
第2章 ミラクリン発現系の構築
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2-1.Egcherichia coliを 宿 主 と した 発 現 系 構 築

序

Ecoliを 用いた発 現系 は、構 造生物学 に最 もよく利用 され る発現系であ る。安価 な培

地で大量 にタ ンパ ク質 を生産す ることで き、さ らに取 り扱いが容易であ ることが利点で

ある反面、翻訳後修飾 を必要 とす る真核 生物 由来の タンパ ク質や 、分子 量の大 きいタン

パ ク質、S-S結 合 を有 す るタンパ ク質は不溶性 画分 に封入体 を形成 しやす い とい う特徴

をもつ。

封入体 は精製 が容易 になる、プロテアーゼに よる分解 を受 けにくい等 の利 点 もあるも

のの、一般 的 には、活性体 を得 るために リフォールデ ィング条件 の検討 が必要 になる。

タンパ ク質の リフォールデ ィ ングは現在 で も盛ん に研 究が進 め られて い る分 野であ る

が、未 だ確実 な方法 は確 立 されてお らず 、試行錯誤に よるところが大 きい。また、仮に

リフォールデ ィングに成功 した と して も、不純物 として混入す る不活性型 タ ンパ ク質 を

除 くた めの精製操作が必要 にな り、その後 の解析に支障をきたす ことも多い。

E. coliを 用 いた発現 系は古 くか ら利用 されてお り、ベ クター と宿 主の様 々な組み合わ

せが開発 され てい る。す なわち、発現宿主、プロモーター、発現条件 な どの改善 によ り、

正 しい構 造 を持つ活性 型 タンパ ク質を得 られ ることも多い。抗体 作成 の項 で述べた よ う

に、pET21bベ クター を用い、BL21(DE3)を 宿 主 とした系で はrMCLは 大量 の封入体 を

形成 した。しか し、そ の他 のベ クター を使用 して、発現誘導条件 を改善す ることによ り、

可溶性 タンパ ク質 として発現で きる可能性 がある。

pColdベ クター は、cspAプ ロモー ター を用い、目的 タンパ ク質の低 温条件 での発現 を

行 う。低温発 現 によ り、発現量の向上や 可溶性 の上昇 が期待 でき る。pET32aベ クター

はチオ レ ドキシン(TRX-tag)と の融合 タンパ ク質 として発現 させ ることで、S-S結 合形成

を促進 させ、正 しいフォールデ ィングを促進す る。pGEXベ クター はグル タチオ ンS

トランスフェラーゼ との融合 タンパ ク質 として発 現 させ る。pTXBIベ クター はキチ ン

結合 タンパ ク質 との融合 タンパ ク質 と して発現 させ ることで、目的 タンパ ク質 が可溶性

タンパ ク質 として得 られやす くす ると共に、インテイ ン切断に よ り、目的 タンパ ク質の

み を得 るこ とも可能 である。pMALp2xベ クターはマル トース結合タ ンパ ク質(MBP)

との融 合 タンパ ク質 として発 現 させ るこ とで 目的 タ ンパ ク質 が可溶性 画分に得 られや

す くなる。MBPは 大腸菌 のペ リプ ラズムタ ンパ ク質で あ り、融合 タンパ ク質はペ リプ

ラズムヘ分泌 され る。pMAL c2xベ クターは、pMAL p2xベ クターのMBPに 存在す る
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N末 端 シグナルペ プチ ドが欠損 してお り、融合 タンパ ク質 は細胞質へ蓄積す る。これ ら

のベ クターを用 い、MCLの 発 現系構 築を検討 した。
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2-1-1.方 法

発 現 株 の 作 成

pCold, pET32a, pGEX5x-1, pMAL p2x, pMAL c2xベ ク タ ー を 用 い 、 発 現 系 を 構 築 した

(図1)。pBluescriptベ ク タ ー ヘ ク ロ ー ニ ン グ したmcl遺 伝 子 を テ ン プ レー トと して 、

pColdへ はprimer tatacatatggattcggcacccaatccggttcttgacatagacggとatactcgag

ttagaagtatacggttttgttgaactcgaatg、pET32aへ はprimer tatacatatg

gattcggcacccaatccggttcttgacatagacggとatactcgagttagaagtatacggttttgttgaactcgaatg、pGEX5x-1

へ はprimer ctctgaattcgattcggcacccaatccggttcとatactcgag ttagaagtatacggttttgttgaactcgaatg、

pTXB1へ はprimer tatacatatg gattcggcacccaatccggttcttgacatagacggと

cgatgaattcgaagtatacggttttgttgaact、pMAL p2xへ はprimer ctctgaattcgattcggcacccaatccggttcと

tgatctgcagttagaagtatacggttttgttgaac、pMAL c2xへ はprimer ctctgaattcgattcggcacccaatccggttc

とtgatctgcagttagaagtatacggttttgttgaacを 用 い 、PCR産 物 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。

BL21(DE3)株 を トラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン し、得 られ た 形 質 転 換 体 に よ る発 現 解 析 を行

っ た 。

pColdベ ク タ ー に よ る発 現 と精 製 と精 製

LB培 地 に て37℃ 、170rpm、20h前 培 養 した 。新 しいLB培 地 へ1/100量 添 加 し、37℃ 、

170rpmに て 、OD600=0.5ま で 培 養 した 。 培 養 液 を 新 しいLB培 地 へ1/100量 添 加 し、

37℃ 、170rpmに て 、OD600=0.5ま で 培 養 した 。IPTGを 終 濃 度lmMに な る よ う に 添 加

し、18℃18h発 現 誘 導 した 。菌 体 破 砕 用buffer(100mM MES-NaOH(pH6.0),IM Arginine,

10% Glycerol,500mM NaCl,.0.1% triton X-100)を 用 い 、超 音 波 破 砕 に よ り菌 体 を 破 砕 し

た 。4℃ 、18000rpm、30min遠 心 分 離 を行 な い 、上 清 を 回 収 し 、His-tag精 製 を 行 っ た 。

平 衡 化buffer(20mM MES-NaOH(pH6.0),10% Glycerol,500mM NaCl,20mM Imidazole)

に よ り平 衡 化 したTALONコ バ ル トカ ラ ム へ 、 菌 体 破 砕 液 上 清 を の せ た 。5mLの 平 衡

化buf断 で 未 吸 着 画 分 を 除 い た 後 、 溶 出buffer(20mM MES-NaOH(pH6.0),500mM

Imidazole)に よ り溶 出 させ た 。 溶 出 画 分 を 、20mMNa-Acetate(pH5.0),に 対 して 透 析 し

た 。POROS-HSカ ラ ム を用 い て 、Abuffer(20mM Na-Acetate(pH5.0))―B buffer(20mM

Na-Acetate(pH5.0),lM NaCl)の リ ニ ア グ ラ ジ エ ン トに よ り、HPLC精 製 を 行 っ た 。HPLC

後 の フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し、SDS-PAGE、 お よ び 活 性 測 定 を行 っ た 。

pCold, pET32a, pGEX5x-1, pMALp2)～pMALc2xベ ク タ ー を使 用 した 発 現 ス ク リー ニ ン
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グ

LB培 地 にて37℃ 、170rpm、20h前 培 養 した。 培 養 液 を、 新 しいLB培 地 へ1/100量

添加 し、37℃ 、170rpmに て 、OD600=0.5ま で培 養 した 。IPTGを 終 濃 度1mMに な る よ

うに添 加 し、37℃3hも しくは20℃18h発 現 誘 導 した 。 菌 体 破 砕 用buffer(100mM

Na-Acetate(pH5.0),IM Argimne,10% Glycerol,500mM NaCl,.0.1%triton X-100)を 用 い 、

超 音 波 破 砕 に よ り菌 体 を破 砕 した。4℃ 、18000rpm、30min遠 心 分離 を行 い 、 上 清 を

回 収 した。anti-MCL抗 体 を用 いて ウエ ス タ ン解 析 を行 っ た。

pMALp2x, pMALc2xベ クタ ー を使 用 した 発 現 と精 製

LB培 地 に て37℃ 、170rpm、20h前 培 養 した。 培 養 液 を、 新 しいLB培 地へ1/100量

添 加 し、37℃ 、170rpmに て 、OD600=0.5ま で培 養 した。IPTGを 終 濃 度1も しくは0-1mM

に な る よ うに添 加 し、37も しくは20℃ 、2、6も しくは20h発 現 誘 導 した 。 菌 体破 砕

用buffer(100mM Na-Acetate(pH5.0),1M Arginme,10% Glycerol,500mM NaCl,.0.1%

tmtonX-100)を 用 い 、超 音 波 破 砕 に よ り菌 体 を破 砕 した。4℃ 、18000rpm、30min遠

心 分 離 を行 い 、上 清 を回 収 した。anti-MCL抗 体 を用 いて ウエ ス タ ン解 析 を行 っ た。pMAL

c2xベ ク ター を用 い、 大 量培 養 を行 い、1mM IPTG、20℃ 、20hの 条 件 で 発 現 誘 導 を行

った 。菌 体破 砕 用buffer(100mM Na-Acetate(pH5.0),1M Argimne,10% Glycerol,500mM

NaCl,.0.1%mton X-100)を 用 い 、超 音 波 破 砕 に よ り菌体 を破 砕 した 。4℃ 、18000rpm、

30min遠 心 分 離 を行 い 、上 清 を回 収 した。 ア ミロー ス レジ ンに よ る精 製 を行 った。 平

衡 化buffer(20mM MES-NaOH(pH6.0),10% Glycerol,500mM NaCl)に よ り平 衡 化 した

ア ミロー スカ ラ ムへ 、菌 体破 砕 液 上清 を のせ た。50mLの 平 衡 化bufferで 未 吸 着 画 分 を

除 い た 後 、溶 出buffer(20mM MES-NaOH(pH6.0),500mM NaCl,100mM maltose)に よ

り溶 出 させ た 。溶 出 画 分 を20mM MES-Na-OH(pH6.0),に 対 して透 析 した。CM-sepharose

カ ラ ム を用 い て 、A buffer(20mM MES-Na-OH(pH6.0))-Bbuffer(20mM MES-Na-OH(pH

6.0),1MNaCl)の リニ ア グ ラジエ ン トに よ り、HPLC精 製 を行 った 。HPLC後 の フ ラ ク シ

ョン を回 収 し、SDS-PAGE、 お よび 活 性 測 定 を行 っ た。

2-1-2.結 果

pColdベ ク ター に よ る発 現 系構 築 、精 製 と活 性 測 定

精 製 後 のrMCLはnMCLと 同様 にS-S結 合 を介 した 二 量 体構 造 を取 って お り(図2)、
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その収量 は培養液1Lあ た り20μgで あった。 しか し、0.1mg/mLの 濃度で活性 は検 出

され なかった(図3)。

発現 スク リー ニ ング

pCold, pET32a,pGEX5x-1, pMALp2x, pMALc2xベ クター を使用 し、37お よび20℃ で

発現 スク リー ニ ングを行 った。菌体破砕後 の上清画分の ウエスタ ン解析 を図4に 示す。

それぞれ のベ クターに よって発現 した場合 にrMCL二 量体が検 出 され るべ きバ ン ドの

位置 を赤丸 で示す。pMALp2x,pMALc2xベ クター では、MBPが 融合 したrMCL二 量

体の分子量 の位 置にバ ン ドが検出 され、還元条件で はMBPが 融合 したrMCL単 量体 の

位 置 にバ ン ドがシ フ トした。他 のベ クターで は、侠雑 タンパ ク質 由来のバ ン ドが多 く、

いずれの条件 で も可溶性 画分への発現は確認で きなか った。

pMAL系 ベ クター による発現条件検討

pMALベ クター につ いて、IPTG濃 度1も しくは0.1mM、37も しくは20℃ 、2、6

も しくは20hに お いて、発 現条件 の詳細な検討 を行 った。菌体破砕 後の上清 画分 の ウ

エス タン解析 を図5に 示す。条件 によ り、MCL二 量体 の発現量 に差が見 られ た。pMAL

p2xで は、pMALc2xと 比較 して188kDa以 上 に複数のバ ン ドが検 出 され た。最 もMCL

二量体の発現 量の多 い条件 は、pMALp2xで は0.1mMIPTG、20℃ 、20h、pMALc2x

で は1mMIPTG、20℃ 、20hで あった。

pMALc2xベ クター による大量培養 と精製

pMALc2xベ クター を用い、1mMIPTG、20℃ 、20hの 条件で大量発現 を行 った。 ア

ミロー ス レジ ンに よ り精 製後 のSDS―PAGEの 結果 を図6に 示す。得 られた タンパ ク質

はMBPが 融合 したrMCL単 量体が主であ り、MBP、MBP融 合rMCL二 量体の分子量 の

位置 に もバ ン ドが検 出 され た。CM-sepharoseを 用 いたHPLC精 製の結果、MBPの 分子

量 の位置 のバ ン ドは非吸着画分に溶出 され、他 のMBPが 融合 したrMCLは 全 て同 じフ

ラクシ ョンに溶 出 され た。精製後の培養液1Lあ た りの収量 は、MBPが 融合 したrMCL

二量体 は1mg、MBPが 融合 したrMCL単 量体 は5mgで あった。Factor Xaに よるMBP

切断処理後 のSDS-PAGEの 結果 を図7に 示す。4、16℃ で、ともにFactor Xaに よる切断

が確認 できた。 しか し、ア ミロース レジン精製後、CM-sepharose精 製後、Factor Xa処

理後 のいずれ の画分 も、rMCL二 量体の濃度0.5mg/mLの 条件 にお いて、活性 は検出 さ
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れ なかった(図8)。

2-1-3.考 察

pColdベ クターに よる発 現rMCLの 解析

E. coliに よる異種 タンパ ク質 の発現 実験 において、封入体 の形成 は以降の実験 の支障

とな ることが多 く、特 に構造解析 を目的 とす る場合 には、避 け るこ とが望ま しい。封入

体の形成 を防 ぐために、菌体破砕bufferへ のGlycerol、NaCl,な どの塩、Thton X-100等

の非イオ ン性界 面活性剤 の添加 に よる、 タンパ ク質凝集 の阻害 が試み られ る。 さらに、

近年 特に注 目され ている方法 として、Arginineの 添加 が挙げ られ る。

Arginineは タンパ ク質 を構成す るア ミノ酸の一つ であるが、1～2M程 度存在 下で リ

フォールデ ィングを行 うと、タ ンパ ク質凝集 体の形成 を防 ぎ、リフォールデ ィング効率

が上昇す ることが報告 され ている(Tsumoto et al. 2005, Tsumoto et al. 2003, Arakawa et al.

