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論文の内容の要旨

【目的】

　植物および微生物細胞による有用物質生産が盛んに試みられ，多くの生物細胞と関連する産業が生まれ繁

栄してきた。しかしながら21世紀を迎えた現在，これら産業の多くは，生物細胞の有する種々の問題点に

直面して頭打ちの状態にある。この最大の原因は，生産される有用代謝物質の大部分が細胞内に蓄積して細

胞外へ分泌しない点にある。この問題点を解決するためには，細胞の生存および生産活性を高く維持しなが

ら，細胞内に蓄積される有用代謝物質を効率的に細胞外に分泌させる方法が有効であるが，普遍的な方法は

未だに確立されていない。そこで本研究では，有用代謝物質の移動の障壁となっている細胞壁に注目し，細

胞から細胞壁を除去したプロトプラストの利用を考え，プロトプラストで活性化または顕在化された生物機

能を積極的に利用し，（1）植物プロトプラストの機能を高度に利用した細胞壁近傍に存在する酵素の新規な

分泌生産システムの開発，（2）微生物プロトプラストの機能を高度に利用した酵素の新規な分泌生産システ

ムの開発，を試みた。

臣方法および結果勇

（1）植物プロトプラストの機能を高度に利用した細胞壁近傍に存在する酵素の新規な分泌生産システムの開発

　ニチニチソウのプロトプラストを人工細胞壁で包括固定して培養することにより，細胞壁近傍に存在する

機能性物質のモデルとしてperoxidaseおよびα一ga1actos曲seの効率的な分泌生産を試みた。細胞およびプ

ロトプラストを培養したところ，細胞はpero虹由seを培地中にほとんど分泌しなかったのに対し（O．17U），

プロトプラストでは大量に分泌していた（2．54U）。外部環境に対して脆弱なプロトプラストを培養するた

めに，物理的強度を付加し，しかも細胞壁近傍に存在する機能性物質の分泌生産に適した人工細胞壁をスク

リーニングした結果，3．O％（w／v）のアガロースゲルを選択した。人工細胞壁の物理的機能（特に浸透圧に

よるプロトプラストのバーストを保護する）に注目し，人工細胞壁を装着したプロトプラストを浸透圧を減

少させた培地を用いて培養した。その結果，プロトプラストはバーストせずに，高い浸透圧の培地で培養し

た場合と比較して，perox1daseの分泌活性が増大した（5．16U）。さらに連続的なpero搬aseの分泌生産を

試みたところ，固定化プロトプラストでは，4回の繰り返し回分培養が可能であり，得られた総peroxidase
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の分泌生産量は11．8Uに達した。また，本システムはα一gぬctos量daseの生産にも有効であった。

（2）微生物プロトプラストの機能を高度に利用した酵素の新規な分泌生産システムの開発

　細胞から細胞壁を除去したプロトプラストを培養した場合の生物特性は，ほどんど解明されていない。そ

こで酵母DNAマイクロアレイを用いて，酵母の細胞をプロトプラストにして培養することで変化した遺伝

子を解析し，培養プロトプラストで顕在化されている生物特性の解明を試みた。細胞をプロトプラストにし

て6時問培養することにより，発現量の変化した遺伝子は全部で416個（全体の約7．1％）あり，培養プロ

トプラストで活性化される種々の生物機能を推定した。特に培養プロトプラストでは炭水化物代謝が活性化

されたのに対し，アミノ酸生合成は逆に抑制されていた。また，タンパク質などの生産物質が能動的にプロ

トプラスト外へ分泌促進されることが示唆された。次に，DNAマイクロアレイにより初めて明らかとなった，

培養酵母プロトプラストで活性化されている機能を積極的に利用して1荻Ve梅Seおよびα一ghCOSidaSeの生

産を試みた。その結果，培養細胞での低い分泌活性に対し，培養プロトプラストにおいて両酵素の分泌活性

は増大した。脆弱なプロトプラストに人工細胞壁としてアガロースゲルを装着し，4回の繰り返し回分培養

による両酵素の連続的な分泌生産を試みた結果，得られたinVe掬Seおよびα一ghCoSidaSeの総分泌生産量は，

それぞれ1，574Uおよび739Uに達した。さらに大量生産を目指し，本システムの！0倍のスケールアップ

（wo地巫g　vohme11，OOOml）を試みた緒果，良好にスケールアップすることができ（i巫ve施se：13，304U，

α一glucosidase：7，688U），培養プロトプラストによる実際的な大量生産への可能性が示唆された。

審査の結果の要旨

　本研究は細胞による有用物質生産の問題点の1つとして，細胞壁が細胞内から細胞外への物質の移動の障

壁やフィードバック制御の原因になっていることに着目し，細胞から細胞壁を除去したプロトプラストの利

用を考え，プロトプラストの生物機能を積極的に利用した新規な酵素生産システムを開発することを目的と

した研究である。

　まず初めに，植物（ニチニチソウ）のプロトプラストに，細胞壁近傍に存在する酵素（perox曲seおよび

α一ga且aCtOSi由Se）の分泌生産に適した人工細胞壁（アガロース）を装着して培養することで，両酵素を効

率的に分泌させることに成功している。また，人工細胞壁により物理的強度を付加されたプロトプラストは，

浸透圧を低下させた培地でもバーストすることなく培養することが可能となり，本システムに繰り返し回分

培養を適用した結果，細胞を用いる従来のシステムに比べてpero搬aseは約70倍，α一ga玉actos搬seは約

45倍に生産量を増大させることに成功している。

　次に，プロトプラストの生物特性および機能を解明するために微生物の酵母プロトプラストを用いて，

DNAマイクロアレイ解析を行い，プロトプラストの代謝特性（炭水化物代謝が活性化し，アミノ酸の生合

成が抑制される）および生産物質の分泌特性（能動的な分泌経路の活一性化）という興味深い特性を遺伝子レ

ベルで初めて明らかにしている。また，得られた知見を基に酵母プロトプラストに人工細胞壁（アガロー

ス）を装着し，繰り返し回分培養を行うことで，細胞を用いる従来のシステムに比べてinve施seは約15倍，

α一g丑㏄osiぬseは約70倍以上に生産量を増大させることに成功している。

　本研究の検討結果だけでは，プロトプラストの有する生物特性および機能を十分に明らかにするには至っ

ておらず，プロテオーム解析などによる更なる検討が必要であるが，全般的には細胞に代わる新しい有用物

質生産の担い手としてのプロトプラストの大きな可能性を示す先駆的で独創性の高い研究と言えよう。また，

その利用に関しても細胞を用いる従来のシステムに比べて高い生産性を得ていることも評価に値する。プロ

トプラストの機能を積極的に利用する本システムは，他の多くの植物および微生物の細胞にも利用できる方

法や考え方を提案するもので，現在，頭打ち状態にある生物細胞関連産業に新たな可能一性を与えるものとし
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て高く評価できる。

　よって，著者は博士（農学）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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