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論文内容の要旨

生物・細胞の発現する多様なストレス応答機能を制御して利用する「ストレス応答型ノ〈イオプロセス J において、

各構成要素(細胞・酵素・タンノ主ク質・細胞膜・生体分子など)のストレス状態やストレッサを識別し、 on-line モニ

タリングするための「ストレスセンサ」の開発が必要とされている。本研究で開発したストレスセンサは、リポソー

ムやストレス応答型有機感応膜など生体模倣膜をセンサ素子として利用しており、細胞膜の状態や細胞膜界面におけ

る各種の環境ストレッサを in situ でモニタリングできるという特徴を有している。本研究では、動的な細胞膜界面

のストレス応答機能に着目し、一連の生体膜機能模倣型センサを開発し、ストレスにより誘起される匂い・香り分子

など環境ストレッサやタンパク質の構造異常性の識別方法について明らかにした。また、これらのセンサを用いてス

トレス応答型ノ〈イオ生産分離プロセスの具体例に応用した。

第一章では、ストレス応答型ノ《イオプロセスで発生するガス成分をストレッサの一環として着目し、ストレス応答

センサの基盤技術として、小型化、省電力の薄膜タイプの携帯可能な匂い・香りセンサを開発した。このセンサは無

機感応膜と温度に対する特性変化の大きい有機感応膜を組合せたものでマイクロマニピュレーションシステムを用

いてマイクロアレイ型電極の開発に成功した。また、微細化した有機感応膜は様々なガスに対する選択的なセンサ応

答が確認され、感応膜のアレイ化と温度制御を組合わせると効果的にガス成分の識別が可能になった。さらに、これ

を拡張して様々な官能基を修飾した導電性高分子膜を利用した生体膜機能模倣型センサによりタンパク質の構造異

常の検出を試みた。

第二章では、さらに高感度化するため機能性リポソームを電極表面上へ固定化し、各種ストレス条件下におけるタ

ンパク質の構造変化のセンシング手法を確立し、主として液相センサの開発とそのストレス応答型ノ〈イオプロセスの

設計・開発への応用について検討した。リポソームなどのモデ、ル生体膜を固定化した生体膜機能利用型センサを製作

し、ストレス条件下におけるタンパク質とリボソーム膜界面の静的・動的な変化を AFM およびAmperomet1'Íc 法を

用いて検討した。これらのセンサは生体膜の動的な変化を利用して種々のストレス条件下におけるタンパク質の構造
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異常化を定量的に検出可能で、あった。

第三章では、一、二章で開発した気相センサおよび液相センサを用いて on-line モニタリングにより酵素・タンパ

ク質・細胞膜等のストレス状態やプロセスからの廃ガスをモニターしながらストレスを負荷し利用するストレス応答

型バイオプロセスの開発を試みた。そのケーススタディとして Streptomyces griseus 菌による Chitosanase のスト

レス応答型生産プロセスにおけるストレッサの on-line モニタリング、の可能'性について検討した。気相・液相ストレ

スセンサの解析結果に基づいて、目的酵素 Chitosanase を効率的に生産・放出するためのストレス条件を最適化した。

その結果、熱ストレスの負荷により酵素の生産・放出量を従来の 2倍程度まで、さらには、熱ストレスとリポソーム

添加の複合効果により 3倍程度まで改善できることを示した。

論文審査の結果の要旨

生物・細胞の発現する多様なストレス応答機能を制御して利用する「ストレス応答型バイオプロセス J において、

各構成要素(細胞・酵素・タンパク質・細胞膜・生体分子など)のストレス状態やストレッサを識別し、 on-line モニ

タリングするための「ストレスセンサ」の開発が必要とされている。本論文では、動的な細胞膜界面のストレス応答

機能に着目し、一連の生体膜機能模倣型センサを開発し、ストレスにより誘起される匂い・香り分子など環境ストレ

ッサやタンパク質の構造異常'1主の識別方法について明らかにした。また、これらのセンサを用いてストレス応答型バ

イオ生産分離プロセスの具体例に応用し、以下の結果を得ている。

まず、ストレス応答型バイオプロセスで発生するガス成分をストレッサの一環として着目し、小型化、省電力の薄

膜タイプの携帯可能な匂い・香りセンサを開発した。このセンサは温度に対する特性変化の大きい有機感応膜を用い

てマイクロアレイ型電極の開発に成功した。微細化した有機感応膜は様々なガスに対する選択的なセンサ応答が確認

され、感応膜のアレイ化と温度制御を組合わせると効果的にガス成分の識別が可能である事を明らかにした。次に、

機能性リポソームを電極表面上へ固定化し、各種ストレス条件下におけるタンパク質の構造変化のセンシング手法を

確立し、主として液相センサの開発とそのストレス応答型バイオプロセスの設計・開発への応用について検討した。

これらのセンサは生体膜の動的な変化を利用して種々のストレス条件下におけるタンパク質の構造異常化を定量的

に検出できることを明らかにした。また、気相センサおよび液相センサを用いて on-line モニタリングにより酵素・

タンパク質・細胞膜等のストレス状態やプロセスからの廃ガスをモニターしながらストレスを負荷し利用するストレ

ス応答型バイオフ。ロセスの開発を試みた。気相・液相ストレスセンサの解析結果に基づいて、ストレス条件を最適化

し、酵素の生産・放出量を改善できることを明らかにした。

以上のように、本論文は気相センサおよび液相センサを用いて、酵素・タンパク質・細胞膜等のプロセス構成要素

のストレス状態やフ。ロセスからの廃ガスをモニターしながらストレスを負荷し利用するストレス応答型バイオプロ

セスのモニタリング・制御手法を明らかにした。よって、博士(工学)の学位論文として価値のあるものと認める。
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