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ヒトをはじめ，高等生物や微生物のゲ

ノム解析が進展し，多くの遺伝情報が

日々蓄積してきている．遺伝子構造解析

から得られる情報は，タンパク質を構成

するアミノ酸の結合順序であるが，言わ

ば生命体素子の単語のスペルが解読され

ただけで，その意味については不明であ

る．DNA巻物に記載されている生き物の

生涯をひもとくため，あるいは優れた生

物機能を産業に利用するためには，まず

１つ１つの遺伝子暗号をもとに活性を保

持したタンパク質へと物質変換し，その

機能や構造を解明することが必要とな

る．ゲノム情報を最大限に利用する21世

紀のタンパク質生物学と生命科学産業の

方向性と，実現に向けて必要とされる技

術開発を図に展望した．

か つ て ， Thyrotropin Releasing

Hormone 研究に，65万頭のブタと羊の

頭を実験に用いた話は有名である．とこ

ろが今日においても，タンパク質をハイ

スループット調製することは容易なこと

ではない．ポストゲノム時代に対応でき

るタンパク質生産法の要件としては，①

種々生物遺伝子ソースから活性を保持し

たタンパク質をゲノムワイドに調製でき

ること，②操作が安全で簡単，③低コス

ト，かつ，④生命倫理にやさしい，こと

であろう．

この５年ほどの間に，生細胞をベース

とした組換え技術や無細胞タンパク質合

成技術が進展し，それぞれの手法を使い

分けることによって，タンパク質のリフ

ォールデイング操作なしでも，ゲノム情

報を利用するためのほぼ初期の要件を満

たすまでになってきた（図，橙色－黄色

部分）（表1）．本特集では，遺伝子産物

の機能・構造解析に焦点を絞りポストゲ

ノム研究に向けたハイスループットタン

パク質生産法について，生細胞系１）２），

および無細胞系３）のそれぞれの優れた特

性と限界などについて紹介する．特にわ

が国におけるタンパク質生産技術は世界

をリードするレベルにあることから，タ

ンパク質の発現技術，アプリケーション

例や受託合成サービスについても，企業

から紹介していただく．

i ）技術開発の歴史

今日のタンパク質生産法の主流となっ

ている組換え法は，1970年代初期の黄色

ブドウ球菌の耐性遺伝子（β–Lactamase）

が大腸菌で発現するという発見から誕生

した．続く一連の研究，すなわち，酵母

などの下等真核生物の遺伝子が大腸菌で

は発現するものの高等真核生物の遺伝子

発現は起きないという現象の追求から，

組換え技術が大きく発展してきた．そし

て，組換えタンパク質生産法はインター

フェロンのような動物に微量しか存在し

ないタンパク質の大量生産を可能にし

た．

生きた細胞内で活性を保持したタンパ

ク質が合成されるには，遺伝子の正確な

転写，高い翻訳鋳型活性をもつmRNA構

造（５́ 末端の翻訳促進配列と宿主細胞

に合った翻訳コドン使用）に加えて，新

生ペプチド鎖の修飾や切断プロセシング

が必要である．このために，種々のDNA

配列を組み込んだ発現ベクターが開発さ

れてきた．すなわち，遺伝子の転写活性

を上げるプロモーター，翻訳促進配列

（大腸菌mRNAの例ではShine–Dalgarno配

列や昆虫ウイルスのもつIRES配列の利

用），新生ペプチドの小胞体膜への移行

とその切断に必要なシグナルペプチド合

成用の塩基配列や，精製・リポータータ

グ融合用のDNA配列である．タンパク質

組換え法による
タンパク質生産法

ポストゲノム研究に
向けたタンパク質調製

＜概論＞タンパク質発現システムの
歴史と利用法

遠藤弥重太

