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はじめに

東洋紡株式会社では臨床検査に使用する酵素原料を製
造販売しており，世界でもトップクラスのシェアを有し
ている．臨床検査に使用される酵素は，ヒトの体内に入
ることはなく，遺伝子組換え技術の利用が可能であるた
め，さまざまな酵素が遺伝子組換え技術を用いて製造さ
れている．酵素の生産宿主にはさまざまな微生物が使用
されるが，酵母は酵素を分泌生産でき，目的酵素以外の
タンパク質の分泌量が少ないことから異種タンパク質生
産の宿主として有利である．

2009年より独立行政法人酒類総合研究所と共同で担
子菌酵母Cryptococcus sp. S-2を用いた酵素の組換え発
現方法について検討を行ってきた．今回はその中で植物
由来の西洋ワサビペルオキシダーゼの組換え発現を達成
した例を紹介したい．

担子菌酵母Cryptococcus sp. S-2

Cryptococcus sp. S-2は1994年に国税庁醸造研究所
（現：独立行政法人酒類総合研究所）において，家藤に
より単離された酵母である 1)．Cryptococcus sp. S-2は
生デンプンを分解する酸性アミラーゼを生産することか
ら，元々は排水処理に用いる酵母として選抜されてきた．
その後の研究で本菌ではキシロースの添加によってキシ
ラナーゼの発現が誘導されること，生分解性プラスチッ
クを分解するクチナーゼが生産されることが確認されて
おり，本菌の酵素生産能力の高さを利用するため，ウラ
シル要求性を用いた宿主ベクター系，キシラナーゼプロ
モーターを用いた高発現ベクターが構築されている 2)．
また，本菌は属名がCryptococcusということで，日和見
感染菌であるCryptococcu neoformanceと同属名である
が，本菌に感染能力はなく，30°C以上では生育するこ
とができないため，病原性はなく安全な微生物である．
後にマウスを用いた急性毒性試験も行ったが毒性は確認
されていない．本菌の異種タンパク質生産能力に注目し，
臨床検査用酵素の生産宿主として適用可能であると考え
研究を開始した．

臨床検査に使用される酵素

臨床検査は，超音波や画像診断，心電図などの身体の
なかの様子やその動きをみる「生体検査」と，尿や便，

血液の成分の測定や，取り出した組織の状態を観察する
「検体検査」に分類される．特に検体検査においては，
検体中の成分を分析するために，臨床検査薬が利用され
る．「検体検査」では，酵素や色素などの化学反応によっ
て検査を行う「生化学検査」や抗原抗体法により検査を
行う「免疫学的検査」，血液中の成分を分析する「血液学
的検査」のほかに，「細菌検査」や「遺伝子検査」など
がある．「生化学検査」では，検体由来成分を酵素化学
的若しくは，化学的に反応させ，分光光学的に分析を行
う方法が主流であり，検査薬には酵素が広く利用されて
いる．
臨床検査薬には，グルコースデヒドロゲナーゼ

（GDH），コレステロールオキシダーゼ，ペルオキシダー
ゼなどさまざまな酵素が利用される．また，これらの臨
床検査用酵素には，誤診断を防ぐために高い基質への特
異性と高い反応性が求められ，さらに，臨床検査薬の長
期間の保存に耐えるため，高い安定性が求められる．ま
た，副反応を防ぐために，高い精製純度が求められる．
これらの臨床検査用酵素は，植物や動物組織，微生物
から抽出，精製される．遺伝子組換え技術の進歩により，
これらの酵素遺伝子を微生物に組み込み，組換え発現さ
せることで，目的の酵素を大量に発現させ，安価に酵素
を精製することが可能となってきている．しかし，植物
や真菌などの真核生物由来の酵素は発現量やフォール
ディングの問題，糖鎖修飾などの問題から大腸菌による
組換え発現が困難な場合があり，植物体からの抽出や微
生物の野生株の培養によって製造されている．
真核生物の遺伝子組換え発現宿主としては，メタ
ノール資化性酵母であるPichia pastorisや出芽酵母
Saccharomyces cerevisiae，麹菌Aspergillus oryzaeなど
の真菌や，タバコ培養細胞，CHO細胞などの動物細胞
や，昆虫ではカイコなども利用されているが，発現量の
低さ，培養の困難さ，高額な産業利用ライセンスが必要
であるなど，真核生物の遺伝子組換え宿主としての産業
利用にはさまざまな課題がある．

