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A gene relating to /3 -glucoside utilization of Enterococcus Jaecalis subsp. liquefa­
ciens IFO 12968 was cloned and expressed in Escherichia coli JM 109. In a 3.4 kb-gene 
fragment, two open reading frames (ORFl, 1.47 kb ; ORF2, 0.98 kb) were sequenced. 
Although functions of these genes were not correctly determined through the homology 
research on the genes and proteins. However, since the ORF2 protein showed homologies 
to the lac repressor, it seems likely that these genes code proteins relating to /3 ―gluco­
side transport. 

1. 緒 戸

乳酸菌とは糖類をエネルギ ー 源として乳酸を主

要な代謝産物とする発酵を行う細菌の総称である。

乳酸菌と人類との関わりは古くからあり、人類の

歴史の歩みとともに、種々の有用な乳酸菌が選択、

育種され、多様な発酵食品が開発された。 バ タ ー 、

チ ー ズ、発酵乳、 ワイン、潰物等がこれらの代表

例である。 こうした発酵食品は特有な風味による

おいしさ、乳酸菌の作用による保存性と消化性の

向上が特徴である。 さらに、食品製造関連のみな

らず、最近では乳酸菌の有する他の有用機能も明

らかにされ始めた。 その顕著な例としては腸内乳

酸菌の機能があげられ、人間の小腸下部に主に検

出される腸内乳酸菌は乳酸を生成することで多種

の雑菌の繁殖を抑えることが判明している。 また、

乳酸菌には免疫賦活作用など多彩な生体調節機構

が見いだされており、人間の健康維持• 増進に寄

与する有用な微生物としての認識が高まっている。

一方、乳酸菌の培養液がやけどの回復を早めた
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り皮膚の感染症を防ぐことが発見されたことを

