
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　メタノールにより誘導可能なプロモーターの下流に目的の遺伝子を連結して成る発現ユ
ニットを導入した、メタノール代謝系を有する微生物の培養方法において、
　メタノールの添加を周期的に行い、メタノール濃度の低下による培養液中の溶存酸素濃
度の上昇が、周期的なメタノールの添加に同調して起きる条件、すなわち、前記微生物の
メタノール最大消費速度又はこれより低いメタノール添加速度で、メタノールを添加しな
がら、
　メタノールにより誘導可能なプロモーターの誘導と前記微生物の増殖を同時に行なわせ
る、
　ことを特徴とする前記微生物の培養方法。
【請求項２】
　溶存酸素が周期的に変動する期間において、培養液中のメタノール濃度が 0.1％（ v/v）
以下である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　乾燥細胞重量（ DCW） 0.5/L以上の細胞密度のときのメタノール消費速度が 0.01～ 0.20ml
/g DCW/hである、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記メタノールにより誘導可能なプロモーターが、アルコールオキシダーゼ遺伝子のプ
ロモーター、ギ酸脱水素酵素遺伝子のプロモーター又はメタノールオキシダーゼ遺伝子の
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プロモーターである、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記微生物がキャンディダ・ボイディニー（ Candida boidinii）であり、そして前記プ
ロモーターがキャンディダ・ボイディニーのアルコールオキシダーゼ遺伝子のプロモータ
ーである、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記微生物がメタノール資化性酵母である、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項７】
　前記メタノール資化性酵母が、ピキア（ Picha）属、ハンザヌラ（ Hansenula）属又はキ
ャンディダ（ Candida）属に属する酵母である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記酵母が、ピキア・パストリス（ Pichia pastoris）種、ハンゼヌラ・ポリモルファ
（ Hansenula polymorpha）種又はキャンディダ・ボイディニイ（ Candida boidinii）種で
ある、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記目的の遺伝子が、タンパク質をコードする遺伝子である、請求項１～８のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記タンパク質が、酵素、又はその他の生理活性物質である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記生理活性物質が、成長ホルモン、成長ホルモン放出ホルモン、副腎皮質ホルモン刺
激ホルモン（ ACTH）放出ホルモン、グルカゴン、グルカゴン様ペプチドＩ、グルカゴン様
ペプチド II、インターフェロンα、インターフェロンβ、インターフェロンγ、エリスロ
ポイエチン（ EPO）、トロンボポイエチン（ TPO）、 G-CSF、 HGF、細胞性プラスミノーゲン
アクチベーター（ tPA）、幹細胞増殖因子及び TGFファミリーから成る群から選択される、
請求項 10に記載の方法。
【請求項１２】
　前記酵素が、 Kex2プロテアーゼ、分泌性 Kex2プロテアーゼ、前駆体変換酵素 1/3（ PC1/3
）、前駆体変換酵素２（ PC2）、フリン、ペプチド C末端アミド化酵素、スタフィロコッカ
スプロテアーゼ V8、アクロモバクタープロテアーゼＩ（ APＩ）、胎盤由来ロイシンアミノ
ぺプチダーゼ及び細胞質血小板活性化因子アセチルヒドラーゼから成る群から選択される
、請求項 10に記載の方法。
【請求項１３】
　前記分泌性 Kex2プロテアーゼが培地中に分泌される、請求項 12に記載の方法。
【請求項１４】
　前記分泌性 Kex2プロテアーゼが Kex2-660である、請求項 12に記載の方法。
【請求項１５】
　メタノールにより誘導可能なプロモーターの下流に目的の遺伝子を連結して成る発現ユ
ニットを導入した、メタノール代謝系を有する微生物の培養方法において、
　（１）メタノールの添加を周期的に行い、メタノール濃度の低下による培養液中の溶存
酸素濃度の上昇が、周期的なメタノールの添加に同調して起きる条件、すなわち、前記微
生物のメタノール最大消費速度又はこれより低いメタノール添加速度を決定し、そして
　（２）上記（１）で決定した前記微生物のメタノール最大消費速度又はこれより低いメ
タノール添加速度で連続的又は周期的にメタノールを添加しながら、
　メタノールにより誘導可能なプロモーターの誘導と前記微生物の増殖を同時に行なわせ
る、
　ことを特徴とする前記微生物の培養方法。
【請求項１６】
　溶存酸素が周期的に変動する期間において、培養液中のメタノール濃度が 0.1％（ v/v）
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以下である、請求項 15に記載の方法。
【請求項１７】
　乾燥細胞重量（ DCW） 0.5/L以上の細胞密度のときのメタノール消費速度が 0.01～ 0.20ml
/g DCW/hである、請求項 15又は 16に記載の方法。
【請求項１８】
　前記メタノールにより誘導可能なプロモーターが、アルコールオキシダーゼ遺伝子のプ
ロモーター、ギ酸脱水素酵素遺伝子のプロモーター又はメタノールオキシダーゼ遺伝子の
プロモーターである、請求項 15～ 17のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記微生物がキャンディダ・ボイディニー（ Candida oidinii）であり、そして前記プ
ロモーターがキャンディダ・ボイディニーのアルコールオキシダーゼ遺伝子のプロモータ
ーである、請求項 18に記載の方法。
【請求項２０】
　前記微生物がメタノール資化性酵母である、請求項 15～ 19のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項２１】
　前記メタノール資化性酵母が、ピキア（ Picha）属、ハンザヌラ（ Hansenula）属又はキ
ャンディダ（ Candida）属に属する酵母である、請求項 20に記載の方法。
【請求項２２】
　前記酵母が、ピキア・パストリス（ Pichia pastoris）種、ハンゼヌラ・ポリモルファ
（ Hansenula polymorpha）種又はキャンディダ・ボイディニイ（ Candida boidinii）種で
ある、請求項 21に記載の方法。
【請求項２３】
　前記目的の遺伝子が、タンパク質をコードする遺伝子である、請求項 15～ 22のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記タンパク質が、酵素、又はその他の生理活性物質である、請求項 23に記載の方法。
【請求項２５】
　前記生理活性物質が、成長ホルモン、成長ホルモン放出ホルモン、副腎皮質ホルモン刺
激ホルモン（ ACTH）放出ホルモン、グルカゴン、グルカゴン様ペプチドＩ、グルカゴン様
ペプチド II、インターフェロンα、インターフェロンβ、インターフェロンγ、エリスロ
ポイエチン（ EPO）、トロンボポイエチン（ TPO）、 G-CSF、 HGF、細胞性プラスミノーゲン
アクチベーター（ tPA）、幹細胞増殖因子及び TGFファミリーから成る群から選択される、
請求項 24に記載の方法。
【請求項２６】
　前記酵素が、 Kex2プロテアーゼ、分泌性 Kex2プロテアーゼ、前駆体変換酵素 1/3（ PC1/3
）、前駆体変換酵素２（ PC2）、フリン、ペプチド C末端アミド化酵素、スタフィロコッカ
スプロテアーゼ V8、アクロモバクタープロテアーゼＩ（ APＩ）、胎盤由来ロイシンアミノ
ぺプチダーゼ及び細胞質血小板活性化因子アセチルヒドラーゼから成る群から選択される
、請求項 24に記載の方法。
【請求項２７】
　前記分泌性 Kex2プロテアーゼが培地中に分泌される、請求項 26に記載の方法。
【請求項２８】
　前記分泌性 Kex2プロテアーゼが Kex2-660である、請求項 26に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、メタノールにより誘導可能なプロモーターの下流に目的の遺伝子を連結させた
発現ユニットを導入した、メタノール代謝系を有する微生物の培養法であり、目的の遺伝
子産物を効率良く生産する方法に関する。
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【０００２】
【従来の技術】
組み換えＤＮＡ技術の進歩により、微生物を宿主としたポリペプチド等の遺伝子産物の生
産が基本的に可能になった。ポリペプチドの生産は、目的とするポリペプチドの遺伝子を
適当なプロモーターの下流に連結した発現ユニットを宿主に導入し行う。一般的に、宿主
には、大腸菌、酵母、動物細胞等が用いられている。
大腸菌を宿主とした遺伝子発現系は最も頻繁に用いられる系であり、一般的に生産量が多
い。しかし、発現したポリペプチドは不溶性の封入体を形成し不活性型となることが多く
、この系が利用できるか否かは目的とするポリペプチドの性質によるところが大きい。
【０００３】
一方、動物細胞を宿主とした遺伝子発現系は、発現したポリペプチドが活性を保持してい
る場合が多く、遺伝子産物の活性確認等の目的に有用である。しかし、目的とするポリペ
プチドの生産量は一般に少なく、その場合精製に多くの労力を要する。また、動物細胞は
増殖が遅く、培地が高価なため、培養に時間や費用がかかる。さらに、培養のスケールア
ップも難しい。このため、動物細胞は、目的とするポリペプチドを工業的に大量に得るた
めの宿主としては望ましくない。
【０００４】
酵母は、動物細胞と同様に小胞体、ゴルジ装置等を持つ真核細胞で、ポリペプチド、特に
真核細胞由来のポリペプチドに高次構造を形成させ、発現できることが知られている。ま
た、動物細胞に比べ増殖が早く、容易に大量培養することが可能である。酵母の中ではサ
ッカロマイセス・セレビジアエ（ Saccharomyces cerevisiae）が、遺伝学的解析が最も進
んでおり、研究室レベルの遺伝子発現系の宿主として広く用いられる。
【０００５】
しかし、サッカロマイセス・セレビジアエは高い細胞密度まで増殖させることが困難で、
培養液あたりの生産量が多くないため、目的とするポリペプチドの工業的生産のためには
