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論文内容の要旨

微生物における形態形成については，古くからファージや細菌のべん毛を材料として分子レベペ遺伝

子レベルの研究が行われてきた。また，分化過程での形態分化の機構については Cau10bacter や

Myxobacteria などにおいて多くの研究者lとより多方面から研究されているが その全容解明には到っ

ていない。一方，細菌の芽胞形成も機能・形態の変化を伴った分化過程であり，その生化学的変化につい

ては分子レベルでよく研究され，遺伝的解析も行われてきた。現在最もよく研究されている枯草菌芽胞形

成過程では，一群の遺伝子の逐次的発現はシク守マ因子のカスケードモデルで理解されている。しかし，芽

胞形成を形態形成のモデルとして考えると，芽胞に特有な構造物である芽胞殻やエキソスポリウムの形態

形成機構に関する分子レベ Jレ，遺伝子レベルでの研究は少なく，また乙の過程では上記のシグ、マ因子のカ

スケードモデルだけでは説明できない様々なレベルでの調節機構が存在しているものと考えられる。

芽胞殻は芽胞の特異成分であり. Ba c i 11 us mega t e r i um の芽胞殻についてはその構造，化学成分，

生合成について多くの情報の蓄積がすでにある。一方，芽胞の最外被構造を形造っている芽胞殻外層(以

下外層と略する。)はガラクトサミンー 6 ーリン酸多糖および、ペフ。チド(または蛋白質)をその主要成分

としている。ガラクトサミン多糖の前駆体の生合成についてはその一部が明らかにされているが，前駆芽

胞上での多糖形成については一切不明である。また，ペプチド成分についてはその分子種さえも明らかに

されていない。

本論文ではまず外層欠損変異株を単離し，乙の変異株を用いることにより芽胞殻外層のペプチドの分子

種，性状，沈着および、芽胞殻外層の形態形成の制御機構について検討を加えた。その結果をまとめると次

のようになる。
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1. エチ Iレメタンス Jレホン酸処理後，ウログラフィン密度勾配遠心を用いる乙とによりB.rrogater i um 

ATCC 12872 菌の芽胞殻外層欠損変異株を多数分離した。これら外層欠損変異株では，ガラクト

サミンー 6 ーリン酸糖鎖および 4 8 K , 3 6 Kおよび 22K ダ Jレトンの芽殻殻蛋白質 (P48 ， P36

および P 22) が欠損している点を除いて他の構造成分においては野性株と違いが見られなかった。

また，外層が芽胞表面の疎水性に大きく寄与しているが耐熱性発芽剤に対する特異性には必須因子

ではない乙とが明らかとなった。

2. 芽胞殻外層標品および外層欠損変異株の芽胞殻蛋白質の分析の結果より P48 ， P36 およびP 22は，

芽胞殻外層iζ存在する蛋白質と結論された。乙れらの蛋白質は ジス Jレフィド結合により芽胞上に沈着

するのではなく P 48 および P 36 は主にイオン結合により，一方， P 22 は強い疎水結合により芽胞

上に沈着していると考えられた。

また，芽胞表層には主に P 36 が存在する乙と，一方P 48 は，最もフ。ロテァーゼの作用を受けにく

い存在伏態をとっている乙とが示唆された。

3. 外層欠損変異株MAE 05 株では一旦前駆芽胞上には沈着した P36 ， P22 は，母細胞の溶解に伴

って前駆芽胞上より消失し 成熟芽胞上では検出されなかった。これらの蛋白質を消失させる因子は培

養上精中のフ。ロテアーゼ様酵素と考えられ，また，外層蛋白質のプロテアーゼ様酵素による分解に対す

るガラクトサミンー 6 ーリン酸糖鎖の防御機能が示唆された。

4. トランスポゾンTn917 を用いて単離した外層欠損変異株すべてにおいてU D P -G 1 cN Ac -4 

-epimerase , UDP-Ga lNAc-deacetylase の活性発現およびP 48 のみの生合成が認められ

なかった。したがって， P 48遺伝子の発現と両酵素の活性発現は同ーの制御を受けており，一方， P36 ，

P 22 はそれとは別に制御されていると考えられた。

と乙ろで，これらの生化学的事象は芽胞形成過程に起乙る他の生化学的事象と共にどのように制御され

ているのであろうか。芽胞形成過程は，その時間的順序が正しく制御された一連の逐次的過程より構成

されている乙とが知られている。しかし，その逐次的過程も一つだけではなく，同時平行または分岐し

た過程が存在するものと考えられているが，コルテックス・芽胞殻・エキソスポリウムの構造形成過程

については不明な点が多い。乙れらの外層欠損変異株は外層以外の構造については野性株と違いが見ら

れなかったD 従って P 48 が t3 より生合成されることを考憲すると，外層形成過程は，芽胞形成過

の早い時期 IC:，芽胞形成過程の他の過程とは独立した過程を形成していることが考えられた。

外層蛋白質 P 48 およびガラクトサミンー 6 ーリン酸糖鎖合成の初期酵素をマーカー蛋白質として，

外層形成過程というカスケード系における蛋白質およU漣伝子レベルでの調節機構の解明が今後の課題

であるQ

論文の審査結果の要旨

細菌芽胞の外層欠損変異株を分離し，乙れを用いて外層ペプチドの分子種，性状，沈着および形態形成
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の制御機構について検討した。

その結果，芽胞殻に存在する 3 種の蛋白質， P22 , P48 , P36 が芽胞殻外層に存在する乙と， P48 

と P 36 は主にイオン結合lとより また P 22 は強い疎水結合iとより芽胞上に沈着している乙とが判明

した。乙れらの蛋白質の沈着機序を検討した結果 外層欠損変異株においては 3 種の蛋白質とも母細胞

原形体内で生合成され前駆芽胞上に沈着されるが，成熟芽胞形成時に細胞内フ。ロテアーゼで分解されるた

め外層の構築が不能となる乙とを明らかにした。また， トランスポゾン Tn 917を用いた実験から P 48 

遺伝子の発現とUDP-G 1 CNAC-4 -epimerase , UDP-Gal NAc-deacefylaseの活性発現

が同ーの制御を受けており P 22 は別に制御されていることを明らかにした。乙れらの成果は芽胞殻生

合成機構の解明に貢献するものであり，薬学博士の学位を授与するに値するものと判定した。
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