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第1章　序論

　生物には、外界からの刺激を受けて応答する能力が備わっている。刺激には光、音、圧

力、化学物質などがあり、それぞれ視覚、聴覚、触覚、嗅覚・味覚が受容する。これらの

感覚の中で味覚は、味物質が舌の味細胞上の味覚受容体を刺激することで引き起こされる．

一般に、高分子物質は立体障害のため味覚受容体を刺激できないので、それ自身味がない。

これはほとんどのタンパク質にもあてはまる。ただ例外的に味覚受容体を刺激するごく限

られたタンパク質の存在が知られている。この種のタンパク質には、それ自身が甘味を呈す

る甘味タンパク質（モネリン、ソーマチン、マビンリン、ブラゼイン）および酸っぱいも

のを甘く感じさせる甘味誘導タンパク質（ミラタリン、タルクリン）がある（表1－1）。こ

れらのタンパク質は、この特異な作用から甘味の発現機構の解明に有力な手がかりを与え

るものと期待されている。また、これらは、低濃度で甘味を呈するので、肥満の人や糖尿

病患者に対し、副作用のない低カロリー甘味剤として利用することが考えられている。

　モネリンは、西アフリカ原産のヤマノイモ科の植物Dlo3creophyllum　cumminsii

Di　dsの実に存在するタンパク質で、重量比でショ糖の約3，000倍の強い甘味を有する（D。

ソーマチンは、西アフリカ原産のクズウコン科の植物Thaumatococcus　daniellii　Benth

の実の種皮に存在するタンパク質で、重量比でショ糖の約1，600倍の甘味を有する②。マ

ビンリンは、中国雲南省原産のフウチョウソウ科のつる性の低木（lapparis　masa／im’

工ev1．（バビンロウ）の種子に存在するタンパク質で、それ自身甘く、また、100℃に加

熱しても甘味を失わない耐熱性を有する③。ブラゼインは、西アフリカ原産の植物

R∋ntadiplandia　biazzeana　Baillonの実に存在する甘味ペプチドで、80℃で4時間加熱し

ても甘味を失わない④。ミラタリンは、西アフリカ原産のアカテツ科の植物R7chade　lla

duls茄（nの実（ミラクルフルーツ）の果肉に存在する糖タンパク質で、それ自身は甘く

ないが、酸っぱいものを甘く感じさせる作用を有する㈲。たとえば、ミラタリンを口に含

んだ後にレモンを味わうと甘いオレンジのように感じられる。タルクリンは、西マレーシ

ア原産のキンバイザサ科の植物Curc　Uligo　latifoliaの実に存在するタンパク質で、それ自

身甘く、またミラタリンと同様に酸っぱいものを甘く感じさせる作用を有する⑥。さらに、

タルクリンは水を甘く感じさせる作用も有する。たとえばタルクリンを口に含んだのち

に砂糖の入っていない紅茶を飲むと甘く感じられる。

甘味タンパク質および甘味誘導タンパク質のうち、マピンリン、ミラタリン、タルクリ

ンの精製および構造決定は、横浜国立大学の栗原らにより行われたものである。これまで

の研究で、マピンリン同族体の中で最も多く含まれているマビンリンIIのアミノ酸配列③

一5一



およびミラタリン、タルクリンのアミノ酸配列（a7）・ジスルフィド結合位置（8・　9）・免疫学的

手法による定量法（10・1　D、さらにミラタリンの糖鎖構造（12）、タルクリン前駆体の構造（13）が明

らかとなった。一方、ミラタリンやタルクリンの作用機構に関しては、これらのタンパク

質が味受容膜に吸着したのち、酸により味受容膜コンフォメーションが変化すると、活性

部位が甘味受容サイトに結合して甘味が発現すると推測してきた。しかしながら、いまだ

どの部位が活性中心であるのか全く不明である。今後、マビンリン、ミラタリン、タルク

リンの構造と活性に関する研究を進めるためには、これらの遺伝子レベルでの研究が必要

であると考えられる。

　本研究では、まずマビンリン同族体の構造および性質を解析することにより、マビンリ

ンの熱安定性と構造の関係を明らかにした（14’17）。つづいて、マビンリンHのcDNAクロ

ーニングを行い、マピンゾンll前駆体の構造を明らかにした（18）。また、大腸菌を用いて組

換えマビンリンHの発現・生産系の確立を行った（19）。つぎに、ミラタリンのcDNAクロ

ーニングを行い、ミラタリン前駆体の構造を明らかにした（20“22）。また、ミラタリン

rhRNAの時期特異的および組織特異的発現の：解析を行った（20’2D。さらに、酵母、タバコ

を用いて組換えミラタリンの発現・生産系の確立を試みた（z3’2al。最後に、大腸菌を用いて

組換えタルクリンの発現・生産系の確立を試みた㈱。

表1－1甘味タンパク質、甘味誘導タンパク質

物門門 植物名（存在場所） 生育地 作用

モネリン　Dioscoreophyllum　cumminsiiの実

　　　　　　（ヤマノイモ科）

ソーマチンTliau〃iatococcus　danielliiの実

　　　　　　（クズウコン科）

マピンリンCapparts〃masaikaiの種子

　　　　　　（フウチョウソウ科）

ブラゼインPentadiplandra　brazzeanaの実

ミラタリンRichedetla　dulCiJli’caの実

　　　　　　（アカテツ科）

タルクリンCμ7c繭80敏ノeoliaの実

　　　　　　（キンバイザサ科）

西アフリカ

西アフリカ

中国雲南省

西アフリカ

西アフリカ

西マレーシア

’それ自身で甘味をもつ

それ自身で甘味をもつ

それ自身で甘味をもつ

それ自身で甘味をもつ
　　　　　　　　　1

’酸味を甘味に変える

それ自身で甘味をもつ

酸味を甘味に変える

水を甘くする
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第Il章　耐熱性甘味タンパク質マビンリンの構造と
　　　　　熱安定性

ll　一1．序

　中国雲南省地方に自生する植物（h、pparis　masaikal’（バビンロウ）は、テニスボール大

の実をつける。実には数個の種子があり、これが甘味を有するので、現地ではのど飴の代

わりに使われている。種子に含まれている甘味成分は昆明植物研究所の胡らによりタンパ

ク質であることが報告され、マビンリンと命名された。横浜国立大学の栗原らは胡らと共

同で、マビンリンには少なくとも5種類の同族体が存在すること、これらのうち最も多く

含まれているマビンリンllは100℃に加熱しても甘味を失わないことを明らかにした③。

さらに、マビンリンHのアミノ酸配列を決定し、マビンリン1［は33アミノ酸残基のA

鎖と72アミノ酸残基のB鎖の2本のポリペプチド鎖から構成されていることを明らかに

した㈲。

5種類のマビンリン同族体のうち、マビンリンII以外の甘味活性および熱安定性に関す

る知見はまだ得られていない。マビンリンの熱安定性の原因を明らかにするためには、マ

ビンリンIIと他の同族体の熱安定性および構造を比較することが、きわめて有用な情報を

与えると考えられる。

本章では、まずマビンリンll以外の同族体1－1、皿、　IVの精製法を確立した（14－16）。つづ

いて、マビンリン同族体1－1、II、皿、　IVの甘味活性とその熱安定性をヒト官能テスト法

により測定した（14，16）。また、マビンリン同族体1－1、II、　III、　IVの加熱による立体構造の

変化を円偏光二色性（CD）スペクトル法により調べた（14’16）。さらに、マビンリン1－1、皿、

IVの全アミノ酸配列をおよびマビンリン1一　1、　llのジスルフィド結合位置決定した（14”17）。

II－2．材料および方法

fl　一2－1．材料

A）材料

　Cma3a～佃fの果実は、中国雲南省地方に自生する植物体から収集し、実験に使用する

まで4℃以下で保存したものを用いた。

CM－Sepharose　Cレ6B；Pharmacia　LKB　Biotechnology

　Bio　gel　P－30；　Bio　Rad

　Prep　C　18；　Waters

一7一
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YM－5；　Amicon

pyroglutamat一一aminopeptidase，　endoproteinase　Glu－C；　Boehringer　Mannheim

trypsin，　chymotrypsin；Sigma

lysyl　endopeptidase；和光純薬工業（株）

carboxypeptidase　W、　thermolysin；生化学工業（株）

その他の試薬は、すべて特級、生化学用または遺伝子工学用を使用した。

B）実験装置

　高速液体クロマトグラフィー（HPLC）；PC8011、東ソー（株）

　分光旋光計；Jasco・J－720、日本分光（株）

　アミノ酸配列自動分析計；477A　Protein／peptide　Sequencer、　Applied　Biosystems

ll　一2－2．マビンリン同族体の精製

A）抽出

　C脇a11くa1の種子0．60　gを乳鉢で粉砕し、石油エーテル20　mlで脱脂したのち、

15，000×g，30分間遠心し上澄みを除いた。さらに脱脂操作を1回繰り返し、自然乾燥

させ、パウダー粉末0．429を得た。つぎに、パウダー粉末に0．5MNaCI、20　rn1を加え、

マグネティックスターラーで15分間撹搾したのち、17，000×g，30分間遠心し上澄み

を集めた。この操作を4回繰り返した。

B）塩析

　集めた上工みを70％飽和度（NHD，SO，で塩析したのち、18，000×g，60分間遠心し沈

殿を得た。沈殿を50mM　glycine／NaOH（pH　9．0）に溶解した。

C）イオン交換クロマトグラフィー

　0．25MNaC1を含む50　mM　glyCine／NaOH（pH　9．0）で平衡化したCM一一Sepharose

CLr6　Bカラムに試料を添加した。これに0．25～1．O　MのNaCl直線濃度勾配をかけてマ

ビンリン同族体を溶離した。溶離液の各画分は、280㎜の紫外吸光で検出し、それらの

甘味活性を測定し、活性を有するピーク部分を集めた。

D）ゲルろ過クロマトグラフィー

　0．5MNaClを含む10　mM　KH2PO4／Na2HPO4（pH　6．8）で平衡化したBio　gel　P－30カ

ラムに試料を添加した。280㎜の紫外吸光で検出しそれらの甘味活性を測定し、活性

を有するピS・・一・・ク部分を集めた。

E）逆相クロマトグラフィー

一8一
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0．05％trifl　mo　ro　ac　et　ic　acid（TFA）を含む20％CHICNで平衡化したPreP　C　18カラム

に試料を添加した。これに20％～40％のCH：3CN直線濃度勾配をかけてマビンリンを溶

離した。溶離液の各画分は、280㎜の紫外吸光で検出し、それらの甘味活性を測定し、

活性を有するピーク部分を集めた。

F）脱塩・凍結乾燥

集めた画分を限外ろ過膜YM－5を用いて脱塩したのち、溶液を凍結乾燥した。

U－2－3．逆相HPLC

精製マビンリン｝一1、II、皿、　IVの純度検定および酵素消化により得られたペプチドの分

離は、以下の条件でHPLCにより行った。

カラム：Vydac　218TP54（4．6㎜×250mm）

　移動相：0．05％TFAを含むCH3CNの直線濃度勾配

　流速　　：1ml／min

検出：210㎜の紫外吸光測定

還元ピリジルエチル化マビンリン1一・・1、皿、IVの分離は、以下の条件でHPLCにより行っ

た。

カラム：TSK　ge1　TMS－250（4．6㎜×75mm）

移動相：0．05％TFAを含むCH3CNの直線濃度勾配

　流速　　：1mユ／m血

検出：210㎜の紫外吸光測定

II－2－4．甘味活性の測定

マビンリン同族体の甘味度の測定は、各濃度のマビンリン溶液を口に含み、0．05～

0．4Mのショ糖溶液の甘さと比較することにより行った。また、マビンリン同族体の甘味

活性の熱安定性は、0．8mMのマビンリン溶液および80℃で1時間加熱した0．8　mMの

マビンリン溶液を、20℃まで冷却したのち口に含み、0．05～0．4Mのショ糖溶液の甘

さと比較することにより行った。

fl　一一2－5．　CDスペクトルの測定（26－as）

0．8mMのマビンリン溶液および80℃で1時間加熱した0．8　mMのマビンリン溶液を

0．2㎎／miに希釈し、0．1　cmの経路長のセルを用い、分光旋光計によりCDスペクトル
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の測定を行った。測定は20℃で行い、スペクトルは4回積算した。

