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論文内容の要旨

微生物の遺伝子レベルでの修飾に基づ‘いて新規なペプチド・タンパク質を創製する際，各種のストレスによるタン

パク質の変性や，インクルーションボディと呼ばれる不活性な凝集体の形成によって，目的のタンパク質生産が阻害

される場合が多々ある。本研究は，水性二相分配系とヒートショックタンパク質 (HSP) の機能を複合した高効率的

なタンパク質の Refolding プロセスの設計・開発を目的し，以下の 4 章より構成される o 第 1 章では，まず‘幾つかの

タンパク質を対象として，各種のストレス(熱，化学物質等)負荷条件でのタンパク質の変性過程，および各タンパ

ク質問の相互作用において重要な支配因子のーっとなるタンパク質の構造変化に伴う表面特性(特に疎水性)変化に

ついて，水性二相分配法を用いて定量した。さらに，構造変化の制御を利用した新規なタンパク質の分離生産プロセ

スとして機能性食品タンパク質 (α-LA， β-LG) を回収するプロセスを合成した。第 2 章では，構造形成反応が

比較的遅い基質タンパク質として，炭酸脱水酵素を用いた自発的な Refolding 反応について検討した。タンパク質の

Refolding を， (i) タンパク質の分子内相互作用による構造形成反応と (ii)分子間相互作用による凝集反応に分離して，

各反応を支配する因子およびその制御法について検討した。第 3 章では，各種のストレス負荷条件におけるタンパク

質の変性抑制やタンパク質の構造形成の促進に関与することが知られている HSP (GroEL, GroES) を対象として，

表面特性・特異的相互作用および機能について明らかにした。また， これらの知見に基づいて，水性二相抽出と

PEG 沈澱法の複合による HSP の高効率の分離生産プロセスを設計・開発した。最後に第 4 章では，以上の知見を総

合して，水性二相分配系と HSP の機能を利用したタンパク質の Refolding プロセスの検討を行った。本プロセスで

は，変性タンパク質は水性二相系の上相で GroEL と結合して(ii)の分子間凝集が抑制され，迅速に巻き戻り活性化さ

れるとともに下相に濃縮・回収された。

論文審査の結果の要旨

微生物の遺伝子レベルで‘の修飾に基づ‘いて新規なペプチド・タンパク質を創製する際，各種のストレスによるタン

ノ f ク質の変性や，インクルーションボディと呼ばれる不活性な凝集体の形成によって，目的のタンパク質生産が阻害

される場合が多々ある o 細胞内でタンパク質の構造形成・変性過程を制御していると推測される一連のストレスタン
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パク質群，中でもヒートショックタンパク質 (HSP) が注目されているが，その機能・特性は未だ充分に理解されて

いない。したがって， これらヒートショックタンパク質の機能・特性の解明と合理的な分離生産法の確立や，細胞内

における変性・インクルーションボディの形成過程の制御，あるいはインクルーションボディから活性を持った目的

タンパク質を回収する効率的なプロセス，すなわちタンパク質の可溶化と構造形成(折り畳み， Refolding) を行う

プロセスの確立が大きな課題となっている。

一方，水性二相分配系は，水-水系の相分離により細胞内環境に近い穏和な二相を形成するために，酵素・タンパ

ク質および微生物に優しい環境を持ち， これらと二相系自身の相互作用を最小限に抑制できる。したがって， タンパ

ク質の構造変化・界面活性剤などの第三成分との相互作用の分析場，あるいは培養・酵素反応およびタンパク質の構

造形成 (Refolding) を進行させる生物反応場として利用することが可能である。水性二相分配系とヒートショック

タンパク質の機能を複合することにより，高効率的なタンパク質の Refolding プロセスを開発できると期待される。

本論文では， (1)各種のストレス(熱，化学物質等)負荷条件でのタンパク質の変性過程，およびタンパク質の構造

変化に伴う表面特性(特に疎水性)変化を，水性二相分配法を用いて定量すること， (2) タンパク質の自発的な Re­

folding 反応を(i) タンパク質の分子内相互作用による構造形成反応と (ü)分子問相互作用による凝集に分離して評価す

ること， (3)各種のストレス負荷条件におけるタンパク質の変性抑制やタンパク質の構造形成の促進に関与することが

知られているヒートショックタンパク質 (HSP ; GroEL, GroES) の表面特性，特異的相互作用および機能を定量

的に評価すること， (4)以上の知見を総合して，水性二相分配系における各反応成分，生成物および HSP の二相聞の

分配特性と HSP の機能を利用したタンパク質の Refolding プロセスの組み立て，を行った。

以上のように，本論文は水性二相分配系とヒートショックタンパク質の機能の複合により， Refolding と生成物の

分離・回収を同時に行える高効率的なタンパク質の Refolding プロセスを構築したものである o よって博士論文に値

するものと判定する。
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