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[緒言]

Bacillus 属細菌における芽胞形成過程は形態的変化を伴う分化現象のひとつであり，この過程におい

ては複雑な遺伝的制御の下に芽胞特異成分が生合成される。芽胞殻は芽胞特異成分であり，蛋白質によ

り主として構成されていることから，芽胞形成機構を研究する場合に有力な指標となるため，芽胞殻蛋

白質 (S P C) の生合成を中心として多くの研究者によって研究されている。例えば，免疫学的方法に

より，多種類の菌株の芽胞形成期細胞に SCP の precursor proteinが存在すること等が報告されている

[ 1 -6 ]。しかしその詳細な機構については未だ不明な点が多い。そこで，私はBacillus megaterium 

の代表な菌株[ 7 , 8 ], A T C C 18762 (QM B) 株およびAT C C 19213 (Texas) 株，の SCP に

対する抗体を用いて免疫化学的手法により，芽胞形成期における SCP の挙動について検討した。

[本論]

第一章 Bacillus 属芽胞の SCP の抗原性の比較

B.megaterium のQMB株の全SCP ，精製22K- S C P と精製48K-S C P ，および、Texas株の精製

17K -S C P に対する抗体を調製し， Bacillus 属 4 種 6 株の SCP について抗原性を immuno-bloting 

法により，比較検討した。結果を Table 1 にまとめたが， B.megaterium の両株の芽胞殻は種々の分子

量の SCP を含み，精製した SCPに対する特異抗体であっても，当該株のみならず，他株，さらには

Bacillus 属の他種株においても交差反応性を示す SCPが検出された。即ち， Bacillus 属芽胞の SCP

にはかなりの共通した抗原部位が存在することが明らかとなった。
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Reactivity of antibodies to B.megaterium spore coat proteins Table 1 

reactive spore coat proteins (K dalton) 

: anti -17K c) 

: 16 , 14 

: anti -22K b) 

: 44. * 22 
: 13 

: anti -48K b) 

: *48 

: anti -S C p a) 

: * 48 , 36 , * 22 
・ *19.5 ， *17.5 
: 16 , 13 , 12 

B.megaterium 
AT C C 12872 

strain 

: 22 , 19 , * 17 22 , 17 : 17 , : 36 , 25 , 22 
: * 19 , 18, 17 

B.megaterium 
A T C C 19213 

: 27 , * 19 : No : No * 19.5 , 16 B. thiaminolyticus M. M. 

: 13 * 13 : * 13 * 13 B.cereus T 

: 50 : * 50 , 27 B.subtillis 60015 : No No 

: No 

、
、
，
ノ
、
、
，
ノ
、
、
，
ノ

*
a

唱b
c

: No 

: Major band 
: IgG aginst spore coat proteins of B.megaterium A T C C 12872 
: Purified IgG from antibody to coat proteins of B.megaterium A T C C 12872 
: IgG aginst purified 17K spore coat protein of B.megaterium A T C C 12872 

: 50 * 50 , 27 B.subtillis N R R L B558 

Bacillus megaterium の SCP の芽胞形成期における挙動第二章

Hashida らの方法[ 9 ]に従って抗 S C P -IgG と peroxidase を用いた enzyme lmmuno assay によ

る SCP定量法を確立した。本法における感度はQMB芽胞の抗 S C P -IgG を用いた場合， 0.3ng/ 

assay tube と非常に高かった。

芽胞形成期各時期の菌体から mother cell cytoplasm画分 (MC C -Fr) と forespore の SCP画分

(F C P -Fr) を調製し，これらの画分の SCP量を enzyme lmmuno-assay法により測定した。その結

果， QMB株の抗 S C P -IgGを用いた場合には F C P -Fr で、は t 4から検出され始め， t 9 でほぼプラ

トーに達し， MCP-Frには量的には少ないが t 5から九において抗原性物質が検出された (Fig. 1 )。
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Levels of spore coat proteins during sporulation , determined by enzyme immuno-assay 
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lmmunoblot analysis for spore coat Fig.2 

proteins in mother cell cytoplasmic 

fraction from sporulating cells 
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また，抗22K ，抗48K -S C P -IgGを用いた場合はそれぞれ t B' んから F C P -Fr に抗原性物質が

出現した。さらに， Texas株の抗17K -S C P -IgGを用いた場合は t 9から出現した。これはこれらの

時期に SCPがforespore上に沈着してゆくことを示している。

さらに immuno-: blotting法により検討したところ， F C P -Fr と MC C -Frで SCP の分子量に

差がなく，出現時期も両面分でほぼ同時であったことから (Fig. 2 , 3)，種々の分子量の SCP がそ

れぞれ異なる時期に生合成され， B.subtilis や B.megateriumの他の株において報告されているような

precursor protein [ 1 , 3 , 4 , 6 ]は使用した菌株では存在しないか，あるいは存在したとしても非

常に急速に修飾をうけ，そして，それらは forespore上に移行することが推察された。

第三章 Bacillus megaterium の芽胞形成期細胞および成熟芽胞における SCP抗原の存在部位

芽胞形成過程は生化学的な変化とともに形態変化が特徴であり，それらの関連性を検討することが必

要である。そこで，抗SCP抗体-金コロイドを用いた免疫電顕法により， S CP抗原の存在部位につ

いて検討した。その結果，栄養型増殖期や芽胞形成初期の菌体中には金粒子は観察されなかったが，芽

胞形成後期に菌体ではF C P -Fr と MMC-Frに，また成熟芽胞では芽胞殻部分に金粒子，すなわち，

SCP抗原性物質が検出された (Fig.4 ， 5)。以上のことは SCP はMCC-Frにおいて生合成され，

F C P -Frに移行し，最終的には芽胞殻を構成することを示すものであるO

[結論]

Bacillus megaterium A T C C 12872およびAT C C 19213株の芽胞殻蛋白質 (S C P) に対する

抗体を用いて両株の芽胞形成期における SCPの挙動について検討し以下の結果を得た。

1 ) B.megaterium の両株の抗SCP抗体と交差反応性を示す SCP は当該株のみならず，他株，さら

には Bacillus属の他種株にも存在することがimmuno-blotting法により示された。

2) 抗 S C P -IgGを用いた高感度の enzyme immuno -assay法を確立した。

3 ) B.megaterium の芽胞殻は種々の分子量の SCPを含み，それらは芽胞形成期の異なる時期に母細

胞原形質中に出現し， foresporeの芽胞殻に移行することがenzyme lmmuno -assay と lmmuno­

blotting法により，示された。

4) 金コロイド免疫電顕法により， SCP抗原は芽胞形成期後期に forespore の芽胞殻部分だけではな

く，母細胞原形質部分にも検出された。
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論文の審査結果の要旨

B.megaterium芽胞殻蛋白質の芽胞形成時における生合成機作を Enzyme Immunosaay と Immuno­

blotting法により検討し母細胞原形質中で生合成された種々の芽胞殻蛋白質がforespore芽胞殻に移

行することを明らかにした。また，この現象を金コロイド免疫電顕法により証明することに成功した。

これらの研究は芽胞に特有の蛋白質の生合成機構の一端を明らかにしたものといえ学位授与に値するも

のと判定した。
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