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学位論文内容の要旨

    トリプトフんナーゼを用いたインドール、ピルピン酸、アンモニアからのL．トリプ

トフんン生産は、基質に対する高い収率ゆえ工業的に最も有望な方法とされてきた．し

かしながら原料であるピルピン酸の安価な供給方法が確立されていないこと、あるいは

実用に供するに足る優れた酵素がなかったことなどから、現在にいたるまで実際に工業

的に実用化された例は無い．このような中、我々の研究室ではL．トリプトフんン生産性

に極めて優れたトリプトファナーゼを産するEnterobacter aerog『．enes SM-18を見いだし

ており、一方大腸菌を用いたピルピン酸生産法も既に確立している．っまり我々はトリ

プトフんナーゼによるL．トリプトフんン生産において問題となる2点について、これら

を打開するのに有用な知見を持っていた．しかし実用に供するにはさらに解決されるべ

き課題が残されていた．すなわちカタボライト抑制がトリプトフんナーゼ発現を制限

し、且っトリプトファナーゼ酵素量がL．トリプトフんン生産量の制限要因であったこと

である．よってトリプトフんナーゼ大量発現系の確立がL．トリプトフんン生産量増大に

最も効果があると判断された．さらにトリプトフんナーゼ生産とピルビン酸発酵とを同

時に行うことができればL・トリプトフんン生産プロセスの大幅な簡略化になり、より実

用的になることが期待できた．またE． aerogenes SM-18のトリプトファナーゼ遺伝子に

ついての知見も有用なものであると思われたので、これらの主旨のもとに研究を進め

た．

1． E．  aerogenesト リ プ ト フ ん ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の 決 定 ・

  トリプトフんナーゼ活性発現能を有する、E． aerogenes SM-18染色体由来の5.8kbpの

PstI断片のうち2230 bpについて塩基配列を決定した．その結果トリプトフんナーゼ構

造遺伝子tnaAと、それに付随するtnaC，tnaB’及びプロモーター配列と思われる部分を

特定した．よってこの遺伝子は大腸菌と同様のトリプトフんナーゼオベロンとして存在

していることを明らかにした．塩基配列から予想されるトリプトフんナーゼのアミノ酸

配列は、他の細菌由来のトリプトフんナーゼやチロシンフェノールリアーゼのアミノ酸

配列と高い相同性を有していており、大腸菌トリプトフんナーゼとの相同性は59％で

あった．

2.ト1Jプトフんナーゼ高発現プラスミドの構築とL．トリプトフんン生産への応用．

  発現ベクターpTrc99Aのtacプロモーターの下流にトリプトフんナーゼ構造遺伝子
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tnaAをサブクローン化し、pKT901EAを得た．tacプロモータはカタボライト非感受性

で強カな転写開始活性をもっプロモータである．実際、これで形質転換した大腸菌
JM109 (JM109/pKT901EA)は、EIaerogenes SM-18の約3.6倍のトリプトファナーゼを

発現し、グルコースによるカタボライト抑制を受けなかった．JM109/pKT901EAをグ
ルコース存在下で、IPTGによる誘導を行いながら培養したところ、単位培養液体積あ

たりのトリプトフんナーゼ活性は、L．ト1Jプトファンで誘導したE． aerogenes SM-18の
約8.0倍となった．次にこのようなE．aerogenesトリプトフんナーゼを大量発現した大
腸菌菌体を用いてL．トリプトフんン合成を行った．大量発現による比活性の増加によ
り、E． aerogenes SM-18と比ベL，トリプトフんンの収量は顕著に増加した（6時間の反

応では約3.3倍、対インドール収率は74%、対ピルビン酸収率は43％）．さらにE．
aerogenesのトリプトフんナーゼはE．coliのそれと比して迅速かつ高収率でインドー
ル、ピルピン酸、アンモニアからL．ト1Jプトフんンを合成し、L-トリプトファン合成の
目的に適した優れた酵素であることが明らかになった（例えば6時間の反応での収量

