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分 子 内 に ベ ン ゼ ン 環 を 含 む 有 機 化 合 物 は 芳 香 族 化 合 物 と 総 称 さ れ て お り 、

石 炭 や 石 油 な ど の 化 石 燃 料 中 に 多 く 含 ま れ て い る 。 芳 香 族 化 合 物 か ら 得 ら れ

る 各 種 の 誘 導 体 は 、 化 学 製 品 あ る い は 医 薬 品 の 原 料 と し て 重 要 で あ り 、 そ の

合 成 （ 化 学 的 変 換 ） に は 有 機 化 学 的 方 法 が 用 い ら れ る こ と が 多 い 。 し か し 、

従 来 の 有 機 合 成 プ ロ セ ス で は 高 温 高 圧 条 件 下 で の 反 応 が 利 用 さ れ る こ と が 多

く 、 目 的 物 質 へ の 選 択 的 な 変 換 が 困 難 で あ る た め 廃 熱 や 不 要 な 副 生 成 物 の 発

生 と い っ た 環 境 へ の 負 荷 が 大 き な 問 題 と な っ て い る 。  
一 方 、 酵 素 や 微 生 物 を 生 体 触 媒 と し て 利 用 し た 芳 香 族 化 合 物 の 変 換 は 、 常

温 常 圧 条 件 下 で 目 的 物 質 へ の 選 択 的 な 変 換 が 可 能 で あ る こ と か ら 、 環 境 調 和

型 の 新 規 な 方 法 と し て 重 要 視 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 従 来 の 有 機 合 成 プ ロ セ

ス に 代 替 可 能 な 方 法 と し て 、 酵 素 に よ る 芳 香 族 化 合 物 の 変 換 に よ り 新 規 な 有

用 物 質 の 生 産 方 法 を 構 築 す る こ と は 極 め て 重 要 で あ る 。 ま た 、 芳 香 族 化 合 物

の 混 合 物 か ら 不 要 な 成 分 を 酵 素 を 利 用 し て 選 択 的 に 除 去 す る 方 法 を 構 築 す る

こ と も 極 め て 重 要 で あ る 。 こ れ ら の 実 現 に よ っ て 環 境 調 和 型 か つ 効 率 的 な 芳

香 族 化 合 物 変 換 プ ロ セ ス の 新 展 開 が 期 待 で き る 。  
本 論 文 で は 、 環 境 調 和 型 な 芳 香 族 化 合 物 の 微 生 物 変 換 プ ロ セ ス の 構 築 を 目

的 と し た 研 究 を 行 い 、 そ の 成 果 を ま と め て い る 。  
 第 1 章 で は 、芳 香 族 化 合 物 の 微 生 物 変 換 に つ い て 概 説 し て い る 。芳 香 族 化

合 物 の 微 生 物 変 換 と 使 用 さ れ る 特 徴 的 な 酵 素 の 報 告 例 に つ い て ま と め 、 芳 香

族 化 合 物 に 関 す る 微 生 物 変 換 を 従 来 の 有 機 合 成 法 や 金 属 触 媒 を 用 い た 反 応 と

比 較 し 、 そ の 特 徴 に つ い て 記 述 し て い る 。 こ れ ら を 背 景 と し て 、 本 研 究 の 意

義 と 目 的 を 明 ら か に し て い る 。  
 第 2 章 で は 、 本 研 究 で 用 い た 主 な 実 験 方 法 に つ い て 記 述 し て い る 。  

第 3 章 で は 、 バ イ オ 脱 硫 を 目 的 と し て 新 規 な 好 熱 性 ジ ベ ン ゾ チ オ フ ェ ン

（ DBT）脱 硫 細 菌 Mycobacter ium phle i  WU-F1 由 来 の DBT 脱 硫 酵 素 遺 伝 子

を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 機 能 を 解 析 し て い る 。 プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ

ョ ン 法 に よ り 、M. phle i  WU-F1 か ら DBT 脱 硫 酵 素 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ を

行 い 、 当 該 遺 伝 子 の 上 流 領 域 2  kb お よ び 下 流 領 域 1  kb の 塩 基 配 列 を 決 定 し

て い る 。 DBT 脱 硫 に 関 わ る DNA の 塩 基 配 列 を 解 析 し 、 並 行 し て 使 用 し た

Bac i l lus  subt i l i s  WU-S2B 由 来 の DBT 脱 硫 酵 素 遺 伝 子（ bdsABC）と 100％
の 相 同 性 を 示 す こ と を 明 ら か に し て い る 。 両 株 は 属 種 が 異 な り 系 統 的 に 離 れ

