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論 文 内 容 要 旨

〈序論〉

麹 菌は、 日本酒や 味噌、 醤油 な どの製 造 に不可 欠の微生物 で あ り、 日本 の食 文化 に

おいて、主要な役割を果た してい る一方、多種類の加水分解酵素 を分泌す るこ とか ら、

産 業用酵素の供給微 生物 と して重要 な地 位 を担 って いる。 また、遺伝子 工学 の発展 や

ゲ ノム解析 の成 果 を生 かす こ とで、麹菌 を よ り高度 に利用 した新 た な産業 の創成が期

待 されてお り、活発 に研究 が行 われて い る。 本研 究室で は、安全性 とタ ンパ ク質分泌

能 を併せ持つ麹 菌の特徴 を生か し、ダニ ア レルギーの経 口減感作療法 に用 い るための

ワクチン用 タンパ ク質Derf7を 麹菌 に よ り分泌生産 す る研究 を行 って きた。Derf7

は コナ ヒ ョウダニ(De㎜a`qphagofde8faが ηae)由来の機 能未 知 の分 泌 タ ンパ ク質 で あ

り、ハウスダス トァ レルギー患者の50%が 、抗Derf71gE抗 体 を保 持す る といわれ

てい る。ア レルギーの効果 的な治療 方法 と して、 アレルゲ ンを治療用 抗原(ワ クチン)

と して用い る減感作療 法が知 られてお り、生産 物お よび菌体 ともに安 全 で あ ると.認識

されて いる麹 菌 は、経 口減 感作療法 の ため の ワクチ ンの有望 な生産宿 主 として期待 さ

れ る。

麹 菌における異種 タンパ ク質生産量 改 善 の戦 略 として は、 これ まで強 力な発現用 プ

ロモー ターに よる高発現 と、 自己のタ ンパ ク質 との融合 タンパ ク質 と して発現 させ る

こ との2点 が主 として とられ て きて いる。本研 究室で もこれ らの手法 を用 いて麹 菌 に

よ りDerf7生 産 したが、生産量 は1mg/1以 下 であ り、Derf7生 産 の実用 化 にはまだ

大 きな障害が ある と考 え られた。 そ こで本研 究で は、麹 菌 をは じめ とす る糸状菌 にお

いて基礎的知見が少 な く、詳細 な解析 が な ざれて こなか った宿主 と発現 遺伝子 の使用

コ ドンの偏 りに着 目して、Derf7の コ ドン使 用頻 度を麹菌 に適合 させ るこ とによって

発現量 の改善を試みた。

原 核生物 か ら高 等真核生 物 までの多 くの 異種 タンパ ク質発現系 にお いて、 コ ドン最

適化 の効果について は報告 され てお り、大 腸 菌 にお ける レアコ ドンの影響 につ いての

基礎 的 な研究等 か ら、 コ ドン最適 化 は翻訳 過程 の効 率化 によ り、発現 量 が改善 され る

とい う説明が一般 的に受 け入れ られて い る。 しか し宿主 や発現 遺伝子 に よって は、 コ

ドン最適化の効果が、翻訳過程以外に も影響 を与 えることが あることが知 られてお り、

本研究では基礎 的な観点か ら、 この点 につ いて知見を得 ることも目的 とした。
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第 一 章 コ ドン最 適 化 遺 伝 子 の全 合 成 と分 泌 生 産 量 へ の 効 果

