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第 l章 l芋論 蛋白 74の研究と蛋白質工学

その税イEと未来

11<白貨は生体内においてきわめて多くの{動きを担っており、 その役類も多径多

用である。生体内反応の触媒や rlilJilP、情報の伝達、運動、細胞骨格の形成といっ

た、 生きる"ことの維持や変化のすべてにかかわっている。 また、蛋白質はそ

れ自身が他の蛋白筑'の発現や偽造形成にかかわっており、 さらに環境の変化につ

れて対応‘できるように相互にネアトワークを形成している。すなわち、それぞれ

の蛋白質および蛮白宍r::Jの相互作用を研究することは、すべての生物において共

通する"生きる ことの仕組みを理解することであるといえる。蛋白貨の研究の

歴史は古いが、 それはまさに京白?空がいかに生体にとって重要であるか、 また生

体がいかに蛋白気'を使いこなしているかを理解してきた歴史であるとも言えるだ

ろう。

分子生物学の ~li j主により、秘から子へと受け継がれる i宣伝子(D N A) かり

m H N ̂ を介して11<臼穴が作られるというi1i伝情報策決の仕組みのズ筋が反拐さ

れ、 また D N ̂ を i品作する J五仙の進歩とともに蛋白貨についての返れは飛法的に

進んだと言える。遺伝子のクローニングと異極細胞での i宣伝子の発渓が行えるよ

うになると、一次俳 i阜の解明だけでなくそれぞれの蛋白質のもつ i良能についての

分子論的な研究がより iie位的に行えるよう になった。11<自貨のある 部分だけをつ

くりかえて蛋白貨のある部分の(全体における)機能的役割を研究することは、

それまでは酵素的にあるいは化学的に蛋白貨を修飾する方法がとられていたが、

これらの方法 はす べての m臼穴に同じ ように i直応できるものではなく、蛋白貨を

自由に作り替えることは蛮白穴化学の研究者にとっての大きな主主であった。

この夢を笑現し、 それまでの酵素的、化学的な蛋白貨の改変を"古呉的手伝 ー

にかえてしまったのが箆白穴工学である。蛋白質工学とはまに遺伝子工学的に D

N Aの構造を改変し、それにより一次構造の異なった蛋白貨を作り、天抗にない

性質の11<白 貨を生 み出すことにより蛋白 貨の俄迭と機能について研 究する手法の

ことである" この手法は IJ日発と同時に多くの資自覚において応用されいままて

天然には存在しなかった、 ~n 特異性の異なる酵素やより安定な蛋白貨などが生

み出された。 またそれを過して蛮自覚の構造と俄能について、それまでは知られ



ていなかった多くの知見か切らかになった(図 1- 1 )。
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しかしながら、 これまでに行"れてきた蜜白穴工学のほとんどは、構造や l是能

のよくわかった長臼 11に対し、 t災liE昔日 1立を別の構造に"位IY!' したり 、 よく似た

lIXaHを参考 に もとの蛮自 ftを 改変"したものであり、 まったく新しい蛋白貨

をゼロから設計したも のではなし汁 これはまだ蛋白質の偽造形成に関与する物逗

的、化学的な相 互作用のすべてが明 らかになったわけではなく、 どのようにして

蛋白貨を“設計'していったらよいかが暗中様索の中にあるからである。 とはい

え、蛋白質化学 の研究者はこの問 題においていくつかのアプローチ法をもってい

る。

一つは理論的な分子設計のための分子 間相互作用の一つ一つを明ら か にしてい

く方法である。完全な m臼ffにむける分子設計理論の確立をめきして、すでに蛋

白質工学的実験による m白穴の安定性の新しい知見が得られつつある。 また、物
理化学的測定 1去の進歩により 1[，白貨の併造形成 における相 互作用についても、 し

だいに明らかにな ってきて いる。 さらに分子内相互作用だけでなく、 四次4昇造形

成における蛋白穴どうしの分子間相互作用についても問機 に倹 討が続けられてい

る。 しかしながり、高性能のコンビ ューターを ~ß 1史したシュミレーシヨンであっ

ても蛋白貨の構 造のすべてを Jill~1 できるわけではない . 巨大な分子である蛋白 貨

にかかわる相互作用 はきわめて多くの要因を もっており、 その訟ははかりしれな

し、。

もう 一つのアプローチは経験的な 分子設計のための一般的なは追分析、 J主詰手

段の悦築である。そ の ft衣 1列が m白 貨の構造についてのデータペースのは築であ

ろう。経験的な視点が -Ii);1)であると 恩われる理由は、 アミノ訟が結合したポ')ペ

プチドのすべてが機能をもった蛋白質になりうるわけではない、 という点にある。

蛋自覚が機能を持 つためには正確 な三次元的な構造を保つことが必要であるが、

でたらめなアミノ酸 ~è ~ì) を持つポリ ペプチドはほとんどこのようなきちんとした

三次は造を持つことは不可能てある。すなわち、天扶に存在する蛋自覚の一次 t

造の中には正確な高次総造を形成するための必扶性が隠されているわけてあるか

ら、理論的 な分 子同lの相互作用の解 明だけでなく一次体遺の分析による経教的な

分子 悦築は蛋白貨 の分子としての巨大 さを考慮すれば、 きわめて現実的かつ効果

的な方法といえ る(図 1- 2 )。

こうしたこと の術み重ねにより、 蛋白貨のは造と機能についてのー紋的な法員1)
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1生が I府勺かになれ I.t、 ih白 Jtの三次 ねi造、 四次構造を予測したり、 EをZ十したりて

きるようになるてあろう。 さらには人間が自由に l良fiE!Ii白穴を E主計し、 その{わき

や量~}きを分子レベルて白山に ~HJ i~P できる日が おとずれるかもしれない。 こうした

人工機能蛋白貨 の笠切 によ って可 能になる技術は、{.~.利な条件での 1ヒ z 反応の実

現、医薬品への応用、分子京子の IJ日発など、 言十り知れないものがある。 いまや蛋

白穴工学は生命の 4申訟を解明jするだけでなく新たなる筏術への第一歩となってい

るのである。
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先に述べた分子生物学の j~ i主は、還元論的唯物紛の完全な E芳年1)であった。 そ札

にともなう生物機~，u此 11 、 ある怠味では生物と無生物の境界をなくしてしまった

といえる。 もし、lIi白宍化学および蛋白質工学により生命現象の多くをつかさど

る須白質の全てが i明らかにされ、同検にその他の生体体成成分についても翠解が

進め 1;1'、人類は生命を自在に i呆れるようになるのであろうか。生命の神訟を追求

することは魅惑的なことであり、その究極を手にしてみたいものである。そう里、

う一方で生命は w 維な俊~"ではなく、 いつまでもどこかに神秘性を持ち続けてい

てほしいとも考えてしまう。 しかしながら、生命の神秘 に到達 し、神に近づいた

日の .L、配をするのは私の恩い上がりであろう。
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第 2j存 研究材料とした αーラク トアルブミンとリゾチームについての解説

および本論文における実験の背景とその目的

本研究では機能蛋白質の設計をめざした蛋白質の格造と機能 の研究を蛋白 質工

学的手法により行うこととし、 その題材として αーラクトアルブ ミンとリゾチー

ムを使用することとした。本研究で行った実験内容について解説するまえに、 ま

ず題材とした 2つの蛋白質についての解説と本 研究 における背景を 述べ る。

2 - 1 ')ゾチームと αーラクトアルブミン

リゾチームは、古くは 7 レミングが鼻汁、唾液、涙、卵白に強力な待菌作用を

見いだし、その因子をリゾチ ームと命名したことにその研究の端を発している。

しかし、それ以前からすでにニワ トリ卵白に含まれる強力な溶箇カは傍素による

ものであることが知られており、 きわめて古くから研究されている蛋白質である。

また、酵素としては初めて X線結晶解析が行われた蛋白質で、 それ以外に b あら

ゆる方法で詳細にその作用機檎、蛋白化学的性質などが制 べら れてきている。 リ

ゾチームの作用はこのように浴箇活性を示すことであるが、 その本質は菌体の細

胞墜を加水分解することにある。すなわち、細菌細胞壁の繕鎖は N ーアセチ Jレム

ラミン Mと N-7セチルグ Jレコサミンの繰り返しから成り立っているが、 リゾチ

ー ムはこの間の Fー 1， 1 結合を加水分解することのできる ~%素である。

リゾチームは微生物から動組物界まで広〈分布しており、分子量及び基質特異

性から数樋類に分類されている 11。 その中で俳造と機能相関が詳細に研究されて

きたものは、 c -型')'/チームであるニワ トリ卵白及びヒトリゾチームとパクテ

リオ 7 ァージ T 4のリゾチームであり D N A組換え技術を用いた蛋白質 工学的実

験もこの両者に限られている。 T 4ーリゾチームは分子量 1680  0で Nーアセ

チ Jレムラミン酸にペプチドが給合した部分 を主に加水分解する基質特異性を示す。

また、今回本研究で取り上げたニワ トリ卵白リゾチ ームや、その蛋白質工学的研

究において参考とされているヒトリゾチームが代表例である、 c -型

(chicken-type) リゾチームと呼ばれているものは、約分子 量 14 

5 0 0で、 N アセチ jレムラミン酸と Nーアセチ Jレグルコサミン間の s1→ 4結



合以外に、 甲殻奴の殺を構成している N ーアセチ Jレグ Jレコサミン の ホモポリマー

であるキチンや、 その誘導体であるグリコールキチンを加水分解することもでき

る。

T 4ーリゾチームについては、 Matthews等を中，レとして遺伝子工学的変換体の

作製とその立体機造解析の研究が梢力的に進められている 2，J) しかしながら、

彼らの仕事は主としてアミノ酸置換と蛋白質の安定性、物性の変化の偽造的考察

が中心となっている。これは現在の蛋白質のアミノ酸宜供による性質の変化をあ

る程度理論的に考察が可能なものの lつが熱安定性の変換であることによってい

る。

C型リゾチームではニワトリとヒトリゾチームを対象として国外で数グループ、

園内で 4グループがそれぞれの角度から遺伝子工学的変換研究を展開している。

どの研究グループも砂母を宿主とした分泌発現系を利用して変 i具体の作製を行っ

ている。特に、ニワトリリゾチームは、 Phillips等により際緊として最初に X線

結晶解析による立体構造が提出された研究を背景として U 、数多くの多画的な研

究が現在まで行われており 町、改変体を作製するにあたって多くの情報に恵まれ

ている。それ故、蛋白貨のは造と機能変換をアミノ酸置換により基礎的に研究す

るにはやはり格好の実験材料である。機能解析という面で見るとこの酸素の基貨

が複雑な構造をした符の多畳体であること、加水分解活性以外に橋の抵移反応が

同時に起こること、 また、生体高分子を加水分解する鮮索に良〈観察される多量

体基質の結合機式が 1可IjK:Jiも存在することなどから、適当な 15:分子合成基貨がな

く酔索の反応速度論的研究がやりにくい欠点がある引。

一方、木研究で取り上げたもう一つの蛋白質である αーラクトア Jレプミンは、

ほ乳類の乳腺で特異的に発現するカルシウム結合蛋白質でガラクトシルトランス

フエラーゼとともにラクトース合成醇索を構成している。 ガラクトシ Jレトランス

フエラーゼは単体で UD Pーガラクトースに Nーアセチ Jレグ Jレコサミンを託移さ

せて、 Nーアセチ Jレラクトサミンと UD Pが生じる反応を触媒する酵素である。

ところがここに α ラクトアルブミンが存在すると、 αーラクトアルブミンはガ

ラクトシ lレトランスフエラーゼと結合し、 gl)の反応、 すなわち UD Pーガラクト

ースにグ lレコースを転移させて、 ラクトースと UD Pが生じる反応を触媒するよ

うになる。すなわち、 α ー ラクト 7)レプミンはガラクトシ Jレトランスフエラーゼ



の修飾蛋白貨として働くわけである 61• これらの反応にはいずれの場合もマンガ

ンイオンの存在がその活性先現に必須であることが知られいるが、先に述べたよ

うに、活性のある α ーラ クトアルプミン自体にも l分子のカ Jレンウムイオンが結

合していることが知られており、 その結合位置も一次俳 i宜上で同定されている つ 。

しかしながら、 その併造、機能相関については、 いくつかの化学修飾などの研究

がなされているのみであり れ 、 ほとんど明らかにはされていない。

本論文では、蛋白質工学の材料として Cー型のリゾチー ムであるニワトリ卵白

リゾチームとヤギの α ーラクト 7)レプミン に注目 した。 この 2つの蛋白貨は、 い

ままで述べてきたように機能的にはまったく異なる蛋白質である。 ところがアミ

ノ酸配列にはきわめて高い相向性があり、 アミノ酸の欠損をみとめて並び合わせ

るとヤギ αーラクトアルブミン 12 3残基のうち 54残基がニワトリ卵白リゾチ

ームと同じアミノ酸である。 また、両者ともジス Jレフィド結合を 4つもち、 分子

量の割にジス Jレ7 イド結合 の数が多 い蛋白質であるが、 その掛かり方がまったく

同じようになっているのである(図 2ー l、 図 2- 2 )。 すなわち一次は造上に

おいてはおたがいにきわめてよく似ているわけである 91。

τ 
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口はニワトリリ ゾ チームと同ーのアミノ酸残基

Oは両者で保存させているジス Jレフイド結合

矢印はゲノム上でイントロンの何人されている位置

リゾチームとの比較で残基の欠慣が考えられる部位 は

一一 ーで示した。

? 



白

P

C

H

O
、

J
l
N

O

一

一

凶
1
片

加

しo
、
H

¥

∞

 

h

1

1

C

 

H

欧

、

/

寸

N

O

-

-

出

'

片

聞

OL

I--vv
O一
日心一

山

¥

(

∞

 

ト
I

1

C

H

O

¥

/

イ
i
N

o

-

-

同

一

州

一

C

l

f

o

吐bω 

(図 2- 2 ) ニワトリ リゾチーム の一次は造
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o I~ 両者で保存させているジス Jレフイド結合

矢印はゲノム上でイントロンの;中入されている{立孟

図の上には Nーアセチルグ Jレコサミンの 6琵:f干のは乏

を示した。 矢印で示した位置は')ゾチームによって五日

314分解される結合
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また、そのお);l:，;;1につい C l.lニワトリ卵白リゾチームが IT~ ~t;としごはじめて

X 線結品解析がなされたという古い歴史を持つのに対し、 α ーラクトアル 7 ミノ

はいまだにヒヒのむのについて比校的低い分得能で分析が成功しているにすぎ二

い。 しかしながらそれて b、 rr ーヘリックスヤ β ーは造の 1菜子などは卵白リゾチ

ームときわめてよく似ていることが分かつており、 そのため α ーラクト i )レプミ

ンの悦造を卯白リゾチームのものにあてはめることができるので、卵白')Iチー

ムのは造をもとにした α ーラクトアルブミンの予想は造はかなり高分宗主2までほ

密化されている 10 J 0 .~なわち、 mJ 白リゾチームと α ラクトアルプミンの~ ;~ 

{14造は i丘ねあわせて、独占5~泣き燃えることができるほどよく似ていると考えら

れているのである(図 2-3 )。

(図 2- 3 ) ニワトリリゾチーム(左)とヒヒ α ーラクトアルブミン{古)

の三次総 i立を示し た コンビューターグラフィックス
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これに加えて出目ずるべ与ことはこのような蛋白穴のは追だけでなく、近伝子

上の俳造 b両者はよく似ているという点である。p;核生物において蛋白支のほ逗

近伝子は、いくつかのエキソンと U}ばれる蛋白穴の 7 ミノ Mne flJを実際にコ ド

している部分が、 イントロンと呼ばれる蛋白 貨 の情報とぽ無関係な部分によって

分けられてゲノム DN i¥ '1'に存在している。卵白')ゾチームも α ラ 7 トアルブ

ミンも 4つのエキ 1ンか 3つのイン トロンによってわけられているが、 そのエキ

。ノンの大きさやイノト口ンが jlfi入されている位置が両者できわめてよく似ている

のである(図 2- '1 ) 11'。

Rat α-Iactalbumin gene 
Exon 1 int 1 Exon2 int2 Exon3 Int3 Exon<-l 

一窓窓盟雪空ヨGTAAGT-一ーーーーCAGC::ござ古:1'}3TGAG-一一-AGr!1窓雪国3TGAG-ーーー-CAG匿豆霊宝雪国盟

76 341 159 

Chicken Iysozyme gene 

429 76 1016 
ー司$一一主，__

109 

Exon 1 int 1 Exon2 int2 Exon3 int3 hon..l 
=笠理由主羽GTAAGT一一ーCAGピさ7.JÐ3TGAG----AG~t'~~盟3TGAG-----C.;，C~盟豆ヨ盟国
4守一一一-1>--坦~ ~ぐ手ーーと>---<3一一ーー一一一一告>--喧ト~一一一一ー一一一--Þ--司一一主』
82 1270 162 1810 79 79 64 

(図 2 - 4 ) ラットの α ーラクト 7)レフミン(上)とニワトリリゾチーム(下)

のゲノムにおける.ui伝子 俗 造(文献 1 1より)
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このようなこ とかり こ の 2つ (})lIT白穴は同じ祖先i1t伝子から別々の三吉武に迄

化した例としてと日さヨしている。 は乳類が誕生して孔中に多くのラク r λ を含

ませるためにラクト ー λ 合成 fif-:nが生まれ、 このときに込伝子:ill!互により三じた

いくつかのリゾチーム:ul伝子の〉らの一つが α ーラクトアルブミンの .ui伝子 に 逗

化したと考えられており、 この 2つの蛋白 51'が分化したのは 2f在年前とむ、 8千

万年前とも言われている(図 2- 5 ) J 2> 
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2 -2 本研究における目的とその理論背景

エキソンシャツフリング仮説とモジュ ル仮説

現在では、 なんの背景もなく是正しい機能蛋白質を設計することは残念ながらあ

まり見込みがない。 そこで本研究においては新しい後能蛋白貨をデザインするた

めの前段階として、 その設計における指針をさぐるため、 ある蛋白質(=ヤギ α

ーラクトアルブミン)を出発点として考え、 これに新しい機能(=リゾチーム機

能)をもたせることを目僚とした。そのためには数残基程度の置換だけでなく、

比較的大きな置換を導入することも当初から計画されていた。 しかしながら、改

変体の作製において改変体の俳造を推定するために行われる、 コンピューターグ

ラフィックス上での構造の比較などは置換が多くなるにつれ元の偽造を保ってい

るという保証がなくなってくるので、 しだいにその評価がむずかしくなり参考に

ならなくなってくる。 コンピューター上での俳迭のシュミレーションもまだ開発

途上といった状態である。 したがって、本研究のように、 あるまとまった領域に

おいてまとまった単位での置換を導入することを考えた場合には、 どの領域を選

ぶか、何を単位とするか、 という意味で、単なる俄造の相向性や比較といったも

のだけではない、指針となるべき ~IJ の理論あるいは仮説が必要である。 こうした

ものとして、本研究ではエキソンシャツプリング仮説とモジュール仮説を参考と

した。

エキソンシャツプリング仮説は、 なぜ株造遺伝子がイントロンによって分断さ

れているのか、 という疑問に対して Gilbertによって提唱された仮説である IJ) 

Gi lbertは、 イントロン の上で不等交叉が起きるとエキソンの並び順を変 えるので、

その結果エキソンがかき混ぜ (exon sh uffling) をひき起こし、

新しい機能をもった蛋白貨の出現に役だったと考えた。 この仮鋭により、 イント

ロンによって構造 i宣伝子が分断されている理由が説明できるだけでなく、分子進

化の上でもまったく新しい蛋自覚がどのように生じてくるかを鋭明することがで

きる。 また、 この仮説に基づいてさらに考えると、 エキソンを部品として機能蛋

白質を組み立てることが可能であるならば、 イントロンの存在部位がでたらめで

あっては不都合である。蛋白質は一見複雑な立体俳造をもっているが、 これをで

たらめに切断してつなぎあわせ、新しい蛋白質をつくったとしても安定で効率の

14 



よい蛋白貨がてきるとは ヨ与えにくい。 エキソンが蛋白貨の構造や機能的単位(部

品)であるならば、 エキソンのかき混ぜによってできる蛋白質はその得造 b安定

になりやすく、新しい機能をもっ蛋白質'を容易に創造できたであろう。 このよう

な考え方から、.iu伝子の{J.，;立であるエキソンが蛋白貨のは造や機能のユニァトと

関係があるとする仮説語、生じた。これらの仮説は、 いくつかの蛋白質でドメイン

や次に解説するモジュー Jレがそれぞれのエキソンごとにコードされていることが

指摘されるようになり注目されるようになった。実際、一群の遺伝子から m R N 

Aの成軌過程でイントロンの λ プライシングのされかたにより多くの蛋白尖が生

じる、 オルタナティプ λ プライシングの(7IJがいくつか見つかってきている"・。 こ

れはエキソンの組合せにより何倍類かの蛋白貨が作れることの例と考えることも

できょう。

また近年、 ill白貨のは造についての設論においても、二次情造と三次は造の間

にいくつかの俳造や俄他のユニットが存在するだろうという考え方から、蛋白貨

の構造に立J!iJしたいくつかの仮説が徒唱されている。以前から知られていたドメ

インというユニ y トは、蛮臼 7tによってはプロテアーゼによる限定分解などによ

って、{再造や機能を保持したまま単離できるのでこうしたものの志 b はっきりし

ているものである。 また、 このドメインをさらに小さな単位として、おらによっ

てそジュールという単位が促唱されている 16 I こ のモジュー Jレという仮設は、主

鎖炭素間の距離の分析かり考え出された構造的なユニ γ トで、二次は造の単位と

まったく glJの構造平位であり 11Il' 2 0残基前後からなる空間的なまとまりをむっ

た構造を指すが、 モジュー Jレどうしが会合するための疎水的な部位と浴様に怨す

るための殺水的な部分かりなることが多いとしている点など、蛋白貨をいくつ刀、

のユニットのょせあつめであるとする考え方の代表例である。 また、 i主に二次 lヰ

j査の考え方を拡張し、いくつかの二次俳造が集まりから考えられた起二次惇迭と

いう仮税は 1"7) カ Jレシウム結合吉1;j立における E- Fハンドのように実際に i設定の

呉なる蛋白貨の間であっても共通して見られので一次構造のみから経主主的に高次

俳造を予想する場合には欠かせないものとなってきている。

エキソンシャ γ7リング仮説に照らし合わせると、 ニワトリリゾチームと α ー

ラクトア Jレプミンは先に述べたその近伝子上の類似性から、 こうした蛋白貨のほ

造や機能と遺伝子 H~ 迭としてのエキソンという単位とにおける関連性を実験的に
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:住論できる J;i少ない対伎の lつである。蛋白?有工学的手法が開発されて以来、 蛋

