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概要紹介 

【細胞を用いたタンパク質の大量生産】 

細胞を用いたタンパク質の大量発現は、構造的研究や機能的研究だけでなく、

有用酵素やバイオ医薬品の製造などの幅広い分野で重要となっている。従来、

タンパク質の大量発現には増殖速度が速いことや、培養が容易であること、適

用可能な遺伝子操作の技術が多くあることから大腸菌や酵母が宿主として利用

されてきたが、近年では哺乳類細胞を用いたタンパク質生産の需要が高まって

いる (Fakruddin, 2013; Portolano, 2014)。バイオ医薬品の分野においては、1980

年代に最初のバイオ医薬品として、ヒト型インスリンが大腸菌を用いて製造さ

れた (Baeshen, 2014)。大腸菌を用いたバイオ医薬品の製造には、いくつかの問

題点もあった (Rosano, 2014; Gopal, 2013)。例えば、目的のタンパク質がグリコ

シル化や翻訳後の化学修飾などのプロセシングを必要とする場合が多いことで

ある。そのため、大腸菌を用いたバイオ医薬品の製造は、翻訳後修飾をする in 

vitro プロセスを必要とし、製造コストがかかることや、最終的な収量が減少す

る問題がある。そこで、in vitro での化学修飾の代わりとして、酵母や昆虫、植

物などを宿主として用いるようになった (Daly, 2005; Karbalaei, 2020)。バイオ

医薬品の製造に酵母を用いることは、グリコシル化やジスルフィド結合の形成

などの翻訳後修飾を行なうだけでなく、多くのヒトタンパク質を生産し、適切

に折りたたむことができるなど、多くの利点がある。一方で、哺乳類細胞と異

なる糖鎖付加を行うこともある (Borys, 2010)。 

近年では、バイオ医薬品の約 40 %がチャイニーズハムスター卵 (CHO) 細胞

を用いて製造されている。バイオ医薬品の製造において、CHO 細胞を用いるこ

とは 1)ヒトと類似したグリコシル化ができること、2)タンパク質の大量性サイ

ンが可能であること、3)無血清培地で培養ができ、スケールアップが可能であ

ること、4)多くのヒトウイルスに抵抗を持つこと、5)バイオ医薬品の製造に関

する多くの実績を確立していることなどの利点がある (Chin, 2019)。一方で、

CHO 細胞を用いた場合、免疫原性を示す危険が高い N-グリコリルノイラミン

酸やガラクトース-α-1,3-ガラクトースグループを糖タンパク質に発生させると

いう報告もされている (Ghaderi, 2010; Padler-Karavan, 2008)。そのため、いくつ

かの製薬企業では、HKE293 細胞を用いて、より安全性が高いバイオ医薬品の

大量生産が試みられている (Chin, 2019)。 
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【タンパク質による細胞機能への悪影響】 

タンパク質の大量発現は、時として細胞機能にとって有害となる。理論上、

極限まで大量生産したタンパク質は、他のタンパク質を合成するために必要な

エネルギーや栄養、リボソーム、シャペロンなどの細胞リソースを枯渇させて

細胞増殖に悪影響を与える (Kafri, 2016; Eguchi, 2018)。一方で、タンパク質が

細胞機能にとって毒性を持つ場合、細胞リソースを枯渇させる前にタンパク質

の毒性によって細胞機能に害がおよぼされる。タンパク質の大量生産による害

は、タンパク質の生産を妨げる要因となりえる。例えば、大腸菌の内膜タンパ

クは細胞機能に高い毒性を示すものが多く、これらのタンパク質の大量生産

は、細胞増殖を抑制することが知られている (Wagner, 2007)。そのため、内膜

タンパク質は少量しか生産できず、構造的研究や機能的研究のボトルネックと

なっている。タンパク質の大量発現による害は他にも、神経変性疾患やがんな

どの病態にも関連が深い。例えば、変性タンパク質や誤って折りたたまれた構

造異常のタンパク質が小胞体 (ER) へ過剰に蓄積すると、ER ストレスが生

じ、細胞はやがて死に至る (Lee, 2019; Kaufman, 1999)。ER ストレスは、神経

細胞をはじめとする多様な細胞で生じ、代謝障害、免疫症候群、神経変性疾患

など様々な疾患と関連する (Gerakis, 2018; Zelinski, 2001)。どのようなタンパク

質が、どのようなメカニズムで細胞へ害を与えるかを理解することは、タンパ

ク質の大量生産時のボトルネックの解消や、神経変性疾患やがん等の治療法や

新規バイオマーカーの開発へ繋がることが期待できる。 

タンパク質の発現系が整備されている大腸菌や酵母では、大量発現が細胞機

能に害をなすタンパク質の体系的な取得と解明が試みられている。大腸菌にお

いては、無害なタンパク質を 30 %まで発現したところ、細胞周期が停止するこ

とが報告されている (Dong, 1997)。酵母においては、タンパク質の大量生産が

細胞機能に害を与えるぎりぎりの発現量 (限界発現量) を体系的に評価できる

実験系が開発され、酵母の全タンパク質の限界発現量が測定された (Moriya, 

2006; Makanae, 2013)。この実験系を用いた研究により、タンパク質の大量発現

が有害となるメカニズムの理解が進んだ。例えば，緑色蛍光タンパク質

（GFP）は，様々なタンパク質の中でも最も限界発現量が高い無害なタンパク

質であること、GFP をミトコンドリアや小胞体に局在化させようとすると、そ

れだけで毒性が生じること、この原因が輸送に必要な細胞内のリソースを枯渇

させることによること、などが明らかとなっている (Kintaka, 2016)。さらに、
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酵母細胞では輸送関連タンパク質の限界発現量が特に低く、輸送システムがタ

ンパク質の過剰に脆弱であることも示唆されている (Moriya,2006; Makanae, 

2013; Moriya, 2015)。 

 

