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第I章緒言
ー 一一一一--一一一

1 -1 多機能性蛋白質ラクトフェリン

乳は新生児(仔)の生育に必要な栄養の源であり、同時に未熟な生体防御機構を補い、

その発達を促すさまざまな成分を含んでいる(山本 1983)。乳に含まれる生体防御成分

には免疫グロプリン(IgG、19A、 IgM)、リゾチーム、ラクトフエリンといった蛋白質や、

マクロファージやリンパ球、多形核白血球等の血球細胞があり、これらは特に初乳で高

濃度に含まれていることから、新生児(仔)の正常な発育に極めて重要な役割を果たして

いると考えられる。特にラクトフェリンは、消化管内における病原菌の感染と生育を阻

害する他、血液中においては免疫系の中間伝達物質(メディエーター)のひとつになって

いると考えられており、生体防御機構の調節機能が注目されている(高瀬 1994)。

1 -1-1 ラクトフェリンの性質

ラクトフェリンは乳等の外分泌液に含まれる鉄結合性の糖蛋白質でありる。牛乳中に

見出されたこの蛋白質は鉄を結合して赤色を呈することから milkredpr叫(}inと呼ばれ

た(S前町田n1938)0 1960年にGrovesらによって分離法が示され(Grov田 1960)、以来ヒト

(Montreuil 1960)、マウス(Shirsat1992)、ラクダ(Kappeler1999)、水牛(Sharma1998)、ヤ

ギ(LeProvost 1994， Lee 1997)、フタ(Chu1993)、ウマ(Sharma1998)などの乳中、ヒトの涙、

唾液、気管支粘膜、精液、羊水、および、ヒトとウシの好中球二次頼粒中に見出されてい

る(Masson1966)。分子量は概ね80，000Daで、ヒトでは726アミノ酸残基(Metz-Boutigue

1984， Rey 1990)、ウシでは708アミノ酸残基(Pier回 1991)からなる一本鎖のポリペプチド

であり、乳汁中に分泌されるものはN末端の 19アミノ酸残基(リーダー配列)を欠いた

成熟型ラクトフェリンである。ラクトフェリンは塩基性蛋白質で、ウシラクトフェリン

の等電点は8.2"'8.9の範囲にあり(Shimazaki1993a)、酸性条件下で比較的強い熱耐性を

示す(Abe1991)。また、 280nmにおけるウシラクトフェリンの吸光係数はEzsol九 15.1

と報告されている(Groves1960)。
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図 1-1 ウシヲクトブェリンの立体構造

ウシラクトフヱリンのベプチド主鎖構造(N24-R708)のリボンモデノレロ Nロープを緑、
Cロープを育、ヒンミ領域とCロープの対応する領域(tail)を白で表した。また、鉄イ
オンてスペースフィルモデノレ)は罪で表した。ラクトフェリシンBに相当する部分(F36
-F60)を黄色で示したャ

[ -[-2 ラクトフェリンの構造

ラクトフェリンはトランスフェリンファミリーに属する蛋白質であり、ペプチド主鎖は構

造上相同性の高いこうの 「ロープ」と呼ばれる構造からなる削田re1997， Anderson 1989)。

両ロープはアミノ酸数残基からなる 「ヒンジ領岐」によって結ばれており、 N末端側は rN

ロープj、C末端側は rcロープ」と呼ばれる。 Mooreらによって決定されたウユノラクトフェ

リンのペプチド主鎖の立体構造を図トlに示した。各ロープは、立体構造に基づいてそれ

ぞれ4つのフラグメン 卜に細分することができる(表 1-[)" N，フラグメ J 卜とI、J1Jlフラグメ
ント、およびN"フラグメン トとN"フラグメン トがそれぞれNロープの第一ドメイン、お

よび第二 ドメインを構成し、 Cロープでも同様である。Nvフラグメントはヒンジ領域であ

り、Cロープの最後尾の [4個のアミノ酸残基は構造上ヒンジ領域に相当するのでCvフラグ

メントとした。
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表 1-1ウシラクトフェリンのドメイン構造

← Component.一 司fragment residues 

leader sequence -. L ♂ M1-A19 (19) 

N1 A20 -T109 (90) 
N-Iobe . -.一ー 一ー-

Nn HUO -P270(161) 
A20-R351 

(332) 
Nm(αOSS over) S271-L339 (69) 

NIV (run back) G340-R351(12) 

hinge region Nv E352 -R363 (12) 

C1 V364 -G451 (88) 
C-lobe 

Cn Y 452 -A6U (160) 
V364-C694 

(331) 
Cm (ロOSSover) P612 -L680 (69) 

C1V (run back) G681-C694 (14) 

tail Cv S695 -R708 (14) 

ウシラクトフェリンにはN型糖鎖が結合できる部位が5個所確認されている(Pierce

1991)。実際には3.......4本の N型糖鎖を結合しており(Spik1994， Moore 1997)、その結合

位置はNローブの 252残基目のアスパラギン(N252)とCロープの N387、N495、および

N564であって、N252とN564にはハイマンノースタイプ、N387とN495にはハイブリッ

ドタイプの糖鎖が結合している。ラクトフェリンが持つ糖鎖の生理的な役割は現在のと

ころ明らかになっていないが、組換えラクトフェリンの構造解析の結果から、糖鎖がラ

クトフェリンの立体構造形成には関与していないことが示されている(Day1993)。

1 -1-3 金属イオン結合

ラクトフェリンは蛋白質1分子あたり 2分子の第2鉄イオン(Fe3+)を結合する。結合部

位は各ローブの二つのドメインの聞に形成される溝の内部にあり(図ト1)、アスパラギ

ン酸とヒスチジン各1残基、および2残基のチロシンが鉄イオンと相互作用している。

結合には炭酸イオン(C032-)や諺酸イオンぐOOC-COO)等の 2価の陰イオンが必要であり、

これらを介した鉄結合の様子は詳細に研究されている(Anderson1989， Baker 1987)。それ

らによると、ラクトフェリンは他のトランスフェリンファミリーよりも強固に鉄を結合

することが知られている。たとえば、血清トランスフエリンがpH6.......4で鉄を放出する
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のに対し、ラクトフェリンは pH4""2まで安定して鉄を結合している(Aisen1972)。ま

た、ラクトフェリンは鉄以外にも、銅(Hutchens1991)、亜鉛(Yip1994)、アルミニウム

(Congiu-Castetlanu 1997)、ガリウム(Harris1986)イパナジウム(Carmichae11979)等の金属

イオシを結合することが知られている。

I -1-4 リガンド結合

ラクトフエリンは金属イオン以外にもへパリン(Mann1994)、ferritin(Pahud 1976)、

十ladoglobulin(Ena 1990)、DNA(Hutchens 1989)、lipopolysaccharide(LPS)(Miyazawa 1991， 

Appelmelk 1994)等の様々な生体物質と結合することが確認されている。また、 Cibaαon

blue F3GAのような色素とも相互作用が認められている(Shimazaki1991)。ラクトフェリ

--ンと特異的に結合するレゼプターは、小腸上皮細胞(Cox1979， Kawakami 1990)、肝細胞

(Debanne 1985)、血球細胞(Bennett1983， Brock 1997)、ある種の微生物(Dhaenens1997， 

Naidu 1991， Schryvers 2000)等に見出されている。これらのリガンド結合およびレセプ

ター結合に関与する部位は、多くがNローブに存在すると考えられている(Rochard1989， 

Elass-Rochard 1995， Legrand 1992， Legrand 1997， Shimazaki 1998)。

I -2 ラクトフェリンの生理機能

ラクトフヱリンは鉄を結合し、腸管細胞を経て血液中に移行しすることから、腸管か

らの鉄の吸収とその輸送および代謝に関与していると考えられている(Cox1979)。一方、

フクトフエリンは幅広い範囲の微生物に対して抗菌活性を示すことが知られており

(Arnold 1980， Ellison III 1994)、これは、環境中の鉄イオンを強く結合することによって

微生物の生育に必要な鉄を制限するためと考えられている。更に、ラクトフェリンはグ

ラム陰性細菌の菌体外膜に直接作用してその構成成分である LPSを遊離させ、膜の物

質透過性を変化させることによって殺菌作用を示すと考えられている(Ellison1988)。ま

た、ウシおよびヒトラクトフェリンのペプシンで分解物の中には非常に強い抗菌活性を

示す環状ペプチドが見出されており(Bellamy1992)、それぞれラクトフエリシンB(図1

-1)、およびラクトフェリシンHと呼ばれている。ラクトフエリンは細菌だけでなく、

種々の病原性ウイルスの細胞への感染を阻害することも報告されている(Swart1998， 

Valenti 1998，田中 2000)。
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ラクトフェリンには直接的な抗菌活性の他にも、抗炎症作用(Baynes1994)、免疫調節

機能(Bullen1979γMiyauchi1997)、抗酸化活性(Brjtigan1991)等が知られており、これら

の機能は生体防御機構において重要な役割を果たしている。また、免疫応答や炎症反応

においてはラクトフェリンが中間伝達物質としで働いており、生体防御機構の調節に関

与していると考えられる(Shim昭 aki2000， Nuijens 1996)。ラクトフェリンを経口投与した

場合、その一部が血液中に移行することが明らかにされており(Harada1999， 

Hutchens 1989)、直接的な感染抑制と併せて本来動物が持つ生体防御機構を増強するこ

とで感染症の予防・治療に幅広く利用できると考えられる。また、ラクトフェリンが抗

癌作用(Bezault1994， Tanaka 2000)や細胞成長促進作用(Hagiwara1995， Hashizume 1983)イ

更にある種の血球細胞に対するアポr.-::-シス誘導作用(Yoo1997)を持つことも報告され

ており、生体内で果たす役割は多岐にわたっている。ラクトフェリンのさまざまな生理

機能と関与する諸性質を表1-2にまとめた。

鉄代謝の調整

鉄輸送

抗菌作用

N-lobe 
抗酸化作用

抗炎症作用
抗癌作用

免疫調整機能

鉄代謝の調整
鉄輸送

C-lobe 抗菌作用

構造の安定化
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1 -3 ウシラクトフェリンNロープ作製の意義

ラクトフェリンは乳に由来する蛋白質であり、副作用のない天然の薬品として搾乳牛

の乳房炎等の難治性感染症の治療・予防やヒト、特に免疫疾患や免疫機能の未発達な乳

児等への応用拡大が期待される。ラクトフェリンの持つ様々な生理機能を有効に利用す

るためには、分子内で各機能を担当する部位を特定してその機能を発揮するのに必要な

ー 構造を明らかにするととあに、ー多機能性蛋白質であるラクトフェリンが生体内でどのよ

うな作用機序で働き、それによって生体内でどのような生理反応が誘発されるのかと

いったことを詳細に理解する必要がある。ラクトフェりンは構造上相向性の高い二つの

「ローブ」から構成されるので、これらを分離して各々の構造上および機能上の特性を明

らかにする必要がある。これまでに蛋白質分解酵素を用いてラクトフェリンを分解して r

各ローブを分離する試みがなされてきたが、ウシラクトフエリンの Cロープの分離例

は報告されているが、 Nロープは酵素消化に対する感受性が強く(Shimazaki1993b)、そ

の分離は成功に至っていない。また現在までに様々な宿主を用いてヒト、ウシ、および

マウスの組換えラクトフェリンおよびラクトフェリンのフラグメントが作製されてい

る(表1-3)が、組換え蛋白質の構造に関する研究は進んでいるが、その生理機能につい

ての報告は多くない。そこで本研究では、天然のラクトフェリンや酵素分解によって得

られた Cローブとその構造、および機能上の相違を比較・検討することを目的として、

ウシラクトフェリンの遺伝子をクローニングし、組換えラクトフェリンNローブを作

製した。
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表 1-3組換えラクトフェリン

ー Host ーProducts Reference 
Saccharomyces cerevisiae humanLf Liang (1993) 

Yeasts 
Candida sp. 

bovine Lf Kim S. (2000) 
(fragment) 

Aspergillus 0ηzae humanLf Ward (1992 a) 

Molds 
Aspergillus nidulans humanLf . Ward (1992 b) 

Aspergillus awamori 
human Lf Ward (1995) 
murine Lf Ward (1997) 

Mammarian Baby liamster kidney (BHK) 
humanLfN田lobe_ . Day (1992) 

cells 
humanLf Stowell (1991) 

Human kidney (293 (S)) humanLf Van Barkel (1995) 

争odopterafruginosa (Sι9) 
bovine Lf Salmori (1997) 

Insect cells murine Lf Matsuura 
Mamestra brassicae bovine Lf Lopez (1997) 

Transgenic 
Mus muscles 

humanLf Nuijens (1997) 
animal humanLf 回mS. J. (2000) 

Nicotiana tabaccum (tabacc吋 humanLf Mitra (1994) 
Transgenic Oriza sativa りaponicum(rice) humanLf Anzai (2000) 
plants Lycopersicon esculen印m(tomato) humanLf Anzai (2000) 

Solanum印bersosum(potato) humanLf Arakawa (1998) 
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第E章実験方法

II -1 試薬

ヴジラクートヲ土リン(牛乳由来)は森永乳業(東京)で精製されたもの(10t.980427)を使用

した。核酸抽出試薬および逆転写酵素はUfeTechnologies Japan (東京)の Trizol™ Reagent 

および SuperSαipt™ 11 RNase R Reverse Transαiptaseをそれぞれ使用した。mRNAの分

離にはPerSeptiveBiosystems (Framingham， MA， USA)のBioMag@mRNA Purification Kit 

を使用した。合成オリゴヌクレオチドヌクレオチドおよびプロモータープライマー(表

II :1)は全て SigmaGenosys Japan (石狩)において合成したものを使用した。 polymerase

chain reaction (PCR)にはPerkinElmer Japan (浦安)のAmpliTaq Gold™を使用した。 TA ク

ローニングベクターは PromegaJapan (東京)の pGEM-Tと pGEM-TEasy、および

Invitrogen (Carlsbad， CA， USA)のpCR2.1を使用した。 DNAのライゲーションおよび末端

平滑化には宝酒造(大津)の DNAligation kit ver. 1またはver.2およびDNAblunting kitを

それぞれ使用した。大腸菌における発現ベクターは Quiagen(Valencia， CA， USA)の

pQE13に制限酵素ApaIの認識配列を組み込んだpQE13L、Invitrogen(Carlsbad， CA， USA) 

のpET20b、Amersham-Pharmaciabiotech (Uppsala， Sweden)の pGEX-2T、および Sigma

Genosys Japan (石狩)の pASK-IBA2を使用した。各種制限酵素はニッポンジーン(東京)、

New England Biolabs (Beverly， MA， USA)、東洋紡績(大阪)、またはBoringerMannheim 

(Mannheim， Germany)の製品を使用した。形質転換に用いた大腸菌(Escherichiaωli)の培

地はDifcoLaboratories (Detroit， MI， USA)のBacto③Tryptoneおよび Bacto③YeastExtract 

を使用して調製するか、またはSigmaChemicals (St. Louis， MO， USA)のLBbrothを使用

した。抗生物質ampicilinは高有製薬(東京)の注射用ペントレックス③を使用した。 RNA

の分解にはSigmaChemicals (St. Louis， MO， USA)のribonucleaseA (RNaseA)を使用した。

アガロースゲル電気泳動に用いたagaroseはニッポンジーン(東京)のAgaroseSを使用し

た。大腸菌における組換え蛋白質の誘導は、 pQE13L、pET20b、pGEX-2Tのlacプロモー

ターに対しては SigmaChemicals (St. Louis， MO， USA)または和光純薬(大阪)の

isopropyl-s-thio心-galactopyranoside(IPTG)を、 pASK-IBA2の tetプロモーターに対して

はSigmaGenosys Japan (石狩)の anhydrotetracyclin(必汀)を添加して行った。 pGEX-2Tを

用いて発現した組換え蛋白質の可溶化には PromegaJapan (東京)の BugBuster③Reagen

を使用した。見虫細胞用の培地はLifeTechnologies Japan (東京)の Sf900-IISFM、Grace
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培地およびTC・100を使用した。ウシ胎児血清(FCS)はLifeTechnologies Japan (東京)の製

