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概要 
 ヒト Fas リガンドはがんなどの重大な疾病の原因となる細胞に対して細胞死を誘導す
る能力を有する膜蛋白質であり、その細胞外ドメインは標的細胞上の Fas レセプターに特
異的に結合しアポトーシス実行のためのシグナル伝達の引き金を引く役割を担っている。
この総説では、ヒト Fas リガンド細胞外ドメインを対象とした Pichia pastoris 酵母を宿
主とする各種誘導体の発現生産系の構築および部位特異的化学修飾体の調製を手段とする
医療応用上有用な機能を持つ蛋白質分子の創製を目指した分子デザインのための方法の開
発に焦点を当てて紹介する。本総説では、関連する周辺の研究の進展ならびにこれまでに
発表した総説や原著論文において充分に詳しく記述できなかった事項や一部未発表のデー
タも含めて、経緯と現状を省みると共に、今後の研究の発展への期待を含めた展望につい
ても触れる。尚、本稿は著者が 2018 年 1 月に発表した英文総説[1]に加筆と修正による
改訂を加えたものを基に、その後に発表した原著論文[2]の内容を追補して作成したもので
ある。 
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1. はじめに 
1.1 ヒト Fas リガンドとは 
ヒト Fas リガンド（hFasL）は、ヒトゲノムの第 1 番染色体上にコードされ[3]、腫瘍

壊死因子（tumor necrosis factor/TNF）レセプタースーパーファミリーと名付けられた
蛋白質グループの一員であるヒト Fas レセプター（hFasR/CD95/APO-1）を表出する標
的細胞に対してアポトーシスによる死の引き金をひく、一回膜貫通型の糖蛋白質である。
hFasR に代表される、いわゆるデスレセプターと結合して標的細胞の細胞死を誘導する性
質のある蛋白質は一般的にデスリガンドと呼ばれている。FasL（CD95L/CD178/APO-
1L）は TNFα、リンフォトキシンα（TNFβ）、TRAIL（CD253/APO-2L）、TWEAK
（CD255/APO-3L）などと並んで代表的なデスリガンドの一つである。これらの蛋白質
群は TNF リガンドスーパーファミリーと呼ばれ、標的細胞に対するアポトーシスによる
死の誘導という注目すべき生物活性のために、その発見、同定以来、がんや関節リウマチ、
全身性エリテマトーデスに代表される各種の自己免疫疾患などの重大な疾病の治療への貢
献を目的とした数多くの研究がこれまでになされてきた。 
FasL-FasR 系によるアポトーシス実行の特徴ならびにその医療応用の可能性を対象と

した優れた和文の総説や解説についてはこれまでに多数発表されてきている。それらの中
で最も解りやすくかつ包括的なものの一つに、Fas 抗原の発見者の一人でありその命名者
でもある米原伸博士らと共に FasR の cDNA のクローニングによる同定[4]を行われた長
田重一博士が共同の編集委員を務められた日本生化学会編の「シリーズ・バイオサイエン
スの新世紀 第 6 巻 細胞の誕生と死」の中に含まれている、FasL 遺伝子のクローニン
グに初めて成功された須田貴司博士著の「第 3章 細胞死：②Fas と Fas リガンド」が挙
げられる[5]。また、英文の総説集として代表的なものの一つに、Herald Wajant 博士編の 
“Fas Signaling”[6]がある。FasL の発見と遺伝子のクローニングに関する経緯、基本的な
シグナル伝達経路ならびにアポトーシスの誘導に関わる生体内での主要な生理的役割や病
理的機能についてはこれらの著書にほぼ網羅されている。さらに、FasL-FasR 系を介する
シグナル伝達経路は標的細胞の状態に応じて、アポトーシスだけではなくネクロプトーシ
スや細胞分化の誘導などにも関与することが指摘されており[6]、近年ではそれらの面から
の自己免疫疾患や悪性腫瘍に対する免疫学的治療の可能性についても積極的に検討される
ようになってきた[7]。 
図 1 に hFasL 蛋白質を構成する全体的なドメイン構造を、また図 2 にその中で細胞外

ドメイン部分の一次構造ならびに二次構造を示した。ヒト FasL 細胞外ドメイン
（hFasLECD）については、以前から生理的条件下において同一サブユニットからなるホ
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モ 3 量体構造を形成し、高さ約 6 
nm の頂上部が欠損したベル型の
ピラミッド状の立体構造を有する
ことが予測されていたが[8]、具体
的な形状については、近年まで上
記の「第 3 章 細胞死：②Fas と
Fas リガンド」中に掲載されてい
るコンピュータを用いた予想に基
づいて作成された「Fas-Fas リガ
ンド複合体の立体構造モデル」な
どが主なよりどころであった。そ
の後 2013 年になり、X 線結晶構
造解析を用いた詳細な立体構造に関する情報が米国アルバートアインシュタイン医科大学
のWeifeng Liu 博士を筆頭とする Steven C. Almo 博士らのグループにより、現在のと
ころ hFasL がヒトの体内において hFasR 以外に唯一特異的に結合すると考えられている
デコイ（おとり）型レセプターであるヒトDcR3（hDcR3）[9]との複合体の形で蛋白質構
造データバンク（PDB）に PDB ID：4MSV（公開日：2013-11-27）として登録された
[10]。しかしながら、未だ野生型 hFasLECD 単体ならびにそれに対するアポトーシスシ
グナル伝達実行型受容体の細胞外ドメインであるヒトFasR細胞外ドメイン（hFasRECD）

MEM TRI TNFHDNH2

1

細胞外ドメイン (ECD)
細胞内ドメイン

281103 138 18381

N260 N250   N184

COOH

図 1: 野生型ヒトFasリガンドを構成するドメイン構造（模
式図）略号：MEM, 膜貫通ドメイン; TRI, サブユニット 3
量体構造を形成するために必要な領域; TNFHD, 他の TNF
リガンドスーパーファミリーに属する蛋白質と配列相同性
を有する領域。各数字ならびに矢印はそれぞれ N 末端残基
を1とするアミノ酸残基の番号ならびにN-結合型糖鎖付加
サイトを構成する Asn 残基の位置を示す。NH2, N 末端；
COOH, C 末端。©Michiro Muraki（（クリエイティブ・コ
モンズ・ライセンス（表示 4.0 国際））[1] 

図 2: 野生型ヒト Fas リガンド
細胞外ドメイン（hFasLECD）
の一次構造と二次構造 
a) 一次構造。各アミノ酸残基を
1文字表記し、X線結晶解析[10]
で明らかにされたβシート構造
の位置をアミノ酸配列下部の青
色バーで示した。また、本文中で
触れた代表的なアミノ酸残基に
残基番号を記した。b) 二次構造
（リボン表記）。この立体構造モ
デルにおける N 末端残基
（L143）ならびに C 末端残基
（L281）の位置を示した。
©Michiro Muraki（（クリエイテ
ィブ・コモンズ・ライセンス（表
示 4.0 国際））[1]を改変して作
成。 
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との複合体の立体構造は明らかにされていない。そのため、野生型 hFasLECD の複合体
形成過程における構造変化や複合体形成時の hFasRECD の場合と hDcR3 の場合の詳細
な相互作用様式の相違の解明等については今後の検討課題として残されている。一方、
hFasLECD中のアミノ酸残基番号164-169に対応するAspThrTyrGlyIleVal の配列が同
じく TNF リガンドスーパーファミリーに属する蛋白質分子の一つである TL1A 中の対応
する配列である HisGluLeuGlyLeuAla に置換された変異体についての単体ならびにその
hDcR3 との複合体については既に PDB に登録されている（PDB ID：5L19 および
5L36[10]）（図 3）。X線結晶解析で明らかにされた立体構造によると、後述するアミノ酸
残基番号139-281の領域は主に逆並行型のβ-シート構造からなる二次構造が発達してお
り（図 2）、多くの水素結合を介した相互作用に裏打ちされたゆらぎの少ない熱力学的に安
定な構造であることが示唆される。この二次構造形成領域は 2002 年に TNF リガンドス
ーパーファミリーに属する他の蛋白質との配列相同性から予測されたもの[8]と、よく一致

Asn250

Asn184

Asn260

Asn250

Asn184

側面から見た図 上面（Ｎ末端側）から見た図

Cys202-Cys233

図 3: hFasLECD-hDcR3 複合体の立体構造（PDB ID: 4MSV [10]) 
野生型 hFasLECD と hDcR3 の複合体に関する立体構造。hFasLECD の N末端アミノ酸残基（この
立体構造モデルにおいては Leu143）、当該ドメイン中に存在する 3箇所の N結合型糖鎖付加部位を
構成する Asn 残基（Asn184, Asn250 および Asn260）ならびに 1 箇所の分子内ジスルフィド結
合を形成する一対のシステイン残基（Cys202 および Cys233）については色を変えて示した。配
色：シアン、hFasLECD；オレンジ、N 末端アミノ酸残基（このモデルでは Leu143 残基）；赤、N
結合型糖鎖付加部位を構成する Asn 残基；黄、Cys 残基；白、hDcR3。各 N結合型糖鎖付加部位な
らびにジスルフィド結合の位置を矢印で示した。©Michiro Muraki（（クリエイティブ・コモンズ・
ライセンス（表示 4.0 国際））[1]を改変して作成。 
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していた。 
hFasL 蛋白質分子を構成する各領域のうち、細胞外ドメインは標的細胞の表面に存在す

る hFasR に特異的に結合することでアポトーシス実行のためのシグナル伝達の引き金を
引く役割を担っている。本稿では、この細胞外ドメインに関する各種誘導体の Pichia 
pastoris を宿主とする分泌発現生産系の構築ならびに部位特異的化学修飾を手段とした
他の機能性分子との結合体の調製法の開発に焦点を当てて記述するが、本論に入る前にま
ず、P. pastoris を宿主とする異種蛋白質の発現生産系、これまでに開発されてきた
hFasLECD の異種発現生産系ならびに将来的な医療分野での応用を目的として開発され
てきた hFasLECD誘導体について概略的に紹介する。 
 

1.2 Pichia pastoris を宿主とする異種蛋白質の発現生産系 
メタノール資化性酵母の一種であるピキア酵母（Pichia pastoris）は、単細胞性の微生

物であることから蛋白質の発現生産実験を行う上で大腸菌と同様な取扱いの簡便さを有す
るだけでなく、同時に真核生物でもあるため哺乳動物細胞の場合と類似した品質管理機構
を伴う高度な分泌生産能力を有している。そのため、ヒト由来のものを含む異種蛋白質の
発現生産において多用され、近年ではゲノム編集を始めとする各種の合成生物学的手法に
よる宿主としての改良も盛んに行なわれている[11,12]。一般的な異種組換え蛋白質生産
用宿主としての P. pastoris の優位性や特徴についてはこれまでに発表された多くの総説
やモノグラフ等において触れられているので、ここでは筆者が研究を進める過程でしばし
ば参照し、具体的な実験を行なうに当たって大変有用であった詳細なプロトコールが記載
されている成書や技術資料について紹介するにとどめる。 
P. pastoris を使用した異種蛋白質の発現生産系の開発に関する代表的な英文プロトコ

