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論文内容の要旨

[目的]

近年，日和見感染としての抗酸菌感染症が重用視されてきているO 抗酸菌には，病原性を持つものか

ら持たないものまで多種類存在する事が知られている O その様な多様性を分子生物学的レベルで比較検

討する目的で，まず生物学的に基本的な役割を演じているリボソームに着目した。遺伝子組み換えの手

法を用いて抗酸菌の一種である牛型結核菌 (M.bovお B CG) のリボソーム R N A (rRNA) 遺伝子

の構造の解析を行った。

[方法および結果]

1) M.bovis B CGの rRNA遺伝子数の決定: M.bovis B C Gより染色体DNAを抽出し，これを制

限酵素のBαmH 1 , BgIIl, Hindill , Pst 1 , Pvu IlおよびSα11 で切断，アガロースゲル電気泳動により

展開した後，同じ菌株のリボソームから抽出した32 p標識23 S , 16 S および 5 SrRNA とハイブリダイズ

させた。その結果M.bovis B C Gにおいては 1 セットのrRNA遺伝子が存在する事が判明した。大腸

菌あるいは枯草菌においてはrRNAをコードする遺伝子はそれぞれ 7 および10セット存在し，マイコプ

ラズマや古生細菌の数種については 1 ないし 2 セットである事が報告されている。 M.bovis B C G は，

後者と同様の数少ない rRNA遺伝子をもっているといえる。

2 ) M. bovis B C Gの rRNA遺伝子のクローニング ; M.bovお BCGの染色体DNAを抽出し， SaII 

制限酵素で処理し， 5 -9 キロ塩基対のDNA断片を大腸菌ベクターpBR322Sα11 切断部位に連結し大

腸菌HB101株に導入した。この形質転換した大腸菌より M.bovis B C Gの rRNA (23S と 16 S とを混

合したもの)をプローブとしてコロニーハイブリダイゼイション法を行い rRNA遺伝子をもっハイブリッ
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ドプラスミドpBCG4 を得た。 pBCG4 のDNAを制限酵素Xbα1 ， Sα11 ， Pst 1 , EcoRV , EcoR 1 , 

BαmHI ， および、Sα11 で切断して制限酵素地図を作製した。

3) M.bovis B CGの rRNA遺伝子の構造解析-制限酵素地図をもとにしてサザンハイブリダイゼイ

ション法により 23S ， 16S , 5SrRNAおよびトランスファー RN A (tRNA) 遺伝子の存在する位置

を決定した。さらに rRNA をフ。ロープとしてクローンDNA との間に R グループを形成させこれを電子

顕微鏡で観察した。その結果， M.bovis B C Gの rRNA は，他の真性細菌同様23S ， 16 S , 5 S の順で

配列しており，おそらく 1 個のオペロンを形成していると考えられる。 16 S および、23SrRNA遺伝子の

長さはそれぞれ1.46 ::t O.06および2.95 士 0.12キロ塩基対で、あった。これは大腸菌rrnB オペロンについて

報告されている値とほぼ一致していた。サザンハイブリダイゼイションの結果とその後の塩基配列の決

定から 16S と 23SrRNA遺伝子の聞の非コード領域にはtRNAの遺伝子は存在しないことを証明した。

また，この領域の長さは， 0.28 土 0.03キロ塩基対であった。大腸菌や枯草菌のrRNA オペロンのこの領

域にはtRNA遺伝子が存在する事が報告されている O

[総括]

1 ) M. bovis B C Gのリボソーム RNA遺伝子の数は 1 セットであり大腸菌や枯草菌に比べて著しく

少ない値であった。

2 ) M. bovis B C Gの rRNAオペロンは他の真性細菌同様16S-23S- 5 S の!頓に配列していたO

3) 16S と 23SrRNA閣の非コード領域の長さは0.28 ::t O.03キロ塩基対で、あり，トランスファー RNA遺

伝子の存在は認められなかった。

論文の審査結果の要旨

抗酸菌の遺伝学的解析は，今日までおもに非病原性の速発育d性抗酸菌について行われてきた。

本研究では，弱毒化した病原性遅。発育J性抗酸菌Mycobαcterium bovis B C Gのリボソーム RNA遺

伝子 (rRNA遺伝子)について解析を行った。その結果， rRNA遺伝子は染色体上に 1 セットしか存在

していないことをサザンプロット法により明らかにし，大腸菌や枯草菌のこの遺伝子の数と比べて大変

少ないことを示した。また ， M.bovis B C G より rRNA遺伝子のクローニングを行ない，サザンプロッ

ト法， R ループ法等を用い， rRNA遺伝子が16S-23S -5 S の11頂で配列しており 1 個のオペロンを形

成していることを示した。さらに， 16S および、23SrRNA遺伝子の大きさが大腸菌で報告されているも

のとほぼ一致していることを示した。

病原性遅発育性抗酸菌のrRNA遺伝子をクローニングし，その構造解析したのは本研究が初めてであ

り，蔚芽的研究として，医学博士にふさわしいものと考える。
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