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論 文 の 内 容 の 要 旨

休外診断薬は､病因の探索､治療経過の把握など治療医学や､疾病予防､♯康保持など

予防医学の面からも広く用いられるようになり､医学分野における体外診断薬の重要性が

急速に高まってきている.従来体外診断薬としては化学試薬が用いられていたが､近年優

れた特異性を有する酵素を利用した診断薬が肘弗され､化学試薬に代わり広く普及してき

ている.現在､酵素を用いた体外診断薬は凍結乾燥酵兼を用いた製剤化試薬が主に用いら

れているが､簡便性の点から調製が不要な液状体外診断薬が望まれるようになってきた｡

本研究は､クレアチニン､尿酸並びにシァル酸を測定するための休外診断薬に用いられ

るクレアチニンアミドヒドロラーゼ､ウリカーゼ並びにⅣ-アセチルノイラミン酸アルドラ

ーゼ(仙bse)について､遺伝子岨換え技術を導入することにより､これら酵素の遺伝子解

析や組換え酵素の請特性の#明など基鍵的な知見を得るとともに､組換え酵素の犬上生産

技術と高純度化技術の擁立を困り､さらに組換え酵素を用いた液状休外診断薬の実用化を

目的に行ったもので､以下に示す結果を得た｡

1)遺伝子組換えによる体外診断薬用酵素の高生産系の擁立

クレアチニン測定用クレアチニンアミドヒドロラーゼを生産する殆e雨脚0月ag Sp.PS-7

の本酵素遺伝子の塩基配列を決定し､7糾塩基対､259アミノ酸よりなる構造遺伝子を見い

だした｡本研究において初めてクレアチニンアミドヒドロラーゼ遭伝子の塩基配列及びア

ミノ酸配列が明らかにされ､本酵素の♯遁や反応機♯の解明に♯重な知見を与えた｡さら

にこのアミノ酸配列が既知の配列と有意な相同性が認められないことから木酵素はこれま

でに知られている酵素とは異なった♯造をとっているものと推定された｡また本ヒドロラ

ーゼは亜鉛酵素で､本酵素分子中に存在しているさ偶のヒスチジン残基のいずれかが亜鉛

の結合に関与しているものと推察した｡ぬcムerj血ia coJjC600におけるクレアチニンア
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ミドヒドロラーゼ遺伝子の発現について検討し､誘導物干よ添加時においてPざeUdo∬00a5

の約30倍の酵素を生産させることに成功した.さらに熱処理を導入した簡便な精製操作で

､高純度の酵素を高収事で得ることに成功した｡
尿酸測定用ウリカーゼとして用いられている伽di血の酵素に比べ､優れた特性を持つ

ぬcjJJuざSp.TB-90の未酵素遺伝子の塩基I巳列を決定し､木遺伝子が9g6塩基対､332アミ

ノ酸よりなることを明らかにした｡本研究において原核生物のウリカーゼ遺伝子の塩基配

列及びアミノ♯配列を初めて明らかにした.木酵素には真核生物のウリカーゼで知られて

いる保存配列と鋼結合部位を形成している配列がともに認められないことから､原核生物

のウリカーゼは真核生物の酵兼とはかな引■造が異なっていることが示唆された.一方､

原核､真核生物のウリカーゼに共通して認められる新しい保存配列が存在することを発見

した｡g.COHJ糧109において生産されたウリカーゼの性平はぬcjJJugの酵素と良く似てい

たが､組換え酵素のサブユニットの分子上がぬciJ血gの酵素に比べ幾分大きこと､また熟

安定性が約10℃向上していること等の違いが認められた.C東端分析から､ぬciJJu5の酵

素ではプロセシングによリC末端側の13アミノ酸残基が除去されていたが､組換え酵素で

はこのプロセシングを受けていないことを明らかにし､g.COJほぬciHuぶSp.TB-90のプ

ロセシシグ機♯が異なっていることを示すとともに､このプロセシングを受けていないこ

とが組換え酵素におけるサブユニットの分子よの増加と耐熱性の向上の原因と推察した｡

シァル酸測定用仙血eは且coJiによるセルフクローニングにより生産されているが､ク

レアチニンの測定を妨害したり試薬の劣化を引き起こすカタラーゼやⅣ亜H酸化辞素等の宿

主由来の酵素の混入が問題となっている.そこで､これら混入酵素を容易に除去できる新

規仙kse生産用宿主を探索した.その結果､鮎rmtjaJj叩eねcie∬Ⅰ和12979が乱coJi用

プラスミドベクターを使用できること､組換えプラスミドを安定に保持しかつ舶kseを構

成的に高発現すること等から､有用な並伝子組換え用宿主であることを認めた｡さらにぶ.

Jiqueねci即ぶと且coJiではカタボライト抑制の機♯が異なっていることを見いだした｡こ

れらの諸結果を基に､嵐山即eねci即ざにおけるⅣAkseの高生産条件について検討したとこ

ろ､g.COJiを宿主に用いた場合の7倍まで仙kseの生産1を向上させることに成功した｡

また組換えⅣAkseは熱処理工程を含む≠単な撲作で高度に精製され､宿主由来の混入酵

東をほぼ完全に除去することができた｡また組換えⅣAkseの耐熱性がg.coJiの酵素に比べ

約10℃向上していることを混めた.

