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【略号一覧】

APS;ペルオキソニ硫酸アンモニウム

BMC ;ボールミルセルロース(BallMilled Celluloce)

BMS;ボールミルストロー(BallMilled Straw)

CちM
;糖質結合モジュール(Carbohydrate-binding module)

CMC;カルポキシメチルセルロース

EDTA;エチレンジアミンテトラ酢酸二水和物

HRP;ホースラディッシュペルオキシダーゼ

IPTG;イソプロピルーβ-D-チオガラクトピラノシド

EPB;リン酸カリウム緩衝液

MOPS; 3-モルホリノプロパンスルホン酸

PCR ;ポリメラーゼ連鎖反応

PVDF;ポリフッ化ビニリデン

SDS ;ドデシル硫酸ナトリウム

SDS-PAGE;ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

TBS;トリス緩衝生理食塩水

TEMED; N,N,N',N',-テトラメチルエチレンジアミン

Tris;2-アミノー2-ヒドロキシメチルー1,31プロパンジオール

VFA ;揮発性脂肪酸(Volatile FattyAcids)

Ⅹ-gal;5-ブロモー3-クロロー3-インドリルーβ-D-ガラクシド
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【調製試薬組成】

0.5M EDTA (pH8.0)

1 M γris-HCl

6×ローディング緩衝液

TAE緩衝液

TE緩衝液

VFA混合液

o.5M EDTAを水酸化ナトリウムでpⅡ8.0に調整

し15分121℃で滅菌した｡

1MTrisをHClでpH8.0に調整し15分121℃で

滅菌した｡

0.25%ブロモフェノールブルー､ 0.25%キシレンシ

アノールFF､ 15%グリセリンを含む｡

40mMTris 20mM酢酸､ 1mMEDTA (pH8.0)

を含む｡

10mM γris-HCl (pH8.0)､ 1mM EDTA (pH8.0)

15分121℃で滅菌したもの｡

酢酸17ml､プロピオン酸6ml､酪酸4ml､イソ酪

酸1ml､ n一吉草酸1ml､イソ吉草酸1ml､ DL-α

-metyト酪酸1ml

以上を混合したものをVFA混合液とした.

タンパク質精製に使用した試薬組成

超音波破砕液(pH8.0) 50mM リン酸二水素ナトリウム､ 10mM イミダゾ

-ル､ 300mM塩化ナトリウムを含む｡
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洗浄液(pH8.0)

溶出液(pH8.0)

50mMリン酸二水素ナトリウム､20mM イミダゾ-

ル､ 300mM塩化ナトリウムを含む｡

50mMリン酸二水素ナトリウム､ 250mMイミダゾ

-ル､ 300mM塩化ナトリウムを含む｡

プラスミド抽出に使用した試薬組成

Solution 1 50mMグルコース､ 25mM Tris･HCl (pH8.0)､

10mM EDTA(pH8.0)を含む｡

Solution 2

Solution 3

0.2N水酸化ナトリウム､ 1.0%SDSを含む｡

3.OM酢酸カリウム､ 2.OM酢酸を含む｡

SDS･PAGE電気泳動に使用した試薬組成

30%アクリルアミド溶液 29.2% アクリルアミド､ 0.8%N,N'･メチレンビスア

濃縮ゲル用緩衝液

分離ゲル用緩衝液

サンプル用緩衝液

泳動用緩衝液

クリルアミドを含む

0.5MTris､ 0.5%SDSを含み､ HClによりpH6.8に

調整した｡

1.5M Tris､ 0.4%SDSを含み､ HClによりpⅢ8.8に

調整した｡

50mM Tris･HCl(pH6.8)､ 5% β･メルカプトエタノ

ール､ 2.0% SDS､ 0.1% ブロモフェノールブルー､

10% グリセロ-ルを含む｡

25mMTris､192mMグリシン､0.01% SDS を含む｡
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アフィニティー電気泳動に使用した試薬

30%アクリルアミド溶液 SDS･PAGE電気泳動法の項目と物と同様

ゲル緩衝液 1.5MTrisを含み､ HClによりpH8.8に調整した｡

泳動用緩衝液 25mMTris､グリシン192mM を含む｡

サンプル用緩衝液 50mM γris-HCl(pH6.8) 0.1%ブロモフェノールブル

ー､

10%グリセロ-ルを含む｡

マクロアレイに使用した試薬組成

TBS緩衝液 10mM γris-HCl(pH7.5)､ 150mM NaClを含む｡

TBS Tween/Triton緩衝液 20mM Tris･HCl(pH7.5)､ 500mM NaCl,

0.05% Tween･20､ 0.2% TritonX･100を含む｡

Blocking緩衝液(20ml) QiaexpressAnti･bis･HRP coniugateキット付属

BlockingReagentO.1g ､ 0.1%のTween･20 を含む｡

DAB (3,3'-ジアミノベンジダイン)染色液(10ml)

DAB 5mg､ 0.005%過酸化水素水を含む｡｡

タンパク質ブロツティングに使用した試薬組成

PVDF膜染色液

PVDF膜脱色液

300mMTris､メタノール 5%を含む｡

25mMTris､メタノール 5% を含む｡

25mMTris､ 40mM 6-アミノ-キサン酸､ 5%

メタノールを含む｡

0.1%クマシープルー(R･250)､ 40% メタノール､

1% 酢酸を含む｡

50% メタノールを含む｡
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活性染色に使用した試薬

リフォールディング緩衝液

コンゴ-レッド染色液

コンゴ-レッド脱色液

50mM Tris ､ 5mM EDTA､ 5mM メル

カプトエタノールを含む｡

1%コンゴ-レッド水溶液含む｡

1M塩化ナトリウム水溶液含む｡

【使用培地組成】

･LB培地

ポリペプトン10g､酵母エキス 5g､塩化ナトリウム10g｡ ※1リットル中

これらに水酸化ナトリウム水溶液を用いてpH7.0になるよう調製した｡

これらを使用目的に応じた容器に分注し､ 121℃､ 15分間に設定したオートクレ

ーブを用いて滅菌した｡

寒天培地とする際は重量比1.5%となるよう培地用寒天を添加した｡

必要に応じてアンピシリン(50〃g/ml)､ IPTG (50〃g/ml)､ Ⅹ-gal (50〃g/ml)

を添加した｡

･SOC培地

ポリペプトン20g､酵母エキス15g､塩化ナトリウム0.5g､塩化カリウム 18.6

g｡ ※1リットル中

これらに水酸化ナトリウム水溶液を用いてpH7.0になるよう調製した｡

121℃, 15分間に設定したオートクレーブを用いて滅菌した｡

塩化マグネシウム19g､グルコース180gを加え､無菌操作により所定容器に分

注した｡

･GS改変培地(1)
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リン酸2水素カリウム1.5g､リン酸水素2カリウム2.9g､硫酸アンモニウム1.3

g､ MOPS20.9g､ VFA混合液 3.1ml｡ ※1リットル中

以上を水道水に溶かし水酸化ナトリウム水溶液を用いてpH6.8に調製した｡

酵母エキス 4.5g､ L-システインHC13g､ 3% レサズリン溶液200〃1､炭素

源1%(用途に応じて変更した｡)を加えメスアップした｡その後ねじつき試験管

に分注し､窒素ガスによる脱気を行い密封. 121℃､ 15分間オートクレーブを用

いて滅菌した｡

8



第1章 緒 論

近年､化石燃料の枯渇問題及び､排出される二酸化炭素の増加などにより､持

続可能であり尚且つ環境負荷の少ないバイオマス資源が注目されている｡特に植

物の主成分の一つであるセルロース系物質は地球上で最も生成量が多いバイオ

マス資源であり､食料などと競合しない点で有利とされその研究が進められてき

た｡セルロース系物質を単糖にまで分解すれば､アルコールなどのエネルギー物

質や､生分解性プラスチックなどといった工業物質などに転換することが期待で

きる｡

セルロースの分解には､酸加水分解法などの化学的な手法､あるいは微生物が

生産するセルラーゼと呼ばれる酵素加水分解による手法が知られている｡化学的

な手法は硫酸など､化学物質の生産エネルギー､および廃液等の環境負荷が高い

ことから最初にあげた問題の根本的な解決に至らないと考えられる｡その点微生

物を利用した手法は､それらの問題を解決し､持続的な発展を可能にすると考え

られている｡

そういった微生物がセルロース系物質を分解する際､生成する酵素がセルラー

ゼである｡セルラーゼ遺伝子を持つ生物は､アーキア,好気性糸状菌､嫌気性細

菌､嫌気性糸状菌､シロアリや植物など多岐にわたる｡近年では遺伝子解析など

から比較した相同性により､遺伝子それぞれが水平伝播し(2)､進化の過程で

多様性を獲得していったと考えられている｡本研究で扱う Ruml'DOCOCCuSalbus

F-40株は､ウシのルーメン内から単離されたセルロース分解性を示す微生物で

ある｡ルーメンとはウシ､ヤギ､ヒツジといった反勿動物として分類される動物

が持つ､発達した胃を指す｡反初動物が牧草等の植物を摂食した場合､固形分を

吐き戻し岨嘱する行為を反勿と呼び､この行為により摂食された植物などの難消

化性の食物が細かく粉砕される｡ルーメンに戻された食物は､ルーメン内に生育

する共生細菌､原生動物などによって分解､代謝される｡代謝過程で産生する単
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鎖脂肪酸､菌体等が反勿動物の栄養源として利用される｡

