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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、微生物の細胞表層に非天然分子を導入する新しい技術を開発し、菌体表層に有
機溶媒耐性などの様々な機能を付与することを目指す。ビオチンーストレプトアビジン相互作
用を利用して、酵母の細胞表層に非タンパク質性の機能性分子を導入する技術の開発に成功し
た。また、非天然分子を修飾可能な酵素を探索し、細胞表層改変できる可能性を示した。今後、
これら非天然分子を導入した新規菌体触媒の機能評価を行っていく。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Introduction of non-natural, functional molecules on the cell surface was developed 
for establishment of several stress, such as organic medium containing broth. Using 
biotin-streptavidin interaction, non-natural molecules were successfully incorporated 
onto yeast cell surface. In addition, novel enzymes, which can conjugate some 
functional molecules on the cell surfaces, were explored. The evaluation of cell surface 
modified microorganisms’ functions are undergoing such as stress tolerance.  
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研究分野：生物化学工学 
科研費の分科・細目：生物機能・バイオプロセス 
キーワード：タンパク質、酵素、非天然分子、酵母、細胞表層提示 
 
１．研究開始当初の背景 
 化石資源の枯渇や環境問題の解決に向け、
地球上に豊富に存在し再生可能なバイオマ
ス資源の効率的な利用が求められている。こ
のバイオマスからのエネルギーや様々な基
幹化合物を低コスト・低環境負荷型プロセス
で生産する技術の開発が世界的規模で急務

である。 
 バイオマスからエタノールや乳酸などを
作るには、酵母や乳酸菌などの微生物による
発酵技術が用いられる。しかしこれらの微生
物は高分子化合物であるバイオマスをその
まま栄養源として利用できないためバイオ
マスをその構成成分であるグルコースやキ



シロースなどの単糖にまで熱や酸で分解す
る糖化工程が必要であり、バイオマス利用の
高コスト化の原因となっている。これに対し
て細胞表層提示技術を用いる事で、これまで
に発酵能とバイオマス分解能を併せ持った
高機能性微生物を創製してきた。この技術を
用いて糖化行程を大幅に簡略化し、エタノー
ル生産量を維持したまま生産コストの大幅
な削減に成功してきた。 
 一方で、これらの有用微生物は発酵過程で
つくる生産物によって微生物自身がダメー
ジを受け徐々に死滅する。酵母は発酵産物の
エタノールの毒性のため、一度の発酵で生産
できるエタノール濃度は最大でも 15％ほど
である。よって微生物に有機溶媒耐性を付与
できれば、一度の発酵で高濃度のエタノール
を作ることが可能になり大幅な生産コスト
ダウンが期待できる。しかしながらこのよう
な有機溶媒耐性を向上させる試みはこれま
でほとんど行われていない。 
 また当研究グループでは「Whole cell 
biocatalyst」という菌体をそのまま触媒とし
て用いた独自の高機能生体触媒を創製して
きた。この高機能生体触媒を用いてバイオマ
ス資源からの高収率かつ環境に優しいバイ
オディーゼル燃料の生産プロセス、及び医薬
中間体や機能性食品など高付加価値のファ
インケミカルの低コスト生産プロセスの開
発も推進している。これらはいずれも有機溶
媒中の反応であるため、この Whole cell 
biocatalyst に有機溶媒耐性を付与できれば、
大幅に収率を向上できると期待される。 
 そこで本研究では、微生物の表層に非天然
分子を導入する技術を開発し、それを用いて
Whole cell biocatalyst へ有機溶媒耐性を付
与してより生産性の高いバイオプロダクシ
ョンプロセスの構築、及び酵母のエタノール
耐性を向上させたバイオマスからの高収率
なエタノール生産プロセスの構築を目指し
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、微生物の表層に機能性分子を
導入する技術を開発し、その技術を用いて有
機溶媒耐性などの新たな機能を付与した微
生物を創製して安定かつ高効率のバイオプ
ロダクションプロセスの構築を目指した。微
生物表層に非天然分子を導入し、既往の遺伝
子工学的手法でのみでは困難であった有機
溶媒耐性などをその微生物に付与する。この
安定化された機能性微生物を用いてバイオ
ディーゼル及び、ファインケミカルなどの高
付加価値を持つ有用物質の低コスト・高収率
なバイオプロダクションプロセスの構築を
目ざした。 
 タンパク質をポリエチレングリコールな
どのポリマーで修飾すると、そのタンパク質

