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論 文 内 容 の 要 旨

ラクトン化合物は微生物間の情報伝達に関わる物質として,あるいは光学活性化合物合成の出発材料として,生化学的に

も合成化学的にもその重要性が高まりつつあり,ラクトン環の開裂をはじめとするラクトン化合物の変換に関わる酵素反応

の探索や解析にも新たな注目が集まっている｡

本論文では,パントラクトン (PL)の立体選択的加水分解反応に着目し,糸状菌 (Fusarium o棚 orum),担子菌

(Schi2=OAhyllum commune)および細菌 (Agrobacterium tumefaciens)から本反応を触媒するラクトン環加水分野酵素を

単離 ･精製し,それぞれの諸性質を解明した｡さらに,F.oxysporumおよびA iumefaciensの酵素については,それぞれ

の酵素をコードする遺伝子を取得し,それらの構造と機能を解明した｡

(1)Fwarium oxysporum由来の新規D型ラクトン環加水分解酵素

F o棚 orumの生産するラクトン環加水分解酵素 (Fusariumラクトナーゼ)は,iD-PLの立体選択的加水分解を効率

よく触媒し,DL-PLの工業的光学分割反応に利用されている｡ 本論文では,Fusariumラクトナーゼをコードする遺伝子

の構造と機能について検討を加えた｡まず,本菌から単離 ･精製した酵素のアミノ酸配列を基に合成オリゴヌクレオチドを

作製し,PCk-クロー土ング法により本酵素遺伝子の一部をクローニングした.これをプローブとして用い,本酵素遺伝子

全長をコードするゲノム遺伝子および開始コドンを含む本酵素遺伝子全長をコードするcDNAを取得した｡一本酵素ゲノム

遺伝子およびcDNAの解析から,ゲノム遺伝子とcDNAの塩基配列に二箇所の食い違いを認め,㌢これがそれぞれの箇所に

グアニン,シトシンが-塩基ずつ挿入pSれる新規なタイプのRNAediting.によるものであることを明らかにした｡さらに,

塩基配列から推定されるアミノ酸配列を基にホモロジー検索を行い,Zymomdnasmobilis由来のグルコノラクトナーゼ,

ヒト由来のパラオキソナーゼ,Cath-anthusroseus由来のストリクトシダインシンターゼなどと中朝同性を認めた.本酵

素のcDNAを用い大腸菌発現系を構築し,培養集件を検討し元結果,本酵素を活性のある形で大量に発現させることに成

功したOまた,得られた菌体はF.o棚 orumの菌体と同様にDLPLの光学分割に利用できることも明らかにした｡

(2)SchiR:OPhyllum commune由来の新規D型ラクトン環加水分解酵素

D-PLに選択的な加水分解活性を示す微生物を新規に探索し,S.communeを得た. 本菌からラクトナーゼ活性を示すタ

ンパク質を単離 ･精製し,高分子量塑ラクトナーゼおよび低分子量型ラクトナーゼの二種類を得た｡両酵素とも活性の維持

にCa2+が必須であることなど,Fusariumラクトナーゼとの共通点が兄いだされた｡しかし,高分子量塑ラクトナーゼは

SH阻害剤で阻害を受けること,内部アミノ酸配列にFusariumラクトナーゼとの相同性が認められないことなどから,新

規なラクトン環加水分解酵素であることが明らかとなった｡一方,低分子量型ラクトナーゼは内部アミノ酸配列がFusa,_

iumラクトナーゼと相同性を示し,類似性の高い酵素であることが示唆された｡

(3)Ag,TObacterium tumefaciens由来の新規L型ラクトン環加水分解酵素

L-PLを立体特異的に加水分解する微生物を探索し,A tumefaciensに高い活性を認めた｡本菌からラクトナ∵ゼ活性を
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示す酵素タンパク質を単離 ･精製,し その諸性質を解明した｡本酵素 (Agrobicieriumラク下ナ-ゼ)はD-PLにノは全く

作用せず,L-PLのみに高い立体特異性を示す新規なラクトン勤 口水分解酵素であることが判明した｡Agrobacte,riumラク
トナーゼの内部アミノ酸配列の情報を基に合成オリゴヌクレオチドを作製し,逆PCR法により本酵素遺伝子全長を含む約

2kbの断片のクローニングを行い,その塩基配列を決定した｡ また,その塩基配列から本酵素はStrlePtomyces属放線菌の

ポリケタイドサイクラーゼなどと相同性を示すことを認めたo

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

最近,ラクトン環を加水分解する一群の微生物酵素の存在が注目されっっある. 例えば,これらの酵素は,生体内ラクト

ン化合物の代謝 ･変換への関与を通して微生物間の情報伝達を調節することや,反応の高い立体選択性を利用した光学活性

化合物合成の触媒素子としての利用などが示唆されている｡しかし,ラクトン環加水分解酵素の酵素化学的,分子生物学的

研究は,いまだ緒についたばかりであり,未解明な点も多い｡

本論文は,パントラクトンに立体特異的に作用するラクトン環開裂反応に着目し,反応に関与する数種の酵素について酵

素化学的,分子生物学的解明を行ったものである｡ 成果として評価すべき点は次の通りである｡

1.糸状菌Fwarium oxysporumが生産するD-PLに特異的なラクトン環開裂酵素のゲノム遺伝子およびcDNAの解析

を行い,遺伝子情報の転写に際し,新規なタイプのRNAeditingが関与することを認めた｡また,本酵素遺伝子の塩基配

列情報から,本酵素が Zymomonasmobilis由来のグルコノラクトナーゼ,ヒト由来のパラオキソナーゼ,Catha'lanthw

TTOSeuS由来のストリクトシダインシンターゼなどと高い相同性を有することを明らかにしたO さらに,本酵素cDNAを基

に大腸菌による発現系を構築することに成功し,組換え酵素がPLの光学分割へ応用できることを示した｡

2,担子菌SchizophylZum communeの生産する高分子量型および低分子量型,二種類のD-PL特異的ラクトン環開裂

酵素をそれぞれ単離 ･精製し,諸性質を明らかにした｡内部ペプチドのアミノ酸配列より,前者は新規なラクトン環開裂酵

素であること,後者はFusaT･iumラクトナーゼと類似性の高い酵素であることを明らかにした.

3.細菌AgTTObacterium tumefaciensが生産するラクトン環開裂酵素が,FusariumやSchiZophylZumの生産する酵素と

は対照的にL-PLに特異的に作用し,D-PLを全く加水分解しない新規なラクトン環開裂酵素であることを明らかにし,

その諸性質を解明した｡また,本酵素の遺伝子解析の結果から,本酵素がSt'lePtomyces属放線菌の生産するポリケタイド

サイクラーゼと相同性を有することを認めた｡

以上のように本論文は,微生物の生産するユニークなラクトン環開裂酵素の諸性質の解明,分子生物学的な意味づけ,お

よび,光学活性化合物合成への応用についての新しい知見を提示したものであり,実用面にも応用できる成果を上げたもの

で,応用微生物学,応用酵素学,分子生物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12年6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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