
Sysmex Journal Web Vol.10 No.2 2009

カイコ蛹を利用した遺伝子組換えタンパク質の 
発現と凝固試薬への適用

－ 完全長ウシ組織因子原料の開発と特性 －
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■は じ め に
血液凝固検査試薬の開発は，先天性出血性疾患や
凝固因子の発見に伴って進んできた。1920年代に，
牧草の肥料としていたクローバーを食べた牛が出血
死するというスイート・クローバー病が北米で発生
した。一方，ムラサキウシゴヤシ (ビタミン K含有 ) 

を食べていた牛では出血が止まる作用も知られてい
た。こうした経験を基に，クローバーからクマリン
誘導体が抽出され，今日の抗凝固薬ワルファリンが
�
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図１．血液凝固カス
合成された１，２）。同時代には，プロトロンビン (第Ⅱ
因子 ) を測定する Quick一段法 (今日の PT試薬 ) が
開発されており，図１に記載した初期の凝固カス
ケードが提唱されていた。欧州では，1943年に PT

測定で臨床症状に合致しない先天性プロトロンビン
欠損症患者が見つかったことがきっかけとなり，Paul 

Owren (オスロ大学；ノルウェー ) が上述の Quick一
段法を改良して第Ⅴ因子とフィブリノゲン濃度に影
響を受けないトロンボテスト試薬を開発した３）。
ケードの概略
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■開発の背景
トロンボテスト試薬は，日本をはじめスカンジナ
ビア地方，ベネルクス三国，オーストリアやロシア
などの欧州で，経口抗凝固薬ワルファリンのモニタ
リングに利用されており３，４），主原料にウシ大脳由
来の組織因子を用いる凝固検査薬である。我々は，
1990 年に国産で初めて，ウシ大脳原料を用いた
複合因子・T「コクサイ」を開発してきた５）。近年，世界的
に狂牛病 ( BSE ) が発生し，動物由来原材料である
ウシ大脳の国内での供給および輸入規制による海外
からの供給が困難となってきている。そこで，BSE

感染の危険部位であり，原材料調達リスクが高いウ
シ大脳原料を，遺伝子組換え体に置き換えることに
より，生産環境の改善と製品安定供給を目的とし
て，トロンボチェック TTOリコンビナント (以下，
TTOリコンビナント試薬 ) の開発を行った。
�

図２．遺伝子組換えタンパク質の
■技　術
我々は，独自の遺伝子組換えタンパク質生産技術
を基盤として片倉工業社が提供する KaikoExpress６）

に着目し，その実用化および原料の安定供給に関す
る検討を重ねた。その結果，カイコ蛹で生産した遺
伝子組換えウシ組織因子 (以下，rbTF ) が高い機能
性と生理活性を有することを見出し，rbTFの安定供
給体制の確立に成功した。

 １ ．組織因子の機能
組織因子 ( Tissue factor；以下，TF ) は第Ⅲ因子 

( factorⅢ ) とも呼ばれ，生体組織の全てに存在し，
特に脳や肺，胎盤に多い。TFの一次構造は，1987
年に Brozeらにより報告７）されており，263のアミノ
酸から成る分子量が約 43kDaのアポタンパク質であ
る。N末端から 219残基までの可溶性の細胞外ドメ
イン，23残基から成る膜貫通ドメイン，21残基か
ら成る細胞内ドメインが存在する ( 図２)。TFは，血
管損傷に伴う突発的な血液流出を防ぐためのトリ
ガーとして，止血・凝固機能を果たしている。
発現方法と試薬の調製方法
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２ ．ウシ TF の cDNA のクローニング
ウシ大脳の cDNAライブラリー (クローンテック
社 ) から PCR法により，完全長のウシ TFをコード
した cDNAをクローニングした ( 図３)。PCR法での
遺伝子増幅には，BglⅡ切断配列を有する forwardプ
ライマー ( 5'-agatctatggcgacccccaacgggcc-3' ) と EcoRI切
断配列を有する backwardプライマー ( 5'-acttaagaatacgt

cgcaactcgccgc-3' ) を使用した。得られた完全長のウシ
TFをコードする遺伝子断片は，制限酵素処理後，ク
ローニングベクターのマルチクローニングサイトに
挿入した。

