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研究成果の概要（和文）：　動物細胞を用いて生産したタンパク質は、医薬品や研究用試薬として製薬業界やバイオ産
業界において大きな需要を持つ。しかし動物細胞での生産性は低く、画期的な生産法の開発が期待されている。筆者は
、動物細胞におけるタンパク質生産の律速段階がmRNAの核から細胞質への輸送（核外輸送）段階であることを発見した
。そこでmRNAの核外輸送受容体の構造を改変してより機能の高い輸送受容体を創成することを目的とした。作製した変
異体は、野生型よりもタンパク質生産性が向上した。

研究成果の概要（英文）：The proteins for the clinical use are produced in mammalian cells because they 
needs post translational modification such as glycosylation, formation of adequate disulfide-bond, 
acylation and phosphorylation for their activity in human body. The protein production in mammalian 
cells, however, takes much cost than that in bacteria. The author found that the mRNA export process 
becomes the limited step than transcription or translation process. In the present study, mRNA export 
receptor is created to establish a novel protein production system in mammalian cells by modifying the 
sequence of mRNA export receptor. The mutant receptor produce more reporter protein than the wild type 
export receptor.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

	
 医薬品や一部の研究用試薬に用いられ

るタンパク質は、生体内での活性の発現に

翻訳後修飾を必要とするので、多くは動物

細胞で生産される。しかしその生産コスト

は高く、産業界から安価な生産法の開発が

期待されている。 

	
 筆者は、この課題解決のために低酸素に

応答するエンハンサーを用いてタンパク

質を生産する発現系を開発した。その後、

核内での mRNA のプロセシングの制御に

関する基礎研究を遂行した。この研究過程

で、動物細胞におけるタンパク質生産の律

速段階が、mRNAの核から細胞質への輸送

過程にあることを明らかにした。さらに第

１世代の標的 mRNA 専用輸送体を創成し

た。これにより動物細胞における mRNAの

核から細胞質への輸送を効率化すること

で、従来法の 5倍の効率でタンパク質を生

産させることに成功した。 

 

 

２．研究の目的 

	
 本研究は、ドメインエンジニアリング技術

を活用することで、mRNA輸送経路の強化に

おいて真に必要な領域を抽出し、標的タンパ

ク質をコードする mRNA のみを特異的に細

胞質へと輸送する第２世代 mRNA 輸送体

（人工新機能タンパク質）を創成する。こ

れにより従来法に比べて〜10倍、申請者が

直近に開発した方法に比べて２倍の生産性

を持つ革新的な動物細胞生産系を開発する。 

 

 

３．研究の方法 

	
 標的mRNAの細胞質への輸送を特異的に

促進する第２世代mRNA輸送体を新規に創

成し、タンパク質の生産に供するため、

様々な部位の欠失を行った。 

	
 CHO細胞とHEK293細胞で、タンパク質の

生産性の関係を精査し、最適な組み合わせを

明らかにする。Firefly Luciferaseは市販キッ

トにより定量した。 

 

 

４．研究成果 

(1) Tap変異体の局在観察 

	
 Firefly Luciferase-MS2と野生型の輸送受

容体の共発現により、Firefly Luciferase の

発現量は増加した。そこで Tapに変異を加

えることにより、更なる Luciferase の発現

量の増加が期待できる。 

	
 ドメインエンジニアリングとは目的の

機能を持つドメインを取り出し、連結、集

積することにより、天然にはない、新しい

機能的なタンパク質の分子設計を目的と

した手法である。今回、Tap ドメインの輸

送機能に着目し、Tap の輸送機能を抑制す

る領域を取り除くことによって、これまで

にない高品質な輸送機能を持つTapを作る

ことを試みた。 

	
 Tapの変異体 を作製するにあたって、以

下の項目に重点を置いた。「p15 との結合」

「NPC との結合」「核内輸送タンパク質と

の結合領域」「 RRM、 LRR ドメイン」

「RBD-NTF2L 結合部位」「NLS領域」であ

る。 

	
 まず、異なる領域を持つ 9つの Tap変異

体を HeLa細胞に transfectionし、発現させ

た。その細胞を免疫染色し、蛍光顕微鏡で

Tap 変異体の細胞内での局在を観察した。

Tap野生型は核、NPC付近に主に局在して

いるといわれている。作製した 9つの変異

体の局在が Tap 野生型の局在と変化がみ

られるのかをみるために免疫染色を行っ

た。その結果、すべての変異体は野生型と

同じく核内に局在した。 

 

(2) HeLa 細胞、HEK293 細胞、Flp-InTMCHO

細胞における Tap 変異体発現による

Luciferase活性の変化 

	
 作製したTap変異体とタンパク質発現量

の関係性を調べるために Luciferase assay

を行った。タンパク質の生産は HeLa細胞、

HEK293 細胞、Flp-InTMCHO 細胞のすべて

の細胞で有効であることがわかった。そこ

で、このシステムを利用し、Tap 変異体が

どのように Luciferase 活性に変化を及ぼす

かを検証した。なお、transfection 効率は

phRL-TKによる Luciferase活性で normalize

した。 

	
 その結果、いくつかの変異体は野生型よ

りも高い Firefly Luciferase活性を得ること

ができた。活性の高い変異体では Tap野生

型の約 1.5 倍の活性を示した。ただ目標と

していた野生型の 2倍の活性までには至ら



なかった。 

	
 このことからTapの機能ドメインを調節

することで野生型よりもさらに高い活性

を持つmRNA輸送体を作製できることが明

らかとなった。今後は、より活性の高い変

異体を作製することが必要である。また、

リアルタイム RT-PCR により核内外での

mRNA量を比較し、この効果が mRNA輸送

の促進である事を示すことが必要である。 
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