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論 文 の 内 容 の 要 旨

か血血d準例鹿血0油)における鮎g軋CRh蝕､及びP∝Sタンパク質札軟腐

性血血血属細菌の主要病原因子･ペクチン酸リアーゼ伊d)の重要な生産制御機構を司

ることが報告されている｡本論文では､同様に数多くの植物に軟腐病を引き起こす且m加ぬ

∽わ明通甲･禦如和鮎)において､これら生産制御因子ホモログの存在及びそ
れらによるPd及びポリガラクツロナーゼ(P血)の生産制御の可能性について調べてい

る｡これらE血の生産制御遺伝子をプローブとしてE∝のDNAをサザン解析から､噸

及び叩と相同性静或額域が存在するが､クか及びクeC∫と相同性を示す額域が存在しない

ことを観察している｡そこで､E鱒の卿及び叩ホモログ遺伝子をそのゲノミックラ

イブラリーよりクローニングしてシークエンス解析を行い､B血のそれらタンパク質とア

ミノ酸レベルで高い相同性を示し､.推定ヘリックス一夕ーンーヘリックスDNA結合モチー

フ配列においてはアミノ酸配列が両者で完全に一致することを見い出している｡一方､抗

p正(虚血)抗体を用いたウエスタン解析でIま､他の励w如由属細菌においても本抗体と作

用する抗原の存在を見い出している｡レかし､EdlEC16株で蝕によるPd生産の超誘導
が引き起こる条件下でも､E∝では､Pel生産め超誘導は見られないことを観察している｡

さらに､これらE血の生産制御遺伝子(卿､叩､クれ及びクeCカを含むプラスミドを

E｡Cに導入して解析を行っている｡その結果､Pd生産は､ク∝ぷ遺伝子を導入した場合を

除き､E血におけるそれら産物の機能から推測される通りに制御されることを発見してい

る｡また､P∝Sタンパク質はE血においはPd生産を負に制御するが､E∝においては正
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に制御することを発見している｡DNA結合試験からは､実際に王chのKdgR､,CRP､Pir､

及びPecSタンパク質が､また瓦∝の鮎が及びCⅣホモログタンパク質が､供試したB∞

の〆ノ､〆j､及びク成遺伝子プロモーター嶺域に結合することを確認している｡これ
らの結果から･､肋におけるKdが及びCRPホモログタンパク質は､放血における働きと