の有機溶媒耐性や熱安定性が向上すること
が数多く報告されている。そこでこの概念を
新たに微生物に適用し、細胞表層を機能性ポ
リマーなどの非天然分子で修飾してその微
生物に有機溶媒耐性を付与する技術を開発
する。 
 
３．研究の方法 
 
微生物の表層に非天然分子を導入する手法
として、ビオチンーストレプトアビジン相互
作用を用いた。大腸菌 Escherichia coli 由
来のビオチンリガーゼ BirA をコードする遺
伝子、及び酵母 Saccharomyces cerevisiae
由来のビオチンリガーゼ yBLをコードする遺
伝子を pGK404 ベクターの pGK プロモーター
の下流に挿入し、それらを菌体内発現させる
インテグレーション型プラスミド
pGK404-BirA、pGK404-yBL を構築した。また、
大腸菌 Escherichia coli 由来のアクセプタ
ーペプチド BAP をコードする遺伝子、及び酵
母 Saccharomyces cerevisiae 由来のアクセ
プターペプチド yAP をコードする遺伝子を、
酵母表層提示ベクターpFGK426 のアンカータ
ンパク質 FLO428 をコードする遺伝子の上流
へ挿入し、それらを表層提示させるマルチコ
ピー型プラスミド pFGK426-BAP、pFGK426-yAP
を構築した。 
 構築したプラスミドを酵母 Saccharomyces 
cerevisiae YPH499 株に酢酸リチウム法を用
いて導入し、形質転換を行った。形質転換は
pGK404-BirA 、pFGK426-BAP のプラスミドを
それぞれ単独で導入したもの、pGK404-BirA
と pFGK426-BAPの２つのプラスミドを導入し
たもの、および pGK404-yBL と pFGK426-yAP
の２つのプラスミドを導入したもので行い、
計４種類の形質転換体を取得した。 
 培養して回収した酵母菌体が目的タンパ
ク質 BirA、yBL、BAP-Flo428、yAP-Flo428 を
発現しているか、及び発現した BAP-Flo428、
yAP-Flo428 がビオチン化しているかどうか
を調べるためにウェスタンブロット解析を
行った。新たな表層提示システムのモデル実
験として、ビオチン提示酵母を用いて非天然
分子を固定化できるかを調べた。以下に示す
手順で、ビオチン提示酵母に streptavidin
を添加し結合させ、その後 biotin-FITC を結
合させたものを蛍光顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 
 
 本研究ではその目的を達成するためにビ
オチンとストレプトアビジンの強い相互作
用に注目し、ビオチンを細胞表層に提示させ
た酵母の作製を目指した。ビオチンはビタミ
ン B群に分類される水溶性の有機分子で、ス
トレプトアビジンは、熱・pH・変性剤等に対