2)組換え酵素を用いた液状体外診断薬の開発

組換えクレアチニンアミドヒドロラーゼ､ウリカーゼ及びⅣ心血Seを用いて､それぞれ液

状のクレアチニン測定試薬､尿酸測定試薬及びシァル酸測定試薬を詞製し､これら液状酵

素試薬の安定性､精よ､正確性について検討した｡その結果､いずれの液状酵素試薬とも

長期間の保存安定性､同時再現性､直線性､妨害物干の影響並びに標準法または従来法と

の相関性について検討したところ､これらの液状酵素試薬が製剤化酵素試薬と同等または

それ以上の性能を有していることが確認され､液状体外診断薬として実用化に成功した｡

以上､本研究において､クレアチニン､尿酸及びシァル酸を測定するための体外診断薬

に用いる原料酵素の開発に遺伝子組換え技術の導入を図り､これら辞素の遺伝子並びに組

換え酵素について解析を進め基礎的な薪知見を得るとともに､優れた特性を有する組換え

酵素を用いた液状休外診断薬の実用化に成功､休外診断薬分野における遺伝子組換え技術
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適用の有効性を実証した｡

審 査 結 果 の 要 旨

本論文は､医療の分野で疾病の原因探索､治療経過のれ察などに使用されている体外診

断薬の中.や､クレアチニン､尿酸並びにシァル酸を測定する酵素試薬の開発を目楷したも

ので､その内容は､緒論に続き､第一部では主に遺伝子組換えによる休外診断薬用原料酵

素の生産について検討した括果を､第二部では組換え酵素を用いた液状休外診断薬の開発

について､それぞれまとめたものである｡

(1)クレアチニン測定用クレアチニンアミドヒドロラーゼを生産する殆eudo劇0朋ぶSp.PS

-7の本酵素遺伝子の塩基配列を決定し､本遺伝子が780塩基対からなリ259アミノ酸をコー

ドしていること､また既知の配列と有意な相同性がないことを明らかにした｡クレアチニ

ンアミドヒドロラーゼ遺伝子の塩基配列は本研栗で初めて明らかにされたもので､酵素の

構造や反応機構の解析研究に貴重な知見を与えた.木遺伝子を挿入したpOm5-13を保有す

る女.coJiC600が殆eu血仰視ぶに比べ灼30倍の高い酵素生産性を示すことを認め､また熱処

理を含む4ステップの精製操作で高収事で高純度の組換え酵素標晶を得ている｡さらに組

換え酵素の性質がPざe血0膚Ona5の酵素と同一であることを明らかにした｡

(2)尿酸測定用として優れた特性を示すウリカーゼを生産するぬciJJぴぶSp.TB-90の本酵

素遺伝子が996塩基対からなリ332アミノ酸をコードしていることを明らかにし､原核生物

のウリカーゼ遺伝子の塩基配列及びアミノ酸配列を初めて明らかにした.またぬciJ血5の

酵素には真核生物ウリカーゼに見られる保存配列と鋼結合配列が認められなかったが､原

核及び真核生物の酵素に共通に認められる新しい配列を発見した｡ぬciJ血5のウリカーゼ

遺伝子を挿入したプラスミドベクターpUO6を導入したg.00右J削09は､ぬciJ血ぶに比べ約

8倍の酵素生産性を示した｡この組換え酵素の性千はぬcjJJu5の酵素と良く似ていたが､

サブユニットの分子よが幾分大きいこと及び熱安定性が約10℃程向上していること等の違

いが見られた｡C末端分析の結果から､ぬciJJuざのウリカーゼはC末端側13残基がプロセ

シングにより削除されるが､組換え酵素はこのプロセシングを受けていないことを明らか

にし､組換え酵素の分子量の増加と耐熱性向上の原因と推察している｡

(3)シァル酸測定用Ⅳ-アセチルノイラミン酸アルドラーゼ(岨kse)はg.coJjによるセルフ

クローニング系で生産されているが､混入酵素に起因する測定妨害や酵素試薬の劣化が間

層となっている｡そこで､混入酵素の除去が容易な新規ⅣAkse生産用宿主の探索を行い､

g.coJi用プラスミドベクターが使用可能で組換えプラスミドを安定に維持できること及び

NALaseの生産性が高いこと尊から､Serratia)iqueLbciel)SIFO12979が優れたNAhse生産

用宿主であることを認めた｡さらに熱処理工程を導入した4ステップの精製操作により高

収革で混入酵素をほぼ完全に除去した岨kse横島を得ることに成功した｡この組換え酵素

の性質はg.coJ如こよる組換え酵素とほぼ同様であったが､熟安定性が幾分向上していた｡

(4)組換えクレアチニンラミドヒドロラーゼ､ウリカーゼ並びに岨kseを用いてそれぞれ

液状試薬を調製し､その性能について検討した｡その結果､いづれの波状酵素試薬とも長

期間の保存安定性､同時再現性､直線性､妨害物電の影響などについて優れた性能を有し

ていることを認め､液状休外診断薬として実用化に成功した｡
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以上記述したように､本論文は､休外診断薬用酵素の開発に遺伝子組換え技術を導入､

原料酵素の遺伝子並びに組換え酵素について新たな基礎的知見を与えるとともに､組換え

酵素を用いた体外診断薬用酵素試薬劇極めて優れた性能を有していることを実証､辞素利

用学分野の進展に大きく貢献するものと評価された.

以上､本論文審査委負会は､提出論文並びに基礎となる学術論文等について慎重に蕃議

し､審査委負全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合よ学研究科の学位論文として十分価

値があるものと判定した｡
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