II－2－6．アミノ酸組成分析

A）加水分解

　乾固したペプチド試料の入ったダーラム管を反応バイアルに入れ、反応バイアル底部に

6MHCI200μ1を加え窒素置換したのち、減圧にした。この反応バイアルを110℃に調

節された恒温槽に入れ22時間加水分解した。

B）誘導化

　加水分解後ダーラム管を別の反応バイアルに移し、65mTorr以下で2時間乾燥させた。

乾燥後、加水分解物中和試薬（CH30H：H20：triethylamine（TEA）＝2：2：1で混合した

もの）20μ1を各々のダーラム管に加え65mTorr以下で2時間乾燥させた。さらに、誘

導化試薬（CH30H：H20：TEA：p　he　ny1　isothio（：yanate＝7：1：1：1で混合したもの）

20μ1を各々のダーラム管に加え、25分間反応させた後、65mTorr以下で3～4時間

乾燥した。

C）分析

　誘導化した試料を二二液A100μ1に溶解し、その25μ1をHPLCにより以下の条件

で分析した。

カラム：TSKgel　ODS－8㎝M（4．6㎜×15（㎞m）

　溶離液：A；100　mM　CH，COONH一（pH　6．4）：CH3CN＝95：5

　　　　　B；　600／．　CH，CN

　　　　　A→A：B＝40：60（20分、直線濃度勾配）

　流速　　：1m1／min

検出：254㎜の紫外吸光測定

　温度　：37℃

1－2－7．アミノ酸配列の決定

A）マビンリン1－1、皿、IVの還元ピリジルエチル化（29）

　マビンリン1－1、III、　IVを、それぞれ6Mguanidine　hydrochloride、10

mM　ethylenediaminetetraacetic　acid（EDTA）を含む0．5　M　2一　ami　no　一2－

hy　dr　ox　y　me　thyl－1，3－pr　op　ane　di　ol（Tri　s）／HCl（pH　8．6）に溶：解し、これに

4－vinylpyridineおよびtri－n－b　ut　yl　phos　ph　ineを加え、窒素置換後、室温で

4時間反応を行った。

一10一
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血

B）ピログルタミル基の酸加水分解（30）

還元ピリジルエチル化マビンリン1－1、III、　IVのA鎖を、それぞれ1　M　H（⊃1／CH30H

（1／11，v／v）中で、35℃、24時間インキュベートした。つついて、反応液を凍結乾燥し

た。

C）酵素消化

a）Pyroglutamate－aminopeptidaseによる還元ピリジルエチル化マビンリン1－1、皿、　IV

のB鎖およびペプチドL－1のピログルタミル残基の除去

還元ピリジルエチル化マビンリン1－1、皿、IVのB鎖およびペプチドL－1を、それぞれ

5mM（五thiothreitol（IM）、10　mM　EDTA．を含むO．1MNaH2PO／Na2HPO4（pH　8．0）

に溶解し、これにpyro蜘amate－ami　nop　ep　tidase（酵素／基質＝o．2mU／㎜ol）を加え、

37℃で24時間消化を行った。

b）Tryp　sin消化

　還元ピリジルエチル化マビンリンH、：皿、IVのA鎖を、それぞれ10　mM　CaC12を含

む50mM　Tris／HCI（：pH　8．0）に溶：解し、これにtrypsin（基質：酵素＝＝　25：1（w／w））

を加え、37℃で24時間消化を行った。

c）Chymotrypsin？肖イヒ

　還元ピリジルエチル化マビンリンH、皿、IVのA鎖を、それぞれ50　mM　NH，HCO3

（pH　7．8）に溶解し、これにchymo　tryp　s　in（基質：酵素＝200：1（w／w））を加え、25

℃で1時間消化を行った。

d）Lysyl　endopeptidase消イヒ

　還元ピリジルエチル化マビンリン1一一　1、皿、IVのB鎖を、それぞれ2mM　EonA、2M

ureaを含む50　mM　Tris／HC1（pH　9．0）に溶解し、これにlysyl　endopeptidase（基質：

酵素＝200：1（mol／mol））を加え、35℃で20時間消化を行った。

e）Endoproteinase　Glu－C　？肖化

　還元ピリジルエチル化マビンリン1・・一　1、皿、IVのB鎖を、それぞれ50　mM　NH4HCO3

（pH　7．8）に溶解し、これにendop　ro　teinas　e　G1　u－C（基質：酵素＝25：1（w／w））を加え、

25℃で3．5時間消化を行った。

f）Catboxypeptidase　WによるC末端アミノ酸の決定

　還元ピリジルエチル化マビンリンH、皿、IVのA鎖およびB鎖を、それぞれ0．1M

Pyridine／CH3000H（pH　4．0）に溶解し、これに（）arboxypept　idas　e　W（基質：酵素＝＝10

m－
P1’一



：1（w／w））を加え、25℃で消化を行った。消化時間0、10、30、60、120分後の試料

のアミノ酸組成分析を行い、それぞれのC末端アミノ酸を検出した。

D）アミノ酸配列分析

　各ペプチド200～500　pmo1を試料として、アミノ酸配列自動分析計を用いてアミノ

酸配列分析を行った。

ll－2－8．遊離チオール基の検出

遊離チオール基の検出はE正㎞anの方法（31’32）により行った。

H－2－9．シスチン含有ペプチドの単離

A）酵素消化

a）Trypsin消化

　マビンリン1－1、IIを、それぞれ10　mM　Caα2を含む0．2　M　C瑞COON珪（pH　6．5）に

溶解し、これにtrypsi　n（基質：酵素＝50：1（w／w））を加え、37℃で24時間消化を行っ

た。

b）Thermolysin消化

T－6、T－21を、それぞれ10　mM　CaCl　2を含む0．2　M　CH6COONH4（pH　6．5）に溶解し、

これにthermolys　in（基質：酵素＝20：1（mo1／mol））を加え、37℃で24時間消化を

行った。

B）シスチン含有ペプチドの同定

　単離したペプチドを、それぞれMooreの方法（EB）により過ギ酸酸化し、アミノ酸組成分

析によりシステイン酸を検出することによって、シスチン含有ペプチドを同定した。
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A．

E－3．結果および考察

H－3－1．マビンリン1－1、皿、IVの精製法の確立

　C㎜af1くa1の種子よりマビンリン同族体を抽出し、イオン交換クロマトグラフィーに

よりピーク1～4に分離した（図H－1）。つついて、ピーク2をゲルろ過クロマトグラフィ

ーによりピークAおよびBに分離した（図ll－2）。さらに、ピークAをイオン交換クロ

マトグラフィーにより精製し、マビンリンHを得た。また、ピーク3および4をそれ

ぞれ逆相クロマトグラフィーにより精製し、マビンリン皿およびIVを得た。得られたマ

ビンリン1－1、皿、IVの純度を逆相HPLCにより検定したところ、精製マビンリン1－1、

皿、1Vはそれぞれ単一のピL・・一一・・クを示した（図H－3）。これにより、精製マビンリンH、　m、

Nの純度が高いことを確認した。今回確立したマビンリン1一一1、皿、IVの精製法を図n－

4に示した。

　一方、liuらの方法③によりイオン交換クロマトグラフィーのピーク1の画分からマビ

ンリンHを得た。得られたマビンリンIIの純度を逆相HPLCにより検定したところ、精

製マビンリンHは単一のピークを示した（図1］1－3）。これにより、精製マビンリンHの純

度が高いことを確認した。
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図ll－1　イオン交換クロマトグラフィーによるマピンリン同族体の分離

　カラム；CM－Sepharose　CL－6B（10　mm×330　mm）、溶離液；50　mM　glycine／NaOH（pH　9．0），

0．25→1．O　M　NaCl（直線灘勾酉己）、流速：8．O　ml／h、検出：280㎜の紫外吸光測定、温度：4

℃o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B

ア

　　　　　　　　　　　　州

　　　　　　　　　　　　「Hト＿＿一「
　　　　　　　　　　　　O　100　150　180
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　溶出体積　　（ml）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　墜
図ll－2　ゲルろ過クロマトグラフィーによるマビンリン同族体の分離

カラム：Bio　gel　P一一30（16㎜×900　m　m）、灘液：0．5　M　NaClを含む10酬
KH2PO4／Na2HPO4（pH　6．8）、流速：4．5　ml／h、検出：280㎜の紫外吸光測定、温度：4℃。
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図R－3　逆相HPLC．によるマピンリン同族体の純度検定

　カラム：Vydac　218TP54（4．6　mm×250mm）、溶離液：A；5％CH3CN（0．05％TFAを含む），B；

60％CH，CN（0．05％TFAI｝lr含む），　A→B（30分、直線灘勾配）、流速：1ml／min，検出：210㎜

の紫外吸光測定。a）マピンリン｝一1、　b）マビンリンII、　c）マピンリンm、　d）マビンリンIV。
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A

ll　一一3一一2．マビンリン同族体の甘味活性および熱安定性

マビンリン｝一1、III、　IVの甘味活性を、ヒト官能テスト法により測定した。マビンリン

の甘味の強さを、0．05～0．4Mのショ糖溶液と比較し、甘味度を判定した。その結果・

マビンリンH、皿、IVの甘味はいずれも、タンパク質濃度1mMで最大値に達し、ショ

糖溶液約0．3Mに相当した。このことから、マビンリン1－1、皿、　IVはショ糖とのモル

比で約300倍の甘味度を示すことが明らかになった（図II－5）。また、これらの甘味度は

マビンリンllのそれと同等であった（図H－5）。

　つぎに、マビンリンH、H、皿、　IVの甘味活性の熱安定性を、ヒト官能テスト法によ

り測定した。タンパク質濃度0．8mMにおいて80℃で加熱すると、マビンリンH、　III、

IVの甘味活性は全く変化しなかったが、マビンリンHの甘味活性は1時間の加熱で消

失した（図H－6）。このように、マビンリンll、皿、　IVとマビンリン1－1の熱安定性には顕

著な差が認められた。

　CDスペクトルにより、マピンリン1一一1、　ll、皿、　IVの加熱による立体構造の変化を調べ

た。CDスペクトルは、主にタンパク質の主鎖の構造、すなわちタンパク質の二次構造の

違いを区別することができる。図H－7回忌加熱前のスペクトルを実線で、加熱後のスペ

クトルを破線で示している。加熱前のマビンリンH、1［、皿、IVのスペクトルは、いず

れも222nmおよび208　nmに負の極値、193　nmに正の極値をもつ典型的なα一ヘリッ

クス構造を示している。マビンリンH、皿、IVは80℃で1時間加熱しても、そのスペク

トルは全く変化せず、したがってα一ヘリックス構造は変化していないと考えられる。一

方、マビンリンHは80℃で1時間加熱すると、198㎜付近に負の極値をもつ典型的

なランダムコイルのスペクトルに変化し、加熱によりマビンリン1－1のα一ヘリックス構

造が崩れることを示唆した。

　以上、ヒト官能テストでの甘味活性の測定と、CDスペクトルの解析結果から、マビン

リン1－1、1、皿、IVの甘味活性の熱安定性の差異は、これらのα一ヘリックス構造の安

定性の差に原因することが明らかになった。
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H－3－3．マビンリン1－1、皿、IVのアミノ酸配列の決定

A）マビンリン1－1のアミノ酸配列の決定

　マビンリン1－1を還元ピリジルエチル化したのち、逆相HPLCによりA鎖お

よびB鎖に分画した（図H－8）。これらをエドマン分解法によるアミノ酸配列分

析したところ、N末端がピログルタミル基によりブロックされていることがわかっ

た。常法ではピログルタミル残基はpyro91utamate－aminopePtidaseにより除

去する。しかし、A鎖はpyroglutamate－aminopeptidaseにより消化されなかっ

た。ペプチドのN末端のアミノ酸配列がピログルタミン酸一プロリンとなっている場

合、pyrogl　ut　amate一一ami　nopep　tidaseではこのペプチドを消化することができない（sa）。そ

こで、酸によりピログルタミル基の開環反応を行ったのち、A鎖のアミノ酸配列分析を行っ

た（図H－13A中のペプチドN）。酸を用いた場合、ペプチド鎖中のグルタミンがすべて

グルタミン酸として同定されるので、これらを区別することができない。そこで、

trypsinおよびchymotrypsinを用いてA鎖を断片化し（図H－9，　ll　一一　10）、これにより生

じたペプチドのアミノ酸配列分析を行った（図9－13A中のペプチドT－7，　T－10，　Ch－6

およびCh－7）。　C末端のアミノ酸配列は、　carboxypeptidase　Wによりアスパラギン酸

一バリンと確認した。B鎖はpyroglutamate－aminopeptidaseにより消化したのち、ア

ミノ酸配列分析を行った（図H－13A中のペプチドN）。さらに、　lysyl　endopeptidaseお

よびendoproteinase　Glu－Cを用いてB鎖を断片化し（図ll－11，　H－12）、これにより生

じたペプチドのアミノ酸配列分析を行った（図H－13A中のペプチド：L－2，：L－3および

E－3）。lys　yl　endopeptidasd肖化で得られたペプチドL－1は、さらに

Pyroglutamate－ami　nop　ep　tidaseにより消化したのち、アミノ酸配列分析を行った（図H

－13A中のペプチドL－1－P）。　C末端のアミノ酸は（別boxypeptidas　e　Wにより、トリ

プトファンと確認した。

　以上の分析結果を矛盾なく重ね合わせることにより、マビンリン1－1の全アミノ酸配列

を決定した（図ll－13A）。

B）マピンリン皿、IVのアミノ酸配列の決定

A）と同様にしてマビンリン■1、IVの全アミノ酸配列を決定した（図H－13B，　C）。
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図H－8逆相HPLCによる還元ピリジルエチル化マピンリンHA鎖およびB鎖の分離
カラム：TSK　gel　TMS－250（4．6㎜×75mm）、灘液：A；　10％CH3CN（0．05％TFAを含む），　B；

40％CH3CN（0．05％TFAZ｝ll含む），　A→B（20分、直線濃度勾配）、流速：1　ml／min、検出：210㎜

の紫外吸光測定。
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図fi　一・　9　逆相HPLCによる還元ピリジルエチル化マビンリン1－1　A鎖のtrypsin消化物の分離

　カラム：Vydac　218TP54（4r6　mm×250mm）、溶離液：A；5％C：卜13CN（0．05％TFAを含む），　B；

25％CH3CN（0．05％TFAを含む），　A→B（20分、直線濃度勾配）、流速：1ml／min、検出：210㎜

の紫外吸光測定。
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図H一　10　逆相HP工℃による還元ピリジルエチル化マビンリン1－1　A鎖のchy　Ino　tryp　si　n消化

　　　　　物の分離

　カラム：Vydac　218TP54（4．6　mm×250mm）、野離液：A；0％CH：3CN（0．05％TFAを含む），B；

40％CH，CN（0．05％TFAI｝ir含む），　A→B（20分、直線濃度勾配）、流速：1ml／min、検出：210㎜

の紫外吸光測定。　　　　　　　　　　　　　　　　　　「
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図H－11　逆相HPLCによる還元ピリジルエチル化マビンリン1一・・1　B鎖の1ysyl
　　　　endopeptidase消化物の分離
　カラム：Vydac　218TP54（4。6　mm×250mm）、溶離液：A；15％CH，CN（0．05％TEA．を含む），　B；

40％CH，CN（0．05％TFA2含む），　A→B（25分、直線灘勾配）、流速：1　mi／lnin、検出：210㎜

の紫外吸光測定。
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図H－12　逆相HPLCによる還元ピリジルエチル化マビンリンHB鎖のen（loprot　ei　nase
　　　　Glu・一C消化物の分離

　カラム：Vydac　218TP54（4．6　mm×250mm）、溶離液：A；5％CH3CN（0．05％TEAを含む），B；

50％CH3CN（0．05％TFAを含む〉，　A→B（30分、直線濃度勾配）、流速：1　ml／min、検出：210㎜

の紫外吸光測定。
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図H－13　マピンリン1－1、皿、IVのアミノ酸配列

　N；A鎖およびB鎖のN末端アミノ酸配列分析、▲；pyroglutamate一一aminopeptldase消化、ム；

carboxypeptidase　W消化、T，　Ch，　L，　E；それぞれTrypsin，　Chymotrypsin，　Lysyl

endopeptidase，　Endoproteinase　Glu－C　？肖化により得られたペプチド。
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輩

II－3－4．マビンリン1－1、　ll、　HI、　IVのアミノ酸配列の比較

すでに決定されているマビンリンllのアミノ酸配列㈲と、本研究で決定したマビンリン

1－1、皿、IVのアミノ酸配列を比較したところ、これらには高い相同性があることがわかっ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ワ
た（図H－14）。マビンリン1－1とマビンリンHでは34個のアミノ酸が異なっている。マ

