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【背景 と 目的】

75°C以上 で 生育で き る高度好熱菌に は古細菌をは

じめ多 くの 種 が 知られ て い るが 、 本学 の 大 島教授

らに よ り1973 年 に 伊 豆 ・峰温 泉で単離さ れ た

Thermus 　thermophilus は、生 育 激 が 50 〜

85°C、至 適 生 育温度 が 70〜75°Cの グ ラム 陰性、
好気性 の 真 正 細菌 で あ る。ま た T．thermo ρhilus
は形質転換系 が 確立 した 生 物の 中で 、 最も高温 で

生息す る 菌の
一・

つ で ある。好気性で あ る た め 通常

の振盪培養で 増殖し、栄養培地中で の 倍加時間 は20
〜40 分、最少合成培地 で 生 育が 可 能で 、栄 養要求

性株を利用 した 突然変異誘 発 頻 度 の 解析 も 可能 で

ある。
　 70〜 75°Cの 高温 で 生 育 す る高度好 熱菌 の 細胞

内で は 、 大 腸菌の よ う な中温菌に 比 べ DNA 損傷 も

よ り高頻 度 で 生 じて い る と考 え られ る。例 えば シ

トシ ン 塩碁 の 脱 ア ミノ 反 応 で ウ ラ シ ル 塩基 が 生じ

る が、こ の 反応 は 37°Cに くらべ 85 °Cで は 1，000倍
以 上 高 い と推定 さ れ て い る。また、ヌ ク レ オチ ド

除去修復欠損株 （△uvrA ）は野生株に較べ 弱 い UV
感受性 しか示さない 。した が っ て 、 そ の DNA 修復
活性 の 特性や高度好熱菌 に 特有 の 修復機構は 関心

が もたれて い るが、詳細 に つ い て は ほ とん ど 明 ら

かに な っ て い ない 。本研究で は種々 の DNA 修復機

能欠損株を分離 し、変異原 に対 す る致 死 感 受 性 、
突然変異誘発頻度を解析す る こ とを 目的 と した。

　【方法】

　（1）rec　A 変 異株 お よ びrecA 　uvrB 二 重変異株 ：

pCR4 −TOPO ベ ク タ ーに ク ロ ーニ ン グ し た T．
thermo ρhilus　regA 　遺伝子の 中央部分に カナマ

イ シ ン 耐性 HTK 遺伝子 （lkb）ま た は pyrE 遺 伝

子 （0．6kb ）を挿入 した プラ ス ミ ドを構築 した 。 こ

の プラ ス ミ ドを制限酵素 に より直鎖状 に した 後、
各々 T．thermoρhilus　 WHII （his−ll ）株 また

はYMIl （his−11，　ApyiE ，　uvrB ：：HTK 　）に 取込 ま

せ て、紐換えの 結果生 じたカナマ イ シ ン 酎性 の 形

質 転換株 （recA ：：HTK ）また は ウ ラ シ ル 非要求性

株 （recA ’｛ρyrE ）を得た。
　（2） udgA 変異株、　 udgB 変 異株 および udgA

udgB 二 重変異株 ： ウ ラ シ ル ーDNA グ リ コ シ ラ
ー

ゼ の 遺伝子 と推定 され て い る二 つ の 遺伝子 udgA ．
udgB 　に つ い て 、　 recA 　遺 伝 子 の 場合 と同 様 に

HTK 遺 伝子 を挿入 した プ ラ ス ミ ドを構築 し 、

WHIl （his−〃 ｝株を形質転換 させ た。二 重変異 株

（凵dgA3JHT κ，　udg ：：pyrE ）、に つ い て は 、 現在作

成中で ある。

　【結果】

　 （1 ） 得 ら れ た 変 異 株 KMR200 （his−li，
recA ∫’HTK ）および KMR300 （his・ll，　ApyrE ，

uvrB ：：HTK
，
　recA ’：pyrE ）に つ い recA 遺伝子 の

欠損を確認す る ため、PCR に よる挿入断片の サ イ

ズ測 定 な らび に サ ザ ン プ ロ ッ テ ィ ン グを行 っ て い

る。 また、こ れら変異株の UV や変異原 に 対する致

死 感受性 に つ い て 調 べ た 結果に つ い て 報告する。
　 （2 ） 得 ら れ た 変 異 株 KMU600 （his711，
udgA ∫：HTK ） お よ び 　KMU700 （his・ll．
udgB ’：HTK ）に っ い て His＋ 復帰 変異 の 頻度 を 調

べ たが、野生 株 と同程度 で あ っ た 。 今後 、 udgA ，

udgB 両 遺 伝 子 を 欠 損 し た 変 異 株 を 作 製 して 突 然

変異頻皮を調べ る予定で あ る 。
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