【本研究の目的】 

真核生物のモデルである出芽酵母において、タンパク質の大量発現が有毒と

るメカニズムの理解は進んだ。一方、酵母はヒトの細胞とは異なる点も多く、

上記の研究で得られた知見がヒトの細胞でも適用可能であるとは言い切れな

い。また、ヒト細胞においてタンパク質の限界発現量について調査している研

究はほとんどされていない。そこで本研究では、ヒト培養細胞においても限界

発現量を測定できる新規実験系を開発し、これを用いて酵母で得られている知

見を検証することを目指した。 
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概要  

タンパク質の大量生産は時として細胞機能に悪影響を与えるが、その根本的

なメカニズムは未だに未知である。細胞機能へ害を与えるタンパク質の発現限

界は、このメカニズムの有用な指標である。本研究では、標的タンパク質を強

力な CMV プロモーターで発現するプラスミドを多コピー同時に細胞へ導入し

た後、生存した細胞のタンパク質発現量を測定することでヒト培養細胞におけ

る標的タンパク質の発現限界を測定する実験系を開発した。蛍光を持たない標

的タンパク質の限界発現量は、自己開裂配列 P2A配列に付加した GFP の蛍光

量から間接的に測定した。GFP の限界発現量は総タンパク質量の約 5 % 程で

あり、持続的な GFP の過剰発現は細胞死を引き起こした。また、ミトコンドリ

ア局在化 GFP および小胞体局在化 GFP の限界発現量はそれぞれ総タンパク質

量の 1.6 %と 0.38 %であった。4 つの輸送関連タンパク質の限界発現量は、RFP

の限界発現量と比較して非常に低かった。開発されたタンパク質の限界発現量

を測定する実験系は毒性タンパク質およびタンパク質の過剰発現の結果を定義

するのに有用である。  
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序論  

タンパク質は時として細胞機能に害を与える (Vavouri, 2009; Prelich, 2012)。こ

れらの害が生じる根本的なメカニズムはまだ未知だが、細胞機能への害を引き

起こすタンパク質の限界発現量を用いて推定することは可能である (Moriya, 

2015; Keren, 2016)。例えば、限界発現量が最も高いタンパク質は無害と考えら

れ、このタンパク質を極限まで発現させるとタンパク質合成のオーバーロード

を引き起こす (Kafri, 2016; Eguchi, 2018)。輸送タンパク質の過剰発現は、タン

パク質輸送のリソースに過負荷を与えるため細胞質タンパク質よりも限界発現

量は低くなる(Egubhi, 2018; Kintaka, 2016)。 

酵母を用いた先行研究では、酵母の標的タンパク質の発現限界を体系的に推

定する遺伝子綱引き法 (gTOW法) が開発されている (Moriya, 2006; Moriya, 

2011; Moriya, 2012)。この実験法で得られた限界発現量は、タンパク質の大量生

産により引き起こされる害のメカニズムを分類するのに有用であった (Moriya, 

2015; Makanae, 2013)。本研究では、ヒト培養細胞において 1)目的の蛋白遺伝子 

(cDNA) を強力な CMV プロモーターから発現させるプラスミドを、2)高効率の

トランスフェクションにより多コピー同時に細胞へ導入し、3)生存した細胞の

目的タンパク質発現量から限界発現量を測定する実験系 を開発した。  

モデルタンパク質として緑色蛍光タンパク質 (GFP) とその誘導体の発現限界

を比較した。また、蛍光を持たないタンパク質の限界発現量を、自己開裂配列

P2A を用いて GFP蛍光量で間接的に評価した。ジヒドロ葉酸還元酵素 (DHFR) 

とその阻害剤 (MTX) の拮抗作用を利用して、標的タンパク質の発現量が多い

細胞を濃縮し、限界発現量の測定精度がわずかに改善した。 
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実験方法・材料 

【細胞培養】 

HEK293 細胞及び HeLa 細胞は研究室で所持していたものを使用した。これら

の細胞は、ダルベッコ改変イーグル培地 (DMEM; Welgene) に 10 % 牛胎児血

清 (GBS; Gibco)を加えて培養を行った。次に、トランスフェクションの前日、

細胞を 6 well カルチャープレートに翌日コンフルエントになるように播き、1 

well あたり 1.5 mL になるように培地を追加した。その後、CO2インキュベータ

で一晩培養を行った。500 µL DMEM中でプラスミド DNA と PEI max (1mg / 

mL)を重量比率 1:3 で混合し、室温で 20 min インキュベートした。その後、混

合液を各Well に滴下し、再度細胞を CO2インキュベータで培養した。 

 

【プラスミド】 

本研究で使用したプラスミドリストを表 1 に示す。これらのプラスミドは酵

母に中の相同組み換え活性を利用して構築された。CMV-pro, moxGFP, SV40 

polyA シグナルは moxGFP プラスミドに含まれていた(plasmid #68070; Addgene, 

Watertown, MA, USA)。 

 

【フローサイトメトリー】 

トランスフェクション効率、GFP 発現レベル、および死細胞の数は、Cell Lab 

Quanta フローサイトメーター（Beckman Coulter、Brea、CA、USA）を使用し

たフローサイトメトリーにより測定した。HEK293 細胞を 2300 g で 2 分間遠心

分離し、500μL のリン酸緩衝生理食塩水（PBS、14249-95）に再懸濁した。 サ

ンプルごとに最大 20,000 の細胞が分析された。 GFP蛍光は FL1 チャネルを使

用して検出した。   
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【顕微鏡観察】 

図 1 の細胞画像では、培養細胞をオリンパスの 20倍対物レンズ顕微鏡（オリ

ンパス、日本）で直接観察した。 GFP フィルターキューブを使用して、蛍光

画像を観察した。 図 2 および 3 で使用されている細胞の画像は、DMI6000 B

顕微鏡および Leica Application suite X（Leica Microsystems、Wetzlar、ドイツ）

を使用して取得した。 GFP および RFP フィルターキューブによって取得され

た各細胞の GFP および RFP蛍光強度は、CellProfilerソフトウェアパイプライ

ン（http://cellprofiler.org）を使用して算出した。  

 

【DHFR-発現 HEKS93 細胞株の MTX処理】 

HEK293 細胞に DHFR が組み込まれたプラスミドをトランスフェクトし、CO2

インキュベーターで 24時間培養した。 培地を除去し、細胞を 1 mL の PBS で

洗浄し、培地と MTX（139-13571）を well に加えた。 細胞を再び CO2インキ

ュベータで 48時間培養した。 最後に、フローサイトメトリーとウェスタンブ

ロッティングを使用して細胞を分析した。 

 

