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研究成果の概要（和文）：LINEの機能を構造生物学的アプローチにより解明するため，結晶構造解析を目的とする．OR
F2pの精製可能で安定なコンストラクトの再考を行ったが，これまでのSart1-ORF2p全長よりも発現量および安定性が改
善されるものは見いだせなかった．また，大腸菌を用いた場合，コドン頻度による発現タンパクの不安定化が考慮され
る為，より天然の環境に近い昆虫細胞を用いた発現系を試行した．Sf9を用いて Sart1全長を発現させたところSart1-O
RF1pの発現は確認できたが，ORF2pは殆ど見られず，またORF1pも可溶画分に回収されなかった．

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to reveal the structural basis of the LINE. To obtain t
he stable protein, I tested four EN-Myb constructs, but none could be expressed or purified better than Sa
rt1-ORF2p. Next, I used Sf9 cells as protein expression system to overcome the codon-usage issue. Although
 I detected the ORF1p expression, ORF2p was not co-expressed. I tried to purify the ORF1p expressed in Sf9
 cells, however, ORF1p was recovered in insoluble fraction and failed to purify.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
LINE の構造解析を行っているグループは

我々を含めて２グループあり，彼らは哺乳動
物でメジャーなLINE-1に興味を持っている．
LINE の研究はその発見の経緯から殆どがゲ
ノム解析の手法によって行われており，機能
解析は進んでいない．その理由として LINE
の転移を試験管内で再現することが非常に
困難であることと，細胞内でも元々転移は非
常に稀な現象であることが挙げられる． 
2004 年にジョンス・ホプキンス大学のグルー
プが LINE の DNA 配列を最適化して，培養細
胞を用いた高頻度転移系を確立している．
2013 年には同じグループがこの系を用いて
相互作用解析を行った論文が発表された． 
LINE はタンパク質の精製も困難なため，構

造解析もほとんど進んでいない．2010 年まで
にエンドヌクレアーゼドメイン(EN)の構造
が４つ， LINE1-ORF1p の RRM ドメイン
(157-317)の構造が報告されている．そのう
ちEN2つは我々のグループが構造決定してい
る．その後 2011 年に独マックス・プランク
研究所のグループがほぼ全長の LINE1-ORF1p
の結晶構造を発表している． 
2010 年に ORF2p の EN と RT の間に Myb 様ド

メインが高度に保存されていることが報告
された．MybはDNAを強く結合することから，
ENだけでなくMybもDNAの結合に必須である
と考えられた．これらのことにこれまでの自
身の研究進捗状況を踏まえ，ORF2p 全長の解
析はとりあえず保留し，まずは LINE-EN-Myb
と DNA 結合状態を解明することにした． 
 
２．研究の目的 
LINE-ORF2p の DNA 複合体結晶構造解析を行

うため，EN-Myb の安定なコンストラクトの作
製を試みる．また，なるべく長い領域の ORF2
ｐの精製を目指して，ORF2p が安定に存在で
きるような LINE 複合体を丸ごと精製する．
そのために昆虫細胞を用いた系を構築し，発
現・精製を試みる． 

 
３．研究の方法 
(1)EN-Myb 様ドメインの作製および精製 
これまでの自身の結果からEN単独でDNAと

の複合体を形成させるのは非常に困難であ
ると思われた．その後 EN と RT との間に Myb
様ドメインが存在し，これが DNA との結合に
関与しているというデータが得られたこと
から，L1，Tras1，R1Bm，Sart1，R2Bm，R7 の
EN-Myb のコンストラクトを作製し，大腸菌で
発現の可否を調べ，精製を試みる． 
(2)昆虫細胞を用いた発現系の構築 
カイコ由来の 4種類の LINE(Tras1，Sart1，

R1，R2)の全長を pFastBac に挿入してバクミ
ドを作り，これを Sf9 に感染させて細胞を回
収し発現を確認する．発現がうまく行った物
は少量スケールで培養し，精製が可能か検討
する．上手く精製が出来るものがあればスケ
ールを増やして精製を行う． 

またこれとは別に，創薬等支援技術基盤プ
ラットフォームを利用してORF2p＋3´UTRの
コンストラクト作製とSf9での発現の可否の
検討を依頼する． 
(3)結合パートナータンパク質を用いた共発
現系の構築 
タンパク質が不安定で精製が困難な場合に，

結合タンパク質と共存させることで安定な
複合体が形成されることがしばしばみられ
る．2013 年に PCNA が ORF2p 結合することが
報告されたことから，PCNA と共発現系を構築
して精製を試みる． 
 
４．研究成果 
(1)EN-Myb 様ドメインの作製および精製 
研究協力者の東大藤原晴彦教授からヒト L1，

Tras1，R1Bm，Sart1，R2Bm，R7 のクローンを
提供して頂き，His タグ及び GST タグをつけ
た EN-Myb 発現ベクターを構築し，それぞれ
大腸菌(Codon Plus)に入れて発現を確認した
が，Sart1 以外では殆ど発現しなかった．
Tras1に関しては，Mybの長さを変えて1-476，
1-458，1-438，1-428 残基までの 4 種類のコ
ンストラクトを構築したが，His タグでは全
滅，GS タグでも 1-428 以外は発現が見られな
かった．そこで GST-Tras1(1-428)の精製を検
討したところ，タグを 3C プロテアーゼ切断
すると不安定になり分解されてしまうこと
が判った(図１)． 

