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論  文  内  容  の  要  旨  

担子菌類に属する白色腐朽菌は自然界において木質中のリグニンを分解する特異な微生物である。白色腐朽菌は，菌体外  

にリグニンペルオキシダーゼ（LiP），マンガンペルオキシダーゼ（MnP）という2種のリグニン分解性のペルオキシダー  

ゼとフェノールオキシダーゼであるラッカーゼを生産する。これらの酵素に加え，近年LipとMnPのハイブリッド型のペ  

ルオキシダーゼが見出された。白色腐朽菌ヒラタケPJe〟r（）れば0∫けゼα加は，酵素活性の発現にMn2十を必要とする典型的  

なMnPアイソザイムの他に，LipとMnPのハイプ7）ッド型酵素（Mn2’酸化能をもつことからMnPアイソザイムとして分  

類されている）を生産することが知られている。しかしながら，機能の異なるこれらのペルオキシダーゼアイソザイムの発  

現制御機構や，高分子物質に対する触媒機能は十分解明されていない。本研究では，ヒラタケの生産するマンガン酸化能を  

もつペルオキシダーゼアイソザイムの発現制御と高分子物質に対する反応特性を解析した。その主な内容は以下のとおりで  

ある。  

1）白色腐朽菌ヒラタケの生産するマンガン酸化能を有するペルオキシダーゼアイソザイムについて種々の条件において培  

養実験を行うことにより，アイソザイムMnP2とMnP3がそれぞれペプトン無添加および添加条件下で特異的に生産される  

ことを見出した。また，これらのアイソザイムの発現には転写レベルの発現調節が存在していることを示した。両酵素のア  

ミノ酸配列と基質特異性から，MnP2は酵素表層のTrpからヘムにいたるロングレンジ電子移動経路とヘム近傍のマンガン  

結合サイトとを合わせもつハイブリッド型酵素であることを示した。  

2）マンガン酸化能をもつペルオキシダーゼアイソザイムの発現調節機構に関して詳細な解析を行うためにMnP2とMnP3  

を生産する完全合成培地を探索し，南アイソザイムを特異的に生産する培養条件を見出した。完全合成培地を用いた解析の  

結果，∽岬別ま低窒素条件下で構成的に発現され，椚叩3はMn2＋に依存して転写が誘導されることを明らかにした。この結  

果は，MnP2とMnP3の発現が，培地成分の変化に応じて個別に特異的な転写調節を受けていることを示す。また，ハイブ  

リッド型酵素MnP2の酵素活性の発現には，高分子基質による過剰過酸化水素からの保護機構が関与することを示した。  

3）白色腐朽菌ヒラタケの生産するMnPアイソザイムであるMnP2，MnP3と高分子色素であるPolyR－478とリボヌクレ  

アーゼ（RNase）Aを反応させて，高分子基質に対する反応性を分析した。その結果，MnP2はPoly R－478 とRNaseを  

Mn2＋およびベラトリアルコール（VA）非存在下で直接酸化することを明らかにした。これに対しMnP3はこれらの高分  

子基質に対する直接酸化能を有しなかった。また，MnP2のcompoundIはPoly R－478とRNaseを添加することにより  

compoundⅡを経て休止型まで還元されるのに対し，MnP3のcompoundIとⅡはこれらの高分子基質を添加しても休止型  

に還元されないことを示した。また，N－プロモスクシンイミドを用いた酵素の化学修飾とVA酸化に対するRNaseの酵素  

阻害実験により，MnP2とによる高分子基質の直接酸化には酵素表層のTrpが関与することを示した。さらに，VA依存的  

に高分子を酸化する月なα〝ビmCゐdどJec力丹∫♂岬〃r～〟椚LiP－H8と，高分子の直接酸化能をもつヒラタケMnP2の構造を分子  
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モデリングにより比較し，両酵素間のTrp近傍の酸性アミノ酸の配置が，高分子基質の酸化によるメデイエーターへの依  

存性に影響していると考察した。   

以上のように，本研究によって，ヒラタケの生産するペルオキシダーゼアイソザイムMnP2とMnP3では，高分子基質に  

対する反応性に顕著な違いがあり，また機能の異なるそれぞれのアイソザイムが培地成分の変化に応じて個別に特異的な転  

写調節を受けることが明らかとなった。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本論文は白色腐朽菌Pge〟rOれば0∫けeα加（ヒラタケ）の生産するマンガン酸化能をもつペルオキシダーゼアイソザイム  

の発現制御と高分子基質に対する反応特性を解析した研究であり評価すべき点は以下のとおりである。  

1）白色腐朽菌ヒラタケの生産するマンガン酸化能を有するペルオキシダーゼアイソザイムMnP2とMnP3がそれぞれペプ   

トン無添加および添加条件下で特異的に生産されることを見出すとともに，これらの酵素の発現が転写レベルの調節を   

受けていることを示した。これは，ヒラタケMnP2とMnP3を液体培地で特異的に生産した初めての研究である。  

2）ヒラタケMnP2は，高分子基質を直接酸化できるのに対し，MnP3は高分子基質の直接酸化能を有しないことを示した。   

また，MnP2による高分子基質の直接酸化に酵素表層のTrp残基からのロングレンジ電子移動が関与することを示した。   

さたに，メデイエータ一に依存して高分子基質を酸化するヒラタケmanerochaetechTySO5POriumLiP－H8とMnP2の   

構造を分子モデリングにより比較し，高分子酸化におけるメデイエーターへの依存性に酵素表層のTrp近傍の酸性アミ   

ノ酸の配置が関与することを示した。これまで，マンガン結合サイトとロングレンジ電子移動経路を合わせ持つハイブ   

リッド型酵素による高分子の直接酸化は報告されておらず，この高分子直接酸化反応を酵素の酸化中間体のスペクトル   

解析を含めて証明したことは，特に評価に催する。  

3）マンガン酸化能をもつペルオキシダーゼアイソザイムの発現調節機構を詳細に解析するため，MnP2とMnP3を特異的   

に生産する完全合成培地を見出し，m叩別ま低窒素条件下で構成的に発現されるのに対し，m叩封ま培地中のMn2＋に依   

存して転写が誘導されることを示した。これは，ヒラタケのMnPアイソザイムの発現調節機構を完全合成培地で解析し   

た初めての報告である。   

以上のように，本論文はヒラタケの生産するマンガン酸化能を有するペルオキシダーゼアイソザイムが高分子基質に対し  

て異なる反応特性をもち，それらの酵素が個別に異なる発現制御を受けていることを示したもので，酵素化学，菌類学，バ  

イオマス変換化学の発展に寄与するところが大きい。   

よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，平成16年2月20日，論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果，博士（農学）の学位を授与される学力  

が十分あるものと認めた。  
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