品を非動化じて使用じたよ組換えウイルスーの作製には見虫ウイルスAutograthcalifornica 

nuc1ear polyhedrosis virus (AcNPV)は BDPharmingen (San Diego， CA， USA)の Baculo

Gold™ Baculovirus DNAおよびシャトルベクターpYI:-1392を使用レ、 LifeTechnologies 

Japan (東京)のLipofectin⑧Reag叩tを使用してlipofectionを行った。プラークアッセイに

用いた低融点アガロースはFMCbioproducts (Rockland， ME， USA)のSeaPlaque@agarose 

を使用し号。蛋白質り糖鎖切断酵素は PrqZYIl1~ (.s_an Leandro， CA， USA)の Glycopro@

deglycosylation kitを使用した。このキットには PeptideN-glycosidase F (PNGase F)、

Sialidase A ™、 Endo-O-glycosidase、_bovine fetuin、denaturationsolution (2% sodium dodecyl . 

sulfate (SDS); 1 M 2;'iriercaptoethanol (2ME))が含まれている。昆虫細胞系で作成した組換

えラクトフェリン Nローフの精製にはAmersham-Pharmaciabiotech. (Uppsala， Sweden)の

HiTrap③-heparinおよびHiTrap@・chelatingを使用した。 SDS・ポリアクリルアミドゲル電

気泳動(PAGE)における蛋白質の色素染色には関東化学(東京)の coomasiebrilliant blue 

(CBB)、または和光純薬(大阪)の Quick-CBBを使用した。銀染色には和光純薬(大阪)の

銀染色試薬「第一」または 2D銀染色試薬 II・「第一」を使用した。分子量マーカーは

Amersham-Pharmacia biotech (Uppsala， Sweden)のLMWmarker kitまたはrainbowmarker 

を使用した。転写後の膜の金コロイド染色にはAmersham-Pharmaciabiotech (Uppsala， 

Sweden)のAuroDye forte™を、ブロッキングには Sigma Chemicals (S1. Louis， MO， USA) 

のbovineserum albumin (BSA)または coldfish gelatin (CFG)を使用した。ラクトフェリン

に対する抗体は抗ラクトフェリン(ウサギ)抗血清(Shimazaki1991)、および北海道大学農

学部酪農科学講座で作製した抗ラクトフェリシンモノクローナル抗体(Shimazaki 1996， 

Shimazaki 1998b)および抗ラクトフエリン C ローブモノクローナル抗体(Shimazaki

1998b)を使用した。また、抗Schizocytozomajaponica glutathione-S-transferase (GST)(ウサ

ギ)抗体、 horseradishperoxidase (HRP)標識抗ウサギIg(ヤギ)抗体、 HRP標識抗マウス Ig

(ウサギ)抗体、alkalinephophatase (AP)標識抗ウサギIg(ヤギ)抗体、AP標識抗マウス Ig(ウ

サギ)抗体は和光純薬(大阪)またはZymedlaboratories (San Francisco， CA， USA)の製品を

使用した。 HRP標識 streptavidinはニチレイ(東京)のヒストフアイン SAB-PO(R)キット

を使用した。ニトロセルロース膜上のHRPの活性を検出するにはコニカ(東京)のコニカ

イムノステイン HRP-1000、またはAmersham..Pharmaciabiotech (Uppsala， Sweden)の

ECLTMを使用した。抗菌活性測定における E..coli 0111の培地は栄研化学(東京)のハート
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インフュージョン寒天培地、 DifcoLaboratories (Detroit， MI， USA)のBacto③Hertlnfusion 

-B[o出および、和光純薬(大阪)のポリペプトンを使用Lたγ その他の試薬は特級、生化学

{用よまたは難溶性蛋白質研究用の試薬を使用した。

ヂ II~2- ウシヨクートフェリレ遺伝子の分離とクローニング→

rr -2・1 Nロープ遺伝子のクローニング
ウシ乳腺細胞を出発材料として、ラクトフェリン遺伝子を調製した。屠殺直後のウシ

乳房より乳腺細胞を含む組織約 1cm3を切り出し、液体窒素中で凍結して使用時まで

ー80
0

Cで保存した。組織片は凍結した状態で秤量し、液体窒素中で粉末状に破砕してト

リゾール試薬(1凶Jg組織)を用いて全RNAを抽出し、次いでDynaBeadsを用いてmRNA

を分離した。これをテンプレートとし、ウシラクトフェリン N ローブに特異的な合成

オリゴヌクレオチド(表II-1 RT)をプライマーとして一本鎖相補DNA(sscDNA)を合成し

た。この sscDNAをテンプレートとし、合成オリコヌクレオチド(表II-1 Lf!S_Bcl、

印 'AS_Apa)をプライマーとして PCRを行い、ラクトフエリンNロープ遺伝子を増幅し

た。 PCRの条件は成書(Sambrook1989， Ausubel 1995)に従ったが、プライマーのアニー

リング温度は使用したプライマーの塩基組成によって調整した。この PCR産物を TA

クローニングベクターpGEM-Tにクローニングし、ラクトフェリン Nロープ遺伝子を導

入したプラスミドLfN庁を作製した(図II-1)。また、別の合成オリゴヌクレオチド(表E

-1 L倒/S_Nco、L倒/AS_Eco)をプライマーとして PCRを行い、増幅された遺伝子を

pGEM-Tに導入して作製したプラスミドを pGEM-N16とした(図II-1)。

LfN!TおよびpGEM-N16にクローニングしたA20""'K358をコードするラクトフェリ

ン N ローブ遺伝子はリーダー配列(M1""' A19)およびヒンジ領域の一部(A359""'R363)を

欠いている。これらの部分を付加するために、リーダー配列およびヒンジ領域の不足部

分のアミノ酸をそれぞれコードする合成オリゴヌクレオチド(表E・1bLfSL bLfNAS)を

プライマーとし、 L倒庁に由来する発現ベクターLfN/pET20b(後述II-8)をテンプレート

として PCRを行った。この PCR産物を TAクローニングベクターpGEM-TEasyに導入

し、リーダー配列とヒンジ領域を付加したラクトフェリン N ロープ遺伝子を組み込ん

だプラスミド pGEM-LNfを作製した(図II-1)。
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Il-2-2 Cロープ遺伝子のクローニング

ウシ乳腺細胞のcDNAライブラリー(入ファージ)は農林水産省家畜衛生試験場北海道

支場臨床生化学研究室の渡辺淳氏から供与されたものを使用した。ウイルス液は沸騰水

浴中で5分間加熱処理して熱変性を行lt)，~これをテンプレートとし、目的遺伝子に特異

的な合成オリゴヌクレオチド(表n-1bLfCS、bL:仏S)をプライマーとして PCRによりラ

クトフェリン Cロープ遺伝子を増幅した。増幅された約 1kbpのPCR産物を pGEM-T

Easyに導入し、ラクトフェリンcロープ遺伝子を組み込んだプラスミドを pGEM-Crと

した(図E・2)。

n-2~3 ウシラクトフェリン全長遺伝子の作製

完全長のウシラクトフェリン遺伝子作製のフローチャートを図n-2に示す。

pGEM-LNfをテンプレートとして Cロープの N末端7アミノ酸残基をコードするプラ

イマー(表H・1bLfAS1112)を用いて PCRを行った。この時370残基目(G370)のコドンを

g!S1生から ggCに変更することによりコドンの読み枠を変更することなく、またコードす

るアミノ酸を変えることもなく制限酵素 Apa1の認識配列を組み入れた。 PCR産物は

pGEM-TEasyに導入した。また、これと同じ変異を導入した合成オリゴヌクレオチドプ

ライマー(表Il-1bLfSll07)を合成し、 pGEM-Crをテンプレートとして PCRを行い、制

限酵素Apa1の認識配列を組み込んだウシラクトフェリン Cローブ遺伝子を作製して

pGEM-T Easyに導入した。これらの NロープおよびCロープ遺伝子を導入したプラス

ミドのうち挿入遺伝子がそれぞれ正方向にクローニングされたものを制限酵素Apa1で

切断し、ウシラクトフェリンNローブ遺伝子をコードする約 1kbpのDNA断片と、 C

ロープ遺伝子を含む約4kbpのベクターをそれぞれ精製した。この両者を組み合わせて

完全長のウシラクトフェリン遺伝子を作製し、この遺伝子が導入されたプラスミドを

pGEM-bLfOOとした。このラクトフェリン遺伝子はアミノ酸の置換を伴う変異(S144P)

を持っていた(後述第 3章皿4、第 4章N-1)ので、これを野生型に戻すために

pGEMゐLfOOを制限酵素BglIIおよびHindIIIで切断し、ここに同じ制限酵素を用いて

pASK-UN(WT) (後述n-6-1、第3章ill1-1)から調製した566bpの遺伝子断片を挿入した。
遺伝子断片が正しい方向に挿入され、野生型ラクトフェリン遺伝子を持つプラスミドを

pGEM-bLf01とした。
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E ・3 大腸菌の形質転換

大腸菌の形質転換には塩化カルシウムコンビテンそセル法(Sambrook1989)を用いた。

宿主菌株として、クローニングには大腸菌JM109株またはXL1・blue株を、組換え蛋白

一質の発現には大腸菌TG・1株、_DH5a.株、ーまたは BL21株を用いた。形質転換した大腸菌

は100μ.glmlのampicilinを含む LB培地(1% bacto tryptone， 0.5% y伺 stextract， 1% NaCl)中

で、 37
0

Cで振渥培養(160rpm)し、対数増殖期終期(OD6ω=0.8"')に達した培養液に終濃

度 15% (Y/v)のglycerolを加えて-80"Cで保存した。

11-4 プラスミドの調製

大腸菌かぢの一プラスミドの調製にはアルカリミニプレップ法(Sambrook1989)を用い

た。プラスミドを含む大腸菌は 37"Cで振壷培養(160rpm)し、対数増殖期終期から定常

期に達した培養2凶を遠心分離(4，000rpm、10分、 4"C)して菌体を回収し、ー80
0

Cで凍

結した。凍結した菌体を 100凶の So1n.IσomM glucose， 25 mM tris-(hydroxymethyl)引 nino

methane (Tris)， 10 mM ethylenediaminetetraacetate (EDTA)， pH 8.0)に懸濁し、 30分間氷冷し

て菌体外膜を破壊した。ここに 200凶の Soln.11 (0.2 N NaOH， 1% SDS)を加え、激しく

混和した後30分間氷冷して菌体蛋白質を変性させた。次に 150凶のSoln.III (3 M KOAc， 

2MAc-O町と 10同のクロロホルムを加えて激しく混和し、4"Cで遠心分離(15，000rpm、

15分)して上清を回収した。ここに RNaseAを加え、室温で 3時間反応させて RNAを

分解した後、フェノール・クロロホルム抽出により除蛋白を行い、イソプロパノール沈

殿を行ってプラスミドを回収した。プラスミドは70% (v/v)エタノールで濯いだ後TE8.0

(10 mM Tris， 1 mM EDTA， pH 8.0)に溶解し、アガロースゲル電気泳動(Ausubel1995)を

行って RNAが除かれたことを確認した。また、 260nmにおける吸光度を測定して次式

(Ausube11995)により dsDNAの濃度を求めた。

c = OD26Q / 200 

c: dsDNA濃度(mglml)

この方法で得たプラスミドは使用時までー20
0

Cで凍結保存した。

II-5 DNAの塩基配列決定

プラスミドにクローニングされたラクトフェリン遺伝子の DNA塩基配列は
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ABI-Prism™ model 310を用いてタイターミネータ一法σakumi1997)により確認した。

使用した;各プロモータープライて σ7、SPι_M13F(-20kM13R)、およびラ~トフエー

ご1)ン遺伝子に特異的な合成才リゴヌクレオチドヌクレオチドプライマー(bLfS240、

bLfS516、bLfCS、bLfS1695、bL仏S1788、bLfNAS)の配列は表II-1に示した。

II -6 組換えラクトフェリンの発現系

II -6-1 大腸菌系

pQE13Lにおける組換え蛋白質の合成にはベクター由来の転写開始コドンを使用する

ので、挿入する目的遺伝子は成熟型ラクトフェリンの N ロープ(A20'"K358)とした。

LfN庁を制限酵素BclIおよび、Apa1で処理して 1044bpの挿入配列を作製し、制限酵素

BgI IIおよびAフaIで切断したpQE13Lに組み込んで発現ベクターLfN/pQE13Lを作製し
た(図II-1)。目的蛋白質の誘導はsuperbroth (1.5%句ptone，1% Y伺stextract， 1% NaCl)中、

最終濃度0"'0.25mMの IPTGを添加し、 37"Cで数時間振翠培養して行った。

pET20bにおいても組換え蛋白質の合成にはベクター由来の転写開始コドンを利用す

るので、発現させるラクトフェリン Nロープは成繋国のA20"'K358とし、 LfN，庁をテ

ンプレートとし、制限酵素EcoR1の認識配列と thrombinの認識配列をコードする配列

を組み込んだセンスプライマー(表H・1LfPET/S)、および制限酵素SaLIの認識配列と停

止コドンを組み込んだアンチセンスプライマー(表II-1 LfPET/AS)を用いて PCRを行い

挿入配列を作製した。これを各制限酵素で処理した後に、閉じ制限酵素で処理した

pET20bに組み込んで発現ベクターL剖/p町 20bを作製した(図II-1)。組換え蛋白質の誘

導はL倒/pQE13Lと同様にして行った。

pGEX-2Tにおいては組換え蛋白質は N 末端側に日本住血球虫(Schizocytozoma

japonica) GSTを持つ融合蛋白質として発現するので、ここでも発現させるラクトフエ

リン Nロープは成熟型のA20"'K358とした。 pGEM-N16を制限酵素Nco1で処理した

後に T4DNA polymeraseを用いて末端平滑化を行い、更に制限酵素EcoR1で処理して

1027 bpの挿入配列を作製した。これを制限酵素Sma1および、EcoRIで切断したpGEX-2T

に組み込んで発現ベクターpGEX-bLfNを作製した(図II-1)。また、制限酵素BamH1の

認識配列、Thrombinの認識配列および6分子のヒスチジン但is-Tag)をコードする合成オ

リゴヌクレオチド(表II-1 HisTag Adapter)を作製し、これを制限酵素BamHIで処理した

後に pGEM-N16のBamHIサイトに組み込み、その後pGEX-bLFNを作製した
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のと同様の処理を行って GST-bL別融合蛋白質の C末端に His-Tagを導入した組換え蛋

