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論文の内容の要旨

　〃㈱㈱肋㈹o助伽∫は，生育温度範囲を50～85℃に有する高度好熱菌の代表的菌種の一つであり，遺伝子組

み換えを含むge双etiC聰狐1叫1a芝i㎝が行える生物の申で，最も高温で生育できる生物である。

　本研究は，τ肋㈱ψ舳眺のゲノムエ学，すなわちゲノムの大規模な改変によるτ肋㈱ψ伽8の分子育種シ

ステムの確立を目指して行なわれたものである。

　まず，τ肋榊o助伽∫肥27株ゲノムの制隈酵素切断地図の作製を目指した検討が行なわれた。種々の制隈酵

素の申から，HB27株ゲノムをそれほど多くの箇所では切断しない酵素（ra．e㎝室ters）として，E60RI，E．oRVな

ど5種類の酵素を選択した。これらを用いて，パルスフィールド・ゲル電気泳動による解析を行なった結果，

HB27株のゲノムサイズが約2Mbであることを明らかにした。ついで，これら5種類の制限酵素によるゲノムの

制限酵素切断地図を，バンドハイブリダイゼーション法におよびリンキングクローンの取得とそれらを用いたハ

イブリダイゼーション法を効率的に併用することによって作製した。なお，この制限酵素切断地図作製の過程で，

HB27株のゲノムが，L82Mbの主染色体と250kbの巨大プラスミドpTT27から構成されていることを明らかとし

た。作製された制限酵素地図は，主染色体上に49箇所，プラスミド上に15箇所の切断部位が示された詳細なもの

となった。

　次に，T．肋㈱。助伽3および類緑のTん㈱㈱属細菌に由来する多数のクローニングされた遺伝子をプローブ

としてハイブリダイゼーションを行い，60以上の遺伝子の制限酵素地図上の存在部位を決定した。

　貫B27株ゲノムの制限酵素切断地図を，近緑であるHB8株のそれと比較したところ，両者で共通に地図作製に

用いられていた制限酵素〃舳工による制限酵素地図が全く異なっていた他，他の制限酵素によるゲノムの切断パ

ターンも相互に全く異なっていた。しかし，両地図上にマッピングされている遺伝子の存在様式（並び方）は両

株で概ね一致していた。存在部位の異なる遺伝子もいくつか認められたが，そのような場合にはそれら遺伝子の

周辺に凧㈱洲の挿入配列であるIS王OOOの存在がHB8株ゲノムに認められた。

　巨大プラスミドpTT27上には，カロテノイド生合成系遺伝子の一つである6棚遺伝子が存在することが明ら

かとなった。HB27株由来のカロテノイド合成能欠損自然変異株Crt31株を用いた解析の結果，カロテノイド生合

成系遺伝子クラスターがpTT27上に存在することが明らかとなった。さらに，HB8株においてもpTT27と相同

な巨大プラスミドが存在することも示し，丁加γ舳∫ではカロテノイド合成能がプラスミド支配であることを明確
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にした。

　ついで，HB27株でのゲノムエ学の可能性について検討した。τ肋㈱ψ伽∫で現在利用可能である唯一の抗

生物質耐性遺伝子であるカナマイシン耐性遺伝子をHB27株ゲノム由来の様々喰断片中に挿入し，カナマイシン

耐性遺伝子の両側に生じたゲノムとの相同領域での相同組換えを利用して，外来遺伝子であるカナマイシン耐性

遺伝子のゲノム中への組み込みの可否を検討した。その結果，検討した五〇箇所のすべてについて，カナマイシン

耐性遺伝子がゲノム申に計画どおりに組込まれていることが明らかとなった。この結果は，HB27株ゲノムのほ

ぼ任意の場所への外来遺伝子の組み込み，すなわちτ肋㈱ψ伽3でのゲノムエ学が可能であることを示すもの

である。

審査の結果の要旨

　τ肋㈱ψ伽∫HB27株ゲノムの制限酵素切断地図は，主染色体と巨大プラスミドを併せて約2Mbのゲノム上

に，5つの制限酵素による64箇所の切断部位を示し，さらに60を超える遺伝子の存在部位も明らかにしたもので

あり，T．伽榊ψ伽∫ゲノムの極めて詳細な地図として，内外から高い評価を得ている。

　また，τ肋㈱ψ伽3鵬27株および肥8株のカロテノイド生合成系がプラスミド上に存在することも明らか

にしたが，これは，微生物におけるカロテノイド生合成能がプラスミド支配であることを明確に示した最初の報

告としても注冒される成果である。

　本研究によって，T．肋榊ψ伽8鵬27株のゲノムの改変が任意に行なえることが明らかとなった。ゲノムの

改変による微生物育種，すなわち「ゲノムエ学」は，プラスミドベクターによる外来遺伝子の導入とは比較にな

らぬほど長鎖の外来DNAの導入が可能であること，導入された外来DNAの安定性が高いことなど種々の利点

を有しており，新しい微生物育種手法として注目されている。τ伽榊ψ伽∫におけるゲノムエ学の基盤の確立

により，本菌の発酵工業等の分野へのより幅広い応用が期待される。

　よって，著者は博士（学術）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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