ール集としては、いずれも Methods in Molecular Biology シリーズの一つとして
Humana Press より刊行されている、David R. Higgins 博士と James M Cregg 博士に
より編集された “Pichia protocols”（1998 年）[13]ならびに、その続編の “Pichia 
protocols Second Edition”（2007 年）[14]が挙げられる。また P. pastoris を使用した
発現生産実験に関する詳細な記述がされている和文のプロトコールの例としては羊土社よ
り刊行されている実験医学別冊「目的別で選べる蛋白質発現プロトコール」（2010年）の
第 3章「3. 酵母、③タンパク質の発現」の項[15]に含まれている、内藤忠相博士と杉山賢
司博士により著された「2. ピキア酵母におけるメタノールを用いたタンパク質発現-小ス
ケールでの発現チェックおよび培養条件の至適化」ならびに「3. ピキア酵母におけるメタ
ノールを用いたタンパク質発現-大スケール」の 2つの解説記事、加えて日本蛋白質科学会
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編のオンライン版プロトコール集である「蛋白質科学会アーカイブ」中の「蛋白質の調製」
のセクションに含まれている櫻井一正博士による「#018 メタノール資化性酵母 Pichia 
pastoris を用いた組換え蛋白質の発現―発現系の特徴と手順」（2008 年）[16]や本稿の
2.6 項で後述する「#078 ディスポーザブルカルチャーバッグを利用したメタノール資化
性酵母Pichia pastoris による組換え蛋白質の分泌発現生産」（2014年）[17]などがある。 
 

1.3 これまでに開発されてきたヒト Fas リガンド細胞外ドメイン（hFasLECD）の異
種発現生産系 

筆者は 2012 年に FasL や FasR を含むいわゆるデスリガンドならびにデスレセプター
の細胞外ドメイン全般に関するそれまでの異種発現生産系の開発状況に関する総説を発表
した[18]。ここでは、hFasLECDに限って、その後の進展を含めて概述する。hFasL 蛋白
質は 1回膜貫通Ⅱ型の蛋白質であり、その構造遺伝子領域の解析から、N末端側のドメイ
ン（80残基）が細胞内に局在し、C末端側の細胞外ドメイン（179残基）との間に 22ア
ミノ酸残基からなる膜貫通領域が存在することが明らかになっている（図 1）。いわゆる分
泌シグナル配列は N 末端部位には存在せず、翻訳された蛋白質が C 末端側ドメインを細
胞外に表出した形で膜上に局在化するためのシグナルは中央の膜貫通部位に存在している
と考えられる。完全な構造を持つ生物学的に活性な膜蛋白質としての hFasL は生理的条件
下で 3つの同一サブユニットからなるホモ 3量体として存在するが、サブユニット当りジ
スルフィド結合 1 か所を含むその細胞外ドメイン部分のみを抜き出して生産した場合に
も、正常な立体構造が形成された発現産物は 3量体を形成する。細胞外ドメイン部分のみ
を活性型 3 量体として生産させるに当たっては、後述するようにその N 末端に分泌シグ
ナル配列を人為的に付加し、酵母などの真核生物の分泌発現系を利用するのが有利である。
具体的な発現生産系としては、これまでに P. pastoris[19,20]ならびに細胞性粘菌の一種
であるキイロタマホコリカビ（Dictyostelium discoideum）を宿主とするもの[21]などが
知られており、これらの宿主を使用した場合にはサブユニット当り 3 か所存在する N 結
合型糖鎖付加部位への翻訳後修飾が生じると考えられる。 
一方、分泌生産経路があまり高度には発達していない原核生物である大腸菌

（Escherichia coli）を宿主とする菌体内発現系を用いる場合には糖鎖付加は起こらず、
そのままでは正常な立体構造形成が生じ難いため、通常不溶性の発現産物として蓄積され
る[10,22]。先に述べた hDcR3 との複合体の X 線結晶解析実験においては、大腸菌の菌
体内発現系[23]により得られた不溶性産物を対象として試験管内で立体構造を再構成
[24,25]させることにより調製された野生型ならびに変異型の可溶性 hFasLECD の試料
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が、昆虫由来の培養細胞の一種であるショウジョウバエの S2 細胞を用いて生産された
hDcR3[26,27]との複合体形成に用いられた。当該論文中の記述によると野生型の
hFasLECD試料単独での結晶化は困難であり、真核生物で起こる糖鎖付加は単に水溶性を
高めることに寄与しているだけではなく、凝集体の形成を抑止しているようである。 
 
1.4 これまでに開発されてきた医療応用を目的とした hFasLECD 誘導体 
細胞外ドメイン部分のみからなる可溶型の hFasLECD は単独の 3 量体分子の場合には

たとえ標的細胞表面上の FasR に結合しても、それだけでは効率良くアポトーシスを誘導
することができない。また、ある種の低分子性抗がん物質によるアポトーシスの誘導にお
いては、細胞表面を構成する脂質二重膜上でのラフト（筏）構造の形成等を介した FasR
の会合が起こり、それに引き続くアポトーシスの実行を促進すると考えられている[28]。
そのため、蛋白質工学を用いた分子デザインの観点から、細胞膜上で隣接する少なくとも
2分子の FasRを会合させるべく、hFasLECDに改変を加え hFasLECD-hFasR 複合体の
オリゴマー形成を促進させることを目的に各種の工夫が行われてきた。中でもヒトアディ
ポネクチンのコラーゲン様ドメインが付加された誘導体である MegaFasL[29]は 2 分子
の 3量体型 hFasLECD からなる 6量体構造を形成し、ヒトの悪性脳腫瘍の原因となるグ
リオーマ細胞やその幹細胞様細胞に対してアポトーシスを誘導する能力を示すことが明ら
かにされている[30,31]。MegaFasL はハムスター卵巣由来の CHO 細胞を用いた工業的
生産が可能[32]であり、製品名APO010（Oncology Venture 社）として各種のがん細胞
に対する細胞死誘導作用が確認され、再発型あるいは難治型の多発性骨髄腫患者を対象と
する第 I 相および第 II 相の臨床試験（Clinical Trial.gov, ID:NCT03196947）も行われた。
また、インターロイキン 6ファミリーに属するサイトカインの一種である白血病阻止因子
レセプターgP190の D1、Ig およびD2などのドメインの付加によるオリゴマー形成につ
いても検討され[33]、Ig ドメインを付加したものは 6量体ならびに 12量体を形成し、ヒ
トの類表皮腫が移植された免疫不全マウスに対して延命効果を示すことが明らかになった。 
一方、hFasLECDの治療用蛋白質としての開発を検討する上で、最も重要な点の一つは

全身性投与の際に生じると考えられる肝臓を始めとする hFasR を介したアポトーシス誘
導に対して感受性の高い正常な臓器への重篤な副作用の軽減である[34]。この課題を克服
するために、標的細胞へのターゲティング能力を付与させるための数多くの工夫が施され
てきた。代表的な戦略として、標的とするがん細胞表面上に豊富に発現する抗原に特異性
を有する単鎖化可変部ドメイン（scFv）型の抗体フラグメントとの遺伝子レベルでの結合
による融合蛋白質の調製が挙げられる。これまでにB細胞を起源とするリンパ腫細胞上の
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CD20 抗原や T 細胞を起源とする白血病細胞上の CD7 抗原などをターゲットとして、
HEK293 細胞や CHO 細胞などの哺乳動物由来の培養細胞で発現生産[35,36]された融合
蛋白質が試験に供され、培養細胞ならびに実験動物個体において一定の増殖抑制効果が確
認されている。この手法を用いて医療応用を目的として開発された hFasLECD 融合蛋白
質についての主な例を表 1にまとめて示す[37-50]。 

融合された蛋白質分子
標的細胞上のターゲット
分子

被検細胞 文献

scFv-FAP FAP （線維芽細胞) FAP抗原発現腫瘍細胞(H㼀-1080, HeLa） [37]

scFv-Rit CD20 (Ｂ細胞）
B細胞起源腫瘍細胞（BJAB, 㻾amos, JY, CA5-1,
Jiyoyo, DEV, 㻿JO, NALM-6, 㻾aji, P㻾-1, Z-138）、
㼀細胞起源の腫瘍細胞（MOL㼀16)

[38]

scFv-CD7 CD7 （㼀細胞）
㼀細胞起源悪性腫瘍細胞(Jurkat, CEM, CD7陽性
㻾amos形質転換体, MOL㼀16, Hu㼀78)、B細胞起
源腫瘍細胞（㻾amos, 㻾aji)

[39]

scFv-TAG72 㼀AG72 (腫瘍細胞）

口腔扁平上皮がん細胞（Cal-27, Detroit-562,
㻾PMI-2650, H㻿C-4, 㻿A㻿)、ヒト肺由来上皮細胞
（W㼀-38)、ヒト口腔ケラチノサイト細胞(HOK)、
㼀AG72抗原発現腫瘍細胞(A20, HeLa, Jurkat)

[40, 41]

scFv-TAL6 㼀AL6 (上皮性細胞）
㼀AL6抗原発現腫瘍細胞(HeLa, 231, DKBK3, 468,
MCF7, A20, Jurkat)

[41]

scFv-F8
フィブロネクチンのEDAド
メイン

マウスF9テラトカルシノーマ細胞 [42]

CD40 CD40リガンド (㼀細胞）
B細胞起源腫瘍細胞（Dauji, 㻾aji, JY)、㼀細胞起源

腫瘍細胞(Jurkat-CD40L
+
, Jurkat-CD40L

-
)

[43]

CTLA4 B7-1およびB7-2

B細胞起源腫瘍細胞（Dauji, 㻾aji, JY)、㼀細胞起源

腫瘍細胞(Jurkat-CD40L
+
, Jurkat-CD40L

-
)、リン

パ腫細胞（HL60, 㻾PMI8226)、腎がん細胞
（A498)、肝がん細胞（㻿K-Hep1)、繊維芽細胞様
滑膜細胞、マウス同種移植片（角膜、心臓）

[43-47]

Del1蛋白質のE3C1ドメイン
がん細胞の細胞外マトリ
クス

マウスに移植された口腔扁平上皮がん細胞
（㻿CCKN)

[48]

E2ミクログロブリン/HLA-

A*02:01アレル融合分子の
細胞外セグメント

細胞上皮性C蛋白質
レセプター

CD32
+
L細胞、㼀細胞起源腫瘍細胞（Jurkat） [49]

 gG-㼀C㻾のVg4鎖及びVG5鎖
細胞上皮性C蛋白質
レセプター

㼀細胞起源腫瘍細胞（Jurkat） [49]

ストレプトアビジン
糖尿病発症性マウス脾
臓細胞上のレセプター

インシュリン依存性1型糖尿病モデルマウス由来
の脾臓細胞

[50]

表１．　医療応用を目的として遺伝子結合法により調製されたヒトFasリガンド細胞外ドメイン融合蛋白質

©Michiro Muraki（（クリエイティブ・コモンズ・ライセンス（表示4.0国際））[1]を改変して作成。
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2. hFasLECD 誘導体の Pichia pastoris 分泌発現生産系を用いた調製 
2.1 分泌発現生産系の構築 
筆者が本研究を開始する以前に、P. pastoris を用いた hFasLECDの分泌発現生産に関

