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本論文は , 植物培養細胞を用 い た有用物質生産プロ セス の 生産性向上を目指し

て行 っ た培養工学的研究に つ い て纏められた もの で あり , 高生産細胞株の選抜技

#
～

g , 二 次代謝活性に革づく細胞集塊形成の コ ン ト ロ
ー

ル , 及 び前駆体の逐次添加

によ る 目的物質 の生産性向上 に つ い て記述され て い る ｡ 本論文の 目的は植物細胞

を物質生産の ソ ー ス として用 い る際に生ずる諸問題を解決する こ とで あり , 植物

培養細胞固有の問題点に着目して い る点にそ の時徴がある ｡ 本論文は全5 牽か ら

構成されて いる ｡

第 1 章で は本論文の意義を明確にするために , 研究 の 背景として , 植物培養細

胞を有用物質生産に用 いる際に障害とな る植物細胞固有の問題を明確に し, そ れ

ら を如何に して解決するか に つ い て 論じて られて い る ｡ 以下 の 章で は , 本章の 議

論 に基づ い て行われた具体的な研究の成果に つ い て述 べ られ て い る .

第 2 章で は , 有用物質の高生産細胞を選抜するた めに行 っ た , 水性 二 相分配法

に よる細胞分離 の研究に つ い て 述 べ られ て い る ｡ 植物培養細胞は培養中に細胞集

塊 ( アグリゲ ー

ト) を形成し, これ が細胞 の増殖や代謝に必要で ある こ上 が報告

されて い る ｡ 従 っ て アグリゲ ー

トを酵素処理 に よ っ て 単細胞化する必要がある細

胞選抜操作, 即 ち微生物細胞の選抜に頻用される単細胞由来 の ク ロ
ー ン コ ロ ニ ー

の 取得等に は, 現在の と こ ろ大きな困難が伴う ｡ 本論文で は , アグリゲ
ー

トの 単

細胞化をお こな わず , 目的細胞を多く含むアグリゲ
ー トの 回収 を簡易な手法で行

う こ と に より, 目的の 細胞を多く含む細胞集団を迅速に取得する ため の新規な手

法が提案されて いる ｡

水性 二 相系は連続相が水で あ るため, 細胞や生体高分子などの非侵襲的分離操

作に応用されて きた が, 粒径の大きな植物細胞アグリゲ
ー トは界面に沈降 し, 分

離後の細胞同士が混合す る という問題点があ っ た . そ こ で , 本論文で は , 細胞の

分配平衡の成立を待たず, 相分離した水性二 相系に細胞が均
一 に分散した状態で

細胞を回収する こ とを提案し , この こと に よ っ て 植物培養細胞 の アグリゲ
ー トの

分離も可能になる ことを明らかにして い る ｡ また, こ の事法を利用して , 単
一

の

細胞株として確立されたイチゴ培養細胞株を 2 つ の細胞アグリゲ
ー ト集団に分け,

同株が アグリゲ
ー ト表面の親疎水性または電荷に関して ヘ テ ロ な細胞集団で あ る

こ とを示 して い る ｡

さ らに , 分離された 2 つ の 細胞集団のテン トシ ア ニ ン含有量が異なる ことを見

いだし, アグリゲ
ー ト表面の性質の違い に基づき, 有用 二 次代謝産物 の高蓄積細
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胞株を, 簡便な操作で短時間に分離できる ことが可能である こ とが示されて いる ｡

植物培養細胞の選抜を目的として水性二 相分配法を用 い たの は本論文が初めて で

あり, また それ によっ て細胞表面の性質が ヘ テロ で あり , 細胞内の 二 次代謝活性

と相関をもつ ことを初めて明らか にして い る ｡

第 3 章で は, 二 次代謝活性に基づくアグリゲ
ー

ト形成の制御につも1 て述 べ られ

て い る o 培養中に細胞が受ける シアス トレス を低減するためにほアグリゲ ー トは

小 さい ことが望ましい が ,, 増殖や代謝物生産を促進するためにはある程度 の大き

さの アグリゲ ー

トの形成が必要で ある . そ の ため細胞にダメ ー ジを与えずにアグ

リゲ ー トサイズを適切にコ ント ロ ー ルする技術が必要とされて いた｡ 本論文で は

植物 の代表的な二 次代謝系で あ る フ ェ ニ ル プロ パ ノイ ド代謝系, 及 びそ の下流の

フ ラボノイ ド代謝系がアグリゲ ー ト形成に及ぼす働きに着目して い る ｡ 同代謝系

の特異的阻害剤 A O P P を培地中に添加する こ とに より, 細胞増殖やタ ンパ ク合成

に影響を与える ことなく , 培養中期の アグリゲ
ー トサイズが顕著 に減少する こ と

を明らか に して い る ｡ 本論文は上記の代謝系がアグリゲ ー ト形成 に
一

定の 役割を

果たして い る こ とを直接的に証明した初めて の報告で あ る｡ また , アグリゲ
ー ト

サイズと相関の ある具体的な代謝産物の特定にをま至らなか っ たが , 本法がアグリ

ゲ ー トサイ ズ をコ ン トロ ー

ルする ための
一

般的な手法と して応用可能で あ る こ と

が示唆された ｡

第 4 章で は, 培地条件の調節に よる有用物質の 生産性向上 に つ いて 述 べ て い る ｡

一

般に細胞 の培養は回分操作で行われ るが , その 場合, 培養 の 進行と共有こ培養条

件が非定常に変化す る ｡ 本論文 では特定 の培地条件を
一 定に維持す る こ とで , 目

的物質 の生産性を大きく高め る ことが で きる と考 え, ア ン トシ ア ニ ン を生産す る

イチゴ培養細胞に対 し, そ の生合成前駆体であるアミ ノ酸 L - フ ェ ニ ルア ラ ニ ン を

培地中に複数回 にわ た っ て 逐次添加し, ア ン トシ ア ニ ン の 生産性を大幅に向上さ

せ る こ とが可能で ある ことが明らか にして い る ｡

第 5 章に おい て は, 本研究を総括 し, 今後の展望を述 べ て い る ｡

以 上述 べ て きたよう に , 本論文は , 植物培養細胞を用 い た物質生産プロ セス の

問題点を明確に し, そ れ らの解決手段となりうる基礎的技術を提示 した もの で あ

る ｡ これ らの成果は, 植物培養細胞の増殖および物質生産の特性制御に関する重

要な結論を含ん で い るため , 生物学
･ 植物細胞工学 ･ 生物化学工学の発展に寄与

すると同時に, 植物培養細胞を用 いた工業スケ
ー ル の 二 次代謝物質生産プロ セ ス

の開発を行なう にあた っ て も実用的な手法と して も大きな意義を持 つ も の と考え

られ る ｡

よ っ て , 本論文ほ博士 ( 工学) の 学位請求論文と して合格と褒められ る ｡
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