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論 文 内 容 要 旨

植物病原菌の示す病原性 は、宿主への侵入、宿主体内での寄生性 の確立 と増殖、

病徴発 現、 さらには新 たな宿主へ の伝搬 とい った諸 能力が総 合 された結 果は じめ

て発現 される複合形質 である と考 え られている。植物 病原細 菌では、病 原性を含

む重要 な遺 伝形質 が、 プラス ミ ドに コー ドされてい る場合が知 られている ことか

ら、プラス ミドを分子 レベ ルで解 析 し、病原性 発現機 構を解 明する試みがな され

ている。植物病 原糸状菌において もプ ラス ミ ドの存在が明 らかにな り≦現在まで

に20種 以上の病原 糸状菌でプ ラス ミドが見いだ され、その大部分は線 状で ミトコ

ン ドリア内在性 であることが明 らかにな ってい る。 しか し、 これ らプラス ミドの

宿主細胞内における役割については、ほ とん ど明 らかにな っていない。

Rhizoctoniasolaniは 広 い宿主 範囲を持っ土壌病原 糸状菌 で、菌 糸融合 の有無

によって類別が行 なわれ る菌 糸融 合群(AG)で 類 別 され、現在 我が国 では10群 が知

られている。 ダイコ ン苗立枯病 の発病 が衰退 した土壌 か ら分離 され た菌 糸融合第

4群 に属す る生育異常株RI-64か ら2,7kbの 線状 プラス ミ ド、pRS64が 見 いだされた。

pRS64は 同 じ大 きさのpRS64-1、 一2、一3からな り、両末 端がヘ ア ピン ・ルー プで連

結 したユニ ークな構造 を持つ プラス ミ ドであることが 明か となった。

本研 究では、R.solaniの プラス ミ ドの機能 および宿主細胞 内にお ける役 割を解

明 し、病原性発現機構 との 関係 を明 らか にす る一端 と して、我が国の野外か ら分

離 した逮.solaniの 菌糸融合第1群 か ら第6群 までの菌株か らプラス ミドを検 出 し、

プ ラス ミ ドをDNA、』RNAお よび タンパ ク質 レベルか ら解 析 した。

1。 菌糸融合第1群 か ら第6群 までの菌株 か らのプ

ラス ミ ドの検 出 とその形態

菌 糸 融 合第1群 か ら第6群 ま で の117菌 株 を供 試

して、 プ ラ ス ミ ドの検 出 を行 った 。検 出 され た

プ ラ ス ミ ドは、 菌 糸融 合 第1群 で は供 試15菌 株 中

か ら1菌 株 、 第2-1群 で は 供 試6菌 株 中か ら0菌 株 、

第2-2群 で は 供 試27菌 株 中か ら21菌 株 、 第3群 で

は供 試17菌 株 中か ら10菌 株 、 第4群 では 供 試21菌

株 中か ら10菌 株 、 第5群 で は 供 試16菌 株 中か ら4

菌 株 、 第6群 で は 供 試15菌 株 中か ら4菌 株 で あ っ

た。 プ ラス ミ ドは1菌 株 か ら約2.2kbか ら6.6kbの

大 き さで 、1種 類 か ら3種 類検 出 され(Fig.1)、

各 菌 糸 融 合 群 で一 定 の 大 き さを 有 して い た。

Fig.1.DetectionofplasmidDNAs.

TotalDNAfromR.solaniisolates

(AC2-2N)wasseparatedbyelectro-

phoresisandstainedvithethidium

bromide.Lane1,xDNAdigestedvith

Hind皿;lane2,isolateC-6;1ane3,

C-100:lane4,C-330;lane5,H-16;

lane6.C-616.
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Kleinschmidt法 に よ る電 子 顕 微 鏡観 察

か ら、 検 出 され た プ ラス ミ ドは線 状 で あ

る こ とが 判 明 した(Fig.2)。 ア ル カ リ変

性 に よ る展 開 法 で、pRS64の1本 鎖 環 状 分

子 が観 察 され 、 両 末 端 にヘ ア ピ ン ・ル ー

プ構 造 を持 つ こ とが 直 接証 明 され た。

2.菌 糸 融合 第1群 か ら第6群 ま での プ ラ

ス ミ ドの 相 同性

欝臨 轟

Fig.2.Electronmicrographofplasmid

DNAsmoleculesfromisolateofR .solani.
PlasmidDNAmoleculesfromisolateH-16

(AG2-21V).Barindicateslｵm.

