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論文内容の要旨

Pseudomonαs 属細菌が菌体外に分泌するアミラーゼのうち，イソアミラーゼはデンプン様多糖類の

分岐点を構成するし 6-α-D- グリコシド結合を特異的に加水分解する酵素として，またマルトテ

トラオース生成アミラーゼ (G 4 ーアミラーゼ)はデンプンをエキソ型に加水分解してマルトテトラオー

ス (G) を生成する酵素として，前者はマルトースの，後者はマルトテトラオースの工業生産におい

て重要な役割を果たしているO 本研究開始以前には，両酵素に関して，蛋白質化学的研究は詳細になさ

れていたものの，遺伝子レベルでの研究は皆無で、あった。本論文は，初めて両酵素の遺伝子レベルでの

解析に取り組んだ結果，両酵素遺伝子のクローニングに成功し，これらのDNAの塩基配列を決定し，

さらに両遺伝子の発現調節機構についての研究をまとめたものであり， 5 つの章からなっているo

第 1 章では， P. αmylodenαmosαSB-15のイソアミラーゼ遺伝子 (iam) のクローニング， DNA 

塩基配列の決定を行ない，イソアミラーゼの一次構造を明らかにした。その結果，イソアミラーゼの一

次構造にはプルラナーゼ，シクロマルトデキストリン・グルカノトランスフエラーゼ， α ーアミラーゼ

等の一次構造の聞に保存されている領域が存在し，この領域が活性に関与していることが示唆された。

とくに，同じ枝切り作用をもっプルラナーゼの一次構造との比較により， 1, 6-α-D- グリコシド

結合切断に関与する部位を推定した。

第 2 章では，イソアミラーゼ遺伝子(山m) の発現調節について解析した。その結果， Lαm の発現は

マルトースによって誘導されるが，グルコースによっては抑制されず，その調節は転写レベルでなされ

ていることを明らかにした。さらに，転写開始点を決定し ， Lαm プロモーターの配列を推定した。その

結果， Lαm フ。ロモーターは Pseudomonαs 特有のフ。ロモーター配列をもつことが明らかとなった。
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第 3 章では， P. stutzeri M 0 -19の G 4 ーアミラーゼ遺伝子 (αmyP) のクローニング， DNA塩基

配列の決定を行ない， G 4 ーアミラーゼの一次構造を明らかにした。その結果， G 4 ーアミラーゼの一次

構造には，他の α-アミラーゼの一次構造に保存されている領域が存在し，活性に関与していることが

示唆された。さらに配列の特徴から，特異性に関与する部位について考察した。

第 4 章では， G 4 ーアミラーゼ遺伝子 (αmyP) の発現調節について解析した。その結果， αmyP の、

発現はマルトースによって誘導され，グルコースによって抑制され，その調節は誘導に関しては転写レ

ベルで，抑制に関しては転写後レベルでなされていることを明らかにした。さらに転写開始点を決定し，

αmyP プロモーターの配列を推定した。その結果， αmyP プロモーターは Pseudomonαs 特有のプロ

モーター配列をもつことが明らかとなった。

第 5 章では，本研究で得られた主要な結果の総括と今後の展望について述べているO イソアミラーゼ

と G 4 ーアミラーゼの一次構造が明らかになったことにより，イソアミラーゼがデンプンのし 6-α

D- グリコシド結合を切断する機構， G 4 ーアミラーゼがデンプンをエキソ型に分解し α ーマルトテト

ラオースを生成する機構について， これまでに得られている酵素化学的知見とあわせて，アミノ酸残基

レベルで、考察で、きるようになった。さらに，遺伝子の部位特異的変異によるアミノ酸残基置換を導入す

ることにより，本酵素の特異性に関し，反応速度論的性質，熱安定性，基質特異性，至適 pH などを改

変することが可能となった。

一方， ~am と αmyP の発現を制御するフ。ロモーター領域の解析により，両遺伝子は Pseudomonαs

特有のフ。ロモーター配列を持ち，糖によって発現が制御されていることが明らかになった。したがって，

Escherichia coli や Bαcillus 属に比べて解析が遅れている Pseudomonω 属の遺伝子発現のモデル系と

して， ~αm あるいは αmyPを用いることにより ， Pseudomonω の遺伝子発現の制御機構に関する研究

が大きく発展するものと期待される。

論文の審査結果の要旨

本論文は，マルトースおよびマルトテトラオースの工業生産に重要な役割を果たしているマルトテト

ラオース生成アミラーゼ (G 4 ーアミラーゼ)およびイソアミラーゼの遺伝子レベルの研究を行ったも

のである。両酵素の遺伝子レベルの解析から，次のような重要な知見を得ている。

(1) P. αmylodenαmosα のイソアミラーゼ遺伝子のDNA塩基配列を決定し，本酵素の一次構造を明ら

かにしているo さらに一次構造の解析から，本酵素の活性に関与している領域を推定しているO

(2) イソアミラーゼ遺伝子のフ。ロモーター配列を同定し，発現調節機構を明らかにしている。

(3) P. stuzeri の G 4 ーアミラーゼ遺伝子のDNA塩基配列を決定し，本酵素の一次構造を明らかにし

ている o 同時に一次構造の解析から，本酵素の、活性に関与している領域を推定しているO さらに，本

酵素の遺伝子のフ。ロモーターを固定し，その発現はマルトースによって誘導され，ク。ルコースによっ

て抑制されることを見出しているO
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(4) 特異性の改変，熱安定化等をふくめ， これら 2 つのアミラーゼの工業的生産に関して新しい展望を

示している。

以上本研究は Pseudomonω の遺伝学，アミラーゼの生化学に貢献するものであり， 2 つの特異的な

アミラーゼの工業生産に重要な知見を与えるものである。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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