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&蒻 θθθεθπsカノ″カグルSか らのプラス ミド分離方法

池田隆幸 。八十川大輔 ・長島浩二

Minipreparation Method of Plasmid DNA from Pediococcus halophilus

Takayuki IKEne, Daisuke Ynsoxewe and Koji Necesnnue

乳酸菌 &グ グθθθθθ郷 滋″ ′%か らプラス ミドを分離

する方法を開発 した。本方法を用いることで,味 噌及び

醤油などに生息する乳酸菌からプラスミドを容易に分離

することができ,新 規ベクターの開発や製品中の乳酸菌

分布調査などへの応用が期待できる。

乳酸菌 &歳 θθθ郷 滋′″カグルSは 耐塩性に優れ,わ が

国における代表的発酵食品である味噌,醤 油等の製造に

重要な役割を果たしてきた。これらの製品は,従 来いわ

ゆる「蔵付 き」の乳酸菌によって発酵が自然にコントロー

ルされてきたが,最 近では,選 択された P滋 勧勉グ加 を

スターターとして加えることも試みられている。

しかし,本 菌の生化学的,遺 伝学的な解析 は始 まった

ばか りで,遺 伝子解析のための宿主ベクター系 も構築さ

れていない。そこで,P勿 ″クカグ′郷 からプラスミドを分

離解析 しベクターとして開発することが必要 となるが,

従来の方法ではあらゆる種類の P滋 物励グ麻 分離菌か

ら安定にプラスミドを分離することは困難であった。そ

こで,P勿 勧励グルsに 適 したプラスミドの分離方法を従

来の大腸菌のアルカ リ溶菌法(1)及び高橋 らによる乳酸

菌細胞壁の溶解条件(2)をモデルとして開発 した。

① 分離 したP滋 物効グ麻 をGYPN白 亜寒 天培地*1

(GYP自 亜寒天培地0に 7%NaClを 添加 し,NaOH

で pH 8.0とした寒天培地)に塗布し,30℃で 2日間静

置培養する。

② 得 られたコロニーを, 1%グ リシンを添加 した

GYPN液 体培地(GYPN自 亜寒天培地から,CaC03と

寒天を除いた液体培地)10m2に 植菌し,30°Cで 2日間

静置培養する。

③ 培 養液を4°C,3,300回転,10分 間遠心して集菌し,

得 られた菌体 を l m2の 100 mMグ リシンーNaOH

(pH ll.0)緩衝液に懸濁後,37°Cで 20分間静置する。

④ 4°C,4,000回転,5分 間の遠心分離で菌体を回収す

る。

⑤ 菌 体を150μ2の 溶菌液 (10 mg/m2リ ゾチーム,5

mg/m2 N― アセチルムラミダーゼ SG,25 mMト

リスー塩酸(pH 8.0),50 mMグ ルコース,10 mMエ

チ レ ン ジ ア ミ ンー 4-酢 酸-2-ナ ト リ ウ ム

(EDTA))に 懸濁後,37℃ 30分間静置し溶菌させる。

⑥ 溶 菌 した液に300μ2の 0.2N NaOH, 1%SDS

溶液を加え攪拌後 0℃ 5分 間静置する。

⑦ 225μ2の 3M酢 酸ナ トリウム (pH 5.2)を加え十分

攪拌後 0°Cで 10分間静置する。

③ 4°C,15,000回 転,10分 間の遠心分離で沈殿を除き

上清を回収する。

⑨ 上清にフェノールークロロホルム 1:1溶 液 を500

μ2加 え激しく攪拌後,20°C,15,000回 転 5分 間の遠心

分離で水層 (上層)を 回収する。

⑩ 水層にl m2の エタノールを加 え攪拌後室温で 10

分間静置する。

① 15,000回 転 5分 間の遠心分離で沈殿を回収する。

⑫ 沈 殿 に70%エ タノールを加 えさらに 15,000回転

5分 間の遠心分離後,沈 殿を乾燥し,100μ2の TE溶

液 (10 mMト リスー塩酸 (pH 8.0),lmM EDTA)

に溶解する。

① 2μ 2の l mg/mι リボヌクレアーゼA溶 液 を添加

し37°Cで 1時 間静置後,20μ 2の 5M NaClと 40μ

2の 40%ポ リエチレングリコール溶液を加え氷上で

2時 間静置する。

⑭ 4°C,15,000回 転,5分 間の遠心分離で沈殿を回収
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図 l  PediococcuS halophilus」 CM5888株 由来
プラスミドのアガロースゲル電気泳動
M:λ フアージDNAを 制限酵素 Hind Ⅲで切断

した分子量マーカー

し,100μ2の TE溶 液に溶解する。

⑮  100μ2の フェノールークロロホルム 1:1溶 液,

100μ2の クロロホルムでそれぞれ 1回 ずつ除タンパ

クする。

⑮ 水層に10μ2の 3M酢 酸ナトリウム (pH 5.2)と

3 0 0μ2の エ タノール を加 え-2 0°Cに 1 0分間放 置 す

る。

⑭ 4°C,15,000回転,5分 間の遠心分離後,沈殿を70%

エタノール溶液で洗浄しアスピレーターによる減圧下

で乾燥する。

① 沈 殿を50μ2の TE溶 液に溶解しプラスミドDNA

溶液とする。-20°Cで保存.

例 としてP勿 れ錫グノ雰 JCM 5888株 を用いて以上の
一連の操作を行い,得 られたDNA溶 液 10μ2を 0.7%

アガロースゲル電気泳動した結果を図 1に示した。若干

の染色体 DNAが 認められるが,制 限酵素解析などには

十分な量と純度のプラスミドDNAサ ンプルが得られた

と考えられる。

ここで報告 したプラスミドDNAの 分離方法を用いる

ことによって,味 噌及び醤油などから分離 したP滋 あ―

ρカグ′婚 のプラスミド検索を容易に行 うことができるよう

になり,乳酸菌 P勿 物 グ豚 の遺伝的解析が一層進むと

考えられる。さらに,味 噌醤油製品中の乳酸菌分布をプ

ラス ミドをマーカーとして調べることがで きるととも

に,ス ターターとして添加 した乳酸菌にプラスミドが存

在すれば,プ ラスミド存在比からスターター乳酸菌の添

加効果を確認することも容易に行 うことができると期待

される。
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