菌糸 融合第1群 か ら第6群 までの プラス ミ ドの相 同性 を各菌 糸融合群 のプラス ミ

Table1.SouthernhybridizationanalysisofplasmidDNAfromR.solaniAGlto6isolates

probedWithplasmidDNAfromarepresentativeisolateofeachAG.

Sizeof
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ドをプ ローブに してサザ ンハイブ リダイゼーシ ョン法 を用 いて検討 した。各プ ロ

ーブは、プ ローブが属す る菌糸融合群 のプラス ミ ドとのみハ イブ リダイ ズ し、 プ

ラス ミドは菌株が 属す る各 菌糸融合群 内のプ ラス ミ ドとのみ相 同性を有 す ること

が明か とな った(Table1)。 この ことよ り、丞.solaniの プ ラス ミドは各菌糸融合

群 に固有 な因子で あることが示唆 され た。ま た菌糸融合第2-2群 培養 型皿BとIVの

プラス ミドは相 同性がな く、培養型 皿Bの プラス ミ ドは分子量 も相同性 も異なるプ

ラス ミ ドが 同一菌株 に存在 し、培養型IVの 菌株 では分子量 は異なる ものの相同性

を有す るプ ラス ミ ドが 同一菌株 に存在 す ることが明か とな り、 菌糸融合 第2-2群 の

プ ラス ミ ドは他の菌糸融合群に比べて複雑であるこ とが考 え られ た。

3.菌 糸 融 合 第1群 か ら第6群 ま で の プ ラ ス ミ ドと全RNAと の 相 同性

プ ラス ミ ドと相 同な 配列 を 持 つRNA(相 同RNA)の 検 出 を各 菌 糸融 合 群 のープ ラス ミ

ドを プ ロー ブ と して、 ノ ザ

ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン

法 を 用 い て検 討 した。 プ ラ

ス ミ ドを保 持 して い る菌 株

の全RNAか ら プ ロー ブ とハ イ

ブ リダ イ ズす るバ ン ドが 検

出 され 、 相 同RNAが 存 在 す る

こ とが 明か とな っ た。 相 同

RNAは 、 プ ラス ミ ドDNAと 同

様 に 菌 糸 融 合 群 毎 に 特 徴 的

な 分 子 量 と相 同性 を有 して

い た(Table2)。 菌 糸融 合第

1群 、 第2-2群 培 養 型IV、 第3

群 、 第5群 、 第6群 の相 同RNA

は 、 プ ラ ス ミ ドよ り も大 き

か っ た。 こ の こ と は、pRS64

と 相 同性 を有 す る領 域 が 菌

糸 融 合 第4群 の プ ラス ミ ド

を 保 持 しな い菌 株 の 核 ゲ ノ

ム 上 に 存 在 して い る こ とが

明 か に な って い る こ とか ら、

Table2.NorthernhybridizationanalysisoftotalRNAsfromR.solani

AGIto6isolatesprobedaiththeclonedfragmentofplasmidDNAfrom

arepresentativeisolateofeachAG.
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これ らの相 同RNAは 核ゲ ノム由来であることも考え られ る。 一方、何 らか特 別な転

