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緒　　言

近年の急速な生物ゲノムの塩基配列解析の進展に伴
い，莫大な数の遺伝子が明らかになってきた．ゲノム
情報解析を引き継ぐポストゲノム研究として，明らか
になった遺伝子機能の解明に注目が集まっている．遺
伝子機能の解析における研究手段の一つとして，遺伝
子にコードされたタンパク質を DNA 組み換え技術に
よって生産し，タンパク質を単離精製してその性質を

解明することが考えられる．しかしながら，一般に，
微生物等の組み換え技術によって生産したタンパク質
は，微生物細胞由来のタンパク質等の成分と複雑に混
在しており，目的タンパク質を精製するには多くの精
製ステップを要することが予想される．そこで，酵素
等が基質に対して特異的に吸着する性質を利用したア
フィニティーによる分離技術が考えられている．組み
換え DNA 技術を用いて，酵素の基質結合領域を付加
した融合タンパク質を生産し，不溶性基質を担体とし
て基質結合領域のアフィニティーによる分離方法も開
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Abstract
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発されている．デンプン，キチンに対する結合領域の
利用 1） 2）や，Hisオリゴマーをアフィニティータグと
して用いる方法 3）などは実験室的な分離技術として用
いられている．これらの方法は，担体に対する特異的
結合性を利用するため，分離効率がよいことが期待さ
れている．目的タンパク質に対して，付加する複数の
アフィニティータグを用意し，これらの組み合わせに
よって，適したアフィニティータグを選択できること
は，多様な遺伝子の翻訳産物を分離精製するためには，
有用なことである 4） 5）．
アフィニティータグの一つとして，嫌気性菌 Clos‒

tridium属菌由来セルラーゼのセルロース結合モ
ジュール（Cellulose binding module: CBM）が強力な
結合力を有することが知られている6）．一方，糸状菌
由来セルラーゼの CBM は，比較的低分子量で，セル
ロースに対して，中程度の結合力を示すことが知られ
ている7）．
そこで，本研究では，糸状菌 Trichoderma viride 由
来セロビオヒドロラーゼ（cellobiohydrolase: CBH）Iの
セルロース結合モジュール（CBM）をアフィニティー
タグとして用い，目的タンパク質の分離手法につい
て検討した．セルロース吸着性が低いエンド‒β‒グル
カナーゼ（endo‒β‒glucanase: EG）を目的タンパク 質 

と し，CBMと の 融 合 タ ン パ ク 質 を 組 み 換 え
DNA技術によって作製し，得られた融合タンパク質
をセルロース系クロマトグラフィー担体に対するア
フィニティーによって分離する手法を確立し，得られ
た知見を報告する．

実験方法

1．菌株および培地
使用した微生物は以下の通りである．CBM 遺伝子

のクローニングには，Trichoderma  viride  IFO31137  

株を用いた．酵素タンパク質の生産には，メタノール
資化性酵母  Pichia  pastoris  GS115 株を用いた．各種
ベクターの作製および DNA シーケンス用プラスミド
の調製には，Escherichia coli DH5α株を用いた．

2．遺伝子クローニング
T. viride 由来 CBHI の CBM 遺伝子クローニング  

は，ゲノム DNA をテンプレートとしてダイレクト
PCR 法を用いて行った．T.  viride  IFO31137  株を YPD 

液体培地（2 ％ポリペプトン，1 ％酵母エキストラク

ト，2 ％グルコース，40mg/L 硫酸アデニン）中にて，
25℃，2 日間，振とう培養し菌体を収集した．得られ
た菌体から，ISOPLANT （ニッポンジーン）を用い，
取扱説明書に記載の操作に従ってゲノム DNA を抽出
した．

T. viride 由来 CBHI 遺伝子の塩基配列情報（DDBJ: 

AB021656）をもとにして，リンカー―セルロース
結合モジュール（linker‒CBM）領域の 5’‒および 3’‒
末端 に 対 応 す る PCR プ ラ イ マ ー，Prime1 お よ 

び Primer2 を 合 成 し た．Primer4 に は Robillarda sp. 