コ ドン最適化 を行 うために、 まずDerf7と 麹菌の遺伝子 の コ ドン使用頻度 を比較 し

た。麹 菌の コ ドン使用頻 度 は、 デー タベー ス(http:www.kazusa.orjp/codon/)を 参考

に して、Derf7配 列 中 に存在 す る麹 菌 における使用 頻度の低 い コ ドンを使用頻度 の高

い もの に置 き換 え、 また特定 の コ ドンのみ に偏 った使用 を避 け、全体 的な コ ドン使用

傾 向を合わせて、 コ ドン最適化Derf7遺 伝子(Derf70pt)を デザ イン した(TableI)。

Derf7/optの 合成 には、合成オ リゴヌクレオチ ドを用 いた2回 のPCRを 組み合 わせ

ることによる、recursivePCRに よる方法を用 いた。約100ntの オ リゴヌクレオチ ド

8本 は、隣のオ リゴヌク レオチ ドと20bpのoverlapし た領域 を持 たせ ることで、PCR

時 に相互 に プライマー となるように設計 した。1回 目のPCRは8本 のオ リゴヌクレオ

チ ドをすべ て用いて行 い、得 られ たPCR産 物 を2回 目のPCRの 鋳型 として用いた。

2回 目のPCRで は両末端 のオ リゴヌク レオチ ドのみを用 いたPCRを 行 うことで、 目

的 とす る約650bpのPcR産 物が得 られた(Fig.1)。 このPcR産 物 をTAク ローニ ン

グ し塩基配 列 を決定 す る ことに よ り、15ク ロー ンの 中か らデザ イン通 りの塩基配列

を持つ1ク ローンを得 る ことができた。

麹菌で の発現 コンス トラク トとして、 まずDerf7自 身のシ グナル配列 によ り分 泌す

る コンス トラク トを作製 した。麹 菌形 質転換 ペ クター として、麹 菌の グル コア ミラー

ゼ プロモー ターの改変 プロモーターで あるPglaAl42の 下流 にマルチ クローニングサ

イ トを もち、硝酸塩 資化性 を指標 とした選 抜ができる ηfaDマ ーカーを持つpNGAl42

を用 いた。 プロモ ー ターの下流 にネイティブなコ ドンを持っDerf7遺 伝子、または コ

ドンを最適化 したDerf7遺 伝子 を連結 した発現ベ クターを作製 し、NS4株 を親株 とし

てそれ ぞれ につ いて形質転 換体 を取得 し、 これ をDer/ntv、Der/optと した。両 コン

ス トラク トを液体培養 し培養上清 につ いて、Derf7抗 体 に よりWestern解 析 を行 った

ところ、Derf7分 泌量 はDer/ntvで は検 出できないほ どの低 レベルであったが、Der/opt

株 において は検 出可能 な レベル に まで増加 してお り、 コ ドン最適 化が分 泌量改善 に効

果 的であ ることが示 された(Fig.3)。

麹 菌 にお ける異種 タ ンパ ク質生 産 には、 目的 タンパ ク質 を宿主 自身が高分泌す るタ

ンパ ク質 との融合 タ ンパ ク質 として発現 させ るこ とが有効 で あ るこ とか ら、 コ ドン最

適化 を行 うこ とで さ らに分 泌量 の改善が可 能で あ るか調べ た。本研究 で は、 グル コア

ミラーゼの触媒 ドメイ ンをキャ リアタンパ ク質 として、 その下流 に成熟型Derf7を 連
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結 した融合 タ ンパ ク質 を作製 した。融合 タ ンパ ク質 は、 分泌 され る際 にキャ リアタ ン