Cryptococcus sp. S-2はキシロースを炭素源として培
養することで強力に誘導されるキシナラーゼプロモー
ターが取得されており，酵母菌体外に酵素を分泌生産す
ることが可能であることから，酵素の産業生産の宿主と
して非常に扱いやすい．その上，菌体外に生産される夾
雑タンパク質も少なく精製が容易であることから臨床検
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査用酵素の生産宿主として好適と考えられる．

西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）

西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ（horseradish 
peroxidase: HRP）は過酸化水素（H2O2）と色素などの
メディエーターとの酸化反応を触媒する酵素であり，臨
床検査において二次反応によく用いられる．たとえば，
悪玉コレステロールと呼ばれるLDL-Cの分析において
は，LDLコレステロールをコレステロールエステラー
ゼ，コレステロールオキシダーゼの反応によって生成さ
れた過酸化水素と色素からペルオキシダーゼの反応によ
りキノン色素を生成することにより，分光光学的分析を
可能にしている．

HRPは市販されているもののほとんどが西洋ワサビ
から抽出，精製されたものである．また，西洋ワサビは
HRPの複数のアイソザイムを生産するため，可能な限
りアイソザイムを分離，除去する必要があるが，その分
離は非常に困難である 3)．アイソザイムを含まない高純
度のHRPを生産するため，HRPの組換え発現の検討が
これまでも試みられてきた（表1）．

HRPの組換え発現に関する報告は，1990年頃から
あるが，大腸菌や酵母を用いた場合，その発現量は非
常に低いことが確認されている．大腸菌で発現させた
場合は封入体を形成するためリフォールディングが必
要であり，生産量は0.34 mg/Lとされている 4)．酵母
Saccharomyces cerevisiae，Pichia pastorisを宿主とした
場合には，活性型で細胞外にHRPが分泌生産されるも
のの，発現量はそれぞれ0.07 mg/L，1.3 mg/Lであるこ
とが報告されている 5,6)．西洋ワサビと同じ植物である
タバコ培養細胞を用いた場合でもその生産量は3 mg/L
とされている 7)．昆虫細胞を用いた発現では41.3 mg/L
の生産量が報告されているが，細胞組織培養を使用して
いることから産業生産への適用は困難である 8)．
以上のようにHRPの異種タンパク質組換え生産は生産

量が非常に低く，産業的なHRPの組換え生産は非常に困
難であった．そこで我々は，宿主としてCryptococcus sp. 
S-2を用い，HRPの組換え生産を可能とするため各種検
討を行った．

コドン最適化の効果

Cryptococcus sp. S-2は酵母の中でも担子菌系の酵母
に属しており，DNAのG+C含量比率は67％と比較的
G+C含量比率が高い酵母である．これまでに，
Cryptococcus sp. S-2を用いた各種ラッカーゼの組換え発
現検討において，Trametes versicolorやGaeumannomyces 
graminis由来のラッカーゼがPichia pastrisよりも
Cryptococcus sp. S-2での発現量が高いことが示されて
いる 9)．T. versicolorとG. graminis由来のラッカーゼ遺
伝子のG+C含量はいずれも60％以上であることから，
Cryptococcus sp. S-2においてはG+C含量が高い配列が
発現しやすい可能性が示唆されている．一方で，西洋ワ
サビペルオキシダーゼのアイソザイムの一つである
HRP-C1aの遺伝子配列のG+C含量は43.7％と比較的
G+C含量が低く発現が困難であると予測された．そこ
で，Cryptococcus sp. S-2で強力に発現することが確認
されているキシラーゼ，アミラーゼ，クチナーゼのコド
ン使用頻度を参考にコドン最適化HRP-C1a遺伝子を全
合成し，発現検討に用いた．コドン最適化HRP遺伝子
（(HRP + CTP)/opt）のG+C含量は63.9％であり，G+C
含量はCryptococcus sp. S-2のG+C含量とほぼ同等と
した．
野生型HRP-C1a遺伝子（(HRP + CTP)/ntv）とコド
ン 最 適 化HRP-C1a遺 伝 子（(HRP + CTP)/opt） を
Cryptococcus sp. S-2の発現ベクターpCsUX2のキシナ
ラーゼプロモーターの下流に挿入し，ウラシル要求性変
異株であるU-5株を形質転換した．得られた形質転換体
それぞれ8株を培養し，HRPの生産量を評価した．そ
の結果，野生型HRP-C1a遺伝子を導入した形質転換体
からはHRP活性が検出されず，コドン最適化HRP-C1a
遺伝子を導入した8株すべてでHRP活性が検出された
（図1a）．続いて，コドン最適化よるHRP発現量の劇的
な向上の原因について調べた．
まず，24時間培養した菌体からmRNAを抽出し，

