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論 文 の 内 容 の 要 旨

　過酸化水素はその強い酸化力から漂白剤や殺菌洗浄剤として，製紙工場，飲料工場などの産業で需要が高

まっている。特に，従来の塩素系殺菌剤が環境汚染源として問題となる中，水と酸素に分解される過酸化水

素の有用性が注目されている。しかし，過酸化水素を含んだ廃液は，そのままでは後の活性汚泥槽中の生物

膜に悪影響を与えるため，前工程で十分に分解しなければならない。

　現在の主な過酸化水素分解方法は，吸着処理や化学処理である。吸着処理については，吸着剤交換時期の

予測が困難で，活性汚泥槽への流出が問題となる。また，化学処理は，強力な還元剤を用いるため作業上の

安全性の問題がある。

　カタラーゼは過酸化水素を水と酸素に分解する酵素であり，その安全性もきわめて高く，廃液に直接添加

することによって過酸化水素を分解し，余計な廃棄物をほとんど生じない。このため，微生物によって生産

されるカタラーゼがいくつか商品化され流通しているが，価格が高くコストの上昇を招くため，いまひとつ

普及に至っていない。

　申請者は，自然界から高いカタラーゼ生産能を持つ微生物の検索を行い，複数の高生産株を得た。これら

について生産性，至適 pH，温度等の検討結果から，Rhizobium sp. 2-1 株を最優良株として選出した。次に，

2-1 株の持つカタラーゼを各種クロマトグラフィーにて精製した。精製酵素を SDS-PAGEに供したところ，

単一のバンドまで精製されていることが確認され，その分子量は約 6万と求められた。一方，ゲル濾過にお

いては分子量約 28 万の位置に溶出されたことから，本酵素はおそらく 4または 5量体で存在すると考えら

れた。精製されたカタラーゼの比活性は 764,500unit/mgと非常に高く，5-11 の幅広い pH範囲，及び 60℃ま

での温度で安定性を示した。また，Kmは 60.06mM，Vmaxは 10.17mM/minと求められた。

　さらに，本カタラーゼをコードする遺伝子の取得を試みた。精製したカタラーゼの N末端アミノ酸配列

をもとに相同性検索を行い，相同性の認められた部分のアミノ酸配列と N末端のアミノ酸配列をもとに



560

PCRプローブを作成し，タッチダウン PCRによりカタラーゼ遺伝子の内部配列を増幅した。得られた断片

の塩基配列をもとに再度プローブを作成して，インバース PCRによる両末端部分の配列を増幅した。その

結果，1,854 塩基からなる ORFのクローニングに成功し，これを katHとした。本 ORFは 55059.39Daのポリ

ペプチドをコードしており，N末端のアミノ酸配列（20 アミノ酸）は精製したカタラーゼ由来の配列と完

全に一致した。

　得られたカタラーゼ遺伝子配列について相同性検索を行ったところ，本遺伝子は Nitrobacter hamburgensis

由来の推定カタラーゼ遺伝とアミノ酸レベルで 87％の相同性を示したが，Rhizobium由来のカタラーゼとは

最も高いものでも 40％程度であり，新規な遺伝子であることが明らかになった。また，他の monofunctional

ヘムカタラーゼの有するヘム結合部位と相同性の高い部分が認められたことから，本酵素は典型的な

monofunctionalヘムカタラーゼであるということが明らかになった。

審 査 の 結 果 の 要 旨

　本研究は工業利用を前提に安定かつ生産性の高いカタラーゼ生産を目指して行われている。まず生産性の

高い微生物の取得を試み，高生産性，かつ実際の現場の環境条件に十分耐えうる高い安定性を持ったカタラー

ゼを生産する優良株を得ている。また，この菌株からカタラーゼを精製し，その安定性，高活性が精製酵素

においても維持されることを明らかにしている。本酵素の活性は現在カタラーゼの工業生産に利用されてい

る菌株の 2－ 4倍に達しており，産業用酵素として即使用に耐えうる性能を持つ。

　また，本研究ではこのカタラーゼの遺伝子取得を行っている。タッチダウン PCR及びインバース PCR等

の遺伝子解析手法を駆使して遺伝子の取得に成功しており，またその配列の相同性検索の結果本酵素は

Rhizobium由来のカタラーゼとしては新規なものであり，Nitrobacter hamburgensis由来のカタラーゼに近い

ものであることを明らかにしている。これらの知見は，今後同様な高活性カタラーゼのスクリーニングを行

う際に有効な知見であるといえる。今後は本遺伝子の進化工学的改変等による生産性・酵素活性・安定性の

向上等，更なる研究の進展が期待されよう。

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


