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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は,枯草菌のDNAが加熱に対してどのような挙動を示すかを胞子と栄養細胞について調べるこ

と虹よって,細菌細胞の熟による死滅の分子機構を探ろうとした研究の結果をとりまとめたものである.

その主な内容は次の通 りである｡

1) 胞子を90℃前後で10分程度加熱すると,グリシン,スレオニン,ホモセリン等を要求する突然変異

株が高頻度で出現することを見出し,加熱によって胞子に何らかの遺伝的損傷が生じうることを明らかに

した｡

2)加熱によって DNAがどのような損傷を受けるかを, 〔aH〕チミンでそのDNAをラベルした胞子

についてアルカリ性ショ糖密度勾配遠心法を用いて調べ,胞子は酸性で加熱されると,そのDNAが1本

鎖切断されて低分子化することを明らかにした0-万栄養細胞では,胞子の場合にはDNA鎖の切断を生

じない50℃での比較的温和な加熱によっても DNAの1本鎖切断が起るが,この反応は PCMBによって

阻害されることから, この場合のDNA鎖切断には ヌクレア-ゼが関与しているとしたo細胞から抽出

精製 した DNAを inviiroで酸性加熱した後に沈降分析した場合にも DNAは低分子化することを認め

た｡また, 〔3H〕アデニンでラベルした細胞の DNAを酸性で加熱するとアデニンが遊離することを見出

した｡

これらの事実から,酸性での加熱によって胞子のDNA分子上のプリン塩基が非酵素的に脱落し,その

部位が密度勾配遠心法のアルカリ性条件下で β-eliminationによって切断するものと推論 した｡

3)加熱によって損傷を受けた胞子のDNAが,胞子の発芽時にどのような挙動を示すかを調べ,胞子

DNA上に生じた脱才.)ソ部位は発芽開始後2-3時間で完全に修復されることを明らかにした｡

4)加熱によって生じた脱プリンDNAの修復系についても詳細な検討を加えたOまず,脱プリン部位

で DNAを切断する APendonucleaseを,栄養細胞締出液から硫酸ス トレプトマイシン処理,硫安分画,

及び DEAE-セルロース,DEAE-セファデックス, セファデックス G-200,DNA-セルロースの各クロ
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マ トグラフィーを用いて電気泳動的に均一な標晶にまで精製した｡ 次にこの酵素の性質を詳 しく調べ,

それが分子量26,000のサブユニット4個から成ること, 脱プリン DNA に特異的に活性を示し,未処理

DNA や アルキル化 DNAを基質としないこと, 反応には Mg2+が必須であり, CaB+によって 阻害さ

れること,NaClには強い耐性を示すこと, 及び pCMBによって完全に阻害されることを見出した｡切

断末端についても検討 し, 本酵素は 脱塩基糖の3'側で 3LOH と 5'一リン酸の切断末端を生ずる新しい

APendonucleaseであることを明らかにした｡

5) 胞子の発芽時に本酵素の活性がどのように変化するかについても調べ,その活性は胞子そのものに

は殆ど見出されないが,発芽開始後 2時間前後から出現することを見出した｡

これらの事実は, 加熱によって胞子の DNA 上に生 じた脱プリン部位が胞子の発芽後に生合成される

APendonuclease と除去修復系とによって修復されることを示している｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

加熱殺菌法は食品加工等の分野で古くから広く用いられてきた方法であるが,その原理としての加熱に

よる微生物細胞の死滅機構はまだ十分に解明されていない｡

本論文の著者は,細胞の基本的な構成要素であるDNAが加熱との関係では今までに殆ど研究されてい

ないことに着目し,枯草菌の胞子及び栄養細胞に対する熱の作用機構を,DNA の挙動を調べることによ

って研究 した｡その成果の要点は次の通 りである｡

1) 胞子を90℃前後で約10分間加熱すると,グリシン,スレオニン,ホモセリン等を要求する突然変異

株が高頻度で出現することを見出し,加熱によって胞子に何 らかの遺伝的損傷が生じうることを初めて明

らかにした｡

2) 加熱によって DNA がどのような損傷を受けるかを, 〔8H〕チミンでその DNAをラベルした胞子

についてアルカリ性ショ糖密度勾配遠心法を用いて調べ,胞子は酸性で加熱されるとその DNAに1本鎖

切断を生じて低分子化することを明らかにした｡ この事実を inuiiroでも確認し, さらに 〔3H〕アデニ

ンでラベルした細胞の DNAを酸性で加熱するとアデニンが遊離することをも見出した｡これらの結果か

ら,酸性での加熱によって胞子の DNA分子上のプリン塩基が非酵素的に脱落し,その部位がアルガリ性

で β-eliminationにより切断されるものと推論 した｡

3) 加熱によって胞子の DNA上に生じた脱プリン部位は発芽開始後 2- 3時間で完全に修復されるこ

とを明らかにした｡

4) 脱プ1)ソ部位で特異的に DNA を切断する APendonucleaseを,.栄養細胞抽出液から種々のクロ

マ トグラフィー等を用いて電気泳動的に均一な標品にまで精製し,詳しくその性質を調べることにより;

本酵素が分子量 26,000のサブユニット4個から成ること,脱プリン DNA に特異的で,未処理 DNA や

アルキル化 DNA には活性を示さないこと,反応には Mg2'が必須であり, Ca2十によって 阻害される

こと,pCMBによって完全に阻害されること等を見出した｡ 切断末端についても検討 し, 本酵素は脱塩

基糖の3′側で3LOH と5しリン酸の切断末端を生ずる新しい APendonucleaseであることを明らかにし

た｡
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5) 本 APen亘onucleaseの活性は, 胞子そのものには見ら､れないが, 発芽開始2時間後から出現する

ことを見出し,加熱によって胞子のDNA上に生じた脱プリン部位は発芽後に生合成される本酵素と除去

修復系によって修復されるものと結論した｡

以上のように本論文は,胞子の特性をたくみに利用して,加熱による細菌細胞の死滅の分子機構に重要

な新知見を加えたものであり,敏生物生理学に貢献するところが大きい｡

よって,本論文は農学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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