【タンパク質の解析】  

4x NuPAGE LDS サンプルバッファー（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA）を使用して、遠心分離された HEK293 細胞から総タンパク質を抽出し

た。総タンパク質を視覚化するために、抽出されたタンパク質をメーカーのマ

ニュアルに従って Ezlabel FluoroNeo蛍光色素（ATTO Technology、Amherst、

NY、USA）で標識し、NuPAGE 4％-12％Bis-Tris Gel（Thermo Fisher科学）で

タンパク質を分離した。タンパク質は LAS-4000 イメージアナライザー（GE 

Healthcare、Chicago、IL、USA）を使用して SYBR緑色蛍光検出モードで検出

し、ImageQuant TLソフトウェア（GE Healthcare）を使用して強度を測定し

た。 

ウエスタンブロット法で GFP を検出するに、抗 GFP 抗体（11814460001; 

Roche Holding AG、Switzerland）、ペルオキシダーゼ結合二次抗体（414151F; 

Nichirei Biosciences、Tokyo、Japan）、および化学発光試薬（34095; Thermo 

Fisher Scientific）を用いた。 化学発光検出モードで LAS4000 を使用して化学

発光画像を取得し、ImageQuant TLソフトウェア（GE Healthcare）を使用して

強度を測定した。 



 9 

 

 

【統計解析】 

FlowJoソフトウェアバージョン 8.8.7（FlowJo, Ashland, OR, USA）を使用して

データを分析した。 GFPポジティブ細胞の GFP蛍光強度の平均と SD は 3回

実験を行い、そのデータをもとに算出した。統計的検定には、両側スチューデ

ントの t検定を用いた。  
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結果 

【高効率トランスフェクションによる GFP限界発現量の測定】 

タンパク質の限界発現量を体系的に測定する実験系を開発するために、蛍光

量で発現量を容易に評価できる標的タンパク質として GFP を用いた。 

本研究では、迅速にフォールディングされ、小胞体 (ER) でミスフォールドし 

ない moxGFP を使用した (Constantini, 2015)。酵母細胞では、GFP は無害なタ

ンパク質であると考えられており (Shen, 2017; Shemiakina, 2012; Strack, 2008)、

限界発現量は総タンパク質量の約 15 %であった。これは、酵母細胞において

最も高い発現量である (Eghuchi, 2018; Kintaka, 2016)。そのため、GFP の限界発

現量を測定できる実験条件を確立できれば、GFP よりも限界発現量が低いタン

パク質にも適用が可能となる。  

図 1-A に実験系の概要図を示す。トランスフェクションにより多様なプラス

ミドコピー数を持つ細胞集団が形成され、その結果、標的タンパク質の発現量

が多様な細胞集団が形成される。トランスフェクション効率が十分に高けれ

ば、トランスフェクションされた細胞集団は、標的タンパク質の限界発現量に

近い、あるいは限界発現量を超えた発現量の細胞が含まれる。標的タンパク質

を限界発現 量を超えて発現している細胞は、細胞増殖が抑制されるため、細

胞集団から除外 されると考えられる。したがって、トランスフェクションか

ら一定期間生存した細胞集団で最も高い蛍光量を示す細胞から限界発現量が測

定できると考えられ る。本研究では、最初にトランスフェクション試薬 

Polyethyleneimine (PEI)-max を用いたトランスフェクションの効率が非常に高

い HEK293 細胞を用いて実験を行った。標的タンパク質を発現させるために、

培養細胞において強力なプロモーターとして広く認識されている CMV プロモ

ーター (CMV-pro) を利用した (Kronman, 1992; Liu, 1997)。本研究で用いたプ

ラスミド pTOW-CMV-pro の基本的な構造を図 1-B に示す。  

トランスフェクションに用いるプラスミド DNA の量および解析を行うタイ

ミ ングの最適化を行った。より高い GFP 蛍光量を示す細胞の割合は、トラン

スフ ェクションに用いる DNA 量の増加に伴って上昇した (図 1-C)。5 μg 以

上のプラスミド DNA を使用しても最も高い蛍光量は変化しなかった(図 1-

D)。トランスフェクション効率 (解析に用いた細胞 20000 個に対する GFPポ

ジティブ細胞の割合) も使用するプラスミド DNA 量の増加に伴って上昇した 

(図 1-E)。しかし、6 μg 以上使用しても殆ど変化しなかった (1-D)。したがっ
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て、DNA が 5 μg を超えると十分なプラスミド量が細胞へ導入され、GFP の限

界発現量が得られたと考えられる。細胞の GFP蛍光量はトランスフェクション

から 18 h 後に最高値に達した後、蛍光量は維持された (図 1-F)。以上の結果か

ら、本研究では 1) トランスフェクションに 6 µg の DNA を用い、2) トランス

フェクションから 24 h 後の細胞を解析することとした。 
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図 1 哺乳類細胞におけるトランスフェクション条件の最適化 

 
図 1-A 実験系の概要 

HEK239 細胞を高効率トランスフェクションにより GFP 発現プラスミドでトラ

ンスフェクションを行った。トランスフェクションから 24 h 後に生存した細胞

をフローサイトメトリーで解析した。プロモーターの強さやトランスフェクシ

ョン効率が十分に高ければ、トランスフェクションされた細胞の GFP 発現量は

限界発現量に達すると考えられる。 

 

図１-B 本研究で用いたプラスミドの基本構造 

一過性のトランスフェクションを行うために、プラスミドは培養細胞の複製起

点を持たない。出芽酵母 S.cereviciae を用いた相同組み換えを用いたプラスミド

構築を行うために、URA3 と 2µORI が組み込まれている。大腸菌 E.coli でプラ

スミドを選択および増殖させるために、AmpR と pBR322ORI も組み込んでい

る。これらの要素は、培養細胞では特に機能を持たない。標的遺伝子 (ここで

は GFP) は CMV プロモーターで発現される。 

 

図１-C, D トランスフェクション細胞の GFP 発現量と DNA 量の関係 

トランスフェクションから 24 h 後の細胞集団の GFP蛍光強度 (AU) をフロー

サイトメトリーで解析した。トランスフェクションで使用したプラスミド

DNA の量を右上に示した。 

 