して非常に高い安定性を持つ４量体タンパ
ク質であり、これらを酵母と目的分子とをつ
なぐリンカーとして用いるためである。ビオ
チン提示酵母にストレプトアビジンを結合
させ、そのストレプトアビジンにビオチン化
した目的分子を結合させることで、結果とし
て目的分子を細胞表層に提示させることが
可能な、新たな細胞表層提示システムを開発
できると考えられる。このシステムでは、酵
素やその他の有用タンパク質等の天然分子
に限らず、金属触媒などの非天然分子でさえ
も表層提示が可能である。 
 ビオチン提示酵母を作製するために、本研
究では大腸菌 Escherichia coli 由来、酵母
Saccharomyces cerevisiae由来の２種類のビ
オチンリガーゼ(BirA、yBL)を用いた。それ
らのビオチンリガーゼは 15 アミノ酸からな
るアクセプターペプチド（BAP、yAP）を認識
し、その中のリジン側鎖をビオチン化する酵
素である。アクセプターペプチドをアンカー
タンパク質と融合させて酵母の細胞表層に
提示させ、さらにビオチンリガーゼを菌体内
で発現させることで、アクセプターペプチド
がビオチン化した形で酵母に表層提示でき
るか検討を行った。これはアクセプターペプ
チドが酵母の生体内で生合成されてから、分
泌シグナルの働きで細胞外へ移動するまで
の間に、ビオチンリガーゼが生体内に存在す
るビオチンを用いてアクセプターペプチド
をビオチン化させることを狙って設計して
いる。 
 現在までに BAP、yAP を HeLa 細胞の表層に
発現させ、BirA、yBL によってビオチン化さ
せた例が報告されているが、酵母の細胞表層
に提示させた例は報告されていない。また、
この場合ビオチンリガーゼ BirA、yBL は同一
細胞内で生産したものではなく、後から添加
して反応させている。本研究では、BAP、yAP
を酵母の細胞表層に提示させ、さらに BirA、
yBL を同一菌体内で共発現させることで菌体
内でビオチン化が起こり、培養のみによって
ビオチン提示酵母を作製できると考えられ
る。 
 酵母由来のビオチンリガーゼ yBLとそのア
クセプターぺプチド yAPの発現を確認するた
めにウェスタンブロット解析を行った。
yAP-FLO428 融合タンパクを標的とした抗体
(一次抗体：mouse anti-FLAG、二次抗体：
anti-mouse IgG AP)を用いて検出したウエス
タンブロット解析を行った。90kDa 付近にバ
ンドが検出されたことから yAP-FLO428 融合
タンパクの発現が確認された。次に、ビオチ
ンリガーゼ yBL を標的とした抗体(一次抗
体：rabbit anti-myc、二次抗体：anti-rabbit 
IgG AP)を用いてウエスタンブロット解析を
行った。75 kDa 付近にバンドが検出されたこ
とから yBL の発現が確認された。これらの２

つの結果から、yBL と yAP は同一の菌体内に
共発現していることが示された。 
 次に、共発現した酵母の yAP がビオチン化
し て い る か を 調 べ る た め に 、
streptavidin-AP を 用 い て 検 出 し た 。
yAP-FLO428 融合タンパク質が検出されるは
ずの 90 kDa 付近にバンドが確認できなかっ
たことから、yAP のビオチン化は確認できな
かった。これは、yBL の酵素活性が BirA と比
べて約 90 倍も低いと報告されていることか
ら、yBL が十分機能しなかったためビオチン
化が起こらなかったと考えられる。  
 そこで、大腸菌由来のビオチンリガーゼ
BirAとそのアクセプターペプチドBAPの発現
確認ためにウェスタンブロット解析を行っ
た。BAP-FLO428 融合タンパク及び、BirA を
標的とした抗体(一次抗体：mouse anti-FLAG、
二次抗体：anti-mouse IgG AP)を用いて検出
したウエスタンブロット解析結果を下図に
示す。 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

左から順に Lane M がマーカー、Lane 1 がネ
ガティブコントロールとなるYPH499、 Lane 2
が BAP、Lane 3 が BirA、Lane 4 が BAP と BirA
を共発現させた酵母のタンパク抽出画分を
流した。90kDa 付近と 37kDa 付近にバンドが
検出されたことから、BAP-FLO428 融合タンパ
ク、BirA それぞれの短独発現、および共発現
が確認された。 
次に、共発現した酵母の BAP がビオチン化し
ているかを調べるために、streptavidin-AP
を用いて検出したウエスタンブロット解析
結果を下図に示す。 

