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[[[[⫼ᬒ࣭┠ⓗ⫼ᬒ࣭┠ⓗ⫼ᬒ࣭┠ⓗ⫼ᬒ࣭┠ⓗ]]]]    
኱⭠⳦ࢡࣃࣥࢱࡢࡽ࠿㉁⢭〇࡚࠸࠾࡟⣽⬊◚○ࡣᚲせ୙ྍḞ࡞㐣⛬࡛ࠋࡿ࠶㏻ᖖࠊ⣽⬊◚○࡛

ࡾ࡞࡜ཎᅉࡢኚᛶࡸจ㞟ࡢ㉁ࢡࣃࣥࢱࡣ᪉ἲࡢࡽࢀࡇࠊࡀࡿࡍ○◚ࢆ⣽⬊ቨࡾࡼ࡟࡝࡞㉸㡢Ἴࡣ

ᚓࡾࡼࡵࡓࡿ✜࿴࡞᮲௳࡛ࡢ⣽⬊◚○⣔ࡀồࠋࡿ࠸࡚ࢀࡽࡵᮏ◊✲ᐊ࡛ࡢࡇࡣㄢ㢟ࢆゎỴࡓࡿࡍ

࡟ࡵ VanX  ࠋࡿ࠸࡚ࡗ⾜ࢆ㛤Ⓨࡢ⣽⬊◚○⣔ࡢ᪂つࡓ࠸⏝ࢆ
VanX ࡿ࠶ᵓᡂせ⣲࡛ࡢ⣽⬊ቨࠊ࡛ࡘ୍ࡢ⩌ᛶ㑇ఏᏊ⪏ࣥࢩ࢖࣐ࢥࣥࣂࡣ D-Ala-D-Ala ຍỈࢆ

ศゎࠋࡿ࠶࡛ࢮ࣮ࢲࢳࣉ࣌ࢪࡿࡍᙜ◊✲ᐊ࡛ VanX VanXࠊࢁࡇ࡜ࡓࡗ⾜ࢆ኱⭠⳦ෆⓎ⌧ᐇ㦂ࡢ
ࢆ 25Υ࡛Ⓨ⌧࡜ࡿࡏࡉ⣽⬊ቨྜᡂࢆ㜼ᐖࠊࡋ኱⭠⳦ࡀ⳦⁐ࡢ㉳ࢆ࡜ࡇࡿࡇⓎぢࡢࡇࠋࡓࡋ≉ᛶࢆ

฼⏝࡚ࡋ┠ⓗࢡࣃࣥࢱ㉁࡜ VanX ࡃ࡞࡜ࡇࡿ࠼୚ࢆࢡࢵࣙࢩⓗ⌮≀ࠊࡾࡼ࡟࡜ࡇࡿࡏࡉ⌧ඹⓎࢆ

┠ⓗࢆࢡࣃࣥࢱ⣽⬊እ࡬⁐ฟࡿࡍ࡜⬟ྍࢆ࡜ࡇࡿࡏࡉ᪂つ⣽⬊◚○⣔ࡢ㛤Ⓨ◊✲ࠋࡿ࠸࡚ࡗ⾜ࢆ 
VanXࠊࡣ࡛✲◊ᮏ࡛ࡇࡑ ྥ⋠཰ࡢ㉁ࢡࣃࣥࢱⓗ┠ࡿࡅ࠾࡟㛤Ⓨࡢ᪂つ⣽⬊◚○⣔ࡓࡋ⏝฼ࢆ

ࡢ㧗⁐⳦άᛶᆺ࡟ࡵࡓࡢ⌧ᐇࡢࡑࠊࡋ࡜ⓗ┠ࢆୖ VanX ኚ␗య᳨ࡢ⣴ࠋࡓࡗ⾜ࢆ 
    
[[[[᪉ἲ᪉ἲ᪉ἲ᪉ἲ]]]]    
<<<<ኚ␗యࡢసᡂኚ␗యࡢసᡂኚ␗యࡢసᡂኚ␗యࡢసᡂ>>>> VanX Wild Type(WT)ࢆ㗪ᆺ࡚ࡋ࡟ QuikChange ཬࠊ᥮⨨࣒ࢲṧᇶ୍ࣛࣥࡿࡼ࡟

