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論文内容の要旨

本論文は，ビタミン Cの製造中間体である 2- ケト -L ーグロン酸 (2KGA) の醗酵生産菌の代謝工学に関する研究

をまとめたもので緒論と本論 7章で構成されている。

緒論では，本研究の目的と意義，およびその背景について述べ，さらに本研究の概略についても示している。

第一章では，ビタミン C の工業フ。ロセスおよびその製造中間体の 2KGA の醗酵法による生産に関わる研究の報告を

紹介している。特に本研究の育種対象2KGA生産グルコノバクターの性質を述べ，更なる 2KGA生産収量向上におい

て， 2KGA生成酵素系“膜結合型のL ーソルボース脱水素酵素 (SDH) ー細胞質性L ーソルボソン脱水素酵素 (SNDH)"

の細胞内での局在性が，“細胞膜-細胞質"であることが問題点であることを述べている。

第二章では， 2KGA生産において基質浪費の代謝経路及びその関与レベルを明らかにしている。即ち， 2KGA として

回収されない基質L ーソルボースの大部分は， CO2 として失われ，その発生には，主としてぺントースリン酸経路が関

与していることを明らかにしている。

第三章では，この細胞質における基質浪費の抑制を可能にする膜結合型のL- ソルボソン脱水素酵素 (SNDH) をア

セトバクター属の酢酸菌から見い出している。その菌株アセトパクターリクエファシエンス IFO 12258 は，休止菌体

反応でL ーソルボソンを化学量論的に 2KGA に変換し，その酵素は，膜画分に局在していることを明らかにしている。

第四章では， 2KGA生産グルコノバクターの宿主-ベクタ一系を開発している。遺伝子導入法としては，接合伝達法

が有効であることを示し，ベクターとしては， 2KGA生産菌株の内在性プラスミドの複製起点を用いてシャトルベクター

として作成した pGE1 が，安定で宿主の生育や 2KGA生産を阻害しない有用なベクターであることを明らかにしてい

る。

第五章では，上記膜結合型L ーソルボソン脱水素酵素遺伝子をクローニングし，その塩基配列を決定している。推定

されるアミノ酸配列から，そのアミノ末端領域で細胞膜に結合し，データバンクの蛋白質と有意な相向性を有しない新

規な酵素であることを見い出している。

第六章では，クローン化した L- ソルボソン脱水素酵素遺伝子を 2KGA生産菌株に導入して組換え体を作成したと

A

叫
.
nu 
no 



ころ，ソルボソン脱水素酵素はその膜画分に局在し，その膜画分のみで， L- ソルボースおよびL ーソルボソンから

2KGAをほぼ化学量論的に生成することを見い出している。組換え体は， L- ソルボースおよびL ーソルボソンを基質

とする休止菌体反応において宿主より高収率で 2KGA を生成することを明らかにしている。

第七章では，本研究で得られた結果を総括し， 2KGA生産を含む各種酸化醗酵を担う酢酸菌の代謝工学的手法を用い

た更なる育種の可能性を論じている。

論文審査の結果の要旨

本論文は，現在の化学合成中心のビタミン C製造フ。ロセスの改良のために，その製造中間体である 2KGAを効率良く

醗酵生産する微生物を代謝工学的手法を用い育種することを目的としたもので，主な成果を要約すると次の通りである。

1) 育種対象菌株ク守ルコノバクターの基質浪費の代謝経路およびその関与レベルを放射性標識基質を用いて明らかに

している。

2) 酵素の局在性において目的の膜結合型のソルボソン脱水素酵素を，育種対象の宿主と同ーの酢酸菌，アセトバクター

から見い出している。

3) グルコノバクターの宿主-ベクタ一系を確立し，高い安定性と宿主の生育や 2KGA生産活性に悪影響を与えない

性質を有する工業プロセスに適したベクターを開発することに成功している。

4) アセトバクターから膜結合型L ーソルボソン脱水素酵素の遺伝子をクローン化し，その塩基配列を決定することに

より，本ソルボソン脱水素酵素は，新規な膜結合型アルデヒド脱水素酵素であることを見い出している。

5) 本遺伝子をク。ルコノバクターに導入することにより，宿主膜結合型ソルボース脱水素酵素に加えて，膜結合型L­

ソルボソン脱水素酵素を生理的に連結することに成功している。

6) 創製した組換え体が， L- ソルボースおよびL ーソルボソンを基質とする休止菌体反応において，宿主より高収率

で 2KGA を生成することを明らかにしている。

以上のように本論文は，従来の代謝工学手法にない新規な概念，即ち遺伝子操作技術を用いて膜結合型酵素系を工業

微生物に導入し，その育種に成功している。これらの成果は応用微生物学および生物工学分野に対して貢献するところ

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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