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論  文  内  容  の  要  旨  

近年，分析技術の進展に伴い，動物，植物，カビ，酵母などの真核生物にもD－アミノ酸が存在し，重要な機能を果たし  

ていることが明らかにされ，注目を集めている。基幹真核生物の一つである鮎ccんαrO椚ツC郎Cg柁γf∫才αgに村するD一アミノ  

酸の作用を明らかにすることは，学術的にも産業的にも重要と考えられるが，これまでほとんど研究されていない。且  

cerevisiaeには，アセチルCoAからD－アミノ酸のアミノ基にアセチル基を転移するD－アミノ酸N－アセチルトランスフエ  

ラーゼ（DNT）活性が存在するものの，その特性や機能，D→アミノ酸代謝との関連，さらにはヒストンアセチルトランス  

フエラーゼなど，タンパク質のアセチル化を触媒する酵素との関連など，詳細は不明である。本研究は，DNTの酵素科学  

的諸性質ならびに生理的役割について検討したものであり，その内容は次のようにまとめられる。  

1．Scerevisiaeから精製したDNTのアミノ酸配列に基づき，DNT遺伝子をクローン化した。Escherichia coliを宿主  

としてDNT遺伝子を発現させるとDNT活性が検出され，一方，ScerevisiaeゲノムのDMT遺伝子にaureobasidin A耐  

性遺伝子カセットを挿入した破壊株では，DNT活性は完全に消失したことから，この遺伝子は確かにDNTをコードする  

ことを証明した。タンパク質データベースでは，DNTはヒストンアセチルトランスフエラーゼの一種として登録されてお  

り，ヒストンアセチルトランスフエラーゼとして実際に機能するHpa2pに対し高いアミノ酸配列相同性を示すことを明ら  

かにした。   

2．E．coliを宿主として発現させたDNTを各種カラムクロマトグラフィーによって精製した。精製DNTは，多種多様  

なDLアミノ酸に作用したが，L－アミノ酸には作用しないことを見いだした。DNTはヒストンのアセチル化を触媒せず，  

またHpa2pは遊離のD－アミノ酸ならびにL－アミノ酸のいずれにも作用しないことを明らかにした。速度論的解析の結果，  

CoAはアセテルCoAに対しては括抗阻害を，アセチル基受容体であるD－トリプトファンに対しては非括抗阻害を示した  

ことから，アセテルCoAが最初にDNTと結合し，CoAが最後にDNTから離れるordered bi－bi機構により反応が進行  

すると結論した。   

3．Sce7？VisiaeのDNT遺伝子破壊株を各種のD－アミノ酸を含む培地で培養すると著しい生育阻害を受けるものの，  

DNT過剰発現株はD－アミノ酸存在下でも良好に生育できることを明らかにした。D－フユニルアラニンを含有する培地で  

DNT過剰発現株を培養したところ，培地中のD－フユニルアラニンはほぼ定量的にN－アセテルーD－フユニルアラニンに転  

換されることを見いだした。Ⅳ－アセチルーD－フェニルアラニンはすべて培地中に検出され，菌体内に蓄積しなかったこと  

から，DNTはD－アミノ酸をアセチル化することにより菌体外へ放出し，D－アミノ酸の細胞毒性を軽減していると結論し  

た。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

真正細菌はいずれも，D－アラニンやD－グルタミン酸を必須構成成分として含有するほか，細菌には多種多様なD－アミ  
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ノ酸を生産するものが多い。これらの点を考慮すると，発酵工程において細菌との相互作用が問題となる且cg柁γf∫fαgに村  

するD－アミノ酸の作用を解明することは，学術的にも産業的にも重要な意味がある。本研究は，Sce7？VisiaeのDNTを中  

心に据えて，その酵素科学的諸性質ならびにD－アミノ酸に対する解毒作用を明らかにしたものであり，評価すべき点は次  

のとおりである。  

1．且cg柁γ才∫才αどのDNTは，タンパク質データベースにおいてヒストンアセチルトランスフエラーゼとして登録されて  

おり，実際にヒストンアセチルトランスフエラーゼとして機能することが確認されているHpa2pとDNTとは，互い  

にアミノ酸配列の相同性が高いことを明らかにしている。これは，これら2種のタンパク質の機能分化を理解する上で  

重要な指針を与えるものであり，評価できる。   

2．DNTはD－アミノ酸に特異的に作用するものの，基質特異性は極めて広いことを明らかにしている。D－アミノ酸の  

特異分析や合成にDNTを利用できる可能性を示唆するもので，重要な知見といえる。ヒストンのアセテル化は生理的  

に極めて重要な反応であり，Hpa2pがそれを担当し，一方，Scerevi5iaeにとって有毒なD－アミノ酸の代謝はDNT   

が担当することを明確に示しており，評価できる。また，一見ping－POngbi－bi機構の証拠と誤認されがちな速度論  

的解析の結果を精査し，丹念な検討を重ねることによって，実際にはordered bi－bi機構によりDNT反応が進行する  

ことを明らかにしている。酵素科学的にも重要な知見であり，評価できる。   

3．多種多様なD－アミノ酸によってScerevisi郎は生育阻害を受けるが，DNTによってD－アミノ酸はアセテル化され，  

菌体外に放出されることを明らかにしている。DTアミノ酸解毒におけるDNTの作用を明確に示すものであり，高く  

評価できる。   

以上のように本論文は，これまで不分明であったScerevisiae8＝おけるDNTの機能と生理的役割，特にD－アミノ酸解  

毒との関連について詳細に検討したものであり，応用微生物学および酵素科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17年1月13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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