ࡧ ErrorPronePCR QuikChangeࠋࡓࡋసᡂࢆࢻ࣑ࢫࣛࣉኚ␗యࠊ࠸⾜ࢆ᥮⨨࣒ࢲࣥࣛࡿࡼ࡟ ࡟

࣑࢔ࡿࡼ࡟ẚ㍑ࡢ࡜㢮ఝ㓄ิࡧཬࠊ᥎ᐃࡢ㛵㐃ᛶࡢ࡬⬟ᶵࡢࡽ࠿యᵓ㐀❧ࠊࡣኚ␗ᑟධ㒊఩ࡿࡼ

࡛ୖࡓࡗ⾜ࢆウ᳨ࡿࡼ࡟㓟ಖᏑᗘࣀ 73Lys115ࠊSer121ࠊAla ࢻ࣑ࢫࣛࣉኚ␗యࡓࡋసᡂࠋࡓࡋ࡜

࡛ BL21(DE3) ࢆᙧ㉁㌿᥮ࢆ࣮ࢽࣟࢥࣝࢢࣥࢩྛࠊࡋ ZYM-5052 ᇵᆅࡋ⳦᳜࡟ 12hr ᇵ㣴ࠋࡓࡋ 
 ᗘ⃮ࡢᇵ㣴ᾮࡧཬࠊග ᐃ⺯ࡿࡼ࡟᰾㓟ᰁⰍヨ⸆(PI)࡚ࡋᑐ࡟ᇵ㣴ᾮࡢ㏙ୖ    <<<<ࢢࣥࢽ࣮ࣜࢡࢫࢢࣥࢽ࣮ࣜࢡࢫࢢࣥࢽ࣮ࣜࢡࢫࢢࣥࢽ࣮ࣜࢡࢫ>>>>

ᐃࡿࡼ࡟㧗⁐⳦άᛶኚ␗యࠋࡓࡗ⾜ࢆࢢࣥࢽ࣮ࣜࢡࢫࡢPI ࠊࡎࡏ㏱㐣ࡣ࡟⬊⣽ࡘᣢࢆ⭷࡞ṇᖖࡣ

ᦆയࢆ⭷ࡓࡋᣢࡘ⣽⬊ࡳࡢ࡟㏱㐣ࡋ᰾㓟ࢆᰁⰍࠊࡵࡓࡿࡍᮏ◊✲࡛ࡣ⳦యࡢ⳦⁐ࡢ᭷↓ࡸ⛬ᗘࢆ

 ᐃࠋࡓ࠸⏝࡟ࡵࡓࡿࡍᕼ㔘ࡓࡋᇵ㣴ᾮ࡜ PI ࠊࡏࡉ཯ᛂࢆ

Typhoon8600ࡾࡼ࡟⺯ගࢆ ᐃࠋࡓࡋᇵ㣴ᾮ⃮ࡢᗘ20ࡣmM
ࣜࣥ㓟10࡛࣮࢓ࣇࢵࣂಸᕼ㔘590ࡋnm࡛ࡢ྾ගᗘࢆ ᐃࡋ

    ࠋࡓ
<<<<⁐⳦άᛶࡢホ౯⁐⳦άᛶࡢホ౯⁐⳦άᛶࡢホ౯⁐⳦άᛶࡢホ౯>>>>⁐⳦άᛶࡣ BL21(DE3) ࢆᙧ㉁㌿᥮ᚋࠊ

LB ᇵᆅ࡛ O.D.0.8㹼0.9 ࡛ࡲ 37Υ࡛ᇵ㣴ࠊࡋIPTG ῧຍᚋࠊ

25Υࡣ࠸ࡿ࠶ 30Υ࡛ᇵ㣴࠸⾜ࢆ 30 ศẖ⃮࡟ᗘࢆ ᐃ࡚ࡋ

O.D.᭤⥺ࢆసᡂࠊࡋIPTG ῧຍᚋ 4 ᫬㛫ᚋࡢ O.D.(od4)ࢆ⁐

Fig.1ࠋࡓࡋ࡜ᣦᶆࡢ⳦ ࡟ WT ࡢ O.D.᭤⥺ࠋࡍ♧ࢆ 
 
    [[[[⤖ᯝཬࡧ⪃ᐹ⤖ᯝཬࡧ⪃ᐹ⤖ᯝཬࡧ⪃ᐹ⤖ᯝཬࡧ⪃ᐹ]]]]     
<<<<᳨ฟࡓࢀࡉኚ␗యࡢホ౯᳨ฟࡓࢀࡉኚ␗యࡢホ౯᳨ฟࡓࢀࡉኚ␗యࡢホ౯᳨ฟࡓࢀࡉኚ␗యࡢホ౯>>>>      

