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【緒言】メタノール資化性酵母Pichia pastorisは、メタ

ノールで誘導可能な AOX1 プロモーターを有しており、

効率的に異種タンパク質発現を誘導することができる。

しかし、過剰なメタノールは菌体に対して有毒であるた

め、誘導期間中のメタノール濃度を適切に制御すること

が重要である。 
 本研究では、組換えP. pasotrisを用いた一本鎖抗体(抗
bisphenol A scFv)の効率的生産を目的とし、最適なメタ

ノール供給方法の検討を行った。これまでの研究で、誘

導期間中にメタノール濃度を 2.0vol%に保持すると、メ

タノール濃度を 1.0vol%に保持する際よりも顕著に高い

生産速度が誘導初期に得られるが、誘導途中で生産速度

が低下し、最終的に高い scFv生産量は得られないことを

見出した。 
そこで、誘導初期のメタノール濃度が scFv生産におよ

ぼす影響について検討し、生産性の向上を試みた。 
【実験方法】菌株にはP. pasotris GS115に抗bisphenol A 
scFv遺伝子を組み込んだものを用いた。菌体増殖は、ま

ずグリセロールを炭素源とする回分培養を行い、続いて

80 %グリセロールを供給する半回分培養を行い、OD600

が 400 程度となるまで増殖させた。その後、100 %メタ

ノールを供給する半回分培養で scFv発現を誘導した。培

養条件は、温度30℃、pHは30 %のアンモニア水によっ

て菌体増殖期 5.0、誘導期 7.0 に調整し、撹拌回転数

400~1000 rpm、空気供給量1.0~2.0 vvmで行った。 
誘導期におけるメタノール供給方法として、培地中の

溶存酸素濃度(DO)を指標として基質を供給するDO-Stat
と、メタノール濃度を一定に制御するために Katakura
らの方法 1)を用いたMethanol Control System (MCS)の
二通りの供給方法を用いた。 
【結果および考察】誘導初期の各メタノール濃度におけ

る scFv生産量の経時変化をFig. 1に示した。MCSを用

いてメタノール濃度を 3.0vol%に保持した際に、誘導初

期における生産速度は最も高くなった。これは、メタノ

ール濃度 3.0vol%において、AOX1 プロモーターの脱抑

制が最も効率的に行われたためと考えられる。一方、メ

タノール濃度を 4.0vol%で保持した際には、scFv 生産は

すぐに停止したため、メタノール濃度は過剰と考えられ

る。 
 メタノール濃度を 3.0vol%に保持した際に得られた高

い生産速度を維持するため、生産速度の低下が始まる誘

導開始から4時間の時点でDO-statに切り替える手法で

培養を行った。その結果、生産速度の低下が起こること

なく scFvは生産され続け、一般に最適とされるメタノー

ル濃度0.5vol%における生産量を越え、DO-statのみをメ

タノール供給に用いた時よりも1.6倍以上高い242.3 mg 
L-1に達した。 
結論として、誘導初期のメタノール濃度は 3.0vol%と

なるよう MCS を用いて制御し、その後 DO-stat に切り

替えてメタノール供給を行う方法が、scFv生産にとって

効率的であると考えられる。 
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Fig. 1 Time courses of scFv production  
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