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論文内容の要旨

大腸菌のリン酸レギュロンは，培地中のリン酸が欠之すると発現が起ー乙る。乙れまでに PhoA ( アルカ

リ性ホスファターゼ:以下AP と略す)， PhoB-PhoR オペロン(調節遺伝子) , PhoE ( 外膜ポリン

蛋白質)， 'þst. オペロン(無機リン酸特異的膜輸送系)， ugρ オペロン(グリセロリン酸膜輸送系)など

が知られ，いずれもリン酸の有効利用に働くと考えられている。乙れらの発現は Phoß/PhoR 遺伝子に

よって調節されている。 PhoB 蛋白質はリン酸濃度が低いときに PhoR 蛋白質によって活性化され

CPhoRの正の機能) これらの遺伝の転写を促進する。リン酸濃度が高いと PhoR はPhoB を不活性

化する(負の機能)。乙のような一対の調節遺伝子によって調節されている系は two-C omponen t 

regulatory system C TCR系)と呼ばれ，機能の類似の調節系が知られている。 TCR系の調節蛋

白質の間にはそれぞれ相同性がみられ 機能の類似性が論じられている。

これまでに分離されている PhoB 突然変異株はAP非産生株として分離されたものであるが，その中に

は PiBP ( PstS 遺伝子産物で無機リン酸結合蛋白質)を産生するものと， しないものとがある。また，

phoR 突然変異株にも負の機能だけが欠損したものと，正負両機能が欠損したものとがある。乙のような

突然変異株間の機能の相違は，蛋白質の機能ドメインを反映すると考え，突然変異遺伝子の塩基配列を分

析し， PhoB 蛋白質の機能上，特に重要な領域を推定した。また， PhoR 蛋白質の局在を明らかにし，機

能を保持した蛋白質の精製を試みた。

〔方法ならびに結果〕

1. PhoB. PhoR. 突然変異株について
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4 個の PhoB 突然変異株の表現型の相違を定量的に調べるため PhðA， PhoB, PhoE および

ρstS 遺伝子のフ。ロモーター活性をCATアッセイ法lとより測定した。 PhoA はいずれの株でも発

現しなかったが， 1 株では他の 3個の遺伝子も全く発現しなかった。残り 3 株は PhoA 以外の遺伝子

がいろいろなレベルで、発現する漏出突然変異株であった。乙れら 4株から突然変異遺伝子を分離し塩基

配列を決定した。全ての遺伝子が発現しない株では Glu9 がLys 'L , 他の 3 株ではそれぞれG1 y 185 

がArg IL , Ar g201 がHi s に， Thr 158 と Arg 201 がLys と Cys に置換したミスセンス突然変

異であった。 Glu9 の領域は， TCR系の他の遺伝子群との問で特に高い相向性がみられ， PhoR に

よって活性化される領域と考えられる。また， PhoB 蛋白質( 228個のアミノ酸)のC末端領域は，

転写促進に関与するドメインと考えられており，漏出度は突然変異蛋白質と各遺伝子のフ。ロモーターと

の親和性を反映していると考えられる。一方， PhoRーの 6 株のうち 5 株は正負の両機能が， 1 株は負

の機能だけが欠損している。突然変異遺伝子の塩基配列から，負の機能だけが欠損した株は Thr220

が Asn!乙置換したミスセンス突然変異で， 正負両機能が欠損した 5株は全てナンセンス突然変異であ

っ Tこo

2. PhoR 蛋白質の局在と機能

phoR はN末端の疎水性領域で、内膜と結合していると推測される。 phoR の局在と機能を解析するた

め， PhoR (431個のアミノ酸)のN末端を欠失させて， trcフ。ロモーターで発現する遺伝子を作成し

た。 PhoR 1 084 (N末端の83個のアミノ酸が欠失)と PhoR 11 5 9 ( 158個欠失)とは正の機能を保

持していたが， PhoR1263 (262個欠失)では消失していた。いずれも負の機能は消失していた。

乙の乙とはモジュレーター蛋白質のN末端領域は刺激(あるいは環境変化)を感知し， C末端領域はア

クチベーター蛋白質PhoBを-活性化するという推論と一致している。

PhoR1084蛋白質を電気泳動で分離し，抗血清を作成し，ウエスタンブ、ロッティング法で PhoR 蛋

白質の局在を調べた。野生型PhoR蛋白質は内膜と結合し， N末端領域が欠失した蛋白質は全て可溶性

画分に存在する乙とを証明した。 PhoR1084 は精製が容易で， invitrσでの PhoB 蛋白質の活性

化の実験の道を開いた。

〔総括〕

PhoB , PhoR 突然変異株の突然変異遺伝子の塩基配列を解析した。 PhoB の突然変異は，いずれも

類似の蛋白質問で相向性が高い領域にあり，他のデータと合わせて機能ドメインを推論した。また， PhoR 

蛋白質の抗血清を作成して，それが内膜に局在する乙とを証明した。さらに， PhoR のN末端領域を欠

失させて，正の (PhoB を活性化する)機能を保持した蛋白質の精製を可能にした。
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論文の審査結果の要旨

大腸菌のリン酸レギュロンはリン酸欠之時に発現し，リン酸の効率的な取り込みに働く，その発現は，

'PhoB と PhoR の 2 個の調節遺伝子で制御されており，それぞれ表現型の異なった突然変異株が分離さ

れている。 PhoB の 4 株と PhoR の 6 株から突然変異遺伝子をクローニングし，その塩基配列を解析し

た結果， PhoB の突然変異はすべてミスセンス変異であった。それらを表現型と対比して PhoB 蛋白質

の機能ドメインを推論した。 PhoR は一個を除いてすべてナンセンス変異で，機能ドメインの推論は不

可能であった。一方， PhoR のN端の疎水性領域を欠失させ，単独で高発現する遺伝子を作成し，それ

がPhoB を活性化する機能を保持する乙とを確認した。このN端が欠失した蛋白質は可溶性で，分離精

製が容易であった。それを用いて抗血清を作成し，ウエスタン・プロット法で PhoR が内膜に局在する

乙とを証明した。

以上の成果は， PhoB から PhoRへの細胞内情報伝達機構を in vitro で証明した研究の基礎となっ

たもので，学位授与に価するものである。
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