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論　　文　　の　　要　　旨

　酵母S．閉ω｛8伽による活性型ヒトリゾチーム（HLY）の分泌生産は，地神らによりすでに報告さ

れている。しかし，その分泌生産量は約O．2測g／ゼと他のヒト由来のタンパク質を酵母で分泌させた

場合と同様，かなり低いものであった。そこで本研究では，酵母によるHLYの分泌生産量の増大を

目的として，転写レベル，培養条件，宿主等の改良を検討すると共に，HLY高分泌変異株の解析を

通して，異種蛋白質を酵母で分泌生産させる上での律速因子についても考察している。

　まず，HLY転写レベルを増大させた場合の効果について検討した。すなわち，G〃ユOpromoterを

より強いと考えられている解糖系のEN01pro㎜oterに置き換え，EN01pro㎜oterから2μ㎜凡Pter一

㎜inatorまでの肌γの転写に必要な部分（HLY転写ユニット）を同一p1as㎜id上に二連結・三連結

化させた。さらに解糖系全体を正に制御する調節タンパク質をコードすると推測されている

GCRlgeneをHLY転写ユニットと同一plas㎜id上に共存させた。これらの改良によってHLY転写レベ

ルを増大させることを試みた。その結果，ga1aCtOSeより菌の増殖速度が増大するg1uCOSeを炭素源と

して用いることができ，従来の約半分の時間でHLYを培地申に分泌させることが可能になった。ま

た，転写レベルの増大によってHLY分泌量を約2倍にまで増大させることに成功した。次に，培地

組成などの外部環境因子を変化させることによってEN01promoterの発現及びHLYの分泌量の増大

が可能か否かについて検討した。

　まず初発g1ucose濃度の影響について調べたところ，従来の2％の培地ではg1ucoseが培地中から

消失するとHLYの発現が停止し，それにつれてHLY分泌量も頭打ちとなった。初発g1ucose濃度を
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4，6，8，10％と段階的に増大させることによって，菌体の増殖が定常期に達した24hr以降でも

HLYの発現が持続し，肌Y分泌量も増大することが明らかとなった。

　従来のKK4株では，6％まで初発g1ucose濃度を増大させると培地中のg1ucoseは完全に消費され

ず，この残存g1ucoseがHLY分泌に対して阻害的な効果を示した。そのため，6％以上にg1㏄ose濃

度を増大させても分泌量の増大は認められなかったのに対し，A2一ユー1A株では10％のg1ucose

をも完全に消費でき，肌Y分泌量も10％まで段階的に増大した。このことからHLYの分泌生産には

KK4株よりむしろA2－1－1A株の方が適していることが明らかにされた。しかし，g1ucose資

化能の高い。A2－1－1A株においても，初発g1ucose濃度を6％以上にあげるとHLY分泌発現

量の増大割合は徐々に低下しており，この原因として炭素源以外の他の培地成分が不足しているた

めに，転写または翻訳が十分に持続しない可能性が考えられた。そこで，培地中の炭素源以外の窒

素源や無機塩類，ビタミンなどをそれぞれ増量することを試みた。その結果，K2HP04，M1gS04，Kα，

FeS04（NH4）2S04の増大により，HLY分泌量はさらに約2倍増大し，8％の初発g1ucose濃度まで

肌Y分泌量を直線的に増大させることが可能となった。

　次に，異種蛋白質の分泌生産で律速になっている段階や因子を明らかにすることを目的として，

HLY高分泌変異株の単離を試みた。KK4（pESH）株を親株として2％EMSにより変異処理した結果，

約600コのEMS処理株から，親株よりも有意にHLY分泌量が増大した変異株を4株単離した。その

中最も肌Y分泌量が高かった。（約10～13倍）E91株について遺伝学的解析を行った結果，HLY高

分泌変異株は劣性の一遺伝子変異であることが判明した。またE9！株と親株とでHLY峨RNAの量比

に有意な差が認められなかったこと，及び他のpromoter下でHLYを発現させた場合でもE91株にお

いて肌Y分泌量の増大がみられたことから，肌Y高分泌に関する変異は転写レベルにかかわる変異

でないことが示唆された。また，分泌に必要なシグナル配列を有しないHLY遺伝子を発現させた場

合の細胞質に存在する肌Y量は，E9ユ株の方が親株よりも約18倍も多かった。さらに，E91株で細

胞内に著量のHLYが観察されたのは，HLY蛋白質の合成量が増大しているためではなく，HLY分解

が抑制されているためであることが，35S－Metで標識したHLY蛋白質の分解パターンを親株とE91

株で比較することにより明らかとなった。以上の結果から，E91株の耳LY高分泌という形質は，細

胞質及び分泌系での肌Yの分解を低下させる劣性の一遺伝子変異によって引き起こされているもの

と推定された。

　異種蛋白質である肌Yの酵母での分泌生産レベルの増大を試み，最終的に，宿主を改良し，転写

ユニットを二連結化し，初発グルコース濃度を増大させ，効果的な無機塩類を増量することによって，

培地1老当り約10㎎（従来〔KK4（pESH）〕の約84倍）もの活性型HLYを酵母を用いて分泌生産さ

せうることを明らかにした。

審　　査　　の　　要　　旨

酵母を宿主とするヒトなどの高等動植物由来の有用遺伝子産物の生産は，安全性や蛋自質への糖
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鎖の付加という点で，大腸菌の系よりも実用性が高いと考えられている。しかしながら，酵母の系

では，異種遺伝子産物の生産量が著しく低いという問題点があった。

　本論文は，ヒトリゾチーム（HLY）遺伝子を用いて，上記の問題点を克服するための様々な検討

を行ったものである。まず，プロモーターの改変，転写ユニットの増幅，正の制御因子の導入によっ

てHLY分泌量を当初の約2倍に増大させることに成功した。ついで培地組成を改良し，HLY分泌量

をさらに約2倍増大させた。さらに，宿主から，HLY高分泌変異株を分離し，前記の改良と組み合

わせることにより，最終的にHLY分泌量を当初の約84倍に当たる，培地14当り約ユO固gにまで増大

させることに成功した。

　これらの改良は，遺伝子工学的手法，遺伝学的手法，培養工学的手法を適切に組み合わせた手順

によって行われており，酵母を用いた異種遺伝子産物の分泌生産が，発酵工業として実用化し得る

ことを実証したものとして，その意義は極めて大である。

　また，高分泌変異株の解析により，当該変異が蛋白質の細胞内での分解系に起こった全く新しい

変異であることも示唆している。この結果も，酵母における蛋白質の分泌生産系の改良研究に新し

い道筋を与えるものとして，基礎応用の両分野から注目される成果である。

　よって、著者は学者博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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