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タンパク質は，リボソームで合成されたポリペプチド
が折りたたまれ，その機能を発揮する．タンパク質の折
りたたみには，DnaK系やGroEL系といった分子シャ
ペロンの“介添え”を必要とするものもある．また，こ
れらの分子シャペロンが変性途中のタンパク質を捕捉し
元の折りたたみ構造へ戻すことでその凝集や不完全な構
造によるプロテアーゼ消化を防いでいる．発現させるタ
ンパク質によっては，その特性・宿主への毒性などから
宿主細胞内で封入体を形成したり，あるいはまったく発
現しなかったり，細胞が溶菌してしまうなどの問題が起
こることがある．発現させるタンパク質の用途により封入
体でもよい場合があるが，本稿では，酵素活性などの機
能を保持した状態で発現させることを目的とし，大腸菌
を宿主として異種タンパク質を発現させた場合に，しば
しば経験する問題とそれを克服するヒントを紹介したい．

pETシステムの基本原理

タンパク質の高発現のためによく用いられるのは，
T7   RNAポリメラーゼとT7プロモーターを用いたpET
システムであろう．このシステムでは，L8-UV5   lacプ
ロモーターの支配下にT7   RNAポリメラーゼ遺伝子が
組み込まれたバクテリオファージ DE3の溶原菌を宿主
として用いる必要がある．pETシステムが使用可能な菌
名には，たとえばBL21（DE3）にように， DE3溶原
菌を意味する（DE3）の表記が必ずある．したがって，
BL21とBL21（DE3）の遺伝子型は同一ではない 1)．
誘導剤である IPTGの添加によりLacリプレッサーが

L8-UV5   lacプロモーター下流の lacオペレーターから
解離し，大腸菌由来RNAポリメラーゼによるT7   RNA
ポリメラーゼ遺伝子の転写が開始される．L8-UV5   lac
プロモーターとは，lacプロモーターへL8とUV5の変
異が導入されたものである．L8は培地中のグルコース
量減少への応答（転写の活性化）が著しく低下した変異
であり，誘導時のlacプロモーター活性はきわめて低い2)．
UV5は，L8変異のサプレッサーとして単離された変異
であり，-10領域がコンセンサス配列（5’-TATAAT-3’）
となっているため，誘導時のプロモーター活性が回復す
る．すなわち，このL8UV5変異により IPTG添加時の
lacプロモーターからの転写が強く促進され，T7   RNA

ポリメラーゼが生成する．大腸菌内で生成したT7 RNA
ポリメラーゼの特異性は非常に高くT7プロモーターの
みにしか作用しない．したがって，pETプラスミド上に
あるT7プロモーター支配下の異種遺伝子のみを集中的
に転写することが可能となり，異種タンパク質を大量に
発現・取得することができる 3)（図1）．このpETシステ
ムを使用したときにしばしば遭遇する問題点を中心に話
を進めたい．

トラブル―その1

異種タンパク質が大腸菌に対して毒性を保持している
ことなどの理由により，形質転換体が得られない，誘導
前に菌が溶菌する，十分な菌密度を得られない場合があ
る．このような時には，誘導剤を添加しない状態の異種
タンパク質の基底レベルの発現を抑えることでこの問題
を克服できる可能性がある．そのためには，T7プロモー
ターからの異種遺伝子の転写を抑制する方法と，T7 
RNAポリメラーゼの基底レベルの発現を減らす，ある
いはその活性を阻害するなどの方法がある．
プロモーター転写量制御　　pETプラスミドにある

T7プロモーターの下流に lacオペレーターを配し（T7lac
プロモーター），さらに lacリプレッサー遺伝子（lacI）
を載せたpETプラスミドを使用することで，異種遺伝
子の転写を抑制する方法がある．この方法では，lacI遺
伝子から発現されたLacリプレッサーはT7lacプロモー
ター下流に結合するだけでなく，宿主染色体にあるL8-
UV5   lacプロモーター下流の lacオペレーターへも結合
しT7   RNAポリメラーゼ遺伝子の転写も抑制する．そ
の他にも，T7 RNAポリメラーゼに結合しその活性を阻
害するリゾチーム遺伝子を，発現用プラスミドと和合性
のあるプラスミドに別途保持させたもの（pLysSまたは
pLysE）を使用する方法（図1網掛け部分），あるいは，
培地に終濃度0.5～1％のグルコースを加えてL8-UV5 
lacプロモーターからのT7 RNAポリメラーゼの発現を
押さえ込む方法が挙げられる．培地中のグルコースに対
するL8-UV5 lacプロモーターの感度はきわめて低いが，
グルコースによるカタボライト抑制を起こさせることは
可能である 4)．