白貨の改変実験は多くの ffi白 11において適応。されてきたが、 そのほとんど全ては

蛋白質'の俳造や俄能に l.f目して改変昔日(立が決定されており、遺伝子俗造であるニ

キソンに注目した例はほとんどない。エキソンが蛋白質の構造や憐能の単位であ

るなりぱ、 エキ 1 ンの {ta!);により機能変換が可能か もま日れない。

また、エキソンに注目した改変を先のエキソンシ守ツフリングによる蛋白貨の

進化という仮定に基づいた観点でとらえると、 このような改変は人工的にエキソ

ンシャツフリングを起こしたと考えることもできる。 自然界における送 iヒのl.3i呈

でエキソンシキソプリングが生じ仮定の中間体として生じる遺伝子が発現した場

合、その遺伝子産物はもとの ill白貨の活性を保持しているのであろうか。エキ 1

ンが構造や機能の単位であっても、 ぱらぱらの部品を集めてきたものが活性のあ

る蛋白質となるのであろうか。川造近伝子が偽m伝子になってしまわないために、
また変具体夜白汽が巡化に参加し続けるためには、発現し、 なんらか の活性を保

持していることが必姿であるように忠われるが、 これを~際の実験において廷認

することは困維な|問題である。

モジュール仮説についても、 ニワトリリゾチームは 5つのモジュー Jレから Jftり

立っているという i見5品が 1てに f此されている 1$)。 それによると、 ほとんどエキソ

ンとモジュー Jレは同ーの自1;位にその区切りがあり、 第 2エキソンのみが Zつのモ

ジューんから成っているとされている。すなわち、 3つのイントロンが 28、 8 

2、 108 苔自 のアミノ ftH主t.~に対応する部 分に挿入されているのに対し、 モジ

"" -)レは 1- 3 0、 3 1 - 5 5、 5 6 - 8 4、 85-108、 109-129と

して同定されている(図 2- G )。 さらにモジュー jレ2 と 3の境界においてはイ

ントロンがあったものが;j主化の過緩で失われたとする考え方も提唱されている。

これらのそジュールはそれぞれが疎水的な部分と親水的な部分からなり、そ H そ

れの殺水的な音11分は分子表面に露出していて、疎水的な部分はモジュー jレどうし

が後触する部分に相当する。 したがって、ニワトリリゾチーム においては蛋白貢

分子がモジュールの集合体から形成されているという仮説はきわめてよくあては

まっている。 また、 リノチームの機能の点からこのモジュ ル偽造を校討すると、

活性触媒残基である G 1 u 3 5と A s p 5 2はともにモジュール 2に存在し、主主

質 1唐~f(結合部↑立はモジュー jレ 2 かりそジュー Jレ 5 に散在している。 もし、モジュ
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-)レ Z のみ てあ った以 ~Ú 0')なリゾチ ームに他のモジューんが加わって ま否定な蛋白

1'lおよび幻1)'-f':的な治↑生 {1ーがを ;:tf-!卜し たとすれば、 モジュー Jレ単 f立て の ゆ nによ り、

リゾ チ ー ム俄 能 を他の否、白n、 たと えば α ー ラ クトア Jレブミンにわた せ るこ とが
可能か もし れないわけて ある。

5モgmcnlencc..dcd ConLacl sites o( 
Module Rcsiducs byexon Cal.1lylic silεf thc subslrotc 

れ1I l同 30 1-28 
れ12 Glu-35， Asp-52 Ph.-34， Glu-35， A5n-37， 

28-82 A，n-"l，j， Asp-52 
M3 56-8.( Gln-57， Asn・59，T"，-52 
れ11 85-108 82-108 11..98， Asp-l01， 

Ala-l07，1'rp-l08 
れ15 109--129 108-129 Arg-114 

ConLJct 円 ~çs

cr thc s\.!b .5 ~~'::'~c 

D， t:， f 

?
IM
F
U
 

D

B

 

Fν

、A

(図 2-G )ニ ワ トリ リノチ ムにおけるイントロンの係入位置と

モ ジュ - )レ{a辺 と 同 定された位置の比較(文陀 17よ り)
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しかしなが ら、 リゾチームから αーラク トアル ブミンが 進化する過程でこのよ

うなエキソンシャ J 7 リングないしはそジュー Jレ聞でのつなぎかえが起こったと

するのはおそらく間違 い であろう。なぜ ならば、そのような置 き倹えが起こって

いないからこそ遺伝 子よでの 相向性が保たれているのであり、 α ラク トアルブ

ミンへの 進化は分子進化における従来の考え方にそくした、ゲノム DN A上での

塩基の置換の積み重ねによって生じてきたものであろう。 またリゾチームから α

ーラク トアルブ ミンへのil!;化はき わめて速いものであったであろうとされている

ので、 リゾチ ムから αーラクトアルプミンへの進化には強い淘汰圧がかかって

いたのであろうと考えられる。 とはいえ、 この Zつの蛋白質を 先 に 述べたような

分子進化的な過程における仮説を実験的 に検証する モデルとして取り上げること

はきわめて興味深いことと考えている。

本論文ではこうした飢点から、 きわめてよく似ているが機能のまったく異なる

ニ ワトリリゾチームとヤ年 α ーラ クトアルブミンという 2つの蛋白質を材キヰとし

て蛋白質工学の手法を用い、 m白貨の俳造と機能についての研究を行った。その

内容は主 に大腸菌と Af.母による活性型組換え体 αーラクトアルブミンの発現、 1青

製系のm立についての章と α ーラ クト 7)レプミンにおける改変体および卵白，)ゾ

チームとのハイブリ ッド蛋白貨の 作鎚とその性質の検討についての章から燐成さ

れている。

2 -3 本研究における実験的背景

本論文における実験が始まる前からすでに、熊谷らを中心として当研究室では

ニワトリリゾチームとヤギ αーラク トアルブミンにおける蛋白質工学的実験にむ

けて、 かなりの準備が進んでいた。

まず、 αーラク 1.7)レプミン においては、 すでにヤギのものの cD N Aがクロ

一ニング きれていた 1';11
0 また、 その蛋白質工学的実験にむけて大腸菌における発

現についての予備実験と、いくつかの cD N A上における改変がなされていた。

大腸菌での発現の予愉実験により、大腸菌で大量発現するプタアデニレートキ

ナーゼとの融合蛋白質としてヤギ αーラクト 71レプミンが発現する可能性のある

こと、 その際に 3' I日リの非制訳~j'j峨のほとんどを取り除〈必要のあることが明治、
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となっていた。 また、 ニワト 'Jリゾチームの触媒残基周辺に相当する部分などを

α ラクト 71レプミン cD N ^上でニワト 'Jリゾチーム型に改変したいくつかの

D N Aの調製がはじまっていた。

また、 ニワトリリ Jチームにおいては、 その cD N Aのクローニングだけでな

〈、 すでに蛋白質工学的実験が行われ、 それにより多くの新しい知見が明治、とな

っていた 40' 2 1)。

ニワトリリゾチームの発現系は、 酵母を宿主としたものであ った。 酵母菌とし

てSaccharo阿ycescerevisiae pep 5cを、 発現ベクターとして酵母の酸性フォス 7

ァターゼのプロモーターをもった PA M 8 2によるものと、 毒事母菌と しては

s accharomyce5 cerevisiae A I-I 2 2を 発現ベクターとして酵母のグリセルアル

デヒ ド3 リン酸デヒドロゲナーゼのプロモーターとターミネーターを持った

pYG100を用いたものである。 これらのベクターは大腸菌とのシベ・ト Jレベク

ターであり、 大腸菌箇体内ではアンピシリン耐性遺伝子をマーカーに使用するこ

とができる。 また、 醇母においては、 L e u 2遺伝子をマーカ ーとして持っ てい

る。 さらにこのベクターが酵母箇体内で安定に増殖できるように酵母における代

表的なプラスミド、 2μmプラスミド D N Aの複製開始点を組み込んだものであ

る。

改変実験としては、化学修飾の結果に注目した、 T r p 6 2における改変実験

が発表されていた。 T r p 6 2は Nープロモコハク酸イミドや 2ーニトロフェニ

ルス Jレブェニルクロリドなどのトリプトファンの修飾試薬との反応性が高い残基

である。 P H 4 ， 5で 'Jゾチームに Nープロムコハク般イミドを反応させるとこの

T r p 6 2はモル Jt1 l で答易に酸化 され~*索活性はほとんど消失する ~ 21 

オゾンによる酸化は反応条件によってかなり異なるが水溶液中、 低温下で低波度

のオゾンにより注意深〈酸化すると T r p 6 2がかなり優先的に酸化されて N'

ーホルミルキヌレニンになって醇索活性 はかなり低下する。 さらにこの N ーホ

Jレミ Jレキヌレニンを持ったリゾチームを凍結状態で塩 酸により脱ホルミル化して

キヌレニンにするともとの 6 2番目に T r pを持つリゾチ ームの約 80%まで 酵

索活性が回復する 2.?)。 こうしたことから、 6 2番目の残基が 'Jゾチ ー ムの活性に

大きく関与しているであろうということが知られている。 また、 Nーアセチルグ

Jレコサミン 3量体とニワトリ卵白リゾチームの複合体の X線結晶解析の結果から

(9 



は、 T r p 6 2と N ーアセチルグ Jレコサミンの聞に水素結合ができているとされ

ている之"

改変実験はニワトリリゾチームより浴菌活性が 41音ほど高いヒトリ ゾチー ムが

参考とされ、 6 2番目を T r ]lからヒトリプチームとおなじ T y rへ の改変が行

われ、、 さらに P h e、 H i s変異体についても問機に実験が行われた。

CMートーヨーパール 6 5 0 M を用いたクロマトグラフィーによって精製され

た変具体リゾチ ー ムは、 T y r改変体において阿icrococcuslysodeikticu s 懸濁

液の濁度を f旨僚とした洛菌活性は 62番目が T r pである天然型のものよりも l

8 1音ほどに上昇し、 グリコ ー ルキチンを加水分解する活性は逆に低下した。 した

がって、 このような変異によりニワトリリゾチームがヒトリゾチ ムにその性質

が近づいたことが示された。 また、 P h e、 H i s変異体の洛菌活性は、反応の

初速度を 6 2番目が T r pである野生型の卵白リゾチームの最 i直 p Hである pH 

6 . 2で比較してみると 62磐田を T y 1 にしたものよりもさらに高まり、野生型

のものに比べ、 2倍以上であった。 また、溶菌活性においてはこのように 62番

目の郎位にはより小さな芳香環が存在するものが有利であるという結果になるー

方で、 可溶性でな荷を持たず 6位がグリコ Jレイヒされて N アセチ Jレグ jレコサミ

ンなどに比べて大きくなっている、 グリコールキチンを基質とした時は、

P h e改変体、 H i s改変体ともにかなり活性が低くなり、全体的な基質特異性

が野生型や T y 1 改変体よりも 高くなることとなった。 この現象は H i s改変体

において最も顕著で大変興味深い。 したがって、 6 2番目の部位は活性の強さを

左右するだけでなく、基~特異性にも影響を与えているという、興味深い事実が

明かとなっていた。

本論文における実験は、 こうした多くの笑験的蓄伐と背景の上で始まった。
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GT CTTTGC TGCTTCT Gi CCT CTT T CTGTTC CTGGλACTCCTCTGCCCCTTGGCTACCTCGi TTiG C T TC TTTG Iλ 
，;so ・170 'lSO 1190 500 510 S~O 

CCCCCTTGA(.、GCT;，.:¥CTCGTCiCTG円GCCCTGGCCCTGTAGTG，¥ TG.'¥ TGGAC;¥ TG T MGG;¥CTλi¥TCiCC司:::::;:::、
530 540 550 560 570 580 590 e:! 

TGCGTGf，パTGGTGCTCGGS;，c.:.iTiG主CC C TTG CT C GG T G CCT C TG，¥ T ;¥GCAC T TT i A.'I TG C A.';UG i G CハT、iT
610 620 630 640 650 650 6iJ 

CCムCTTCTGTCCTG':.i..TλJ、;.SGCCTG\TTCTGAMAAAλMAん~\，1¥，.¥ A，lヘJ¥AA
630 690 iOO 710 720 

(図 2-G ) "¥'ギ αーラクト 71レブミン cD N Aの遺伝子は這
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G l' ;; 
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CGCc..;_;_:ζ・ーAA 

(図 2- 7 )ニワトリリ ゾチーム c0 N A の i宣伝子は造
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第 3章 ヤギ α ラクト Î Jレ ブミンの大腸菌での ~ô ~足とその活性発現 い

α ーラクトアルブミンはいくつかの徳においてその遺伝子がすでに単結されて

いたが、その組飢え体としての発現の報告はされていなかった。そこでまず、 す

でに当研究室で lji離されていたヤギ αーラクトアルブミンの遺伝子を用いて、 そ

の発現系を俳築することとした。

3 - 1 大勝目白ーにおけるヤギ α ラクト 71レプミン発現ベクターの構築と

その ~6 現

すでに当研究室において αーラクトアルブミンの改変体の lつが、大筋菌で高

発現することが知られているブタアデニレートキナーゼとの融合蛋自覚として発

現することが示唆されていた。そこで野生型の α ーラクトアルブミンにおいて、

問機に発現ベクターを体築した。

ブタアデニレートキナーゼを大腸菌で高発現させることのできるベクター

p M I< ^ I< - 3は、大的自の強力なプロモーターである l a cプロモ タ と

r r n 日のターミネータ一、 さらに p U C 1 8由来の俊幸1開始去をもち、 S D ile 

91)とID:白穴合成開始点の^T G との間企 8塩基とし、 きりにその A T G コドンを

2つならべることによりアデニレートキナーゼをきわめて大量に発現できるよう

に工夫されている .ι の発現ベクターを利用して、 アデニレートキナーゼとの

融合 ill白穴として α ーラクト 71レプミンを発現させるためにまず 3 ' 国 ')非 i~j ~尺領

域をできるだけ少なくできるように工夫した。 3 側非紛訳領域の大腸菌におけ

る発現の際の影響は、ニワトリ卵白リゾチーム円、 ダイズ storage蛋白賞、

preglycinin")、 インターロイキンー 2わなとで鯛べられており、 3 非 ~!l 訳領域

が存在すると発成立がいずれも低下することがわかっている。そこで、 Tギ α ー

ラクトア Jレプミンの場合にも 3 非釧訳領域をできるだけ少 なく するため、 この

領域中にある R s a 1 IJ) l!fr m;位以降を除去することとした。こうしたことはすて

に発現の試みが当研究室で始まった頃から考慮されており、 この R s a 1切断;;;;

位に、 X h 0 1リンカーを i中入する ことによって X h 0 1切断 iir， j立に改変されて

いる cD N Aがすでには築されてあったので、 この遺伝子を発現ベクタ一倍築の
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出 ~~ 材料とした( 医I 3 - 1 )。

-1 1 

i 1 1 1 c t S E W 1 1 州 SerLeuLeu … J1 1 w l l E M h E | 1 1 5 A l a h 川 1 凶山lu
!??円GωωGωG川

10 20 
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川州叩附TGTTC川 ¥GCT附 G八川附ACTA川 GmCAGTTTGci;71MGGGTi50
8090100110120 130 

40 50 
MJ:M5T山 1川 'liisp T川川1a Il eVa 1 G 1 nAs nAs nA5 pSe r Tlll-Gl uT川 L[lI

TGTI¥ 山 A J J Y A C C A刊叩!円市J月rr;rγG訂川T
6印o 70 

PheGlnll 巴A5HAE1n1Ly5 I 1 ET rpCy3Ly5A5 pA5 pG1 nlALSn Plr司口HisS巴rAr、9ハsnlleCysハμSI日川1汁11cS ~ rCys 
T打TC川川A川I川
230 240 250 26ωo 270 2sO 290 

90 100 

1;脱出uuzl:11;Ml:tzuq1;ii11::ii:鳩山!:12inii;:;iU15:
310320330340350360370  

120 110 

izzli!;::::;iii;::;lf:iU1:;;;出;ii;::135;ll!:iii;;;iZ12TG川C八CC TGC! 
380390400410420430440  

Rsal 

叩 TT刊町G
46047048049D5005105207 

GTCCTCGAGGAC 
Xhol 

でtcccTTGMGCTMCICGTCTCTGA「CCCIGGCCCTGI11GTGlimlITGGfiCllTGTAliGGlICTMTCTCC11GCC11
4E m540550560 日 580 590 600 

(図 3-1 )ヤギ α ラタトアルブミン cD N A の 活基"~51Jと Xh 0 1ヨど

昔日位の Hi入された場所
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まず、 α ーラクトアルブミン cD N ̂ 上のシグナルペプチドの直後に E C 0 R 

I切断部位と M e t 1 政基分 の ^ T G コドンを部位特異的変異により導入した。

これは、!ii合蛋白 1iとし(jt現させた時にシグナ Jレペプチドをもたない、成抗し

た αーラクトア Jレプミンの部分を臭化シアン分解によって融合蛋自覚から切り離

すためである。年一い、 ヤギの α ーラクトアルブミン には γ グナ Jレペプチドの N末

端 2残基以外には M e lが存在しないため、臭化ンアン分解によって成熟型の α

ーラクトアルブミン自身が分解されることはない。部俊特異的変異法は

33rnel からなる合成 DNAS' -TGTTAATTGTTCCATGAAT  

T C C T G G G T G G C - 3 ' をミユーテーションプライ 7 ーとして、 M 1 3 7 

ァージの i本鎖 D N A を周し‘て行なった。 このようにして単離した変異の導入さ

れた cD N A をもつか11 3 7 アージ 2本鎖 D N A を E C 0 R 1および X h 0 1で

消化してから平滑末端とし、電気叫に動的にシグナ Jレペプチドの部分を除去した α

ーラク 1，7 )レプミン CD N ̂ を 1件前住した。 また pM[(-2のほうは Sm a 1で 消

化することにより、 アデニレートキナーゼの 96残基回以降の部分を取り除いた。

この両者を T 4リカーゼで連結したもので大腸菌を形貨車互換し、生じたコロニー

のなかから、 アデニレートキナーゼの N末端 9 G 残基の後ろにトJIe l 1 残基を含

んだ α ーラクトアルブミン cD N Aが正しい方向に組み込まれているものを選択

し、 これを p A [( T S - 1 E X と名 f寸けた(図 3- 2 )。

ユ~



Smal 

rrnB Tl，T2 

pM~<AK-3 
EcoRl Xhol Smal 
|ATG 
F平泳ヲ史街:!，，' 六'，'21同ポザ押.~~.;:，~え.~~~:~干』トー__L一一一ー」

α-Iactalbumin cDNA 

EcoRI 
Xhol 
1<lenow fragment 

二叫
1

l

試

G
M
阿

倍

C
凡
門
廿

畑
山

「
叫
刀
mm

一

Pα
一
肌
一

ADIくcDNA

Plac 

rrnBT1，T2 
-、

pAKTS-iE 

，、

(図 3- 2 )大的自における α ーラクト 71レフミン融合蛋白質完主主ベクター の

{再築
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生じこの発現ベクタ p A K T S -1 E Xで大腸菌 JM 1 0 5を形質転換し、

融合蛋白質とたコロニーを一夜培発したも の を SD Sー電気泳動で分析すると、

恩われる分子量約 2 4 000のバンドが顕著に増加していることが硲認できた。

発現した融合蛋白穴は凶体を超音波破砕した後、遠心分総を行うことにより沈浅

また、菌体内で封入体となっていることが明かとなった。

天然のヤギ α ーラク

回分として回収され、

この沈澱を 70%ギw中で臭化シアン分解することにより、
トア Jレプミンと SD Sー電気泳動上で同じ移動Iirをもっポリペプチドが得られた。

計画どうり 36~見した融合蛋白質から α ーラクトアルブミンが分躍でしたカZって、

きたものと考えた(図 3- 3 )。
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3 -2 包換え体 α ーラクトアルブミンの精製と活性発現

この場合のように、大腸菌で外来遺伝子を封入体として発現した場合は、蛋白

質を天献のものと同じ検な俳造まで再生しなければならない。一般的に大腸菌で

発現させた蛋白質が菌体内で i:t澱となってしまい封入体を形成してしまう例はか

なり多い。 また、野生型では可洛性画分として発現しでも変異体では封入体とな

ってしまう例もあり、 どうすれば封入体にならずに高策現させることができるか

については絶対的な法則性は見いだされていない。ただし、発現 f量を減らしたり、

培養の温度を比較的低くすると可溶性のまま発現する可能性が高いようである。

αーラクト 7Jレプミンを融合蛋白質としてではあるが発現させることができた

ので、 αー ラクトアルブミン部分を単離精製し、活性のある状態にまで再生する

ことを試みた。大腸菌 JM 1 0 9を発現ベクター pA K T S - 1 E Xで形質転換

し、 3 7.Cでアンピシリンを 11あた り 20 0 m g含むしー培地で一夜培養して

から、趨音波破砕し、迷心分離によって沈澱函分として封入体となった敵合蛋白

質を回収した。 この i:t澱を lOrnMTris-HClpH75の緩衝液で主主回洗

浄してからこの緩衝液に懸濁し、 さらに最終漁皮で 8M になる ように尿素を加え

た。 これにより融合資自 ?fが可溶化されるのでこれを迷心したよ清を 8M尿索‘

lOrnM Tris-1-IClpH7.5の緩衝液で平衡化した DE A Eセルロース

クロ 7 トグラブイー (23rnrn x 150rnrn) にかけた。その後カラムを平衡

化した時の緩衝液で洗浄してから、 8 M尿素、 O.5MNaCl、 lOrnM 

Tris-HClpH75の緩衝液を 20 0 rn 1ほど流して融合蛋白貨を溶出 し

た。 この画分に最終決J主 6%になるようにトリク口口酢酸を加え融合蛋白貨を再

び沈澱として回収した。 この i:l:澱を 70%ギ酸に溶かし、臭化シアンを加えて室

温で一夜反応させ、臭化シアン分解によって αーラクトアルプミン部分をアデニ

レートキナーゼ N末端部分と切り離した。反応後、透析によりギ酸や臭化ンアン

などの反応試薬を除主、その後再度 8M尿索、 lrnMジチオスレイトー Jレ.