写機構 が存在 している可能性 も考え られた。

4、 菌 糸 融合 第4群 の プ ラ ス ミ ド、pRS64と 相 同性 を 持 つRNAの 性 状

相 同RNAの 性 状解 析 を菌 糸 融 合 第4群 の プ ラ ス ミ ド、pRS64の0.5kbの 相 同RNAを 用

い て行 った。 相 同RNAをpoly(A)9RNAとpoly(A)+RNAと に 分 画 し、pRS64-2の ク ロー

ン断 片BE-3を プ ロー ブ に して ノザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン を行 っ た。 全RNAと

poly(A)}RNAが ハ・イ ブ リダ イ ズ し、 相 同RNAはpoly(A)一RNAで あ る こ と が判 明 した

(Fig.3)。poly(A)鎖 を 持 た な いRNAと して は 、 ミ トコ ン ドリア ゲ ノ ムのmRNAな ど

が 知 られ 、 相 同RNAは ユ ニ:一 クな タ イプ のRNAで あ る と考 え られ た。

相 同RNAのpRS64上 に.おけ る相 同部 位 の 推 定 をpRS64の 種 々 の ク ロー ン断 片 を用 い

て ノザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンに よ り行 った と ころ 、相 同RNAのpRS64に お け る

相 同部 位 は 、pRS64-2の 中 央 部匙gRIか ら 麺1部 位(左 末 端 か ら約1。2kbか ら1.7kb)

ま で の 領 域 で あ る と推 定 した(Fig.4)。 相 同RNAは 、pRs64-1、 一3を 持 つ 菌 株 か ら

も検 出 され くpRS64-1、 一2、 一3に それ ぞ れ 相 同R酷 が 存 在 す る と考 え られ、 各pRS

64は 高 い相 同性「を 有 す る こ とか ら、pRS64の 相 同R猷 の 相 同 部 位 は 、 同 じ部 位 で あ

る こ とが 推 定 され た(Fig.4)。

欝欝
響

Fig.3.Northernblotanalysisof

totalRNA,poly(A)'RNAandpoly(A)'

RNAisolatedfromRI-64usingthe

clonedfragmentofpRS64-2.Each

RN6samplevasdenatured,sepa-

ratedbyagarosegelelectro-

phoresisandhybridizedwiththe

probeBE-3.LaneI.totalRNA;lane
2,polyCA)'RNA;lane3,polyCA)'RNA;

lane4,clonedfragmentBE-8.

pRS64-1

置5

ミ
と

葛

し
Q

靹o
く
民

「
ー
卍
鄭
矧

壬
ε
亀
O

r

I

墓

薯

ー

一㏄
0
0
陶

一〇
く
X

pflS84-2

溜
5
ミ
≒

一噂
」O

■O
々
戦

震
℃
ミ
と

左
O
o
山

匠
O
O
U
・

一〇
ζ
k

,
匡
O
o
鄭

≡
℃
ミ
こ

一工
ε
Q
O

ー

轄O
鴫
X

一ミ

ミ

§
"
ミ

こ

一Q
」q

一〇
ζ
k

=
嵩
」

pRS64-3卜■一學一 ii

幅為
O

ヨひ

叢1

0
ー

0.5 i.o 望。5 2・。2・52♂kb

Fig.4.PartialrestrictionmapsofpRS64

andschematicrepresentationoftheplas-

mid-encodedtranscript'sregion.Theregion

isrepresentedbythedottedbox.

一131一



5.pRS64のORF解 析

相 同RNAか ら.cDNAを 合 成 し、 塩 基 配 列 の 決 定 を行 い、pRS64に タ ン パ ク質 が コ ー

ドされ て い る か を 推 定 す る た め にORF解 析 を 行 っ たρ 塩 基 配 列 の 決 定 は 、poly(A)

