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細胞工学の ダ ウン ス トリ
ー ム　ー新 しい 細胞破砕法一

大陽酸素  技術研究所　大森良幸

　遺伝子工 学 の 発展に 伴 い 人 類に と っ て 特定 の 有 用 物質 を 選択的1・IZしか も大量 に 生産 し得 る よ うに 形 質転換 させ

た細胞が 数多 く世 に 現れ て ぎた ．次 の プ ロ セ ス と して ，こ れ ら有用 物質をで きる 限 り生体内に 存在す る 状態の ま

ま 変性 させ ず，効率的trc取 り出す こ とが重要な課題 とな る．対象とな る 日的物質 は ，酵素 を は じめ，タン パ ク

質，核酸，脂質，オ ル ガ ネ ラ，生理 活性物質など多岐 に わた り，それぞれ の 抽出 に 対応す る 様 々 な破砕法があ

り，目的 に 合 う最良の 方法を選択 しな け れ ば な らな い ．

　細胞を破砕す る方法 に は ，化学 的，生化学的 な 作用 に よ っ て 破砕す る方法 と，機械的 ， また は 物理的 エ ネ ル

ギ ー
を加え て破砕する機械的破砕法 と，こ の 二 つ を併用 した 複合破砕法 に 大別 で きる．化学的，生化学的に 破砕

す る 方法に は ，低イ オ ソ 強度 に よ る 浸透 圧 シ 。 ッ ク，酸 ・ア ル カ リ処理 に よ る 抽出，キ レ
ー

ト化合物添加 に よ る

抽出，有機 溶 媒 抽 出 ，界面 活性 pa］　ec よ る 抽 出な どが あ り こ れ ら の 方 法 は ，至 適 条 件 を うま く設 定 す れ ば ，目的物

質の み を 選択的に 抽 出 し得 る特徴 を持 ち，大量処理 も可 能 とな る が，適用で きる もの が 限 られ 必ず し もそ の 抽 出

効果 は 高い とは い え な い ．細胞壁を細胞壁分解酵素 に て 溶解させ ，浸透圧 シ
ョ ッ ク に よ っ て 破砕す る 方法 もあ る

が，添加物を取 り除 く必 要があ る場合は 操作を複雑化させ る こ とに なる．

　 こ れ に 対 して，機械的に 破砕す る方法 として は ，凍結融解法や ガ ラ ス ビ ーズ 法，ブ レ ン ダー
法，加圧法，超音

波法 な ど と，破砕され 易い オ ル ガ ネ ラ の 単離 な どに 用い られ る温和 な破砕 の 間隙摩砕法があ る．1｝

　 ガ ラ ス ビ ーズ 法 は ，粒径 0，1〜1mm 程度の ガ ラ ス ビ ーズ と共 に 試料を 撹拌 さ せ そ の 摩砕作 用 に よ っ て 細胞を

破砕す る もの で ，装置化 され 連続処 理 が 可能 と な っ た もの が あ り工 業 的 に 利 用 され て い るが ，実 験 室 で よ く用 い

られ る 乳鉢 と手作業 に よ る方法 で は ，再 現性も悪 く小容量 の 処 理 しか 行え な い ．こ の 方法は ，処 理 中に 生 じ る発

熱 の た め 冷却機構を備え なけ れ ぽ な らず，また ，目的物質が ガ ラ ス ビ
ーズ に 吸着 され る量 も多 く洗 い 込み 操作が

必要 な うえ 試料 と ガ ラ ス ビ
ー

ズ を 分離しな けれ ば な ら な い ．加 圧 法 は，試料 を 10，000〜40，000　psi に 加 圧 した

後，ノ ズ ル か ら噴出 させ ，ノ ズ ル 通過時 の せ ん 断作用 と急激 な放圧 に よ っ て破砕す る．加 圧法 に よ り，グ ラ ム 陰

性 菌 は， 1 〜2回 の 処理 で ほ ぼ完全 に 破砕 で きる が，グ ラ ム 陽性桿菌，酵母 で は ，数 回 の 処理を要 し，グ ラ ム 陽

性 球菌，ク ロ レ ラ の 破砕は ，難 し い と され て い る ．超 音 波 法 は ，超 音 波 照 射 に よ っ て 引 き起 こ さ れ る Savitation