白質を発現するためのベクターpGEX-bL田を作製した(図II~1)。組換え融合蛋白質の誘

導はLB培地中、 37'Cで振、遺培養し、一対数増殖期中期(ODωo= 0.25)に最終濃度0.2mM  

のIPTGを添加して行った。

pGEXゐL田をテンプレートとして、発現ベクターpASK-IBA2において発現させるた今

めのラクトフェリン Nロープの各フラグメントの遺伝子を調製した。使用したプライ

マーは制限酵素Bsa1の認識部位を組み込んだ合成オリゴヌクレオチド(表E・1SL問、

SLfN2、ASL倒1、ASL倒2、ASL倒)で、ラクトフェリン N ロープ(A20""'P330)は SL悶

とASL倒を一、NIフラグメンJ-(A20""'T 109)はSL倒と ASL倒1を、Nuフラグメント(Hll0

""'P270)はSL創2とASLfN2を、NIおよびNnフラグメント(A20.""'P270)はSL倒とASL倒2

を、そしてNn""'NIvフラグメント伺110""'P330)はSL倒2とASLfNを用いて PCRを行っ

て増幅した。増幅した各遺伝子は制限酵素 Bsa1で切断し、同じ酵素で処理した

pASK-IBA2に導入して各発現ベクター(それぞれpASK-L倒、 pASK-L町1、pASK-LfN2、

pASK-LfN12およびpASK-LfN212)を作製した(図ll-3)。それぞれの発現ベクターを組み

込んだ宿主大腸菌は、 LB培地中 37'Cで一晩振塗して予備培養を行った。これを LB培

地5凶あたり 50μl接種して振壷培養し、対数増殖期中期(OD側=0.25)に最終濃度200

nglmlのAHTを加え、 1""'5時間振渥培養を続けて組換えラクトフェリン Nロープおよ

び各組換えラクトフェリン N ロープフラグメントの誘導を行った。組換え蛋白質を発

現した宿主大腸菌は氷冷し、遠心(4'C、 4，000rpm、10分)して菌体を集めた。この菌体

を氷冷した bu旺erW (100 mM Tris， 1 mM EDTA， pH 8.0)で2回洗浄したのちに bufferP 

(500mM suαose / buffer W)に懸濁し、氷上で30分間静置した後、遠心(4'C、 15，000rpm、

15分)して上清(ペリプラズム成分)と沈殿(細胞質成分)をそれぞれ回収した。

II .6.2 昆虫細胞系

宿主として鱗麹日夜蛾科の昆虫(Spodopteraj均:giperda)由来の培養細胞 sι9を使用し

た。細胞の維持にはGrace培地に 10%のFCSと50μglmlのkanamycinおよび50μglml

のstr叩tomycinを添加して漉過滅菌したものを使用し 27'Cで静置培養した。培地交換は

4日毎に行い、細胞が単層状に増殖した時点で継代した。

ラクトフェリン遺伝子のベクターにはpVL1392を用いた。ラクトフェリンのリーダー

配列の遺伝子を組み入れたセンスプライマー(表ll-1bLfS1)とアンチセンスプライマー

(表ll-1bL仏S1035)を用い、 pASK-L倒(WT)をテンプレートとして PCRによって増幅し
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た遺伝子をクローニングベクターpCR2.1にクローニングした(pCRLNt)。ここでクロ一

二ングされた遺伝子は配列内に制限酵素EcoR.Iの認識配列を持たないので、これを

EcoR 1で処理して得た 1051bpの挿入配列を pVL1392のEcoR1サイトに組込んで形質『

転換用ベクターpV2LNfを作製した。このベクターの構築戦略を図II-3に示す。また、

ラクトフェリン全長遺伝子の発現ベクターは、ラクトフェリン N ロープ遺伝子を挿入

したプラスミドのBamHIサイトに、 pGEM-bLf01から BamHIおよび、Xba1によって切

り出した 1047bpの遺伝子断片を組み込んで作製した(pV2bLt)。このベクターの構築戦

略を図II-3に示す。また、図II-4に昆虫細胞系における組換え蛋白質の作製の概略を

示τ。プラスミドに組み込んだ目的遺伝子は AcNPVと混合し、 li均i恒pof，島ec叫t“ion法(σFe.印elg伊n
1987η)'にごよつて宿主細胞に導入して組換えウイルスを作製した。細胞は 27tで4日間培

養し、組換えウイルスを含む培養上清を回収した。培養上清は漉過滅菌し、ウイルス原

液として使用時まで 4tで保存した。

sι9細胞における形質転換および組換え蛋白質の誘導には無血清培地 S白00-11SFM 

に50μ.glmlのkanamycinおよび50μg加Iのstreptomycinを添加したものを使用した。宿

主細胞は組換えウイルスを感染させるまでに二回以上無血清培地で継代培養し、概ね

80%コンフルエントに増殖した時点で感染させた。組換えウイルスを感染させた宿主細

胞は 27tで4日間培養し、細胞および培養上清をそれぞれ回収した。組換えウイルス

と組換え蛋白質を含む細胞および、培養上清は使用時までそれぞれー80tおよび 4tで保

存した。

ラクトフェリン N ローブ遺伝子を組み込んだ組換えウイルス(L悶IAcNPV)の単一プ

ラーク分離にはプラークアッセイ法(Ausubel1995)を用いた。 6穴培養プレート(内径35

mm)または細胞培養プレート(内径 35mm)にー穴あたり 2........3X106個の宿主細胞を播種

し、室温で 1時間静置して細胞を付着させた。希釈した組換えウイルスを感染させ(室

温、 1時間)、ウイルス希釈液を除いた後に約 37
0

Cに冷却した 1%低融点アガロース

rrC-100培地(10%FCS、50μ，glmlkanamycinを含む)をー穴あたり 2ml加え、アガロース

が固化してから 1mlのTC・100培地(10%FCS、50μglmlkanamycinを含む)を重層してプ

レートを密閉容器に入れ、 27tで3日間培養した。感染3日後に 0.01% neutral redをー

穴あたり 2ml加え、更に一日培養を継続して非感染細胞を染色した。ウイルスが感染

して昨裂した細胞とその周辺部分をパスツールピペットでアガロースごと回収し、それ

ぞれ宿主細胞に感染させて組換えウイルスを感染させ、数回増幅を繰り返した。
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組換えウイルスを感染させた宿主細胞の培養上清中に分泌された組換えラクトフェリ

ンNロープを、 HiTrap@ーheparinカラムを用いて部分精製した。組換えラクトフェリシ

Nロープを含む培養上清をカラムに通した後、カラム体積の 10倍量の培地を用いて非

吸着成分を洗浄した。次に 1.5mlのPBS(138mM NaCl， 5.3 mM KCl， 3.2 mM NazHP04' 1.5 

mM KHZP04)で吸着した成分を溶出し、更にカラム体積の 10倍量の PBSを用いてカラ

ムの洗滞を行った。次いで、各1.5mlの0.1.0.2、0.3、0.5および、1.0M NaC1!PBSでカ

ラムに吸着した成分の溶出を行った。各溶出画分は使用時まで4
0

Cで保存した。
一 一一~ 】一一ー』品 一一一一一 一“?一一

II.6・3 植物ウイルス系

マメ科植物のソラマメ(Vicuifaba)を宿主植物として外来遺伝子を発現させる植物ウ

イルスベクター(Masuta2000、上田 2000)は、北海道大学農学部植物病原学グループ(上

田一郎教授)において開発されたベクタ一系である。このベクタ一系では外来遺伝子を

クローバ一葉脈黄化ウイルスぐfakahashi1997)の構成蛋白質と共にポリジーンとして発

現させ、翻訳後に遺伝子産物が分解されて目的蛋白質が作製される(図II-5)。本研究で

は、このベクターに pGEM-LNfをテンプレートとして作製したラクトフエリン Nロー

ブ遺伝子を組み込んで宿主ソラマメの葉に接種し、組換え植物ウイルスを作製した。

E且7 糖鎖の切断

Glycopro@ deglycosylation kitを使用して、昆虫細胞系で発現した組換えラクトフェリ

ンNローブの糖鎖を解析した。組換えウイルス感染後 4日目の培養上清に1/20容の

denaturation solutionを加えて 100"Cで5分間処理して蛋白質を変性させ、1β0容の Triton

X-100σX100)を加えて余分な SDSを除いた。ここに PNGaseF、SialidaseA、および

Endo悶O-Glycosidaseを加えて 37"Cで3、12、および72時間糖鎖分解反応を行い、・20"C

で凍結することによって酵素反応を停止した。糖鎖分解反応後の SDS・ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動(PAGE)における移動度の変化をウエスタンプロッティングによって

検出した。対照実験として、ウシfetuinおよび牛乳由来のラクトフェリンを用いた。こ

れらは37
0

C、3時間の糖鎖分解反応を行った後SDS-PAGEを行ない、ゲルを CBBで染

色して蛋白質の移動度の変化を検出した。
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II -8 Sι9細胞破砕液による組換えラクトフェリンの分解

宿主細胞の破砕液は無血清培地中で4日間培養した健常細胞(約 6XI06個)に無血清

培地 1mlを加え、凍結融解(ー850C/370C)を三回繰り返して細胞を破砕した後、遠心分離

(15，000 rpm， 10 min， 40C)して上清を回収した。組換えラクトフェリンNロープを含む培

養上清150同に対し、宿主細胞破砕液15凶を加え、 27"Cで 24、72、および96時間反

応させ、ー85"Cで凍結することによって反応を停止した。反応後の組換えラクトフェリ

ーンNロープの分手量の変化をウエスタンヲロッティングによっで検出した五一

. II-9 組換えラクトフェリンの検出と定量

II -9・1 SDS-PAGE 

SDS-PAGE(Maniatis， 1989)には厚さ 1mmの不連続ミニスラブゲルを使用した。分離

ゲルには 10%、12%、12.5%、13%または 15%のポリアクリルアミドゲルを、濃縮ゲル

には4.5%ポリアクリルアミドゲルをそれぞれ用いた。電気泳動はゲル一枚あたり 10mA

の定電流で通電した。電気泳動で分離した蛋白質は固定液(35%methanol / 10 % acetic 

acid)で固定し、 CBBで染色した。また、より微量の蛋白質の検出には銀染色(Sambrook

1989)を行った。

II-9・2 ウエスタンプロッティング

SDS-PAGEで分離した蛋白質のニトロセルロース膜への転写(Sambrook1989)にはセ

ミドライ式のエレクトロプロッター(アト一、 AE6670)を使用した。転写は膜1cm2あた

り2mAの定電流で 90分間通電して行った。フロッキングには 2.5%(w/v)BSAまたは

. 2%(v/v) CFGを使用した。ブロッキングと抗原抗体反応は何れも phosphatebuffered 

saline-Tween 20 (PBST: 0.05%(v/v) Tween 20/PBS)中、室温で30分間穏やかに振渥して(40

........50 rpm)反応させた。

pASK-IBA2を用いて大腸菌で発現したS悦 pTag融合蛋白質の検出にはHRPで標識し

たストレプトアビジン胆RP-SA)を使用した。融合蛋白質を転写したニトロセルロース

膜は2.5%(w/v)BSAでブロッキングし、 PBST中、室温で穏やかに振塗(40"'-'50rpm)して

HRP-SAを反応させた。膜上の HRP活性の検出にはコニカイムノステイン染色試薬を

使用した。
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II-9・3ドットフーロットと ELISA

一一昆虫細胞系で作製し、培地中に分泌された組換えラクトフェリシはドットプロットに

よづて定量じたー培地中に音まれる蛋白質を 96穴ドットプロッター(トーヨーロ紙、

DP-96)を用いてニトロセルロース膜に吸着させ、フロッキングには 2%(v/v)CFGを使用

した。抗ラクトフェリン抗体および二次抗体はウエスタンプロッティングで使用したも

のと同一である。膜上の HRP活性の検出にはコニカイムノステイン染色試薬を用いた。

発色した膜をデジタルカメラで撮影し、 ScionImage (Scion Co_)を用いてスポットのシグ

ナル強度を解析した。

組換えラクトフェリンの定量には抗ラクトフェリン(ウサギ)抗血清をプレーティン

グ抗体として、抗ラタトフェリシシモノクローナル抗体を一次抗体として用いたサンド

イツチELISAも用いた。フロッキングには 2%(v/v)CFGを使用し、 AP標識した二次抗

体を使用した。抗原抗体反応はすべて PBST中37"Cで行い、反応後には自動プレート洗

浄機(バイオラッド、 Model1575)を使用して PBSTで洗浄した。マイクロプレートの 1

穴あたりに基質溶液(30mM p-nitrophenyl phosphate (PNP)と 110mM Glycine/L1 mM  

MgSOJL1 mM ZnS04を1:9で混合)を 200凶加え 37
0

Cで30分間反応させた後に停止液

(200 mM EDTA)を 1穴あたり 100μl加え、マイクロプレートリーダー(ワコ一、

SpectraFluoro/Plus)で405nmにおける吸光度を測定した。

II -10 抗菌活性の評価

大腸菌0111株に対する抗菌活性測定はマイクロプレートアッセイ法(Kimura2000) 

で行った。検定菌はheartinfusion broth中、 37"Cで静置培養し、 24時間おきに 2回継代

したものを使用した。 ethyleneoxidegas滅菌した 96穴マイクロプレート上で漉過滅菌し

た試料50μIと2%p叩tone50μlを混合し、ここに 1%peptoneで希釈した検定菌を 1穴

あたりの最終菌量が4........5X104 cfu/mlとなるよう植菌した。マイクロプレートは37"Cで

5........7時間静置培養し、マイクロプレートミキサー(イウチ、 NS干)で数秒間撹持した

後にマイクロプレートリーダー(トーソ一、 MPR-A4iII)で 600nmにおける吸光度、

即ち培養液の濁度を測定した。この方法で牛乳由来のウシラクトフェリンの抗菌活性を

測定すると、 minimalinhibitory concen回 tion(MIC)値は約5%(w/v)と求められた(図1I-4) 

ので、陽性対照としてこの濃度のウシラクトフェリンを使用し、この活性を 100%とし

て組換えラクトフェリンの抗菌活性を評価した。

-23-



II -11 蛋白質の分子モデリング

蛋白質の分子ぞデノレの作成には、RasMol(RasWin Molecular Graphics Windows ver. 2.6) 

を使用した。 X線結晶構造解析のデータは、 ProteinData Bank (PDB)に登録されている

ウシラクトフェリンのデータ(M田 re1997)を使用した。

A B 
0.4 Positive Cont 100 

(10 ug/ml Km) 
o.・• 80 • 0.3 

• • • 
0.3% bLf 03h • ." 

記5盟主ぷ友E 60 •• ー0.6%bLf 202 ， .. 
。 。

o • 

05 h 

。
40 

. 1.2冒bLf• 0' ~o 
'7h 

0.1 | 一写.. 
.-2.5% bLf 20 • .・ e15h 

。。 隈ヲll:l .ul Lsι-zLz4z-l 4 • 5口弘bLf 。
o 6 12 18 24 • 7.5首bLf 024  6 B 

培養時間刷 ラクトフェリン濃度(%)

図II-4 ウシラクトフェリンの大腸菌0111株に対する抗菌活性

大腸菌0111株に対するウシラクトフェリンの抗菌活性を、マイクロプレートアッセイ法によ
り測定した~験定菌の成長曲線(A)と培養開始から3、5.7.15時間後のラクトフェリン濃
度に対する抗菌活性(10μg/mlカナマインンを100怖とする相対活性)(8)を示した。
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表E・1 合成オリゴヌクレオチドプライマーおよびアダプターの配列

N Name Sequence 

O. 

