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論  文  内  容  の  要  旨  

本論文は，静岡県相良油田より単離されたグラム陰性細菌HD－1株の系統解析を行うとともに，その代謝のうち，窒素  

源の資化に焦点を絞り，これに関わる酵素として細菌でこれまでに報告のないATP依存的な尿素分解酵素urea amidoly－  

aseの酵素学的特性解析を行ったものであり，序論，本論3章，結論から構成されている。   

序論では細菌の分類学の基礎，本研究の対象である細菌HD－1株の過去の研究の経緯，生物的尿素資化に関わる酵素の  

研究の現状などがまとめられている。   

第1章は，グラム陰性細菌HD－1株の同定についてまとめたものである。HD－1株は静岡県相良油田から単離された細菌  

であるが，その進化的位置づけに関してはほとんど議論されていなかった。そこで，16S rDNA塩基配列に基づく系続解  

析やDNA－DNA hybridizaionによるゲノムDNA相同性比較を行い，本菌が分類学上，α－Proteobacteria中の新たな  

「属」に属することを明らかにした。また，炭素源資化性などの基礎的性質もこれを支持するものであったので，新しい属  

として0leomonasを定義し，本菌を0leomonas5agt2ranenSisstrainHD－1と命名した。   

第2，3章ではα叫押W椚ぬの窒素源資化性に着目し，その資化に関わる酵素として，原核生物で初めてATP依存  

的な尿素分解酵素urea amidolyase（UALase）をコードする遺伝子を取得し，その発現産物の酵素学的特性解析を行った。  

UALaseの触媒機能は，実質的にはureacarboxylaseとa1lophanatehydrolaseの2つの独立した酵素活性から成っている。   

第2章はこれらの酵素のうち，urea Carboxylaseについて，遺伝子クローニング及びその生化学的特徴をまとめたもので  

ある。尿素を単一窒素源として培養したOsaBtZrunenSi5中にUALase様の活性があったことから，これに対応する酵素を  

コードする遺伝子として，酵母ではurea amidolyaseとして一体になっているurea carboxylaseとallophanate hydrolase  

が隣りあった別々のORFにコードされている遺伝子構造を本菌に見出した。このうちurea carboxylase相同遺伝子の発現  

産物は尿素の他，構造類似体であるアセトアミドやホルムアミドに対してもカルポキシラーゼ活性を示した。また，これま  

で細菌の尿素資化は専らureaseによると考えられてきたが，ゲノムの全塩基配列が明らかになっている生物について，0．  

sagtmnen5isに見出されたようなurea amidolyase相同遺伝子の有無を調べ，多くの細菌がurea amidolyaseを尿素資化に  

利用している可能性があることを示す結果を得た。   

第3章はurea carboxylase遺伝子のすぐ下流に見出されたallophanate hydrolase相同遺伝子について，発現産物の生化  

学的特徴をまとめるとともに，両遺伝子の発現産物を混合することで得られるurea amidolyase活性について，その基質特  

異性を検討したものである。まず，allophanate hydrolase相同遺伝子の発現産物がアロフアン酸に対して高い加水分解活  

性を示す一方，ビウレットなどの構造類似体に対しては全く活性をもたないことを明らかにした。また，urea Carboxylase  

とallophanate hydrolaseを混合することで，ATP依存的に尿素からアンモニアを生じる活性が得られることを確かめ，両  

者がUALaseとして機能し得ることをin vitroにおいて示した。しかし，urea Carboxylaseがアセトアミドやホルムアミ  

ドを基質としたにも拘らず，この混合系はこれらの化合物からアンモニアを生成する活性を持たず，トータルのUALase  
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活性としては尿素を特異的基質とすることが示された。   

結論では，本論文で得られた成果について要約している。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本論文は，環境サンプルから得られた細菌に関して同定を行うとともに，この細菌由来のATP依存的尿素分解酵素urea  

amidolyase（UALase）について研究を行い，その成果についてまとめたものである。得られた主な成果は次の通りである。  

1．グラム陰性細菌HD－1株が新属新種であることを示し，本菌をOleomonas5agtlTunenSi5Strain HDTlと命名した。   

2．OsaBt2nnenSisの尿素資化性に着目し，0．saBu7men5i5から原核生物としては初めて，UALase反応の前半部分を   

触媒するurea carboxylaseに対応する遺伝子を見出した。   

3．Urea carboxylase遺伝子の異種大量発現，発現産物の精製，ならびに生化学的解析を行い，本酵素が尿素，アセト  

アミド，ホルムアミドを基質とすることを明らかにした。   

4．Urea carboxylase遺伝子の下流に，urea amidolyase反応の後半を触媒するallophanate hydrolaseに対応するORF  

を見出した。   

5．Allophanate hydrolase遺伝子の異種大量発現，発現産物の精製，ならびに生化学的解析を行い，本酵素がアロフア  

ン酸に対して加水分解活性を示すことを示した。   

6．Urea carboxylaseとallophanate hydrolaseとを混合することでUALase活性が示されることを確かめた。   

7．様々な細菌の全ゲノムデータを調べ，UALase相同遺伝子が0．saBt2ranen5isに限らず様々な細菌に分布しているこ  

とを明らかにした。   

以上，本論文は属レベルでの新種細菌の存在を示したものであり，原核生物由来UALaseの最初の解析報告でもある。  

得られた成果は，細菌の窒素代謝に新たな知見を与えるだけでなく，新種生物が持つ新規遺伝子のソースとしての可能性を  

裏付けるものであり，学術上，実際上寄与するところが少なくない。よって，本論文は博士（工学）の学位論文として価値  

あるものと認める。また，平成16年10月25日，論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結果，合格と認めた。  
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