図１-E トランスフェクション効率とプラスミド DNA 量の関係 

トランスフェクション効率を図 1-C, D に示したヒストグラムから、解析に用い

た 20,000 細胞にたいする GFPポジティブ細胞数の比率で算出した。平均値と

SD (エラーバー) を示した。 

 

図 1-F トランスフェクション細胞の GFP 発現量の経時変化 

6 µg プラスミド DNA でトランスフェクションを行い、1 h おきに GFP蛍光を

フローサイトメトリーで解析した。細胞集団の GFP蛍光強度の平均値を示し

た。 
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図 1-G, H, I 空ベクターおよび GFP 発現プラスミドでトランスフェクション 
した細胞の顕微鏡写真 

空ベクターでトランスフェクションした細胞株の顕微鏡写真 (ｐTOW-CMV-

pro, G)と GFP 発現プラスミドでトランスフェクションした細胞株の顕微鏡写真 

(pTOW-CMV-pro-GFP, H と I)を示す。BF と GFP は明視野と GFP蛍光を示して

いる。細胞は 20倍の対物レンズで観察している。 
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【ミトコンドリアと ER への局在化が GFP の限界発現量を減少させる】 

酵母を用いた実験では、GFP へ局在化シグナルを付加した結果、GFP の限界

発現量が減少することが報告されている (Kintaka, 2016)。この結果は、局在化

の過負荷によるものであると考えられる。本研究では、HEK293 細胞において

も局在化が GFP の発現量を減少させるかを調査した。この目的のために、ミト

コンドリア標的シグナルを N末端に付加してミトコンドリア局在化 GFP (MTS-

GFP) 、ER局在化シグナルを N末端に、ER保留シグナルを C末端に付加して

ER局在化 GFP(ER-GFP) を構築した (図 2-A)。MTS-GFP、ER-GFP を組み込ん

だプラスミドでトランスフェクションした細胞株は、GFP を組み込んだプラス

ミドでトランスフェクションした細胞株と比較して最大 GFP蛍光量が減少して

いることが明らかとなった。GFP蛍光強度の平均は、GFP、MTS-GFP、ER-

GFP の順番で高かった (図 2-B, C, D) 

蛍光標識した全タンパク質を SDS-PAGE で分離した際、発現した GFP は可視

バンドとして検出された (図 2-E、赤矢印)。バンドの蛍光強度から、GFP 発現

量を算出したところ、総タンパク質量の約 4.95 %であった。GFP 抗体でウェス

タンブロットを行ったところ、GFP およびMTS-GFP、ER-GFP のバンドが検出

された。バンドの蛍光強度から、MTS-GFP と ER-GFP の発現量はそれぞれ

GFP の発現量の 32 %、7.6 % であった。したがって、それぞれの発現量は、全

タンパク質の 1.58 %と 0.38 % であると推定できる (図 2-F, G)。ウェスタンブ

ロットで MTS-GFP に MTS−GFP前駆体のバンドが確認できた (図 2-F)。これ

は、本研究で MTS-GFP の発現量が確かにミトコンドリア輸送経路の限界を超

えたことを示唆している。酵母細胞で観察された結果と同様に、GFP のミトコ

ンドリアと ER への局在化は発現限界を減少させた。 
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図 2 局在化シグナルの付加が GFP限界発現量を減少させる。 

 
図 2-A 実験に用いた遺伝子 

ヒト由ミトコンドリアタンパク質 Cox8 の MTS、Trypanosoma brucei EP protein 

由来 SS配列、ER保留シグナル KDEL配列を GFP に付加した。 

 

図 2-B, C GFP と各局在化 GFP の GFP 発現量の比較 

トランスフェクションした細胞の GFP 発現量をフローサイトメトリーで解析し

た。解析の結果得られた GFP 発現細胞株のヒストグラムと MTS-GFP、ER-GFP

発現細胞株のヒストグラムの比較を示した。  
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図 2-D 各細胞株の GFP 発現量の比較 

図２-B,C で示したヒストグラムから算出した GFP蛍光強度の平均値および SD

を示した。 

 
図２-E SDS-PAGE によるタンパク質発現量の確認 

各トランスフェクション細胞から抽出した総タンパク質を SDS-PAGE で分離し

た。赤矢印は GFP のバンドサイズを示している。 

 
図 2-F, G ウェスタンブロットによる GFP 発現量の確認 

GFP 抗体を用いたウェスタンブロットで検出した各細胞株の GFP バンドを示

した。MTS-GFP前駆体のサイズに対応するバンドが確認された。これを Pre-

MTS-GFP として示す。図 2-F で検出された GFP バンドの蛍光強度を、図 2-E

で得たバンドの蛍光強度で補正し、GFP 発現量を算出した。その結果を図 2-G

に示す。 
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【P2A-GFP を用いた蛍光を持たないタンパク質の限界発現量の測定】 

ウイルス由来の P2A配列は翻訳時にタンパク質の開裂を引き起こす (Matsuda, 

2019; Kim, 2011; Liu, 2017)。開裂したタンパク質は同じリボソームで翻訳され

ているため、同じ分子数で合成される。そのため、P2A配列の C末端に GFP

を付加することで、N末端に付加した標的タンパク質の発現量を、GFP の発現

量から間接的に測定することができる。N末端に付加した標的タンパク質の発

現量を P2A-GFP で測定ができるかを確認するために、まずは赤色蛍光タンパ

ク質 (RFP) mCherry の限界発現量を P2A-GFP を用いて測定した (図 3-A)。ト

ランスフェクションした細胞を蛍光顕微鏡で観察したところ、GFP蛍光と RFP

蛍光には高い相関があることが明らかとなった (図 3-B, C)。ウェスタンブロッ

トを行った結果、非開裂タンパク質のバンドが確認できなかったため、この高

い相関は非開裂タンパク質によるものではないことが確認できた (図 3-D, E)。

これらの結果から、P2A-GFP の N末端に付加した標的タンパク質の限界発現

量を、GFP蛍光量で測定できることが確認できた。非開裂 P2A変異体 (P2A*)