共生細菌の内､嫌気性繊維分解細菌としては､ Fl'bz･obactez･ succl'DOgeneS,

R.albus, Ruml'nococcus(1avefacl'ens､等がよく知られている｡これらの菌は植

物繊維を分解する事からセルラーゼ遺伝子を持つことが示唆されてきた｡

1980年頃までのセルラーゼの研究は主に好気性糸状菌と細菌によるものが主

流であったが､ 1982年に､ Clostrl'dl'um thez･mocellumの結晶性セルロース分解

能が､ Trl'chodez･ma reesel'などの分解能と比べ､ 50-100倍と極めて効率的で

あることが報告された(3)｡それは､ C.thermocellum が作り出すセルロソ-

ムと名付けられた高分子の酵素複合体によるものであると報告され(4)､その

高効率の分解能から急速にセルロソ-ムの研究が発展した｡

セルラーゼの研究は従来生化学的手法により研究がなされてきたが､近年遺伝

子組み換え技術をはじめとする分子生物学の発展に伴い､それらの手法を取り入

れた研究が進み､その遺伝子の塩基配列や､立体構造､酵素分解機能も明らかに

され､セルラーゼ､セルロソ-ムに対する理解が急速に進んだ｡その中でセルロ

ソ-ムは幾つかの機能性タンパク質の複合体であることが明らかとされ､触媒活

性をもつ触媒モジュールとそれ以外の機能をもつ機能モジュールに分けられ､

個々のドメインから成り立っているのでモジュラー酵素とも呼ばれている(5

-6)｡それらは個々に分離していても独立した機能を有する｡触媒モジュールは

基質特異性の異なる様々な酵素がみつかっており､中には異なる複数の触媒モジ

ュールを持つ酵素も見つかっている｡ (7)､機能モジュールの中には､基質結合

モジュールである糖質結合モジュール(CBM)､細菌表層タンパク質と相同性の

ある表層相同モジュール(SLH) (8-9)､リンカー､コ-シン､ドックリンとい

ったモジュールが知られている｡ R.albusのセルラーゼDNAからもドックリン

タンパク質が見つかっており､セルロソ-ムを構築していると報告されている

(10-12)｡また､同じくルーメン細菌であるR. (7avefacl'ensからセルロソ-ム
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の骨格タンパク質の遺伝子がクローニングされている事から､繊維分解性のルー

メン細菌がセルロソ-ムを産生していると考えられている(13)0

本研究では主にR.albusのもつセルラーゼ遺伝子Ce15Dに含まれ､ファミリ

ー4に分類される CBMを対象とした(以下CBM4と表記する)｡ CBMの機能

については､それをもつ触媒ドメインを目標の基質表面に集める効果により繊維

類の分解に貢献しているというものが主としてあげられる｡セルロースや､-ミ

セルロースなどといった多糖類は基本的に水に対して不溶性なため､触媒ドメイ

ンと基質が効率的に反応できるよう､ CBMのような基質結合モジュールを獲得

していったと考えられる｡また､ CBMは､それ自体に植物細胞壁を破壊する作

用があると報告されている(14-15)｡一方で､そういった効果はないとする報告

もあり(16)､ファミリー間､あるいは同一ファミリー内においても､機能が異

なると考えられている｡

現在CBMはアミノ酸の相同配列の比較により 48を超えるファミリーに分類

されている｡

(CAZy: http://www.cazy.org/CAZY/fam/ace CBM.htmlより)

またBorastonらは結晶性セルロースに結合するタイプA､非結晶性セルロー

ス､キシランなどに結合するタイプB､セルロース鎖の末端に結合するタイプと､

結合様式の違いにより CBMを A､ B､ C､の3タイプに分類する提案をしてい

る(17)｡ CBM4はこれのうちファミリー4､タイプBに分類されている｡

CBM4は､様々な菌種で､エンドグルカナ-ゼ､キシラナ-ゼといった触媒モ

ジュール等と並んでコードされている｡ R.albusのCBM4はce15Dと呼ばれる

遺伝子に､ファミリー5に属するエンドグルカナ-ゼの後に2つ並んで確認され

ている(21)｡このようにCBM4が二つ並んでいる構造は､ Rhodothez･mus

maz･)'nus におけるⅩynlOAとよばれるキシラナ-ゼ酵素にも同様に見ることが

出来る(18)｡この外にも､触媒モジュールをコードする遺伝子と同一方向に､
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同じファミリー､あるいは異なるファミリーのCBMが2つ並んでコードされて

いる事例が知られている｡こういったことから､二つのCBMが並列する理由に

ついて興味がもたれている｡荒木ら(19)や､ Borastonら(20)は､これらの

CBMが単独の時､あるいは2つが同時に存在する時の結合特性について研究し

ている｡

本研究で用いるCBM4は､ R.albusより田口らがクローニングしたce15D遺

伝子に含まれるものである｡このCBMが実際どのような性質を持つかはまだ明

らかになっていない｡ CBMの研究を行う際は､その結合特性が重要となり､そ

れらを決定付ける方法として基質特異性と結合力を評価する必要がある｡そこで

以上の事を踏まえ､第2章では2つ並列するCBM4を個別､結合状態で発現､

精製した｡第3章では､前章で精製した組み換えタンパク質を使用して､アフィ

ニティー電気泳動による結合基質の測定､マクロアレイ法による結合部位の比較､

リケナン-の結合における動力学的性質の測定を行った｡また第4章では､実際

にR.albusの培養液からリケナンに吸着するタンパク質を集積し､プロテインシ

ークエンス解析を行ったo
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第2章 糖質結合モジュールファミリー4の発現と精製

1節 目的

Ruml'DOCOCCuS albus F-40株は繊維分解性を示すルーメン内細菌としてしら

れている｡この菌は繊維分解性を示す事からセルラーゼに関する研究が進められ

てきた｡田口ら(21)によってクローニングされたエンドグルカナ-ゼ遺伝子

ce15Dはファミリー5に属する触媒ドメインと､ドックリン､ファミリー4の分

類されるCBMが2つ並んでコードされていることが知られている｡

CBM4の特性を知るために,これらのタンパク質を発現させ､それを用いて

比較､実験する必要があった｡そのため本章では目的のタンパク質を得るために

遺伝子操作を行い大腸菌による組換えタンパク質を精製することを目的とした｡
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2節 方法と材料

染色体DNAの精製

R.albusをGS一改変培地(炭素源として1%のセロビオースを用いた)を用い

て培養した｡インキュベーターを使用し37℃で20時間培養した100mlの培養

液を遠･L分離(15000rpm､ 1分)し集めた菌体を緩衝液Ⅰ (25mM

γris-HCl【pH8.0] 50mM グルコース10mM EDTA[pH8.0]をオートクレーブし

たもの)を2mlに懸濁した後､リゾチーム(和光純薬)を0.1g､プロテアーゼ

KInvitrogen社)を0.01g､ RNase(和光純薬)を1FLl加え37℃で一時間処理をし

た｡さらに､ SDS (ドデシル硫酸ナトリウム)を最終濃度が0.5%になるように

添加して溶菌を促し､溶菌を確認した時点で5mlのエタノールを加えガラス棒

で摸拝した｡ガラス棒に巻き取ったものを染色体DNAとして2mlのTE緩衝液

に溶解した｡さらにこれに0.1MTris-HCl緩衝液【pH8.0]で飽和したフェノール

を加え擾拝復遠心分離(15000rpm､ 10分)し上層を回収した｡さらにこれと同

量のクロロホルムを添加し､同様に擾拝後遠心分離し(15000rpm､ 10分)上澄

み液を回収した｡これに容積比で1/10の3M酢酸ナトリウム溶液[pH5.2】を加

え､さらに容積比で2.5倍量のエタノールを添加した後､
-80℃で30分インキ

ュベ-トしてこれを遠心分離(15000rpm､ 15分)で沈澱を回収した｡これに-

20℃で冷却した特級エタノール(70%)で沈澱を洗浄し､沈澱を再回収した｡

これを減圧乾燥した後にTE緩衝液に溶解し染色体DNA試料とした｡

PCR (ポリメラーゼ連鎖反応)法による遺伝子の増幅

5'側､ 3'側双方ともプライマー濃度を最終1〃Mとし､ rTaq (TaKaRa社)