HRP-C1aのORF内の，5'側および3'側をターゲットと
してRT-PCRを行った．RT-PCRの結果，(HRP + CTP)/
opt導入株では5'および3'側で高い転写量が確認された
のに対し，(HRP + CTP)/ntv導入株では5'側の転写量は
(HRP + CTP)/optに比べて約9700分の1程度と非常に低
く，3'側はほとんど転写されていないことが明らかとなっ
た（図1b）．本結果から，mRNAの転写量がコドン最適
化によって大幅に改善されていることが示唆された．
次に，3'RACEによってpoly(A)の付加部位を調べた

ところ，得られた16クローンすべてで (HRP + CTP)/
opt導入株ではキシラナーゼターミネーターでpoly(A)
が付加された，完全長のmRNAが合成されているのに
対し，(HRP + CTP)/ntv導入株では16クローンすべて
でストップコドンより上流のORF内部にpoly(A)が付

表1．HRPの組換え生産に関する報告

宿主 生産量（mg/L） 文献

Escherichia coli 0.34 （4）

Saccharomyces cerevisiae 0.07 （5）

Pichia pastoris 1.3 （6）

Nicotiana tabacum 3 （7）

Spodoptera frugiperda 41.3 （8）
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加され，ORFが途中で切断された不完全なmRNAが合
成されていることが確認された（図2）．
コドン最適化は一般的に転写後の翻訳効率を向上さ
せることが目的とされているが，元来，遺伝子のGC含
量の高いCryptococcus sp. S-2に連続したATを有する
外来遺伝子を導入した場合にはpoly(A)付加が起こり
やすく，異種タンパク質発現を困難にしていると考えら
れる．Poly(A)付加のメカニズムは酵母，植物，哺乳類

でそれぞれよく研究されており，酵母Saccharomyces 
cerevisiaeにおいては，ターミネーター領域に存在する
UA-rich enhancer element（EE）とA-rich positioning 
element（PE）が，Hrp1p，Rna15，cleavage factor Iに
よって認識され，PEの10-30塩基下流に位置する
poly(A) siteにpoly(A)が付加されている 10,11)．酵母に
お け る こ れ ら の 配 列 は，EEがUAUAUA，PEが
AAUAAAもしくはAAAAAA，poly(A) siteでは (C/T)
(A)nが高頻度で出現するモチーフとされている．
Poly(A)付加シグナルの認識機構は哺乳類，植物でも存
在しているが，認識配列はそれぞれ異なっている．
Cryptococcus sp. S-2のキシラナーゼターミネーター配
列中には酵母と同じpoly(A)-site配列（CAAAA）が存
在し，コドン最適化HRP-C1a遺伝子導入株ではほとん
どのmRNAがこのpoly(A)-siteでpoly(A)付加されてい
た．さらにpoly(A)-siteの50塩基上流にEE様配列
（UAUGUA）が確認された．野生型HRP-C1a遺伝子導
入株のpoly(A)付加部位に特定の認識配列を見いだすこ
とができなかったが，(HRP + CTP)/ntvのG+C含量は
43.7％と比較的AT-richであり，ORF内部にも連続した
AT-rich配列が存在している．酵母においてpoly(A)付
加はUA-rich，A-rich配列を認識して開始させることか
ら，Cryptococcus sp. S-2においては外来のAT-rich配
列をpoly(A)付加シグナルとして誤認識し，poly(A)付
加が起こってしまう可能性が考えられる．一方で，植物
中でのHRP-C1aのmRNAの発現については，完全長の
mRNAの発現が認められていることから，poly(A)付加
といった，生物共通のシステムにおいて，生物間，さら
には酵母間でも異なるルールがあることを示している 12)．