する先行研究として、大阪バイオサイエンス研究所と持田製薬株式会社の共同研究グルー
プから、完全長の当該ドメインに対応する 103 番目から 281 番目までのアミノ酸残基を
対象とした P. pastoris GS115 株を宿主とする研究結果が発表されていた[19]。1997 年
に J. Immunology誌に発表されたこの研究で用いられたhFasLECDの分泌発現用遺伝子
ユニットは、5’ 末端側から P. pastoris 由来のアルコールオキシダーゼ 1（AOX-1）遺伝
子のプロモーター配列、パン酵母（Saccharomyces cerevisiae）由来のα-接合因子遺伝
子の分泌用プレプロシグナル配列、ヒト由来の cDNAを鋳型とし PCR法により複製増幅
された DNA フラグメントにより構成されている。またこの遺伝子ユニットを搭載するベ
クターとしてはヒスチジンに関する栄養要求性型選択マーカー遺伝子（HIS4）を含むプラ
スミドの一つである pPIC9 が用いられた。発現誘導の条件としては、P. pastoris を宿主
としメタノールにより発現の誘導を行なう場合の代表的な培地である Buffered 
Methanol-complex Medium（通称：BMMY 培地）が使用され、30℃、48 時間の培養
条件下で OD600=100 という高濃度の培養開始時菌体密度条件下に実施された。この際の
分泌生産量については、後に P. pastoris による蛋白質の発現生産に関する権威の一人で
ある J.M. Cregg 博士らにより 2000 年の FEMS Microbiology Reviews 誌に発表され
た総説[51]の中で、100 mgL-1という培養液の単位容積当りの生産量としてかなり高いレ
ベルの値が記載されているが、これは先に述べた菌体密度の高さが一因となっているのか
も知れない。以下に述べる研究はこの先行研究の結果を基盤として行ったものである。 
筆者らの研究では、化学合成遺伝子を使用してヒト由来の溶菌酵素の一種であるヒトリ

ゾチーム[52]ならびに小麦由来のレクチンの一種である小麦胚芽アグルチニン[53]を対象
とした酵母を宿主とする異種蛋白質の分泌発現生産に関わってきた経緯から、hFasLECD
の P. pastoris を用いた発現生産系の構築における構造遺伝子の調製においても同じく化
学合成法を採用した[20]。この構造遺伝子の設計に当たっては酵母において多量に発現さ
れる同種蛋白質遺伝子において優先的に使用されているコドン[54]を主に使用した。一方、
上記の先行研究の場合と同じく、宿主としては P. pastoris GS115 株を使用し、AOX-1
プロモーター配列とα-接合因子遺伝子のプレプロシグナル配列の後に野生型 hFasLECD
の 103 番目から 281 番目までのアミノ酸残基をコードする遺伝子を連結させたユニット
を構築した。構築した発現用遺伝子ユニットを抗生物質ゼオシン（Zeocin）に対する抵抗
性遺伝子を選択用マーカーとして含む分泌発現用ベクターの一種である pPICZαA に搭
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載したものを用いて発現試験を行った[20]。発現の誘導は同じく BMMY 培地を使用し、
29.5℃で実施した。残念ながら発現誘導開始時の菌体密度に関する詳細な記録が残ってい
ないため正確に比較することは困難であるが、培養上清中の分泌生産レベルは 1～2 mgL-1

程度と先行研究の場合と比べてはるかに低いものであった。 
 

2.2 タグ配列付加ならびに糖鎖付加部位欠失の影響 
発現生産量を上昇させるための最初の試みとしてタグ配列の付加を行った。発現産物の

精製工程においてアフィニティークロマトグラフィーを利用する可能性を考慮して、

構造遺伝子ユニットの構成 分泌生産レベル

FLAG

G5

H6 G5

FLAG

G5 H6

G5FLAG

G5FLAG

G5FLAG

G5FLAG

G5FLAG

G1CG4FLAG

K3G1CG4FLAG

++
0.5+
-

-

+++

++

-

+++++

+++++

++++

++++

G5

hFasLECD (103-281) +

G5FLAG -

G5FLAG -(SuperMan5株)

hFasLECD (103-281)

hFasLECD (103-281)

hFasLECD (103-281)

hFasLECD (103-281)

hFasLECD (103-281, 184Q)

hFasLECD (103-281, 184Q, 250Q)

hFasLECD (103-281, 184Q, 260Q)

hFasLECD (103-281, 184Q, 250Q, 260Q)

hFasLECD (139-281, 184Q)

hFasLECD (139-281, 184Q, 250Q)

hFasLECD (139-281, 184Q, 250Q)

hFasLECD (139-281, 184Q, 250Q)

hFasLECD (139-281, 184Q, 250Q)

図 4: P. pastoris を宿主とした hFasLECD 誘導体の発現における構造遺伝子ユニットの構成の違い
が分泌生産レベルにもたらす影響 
略号：FLAG, AspTyrLysAspAspAspAspLys; H6, (His)6; G5, (Gly)5; G1CG4, GlyCys(Gly)4; 
K3G1CG4, (Lys)3GlyCys(Gly)4。株名を記載していないものは全て GS115 株を用いた結果を示す。
培養上清の SDS-PAGE 分析における各発現産物に対応するバンドの濃さから推定された、それぞれ
の構造遺伝子ユニットを用いた場合のおよその相対的な分泌生産レベルを＋の数で表した。－は検出
が困難であることを示す。 
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FLAG（AspTyrLysAspAspAspAspLys）タグもしくは(His)6タグを選択し、かつそれぞ
れに精製時の立体障害に起因する収量低下を回避するべく(Gly)5 からなるフレキシブルな
スペーサー配列を介して構造遺伝子の N 末端側あるいは C 末端側に接続した計 4 種類の
タグ付加型誘導体遺伝子を作成して分泌発現を試みた[20]。その結果、タグ配列を付加し
ない場合と比較して、N末端側に FLAG-(Gly)5配列を配置した場合にのみ分泌生産量の向
上が認められた（図 4）。この事例を含めて、以降本研究で検討した hFasLECDの各種誘
導体における構造遺伝子ユニットの構成と培養上清の SDS-PAGE 分析により推定された
およその分泌生産レベルの増減の関係を図 4 にまとめて示した。次に hFasLECD 遺伝子
中に 3 箇所存在する N結合型糖鎖付加部位を構成する Asn 残基（Asn184、Asn250 及
び Asn260）に関する改変を試みた。N末端に FLAG-(Gly)5タグ配列を付加した誘導体に
ついてN末端側から順に 1箇所、2箇所ならびに 3箇所のAsn 残基をそれぞれGln 残基
に変換して糖鎖付加部位を欠失させたものを作製し、野生型とともに SDS-PAGE 分析で
目的とする発現産物のバンドの濃さにより比較したところ、野生型を含めた分泌生産量の
比較ではAsn184Gln 変異体が最も多く、精製試料の収量は約 5 mgL-1となることが明ら
かとなった。 
一方、同じく N 末端側に付加した場合でも(His)6-(Gly)5タグでは逆に分泌生産量は半減

した。また、いずれのタグ配列でもC末端側に付加した場合や 3箇所の糖鎖結合部位の全
ての Asn 残基に Gln 残基への変異を導入した場合には、目的とする発現産物の分泌生産
は認められなくなり、これらの場合には分泌過程での hFasLECD を構成するペプチド鎖
の正常な立体構造形成への重大な悪影響が生じていることが推測された。特に
Asn260Gln 変異の導入効果は大きく、同じく 1箇所の糖鎖結合部位でもAsn260 残基の
みを残存させた場合には変異導入前の場合とほぼ同程度の分泌生産量が認められたのに対
して、Asn250 残基のみを残存させた場合には 5個の独立した形質転換体のシングルコロ
ニーの培養上清を SDS-PAGE を用いて解析した限り、いずれについても目的物の生産量
は極めて少ないか、あるいは一旦対応する発現産物の薄いバンドが出現したように思われ
るものでも培養を続ける間に消失し、分解や不溶化を起こしやすい少量の発現産物が分泌
されたものと推測された（図 4、未発表データ）。これらの結果は P. pastoris の分泌経路
内での hFasLECD の正常な立体構造の形成や発現産物の安定性の維持に関して Asn260
への糖鎖の付加が極めて重要であることを現している。また、各部位に糖鎖が付加したも
のに対応する発現産物のSDS-PAGE分析におけるそれぞれのバンドの濃さから判断して、
少なくとも P. pastoris GS115 株を宿主とした場合には、糖鎖付加に関してAsn184 部
位の欠失の影響は小さく、この部位に糖鎖が付加する割合は少ないこと、一方Asn250 部
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位の欠失の影響は大きく、この部位への糖鎖付加はほぼ完全に生じることが明らかになっ
た[20]。以上から、同じ N 結合型糖鎖付加部位でも立体構造上の位置の違いに応じて P. 
pastoris を宿主とした分泌発現生産に与える特徴や挙動が大きく異なることが示唆され
た。 
hFasLECD の P. pastoris を宿主とした分泌生産において Asn260 に付加される糖鎖

の構造的完全性が重要であることを探るために、BioGrammatics 社から市販され
SuperMan5 株と名付けられている、酵母でのコア糖鎖部分から外側への糖鎖の伸長に関
わるOCH1遺伝子が欠損しMan5と呼ばれるコア型糖鎖（Man5GlcNAc2）部分のみが付
加される株[55]を宿主とする分泌発現を試みた。このSuperMan5 株を用いた系では、2.3
項で後述する GS115 株を用いた系で最も分泌発現生産量が多かった変異体の一つである
[Δ(103-138),Asn184Gln+Asn250Gln]変異体について検討した場合でも、培養液を直
接SDS-PAGEで分析した限り明確な発現産物のバンドを検出することはできなかった（図
4）（未発表データ）。この結果は、Asn260 位に付加するコア構造以外の部分を含めた糖
鎖構造の完全性が P. pastoris の分泌経路における hFasLECD 分子の正常な立体構造形
成の過程において極めて重要であり、その過程においてグルコシダーゼ I および II ならび
にカルネキシン、カルレティキュリンなどのシャペロン機能を有するレクチン様分子が関
与するコア型構造部分以外の糖鎖に対する認識[56]が本質的な役割を果たしていることを
強く示唆している。不完全な構造の糖鎖を有するために正常な立体構造が形成されなかっ
た hFasLECD 分子は、おそらく小胞体（ER）内での品質管理機構である小胞体関連分解
（ER-associated degradation）による処理を受けリサイクル過程に回されたものと考え
られる[57]。 
当初、著者は hFasLECD 単体での立体構造解析のための結晶化を目指していたため、

Asn184 残基のみ、あるいはAsn184 残基とAsn250 残基を同時にGln に変換しN結合
型糖鎖付加部位をあらかじめ部分的に欠失させた変異体について、さらに化学構造の均一
化を図るべく、Endo Hf グリコシダーゼ（NEB 社製）による残存する糖鎖のトリミング
を行い、単一のN-アセチルグルコサミン残基への変換を試みた[58]。結果として、Asn250
残基に結合している糖鎖は短時間で容易に切断されるのに対し、Asn260 残基に結合した
糖鎖の切断にはより多くの酵素量と反応時間を要することが明らかになった。この事実は
先に述べた Asn260 残基に付加する糖鎖の hFasLECD の立体構造安定性への正の寄与と
呼応するものである。また、[Δ(103-138),Asn184Gln+Asn250Gln]変異体に残存する
Asn260残基に付加された糖鎖をEndo Hf で切断しN-アセチルグルコサミン1残基のみ
としたものについて、結晶化条件探索のための実験に必要な濃度までの濃縮を試みたとこ
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ろ、一定の濃度に達した段階で沈殿物が生じ、不溶化を伴う凝集が起こりやすい生成物で
あった（未発表データ）。この現象は大腸菌菌体内で生産された糖鎖を持たない hFasLECD
の発現産物を再構成して可溶化した試料が凝集を起こし易いという観察[10]とも一致して
いる。残存する糖鎖を Endo Hf で切断した精製試料についてMALDI-TOF 法による質量
分析を用いた解析（アプロサイエンス社受託）を行ったところ、確かに予想されたN-アセ
チルグルコサミン1残基のみが付加された均一な化学構造と一致した分析結果が得られた
ことから、P. pastoris GS115 株を宿主として分泌生産された発現産物は O 結合型糖鎖
の付加などの他の翻訳後修飾は受けていないものと推察された[58]。 
 
