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論 文 内 容 要 旨

第1章 序論

トランスグルタ ミナーゼ(protein-glutamineγ一glutamyltrans琵rase,EC2.3.2.13)は、 タンパ ク質 中の

Gln残 基のγ一カルボキシア ミド基 と、一級ア ミン(L-Lysの ε一ア ミノ基等)との間のアシル基転移反応

を触媒す る酵素であ り、タンパク質中のLys残 基がアシル受容体 として反応 した場合には、タンパ

ク質分子間または分子内にε一(γ一Glu)一Lys架橋が形成 され る。 トランスグル タミナーゼは非常に多様

な生 物 種 か ら見 出 され て い るが 、本 研 究 の 主 な る対 象 で あ る翫ゆo〃解 θ8醒o伽oθ η3捨(旧

5喫p'ovθ7'∫oゴ1伽〃2溺oわαrαθη3θ)由来 トランスグル タミナーゼ(MTGase)は 、微生物 よ り発見 された最

初の トランスグル タ ミナーゼである。本酵素の生理学的な機能にっいては明 らかではないが、微

生物由来の トランスグルタ ミナーゼ としては他に30伽 α脚 紹鰐等、数種の放線菌か ら見出 されて

いる。5.〃2助αrαεη廊 由来 トランスグル タ ミナーゼ は331ア ミノ酸残基 よ りなるタンパク質で、分

子量は ヒ ト血液凝固因子XIIIに 代表 され る動物由来の トランスグル タミナーゼの約半分 の38kDa

であ り、両者 の配列 を比較す るとその相同性はほ とん どない。また、活性の発現にCa2+を 必要 と

しないC～+非 依存型 で、動物由来 トランスグルタ ミナーゼに比較 し反応速度は速 く、アシル供与

体 としての基質特異性が低 いことが明 らか となっている。 これ らの性質 は産業用酵素 としての応

用の可能性 を考える上では好ま しい特性であ り、実際 にMTGaseは 食品の物性、風味の改善、肉の

結着(蒲鉾、ソーセー ジ等)や、ゲル化食 品(ヨーグル ト、チーズ、豆腐等)に幅広 く利用 されている。

また、食品以外の香粧品等 ファインケ ミカルへの応用が検討 されている。

現在MTGaseの 工業生産は、鼠〃20bαrαθη諮 を培養す るこ とによ り行われているが、その生産性

は低 く、さらに効率的な生産方法の開発が望まれ ている。 また、食品用途以外への展開には、更

なる生産性 の向上が必須である。 これまでに81加 泌 η3やE50伽 励 ∫αoo〃の分泌発現系 を用いた

MTGaseの 発現が検討 されているが、その分泌量は 鼠!∫v∫伽η3で0.lmg!L以 下、E.oo1'では約5mg/L

と低かった。Eoo〃 では菌体 内に封入体 として蓄積 させることも可能ではあるが、精製プロセス

における リフォールデ ィング操作等が煩雑 であ り、工業スケール での生産への応用は難 しい と考

え られ た。 さらに、既存の異種タンパ ク質分泌発現系の利用は特許的に利用制限され、効率良い

工業的MTGaseの 生産には、新規のタンパク質分泌発現系の開発が必要であった。そ こで、ア ミ

ノ酸生産菌 として利用 され ているCo脚 θδα惚 吻 溺g傭 α〃～∫c祝溺に着 目し、この菌株 において新たな

異種 タンパク分泌系を構築 しMTGaseの 効率良い工業生産方法を確立することを目的 として本研

究を開始 した。

Cg傭 α〃　励 〃2はグルタ ミン酸、 リジン等のア ミノ酸生産菌 として数十年以上の間利用 されてお

り、生産 されるア ミノ酸 は食 品、飼料、或いは医薬用 として使用 されている。また、非感染性 で

毒素等 を生産 しない、安全な菌株 である事が知 られている。 さらに長年 のア ミノ酸発酵研究に よ

り様々な育種手法や培養手法等 に関 し、多 くの知見が蓄積 されている。一方Cg傭 α履o〃〃2を利用

して異種 タンパ ク質を分泌発現 させた例は非常に少な く、 これまでにヌクレアーゼやプ ロテアー

ゼ等が僅 かに分泌 した例が報告 されているにす ぎず、工業生産に利用できるレベルのタンパ ク質

大量分泌例は報告 がなかった。
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Cg1〃`α〃7∫o〃〃7ArCCl3869が 、培養上清中に分泌するタンパク質は非常 に少 ないが、近年細胞表

