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本 研 究 は ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 を 介 し た エ フ ェ ク タ
ー

タ ン パ ク 質 の 輸 送 メ カ ニ ズ ム

お よ び ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 の C リ ン グ の 構 造 や 機 能 を 明 ら か に す る た め ､ C リ ン グ

の 構 成 成 分 と 推 測 さ れ る S p a 3 3 の ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 に お け る 局 在 と 役 割 お よ び ⅠⅠⅠ

型 分 泌 装 置 に お け る S p a 3 3 の C 末 端 領 域 の 役 割 の 解 析 を 試 み た も の で あ り
､

下 記 の 結 果 を 得 て い る ｡

1 1 赤 痢 菌 の s p a 3 3 遺 伝 子 欠 失 変 異 株 を 作製 し
､ 本 変 異 株 に お い て 形 成 さ れ る

ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 の 構 造 と 機 能 を 解 析 し た
｡ そ の 結 果 ､ 本 変 異 株 は 針 部 を 欠 い

た 不 完 全 な ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 を 形 成 し
､

Ip a タ ン パ ク 質 の 分 泌 が 不 能 と な る こ と

が 示 さ れ た
｡

2 . S p a 3 3 の 菌 体 内 局 在 を 調 べ る た め に
､

生 化 学 的 解 析 お よ び 電 子 顕 微 鏡 に よ

る 観 察 を 行 っ た
｡

そ の 結 果 ､
s p a 3 3 は 赤 痢 菌 の 細 胞 質 中 の 内 膜 近 傍 に 局 在 し

､

基 部 の 主 要 な 構 成 成 分 で あ る M x i G お よ び M x iJ と 結 合 す る こ と が 示 さ れ た
｡

3 . S p a 3 3 の ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 に お け る 局 在 を 詳 細 に 調 べ る た め に ､ 架 橋 試 薬 を

用 い て S p a 3 3 の ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 に 対 す る 結 合 を 安 定 化 し た 状 態 で ､ ⅠⅠⅠ 型 分 泌

装 置 を 精 製 し て 電 子 顕 微 鏡 に よ る 解 析 を 行 っ た
｡

そ の 結 果 ､ 基 部 の 直 下 に 巨

大 な 構 造 体 が 認 め ら れ た
｡ そ の 構 造 体 に つ い て 金 コ ロ イ ド染 色 法 を 用 い て 解

析 し た 結 果 ､ 構 成 成 分 の 1 つ と し て S p a 3 3 を 含 む ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 の 細 胞 質 構

造 体 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た
｡

4 . ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 を 介 し た タ ン パ ク 質 の 輸 送
､ 分泌 に お け る S p a 3 3 の 役 割 を

解 明 す る た め に ､ S p a 3 3 と ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 関 連 タ ン パ ク 質 の 結 合 性 を 調 べ た
｡

G S T - プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ を 用 い た 結 合 試 験 の 結 果 ､ s p a 3 3 は
~
ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置

の A T P a s e で あ る S p a 4 7
､

針 部 の 構 成 成 分 の 輸 送 に 必 要 な M x i K と M x i N
､ 針

の 長
.
さ を

一

定 に 保 つ
"

分 子 物 差 し
"

と し て 働 く S p a 3 2
､

さ ら に 数 種 類 の エ フ

ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 お よ び そ の シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 と 結 合 す る こ と が 示 さ

れ た ｡

5 . S p a 3 3 の C 末 端 領 域 内 に お い て
､
S p a 3 3 の 相 同 性 タ ン パ ク 質 ( べ ん 毛 の F li N

､

サ ル モ ネ ラ 属 菌 の S p a O
､

エ ル シ ニ ア 属 菌 の Y s c Q ､ 緑 膿 菌 の H r c Q B) の 間 で



高 度 に 保 存 さ れ て い る 9 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 各 々 1 ア ミ ノ 酸 置 換 し ､ 形 成 さ

れ る ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 の 構 造 と 機 能 に 対 す る 影 響 を 調 べ た ｡ そ の 結 果
､

3 つ の

ア ミ ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り ､ 針 部 の 形 成 お よ び I p a タ ン パ ク 質 の 分

泌 が 不 能 と な る こ と が 示 さ れ た ｡ さ ら に
､

ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 関 連 タ ン パ ク 質 と

の 結 合 性 を 調 べ た 結 果
､

そ の 3 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 は M x i N ( ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 の

針 部 の 形 成 に 必 要) と の 結 合 に 必 須 で あ る こ と が 示 さ れ た
｡

6 . 赤痢 菌 の ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 関 連 タ ン パ ク 質 と S p a 3 3 の 相 同 性 タ ン パ ク 質 の 結

合 性 を 調 べ た 結 果 ､
M x i G と S p a O の 結 合 ､ 赤 痢 菌 の ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 関 連 タ ン

パ ク 質 と Y s c Q あ る い は H r c Q B
の 結 合 が 不 能 と な る こ と が 示 さ れ た

｡

7 . △ s p a 3 3 株 に S p a 3 3 の 相 同 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ ､
エ フ ェ ク タ

ー

タ ン パ

ク 質 分 泌 能 を 調 べ た ｡ そ の 結 果 ､
エ フ ェ ク タ

ー

タ ン パ ク 質 の 分 泌 は 罷 め ら れ

ず
､

A s p a 3 3 株 の エ フ ェ ク タ
ー

タ ン パ ク 質 の 分 泌ネ 能 は S p a 3 3 の 相 同 性 タ ン

パ ク 質 で は 回 復 し な い と 考 え ら れ た
｡

以 上
､ 本 論 文 は ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 を 介 し た 針 部 の 構 成 成 分 や エ フ ェ ク タ

ー

タ ン パ

ク 質 の 輸 送 ･ 分 泌 に お い て
､

S p a 3 3 が ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 の 細 胞 質 構 造 体 ( c リ ン

グ) の 構 成 成 分 の 1 つ と し て 輸 送 ･ 分 泌 す べ き 標 的 タ ン パ ク 質 の 分 子 識 別 の た

め に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と を 明 ら か に
■

し た
｡

本 研 究 は こ れ ま で 未 知 に

等 し か っ た ､
ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 の C リ ン グ の 構 造 と 機 能 に 関 し て 初 め て 詳 細 に 解

析 が 行 わ れ た も の で あ り
､

ⅠⅠⅠ 型 分 泌 装 置 に よ る 標 的 タ ン パ ク 質 の 識 別 お よ び

輸 送 メ カ ニ ズ ム の 解 明 に 重 要 な 貢 献 を な す と 考 え ら れ ､ 学 位 の 授 与 に 値 す る も

の と 考 え ら れ る
｡