 
 

 
 

 
 
 
 

BirA と BAP を共発現させた酵母の Lane での
み 90kDa付近にバンドが確認されたことから、
発現させた BirA が機能して BirA がビオチン
化したことが示された。 
 
次に、蛍光顕微鏡観察によるビオチン表層提



示の確認を行った。 
 
yBL・yAP 
yBL・yAP 共発現酵母の細胞表層にビオチンが
提示されているかを確認するために蛍光顕
微鏡観察を行った。yAP と yBL を共発現させ
た酵母、および control となる酵母に、
streptavidin-FITC を加えたものを蛍光顕微
鏡で観察した。ビオチンが表層提示されてい
た場合、ストレプトアビジンがそのビオチン
と結合するため、酵母の細胞表層に蛍光が確
認されるはずだが、この結果からは蛍光は確
認できず、ビオチンは表層提示していないこ
とが示された。 
 
BirA・BAP 
BirA・BAP 共発現酵母の細胞表層にビオチン
が提示されているかを確認するために蛍光
顕微鏡観察を行った。BAP と BirA を共発現さ
せた酵母、および control となる酵母に、
streptavidin-FITC を加えたものを蛍光顕微
鏡で観察した結果を下図に示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
BirAとBAPを共発現させた酵母の細胞表層に
蛍光が見られることから、ビオチンが表層提
示されたことが確認できた。このことから、
ビオチン提示酵母の作製に成功したといえ
る。 
 
 更に新たな表層提示システムのモデル実
験として、作製したビオチン提示酵母を用い
て非天然分子を固定化できるかを調べた。ま
ず、ビオチン提示酵母に streptavidin を添
加し結合させ、その後 biotin-FITC を加え結
合させたものを蛍光顕微鏡で観察した結果
を下図に示す。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
FITC は非天然分子なので、蛍光が酵母の細胞
表層に確認できれば、非天然分子を固定化で
きたといえる。BAP と BirA を共発現させた酵

母の表層に蛍光が確認されたことから、ビオ
チン提示酵母にストレプトアビジン、ビオチ
ンが段階的に結合し、その結果、非天然分子
を酵母の細胞表層に提示することに成功し
た。 
 
非天然分子の修飾が可能な新規酵素の探索 
 
酵素は様々な反応を触媒するため、非天然分
子を細胞表層に導入可能な反応を触媒でき
る酵素の探索を試みた。中でも Sortase は、
様々なグラム陽性菌に存在していることが
知られており、ゲノムから予測された配列が
Sortase Database としてまとめられている。
Sortase Databaseを参考に以下のようにそれ
ぞれの菌由来の Sortase の DNA をクローニン
グし、目的タンパク質を発現精製した。モデ
ル分子として第１級アミンを持つ小分子ビ
オチンを用い、タンパク質へ非天然分子を導
入可能かどうか検討した。 
 約３０種類以上もの遺伝子をクローニン
グして発現精製したところ、そのうち４種類
の Sortase の発現精製に成功した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これら新規 Sortase を用い、非天然分子を修
飾可能かどうか検討を行った。下図に示すよ
うに、ある特定のアミノ酸配列に対してアミ
ンを含む小分子を特異的に連結できること
が示された。これにより、非天然分子を修飾
可能な新しい酵素を見出す事に成功した。現
在、これらを用いた細胞表層への非天然分子
導入について、検討を行っている。 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上より、本研究では酵母表層に非天然分子
を導入する技術の開発に成功した。これまで
遺伝子にコードされた分子しか細胞表層に
提示できなかったが、本研究では様々な機能
を持つ分子を酵母表層に提示できることが
示された。今後、この技術を応用して細胞表



層に新規機能性分子を導入し、微生物の高機
能化を進めていく。 
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