十分ではない。この問題を解決するため、ピキア・パストリス（ Pichia pastoris ）、ハ
ンセヌラ・ポリモルファ（ Hansenula polymorpha）、キャンディダ・ボイディニイ（ Cand
ida boidinii）等のメタノール資化性酵母が用いられている。
【０００６】
例えば、 Gellissen らは、ハンセヌラ・ポリモルファを宿主に、メタノールにより発現誘
導されるギ酸脱水素酵素のプロモーターを用いて、培養液 1Lあたりの乾燥酵母重量１００
～１３０ｇの細胞密度で、１．４ｇのグルコアミラーゼの生産に成功している（ Gellisse
n et al. BIO/TECHNOLOGY, 9, 291-295, 1991 ）。また、 Barrらは、ピキア・パストリス
を宿主に、メタノールにより発現誘導されるアルコールオキシダーゼのプロモーターを用
いて、培養液１Ｌあたり４ｇのヒト血清アルブミンの生産に成功している（ Barr et al. 
Pharm.Eng., 12(2), 48-51, 1992）。
【０００７】
しかし、メタノール資化性酵母を用いた方法の場合も、以下に述べるような問題が考えら
れる。前述の３種のメタノール資化性酵母に代表される酵母を宿主とし、メタノールで誘
導可能なプロモーターを利用した異種遺伝子発現系において、酵母がメタノール代謝系を
有する場合、酵母をメタノール含有培地で培養すると、培養液中のメタノールは急速に減
少する。このような培養においては、プロモーターからの転写と細胞の生育を同時に維持
するためには炭素源としてメタノールを供給しなければならない。
【０００８】
しかし、供給時に、培養液中のメタノール濃度を急激に上昇させると酵母が死滅してしま
うことがある。また、メタノール代謝系を有する酵母の培養液中のメタノール濃度測定は
、一般に、上清をガスクロマトグラフィー等に供し行われている。しかし、この方法では
、特殊な装置を必要とする上に、メタノール濃度がわかるまでに時間がかかるため、メタ
ノールの補充が必要か否かが即座に判断できない欠点がある。
【０００９】
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目的遺伝子の発現のために培養液中のメタノール濃度を維持する方法として、メタノール
代謝系の酵素アルコールオキシダーゼを欠損させた酵母を用い、メタノールの消費速度を
遅くする方法が用いられる。この方法は、まず、炭素源にグリセロール等を用いて酵母を
増殖させた後、一定量のメタノールを培養液に添加してプロモーターからの転写を誘導し
、目的遺伝子を発現させる方法である。メタノールの消費速度が遅いためメタノール濃度
の維持が容易で、安定な培養が可能であるが、細胞の増殖期と目的遺伝子の発現誘導期を
分けた培養を行うために培養時間が長くなるという欠点を持つ。
【００１０】
メタノール代謝系の酵素の一部を変異させメタノール代謝を遅くしたメタノール資化性酵
母を、細胞数を増やさない条件で培養し、目的遺伝子を発現させるために培養液中のメタ
ノール濃度を一定にコントロールする方法については、ＷＯ９５／２１９２８に開示され
ている。この方法は、培養槽内の空気中のメタノール濃度が培養液中のメタノール濃度を
反映するような状態で、培養槽内の空気中のメタノール濃度を測定し、その結果からメタ
ノール添加速度を決定し、培養液中のメタノール濃度をコントロールする方法である。
【００１１】
この方法を適用して、アルコールオキシダーゼ遺伝子を欠損させたメタノール資化性酵母
の培養液中のメタノール濃度を一定にコントロールしている。しかし、培養液のメタノー
ル濃度を培養槽内の空気中のメタノール濃度から予想するためには、両者が平衡状態にあ
る必要があり、このためには、通気量、圧力、温度等の培養条件を一定に維持しなければ
ならないし、培養液中のメタノール濃度が急速に変化しないことが必要になる。これらの
制約があるため、前述のメタノール濃度のコントロール法は、メタノール代謝系を持たな
い酵母の、あらかじめ細胞数を増殖させた後の遺伝子発現誘導相での培養にしか適応でき
なかった。
【００１２】
一方、メタノール代謝系を有する微生物を宿主とし、かつメタノールで誘導可能なプロモ
ーターを利用した異種遺伝子発現系において、メタノール添加速度および培養液中濃度が
適正にコントロールされれば、微生物の増殖と遺伝子の発現誘導を分離する必要がないた
め、培養時間が短くなり、結果として目的とするタンパク質を短時間で得ることが期待で
きる。従って、メタノール代謝系を有する微生物の培養において、目的物質の生産と微生
物の生育の両方を満たす適正な、メタノール添加速度あるいはメタノール濃度を維持する
方法の確立が求められている。
【００１３】
【発明が解決しようとする課題】
本発明は、メタノール代謝系を有する微生物を宿主とし、メタノールで誘導可能なプロモ
ーターを用いる異種遺伝子発現系において、メタノールによる該プロモーターの誘導と宿
主の増殖とが平行して行えるように培養液中のメタノール濃度を調節する方法を提供しよ
うとするものであり、その方法を用いての宿主の培養方法を提供しようとするものである
。
【００１４】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、メタノール代謝系を有する酵母の培養において、メタノールの添加方法、
培養液中のメタノール濃度および溶存酸素量値との関係を詳細に検討した結果、培養液中
の溶存酸素量を一定（例えば２ｐｐｍ）に制御する培養において、メタノール濃度が０．
１％（ｖ／ｖ）以下の時に、メタノールを周期的に添加すると溶存酸素量値がその添加周
期に同調して変動することを見いだした。また、この溶存酸素量値の周期的な変動が観察
される状態において、メタノール添加速度を増加させると、溶存酸素量値の増加率が小さ
くなり、最終的に溶存酸素量値の周期的な変動は観察されなくなること、メタノール添加
速度をさらに増加させると培養液中にメタノールが蓄積し、酵母が死滅することを見いだ
した。
【００１５】
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この溶存酸素量値の周期的な変動が観察されるときは、酵母は増殖し、かつメタノールで
誘導可能なプロモーターからの転写が誘導されること、すなわち、この時の培養液へのメ
タノール添加速度は目的遺伝子産物の生産と酵母の生育の両方を満たす添加速度であるこ
とを明らかにした。さらに、周期的な変動が観察される間はメタノール添加速度が速い方
が細胞の増殖が速く、かつ、目的とする遺伝子産物の生産量が多いことも確認し、本発明
を完成させるに至った。
【００１６】
すなわち、本発明は、上記のごとき実験結果に基くものであり、メタノールにより誘導可
能なプロモーターの下流に目的の遺伝子を連結して成る発現ユニットを導入した、メタノ
ール代謝系を有する微生物の培養において、培養期間中にメタノールを連続的又は周期的
に添加する期間を含め、その添加速度を当該微生物のメタノール最大消費速度以下に調節
することを特徴とする方法を提供する。
【００１７】
【発明の実施の形態】
メタノールの最大消費速度とは、微生物のある培養期間及び条件下で、且つメタノール濃
度がメタノールの消費速度を律速しない条件下でのその微生物によるメタノールの消費速
度をいう。メタノールの最大消費速度と同じ速度、又はそれより高速でメタノールを添加
すればメタノール濃度は一定レベルに維持されるか又は徐々に増加するから、メタノール
添加速度が当該微生物のメタノール最大消費速度以下であるとは、培地中のメタノール濃
度が実質上０に近い状態を維持するようなメタノール添加速度であり、実際にはメタノー
ル濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下に維持されるような速度である。
【００１８】
上記のごときメタノール添加速度を得るため、本発明においては、最も典型的な手段とし
て、メタノールの周期的添加法を用いる。周期的添加法とは培養中のある期間にわたって
、ある時間間隔で所定量のメタノールを添加する方法を意味する。この周期、すなわち時
間間隔は通常１～２０分間、好ましくは５～１０分間である。後記のごとく、本発明者ら
の新しい知見によれば、メタノール添加速度、すなわち単位時間内に添加するメタノール
量（本発明においては、培養液１Ｌ当り１時間当りのメタノールのｍｌ数（ｍｌ／Ｌ・ｈ
）として表わす）が少ないと培養液中の溶存酸素濃度レベルがメタノール添加周期に同調
して変動し、この場合の培地中のメタノール濃度は０．１％（ｖ／ｖ）であり実質的に０
％に近い。
【００１９】
これに対して、メタノール添加速度が微生物によるメタノールの最大消費速度以上の場合
には、メタノールの添加周期に同調した溶存酸素濃度レベルの変動が実質上起らず、この
場合は、培地中にある濃度レベルでのメタノールの蓄積が見られる。従って、メタノール
の添加速度を、メタノールの添加周期に同調して培養液中の溶存酸素濃度レベルが変動す
るように調節することにより、メタノールの添加速度を、微生物によるメタノールの最大
消費速度以下に調節することができる。
【００２０】
しかしながら、上記の方法が、メタノールの添加速度を、微生物によるメタノールの最大
消費速度以下に調節するための唯一の方法ではない。例えば、一定の微生物を、一定の組
成の培地中で一定の条件下で培養し、同様の培養経過を再現することができれば、前記の
実験により得たメタノール添加速度、又はその経時的変化を、培養液中の溶存酸素の変動
に頼ることなく、培養に適用することができる。この方法においては、メタノールの添加
は周期的に行ってもよく、また連続的に行ってもよい。
【００２１】
また、前記の溶存酸素濃度レベルの周期的変動において、溶存酸素濃度レベルの上昇は添
加したメタノールの消費による枯渇の結果であり、溶存酸素濃度レベルの低下は新たに添
加したメタノールの消費に伴う溶存酸素の消費の結果であるとすれば、溶存酸素濃度レベ
ルの上昇を検知して一定量のメタノールを添加し、この添加によるメタノールの消費に伴
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う溶存酸素濃度レベルの低下の後、添加したメタノールの消費と枯渇に伴う溶存酸素濃度
の上昇を検知して次のサイクルのメタノールを添加する、という周期を繰返すことによっ
ても、メタノール添加速度を微生物によるメタノールの最大消費速度以下に調節すること
ができる。
【００２２】
本発明において誘導可能なプロモーターは、微生物、例えば酵母においてメタノール代謝
に関与する酵素をコードする遺伝子のプロモーターであり、例えばアルコールオキシダー
ゼ遺伝子のプロモーター（特開平５－３４４８９５； Ellis, S.B. ら、 Mol.Cell.Biol.5,
 1111-1112, 1985）、ギ酸脱水素酵素遺伝子のプロモーター（ Hollenberg, C.P.ら、 EPA 
