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研究成果の概要（和文）：タンパク質はその機能発現の過程で、合成・折りたたみ・輸送・分解など様々なプロ
セスで処理を受ける。これらのプロセスは、そこに割かれている資源の量に依存して、異なった処理能力を持っ
ていると考えられる。しかし、これまで細胞内プロセスの処理能力が調べられたことはない。本研究では、申請
者らが開発してきた、タンパク質の限界発現量(増殖を阻害するぎりぎりの発現量)が測れる遺伝子つなひき法と
タンパク質定量により、出芽酵母の特定のプロセスで処理されるタンパク質のうち最も高い限界発現量を持つも
のを同定し、それを指標タンパク質とすることで、細胞内のプロセス―特にタンパク質合成と輸送プロセスの処
理能力を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the process of expressing their functions, proteins undergo various 
processes such as synthesis, folding, transport, and degradation. These processes are thought to 
have different processing capacities, depending on the amount of resources devoted to them. However,
 the processing capacity of intracellular processes has never been investigated before. In this 
study, we identified the proteins that are processed by specific processes in budding yeast with the
 highest critical expression levels by using the genetic tug-of-war method, which measures the 
critical expression level of proteins, and protein quantification. By using these proteins as 
indicator proteins, the ability to process intracellular processes, especially protein synthesis and
 transport processes, was clarified.

研究分野： システムゲノム科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞がタンパク質生産工場である限り、原理的には、どんなタンパク質でも究極的に大量発現するとプロセスの
負荷が生じ、増殖阻害を起こすはずである。一方、これまで過剰発現による増殖阻害のメカニズムは、細胞の処
理能力をまったく加味せず議論されてきた。あるタンパク質の過剰が増殖阻害を起こすことが見つかった時、そ
れが処理能力に過負荷をかけていない事が分かって初めて、そのタンパク質に特異的なメカニズムを議論するこ
とができる。したがって、本研究の成果は過剰発現の考え方を根底から変える可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、細胞内で働く様々なタンパク質の発

現量が正確に分かるようになってきた（図

1）。この、プロテオーム解析が明らかにした

ことの１つに、細胞内でのタンパク質の資
源の分配がある。資源の半分以上はタンパ

ク質の合成系に使われており、タンパク質

の生産工場としての姿が見えてきた。タン

パク質は合成されるだけでなく、折りたた

みを受け、輸送され、そして分解される。こ

れらのプロセスは、そこに割かれている資

源の量に依存して異なった処理能力を持っ

ていると考えられる。この処理能力は、様々
なタンパク質の発現変化―特に過剰発現

を、細胞システムがどれくらい受け入れら

れるかに反映される。処理能力の小さなプ

ロセスを必要とするタンパク質がわずかで

も過剰になると、細胞内のタンパク質バラ

ンスが大きく乱れ、細胞システムに強い影

響を与えるだろう。 
 
２．研究の目的 
 
タンパク質処理の各プロセスの能力は、し

かし、これまで一度も調べられたことがな

い。この大きな理由は、これまで細胞の処

理能力を評価する実験系がなかったためで
ある。本研究では特定のプロセスで処理さ

れるタンパク質の限界発現量（増殖が阻害

されるぎりぎりの発現量）から、そのプロ

セスの処理能力を明らかにする（図 2）。こ

れは、申請者らが開発してきた、タンパク

質の発現量の限界を測れる、遺伝子つなひ

き（gTOW）法を用いることではじめて可

能となる。本研究では、細胞の処理能力を
知る第一歩として、真核細胞のモデルであ

る出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）
の、タンパク質合成と輸送の処理能力を明

らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 

合成と輸送の処理能力を推定するために、これらのプロセスで処理されるタンパク質の限界発

現量を、gTOW 法を用いて測る（図 3）。合成の処理能力は、酵母のすべてのタンパク質の中で、

最も高い限界発現量を持つものを同定し、これを指標タンパク質とすることにより推定する。輸

送の処理能力は、小胞輸送とミトコンドリア輸送により処理されるタンパク質に絞って同様の

解析を行う。候補タンパク質として、対象カテゴリーのタンパク質の中で通常の発現量が高いも

のを上位から調査していく。予備的知見から、合成の処理能力は細胞あたりタンパク質 700 万分



子以上、輸送の処理能力は同 100 万分子
以下と推定される。発現レベルの異なる

タンパク質の同定のため、前者は蛍光標

識した全タンパク質を電気泳動で分離す

ることで、後者は質量分析で定量する。さ

らに、タンパク質が正しく輸送されてい

るか、予想される生理応答が起きている

かを確認する。 

 