2003)。 さらに、あ る程度の二次構 造を有 してい る封入体か らは、Arginineの 添加 によっ

て、タ ンパ ク質の可溶性 画分への回収効率が上昇す るこ とが報告 され てい る(Umetsu et

al.2005)。

pColdベ クター を用 い、pET21bと 同様 に発現実験 を行 ったが、可溶性画分 に二量体

rMCLは 得 られなか った(data not shown)。 しか し、菌体破砕bufferに1M Arginineを 加

えた結果、量的には20μg/Lと ごくわず かなが ら、可溶性 画分に回収す ることに成 功 し

た。 しか し、精製後 のrMCLが 二量体であったにもかかわ らず、活性 は検 出 されなかっ

た(図3)。 活性 が検 出できない理 由は不明 であるが、Arginine添 加に よって改善 した と

はい え、発 現 タンパ ク質の大部分 は依然 と して封入体 と して回収 され る ことか ら(data

not shown)、 殆 どの タンパ ク質が正常な立体構造 を とっていない と考え られ る。取得で

きる量 が微量 であるた め、実験的 に困難ではあ るが、高濃度条件での活性測 定、rMCL

のS-S結 合 、二次構 造な どについて詳細 な解析 が必要 である。

発現 スク リー ニ ング

発現 スク リー ニ ングの結果 、pMALベ クターを使用 した場合、可溶性画分 にMBPが

融合 したrMCL二 量体 の発現が検出 された(図4)。 他 のベ クター の場合、侠雑 タ ンパ

ク質由来のバ ン ドが多 く、MCL二 量体は検出で きなかった。anti-MCL抗 体 はE. coliを

宿 主 と し、pET21bベ クター を用いて発 現 させた封入体MCLを 免疫 して得 られ た抗血
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清であ り、E. coliに 由来す る多 くのタ ンパ ク質 に対 して交差反応 を示す。侠雑 タンパ ク

質 由来 のバ ン ドを除 くためには、nMCLを 使用 して抗体 を精製す る必要があ る。

MBPは 大腸菌 のペ リプラズムに存在 す るタ ンパ ク質で あ り、非常 に高い可溶性 を持

つ こ とか ら、発現 タンパ ク質 を可溶性 画分に得 る 目的で使用 され る優れ たtagで あ る。

さ らに、ア ミロー ス レジンを使用す ることによって温和な条件 で、尚且つ 高い特異性 で

の精製 が可能 で ある。pMALp2xベ クター は 目的 タンパ ク質がペ リプラズムに分泌 され

るため、高発 現は望めない ものの、S-S結 合形成 には有利 であ る。一方 、pMALc2xベ

クター はN末 端ペ リプ ラズム輸送 シグナルが欠損 しているために、 目的 タンパ ク質 が

細胞質 に分泌 され、大量発現 に向いてい る。図5に 示す よ うに、pMALp2xベ クター を

使用 した場合、MBP融 合rMCL二 量体 よ りも大 きい分子量のバ ン ドが多 く、pMALc2x

ベ クターの場 合では少ない。これ らのバ ン ドは、誤ったS-S結 合形成 による多量体rMCL

と考 え られ る。そのため、相対的 に正 しい構造 のMCL二 量体が多い と推察 され るpMAL

c2xベ クター を用い、大量培養 を行 った。

ア ミロー ス レジ ン、お よびCM-sepharoseに よ り精製 したサ ンプルで は、全タ ンパ ク

質の90%以 上がMBPと 融合 したrMCLで あった(図6)。 しか しCM-sepharoseを 使用

したHPLCの 溶 出パ ター ンはMBPと 融合 したrMCL二 量体 とMBPが 融合 したrMCL

単量体は同 じ位 置 に溶出 され、一つ のブ ロー ドな ピー クを示 した(data not shown)。 ま

た、nMCLで 十 分な活性 が検 出 され る0.5mg/mLの 条件 でも、活性 は検 出 されなか った。

さらに、Factor Xaに よってMBP部 分 を切断 したが、同様 に活性 は検 出 されな かった。

pColdお よびpMALベ クターにおいて、rMCL二 量体 を得 ることに成功 した。しか し、

それ らに活性 は検 出できなかった。MBPは 非常 に優れ たtagで あるが、その高い可溶性

か ら、融合 した 目的 タ ンパ ク質 が変性状態 であって も、可溶性 画分 と して回収 され るこ

とがあ る。その場合、MBP-tagの 切断に よって融合 タンパ ク質は不溶化す ることが多い

が、MBPが 融合 したrMCLに おいてはFactor Xa処 理 によってMBPと の切断 による沈

殿 は生 じなかった。原因 は不明であるが、いずれの条件において も活性 が検 出できなか

った ことか ら、正 しい立体構造 を とっていないのか も しれ ない。特に、正確 なS-S結 合

の形成 は立体構 造形 成に重要な要素で あるため、分子 内に7個 のS-S結 合 を有す るMCL

の発現 には影響 が大きい と考え られ る(Igeta et al.1991)。 分子 シャペ ロンとの共発現 系

構築や、Cys残 基へ の変異導入、S-S結 合形成 に有利 な宿 主株 を使用す るな ど、ベ クタ

ー と宿主の さらなる改善 が必要であ ろ う
。

抗体作成の項(図2)で 述べた よ うに、pET21bベ クター を使用 した場合、rMCLタ
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ンパ ク質 は封入体 として大量に得 ることができた。タンパ ク質の リフォールデ ィングに

は多大な条件 スク リーニ ングが必要 であ り、さらに不活性型 タンパ ク質 を除 く必要があ

るた め、その後の解析 に支障 をきたす こ とも多い。 しか し、 リフォールデ ィングに よっ

て活性 型 タンパ ク質取得に成功 した例 も多 く、試 み る価値 はある。
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図1: E. coli発 現 用 コ ンス トラ ク ト
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図2:pColdベ ク ター によ り発 現 、精 製 したrMCL

精 製 後 のrMCLをSDS-PAGE(CBB染 色)に よ り解 析 した 。

rMCLはnMCLと 同様 な 二量 体 を形 成 して いた 。
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図3:pColdベ ク ター に よ り発 現 、精 製 したrMCLの 活 性

rMCL濃 度0.5mg/mLの 条 件 で 活 性 測 定 した(n=3)。

味覚 修 飾 活 性 は検 出 され な か った 。
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図4:E coliによる各種ベ クター を用いた発現 スク リーニング

発現誘導後、菌体破砕液上清のウエスタン解析。

各ベクターで発現させた場合にrMCL二 量体 と見積 も られ るバ ン ド位量 を赤破線、

rMCL単 量体 と見積 も られ るバ ン ド位置 を青破線で示す。

pMAL p2x, pMAL c2xで 可 溶性タンパ ク質 としてMBP融 合rMCL二 量体が検出 された。
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図5:pMALペ クター を用いた発 現条件 の検討

発現誘導後、菌体破砕液上清のウエスタン解析。

MBP融 合rMCL二 量体 を→ で示 した。

条件検 討の結 果、☆印の条件を最適条件と決定 した。
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図6:pMAL c2xに よ り発 現 したrMCLの ア ミ ロー ス レジ ン に よ る精 製

ア ミ ロー ス レジ ンに よ り精 製 した サ ン プル をSDS-PAGEに よ り解 析 した(CBB染 色)。

MBP融 合rMCL単 量 体 、 二 量体 の 精 製 に成 功 した 。
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図7: pMAL c2xに よ り発 現 したrMCLのFactor Xa(Xa)に よ る切 断

精 製 後 の サ ン プル をFactor Xaで 処 理 し、SDS-PAGE(CBB染 色)で 解 析 した 。

Factor Xa処 理 に よ り、rMCL単 量 体 、 二 量 体 、MBPが 生 成 した 。
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図8: pMAL c2xに よ り発 現 したrMCLの 活 性

CM-sepharoseに よ る精 製 、Factor Xaに よ る切 断 後 、

rMCL濃 度0.5mg/mLの 条 件 で活 性 を測 定 した(n=3)。

い ずれ の サ ン プル で も味 覚 修 飾 活 性 は検 出 され なか った 。
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2-2. Bacillus brevisを 宿 主 と し た 発 現 系 構 築

序

Baoillus brevisは グ ラム陽性 の枯草菌の一種 であ り、

(1)大 量の タンパ ク質 を菌体外 に分泌 生産す る

(2)プ ロテ アーゼ活性 をほ とん ど示 さない

(3)活 性 型の タンパ ク質 を生産す る

(4)培 養 、滅 菌が容易

(5)遺 伝子操 作が簡単

等 の特徴 を有 してい ることか ら、特に真核 生物 由来 のS-S結 合 を有す るタンパ ク質の発

現 に利用 され てい る(Tojo et al. 1994, Miyauchi et al. 1999)、 この よ うな特徴は、1分 子

中に7個 ものS-S結 合 を有す るMCLの 発現 系 として有用であ ると考え られ る。そ こで、

ヒゲタ醤 油が開発 したB. brevis発 現系 を用い、MCLの 発 現を検討 した。
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2-2-1. 方 法

コ ンス トラ ク トの 作成

pBlueschptベ ク ター ヘ ク ロー ニ ン グ したmcl遺 伝 子 をテ ンプ レー トと して 、primer:

5'-gctcccatggctttcgctgattcggcacccaatccggttcttg-3'と5'-ttcctcgagmgaagtatacggttttgttgaa-3'を 使

用 してPCRを 行 っ た。PCR産 物 は、B.brevisに お い て 大 量 に 分泌 生 産 され る細 胞壁 タ

ンパ ク質 由 来P2プ ロモ ー ター 下流 に存 在 す るマル チ ク ロー ニ ン グサ イ トへ 、NcoI, XhoI

サ イ トに よっ てpNCMO2ベ ク ター ヘ サ ブ ク ロー ニ ン グ した(図1)。pNCMO2ベ クター

はB.brevisとE. coliと の シ ャ トル ベ ク ター で あ るが 、P2プ ロモ ー ター はE. coli内 で は

働 か な い た め 、プ ラス ミ ドが安 定 に保 持 され 、B,brevis内 で は強 力 な プ ロモ ー タ ー と し

て働 く。ま た 、マル チ ク ロー ニ ン グサ イ ト上 流 には 分泌 時 に切 断 され る分 泌 シ グナル ペ

プ チ ド(ヒ ゲ タ醤 油開 発)が コー ドされ て い る。作製 した コ ンス トラ ク トを用 い 、エ レ

ク トロポー レー シ ョン に よ って 形 質 転換 を行 っ た。得 られ た形 質 転 換 体 はネ オ マ イ シ ン

に よっ て選 別 し、発 現培 養 実験 を行 っ た。形 質 転換 体1コ ロニ ー を発 現 用 液 体培 地(1%

glucose, 1% polypeptone, 0.5% meat extract, 0.2% yeast extract, 0.0001% FeSO4, 0.0001%