No. 0299108, 1988 ）、メタノールオキシダーゼ遺伝子のプロモーター（ Ledeboer, A.M.
ら、 Nucleic Acids Res, 13, 3063-3082, 1985）等である。
本発明において発現ユニットとは、発現ベクター、例えば発現プラスミドである。
【００２３】
本発明において、目的の遺伝子とは、例えば有用なタンパク質をコードする遺伝子であり
、ここで有用なタンパク質とは、例えば酵素又はその他の生理活性タンパク質である。酵
素としては、Ｋｅｘ２プロテアーゼ、前駆体変換酵素１／３（ＰＣ１／３）、前駆体変換
酵素２（ＰＣ２）、フリン、ペプチドＣ－末端α－アミド化酵素、スタフィロコッカルプ
ロテアーゼＶ８、アクロモバクタープロテアーゼＩ（ＡＰＩ）、胎盤由来ロイシンアミノ
ペプチダーゼ、細胞質血小板活性化因子アセチルヒドロラーゼ、及びこれらの誘導体等、
種々の酵素が挙げられる。
【００２４】
またその他の生理活性物質としては、成長ホルモン、成長ホルモン放出ホルモン、副腎皮
質ホルモン刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）放出ホルモン、グルカゴン、グルカゴン様ペプチド
Ｉ、グルカゴン様ペプチド II、インターフェロンα、インターフェロンβ、インターフェ
ロンγ、エリスロポイエチン（ＥＰＯ）、トロンボポイエチン（ＴＰＯ）、Ｇ－ＣＳＦ、
ＨＧＦ、細胞性プラスミノーゲンアクチベーター（ｔＰＡ）、幹細胞増殖因子、ＴＧＦフ
ァミリー、及びこれらの誘導体等が挙げられる。
【００２５】
本発明におけるメタノールの連続的又は周期的添加は、培養の全期間にわたって行う必要
はない。本発明の好ましい態様によれば、培養開始時には、培地中に１～２％（ｖ／ｖ）
のメタノールを含有せしめ、そしてメタノールを添加することなく１２時間以上、例えば
１５～２０時間培養を行い、メタノール濃度が０．５％（ｖ／ｖ）以下、例えば０．２～
０．５％（ｖ／ｖ）程度にまで低下した時点でメタノールの連続的又は周期的添加を開始
する。この時点では、微生物がかなり増殖しており、メタノールの消費が旺盛であるから
、メタノールの添加速度が適切であれば培地中のメタノール濃度は引き続いて低下し、や
がて実質的に０％～０．１％まで低下する。
【００２６】
このような条件下でさらにメタノールの添加を継続する。このようなメタノール添加期間
中に、プロモーターがメタノールにより誘導され、目的の遺伝子の発現が生ずると共に、
これと平行して、添加したメタノールを増殖材料の少なくとも一部分として用いて微生物
の増殖が行われる。すなわち、本発明によれば、培養期間中の少なくともある期間にわた
って、メタノールによるプロモーターの誘導による遺伝子の発現、特に目的とする有用な
タンパク質の生産と、微生物の増殖とが同時に平行して行われる。従って本発明の方法に
おいては、メタノールによりプロモーターを誘導する期間と微生物の増殖のための期間と
を分ける必要がない。
【００２７】
本発明の方法において使用する微生物は好ましくはメタノール資化性の酵母であり、好ま
しくはピキア（ Pichia）、ハンセヌラ（ Hansenula ）又はキャンディダ（ Candida ）属の
微生物である。これらの属に属する酵母としては、例えばピキア・パストリス（ Pichia p
astoris ）、ハンセヌラ・ポリモルファ（ Hansenula polymorpha）又はキャンディダ・ボ
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イディニイ（ Candida boidinii）種が挙げられる。
【００２８】
次に、本発明をさらに具体的に説明する。本発明は、メタノール代謝系を有する微生物を
宿主とし、メタノールで誘導可能なプロモーターを用いた遺伝子発現系において、目的と
する遺伝子産物を効率よく生産するために利用できる。本発明では、具体的な例として、
メタノール代謝系を有する微生物にキャンディダ・ボイディニイを、プロモーターとして
キャンディダ・ボイディニイのアルコールオキシダーゼ遺伝子のプロモーター（ＡＯＤプ
ロモーター）を、目的とする遺伝子産物として分泌型Ｋｅｘ２誘導体を示したがこれらに
限定されるものではない。
【００２９】
培養条件の検討は、キャンディダ・ボイディニイＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株を用
いて行った。ＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株は、分泌型Ｋｅｘ２誘導体発現ベクター
ｐＣＵ６６０を導入したＴＫ６２株　２０クローンから、試験管スケールの培養でのＫｅ
ｘ２誘導体の分泌生産量を指標に選択した、分泌型Ｋｅｘ２誘導体高生産株である。以下
、Ｋｅｘ２誘導体発現ベクターｐＣＵ６６０の作製方法および宿主のＴＫ６２株について
説明する。
【００３０】
プラスミドｐＣＵ６６０は、ＡＯＤプロモーターにより分泌型Ｋｅｘ２誘導体を発現でき
るプラスミドで、 pNOTel I（特開平５－３４４８９５）の Not I 部位に分泌型Ｋｅｘ２誘
導体遺伝子を含むＤＮＡ断片を挿入し作製した。分泌型Ｋｅｘ２誘導体として、サッカロ
マイセス・セレビジアエのＫｅｘ２プロテアーゼ（８１４アミノ酸残基）のＣ末端に存在
する膜貫通領域を欠失した、Ｎ末端から６６０アミノ酸残基までのポリペプチド（以後Ｋ
ｅｘ２－６６０と呼ぶ）を用いた。
【００３１】
ＮＫＥＸ２－６６０遺伝子（－１３２～１９８０塩基；ＫＥＸ２遺伝子（Ｋｅｘ２プロテ
アーゼの構造遺伝子）の開始メチオニンコドンの A を１とする； Mizuno et al. Biochem.
 Biophys. Res. Commun. 156, pp246-254, 1988 ）を含むＤＮＡ断片は、ＫＥＸ２遺伝子
をコードするＤＮＡを鋳型に、プライマーＮＫＥＸ２とＫＭ０８８を用いてＰＣＲで増幅
し調製した。
【００３２】
プライマーＮＫＥＸ２は、ＫＥＸ２遺伝子の開始メチオニンコドンの上流１０７～１３２
塩基に対応するＤＮＡ配列およびその５’側に制限酵素 Not I 認識部位を付加した配列を
含むＤＮＡオリゴマーで、ＫＭ０８８はＫｅｘ２プロテアーゼの６５４から６６０番目ア
ミノ酸に対応するＤＮＡに翻訳停止コドン TAA が付加した塩基配列の相補的な配列を有す
るＤＮＡオリゴマーである。また、ｐＣＵ６６０は、選択マーカーとしてＵＲＡ３遺伝子
（唯一の制限酵素 BamHI 部位がこの遺伝子内に存在する）を持つ染色体挿入型発現ベクタ
ーで、ＵＲＡ３変異によるウラシル要求株を宿主として用いれば、ウラシル要求の相補性
により形質転換体を選択することができる。
【００３３】
TK62株は、キャンディダ・ボイディニイ  S2 AOU-1 株から取得されたＵＲＡ３変異による
ウラシル要求株で、アルコールオキシダーゼを初めメタノール代謝系の酵素群を持ち、メ
タノールを炭素源として生育させることができる。また，ＴＫ６２株のアルコールオキシ
ダーゼの発現量は、メタノールを炭素源とした培養において細胞内タンパク質の約４０％
と高く、このプロモーターを利用した異種遺伝子発現系については既に開示されている（
特開平５－３４４８９５）。
【００３４】
次に前述のＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株を用いて培養条件の検討を行った。培養液
中のメタノール濃度は、メタノール代謝系を有する微生物の増殖およびメタノールで誘導
可能なプロモーターからの効率的な転写誘導に極めて重要なパラメータである。そこで、
ジャーファーメンターを用いてＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株を培養し、培養液への
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メタノール添加条件等が宿主の増殖に与える条件について検討した。
【００３５】
まず、メタノールおよびグリセロールを炭素源とした培養を行った。培養開始時の細胞密
度は培養液の濁度；ＯＤ６００＝０．２に、初発炭素源は、細胞毒性を考慮してメタノー
ルを１．５％（ｖ／ｖ）、浸透圧を考慮してグリセロールを３％（ｗ／ｖ）に設定した。
培養液のメタノール濃度を３時間毎に測定し、２～３時間前の濃度を参考に培養液へのメ
タノールの添加時期および添加量を決定した。メタノールおよび、グリセロールは、単位
時間当たりの排出量が一定のペリスタポンプを７．５分に１回一定時間作動させ、周期的
に添加した。
【００３６】
添加速度は、培養液１Ｌ、１時間当たり添加したメタノール量（ｍｌ／Ｌ・ｈ）あるいは
、グリセロール量（ｇ／Ｌ・ｈ）で表記した。培養開始１５時間後の培養液のメタノール
濃度が０．４２　％（ｖ／ｖ）まで低下していたので、培養開始１８時間後から０．７５
ｍｌ／Ｌ・ｈの速度でメタノールの添加を始めた。なお、添加開始直前の培養開始１８時
間目には、培養液のメタノール濃度は０．２６％（ｖ／ｖ）まで低下していた。
【００３７】
培養開始２１時間後の培養液のメタノール濃度は０．１％（ｖ／ｖ））以下であったので
、培養開始２３時間後からメタノール添加速度を７．５ｍｌ／Ｌ・ｈに上げた。この直後
から撹拌速度が急激に低下し、酵母の酸素消費速度の急激な低下、すなわち、細胞活性の
低下が見られた。その後、細胞密度が低下し、酵母が溶解していることが予想された。メ
タノール添加速度を上げた１時間後（培養開始２４時間後）の培養液のメタノール濃度は
０．７６％（ｖ／ｖ）で、メタノールが蓄積していることもわかった。
【００３８】
以上の結果から、１）培養液へのメタノール添加開始時期は培養開始１８時間目（ＯＤ６
００＝５０前後）でよいこと、２）添加速度が０．７５ｍｌ／Ｌ・ｈでは培養液のメタノ
ール濃度は３時間以内に０．１％（ｖ／ｖ）以下まで低下することから炭素源としてのメ
タノールが不足する可能性があること、また、７．５ｍｌ／Ｌ・ｈでは速すぎて培養液に
メタノールが蓄積し、細胞毒性が生じる可能性があることがわかった。また、メタノール
代謝系を有する酵母ＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株の培養において、培養液中のメタ
ノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下である状態が続いた後、急速にメタノールを添加す
るとＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株は死滅することもわかった。
【００３９】
さらに、培養開始２０時間目から２３時間目にかけてメタノールの添加周期に同調した溶
存酸素量値の変動（急激な増加、高値の維持、急激な減少の繰り返し）が観察された。こ
の時期は、培養液のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下となった頃から培養液への
急速なメタノールの添加によりメタノールが蓄積し始めた頃まで（すなわち、培養液のメ
タノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下の期間）と一致するため、溶存酸素量値の周期的
な変動は培養液中のメタノール濃度と関係があることが示唆された。
【００４０】
溶存酸素量は、培養の制御のために通常モニターされるパラメータで、溶存酸素電極を用
いて測定する。もし、メタノール代謝系を有する微生物の培養において、溶存酸素量の変
化を指標にメタノールの必要量を予測できるならば、安定で効率的な培養条件を容易に設
定することができる。そこで、メタノールの添加周期に同調した溶存酸素量値の変動と培
養液のメタノール濃度の関係を詳細に調べるために、メタノールの添加速度を前述の培養
で急速に培養液のメタノール濃度が減少した０．７５ｍｌ／Ｌ・ｈとメタノールが蓄積し
た７．５ｍｌ／Ｌ・ｈの間の２．２５ｍｌ／Ｌ・ｈに設定し、培養を行なった。
【００４１】
メタノールは、培養開始後１８時間目からグリセロール（０．１５ｍｌ／Ｌ・ｈ）ととも
に添加した。炭素源添加の周期に同調した溶存酸素量値の変動が、培養開始２３時間目か
ら培養終了時（培養開始後４９時間）まで観察された。
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この期間の培養液中のメタノール濃度は０．１％（ｖ／ｖ）以下であった。すなわち、メ
タノールの添加周期に同調した溶存酸素量値の変動が観察される間は、培養液中にメタノ
ールは蓄積せず、濃度は０．１％（ｖ／ｖ）以下であることが確認できた。また、メタノ
ール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下の期間（培養開始後２３～４９時間）に、細胞数は２
倍以上増加すること、すなわち、培養液のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下でも
細胞が増殖できることも明らかになった。
【００４２】
さらに、培養液中のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下で、グリセロール濃度も０
．１％（ｗ／ｖ）以下になると、炭素源添加液の添加周期に同調した溶存酸素量値の周期
的な変動の変化量が大きくなった。このとき、培養液に最終濃度１．２５％（ｗ／ｖ）と
なるようにグリセロールを添加すると、大きくなった変化量は元の量に戻るが、炭素源添
加液の添加周期に同調した溶存酸素量値の周期的な変動自体は続いた。
【００４３】
すなわち、溶存酸素量値の周期的な変動は、培養液中のメタノール濃度が０．１％（ｖ／
ｖ）以下であることを示し、その変化量の増大は、培養液中のメタノール濃度が０．１％
（ｖ／ｖ）以下でかつグリセロール濃度が０．１％（ｗ／ｖ）以下の状態を示すことが明
らかになった。これらを指標を用いればメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下で、グ
リセロール濃度が０．１％（ｗ／ｖ）以下の状態をモニターでき、これらの炭素源補充の
適正添加量も決定できる。
【００４４】
本発明者らは、メタノール代謝系を有するメタノール資化性酵母の培養において、酵母が
死滅することなく増殖できるメタノール添加速度を、周期的なメタノール添加とこれに同
調した溶存酸素量値の変動でモニターできるという事実を明らかにした。さらに、周期的
なメタノール添加に同調した溶存酸素量値の周期的な変動が見られる間は、メタノール濃
度は０．１％（ｖ／ｖ）以下で培養液へのメタノールの蓄積もない状態、すなわち、メタ
ノール添加量＝酵母のメタノール消費量の状態であることも明らかにした。そこで、次に
メタノール添加に同調した溶存酸素量値の周期的な変動を指標に、細胞密度が高い状態で
のメタノール消費速度の測定を試みた。
【００４５】
同様に、ＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株を培養し、細胞密度が６５ｇ　ＤＣＷ／Ｌ（
ＯＤ６００＝２７０）のとき、メタノールを添加速度、１．５、２．２、４．７、６．４
ｍｌ／Ｌ・ｈ（乾燥酵母重量１ｇ、１時間あたり、０．０２３～０．０９８ｍｌの添加量
（ｍｌ／ｇ　ＤＣＷ・ｈ）に相当）にて添加し、このときの溶存酸素量値の周期的な変動
パターンと培養液中のメタノール濃度を調べた。その結果、メタノール添加速度が１．５
～４．７ｍｌ／Ｌ・ｈの時は、メタノール添加の周期に同調して溶存酸素量値が変動する
こと、このときの培養液中のメタノール濃度はいずれも０．１％（ｖ／ｖ）以下であるこ
とがわかった。
【００４６】
さらに、変動のパターンはメタノール添加速度の増加とともに変化し、メタノール添加後
の単位時間あたりの溶存酸素量値の上昇が緩やかになって行くこともわかった。メタノー
ル添加速度が６．４ｍｌ／Ｌ・ｈになるとメタノール添加の周期に同調した溶存酸素量値
の周期的な変動が観察されなくなること、このときの培養液中のメタノール濃度は０．１
％（ｖ／ｖ）以下であるが、さらにメタノール添加速度を速くすると培養液中にメタノー
ルが蓄積されることもわかった。
【００４７】
以上、本発明者らは、メタノール添加速度を変えた培養においても、少なくともメタノー
ルの周期的な添加に同調して溶存酸素量値が変動するときは、培養液中に添加されたメタ
ノールはただちに消費され、培養液中にメタノールが蓄積しないこと、すなわち、メタノ
ール添加量＝酵母のメタノール消費量の状態であることを確認した。さらに、溶存酸素量
値の周期的な変動パターンは、メタノールの添加量、言い換えれば、メタノールが完全に
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消費されるまでの時間により変化し、このパターンからその時々の酵母のメタノールの最
大消費量（蓄積直前のメタノール添加量）を、サンプリングすることなくモニターするこ
とができることも明らかにした。
【００４８】
これらの知見から、細胞密度が６５ｇ　ＤＣＷ／Ｌ（ＯＤ６００＝２７０）の状態でのメ
タノールの最大消費速度０．０９８ｍｌ／ｇ　ＤＣＷ・ｈを求めた。ＴＫ６２〔ｐＣＵ６
６０〕＃１０株の細胞密度がＯＤ６００＝２７０（乾燥重量６５ｇ／Ｌ培養液）のときの
、メタノールの最大消費速度０．０９８ｍｌ／ｇＤＣＷ・ｈであり、メタノール添加速度
がこれ以下の場合は培養液のメタノールは蓄積しない。しかし、ＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０
〕＃１０株の増殖およびＫｅｘ２－６６０の分泌生産に適正なメタノール添加速度につい
ては、メタノールの最大消費速度以下であることは容易に予想できるが、どの添加速度が
最も適正な添加速度であるかはわからなかった。
【００４９】
ＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株の増殖およびＫｅｘ２－６６０の分泌生産に適正なメ
タノール添加速度を調べるために、メタノールは添加速度２．２５ｍｌ／Ｌ・ｈまたは４
．５ｍｌ／Ｌ・ｈとした培養を行い、そのときの細胞の増殖速度とＫｅｘ２－６６０の分
泌生産量について調べた。この結果、メタノールの添加周期に同調した溶存酸素量値の変
動が見られる培養液中のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下の期間、細胞は増加し
、Ｋｅｘ２－６６０は発現し培養液中に分泌されることが明らかになった。
【００５０】
すなわち、培養液のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下で、周期的なメタノール添
加に同調して溶存酸素量値が変動するメタノール添加速度は、細胞の増殖と目的産物の発
現に適正な速度であることがわかった。さらに、メタノール添加速度２．２５ｍｌ／Ｌ・
ｈと４．５ｍｌ／Ｌ・ｈの培養を比較した結果、培養開始後４８時間後、細胞数は培養開
始からそれぞれ１４００倍と１８００倍増加し、Ｋｅｘ２－６６０は培養上清１Ｌあたり
それぞれ１２６０ＭＵと２８５０ＭＵ（それぞれ約１５０ｍｇと３４０ｍｇに相当）分泌
生産され（表１）、溶存酸素量値の周期的な変動が続くようなメタノールの添加条件を維
持する限りは、メタノールの添加量が多いほど細胞の増殖が早く、Ｋｅｘ２－６６０の生
産量も多いことが明らかになった。
【００５１】
さらに、メタノールを培養開始１８時間目から２．２５ｍｌ／Ｌ・ｈと４．５ｍｌ／Ｌ・
ｈの速度で添加したＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株の培養において、乾燥酵母重量０
．５ｇ／Ｌ（ＯＤ６００＝２）以上のときのメタノールの消費速度は、 0.03～ 0.16ml/g D
CW・ｈであることも明らかになった（表２）。
【００５２】
【表１】
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【００５３】
【表２】
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【００５４】
また、前述のＫｅｘ２生産のための培養時間４８時間は、ＷＯ９５／２１９２８で示され
ているメタノール資化性酵母を増殖相（約４０時間）と生産相（６０～１２０時間）に分
けて目的とする遺伝子産物を得るのに要する１００～１６０ 1 時間の１／３～１／２と短
かく、工業レベルで物質生産を行う場合の本発明の有用性が明らかになった。
【００５５】
なお、コンピューターを用いて周期的なメタノールの添加により生じる溶存酸素量値の周
期的な変動を評価し、培養を自動的に制御した実施例は示していない。しかし、ジャーフ
ァーメンターを用いた培養では、溶存酸素量、ｐＨ、温度は培養制御のための基本的なパ
ラメータであり、それぞれ、ＤＯセンサー、ｐＨセンサー、温度センサーを用いてその時
々の値を測定し、コンピューターでこれらの値を評価し、培養を自動的に制御している。
【００５６】
これらの制御時には、各パラメータの値のみならず、各パラメータの時間あたりの変化量
でも培養の制御は行われている。すなわち、当業者においては、本発明者らが明らかにし
た先の周期的なメタノールの添加に同調した溶存酸素量値の周期的な変動に関する知見、
および、この変動のパターンがメタノール添加速度により変化する知見からメタノールの
適正添加量を決定し、自動的にメタノールの添加量を制御することは可能である。
【００５７】
【実施例】
以下に、メタノール代謝系を有する微生物としてキャンディダ・ボイディニイを例に本発
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明を詳しく説明するが、本発明はこれに限定されるものではない。また、メタノールで発
現が誘導されるプロモーターとしてアルコールオキシダーゼのプロモーターを、生産する
遺伝子産物としてＫｅｘ２－６６０を例に詳しく説明するが、本発明はこれらに限定され
るものではない。
【００５８】

