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	現在、酵素、抗体、表面タンパク質、受容体などの様々なタンパク質が医療や工業で用いられており、その世界市場は大きく拡大しつつある。今後、微生物によるタンパク質のさらに高効率な生産が求められると考えられるが、通常、各タンパク質に合わせた宿主、発現条件（分泌生産または細胞内）の検討が必要である。本論文においては、微生物によるタンパク質の分泌生産効率を向上させる汎用的手法を検討した。また最も産業的に有用なタンパク質の１つである抗体と酵素とを、両方の活性を保持したまま融合させる手法を開発した。さらに抗体—...
	２章では、分泌タンパク質生産の高効率化を容易に行うことができる汎用的手法として、新規のシグナルペプチド(SP)最適化法であるSPOT法(Signal Peptide Optimization Tool)を開発した。タンパク質の分泌生産は、精製が容易である、宿主への細胞毒性が低減できるなどのメリットがある。SPはタンパク質の分泌効率に大きな影響を与えることが知られており、その最適化が目的タンパク質の高効率な分泌生産に重要である。しかし従来のSP最適化法は制限酵素処理を必要とすることから、N末端にS...
	３章では、ルシフェラーゼ(Luc)修飾抗体をEscherichia coliで生産することを目的とした。酵素修飾された抗体は、ELISAやwestern blottingでの検出に汎用されている。しかし、これまで抗体への酵素の付加は主に化学修飾により行われてきており、「抗体一分子に対する修飾酵素分子数を制御できない」、「修飾のための煩雑な実験操作が必要になる」などのデメリットが存在する。一方、中野らの研究グループでは、Fab抗体の重鎖・軽鎖それぞれのＣ末端に互いに接着するペプチドロイシンジッパー...
	まず、マウス由来抗E. coli O157 ZipbodyにLucを融合させたZipbody-Luc融合体を作製し、これを検出抗体としてELISAを実施したところ、Luc由来の発光により抗原の検出に成功した。一方、LZが付加されていない同Fab抗体にLucを融合したものでは、western blottingで調べた発現量がZipbody-Luc融合体と同等であったにも関わらず、その検出シグナルは著しく低下した。このことから、酵素活性および抗原結合活性両方を保持する酵素標識抗体を作製するには、LZ...
	４章では、３章で開発したZipbodyzymeを利用可能な、新規のホモジニアス免疫測定法であるBINGO (Bioluminescent Interference Gathering Optical) assayを開発した。免疫測定法は、食品の安全管理や、病気の診断などで、幅広く用いられている。しかし、最もよく用いられるELISAは、高感度で高選択性であるものの、抗原のコーティングや、洗浄作業に時間や人手がかかるという欠点がある。また、他の免疫測定法のラテックス法やイムノクロマト法も夾雑物に影響...
	ここで考案したBINGO assayは抗体—Luc融合体と、融合体の発光を吸収可能な色素の使用を特徴とする。検体中に抗原が存在する場合、測定容器底部に集められた抗原を、抗体-Luc融合体が認識する。測定系には融合体の発光を吸収するための色素が加えられているが、融合体が抗原に結合した場合は測定容器底部に偏在するため、色素の影響を大きく受けることなく、発光が測定容器下部の光電子増倍管(PMT)に到達して検出される。抗原が存在しない場合は、融合体は測定系中を分散しており、その発光は色素によって吸収され...