を用いた場合、 僅かではあるが有意に GFP 発現が減少していた (図 16, P 

=0.04)。これは、融合タンパク質の発現と比較して、開裂タンパク質は発現シ

ステムに与える摂動が少ないことを示唆している。 

次に、蛍光を持たない標的タンパク質として分泌型アルカリホスファターゼ 

(SEAP) とヒト型アルブミン (HSA) の限界発現量を測定した (図 4-A, B, C)。

SEAP プラスミドおよび HSA プラスミドでトランスフェクションした細胞株の

GFP蛍光は、RFP プラスミドでトランスフェクションした細胞株の GFP蛍光

の 54 % および 5 %であった。各細胞株を蛍光顕微鏡で観察したところ、GFP

の発現は細胞質全体に確認でき、輸送経路への局在は確認できなかった (図 4-

D)。そのため、各細胞株の GFP蛍光の減少は GFP の局在化による影響でない

と考えられる。この結果は、結合したタンパク質の局在化を P2A が効率的に分

離するという報告と一致している (Kim, 2011)。そのため、C末端の GFP は、

オルガネラへ局在化する N末端の標的タンパク質がどれだけ生産されたかの指

標となる。これらの結果は、SEAP および HAS の限界発現量が RFP と比較し

て低いこと、HSA の限界発現量は SEAP のたった 10 %ほどであることを示唆

している。 

SEAP の発現限界が輸送によって制限されているのかを調べるために、SEAP

の局在化シグナルを欠損させた SEAPΔSS を P2A-GFP へ付加し、限界発現量を
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測定した (図 4-A)。SEAPΔSS プラスミドでトランスフェクションした細胞株

の GFP蛍光は、SEAP プラスミドでトランスフェクションした細胞株と比較し

て有意に増加した (図 4-E, F)。この結果から、タンパク質の局在化がタンパク

質の発現限界を減少させることについて、さらなる確証を得た。 
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図 3  N末端の標的タンパク質の原価発現量を測定するための P2A-GFP の利

用 

 
図 3-A P2A配列を用いた実験系の概要  

P2A配列を用いて等量発現が可能となる。そのため、N末端の標的タンパク質 

(ここでは RFP) の発現量を P２A配列の C末端につけた GFP の発現量で間接

的に測定が可能である。 

 

図 3-B トランスフェクションした HEK293 細胞株の蛍光顕微鏡観察 

RFP と GFP の蛍光イメージを蛍光顕微鏡で撮影した。 

 

図 3-C RFP蛍光強度と GFP蛍光強度の比較 

図 3-B で撮影した画像をもとに、画像処理ソフト Cell Profiler で RFP と GFP の

蛍光強度を算出し、両者の相関関係を調べた。 
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図 3-D P2A変異体のコンストラクト 

開裂せずに融合タンパク質が生産される P２A配列変異体 (RFP-P2A*-GFP) を

作成した。 

 
図 3-E ウェスタンブロットによる開裂の確認 

GFP、RFP-P2A-GFP, RFP-P2A*-GFP 発現細胞株から抽出した GFP を、ウェス

タンブロットで検出した。GFP と非開裂 RFP-P2A-GFP の分子量を矢印で示

し、それぞれ Cleaved と Noncleaved と表記した。  

 

図 3-F  RFP-P2A-GFP および RFP-P2A*-GFP の発現量の比較 

RFP-P2A-GFP および RFP-P2A*-GFP 発現細胞株をフローサイトメトリーで解

析した。その後、GFP蛍光の平均を算出した。  
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図 4 分泌タンパク質 SEAP と HSA の限界発現量の測定 

 

図４-A 実験に用いた遺伝子 

実験に用いた遺伝子の配列を示した。また、SEAP のシグナル配列部分のアミ

ノ酸配列を示した。SEAPΔSS は SEAP からシグナル配列を欠損したことを示し

ている。 

 
図 4-B SEAP および HSA 発現細胞株のヒストグラムの比較 

SEAP および HSA プラスミドでトランスフェクションした細胞のタンパク質発

現量をフローサイトメトリーで解析して得られたヒストグラムを比較した。 

 

図 4-C GFP蛍光強度の比較 

SEAP および HSA 発現細胞株の蛍光強度の平均値を比較した。 
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図 4-D SEAP および HSA 発現細胞株の蛍光観察 

SEAP および HSA 発現細胞株の蛍光イメージを示す。細胞ごとに GFP蛍光の

明るさが異なるため、コントラストを強調している。 

 
図４-E, F SEAP と SEAPΔSS 発現細胞株の発現量の比較 

SEAP と SEAPΔSS 発現細胞株をフローサイトメトリーで解析して得られたヒス

トグラムの比較図と、GFP蛍光強度の平均値を示す。 
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【小胞輸送関連タンパク質の限界発現量の測定】 

酵母において Sec24、Sec31、Arf1 および Arf2 のような小胞輸送関連タンパク

質は過剰発現をした際、非常に高い特性を示すことが報告されている 

(Makanae, 2013)。これらの遺伝子のヒトホモログタンパク質 (Sec24、Sec31、

Rab1、Rab5)も毒性を示すかを確認するために、これらのホモログタンパク質

の限界発現量を P2A-GFP を用いて測定した (図 5-A)。Sec24、Sec31、Rab1、

Rab５プラスミドでトランスフェクションした細胞株の GFP蛍光は、RFP また

は SEAP プラスミドでトランスフェクションした細胞株の GFP蛍光の 1/10以

下であった (図 5-B, C)。さらに、Sec24、Sec31 プラスミドでトランスフェクシ

ョンした際、GFPポジティブ細胞の生存数は、RFP プラスミドでトランスフェ

クションした際の 10 %以下であった (図 5-D)。これらの結果は、実験に用いた

４つの輸送関連タンパク質の限界発現量は非常に低く、かつ過剰発現は高い毒

性を示すことが示唆された。この結果は、酵母で得た知見とも一致している。 

 

