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　GADD34 過 剰発現に よる タンパ ク質生産性 向上

O 酋沢 明 敏
1，高見 貴之

1，大屋 智資
2，本出 孝祐

］，
　大政 健 史

1，大竹 久夫
1

（
1
阪 大院 。T．・生命

．
先端，tt田 辺 三 菱製薬 （株 〕）

IKp16 　血 管新生 因子を遺 伝子導入 した細 胞シートの 作 製

　と評価

○秋山 裕和、井藤 彰．河邉 佳 典，上平 正道

〔九 大院 ・工 ・化工 ）

【目的】抗体 医薬等 の バ ．
イオ 医薬品 の 生産系 に は Chinese 　h とLiTistcr　Oi・111・Y

〔CHC ））細胞 に 代表 され る 木米 の 発 現系に近 い 動物細胞 を宿主 と して 用 い

る必 要が ある．動物細胞培養 に よる 物質生産に お い て は，単位細胞当た り

の 生産性 を向上 させ る こ とが重要な点 で あ る ．本研究 では，小胞体 ス トレ

ス 応答 に より活性化 され る転写因子 を過剰発現 させ る こ とに よ る組換 えタ

ン パ ク質 の 生産性 向上 とその メ カ ニ ズ ム の 解明 に つ い て 検討 した．
【方 法 ，結 果 及 び 考 察】遺 伝 T一増 幅 を 用 い て 講 築 さ れ た human

anliしhrombin −III（hAT ．III）を菖 レ ベ ル で 分泌生産する CIIC ）ISD −SsD 細胞

株 を実験材料 として用 い た、CHOISD ．35D 株に 翻訳の 促進 を誘導す る 転写

因 子 で ある aα ivaling　lmnscrip しion 臨α or　4 （ATF4 ）を過剰発現 させ る こ と

に よ りhARII 生産性の 向上が見 られた．　 ATF4 は 督row ［h　arl で s［ and 　DNA

damage −indu⊂ibte　proしein　El4（GADDil4 ）を誘導 し、　 GADD34 は翻訳抑制 を

解除 する た め，翻訳が 促進 された と考 えられtt．そ こ で 構築 した細胞株に

お け る GADD ／34の 発現解析，な らび に clF2 α の 脱 リン 酸化解析 を行 うとと

もに ，GADD34 過剰 発現株 を構築 し，　h，．XT・IIIの 生産性 向上 に 関す る メ カニ

ズ ム に つ い て解 明 した、

［図的 亅近年、再生医 療分野に お い て ．組織工 学技術の 關発が 重要とな っ て

い る。しか し、生体外で 作製 した 組織は 血 管を有して い な い た め 、移植直

後の 酸素
・
栄養の 供給に は限界が あ り、組織の 生存・定着率が 著しく減 少

す る 可 能 性 が あ る．そ こ で 、本 研 究 で は、磁 気 遺 伝 子 導入 技 術

〔MagneteCection ）と磁 気三 次元組織構築技術 （Pttagnetic　force−based　tissue
cngillccrin 緯 M と1gTE ） を組 み合 わ せ る こ と で 血 管内皮細胞 増殖 因 子

（VEGF ＞を遺伝子導入 した 細胞シ
ートを構築 し、移植実験に よ る 1fiL管新生

能 に 関す る評価を行 っ た c

［実験 方法及び結 果1磁性 ナ ノ 粒 子で レ トロ ウ イル ス ベ ク タ ーを 標識 し、磁

力 に よ り筋芽細胞株C2C ］．2 細胞に 接触さ せ た と こ ろ 、従来法 の 6 倍以 上 の

高効率で 遺伝子導入に 成功 した 。さ らに 、VEGF 遺 伝子導入 C2C ］12細胞 を

用い て、Mag −TF．法に よ り細胞シ
ートを作製 し、ヌードマ ウ ス へ の 皮 ト移

槙実験 を行 っ た と こ ろ 、移植 2 週間後の 組織 に お い て 、コ ン トロ ール と比

較 して 毛細 fiTL管網の 密度 お よび組識の 厚み が顕著に 増大 して い た ．これ ら

の 結果か ら、磁力 を用い た遺伝子導入手法お よび組織構築技術は 、組織工

学 に お い て有用な手法で ある と考え られる 。
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【目的】カイ コ を宿ギ と した タ ン パ ク 貿発境系は 発現量 の 多さ 、高度な 翻訳

後修飾 に よる高い 活性、容易なハ ン ドリン グな どか ら期待が高 ま っ て い る

が、遺伝子組換え に は煩雑な操作や 時間を要 し、汎用的な使用に は至 っ て

い な い 。そこ で 組換え作業 を大腸菌で 行え る BmNPV バ ク ミ ド系 は、ハ イ

ス ル
ー・プ ッ ト系 と して 注 目されて い る．本研究で は、BmNPV バ ク ミ ド及

そ の 改変型バ ク ミ ドを用 い 、緑 色蛍光 タン パ ク質 （GFP ）を 4 品 種の カ イ コ

で 発現 させ 、カイ コ 遺伝子 発現系 にお ける 発現 能力 の 評価 を 口的 と しk ，，
【方法及び 結果】野 生型 バ ク ミ ド（WT 〕、目的 タ ン パ ク 質の 分解 を防 ぐ 目的

で ウ イ ル ス 由来の シ ス テ イ ン プ ロ テア ーゼ 欠 損（CP−）バ ク ミ ド、シ ステ イン

プ ロ テ ア ーゼ お よび キチ ナーゼ両欠 損（CP
−
〔：h−）バ ク ミ ドに （…FP 遺伝子 を導

入 し たバ ク ミ ドを構築 し た。これ をカ イ コ 5 齢幼虫に 接種 して 、GFP 発現

量 の 経時 変化 を調 べ た 。また 、4 品種の カ イ コ を用い て 同様に GFP を 発現

させ 、発現量 の 違 い を調 べ た。その 結果 W 丁 ．CP−、　 CP−Ch一の い ず れ の バ

ク ミ ドに お い て も カイ コ の致死 期 に最大 の 発現 景 とな り、カイ コ 1 個 体 の

脂肪体 中、W 「で お よ そ 2．4mg 、（：P一で 4mg 、　 C：P
−
Gh 一で は5m9 の GFP が 発

現 する こ とが わ か っ た 。また 、品種 を変え た 実験で は 、最大 で カ イ コ 1 個

体 当た り 1　C｝　mg 程度の GFP 発現が確 認さ れ 、人 鵠：発現 系 と して カ イ コ ーバ ク

ミ ド発現 系の 有効性は 明らか とな っ た 。
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