MnSO4, 0.00001% ZnSO4)ヘ ピ ッ クア ップ し、20h, 30℃ で培 養 した。30min, 4℃, 6000g

にて 遠 心 分 離 を行 い 、 菌 体 を除 い た 後 、培 養 液 上清 の ウエ ス タ ン解 析 を行 っ た。

2-2-2. 結 果 と考 察

培 養 液 上 清 の ウエ ス タ ン解 析 の結 果 、培 地1Lあ た り0.5mg程 度 、rMCL単 量 体 の発

現 が確 認 され た(図2)。 しか し、rMCL二 量 体 の発 現 は確 認 で き なか った。 単 量 体 と し

て正 しい構 造 を持 た な い た め に、二 量 体 が 形 成 され ない 可 能 性 が あ る。 も う一 つ の 可能

性 と して 、 タ ンパ ク質 の 局 所 濃 度 の 問題 が 挙 げ られ る。 大 腸 菌 の場 合 、S-S結 合 の形 成

はペ リプ ラ ズ ム に存 在 す るDsbA-DsbBタ ンパ ク質 に よ って な され る(Inaba et al. 2007,

Kobayashi et al. 1997,Missiakas et al. 1993)。 ペ リプ ラズ ム に は 高濃 度 に タ ンパ ク質 が存 在

す るた め 、分 子 内S-S結 合 形 成 に加 え、分子 間S-S結 合 形 成 が起 こ りや す い 環 境 とな っ

て い る と考 え られ る。一 方 、B.brevisは グ ラ ム陽性 細 菌 で あ り、DsbA-DsbBホ モ ロ グ は

有 す る もの の(Ishihara et al. 1995)、 ペ リプ ラ ズ ム を もた な い。 そ の こ とが タ ンパ ク質

の 分泌 発 現 が 可能 な要 因 と もな っ てい るが 、B.brevisに よっ て発 現 され た タ ンパ ク質 は

す ぐに培 地 中 へ 拡散 され るた め 、相 対 的 に発 現 タ ンパ ク質 同 士 が 近接 す る機 会 が 少 な く、

分子 間S-S結 合 を形 成 しに くい の か も しれ な い。発 現 タ ンパ ク質 は 可溶 性 画 分 と して検
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出 され てお り、詳細なS-S結 合形成の条件検討 が必要であ る。
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図1:E. brevis発 現 用 コ ン ス トラク ト
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図2:B. brevisに よるrMCLの 発 現

発現誘導後、培養 液上清 のウエスタン解析を行った。

rMCL単 量体のみ 、可溶 性画分 に発現が確認された。
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2-3. Saccharomyces cerevisiaeを 宿 主 と し た 発 現 系 構 築

序

Saccharomyces cereisiaeは 出芽酵母 の一種 であ り、 ヒ トをは じめ とす る真核生物 との

間 で生命現象 の基本的機構 に多 くの類似性 が見 られ ることか ら、古 くか ら真核生物 のモ

デル生物 として注 目されて きた。 さらに、

(1)培 地が安価

(2)1世 代2時 間程 度で増殖 し続 け る

(3)均 一な細胞集 団 を大量 に用意で きる

(4)一 倍体世代 、二倍体世代 が安定 して存在 し、遺伝学的解析が多 く行 われ てきた

(5)ゲ ノムサイ ズが約1200万bpと 小 さい

(6)相 同組替 え効率 が高 く、多 くの変異株 が取得 されてい る

(7)パ ン製造、清酒製造に用い られて きた こ とか らも高 く安全性 が評価 されてい る、

等の理由か ら、近年、異種蛋 白質の発現系構築 において特 に注 目されてい る。S. cerevisiae

に よる異種 タンパ ク質発 現系の内、Newstead等 の開発 した方法(Newstead et al. 2007)

は、GFPお よびHis-tagと 目的 タンパ ク質 を融合 させ ることで検 出お よび精製 を容易 に

し、迅速 な発 現評価 ができる非常に優れ た方法 である。

前述 のよ うに、S. cerevisiaeは 真核 生物 であ り、植物細胞 に特徴的な細胞壁や液胞 を

も有 している。また、タンパ ク質合成 において もS-S結 合形成や糖鎖付加等 の翻訳後修

飾が起 こる。又、その安全性 も非常に高いこ とか ら、食 品タ ンパ ク質で あるMCLの 発

現系 と して適 してい ると考 えられ る。そ こで、Newstead等 の開発 した発現 系を利用 し、

MCLの 発現 を検討 した。
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2-3-1. 方 法

コ ン ピテ ン トセル の 作製 と形 質転 換

pBlueschptベ ク ター ヘ ク ロー ニ ング したmcl遺 伝 子 をテ ン プ レー トと して 、primer:

5'-ggcggccgctctagaactagtggatcccccatgagatttccttcaatttttactgc-3'と

5'-aaattgaccttgaaaatataaattttcccctcagaagtatacggttttttgg-3'を 使 用 してPCRを 行 い 、PCR断 片

をinsertと して 使 用 した。pRS426ベ クタ ー(Newstead et al. 2007)をSma I切 断 に よ っ

てlinearに した もの を発 現 ベ ク ター と して使 用 した(図1)。S.cerevisiae FGY217株 を

YPD培 地(1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose)に け ん だ く し、1 day, 250rpm, 30℃

で培 養 した 。YPD培 地 に、OD=0.12に な る よ うに植 え継 ぎ、OD=0.6に な るま で250rpm,

30℃ で培 養 した 。4℃ 、2380g、5min遠 心 分 離 を行 い 、 菌 体 を回 収 した 。 菌 体 を滅 菌

水 に け ん だ くた 。4℃ 、2380g、5min遠 心 分離 を行 い 、菌 体 を 回収 した。 菌体 に0.1M

LiAcを 加 え 、 け ん だ く した後 、ス ピ ンダ ウン した。 上 清 を捨 て 、0.1mM LiAc(400μl)

を加 え 、け ん だ く した 。遠 心後 、上 清 を捨 て た。50% PEG3350, 1.0MLiAc, Single-Stranded

Carrier DNA(Single-stranded carher DNAを95℃ 、5分 間熱 し、氷 水 の 上 で 急速 に冷 や し

た も の),ベ ク ター/PCR product mixを 加 え 、 け ん だ く した 。30℃ 、30分 イ ンキ ュベ ー

トした 後 、42℃ 、20-25分 ヒー トシ ョッ クに よ り形 質 転 換 した 。8000rpmで15秒 遠 心

し、沈 殿 に0.2mlの 滅 菌 水 を加 え、静 か に けん だ く後 、Ura-プ レー トに塗布 し、30℃ 、

3日 間 培 養 した。

発 現

コ ロニ ー を ピ ック ア ップ し、5mL Ura-培 地(with 2% Glucose)で1 day 30℃ に て培

養 した。Ura-培 地(with 0.1% Glucose)に 植 え継 ぎ、30℃ でOD=0.6に な る まで 培養 し

た。終 濃 度2.5%に な る よ うにGalactoseを 加 え、20h, 30℃ で 培養 した。5min, 4℃, 3000

gで 遠 心 分 離 した 。菌 体 をGFP bufferに 縣 濁 した後 、500μlのDryグ ラ ス ビー ズ を加 え、

ボル テ ッ クス で40分 破 砕 後 、14000gで1分 遠 心 し、上 清 を回 収 し、 ウエ ス タ ンブ ロ ッ

テ ィ ン グを行 った 。

2-3-2. 結 果 と考 察

培 養 液 上 清 の ウエ ス タ ン解 析 の結 果 、B. brevisを 宿 主 と した発 現 系 と同様 に、培 地1L

あ た り0.05mg程 度 、rMCL単 量 体 の発 現 が確 認 され た(図2)。 しか し、MCL二 量 体

65



の発現 は確認 できなかった。検出 されたrMCL単 量体 の分子量はMCLポ リペ プチ ドに

相 当す る22kDa程 度 であ り、GFPの 蛍光は検 出 されなか った(datanot shown)こ とか

ら、GFPと の融合体 と して設計 どうりに発 現 していない と考 え られ る。rMCLのC末 端

に付加す るよ うに設計 したGFPの 蛍光 が検出 され ない ことは、C末 端 近傍 で部分分解

が起 きた こ とを示唆 させ る。真核生物 におけ る多 くの分泌タ ンパ ク質 は、プロセ シング

プ ロテアーゼ による切断や様々な修飾 を受 けて成熟タ ンパ ク質 となる。kexinプ ロテ ア

ーゼ は酵母 に存在す るプ ロセ シングプ ロテアーゼの一つであ り
、塩基性 ア ミノ酸残基、

特 に連続 した塩基性 ア ミノ酸残基 のC末 端側 を切断す ることが知 られてい る(Germain

et al. 1990,Contreras et al. 1991)。MCLは 塩基性のArgとLys残 基 が1分 子 中に46個 存

在 し、等電点 はpH10程 度で ある(Theerasilp et al. 1989)。 特にC末 端近傍 にはアル ギニ

ンが3残 基連 な った “RRR配 列”が存在 し、kexinプ ロテ アーゼの標 的 とな りやす い こ

とが推 察 され る。おそ らく、 この部分での部分分解 によ り、C末 端GFPが 検 出 され な

いのだ ろ う。 また、GFPの 分子量 は約27kDaで あ り、二量体形成への立体障害 ともな

り得 る。GFPを 融合 させ るメ リッ トは、迅速な発 現ス ク リーニ ング と単分散性 の評価 が

容易 にな る点で あ り、膜蛋 白質の結晶構造解析 にお いては非常 に有用で ある。 しか し、

水溶性 タ ンパ ク質であ るMCLに は必ず しも必要ではない。
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図1: S. cerevisiaeに よ る 発 現 コ ン ス トラ ク ト
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図2: S. cerevisiaeによるrMCLの 発現

発現誘導後、菌体破砕液上清のウエスタン解析を行 った。

rMCL単 量体のみ、可溶性画分に発現が確認された。
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2-4. Pichia pastorisを 宿 主 と し た 発 現 系 構 築

序

Piohia pastorisは メタ ノール資化性酵母 であ り、高密度培養 が可能である ことか ら、

異種 タ ンパ ク質の大量発現系 と して広 く用い られ ている。ファー メ ンター を使 用 した場

合 、そ の菌 体量は フラス コ培養 の10倍 以上 に もな り、その菌体重量 は1Lあ た り400g

を超 える こともあ る。 また、S. cerevisiaeと 同様 に真核生物 であるこ とか ら、発 現タン

パ ク質 にS-S結 合の形成や糖鎖付加等の翻訳後修飾 が起 き、活性 を有す る高品質なタン

パ ク質が得 られやす い といわれ、P. pastorisに よって発現 させ たタンパ ク質 を用いてX

線 結晶構 造解析 を行 った例が多 く報告 され てい る。さ らに、培養や 取 り扱 いが簡便で あ

るとい う利 点 も有 してい る。P. pastorisに よるタンパ ク質発 現系で よく使用 され るプ ロ

モーター と して、アル コールオキシダーゼ(AOX1)プ ロモーターがあ る(Scorer et al.

1994)。AOX1は メタノール代謝の第一段階 に関与す る酵 素であ るが、そのプ ロモータ

ー は非 常に強力で
、メタノール を唯一の炭素源 とす る培地 で培養 した場合 に可溶性 タ ン

パ ク質 の30%以 上 をAOX1が 占め、 目的 タ ンパ ク質 の大量発 現が期待 で きる。

そ こで、MCLのP. pastorisに よる発現系構築 を試 みた。
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2-4-1.方 法

形質転換

MCL(N42,85,186Q)発 現ベ クター は 、TAKARAに よ る全 合 成 受 託 に よ り作 成 した。

pPIK9Kベ ク ター のAOXプ ロモ ー ター 下流 に、α-ファ ク ター 、FLAG-tag、mcl遺 伝 子 、

His-tagを この順 序 で 導入 した(図1)。 α-ファ クタ ー を付 加 す る こ とで 分 泌 生 産効 率 が

上 が り、α-ファ クター 自身 は翻 訳 後 プ ロセ ッシ ング に よ り、 除去 され る。な お 、 変異 導

入 して い な い コ ンス トラク トを用 い 、以 下 と同様 の実 験 を行 な った が 、発 現 量や 挙 動 に

差 が 見 られ な か った こ とか ら、以 降 はMCL(N42,85,186Q)をrMCLと して記 述 す る。

MCL発 現 ベ ク ター をPmeI処 理 に よ ってlinear化 した 後 、エ レク トロポ ー レー シ ョン法

に よっ てP.pastoris(SMD1163株)に 導入 した。MCL遺 伝 子 は相 同組 み 換 え に よ ってAOX

遺 伝 子 部 分 に挿 入 され る。エ レク トロポ ー レー シ ョン後 の 菌 体 をMDプ レー トに塗 布 し、

3day,30℃ で 培 養 した。 プ レー ト上 の コ ロニー 全 て を2mLのYPDを 用 い て 回 収 し、 再

度0.2mg/mLGeneticine入 りのYPDプ レー トに塗 布 し、3day,30℃ で培 養 した。 得 られ

た コ ロニー を形 質転 換 体 と した。

発現株 スク リー ニング

5mLのBMGY液 体培 地 にYPDプ レー ト上 の1コ ロニー を け ん濁 し、20h,30℃ で前

培 養 した。 培 養 液1mLに 対 し、4mLのBMGYを 加 えて4h,30℃ 培養 した。500μlと

り、10min,2380g,4℃ で遠 心 分 離 し、菌 体 を 回収 した 。回収 した菌 体 を5mLのBMMY

液 体 培 地 で け ん濁 し、20h,250rpm,30℃ で培 養 した。4℃,20min,2580rpmで 遠 心 分離

を行 い 、 菌 体 を 除い た 。anti-MCL抗 体 を用 い て培 地 上清 の ウエ ス タ ン解 析 を行 った。

発 現 条 件 ス ク リー ニ ン グ

ウエ ス タ ン解 析 の結 果 、最 もrMCL発 現 量 の多 い株 を選 別 した。温 度 、pH、MtOH濃

度 、誘 導培 養 日数 、に よ る発 現 量 の変化 を解 析 した。5mL,のBMGY液 体 培 地 に1コ ロ

ニー を け ん濁 し、20h ,30℃ で前 培 養 した 。1mLを と り、4mLのBMGYを 加 えて4h,30℃

培 養 した 。終 菌 濃 度 がOD=1に な る よ うに500μlと り、10min,2380g,4℃ で遠 心 分 離 し、

菌 体 を回 収 した。回 収 した菌 体 を5mLのBMMY液 体 培 地(pH3,4,5,6,7も しくは8)

