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論 文 の 内 容 の 要 旨

本研究はリボゾーム工学の一つの手法である薬剤耐性選抜法を用い､様々な微生物での

ストレプトマイシンおよぴリファンピシン耐性変異株が抗生物質および有用酵素の生産量

を顕著に増加させることを明らかにしたものである｡

はじめに､異なったストレプトマイシン耐性変異(朋Gおよび草βエ)-導入による放

線菌の抗生物質生産性を検肘した｡様々な抗生物質生産放線菌に二つのストレプトマイシ

ン耐性変異(高レベル耐性草βム､低レベル耐性∫駁ロの をそれぞれ導入した｡それぞれの

放線菌から様々なストレプトマイシン耐性変異株を分離し､シーケンス解析により変異点

を決定した｡分離した変異株について､拘わ叩eβ■刀助力〟亡びβおよび勒ね叫γCeβ

卯rm血βではアクチノマイシン､助¢d■叩〃l岬α帽eγ班用e■ではエリスロマイシン､

またβ加甲f卿eβ伊東錯βではストーレプトマイシン生産性を胴べ､それらの生産丑が増加

することを明らかにした｡また低レベル耐性と高レベル耐性変異を段階的に導入した二重

変異株が抗生物質生産を著しく増加すること､および変異の相乗効果があることも明らか

にした｡また､且e∫y班用e■の呼止変異株のエリスロマイシン生産性の増加は､エリス

ロマイシン生合成連伝子群制御遺伝子であるムノdβ遭伝子の高発現によることを明らかに

した｡さらに且鮮血e〟βの乃皿G変異株については本菌が有する数多くの"休眠過伝子"

の活性化の有無を桐べるために､二次代肘遺伝子群の転写解析を行い､毘皿G変異が様々

な二次代謝遺伝子群を活性化することを見出している｡これにより､ストレプトマイシン

耐性変異(朋βおよび堺正)が多くの放線菌の育種に利用可能であることを実証して

いる｡次に､リファンピシン耐性(草α朗 変異の導入による各種抗生物畢生産力の増強と

"休眠遺伝子"の活性化について検肘した｡上妃の放線菌に加え､フォルマイシン生産菌
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劇r印ね叩eβ血昨月血血e､バンコマイシン生産菌A叩α血t呼由ode月ね揖の草0β変異

