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研究成果の概要（和文）：「難生産性組換え蛋白質」の発現系を構築し、難生産性を効率的回避法を確立するこ
とを目的として研究を行った。難生産性蛋白質の生産を可能にする遺伝子としてYgr067C遺伝子を見出し、機能
解析を行った。同遺伝子プロモーターは糖濃度低下に応答して活性化し、同遺伝子産物により抑制されるなどの
新たな知見を見出した。最終的に、同遺伝子欠損株を宿主とし、同遺伝子のプロモーターを利用することで培養
後期に難生産性蛋白質を生産できる効率的な発現系を構築できた。

研究成果の概要（英文）：A novel yeast protein expression system for "difficult-to-express" proteins 
is established in this study. The system features a combination of a yeast host and a promoter 
sequence on the expression vector-- i.e., ygr067C-disrupted yeast and its promoter. 
The biological characteristics of the  gene and its protein have also delineated in this study. The 
Ygr067C encodes uncharacterized transcription repressor. The expression of the gene is 1) late 
diauxic phase specific, 2) auto-regulative, and 3) transient in anaerobic condition. The translated 
protein of the gene has been unstable in the cell, and degraded in a single round of cell-cycle. The
 genes of which expression are regulated by the Ygr067C have also been analyzed. The promoter of the
 gene has also been characterized and the activation condition is optimized.     

研究分野：生物工学
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伝子発現制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
活性型での発現が困難であるため解析が困難である蛋白質は多い。このような難生産性蛋白質に対し、今回、取
り扱いが容易な出芽酵母を用いて効率的な発現系を構築することができた。遺伝子発現に際し、この系では誘導
物質の濃度、添加時期などの最適化は不要であるため、難生産性が予想される蛋白質の発現系としてファースト
チョイスになり得る、極めて簡便な発現系が構築できたと言える。特に多数のパラログがあり個別の遺伝子およ
びその遺伝子産物の評価が困難な、例えば菌類の酵素遺伝子群の機能解析を非常に容易にすることができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
発現による宿主細胞への毒性や、不十分な折りたたみにより、活性型で発現することが困難であ
る蛋白質は多い。このような蛋白質は「難生産性組換え蛋白質」と呼ばれ、遺伝子産物の機能解
析が著しく困難であり、さらに蛋白質工学、進化工学的機能改良を行うにも、そのスタートライ
ンにすら立てないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
難生産性の効率的回避手段となる組換え蛋白質発現系を提案するのが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
これまでに「組換え酵母細胞を高密度に懸濁し、発現誘導を行う」という簡便な操作により、難
生産性蛋白質の分泌生産量が飛躍的（菌体あたり千倍）に高まる現象を見出し、この「高密度発
現系」の分子機構を基礎として研究を展開した。まず、この高密度発現系において顕著に遺伝子
発現が増大する宿主遺伝子を調べ、この宿主遺伝子が高密度発現系において難生産性蛋白質の
効率的発現を可能にしているであろう、との仮説を立て、この宿主遺伝子の役割、発現制御機構
など、異種遺伝子発現系構築における基盤的な情報を取得することとした。 
 
４．研究成果 
 高密度発現系において発現量が増大する宿主遺伝子として Ygr067C遺伝子を同定した。同遺
伝子は機能未知の転写因子をコードしており、自身の発現を負に調節した。同遺伝子産物の推定
アミノ酸配列は推定亜鉛フィンガーをタンデムにもつ非必須遺伝子であり、出芽酵母（S. 
cerevisiae）およびそのごく近縁種にのみ存在した。醸造用酵母株では欠落しているものも複数
みられた（図 1）。 
 

 
図 1 本研究で見出された Ygr067Cp 蛋白質の推定アミノ酸配列と近縁酵母種の蛋白質のアミ
ノ酸配列の比較（N末端領域のみ） 
 
 

  



その後の解析により、培地中の糖濃度の低下に応答して同遺伝子プロモーターが活性化するこ
とが示された（図 2）。 
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図 2（A）増殖曲線と培地中グルコース濃度の変化、（B）Ygr067Cプロモーターが活性化す

るタイミングの比較 

A 黒丸（●）はグルコース濃度 0.5%培地（SD0.5-U）で培養した酵母（BY4742（pDex2-

GFP401））の増殖曲線を示す。白三角（△）は培地上清中のグルコース濃度を示す。左の縦

軸は菌体濁度（OD660）、右の縦軸はグルコース濃度（%）、横軸は培養時間（h）を示す。増

殖曲線上の 1〜4はサンプリングを行った時点を示す。 

B 上図 1〜4にサンプリングした培養液の菌体あたり蛍光強度（FL/OD）を示す。測定は

3連で行い、平均値をグラフ上に示した。エラーバーは標準偏差を示す。 

 

  



同遺伝子産物は、多くのミトコンドリア蛋白質をコードする遺伝子の発現を調節すること、無酸
素条件下で細胞を G1期で停止させること、発現した転写因子は細胞周期に依存して急速に分解
されることなどを明らかにした。野生型株および同遺伝子欠損株を用いた培養後期におけるト
ランスクリプトーム解析結果を以下に示す（図 3）。 

 
図 3 出芽酵母野生株（BY4742）および ygr067C欠損株のトランスクリプトーム解析 
 
同遺伝子欠損株は、無酸素条件下における細胞周期の停止が明確ではなく（データ非掲載）、定
常期における蛋白質合成速度が増大していた（図 4）。 
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図 4Ygr067Cの欠損が蛋白質合成速度に与える影響 

BY4742（WT）および ygr067C 欠損株を SD0.5-U 培地で培養した（A）。図に示す 1 から

16 に相当する時点でそれぞれ培養液から菌体を回収し、細胞の蛋白質合成量を Protein 

synthesis assay kit（Cayman chemical）を用いて測定した。細胞あたりの蛋白質合成速度

（RFU/OD）を算出した（B）。 

  



 

同遺伝子のプロモーター領域を難生産性蛋白質である糸状菌分泌性β-ガラクトシダーゼをコー

ドする遺伝子（lacAおよび lacA3）に連結し、ygr067C遺伝子欠損株にて発現させたところ、

発現に伴う毒性が緩和され、活性型のβ-ガラクトシダーゼを培地中に放出した（図 5）。 

 

図 5 各プロモーターによる組換え糸状菌β-ガラクトシダーゼの分泌発現 

PYgr067C-LacA（A）、PYgr067C-LacA3（B）、PGAL1-LacA（C）、PGAL1-LacA3（D）

発現株の菌体懸濁液を各種寒天培地にストリークし、30℃で 48時間培養した後、得られた

イメージをスキャナーで取り込んだ。 

 

 

以上より、難生産性蛋白質の効率的生産系を構築するという本研究の当初目的は概ね達成され

た。難生産性蛋白質の適用例として、現在までに糸状菌β-ガラクトシダーゼ、シイタケラッカ

ーゼ（Lelcc1）、マイタケプロテアーゼ群などで成功している。さらに多くの適用例を追加すべ

く、引き続き研究を行っている。 
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