層 タンパク質であるCspA,お よびCspBが 培養上清 中に分泌 されているこ とが報告 された。そこで、

これ らの細胞表層 タンパ ク質の分泌機構 を利用す ることで、異種 タンパク質分泌発現系の構築が

可能であると考えた。

本研究では、まず、これ らの細胞表層タンパ ク質のプロモーターおよび シグナル配列 を利用 し、

MTGaseの 分泌発現系の構築を行った。その結果、プロ配列 を付加 したプロMTGaseの 分泌に成

功 し、 さらには、8α1加gア∫3θ01〃3由来のサチライ シン様セ リンプロテアーゼ をプロMTGaseと 同

時に分泌発現 させ、プロ配列を切断 して活性型のMTGaseを 培養上清 中に蓄積 させることを可能

とした。また、MTGaseプ ロ配列 を改変することによ り、天然型 と同 じア ミノ酸配列を有す る、

天然型 と実質的に同等なMTGaseの 分泌発現及び高蓄積化に成功 し、工業生産へ の展 開を可能 と

した。 さらに、MTGase以 外 の様 々な有用 タンパク質の分泌発現を検討 し、Cg伽 α履o麗〃2による

タンパク質分泌生産系が非常に有用な系であることを明 らかに した。

第2章Co1γ ηebacfe〃 μmg'αfam'o〃mに おけ るSfreρfoπ7ycesmoめarae〃sls由 来

トランスグル タミナー ゼ の 分 泌

本章では 、これ まで タンパ ク質 の分泌生産系 としては用い られていなか ったCg傭 α〃πo〃〃2

を利 用 し、MTGaseの 分泌発現 を検討 した。先ず 、Cg勉o雁c麗 溺の細胞表層 タンパ ク質で あ

るCspBの プ ロモーター及び シグナル配列 を利用 したMTGaseの 発現 プラス ミ ドを構 築 した。

しか・しなが ら、構築 したプ ラス ミ ドを保持す る形質転換株 は取得す る ことがで きなか った。

一方、MTGaseのN末 端 にCspBのN末 端 の配列 を付加 した形 で構築 したMTGase発 現プ ラ

ス ミ ドにお いて は形 質転換 株 が得 られ た が 、完 全 なMTGaseは 分 泌 されず 、断片 化 した

MTGaseが 分 泌 された(Fig.1)。 以前 よ りMTGaseに はプ ロ配 列の存在が推定 され ていたが、

その配列は未 知であ った。そ こで、MTGase遺 伝子 をク ロー ニング し、プ ロ配列 を確 定 した(Fig.

2)。次 に、プ ロMTGaseの 分泌発現 を検討 した ところ、Cg1脚 履o襯 にお いてプ ロMTGase

を分泌 させ るこ とに成功 した(Fig.3)。 さらにプラス ミ ドベ クターや シグナル配列 を変更す る

事 によ り、プ ロMTGase分 泌量 は235mg/Lに 達 した。 しか しなが ら、プロMTGaseは 活性 を

有 していないた め、プ ロ配列 を切 断 し活性型MTGaseへ 変換す る必 要があった。Sα1肋g擁 θ01鋸

由来のサチ ライ シン様セ リンプ ロテ アーゼSAM-P45は 、プ ロ配列 の41番 目SerのC末 端側

を切断 し、プ ロMTGaseを 活性型 に変換す る。この知見 に基づ きSAM-P45発 現 プ ラス ミ ドを

構築 し、Cg厩 α醒言c祝ηzにおいてプ ロMTGase発 現プ ラス ミ ドと共存 、共発現 させ る事 で、培

養上清 中に活性型のMTGaseを 分泌 させ る ことに成功 した(Fig.4)。

以上 の結果 は、原著論文(1)に 発表 した。
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第3章 プロ配列領域改変による天然型N末 端を有するMTGase生 産

