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真核生物ではRasやRho､ Cdc42などの多種多様な低分子量GTP結合蛋白質が､細胞内情報伝

達の分子ｽｲｯﾁとして非常に重要な働きを担っている｡細菌においても大腸菌Eraや枯草菌obg

など生育に必須な低分子量GTP結合蛋自質がいくつか報告されている｡しかしながら､ Era/Obg

ﾌｱﾐﾘ-に属する蛋白質については､生育への必須性といくつかの遺伝学的､生化学的知見が

明らかになっているにとどまり､未だこれらの蛋自質の特異的な細胞内機能は明らかになってい

ない｡

本論文では､まず､大腸菌Era､枯草菌obgのｱﾐﾉ酸配列をもとに枯草菌仝蛋自質に対して

相同性解析を行ない､枯草菌には9つのEra/Obgﾌｱﾐﾘ-に属する蛋白質をｺ-ﾄﾞする遣伝子

が存在することを明らかにした｡この9つのEra/Obgﾌｱﾐﾘ-をｺ-ﾄﾞする遺伝子のうち､ obg,

ysxcが生育に必須であることは既に報告されていた｡そこで､残り7つの遺伝子の破壊を試み､obg､

ysxcに加え､新たに4つの遺伝子(bex, JPhC, ylqF, yqeH)が破壊不可能である必須遺伝子である

ことを明らかにした｡これら生育に必須な6つの蛋白質をｺ-ﾄﾞする遺伝子について､ IPTGによ

る発現の制御が可能な変異株を作製し､発現抑制下での染色体複製開始に与える影響をﾌﾛ-ｻ

ｲﾄﾒ-ﾀ-によって解析した｡その結呆､ Bex, YqeH蛋自質の減少に伴い､染色体複製開始時

期が早くなっていた｡このことからBex, YqeHは染色体複製開始を抑制し､開始時期を制御する

分子ｽｲｯﾁとして働いている可能性が示された｡

大腸菌では､ Era蛋白質のGTPase括性が低下し､ GTP型が安走化する変異株eralが報告され

ている｡そこで枯草菌Bexに同様の変異(p17R)を導入した変異蛋白質(Bexl)を精製し､ GTPase

活性の測走を行ったところ､大腸菌と同様に､ GTPase活性が野生型Bexと比べ顕著に低下してお

り､ GTP型変異蛋白質であることが分かった｡ついで野生型BexとBexlを用いてRelAとの相互

作用を､ yeasttwo-hybrid実験におけるβ-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ括性を指標として解析した｡その結果､

β-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ括性はBexlでは野生塑Bex蛋自質と比べて2倍に上昇した｡このことからRelA

は野生型Bex蛋自質と比べ､ Bex-GTP型変異蛋白質との相互作用が強いことが示された｡そこで

RelAはBex-GTP型蛋自質と結合することでGAP (GTPase activating protein)として働いている可能

性を考え､ RelA蛋自質の添加によるBexのGTPase活性への影響を調べた｡その結呆､ RelA添

加時には､同じ濃度のBSAを加えた時と比べ､ Bex､ Bexl蛋白質のGTPase活性は共に上昇した｡

このことからRelAはBexのGAPとして働きうることが分かった｡

-方､枯草菌bexl変異株(GTP型Bex)の表硯型の解析を行ったところ､生育には大きな影響

が見られないにもかかわらず､染色体複製開始時期が早まる現象が､ Bex蛋自質の減少時と同様

に観察された｡このことから､染色体複製開始の抑制にはGDP型Bex蛋白質が働いている可能性

が考えられた｡また､この変異株では細胞増殖の移行期に発硯するDNA取込み能､胞子形成能､

走化性に影響が見られた｡

以上のような実験結果から､ GTP型(RelA括性の制御)とGDP型(染色体複製開始を負に制

御)の構造変化を介したBexの枯草菌細胞周期を制御する分子ｽｲｯﾁとしての機能について議

論を行った｡
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申請者は､大腸菌Era､枯草菌obgに代表され､真核生物の低分子量GTP結合蛋白質との

配列相同性から､細菌細胞内でのｼｸﾞﾅﾙ伝達に関わっていると考えられているEra/Obgﾌ

ｱﾐﾘ-のｼｽﾃﾏﾃｲﾂｸな機能解明を､枯草菌において進めた｡ EraﾉObgﾌｱﾐﾘ-は細

菌に普遍的に保存されており､研究されたもののほぼ全てが細菌の増殖に必須であり､細胞

周期の進行あるいは細胞分化の制御に関与することが示唆されている｡しかしながら､どの

ような蛋白質と相互作用し､どのように細胞増殖を制御しているか､その分子機構は明らか

にされていない｡本論分では､枯草菌には9種のEra/OBgﾌｱﾐﾘ-が存在し､その内6種

もが増殖に必須であること､さらにBex, YqeHの2種は染色体複製を負に制御すること､ま

た､ BexはRelAと相互作用し､緊縮制御の活性化に関わることが明らかにされた｡

申請者は､まず､相同性検索により､枯草菌ｹﾞﾉﾑ上には9種類のEra/Obgﾌｱﾐﾘ-を

ｺ-ﾄﾞする遺伝子が存在することを明らかにした｡興味深いことに､それらは全て真核生物･

古細菌を含め､他生物にも保存されていた｡ 9遣伝子のうち､ 2遺伝子(obg,ysxC)については､

枯草菌の増殖に必須であることが報告されている｡そこで､残る7遺伝子について､破壊株

あるいは発現制御株を作製することにより､ bex, JPhC, ylqF yqeHの4遺伝子も必須遺伝子で

あることを明らかにした｡

次に､ obg, ysxCを含む必須6遺伝子の発現制御株を用いて､各蛋白質の枯渇に伴う細胞と

核様体の形態､染色体複製開始頻度の変化を観察し､その表現型がbex, yqeHと残る4蛋白質

に2分されることを見出した｡特に､前2者の枯渇は過剰な染色体複製を誘発することを明

らかにした｡

申請者はさらに､ Bex蛋白質に焦点を紋り､それがGTPase括性を持つことをin vitroで証

明した｡さらに､そのGTP結合配列に変異を導入し､ GTPase活性が顕著に低下した蛋白質

を作製した｡並行して､酵母2rhybridsystemを用いたBexと相互作用する蛋白質の検索から､

緊縮制御の制御蛋自質であるRelAとの相互作用を見出した｡そして､ in vitroでRelAがBex

のGTPase活性を上昇させることを明らかにしたoさらに､同じbex変異を枯草菌ｹﾞﾉﾑ上の

遺伝子に導入したところ､形質転換能･運動性の喪失､胞子形成能の低下という表現型を示

した｡この表現型はRelA変異株の表現型と類似しており､ in vivoでもBexとRelAが相互作

用し､緊縮制御の活性化に関与していることを強く示唆している｡また､ RelAの関与につい

ては今後の検討課題ではあるが､枯草菌bex変異株においても､過剰な複製開始も観察され

た｡

以上のように､本論文は枯草菌において複数のEra/Obgﾌｱﾐ.ﾘ-蛋白質が細胞の増殖に

必須であることを始めて明らかにし､さらに､そのうちBex蛋白質はRelAと相互作用し緊縮

制御の括性化に関与することを見出し､学術上､応用上貢献するところが少なくない｡よっ



て審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認

めた｡


