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2F14−5 　ホ モ ジ ナ イザ ーを用 い たハ ナ ビ ラ タケ菌 糸体 の 効

　率的 生 産 方法 の 開発
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2Fl5−1 　担子 菌系 酵母 C抛 臨 066 獅 spS −2 に よ る酵素分泌高

　生産系 の開 発
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〔
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近年 の 健康志 向の高 ま りか ら、抗腫場 活 性 な ど様 々 な 免疫 賦活 作 用 を示す

β・1，S一グル カ ン が脚 光を浴 びて い るc β・］，3・グル カ ンは 食 用 キ ノ コ に多 く

含まれ て お り、ハ ナ ビラ タケ は その 中で も G−1，3・グル カ ン の 含有丘．が 最 も

多い 。一般 に キ ノ コ のチ 実 体培 養 は環 境 維持 や 長 期 間 培養な どの Pt’　tt の 問

題が ある の で、本研 究で は 菌糸 体培 養に よ e！β一1，3一グル カン を迅速か つ 高

効率 に生産 す る 方法 につ い て検 討 した n 菌糸 体 培 養方法 と して ホ モ ジナ イ

ザーを用 い た菌 糸塊破 壊培 菴、培 地 へ の オ リーブオ イル の 添加培養お よび

それ ら の併 用 培 養 を試み 、そ れ らの 有効 性を 明 らか に した。ホ モ ジ ナ ．
イザ

ー
を用 い た塔 養で は、菌糸 塊 が 破壊 され て 培養液中の 溶存酸素が 吸収 され易

くな る こ とに よ り 菌 糸 の成 長が 促進 され 、菌糸体 の 増殖速 度が 増大 し た。
また ．既 吋 v ）の オ リーブオ イル の添 加 培養は 菌糸 体細胞膜の 基質や 酸素の

透 過性 に 大 きな 影 響 を 与え る の で 、菌糸 体の 生 産 性が 向上 した 。さ ら に 、
且％（Wv）の オ リーブオ イ ル の 添 加 と ホモ ジナ イザ ーに よ る 菌糸塊破壊 の 併

用 培 鎚 を行 っ た 結 果 、菌 糸 体生 産 性 の 著 しい 向上 が 見 られた n

酒総研所有の C；r．IPtOCOCCtt∫ sp 　S・2（以下CS2 株 ）は担子菌系に 属 する 酵母 で あ

り様 々 な 特徴的な酵素 を生産す る．本酵母の 生産する リパ ーゼ はポ リ乳酸

を は じ め とする 各種生分解性7 ラス チ ッ クの 分解に 有効で ある こ とが 乙 れ

まで の 研究 よ り明 らか に なって い る 。〔：S2 株 由来酵素の 大量 生産 を行 う う

え で ．GS2 株に お ける 宿主 ．ベ クタ
ー

系を確 立する こ とeSkag な 意義を 持
つ 。さ ら に 異種タ ン パ ク質発現に お い て も従 来の 発境系で は 困難 とさ れ て

きた担子菌 由来の 酵素の 大量生産が 期待で きる。本研究で は CS2 株を宿主

とした組み 艇えタン パ ク質分 泌 高生産系を碗 立する こ とを 目的 と して GS2

株 由来 リパ ーゼ の 大量生 産 を行 っ た ，
　形質転換の ため の 宿主 として GS2 株 の ウ ラシ ル要求性株を利用 し、ま た

選択 マ
ー．一カ ー

として GS2 株の じRA5 遺伝子 を持つ ア ラス ミ ドを作成 した u

こ の プ ラス ミ ドに （：S2 株 が 多量に 生産する キ シ ラナ ー一ゼ遺伝子の プ ロ モ ー
タ ー一

領域を組み 込み CS2 株 を宿主 とする 高発現ベ ク タ …を 開発した．こ の

キシ ラナ
ーゼ プ ロ モ

ー
タ
ー

の 下流に CS2 株 由 来の リパ ーゼ遺伝チ を組 み込

んだ遺伝 了発現プラ ス ミ ドを作成 し、CS2 株に導入 した u そ の株を誘導 源

か つ 唯
一

の 炭素源 として キ シ ロ ース を含む堵地 で暗 養し リパ ーゼ の 発岨量

を測 定 した。そ の結 果、野 生株と比較し て キ シ ラ ナ ーゼプ ロ モ
ーター依存

的に 最高で お よ そ SO 倍の発現量増加 が 確認 で き た n
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2F15−2　　 動物細胞培 養 へ の抗体精製 後廃液 の 利用
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2F15−3 　光応答 性細胞培養基材 で 構築し たパ タ
ー