10 rnMT r i s -1-1 C 1 p H 7.5の緩衝液で変性可溶化して、問じ緩衝液で平

衡化した DE A Eセフアロースクロマトグラフィー (23rnrn x 150rnrn) 

にかけた(図 3- 4 )。 この状態から緩衝液中の N a C 1浪度を連続的に oMか

らo. 5 Mまで全:lii:200rnlで変化させ、 2 rn 1ず つ分画すると αーラクトア jレ
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プミンは Na C Iの限度が約 o. 3 Mの付近で溶出されてきた。 SD S -電気泳動

で分析するとこの α ーラ クトアルブミンは天然のヤギ αーラクトアルブミンと同

じ泳 !M，.主を示し.成主"型の α ー ラク トア Jレプミンであることがm犯できた。 これ

らの α ラクトアルブミン国分を 1111Mの C a C I ，を含んだ緩衝液に付して透

析すると可溶化 α ラクトアルブミン洛液 を得ることができた。

21iter overnight culture of JM105 / pAKTS-1 EX at 37 oC 

+ 
5000rpm，10min 

イ
cells : resuspended with 10mM Tris-HCl pH7.5 

1mM EDTA 

BrCN degradation overnight at room temperature 

十

sonication 

ppt: rinse with 10mM Tris-HCl pH7.5 

1mM EDTA 

resuspend with 10mM Tris-HCl pH7.5 

8M Urea 

DEAE-cellulose chromatography 

+ 

dialysis against 10mM Tris-HCl pH7.5 
1mMCaCl2 

+ 
solubilized by 8M Urea 

1mM DTT 

十
DEAE-Sepharose chromatography 

十
dialysis against 10mM Tris-HCl pH7.5 

1mMCaCl2 

recombinant αーlac!albumin

主II換え体ヤギ α ーラクト アル ブミンの 得製 スキーム

三?
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30 

(図 3-4 ) 



このようにして梢却した αー ラクトアルブミンはまだ恋性状態なので、活性を

もっ状態にまで再生しなければならない。再生のためには一般的に、尿素や泡酸

グアニジンなとの蛋白質変性剤の量、 これらの変性剤の除きかた、蛋白質波度、

p H、温度、 などが微妙に影響する。 また、 α ーラクトアルプミンのようにジス

jレ7 ィド給合が存在する場合には、正しい組合せで結合が起こらなければならず

これらの条件を理想的に整えることはかなり因鍛である。 したがってすべての蛋

白質が実験的に可溶化、再生可能というわけではなく、 α ラクトアルブミンと

相同蛋白質であるリゾチームはこの再生操作が錐しい蛋白貨の一つであるし。 こ

のような条件が箆わないと変性剤存在下では可洛化していても、 それを除くと再

び蛋白質が i:t澱してしまったり、可 i吾化状態であってもごく一部の蛋白貨のみが

活性を出すのみであったりする場合も多い。

しかし、天然の α ラクトア Jレプミンはジスル 7 ィド結合を還元してしまわな

ければ、変性高IJを加えたり加熱処理により変性させても、 もとの条件にもどすこ

とによりほとんど全部が再生することが知られている7> したがって、 ジスル 7

イド結合が正しい組合せで構成されれば、大勝目宙で発現させた αーラクトアルブ

ミンであっても天然のものと同等な活性を持つものが得られるであろうと考えた。

また、以前より生体内には蛋白貨のジス Jレブイド結合を掛け代える活性のある蛋

白質があることが知られている。大腸菌由来のチオレドキシンはこうしたものの

一つで、 ジスルフイド結合をもっ蛋白質の再生のため に最近よく使われ るように

なってきた 引 。

そこでこのチオレドキシンを精製した変性 α ーラクトアルブミン洛液に加え、

活性の回復を調べた。 5m gのチオレドキシンにそ Jレ比で 1/ 1 0量のジチオス

レイトー jレを加えて 30分間 3 7'Cで放置することにより、チオレドキシンの一

昔11を還元しておいた。 また先に精製した αーラクト 71レプミン 15mgを

lOmMTris- HC l pH7.5、 lmMCaClz の緩衝液 15m1に

αーラクトアルブミンが溶かしておき、両者を混合した。 これを 30 'Cで 40時

間放置するとガラクトンルトランスフエラーゼ存在下でのラクトース合成酵素活

i生が分光学的な活性 iP'IJ定法により観察できた。すなわち、活性を回復した α ラ

クトアルブミンが生じたことが確認できた(図 3- 5 )。
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さらにこの活性をもった α ーラクトアルプミンのみを、 チオレドキシン、

ラクトアルブミン混合液から精製することをフェニルセ 7 アロースクロマトグラ ・、

ブイ ーにより試みた。先に述べた ように α ラクトアルブミンはカルシウム結合

蛋白質であるが、 E D T Aによりカルシウムを除いてしまうとほとんどイオン強

度のない状態でもフ ェニ jレセフアロースの樹脂に吸着するようになることが知ら

れている 判。 これは、 カルシウム イ 1 ンが αーラクトアルブミンからはずれた E寺

に、 α ーラ クトア jレプ ミンの きわめて疎水性の高い領域が露出するようになるた

めと思われる。 また、 この状態で再びカ Jレシウムを添加すると先に吸着した α ー

ラクトア jレプミンが特異的に溶出されてくる。そこで活性の回復した α ーラクト

アルブミ ン を含むチオレドキシンとの混合液に、最終決度 50 m M になるように

E D T Aを力日え αーラクト 71レプミンからカルシウムイオンを耳Rり'fI<いておき、

50mMTr is- HClpH7.5、 lmMEDTAで平衡化 した 7 ェニルセフ

アロ - Aクロマトグラフイー (13mm x 90mm) にかけた。 さらに平衡化

した時の級 iJi液でカラムを洗浄してから、 5 0 m M T r i 5 - H C 1 p H 7 5、

lmMCaC 12 の緩衝液 に代え、その後蒸留水でカラムを洗浄した。 これらを

l. 5 m 1ず つ分画した函分を SD Sー電気泳動で分析すると非吸着函分にはチ

オレドキシンが回収され、 カ Jレシウムイオン存在下や、蒸留水では α ラクトア

ルブミンが溶出されたことがわかった(図 3-6 )。
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フェニ Jレセフアロースクロ 7 トグラフィ による活性型組役え体(図 3- 6 ) 

α ラクトアルブミンの精製

矢印の函分からに以下の絞首j~l で浴出した

50mMTr  i s-HCl pH7  a ) 

lmMCaC lc 5、5 0 m M T r i s - H C 1 p H 7 )
 

-hu 

c ) H 2 0 

電気iij(iMは左から野生型 α ラクトア Jレブミン

非吸着函分

カルシウムイオン に よる溶出函分

蒸留水による吸着画分
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このカルシウムイオン存在下て ~(J 出された画分の、 α ーラクトアルブミン活性、

すなわち 1iラクトシ Jレトラン A 7エラーゼ存在下でのラクトース合成 E宇奈の活性

を測定した。活性 il.IJ定は分光学的な方法により行った。 その結果、 この酉分の比

活性は天然のものとほぼ同じであった。 またこれをアミノ酸配列分析にかけると

N末端から G 1 u - G 1 n - L e u - T h 1 ー Ly s - () ー Glu-Val-

Phe-Gln という配列が得られ、天然のものと同じ N 末端~i': 91Jをもつことが

わかった.なお、 6番目にアミノ餓が回収きれなかったのはここに γ ステインが

存在してジス Jレフィド結合を作っているためと思われる。 また、 アミノ Q:.'分析の

結来でも野生型の蛋白穴とIiIl:同じ結果を得ることができた(図 3- 7 )。 こう

して、最終的に 1 1の大腸菌培養液から 15mgの融合蛋自覚が回収され、 また

活性のある α ーラクト 71レプミンにまで再生できたものはこのうち 15mgであ

った。 このようにして、野生型においては大腸菌で αーラクトアルブミンを発現

させ、 それを天然のものと i司じ比活性を持つものにまで回復することができるよ

うになった(図 3- 8 )。
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アミノ酸 n a t 1 V e r e C 0 m b i n a n t 期待値

Asp 21.6 21.8 22 

Thr 6. 0 6.2 6 

Ser 5.7 6.8 6 

Glu 13. 6 18.5 13 

Pro 2.5 1.8 2 

G 1 y 5.6 8.0 5 

Ala 5. 2 5.5 5 

Cys 6.9 5.9 s 

Val 5.3 5.8 6 

Me t n. d 0.4 。
11 e 6. G 6. 1 8 

Leu 13 13 13 

Ty r 3. 0 2.7 4 

Phe 3.3 3.4 4 

lIis 3. 0 2.7 3 

Ly s 13. 0 13. 0 13 
、、、、

Trp n.d n.d 4 

Arg 1.0 1. 3 

(図 3- 7 )間製された組省、え体 αーラクト 71レブミンのアミノ法主主成

L e uを 13 !固とした時の相対値で表した。
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3 - 3 ヤギ α ラクトアルブミンの大腸箇における単独発現の試み

また、大腸菌におけるヤギ α ラクトアルブミンの直接発現も試みた。直接発

現においては、精製 i-i:N略化することを考えて分泌発現を試みた。 しかしながら、

大腸菌はクローニングした近伝子の発現に最もよく使われているにもかかわらず、

α ーラクトアルブミン単体での分泌発現は図書生であった。

3-3-1  tacプロモーターによる発現の試み

発現ベクター p f< Iく2 2 3 - 3は、大腸菌の強力なプロモーターである t a c 

プロモーテーと r r n sのターミネーターもっており、 J M 1 0 9などのズ腸菌

で外来1u伝子を 高発現させることが できる I0 I。 また、その改良型である pM K-

2は、 p U C 1 8由来の 1且製 1m始点 をもち、 菌体内でのプラスミドのコピー主主を

増加させることにより、 さらに高発現が可能なよう に 設計されている。事実、 高2

合'，!i白)1¥の発現に用いたブタアデニレートキナ--{!はこの pM K - 2によって大

量発現が可能である;::J。そこて、ヤギ αーラクトアルブミン前足{本 cD N A をこ

れらのベクターに jifi入して α ラク 1.7)レプミン発現用のベクターをは美した。

この際、 5・ 1目11においてはすべての非翻訳領域 を取り除くために α ーラク トア ル

プミン前駆体のおj~R r.n鉛コドンである AT Gの前に、 E c 0 R 1切 断部 1立 を 22 

m e 1 の合成 DN A 5・ -GACATCATGAATTCTACCCCGGー

3 ' をプライ 7 ーとして用いた部位特異的変異により導入した。 また、 3' Gl'I非

翻訳領域は融合蛋 白穴の場合と同じよう に X h 0 1切断部位を利用してその

2/3を取り除いた。すなわち、 E C 0 R 1を新たに導入した C D N Aを

、‘
、.. 

E C 0 R 1と Xh 0 1で消化してから、 pkk223-3および pivl K -2を . f 

E C 0 R 1、 S a I 1で 1同化したものと T 4リガーゼで連絡し、直後発没用のベ
、

クタ一、 p k k L A 0 0およびJl L A 0 0を作製した(図 3- 9 )。
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これらの発現ベクターを用いて αーラクトア Jレブミンを発現させることを試み

た。大腸菌 JM 1 0 9をこれらのベクターで形質転換し、単註したコロニーをア

ンピンリンを含む Lー培地で一夜活発した後、 E日一体内、 ペリプラズム、 t吾美上清

の中から SD Sー電気泳動とイムノプロァティングによりその発現の有告を詞べ

た。 しかしながら、 どちりのベクターを用いても、調べた箇分ののいずれに b有

治主 αーラクトア Jレフミンの 1liJJf.は観察きれなかった。 また、 1 P T Gを添加す

ることによる発現の坊主7唱も試みた。形1-¥転換大腸菌をアンピシリンを含む L ー培

地で対t:J自活納まで t宮廷した。 OD660"，， =0.3-0 5で最終決度 lmMになる

ように 1P T Gを加えた。 この大腸菌についても同じよう に SD Sー電気ホ豹と

イムノプロァティングにより α ーラクトアルブミンの発現の有主主を飼べたが、 ;告

現は観~きれなかった。

3-3-2 T7プロモーターによる発現の試み

t a cプロモーターを使った発現は困維であることがわかったが、 これは発乏

した αーラクトアルブミンが大防箇箇体に悪影響を及 Ii"すためである可詑住が考

えられた。~j.来迅伝子の発現の促進のためにプラスミド上 に t a cプロモ ター

を存在させれば、白体内の l a cプロモータ の総欽はかなりのぷにのぼること

になるが、 このような場合には ili現の ijjlJi，P機体は正常に作動しない可能性がある。
すなわち ta cプロモーターはリプレツサー蛋白質とインデユ サ一物貨により

発現、非 ~6 現の制 1却を交けるが、 インデュ ー サー物質である 1P T Gを加えない

場合でも、 t a cプロモーターに対してリプレツサー蛋白 貨 が十分 fまなければ、

リプレツガ-{F，白 nIJ. L a cプロモーターを抑えきれず、蛋白貨は発現してしま

、、、.

う。 α ーラクトア Jレ7 ミンはカルシウム結合蛋白 ffであるので、発現した場合に 。、

は菌体内のカ Jレγ ウム Gf/，立に異常をきたし、正常な箇体の生育が阻害されるか b

しi1.ない。

そこで、 t a cプロモーターよりもさりに発現、非発現の制御が正確に行うこ

とのできる r7 7 ァージのプロモーターを用いることとした。大路菌 B L 2 1 

D E 3 )にはゲノム DN ̂ 上に T 7 7 7ージの RN Aポリメラーゼが挿入されて

おり、 これは ta cプロモーターの支配下におかれている。 さらに、発現ベクタ
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-pGEM-lに liT 7 7 ァージのプロモーターがあり、 この T7 7 Tージの R

N Aポリメラ セはこのプロモーターを利用して mR N Aを合成できる。 したが

って、 この宿主 ベクタ一系を舟いると T 7 プロモーターの支配下で~\来 i宣伝子

を発現させることができる。 さらに、 T 7ポリメラーゼは ta cプロモーターの

支配下にあるので、 これに対するインデユーサーである 1P T G で発現を告i)i.Uで

きることになる。 pkk223-3ゃ pM K - 2の場合と異なるのは、書1)i，却すべ

き ta cプロモーターがゲノム上にしか存在しないため、 リプレッサー蛋白質に

よる ~e 現の制御が正路に行われるという点である 11) 。

まず、 ヤギ α ラアト 71レブミン前~~イ本 c D N Aは p L A 0 0を E C 0 R 1、

H i n d山で消化した物から電気出動的に単縫した。ベクタ l記!としては p G E 

M ー lを X b a 1、 Il i 11 d皿で消化したものを銅製した。 さらに両者を連結さ

せるために去末端に X b a 1と E C 0 R 1の切断部位を持つようなリンカーを合

成 DN Aにより作製した。 またこの合成 D N A リンカーにおいては、 T 7ポリメ

ラーゼによる転写効竿をあげる効果があるとされている配列を導入することによ

り、発現1J!の増加をねらったご. この三者を連絡して 5音波ベクタ-p Y S 100 

を作製した(図 3- 1 0 )。
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. 5all/Xhol 
Hlndlll 
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P T7 
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(図 3- 1 0 )発現ペナタ-p Y S 100の4江主主
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の 1l' T Gの添加による増殖阻害のようす

矢印の時 [U[ に íl~ 終段 JJ[ 1 m M になるように 1 P T G を

加えた
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シクナルベプ f' ドの改変3 - 3 - 3 

( D E 3 )と p Y S 100という宿主ーベクタ一系を用いた場合には

1 P T Gの添加によって幻穴伝役大阪iIiの生育が阻害された。 ζ の L宅f主を;r:にとi

べたように大腸白[凶作l太lて 5c1.)1{.した α ーラクト 71レプミンが箇休の生育をなんり

B L 2 1 

発現した αーラクトアルブミかの原因により阻害するために起きたと考えると、

ンの分泌 ):}J竿をゐ 1)'ることにより白体内における α ーラクトアルブミン 歪;を下げ、

安定に発現させることがでさる訂 ~'g 色

分泌 ~fr j.λ においては γ グナ Jレベプチドのは造によってその分必勺

;辛がかなり影響を受けることが予想される。

生育阻害の効来をやわらげることができ、

大腸菌におけるシグナルペプチドの

またがある

そり 1主"，その多くが N京税に正電所をもち、(図 3- 1 2 )、

~セ N
、~ u しかしなカrり、

悦 i圭を lt較すると

に疎水的なアミノE.Hl: 誌が 正ぶ ð~ 列 をもつことがわかる。

ーラクトアルブミンのシグナルペプチドには N末端|別 に 正'liIi苛がないことから.

このことが分泌効率を低下させている可能性が考えられた。そこで 25me r 0 

.合成 D N ̂  5' - ^ T T C ̂  T G ̂  T G ̂  A ̂  A A A T C C T T T G T C - 3 
をプライ 7 ーとした nf， 1立 ~1: F~ 的支呉により N 末端側に L y s 2残基を導入した三

現ベナク-p Y S 2 0 0を作製した。
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(図 3- 1 2 )大防凶におけるシグナルペプチドとヤギ αーラクトアルブミン

のシグナ Jレベプチドの比較(文献 13より)
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この発現ベクター p Y S 2 0 0を用いて α ーラクト 7)レプミンを発現させるこ

とを試みた。 pY S 100における発現実験の場合と同線に、大腸菌 B L 2 1 

( D E 3 )を p Y S 200で形 n転換て単離したコロニーをアンピンリンを含む

Lー培地で培養し、 1 P T G を添加することにより発現の誘導を試みた。

OD""o"，， =O  5-08 で f~ 終段 lJ< lmM になるように 1 P T Gを加え、 この大

s[l;箇について SD Sー電気泳動とイムノプロッテイングにより α ラクトアルブ

ミンの発現の有恕を ~~J べた。 この場合もやはり p Y G 1 0 0における場合とまっ

たく同じように形 ftむ役大的自 の 生 1守は 1P T Gの添加後、いったん包害されそ

の後再び分裂を再開することかわかった。 この生育が阻害されていると考えられ

る菌体について S D Sーな気 i;j，J11!とイムノプロッテイングにより α ラクトアル
プミンの発現を後討したが、 ;Pi/.は観察されなかった。 このように、 シグナルベ

プチドの改良を試みても αーラクト 7 )レブミンの発現系を m立することはできヰ

かった。

以上のように、 α ーラクトアルブミンのみを大紡箇で大 量に発現させる系を fi

立することは、 さまざまな試みにもかかわらずできなかった。 こうした発茨方法

における問題はおそらく αーラクトアルプミン cD N Aや m R N Aの遺伝子惇造、

あるいは菌体内での発現した σ ーラクトアルブミンの安定性などにあると怠われ

るが、 その具体的な問題占は不明である。ただし、再現性が得られなかったむの

の、発現が観察されたこともあったので培養条件の検討などにより α ーラクトア

ルブミンの発現を安定イじさせることが可能であると考えている。
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第 4翠 ヤギ α ーラクト 7)レプミン改変体蛋白貨の作製

αーラクトアルブミンの発現、 Hi!製系が限立した時点で、本玲文の主たる目的

である改変体11<白貨の作製を刑囚した。改変体蛋白貨の設計にあたっては α ラ

クト 7')レプミンの俳追を llige占として、何らかのリゾチームとしての t芸誌を b っ

た蛋白質への機能改変を目{思とした。ただし、 この場合におけるリソチーム機能

とは溶箇活性、精鋭加水分解活性、特異的措 BJi認識ー結合活性などの')ゾチ ー ム

のもつ蛋白質としての性質のすべてを指している@ また、以後において蛋白貨の

一次情造における残基番号はニワトリリゾチームにおけるものとし、 αーラクト

アルブミンについては民基の欠析を考慮してニワトリリゾチームと対応させた場

合の残基誉号として表現することとする。

~ - 1 ニワトリソゾチームとのは造中日同性に基づく α ーラクトアルブミン改'bt、

体の設計

4 - 1ー l ニワト 1) 1) ゾチームの彼自Eにおいて霊安と考えられているほ造

ニワトリリゾチ ムは~~紫として初めて X 線結晶解析が行われた蛋自 責であ り、

化学修飾などの方法とあわせてその反応機式はかなりよく解析されている。特に

基質糖鎖との結合に関与しているとされている残基としては、以下の 13 I主基が

指適されておりい、 これらを αーラクトア Jレブミンの改変において特に考慮した

(図 4 ー 1)。

P h e 3 4 

G 1 u 3 5 

A s n 3 7 

A s n 4 6 

A s p 5 2 

主釧 C 0 とサプサイ トFの o6 H 

活性触媒残;u.;

↑即J~Jï 0 l-lとサブサイト Dの o1 

主鎖 C0とサプサイト Eの Nl-l 

側鎖 N l-l 2とサプサイト Fのo6 

王鎖 N H とサブサイト E の NH

活性触媒残基
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G 1 n 5 7 

A S 11 5 9 

T r p 6 2 

ヨojfi. N 11と<).7<) イト Eの o3 

ii!'1 ~fi. N 11 2とサブサイト Dのo6 

ヨ.:2Ji N 11とサブサイト C の C 0 

iilll ~fi. と <j ブサイト 日のアセトアミド基

IHlI8Ji N 11とザブサイト C の o6 

Trp63  mリ~Jï N 11とサフサイト Cのo3およびアセトアミド基
A S P 1 0 1 I別mOと<)ブサイト A の N H 

m'l ~Jï 0とすブサイ トBの o6 H 

A 1 a 1 0 7 主知 C0とサプサ イト Cの NH 

T r jl 1 0 8 1日'13Jiとサプ 4) イト Cの CH 2 

Argl14 lfi'IeJiN1l2とサブサイト Fの o1 

li1リ BJiN H 2とサブサイト Fの o5 

αr 5，;;し.crUF¥E

51パしc了口口、IA:US

FUNCT DOt-lAINS 

A(D 

(図 4ー 1)ニワトリリゾチームと基穴精鋭の結合の倶式図

文献 2より
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4 - 1 - 2 α ーラクト T /1. 7ξ ン改変体の設計において考慮された一次は i三上

のm;!立

4 - 1 - 2 - 1 T y r 107  

ニワトリリ Jチームとヒヒの αーラクトアルブミンで、間蛋白穴の X縁結品群

析の t吉泉から考え勺れる立体協迭を比較すると、ニワト')リソチームの主EX低気

結合部{立に、 α ーラ 7 トアルブミンの場合では Tyrl07の側鎖のブエノール

l!;が突き出していることがわかる。 この点については α ーラクトア ルブミノの X

線結晶 ~t 析の結果が iヰられる前から抱摘されていた~) 0 すなわち、 σ ラクトア

jレフミンの三次 ~!t，t ili 上にリソチームの基穴となる結 ~Ji をあてはめようとするとす

プサイト C とサブリイト Dの1i:Jにこの Tyrl07の側鎖がぶつかり、 1苦Hil:i: t! 

