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論文審査　の　結果　の　要　旨

アミノ酸生産菌として有名なＣｏ叩乃ｅあαＣｒｅ血∽ｇ加α∽血ｍのアミノ酸生産性は培養におけ

る通気条件に強く依存しており、より高いアミノ酸生産性を得るためには、酸素と密接に関

係するエネルギー生成能の解析が必要である。Ｃ．ｇ加α∽血∽の呼吸鎖電子伝達系には、エネ

ルギー生成能の高いシトクロム酸化酵素系の呼吸鎖ルートに加え、エネルギー生成能の低い

バイパス・オキシダーゼ系が機能している。このバイパス呼吸鎖によるエネルギー生成能の

調節は、アミノ酸生産を含む本菌の物質代謝と密接に関係していると考えられ、生理学的に

も実用上でも重要な意味を持つと考えられる。

本研究では、Ｃ．ｇ加α∽血ｍのエネルギー代謝系の中心を成す電子伝達系の構造と機能を

解明し、その知識を利用した電子伝達系の改変によるエネルギー代謝系の操作を目指してい

る。そのため、特に本菌のエネルギー代謝系、特に中央代謝経路、と密接に結びついて機能

しているＮＡＤＨ脱水素酵素およびシアン耐性バイパス・オキシダーゼの本体と考えられるシ

トクロムｄに注目して研究を行った。

まづ、Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍの呼吸鎖で機能し、ＮＡＤＨの酸化にともなうエネルギー生成に関与
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しているタイプＩＩ・ＮＡＤＨ脱水素酵素（Ｎｄｈ）のエネルギー代謝における役割を、その欠損株

および過剰発現株をもちいることで解析した。Ｎｄｈの欠損は、その生育に影響を及ぼさなかっ

たが、過剰発現株の生育は親株と比較して大幅に低下した。このＮｄｈの欠損および過剰発現は、

呼吸鎖シトクロム成分の組成やエネルギー生成能に大幅な影響を与えることはなかった。しか

し、Ｎｄｈの欠損は、呼吸鎖のし乳酸酸化活性の増加を導き、逆にＮｄｈの過剰発現は、呼吸鎖の

Ｌ，＄Ｌ酸およびしリンゴ酸酸化活性の減少を導いた。また、ＬぜＬ酸およびしリンゴ酸に依存した

ＮＡＤＨ酸化活性をＮｄｈ欠損株の細胞膜および細胞質から再構成できることを明らかにした。こ

のようにして、本菌においては、呼吸鎖で機能するＮｄｈに加え、呼吸鎖し乳酸酸化系と細胞質

のＮＡＤ依存性乳酸脱水素酵素がカップルしてＮＡＤＨの再酸化能を行うことができることを明

らかにした。同時に、本研究で、Ｎｄｈの欠損、つまり乳酸酸化系の増加、は本菌のグルタミン

酸生産を低下させ、逆にその過剰発現、つまり乳酸酸化系の減少、はグルタミン酸生産を増加

させることを明らかにした。

次に、ＮＡＤＨ脱水素酵素（Ｎｄｈ）をその過剰発現株から精製し，その性質について解析し

た。本酵素はその細胞膜から高いＮＡＤＨ：ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ－1酸化還元活性を示す酵素として精製さ

れ、その分光および蛍光分析から非共有結合型ＦＡＤを補欠分子族とするフラビン酵素である

ことを示すとともに、ＮＡＤＨとＮＡＤＰＨを、それぞれ中性および微酸性領域で、種々の人

工色素やキノン化合物を電子受容体として酸化できることを明らかにした。特に、ＮＡＤＨの

酸化は、Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍの本来のキノンであるｍｅｎａｑｕｉｎｏｎｅ－2を最も良い電子受容体としたが、

ＮＡＤＰＨの酸化においては酸素への電子伝達活性が強く見られた。また、本酵素は、特に

ＮＡＤＰＨを酸化する際、高い活性酸素種の生成能があり、分子系統学的にも酵母やカビの

ＮＡＤＨ脱水素酵素に類似していると考えられた。さらに、この酸素への直接の電子伝達能が

本菌呼吸鎖のバイパス・オキシダーゼ活性の本体である可能性が示された。

これらの研究に加えて、本菌のシアン耐性バイパス・オキシダーゼの本体と考えられる

シトクロムｄ（Ｃｙｄ）の遺伝子破壊株を作成し、そのバイパス・オキシダーゼ活性への関与を

検討した。しかしながら、得られたＣｙｄ欠損株はその生育、呼吸鎖成分、エネルギー生成能

に本質的な影響をあたえることがなく、Ｃｙｄは少なくとも通常の培養条件下では発現してお

らず、そのため、バイパス・オキシダーゼの機能を有する本体と考えることはできないこと

が明らかにされた。

これらの研究成果は、Ｃ．ｇＪ払方α∽血∽のＮｄｈの特異な機能および位置づけを明らかにす

るにとどまらず、その欠損・過剰発現がエネルギー代謝系を改変することによって発酵生産

能を制御することが可能であることを示す画期的なものであると評価された。
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