 ３ ．ウシ TF の cDNA クローンのシーケンス確認
クローニングした cDNAは，シーケンサー ( 4200

型，ライカ社 ) により，その塩基配列を解析し，
データベースに公開されているウシ組織因子のタン
パク質をコードする DNAであることを確認した 

( 図４)。この塩基配列より翻訳されるウシ TFのア
ミノ酸配列を図５に示す。
�

図３．PCR によるウシ TF c
プライマーにはウシ TF	(bTF)	 と GAP
dehydrogenase：グリセルアルデヒド 3リ
 ４ ．rbTF のハイスループット生産システムの構築 
( KaikoExpress )

KaikoExpressは，片倉工業社が提供するカイコと
バキュロウィルスを組み合わせて利用した遺伝子組
換えタンパク質生産システムである ( 図２，６)。カ
イコは，短期間に体重が約一万倍となるほど，非常
に高速でタンパク質を生産しながら成長する。この
高い生産効率をタンパク質生産工場として実用化し
たものである。一方，バキュロウィルスもまた，非
常に高速でタンパク質を発現する性能を有している。
これらを組み合わせて利用することで，品質の良い
組換えタンパク質が大量に獲得できる利点がある 

( 図７)。また，バキュロウィルスは，カイコガなど
のリン翅目昆虫以外には感染しないため，ヒトへの
感染などの危険性がない，非常に安全性の高いウイ
ルスである。
DNA のクローニング
DH	(Glyceraldehyde-3-phosphate	
ン酸脱水素酵素 )	を用いた。	
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図４．ウシ TF の cDNA 配列
b-TF はウシ組織因子のDNA配列，クローンは本発現系のDNA配列を示した。
＊は，b-TF と本クローンが一致している部分を示す。

図５．各種 TF のアミノ酸配列の比較
＊は，Bovine，Human，Rabbit　いずれも同じアミノ酸配列である部分を示す。
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図６．KaikoExpress による遺伝子組換えタンパク質の発現実績

図７．カイコ蛹による遺伝子組換えタンパク質の生産効率
我々がクローニングした cDNAを片倉工業社保有
の特別なバキュロウィルスへと組み込み，ウシ TF

を生産する組換えバキュロウィルス株を樹立した８）。
これをカイコ蛹に注入し，25℃下で 7日間感染させ
ることで，カイコ蛹の細胞内に rbTFタンパク質を生
産させた。rbTFタンパク質は，このカイコ蛹に
Good＇s緩衝液などを加えてホモジナイザーにより磨
砕後，濾過および遠心分離して抽出した。さらに，
�

組換えバキュロウィルスの不活性化処理およびバ
キュロウィルス由来の核酸などの除去処理を施して
rbTF分画溶液とした。rbTF分画の組換えバキュロ
ウィルスの不活性化および残存するバキュロウィル
ス由来核酸の確認は，Reed-Munch法９）および PCR法
により実施し，組換えバキュロウィルスが除去され
たことを確認した。
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 ５ ．電気泳動による rbTF タンパク質の確認
生産した rbTFタンパク質は，ミニプロテイン II電
気泳動装置 (日本バイオラッドラボラトリーズ社 ) を
用いてポリアクリルアミド電気泳動 ( SDS-PAGE：
50volt，3hr ) を行い，ゲルを銀染色キット (積水メディ
カル社 ) で染色して確認した。カイコ蛹磨砕液の泳動
パターンから， 42kDa付近に出現したバンドが rbTFタ
ンパク質に相当する画分であると推定された ( 図８)。

 ６ ．生物活性発現
外因系凝固の TFと活性化第Ⅶ因子 ( FⅦa ) による
加水分解活性を合成基質 ( S-2288：Chromogenix社 ) 

を用いて確認した 10）。
天然ウシ大脳 TF ( wbTF ) には複合因子・T「コクサイ」 

(シスメックス社 ) で用いているウシ大脳トロンボプ
ラスチン溶液５）を用いた。rbTFアポタンパク質は，
合成リン脂質 ( PE/PC/PS ) 溶液 11）と組み合わせて再
構成を行った 12） ( 図２)。
�

図８．rbTF の SD
Lane	1：分子量マーカー，Lane	2：
SW：カイコ蛹由来成分画分，＊rbT
Gel：5-20%	polyacrylamide，Buffe
glycine	containing	0.02%	(w/v )	SD
染色法：銀染色
再構成化 rbTFは wbTFと近似した反応性を認め，
反応時間経過とともに吸光度 ( Abs 405nm ) の上昇が
示された。一方，対照としたバキュロウィルス未感
染カイコ蛹サンプルでは全く加水分解反応を示さな
かった ( 図９)。ここには示していないが，未感染カ
イコ磨砕液は凝固因子活性や合成基質への反応性を
示さない原料特性を持つことを確認した。この成績
から，今回発現した rbTFは，FⅦ /FⅦaを介する外
因系凝固のトリガーとしての TFの生物活性を持つ
ことが認められた。

 ７ ．原料保存期間
本 rbTF分画溶液を−80℃で凍結保存した結果，
22カ月まで安定した凝固時間 ( CV 0.62％ ) と ISI値 

( CV 0.92％ ) を示し ( 表１)，短期保存で使用する従
来の天然ウシ大脳原料よりも長期間の原料確保が可
能であった。
S-PAGE
rbTF	可溶化分画
F：発現したウシTF	画分
r：25mM	Tris	and	192mM	
S	buffer	(pH	7.5 )
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図９．TF と FⅦ /FⅦa による加水分解活性
△	対照	( 未感染 )	：ウィルス未感染カイコ蛹溶液
●	rbTF再構成化：リン脂質再構成化 rbTF溶液
□	天然ウシTF：天然ウシ大脳組織因子溶液
測定条件は，高宮らの方法 10) に準じて，VersaMax プレートリーダー	
( モレキュラーデバイス社 )	で吸光度	(405nm)	を経時的に計測した。

表１．原料の保存期間
 ８ ．TTO リコンビナント試薬の特性
１）国際感度指数 ( ISI )

TTOリコンビナント試薬を図２の工程で凍結
乾燥品として調製し，WHO 国際参照物質 

( International Reference Preparation：IRP ) OBT/79 13）

を基準として，ワルファリン投与患者血漿に
AKキャリブラント (シスメックス社 ) 14）を用い
て， 全 自 動 血 液 凝 固 分 析 装 置 Coagrex-800 
(シスメックス社 ) により算出したローカル ISI値は
0.98であった ( 図 10-A )。
�

２）原料ロット間差
20ロットの rbTF原料で調製した TTOリコンビ
ナント試薬についてロット間差を調べたところ，
各試薬の ISI値は 0.92～ 1.04の範囲で，CV 3.4％
の均質な分布であった ( 図 10-B )。この結果より，
rbTFはワルファリンのモニタリングに適した試薬
特性を持つ原料であることが確認された。
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図 10．ISI 値と rbTF 原料のロット変動
A	：		WHOの国際参照物質であるOBT/79 を対照に用いた。AKキャリブラントの試料として	
AK-A，AK-B，AK-C およびAK-D を用い，TTOリコビナント試薬とWHO・OBT/79 の
凝固時間	(秒)	を対数プロットした。

B	：	ISI 値は国際感度指数	( International	Sensitivity	Index )	を意味する。
■お わ り に
TTOリコンビナント試薬は，BSEによる調達リス
クが高いウシ大脳原料を利用せず，高い生産性と生
物活性を有する遺伝子組換えタンパク質を原材料と
して開発した凝固検査薬である。従来の天然資源に
よるウシ大脳原料と比較して，カイコ蛹を利用した
rbTF原料は，生産性の側面において，原料頭数，
リードタイム，製造工数，保存期間のいずれにも飛
躍的に高い効率が得られた ( 図７)。また，抗凝固薬
ワルファリンのモニタリングにおいては国際標準比
( International Normalized Ratio：INR ) による表記法が
日本や海外で普及しつつあるが 15，16），TTOリコンビ
ナント試薬は ISI≒ 1.0の試薬特性を示すことから
INR表記法に適応する試薬であることが示された。
したがって，古典的製法に依存した生物原材料を
利用せずに，安定供給，安全性，生産性に優れた手
段の 1つとして，我々は遺伝子組換えタンパク質を
利用する新しい技術を確立することができた。
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