
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

162　 1 日冂G 会場

1G ｝5−5 廃櫃 物汕資源を炭素源 とす る AshbPta 　gossypiiに よ る

リボフ ラ ビン 生産に おける油 変性の 影響

○ 朴 　龍 洙 1，佐 藤　 IH康 λ

（1静 岡 尺農 ・応 生 化 ，1水 澤 化 学 工 業 〕

1G16 −1 非血 清由来 タン パ ク 質加水 分解物 を用 い た Bombyx

mori 　Bm5 昆虫細胞 の 効率的培養

○ 權 　 k スン i．白鳴 　崇
1，朴 　龍洙 L

〔1匹竹卜「山1尺農 　・zヒ：1 二fヒ，　’幸斗研 製 薬 ）

【目 的】植物油の 1／

製
．
lteeに お い て、活 性 日 上 を 用 い 粗 製植物湘 の 植物 山来

の 色素 〔ケ ロ ロ フ でル ，力 卩チ 冫 等） を除去す る．この 1：程で 、約 40％以

トの 植 物油を 含ん だ使 用 済み の 廃 白 Lが 大 最 に排 出 され ．適 切な 処 理 方法

が な く処埋 に 悩ま され て い る 。我々 は ，本研 究 で は廃 資源 の バ fオ 変換の

観点 か ら．大量の 植物汕を 斧ん だ廃蒹物か ら リボ
ー
ノラ ビ ン 生産が 11∫能 てあ

る こ と を既に 報告 した 、そ こで 、本研究で は、廃 植物 資源 を用 いた リホ フ

ラ ビ ン J） L産 にお け る騰 白 t 含ヂ出1物 油 の 変骭1に よ る 影響 に つ い
一
〔検 討 を

而 い ，i：　，
一
，れ た 結 果 を翫 占す る 。

【方法及び結 果】薗株け ・
；shijFt）　A．c）s．叩 〃 へTCC 　 l〔1895 を 川 い 、　CS1 と セ ラ ，

．

ン 、微 逗盆属 ft 〆（
．
含む 培地を 川い ．炭素源 と して 廃［

’
11／をその ま ま添

卵L戸 ⊂、培 養 r温度 2呂℃ ，200rprn 　〕hit11，鵬
．
と う機 を川 い

一
⊂ 7 　 io　l　l問上ゴ∫養

を行
．．た 、．油変

．1・’1．の 影讐を 調 べ る た め 、廃1
’
1 十：の 保rf期閊，過酸化物 価．

ヨ ウ 素化価及び 油の 順合1叟を変化 させ
．．IJ ボブ

．
ラ ビ ン ／苛 を調 へ た 　モ

．
の

承
」
1果，油の e 合1芝の 影響力t大き く 、1約 25曳1の 亜合1題に ．よ リ リオミフ

．
ラ［　冫

，1
産島11．減 した ，本研究 で 行

，，　t ［た 結 果は ．今後廃 油資源 の 再禾11用や バ f オ

変換 へ の 大 きな 1／「能
．1．’Fを示 1唆す る とと もに 保 存 に よ る 1［IIの 変 貞 を解 決 す る

必 喫 丿
1あ る と 名． ．ら 〜〔る ．

【目 的】昆 虫細 胞・八 キ ．エロ ウ イル ス発 現 系 を用 い た 異 種 ダ ン
’Sク 質 牛岸 に

お い て た吊 ダン パ ク質を 生産す る た め に カ イ コ （Bomhvx　m 。 ri） を 用 い る

こ とは ｛1
．
望で あ る ．Bembyx 　mori 細 胞 を培 養 す るた め に は 1エ〕o．’i，の 正航侑 を

必 要 と L 、培 養 時尚 も 1｛〕11以 L の 1く時 間 を 要 し なが ら
．
も 取 大 4．1× 10°

ce ［ls，’tnl 程度し か 増 殖で きな い．そ こ で 、す で に 我 々 は 様 々 ぼ タン バ ウ 噴

加 4く分解 物が B．mori 縦胞 の高濃度糊胞J、養や 異種 ダ 冫バ ク質焦 産 に有 効

で あ る こ と を報告 した
11

本 研 究 で は 師 目代 わ り に ダ ン へ 7 質 力II水 分 解 物

を川 い て 高濃度細 胞ナ 養を試み た の で 報告す る n
【方法及び結 果】昆虫細胞 1玉m5 ・と 無di“ki、「地 Sf9 〔｝〔111S ドM を 用い ．100　nuL

