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論　　文　　の　　要　　旨

　トリプトファソ合成酵素（以下，TSと記す）は，いわゆる多機能酵素であり，L一セリソとイソ

ドールからのL一トリプトファソ合成など種々の反応を解媒することが知られているが，工業的には，

ほとんど利用されていなかった。

　本研究は，TSを用いるレアミノ酸類の新しい工業的製造法を確立することを目的とし，①TSと

アミノ酸ラセマーゼの組合由こよるL一トリプトファソの製造，②TSの多機能性を利用したL一シス

テイソ類の生産，③好熱性細菌のTS遺伝子のクローニソグとその遺伝子を利用した耐熱性TSの亙．

60〃での生産について検討したものである。

　先ず，化学合成により安価に製造可能なDレセリソとイソドールを基質とし，TSとセリソラセミ

化酵素による反応を組合せたレトリブトファソの新しい製造法について検討した。セリソラセミ化

酵素として，P3刎あ榊oηα8切棚αの低基質特異性アミノ酸ラセマーゼが使用できることを見出した。

両酵素の性質を調べ，TSによるレセリソとイソドールからのレトリプトファソ合成反応と低基質

特異性アミノ酸ラセマーゼによるD一セリソとラセミ化反応は，一つの反応檜内で同時に進行させる

ことができることを明らかにした。両酵素の酵素源として，亙．CoZ｛とP．抑君脇の休止菌体を用いた

場合の副反応について検討し，好ましくないセリソ分解酵素活性が，反応液へのアソモニウム塩の添

加により抑制できることを見出した。最適反応条件下，イソドールを間欠的に添加した反応を行い，

24時間で，mg／1のL一トリプトファソが対DL一セリソ収率91％，対イソドール収率100％という高

濃度，高収率で生成することを実証した。更に，亙、Co〃とP．μ蝪αの菌体をそれぞれアルギソ酸に

より固定化し，レトリプトファンの連続生産を検討した。固定化亙．60Z三菌体のTS活性安定化のため

の前処理として，エチレソジアミソ四酢酸存在下での熟処理が有効であることを見出した。CSTR
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（完全混合型連続反応器）により，L一トリプトファソが20日問，対イソドール収率80－99％で生産で

きることを実証した。連続反応におけるレトリプトファソの生産性を更に向上するには，TSの安定

性向上が必要であることを明らかにした。

　次いで，TSの多機能性の新しい応用として，TSのL一システイソ類合成への利用について検討し

た。TSによるβ一置換反応により，β一置換一レアラニソ（レセリソ，0一メチル｛一セリソ，β一ク

ロロ｛一アラニソなど）とスルフィド（水硫化ナトリウム，水硫化物アソモニウムなど）からL一シス

テイソが高収率で合成できることを見出した。L一セリソと水硫化ナトリウムが最も良い基質の組合

せであり，この場合のL一システイソの合成反応速度は，L一セリンとイソドールからのレトリプト

ファソ合成速度の約1／2であることを明らかにした。酵素源として亙．60〃休止菌体を用いた場合の

最適反応条件を確立し，対セリソ収率94％で1至49／1のレシステイソが8時間で合成できることを実

証した。次いで，非天然のアミノ酸の一つで，去疾剤として有用な8一（カルボキシルメチル）一レシ

ステイソ（以下L－CMCと記す）のTSによる合成について検討した。TSによるL一セリソとチオグ

リコニル酸からのレCMC合成反応の収率は，著しく低いが，チオグリコール酸の代り年，チオグリ

コール酸のアルキルエステルを用いると，レCMCのアルキルエステルが高収率で生成し，この

L－CMCアルキルエステルを化学的に加水分解するとレCMCが高収率で得られることを見出した。酵

素反応および化学的加水分解反応について，最適反応条件を確立し，酵素源として亙．Co乏｛休止菌体を

用いた16時間の酵素反応と引続いて，同じ反応檜内での2時問のアルカリ加水分解反応により，

且599／1のL－CMCが，対セリソ収率94％で得られることを弱らかにした。

　更に，TSの安定性向上を園的とし，好熟菌のTS遺伝子のクローニソグとその遺伝子の耐熱性

TS生産への応用について検討した。中等度好熱菌に属する勘c〃狐8吻ブo伽榊o声肋鮒のTSをコー

ドする遺伝子（妙βλ）をショットガソ法により亙．CoZ｛ヘクローニソグすることに成功した。得られ

た遺伝子の申で，TSをコードする部分の全塩基配列を決定した。卿8遺伝子は，12王5bp，卿A遺伝

子は，807bpの大きさであり，両遺伝子は，20bpを共有することを明らかにした。この遺伝子は，好

熱菌の遺伝子に共通な，コドソの第3文字のGCの割合が非常に高いという特徴を有していた。

卿βλの塩基配列から予想されるTSのβ一サブユニットとα一サブユニットのアミノ酸配列を亙．

CoZ｛，B．3幽伽3など他の細菌のものと比較し，β一サブユニットの相同性は高いが，α一サブユニット

相同性は低いことを明らかにした。β．3吻ブo伽舳o助伽3由来の妙βλ遺伝子を亙．CoZ｛用の高発現

ベクターに挿入し，亙．co〃内でβ．漉”o伽㈹o助伽3のTSを著量生産することに成功した。生産さ

れたTSを精製し，その性質を亙、co〃のTSと比較した。β．3吻70伽榊o助伽3のTS構造は，亙．

60Z乞と同様，α。β。のサブユニヅト構造であり，両酵素は各サブユニットの分子量もほぼ同じであっ

た。しかし，8．3吻ブo伽㈹o助伽8のTSは亙．60Z｛の酵素に比べ，熱安定性に優れていた。特に，両

酵素のαサブユニヅトの熟安定性に著しい差があることを見出した。更に，β．∫吻ro伽㈹o助伽3

のTSは，低pH，界面活性剤や有機溶剤に対する安定性にも優れており，工業的見地からも非常に有

用であることを明らかにした。

　以上に述べたように，本研究は，TSと低基質特異性アミノ酸ラセマーゼの組合せによるL一トリブ
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トファソの製造，TSのレシステイソ類合成への利用，好熱性細菌のTS遺伝子のクローニソグと塩

基配列決定，およびその遺伝子の亙．CoZ納での発現とその酵素の性質について詳細な検討を行ったも

のである。本研究で得られた知見は，TSを用いたアミノ酸類の工業的製造法の開発に大いに役立つ

ぼかりでなく，酵素法による各種の物質生産における類似の問題点解決の手がかりを提供するものと

考えられる。尚，本研究で得られた知見を基に，レトリプトファソの酵素法による生産が三井東圧化

学㈱において企業化されている。

審　　査　　の　　要　　旨

　本論文はトリプトファソ合成酵素（TS）の多機能性を利用してレセリソとイソドールからのレト

リブトファソの合成のみならず，L一セリソと水硫化ナトリウムからのL一システイソの合成，チオグ

リコーノレ酸のアルキルエステルとL一セリソからのS一（カノレボキシルメチノレ）一L一システイソの合成

などを行い，それぞれの収率及び反応速度を工業化可能なレベノレに高めることに成功すると共に，

TSの安定性向上のために好熱菌のTS遺伝子のクローニソグとその応用についても検討を行ったもの

で，実用的にも学術的にも高く評価される。

　よって，著者は農学博土の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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