2.3 N 末端領域の除去が分泌生産量に与える効果 
hFasLECDの構造遺伝子については、過去に哺乳動物細胞を用いて行われていた一連の

欠失変異体の解析[59]から、N末端部位のアミノ酸残基 103 番から 138 番目までの領域
はFasR結合活性の発現に必要な3量体構造を形成する上においては必須ではないことが
既に明らかになっていた。この領域を除去して P. pastoris を宿主とした分泌生産を行っ
た場合にどのような影響が生じるかを明らかにする目的で、上述した Asn184Gln 変異体
ならびに[Asn184Gln+Asn250Gln]二重変異体をベースとしてさらにこの領域に欠失変
異[Δ(103-138)]を追加した遺伝子を作成して発現生産を試みた[58]。その結果、興味深
いことにいずれの変異体の場合にも大幅に分泌生産量が増加し（図 4）、[Δ(103-
138),Asn184Gln+Asn250Gln]変異体の場合、その精製収量はおよそ 24 mgL-1に達する
ことが明らかとなった。当該欠失領域のC末端には Pro134Ser135Pro136Pro137Pro138という
プロリン残基が多数連続するアミノ酸配列が存在（図 2）しており、その特異性から正常
な立体構造を形成する際の律速段階となっている可能性がある。[Δ(103-138)]変異体で
はこの配列が除去されたために、P. pastoris の ER内での効率的な立体構造形成が起こり
大幅な分泌生産量の増加につながったのではないかと考えられる。 
 

2.4 陽イオン交換クロマトグラフィーによる精製 
2.1 項で述べた P. pastoris を宿主とした先行研究においては、分泌生産された発現産

物は高マンノース型糖鎖が付加された糖蛋白質であることを利用して、精製工程の第一段
階に Con A アガロースによるアフィニティークロマトグラフィーが使用された[19]。一
方、著者は研究開始当初から糖鎖のトリミングによる化学構造の均一化を計画していたた
め、原理的に糖鎖の有無に依存しない陽イオン交換クロマトグラフィーによる分泌発現産
物の精製法を開発した。 
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野生型hFasLECDの一次構造中には酸性アミノ酸残基であるAsp残基とGlu残基を合
わせた数に比べて塩基性アミノ酸残基である Lys 残基と Arg 残基を合わせた数の方が多
く含まれ、アミノ酸残基 103 番から 281 番までの領域には、酸性残基が 16 個と塩基性
残基が 20 個、アミノ酸残基 139 番から 281 番までの領域には、酸性残基が 12 個と塩
基性残基が 17 個存在する（図 2）。ExPASy Proteomics Server[60]を用いた計算によ
ると等電点（pI）はそれぞれ理論上 8.96 ならびに 9.15 と予測された。予備実験の結果、
幸いにして調製した各変異体は pH 5.5 付近でも安定に可溶性で存在することが明らかに
なったため、スルホプロピル基が坦持された陽イオン交換体である Hi-Trap S カラム、
Resource S カラムあるいはMono S カラム（いずれもGEヘルスケア社製）を用いた分
画精製を行った。具体的には培養上清を濃縮後、pH 5.3～5.6 の 50 mM酢酸ナトリウム
緩衝液への充分な置換を行った試料について、最初にHi-Trap S カラムを用いたマニュア
ルのシリンジ操作での塩濃度を段階的に増加させた溶出による粗分画を行い、引き続きよ
り分離能が高い Resource S カラムまたは Mono S カラムを用いた高速液体クロマトグ
ラフィーシステムによる塩濃度を連続的に上昇させた溶出による分画を実施して、最終精
製試料を調製した。 
N末端領域を欠失させ、かつN結合型糖鎖が付加される残基をAsn260 のみとした[Δ

(103-138), Asn184Gln+Asn250Gln]変異体は、精製工程におけるクロマトグラム上 3
箇所の N 結合型糖鎖付加部位を有する野生型の試料に比べてよりシャープな形状の目的
物のピークが得られたことから、分泌生産量が多くより純度の高い試料の調製に有利であ
ることとも併せて、以後の実験においてはこの変異体を各種誘導体作成のための基本的な
変異体として使用することにした。また、陽イオン交換クロマトグラフィーを用いる精製
に関連して、3.1 項以降で詳述する部位特異的化学修飾体の調製を行った際に、一部のも
のについては、N末端に付加した FLAG-GlyCys(Gly)4タグ配列中に塩基性残基である Lys
を新たに 3残基挿入した FLAG-(Lys)3GlyCys(Gly)4タグ配列を使用することにより、上記
のHi-Trap Sカラムを用いた粗精製段階における分画前試料に関する緩衝液の置換をより
簡略的に行えるようにすることで、精製工程における操作性を向上させることが可能であ
った[61]。 
 
2.5 ヒト Fas レセプター細胞外ドメインに対する結合活性の確認 
hFasL による標的細胞に対するアポトーシスの実行は、この蛋白質分子に対して現在知

られている唯一のシグナル伝達実行型の受容体であるヒト Fas レセプター細胞外ドメイ
ン（hFasRECD）との特異的な結合を介して誘起される。したがって、P. pastoris を宿主



蛋白質科学会アーカイブ, 12, e092 (2019)�

16 
 

として分泌生産された hFasLECD の誘導体ががん細胞などの標的細胞に対してアポトー
シスによる細胞死誘導活性を示す潜在的能力を有するかどうかについては、基本的に
hFasRECDに対する特異的な結合活性の有無により判断することが可能であり、本研究に
おいてもこの結合活性評価試験用に適した hFasRECD を含む分子が必要であった。しか
しながら、その目的に合う代表的な分子である hFasRECDとヒト IgG1の Fc ドメインの
融合蛋白質（hFasRECD-Fc）に関しては、研究用試薬としてマウス由来の培養細胞の一つ
であるNS0細胞を用いて発現生産された精製試料（R&D社製）などが当時市販されてい
たものの、いずれも少量かつ高価であったため必ずしも容易に使用できる状況にはなかっ
た。そのため、自ら試験用の試料を調製する必要に迫られ、先に 2.1 項で述べた hFasLECD
遺伝子を同じく酵母における頻用コドンを用いて化学合成により調製した hFasRECD 遺
伝子と置き換えた形の発現用遺伝子ユニットを構築し、同じ手順により分泌発現を試みた
が期待に反して培養液中に目的の発現産物の分泌を確認することはできなかった（未発表
データ）。 
そこで、先行研究として文献上の記載があったマウス由来の FasRECD とヒト IgG1 の

Fc ドメインの融合蛋白質の例[62]にならい、昆虫細胞を使用した発現生産系[63]を用いて
hFasRECD-Fc を調製する方策に転換した。その際には、有償の受託発現サービスを利用
した。最初に、まず発現生産用に用いられる代表的な昆虫培養細胞の一つであるヨトウ蛾
（Spodoptera frugipera）由来の sf9 細胞を用いる系[64]（タカラバイオ社受託）で比
較的高収量（6.7 mgL-1）の分泌発現が可能であることを確認した後、より生産量の増加が
期待できるカイコ蛾（Bombyx mori）の幼虫の血リンパ液中への分泌生産[65]（片倉工業
社受託）を試みた。後者の系は良好に機能し、発現生産のためのバキュロウイルスを感染
させた 5齢幼虫由来の 26 ml の血リンパ液から 22.5 mgの精製試料が得られた。尚、カ
イコ蛾幼虫の血リンパ液中には内在性の夾雑蛋白質が多量に存在するため目的とする組換
え体蛋白質の精製が困難になる場合があることが予想されるが、この点に関しても
hFasRECD-Fc の場合、当該 Fc ドメインに対する高い特異性と充分な結合容量を兼ね備
えたプロテインGを坦持した市販のアフィニティー精製用カラム（Hi-TrapプロテインG、
GE ヘルスケア社製）が入手可能であったため、これに引き続く高分離能の陰イオン交換
クロマトグラフィー用カラム（Resource Q、GEヘルスケア社製）を用いた分画と組み合
わせることにより簡便に精製試料の調製を行うことができた[66]。 
hFasLECD の hFasRECD に対する特異的結合活性の評価試験での利用において

hFasRECD-Fc の有利な点の一つは、市販のプロテイン A またはプロテイン G が坦持さ
れたアガロースビーズや磁気ビーズを併せて用いることにより、共免疫沈降試験が実施可
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能であることである。この試験において、これまでに調製した hFasLECD の誘導体は後
述する部位特異的化学修飾を施したものも含めていずれも hFasRECD-Fc と安定な複合
体を形成して沈降物中に回収され、hFasRECDに対する強い結合活性を有することが確認
されている。 
また、hFasLECD と Fc ドメインが結合していない hFasRECD との複合体の形成につ

いて調べるため、hFasRECD-Fc における両ドメイン間のヒンジ領域にセリンプロテアー
ゼの一種であるトロンビン（Thrombin）による特異的認識切断サイトとして
AlaAlaAlaProArgGlySerAla の配列を挿入した hFasRECD-T-Fc 型誘導体についてもカ
イコ幼虫を用いた分泌発現生産を行った[67]。この hFasRECD-T-Fc についても高レベル
の発現生産が認められ、組換えカイコ幼虫由来の 25 ml の血リンパ液から 13.5 mgの精
製試料が得られた。これをトロンビンにより切断後、切り離された Fc ドメインをプロテ
インG坦持カラムにより吸着除去し、さらに素通り画分中に含まれる蛋白質を陽イオン交
換カラム（Resource S）により分画することにより、hFasRECD部分のみからなる精製
試料を調製した。尚、hFasRECD中にはトリプトファン残基が含まれないため、P. pastoris
を用いて生産された hFasLECD 誘導体の単離された hFasRECD に対する溶液中での特
異的結合については、両者を種々の割合で混合した試料についてのサイズ排除クロマトグ
ラフィーを用いた分析を行い、215 nm と 280 nm の 2種類の波長の吸光度を同時に検
出することで確認した[67]。 
さらに、hFasRECD-T-Fc 分子内の hFasRECD中に存在する 2箇所のN結合型糖鎖付

加部位に関してそれらを構成する Asn 残基を共に Gln 残基に変換することで欠失させた
変異体についても、発現量の低下は認められたものの、同様にカイコ幼虫の血リンパ液中
への分泌生産により調製することが可能であった[68]。また、N末端タグ配列が付加され
ていない hFasLECD の[Asn184Gln+Asn250Gln]二重変異体中に残存する糖鎖を Endo 
Hfを用いてトリミングした試料と上記のhFasRECDドメイン領域内に糖鎖付加部位を持
たない hFasRECD-Fc 変異体試料を用いて共免疫沈降試験を行った場合にも、当該リガン
ド-レセプター間の強い結合が確認された。この結果は、少なくとも試験管内での
hFasLECDと hFasRECDの結合においてはそれぞれが有する糖鎖に由来する相互作用の
寄与は少ないことを示唆している。 
 