きっ かけとして、約30年前よりこれを化粧品素

材として利用することが始められた。 実際に乳酸

菌培養液を化粧品に添加すると皮膚の保湿作用や

抗酸化作用が向上するため、有用な化粧品素材と

考えられる。 今後は乳酸菌の代謝産物の化粧品素

材としての新規機能の調査と、乳酸菌自体を添加

した化粧品の開発が予想される。 しかし、実用性

を考えた場合には、解決しなければならない問題

も多く、このためには乳酸菌を遺伝的に改良する

ための育種技術を確立し、乳酸菌の新規な機能を

開発する必要がある。

本研究は、化粧品素材としての利用に適した乳

酸菌に関する、遺伝子工学を利用した育種技術を

開発することを目的としている。 本研究により化

粧品素材としての利用に適した多機能性乳酸菌の

育種が可能であると考えている。

2. 実験方法

2. 1 使用菌株

供試菌として、 セロビオ ー ス発酵性を有する

E. faecalis subsp. liquefaciens IF012968 を用

いた。 また遺伝子クロー ニングの際の宿主菌とし

ては、大腸菌Escherichia coli JM 109を用いた。



2.2 培養方法

E. faecalisの液内培養には、ペプトン、酵母

エキス、グルコ ー スを主成分とするPYG培地を

用い37℃にて静置培養を行った。 E.coliの培養

には、バクトトリプトン、酵母 エキス、NaClよ

り成るLB培地を用い、必要に応じて形質転換前

培養用に M9培地（最小培地）、本培養に2 YT培

地(LBより富栄養なもの） を使用しいずれも37

℃にて培養した。 また、 E. Coliの形質転換体の

選択および培養のときには、上記の培地にアンピ

シリンを終濃度でlOOµg/叫になるように培地に

添加した。

2. 3 DNAの調製

E. faecalisを培養後集菌し、 bufferに懸濁し

た後、リゾチ ー ムおよびSDSを加えて溶菌させ、

proteinase K 処理、 RNase A処理、フェノ ール

・クロロホルム抽出、エタノ ール沈殿を行い、全

DNAを精製した。

E. coliからの組換えプラスミドおよびシャロ

ミドの抽出は、アルカリSDS法に従って行った。

また必要に応じてQI AGENプラスミド精製キッ

トも使用した。

DNAの分子量測定は、アガロ ー スゲル電気泳

動後、エチジウムプロマイド染色し、 UVライト

照射により行った。

2. 4 大腸菌の形質転換

E. coliの形質転換はHanahanの方法に従っ

て行った。この際、形質転換体の選択には、 5-

bromo-4-chloro-3-indolyl- /3ー n-glucopy­

ranoside (X-glu)を利用した。X-gluはf3

-glucosidaseにより分解されると青く呈色する。

そこでX-gluを含む培地で青色に呈色したコロ

ニ ーを採取し、解析を行った。 また、シャロミド

ベクターを用いた場合は、ファ ージベクターの場

合と同様in vitro packagingキットを用いて

行った。
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2.5 塩基配列の決定

ベクター 中の挿入断片の縮小化は、制限酵素に

よる消化およびライゲーション反応を繰り返し行

うことにより行った。 また、 exonuclease illぉ

よびmung bean nucleaseの反応を取り入れた

D eletionキットも利用した。得られたディレ ー

ションプラスミドの塩基配列の決定は、Sanger

の方法に従い、蛍光オ ートマチックシー ケンサー

を利用して行った。 また、必要に応じて既知の塩

基配列から DNAシンセサイザ ーによって合成し

たプライマ ーを用いてPCRを行いPCR産物を

塩基配列決定の際に用いた。

2. 6 in vivoにおける遺伝子発現

各オ ープンリーディングフレ ー ムをPCRによ

り増幅さ せ 、 発現ベ ク タ ー で あ る pUC18 、

pBluescript II、 pK K223-3に連結し、組換え

プラスミドを構築した。この組み換えプラスミド

を用いて E. coli JM109に形質転換し、形質転換

体をlacおよびtacプロモ ータ ーの誘導剤である

isopropy 1-1-thio-(3-o-- galactopyranoside 

(IPTG)とアンビシリンを添加した培地で培養

した。 約2 4時間培養後、集菌・洗菌し、 TME

bufferに懸濁し、超音波処理により細胞を破砕

した。遠心分離した上清をSDS-PAGE により

分離し、クマジ ー ブルー染色でタンパク質の検出

を行った。同様の系で、 IPTGを添加しない場合

の結果と比較することにより目的タンパク質の同

定を行った。

3. 実験結果および考察

3. 1 セロビオ ース資化性遺伝子を含むプラスミ

ドpEFG3の塩基配列の決定

E. faecalisより全DNAを抽出し、 制限酵素

Eco Rlにて 消化後、 E. coli JM109 を宿主、

pUC18をベクターとしてショットガンクロ ーニ

ングを行った。X-gluを含有する選択培地上で

青色を呈するコロニ ーが6個得られたが、得られ
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たクロー ンの保持するDNA断片は、 サザンハイ

プリダイゼーションおよび制限酵素分析により、

pEFGl、 pEFG2、 pEFG3の3種に大別できる

ことが判明した。 この中で、 pEFG3を保持する

大腸菌は、 セロビオ ー スを唯一の炭素源として生

育可能であった。 そこで pEFG3について塩基配

列を含めた詳細な解析を行うことにした。

pEFG3を縮小化したプラスミドを数種作成し、

それら のLB培地上でのX-gluの発色を(3 ―

gluc osidase活性と し て 、 FIG.l に示した。
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2 は18bpしか離れておらず非常に近接していた。

ORF2の終止コドンの直後には、 安定なステム・

ループ構造の形成可能な配列が見出され、 ORF2

の終止コドンで転写は終結するものと考えられた。

なお、 ORFlは完全長ではなく上流部分が欠け

ていることが示唆された。

1 kb 
I I 

FIG .1. Del etion analysis of tile insert of pE F G3. 
Restriction endonucleases : A, Accl ; B, 
BamHI; E,EcoRI; H,Hindlll; K,Kpnl; 
X,Xbal. 

FIG.lより当該遺伝子を約2.1kbの領域に限定し

た。 このDNA断片の塩基配列の決定を行うため

に、 pBluescript IIをベクタ ーとしてサプクロー

ニングを行いFIG .2に示すようなseque n c ing

stra t egyで塩基配列を決定した。 その結果951

bpと978bpの2 つのオ ー プンリ ー ディングフ

レ ーム（以下ORFl、 ORF2と略）が存在して

いることが判明した。 しかもこのORFlとORF

三
『↑ �� 1↑ � �1 1 

1 kb 
I I 

X-glu poslth•e region 

FI G.2. Sequencing strategy for the X -glu pos巾ve
region of pEFG3 
The arrows denote the direction and extent 
of sequence determination. The open read­
ing frames are shown as OR Fl and ORF2. 
R estr1ct1on endonucleases : A, Accl ; B, 
BamHI; EcoRI; H, Hind Ill ; K, Kpnl; X、
Xbal. 

