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　　　産業技術総合研究所における酵母を用い た研究の事例
一発現系 ・ レポ ー タ ー ア ッ セ イの実用化 ， 組換え体の安全管理一

扇谷　悟
＊ ・佐原　健彦 ・栃木　裕貴 ・佐藤なつ 子 ・呉 純 ・近江谷克裕

　出芽酵母 （Saccharomyces　cerevisiae ）は これまで モ デ

ル生物と して広 く利用されて きた．本稿で は，筆者 らが

開発した 出芽酵母の 新しい バ イオテク ノ ロ ジ ー
ツ
ー

ル を

2つ 紹介する．また，後半で産業技術総合研究所（産総研）

における組換え体に関する安全管理に つ い て紹介する．

出芽酵母を用い た新規低温発現系の開発と実用化

　タン パ ク質発現における低温の利用　　組換えタ ン パ

ク質を生産するために，こ れ までに大腸菌，酵母 昆虫，

ほ乳類動物細胞などを宿主 としたさまざまな発現系が開

発され て きた，しか し，い ずれの 発現系に つ い て も，問

題点も知 られて い る．た とえば，繁用 されて い る大腸菌

発現系で は
， 真核生物由来 の cDNA は不溶性の 封入体

（inclusion　body）を形成するケ
ー

ス が多く，あるい は発

現しな い ケース もある．一
方，出芽酵母は単細胞真核生

物で あ り，ヒ トなどの タ ンパ ク質発現に 比較的適 して い

る と考えられるが，発現量は低 い と一般に認識されて い

る，日本は ヒ ト完全長cDNA の 大規模 コ レ ク シ ョ ン を

有 してお り，こ れ ら大量 の ヒ トcDNA を用 い て それ ぞ

れの タ ン パ ク質を発現 させ．機能を解析することによ り，

新規創薬に つ なが る と期待され て い る．その ため に は多

様な発現系が必要で ある とい うこ とが，タ ン パ ク質研究

における共通認識とな っ てい る 1），

　
一方，タン パ ク質発現における温度効果に目を向ける

と，大腸菌発現系にお い て ，低温下 （16−30° C）で発現

させる こ とに よ り封入体形成を回避で きる とい う効果が

報告され て い る
2）。筆者 らは，こ の 低温による可溶性発

現の促進効果に着目し，低温下 で の発現系につ い て検討

した．その検討にお い て，出芽酵母は大腸菌に比較して

遙か に低 い 湿度 （0−4°C）で も高い viability を有 して い

る こ とか ら，低温下 で の発現とい う目的に合致 して い る

宿主 で あると考えた．そこ で筆者らは，低温下にお い て

発現量が高 く，タ ン パ ク質を可溶性と し て 生産する ため

に適した発現系を，出芽酵母を宿主 として新規に構築す

る こ と と した．

　酵母の 低温ス トレ ス応答の網羅的解析　　低温下で の

発現に は，低温下 で も高 い 転写能を有す るプロ モ ーター

が必要 で ある，さらに，効率的な発現系をデザ イ ン す る

に は，酵母の低温ス トレ ス応答を解明する こ とが重要で

あると考えた．こ れ らの 目的の ために， 酵母を低温に曝

露し，発現解析を行 っ た。当時 酵母の 低温誘導性遺伝

子は数種の遺伝子 （TIPi！SRPI　family，　M 窒R1 など）の み

が報告 されて い たが，筆者 らは cDNA マ イク ロ ア レ イ

を用 い る こ と に よ り，低温に対する遺伝子発現 の 変化を

ゲ ノ ム レベ ル で俯瞰で きる と考え，10°C曝露後の酵母

の 遺伝子発現変化を網羅的かつ 経時的に解析 した，その

結果，10° C 低温曝露時点か ら8時間後 まで に 2倍以上の

発現量 の変化を示す250種以上 の低温誘導性遺伝子を新

た に同定す るこ と がで きた．また，cDNA マ イク ロ ア レ

イによる遺伝子発現の 経時的変化の階層的ク ラ ス タリ ン

グによる解析 と，MIPS デ
ータ ベ ース による遺伝子産物

の機能分類 を統合して考察する こ とにより，異なっ た機