同様にPd及びP血の生産制御に関与する可能性を示唆した｡

また､本論文では､トランスポゾンT軋,を挿入による.E∝の菌体外酵素(ぺクチナナ

ゼを含む)分泌欠損変異株(YMU18)を分離し､この変異株がハクサイやジャガイモで

激的に病原性が低下することを発見している｡YMU18株は､ヌクレオシドの取り込みや

代謝を司る¢亜リプレッサー遺伝子､とDNAのミスマッチ修復を司る椚必遺伝子(共

に大腸菌等で報告のある)と相同性を示す額域にTがが挿入されていることを調べてい

る従って､YMU18殊にはこれう頑及び椚舶ホ吏ログ遺伝子以外の衡域にも何らかの
変異が導入されていると考えられた｡そこで､E血のゲノミックライブラリ.-を用いて

Y帆18株の分泌を相補し得るクローンの選抜を試みたところ､岬及び川棚ばホモログ

遺伝子を含まず､既却の分泌関連遺伝子をも含まないクローンが得ている｡一方､E∝に

おけるり班ホモログ遺伝子の非極性欠損変異株ぐり戒)を相同組み換えにより作製し､

}砂状変異株においては､その親株と比べ､Peh生産の激的な減少し､運動性も失われて

いることを発見している｡実際､〉q戚変異株の電子顕微鏡下における観察では､野毛は
全く観察されないことを確認している｡さらに､脚ホモログ遺伝子(鞍毛関連遺伝子特

異的シグマ因子をコードする)及びルCホモログ遺伝子(フラジェリンタンパク質をコー

ドする)の発現量を調べ､〉中畑変異株におけるそれらの発現量は､阜の親株における発

現量と比べ､明らかに減少し､ハクサイやジャガイモにおける病原性も著しく低下してい

ることを発見している｡鞭毛関連遺伝子の統括的制御因子をコードするβめC扶腸菌や

サルモネラ菌など多くのグラム陰性細菌において報告のある)●ホモログ遺伝子に変異が導

入されたYMUl株伍ccpzc:Tn5)及びYMU5株伍ccpD:‥Tn5)･においても､それら植

物における接種試験において数的な病原性の低下が見られた｡これらの結果から､,鞭毛或

いはそれによる運動性がE∝の病原性において極めて重要であることを明らかにした｡ま

た､触において菌体外酵素の分泌を司る新規の遺伝子は特定されなかったものの､C鱒

ホモログタンパク質がぬにおいてP血の生産及び鞭毛生成を正に制御し､病原性におい

ても重要な役割を担っていることも発見している｡

審 査_ 結 果 の 要 旨

本論文は､hwb7idchTPanthemi(Ech)において､KdgR､CRP.Pir､及びPecS

タンパク質は､主要病原因子･ペクチン酸リアーゼ(Pel)の重要な生産制御機

構を司ることが報告されていることを受け､世界中で多大な被害をもたらす軟

腐病細菌か血血00棚卸叩一Subsp.cα相加αロ伍cc)においで､これら生産制御

因子ホモログの存在､これらの因子による生産制細機構について詳細に解析し
て､以下の結果を得ている｡1)Ecbの噸及びdpと相同性蘭域額域の存在

をEc¢において発見し､これらの遺伝子をクローニングしてシークエンス解析

から､両細菌間でこれらの因子の相同性が高い事､推定ヘリックス_ターン_へ
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リックスDNA結合モチーフ配列が完全に一致することを発見している｡-2)Ecc

の上記制御遺伝子(卿､叩､クれ及び卵ゆを持つプラスミドをE｡｡に導

入して解析を行い､Ecbにおけるそれら産物の機能から推測される通りに制御

されることを見い出している｡ただ､PecSタンパク質は､ヱcbにおいはPel生

産を負に制御するが､豆∝においては正に制御することを発見している｡3)

DNA結合試験から､実際にEchのKdgR､CRP､Pir､及びPecSタンパク質が､

またEccのKdgR及びCRPが､供試したEccのpel-1､PeL3､及びpeh遺伝子

プロモーター嶺域に結合することを確認している｡これらの結果から､Eccの

KdgR及びCRPは､Echと同様にEccにおいてもPel及びPehの生産制御に関

与する可能性を示している｡

また､本論文では､Tn∫挿入によるEccの菌体外辞素(ぺクテナーゼを含申)
分泌欠損変異株を分離し､この変異株がハクサイやジャガイモで激的に病原性

が低下することを発見し､本挿入遺伝子が伊班リプレッサー遺伝子とDNAの

ミスマッチ修復を司る椚〟ば遺伝子(共に大腸菌等で報告のある)であること

をつきとめている｡次に､Eccにおいて甲戊欠損変異株によるPeb生産が激的

に減少し､運動性も失われていることを発見している○そこで､脚遺伝子(鞭

毛関連遺伝子特異的シグマ因子をコード)及びルC遺伝子(フラジェリンタン

パク質をコード)の発現量を調べ､が明らかに減少していることを確認してい

る｡また､〉サ班'変異株は病原性も著しく低下していたが､鞭毛関連遺伝子の

統括的制御因子をコードする卿C(大腸菌やサルモネラ菌など多くのグラム

陰性細菌におし､て報告のある)ホモログ遺伝子に変異が導入した場合も､激的

な病原性の低下することを発見している｡

以上のごとく､本論文は独創性､論理性に優れた論文であり､審査委員全員

一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の学位論文として十分価値ある
ものと認めた｡
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