鎖 を 付 加 した 後 、 オ リゴ(dT)プ ラ イ マ ー に よ るcDNAの 合 成 か ら得 られ た ク ロー ン

につ い て 行 った 。 決 定 した439ntの 配 列 は 、pRS64-1の 塩 基 配 列 と完 全 に 一 致 した 。

こ の こ とか ら、 相 同RNAはpRS64-1の 転 写 物 で あ る こ とが 示 唆 され た 。 ま た 、推 定

され たpRS64一 正の転 写 開始 部 位 の55nt上 流 に は 、 大 腸 菌 の プ ロモ ー ター 配 列 の コ ン

セ ンサ ス配 列 お よ び33nt上 流 に は 哺 乳 動 物 遺 伝 子 に お け る エ ンハ ンサ ー の コア 配

列 が 認 め られ た(Fig.5)。

961AT丁C《GCmGCτGAGτG丁GCG6TGGC丁CC丁TCA6G《C鵬CCAAτAG丁6GCAGτC㏄TG1003

ユエ04ハGAC丁 丁丁《丁C丁CAG6GGC{XX=丁Aτ丁G1「G6Gτ㏄γAγT6《CハCC縄丁TCハA6G6GG71AA1「60ユ063　 　
1064A八 《GへTCCGAGへτAAAAGTGAC丁GCT丁 丁A丁1rCATC丁G鵬 丁AGTAAGへGAτCC了CTCTC1123　 ム

1124GGAτCCGCAACT丁CTA丁 丁AACGAAGGA了CA丁AGCC八rrACCCCAACCGGτGAC八 了丁6τ丁G1183

MTLL

1184CCAAAGGCτGGCG㏄ τr丁ACAAACCGTCCAGA㏄G6AGGCτ 丁CCGGGTGτC《AτAGτGCT1243

PKAGAFTNRPDRRLPGVNSA

1244TCAGGCCGτAGCTGGATGAA6CτG㏄GτGCAAA1てX獄 《GGCAAT「6CCτCτCTATGCCG・1303

SGRSWMKLPCKSE.GNCLSMP

1304τGAGGCATAG了GCτ 《AGGAGτC八CτC㏄τrAGCGGCCτAGACCG丁CTA㏄mGGAACCC1363

WGIVしRSHSLSG'LDRしPLEP

1364㏄AAAGGτAGCCTAG1「AGGCCC丁AGCAτT丁GAAAAC丁AGGGCCAC八TA丁AGGCCTGA{…AT1423

PKVA*

Fig.5.Nucleotidesequenceofthefunctionalregionofp凹HO4containing

anopenreadingfraロe(ORF1-1).Thepresumeda田inoacidsequenceencoded

byORFI-Iissho層nfromlefttorightbelo冒thenucleotidesequence.The

consensus'coreenぬanじeゼsequeロce,TGGAAAG.islocated33bpロpstrea司

ofthestart(▲).Theconsensuspromotersequence,TTGACA,issho冒nby

aboldIine.Numbersatthebeginningindicatetheportionofthese-

q睡encefro皿theter皿inalXholsiteoftheleftside.

ORF解 析 は、pRS64が ミ ト.コン ド リア 内在 性 で あ る こ とか ら、 ミ トコ ン ドリア で

使 用 され る コ ドンを考 慮 して行 った。pRS64-1、 一2、 一3の 同.一の 領域 か ら、GTGを

開 始 コ ドン とす る68ア ミノ酸 か らな るoRFI-1、oRF2-1、oRF3-1が 推 定 さ れ た(Fig。

6)。 各ORFか ら 翻 訳 され る と推 定 され る タ ンパ ク質 は、 分 子 量 約7kDaで 、 ア ミノ 酸

配列 の 相 同性 は 高 く、 そ れ ぞれ80%以 上 で あ っ た。 これ らの ア ミノ酸 配 列 とデ ー タ

バ ン.ク内 の 既 知 の タ ンパ ク質 と は ホモ ロジー は認 め られ ず 、 本ORFに は 新 規 タ ンパ

ク質 が コー ドされ て い る こ とが 示 唆 され た 。 新 規 タ ンパ ク質 の ア ミノ酸 配 列 中 に

疎 水 性 ア ミノ酸 が 多 く存在 して い た が 、 典 型 的 な シ グナ ル ペ プ チ ドの 配 列.は 認 め

られ な か った。 新 規 タ ンパ ク質 のC末 端側 に 、proteinφroteininteractionお よ

びsignaltransductionに 関 係 す る ロイ シ ン ・.リッ チ リ ピー トの モ チ ー フが 認 め ら

れ た(Fig.6)。
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Fig.6.AlignmentoftheaminoacidsequencesofpYHO4.ORF1-1,0RF2-1.

andORF3-1.hatchingaminoacidsareshownbyboxes.Consensussequence

ofleucine-richrepeatshornbyboldtype.