パ ク質か ら成熟型Derf7が 分離 され るよ うに、 キャリァタンパ ク質 とDerf7を 連結

す る リンカー領域 の直後 に、 ゴルジ体 のプロセシ ングプロテァーゼであ るKEX2の 切

断配列を導入 した(Fig.2)。 この ように して構築 したGlaDer/ntvとGlaDer/opを 麹菌

宿主 に導入 し、取得 した形質転換体 のDerf7分 泌量をWestern解 析 によ り調べた と

ころ、両株 において キャ リアタ ンパ ク質 と成熟型Derf7が 分泌 され ていたが、 コ ドン

最適化 をした コンス トラク トで はDerf7分 泌量が3倍 以上 に増加 していた。 また、濃

縮 した培養上清のSDS-PAGEのCBB染 色に より、 コ ドン最適化 した もので は25kDa

付近 にDerf7に 相当す るバ ン ドが確認 された こ とか ら、融合 ターンパ ク質 と して発現 さ

せ ることによる効果 とあわせ るこ とで、高 い生産性が得 られ ることが分 かった(Fig.3)。

非融合型 、融 合型発現 コンス トラク トにお いて、 コ ドン最 適化が分泌量 改 善 に効 果

を もた らした理 由を調べ るために、転写産 物量 をReal-timePCRに よ り解析 した とこ

ろ、Derf7mRNA量 に差が生 じていた(Fig.4)。 以上の結果 か ら、麹菌 にお けるDerf7

生産 において、 コ ドンの最適化 は、転写産物 量の増 加を もた らす こ とによって 目的の

Derf7分 泌量の増加 につながった もの と考 えられた。

第 二 章 転 写 産 物 量 の比 較 と部 分 的 コ ドン最 適化 の効 果

翻訳過程 に関与 す るコ ドンを最適化 す るこ とが、転写産物 量 に影響 す る とい う現象

は これ まで もい くつか報告 されて い るものの、 その理 由は まだ分か って いな い。 そ こ

で 第二章で は、 コ ドンの最適化 に よ り、転 写産物量が増加 す る理 由を解 明す るこ とを

目的 として研究 を進めた。

コ ドン最適化 に関す る研究が進 んで いる大腸菌 において、遺伝 子の51側 にあ るレア

コ ドンがその遺伝 子 の発現量 に大 き く影響 す る とい うことが報告 されて いる ことか ら、

Derf7に おいて、遺伝子の前半 のみ の コ ドンを最適化 した コンス トラク ト(Der/opト

ntv)と 、遺伝子 の後半部分のみの コ ドンを最適 化 した コンス トラク ト(Der/ntv-opt)

を作製 して(Fig.5)、 その分 泌量 お よび転写産物量 に及ぼす効果 を調べ た。培 養上清 の

ウェスタン解析 の結果、大腸 菌で報告 されて い る結果 とは逆 に、遺伝子後 半部分 の コ

ドン最適化 が全体 の最適化 と同様 の分泌量 の改 善を もた らす ことが分か った(Fig.6)。

また、転写産物量 に も差 が生 じて いた ことか ら(Fig.7)、 全体 の コ ドン最適化 と同様 の

効果 が遺伝子の後半 部分 の コ ドン最適化 で得 られた ことが示 唆 された。mRNAの 二 次
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構造予測 か らは各mRNAの 間に熱 力学 的な安定性や特徴 的な構造 な どの差 が見出せ な

か った こ とか ら、ネイテ ィブな コ ドンを もつ 配列 の後半 部分 の配列 にが、転写産物 量

の減少 を もた らす配列が存在す る可能性が示唆された。

そ こで、 さらに部分 的な コ ドン最適化 を試 みた。全 合成 に用 いた プ ライマ ーを利用

し、部分 配列の コ ドン最適化 コンス トラク ト(Fig.8)を 作成 したが、すべて の コンス ト

ラク トにおいて培養上清中 にDerf7は 分泌 されず、また ノーザ ン解析 を行った ところ、

いずれの コンス トラク トもDer/ntv-optと 比較す るとmRNAレ ペ ルは低 か った(Fig.