第2章 において、Cglz〃 α履oπ〃2を用いてプ ロMTGaseと サ チライ シン様セ リンプ ロテアー

ゼ であ るSAM-P45を 共発 現す るこ とによ り活性型MTGaseを 分泌 生産す るこ とに成功 した。

しか しその:N末 端 には、プ ロ配列C末 端 の4ア ミノ酸残基FRAPが 付加 され てお り、天然型

のN末 端ア ミノ酸配列 とは異 なって いた。本章 では、先ず、MTGaseの プ ロ配列 の一部欠失

体 を6種 類構築 し、プ ロ配列 の分泌効率 に及 ぼす影響 並びに 、プロ配列改変 の可能性 にっ い

て検討 した(Fig,5,Fig,6)。 次 にこれ らの知見 を利用 し、プ ロ配列のc末 端部分をsAM-P45に

よ り切断 されやす い配 列に改変 した。4種 類 のプ ロ配列改変型MTGaseを 構築 し、SAM-P45

に よる切断 を検討 した ところ、生成 したMTGaseは いずれ も天然型 と同 じN末 端 ア ミノ酸配

列 を有 していた(Fig.7)。 以上 の知見 を基 に、Cg1〃'α履c蹴 の培養 上清中に天然型 と実質的に

同等 なMTGaseを 分泌 させ るこ とに成功 した。 さらにジャー ファーメ ンターに よる培 養条件

検討等 を実施 し、MTGaseの 高蓄積化 に成 功 し、工業生産へ の可能性 を示 した。

以上 の結果 は、原著論 文(2)に 発表 した。

第4章Sfrepfomycesc'η ηamoπeωs由 来 トランスグ ル タミナ ー ゼ のプ ロ配 列 を利 用 した

MTGaseの 分 泌

第3章 において、プ ロ構 造がMTGaseの 効率的分泌発現 に非常に重要 な役割 を果 た してい

るこ とを明 らか に して きた。 そ こで本章 では、プ ロ配列 を改変す ることによ り、MTGaseの

分泌:量を さらに向上 させ ることを検討 した。先ず 、&脚 わ07αεη3∫3由来のMTGaseと 非常に相

同性の高い εc伽 α脚 ηθπ3由来 トランス グル タ ミナーゼ のプ ロ配列 を利用す るこ とを考 えた

(Fig.8)。Cg1脚 厩α〃ηにおいて、8c伽 α〃10ηθ〃3由来 のプロ配列 を利用 してプ ロMTGaseを 分

泌 させ た場合 は、&〃20わαrαθπ3∫3由来のプ ロ配列 を利用 した場合 に比較 し、プ ロMTGase分 泌

量 が約1/2に 減少 した。 しか し両者 の キメ ラプ ロ配 列 を構 築 し、利用す るこ とに よ りプ ロ

MTGaseの 分泌 量は8溺oわorα εη3∫3由来のプ ロ配列 を利 用 した場合に比較 し、約20%向 上 した

(Fig.9,Table1)。 さらに、この キメラプロ配列 のC末 端部分 を改変 し、SAM-P45と 共発現す

る ことに よ り、天然型 と実質的に同等なMTGaseを 分泌 させ ることが可能 となった。 しか し

なが ら、キメ ラプ ロ配列 を有す るプ ロMTGaseは 、天然型 のプ ロ配列 を有 す るプ ロMTGase

に比較 して、プ ロ配列が切断 され た後の活性型へ の変換 に時間 を要す るこ とが明 らか となっ

た。 この結 果 によ り、MTGaseの プ ロ配列 が活性 型MTGaseの 高次構造形成 に大き く影響 を

与 えてい ることが明 らか となった。

以上 の結果 は、原著論 文(3)に 発表 した。
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第5章Coη 朋e加cfe"μmg'μfaρ7'cμmに おけるタンパク質分泌生産 系の展開=