ビンリン1－1とマビンリン皿ではアミノ酸が3箇所（A鎖の22番目、A鎖の32番・目、

B鎖の47番・目）異なるのみである。マビンリン1－1とマビンリンIVでは4個のアミノ

酸が欠失し、2箇所のアミノ酸が異なっている。マビンリン1一一　1とマビンリン：皿の間で

アミノ酸が異なっている3箇所のうち、A鎖の22番目はマビンリン1－1とマビンリンH

が同じアミノ酸である。また、A鎖の32番目はマビンリンr▽ではアミノ酸が欠失して

いる。したがって、残りの1箇所、B鎖の47番目が熱に安定な同族体（H、　nl、　IV）と

熱に不安定な同族体（1一一1）’との間で唯一異なるアミノ酸である。このことから、B鎖の

47番目のアミノ酸がグルタミン（H）からアルギニン（H、m、　IV）に置：摩することに

より、マビンリンの熱安定性が増大することが明らかとなった。アルギニンは側鎖に正電

荷をもつため、タンパク質中のカルボキシル基との間にイオン結合を形成することができ

る。熱に安定な同族体（II、皿、　IV）に共通して存在するカルボキシル基は、　A鎖あるい

はB鎖のC末端の遊離カルボキシル基である。したがって、マビンリンII、　m、　IVでは、

B鎖の47番・目のアルギニンがA鎖あるいはB鎖のC末端カルボキシル基とイオン結合

を形成しているために、マビンリン1－1より熱に安定である可能性が考えられる（図卜

15）。
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図ll　一　14

　マビンリン1－1と同じアミノ酸を（一）で、アミノ酸の欠失を（＊）で示した。
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　マピンリン1－1、ll、　HI、　IVのアミノ酸配列の比較
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図ll一ユ5　マビンリン同族体の構造

　（A）マピンリン1－1、（B）マビンリン皿、皿、IV。

ll　一3－5．マビンリン1－1、　llのジスルフィド結合位置の決定

マビンリン1－1およびII中には、8個のシステインが存在し、これらの一次構造上の位

置はすべて一致していた。タンパク話中に複数のシステインが存在すると、通常は2個の

システイン問でジスルフィド結合を形成する。熱安定性の異なるマビンリン1－1と1のジ

スルフィド結合位置を比較することは、マビンリンの熱安定性と構造の関係を明らかにす

る手がかりになると考えられる。

A）マビンリンIIのジスルフィド結合位置の決定

　通常、アミノ酸配列を決定する際には、ジスルフィド結合を切断してしまうため、その

結合位置を確認することはできない。ジスルフィド結合の位置を決定するためには、ジス

ルフィド結合を切断しないで酵素による断片化を行い、シスチン含有ペプチドを単離する

必要がある。

　まず、マビンリンIIの遊離チオール基の存在をEllmanの方法により調べた。その結果、

マピンリンHには遊離チオール基が存在しないことがわかった。

　つぎに、マビンリンIIをtrypsinを用いて消化し、生じたペプチドを逆相HPLCで分

離した（図H－16）。これらのペプチドを過ギ酸酸化し、シスチンをシステイン酸としたの

ち、生じたシステイン酸をアミノ酸組成分析で検出した。その結果、T一一5およびT－6が

シスチン含有ペプチドであることがわかった。
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A

T－5を逆相HPLCによりさらに精製したところ、　T－5－1およびT－5－2に分離した（図

H－17）。これらを過ギ酸酸化後、アミノ酸組成分析したところ、T－5－2がシスチン含有

ペプチドであることがわかった。つぎに、T－5－2およびT－6を過ギ酸酸化せずにアミノ

酸組成分析し（表ll－1）、その結果をマビンリンIIのアミノ酸配列と比較してペプチドの

構造を推定した（図H－18）。T－6をアミノ酸配列分析した場合、　A鎖の5番目のシステ

インがB鎖の21番目のシステインと結合していても、またはB鎖の23番目のシステイ

ンと結合していても同様な分析結果を示すためジスルフィド結合位置を決定できない。そ

こで、T－6をthermolys　inにより再消化した。生じたペプチドを逆相HPLCにより分離

し（図ll　一一　19）、アミノ酸組成分析を行った（表H－1）。その結果、　T一一6－Th－1および

T－6－Th－3がシスチン含有ペプチドであることがわかった。

　得られたペプチドT－5－2、T－6－Th－1およびT－6－Th－3のアミノ酸配列分析を行った

（表H－2）。その結果、ジスルフィド結合位置はA鎖の5番とB鎖の21番、A鎖の18

番とB鎖の10番、B鎖の11番とB鎖の59番およびB鎖の23番とB鎖の67番であ

ることが明らかとなった（図H－18）。

B）マピンリン1－1のジスルフィド結合位置の決定

A）と同様にしてマビンリン1－1のジスルフィド結合位置を決定した。

C）マビンリン1－1、IIのジスルフィド結合位置の比較

　マビンリン1－1、IIともにA鎖・B鎖間に2個のジスルフィド結合、　B鎖内に2個のジ

スルフィド結合が存在することが明らかとなった（図ll－15）。さらに、両者のジスルフィ

ド結合位置は完全に一致した。したがって、マピンリンに関しては、ジスルフィド結合が

熱安定性の差異の主要な原因にはなっていないことが明らかとなった。

　マビンリンHも、80℃においてその活性失活に1時間ほど要するので、通常のタン

パク質より熱に安定である。おそらく1分子中に4個存在するジスルフィド結合が熱安

定性に部分的貢献をしているものと思われる。
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図H－16　逆相HPLCによるマビンリン皿のtrypsin消化物の分離

　カラム：Vydac　218TP54（4．6　mrn×250mm）、溶離液：A；5％CH3CN（0．05％TEAを含む），B；

40％CH，CN（0．05％TFAを含む），　A→B（30分、直線濃度勾配）、流速：1nd／min、検出；210　m1

の紫外吸光測定。
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図ll　一一　17　逆相HPLCによるT－5のりクロマトグラフィー

カラム：Vydac　218TP54（4．6㎜×250mm）、溶離液：A；15％CH，CN（0．05％TI髄含む），B；

25％CH3CN（0．05％TFAを含む），　A→B（20分、直線濃度勾配）、流速：1　mi／min、検出：210㎜

の紫外吸光測定。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ワ
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図ll　一　19　逆相HPK）によるT－6のtherlnolysin消化物の分離

　カラム：Vydac　218TP54（4．6　mm×250mm）、溶離液：A；5％C：H3CN（0．05％TFAを含む），B；

40％C：H3CN（0．05％TFAを含む），　A→B（30分、直線濃度勾配）、流速：11n1／min・検出：210　m1

の紫外吸光測定。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
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表ll－1　ペプチドT－5－2、　T－6、　T一一6－Th－1およびT－6－Th－3のアミノ酸組成分析

Amino　acids T－5－2 T－6 T”6”Th“1　T”6“Th－3

Asx　（B）

Glx　（Z）

Gly　（G）

Arg　（R）

Ala　（A）

Pro　（P）

Va皿（V）

IRe　（1）

Leu　（L）

Phe　（F）

Cys　（C）

5．4　（5）

3．6　（3）

2．5　（2）

1．0＊　（1）

2．5　（2）

2．0　（2）

1．9　（2）

　　（4）

1．4　（1）

2．3　（2）

1．1　（1）

3．5　（4）

1．0＊　（1）

2．8　（3）

2．ミ（35

1．0　（1）

1．3　（1）

O．7　（1）

　　（4）

1．4　（1）

2．2　（2）

1．5　（2）

1．0＊　（1）

O．9　（1）

　　（2）

1．4　（1）

1．1　（1）

1．9　（2）

1．7　（2）

1．0＊　（1）

　　（2）

Total （21） （22） （9） （9）

各アミノ酸は（＊）を1としたときの値。（）の値はマビンリンHのアミノ酸配列からの計算値。

　　　表H－2ペプチドT－5－2、T－6－Th－1およびT－6－Th－3のアミノ酸配列分析

Cycle Amino　acid

T－5－2 T“6eTh－1　T“6“Th’3

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

ヲ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

ロ

ヲ
　

ロ
　
　
ウ
　

ウ
　

ウ
　

ウ
　

ヲ

C

　
タ
　
ウ
　
　
　
　
　
　

ロ

　
　
　
C

　
　
　
ロ

ー
　
A
C
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第川章　耐熱性甘味タンパク質マビンリン11の
　　　cDNAクローニングおよび大腸菌における発現

二一1．序

　これまでに行われてきた甘味タンパク質の研究は、モネリンおよびソーマチンの例があ

る。モネリンでは、有機化学的手法により合成したモネリンを用いて、B鎖の7番目の

アスパラギン酸が甘味活性部位である可能性が高いことが示されている（35）。ソーマチンで

は、遺伝子工学的手法によりその発現・生産系の確立が試みられているが（36　“43）、いずれも

活性を有するソーマチンは得られていない。また、これまでに知られている甘味タンパク

質（モネリン、ソーマチン、マビンリン、ブラゼイン）の間には、アミノ酸配列の相同性

はない。

前章においてタンパク質化学的手法によりマビンリン同族体の構造を明らかにした。さ

らにマビンリンの甘味活性部位に関する研究を進めるためには、マビンリンを人工的に合

成することができる系を確立する必要がある。タンパク質を合成するには、有機化学的に

合成する方法および遺伝子工学的に合成する方法が考えられる。有機化学的手法では、

100残基程度のような長いポリペプチド鎖を合成することは難しい。そこで、遺伝子工学

的手法によりマビンリンの生産系の確立を試みた。

本章では、まずマビンリンll・cDNAのクローニングを行った（18）。　cDNAクローニング

は、遺伝子工学的手法によるタンパク質の生産に用いるDNAを得るためだけでなく、タ

ンパク質化学的手法では得られない前駆体タンパク質の構造を解明することができる。つ

づいて、大腸菌を用いたマビンリンllの発現・生産系の確立を試みたα9）。

皿一2．材料および方法

皿一2－1．材料

A）材料

　Cmasaikaiの果実は、中国雲南省地方に自生する植物体から収集し、実験に使用する

まで一80℃以下で保存したものを用いた。

　Oligotex－dT　Super、各種酵素、　p　U　C　18；宝酒造（株）

　cDNA　synthesis　kit；　Bcehringer－Mannheim

（］bmpl　et　e　rap　id　cloning　sys　tem　1－lybond　N　redlprime　DNA　labell　ing　system，

PeroXidase標識抗ウサギIg　G血清、　ECL試薬；Arnersham
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DNA合成；グライナージャパン（株）

pET－15b；　Novagen

抗マビンリンII血清；Nakajoらの方法（11）により調製したもの

RXフイルム；富士写真フイルム（株）

Chelating　Sepharose，　PD－10；　Pharmacia　LKB　Biotechnology

その他の試薬は、すべて特級、生化学用または遺伝子工学用を使用した。

B）実験装置

：pOlymerase　chain　reaction（PCR）装置；DNA　Thermal　Cycler　PJ2000、　Perkin　Elmer

　HPLC；PC8011、東ソー（株）

　分光旋光計；Jasco　J－720、日本分光（株）

　アミノ酸配列自動分析計；PPSQ－10　Protein　Sequencer、　Shimadzu

C）培地組成

Luria－Bertani（LB）培地；1％tryptone，0．5％yeast　eXtract，0．5％NaC1

皿一2－2．cDNAライブラリーの作製

　C㎜af1面の種子からpheno1－SDS法（44）により全RNAを抽出した。このRNAから

Ol　igot　ex－dT　Sup　erによりpoly（A）＋RNAを精製した（45）。このpoly（A）＋RNAを鋳型に

d）NA　synthesis　kitにより二本鎖cDNAを合成した（46）。得られた二本鎖cDNAは

（bmplete　raPid　cloning　sys　temによりファージベクターλgt　10に挿入したのち、バク

テリオファージにパッケージングし、大腸菌中で増殖させた。

三一2－3．プローブの作製

　C．　mas　aikal’の種子から抽出した全RNAを鋳型として、　reverse　t　rans　crip　tion（RT）一

PCR法によりcD　NAライブラリーをスクリーニングするためのプローブを作成した。ま

ず、以下に示す2種類のオリゴヌクレオチド1およびllを合成した。オリゴヌクレオチド

1には、制限酵素Nde　Iサイト、成熟マピンリンll　A鎖N末端を、オリゴヌクレオチドII

には、成熟マビンリンll　B　th　C末端、終止コドン、制限酵素denlH　Iサイトをコードし

た。これらのオリゴヌクレオチドをプライマーとして用い、盟一PCRを行った。　PCRは、

96℃、7分間につづいて、96℃、1分間、50℃、1分間、72℃、1分間を30回繰り返し

たのち、72℃、10分間行った。つぎに、得られたPCR産物をアガロースゲル電気泳動に
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より分離した。つついて、これを切り出して精製したのち、T4　DNA　polymeras　eを用い

て平滑末端とした。さらに、これをプラスミドベクターpU　C　18のSma　Iサイトに挿入し・

pMABPCR　1を作成した。　Sangerらの方法（47）によりpMAB　P（）R　1の塩基配列を分析した・

オリゴヌクレオチド1

5，一AG　CATATG　CARYT工TGGMGITGYCA－3’

　　　Nde　l　成熟マビンリンll・A鎖N末端

オリゴヌクレオチドII

5LC　GGATCC　CTA　CCAIGC工CKRAAIGGRC－3，

　　　BamH　I終止成熟マビンリンll・B鎖C末端

（R　＝＝A　or　G，　Y＝C　or　T，　K　＝＝　G　or　T，　M＝A　or　C，　1＝inosine）

皿一2－4．cDNAクローンの単離

組換えプラークをナイロンフィルターHybond　Nに転写した。紫外線照射によりフィ

ルターにDNAを固定したのち、緩衝液（90　mM　Na3　dtrate，0．9　M　NaC1，0．2％Ficol1

400，　O．20／o　po　lyvi　nylpyrrolidone，　O．20／o　bov　ine　serum　al　bumin　（BSA），　O．5％　s　odium

dodecyl　sulfate（SDS），100μg／mi　sa1　rrx）n　sperm　DNA（pH　7．6））により60℃で20

分間プレハイブリダイズした。つぎに、このフィルターを、redlprime　DNA　labelling

systemを用いてsaP標識したプローブを含む緩衝液により60℃、20時間ハイブリダイズ

した。このフィルターを0．1％SDSを含むSSC緩衝液（0．15　M　NaC1，15　mM　Na3

Ctt　rate（p　H　7．6））で洗浄した。洗浄したフィルターはRXフィルムに一80℃で露光し、

プローブとハイブリダイズするクローンを選択した。

　陽性クローンM4Bを単離し、ついで制限酵素　EboR　1で処理後、プラスミドベクター

pUC　18にクローニングした。これを用いてSangerらの方法（47）によりマビンリンII

cDNAの塩基配列を決定した。

皿一2－5．発現プラスミドの構築

PMABPCR　1を制限酵素Nde　lおよびBanUI　Iにより消化し、マビンリンll　A＄K・リン

カー・B鎖をコードするDNA断片を切り出した。これをpET－15bのもつヒスチジンタ

グ遺伝子の下流に挿入し、ヒスチジンタグーマビンリンll　A　ee・リンカー・B鎖融合タン

パク質　（組換えマビンリンII）発現プラスミドpMAB－2を構築した。
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皿一2－6．大腸菌での組換えマビンリンllの発現