NFRI1090 株由来エンド‒β‒グルカナーゼ I （EGI）
cDNA の翻訳終止コドン直前の 12nt 配列を付加し，
Primer5 は終止コドン直後に PstI 制限サイトを付加
した．これらのプライマーを用いて T. viride ゲノム
DNA を鋳型として PCR 法によって linker‒CBM 領域
を増幅した．PCR 反応は，KOD‒Plus‒DNA ポリメラー
ゼ（TOYOBO）を用いて取扱説明書の記載に従って
行った．
一方，Robillarda sp. NFRI1090 株由来エンド‒β‒グ
ル カ ナ ー ゼ I （EGI）（DDBJ: AB030819） の cDNA

を ベ ク タ ー pHIL‒ D2 （Invitogen）に 組 み 込 ん だ
pHILD2‒EGI を鋳型 DNA として，PCR プライマー
Primer3 および Primer4 を用いて，EGI をコードする
DNA 断 片 を 増 幅 し た．Primer3 は EGI cDNA の
EcoRI 制限サイトを含む 87～106 番目の配列を用い，
Primer4 は linker‒CBM における linker 領域の 5 末端
12nt を付加してある．
続いて，PCR 増幅によって得られた linker‒CBM

断 片 と EGI 断 片 を 等 モ ル 混 合 し，Primer3 お よ 

び Primer2 を用いて，fusion PCR を行い，EGI‒linker‒
CBM 遺伝子を作製した．以上の PCR 反応は，KOD‒
Plus‒DNA ポリメラーゼ（TOYOBO）を用いて取扱説
明書の記載に従って操作を行った．

3．遺伝子導入ベクタープラスミドの構築
プラスミドベクター pHILD2‒EGI を EcoRI および

PstI にて消化し，pHIL‒D2 プラスミド本体を含む断片
をアガロース電気泳動により分離精製した．一方，
PCR 増幅断片 EGI‒linker‒CBM を PstI‒ EcoRI によっ
て消化し，アガロース電気泳動によって精製した．得
られた pHIL‒D2 および EGI‒linker‒CBM 断片を，T4 

DNA リガーゼ（Ligation Kit Ver.2, TAKARA）によっ
て連結した．
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4．酵母による融合タンパク質生産
遺伝子産物の分泌生産には，メタノール資化性酵母

Pichia pastoris GS115 株を宿主とした遺伝子発現系で
ある Pichia Expression Kit （Invitrogen, USA）をもちい
た．形質転換および形質転換株の培養は，取扱説明書
の記載に従って操作を行った．

5．セルロース担体に対するアフィニティーに
　　よる融合タンパク質の分離

pHILD2‒ EGI を保持する形質転換株，pHILD2‒EGI‒
linker‒CBD を保持する形質転換株を，それぞれメタ
ノール誘導条件にて培養し，セルロース活性を有する
培養上清を得た．90 ％飽和硫酸アンモニウムによっ
て塩析を行い，15,000rpm，20min. の遠心分離により
沈殿を収集した．タンパク質沈殿を 0.01M 酢酸緩衝
液（pH5.5)― 0.05M NaCl に対して透析を行い，部分
精製酵素を得た．
セルロース担体には， Cellulofine  CG‒700 m   （生

化学 工 業）を 用 い た．Cellulofine CG‒ 700 m カ ラ 

ム（φ.1.0× 14.5 cm）を 0.01M 酢酸緩衝液（pH5)‒ 
0.05M NaCl （Buffer 1）にて平衡化し，部分精製酵素
液をカラムにアプライし酵素を吸着させた．流速 0.7 

mL/min. にて緩衝液を送液し，カラムを洗浄した後，
0.01M 酢酸緩衝液（pH5)‒0.1M NaCl （Buffer 2）に緩衝
液を交換し，同じ流速にて送液し溶出を行った．

6．分析方法
酵母 Pichia pastoris 形質転換株の酵素活性の検出
は，形質転換株を，1 ％カルボキシメチルセルロース
（CMC）を添加した寒天平板培地に生育させ，Congo 

Red による染色にて行った．0.1 ％ Congo Red 溶液を
酵母コロニーが生育した寒天平板培地シャーレに注ぎ
入れて，室温にて 10～ 30 分間染色し，Congo Red 液
を廃棄した後，1M NaCl にて遊離 Congo Red 色素を除
去し，コロニー周囲のハローの有無によって CMC分
解活性を検出した．
酵素活 性 は，1 ％ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス

（CMC）を基質として，0.1M 酢酸緩衝液（pH5）中，

37℃に て 酵 素 反 応 を 行 い，生 成 す る 還 元 糖 量 

を Somogyi‒Nelson 法にて定量することによって測定
した．グルコースを標準として，1 分間に 1 μmol の
還元糖を遊離する酵素量を 1 ユニットとした．
タンパク質量は，牛血清アルブミンを標準として，

DC プロテインアッセイ（BioRad, USA）によって測
定した．
カラム溶出液のタンパク質量の測定は，各フラク

ションの 280 nm の紫外吸収を測定することによった．
SDS‒ PAGE は，Laemlli の方法8） に準拠 し，プ レキャ
ストゲル（レディーゲルＪ，BioRad）を用いて行った．
分子量スタンダードとして，SDS‒PAGE スタンダード 

Broad （BioRad）を用いた．
DNA シ ー ケ ン ス は，Big‒Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit V1.1（Applied Biosystems, USA） を 用
いて，ABI PRISM 310 ジェネティックアナライザー
（Applied Biosystems, USA）によって行った．

実験結果および考察

1．T. viride CBHI の cellulose binding module 
のクローニング

Fig. 1 に示した手順にしたがって T. viride CBHI の
CBM をクローニングした．T. viride菌体からゲノム

Primer1:　 5’‒ACCTCAAGAGCACCTGGCGGAAAC‒3’
Primer2: 　5’‒CTCTCAGTGCTTGTAACCTGCAGAC‒3’
Primer3: 　5’‒GGAGAATTCGGCGTCTGGTC‒3’
Primer4: 　5’‒CTCACCTCAAGAGCACCTGGCGGAAAC‒3’

Fig １． PCR cloning of the fugion protein 
gene, EGI‒linker‒CBM

Table １．PCR Primers



62

DNA を抽出し，これを鋳型として，Table 1 に示し
た Primer4 お よ び Primer5 を 用 い て，ダ イ レ ク ト
PCR によって，linker‒CBM 断片を増幅した．一方，
Robillarda sp. 株由来の EGI を組み込んだプラスミド
ベクターを鋳型として，Primer4 および Primer5 を用
いて EGI をコードする DNA 断片を増幅した．得ら
れた EGI 断片と linker‒CBM 断片を混合し，Primer6

および Primer5 を用いて fusion PCR 法によって，
EGI‒linker‒CBM をコードする DNA 断片約 1.3 kbを
作製した．

Fig. 2 に示すように，得られた DNA 断片を，実験
方法に記載した操作にて pHILD2‒ EGI ベクターの
EcoRI‒PstI 切断部位に組み込み，組み換えベクター
pHILD2‒EGI‒linker‒CBM を構築した．

2．酵母への遺伝子導入と融合タンパク質の生産
組 み 換え ベ ク タ ー  pHILD2‒EG‒linker‒CBM  お 

よび pHILD2‒EGI をそれぞれ Pichia pastoris GS115 株
に対してエレクトロポーレーション法によって形質転

換を行った．形質転換株は，宿主株の His 要求性を
相補し最小培地に生育するコロニーを選択した．形
質転換株のコロニーを，1 ％ CMC を含む最小培地に
移植し，コロニー形成後，Congo Red 染色によって，
CMC 分解活性を有する形質転換株を選択した．Fig. 

3 に示すように，組み換えプラスミド pHILD2‒EGI‒
linker‒CBM ならびに pHILD2‒EGI による形質転換株
の中から，Congo Red 染色におけるハローを生じる
株が得られた．糸状菌 Robillardaのエンド‒β‒グルカ
ナーゼ I （EGI）は，菌体外分泌酵素である．ここで，
酵母 Pichia pastoris の酵素生産系に用いたベクター 

pHILD2 は，分泌シグナル配列を持たない発現ベク
ターである．P. pastoris は，糸状菌由来酵素 EGIのFig ２．Construction of the recombinant 

plasmid pHILD2‒EGI‒linker‒CBM

Fig ３． Detection of the recombinant strains    
of cellulase secreting

Fig５． Elution profiles of EGI on 
Cellulofine column

Fig４． SDS‒PAGE of recombinant enzymes
1: EGI‒linker‒CBM, 2: EGI, 3: purified EGI 
standard
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分泌シグナル配列を認識し，酵母菌体外に分泌して
いた．

