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   昨年度から引き続き目的タンパク質である	HicA	toxin	の可溶性タンパク質として大量発現させる条
件検討を行った。これまで試していなかった	Protein	S	タグを	N	末端に付加させた	PrS-HicA	を構築

し大腸菌内で高発現させた。その結果、約 50%	の	HicA	タンパク質が可溶性タンパク質として発現され

た。さらに、温度、誘導する際の菌密度、誘導剤の濃度などの誘導条件を検討した結果、HicA	タンパク

質をほぼ	100%	可溶性タンパク質として発現させることに成功した。次に	HicA	タンパク質の精製を行

った。その結果、菌体内で	HicA	は分解されていることが示唆された。誘導時間の短縮や培養温度によ

り	HicA	の分解を阻害することができないか試みたが、これまで期待される結果は得られてはいない。	

					HicA	toxin	の構造解析の研究と同時に、in-cell	NMR に最適な高密度でも溶菌しない大腸菌の創出

を試みた。初めに in-cell	NMR 解析中での大腸菌の生存数を調べた結果、４	時間後で約	20%	の菌が死

滅することが明らかとなった。in-cell	NMR	で問題になるのは解析中に菌が溶菌してしまい、細胞質タ

ンパク質が菌体外に漏れでてしまうことである。漏れ出たタンパク質は菌体内に存在するタンパク質よ

りも強いシグナルとして検出される。そこで、トランスポゾンを用いて大腸菌の遺伝子欠損ライブラリ

ーを作成し、作成した菌を用いて溶菌しにくく	in	cell-NMR	に最適な大腸菌のスクリーニングを行った。	

T4	ファージ溶菌酵素	を遺伝子ライブラリー内で発現させることで、通常の生育環境では問題なく生育

するが細胞膜の透過性が上昇すると	T4	ファージ溶菌酵素	がペリプラズム空間に漏れ出てしまい菌を

完全な溶菌に導く。このようなスクリーニング系を構築し、溶菌しにくい大腸菌の創出を試みた。しか

し、これまで野生型株に比べて顕著に溶菌しにくくタンパク質の発現量は変わらないような大腸菌は得

られていない。	
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