ヒト由来上 皮細胞 成長因子の分泌への応用

C8・1磁 厩cμ〃2を宿 主 とす る異種 タ ンパ ク質分泌発現系 によ り、8溺oわoγαθη廊 由来のMTGase

を約1g/L分 泌 させ ることに成功 し、分泌量 に関 しては、工業生産可能 な レベル に達 した。ま

た 、細菌 由来の種 々の酵 素の大量分泌発 現に も成功 してい るが、細菌 由来 以外 のタ ンパ ク質

『の分泌発現 につ いては検討 を行 っていなかった
。本章 にお いては、 ヒ ト由来 の有 用タンパ ク

質で あるEpide㎜alGrowthFactor(hEGF)の 分泌発現 を検討 した。hEGFは53ア ミノ酸残基 よ り

な るポ リペプチ ドで、分子 内に3個 のジスル フィ ド結合 を有 してお り、その ジスル フィ ド結

合 が 生 物 活 性 に必 須 で あ る こ とが 明 らか とな っ て い る。MTGaseの 場 合 と同様 に、C

g砺o〃伽 〃2由来CspBプ ロモーター、Cα〃2配oηfαgθηθs由来 のCspAシ グナル配 列 を用いて、hEGF

の分泌発 現プ ラス ミ ドを構築 し、このプ ラス ミ ドをσg伽 α〃2'o〃〃7に導入す る事 で、約100mg/L

のhEGFの 分泌 発現 に成 功 した(Fig.10)。cg1聰 〃2蜘彫に よ り分泌 され たhEGFは 、天 然型 の

hEGFと 同 じN末 端ア ミノ酸配列 、分子量 、そ して生物活性 を有 してい るこ とを確認 した(Fig.

11)。・これ らの結果 よ り、Cg1漁 吻た襯 を宿主 と した タンパ ク質分泌発現系 を用 い るこ とによ

り、 ヒ ト由来の タンパ ク質 に関 して も正 しい高次構 造、お よび活性 を有 したタンパ ク質 を生

産す る事が可能 で ある事 を示 す こ とがで きた。 これまでにCg1幽 彫蜘 配を用いて 、様 々な有

用 タンパ ク質の分泌発現 を試み 、原核生物 のみな らず 、様 々な真核生物由来の タンパ ク質 を

分泌発 現す るこ とが可能 である ことを確認 し、 この系が汎 用的 に有用な系で あるこ とを示 し

た。

以上の結果 は、原著論文(4)に 発表 した。

結論

本博 士論文 では次 の ことを明 らかに した。

1)ア ミノ酸 生 産 菌 と して 有 用 なCg1〃 ∫o〃廊4〃2を 用 いた 異 種 タ ンパ ク質 分 泌 生 産 系 を構 築 し、

&醒oわoア4θ η5'5由来 プ ロMTGaseの 分泌 発 現 に成 功 した 。

2)MTGaseの プ ロ配列 が分泌効 率に大 きな影響 を与 えてい る事を明 らかに した。

3)MTGaseの プロ配列 のC末 端領域 をプ ロテ アーゼSAM-P45で 切断 されやす い配列 に改変

す る事 で、天然 と実質 的に同等 な活性型MTGaseを 生産 させ る事 に成功 した。

4)So'η 撚〃20ηθμ3由 来 トラ ン ス グル タ ミナ ー ゼ ゐ プ ロ配 列 と8〃20加7α θη廊 由来MTGaseの

プ ロ配 列 との キ メ ラ型 プ ロ配 列 を利 用す る事 に よ りMTGaseの 分 泌 量 を 向上 させ る事 に
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成 功 した。

5)プ ロ配列 は効率 良い分泌 ばか りでな く、MTGaseの 高次構 造や活性 発現 にも大 きな影響 を

.与えている事 を明 らか に した。

6)hEGF等 の様 々な有 用生 理活 性 タ ンパ ク質 の分 泌発 現 が可能 で あ るこ とを確 認 し、C.
ロ

g1μm〃廊μ加 を用い た異種 タ ンパ ク質分泌生産系 が汎用的 に有用 な系 である事 を明 らかに

した。
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Fig.1.Westernblotanalysisusinganti-MTGaseantibodyto

detectMTGaseinculturesupernatants.Lane1,theculture

supernatantofC.glzatamicum(pVKTG3);lane2,purified

MTGasederivedfromS.mobaraense.

・凶 弧
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Fig.3.WesternblotanalysisofMTGaseinculture

supernatants:Lane1,C.glutamicum(pVKPTGl);lane2,C.

glutamicum(pVKPTG2);lane3,C.glutamicum(pVKPTG3);

lane4,C.glutamicum(pVKPTGO);lane5,purifiedMTGase

倉om3η20わ αrαθη3θ.

