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論文の内容の要旨

　自然界における無機硫黄化合物の代謝において化学独立栄養細菌τ肋obαε伽∫肋oo〃α〃Sが重要な役割を演じ

ている。申でも無機硫黄化合物の代謝の鍵となる亜硫酸酸化反応は，T．thiooxid狐sのエネルギー生成に関与す

る最も重要でかつ基本的な反応である。また，本菌は強酸性下に生育できることから本菌の特殊な微生物機能を

研究することは興味深く重要である。しかし，本菌の培養は困難で充分な細胞収量が得られていないため，亜硫

酸酸化（代謝）経路の酵素レベルの研究は殆どなく，更に微生物機能の応用はバクテリアリーチング以外に行わ

れていない。

　本研究はT．thiooxidans　JCM7814を供試菌株として，本菌を高密度に大量培養する方法の開発ならびに本菌の

亜硫酸酸化経路の解明とその経路のキーエンザイムの精製およびその性質を明らかにしたものである。更にこれ

らの成果をもとに本菌の亜硫酸酸化機能を応用して，実用的な亜硫酸測定用微生物センサーを開発したものであ

る。

　新規培養法の確立＝本菌のエネルギー基質にチオ硫酸ナトリウムを用いpHを5に制御して培養することによ

り，従来の硫黄での培養に比べて増殖速度が大幅に上昇することを見いだした。更に基質阻害が起こらない濃度

にチオ硫酸濃度を制御しかつ培養液中の生育阻害物質（硫酸塩）を連続的に除去する目的で，ホローファイバー

モジュールを用いた濾過培養法を開発した。培養の結果，96時間で7，730泌g／Lという極めて高密度の菌体を得る

ことに成功した。

　亜硫酸酸化経路の解明＝微生物菌体を大量に得ることができたことから，本菌の亜硫酸酸化経路の解明を行っ

た。本菌の亜硫酸酸化活性は細胞膜画分に局在しており，AMPによって活性化されなかった。また，亜硫酸と

AMPからアデノシンホスホ硫酸が生成しないことを確認した。これらの結果から，本菌の亜硫酸酸化経路は亜

硫酸脱水素酵素により亜硫酸から直接硫酸に酸化されるAM1P－independent経路であることを証明した。更に亜

硫酸が硫酸に酸化される際に発生する電子によってシトクロムが還元されることを明らかにした。

　亜硫酸脱水素酵素の性質：本菌の亜硫酸酸化経路のキーエンザイムである膜結合型亜硫酸脱水素酵素の性質を

明らかにする目的で酵素の精製を行った。膜画分から界面活性剤のヘプチルチオグルコシドによって酵素が効率

よく可溶化されることを見いだした。可溶化酵素をTriton　X－100を含む緩衝液で平衡化したカラムで精製した

ところ，電気泳動的に均一な標品を得ることに成功した。本酵素は3つのサブユニットをもつ分子量400kDaの
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蛋白質であり，酵素の至適pHは7．5，至適温度は20℃であった。また，本酵素は亜硫酸のみを基質とし，フェ

リシアニドとシトクロムCを電子受容体とすることがわかった。これらの結果から，本菌の亜硫酸酸化は亜硫酸

脱水素酵素により亜硫酸が硫酸に酸化され，発生した電子がシトクロムを経由して最終的に酵素に伝達されて酸

素吸収が起こる，機構であることを明らかにした。

　亜硫酸測定用微生物センサーの開発：本菌の亜硫酸酸化機能を応用して，亜硫酸測定用微生物センサーを開発

した。亜硫酸は食品産業において酸化防止などに広く使用されており，その濃度は常に適正に管理されなければ

ならない。そのため，迅速かつ正確な亜硫酸の定量法が望まれている。本菌の菌体は亜硫酸酸化システム全体を

含み長期聞活性が安定であったため，バイオセンサーの分子認識素子として充分に満足するものであった。本菌

を固定化した微生物膜，酸素電極およびガス透遇性膜を組み合わせて亜硫酸測定用微生物センサーを作製した。

測定の結果，試料申の亜硫酸濃度と酸素電極の電流減少値の間に比例関係が認められ，遊離型亜硫酸を選択的に

迅速かつ正確に定量することができた。更に試料中の結合型亜硫酸を酸性条件下で加熱分解する方法を開発し，

本センサーが食品中の全亜硫酸量を分析できることを明らかにした。一方，本菌の亜硫酸酸化による硫酸の生成

と同時に水素イオンの発生が認められたことから，pH感受性ガラス電極（pH電極）をトランスデューサとする

亜硫酸測定用微生物センサーの開発を行った。その結果，本センサーは酸素濃度および測定温度に影響されずに，

試料中の遊離型亜硫酸を定量できることを見いだした。

審査の結果の要旨

　本論文は自然界の硫黄の循環に重要な役割を演じているTん｛o5α6伽∫肋oo肋α㈹の高密度菌体の培養法を開発

し，得られた菌体の亜硫酸酸化経路を解明するとともに，その利用として，亜硫酸測定用微生物センサーの開発

とその実用化を目的として研究を行い，まとめたものである。

　本論文は，エネルギー墓質として硫黄にかえてチオ硫酸ナトリウムを用い，さらに培養液申に蓄積する硫酸塩

を除去する濾過培養法を開発することにより，高密度菌体を得ることに成功し，その結果，得られた大量の菌体

を用いることにより，これまで不明であった本菌の亜硫酸酸化経路の機構を初めて明らかにすることに成功して

いる。また，本菌の性質を利用して遊離型亜硫酸の迅速で正確な定量用微生物センサーシステムを開発し，食品

申の亜硫酸量測定の実用化にも成功している。

　以上得られた研究成果は，いずれも初めての試みで得られたもので，本研究の独創性を示すものであり，また，

本研究は，独立栄養微生物の培養工学的および生化学的研究の新しい道を開くものであり，さらに得られたセン

サーの食晶産業への応用性などから，高く評価できる研究である。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。

一331一