遺伝子情報をもとに，タンパク質を自由自在にハイスループット合成する技術を確立することは，ポストゲノ

ム研究に向けた必須課題である．従来の生細胞を基盤とする組換え法には，生産できるタンパク質の分子種など

に限界があったし，無細胞タンパク質合成法には，合成量・コスト高など，実用的ではなかった．本特集では，

近年とみに技術開発のめざましい両タンパク質生産法の最先端システムを紹介するとともに，生細胞系と無細胞

系それぞれの優れた特性と限界などについて紹介する．



の生産にあたっては目的に合致した発現

ベクターの構築が必要となるが，今日で

は，種々の目的に合ったベクターが市販

されている．

もう１つのキーは，宿主細胞の選択で

あるが，種々の特性をもった宿主の研究

開発も同時に進展しており，多様な「宿

主生物－ベクター系」が確立されている．

すなわち，一般的な大腸菌や酵母を利用

する系の他にも，枯草菌，糸状菌系，植

物個体（培養細胞），昆虫個体（培養細

胞），や動物個体（培養細胞）などから

目的に応じた組換え系を選ぶことができ

る．

ii ）製品の特徴

組換え法によるタンパク質生産法のな

かでも最もよく利用されているのが培養

の簡単な大腸菌などの原核生物発現系

で，生産タンパク質の精製操作を簡便に

することを目的として枯草菌等を宿主と

する菌体外分泌系，高熱菌タンパク質の

生産や耐熱タンパク質の創成手段として

高熱菌を宿主とする組換え系も開発され

ている．しかしながら，原核生物を宿主

とする発現系の最大の限界は，真核生物

に多いマルチドメインタンパク質を高品

質で生産することが困難な点にある．こ

れは，原核生物と真核生物が進化の過程

で至適化された翻訳産物のフォールディ

ング機構の差異に起因すると考えられて

いる．すなわち，前者は翻訳後フォール

ディング様式（Post–translational Folding）

で，後者のそれは翻訳と共役したフォー

ルディング（Co–translational Folding）

である．その分子機構についてはほとん

ど不明であるが，真核生物遺伝子を原核

生物翻訳系で発現させた場合，リボソー

ム上でのペプチド合成速度が真核生物の

10倍程度高速であるために〔新生ペプチ

ド鎖はリボソーム粒子のトンネル（疎水

環境）から水溶液中に放出される〕，よ

り速度の遅いフォールディング反応が追

いつけないものと，定性的には説明され

ている３）．

しかし，大腸菌系を用いるマルチドメ

インタンパク質生産技術が最近開発され

た．タカラバイオ株式会社（240頁参照）

は，低温プロモーターをうまく利用し，

転写速度とリボソームのペプチド合成速

度を低下させることによって，マルチド

メインタンパク質のミスフォールディン

グ問題を解決しようとする大腸菌・コー

ルドショックベクター技術と，目的タン

パク質特異的な標識を可能とするSingle

Protein Production Systemを開発してい

る．

実用的な高等動物細胞を宿主とするタ

ンパク質生産法として，昆虫，昆虫細胞

や哺乳動物由来培養細胞系をあげること

ができる．片倉工業株式会社（236頁参

照）は，カイコとバキュロウイルスを組

み合わせた「スーパーワーム」システム

を確立している．この技術は，翻訳後修

飾生産されるタンパク質の生産を可能と

し，天然型に近い構造を有する産物の生

産に適している．

哺乳動物由来のタンパク質生産には，

本来の環境に近いシステムで発現させる

ことが重要であるとの観点から，インビ
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遺伝子・ゲノム情報 

