出國報告（出國類別：研究）
經濟部96年度台法技術合作計畫

Yarrowia lipolytic基因工程平台構築及其生質能源之應用

服務機關：台灣中油股份有限公司煉製研究所
姓名職稱：蔡承佳研究員
派赴國家：法國 巴黎郊區
出國期間：中華民國96年7月2日至9月28日
報告日期：中華民國96年11月28日
摘  要

本次研習為經濟部國際合作處「96年派員赴德國、法國、奧地利或俄羅斯技術研習」計畫之一部分，派至法國研習「纖維素分解酵素基因工程平台建立及其生質能源之應用」，為期90天。主要目的在了解法國國家農業研究院所開發之基因工程平台之分子技術之研究發展現況，研習其目前發展中之Yarrowia lipolytic蛋白質生產平台技術，並應用於纖維素分解酵素之生產，並了解法國在生質能產業發展現況、目標、研究重點、面臨之挑戰及未來之展望。本次研習地點在巴黎郊區西佛-格立恩（Thverval-Grignon）微生物遺傳分子所為主。
研習方式分為與相關專家個別討論、實驗室研習與實作等。本次研習主題在蛋白質生產技術平台的操作比較不同參數下基因轉型效率之差異，並與商業化套組作法進行比較，並應用於不同酵素之生產，收集法國生質能產業現況及當前研究之重點。本次研習針對法國國家農業部建立之分子生物技術與應用、發展現況及研究資訊有充分之探討與交流，對國內生質能研發應相當有助益。 
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目  的

由於世界能源需求急遽增加，石油價格持續飆漲；溫室氣體造成全球暖化現象，從2005年起「京都議定書」開始生效，雙重衝擊下，綠色能源、永續經營理念的生質能開發，再度成為世界各國發展新能源政策的主要議題。

然而，對於生質能源的利用技術相當廣泛，其轉換能源方式，一般可概分為四類別：直接燃燒技術、物理轉換技術、熱轉換技術、化學/生物轉換技術，各領域均投入大量研究資源，此計畫屬於化學/生物轉換技術類別，以基因工程方法開發將纖維素分解成為葡萄糖之酵素，則能應用於纖維素酒精開發。

近來由於乙醇市場需求不斷增加，利用酵素（酶）生產燃料乙醇的技術也發展迅速，因為燃料乙醇不僅是一種可再生能源，相較於汽油燃燒可以減少對環境有害的溫室氣體產生；近幾年來燃料乙醇在全球各地的工廠紛紛規畫建廠，美國、歐盟、東歐國家、南非、中國、泰國，競相投入，可以預見未來的燃料乙醇產業將蓬勃發展。本計劃將開發生產將纖維素轉化成簡單的醣類所需的參與之酵素群，與法國國家農業研究院相關人員建立合作關係，以研習生產平台、提升轉型效率、改造生產平台與量產酵素為目標。行程安排如表：
	訓練進修日期及時間
(Visiting Time)
	訓練進修

地點(Location)
	擬訓練進修機構

及訪談對象
(Institutions & Persons to be visited)
	訓練進修目的及討論主題
（Topics for Discussion）

	7/1~7/2

2007
	台北/巴黎

Taipei/Paris
	往程
	

	7/3~7/27

2007
	分子及細胞遺傳實驗室

Laboratory of Genetique Molecular and Cellular
	農業研究院/微生物遺傳分子所/  Catherine Madzak 博士

INRA-INAPG / Microbiology and Molecular Genetics/ Dr. Catherine Madzak
	1.真菌酵素之突變與表現

1.The over-expression of mutants of a fungal enzyme

	7/16~8/14

2007
	分子及細胞遺傳實驗室

Laboratory of Genetique Molecular and Cellular
	農業研究院/微生物遺傳分子所/  Catherine Madzak 博士

INRA-INAPG / Microbiology and Molecular Genetics/ Dr. Catherine Madzak
	2. 改善蛋白質構型研究

2. Unfold protein response study

	8/15~9/10

2007


	分子及細胞遺傳實驗室

Laboratory of Genetique Molecular and Cellular
	農業研究院/微生物遺傳分子所/  Catherine Madzak 博士

