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研究成果の概要（和文）： 組換えウイルスタンパク質はワクチンや診断薬に利用されており、その低コストでの生産
が求められている。本研究では，酵母におけるウイルスタンパク質の高発現系を開発した。B型肝炎ウイルスの表面タ
ンパク質HBsLを酵母で発現させると分解されることがわかった。そこで、分解されないHBsL変異タンパク質、および、
高発現によりウイルス安定発現が可能な酵母発現系を確立した。以上のことから、将来必ず現れるウイルスによる社会
問題に対処する方法論が準備できた。

研究成果の概要（英文）：　The recombinant virus proteins are used for vaccinations and diagnostic reagent 
kits and their low cost productions are required. In this study, efficient virus protein production 
system was developed in yeast. When hepatitis B virus surface protein HBsL was expressed in yeast, it was 
degraded rapidly. We constructed highly stable HBsL mutants and also an expression system that enable 
stable virus protein production in yeast. These results provide strategies for the problems of virus 
infection that will emerge in the future.

研究分野： 遺伝子工学
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１．研究開始当初の背景 
ウイルスは，毎年免疫から逃れるために少

しずつその抗原性を変えて流行を続けてい
る。ひとたびその免疫系への抵抗性が増大し，
感染性が強まった場合，ヒトにおけるパンデ
ミックインフルエンザや感染性家畜の蔓延
など，短期間に膨大な患者が発生する社会問
題となる。 
このようなウイルスの様々な変異に対応

できるような抗原性ワクチンを準備するこ
とできれば，将来起こりうるウイルス感染に
よる甚大な社会問題を解決できる。しかし，
抗原性タンパク質を短期間で設計し，実用的
なレベルでの大量生産することは難しい。 
タンパク質の遺伝子工学的な生産では，酵

母発現系がヒトＢ型肝炎ウイルス(HBV)ワク
チン生産に応用されている。特に HBV ワク
チンは酵母の発現系として初めて応用され
た組換え医薬品であるので，その実績から酵
母でのワクチン生産は容易だと思われてい
る（文献①②③）。しかし，酵母でのウイル
スタンパク質生産は、その後、ほとんど確立
されていない。酵母におけるウイルスタンパ
ク質の安定生産系の開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
病原性ウイルスの検出と予防において抗

原タンパク質による感染検査試薬開発とワ
クチン生産が重要な課題である。新型インフ
ルエンザウイルスやパンデミックウイルス
などへの対応では，抗原性が変化するので新
型ワクチン生産が間に合わず，膨大な患者数
が発生し，大きな社会問題となる。この解決
法として，様々な抗原タンパク質の発現系を
迅速に用意すること，および，その発現系か
ら低コストで抗原タンパク質を大量生産す
ることが考えられる。そこで，多種の抗原配
列を設計し，高生産宿主酵母に導入後，速や
かに実用的な大量生産系へ移行させ，得られ
るタンパク質から有効なワクチンや検査試
薬を探す方法論の構築が考えられる。本研究
では，ウイルスタンパク質発現系を迅速に用
意し，大量生産する方法を開発する。 
 
３．研究の方法 
ウイルス抗原タンパク質としては、B 型肝

炎ウイルスの表面抗原である HBsL を用いた。
HBsL 遺伝子を緑色蛍光タンパク質 GFP と融
合させ、酵母プロモータ下流につなげた。融
合遺伝子は、耐熱性酵母 Kluyveromyces 
marxianus と一般的な酵母 Saccharomyces 
cerevisiae に導入し、解析を行った。 
(1) ウイルス抗原タンパク質の酵母での発現
様式の解析 
 ウイルス抗原タンパク質の酵母での発現
は、遺伝子破壊株が利用できる S. cerevisiae
を用いて行った。様々な破壊株に HBsL を導
入し、蛍光顕微鏡で観察した。 
(2) タンパク質高発現宿主である耐熱性酵母
での HBsL 変異体作成 

 HBsL は酵母において速やかに分解させる
ので、分解されない変異遺伝子を作製した。
変異導入には、耐熱性酵母の非相同末端結合
を利用した組換えプラスミド作製法を応用
した。 
(3) 多種類のウイルスタンパク質の酵母での
生産 
 多種類のウイルスタンパク質生産には、S. 
cerevisiae における多コピープラスミドを利
用した。YEp プラスミドに GFP 融合ウイルス
抗原タンパク質を挿入し、発現させた。 
 
