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論文内容の要旨

細胞は，周辺環境からの各種ストレスに応答し，その環境に適応するための『ストレス応答機能J を有している。

例えば，細胞に熱ストレスを負荷した際， (1)細胞内の損傷タンパク質の修復， (2)輸送， (3)凝集体の形成，あるいは，

(4)分解等を通じて応答する。物理的・化学的ストレスなど，さらに強いストレスに対しては， (5)細胞の破壊・溶菌等

が見られるようになる。現在のところ，分子レベルから細胞レベルまで，細胞のストレス応答機能に関する定性的知

見は数多く報告されているが，各レベルから定量的・総合的に検討した研究は少ない。

本研究では，各種ストレスとそれに対応する細胞の応答を定量的なパラメータを用いて体系的に相関づけ，最適化

したストレスにより上述した一連の細胞の応答機能を発現・制御・利用した高選択的なバイオ生産分離プロセスの開

発を目的とする D まず，各種ストレス条件下における細胞の応答特性を，平衡論的(水性二相分配法) ・速度論的

(細胞破砕・溶菌，細胞内物質の放出過程の解析)な観点から，定量的に解析する手法について検討した。それらの

手法を用いて，熱ストレスに対する細胞の応答過程を解析した。特に，熱、ストレス条件下において，細胞内目的タン

パク質が大腸菌細胞の内膜を介して輸送される細胞応答機能に着目し，その機構について検討した。その結果，細胞

内目的タンパク質の細胞内膜の輸送は， タンパク質や細胞膜構成物質問の疎水的相互作用により誘導・制御されてい

る事を明らかにした。さらに，モデル細胞系(リポソーム)を構築し，細胞の熱ストレス応答機能の発現過程を検証

した。以上の知見に基づ、き，上述の細胞のストレス応答機能と水性二相系とを複合的に利用したバイオ生産分離プロ

セスを開発すると共に，細胞のストレス応答機能をバイオ生産分離プロセスに活用するための指針を示した。

論文審査の結果の要旨

細胞は，周辺環境からのストレスを認識し，ストレスタンパク質の発現による損傷タンパク質の修復，特定タンパ

ク質の輸送・放出，不活性な凝集体の形成，あるいは細胞の破壊・溶菌などの様々な経路を通じて応答する。一連の

細胞のストレス応答機能の発現過程を制御・利用する事により，高選択的バイオ生産分離フ。ロセスへの展開が期待で

きる o 現在，分子レベルから細胞レベルまで，細胞のストレス応答機能に関する定性的知見は数多く報告されている

が，各レベルから定量的・総合的に検討した研究は少ない。
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本論文では，細胞のストレス応答機能を，ストレス条件下における i )細胞膜，および，註)細胞内目的物質 (ß­

galactosidase) の表面特性の変化と，発現されたストレス応答機能を相互に関連させて定量的・体系的に検討した。

細胞の各種表面特性は， タンパク質と同様に平衡論的手法(水性二相分配法)を用いて解析可能であった。物理的

(機械的)ストレスに対する細胞応答の速度論的解析より得られる速度定数を用いて，細胞内部の特性，特に，酵素

の細胞内局在性の定量的評価が可能であることを示した。化学的ストレスに対する細胞の応答過程も同様に速度論的

に解析し，ストレスにより細胞応答を制御する方法を確立した。特に，平衡論的手法と組み合わせて，細胞内膜の表

面特性を解析した。以上の手法を用いて，熱ストレスを負荷した時の細胞応答，特に，細胞内目的酵素 ß­

galactosidase の膜輸送挙動を解析した。大腸菌細胞に熱ストレスを負荷することにより，細胞質に存在する ß­

galactosidase が，内膜を透過しペリプラズムへ輸送される事を示した。モデ、ル細胞(リポソーム)系においても同

様に，熱ストレス条件下で酵素が膜を介して輸送される事を確認した。細胞およびモデル細胞の結果より，細胞内酵

素の膜輸送現象は，熱ストレス条件下における酵素ー細胞膜の疎水的相互作用の増加により誘導される事を明らかに

した。上述の知見に基づき，細胞のストレス応答機能と水性二相系を複合利用したバイオ生産分離プロセスを開発す

ると共に，それを設計・開発するための指針を示した。

以上のように，本論文は(1)細胞の各種特性を平衡論的・速度論的手法を用いて定量的に評価できること， (2)ストレ

ス条件下の生体物質問の疎水的相互作用を制御する事で細胞応答の制御が可能であること， (3)細胞のストレス応答機

能をバイオ生産分離プロセスに応用できることを明らかにした。よって，博士論文に値するものと判定するo
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