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論 文 内 容 の 要 旨

メタノールを唯一の炭素源として増殖するメチロトローフ酵母のユニークな代謝系は,有用物質生産-の利用の観点から

高い関心が寄せられてきた｡この酵母におけるメタノール代謝で最も特徴的な点は,アルコールオキシダーゼ (AOD)に

よるメタノールのホルムアルデヒド-の酸化とジヒドロキシアセ トンシンターゼ (DHAS)によるホルムアルデヒドの固定

であり,両酵素は細胞内小器官であるペルオキシソームに局在する｡メチロトローフ酵母では,ペルオキシソームが高度に

発達し,そのマ トリックスの大部分がAODとDHASによって占められている｡この強力なタンパク質の発現誘導とペルオ

キシソーム-の局在化から,メチロトローフ酵母は,異種遺伝子発現系の宿主として,また,真核細胞におけるタンパク質

輸送のモデル生物として注目されている｡本研究では,AODとDHASの活性発現の調節と,それらのペルオキシソーム-

の輸送の機構を,生化学的,分子生物学的手法を駆使 して明らかにし,物質生産-の利用の新たな可能性をも示したもので,

その結果は以下のように要約できる｡

1)メチロトローフ酵母のうち,Pl'chiamethanolicaを含むグループのものに,AODが9種のアイソザイムとして存在す

ることを見出し,そのアイソザイムの形成機構と生理的意義について検討 した｡その結果,P.methanoliaには2つの異な

るAOD遺伝子,MODlとMOD2が存在 し,発現した2種のサブユニソトが8量体のサブユニットオリゴマーを形成する

ことによってこの多形性が生じることを,invl'voおよびinm'troの系で明らかにした｡また,両遺伝子の発現誘導や,両

遺伝子をCandidaboidiniiAODl遺伝子破壊株で発現させて得た精製酵素の性質から,MOD2が高濃度の,MODlが低

濃度のメタノールにそれぞれ対応 して発現し,その結果として生じるアイソザイムによってメタノール酸化が効率よく起こ

ることを明確にした｡

2)DHASがメタノール生育時に強力に誘導されることに着目し,C.boidiniiのDHAS遺伝子 (DASl)をクローニング

してその発現が転写レベルで制御 されることを認め,DASlプロモーターの機能を明らかにした｡また,DASlおよび

AODl遺伝子破壊株の増殖特性を基に,DHASがホルムアルデヒドの毒性回避ではなく,その資化に必須の役割をもつこ

とを明確にするともに,AODl遺伝子破壊株を宿主とし,DASlプロモーターを用いる発現系が異種タンパク質をペルオ

キシソームに蓄積させるための新しい生産系として有効であることを示した｡

3)AODおよびDHASなどのペルオキシソーム ･タ-ゲッティング ･シグナル 1 (PTSl)を認識するレセプターの遺伝

千 (PEX5)をC.boidiniiよりクローニングしてPEX5遺伝子破壊株を構築し,さらにgreen凸uorescentproteinをレポー

タータンパク質として発現タンパク質の局在化を調べることによって,このレセプターがPTSlをもつタンパク質のペルオ

キシソーム-の輸送に特異的に機能すること,さらに,two-hybrid法を適用して,レセプタータンパク質の一次構造上に,

PTSlを認識する部位に加えてペルオキシソーム-の輸送に関わる新しい機能領域が存在することを見出した｡
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4)DHASの活性発現に関与するペルオキシソーム膜タンパク質であるPmp47の機能について,その遺伝子破壊株を調製

して調べ,中鎖脂肪酸代謝がペルオキシソーム内で起こること,その代謝に関与するアシルCoAシンテターゼ反応に必要な

ATPのペルオキシソーム内-の取 り込みにPmp47が必須の役割を演 じることを実証 した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

メチロ トローフ酵母は,そのユニークな代謝系に加えて,強力なプロモーターをもつ遺伝子が存在すること,細胞内小器

官であるペルオキシソームが高度に発達することなどの特徴を有することから,微生物生産の領域で高い関心が寄せ られ,

また,ペルオキシソームの機能解析のためのモデル生物としても注 目されてお り,タンパク質の誘導 とタンパク質輸送の機

構解明に大きな期待が寄せ られてきた｡本研究では,メタノール代謝の鍵酵素であり,ペルオキシソームマ トリックスの主

要なタンパク質であるアルコールオキシダーゼ (AOD)とジヒドロキシアセ トンシンターゼ (DHAS)の活性発現調節 と

ペルオキシソーム-のタンパク質輸送を分子 レベルで明らかにして,新たな異種遺伝子発現系を構築するための基盤的知見

を提供 したものであり,評価すべき点は以下の4点である｡

1)mchiamethanolicaに9種のAODアイソザイムが存在することを見出し, 2つの異なるAOD遺伝子,MODlおよび

MOD2をクローニングした｡炭素源によるAODのアイソザイム形成パターンの変化や,MODlおよびMOD2をCandida

boidiniiAODl遺伝子破壊株を用いてそれぞれ単独に発現させて得た精製酵素標品の性質などから,このアイソザイムが,

両遺伝子の発現産物をサブユニットとする8量体のサブユニットオ リゴマーとして形成 されること,および,このAODの

多形性によって,メタノール酸化がその濃度に対応 してより効率的に起こることを明確にした｡

2)C.boidiniiによりDHAS遺伝子 (DASl)をクローニングし,その発現が転写レベルで制御 され,DHASがホルムア

ルデヒドの資化に必須な役割を有することを認めた｡ さらに,DASlプロモーターは強力で,異種遺伝子発現系を構築す

るために有用であること,その場合,AODl遺伝子破壊株を宿主とする系がペルオキシソーム-の異種タンパク質蓄積に

有効であることを示 した｡

3)AODやDHASなどのペルオキシソーム ･タ-ゲッティング ･シグナル 1 (PTSl)をもつタンパク質のレセプター遺

伝子,PEX5をC.boidiniiよりクローニングし,このレセプターがPTSlタンパク質のペルオキシソーム-の輸送に特異

的に作用すること,および,レセプターの一次構造上に,PTSlに対する結合部位に加えて新たな機能領域が存在すること

を見出した｡

4)DHASのペルオキシソームでの活性発現に必須なペルオキシソーム膜タンパク質であるPmp47に,中鎖脂肪酸代謝に

関与するアシルCoAシンテターゼ反応に必要なATPの トランスポーターとしての役割があることを明らかにした｡

以上のように本論文は,メチロ トローフ酵母におけるペルオキシソーム酵素の細胞内での機能 と各遺伝子の発現調節特性

を明らかにし,新 しい異種タンパク質大量調製法の可能性をも示 したもので,制御発酵学,応用微生物学,細胞生理学に貢

献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11年 2月12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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