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概要
アデノ随伴ウイルスベクター（rAAV）は安全性が高く、取扱いが比較的容易で
ある。また、非分裂細胞へ導入された場合は導入遺伝子の長期発現が期待でき、
研究用のツールとしては元より、近年は遺伝子治療用のベクターとして有望視
されている。一方で動物個体や人体へ投与可能な精製度の高い rAAV を大量に
調製する手法については、技術の蓄積が待たれる段階である。rAAV は産生細
胞を破壊して回収する方法が一般的であり、大量のサンプルを処理するには専
用の装置を使用するか、煩雑な操作を繰り返す必要があった。本研究では rAAV
を産生細胞から簡便に抽出する溶液を開発し、大量生産法への応用を行った。

方法
293T 細胞にプラスミドを共導入し、アデノ随伴ウイルス 2 型（rAAV2）を産生
する細胞を作製した。この細胞から、一般的な rAAV2 抽出法である凍結融解
法・超音波細胞破砕法と、今回開発したクエン酸緩衝溶液を用いた抽出法にて
ベクター抽出を行った。これらのベクター溶液のベクターゲノム数を qPCR 法
により測定し、不純物量を吸光法により測定した。

結果
クエン酸緩衝溶液で抽出された rAAV2 のベクターゲノム数は、従来の凍結融解
法・超音波細胞破砕法と比較して約 2 倍高かった。また、不純物の量は従来法
と比較して 1/2 程度に抑えられていた。

応用
本抽出法を一般的な精製手法と組み合わせて rAAV を大量製造・精製し純度・
力価などの品質を測定した結果、人体への直接投与が可能と推察される水準の
ベクターが生産できていることが確認された。
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【背景・目的】非食糧系バイオマスからのエタノール製造技術開発を目的に、酵
素反応の生産物阻害抑制、及びシンプルなプロセス構築が可能な、同時糖化併
行複発酵(SSCF: Simultaneous saccharification and co-fermentation) の技術開発を
進めている。
エタノール製造においては、蒸留コストの点からエタノール濃度 5 w/v%以上で
あることが必須であるため、結果的に反応槽内の基質仕込み濃度が 20 w/v%を
超える高濃度スラリー系となる。この高濃度スラリーのハンドリングを主眼と
してフラスコレベルで SSCF 条件検討を行い、さらにベンチスケールへのスケー
ルアップを検討した。

【方法・結果】
アルカリ前処理バガス、及び水蒸気爆砕処理バガスを基質とし、最終エタノー
ル濃度が 5％以上になることを想定し、それぞれ 20、25 dry-%(w/v)の基質濃度
で、C5C6 資化性遺伝子組換え酵母を用い、フラスコスケールにて SSCF 条件を
検討した。当該基質濃度では、仕込み時のスラリーの流動性はほぼ無い状態で
あったが、基質を適切に分割添加することによって、仕込み時から反応終了時
の間、スラリーの流動性が維持された状態で SSCF が可能となることを見出し
た。得られた結果を基に、30L スケールにて SSCF 試験を行ったところ、フラ
スコレベルとほぼ同様な結果が得られた。
本研究は国立研究開発法人新エネルギー・産業技術総合開発機構(NEDO)の委託
研究として実施した。
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微細緑藻 Parachlorella kessleri の野生型とシステイン要求性株（Srp1、Srp2）の
オイルとデンプンの蓄積動態を解析した。野生型は、硫黄源を含まない培地で
細胞増殖が抑制され、オイルの蓄積量が全培養期間に渡って増加し、デンプン
蓄積量は減少した。Srp1 と Srp2 は硫黄源としてシステインを含む培地で増殖
できるが、硫酸イオンを含む培地で増殖できず、硫黄源を含まない培地と同程
度オイルが蓄積するだけでなく、デンプンが高度に蓄積した。産生するオイル
の脂肪酸組成を解析したところ Srp1 はエルカ酸、Srp2 はオレイン酸の割合が
顕著に高かった。以上の結果から、本藻では、含硫アミノ酸の枯渇によってオ
イル蓄積が誘導され、硫酸イオンはデンプン蓄積を促進することが示唆される。
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目的）：赤潮原因プランクトンが魚介類に対して毒性を発現する事が知られてい
る。これまで我々は強い魚毒性を有する事が知られているラフィド藻類に属す
るシャットネラ種研究に取り組み、本種が通常の培養条件下で常に活性酸素を
産生放出している事を見出している。一方、渦鞭毛藻類に属するヘテロカプサ・
サーキュラリスカーマは魚類に対しては無毒であるが、貝類に対して強い致死
作用を示し、これまでの研究で溶血活性を示す事を見出している。本研究では、
シャットネラやヘテロカプサに加え、その他の主要な赤潮原因プランクトンの
活性酸素産生と溶血活性について比較検討した。（結果及び考察）：シャットネ
ラ・マリーナ及びシャットネラ・アンティーカは高いレベルの活性酸素を産生
している事が確認された。一方、さまざまな赤潮被害をもたらす、ヘテロカプ
サ・サーキュラリスカーマ、カレニア・ミキモトイ、アレキサンドリィウム・
タニヤバニチでは活性酸素産生は検出されなかった。従って、活性酸素産生は
シャットネラ種に特有な毒性因子であると推定された。溶血活性の比較実験に
より、これらの赤潮プランクトンは４つのカテゴリーに分類される事がわかっ
た。すなわち、(1) 溶血活性をほとんど示さない種；シャットネラ、(2) 溶血因
子を細胞表層に有する種 ; カレニア、(3) 溶血因子を細胞外に放出する種 ; アレ
キサンドリィウム、(4) 溶血因子を細胞表層と細胞外放出の両方を有する種 ; ヘ
テロカプサ。
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