pETシステムでは IPTGを誘導剤として用いるが，よ
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り厳密に制御するためL-アラビノースで誘導可能なプロ
モーター（araBADプロモーター）の支配下にT7   RNA
ポリメラーゼ遺伝子を配したシステム（BL21-AI）があ
る 5)．誘導剤を加えない場合，araBADプロモーターか
らのT7   RNAポリメラーゼの基底レベルの発現は低く
保たれ，グルコースの添加によりさらに抑制される．
プラスミドのコピー数を制御　　上述のプロモーター
からの転写量を制御する他にプラスミドのコピー数を減
らすことでこの問題に対処する方法もある．コピー数を
コントロールできるpETcoco発現ベクターには2種の複
製起点（oriVとoriS）と複製を開始するために必要な遺
伝子が組み込まれている 6)．アラビノースを添加した場
合には，oriVからの複製を開始するタンパク質が誘導
され，pETcoco発現ベクターを大腸菌1細胞当たり20～
50コピーに保持させることができる．一方，アラビノー
スを添加しない場合には，oriSからの複製により1細胞
当たり1コピーに保つことができるため，目的とする異
種タンパク質の発現量を低下させることができる．

トラブル―その2

タンパク質の過剰発現によく用いられるBL21株とそ
の誘導体は，lonプロテアーゼとompTプロテアーゼを
欠損しているため，誘導されたタンパク質は分解されに
くい．しかし，pETシステムにおいて，その強力な転写
活性にもかかわらず，タンパク質の発現量がそれほど多
くない場合がある．このような原因として，mRNAの
不安定性による異種タンパク質の転写・翻訳効率の悪さ

や，生成した異種タンパク質の分解などが挙げられる．
mRNAの安定化　　大腸菌のほとんどのmRNAは不

安定であり，その半減期は数分である．RNA分解酵素
RNaseE遺伝子に変異を与えた大腸菌を使うことで，こ
の問題を解決できる可能性がある．RNaseEは，9S 
rRNA（5S rRNA前駆体）のプロセシング，tRNAの3’
末端プロセシング，tmRNA（後述）のプロセシングな
どに機能する他にも，デグラドソームを形成しmRNA
を分解する．RNaseEのC末端ドメインを欠いた変異
rne131によってmRNAの安定性が向上することが報告
されており 7)，rne131変異が導入された大腸菌は，
BL21 Star（DE3）としてインビトロジェンから市販され
ている．
レアコドンの補充　　異種タンパク質を発現させる際

に，宿主のコドンの使用頻度を考慮に入れなければなら
ない場合がある．使用頻度が極端に低いレアコドンが
mRNAに散見される場合は，アミノ酸の取り込みの誤
り，翻訳フレームのずれやリボソームの停滞・停止など
の原因となる．アミノ酸の取り込みの誤り，翻訳フレー
ムのずれは，酵素活性の測定や機能解析には致命的であ
る．リボソームの停滞・停止は，目的タンパク質の発現
量の低下や，tmRNAによるトランス－トランスレーショ
ンの機構による分解をうけることが予想される 8)．
tmRNAは tRNAとmRNAのハイブリッドであり，
mRNAに相当する領域にはタンパク質分解酵素の標的
となるタグがコードされている．停滞したリボソームに
tmRNAが入ることにより合成途中のペプチドにタグが

図1．pETシステムの基本原理．網掛けの部分は，pLysSあるいはpLysEを保持する大腸菌で起こる抑制を示している．
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付加され，停滞していたリボソームが再び機能できるよ
うになる．
大腸菌では，アルギニン，イソロイシン，グリシン，

ロイシン，プロリンに対応するコドンに使用頻度の低い
ものがみられるため，これらのコドン（tRNA）を補充
すれば，リボソームの停滞などの問題を解決することが
できる．このようなレアコドン補充株は，Rosettaシリー
ズ（Novagen社），BL21-CodonPlusシリーズ（アジレ
ント・テクノロジー社）として市販されている．
異種タンパク質の安定化　　SDS-PAGEで異種タン