図1．HRP発現におけるコドン最適化の効果．（a）培養液の
HRP生産量，（b）mRNAの転写レベル．

図2．Poly(A)付加部位の解析．▲はpoly(A)が付加されていた位置を示し，数字はその位置でpoly(A)が付加されていたクローン
数を示す．
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poly(A)付加に関与する認識配列は生物種によって異
なっており，Cryptococcus sp. S-2では植物とは大きく
異なるpoly(A)付加配列が存在していると考えられる．
これらの結果は，新たな酵母を異種タンパク質発現のホ
ストとする場合に，この違いを考慮する必要があること
を示している．

分泌シグナルの置換と流加培養

HRPの生産量をさらに向上させるため，分泌シグナ
ルの最適化を行った．HRPにはN末端に分泌シグナル
（NTP）が，C末端には液胞滞留シグナル（CTP）がそ
れぞれ存在することが報告されている 7,13)．NTPについ
てはCryptococcus sp. S-2由来のシグナルへの置換を検
討した．使用した分泌シグナルは，Cryptococcus sp. 
S-2が生産するキシラナーゼ由来NTP（X1-NTP，
X2-NTP），クチナーゼ由来NTP（C-NTP），アミラー
ゼ由来NTP（A-NTP）をそれぞれ検討に用いた．
キシラナーゼ由来のNTPについては，シグナル配列
の切断部位が2か所予測されたため，開始メチオニンか
ら23アミノ酸の配列までを用いたものをX1-NTP，17
アミノ酸の配列を用いたものをX2-NTPとした．C末端
に存在する液胞滞留シグナルは分泌生産の障害となる可
能性が考えられたため除去を検討した．合計で8種類の
遺伝子コンストラクトを作製し，各形質転換体8株につ
いて評価を行った（図3a）．

Cryptococcus sp. S-2の組換えは染色体相同組換えで
行われるため，遺伝子の挿入箇所によって発現量が変化
する．そこで，形質転換体8株の内，もっとも生産性が
高い株を1株選抜して比較を行った．評価の結果，NTP

をXyalanse由来のX2-NTPに置換し，CTPを除去した
コンストラクトを導入した形質転換体がもっとも高い生
産性を示し，HRPの発現量は13.2倍に向上した（図
3b）．また，mRNAの転写量はすべてのコンストラクト
でほぼ同等であった．以上の結果から，遺伝子のコンス
トラクトを改変することで，転写後翻訳，分泌の経路が
効率化したものと考えられる．
続いて，ジャーファメンターを用いて，キシロースを
連続的に添加する流加培養について検討を行った．培養
の結果，培養120時間で菌体濃度は220(OD600)に達し，
培養液上清のHRP活性は171,000 U/Lに達した（図4）．
この時のHRPの生産量は精製酵素の比活性から計算
して約110 mg/Lの生産量であった．
この生産量は，これまでに論文などで報告されたレベ

ルよりはるかに高いレベルであり，Cryptococcus sp. S-2
はタンパク質の異種発現宿主として非常に優れているこ
とを確認した．また，本研究によってCryptococcus sp. 
S-2による異種タンパク質の組換え発現において，コド
ンの最適化，分泌シグナル配列の最適化，キシロース連
続添加による高密度培養が有効であることを確認した．