で け ん濁 した 。24,48,72h,30も しく は20℃ で 培 養 し、終 濃 度 が1,2,も し くは3%MtOH

に な る よ うに24h毎 に20%MtOHを 添 加 した 。10min,2380g,4℃ で遠 心 分離 に よ って

菌 体 を除 い た 。anti-MCL抗 体 を用 い て培 地 上清 の ウエ ス タ ン解 析 を行 った 。
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大量培養

最 もrMCLの 発 現量の多い発 現条件(前 培養 か ら回収 した菌体をBMMY液 体培地(pH

6、2%MtOH)で けん濁 し、48h,30℃ で培養)に よる大量培養 を行 った。

His-tagに よ る精 製

5Lの 大 量培 養 後 、30min,8000xg,4℃ で 遠 心 分離 を行 い 、菌 体 を除 い た 。 上 清 を 、

平 衡 化buffer(20mM MES-NaOH(pH6.0),500mM NaCl)に よ り平 衡 化 した5mL TALON

コバ ル トカ ラム へ のせ た。200mLの 平 衡 化bufferで 未 吸 着 画 分 を除 い た後 、50mL溶

出buffer(20mM MES-NaOH(pH6.0),500mM NaC1,500mM Imidazole)に よ り溶 出 した。

精 製 後 の サ ン プル をSDS-PAGEに よ り解 析 した 。

FLAG-tagに よ る精 製

5Lの 大 量 培 養 後 、30min,8000xg,4℃ で遠 心分 離 を行 い 、 菌 体 を除 い た。 上 清 を、

平 衡 化buffer(20mM MES-NaOH(pH6.0),500mM NaCl)に よ り平 衡 化 した1mL

anti-FLAGM2抗 体 レジ ン と混 合 し、20h,4℃ で ゆ るや か に攪 拝 した。200mLの 平衡 化

bufferで 未 吸 着 画 分 を除 い た。5mL溶 出buffer(20mM MES-NaOH(pH6.0),500mM NaC1,

0.1mg/mL FLAGペ プ チ ド)に よ り溶 出 させ た。溶 出画 分 サ ン プル をanti-MCL抗 体 を用

い た ウエ ス タ ン解 析 、 お よびSDS-PAGEに よ り解 析 した。

2.4-2.結 果

発 現株 ス ク リー ニ ン グ

10株 の ス ク リー ニ ン グ の結 果 、 ウエ ス タ ン解 析 に よ り培 養 液 上清 にrMCL単 量 体 、

二 量 体 の発 現 を検 出 した 。 最 も発 現 量 の 高 い 株 α-MCL -N42,85,186Q-No.4を 選別 した

(図2)。 培 養 温度 、BMMY液 体培 地 の組 成 、お よび 培 養 時 間 を変 化 させ 、発 現 条 件 の最

適 化 を行 っ た(図3)。30℃ の発 現 量 は 、20℃ の2倍 程 度 で あ っ た。30℃ 、24hに お い

て 、pH3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、 お よび8.0で は、pH6.0が 最 も発 現 量 が多 く、pH3.0

の3倍 程 度 で あ っ た。30℃ 、pH6.0の 培 養 条 件 で は、MtOH濃 度 に よ らず 、培 養 日数2

日で平 衡 に 達 し、2%MtOHで 最 も多 い 発 現 量 を示 した 。

大 量 培 養 を行 い 、His-tag精 製 をお こな っ た。 結 果 、培 地1L当 た り0.05mgのrMCL
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単量体の精製 に成功 した(図4)。 しか し、nMCLが 十分 に強い活性 を示す0.5mg/mL

の条件 にお いて活性 は検 出できなか った(図5)。rMCL二 量体 は他の侠雑 タ ンパ ク質 と

ともに未吸着 画分 に溶 出 され た。一方、FLAG-tag精 製 によ り、rMCL単 量体、二量体

は ともに精製 に成功 した。 しか し、その収量 は非常に少 な く、ともに培地1Lあ た り10

μg程 度で あった。

2-4-3.考 察

発 現条件 の検討に よ り、発 現条件 はpH6.0、30℃ 、48hで24h毎 に終濃度2%に な

るよ うにMtOHを 添加 す る条件が最適で あると結論 した。TALONコ バル トレジ ンに対

し、rMCL二 量体はほ とん ど吸着せず、精製す るこ とがで きなか った。rMCL単 量体 は

精製 できた ことか ら、二量体化 に伴 う立体障害 によ り、C末 端 に付加 したHis-tagが コ

バル トへ結合 できな くなった と考 えられ る。一方、N末 端 に付加 したFLAG-tagに よる

精製効率 はrMCL単 量体 、二量体で差はなかった。この こ とか ら、N末 端 に付加 したtag

は露 出 してお り、精製用tagと して機能 できる と考 え られ る。しか し、FLAG-tagに よる

精製収量 は非常 に少 な く、培地1L当 た り10μg程 度であった。 そのた め、rMCL二 量

体の活性の有無 について は測定できなかった。発現量の向上が必要であ り、rMCL二 量

体の取得、活性 の確認 が望まれ る。一般に、Ppastorisは 異種 タ ンパ ク質の高生産宿主

で あるが、MCLの 発現量 は非常に低 かった。MCLに 使 用 され てい るコ ドンをP.pastoris

の使用 コ ドン表 と比較す ると、レア コ ドンの使用頻度 が高 く、高発現 の障害の一因 とな

ってい ると考 え られ る(Codon Adaptation Index=0.1/1)(Sharp et al.1987)。 特に、MCL1

分子 当た り22残 基含 まれ るArgを コー ドす るCGT,CGC,CGA,CGqAGGはP.pastoris

において レア コ ドンで あ り、 これ らを中心 と した全 体的 な使用 コ ドンの最適化に よ り、

発 現量の改善が望まれ る。
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図1:P.pastorisに よ る発 現 コ ンス トラ ク ト
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図2:P.pastorisに よるrMCL発 現 株 の 選 別

培 養 液 上 清 の ウ エス タ ン解 析 の 後 、NIH-imageでrMCL二 量 体バ ン ドの 濃 度 を測 定 した 。

株No.4を 以 降 の 実 験 に使 用 した 。
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図3:P.pastorisに よるrMCL発 現条件 の検討

培養液上清の ウエス タン解析の後、NIH-imageでrMCL二 量体バ ン ドの濃度 を測定 した。

a)温度 による発現量の変化

b)pHに よる発現 量の変 化

c)培養 日数 とMtOH濃 度 によ る発 現量 の変化

pH6.0、30℃ 、48h、2%MtOHを 添加が最適条件 であると結 論 した。
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図4:P.pastorisに よ り発現 したrMCLの 精製

大量培養 後、His-tagお よびFLAG-tagに よる精製 を行 い、

SDS-PAGE(CBB染 色)お よびウエスタ ン解 析(WB)を 行な った。

培 地上清 にはrMCL単 量体 、二量体が検 出 され 、His-tag糖 製によ り

rMCL単量 体 のみ が、FLAG-tag精 製 によ りrMCL単量 体、二量 体の両方 が精製 された。
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図5:P.pasTorIsに よ り発現 、His-tagに よ り精 製 したrMCL単量 体 の 活 性

rMCL濃 度0.5mg/mLの 条 件 で活 性 測 定 した(n=3)。

味 覚 修 飾 活 性 は検 出 され な か った 。
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2-5.Aspergillus oryzaeを 宿 主 と した 発 現 系 構 築

序

麹 菌 は 、 「国 菌 」 と して も知 られ て い る糸状 菌 で あ り、 古 くか ら 日本 の伝 統 的 な醸 造

製 品 で あ る清 酒 、味 噌 、醤 油 な どの 製 造 に利 用 され て い る。 ア メ リカ食 品医 薬 品 局 に よ

っ てGRAS(Substances Generally Recognised As Safe)に も指 定 され るな ど、そ の安 全 性

は世 界 的 に 高 く評価 され て い る。 さらに 、そ の高 い タ ンパ ク質 分 泌 性 か ら、食 品加 工用

酵 素 源 と して だ けで な く(Olempska-Beer et al.2006)、 異 種 有 用 タ ンパ ク質 の発 現宿 主

と して も注 目 され て い る。麹 菌 の一 種Aspergillus oryzaeは2001年 にEST解 析 が 終 了 し、

さ らに2005年 に は 全 ゲ ノ ムが解 読 され た(Machida et al.2005)。 同 時期 にAspergillus

nidulans、Aspergillus fumigatusの ゲ ノ ム も解 析 され(Galagan et al.2005)、 国 内外 で注 目を

集 め て い る。麹 菌 を宿 主 と した発 現 系 は い くつ か報 告 され て い るが 、味覚 修 飾 タ ンパ ク

質 で あ るネ オ ク リン(Nakajima et al.2006)、 塩 基性 甘 味 タ ンパ ク質 で あ る リゾチ ウム の

発 現 が報 告 され て い る(Tsuchiya et al.1992)A.oryzaeを 宿 主 と して用 い 、MCLの 発 現

系構 築 を試 み た 。
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2-5-1.方 法

コ ンス トラ ク トの 作製

コ ンス トラ ク トの 作 製 はGArEWAY system(invitrogen)を 用 い て行 った
。pBluescript

ベ ク タ ー ヘ ク ロ ー ニ ン グ し たmcl遺 伝 子 を テ ン プ レ ー ト と し て
、primer:

5'-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctccaaacgagattcggcacccaatccggttc-3'と

5'-ggggaccactttgtacaagaaagctgggtattagaagtatacggttttgttgaactcgaatgc-3'を 使 用 してPCRを 行 っ