（空 洞 現 象） に よ っ て 生 じる水流 の 引き裂 き効果 で 破砕す る もの で ，桿菌 は 破砕 しや す く，球菌 は 破砕 し難 い と

され，グ ラ ム 陰性菌 の Thermus　thermoPhitus，　E．　 coti などは ，容易 に 破砕 で きる が，　 StaPhJlococcu∫ が こ の 方法 に 強い

抵抗性を持 つ と報告 されて い る．しか しこ れらの 方法は ，目的物質 が一
定時間連続的，あ るい は 断続的に 強力な

エ ネ ル ギ ー
を受け る こ とに な り，冷却機構を備えて は い る もの の 局所的な発熱 は 避け られず，ま た 処理 中 に 酸化

作用を受け る 可能性 もあ る．超音波処理中に フ リ
ー

ラ ジ カ ル が発生 し，DNA が切断を受け，ア ル ＝ 一ル デ ヒ ド

ロ ゲ ナ
ーゼ が 超音波処理 に よ っ て 失活す る と報告 され て お り，また ガ ラ ス ビーズ 処理 に よ っ て ，酵 母 の イ ソ ベ ル

タ ーゼ が 20％ 失 活 した と も報 告 され て い る，

　 こ れ ら の 懸念 を 回避 す る方法 と して ，最近 新 し く開 発 され た凍 結衝撃破 砕 法 が あ る．本法 は ，液体窒素 を 用 い

て 作 り出 す
一100 〜− 150 °C の 低温窒素雰 囲 気中に 細胞懸濁液 を粒径約 10e　”m に な る よ うに 噴霧し，瞬 間 的 に

凍結させ た 後，強力な窒素 ガ ス 圧力 で 噴射 して 高速 で 衝撃板 に 衝突させ て 破砕す る．2）低温，窒素雰囲気中で の

処理を特微 と し，twes　Candida　tropicatisの 破砕
s）で は 抽出 した カ タ ラ

ー
ゼ 活性 が，ガ ラ ス t

’
　一ズ 法，超音波法に 比

べ て 高 く検出され ， 走査型電顕写真に よ っ て 微細化せ ず に 大 き く破砕 す る特徴が 確 認 され ，か つ ，ミ ト コ ン ド リ

ア や RNA の 回 収 も可能 で あ る．さ らに 液 体 培養 した 植 物 継 代培 養細 胞 Lavanduta ・vera か ら，ペ ル オ キ シ ダ ーゼ 活

性，ク ロ P フ
ィ

ル が，ガ ラ ス ビ ーズ 法 よ り高 く検出 され，葉緑体 の 回 収 も可 能 で あ る．り DNA の 回 収に お け る溶

菌法 と の 比 較検討 で は 高 い 回収率 を 示 し，切断を受けない 完全 な 二 重螺旋構造 を 保持 した 状態で 回 収 され て お

り，リ ゾチー
ム 処 理 と本 法の 併用 で，グ ラ ム 陽性菌 の 中 で もとくに 破砕困難 とされ る コ リ ネ フ ォ

ー
ム 細菌 Ar・

throbacter　globifermi∫，　CaTLvnebacterium　vitarumen か らも高収率 で DNA が 回 収で きて い る．Sl

　 こ の よ うVC特徴 的 な破砕効果 を持つ 凍結 衝撃破砕法 は ， 大量処理 の 検討 もなされ て お り，工 業規模 で の 破砕 に

も，今後大 い に 期待 で きる と考k られ る．
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