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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

鎌田芳彰助教（国立基礎生物学研究所 進化多様性生物学領域）からヒト mLST8 タンパク質の組

換え産生の依頼を受け、本事業で高度化を進めた分裂酵母(Schizosaccharomyces pombe)発現系を用

いてその大量生産に成功した。ラパマイシンは免疫抑制剤としてだけでなく、抗ガンや寿命延長作

用など多様な活性が報告されており、その細胞内標的因子は Target Of Rapamycin (TOR)と名付け

られた Ser/Thr-特異的タンパク質キナーゼである。mLST8 は TOR キナーゼと安定に結合する主要サ

ブユニットの一つであるが、その役割や生理学的機能は明らかでない。mLST8タンパク質を分裂酵母

で組換えタンパク質として生産・精製し、TOR 複合体サブユニットやその他の細胞内タンパク質との

相互作用の生化学的・構造生物学的解析を可能にするために、GST融合タンパク質としてビタミン B1

誘導プロモーターから発現することによってクーマシー染色レベルの発現を確認した。タンパク質

分解酵素遺伝子の多重破壊株を宿主として発現効率と安定性の向上にも成功し、さらにアフィニテ

ィ精製を行った。一部、不溶であったものの、可溶画分から精製できたものについてはヒト培養細胞
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抽出液と混合し、mTORキナーゼとの結合活性を検定することができた。 

 分裂酵母を宿主として発現したタンパク質の簡便な精製を可能にし、その発現系の汎用性を高め

るために、ビタミン B1 飢餓で発現誘導可能な nmt1 プロモーターや熱ショックタンパク質遺伝子プ

ロモーターを持つベクターを構築し、さらに GSTや各種 epitope tagとの融合タンパク質を発現す

るためのベクターを準備した。真核生物由来タンパク質の組換え生産のモデルケースとして、酵母

およびヒト細胞由来のタンパク質キナーゼの大量発現と精製の試行実験を行い、産生したキナーゼ

の活性確認に成功した。また、組換えタンパク質を培地中に分泌させることを目的として、分泌シグ

ナル配列を用いた分裂酵母発現ベクターを新たに構築した。すなわち、目的とするタンパク質のア

ミノ末端に、カルボキシペプチダーゼ-Y (Cpy1) の分泌シグナル配列を融合して発現させるベクタ

ーを作成して、タンパク質キナーゼをこのベクターから発現させたところ、培地中に分泌された目

的タンパク質が検出できた。また、弱い界面活性剤を用いることによって、分泌後に菌体に吸着して

いる組換えタンパク質を効率よく回収できることを見出した。さらに、強力な熱ショックタンパク

質遺伝子のプロモーターを組み込んだ発現プラスミドやタンパク質分解酵素遺伝子を多重破壊した

宿主株を新たに導入し、細胞毒性のない組換えタンパク質の組換え発現において産生量や粗抽出液

中の安定性を高めることにも成功した。 

 分裂酵母を用いて発現した組換えタンパク質の構造解析や複合体解析を可能にするための分子標

識技術として、14N標識や組換えタンパク質中の特定の残基を人工アミノ酸に置換する技術を確立し

た。分裂酵母で発現する組換えタンパク質の 14N標識に用いる EMM (Edinburgh Minimal Medium) 培

地中の塩化アンモニウム濃度を減少させた場合の分裂酵母細胞の生育とタンパク質発現を検討し、

塩化アンモニウム濃度の最適化を行った。また、特定の残基の標識・修飾を可能とする人工アミノ酸

置換システムを確立するために、大腸菌のサプレッサー tRNATyr および変異型のチロシル tRNA 合成

酵素を分裂酵母において発現するプラスミドを構築した。組換え発現するタンパク質をコードする

塩基配列において、目的の残基をコードするコドンを終止コドン（アンバー）に置換した発現プラス

ミドと共に分裂酵母に導入したところ、終止コドンの位置に培地に添加した人工アミノ酸が挿入さ

れた組換えタンパク質の発現が確認できた。光反応性の人工アミノ酸を導入した場合には、分裂酵

母生細胞に紫外線を照射することで複合体構成因子間に架橋反応を誘導することにも成功し、他研

究者への技術供与が可能になった。 

 

 

Rapamycin is a potent immunosuppressant, but this drug is also known for its activities against 
cancer cell proliferation and for life span extension. The cellular target of rapamycin is a Ser/Thr-
specific protein kinase named TOR, which forms a high molecular weight complex together with 
multiple regulatory subunits, including mLST8. Here we show that human mLST8 can be 
produced at a high level as a recombinant protein in the fission yeast Schizosaccharomyces pombe. 
The protein was successfully expressed from the thiamine-repressible promoter as a fusion to 
glutathione S-transferase (GST) at a detectable level by Coomassie blue staining. Expression in 
a fission yeast strain which lacks multiple protease genes allowed increased expression and 
stability of GST-mLST8. The soluble fraction of GST-mLST8 was affinity-purified and assayed 
for its ability to bind the mTOR protein kinase in the lysate of cultured human cells. These 
studies contribute to biochemical and structure biological analyses of mLST8 to elucidate its 
function. 

 
The fission yeast S. pombe is only distantly related to the budding yeast Saccharomyces and 
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can serve as a unique eukaryotic host to express recombinant proteins. To further develop the 
fission yeast expression system for diverse research purposes, we constructed a number of 
expression vectors using the thiamine-repressible promoter and the heat-shock gene promoter in 
combination with different types of tag sequences such as GST and the commonly used epitope 
tags. Using those vectors, protein kinases from fission yeast and humans were successfully 
overproduced in their active forms. We also constructed a vector to express recombinant protein 
as a fusion with the secretion signal sequence derived from the carboxypeptidase Y (Cpy1), so 
that the protein can be recovered in the culture medium in the presence of mild detergent. In 
addition, new expression vectors with the heat shock gene promoter and a strain lacking multiple 
protease genes were found to significantly improve production and stability of recombinant 
proteins. 

 
   Analysis of protein structure by NMR and X-ray crystallography as well as dissection of 
protein-protein interactions within a complex are greatly aided by molecular labeling techniques. 
Here we have developed methodologies to label recombinant proteins expressed in the fission 
yeast system. For 14N-labeling of recombinant proteins, concentration of NH4Cl in the Edinburgh 
Minimal Medium (EMM) was optimized by examining the rates of host strain growth and protein 
expression at different NH4Cl concentrations. In addition, a protocol to incorporate unnatural 
amino acids (UAA) into recombinant proteins has been established; we constructed a plasmid to 
express the bacterial amber suppressing tRNATyr together with a modified version of Tyr 
aminoacyl-tRNA synthetase. In fission yeast strains carrying this plasmid, UAA was successfully 
inserted to recombinant protein where the amber codon was introduced within the gene encoding 
the recombinant protein. When photo-reactive UAA was used, interacting proteins were 
covalently crosslinked within living S. pombe cells irradiated by UV light. These techniques are 
expected to allow researchers to utilize fission yeast as a protein expression system useful for 
protein structure and in-vivo interaction studies. 
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