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論 文 の 内 容 の 要 旨

γ-ポリグルタミン酸(γ-PGA)は､DおよびL-グルタミン酸がγ-グルタミル結合
で連結した分子量20-50万の水溶性酸性高分子であり､本物質は納豆菌を含む

β∂C〃/ussu如上Jfsによって菌体外に著量生産され､日本の伝統食品である納豆の

糸引き物質の主成分である｡γ-PGAは､このような性質に加えて､通常の蛋白質

分解酵素では分解されず､遊離カルポキシル基が金属のキレート作用を有すること

などから､食品､医薬､化粧品､繊維､プラスチックなどの分野において様々な利

用方法が提案されている｡しかしながら､γ一PGA生産菌の培養において培養液の

粘性が著しく上昇することなどから､γ-PGAの製造に際して様々な問題が生じ､

工業規模でのγ-PGAの生産は現在のところ行われていない｡本研究はγ-PGAの実

用段階での生産と本物質の新しい用途開発を目指して行われたものであり､本論文

は､γ-PGAの微量､簡易検出法の確立､タンク培養による高生産条件の設定､γ

-PGA合成メカニズムの解析､および高流動性コンクリート用分離低減剤としての
開発などについて論述したものである｡

(第l章)γ-PGAの酸性高分子としての性質を利用して､SDS-ポリアクリルアミ

ドゲル(SDS-PAGE)によるγ-PGAの新規検出方法を開発した｡SDS-PAGEでγ

一PGAを他のきょう雑物質と分離した後､γ一PGAを塩基性色素によって染色するこ
とにより微量のγ-PGAをバンドとして検出することができた｡この方法っでは10

山以下の少量で複数のサンプルを同時に解析することが可能であることから､納豆

製造や生産菌培養液のγ-PGAの定量およびγ-PGAの分子量の測定などの迅速簡易

測定法としての有用性が認められた｡

(第2章)納豆製造用の種菌から分離した納豆菌(β.subt/〃s)のなかで最もγ

-PGA生産能が優れていたMR-141株を用いて､タンク培養におけるγ-PGAの生産
条件を検討した｡生産培地にグルタミン酸を添加してより好気的な条件で培養する

ことによって､MR-141株のγ-PGA生産量は35mg/mlに達した｡MR-141株の培

地に14c-グルタミン酸あるいは14c一グルコースを添加してγ一PGAへの放射能の取
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リ込みからγ-PGAの合成経路を推定しようとした｡両者の放射能はともにγ-PGA

に取り込まれ､MR-141株のγ-PGA合成にはデノボ合成系とサルベージ合成系の

2つの経路の存在が示された｡しかしながら､γ-PGAは培養初期には両経路によっ

て合成されるが､定常期のγ-PGAは培地に添加したグルタミン酸からサルベージ

合成系によって合成されていることが示唆された｡

(第3章)納豆菌NR-1株からγ-グルタミルトランスぺプチダーゼ(γ-GTP)を単

一標品にまで精製し､その酵素的諸性質を明らかにするとともに､γ一GTP遺伝子を
クローニングし､その塩基配列を解析するなどして､本酵素とγ-PGA生産との関

係について考察した｡本菌のγ-GTPは他起源のそれと同様に大小2つのサブユニッ

ト(分子量:45,000と22,000)から構成されるヘテロ2量体であった｡本酵素の至
適pHは8.5付近にあり､最適反応温度は600cにあった｡ 基質特異性や反応メカニ