必要とされる開発技術 

タンパク質の機能・構造解析 
（遺伝子辞書の作成） 

複合型タンパク質の 
機能・構造解析 

細胞レベルタンパク質 
ネットワーク地図作成 

個体レベルタンパク質 
ネットワーク作動地図作成 

遺伝子発現技術 

タンパク質解析基盤技術 

・生命現象の理解 
・診断・医薬品開発 
・新規バイオ産業など 

タンパク質チップと 
生命情報集積・再現手法 

生命体シミュレーション
用情報工学システム 

図●ゲノム情報の利用に必要な技術開発と，ポストゲノム時代の科学と産業



トロジェン株式会社（234頁参照）は，

哺乳動物細胞であるHEK293由来細胞や

CHO細胞を宿主細胞として用いる

FreeStyleTM MAX Expression Systemを開

発している．

組換え生産法の欠点としては，培養や

タンパク質発現誘導条件の設定などに熟

練を要すことから，“誰にでも・何時で

も・思いのまま”にゲノムワイドなタン

パク質生産ができないことである．さら

に，一般的にはタンパク質の修飾をコン

トロールすることや複合体タンパク質の

合成が難点である．なかでも，生細胞の

生理を撹乱するタンパク質の生産は原理

的に困難を伴うことが多い．また，

SARSウイルス研究者が実験中に感染し，

死に至るといった不幸な例も記憶に新し

い．このような問題点を解決する手段と

して，生命科学と化学的手法を融合し，

生物体の優れた特性を最大限に利用しよ

うとする，無細胞タンパク質合成法をあ

げることができる．

i ）技術開発の歴史

無細胞タンパク質合成法とは，生体の

遺伝情報発現系を人工容器内に取り揃

え，遺伝子DNAからタンパク質を鋳型合

成する試験管内合成法である．無細胞タ

ンパク質合成法は，生細胞中のそれと同

等のペプチド合成速度と正確性を保持し

ており，さらに，生きた生命体を利用し

ないので生理学的制約を受けることがな

く，合成可能な分子種を飛躍的に拡大で

きることが期待できる．しかしながら，

試験管内へ取り出した翻訳酵素群のアミ

ノ酸重合活性は不安定で得られる収量が

きわめて低く，タンパク質の調製法とし

ては利用できなかった．A. Spirinらは，

翻訳反応の進行に伴って消費される基質

（アミノ酸，ATP, GTP）を反応槽へ連続

的に供給すると同時に，合成されたタン

パク質や翻訳阻害副産物（ピロリン酸な

ど）を限外濾過膜を通して反応系外へ排

除する連続式無細胞タンパク質合成反応

法を考案した．実際，この反応法を用い

て大腸菌抽出液を利用する無細胞タンパ

ク質合成反応を行うと，従来のバッチ反

応方式のタンパク質合成量をはるかに上

回る収量を得ることができる．しかし，

前述のように大腸菌には原核生物に生来

備わっている翻訳反応様式の特性から，

in vivoであれin vitro系であれ，真核生物

に多いマルチドメインタンパク質を活性

型フォームで合成することにもともと大

きな限界があった．

一方，ウサギ網状赤血球溶血液を酵素

源とする無細胞系も，高等生物の遺伝子

産物の同定手法として利用されてきた．

しかし，tRNA種がグロビンmRNAのコド

ン使用に特化されていることや，溶血操

作過程で網状赤血球膜から混入するリボ

ヌクレアーゼMによってmRNAが消化さ

れるためにタンパク質合成効率が低く，

タンパク質の調製法としては利用できな

かった．

その他，酵母，培養癌細胞等を材料と

する多くの真核生物無細胞系が開発され

ているが，いずれも翻訳酵素群の不安定

性に起因する低い合成収量の問題点があ

った．コムギ胚芽など高等植物の胚芽に

は，発芽（冬期）に備えて活性の高い翻

訳装置を大量に貯蔵していので，無細胞

系調製の優れた材料であると考えられ

た．しかしながら，他の無細胞系と同様

に，試験管内に取り出した翻訳酵素系が

不安定なために，タンパク質の調製法と

しては利用できなかった．

ii ）コムギ胚芽無細胞システム

筆者らは，すべての無細胞系に一般的

にみられる翻訳反応の不安定化現象解明

の研究から得た知見をもとに，真核生物

コムギ胚芽無細胞タンパク質合成システ

ムの効率化・安定化に成功し，その他の

新規要素技術を統合することによって，

実用的な無細胞タンパク質合成プロトコ

ールを完成させた．表2に，バージョン

アップされた３種類の実用的な無細胞タ

ンパク質合成法の特性をまとめた．表2

からわかるように，コムギ胚芽無細胞タ

ンパク質合成法は，前述の組換えタンパ

ク質生産法の欠点をほぼカバーできる．

実際，ウィスコンシン大学のJ. Markley

らは，本法を真核生物タンパク質の

無細胞法による
タンパク質生産法
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表1●組換え系と無細胞系の性能比較

操作・性能など

合成・精製の操作

合成可能な分子種
分子の修飾
特異的な同位体標識
合成収量
産物の品質検定費用
生物汚染のリスク
生命倫理問題

組換え系

細胞培養の熟練・労力
遺伝子設計による制御
制限あり（宿主生理攪乱）
可能（未修飾産物は困難）
通常は困難
～数mg/1ml培養液
１
あり
あり

無細胞系

生化学反応なので容易
反応制御，全自動化が可能
非天然型タンパク質も可能
両分子型の調製が可能
容易（標識アミノ酸の添加）
～数mg/1ml反応液
１/３
遺伝子組換えの規制なし
なし



