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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は炭化水素醗酵によるビタミン B12 およびその関連化合物の生成と生化学的意義に関する研究の

結果をまとめたもので, 緒論, 本論 3 部 7 章および結論よりなっている｡

緒論では微生物による炭化水素の利用, 特に正アルカンの分解代謝の機構, およびビタミン B12の醗酵

生産と B12 の関与する生化学反応についての従来の知見を要約し, さらに本研究を行なうに至った背景と

研究内容の概要を記している｡

本論欝 1 部は炭化水素醗酵によるビタミン B12生産に関する研究結果を扱ったものである｡

第 1 章では炭化水素資化性細菌のビタミン B12生産性を従来の糖質および天然栄養源をもとにした醗酵

培地と正アルカンを炭素源とした無機塩からなる培地の両者で比較し, 炭化水素醗酵を行なった時のほう

がビタミン B12の生成量および菌体内含量が一般に多く, かつ生成した B12が大部分菌体内に保持されて

いることを明らかにしている｡ さらに CorynebacteriumsimplexATCC6946の炭化水素培地での培養

法を検討することにより最大収量約1mg/1 の成積をあげることができ, ビタミン B12の工業生産に対す

る炭化水素醗酵の応用の可能性を示している｡

第2章では炭化水素醗酵でつくられる菌体内 B12の形態を天然型 B12の抽出法として知られている80%

熟アルコールで抽出した試料について, イオン交換クロマ トグラフィー, 浦紙電気泳動, 浦紙分配クロマ

トグラフィー, 可視部および紫外部吸収スペクトル, プロパンジオール脱水酵素系における補酵素活性な

どで検討し, 大部分が5, 6-ジメチルベンズイミダゾールを下方塩基にもつ補酵素型 B12であることを

確認している｡

第2部は炭化水素資化性細菌 Corynebacteriumsimplexにおけるビタミン B12の生化学的役割に関す

る研究の結果を述べている｡

第 1章では従来から示唆されていた脂肪酸代謝での B12の意義を調べる基礎実験として種々の正アルカ

ンで生育させた本菌の脂肪酸組成をガスクロマ トグラフィをもとにした化学的および物理的方法で調べ,
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正アルカンと脂肪酸の代謝経路を検討したところ, 正アルカンは末鵡メチル基が酸化された後大部分がβ