A）発現プラスミドによる大腸菌の形質転換

　組換えマビンリンn：の発現実験には大腸菌BL21株を用いた。まず、大腸菌をLB液体

培地中で37℃で振とうし、600㎜の吸光度が0．6になるまで培養した。得られた培養

液20m1を、3，000×g，4℃で5分間遠心し気体を集めた。得られた芸体に低濃度緩衝

液（10mM　RbClを含む10　mM　3一（N－morpbOlino）propanes　Ul　fo　n　i　c　aci　d（MOPS）（pH

7．0））10mlを加え、氷中で懸濁した。つづいて、3，000×g，4℃で5分間遠心し菌体

を集め、得られた菌体に高濃度緩衝液（50rnM　CaC12，10　mM　RbClを含む0．1　M　MOPS

（pH　6．5））10　mlを加え、氷中で懸濁し、30分間氷冷した。さらに、3，000×g，4℃で

5分間遠心し菌体を集め、高濃度緩衝液2m1を加え、山中で懸濁し、形質転換用

oDmpetent㏄11溶液とした。このoornpetent　cdl溶液100μ1に発現プラスミド溶液1

μ1を加え、30分間氷冷したのち、42℃で1分間熱処理をした。これに、U3液体培地1

mlを加え、37℃で60分間培養したのち、3，000×g，3分間遠心し菌体を集めた。この

三体を50μg／m1のampicillinを含むLB寒天培地で37℃で培養し、形質転換菌

BL21／pMAB－2を得た。

B）組換えマビンリン1の発現

　形質転換菌を50μg／mlのampiclllinを含むLB液体培地50　mlに植浸し、37℃で一一

晩振とう培養を行った。得られた培養液を50μg／mlのarnpicimnを含むLB液体培地1

1に加え、600㎜の吸光度が0．6になるまで37℃で振とう培養した。この培養液に1

M　is　op　ropy1一　B　一D－t　hi　agal　actopymm　s　i（］e（正TG）を1ml（終濃度1mM）加え、37℃

で3時間振とう培養を行った。得られた培養液を、3，000×g4℃で15分間遠心し菌

体を集めた。

C）菌体の破砕

培養液1rn1を分注し、12，000×g，1分間遠心し山鼠を集めた。得られた菌体に

SDS－pQlyacrylamide　gel　ele（1　rophores　is（PAGE）用Laemmli’s　sampl　e　i緩衝液（48＞100

μ1を加え、3分間煮沸した。

D）SDS－PAGEおよび抗マビンリンll血清を用いたイムノブロッティング

SDS－PAGEはLaemmliの方法（‘18）により行った。ウエスタンプロッティングは

一34一



Towbinの方法（49）により行った。菌体破砕液をSDS一一一PAGEにより分離したのち、ニトロ

セルロース膜にウエスタンプロッティングした。この膜をTBS緩衝液（150　mM　NaC1

を含む50mM　Tris－HC1（pH　7．6））で10分間洗浄したのち、ブロッキング溶液（5％ス

キムミルクを含むTBS緩衝液）により30分間ブロッキングを行った。つぎに、抗マビ

ンリンll血清（500倍希釈）を含むブロッキング溶液を加え、室温で1時間振とうした。

つついて、0．05％Tween　20を含むTBS緩衝液で膜を洗浄したのち、　pero）d　dase標識

抗ウサギ19G血清（1000倍希釈）を含んだブロッキング溶液を加え、室温で1時間振

とうした。さらに、膜を0．05％Tween　20を含むTBS緩衝液で洗浄し、　ECL試薬を加

え発色させたのち、RXフィルムに露光した。

二一2－7．組換えマビンリン1の単離

A）菌体の破砕

　得られた菌体1gに対して3rn1の1mM　EI）rA，100　MM　NaC1を含む50　mM

Tris／HC1（pH　8．0）を加え懸濁し、これに4μ1の100　m　M　phenylmet　hyls　ul　fo　ny1

且uoride（PMSF）、32μ1の50㎎／ml　lysozymeを加え、4℃で20分間振とうした。つ

づいて、4㎎のdeoxycholic　acidを加え、37℃で5分間振とうした。さらに、2μ1の

10㎎／mi　de（）xyribonuclease　1を力口え、37℃で30分間振とうしたのち、18，000×g

4℃で15分間遠心し、上清および沈殿に分離した。

B）組換えマビンリン1の精製

　5mM　ilnidazole，0．5　M　NaClを含む20　mM　Tris／HCI（pH　7．9）で平衡化した

Chel　at　ing　Sq）haros　eカラムに菌体破砕液上清を添加した。60　mM　imi　tm）1e，0．5　M

NaC1を含む20　mM　Tris／H：C1（pH　7．9）で洗浄したのち、1Mimidazole，0．5MNaC1を

含む20mM　Tris／HCI（pH　7．9）により組換えマビンリンllを溶離した。溶離液の画分

は、280㎜の紫外吸光で検出し、ピーク部分を集めた。

C）脱塩・凍結乾燥

組換えマビンリンIIIを脱塩用カラムPD－10を用いて脱塩したのち、溶液を凍結乾燥し

た。

D）逆相HPLC

組換えマビンリンHの純度検定を以下の条件で行った。
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カラム：Vydac　218TP54（4．6㎜×25（㎞m）

移動相：0．05％TFAを含むCH3CNの直線濃度勾配

流速　：1m1／min

検出：210㎜の紫外吸光測定

E）組換えマビンリン1のアミノ酸配列分析

組換えマビンリンIIのアミノ酸配列分析は、アミノ酸配列自動分析計により行った。

F）組換えマビンリンIIの甘味活性の測定

組換えマビンリン∬を口に含み、甘味活性を調べた。

G）CDスペクトルの測定（26“28）

0．1㎝の経路長のセルを用い、分光旋光計により組換えマビンリンH（0．2㎎／mi）の

CDスペクトルの測定を行った。測定は20℃で行い、スペクトルは4回積算した。

皿一3．結果および考察

三一3－1．マビンリンII　cDNAクローンの単離および解析

　まず、CIna謝kafの種子からpoly（A）＋RNAを精製し、これより二本鎖cDNAを合成

し・これをファージベクターλgt　10に挿入してcDNAライブラリーを作製した。

　つぎに、団「一PCR法によりcDNAライブラリー一をスクリーニングするためのプローブ

を作製した。図皿一1に示すように、マビンリン1［のアミノ酸配列はArabidoρsis

tha　Zianaの種子貯蔵タンパクAT2　S3（50）のそれと高い相同性がある（③。　Ar2S3は一本鎖の

前駆体が合成されたのち、プロセッシングを受けて成熟体となる。マビンリンll・A鎖は

Ar2S3のsmal　subunitと、マビンリンll　B鎖はAT2　S3のla　rge　s　uburl　tと相同性が高

いことから、マビンリンH前駆体もAT2　S3前駆体と同様に一本鎖であると予想できる。

そこで、Rr－PCRに用いるプライマーは、成熟マピンリンll　A＄H　N末端および成熟マビ

ンリンII　B鎖C末端のアミノ酸配列をもとに設計した。これらを用いてRT－PCRを行い、

PCR産物をアガロースゲル電気泳動により分離したところ、増幅されたDNAは、約380

bpの単一バンドを示した。つぎに、これをプラスミドベクター一　pUC18に組み込み、

pMABPCR　lをクローニングした。　pMABPCR　1の塩基配列を分析した結果、成熟マビン

リンll　A鎖・リンカー・成熟マビンリンll　B鎖をコードしていた（図皿一2）。成熟マビン
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リンH部分のアミノ酸配列は、天然マビンリンHのそれとすべて一致した。また、リン

カー部分は14アミノ酸残基から構成され、10残基の酸性アミノ酸を含んでいた。これは、

成熟マビンリンIIの等電点（pI）が約11であるのと対照的な性質であり、大変興味深い。

　つぎに、pMABPCR　1より成熟マビンリンll　A鎖・リンカー一・成熟マビンリンII　B鎖

をコードするDNA断片（MABPCR1）を切り出し、これをプローブとしてcDNAライブ

ラリーをスクリーニングした。約3．OX105個のプラークから、8個の陽性クローンを得

た。これらのうち、最も長い挿入断片のクローンを解析した結果、全長は656bpであり、

465bpからなるオープンリーディングフレv・一一・・ムを含んでいた（図四一3）。これより推定さ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　カれるアミノ酸配列は、N末端延長ペプチド35残基、成熟マビンリンHA鎖33残基、リ

ンカー14残基、成熟マビンリンHB鎖72残基およびC末端延長ペプチド1残基であっ

た（図皿一4）。N末端延長ペプチド部分は、　PヒrlmanとHalverson（5i）およびvon

Llei」ne152’の法則より、ジグナルペプチド20残基およびプ。ペプチド15髄力、らなると

推測できる（図皿一4）。

エドマン分解法により決定されたマピンリンHのアミノ酸配列㈲は148番目および

153聲目の残基がアラニンであったが、今回決定gたcDNAの塩基配列から推定される

アミノ酸配列ではスレオニンであった（図八一3）。これは、マビンリンの微小不均一性

（microheterogeneity）によるものと考えられる。

マビンリンII

1 33

A鎖

巳　窟1肺1

量　11闘l

l　l駐Io

置　l1919

1 72

AT2S3 Signal

peptide
昌ε呂tide Small

subunit
廃島tide

1’」，1　ll’liTlrl’i　・li／ll・i’i’：li’／T　i　llrl　ii／li・lli’1　i’i’ti

wwll　i・lt・li　li・1　iiii　l　ii，il・．1　’i　1・lii　i　iiiii・i　ilil

Large　subunit

　　　　　　　1　21　38　72　82　．　162164
図IH－1マピンリンH（③およびAraL）ldopsls　thallanaの種子貯蔵タンパクAT2S3（50）の一次構造

　　　の模式図

　マピンリンIIIとAT2S3の間でアミノ酸が一致している部分を点線で示した。
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，11GS（llAII［IATATGCAAC　TGTG（IVXGGTGTCAGAGGCAGTTCCTGCAGCACCAGCGACTCCGGGCTT　60

　　　　M　Q　L　W　R　C　Q　R　Q　F　L　Q　H　Q　R　L　R　A　C　19

GCCAGCGGTTCATCCACCGACGAGCCCAGTTCGGCGGACAGCCCGATGAGC　TTGAAGACG　120
　　Q　R　F　1　H　R　R　A　Q　F　G　G　Q　P　D　E　L　E　D　E　39

AAGTCGAGGACGACAACGATGACGAAAACCAGCCAAGGCGACCGGCGCTCAGACAATGC　T　180
　　mpt　D　D　N　D　D　E　N　Q　P　R　R　P　A　IL　R　Q　C　C　59

GCAACCAGCTGCGTCAAGTGGACAGACCTTGTGTTT（X　CCTGTCCTCAGACAAGCTGCCC　240

AGCAGGTGCTCCAACGACAAATAATCCAGGGTCCA（　AGCAGTTGAGG（　GTCTCTTCGATG　300

CCGCAAGAAATTTGCCCAACATCTGCAACATACCCAACATCGGAGCGTGCCCCTTCCGCG　360

　S2gtlll！Z！1｝S；IIIIAglS；1｛li1111g；S；S！TGGTAGGGATCCG　375

図三一2　MABPCRIの塩基配列および推定されるアミノ酸配列

　プライマーの部分の塩基配列をアンダv・…一ラインで、リンカーの部分のアミノ酸配列をダブルアン

ダs・一一一一ライン示した。（＊）；終止iiiドン。
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CACACACTCACCCAAAACCCTAGCAATGGCGAAGCTCATCTTCCTCTTCGCGACCTTGGC　60
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MA：KL工FLFAT：LA　12
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　シグナルペプチド

T－CTC－TTCGTTCTCCTA（1；CGAACGCCTCCATCCAGACCACCGTTATCGAGGTCGATGAAGA　120
　L　　F
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　全N末端延長ペプチド

A－GAAGACAACCAACTGTGGAGATGTCAGAGGCAGTTCC’TGCAGCACCAGCGACTCCGGGC　180

TTGCCAGCGGTTCATCCACCGACGAGCCCAGTTCGG（IGGACAGCCCGATGAGCT［IIGAAGA　240
　C　Q　R　F　1　H　RRA　Q　F　G　G　Q　p　D．E　r，　E一　b””　一7一　2’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十リンカ＿

C－GAAGTCGAGGACGACAACGATGACGAAAACCAGCCAAGGCGACCGGCGCTCAGACAATG　300

CTGC－A．　ACgAGCTGCGTCAAGTGGACAGACCTTGTGTTTGCCCTGTCCTCAGACAAGCTGC　360
c　N　Q　L　R　Q　v　D　R　p　c　v　c　p　v　L　R　Q”TA’T－A’V　ilV2

CgAGgAGGTGC　TCCAACGACAAATAATCcaGGGTCCACAGCAGTTGAGGCGTCTCTTCGA　420
Q　Q　V　L　Q　R　Q　r　1　Q　G　P　Q　Q　L　R　R　一 煤nn’F”MTDT”　i　3－2

TGCCGCAAGAAATTTGCCCAACATCTGCAACATACCCAACATCGGAACTTGCCCATTCAG　480

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

AACATGGCCCTAGGCGAACCAACCAGTGGC　TGACGGAGAGGTGTGTTGTAGAATCCCATG　540

TTGTAGTGTGTTAATAATATAGTTAGCATCGAGGCTAATGI℃GAACTA㏄AC　TACTCCTA　600

ATAAGAGGTTTCCAAGTTC　TCTTAAC　TAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA　　　　656

図m一　3　マビンリン皿cDNAの塩基配列および推定されるアミノ酸配列

　翻訳後プロセッシングを受ける部位を矢印で示した。（＊）；終止コドン。
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15残基 14残基