INRA-INAPG / Microbiology and Molecular Genetics/ Dr. Catherine Madzak
	3. 建立纖維素分解酵素平台

3. Establishing cellulase workstation

	9/11~9/27

2007
	分子及細胞遺傳實驗室

Laboratory of Genetique Molecular and Cellular
	農業研究院/微生物遺傳分子所/  Catherine Madzak 博士

INRA-INAPG / Microbiology and Molecular Genetics/ Dr. Catherine Madzak
	4. 纖維素分解酵素活性分析與應用

4.Cellulose degraded enzyme activity assay and application

	9/27~9/28

2007
	巴黎/台北

Paris/Taipei
	返程
	


過  程

本次前往法國研習共為期90天(96 年7 月1 日至96 年9 月28 日)。研
習地點以巴黎郊區西佛－格立岡國家農業研究院微收物遺傳分子所為主。向該所資深科學家Dr. Catherine Madzak 學習，結合其目前研究方向，特地安排3個月的密集訓練，訓練項目包括Yarrowia lipolytic 基因轉型法、DNA 分析技術、基因構築技術、轉型最適條件改善與轉型參數測試技術、單套與多套基因構築原理講解與實作、啟動子之選擇與改造、該蛋白質生產技術平台與其他系統之應用比較等。
心  得

法國農業研究院介紹：總部設於巴黎大學路 (rue de l‘Universite) 的法國國家農業研究院(Institut  National de la Recherche Agronomique, INRA) 成立於1946 年，為一個以農業有關科學和技術研究為主之公立機構，為全歐洲最大的農業研究機構。由法國農業部與研究部監督管理，負責提供與農業相關的創新知識及應用技術；配合經濟和研究的合作夥伴提供改革方案；對政府當局提出建議及其科學論點；藉由研究實習之提供來推廣科學研究領域。該研究院超過 8,941 名人員，其中 1,875 名為研究員、1,600名為博士班研究生、1,000名為國外訓練學員及研究員。2001年預算為573百萬歐元，其中科學研究部提供86.5%、農業部僅提供0.5%，INRA自籌13%。 該研究院分為 17 個研究部門(Départments de recherche) 包括：

Ø植物生物學(Biologie végétale)

Ø生物統計與人工智慧(Biométrie et intelligence artificielle)

Ø農村社會與經濟(Économie et sociologie rurales) 

Ø畜禽營養與飼養(Élevage et nutrition des animaux) 

Ø農學與環境(Environnement et agronomie)

Ø森林與自然環境(Forêts et milieux naturels)

Ø畜禽遺傳(Génétique animale) 

Ø植物遺傳與改良(Génétique et amélioration des plantes) 

Ø水產與野生動物(Hydrobiologie et faune sauvage)

Ø微生物(Microbiologie)

Ø營養、食品與食品安全(Nutrition, alimentation et sécurité alimentaire)

Ø畜禽生理(Physiologie animale)

Ø畜禽保健(Santé animale) 

Ø環境與植物保健(Santé des plantes et environnement)

Ø土地制度與發展(Systèmes agraires et développement) 

Ø畜禽產品加工(Transformation des produits animaux) 

Ø植物產品加工(Transformation des produits végétaux)

