としてヒトや動物

の腸内細菌叢の改善・免疫賦活化の効果を期待することも考え得る。
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要　約

　乳酸菌の一種であるL．cα5ε’CP680をpYEFHO1により形質転換し，　Tc

耐性形質転換体L。cα5θ’CP680（pYE田01）を得た。得られたTc耐性形質

転換体について，E．　coκを宿主とした時と同様に，プラスミドの解析とウ

ェスタンブロヅティング法による融合タンパク質の検出を試みた。

　本形質転換体からプラスミドを抽出し勘81とβρμ11021で消化したとこ

ろ，アガロースゲル電気泳動によりプラスミド全体の分子量（約6，400bp）

とガ〃2H遺伝子断片（約680bp）を認めた。

　またム。α5θJCP680（pYEFHO1）の三体タンパク質をSDS－PAGEによっ

て各分子量に分離し，ウェスタンプロッティング法に供した。抗FimHマ

ウス血清で反応させた結果，Eco1’での場合と同様に，分子量約40，000の

位置のバンドを検出した。抗PrtYマウス血清でも同じ分子量のバンドを

検出でき，乳酸菌においてもFimHタンパク質をドメインにもつ融合タン

パク質が産生されていることを証明した。

　以上のことから，L．　cα面においてマンノースをレセプターとして付着す

る，融合タンパク質遺伝子を発現させるためのプラスミドpYEFHO1が構

築できた。産生されたこの融合タンパク質は，同じマンノースを認識し付

着する且co〃を競合阻害することが認められた。
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括総
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　大腸菌などの病原性細菌によるヒトや動物の上皮細胞への付着について

は多くの共通性がみられ，哺乳動物など宿主の細胞表面の糖鎖をレセプタ

ーとして特異的に付着し増殖（定着）することによって感染症が引き起こ

される。且co1∫のもつType　1線毛の先端には付着因子（アドヒジュンタン

パク質）であるFimHタンパク質が存在し，宿主の細胞表面に存在するマ

ンノースをレセプターとして付着する。アドヒジュンタンパク質を欠損さ

せたEco1∫では，付着性が著しく損なわれ，また感染症を発症しないこと

も知られることから，このタンパク質はE．co〃が宿主の細胞へ付着し，感

染するための重要な因子として研究されている。

　一方，乳酸菌が哺乳動物など（宿主）の腸管上皮細胞に付着することは，

種々報告されているが，その付着因子や付着強度などについての統一的な

見解はほとんどみられない。乳酸菌をプロバイオティクスとして利用する

ために，宿主の細胞表面への付着性が重要となる。そこで明らかにされて

いるEco1∫由来FimHタンパク質をコードした．伽H遺伝子（Klemmε如乙

1987）を乳酸菌で発現させることにより，宿主の細胞表面への付着性を高

めることが推測できる。また，病原性細菌と同じ付着因子を乳酸菌が産生

することにより，病原性細菌の付着を競合阻害することが期待される。

　本研究では，宿主細胞表面への乳酸菌の付着性向上および乳酸菌と病原

性細菌との付着競合阻害を目的とし，E．　co1∫由来Type　1線毛のFimHタン

パク質を乳酸菌で産生させるために，加。∫oわαc∫11μ訪θ1りθ∫’c配5CP790株のプ

ロティナーゼ（pr∫y）遺伝子（Yamamoto　8∫鳳，2000）を応用した。すなわ

ち，pπy遺伝子はプロモーターを有し，菌体内で産生されたドメインであ

るタンパク質を菌体外へ放出させるシグナル配列と，そのタンパク質を菌

体表層に固定するアンカー配列を含んでいる。グラム陽性・陰性菌のシャ

トルベクターでテトラサイクリン（Tc）耐性遺伝子をコードした
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pHY300PLK（Takara）を用いてこのpπy遺伝子をサブクローニングし，pr‘y

