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論文内容の要旨

本論文は Sαcchαromyces酵母のガラストース誘導性遺伝子. GAL7の転写調節機構を分子遺伝学的

に解明し，得られた知見に基づいて GAL7遺伝子のプロモーターを用いて酵母誘導型発現ベクターを

開発したものである。

第 1 章ではガラクトースー 1 -りん酸ウリジルトランスフエラーゼをコードする遺伝子 GAL7 の

DNA塩基配列を決定し，その転写領域の決定を行っている。 GAL7 は1 ， 200bp の長さで転写され，そ

のうち 1 ， 095bp が蛋白質をコードしていることを明らかにしている。

第 2 章ではプラスミドにクローン化した GAL7遺伝子中に大腸菌由来の lac' Z遺伝子を挿入して作成

した GAL1-lac' Z融合遺伝子を用い，各種調節遺伝子変異株内での β ーガラクトシダーゼ活性の変動

を測定している。その結果からプラスミド上でも GAL7遺伝子は染色体上と同様にガラクトースによ

る調節を受けることを明らかにしている。

第 3 章では GAL7遺伝子の上流領域を解析してガラクトースによる誘導転写に必要な領域を決定し

ている o 5'非翻約上流領域を種々の長さで欠失した GAL1-lac'Z融合遺伝子を作成し，融合遺伝子

のガラクトースによる誘導発現挙動を解析している。その結果 5' 上流領域の 2 種の配列， TATAボッ

クスと上流活性化配列が必要であり，上流活性化配列は 2 ケ所に存在する。またこの上流活性化配列は

GAL7遺伝子以外のものにおいても十分機能するものであるO

第 4 章では GAL7遺伝子のプロモーターを用いた酵母発現ベクターを作成し，癌遺伝子であるヒト

アデノウィルス EIA遺伝子を酵母で発現させている。 EIA遺伝子は GAL7遺伝子と同様， ガラク

トースにより調節をうけ，生産物は電気泳動的に HeLa細胞の生産する EIA蛋白と酷似していた。

ハ
U



論文の審査結果の要旨

ヒトを含む真核生物由来の蛋白質を大腸菌などの原核生物に生産させることは，生理活性に必要な糖

やりん酸の付加，活性型の高次構造などの点で問題がある場合があるO 本論文は真核生物の蛋白質を真

核生物である酵母を用いて生産することを目的とし，まず酵母の GAL7遺伝子の誘導発現機構を解明

し，そのフ。ロモーターを利用して酵母発現ベクターを開発したものであり，次のような重要な結論を含

んでいるo

(1) GAL7遺伝子をクーロン化し，そのDNA塩基配列を決定しているO 配列中に 1 ， 095bp の読み取り

可能枠の存在を認めそれがガラクトースー 1 一りん酸ウリジルトランスフエラーゼの構造遺伝子であ

ることを確認しているo

(2) GAL7遺伝子の転写領域を1 ， 200bp と決定している。

(3) プラスミドに挿入した GAL7遺伝子が染色体上のものと同様にガラクトースによる調節を受ける

ことを融合遺伝子 GAL1-lac'Zを作成し，その挙動から証明しているO

(4) 種々の GAL7遺伝子の上流領域を欠失した遺伝子を作成して，ガラクトースによる誘導転写る必

要な部分を推定している。その結果TATAボックスとその上流に存在する上流活性化配列が必須で

あるとしている o GAL7 には上流活性化配列が 2 ケ所に存在している。

(5) GAL7のフ。ロモータを用いて酵母発現ベクターを作成し， ヒトアデノウイルスEIA遺伝子をクロー

ン化し， E 1 A蛋白質生産をモデルとしてその有用性を証明しているo

以上の結果は酵母 GAL7遺伝子および酵母発現ベクターに関して多くの基礎ならびに応用に関する

知見を与えており，酵母遺伝学ならびに遺伝子工学上貢献することが大きい。よって本論文は博士論文

として価値あるものと認める。
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