1 RT 5'・CACgACCCTgg・3'

5' -TgATCACTggTgCCgCgCggCAgCgCCCCgAggAAAAACgT 
2 Lf!S_Bcl T 

CgATgg-3' 

3 Lf!AS_Apa 5'包ggCCCTTACTTCACCTCCTCCgCAgT・3'

4 LfN/S Nco 5' -gTCCCATggCCCCgAggAAAAACgTTCgATggTgTA・3'

5 LfN/AS Eco 5'-gT.酢A1TατAαTCACロCCTCCgCAg百 TCCCT・3'
6 SL倒 5' -CgTgggTCTCgggCCgCCCCgAggAAAAACgTTCg-3' 

7 SLfN2 5' -AgAgAggTCTCgggCCCACI氾τJ¥TgCTgT.路 CCgT・3'

8 ASL町1 5'・CggCCTTggTCTCAgCgCTggTTTggggAgACTCTTTCgT-3'

9 ASL町2 5'・CCACggTCTCAgCgCTAgggACCTgggCCAgg・3'

10 ASL町 5' -gATgggTCTCAgCgCTgCCACgCggAACCAgggggATC・3'

5' -ATgAAgCTCTTCgTCCCCgCCCTgCTgTCCCTTggAgCCCT 
11 bL岱1 T 

ggACTgTgTCTggCTgCCCCgAggAAAAACg・3'

12 bLfNAS 5' -CCTCTAgATCCTggTgTACCgCgCCTTCACCTC・3'

13 bLfCS 5' -CACggCCgTCgTgTggTgTgCCgTgggACCT・3'

14 bL会生S 5' -TgTCTAgATTACCTCgTCAggAAggCgCAggC・3'

15 bL仏S1112 5' -gggCCCACggCACACCACACgACCCTggTgTACCgCg・3'

16 bLfS 11 07 5' -gggCCCTgAggAgC-3' 

17 T7 5' -TAATACgACTCACTATA毘g-3'

19 SP6 5' -ATTTAggTgACACTATAgAA-3' 

20 M13F(-20) 5' -gTAAAACgACggCCAg・3'

21 M13R 5' -CAggAAACAgCTATgAC・3'

22 bLfS240 5' -gCggCCAgTAgCAgCAgA-3' 

23 bLfS516 5' -CCCCAACCTgTgTCAACT-3' 

24 bLfS1695 5' -TATggCTATACCggggCT-3' 

25 bL仏S1788 5'-CTCCバITCgTgTTCTCCC-3'

26 LfPET/S 5' -TTgAATTCgCTggTgCggCgCggCAgCgCC-3' 

27 LfPET/AS 5' -TTgTCgACTTACTTCACCTCCTCCgCAg・3'

E五sTag 5'-nTITr:AggATCCCCCTggTTCCgCgTggCTCgCATCATCAT 
28 C 
Adapter ATCATCATTgAggATCtJlTlTli・3'
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第翻章結果

ill-l ラクトフェリン遺伝子の調製

耳目トl ラクトフェリン遺伝子のクローニング

ラクトフェリンNロープ遺伝子が挿入されたプラスミド工的/Tは6クローンについ

て制限酵素Apa1およびBcl1によって挿入配列を切り出し、制限酵素HindIII、BglII、

および Hinf1による切断片のアガロースゲノレ電気泳動を行なって挿入配列が目的遺伝

子であることを確認した。 pGEM-N16についてはマルチクローニングサイト付近の塩

基配列から、挿入したラクトフェリン N ロープ遺伝子が SP6プロモーターの転写方向

に挿入されたものであることを確認した。また、プラスミド pGEM-LNfについては制

限酵素PstIによる切断片の長さ(図盟イ)から、ラクトフェリンNロープ遺伝子が τ7

プロモーターの転写方向に挿入されたものであることを確認した。プラスミド

pASI心LtNでは導入したラクトフェリンNロープ(A20'"P330)の遺伝子が組み込まれた

真壁1 1¥査2 E 2 3 M3 

bp bp 

3890 30時3

1353 
1078 

1038 872 

31時

図ill-l 制限酵素PstIによるpGEM-LNfiのカットチェック

ラクトフェリンNロー-ブ遺伝子の挿入されたベクターが導入された3クローンについてプラスミドを
調製し、制限酵素Pst1により切断してアガロースゲル電気泳動を行ない各フラグメントの大きさ
を比較した。ラクトフェリンNローブ遺伝子がT7フ。ロモーターの転写方向に挿入されたものは500
bpの、 SP6フ。ロモーターの転写方向に挿入されたものは約760bpの切断片が得られる。各レー
ンはMl;φX174のHaeIIIによる切断片(1353，1078，872，603，310bp)、M2;pCR2.1のEcoRI
による切断片(3890bp)、M3;pGEM-N16のNco1 による明新片(3003，1038 bp)、1"-'3;ラクトフェ
リンNロープ、遺伝子の挿入されたpGEM-TEasyのPstIによる切断片。
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ATgAAAAAgACA gCTATCgCgATT gCAgTggCACTg gCTggTITC~CT ~CC~TA~CgÇAg ~CC~CCÇCg~gg ~AA~AC~TTÇgA I.gg!gT~CC~TC 96 i 
M K K T A|A  l A V A L A G P A T V A Q A A P R K N V F w c T 132  
97 TCCCAACCTgAg TggTTCAAATgC CgCCgATggCAg TggAggATgAAg AAgCTgçgT~CT ÇCC!CT~TC~CC !gT~Tg~gg~gg ~CC!TT~CC!Tg 192 33 S--Q....ji-.E.~ W~~F -K C- R-R-W--Q -W--R--M -K -K -L -G-A P S 1 T C， V R .R A F A L.. ，64 

193 gAATgTATCCgg gCCATCgCggAg AAAAAggCggAT gCT~Tg~CC~Tg ~ATçgTçgC~Tg ~Tg!TT~Ag~Cg ~gC~gg~AC~CC ~ACðAA~Tg~gg 288 65 Ë....èU.ïl~~~ Ä--I-Ä-~E~ K K -A -O A V -T L -O {f ei-M V F EA  G R DP  Y KL  R 96 

289CCAgTAgCAgCA gAgATCTATggg ACgAAAgAgTCT CCCCAAACCCAC TATTATgCTgTg gCCgTCgTgAAg AAgggCAgeAAC TTTCAgeTggAC384 
97P V A A E l Y G T K E S P Q T H Y Y A V A V V K K G S N F Q L D 1281 

385CAgeTgCAAggC CggAAgTCCTgC CATACgggCCTT ggCAggTCCgCT gggTggATCATe ccTATgggAATC CTTCgCCCgTAC TTgAgCTggACA480 
129Q L Q G R K S c H T G L G R S A G W l l P M G l L R P Y L S iW T1601 

481 gAgTCACTCgAg CCCCTCCAgggAgCTgTggCTAAA !TC!TC!CT~CC ~gC!gT~TTÇCC !gC~TT~AT~gA ~~A~CA~AC~CC ~AC~Tg!gT~AA 576: 161 E"Os-"-L.-OC p--L._-Qu~G..ir.V~~Ã K F F S A c C-V P C 1 O R Q' A Y P N L G Q 192 ' 

577CTgTgCAAgggg gAgggggAgAAC CAgTgTgCCTgC TCCTCCCgggAA CCATACTTCggT TATTCTggTgCC TTCAAgTgTCTg CAggACggggCT6721 1 193 L'UC-j(..U(iUU Ë..UG~~E..~N- Q~C~ A C- S S R--E P Y F G- Y S cr A F K C L Q DG  A 224， 
673ggAgACgTggCT TTTgTTAAAgAg ACgACAgTgTTT gAgAACTTgCCA gAgAAggCTgAC AgggACCAgTAT gAgCTTCTCTgC CTgAACAACAgT768 225 i;o'.o..-v-uA-. F" ii" .K..I~ T--T V -F E -N L -P E -K -A O R--O Q -Y E L L C L N N S 256 
679CgggCgCCAgTg gATgCgTTCAAg gAgTgCCACCTg gCCCAggTCCCT TCTCATgCTgTC gTggCCCgAAgT gTggATggCAAg gAAgACTTgATC864 
257 R'"'UA-Uji_..V ~ O Ä-~F K -E -C-H L -A Q -V P S H A V V A R S V 0 G K E 0 L 1 288 i 

WT 865 TggAAgCTTCTC AgCAAggCgCAg gAgAAATCTggA AAAAACAAgTCT CggAgCTTCCAg CTCTTTggCTCT CCACCCggCCAg AgggACCTgCTg 960: 
K301E g 
S324P A 
WT 289 W K L L S K A Q E K F G K N K S R SF  Q L F G S P P G Q R 0 L L 320 
K301E E 
S324P E 

WT 961 TTCAAAgACTCT gCTCTTgggTTT TTgAggATCCCC CTggTTCCgCgT ggCAgCgCTTgg AgCCACCCgCAg TTCgAAAAATAA 1044 
K301E T 
S324P C 
321 F K 0 S A L G F L R 1 P L V P R G S A W S H P Q F E K end 347 

K301E S 
S324P P 

図面一2 pASKにクローニングしたラクトフエリンNローブ(WT)の配列とその変異(K301E、S324P)



10クローンを得た。各クローンについて挿入配列の塩基配列を確認したところ、 8ク

ローンで野生型のラクトフェリンNロープと同一の塩基配列で、あったが、他の2クロー

ンでアミノ酸の置換を伴う 2種類の変異が確認された(図盟-2)。ひとつ自の変異は 901

残基自の出pA-ラクトフェリン融合蛋白質の翻訳開始コドンを 1"'3塩基自とする)がグ

アニン(g)であり N301Eのアミノ酸置換を伴い、もうひとつは970残基自がシトシン(c)

で、あって S324Pのアミノ酸置換を伴っていた。これらを区別するために変異型の前者が

導入されたプラスミドを pASK-L前 (301問、後者を pASK-L削(324P)、更に野生型のラク

トフェリン N ロープ遺伝子が導入されたものを pASK-L剖 (WT)とした。 pASK-L的 l、

pASIふL剖2、 pASK-L骨~12 および pASlふL間212 では、導入された各フラグメントの遺

伝子は野生型のものと同一で、あった。 pCRLNfについては挿入遺伝子の塩基配列を確認

した。その結果、挿入配列はリーダー配列を含むラクトフェリンNロープの 1"'1035 bp 

がT7プロモーターの転写方向に挿入されたもので、あった。また、 pGEM-Crについては

制限酵素ApaIおよび、XbaIによる切断片の長さ(図盟-3)からラクトブエリンCロープ遺

伝子が SP6プロモーターの転写方向に挿入されたものであることを確認した。

bp 

3890 

民萱E E 2 民軍2

bp 

3003 

1038 

図ill-3 制限酵素ApaIおよびXbaIによるpGEM-Crのカットチェック
ラクトフェリンCロープ遺伝子の挿入されたベクターが導入されたlクローンについてプラスミ
ドを謂製し、制限酵素ApaIおよびXbaIにより切断してアガロースゲ、ノレ電気泳動を行ない
各フラグメントの大きさを比較した。ラクトフェリンCロープ、遺伝子がT7ブロロモーターの転写方
向に挿入されたものは約1kbpと約3kbpの、 SP6プロモーターの転写方向に挿入されたもの
は約4kbpの切断片が得られる。各レーンはMl;pCR2.1のEcoRIによる切断片(3890bp)、
M2; pGEM-N16のNcoIによる切断片(3003，1038 bp)、l;pGEM-CrのApαIによる切断片、
2; pGEM-CrのApaIおよひ0CbaIによる切断片。
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1 ATgAAgCTCTTC gTCCCCgCCCTg CTgTCCCTTggA gCCCTTggACTg TgTCTggCTgCC CCgAggAAAAAC ，gTTCgATggTgT ACCATCTCCCAA 96 

97 CCTgAgTggTTC AAATgCCgCCgA TggCAgTggAgg ATgAAgAAgCTg ggTgCTCCCTCT ATCACCTgTgTg :AggAgggCCTTT gCCTTggAATgT 192; 

193 ATCCgggCCATC gCggAgAAAAAg gCggATgCTgTg ACCCTggATggT ggCATggTgTTT gAggCgggCCgg gACCCCTACAAA CTgCggCCAgTA 288 

289 gCAgCAgAgATC TATgggACgAAA gAgTCTCCCCAA ACCCACTATTAT gCTgTggCCgTC gTgAAgAAgggC'AgCAACTTTCAg CTggACCAgCTg' 3~4 

bLf01 385 CAAggCCggAAg TCCTgCCATACg ggCCTTggCAgg TCCgCTgggTgg ATCATCCCTATg ggAATCCTTCgC ， ~CgTACTTgAgC TggACAgAgTCA 480 
bLfOO C 
481 CTCgAgCCCCTC CAgggAgCTgTg gCTAAATTCTTC TCTgCCAgCTgT gTTCCCTgCATT gATAgACAAgCA'TACCCCAACCTg TgTCAACTgTgC， 576 

577 AAgggggAgggg gAgAACCAgTgT gCCTgCTCCTCC CgggAACCATAC TTCggTTATTCT ggTgCCTTCAAgιTgTCTgCAggAC ggggCTggAgACSn 

673 gTggCTTTTgTT AAAgAgACgACA gTgTTTgAgAAC TTgCCAgAgAAggCTgACAgggAC CAgTATgAgCTT CTCTgCCTgAAC AACAgTCgggCg 168 

769 CCAgTggATgCg TTCAAggAgTgC CACCTggCCCAg gTCCCTTCTCAT gCTgTCgTggCC CgAAgTgTggAT，ggCAAggAAgAC TTgATCTggAAg 864 

865 CTTCTCAgCAAg gCgCAggAgAAA TTTggAAAAAAC AAgTCTCggAgC TTCCAgCTCTTT ggCTCTCCACCC ggCCAgAgggAC CTgCTgTTCAAA .960 

961 gACTCTgCTCTT gggTTTTTgAgg ATCCCCTCgAAg gTAgATTCggCg CTgTACCTgggC TCCCgCTACTTg ACCACCTTgAAg AACCTCAgggAA:1056 

1057 ACTgCggAggAg gTgAAggCgCgg TACACCAgggTC gTgTggTgTgCC gTgggCCCTgAg gAgCAgAAgAAg TgCCAgCAgTgg AgCCAgCAgAgC 1152 

1153 ggCCAgAACgTg ACCTgTgCCACg gCgTCCACCACT gACgACTgCATC gTCCTggTgCTg AAAggggAAgCA gATgCCCTgAAC TTggATggAggA 1248 

1249 TATATCTACACT gCgggCAAgTgT ggCCTggTgCCT gTCCTggCAgAg AACCggAAATCC TCCAAACACAgT AgCCTAgATTgT gTgCTgAgACCA 1344， 
1345 ACggAAgggTAC CTTgCCgTggCA gTTgTCAAgAAA gCAAATgAgggg CTCACATggAAT TCTCTgAAAgAC AAgAAgTCgTgC CACACCgCCgTg 1440 

1441 gACAggACTgCA ggCTggAACATC CCCATgggCCTg ATCgTCAACCAg ACAggCTCCTgC gCATTTgATgAA TTCTTTAgTCAg AgCTgTgCCCC丁、1536

1537 ggggCTgACCCg AAATCCAgACTC TgTgCCTTgTgT gCTggCgATgAC CAgggCCTggAC AAgTgTgTgCCC AACTCTAAggAg AAgTACTATggC 1632 

1633 TATACCggggCT TTCAggTgCCTg gCTgAggACgTT ggggACgTTgCC TTTgTgAAAAAC gACACAgTCTgg gAgAACACgAAT ggAgAgAgCACT 1728
1 

1729 gCAgACTgggCT AAgAACTTgAAT CgTgAggACTTC AggTTgCTCTgC CTCgATggCACC AggAAgCCTgTg ACggAggCTCAg AgCTgCCACCTg 1824 

1825 gCggTggCCCCg AATCACgCTgTg gTgTCTCggAgC gATAgggCAgCA CACgTgAAACAg gTgCTgCTCCgC CA 

図ill-4 ウシラクトフェリン遺伝子の配列(DDBJAB046664)と変具体(pGEM-bLfOO)



ill-1-2 ラクトフエリン全長遺伝子の作製

pGEM-:-bLfOOの挿入配列の全長について DNA配列を確認した(図IIL-4)。その結果、得

られた5クローンすべてについて、397塩基目(ラクトフェリン遺伝子の翻訳開始コドン

を1""'3塩基目とする)がシトシン(c)、 1895塩基目がグアニン(g)であった。これらの変

異によってコードされる蛋白質にはそれぞれ S133PとH632Rのアミノ酸置換を生じる

と考えられる。 S113Pのアミノ酸置換を伴う変異を野生型に戻した pGEM-bL印1を作製

し、その挿入配列の全長についてセンス鎖、アンチセンス鎖とも DNA配列を決定した

(図ill-4)。その結果は日本 DNAデータバンク(DDBJ)に登録した(AccessionNo. 

