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論文の内容の要旨

　〃㈱洲肋榊o助伽8は生育温度範囲を50－85℃に有する高度好熱菌の代表的菌種の一つであり，遺伝子組換え

を含むgenetic聰anipu1就i㎝が行える生物の申で，最も高温で生育できる生物である。

　本研究は，T．肋榊ψ伽∫を用いた高温発酵による有用物質生産の可能性を検討するために，τ肋舳oψ舳㈱

の種々のアミノ酸性合成系遺伝子のクローニングと解析を行うとともに，τ肋㈱o肋伽Sでのアミノ酸の代謝制

御発酵を試みたものである。

　まず，τ肋榊ψ伽3朋27株から種々のアミノ酸性合成系遺伝子をクローニングし，それらの塩基配列を決

定した。決定された遺伝子は，仰oλ，仰o旦仰・Cα昭旦鮒gCり∫Rの6遺伝子に及んでいる。これらのうち，プロリ

ンについては，仰o旦仰oλ，仰。0の3遺伝子で，プロリン生合成系のすべてがカバーされていることが明らかとなっ

た。また，り5R遺伝子産物は，リジン生合成系の最終段階の酵素をコードしている妙∫λ遺伝子のアクティベーター

であると考えられた。これは，τ肋舳ψ伽5はもとより，高度好熱性細菌における遺伝子発現調節遺伝子の最

初の発見例である。

　プロリン生合成経過については，τ伽榊ψ伽∫の経路も，これまでに報告されていたアミノ酸生産菌や大腸

菌のものと同様であることが明らかとなった。そこで，生合成系の調節様式について検討したところ，生合成系

の最初の酵素であるγ一グルタミルキナーゼ伽o8遺伝子産物）が最終産物であるプロリンによってフィードバッ

ク阻害を受けることが明らかとなった。そこで，仰oB遺伝子に部位特異的変異を導入することによって，プロリ

ンによるフイードバック阻害がかからなくなった変異株の創製を試みた。大腸菌やアミノ酸生産菌における仰oB

遺伝子のフイードバック阻害脱感作変異株の変異都位の知見に墓づき，T．肋舳o艸伽∫の仰B遺伝子に部位特異

的変異の導入を行った。その結果，γ一グルタミルキナーゼがプロリンによるフィードバック阻害を受けなくなづ

た変異株が得られた。ついでこの変異株に紫外線による変異処理を施すことにより，プロリン資化能欠損株（す

なわちプロリン分解系遺伝子の欠損株）の分離を試みた。得られたプロリン資化能欠損株について，プロリンの

菌体外への生産能を検討したところ，一株がプロリンを菌体外へ分泌生産していることが確認された。定量の結

果，プロリンの生産量は培地1リットル当たり約2mgであり，プロリン以外に数種のアミノ酸の副生も認められた。

これは，τ伽榊ψ伽3のみならず高度好熱性細菌における代謝制御発酵の世界で初めての成功例である。

　なお，塩基配列を決定したアミノ酸生合成系遺伝子のすべてについて，それらの遺伝子産物の一次構造の常温
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菌酵素との比較検討も行っており，耐熱性蛋白質の耐熱性に係るいくつかの知見も得ている。

審査の結果の要旨

　高度好熱性細菌の代表的菌種の一つである丁加舳〃∫肋舳o帥伽8から，6種類ものアミノ酸生合成系酵素遺伝

子をクローニングし，それらの一次構造を明らかにしたことは，これらを材料とした生化学，蛋白化学研究の発

展への多大な寄与という点から，まず高く評価できる。また，これらの申に，好熱性細菌ではこれまで未発見で

あった調節遺伝子が含まれていることの意義も少なからぬものがある。

　さらに，生合成系の全体像が明らかになったプロリン生合成系をターゲットとして，好熱性細菌で未だかつて

試みられたことがなかった代謝制御発酵を試みたことは，本研究の極めてユニークな点である。部位特異的変異

の導入によるフィードバック阻害脱感作変異株の人工的（理論的）創製と，ランダムな突然変異によるプロリン

分解能欠損株の取得という，分子生物学的手法と古典的遺伝学手法の融合によって，目的とするプロリン生産株

の取得に成功した。プロリンの生産量は，アミノ酸生産菌のそれと比べて現時点では著しく低いが，好熱性細菌

においも代謝制御発酵が可能であるということを厳然たる事実として示したことは，高く評価されて然るべきで

ある。

　よって，著者は博士（学術）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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