能を有する遺伝子セ ッ トが低温曝露後協調的に順次誘導

され る こ とを明らか にした 3）．た とえば，リボ ソーム 複

合体に関わるタ ン パ ク質と して は，低温曝露後 30分以

内にリボ ソーム RNA 合成に関わる タ ンパ ク質が増加 し，

低温曝露後 2時間程度で りボソ
ーム タン パ ク質が協調的

に誘導されて い た．これ は，低温で抑制 され る翻訳機構

の 補償の ため の 応答であると考えた．

　酵母低温発現系の構築　　低温発現系を構築するため

の ツール として，低温下で効率的にタ ンパ ク質を生産す

る ため の 発現 ベ クタ
ーを作製 した．上記の翻訳機構の補

償応答を考慮し，発現 ベ ク ターに用い る低温誘導1生プ U

モ ー
ターとして は，低温曝露後 4時間以降に強く誘導さ

れ．るプ ロ モ ーターを採用した．レ ポータータ ン パ ク質と

して erlhanced 　green　fluorescent　protein（EGFP）cDNA

を用い て モ デ ル発現系 を構築した とこ ろ，EGFP が低温

処理によ り効率的に生産される こ とが確認された．さら

に，宿主酵母菌株，低温誘導条件などの検討を行い ，新

規低温誘導発現系を構築した．本発現系を市販 の 酵母発

現系と比較したと こ ろ，そ れ らを凌駕する発現量が得 ら

れた 4）．こ の 要因 として は，1）他の多 くの mRNA が 低

温で減少す るの に対 し， 低温 に よっ て 誘導され る プ ロ

モ ーターを利用す る こ とによ り， 目的 タ ン パ ク 質の

mRNA の相対含量が増加する こ と，2）低温に よ っ て翻

訳機構関連分子が誘導され，低温に よ る翻訳機能の 低下
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図 1　 酵母発現系にお ける低温の 効果 （推疋 ）

で示 して い る

低温 に よっ て 増加　改善される現象を ヒ向き矢印て　抑制され る現象 を下向き矢印

を抑えて い る こ と　 3）低温下 にお い て タ ン パ ク質かpj

溶性て 生産されやすい こ と　4）低温下で はプ ロ テア
ー

セ なとの分解系か抑制さ れ る こ と，なとの メ カ ニ ス ム を

推定 して い る （図 1）

　こ れ まて に　従来の 大腸菌発現系で は不溶化した タ ン

パ ク質を，本発現系にお い て可溶性で発現させ る こ とに

成功 して い る 4｝ また　従来の酵廿発現系ては きわめて

少量 しか発現しなか っ た タ ン パ ク質が　低温発現系を用

い る こ とによ っ て生産量か大 きく改善されたなどの 結果

も得 ら れ て い る （佐原，未発表）

　本低温誘導発現系て は酵母 を対数増殖期中期 こ ろまて

30°C で 培養 し，そ の 時A で培養温 度を 10°C あ る い は

4°C に低下させ て 遺伝子発現 を誘導させ る　試験管や フ

ラ ス コ レ ヘ ル の 培養 で は　通常の 30° C の 培養槽か ら低

撮 にあ らか しめ セ ノ トした低温培養槽ある い は低温室 に

試験管や フ ラ ス コ を移動 させ る た けて よ い 　 さ らに

ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン ターで は　ン ヤ ケ ノ トの 循環水 の 温度

セ ノ トを変更する だけで よい の で も っ と簡単で あ る か

筆者 らは　濁度 セ ン サ
ーと温度 コ ン トロ ーラーを備えた

図2　低温誘導の 目動 化 シス テム

ン ヤ
ー

フ ァ
ーメ ン ターを試作 し，低温誘導の 自動化シ ス

テ ム も開発 し　より簡便にタ ン パ ク質を生崖 できる よ う

に な っ た （図2）

　酵母低温発現系の実用化　　従来の大腸菌発現系よ り
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も高 い 可溶性で の発現が期待で き，従来の酵母発現系に