て い る に も 関 わ ら ず 、DBT 脱 硫 酵 素 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 が 同 一 な こ と か ら 、こ

の 事 実 は 脱 硫 遺 伝 子 群 bdsABC が 進 化 系 統 学 的 に 遠 距 離 に 位 置 す る 菌 種 に ま

で 水 平 伝 達 さ れ た 可 能 性 を 示 唆 し て お り 、 微 生 物 学 的 に も 極 め て 興 味 深 い 成

果 で あ る 。  
第 4 章 で は 、M. phle i  WU-F1 の 遺 伝 子 組 換 え に よ る DBT 脱 硫 能 力 の 強 化

に つ い て 検 討 し て い る 。 Mycobacter ium-Escher i ch ia  co l i シ ャ ト ル ベ ク タ ー

を 作 製 し 、 WU-F1 の 宿 主 ‐ ベ ク タ ー 系 の 構 築 に 成 功 し て い る 。 bdsABC と

DBT の 酸 化 反 応 に 関 与 す る フ ラ ビ ン レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 （ f rm） を シ ャ ト ル

ベ ク タ ー に 連 結 し 、 M. ph le i  WU-F1 の 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ り 、 当 該



 

遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 増 大 さ せ た 組 換 え 体 M. phle i  WU-F1 /pUALSABCD を 作

製 し て い る 。 さ ら に 、 M. phle i  WU-F1 /pUALSABCD を 用 い た 休 止 菌 体 反 応

に よ る DBT 脱 硫 を 検 討 し 、 野 生 株 の M. ph le i  WU-F1 と 比 較 し て 45℃ に お

け る DBT 脱 硫 活 性 を 約 2 倍（ 0 .67  nmol /min /mg-dry - ce l l -we ight）向 上 さ せ

る こ と に 成 功 し て い る 。 す な わ ち 、 好 熱 性 脱 硫 細 菌 の 形 質 転 換 系 の 構 築 と 遺

伝 子 組 換 え に よ る DBT 脱 硫 能 力 の 強 化 に 成 功 し て い る 。 こ れ ま で に 好 熱 性

脱 硫 細 菌 の 育 種 に 関 す る 報 告 例 は な く 、 バ イ オ 脱 硫 の 実 用 化 を 想 定 し た 場 合

に 極 め て 有 意 義 な 成 果 と し て 高 く 評 価 で き る 。  
第 5 章 で は 、レ ゾ ル シ ノ ー ル か ら γ ‐ レ ゾ ル シ ン 酸 を 合 成 す る 能 力 を 示 す

新 規 酵 素 の 解 析 を 目 的 と し て 、Rhizob ium rad iobac ter  WU-0108 由 来 の 可 逆

的 γ ‐ レ ゾ ル シ ン 酸 脱 炭 酸 酵 素（ Rdc）を コ ー ド す る 遺 伝 子（ rdc）を ク ロ ー

ニ ン グ し 、 機 能 を 解 析 し て い る 。 土 壌 か ら 新 規 に 単 離 し た R.  radiobacter  
WU-0108 か ら 、レ ゾ ル シ ノ ー ル に 位 置 選 択 的 に カ ル ボ キ シ ル 化 し γ ‐ レ ゾ ル

シ ン 酸 を 合 成 可 能 な 酵 素 （ Rdc） を 発 見 し 、 こ れ を 精 製 、 酵 素 的 諸 性 質 を 検

討 し て い る 。Rdc は 、従 来 の 脱 炭 酸 酵 素 と は 異 な り 補 酵 素 や ATP 等 を 必 要 と

せ ず 、 酸 素 存 在 下 で も 反 応 が 進 行 す る 実 用 性 に 優 れ た 能 力 を 有 す る こ と を 明

ら か に し て い る 。コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り Rdc を コ ー ド す

る 遺 伝 子 （ rdc） を ク ロ ー ニ ン グ す る と と も に 、 当 該 遺 伝 子 が 327 個 の ア ミ

ノ 酸 残 基 か ら 成 る 37 .4  kDa の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て お り 、 従 来 の 脱 炭 酸

