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論 文要 旨

論文題目

Cloning, Sequencing and Expression of the Gene Encoding the Extracellular 
Metalloprotease of Aeromonas caviae 

1 (Acromonascaviacの菌体外金属プロテアーゼ遺伝子のクローニングと塩基配列の解析）

孟ェ蒻．、司 颯）



.'. 

論文要旨 (1) 

＜目的＞アエロモナス属はグラム陰性通性嫌
気性菌で水と食物を介して胃腸炎の原因
となる。 Aeromonascaviaeにはhemolysin,
cytotoxin, en terotoxin,hemmaggl u tininなど病原

因子と推定される物質を産生することが報告
されている。しかしこれらの物質の病原性に
たいする役割は未だ明らかではない。
A.caviaeはproteaseを産生するが、 1999年

Tomaらは亜鉛依存性の金属proteaseを報告し、
このN末アミノ酸配列は、病原性と関連を有
するPseudomonasaeruginosaのelastaseと高い

相同性を示していると報告した。これに基づ
いて、今回筆者らはAeromonasの産生する
protease(APK)の遺伝子(apk)を解析するとと
もに大腸菌に発現させたAPKの性状を明らか
にした。＜方法＞遺伝子解析は次の順序で行
った。 1) A. caviae Ae6株の染色体DNAライ
ブラリーをスキムミルク寒天培地上に開きコ
ロニーの周囲に透明帯を形成したクローンを
選択し、 2)選択したクローンのプラスミド
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(2) 

pA14からサブクローニングを行い、最終的
にはprotease遺伝子を含む3.5kbの（制限酵素
部位BstXIISphljunction -Apal)フラグメント

を含むプラスミドpKK3を作成した。 3)

pK囮で形質転換した大腸菌はコロニー周囲
に透明帯を示したため protease遺伝子を含ん
でいると判断した。 4)Protease遺伝子を含

むDNAフラグメントの塩基配列はジデオキ
シ法を用いて決定した。発現した組み換え蛋
白の精製は次の順序で行った。 1)apkを含
むプラスミドpKK3を持ったE.coliJM109をア

ンピシリン加LBbrothで培養、 2)培養上清

を30~60％飽和硫安で塩析、 3)透析後各種

ゲル濾過カラムクロマトグラフィーで精製し
た。＜結果＞塩基配列解析の結果proteaseを

産生するDNAフラグメントには1785bpの
ORFが存在し Zinc依存性proteaseの
motif(HEXXH)が存在しthermolysinfamily 
のzinc-dependentmetalloproteaseであることが

判明した。推定アミノ酸 595残基をコードし、
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(3) 

蛋白の推定分子量は63,253であった。推定ア
ミノ酸配はV.choleraeのHNP,V.proteolyticus 
のneutralprotease,P.aeruginosaのelastaseに50-

60％の相同性を有していた。 APKの精製結果、
APKはSDS-PAGEで分子量約34kDaの位置に

泳動され、塩基配列からの推定分子量と異な
ることは自己processingを行っていることが
示唆された。 Azocaseinを基質とした活性の
至適pHは8.0でEDTA,Zincov,OPA,TEP添加

にて阻害された。＜考察＞本研究の成果とし
ては、 1)A.caviaeの産生するproteaseの遺伝

子解析によってこのproteaseの属するfamily

を決定したこと、 2)推定アミノ酸の相同性
検索により病原因子と関わりのある各菌の
proteaseと相同性が存在することが判明した
こと、 3)Proteaseを大腸菌で発現させこの蛋

白の性状を明らかにしたこと、などがあげら
れる。今後はこのproteaseが病原性とどのよ

うに関連しているかを明らかにしなければな
らない。
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（論文審査結果の要旨）

． 上記の論文に関して研究の背景と目的・研究内容・研究成果の意義と学術的水準
について慎重に審査を行い、次のような審査結果を得た。

1.研究の背景と目的
腸管病原菌である Acromonasの病原因子は未だに不明な点が多い。プロテアーゼ
は補助的病原因子として注目されており、 1999年に Aeromonasから精製された34
JcDaのmetalloproteaseAP34は、その N末端アミノ酸配列が既に病原因子として知
られている P．牢ruginosaのエラスターゼに高い相同性を示すことが判明している。
本研究では、沖縄の下痢患者から分離したAcromonascaviacAe6株の遺伝子ライ
プラリーから AP34をコードする遺伝子をクローニングし、その性状解析を行っ
た。

2.研究内容
スキムミルク寒天培地を用いたスクリーニングとサブクローニングにより、プロ
テアーゼ産生能を有する 3.5kbの}¥e6genome DNA断片を得た。プロテアーゼ構
造遺伝子は 1,785hpから成り、アミノ酸595残基をコードしており、推定分子量
は63;1.53であった。この全長アミノ酸配列(APK)は V.cholcracのHNP、P.
aeruginosaのエラスターゼに50-60％の相同性を有していた。また、大腸菌で発現
させperiplasmから精製したプロテアーゼの分子量はAP34と同様34k0aであった
ことから、分泌後に processingを受けていると考えられた。

3.研究成果の意義と学術的水準
At:romo匹の病原因子は末だ解明されておらず、最近は外分泌蛋白質を中心に解
析が行われている。本研究では、その一つである AP34の遺伝子をクローニング
して解析し、この酵素がzinc-dependentmetalloproteaseのtherrnolysinfamilyに属す
ることを明らかにした。 Acromonasの分泌蛋白研究の一端を担い、病原因子解明
への手がかりとなる知見を得たものであり、本研究は国際的に認められる高水準
にあるものと判断した。

以上の結果から本論文は学位授与に十分値するものと判断した。

備考 1 用紙の規格はA4とし縦にして左横書とすること。

2 要旨は800字～1200-字以内にまとめること。
3 ＊印は記入しないこと。