に添付される試薬を指示に従い､ PCRチューブに添加し､全量が50〃1になる

ように滅菌ミリ Q水で調節したo サーマルサイクラーにより反応させた｡反応

サイクルは(95℃ 10秒､ Ⅹ (任意) ℃ 10秒､ 72℃ 30秒)を1サイクルとし､
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これを35サイクル繰り返した｡

PCR産物のアガロ-スゲル電気泳動

泳動緩衝液は1×TAEを用い､アガロ-ス(AgarS和光純薬)は目的に応じ

て濃度を調節して使用した｡上記の緩衝液にアガロ-スを加えた後､加熱により

溶解させ臭化エチジウムを1〃g/mlになるよう添加した｡これを放冷して固め

たものを泳動用のゲルとした｡サンプルは6×ローディング緩衝液と TAE緩衝

液に混合し､ゲル穴に供した｡電気泳動の電圧は100Vで行った｡

アガロ-スゲルからのPCR産物の回収

泳動後のゲルを紫外線照射下において目的のバンドを確認しゲルをスパーテ

ルの背で切り出したo その後これをQIAquickGelExtractionKit (Qiagen社)

を使用し､メーカーの指示に従いPCR産物を回収した｡

PCR断片のTA-クローニング

TA-クローニングするためにTACloning Kit (Invitrogen社)を用いた｡回

収したPCR産物と､キットに添付されているTAベクター(pCR2.1)の割合は

濃度比で 1:1とした｡さらに添付されている緩衝液､ T4リガ-ゼをメーカー

の指示に従い調製し, 14℃で一晩インキュベ-トした｡形質転換にはこの反応

液2〃1をキット付属のコンビタントセル(One shot competent cellkit INV

α株)もしくは大腸菌JMIO9株のコンビタンとセルに混ぜ､氷上で30分イン

キュべ-卜し､ 42℃で30秒間処理した後に再び氷上において冷却した｡その後

SOC培地を200FLl加え､37℃でこれを1時間振とう培養をした｡それを5-ブロ

モー4･クロロー3インドリルーβ-D-ガラクシド(Ⅹ-gal)とアンピシリンを50〃g/ml

含むLB培地のプレートに培養液を塗布して37℃で一晩インキュベ-卜した｡
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プラスミド抽出

目的のプラスミドを保有する大腸菌株をアンピシリン(50〃g/ml)を含むLB

液体培地で一晩 37℃にて培養した｡この培養液を適当な容器に移し菌体と培養

液に遠心分離した(12000rpm､ 1分間)｡この菌体部分に､ 100〃1のSolutionl

を加え､菌体ペレットを懸濁した｡次にSolution2を200〃1加え､懸濁した菌

体の溶菌を促した｡次に150〃1のSolution3を加え､析出物と上澄みを遠心分

離させた(15000rpm､ 5分間)｡そこから上澄み液を別の容器に移し､上澄み

の 2.5 倍量特級エタノール(99.5%)を加えこれをさ らに遠心分離した

(15000rpm､ 15分間)｡この後上澄み液を除去し､減圧乾燥機にて乾燥し､エ

タノールが完全に揮発したことを確認したo

乾燥した析出物に 200J↓1の TE 緩衝液を加え溶解させた､さらに1〃1の

RNase(和光純薬)を添加し､ 50℃で 30分間インキュベ-卜した｡これに 0.1M

γris-HCl 【pH8.0】に飽和させたフェノールを200〃1加え懸濁した｡これを遠心

分離し(15000rpm､ 1分間)､上層を別の容器に移し替えた｡続いて上層と等

量のクロロホルムを添加して懸濁した｡これをさらに遠心分離した(15000rpm､

1分間)o 再び上層を別の容暑引こ移し替え､上層の体積の10分の1量にあたる

3M酢酸ナトリウム【pH5.2】を加えさらに2.5倍量の特級エタノールを加えよく

混合した｡この混合液を遠心分離した(15000rpm､ 15分間)｡上層を取り除い

た後､ 70%に希釈し､ -20℃に冷却した特級エタノールをこれに適量加え沈殿

を洗浄した｡エタノールを吸引除去した後,減圧乾燥機にて完全にエタノールを

揮発さえ､ TE緩衝液に溶解したものを精製プラスミドとした.

塩基配列の決定

鋳型となるDNAサンプルをPCRチューブにとり､ 1〃Mシークエンス用プ

ライマーを4 〃1､ DNA シークエンスキットプレミ ックス(Amersbam

16



Pharmacia Biotech社 DYEnamicTM ET terminator kit Cycle Sequencing kit)

を8〃1加え､全体量が20〃1になるようミリ Q水で調節した｡サーマルサイク

ラーを用い､ (96℃ 20秒､ らo℃ 15秒､ 60℃ 1分)を1サイクルとし､これを

35回線り返し反応させた｡反応後直ちに反応液に3M酢酸ナトリウムを2〃1､

エタノール80FLlを加え擾拝し､遠心分離し(15000rpm､ 15分)､ DNAを沈澱

させた｡上澄み液を除き､沈澱に対して70% 冷却エタノールを200〃1加え再

度速やかに上澄み液を除去し､減圧乾燥した｡その沈澱に対して脱イオン化ホル

ムアミドを20〃1加え十分に溶解し､95℃で1分間インキュベ-卜した｡その後

直ちに氷中で冷却し､この溶液をDNAシークエンサー(ABI3100)で解析し､プ

ラスミドDNAの塩基配列を確認した｡

制限酵素処理

目的断片をもつプラスミドDNAと､該当する制限酵素を用いた｡

プラスミドDNA水溶液4〃1､制限酵素緩衝液1〃1､制限酵素1〃1､ミリ Q水

4〟1をそれぞれ混合し10〃1とし､ 37℃で一時間インキュベ-トした｡複数の

制限酵素サイトを処理しなければならない場合は､制限酵素メーカーの指示書に

従い､加える制限酵素緩衝液の種類を変更し､ 2種類の制限酵素を混合したもの

で処理した｡

ライゲ-ション

連結させたいサンプルを混合し､ T4リガ-ゼ(Invitrogen社)を用いて22℃

で一晩インキュベ-卜し反応させたo

タンパク質精製

タンパク質発現を確認したコロニーを､アンピシリンを含む(50〃1/ml) LB
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液体培地に植菌し､ 37℃にインキュベ-卜ししながら一晩培養したものを前培

養液とした｡前培養液をアンピシリンが含まれる(50〃1/ml) 1 1の LB液体培

地に200〃1添加し､波長600nmにおける吸光度0.Dが0.5程度になった時､

IPTGを(50J↓1/ml)になるよう添加し､ 37℃でインキュベ-卜しながら3時間

培養した｡

培養液を遠心分離し(8000rpm､ 5分間)上澄みと菌体に分離した｡この菌体

に超音波破砕液を20ml加え､超音波破砕機にて15分間､氷上で冷却しながら

菌体の破砕を行った(Astrason W･380 Heat Systems-Ultrasonics を用い

Outputレベル5､ 1秒間隔に設定)｡これをさらに遠心分離し(15000rpm､ 30

分間)上澄み液を菌体被砕液とした.これにNi-NTAアガロ-スレジン(Qiagen

社)を培養液量に対して1/1000量添加し､氷上で冷却しながら1時間振とうし

た｡ 10分ほど氷上で放置し､沈殿してきたNi-NTAアガロ-スレジンを残し上

澄みを除去した｡これにNi-NTAアガロ-スレジン洗浄液を10ml加えよく混合

した後､さらに10分氷上で放置し､沈殿を残して上澄みを除去した｡これを計

3回線り返した｡洗浄液をよく除去した沈殿に､タンパク質溶出液を1ml加え

よく混合し､この上澄み液を得た｡これを透析膜(三光純薬)に移し､ 1 1の蒸

留水で透析した｡蒸留水は2時間に一度､ 2回新しいものに交換した｡最後に

10mMリン酸ナトリウム緩衝液で4℃にて一晩インキュベ-卜しながら透析し

た｡この作業を経たサンプルを精製タンパク質とした｡

ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

Laemmliらの方法(22)に従って行った｡分離ゲルの作成は30%のアクリル

アミドを用いて終濃度が12.5%になるように蒸留水と分離ゲル緩衝液を加えた｡

これにTEMEDを分離ゲル5ml中8〃1､ 10%APSを21J⊥1加え､よく摸拝し

たものをゲル作成用のガラス板に注ぎ込み､濃縮ゲルとの境界を水平にするため
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にその上に蒸留水を適量注いだ｡これがゲル化したあと､蒸留水を取り除き､濃