2.6 ディスポーザブルカルチャーバッグを用いた培養システムの開発 
P. pastoris を宿主とする異種蛋白質の分泌生産実験においては、発現誘導用として P. 

pastoris 由来のAOX-1 遺伝子の強力なプロモーター遺伝子領域を、また分泌用シグナル
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としてS. cerevisiae 由来のα-接合因子遺伝子のプレプロシグナル配列を使用することが
効率的な分泌発現生産用遺伝子ユニットを構成する上での代表的な戦略の一つになってい
る[11]。P. pastoris はメタノール資化性の酵母であり、メタノールを唯一の炭素源とした
培養が可能である。その場合、代謝の第一段階であるメタノールのホルムアルデヒドへの
変換のために多量のアルコールオキシダーゼが必要となるため、自ずから AOX-1 プロモ
ーターの転写活性が高まる。また、その変換反応における基質の一つである酸素分子は、
培地に対する溶解度が低くアルコールオキシダーゼに対する親和性は必ずしも高くない
[69]ため、培養時の通気を良くすることによりその充分な供給を確保することが遺伝子発
現の効率を高める上で極めて重要になる。 
hFasLECDの発現生産系を構築するに当たって P. pastoris を宿主とする分泌発現系を

選択した理由の一つに、小規模な研究室において使用可能なレベルの装置や培養規模でも
立体構造解析のための結晶化探索実験や部位特異的な化学修飾を手段とする高機能化を目
指した実験に必要な量の精製試料を調製できる可能性があることが挙げられる。本研究で
は、市販の微生物培養用の全容積 5 L あるいは 10 L のポリプロピレン製のディスポーザ
ブルカルチャーバッグ（藤森工業社製）を培養容器として用い、ダイアフラム式の小型ポ
ンプにより強制的な通気を実施する培養システムを新たに開発して使用した（図 5a、5b）
[68]。このシステムにおいて、実際に使用可能な培地量は各カルチャーバッグ全容積の半
分以下であるため、上記のバッグを使用した場合、それぞれ一回で 2.5 L あるいは 5 L 規
模までの培養が実施可能である。それまでに使用してきた 3 L 容量のガラス製バッフル付
きフラスコ（培養液量、500 mL/本）を用いた培養システムとカルチャーバッグを使用す
るシステムでの分泌生産量を、N 末端にタグ配列が付加されていない hFasLECD の[Δ
(103-138),Asn184Gln+Asn250Gln]変異体を対象として最終的な精製物の収量で比較
したところ、単位培養容積当り約 3倍の増加が認められた[68]。この培養システムは、こ
れまでフラスコ培養の際に使用してきた恒温回転振とう式の培養機をそのまま利用可能で、
発現誘導用の培地についても同じ組成のものが使用できるためガラス製バッフル付きフラ
スコを用いた系から簡便に移行することができる。また、本研究で使用したディスポーザ
ブルカルチャーバッグは比較的安価（5 L 容量および 10 L 容量共に 2万円弱/5 セット）
で入手可能であった[17]。次項で述べる部位特異的化学修飾体の調製実験では反応に供す
るためにできるだけ多量の N 末端タグ配列中にシステイン残基を導入した誘導体の精製
試料が必要であったため、その取得を目的とした発現生産実験においては専らこのシステ
ムを使用した。陽イオン交換クロマトグラフィーを用いた精製工程に供するための培養上
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清中の目的とする発現産物の効率的な濃縮ならびに脱塩操作においては、並列に連結した
複数個のペリスタ式ポンプのそれぞれにポリエーテルスルホン製の限外濾過膜（排除限界
分子量: 10 kDa）を内蔵したタンジェンシャルフロー（TFF）型の小型カセット（ポール
社製）を接続した装置の利用が有効であった（図 5c）。 

給気 (2-3 L/min) 排気

P. pastoris 培養液
(2.5 L / 5L)

メタノールの供給

培養液のサンプリング

回転振とう
(80-85 rpm)

ディスポーザブル
カルチャーバッグ
(5L / 10L)

a b

３連ペリスタポンプ
スクリュークランプ
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培養上清
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培養上清
ろ液
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冷却剤

限外ろ過デバイス
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図 5: ディスポーザブルカルチャーバッグシステムおよび培養上清濃縮用限外ろ過システム 
a, b) ディスポーザブルカルチャーバッグシステム（a, 模式図、b, 実物写真）。ディスポーザブルカ
ルチャーバッグ、微生物培養用シングルユースバッグ CB5-1/CB10-1 (藤森工業社製）。c) 培養上
清濃縮用限外ろ過システム（模式図）。限外ろ過デバイス、オメガメンブレンミニメイト TFF カプセ
ル OA010C12（ポール社製）；3 連ペリスタポンプ、チューブポンプ ISO-313T（アズワン社製）。
配管用チューブとしてはペリスタポンプを経由する部分はファーメドチューブ（サンゴバン社製）を、
それ以外はタイゴンチューブまたはシリコンチューブを使用。限外ろ過デバイスの濃縮液側出口近傍
に設置したスクリュークランプを用いた加圧により、ろ液の排出速度を調節。©Michiro Muraki（（ク
リエイティブ・コモンズ・ライセンス（表示 4.0 国際））[1]を改変して作成。 
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3. hFasLECD の部位特異的化学修飾体の調製とキャラクタリゼーション 
3.1 N 末端タグ配列中にシステイン残基を有する誘導体の設計と発現生産 
hFasLECD の部位特異的化学修飾を手段とする高機能化の戦略を考えるに当たっては、

化学修飾の導入後もこの蛋白質の医療応用上最も有用な生物活性の一つである
hFasRECD に対する特異的な結合に基づくアポトーシス誘導活性を保持させることを念
頭に置く必要がある。そのためには、hFasRECDとの結合の際の相互作用様式を事前に立
体構造の観点から検討しておくことが重要である。1.1 項で述べたように、一次構造の相
同性からhFasLECD-hFasRECD複合体と立体構造が類似していると推定されるデスリガ
ンド-デスレセプターの組み合わせであるヒト TNFβ-ヒト 55kd TNF レセプター細胞外
ドメイン複合体のX線結晶構造解析結果[70]などをもとに、hFasLECD（サブユニット 3
量体）は hFasRECD（単量体）と 1:3 のモル比で複合体を形成することが比較的古くから
推定されていた。この推定の正しさは、hFasLECD とデコイ型レセプターである hDcR3
の複合体の立体構造が発表されるに至り[10]、ほぼ確定的になったものと考えられる。 
この複合体の立体構造解析結果によると hFasLECD の N 末端部位は hDcR3 との結合

の際に互いが直接接触する界面部位から三次元的に離れた位置に存在している（図 3）。そ
のため、N末端に親水性の高いタグ配列を付加した場合、タグ配列を構成するポリペプチ
ド鎖は hFasRECD に対する結合を阻害することなく溶媒中に露出して存在することがあ
らかじめ予測できた。この予測に基づいて、2.2 項で記した hFasLECD本体（アミノ酸残
基番号 139-281）の N末端に付加した FLAG-(Gly)5タグ中の連続した Gly 残基の領域内
に部位特異的化学修飾反応の足がかりとなるシステイン（Cys）残基を挿入することによ
り FLAG-GlyCys(Gly)4とした。その際に Cys 残基を最初の Gly 残基のあとに配置した理
由は、当該 Cys 残基に対して化学修飾により付加される分子が FLAG タグ配列固有の機
能になるべく影響を及ぼすことなく、かつ挿入した Cys 残基が hFasLECD 本体からでき
るだけ離れた位置にくるようにすることで溶媒中に露出しやすくなり化学修飾に関する反
応性が高まることを期待したためである。 
この N末端タグ配列内にCys 残基を導入した誘導体について、当該Cys 残基を含まな

い誘導体の場合と同一の方法を用いて P. pastoris GS115 株を宿主とした発現を試みた
ところ、3量体中の 2つのサブユニットの一部がそれぞれのタグ配列内に存在するCys 残
基の間でジスルフィド（SS）結合を形成して培養液中に分泌されることが非還元条件下で
の SDS-PAGE 分析により明らかになった[68]。しかし、この部分的にサブユニット間の
SS 結合が形成された発現産物についてもそれまでのタグ配列内に Cys 残基を含まない誘
導体の場合と同様な方法で精製をすることが可能であった。 
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野生型の hFasLECD分子中には立体構造上Cys202-Cys233 間にサブユニット当り 1
か所の SS結合が元来存在する（図 3）。そのため、このドメイン内部に埋もれたSS結合
を保持した状態で N 末端部位に連結したタグ配列内に存在する Cys 残基に対して部位特
異的にかつ効率的に化学修飾を施すためには、タグ配列中のCys 残基の側鎖のみを反応性
の SH 基を持つように活性化した状態に保つ必要がある。この目的を達成するためにはト
リス(2-カルボキシエチル)ホスフィン（TCEP）の使用が有効であった。TCEPはその比較
的大きな分子サイズのため、2-メルカプトエタノール（2ME）やジチオスレイトール（DTT）
などのチオール性還元剤を使用した場合に比べて、適切な濃度や反応温度を設定すること
で、蛋白質分子内部に埋もれた SS 結合に影響を与えることなく、より選択的に溶媒中に
露出した SS 結合のみを還元して反応性を有する SH 基とすることができる[71]。また、
反応機構上も 2ME や DTT を用いた場合のような SS 結合の交換反応が起こらないため、
基本的には過剰のTCEPを除去することなくマレイミド化合物等による修飾反応に供する
ことが可能である。P. pastoris を宿主として分泌生産された上記の N 末端タグ配列内に
Cys 残基を含む誘導体の場合、室温（25℃）、pH 5.5 の条件下で、10～20 mMの TCEP
を 1 時間程度作用させることで選択的な SH 基の活性化の目的を達成することができた。
他方、過剰の TCEPがマレイミド基を持つ化学修飾用試薬と反応し、ペプチド中に含まれ
る Cys 残基とマレイミド基を有する色素分子との反応を阻害する可能性を指摘する報告
もある[72]。そのため、次の段階の修飾反応に移る前に、マレイミド化合物との反応に適
した pH 6.4 の 25 mM のリン酸緩衝液への交換を兼ねて、念のため事前に PD-10 カラ
ム（GE ヘルスケア社製）を用いた分画により余分な TCEP をできるだけ除いた直後にマ
レイミド化合物との反応に供した。その際に 2～5 mM程度の EDTAを共存させることに
より SS 結合の再生を防いだ。尚、過剰の TCEP を除いた後の試料を非還元条件の SDS-
PAGE 分析に供した際に、SS 結合が再生された産物に対応すると考えられる分子量の位
置に薄いバンドが認められたが、上記のマレイミド化合物との反応後にはこのバンドは確
認できなかった[68]ことから、このバンドは SDS-PAGE 分析の操作過程において pH の
上昇などが原因でSS結合が一部再生することにより検出されたものと推察された。 
 