パク質の発現を確認した際，異種タンパク質の分解産物
に由来するバンドが多く見られることがある．この場合，
異種タンパク質の安定性を向上させることでこの問題を
解決できる可能性がある．開始メチオニンの次のアミノ
酸が，タンパク質の安定性を決定している．これをNエ
ンドルールという．タンパク質のN末端はホルミルメチ
オニンであるが，デホルミラーゼによりホルミル基が除
去され，次いでメチオニンアミノペプチダーゼ（MAP）
により開始メチオニンが除かれる．MAP活性は，開始
メチオニンの次のアミノ酸に依存しておりHis，Gln，
Glu，Phe，Met，Lys，Tyr，Trp，Argの場合は，分解
をほとんど受けないことが報告されている 9)．MAPの
働きにより露出した2番目のアミノ酸がロイシンの場
合，タンパク質の半減期がわずか2分と著しく短いこと
が報告されており 10)，N末端がML……のタンパク質を
大腸菌内で発現させるときは注意が必要である．

トラブル―その3

目的とする異種タンパク質が大腸菌内で封入体を形成
してしまい可溶性画分への発現がきわめて低いかまった
く発現しない場合には以下の方法が有効な場合が多い．
低温での発現　　発現時の培養温度を低温にシフトす

ることで，タンパク質の折りたたみを緩やかに進行さ
せ 11)，さらには，低温誘導されるシャペロンの働きによ
り，可溶性画分への発現の向上が期待できる．また，低
温で培養することにより宿主細胞内の夾雑タンパク質の
発現が抑えられ，その後のタンパク質の精製効率が向上
する．内在性プロテアーゼ活性も低く抑えることができ
るので，目的タンパク質の残存率も高い．
添加剤によるストレス応答の利用　　低温での発現以

外に，添加剤を用いる対処法が考えられる．エタノール
を培養液に3％（v/v）となるように添加することで，熱
ショック応答（DnaK系やGroEL系といった分子シャ
ペロンの発現）を誘導することができ，異種タンパク質
の可溶性画分への発現を増加させることができる 12–14)．
また，タンパク質合成を阻害する抗生物質のなかには，

熱ショックやコールドショック応答を起こさせるものが
ある．カナマイシン，ピューロマイシン，ストレプトマ
イシンはエタノールの場合と同様に熱ショック応答を誘
導し，クロラムフェニコール，エリスロマイシン，スピ
ラマイシン，テトラサイクリン，フシジン酸はコールド
ショック応答を誘導することが報告されている 15,16)．こ
れらの薬剤を添加（終濃度1   g/ml程度）することによっ
て低温あるいは高温環境に暴露させた状態に細胞内環境
を似せることができ，誘導された熱ショックやコールド
ショック応答により異種タンパク質の可溶性画分への発
現を増加させることができる．
分子シャペロンとの共発現　　異種タンパク質と分子

シャペロンを共発現させることで，可溶性画分への発現
の向上が期待できる．熱ショック応答などにより誘導さ
れるシャペロン遺伝子を，pETプラスミドと和合性のあ
る別のプラスミドに載せたシステムが市販されている．
たとえば，groES，groEL，dnaK，dnaJなどのシャペ
ロン遺伝子を挿入したプラスミドとの共存により，タン
パク質の可溶性画分への発現を向上させるシステムがあ
る（タカラバイオ社）17)．
大腸菌の生育下限温度は約7.5 Cであるが 18)，好冷菌

Oleispira   antarctica由来のシャペロニンCpn60と
Cpn10を発現させた大腸菌は0 C付近でも増殖が可能と
なる 19)．これらのシャペロニンは，in vitroにおいて4～
12 Cで高いリフォールディング活性を示す．低温環境
下でこれらのシャペロニンを共発現させ，タンパク質の
溶解性を改善させるシステムArcticExpress（アジレン
ト・テクノロジー社）が市販されている 20)．
タグの付加　　目的とする異種タンパク質が前述の方
法でも可溶化しない場合，溶解性の高いタグを付加する
ことによって，タンパク質全体の溶解性を高める戦略を
用いるとよい場合がある．SET（solubility enhancement 
tags）と呼ばれるグルタミン酸残基に由来する負の電荷
を持ったタグをタンパク質のN末端またはC末端側に
付加することによって，タンパク質の溶解性を向上させ
凝集を抑えることができる（VariFlex protein expression 
system） 21,22)．他のこのようなタグとして，GST（gluta-
thione-S-transferase）タグ 23)，MBP（maltose-binding 
protein）タグ 24,25)，Trx（thioredoxin）タグ 26)，Nus（NusA）
タグ 27)，SUMO（small ubiquitin-like modi  er）タグ 28)