　　　　A

1残基

図m－4　マビンリン皿前駆体の構造

皿一3－2．組換えマピンリン　llの大腸菌における発現

cDNAクローニングに用いたプローブMAB1℃Rヱは、一本鎖の成熟マビンリンII　A鎖・

リンカー・成熟マピンリンll　B鎖をコードしている。これを用いて大腸菌による一本鎖成

熟マビンリンll　A　ee・リンカー・成熟マビンリンll・B鎖の発現生産系の確立を試みた。

外来タンパク質の発現系として、T7ファージプロモーターを有するpET－1　5　bを用いた。

　まず、pMABPCR　1よりMABPCRIを切り出し、　pET－15bのもつヒスチジンタグ遺伝

子の下流に挿入した。これにより、ヒスチジンタグー成熟マビンリンHA鎖・リンカー・

成熟マピンリンII　B鎖融合タンパク質　（組換えマビンリンll）発現プラスミドpMAB－2

を構築した（図七一5）。図八一6に、pMAB「2により合成が推定されるタンパク質の構造

を示した。これによると、ヒスチジンタグ20残基、メチオニン1残基、成熟マビンリン

ll　A鎖33残基、リンカ・一一・・14残基および成熟マビンリンll　B鎖72残基と推定される。

　つぎに、pMAB－2を用いて大腸菌BL21株を形質転換し、形質転換菌BL21／pMAB一・2

を得た。これを用いて組換えマビンリンIIの発現を試みたところ、正TGによるタンパク

質発現誘導後の溶体破砕液に、抗マビンリンH血清と交差反応を示す分子量約15，000の

タンパク質の発現を確認した（図三一7）。　　　　　’

つぎに、Chel　at　ing　SeP　haros　eカラムを用いて、組換えマビンリンIIを単離した。組換

えマビンリンllは培養液11あたり0．5㎎得られた。得られた組換えマピンリンIIの純

度を逆相HPLCにより検定したところ、精製組換えマビンリンIIは単一のピークを示し

た（図皿一8）。これにより、精製組換えマビンリンIIIの純度が高いことを確認した。さら

に、組換えマビンリンHのアミノ酸配列分析を行ったところ、N末端から30残基目まで

のアミノ酸配列は、予想される組換えマビンリン皿のそれと一致した。また、組換えマピ

ンリンIIの甘味活性を測定したところ、活性を認めた。

一40一

欝鷺藩騨欝綴難羅饗副騰馨灘騨難灘灘羅灘灘，雛難難灘一灘麟灘r罵



　つぎに、組換えマビンリンHのCDスペクトルを測定した。図m－9に示すように、組

換えマビンリンIIの220　nmから240　nm周辺のスペクトルは、天然マビンリンllの

Ct・一ヘリックス構造に由来するスペクトルに近似している。このことは、組換えマビンリ

ンIIが天然マビンリンIIIと近似なα一ヘリックス構造糞形成していることを示唆してい

る。組換えマビンリンHの190　nmから210　nm周辺のスペクトルは、天然マビンリン

Hのそれと異なっているが、これは天然マビンリンIIに存在しないヒスチジンタグおよび

リンカーに由来するもの、あるいは一部の変性した組換えマビンリンHが存在することに

よるランダムコイルに由来するものと考えられる。

今回確立した系では、甘味活性を有する組換えマビンリンIIを得ることに成功した。組

換えマビンリンHは天然マビンリンllに存在しないヒスチジンタグおよびリンカーを有

する。このことから、これらの部分はマビンリンIIの甘味活性発現に直接影響を与えない

ことがわかった。

　　　　　　BamHI

　　　　　　　　　～（た1

／“；？zl　l［，1，’Ni）ii）＞X

　　　pET－15b　i　BamHI
　　　　5．7　kb

　　　　MABPCR　7

T4　DNAリガーゼ

BamHl

　　　PMAB一一2

　　　　6．1　kb

Nde　1

図III－5　組換えマピンリンll発現プラスミドpMAB－2の構築
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　A；SDS一一PAGE、　B；イムノブロッティング。レーン1；分子量マーカー、レーン2；天然マビンリ

ンll（還元剤なし）、レーン3；大腸菌BL21／pMAB－2菌体破砕液（正TGによる誘導前）、レーン

4；大腸菌BL21／pMAB一一2菌体破砕液（IPTGによる誘導後）。発現したタンパク質を矢印で示した。
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図皿：一8　逆相HPKCによる組換えマビンリン皿の純度検定

カラム：Vydac　218TP54（4．6㎜×250mm）、溶鰍：A；5％CH3CN（0．05％TFAを含む），B；
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ80％CH：3CN（0．05％TFAを含む），　A→B（30分、直線濃度勾配）、流速：1ml／min、検出：210　mn

の紫外吸光測定。
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第IV章　甘味誘導タンパク質ミラタリンのcDNA
　　　クローニングおよび酵母、タバコにおける発現

IV－1．序

　西アフリカ原産の植物Rt’chade　lla　dα1cili’（nは、オリーブ大の赤い実をつける。実の中

には1個の大きな種子があり、そのまわりを果肉が取り囲んでいる。成熟した赤い実の果

肉を口に入れてから酸っぱいものを味わうと、強い甘味を感じる。たとえば、レモンを味

わうと甘いオレンジのような味になる。このように不思議な作用をもっているので、この

実はミラクルフルーツと呼ばれている。アフリカの原住民は、昔から酸っぱいヤシ酒や発

酵したパンを食べる前に、甘味をつけるためにミラクルフルーツを使用してきた。

　1968年、Rdulcifi（a果肉より酸っぱいものを甘く感じさせる活性成分ミラタリンが抽

出され、糖タンパク質であることが示された（53）。1988年、横浜国立大学の栗原らにより

ミラタリンの精製法が；確立され㈲、つづいてミラタリンのアミノ酸配列（7）、ジスルフィド

結合位置（8）、糖鎖構…造（2）が決定された。これによるとミラタリンは191アミノ酸残基のポ

リペプチド鎖が、分子間ジスルフィド結合により二量体を形成し、糖鎖が2箇所のアスパ

ラギン残基に結合していることがわかった。一方、ミラタリンの活性部位に関する研究は

これまでに例がなく、いまだどの部位が活性中心であるのか全く不明である。今後、ミラ

タリンの構造と活性に関する研究を進めるためには、ミラタリンの遺伝子レベルでの研究

が必要であると考えられる。

本章では、まずミラタリンcDNAのクローニングを行った（20”22）。つづいて、ミラタリン

MRNAの時期特異的および組織特異的発現を調べた（20’21）。さらに、酵母およびタバコを

用いてミラタリンの発現・生産系の確立を試みた（23’　24）。

IV－2．材料および方法

1V－2－1．材料

A）材料

　RdUlcifi（nの果実、茎および葉は、植物体から収集し、実験に使用するまで一　80℃以

下で保存したものを用いた。

　Oligotex－dT　Super、各種酵素、　pUC19；宝酒造（株）

cDNA　synthesis　kit；　Boehringer一一Mannheim

　（］bmpl　et　e　rap　id　clonlng　sys　tem　Hybond　N　iedlprime　DNA　labell　ing　systern，
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peroXidase標識抗ウサギ19　G血清、　ECL試薬；Arnersham

DNA合成；グライナージャパン（株）

pYPR3831、　pYE　RNAP－Rh；東京大学農学部応用生命工学科の高木正道教授より恵与

　pBI121；東洋紡績（株）

　抗ミラタリン血清；Nakajoらの方法（10）により調製したもの

RXフィルム；富士写真フイルム（株）

　その他の試薬は、すべて特級、生化学用または遺伝子工学用を使用した。

B）実験装置

PCR装置；DNA　Thermal　Cycler　PJ　2000、　Perkm　Elmer

C）培地組成

LB培地；1％tryptone，　O．5％yeast　extract，0．5％NaCl

YPD培地；2％polypeptone，1％yeast　extract，2％glu　cose

SD培地；0．17％yeast　nitrogen　base，2％glucose，0．5％（NH4）2SO4

Murashige－Skoog（MS）培地；MS　solts，　MS　vitamins，3％sucrose

N一一2－2．cDNAライブラリーの作製

RdUlcifi（nの果肉からphenol－SDS法（44）により全RNAを抽出した。このRNへから

OligotexrdT　Superによりpoly（Al＋RNAを精製した㈲。このpoly（A）＋RNAを鋳型に

cDNA　synthesis　kitにより二本鎖cDNAを合成した（46）。得られた二本鎖cDNAは

Co　mpl　et　e　rap　id　clor血）g　sys　temによりファージベクター㎏t　10に挿入したのち、バク

テリオファージにパッケージングし、大腸菌中で増殖させた。

IV－2－3．プローブの作製

Rdulcifi（nの果肉から抽出した全RNへを鋳型として、　Rr－PCR法によりcDNAライ

ブラリーをスクリーニングするためのプローブを作成した。まず、以下に示す2種類のオ

リゴヌクレオチド1および1を合成した。オリゴヌクレオチド1には、制限酵素EtoR　1

サイト、成熟ミラタリン69番目～75番目を、オリゴヌクレオチドIIIには、成熟ミラタ

リン182番目～188番目、制限酵素EtroR　1サイトをコードした。これらのオリゴヌク

レオチドをプライマーとして用い、Rr－PCRを行った。　PCRは、96℃、7分間につづい

て、96℃、1分間、55℃、1分間、72℃、1分間を30回繰り返したのち、72℃、10分
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間行った。つぎに、得られたPCR産物をアガロースゲル電気泳動により分離した。つづ

いて、これを切り出して精製したのち、T4　DNA　polymeras　eを用いて平滑末端とした。

さらに、これをプラスミドベクター一　pUC19のSma　lサイトに挿入し、　pMIRPCR　1を作

成した。Sa㎎erらの方法（47）によりpMIRPCR　1の塩基配列を分析した。

オリゴヌクレオチド1

5’一AA　GAATTC　GA：RAAYCC工AINRGARGAYGT－3’

　　　　EccR　I　成熟ミラタリン69番目～75番目

オリゴヌクレオチドII

5’一AA　GAATTC　GTYTTRTTRAAYTCRAATGC－3’

　　　　EccR　I　成i熟ミラタリン182番目～188番目

（R　一A　or　G，　Y　：C　or　T，　1　＝　inosine）

IV－2－4．　cDNAクローンの単離

　組換えプラークをナイロンフィルター一　Hyi）ond　Nに転写した。紫外線照射によりフィ

ルターにDNA．を固定したのち、緩衝液（90　mM　Na3　dtrate，0．9　M　NaCl，0．2％Fico11

4D　O，　0．20／o　po　lyvi　nylp　yrro　lido　ne，　O．20／o　B　SA，　O．5％o　SDS，　100　pt　g／ml　s　al　rnon　s　perrn

DNA（pH　7．6））で60℃で20分間プレハイブリダイズした。つぎに、このフィルターを、

亮伽rime　DNA　labdling　syst㎝を用いて32P標識したプローブを含む緩衝液で60℃、

20時間ハイブリダイズした。このフィルターを0．1％SDSを含むSSC緩衝液（0．15　M

NaC1，15mM　Na3　d　trate（pH　7．6））で洗浄した。洗浄したフィルターはRXフィルムに

一80℃で露光し、プローブとハイブリダイズするクローンを選択した。

　陽性クローンMRを単離し、ついで制限酵素EooR　1で処理後、プラスミドベクター

pUC　19にクローニングした。これを用いてSangerらの方法（o「）によりミラタリンcDNA

の塩基配列を決定した。

1V－2－5．ノ・・一…ザンプロットハイブリダイゼーション（54）

　Rdulcifi（aの受粉後各週における果実および各組織（果肉、種子、茎、葉）から

phenol－SDS法（4el）により全RNへを抽出した。それぞれ20μgの全RNAを変性させた

のち、ホルムアルデヒドを含むアが盲目スゲルを用いて電気泳動した。泳動終了後、全

RNAをナイロンフィルター一一　Hybond　Nに転写した。紫外線照射によりフィルターに
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RNAを固定したのち、緩衝液（0．1　M　Na：H：2PO4，1．5　M　NaC1，10　mM　EDTA，0．1％

formami　de，　O．2％o　Fi　co　11　4D　O，O．20／o　p　olyv　inyl　pyrroli　do　ne，　O．2％　B　SA，　1％　SD　S，　500　u

9／ml　sa1　mon　sperm　DNA（pH　7．4））により42℃で2時間プレハイブリダイズした。つ

ぎに、このフィルターを、redlprime　DNA　labeMng　systemを用いて32P標識したMLRを

含む緩衝液により42℃、16時間ハイブリダイズした。このフィルターを0，1％SDSを含

むSSPE緩衝液（0．15　M　NaC1，10　mM　NaH2PO、（pH　7．4））で洗浄した。洗浄したフィ

ルターはRXフィルムに一80℃で露光した。

W－2－6．発現プラスミドの構築

A）PCR法による制限酵素サイトの導入

　酵母用発現プラスミドpYPR3831、　pYE　RNt（V）一一Rhおよびタバコ用発現プラスミド

pBI121にミラタリン遺伝子を挿入するために、　P（）R法により各種制限酵素サイトをミラ

タリン遺伝子に導入した。まず、以下に示す3種類のオリゴヌクレオチド1、IIおよびm

を合成した。オリゴヌクレオチド1には、制限酵素XZ）a　1および翫dR　Iサイト、ミラタ

リン前駆体N末端を、オリゴヌクレオチドIIには、制限酵素demH　IおよびEboR　1サ

イト、メチオニン、成熟ミラタリンN末端を、オリゴヌクレオチド皿には、成熟ミラタ

リンC末端、終止コドン、制限酵素Sa　c　IおよびEboR　1サイトをコードした。　MRを鋳

型として、オリゴヌクレオチド1および皿（ミラタリン前駆体をコードする遺伝子を増幅）、

オリゴヌクレオチドllおよび皿（成熟ミラタリンのみをコードする遺伝子を増幅）の組み

合わせによりF℃Rを行った。PCRは、96℃、7分間につづいて、96℃、1分間、53℃、

1分間、72℃、1分間を30回繰り返したのち、72℃、10分間行った。つぎに、得られた

PCR産物をアガロースゲル電気泳動により分離し、これらを切り出して精製したのち、

T4　DNA　polymeraseを用いて平滑末端とした。さらに、これらをプラスミドベクター

pU　C　19のSma　Iサイトに挿入し、それぞれpMIR－p、　pMIR－mを作成した。　Sangerら

の方法（47）によりpMIR一一p、　pMIR－rnの塩基配列を分析した。

オリゴヌクレオチド1

5’一A　TATAGAATTC　A　ATGAA（1KI　AATTAACAATGCT－3’

