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論文内容の要旨

Bαc i II us属およびC lostridium属の細菌はその生活環において芽胞を形成する。芽胞は栄養型

細胞とは形態的にも生理的にも全く異なり， DNA合成， RNA合成，たん白質合成などの活性を示さ

な・p休眠状態にあり，熱処理，紫外線照射，薬剤などに対して強い抵抗性を有している。芽胞の細胞質(

core部)は多重層で取り固まれており，内側より cytoplasmic membrane , germ cell wall , cortex , 

spore coat より成る。このような芽胞の特異な形態構造は，芽胞の休眠性，抵抗性の獲得およびそ

の維持に必須な役割を果たしていると考えられる。したがって，この構造の物理的，化学的性質を明

らかにし，これらと芽胞生理との関係について検討することにより，芽胞の特異性を支持する機構を

明らかにできるものと考えられる。しかし，現在まで芽胞構成成分についての検討は主に芽胞破砕物

についておこなわれており， IJ2) また水分，金属イオン，ジピコリン酸など特定成分の合量およびその

分布と|耐熱性など芽胞の特性との関連性は論じられているものの， 310) 芽胞のもつ特異な形態構造の

本質的役割は明らかにされていな Po そこで，本研究にわいては ， B α cillus thi αminolyticus 

芽胞を用い，芽胞のもつ抵抗性と芽胞殻との関係，芽胞殻と発芽との関係を明らかにすることを目的

として実験をむこなった。これらの点を明らかにするには，従来むこなわれてきた芽胞破砕物につい

ての成分分析では困難であり，芽胞を死滅させることなく，その外層部である芽胞殻より各層を除去

していくことが最も確実な方法といえる。芽胞殻はたん白質を主成分とし，その他脂質，灰分，炭水

化物， リン酸塩を合有している。芽胞殻の可溶化は特定成分については試みられている 11-18' が，芽胞

殻各層の完全な可溶化はなされていな Po したがって，芽胞より芽胞殻を除去するには，従来とは異

なった可溶化の方法が必要であるので，まず\芽胞殻の新しい分画方法を確立し，この方法により，
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上記の実験目的の解明を試みたO

本論

(1 )芽胞殻外層の単離

芽胞より芽胞殻外層の単離を試みた。 Kondo らは ， B megα terium 芽胞殻をアルカリ処理，音波

処理， pronase処理により， 3 つの画分に分画しているが，その結果 ， B. megα te γ ium芽胞殻の最

外層はいずれの処理によっても可溶化されない resistant fraction に相当することを報告している。

また， Aronson らもスルフヒドリル還元剤を用いて B. ceγeus芽胞殻たん白質の分別抽出を試みてい

るが，外層部はその内層部に比し，抽出されにくいことを報告している。そこで芽胞からのたん白質抽出

に先だって，芽胞破砕物から得た芽胞殻につきその可溶化を検討した。 50mM-di thiothrei -tol十 1

%-SLS (pH 10.5 , 37
0

C , 3 hr) , 1/16 N--NaOH(50
0

C ,30min) ,NaCl(37
0

C , 3 hr，)により乾燥重量

当たり，それぞれ13.5% ，・1 1.3 %, 8.5%，のたん白質が抽出された。 しかし，芽胞自体からは，

これらいずれの処理によっても外層部の可溶化はできなかった。そこで， 0.5mm径εlass beads 併用

下に10mM-SLS溶液中で o ~ 4 oC 下に音波処理をおこなうことにより外層部の単離を試みたO その

結果， 3 時間の音波処理によって芽胞殻外層を特異的に単離することが可能となった。すなわち，音

波処理芽胞の電顕観察では，芽胞殻の最外層が除去されている点をのぞき，形態的にも休眠芽胞と同

ーであり，まだ屈折性，メチレンブルー非染色性など休眠芽胞の特性を示した。また，芽胞表面抗体

を調製し，音波処理芽胞と反応させた結果，処理芽胞に比べ，明らかに凝集が抑えられており，音波

処理により表面構造の変化していることが免疫化学的にも確認された。

(2)音波処理芽胞の性質

音波処理芽胞はその外層部を除き，形態構造の変化は認められなかったが，休眠芽胞の特性である

耐熱性，発芽性に変化が認められるか否かを検討した。 3 時間の音波処理後にも，生菌数，耐熱菌数

の減少は認められなかった。また，芽胞に特異な物質であるジピコリン酸も保持されていた。次に音

波処理芽胞についてアミノ酸を発芽剤とし，発芽時に生じる濁度の減少率を指標として発芽能を測定

した。その結果， L-alanine , L-valine , L-serine , L-α-amino-n-butyric acid , L一宮lutamine

などの末処理芽胞で発芽を誘導するアミノ酸では良好な発芽を示し， D-alanine , D-glutamine な

どの D型アミノ酸およびβ alanineでは末処理芽胞と同じく発芽は誘導されなかった。この結果は，

発芽剤との最初の接触部位である芽胞殻外層が発芽機構に関与する可能性を否定しており，芽胞殻最

外層は本質的には芽胞の発芽開始に意味を持つ部位でないことが判明した。したがって，このように

最外層の除去によっても発芽能に変化のないことが明らかになったが，同時に耐熱性，屈折性，メチ

レンブルー非染色性など休眠芽胞の特性とされている性質も保持されていることが認められたので，

芽胞の休眠性の維持に対して最外層はそれほど重要な意義をもっ構造ではないと考えられる。

(3)芽胞殻中間層の可溶化

芽胞殻中間層を可溶化する目的で音波処理芽胞のアルカリ抽出をおこなった。音波処理芽胞を 1 /16 

N-NaOH でけん濁し， 50
0

C で30分間保温した結果 芽胞乾燥重量の 3.1%のたん白質が抽出された。

この抽出たん白質が芽胞殻由来のものであること，また，芽胞破砕物から得た芽胞殻からも同様のア
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ルカリ処理により抽出されうるたん白質であるか否かを免疫化学的に検討した。その結果，芽胞殻の

