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(微生物における環状アミド化合物変換の生化学的および応用研究)

論 文調 査委 員 許 諾 )清 水 昌 教 授 江 崎 信 芳 教 授 熊 谷 英 彦

論 文 内 容 の 要 旨

本論文は,微生物による環状アミド化合物の新規な変換系の発見と解明,および有用物質生産への利用についての研究成

果をまとめたもので,環状イミドおよびピリミジン誘導体の変換に関与する反応系の解明と,その有機酸やアミド化合物生

産への利用について述べている｡

第 1章では,細菌Blastobactersp.A17p-4の環状イミド化合物代謝において,イミド環の加水分解による-ーフアミド

の生成とジカルボン酸への加水分解, ジカルボン酸のTCAサイクル様変換による異化から成る新規な経路が機能すること

を示 した｡また,この変換経路は,細菌のみならず酵母,糸状菌を含む種々の微生物に幅広 く存在することを明らかにした｡

さらに,Blastobactersp.を用いた酵素 レベルの検討から,本代謝経路の初発反応とそれに続 く反応に関与する二っの新規酵

莱,すなわち,環状イミド加水分解酵素 "イミダーゼ",および,-ーフアミド加水分解酵素 "-ーフアミダーゼ"の存在を

認めた｡また,両酵素が環状イミドにより誘導生産されること,それぞれ環状イミド,-ーフアミドに特異的に作用するこ

となどから,これらの酵素の環状イミド代謝における特異的機能が明らかとなった｡さらに,かさ高い環状イミド化合物の

加水分解には,既知の環状アミド加水分解酵素 D-ヒダントイナ-ゼが関与することも示 した｡

第 2章では,微生物の環状イ ミド変換系を利用 した有用物質生産について検討 した｡まず,グルタル酸イ ミド資化性菌

pseudomonassp.g31の環状イミド変換系を利用 して,フマル酸からのピルビン酸への変換について検討 した.その結果,

酸素供給がこの変換に重要であることを認め,反応時の振とう速度を高めることにより,100mMのフマル酸をはば定量的

にピルビン酸へ変換できることを示 した｡ また, フタルイミド資化性菌Arthr10bacterureafaciens0-86が化学的に等価な

アミド結合を部位選択的に識別することに着冒し,環状イミド(2,3-ピリジンジカルボキシイミド)からの有用-ーフアミ

ド(3-カルバ ミルα-ピコリン酸)生産法を確立 した｡本反応では,基質である2,3-ピリジンジカルボキシイミドの水溶液

中での不安定性に由来する非選択的反応を排除しうる,水一有機溶媒二相系反応の導入が効果的であることも示された｡

第 3章では,微生物の酸化的ピリミジン代謝経路を検討 した｡ウラシル資化性菌として選抜 したRhodococcuserythT10♪0-

lisJCM3132が,バルビツール酸を代謝中間体とする酸化的経路によってウラシルを分解代謝することを示すとともに,酵

素反応 レベルでの検討から,代謝経路としてウラシル-バルビツール酸-ウレイ ドマロン酸-マロン酸+ウレアを経る新規

経路が機能 していることを示した｡また,ウレイドマロン酸のマロン酸,ウレアへの変換には新規な加水分解酵素 "ウレイ

ドマロナ-ゼ"が関与することを認め,本酵素の諸性質を究明した｡さらに,バルビツール酸のウレイドマロン酸への加水

分解を触媒するバルビチュラーゼを初めて単離精製 し,その諸性質を明らかにするとともに,アミノ酸配列の相同性にもと

づき,本酵素が トリアジン系除草剤の分解に関与するシアヌル酸加水分解酵素の先祖タンパク質であることを示唆した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

物質生産プロセスの省エネルギー化に向け生物反応の導入が模索されるなか,多様な生産プロセスに対応するために既成
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の枠を超えた新規物質変換系の開拓が求められている｡著者は,主に環状イミドおよびピリミジン誘導体について微生物に

おける環状アミド化合物の新規な変換系の探索を行い,関与する諸酵素の機能評価をとおして,物質生産のための機能素子

としての有用性を検討 した｡成果として評価すべき点は次のとおりである｡

1.環状イミド化合物を代謝変換し資化する微生物を発見 し,この能力が広 く微生物に分布することを示した｡

2.環状イミド化合物の代謝経路として,イミド環の閉環による--フアミドの生成と,ジカルボン酸への加水分解, ジ

カルボン酸のTCAサイクル様変換による異化を経る新規変換経路の存在を示 した｡

3.この変換に関与する二種の新規酵素イミダーゼと-～フアミダーゼを単離精製 し,その渚性質を明らかにした｡

4.既知の環状アミド加水分解酵素 D-ヒダントイナーゼは,かさ高い環状イミド化合物の加水分解に機能 していることを

示 した｡

5.上記の環状イミド代謝系を利用 し,安価な原料であるフマル酸からピルビン酸を効率良 く生産する方法を確立 した｡

6.識別が容易でない等価なアミド結合に対するイミダ-ゼの部位選択性を利用 し,環状イ ミドから有用ハ-フアミドが

選択的に効率良 く生産できることを示 した｡

7.微生物の酸化的ピリミジン代謝経路を酵素反応レベルで検証 し,ウラシル,バルビツール酸,ウレイ ドマロン酸,マ

ロン酸を経る新規代謝経路の存在を示 した｡

8.バルビツール酸のウレイドマロン酸への変換に関与するバルビチュラーゼを初めて単離精製 し,その諸性質を明らか

にした｡

9.ウレイ ドマロン酸を加水分解 しマロン酸およびウレアを生成する反応を触媒する新規酵素ウレイドマロナ-ゼを発見

した｡

以上のように本論文は,環状アミド化合物,特に環状イミドおよびピリミジン誘導体の微生物変換に関与する新規な代謝

経路および酵素についての新 しい知見を得,この経路の反応が有機酸や医薬品中間原料などの有用物質生産に利用できるこ

とを示 したもので,応用微生物学,応用酵素学に寄与するところが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成 12年 2月10日,論文並びにそれに関連 した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学

力が十分あるものと認めた｡
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