ーラクトア Jレフミンと lよ結合できないことがこ予想される(図 4- 2、 図 4- 3 )。

そこで α ラク 1. i' )レフミンにリゾチーム イ従能をもたせるためには、 この T y 

を α ーラタトアルブ ミン型のi¥ 1 aにする必姿があると考えた。

710¥nQい，omunけけ

(図 4- 2 )α ラクトア Jレブミンのク レフトの部分の 5.lil!; 

文献 4より(王.Q~番号は α ーラクト 7iレプミンの b の)
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 。ーラクトアルブミン に ')ゾチームの主主 交 4宕B.ftを当てはめた

4q 

場合の思1:1<図

文献 5より

(図 4- 3 ) 



しかしながら、 このように凶日される部{立に存在したがら、 T y ，. 1 0 i li 現

在まてに知られているすべての α ラクト 71レフミンに保存在札ている(囚~ -

3 )。 このことは、 この 3"f立か T y 1 であることが α ラクトアルブミノとして

のは造や機能に 1;[m ~士てある可能性を示唆しているかもしれない。

2 3 ~ 5 6 7 
o () 0 0 0 0 0 
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文献 6より
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4-1-2  Ile62  

ニワトリリゾチームの T r p 6 2は溶菌活性において大きな影響があることが

過去においては化学修飾によって、近年では当研究室による蛋白質工学的実験に

よって報告されている(litr述、第 2輩参四)が、 α ーラクトアルブミンではこの

部位が 1 1 eとなっている。 また、当研究室におけるニワト，) ')ゾチームにおけ

る蛋白質工学的実験によれば、 この部位を他のアミノ般に置換したものは基質楕

鎖との結合定数が減少することが知られている。すなわち、結合定数は T r p 6 

2の場合がもっとも大きいのである。 したがって、溶菌活性においてだけではな

く、基質 1晴鎖との結合においてもこの部位は重要と考えられる。それだけでなく、

ニワトリリゾチームが基質糖鎖と結合した時には、 T r pの蛍光スベクト Jレに変

化が生じることがわかっている目 》ので、 この昔日目 f立を T r p に変換することによ り、

その T r pを蛍光プロープとして使うことができる。 このようなことかり、

1 1 e 6 2を T r pに改変することとした。

4 - 1 - 3 活性触媒残基、 A s p 3 5、 G 1 u 5 2 

ニワト')リゾチームにおいて A s p 3 5、 G 1 u 5 2の 2つの残基は活性触媒

残基であり、溶箇活性、権釧加水分解活性において最も重要な残基である ご¥ こ

の昔日{立は αーラクト 71レプミンではそれぞれ Th r 3 5、 A s P 5 2となってい

るので溶箇活性、糖釧加水分解活性を α ーラクトアルプミンにもたせるためにこ

の部位を α ラクトアルブミン型からニワトリリゾチーム裂に改変することとし

た。ただし、 α ラクトア jレプミンとニワトリリゾチームの間で残基の対比を行

う場合、 α ーラクトアルブ ミ ンに残基の欠損があるためニワトリリゾチームの A

s p 3 5に対応する残基として、 α ーラクト 71レプミンでは H i s 3 4をあては

めることもできる。すると、 αーラクトアルプミンにおいても、 H i sは p Hに

よっては荷電をもつことができるし、 A s p 5 2はニワトリリゾチームの G 1 u 

5 2にくらべメチレン基が一つ短いだけであるから、 この 2つの残基の配置しだ

いでは加水分解反応が可能と考える こともできるかも知 れない。 しかし、ニワト

リリゾチームにおける研究では、 A s p 3 5、 G 1 u 5 2を一方でも他の残基に
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置き換えた り、 これらに 化学修 飾を行ったりすると 急 激に溶箇活性 が減少す るこ

とが知られてお り"、 m:箇活性発現においては他 の 化学俄造は許されないようで

ある。 ただし、 これら の 過去においての実験では、 ~g 菌活性がま っ たく なく な っ

てしまうことはほとんどの場合においておこらない。数%の浴箇活性は残ってい

るようである。 こうした溶菌活性がどのようにして発現されたものかは、 ある芳

昧では興味深い問題である。

4 - I - 4 第 Zエキソン

α ラクトア Jレブミンとリゾチ ム は蛋白質構造だけでなく遺伝子構造におい

ても類似性があること、エキソンが蛋白質構造においても 燐 造や機能の単位にな

っているという説があることは前に述べた通りである。

第 2 エキソンは活性触媒残基を含む多くのリゾチーム基質権鎖結合 9.~ 基を含ん

でおり、 リゾチ ム活性においてきわめて重要な部分をコードしているので、 こ

れらの仮説によれば第 2エキソンがリ Jチーム に おける 俳 造や機能の本質的な部

分であるかもしれない。

また、第 2エキソンは 二 つのモジュー jレから成っているとされている川、。 もし、

第 2エキソンが二つに分かれていては都合が悪い要素が分子進化上存在するとす

れば、 エキソンシャツプリング仮説やモジュー lレ仮説を検証する上できわめて興

味深いと言える。 したがって、 第 2エキソンがリゾチーム活性の最小単位として

成り立っかどうかは、重要な問題と考えている。

4 - I -5 第 3エキ 1ン

第 2エキソンだけでなく、第 3エキソンにも A s p I 0 1、 T r p 108など

基?完結鎖との結合に関与しているいくつかの残基が含まれている。 したがって第

2エキソンのみでは'}'/チームとしては機能せず、 これに第 3エキソンが加わる

ことが絶対に必要であるかも知れない。

また、 α ーラクトアルブミンにおけるカ jレシウム結合部 f立は第 3エキソンにコ

ードされている。 α ー ラクトアルブミン に おいてはカルシウムイオンによる蛋白

質の安定化作用はきわめて大きいものであることがわかっている 11
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したがって、 カルシウム結合部位およびその周辺、 すなわち第 3エキソン部分の

置伎による変異体蛋白質の安定性の変化を観察することにより、 さらにその効果

を調べることができるだろう。

I容菌活性においては、当研究室におけるニワトリリゾチームの蛋由貿工学的実

験によると A s p 1 0 1を G 1 yに置換すると溶菌活性が上昇するという報告が

あり、 この音1¥位の丞要性が証明されている。

4 - 1 - 2 実際に作製し、解析した改変体における俳造上の特徴

4 - 1 -2ー i α ー LA ( 2 ) 

最も小さな置換を αーラクト TJレブミンに導入した例として、 1 1 e G 2およ

ぴ T y r 1 0 7の 2残基をそれぞれ αーラクトア Jレプミン型からニワトリリ Jチ

ーム型に改変した改変体を作製した。 この改変体では、 ニワトリリゾチームの活

性触媒残基である G 1 u 3 5と A s p 5 2は α ーラク iアルブミン型のままとな

っているので浴菌活性や格鎖加水分解活性はほとんど期待できなし、。 しかし、精

鎖との結合を阻害すると考えられる T y r 107の 1日HJ'Iを A 1 aに改変すること

により取り除き、基質権~J'Iとの結合における蛍光プロープとして T r p G 2を導

入してあるので、 1JM鎖との特異的な結合というリゾチーム機能は獲得できる可能

性があると考えた。

この Zつの変異が導入された α ラクトアルブミンを以下 α L A ( 2 )と記

述することとする(図 4- 5 )。

4 - 1 - 2 - 2α ー LA ( 1 0 ) 

α ー LA (2) は活性触媒残基は α ーラクトアルブミン型のままであるので、

活性触媒残基である G 1 u 3 5と、 A s p 5 2の αーラクトア Jレプミンに導入し

た改変体を日1)に設計した。設計においては α ー LA (2 )において考感された 2

残基と活性触媒残基 2 残基以外にも、基質糖 ~jj との結合にかかわると考えられる
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残基はできるだけ導入することとした。そこで、 ヤギ αーラクトア ルブ ミン cD 

N A上でに存在する 2カ所の H s a 1切断部位のあいだの 4 1 b p を合成 D N A 

によってニワトリリゾチームの cD N A 配列に置換した。 こうして結果的に以下

の 10残基が導入できた改変を作製した。

Thr31Ala、 Phe33Lys、 H is34Phe

、..‘?

T h r 3 5 G 1 u、 Gly37Asn、 Tyr38Phe

I le43Thr、 G 1 u 5 2 A s p、 I le62Trp

T y r 1 0 7 A 1 a 

この改変体蛋白質は、 αーラクトア Jレプミンとニワトリリゾチームの問で蛋白

質上のホモロジーがきわめて高いので、 さきに述べたリゾチームにおける碁 E主将

釧と結合に関与している 13残基の内、すでに A r g 1 1 4以外の 12残基をも

った構造となっている。

この Zつの変異が羽入された αーラクトアルブミンを以下 α ー LA ( 1 0 )と

記述することとする(図 4- G )。

4 - 1 -2 -3α ー LA (EX2) 

先に述べた議論にしたがいニワトリリゾチームの第 2エキソンの重姿性に iie

して、 この第 2エキソンを α ラクトアルブミンの第 2エキソンと交換 した改変

体蛋白質を作製した。ただし、遺伝子操作上の都合で、 このハイプリァド蛋白質

においては第 2エクソンともに 8 3番から 8 6舎の部分の遺伝子構造が')'/チー

ムIDになっている。 これにより Ph e 8 3 L e u、 A s p 8 5 S e 1、 A s p 8 

6 S e r、 (α ーラクト 71レブミンの Le u 8 4はニワトリリゾチームでも Le 

u )という変異が導入されてしまった。 この部分はカルシウム結合部位になって

いるのでこの変異体はカルシウムイオンは結合できないと予想される。 また、 リ

ゾチームの基質糖鎖と結合に関与している残基に注目すると、 1 3残基の内 A 1 

g 1 1 4以外の 12残基をもった俄造となっていて、 この点だけを考えると α

L A ( 1 0 )とまったくかわらないことになる。 しかし、 αー LA ( 1 0 )のよ

うに機能商品、らだけ必要な残基をピックアップしてその部分だけを導入しても情

、
、・4
、

造に蛋白質としての高次構造を成立できない可能性もある。これに対し、 αL  
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A (E X 2 ) のようにユニァトとしてまとまった置換を導入するこ と によりこ の

ような構造的に不足 した変異を補うことができる可能性がある。 また、 i宣伝 子 情

造であ る エキソン の 単位に よる 置換で蛋自覚の機能の移憶が可能である ことが示

されれば、エキソン シ ャツプリングの仮説を実験的に支持することができるだけ

でなく、今後の蛋自覚工学における蛋白質の設計戦略としてこのような方法を取

り入れることが有効であることを示すことができる。

この 2つの変異が導入された α ーラクトアルブミンを以下 a ー LA (EX2) 

と記述することとする(図 4ー 7)。

4 - 1 - 2 - 4αLA  (EX2， 3) 

α ー LA (EX2) に 1サし、 第 2エキソンだけでなく、 第 3エキソンによって 、

コードされてい る 部分榊造の影響を議論するため、第 2、 第 3エキソンの両者を

α ーラクトアルブミンとニワ 1リリゾチームの問で入れ換えた改変体を作製した。

1""、h
“、i
‘ 
"山・町、、

しかしながら、大腸菌においてこの改変体を発現させた場合に、融合蛋白質を臭

化シアンで分解 し なければな勺ないので、 この第 3エキソンに存在する M e t 1 

o 5をあらかじめ α ー ラクトアルブミン型の 1I eに改変しておいた。 なお、 こ

の部分の残基はヒトリゾチ ー ムなどにおいても 1 I eとなっており、 この変異に

より溶菌活性が阻害されることはないと考えられる。 この改変体はきわめて大き

な置換を導入しており、 もはや α ー ラクトアルブミンよりはニワトリリゾチ ー ム 1 、

のほうによく似ている。 しかし、基質精鋭と結合に関与している残基だけに注呂

した時には、 1 3残基の内 A r g 1 1 4以似の 12残主主をもったは造となってい

て、 α ー L A ( 1 0 )、 αー LA (EX2) と同等のままである。 したがって、

この改変体とこれら Zつの改変体の性質を比較することにより、 ニワトリリゾチ

ームにおける第 3エキソン部分の俳迭の役割を検討できるかもしれない。ただし、

ニワトリリゾチームにおける第 Z、第 3エキソン音11分だけからなるペプチドはほ

とんどリゾチーム活性を示すことができないという報告もあり 12l これだけ大き

な置換を導入してもなお、改変体にリゾチーム機能をもたせることができない可

能i生もある。

この変異が導入された αーラクトア Jレプミンを以下 α ー LA (EX2、 3 )と

ζs 

守

、
、

.

、

'

d

-
F

，
‘，、

，
‘4
l

j

t

叩 ~， 

、;

‘I、1



記述することとする(GI ~一日)

E【Q-L-T-IくーC-E-V-F-Q-K-L-K一一D-L-K-D-Y-G-G 

I $ 
L-K-E-C------L-W---Q-D-L-K-年中-E-P-L

S V 

C一一一一C
L T 

七一D-K-V-G-I--N②W-L-A件 K-A A-F-H-T 
s 

K G 
K-A-C-V-I-D-D-T-L-D-D G-Y-E Y 
l P L T Y 

R-N-卜C-N-トS-C-DEK-F-L T 号 J

詰 ¥οO p 
山仰-平芋叩P-叩-心D凶-心QωF心D叩-心D-Kωゐふ-W@-K附-刊N刊件州-1 i内九ルトト(江込トトトJιトいト-一一一-一一-件-r

. 、

(図 4- 5 )α L A (2) の一次は造
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E-Q-L -T -K-C-E-V -F-Q-K-L-K------D-L-K-D-Y-G-G 

I ~ 
しK-E-C------L-W---Q-DーしK-F W-E-P-L 

S V 

C一一一一C
L 1A1-----R凶

L-D-K-v-G-卜N③W-L-A件 K-A|A-K-F-E
IS 

K IN 

K-A-C-V-卜0-0白丁目し0-0 G-Yイ8~一一 IF 

l O L7 1中
R-N-I-C-N-I-S-CーD-K-F-L F S Rsal I T 

S ¥ 6 O -" 16 
山-P-D-Q-D-D-K-C-W⑪K-N-N-i 九--N-Q-V~A 

-、
一~ catalytic residu巴5

-・・ー宮，._restriction sites 

、
、

'

J

'
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・
T

，‘
.
f

，‘
4

・

(図 4- G )α ー L^ ( 1 0 )の一次俳造
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(図 4ー 7)α ー LA (ビ X 2 )の一次構造
、
t 



E-Q-L-T-K-C-E-V-F-Q-K-L-K一一一D-L-K-D-Y-G-G

1 1$  
L-fく-E-C一一ーし-W---Q-D-L-K-E 川へ/↓E-P-L

S IV 

C一一→c
~ I~ 巴二Taql

V-S-D-G-D-GEBN-A-'̂(tL-A-H-K-A 出五壬-年

一 ISKi Jul 内

ば-A-C-N-V-S-A-T-IーD-SI日芸百t-一 件
I I ち|川十| 内

R-N-L-C-NートP-C-S-A-L-LI I L I IS I IT 
slLIQ引 -_j6
G-P-T-R-G-D-N-C-W-W-R-S-N-I I I D-T-N-R-N-T-~ 

-、

、
、
.
、

f

l

・'r
，
!
1
1
1
d
i
-
-
h
i
h

一一炉 catalyticresidu巴s

官舎ラ--Ins巴rtionsites of introns 

・・・恒>- r巴strictionsites 

(図 4- 8 )α ー L^ (EX2. 3) の一次 俄 i圭
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作 製 した組換え 体 αー ラ ク トアルブミ ンの一覧表
，¥，¥・ψ
町、。

時IR t 

α-L A 里子生型 αーラクトアルブミン

. ~ 

α一LA ( 2 ) Ile62Trp  T y r 1 0 7 A 1 a 
、、

t 
合計 2残基 .. ~ 

白f、
、?

αL  A ( 1 0 ) Thr3 1Ala  Phe33Lys  

トIis34Phe Thr35Glu  
ぜ

Gly37Asn  T y r 3 8 P 11 e 
、Y、A 

Ile43Thr  Glu52Asp  

Ile62Trp  T y r 1 0 7 A 1 a ‘、、、も
、

合 計 10残基

、、‘ム

αLA  (EX2) Thr31Ala  Phe33Lys  1‘ 

His34Phe  T h r 3 5 G 1 u 

Gly37Asn  T y r 3 8 P h e 、

Ile43Thr  Va144Asn  引，.，¥、
、

G 1 n 4 5 A r g 4 7 T h r i ns e '" t 

A s n 4 8 A s p A s p 4 9 G 1 y 
、町
匁
，、

Glu52Asp  Leu5511e  、
4 

Phe56Leu  Asn60Ser  

Lys61Arg  Ile62Trp  

Lys65Asn  A s p 6 7 A s n 
、

Gln68Arg  A s p 6 9 T h I 

His71Gly  Ile75Leu  
‘!ピ
ピ

S e r 7 9 P r 0 Asp81Se r 、

'‘"、叩‘

.、
"、'.

内 l‘守
、、.~ : 

句、、守占‘ 

I、.



‘Y 

1 
Lys82Ala  Phe83Leu  1 

Asp85Sel  A s p 8 6 S e 1 

Tyrl07Ala  
白、

合計 3 1残忍、 '，' 

町、'，¥
" ¥ 

α一LA (EX2. 3 ) Th r31Ala  Phe33Lys  、‘ 、、 ゆ

l-l is34Phe  T h r 3 5 G 1 u 
b 

、。}

G 1 y 3 7 A s n T y r 3 8 P h e 
川、y

lle43Thr  Va144Asn  “‘・

G ln4 5Arg  4 7 T h r insert 
。、‘

Asn48Asp  A s p 4 9 G 1 y 、

Glu52Asp  Leu5511e  

、
Phe56Leu  A s n G 0 S e 1 。、

Lys61Arg  Ile62Trp  

LysG5Asn  Asp67Asn  .、

G 1 n G 8 A r g A s P 6 9 T h 1 

His71Gly  Ile75Leu  

Ser79Pro  Asp81Sel  
，.;山千

Lys82Ala  Phe83Leu  

A s p 8 5 S e r A S ]l 8 6 S e 1 

Leu88Ile  A s p 9 0 A 1 a 
， 

Asp91Sel  Ile92Val  、ご

V a 1 9 3 A s n leu99Val  .、‘守

1 0 0 S e r insert L y s 1 0 2 G 1 y 
，、

h 叱 十、
t 

V a 1 1 0 3 A s P T y r 1 0 7 A 1 a 

合計 40残基

、、ミ

、

い
、♂

I 
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4 -2 α ーラクトアルブミン改変体遺伝子の作製

4 - 1 - 2ー lα ー LA ( 2 ) 

本研究が始まった時点ですでに、野生型 αーラクト 7 )レプミンの cD N A を M

1 3 7ァージのベクターに組み込んだ mpTS-IEXに対して部位特異的変異

によって T y r 1 0 7 A 1 aの変異が導入された遺伝子、 m p T S - 1 1 E Xが

作製されていた。そこで野生型 α ーラクト 7)レブミンの場合と問機に、 このベク

ターにさらに大腸菌での融合蛋白質 で の発現に必要ーな E C 0 R 1切断部位および

M e tを導入する変異を部位特異的変異によって行い、その後 E C 0 R 1、

X h 0 1で消化し、平滑末端としてから、生じた約 55 0 b pの断片を電気泳動

的に精製し、発現ベクタ -pMKAK-3を Sm a 1で消化したベクタ と連結

して、 ヤギ α ラクトアルブミンに T y r 1 0 7 A 1 aの変異が導入された変異

体を発現させることのできるベクタ一、 pAKTS-IIEXを作製した。 さら

にこの発現ベクター上で 5' -ATAATAAATGGTGGTGCAA-3  

をプライマーとして部位特異的変異を行うことにより α ー LA (2 )を発現させ

ることのできるベクタ pAKTS-12WEXを作製した。

4- 1-2-2α L A ( 1 0 ) 

本研究が始まった時点ですでに、 α ーラクトアルブミン C D N Aにリゾチ ム

の活性触媒残基である G 1 u 3 5周辺と、 A S jl 5 2の部分に変異を導入した改

変体の発現ベクタ-p A K T S - 1 9 E Xが作製されてあった。 これは、 M 1 3 

7 ァージベクター上で作製きれた m jl T S - 1 9 E Xに含まれる変異体 cD N A 

を野生型の αーラクト 7iレプミンなどと同じようにして発現ベクターに組み込ん

だ~1iJである。 m jl T S - 1 9 E Xは、 m jl T Sー 1 1 E X に Glu52Aspの 川 U 山

変異を部位特異的変異によって導入し、 さらに αーラずトア Jレブミン cD N A上

の 2カ所の Rs a 1切断部位の聞の 4 1 b pを合成 DN Aによってニワトリリゾ

チーム型に改変することにより Thr31A la、 Phe33Lys、 H i s 
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l 

.可・
v 

1 1 e T y r 3 8 P h e、G 1 y 3 7 A s n、Thr35Glu、3 4 P h e、

4 3 T h I といった変異を一度に導入したものである。

発さらに 1 1e 62Trpの変異を導入するために、この変異体 c0 N Aに、

:
j
H
 

A T A A T A A A T G G T G G T G C 1見ベクタ-p A K T S - 1 9 E Xに 5

この α ー L A ( 1 0 ) をプライマーとして部位特異的変異を行った。A A - 3 

を発現させることのできるベクターを pAKTS-IIOWEXとした。

αLA  (EX2) 4-1-2-3  

αー LA (EX2) を発現させることのできるベクター pA K T S - E 2 E X 

と3 )の発現ベクター pAKTS-kkEX (後述)( E X 2， 

お1訳領域中に存

αL  A 

αー LA ( 2 )の発現ベクター pAKTS-12WEXの間で、

は、

Tニだし、M 1 u 1切断昔II{立の問を交換すること により作製 した。在する S a c 1、

pAKTS-12WEX上にはこの S a c 1切 断昔日 f立が存在しないため、

を一T C A G T A A G A T C T G A G C T C A G G A A C T T G T C - 3 5 

このプライマーとして pAKTS-12WEXに部位特異的変異を行い、

、
、

'
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d
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この S a c 1切断部位をもっ pAKTS-12¥VS a c 1切断部位を導入した。

その結果生成される約 60 を S a c 1とM 1 u 1で r向イヒし、EX(SacI)  

p A JくTS -k k E Xをやはりまた、

2 k b pσ〉

b pの断片を電気 li)(動的に精製した。

その結果精製されるベクター側の約 3S a c 1と M 1 u 1でr同化し、

この両者を連絡して αー LA (EX2) を大腸菌断片を電気泳動的に杓製した。

そ i1.を pA K T S -E 2 E Xとしで発現させることのできるベクターを作製し、

た。

この第 2エクソンを交換した改このようにして変異体遺伝子を作製したため、

変体16:白1'tにおいては第 2エクソン以外にも C末端 mlJ4残基分の遺伝子情造がニ

ワトリリゾチーム型になってしまった。

i 

" 

r
i
j
;
 

3 ) 

3 )を発現させる際には、発現した融合蛋白質を臭化シア

63 

α-LA  (EX2， 

α ー LA (EX2， 

4 - 1 - 2 - 4 
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Mctl05を αーラクトア ルブミン型の Iンで分解しなければならないので、

そこでニワトリリゾチームの cD N Aを含むベク1 eに改変する必要があった。

-G A A A C G G C A T C A A C G C G T - 3 ]l k k - 1において 5

このベクターを T a q 1 その後、

J々

をプライマーとして部位特異的変異を行った。

その結果柑製されるエキ 1ン 2と 3を含む約 22 0 b pのとM 1 u 1で消化し、

p A 1< T Sーα ーラタトアルプミン由!としては、断片を電気泳動的に精製した。

生成さT a q rで限定分解して、1 9 E Xを E C 0 R 1で完 全 に消化してから、

p A IくTS-kkEXまた、れた約 38 0 b ]lの断片を電気泳動的に精製した。

5 k b その結果精製されるベクター!日11の約 2を EC 0 H 1とM 1 u 1で消化し、

こ ilを pAI<TS-kこの 3者を連結して、pの断片を電気出動的に精製した。

A 1 a 3 1から T r p 108までの遺伝子構造をニこれにより、

ワトリリゾチ ムのものに置換することができたが、

ただし T r p 2 8、

第 2エキソンでコードされ

k E X とした。

C y s 3 0 はV a 1 2 9、る領域は T r p 2 8からである。

このベニワトリリゾチームでもヤギ α ーラクトア Jレブミンでも共通であるので、

クターにより発現させることのできる改変体はニワトリリゾチームの第 2エキソ

、?、したiJ'っンから第 3エキソンまでにコードされる部分の俳造を持つことになる。
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を大腸菌で発現さこの pA 1< T S -k k E Xにより αー LA (EX2、

せることにした。
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4 -3 改変体蛋白質の発現と単総精製