NMR解析用試料調製に利用し，その有

用性を従来の大腸菌組換え法と比較して

いる４）．

しかし，本コムギ無細胞法は未だオー

ルマイティーではない．例えば，膜貫通

ドメインの多い膜タンパク質では，合成

産物の大部分が不溶化しているため，リ

フォールデイング処理を必要とする．界

面活性剤の選択やリポソームを共存させ

るなどの合成技術改良が残された課題で

ある．実用的な真核生物型無細胞タンパ

ク質合成法については，株式会社セルフ

リーサイエンス（238頁参照）が紹介す

る．

iii ）今後の展望

以上のようにしてタンパク質合成分野

は研究開発に注目を浴びているが，新規

バイオ産業の創出に向けては，タンパク

質複合体，膜タンパク質複合体や種々の

修飾タンパク質の生産，さらに，生物情

報関連など（図，青→ピンク色）の新規

基盤技術の開発が必要である．

参考文献
１）組換えタンパク質生産法，「生物化学実験法

45」（塚越規弘／編）：学会出版センター，

2001

２）Studier, F. W.：Protein Expression Purif.,

41：207-234, 2005

３）Endo, Y. et al.： Current Opinion in

Biotechnology, 17：1-8, 2006

４）Vinarov, D. A. et al.：Nature Methods, 1：

149-153, 2004
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表2●代表的な無細胞タンパク質合成系の性能比較

A：高等動物のマルチドメインタンパク質産物の酵素活性やリフォールディング未処理試料の抗原
活性．

B：小胞体膜（犬膵臓）共存下におけるコア糖鎖の付加．
C：タンパク質の生産は可能であるが不溶性なので，リフォールディング処理が必要．

産物の特性 大腸菌 ウサギ網状赤血球 コムギ胚芽

フォールディング 翻訳終結後 翻訳共役 翻訳共役
翻訳産物の品質A 低い 高い 高い
翻訳コドン選択性 狭い 狭い 広い
修飾反応B 困難 可能 可能
膜タンパク質C 可能 可能 可能
S-S結合 可能 困難 可能
価格 低 高 低

遠藤弥重太（Yaeta Endo）
愛媛大学教授．
1946年に徳島県で生まれる．徳島大学医学部栄養学科卒業，保健
学博士．徳島大学助手，講師，シカゴ大学生命科学研究所でポスド
クの後，山梨医科大学助教授を経て，1991年から愛媛大学教授．
現，無細胞生命科学工学研究センター長・愛媛大学理事．赤痢菌毒
素など，リボトキシンの分子機作の解明に続く，リボソームの構
造・機能解析にプローブとして利用した研究からSarcin-Ricin Loop
を発見し，リボソームRNAの機能的な重要性を示した．これらの知
見をもとに，コムギ無細胞タンパク質合成法の実用化に成功
（1999年）した．本技術をベースとして，遺伝子辞書の完成とタン
パク質ネットワーク解析用基盤技術の開発を進めている．
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従来，哺乳動物から大量に組換えタン