3.2 pEFG3の上流域のクロ ー ニング

E.faecalisの全DNAを抽出した後Kpn Iで

完全消化後、 コスミドベクタ ー の 一種である

Charomid 9-36をベクタ ー 、 宿主はE.coli JM 

109を用いてE.faecalisのゲノムDNA2-16Kb 

断片を含む組み換え体を約 5000 個取得した。

pEFG3の EcoR I -Kpn I断片約2.4Kb をプ

ロープとしてコロニ ーハイプリダイゼ ーションを

行ったところハイプリダイズするクロー ンを3個

取得した。 その組み換えシャロミドを抽出し、

Kpn Iで消化後、 電気泳動し、 サザンハイプリ

ダイゼ ーションを行った結果をFIG.3に示した。

6.6--— 

4_4---

2.3- -
2.0-

----

(A) (B)

123456123456 

＜ 
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l

 

FIG .3 . Southern hybridization analysis. 
(A) Lane 1,6, A DNA digested with Hind

Ill . Lane 2, recombinant charomid (1) di一

gested with Kpn I . Lane 3, recombinant
charomid ( 2)digested with Kpnl. Lane 4,
recombinant charomid (3) digested with
Kpnl. Lane 5, £. faeca/is chromosomal
DNA d1gested withKpnl .

(B) Hybridization analysis of the South­
ern transfer of the D N A s  from gel (A) , 
using labelled 2 .4kb EcoRI-Kpnl frag­
ment of pE F G3 as a probe. 
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この約6.7KbのKpn l断片を pBluescriptIIKS

＋にサブクロ ー ニングし、 FIG.4に示すような

ディレ ー ションプラスミドを得て塩基配列を決定
した。 これにより完全長のORFlは1470bpから

成るオ ープンリ ーディングフレー ムであることが

判明した。 ORFlの上流にはプロモ ータ ーやSD

配列と推測できる領域が存在していた。 決定した
塩基配列のうち2.7Kbを FIG.5 (次頁）に示した。
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F IG.4. Deletion plasmids of pEFG3U and pEFG3 
U/Rev. The arrow indicates the direction 
of lac promoter in pBluescript II. Restric­
tion endonuclease used are as follows: A, 
Apal; E,EcoRI; K,Kpnl; S,Spel. 

3.3各オ ー プンリ ー ディングフレ ー ムの機能に
ついての検討

ORFl、 ORF2それぞれについてアミノ酸レ

ベルでの相同性を調べたところ、 ORFl、ORF2

ともに他生物起源の(3― glucosidaseとの相同性

は低かった。 むしろORFlは sucrose-6-phos­

phate hydrolaseやsucrose a -glucosidaseと

高い相同性を示し、 ORF2はlac リプレッサータ
ンパク質と高い相同性を示した。

さらに各々のORF産物の機能を調べるために、
塩基配列のデータをもとにORFlのみを含む領
域、 ORF2のみを含む領域、 ORFlとORF2双

方を含む領域をPCRにより増幅し、 ベクタ ー

pUC18、 pBluescript II、 pKK223-3にクロー

ニングした。 ORF2のみを含む領域と、 ORFl

とORF2双方を含む領域をクロ ー ニングしたも
のは、 IPTGの存在下X-gluを分解して青色を
呈するクローンが得られた。 これより特にORF2

産物が、 E.coliの(3-glucosideの利用に深く関

わっていることが判明した。 さらに遺伝子発現と

遺伝子産物同定のためにin vivo での遺伝子発現

状況を調べた結果、 FIG.6に示すように約36

KDaのタンパクが発現していることが判明した。

これはORF2の塩基配列より推定した分子量と

一致していた。 ORFl、 ORF2ともに(3-glu­

cosidase遺伝子をコ ー ドしている可能性は極め

て低いにも関わらず、 E. coli JM109に(3-glu­

coside資化能を与えている理由についての詳細

は不明である。 しかし、 以上の結果は、 E. Jae ­

calis由来のORF産物が直接的に、 または他の糖

取り込み制御機構の抑制によって、 E.coliの
cryptic (3 -glucoside-PTSを活性化したこと

を強く示唆している。

4. 
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E. faecalis由来の/3 ― glucoside資化性遺伝子
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FIG.6. SOS-PAGE of the crude extract from E. 
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LIETLER<LFUQOY<UIL C O