ズムの解析結果より､本酵素はγ-グルタミルペプチドを合成することはできたが､

粘性を有する高分子のγ-PGAを合成することはできなかった｡本酵素の大小2つ

のサブユニットのN一末端アミノ酸配列からPCR法によってγ-GTP遺伝子の一部を

増幅し､これをプローブにして染色体DNAからγ一GTP遺伝子をクローニングした｡

塩基配列の解析より本遺伝子は587アミノ酸残基からなるγ-GTPのタンパク質をコー

ドしており､本酵素はプレプロ型として合成された後に大小2つのサブユニットに

プロセスされることが示唆された｡本酵素の反応メカニズムの解析結果などから､

本酵素はγ-PGA合成への積極的な関与は認められず､むしろ高分子γ-PGAを分解

してグルタミン酸をエネルギー源として供給する役割を担っている可能性が考えら

れた｡

(第4章)次世代の新しいコンクリートとして注目されている高流動コンクリート

用の分離低減割としてγ一PGAの利用性を検討した｡その結果､γ-PGAは従来の多

糖類(メチルセルロース､β-1,3-グルカン)に比較して極めて少量の添加量で､こ

れら多糖類と同等の分離抵抗性が得られた｡そのメカニズムについて検討したとこ

ろ､従来の多糖類がセメントの自由水を増粘させてセメント成分と細骨材(砂)およ

び祖骨材(砂利)の分離を抑制しているのに対して､γ-PGAは自由水を増粘すること

なく､セメント粒子間を静電的に結合してコンクリート中に網目構造を構築するこ

とにより骨材分離を抑制する新しい分離低減剤であることが示された｡

審 査 結 果 の 要 旨

γ一ポリグルタミン酸(γ一PGA)は､DおよびLグルタミン酸がγ-グルタミル結合
で連結した分子量20-50万の水溶性酸性高分子であり､本物質は納豆菌(β∂C川us

SU加情s)によって菌体外に著量生産される｡本研究はγ-PGAの実用段階での生産
と新しい用途の開発を目指して行われたものであり､得られた結果の概要は次の通

りである｡

l)γ-PGAの酸性高分子としての性質を利用して､SDS-ポリアクリルアミドゲル

法によるγ-PGAの新規検出法を開発した｡本方法でγ-PGAを他のきょう雑物質と

分離した後､γ一PGAを塩基性色素で染色することによって10山以下の微量をバン

ドとして検出することができた｡

2)納豆製造用の種菌から分離した納豆菌のなかで最もγ一PGA生産能の優れてい
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たMR-141株を用いて､タンク培養におけるγ-PGAの生産条件を検討した｡グル

タミン酸を添加した生産培地でより好気的な条件で培養することによって､

MR-141株のγ-PGAの生産量は35mg/m=こ達した｡一4c-グルタミン酸と14c一グル

コースを用いたγ-PGAへの放射能の取り込み実験から､MR-141株のγ-PGA合成

にはデノボ合成系とサルベージ合成系の2つの経路の存在が示されたが､定常期の

γ-PGAは専らグルタミン酸からのサルベージ合成系によって合成されていること
が示.唆された｡

3)納豆菌NR-1株からγ-グルタミルトランスペプチダーゼ(γ-GTP)を単一標品

にまで精製し､その酵素的諸性質を明らかにするとともに､γ-GTP遺伝子をクロー

ニングし､塩基配列を解析するなどして､本酵素とγ-PGA生産との関係を考察し

た｡本菌のγ-GTPは他起源のそれと同様に大小2つのサブユニット(分子量:

45,000と22,000)から構成されるヘテロ2量体であった｡基質特異性や反応メカ

ニズムの解析結果より､本酵素はγ-グルタミルペプチドを合成することはできたが､

粘性を有する高分子のγ一PGAを合成することはできなかった｡γ一GTP遺伝子の塩

基配列の解析より､本遺伝子は587アミノ酸残基からなるγ-GTPのタンパク質をコー

ドしており､本酵素はプレプロ型として合成された後に大小2つのサブユニットに

プロセスされることが示された｡

4)新しいコンクリートとして注目されている高流動コンクリート用の分離低減剤

としてγ-′PGAの利用性を検討した｡その結果､γ-PGAは従来の多糖類(メ･チルセ

ルロ~ス､β一1･3-グルカン)に比較して極めて少量の添加量で､与れら多糖類と同
等の分離抵抗性が得られた｡そのメカニズムについて検討したところ､γ-PGAは､

従来の多糖類のそれとは異なって､自由水を増粘することなく､セメント粒子間を

静電的に結合してコンクリート中に網目構造を構築することによって骨材分離を抑

制する新しい分離低減剤であることが示された｡

このように本論文の内容は､γ-ポリグルタミン酸の研究に新しい知見を与えるも

のであり､納豆菌の生産するγ-ポリグルタミン酸の基礎研究と応用開発の発展に大

きく貢献するものと評価された｡本審査委員会は論文の構成､内容ならびに下記に

示す学位論文の基礎となる学術論文等について慎重に審議し､審査委員の全一致を

もって本論文が博士の学位を授与されるに値すると判定した｡
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