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ナイロンオリコマ一分解酵素とそのフラスミド依存性

(主査)
教授岡田弘輔

教授合葉修一教授田口久治教授芝崎

教授大嶋泰治教授原田篤也

論文内 容の要 旨

重力

本論文ではFlavobacteriumsp. KI72株による非天然合成化合物.6 -aminohexanoic acid cyc-

1 ic dimer (以下Acd)の分解に関与する酵素系と，その酵素系を支配する遺伝子構造について研究し

ており，以下の 3章に分けて論述している O

第 1章ではAcd分解に関与する 2種類の酵素.6 -aminohexanoic acid cyclic dimer hydrolase 

(以下EI).6 -aminohexanoic acid linear oligomer hydrolase (以下E11)のうちEIを電気泳動的

および超遠心分離的に均一にまで精製し，得られた標品についてその一般性質，分子量，基質特異性，

アミノ酸組成等を検討している O その結果，本酵素は i )分子量50，000のサブユニット 2分子からな

るホモダイマー酵素である o ii ) p -Chloromercuribenzoateで顕著に阻害されることからチオール基

が活性に関係している o iii) Acdのみを基質として分解し，試験した100種以上の天然型アミド化合物

やペプチドには作用しない特異性の極めて高い酵素であることを明らかにした。

第 2章においては. E 1と Ell酵素の遺伝子がプラスミド上に配座していることを証明している。

プラスミド消去実験により EI. Ell酵素生産性が容易に欠落することから. EI. Ell遺伝子の7
0

7スミド依存が示唆されたが，次いで消去株を受容菌として，親株のプラスミドDNAを用いた形質

転換法により結論している O さらにプラスミドDNAの電子顕微鏡写真と制限酵素を用いる解析から，

KI72株は 3種類のプラスミド.pOADl， pOAD2とpOAD3を保有しており， うちpOAD2にAcd分

解酵素， EIとEllが支配されていると結論している O

第3章においてはEI.Ellのような非天然合成化合物に特異的に作用する酵素の遺伝子の出現とプ

ラスミド構造の特殊性を調べている O まずEIとEll遺伝子を pBR322をベクターとして大腸菌をクロ
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ン 化 し た ｡ 次 い で部分欠失プ ラ ス ミ ドの 作製実験 から両酵素の 遺伝子座とそ の 発現機構を解明 して

い る ｡ さ ら に S ｡ u th e r n 法 に よ りE I 遺伝子に類似した繰 り返し配列をp O A D 2 上 の 4 ケ所 に同定して

い る ｡

総括では以上の 結果を酵素進化の 観点から展望 して い る ｡

論 文 の 審 査 結 果 の 要 旨

非天然型の 合成化合物の み に作用 して天然化合物 に作用 しを い 酵素の 存在は , 酵素進化の観 点のみ

ならず, 非天然型化合物 に よる環境汚染 に対する自然の 応答の観点からも興味深 い ｡ 本論文では非天

然化合物 ,
ナイ ロ ン オ リ ゴ マ

ー

の 微生物分解に 関与する酵素と遺伝子を扱 っ たも の で次の ようを重要

を結論を含んで い る｡

1 ) 6
-

A m i n o h e x a n o i c a c i d c y c l i c di m e r ( A c d) h y d r o l a s e ( E I) カ池c d の み を基質とし て ,
天然化

合物に は全く作用 しを い 特殊な酵素であり, ナイ ロ ン 工業成立後に 工場廃棄物に適応して 出現した

酵素で ある可 能性を示 した こと ｡

2) E I お よ び 6
-

a m i n o h e x a n o i c a c i d li n e a r o l i g o m e r h y d r o l a s e ( E I) 遺伝子 がF l a v o b a c t e r i u m

s p . K 1 7 2 の 保有するプ ラ ス ミ ドp O A D 2 上 に配座 して い る こ とを明 らか に した ｡ 従来から生命維持に

必 須でな い 遺伝子 がプ ラ ス ミ ドに 配座 し て い る例が知 られ て い た が, 解毒 の 意味をもた ず純粋に エ

ネ ル ギ ー

獲得 の 機能をも つ 遺伝子がプ ラ ス ミ ド に 支配さ れ て い る最初の 例と し て示 された ｡

3 ) p o A D 2 の E I , E I 遺伝子を ベ ク タ
ー

p B R 3 2 2 に 連結し て , 大腸菌を ク
ロ ー ン 化 した結果 ,

E I

と E Ⅲ酵素が大腸 菌内で生成された こと ｡ すを わち F l a v o b a c t e r i u m 属 由来の 遺伝子が大腸菌内で

表現さ れた最初の例を示 した こ と｡

4 ) p O A D 2 上 に繰り返 し配列が 5 ケ所以上存在する ことを示 し ,
こ の繰 り返 し配列と酵素蛋白の 変異

の 相関の 可能性 を指摘した こと ｡

こ の よう に本論文は非天然合成化合物に 対する微生物の適応現象に適切 を概念を与え ,
ま た酵素学

お よび遺伝子 工学に貢献すると こ ろが大である｡ よ っ て 本論文は博士論文とし て 価値 あるもの と認 め

る ｡
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ーン化した O 次いで部分欠失プラスミドの作製実験から両酵素の遺伝子座とその発現機構を解明して

いる O さらにSouthern法により Ell遺伝子に類似した繰り返し配列をpOAD2上の 4ケ所に同定して

し亙る O

総括では以土の結果を酵素進化の観点から展望している O

論文の審査結果の要旨

非天然型の合成化合物のみに作用して天然化合物に作用しない酵素の存在は，酵素進化の観点のみ

ならず，非天然型化合物による環境汚染に対する自然の応答の観点からも興味深い。本論文では非天

然化合物，ナイロンオ 1)ゴ守マーの微生物分解に関与する酵素と遺伝子を扱ったもので次のような重要

な結論を含んでいる O

1) 6 -Aminohexanoic acid cycl ic dimer (Acd) hydrolase (EI)カ注cdのみを基質として，天然化

合物には全く作用しない特殊な酵素であり，ナイロン工業成立後に工場廃棄物に適応して出現した

酵素である可能性を示したこと O

2) EI および 6-aminohexanoic acid 1 inear 01 igomer hydrolase (E ID遺伝子がFlavobacterium

sp. K172の保有するプラスミドpOAD2上に配座していることを明らかにした O 従来から生命維持に

必須でない遺伝子がプラスミドに配座している例が知られていたが，解毒の意味をもたず純粋にエ

ネルギー獲得の機能をもっ遺伝子aがフ。ラスミドに支配されている最初の例として示された O

3) pOAD2のEI， Ell遺伝子をベクター pBR322に連結して， 大腸菌をクローン化した結果， EI 

とEll酵素が大腸菌内で生成されたこと O すなわち Flavobacterium属由来の遺伝子が大腸菌内で

表現された最初の例を示したこと O

4) pOAD2上に繰り返し配列が5ケ所以上存在することを示し，この繰り返し配列と酵素蛋白の変異

の相関の可能性を指摘したこと O

このように本論文は非天然合成化合物に対する微生物の適応現象に適切な概念を与え，また酵素学

および遺伝子工学に貢献するところが大である O よって本論文は博士論文として価値あるものと認め

るO
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