た 。PCR断 片 はBP反 応(相 同組 換 え)に よ っ てpENTRヘ サ ブ ク ロー ニ ン グ した

(pENTR-mcl)。AmyB promorterとORFを 含 むpg5'pFaとA.nidulans由 来sC選 択 マ ー

カ ー を含 むpg3'sCJの2つ のplasmidを 用 い 、LR反 応(相 同組 換 え)に よっ てpDEST R4-R3

ベ ク ター へ組 み 込 ん だ(pEXP-mcl) 。す な わ ちA.oryzaeに お い て 大 量 に分 泌 生 産 され る

α-ア ミラー ゼ のC末 端側 にKEX様 プ ロテ ア ー ゼ切 断 配 列 を挟 み 、mcl遺 伝 子 を融 合 さ

せ た 。KEX様 プ ロテ アー ゼ は連 続 した塩 基 性 ア ミノ酸 のC末 端 側 で切 断 す る プ ロテ ア

ー ゼ で あ り、 発 現 成 熟過 程 で 正 しい切 断 が起 きれ ば 、MCLタ ンパ ク 質 のみ が 分 泌 発 現

す る。

形 質 転 換

DPY液 体 培 地 を用 い 、A.oryzaeNS4(naiD,sC)(Jin et al.2004)を20h ,30℃,150rpm

で前 培 養 した。Miraclothを 用 い て 菌 体 を回 収 した 後 、 滅 菌 水 で 菌 体 が 白 くな るま で 洗

浄 した 。菌 体 をL字 管 に移 し、TF solution1(1%Yatalase,0.6M(NH4)2SO4)10mLを 用 い 、

3h,30℃,50strokes/minで 緩 や か にイ ンキ ュベ ー トした 。再 びmiraclothを 用 い て菌 体 を

ろ過 し、 素 通 り画 分 に プ ロ トプ ラ ス トを得 た。TF solution 2(1.2M solbitol,50mM CaCl2

2H2O,35mM NaC1,10mM Tris-HC1(pH7.5))を 加 え、緩 や か に混 和 した。8min ,4℃,2000

rpmで 遠 心 分 離 を行 い 、沈 殿 に プ ロ トプ ラ ス トを回収 した。TF solution2を 加 え て か ら

遠 心分 離 の操 作 を二度 行 っ た。 トー マ 血 球 計 算 版 を用 い 、 プ ロ トプ ラス ト数 を算 出 し、

最 終 的 に プ ロ トプ ラ ス ト濃 度 が3*107/mLに な る よ うにTF solution2を 添加 した。 プ ロ

トプ ラ ス ト溶 液200μl当 た りpEXP-mcl5μgを 加 え、静 か に混 和 した後 、氷 上 で30min

静 置 した。250,250,800μlと3回 に 分 け てTF solution3(60%PEG4000,50mM CaCl22H2O,

10mM Tris-HC1(pH7.5))を 加 え 、静 か に混 和 した後 、室 温 で20min静 置 した 。5mLの

TF solution2を 加 え 、緩 や か に混 和 して か ら、8min ,4℃,2000rpmで 遠 心 分 離 を行 っ た。

沈 殿 の プ ロ トプ ラス トを再 度500μlのTF solution2で 混 和 した 。45℃ に プ レイ ン キ ュベ

ー トしたTOP agar(0 .2%NH4Cl,0.1%(NH4)2SO4,0.05%KCI,0.05%NaCl,0.1%KH2PO4 ,

79



0.05%MgSO47H2O,0.002%FeSO47H2O,2%glucose,1.2M solbitol,0.8%agar)に 混 和 し、

M plate sol+(0.2%NH4Cl,0.1%(NH4)2SO4,0.05%KCI,0.05%NaCl,0.1%KH2PO4,0.05%

MgSO47H2O,0.002%FeSO47H2O,2%glucose,1.2M solbitol,1.5%agar)へ 重 層 し、3day

30℃ で 培 養 した 。

発 現 株 お よ び条 件 の ス ク リー ニ ン グ

10個 の コ ロ ニー を ピ ックア ップ し、DPY液 体 培 地(2%Dextrin,1%polypeptone,0.5%

Yeast extract,0.5%KH2PO4,0.05%MgSo47H2O)で3日 間 培養 した 。miraclothを 用 い て 菌

体 を除 き、anti-MCL抗 体 を用 いた ウエ ス タ ン解 析 に よ り、培 地 上清 へ のrMCLの 発 現

を確 認 し、 最 も発 現 量 が 多 い株 を選 別 した。pH4,5,6,7,8,温 度20℃,30℃,培 養 時 間1

day, 2day,3dayに て発 現 条 件 の検 討 を行 っ た。

大 量培 養 と精 製

DPY液 体 培 地(pH5.0)で3day、30℃ で 大 量 培養 を行 っ た。miraclothを 用 い て菌 体 を

除 去 した。 上 清 を ゆ っ く り と攪搾 しな が ら、細 か く磨 り潰 した 硫 安 を少 しず つ加 えた。

60%飽 和 に な る ま で硫 安 を加 え、4℃ 、1h放 置 した 。30min,8000xg,4℃ で遠 心 分離 を行

い 、 沈 殿 を得 た。 粗 精 製 タ ンパ ク質 を3M NaC1入 り20mM Na-Ace(pH5 .0)へ溶 解 し、

PH814カ ラム を用 い て 、A buffer(20mM Na-Acetate(pH5.0),3M NaCl)-Bbuffer(20mM

Na-Acetate(pH5.0))の リニ ア グ ラ ジエ ン トに よ りHPLC精 製 を行 っ た 。 溶 出 画 分 は

anti-MCL抗 体 を 用 い た ウエ ス タ ン ブ ロ ッテ ィ ン グ に よ り検 出 し、 回 収 した 。20mM

Na-Ace(pH5.0)に 対 し透 析 し た 。POROS HSカ ラ ム を 用 い て 、Abuffer(20mM

Na-Acetate(pH5.0))-B buffer(20mM Na-Acetate(pH5.0),1M NaC1)の リニ ア グ ラ ジエ ン ト

に よ りHPLC精 製 を行 った 。活 性 画 分 を回収 し、濃 縮 した。ゲ ル ろ過 カ ラム を使 用 した

HPLC精 製 を行 っ た。

活性

活性測 定は ミラク リンのタンパ ク質科学的解析の項 と同様 に行 った。ラクチ ゾールに

よる甘味阻害活性 は2mMラ クチゾール を含むNa-Citrate(pH5.0,3.0)溶 液 を用いて測

定 した。
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2-5-2.結 果 と考 察

発現条件の検討

10株 の発現量 を解析 した結果 、培養液 上清にrMCL単 量体、二量体 の発現 を確認 し、

rMCL二 量体発 現量の最 も多い株rMCL-No.8を 選別 した(図2)。 発現条件検討 の結果 、

3日,30℃(図3)で 培養 した場合 にもっとも高い発 現量が得 られ た。pH条 件 に よる発

現量 の変動 も見 られ、pH8.0で 最 も多い発 現量 を示 したが、経験的 にnMCLがpH6.0

以上で不安定で あることか ら(data not shown)、pH条 件 は5.0に 決定 した。

発 現 と精 製

rMCL二 量体の発 現量は培地1Lあ た り2mgで あ った。この発現量 は麹菌においては

中程度 の発現量 である。本研究 ではプ ロテアーゼ破壊株 を使用 してい るが、それ以外 に

も、使用 コ ドンの最適化、プロモーターの変更、培養方法、菌の育種等 に改 善の余地が

ある。精製後、得 られたサ ンプル のSDS-PAGEの 結果 を図4に 示す。rMCL二 量体は

90%以 上の純度 のほぼ単一な タンパ ク質 として、培地1Lあ た り0.8mgの 収量で得 られ

た。

N末 端 ア ミノ酸 解 析

rMCL単 量 体 、二 量 体 のN末 端20ア ミ ノ酸 の配 列 はnMCL(Theerasilp et al.1989)と

同様 にDSAPNPVLDIDGEKLRTGTNで あ った 。 設 計 通 り、rMCLのN末 端 に付 加 した

KR配 列 にお い て 、KEX様 プ ロテ アー ゼ に よ る切断 が起 きた と考 え られ る。

二次構 造

CDス ペ ク トル解析 の結果、rMCL二 量体 はnMCLと 同様 な強い負 のスペ ク トル を示

した(図5)。 二次構 造構成 比は α-helix10.1%,β-sheat82.8%,Turn3.0%,Rmdom coil4.1%

であ り、nMCLの それ と類似 していた。 この こ とは、rMIR二 量体がnMIRと 同様 な正

しい コンフォ メー シ ョンを とってい る ことを示唆 してい る。 さ らに、rMCL二 量体 の

CDス ペ ク トル もnMCLと 同様 にpHに 伴 って変化 した。 この変化 は味覚修飾 活性 に と

もな う構造変化 と推察 され ることか ら、nMCLと 同様 の動的構造変化 が見 られ た ことに

よ り、rMCL二 量体 も味覚修飾活性 を有 してい る可能性が示唆 され た。 ただ し、nMCL

とrMCLのCDス ペ ク トルは厳密 な重ね合 わせ においては正確 には一致せず、侠雑物 、

も しくは誤 った フォールデ ィングのrMCLが 混入 してい る可能性 があ る。
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活性

rMCLの 味覚修飾活性 は官能試験 によ り評価 した。すなわち、MCL溶 液 を1分 間 口

に含み 、水 で リンス した後、各種酸溶液 を口に含み、誘導 された甘味 を0 .25mM-2mM

のアスパル テームの甘味 と比較 して評価 した。0.5mg/mLのrMCL二 量体の活性 は、0.1

mg/mLのnMCLの 活性 と同等で あ り、1/5程 度 の比活性 であ った。CDス ペク トル解析

の結果か らも示唆 され るよ うに、精製後 のrMCLに おいて、誤った フォールデ ィングの

タンパ ク質 が混入 してい ると考え られ る。rMCL二 量体の味覚修飾活性 はnMCLと 同様

に、pH6.0に お いて はほ とん ど感 じられ ない が、pH5よ りも低 い場合 はpHの 低下に従

って強 く検 出 され、pH3.0で は1-2mMの アスパルテー ム濃度(sweetness score7)に 匹敵

す る強 い甘 味を呈 した(図6)。 この ことか ら、rMCL二 量体はnMCLと 同様 な味覚修

飾活性 を有す ることが確認 された。一一方 で、rMCL単 量体の味覚修飾 活性 は1.5mg/mL

の条件で さえ検 出 され なかった。 この結果 は、MCLの 二量体構 造が味覚修飾活性 に必

須 であ るこ とを示唆 してい る。

MCLは それ 自身 は無味 であ り、酸の存在下でのみ甘味 を呈す る。 この誘導 され る

"甘味"が 他 の甘味物質 と同 じよ うにTIR2/TIR3を 介 して起 こる ものか どうかは不明

で ある。そ こで、ラクチ ソールに よる味覚修飾活性 の阻害効果 を調べた。ラクチ ソール

は、甘味受容体T1R3の 膜貫通 ドメインへ結合す ることで、ネ オ ク リン、スクロース、

お よびサ ッカ リンの甘味 を阻害す ることが報告 され てい る(Jiang et al.2005,Nakajima et

al.2006)。結果 、rMIRとnMIRは 共 にpH3.0,5.0の 両方で味覚修飾活性 が強 く抑制 され、

pH5.0に お いては甘味が検 出できなか った(図7)。 この結 果は、MCLの 味覚修飾 活性

も他 の甘味物 質 と同様 にT1R21T1R3を 介 して起こることを示唆 してい る。

以上 の よ うに、A.oryzaeを 宿 主 とした発現系 によ り、活性 を有 したrMCL二 量体の

発現 には じめて成功 した。以後、麹菌発 現rMCL二 量体 をwild-type rMCLと 記載す る
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図1:GATEWAYに よ るA.oryzae発 現 コ ンス トラク トの作 成
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図2:A.oryzaeに よ るrMCL発 現 株 の 選 別

培 養 液 上 清 の ウ エス タ ン解 析 の 後 、NIH-imageでrMCL二 量体 バ ン ドの 濃 度 を測 定 した 。

株No.8を 以 降 の 実 験 に 使 用 した 。
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図3:A.oryzaeに よ るrMCL発 現 条件の検 討

培養液上清の ウエスタン解析の後、NIH-imageでrMCL二 量体バ ン ドの濃度 を測定 した。

a)温度 と培養 日数 によ る発現量 の変化

b)pHと 培養 日数に よる発現量 の変化

pH5.0、30℃ 、3日 培養が最適条件 であると結 論 した。
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図4:A.oryzaeに よ り発現 したrMCLの 精製

培地上清の ウエスタ ン解析(WB)お よび精製後のrMCLとnMCLの

SDS-PAGE(CBB染 色)解析 を行 った。

rMCLはnMCLと 同様 な二量体 を形成 してお り、精製後の純度は90%以 上で あった。
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図5:A.oryzaeに よ り発 現 したrMCLのCDス ペ ク トル

各pHの ク エ ン酸 緩衝 液 中 でのCDス ペ ク トル を解 析 した 。

buffer自 体 の ス ペ ク トル は差 し引 い た 。

rMCLはrMCLと 同様 な β-sheatに 富 ん だ 二次 構 造 で あ り、

pHに よ るス ペ ク トル の 変 化 も観 察 され た 。
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図6:A.oryzaeに よ り発 現 したrMCLの 味覚 修 飾 活 性

a)A.oryzaeに よ り発 現 したrMCL二 量 体(rMCL濃 度0.5mg/mLで 活 性 測 定 した(n=5))

b)A.oryzaeに よ り発 現 したrMCL単 量 体(rMCL濃 度1.5mg/mLで 活性 測 定 した(n=5))

c)nMCL(nMCL濃 度0.1mg/mLで 活 性 測 定 した(n=5))

rMCL二 量 体 はnMCLと 同様 な味 覚 修 飾 活 性 を有 して い た 。rMCL単 量 体 に は

味 覚 修 飾 活 性 は検 出 され な か った 。
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図7:ラ クチ ゾール による味覚修飾活性阻害

2mMラ クチ ゾール による味覚修飾活性の阻害効果を解析 した(n=5)。

nMCL、rMCLと もにラクチ ゾールによる味覚修飾活性の阻害が観察された。
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第3章 ミラクリンの構造生物学的解析
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3-1.変 異 体解析 と分子 シ ミュ レー シ ョン解析