gtcgacgcgggccgggagggggtgcggcggcgcccttcggctgtgtggacgaagcgtcgg

gtcggaggggcggccggatatcgtccttggggcggggtggccggaattgccgccatggtg

ttgccggggaatcgacccgaagacatgatcacttetcgtatccacccgatcacgtatccg

ggagtcgagaagtgttacgccgtgcccctgtccgcgtcctcacccctgtcgccgtgacag

cgacccgcgttcttccactcgcacggacggccccacaggacctttcggcccgggctcgcc

ccgccgcctcggtgacggcctccgaataacgcggcccgccggggcctcggccggttgacc

gatccgggtcacgcgccccgccgggcgggcggccacgtccggtctcgccccgcccgacat

cggctgcgactgccttcgctcgcacttcttcccgcctcccggccgcgtttttccgccgcc

gaaggtgcggcgacgcgtaccgaatcccccttcatcgcgacgtgcttccgcacggccgcg

ttcaacg・tqttccacqacaaa睡 ・gcaggtttccA・GCGCATACGCCGGAGAGCTC

凹R工RRRAL

TCGTCTTCGCCACTATGAGTGCGGTGTTATGCACCGCCGGATTCATGCCGTCGGCCGGCG

VFATMSAVLCTAGFMPSAGE

AGGCCGCCGCCGACAATGGCGCGGGGGAAGAGACGAAGTCCTACGCCGAAACCTACCGCC

AAADNGAGEETKSYAETYRL

TCACGGCGGATGACGTCGCGAACATCAACGCGCTCAACGAAAGCGCTCCGGCCGCTTCGA

TADDVAN工NALN'ESAPAハSS

GCGCCGGCCCGTCGTTCCGGGCCCCCGACTCCGACGACAGGGTCACCCCTCCCGCCGAGC

AGPSFRAPDSDDRVTPPAEP

CGCTCGACAGGATGCCCGACCCGTACCGTCCCTCGTACGGCAGGGCCGAGACGGTCGTCA

LDRMPDPYRPSYGRAETVVN

P.CAACTACATACGCAAGTGGCAGCAGGTCTACAGCCACCGCGACGGCAGGAAGCAGCAGA

NYIRKWQQVYSHRDGRKQQM

TGACCGAGGAGCAGCGGGAGTGGCTGT..,

TEEQREWLS..,

Fig.2.NucleotidesequenceoftheMTGasegenefromS.mobaraenseandthededucedaminoacidsequence.The

sequenceispresentedinthe5'to3'direction.Thededucedaminoacidsequenceisshownunderthenucleotide

sequence.TheputativeShine-Dalgarnosequence,theaminoacidsequenceofthesignalpeptide,andtheaminoacid

sequenceofthepro-domainoftheMTGaseareindicatedbyabox,asingleunderline,andadoubleunderline,

respectively.
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Fig.4.SDS-PAGEanalysisoftheactive-formMTGase

producedbyC.glutamicumcazryingplasmidsexpressing

pro-MTGaseandSAM-P45.Tenmicrolitersof

supernatantandanequalvolumeofsamplebufferwere

appliedtoeachslotandanalyzedbySDS-PAGE.ABer

electrophoresis,thegelwasstainedwithSYPROOrange

asdescribedinMaterialsandMethodsLane1,

molecularweightmarkers;lane2,3,4,5,6,and7,culture

supernatantsafter24,30,45,54,70,and140hof

cultivation;lane8,purifiedMTGasefromSmobaraense

(A)

△1D△25工31S△44A45P
「1「 ■■■■■罫 「一
DNGAGEETKSYAETYRLTADDVA層 工因ALNESAPAASSAGPSFRAP
-Il一
41D6E419A34A442F45P

(B)

DNGAGEETKSYAETYRLTADDVA瓦 工NA工、NESAPAASSAGPSFRAP
　

↓
〔pPSPTG11〕GPSFGPK

(pPSPTG12}GPSFGPR

{PPSPTG13}GPK

(PPSPTG14}GPR

Fig.5.Structuresofthedeletedormutatedpro-domains.(A)

Deletedpro-domains.Eachdeletedregionisindicatedbyan

upperline(△1D,△25131S,or△44A45P)oranunderline(△1D6E,

019A34A,orO42F45P).(B)Mutatedpro-domains.The

mutatedregion(GPSFRAP)ofthepro-domainisunderlined.