1930 1910 1950 1960 1970 1900 
TAG『GRRRRRGRTC CRGRRRAAO AGCOCGCC TAT T TRCGRA I G CT CGC I GCAAATAARG『

SE<OPE<EA AYLAHL● ● H < U 

1990 2000 2010 2020 2030 2010 
GGRC GG T GT AAT CAC TOOT AGC CA TRACT『AGCTRTTAACGRATATG●●●ATGTTTCACT 

O OUIT OSHHLAIHEYEHUSL 

2050 2060 2070 20● 0 2090 2100 
ACCTRTTGTT『CCTTTOACCOT T TCTTGOCACCTGOCATTCCAAT T GTCTCI 

PIUSF O AFLAP GIPIUSSQH 

2110 2120 2130 2110 2150 2160 
CT T TC RROOG OOCCAARRROCCAC T GRAOCCT TR『TTGCRROTOO O『CACARAAORTTOC

FQ O OQK A 『ERLFASOSO<IA

2170 21● 0 2190 2200 2210 2220 
ART TR TT RC TG OT OC TAR TR RCRCAOOCGC RC C TROC GR『TRICGR『TGGCTGGTTRTAA

1 1  T O AHH T O APSOY RLR OYK 

2230 2210 2250 2260 2270 2200 
ACAAACAAT 00 RRAAAT AT GOCOCROOAAAAACOR TT CT RCARAT T GR T RR T GOOACCT C 

O THE<Y O A OK 『ILQIOH O TS

2290 2300 2310 2'20 2330 2310 
RRCAACAT T AARAAATCTAORAATCOAACO I TT OCT TCRRRA I ARA虻TOTAOACOOCAT

T TL<HLEI ERLLQH<IU O OI 

2350 2360 2'70 23● 0 2390 2100 
CTTTTDTACAOR『O●TTTOACAOCRA『TACAOTTRTGAA『RTTGCTC .... RRTTOA印AT

FC T O OL T AI TUMHIAO<L<I 

2110 2120 2130 2110 2150 2160 
AT CCAT T cc T OARO RAT T AARROT RA no OT TAT GA f OOGRCAARAT T RAT CRRAAORAT 

SIPEELKUIOY O O TKLl< A I

2170 2100 2190 2500 2510 2520 
T OCC CC TC RAC TR T CRACCR TTO IOCAOCC OAT CORCOAOAT GT O TGRCO TT AT OA TT OA 

RPOLSTIUOPIOEH C OUMIO 

2530 2510 2550 2560 2570 2500 
CTT RC T OC TT COT AOAAT OAT OOAT CCT OAT OTT GCRCTCOAGGRAM TT A I CC TA TT CC 

LLLR AnnoP OU ALEEHYP Ip 

2590 2600 2610 2620 2630 2● 10 
·
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『·
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··
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TA

:
cA

�
rn

:
cr

�
AA

: 
cc

�
o'

! 
�AAAAAOACAC�TOAAAAfOT OTC! TT TT TT 

2650 2660 2670 2●● 0 2690 2700 
RTTCTTAAT『CCTCATT T OCCTA TT TTCCCT『AATT CCARAGC RCAOROAT T AAA T AA TA 

F JG .5. Nucleotide sequence of the genes from E. faecalis 、 which control {3-glucoside utilization in E.coli. 

Putative initiation codons (ATG) are at bp140 and 1631. In the downstream of the termination 

codon (•)、 the putative transcriptional terminator at bp2610 to 2639 is indicated by inverted ar­

rows、 which represent the proposed stem of the stem-loop structure. 

の中に2つのオ ー プンリ ー ディングフレ ー ム

(ORFl: 約 l .5Kb ; ORF2 : 約 l.OKb) が存在

していることが判明した。 ORFl 、 ORF2 は両

者とも /3 -glucosidase をコ ー ドする遺伝子では

なく、むしろ E.coliの/3 -glucoside 輸送機構に
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関与するタンパク質である可能性が高い。 これら

の遺伝子を E. coli 内で発現させた場合、 (3 -

glucoside 輸送が可能になり、 (3 -glucoside 資

化能を獲得していることが示唆された。