遺伝子のドメインに．伽H遺伝子を組み込むことによって，FimHタンパク

質の機能をもつ融合タンパク質を産生させることを試みた。

　第1章では，E．　co〃と乳酸菌の両者において融合タンパク質を産生させ

るためのプラスミドの構築を行なった。はじめにpπy遺伝子のプロモータ

ー上流のシークエンスを決定し，プロモーターを含みPCR増幅したprが

遺伝子をpHY300PLKの飾〃2H　Iと肪α1サイトに組み込み，　pY790を構築

した。次にpY790のpπy遺伝子内の勘θ1とβρ那11021で切断されるドメ

イン（約800bp）を除去した後，両制限酵素サイト（配列中の下線部）を

含むプライマー（フォワードプライマー；5’一TGccTGGTcAITcAcrAGT

AAAACCGCCAA－3’，リバースプライマー；5’一TCGCTGGAATAAGCTT

△Ω⊆GTTGCGCGTCA－3’）でPCR増幅した約680　bpの．伽2H遺伝子を組み

込んだ（pYEFHO1の構築）。このpYE田01をシークエンスし，pπy遺伝子

のドメインにフレームが合うように．伽H遺伝子が組み込まれているのを

確認した。このプラスミドはEco1εと乳酸菌でガ〃班遺伝子を発現し，融

合タンパク質を産生するものと考えられた。

、第2章では，pYEFHO1をE．　co1∫JM105に導入しTc耐性形質転換体E．　co1’

JM105（pYE田01）を得た。本形質転換体の菌体タンパク質をウェスタン

ブロヅティング法に供し抗FimHマウス血清および抗PrtYマウス血清を用

いて融合タンパク質の検出を行なった。その結果，抗FimHマウス血清に

反応するタンパク質（分子量約40，000）のバンドを検出した。また同じタ

ンパク質のバンドが，抗PrtYマウス血清で反応したため，目的のFimHタ

ンパク質をドメインに含む融合タンパク質が産生されたことを確認した。

　また融合タンパク質の機能を解析するためにEcg1月M105（pYE田01）

の菌体タンパク質（菌体破砕液）を用いて，Type　1線毛をもつE．　coκORN103
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（pSH2）（Tawari，　Ikeda　and　Abraham　8’on993）のヒト結腸線癌由来Caco－2

細胞への付着阻害試験を行なった。その結果，E．　co1∫JM105（pYE田01）

の菌体タンパク質の添加によりE．co1∫ORN103（pSH2）の付着が阻害され

た（付着率：16％減少）。このことから，産生された融合タンパク質がCaco－2

細胞への付着性を有し，結果的にE．co1‘ORN103（pSH2）のCaco－2細胞へ

の競合阻害することが認められた。Eco1∫JM105』 ipYEFHO1）は，　FimHタ

ンパク質と同じ機能を示す融合タンパク質を菌体内で産生していることが

示唆された。

　第3章では，乳酸菌の一種であるLαc‘o肋。∫〃麗。α5ε∫CP680をpYEFHO1

により形質転換し，Tc耐性形質転換体L．　cα5ε∫CP680（pYE田01）を得た。

得られたTc耐性形質転換体について，E．　co1∫を宿主とした時と同様に，プ

ラスミドの解析とウェスタンブロヅティング法による融合タンパク質の検

出を試みた。本形質転換体からプラスミドを抽出し勘ε1とBpμ11021で消

化し，伽H遺伝子断片を認めた。またし．cα∫ε∫CP680（pYEFHO　1）の胃体

タンパク質をウェスタンブロヅティング法に供し，抗FimHマウス血清で

反応させた結果，且co1’での場合と同様に，分子量約40，000の位置のバン

ドを検出した。抗PrtYマウス血清でも同じ分子量のバンドを検出でき，

乳酸菌においてもFimHタンパク質をドメインにもつ融合タンパク質が産

生されていることを証明した。

以上，L．　cα画においてマンノースをレセプターとして付着する，融合タン

パク質遺伝子を発現させるためのプラスミドpYE田01が構築できた。産

生されたこの融合タンパク質は，同じマンノースを認識し付着するE．co〃

を競合阻害することが認められた。本研究の成果として，pYEFHO　1の応用

可能な例も次のように考えられる。病原性細菌の一種である5α伽。ηε〃α

奴ρ勧班r謝2は，Type　1線毛遺伝子（Cleggε∫砿，1995）を有するがEco1∫と
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の相同性はほとんどない。本菌のアドヒジュンタンパク質遺伝子のシーク

エンスより勘ε1とBpπ11021サイトを含むプライマーを構築し，PCR増幅

された産物を両制限酵素により消化すればpYEFHO1に容易に組み込め，

この遺伝子の発現が可能となる。すなわち，病原性細菌のアドヒジユンタ

ンパク質が遺伝子レベルで解明されているため，本研究で構築した

pYEFHO1めドメインにいろいろな細菌のアドヒジュンタンパク質をコー

ドした遺伝子を組み込み乳酸菌に導入することで，産生された融合タンパ

ク質はそれぞれ病原性細菌と同じレセプターに付着し，宿主の細胞表面へ

の付着を競合阻害し得るものと考えられた。
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