ン 共培養
　系 に よ る細胞 機能 の向 上
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【緒
一
ti
一
】ガン の訪果 的な治療法 として 注 目 され て い る抗 体 医 薬 は 、動 物 細 胞

培養 で 生産される e 動物細胞は、微生物 と比 べ て 培養 コ ス トが格 段に 高 く．
そ の コ ス 1・の 大部分を培地 が占め て い る。中で も細胞 増殖や 抗 体 生産 性 の

増加 を 目的 と して 添 加される 、イン ス リン や トラ ン ス フ ェリン を は じ め と

した 増殖 因子 は、培地 コ ス トの 4割 を占めて い る 。こ れ ら の添加 因 子 は、培

養終了時点で も
一
部 が消 費されず に 培養液中 に 残存 して い るが、抗体精製

後に 廃液 と して 処分 され て い る。本 研究 では、抗体精製 で生 じる廃液か ら

これ らの 添加 因子を回収
・
再生 し、動物細胞培養 に対す る有効性 を評 価 し

た。
【方法】マ ウス ハ イブ リ ド

ー
マ 2E3−0 を無血 清培地 ASFIO4 （味 の 素 ） で培

養 し 、培養 1：清を回収後、ア ブ rニテ ィ
ーG カ ラ ム （GE ヘ ル ス ケ

．
ア 〉 にか

けて 抗体 を精製 した。こ こ で、カ ラ ム に捕獲 され ず に溶 出 され た 液 を抗 体

精製廃液 と して 回収 し、限外 ろ過膜 〔分画 5kDa．ミ リポ ア 〉 で濃 縮 した、、
続 い て、必要 な添加剤量 を減 ら したASFI 肘 に こ の 濃縮 液を 加 え て培 養 し、
細胞増殖 お よび 抗体生産性 に 対す る効果 を評価 した ，
【結果】添加剤 量を減 らし、そ こ に 濃縮液 を加 えて培養 した 場 合 、培 養3日

日に お ける生細胞密度 は、完全培地 〔通常の 添加剤量 を使用 ）で 培 養 した

場合 と同等で あ っ た ．さら に 、こ の 時点 の 抗体産生量 は 、完全培 地 で 培 養

した もの を上 同 っ て い た 。また 、こ の 濃縮液 をSDS −PAGE で 分 離 した と こ

ろ、トラ ン ス フ ェリン の 存在が 確認 された v こ れ らの 結果か ら、抗体精製

廃液中に は再 生可 能 な増殖因子が 存在 して お り、廃液 を利用 した動物細胞

培養が 可 能で あ る こ とが 示唆 された。
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【目的 】細胞 を 任意の パ タ ー
ン に 配胃する

「
セ ル パ タ ー

ニ ン グーは．従来は

予 め 所定 の パ タ ー
ン に細 胞接着領域を形成 した 細胞 培養基材が用 い られ、

細 胞 播 種後 にパ ターン を追力lrす る こ とは 不可能で あ っ た 。　Ik　・〜 は培養表面

に担 持 され た細胞 接着阻 告ポ リ マ
ーを、光照射に よ っ て 除去する こ との 出

来 る 光応 答 性 培 養機材
．
を 開 発、これ を用い て 複数種の 細胞か ら な る パ タ ー

ン共培 養系 を構築 し、パ ターン 共 培奩が 細胞 に及ぼす影響を遺伝子発現の

変化 で評価 した 。
【方 法 ・結 果 】パ ター一ン 共培養系 の構築に は 、二 トロ ス ピ ロ ピ ラン 色素を側

鎖に 有す る PMMA ΦNSpMMA ＞を介 して ．ポ リエ チ レ ン グ リコ
ー

ル （PEG ｝
を表 面 固 定 した 基材 を用 い た。細胞接着 領域 の 形成は、PC 制御 型微小パ

タ
ー

ン 照射 ン ス テム を用い 、新た に 追加する 細胞の 播種前に 波長S55nm の

紫 外 光 を 所 定 の パ タ ー
ン に 照射 す る こ と に よ っ て 行 っ た。本研 究 で は

HcpG2 の ス フ ェ ロ イ ドを形成後に 3T3 を追加、パ タ
ー一

ン 共培養系を構築

し、2週 間培 養後、CYPIA2 とア ル ブ ミン の 発現量 を リア ル タイム PC：R に て

定 量 した 。ス フ ェ ロ イ ド状 で共培養 し た HcpG2 の GYPIA2 発現量はHepG2

単 層 培 養 と比 較 して 且6倍．ア ル ブ ミン は 2．5倍 に増加 し ．パ タ ー
ン 共培 養に

よ っ て 細 胞 機能が 向上 す る可能性が示 唆さ れた。
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