は約2.8倍）．

3．E． aerogenes SM-18のトリプトフんナーゼの精製および諸性質の検討・

  E． aerogenesトリプトファナーゼの優れたL・トリプトファン生産性の原因を明らか
にするため、この酵素を精製し、諸性質の検討を行った．その結果、この酵素は大腸

菌のト1Jプトフんナーゼと比較して、熱失活温度が約5℃高く、また37℃での長時間
の保温でも失活しにくいこと見いだした．この安定性がE． aerogenesトリプトフんナー
ゼがL’トリプトファン生産において優秀な成績であった理由のーつであると思われ

た．また、この酵素は同一サブユニットからなる4量体であり、分解反応の至適pHは
8であることも明らかにした．

4.ピルビン酸生産能及びElaerogenesのトリプトファナーゼ生産能を同時にもつ組換
え大腸菌によるL．トリプトフんン生産．

  ピルピン酸生産菌E． coli W14851ip2をpKT901EAで形質転換した株W148 51ip2
/pKT901EAを用いて、一つの菌株でピルビン産生産とトリプトファナーゼを同時に生
産させ、引き続きL．トリプトフんン合成を行う事を試みた．ピルピン酸発酵の培養途
中にIPTGと同時に種々の栄養素を補充添加することにより、培養開始から40時間後に

は、70g/literのグルコースから28.6g/literのピルピン酸が培養液中に蓄積し、さらに菌
体内夕ンパクの約30%をしめるトリプトフんナーゼが誘導された．この発酵液に、イ
ンドール、アンモニアを加え、L．トリプトフんン合成反応を行ったところ反応開始か

ら36時間後には2 3.7g/literのLートリプトファンが合成された．っまりこれまでトリプ
トフんナーゼ誘導とピルピン酸発酵を別々に行っていたものが一度の培養で済むよう
になったことで時間が短縮され、発酵液をそのまま酵素反応液とすることで生産プロ
セスが大幅に簡略化されることになった．さらに、乳加工品製造の副生物で安価なバ
イオマスのひとつであるラクトースが、グルコースに代わる炭素源として、またIPTG
に代わるインデューサーとして利用できる事を実証した．
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  以上のように本研究では、まずE． aerogenes SM-18のトリプトファナーゼ遺伝子の

塩基配列を明らかにし、その知見をもとに、E aerok．enes SM-18のトリプトフんナーゼ
の大量発現系を確立した．これにより従来のE． aerogenes野生株を用いる場合と比較し
てL．トリプトフんン収量を大幅に増加させることができた．またEI aerogロesSM．18ト

リプトファナーゼはL．トリプトフんン合成能に優れていることを実証し、それは酵素
の安定性によるものである可能性を示唆した．さらにトリプトフんナーゼの誘導とピ
ルピン酸を同時に生産する方法を確立し、もってトリプトフんナーゼによるL．トリプ

トフんン生産の簡略化に成功した．
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Enとer〇ろacとer aer〇ge凡esトリプトファナーゼによる