．
分泌型Ｋｅｘ２誘導体Ｋｅｘ２－６６０（Ｋｅｘ２エンドプロテアーゼのＮ末端から６６
０番目までのアミノ酸から成るタンパク質）をコードする遺伝子（ＮＫＥＸ２－６６０遺
伝子）およびＮＫＥＸ２－６６０発現ベクターｐＣＵ６６０は以下のように作製した。
【００５９】
１）ＮＫＥＸ２－６６０遺伝子の作製（図１参照）
ＮＫＥＸ２－６６０遺伝子を含むＤＮＡ断片は、制限酵素 Eco RIで切断し直鎖上にしたプ
ラスミドｐＹＥ－ＫＥＸ２（５．０）ｂ（ Mizuno et al. Biochem. Biophys. Res. Commu
n. 156 246-254, 1988）を鋳型に、ＮＫＥＸ２　およびＫＭ０８８をプライマーに用い、
ＰＣＲにより調製した。
【００６０】
ＮＫＥＸ２およびＫＭ０８８は、図１の（ａ）に示すＫＥＸ２遺伝子領域に対応し、ＮＫ
ＥＸ２は、ＫＥＸ２遺伝子の開始メチオニンの上流１０７～１３２塩基に対応する配列を
含み、ＫＭ０８８は、Ｋｅｘ２プロテアーゼの６５４から６６０番目までのアミノ酸に対
応するＤＮＡに翻訳停止コドン TAA が付加した塩基配列に相補的な塩基配列を有する（ Mi
zuno et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 156, p246-254, 1988）。また、ＮＫＥＸ
２は、５’末端に制限酵素 Not I 部位の塩基配列（下線部）を、ＫＭ０８８は５’末端に
制限酵素 Sal I 部位の塩基配列（下線部）を有する（図１の（ｂ））。これらのプライマ
ーは、フォスホアミダイド法による全自動合成機（アプライドバイオシステムズモデル 38
0A）で合成した。
【００６１】
２）発現ベクターｐＣＵ６６０の作製（図２参照）
発現ベクターｐＣＵ６６０は、キャンディダ・ボイディニイを宿主とした発現プラスミド
ｐＮＯＴｅｌＩ（特開平５－３４４８９５）の Not I 制限酵素部位に、アルコールオキシ
ダーゼ遺伝子（ＡＯＤ）プロモーター支配下にＫＥＸ２－６６０遺伝子が発現できるよう
に、ＮＫＥＸ２－６６０遺伝子を含む Not I ＤＮＡ断片を挿入し作製した（図２）。
【００６２】
ベクターはｐＮＯＴｅｌＩを制限酵素 Not I で切断して約７．４ｋｂのＤＮＡ断片を精製
し、ＮＫＥＸ２－６６０遺伝子を含む Not I ＤＮＡ断片は、１）のＮＫＥＸ２－６６０遺
伝子を含むＤＮＡ断片を pCRII （インビトロジェン社）にクローニング後、ＮＫＥＸ２上
および pCRII 上に存在する制限酵素 Not I 部位を利用して切り出して調製した。なお、ｐ
ＮＯＴｅｌＩは、ＡＯＤプロモーターより目的とする遺伝子を発現することができるベク
ターで、酵母を宿主とする場合は選択マーカーには、ＵＲＡ３遺伝子を、大腸菌を宿主と
する場合はアピシリン耐性を持つ。このため、ウラシル栄養要求性の酵母を宿主とすれば
、形質転換株をウラシルを含まないプレートで選択することができる。
【００６３】

