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論文内容の要旨

高温での運転可能な乳糖分解プロセスの実用化に必要な耐熱性ß-ガラクトシダーゼ生産株の育種を

目的として，好熱性細菌の β ーガラクトシダーゼ遺伝子をクローン化し，その構造と発現機構を解析し

ている。また本酵素の Bαcillus subtilis での生産と固定化、法についても検討している。

第 1 章では， B.stearothermophilus 1 AMll001株の 3 種類の β ーガラクトシダーゼを精製し， β ー

ガラクトシダーゼE と E は同じサブユニットからなるが会合度が異るアイソザイムであることを明らか

にしているo また β ーガラクトシダーゼ I は他の酵素とは熱安定性，分子量が異なる別種の蛋白質であ

り，応用的観点から最も優れたものであるとしている。

第 2 章では，これら β-ガラクトシダーゼ遺伝子を大腸菌を宿主としてクローン化し，遺伝子の構造

ならびに，大腸菌または枯草菌に導入して生産される遺伝子産物の性質を調べているo β ーガラクトシ

ターゼ E と E は同一遺伝子 bg，αA にコードされ， ß ーガラクトシダーゼ I は別の遺伝子 bg，αB にコード

されることを結論している。また bgαB遺伝子は枯草菌中で高発現され， β ーガラクトシダーゼが宿主

菌の細胞蛋白質の 7%を占めることを見出している。

第 3 章では， bgαB遺伝子の塩基配列を決定し，フ。ロモーター領域を同定した結果， β ーガラクトシ

ダーゼ I は従来知られている他の β ーガラクトシダーゼとアミノ酸配列の相同性が全く認められないこ

と ， bg，αB のプロモータが枯草菌で効率よく機能することを見出し， β ーガラクトシダーゼの高発現に

寄与していることを見出している。

第 4 章では枯草菌における β ーガラクトシダーゼ I の生産のための培養条件，精製法について研究し，

枯草菌はβ-ガラクトシダーゼを構成生産し，生産量は培養液 1 p_当り 100mgに達し，枯草菌で生産し
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た β ーガラクトシダーゼ I は熱処理によって効率よく精製できることを認めているo また β ーガラクト

シダーゼを固定化し. 60
0

Cで乳糖を連続分解すると活性半減期が100"""'340時間と安定であると報告して

いる。

論文の審査結果の要旨

本論文は食品工業上有用な耐熱性の β-ガラクトシダーゼ生産菌を遺伝子工学の手法を用いて育種し

たものであり，次のような重要な成果を含んでいる。

(1) 中等度耐熱性菌.Bαcillus stearothermophilus は 3 種類の ß-ガラクトシダーゼを生産し，その

うち 2 種はbgαA 遺伝子にコードされているサプユニット蛋白質の会合度の差によって生じること，

ならびに他のアイソザイム， β ーガラクトシダーゼ I は他の遺伝子. bg，αB にコードされ， より耐熱

性であることを明らかにしているo

(2) bg，αB遺伝子の塩基配列を決定し，それより推定されるアミノ酸一次配列が従来知られている β­

ガラクトシダーゼのものとは相向性が認められない新しいものであることを証明しているo

(3) bg，αB遺伝子のプロモーターは枯草菌中で高い活性を有しており，枯草菌細胞蛋白質の 7%におよ

ぷβ-ガラクトシダーゼを生産するほか，他の酵素遺伝子に連結すると高発現させることができ，高

発現ベクタ一作成の要素として期待されるo

(4) 中温菌の生産する耐熱性酵素は加熱処理によって容易に精製できる。枯草菌中でβ ーガラクトシダー

ゼを生産させると，加熱処理により 80%純度まで精製でき，純化が容易になった。

(5) β ーガラクトシダーゼ I を固定化し，乳糖を600Cで連続分解を行い，活性半減期100.......340時間を得

ている。これは充分実用化に耐える値であるo

以上の成果は遺伝子工学，酵素工学ならびに食品工学に貢献するところが大きい。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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