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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は硫黄を含む複素環式化合物,ジペンゾチオフェン (DBT)とビオチンの微生物による硫黄代

謝の解明を目的として行われたもので,DBTからの硫黄の除去,ビオチンへの硫黄の導入に関与する酵

素系の解析,酵素の精製と諸性質の解明,反応機構の解析についてまとめたものである｡主な内容は次の

とおりである｡

1･DBTから選択的に硫黄原子を脱硫できる微生物を検索し Rhodococ.cuserythropoZisD-1株を単離

した｡本菌株は0.125mM (23mg/1)のDBTを2日間で完全に脱硫 し,DBTスルホンを経て末端代謝

物2-ヒ ドロキシビフェニル (2-HBP)を定量的に生成 した｡ さらに休止菌体反応では,2.2mM

(405mg/1)でのDBTならば150分以内に完全に脱硫され,ほぼ定量的に2-HBPが生成することを明ら

かにした｡

2.炭化水素存在下でもDBT脱硫能を示す微生物の検索を行い,R.erythr坤olisH-2を得た｡本菌株

は40% n-テ トラデカン (TD)存在下で0.27mM(50mg/1)のDBTを1日で完全脱硫L等モル量の2

-HBPを生成した｡凍結乾燥菌体による休止菌体反応では,TDの添加で脱硫速度は上昇し,40%TD添

加の場合にDBT脱硫速度は最大となった｡また,本菌株はアルキル側鎖を有するDBT誘導体に対 して

も脱硫活性を示し,その生成物はモノヒドロキシ体と推定された｡

3.R.eT3'thrDPolisD-1の無細胞抽出液を用いる反応系において,NADHを添加するとDBTから2

-HBPへの転換反応が起こることを兄いだしたO部分精製標品を用いて本酵素反応を検討し,DBTから

2-HBPへ至る変換酵素系のうちDBTからDBTスルホン-の変換に関与する酵素系を分離することが

できた｡本酵素反応にはフラビン化合物が関与することと明らかにした｡

4.DBTアナログであるチオキサンテン9-オンなどを硫黄源とした時にDBT分解酵素系が誘導され,

これに対 し硫酸イオンが存在すると,DBTを培地に添加してもDBT分解酵素系は抑制されることを明

らかにした｡

5.DBTからDBTスルホンへの反応を触媒する酵素 DBToxygenasesystemを2つのタンパク質画分
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に分離し,そのうち fractionBと名付けた画分を電気泳動的に均一な標晶として得た｡精製標品 compo-

nentB は分子量250,000サブユニット分子量45,000で6量体構造を有すると推定されたOもう一方の

fractionA は2,6-ジクロロフェノールインドフェノールを電子受容体とするいわゆるreductase活性を有

していた｡阻害剤実験よりcomponentBの活性にはSH基や金属が関与していると考えられた｡

6.ビチオン生合成に関与する酵素反応で,唯一未解明なデチオビチオン (DBT)に硫黄原子を導入 し

てビオチンを生成する反応について,この反応に関与する bioB遺伝子を高発現する Bacillussphaericus,

Escherichiacoliの無細胞抽出液を用いて検討し,S-アデノシルメチオニン (AdoMet)が必須であるこ

と,NADPH,FAD が活性を促進することを兄い出した｡この際,無細胞系タンパク質濃度を高 く

(15mg/ml以上)する必要があることも認めた｡

7.すでに硫黄原子が存在するDBTチオールからビオチンへの反応にもAdoMetの添加効果が認められ,

さらにDBTからのビオチン生成反応にはAdoMet存在下でもシステインの添加効果が認められた｡これ

に基づきAdoMetは本酵素反応の硫黄源ではなく,むしろシステインあるいはその関連化合物が硫黄源

である可能性が高いことを示した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

石油が燃焼する際,生成する亜硫酸ガスは酸性雨の原因となるために石油精製の過程においてはいわゆ

る脱硫プロセスが必須となる｡しかし,DBTを骨格とする複素環式化合物の脱硫は従来のプロセスでは

多大なエネルギーを要するため,DBTに効率よく働 く新規脱硫法の開発が望まれている｡また,ビオチ

ン生合成の最終段階であるDBT硫黄原子を導入する酵素反応についてはほとんど解明されていない｡本

論文はこれら合硫複素環式化合物の特異な硫黄代謝に関与する酵素系の解析,酵素の精製と諸性質の解明,

反応機構の解析についてまとめたものである｡ 評価すべき点は以下のとおりである｡

1.DBTを単一硫黄源として生育できる新規微生物 R.erythTTOPolisD-1およびH-2を単離し,これら

の菌株がDBTの炭素骨格を破壊せず選択的に硫黄原子のみを除去し,末端代謝産物として2-HBPを生

成することを明らかにした.DBTの脱硫は菌体反応系で迅速に進行し,特に R.eryth坤 olisH-2は炭

化水素存在下でも高い脱硫能を発揮することを認めた｡本菌株はいくつかのDBT誘導体に対しても脱硫

活性を示し,石油の微生物脱硫を実際に行う上で優れていると考えられた｡

2.R.erythropolisD-1の無細胞系でもDBT脱硫活性を検出することに成功し,各種硫黄化合物によ

る本酵素系の生産調節機構の一端を解明した.DBTから2-HBp-の変換に関与する酵素系からDBT

･スルホンまでの変換に関与する酵素系を分離することに成功し,本酵素系が2つ以上のタンパク質からな

ることを明らかにしたOそのうちの 1つの酵素タンパク質を単一に精製し,その性質を明らかにした｡さ

らにこの酵素系を構成するタンパク質の機能と役割について捉晶した0

3.DBTからビオチン-の酵素反応に関与する諸因子を検索 し,AdoMetがビオチン生成に必須である

こと,酸化還元に関与する補酵素が反応を促進することを明らかにした｡また,AdoMetは反応の硫黄源

ではなく,システインあるいはその関連化合物が硫黄源となる可能性を示した｡

以上のように本論文は微生物学的,生化学的手法を用いて微生物によるDBTの脱硫能力を評価し,こ
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の反応に関与する酵素系の一部分を解明するとともに,ビオチンへの硫黄導入反応についても反応に関与

する諸因子を明らかにしたものであり,応用微生物学および発酵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8年4月10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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