こ角
．
ノ ） ス コ に lfiLlbJ，ダン バ ケ質加 水 分解物 を 添加 L ，20 　ml と し

．
〔，

27
」
C 、］OO　rpm の 条f「［

．
で上1ヨ食を 行

．
〕た ．そ こ で 、基質」FL毛費i剰 覧 副産 物

．
C
’p’，

る乳酸や ア ン
．E −：アの

’i：成速度に つ い て 検討を 行
．
） 1こ．様

tt な 添加 物 r1，．jt
動物判 の HyPcp 　 15川 が Bln5 細胞の 増殖に ｛］

’
効
．
こあ il、さ らに 10mM しリ 」

ル タ ミ 冫 を添 iju］す る 二 とに よ 一
厂〔高濃 度細 胞培 養が 11捕 　；な ．．た tt　 Bn】5

細 胞 は ケ ル タ ミ ン ttt］vmM 以 ヒ、ア ン
．E二 γや 乳 酸 濃 度 か i工lmM 以 II

・
／

な る ．と細 胞の 増 殖 が 阻 害 され る こ とが 分 か
．丿た

1） lti　 塁ス 冫 ．Sl・ IL　UI、1rイ
．
農11北 1紋 ∫こ講宇6破 旨q 、P：45　c　en3）

Effect　of　oil．denaturation　on 　ribo 飩avin 　produetion　in　the　cロ匚lure　o「

／1、ん友y億gos．sypii　llsing　waste 　vegetable 　IDi【s

　QEno じh　Y．　Parkl，Masayasu　Suしd1：
　 〔

1
「ac、　of 八 巳r［c．．　Shizuoka 　U 【1ivcrsi 甘v．二MllusH −

，a　［冂d．　Ch じ m ．　 Ltd、）

Efficient　c山 ure 　of　Bombyx 　mori 　Bm5 　insect　cel畳s　usi躇g　the　non −
animal 　derived　protei］旦hydrolysates　in　serum 　free　medium ．
　OMi −SUI） Kw 【ml ．　 I　ak：ishi 　Dojinm2，　F／Tl｛）ch 　Y．　ParkI
　 〔

11
酒 cully 〔〕f へ g1

．
　Shi ∠u〔，ka　Un 氏．．三KIIkunPhamla じeutlcul 　C ｛〕．　LkP

Ke
｝　w 【脚rds 　　，Xctiv．ated 　blじaching 　earth ，一｛s

’hbya 　gα写鉢ア
’ガ，摘b〔，tluvin 、

pulTl】eil 、　rceycl じ〔レr〔，il，　oil −denaturali〔m
Ke ｝ wordr 　　B〔〕mbyx 　rnori，　Bm5 ．　FBS ，　 hydro］ysates，　baculovin ：s

1G16 −2 昆 虫細 胞を用 い た GFPuv ・β1
，
3・N 一ア セ チ ル グ ル コ サ

ミニ ル トラ ン ス フ ェ ラ ーゼ Z 融合 タン パ ク質 の
，1／Pt

○ 加藤 　竜 也，村 日亅 健 臣 ，朴　龍 洙

〔静岡 尺陣 ・応 生化 ｝

IG16 −3　 酸化 ス トレ ス に よ る DNA 損傷 の 定 量的評価

　 　 　 　 　 ○ 　11　1　1　　　貰 些餐＿　　f1　十’f　　　［“H：　乂．　　li財「r司　　　♪Fll　　Eト1t’濡　　　II　
tt

　 　 　 　 　 　 c［りく 人1・・【；丿MiY，1、rf匕 L：｝

【目的】昆虫細胞 を用 い た遺伝 f」ゴ己現系は D パ キ．1 冂 ウイ 1レス を用い た系，
2 ｝ノ 冫 ウ イル ス 系 の 2 種類存在す る．　 ・