 
図１ Tras1-EN-Myb のタグ切断 
X は EN-Myb の分解産物．CBB 染色 

 
(2)昆虫細胞を用いた発現系の構築 
①LINE 全長の発現系 
多くのコンストラクトで発現が非常に低い

理由として，大腸菌の稀コドンが多く含まれ
ていることが考えられる．またコンストラク
トの設計が不適切で，タンパク質が分解され
やすい位置に停止コドンを入れてしまって
いることが考えられる．Tras1 や R1Bm は蚕由
来であるので，大腸菌の代わりに昆虫細胞を
用いることでコドンの問題が克服できると
期待される．実際に藤原教授のグループでは，
タンパク質の発現量は低いものの，Sf9 内で
転移活性を確認している(Matsumoto et al, 



2004 & 2006) 
Tras1，R1Bm，Sart1 を pFastBac(N 末に His

タグ)へ組込み，発現の検討を行った．いず
れも非常に長い配列(~5kbp)を入れるため，
バクミドの作製には時間がかかってしまっ
た．このうち，Sart1 全長(ORF1p の N 末に His
タグ)の場合にのみ ORF1p の発現がウエスタ
ンで確認できた．しかしながら発現量は低く，
また CBB染色では ORF2p は確認できなかった．
さらに精製を検討したところ，可溶画分に
ORF1p は回収されなかった(図２)． 
 

 
図２ Sf9 での ORF1p の発現と精製条件検討 
ppt:沈殿，sup:上清，FT:ニッケルカラム素
通り画分，elu: ニッケルカラム結合画分，
Mw:分子量マーカー，抗 His タグ抗体染色 

 
②LINE-ORF2p+3´UTR の発現系 
これまでの SART1-ORF2p の精製条件検討か

ら ORF2p には RNA が結合しており，RNA を除
去すると不安定化して凝集するということ
が判った．これは ORF2p が C末の亜鉛フィン
ガードメイン(Zn)で自身の mRNA と結合する
ためである．SART1 を用いた研究により，mRNA
の 3´UTR がステムループ構造を作り，Zn と
特異的に結合することが明らかとなってい
る(Osanai et al., Mol Cell Biol, 2004)．
このことから ORF2p は自身の mRNA と 3´UTR
部分で安定な複合体を形成し，精製も可能に
なると考えられた．昆虫細胞を用いれば mRNA
がきちんと 3´UTR 部分まで転写させること
が期待されるため，創薬等支援技術基盤プラ
ットフォームを利用して Tras1，R1Bm，Sart1
の ORF2p の N末端に Hisタグが付加するよう
なコンストラクトを作製していただいた．さ
らに昆虫細胞での発現の可否を免疫染色で
調べていただいた(課題受付番号 1116)．しか
しながら，いずれのコンストラクトでも発現
は確認されなかった． 
 
(3)結合パートナータンパク質を用いた共発
現系の構築 
2013 年初めに英ケンブリッジ大のグループ

がスプライシングに関わる Prp8 の結晶構造
を報告した(Galej et al., Nature, 2013)．
Prp8 は RT，EN，RNaseH ドメインを持ち，ORF2p
とほぼ同じドメイン構造を持つことが明ら

かとなった(図３)．論文によればこの構造に
は Aar2 と呼ばれる結合タンパク質が含まれ
ており，Aar2 が無いと発現がうまく行かなか
った．このため，もし LINE-ORF2p でも結合
パートナーが解ればそれと結合させた状態
で精製が可能となると期待される． 

 

図３ Prp8 の結晶構造 
 

そうしたところ，2013 年 11 月に米ジョン
ス・ホプキンス大のグループが ORF2p と PCNA
が直接結合することを報告した(Taylor et 
al., Cell, 2013)．またこの論文では ORF1p
と ORF2p は直接結合せず，mRNA を介して結合
していることが示された．この為，ORF1p と
ORF2p の共発現系での精製よりも ORF2p と
PCNA の共発現系の方が成功確率が高いよう
に思われた． 
そこで宿主であるカイコ PCNA の配列を大

腸菌コドン最適化したものを人工DNA合成に
より構築し，pET28a に組込んで共発現系を試
した．GST-Sumo-Sart1-ORF2p と His-BmPCNA
を Rosetta2(DE3)に発現させ，大腸菌を溶菌
し可溶画分をGSHカラムでアフィニティ精製
したところ，PCNA が共存していることが確認
できた(図４)． 
 

 

図４ S1-ORF2p と PCNA の共発現（CBB 染色） 
 
今後，この系を使ってさらに精製を進める



予定である． 
 
(4)総括 
本研究に於いて，進捗の遅れが目立った．

理由としては確実に上手く行く方法が無く，
暗中模索の状況であったことと，昆虫培養細
胞系の新規立ち上げに予想以上に手がかか
ってしまったためである． 
しかしながら，ORF2p の結合タンパク質の

発見により，長年苦労していた精製にも希望
が見えてきた．一方で，海外のグループも同
じことを考えていることが予想される為，急
いで研究を進める必要がある． 
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