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本論文は，好熱好アルカリ性 Bacillus sp. XAL601 由来の新規アミラーゼ/プルラナーゼについて検討したもので

ある。

第 1 章では，高温およびアルカリ性の条件で生育ができ，アミラーゼを分泌生産する株を土壌から分離し，本菌が分

泌生産するアミラーゼ/プルラナーゼの基本性質を調べて，本酵素がアルカリ性および耐熱性を有することを確認して

いる。また，枯草菌を宿主として酵素構造遺伝子のクローニングを行い，枯草菌内での発現に成功している。

第2章では，枯草菌用のベクターにクローニングされている本酵素の構造遺伝子を大腸菌由来のベクターにサブクロー

ニングし本酵素の遺伝子が大腸菌内でも効率良く発現することを明らかにしている。また，アミラーゼ/プルラナー

ゼ構造遺伝子の塩基配列を決定し，そのアミノ酸配列を明らかにすると共に，他の遺伝子との相同性を調べている。そ

の結果，本酵素の構造遺伝子はアミラーゼとしては非常に長いこと，および本酵素は α- アミラーゼの 4つの保存領域

(Region1 -4) を有し ， Clostridium 属由来の α- アミラーゼ活性とプルラナーゼ活性を両方とも保持する酵素と最も

相向性が高いことを明らかにしている。さらに， C 末端側には 6 アミノ酸残基 (Gly -Ser -Gly -Thr -Thr -Pro) 

が 12 回繰り返される 72 アミノ酸残基のヒンジ (hinge) 領域が存在することも示している。

第 3章では，アミラーゼ、構造遺伝子を大腸菌のフ。ロモーターに連結し，大腸菌を宿主として発現を行い，その大量生

産に成功している。また，大量発現された本酵素の精製及び基本性質検討を行い，本酵素が α ーアミラーゼ活性とプル

ラナーゼ活性を両方とも保持すると共に耐熱性及びアルカリ性酵素であることを明らかにしている。

第 4章では，枯草菌用の低コピープラスミドに本酵素遺伝子の全領域をクローニングし，枯草菌を宿主として発現さ

せた結果，本酵素は枯草菌内でフ。ロセッシングを受けることを証明している。枯草菌で生産された 2つのアミラーゼを

それぞれ精製して大腸菌から得られた酵素と基本性質を比較した結果，至適温度はほとんど変化が見られなかったが，

至適pH は本酵素の分子量減少に伴ってアルカリから中性側へ変化していることを明らかにしている。

また，元株，大腸菌および枯草菌で生産された組酵素液について糖鎖の有無を確認し，元株ではアミラーゼ活性を有
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する糖蛋白質が生産されていることを証明している。



総括では，以上の結果を要約し，将来展望を述べている。

論文審査の結果の要旨

本論文は，耐熱性およびアルカリ性の新規アミラーゼ/プルラナーゼの取得のために，目的とする条件で生育するア

ミラーゼ/プルラナーゼ生産菌を土壌から分離し構造遺伝子のクローニングと塩基配列決定を行ったものである。ま

た，大腸菌と枯草菌を宿主として本酵素遺伝子の大量発現を行い，酵素の大量生産に成功している。さらに，遺伝子組

換え体から得られた酵素を用い，その基本性質を調べこの酵素が新規アミラーゼ/プルラナーゼであることを証明して

いる。これらの成果を要約すると以下のようになる。

(1) 元株と組換え体から生産された酵素が高い至適温度と pH を有することおよびアミラーゼとプルラナーゼ活性を

保持することから，目的の耐熱性アルカリ性アミラーゼ、/プルラナーゼが取得されていると考察している。

(2) 耐熱性アルカリ性アミラーゼ/プルラナーゼ構造遺伝子の塩基配列を決定し，この酵素の構造遺伝子はいままで

知られている細菌由来のアミラーゼとその関連酵素の構造遺伝子より約3-4倍長いことを明らかにしている。さら

に C 末端側には 6 アミノ酸残基 (Gly -Ser -Gly -Thr -Thr -Pro )が 12回繰り返される 72 アミノ酸残基の

ヒンジ領域が存在していることから，その役割について考察している。

(3) 酵素遺伝子を転写融合的に大腸菌のフ。ロモーターに連結し大腸菌内での高発現に成功している。大量生産した

酵素を精製し，基本性質検討，分干量測定および基質に対する反応様式検討を行い，この酵素がいままで報告された

アミラーゼやその関連酵素とは性質が異なる新規酵素であることを考察している。

(4) 枯草菌用の発現プラスミドを構築し枯草菌内ではこの酵素がフ。ロセッシングされることを明らかにしている。生

産された酵素を精製し大腸菌から得られた酵素と基本性質を比較することにより，この酵素は分子量減少に従って至

適 pH がアルカリから中性側に変化していることを証明し，この酵素の C 末端側にはアルカリ性を支配するドメイ

ンが含まれていると考察している。

以上のように，本論文は耐熱性アルカリ性である新規アミラーゼ/プルラナーゼの取得に成功し，醗酵工学に貢献す

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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