などを挙げることができる．
一方，ヒスチジンタグ（6×His）は，固定化金属イ

オンカラムによる簡便なアフィニティー精製を行うため
頻繁に用いられるが，この強い塩基性を示すタグが付加
されたことにより，目的とする異種タンパク質が封入体
を形成してしまう場合がある．HAT（histidine af  nity 
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tag）タグは，ニワトリの乳酸デヒドロゲナーゼ由来で
あり19残基のアミノ酸からなる 29)．HATタグは，ヒス
チジンタグ（6×His）と同様，固定化金属イオンカラ
ムによるアフィニティー精製に使用できるが，ヒスチジ
ンタグ（6×His）より長いため高分子量タンパク質に
付加した場合に構造内部に潜り込む可能性を低く抑える
ことができる．また，タグを通して均一に電荷が分布し
ているため溶解性が高く，ヒスチジンタグ（6×His）
よりも封入体を形成しにくいという長所がある．
異種の膜タンパク質の高発現を試みた場合，膜中に正

しく発現させることの難しさに加え，宿主にとって重要
な膜タンパク質の発現を競争的に排除してしまい毒性を
示すなどの問題が生じる．このために，低コピープラス
ミドで，弱い発現用プロモーターを使用することによっ
てタンパク質の発現レベルを低く保ち，大量に培養す
ることが要求される．その一方，目的とする異種タンパ
ク質を細胞膜に高レベルに発現・提示できるタグが発見
された．MISTIC（membrane integrating sequence for 
translation of integral membrane protein constructs）は，
Bacillus    subtilis由来の110アミノ酸からなる高い親水性
を示す膜結合タンパク質である 30)．このタンパク質を付
加して大腸菌内で発現させると，シグナル配列を必要と
せずに細胞膜に強固に結合する．大腸菌で発現させるこ
とが困難な膜タンパク質でも，このMISTICタンパク質
をタグとして付加することで，細胞膜内に効率よく高発
現させることができる．MISTICタグを付加して細胞膜
へ提示させたタンパク質のフォールドは野生型と同じと
いわれている．しかし，MISTICタンパク質に関する報
告例はいまだ少なく，どういう機構で細胞膜内へ標的タ
ンパク質を提示しているのか不明である．
ジスルフィド結合の制御　　大腸菌の細胞内環境は，
チオレドキシンおよびグルタチオン /グルタレドキシン
に依存したレドックス制御機構により比較的高い還元状
態が保たれている．そのため，目的とする異種タンパク
質へ安定なジスルフィド結合が導入されず分解されるか
封入体を形成してしまうことがある．チオレドキシン，
グルタチオンの再活性化に関与するチオレドキシン還元
酵素遺伝子 trxBやグルタチオン還元酵素遺伝子gorを破
壊し，細胞内をより酸化状態にすることで，ジスルフィ
ド結合の適切な形成・タンパク質の正常な折りたたみを
促し，タンパク質の生産を高めることができる 3)．ジス
ルフィド結合の掛け違いを修正する酵素（DsbC）は本
来ペリプラズムに局在している．DsbCを細胞質へ発現
させた大腸菌は，複数のジスルフィド結合を有する可溶
性タンパク質の発現にも効果的であるが，DsbCはシャ
ペロン活性も持つのでジスルフィド結合を持たない異種

タンパク質の発現にも有効である 31)．ペリプラズムは，
ジスルフィド結合の形成やタンパク質の折りたたみに適
した環境にあるので，ペリプラズムへの発現も有効だと
思われる．その際に，ペリプラズムで発現・機能してい
るDsbCなどと融合させることで，溶解性の増大，タン
パク質の折りたたみの促進が期待できる 3)．

大腸菌を宿主とするその他の発現系

大腸菌を宿主として用いた異種タンパク質の発現には
pETシステムを用いるのが現在の主流である．pETシス
テムが開発されるまでは，lac，tac，trcプロモーターな
どを利用した高コピープラスミド（pUC系）による異
種タンパク質発現が一般的であった．tacプロモーター
は，trpプロモーターの -35領域とL8-UV5 lacプロモー
ターの -10領域を連結したハイブリッドプロモーターで
あり，L8-UV5 lacプロモーターや trpプロモーターより
も強力に転写を促す32)．trcプロモーターは，tacプロモー
ターの -35領域と -10領域の間にシトシンを1塩基挿入
することによって制限酵素HpaII認識サイトをデザイン
したもので，大腸菌内での転写活性は，tacプロモーター
の9割程度である 33)．lac，tacおよび trcプロモーター
からの転写は大腸菌由来RNAポリメラーゼを必要とす
るため，大腸菌ゲノム中のさまざまなプロモーターと競
合関係にある．しかし，プラスミドの圧倒的なコピー数
により，それらのプロモーターからの転写量は多くなる．
その結果，これらのプロモーターの支配下にある異種遺
伝子を効率よく発現させることができる．
これらの発現プラスミドを使用して異種遺伝子を発現

