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―基礎研究から学ぶ―

3．遺伝子導入と発現シリーズ
昆虫細胞を利用した蛋白質の大量発現と解析：

キサンチン酸化還元酵素を例に（3）

川口 裕子 岡本 研
日本医科大学大学院医学研究科医科生物化学

3. Gene Delivery and Expression Series
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Expression System: Based on the Study of Xanthine Oxidoreductase (3)
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Abstract

The baculovirus-insect cell system is widely used to express recombinant proteins.
Posttranslational modifications of proteins, such as glycosylation and the phosphorylation and
incorporation of cofactors, in Escherichia coli are less sufficient than those in mammalian cells.
Unfortunately, mammalian cells are not appropriate for large-scale culture. However, insect
cells are eukaryotic cells and are suitable for large-scale culture; they can be used to produce
recombinant proteins that cannot be expressed in E. coli. We established a baculovirus-insect
cell system to express xanthine oxidoreductase and obtained about ～4 mg of purified enzyme
from 2 to 4 L of culture medium. This amount of enzyme was sufficient for X-ray crystal
structureanalysis. Here, we describe of the outline of our methods for culturing insect cells,
producing recombinant baculoviruses, and expressing recombinant proteins in large-scale
culture.
（日本医科大学医学会雑誌 2012; 8: 26―30）
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はじめに

蛋白質の発現系において，最も良く使用されている
のは大腸菌を用いた発現系であるが，原核細胞である
大腸菌では，複雑な哺乳類の蛋白質を発現する際に，
糖鎖，リン酸基などの修飾，補酵素の構築などがうま
くいかないこともある．哺乳類の細胞を用いた発現系

は，これらの問題を解決することができるが，哺乳類
細胞の培養はコストなどの難しさがあり，大量発現系
には今のところ向かない．特にX線結晶構造解析に
は比較的多量の蛋白質試料が必要であり，哺乳類細胞
の発現系で結晶化に必要な量の蛋白質を得ることは非
常に困難である．そこで，酵母や昆虫細胞を用いた発
現系が使われるが，これらの発現系の利点は，哺乳類
細胞よりも培養が簡便で，大腸菌よりも糖鎖やリン酸

Correspondence to Ken Okamoto, Division of Metabolism and Nutrition, Department of Biochemistry and Molecular
Biology, Nippon Medical School, 1―1―5 Sendagi, Bunkyo-ku, Tokyo 113―8602, Japan
E-mail: okamoto@nms.ac.jp
Journal Website（http:��www.nms.ac.jp�jmanms�）



日医大医会誌 2012; 8（1） 27

Fig.　1　Sf9 Cells

基の修飾などが有利で，複雑な蛋白質の発現に向いて
いることである．
当研究室で長年研究してきたキサンチン酸化還元酵

素（XOR）は，尿酸生成酵素であり，そのためXOR
の阻害剤は痛風や高尿酸結晶の治療薬として使用され
る．また，活性酸素生成酵素でもあることから，その
生理的作用が非常に注目されている．XORは 2つの
サブユニットからなる分子量 30 万の巨大金属複合体
酵素であり，補欠分子族として，サブユニット当り 1
つのモリブドプテリン，2つの鉄硫黄クラスター，1
つの FADを持つ．哺乳類XORの発現を大腸菌で試
した所，封入体を形成し可溶化できなかったり，複雑
な補酵素であるモリブドプテリンをはじめ多種の補酵
素を含むため，活性が全くなかったり，安定した結果
を得られなかった．そこで，Sf9―バキュロウィルスを
用いた発現系を樹立したところ，活性のある酵素を発
現することができた1．ここでは，このXORの発現を
例にとりながら，昆虫細胞を用いた大量発現について
説明する．

1．バキュロウィルス

バキュロウィルスとは，核多核体病ウィルス（NPV）
と呼ばれ，約 120 kb の環状二本鎖DNAで悍状カプ
シドをもつ2―4．蛋白質の発現系で用いるバキュロウィ
ルスは主に，カイコを宿主とするBmNPVとヨトウ
虫近縁種の Spodoptera frugiperdaの樹立細胞 Sf9 を宿
主とするAcNPVとの二種類がある．バキュロウィル
スは感染後期に，ポリへドリン蛋白質からなる結晶構
造物である核封入体を作り，その中に多数のウィルス
粒子を埋め込み，宿主細胞から外に放出する．核封入
体は自然界でウィルス粒子を保護する役割を持つ．こ
の核封入体の主成分であるポリへドリンは，感染末期
において全細胞蛋白質の半分を占め，そのため非常に
強力なプロモーターを持つ．また，ポリへドリン自体
は細胞内のウィルスの増殖に必須でないために，この
プロモーターを利用して，そこに目的遺伝子を組み込
むことにより，異種蛋白質の大量発現が可能となっ
た．

