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研究成果の概要（和文）：我々は、これまでの研究で、アルギン酸カルシウムビーズ中に核酸、

タンパク質、あるいは細胞を封入する技術開発を行ってきた。本技術を用いれば、ビーズ内に

酵母細胞を包摂し、この内で個々に酵素反応を起こさせることにより、反応後の標識分子の溶

液中への拡散を防ぎつつ、活性の高い表層提示酵母細胞をビーズごとセルソーティングにより

取得できると考えられる。そこで本研究では，近年発展の著しい，コンビナトリアルバイオエ

ンジニアリングの手法を用いた、変異体タンパク質ライブラリーの大量作製とその大規模なス

クリーニングに資する新しい表層提示酵母細胞のスクリーニング方法の開発を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, a novel screening method for enzyme-displaying 
yeasts were investigated. Enzyme-displayed yeast cells were captured in the micro-sized 
calcium alginate beads each by each using newly developed reverse micelle method to 
prevent diffusion of hydrolyzed fluorescent substrates. Adopting flow sorting to these 
captured cells, active cells were successfully enriched. This system would be a useful 
method for high speed screening of yeast cells which display various hydrolyzing enzymes 
with high activity. 
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研究分野：工学 
科研費の分科・細目：プロセス工学、生物機能・バイオプロセス 
キーワード：シングルセル、酵母表層工学、活性スクリーニング、細胞包摂、ソーティング 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、目的タンパク質を酵母細胞の表層に提
示する手法が注目を集めている。この酵母細
胞表層工学を用いたタンパク質発現系は、①
高分子の活性型タンパク質を提示可能。②活
性測定に酵素を単離または精製する必要が

無い。③提示酵素にランダムな変異を簡単に
導入できる。④酵母のクローン化と PCR に
より変異箇所を簡単に同定できると言った
様々な利点を有する。一方、本手法を適用す
る上で最大の問題点は、それぞれの変異体タ
ンパク質が提示された膨大な数の酵母の酵



素活性を如何に高速、正確かつ網羅的に検出
し、有望な変異体の候補を得るかという点に
ある。これまでの手法は、プレートアッセイ
を第一次スクリーニングとして用い、有望株
を単離した後さらに詳しい活性測定を行っ
て有用変異体を取得する手法が一般的に用
いられているが、多大な手間と時間を要する
ため、酵母表層工学を用いた有用変異体取得
の利点を十分に発揮できていないと言わざ
るをえない。このことから、フローサイトメ
ーターを用い、蛍光標識したターゲット分子
と相互作用する酵母を高速に選択する手法
が検討されてきている。しかしながら、この
方法では単に標的分子とアフィニティーを
有する酵母を選択するだけであれば問題な
いが、酵素活性を指標に分離を行うことは、
反応後の分子が酵母表層から溶液中へ拡散
していくため困難である。近年 Olsen らのグ
ループは、①蛍光色素部、②ポジティブチャ
ージを持ち、細胞（ネガティブチャージ）と
アフィニティーを持つ領域、③酵素分解を受
け る サ イ ト 、 ④ FRET (fluorescence 
resonance energy transfer)を起こすパート
ナー残基の 4つのコンポーネントを一つの分
子の中に有する合成基質を用い、細胞表層か
ら基質の溶液中への拡散を防ぎつつ、酵素分
解による FRET の消失を FACS により検出・
分離できる系を開発している１）。この手法
では、上記問題を克服し、セルソーターを用
いた酵素活性検出と、高活性酵母の選択を可
能としたが、目的の活性ごとに非常に複雑な
基質を合成により調製しなくてはならず、広
範な応用には至っていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
我々は、これまでの研究で、アルギン酸カル
シウムビーズ（バイオアクティブビーズ）中
に核酸、タンパク質、あるいは細胞を封入す
る技術開発を行ってきた。本技術を用いれば、
ビーズ内に酵母細胞を包摂し、ビーズ内で酵
素反応を起こさせることにより、反応後の標
識分子の溶液中への拡散を防ぎつつ、活性の
高い表層提示酵母細胞をビーズごとセルソ
ーティングにより取得できると考えられる。
そこで本研究では、バイオアクティブビーズ
への細胞包摂技術を基礎に、広範な応用を可
能とする、酵素表層提示酵母の活性検出によ
るスクリーニング系を開発することを目的
とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) バイオアクティブビーズへの酵母細胞