縮ゲルを注いだ｡濃縮ゲルは､ 30%アクリルアミド溶液を用いて終濃度が4.5%

となるように蒸留水と濃縮ゲル緩衝液を加えた｡濃縮ゲル1.68ml中､ TEMED

を5〃1､ 10%APSを10〃1加え､よく擾拝したものである｡このあとウェル作

成のためのコ-ムをガラス板の間に挿入し､完全にゲル化したものを

SDS-PAGE用ゲルとした｡これを電気泳動装置(CompactPAGEAE7300,ATTO

社)に固定し､泳動用緩衝液で満たしたo 目的のタンパク質サンプルはサンプル

用緩衝液を加え､沸騰水で5分インキュベ-トしたものを使用した｡このサンプ

ルをウェルに供し､電圧100Vで電気泳動した｡ SDS-PAGE を行う際のタンパ

ク質マーカーはLMW Calibration Kit Protein Standard(Pharmacia Biotec社)

を利用した｡

電気泳動後はクマシー染色液(nacalaitesque社RapidstainCBBkit)で十

分染色した後､蒸留水で洗浄しバンドの検出を行った.

タンパク質の濃度測定

タンパク質濃度の測定は紫外線吸光を示すタンパク質中に含まれるアミノ酸

基､トリプトファン､チロシン､システインの数の合計を利用して求めた(23)0

まず､タンパク質溶液における280nmにおける吸光度を測定した｡

さらに次の式にそれぞれのタンパク質に含まれる該当アミノ酸基数を当てはめ

た｡

E=トリプトファン基数×5550+チロシン基数×1340+システイン基数×150

※
Eは分子吸光係数

また､塩基配列から推定されるアミノ酸基数の合計からそれぞれタンパク質全
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体の相対分子量(Da)を求めた｡

実際のタンパク質濃度は280nmにおける吸光度の値を吸光係数で除した値に

Da値の積を与える式より求めることが出来るo つまり

(A280/E) ×Da値-Ⅹ (mg/ml) ※Ⅹは目的のタンパク質濃度

の式が成り立つ｡

測定により得られた吸光度値と､それぞれの塩基配列から推定される該当アミ

ノ酸基数､分子量を算出し､以上の式に当てはめて計算したものをタンパク質濃

度として利用した｡
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3節 結果

R.albus染色体DNAをテンペレートとしてPCR法により目的となるDNA断

片を増幅した｡ PCRに用いるために設計したプライマー配列は図1に示す｡

増幅された断片はアガロ-スゲル電気泳動によって確認した｡

RaCBM4･1､ RaCBM4･2､ RaCBM4をコードしている遺伝子の塩基配列はそれ

ぞれ486bp､ 483bp､ 957bp (プライマー領域を含む)であり､それに近似する

サイズの増幅断片を単一のバンドとして確認することが出来た｡ (図2)

確認後直ちに､増幅断片とpCR2.1ベクターとをリガ-ゼを使用して連結したo

大腸菌JMIO9株のコンビタントセルをそのベクターを用いて形質転換した｡形

質転換後の菌株を含むSOC培地をLB寒天培地(Ⅹ-gal､アンピシリンを含む)

に塗布し 37℃で一晩インキュベ-卜した｡白色のコロニーをいくつか選択し､

コロニーPCR 法により目的の断片を含むコロニーをさらに選択した｡液体 LB

培地に植菌し37℃で一晩培養した培養液からプラスミドを抽出､精製したo

そのプラスミドよりシークエンス反応を経て､塩基配列を決定し､目的の制限酵

素サイトが挿入されているか､内部塩基配列がNCBI(bttp://www.ncbi.nlm.nib.gov/)

のデータベースに登録されているce15Dの塩基配列と相違ない事を確認した｡

確認した後､プラスミドを制限酵素KpnIとBamHIで処理した｡アガロ-ス

ゲル電気泳動で確認後､アガロ-スゲルより目的サイズのDNA断片をスパーテ

ルで切り出し､ゲル抽出キットを用いてDNA断片を回収した｡回収したサンプ

ルは再度アガロ-スゲル電気泳動にて確認した｡

同様に処理したタンパク質発現用ベクターであるpQE-30 (Qiagen社)と､回収

した断片を混合し､リガ-ゼを用いて22℃で一晩反応させそれぞれを連結させた｡

ライゲ-ションサンプルは大腸菌JMIO9株の形質転換-と供した｡形質転換後の

大腸菌を含む SOC培地を､アンピシリンを含むLB寒天プレート培地に塗布し､

37℃で一晩インキュベ-卜した｡現れたコロニーをいくつか選択し､コロニーPCR
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法により､インサートを持つコロニーを選択した｡選択したコロニーをLB液体培

地(アンピシリン､ IPTG含む)に植菌し37℃で一晩培養した｡培養液40〝1を

チューブに移し､遠心分離し(15000rpm､ 1分間)､上澄みを取り除いた｡そこ-

SDS-PAGE用ローディングバッファーを10〃1添加し､適度に擾拝した後に沸騰し

た湯で5分間サンプルを煮沸し､これをSDS･PAGEサンプルとした｡ 12.5%のアク

リルアミドゲルにてサンプルを電気泳動し､発現を確認した(図3)｡発現が確認で

きたコロニーを､再度LB液体培地にて同様に培養し､前培養液とした｡ 1 1のLB

液体培地が満たされた三角フラスコに前培養液を 200〃1添加し､ 37℃にインキュ

べ-トしながら波長600nmにおける吸光度が0.5になるまで培養し､IPTGを添加

し3時間培養した｡その培養液に遠心分離し､菌体と培地に分離した後､菌体に超

音波破砕液を適量加え､超音波破砕機によって菌体を破砕した｡菌体破砕液は遠心

分離し(15000rpmで30分間)､目的タンパク質を含む破砕液を得た｡これにNi･NTA

アガロ-スレジン(Qiagen社)を加え､吸着させた後､洗浄液で3回洗浄した後､

溶出液を加えてタンパク質を溶出させた｡溶出液は透析膜に移して透析し､精製タ

ンパク質とした｡精製したタンパク質はSDS･PAGEによって確認した(図4)｡さ

らに､タンパク質の濃度を計算するために吸光計による測定を行った｡精製したタ

ンパク質を30倍に希釈した際の吸光度はそれぞれRaCBM4-10.624､ RaCBM4･2

o.242､ RaCBM40.514であり､それぞれのタンパク質の分子量は塩基配列より

CBM4-1 17510Da､ CBM4-2 16743.5Da､ CBM4 34235.8Da であった｡さ

らにそれぞれの吸光係数E は RaCBM4-1 34260､ RaCBM4-2 21720､

RaCBM4 55980､となった｡これらの数値を先に上げた計算式(19120ページ)

により算出したところそれぞれのタンパク質濃度は､RaCBM411 9.56(mg/ml)､

RaCBM4･2 5.62(mg/ml)､ RaCBM4 9.44(mg/ml)となった｡
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4節 考察

田口ら(21)がクローニングに成功した ce15D遺伝子の報告から､図1に示

した位置にプライマーを設計したo 利用した制限酵素サイトは､ KpDI､ BamH

Iである｡ ce15D内の目的部位には
EcoRV､ EcoRI ､ Hl'ndⅢ, PstIといった

制限酵素サイトがあったため､発現用ベクターpQE･30(Qiagen社)のマルチク

ローニングサイトに利用できる KpnI､ BamHIをプライマーに組み込んだo

TAクローニングした菌株プラスミドをシークエンスにより塩基配列を決定し､

報告にある配列と差異が無いことを確認し､ pQE130に組み込んだ.それぞれの

遺伝子を組み込んだpQE-30を用いて大腸菌JMIO9株の形質転換を行い､発現

を確認したが､培養時にIPTG添加の操作を行わなくても､ IPTG添加時とほぼ

同程度のタンパク質の発現が確認できた｡しかし､精製時には必ずIPTGを添加

するようにしたが､特に問題は見られなかった｡

精製後のタンパク質濃度だが､ RaCBM411 9.56(mg/ml)､ RaCBM4･2

5.62(mg/ml)､ RaCBM4 9.44(mg/ml)と一定した精製で安定した量を得ることが

出来た｡ CBM4-2の精製量が他の2つと比べて若干低いのは､その菌株の生育だ

けが非常に遅く､他に比べて菌量が確保出来なかった為と考えることができる｡

また超音波破砕後の破砕菌体の沈殿に RaCBM4-2 と思われるタンパク質が

SDSIPAGEにて確認できた為､ RaCBM4-2は幾らかの不溶性を示すと考えられ

る｡
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才アぞリ?昏糠樺戸メイン
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CBMヰ-1 CBM4-2

L卯プチFF-J9Uンモモ

設計したプライマー

(》RaCBM4･ 1

GGATCC CCTGATCCTGCATCTGACCCG

BamllIサイト

@RaCBM4･2

紳GAGGACGAAGATCCTCCGCC

KpL7Ⅰサイト

③RaCBM413

GGATCCDcATCTTCTTCGACTCAGTCCGGAA

BamHIサイト

@RaCBM414

恒GTACCDcAGGAGATCTTTTTGATGACCA

KpDIサイト

図1. Ce15D及びプライマー配列とその位置

24



2 .3 4

iL_Jj上.