【DHFR-MTX拮抗作用を利用した高コピー数プラスミドを持つ細胞の濃縮】 

これまでは高効率トランスフェクションでタンパク質の限界発現量を測定し

てきた。しかし、これらの細胞集団は、限界発現量に達しない低コピー数でト

ランスフェクションされた細胞も含まれている。したがって、これまでに解析

した GFP 発現量の平均は、実際のタンパク質の原価発現量よりも低い (図 6-A

左)。 

そこで、DHFR-MTX拮抗作用を利用して ((Lucas, 1996)、実際の限界発現量に

より近いタンパク質発現量の細胞を濃縮する試みを行った。この実験のため

に、EF1α プロモーターとマウス由来 Dhfr 遺伝子を pTOW-CMV-pro-D に挿入

した。このプラスミドの構造を図 6-B に示した。低コピープラスミドでトラン

スフェクションされた細胞は MTX の添加により、選択的に除外される。その

結果、生存細胞の GFP 発現量の平均はより実際の限界発現量に近づく (図 6-A

右)。予備実験の結果では、HEK293 細胞株は 200 µM MTX での処理によって、

24 h 後ほとんどの細胞の増殖が阻害されていた (No data)。そのため、次の実験

でも 200 µM MTX を使用した。 
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図 6-C, D, E に示すように、DHFR-GFP プラスミドでトランスフェクションし

た細胞株は 200M MTX処理で、GFP 発現量が低い細胞集団がわずかに減少し

た。その結果、GFP蛍光量の平均値とウェスタンブロットにより算出する GFP

発現量がわずかに改善した。前者は統計的に有意な改善であった (P=0.006)。

これらの結果は DHFR-MTX拮抗作用はタンパク質の限界発現量の測定精度を

高めるために、利用できる可能性があることが示唆される。 
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図 5 小胞輸送関連タンパク質の限界発現量の測定 

 
図 5-A 実験に用いた標的遺伝子 

本実験に用いた標的遺伝子を示す。 

 
図 5-B フルーサイトメトリー解析で得られたヒストグラム 

Sec24、Sec31、Rab1、Rab5 でそれぞれトランスフェクションした細胞株のフロ

ーサイトメトリーで得られたヒストグラムを示す。 

 

図 5-C GFP蛍光強度の比較 

Sec24、Sec31、Rab1、Rab5 でそれぞれトランスフェクションした細胞株のフロ

ーサイトメトリーで解析し、各細胞株の GFP蛍光強度の平均値を算出した。 

 
図 5-D 各細胞株の GFPポジティブ細胞の比較 

Sec24、Sec31、Rab1、Rab5 でそれぞれトランスフェクションした細胞集団に含

まれる GFPポジティブ細胞の数を示す。 
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図 6 DHFR-MTX拮抗作用を利用した高コピー数プラスミドを持つ細胞の濃縮 

 
図６-A,B 実験系の概要 

実験の概要を図 6-A に図示した。図 6-B で示すプラスミドで細胞をトランスフ

ェクションし、24 h 後に MTX で処理を行う。その結果、高コピー数のプラス

ミドを持つ細胞のみが選択される。各ステップで予想されるヒストグラムのイ

メージ図を示した。 

 
図 6-C, D MTX処理によるフローサイトメトリー解析の改善結果 

図 6-C には、GFP-DHFR をトランスフェクトした細胞のヒストグラムの比較図

を示した。 黒い線のグラフと塗りつぶされた緑のグラフは、それぞれ MTX未

処理および 200 µM MTX で処理された細胞集団を示している。図 6-D は GFP

蛍光強度の平均値を示した。 

 
図 6-E MTX処理によるウェスタンブロットによる解析結果 

DHFR-GFP でトランスフェクション後、200µM MTX で処理された細胞集団の

GFP 発現量の平均値をしめした。GFP 発現量はウェスタンブロットによる解析

結果から算出した。  
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【HeLa 細胞におけるタンパク質局在化の影響】 

ここまでは、HEK293 細胞株を対象として実験系の構築および解析を行った。

本研究で構築した実験系は単一プラスミドと高効率トランスフェクション、蛍

光による発現量評価を組み合わせたシンプルな系である。したがって、多様な

細胞に適用が可能であると考えた。そこで、HEK293 細胞と同様に汎用されて

いる HeLa 細胞を用いて、構築した実験系が他細胞種へも適用可能かを調査し

た。pTOW-CMV-pro-GFP を用いてトランスフェクションの最適化を行った結

果、HeLa 細胞に対しては、プラスミド DNA 8 µg、PEI max 24 µg を用いること

とした。次に、GFP、MTS-GFP、ER-GFP 発現プラスミドでトランスフェクシ

ョンした細胞集団の GFP蛍光量をフローサイトメトリーで解析した(図 7-A, B, 

C)。MTS-GFP および ER-GFP は GFP の蛍光量よりも減少していた (図 7-D)。

この結果は、酵母細胞や HEK293 細胞で得た結果と一致する。この結果は、最

初にトランスフェクションに用いる DNA 量および PEI max 量の最適化を行う

必要はあるが、本実験系は多様な細胞種に適用可能であることを示唆してい

る。  
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図 7 HeLa 細胞において局在化は GFP の発現限界を減少させる 

