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論 文 内 容 の 要 旨

キチンはルー-アセチルグルコサミン(GIcNAc)がβ-1,4結合により重合した難分解性多糖であり,自然界に最も多く存

在するバイオマス資源の一つである｡ キチンはエビやカニといった甲殻類の外骨格や,プランクトンなどにも含まれている

が,低栄養な海洋に棲息する海洋細菌にとってキチンは重要な炭素,かつ窒素源であり,とくに深海のような低温環境では,

低温細菌や好冷細菌の酵素によって分解されていると考えられる｡本論文では,海洋細菌の生産するGIcNAc代謝関連酵

莱,とくにGIcNAcを脱アセチルする酵素に着目し,同酵素を分離精製し,酵素化学的性質を明らかにした｡また,マリア

ナ海溝の深海水から海洋低温細菌を分離し,生息温度域の異なる海洋細菌の酵素化学的性質を比較し,分離した低温細菌の

生産する酵素が高温域でも活性を持っことを明らかにした｡さらに,海洋細菌のGIcNAc代謝を遺伝子レベルで解明するた

めに,遺伝子の単離,解析を行い,GIcNAc代謝関連酵素遺伝子がオペロンを形成していることを明らかにした｡本論文の主

な内容は以下の通りである｡

第 1章 vibn'ocholeraenonl)11148A株によるGIcNAcデアセチラーゼの生産

Vibrio属菌から高いキチン分解能を持っVibriochole77aenOn.011148A株を選択した.同菌はキチンを添加して培養す

ると,菌体外にキチナ-ゼを,菌体内にβ-N-アセチルグルコサミニダーゼとGIcNAcを脱アセチルする酵素を生産するこ

とを兄いだした｡部分精製酵素を用いて基質特異性を検討した結果,同酵素は,GIcNAcに作用するが,二から六量体のオリ

ゴマーには作用しないことを明らかにした｡

第2章 vibriocholeraenon-011148A株の生産するGIcNAc-6-リン酸デアセチラーゼの精製と諸性質

Vibriocholeraenon一一011148A株からGIcNAcを脱アセチルする酵素を精製した｡同酵素は分子サイズ45kDaの同一

サブユニットからなる四量体(180kDa)であることが示唆された｡本酵素のN末端アミノ酸配列を22残基目まで決定したと

ころ,そのうち12残基はEscherichiacoli由来のGIcNAc-6J)ン酸デアセチラーゼのそれと一致した｡本酵素はGIcNAc-

6-リン酸の他に,GIcNAcやGIcNAc-6-硫酸には作用したが,N-アセチルキトオリゴ糖 [(GIcNAc)2_6]やⅣ-アセチルガ

ラクトサミンには作用しなかった.本酵素のGIcNAc-6-リン酸に対するk｡at/Km値は,GIcNAcに対するそれよりもはる

かに高いことから,invivoではGIcNAc-6-リン酸デアセチラ-ゼとして機能していることが示唆された.

第 3章 V.choleraenon-011148A株のGIcNAc代謝関連遺伝子のクローニング

V.choleraenon-011148A株のGIcNAc-6-リン酸デアセチラーゼ (nag)のN末端アミノ酸配列をもとに,本菌の

nagA遺伝子を含む7,2kbのEcoRI断片を取得した.本断片中には5つのopenreadingframe(ORF)が含まれていた｡

ORFlはnagA遺伝子 (378アミノ酸)をコードしており,その推定N末端アミノ酸配列は精製酵素から決定した配列と一

致した｡本菌のNagAは,アミノ酸レベルでE.colt,Haemophilusinfluenzae(細菌),Caenorhabditiselegans(線虫)の

NagAとそれぞれ62%,56%,33%の相同性を示した｡他の4つのORFのホモロジ-検索を行ったところ,ORF2はE.

coilのNagCと60%,ORF4はE.coliのNagEと24%,VibriofumissiiのNagEと44%の相同性を示した0V.cholerlae
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non-011148A株においてGIcNAc代謝に関連する酵素遺伝子がnagE-nagACというオペロンを形成していることを明ら