させた場合にも，IPTGを添加しない基底レベルの発現
が問題となるケースがある．すなわち，宿主細胞にとっ
て悪影響を示すタンパク質を発現させる場合，形質転換
体が得られないことがある．上記のプロモーターの下流
には lacオペレーターが配されているので，Lacリプレッ
サーが結合できる．そこで，Lacリプレッサーを過剰に
発現するよう変異を施した lacI q遺伝子（qはquantityの
意味）を載せた発現用プラスミドを使用したり，lacI q

遺伝子を載せたF’プラスミド保持株を宿主に用いるこ
とで，高コピーの発現用プラスミドであろうとも lac，
tacおよび trcプロモーターからの転写を抑制することが
できる．lacプロモーターに関しては，前述したように
グルコースを培地に添加することで，このプロモーター
からの転写を抑制することができる．tacおよび trcプロ
モーターからの転写はグルコース濃度に左右されない．
プロモーターからの異種タンパク質の基底レベルの発

現を抑える他にもプラスミドのコピー数を減らすことで
対処できる．大腸菌C株誘導体であるABLE C，ABLE 
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Kは，ColE1系プラスミドのコピー数をそれぞれ1/4，
1/10にできる 34)．大腸菌の染色体DNAを複製するのは
PolIIIでありこの遺伝子は必須である．ColE1系のプラ
スミドはPolIにより複製されるが，PolIをコードする遺
伝子polAは宿主大腸菌にとっては必須でない．ABLE 
CおよびABLE K株の染色体DNAには，polAの機能を
相補する，K-12株とは異なる大腸菌由来のDNA断片が
組み込まれている 35)．これらの株を宿主とすれば，異種
タンパク質の基底レベルの発現量を低下させることがで
きるため，プラスミドの安定性や細胞生存率の向上が期
待できる．また，pUC系のプラスミドをタンパク質発
現に用いる場合，培養温度を下げることでそのコピー数
を減少させることができる．pUC系発現用プラスミド
をpACYC系プラスミド（細胞当たり18～22コピー），
あるいはpSC101系プラスミド（細胞当たり～5コピー）
に変更する方法も考えられるが，上記の宿主を変える方
法を利用すればpUC系プラスミドのままコピー数を減
少させることが可能である．本誌89巻10号で橋本義輝
先生が執筆の“pUCプラスミドにまつわるエトセトラ”
にて詳解されているので参照されたい 36)．
大腸菌由来コールドショック遺伝子cspAのプロモー
ターを利用したコールドショック発現システムがpCold
ベクターシリーズ（タカラバイオ社）として市販されて
いる 37)．このプロモーターは大腸菌由来であるため，ほ
とんどの大腸菌内で機能する．培養温度を15 Cの低温
にシフトすることで，cspAプロモーター支配下の異種
遺伝子の発現を誘導させることができる．cspAプロモー
ターの下流に lacオペレーターを配しているので，異種
タンパク質の発現には，低温への温度シフトと IPTGの
添加が必要である．「低温での発現」で述べたように，
宿主細胞内の夾雑タンパク質の発現や内在性プロテアー
ゼ活性を低く抑えることができる．

おわりに

異種タンパク質の高発現を実現させるさまざまな「イ
ロハ」を簡単に紹介した．本稿で触れた内容はほんの一
端であり，他にも「イロハ」を駆使し高発現に成功した
報告を見つけることができるだろう．また，本稿で紹介
した方法を単独で用いるのではなくて適宜組み合わせる
ことで問題を克服できるかもしれない．これらを駆使し
ても発現に成功しない場合には，大腸菌以外の宿主の利
用や，in    vitro翻訳系を用いることも選択肢の一つと思
われる．本稿を執筆するにあたりいろいろ調べてみて，
「これは，使えるかも」と思えるものが多々あった．本
稿が，研究進展の一助となれば幸いである．
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