25Υࡧࡼ࠾ 30Υ࡛⁐⳦άᛶࢆ ᐃྛࡓࡋኚ␗యࡣ DNA ⾜ࢆ㓄ิ☜ㄆࡾࡼ࡟ࢢࣥࢩ࢚ࣥࢡ࣮ࢩ

࡟࡛ࡍࠋࡓࡗ D-Ala-D-Ala ࡀάᛶࢮ࣮ࢲࢳࣉ࣌ࢪ 3 ಸࡿࡍ᪼ୖ࡟ኚ␗య࡚ࡋ࡜ሗ࿌ࡿ࠸࡚ࢀࡉ

S115A ࡟࠿ࡽ᫂ࡣάᛶ࡛⳦⁐ࠊࡀࡔ WT Table 1)ࡓ࠸࡚ࡋపୗࡾࡼ ཧ↷)࡚ࡗࡼࠋ⁐⳦άᛶ࣌ࢪࡣ

 ࠋࡿࢀࡽ࠼⪄࡜࠸࡞ࡓᣢࡣẚ౛┦㛵ࡢ᥋┤࡜άᛶࢮ࣮ࢲࢳࣉ
� ḟ25ࠊ࡟Υ࡛ࡢ ᐃ࡚࠸࠾࡟ WT ࢆኚ␗యࡍ♧ࢆάᛶ⳦⁐ࡢᗘ⛬ྠ࡜ 8 ᳨యⓎぢࡢࡑࠊࡋ୰࡛

ࡶ R128CࠊA84T ࡣ࡚࠸ࡘ࡟ 30Υ࡛ࡢ ᐃ࡚࠸࠾࡟ WT  Table)ࡓࡋ♧ࢆάᛶ⳦⁐࠸㧗ࡋᑡࡶࡾࡼ
1 ཧ↷)ࠋ 
❧యᵓ㐀࡛ࡢࡇ 2 ࠊࡾ࠿ศࡀ࡜ࡇࡿ࠸࡚ࢀ㞳ࡽ࠿άᛶ㒊఩ࠊ࡜ࡿࡍㄆ☜ࢆኚ␗㒊఩ࡢኚ␗యࡢࡘ

㓝⣲ࡢάᛶࡢኚ໬࡛ࠊࡃ࡞ࡣᏳᐃᛶࡢኚ໬ࡀ⁐⳦άᛶࠋࡿࢀࡽ࠼⪄࡜ࡓࡏࡉ᪼ୖࢆ 
� ௒ᚋࠊᮏ◊✲࡛ᚓࡓࢀࡽ㧗⁐⳦άᛶኚ␗యࢆ๓㏙ࡢ᪂つ⣽⬊◚○⣔࡟ᑟධࠊࡋ┠ⓗࡢࢡࣃࣥࢱ

཰⋡ྥୖ᳨ࢆウࠋ࠸ࡓࡋ 
Table1 : Table1 : Table1 : Table1 : ྛኚ␗యྛࡢኚ␗యྛࡢኚ␗యྛࡢኚ␗యࡢ od4od4od4od4    ್್್್    

WT A84T R128C S115A K73C K73V M80L S115C A121C A121S
25䉝 0.24 0.24 0.25 0.54 0.26 0.28 0.36 0.34 0.33 0.36

30䉝 0.48 0.39 0.39 1.35 0.48 0.61 0.76 1.17 1.12 1.19  

㧗⁐⳦άᛶࢆᣢࡘ VanX ኚ␗యࡢ᥈⣴ 
㯮⏣◊✲ᐊ 06251023 ᮌᮧ ಇኴ 

FFFFigigigig....1 : WT1 : WT1 : WT1 : WT ࡢࡢࡢࡢ O.D.O.D.O.D.O.D.᭤⥺᭤⥺᭤⥺᭤⥺    
    