    L一トリプトファン生産

  本論文は日本語本文40頁、図25、表8、引用文献56、緒言、総括、英文総括を含む

8章からなり、ほかに参考論文3編が付されている。

    ト1Jプトファナーゼを用いたインドール、ピルピン酸、アンモニアからのL-トリプ

トフんン生産は、基質に対する高い収率ゆえ工業的に最も有望な方法とされてきた．し

かし原料であるピルビン酸の安価な供給方法が確立されていないこと．、あるいは実用に

供するに足る優れた酵素がなかったことなどから、現在にいたるまで実際に工業的に実

用化された例は無い．本研究ではトリプトファナーゼによるL．ト1Jプトファン生産を実

用化可能なものとするために、遺伝子操作によるりプトファナーゼ大量発現とそれによ

るL-トリプトフんン収量の増大、及びピルビン酸生産とトリプトファナーゼ誘導を同時

′ に 行 う こ と に よ る 生 産 プ ロ セ ス の 簡 略 化 に つ い て 述 ぺ ら れ て い る ．

  第2章では、E． aerogenesトリプトファナーゼ遺伝子の塩基配列を決定し、構造遺

伝子tnaAと、それに付随するtnaC，tnaB’及びプロモーター配列と思われる部分を特定

した．よってこの遺伝子は大腸菌と同様のトリプトファナーゼオベロンとして存在して

いることを明らかにした．またこのトリプトフんナーゼのアミノ酸配列は他の細菌由来

のトリプトファナーゼやチロシンフェノールリアーゼのアミノ酸配列と高い相同性を有

していることを明らかにした．

    第3章では、E． aerogenesトリプトファナーゼ構造遺伝子tnaAを発現ベクターにク

ローン化し、大腸菌内で発現させた．これにより、E． aerogenes SM-18の約3.6倍のト

リプトフんナーゼを、カタボライト抑制を受けることなしに得ることに成功した．さら

にこのようなE． aerogenesトリプトフんナーゼを大量発現した大腸菌菌体を用いること

で、E． aero．genesSM．18と比ベ、L．トリプトファンの収量を顕著に増加させることに成

功した．またE．aer0齶nesのトリプトフんナーゼはE．c釧のそれと比して迅速かつ高収



率でインドール、ピルピン酸、アンモニアからL．トリプトファンを合成し、L．トリプト

フ ァ ン 合 成 の 目 的 に 適 し た 優 れ た 酵 素 で あ る こ と を 明 ら か に し た ．

  第4章ではE． aero．genesトリプトファナーゼを精製し、諸性質の検討を行ってい

る，その結果この酵素は大腸菌のトリプトファナーゼと比較してく熱失活温度が約

5℃高く、また37℃での長時間の保温でも失活しにくいこと見いだした．E．aer〇ぴロes

トリプトフんナーゼがL．トリプトファン生産において優秀な成績であった理由が、こ

の安定性によるものである可能性を指摘した．また、この酵素は同一サブユニットか

らなる4量体で あり、分解反 応の至適pHは8．0で あることも明らかにした．

  第5章ではピルピン酸生産菌E．cDnW1485Jゆ2を第3章で構築したトリプトファ

ナーゼ高発現プラスミドで形質転換し、この菌でピルピン産生産とトリプトフんナー

ゼを同時に生産させ、引き続きL．トリプトファン合成を行う事を試みている．ピ´レピ

ン酸発酵の培養途中にIPTGと同時に種々の栄養素を補充添加することにより、培養開

始から40時間後には70g／literのグルコースから28．6g／1iterのピ’レピン酸を得、さらに

菌体内タンパクの約30％を占めるトリプトファナーゼを誘導させた．この発酵液にイ

ンドール、アンモニアを加えることで、L．トリプトフんン合成反応を行い、反応開始

から36時間後には23．7g／literのL．トリプトファンを得た．これにより従来トリプト

フんナーゼ誘導とピルピン酸発酵を別々に行っていたものを一度の培養で行うことが

可能となり、もって生産プロセスの時間短縮と簡略化に成功している．さらに、乳加

工品製造の副生物で安価なバイオマスのひとつであるラクトースが、グルコースに代

わる炭素源として、またIPTGに代わるインデューサーとして利用できる事を実証し

た．

  以上のように本研究では、Enterobacter aerogenes由来のトリプトファナーゼとその

遺伝子についての基礎的知見を明らかにし、さらにこの酵素を用いたL．トリプトファ

ン 生 産 の 効 率 化 、 実 用 化 に 必 要 な 技 術 的 課 題 の い く っ かを 解 決し た．

  よって、審査員一同は別に行った最終試験の結果と合わせて、本論文の提出者川崎

  公誠は博士（農学）の学位を受けるのに充分な資格があるものと認定した。