株を多数分離し､その効果を広範囲に胴べている｡各菌から様々なリファンピシン耐性菌

を分離し､シーケンス解析により変異点を決定し､様々な草ββ変異株を分離した｡その

結果､得られた全ての放線菌で抗生物質生産性の増加が絡められた｡この結果は∫paβ変

異が多彩な放線菌の育種に利用できる可能性を示している｡また且g血矧闇の叩血針変異

株については二次代削遺伝子群の転写解析を行い､草αβ変異が休眠過伝子のいくつかを独

力に活性化すること､さらに草0β変異の種類により活性化される休眠遺伝子が異なると

いう事実を見出した｡すなわち､草αβ変異が微生物の育種だけでなく､新規物質のスクリ

ーニングにも利用できる可能性があることを明らかにしている｡最後に､サイクロデキス

トラン合成酵素生産菌ββd〟ぴβC上Ⅳロム月βのストレプトマイシンおよびリファンピシン耐

性変異導入による酵素生産性について検附している｡工業的に重要な酵素であるサイクロ

デキストラン合成酵素(cycloi80maltooligo8aCCharidegluc&nOtr&nBfer&Se;CITase)生産

面且血打血がのストレプトマイシンおよびリファンピシン耐性変異の導入による育種を

行った｡既にあるレベルまで育種してある工業株B12株に､薬剤耐性選抜法により一ストレ

プトマイシン耐性∫p且ム変異およびリファンピシン耐性ヱpαβ変異を逐次的に導入し､二回

の耐性菌分離換作だけで酵素生産性を野生型の1000倍まで増大させることに成功してい

る｡さらに､変異株のCITase転写レベルの増加を明らかにしている｡本法が物質生産だ

けでなく酵素生産性の改良にも有効であること､また既存の育種法で育種してある工業微

生物の育種にも有効であることを実証している｡

審 査 結 果 の 要 旨

本研究はリボゾーム工学の一つの手法である薬剤耐性選抜法を用い､様々な微生物で

のストレプトマイシンおよびリファンピシン耐性変異株が抗生物質および有用酵凛の生

産丑を顕著に増加させることを明らかにしたものである｡

はじめに､異なったストレプトマイシン耐性変異(用mGおよびJp血)導入による

放線菌の抗生物質生産性を検肘した｡様々な抗生物質生産放線菌に二つのストレプトマ

イシン耐性変異(高レベル耐性平成､低レベル耐性用皿戊をそれぞれ導入した｡それ

ぞれの放線菌から様々なストレプトマイシン耐性変異株を分離し､シーケンス解析によ

り変異点を決定した｡分離した変異株について､物加叩甲β月肋血血びβおよび

此間鹿町闇叩■血ではアクチノマイシン､励α血呼物〝甘朗ア虎用朗ではエリ

スロマイシン､また虎咽頭叫押野鮮血闇ではストレプトマイシン生産性を胴べ､それ

らの生産丑が増加することを明らかにした｡また低レベル耐性と高レベル耐性変異を段

階的に導入した二重変異株が抗生物質生産を著しく増加すること､および変異の相乗効

果があることも明らかにした｡また､且e細田の∫p5ム変異株のエリスロマイシン生

産性の増加は､エリスロマイシン生合成過伝子群制御辿伝子であるム疋∂遺伝子の帝発現

によることを明らかにした｡さらに且画eⅣの澗ロG変異株については本菌が有する

数多くの"休眠迎伝子"の活性化の有無を胡べるために､二次代謝遺伝子群の帳写解析

を行い､乃ヱロβ変異が様々な二次代謝遺伝子群を活性化することを見出している｡これに

より､ストレプトマイシン耐性変異(闇βおよび平成)が多くの放線菌の育糀に利

用可能であることを喪征している｡

次に､リファンピシン耐性(乎α朗変異の導入による各種抗生物質生産力の増強と``休

眠遺恒子"の活性化について検附した｡上記の放線菌に加え､フォルマイシン生産歯
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軸ぬ卿β血搾刀血血e､バンコマイシン生産術A叩血吻)由α血刀由血の草8β変

典株を多数分離し､その効果を広範囲に調べている｡各衝から様々なリファンピシン耐

性菌を分離し､シーケンス解析により･変異点を決定し､様々な乎αβ変異株を分離した｡

その結果､得られた全ての放線菌で抗生物質生産性の増加が絡められた｡この結果は

草αβ変典が多彩な放線菌の帝都に利用できる可能性を示している｡また且鮮血打βの

乎αβ変典株については二次代射通伝子肺の拒写解析を行い､瑠aβ変典が休眠辿伝子の

いくつかを独力に活性化すること､さらに申αβ変典の糀瓶により活性化される休眠迫伝

子が典なるという耶率を見出した｡すなわち､草di変典が微生物の育種だけでなく､新
規物質のスクリーニングにも利用できる可惟性があることを明らかにしている｡

収後に､サイクロデキストラン合成膨糸生産鮮血d∠山β血血刀βのストレプトマイ

シンおよびリファンピシン耐性変異硝入による餅東生血性について検附している｡工業

的に瓜重な餅索であるサイクロデキストラン合成緋求(cycloiBOZn&1tooligo8ACCh&ride

glⅥe8nOtran8飴raさe;CI恥8e)生産淋且血℃血刀βのストレプトマイシンおよびリファン

ピシン耐性変異の導入による帝靴を行った｡既にあるレベルまで育種してある工薬株

B12株に､非剤耐性迎接法によりストレプトマイシン耐性草βム変典およびリファンピシ

ン耐性乎αβ変典を逐次的に噂入し､二回の耐性軸分雌拙作だけで紳鶉生産性を野生型の

1000倍まで増大させることに成功している｡さらに､変典煉のCI恥8e帳写レベルの増

加を明らかにしている｡本法が物質生産だけでなく膨粟生魔性の改良に■も有効であるこ

と､また既存の育種法で育種してある工業微生物の育種にも有効であることを英征して

いる｡

以上について,許査委員全点一致で本胎文が岐阜大学大学院迎合腱学研究科の学位

胎文として十分価値あるものと豚めた｡
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