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論文内容の要旨

本論文は、遺伝子組換えヒト血清アルブミン (rHSA) の医薬品としての開発を目的として、培養工学的側面と生

産物である rHSA の構造的側面からの研究をまとめたもので緒論、本文 4 章及び総括より構成されている。

緒論では rHSA の酵母による生産の歴史的背景、および rHSA 開発の意義について述べ、さらに rHSA 生産研究

の状況と問題点について述べている。

第 1 章では、 rHSA 分泌発現培養におけるプロテアーゼの出現と培地組成との関係を検討し、アンモニウム濃度を

主とした培地組成の改良が安定した rHSA 分泌発現培養を可能とすることを明らかにしているo

第 2 章では、 rHSA 発現量の増大に及ぼすオレイン酸添加効果をアルコールオキシダーゼ 2 (AOX2) プロモーター

領域の塩基配列より検討し、 5 '上流域である -1529 塩基から -804塩基までの領域がオレイン酸による発現量増大

に必要であることを明らかにしている。さらに、 -1411塩基から -1403塩基にオレイン酸応答領域が存在する可能性

を示している。

第 3 章では、 rHSA 分泌発現量増大を目的としたメタノール流加速度の最適制御方策をダイナミックプログラミン

グにより求めている。最適流加速度を用いた rHSA 分泌発現培養結果とモデルによる結果とが一致しないことから

流加速度の検討を行い、流加速度の切換えをやや穏やかにすることによって rHSA 分泌発現量が増大することを明

らかにしている。

第 4 章では、 rHSA と血紫由来 HSA の物理化学的性質および免疫学的性質について検討し、両者で差のないこと

を明らかにしている。さらに、 rHSA、血紫由来 HSA の X線結晶構造解析を行い、両者の立体構造が同じであるこ

とを示している。

総括では、研究成果を要約し、今後の展望について述べている。

論文審査の結果の要旨

現在までヒト血清アルブミン製剤は、ヒト血祭を分画することにより製造されており、原料をヒト血竣に頼らざる

を得ないために生じる感染性物質伝播の可能性は避け難L 、。また、血紫分画製剤の圏内自給化は世界的な流れである
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にもかかわらず、我が国におけるアルブミン製剤の自給率は26%にとどまり原料血祭の大半を輸入に頼らざるを得な

い。本研究は、このような状況を克服するため、遺伝子組換えメタノール資化性酵母、 Piclzia pωtoris による rHSA

の生産を目的として、培養工学的側面と生産物である rHSA の構造的側面から検討を行ったもので、得られた主な

成果は次のとおりである。

(1) P.pastoris による rHSA 分泌発現培養において、 rHSA を分解するプロテアーゼの出現は培地中のアンモニウム

濃度の低下によることを明らかにし、アンモニウム濃度を培養後期まで最適値に維持するように培地組成の改良

を行うことによってプロテアーゼの出現を伴わない rHSA 分泌発現培養が可能となることを実験的に示してい

る。

(2) オレイン酸を培地中に0.01%添加することによって rHSA 発現量が増加することを実験的に示すとともに、

AOX2 プロモーター領域を種々欠失させたプロモーターにおけるオレイン酸添加効果を検討し、 5 '上流域である-

1529塩基から -804塩基までの領域がオレイン酸による rHSA 発現量増大に必要であることを明らかにしている。

また、オレイン酸に対する応答領域が AOX2 プロモーターの上流、 -1411塩基から -1403塩基に存在すると推定

している。

(3) メタノールを単一炭素源とする指数的 Fed-batch 培養により擬定常状態を実現し、菌体の比増殖速度 (μ) と

rHSA 比生産速度 (ρ) の関係を求めた上で、総 rHSA 産生量を最大とする操作変数、すなわち μ の時系列を

最終培養液量及び流加速度に拘束条件を設けてダイナミックプログラミング法で求めているo 得られた最適制御

方策は Bang-Bang 制御型であるが、実際の rHSA 分泌発現培養ではメタノール流加速度を切換えたことによる

rHSA 比産生速度の切り換わりがモデルとは一致しないことを実験的に示している。さらに、この不一致の原因

はメタノール流加速度の不連続で急激な低下による rHSA 発現量への悪影響にあると推測し、連続的でしかも

Bang-Bang 制御型を模倣した流加速度を設定することにより、最適制御方策を実施した場合に期待される

rHSA 量が実現できることを示している。

(4) 血祭由来 HSA と rHSA の臨床使用における機能を比較するため、両者の麗質浸透庄 CCOP) を比較検討し、

両者の COP に差が無いこと、また、脂肪酸組成と含量を比較検討し、両者で同じ種類の脂肪酸が検出され、ヒ

トで報告されている以外の脂肪酸は検出されないことを実験的に示している。平行線定量法を用いて、ヤギ抗血

紫由来 HSA ポリクローナル抗体に対する血策由来 HSA と rHSA の反応性を統計学的に解析し、両者が免疫化

学的に同等であることを示している。さらに、 rHSA、血策由来 HSA の X線結晶構造解析を行い、両者の立体

構造を明らかにするとともに、それらに差の無いことを示している。

以上のように、遺伝子組換え Pichia pastoris による rHSA 分泌生産において効率的な培養方法、および生産物であ

る rHSA の構造に関して新しい知見を含んでおり、培養工学の発展に寄与するところが大き L、。よって、本論文は、

博士論文として価値あるものと認める。
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