 
図 7-A 本実験で用いた遺伝子 

本実験に用いた遺伝子を示す。 

 
図 7-B, C トランスフェクションされた細胞株のヒストグラムの比較図 

フローサイトメトリーで得られた GFP 発現細胞株と MTS 発現細胞株のヒスト

グラムの比較図 (B) と GFP 発現細胞株と ER-GFP 発現細胞株のヒストグラム

の比較図を示す。 

 
図 7-D 各細胞株の GFP蛍光量の比較 

フローサイトメトリーで得られたデータから算出した各細胞株の GFP蛍光量の

平均値をグラフとして示す。 
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考察 

【酵母と培養細胞における実験手法の違い】 

タンパク質の大量生産は細胞機能に対して様々な悪影響を与えるが、そのメ

カニズムはほとんど解明されていない。このメカニズムとタンパク質の過剰発

現は本質的に関連している。したがって、細胞機能に悪影響を与えるタンパク

質量を知る必要がある。 

 酵母を用いた研究では、酵母におけるタンパク質の限界発現量を体系的に測

定できる遺伝子綱引き法 (gTOW法) が開発されている(Moriya, 2006; Moriya, 

2011; Moriya, 2012)。gTOW法では、マルチコピープラスミドの特性を利用して

タンパク質の限界発現量を測定できる。タンパク質の限界発現量の測定は正確

ではないが、分散を利用し、またシンプルなため、多くの異なるサンプルの解

析に利用可能である。酵母における gTOW法では、高コピー数プラスミドを持

つ酵母が選択マーカー遺伝子による選択圧を利用して濃縮される。一方で、哺

乳細胞などの培養細胞は酵母と比較して細胞周期が長いため、選択圧を用いた

高コピーのプラスミドを持つ細胞の濃縮は実用的ではない。そのため、本研究

では高効率トランスフェクションの分散を直接利用することにした。gTOW法

では、ネイティブプロモーターとターミネーターを含む標的遺伝子を利用して

おり、プラスミドコピー数を測定することで限界発現量をネイティブなレベル

の何倍かで評価することができる(Moriya, 2015)。この方法は、遺伝子のプロモ

ーター領域の特定が比較的簡単で、遺伝子大きなイントロンを含んでいないな

どゲノム構造がコンパクトな微生物にのみ適用可能である。哺乳類のような高

等真核生物では、ゲノム構造は非常に複雑でありゲノムサイズもプラスミドで

クローニングするには巨大すぎる。そのため、多くの標的遺伝子の相対的なタ

ンパク質発現レベルの体系的な測定は実用的でない。 
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【P2A-GFP を用いた標的タンパク質発現量の測定】 

本研究では、標的タンパク質の過剰発現レベルの測定および比較する実験系

を開発した。この実験系では、マーカータンパク質 GFP と標的タンパク質のタ

ンパク質合成レベルが 1:1 となる自己開裂配列 P２A配列を利用した。ここ

で、標的タンパク質の分解による実験系への影響について考える。GFP は最も

安定なタンパク質の一つとされており、半減期は長い。そのため、標的が分解

速度の早いタンパク質で発現後すぐに分解した場合も、P2A配列により標的タ

ンパク質と等量発現した GFP は、分解されず細胞質にしばらく残る。したがっ

て、GFP 発現量の測定で、標的タンパク質がどれくらい発現されたかを推察す

ることが可能だと考えられる。 

 

【低限界発現量のタンパク質を解析する際のプロモーターの問題】 

タンパク質を過剰発現させるために、培養細胞中で最も強力なプロモーター

の一つである CMV プロモーターを利用した。Sec24、Sec31 のタンパク質限界

発現量を測定するための実験では、GFPポジティブ細胞がほとんど検出されな

かった。これは、CMV プロモーターがこれらのタンパク質の限界発現量を測

定するには強力過ぎたことが示唆している。したがって、過剰発現が非常に高

い毒性を示すタンパク質の測定にはより弱いプロモーターを使用すべきであ

る。 

 

【DHFR-MTX拮抗作用を利用した測定精度の改善効果】 

高コピー数のプラスミドを持つ細胞を濃縮するために、HDFR-MTX拮抗作用

の利用を試みた。しかし、この方法では、測定制度はわずかにしか改善しなか

った 。DHFR−MTX システムは安定高発現細胞株を生産するために確立されて

おり、長期間の選択が必要である (Kim, 2011)。本研究で開発した実験系のよ

うに、一過性のトランスフェクションを利用する系では十分に機能しないと考

えられる。 
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【HEK293 細胞株における GFP の生産量】 

 本研究の興味深い発見は、HEK293 細胞株における GFP の限界発現量であ

る。本研究では、GFP の発現限界は総タンパク質量の約 5 %と推定した。これ

は、酵母細胞で推定された限界発現量 (総タンパク質量の 15 %) よりも低かっ

た。しかし、現在この違いが細胞種の違いによるものか、実験系の違いによる

ものかは結論付けることはできない。機能を持たない無害なタンパク質である

GFP の大量発現がどのように細胞機能に影響を与えるのだろうか？タンパク質

生産のための細胞リソースは限られており、極端な GFP の大量生産は細胞リソ

ースに過負荷を与える。微生物では、この状態を protein burden / cost と呼ばれ

ており、細胞増殖が観察されている。本研究では、GFP を発現した HEK293 細

胞株は dish の底から剥がれて丸くなり、その殆どが死に至った。この結果は、

他の研究者の報告とも一致している (Liu, 1999)。次に興味深い疑問は、タンパ

ク質の過剰発現による過負荷にたいする固有の検知システムがあるのかであ

る。このようなシステムは、ウイルス感染または癌の発生時にプログラムされ

た自殺システムとして機能する可能性があり、タンパク質の大量生産は細胞機

能とは無関係である。 

 

【HEK293 細胞株におけるタンパク質の局在化による影響】 

HEK293 細胞株および HeLa 細胞株においても GFP への局在化シグナルが発現

限界を減少させた。これらの結果は、酵母で得られた知見と一致している。こ

の発見は、培養細胞でも同様に局在化による負担がタンパク質の限界発現量を

決定するという考えを支持した。加えて、HEK293 細胞を宿主とした GFP 発現

細胞株および各局在化 GFP 発現細胞株の GFP 発現量をウェスタンブロットで

解析したところ、MTS-GFP 発現細胞株から抽出したサンプルでは MTS-GFP前

駆体が確認できた 。ミトコンドリア局在タンパク質が大量生産された際、ミ

トコンドリアへ入りきれなかった前駆体が細胞毒性を示すことが報告されてい

る (Wrobel, 2015; Wang, 2015)。酵母を用いた実験でも MTS-GFP株から抽出し

たサンプルをウェスタンブロットで解析したところ、同様に MTS−GFP前駆体

が確認されており、これが GFP の限界発現量を減少させた要因であると考えら

れた (Kintaka, 2016)。これらの結果から、HEK293 細胞におけるミトコンドリ

ア局在化による GFP の限界発現量の減少は、同様に MTS−GFP前駆体の毒性に

よるものであると考えられる。 
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 HEK293 細胞株において、ER への局在化も GFP の限界発現量を減少させた。