9)。 しか し、一部 の クロー ンで、低 分子の シグナルが検 出 され た こ とか ら、正 常な転

写産 物が合成 され てい るか調 べ るため に、3'一RACEを 行 い、RT-PCR産 物 の断片長 を

比較 した(Fig.10)。 その結果、mRNA量 が多い コンス トラク トで は、転写産 物の断片

の長 さが均 一で あったのに対 し、mRNA量 が少な い コンス トラク トで は、 断片の長 さ

にば らつ きが あった。 そ こで一部 の クロー ンの配列 を調 べ た ところ、Der/optに お い

ては終止 コ ドンか ら約60bp下 流 の ター ミネーター領域 でpoly(A)が 付加 されてい る

の に対 して、Der/ntvで はORF内 でpoly(A)付 加 が起 きて いるクロー ンが数多 く見 出

された(Fig.11)。 このpoly(A)付 加 はDer/ntv配 列 の後半全体 で生 じていた。終止 コ ド

ンを含 まな いnonstopmRNAを 異常転写産物 として積極 的 に分解す る機構 として、

nonstopmRNAdegrada廿on経 路 の存在が最近見出 され(Fig.12)、nonstopmRNAは

半減期が非常 に短 くな ることが知 られてい る。 そ こで、Der/ntv配 列のmRNA量 の減

少 は、ORF内 でのpoly(A)付 加 に よるnonstopr畝NA分 解が原因で あ ると考 え、 これ

を裏付 けるための実験 を行った。 まず、nonstopmRNAの 分解 過程 は翻訳 と共役 して

お り、poly(A)付 加 配列の上流 に終止 コ ドンを導入 す る こ とで、nonstopmRNA分 解

は抑制 され る こ とが知 られ てい る ことか ら、融合型 コンス トラク トのGlaDe∀ntvの

変 異体で、 フレームシフ トによ りDerf7配 列の51側 末端8ア ミノ酸 目に終止 コ ドンが

現 れ るコンス トラク トにお けるmRNA量 をGlaDer/ntvと 比較 した。 ノーザ ン解析 の

結果、mRNA量 は終止 コ ドンが導入 され るこ とで、3倍 程度増加 した(Fig.13)。 した

が って、Der/ntvに おいて はORF内 でpoly(A)付 加 を受 けたmRNA分 子がnonstop

mRNA分 解経路 による分解 を受 けてい ることが示唆 され た。

以上か ら、Der/ntvのDerf7配 列 にはpoly(A)付 加 シ グナル として機能 し得 る複数

の配列 が存在 する こ とで、nonstopmRNAが 合成 され、mRNAが 蓄積 しに くいの に

対 し、Der/optで は、 コ ドン最適 化 に よ り結果的 に それ らの潜在 的配列 が除去 された
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こ とで、RNA量 の増加 と生産量の改善 につなが った もの と推定 され た。

第 三 章 コ ドン最 適 化 遺 伝 子 を用 い た高 発 現 株 お よ び プ ロ テ ア ーゼ 遺 伝 子 破 壊

株 に よ るDerf7の 分 泌生 産

第一章 の結果、GlaDer/optのDerf7生 産性が最 も高い こ とが判明 した こ とか ら、

融合型 コンス トラク トを多 コピー導入 したDerf7高 生産株を作製 して、高分泌生産 を

試 みた。選択マ「カーをn∫aDか ら多 コピー導入が可能 な硫 酸塩 資化 関連遺伝子5Cに

置 き換 えた形質転換ベ クター(Fig.14)を 作製 して、麹菌NS4株 の形質転換 を行 った。

得 られ た高発現株SGlaDer株 で は、高発現用ベ クター中のプ ロモー ターに多 コピー挿

入 され てい るシスエ レメン トのdtration効 果 によ り、麹菌で最 も分泌量 の多 いタンパ

ク質で あるα・ア ミラーゼの生産 量 が著 し く低下 し、 目的の タンパ ク質 の割合 が高 くな

っていた(Fig.15)。 また、分泌 されたDerf7のN末 端解析 を行 った ところ、Derf7が

デザイ ンどお りにKEX2の 断配 列で グル コア ミラーゼ と切 り離 されて成熟型 タンパ ク

質 として培養 上清 に分 泌 されて い た(Fig.16)。 麹 菌の分 泌 タンパ ク質 は等 電点が酸性

の ものが多い こ とが知 られてお り、pH5.0で の陽イオ ン交換 カ ラム(ResourceS)を 用

い たイオ ン交換 クロマ トグ ラフィー を行 うことに よ り、培 養上清 か ら一段階 の精製 に

よ り部分精製Derf7が 取得 で きた。 この部分精製Derf7を 用 いて、取得 した各Derf7

発現株のDerf7生 産量 を定量 した ところ、・高発現株で は約30mg/1の 生産量 を示す こ

とがわかった(Fig.17)。 この生 産量 は、瑠pe瑠 伽8属 糸状 菌の野生株 を宿主 とした

異種 タンパ ク質生産 量 として報 告 されて い るもの の中で は最高 レベルで あった。 しか

し、培地 中のDerf7及 びキ ャリァ タンパ ク質で あるグルコァ ミラーゼの経時変化を調

べ た ところ、 グル コア ミラーゼ は安定 に存在す るにもかかわ らず、Derf7は 減少 して

い くこ とが観察 された(Fig.18)。 したが って、Derf7はKEX2に よってキャ リアタン

パ ク質 と切 断 され た以降の過 程 で、麹 菌の プロテ アーゼ によ り分 解 を受 ける もの と考

え られ た。 そ こで、ゲ ノム解析 情報 を も とに最近 明 らか にされ た菌体 外 プロテ アーゼ

遺 伝子 の転 写因子 と考 え られ るpπR、 お よび出芽酵母 において異種 タンパ ク質の分解

にかか わ ってい るこ とが報 告 され て い る液 胞 プロテアーゼ遺伝子 で あ るPEP4の 相 同

遺伝子で あ るPβpEを 破壊 した宿主 を用 いて、Derf7高 発現 を試み たが、 それぞれ単

独 の破 壊株では顕著 な生産 量の増加 は見 られなかった(Fig.19)。 そこで、 さ らにpoρE
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及 びp溜 の2重 遺伝子破壊株 を宿主 としたDerf7生 産 を試 みた ところ、野生株 を宿