77ヰ
l

l_L[

.iニ

ヰ:iT,:I

3.t47

こ r_ll｣
I

1.I_7こ

トト

LI_リJ

l].1ユ

‥十Lt,:馳二,
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DNA
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囲3.大腸菌JMIO9株で発現した各タンパク質のSDS･PAGE電気泳動図

※12.5%ポリアクリルアミドゲル

①分子量マーカー ②RaCBM4･1が発現している大腸菌全タンパク質(以下同)

③R8CBM412 ④R&CllM4
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3章 精製タンパク質の結合特性の測定

3-1アフィニティー電気泳動による測定

1節 目的

前章では目的とするそれぞれの形状の RaCBM4群を精製することが出来たo

本章では精製した各タンパク質を用いて､それぞれのタンパク質がどのような基

質に結合するかといった特徴や､各タンパク質の間で結合様式に差が現れるかを

明らかにするために､その方法の一つとしてアフィニティー電気泳動による測定

を試みた｡この電気泳動方法は､タンパク質を変性させることなくその活性を保

ったまま挙動を観察出来ることが一般的に知られている｡本実験では電気泳動に

用いるゲル中に各種の基質を混合させる手法をとった｡電気泳動中にCBMがゲ

ル内の基質と結合した場合､タンパク質の移動に影響を及ぼすと考えられる｡そ

の影響により精製タンパク質の特徴を決定する目的で実験を行った｡

2節 実験と方法

添加する基質の調製

カラス麦由来キシラン(以下オートスペルトキシラン)､シラカバ由来キシラ

ン(以下バーチウッドキシラン)､リケナン､ラミナリン､マンナン､を体積/

重量比で1%になるよう､ミリ Q水で溶解あるいは懸濁させた｡さらに3%BMC

も用意した｡ただし､オートスペルトキシラン､バーチウッドキシラン､リケナ

ンは不溶性であるため､なるべく微細化するために超音波破砕機を用いてそれぞ

れ1分間､処理をした｡ただしリケナンは､熱を加えることにより完全に溶解す

ることが出来るため不溶性の状態と､溶解した状態のものを用意した｡

BMCの作成方法は下記に示した｡

ボールミルに30gのKCフロック(日本製紙)と蒸留水700mlを加えて専用

容器封入し､回転装置を用いて3日間回転させ､ KCフロックを微細化した｡試
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料を取り出した後､ボールミルを 300mlの蒸留水で洗浄し､これを先ほどの試

料に加えた｡これを3%ボールミルセルロース(BMC)として利用した｡

アフィニティー電気泳動

アクリルアミド濃度が12.5%になるよう､ 30%アクリルアミド､ゲル緩衝液

を混合し､さらにゲル中に基質が 0.05%含まれるよう添加したのち蒸留水を用

いて調節した｡これにTEMEDをこの溶液5ml中8〃1の割合で添加し､さらに

10%APS溶液を2 1〃1添加してよく混合して､ゲル作成機のガラス板の間に注

ぎ､ゲル穴を作るためのコ-ムを差し込んでゲル化させたものを使用した｡

電気泳動の作業以降は､ 2章2節の操作と同じである｡マーカーはウシ血清アル

ブミン(SIGMA社)を使用した｡

3節 結果

オートスペルトキシラン､バーチウッドキシラン､リケナン､溶解リケナン､

ラミナリン､マンナンのうち､結合が確認できたのは､リケナン､熱溶解させた

リケナン､マンナンであったo ここ泳動図ではRaCBM4が､スメア状に引っ張

られている現象が確認できた｡リケナンは､熱を加えると完全に溶解するので､

その状態でアフィニティー電気泳動した｡これをみると､不溶性の状態のリケナ

ンを混合した時よりも RaCBM4 群は強く結合しているように見えた｡さらに､

RaCBM･4･1､ RaCBM4-2においても移動度が遅くなっていることが確認できた

為､結合が起こったと考えられる(図5)0

他の基質とタンパク質の組み合わせは殆どコントロールと差が見られなかっ

たのでここでは示さない｡ただしBMCを混合したゲルにおいてはそれぞれのタ

ンパク質の移動度がいくらか早くなった(図6)0
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4節 考察

リケナンはアイルランドコケなどの地衣類に含まれる熱水に可溶､冷水に不溶

のβグルカンであり､ D-グルコース残基がβ-1,4､ β-1,3結合で直鎖状の構造

をなしていると考えられている基質である｡ラミナリンは海藻類に含まれる貯蔵

多糖で､殆どがD-グルコースから出来ており､小単位ではβ-1,3結合､その間

にβ-1,6結合などで主鎖､側鎖などに枝分かれし､還元末端にマンニトールを含

むと考えられている｡マンナンは､ β-1,4結合したマンノピラノースが直鎖を成

していると考えられる｡キシランは､陸上植物の-ミセルロースに代表される多

糖であり､ β-1,4結合 β-1,3結合のD-キシロースからなると考えられている｡

今回利用したバーチウッドキシランが95%のD-キシロースを含み､オートスペ

ルトキシランは5%のD-グルコース､アラピノースを含んでいる｡ CMCはパル

プをアルカリ処理し､モノクロル酢酸を反応させた水溶性のセルロースである｡

今回特に目立った結合が確認できた基質はリケナンのみであった｡ CBMファ

ミリー4は､不溶性の基質や､非結晶性のセルロースに結合する typeB と呼ば

れるCBMに分類されており､アフィニティー電気泳動による実験では､キシラ

ンや､ β-グルカン､リケナン､ラミナリンなどに結合するという報告がある｡

本件ではリケナン､マンナンに結合が見られた事からその点について類似が確認

できた.また､ RaCBM4･1
､
RaCBM4･2､ RaCBM4における結合力の違いにつ

いて､アフィニティー電気泳動における移動度が純粋に結合強度を反映できると

するならば､アフィニティー電気泳動(図5)を見て,RaCBM4-1 ､
RaCBM4-2

は同程度の弱い結合｡ RaCBM4 が強い結合をしている事が見ることが出来る｡

また､熱溶解させたリケナンを含むポリアクリルアミドゲルにおけるアフィニテ

ィー電気泳動では､さらにはっきりとした強い結合が見られる｡リケナンが可溶

化する事により､ゲル中におけるリケナンの分布や構造変化がCBMとの結合を

より強めたのではないかと考えられる｡
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RaCBM4はRaCBM4-1とRaCBM412が直列した構造のCBMをもつが､個々

の結合よりも直列した状態での結合が強く見られたため､この実験の結果では

CBMファミリー4が2つ並んで存在することによって､より強い結合力を得て

いる可能性が確認できた｡

またBMCを基質として添加したアフィニティー電気泳動(図6)ではタンパ

ク質の移動度がコントロールよりも増加している事が確認できた｡ BMCを遠心

分離し(15000rpm､ 5分)､上澄み液をゲルに加えた実験ではCBMの移動が早

くなる現象は確認できなかった｡ BMCは比較的大きな分子量の多糖から小分子

の糖鎖などを含むと考えられる｡この事から､ 15000rpmの遠心分離では沈殿し

ない程度の糖鎖の影響あるいは､ BMC溶液中に含まれる不純物､イオン等は作

用していないのではないかと考えられる｡糖鎖と結合し､構造変化を起こしたか､

あるいは糖鎖と結合することにより CBMの電荷が変化し､電気泳動に変化を与

えたのではないかとも考えられ興味深い｡
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図5.各基質を含むアフィニティー電気泳動による結合確認