．
制限酵素 Bam HIで切断し直鎖上にしたプラスミドｐＣＵ６６０をウラシル要求株ＴＫ６２
に導入し、ウラシル栄養要求の相補性を利用して、染色体挿入型組み換え体ＴＫ６２〔ｐ
ＣＵ６６０〕株を選択した。ＴＫ６２株は、キャンディダ・ボイディニイ S2 AOU-1株から
取得されたＵＲＡ３変異によるウラシル要求株で、ＴＫ６２株の形質転換法は阪井らによ
り報告されている（ Sakai, Y., et al., J. Bacteriol., 173, 7458 ～ 7463, 1991）。  S
2 AOU-1 株は、 　  SAM1958と命名され、工業技術院生命工学工業技術研
究所に受託番号：微工研条寄第 3766号（ FERM BP-3766）として、 1992年 2 月 25日に寄託さ
れている。
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実施例１ ＮＫＥＸ２－６６０遺伝子および発現ベクターｐＣＵ６６０の作製

実施例２ 形質転換およびＫｅｘ２生産株の分離

Candida boidinii



【００６４】
ｐＣＵ６６０は染色体挿入型発現ベクターであり、得られた形質転換株ＴＫ６２〔ｐＣＵ
６６０〕は、遺伝子の染色体挿入部位、コピー数等によって、Ｋｅｘ２誘導体の発現量、
分泌量に差が生じる可能性がある。形質転換株２０クローン（＃１～＃２０）を試験管レ
ベルで培養し、培養液へのＫｅｘ２誘導体の分泌量（Ｋｅｘ２プロテアーゼ活性）を調べ
、高分泌クローンを選択した。
【００６５】
まず、ＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１～＃２０　２０株をＢＭＧＹ培地（１％（ｗ／ｖ）
酵母エキス、２％（ｗ／ｖ）ペプトン、１％（ｗ／ｖ）グリセロール、１．３４％（ｗ／
ｖ）ＹＮＢ  wo AA:Yeast Nitrogen Base without Amino Acids、０．４ｍｇ／Ｌビオチン
、１００ｍＭリン酸カリウム（ｐＨ６．０））中で、２７℃にて振とう培養した。２日後
、培養液を濁度がＯＤ６００＝１０　となるように１ｍｌのＢＭＭＹ培地（１％（ｗ／ｖ
）酵母エキス、２％（ｗ／ｖ）ペプトン、０．５％（ｗ／ｖ）メタノール、１．３４％（
ｗ／ｖ）ＹＮＢ  wo AA、０．４ｍｇ／Ｌビオチン、１００ｍＭリン酸カリウム（ｐＨ６．
０））に接種し、２７℃にて振とう培養した。３０時間後、培養上清のＫｅｘ２活性を測
定し、活性が高い５株選んだ。この５株について同様に培養し、再現よくＫｅｘ２活性が
高かったＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株を選び、以下の実験に用いた。
【００６６】
Ｋｅｘ２活性測定は水野らの方法（ Mizuno et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 156
, 246-254, 1988 ）に準じた。すなわち、２ｍＭ　ＣａＣｌ 2  、０．２　％（ｗ／ｖ）ル
ブロール、 100 μＭ  Boc-Leu-Arg-Arg-MCA（（株）ペプチド研究所）を含む２００ｍＭ　
Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ（ｐＨ７．０）溶液１００μｌに、１００ｍＭＴｒｉｓ／ＨＣｌ（ｐＨ
７．０）で希釈したＫｅｘ２－６６０　１００μｌを加え、３７℃に３０分放置した。５
０　μｌの２５ｍＭ　ＥＧＴＡ　を添加後、 PANDEX FCAシステム（バクスタートラベノー
ル（株）； 10-015-1型 l(excitation) = 365 nm,　 l(emission = 450 nm))用いて切り出さ
れたＡＭＣの蛍光強度を測定した。上記の条件で１分間に１ｐｍｏｌのＡＭＣを遊離する
Ｋｅｘ２活性を１Ｕと定義した。
【００６７】

．
１）基本培養条件
前培養は、グリセロール凍結ストックＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株１ｍｌを２５ｍ
ｌのＹＰＤ培地（１％（ｗ／ｖ）酵母エキス、２％（ｗ／ｖ）ペプトン、２％（ｗ／ｖ）
グルコース）を含む、３００ｍｌ容三角フラスコに接種、２７℃にて１６時間振とうし、
行った。
【００６８】
本培養は、開始時の細胞密度が培養液の濁度；ＯＤ６００＝０．２となるように前培養液
を２Ｌの培養用培地（１．５％（ｖ／ｖ）メタノール、３％（ｗ／ｖ）グリセロール、１
％（ｗ／ｖ）酵母エキス、２％（ｗ／ｖ）ペプトン、５０ｍＭリン酸カリウム（ｐＨ６．
０）、１．３４％（ｗ／ｖ）ＹＮＢ  wo AA）に接種し、５Ｌ容ファーメンター（ミツワ理
化、 KMJ-5B-4U-FP型）を用いて、２７℃にて通気撹拌した。通気量は 4L/minとし、溶存酸
素量は２．５ｐｐｍ以下にならないように撹拌速度を変化させ制御した。窒素源は、Ｎ源
補充液（５％（ｗ／ｖ）酵母エキス、１０％（ｗ／ｖ）ペプトン、６．７％（ｗ／ｖ）Ｙ
ＮＢ  wo AA）８０ｍｌを適宜補充し、ｐＨは７．５％アンモニア水を添加してｐＨ５．５
以下にならないように制御した。
【００６９】
消泡剤（ディスフォーム CC-222（株）日本油脂）を培養開始時に０．５ｍｌ／Ｌ添加し、
その後は必要に応じて添加した。炭素源の補充には１５～４５％（ｖ／ｖ）のメタノール
溶液、および１０～５０％（ｗ／ｖ）のグリセロール液（濃度は培養に応じて変化させた
）を用いた。メタノールおよび、グリセロールは単位時間当たりの排出量が一定のペリス
タポンプを７．５分に１回一定時間作動させて、周期的に添加した。添加速度は、培養液
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実施例３ 培養条件の設定（図３参照）