の包摂方法の検討 
研究目的を達成するには，できる限り

均一で，かつ包摂される酵母数をコント
ロールできるバイオビーズの作成方法
を確立する必要がある。そこで，これま
での研究で，サイズをコントロールしつ
つ，均一な形状のビーズを作成すること
に成功しているバイブレーション法，お
よび逆ミセル法を用いて酵母包摂ビー
ズの作成を試みた。また，以後の操作で
高活性酵母の濃縮・再培養を行うことを
考え，操作後の酵母の生存率に関する知
見も合わせて得た。 
 

(2) βグルコシダーゼ、エンドグルカナーゼ、
セロビオハイドロラーゼ表層提示酵母
の作出 
本手法の動作確認のため，題記酵素を

表層提示した酵母を作成し，さらに，エ
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ンドグルカナーゼに関しては，ジーンシ
ャッフリング法，XL1-RED コンピテント
セル法，エラープローン PCR 法を用いて
配列をランダマイズした変異株を作出
した。 

(3) ビーズ内酵素反応の検出とソーティン
グへの応用 
 項目(1)(2)で開発した酵母包摂ビー
ズを用いて，酵素反応の検出ができるか
どうか検討した。また，フローソーティ
ングによる活性酵母の分別・濃縮が可能
か検討し，スクリーニング系として応用
するための検討をおこなった。 

 
 

４．研究成果 
(1) バイオアクティブビーズへの酵母細胞

の包摂方法の検討 
まず，ビーズサイズのコントロールが

容易で，比較的均一なビーズを得ること
ができるバイブレーション法による酵
母細胞の包摂を試みた。本方法では，イ
ソアミルアルコール等の有機溶媒中に
マイクロシリンジにて酵母細胞を懸濁
したアルギン酸ナトリウムを滴下する
が，その際滴下チップの先端に音波発生
器を装着し，滴下チップを振動させるこ
とにより微小液滴を得る方法である。有
機溶媒中に滴下された液滴は，有機溶媒
に重層された塩化カルシウム溶液に触
れることにより固化する。また，液滴の
サイズは，滴下速度，振動周波数によっ
てコントロールできる。さらに，ビーズ
あたりの酵母細胞数は，用いる酵母細胞
懸濁アルギン酸ナトリウム溶液の細胞
数を変えることによって調整できる。本
法方を用いて，様々なパラメータ（用い
る有機溶媒，振動周波数，液滴速度，才
能濃度）を変化させ検討を行ったところ，
ビーズ形状や細胞包摂数に関しては，イ
ソアミルアルコールを用いた場合が最
も良好であった。しかしながら，イソア
ミルアルコールを用いた場合，包摂後の
酵母細胞の生存率が非常に低く，（～0%）
本手法が目指す，ソーティングと培養を
繰り返す活性濃縮には不適であること
が判った。そこでより細胞毒性の少ない
液滴の作成方法を検討した。具体的には，
有機溶媒中に界面活性剤と酵母細胞懸
濁アルギン酸ナトリウム溶液を加え，穏
やかに攪拌することにより逆ミセルを
作成し，これに塩化カルシウム溶液を加
えて固化させる方法である。本手法はサ
イズのコントロールに難点があるが，酵
母細胞へのダメージは少ない。様々な条
件検討（用いる有機溶媒，界面活性剤，
攪拌速度等）を行った結果，溶媒として

イソオクタン，界面活性剤としては
Tween85 を 10％添加する条件が，ビーズ
形状，酵母生存率の両面で最も良好な結
果を与えた。この方法により，平均 1～
1.2 細胞を包摂したビーズを大量に調整
することが可能となったので，以降の実
験では，逆ミセル法を用いて酵母包摂バ
イオアクティブビーズを作成すること
とした。 
 