　　　XhaI，　Ec（R　I　　ミラタリン前駆体N末端
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オリゴヌクレオチドH

st－A　（IKIIATCC　GAATTC　A！IK3　GATTC　GGCACCCAATCCG一・3’

　　　BamHI　EccRI　M　　成熟ミラタリンN末端

（M＝メチオニン）

オリゴヌクレオチド皿

5’一G　GAATTC　GAGC　TC　CAA　TTA　GAAGTATACGGTTTT－3’

　　　EccR　I　Sac　I　　　　終止成熟ミラタリンC末端

B）酵母三組換えミラタリン発現プラスミドの構築

　pMIR－pを制限酵素．Ei］ic（）R　Iおよび蝕11により消化し、ミラタリン前駆体をコードする

DNA断片を切り出した。これをpYPR3831に挿入し、発現プラスミドpYMI－1を構築

した。つぎに、pMIR一一mを制限酵素EboR　1により消化し、成熟ミラタリンのみをコード

するDNA断片を切り出した。これをpYE　RNAP－Rhに挿入し、発現プラスミド

pYMI－4を構築した。さらに、　pMIR－mを制限酵素BamH　Iにより消化し、成熟ミラタリ

ンのみをコードするDNへ断片を切り出した。これをpYE　RNAP一一Rhのもつ分泌シグナ

ル遺伝子の下流に挿入し、発現プラスミドpYMI－5を構築した。

C）タバコ用組換えミラタリン発現プラスミドの構築

pMIR－pを制限酵素XZ）a　1および蝕。　lにより消化し、ミラタリン前駆体をコードする

DNA断片を切り出した。これをpBI　121に挿入し、発現プラスミドpBMIを構築した。

IV－2－7。酵母での組換えミラタリンの発現

A）発現プラスミドによる酵母の形質転換（55＞

　組換えミラタリンの発現実験には酵母EHI　3－15株を用いた。まず、酵母をYPD液体

培地中で30℃で振とうし、600㎜の吸光度が1．0～2．0になるまで培養した。得られ

た培養液10rnlを、3，000×g，4分間遠心し菌体を集めた。得られた菌体に緩衝液（0．l

MCH：3COOIi，1mM　EDTAを含む10　mM　Tris／HCI（pH　8．0））5m1を加え懸濁し、再

度遠心して菌体を集めた。得られた菌体に緩衝液300μ1を加え懸濁し、30℃で60分間

振とうした。この菌体懸濁液100μ1に、salmon　s　perrn　DNA　40μg、発現プラスミド

1μgを加え、30℃で30分間保温したのち、これに35％polyethyleneglyoo14000，　●

0．1　M　CH，COOIi，1mM　EDTAを含む10　mM　Tris／HC1（pH　7．6）700μ1を加え、30
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℃で50分間保温した。つづいて、42℃で5分間熱処理をし、集菌後、これをSD寒天

培地で30℃で培養し、形質転換菌を得た。

B）組換えミラタリンの発現

形質転換菌をSD液体培地に植菌し、30℃で培養を行った。　pYMI－1を用いた場合は、

さらにgala（加seによりタンパク質の発現を誘導した。得られた培養液を、3，000×g　4

℃で15分間遠心し、培養液上清および丁丁を得た。

C）菌体の破砕

得られた菌体（培養液1．5rn1）を0．5　m1の0．2　M　NaOH，1％2－rnercap　toet　hanolに

懸濁し、氷中で10分間混和した。これに、㏄13000Hを終濃度10％になるように加え、

門中に10分間置いたのち、10，000×g5分間遠心し沈殿を得た。これをacet　oneで

2回洗浄したのち、SDS－PAGE用Laemmh’s　sample緩衝液（48）を加え、5分間煮沸した。

D）SDS－PAGEおよび抗ミラタリン血清を用いたイムノブロッティング

　皿一2－6－Dと同様に行った。抗ミラタリン血清は1000倍希釈で用いた。

E）酵母からの全RNAの抽出

酵母からSchmittらの方法（56）により全RNAを抽出した。

F）組換えミラタリンの甘味誘導活性の測定

　得られた下半10gに対して200　rn1の1　M　so　rbit　ol，10　mM　2－mer（：aptoethar　o1，10

MM　EDTAを加え懸濁し、2．5㎎の2ymolyase　100Tを加え、30℃で1時間振とうし

た。つづいて、1，400×g，3分間遠心し、スフェロブラストを集めたのち、これに0．1％

tri　ton　X一一100を含む20　mM　Tris／H：C1（pH　8．0）を加えてホモジナイズした。つづいて、

1，000×g5分間遠心し破砕断片を除いたのち、17，000×g，30分間遠心し上清を得た。

これを70％飽和度（NH4）2SO4で塩析したのち、18，000×g，60分間遠心し沈殿を得た。

この沈殿を10mM　KH2PO4／Na｛iHPO4（pH　6．8）に溶解し粗精製タンパク質溶液とした。

これを口に含み、3分間味わったのち、0．1Mcitric　addを口に含み甘味誘導活性を測定

した。

N－2－8．タバコでの組換えミラタリンの発現
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A）アグロバクテリウムへの発現プラスミドpBMIの導入

アグロバクテリウムを1」3液体培地中で28℃で振とうし、600㎜の吸光度が0．5～

1．0になるまで培養した。得られた培養液50m1を、3，000×g　4℃で5分間遠心し菌

体を集めた。得られた図体に1mlの20　mM　CaC12を加え懸濁した。この菌体懸濁液

100μ1に1μgのpBMIを加え、液体窒素によりこれを凍結した。つづいて、37℃で

5分間保温したのち、これに、LB液体培地1rn1を加え、28℃で2時間培養した。さら

に、5，000×g，5分間遠心し回内を集め、これを25μg／mlのkanamycinを含むLB寒

天培地で28℃で培養し、pBMIが導入された菌を得た。

B）タバコへのアグロバクテリウムの感染およびトランスジェニックタバコの選択

pB　MIが導入されたアグロバクテリウムを25μg／mlのkanamydr1を含むH3液体培

地50rnlに植馴し、28℃で一一・晩振とう培養を行った。タバコの成熟葉を1㎝角に無菌

ナイフで切り、アグロバクテリウム培養液に浸し、0．5μg／rnl　6－b　en2ylaminop　urine，　O．05

nc　g／ml　1－nanhthal　eneacetic　aci　d，　100　nc　g／mi　kanamycin，　500　nc　g／mi　carbenl　ci　line

を含むMS寒天培地の上に葉の表側を下にして置いた。2～3週間後、生じたカルスを前

述の培地に植え継ぎ、さらにカルスより茎葉が分化するまで培養した。つづいて、生じた

茎葉を100μg／ml　kanamycir1，500μg／ml　carber韻lineを含むMS寒天培地に植え継

ぎ、発根させた。約1カ月後、成長した植物体を土に移し育成した。

C）SDS－PAGEおよび抗ミラタリン血清を用いたイムノブロッティング

植物体を破砕し、SDS一一PAGE用Laemmli’s　sample　me衝液（os）を加え、5分間煮沸した。

つついて、遠心分離により破砕断片を除き上清を得た。SD　S－PAGEおよび抗ミラタリン

血清を用いたイムノブロッティングは、IV一一2一一7一一Dと同様に行った。

D）トランスジェニックタバコ遺伝子DNAの抽出

葉0．25gを液体窒素中で破砕し、パウダー粉末とした。これに、750μ1の50　mM

EDTA　O．5　M　NaC1，1mM　2－mercaptoethanolを含む0．1　M　Tris／HCI（pH　8．0）を加え

撹回したのち、50μ1の20％SDSを加えさらに撹晒した。つづいて、65℃で10分間保

温したのち、5mlの5M　CHbOOOKを加え撹下した。つぎに、20分間氷冷したのち、

25，000×g，4℃で20分間遠心し、得られた上清に500μ1のis　op　ro　nmolを加え一　20

℃で30分間保温した。さらに、25，000×g，4℃で15分間遠心し、得られた沈殿に

100μ1の1mM　EDrAを含む10　mM　Tris／HC1（pH　8．0）を加え、遺伝子DNA溶液と
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した。

E）ミラタリン遺伝子の検出

　トランスジェニックタバコ遺伝子DNAを鋳型に、　IV－2－6－Aと同様な方法でPCRを行

い、得られたPCR産物をアガロースゲル電気泳動により分析した。

IV－3．結果および考察

N－3－1．ミラタリンcDNAクローンの単離および解析

　まず、Rdulcfff（nの果肉からpoly（A）＋RNAを精製し、これより二本鎖cDNAを合成

し、これをファージベクター一一　igt　10に挿入してcDNAライブラリー一を作製した。

　つぎに、Rrr一一PCR法によりcDNAライブラリーをスクリーニングするためのプローブ

を作製した。プライマーは、ミラタリンのアミノ酸配列（7）69番目～75番目および182

番目～188番目（図IV－1）をもとに設計した。これを用いてRT－F℃Rを行い、　r℃R産物

をアガロースゲル電気泳動により分離したところ、増幅されたDNへは、約550　bpの単

一バンドを示した。つぎに、これをプラスミドベクターpUC19に組み込み、　pMIRPCR

1をクローニングした。pMRPCR　1の塩基配列を分析し、ミラタリンのアミノ酸配列

69番目～188番目をコードしていることを確認した。

　つぎに、pMIRPCR　1よりミラタリンの69番目～188番目をコードするDNA断片を

切り出し、これをプローブとしてcDNAライブラリーをスクリ…一一一ニングした。約3．0×

105個のプラ…一・・一クから、13個の陽性クローンを得た。これらのうち、最も長い挿入断片の

クローン（MTR）を解析した結果、全長は801bpであり、660　bpからなるオープンリー

ディングフレームを含んでいた（図N－2）。これより推定されるアミノ酸配列は、N末端

延長ペプチド29残基、成熟ミラタリン191残基であった（図N－3）。ミラタリン前駆体

の疎水性度（57）を解析した結果（図IV－4）、　N末端延長ペプチド部分は多くの疎水性アミノ

酸から構成されているので、シグナルペプチドであると推定できる（図W－3）。

エドマン分解法により決定されたミラタリンのアミノ酸配列ωは129番目の残基がセリ

ンであったが、今回決定したcDNAの塩基配列から推定されるアミノ酸配列ではトリプ

トファンであった（図N－2）。これは、ミラタリンの微小不均一性（microheterogeneity）

あるいはアミノ酸配列決定の際のアーティファクトによるものと考えられる。

F
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図rv一　1　ミラタリンのアミノ酸配列⑦

プライマーの設計に用いたアミノ酸配列をアンダーラインで示した。糖鎖付加部位をダブルアン

ダーラインで示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
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ACAACAATGAAGGAATTAACAATGCTCTCTCTCTCGTTCTTCTTCGTCTCTGCATTGTTG　60
　　　　　M　K　E　L　T　M　L　S　L　S　F　F　F　V　S　A　L　L　18
　　　　　シグナルペプチド’

GCAG（　AGCGGCCAACCCACTocTTAGTGCAGCGGATTCGGCACCCAATCCGGTTCTTGAC　120

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4成熟ミラタリン

ATAGACGGAGAGAAACTCCGGACGGGGACCAATTATTACATTGTGCCGGTGCTCCGCGAC　180

CATGGCGGCGGCCTTACAGTATCCGCCACCACCCCCAACGGCACCTTCGTTTGTCCACCC　240

AGAGTTGTCCAAACACGAAAGGAGGTCGACCACGATCGCCCCCTCGCTTTCTTTCCAGAG　300

RVVQTR　，K　E，V　DHDRP　［L　AFFPE　98　　　　　　　　　　　　　　　　　1

AACCCAAAGGAAGACGTTGTTCGAGTCTCCACCGATCTCAACATCAATTTCTCGocGTTC　360
N　P　K　E　D　V　V　R　V　S　T　D　L　N　r　N　F　S　A　F　118

ATGCCCTGTCGTTGGACCAGTTCCACCGTGTGGCGGCTCGACAAATACGATGAATCCACG　420

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ほ

GGGCAGTACTTCGTGACCATCGGCGGTGTCAAAGGAAACCCAGGTCCCGAAACCATTAGT　480

AGCTGGTTTAAGATTGAGGAGTTTTGTGGTAGTGGTTTTTACAAGCTTGTTTTCTGTCCC　540
S　W　F　K　1　E　E　F　C　G　S　G　F　Y　K　L　V　F　C　P　178

ACCGTTTGTGGTTCCTGCAAAGTAAAATGCGGAGATGTGGGCATTTACATTGATCAGAAG　600

GGAAGAAGGCGTTTGGCTCTCA（1；CGATAAACCATTCGCATTCGAGTTCAACAAAACCGTA　660

TACTTCTAATTGGGTTTGGGGGTGGTTTTTCCAATCACATCTCATGTATGATCAGCTCCA　720
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

TTATCGATCTGCATAATTATAATTAATAAGGAAGC　TTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA　780

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA v 801

図IV－2　ミラタリンcDNAの塩基配列および推定されるアミノ酸配列

　翻訳後プロセッシングを受ける部位を矢印で示した。（＊）；終止コドン。
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図IV－3　ミラタリン前駆体の構造
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図N一一　4　ミラタリン前駆体の疎水性度
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IV－3－2．ミラタリンmRNAの時期特異的および組織特異的発現の解析

　ミラタリンmRNAの時期特異的発現を調べるために、　MRをプローブとして、ノ・・一一・・ザ

ンプロット分析を行った。その結果、ミラタリンmRNAはすでに3週目の実において発

現しており、その後8週目までほぼ同程度に発現していた（図IV－5）。抗ミラタリン血清

を用いた実験10）によると、成熟ミラタリンは受粉後8週目になってから多量に生合成され

ていた。しかし、今回ミラタリンmRNAは受粉後少なくとも8週目以降には発現してい

ることが明らかとなった。したがって、ミラタリンのmRNAは早期に発現し、3週目に

なるとさらにミラタリンの生合成を厳密に制御する機構が働き、成熟ミラタリンが生合成

をするものと考えられる。

　つぎに、ミラタリンmRNAの組織特異的発現を調べた。その結果、ミラタリンmRNA

は果肉のみに発現しており、他の組織（種子、茎および葉）では発現していないことがわ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ワかった（図IV－6）。
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図IV－5　ミラタリンmRNAの時期特異的発現

