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論文内容の要旨

本論文は、ヒト型糖鎖修飾タンパク質の植物における生産を目標とし、ヒト由来の糖鎖付加酵素を植物細胞に導入

し発現させ、植物細胞内糖鎖プロセシング機構に与える効果に関する研究成果をまとめたものであり、以下の 5 章か

ら構成されている。

第一章では、宿主として植物体を用いたヒト抗体やワクチンなどの組換えタンパク質の生産において重要である翻

訳後修飾、特にヒト型糖鎖構造への修飾について、その問題点を明らかにし、本研究の背景と目的について述べてい

る。

第二章では、宿主とするタバコ BY2 細胞内の糖鎖構造を解析し、 5 種類からなることを明らかにしている。また、

抗原性となり得るキシロースを含む型が92.5% を占め、少量 (7.5%) の高マンノース型糖鎖が存在することを示して

いる。さらに、非還元末端に N-アセチルグルコサミン残基を持つ糖鎖が全体の48.2%存在することを明らかにし、

BY2 細胞内の糖タンパク質糖鎖が、ヒト型糖鎖構造への変換に必須なガラクトース転移酵素の基質となる可能性を示

唆している。

第三章では、ヒト由来の β1 ， 4 ガラクトース転移酵素をタバコ細胞に導入するため、同酵素 cDNA を用いてタバコ

BY2 細胞を形質転換している。ガラクトース転移酵素の発現を、酵素活性の測定、サザン解析、ウエスタン解析で確

認するとともに、本形質転換タバコ細胞の糖鎖構造を解析し、全体の47.3%がガラクトース残基が付加されていること

を明らかにしている。ブコースやキシロース残基が付加した糖鎖が存在しないことを見出し、形質転換タバコ細胞を

用いれば抗原性となる糖鎖を持たない糖タンパク質を生産できる可能性を導いている。得られた糖鎖構造の解析結果

から、ガラクトース残基を含む糖鎖生合成経路を推定している。

第四章では、植物細胞におけるヒト型外来糖タンパク質生産モデルとして、西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP)

を用い、形質転換タバコ細胞における外来糖タンパク質の特異的な糖鎖構造賦与について検証している。形質転換タ

バコ細胞および野生株を HRP 遺伝子を用いて形質転換し、等電点電気泳動、酵素活性染色、ウエスタン解析などによ

り形質転換体における HRP の発現を確認している。組換え体 HRP のガラクトース残基を持つ糖鎖構造は、種々の解

-383-



析から Gal1GlcNAc1Man3GlcN Ac2 であると推定している。形質転換タバコ細胞で生産させた HRP は抗キシロース

抗体とは免疫反応せず、キシロース残基が存在しないことを示唆している。

第五章では、本論文を総括し、将来の研究を展望している。

論文審査の結果の要旨

本論文は、植物細胞にヒト由来の糖鎖付加酵素を導入し発現させ、植物細胞内糖鎖プロセシング機構に与える効果

に関する研究成果をまとめたものである。植物体を用いたヒト抗体やワクチンなどの組換えタンパク質の生産に関す

る研究には、翻訳後修飾、特に糖鎖修飾について、ヒト適応型糖鎖構造の賦与に関する研究が不可欠であるが、本研

究は、ヒト由来の β1 ， 4 ガラクトース転移酵素遺伝子を用いて形質転換した植物細胞において、本来にはない糖鎖生合

成経路を構築することに成功している。本研究の成果を要約すると以下の通りである。

(1)宿主とするタバコ BY2 細胞内の糖タンパク質に存在する糖鎖構造が 5 種類であることを明らかにしている。ま

た、抗原性となり得るキシロースを含む型が、全体の92.5% を、少量 (7.5%) の高マンノース型糖鎖が存在すること

を示している。フコース残基を持つ糖タンパク質をタバコで初めて検出している。非還元末端に N-アセチルグルコサ

ミン残基を持つ糖鎖が全体の48.2%存在することを見出し、 BY2 細胞内の糖タンパク質糖鎖はガラクトース転移酵素

の基質となる可能性が示唆している。

(2) ヒト由来の β1 ， 4-ガラクトース転移酵素 cDNA を用いてタバコ BY2 細胞を形質転換している。ガラクトース転

移酵素の発現を、酵素活性の測定、サザン解析、ウエスタン解析で確認後、最も酵素活性の高い株 GT6 を取得してい

る。糖鎖構造解析の結果、全体の47.3%がガラクトース残基が付加されていることを明らかにしている。ブコースやキ

シロース残基が付加した糖鎖が付加しないことを見出し、 GT6 を用いれば、植物で見出される抗原性となる糖鎖を持

たない糖タンパク質を生産できる可能性を導いている。得られた糖鎖構造の解析結果から、ガラクトース残基を含む

糖鎖生合成経路を推定している。

(3)GT6 細胞における糖タンパク質の異種宿主における発現と、外来タンパク質に特異的な糖鎖構造を賦与できる

宿主としての GT6 細胞の能力について検証している。西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) を外来糖タンパク質のモ

デルとして用い、 HRP 遺伝子により GT6 及び野生株を形質転換し、等電点電気泳動、酵素活性染色、ウエスタン解

析などにより形質転換体における HRP の発現を確認している。組換え体 HRP のガラクトース残基を持つ糖鎖構造

は、種々の解析から Gal1GlcNAc1Man3GlcN Ac2 であると推定している。 GT6 で生産させた HRP は抗キシロース抗

体とは免疫反応せず、キシロース残基が存在しないことを示唆している。 GT6 細胞にいて外来糖タンパク質にガラク

トース残基を糖鎖構造に賦与できることを実証している。

以上のように、本論文は植物体を用いたヒト抗体やワクチンなどの組換えタンパク質の生産の場合に不可欠なヒト

適応型糖鎖構造賦与のための糖鎖生合成経路を構築することに成功している。また、その開発研究を通じ、ガラクト

ース残基を含む糖鎖生合成経路に関し新たな知見を得ている。これらの研究成果は、植物細胞工学、特に植物バイオ

テクノロジーの発展に寄与するところが大きい。よって本論文は博士論文として価値のあるものと認める。
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