該研究院又分21 地區研究分院(Centres de recherche régionaux)，417個研究單位，其散佈整個法國，如下說明：

Ø Antilles-Guyane Corse

Ø Orléans Angers 

Ø Dijon Paris

Ø Antibes Jouy-en-Josas 

Ø Poitou-Charentes Avignon

Ø Lille Rennes  

Ø Bordeaux-Aquitaine Montpellier

Ø Toulouse Clermont-Ferrand / Theix 

Ø Nancy Tours 

Ø Colmar Nantes
Ø Versailles-Grignon
(可參考http://cancer.tlri.gov.tw/management/INRA-2002.files/frame.htm)
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我所前往的研究地點西佛-格立恩（Theiverval-Grignon）位於巴黎郊區，隸屬於凡爾賽-格立恩（Versailles-Grignon）研究分部管理，該區風景美麗與古老建築搭配相當美麗，早期為法國國王之渡假之地，該區從事研究工作歷史超過60年。我所加入之研究團隊所長為Dr. Jean-Marie Beckerich 主要從事 Yarrowia lipolytic 菌種的改造，該團隊成員包括Dr. Catherine Madzak、Dr. Jean-Marie Beckerich、Pr. Claude Gaillardin、Dr. Jean-Marc Nicaud、Dr. Brigitte Tréton、Marie-Thérèse Le Dall...等，將該菌改造為蛋白質生產平台，至少投入20年的研發過程。目前申請兩類專利EP O747484A1、Fr 2782733針對啟動子及多套組基因構築法加以保護，此次到這裡主要目的是熟悉此表現系統之設計原理，順道了解此系統的蛋白質生產最大極限，並與目前現有表現系統作比較，以了解其優、劣勢，次要是結交異國科學家。

研習過程分4階段說明如下
1.真菌酵素突變單套及多套基因轉型操作
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研習實驗室團隊針對 Yarrowia lipolytic 所開發之單套及多套基因轉型作法，將真菌突變酵素再殖入 Yarrowia lipolytic 表現系統中，該酵素代號為 LTV69、突變酵素代號為 MurN69 Dr. Catherine Madzak 均已經成功構築於 pINA1269 質體中，且成功地以單套組表現出酵素活性，我先培養大腸桿菌抽取相關質體（pLTV96、pMurN69、pINA1292、pINA1312），預計將 LTV96、MurN69 分別送入 pINA1292、pINA1312，其中 pINA1292 質體未來送入Yarrowia lipolytic 中會有約10 基因拷貝數（copy number），所以稱為多套組（multicopy）、pINA1312質體未來送入 Yarrowia lipolytic 中會有約2-3 基因拷貝數，所以稱為低量套組（low copy number）。
將 pLTV96、pMurN69 以限制酶 PshAI水解成鈍端（blunt end），再以以限制酶 BamHI 水解；pINA1292、pINA1312 以限制酶 ClaI 水解後，進行洋菜膠體電分析水解片段。其後將經 pINA1292、pINA1312 以限制酶 ClaI 水解之片段經 DNA polymerase I(Klenow) 剪接成鈍端（blunt end）後，經 Clean-up 處理後，再以限制酶 BamHI 水解後，以低熔點洋菜膠體電泳分析、定量及純化水解片段。取適當比例膠體混合加熱使膠體溶解，再加入接合酶接合，並轉型入大腸桿菌中。結果相當好 4 個實驗組，送交基因定序後，均順利成功取得。

抽取 4 個實驗組之質體經限制酶 NotI 水解成直線型（linear form）後，利用實驗室團隊建立之單套及多套基因轉型操作技術，將 4 個實驗組分別送入Yarrowia lipolytic 中。因多套組轉植株數量相當少，而且難度較高，所以統計多套組轉殖株生長數目如下表：

	日  期
	LTV92
	Mut69N

	
	without DTT
	with DTT
	without DTT
	with DTT

	24/08/2007
	The first day
	The first day

	27/08/2007
	1
	4
	3
	5

	29/08/2007
	+12
	+66
	+24
	+52

	31/08/2007
	+31
	+112
	+42
	+83

	03/09/2007
	+107
	+310
	+113
	+203

	07/09/2007
	+53
	+99
	+64
	+94

	13/09/2007
	+27
	+35
	+39
	+29

	17/09/2007~
	No new transformants

	轉型株總數目
	231
	626
	285
	466


總共觀察 25 天，可發現基因重組時間過程相當長，轉型株約 2.5 h（doubling time）分裂1次，最快生長出轉植株也需 4 天，期間至少經歷 38 次的重組分裂才能生長出菌落。
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 
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2.確認蛋白質構型研究