これは、小胞輸送に関するリソースへの過負荷を与えた結果だと考えられる。

また、タンパク質の大量発現は小胞体内で凝集体を形成し、ER ストレスを誘

導することがある。しかし、本研究で用いた GFP は、ER内で凝集体を形成し

ないことが moxGFP である。したがって、ER局在化 GFP の限界発現量の低下

は、ER ストレスによる影響ではない。 

本実験では、タンパク質の局在化が限界発現量を下げる確証をさらに得るた

めに、SEAP と分泌シグナルを欠損させた SEAPΔSS の限界発現量を P2A-GFP

の蛍光量で間接的に測定し、比較した。その結果、SEAP と比較して SEAPΔSS

の限界発現量は約 40 % 改善された。このことから、タンパク質の局在化が限

界発現量を下げる一つの要因である確証が得られた。また、SEAPΔSS の限界

発現量は、同様に P2A-GFP の蛍光量で間接的に測定した RFP の限界発現量の

約 75 % であった。RFP も GFP と同様に最も発現限界が高いタンパク質の一つ

であると考えられる。すべてのタンパク質は、理論上このことから、SEAPΔSS

は限界発現量がタンパク質の局在化以外の要因で減少していると考えられる。 

遺伝子綱引き法 (gTOW法) を用いた研究により、酵母の全タンパク質の限界

発現量が明らかとなった (Makanae, 2013)。その結果、ほとんどのタンパク質が

100倍近くまで発現できることが明らかとなった。一方で、わずかに発現量が

上昇しただけで細胞機能にとって害となる 115個のタンパク質の存在も明らか

となった。この 115個には輸送関連タンパク質が多く含まれていた。本実験で

は、酵母の輸送関連タンパク質 Sec24、Sec31、Atr1、Atr5 のヒトホモログタン

パク質 (Sec24、Sec31、Rab1、Rab5)を標的とし、P2A-GFP の蛍光量で間接的

に限界発現量を測定した。その結果、いずれのタンパク質の限界発現量も、

RFP の限界発現量の 10 % 以下であった。これらの結果から、酵母で限界発現

量が極めて低いタンパク質のヒトホモログタンパクも同様に限界発現量が極め

て低いことが明らかとなった。 

これらの結果から、1)タンパク質の局在化が細胞リソースに過負荷をかけて限

界発現量を減少させること、2)酵母で限界発現量が著しく低いタンパク質のヒ

トホモログタンパク質は、ヒト培養細胞 HEK293 でも同様に限界発現量が低い

ことなど、酵母で得られた知見と一致することが明らかとなった。 
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【本実験系における課題】 

本研究では、GFP蛍光量からヒト培養細胞におけるタンパク質の限界発現量を

測定する実験系を開発した。将来的に解決すべき課題もいくつかある。例え

ば、酵母を用いた研究では、過剰なタンパク質の分解も限界発現量を減少させ

ることが明らかとなっている。例えば、EGFP と degron を付加した EGFP の限

界発現量を比較したところ、EGFPdeg の限界発現量の方が低いことが明らかと

なった (Makanae, 2013)。これは、タンパク質を分解するためにプロテアソーム

やエネルギーなどの細胞リソースへの過負荷が原因だと考えられた (Makanae, 

2013)。同様の結果は、金高らの研究でも確認されている。(Kintaka, 2016)。本

研究で構築した実験系だけでは、ヒト培養細胞において degron 付加タンパク質

の大量発現が酵母と同様に限界発現量を減少させるかを確認することは難しい

と考える。例えば、GFP と degron を付加した GFP (GFPdeg)の限界発現量を測

定した場合、GFPdeg の限界発現量は GFP の限界発現量よりも減少することが

予想される。しかし、その結果が GFP の分解による GFP蛍光量の減少が原因

である可能性は除外できない。 

上記の改題を解消するために、プラスミドコピー数の測定を行なう必要があ

ると考えた。実際に、トランスフェクションから 24 h 後の GFP 発現株および

MTS-GFP 発現細胞株、ER−GFP 発現細胞株からゲノム DNA およびプラスミド

DNA を回収し、リアルタイム PCR で各細胞株のゲノム DNA に対するプラス

ミドコピー数を測定しようと試みた。結果は、サンプルごとにプラスミドコピ

ー数のばらつき激しく、正確な測定には至らなかった (No data)。原因として 1)

哺乳類細胞のゲノムが複雑であること、2)目的タンパク質の発現量大きく異な

る細胞から DNA を抽出していること、3)細胞全体から DNA を抽出しているこ

となどが考えられた。これらの問題を解決し、プラスミドコピー数の測定方法

を確立させることが、本研究の今後の大きな課題である。 
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【HeLa 細胞を用いた実験系の構築】 

 本実験系では、はじめに HEK293 細胞を用いてタンパクの限界発現量を測定

する実験系の構築を行った。この実験系が HEK293 細胞以外の培養細胞でも適

用可能であるかを確認するために、HeLa 細胞を用いて実験を行った。GFP、

MTS-GFP、ER-GFP の限界発現量を測定したところ、MTS-GFP および ER-GFP

の限界発現量は、GFP の限界発現量と比較して減少していることが明らかとな

った。この結果は、酵母や HEK293 細胞株の結果と一致している。このことか

ら、本研究で開発した実験系は、多種類の細胞で適用が可能であると考える。 

 

【多種細胞間の比較解析について】 

多種細胞で実験系が適応できるのであれば、HEK293 細胞や HeLa 細胞を含む

多種間で比較解析を行い、細胞の特性について理解を深めることが可能である

と考える。例えば、本実験系では、タンパク質の局在化による影響を HEK293

および HeLa 細胞を用いて調査した。結果、HEK293 細胞と比較して HeLa 細胞

は 1)タンパク質発現量が低い、2)GFP と MTS-GFP の限界発現量の差が小さい

などの違いが確認できた。特に、MTS-GFP と GFP の限界発現量の差について

の発見は興味深い。もしかしたら、HeLa 細胞は、HEK293 細胞と比較して堅牢

なミトコンドリア輸送経路があるのかもしれない。また、細胞間の比較解析

は、疾患治療の分野にも応用が可能であると考える。例えば、正常細胞と疾患

細胞の間で行い、疾患細胞のみ限界発現量が低いタンパク質が発見されれば、

疾患細胞に特異的な脆弱点であると考えられる。そのタンパク質を標的とし

た、新規バイオマーカーや新規治療法などにつなげることが可能だと考える。 

 

【結論】 

本研究で開発した実験系は、単一プラスミドと高効率トランスフェクショ

ン、傾向による発現量評価を組み合わせたシンプルな実験系である。微生物で

の大量発現実験のように、体系的な解析に適用可能であり、ヒト培養細胞で

様々なタンパク質を対象として大量発現細胞に及ぼす影響を調査することが可

能となった。	 	
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