序

MCLの 機 能発現機 構 の解明を 目的 として、麹菌 を用 いて構築 した発現系 を用い、部

位指定変異 に よる変 異体解析 を行 った。

糖鎖解析

糖 タンパ ク質 に付加 してい る糖鎖 は、分子認識やプ ロテアーゼか らの保護 の他、立体

構 造維持 に関 わるこ とが報告 され ている。例 と して、エ リスロポエチ ン、組織 プラス ミ

ノーゲ ン活性化 因子、イ ンター フェロン(β、γ)、血液凝 固因子皿 な どの糖 タンパ クで

は、その機能発 現 ・活性維持にアスパ ラギン結合型糖 鎖が必須であ ることが知 られてお

り、大腸菌 では これ らタ ンパ ク質 の発現系構 築は不 可能 である。

また、Kurihara等 はMCLの 機 能発現には糖鎖 が重要であ ると推 定 しているが(Kurihara

& Beidler 1989)、 実験的証拠 はない。nMCLに は複合型糖 鎖が付加 しているが、A. oryzae

によって発現 したwild-type rMCLに は高マ ンノース型 の糖鎖付加 が起 きてい ると考え ら

れ る。 この違い にもかかわ らず、wild-type rMCLは 強い味覚修飾活性 を有 していた。 ま

た、本論文の 「タンパ ク質科学的研 究」の項 で示 した よ うに、異な る糖鎖 の付加 した

nMCL間 で の味覚修飾活性 の差 は見 られなかった。 そこで、wild-type rMCLの 糖鎖構造

解 析 を 目的 として、糖 鎖付加ア ミノ酸残基 であるAsn42、Asn 186をGlnへ と置換 した変

異体 を作出 し(N42Q,N42,186Q,N186Q)、SDS-PAGE解 析 を行な った。ツニカマイ シン

はヌ クレオチ ド系抗 生物 質であ り、糖 タ ン パ ク 質 のN結 合 型 糖 鎖 の 付 加 を 阻 害

す る こ と が 知 られ て い る(Schwarz et al.1979)こ と か ら 、糖 鎖 付 加 の な

いMCLを 得 る た め に 使 用 した 。

活性残基 の特定

MCLは 弱酸性pH領 域で強い甘味 を呈す ることか ら、そのpH領 域 でプ ロ トネー シ ョ

ンが起 こ る酸性 ア ミノ酸残 基が 味覚修飾 活性 の発現 に寄与 して い る と考 え られ る。

MCLは サ ブユ ニ ッ ト当た り13個 のAsp残 基、9個 のGlu残 基 、2個 のHis残 基 を持つ。

His残 基 は中性 か ら弱酸性領 域でプ ロ トネー シ ョンされ ることか ら、酵素 をは じめ、生

体 内で の多 くの タンパ ク質の活性残基 として機 能 している。MCLに お いて も味覚修飾

活性へ寄与 してい る可能性 が考え られ る。そ こで、His30、His60をAlaへ と置換 した変
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異 体(H30A,H30,60A,H60A)を 作 出 し、 味 覚修 飾 活 性 へ の影 響 を解 析 した。

3-14.方 法

MCL変 異 体 の作 成

pBluescriptベ ク ター に ク ロー ニ ン グ したmcl遺 伝 子 をテ ンプ レー トと して 、N42Qお

よ びN186Q変 異 導 入 用 に5'-ttagaagtatacggttttctggaactcgaatgcgaat-3'、

5'-atccgccaccaccccccagggcaccttcgtttgt-3'、5'-acaaacgaaggtgccctggggggtggtggcggat-3'、5'-

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtattagaagtatacggttttctggaactcgaatgc-3'を 用 い 、H30Aお よ び

H60A変 異 導 入 用 に5'-cggtgctccgcgacgctggcggcggccttac-3'、

5'-gcgagggggcgatcggcgtcgacctcctttc-3'を 用 い てPCR法 に よ って 変 異 を導 入 した。得 られ た

mutantDNAを 麹 菌 へ 導入 し、 形 質転 換 体 を得 た。DPY液 体 培 地 を用 い 、2day、30℃ で

培養 した 。糖 鎖 付加 の 無 いMCLを 得 るた め に 、 ツニ カ マ イ シ ンを終 濃 度0.1mg/mLに

な る よ うに 添加 し、 同条 件 で 培養 した。anti-MCL抗 体 を用 い た培 地 上清 の ウエ ス タ ン

ブ ロ ッテ ィ ング に よ り、N42Q,Nl86Q,N42,186Q変 異 体 の移 動 度 を評 価 した。H30A,

H30,60A変 異 体 は 、wild-type rMCLと 同条 件 で の大 量 培 養 、 精 製 、 活 性 評 価 を行 っ た。

3-1-2.結 果

糖 鎖 解 析

SDS-PAGE解 析 の結 果(図1)、N42Qの 分 子 量 は 、wild-type rMCLよ りも小 さ く、 シ

ャー プな バ ン ドで あ った 。N42,186Qの 分 子 量 は ツニ カ マ イ シ ン処 理 したwild-type rMCL

とほ ぼ 同 じで あ り、 シ ャー プ なバ ン ドで あ っ た。N186Qの 分 子 量 はwild-type rMCLと

ほ ぼ 同 じで あ り、ブ ロー ドな バ ン ドで あ っ た。

活 性 残 基 の特 定

H30A,H30,60Aの 発 現 量 は 共 に 大 幅 に減 少 し、培養 液1Lあ た り100μgで あ った。

H60Aの 発 現 は検 出 で き な か っ た。H30A,H30,60Aの 大 量 培 養 、精 製 を行 い(図2)、 活

性 測 定 を行 った が 、wild-type rMCLで 十 分 に甘 味 を呈す る濃 度 で あ る0.5mg/mLの 条 件

に お い て 、 活性 が検 出 され な か っ た(図3)。 しか し、 よ り高 濃 度2mg/Lの 条 件 で は

sweetness score=2の わ ず か な 活 性 が 検 出 され た(data not shown)。
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3-1-3.考 察

糖鎖解析

SDS-PAGE上 の分子量 の変化か ら、付加糖鎖の大 きさが推 定でき る。N42,186Qの 分

子量が ツニカマイ シン処理 したwild-type rMCLと ほぼ同 じであったこ とか ら、既 に知 ら

れ てい るAsn42、Asn186以 外 に糖鎖付加 は起 きていない と考 えられ る。N42Qの 分子量

はwild-type rMCLよ りも小 さく、シャープなバ ン ドであ ることか ら、Asn42に は大き く

不均 一な糖 鎖が結合 してい ると考え られ る。また、Nl86Qの 分子量 はwild-typerMCL

とほぼ同 じで ある一方、N42Qと の二重変異 に よってN42Q単 独 変異よ りも分子量が小

さくなった ことか ら、Asn186に は比較的均 一で小 さい糖鎖 が結合 してい る と考え られ

る。

以上 よ り、wild-type rMCLは 、nMCLと 比較 して、糖鎖付加部位 は同 じで あるが、そ

の大 き さは異 な る こ とが示唆 され た。付加 した糖 鎖 はnMCLが 複合型糖 鎖で あ り、

wild-type rMCLは 高マ ンノー ス型糖鎖であ ると考 え られ る。この よ うな違 いに も関わ ら

ず、wild-type rMCLが 強 い味覚修飾活性 を有 していた ことか ら、特定の糖鎖構造 が活性

に必要ではない と考 え られ る。 この結果 は、第1章 で得 られ た結果、MCL-I,II,III間 の

味覚修飾活性 に大 きな差がない こととも矛盾 しない。 ただ し、N42,186Qの 発現量は培

地1Lあ た り10μg程 度 と微 量であったため、直接の活性測 定まではいたっていない。

糖鎖 の機能 についての直接的 な知見 を得 るには、糖鎖付加 の無いMCLの 取得が不可欠

であ る。

活性残基 の特 定

H30AとH30,60Aは 共に活性 が大幅に減少 したこ とか ら、His30が 活性化 になん らか

の重要 な役割 を担 っているこ とが示唆 され た。MCLは 弱酸性領域で活性化す るが、そ

のpKaは お よそ5付 近で ある(A. oryzaeを 宿主 と した発現 系構 築 図6)。His残 基側鎖

のpKaは 分子 内の局在 によって大幅に変化す るが(Westmoreland et al. 1975, Hayes et al.

1975)、 一般 的 に遊離Hisの イ ミダゾール基のpKaが6.0付 近であ ること、H30,60Aの

活性 が完全 には失 われ なかった ことは、他の残基 も活性 に寄与 してい る可能性 を示唆 し

てい る。Asp、Glu残 基 等、複数 のア ミノ酸残基の プロ トネーシ ョンに よって、活性化

に必要な立体構造 の変化 が引き起 こされ ると推察 され る。
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3-1-4.シ ミュ レー シ ョン解析

His残 基 が活性 に何 らかの寄与を してい るこ とが明 らか となったが、その機 能につい

ては不明 であ る。そ こで、His残 基 の活性 への寄与機構 を推定す るた めに、分子 シ ミュ

レー シ ョン解 析 を行 った。MCLの 立体 構 造 は未 知 で あ るた め 、 は じめ に、Barley

α-Amylase/Subtilisin inhibitor(BASI, PDBID=1AVA _D)を 鋳型 とし、Insight IIを 用 いた

ホモ ロジーモデ リングに よ りMCL単 量体 の立体構造 を構 築 した。次に、HEXプ ログラ

ム を用いて、MCL単 量体 自身 を リガ ン ドと した結合シ ミュレーシ ョンを行い、その結

果に基づいて二量体の立体構 造を構築 した。得 られた約100個 の結合構造 を2つ のク ラ

スターに分類 し、その代表構造 を図4に 示す。2つ のモデル の内、モデルa)に おいて、

His30は サ ブユ ニ ッ ト間の境界面 に存在 した。第2章 で示 した よ うに、MCLは 二量体 で

ある ことが活性 に重要 であ る。His残 基がサブユニ ッ ト間の境界面 に存在す ることは、

この残基 が、プ ロ トネ ーシ ョンとサブユニ ッ ト間の相互作用 に関与す ることで味覚修飾

活性 の発現 に寄与 している可能性 を示唆 している。他方 、モデルb)で は、His30は サブ

ユ ニ ッ ト間 の境界面 に存在 していなか った。 この場合、His残 基の活性化 への具体的な

寄与機 構 を議論す るこ とは難 しい。おそ らく活性化 に伴 うH+の 初期受容 に関わ ってい

ると推 察 され る。

MCLのCDス ペ ク トル はpH条 件に よって変化す るが、Trp側 鎖 の蛍光 は変化 しない

(活性 本体の同定 図6)。 この ことは、味覚修飾活性発現 に ともない、Trp残 基の周辺

以外で構 造変化が起 きることを示唆 してい る。ホモ ロジー モデ リングの結果、単量体内

に3個 存在す るTrp残 基はS-S結 合 とは反対 の位置に存在 した(図4)。 この ことは、上

記 したMCLの サブユニ ッ ト間の相 互作用 が活性 に関与す る考え とも矛盾 しない。また、

甘味 タ ンパ ク質で は塩基性 ア ミノ酸残基 がその甘味活性 に重 要であ るこ とが示唆 され

てい るが(Temussi te al. 2002, Spadaccini et al. 2003, Tancredi et al. 2004)。 ホモ ロジーモデ

リングの結果、MCLのC末 端近傍 にはArg残 基 が3個 連続 した"RRR配 列"を 中心 と

して、His30を 取 り囲む よ うに塩基性 ア ミノ酸残基 によるコア領域 が形成 され ていた(図

4)。 この領域 もTrp残 基 とは別 の位置に存在 した。 この ことは、His30が プロ トネーシ

ョンに よ り周 辺の塩基性 ア ミノ酸残基の構造変化 を引き起 こ し、甘味 が発現す ることを

推察 させ る。

MCLの ホモ ロジーモデ リングにおけ るサ ブユ ニ ッ ト間の境界 面は、2つ のモデル と

も、鋳型 としたBASIに お け るア ミラーゼ との結合領域 に相 当 した(図5)。 この結果 か

ら、この領域 が β-IIタンパ ク質 にお ける活性 に関与す る共通領域 であるこ とが推察 され
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る。MCLに はプ ロテアーゼや ア ミラーゼへ の阻害活性 は検 出 されていないが、サブユ

ニ ッ ト間 の境界 面がそれ ら阻害活性 に重要だ とすれ ば、MCLは 二量体化 は、プロテ ア

ーゼやア ミラーゼ との相互作用の立体障 害 となってい るのか も しれ ない
。

一般 的に
、タ ンパ ク質は一次構造の相同性 が高ければ立体構 造 もあ る程度相同性が高

い ことが多い、MCLの ホモ ロジーモデ リングの確 か ら しさは、MCLのCDス ペ ク トル

が β-IIタンパ ク質 と類似 してい ることによって も支持 され る。また、筆者 とは別 の研究

グル ープに よるMCLの シ ミュレー シ ョン解析 の結果 において も、His残 基 はサブユ ニ

ッ ト間の境 界 に存在 し、活性 に重要であ ることが示唆 された(Paladino et al. 2007)。 さ

らに この報 告で は、NCLと 同様 に酸性 条件 下で のMCLは サブユ ニ ッ ト間 が開 いた

"
open"構 造 を とることを示唆 してい る。独 立な二つ のグルー プか らのシ ミュレー シ ョ

ン解析 がほぼ同 じ結果 を示 してい ることは興味深い。しか し、得 られた構 造はあ くまで

もシ ミュ レー シ ョンモデ リングの結果であ り、特に詳細な構造的議論 は困難 である。味

覚修飾機 構 の構造生物学的解析 には、立体構造の解 明が最重要課題 である。
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図1:A. oryzae発 現MCLの 糖 鎖 解 析

培 養 液 上 清 の ウ エ ス タ ン 解 析 を 行 っ た 。

Lane 1, nMCL; lanc 2, A. oryzae発 現MCL; lane3,ツ ニ カ マ イ シ ン処 理;lane4 , N42Q;
lane5, N186Q; lane6, N42-186Q; laneM,分 子 量 マ ー カ ー
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図2:H30A,H30,60Aの ウ エス タ ン解 析