A；受粉後各週におけるミラタリンmRNAのノー・一・ザンプロット分析、　B；受粉後各週における成

熟ミラタリンの生合成量（lo）。

』
▼

・　一一28S
一一一 P8S

図IV－6　ミラタリンmRNAの組織特異的発現（ノーザンプロット分析）

　レーン1；果肉、レー一一一・Eン2；種子、レーン3；茎、レーン4；葉。
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IV－3－3．組換えミラタリンの酵母における発現

　GALプロモーターを有するpYPR3831およびGへPDHプロモーターを有するpYE

RNAP－Rhにそれぞれミラタリン遺伝子を組み込み、組換えミラタリン発現プラスミド

pYMHおよび一4を構築した（図IV－7）。さらに、　pYE　RNAP－Rhのもつ分泌シグナルの

下流にミラタリン遺伝子を組み込み、発現プラスミドpYMI－5を構築した（図IV－7）。

　pYMH、一4および一5を用いて酵母EHI　3－15株を形質転換し、組換えミラタリンの

発現を試みた。その結果、形質転換菌EH：13－15／pYMI－1の菌体中に、抗ミラタリン血清

と交差反応を示す分子量約27，000のタンパク質の発現を確認した（図rv一・8）。また、形

質転換菌EHI　3－15／pYM｝一4およびEH13－15／pYMI－5では、組換えミラタリンの発現

を確認できなかった。さらに、ノーザンプロット分析の結果によると（図IV－9）、形質転

換菌EH13－15／pYMI－1では組換えミラタリンmRNAが多量に発現している。一一方、組

換えミラタリンの発現を確認できなかった形質転換菌EH　13－15／pYMI－5では、組換えミ

ラタリンmRNAが微量に発現していたが、形質転換菌EH13－15／pYMI－4では全く発現

していなかった（図1V－9）。

　つぎに、組換えミラタリンが得られた形質転換菌EH：13－15／pYMI－1の全タンパク質を

抽出し、粗精製したのち、これの甘味誘導活性を測定した。その結果、粗精製物に甘味誘

導活性は認められなかった。

　今回構築したGALプロモーターを有する組換えミラタリン発現プラスミドpYMI－1を

用いることにより、酵母において組換えミラタリンを発現することに成功した。しかし、

タンパク質の発現量が微量であったため、イムノブロッティングにおいてのみ検出するこ

とができた。この場合、菌体内に組換えミラタリンmRNAが安定に存在していることか

ら、タンパク質の発現量が微量であるのは、mRNAの構造あるいはコドンの使用頻度に

起因する翻訳効率の低さ、または、菌体内プロテアーゼによるタンパク質の分解が原因で

ある可能性が考えられる。
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図IV－7　組換えミラタリン発現プラスミドの構築
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図IV－8　組換えミラタリンの発現

A；SDS－PAGE、　B；イムノブロッティング。レーン1；形質転換菌EH13－15／pYMI－1菌体、レ

ーン2；形質転換菌E：H13－15／pYMI－1培養液、レーン3；形質転換菌EH13－15／pYMI－4菌体、

レ・一・：一一ン4；形質転換菌EH13－15／pYM｝・4培養液、レーン5；形質転換菌EHI　3－15／pYMI－5菌体、

レーン6；形質転換菌EH　13－15／pYMI－5培養液、レーン7；天然ミラタリン。
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図IV－9　組換えミラタリンmRNAの発現（ノーザンプロット分析）

　レーン1；形質転換菌EH　13－15／pYMI－1、レーン2；形質転換菌EH　13－15／pYMI－4、、レーン

3；形質転換菌EH　13－15／pYM【一5、レーン4；R．　dulcifi（ra果肉。

IV－3－4．組換えミラタリンのタバコにおける発現

　ミラタリン遺伝子のタバコ遺伝子への導入は、アグロバクテリウムを介する方法を用い

た。この方法は、アグロバクテリウムが植物に感染すると、自身のもつ特定のDNAを感

染した植物の遺伝子に組み込むという性質を利用したものである。まず、カリフラワーモ

ザイクウイルス35Sプロモーターを有するpBI121にミラタリン遺伝子を組み込み、組

換えミラタリン発現プラスミドpBMIを構築した（図N一　10）。つぎに、これをアグロバク

テリウムに導入し、つづいてリーフディスク法によりアグロバクテリウムをタバコに感染

させ、ミラタリン遺伝子をタバコ遺伝子中に導入した。抗生物質kanamydnによる選択

の結果、3個体のトランスジェニックタバコ1、2および3を得た。つぎに、PCR法に

より、得られたトランスジェニックタバコの遺伝子にミラタリン遺伝子が存在しているか

どうかを調べた。その結果、いつれのトランスジェニックタバコにもミラタリン遺伝子が

導入されていること確認した。つぎに、トランスジェニックタバコの葉を破砕し、イムノ

ブロッティングにより組換えミラタリンが発現しているかどうかを調べた。その結果、す

べてのトランスジェニックタバコ破砕液上清に、抗ミラタリン血清と交差反応を示すタン

パク質の発現を確認した（図N－11）。発現した組換えミラタリンは、分子量約27，500付

近に2本のバンドとして確認できる。これらは、発現した組換えミラタリンの翻訳後プロ

セッシングの有無、あるいは糖鎖の付加の有無による違いである可能性が考えられる。

今回構築した系により、タバコにおいて組換えミラタリンを発現することに成功した。

しかし、タンパク質の発現量が微量であったため、イムノブロッティングにおいてのみ検

出することができた。
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図IV－11組換えミラタリンの発現（イムノブロッティング）

　レーン1；コントロール、レーン2；トランスジェニックタバコ1、レーン3；トランスジェニッ

クタバコ2、レーン4；トランスジェニックタバコ3。発現したタンパク質を矢印で示した。
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第V章　甘味誘導タンパク質タルクリンの大腸菌に
　　　　　おける発現

V－1．序
　西マレーシア原産の植物Curc　u11901a伍b万aは、根元にラッキョウのような形をした白

い実をつける。この実を口に含んだのちに水を味わうと甘く感じる。したがって、紅茶は

砂糖なしでも甘くなる。またミラタリンと同じように、酸っぱいものを味わうと強い甘味

を感じる。昔から現地では、この実を酸っぱいものに甘味をつけるのに用いてきた。

　1990年、横浜国立大学の栗原らは、C．1atifoliaの実から活性成分を単離し、

CurcUligoの名にちなんでタルクリンと名付けた⑥。つづいて、タルクリンのアミノ酸配

列⑥、ジスルフィド結合位置⑨が決定された。これによるとタルクリンは114アミノ酸残

基のポリペプチド鎖が、分子間ジスルフィド結合により二量体を形成していることがわかっ

た。また、タルクリンcD　NAのクローニングが行われ、タルクリン前駆体はN末端延長

ペプチド22残基、成熟タルクリン114残基、C末端延長ペプチド22残基からなること

が明らかになった（13）。さらに、大腸菌におけるタルクリンの発現・生産系が検討された．

それによると、タルクリンcDNAをプラスミドベクタ・一　pU　C18のβ一ガラクトシダーゼ

領域にクローニングし、これを用いて大腸菌において組換えタルクリンを発現させた。そ

の結果、封入体として組換えタルクリンが得られた。しかし、これより組換えタルクリン

の活性を再生させることはできなかった。

　タルクリンの構造と活性の関係を明らかにするためには、アミノ酸置換による活性部位

の検索が有効であり、その前段階としてタルクリンの生産系の確立が必要である。本章で

は、大腸菌を用いて組換えタルクリンの発現・生産系の確立を試みた㈱。

V－2．材料および方法

V－2－1．材料

A）材料

　pCURO9；Abeらにより構築されたもの（13）

　各種酵素、pUC18；宝酒造（株）

　DNA合成；グライナージャパン（株）

pxu－p2，　tmilose　re　sin；　New　England　Biolab　s

　pET－32a；　Novagen
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抗タルクリン血清；Nakajoらの方法（11）により調製したもの

pero虹dase標識抗ウサギ19　G血清、　ECL試薬；Amersham

RXフィルム；富士写真フイルム（株）

PD－10；　Pharmacia　LKB　Biotechnology

その他の試薬は、すべて特級、生化学用または遺伝子工学用を使用した。

B）実験装置

PCR装置；DNA　Thermal　Cycler　PJ2000、　Perkin　Elmer

　アミノ酸配列自動分析計；PPSQ－10　Protein　Sequencer、　Shimadzu

C）培地組成

LB培地；1％tryptone，0．5％yeast　extract，0．5％NaCl

V－2－2．発現プラスミドの構築

A）PCR法による成熟タルクリンのみをコードする遺伝子の増幅

pCURO　9は、プラスミドベクター一　pU　C18にタルクリンcDNA全域をクローニングし

たプラスミドである。これを鋳型として、PCR法により成熟タルクリンのみをコードす

る遺伝子を増幅した。まず、以下に示す2種類のオリゴヌクレオチド1およびllを合成し

た。オリゴヌクレオチド1には、制限酵素EooR　Iサイト、　Fa（l　or　Xa　p　roteas　eによる切

断部位、成熟タルクリンN末端を、オリゴヌクレオチドllには、成熟タルクリンC末端、

終止コドン、制限酵素Sa11およびEodR　Iサイトをコードした。これらのオリゴヌクレオ

チドをプライマーとして用い、PCRを行った。　F℃Rは、96℃、7分間につづいて、96℃、

1分間、55℃、1分間、72℃、1分間を30回繰り返したのち、72℃、10分間行った。つ

ぎに、得られたf℃R産物をアガロースゲル電気泳動により分離した。つづいて、これを

切り出して精製したのち、T4　DNA　polymeras　eを用いて平滑末端とした。さらに、これ

をプラスミドベクターpU　C　18のSma　Iサイトに挿入し、　pCUR－mを作成した。　Sanger

らの方法（47）によりpCUR－mの塩基配列を分析した。

オリゴヌクレオチド1

5t－G　GAATTC　ATCGAGGGAAGG　GACAATGTCCT（IK　TCTCCG－3’

　　　EccR　I　Factor　Xa　　　　成i熟タルクリンN末端

一61一



オリゴヌクレオチドH

5’一G　GAATTC　GTCGAC　TTA　ACCATTAACACGGCGGCAC－3’

　　　Ec（R　I　salI　　終止成熟タルクリンC末端

B）マルト…一一・一ス結合タンパク面一タルクリン融合タンパク質発現プラスミドの構築

　pCUR－mを制限酵素Sa11およびEtoR　1により消化し、成熟タルクリンをコードする

DNA断片を切り出した。これをpMAレp2のもつマルトース結合タンパク質遺伝子の下

流に挿入し、マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質発現プラスミド

pMCU－mを構築した。

C）チオレドキシンークルクリン融合タンパク質発現プラスミドの構築

pCUR－rnを制限酵素Sa11画面びEiCoR　1により消化し、成熟タルクリンをコードする

DNA断片を切り出した。これをpET－32aのもつチオレドキシン遺伝子の下流に挿入し、

チオレドキシンークルクリン融合タンパク質発現プラスミドpTCU一一mを構築した。

V－2－3．大腸菌での組換えタルクリンの発現

A）発現プラスミドによる大腸菌の形質転換

　マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質の発現実験には大腸菌BL21株

を、チオレドキシンークルクリン融合タンパク質の発現実験には大腸菌AD494株を用い

た。まず、それぞれの大腸菌をB液体培地中で37℃で振とうし、600㎜の吸光度が

0．6になるまで培養した。得られた培養液20m1を、3，000×g，4℃で5分間遠心し菌

体を集めた。得られた菌体に低濃度緩衝液（10mM　RbC1を含む10　mM　MOPS（p：H

7．0））10m1を加え、必中で懸濁した。つづいて、3，000×g，4℃で5分間遠心し菌体

を集め、得られた菌体に高濃度緩衝液（50mM　CaC12，10　mM　RbC1を含む0．1MMOPS

（pH　6．5））10　m1を加え、氷中で懸濁し、30分間氷冷した。さらに、3，000×g　4℃で

5分間遠心し菌体を集め、高濃度緩衝液2m1を加え、氷中で懸濁し、形質転換用

cDmpetent　cell溶液とした。このoompetent　cdl溶液100μ1に発現プラスミド溶液1

μ1を加え、30分間氷冷したのち、42℃で1分間熱処理をした。これに、LB液体培地1

㎡を加え、37℃で60分間培養したのち、3，000×g，3分間遠心し菌体を集めた。この

菌体を50　mg／mlのamp　ici　lli　nを含むIB寒天培地で37℃で培養し、形質転換菌

BL21／pMCU－mおよびAD494／pTCU－mをそれぞれ得た。
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B）マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質およびチオレドキシンークルク

リン融合タンパク質の発現

形質転換菌を50㎎／m1のamp　ici　lli　nを含むB液体培地50　mlに植妬し、37℃で一

晩振とう培養を行った。得られた培養液を50㎎／mlのampicillinを含むB液体培地1

1に加え、37℃で振とう培養した。この際、形質転換菌BL21／pMCU－mの場合は、600

㎜の吸光度が0．6になるまで、形質転換菌AD494／pTCU－mの場合は、600㎜の吸

光度が1．2になるまで培養した。これらの培養液に1M正TGを1m1（終濃度1　mM）

加え、37℃で3時間振とう培養を行った。また、形質転換菌AD494／pTCU－mは、こ

れにつづいて4℃で2時間振とう培養を行った。得られた培養液を、3，000×g，4℃で

15分間遠心し三体を集めた。

C）菌体の破砕

　得られた二三1gに対して3m1の1mM　EDrA，100　mM　NaClを含む50　mM

Tris／HC1（pH　8．0）を加え懸濁し、これに4μ1の100　m　M　phenylrnethyls　ul　fonyl

fluoride（PMSF）、32μ1の50㎎／ml　lyso2ymeを加え、4℃で20分間振とうした。つ

づいて、4㎎のdeoxycholic　acidを加え、37℃で5分間振とうした。さらに、2μ1の

10㎎姐deα醐bo㎝clease　Iを加え、37℃で30分間振とうしたのち、18，000×g

4℃で15分間遠心し、上清および沈殿に分離した。

D）SDS－PAGEおよび抗タルクリン血清を用いたイムノブロッティング

　菌体破砕液の上清および沈殿をLaemmli’s　sarnple緩衝液（n9）中で3分間煮沸した。

SDS－PAGEおよび抗タルクリン血清を用いたイムノブロッティングは、皿「2－6－Dと同

様に行った。抗タルクリン血清は1000倍希釈で用いた。

E）マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質の精製

　緩衝液（0．2MNaC1を含む50　mM　Tris／HC1（pH　7．4））で平衡化したAmilose　resi　n

カラムにタンパク質の発現を誘導した形質転換菌BL21／pMCU－m破砕液上清を添加した。

非吸着成分を緩衝液で洗浄したのち、10mM　maltoseを含む緩衝液により吸着成分を溶

離した。灘液の画分は、280㎜の紫外吸光で検出し、ピーク部分を集めた。

F）マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質のFactor　Xa　protease消化

　10mlのマルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質画分（280㎜の吸光度
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が1．2）に、0．4mlの50　mM　Ca（）1，、9．8　m1のH20、30μgのFa（S　or　Xa　prot　easeを