主 とした発現株 と比較 し、培養24時 間 においてDerf7生 産量が約2倍 増加 していた

(Fig.20)。 これ らの株 はサザ ン解析 によ りDerf7発 現 カセ ッ トを1コ ピー導入 され

てい る ことを確認 してい ることか ら、pβρEとprtRの 両遺伝子 の破壊 はDerf7の 生産

量改善に効 果があ ることが示唆 された。

総 括

(1)麹 菌 において コ ドン最 適化 は異種 タンパ ク質生産 量の改善に効果 的で あ り、融合

タンパ ク質 としての発現 と組 み合 わせ ることで高生産 が可能 にな るこ とを示 した。

(2)コ ドン最適化効果 は転写量の増加 を介 した分泌量 の改善であった。

(3)コ ドンを最適 化 しないDerf7配 列 には、poly(A)付 加 シ グナル として機能 し得

る配列 が複 数存在 す る可能 性が あ り、 コ ドン最適化効 果 は、 それ らの配 列が除かれた

ことに よる効 果である と考 え られた。

(4)ORF内 でのpoly(A)付 加 は、nonstopmRNA分 解経路によ る積極 的な分解 とそ

れ に伴 う転 写産 物量 の減少 を引 き起 こす もの と考 え られ、異種 タ ンパ ク質発 現 におい

ては、潜在 的 なpoly(A)付 加 シグナルに よ りス トップ コ ドンのない不完全 なmRNAが

合成 され る ことによる転写産物 の分解 を回避す ることが重要で あると考 え られた。

(5)コ ドン最適化Derf7遺 伝子 とキャリアタンパ ク質 との融合遺伝子 を高発現用 プ

ロモー ター に より高発現 させ、 さらに多 コピー化す る ことに よって、A5pe㎎ π1u5属 糸

状 菌 の野 生株 を宿主 とした異種 タ ンパ ク質生産量 として、 これ まで報 告 され てい る中

で最 も高 い生産量 を達成 す ることができた。

(6)プ ロテ ァーゼ 生産 に関与す る転 写因子 と液胞 プロテァーゼ の遺伝 子破 壊が、異

種 タンパ ク質生産量の改善 に効果 的で あることを示 した。
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Table1コ ド ン使 用 頻 度 の 比 較

麹 菌 の コ ドン使 用 頻 度 はか ず さDNA研 究 所 のデ ータ ベ ース(http:www.kazusa.or.lp/codorの

を参 考 し に した 。
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Fig.1recursive-PCRに よるDerf7cDNAの 全合 成

PCR反 応は1回 目は各オ リゴヌクレオチ ドを100pmol含 む反応系で

94℃30秒 、60℃30秒 、72℃30秒 で30サ イクル行った。2回 目のPCR

は鋳型 として1回 目のPCR産 物1国 用いて末端のプライマーを100

pmol含 む反応系で行 った。電気泳動は各PCR産 物を1μ1泳動 した。

Fig.2非 融合型 と融合型 による

Derf7発 現 コンス トラク ト
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養した菌体よりRNAを 抽出し、10四

をホルムアミドーアガロースゲル(1.2%)
で泳動した。プローブはDerlntいoptを

鋳型として作成 した。
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各形質転換体をYPM培 地で20時 間培養 し菌体よりRNAを 抽出し約
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ウェスタン解析