3.2 部位特異的化学修飾体の調製法の検討 
これまでに hFasLECD に関する部位特異的化学修飾体（部位特異的化学修飾による他

分子との共有結合体）の調製法として、上記のタグ配列中にCys 残基が含まれる誘導体を
対象として、i) 大過剰の目的とする修飾用分子のマレイミド基含有誘導体をチオール-エン
反応により直接付加させる方法[73]、ならびに ii) 最初に 6-メチルテトラジン（MTZ）基
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またはトランスシクロオクテン（TCO）基を含むマレイミド化合物とのチオール-エン付加
反応により末端に TCO 基あるいは MTZ 基を持つスペーサー用分子を結合させた
hFasLECD 誘導体を調製し、一旦単離した後、引き続き目的とする修飾用分子との間で
TCO基-MTZ基間の逆電子要請ディールスアルダー型（iEDDA）付加反応により連結を行
う方法[61]の 2 種類について検討した（図 6）。図 7 に本研究において各蛋白質分子に対
して末端に TCO 基ならびに MTZ 基を含むエチレングリコールオリゴマー型スペーサー
を導入する際ならびに付加反応後残存する未反応の TCO 基および MTZ 基のクエンチン
グ反応を行う際に使用した市販試薬（いずれもClick Chemistry Tools 社製）の化学構造
式を示した。また、引用文献 61の Fig.1 にこれらの試薬を用いて調製した TCO基あるい
は MTZ 基を末端に有する各タンパク質分子に関する誘導体の構造式が記載されているの
で併せてご参照いただきたい。 
化学修飾法による分子の付加は必ずしも定量的に達成できるとは限らない。チオール-エ

ン反応による直接付加の事例として、N 末端に FLAG-GlyCys(Gly)4 タグ配列を有する
hFasLECD の[Δ(103-138),Asn184Gln+Asn250Gln]変異体に対して大過剰のフルオレ
セイン-5-マレイミドを用いて反応を行なった際の修飾率は精製試料中に導入された蛍光

a

b

図 6: hFasLECD 部位特異的化学修飾体の調製に使用した反応 
a) hFasLECD（139-281, Q184, Q250）誘導体に接続された N末端タグ配列中の Cys 残基とマレ
イミド基を含む分子 1 との間のチオール-エン付加反応、b) TCO 基を含む分子 2 と MTZ 基を含む
分子 3 との間の iEDDA 付加反応。分子 2 または分子 3 のいずれかに hFasLECD 誘導体が含まれ
る。©Michiro Muraki（（クリエイティブ・コモンズ・ライセンス（表示 4.0 国際））[61]を改変して
作成。 
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色素団固有の吸光度値から 83%と推算された[73]。一方、iEDDA 付加反応を用いた事例
として、N 末端に FLAG-(Lys)3GlyCys(Gly)4 のタグ配列を持つ hFasLECD の[Δ(103-
138),Asn184Gln+Asn250Gln]変異体に対して、20倍過剰モル当量の 3単位のエチレン
グリコールユニットの両端にTCO基とマレイミド基を有する化合物（TCO-PEG3-MAL）
（図7）を反応させて調製したhFasLECDのTCO基含有誘導体（hFasLECD-PEG3-TCO）
と MTZ 基ならびにメトキシ基を末端に持つ分子量約 5 kDa のポリエチレングリコール
（PEG）の誘導体（mPEG-MTZ, 5 kDa）（図 7）との反応を実施した。この付加反応にお
いては1.0～1.5 倍過剰モル当量程度のmPEG-MTZ, 5 kDa の使用量で付加体の収率は飽
和に達してほぼ一定になることが反応混合物の SDS-PAGE 分析により確認されたが、こ
の場合にも修飾率は 80％程度であった[61]。 
通常マレイミド基を含む修飾用分子を直接用いる反応の場合は被修飾蛋白質分子に対し

て過剰なモル比の修飾用試薬が必要になるが、1 段階反応での付加が行なえるため全体と
して目的とする分子による修飾率が 2段階反応を行う場合に比べてより高くなる。そのた
め、修飾用分子のマレイミド誘導体が比較的容易に入手可能な場合に適している。一方、
第 2 段階として使用される TCO 基-MTZ 基間の付加反応は Cys 残基-マレイミド基間の
反応を用いる場合に比べて、被修飾分子に対してより少ないモル比の修飾用分子を用いて

図 7: hFasLECD の誘導体化ならびに他の機能性蛋白質分子との結合後のクエンチング反応に使用
した TCO 基またはMTZ 基を含有する試薬の化学構造 
配色：青、TCO 基；赤、MTZ 基。©Michiro Muraki（（クリエイティブ・コモンズ・ライセンス（表
示 4.0 国際））[1]を改変して作成。 
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も室温下で円滑に反応が進行する。そのため、より貴重な低分子化合物や機能性蛋白質分
子など一般的には潤沢な量が得難い分子を被修飾用分子としたい場合に適していると考え
られる。具体的には、高い修飾率を目指して反応を行ないたい場合、Cys 残基とマレイミ
ド基の反応においては典型的には 25 倍過剰モル当量程度の修飾用試薬を使用する必要が
ある[71]のに対し、TCO基とMTZ基の付加反応の場合には 1～数mgmL-1程度の濃度の
蛋白質分子の溶液について 1.0～1.5 倍過剰モル当量程度の被修飾分子を添加した場合で
も高い修飾率の達成が期待できる。 
また、反応前の試料を保存する際に、Cys 残基やマレイミド基の場合は通常多くの蛋白

質分子が安定に存在できる pH 7～8 付近の生理的緩衝液条件下において、それぞれ空気
酸化による SS 結合の形成ならびに加水分解によるマレアミド酸基への変換が起こりやす
く、これらに由来する官能基の不活性化の可能性を常に考慮する必要がある。これに対し、
TCO 基や MTZ 基の場合には同様な条件下での安定性が高く、通常は試料溶液を-20℃以
下で凍結保存すれば長期間にわたって大きな活性の低下を危惧せずに使用可能である。そ
のため、モノクローナル抗体などを始めとする貴重な蛋白質を修飾用分子として用いる場
合には特に有用であると考えられる。 
 
3.3 低分子性蛍光色素による化学修飾体の調製 
これまでに上述した N 末端タグ配列中に Cys 残基を導入した 2 種類の hFasLECD 誘

導体に関する低分子性蛍光色素による化学修飾体として、フルオレセイン-5-マレイミドを
用いた 1段階反応法による修飾体の調製[73]、ならびに TCO基－MTZ基間の付加反応を
用いた 2 段階反応法によるスルホ-Cy3 基を導入した修飾体の調製[61]を行った。調製し
た全ての蛍光性化学修飾体は hFasRECD-Fc（または hFasRECD-T-Fc）とプロテインA
担持アガロース（ロシュ社製）（またはプロテインG坦持磁気ビーズ、バイオラッド社製）
を使用した共免疫沈降試験により、非修飾体と同等な hFasRECD 結合活性を有すること
が明らかとなった。加えて、各蛍光色素団に由来する可視領域の吸収極大（フルオレセイ
ン基：495 nm、スルホ-Cy3 基：550 nm）付近の吸光度を指標とするサイズ排除クロマ
トグラフィーを用いた複合体形成確認試験においても明確な hFasRECD 結合活性が確認
できた。これらの結果は、先述した hFasLECD-hDcR3 間複合体の立体構造解析情報に基
づく部位特異的化学修飾の戦略が hFasRECD 結合活性の保持において有効であったこと
を示している。 
調製した蛍光性化学修飾体はいずれもそれぞれの蛍光色素団に特徴的な励起ならびに蛍

光スペクトルを示したが、精製物試料の紫外・可視領域の吸収スペクトルから推算された
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hFasLECDサブユニット 3量体当りの各蛍光色素基の平均導入数は、1段階反応により導
入したフルオレセイン基の場合 2.5 であったのに対し、2段階反応で導入したスルホ-Cy3
基の場合には、スルホ-Cy3 基を含む分子側の官能基としてMTZ基ならびに TCO基を用
いて導入した各修飾体でそれぞれ 1.5 および 1.6 であり、あらかじめ予想されたように付
加反応の段階数の増加による蛍光色素基の導入率の低下が認められた。また、サイズ排除
クロマトグラフィーを用いた各蛍光性化学修飾体と hFasRECD-Fc との複合体形成試験
において、TCO基含有誘導体の形でスルホ-Cy3 基を導入した修飾体では、同様な分析条
件にもかかわらず、上記のフルオレセイン基修飾体や MTZ 基含有誘導体の形でスルホ-
Cy3 基を導入した蛍光性修飾体を用いた場合に比べて、hFasLECD の蛍光色素修飾体と
hFasRECD-Fc の複合体がカラム内でわずかながら解離しやすい傾向が認められた
[61,73]。この結果は TCO 基含有誘導体の形でスルホ-Cy3 基を導入した場合には、修飾
により hFasLECD と hFasRECD-Fc の相互作用における会合強度が立体障害等による何
らかの理由により低下した可能性を示唆するものである。そのため、次項で述べる他の機
能性蛋白質分子を修飾用分子として用いた架橋体の作成実験においては、修飾用蛋白質分
子のMTZ基含有誘導体と hFasLECD-PEG3-TCOの間の iEDDA付加反応を使用した。 
 

3.4 他の機能性蛋白質分子との架橋体の調製 
筆者はこれまでに hFasLECD-PEG3-TCO（約 60 kDa）に関する他の機能性蛋白質に

よる修飾のモデル実験として、ニワトリ卵白由来のアビジン（Avi、約 66 kDa）ならびに
ウサギ IgG由来の Fab’ ドメイン（rFab’、約 55 kDa）を使用した架橋体の調製について
検討した[61]。図 8aに hFasLECDとこれらの蛋白質のおよその分子の大きさと形の比較
のために PDB に登録されているデータをもとに描画した立体構造（但し、rFab’ につい
ては Fab 部分のみ）を示した。 
4つの等価なサブユニットからなるAvi 分子中には1サブユニットあたりLys残基が9

個存在する。Avi に関する MTZ 基含有誘導体（Avi-PEG4-MTZ）は、サブユニット当り
8 倍過剰モル当量の 4 単位のエチレングリコールオリゴマーユニットの両端にMTZ 基な
らびにスルホ-N-ヒドロキシスクシンイミドエステル基を有する化合物（MTZ-PEG4-
sulfo NHS ester）（図 7）を 0.1 M の炭酸水素ナトリウム水溶液（pH 8.3）中、室温
（24℃）で反応させることにより調製した。そのため、原則的には分子表面に存在する不
特定な Lys 残基の位置に MTZ 基が導入されると考えられる。尚、Lumiprobe 社の技術
資料 “NHS ester labeling of amino biomolecules”[74]によると、このような反応条件
を用いた場合一般的な蛋白質やペプチドでは平均 1 個の Lys 残基が修飾されるが、後に
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hFasLECD-PEG3-TCO との反応により得られた架橋体の SDS-PAGE 分析による解析結
果は 1サブユニットに複数のMTZ 基が結合しているものが少量含まれていることを示唆
していた[61]。一方、rFab’ に関するMTZ 基含有誘導体（rFab’-PEG4-MTZ）について
は、rFab’ と MTZ-PEG4-MALとの反応により調製した。最初に、ウサギの血清からプロ
テイン A が担持されたアフィニティーカラムを用いて精製された全 IgG 分子をブタ胃由
来のペプシンにより切断して F(ab’)2 ドメインとしたものをさらに 37℃で 10 mM の
EDTAを含む 10 mMの 2-メルカプトエチルアミンを用いて処理[75]することにより、C