加え、16℃で24時間消化を行った。

G）組換えタルクリンのアミノ酸配列分析

　マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質のFa（tor　Xa　protease消化物を

SDS一一PAGEにより分離したのち、　PVDF膜にウエスタンプロッティングした。　PVDF膜

に転写されたタルクリン部分を切り出し、アミノ酸配列自動分析計を用いてアミノ酸配列

分析を行った。

H）脱塩

　マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質のFa（l　or　Xa　prot　ease消化物を

脱塩用カラムPD－10を用いて脱塩した。

1）組換えタルクリンの甘味活性および甘味誘導活性の測定

脱塩したマルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質のFa（加r　Xa　protease

消化物を口に含み、組換えタルクリンの甘味活性を測定した。また、脱塩したマルトース

結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質のFaCtor　Xa　protease消化物を3分間味わっ

たのち、0．1Mcitric　addおよびH20を口に含み甘味誘導活性を測定した。

V－3．結果および考察

V－3－1．マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質の大腸菌における発現

Abeらにより単離されたタルクリンcDNA（i3）（図V－1）を用いて、大腸菌によるタル

クリンの発現・生産系の確立を試みた。ここでは、発現させた組換えタルクリンが可溶性

の状態で得られるように、外来タンパク質の発現系として、マルトース結合タンパク質と

の融合タンパク質の系（pMAL－p2）を用いた。

　まず、タルクリンcDNA（pCURO　9）を鋳型として、　F℃R法により成熟タルクリンのみ

をコードする遺伝子を増幅した。PCR産物をアガロースゲル電気泳動により分離したと

ころ、増幅されたDNAは、約380　bpの単一バンドを示した。つぎに、これをプラスミ

ドベクターpU　C　18に組み込み、　pCU　R－mを作成した。　pCUR－mの塩基配列を分析し、

タルクリン部分は変化していないことを確認した。つづいて、pCU　R－mよりタルクリン

をコードするDNA断片を切り出し、　pMAL－p2のもつマルトース結合タンパク質遺伝子
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の下流に挿入した。これにより、マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質

発現プラスミドpMCU－mを構築した（図V－2）。

　つぎに、pMCU一一mを用いて大腸菌BI21株を形質転換し、形質転換菌

BL21／pMCU－mを得た。これを用いてマルトv・一一一一ス結合タンパク質一タルクリン融合タン

パク質の発現を試みたところ、菌体破砕液の上清に、抗タルクリン血清と交差反応を示す

分子量約60，000のタンパク質の発現を確認した（図V－3）。つづいて、Amil　os　e　resinカ

ラムを用いて、マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質を単離した。得ら

れたマルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質をFa（lor　Xa　proteaseにより

消化し、融合部分を切断したのち（図V－4）、タルクリン部分のアミノ酸配列分析を行っ

た。その結果、タルクリン部分のN末端から20残基目までのアミノ酸配列は、天然タル

クリンのそれとすべて一致した。さらに、Fa（l　or　Xa　proteas　e消化物を脱塩したのち、こ

れの甘味活性および甘味誘導活性を測定したところ、活性は認められなかった。

　今回確立したマルトース結合タンパク質との融合タンパク質の系を用いることにより、

はじめて可溶性タンパク質としてタルクリンを得ることに成功した。しかし、これにより

得られた組換えタルクリンに、活性は認められなかった。これは、組換えタルクリンの立

体構造が、天然タルクリンのそれと異なっていたためと考えられる。
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CGCAAAGACAATGGCGGCCAAGTTTCTTCTCACCATTCTTGTCACCTTTGCGGCCGTCGC
　　　　　　　　　M　A　A　KF　L　L　TrLV　TF　A　A　V　A
　　　　　　　　　N末端延長ペプチド

0
7
’

r
◎
－
⊥

TAGCCTTGGCATGGCCGACAATGTCCTGCTCTCCGGGCAAACTCTGCATGCCGACCACTC　120
　　　　　　　　　　　　　今成熟タルクリン

TCTCCAGGCGGGCGCCTATACCTTAACCATACAAAACAAGTGCAACCTGGTGAAATACCA　180

GAACGGGAGGCAGATCTGGGCTAGCAACACTGACAGGCGGGGCTCCGGCTGCCGCCTCAC　240

ATTGCTGAGTGACGGGAACCTCGTTATCTACGACCACAACAACAACGACGTGTGGGGGAG　300
L　L　S　D　G　N　L　V　Z　Y　D　H　N　N　N　D　V　W　G　S　97

　　　　　　　　　　　　　　　　　　i

CGCCTGCTGGGGGGACAACGGCAAGTATGCTCTTGTTCTT（AGAAGGATGGCAGATTTGT　360
A　C　W　G　D　N　G　K　Y　A　L　V　L　Q　K　D　G　R　F　V　117

CATCTATGGCCCGGTTTTGTGGTCCCTTGGCCCTAATGGGTGCCGCCGTGTTAATGGTGG　420
{G　137

AATCACAGTTGCTAAGGATTCTACTGAACCACAACATGAGGATATTAAGATGGTGATTAA　480
　Z　T　V　A　K　D　S　T　E　P　Q　H　E　D　1　K　M　V　1　N　157
C末端延長ペプチド

TAATTAATCAAGTGAGAGGAT　TGTTATGAGAATAATGAGT（IKI　AATGGAAGACCAATCTCA　540

TGTCGGTGTGGCCTATCTCCACCTGTTTGCAGTGCCT［1｝TGTTAAAATAACACATTGGGGA　600
ATAATAAAGTGAAACTATATAGATTGGTTCAGCAAATTTTCTGTTCAGTTTTCCTCTCAC　660
ATGTCAATGTCGATTTTTTGCCGCGGATCATACATGTGCTTGGTATTCTAATCGATAGAA　720
TTATGGCTCAAATGGAGGCAGGGATTATGAGAGTTTATTCGCATCTCCGGGTCTTCCAAC　780
TTACGAATTATAACAAGATTCAAGGATGCATCTGAGAGCCAACTTAACGTCTTACATCAA　840
AGGAGCTAGCCGAAGTTTATTCCCAGAGCTAGAGGAAGTTCGCTGCCATGGTTGATAGTA　900
CAAGTAGAACGACGCATGTATTGCTTCCAGGAATCAC　TTCCAGCTTCTCGACACCTCCAG　960
TGGCC　TTTT（　ACCACCGAAAGCACCACCAATTTCAGCACCATTGGTAGGTATATTTACAT　1020
TAACAATACCACAGTCAC　TGCCATGGGGTCCAATCCAC　TTGAAAATAACTTCAGGTCTAC　1080
GAGTGAAAATAGAAC　T（1；CTTAAACTTGCGGTACAGAGTTATTTATTTCAATTGC　TTCTTT　1140

図V－1　タルクリンcDNAの塩基配列および推定されるアミノ酸配列（13）

　翻訳後プロセッシングを受ける部位を矢印で示した。（＊）；終止コドン。
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タルクリンcDNA

　　　↓PCR

　　PCR産物

　　コ
　　　↓　　　　pUC18に
　　　　クローニング

　EcoR　I

　　　　　Sa’1
　　　、
　pCUR－m
　3．1Kb

　　　EcoR　I
　　　Sa／1

pMAL－p2
　6．7Kb

マルトース結合

　　タンパク質

EcoR　I
Sai　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　マルトース結合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　タンパク質

EcoR　I■■■■Sa／I

　　　　　　　　　　　　　　T4DNAリガーゼ

図V－2　マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質発現プラスミドの構築

　　　　　　　　　　　　　kD　1　2　3

　　　　　　　　　　　　49．5一獄『『

　　　　　　　　　　　　　32．5　一

　　　　　　　　　　　　　27．5－

　　　　　　　　　　　　　1　8e5’

図V－3　マルトース結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質の発現（イムノブロッティン

　　　　グ）

　レーン1，2；大腸菌BL21／pMCU－m罪体破砕液上清、レーン3；大腸菌BL21／pMCU－m菌体

破砕液沈殿。
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kD　1　’Q　3　4　5

94．0　×一　一“i

l；：8：＝き繋舞

30．0　一一一　e

20．1　一一　sis

14．4　一一一　t ・蝋

図V－4　マルト・・’一一’ス結合タンパク質一タルクリン融合タンパク質のFactor　Xa　protease消

　　　化物のSDS－PAGE
　レーン1；分子量マーカr、レーン2－4；融合タンパク質のFactor　Xa　protease消化物、レ

ーン5；天然タルクリン。Factor　Xa　protease消化により得られたタルクリン部分を矢印で示
した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　v

V－3－2．チオレドキシンークルクリン融合タンパク質の大腸菌における発現

　天然タルクリン（二量体）は、分子内に1つ、分子間に2つのジスルフィド結合が存在

する。組換えタルクリンが天然タルクリンと同じ立体構造を形成し、活性を発現するため

には、これらのジスルフィド結合を正しい位置に結合させることが重要であると考えられ

る。ここでは、外来タンパク質の発現系として、チオレドキシンとの融合タンパク質の系

（pET－32a）を用いた。この系では、菌体内でのジスルフィド結合形成が可能になる。

　まず、pCU　R－mよりタルクリンをコードするDNA断片を切り出し、　pET－32aのもつ

チオレドキシン遺伝子の下流に挿入した。これにより、チオレドキシンークルクリン融合

タンパク質発現プラスミドpTCU－mを構築した（図V－5）。

　つぎに、pTCU－mを用いて大腸菌AD494を形質転換し、形質転換菌

AD494／pTCU－mを得た。これを用いてチオレドキシンークルクリン融合タンパク質を試

みたところ、菌体破砕液の上清および沈殿に、約1：1の割合で、分子量約35，000のタ

ンパク質の発現を確認した（図V－6）。また、このタンパク質は抗タルクリン血清と交差

反応を示すことから（図V一一　6）、目的タンパク質であることを確認した。さらに、還元剤

の入っていない菌体破砕液上清では、融合タンパク質の二量体（分子量約70，000）のバ

ンドが認められた（図V－6）。
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今回確立したチオレドキシンとの融合タンパク質の系では、可溶性タンパク質としてタ

ルクリンを得ることができた。さらに、融合タンパク質の二量体が存在していることから、

タルクリン部分の分子間ジスルフィド結合が形成されていると考えられる。このことから、

組換えタルクリンが天然タルクリンと同様な立体構造を形成し、活性を有するタルクリン

が得られることを期待している。

　　EcoR　I

　　　　　　Sal　I
　　　　N
　　pCUR－m
　　3．1　Kb

　　　，　　　　EcoR　I
　　　　Sal　I

EcoR　1　一一　Sal　I

pET－32a
　5．9Kb

EcoR　I
Sal　I

チオレドキシン

　EcoR　I
　Sal　1

T4DNAリガーゼ

pTCU一一m’

　6．3Kb

チオレドキシン

　EcoR　Ii
　Sal　I

ワ

図V－5　チオレドキシンークルクリン融合タンパク質発現プラスミドの構築
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図V－6　チオレドキシンークルクリン融合タンパク質の発現
　A；SDS－PAGE、　B；イムノブロッティング。レーン1，2；分子量マーカー、レーン3；大腸菌

AD494／pTCU－m菌体破砕液沈殿（還元剤入り）、レーン4；大腸菌AD494／pTCU－m菌体破砕液

上清（還元剤入り）、レーン5；大腸菌AD494／pTCU－M，菌体破砕液上清（還元剤なし）、レーン6；

天然タルクリン（還元剤なし）。発現したタンパク質を矢印で示した。

一70一



第VI章　総括

1．耐熱性甘味タンパク質マビンリンの構造と熱安定性

　（1）マビンリン同族体1一一　1、皿、IVの精製を行った。

　（2）マビンリンの同族体の甘味活性の熱安定性を比較した。ll、　III、　r▽の活性は80℃

　で1時間加熱しても失活しなかったが、1－1のそれは失活した。

（3）マビンリン1－1、皿、IVの全アミノ酸配列を決定した。各同族体のアミノ酸配列

　順序には、高い相同性がみられた。とくに、1－1と皿では3個のアミノ酸が異なる

　のみであった。これらのうち2個はIIまたはIVでみられないので、残りの1個のア

　　ミノ酸残基（B鎖の47番目）が熱安定性に寄与していることが明らかになった。

2．耐熱性甘味タンパク質マビンリンllのcDNAクローニングおよび大腸菌における発現

　（1）マビンリンll・cDNAのクローニングを行い、マビンリンll前駆体はN末端延長ペ

　　プチド35残基、成熟マビンリンll　A鎖33残基、リンカー一　14残基、成熟マビンリン

　ll・B鎖72残基およびC末端延長ペプチド1残基からなることを明らかにした。

（2）大腸菌において、甘味活性を有する組換えマビンリンIIの生産に成功した。

3．甘味誘導タンパク質ミラタリンのcDNAクローニングおよび酵母、タバコにおける発

現

　（1）ミラタリンcDNAのクローニングを行い、ミラタリン前駆体はN末端延長ペプチ

　　ド29残基、成熟ミラタリン191残基からなることを明らかにした。

　（2）ミラタリンmRNAの時期および組織特異的発現を調べた。ミラタリンmRNAはす

　　でに3週目の実において発現しており、その後8週目までほぼ同程度に発現している

　　こと、ミラタリンmRNAは果肉のみに発現していることを明らかにした。

　（3）酵母・タバコにおいて、組換えミラタリンの生産に成功した。

t

4．甘味誘導タンパク質タルクリンの大腸菌における発現

　（1）大腸菌において、はじめて可溶性タンパク質として組換えタルクリンの生産に成功

　　した。

今回、甘味タンパク質（マビンリン）および甘味誘導タンパク質（ミラタリン、タルク

リン）の発現・生産系を確立を試みた。その結果、マピンリンでは甘味活性を有するタン

パク質が得られ、また、ミラタリンではタンパク質の発現には成功したが、発現量が微量

であった。さらに、タルクリンでは立体構造の問題が残るものの、大量に可溶性タンパク

質を得ることに成功した。
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