6.ORFか ら 発 現 され る新 規 タ ンパ ク質 の 検 出

新 規 タ ンパ ク質 の 菌 体 中 の存 在 につ いて 、 本 タ ンパ ク質 に 対 す る抗 体 を用 い た

免 疫 学 的 方 法 に よ って 検 討 した。

抗 体 作 製 の ため の 抗 原 を得 る た め に、ORFHを 発 現 ベ ク ターpGEXを 用 い て グ ル

タ チ オ ンーSト ラ ンス フ ェ ラ ーゼ(GST)と の 融 合 タ ンパ ク質 と して 大 腸 菌 内 で発 現 さ

せ た 。ORF1-1は 大 腸 菌 内 で正 し く発 現 し、 融 合 タ ンパ ク質 の ま ま 抗 原 と して用 い

た 。 さ らに よ り特 異 的 に 新 規 タ ンパ ク質 を 検 出す る抗 体 の 抗 原 と して 、ORFI-1の

ア ミノ酸 配 列 に 基 づ きN末 端 か ら35と33ア ミ ノ酸 の2断 片 に 分 けて ペ プ チ ドを化 学

合 成 した 。 各 抗 原 を 家 兎 に免 疫 し、 抗 体 価 の 高 い抗 体 を 得 た 。 作 製 した抗 体 は抗

原 に 対 して 特 異 的 に認 識 を行 う抗 体 で あ った 。

作 製 した 抗 体 を 用 い て 、 新 規 タ ンパ ク質 の 検 出を ウエ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ング法

を 用 い て 行 った 。 ア ル カ リフ ォ ス フ ァ ター ゼ 標 識2次 抗 体 を 用 い て 検 出(発 色 法)を

行 った結 果 、 特 異 反 応 の バ ン ドを明 確 に判 断 す る こ とは で き な か った 。 この こ と

か ら、 発 色法 で は 新 規 タ ンパ ク質 を 検 出す る こ とは 困 難 で あ る と考 え られ た。 そ

こ で 、 高 感度 で 新 規 タ ンパ ク質 を 検 出 す るた め に 、 抗 ペ プ チ ド抗 体(抗 体N、C)壷

ア ブ.イ ニ テ ィ精 製 し、 £CLウ エ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ン グ法(発 光 法)を 行 っ た。 岬S64

を 保 持 す るR101、GH-II、RI-64菌 株 の 全 タ ンパ ク質 か ら、 抗 体Nと 反 応 す る約12

kDaの バ ン ドが 検 出 され た(Fig.7)。 抗 体Cで は 、RIOI菌 株 か ら12kDaの バ ン ドが検
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出 され た(Table3)。 こ の こ とか ら、

pRS64のORFか ら新 規 タ ンパ ク質 が発 現

し、 実 際 に 菌体 内 に存 在 して い る こと

が 示 唆 され た。 こ の こ と か ら、 植 物 病

原 糸 状 菌 の線 状 プ ラ ス ミ ドで初 め て、

DMポ リメ ラー ゼ 、RMポ リメ ラ ー ゼ以

外 の新 規 タ ンパ ク質 が 発 現 して い る こ

とが 示 され た。

GM-11、RI-64菌 株 で は、 抗 体Cと 反

応す る バ ン ドが 検 出 され な か った。 こ

の こ とは、 抗 体Cの 反 応 性 で あ る と考

え られ 、 両 菌株 で は検 出 限 界以 下 で あ

る と考 え られ た。

新 規 タ ンパ ク質 の推 定 分 子量 は約7

kDaで 、 検 出 され た タ ンパ ク質 は 約12

kDaで あ った。 こ の こ と は 、新 規 タ ンパ

ク質 の ア ミノ酸 配 列 中 に トレオ ニ ン/セ

リンが 多 く存 在 して い る こ と よ り、 糖

鎖 の 付 加 が 推定 さ れ た が 、 細胞 内 の何

らか の フ ァク タ ー が結 合 して'「い る と も

考 え られ た。

!、

∵

導
欝

9
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Fig.7.ImmunodetectionoftheORFI-1