般的 に ベキ ェ ロ ウ イル ス 系の ほ

うが発現 量は 高いが 、分泌 タ ン ハ ク質の 場 fr、細胞内 タン パ ケの 蓄磧に よ

／’）活性を失 う恐れ があ る。GFP 」“
．．β1−3−N．ア セ ∫ ルゲ 1レ

．
］サ ミニ ル トラ ン

7．フ ェ ラ ー
ゼ 2 〔β3（jn「2｝ 融 合タ ン パ ワ質を用 い ．　 ltつ の 系 にお い て 完

現吊を比較 した、
【方 法 お よび 結 果1 β3GnT2 遺 伝 t

’
の 細 胞質 ，推 定 膜 1

．
｛通 領 域 を 舘 、N 末

端側2S ア ミ ノ酸 を コ
ー．

ドす る配 列 を 除き ．ミ ツ バ チ の メ リチ ン 山 来／ク t

ル 配 列お よ び G 卜P い
．
遺 伝 rを 融 1〒させ ．こ の 遺fi、1

’ を fl
．
す る 吊11換え

へL
・NPN を f1：製 した 、ノ ン ウ イ ル 尺 発現用ベ ク タ ．

pXINSECT
．DFST39 に

、： ．
）遺伝 ttを 挿 入 した フ

．．
冫ス ミ ド を 川 い て Tn．5 細 胞 に ト う 冫 ス フ r

．．ヶ

ン　1 ン し 、安定に 遺伝 J
．VE現す る 細 胞を 中離 し た、，ウ T．JL

．
Lを Tn −5 細H包に

感禾 させ た 場合，細胞内外の 最 ノ（β ．〜Gヒ111 活性が それ ぞれ O．33、0．CSSnlU，．m ［

て ｝
・〕たttしか し ／ ／ノ イル ス系の 場 含．細胞内 外の 最 人旨呂鬥1が そ れぞれ

1．ig，3．74niLl’n】1
．
C ら P／、以 1〕ilの 糸ll1木1よ り ：t．倍活

．
ド1：が 1：冒 L た、．　 SDS −1｝AG ト

　は ．感 爬で の ゴ亡現 の 場 含．フ L
’
］．厂 ア ーd で 切断 さオ1た 、1−9，え られ る 低 分

r・111の 剛
1／汐 冫

厂
丶駈 丿認 め ら れ たが 、／ ン ウ rル ！系

．1
は 低 分 r

』
の 1耳胎 t

“

冫 ヘ ク質 は ほ 上ん ど 認 め ら才1な か ．1た ．

【目的1 酸化的 ス トレ ス に よ る DNA 搾傷は ，変異、癌化，彦化な ど 様 々 な

生 理現象の t／要因の ・つ と考 え られ て お D、特に 活性酸素種に よ る生 体 内

で の 影響が ，近年盛 ん に研 究 され て い る．ノ 研 究 で は ，活 性酸素種に よ る

DNA 損傷に 対 し、そ の 分解過程に 着 ［11i
’
る こと で ．　 DNA 分 广全体の 損 傷

を 定量的に 評価 で き る 指標の 提案 を行 う．．
【実験方法 お よび 結果】 ｛ デル DNA と L

．
こ、大腸菌フ ラ ス ミド pUC 　Iり を

Ilrrll；腰酵 嚢 Ba 〃 r　Ht て
．
［1
’
1　Si
’
t状 に 切 断 した t の を使 用 した，活 性 酸 素稀 の 発

’1
源と し ⊂　酸化 HY

』
光触媒 をブ ．

ラ
．
厂 ／フ f ト蛍 光t］照射 ドで 使川 した ．

1「1「定 1ぜの DNA を 　．峻化
．1．タ冫 粒 r懸 1蜀 リン 酸緩 衝液 ； 加 え 、斉照 射 ILrlll｝

一と に 　定サを サ ン
．
ノ

．
リニ ノ したロ　．酸 化

．F 夕冫 粒 rを
1i

匚・，♪離 に」ぴ川 更

り除 き、でソ
ー
ノ 冂 八 ノ

．ル 沈 殿 に よ り DN へ を濃 縮 後 ，アガ ロ
．
ス ゲ ル毘 気

泳勤 に供 L た、、DNA は エ チジ ウ ム ブ 1」
．丶7　f ド染 色 に U 〕そ の蛍 光強 曦 ん

Sclen　lmagc で 数ll匿是化 した 、初則分 fi　）DNA 滑 度の 1威夢 7 「卍
．
ノ ・．て1［［1

．

t．1・L ．［ヒ ット性 多ぎ
．
標的モ デ ル を適 用 L た と こ ろ、良好 に 表現 て さ る こ

．1．か わ か ［），　2 何　　1．十｛1「1ド 〜
・
ラ 乂

一タ ー
ノf［肖　｛1〕N へ　1

−．Ol 《撃
．ロナf 卜数 〕　．LA

でII
」
1 〔DNA 損 傷 の II．’1 尾数 ） 力 侵 られ た ，現 fl，解釋 反 応 娯f1にお け る DN ．丶

E 「易を イ’．モ．テtl
レ1二．＼　Iffl，9佇「し 、　」｛LL／蓑f牛、亅．．巳デ

ご1レ　丶
．．t　メ．　シ．　．二ニゾ，刊「限巨

「
’
パ ．．⊂．検 討 し

．
⊂い く．

Eff／Lcient　production　 ef 　GFPu ▼駲β1
，
3【N −

acet ｝
「19且ucosaminyltransferase2 　fusion　protein　in　insect　ce 【ls

　Q 「atsuya 　Ki旦k｝，　 I　ak じQmi 　Mura ［u，　Fnocl1．Y．　Park
　 〔Depar匸menr 　 of 　 Apphod 　Bielogical　 Chemis1ry，卜ac 」【lt｝・1，「 Agriじu ］tLlrc、
　 Shi7u 〔，ka　Urli、Cl

・
sltv 〕

Quant面 catio 皿 of 　1⊃NA 【lamage 　caused 　by　uxida 皿 重 stress

　OTakae 　Taguchi，　NaolniA1 ・illulra．　Mo 【umu 　Nishk，ka．　Masahik）Taya
　 （（｝rこld ．　Sc・h．　Lllg．　Sci．〔

．
｝saka 　uni   ．）

Ke ｝
．
、v
’
urds 　 il1〜cじL じell．　gじ11L・じxpre 　 軋m 、　bacuk 】vlnls 、6FPu 、

．、
hL3 −N．acctylvlyeosi 電mlny ［rrIlnsleri堋sc2

Ko｝ words 　　DNA 　daniag．e，　Qxidativc 　strじss．「じac τivじ 〔，xy 琴じ11　sp じじics．
11ヒa匚馳iLI【11　し110xidc

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


