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論文内容の要旨

本論文は，酵母の遺伝子工学育種株による物質生産の生産性向上を目的に，遺伝子のフ。ロモーター領域検

索ベクターの構築とその応用による遺伝子発現制御機構の解明を行なった成果をまとめたもので，以下の

5 章から構成されている。

第 1 章は緒論であり，本研究の背景と目的および、概要についてまとめている。

第 2章では，酵母の抑制性酸性ホスファターゼ構造遺伝子 PH05 のタンパク質コード部と，大腸菌ベ

クターの pUC9 および酵母の染色体DNA断片を材料として，酵母宿主内で紅Eコピーで安定なフ。ロモータ

ー検索ベクター p VC 701の構築について述べている。乙のベクターのクローニング部位lζ プロモーター

機能をもっ DNA断片が挿入されると.抑制性酸'性ホスファターゼが生産され，平板培地上で、コロニー染

色法により簡単にその発現活性が測定できる。このことを酵母のヒスチジン合成遺伝子 HISSのプロモー

ター領域を用いて確かめている。さらに，乙のベクターを用いて，酵母の染色体より.プロモーター活性

をもっ DNA断片を分離し，多くの構成的発現を示す断片と，ガラクトースにより誘導発現を行う断片を

得ている。

第 3 章では，クローニング部位としてEco R 1 切断点 1 カ所しかもたない pVC 701に対し，利用性を

高めた改良型ベクターの構築について述べている。まず. Eco R 1 クローニング点にポリリンカーを挿入

して，多様な制限酵素切断断片についてもクローニング可能なベクターに改良し，さらに，挿入したプロ

モーターによっては，クローニング点と PH05遺伝子の翻訳開始点の聞に存在する 3 個の ATG配列iと

より翻訳阻害が起る乙とを見出し，乙の部分を削除した改良型のベクター pVC 727 CATG 直前に翻訳

共通塩基配列をもっ)と pVC 728 CATG コドンより 33 bp 上流にポリリンカー部をもっ)を構築して
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いるo 乙れらのフ。ロモーター検索ベクターとしての機能は，酵母のグリセルアルデヒド 3 リン酸脱水素酵

素遺伝子のプロモーターを用いて確認しているo さらに乙れらのフoロモーター検索ベクターを利用して，

HIS5 遺伝子の発現に関係する 2種の調節遺伝子突然変異株の分離に成功している。

第 4 章では， pVC 728R:結合した酵母のヒスチジン合成遺伝子 HIS5 プロモータ一部に欠失変異を

導入し，宿主細胞の酸性ホスファターゼ活性を検定することにより ， HIS5 の 5'上流部に存在する 5 個

のGCN4 タンパク認識配列の全てが ， HIS5 遺伝子の脱抑制に必要である乙とを明らかにしている。

さらに ， HIS5遺伝子の基礎発現レベルの維持に必要な部位が- 399 bpからー 352 bpの聞に存在す

ることを検出している。

第 5 章では，本研究の結果を総括し，酵母における遺伝子発現制御機構について考察を行っている。

論文の審査結果の要旨

本論文は，遺伝子工学育種株における生産性向上に資することを目標 fC::，酵母の各酵素構造遺伝子の 5'

上流部位に存在するプロモーター領域の分離と解析のために.プロモーター検索ベ・クターの構築とその応

用について行った研究をまとめたものである。その主な成果を要約すると以下の通りである。

(1) 従来より使用されていた大腸菌由来の β- galactosi dase遺伝子に代えて，酵母宿主に対して同質

な酵母由来の酸性ホスファターゼ遺伝子を指標遺伝子として用いる乙とにより，遺伝子発現活性をより

微細に検出可能なフ。ロモーター検索ベクターを構築し，ガラクトース lとより誘導可能なものを含む，多

くのプロモーター活性を示す DNA 断片を効率よく分離することに成功している。

(2) 構築したフ。ロモーター検索ベクターに，活性検定が困難なアミノ酸合成酵素の構造遺伝子のプロモー

ター部を結合する乙とにより，酸性ホスファターゼ活性を指標として，それらの遺伝子の発現を制御す

る調節遺伝子突然変異を分離する道を開いている。

(3) 構築したプロモーター検索ベクターに，プロモ}ター DNA を結合し，その構造と機能の関係を，酸

性ホスファターゼ活性を指標として，解析することに成功している。

以上のように，本論文はプロモーター検索ベクターの構築のみでなく，そのベクターを利用して，遺

伝子発現制御に関する様々な解析を行う道を開いている。これらの成果は，酵母の遺伝子工学育種にお

ける材料としてのプロモーター DNAを供給するのみでなく，遺伝子発現制御機構の研究に寄与すると

ころが大きい。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める o
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