パク質を生産するためには，COS7や

CHO細胞から安定株を作製し，そのなか

から高発現する株を選別して大量培養す

る必要がありました．しかし，安定株の

作製には手間と技術を要し，数多くの組

換えタンパク質を得るためには多大な労

力が必要となります．弊社ではこれらの

問題を解決し，迅速に高収量の組換えタ

ンパク質を得るために“FreeStyleTM 293

Expression System”を販売しております．

このシステムでは293細胞から浮遊培

養に適し，かつ組換えタンパク質の生産

量が高い細胞株“FreeStyleTM 293–F”を

樹立し，専用のトランスフェクション試

薬“293fectin”を用いることで，通常の

293細胞に比べて発現量を３～５倍増加

させました（図1）．また一般的に哺乳細

胞から高収量の組換えタンパク質を得る

ためには安定株の樹立や無血清浮遊培養

への馴化などの操作のため期間が２～６

カ月必要となりますが，このシステムで

はプラスミドからの一過性発現であるた

め，わずか２～７日で高収量の組換えタ

ンパク質を得ることができます（図2）．

しかも，動物由来成分を含まない無血清

培地を使用するため結果が安定しやすい

こと，浮遊培養であるためスケールアッ

プが容易であることなどが利点としてあ

げられます．発現量も１ l培養で最大

FreeStyleTM 293
Expression System
の紹介

迅速・高収量の哺乳細胞発現システム
“FreeStyleTM 293, CHO”
インビトロジェン株式会社　粥川堅太郎

哺乳動物由来のタンパク質を活性のある状態で生産するためには，本来機能している環境に近いシステムで発

現させることが重要となります．インビトロジェン株式会社では従来手間と技術を要した哺乳動物細胞タンパク

質生産システムを改良し，HEK293由来細胞からmg単位で組換えタンパク質を効率よく生産する“FreeStyleTM

MAX Expression System”を販売・受託生産しております．本稿では最近上市したCHO細胞由来の新製品も含め

てこれらのシステムについて紹介します．

トランス 
フェクト 

A B

トランスフェクト 

選択と 
サブクローニング 

無血清浮遊培養 
への馴化 

保存と増殖 細胞収集 

タンパク質 

タンパク質 

plasmid

Replication  
Region

Ancillary Genes

plasmid

Replication  
Region

Ancillary Genes

CHO or HEK-293 
suspension cells

２～７日 ２～６カ月 

図2●一過性発現と安定株発現での作業期間の比較

A）Free StyleTM 293．通常，数カ月かかる発現がわずか1週間で終わります．B）従来の安定株発
現法
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図1●通常の293細胞（293-H, 293-
F）とFreeStyleシステムの発現
量の比較

通常の細胞に比べてFreeStyle 293-F細胞では3
～5倍の発現量の増加が見られました



400mgの組換えタンパク質が得られたと

いうデータもあり，他の発現系に比べて

も発現量に遜色はありません．

新製品の“FreeStyleTM MAX reagent”

というトランスフェクション試薬は，

FreeStyleTM 293細胞での発現を高めるだ

けでなく，新たに樹立した“FreeStyleTM

CHO”細胞へのトランスフェクションに

も利用できます．タンパク質の生産量も

FreeStyleTM 293と同様に高発現が期待で

きます（図3）．293細胞がヒト由来であ

るのに対して，CHO細胞はハムスター由

来ですので，目的タンパク質をより本来

の環境に近づけたい場合や逆に同種から

のタンパク質の混入を避ける際に使い分

けをする場合などご利用の幅が格段に広

がりました．

このシステムを用いることでさまざま

な利用法が考えられます．例えば一過性

発現という特性を生かして，数種類のプ

ラスミドを混ぜて共発現することによ

り，複合体として機能する抗体や酵素を

作製することが考えられます．また成分

が明確な無血清培地を用いるため，目的

タンパク質を夾雑物の少ない培地中に分

泌させれば精製も比較的容易に行うこと

が可能です．一番の利点はプラスミドさ

えあれば１週間程度で結果がわかるため

さまざまな組み合わせや方法を短期間の

うちに試せることです．

また，設備が無く大量培養ができない

方やシステムの導入前にお手持ちの遺伝

子で効果を試したいという方には受託サ

ービスも承っております．詳しい説明は

当社のwebサイト（http://www.invitro-

gen.co.jp/services/transient.shtml）をご

覧下さい．目的遺伝子のクローニングか

らトランスフェクショングレードのプラ

スミド抽出，発現条件検討，大量培養・

精製まで経験豊富なスタッフがプラスミ

ドのデザインからご提案させていただき

ます（図4）．

FreeStyleTM

Expression System
を用いて

CHO細胞も扱えるよう
になった新製品
FreeStyleTM MAX
Expression System
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粥川堅太郎

（Kentaro Kayukawa）
インビトロジェン株式会社
羽田事業所サービスラボ室長
〒143-0004
東京都大田区昭和島2丁目4番3号
TEL：03-5753-3006
FAX：03-5753-3007
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図3●FreeStyle CHO-Sを用いた場合のタンパク質生産量

1lあたり数mgから400mgものタンパク質発現が見られました

図4●受託サービスのwebサイト

FreeStyle発現サービス以外にも，クローニン
グ，大腸菌・バキュロウイルス発現，RNAi，定
量PCRなどさまざまなサービスをご提供してお
りますので， ご興味をお持ちの方はMa i l
（ jpcustom@invitrogen.com）またはTEL
（03-5753-3006）にてご連絡下さい
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SPP System®の概要