Theplasmidsexpressingprepro-MTGasegeneswithmutated

pro-domainGPSFGPK,GPSFGPR,GPK,andGPRare

pPSPTGII,pPSPTGI2,pPSPTGI3,andpPSPTGI4,

respectively

Relativeamountsofpro-MTGaseaccumulation(%)

0 20 40 60 80 100 120

Nativetype

△1D

01D6E

025131S

△19A34A

042F45P

044A45P

i・:

難1・、

18

蚕 【「 凝 こ㍉・'き ⊇・鑑1菰 営 ㍉ 潅転 露義.1、婆薫彰 ・覧

7

Fig.6.Secretionofpro-domainsharboringdeletions.Valuesareaveragesoftwo

independentexperiments.Thevaluefortheamountofthepro-MTGaseaccumulation

withthenative-typepro-domainwassetat100%foreachexperiment.
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pPSPTGl

(native)

pPSPTGIl

pPSPTGI2

pPSPTGI3

↓
PNGAGEETKSYAETYRLTADDVAN工NA1」NESAPAASSAGPSFRAPDSDD…

↓
DN(葺AGEETKSYAETYRLTADDVAN工NA1」NESAPAASSAGPSFGPKDSDD…

pPSPTGI4

Fig.7.SitesofSAM-P45cleavageofpro-MTGaseswithmutatedpro-domains.Theaminoacidsequenceof

theMTGaseisindicatedbyanunderline,andthesiteofSAM-P45cleavagebyanarrow.

DNGAGEETK、YAETYRLTADD▽A。_ESA,_。,,FG,R↓DSDD...

,NGAGEETK,YA、_TADD▽A_NESA,巫,↓,AGP。 ↓、,DD...

,NGAGEETK,YAETY_DDVA。_ESA,皿,↓,AGPR↓ 、,DD...

(A) ↓
pPsPTGlDNGAGEETKsYAETYRLTADD▽AN工NALNEsAPAAssAGPsFRAPlDsDD…1

,,,PTG5ム 雌 灘 証 櫛 云も1憾 愚 孟姑、,、GQ,二。PP遥、PP,A,A,誌肱,IDSDD_1
　 　 　 　 　 ロ の ロ 　 　 　 の 　 の ロ 　 　 　 　 コ コ コ ロ コ コ ロ 　 　 　 ロ ロ 　 ロ 　 の コ 　 　 　 ロ コ ロ コ ロ ロ コ 　 　 ロ
コ ロ 　 　 コ 　 　 ロ 　 　 　 コ ゆ コ

　サ 　 の コ サ コ ロ 　 ロ 　 　 ロ コ コ ロ ロ 　 コ コ ロ 　 　 コ 　 　 サ コ 　 コ コ ロ コ ロ 　 　

pPSPTG4GDGEEKGSYAETHGLTADDVESエNALNERAhTLGQpGKPP弼LPPSASAPSRAPIDSDD…1

(B)

pPSPTG5DNGAGEETKSYAETYRLTADDVES工NALNERALTLGQPGK.PPKE]」PPSASAPSRAPIDSDD…i 一

(PPSPTG50》GPK

(PPSPTG51)FGPK

(C)

pPS_D,GAGEE,K、YAETY_DDVA。 、N_、 。,皿SSA。,,FG,～DSDD...

↓ ↓
pPSPrrG50DNGAGEETKSYAETYR]」 τADDVES工NALNERALT]」GQPGKPPKELPPSASAPSGPKDSDD…

,,,P,G,、D。GAGE、T。,YA,TY_DDVES__、GΩPGKPP_,A、A,,,GP～ 、,DD...
1唱1020304050

Fig.8.Aminoacidsequencesofpro-regionsandN-tenninalregionsoftheMTGase.Theaminoacid

sequencesofthematureMTGaseare血dicatedbyboxes.(a)&溜oδ αmθ η5∫3ΦPSPTG1),chimeraconsistillg

of&溺oゐ αmθ η∫なand80∫ 〃澱 溺oη θ鰐(pPSPTG5),and&cjη 醐 加oη θ〃∫(pPSPTG4)t㎜sglutam血ase

pro-regions.The田ninoacidse(penceofthepro-region丘om&溺oゐ αmθ η5垣sunderlinedinch㎞eric

pro-region(pPSPTG5).ThesitesofSAM-P45cleavageareindicatedbyarrows.(b)Mutatedchimeric

pro-regions.Theplasmidse)中ressingpro-MTGasegeneswithmutatedpro-regionsGPKandFGPKare

pPSPTG50andpPSPTG51,respectively.(c)SitesofSAM-P45cleavageofmutatednative(pPSPTGll)and

cl丘medc(pPSPTG50andpPSPTG51)pro-regions.TbemutatedregionsoftheIlativeand出ech㎞eric

pro-regionsisunderlhled.T虹esitesofSAM-P45cleavageareindicatedbyarrows.
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Fig.9.SDS-PAGEanalysisoftheMTGaseproducedbyC.glutamicumcarryingplasmids

