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論文内容の要旨

Erythroid Differentiation Factor (E D F) はヒト細胞由来の分化誘導因子であり，赤芽球に分化

する過程で癌化したマウス Friend 白血病細胞に作用して再び赤芽球に分化させ， ヘモグロビン合成を

行なわせる活性を有する。 EDF は赤芽球分化誘導の他に下垂体細胞からのFSH分泌活性，骨細胞石

灰化活性を有し，新規制癌剤として注目されている生理活性蛋白質であるO

第 1 章においてはEDF遺伝子のクローニングを行っている。ヒト細胞THP-1 からmRNAを調

製し， ﾀ g t 10ベクターを用いて 5 X 10 5個の組み換え体ファージを調製し，得られた組み換え体ファー

ジの中から ， 48mer の合成DNAをプロープとしてEDFcDNAの分離に成功している。得られた E

DFcDNF は全長1. 8Kb で，塩基配列を決定した結果， EDF は426アミノ酸残基からなる前駆体の

C末端116アミノ酸残基に相当し， EDFペプチドの直前に存在する 5 個のアルギニン残基の位置でプ

ロセッシングを受け分泌されるとしているO またサザンプロッティングの結果から， EDF遺伝子は染

色体上に唯一組存在することを証明しているo

第 2 章では動物細胞を宿主としてEDFの大量発現を行っている。すなわち EDF前駆体をコードす

る遺伝子断片を SV40の初期フ。ロモーターとポリ (A) シグナル間に挿入して P SD(X)/EDF プラ

スミドを作成し，葉酸還元酵素 (DHF R) を指標としてハムスター CHO， DHFR-細胞に導入し

ている O 得られた形質転換細胞は細胞外に60U/rnPの EDF を生産した。さらに形質転換細胞にメソト

レキサート耐性を付与することにより， ED F2000U/rnP生産株 (lmgEDF/1) を育種するのに成

功している。ハムスター細胞で生産させたEDF はヒト細胞THP-1 細胞の生産する EDF と完全に

一致する O
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第 3 章では浮遊援祥培養系でEDFの大量生産を行っている。ハムスター CHO細胞は付着細胞であ

るため， EDF高生産組み換え体を用いても大量培養が困難であるO 付着細胞を浮遊撹祥培養を繰り返

し，選抜することによって，浮遊撹持培養に適した細胞を得ている。最終的に世代時間24時間，最大細

胞濃度 1 X10 6 /mPを得ているO 以上の育種過程を通じてEDF生産性は安定に維持されていた。

以上の研究によってEDFの工業的生産を可能にしたものである。

論文の審査結果の要旨

本論文は新規制癌剤としで注目されているヒト赤芽球分化因子 (EDF) の遺伝子をクローン化し，

ハムスター培養細胞中で高発現させる系を開発し，さらにハムスター培養細胞を浮遊撹祥培養に適する

ように育種した成果をまとめたもので， EDFの生産の基礎を確率したものである。成果の中には次の

重要な知見が含まれている。

(1) ヒト培養細胞THP-1 のmRNAからクローン化したEDFcDNAは429アミノ酸残基からなる

前駆体蛋白質をコードしており，その C末端側の116個のアミノ酸残基からなるペプチドが切り出さ

れてEDF になることを明らかにしている。切断点にはアルギニン残基が 5 個連続して存在し，プロ

セシングのシグナルになっていると推定しているO

(2) EDFをコードする遺伝子を SV40をベクターとしてハムスター培養細胞に導入することに成功し，

ヒト EDFをハムスター細胞で生産させるのに成功している。さらにベクター中にマーカー遺伝子と

してジヒドロ葉酸還元酵素遺伝子を挿入しておき，同酵素阻害剤メソトレキサート耐性を付与するこ

とにより， EDF生産性を30倍以上も上昇させているO

(3) ハムスター培養細胞は付着細胞であるが，浮遊培養に訓養を繰り返えして，最終的には世代時間24

時間，最大細胞濃度 1 x10 6/mPの浮遊培養に成功している。付着培養で10
11個の細胞を得るには50rrf

の表面積が必要であったが，育種株では200 .e のジャーファメンターで可能になった。

以上のように本論文は細胞工学ならびに生物工学に対して貢献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あるものと認めるO