(Dウシ血清アルブミン ②RaCBM4-1 (罫RaCBM4-2 ④RaCBM4

A コントロール Bリケナン C 熱処理リケナン

D マンナン E CMC F オートスペルトキシラン

G バーチウッドキシラン H ラミナリン

※各基質0.5%を含む12.5%ポリアクリルアミドゲル
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I.L

図6 BMCを含んだアクリルアミドゲル･アフィニティー電気泳動図

※BMCO.5%を含む12.5%ポリアクリルアミドゲル

ウシ血清アルブミンマーカー ②RaCBM4-1 ③RaCBM4-2 ④R&CBM4
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3-2 SDS-PAGEを用いた結合部位の比較

1節 目的

RaCBM4-1
､
RaCBM4･2､ RaCBM4において､それぞれがリケナンに対して

結合する部位に違いがあるかを知るために､実験を行った｡各CBM群が基質に

対して結合できる部位数には限界がある事を利用した｡それぞれのタンパク質を

順番に飽和させていき､基質に結合した CBM を確認する事によって､ RaCBM

群の特性を確かめた｡

2節 実験方法

RaCBM4･1
､
RaCBM4-2､ RaCBM4の精製たんばくと1%リケナン懸濁液を

用いた｡ 1%のリケナン懸濁液5ILl (リケナン50FLg)に対して､ RaCBM溶液

(500〃g/ml)を100J↓1加え､よく擾拝し､室温で3分間反応させた｡これを

遠心分離し(15000rpm､
,5分)沈殿を

KPB溶液でよく洗浄し､さらに次の

RaCBM溶液を同量加え､同様に換作をし､遠心分離､洗浄し､さらにRaCBM

溶液を加え同様の操作を行ったo 最後にKPBで2回洗浄したものを､ 12.5%の

SDSIPAGE ゲルで電気泳動したo 尚､タンパク質を飽和させていく順番で違い

が出る可能性があったので､ RaCBM411 ､
RaCBM4-2､ RaCBM4から考えられ

る6通りの順番で以上の実験を行った｡

3節 結果

電気泳動した結果図14の様になったo 精製したタンパク質の電気泳動図と比

較してそれぞれのタンパク質がRaCBM4･1 ､ RaCBM4･2､ RaCBM4,である事

が確認できる｡全ての組み合わせにおいて､ 3つのバンドが確認できた｡飽和順

3段階において､最後に添加したRaCBMのバンドがそれぞれ濃いように見て取

れる｡
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4節 考察

RaCBM4･1､ RaCBM4-2､ RaCBM4を3段階の組み合わせ順序で飽和させた

が､該当する分子量の位置にそれぞれのRaCBMのバンドを確認できた｡この事

から､ RaCBMがそれぞれ､リケナンに対して違う部位に結合している事が確か

められた｡ただRaCBM群は同濃度に調製したが､ RaCBM4-2の結合が強いよ

うに思われた｡この事は､ 3章一1､ 3章一3､ 3章一4それぞれの3節の結果

からは確かめられなかったが､ RaCBM4･1､ RaCBM4･2､ RaCBM4の3種類を

反応させている事から､それぞれのタンパク質による相互間の影響があったかも

しれない｡
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図14.各RaCBMを順に飽和した時のSDS･PAGE電気泳動結果

※12.5%ポリアクリルアミドゲル

M 分子量マーカー

①A-C-Bの順に飽和したサンプル ②A-ち-Cの順に飽和したサンプル

③B-C-Aの順に飽和したサンプル ④B-A-Cの順に飽和したサンプル

⑤c-A-Bの順に飽和したサンプル ⑥C-B-Aの順に飽和したサンプル

⑦RaCBM4･1 (A) ⑧RaCBM4･2 (B) ⑨RaCBM4 (C)
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3-3 遊離タンパク質の吸光度測定による結合力の測定

1節 目的

前章では､ RaCBM4がリケナンに結合することが確認できたので､今章では

その結合力を吸光度測定することにより数値化することを目的とした｡また､逢

坂(24)､ Hachemら(18)によって報告されるように､イオン､塩類の存在下

においてCBMの結合力が向上する現象が知られている｡そのため塩化カルシウ

ム､塩化ナトリウムを一定量存在させた上での結合力と､存在しない状態での結

合力を比較､検討した｡

2節 実験と方法

リケナン懸濁液の調製

波長280nmにおいてリケナン懸濁液遠心分離後の上澄み液を測定したところ､

それ自身に若干の吸光が認められた｡そのため､超音波破砕したリケナンを吸光

度が確認できなくなるまでKPB (20mM )で洗浄した｡洗浄済みのリケナンの

質量を正しく計測するために､凍結乾燥機を用いて洗浄済みリケナンを完全に乾

燥させた上で計量し, KPB に溶かし､ 2%のリケナン懸濁液とした｡ただし､

リケナンは不溶性部分と上澄みに分かれるため､分注する際や結合過程において

毎回ボルテックスを用いてよく混濁させた上で正しく計量できるように図った.

結合方法

タンパク質RaCBM411､ RaCBM412､ RaCBM4､基質リケナン, RaCBM群､

塩化カルシウム､塩化ナトリウム､蒸留水､KPBを測定項目によって混合したo

実験ではタンパク質以外の材料を混合した溶液をあらかじめ用意し,目的のタン

パク質を添加しボルテックスにより混合した｡その後室温で10分間基質とタン

パク質を結合させ､遠心分離しを(15000rpm､ 10分)､不溶性基質を上澄みと
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分離した｡この上澄み液を吸光度測定のサンプルとした｡

計算方法について

結合CBM濃度を算出するために､総タンパク質濃度【P】tから遊離のCBM濃度[p]

を差し引いた量がセルロースに結合している CBM濃度【pC】として次の式に求めら

る｡

[PC】-【P]t-[P]
(1)

CBMのセルロース-の結合は次のようなラングミュアの吸着等温式で表される｡

kl

P+C⇔PC

k-1

(2)

つまり遊離の CBM濃度を【p】､セルロース上のサイトの濃度を【C】､セルロースに

結合したCBM濃度を【pC】とする(2)式のような平衡が成り立っ｡そこで以下のよう

な結合定数Kaが求められる｡

kl 【PC]
Ka=-=-
k-1 【P][C】

(3)

(3)の式において CBM が存在しない場合のセルロース上のサイト濃度､すなわち

cBMが結合できる潜在的サイトにCBMが結合した最大結合濃度【pC】maxとすると

次の式が成り立っ｡

[C]=【PC]max
- [PC] (4)

(4)の式を(3)に代入して【PC】maxについて解くと次の式が得られる｡

円 il i!
×-+ (5)

[PC] Ka[PC]max [P] [PC]max

この式からセルロースに結合したCBM濃度【pC】と,遊離のCBM濃度【P】から最大

結合濃度【PC]maxと結合定数Kaを算出した(25-27)｡

38



3節 結果

測定から得られたデータを元とした近似直線グラフと､そこから与えられるそ

れぞれの結合定数Ka､最大結合濃度【PC]maxの一覧は(図7-9､表1)に示し

た｡

表1の様にKa値にそれぞれ大きな差は見られず､これは塩化ナトリウム､塩化

カルシウムを添加した場合も同様だった｡しかし[pC]maxの値は塩化ナトリウム､

塩化カルシウム添加時で, 2-10倍の増加が見られた｡

4節 考察

結果からRaCBM群の結合量は塩類の影響が大きい事が分かった｡このことは

塩類の存在により､RaCBM群が結合できる部位が増加したことを示す｡ただし､

塩化ナトリウム､塩化カルシウム添加においてその間に【pC】maxの値が2倍程度

異なった事から､ナトリウムイオン､カルシウムイオンとしての影響がある可能

性もある.考えた影響の一つは､塩類の添加により RaCBMにおける表面電荷が

中性化され､ RaCBM同士の電気的反発が緩和された結果､ RaCBMがより密に

リケナンに対して結合する事が出来たとするものである｡この概念は塩溶と呼ば

れ､その静電遮断力は様々なイオン類により異なる事が知られており､そういっ

た違いが今回の結果に現れたのではないかと推察した｡もう一つは塩類添加によ

る親水性の向上による影響である｡これによりリケナンと溶質間で水和が進み､

リケナンの繊維構造が緩まり結果 RaCBM の結合部位が増えたのではないかと

考えた｡

Ka値についてはRaCBM群の間､塩類の添加によって大きな差異が見られな

かった事から､塩類に左右されず､それぞれが同等の結合力を持つことを示して

いる｡
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表1 RaCBM群のリケナンに対する結合定数と最大結合量
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3-4 マクロアレイ法による結合基質の比較