１Ｌ、１時間あたり添加したメタノールの量（ｍｌ／Ｌ・ｈ）あるいは、グリセロールの
量（ｇ／Ｌ・ｈ）で表記した。
【００７０】
２）メタノール添加条件の検討
培養液中のメタノール濃度は、メタノール代謝系を有するメタノール資化性酵母ＴＫ６２
〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株の増殖およびメタノールで発現が誘導されるＡＯＤプロモータ
ーからのＫｅｘ２－６６０発現に重要なパラメータである。本発明者らは、まず、培養液
中のメタノール濃度を酵母の生育のための炭素源として十分で、かつ細胞毒性を示さない
濃度に維持するためのメタノールの添加条件の設定を試みた。培養は基本培養条件に従い
実施した。
【００７１】
培養液のメタノール濃度を３時間毎に測定し、２～３時間前の濃度を参考に培養液へのメ
タノール添加時期および添加量を決定した。培養開始１５時間後（ＯＤ６００＝２２）培
養液中のメタノール濃度は、０．４２　％（ｖ／ｖ）まで低下していたので、培養開始１
８時間後（ＯＤ６００＝５２）から、メタノールを０．７５ｍｌ／Ｌ・ｈの速度で添加開
始した。なお、添加開始直前の培養開始１８時間目には、培養液のメタノール濃度は０．
２６％（ｖ／ｖ）まで減少していた。
【００７２】
培養開始２１時間目の培養液中のメタノール濃度はさらに０．１％（ｖ／ｖ）以下まで低
下していたため、培養開始２３時間目からメタノール添加速度を７．５ｍｌ／Ｌ・ｈに速
めた（初期添加速度の１０倍）。この直後から撹拌速度が急激に低下し、酵母の酸素消費
速度の急激な低下、すなわち、細胞活性の低下が見られた。その後、細胞密度が低下し、
酵母が溶解していることが予想された。メタノール添加速度を上げた１時間後（培養開始
２４時間後）の培養液のメタノール濃度は０．７６％（ｖ／ｖ）で、メタノールが蓄積し
ていることもわかった。
【００７３】
以上の結果から、１）培養液へのメタノール添加開始時期は培養開始１８時間目（ＯＤ６
００＝５０前後）でよいこと、２）そのとき、添加速度０．７５ｍｌ／Ｌ・ｈでは培養液
のメタノール濃度は３時間以内に０．１％（ｖ／ｖ）以下まで低下することから炭素源と
してのメタノールが不足する可能性があること、また、７．５ｍｌ／Ｌ・ｈでは速すぎて
培養液にメタノールが蓄積し、細胞毒性が生じる可能性があることがわかった。また、培
養液中のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下の状態が続いた後に急速にメタノール
を添加するとＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株は死滅することもわかった。
【００７４】
さらに、培養開始２０時間目から２３時間目にかけては、メタノールの添加周期に同調し
た溶存酸素量値の変動が観察された。この時期は、培養液のメタノール濃度が０．１％（
ｖ／ｖ）以下となった頃から培養液への急速なメタノールの添加によりメタノールが蓄積
し始めた頃まで（すなわち、培養液のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下の期間）
と一致するため、溶存酸素量値の周期的な変動は培養液中のメタノール濃度と関係がある
ことが示唆された。
【００７５】
３）溶存酸素量値の変動と培養液のメタノール濃度
前項の周期的にメタノールを添加した培養において、その周期に同調した溶存酸素量値の
変動が培養液のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下のときに観察され、培養液のメ
タノールが蓄積し始めると見られなくなることが示唆された。溶存酸素量は、培養の制御
のために通常モニターされるパラメータで、溶存酸素電極を用いて測定する。もし、メタ
ノール代謝系を有する微生物の培養において、溶存酸素量の変化を指標にメタノールの必
要量を予測できるならば、安定で効率的な培養条件を容易に設定することができる。
【００７６】
そこで、メタノールの添加速度を２）で急速に培養液のメタノール濃度が減少した 0.75ml
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/L・ h とメタノールが蓄積した７．５ｍｌ／Ｌ・ｈの間の２．２５ｍｌ／Ｌ・ｈとした培
養を行い、メタノール添加周期に同調した溶存酸素量値の変動と培養液のメタノール濃度
との相関を詳細に調べた。
【００７７】
２）の結果から、メタノール添加開始時期は細胞密度がＯＤ６００＝５０前後に達する時
期（培養開始後約１８時間目）に、炭素源添加速度はメタノールを２．２５ｍｌ／Ｌ・ｈ
、グリセロールを０．１５ｇ／Ｌ・ｈに設定した。炭素源添加の周期に同調した溶存酸素
量値の変動が、培養開始２３時間目（ＯＤ６００＝９７）から観察され始め、培養終了時
（培養開始後４９時間；ＯＤ６００＝１９８）まで継続した。
【００７８】
この期間の培養液中のメタノール濃度は０．１％（ｖ／ｖ）以下であった。また、培養液
中のメタノールが０．１％（ｖ／ｖ）以下で、さらにグリセロールも０．１％（ｗ／ｖ）
以下になると、炭素源添加液の添加周期に同調した溶存酸素量値の周期的な変動の変化量
が大きくなることが観察された（図３）。このとき、グリセロールを添加し、培養液中の
濃度を１．２５％まで上げると、大きくなった変化量は元の量に戻るが、炭素源添加液の
添加周期に同調した溶存酸素量値の周期的な変動自体は続くことがわかった（図３）。
【００７９】
すなわち、溶存酸素量値の周期的な変動は、培養液中のメタノール濃度が０．１％（ｖ／
ｖ）以下であることを示し、その変化量の増大は、培養液中のメタノール濃度が０．１％
（ｖ／ｖ）以下でかつグリセロール濃度が０．１％（ｗ／ｖ）以下の状態を示すことが明
らかになった。これらを指標を用いればメタノールまたは／とグリセロールがそれぞれ０
．１％（ｖ／ｖ、ｗ／ｖ）以下の状態をモニターできる。
【００８０】
また、メタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下の期間（培養開始後２３～４９時間）に
、細胞数は２倍以上増加すること、すなわち、培養液のメタノール濃度が０．１％（ｖ／
ｖ）以下でも細胞は増殖できることも明らかになった。
【００８１】

．

本発明者らは、実施例３で、培養液中のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下で培養
液中のメタノールが蓄積しない間は周期的なメタノール添加に同調した溶存酸素量値の変
動が観察されること、また、メタノールが蓄積し始めると、この溶存酸素量値の変動がな
くなること明らかにした。さらに、メタノール添加に同調した溶存酸素量値の変動が観察
される状態で、細胞が増殖することも明らかにした。そこで、今回はメタノール添加速度
と溶存酸素量値の周期的な変動の関係、および、メタノール添加速度とＫｅｘ２－６６０
の分泌生産量の関係について検討した。
【００８２】
１）メタノール添加速度と溶存酸素量値の周期的な変動の相関
メタノール添加速度を変えたときの周期的なメタノール添加に同調した溶存酸素量値の変
動パターンの変化について検討し、この変化が培養液へのメタノール添加を制御するため
の指標になるか検討した。
培養開始後、細胞密度がＯＤ６００＝２７０（乾燥重量６５ｇ／Ｌ培養液）に達した時点
で、メタノールの添加速度を、１．５、２．２、４．７、６．４ｍｌ／Ｌ・ｈと変化させ
、このときの溶存酸素量値の周期的な変動パターンと培養液中のメタノール濃度について
調べた。このとき同時にグリセロールも５ｇ／Ｌ・ｈの速度で添加した。メタノールの添
加速度が１．５、２．２、４．７ｍｌ／Ｌ・ｈの時は、添加周期に同調した溶存酸素量の
変動が観察されること、および培養液のメタノール濃度は０．１％（ｖ／ｖ）以下であり
、蓄積しないことがわかった。さらに、変動のパターンはメタノール添加速度の増加とと
もに変化し、メタノール添加後の単位時間あたりの溶存酸素量値の上昇速度が遅くなるこ
ともわかった（図４）。
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実施例４ 溶存酸素量値の周期的な変動パターンを指標としたメタノール添加速度の最適
化