ヒトFasリガンド細胞外ドメイン
(hFasLECD)

ニワトリ卵白アビジン
(Avi)

ウサギIgG抗体Fabドメイン
(rFab)
単量体

a

ヒトFasリガンド細胞外ドメイン
-ニワトリ卵白アビジン

1:1 部位特異的化学架橋体
（hFasLECD-Avi 1:1架橋体)

b

ホモサブユニット３量体

ホモサブユニット4量体

図 8: hFasLECD、Avi、rFab の立体構造と hFasLECD-Avi の構造模式図 
a）立体構造、各蛋白質を構成する原子の座標データ（PDB ID: hFasLECD、4MSV より抜粋； Avi、
1AVE； rFab、4HBC）を用いて描画した。構成原子種別（灰色、炭素；赤色、酸素；青色、窒素；
黄色、硫黄）に配色。b）hFasLECD-Avi 1：1 架橋体分子の構造模式図、青線、TCO-PEG3 スペー
サー部位；赤線、MTZ-PEG4 スペーサー部位；青丸、クエンチング反応により付加された TCO-NH2
分子；黒丸、TCO 基とMTZ 基の付加結合部位。©Michiro Muraki（（クリエイティブ・コモンズ・
ライセンス（表示 4.0 国際））[1]を改変して作成。 
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末端近傍に単一の反応性 Cys 残基を有する rFab’ を得た。引き続き、この rFab’ ドメイ
ンを直ちに大過剰の 4単位のエチレングリコールオリゴマーユニットの両端にMTZ 基な
らびにマレイミド基を有する化合物（MTZ-PEG4-MAL）（図 7）と反応させることにより
rFab’-PEG4-MTZ を調製した。したがって、MTZ 基の導入位置は C 末端部位に限られ、
導入数は 1個と考えられる。 
hFasLECD-PEG3-TCO と Avi-PEG4-MTZ または rFab’-PEG4-MTZ とのいくつかの

混合モル比条件下での反応物について、150 mMのNaCl を含む50 mM Tris-HCl（pH7.5）
を溶出用緩衝液とし、Superdex Increase 200 10/300 カラム（GEヘルスケア社製）を
用いて行ったサイズ排除クロマトグラフィー分析に関する代表的なプロフィールを図9に
示した。hFasLECD-PEG3-TCO（2.5 mgmL-1）とそれぞれ 1.0、1.2、1.5 及び 3.0 倍過
剰モル当量のAvi-PEG4-MTZ（4.3 mgmL-1）を混合し、28℃で 1時間静置した反応物を
分析した結果、いずれの混合比の場合にも非架橋体試料の溶出位置に比べて高分子量側の
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図 9: hFasLECD-PEG3-TCO と他の機能性蛋白質のMTZ 誘導体の架橋反応混合物の分析 
図中に記載した各混合モル比の hFasLECD-PEG3-TCO（TCO）と他の機能性蛋白質のMTZ 誘導体
（MTZ）の反応混合物のサイズ排除クロマトグラフィーにおけるプロフィールと各ピークの溶出時
間を示した。a) Avi-PEG4-MTZ との反応混合物(28℃、1h)、ピークラベル: 0, 非架橋体; *, 1:1 架
橋体、b) rFab’-PEG4-MTZ との反応混合物（25℃、1h）、ピークラベル: 0, 非架橋体; 1, 1:1 架橋
体; 2, 1:2 架橋体; 3, 1:3 架橋体。©Michiro Muraki（（クリエイティブ・コモンズ・ライセンス（表
示 4.0 国際））[61]を改変して作成。 
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領域に明確に分離したいくつかのピークが出現した。新たなピークが出現したクロマトグ
ラム領域に関しては、1:1 架橋体と考えられる最大のピークを含め、各ピーク間の相対的
な高さの比や分離パターンなどのプロフィールには上記の4種類の反応条件間で本質的に
大きな差は認められなかった[61]（図 9a）。また、上記のクロマトグラムにおいては、
hFasLECD-Avi の 1:1 架橋体の分子量は理論上約 130 kDa であるにもかかわらず分子量
サイズマーカーの一つとして使用した球状蛋白質であるアルドラーゼ（158 kDa）のピー
ク溶出位置よりも若干高分子量側の位置にピークが認められた。これは、1:1 架橋体の形
状が単純な球状ではなく類似した分子量の2つの球状蛋白質分子がエチレングリコールオ
リゴマー鎖を含むスペーサーにより連結された亜鈴様の形状（図 8b）であることに由来す
るものと推量される。架橋反応後Avi 分子上に残存する未反応のMTZ基を大過剰の TCO
基を含有する 1級アミン化合物（TCO-NH2・HCl）（図 7）を用いてクエンチングした試
料について上記の 1:1 架橋体に対応するピーク画分を分取した。この分画物試料は
hFasRECD-Fc に対する強い結合活性を保持すると同時に、ビオチンを坦持したヤギ由来
抗ウサギ IgG (H&L) 抗体（アブカム社製）を用いた共免疫沈降試験ならびにビオチン誘
導体化された蛍光色素分子である ATTO495-ビオチン（ATTO-TEC 社製）やビオチン-
PEG5K-フルオレセイン（Nanocs 社製）との混合物について hFasLECD-Avi に結合して
いない過剰な蛍光色素分子をサイズ排除クロマトグラフィー分画で除去した精製複合体試
料の分光学的解析を行うことにより、強いビオチン結合活性を有することが確認できた。
ビオチン誘導体化蛍光色素分子との複合体の分光学的性質に関して、前者の場合、蛍光色
素団とAvi 分子の間の距離が短いため両者間の相互作用に由来すると考えられる蛍光色素
団の吸収スペクトルの極大波長の変化を伴う著しい消光現象が観察された[61]。一方、後
者では蛍光色素団と Avi 分子の間に約 5 kDa のポリエチレングリコール鎖によるスペー
サーが存在しているためこのような現象は起こらず、元来の蛍光強度を有する複合体が形
成された（未発表データ）。 
他方、hFasLECD-PEG3-TCO（2.5 mgmL-1）とそれぞれ 1.0、2.0、3.0 及び 5.0 倍過

剰モル当量の rFab’-PEG4-MTZ（2.3 mgmL-1）を混合し、25℃で 1時間静置した反応混
合物を分析した結果、Avi-PEG4-MTZ の場合と同様に非架橋体の溶出位置に比べて高分
子量側の領域に新たに分離したピークが出現した。Avi-PEG4-MTZ の場合と異なる点は、
rFab’-PEG4-MTZ の使用モル数を増加するにつれて最初は 1:1 架橋体と考えられる成分
が主ピークであったものが、徐々に 1:2 架橋体ならびに 1:3 架橋体と考えられるより高分
子量側のピークに置き換わっていったことである[61]。すなわち、等モル当量の rFab’-
PEG4-MTZ を使用した場合には 1:1 架橋体のピークが主であったものが、3 倍過剰モル
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当量を使用した場合には 1:1 架橋体と 1:2 架橋体のピークの高さがほぼ同じになり、さら
に5倍過剰モル当量に増加させた場合には1:1架橋体のピークはさらに減少し1:2架橋体
ならびに 1:3 架橋体のピークが主成分となった（図 9b）。これらのうち、等モル当量なら
びに 5倍過剰モル当量での架橋反応を行った後、hFasLECD-PEG3-TCO分子上に残存す
る未反応のTCO基を大過剰のMTZ基を含む一級アミン化合物（MTZ-PEG4-NH2・HCl）
（図 7）を用いてクエンチング反応処理を行ない、各反応混合物から、1:1 架橋体単独の
画分ならびに 1:2 架橋体と 1:3 架橋体が主に含まれる混合物の画分をそれぞれ分取した。
hFasRECD-Fc とプロテイン G 担持磁気ビーズを用いて行なった共免疫沈降試験の結果、
いずれの分画物試料についても hFasRECD に対する強い結合活性を保持していることが
確認できた。また、ウサギ IgG全分子を坦持したアガロース担体を用いてアフィニティー
精製されたヤギ由来抗ウサギ IgG (H&L) ポリクローナル抗体（アブカム社製）を使用し
た共免疫沈降試験により、この抗体により特異的に認識されるウサギ IgG 由来の Fab’ 断
片が確かに結合していることを確認した[61]。 
サイズ排除クロマトグラフィーによる分析結果から、Avi-PEG4-MTZ あるいは rFab’-

PEG4-MTZ のいずれを使用した場合にも hFasLECD-PEG3-TCO との室温（25～28℃）
下 1時間処理後の等モル反応混合物には未だかなり多量（それぞれ 45%および 62%）の
非架橋体が残存し、後者については反応時間を 2倍に延長した場合にもその割合はほとん
ど変化しないことを確認した。この結果はたとえ効率的なクリック化学反応を利用したと
しても、高分子量の蛋白質分子間の架橋反応の場合には立体障害等の観点から反応収率に
は一定の上限が存在する可能性を示している。この点に関しては、両蛋白質分子間の連結
に使用するスペーサー長をより長くするなどの工夫により架橋体の収量を増加させること
が可能になるかも知れない。 
 
3.5 共有結合構造の同定と細胞死誘導活性の評価 
これまでに3.4項で述べたhFasLECD-PEG3-TCO（サブユニット3量体）とAvi-PEG4-

MTZ（サブユニット 4量体）の間の付加反応により得られた 1:1 架橋体（図 8b）の分画
物試料を用いて、それぞれの蛋白質のサブユニットが解離する変性条件下での MALDI-
TOF 質量分析法による構成コンポーネントの同定を目的とした確認試験（アプロサイエン
ス社受託）を行なった。シナピン酸とウシ由来血清アルブミン（約 66 kDa）の＋1 価か
ら＋5価のピークの質量電荷比（m/z）値をそれぞれイオン化用マトリックスならびにm/z
ピーク値に関する外部標準とした解析の結果、各蛋白質分子中の結合に関与していないサ
ブユニット由来のシグナル（ピーク m/z 値：Avi-PEG4-MTZ サブユニット、15895.5; 
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hFasLECD-PEG3-TCOサブユニット、20698.9）に加えて、両蛋白質分子のサブユニッ
トが TCO 基-MTZ 基間の付加反応により共有結合したコンポーネントに由来する構造に
対応するシグナル（ピークm/z 値：36854.0）を同定することができた[2]。 
一方、細胞死誘導活性については、ヒト結腸がん由来の株化細胞の 1種であるHT-29 細
胞を被検細胞として、架橋用の抗 FLAG 配列 M2 モノクローナル抗体（Sigma 社製）の
存在および非存在条件下における FLAG-GlyCys(Gly)4-hFasLECD の N-エチルマレイミ
ド修飾体に関する評価、ならびにヒトインターフェロンガンマ（IFN-γ）による前処理の