AB046664)。

ill-2 大腸菌における組換えラクトフェリンNロープの発現

ill-2-1 大腸菌菌体内での発現

LfN/pQE13LではラクトフェリンNロープ遺伝子が正方向に挿入された3クローンを

得たが、これらの各クローンの間では、平板培養した際のコロニーの外観および組換え

蛋白質を誘導した時の宿主大腸菌の成長特性に差は見られなかった。ウエスタンプロッ

トによって検出したところ、いずれのクローンにおいても組換え蛋白質を誘導した宿主

菌体破砕液中に抗ラクトフェリン抗血清に反応するバンドは多数見られたが、約40kDa

のバンドは誘導後に顕著に増加していた。 LfN/pET20bではラクトフェリンNロープ遺

伝子が正方向に挿入された2クローンを得たが、組換え蛋白質誘導後の培地に組換えラ

クトフェリンNロープは見られず、組換え蛋白質は菌体内に蓄積していた。 pGEX聞bLfN

および pGEX-bL聞でもそれぞれ数クロ}ンを得たが、いずれのクローンでも組換えラ

クトフエリン N ローブは菌体内に蓄積した。大腸菌を宿主とした場合の組換えラクト

フェリンNロープの発現について、結果を表ill-1にまとめた。

組換え蛋白質を発現する際の誘導条件について、培地の組成、培養温度(37、34、30、

27、24、16"C)、誘導剤(IPTG)添加後の培養時間について検討したが、組換え蛋白質の

発現量に関して特に変化は見られなかった。 IPTGの濃度(0""'0.5mM)は0.25mMが最も

効率的であった。一方、組換え蛋白質の誘導後の培地には抗ラクトフェリン抗血清に反

応する蛋白質は見られなかった。また宿主菌体内に蓄積した組換え蛋白質はポリトロン

ホモジェナイザーによる破砕や超音波破砕などの物理的手段、および0.05""'2%TX100、
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表lli-1 大腸菌における組換えラクトフェリン Nロープの作製

V~ctor- . host strain 
目ー pQE13TG-l

pET20b ← M15REP4 

pGEX目2T DH5a 

pA，SK:-II3心一 BL21

国笠国主
L1N/pQEI3L 

I1N/pET20b 
pGEX-bLtN 

pGEX-bL国
pASK-LtN 

マ recombinantproduct 

DHFRase~Lflぜ

result 
trace 

trace pelB二日E，HiS6
GST-Lflぜ inclusion body 

GST-L:日仏His6 inclusion body 
OmpA-LfN-StrepTagII inclusion body 

inclusion body 
PASK-LEUOIIIPA-NrStrepTagII host inhibition 

PASIC-LtN2 OmpA-Nn-StrepTagII inclusion body 

pASK-LtNlγ りmpA-N1Nn-St:rとPTdgIfhclusimbodモ
host inhibition 

pASK-L町212.OmpA閉NnNmNlvNv inclusion body 
-StrepTagII host inhibition 

0.05.......1 % Tween20、1""'2% Tween80等の界面活性剤によって可溶化・抽出することはで

きなかった。組換え蛋白質は 1%TX100によって洗浄した後の菌体から 6M guanidine 

hydrochrolide (GuHCI)、8M尿素、または 1%SDSによって抽出されたが、透析や希釈

によって蛋白質変性剤の濃度を下げるとウエスタンプロッティングによって溶液中の

組換えラクトフェリン Nロープを検出することはできなくなった。チオール還元剤と

して2%2MEまたは 10.......100mM dithiothreitol (DT乃を加えて 8M尿素によって抽出し

た組換えラクトフエリンNロープは、 10mM酸化型グルタチオンおよび100mM還元

型グルタチオンの存在下で透析によって段階的に尿素濃度を下げると溶液中から消失

した。また、HisTagを付加した組換えラクトフエリンNロープを 6MGuHClで抽出し、

Ne+またはCo3+イオンを用いた金属キレートクロマトグラフィーによって融合蛋白質を

精製することも試みたが、金属アフィニティーカラムから組換えラクトフェリンNロー

ブを回収することはできなかった。更に、 pGEXゐLfNおよびpGEXゐLfHにおいて発現

した組換え融合蛋白質については BugBuster@による抽出法を試みたが、組換えラクト

フェリンNローブを可溶化することはできなかった。

lli-2-2 組換えラクトフェリンNロープのペリプラズム層への移行

pASK-IBA2をベクターとして発現したラクトフエリン Nロープおよび各フラグメン

トは、 SDS-PAGEにおける移動度がクローニングした各遺伝子の長さから期待されるも

のと一致することがウエスタンブロッティングによって確認された(図lli-5)。これらの

組換え蛋白質は浸透圧ショック法によって調製したペリプラズム画分では検出できな

かった。 pASK-L:町、 pASK~LfN1 および pASK-LfN212 を用いてラクトフェリン N ロー
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図皿-5 pASK-ffiA2系で発現した組換えラクトフェリンNロープの確認

宿主大腸菌の粗抽出液中の各組換えラクトフェリンフラグメントを、抗ラクトフェリシオ克血消を用い
たウヱスタンプロットにより検出した。各レーンは1;pASK-IBA2、非誘導、 2;pASK-IBA2，誘導、
3; pASK-LfN、非誘導、 4;pASK.LtN、誘導、 5;pASK-Lf問、 非誘導、 6;pASK-LfN1，誘導、
7; pASK-LfNI2、非誘導、 8、pASK-LtNI2、鶴導、 9;pASK-LfN2、非誘導、lO;pASK-L削 2、
誘導、11;pASK-LfN212、非誘導、 12;pASK-LfN212、m印 coo、13;bovine laco出~rrin(250 
μ.g) 
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図面 6 pASK-ffiA2系における宿主大腸菌の生育阻害

各組換えラクトフェリンフラグメJトを誘導した際の宿主大腸菌の生育曲級。誘導条件はLB中、
27"C、振壷焔聾、00醐が0.25に達したとき(=叫に最轄濃度0.5μMのAHTを蘇加。0非誘導、
.誘導、0・pASK-IB目、0・pASK-L問、0・pASK-LfN1，0・ASK-LfNI2、
0・pASK-LfN2， pASK-LfN212 
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ブ(A20""'P330)、N1フラグメント(A20""'T109)、および、Nll""'N1Vフラグメント(Hll0""' P330) 

を発現させた場合、誘導開始直後から約4時間後に渡って宿主大腸菌の増殖が停滞した

← 一(図ill-6jopASK-LtN2およびpASK-L:倒12を用いてNrrフラグメントおよびN('''Nllフラ

グメントを発現させた場合は、宿主大腸菌の生育阻害は他の三者に比べて弱かった。誘

導開始後 2""'3時間の各宿主菌体からはそれぞれの組換えフラグメントがウエスタンプ

ロッティングによって確認された(図i11-5)。

E・3 昆虫細胞系における発現

E・3-1 組換えラク bフェリンNロープの検出

ラクトフェリン Nロープ遺伝子を導入した組換えウイルスを感染させて 3日目の宿

主細胞の粗抽出液についてウエスタンプロッティングを行なったところ、抗ラクトフェ

リシンモノクローナル抗体に反応する分子量約38kDaおよび約35kDaの蛋白質のバン

ドが検出された(図i11-71ane4)。また、感染後4日日以降の培地中には抗ラクトフェリ

ン抗血清に反応する分子量約43kDaの蛋白質のバンドが検出された(図i11-81ane2)。

これらのバンドは組換えウイルスを感染させていない宿主細胞およびその培養上清で

は検出されなかった。また、感染後4日目に培養上清を回収した後に培地を交換して継

続して培養を続けた場合には、 7日目以降の培養上清で検出される組換え蛋白質は分子

量38kDaのものが優勢となった(図ill-81ane 3""'6)。ウエスタンプロッテイングによって

検出されたこれらバンドの移動度は、感染後3日目に宿主細胞中で検出されたものと一

致した。光学顕微鏡による観察で組換えウイルス感染後7日目以降の宿主細胞は大部分

が妹裂していることが確認された。

ID-3・2 組換えウイルスのプラーク純化

昆虫細胞系で生産される組換えラクトフェリン N ローブはポリアクリルアミドゲル

電気泳動において移動度の異なる少なくとも 3種類のバンドが検出された(図E・7，図

E・8)。これらの組換えラクトフェリン N ローブが、感染させた組換えウイルスが単一

プラークでないことによって生じたものである可能性があるので、ラクトフェリン N

ロープ遺伝子を導入した組換えウイルスのプラーク純化を行い、発現する組換えラクト

フェリン Nロープに違いが見られるか検討した。純化した 5プラークのうちウイルス

の高力価の 2プラーク(それぞれ4X107および4X 108 plaque forming unit (p白)畑1)につい
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図ill-7昆虫細胞系における組換えラクトフェリンN口一ブ
の発現(細胞粗抽出液)

宿主昆虫細胞の粗抽出液中の組換えラクトフェリンNロープを、抗ラクトフェリン

抗血清を用いたウエスタンプロットにより検出した。各レーンは1;健常宿主締臨

(1日町、 2;L剖 /AcNPV感染細胞(1日間、 3;健常宿主細胞(3呂町、 4;

LfN/AcNPV感染細胞(3S目)。

kDa 
E 2 3 4 5 語

97.4 

66.0 

4丘時

3時.曾

21.5国
14.4 -

図盟-8 昆虫細胞系における組換えラクトフェリンNロー
ブの発現(培養上清)

f言主昆虫細胞の培養上清中の組換えラクトフェリンNロープを、抗ラクトフェリ
シンモノクロ一ナノレ抗体を用いたウエスタンブFロットにより検出した。各レーン
は1;健常宿主細胞の培養上清、 2;LfN/AcNPV感染後4日目、 3;
L間 /AcNPV感染後7日目、 4;L悶/AcNPV感染後8日目、 5;LfN/AcNPV感染
後9日目、 6;L剖/AcNPV感染後10日目。
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て、それぞれ宿主細胞に感染させて得られた組換えラクトフェリン N ロープの移動度

ーを比較bた。ーその結果、一宿主細胞の粗抽出液と培養上清の両者で、組換えラクトフェリ

ンNロープのバンドはプラーク純化前のものと同一であった(図ill-9)。

ill-3-3 組換えウイルスの再感染

組換えラクトフェリンを含む培養上清を健常昆虫細胞の培地に接種すると、接種後4

日目の培養上清、および宿主細胞内に組換えラクトフェリン N ロープが生産されてい

ることがウエスタンプロッティングによづて検出されたよまた、 FCSを含む培地を用い

た場合(図ill.酬胸仏 lane7，8勾)、および""'20μ.g/mlの牛乳由来のラクトフエリンを含む無血清

培地を用いた場合(図ill-10)にも組換えウイルスを接種することによって組換えラクト

フェリン Nロープが生産された。また、組換えラクトフェリン Nローブおよび組換え

ウイルス LfN/AcNPVを含む培養上清について超遠心分離(200，000Xg、240分)を行ない、

遠心分離した後の上清の上層および中層と、ウイルスを含む下層のそれぞれについてウ

エスタンブロッティングと健常細胞への再感染試験を行なったところ、全ての画分で組

換えラクトフェリン Nロープの量に差は認められなかった(図ill-11A)が、上層を接種

したものでは下層を接種したものに比べて組換えラクトフエリン N ローブの生産量が

著しく減少していた(図E・11B， C)。

ill-3-4 組換えラクトフェリンNローブの生産量

ドットプロットおよび、ウエスタンプロットの結果をデジタルカメラで撮影し、取り込

んだ画像のシグナル強度を SciOIumageを用いて解析した。その結果、底面積25cm2の

培養フラスコにおいて無血清培地5mlで組換えウイルス感染後4日間培養した場合、

組換えラクトフェリンNロープの総生産量は約 300陪で、そのうち約50同が培地中

に分泌されている(約 10μ.g/ml)ものと推定された。

ill-3-5 組換えラクトフェリンNロープの糖鎖切断

昆虫細胞系で産生された組換えラクトフェリン N ロープにどのような糖鎖が付加さ

れているかを推定するために、本実験で得られた組換えラクトフェリン N ローブのう

ち最も分子量の大きい分泌型のラクトフェリン N ロープについて PNGaseF、

Endo-O-glycosidaseおよびSialidaseAによる糖鎖切断処理を行い、 SDS-PAGEにおける
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図盟8 プラーク純化後の組換えラクトフェリンNローブの移動度の変化

プラーク純化した組換えウイルス(プラーク番号1-1-2および1-1δ)を感染させて4日後の細胞粗抽
出液および培養上清中の紐換えラクトフェリンNロープ、を、抗ラクトフェリン抗血清を用いたウエス

タンプロットにより検出した。各レーンは1;健常宿主細胞の粗抽出液、 2;プラーク純化前の

LfN/AcNPV感染細胞の粗抽出液、 3;LfN/AcNPV (1-1国2)感染細胞の粗抽出液、 4;LfN/AcNPV 
(1-1・5)感染細胞の粗抽出液、 5;健常宿主細胞の培養上清、 6;フ。ラーク純化前のLfN/AcNPV感
染細胞の培養上清、 7;LfN/AcNPV (1-1-2)感染細胞の培養上清、 8;LfN/AcNPV (1・1-5)感染細
胞の培養上清。 9""'11;ウシラクトフェリン(50、100、200ng) 
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機糊礎機

図亜帽10 ウシラクトフェlJン存在下での再感染

叩 bLf

_ recombinant 
bLfN 

ウシラクトフェリン(0""'200μg/ml)存在下で、LfN/AcNPVを感染させた宿主昆虫細胞の
培養上清中の組換えラクトフェリンNロープを、抗ラクトフェリン抗血清を用いたウエスタ

ンブ、ロットにより検出した。各レーンは1""'6;ウシラクトフェリン(それぞれ200、100、50、

20、10、Oμg!ml)存在下で、組換えウイルスを感染させた締胞の培養上清、 7;
LfN/AcNPV感染後4日目の培養上清、 8""'10;ウシラクトフェリン(50、100、200ng) 
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図llI-ll超遠心操作後の各層に含まれる組換えラクトフェリンNローブと再感染能