アルカリ抽出たん白質に対する抗体は音波処理芽胞のアルカリ抽出液と 2 本の沈降線を形成し，それ

ぞれ芽胞殻から得たアルカリ抽出たん白質のつくる沈降線と完全に隔合した。このことは音波処理芽

胞から得られるたん白質が芽胞殻由来のものであることを示しており， 2 種のたん白質が存在するこ

とが明らかとなった口また，アルカリ処理芽胞を電顕観察した結果，芽胞殻中間層が消失し，内層部

にも一部亀裂の生じていることが明らかとなった D

(4) アルカリ処理芽胞の性質

アルカリ処理芽胞は芽胞殻中間層が除去され，さらに内層も形態的変化を受けていることがわかっ

た。そこで，アルカリ処理菌の発芽能むよび抵抗性をしらべ芽胞殻の機能について検討した。その結

果，アルカリ抽出後も耐熱性，屈折性を示し，ジピコリン酸も芽胞内に保持されていた。また，アミ

ノ酸による発芽も未処理芽胞と同様， L-alanine , L-α-amino-n-butyric acid , L-valine な

どの L型アミノ酸により発芽が誘導され， D-alanine , D-glutamine など D型のアミノ酸むよびF

-alanine では発芽が誘導されなかった。また，発芽誘導に必要な L-alanine 濃度も1O- 4M以上で

であり，中間層除去によっても発芽剤の必要濃度は変化しなかった。したがって，芽胞殻中間層も芽

胞の耐熱性，発芽能には無関係な部位であることが判明した。しかし，アルカリ処理菌を cell miII 

を用いて冷却下に 4， 600rpm ， 1 時間振とうし，物理的刺激に対する抵抗性をしらべた結果，音波処

理菌では芽胞の形態を維持しているのに対し，アルカリ処理菌では完全に形態構造が崩れてむり，物

理的刺激に対する抵抗性が詳しく低下していることが明らかとなった。このことは，物理的刺激に対

して芽胞を保護するには芽胞殻中間層が必ー要であり，芽胞殻内層は物理的刺激に対しては，もはや抵

抗性を保持し得ないことが明らかとなった。次に還元剤による内層の抵抗性をアルカリ処理芽胞を用

いて検討した。アルカリ処理芽胞を50mM-dithiothreitol+ 0.5%-SLS (pH10.5) 溶液中で37
0

C ，

11時間撹持した後，処理菌体をリゾチーム500μg/ ml と共に37
0

C で保温し， ~虫度の変化を観察した c

芽胞殻の内側にはcortex が存在してむり， cortexはリゾチーム感受性のペプチドグリカンより成るこ

とが知られている。そこで，内層が還元剤処理により可溶化，または透過性に変化が与えられるなら

ば， リゾチームにより cortexが可溶化され，発芽時に認められるのと同様の減少がむこるはずで、ある。

しかし， 30分間保温後の濁度減少は 6.3%であり，この結果，芽胞殻内層は還元剤処理に対して抵抗

性を有することが判明した。

結論

B. thi αminolyticus 芽胞殻の構造とその機能を明らかにするため形態観察むよび音波処理，ア

ルカリ処珂によって芽胞殻外層，中間層の除去をおこない，その性質を検討した。

(1) 芽胞殻外層は芽胞を 0.5mm径εlass beads 併用下にlOmM-SLS溶液中で 3 時間音波処理をむこ

なうことにより，特異的に単離された。

(2) 音波処理芽胞は耐熱性，回折i色メチレンブルー非染色性など休眠芽胞の特性を有してわり， L

alanine など L型アミノ酸により，発芽が誘導された。

(3) 芽胞殻中間層は音波処理芽胞を 1 /16 N-NaOH中50
0

C ， 30分間保温することにより抽出され，
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免疫化学的に 2 種のたん白質を含むことが明らかとなった。

(4) アルカリ処理芽胞は耐熱性以析性 メチレンブルー非染色性を示し，発芽能も休眠芽胞と比較

し，変化は認められなかった。

(5) 芽胞殻内層は物理的刺激に対して弱く， 4, 600rpm , 1 時間振とうすることにより，アルカリ処

理芽胞は完全に形態構造が崩壊した。しかし 還元剤処理に対しては抵抗性を有しており，還元剤処

理後もリゾチームを透過させなかった。

(6) 芽胞に特異な物質であるジピコリン酸は芽胞殻外層，中間層には存在せず，芽胞殻内層以内に存

在することが明らかとなった。
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論文の審査結果の要旨

Bacilus thiaminolyticus 芽胞殻の構造とその機能を明らかにするため，音波処理，アルカリ処王ITI
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など物用的司化学的処理により芽胞を死滅させることなく芽胞殻外層，中間層を除去することに成功

し司それぞれの芽胞特異性に果す役割l あるいは芽胞休眠性に対する芽胞殻の存在意義などについての

新らしい知見を得たものであり学位論文に侃するものと認めた。
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