コールドショック発現ベクターは，低

温で特異的に機能するプロモーターを利

用しています１）．このコールドショック

発現ベクターとMazFを利用して大腸菌

由来のタンパク質発現を抑制し，目的タ

ンパク質のみの発現を効率的に行う発現

系が，SPP（Single Protein Production）

システムです．

MazFは大腸菌のタンパク質で，米国

New Jersey医科歯科大学の井上正順博士

らのグループによって，一本鎖RNAの特

定配列（ACA）を認識して切断するRNA

干渉酵素であることが示されました２）．

MazFと目的タンパク質を共役発現させ

ると，ほとんどの宿主由来のmRNAは

ACA配列を有するためMazFにより分解

され，新規タンパク質の発現が抑制され

ます．一方で，目的遺伝子中のACA配列

をサイレント置換すれば，目的遺伝子の

mRNAは切断を受けず，目的タンパク質

のみを効率よく発現させることができま

す３）．

タカラバイオでは，このユニークなシ

ステムを利用したタンパク質発現キット

（SPP System®）を販売しています．コー

ルドショック発現系と併せることで，

SPPの威力を最も発揮するように設計し

てあります．発現率が高い・可溶性にな

りやすいなどコールドショック発現系の

利点を保ちつつ，新生タンパク質の90％

以上は目的タンパク質となります．した

がって，構造解析などにおいて目的タン

パク質を特異的に同位体標識する場合に

最適です．例えば，NMRにおけるタン

パク質調製の際，効率良く15N，13C標識

されるためシグナルノイズ比が向上しま

す．実際SPPシステムを用いると，精製

操作なし（cell lysate）でも簡便にHSQC

測定が可能です．また，細胞毒性のある

セレノメチオニン（SeMet）などの導入

においても有用であることが示されてい

ます４）．

また，菌体を高密度で培養してもSPP

システムは機能するため，高価な標識用

培地などの使用量を節約することができ

ます．菌体当たりの目的タンパク質量も

多く，in vitro発現系，in vivo系の両方の特

長も併せ持った系と言えます．

実施例

実施例１：envZBの発現およびパルスラ

ベル実験

図1に示したように，envZBの発現量

は，MazF＋とMazF－でほぼ同等です

（1l培養液当たり22 mg）が，パルスラベ

ルでは，MazFの発現によって，宿主由

来のタンパク質の新規発現が抑制されて

いることがわかります．

実施例２：パルスラベルによる発現の経

時変化（図2）

目的タンパク質のみの
発現が可能な
SPP System®

コールドショック発現系とMazFを利用したSingle
Protein Production System（SPP System®）ならびに
タンパク質発現受託のご紹介
タカラバイオ株式会社　小代俊浩，田中啓二，栗津尚之，高蔵　晃

大腸菌コールドショック発現系は，従来の大腸菌発現ベクターと比較して，目的タンパク質を発現できる確率

や発現量，発現産物の可溶性度を向上させることができ，高純度発現も可能です．MazFとの組み合わせで目的

タンパク質のみを発現できる画期的なSPP System®と併せて，タンパク質研究の重要なツールとして皆様にご利

用いただいています．本稿では，コールドショック発現系を基盤とするタンパク質発現受託や組換えバキュロウ

ィルス／昆虫細胞発現系など真核生物を宿主としたタンパク質発現受託についてもご紹介します．

ACA配列を他の配列にサイレント置換した目的タンパク質の遺伝子を，SPPコールドショック発現ベクター
に挿入して発現用プラスミドを作製＊1．

↓
発現用プラスミドとMazF発現プラスミドで宿主大腸菌（BL21など）を形質転換．アンピシリンとクロラム
フェニコールで選択した形質転換体を同薬剤を含む液体培地に植菌し，37℃で培養＊2．
（同位体標識等を行う場合はM9グルコース培地などの最少培地を使用）

↓
OD600＝0.5付近で培養液を15℃に冷却し45～60分間放置した後，培養液にIPTGを加え，15℃でさらに24時
間以上振とう培養＊3．（パルスラベルを行う場合は，サンプリング時に放射性同位体標識アミノ酸を加え，さ
らに15℃で15分間静置）

↓
集菌，菌体破砕し，SDS-PAGEなどにより目的タンパク質を解析．

＊１：ヒト遺伝子などでACA配列を含まない遺伝子を作製する場合は，レアコドンなどを考慮した遺伝子全合成を行う
ことをお勧めします．発現量が劇的に良くなる場合があります．特に，1つのタンパク質について詳細に解析した
い構造解析の場合などは，是非，弊社の遺伝子合成技術をご利用下さい．