作製した発現ベクターを用いて、l!J-生!l2α ーラクトア Jレプミンと同じように大

腸菌により改変体蛋白貨を発現させた。 なお、第 5章で述べるように α ーラクト

7Jレプミンの発現系としては大腸菌による方法のほかに醇母を用いた系も確立し

た。改変体の作製において、 この 2つの発現系のうち大腸菌による発現系を用い

た理由は、酵母による発現では蛋白質は活性型で発現するものの、 1残基アミノ

酸を置換しただけで、 まったく蛋白質が発現しなくなる場合があることが、イ也の

蛋白質(特に、当研究室のニワトリリゾチームにおける変異体のの発現)におい

て示されているからである。変異体蛋白質が発現できない場合がある理由は、 お 。 ぐ

そらく構造的に不安定な蛋白質は酵母菌体内で分解されてしまうためであろうと

考えられている。ハイブリツド改変体のように多くの置換を導入した場合には、

蛋白賃金体の俳造はかなり不安定になることも予想されたので、 E孝母では発現き

れない可能性もありうると考えた。 これに対し、大腸菌の発現系では融 合蛋白貨

は菌体内で封入体として沈澱しているため、菌体に分解されることはないと考え

られる。

発現ベデターで形質転換した 300mg/1のアンピシリンを含む L培地で大

腸菌 JM 1 0 9を 37 'cで一夜浸透培養 (160rpm、 1 5 h 1 以上)してか

ら 60 0 0 r p m 1 0分間集菌し、 10m  M T r i s - H C 1 p H 8 . 0、

lmMEDTAで懸濁 した後、 これを 18 0 w、 1 0分間超音波破砕した。 その

後これを 6000rpmで 10分間違心して封入体となっている融合蛋白貨を沈

澱として回収した。次にこの沈澱を 8M尿葉、 10m  M T r i s - H C 1 

p H 7 . 5で可洛化し、 この緩衝液で平衡化した D E A Eーセフアロ ースカラム

(23mmx150mm) にチャージした。融合蛋白質は平衡化緩衝液に加え

N a C 1を合んだ緩衝液を用いて、全量 20 0 m 1の oM から o. 5 M までの

N a C 1の連続浪皮勾配によって溶出し、 2 m 1ずつ分画した。そののち、融合

蛋白質を含む画分を集め、 これに最終操度 6%となるようにトリクロロ ~n去を加

えて、沈澱として融合蛋白質を回収した(図 4- 1 0 )。

精製した融合蛋白)!l(;1:、 7 0 %ギ酸に溶かして 1%の 2 メルカプトエタノー

jレを加えてからで臭化シアンを加え、室温で一夜反応させた。 こ h により αーラ
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クトアルプミン部分が融合m白1'{から分離できるので、 IOmMTrisー
HCI  pH7.5に対して透析を繰り返してギ酸や臭化シアンを除いた。 このと

き、 i土澱が生じることもあるが尿紫を最終波度 8M になるように加えて、再びこ

れを可溶化し、 8 M尿索、 IOmMTris-HCI  pH7  5、 lmM  

C a C 1 2で平衡化した D E ̂  Eーセフアロースカラム(23m  m x 1 5 0 m m) 
にチャージした。 その後 αーラクトア Jレプミン改変体を平衡化級衝液に加え

N a C 1を含 んだ緩衝液で、全:!il:2 0 0 m 1の oM から o. 5 M までの N a C 1の

連続決度勾配によって溶出し、 2 m 1ずつ分画した(図 4- 1 1 )。その後、

α ラクトアルブミン改変体を含む函分を 1M尿棄、 10mMTris-HCI  

p H 7 . 5、 lmMCaCl:に対して透析してから この 緩衝液で平衡化したセ 7 01 
アクリル S- 2 0 0カラム(体積約 3 5 0 m 1、 流速 2ml/ min)にチベ一 、

ジして、 これを 2m 1ずつ分画してさらに精製した(図 4- 1 2 )。 こうして椅

製された αーラク 1.7)レプミン改変体は SD Sー電気泳動的に単ーな偲品にまで

精製できた(図 4- 1 3 )。ただし、 α LA  (EX2. 3) (第 2、第 3エキ

ソンを導入したハイブリツド改変体)においては融合蛋白貨の状態と、臭化シア

ン分解後の 2fif:のイオン交換クロマトグラフィーにおける但{本として、 Sーセ 7

アロースを用い、 その際には緩 lli液として 8M尿素、 30m  M直下酸ナトリウム

p H 5 . 0 を用いて N a C 1の換皮勾配は oM から o. 5 M とした。(カラムの

体積や分画方法は同じ)

こうして精製された改変体蛋白質は変性状態なので里子生型 α ーラクト 71レブミ

ンの場合と同じように、 これを活性型蛋由貿 に巻戻す手段が必要である。里子生型

ヤギ αーラクト i' Jレプミンの場合にはこの過程にチオレドキシンを過剰量加える

ことで巻戻しの効率をあげることができた。 しかし、 チオレドキシンを加えてし

まうと、巻戻し反応中の αーラクトアルブミン改変体の波度が見積れなくなって

しまうこと (α ラクトアルブミン改変体のいくつかは不安定で、巻戻し操作中

に変性、沈殿してしまう。)、巻戻し操作の後にチオレドキシンを除く操作が必

要なことなどからこの方法が段もよいとはかぎらない。野生型ニワトリリ Jチー

ムにおいては還元、変性状態からの巻戻しがかなり研究されており、 これらの方

法を参考にして α ーラクト 71レプミン改変体の巻戻し条件を検討した 1'1/。

その給呆、最終的に精製した αーラクトアルブミン改変体を 8M尿索、
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25mMTr is-HCl pH7 5の緩衝液中で 50 m M ジチオスレイトー jレ

で室温中、 3 0分間還元してから、 lM})R索、 25mMTris-HCl  

p H 7 . 5、 4 m M システイン、 o 4 m M シスチンの緩衝液に対して一夜透析す

ることにより徐々に尿素を除き、最後に 50 m M リン酸緩衝液 p H G . 2に対し

て透析すると、 いくつかの改変体においては溶菌活性が見られることがわかった。

また、 最後のリン酸緩衝液に対する透析は、 比較的長時間行ったほうが高い比活

性が{尋られることがわかった。
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Over night culture 01 JM109 translormant at 3rC 

十
cells : resuspend巴dwith 10mM Tris-HCI pH7.5 

1mM EDTA 

十

sonication 

十
ppt : rinse with 10mM Tris-HCI pH7.5 

1mM EDTA 

十
resuspend with 10mM Tris-HCI pH7.5 

8M Urea 

十

DEAE-S巴pharosechromatography 

BrCN degradation over night at room t巴mperature

十

dialysis against 10mM Tris-HCI pH7.5 
、、

十
DEAE-Sepharose chromatography 

in 8M Urea 

十
Sephacryl S-200 chromatography 

in 1M Urea 

+ 
Durilied denaturedαーlactalbumin

.
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(図 1-9 )改変体 ifi白穴の 1iL':I:!λ キーム
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Sephacryl S-200 chromatography 
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Refolding of engineered α-Iactalbumin 

Protein solution in 8 M Urea 

1CmM Tris-HCI pH7.5 

5αnMOTI 

十
dialysis against 1 M Urea 

4mM Cystein巴

O.4mM Cystine 

10mM Tris-HCI pH7.5 

1mM CaCI2 

+ 
dialysis against 50mM Sodium phosphate pH6.2 

す
refolded a-Iac!albumin 

(図 3- 1 4 )改変(下京白'jtの巻戻しの手順



4 -4 改変体 ifr白貨の性質の検討

4 - 4 - 1 改変体における r吾首活性の発現

/ 
それぞれの改変作において、透析の各段階における変性高1)の浪 I主、還元高1)の佳

Miや段 I宜、夜白J{~~t J.立、温度、 p Hなどに注目して巻戻し条件を検討し、 j吾首活

性が見られないかを検討した。各種のリゾチ ーム機能 の中で溶菌活性に注目した

のは、洛菌活性がリゾチームとしての機能の中で定義的なものであるだけでなく 、

活性jRl)5Eも容易で!惑 r!Iも優れているか b である。

極々条件を検討した結果、 さきに述べた段階的な透析による巻戻し条件下にお

いて第 2エキソンを若草入した改変体 α LA(EX2) を械製校、 最終的にリン

酸緩衝 ìl~ に対して透析を行うと、わずかではあるが溶萄活性がえりれることかわ

かった。次にこの沼凶活性の ;a~且を経時的に調べたてみると(図 4 ー 1 5 )、 i 

M尿素の含まれている状忠から透析を開始してから活性が Il!i 最高に遣するまで

に約 30時間という、かなり f互い時間が必要であった。 このことは、 こうした改

変体蛮自覚の祈り仕み過程がきわめてゆっくり遂行することを示しているとき打

れる。 m白貨の J斤り丑み過 1Jlにおいてはいろいろな，も戻り状態と変性状態を主主り
返しながら最も安定な伏忠にまで拶行して行くと忘われるので、実際の i主計によ

る塩交換にかかる時間以上に活性の回復が遅れるのであろう。 αーラクトアルブ

ミンヤニワトリリゾチーム以外の蛋白質にお いても、透析により 変性知lを除く こ

とによる巻戻しを行ったときにはこのように長い時間が必要な場合がときどき怠

こるようである。

また、第 2、 第 3エヰソンを詩人した改変体 α ー LA (EX2， 3) は、 やは

りこの条件下で溶菌活性を発祝したが、 蛋白 ?fi表皮が比較的 1まい，主 l!rでないと変

性、沈澱してしまい、 この蛋白 fTはかなり不安定なものであった。 また、 α ー L

A ( 2 )および α ー LA ( 1 0 )は検討した各極巻戻し条件下で有為な溶箇活性

を発現することはなかった。
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4 - 4 - 2 各位変異作 m白 ffにおける溶箇活性の測定

α ー LA (EX2) において洛箇活性の発現が観察 されたので、 まったく同じ

条件下で同時に各改変休について巻反しを行い、それぞれの溶菌活性を測定した。

この場合において、 リン際紛抽ill~ に対して透析を開始してから 3 0時間後待菌活

性を測定した。 α LA  (EX2) および α ー LA (EX2. 3) における比活

性は約 2%とかなり低いものであった(図 4ー 16 )。実際の測定においては、

ィ吾首活性の iM定におけるパックグラウ ンドはこれらの測定値 (540nmにおけ

るIJ!).光 T~ の減少)の 1/4-1/5 なので、 この値は有為なものといえる。比活

性がかなり低いものとなってしまったのは、巻戻しを行った後に活性型玄白買の

みを i私自住するにいたっていないためであり、 2 %という比活性はこれらのこtEE体

のもつ活性を評価した場合のむ小他と考えられる。巻戻し混合物中の蛋白 ffの不

均一性について検討するために、 この巻戻し混合物を C"カラムをもちいた迂相

系高速液体クロ 7 トクラブイーで分析してみると、改変体蛋白貨はブロードなピ

ークとなって浴出され、いろいらな分子径が存在することが予想された。 また、

港戻し混合物を 50 m M のジチオ又レイトー Jレで還元してから分析するとこのピ

ークはもっとシヘープなものとなり、巻戻し混合物にはジスル 7 ィド結合の治刀、

り方がいろいろなものがあるとが示唆された(図 4- 1 7 )。 したがって、 者戻

し混合物中のごく一部の分子低のみが活性を発現しているものと考えた。 したが

って、巻戻し混合物の中から活性型蛋白質のみをさらに精製できれば、改~ 1:字蛋

白ftの;p;の比活性が 3ためられるであろう。

/ また、先にも述べたようにこれらの多くの位換を導入したハイブリツド改変 1主

に対し α ー LA ( 1 0 )では、 ')ゾチーム における活性触媒残基を導入してある

にもかかわらず、出国活性を検出することはできなかった。

また、 nativeなニワトリリゾチームを一度変性、還元したものをまった

く同じ条件下で巻反したものは約 3G %の活性を回復したにとどまった。ニワ p

リリゾチームの巻戻しにおいては、~位、還元 i去の巻戻し条件はかなりくわしく

わかっている。 これらの条件下では 80-90%のリゾチームが巻戻すことがで

き12)、今回用いた条件(:t軒先型ニワトリリゾチームにとっては満足すべき壱戻し

条i牛ではなかった。 しかし、 d ー LA (EX2) や α ー LA(EX2.3) とい

7t 



{守))1.i主よく iiJ凶活性を~~ ~足したのはこの条件だ !t なので、った改変 H~ におい C 11、

改 ~iギにおけるむiEiのを F! しえ 1'1 は野生型ニワトリリソチームにとってのた if 長

改変{本ごとに忌 i主なこの巷また こうしたことは、件とは呉なっていると考えた。

ニワトリリ Jチしたカfって、反し条件が'i4なることを示していると考 えられる。

ームをまったく同じ去 1'1下でを反した場合の巻戻し混合物が約 3G %の活性 b つ

」5%と考えることもで きるが、ことからこれらの改変 iじの比活性を見祈って、

れが正当な詳細となるかどうかは、 疑問点が多い。
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α ーラクトアルブミン活性測定4 - 4 - 3 

α ラクト 71レプミン活性を則定しj吾筒活性を測定したおなじ似品について、

2残基の置設を野生 lliの αーラクトア jレプミンには約 12 %の、その中古来、

α ーラクトアルブミン活性が見られた。( 2 )では約 5%の、

た。

導入した α L ̂  
その他の改変 1ドと天然のニワトリリゾチームにおいては有為な活性は見しかし、

皇子生 ~α ラクト 71レブミンおよび α ー LA ( 2 )については、られなかった。

発現系のま罪で行った ED T ̂ 存在下でのフェニ Jレセフアロースクロマトグラフイ

α ー LA ( 2 ) ーにより活性型の蛋白貨のみを lji~~する ことができると思われる。

現在までにそ札の正確な比活性がとのぐらにになるかは興味ある問題であるが、

この条件下巻戻した野生型 α ーラクト 71レプミを検討することはできていない。

改変 1平しかし、それを見積ると 42%となる。ンの巻戻し混合物の比活性から、

この値の評価はかなり銭しいものであるにおける溶菌活性の見続と同じように、

(図 4- 1 8 )。

すなわちラクトース合成促這活その活性、α ーラクト 71レブミノにおいても、

」性に:必要な一次総造上の rm位の解析が化学修飾により検 H された報告がある。

れによると α ラクト 71レプミ J において H i s 3 4が化学修飾されると α ーラ

この ~f1クト 7 1レプミン活性が失われることが知られており I，) (図 4- 1 9 )、
現在まで に 知られているすべての α ラまた、

クトアルブミンにおいてこの部(立が保存されていることからもこの H i sの重要

が活性に重要と考えられている。

、、

この H i s 3 4に置決が導入され改変体の l次椛造をみると、

.

、

'
I
:
f
;
，‘， 

他の改変体は H is34Pheという

性が示唆される。

ていないのは α ー LA ( 2 )のみであり 、

α ー L^ ( 2 )以外の改変体において α ーラ'7 r T i/ 位換が起こっているので、

ブミン活性が失われてしまった原因がこの部位の置換にあると考えることができ

、
k 

ょう。

α ー L A ( 2 )においては缶伎の α ーラクトアルブミンが完全に保存している

それでもわずかではあるがTyrl07が^1 aに改変されてしまっているが、

この TyrlOiは α ラαーラクト 7 1レプミン r舌 1立を f:i~ t寺していることから、

句』

」

lli~十
ハード

rへ.>i'a除、、

の T y 1が α ーラクトアル 7 ミンにおいて保存されている残基である刀、は、

クト 71レプミン活性においては本質的な残基ではない こ とがわかった。

ワ7



ある問題てある。
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4-4-4  77ィニティークロマトグラフィーによる活性型改変体蛋白質精製

の試み

活性測定の墳で述べたように、改変体における活性型蛋白貨の精製は改変体蛋

白貨のもつ正確な比活性を 1主討 1 るためにぜひとも解決しなければなりない問題

である。 α ー LA ( 2 )については αーラクトアルブミン活性を保持しているた

め、野生型 αーラクト 71レブミンの場合と同検に、 E D T A存在下でのフェニル

セ 7 アロー λ クロ 7 トグラフィーによりこの問題が解決できる可能性がある。 ま

た、 α ー LA (EX2)、 α ー LA (EX2， 3) においては、 リゾチーム活性

をわずかながら持つことを氏、JIjし、 リゾチームの基気F を利用した 7 7 イニティー

クロ 7 トグラフィーを作製すれば、 この問題を解決できるだろうと考えた。

このような目自守におけるの 7 7イニティークロマトグラフィーとして、 ニワト

リリゾチームの基 ftであるキチンをセライトに吸着させた担体を作製したい¥ ま

ず、キチン粉末を 42 % N a 0 IIに懸濁し、 3 0 .C、 3時間放置した。 この際渇

i世を鴻過してからっ、 it i:!1を 3. 5 I音量の粉砕氷片と手Lf.j中で混合し、手L出で拝し!す

けるようによく純り合わせた。 i思濁状態のキチンが透明になってきたところで、

14%NaOHで希釈し、 jg.レしてこのアルカリ処理したキチンを it誌として白

収した。 こうして綱初した 71レカリ処理キチンと、 1 0 0メッシュのふるいを透

して粒子径をそろえた七ライトを 1 2の重量比で混合し、 よく繰り合わせた e

これをデカンテーッシヨンを繰り返して、蒸留水でよく洗浄して、 4 .Cで保存し

た。 このキチンーセライトの J旦体を高速液体クロマトグラフィー用の刀ラムにつ

めてから、 1M酢wで十分に洗浄し、 o . 1 M ~~ [~ナトリウム( p H 5 . 5 )、 O 
。5MNaClで平衡化した。 なお、 この 77ィニティークロ 7 トグラフィーは基

~を担体としているため、加l 水分解反応I が起きてキチン分解されてしまうとカラ

ムの性能が変化してしまう。 これを紡ぐため、加水分解反応がカラム内で起こら

ないように以下の尖駁はカラムの温度を o-4 .Cまで冷却して行った。

こうして作製したキチンの吸器した担体をもちいて、改変 1本蛋白穴の分析を行

った。分析条件は o. 1 M ~~ iWナトリウム(p H 5 . 5 )、 o . 5 i¥1 N a C 1で手間

化した後、 1M詐取か Oから 10 0 %になるような連続的な渋皮勾尽を 6 0分間

でつくり、 i混迷は o 5 m 1 / m i n とした。 この条件下でヤギ α ーラクトアルプ

~ I 
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ミン士分析するとヤギ α ーラ 7 ト7 )レプミンは 5分ほどの位置に溶出され、非吸

着函分に回収された。これに対し、ニワトリリソチームは 40分ほどにプロ ド

なピークとなって溶出され、吸A'J画分に回収された(図 4- 2 0 )。 また、 この

吸 tf函分からは浴凶活性が陥訟できた。 このようにして、作製した担体がリゾチ

ームに対する 77イニティークロマトグラフイーとして{吏用できることが確認で

きた。 さらに、 α ー LA (EX2) を巻戻した絞、 同級の分析を行うと、多くの

lIX白 ffが非吸着函分に回収さらたが、 ごく一部の蛋自覚は吸着函分に回収するこ

とができた(図 4- 2 1 )。 この吸着画分を SD S 電気出動により分析すると、

確かにこの吸着函分に α LA  (EX2) が存在することが陪認できたので、 こ

の吸器函分こそが正 ffiに巻反った洛菌活性をもっ活性型 α ー LA (EX2) であ

ると判断した(図 4- 2 2 )。 しかしながら、 この図分からはィ吾首活性 1;1:回収さ

れず、 5 0 m M リン酸絞首i;I~ p l-l G . 2に対してこれを透析すると蛋白貨は it表

してしまった。 これは、 α ー LA (EX2) がニワトリリゾチームほど安定でな

いため、 この担体に吸析したものを浴出させるためにLi~ 性条件下にすると l1 - L 

^ (E X 2 )が変性してしまうためと考えられた。 また、 この分担fにおいてな 苛

回分に回収された蛋白 11Il(は、 分析を行った蛋白貨の約 2%になるので、分 .ii'を

行う前の巻戻し混合物の i~:: 凶活性がニワトリリゾチームの約 2% であったこ ι と

あわせて考えると、正時に巻反ることができた活性型 α ー LA (EX2) の淫百

活性はかなり高いものと考 λ られる。 しかしながら、 この分析では洛出条件が&

切ではなく溶出において改変体が変性してしまうため、 α ー LA (EX2) の正

確な比活性は求めることができなかった。
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(図 4- 2 0 )ヤギ α ーラクトアルブミンとニワトリリゾチームの

77イニティークロ 7 トグラフィー に おける挙動 -: 
上がヤギ αーラクトアルブミン

下がニワトリリゾチ ーム
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(図 4- 2 1 )α ー LA (EX2) のアフイニティークロ 7 トグラフイー

における挙勤

続出 lよ280 n m の吸光度により行った。
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IY，.t着画分の SD Sー電気泳動による分析

右から吸着函分と野生 !j;!α ラクトア Jレプミン
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第 5筆 酵母におけるヤギ α ーラクト 7)レプミンの発現とお現産物の

1生75vの検討、 3

大腸凶によるヤギ σ ラクト 1'1レブミンの発現系の確立により、 αーラクトア

Jレプミンにおいて蛋白質工学的研究が可能になった。 しかしながら好生裂におい

たように、分子去のわりにジスルフイド結合が多い蛋白?をであるので、 この返{%

てさえ、融合蛋白 ffとして発現した αーラクトアルブミンを活性をもったものに

巻戻すことがかなり国量生であった。 αーラクトアルブミンはこれまでも述べてき

はかなり微妙な操作となる。 また、 一般的にも巻戻しの操作においては蛋白賃設

度、温度、変性剤の位頴やiJ;''l:JJf 、還元斉IJ の径~Jjや汲II!!.などの多くの条件が関与す

ると考えられ、 また改変14>を作製した際にこれらの条件が改変体ごとにおいてそ

れぞれ異なる可 14性があると考えりれる。 さらに、活性型となった蛋白貨のみを

精製する方法も量生しい!百l短である。エクソン単位でヤギ α ーラクトアルブミンと

ニワトリリゾチームを;illj共えた i列においても活性がみられたものの、 それが盗め

て低いものしか iりとられ〈よかったのは、 活性ruのみを綿製するための l' 7 イニテイ
ークロ 7 トグラフィーが/Jil発できなかったことにもよると考 λ ている。

ニワトリ') '/チームにおいては大腸菌箇体内で不溶性穎粒としてきき現した b の

を 70 %程度まで巻戻すことができる条件が開発されているがー¥蛋自主工 Z の

実験は、そのほとんど 1べてが酔母によって活性型として発現した蛋白貨におい

てなさ h ている。

以上のことか勺、 αーラクトアルブミンを活性型として発現させることのでき

る発 1見系を椛~することが今後の実験に住めて重要なことと考えた。 このような

発現系としては α ラクトアルブミンとよく似たニワトリリゾチームにおいて反

功している酵母を宿玉とした系が通当と考え、実験を行った.
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5 - 1 醇母におけるヤギ。ーラクトアルブミン発現ベクターのは主主
官 、

、
1・

まず ljitJJにニワトリリゾチームとまったく同じ発現J子、を検討した。 すなわち、

宿主 ii* 母箇としてはロインン 35 求性である E旦旦♀h旦工旦_II)l_主主主~旦工æ旦~ A H 2 2 

( a..!_旦込~.b~4. can¥) を月1い、 ~t 現ベク ターとしては pYG100 を，弔いた。 こ

~~ 



の発現ベクタ は大的自のため iii伝子マーカーとしてアンピシリン耐性遺伝子を、

鮮母のための m伝子 7 ーカーとして Le u 2遺伝子を、 さらに酵母における増靖

の安定化のために酵母のプラ λ ミドである 2μmプラスミド D N A の i!I~開始点

をそれぞれ組み込んであるシヘ'ト jレベクターである。 また、舛3t~ i立伝子の発 iえの

ために、鮮母のI.¥'ift il.l ;7，の E宇奈であるグリセ Jレアルデヒド 3 リン ~i デヒドロゲ

ナーゼのプロモーターとターミネーターを含んでいる))0 

p Y G 1 0 0 においては、 グリセル TJレデヒド 3 リン酸デヒドログナーゼの

プロモーターとターミネータ のあいだに S a 1 1の切断部位があるので、 この

部位にヤギ αーラタトア jレプミン 11tr~~ 体の cD N Aを組み込むこととした(図 5

- 1 )。 しかしながら大的自における発現の場合と同級、 c D N A の非翻訳宗とま

は α ーラクトアルブミンの~[f ~足に悪影響をあたえる可能性があるため、 c D N A 

における 3' f日11非臼訳領域の約 2/3を、大腸菌の発現のお合と同じように R s 

a 1の切断苦111立に i中入した X h 0 1切断部位を利用して取り除くこととした。 ま

た、 5' fillJにおいてはすべての非副訳領域を取り除くために α ラクトアルブミ

ンiiiJ~~ 体の制訳開始コドンてある A T Gの前に E c 0 H 1切断お f立を 22me I 

の合成 DN A 5 ' ー GACATCATGAATTCTACCCCGG-3 'i:)弔

いた部位特異的変具により ~1; 入した。 このようにして羽製した cD N Aを含むベ

クターを E c 0 H 1、 X h 0 1で消化した校、平滑末端としてから、 αーラク?