geneproduct.Totalproteinsextracted
fromisolaterereelectrophoresedand

blottedontoPVDFmembrane.Blotwas

probedusingpolyclonalantiserumraised
againstsyntheticoligopeptide(35amino

acidresiduesfromORF1-1N-terminal).

Lane1.N-terminalpeptide;lane2.GST-

ORF1-1fusionprotein:lane3,proteins

extractedfromisolateR101.Arrowindi-

GatesthepositionofORFI-1geneproduct.

Table3.ImmunodetectionoftheORFI-1

geneproduct.

Isolate

AntibodyR101GM-11RI-64

N

C

+a)

十

十 十

a)+:hybridizationsignalrasobserved:

一:nohybridizationsignalwasobserved .

ま とめ

R。solaniの 線状 プラス ミ ドは、 各菌糸融合群に固有 な因子 であることが 明か と

な り、pRS64か ら新規 タ ンパ ク質が発現 してい ることが示唆 され た。 プラス ミ ドは

菌糸融合群 に固有の因子 であることか ら、新 規タ ンパ ク質 は各菌糸融合群 に存在

す る可 能性が考 えられ た。菌 糸融合群 は、R.solaniの 宿主範 囲と関連 しているこ

とか ら、 プラス ミ ドが コー ドす るタンパ ク質は、宿主認識 な ど各菌糸融合群が保

持す る菌株の性質 も しくは菌糸融合 と何 らかの関係 を持 っている可能性が示唆 さ

れ た。

本研究 によって得 られ た知見 は、今後のプ ラス ミ ド研究 に新 たな方向、知見を

与え、新 しい感染制御の方策の確立に寄与す るもの と考 える。
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論 文 審 査 の 要 旨

