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論  文  内  容  の  要  旨  

黄麹菌（A車g瑠∠JJ〟∫0り吃αg）は，清酒醸造などわが国の伝統的発酵産業において広く利用されている糸状菌である。清  

酒の製造に際しては，蒸し米にA．07つ堤αgを繁殖させた「鞠」と呼ばれる固体培養物を利用する。清酒醸造において最も重  

要な酵素であるグルコアミラーゼ（GA）は，麹培養では大量に生産されるが，液体培養においてはほとんど生産されない。  

著者は，A．oT3JZaeが固体培養でGAを高生産する機構を分子レベルで解析した。また，実用生産に有利な液体培養でGA  

を高生産する鞠菌株を育種した。その内容は以下のように要約できる。  

1）固体培養特異的に発現するグルコアミラーゼ遺伝子g血月の発見   

A．0りgαgが液体培養または固体培養で生産するGAを，それぞれ別々に精製し，性質を比較した。その結果，糖含量，  

分子量，生デンプン吸着性，基質特異性などに大きな差異を認めた。両酵素の部分アミノ酸配列を基に遺伝子を検索したと  

ころ，液体培養塑GAには既知のglaAを，また，固体培養型GAには新規な遺伝子を見出した。   

固体培養型GAの遺伝子gねβをクローニングし，gJαβは，生デンプン吸着ドメインをコードしない新しいタイプの  

GA遺伝子であることを明らかにした。このghlBをA．07つばαeに導入した形質転換体において，固体培養で顕著なGA活  

性の増加を認めた。また，ノザン解析により，gゐAは液体培養，固体培養ともにほぼ同量発現するのに対し，gわβは，固  

体培養特異的に大量に発現することを示した。  

2）gわβの発現条件の検討とどゐ因子の同定   

gわ月の5′一非翻訳領域下流にレポ一夕一道伝子GUSを連結し，固体培養におけるgあβの発現誘導因子について検討し  

た。その結果，gねβの発現はデンプンにより誘導されるが，それだけでは固体培養レベルの発現に至らず，他の環境因子，  

すなわち低水分活性，高培養温度，菌糸伸長障害によって誘導されることを明らかにした。さらに，基本培地による培養で  

菌体を得，それをさらに誘導培養することにより，100倍以上のGUS発現量の増加を認めた。   

このような環境因子に応答するc才∫因子を同定するために，g毎月の5′一非翻訳領域1．1kbの各種欠失変異体を作製した。  

そして，－350から一324領域の欠失が，g血βの固体培養高発現能を完全に喪失させることを明らかにした。さらに，この  

中のcf∫因子を同定するため，因子と推測される配列を塩基置換した変異体を作成し，それらの固体培養を行った。その結  

果，gあβの固体培養での高発現には，－349から－345領域の熱ショック因子と－335から－324のGCてich配列が必須であ  

り，特にGC－rich配列が誘導発現のci5因子であることを明らかにした。  

3）∽gJOエンハンサーを利用したグルコアミラーゼの高生産   

従来，固体培養でGAを高生産する変異株は，高チロシナーゼ活性を示し，麹を褐変させることが知られていた。そこ  

で，著者は，GAとテロシナーゼの発現調節機構を，レポ一夕ーアツセイにより検討した。その結果，固体培養でのテロシ  

ナーゼ生産に関わるのは新規なチロシナーゼ遺伝子∽g娼であり■，既知のテロシナーゼ遺伝子∽gJOは液体培養特異的に発  

現する遺伝子であることを明らかにした。しかし，棚JOのエンハンサー活性は，麹菌での工業用組み換え酵素生産に通常  

利用されるアミラーゼ系のエンハンサーの約4倍の強さを示すことも同時に見出した。そこで∽gJOエンハンサー支配下で  
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gklBの液体培養での発現を試み，最終的に培養ろ液中の生産物純度ほぼ99％，3．3g／LのGA生産に成功した。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

わが国や東南アジア諸国の醸造産業においては，穀物に糸状菌を固体培養した「麹」を，デンプンやタンパク質の高分解  

活性を示す酵素源として伝統的に用いてきた。しかしながら，このような高い酵素活性が麹で得られる分子生物学的機構に  

ついては，全く明らかではなかった。本論文において，著者は，清酒醸造において最も重要な酵素であるグルコアミラーゼ  

（GA）が，黄麹菌（A申e7gillu507つ吃ae）の固体培養で大量に生産されることに着目し，固体培養特異的GAの性質の解明，  

その遺伝子のクローニング，さらにその発現調節機構の解析を行った。また，これらの知見を利用して，黄麹菌によるタン  

パク質の大量分泌発現系の開発にも成功した。その評価すべき主な点は以下のとおりである。  

1）麹菌の液体培養，固体培養からGAをそれぞれ精製し，性質を比較した。その結果，両酵素は異なる酵素であること  

が判明し，固体培養特異的に発現するGAの存在を初めて示した。さらに，その遺伝子を検索し，固体培養のGAをコー  

ドする新規な遺伝子gあβを見出した。gねβは，麹菌の固体培養で特異的に誘導発現する初めての遺伝子であった。  

2）gん‡βの固体培養での高発現に関わる環境因子をGUSレポ一夕ーアツセイにより検討し，g血βは，デンプン以外に，  

低水分活性，高温度，菌糸伸長障害などによっても誘導されることを明らかにした。また，これらの環境因子に応答する  

cis因子として，－335から－324bpに存在するGC－richなモチーフを同定した。以上の研究結果は，固体培養特異的な発現  

調節機構の分子レベルでのさらに詳しい解析を行っていく上で，基盤となる重要な知見である。  

3）GA高生産変異株が有する褐変性の解析から，既知のテロシナーゼ遺伝子別gJOが液体培養で強力に発現することを明  

らかにした。〝lgJOエンハンサー支配下でg血月遺伝子を高発現させ，GAを良好に菌体外へ分泌生産する菌株を作成した。  

そのGA分泌生産量は3．3g／Lに達し，培養ろ液のタンパク質純度も99％を示した。この系は他の酵素の生産にも応用が  

可能であり，麹菌における高純度かつ高生産の新規なタンパク質生産系を確立することに成功した。   

以上のように，本論文は，清酒麹のGAについて，性質の解明，遺伝子のクローニング，発現調節機構の解析，大量発  

現系の構築を行ったものであり，分子生物学，発酵醸造学および酵素生産の実際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14年6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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