7 Jレブミン liij~ß fギcD N A 部分を電気出動的に単経した。~1.主によ孟主主したてギ α

ーラ 7 ト7Jレブミン iiij~ß f.;;の cD N A と pYGIOOを S a 1 1で消化してから

平滑末端とした両者を T 4 D N Aリガーゼで退去吉したもので大腸菌 JM 1 0 9を

形質転 j英し、得られたコロニーの中から正しい方向に α ーラクトアルブミン cD 

N Aが組み込まれたプラ兄ミドを選択し、 pSKAIOOとした。
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(図 5- 1 ) [j~ fまにおける苛ギ α ー ラ 7 ト 7 ルブミンの発現ベクターの ~ ~
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5 -2 ヤギ α ラクト 71レフミンの酵母による発現と精製

こうして得られた発現ベクタ -pSl<A l00により形質転役した

Saccharomyces cerevisiae ^ H 2 2を 2m 1の最小培地である YMM培地(2 0 
μg/mlの H i sを含む)で 30 'Cで 2晩培養すると 、 いくつかのコロニ ー か

ら培養した培養液上清からは、 ウサギの抗ウン α ラクトアルブミン抗体による

イムノブロッテインクによりヤギ α ー ラクト T)レ7 ミンが分泌生産されてい る こ

とが確認できた。 しかしながら、多くのコロニーは αーラクトアルブミンを分泌

しておらず、分位、するコロニーは全体の 10%ほどでしかなかった。同じベ 7タ

ーで形質転換しているにもかかわらず多くのコロニーが α ーラクトアルブミンを

分泌していない理由は不明だが、酵母における α ーラクト 71レプミンの発現は、

なんらかの理由で不安定であるのかもしれない。 またイムノプロッテイングによ

る解析では、 ベリプラ λ ム図分および細胞究中 に は い ずれのコロニーに bα ラ

クトアルブミンは検出きれなかった。 したがって、 発浸した α ーラクトアルプミ

ンのほとんどすべてが分{ι されていると考えりれた。
α ーラクトア Jレブミンを分 ;f.していることがわかった培養液はさり に 50 01 1 

の YMM培地でさらに 2娩培美し、最後に 2 1の Y P D培地で 5日間活安した。

この培養液を 500 0 r jl 111で 5分間違，レした f犬、 そのよ清をミリポアーフィル

ターで減過して、 これに 1M T r i s - H C 1 p H 8 0を忌終決 I!i.5 0 m 1-.1 

になるように加えてから 50mM Tr is-HC l pH7.5で平山 1ヒした

D E A Eーセ 7 T ロ-7，カラムにチャージし た。 その f主、 50mM  T ri s 

HC l pl-l7.5、 1 m lVl E D T Aでカラムを i"itii>し、 50mM  Tr is-

HC l pH7.5、 101M EDTA、 o 5 M N a C 1で浴出した。 こ の芯

出回分のうち 28 0 n mの吸光 l互から蛋白貨を含むと思われる図分を集めた。 こ

の函分は培地中のほとんどの蛋白賞、 および培地中の色棄を含んでいるものの S

D S 電気泳動による分析て αーラクトアルブミンが存在する こ とが確認できた。

こ の溶出回分を 50 111 ~1 T r i s - H C 1 p H 7 5、 lmM  EDTAで

平衡化した 7 エニル七 7 T ロースカラムにチヘーージした。 その f士、平民ifヒに使用

した緩 ilji庄でカラムを洗冷してから 50mM Tr is-HCl  pH7  5、

1 m M C a C 1ニて活出し、 それにつづいて奈留水で洛出した。 すべての@j分につ

色合
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いて S D S -'i江沢泳動による分析を行ったところ、 C a C 1 で活出した函分には

αーラ 7 ト 7)レプミノのみが存在していた@ このようにして、程決え体 α ーラク

トア Jレプミンを電気泳動的に単ーなものにまで精製する こ とができた。 なお、 n 

終的な綿製概品の収:!l.Cは約 50μg  / 1 であり、 9_~ 念ながら発現量はかなり低い

ものであった(図 5- 2 )。

Purification of recombinant αーlactalbumin

Transfonnation of AH22 by pSKA 1∞ 

S……… 
4川 t附…anムn巾tsa試t3叩O…da叩y戸5 

1 
5000rpm，10min 

t 
sup: DEAE-Sepharose chromatography 

t 
Phenyl-Sepharose chromatography 
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Recombinant a-Iactalbumin 
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(図 5- 2 )フェニ Jレセ 7 アロースクロ 7 トグラフィーによる

総括主え体 α ーラクトアルブミンの精製とその SD S一定気泳豹

( a )の回分から C a C I zを含む緩衝液で溶出し、

( b )の回分から HzOで溶出した。

‘、屯主uホU'lJは I)非吸着随分

2 ) C a C I に よる溶出函分

3) H z 0による洛出函分

4 )ヤギ α ーラクト 71レプミン
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、令、、

E孝母により J室生された組換え体 α ーラクトアルブミンの性質の検討5 - 3 

今回の発現に用いた cD N Aはヤギ α ーラ?トア Jレプミン前駆体のものである

シグナルペプチドはヤギ αーラクト 71レプミンのものをそのまま用いていから、

このヤギのシグナルペプチドが酵母によって正しくプロセスされてそこで、
‘・

i
v
‘刷、
d
y

‘
、

組換え体 αーラクト 71レプミン精製標品のアミノ

る。

いるかどうかを硲認するため、

N末端より Glu-Glnー Le uー Th e -その給来、酸配列分析を行った。

ヤギのものから期待- G 1 u -V a 1 - P h e -G 1 nーという、L y sー() 

プロッセシングは正しく t'Tわれていることがわかされるとうりの配列が得られ、

この部位の6残基自に PT Hーアミノ酸が回収されなかったのは、なお、った。

c y sがジユ Jレ7 イド結合をつくっているためと恩われる。 川、、、
、

酵母由来の分泌このヤギ αーラクトアルブミンのシグナルペプチドは、また、

酵母 に おいてやはり正しくプロ性蛋白質が本来持っているシグナルペプチド干、

セ Z されることが知られているニワトリリゾチームのものなどとくらべてもほと

おそらくこの結果は興味深いものである(図 5- 3 )。んど相向性が見られず、

醇母のシグナプベプチチダーゼはかなり広い認i睦能力を持っているのであろう。

菌体内およびベリプラズム函分からは イ ムノプロ γ テイング に より α ーラ
白叩γ • 

αーラクトア Jレプミンの分泌発現

なお、

クトアルブミンが検出できなかったことから、

すなわち、量の低きがシグナ Jレベプチト'の椛造 に よるものとは いえ な い であろう。
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首体内やベリプラズム函分に α ーヤギ αーラクトアルブミンの発現の場合には、

シグ ナ ルペプチドがヤギのものであるたヲク トアルブミンが残っていないので、

それ以前の前駆体自身の発現金が少ないものと

酵

めに分泌効率:が悪いのではなく、

ニワトリリゾチー ム などの酵母 に おける発現の場合には、なお、考えられる。

母 E自体内やベリプラズム函分に前駆体または成軌型の蛋白質の一部が分泌さ札ず

分泌効率を上げることにより こ うし た 蛋白貨を分泌させることが

こうした観点から γ グナプペプチドを

に残っている。

~6 現誌を i告やすことができる。でき h I!、

‘ h 

‘ 

・い‘、
l、.‘

発現誌を増加させる こ とに成功した例は少

分泌効率を上げる試みは図維な問題と思われる。

Cf/ 

改変させた実験例がいくつかあるが、

なく、



αー1 MRFPS工FTAVLFAASSALA: A 
SUC2 MLLQAFLFLLAGFAAKISA: S 
SUC7 MLLQAFNPLLAGFAAKISA: L 

goatα-Iactalbumin 附 SFVSLLLVG工LFHATQAl E 
ch蜘 nIysozyme MRSLL工LVLCFLPLAALG: K 
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(図 5- 3 )院なて ~2. ~泣きれることがわかっ て いるシグナルベプチドの比宗 ， 
向、



ヤギ α ーラクトアルプミン に ι 一次哩乏 ニ・こ ~ 5香 Eうう..; 5 n - A さらに、

:11.官 S員がト;ーグ， - シト沼会.こよ・):吉会するこ5 P ー T h rーという悦造があり、

ウシの α ー ラク k ア J プミ実際にこ っ吉:7?-には、とのできる俳造を持っている。

そこて諺E;ンの場合では 部の物に lJ.HJ'tが結合して 、る こ とそ・乞う n て 司、る ー。

によって産成された組換え体 αーラク k 守レプミン.i)!? !ミ後'まr.の宥告をキ主計 ν

2 ' ，三官三水分長レI I 0 'c、I %フェノ-)レ存主 τ で、6 N定 I弗点塩殿、た。

ヤ~ :")むの ι1; 1::言. ~豆長 ι 主わ守ミノ 弓 bアミノ酸組成分析を行うと、た後、

日 p ;_ C ;こよる一 次三ベプニにマ〆プさらに、検出きれなかった(図 5- ~ )。

ジス ，_'7 "'. ~ ~言合まず、ヤギのものと組換え体との比転を お こ二:つ 七。により、

の交換を防ぐためンスチンの還元カ Jレ~;:;.. シメユ〆乞をお こな っ七 z 。

含ま，~ る シI 0 n m 0 1 eの α ラクトアルプミンを 8:.: 反罪で玄三させ て、
.白、

スチンの 100借金の 2ーメ lレカプトニ タノ - /を元え三塁 て 2芳吃還元 L七.

やはりシスチンの 10 0倍査 の : ~; モ ノ三ーピ酢~ / 1 ¥:江主主化ナ子りその後;、

:寺I!.~ ;:t: :こ2:;i.て空 Z吉ウム~f} i庇を力日えてシステインをカ Jレポ=シ F 子〆'こ- -0  

たでち.二 10m¥1 メルカプトエタノ-)レの原液を加えて~ ;:.を宅二さ τ、

こむ七三 ~:;::ι"/，一一
0:よ ε亡~、。の緩衝液・こ;: ....て二重子 d たeP H 8 Tris-HCl  

すべてメチ Jレ化から透析までの過程は盗白質のヨウ素による修飾を防ぐために、

こうして得られた還元カ Jレボキシメチル化 α ーラクトアルプミ遮光して行った。
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重量比でp H 8 . 0の緩 111i夜中で、Tris-HCl  10m  M ンを 2M尿索、

6時間消3 7 'c、1 / 1 0 0のリシ Jレエンドベプチダーゼを加えることにより、

これによりリジン残基の C末端側で切断されたジスル 7 イド結合をもた化した。

このペプチド混ない α ーラクトアルブミンの分解物が得られたことになるので、

このベプチド混合物合物を CI Bカラムを用いた逆ヰ日系 HP L Cにより分離した。
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の分離パターンは天扶のヤギ αーラクトアルブミンのものとまったく同ーであり、

糖鎖の付加といった紛訳後の修飾は起こっていないことがわかった(図 5- 6 )。
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アミノi'lli Jl a l 1 V e recombinant  長号待(五

As p 21.6 22.8 22 

Thl 5.6 5.6 6 

Sel 4. 8 5.0 G 

G 1 u 13.3 13. 4 13 

Pro 1.8 . 1.7 2 

Gly 5. 3 5.6 5 

A 1 a 5.1 5.2 5 

CyS 0.4 O. 1 s 

Va 1 5. 7 5.7 6 

I，¥e t 日 l n. d 。
11 e 7. 3 7.3 s 

Leu 13 13 13 

TYI 3. 9 3，8 4 

Phe 3.9 4.3 

lIis '1. 0 5. 4 3 

Lys 12. 4 12.6 13 

Trp n. d n.d 

Arg 1.0 1.1 l 
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(図 5- 4 )併なて発 1凡させ字組 i主え件 α ラクト 71レプミンの【ア三/忌分行

L e uを 13 i固とした時の相対値で表した。
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JII ff;:に組燃え 1:、α ラクト 7 )レ プミンの比活性を i;¥'J;乏した。活性 の ii.J定 1;ラ ジ

オアイソトープを HJいた方法 P行った。 これにより械製された包 i主ぇ 1手 α ーラク

トアルブミンは天然の灼とほとんど同じ活性をもつ こ とがわかった(囚 5- 6 )。

こうして発現金は低いなから、林道的 に も俊能的 にも 天然の物とまったく同じヤ

ギ αーラナトアルブミンを詐母を用いて発現させ、 さらに4i~~ Hl裂する こ とがて

きるようになった。

回ト イノ
c 600 recombinant Jactalbumin 

-e 、500 ¥ (j) 
(fJ 

2tJ 40o 

¥ ， ， 
native lactalbumin :j 

o 200 @ 

E 屯

Q_ ‘、
100 @ 

、

.， 。。 200 400 600 800 

ng of α-Iactalbumin 

(図 5-6 )詳母で~~ J)f_させたk:ll.l主え体 α ー ラクトア Jレプ ミンの活 i主主1fz
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第 6草 酵母における大:llige Js..系構築の試み

酵母において活性型の α ーラクトアルプミンを分泌先現させることができたが

その発現去はまったく閉じ系を用いたニワトリ')ゾチームの場合の 1/ 1 0にす

ぎなかった。 この程度 の発現 誌では十分な蛋白質工学的笑験および考察をするこ

とができないと考え、 ~e 現 f正を増加させることを試みた。発現量の増加はある径

皮培妥条件の検討により可能であるとされているが、精密に培養条件を検討して

いくことは培養設備の関係からかなり困難なことと考え、 ベクター系を検討する

こととした。 また、 宿主群母(A H 2 2 )一発現ベクター (pYG100) にお

いてはニワトリリゾチームにおいて、 その 5' 1則非紛訳領域の改変、 またはシグ

ナ jレペプチドの改変といった発現量増加の試みがなされて い るが、 きわだった増

加は観察されていない。そこでプラスミド型のベ 7 ターである pY G 100をゲ

ノム何人型ベクターに改造することにより、発現17rの増加をねらった。ゲノム D

N A上における伺入部位は、 コピー数が倍段 に多く、発現も効率的に行われてい

るリボソーム RNA (rRNA)構造遺伝子中とした。すでに 5S -r R N A部

1立に外来:i.ii伝子を I'f'入し、 それを発現させたという報告があったのでこれを参考

とした 11。

6 -1 百字母における 5S-rRNA構造遺伝子のクローニング

ベクターをゲノム内に j中入する場合には、 ベクター上 に 挿入させる部分と花問

的な配列を用意して、箇{本内で相同的組換えを起こさせることによる方法が一公

的である(図 6-1 )。そこでベクタ ーょに 5S-rHNA僻造遺伝子そのも の

を配置することとし、最初にそれに必要な 5S-rRNAは造遺伝子のクローニ

ングを 1Tった(図 6-2 )。
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(図 6ー 1)酔母国体内における相同組換えによる外来遺伝子の

ゲノム中への何人(文献 2より)
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(図 6- 2 )酔母における r R N A併造遺伝子のは造

う忘
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まず、酔母のゲノム DN j¥を精製したJ)0 Y l' D 培地で群母笛 A H Z 2を港受

し、 これを 3000 r p III、 5分間遠心して箇体を沈澱として回収した。菌体士

50mMEDTA pl-l7 5で!tr:濁して、再度 30 0 0 r p lll. 5分間 B'レずる

ことにより凶体を洗浄してから、 50mMEDTA  pH9.0に再度忠渇して、

1 / 4 5去の 2ーメルカプトエタノールを加えて 15分間室温で放置した。 その

後、 3 0 0 0 r p m. 5分間1;立心した it澱を 1M ソ Jレピトール、 o lMEDTA 

p H 7 . 5に懸濁し、 o lmg/mlになるように Zy m 0 1 y a s e 6 000  

を加え、 3 7 "Cで 9 0分間放置した。 こ れにより酔母はスフエロプラストになる

ので、 4 0 0 0 r p m. 5分間1;立心してこれを沈澱として回収し、再び 1I'vlソル

ピト-)レ、 O.lMEDTA pH7.5に }tffi，渇後、遠心して λ フエロプラストを

洗浄した。次にこの λ フエロプラストを o lMEDTA、 o 15MNaClに

~lf.濁して o 1 III g / m 1になるようにプロテイナーゼ K を加え、 きりに最終浅度

で 1%になるょっにラウリル硫酸ナトリウムを加えた。 これを 3 7 "Cで 3時間 J笠

置してからさらに G0 "Cで 3 0分間放置した。 こうした傑作で細胞は政議され、

D N ̂ が放出されるのて ai皇まで冷やしてから水飽和フェノー Jレを加えてゆるや

かに混合することにより蛋白穴を変性させ、 3000rpm.20分間遠心する

ことにより水相中に校¥111を回収した。 ゲノム DN Aは巨大な分子は造を法つため、

物理的 i磁波に弱い。 ゲノム D N Aを切断しないように注意しながらこの水相を分

取してここに冷エタノ-)レを加えてゆくとゲノム DN Aが沈殺して〈る ので、 こ

れを '}fラス 1辛でまきとることにより回収した。 これをガラス l，l;ごと 10mM

Tris-HCl pH7 5、 lmMEDATにつけておくと、 ゲノム DN Aカf

溶けたのでこれを 1占 ~i ゲノム溶 t在とした。

r R N A構造 i立伝子は、 ゲノム DN Aを B g 1 nで消化することにより、

約 4 4 k b pと約 4 5 k b j)の 2つの断片に分離されるので打、 iii裂したゲノ

ム D N ̂ を B g 1 Uて消化し、 この分子量に相当する部分を電気泳動的に清裂し

た。 この DN A断片を、 B a m H 1で消化した p U C 1 8と T4 D N Aリガーゼ

を用いて i車結し、 r R N A はjQ)立伝子を含むであろう DN Aライブラリーを作製

した。

こうして作製した DN Aライブラリ で大腸菌 JM 1 0 9を形究室三奈し、生じ

たコロニーに対してコロニーハイブリダイゼージョンを行うことにより、 E事f手
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rRNA{ai孟遺伝子を合んたJlU C 1 8をもっ自体を選択した。 コロニーハイプ

リグイセーシヨンにおけるプロープとしては院母 5S-rRNAのは追のーぷと

同じ塩，JJ;配!i1Jをもっ合成。 NA5' -AGAAAGCACCGTTTCCCGT  

c -3 'を合成し':.) これをに Pで原除することにより使用した。 この笛 1本から

プラスミドを調製すると、確かに約 4.5kbpの断片が帰入されており、 さらに

D N Aの塩基配列を filli[;!，すると醇母 5S-rRNAと同じ配列をもつことがわか

った。 こうして~，~，られた、酵母 5 S-rRNA は造遺伝子をもっプ ラスミド を

pSRN10lとした。 g."母ゲノム中には rR N A俳造遺伝子が約 600コピー

存在するので ':1 目的の 3宣伝子は比較的簡単 にクローニングできた。

また、 こ のクローニングされた DN A断片をもちいてゲノム挿入l;:iベクタ を

構築するうえで、 p U C 1 8上の 71レチクロ ーニングサイトの Sm a 1切断部位

がじャまになること、 また E C 0 R 1切断部位近傍に X h 0 1切 断部 f立が存在す

ると便利なことから、以下のような操作を行った。 pSRN10l を K p n 1で

切断し、その後 T 4 D N A ポリメラーゼを用いて平滑末端とした。 さらにこれに

X 11 0 1リンカ ーを述位、何人した。 p U C 1 8の"71レチクローニングナイトに

おいて K p n 1 1;1) Ilfr古[;j立と S 111 a 1切断部位は一部丞1!iしているため、 こ 'Lに よ

り K p n 1および Sm a 1 切断部位は消失する。 また、 X 11 0 1リン カーの i章入

により新たに X11 0 1切断 部位が導入できた。

pSRN101Xとした。

こうして作製されたベクターを

6 -2 ゲノム j申入型発現ベクターの俳築

p Y G 1 0 0には、 このベクターがプラスミドとして安定に存在できるように

酔母由来の 2μ プラスミドにおける校製開始点が!中入されている。 したがって、

このままではプラスミドとしての状態がかなり安定であり、ゲノム内にベク f ー

が i申入型されないことが予想されたので、 複製開始点周辺を除去し、 同 5去に桔[言;

組換えに必要な 5S-rRNAは造遺伝子を導入することとした。

まず、 pYG100において醇母における 2μ プラスミド白奈の渓主開花点こ

傍に存在すると考えられる X b a 1切断部位をこの醇素で切断したー。その{主、

Ba131;<クレアーゼで消化することによりこの X b a 1切紙志位三、ら向 :;;'j杓
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4 0 0 - 5 0 0 b p ~除去した。 さらにこれを平滑末治としてから、 :¥ h 0 1 リ

ンカーを何人 LX h 0 1 1;J:;.[昔日 1立を導入した。 これにより、発茨ベクター ζ して

のプロモーターとターミヰ、ーターを保持してはいるが、 E手母菌体内では三否定に?豆

裂できないと考えられるべ 7 ク-p Y G 1 2 0をf'l=~'iした。

この Xh 0 1 V:J llJi昔日 1立に 5S-rRNA俗造遺伝子を j申入するため、 p S R 

1 0 1 Xを S a I 1、 X h 0 1で消化して生じる約 4 5 k b pの断片を電気泳動

的に柿裂し、 X h 0 rで i同化した pYGl20と連絡し、 これを pY G 2 2 0と

した。 この時、 5S-rRNAは造近伝子の何人された向きは、 p Y G 1 0 0由

来で、外来法伝子の 5岩波の ~;i. にヰIJ)有されるグリセ Jレ 71レデヒド 3 ーリン[~デヒド

ロゲナーゼのプロモータ ー と同じ向きであった。

さらに、 このグリセ jレ71レデヒド 3ーリン酸デヒドロゲナ ー ゼプロモーターと

ターミネーターの nnに存在する Sa I 1切断部位にヤギ αーラクトアルブミン前

駆体 cD N A を何人した。 αーラクトアルブミン cD N A側は M 1 3 7 ァージ上

で開始コドン AT Gの直前に E c 0 R 1切断部位を、 また 3 非長¥HR領域中に

X h 0 1切断昔日{立をもっヤギ α ーラクトア Jレブミン cD N Aを合むベデターを

X h 0 1で消化してから平滑末端とし、 さら に E C 0 R 1で出化した bのを

p U C 1 8の E C 0 R 1、 S m a r昔日{立に押入したものかり調製した。 このベク

ターにさらに E C 0 R 1古1;位に X h 0 rリンカーを挿入して X h 0 1、 S a 1 1 

で消化することにより C D N Aを単躍できるようにしたベクターを pUCL.-¥O

o X とした。 この p U C L A 0 0 X を X h 0 1、 S a I 1で消化 して早話したヤ

ギ αーラクト 71レプミン iitr認 1ドの cD N A と pYG220を S a 1 1でィ再イヒした

両者を T4 D N Aリガーゼで述給したもので大腸 IDJMI09で形究室三奈 L、 I品

られたコロニーかり正しい方向に αーラクトアルブミン C D N Aが忽み込まれた

ものを選択し、 pSI<13100とした(図 G- 3 )。

また、同じようにしてインベルターゼのシグナ Jレペプチドをもっニワト')リゾ

チームの C D N A を何人し、 ニワトリリゾチームを発現できるようにした発現ベ L 

ククー pSKB200 を作 ~i した。
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6 - 3 ゲノム i中入型ベクターによるヤギ α ーラクトアルブミンとニワトリリゾ

