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 近年、ほぼすべての原核生物において、アポトーシス様細胞死を引き起こす toxin-antitoxin (TA) 
system が発見された。一般的に toxin および antitoxin 遺伝子はオペロンを形成し、toxin は宿主
自身に対して毒性を示す。通常、toxin は antitoxin と複合体を形成し、その毒性は中和されている。
個々の TA system および toxin の解析、原核生物の生理機能、病原性及び進化の理解に必須であ
る。しかし、その毒性の強さから toxin タンパク質を高発現させ精製することは困難であり、これま
でその構造は不明なものが多い。HicA-HicB は、大腸菌に存在する TA system の 1 つで、hicA は 
hicB の上流に位置し、hicB とオペロンを形成する。HicA toxin (58 残基) は RNA の分解を引き起
こし、単独で細胞生育を阻害する。興味深いことに、HicA toxin は生育を阻害するが細胞死は引き起
こさないため、菌体内で HicA toxin タンパク質のみを発現できることが判明した。そこで、in-cell 
NMR により菌体内での HicA toxin および HicA-target 複合体の構造を明らかにすることを目的と
する。 
 HicA toxin の過剰発現を行った結果、HicA タンパク質は不溶性画分に局在していた。そこで、誘導
後の培養剤の濃度を検討したが、検討したすべての濃度で誘導後も HicA は不溶性画分に局在していた。
次に誘導後の温度を検討し HicA を可溶性画分に発現しようと試みた。37˚C、室温および 16˚C で発
現させたが、何の条件においても HicA を可溶性画分に発現させることはできなかった。誘導剤の濃度
および誘導後の培養温度も組み合わせて行ったが、可溶性タンパク質として HicA タンパク質を得るこ
とはできなかった。そこで、次に HicA-HicB toxin-antitoxin 複合体を大腸菌内で発現させた。その結
果、HicA-HicB 複合体は一部は可溶性タンパク質として存在していたもののその大部分は不溶性画分に
局在した。そこで、HicA と同様に誘導条件を検討したがこれまで可溶性タンパク質として得られてい
ない。現在、可溶化タグ、および発現ベクターについて検討中である。また、in-cell NMR に最適な高
密度でも溶菌しない大腸菌の創出を試みている。in-cell NMR 解析中での大腸菌の生存数を調べた結果、
４時間後で 20%の菌が死滅していた。現在、より解析中に溶菌しにくい大腸菌のスクリーニングを T4 
phage lysozyme を用いて行っている。 
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