Fig.15取 得 した形質転換体5株 の培養上清 の

SDS-PAGE解 析

各株をYPM培 地において24時 間培養し培養上清15μ1を泳

動 した。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

麹菌 は長年 にわた り醸造食 品の製造 に用い られ てきた微 生物で あるカヨ,ヒ トへ の安全性 と高い タン

パ ク質分泌能 を生か し,近 年は異種 タ ンパ ク質生産の生産宿 主 として利 用す る ことが期待 され てい る。

しか し,自 己のタ ンパ ク質 と比較 して異種 タンパ ク質 の生産量は著 しく低 く,発 現量低 下の原 因の解

明が望 まれ ている。本研 究では,ハ ウス ダス トア レル ギーの原因物質で あ り,減 感作療法 のための治

療用 抗原 として生産 が望 まれてい るダニア レル ゲ ンタ ンパ ク質Derf7を モデル として,糸 状 菌で詳細

な解 析が行 われていない宿 主へ の コ ドン最適化 による生産 量改善効果 を調べ た。

は じめに,合 成 オ リゴヌ ク レオチ ドを用 いた コ ドン最適 化Derf7遺 伝子 の全合成 を行 い,コ ドン最

適化Derf7と ネイ テ ィブコ ドンのDerf7に ついて麹菌で の発現量 を比較す るこ とで,コ ドン最適化 に

よ りDerf7分 泌量 が増加す ることを認め,コ ドン最適化 が異種 タ ンパ ク質 生産量 の改善 に効果 的であ

ることを明 らかに した。また,分 泌生 産 され たタ ンパ ク質 とmRNA量 には相関が認 められ,コ ドン最

適化 はmRNAの 転 写効 率 または安定性 に効果 を及 ぼす もの と考 え られ た。 そ こで,最 適化 コ ドンと

ネイ テ ィブ コ ドンのキ メラ遺伝 子 を用い た解析 を行 った結果,Derf7の 後 半部 分の コ ドン最:適化 によ

り全体 を最適化 した場合 と同様 の効果 が得 られ たが,さ らに部分的な コ ドン最適化 による効果 は見出

せなか った。一方,後 半部にネイ ティブな コ ドンを持つ コンス トラク トのDerf7mRNAで は,転 写産

物の長 さが不均一 になってお り,3LRACEに よるシー クエ ンスの結果 か ら,ORF後 半の複数 の箇所 で

poly(A)付 加 が生 じてい るこ とが分か った。 また,ORF上 流 にス トップ コ ドンを導入 す るこ とで,

Derf7mRNA量 が増加 した ことか ら,ネ イティブな コ ドンのDerf7に 部いては,ORF内 で のpoly(A)

付加 に よ り生 じるス トップ コ ドンを持 たないmRNAが,nonstopmRNA分 解経路 によ りmRNA分 解 さ

れ てい るこ とが示唆 された。 したカミって,コ ドン最適 化 によ り潜在 的 なpoly(A)付 加 シ グナル が除

去 され ることで,mRNA:量 が増加 したもの と考 え られ た。

コ ドン最適化 の効果 を生 か し,麹 菌 を宿 主 としたDerf7を 高生産株 の作製 を試み た。発現遺伝子 の

多 コピー導入に よ り高発現株 を取得 した ところ,約30mg〃 の生産量を示 し,A5ρ α8∫1Zκ∫属糸状菌 の野

生株 を宿 主 とした異種 タ ンパ ク質生産 において最高 レベル の生 産量 を達成す るこ とがで きた。 さらに,

プ ロテアーゼ遺伝 子破壊株 を宿主 とす る ことで,Derf7生 産量 を改善 でき ることを明 らかに し,今 後

のDerf7の 実用 的な生産 への可能性 を示す こ とがで きた。

本 研究で は,麹 菌 を宿主 とした異種 タ ンパ ク質生産 にお いて,コ ドン最 適化 に よ り生産量の 向上 を

図 るこ とが できるこ とを示 しただけでな く,こ れ まで明 らかに され ていなか った真核 微生物 にお ける

コ ドン最適化効果 の要因の一端 をは じめて解明 した。 また,本 研究 は異種 タンパ ク質生産 の改 良に資

す るのみな らず,真 核微 生物 の転 写終結 に伴 うpoly(A)付 加の分子機 構解明に も道 を開 くものである。

以上 の研究成果 にも とつ いて,審 査 員一同 は本論文 が博士(農 学)の 学位 を授与す るに値す る内容で

ある と判定 した。
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