2．昆虫細胞の培養

当研究室では，発現系に Spodoptera frugiperdaの卵
巣由来の樹立細胞 Sf9 を使用しているが2，ほかに
Sf21，High Five，Ea4，mimic Sf9，Sf9plus など様々
な種類のものが販売されている．どの細胞種が適して

いるかは，発現したい蛋白質の性質によって異なるの
で，試してみるほかはない．昆虫細胞培養の利点とし
て，哺乳類細胞培養時のように，CO2ガスを必要とせ
ず，室温に近い温度（最適温度は 27℃）で培養でき，
また，ほぼ無制限に継代できることがある．われわれ
の経験上，一年以上継代すると，増殖は何ら問題がな
いにもかかわらず，なぜかウィルスに感染しにくくな
ることがあり，そのため蛋白質の発現量が落ちるの
で，発現量が減少してきたのを目安に凍結保存してお
いた細胞に切り替えている．培養は，静置，浮遊とど
ちらでも可であるが，大量に蛋白質を発現したい場
合，浮遊細胞の方が効率が良い．静置培養の場合，使
用するアングルネックフラスコやシャーレの種類にも
よるが，ピペッティングで容易にはがれるので細胞の
回収が簡単である．浮遊細胞で培養する際は，スピナー
フラスコと呼ばれる内部に磁力で回転するスターラー
のついた容器を用いるのが一般的であったが，最近で
は培地の改善などにより，三角フラスコを用いて，大
腸菌と同様にインキュベーター内で撹拌して培養する
ことも可能である．どのような方法をとるにせよ，エ
アレーションは非常に重要な問題で，液量はフラスコ
の容量のおよそ三分の一以下にすることが望ましい．
細胞の状態は，鏡検による形状，増殖の程度などか

ら判断するが，われわれの研究室では浮遊細胞は 5×
105 cells�mLで撒き，3～4日で 5×106 cells�mLくら
いまで増殖した後に継代している．顕微鏡下で判断で
きるようになるまでには，経験を要するが，細胞の周
りがはっきりとしていて，ころっと丸いと良い（Fig.
1）．昆虫細胞発現系において，細胞の状態を良好に保
つことが何よりも重要である．
培地は，メーカーから様々な種類のものが発売され

ているが，無血清培地と，血清の添加を必要とする培
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Fig.　2　相同組換えを用いたバキュロウィルスの作製法

Fig.　3　XORの精製
M：分子量マーカー　1：超遠心後上清　2：DE52 溶出
画分　3：リン酸カルシウムカラム溶出画分　4：葉酸ア
フィニティカラム洗浄画分　5：4をゲル濾過 6：葉酸ア
フィニティカラム溶出画分　XORは矢印で示した．

地と 2種類ある．無血清培地で培養できる事は昆虫細
胞の利点の一つである．当研究室では，無血清培地 Sf-
900II を使用している．継代培養の際は血清無添加培
地で細胞の生育は良好であったが，ウィルスに感染さ
せると，細胞の成育状態が悪くなり，その結果タンパ
ク発現量は減ってしまった．そこで Sf900II に 2％FBS
を加えた所，安定的にタンパク量を得ることができ
た．このように培養条件は発現する蛋白質によって異
なる場合があるので，詳細な条件検討が必要である．

3．組換えウィルスの作製方法

組換えウィルスの作製方法については，各メーカー
が種々のキットを販売しており，詳細なプロトコール
が添付されているので，実験を始めたい方はそれらを
熟読されることをお薦めする．ここでは，XORの発
現に用いた，Sf9 細胞内での相同組換えを用いる方法
を例としてやや詳しく説明する．
トランスファーベクターの選択は非常に重要であ

る．XDHの場合，pJVP10Z というオリジナルベクター
を使用しているが5,6，ほかのトランスファーベクター
だと pJVP10Z の 1�10 ほどしかXORが発現しなかっ
たこともあった．どのベクターが適しているかは実際
に試してみるほかはない．

目的のXOR遺伝子は，ポリへドリンプロモーター
を有するトランスファーベクター pJVP10Z に組み込
み，Novagen の BacVec2000 を用いて相同組換えを
行った（Fig. 2）．回収したウィルス液は，プラーク
アッセイを 2回行い，純化精製した．トランスファー
ベクター pJVP10Z は βガラクトシダーゼ遺伝子を有
するため，相同組換えが成功したウィルスのみ青いプ
ラークになり分別が容易である．その後，増幅を二，
三回繰り返した後，細胞を回収し，SDS-PAGE，ウェ
スタンブロットで目的蛋白質を確認することができ
た．この時点で，ウィルスの力価はおよそ 1×107～108