L剖/AcNPVと組換えラクトフェリンNロープ、を含む宿主昆虫細胞の培養上清を超遠心操作によって分離した上層および下層について、含まれる組換
えラクトフェリンNロープの検出(A)と健常細胞への再感染試験を行なった。再感染の成立は、宿主昆虫細胞の粗抽出液(B)および培養上清(c)中に
含まれる組換えラクトフェリンNロープ、を抗ラクトフェリシンモノクロ一ナノレ抗体および、抗ラクトフェリン抗血清を用いたウエスタンプ、ロットによって検出す

ることによって確認した。各レーンは1;超遠心前の培養上清、 2;超遠心後の上層、 3;超遠心後の下層、 4;超遠心後の上層を感染させた宿主見虫細

胞の粗抽出液(B)と培養上清(c)、 5;超遠心前の培養上清を感染させた需主昆虫細胞の粗抽出液(B)と培養上清(c)、 6;超遠心後の下届を感染させ
た宿主昆虫細脂の粗抽出液(B)と培養上清(c)、7;フ。ラーク純化前のL剖/AcNPV感染細胞の培養上清、 8"'10;ウシラクトフェリン(500、1000、100ng)。
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図臨-12組換えラクトフェリンNローブの糖鎖切断
昆虫細胞系で、発現した分泌型の組換えラクトフェリンNローブについて、糖鎖切断酵素

による分子量の変化を調べた。ウシフェチュイン(A)およびウシラクトフェリン(B)について

は、 SDS-PAGEにおける移動度の変化をCBB染色によって検出した。培養上清中に含

まれる組換えラクトフェリンNロープ(c)の移動度の変化は、抗ラクトフェリシンモノクロ一ナ

ノレ抗体を用いたウエスタンブ、ロットにより検出した。各レーンはM;分子量マー

カー(LMW)、O;L剖 /AcNPV感染細胞の培養上清、 1;糖鎖切断酵素無添加(Negative

control)、2;Peptide-N-glycosidase Fによる切断、 3;Sialidase Aによる切断、 4;Endo心幽

glycosidaseによる切断、 5;Peptide岨N岨glycosidaseF、SialidaseA、およびEndo-O-

glycosidaseによる切断。
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2 零3 4 

機縁
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図彊欄13 組換えラクトフェ!)ンNローブの宿主細胞破砕液による分解
健常細胞破砕液で、の処理による分泌型組換えラクトフェリンNロープpの分子量の変化を、抗ラ

クトフェリン抗血清を用いたウエスタンブPロットにより検出した。各レーンは1;健常細胞破砕i夜、
2;L部 /AcNPV感染細胞の堵養上清、 3"-'6;宿主細胞破砕液添加0、1，3、4日後、 7;
L悶 /AcNPV感染細胞の粗抽出液、 8;健常宿主細胞の組抽出液。
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関盟-14~詰定住ヘパリンカラムによる組換えラクトフェリンNローブの
部分精製(ウエスタンブロット)

固定化へパリンカラムを用いて部分精製した組換えラクトフェリンNロープを、抗ラクトフェリン抗
血清を用いたウエスタンプロットにより検出した。各レーンは1;LfN/AcNPV感染宿主細抱の粗
抽出液、 2;L悶/AcNPV感染宿主細胞の培養上靖、3;へノ叩ンカラム非吸着画分、4;10mlの
PBSによる洗浄液の商分、 5""'9;0.1、0ム0.3， 0.5、1.0M NaCl/PBSによる溶出画分、 10;溶出
後の洗浄液の画分、 11;ウシラクトフェリン(100ng) 

ゆ--紛紛開制糊糊醐酬刷物網棚同開蜘蜘軒

図瞳-15 ~定化ヘパリンカラムによる組換えラクトフェリンNローブの
部分精製(銀染色)

盟定化へパリンカラムからの各溶出画分に含まれる蛋白質を銀染色により検出した。各レーン
はM;LMW分子量マーカ一、 1;L剖/AcNPV感染宿主細胞の糧抽出液、 2;L部/AcNPV感染
宿主細砲の培養上清、 3;へパリンカラム非吸着画分、 4;PBSによる溶出画分担0)5; 10 mlの
PBSによる洗浄液の画分、 6""'10;0.1、0ム0.3、 0.5、1.0M NaCl/PBSによる溶出商分、 11;ウシ
ラクトフェリン(100n針。
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移動度の変化をウエスタンフロッティングによって調べた。陽性対照のウシ fetuinは

37'Cぉ 3時間の酵素反応で3種の糖鎖切断酵素に対して感受性を示レた(図面ム12A)己ま

た、牛乳由来のラクドフエリジは閉じ反応条件で PNGaseFに感受性であった(図III-12B 

lane2)が、 Endo-O-glycosidaseおよび SialidaseAによって SDS-PAGEにおける移動度に

変化は見られなかった(図III・12B lane 3， 4)。分泌型の組換えウシラクトフェリンNロー

ブは酵素反応によって SDS-PAGEにおける移動度に変化は見られなかった(図III-12c)。

Eふ6 宿主細胞破砕液による組換えラクトフェリンNロープの分解

宿主細胞内で合成された組換えラクトフェリン N ロープが細胞内で分解されたこと

によって分泌能を失ったという可能性を検討するために、健常宿主細胞の破砕液によっ

て分泌型組換えラクトフェリン Nローブが分解されるか否かを調べた。凍結融解法に

よって調製した健常宿主細胞の破砕液によって培養上清中に分泌された組換えラクト

フエリン N ロープは分解された(図III-13)。ウエスタンプロッティングによって確認さ

れた SDS-PAGEにおける移動度から、分子量の変化は約5kDaと推定された。

III-3-7 固定化ヘパリンカラムによる部分精製

分泌型の組換えウシラクトフェリン N ロープについて、固定化ヘパリンカラムによ

る精製を試みた。培養上清約10mlを1ml容のHiTrap@-heparinカラムに通したところ、

非吸着画分には組換えラクトフェリン Nロープが検出されなかった。カラムに吸着し

た成分を 0、0.1、0ム 0ふ 0.5および0.75M NaC1!PBSによって溶出すると、組換えラ

クトフェリンNロープの一部がPBS溶出画分に検出される他は大部分が0.5および0.75

M NaC1!PBSで溶出した画分に含まれていた(図III-141ane8，9)0 0.1""""'0.3 M NaC1!PBSに

よる溶出画分には、抗ラクトフェリン抗血清に反応しない蛋白質も含まれていた(図E

-lS lane 6~'~8)。また、非吸着画分と各溶出画分について健常細胞に対する再感染試験を

行なったところ、非吸着画分、 PBS溶出画分、 0.1および0.75M NaC1!PBSによる溶出

画分では再感染は成立せず、 0.3および0.5M NaC1!PBSによる溶出画分で弱い感染能が

認められた。

III-3-8 透析による脱塩

固定化ヘパリンカラムから 0.5および0.75M NaC1!PBSで溶出した画分および牛乳由

来のラクトフェリンについて、透析によって塩濃度を PBSの1/8まで段階的に低下させ
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ると、後者では濃度の減少が 112程度(回収率50%)であるのに対して、組換え蛋白質で

は濃度がJ/10(回収率10%)以下に減少したRそれ以外の各画分では透析後には組換えラ

クトフエリンNロープはウエスタジプロッティングによって検出できなくなった。

i11-3・9 組換えラクトフェリンNロープの抗菌活性

固定化ヘパリンカラムからの各溶出画分について、マイクロプレートアッセイ法によ

る抗菌活性の測定を行なった(表直・1)0PBS溶出画分、 0.1および0.3M NaCl/PBSによ

る溶出画分では大腸菌 0111株に対する強い抗菌活性が認められたが、組換えラクト

フェリンNローブの大部分が含まれる 0.5および1.0M NaCl/PBSによる溶出画分では

検定菌の生育阻害は見られなかった。

表E・2 固定化ヘパリンカラム溶出画分の抗菌活性

Materials Conc四ltration Activity (%) 

ウシラクトフェリン 5% (w/v) 100 

2.5% 84.1 

1.25% 73.6 

0.625% 51.5 

PBS (陰性対照) N.1.
1 

NaC1!PBS 

ヘパリンカラム溶出画分

0.1 MNaCl 

0.2MNaCl 

0.3 M NaCl 

0.5 MNaCl 

1.0 MNaCl 

lNo inhibition ofbacterial growth. 

0.25M N.1.1 

0.5 M N.1.1 

-41-

121.5 

48.2 

97.8 

15.4 

N.1.1 



III-4 植物ウイルス系における発現

ラクトフェリンNロープ遺伝子を組み込んだ組換え植物ウイルスに感染したソラマ

メ葉の抽出液を健常ソラマメ葉に接種することによって再感染が成立し、更に再感染し

た組換えウイルスがラクトフェリンNロープ遺伝子を保持していることが RT-PCRに

よって確認されている。また、葉の PBS抽出液中に抗ラクトフェリシンモノクローナ

ル抗体に反応する約 50kDaの蛋白質が確認された(図E・16)が、茎の抽出液中には見ら

れなかった。組換えウイルスを感染させていないソラマメの健常葉の抽出液にはこの蛋

白質は認められなかったことから、組換えウイルスによって組換えラクトフェリンN

ロープが作製されたものと考えられる。
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図E・16組換え植物ウイルス感染ソラマメ葉PBS抽出物中の組換え
ラクトフェリンNロープの検出

ソラマメを宿主とする植物ウイルス系で作製した組換えラクトフェリンNロープを抗ラク
トフェリシンモノクローナル抗体を用いたウエスタンブ、ロットによって検出した。各レー
ンは1;健常ソラマメ葉の粗抽出液、2;健常ソラマメ葉のPBS抽出残撞、3;健常ソラマ
メ葉のPBS抽出液、4;健常ソラマメ葉の2%2MEIPBS抽出残誼、 5;健常ソラマメ葉の
2MEIPBS抽出液、 6;組換え植物ウイルス感染葉の粗抽出液、7;組換え植物ウイル
ス感染葉のPBS抽出残誼、 8;組換え植物ウイルス感染葉のPBS抽出液、 9;組換え
植物ウイルス感染葉の2MEIPBS抽出残濯、 10;組換え植物ワイルス感染葉の2%
2MEIPBS抽出残誼、 11;組換え植物ウイルス感染葉の2%2MEIPBS抽出液。

-42-



第W章考察

N・1-ラクトフヱリン遺伝子

N-1・1 クロ一二ングじたラクトフェリンNロープ遺伝子の変異

ウシラクトフェリンの遺伝子配列はこれまでに 4O1Jの報告がある(Goodman1991， 

Mead 1990， Pierce 1991， .Seyfert 1994)。これらを比較すると何れも数箇所で異なる塩基配

列が見出され、そのうち幾っかについてはアミノ酸の置換を伴うものである。これらの

差異は遺伝的なバリエーションによる変異と考えられる(Seyfert1997)。本研究において

クローニングを行い、塩基配列を確認したラクトフエリンNロープ遺伝子では、pCRLNf

の528塩基目でT→C、pGEM-LNfの397塩基目でT→c、更に pASK-L:悶(301E)および、

pASK-LfN(324P)のそれぞれ901残基目でA→gおよび970残基目でT→C(図ID-2)の変

異が確認された。このうち pCRLNfに見られた変異はアミノ酸の置換を伴わないが、

pGEM-LNfにおける変異はトリプレットコードをTCCから CCCに変え、その結果S133P

のアミノ酸の置換を生じると考えられる。この変異はこれまでの報告例には見出されて

いないが、出発材料とした乳腺組織に由来する変異であるか、遺伝子の増幅操作の中で

偶然発生した塩基の置換によるものかは不明である。 pASK-LfNに見出されたこつの変

異株(N301E、S324P)は、配列を確認した 10クローンの中でそれぞれ 1クローンのみに

ついて確認されたものである。また、同じテンプレートから挿入配列を増幅して作製し

たpASK-LfN212にはこれらの変異は見られなかった。従ってこれらの変異はPCRに

よってベクターに組み込む挿入配列を増幅した際に DNAポリメラーゼの読み間違いに

よって生じたものであると考えられる。これら二つの変異は何れも鉄結合部位を構成す

るアミノ酸残基ではないが、ラクトフェリンNローブの第一ドメインのロOSSover領域

の蛋白質表面付近に位置している(図N・1)。側鎖は立体構造上近位にある第一ドメイン

と第二ドメインを結ぶ領域と相互作用をして蛋白質の構造を維持する上で重要な役割

をしていると考えられるので、これらのアミノ酸側鎖が性質の異なるものに置換した場

合はラクトフェリン Nロープの立体構造が不安定になることが考えられる。
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図IV- l ウシラクトフェ~ンNロープの立体構造
ウシラクトフェリンNロープのペプチド主鎖構造別24-R363)のリボンモデノレ。ラクト

フェリシンBに相当寸る部分(F36-F60)を黄色で示した。また、K299お上びS3220コ
側鎖(ボール&スティックモデノレ)をそれぞれ捧と緑で示した。

図IV-2 ウシラクトフェリンの立体構造

ウシラクトフェリンのベプチド主鎖構造(子1j24........R708戸フリボンモデル。ラクトフェリシン
BIこ相当する部分(F36~F60)を黄色で示した。また、 S133およ(1R632の側鎖{ボー
ノレ&スティックモデル)をそれそeれ青と燈で示した。
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W・1-2ラクトフェリン全長遺伝子の変異

_- __  c ..~.-pGEM~bLfOO に見出さーれた 2ケ所の変異は遺伝子産物に S133P，_および、 H632R のアミ

ノ酸置換を生じさせるものであった(図皿-4)。野生型ラクトフェリンにおいて S133は鉄

の結合には関与しないと考えられているが、 Nnドメイン中のβシートの中央部に位置

し(図N-2)、Nロープの立体構造の維持に寄与しているものと考えられる。セリンの側

鎖は親水'性が高く、蛋白質の立体構造形成において水素結合を形成するなどの働きをし

ている場合があるが、プロリンの側鎖は親水性ではなく、蛋白質の主鎖構造を固定する

働きがある。 S133Pのアミノ酸置換は側鎖の性質が大幅に変化するので、この変異に

よっ一て組換え蛋白質の立体構造は天然のものと大きく異なったものになる可自旨|生が考

えられる。一方、 H632はC1ドメインの runback部分でαヘリックスめ中に位置しi側

鎖はドメインの外方を向いている(図N-2)。この側鎖はラクトフエリンの鉄結合性や立

体構造への寄与分は少ないと考えられるが、ヒスチジンの側鎖は芳香環であって電子供

与体として機能し得るので、この性質を考慮するとラクトフェリンのリガンド結合部位、

またはレセプター結合部位の一部になっている可自旨性も考えられる。

N・2 大腸菌における組換えラクトフェリンNロープの発現

N-2・1 不溶性封入体の生成

本研究において大腸菌を宿主とする組換え蛋白質発現ベクターは、外来遺伝子をマウ

スdihydroforatereductaseとの融合蛋白質として発現する pQE13L、大腸菌の蛋白質分泌

シグナル配列である pelBリーダーを付加して発現する pET20b、日本住血球虫

Schistozoma japonica GSTとの融合蛋白質として発現する pGEX-2T、および宿主大腸菌

のペリプラズム層に組換え蛋白質を分泌する pASK-IBA2を使用した。これらの発現系

で作製した組換えラクトフェリンNロープは全ての系で不溶性の封入体(インクルー

ジョンボディ)となって宿主菌体内に蓄積し、本研究で試みた方法ではこれを可溶化す

ることはできなかった。発現した組換え蛋白質が不溶性封入体となることを防ぐために、

組換え蛋白質を発現させる際の培地の組成(塩濃度、緩衝成分、糖濃度、グリセロール

や金属塩の添加)、培養温度、発現を誘導する試薬の濃度と誘導を開始するタイミング、

誘導開始後の培養時間について検討したが、可溶性の組換えラクトフェリンNローブ

は得られなかった。一方、 6MGuHCl、8M尿素、または l%SDSを用いて菌体内に不
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溶性封入体として蓄積した組換え蛋白質を変性させて抽出することはできたが、抽出溶