４．研究成果 
(1) ウイルス抗原 HBV タンパクの酵母での
発現様式の解析 
 
 肝炎ウイルスの外殻タンパク質である
HBsL 遺伝子を蛍光タンパク質 GFP に連結さ
せ，出芽酵母の S. cerevisiae で発現させた（図
１）。 
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図 1．yEGFP-HBsL の酵母での発現 
 発現誘導後，6 時間と 24 時間で HBsL 量を
観察した。a. HBsL は小胞体に局在し，24 時
間後にはほとんど分解され，光らなくなる。
b. GFP 抗体によるウエスタンブロッティン
グでも分解産物が 6 時間後に現れ、24 時間後
には消失していた。 



 次に，HBsL 分解に関与する因子を探索し
た。酵母 S. cerevisiae ではすべての遺伝子の
破壊株セットがある。これらの破壊株からタ
ンパク質分解に関わる遺伝子破壊株を用意
し，HBV 抗原遺伝子を導入後，分解に関わる
遺伝子を探索した。オートファジー関連破壊
株の一部で分解が弱くなり、発現が維持され
るものが見つかった（図 2）。しかし、分解抑
制能は弱く、ウェスタン解析では、分解が完
全に止まってはいなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．破壊株での yEGFP-HBsL の発現 
 
 したがって、HBsL の分解経路の一部にオ
ートファジー経路は関わっているが、分解を
担う主な経路ではないことが示唆された。 
 
(2) 耐熱性酵母での HBsL 変異体作成 

HBV タンパク質生産に利用されている出
芽酵母 S. cerevisiaeは耐熱性酵母K. marxianus
に比較してタンパク発現量が低い。そこで、
耐熱性酵母における遺伝子操作技術を確立
した（図 3）。この技術を利用し、HBsL を耐
熱性酵母で発現させ、耐熱性酵母における外
来タンパク質高発現系を構築した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 耐熱性酵母の遺伝子操作用プラスミド 

 
次に、耐熱性酵母においても yEGFP-HBsL

は分解されたので、分解されない変異 HBsL
を取得した。取得のために、耐熱性酵母の特
徴である非相同末端結合を利用したペプチ
ド配列の付加やプライマーを利用した変異
体作成の実験系を開発した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 耐熱性酵母で高発現する変異 HBsL 

 
 この変異体により、耐熱性酵母で高発現す
る yEGFP-HBsL が取得できた。しかし、この
変異体を S. cerevisiae で発現させても高発現
を示さなかった。 
 
(3) 多種類のウイルスタンパク質の酵母での
生産 
 多種類のウイルスタンパク質を酵母で発
現させるために、酵母で遺伝子合成法を構築
した。遺伝子合成法にも K. marxianus の非相
同末端結合を利用し、エラーの少ないクロー
ンを選択できる新しい遺伝子合成法を開発
した。 
 S. cerevisiaeでは変異HBsLの効果がなかっ
たので、S. cerevisiae では多コピープラスミド
による高発現を用いた。遺伝子合成したイン
フルエンザ香港型、風疹、日本脳炎、麻疹ウ
イルスにおける表面タンパク質を発現させ、
いずれも粒子形成を GFP 融合により確認す
ることができた。 
 
まとめ 
遺伝子工学的な生産宿主として世界で最

初に利用され，現在もそのワクチンが世界中
で使われているパン酵母での抗原タンパク
質生産が難しいことが問題の発端であった。 
 一方で，新規酵母である耐熱性酵母でのタ
ンパク質生産系の開発に成功し、HBsL タン
パク質の耐熱性酵母での高発現を確立した。
また、パン酵母においても各種のウイルスタ
ンパク質の高発現ができるようになった。 
以上のことから、将来必ず現れるウイルス

による社会問題に対処する方法論が準備で
きた。一方で、ウイルス粒子形成から分解に
至る経路にはオートファジー経路が一部関
わるものの、その全貌は明らかにできなかっ



た。ウイルス粒子形成には、未知の形成機構
や分解経路が関与することが示唆された。 
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