a

b

被検試料濃度
100 ng/ml

PBS 緩衝液のみ
による前処理の場合

100 IU/ml IFN-g
を含むPBS緩衝液
による前処理の場合

被検試料濃度
1000 ng/ml

図 10: hFasLECD-Avi 架橋体による細胞死誘導における IFN-γ前処理の効果 
a) MTT アッセイ。被検細胞：ヒト結腸がん由来 HT-29 細胞。横軸に示す各濃度のヒト IFN-γによ
る 24 時間の前処理に引き続く各被検試料による 72 時間処理後の細胞生存率を、PBS 緩衝液のみに
よる場合の平均値を 100 として示した。被検試料：青、PBS 緩衝液のみ；緑、フルオレセイン担持
ウシ血清由来アルブミン（ネガティブコントロール）；オレンジ、hFasLECD-Avi 1:1 架橋体。被検
試料濃度：左、100 ng/ml; 右、1000 ng/ml。各条件についての 4回の独立した測定より平均値な
らびに誤差を算出した。 b) HT-29 細胞の形態写真。各試薬（左、PBS 緩衝液のみ； 右、100 IU/ml 
ヒト IFN-γを含む PBS 緩衝液）による 24 時間の前処理後に hFasLECD-Avi 1:1 架橋体試料（100 
ng/ml）による 72 時間の処理を実施したもの。©Michiro Muraki（（クリエイティブ・コモンズ・ラ
イセンス（表示 4.0 国際））[2]を改変して作成。 
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存在および非存在条件下でのFLAG-GlyCys(Gly)4-hFasLECDに関するフルオレセイン5-
マレイミド修飾体および上記の hFasLECD-PEG3-TCOと Avi-PEG4-MTZの 1:1 架橋体
の 2 種類の試料に関する評価をMTT アッセイ法による細胞生存率測定試験（生体分子計
測研究所社受託）により行なった[2]。いずれの場合にも hFasLECD に関する部位特異的
化学修飾体試料のみの場合には有意な細胞死誘導活性は検出されなかった。この結果は生
体内において膜タンパク質である hFasL からマトリックスメタロプロテアーゼの一種で
ある MMP7 による切断により生成することが知られている可溶型の hFasLECD が非常
に弱いアポトーシス誘導活性しか示さないという実験結果[76]と一致している。他方、上
記のようなアポトーシス誘導を増強させるための処理を施した場合、前者では 2 μgmL-1

の架橋用抗体共存下で 100 または 1000 ngmL-1の hFasLECD 試料を用いた 72 時間の
処理により約50%への細胞生存率の低下が[68]、また後者については、100 IUmL-1の IFN-
γによる 24時間の前処理存在条件下において、いずれの試料を使用した場合にも 100ま
たは 1000 ngmL-1の hFasLECD化学修飾体による 72時間の処理によりほぼ全ての被検
細胞の死滅が観測された（図 10）[2]。 
上記の抗 FLAG 配列抗体を用いる架橋処理あるいは IFN-γを用いる前処理を施した条

件下における hFasLECD の各部位特異的化学修飾体による細胞死誘導後の被検細胞を光
学顕微鏡により観察したところ、いずれの場合についてもアポトーシス誘導の結果生じた
と考えられる擬円形に収縮した形態の細胞の特徴を示していた（図 10）[1,2]。前者の場
合、抗体による架橋により少なくとも 2組以上の hFasLECDと hFasR の複合体が近接し
て形成される[29]。一方、後者に関しては、IFN-γはヒト体内において hFasL と同様にナ
チュラルキラー（NK）細胞ならびに細胞障害性 Tリンパ球（CTL）細胞から産生されるサ
イトカインとして標的細胞上の特異的受容体を介した生体防御活性の発現に関わっている
ことが知られており[77]、標的細胞表面上の hFasR 分子の増加や局在化を誘起すること
により hFasL によるアポトーシス誘導に対する感受性を高めることにも寄与していると
考えられている[28,78,79]。本研究で得られた実験結果は、可溶型の hFasLECD を用い
た場合でも標的細胞表面に発現する FasR との複合体をある一定以上の密度で形成させる
ことにより効率的なアポトーシスによる細胞死を誘導することが可能である、というこれ
までの研究に基づく作業仮説[80]を改めて支持するものである。加えて、後者の系におい
てはhFasLの主な供給源であるNK細胞やCTL細胞から分泌生産される IFN-γを利用し
ていることから、前者のような元来ヒト体内には存在しない FLAGタグ配列を認識する架
橋用抗体分子を用いる場合に比べて、より生体内で生じているアポトーシスに近い機序で
の細胞死の誘導がなされているのではないかと推定される。 
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4. 今後の展望 
上述したように、hFasLECDの P. pastoris を宿主とする各種誘導体の発現生産ならび

に発現産物に関する部位特異的化学修飾体の調製を手段とする高機能化を目指した分子デ
ザインは、未だようやく基本的な方法論が構築されつつある段階である。2010 年に日本
インターフェロン・サイトカイン学会より出版された書籍「サイトカインハンティング」
にも詳しく記述されているように、日常ヒトの免疫系を巧みに制御している各種の重要な
サイトカイン分子の発見や同定には、日本人研究者が深く関わったものが多い[4]。とりわ
け本稿で対象とした hFasL は、1.1 項でも述べたように標的細胞に対するアポトーシスの
誘導という医療応用上有用な特異な機能を有している[5]。そのため、発見当初から単にそ
のヒト体内での生理学的ならびに病理学的役割の面からの興味に留まらず、がんや自己免
疫疾患など薬物による治療という観点からは未だ医療上の目標が充分に達成されたとは言
い難い重大な疾病を対象とした臨床応用が強く意識されると共に、期待も高かったのでは
ないかと思われる[81,82]。 
しかしながら、初期に行われた実験用マウスを用いた全身性投与実験の際に生じた劇症

肝炎の発症が主因と考えられる死亡事例[19,83]からも推察されるように、機能性蛋白質
素子としてhFasLECD単体やアゴニスト型抗hFasRモノクローナル抗体のみを用いた治
療法の開発はかなり困難を伴うのではないかと考えられる。この課題を解決するための糸
口の一つとして、これまでにもがん細胞等への特異的なターゲティングのための scFv 型
抗体フラグメントとの遺伝子レベルでの結合を手段とした融合蛋白質の調製を始めとする
hFasLECD に関する各種の誘導体の設計、開発が試みられてきた（表 1）。本稿で紹介し
た部位特異的化学修飾法による融合蛋白質分子の調製は、原理的には scFv 型フラグメン
トだけでなく全長分子を含む他の各種の形態の抗体分子等にも適用可能ではないかと推測
され、新規な形態の機能性素子成分を含む治療用融合蛋白質分子の創製につながると考え
られる。また、hFasLECDはマウス由来の FasRに対しても特異的に結合し、アポトーシ
ス誘導活性を示すことが知られている[84]。P. pastoris で生産された可溶型 hFasLECD
は、マウス FasRを発現するリンパ球由来のW4細胞に対する細胞障害活性に関する試験
管内での試験においては当該レセプターに対するアゴニスト型モノクローナル抗体の一つ
である Jo2に比べて少なくとも 20倍以上の高い比活性を有することが示されており、ま
たマウスを用いた肝臓への毒性に関する生体内での試験ではその障害活性の程度は Jo2
に比べて 50 分の 1 以下であることも明らかになっている[19,34]。マウスを用いたこれ
らの実験結果はヒトを対象とした細胞死誘導型治療用蛋白質の開発を目指す上でのアゴニ
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スト型抗hFasRモノクローナル抗体に対するhFasLECDの優位性を暗に示すものである
が、適切な部位特異的化学修飾の適用により正常組織への重篤な副作用がさらに軽減され
ることが望まれる。 
アビジンとの架橋体は各種のビオチンを坦持した分子と強く結合すると考えられ、多様

な機能性分子や材料と安定な複合体を形成させることも可能である。また、細胞表面に表
出する hFasR 分子は IFN-γ以外にもウイルスの感染[82]、臨床的に用いられている抗が
ん剤[85]、γ線照射[86]あるいは高濃度のグルコース[87]等の作用により有意に増加する
ことが知られている。この現象は、3.5 項で例示したように、単独では弱い可溶性
hFasLECD 誘導体の標的細胞に対する細胞死誘導活性を増強させる手段として実際の疾
病治療法の開発においても応用できる可能性を秘めているように思われる。血清などの各
種体液中に含まれる可溶型の hFasRECD は将来的ながんによる死亡[88]、糖尿病や心血
管病の発症増加[89]あるいはある種の急性腎臓病の進展予後[90]などに関するリスク因子
として、各種の疾病に関わる予測のためのバイオマーカーとしての有用性が指摘されてい
る。また、hFasL に結合するもう一つの特異的レセプターであり、体内でのがんの増殖や
炎症反応に関する有用なバイオマーカーとしても知られている hDcR3[91]についても臨
床上の固形がん患者の予後の推定に利用できることが示唆されている[92]。hFasRECDや
hDcR3のみを選択的に認識できるhFasLECDの部位特異的化学修飾体は疾病の診断用シ
ステムや治療薬の開発のための評価用システムを構築する際の分子ツールとしての利用も
可能ではないだろうか。 
P. pastoris を宿主とする発現生産系は、これまでに多種類の異種組換え蛋白質に関す

る大量調製の実績が豊富にあり高い確率で哺乳動物由来の培養細胞を用いる発現系に比べ
てより短期間かつ低コストでの目的蛋白質の生産が可能という、産業応用上の利点を有し
ている[13,15]。また、哺乳動物細胞を用いる発現生産の場合のようなヒトに感染する可能
性のある病原性ウイルスの混入についても危険性は少ないものと思われる。他方、付加さ
れる糖鎖構造が高マンノース型であり哺乳動物細胞由来のものとは異なることから、この
糖鎖構造の違いに起因する免疫原性の惹起などの副作用が心配されるが、近年では哺乳動
物細胞由来のものと類似した複合型糖鎖の付加が可能な株の開発も進んできた[93]。さら
に現在では、知的財産面での制約についても、ATUM 社から野生型株に加えて PEP4 や
PRB1 などの液胞プロテアーゼに関する欠損株を含む発現生産に適した数種類の “IP-
Free Pichia strains” やそれらを用いる蛋白質の生産に適した発現ベクターが市販されて
おり（コスモバイオ社扱い）、これらの製品を利用して製造した蛋白質の商用目的での使用
についてはライセンスの取得を必要としないようである[94]。 
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近年、蛋白質分子の部位特異的化学修飾に適した生体直交型（bioorthogonal）の化学
反応が種々開発されてきている[95]。中でも、本研究において使用した MTZ 基を含むジ
エン分子と TCO基を含むジエノフィル分子との間での iEDDA付加反応は、非常に高い反
応速度定数（10～102 M-1s-1）を有し、かつ各官能基が通常蛋白質分子が変性を起こしに
くい生理的 pH の緩衝液条件下において適度な化学的安定性を兼ね備えているため、とり
わけ蛋白質分子間の架橋反応として大変利用価値が高いと考えられる[96,97]。一方、高分
子量の蛋白質分子間の部位特異的化学架橋体を調製する場合、目的とする架橋体を高収量
で経済的に得るためには反応条件に関する予備的検討が重要と思われる。最終的に精密な
糖鎖構造を考慮に入れた哺乳動物細胞発現系で生産した被化学修飾用蛋白質が求められる
場合においても、その前段階としての条件探索的研究では試験に供するための精製試料は
多量に必要になると予想される。この点でも P. pastoris を宿主とする発現生産実験は比
較的安価に実施可能であるため有用であろう。本稿で紹介した hFasLECD 誘導体の P. 
pastoris を宿主とした発現生産とその部位特異的化学修飾体の調製が、近い将来に実際の
医療面での課題解決を図る上での有効な手段に発展することを期待したい。 
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