大 量 培 養 、精 製 後 、 ウ エ ス タ ン解 析 を行 った 。

H30A、H30,60A変 異 体 は と もにnMCLと 同様 な 二 量体 を形成 して い た 。
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図3:A. oryzaeに よ り発現 したrMCLの 味 覚修 飾 活 性

a)A. oryzae発 現MCL二 量 体(rMCL濃 度0.5mg/mLで 活 性 測 定 した(n=5))

b)H30A(rMCL濃 度0.5mg/mLで 活 性 測 定 した(n=5))

c)H30,60A(rMCL濃 度0.5mg/mLで 活 性 測 定 した(n=5))

H30A、H30,60A変 異 体 の 味覚 修 飾 活 性 は、 と もに 大幅 に減 少 した 。
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図4:MCL二 量体 の シ ミュ レー シ ョンモデ リング

ニ量体シ ミュレー ションの結果得 られた2つ の代表構造 を示す。

モデルa)で は、His30は サ ブユ ニ ッ ト間の境界に存在 し、近傍には

RRR配 列 を中心 と した塩基性 ア ミノ酸残基によるコア領域が形成されていた。

Trp残 基はサ ブユニ ッ ト境 界面 とは反対側に位量 していた。
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図5:ア ミラーゼ結合BASIとMCL二 量体モデルの重ね 合わせ

青:ア ミラーゼ 黄色:BASI緑:図4a)モ デル ピンク:図4b)モ デル

全体構 造 を リボ ンモデル 、H30の み空 間充填 モデル で示す。

a)図4a)のMCLモ デル

b)図4b)のMCLモ デル

c)図4a)と 図4b)のMCLモ デル の重ね合わせ

サ ブユニ ッ トの相対関係は異なるものの、モデルa)、b)と もにサ ブユニ ッ トの

片側にはア ミラーゼが位置 していた。
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総合討論
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本研 究 によって 、 ミラク リン(MCL)の 分子 レベル での解 析 を行 う基盤 である、発

現系構 築には じめて成功 し、実際 に変異体解析 によってHis30残 基が味覚修飾活性 の発

現 に重要 であ ることを示唆 す る結果 を得た。

以 下に、味覚修 飾活性 お よびTIR2/TIR3活 性化機構 の解明へ迫 るた めの今後 の課題

と展望 を中心 と して述べ る。

発現 系

発 現系構築 は試行錯誤 によるところが大 きい。第2章 で述べ た よ うに複数の発 現系に

ついて検討 す ることで過 去40年 以上 も成功例 が報告 され ていない活性型rMCLの 発現

に成功 した。 しか し、A.oryzaeを 宿 主 と した異種タ ンパ ク質発 現系において、培地lL

あた り2mg程 度 の発現量 は中程度であ り、N42,186Q変 異体にいたっては、その発現量

は培地1Lあ た り10μg程 度 に激減 した。変異体作成 にお いて、よ り高い発 現量が確保

で きれ ば大 きな利点 とな る。プ ロモー ターの変更、ア ミラーゼ との融合タ ンパ ク質 とし

て分泌、使用 コ ドンの最適化 、MCLシ グナル配列 の付加、A.oryzaeの 固体培養等 によ

る発 現量の 向上 が期待 され る。

本研 究で はA.oryzae以 外 の宿 主で は活性 を有 したrMCLの 発現 には成功 しなかった。

しか し、E. coli、P. pastorisを 宿 主 と した場合ではrMCL二 量体が得 られてお り、これ ら

の系は特 に改善の余地が ある。MCLと 比較的一次構造上の相 同性 が高いタンパ ク質で

あ るKunitz型 トリプ シンイ ン ヒビター(KTI)は 、その多 くがE. coliを 宿 主 とした発 現

系で活性 を有 した状 態で発 現す る。 しか し、MCLの 場合 、可溶性画分 に二量体 と して

回収 され たに もかかわ らず 、活性 は検出で きなかった。MCLとKTIの タンパ ク質科 学

的性質 を比較 す ると、S-S結 合の数 と等電点 に差異が見 られ る。MCLはS-S結 合 が分子

内に7個 存在 し、特にcys148とCys159、cys152とCys155は ごく近傍 でS-S結 合 を形

成 してお り、局所的 な ミス フォール ドが起 こ りやす い と考 え られ る。 さらに、Cys138

は二量体形成 に関わってい るが、多 くのKTIは 単量体 であ り、このア ミノ酸残基 はSer

で ある。 フォールデ ィングへのS-S結 合の寄与は不明で あるが、Cys残 基 への変異導入

によ り、誤 ったS-S結 合 を形成 させな くす るこ とは活性 を有 したMCL二 量体の発現へ

効果的か も しれ ない。E. coliを 宿 主 とした発現系の利点 はそ の発現量の高 さにある。第

一章で述べ たよ うに
、pET21bベ クター を用 いた場合、その発現量 は培 地1Lあ た り20

mg程 度、封入体 と して発 現す る。不活性 型 タンパ ク質 の除去 は必要 にな るが、 リフォ
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ール デ ィングに よって活性 のあ るrMCLが 大量に得 られれ ば
、非常に有用 である。

E. coliと 同様 、P. pastorisを 宿主 と した場合 も可溶性画分 に二量体 として回収 された。

しか し、発現量 と精製収率 の低 さか ら活性測 定にはいたっていない。P. pastortsとMCL

の使用 コ ドンの偏 りは大 き く、発現量が低い要因の一つ とな っている と考 え られ る。使

用 コ ドンの最適化お よびN末 端へtagを 付加す るこ とによる発現量 ・精製収率 の向上が

望まれ る。

味覚修飾活性発 現機構

MCLの 味覚修飾活性 は、MCLそ の もの には味がないが、後 か ら酸 を味わ うと強い甘

味が感 じられ る現象 であ る。その機能過程 は(1)非活性 型MCLがT1R2/TIR3と 結合 し、

続 いて酸 味物 質に よって周辺環境のpHが 低 下す る。(2)MCLがH+を 受容 し、(3)それ が

引き金 となってMCLの 立体構造変化が起 こる。 その結果、(4)活性残 基の露 出、 も しく

は構造変化 その ものによ りhT1R2/hT1R3を 活性化す る過程か らな ると考え られ る(図

1)。MCLの 味覚修飾活性 は長時間持続 し、その間 に何度酸 を味わって も甘味 が感 じら

れ るこ とか ら、これ らの過程はいずれ も可逆的であ ると考え られ る。以下 にそれぞれ の

機構 を解析す るための作業仮説 とそ の展望 について述べ る。

(1)hT1R2/hT1R3と の結合:MCLの 味覚修飾活性の特徴 と して、その長い持続性が挙げ

られ る。現段 階では官能検査 による持続性 の評価 は困難で あるが、T1R2/T1R3の 細胞外

ドメイ ンとの相互作用 をタ ンパ ク質 レベルで解析す るこ とで、持続性 の評価が可能 にな

る。 また、MCLは1サ ブユニ ッ トあた り11個 のArgと12個 のLysを 含 む ことか ら、

他 の甘味タ ンパ ク質 と同様 に塩基性残 基に富んでお り、それ らの残基 でT1R2/T1R3と

結合 してい る可能性 が高い。 しか し、結合その ものがT1R2/T1R3の 活性化 を伴 わない

ことが他 の甘味 タンパ ク質 と異な り、非 常に興味深 い。また、味の持続性 は食 品産業上

の応用面 にお いて も重要 な因子で あ り、詳細 な結合機構 の解 明が望まれ る。

(2)アミノ酸残基 のプ ロ トネー シ ョン:変 異体解析に よ り、His30が 味覚修飾活性 に寄与

してい るこ とが示唆 された。 しか し、His残 基へ変異導入 した変異体は発 現量が低 く、

CDス ペ ク トル な どの解析 にはいた らなかった。発現量の確保 が重要であ る。 この残基

の機 能 と して、弱酸性領域で プロ トネーシ ョンされ、構造変化 への引 き金 になる と推察

され るが、詳細 は不明で ある。 さ らに、MCLの 活性 か ら推 測 され るpKaはHis残 基の
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それ とは必ず しも一致 しない ことか ら、他 のア ミノ酸残基 の寄与 も十分考 え られ る。そ

の候補 と しては、酸性pH領 域でプ ロ トネー シ ョンされ るAsp残 基やGlu残 基 であろ う。

これ らのア ミノ酸残残 基への変異体解析 によ り、甘 受容機構 の詳細 が明 らか とな ると期

待 され る。 さ らに、NMRに よるプ ロ トネー シ ョン機構 の詳細 な解析が可能であ る。 プ

ロ トネー シ ョン機構 が解 明 され、 自在に制御 できれ ば、活性化pH領 域 の異な るMCL

の設計 が可能 にな る。すなわち、中性pHで 甘味 を呈す るMCLや アルカ リ性pHで 甘味

を有す るMCL等 が設計でき、新規機 能性 甘味料 の開発へ とつなが る。

(3)立体構造 変化:CDス ペ ク トル解析の結果 、MCLがpHの 変化 に ともなった構造変化

を起 こす こ とが明 らか とな り、MCLの 味覚修飾活性 は構 造変化 を伴 うことが示唆 され

た。MCLの 機能発現機構 の解析 にはH/D交 換MS、NMR、X線 溶液 散乱、Trp残 基の

蛍 光スペ ク トル解析等の動的構 造解析が不可欠であ る。H/D交 換MSは 水素原子(H)

と重水素原子(D)の 交換反応 をプロテ アーゼ消化 と質量 分析 に よ り解 析す るもので、

運動性 の高いア ミノ酸残基 の特定に有用で ある。 ただ し、MCLの 立体構造が不明なた

め、分子 内部の ア ミノ酸がH/D交 換反応 を起 こ しに くい ことを考慮す るな ど、解析 に

は注意 が必要 にな る。NMR法 は50kDaのMCLの 全体構造解析 は困難で あるが、スペ

ク トル の帰属がで きれば、例 えばH+受 容 にかかわ るア ミノ酸残 基の特定、詳細 な構造

解析 が可能 であ る。X線 小角散乱法 は溶液中でのおお まかな全体構造 を決定す ることが

可能 であ るが、MCLは 付加 した糖鎖に よる分子量 のバ ラつ きが予想 され る。糖鎖 の除

去 が必要 であ ろ う。Trp残 基 の蛍光 スペ ク トル解析 は、構造変化 の解 析の中で最 も簡便

な方法 であ る。 しか し、MCLに 存在す る3個 のTrp残 基の蛍光スペ ク トル においてpH

に依存 した変化 は検 出 され なか った(data not shown)。 別 の箇所へTrp残 基 を導入す る

ことによ り、構造 変化 の検 出が可能にな るか もしれない。これ らの解析法 はいずれ も克

服すべ き課題 がある。しか し、構造変化 の検 出が可能 になれ ば変異体解析 か ら得 られ る

情報が飛躍的 に増加す る(図2)。 すなわち、得 られた変異体 をA.構 造変化 が起 こ り甘

味の ある変異体 、B.構 造変化 がお こ り甘味がない変異体、C.構 造変化 がお こ らず甘味

のあ る変異体、D.構 造変化 がお こらず甘味 のない変異体 に分類 す ることができ、 どの

ア ミノ酸残 基 が味覚修飾活性の どの過程 に寄与 してい るのかが特 定で きる。

(4)hT1R2/hT1R3の 活性化:他 の甘味 タンパ ク質では、塩基性 ア ミノ酸残基 が活性 に重要

であ ることが多 く報告 されてい る。MCLに はC末 端 に存在す る"RRR配 列"に 代表 さ

れ るよ うに、多 くの塩基性残基 が存在す る。これ らの網羅的な変異体解析 に よ り、相互

作用す るア ミノ酸残 基の特定が可能 になる。一方、甘味受容体T1R2/T1R3の 活性化機
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構 は不明で ある。mGluRlで は、その結晶構 造を基 に活性化機構 が議論 され てお り、活

