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論文内容の要 t:::. 
目

枯草菌Baállus subtilisの胞子形成は細胞分化の最も単純なモデノレと考えられているが，胞子形成開始

機構に関与する遺伝子( spoO) の機能についてはほとんど何もわかっていない。本研究では. sþoO 遺伝

子の中でもその変異株の表現型が最も多面発現的な sþoO A遺伝子の機能を明らかにするための第一歩と

して sþoOA遺伝子のクローニングを行ない，遺伝子産物を同定し，塩基配列を決定した。

胞子形成初期遺伝子 sþoO Aを含む 2.4 kbpの枯草菌染色体断片をフ。ロファージ形質転換法を用いてクロ

ーニングした。この 2.4 kbp断片を含む特殊形質導入ファージ sþoOA12変異株に溶原化させると溶原直

( s�o 0 A + / s�o 0 A一ヘテロ部分二倍体)は s伊十の表現型を示す口しかし同じ 2.4 kbp 断片をマルチ

コピープラスミドをベクターとして spo+ recE4株に導入すると，宿主の増殖及び胞子形成が著しく阻害

された。この増殖回害効果はプラスミド上の 2.4 kbp断片内に生じた変異 (sgi変異)によって抑制された。

野生型 sþoOA遺伝子及び sþoOA12. ,sþoOC9V. sgi-l変異遺伝子をそれぞれ含む 2.4 kbp断片をpBR322

を用いて大腸菌にクローニングした。そして各プラスミド上にコードされる蛋白質をin vitro転写翻訳系

を用いて調べた。その結果spoOA遺伝子産物は 27 ， 500 ダルトンの蛋白質と同定されたo s�o OA12、 sþoOA

ﾇ)V • sgi-l変異遺伝子からは各々 6， 300 ダルトン， 27 ， 500 タソレトン， 26 ， 500 タソレトンの蛋白質が合成

された。また 2.4 kbp断片の全塩基配列( 2,375 bp) を決定したところ ， sþoOA遺伝子は 239 個のアミノ

酸残基からなるポリペプチドをコードしていることがわかった。塩基配列から計質した sÞOOA遺伝子産

物の分子量は 26 ， 472 でありゲ、ル電気泳動で、得た値 (27 ， 500 )とよく一致した。さらに sþo OAl2 ,sþo OC 

9V. sgi-1変異遺伝子の塩基配列を決定したところ，すべて同一シストロン内の変異であり，各々アン

イ一変異，ミスセンス変異，フレームシフト変異であることがわかった。塩基配列から予想される各変
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異蛋白質の大きさは，ゲ、ル電気泳動の結果とよく一致した。これらの結果から，表現型の異なる sþoOC

変異と sþoOA変異が同ーの遺伝子内に生じた変異であることが明らかとなった。ま fこ sgi-1変異がsþoOA

蛋白質の変異である乙とから，過剰生産された野生型 sþoOA遺伝子産物によって，宿主の増殖が阻害さ

れる乙とが示唆された。さらに， s仰OC9V及びsgi-1変異の部位から ， sþoOA遺伝子産物の機能には，

少なくとも C末端近傍のアミノ酸配列が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。

論文の審査結果の要旨

バシラス属の細菌は炭素源や窒素源が粗渇すると，栄養増殖を止め，胞子形成を行う。その機構に関

しては，古くより，細胞分化の最も単純なモデノレとして数多くの研究がなされてきたが，その本質に迫

る研究結果は何も得られていな L、。工藤君は組換えDNA技術を用いて，枯草菌の胞子形成の最初期に関

与する乙とが明らかになっている sþoOA遺伝子クローン化し，その遺伝子構造を解析， in vitro で発現

させてmRNA及びその産物を合成，同定し，枯草菌の環境変化に対応した遺伝子発現から形態変化に繋

がる一連の胞子形成反応機構を明らかにしようと試みた。

先づi';sþoOA変異株は形質転換能も欠損して居り，材料として不適なので sþoOA遺伝子の近傍に位置し，

形質転換が可能な sþoOC変異株を受容菌として用い，この領域の遺伝子を ('11溶原ファージにクローン

化し，続いてゆ 105 7 ァージに再クローン化した。遺伝学的解析の結果，クローン化された 2.4- Kb 

DNA上の sþo 0 A , s�o 0 C両遺伝子は同一遺伝子である乙とが判明した。次に 2.4 k bp 断片をプラスミ

ド pBR322~C導入し，プラスミドDNAをin vitro転写翻訳系 lとより翻訳させ，得られた分子量約 27，回O

の蛋白質が sかOA遺伝子の産物であると同定した。クローン化された 2.4 kbp断片の全塩基配列( 2,375 

bp) の決定からは sþoO A遺伝子は 239 個のアミノ酸をコードしており，その分子量は 26 ， 422 と算出さ

れた。

工藤君は又， sþoOA遺伝子上にmapされる sþo OA12 , s�o 0 C9V, sgi-1変異遺伝子もクローン化し，

夫々のDNA上の変異部位も決定した。 sgi-1変異は工藤君が新たに見出した， s�o OA 遺伝子を含むマル

チコピープラスミドによる宿主菌の増殖阻害，胞子形成抑制を解除する変異である。

以上，工藤君の研究は，細菌の胞子形成機構の解明に重要な知見を加えたもので，理学博士の学位論

文として十分価値あるものと認める。
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