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論文内容の要旨

本論文は， ビタミン B12 生産菌 Propionibαcterium freudenreichii におけるポルフィリン生合成系に関する研究を

まとめたものである。

緒言では，本研究の背景と目的，およびその意義について記述している o

第一章では，テトラピロール生合成の主な前駆体である δ ーアミノレプリン酸 (ALA) の生合成経路を明らかに

するために， P. freudenreichii の染色体遺伝子ライブラリーの作成と大腸菌の ALA 生合成能欠損変異株を用いて

ALA 生合成に関与する遺伝子の単離と解析について記述している。単離した遺伝子を hemL と同定し，

Propionibαcterium では以前報告されていた C4 経路ではなく C5 経路を経て ALA を生合成しているという新知見

を得ている o

第二章では，テトラピロール生合成に共通の経路の中で， ALA からポルフォビリノーゲン (PBG) を合成する酵

素 ALA dehydra tase をコードする遺伝子の単離とその解析について，さらにこの遺伝子を大腸菌内で発現させ， そ

の酵素を精製しその構造についても記述している o 単離した遺伝子を hemB と同定し， この菌由来のものは分子量

36 ， 000のサフーユニットの 8 量体から構成されていることを示唆しているo

第三章では，第一章および第二章で単離，解析した遺伝子が，他のへム生合成系遺伝子と共にクラスターを形成し

ていることの発見について記述している。 P. freudenreichii の hemYHBXPL クラスターは，テトラピロール生合成

系の初期段階の遺伝子と，へム生合成系の最終段階の遺伝子が 1 つのクラスターを構成する最初の例であることを発

見しているo

第四章では， ビタミン B12 合成へ分岐する酵素， urogenill methyltransferase をコードする遺伝子の単離，解析に

ついて，さらに大腸菌内で発現させ， その酵素の諸性質を調べた結果についても記述している。この菌の酵素は

urogenill に 2 つのメチル基だけではなく， 3 つあるいは 4 つのメチル基を付加する反応も触媒でき， また. urogen 

I も基質とするという知見を得ている。

最後に，本研究で得られた知見を総括し，嫌気性細菌のビタミン B12 生産菌におけるポルフィリン生合成系に関す

る研究の将来の展望について記述している。
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論文審査の結果の要旨

本論文は， ビタミン B 12 の発酵生産および生合成経路の研究に使われてきた嫌気性グラム陽性細菌である

Propionibαcterium freudenreichii のテトラピロール化合物の生合成経路をさらに解明するために，従来までの生化

学的手法のほか本菌において初めて遺伝子工学的手法を応用し，遺伝子レベルで研究し，テトラピロール化合物の生

合成に関する新たな知見を得ている。得られた結果を要約すると以下の通りである。

(1) テトラピロール生合成の研究に必要となる P. f reudenreichii の染色体遺伝子ライブラリーを構築している o

(2) テトラピロール生合成の主な前駆体である 5 ーアミノレプリン酸 (ALA) の生合成経路を明らかにするために，

大腸菌の ALA 生合成能欠損変異株を用いて ALA 生合成に関与する遺伝子を単離，解析し，単離した遺伝子を

hemL と推定し ， Propionibαcterium では以前報告されていたコハク酸を前駆体とする C4 経路ではなくグルタミ

ン酸を前駆体とする C5 経路を経て ALA を生合成しているという新知見を得ている。

(3) テトラピロール生合成に共通の経路の中で， ALA から PBG を合成する酵素 ALA dehydratase をコードする遺

伝子を単離，解析し，この遺伝子を hemB と同定している o

(4) 上記 hemB遺伝子を大腸菌内で発現させ，その生産物である ALA dehydra tase を精製し，この菌由来のものは

分子量36 ， 000のサブユニットの 8 量体から構成されていることを示唆している。

(5) 上記 hemL遺伝子， hemB遺伝子，両方を相補する変異株の解析および 8 kb の DNA 塩基配列を決定することに

より，他のヘム生合成系遺伝子と共にクラスターを形成していることを発見している。 P. freudenreichii の

hemYHBXPL クラスターは，テトラピロール生合成系の初期段階の遺伝子と，へム生合成系の最終段階の遺伝子

が 1 つのクラスターを構成する最初の例であることを発見している。

(6) ビタミン B12 合成へ分岐する酵素， urogenIII methyltransferase をコードする遺伝子を単離，解析し単離した

遺伝子を cobA と同定し ， cbiO遺伝子とオペロンを構成していることを明らかにしている占

(7) 上記 cobA 遺伝子を大腸菌内で発現させ， この菌の酵素は基質に 2 つのメチル基だけではなく， 3 つあるいは 4

つ付加する反応も触媒でき，また， urogen 1 も基質とするという知見を得ている o

以上，本論文においてビタミン B12 を生産するプロピオン酸菌において初めて ALA 生合成系を C 5 経路と同定す

るとともに，ポルフィリン生合成に関わるいくつかの遺伝子を分離しその位置づけを明確にした。これらの結果は

ポルフィリン生合成系の基礎知見に貢献するのみならず， ビタミン B12 をはじめ有用なポルフィリン化合物の生産に

寄与する可能性を示しているo よって，本論文は博士論文として価値あるものと認めるo
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