＊２：より長時間SPPを持続させたい場合は，アンピシリンの代わりにカルベニシリンを使用した方が，プラスミドの欠
落防止に有効です．

＊３：高価な培地で標識する場合など，IPTGを添加後，いったん集菌し，元の培養液の1/20から1/40程度の培地量にするこ
とも可能４）．例えば，１lで菌体を増殖させた場合，標識の入った培地はわずかに25 mlで良いことを意味します．

SPP System®による目的タンパク質の発現プロトコール
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MazF＋では，エオタキシン以外の大

腸菌由来のタンパク質の発現が大きく減

少しているのがわかります．菌体当たり

のエオタキシン発現量は保ったまま，発

現誘導後72時間まで目的タンパク質のみ

の発現が持続しました．

タカラバイオでは遺伝子クローンの取

得からさまざまな宿主を用いたタンパク

質発現まで各種サービスを提供し，皆様

の研究をサポートいたします．

大腸菌コールドショック発現系

大腸菌コールドショック発現系をはじ

めとする発現系構築や宿主／ベクター系

のスクリーニングおよびタンパク質の発

現・精製などを承ります．発現ベクター

構築，発現テスト，大量発現の他，オプ

ションとしてin vivoフォールディング，

in vitroリフォールディング，遺伝子合成

（GeneArt社の設計アルゴリズムによる最

適な塩基配列設計も可能）や，立体構造

解析を目的とした同位体標識やSeMet標

識も行っております．

組換えバキュロウイルス／昆虫細胞発現系

バキュロウイルスベクターは昆虫細胞

内で効率良く目的遺伝子を発現するた

め，活性を有するタンパク質の大量発現

実験には欠かせないシステムとして利用

されています．

発現系の特長は，①高発現量（１～

100 mg/l），②高分子タンパク質発現

（＞100kDa），③動物細胞と同様の翻訳後

修飾を受けるためタンパク質の構造，生

物活性，免疫学的反応性が天然物に類似，

④複数タンパク質を同一細胞内で発現さ

せ複合体を構成できるなどがあげられま

す．

また，発現系として20年以上の歴史が

あり，種々の改良により扱いやすいシス

テムに進化しています．Clontech社の

BacPAK Baculovirus Expression Systemなど

は定評のある発現システムです．ただ，大

腸菌発現系に比べると細胞の取扱いに経

験と技術が必要になります．弊社では経

験豊富な熟練スタッフが，発現遺伝子の

情報をもとにベクター構築，組換えバキ

ュロウィルス作製から，タンパク質発現，

精製，さらに抗体作製までの作業を承り

ます．

哺乳動物細胞発現系

動物由来の遺伝子を天然型タンパク質

として発現させるには，哺乳類細胞株を

用います．293細胞や293T細胞で一過性

発現を行うと1 l培養あたり数mgのタン

パク質発現が期待できます．また目的タ

ンパク質を大量に産生する場合，CHO細

胞株での安定発現細胞株の作製が一般的

です．CHO細胞株では無血清浮遊培養系

が確立されており，安全で純度の高いタ

ンパク産生（特に分泌タンパク質）が可

能です．

各種サービスの詳細につきましては，

弊社ドラゴンジェノミクスセンターへお

問い合わせください．弊社ホームページ

（http://www.takara-bio.co.jp/）でも製品

および受託サービスについての詳細をご

覧いただけます．
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タカラバイオ株式会社
ドラゴンジェノミクスセンター
〒520-2193
滋賀県大津市瀬田三丁目4-1
TEL： 077-543-7331
FAX：077-543-7225

図1●envZBタンパク質の発現（菌体
可溶性画分のCBB染色およびパ
ルスラベル）

Positive Control pColdⅠ（SP–4）envZBを
用い，MazF共役発現系（MazF＋）と非共役
発現系（MazF－）で発現を試みた．宿主に大
腸菌BL21を使用し，プロトコールに従って，
M9グルコース培地で培養，発現．一定量の培
養液をサンプルとして使用．CBB染色により発
現量を，パルスラベル実験により新生タンパク
質の発現を解析

図2●エオタキシンの発現（パルスラベル）

MazF共役発現系（MazF＋）と非共役発現系
（MazF－）でエオタキシンの発現の経時変化を
パルスラベル実験で追った例．SPP用コールド
ショック発現ベクターはpColdⅠ（SP-4）を，
宿主は大腸菌BL21を使用．プロトコールに従
って，培養，発現を行い，発現誘導後の各時間
でサンプリングした菌体をそれぞれパルスラベ
ルした．一定量の培養液をサンプルとして，SDS-
PAGEに供した