1節 目的

様々な種類の結合確認にマクロアレイを用いる方法は一般的によく用いられ

ている｡ McCartney ら(28)は､基質水溶あるいは懸濁液をニトロセルロース

膜にスポットしたものを用いて CBM と結合させ､抗ヒスチジンタグタグHRP

(ホースラディッシュペルオキシダーゼ)を用いてCBMの結合を視覚化した実

験を行った｡この実験の利点は一度に多くの基質との結合を比較観察できる事と､

スポットする基質の量を変化させる事によりある程度の結合力を評価すること

が出来る点にある｡3章一1ではアフィニティー電気泳動にて結合する基質を選

別したが､より詳細なCBMの性質を評価する上で､このマクロアレイを利用し

た実験を行った｡

2節 実験方法

基質の調製

基質はリケナン､マンナン､ペクチン､ラミナリン､バーチウッドキシラン､

オートスペルトキシラン､ CMCを用意したo 各基質を蒸留水で溶解させた.不

溶性を示す基質については超音波破砕機により可能な限り微細化したものを利

用した｡それぞれの基質を1〃1に対して10〃g､ 1〃g､0.2〟g､0.04〃g､8ng､

1.6ngが含まれるよう､ 6段階に希釈したものを用意した｡不溶性､沈殿性を示

す基質については分注作業中常に擾拝した状態から計量した｡

マクロアレイシートの作成

シートにはニトロセルロース膜(Millipore社)を使用した｡これに市販のイ

ンクジェットプリンターを用いて5mm角の方眼目を印字した｡これに希釈した

基質をそれぞれ升目と希釈倍率､基質の種類にそって1〃1づつスポットした｡
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このときも不溶性､沈殿性を示す基質については常に摸拝した状態で計量した｡

全てをスポットした後､室温で30分乾燥させたものをマクロアレイシートとし

た｡

CBMの結合､および抗体反応による検出

マクロアレイシートをTBS緩衝液に浸し､ 10分間洗浄した｡さらにTBS緩

衝液を入れ替え､再度10分間洗浄した｡さらにマクロアレイシートをブロッキ

ング緩衝液に浸し､室温で1時間インキュベ-卜した｡その後シートを

TBS-Tween/Triton緩衝液に移し､ 10分間2回洗浄し､さらに10分間TBS緩

衝液で洗浄した｡精製したCBMタンパク質をPBSにて希釈した反応液にシー

トを浸し1時間､室温でイ ンキュベ- 卜 した｡この反応後､さ らに

TBS-Tween/Triton緩衝液で1 0分間､ 2回洗浄し､さらに10分間TBS緩衝液

で洗浄した｡ Anti-His-Conjugate (Qiagen社)をブロッキング緩衝液で1000

倍に希釈した抗体反応液に洗浄したシートを浸し､室温で1時間インキュベ-ト

した｡

シートをTBS-Tween/Triton緩衝液で1 0分間､ 2回洗浄した｡シートの水気

を切り､最後にDAB染色液を加え発色させた｡適度な発色が確認できたら水を

加えて発色反応を停止させた｡

3節 結果

まず､それぞれのリケナンの結合状況を見てみると､ RaCBM4･1､ RaCBM412

において強い結合が確認できたが､ RaCBM4 においてはとても弱い結合しか確

認できていない(図10-図13)｡また､他にこの実験で結合が確認できた基質

は､マンナン､オートスペルトキシラン､バーチウッドキシラン､CMCである｡

特にオートスペルトキシランは､リケナンと同程度の強いシグナルが観察できた｡
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CBM4は全体的に結合度合いが低めだが､オートスペルトキシランについては

他の2つに比べ､結合が最も強く確認できたo RaCBM4-1､ RaCBM4-2 を比較

しても､バーチウッドキシラン等の基質でそれぞれ違いが確認できる｡

4節 考察

アフィニティー電気泳動方では､リケナン､マンナンに結合することが確認で

きたが､加えて本実験ではあらたにオートスペルトキシラン､バーチウッドキシ

ラン､ CMCの3つについて結合を確認した｡オートスペルトキシランについて

は､マクロアレイ法の結果､リケナンと同程度の強度で結合した｡また特にリケ

ナンに注目すると､アフィニティー電気泳動法ではRaCBM4がもっとも強く結

合しているよう確認できたが､マクロアレイではRaCBM4･1､ RaCBM4･2のが

リケナンにより強く結合する結果となった｡本実験ではRaCBM4･1､RaCBM4-2

に比べ､ RaCBM4は､オートスペルトキシランを除く基質には全体的に非常に

弱い結合を示した｡

マクロアレイ法では､精製したタンパク質のもつヒスチジンタグ領域に特異的

に結合する HRP 標識抗体を用いて検出する｡従って検出されるシグナルは､

cBMの結合する分子の量ではなく､分子の数に比例する｡すなわち､ 3章一3

における【pc]maxの値と比較する事が出来ると考えた｡ 3章一3においてリケナ

ンに結合する分子の数はRaCBM間において大きな差が見られなかった｡このこ

とかはこのデータ結果と異なった｡これについては､ RaCBM群において基質と

の結合の有無及び強度は､対象となる基質の状態に大きく左右されるのではない

かと予想した｡本実験ではニトロセルロース膜に基質水溶液をしみ込ませ､乾燥

させた状態でRaCBM群と反応させてた｡一方､ 3章13ではリケナンを水和し

た状態で反応させたo 3章一1の実験ではポリアクリルアミドゲル中に､基質を

混合している状態であった｡それぞれの状態において､各基質がどのような形態
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で存在しているか詳細は不明であるが､それぞれの実験方法によって基質の形態

に違いが生じ､結合力や特性に差が生じるのではないかと考えた｡
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※縦軸の値は､シグナルが確認できた間借,横軸に基質の種類を並べた
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4章 R.albusにおけるリケナン結合タンパク質の測定とそのプロテインシー

クエンス

1節 目的

RaCBM4群にリケナン結合性が確認できた事から､実際にR.albusの菌体外

につくられるタンパク質のうち､リケナン結合性をしめすセルラーゼを収集し､

それがRaCBM4群に関係するタンパク質であるかどうかを確かめるため以下の

実験を行った｡

2節 実験方法

リケナン結合性タンパク質の単離

炭素源としてBMCを1%加えたGS改変培地においてR.albusを5日間培養

し､その培養液を遠心分離(8000rpm､ 10分)した上澄み液を培養液液とした｡

全量100mlの培養櫨液対して､ 0.15gのリケナンを加え摸拝し､ 10分後再度遠

心分離(12000rpm､ 5分)し､沈殿と上澄みに分けた｡沈殿をKPBで3回洗

浄､その後凍結乾燥し､ SDS-PAGEサンプル緩衝液を200FLl加えて9 5℃で5

分間加熱したものをSDS-PAGEに供した｡

エレクトロトランスブロツティング

12.5%のSDS-PAGEゲルにサンプルを供し､電気泳動した｡このゲル中タン

パク質をPVDF膜に転写するため以下の操作を行った｡

pvDF膜を100%メタノール液に20秒浸し､ B液で30分間振とう洗浄した｡ろ紙

2枚をA液に､ 1枚をB液に､ 3枚をC液に浸した｡SDS-PAGEが終了した目的

のゲルをB液に5分間浸した｡ブロツティングマシーン(AE-7500P コンパクト

プロット)の陽極に､A液に浸したろ紙を2枚重ねて置き､B液に浸したろ紙を

1枚重ねた｡その上にPVDF膜を重ね､その上にゲルを乗せた｡その上にさらに
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C液に浸したろ紙を3枚重ねた｡ゲル､ろ紙､ PVDF膜を重ねる操作は､ろ紙がず

れず､気泡が入らないように注意して行った｡その上に陽極と電源ユニットを重ね､

100mAで60分間通電した｡通電が終了したPVDF膜を､クマシー染色液で染色

し､脱色液で処理した｡

活性染色

12.5%のSDS-PAGEゲルに0.05%CMCを含むように調製し､サンプルタン

パク質を供し､電気泳動した｡このゲルをリフォールディング緩衝液1に浸し､

30分間､ 2回室温で振とうした.この後､リフォールディング緩衝液2に浸し､

30分間､ 2回室温で振とうした｡この後10mM KPB液に浸し､ 37℃で90分

間インキュべ-卜した｡これを1% コンゴ-レッド溶液に浸して染色後､ 1M

の塩化ナトリウム水溶液で脱色した｡

プロテインシークエンス

エレクトロトランスプロットした PVDF膜から､目的のタンパク質のバンド

を切り取りプロテインシークエンサー(ABI社､ Prociseproteinsequencer)に

供した｡指示書に従い､転写された目的のタンパク質バンドから15アミノ残基

の配列を決定した｡

3節 結果

R.albusを培養したGS改変培地(炭素源1%BMCを含む)から得られた培

地上澄より､リケナンに吸着させて集めたタンパク質をSDS-PAGEに供したと

ころ(図15)のようなタンパク質を検出した｡ 67kDa付近に太い単一のバンド

が得られた｡またこのタンパク質を用いて活性染色を行った｡ SDS-PAGE 電気

泳動で確認できたバンドの位置の染色が抜けた｡この事からCMCを分解してい
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る事が分かった｡