:液中の変性剤を除くと組換えラクトフェリンNロープは溶液中には検出できなくなっ

た。これは変性剤を除くことによって疎水性相互作用等の蛋白質問相互作用が強まり、

組換え蛋白質が再び沈殿したため、或いは透析膜などに吸着したためと考えられる。金

属キレートクロマトグラフィーにおいてHisTag融合蛋白質を回収できなかったのも、

同様の理由で組換え蛋白質がカラム内で再び不溶化し、沈殿またはカラム担体等に吸着

したものと考えられる。大腸菌では真核細胞由来の蛋白質が持つ糖鎖は合成されず、組

換え蛋白質は糖鎖を持たないペプチド鎖のみが作成される。対暴菌を宿主として発現し

た組換えラクトフエリンNロープが糖鎖、を持たないこともi 不溶性封入体を形成しや

すぐする一因になっているものと考えられる。結局、大腸菌を宿主とする外来遺伝子発

現系においては組換えラクトフェリンNロープは作製されるが、発現した組換え蛋白

質を可溶化して分離・精製の可能な形で回収することは不可能であった。最近、 N末端

領域を欠くウシラクトフェリンを thioredoxinとの融合蛋白質として大腸菌において作

製に成功した例が報告された(Sitaram1998)。この例では宿主菌体内で発現した組換えラ

クトフェリンを超音波処理によって破壊した菌体から 8Mの尿素で抽出し、 glutathione

(酸化型対還元型の濃度比は10対1)の共存下で透析することによって段階的に尿素を除

いて立体構造の再構築(リナチュレーション)を行い、ラクトフェリンレセプターと可逆

的に結合する組換え蛋白質を得ているが、この立体構造が天然のラクトフェリンと同ー

であるかは明らかではない。ウシラクトフェリンNローブは 14個のシステイン残基を

持ち、牛乳由来の天然型ラクトフェリンのNロープ中では7ケ所でジスルフィド結合

が形成されている(Goodman1991)。大腸菌は原核細胞であって、蛋白質の翻訳後修飾お

よび立体構造形成機構が真核細胞とは異なるので、発現した外来遺伝子産物は立体構造

を形成する以前に分子内、或いは分子聞でランダムにジスルフィド結合を形成し、これ

が不溶性の封入体を造る原因の一つであると考えられる。従ってラクトフェリンNロー

ブのようなジスルフィド結合を多く持つ蛋白質を大腸菌を宿主として発現させる場合

は、シャペロン共発現系(Nishihara1998，柳1999)等を利用して天然の立体構造を形成さ

せるような工夫が必要であると考えられる。

N-2-2 組換えラクトフェリンフラグメントによる宿主大腸菌の生育阻害

組換えラクトフェリンNロープ、組換えラクトフェリンN1ドメイン、および、ロossover、

run back領域を含むNIIドメインを発現させることによって、宿主大腸菌の生育阻害が
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見られた(図E・6.緑、青、燈色)。組換え蛋白質の誘導剤AHTは抗生物質であるが、
誘導に使用した濃度は抗生物質としての有効濃度以下であり、外来蛋白質遺伝子を含ま

ないプラスミド(pASK-IBA2)を持つ宿主大腸菌の生育に影響を与えない(図ill-6.灰

色)。また、 AHTの添加によって宿主大腸菌の生育に影響が出始めるのは添加後約 1時

間後からであり、 AHTの直接的な作用による生育阻害ではないと考えられる。従って、

pASK-L問、 pASK-LtN1、pASK-LtN212を持つ菌株で見られた宿主大腸菌の生育阻害は

発現した組換え蛋白質の作用であると考えられる。各組換え蛋白質は宿主大腸菌のペリ

プラズム層に分泌されず菌体内で不溶J性の封入体になっていると考えられ、本来ラクト

フェリンが持つ生理作用を発揮できるとは考えにくい。しかし、大腸菌が持つ蛋白質分

解酵素の働きによって不溶性封入体の一部が分解され、ラクトフェリシン(Bellamy

1992)のような強い抗菌活性を持つペプチドが生じて宿主の生育に影響を与えている可

能性があると考えられる。ただし、ラクトフェリシンはNIフラグメントに含まれるペ

プチドであって、 Nn、Nm、およびN1Vフラグメント(表ト1)には存在しない。この組換

えフラグメントが宿主大腸菌の生育を強く阻害することが示されたことから、ラクト

フェリンNローブにはラクトフェリシン以外にも抗菌活性を持つペプチド領域が存在

する可能性が示唆された。

N・3 見虫細胞における組換えラクトフェリンNロープの生産

N-3-1 組換えラクトフェリンNロープの発現

本研究で用いた昆虫ウイルスベクタ一系は、宿主特異性が高く、また感染能力も高い

. AcNPVウイルスに目的遺伝子を導入し、発現力の強いポリヘドリンプロモーターを利

用して組換え蛋白質を生産させるものである(松浦 1991)。遺伝子の導入に用いたプラ

スミドはAcNPVのポリヘドリン遺伝子をシャトルベクターにクローニングし、転写開

始コドンを含む遺伝子配列の一部を除き、そこにマルチクローニングサイトを導入した

ものである。マルチクローニングサイトに挿入された外来遺伝子はその上流、下流に位

置するポリヘドリン遺伝子と AcNPVのポリヘドリン遺伝子との聞に生じる相同組換え

によってウイルス遺伝子中に組込まれ、ウイルスの活動に伴って宿主細胞内で転写・翻

訳される。

L倒/AcNPVを感染させた宿主昆虫細胞および培養上清で抗ラクトフェリン抗血清、

または抗ラクトフェリシンモノクローナル抗体を使用したウエスタンブロッティング
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によって確認された組換え蛋白質は健常宿主細胞では全く見られなかったことから、組

ー換えウ千ルスを感染させたことによって生じた組換えラクトフェリン Nロープである

と考えられる。培養上清中に検出された組換えラクトフェリンNロープは， SDS-PAGE 

における移動度(図面・8)から分子量約43kDaと推定されたが、これはウイルスに組み込

んだラクトフェリンNロープ遺伝子の大きさから期待される遺伝子産物の分子量(約42

kDa)に一致する。これに対して宿主細胞の粗抽出液中に見出された組換えラクトフェリ

ンNローブ(図ID-7)は38kDa、および35kDaと推定された。一方、組換えウイルス感

染後7日目以降の培養上清で優勢となった組換え産物は、分子量は約 38ゆ aと推定さ

れた(図E・8)。この時期の宿主細胞は大部分がウイルスの活動によって昨裂しているこー

とから、感染後7日目以降に優勢となる分子量の小さい組換えラクトフェリンNロー

ブは宿主細胞から分泌されたものではなく、宿主細胞の倖裂によって培地中に漏出した

ものであると考えられる。

また、 LfN/AcNPVを感染させた宿主細胞の培養上清を健常細胞の培養液に添加する

と4日後には'洋裂した細胞が確認され、培養上清中からは組換えラクトフェリンNロー

ブが検出された。組換えウイルスの再感染が成立したことから、ラクトフェリンNロー

ブ遺伝子を保持した組換えウイルスが感染細胞で作製され、感染能力を備えた

L悶/AcNPVが培養上清中に存在していることが確認された。

N-3・2 組換えウイルスの感染能に対する影響

本研究においては組換えラクトフエリンNロープを生産する目的でLfN/AcNPVを接

種する場合、宿主昆虫細胞の培養には無血清培地を用いた。一方、ウイルスの増幅およ

び力価の検定を目的とする場合は、 FCSを添加した培地を用いて組換えウイルスの接種

を行なっており、 FCSの存在下でも感染が成立することが確認されている(図E・9)。ま

た、ウシラクトフェリン(""'20μ，glm1)の存在下で LfN/AcNPVを感染させ、無血清培地を

用いて感染細胞を培養した場合にも、ウエスタンプロッティングによって組換えラクト

フェリンNロープが生産されていることが確認された(図ID-I0)。従って、牛乳由来の

ラクトフェリンおよび組換えラクトフェリンNロープはLfN/AcNPVの感染能に影響を

与えないことが確認された。また、超遠心分離操作によって組換えラクトフェリンと組

換えウイルスとを含む培養上清を、ウイルスを含まない上層とウイルスが沈殿した下層

とに分離し、各層に含まれる組換えラクトフェリンNロープをウエスタンブロットに

よって検出した(図ID-llA)。また、各層の健常宿主細胞に対する再感染試験を行った(図
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ill-ll B， C)。その結果、組換えラクトフェリン Nロープは各層で分離前の培養上清と同

程度の量が含まれていたのに対仏ー上層の再感染能は分離前および下層に比べて弱くー

なっていた。このごとから、 LfN/AcNPVとの聞に相互作用はないと考えられる。ラク

トフエリンは単純ヘルペスウイルス(Hasegawa，1994)、サイトメガロウイルス(Harmsen，

1995)、ヒト免疫不全ウイルス(Harmsen，1995)、ロタウイルス(Superti，1997)等の各種病

原性ウイルスに対して感染抑止活性を持つことが認められている(Swart1998， Valenti 

1998，田中2000)0AcNPVは見虫ウイルスであり、宿主特異性が高く哨乳動物の細胞に

は感染しない(松浦 1991)。これはウイルスの宿主認識部位が鱗麹目昆虫細胞に特徴的

な構造をリ匂ガンドとしているためである。従って、本来昆虫細胞に存在しないラクト

フェリンはAcNPVを認識せずー抗ウイルス活性を示さないものと考えられる。

N-3・3 組換えウイルスの単一性

プラーク純化を行なって得られた2プラークの組換えウイルスを感染させることに

よって宿主昆虫細胞で生産された組換えラクトフェリンNロープの SDS-PAGEの泳動

パターンは、培養上清および細胞粗抽出液の双方において、プラーク純化前の組換えウ

イルスの感染によって生産された組換えラクトフヱリンNロープのそれと同一であっ

た(図ill-9)。従って、昆虫細胞系で作製した組換えラクトフェリン Nローブで SDS-PAGE

における移動度の異なる 3種類以上の分子種が検出されたのは、長さの異なるラクト

フェリンNローブ遺伝子が導入された複数種類の組換えウイルスが存在しているため

ではなく、単一のラクトフェリンNロープ遺伝子から生産された遺伝子産物が宿主細

胞内において分解を受けているか、または宿主細胞における翻訳後修飾の過程で何らか

の差を生じた結果であると考えられる。

N-3-4 糖鎖切断酵素による組換えラクトフェリンNロープの解析

培養上清中に分泌される組換えラクトフェリンNローフに糖鎖が付加されているか、

また、付加されているとしたらそれはどのような糖鎖なのかを確認するために、組換え

蛋白質を糖鎖切断酵素によって処理し、その移動度の変化を調べた。組換えウイルスを

感染させた昆虫細胞の培養上清には組換えラクトフヱリンNローブ以外にも宿主細胞

に由来する蛋白質が混在している(図ill-151ane2)。これらは宿主昆虫細胞から分泌され

たものであって、宿主細胞内での合成過程において糖鎖の付加などの翻訳後修飾を受け

ているものと考えられる。したがって、宿主昆虫細胞の培養上清に含まれる組換えラク

トフェリンNローブに対して過ヨウ素酸ーシッフ染色(PAS)やレクチン結合による糖蛋
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白質の検出方法を適用するには、目的蛋白質を培養上清から精製する必要がある。そこ

~ーで本研究でーは‘培養上清に荒して糖鎖切断酵素PNGaseF，-Sialidase A TM、および

-Endo・O・:glyeosida誌を作用させた後に SDS-PAGEを行ない、抗ラクトフェリシンモノク

ローナル抗体を用いたウエスタンプロッティングによって組換えラクトフェリンN

ロープのみを検出し、そのバンドの移動度の変化を調べた。陽性対照として用いたウシ

fetuinはN型糖鎖と O型糖鎖の両者を持ち、本研究で用いた 3種類の糖鎖分解酵素に対

して感受性である。ウシfetuinは37"C、 3時間の反応でこれらの糖鎖切断酵素によって

SDS-PAGEにおける移動度がそれぞれ低分子側にシフトした(図I11-12A)。このことから、

本研究で用いた各糖鎖切断酵素はこの反応条件下で充分な活性を示すことが確認され

た。牛乳由来のラクトフェリンの SDS-PAGEにおける移動度は、 PNGaseF処理によっ

て低分子側に移動した(図I11-12B)。この分子量の変化は約3kDaと推定された。 PNGase

FはN型糖鎖のペプチド結合部位を切断する(Iwase1993)ので、牛乳由来のウシラクト

フェリンに結合しているのはN型糖鎖であり、糖含量は約4%と推定される。一方、宿

主昆虫細胞の培養上清中に分泌された組換えラクトフェリンNロープはPNGaseF、

Sialidase A TM、およびEndo・G・-glycosidaseの何れに対しでも感受性を示さなかった(図E

・12c)。この結果から、本研究で得られた分泌型組換えラクトフヱリンNロープには、

これらの 3種類の酵素によって切断される糖鎖は結合していないと考えられる。従って、

昆虫細胞内で生産された組換えラクトフェリンNロープのうち糖鎖付加を受けたもの

のみが培養上清中に分泌されたのではなく、宿主細胞内で分解を受けた組換え蛋白質が

分泌能を失って宿主細胞内に蓄積したものと推測される。

N-3-5 S印細胞破砕液による組換えラクトフェリンNローブの分解

昆虫細胞系で生産された組換えラクトフヱリン Nローブが宿主細胞内で分解されて

いるという上記の仮説を検討するために、凍結融解法によって健常宿主細胞の破砕液を

調製し、これを用いて培養上清中に分泌された組換えラクトフェリンNロープを分解

することができるかどうかを検証した。健常宿主細胞破砕液を加えて 3日目および4日

目の培養上清では、組換えラクトフェリンNロープが分解されて SDS-PAGEにおける

移動度が低分子側にシフトしていることがウエスタンブロッティングによって確認さ

れた(図E・13)。この移動度から、健常宿主細胞の破砕液によって分解された分泌型組換

えラクトフェリン Nローフの分子量は約38kDaと推定される。これは組換えウイルス

を感染させた宿主細胞中に見出された2種類の組換えラクトフェリンNロープのうち
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の一方の分子量に一致する(図町一7)。従って、宿主細胞中で検出された組換えラクトフェ