性 化 に伴 い二 量体 を形成 す るサ ブユ ニ ッ ト問 の距 離が縮 ま るこ とが示唆 され てい る

(Muto et al. 2007)。 非活性型MCLがT1R2/T1R3と 結合 しうることを考慮す ると、MCL

の構造変化 がTlR21TIR3を 活性化 す る機構 は二通 り考え られ る。一つはMCLの 構造変

化 に よって活性 中心 が露 出 し、T1R2/T1R3へ 作用す ることであ り(リ ガ ン ドと しての

MCL)、 も う一つ はMCLがT1R2/T1R3と 結合 した まま構 造変化 す る ことに よ り、

T1R2/T1R3の 構造変化 を誘 導 し、TlR2/TlR3の 構造 を強制的 に活性化状態 にす る(活

性化因子 と してのMCL)こ とであ る。MCLが 甘味 リガ ン ドであるのか、活性化因子で

あるのか は今後 の重要な研 究課題 である。

立体構 造

MCLの 立体構造 は未知であ る。MCLは50kDa程 度 であ り、NMRに よる構造 解析 は

困難 であ る。 最 も有用 な解析法はX線 結 晶構造解析 であろ う。 しか し、MCLは 糖 タ ン

パ ク質であ ることが問題 である。糖 タンパ ク質に結合 した糖鎖は、その微視的 不均一性

と高い運動性 か ら結晶化のパ ッキ ングの障害 となる と考 え られ ている。第1章 、第2章

で述べ たよ うに、MCLの 糖鎖 は活性 には寄与 してい ない と考 え られ ることか ら、結晶

化へ は糖鎖 の除去 が効果的で あろ う。筆者 が予備的に行 なった結果 、MCLの 糖鎖の酵

素除去 はできなかったが、本研究で初めて構 築 したA.oryzaeに よるMCL発 現系は、結

晶化サ ンプル調整への重要な基盤 となる。第3章 で述べた よ うに、糖鎖付加 の無い変異

体の作成 に既 に成功 してい る。 しか し、その発 現量 は微量で あ り、機能解析へ は至 って

いない。発現量の向上が望まれ る。

近年、NCLの 結 晶構造が明 らか とな り、pH低 下に ともなってサブユ ニ ッ ト間 が開 く

(open構 造)こ とでT1R2/T1R3と 相 互 作用 す る とい うモデ ル が 提 唱 され て い る

(Shimizu-Ibuka et al. 2006)。 ごく最近、筆者 とは別 の研究 グルー プに よるMCLの シ ミ

ュ レーシ ョン解析の結果、MCLもNCLと 同様に、pH低 下に伴 って構造変化 を起 こ し、

サブユニ ッ ト間の開いた構造(open構 造)を とることで活性化す るこ とが示唆 された

(Paladmo et al. 2007)。NCLとMCLの 一次構造上の相 同性 は10%以 下で あ り、その類

似 した味覚修飾活性機構 の比較 は興味深 い。MCLの 結 晶構 造が明 らか となれば、その

詳細 な議論 も可能 にな るであろ う。MCLの 結晶構 造解析 は構造生物学的解 析の基盤研

究 として最重要課題 である。
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以上の よ うな構造生物学的手法に よ り、MCLの 味覚修飾機構 が解明 され るであ ろ う。

現在、MCLのX線 結 晶構造解析 を中心 と した構造生物学的解 析 を進 めている。将来的

には、MCLに よるhT1R2/hT1R3活 性化機構 の解 明を通 じて、新規機能性甘味料の創製

へ とつなが るこ とを期待す る。
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図1:MCLの 味 覚 修 飾 活 性 とT1R2/T1R3活 性 化機 構(モ デル)

胤 はTIR2/τ1R3と 結 合 した後(1:Binding)、 周 辺 のpH低 下 に よ ってH+を 受容 し

(2:Protonation)、 構 造 変 化 を起 こす(3:Conformational change)。 その 結 果 、

T1R2/T1R3を 活 性 化 が 起 こ り、甘 味 が 誘 導 され る(4:Activation)。
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図2:変 異体解析の動的構造解析と味覚修飾活性評価の組み合わせによる

アミノ酸残基の役割の推定
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論文題 目

味 覚修 飾 タ ンパ ク質 ミラ ク リンの発 現 系構 築 と構 造 生 物 学 的解 析

目的

甘味 は人類がそ の長い歴 史 を通 じて常に求 めて きた味 であ り、食 品の嗜好性 に寄与す

る最 も重要 な因子の一つで ある。また、近年で は、肥満 、糖尿病 の誘因 とな るメタボ リ

ックシン ドロー ムの リス ク低減の観 点か ら、健康指向の甘味料 の開発が食品医療産 業上

きわめて大 きな注 目を集 めてい る。その よ うな重要性 に も関わ らず 、ヒ トが どの よ うに

甘味を受容 し、甘味感 覚 を発現す るかの甘味受容機構 の詳細 は未知の部分 を多 く残す 。

ミラク リン(MCL)は 、西ア フ リカ原産の果実Synsepalum dulcificumに 含 まれ るホモ

ニ量体糖 タ ンパ ク質 であ り、MCLを 口に含んでか ら酸 を味わ うと強い甘味 を呈す るユ

ニー クな味覚修飾活性 を持つ。同様な活性 を有す るネオ ク リンはその もの 自身 も甘味 を

呈す るが、MCLと の一次構 造上の相同性 はないこ とか ら、両者の間 での機能発 現機構

の共通性 の有 無の検証 は興味深 い。MCLは それ 自身 が無味で あることか ら、甘味受容

の有無 をスイ ッチon/offと して捉 えることもで きる。その作用機構 の解析 を通 じて、甘

味受容機構解 明へ新たな切 り口を見出 し得 ると期待 され る。

タンパク質 の分子 レベルでの解析 には発 現系構築 が不可欠であ る。 しか し、MCLは

約40年 前 に発 見 され て以来、多 くの研 究者が大腸 菌や酵母で の発現 を試み てきた にも

かかわ らず 、発現系構築 に成 功 した との報告 はない。そのため、機能発現機構 に関す る
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分子 レベルでの知見 は現在 までほ とん ど得 られていない。

そ こで筆者 は、MCL発 現 系を構築 して十分量の試 料 を取得 し、構造生物学的手法に

よるMCLの 機能発 現機構 の解析 を可能 と した。以下 にその経緯 を述べ る。

1.タ ンパ ク質化学的研究

Synsepalum dulcificum果 実 よ り活性本体 を精製 し、同定 を行 な った。活性画分 には少

な くとも3種 類 の分子 量の異なるタ ンパ ク質MCL-I、II、IIIが 検出 され た。それ らのN

末端お よび内部 ア ミノ酸配列解析は既知 のMCLの デー タ と同一であ った ことか ら、付

加 した糖鎖 に若 干の分子 量の違いはあ るものの、基本的にMCLと 同等であ ると結論 し

た。MCLの 機 能発 現機構 と して、酸で構 造変化 した糖鎖が甘味受容 体 と相 互作用す る

モデル が提唱 され てい るが、実験的証拠 はない。これ らMCL-I、II、IIIの3種 タンパ ク

質問 で味覚修飾 活性 に差がみ られなかった ことか ら、味覚修飾 活性 には糖鎖構造 その も

のは不可欠で はない ことが示唆 された。

精製MCLの 円二色性(CD)ス ペ ク トル解析 の結果、β-sheetに富 んだ構造で あ り、β-II

タ ンパ ク質 と総称 され る一連のタンパ ク質 と、一次構造の相同性のみな らず、高次構造

上 も類似性 してい るこ とが示唆 された。また、MCLの スペ ク トルがpH変 化 に伴 って変

化す ることを見出 した。これ は味覚修飾活性 のpH依 存性 を反映 した構造変化 と考え ら

れ るが、β-IIタンパ ク質 のCDス ペ ク トル解析は困難 であ り、詳細な構造解析には至 っ

ていない。よ り多 くの構造情報の集積 によ り、味覚修飾活性 と構造変化の相関解析 が可

能 とな るで あろ う。

2.MCL発 現系の構 築

Synsepalum dulcificum果 実 よ りMCL遺 伝 子のクローニ ングを行い、Escherichia coli、

Bacillus brevis、Saccharomyces cerevisiae、Pichia pastoris、Aspergillus oryzaeを 宿 主 とした

発現系構築 を試みた。E. coliを 宿 主 と した発現系において、各種ベ クター を用 いて発現

を試みた結果、マル トース結合 タンパ ク質 との融合 タンパ ク質 と して発現 した場合、菌

体破砕後の可溶性画分 にMCL二 量体が得 られ ることを見 出 した。 しか し、精製後 のタ

ンパ ク質 には活性 は検 出で きなか った。B. brevisを 宿主 と した発 現系では、細胞壁 タン

パ ク質由来 であ るP2プ ロモー ター 下流 にMCL遺 伝子 の クロー ニングを行い、B. brevis

を形質転換 した。発現誘導 の結果、培養液上清中にMCL単 量体のみが検出 された。S.

cerevisiaeを 宿主 とした発現系で は、ガ ラク トース添加 に よって発現誘導 され るGAL1

プロモーター下流に、分泌 シグナル として α-ファクター を融合 したMCL遺 伝 子 を導入

され るよ うにPCR法 によって設計 し、S. cerevisiae菌 体内での相 同組み換 えによって形
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質転換 を行 った。発 現誘 導の結果 、菌体破砕後 の可溶性画分 にMCL単 量体のみが検 出

され た。P. pastorisを 宿 主 とした発現 系では、メタノール によって強力 に発 現誘導 され

るAOX1プ ロモー ター下流 に、分泌 シグナル と して α-ファクター を融合 し、N末 端 に

FLAG-tag、C末 端 にHis-tagを 付加 したMCL遺 伝子 を合成 し、P. pastoris菌 体内での相

同組み換 えに よって形質転換 を行 なった。発 現誘導後、培養液上清 中にMCL単 量体 と

二量体の両方 が検 出 され た。His-tag精 製に よってMCL単 量体のみが得 られ 、FLAG-tag

精製 に よってMCL単 量体 と二量体 の両方 が得 られた こ とか ら、C末 端 に付加 したtag

は二量体化 に よって機能 できず、N末 端 に付加 したtagがMCL二 量体 の精製に有効で

ある と結論 した。 しか し、この方法で精製 したMCL二 量体 の収 量は非常 に低 く、活性

測定 には至 らなかった。

A.oryzaeを 宿主 とした発 現系構築では、分泌 キャ リアー タンパ ク質 として α一ア ミラー

ゼ を用 い、その下流 にKEX2プ ロテアーゼ切断配列 を挟んでMCL遺 伝子を導入 した。

この コンス トラク トに よ りA. oryzaeを 形質転換 した。発 現誘 導後、培養液上清中にMCL

単量体 と二量体の両方 が検 出 された。培養 条件 の検討後 、大量培養 を行 った。培養液上

清 か らタ ンパ ク質を回収 し、精製後、N末 端近傍 一次構造解析 、CDス ペ ク トル による

二次構造解析 に よって天然MCLと 同等であ ることを確認 した。 さ らに特性解析 を行 っ

た結果 、天然MCLと 同等 の味覚修飾活性 をも有 してお り、活性 を有す るMCL二 量体

の発現 系構 築に初めて成 功 した。培養液 中の発 現量 は2mg/L、 精製後 の収量 は0.8mg/L

であった。また、MCL自 身に無味で あることか ら、味覚修飾 活性 の受容 分子 は不明で

あったが、 ラクチ ゾール に よって阻害 され るこ とか ら、 ヒ ト甘 味受容 体hTIR2/hTIR3

を介 した もので あることが判明 した。

3.機 能発現機構 の構 造生物学的解析

構 築 した発 現系 を用 い、変異体解析 を行った。MCLに 存在 す る糖 鎖付加部位Asn42、

Asnl86へ 変異導入 し、麹 菌発現MCLの 糖鎖付加について解析 した ところ、付加部位 は

天然MCLと 同一で あった。さらに、活性残基 の特定 を行 った。MCLの 味覚修飾活性 が

弱酸性pH領 域 で発 現す ることか ら、その分子中に2つ 存在す るHis残 基 に着 目し、Ala

へ置換 した変異体 を作出 した。結 果、H30,60A二 重変異体の味覚修飾活性 は消失 した。

続いてH30A変 異体 を作出 した ところ、同様 に活性 が消失 した ことか ら、His30が 活性

残基 の一つである と結論 した。

MCLの 構造は未 知であるた め、 シ ミュレーシ ョンモデ リングによる構造予測 を行 な

った ところ、MCL二 量体 にお けるサブユニ ッ ト問 の境界面 は、 シ ミュレーシ ョンモデ
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リングの鋳型 と して用い たア ミラーゼイ ンヒ ビター のア ミラーゼ結合領 域 と同一 であ

った。この領域 は β-IIタンパ ク質 において機能発現に寄与す る領 域 と考え られ る。MCL

単量体には味覚修飾活性 が検 出され なかったことと合 わせ 、MCLの 味覚修飾活性 には

二量体で あるこ とが必須 であ り、特にサブユ ニ ッ ト間の境界 面が活性 に重要 であ ること

が示唆 された。 さらに、構築 したモデル において、His30残 基はMCLの サ ブユ ニッ ト

境界 に位置 したこ とか ら、His30はpH変 化 の受容 を通 じ、サブユニ ッ ト間の相互作用

へ寄与 してい る ことが推 察 された。

図MCLの シ ミュ レー シ ョン ・モデル

(His30を 空間重 点モデル で示す)

ま とめ

本研究 によ り、過去40年 以 上も成 し遂 げられ なかったMCLの 発 現系構築 に成功 し、

構造生物 学的解 析のための基盤の確 立に至った。 さらに、構築 した系 を用いて、味覚修

飾活性 にms残 基が 関与 して いることを明 らかに し、シ ミュ レー シ ョンモデ リングに よ

って作用機構 を推 察 した。これ は、味覚修飾 タンパ ク質の活性残 基につ いて のは じめて

の成 果で ある。

今後 さらな る解析 に よ り、詳細 な味覚修飾活性 の機能発 現機構 が明 らか となる と期待

され る。
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