expressingpro-MTGaseandSAM-P45.Tenmicrolitersofsupernatantmixedwithanequal

volumeofsamplebufferwereappliedtoeachslotandanalyzedbySDS-PAGE.After

electrophoresis,thegelwasstainedwithCoomassiebrilliantblueR-250.Lane1,culture

supematant丘omC.g1漉o溺.た 〃溺YDKOlO(pPSPTGllandpVSSl)a且er70h;lane2,culture

supematant丘omC.g1伽 雁o㍑ 溺YDKOlO(pPSPTG51andpVSSl)a丘er70h;1ane3,purified

MTGase丘om3.η20わ α7αθη5菰3.

Table1. Theamountsofpro-MTGaseaccumulationsintheculturesupernatantof

C.g1協 α溺 たπ溺YDKOlO.

plasmid pro-region pro-MTGase(mg/L)

pPSPTGI

pPSPTG4

pPSPTGS

pPSPTG50

pPSPTG51

S刑oわ αアαθη3∫5

ε.o加 ηα醒oη ε〃5

S.mobaraensis+S.cinnamoneus

S.mobaraensis+S.cinnamoneus

8吻 ・わαrαθ酪+8c伽 α溺ρ刀θ〃3

goo

373

863

881

876
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Fig.10.SDS-PAGEandWesternblotanalysesofhEGFproducedbyC.glutamicum

carryingtheplasmidexpressinghEGF.(A)Supernatant(10ｵ1)mixedwithanequal

volumeofsampleloadingbufferwasappliedtoeachslotandanalysedbySDS-PAGE.

Afterelectrophoresis,thegelwasstainedwithCoomassiebrilliantblueR-250.(B)

Supernatant(1ｵ1)wasanalysedbySDS-PAGEasmentionedabove.Afterelectrophoresis,

Westernblotanalysisusinganti-hEGFantibody.Lane1,molecularweightmarkers;lane2,

culturesupernatantfromC.glutamicumYDKO10afterld;lane3and4,culture

supematants丘omC.g1御 配 ∫cπηzYDKO10(pPSEGF)a負erld;1ane5,6,and7,0,02,0.2,

and'2ｵgofauthentichEGF,respectively.
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Fig.11.StimulationofthegrowthofMCF-7cellsbyhEGF.AuthentichEGF

(openc辻cle)orhEGFsecretedbyCg1獅 α厩cπ η2(closedckcle)wasaddedtothe

culturesatvariousconcentrations(0,15.625,31.25,62.5,125and250ngml"1).

After4d,thenumbersoflivingcellsweremeasuredusingtheWSTIassay

method.

