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われわれがこれまでに同定した歯髄創傷治癒を促進する分子の一つである Protein S100A7 (以下

S100A7) はジスルフィド結合を 1 カ所持つタンパク質である。そのため通常の大腸菌培養法による精

製では正常な立体構造を構築できないためリフォールディングが必要となる。しかし、リフォールデ

ィングは一般的に操作が煩雑でタンパク質の収率が低いと言われている。そこでリフォールディング

を避けるため、使用する大腸菌株として Origami2 (DE3) Singles Competent Cells (Novagen) を用

い、S100A7 の N 末端にチオドレキシン配列を付与することで正常な立体構造を構築することが可能

であると考えた。そしてチオドレキシンを付与した S100A7 の精製後に付与されたチオドレキシンを

除去するためチオドレキシン配列と S100A7 配列の間に TEV プロテアーゼ認識配列を挿入し TEV プ

ロテアーゼを作用させ S100A7 のみを精製することを試みた。まず、チオドレキシン－TEV プロテア

ーゼ認識配列－S100A7 を発現するプラスミドを構築し、大腸菌に形質転換を行い培養した。得られた

大腸菌をコバルトレジンを用いたアフィニティー精製後、ゲルろ過クロマトグラフィーにて更に精製

を行うことにより一定量のチオドレキシン－TEV プロテアーゼ認識配列－S100A7 の精製に成功し

た。しかし、そこに TEV プロテアーゼを作用させてもチオドレキシンと S100A7 を切断することがで

きなかった。 

TEV プロテアーゼが精製したチオドレキシン－S100A7 に作用しなかった原因として天然変性予測

プログラムである PONDR にて解析を行い検討した結果、TEV プロテアーゼ認識配列に対して TEV

プロテアーゼのアクセスが困難であることが判明ため、今後はリンカーを付与しプラスミドを再構築

するか、グアニジン塩酸塩を用いて TEV プロテアーゼ認識配列をアクセス可能にするか検討中であ

る。 

 

 

 

 

 


