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論　　文　　の　　要　　旨

　真核生物において，タンパク質分泌の初期過程は，シグナル認識粒子（S鼠P）によって行われる。

一方，原核生物においては，シグナルペプチドはSecAタンパク質によって認識される。このように，

真核生物と原核生物とでは，タンパク質分泌の初期過程に関わる因子が異なっていると考えられてき

た。ところが，近年，原核生物である大腸菌，枯草菌において，真核生物のSRPの構成成分と類似し

た分子の存在が明らかになってきた。

　哺乳類のSRP7S　RNAと構造的に類似したRNA分子として，枯草菌にはs聰a11cytoplasmic　RNA

（scRNA）が，大腸菌には415S　RNAが存在している。さらに，大腸菌においては，SRP54（哺乳類

SRP54－kDaサブユニット）と相同性を示すタンパク質として，P48けκ遺伝子産物）が同定されて

いた。本研究では，シグナルペプチドとの結合能，及びGTPase活性を持つなどSRPの機能上重要で

あるSRP54の枯草菌における相同因子の同定，及び構造と機能の解析を行った。

　枯草菌仰遺伝子をクローン化し，塩基配列を決定したところ，S浸P54と32．6％，大腸菌P48と53．9％

の相同性を持つ，446アミノ酸からなるタンパク質をコードしていた。その構造的特徴を見てみると，

枯草菌Ffhは，3つのGTP結合モチーフを含むアミノ末端側（G一ドメイン）と，メチオニンを多く

含むカルボキシ末端側（M一ドメイン）の2つのドメインから構成されており，SRP54と同様のドメ

イン構造を有していることが分かった。さらに，SRP54のM一ドメインには，両親媒性α一ヘリックス

構造が存在することが予測されているが，枯草菌Ffhの阯ドメインにも，二次構造の予測上，3つ
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の両親媒性α一ヘリックス構造（則，H2，H3）が存在していた。

　次に，枯草菌脇の菌体内での機能を調べるために，枯草菌仰遺伝子の発現をIPTGで誘導でき

るような条件欠損変異株，DF46株を作製した。DF46株を玉PTG非存在下で培養した場合，培養開始

から約3時間で増殖阻害を示し，6時間後には増殖は完全に停止した。このときの菌の形態は，非常

に不規則であり，伸長したり，螺旋状になるなど異常を示した。さらに，タンパク質分泌に対する影

響を調べると，IPTG非存在下で培養した場合には，分泌タンパク質であるβ一ラクタマーゼ及びα一

アミラーゼの前駆体が菌体内に蓄積していた。このことから，枯草菌Ffhは，菌体の正常な生育に必

須の因子であり，また，タンパク質分泌に関与していることが明らかとなった。

　枯草菌の全菌体抽出物について，枯草菌舳抗体で免疫沈降を行うと，scRNAが共沈してくること

から，伽伽oにおいて，FfhとscRNAは複合体を形成していることが示されていた。そこで，さらに，

FfhとscRNAの結合様式を明らかにするため，F重hのscRNA結合領域を同定した。様々な欠失を導

入した変異F臨と｛舳伽・で転写したsc洲Aとの結合をゲル・シフト法により解析した結果，Ffhは

S長P54と同様に，M一ドメインでscRNAと結合することが分かった。さらに，M一ドメイン中の3つの

α一ヘリックス構造（Hユ，H2，蕊3）について，（1）H1領域はscRNAとの結合に関与していないこ

と（2）H2あるいはH3のどちらか一方のみを欠失させた場合には，scRNAと結合はするが，結合力が

弱まること（3）H2とH3の両方を欠失させると，sc艮NAとの結合活性が完全に失われることが分かっ

た。以上の結果から，FfhのscRNA結合に関与する領域は，H2とH3の両方に存在し，これら2っ

の領域はラ協調してscRNAとの結合に関与していると考えられた。しかし，この領域には既知の

艮NA結合のコンセンサス配列が見られないことから，F施は新しいタイプのRNA結合モチーフを含

む可能性が示唆された。

　さらに，scRNAとの複合体形成により，F地のプロテアーゼ感受性が変化することが示された。こ

の結果は，scRNAがFfhの構造を変化あるいは安定化させることにより，肺の機能発現に重要な役

割を果たしている可能性を示していると考えられた。

審　　査　　の　　要　　旨

　タンパク質がその機能を十分に発揮するためには，正しい場所に局在化することが必須であり，タ

ンパク質局在化機構を解明することは生物学上非常に重要である。本論文はそのような立場から，原

核生物の中でも胞子形成など複雑な生命活動を営む枯草菌を用いて，タンパク質分泌に関与するF童h

因子についてその構造及び機能に関して研究を行ったものである。

　これまで，真核生物と原核生物とで停，異なった因子がタンパク質分泌に関与していると考えられ

てきたが，本研究は，原核生物においても真核生物型のタンパク質分泌装置が存在し，実際にタンパ

ク質分泌に関与していることを示している。また，その構造的特徴について詳細な解析を行うことに

より，構造と機能の相関についても考察している。これらの意味で本研究は，これまでの定説を覆し，

新しい局面の発展をもたらす独創的な研究となっている。

　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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