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論文内容の要旨

本論文は，遺伝子工学育種微生物による異種タンパク質生産において，効率のよい遺伝子発現技術を開

発する乙とを目標とし ， Saccharomyces cerevisiae におけるアルカリ性ホスファターゼの生産制

御機構の分子遺伝学的解析を行った成果をまとめたものであり， 7 章から成っている。

第 1 章では，本論文の研究の背景について要約し，適切な遺伝子発現調節機構の知見が，遺伝子工学育

種微生物によるタンパク質の工業的生産において重要である乙とを述べている。

第 2 章では，温度感受性'ph 08 突然変異体を分離し， その変異が抑制性アルカリ性ホスファターゼ

(r ALP a s e )の熱安定性の低下をもたらす乙と，さらに酵素生産性が野生型遺伝子の供与量に比例する

乙とにより ， PH08 遺伝子が rALpaseの構造遺伝子である乙とを明らかにしている。また， ρ h08

遺伝子座を第W染色体右腕に決定している。

第 3 章では，新しい rALPase 生産欠損戸 hoタ突然変異体を分離し ρ ho 'l ホモ接合型二倍体細胞に

おける胞子形成が，前減数分裂DNA合成あるいはそれ以前の段階で停止する乙とを示している。さらに

遺伝解析により ， PHO 'l が液胞内加水分解酵素の前駆体を活性型iと変換するプロテイナーゼAの構造遺

伝子PEPI/ と同じである乙とを明らかにしている。

第 4 章では，酵母遺伝子ライブラリーを作成し，相補能によりPH08遺伝子のクローニングを行ってい

る。得られた PH08 DNAをプロープとしたノザンブロット解析を行う乙とにより ， PHOI/ 産物と

PH080産物がPH08 の転写を調節すること， またPHO 'l 産物は転写以後の発現過程で必要であるこ

とを示している。

第 5 章では ， PH08遺伝子の DNA塩基配列と転写開始位置を決定している。さら iと塩基配列より推定
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されるアミノ酸配列を用いて，大腸菌とヒトのアルカリ性ホスファターゼとの相同性を調べ，活性部位を

推定している。

第 6 章では，特異的 ρ ーニトロフェニノレホスファターゼの構造遺伝子PHO/3 のクローニングを行い，

DNA塩基配列を決定している。そのクローン化DNAを用いて PHO/3遺伝子を破壊し，胞子形成能と

細胞増殖には影響がみられないととを述べている。また，染色体分断法により ， PHO/..3 遺伝子座を第町

染色体左腕HO 遺伝子座のテロメア側近接位置に決定している。

第 7 章では，以上の成果を総括し， rALOas e の生産調節機構について考察し ， PHOg 発現調節係

の遺伝子工学的応用について述べているロ

論文審査の結果の要旨

Saccharomyces cerevz'sz'ae のアノレカリ性ホスファターゼには， 無機リン酸によってその生産

が抑制を受ける抑制性アルカリ性ホスファターゼと，構成的に生産される戸ーニトロフェニルホスファタ

ゼの 2 種が知られている。本論文は，とれらのアルカリ性ホスファターゼ生産遺伝子について遺伝学的，

分子生物学的解析を行った成果をまとめたものであり，次のような重要な結果を得ている。

1 )温度感受性PHOg突然変異体を分離し，その変異が酵素タンパク質の熱安定性の低下をもたらし，酵

素生産性が野生型遺伝子の供与量に比例することより ， PHOg 遺伝子がアルカリ性ホスファターゼの構

造遺伝子である ζ とを示し，その遺伝子座を第W染色体右腕に決定している。

2) 新しい抑制性アルカリ性ホスファターゼ生産欠損突然変異PH09を分離し，その遺伝生化学的解析に

より ， PH09 遺伝子が液胞内加水分解酵素の前駆体を活性型に変換するプロティナーゼAの構造遺伝

子PEPI/ と同一であるととを明らかにしている。

3) PHOg遺伝子のクローニングを行い，そのDNA塩基配列を決定し，塩基配列より推定されるアミノ

酸配列について，大腸菌とヒトのアルカリ性ホスファターゼとの相向性から，その活性部位を推定して

いる。

4) クローン化PHOgDNA をプローブとしたノーザン解析を行い . PHOg 遺伝子の転写が抑制性酸性

ホスファターゼと共通の調節を受けていることを明らかにし，さらにその転写開始位置を決定しているo

5)ρ ーニトロフェニノレホスファターゼの構造遺伝子PHO/..3 のクローニングを行し勺その塩基配列を決

定している。また，染色体分断法を応用してその遺伝子座を第W染色体左腕HO遺伝子座のテロメア側

近接位置に決定している。

以上のように，本論文は， Saccharomyces cerevisiae のアノレカリ性ホスファターゼ遺伝子の

構造と発現に関して重要な知見を与えており，遺伝子工学の発展に寄与すると乙ろが大きい。よって本論

文は博士論文として価値あるものと認める。
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