(2) βグルコシダーゼ、エンドグルカナーゼ、
セロビオハイドロラーゼ表層提示酵母
の作出 
題 記 酵 素 を 酵 母 Saccharomyces 

cerevisiae の表層に提示した。提示する
アンカーはα—アグルチニンを用いた。
これらの遺伝子を酵母のゲノム状に組
込み、その発現を酵素活性で評価した。
また、分泌発現系と比較するために
R.oryzae 由来リパーゼの分泌シグナル
を付加した酵素分泌発現系を同様に構
築した。これらの３種類の酵素を発現す
る酵母の酵素活性、および酵母の生理活
性（エタノール発酵）における影響を評
価した。また、酵素の機能を向上させる
プラットフォームとして表層提示系を
用いるアプローチについて検討を行っ
た。エンドグルカナーゼをジーンシャッ
フリング法，XL1-RED コンピテントセル
法，エラープローン PCR 法を用いて配列
をランダマイズした変異株を作出した。
また，それぞれの選抜条件、とくに培地
を検討することで高機能酵素を見出し、
その酵素活性を評価した。その結果，ジ
ーンシャップリング、及び XL1-RED コン
ピテントセル法による変異導入では、そ
れぞれ約 1.4 倍、2.3 倍活性が向上した
株を得ることに成功した。本手法は、遺
伝子ライブラリを酵母に導入し、酵母の
生育と酵素活性をリンクさせることで
高活性な酵素を容易に選抜できること
を示したものである。また、これらの株
から得られた酵素の酵素活性を測地し
たところ、最大で 1.7 倍の酵素活性の向
上がみられた。 
 

(3) ビーズ内酵素反応の検出とソーティン
グへの応用 
(2)により作成した酵素表層提示酵母，

具体的には，Aspergillus aculeatus 由
来のβ-グルコシダーゼ表層提示酵母 
(211 株)を(1)の方法により包摂したバ
イオアクティブビーズを用いて，酵素活
性の検出が可能か検討した。次図は，基
質として TokyoGreen-βGlu を 0.25％含
む反応液中で 10 分間反応させ，ビーズ
を洗浄後蛍光顕微鏡で測光観察を行っ



たものである。左は明視野像，右は蛍光
像である。明視野では，ビーズに包摂さ
れていない酵母（黒矢印）も見えるが，
蛍光像では，包摂されたもの（赤矢印）
のみが光って見えている。これは，包摂
されていない酵母では酵素反応の結果
生じた蛍光色素が洗浄の際に洗い流さ
れたことを意味する。一方包摂された酵
母では，ビーズ内に蛍光色素が保持され，
はっきりと区別できる。 
 
 
 
 
 
 
 

図 β-グルコシダーゼ表層提示酵母を
包摂したバイオアクティブビーズ
（左：明視野，右：蛍光像） 

スケールバー：10μm 
 

蛍光量測定の結果，表層提示した酵母
を包摂したビーズは，表層提示していな
い酵母を包摂したビーズや，酵母をなに
も包摂していないビーズと比べて，10
倍以上の蛍光強度を有しており，ビーズ
内で酵素反応を進行させることにより，
ビーズに包摂された酵母のβ-グルコシ
ダーゼ活性を評価できることが判明し
た。次に，これらの包摂ビーズをセルソ
ーターにより分離し，活性の違いにより
ソーティングできるかどうか調べた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 酵素反応後のビーズのフローサイ
トメトリーヒストグラム 

（赤：β-グルコシダーゼ表層提示酵母
（211 株）包摂ビーズ 黒：コントロー
ル酵母（423 株）包摂ビーズ） 

上図は，β-グルコシダーゼを表層提示
した酵母(211 株)と，表層提示していな
い酵母（423 株）のそれぞれを用いて作

製したビーズをもちいて酵素反応を行
った後にフリーサイトメーターによっ
て蛍光強度とビーズ数を測定したヒス
トグラムである。この結果から，ソーテ
ィングのゲートを適切に設定すれば，包
摂された酵母の表層提示酵素の活性の
違いによってビーズを分別することが
可能であることが判った。そこで，表層
提示酵母(211 株)とコントロール酵母
（423 株）を用いて作製したビーズを任
意の割合で混合し，ソーティングにより
活性株の濃縮を行った結果，ゲートを最
適化することにより，高活性の株を 90％
以上に濃縮できることが判った。このこ
とから本手法は活性の高い酵素表層提
示酵母を濃縮することができることが
判ったが，1 回のソーティングでは，以
後の解析（活性増強に関与する共通した
変異箇所の同定など）を行うのには濃縮
が十分ではないことも判明した。さらに，
濃縮した株の再培養により，活性の低い
株のポピュレーションが増え，活性が再
分散してしまうことも判った。今後，ソ
ーティングにおいてコンタミネーショ
ンを起こしていると考えられる，低活性
の株をいかに除外していくかが課題で
ある。方策として，ソーティングの際の
スクリーン幅を狭くすると共に，回収し
たビーズからの再培養効率を高めるこ
と，ビーズ間の相互作用を減らし，コン
タミネーションを極力少なくすること
を考えている。これらのことに最も影響
するファクターは，ビーズ作成の際添加
する界面活性剤と考えられるので，今後，
界面活性剤の種類や添加量の検討をさ
らに詳細に進めていくことにしている。 
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