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論 文 内 容 の 要 旨

大腸菌を宿主とする生産法で,複雑な立体構造を有する真核生物由来タンパク質をその活性を保持したまま生産すること

は困難であり,そのため真核生物を宿主とする生産技術の確立が望まれてきた｡しかし,真核生物では異種遺伝子を高レベ

ルで転写できるプロモーターや細胞外に効率よく分泌できるシグナル配列が見出されていない,などの問題を解決する必要

があった｡また,噛息は人口の2-4%に認められ,その数は増加傾向にあるが,発症にいたる分子機構には不明の点が多

い｡そこで,本研究のめざした目標は,活性型で高品質の遺伝子組換え型タンパク質医薬品を真核細胞系で効率よく生産す

る技術を確立するとともに,その活用を念頭において,晴息治療薬開発の標的となる有用タンパク質を見出すことにあった｡

内容は以下のように要約される｡

1.FusariumSp.S-19-5株のアルカリプロテアーゼ遺伝子のクローニングとAc71emOnium chrysogenumでの発現

FuSarium sp.S-19-5株が大量のアルカリプロテアーゼを分泌することに着冒し,FuSariumアルカリプロテアーゼ遺伝

子をクローニングし,プロモーター ･シグナル配列を同定した｡また,分類学上近縁にあり,DNA規制の面で安全である

ことが保証されているA.chrysogenumにプロモーター配列も含んだFusariumアルカリプロテアーゼ染色体DNAを挿入

することにより,4g/l以上の著量のFusariumアルカリプロテアーゼを分泌生産することに成功した｡

2.Fusariumアルカリプロテアーゼプロモーターシステムを用いたヒトリゾチームの分泌生産

大腸菌や酵母では活性を保持したまま大量に生産することが困難なヒトリゾチームをモデルにFuSariumアルカリプロテ

アーゼプロモーターシステムの有用性を検証した｡アルカリプロテアーゼプロモーター,プレプロ配列下流にヒトリゾチー

ム遺伝子を連結したプラスミドをA.chrysogenumに導入することにより,46mg/lのヒトリゾチームを活性を保持したま

ま分泌生産することに成功した｡糸状菌を用いた異種遺伝子分泌生産系に使用される宿主はほとんどがASPergillus属や

Trichoderma属であり,A chry50genumを宿主とし,Fusariumアルカリプロテアーゼの強力なプロモーター ･シグナル

配列を利用した異種遺伝子分泌生産系の構築は新たな宿主 ･ベクター系を提供するものである｡

3.新規鴨息関連タンパク質の発見と真核細胞を用いた機能解析

嘱息治療薬創製のための標的となりえる有用タンパク質を見出すために.,気道過敏性克進モデルマウス肺と正常マウス肺

で発現が変動する遺伝子をSuppressionsubtractivehybridization法により探索し,モデルマウス肺において顕著に発現の

増加する遺伝子としてgob-5,ECF-Lを見出した｡

Znsituhybriqizationにより,gob-5は気道周囲の粘液産生を司る肺細胞に,ECF-Lは肺胞マクロファージに発現を認め

た｡組換えアデノウイルスベクターを用いたgob-5アンチセンス遺伝子気管内投与により,気道過敏性克進,気道での粘

液産生,好酸球浸潤が有意に抑制された｡逆にgob-5センス遺伝子投与によりこれらが有意に促進された｡気管支上皮細

胞株であるNCI-H292細胞にgob-5遺伝子およびそのヒト塑相当導伝子であるCLCAl遺伝子を導入することにより,粘

液産生が克進することを認めた｡これらより,gob-5およびCLCAlタンパク質は嘱息の主症状である気道過敏性克進,気

道上皮の粘液産生や気道-の好酸球の浸潤に関与することを示した｡ECF-Lアンチセンス遺伝子導入によっても気道過敏
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性の抑制がみられ,ECF-Lも嘱息の発症や進展に関与する可能性が示された｡また,新たにヒトECF-L遺伝子をクロー

ニングし,COS細胞に導入することにより,ヒトECF-Lタンパク質がキチン分解酵素活性を有することを明らかにした｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,Fusarium sp.S119-5株の産生ずるアルカリプロテアーゼのプロモーター ･シグナル配列を利用した新規分泌

生産系を確立し,また,嘱息関連タンパク質としてgob-5,ECF-Lを見出し,その機能解析を行った結果が述べられてい

るが,評価すべき点は以下の通りである｡

1.Fusarium sp.S119-5株のアルカリプロテアーゼ遺伝子のクローニングとAcremonium chry50genumでの発現

Fusarium sp.S-19-5株の産生するアルカリプロテアーゼ遺伝子をクローニングし,そのプロモーター ･シグナル配列も

含めた塩基配列を明らかにした｡また,A chrysogenumでFusariumアルカリプロテアーゼプロモーター ･シグナル配列

が効率よく作用することを明らかにし,A.chrysogenumを宿主として4g/l以上のFusariumアルカリプロテアーゼを生産

することに成功した｡この値は糸状菌を用いた異種遺伝子分泌生産系において過去最高値であり,この系の有用性を示すも

のである｡

2.FuSariumアルカリプロテアーゼプロモーターシステムを用いたヒトリゾチームの分泌生産

FuSariumアルカリプロテアーゼプロモーターシステムを利用して,活性型のヒトリゾチームを分泌生産することに成功

した｡この系を利用した複雑な構造を有する有用タンパク質の大量生産が期待される｡

3.新規嘱息関連タンパク質の発見と真核細胞を用いた機能解析

気道過敏性克進モデルマウス肺で特異的に発現が変動する遺伝子として見出されたgob-5,ECF-Lはこれまで嘱息との

関連が全く報告されていない遺伝子である｡ 組換えウイルスベクターを用いたアンチセンス遺伝子投与により,嘱息様症状

が改善されたことはこれらの遺伝子産物が瑞息の発症や進展に関与することを示すもので評価できる｡さらにgob-5の場

合は粘液産生に直接に関与することを細胞レベルで示した｡ECF-Lの場合は,新たにヒト型相当遺伝子をクローニングし,

それがキチン分解酵素活性を有することを発現細胞を用いて示した｡これらから,新たな作用機序を有する鴨息治療薬創製

の可能性が開かれた｡ECF-Lに関しては前述の糸状菌を利用した分泌生産系への応用も期待される｡

以上のように,本論文は糸状菌を用いた新たな宿主 ･ベクター系を構築し,有用タンパク質生産-の応用を計るとともに,

その活用を念頭において,新規職息関連タンパク質を見出し,その機能まで解析したものであり,応用微生物学および生化

学に貢献するところが大きい｡

よって本論文は博士 (農学)の学位論文として価値のあるものと認める｡

なお,平成13年9月13日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学力

が十分あるものと認めた｡
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