酸化機構で, 一部がα酸化機構で分解代謝されることを明らかにしている｡ また結核菌類以外の細菌とし

ては最初の例である10- メチル分枝酸が増殖基質の正アルカンの鎖長に応 じて特異的に合成されることを

述べている｡

第 2 章では B 12と脂肪酸代謝の関連性を細胞内の B12レベルの大きく異った菌体問の脂肪酸組成を比較

することにより検討したところ, 飽和脂肪酸の比含量は両菌体問でほとんど差が認められなかったのに皮

し, dg のモノ不飽和酸と10メチル分枝酸の比含量には 顕著な差が認められることを示している｡ 次にメ

チル分枝酸の生合成に関する酵素段階での実験から本脂肪酸は複合脂質中に含まれる 』9のモノ不飽和酸

の 2 重結合にS-アデノシルメチオニンのメチル基が還元的に転移してつ くられることを示し, B12- 不

足菌体では次章で述べているB12関与のメチオニン合成系のホロ酵素量およびメチオニン合成酵素の戚活

剤であるS-アデノシルメチオニンの細胞内存在量が共に低いことが作用 して引き続 くメチル分枝酸合成

に影響を及ぼすという結論を出している｡

第 3 章には ビタミン B 12関与のメチオニン合成系の性質に関する研究結果が記されており, メチルテ ト

ラヒドロ葉酸とホモシステインか らのメチオニン合成には触媒量のS-アデノシルメチオニンと還元剤の

存在が必須であるのに対しメチルB12か らのメチオニン合成にはこれ らの要求性が認められないことを示

し, かつこれ らの要求における基質と酵素の賦活剤であるS- アデノシルメチオニンの酵素に対する親和

性をKm値を求めて調べた結果本菌のメチオニン合成酵素は大腸菌のそれに比してメチル B12の Km値が

非常に低いことを明らかにし, 従来の知見を考慮に入れてその反応機構を論じている｡ さらに供試菌では

本酵素のアポ酵素はB12- 不足菌においても存在せず, 酵素タン白が補酵素によって誘導生合成される現

象の一例であることを論じている｡

第 3 部はビタミン B 12と構造および生合成経路での関連化合物であるコバル トポルフィリンに関する研

究の結果を扱かっている｡

第 1 章は Corynebacterium simplexによるコバル トポルフィリン生成に関する研究であり, このコバ

ル ト錯体はビタミンB12とほぼ同じレベルで菌体内に存在するがへム系色素よりはかなり少ないこと, 又

コバル トポルフィリンは菌の増殖促進効果をもつことを述べている｡ さらにコバル トポルフィリンのポル

フィリン部分を吸収スペク トル, 措紙分配クロマ トグラフィなどの方法で調べたところコプロポルフィリ

ンⅡ型であることが結論されている｡

第2章ではコバル トポルフィリンの性質を酸化還元の面から検討を加え溶媒の極性と配位子の種類によ

り特異な酸化還元反応を受けることを吸収スペク トルの変化か ら明らかにし, この性質がコバル トポルフ

ィリンの生体内での役割を示唆するものと推論している｡

結論には本研究の結果の総括と将来への展望が記されている｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

この論文は各種の正アルカンを炭素源として種々の細菌を培養した場合に, ビタミンB12およびコバル

ト･ ポルフィリンが生成することを認めて, これ らの物質が炭化水素資化性細菌の生理において演じる役
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割について研究した結果をまとめている｡

本研究で得られた主な成績は次の通りである｡

(1) 炭化水素の醗酵によるビタミンB12の生産をはじめて企てた｡ その結果として, Corynebacterium

simplexATCC6946をはじめとする数種の細菌を用いることにより, 約1mg/1 のビタミンB12が生産

されることを示し, 炭化水素を炭素源とするビタミンB12の工業生産に基礎を与えた｡

また炭化水素を炭素源とした場合のほうが炭水化物を炭素源とした場合よりも, 菌体内B12含有量が高

く, かつその大部分が補酵素型 B12の代表的形態である5, 6-ジメチルベンズイ ミダゾリル ･ コバ ミド

補酵素であることを確認した｡

(2)各種の正アルカンを炭素源として培養した Corynebact.simplexの菌体脂質の脂肪酸組成を調べ

て, 正アルカンは末端メチル基が酸化されて脂肪酸となったのち, 大部分は通常のβ酸化経路で分解され

るが, 一部分はα酸化機構で代謝され, また10-メチル分枝酸が増殖基質の正アルカンの鎖長に応じて特

異的に生成していることを示した｡ とくに注目される事実として, 培地のコバル ト含有量を変化させるこ

とにより得られた B12含有量の異なる菌体問のA9 モノ不飽和酸と10- メチル分枝酸を比較した結果, B12

充分菌体ではメチル分枝酸含量が対応する鎖長のモノ不飽和酸含量よりも著しく高く, B12不足菌体では

逆の関係が成立することを認めた｡

(3)炭化水素を利用する好気性細菌である Corynebact.simplexがメチオニン生合成の最終段階を接触

する N51 メチルテ トラヒドロ葉酸- ホモシスティンメチル トランスフェラーゼをもつことを証明し, そ

の性質が従来知られている嫌気性細菌の大腸菌の酵素といくつかの点で異なることを示し, また Coryne-

bact.simplexにおける本酵素が B12 により誘導生合成されるものであり,菌体内B12 レベルにより本酵素

の比活性が左右されることを証明した｡ またモノ不飽和酸のメチル分枝酸への酵素的変化のメチル供与体

が B12 関与のメチオニン生合成反応によって供給されるS-アデノシルメチオニンであることを 確 か め

た｡ これらの事実にもとずいて,B12不足菌体ではB12関与のメチオニン合成系の最終段階の N5- メチル

テトラヒドロ葉酸- ホモシスティンメチル トランスフェラーゼのホロ酵素量およびその賦活剤であり, ま

たメチル分枝酸のメチル供与体であるS-アデノシルメチオニンの細胞内存在量が共に低 くなるためにモ

ノ不飽和酸のメチル分枝酸- の転換が低下するという結論遷･下した｡

(4)Corynebact.simplexを炭化水素培地で比較的低い通気下で培養すると培養上清中にいままで知ら

れていなかったオリゴペプチ ドと結合したコバル トポルフィリンが蓄積することを見出した｡ この物質の

ポルフィリン部分は種々の性質からコプロポルフィリンⅡ型の構造をもつことが証明された｡ さらに菌体

内にも, このコバル ト･ ポルフィリンが B12 と同程度合有されていることが確認された｡

コバル ト･ ポルフィリンは従来生体内に存在することが知られていないものであるが, 溶媒の極性と配

位子の種類により特異な酸化還元反応を受けることを分光学的方法で明らかにし, 生体内での役割に示唆

を与える成積を得た｡

以上要するに, 炭化水素に培養した細菌の菌体内にビタミンB12 の補酵素型とコバル ト･ ポルフィリン

が生成することをはじめて示し, これらの物質の生理的意義を解明する興味ある現象を認めたもので, 学

術上, 工業上寄与するところがすくなくない｡

よって, 本論文は工学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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