集めたタンパク質をSDS-PAGEし､エレクトロトランスプロットにより得ら

れた PVDF膜から同タンパク質サイズ付近のバンドを切り出し､プロテインシ

ークエンスを行った結果､読み取れた配列は､ N'末側から

SSGLDAEGIVSQMGIであった｡

4節 考察

リケナンを用いて吸着させたタンパク質は､一番目立つ67kDa付近のバンド

と､その上にいくらか複数のバンドが確認できた(図15)o 菌体タンパク質の

SOS-PAGE 電気泳動の結果と比較すると､菌体タンパク質の一部が得られてい

る事が分かった｡この事から培養上澄み液からリケナンに吸着するタンパク質が

集められたと判断した｡次に､これがセルラーゼとしての活性を持つかを確かめ

るために活性染色を行ったが､ CMC分解活性を確認する事が出来たため､セル

ラーゼ活性を持つ酵素である可能性が非常に高いと考えた｡リケナンに吸着した

タンパク質だったため､ Ce15Dである可能性もあり(但し､塩基配列から推定

される Ce15Dのサイズは84kDaである｡)プロテインシークンスを行ったが､

NCBI BLAST Protein, Search for short, nearly exact matches

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)を用いて結果を検索した結果､相同性

の高い順にしめされたデータベース上のアミノ酸配列に､R.albus由来のCe15D

をはじめセルラーゼ関連のタンパク質は該当しなかった｡分子サイズの違いを含

め､これらの結果からリケナンに吸着したタンパク質は､新規のセルラーゼであ

る可能性が高いと考えた｡

54



①② ⑨

叫十

･■Jう~+
■■

. ■-

J.ll + *

1･1†~l
=コEコ

:I- L.+

1｣｣･●●

什r);lI

図15.リケナン吸着タンパク質のSDS-PAGEと活性染色結果

①分子量マーカー ②菌体タンパク質 ③リケナンに吸着したタンパク質

④リケナンに吸着したタンパク質SDS-PAGE後の活性染色(サンプル量0.5〟1)

⑤リケナンに吸着したタンパク質SDS-PAGE後の活性染色(サンプル量1 〟1)

⑥リケナンに吸着したタンパク質SDS-PAGE後の活性染色(サンプル量2 〃1)

⑦リケナンに吸着したタンパク質SDS-PAG】∃後の活性染色(サンプル量4〃1)
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総合考察

本研究ではまずRaCBM4がどのような基質と結合するか､という性質を明ら

かにするため､第3章一1､第3章一4において親和性電気泳動及びマクロアレ

イ法による検討を行った｡その実験結果から､R.albus由来Ce15DのCBM4は､

リケナン､マンナン､バーチウッドキシラン､オートスペルトキシラン､CMC､

それぞれの基質に結合する事が分かった｡このCBM4は､他菌種のCBM4と比

較してアミノ酸レベルにおける相同性が低い事から､ファミリー4に分類されて

いるものの若干疑問が残っていた｡しかし今回の結果は､ファミリー4､タイプ

Bに分類されるCBMの特徴である､不溶性多糖､非結晶性セルロースに結合す

るという性質に準ずるものと言えた｡第3章一3の3節において二つのCBM4

(RaCBM4･1､ RaCBM4-2)はよく似た結合力､結合量を示した(塩類の添加に

よるそれらの数値変化もよく似ていた)､また,それぞれの実験において

RaCBM4-1､ RaCBM4-2 の基質に対する結合､非結合のデータはよく類似して

いた｡ R.albusのCe15DにおけるCBM4-1､ CBM4-2はその構造や､相同性から

進化の過程で遺伝子が倍加したものと考えられる為､このように相互間で似たよ

うな性質を持つことは考えられた｡しかし第 3 章一2の 3 節ではそれぞれの

RaCBMがリケナンに対して認識している部位､つまり結合する部位が異なると

いう結果も出た｡そのため､どういった違いからそのような差が生まれるのか非

常に興味深いものであった｡

cBMはアミノ酸配列によるファミリー分類､または結合様式の違いによりタ

イプA､タイプB､タイプCのような分類方法が提案されているが､同一菌種

から得た同一ファミリーのCBMであっても基質に対して異なった部位を認識し

ている可能性から､基質の種類や結合様式という観点より進めた､基質の形態､

結合部位などの知見をより広げる事が必要ではないだろうかと考えた｡また､基

質の形態という観点で本研究を見た場合､第3章一1の3節より､不溶性の状態

56



のリケナンと､熱を加えて溶解させたリケナンとのRaCBM群の結合力は異なっ

ていたし､第3章一4における3節からみても､アフィニティー電気泳動で結合

が確認できた基質よりも多くの結合基質を見つける事が出来た｡こういった違い

は､基質の状態変化､つまり構造変化に起因しているのではないだろうかと考え

た｡例えば多糖類が水溶する場合､繊維束間に水分子が入り水和し､その結合が

解れる事象が知られている｡こういった基質に対してクレフト構造をとるタイプ

BのCBMはより結合力は向上する｡ポリアクリルアミド分子間に固定されてい

る状態､あるいは今回マクロアレイに用いたニトロセルロース上に滴下､乾燥さ

せた状態では､その形状に違いがあることが十分予想できた｡ CBMの結合基質

-の性格を分析する上で､アフィニティー電気泳動を用いて結合基質を評価する

報告は多いが､より正確な特性を知る為には､基質の状態が結合に影響を与える

事を含め､様々な角度から検討する必要があると思われた｡

タイプBのCBMが結合基質の種類に幅があるのは､基質特異的というよりは

むしろ基質の構造特異的な性質を持っているからなのではないかと考えた｡また

ce15Dはファミリー5の触媒酵素の後にCBM4が2つ並んで存在している｡こ

のように複数のCBMを持つセルラーゼは他にもあり､そういった構造を持つこ

とで､タンパク質としての構造上の安定性をもたらし､結合に関する多様性の獲

得､また触媒部分の分解性の向上に寄与しているという報告がある(29)｡しか

し本研究ではRaCBM4が二つ並んで存在している事による利点は､第3章一2

における結果の他､見つけるに至らなかった｡ただ､ RaCBM4-1､ RaCBM412

が非常によく似た性質を示した事に対して､ RaCBM4 はその性質が異なった｡

この事より何らかの意味を持ってCBM4が並列しているように思われた｡

現在CBMは48を超えるファミリーに分類され､新規のCBMも多く報告さ

れている｡ CBM間の組み合わせによるその性質変化に加え､触媒部分との組み

合わせにより､その性質を変える｡ Arakiらの報告(30)によると､ Clostrl'dl'um
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stercorarl'umのⅩynlOAにおける触媒部分GHIOは､ β-1,3-1,4-グルカンに対

して結合特性を持つCBM22と合わせて存在する時､ β-1,3-1,4-グルカナ-ゼと

しての活性を持つが､触媒部分単独ではその活性を失うとされている｡本研究に

おいても､ Ce15D の触媒部分はファミリー5のβ-1,4エンドグルカナ-ゼに分

類されるが､ RaCBM4群はβ11,3-1,4-グルカンに結合特性を持つという事が分

かった｡この事からCBM4の有無による触媒部分の性質に非常に興味が持たれ

る｡

そういったCBMの獲得した多様性の一方､植物細胞壁も､植物の種類から多

糖類の割合､組み合わせ等､非常に多岐に渡るo多種類のCBMや触媒が存在し､

その組み合わせにより複雑な植物細胞壁に対応する多様性を獲得するという事

は､繊維分解性の微生物が進化の過程を辿る上で､有利に働いたと考えられる｡

こういったCBMを始めとする触媒部分の理解､また同時にそれらが目標とす

る植物細胞壁の構造の両面で研究が進む事が出来れば､植物の種類を選ばず､高

効率で分解可能な酵素を構築できるのではないかと期待できた｡
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