比 べ て高い 発現量を得られる本発現系は ， 大腸菌で発現

が困難なタ ン パ ク質の 生産に適して お り，東洋紡績  に

よる受託事業として実用化された （2009年まで）．

　　　分泌型ル シフ ェ ラーゼを用い た

新規酵母レポーター
ア ッ セイの開発 と実用化

　酵母レポーター
ア ッ セイ　　レ ポーター

ア ッ セ イは，

遺伝子の 転写活性化を可視化する生化学 ・分子生物学研

究の 重要な ツール で ある．出芽酵母におい て も，遺伝子

の 転写調節機構に関する基礎研究に用 い られ て い る他，

タ ン パ ク質相互作用の解析に用 い られ て い る酵母ツーハ

イブリ ッ ドシ ス テ ム s）や，内分泌撹乱物質の 検出に用い

られるYES （yeast　estrogen 　screening ）ア ッ セ イ6）などに

利用 されて い る．

　レポ
ー

タ
ー

ア ッ セ イにお い ては T 転写活性化を レ ポ
ー

タータ ン パ ク質 の 生 産量 を酵素活性 な どとして 測定す

る．したが っ て ，個 々 の レポータ
ー

ア ッ セイ の特性は，

レポータータ ンパ ク質の性質に大きく左右される．従来，

酵母レ ＊
“一一ターア ッ セ イで は，おもに β

一ガラク トシ ダ
ー

ゼが レポー
タ
ー酵素として用い られ，発色基質を用い た

比色法によ り定量され て きた 7）．β
一ガ ラ ク トシダーゼ は

細胞内酵素であ り，酵素活性を測定するため には，浮遊

して い る酵母細胞を遠心分離によっ て ［n］収し，堅い 細胞

壁 を破砕するためにガ ラス ビーズな どと共に 1時間程度

激しく振とうし，さらに遠心分離に よっ て細胞破砕液上清

を分離する とい う煩雑な処理が必須で あ っ た．こ の ため，

β
一ガ ラク トシ ダ

ーゼ を用 い た酵母レ ポ
ー

タ
ー

ア ッ セ イで

は多数の サ ン プ ル を処理する こ とは通常困難で あっ た．

　ウミホタルル シフ ェ ラ
ーゼ （CLuc）を用いた酵母レ

ポ ーターア ッ セ イの 確立 　 　中島 らは，ウ ミ ホ タ ル

（Cypridina　noctiluca ）由来分泌型ル シ フ ェ ラ
ーゼ （CLuc）

を用い た簡便な培養細胞レ ポーター
ア ッ セ イを開発 し

た 8）．CLuc は分泌型の ル シ フ ェ ラ
ーゼ で ある こ とが最

大の特徴である，こ の た め，CLucを酵母レポ
ー

タ
ー

ア ッ

セ イに用 い た場合には ，
レ ポ

ー
タ
ー
酵素で ある CLuc が

酵母培養液中に分泌されるため，よ り簡便に酵素活性を

測定で きると期待された．

　そ こ で 筆者 らは，CLuc を用 い て酵母ハ イ ス ル ーブ ッ

トレ ポ
ー

タ
ー

ア ッ セ イの 構築を試みた．最初に，CLuc

を コ ー
ドす るDNA を酵母 レポ

ー
タ
ー

ア ッ セ イ用に合成

する こ ととした．こ れは，ウ ミ ホタル 由来 CLuc　cDNA

の 塩基配列を酵母の転写調節に 関 わ る cis 因子 の デ
ータ

ベ ー
ス SCPD9 ），　 Gene2 　Promoterio｝で検索 した と こ ろ，

多 くの 推定 cis 配列が見 い だ されたためで ある，すなわ
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図 3．CLuc レ ポーター
ア ッ セ イ と従来法の 比較

図4．ハ イス ル
ープ ッ ト解析の ため の 機器

ち，ウ ミ ホ タ ル 由來 CLuc　cDNA をその ままレポ
ー

タ
ー

ア ッ セ イ用 プ ラ ス ミ ドに用い た場合，ウ ミ ホ タ ル 由来

CLuc　cDNA 内の 推定c∫∫配列が レ ポ ーターア ッ セ イに

お い て 予期せ ぬ影響をもた らす こ とが考え られた．また，

ウ ミホ タ ル と出芽酵母では最適 コ ドン が異 なる こ とも想

定 された．そ こ で まずCLuc の ア ミノ 酸配列を，酵母 の

最適 コ ドン 11）を用い て DNA 配列に変換 し，つ い で 上記

cis　iN子の データベ ー
ス を参照 して 見 つ か っ た推定 c’5配

列につ い て，コ・
・一

ドする ア ミ ノ酸を変 えな い ようにしな

が ら塩基置換 を行い ，推定cis 配列 を除去 した．こ の よ
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うな最適化を繰 り返し行 い ，最終的に は推定 cis 配列が