リンNロープのうち少なくとも 方は、合成された分館型ラクトフェリンNロープが

宿主細胞内で分解された結果その分泌能を失ない、細胞内に蓄積したものと考えられる。

lV-3-6 へパリンカラムによる部分精製

昆虫細胞系で発現し、培養上清中に分泌された組換えラクトアェリンNロープは固

定化へパロンカラムに吸着した。ゲノレ体積 1mlのカラムは本研究において作製した組

換えラクトフェリンNロープを 100間以上吸着できることが確認された。固定化へパ

リンカラムに吸着した組換えラクトブェ リンNロープは一部分が PBSで溶出し、その

他の大部分は0.5および0.75M NaCVPBSで溶出した(図ill-14)。このことから分溜型の

組換えラクトフェリンNロープはへパリンと可逆的に相互作用することが確認された。

ウシラクトフェリンのへパリン結合部位(図lV-3)はRMKK(44-47)、KCRR(37-40)、お

よびRR(57-58)であるとされており(Shima四ki1998)、本研究で得られた組換えラク ト

ブエリンNロープはこれらのへパリン結合部位を吉んでいると考えられる。このよう

にへパリンとの相互作用を利用して培養上清中に分泌された組換えラクトフェリ ンN

図IV-3ウシラクトフェリンのへパリン結合残基
ウシラクトフェリンのベプチド主鎖構造(N24-R708)<r.>リボンモデノレ。ラクトフェリシ
ンBに相当する部分(F36-F60)を黄色で示した。また、へパリン結合残基の側鎖
(ボール&スティックモデル)を緑で示した。
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ローブを部分精製することができたが、ヘパリンカラムからの溶出画分に含まれる蛋白

質には抗ラタ佐立エリ k抗血清によって認識されない宿主細胞由来と考えられるもの

も含まれており(図ill-15)、組換えラクトフヱリンNロープの生理活性評価を行なうた

めには更に精製を進めてより純度の高い標品を得る必要がある。

N・3-7 ヘパリンと組換えウイルスの相互作用

組換え蛋白質と組換えウイルスを含む培養上清の固定化ヘパリンカラム非吸着画分

には健常宿主細胞に対する再感染能が見られず、 0.3および0.5M NaC1!PBSによる溶出

画分には弱い再感染能が認められた。このことから、 LfN/AcNPVがヘパリンと相互作

用を行なう可能性が示唆された。溶出画分に含まれる組換えウイルスの力価は不明だが

培養上清の再感染能の強さと比較すると、 0.3および0.5M NaC1!PBSによる溶出画分に

含まれるのはヘパリンカラムに吸着した組換えウイルスの一部分のみか、或いはヘパリ

ンと相互作用することによって組換えウイルスの感染能力が低下したものと考えられ

る。

N-3聞8 透析操作による組換えラクトフェリンNロープの損失

固定化ヘパリンカラムを用いて部分精製した組換えラクトフェリンNロープは、透

析操作を行うことによって溶液中の蛋白質含量が極端に低下した。分泌型の組換えラク

トフェリンNローブは培養上清中で何らかの立体構造をとっていると考えられるが、

糖鎖を持たないのでペプチド部分の構造も天然のものとは異なっている可能性がある。

天然のラクトフェリンの持つ糖鎖の生理的な役割は未だに明らかにされていないが、蛋

白質の表面に存在する大きな親水性残基は蛋白質立体構造の安定化、蛋白質分解酵素に

対する耐性の強化、蛋白質表面の親水性の増大等に寄与しているものと考えられる。本

研究で作製した分泌型組換えラクトフェリンNロープは糖鎖を欠くため、分子表面の

親水性と立体構造の安定度において天然のラクトフェリンに劣り、精製操作中に膜や容

器表面に対する親和性が増大して収量が低下した可能性が考えられる。

N-3・9 組換えラクトフェリンNロープの抗菌活性

固定化ヘパリンカラムからの各溶出画分のうち0.1および0.3M NaC1!PBSによる溶出

画分には大腸菌0111に対する抗菌活性が認められた(表E・1)。培地(Sf900-IISFM)を同

様に処理して得た画分には抗菌活性は認められなかったことから、宿主細胞で作製され

た組換えラクトフェリンNローブの一部に強い抗菌活性を持つものがあると考えられ
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る。カラムから溶出した組換えラクトフェリン Nロープの大部分は 0.5および1.0M

NaCl/PBSによる溶出画分に含まれている(図i11-14)が、これらの画分にはそれ以外の蛋

白質も含まれており(図ill.;15，lane 9， 10)、共存する物質によって組換えラクドフエリン

Nロープの抗菌活性がマスクされている可能性が考えられる。また、ラクトフェリシン

はラクトフェリンよりも強い活性を持つことが知られており(Bellamy1992)、抗菌活性

の見られた溶出画分に組換えラクトフェリンの分解産物が含まれていて、これが検定菌

の生育を阻害している可能性も考えられる。

N-4、植物における有用蛋白質の作製

N・4・1 植物ウイルス系における組換えラクトフェリンNロープの発現

植物ウイルス系において宿主ソラマメ葉で発現した組換えラクトフェリンNローブ

はSDS-PAGEにおける移動度から分子量は約50kDaと推定される(図E・16)。これは遺

伝子の大きさから期待される値(約42kDa)よりも大きく、宿主植物内で糖鎖の付加など

の修飾を受けているものと考えられる。組換えラクトフェリンNローブを含むソラマ

メ葉抽出液は4"Cで保存した場合数時間で黒く変色し、 -85"Cで保存しても数日後には変

色した。これは植物の抽出物に含まれる酸化力の強い物質の働きによるものと考えられ

る。従って、組換えラクトフェリンNロープを含むPBS抽出液を冷蔵、または冷凍し

て保存することは困難であり、抽出後直ちに目的蛋白質の分離・精製を行う必要がある

と考えられる。そこで組換えウイルスを感染させたソラマメの葉から PBSで抽出した

後、直ちに固定化ヘパリンカラムによる組換えラクトフェリンNローブの精製を試み

たが、抗ラクトフェリシンモノクローナル抗体に反応する成分はヘパリンカラムに吸着

しなかった。このことから、抽出液中に含まれる成分が組換えラクトフェリンNロー

ブのヘパリン結合を阻害しているか、または組換えラクトフェリン Nロープが宿主植

物内で、受けた修飾によってヘパリン結合部位がマスクされているものと考えられるが、

植物ウイルス系で作製した組換えラクトフェリンNロープのヘパリン結合能の欠落に

ついては更に検討を加える必要がある。加えて、宿主ソラマメ葉の PBS抽出液中には

宿主に由来する様々な爽雑物質が含まれていることも考慮する必要がある。また、現段

階では目的蛋白質の生産量も微生物や昆虫細胞を宿主とするものと比べて少ないと考

えられるので、組換えラクトフェリンNローブを精製する手段として、モノクローナ

ル抗体を利用するなどの特異性の高い精製方法を用いる必要があると考えられる。植物
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ウイルス系で発現した組換えラクトフェリン Nロープでは固定化へパリンカラムとの

相互作用は確認Tきなかったが、PBSのような単純な抽出溶媒中で宿主植物を破砕する

ことで容易に抽出されることから、安定した立体構造をとっていることが考えられる。戸

従って、適当な条件の下で精製して爽雑物質を除くことによって、生理機能を保持した

組換えラクトフェリンNローフを得られるものと期待される。

N-4・2 組換え植物の開発とその有用性

本研究において大腸菌で発現させた組換えラクトフェリンNロープは不溶性となり、

利用できる形では回収できなかったが、見虫細胞系で作製したものは一部が培養上清中

--に分泌されたo 分泌型の組換えラクトフェリ hンNロープは糖鎖を持っておらず、蛋白

質の構造は天然のものとは異なる点があると考えられるが、ヘパリン結合能と抗菌活性

を備えていた。更に、植物ウイルス系で作製したものは他の発現系で作製したものより

も安定した構造を保っていると考えられ、生理活性を保持していることが期待される。

植物で発現させた組換えラクトフェリンが天然のラクトフェリンの持つ活性を有して

いるならば、植物で作製した組換え蛋白質を直接摂取してその生理活性を利用する方向

へ、応用方法を発展させることも可能である。

天然のラクトフェリンは経口摂取した場合でも、様々な生理機能を発揮することが報告

されている(山口 2000)。その場合、消化管内で分解されて有効成分が遊離し、活性を持つ

分解産物が体内において有用な生理作用を発揮することが期待される(Kuwata2000)。また、

経口摂取したラクトフェリンの一部が尿中で検出されており但utchens1989)、消化管内に

入ったラクトフェリンおよびその分解産物は生理機能を保持した状態で血中に移行し、免

疫機構を活性化すること等によって生体防御機構を非特異的に増強すると考えられる。飼

料植物、食用植物、薬用植物においてラクトフェリン等の有用な多機能性蛋白質を発現す

る遺伝子組換え植物が作製されたならば、組換え蛋白質を発現した植物を直接摂取するこ

とによって感染症をはじめとする広範囲の疾病に対して予防・治療効果を発揮することが

期待される。現在、農林水産省家畜衛生試験場の研究プロジェクトにおいてラクトフェリ

ンNローブ遺伝子を導入したジャガイモを作製し、これを家畜感染症の予防・治療等に応

用するための研究が行われている。しかし、組換え植物における有用蛋白質の作製につい

ては、発現部位と発現時期の調節が可能かどうか、発現量をどの程度まで引き上げられる

か、植物体内で動物型の糖鎖を付加する方法の開発など、多くの解決するべき課題がある。

本研究の成果は、多機能性蛋白質等の有用物質の植物における生産とその利用を実現する

ための重要な基礎的データを提出するものである。
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人類は古くから牛乳を食品として利用しており、牛乳に含まれるウシラクトフェリンは

ーヒトや家畜が摂取して安全な成分である。しかし、さまざまな発現系で作製した組換え蛋

白質が天然のものと同様ヒ安全であるがは評価が確立されていない。本来動物の生体内で

生理機能を発揮する蛋白質が他の細胞系で作製された場合、付加される糖鎖の種類やリン

酸化等の細胞内修飾が宿主によって異なる可能性がある。天然のものと完全に同一ではな

い以上、生体内において天然のものとは異なる効果をおよぼす可能性を無視することはで

きず、安全性の評価基準を確立することが必要である。ヒトや家畜にとって有用な組換え

蛋白質をより高度に利用していくためには、一まず研究室内での実験において組換え蛋白質

が天然のものとどのような部分がどの程度異なるのかを明らかにし、遺伝子組換えによっ

て生じる変化について質・量ともに豊富な知識および情報を蓄積することが重要であると

考えられる。本研究において明らかになった培養昼虫細胞、および植物で作製した組換え

ラクトフェリンNロープの性状についての知見をふまえて、今後、 l遺伝子組換え蛋白質の

利用に向けた研究がさらに発展することが期待される。
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学位論文内容の要旨

博士{農学) 氏名 中村一郎

組換えラクトフェリン Nローブの作製とその特性に関する研究

ラクトフェリンはトランスフェリシファミリーに属する糖蛋白質であり、哨乳動物の

乳汁などの外分泌液、および血液にも含まれている。最も良く知られたラクトフェリン

の機能は、幅広い種類の微生物に対する抗菌活性である。また、ラクトフェリンは生体

内では免疫機構のメディエーターとして機能しており、生体防御機構の中で重要な役割

を果たす多機能性蛋白質であるーと考えられている。ラクトフェリンは新生児の発育に不

可欠な母乳、および古くから食品として利用されてきた牛、ヤギミ羊、ー馬、ラクダなど

の乳汁に含まれる物質であり、ヒトが摂取するに際し極めて安全であると考えられる。

ラクトフエリンの持つ生理機能をより高度に利用するためには、その機能を発揮するの

に必要な部位を特定し、蛋白質の構造と機能との関係を明らかにする必要がある。ラク

トフェリンは構造上類似したこつの「ロープJからなるが、その生理機能の多くが N

末端側のロープ (Nロープ)上にあると考えられている。 C末端側のローブ(Cロープ)

は蛋白質分解酵素処理および各種クロマトグラフィー操作によって分離されているが、

Nローブには蛋白質分解酵素に対して感受性の高い部位が存在するため、これまで分離

に成功した例はなかった。そこで本研究では、組換えラクトフェリンと乳汁から得られ

た天然のラクトフェリンについて、それらの構造上、および機能上の相違を比較・検討

することを目的として、ウシラクトフェリン遺伝子をクローニングし、組換えラクトフ

ェリンNロープを作製した。

まず、ウシ乳腺細胞から mRNAを分離し、 cDNAを合成してラクトフェリンNロー

ブ遺伝子、およびCロープ遺伝子をクローニングした。次いでこれらを用いてラクト

フェリン全長の遺伝子を作製した。このラクトフェリン遺伝子の塩基配列を確認したと

ころ、数箇所で変異が見られたものの、これまでに報告された配列と基本的に一致した。

次いで大腸菌を宿主として組換えラクトフェリンNローブを作製したが、発現した組

換え蛋白質は宿主大腸菌の菌体内で不溶性の封入体となり、生理活性の評価に使用でき

る形で可溶化して回収することはできなかった。そこで昆虫細胞系で組換えラクトフェ

リンNローブを作製することとした。その結果、 SDS-PAGEにおいて移動度の異なる

3種類(約43、38、および35kDa)の組換え蛋白質が、抗ラクトフェリン抗血清を用い
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たウエスタンプロットによって確認され、そのうち分子量43kDaのものは培養上清中

に分泌された。糖鎖切断酵素を用いて糖鎖を解析した結果、分泌、型の組換えラクトフエ

リンNロムアは糖鎖を持たないと考えられた。ーさらに、宿主として用いた昆虫細胞の

破砕液によって分泌型組換えラクトフェリンNロープが分解されることから、宿主細

胞中で合成された組換え蛋白質が分解されることによって分子量の異なる組換え産物

を生じていると考えられた。また、ラクトフェリンの精製に多用されている固定化ヘパ

リンカラムを用いて、培養上清中から組換えラクトフェリンNロープを粗精製するこ

とができたが、透析によって脱塩すると可溶性の組換え蛋白質の収量は激減した。組換

えラクトフェリンNロープはヘパリンカラムに吸着し、高塩濃度で溶出した数画分に

存在することが抗ラクトフェリン抗体との反応によって確認された。しかし、大腸菌

0111を指標菌とし、液体培地で培養した際の濁度の増加を測定するマイクロプレート

アッセイ法によって組換えラクトフェリンNロープの抗菌活性を測定したところ¥大

腸菌0111に対する抗菌活性が認められたのは固定化ヘパリンカラムを用いて部分精製

した画分の一部のみであった。これらのことから、昆虫細胞系で作製された分泌型の組

換えラクトフェリンNロープの立体構造は、天然のラクトフェリンとは幾分異なると

考えられた。さらに、ソラマメを宿主とする植物ウイルス系を用いて組換えウイルスを

作製し、そのウイルスを感染させたソラマメで組換えラクトフェリンNローブを発現

させることを試みた。その結果、ウイルスに感染したソラマメ葉でNローブが産生さ

れていることが、抗ラクトフェリシンモノクローナル抗体を用いて確認された。ソラマ

メの葉で発現した組換えラクトフェリンNロープはリン酸緩衝化生理食塩水によって

抽出することができ、その分子量は約50kDaと推測された。植物で作製された組換え

ラクトフェリンNロープは翻訳後修飾、特に糖鎖、の付加位置やその構造などが天然の

ものとは異なると考えられる。しかし、ペプチド鎖由来のラクトフェリンの各種の機能

は保持されていることが期待される。

天然のラクトフェリンは経口的に摂取された場合でも、生体内でさまざまな機能を発

揮することが知られており、食用植物で発現したラクトフェリンを直接摂取してその機

能を家畜の感染症の予防・治療などに利用することも検討されている。本研究の成果は、

乳汁に含まれる多機能性蛋白質であるラクトフェリンの機能発現の機構を解明する有

力な手段を提供するとともに、植物や培養細胞における有用な組換え蛋白質の発現と組

換え産物の利用を実現するために必須な基礎的データとなるものである。
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