組換えHRPの評価

Cryptococcus sp. S-2で組換え生産されたHRPを，限
外ろ過，疎水性相互作用クロマトグラフィー，イオン交
換クロマトグラフィーによって精製し，精製酵素標品を
取得した．得られた精製酵素について市販のHRP 2種
と特性比較を行った．市販のHRPにはSIGMA社から
販売されているType XIIと，東洋紡から販売されている
PEO-131を使用した．
酵素特性として比活性，Km，Vmaxと，ヘム含量の指

図3．シグナル配列の最適化．（a）作製したシグナル配列置換
コンストラクト，（b）各コンストラクト導入株のHRP生産量．

図4．流加培養によるHRPの生産．（a）は培養液上清のHRP
活性，（b）は菌体量（OD600）をそれぞれ示す．
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標となるRZ（Reinheitszahl）値（A403/A275）を算出し
たところ，比活性，Km，VmaxはPEO-131とほぼ一致し
た（表2）．RZ値については，市販品が3.1～3.3である
のに対し，組換えHRPは2.7とわずかに低い値となった．
酵素の特性としては，ほぼ市販品と同等であると考えら
れる．

SDS-PAGEを行ったところ，市販品のHRPの分子量
は40,000–45,000程度であるが，組換えPEOの分子量
は45,000–55,000となり，やや分子量が大きい結果と
なった（図5）．また，N型糖鎖をEndo Hによって消化
したところ，組換えHRPの分子量は約37,000程度まで
低下したことから，組換えHRPにはハイマンノース型
の糖鎖が結合していることが示唆された．
以上の結果から，Cryptococcus sp. S-2によって組換

え生産されたHRPは市販のHRPと比較して糖鎖組成の
違いにより分子量に差が認められるが，ほぼ同等の特性
を有していることが確認された．

おわりに

Cryptococcus sp. S-2によるHRPの組換え発現の事例
において，コドン最適化による非特異的poly(A)付加の
抑制が，異種組換え発現達成のための最大のブレークス
ルーであった．HRPのCryptococcus sp. S-2による異種
タンパク質発現においては，セントラルドグマのもっと
も初期段階の転写において，その発現が抑制されていた
ことになる．

麹菌Aspergillus oryzaeにおけるダニアレルゲン（Del 
f7）の組換え発現の検討においても，野生型の遺伝子を
導入した場合，ORF内部でpoly(A)付加が起こり完全長
のmRNAが合成されないことが徳岡らによって報告さ
れている 14)．また，コドン最適化が非特異的なpoly(A)
付加を抑制し，麹菌でのDel f7の発現量を向上させるこ
とが同論文で報告されており，異種タンパク質発現にお
いて完全長のmRNAが転写されるようにDNAを設計
する必要がある．
外来のDNAを発現させる場合には，DNAの転写，

翻訳だけでなく，その後のフォールディングや補酵素の
結合，輸送などのプロセスがすべて達成される必要があ
り，異種タンパク質発現が達成されることは非常に稀な
ケースと考える．コドン最適化によって発現の可能性は
向上するが，どんなタンパク質でも発現可能な完璧な宿
主はなく，発現させるタンパク質に適した宿主を選択す
る必要がある．

Cryptococcus sp. S-2は担子菌系の酵母に属しており，
Pichia pastrisやSaccharomyces cerevisiaeなどの子嚢菌
系の酵母とはG+C含量や糖鎖組成などの特性が大きく
異なる．そのため，子嚢菌系酵母とは異なる，新たな異
種タンパク質発現宿主としてCryptococcus sp. S-2利用
の可能性があると考える．

Cryptococcus sp. S-2の研究がさらに進み，本菌が異
種タンパク質発現の宿主として広く利用されることを期
待したい．
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表2．HRPの特性比較

HRP U/mg-protein RZ Km 
(H2O2)

Vmax 
(U/mg)

PEO-131 1664 3.3 153 2102
Type XII 1314 3.1 111 1368
Recombinant 1569 2.7 155 2111

図5．組換えHRPの分子量と糖鎖分解．1は東洋紡社製PEO-
131，2はSIGMA社製Type XII（いずれも植物由来），3は組換
えHRP．矢印はN型糖鎖除去に用いたEndo Hのバンドを示す．