チームの発現

作製した発現ベクタ -pSKBIOOおよび pSKB200による形質転換を

行う際には、 ゲノム挿入型とするために大量;に調製したこれらの oN Aを、

S m a 1で I同化してから使用した。 これによりこれらのベクターは 5S-rRN

A俳造遺伝子部分を荷末端に持つ直鎖の oN A断片とすることができる。 この

S m a 1で切断した pS K B 1 0 0または pSKB200により酵母菌 AH 2 2 

を酢酸リチウム法で形質伝換し 71 得られた形質転換酵母から α ーラクトアルブ

ミンまたはリゾチームを分泌発現しているものを選択した。 pSKBIOOによ

り形質転換された酵母のコロニーのうち 7つを YMM培地で培養した培養上清を

イムノプロッテイングにより分析すると 2つのものからは αーラクトアルブミン

の発現がわずかながら倍認できた。 しかし、発現量はプラスミド型の発現ベクタ

ーである pSKAIOOによって発現させた場合とほとんど同じであった。 また、

p S K B 2 0 0により形質転換された酵母のコロニ のうち 3つを YMM培地で

培養した培養上消について溶笛活性を測定したところ、 lつのものからは洛菌活

性が検出された(図 6- 4 )。ただし、 この場合 に おいても発現景はプラスミド

型の発現ベクターを用いた場合とまったく同じであった。
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こうして pYG220に外来.ill伝子を i中入することにより、その外来遺伝子を

~fj ~見させることかできることがわかった。 しかしながら、 αーラクトアルブミン

においても')ゾチームにおいても、分 ~E.、発現における発現量の大きな増加は見ら

れなかった。 また、 形'j{i伝役目手母全体 における、 分泌発現している形究室主役:民母

の頻度もプラスミドベクタ-~~1 のものとほとんど同じであった。 したがって、 プ

ラスミド型からゲノム 1(~ 入型のベクターに改変しても発現金の上昇は該奈さ h な

かった。ただし、現在までの宍駁においては、ベクターがゲノム DN A内に計図

どうり挿入されていること、 およびその何人されたコピー欽については倹討して

いないので、 p S I< B j 0 0および p S K B 2 0 0は菌体内でプラスミドのまま

存在している可能性も否定できない。すなわち、 p Y G 100をゲノム i幸入豆ベ

クターとするために滋母における 2μ プラスミド由来の複製開始点迂傍を B a j 

3 1 y，クレアーゼで消化することにより除去したが、 これが不十分で 1夏製窃始点

が除去しきれていない可能性 b ある。 この湯合には α ーラクトア Jレプミンおよび

リゾチームにおいて p Y G 1 0 0を発現べ 7 ターとして使用した場合と発立:.G:;ojf 

変わらないことは当然である。今後はパルスフィー Jレドゲ Jレ電気山動ならびに 7

ザンハイブリダイゼーンヨンにより p S K B 100および pS K B 2 0 0がゲノ

ム内に何人されているかどうかを検討する予定である。
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第 7章 総括および考察

7 - 1 キ1:::t舌

本研究で行った実験およびそれによって明らかにすることができた内容は以下

のとうりである。

1 ) ヤギ α ーラクト 7Jレプミンを大 RIJr菌を用いて、 プタアデニレートキナー

ゼの N末端 9 6残基との融合蛋白質として発現させることができる系を悌築した。

この大腸菌での発現においては、 3 '側非紛訳領域の除去が重要であったが、 そ

の理由は不明である。 さらにこの融合蛋白質から α ーラクトア Jレプミン部分を単

離し、 αーラクトア jレブミンを天然のものと同じ比活性の蛋白質として精製する

系を硲立した。 α ーラクト 7Jレプミンの単離精製過程において、変性状態の蛋白

質を活性型に巻戻すことが必要であったが、 この際にはジスル 7 ィド結合をかけ

かえる活性のあることが知られているチオレドキシンを過剰量添加することがき

わめて有効であった。 また、 E D T A存在下でのフェニ jレセ 7 アロースクロ 7 ト

グラフィーにより、巻戻った活性型 α ーラクトア Jレプミンと変性したままの非活

性型 α ラクト 7Jレブミンを分離することができた。

2 ) ヤギ αーラクト 7Jレプミンを酵母を用いて、分泌発現させることのでき

る系を構築し、発現した α ーラクトアルプミンを天扶の蛋白'j!{と同じ比活性を持

つものとして単純精製することができた。 しかしながら、同じ発現ベクターによ

り得られた形質転換体であっても α ーラクトアルブミンを発現しているコロニー

としていないコロニーが存在するという現象が観察された。 またこの際、分泌発

現においてほ乳類であるヤギ由来のシグナ Jレペプチドが、 パクテリアである酵母

においても正砲に認識されることがわかった。 また、糖鎖の付加などの制訳後修

飾も起こっていないことを確認した。

3 ) ヤギ αーラクトア Jレプミンとニワトリリゾチームの蛋白賃上および遺伝

子状の構造における類似性に注目して、 αーラクトア Jレプミンにリゾチーム機能
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をもたせることを 目標 としたいくつかの改変体蛋白貨を作製し、 これ勺 の 性質を

検 討 した。作製 した改変 1本蛋白貨のなかで、ニワトリリゾチ ムにおける第 2エ

キソンに相当する部分の併迭を αーラクトアルブミンに導入した改変体蛋白質 α

一LA (EX2) は、 わずかではあるが洛菌活性を示すようになりこ の 第 2エキ

ソン部分のペプチド構造は洛箇活性を示すのに最低限必要な構造をすべて含んで

いると考えられる。 しかしながら、 これらの俳造が溶菌活性を示すための最小限

の構造であるかどうかは不明である。

4 ) 作製した改変体のうち、活性部位ならびに基質緒鎖との結合に重要と考

えられるほほんど残基を含んだ α ー LA ( 1 0 )は溶菌活性を示すことができな

かったのに対し、エキソン単位でこれらの部分を導入した α ー LA (EX2) は

洛笛活性を示すことができた。 すなわち、 αー LA (EX2) は溶菌活性を発現

するのに最小な機能部位のすべてを含んでおり、構造的にも α ー LA ( 1 0 )よ

りも活性型の椛造になりやすいと考えられる。 したがって、本研究は遺伝子体造

の単位であるエキソンが、蛋白質の構造や機能における小単位ごとをコードして

いるというエキソンシャフリングの仮定を実験的に支持するものである。

7 - 2 考察

α ラクトアルブミンはほ乳類由来の蛋白質であるためか、バクテリアでこれ

を大量に発現させることは国雄で、大腸菌においてこれを単独発現させることは

現在までに成功していない。 この原因についてはいろいろな要因がからんでいる

と考えられる。そのうちのいくつかを列挙してみると 、 コドンの使用頻度、 プロ

モーターの 1動き方、 m R N Aの安定性や檎造、 S D配伊!と開始コドンとの gg経、

発現した α ラクト 71レプミンの安定性やそれが菌体にあたえる影響などである。

ただし、発現の制御系を.mえた pYS IOOを用いた発現実験では誘導物質の添

加により荷主大腸菌の増殖の阻害が観察されたので、 この場合にはヤギ α ーラク

トアルブミンの発現がまったく起こらなかったわけではなく、発現した α ーラク

トアルブミンが菌体に有害で、発現 を お こ した大腸菌のみが選択的に増殖 で きな

い状態になったものと考えられる。 こうした現象の原因としては、特に α ーラク
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トアルプミンはカ ル シウム結合蛋白質であるので発現した際に菌体内のカ Jレシウ

ムイオンをキレートしてしまう可能性があり、 αーラクトアルブミンの je;見が箇

体にとって有害である可能性は十分に考えられるであろう。 カルシ ウ ム イ オンは

セカンドメ γ センジャーとして細胞内の活動においてきわめて重要な働きをもつ

ので、箇体内のカ Jレシウムイオンの波度の変化はその生育に大きな影響をあたえ

るはずである。本研究においては、大腸菌における α ーラクトアルブミンの単独

発現を試みる際に、 シグナ Jレペプチドが付加したままでの発現を試み、ベリプラ

ズム函分または菌体外への分泌、をねらい、 こ うした効果を軽減できるようにした

が、 それでも単独発現系を俳築する こ とはできなかった。大腸菌 に おいては分泌

系がそれほど発達していないので分泌が不十分であり 、 菌体内 に残った α ー ラク

トア Jレプミンが菌体の生育を限害した可能性や、 ヤギ由来のシグナ Jレベプチドが

大腸菌ではまったく機能しなかった可能性などが考 え られる。 した がって、 シグ

ナルペプチドの改変や、培地中へのカ Jレシウムイオンの積極的な添加など に よっ

て大腸菌においても α ー ラクトアルブミンが単独で発現できる可能性があると考

えて い る。 また、融合蛋白質としての発現に 3.非制訳領域の除去が必須であっ

たように、 D N Aならびに RN Aとしての構造も大きな要因であろう。融合蛋白

質の発現において 3.非翻訳領域の除去が必要だった理由は明かではないが、

1日Ijゃ 3.側の非翻訳領域は、 もとの細胞内でなんらかの発現調節機惨をもって

いた可能性も考えられ、異後細胞中ではこうした調 節 が起こらないため正常に発

現できないのかもしれない。 したがって外来遺伝子 を大量に発現させたい場合に

は、翻訳領減のみとすることが発現効率をあげる 一 般的な方法であろう。

酵母における発現においても発現歪をあげるために問題点となっていることが

らもおそらくおなじような，占であろう。 さらに酵母における発現では、 おなじプ

ラスミドによる形質転換体でありながら、 あるコロニーは α ラクトアルブミン

を発現しているが別のコロニーは発現していないという現象を起 こ しており、外

来遺伝子の発現における問題の複雑さを示している。 このようなコロニーの不均

一性はおなじ発現系をもちいたリゾチームの場合にはほとんど見られないことで

あり、 コロニ ー の伏態、すなわちきわめ て 微妙な培養条件が そ の発現に大きく影

響していることを示 しているとおもわれる。 したがって、 αーラクトア ル ブ ミ ン

の酵母における発現 f置は微量であったが、培養条件の検討によりかなり改善され
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るのではないだろうか。 また、 rrt母においてはいろいろな箇干量が早離されている

ので、宿主としてもちいる箇樋を検討することも重要であろう。 リ Jチームにお

いては、その発現:iiJ:の多い形 ?T転換体の lji離が行われたという報告があり興味深

い問題であるけ。

改変体の作製においては、 α-L A (2 )と αー LA ( 1 0 )においては、 リ

ゾチームにおいて現在までに解明されている知見をもとにその変異部位を決定し

た。 しかしながら、 αー LA ( 1 0 )においては、溶菌活性に重要と思われる残

基のほとんどを含んでいながら、 j寄菌活性を示すものにまで巻戻すことはできな

かった。 このことは改変体の作製における戦略を考える上で、いくつかの重要な

問題を含んでいる。 なぜ、 おおくの努力にもかかわらず α L A ( 1 0 )が溶菌

活性を示すものにまでいたらなかったのかを考 え てみよう。 もっとも考えられる

のは、巻戻しの条件が適切でな い とする考え方である。 この考え方は、細かく議

論するならば、溶菌活性に必要な一次 t昇進的な条件は現在までに知られている知

識ですでに十分であるが、 それらの残基がきちんとした立体構造をとることがで

きないとする考え方といえる。 また、 ここで議論すべき立体俳造が全体的なもの

をきすか局所的なものをきすかで、 さらに問題となる視点がちがってくることに

なる。

全体的な立体俳造を形成できないということは蛋白 貨 の安定性という点に問 題

があることになる。 すなわち、 α ー LA ( 1 0 )は活性型の蛋白貨の立体は造が

不安定なため、 または不活性裂の蛋白質の俳造が安定なため、巻戻りにくい、 ま

たは巻戻ることのできない lfr自質になっ て しまった可能性 で ある。蛋白貨の安定

性における分子表面に露出した残基の役割jに 関しては、 リゾチ ムそのものを用

いた部位特異的変異による報告があり口、親水的な残基から l車、*-的な残基への置

換は、蛋白質分子の不安定化を引き起こすことが知られている。 また、分子内音f，

に埋もれている残基の霞役は蛋白質分子を形作るためのパァキング状態の変化や

疎水的相互作用の変化を引き起こすであろう。 α L A ( 1 0 )に導入した変異

の中で、 このよつな残基 1別鎖のもつ性質をもっとも大きく変化させてしまった変

異としては Phe33Lysという改変があげられる。 P h e 3 3は触媒残基で

ある G 1 u 3 5に近く、かなり親水的な部分にあるので、親水的な間H員を持つ

L y sへの改変が蛋白質の安定性を決定的に変化させたとは思えないが、 α ー L
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!
A
g

，T
J
V
 

Q
f
l
 

ハυj
 



A ( 1 0 )に導入した変異が親水性を増加させる方向 に偏っており、政水 的な相

互作用が不十分になって蛋白貨が不安定化してしまい、巻戻りにくい、 または巻

戻ることのできない蛋白質になってしまったと考えることができる。 しかしなが

ら、出発点である α ーラクトアルブミンと目探とするリゾチームの立体は造はき

わめてよく似ており、導入した変異もニワトリリゾチームを見本としたものであ

る。 さらに αー LA ( 1 0 )よりもさらに置換を導入した αー LA (EX2) は

溶菌活性を示すのであるから、全体としての立体俗造は憐築可能なのではないだ

ろうか。 また、巻戻しの条件においても種々の条件を検討した結果、 ニワトリリ

ゾチームにおいても、改変体である αー LA (EX2) であっても、 わずかでは

あるが溶菌活性を示すことができる状態にまで巻戻すことができており、本研究

で行った条件がまったく蛋白質の性質を無視したものであったとは考えにくい。

もし α ー LA ( 1 0) が立体俳造を形成できる蛋白質であるならば、 α ー L A 

( 1 0 )における巻戻し混合物のなかにも、 ごく一部は立体俳造を保っているも

のがあるはずである。そのような分子砲がなぜi吾菌活性を示すことができなかっ

たのであろうか。そこで設論するべき対象となるのが、全体的な立体憐造ではな

く、局所的な椛造についてである。局所的な構造とは、全体的な主&Jiの折り畳ま

れ方のような構造に対して、!日l鎖の向きのような微細な俳造のことをさすとする

と、活性発現においてはこの局所的な構造の変化こそが重要であると考えられる。

したがって、 α-LA(lO) においては局所的な俳造が盤わない要因が格造的

に存在した可能性はありうるであろう。 α L A ( 1 0 )においては改変残基と 、、

して、 ニワトリリゾチームにおける機能面からのみ重姿と考えられる残基をピッ

クアァプし置換をおこなっただけなので、活性触媒残基を導入したとはいえそれ

らが正しい方向をむいていてくれると いう 保証はまったくないからである。 また、

蛋白質は溶液中では石のように堅いものではなく、 ゆらぎをもった排造をしてい

るとされている。 とくにリゾチームにおいては基質結合部位のクレフトが穴きく
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ゆらぐことが知りれており、 α L A ( 1 0 )がこのような柔軟性までを持ち合

わせることができたかどうかはきわめて疑問である。 さらに、 α ーラクトアルブ

ミンにおいてはそ Jレテングロピュ-}レという非活性型の構造が存在することが知

られている 7¥ このモ Jレテングロビ ュール憐造は 2次構造などには変化がなく、

活性型蛋白質と熱力学的に区別がつかないにもかかわらず活性をもつことのでき

([0 



ない分子径であり、 α L A ( 1 0 )はこのような構造に落ち込んでしまったと

考えることもできる。 このように局所的な憐造までを議論することは、やはり巻

戻しをおこなった蛋白質においては不可能であり 、発現系を含めた笑験系を笠 i帯

することが重要であったといえるであろう。 しかしながら、蛋自覚工学的実験を

行う上で理想的な発現系はー殺的には現在のところ存在しない。ニワトリリゾチ

ームにおいても酵母による発現においても改変体によってはきちんとした僻造を

とっていない改変体が得られたり J) まったく発現がおこらない場合があったり

するので、 このような改変体蛋白質の構造的な挽論は蛋白質工学における一般的

な問題と言える。

これらとまったく ~IJ の考え方は 、 αー L A ( 1 0 )はきちんとした立体得迭を

とることができたとしても溶菌活性をもつことができないとする考え方である.

すなわち、 きわめてよく研究されているニワトリリゾチームにおいてさえ、 その

構造および機能的な酵素活性発現の機構のすべては理解されてはいないのであっ

て、改変体の設計として α L A ( 1 0 )は不十分であるとする考え方である。

このような考え方にそくして再度 α ー LA ( 1 0 )の 1次俳造を考えると、 ニワ

トリリゾチームにおける T h r 4 7の部位における残基の欠損は挺視できないも

のがある。 T h r 4 7は活性触媒残基である A s p 5 2につながるターン偽造の

手前にあり、 この音sf立に残基の欠損が生じることにより A s p 5 2が正しい配置

をとれない可能性が考えられる。 αーラクト 71レプミンとリゾチームの立体俳造

の比較では、 この音1¥位に残基の欠績があってもその前後の主鎖の燐造はそれほど

変化がないとされているがε¥ おそらく A s p 5 2の配置は溶菌活性において絶

対的なものであるであろうから、本研究においてはこの欠損を軽視するべきでは

なかったと考えている。 また、我々の知り得 ていない溶箇活性にきわめて重要な

残基の存在については、そうした考え方も無視できないが本研究における結果か

ら111諭することは困維であろう。

α ー LA ( 1 0 )に溶箇活性をもたせることのできなかった理由はこのように

いくつもの可能性が考えられるが、 どのような考察が打倒であるかは不明であり、

それを実験的に検討することもきわめて困難である。 また、今後の俊能蛋自覚の

役百十において、 このような例はいくつも生じることであろう。いずれにせよ、 α 

ー LA ( 1 0 )では洛菌活性がなく、 α LA  (EX2) では溶菌活性を生じる
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ということは、 α L A ( 1 0 )における変異で不十分な点を α ー LA (EX2) 

でさらに導入された変異が補っていることになり、特に大きな置設を導入する際

の戦略として、活性に重要と思われる残基のみを拾い上げて導入するのではなく、

そのょっな部分をユニットとして置換する必要があり、 その際に遺伝子俳造であ

るエキソンの単位が参考になることが本研究で示されたといえるであろう。

さらに、本研究でエキソンの単位に注目するきっかけとなったエキソンシャツ

7 リング仮説について考えてみると、 エキソンシャ y フリング仮説においてはイ

ントロンの存在や新しい性質をもった蛋白質が生み出されてくる過程をうまく鋭

明しているように思われる。 シヘァフリングされた遺伝子は発現していなければ

偽造伝子になってしまうであろうから、分子進化に参加することのできる蛋白質

は、 なんらかの形で発現していると考えられる。では、 そのシャツフリングによ

って生じた i宣伝子によってコードされる蛋白質はどんなものであろうか。シャツ

7 リングされた時点ではなんの活性ももたず、一定の変異の導入が蓄侠されてあ

る活性をもったものとなるまで、 ほとんど不活性な蛋白質が蛙意味なまま発現さ

れつづけることが可能なのだろうか。 それとも、 シャ y 7 ')ングされた時占です

でになんらかの活性を持っていることが可能なのだろうか。本研究におけるエキ

ソン単位でのハイブリツド蛋白質の作製は人工的なエキゾンシャツフリングとみ

ることもできる。 したがって、 こうしたハイブリッド改変体である α L A (E 

X 2 )や α ー LA (EX2. 3) がわずかではあるがリゾチーム活性を保持して

いたことは、 エキソンンヘツフリングで生じる i宣伝子が発現した場合でも、 もと 、、

の蛋白質の彼自主を保持している場合がありうることを、実験的に示したと考える

こともできょう。進化を理解するための仮定について実験的な検証を行うことは

多くの場合困難であるので、 こうした点からも本研究は意義深いものと考えてい

、
る。 t

さらに、 これまでの笑験の解説の中ではにほとんどi住吉書できなかったいくつか '. 