非常 に少ない CLuc をコ ー
ドする DNA がデザ イ ン され

た 12）．

　こ の 塩基配列を有する CLuc　DNA を，合成 DNA をPCR

法に よりつ なぎ合わせ る こ とで作製した．得 られた合成

CLuc　DNA を用 い て レポ
ー

タープラス ミ ドを作製し，酵

母 レ ポーターア ッ セ イ法を確立 した．CLuc を用 い た酵

母 レ ポータ ーア ッ セ イ法は，レ ポータ ー酵素で ある

CLucが培養液中に分泌 され，さ らに酵母 培養液中の

CLuc による発光は酵母細胞存在下 で も測定可能で ある

ため，酵母培養液の
一

部をその まま測定に使用する こ と

がで きる．これに より，β一ガ ラク トシ ダ
ーゼ に比べ て大

幅な簡便化と迅速化を図る こ とが可能となっ た （図 3）．

　また，酵母 CLuc レ ポ
ー

タ
ー

ア ッ セ イ法で測 定した転

写活性 と従来の β一ガ ラ ク トシ ダーゼを用 い た ア ッ セ イ法

で 測定した転写活性には高い 相関が得 られ L2｝，　 CLuc を

用い た レ ポーターア ッ セ イ法は従来法から容易に移行可

能で ある こ とが示 された．

　 CLuc を用 いた酵母ハ イスル
ープ ッ トレポー

タ
ー

ア ッ

セ イ の確立 と応用　　1回の CLuc 活性測定に 必要 な酵

母培養液は少量 （220pl ）であるため，酵母培養液も少

量 （lml ）で 済む．こ の ため、96穴デ ィ
ープウ ェ ル プ レー

トで 酵母 の 培養 を行 うこ とが可能 となり，ハ イス ル ー

プ ッ ト解析を行う上で必須であるラボオ
ー一

　Fメ
ー

シ ョ ン

シス テ ム を用 い た半自動化が 可能となっ た （図 4），

　 CLuc を利用 した酵母 ハ イ ス ル ープ ッ ト レ ボ
ー

ター

ア ッ セ イ法の 応用 として ，まず出芽酵母の 500以上 の 遺

伝子 の 1kb プロ モ ーター断片（開始コ ドン 上流璽kb領域）

の転写能の解析を行 っ た．酵母ゲノ ム DNA か らPCR に

よ っ て 500以上 の lkb プ ロ モ ーター断片 を調製 し，酵

母 in・vivo 組換え能を利用して ラ イブ ラ リを作製した．こ

れ らの 組換え体をデ ィ
ープ ウ ェ ル プ レー トで培養 した．

PCR ．か らア ッ セイ まで，すべ て 96穴 フ ォ
ーマ ッ トを用

い ，ラボオ
ー

トメーシ ョ ン シ ス テ ム を用い た半自動シ ス

テ ム によっ て ア ッ セ イを行 っ た．そ の 結果 ほ とん どが

こ れまで 転 写活性につ い て知見がな い ，お よ そ 500 の プ

ロ モ ーター
につ い て転写活性を測定する こ とが で きた 12）．

　 ヒ ト由来分泌タ ン パ ク質 ・膜 タ ンパ ク質の多くは創薬

研究に お い て注 目され て お り，こ れらの タ ン パ ク質の機

能 ・構造解析や 産業応用 の ため，高効率な発現系が求め

られ て い る。一
方，こ れ らの タ ン パ ク質は

一
般 に発現が

困難である こ ともよ く知られて い る．発現量 の 改善の た

め，本来の シ グ ナ ル ペ プ チ ドを宿主由来の シ グ ナ ル ペ プ

チ ドに置換する方法が従來試み られ て い る が，酵母発現

系で こ れまで に用 い られ て い る シ グ ナ ル ペ プチ ドはわず
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か な種類 しか ない ，そこで ，CLuc を利用した酵母ハ イ

