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論文内容の要旨

本研究は，固定化微生物によるフマル酸アンモニウムからのL ーアスパラギン酸製造法の改良を目的と

して，アスパルターゼ高活性株の育種を行ったものである。

第 1 章では， E.coli の野生型株のアスパノレターゼ合成がカタボライト抑制を受けているが，アスパル

ターゼ高活性変異株， EAPc 7 株と EAPc 2 4 4 株を分離している。両株とも野生株の 7倍のアスパル

ターゼを生産するが， EAPc 7 株はアスパルターゼ遺伝子 (aspA) 領域に， EAPc 2 44株はアデニ

ル酸シクラーゼ遺伝子 (cゆ A) 領域K変異を有している。形質導入によって両株の変異を組み合せると，

野生株の 1 5'"'" 2 0 倍のアスパルターゼを生産する株， A T 2 0 2 株の育成に成功している。

第 2章では ， E.coli K-1 2 株の ωρA 組換えフ。ラスミドの安定化を研究している。多コピーの

asρA 組換えフ。ラスミド p YT 4 7 1 はアスパルターゼ生産培地では不安定であるが とれに分配遺伝子

(pa r) を組込んだp NK 1 0 1 は宿主中で安定に保持され，対照菌株の 3 0 倍のアスパルターゼを生産

する。

第 3 章では，アスパルターゼ増産を目的として αゆAをランナウェイプラスミド pSY 3 4 3 'c連結し

てpYT 1 2 5 を作成している。乙のプラスミドは E.coli K -12 内で不安定であったが，安定化変異

株は野生型株の 6 5倍のアスパノレターゼを生産する。また pNK 1 0 1 を AT 2 0 2 株に導入した株は野

生株の 8 0倍のアスパルターゼを生産し，全菌体蛋白質の 4 0 '""'4 5%に相当するものである。
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論文の審査結果の要旨

本論文は，固定化微生物法によるフマノレ酸アンモニウムから L ーアスパラギン酸製造に重要な役割をす

るアスパルターゼの高生産菌を遺伝子工学の手法を用いて育種したもので，次のような重要な結果を得て

いる。

(1) E. col i のアスパルターゼに対するカタボライト抑制解除変異は アスパルターゼ遺伝子内の変異で

も，アデニ凡機シクラーゼ遺伝子内の変異によっても起るが，アスパルターゼ高生産を伴う。乙の 2 つ

の変異を 1 つの菌株に導入した株， AT 2 0 2 株ではアスパルターゼ生産性は相和的に増加する。

(2) アスパルターゼ遺伝子をクローン化し ， E. col i Jc.導入するとアスパルターゼを生産するが，多コピ

ーのプラスミドを用いると酵素生産培地中ではプラスミドが不安定となり消去が起る。乙の多コピープ

ラスミドに分配遺伝子(仰r) を導入したプラスミド， pNK101 は宿主中で安定化し，対照菌株の

3 0 倍のアスノカレターゼを生産する。

(3) アスパルターゼ遺伝子をランナウェイプラスミドに連結して得たフ。ラスミドは E.coli K-12 株内

で不安定であるが， K -1 2 の変異によって安定化させることができる。乙の安定化株は野生株の 6 5 

倍のアスパノレターゼを生産する乙とができる。

(4) pN K 1 0 1 を AT 2 0 2 株に導入した株は野生株の 80倍のアスパルターゼを生産し，全蛋白質の

40"-'45%を占めている。

以上のように本論文はアスパラギン酸の工業生産に必要なアスパラギナーゼ生産菌の育種について多く

の基礎ならびに応用に関する知見を与えており，酵素工学ならびに遺伝子工学に貢献すると乙ろが大きい。

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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