在進行表現蛋白質常發生所表現蛋白質失活或摺疊不正確之現象，所以 Dr. Catherine Madzak 依據酵母菌之胞器內質網會進行蛋白質之摺疊之特性，如果蛋白質失活或摺疊不正確時，會引發一連串蛋白質反應，Dr. Catherine Madzak 命此為 UPR（unfolded protein response），其會引發 UPR 一連串信息傳遞途徑，當細胞內摺疊不正確蛋白質過多時，內質網中 Kar2p chaperone 增加，進一步與 Ire1p 激酶作用與活化，進一步誘發 HAC1 mRNA 水解；Dr. Catherine Madzak 運用由酵母菌文獻獲得之靈感，對 Yarrowia lipolytic 系統再加以改造，希望進行蛋白質表現如果不順利時，可以造成 X-gal 分解，快速直接由轉型株來判斷。其方法將 UPR 感應子接入質體，並再接入 lacZ 作為報導基因。這部分實驗結果如下：
[image: image4.jpg]


[image: image5.jpg]



將 MBL94T 基因接合於此質體後，轉型入 Yarrowia lipolytic 中，由於MBL94T 基因表現測不到活性，所以用該基因來測試，發現系統能作用。其上白色菌落表示 UPR 未啟動，為此實驗之負控制組。
3.最適化單套及多套基因轉型操作條件

3.1. 比較不同 Yarrowia lipolytic 細胞數之對轉型效率之影響
3.2. 比較基因片段大小對轉型效率之影響

3.3. 比較不同來源 Carrier DNA 對轉型效率之影響

3.4. 比較不同 DTT 濃度添加量對轉型效率之影響

3.5. 比較不同濃度質體添加對轉型效率之影響

3.6. 比較不同 Carrier DNA 添加量對轉型效率之影響

3.7. 比較不同培養時間及溫度 Yarrowia lipolytic 細胞轉型效率之影響

4.酵素生產平台應用
比較 Yarrowia lipolytic 單套組和多套組轉型差異，確認此系統實際運用性

[image: image6.emf]上圖單套組挑選 4 株轉型株進行活性分析，其中 Po1d 為負控制組，比較活性差異可分為兩組，61-8 可能有 2 套基因數，其餘為單套組。

[image: image7.emf]上圖多套組挑選 11 株轉型株進行活性分析，比較活性差異可分為 3 組，轉型株 63-3 活性最高，與單套組比較，推測可能有 8 套基因數，其餘為 3-4 套組。


[image: image8.emf]上圖挑選單套組及多套組各挑選 1 株轉型株進行培養，比較培養液進行 SDS-PAGE 電泳分析其蛋白質圖譜差異。其中菌株 Po1d 為負控制組，clone2 為單套組表現結果；clone18 為多套組表現結果，PC1、PC2 為所表現之目標蛋白質位置，表現後醣基化產生不同形式分子量。

由以上比較單套組和多套組轉型活性分析及 SDS-PAGE 分析結果之明顯差異，確認此系統由單套組轉為多套組實際運用性沒有問題，未來將透過技術移轉方式，向 INRA 引進此技術。

此行研習技術，將運用於實際生產，將纖維素轉化成簡單的醣類所需的參與之酵素群加以開發；經由了解生產平台、提升轉型效率、改造生產平台之由單套組轉為多套組研習，將有效節省生產成本，面對高油價的時代中，纖維素酒精生產將更具競爭優勢。
建議事項

1.本次研習針對法國國家農業研究部之分子生物技術與應用、發展現況及研究資訊有充分之探討與交流，對個人從事生質能研發工作有相當大幫助，建議經濟部多舉辦類似研習交流，並取消3年內不得申請出國研習之不合理限制，以便利後續研究交流，讓研習效益再擴大。
2.科學工作需要結交世界各地優秀的科學家，擴增研究領域的視野，透過3個月短期研習交流之機會，能結交國外好友，增廣見聞，研習花費又不多，真是相當值得，建議持續舉辦，並逐年增加預算經費以提高參與研習人數。
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-DTT                             +DTT


# 20080829 觀察拍照紀錄，比較添加 DTT與否對多套組轉型效率之影響





Grignon castle (17th century)





與Le Dall Marie-Therese 合照





同實驗室Dr. Dominique Swennen、Dr. Philippe Joyet 夫婦合照





與Dr. Catherine Madzak 合照





進行Yarrowia lipolytic轉型實驗操作中
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