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Development of expression system for multiple human CT-antigens
○Kana Fujita, Momoko Kido, Tomoko Honjo, Junichiro Futami
(Grad. Sch. Nat. Sci. Technol., Okyama Univ.)

絶えず細胞増殖が必要な精巣では、細胞増殖を亢進するタンパク質群の発現が
あり、これらががん細胞でも悪用されている例がある。その中でも免疫原性を
示すものが cancer/testis（CT）抗原として分類され、現在 150種類以上の存
在が報告されている。この CT抗原の大半は天然変性タンパク質であり、単独
ではフレキシブルな変性状態で、大半が凝集・分解が進みやすい不安定な物性
のタンパク質である。この CT抗原タンパク質の研究・診断薬開発の研究を進
めるため、多種類の CT抗原を全長かつ水溶性で取得したいことから、大腸菌
およびヒト由来の HEK293細胞を宿主とした生産系の検討を進めている。大
腸菌を宿主とした場合、大半が不溶性のインクルージョンボディを形成したが、
Cys残基を含むタンパク質であるため、可逆的カチオン化技術を活用すること
で高純度の CT抗原が精製できた。一方で、いくつかの CT抗原は大腸菌で極
めて低発現であった。近年、ヒト由来の HEK293細胞を用いたタンパク質生
産技術が向上しているため、高発現ベクターを活用してヒト由来の HEK293
細胞を用いた各種の CT抗原の生産に取り組んだところ、多くの抗原が低コス
トで安定的に生産できることが確認できた。これらの一連の取り組みについて
ご紹介したい。
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Effect of quaternary structure of molecular chaperone sHsp (small heat 
shock  protein) on amyloid-beta aggregation
○Tomonori Yoshida1,2, Tamotsu Zako2, Karin Sorgjerd2, Mizuo Maeda1,2

(1Grad. Sch. Front. Sci., Univ. Tokyo, 2Bioeng. Lab., RIKEN)

アルツハイマー病は、アミロイド β（Aβ）が自己会合した線維などの凝集体
によって引き起こされると考えられている。sHspの一種である HSP27は、
Aβと相互作用することが知られている。HSP27は通常マルチマー状態をとっ
ているがリン酸化するとダイマーに解離する。マルチマー状態の HSP27は
Aβモノマーの凝集を防ぐことが知られているが、ダイマー状態の Aβへの影
響は不明であった。本研究では、ダイマー状態の HSP27が Aβ凝集に与える
影響を調べた。
リン酸化した HSP27（ダイマー）及びリン酸化していない HSP27（マルチマー）
存在下において Aβ42（25μM）モノマーを 37℃で 24時間インキュベートし、
得られたサンプルの Aβ凝集体の量や構造と PC12細胞に対する細胞毒性を評
価した。Aβ凝集体の量や構造の評価には ThT assayと Native PAGE/western 
blot(WB)を用い、細胞毒性の評価にはMTT assayを用いた。
ThT assayの結果から、ダイマー HSP27はマルチマー HSP27と同様に、
Aβ42の線維状凝集を防ぐことがわかった。また、WBの結果から、ダイマー
及びマルチマー状態の HSP27存在下では共に Aβ42はモノマーもしくは可溶
性プロトフィブリル状態であることが示された。そしてダイマー HSP27はマ
ルチマー HSP27と同様に Aβ42の細胞毒性を抑えることがわかった。
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Modification of lipases by protein folding memory
○Atsushi Satomura, Mitsuru Nagayama, Natsuko Miura, Kouichi Kuroda, 
Mitsuyoshi Ueda
(Grad. Sch. Agric., Kyoto Univ.)

【背景】プロテアーゼやリパーゼが有するタンパク質成熟化の過程で切断除去
される配列であるプロペプチドの多くは、酵素活性部位のフォールディング形
成を補助する働きがある。このプロペプチドに複数変異を導入することで、野
生型と同じアミノ酸配列であるが、活性や安定性が異なる酵素を作り出すこと
に成功してきた [1]。切断除去されるプロペプチドの変異が、成熟領域の構造
に「記憶」として残されることから、この現象を「タンパク質フォールディン
グメモリー」と呼んでいる。本研究では、タンパク質フォールディングメモリー
を応用して、リパーゼの基質認識を改変することを目的としている。
【結果】Rhizopus oryzae lipase (ROL)のプロペプチドに親水性アミノ酸を多く
含む配列を導入した。このプロペプチド変異型 ROLは野生型の ROLに比べ、
リパーゼ活性が 1.3倍強くなっていることがわかった。さらに、プロペプチド
変異 ROLは本来のリパーゼ活性に加え、ペプチダーゼ活性も示した。現在さ
らに、プロペプチド変異 ROLの安定性や構造を解析しており、まとめて報告
する [2]。
[1] Nagayama M., et al., Biochemistry, 51, 3547-3553(2012)
[2] Satomura A, submitted
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Use of Streptomyces phospholipase A2 as a fusion tag for extracellular 
production of heterologous proteins in recombinant Escherichia coli
○Aoi Okano, Ayana Ujiie, Hideo Nakano, Yugo Iwasaki
(Grad. Sch. Bioagric., Sci., Nagoya Univ.)

【目的】組換え大腸菌による異種蛋白発現において、目的蛋白質が培地中
に分泌されると有利である。本研究室では、pelBシグナル配列を付加した
Streptomyces violaceoruber由来ホスホリパーゼ A 2 (svPLA2 ) を大腸菌で発現
させたところ、その触媒活性の有無にかかわらず培地中に分泌されることを見
いだした。そこで本研究では、種々の蛋白質を svPLA2 との融合蛋白として発
現させることで、分泌発現が可能かどうかを検討した。
【方法と結果】触媒活性を欠損させた H64A 変異型 svPLA2 を「分泌タグ」と
して、その下流に、(1)大腸菌アルカリホスファターゼ、(2)放線菌ホスファ
チジルイノシトール特異的ホスホリパーゼ C、(3)枯草菌 αアミラーゼ、 (4)
Candida antarctica lipase B、および (5) 抗卵白リゾチーム単鎖抗体を連結し
た各種発現プラスミドを構築し、pETシステムを用いて発現させた。培養温
度、誘導時間、各種シャペロンの利用等に関して発現条件を検討した結果、全
ての融合蛋白質の培養上清中への分泌がみられた。特に抗卵白リゾチーム単鎖
抗体においては、シャペロンである Skpとの共発現が有効であった。次に発
現した融合蛋白を培養上清から精製したところ、100 mLのフラスコ培養から
0.1~2.7 mgの収量で精製蛋白が得られ、それらの酵素活性または抗体活性を
確認した。
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