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論 文  内  容  の  要  旨  

近年，極限環境微生物やそれらの生産するユニークな酵素の開発が進み，低温菌や低温で高い活性をもつ酵素（低温活性  

酵素）に村する関心も高まりつつある。しかし，好熱菌の耐熱性酵素と比較すると，低温活性酵素に関する研究は遅れてお  

り，特に応用面の開発は進んでいない。本研究は，応用微生物学と応用酵素学の視点で低温菌やその低温活性酵素を取り上  

げ，それらに関する基礎的な特性解明と応用面の開発をめざしたものである。具体的には，低温で速やかに生育し，高い脂  

質分解能をもつ微生物に的を放り，寒冷地土壌や深海水などから優れた菌株を単離するとともに，その微生物学的な特性を  

解明し，さらに低温活性脂質分解酵素の産業利用の可能性を検討したものである。その成果は以下のように要約される。  

1・寒冷地土壌や深海水などから脂質分解活性をもつ低温菌をスクリーニングし，低温での生育速度が高く，低温で高い  

脂質分解活性を示す菌株を単離した。最も高い脂質分解活性を示す菌株（No．6）を選別し，その生理性状試験と16S  

rDNAの塩基配列解析の結果に基づいて本菌をAcinetobacter属細菌の1菌株と同定した。本菌は，Tween80を含む培地  

で培養したとき，熟に不安定であるが低温での相対活性が高い，低温活性酵素特有の性質を示すリパーゼを菌体外に生産し  

た。本酵素の基質特異性は広く，種々の脂肪酸エステルに作用することから，低温での脂質分解に幅広く利用できると指摘  

している。   

2・種々のエステル加水分解酵素によって分解可能なトリプチリンをスクリーニングの基質とすることにより，A。ブ乃gわー  

あαCfgrsp・No・6から，4種のエステル加水分解酵素遺伝子を単離し，その塩基配列を決定した。4種の酵素のアミノ酸配  

列のいずれにもセリンプロテアーゼファミリーのコンセンサス配列であるGly－Ⅹ－Ser－Ⅹ－Glyが見いだされた。しかしなが  

ら，相互のアミノ酸配列相同性は低く，タンパク質データーベースを用いて検討したところ，それぞれ別種のタンパク質サ  

ブファミリーに属することが明らかになった。   

3・得られたエステル加水分解酵素遺伝子のうちA17にコードされる酵素は，芳香族化合物資化経路に位置するβ－ケト  

アジピン酸ユノールラクトンヒドロラーゼと顕著な相同性を示し，実際に本酵素は各種カルポン酸のビニルエステルに村し  

て高い分解活性を示した。一方，Al遺伝子にコードされる酵素は，従前の酵素にはみられないユニークな基質特異性を示  

すことから，新奇のエステラーゼと推論した。いずれの酵素も低温での活性が高く，常温酵素の場合と比較して反応の活性  

化エネルギーが顕著に低いことが明らかになった。また，これらの酵素を利用すれば，有機溶媒中，－300cの低温下にお  

いて，効率よくエステル類を合成することができた。   

4・低温菌Acよ乃gfoろαCfgrsp．No．6は低温で高いリパーゼ生産能をもつことから，低温下での油脂分解に本菌を利用する  

可能性を検討し，実際に本菌を用いて40c，5日間の処理で60％以上の大豆油を分解できることを明らかにした。また本菌  

は，A17遺伝子にコードされる低温活性エステラーゼも生産することから，低温下での芳香族化合物の分解にも利用でき  

ると推論され，検討の結果，本菌を用いれば廃液に含まれる種々の芳香族化合物を低温下で速やかに分解できることが明ら  

かにされた。  
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

低温菌や低温活性酵素にはユニークな応用面があると期待されているが，技術的な問題にも起因して研究は進展していな  

い。本研究は，寒冷地土壌や深海水などから低温菌を単離し，それらの菌の生産する低温活性脂質分解酵素について，その  

特性を解明し，応用法を検討したものであり，評価すべき点は次のとおりである。  

1．低温での生育速度が高く，低温で高い脂質分解活性を示すAc∠乃gわあαCfgrsp．No．6を単離し，低温活性酵素特有の性  

質を示すリパーゼを効率よく生産することを明らかにした。Ac才乃βわろα仁王βr属細菌は廃液処理にしばしば利用されており，  

低温下での廃液処理に適用可能な低温菌を単離した意義は大きい。また，本菌の生産する低温活性リパーゼにも種々の応用  

面が期待され，応用酵素学的な観点からも本研究は評価できる。   

2．トリプチリン分解能を指標とする低温下でのスクリーニング法を駆使することで，Acf乃gわ∂α仁方grsp．No．6から特徴  

ある低温活性エステラーゼ遺伝子を単離することに成功した。不安定で，取り扱いが困難な低温活性酵素の遺伝子を効率よ  

くクローニングできたことは，注目に催する。また，取得したエステラーゼ類がそれぞれ別種のサブファミリーに属するこ  

とを明らかにしており，エステル分解酵素群の新しい網羅的単離法を提示した意義は大きい。   

3．クローニングで得た低温菌エステラーゼの低温活性酵素としての特性を明らかにすることで，酵素化学的に重要な知  

見を得ている。また，有機溶媒中での酵素反応を試み，低温活性エステラーゼを用いると，－300cにおいてもエステル合  

成反応が効率よく進行することを実証した。これは，低温活性酵素が不安定な物質の化学変換に適することを示唆するもの  

で，注目に催する。   

4．低温菌を利用することで，油脂類や芳香族化合物を低温で効率よく分解できることを実証した。冬季，低温下で廃液  
処理するのに，低温菌が役立つと考えられてきたが，それに村する現実的な成果を提示したものとして評価できる。   

以上のように本論文は，低温活性酵素の特性や応用法に関してユニークな視点で新知見を提示しており，応用微生物学お  

よび酵素学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15年1月9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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