ス ル ープ ッ トレ ポーター
ア ッ セ イ法の応用 として，出芽

酵母ゲ ノ ム 中に コ ードされ て い る 400 を超える シ グナル

ペ プチ ドに つ い て評価 を行っ た．上記の 実験 と同様に，

酵母 ゲ ノ ム DNA からPCR に よ っ て 400以上 の シグナル

ペ プチ ドを コ
ー

ドするDNA を調製し，　 CLucの シ グナ

ル ペ プチ ドをコ ー
ドする領域と置換する こ とに よっ て ラ

イブラ リを作製した．そ の結果，優れた分泌能力を有す

る新規シグナ ル ペ プチ ドを51種類同定 した （佐原 ら，未

発表）．シ グ ナ ル ペ プ チ ドと成熟タ ンパ ク質には適切 な

組み合わせ （相性）があ るとされて い る．そ こ で，こ れ

らの 新規シグナル ペ プチ ドの出芽酵母発現系に お ける汎

用性につ い て検討する ため，複数の ヒ ト由来分泌タ ンパ

ク質 ・膜タ ン パ ク質を用い て，発現量 に対する シ グナ ル

ペ プチ ドの 評価を行 っ た．こ れ まで に，複数の ヒ ト由来

分泌タ ンパ ク質に対 して汎用的に発現量を向上させ る効

果がある新規の 酵母シ グナ ル ペ プチ ドを見い だして い る．

　CLuc を用いた酵母ハ イス ル
ープ ッ トレポー

タ
ー

ア ッ

セイの実用化　　酵母レ ポーターア ッ セイ で は，分泌型

酸性ボ ス フ ァ タ・一・　tf （PHO5 ）13）を用 い た方法な ども提

案 されて い る が，培養細胞と酵母の どちらで も利用可能

で
， 高感度な発光反応で検出で きる分泌型酵素としては

初め て の 例で ある．CLucの 酵母 レポ
ーター

ア ッ セ イキ ッ

トお よび基質 （CLucル シフ ェ リ ン）は，　H本で はア ト
ー

  より販売され て い る．また，CLuc の培養細胞用 レ ポー

ターア ッ セイキ ッ トは ア トー  が販売 し て い るほか，

New 　Englarid　Bielab社のキ ッ トに もCLuc が用 い られて

い る．

　培養細胞 を用 い た レポ
ー

タ
ー

ア ッ セ イ の
一
部は ， 「ダ

イオキ シ ン 類対 策特別措置法施行規則第 2条第 1項 第4

号の 規定に基づ き環境大臣が定める方法」として，ダイ

オキ シ ン 検出の ため の 公定法 として 認証され て い る．酵

母を用い た レポーターア ッ セ イ法も将来的に応用範囲が

広がる こ とを期待 して い る．

産総研における組換え体の安全管理

　産総研 は，施設整備 ・環境保全 ・労働衛生 ・安全管理 ・

情報基盤を所掌する研究環境安全本部を有して い る．岡

本部内の 環境安全 管理部ラ イ フ サ イ エ ン ス 実験管理室

は，産総研 の す べ て の 研 究 ユ ニ ッ トに おけ る組換 え

DNA 実験 ， 微 生 物実験 ， 動物実験 な どの ライ フ サイエ

ン ス実験の安全管理を担当して い る．以下，ラ イ フ サイ

エ ン ス実験管理室 に お ける組換え体の安全管理 に 関 して

紹介する．

　組換え体な どの購入 にお ける管理 　　産総研 にお い
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産業酵母の育種技術の現状と展望

て，試薬類の購入依頼 （調達請求）は会計シス テ ム へ の

入力に よ り行っ て い る が ，薬品類は環境安全管理部に よ

る確認を経て，調達部署に届 くようになっ て い る，ライ

フ サイエ ンス実験管理塞で は，微生物や組換 え体などの

確認を担当して い る．市販ある い は頒布 して い る微生物

には ， 明示されて い な い もの の 実は組換え体であるもの

があ り，研究者が組換え体と知らない まま購入手続きを

する こ とがある．また，タ ン パ ク質として販売されて い

る製品に も， その製造過程におい て用い られ て い る組換

えウ ィ ル ス の 混入があるために，組換え体 として扱わな

ければな らない もの がある．ライ フ サイエ ン ス 実験管理

室で は，こ の ような情報を収集すると共 に職員に周知す

る こ とによ っ て，組換え体の 購入における安全管理 を

担っ て い る．

　組換え体を扱う実験室の立ち入 り検査　　ライフ サイ

エ ン ス実験管理室で は，す べ て の組換えDNA 実験計画

に つ い て 実験室 の 立 ち入 り検査を年1回行 っ て い る，実

際に実験室 に入 っ て組換え体の 管理状況を確認する と共

に，日常的な作業手順，消毒方法な どを研究者に確認す

ることに よっ て組換え体管理の 適正化に役立 て て い る．

研究者としても，管理上の疑問点などを気軽に聞い た り

で きる など，自主管理の
一助 となっ て い る．

　組換え DNA 実験に関する教育訓練　　組換えDNA

実験は生化学，分子生物学におい て 日常的な実験手法と

なっ た．こ の ような「慣れ」に よる不適切な組換え体の

取 り扱い を防止するため に ， ライ フサ イエ ン ス 実験管理

室では全研究者に年 1回 の組換えDNA 実験 に関する教

育訓練の受講を義務づ けて い る．組換えDNA 実験を行

う研究者は非常に多く，全員に受講の機会を提供する こ

とに従来苦労 して きたが，昨年よ りイン トラネッ ト配信

を利用した e 一ラーニ ン グ シ ス テム を構築し，研究者が自

室で い つ で も教育訓練を受講で きる よ うにな り，利便性

が格段に向上 した．

　本論文 の うち酵母 に 関す る研究は，東洋紡績株式会社なら

び に ア トー株式会社 との 共 同研究に よ る もの で す．こ こ に深

く感謝申し上 げます．本研究の
一

部は，NEDO 技術開発機構 ・
’
ド成 16年度産業技術研究助成事業と して行わ れ ま した．
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