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T7 フ ァ
ー ジ RNA ポ リメラ

ーゼ を利用 した新 しい 外来遺伝子発現系の開発

宮崎大学工 学部物質工 学科　廣瀬　遵

　T7 ，T3 ，　Sp6 な どの バ ク テ リ オ フ ァ
ージ 由来 の RNA ポ リ メ ラ

ーゼ は ，転写速度が非常 に 速 く，しか もフ ァ
ー

ジ 由来 の プ ロ モ ー
タ
ーと タ ーミ ネ ータ

ー
を特異的 に認識す る た め に ，そ の 間に 目的遺伝子 を挿入 す る こ とに よ り，

そ の 遺伝子産物を選択的か つ 大量に 得る こ とが可能で ある．大腸菌 T7 フ
ァ
ージ 由来 の ポ リ メ ラ

ーゼ （T7・RNAP ）

に よ る φ10 プ ロ モ
ー

タ
ー （以下，T7 プ ロ モ ー

タ
ー）か らタ

ーミ ネ ータ
ー

まで の 転写を利用 した遺伝子発現系は ，

pET シ ス テ ム と して すで に 大腸菌を宿主 と した外来遣伝子の 発現に 頻繁に 用 い られ て い る．一
方 T7　RNAP は ，

他の タ イ ブの RNA ボ リメ ラ
ーゼ の よ うな複雑 なサ ブ ユ ニ

ッ ト構成を と らず， 単一
の ボ リベ ブチ ドか ら構成 され

るた め に ，それ 自身を コ
ードする遣伝子を種 々 の 細胞中 に導入 して 異種 タ ン パ ク 質と して容易 に 発現で きる，そ

こで ，こ こ 10年来 T7 　RNAP 転写系を動物培養細胞に導入 した 宿主を用 い た い くつ か の 外来遺伝子発現系 の 構築

が試み られ て きた．また，こ の 小型高性能な T7 　RNAP を 大腸菌以外の種 々 の微生物で の 異種 タ ソ パ ク 質発現 に

用 い る こ とは，微生物利用 とい う見地 か ら興床 が もたれ ， こ こ で は それ に 関す る最近の 報告を紹介する．

　Herrero らは ，
　 PseudemonasPutideを 宿主 とし，芳香族化合物を誘導物質 とす る外来遺伝子 の 特異的発現系の 構

築を試 み た．1） トル エ ン 分解系プ ラ ス ミ ド （TOL ）由来 の 芳香環 メ タ 開裂 オ ペ 卩 ン プ ロ モ ー
タ
ー

（th ）の 下 流 に 連

結 した T7 　RANP 遺伝子が ， トラ ソ ス ボ ゾ ソ ・Tn5 を 介 し て P．　Putideの 染色体上 に 導入 さ れ ， さ らに 目的 の 外来遺

伝子 lacZも同様 に ，　 T7 ブ P モ ー
タ
ーと と もに Tn5 を 介 して 同

一
染色体の 異な る位置 に 挿 入 され た ．　 Pm の 誘導

物質で ある m 一トル イ ル 酸 の 存在下 で T7 　RNAP が 供給 され ，β一ガ ラ ク ト シ ダー
ゼ （LacZ ）活性 が発現 し た ．一方，

m −一トル イ ル 酸非存在下 で の 発現 は 完全 に 抑制 さ れ た ．本発現系で は ，目的遺伝子が染色体中に 組み 込まれ て い

る た め 安定 で あ り，ま た安価な誘導物質 に よ る発現 の 厳密な制御が可能 で あるた め に ， 環境微生物中で の 種 々 の

有用遺伝子 の 発現へ の 利用が期待されて い る．

　T7　RNAP の プ ロ モ ー
タ
ー特異的転写能を 用 い た 遺伝子発現は ，組換え タ ン パ ク質 の 取得 だ け で は な く種 々 の

マ ーカ ー遺伝子 の 選択的発現を行 う場合に も有利で ある．Christensenらは，　 T7　RNAP の 強力な転写能 と緑色蛍

光色素 タ ソ ・t ク 質 （GFP ）の 発現を共役す る こ とに よ っ て， トル ：：ソ 分解系 プ ラ ス ミ ド （TOL ）の RP 画 ぬ 間 の 接

合伝達を モ ニ タ リ ン グ す る系を構築 し た．2）すなわち ， TOL に マ ーカーと して GFP 遺伝子 を T7 プ ロ モ
ー

タ
ー

の 下流に 挿入 した TOL 沸 を プ ラ ス ミ ド供与菌 に 導入 し， また ， あらか じめ T7 　RNAP 遺伝子を染色体に 組 み込

ん だ菌株を プ ラ ス ミ ド受容菌と して 用 い た．接合伝達 に よ っ て TOL −9ipを獲得 した 受容菌は ，
　 T7 　RNAP の 強力

な転写 に よ りGFP を大量発現し ， 光照射下 で 供与菌 と区別 し て 発光検出 され る ．彼 らは ， こ の 巧 妙 な系を 利 用

して ，TOL 煙 の 供与菌 と受容菌 との 間 の 寒天培地 上 で の 接合伝達の 過程 を 経時的 か つ 視覚的に 追 跡す る こ とに

成功 した ．

　一方，グ ラ ム 陽性菌 の タ ン パ ク 質分泌能 と強力 な T7　RNAP 転写系の 組 み 合わ せ に よ っ て ，異種 タ ン パ ク質 を

培養上清に 大 量 生産 さ せ る系 の 構築 も試 み られ て い る ．Wells らは ， 破傷風毒素 フ ラ グ メ ン ト c　（1
−1’FC ）をモ デ

ル タ ン パ ク 質 と し て，そ の Lact・baCt
’
llius　lactisを 宿主 と し た 菌体外生産を試 み te．　s》　T7 プ ロ モ ー

タ
ーと タ

ーミ ネ ー

タ
ー

の 間に ，同菌由来の 細胞壁プ ロ テ ア ーゼ 遺伝子 （prt）　ec由来す る の SD 配列 と分泌 シ グナ ル 配列を挿入 した発

現ベ ク タ
ー

pLET3 を 構築 し，こ れを用 い て TTFC 遺伝子を L ．　laCtisに て 発現 した とこ ろ，2．9　mgfl の TTFC が

培地 中 へ 分泌 生産 され た ．また同様 に Conrad らは ，

＋〕BaciltttS　subtilis 　｝C 　T7　RNAP 転写系を導入 し，　 Themeac・

tinomlces　vuigart
’
s 由来 の α

一ア ミ ラ ーゼ 遺伝子 の 発現を行 っ た結果 ， 培養上 清VC　70　mg 〃 の a 一ア ミ ラーゼ が確認 さ

れた と報告して い る．L．　lastis，　B、　subtilis の い ずれを宿主を用 い た 場合 で も， 分泌 シ グ ナ ル の プ ロ セ シ ソ グを受け

て い ない 前駆体の 細胞質内で の 蓄積が起こ っ て お り，細胞膜透過 お よ び シ グナ ル の プ 卩 セ
ヅ

シ ン グ能力 の 改善が

菌体外生産量向上 の 課題で あ る と指摘され て い る．

　以上 に よ うに T7 　RNAP 転写系は ， 各種組換え タ ソ パ ク質の 取得 の 目的だ け で は な く，厳密な制御 を 要す る遺

伝子 の 発現系 の 構築や ，
マ ー

カ
ー
遺伝子 の 高感度な検出法 の 開発に 利用 さ れた ．こ れ ら の 実例は ，そ の 新 た な 利

用法を考案す る うえで 多 くの 示 唆 を 与 え る もの と考 え て い る．
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