【００８３】
さらにメタノールの添加量が６．４ｍｌ／Ｌ・ｈとなると添加周期に同調した溶存酸素量
値の変動が観察されなくなった（図４）。このときの培養液中のメタノール濃度は０．１
％（ｖ／ｖ）以下であったが、さらにメタノール添加速度を速くすると培養液中にメタノ
ールが蓄積されることもわかった。酵母のメタノール消費能は培養液中のメタノール濃度
を測定しただけではわからないけれども、以上の結果および実施例３の２）の結果から、
溶存酸素量値の単位時間あたりの上昇が急ならば、酵母はメタノール消費能に余裕があり
、緩やかならば余裕がないと判断できることがわかった。
【００８４】
つまり、溶存酸素量値の周期的な変動のパターンを観察することによってメタノール添加
速度の調節の必要性を知ることができる。さらに、細胞密度がＯＤ６００＝２７０の状態
では、メタノールの添加速度が４．７ｍｌ／Ｌ・ｈまでなら、溶存酸素量の周期的な変動
が観察され、メタノールは培養液中に蓄積せず、ＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株は死
滅することなく増殖することが明らかになった。
【００８５】
２）メタノール添加速度とＫｅｘ２－６６０の分泌生産量
ＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株の細胞密度がＯＤ６００＝２７０（乾燥重量６５ｇ／
Ｌ培養液）のとき、培養液にメタノールが蓄積せず酵母が死滅しないメタノール添加速度
は、１．５～４．７ｍｌ／Ｌ・ｈと幅があった。そこで、培養液にメタノールが蓄積しな
いこれらのメタノール添加速度のうち、どの添加速度が、ＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１
０株の増殖速度およびＫｅｘ２－６６０の分泌生産量に至適であるかを調べるために、メ
タノールの添加速度を２．２５ｍｌ／Ｌ・ｈまたは４．５ｍｌ／Ｌ・ｈとした培養を行い
、そのときの細胞の増殖速度とＫｅｘ２－６６０の分泌生産量について調べた。グリセロ
ール添加速度はいずれも５ｇ／Ｌ・ｈとした。
【００８６】
メタノール添加速度２．２５ｍｌ／Ｌ・ｈと４．５ｍｌ／Ｌ・ｈの培養において、それぞ
れ培養開始２２時間後と２５時間後から、周期的なメタノール添加に同調して溶存酸素量
値が変動し始め、培養終了の４８時間目まで続いた。この期間の培養液中のメタノール濃
度は両者とも０．１％（ｖ／ｖ）以下であった。
【００８７】
溶存酸素量値の変動が観察される期間、いずれの条件でも細胞密度もＫｅｘ２－６６０分
泌生産量も増加（例えば、メタノール添加速度４．５ｍｌ／Ｌ・ｈの培養２４～４８時間
目までの間で、細胞密度とＫｅｘ２－６６０分泌生産量はそれぞれ、約２．５倍と約７．
４倍増加；図５）し、メタノールの添加周期に同調した溶存酸素量値の変動が見られる、
培養液中のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下の期間では、メタノール添加速度に
関係なく、細胞は増加し、Ｋｅｘ２－６６０は発現し培養液中に分泌されることが明らか
になった（図５および図６）。すなわち、培養液のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）
以下で、周期的なメタノール添加に同調して溶存酸素量値が変動するメタノール添加速度
は、細胞の増殖と目的産物の発現に適正な速度であることがわかった。
【００８８】
メタノール添加速度２．２５ｍｌ／Ｌ・ｈと４．５ｍｌ／Ｌ・ｈの培養において、培養開
始後４８時間後、細胞数は培養開始からそれぞれ１４００倍と１８００倍増加し、Ｋｅｘ
２－６６０は培養上清１Ｌあたりそれぞれ１２６０ＭＵと２８５０ＭＵ（それぞれ約１５
０ｍｇと３４０ｍｇに相当）分泌生産され（表１）、溶存酸素量値の周期的な変動が続く
ようなメタノールの添加条件を維持する限り（言い換えれば、酵母のメタノール最大消費
速度以下なら）、メタノールの添加量が多いほど細胞の増殖が速く、Ｋｅｘ２－６６０の
生産量も多いことが明らかになった。
【００８９】
さらに、これらの培養に要した時間（４８時間）は、メタノール代謝系の酵素を欠損させ
たメタノール資化性酵母の増殖相と生産相に分けた培養の時間（１００～１６０時間）に
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比べ短く、本発明の有用性が確認できた。
図６に結果を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥは、 Laemmli の方法（ Laemmli et al. Nature , 227,
 680-685,1970 ）に準じて行なった　。すなわち、培養上清２０μｌに、７μｌの４×　
ＳＤＳサンプルバッファー（３７５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ６．８）、　３０％（
ｗ／ｖ）グリセロール、７％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ、　１５％　（ｖ／ｖ）２－メルカプトエ
タノール、０．１％（ｗ／ｖ）ブロムフェノールブルー）を加え、９５℃　５分間加熱し
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥの試料とした。上記試料の７μｌを用いて６％ＳＤＳ－ＰＡＧＥを１
８ｍＡ、９０分間の条件で行った。泳動後、ゲルを染色液（１０％　（ｖ／ｖ）酢酸、４
０％　（ｖ／ｖ）メタノール、０．２５％（ｗ／ｖ）クマジーブリリアントブルーＲ２５
０）で染色した。結果を図６に示す。
【００９０】
３）メタノール消費速度
メタノール添加速度２．２５ｍｌ／Ｌ・ｈと４．５ｍｌ／Ｌ・ｈの培養において、乾燥酵
母重量（ＤＣＷ）１ｇあたりのメタノール消費速度（６時間毎の平均）を求めた（表２）
。培養液１Ｌあたりのメタノール消費速度は、添加したメタノール量から残存するメタノ
ール量を引いた値とし、乾燥酵母重量は、培養液のＯＤ６００の値をあらかじめ両者の関
係から求めていた換算式に導入し、計算した。
【００９１】
なお、ＤＣＷ　０．５ｇ以下の場合は、通気、撹拌等による蒸発等の要因の影響が大きい
ことが予想され、正確なメタノール消費量を算出できない可能性が高いので評価からはず
した。溶存酸素量の周期的な変動を指標にしたＴＫ６２〔ｐＣＵ６６０〕＃１０株の培養
において、メタノールの消費速度は、ＤＣＷ　０．５ｇ以上のときは、０．０３～０．１
６ｍｌ／ｇ　ＤＣＷ・ｈあることも明らかになった。
【００９２】
【発明の効果】
本発明によれば、メタノール代謝系の酵素の欠損株を利用せず、メタノール代謝系を有す
る野生型微生物を宿主とし、メタノールで誘導可能なプロモーターを用いる異種遺伝子発
現系において、微生物の生育とプロモーターで制御された異種遺伝子の発現に適正なメタ
ノール添加量を、培養液のメタノール濃度を測定しなくても、メタノール代謝系を有する
微生物のメタノール消費量から、決めることができる。また、培養液のメタノール濃度が
０．１％（ｖ／ｖ）以下の濃度のとき、周期的なメタノール添加に同調した溶存酸素量値
の変動が観察される間は、（微生物の最大メタノール消費速度）≧（メタノール添加速度
）で、培養液のメタノールが蓄積することなく、従って微生物をメタノールの細胞毒性に
より死滅させない、安定な培養が可能になる。
【００９３】
さらに、（微生物の最大メタノール消費速度）と（メタノール添加速度）の差が縮まり等
しくなる時には、溶存酸素量値の変動のパターンが変化するため、これを指標に微生物の
生育とプロモーターで制御された異種遺伝子の発現に適正なメタノール添加速度を決め、
制御することができる。溶存酸素量値は、通常培養の制御のためのパラメータであり、こ
の変動パターンからメタノール添加速度を決定できるので、メタノール代謝系を有する微
生物の培養において今まで不可能であった自動フィードバックコントロールループによる
メタノールの添加が可能になる。
【００９４】
すなわち、本発明は微生物のメタノール最大消費速度以下でかつ最大消費速度に近いメタ
ノール添加速度（宿主の生育を阻害することがなく、しかもプロモーターからの強力な転
写を誘導できる）を維持し、微生物の増殖と目的産物の生産の両方に効率的で再現性が高
い培養法を提供する。また、炭素源にメタノールを用いるメタノール代謝系を有する微生
物の培養は、増殖が速く、効率的な生産が可能となる。さらに、遺伝子産物が培養液中に
分泌される場合、培養液に含まれるメタノールおよびグリセロール量の低下は、遺伝子産
物の安定性の向上や精製工程の簡素化に寄与することも期待できる。

10

20

30

40

50

(19) JP 3794748 B2 2006.7.12



【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、Ｋｅｘ２プロテアーゼの遺伝子の構造とＮＫＥＸ２－６６０遺伝子作製
に用いたプライマーの配列、およびプライマーがアニールする遺伝子領域を模式的に示し
た図である。
【図２】図２は、ｐＣＵ６６０の作製法を示す図である。
【図３】図３は、培養液中のメタノール濃度が０．１％（ｖ／ｖ）以下で観察される周期
的なメタノール添加に同調した溶存酸素量値の変動、および、同時に、グリセロール濃度
が０．１％（ｗ／ｖ）以下である時の周期的な溶存酸素量値の変動パターンの変化を示し
た図である。上図は培養液中の溶存酸素量値の変動を示す。下図に培養液中のグリセロー
ル濃度を実線で、メタノール濃度を点線で示す。メタノール、グリセロール濃度が０．１
％（ｖ／ｖ、ｗ／ｖ）以下になった時期、および、グリセロールの添加時期を図中に示す
。
【図４】図４は、メタノール添加速度と溶存酸素量値の周期的な変動の関係を示した図で
ある。メタノールの添加速度は、培養液１Ｌ、１時間当たりの添加量で、添加期間（矢印
）とともに表示した。
【図５】図５は、メタノール添加速度４．５ｍｌ／Ｌ・ｈでの培養におけるＫｅｘ２－６
６０生産例を示した図である。ＯＤ６００を■、Ｋｅｘ２活性（蛍光強度）を●、培養液
中のメタノール濃度を▲で示した。
【図６】図６は、メタノール添加速度４．５ｍｌ／Ｌ・ｈでの培養において、表示培養時
間にサンプリングした培養上清５μ l を、１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥした結果であり、電気
泳動図を現わす図面代用写真である。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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