かにした｡しかしながらE.coliの場合とは異なり,nagA遺伝子近傍に,nagB,nagD遺伝子は存在しなかった｡

第4章 海洋低温細菌Alteromonassp.Met-9株の生産するGIcNAc-6-リン酸デアセチラーゼの精製と性質

マリアナ海溝から採取した海水試料から,キチン分解能を持つ海洋低温細菌Mct-9株を分離し,諸性質から本菌株を

Alteromonas属の-菌株と同定した｡同菌株からGIcNAcを脱アセチルする酵素を精製した｡本酵素は分子サイズ41kDa

のサブユニットからなる四量体であり,E.coliのGIcNAc-6J)ン酸デアセチラーゼの分子サイズ,ならびにサブユニット

構造とほぼ同じであった.本酵素は,GIcNAc-6-リン酸の他にGIcNAc,GIcNAc-6-硫酸にも作用したが,kc｡tやkcat/Km

値などの比較から,invivoではGIcNAc-6-リン酸デアセチラーゼとして機能していると考えられた｡本酵素は低温細菌由

来酵素であるが,低温から高温までの広い温度範囲で作用した｡低温細菌や好冷細菌の多くの酵素が熱に対して不安定であ

る中で,同酵素の示す至適温度の結果は,同菌が工業的利用において有用な酵素を生産する可能性を示した｡

論 文 書 査 の 結 果 の 要 旨

キチンはN-アセチルグルコサミン(GIcNAc)がβ11,4結合により垂合した難分解性多糖であり,自然界に多く存在す

るバイオマス資源の一つである｡ 海洋においては,カニ,エビ等甲殻類の外骨格,プランクトンなどに含まれており,それ

を分解する海洋細菌は物質循環に大きく寄与している｡ しかし,その機能の重要性に比べて,海洋細菌のキチン分解関連酵

素やGIcNAc代謝関連酵素に関する知見は少ない｡本論文では,海洋細菌の生産するGIcNAc代謝関連酵素,とくに

GIcNAcを脱アセチルする酵素に着目し,同酵素を分離精製し,酵素化学的性質を明らかにした｡また,海洋細菌のGIcNAc

代謝を遺伝子レベルで解明するために,遺伝子の単離,解析を行った｡評価すべき点は以下の通りである｡

1.海洋細菌 Vibriocholeraenonl01から高いキチン分解能を持っ株,1148A株を選択し,同菌株がGIcNAcを脱アセ

チルする活性を有することを示した｡

2.V.choleraenonl01148A株から同酵素を分離精製し,同酵素がGIcNAc,GIcNAc-6-リン酸,GIcNAc-6-硫酸に

作用するGIcNAc-6-リン酸デアセチラーゼであることを示した｡

3.V.choleraenon一一011148A株のGIcNAc-6-リン酸デアセチラーゼ遺伝子を含む遺伝子断片を取得,解析し,V.

choleraenon-01 1148A株においてGIcNAc代謝に関与する遺伝子がnagE-nagACというオペロンを形成していること

を示した｡

4.マリアナ海溝深海の海水試料からキチン分解能を持つ海洋低温細菌Mct-9株を分離し,同菌がAlteromonas属に属

することを示した｡

5.海洋低温細菌Alteromonassp.Mcト9株からGIcNAcl6一リン酸デアセチラーゼを分離精製し,同酵素がGIcNAc,

GIcNAc-6-リン酸,GIcNAc-6-硫酸に作用することを示した｡

6.海洋低温細菌Alteromonassp.Mc卜9株と中温細菌であるV.choleraenon-011148A株のGIcNAc161リン酸デア

セチラーゼの酵素化学的性質を比較し,低温細菌が高い至適温度,安定性を有することを示したもので,酵素化学,応用微

生物学の発展に寄与するところが大きい｡

以上のように,本論文は海洋細菌のGIcNAc代謝関連酵素について,酵素化学的および遺伝子レベルで解析を行うととも

に,生息温度域の異なる細菌の酵素の性質を解析し,低温細菌が工業的利用において有用な酵素を生産する可能性を示した0

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1月13日,論文ならびにそれ

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充分あるものと認めた｡
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