のことがらについて述べてみたい。 まず、最小の変異を導入した α L A ( 2 ) 

についてであるが、 この改変体を作製したねらいは、 リゾチーム基質格鎖との結 ‘7 

合能を獲得させることにあった。 しかしながら、適切な 77ィニティークロマト

グラフイーが開発できなかったため、 α ー LA ( 2 )にこのような後能が付加さ

れたかどうかを十分に検討することができなかったことはきわめて残念である。
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77イニティークロ 7 トグラフィーについては、 C一型リゾチームの基質である

キチンを担体に結合させたものを作製したが、 これを α ー LA (EX2) に使用

した場合には、吸着した蛋白貨を酸性条件下で溶出するため、 r吾出された改変 1宇

が変性してしまい活性測定に使用できなかった。適切な 7 7イニティークロ 7 ト

グラフィーの開発は α ー L A (2) の性質の検討において不可欠なものである。

そこでさらに短い基質格鎖ならびにその類似体、あるいは菌体のペプチドグリカ

ンそのものなとをリガンドとして、 これらを用いることにより適切な 77ィニテ

ィークロ 7 トグラフイーを開発することも今後検討していきたい。 また α L A 

( 2 )において、現在までに知られている α ーラクト 7)レプミンのすべてにおい

て保存されている T y r 107を置換しでも αーラクトアルブミン活 性が保持さ

れていたことは興味深い事実である。 α ーラクトアルプミンの三次元体造をみる

と、 T y 1 はリゾチームにおける基質精鋭結合クレフトに飛び出しており、 クレ

フトをささえるつっかえほうのようである。 したがって、 α ー LA ( 2 )の熱安

定性やゆらさの状態などの性質には変化が生じていると思われる。が、本研究に

よりこの部伎の Tyrl07が α ーラデトアルブミンの活性に決定的な残基では

ないことがわかった。 α ラクトアルブミンはガラクトシ Jレトランスフエラーゼ

と結合してその活性を示すので、活性に最も重要な部位の一つはガラクトシ Jレト

ランスフエラーゼとの接触部位であろう。化学修飾による検討により α ーラクト

アルブミン活性に目、須とされた H i s 3 4は、 このような両蛋白質問士 の接触面

に存在する可能性が高い。今後、 α ーラクトア Jレプミン自体の俳造平機能に関す

る蛋自覚工学的実験が行われることを期待する。

また、 α ーラクト 7)レプミンがカ jレシウム結合蛋白質であることは何度も品れ

てきたが、改変 1本のカ Jレシウム結合能 についてはほとんど検討することができな

かった。 α L A ( 2 )と α L A ( 1 0 )はカルシウム結合部位が残っており、

α LA  (EX2)、 α ー LA (EX2. 3) はその部分に置換が導入されてし

まっている。本来ならば、前者 2植の改変体にはカ Jレシウムが結合し、それによ

る安定化効果が生じていると考えられる。各極改変体の巻戻しの過程においては

カルシウムイオンが添加されているが、改変体ごとにカ Jレシウムイオンの結合の

有無を検討できなかったことは残念であった。 α ラクト 7)レプミンだけでなく、

リゾチームの中にもカルシウムイオンを結合する物があることが知られているほ
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か、 ヒトリゾチームに α ーラクトアルブミンのカルシウムイオン結合部f立を導入

した蛋白質工学的実験もあり、 αーラクトア Jレプミンのカルシウム結合蛋白?をと

しての性質も興味深いものがある。

改変体蛋白貨は巻戻しを行った後でも不安定なことが多かったが、特に α ー L

A (EX2， 3) は巻戻しの時間内に沈澱となっていってしまうため、 きわめて

扱いにくい蛋白質であった。 これは、 αーラクト 7}レプミンが酸性蛋白質である

のに対し、 リ Jチームが境基性蛋白質であることから、その両者を半分ずつ受け

継いだ α ー LA (E X 2， 3) 1;1:当電点が中性付近になってしまい、 量生溶性蛋白

質になってしまったものと忍われる。 この α ーラクトアルブミンとリゾチームの

あいだにおける電荷のちがいは、 リゾチームが溶箇活性を発現するにあたってそ

の正電荷で菌体と静電結合することが重要であるとされていることを考えると、

溶菌活性の測定においては無視できない差異である。 α一LA (EX2) や αー

LA(EX2， 3) の溶菌活性がきわめて低いものであったことは、 こうした表

面電荷の問題も関与していると考えられる。すなわち、分子表面に露出している

残基において負電荷を持った残忍=が多いうちは、活性触媒残基などを導入してむ

高い i荏箇活性は得られるはずがなく、かえって電荷の影響を受けることなく加水

分解反応についてだけ検討できる、合成基質に対する活性の方が高い比活性を得

られるかもしれない。今後、 このような検討並びに高い感度を持った')ゾチーム

に対する合成;基質の開発が望まれる。

今回の改変体蛋白貨の設計においては、エキソンシャツ 7 リング仮説とモジユ

- }レ仮説を参考とした。前者においては αー LA (EX2) ならびに α ー L A ( 

E X 2， 3) を作製し、 その性?守の検討を行うことによりその仮説を支持する結

果を得ることができた。 しかし、 さらに f走者の仮説について考え合わせると、 モ

ジュール仮鋭による分析ではニワトリリゾチームの第 2エキソンは 2つのモジュ

-}レから成っているとされている。 したがって、第 2エキソン全体ではなく、活

性触媒残基である G 1 u 3 5および A s p 5 2を含むモジュー Jレ2のみの α ーラ

クトア Jレプミンへの導入でも α ー LA (EX2) と同等あるいはそれ以上の洛箇

活性の導入が可能かもしれない。この点については現在こうした改変体の作製を

進めており、 この結来によりモジュール仮説におけるさらなる披論ができるもの

と考えている。
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最後に、本研究においては αーラクトア Jレプミンとニワトリリゾチームのは造、

機能相関を参考にしていくつかの改変体を作製したが、以上のように α ーラクト

アルブミンと 'Jゾチームの両者の活性をもったものは得られなかった。 しかしな

がら、 ハリモグラのリゾチームには α ーラクト 7)レプミン活性があるとの報告も

あり、両者の活性を持ち合わせた改変体の作製も可能なのかもしれない。ハリモ

グラは卵で生まれ、母乳で育つ彼であるからまさしくリゾチームから αーラクト

ア Jレプミンが生じた進化の分岐点に位置する種であり、今後、 このリゾチームの

構造が明らかにされることを切望するものである。
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第 8章 一般的な各極笑験操作について

8 - 1 菌体の取り扱いなど

8 - 1ー l 大腸菌について

大筋箇の培養は主に Lー培地をもちいて、液体培地に接種した場合には一夜 3

7 .Cで振とう培養することにより、寒天培地に接磁した場合にはやはり一夜 37 

℃で放置することにより行った。 また、形質転換体の培養の場合にはオートクレ

ープの終わった Lー士音訓止の中に 50mg/lとなるようにアンピシリンを加えて f吏用し

た。

Lー培地 Bacto tryptone 10g 

Yeast extract 5g 

NaCl 10g 

以上を葱留水に溶かして 1 1とし、水際化ナトリウムで p1l7.2と

したものをオートクレーブして用いた。望書天培地とする場合に

はこれに ĝar 12gを加えて使用した。

大腸菌の形質転換の方法は主に TS S法にしたがった 11。大腸菌の一夜培養液

lmlを50mlの Lー培地に接砲して oDゎoOno=O. 3-0. 4まで培養した。 これ

を集菌し、 T S S溶液 10m1に懸濁して 0.2m 1ずつ分注した。 これを competent

‘唱、

cellとして液体窒素で凍結して-8 O.Cで保存した。形質転換の際にはこの

competent cellを氷中で解凍し、 プラスミドを加えて氷中で 1時間程度おき、 4 

，e&
r
・

2

弓・

2 .Cで 90秒加熱してから O.8m 1の Lー培地を加えて 45分 37 .Cで保温した。こ

れを集菌し、 0.2m 1程度の Lー培地に懸濁して 7 ンピシリンを含む Lー培地のプレ

ートにまき、 3 7 .Cで一夜培養した。
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T S S;吾液 以下のものを無菌的に混合して使用した。

2 0 % ポリエチレングリコール 25ml 

1 M M g C 1 2 2. 5m 1 

ジメチ Jレス Jレホキサイド 2. 5m 1 

2. 5 j音投度の Lー培地 20ml 

8 - 1 - 2 酵母について

酔母の培養は選択培地として YMM培地を、栄養培地として YP D 培地を用い

て、液体培地に接種した場合には 30・Cで 3日から 5目、振とう培養する こ とに

より、寒天培地に接種した場合には 5日程度 30 .Cで放置すること に より行った。

Y P D培地 Bacto pepton 2g 

Yeast extract Ig 

NaCl 2g 

以上を iF-留水に i吾かして 10 0 m 1としたものをオートクレー

プして用いた。寒天培地とする場合には これに Agar 12gを加え

てイ吏用した。

YMM培地 Yeast nitrogen base 

Glucose 

His 

O. 7 g 

2g 

2mg 

以上を蒸留水に溶かして 10 0 m 1としたものをオートクレー

プして用いた。寒天培地とする場合にはこれに Leucine

bioassay medium 0.25g、 Agar 12gを加えて使 用した。

形策転換の方法はまに~); ru1リチウム法 により 行った 2)0 2 m 1の酵母培養液を

50mlの YP D培地に接種して OO&OOom=O. 6程度まで(約 4- 6時間)培養し

た。 これを 3000rpm、 5分間違 'L、して菌体を回収し、 25mlの蒸留水に懸渇

した。再 lEi車'L、して回収した菌体を 5mlの酢酸リチウム溶液に}!A渇して l時間 30 

℃で振とうした。その後遠心して回収した菌体を 0.5mlの直下酸リチウム溶液に懸渇

/'7 
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10μlのプラスミドこの competentcellをO.1 m 1とり、して competentcellとした。

これにさらに 0.7m 1とり再度 30 .Cで 3 0分を加えて 30 .Cで 30分間放置した。

、

1

0

、

ー

、、
その後 300 0 r p m で 3分間違 'L、した。問おいてから 42 .Cで 5分間加熱し、

再度 O.1 m 1の蒸この i:U般を O.2m 1の蒸留水で懸濁してから遠心して菌体を洗浄し、

3 0 .Cで保温した。留水に懸濁したものを YMM培地のプレートにまき、

‘ぃ、i

‘ 

D N Aに関する笑験燥作8 - 2 

.、“、
各位制限酵素および修飾酵素による処理8 - 2 - 1 

主に Maniatisら条D N Aに対する各位制限酵素および修飾隣素による処理は、

Buffer交換の際には T件および各樋酵素製造メーカーの提示した条件に従った。

クロロホルム/イソアミ Jレア1 )処理、E飽和フェノー Jレ/クロロホ Jレム(1 

エタノー Jレ沈澱の処理を行った。1 )処理、Jレコール(2 4 

h 、
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アガロースゲ Jレ電気泳動8 - 2 - 2 

担体として 0.8-1.5%アガロースゲルを用い、アガロースゲル電気泳動は、

プロムlmMEDTAを泳動液とし、。、p H 8 4 0 m M トリスー酢酸緩衝液

ゲ泳動後、フェノ-)レブルーの泳動度を指僚として 10 0 V定電圧下で行った。

Jレをエチジウムブロマイドで染色し紫外線照射下で DN Aを検出した。

電気泳量UJ}晋緩lJi液 (TA E緩衝液)

用事希釈し5 0 1音浪度の保存溶液として以下のように調製し、

て使用した。

242g Tris sase 

57. 1 m 1 氷酢酸

100m 1 

以上のものを蒸留水で溶かして 11とした。

O.5M EDTA (pH8.0) 

、、民、、t
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8 - 2 - 3 大腸菌からのプラスミドの調製

大腸菌からのプラスミドの調製は Maniatisらのアルカリ-S D S法に従った II

1.5 m 1の形質転換体大腸菌一夜培養液を:m菌後、 7 )レカリ条件下 S D S存在下で洛

菌させ、酢 M カリウムで中和したものの上清を T E飽和フェノ-)レ/クロロホ Jレ

ム (1 1) 処理、 クロロホルム/イソアミ Jレアルコール(2 4 1) 処理、 エ

タノ-)レ沈澱の処理を行い、 これに RNase Aを作用させた後ポリエチレングリコー

ル存在下でプラスミド D N A を沈澱させて回収した。 また、特に大量銅製を行っ

た場合には塩化リチウムによる RN Aとの分別沈澱も併用した。

菌体懸濁溶液 50mM glucose 

25rnM Tris HCl (pH8.0) 

10mM EDTA (pH8.0) 

菌体溶解溶液 0.2N NaOH 

1% SDS 

酢酸カリウム溶液 5M potassium acetate 60ml 

氷酢酸

吉里留水

11. 5m 1 

28. 5m 1 

ポリエチレングリコー Jレ溶液

20% ポリエチレングリコー Jレ

2.5M NaCl 

塩化リチウム溶液

5M LiCl 

10mM Tris HCl (pH8.0) 

8 -2 -4 コロニーハイブリダイゼーション
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大腸菌のコロニ ハイプリダイゼーションの方法は、 Maniatisら の 方法に従っ

たd¥ ニトロセルロースフィルター上で培養した形質転換大腸菌を SD S処理、

7)レカリ処理した後、 このフィ Jレターをクエン酸緩衝液(6xSSC)、 ')ン法緩衝液

(2xSSPE) で中和したものを減圧下、 8 0 'Cで処理すること に より DN Aをフイ

jレター上に固定した。その後、菌体の残骸を除き、 プレハイプリダイゼーション

を 3 7 'cで 1時間行い、 を2Pで標 i註した 2pmole程度の DN Aプロープを加えて 4

5'C-50'Cの適当な温度で 一 夜ハイプリダイゼーションを行った。 このフィル

ターをクエン酸緩衝液(6xSSC) 中、 3 7 'cで 30分間洗浄してからオートラジオ

グラフィーを行い、 ポジテイプ ク ローンを選択した。

S D S処理溶液

10% SOS 

アルカリ処理浴液

0.5M NaOH 

1.5M NaCl 

クエン酸緩衝液 (6xSSC):20xSSCを 31音希釈して使用した。

20xSSC sodium citrate (3Na) 175.3g 

NaCl 88.2g 

蒸留水 を加えて溶かし、 1 1とした。

リン殻緩衝液 (2xSSPE): 20xSSPEを 10 1音希釈し て使用した。

20xSSPE Na1l2 PO， H20 

NaCl 

EOTA 

27. 6 g 

175.3g 

7. 4 g 

、、、、、‘

蒸留水 を加 え て溶かし、 1 1とした。 川、

パイプリダイゼーンヨン溶液
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6XSSC 

5Xデンハ Jレト溶液

0.1% SDS 

デンハルト保存溶液 (50XDenhard'tsolution) 

1 %牛血清 71レプミン

1 % 7 イコー Jレ

1 %ポリピニ jレピロリドン

8 - 2ー 5 部位特異的変異

部位特異的変異は M 1 3 7 アージを用いた 1本鎖 D N A による方法と、 プラス

ミドを用いた 2;jQJ'IDNAによる方法を併用した。

l本鎖 DN Aによる方法は Kramerらの方法に従った 5)変異を加える遺伝子を

M 1 3 7 アージのベクター m p 9 (アンパ一変異を含む)に組み込み、 ファージ

から l本釧 D N A を調製した。 また、 アンパ一変異を持たない m p 9の R F 2本

鎖 DN Aを、変異を加える遺伝子が i申入された部分で切断しておき、 これら両者

とミューテーションプライマーを混合した。 これを 10 0 .C、 5分間加熱後、放

冷してアニー Jレさせた。 これを Klenow酵素と T4 D N Aリガーゼで修復、連絡し

てから非酢容性大腸菌に導入した。得られたプラ クから l本鎖 DN Aを調製し、

ミューテーションプライ 7 ーをプロープとしたハイプリダイゼーションを f'Tい、

形質転換体を選択した。

2 本~J'I 0 N Aによる方法は Inouyeらの方法に従つため¥変異を加える遺伝子を

含むプラスミドにおいて、変異を導入する領域を除去したプラスミドと薬剤耐性

遺伝子の一部を除去したプラスミドを制製し、 これら両者とミューテーシヨ/プ

ライマーを l 5 0 0の割合で混合した。 これを 10 O.C、 5分間加熱後、

放冷してアニー Jレさせた。 これを Klenow酵素と T4 0 N Aリガーゼで修復、 連絡

してから大腸菌に導入した。得られた形質転換体についてミューテーシヨンプラ

イマーをプロープとしたコロニーハイプリダイゼーシヨンを f子い、変異型プラス

ミドをもった形質転換体を選択し、 これ から変異体プラスミドを調製した。
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8 - 2 - 6 D N Aの化学合成

l本鎖 D N A断片の化学合成は圏中自 Fーシアノエチルホスホアミダイト法によ

り、 アプライドバイオシステム社 D N A自動合成機 38 1 Aを用いて行った。 ジ

メトキシトリチ Jレ基で 5'末端が保穫された DNA鎖をアンモニアによってカラ

ム担体(C P G) から遊離させ、 5 5 .C、 6時間の反応で塩基およびリン援部分

の脱保護を行った。 これを逆中日系高速液体クロマトグラフイーで精製してから 8

o %酢酸で 5'末端の保護基を脱保援した。 さらにこれを再度逆相系高速液体ク

ロマトグラフイーで精製して籾製 DN A標品とした。

8 - 2 - 7 D N Aの塩基配列の決定

D N Aの塩基配列の決定はグイデオキシ法により行い 7)主 に宝酒造(株)の

7ーデアザシーケンスキァトを使用してイ寸属のプロトコ-)レに従って行った。 な

お、 プライマーとしては上記の方法で合成、精製した DN A断片を用いた。 また、

D N A断片の電気泳動は 8M尿索、 7 %ポリアクリ Jレアミドゲ Jレにより行った。

泳動後、ゲルを 10%酢酸、 10%メタノールで国乏してから乾燥し、オートラ

ジオグラフイーを Q1'った。

4 0 %アクリルアミド保存用液

アクリルアミドモノマー 38， Og 

ピス アクリ jレアミド 2， Og 

再三留7)(を加えて浴かし、 全量を 100mlとする。

電気泳卸J用緩衝液(T B E緩衝液)

5 1音i最度の保存溶液として以下のように銅製し、用事希釈して

使用した。

Tris sase 27，5g 

0，5M EDTA (pH8，0) 20ml 

(2ユ



以上のものを来留水で溶かして 11とした。

8 - 3 ~歪白貨に関する実験操作

8 - 3ー l 蛋由貿の波度決定および定量

蛋白質水溶液の i農度の決定は主に分光学的に行った。 280n m における吸光

度を測定し、吸光{品数を用いて算出した@吸光係数としては、 ヤギ α ーラクトア

ルブミンに関しては E~$On!11'.= 2 O. 3引、 ニワトリリゾチームに関しては E

280""，..= 26  4引という値を用い、改変体蛋白質においてはヤギ α ラクトア

jレプミンの値に対し、改変した芳香族アミノ酸の 2 8 0 n m における分子吸光係

数の他を考慮した。

また、 D N Aなどの共雑物の混入が考えられる場合、 あるいは蛋白賃設度がう

すい場合には Low r y i去による蛋白質の定量を行った '0'0 1 m 1のサンプ Jレに 2% 

デオキンコール酸を 8. 3μl加え、 1 5分間放置した後トリクロロ酢設を最終決

度 6%になるように加えて蛋白貨を沈澱させた。遠心により i:t澱を回収し、 1m  

lの炭酸ナトリウムー硫酸銅溶液に溶かし、 2 1音に希釈したフェノー Jレ試薬を加

えて室温で 30分間放置して発色させたものの 75 0 n m における吸光度から蛋

白質量を算出した。探単蛋白質としてはヤギ α ーラクトア Jレブミンまたはニワト

リリゾチームそのものをもちいた。

炭 Mナトリウム 硫酸銅溶液

2% Na，COI/0.2N NaCl 0.5% CuSO，/l% i酉石酸ナトリウム
= 50 1 (V/V) 

8 - 3 - 2 S D S ポリ 7 7 ')ツアミドゲル電気泳動

S D Sーポリアクリルアミドゲ Jレ電気泳動はトリス緩衝液を用いる Laemmliの方

法に従ったけ¥操縦ゲルはアクリ Jレアミド波度 5%、 p H 6 . 8とし、分離ゲル

はアクリ Jレアミド撮度 18. 7 5 %、 p H 8 . 8とした。波縮ゲ Jレでは 10 0 vで、
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分離ゲルては 20 0 vで泳動し、マーカーとしてのせたプロムフエノールブルー

の泳動皮を指僚とした。電気泳動終了の後、 Coomassie Brilliant Blueで染色し、

さらに 10 %酢酸、 1 0 %メタノ-)レで脱色して蛋白貨を検出した。

3 0 %アクリ Jレアミド保存溶液

アクリ Jレアミドモノマー 58. 48 

ピスーアクリ Jレアミド 1. 6g 

者留水を加えて溶かし、全去を 200mlとする。

波縮ゲ Jレ保存溶液

O.5M Tris HCl pU6.8 

0.4%SOS 

Tr is Base 

S OS 

15. 14 g 

1. Og 

蒸留水を加えて溶かし、 UClで pH6.8とした後、全量を 200mlと

する。

分離ゲ Jレ保存溶液

1.5M Tris HCl pH8.8 

0.4% SOS 

Tris Base 90.86g 

SOS 2. Og 

$留水を加えて溶かし、 HClで pH8.8とした後、全長を 500mlと

する。

サンプ Jレ溶解用緩衝液

Glycerin 4. Og 

SOS 1.15g 

Glycine 14.4g 
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!t~ 留水を加えて溶かし、 HCl で pH6. 8とした後、全量を 50m 1と

する。

jA， 動用緩衝液

染色液

脱色液

Tris Base 

SDS 

Glycine 

3.0g 

1. Og 

14. 4g 

蒸留水を加え て溶かし、金量を 11とする。

クマシーブリリアントプ Jレー R 2 5 0 2.5g 

メタノ-)レ 500ml 

目下酸 100ml 

jff..留水を加えて 11とする。

メタノール

~~酸

lfi_留水を加えて 11とする。

100ml 

100ml 

8 - 3 -3 イムノプロッティング

蛋白質試料を SD S 屯気泳動した後、電気泳動的にニトロセルロース 7 イ Jレ

ターに転写した。 このフィルターを 3%ウシ血清アルブミン溶液で中で放置して

から洗浄し、 1次抗体(抗ウシ αーラクト 7 )レブミン ウサギ抗血清)を結合さ

せた。 これを洗浄してから 2次抗体(ヤギのアルカリフォス 7 ァターゼ給合 抗

ウサギ 1g G )を結合させた。洗浄後、酵素基質 (NBT，BICPlを加えて染色した。

転写用泳動液

Tris Base 12. Ig 
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洗浄用緩衝液

プロッキング溶液

Glycine 

メタノ-)レ

蒸留水

10mM Tris HCl pH8.0 

150mM NaCl 

0.5% Tween20 

57.6g 

800ml 

3200ml 

洗浄用緩衝液に 3%のウシ血 I青アルブミンを加えて使用

した。

7 )レカリフォスブァターゼ発色用緩衝液

100mM Tris HCl pH9.5 

5mM MgCh 

8 - 3 - 4 α ラクトアルブミン活性の測定

α ーラクトアルプミン活性 iM定は分光学的方法とラジオアイソトープを用いた

方法を併用した。

分光学的測定法 1;1:Fi tzgeraldらの方法に従った 12) 0 

活性測定の直前に以下のように試薬を混合する。

250mM Glycylglycine pU8.5 200μl 

100mM MnClご，

2M KC 1 

Assay mixture 

Pyruvate kinase， 

50μ1 

100μl 

Lactate dehydrogenase (Sigma) 10μl 

Phosphoenolpyruvate solution 10μl 
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100mM CaC12 10μl 

Sample 600 -610μ1 (数 10 0 n g程度)

これを 12000rpm、 5分間違心した後、 galactosyltransferase solution 

を1U ).<1加えて 2 5 .Cで 3 4 0 n m の紫外吸収の減少を 1 0分間測定する。 このう

ち、 iM定開始後の 5分後と 10分後の吸収の差から活性を計算する。必要がある

場合には galactosyltransferase solutionを加える前に同様の測定を行い back 

groundとした。

Assay mixture 

UDP-galactose 6mg 

Glucose 144mg 

NADH 4.8mg 

蒸留水で溶かして 4mlとし、 - 8 0 .Cに保存し

た。

Phosphoenolpyruvate solution 

3. 2mgをはかりとり、 100μlの蒸留水で浴かし

て-8 O.Cに保存した。

galactosyltransferase solution (Sigma) 

5unitをはかりとり、 1.6mlの茶留水で溶かし

て 100μlずつ-8 O.Cに保存した。

Pyruvate kinase， Lactate dehydrogenase (Sigma) 

!限濁液を蒸留水で用車 101音に希釈して使用

した。

ラジオアイソトープを用いた方法は Brewらの方法に従ったけ¥

活性測定の直前に以下のように試薬を混合する。

20mM Tris UCl pH7.5 

20mM Glucose 

4mM MgC12 

6mg!ml UDP-galactose 
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5unit/l.6ml galactosyltransferase 10μi 

25μCi/ml (， J C) UDP-galactose 3μl 

この混合液を 90μlとり、サンプ Jレを 10μ1(数 10 0 n g程度)加えて 37 'cで 1

0分反応させ、 その iiU)<'中に移して反応を止めた。 これを 2m 1の A G 1 - X 8 

カラムにチャージしてさらに 0.5m 1の蒸留水でカラムを洗浄した。 カラムを通した

溶液を Jレマジエル(シンチレーター) 10m 1と混合して液体シンチレーション

カウンターで測定した結果から活性を官十鉢し た。

8 - 3 - 5 ')ゾチーム活性の測定

リゾチームの活性測定は Micrococcus lysodeikticusの乾燥菌体を 50 m Mリン

li!1緩衝 if互p H 6 . 2に!!J.濁したもの 1m 1に蛋白質試料 を いれ、 5 4 0 n m の濁度

の減少を 5- 1 0分間観察すること に より行った。

8 - 3 - 6 アミノ酸組成分析

アミノ政分析は減圧下、 6 N tl W により 24時間 11 0 'cで加水分解したもの

を目立アミノ酸分析針 L- 8 500で分析することにより行った。 T y rの回収

率が悪い場合には 1%のブエノー Jレを加水分解時に加 え た。

8 - 3ー 7 アミノ駿配列分析

アミノ酸配列分析はアプライドバイオシステム社プロテインシーケンサ-4 7 

3 Aによって干Tった。
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