R痂zOCめ η如 εoZαηfは広 い宿主範囲を もつ土壌病原糸状菌で,菌 糸融 合の有無 に よって類別 が

行われ る菌糸融合群で類別 され,現 在我が国では10群 が知 られ てい る。ダイ コン苗立枯病の発病

が衰退 した土壌か ら分離 された菌糸融合第4群 に属す る生育異常株RI-64か ら2.7kbの 線 状 プラ

ス ミド,pRS64が 見 いだ された。pRS64は 同 じ大 きさのpRS64-1,一2,一3か らな り,両 末

端がヘアピン ・ル ープで連結 した ユニークな構造 を持 つプ ラス ミ ドであ ることが明らか とな った。

本研究 では,R.30彪 痂 のプラス ミドの機能及び菌体細胞 内におけ る役 割を解 明 し,病 原性発現

機構 との関係を明 らかにす る一端 と して,我 が国の野外か ら分離 したR.50Zα 短 の菌 糸融合第1群

から第6群 までの菌株 か らフ。ラス ミ ドを検出 し,プ ラス ミドをDNA,RNAお よびタンパ ク質 レ

ベルか ら解析 した。

菌糸融合第1群 か ら第6群 までの117菌 株 を供試 して,フ 。ラス ミドの検出を行 った 。 プ ラス ミ

ドは,1菌 株 か ら約2.2kbか ら6,6kbの 大 きさで,1種 類か ら3種 類検 出 され,各 菌糸融 合群 で

一定 の大 きさを有 していた。Kleinschmidt法 に よる電子顕微鏡観察か ら.プ ラス ミドは線状であ

ることが判明 した。 アルカ リ変性に よる展 開法 で,pRS64の1本 鎖環状分子が観察 され,両 末端

にヘ アピン ・ループ構造を持つ ことが直接証 明された。

菌糸融合第1群 か ら第6群 までの プラス ミドの相同性を各菌糸融合群 のプラス ミ ドを プローブ

に してサザ ソハイブ リダイゼーシ ョン法を用 いて検討 した。その結果,プ ラス ミ ドは各菌糸融合

群 内でのみ相 同性 を有す ることが明 らか となった。この ことよ り,R.30Zα 冠 のフ。ラス ミドは各菌

糸融合群に固有 な因子で あることが示唆 された。

プラス ミドと相 同な配列を示すRNA(相 同RNA)の 検 出を各 菌糸 融合 群 の プラス ミ ドを プ

ローブとして,ノ ザ ンハイブ リダイゼーシ ョン法を用いて行 った。検 出 した相 同RNAは,各 菌糸

融合群毎 に特徴的 な分子量 と相 同性 を有す ることが明 らかにな り,poly(A)『RNAで あ る ことが

判明 した。

相 同RNAか らcDNAを 合 成 し,塩 基 配列 を決 定 した。得 られ た クロー ンの塩基 配列 は,

pRS64-1の 塩 基配列 と完全に一致 し,相 同RNAはpRS64-1の 転 写物であ ることが示唆 され

た。ORF解 析 か ら,pRS64-1,一2,一3の 同一 の領域か ら,68ア ミノ酸か らな るORF1-

1,0RF2-1,0RF3-1が 推 定 された。各ORFか ら推定 され るタンパ ク質は,分 子量約7

kDaで,ア ミノ酸配列の相同性 は高 く,デ ータバ ンク内の既知 のタンパ ク質 とはホモ ロジーは認

め らず,新 規 タ ンパ ク質 で あ る ことが 示唆 され た。新 規 タ ンパ ク質 には,protein-protein

interactionお よびsignaltransductionに 関 係す るロイ シン ・リヅチ リピー トのモチー フが認 め ら

れた。

新 規タ ンパ ク質の菌体中の存在 につ いて,本 タンパ ク質に対す る抗体を用いた免 疫学 的方法に

よって検討 した。ORF1-1の ア ミノ酸配列に基づ きN末 端か ら35と33ア ミノ酸 の2断 片 に分

けてペプチ ドを化学合成 し,家 兎 に免疫 し,抗 体価 の高い抗体(抗 体N,抗 体C)を 得 た。抗体

はア フィニテ ィ精製 し,ECL法 を 用いた ウエス タンブ ロッテ ィングを行 った。pRS64を 保 持す

るR101,GM-11,RI-64菌 株 の全 タ ンパク質か ら,抗 体N,抗 体Cと 反応す るバ ン ドが検 出さ

れ,新 規 タンパ ク質が菌体 内に存在 してい ることが示唆された。検 出されたバ ン ドの分子量 は約

12kDaで あ った ことか ら,新 規 タンパ ク質には糖鎖 も しくは細胞 内の何 らかのフ ァクターが結合

している可能性が考え られ た。

R,30Zα ηfの線状 プラス ミドは,各 菌糸融合群に固有な因子 であることが明 らか とな り,pRS64

か ら新規 タンパ ク質が発現 していることが示唆 され た。 プラス ミ ドは菌糸融合群 に固有 な因子で

ある ことから,新 規 タンパ ク質 は各菌糸融合群に存 在する可能性 が考え られた。菌 糸融合群 は,

R.εoZα短 の宿主範 囲 と関連 していることか ら,プ ラス ミドが コー ドす るタンパ ク質は,宿 主認識

な ど各菌糸融合群が保持す る菌株 の性質 もし くは菌 糸融合 と何 らかの関係を持 っている可能性が

示唆 された。

以上 の ように,本 研究はR.εoZα ηfのプラス ミ ドの性状について多 くの新知 見 を得 た もの で あ

り,審 査員一 同は博士(農 学)の 学位に値す る内容である と判定 した。
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