Fig. 3 に示したハロー形成株のうちから，それぞれ
1 つの菌株を選択し，メタノールによる誘導培養を行
い，培養上清から硫酸アンモニウム塩析により酵素タ
ンパク質を濃縮した．得られたタンパク質濃縮液を透
析し，SDS‒PAGE によりタンパク質を分析したところ，
各タンパク濃縮液の CBB 染色バンドはほぼ単一の バ 

ン ド を 与 え た．Fig. 4 の lane1，lene2 お よ び lane3 

は，それぞれ pHILD2‒EGI‒linker‒CBM 形質転換株，
pHILD2‒EGI 形質転換株の培養上清の濃縮液，および
精製 EGI 標品である．P. pastoris 形質転換株は，本実

験で用いた培養条件では，導入遺伝子がコードするタ
ンパク質を効率よく分泌生産し，硫酸アンモニウムに
よる塩析で，比較的高純度の目的タンパク質を得るこ
とができた．

3．Cellulofine CG‒700 m カラムによる目的タン
パク質の吸着，脱吸着

エンド‒β‒グルカナーゼ I （EGI）0.11 mg を Cel‒
lulofine CG‒ 700 m カ ラ ム に 重 層 し，低 塩 濃 度 の
Buffer1 にて通液した溶出パターンでは，フラクショ
ン 11 をピークとする溶出曲線が得られ，カラムにア
プライした EGI のほぼ全量が吸着せずに溶出した．
カラム容積の約 3.7 倍の Buffer1 にてカラムを洗浄後，
高塩濃度の Buffer2 に溶出緩衝液を交換してカラムに
通液すると，わずかな溶出ピークが得られた．

EGI‒ linker‒ CBM の 0.43 mg を，Buffer1 にて平衡
化した同じカラムに重層し，カラム容積の約 3.7 倍の
Biffer1 にて洗浄したが，ほとんどタンパク質は溶出
しなかった．続いて，高塩濃度 Buffer2 に溶出緩衝液
を交換し通液すると，吸着していたタンパク質のほぼ
全量が単一のタンパク質ピークとして溶出し，回収さ
れた．
標準試料として牛血清アルブミン（BSA）の 0.56mg 

を Buffer1 にて平衡化した同じカラムに重層し，
Buffer1 にて通液すると，カラムのベッド容積に相当
するフラクションにほぼ全量が溶出し，セルロースに
対して相互作用しないタンパク質は，低塩濃度条件に
てカラムに吸着せずに溶出した．

T. viride 由来の酵素 CBHI のセルロース結合モ
ジュールを，セルロース担体 Cellulofine CG‒700m に
吸着性を示さないエンド‒β‒グルカナーゼに付加した
融合タンパク質は，強力な吸着性を示すことが明らか
になった．さらに，融合タンパク質が吸着したセル
ロース担体からは，吸着タンパク質を高塩濃度緩衝液
によって容易に溶出回収することができた．
本研究では，組み換え DNA 技術によって，セルラー

ゼのセルロース結合モジュール（CBM）を付加した
融合タンパク質を酵母 P. pastoris の遺伝子発現系に
よって生産し，得られた CBM 付加タンパク質をセル
ロース担体によって，分離精製することが可能であ
ることを明らかにした．本研究にて作製した CBM 付
加ベクター，P. pastoris 遺伝子発現系，セルロース担
体 Cellulofine を用いることにより，組み換えタンパ
ク質の分離精製の簡便化が可能であると考えられる．

Fig ６．Elution profiles of EGI‒linker‒ 
CBM on Cellulofine column

Fig ７．Elution profiles of BSA on 
Cellulofine column
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要　　約

糸状菌 Robillarda sp. NFRI1090 株由来エンド‒β‒   
グルカナーゼ（EGI）に Trichoderma viride由来セロ
ビオヒドロラーゼ I のセルロース結合モジュール
（CBM）を付加した組み換え融合タンパク質遺伝子を
作製し，Pichia pastoris の分泌発現系に導入すること
よって生産した．得られた組み換え融合タンパク質
のセルロース担体カラムに対する吸着，脱着を行い，
融合タンパク質（EGI‒linker‒CBM）が Cellulofine CG‒
700 m カラムに対して低塩濃度にて吸着し，高塩濃度
条件にて容易に溶出回収することが可能であることを
明らかにした．CBM を付加した組み換え融合タンパ
ク質を Cellulofine によって吸着，溶出することは，組
み換えタンパク質の分離精製において有用である．
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