一226一



論 文 審 査 結 果 要 旨

トランス グル タ ミナーゼ(protein-glu㎞neγ 二glutamyltransferase,EC2.3.2.13)は,タ ンパ ク質 中の

Gln残 基 の γ一カル ボキシア ミ ド基 と,一 級 ア ミン(L-Lysの ε一ア ミノ基等)と の問のアシル基転移反

応 を触媒す る酵素で あ り,タ ンパ ク質中の 正ys残 基がアシル 受容体 として反応 した場合 には,タ ンパ ク

質分子 間または分子 内に ε一(γ一Glu)一 正ys架 橋 が形成 され る。 トラ ンスグル タ ミナーゼ は非常 に多様

・な生 物種か ら見出 され てい るが ,本 研究 め対 象で あ る5喫 ρω'ηycθ∫醒0わα澱αθη∫ε∫(旧5膨p'OVθ πjc雌配〃3

醒oわα膨 η∫θ)由 来 トランス グル タ ミナ ーゼ(TGase)は,微 生物 よ り発見 され た最初 の トランス グル

タ ミナーゼで ある。

鼠醒oうoアα8η∫'∫由来 トランスグル タ ミナーゼは331ア ミノ酸 残基 よ りなるタ ンパ ク質で,分 子量 はヒ

ト血液 凝 固因子XIHに 代表 され る動物 由来 の トランスグル タ ミナ ーゼの約半 分の38kDaで あ り,両

者 の配 列 を比較す る とその相 同性 はほ とん どない。 また,活 性 の発現 にCa2+を 必 要 としないCa2+非

依存型 で,動 物 由来 トランス グル タ ミナーゼ に比較 し反応速 度は速 く,ア シル 供与体 としての基質特

異性 が低い ことが明 らか となっている。 これ らの性質は産業用酵素 としての応用の可能性 を考える上で

は好 ましい特性 であ り,実 際にTGaseは 食:品の物性,風 味の改善,肉 の結着(蒲 鉾,ソ ーセージ等)や,

ゲル 化食 品(ヨ ー グル ト,チ ーズ,豆 腐等)に 幅広 く利用 され てい る。現在TGaseの 工業 生産 は,

&醒oわ α澱αθη謝 を培養す るこ とによ り行われてい るが,そ の生産性は低 く,さ らに効率的 な生産方法 の

開発 が望 まれ てい る。また,食 品用途以外へ の展 開には,更 な る生産性 の向上が必須で ある。 これ ま

でに&Z∫vf4αη5やE∫cみθr'c肋coJ∫の分泌発現 系を用いたTGaseの 発現 が検 討 され ているが,そ の分泌

量 は&」 ∫v'面η∫で0.lmg1L以 下,E.co〃 で は約5mg1Lと 低 か った。Eco1ε では菌体 内 に封 入体 とし

て蓄積 させ るこ とも可能では あるが,精 製プ ロセスにお け る リフォール ディング操作等が煩雑で あ り,

工業 スケール での生産へ の応用 は難 しい と考 え られ た。 さらに,既 存の異種 タンパ ク質分泌発現系 の

利用 は特許 的に利用制 限 され,効 率良い工業的TGaseの 生産 には,新 規の タンパ ク質分泌発現 系の開

発 が必要 であ った。 そ こで,ア ミノ酸生産 菌 として利 用 され てい るCorynebactedumglutamicu血 に着

目し,こ の菌株 において新 たな異種 タンパ ク分泌系 を構築 しTGaseの 効率 良い工業生産方法 を確立す

るこ とを 目的 として本 研究を遂行 し以下の6項 目につい て成功 した。

1)ア ミノ酸 生産 菌 として有 用 なC8伽 θ履cμ配 を用 い た異 種 タ ンパ ク質 分 泌 生 産系 を構 築 し,

&旧o肋 ㎎θη∫'5由来 プ ロTGaseの 分泌発現 に成功 した。2)TGaseの プ ロ構造 が分泌 効率 に大きな影響

を与 えてい る事 を明 らか に した。3)TGaseの プ ロ構造 のC末 端領域 をプ ロテ アーゼSAM-P45で 切断

されやすい配列に改変す る事で,天 然 と実質的 に同等な活性 型TGaseを 生産 させ る事 に成功 した。4)'

5c伽 伽oη θπ5由来TGaseの プロ構造 と&〃10肋 π碗 廊 由来TGaseの プ ロ構造 とのキメラ型 プ ロ構造 を

利用す る事 によ りTGaseの 分泌 量 を向上 させ る事 に成功 した。5)プ ロ構造 は効率良い分泌 ばか りで

な く,TGaseの 高次構造や活性発現 にも大 きな影響 を与 えてい る事を明 らかに した。6)ヒ ト由来 の有

用 タンパ ク質 であるEpidermalGrowthFactor(hEGF)分 泌発現 を検 討 した。hEGFは53ア ミノ酸残基

よ りな るポ リペ プチ ドで,分 子 内に3個 のジスル フィ ド結合 を有 してお り,そ のジスル フィ ド結合が

生物活性 に必須 で ある ことが明 らか となってい る。TGaseの 場 合 と同様 に,C8Z磁 配fo麗配 由来CspB

プ ロモー ター,Cα 配加oη108θη8∫由来 のCspAシ グナル 配列 を用 い,hEGFの 分泌発現 プ ラス ミ ドを構

築 し,こ のプ ラス ミ ドをC8加 α〃3蜘配 に導入す る事 で,100mg/LのhEGFの 分泌発 現 に成功 した。

以上の結 果 を世界 の一流学術雑誌原著 論文4報 に発 表 した。 さ らに特許6報 を取得 した。 この よ うに

本研究者 の博士論文 は,ア ミノ酸生産菌 として利用 されているCoη ηθわαc'θ吻 〃28傭伽2f側加 に着 目し,

この菌株 において新 たな異種 タンパ ク分泌系 を構築 しTGaseの 効率良い工業生産方法 を確立 した ことで,

審査員一 同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授与す るに値 す るもめ と認 定 した。
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