酵 素 と は ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 相 同 性 も 低 く 、 新 規 な 酵 素 で あ る こ と を 明 ら

か に し て い る 。 さ ら に 、 rdc へ の 部 位 特 異 的 変 異 導 入 に よ り 、 Rdc に お い て

は 164 番 目 と 218 番 目 の His 残 基 が 活 性 に 関 与 し て い る こ と を 明 ら か に し て

い る 。 レ ゾ ル シ ノ ー ル か ら γ ‐ レ ゾ ル シ ン 酸 を 選 択 的 に 合 成 可 能 な 酵 素 に 関

す る 初 め て の 報 告 で あ り 、 そ の 新 規 性 を 酵 素 的 性 質 と 遺 伝 子 の 特 徴 の 両 面 か

ら 明 ら か に し た 内 容 は 、 新 規 か つ 独 創 的 な 成 果 と 高 く 評 価 で き る 。  
第 6 章 で は 、 rdc を 高 発 現 さ せ た 組 換 え 大 腸 菌 細 胞 を 利 用 し た γ ‐ レ ゾ ル

シ ン 酸 生 産 に つ い て 検 討 し て い る 。 rdc を 高 発 現 さ せ た 組 換 え 大 腸 菌 E.  co l i  
BL21  (DE3) /pENS10 を 作 製 し て い る 。さ ら に 、E.  co l i  BL21  (DE3) /pENS10
の 休 止 菌 体 反 応 を 利 用 し た レ ゾ ル シ ノ ー ル の 位 置 選 択 的 カ ル ボ キ シ ル 化 反 応

を 最 適 化 し て い る 。 反 応 は 、 E.  co l i  BL21  (DE3) /pENS10 の 細 胞 懸 濁 液 に レ

ゾ ル シ ノ ー ル と 炭 酸 水 素 カ リ ウ ム を 混 合 し 、30℃ で 7 時 間 振 と う す る こ と に

よ っ て 行 い 、8 .8  mM の γ ‐ レ ゾ ル シ ン 酸 を 20  mM の レ ゾ ル シ ノ ー ル か ら 最

大 収 率 44％ で 生 産 す る こ と に 成 功 し て い る 。従 来 の 有 機 化 学 的 な 変 換 プ ロ セ

ス で は 困 難 な 、 常 温 常 圧 条 件 下 に お け る レ ゾ ル シ ノ ー ル か ら の γ ‐ レ ゾ ル シ

ン 酸 の 選 択 的 生 産 に 成 功 し て お り 、 極 め て 有 意 義 な 実 用 的 成 果 を 示 し た 内 容

と し て 高 く 評 価 で き る 。  
第 7 章 で は 、フ ェ ノ ー ル か ら サ リ チ ル 酸 を 合 成 す る 能 力 を 示 す 新 規 酵 素 の

解 析 を 目 的 と し て 、 Tri chosporon  moni l i i f o rme WU-0401 由 来 の 可 逆 的 サ リ

チ ル 酸 脱 炭 酸 酵 素 （ S d c） を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ s d c） を ク ロ ー ニ ン グ し て 、

そ の 機 能 を 解 析 し て い る 。 土 壌 か ら 新 規 に 単 離 し た T.  moni l i i f o rme  



 

WU-0401 か ら 、フ ェ ノ ー ル に 位 置 選 択 的 に カ ル ボ キ シ ル 化 し て サ リ チ ル 酸 の

合 成 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 （ Sdc） を 発 見 し 、 こ れ を 精 製 、 酵 素 的 諸 性 質 を 検

討 し て い る 。 Sdc は 、 Rdc と 同 様 に 、補 酵 素 や ATP 等 を 必 要 と せ ず 、酸 素 存

在 下 で も 反 応 が 進 行 す る 実 用 性 に 優 れ た 能 力 を 有 す る こ と を 明 ら か に し て い

る 。逆 転 写 PCR と 5 ’ -RACE お よ び 3 ’ -RACE 法 を 利 用 し て Sdc を コ ー ド す る

遺 伝 子 （ sdc） を ク ロ ー ニ ン グ す る と と も に 、 当 該 遺 伝 子 が 349 個 の ア ミ ノ

酸 残 基 か ら 成 る 39 .7  kDa の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て お り 、 従 来 の 脱 炭 酸 酵