 
 

 

 

 

 

４．研究成果 

 

研究成果が発表された論文の内容について解説する。 
 

Eguchi Y, Makanae K, Hasunuma T, Ishibashi Y, Kito K, Moriya H., Estimating the protein 

burden limit of yeast cells by measuring the expression limits of glycolytic proteins., 

Elife. 2018 Aug 10;7. pii: e34595. 

 

この論文では、特に合成の処理能力を明らかにする目的で、出芽酵母において発現量が最も高い

タンパク質群である解糖系タンパク質を選び、その限界発現量を測定した。その結果、解糖系酵

素 Gpm1 の限界発現量が、酵母の全タンパク質の 15％程度と最も高いこと、また Gpm1 の限界発
現量は酵素活性とは無関係に決まっていることが明らかとなった。また、クラゲの緑色蛍光タン

パク質（EGFP）も Gpm1 とほぼ同様の限界発現量を持っていることが分かった。これらの結果は、

酵母の合成キャパシティは全タンパク質の 15％程度余剰のタンパク質が発現すると飽和するこ

とを意味している。この論文では、さらにミトコンドリアへの局在化やタンパク質にシステイン

が存在することが限界発現量を下げる要因、すなわち細胞のキャパシティを逼迫させる要因と

なりうることを明らかにした。 

 

Mori Y, Yoshida Y, Satoh A, Moriya H., Development of an experimental method of 

systematically estimating protein expression limits in HEK293 cells., Sci Rep. 2020 
Mar 16;10(1):4798. 

 

この論文では、ヒト培養細胞（HEK293）において限界発現量を測定できる実験系を開発した。そ

の結果、酵母と同様に EGFP の限界発現量がミトコンドリアや小胞輸送により減少することが確

かめられた。 

 

Moriya H., The expression level and cytotoxicity of green fluorescent protein are 

modulated by an additional N-terminal sequence., AIMS Biophysics 2020, 7(2): 121-132 
 

この論文では、EGFP の N 末端に付加することで限界発現量が下がるようなアミノ酸配列を同定

した。その結果、システインの付加が限界発現量を下げる可能性を見いだした。 

 

Saeki N, Eguchi Y, Kintaka R, Makanae K, Shichino Y, Iwasaki S, Kanno M, Kimura N, 

Moriya H., N-terminal deletion of Swi3 created by the deletion of a dubious ORF YJL175W 

mitigates protein burden effect in S. cerevisiae., Sci Rep. 2020 Jun 11;10(1):9500. 

 
この論文では、酵母の変異体の探索の結果から、YJL175W 遺伝子座の欠失が、EGFP の限界発現量

を上げる、すなわち合成のキャパシティを上げることができることを見いだした。この欠失は、



実際にはクロマチンリモデリング因子 Swi3 の N 末端の欠失を生じさせ、酵母の特定のタンパク
質の発現量が低下することで、合成キャパシティに余剰が生まれたことが示唆された。 

 

Kintaka R, Makanae K, Namba S, Kato H, Kito K, Ohnuki S, Ohya Y, Andrews BJ, Boone C, 

Moriya H., Genetic profiling of protein burden and nuclear export overload., Elife. 

2020 Nov 04;9:e54080 

 

この論文では、EGFP、及び 3xEGFP,NES（核外輸送シグナル）-3xEGFP が過剰発現した際に、増殖

が悪くなる／良くなる変異株の網羅的探索を行った。その結果、EGFP の過剰はアクチンの変異

体の増殖を増悪させる、3xEGFP はプロテアソームの変異株の増殖を増悪させる、NES-3xEGFP の
過剰は核外輸送装置の変異体の増殖を増悪させることが分かった。3xEGFP の過剰は、分子量が

大きいことために異常な凝集体を細胞内で構築し、これが細胞内の分解キャパシティ（プロテア

ソーム）を逼迫させる可能性が明らかとなった。また、核外輸送（NES）されるタンパク質の過

剰は、核外輸送装置のキャパシティを逼迫させていることを確認することができた。 
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