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研究成果の概要（和文）：メタノール資化性酵母は強力なメタノール誘導性プロモーターを持ち、有用タンパク生産の
異種遺伝子発現宿主として広く利用されている。しかし、異種タンパク質の分泌発現では、酵母内で付加された糖鎖の
ヒトに対する高い抗原性や小胞体ストレス惹起による発現低下が問題となる。本研究では、糖鎖付加や小胞体ストレス
の惹起を避けるため、サイトゾルにおいて異種タンパク質合成を行う新規発現系を構築し、異種タンパク質の活性発現
に成功した。

研究成果の概要（英文）：Methylotrophic yeasts with strong methanol-inducible promoters have widely been 
utilized as hosts of heterologous gene expression of useful proteins. However, heterologous gene 
expression system using methylotrophic yeasts has two problems, highly immunogenicity of yeast 
glycosylation in human and decrease of expression level of heterologous proteins due to induction of ER 
stress in. In this study, we have developed the novel expression system in which heterologous proteins 
are produced in cytosol to avoid yeast glycosylation and ER stress induction and succeeded in expression 
of heterologous proteins with native activity.
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１．研究開始当初の背景 
（１）メタノール資化性酵母(C1 酵母)は、①
メタノールを培養炭素源として用いること
でコストを抑えられる、②メタノール誘導性
のプロモーターが強力でかつ厳密な制御を
受ける、③メタノールは非発酵性の炭素源で
あるためエタノール生産による生育阻害が
生じず高密度培養が可能である、といった優
れた性質を備えており、工業レベルでの有用
タンパク質生産（有用酵素、抗体、生理活性
タンパク質）のための異種遺伝子発現宿主と
して、世界中で利用されている。しかし、こ
のような異種タンパク質の分泌生産では、ヒ
トとは異なる構造の糖鎖付加による生産タ
ンパク質の抗原性の高さや折りたたみと成
熟の場である小胞体における異種タンパク
質過剰発現に伴う小胞体ストレス惹起によ
る発現量の低下が問題となる。 
 
（２）我々の研究室では、1969 年に C1 酵母
を世界で初めて発見して以来、Candida 
boidinii、Pichia pastoris を用い、C1 代謝とそ
の調節機構、ペルオキシソーム合成と分解に
関わる PEX ならびに ATG 遺伝子の同定と機
能解析、毒性の高い有用酵素のオルガネラ内
高生産系の確立など、この分野において世界
をリードする研究成果を挙げてきた。その一
方、酵母転写因子 Yap1p のレドックスセンシ
ング領域を利用したレドックス可視化セン
サーRedoxfluor を開発し、レドックス代謝の
解析を進めている。 
 
（３）有用タンパク質の多くは構造形成及び
機能発現のために分子内や分子間にジスル
フィド結合形成を必要とする。その分泌生産
において、これらの有用タンパク質が折りた
たまれ、成熟される場である小胞体は、ジス
ルフィド結合の形成に適した酸化的な環境
にある。事実、大腸菌でジスルフィド結合を
有するタンパク質の折りたたみを促進する
変異株として知られる origami 株はグルタチ
オン還元酵素とチオレドキシン還元酵素の
二重変異株で、細胞内は酸化的である。一方、
酵母当該二重変異株は致死であるために利
用できないが、我々は、自ら開発した
Redoxfluor や細胞内グルタチオン酸化還元比
を測定することにより、メタノール培養時や
グルタチオン還元酵素遺伝子を欠損した
glr1∆株では、サイトゾルのレドックス状態が
酸化的であることを見出した。このことから
C1 酵母のサイトゾルにおいてジスルフィド
結合を有するタンパク質を効率よくフォー
ルディングできる可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、メタノール資化性酵母を利用

した異種タンパク質の発現における糖鎖付
加や小胞体ストレスの惹起を避けるため、酸
化的にしたサイトゾルにおいて異種タンパ
ク質合成を行う新規生産系を確立すること

を目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、異種有用タンパク質であるト

ロンボモジュリン機能ドメイン(TM)を基質
とし、C1 酵母である Pichia pastoris を用いて
発現させた。 
トロンボモジュリンは血管内皮細胞表面

に存在する糖タンパク質であり、トロンビン
との結合、さらにはトロンビン-トロンボモジ
ュリン複合体によるプロテインCの活性化を
通じて血液抗凝固活性を発揮する。5 種類の
TM があり、様々な生理活性を有している。
例えば、レクチン様ドメイン（TMD1）は抗
炎症作用、6 個のEGF様構造（TME1～TME6）
の繰り返しから成るEGF様ドメイン（TMD2）
は血液抗凝固作用を有している。またその一
部は、炎症性サイトカインやカルシニューリ
ン阻害剤による細胞障害から血管内皮細胞
を保護する新規な作用を持つことが明らか
になっている。 

TM 分泌発現ベクターから α ファクター由
来の分泌シグナルを除くことで、サイトゾル
における糖鎖修飾を受けない TM を発現させ
た。TM の糖鎖付加はその生理活性に必要の
ないことが知られている。P. pastoris のレド
ックス変異株を用いることで酸化的なサイ
トゾル環境を構築した。 

 
４．研究成果 
グルタチオンは細胞内の主要なレドック

ス因子の一つで細胞内のレドックスバラン
スの維持に寄与している。サイトゾルでは、
グルタチオンは還元型が優勢であり、これに
は酸化型のグルタチオンを還元型へと変換
するグルタチオンレダクターゼが寄与して
いる。そのため、グルタチオンレダクターゼ
欠損株では、通常還元的な環境にあるサイト
ゾルが酸化的となっている。 
グルタチオンレダクターゼ欠損株である

Ppglr1Δ 株で TM をサイトゾルに発現させた
ところ、分泌発現させた TM を Endo H によ
り脱糖鎖した際と同じ分子量に泳動され、ま
た、Endo H 処理してもその分子量は変わらな
かった。したがって、我々は発現糖鎖を持た
ない TM を発現させるに成功した。さらに、
His タグを利用してアフィニティ精製したと
ころ、本発現系により得られた TM は生理活
性を有していることも明らかとなった。 
今後、Ppglr1Δ 株をはじめとする、酸化的

なサイトゾルを有する各種レドックス変異
株を用い、サイトゾルでのレドックス状態を
Redoxfluor によりモニタリングしつつ、サイ
トゾルでの折りたたみ効率の高い条件を探
索し、本研究における酸化的なサイトゾルに
おける異種タンパク質発現系を発展させる
ことが可能である。小胞体におけるフォール
ディングに関わる PDI(ジスルフィド結合の
掛け替え酵素)や Ero1L(PDI 酸化酵素)といっ
たほ乳類のレドックスシャペロンの過剰発



現によるフォールディングの効率化により
発現系をさらに改良することが可能であり、
これにより産業用酵素・抗体等有用タンパク
質生産のための生命科学技術基盤の確立へ
の貢献が期待できる。 
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