素 と は 相 同 性 が 低 く 、 新 規 な 酵 素 で あ る こ と を ア ミ ノ 酸 配 列 の 点 か ら 明 ら か

に し て い る 。 フ ェ ノ ー ル か ら サ リ チ ル 酸 を 選 択 的 に 合 成 可 能 な 酵 素 に 関 す る

初 め て の 報 告 で あ り 、 そ の 新 規 性 を 酵 素 的 性 質 と 遺 伝 子 の 特 徴 の 両 面 か ら 明

ら か に し た 内 容 は 、 新 規 か つ 独 創 的 な 成 果 と 高 く 評 価 で き る 。  
第 8 章 で は 、 sdc を 高 発 現 さ せ た 組 換 え 大 腸 菌 細 胞 を 利 用 し た サ リ チ ル 酸

生 産 に つ い て 検 討 し て い る 。 sdc を 高 発 現 さ せ た 組 換 え 大 腸 菌 E.  co l i  BL21  
(DE3) /pSDC を 作 製 し 、 そ の 休 止 菌 体 反 応 を 利 用 し た フ ェ ノ ー ル の 位 置 選 択

的 カ ル ボ キ シ ル 化 反 応 を 最 適 化 し て い る 。反 応 は 、E.  co l i  BL21  (DE3) /pSDC
の 細 胞 懸 濁 液 に フ ェ ノ ー ル と 炭 酸 水 素 カ リ ウ ム を 混 合 し 、30℃ で 9 時 間 振 と

う す る こ と に よ っ て 行 い 、 サ リ チ ル 酸 を 40  mM の フ ェ ノ ー ル か ら 最 大 収 率

27％ で 生 産 す る こ と に 成 功 し て い る 。す な わ ち 、従 来 の 有 機 化 学 的 な 変 換 プ

ロ セ ス で は 困 難 な 、 常 温 常 圧 条 件 下 に お け る フ ェ ノ ー ル か ら の サ リ チ ル 酸 の

選 択 的 生 産 に 成 功 し て お り 、 極 め て 有 意 義 な 実 用 的 成 果 を 示 し た 内 容 と し て

高 く 評 価 で き る 。  
第 9 章 で は 、 本 研 究 を 総 括 し て い る 。  
以 上 の よ う に 、 本 論 文 で は 新 規 な 芳 香 族 化 合 物 変 換 酵 素 を 利 用 し て 、 既 往

の 有 機 化 学 的 な 変 換 プ ロ セ ス で は 到 達 困 難 な 、 常 温 常 圧 条 件 下 で 副 生 成 物 の

発 生 し な い 選 択 的 な 芳 香 族 化 合 物 の 変 換 プ ロ セ ス を 構 築 し て お り 、 そ の 成 果

は 極 め て 意 義 深 い 。ま た 、各 酵 素 を 遺 伝 子 レ ベ ル で 詳 細 に 明 ら か に し て お り 、

そ の 成 果 は 生 物 化 学 の 分 野 に 有 用 な 基 礎 的 知 見 を も た ら す ば か り で な く バ イ

オ プ ロ セ ス の 実 用 化 へ 向 け た 応 用 的 側 面 か ら も 極 め て 重 要 で あ る 。 本 研 究 で

は 、 今 日 の 化 学 工 業 で 重 要 視 さ れ て い る 環 境 調 和 型 プ ロ セ ス を 視 野 に 入 れ 、

創 造 的 な 発 想 の も と に 新 規 か つ 重 要 な 知 見 を ま と め て お り 、 応 用 化 学 の 分 野

に お い て 極 め て 意 義 深 い 成 果 を 示 し て い る 。 よ っ て 本 論 文 を 博 士 （ 工 学 ） の

学 位 論 文 と し て 価 値 あ る も の と 認 め る 。  
 
 
2007 年 2 月  
 
審 査 員  
（ 主 査 ） 早 稲 田 大 学 教 授    工 学 博 士 （ 早 稲 田 大 学 ）  桐 村 光 太 郎  
    早 稲 田 大 学 教 授    工 学 博 士 （ 早 稲 田 大 学 ）  木 野 邦 器  
    早 稲 田 大 学 教 授    工 学 博 士 （ 早 稲 田 大 学 ）  西 出 宏 之  