PFU�mLにはなっている．トランスフェクションか
ら，増幅が終わるまで最短で三週間ほどかかる．

4．大量発現

酵素を大量発現する際，1 L用のスピナーフラスコ
を 8～12 個使用している．1 Lのスピナーフラスコに
300 mLの培地を入れるので，2～3.6 L の培養規模と
なる．Sf9 細胞は 5×105 cells�mLで培養を始め，2日
目におよそ 2×106 cells�mLになるので，ここでウィ
ルスを感染させる．われわれの研究室では，細胞を一
度回収して遠心し，培地を除いた後，細胞ペレットと
ウィルスを一時間接触させ，濃厚感染させることに
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Fig.　4　（a）ラットXORの尿酸結合部位：ラットデモリブド酵素にはモリブドプテリン補酵素
の代わりに，生成物である尿酸が結合した形で精製された．尿酸の結合様式を検討
することで，基質キサンチンの反応機構がわかった．（b）ラットXDHのFAD周囲の
構造：FAD近傍にあるアミノ酸クラスターが FAD周囲のXDH/XO 変換におけるコ
ンフォメーション変化の中心的役割を果たしていることがわかった．クラスターを構成
するアミノ酸を変異させると，アミノ酸クラスターは崩壊し，XO型に発現する．（c）
XDH，XOのFAD周囲の構造変化：XDHにおいて，基質であるNAD＋は矢印で示
す方向からFAD活性中心に接近し，結合する．しかし，部分限定分解やジスルフィ
ド結合の形成により，コンフォメーション変化が起こり，XOではNAD＋結合部位が
塞がれてしまう．代わりに，酸素が接近できる新たなチャネルが生じる．

よって発現量を増やしている1．一時間反応後，培地
を加え，40～48 時間 27℃で培養する．XORの場合，
補酵素もしくは補酵素の前駆物質である，リボフラビ
ン，FeSO4，モリブデン酸ナトリウムをそれぞれ所定
の濃度加えている．ウィルスに感染した細胞は，増殖
は抑えられ，バルーニングを示し（風船のように大き
く膨らみ）細長い異形の細胞も観察できる．

5．XORの精製

活性のあるXOR酵素を発現できたものの，補酵素

の取り込みが必ずしも均一ではなく，アポ酵素も混在
するため，均一なホロ酵素のみを精製する必要があ
る．以下にXORの精製について説明する1.
遠心し回収した細胞は，ホモジナイズ後，超遠心に

て上清画分を回収する（Fig. 3 lane 1）．SDS-PAGE
を見ると，XORが非常に多く発現しているのがわか
る．超遠心での上清をDE52 カラム（Fig. 3 lane 2），
カルシウムリン酸カラム（Fig. 3 lane 3），さらに，
葉酸アフィニティカラム7にかけて，モリブドプテリ
ンを含む活性型酵素（モリブド酵素，Fig. 3 lane 6）
と，モリブドプテリンを欠いた不活性型酵素（デモリ



日医大医会誌 2012; 8（1）30

ブド酵素，Fig. 3 lane 4）とを分別する．モリブド酵
素は全体の 10％ほどで，デモリブド酵素の方が多い
（2～4 Lの培養で約 4 mg）．活性型モリブド酵素は反
応速度論などの機能解析に使用し，デモリブド酵素
は，さらにゲル濾過して精製した後（Fig. 3 lane 5），
結晶化し，X線構造解析を行った8―10.

6．変異酵素の解析により判明した XOR酵素の性質

XORはプリン分解経路の最終 2段階を触媒し，ヒ
ポキサンチンをキサンチンに，キサンチンを尿酸に酸
化する．哺乳類のXORは，生体内ではNAD＋を電子
受容体とするキサンチン脱水素酵素（XDH）として
存在するが，部分限定分解もしくは酵素内ジスルフィ
ド結合の生成により，酸素を基質とし過酸化水素，ま
たはO2－を生成するキサンチン酸化酵素（XO）に変
換することが知られている．XOによって生成される
これらの活性酸素種が，虚血性再還流障害を初めとす
る種々の病態の原因という報告11もあり，XDH�XO
変換メカニズムは医学的にも非常に興味深く注目され
ている．
昆虫細胞発現系で得られた酵素のX線結晶構造解

析によって Fig. 4（a），（b），（c）のように活性中心の
詳細な情報がわかり，酵素の反応機構の解明や阻害剤
の開発などに非常に有用である．これらの酵素解析の
結果を元に，遺伝子改変マウスを作製し，活性酸素が
生理的にどのような影響を持つのか研究中である．
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