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要旨 

 好塩性タンパク質はタンパク質表面に酸性アミノ酸を多く含有しているため、タンパ

ク質表面に大量の金属イオンを結合することが出来る。また、可溶性が高く凝集しにく

い性質を持っている。我々はこの好塩性タンパク質の特徴を利用して、重金属による土

壌汚染の除染や貴重な資源であるレアメタルの回収に有用な金属タンパク質の創製を

目指した。Halomonas 由来好塩性アルカリフォスファターゼ(HaALP)は Na イオン特異的

に安定化される酵素である。今回この Na イオンが特異的に結合する部位の特徴を明ら

かにするために、Na イオン非要求性 HaALP 変異体の取得を試みた。ランダムに HaALP

遺伝子に変異を導入したライブラリーを作成し、そのスクリーニングを行った結果、2

つの変異体を取得することに成功した。１つは残念ながら Na イオン要求性であったが、

比活性が上昇していた。もう一つは大腸菌での発現時に、生育を著しく阻害したが、Na

イオン非要求性の可能性を示した。 

 

1 緒言 

タンパク質はその複雑な構造と機能を制御することにより、目的に合致した新機能素

材として利用することが可能である。一般にタンパク質は、高分子素材に比較すると安

定性に乏しいといわれるが、天然材料で作られているため、その生分解は容易であり環

境への負荷も著しく低い。もちろん必要が無くなれば微生物を用いて分解が可能である

し、必要となれば微生物を発酵させて大量安価に製造が可能である。そこで我々は、様々

な金属イオンと相互作用するタンパク質を利用して、希少な金属を効果的に回収する新

機能材料の研究開発をめざしている。 

そのような新機能材料の素材として我々が目をつけたのは、極限環境微生物の一つで

ある好塩菌由来のタンパク質群である。好塩菌由来タンパク質は、タンパク質表面に多

くの酸性アミノ酸が存在している為、タンパク質表面にはナトリウムやカリウムなどの

金属イオンが多量に結合している。最近の研究では、この様な金属イオンとの非特異的

な結合だけでなく、特異的な金属イオンが結合して好塩菌由来タンパク質の安定化に寄

与していると言われている（1,2）。さらに我々が好塩性タンパク質で注目している点は、

非常に高い構造可逆性を有し「変性しないタンパク質」という特徴を持つ点である 3)。



 

 

このメカニズムも先ほど述べた好塩性タンパク質の１次構造の特徴である酸性アミノ

酸含量が多い事に起因しており、我々はネットの電荷が大きく負に偏っていることが電

荷の反発によるタンパク質の非凝集性を生み出し、その結果、高い可溶性と高い可逆的

構造再形成能力を持っているという全体像を明らかにした。実際我々は、非好塩性モデ

ルタンパク質に好塩性を付与し、高い構造可逆性を付加することにも成功した（4）。 

最近、我々は中度好塩菌 Halomonas 属由来アルカリフォスファターゼ(HaALP)(Fig.1)

がナトリウムイオン特異的に安定化されることを見出した（3）。これはナトリウムイオ

ンが特異的に結合し、2 量体の安定化に寄与しているためだと推察した。このナトリウ

ムイオン結合部位が特定できれば、分子設計により１価の金属に特異的に結合できる金

属回収タンパク質に改変できると考えられる。そこで今回は HaALP 表面に結合するナト

リウムイオン結合部位の特徴を明らかにするために、ナトリウムイオン非依存性 HaALP

変異体の取得を目指した。 

この研究は、放射性セシウム等による土壌汚染の除染や、様々な金属を回収する技術

に繋がり、鹿児島県海洋下に眠る稀少金属の捕集に貢献出来る可能性がある。 

 

 

Fig.1 Modeling of HaALP structure 

Left：ribbon model. Right：electrostatic potential map of the protein surface （negative charge 

is presented by red）. 

 

2 実験 

2-1 HaALP 遺伝子へのランダム変異導入 

HaALP 塩基配列(1584bp)の中から二量体の接触部分と予測される領域をα領域（110 か

ら 387）とβ領域（998 から 1566）とした(Fig. 2)。今回はこのα領域とβ領域にラン

ダムに変異を導入した。変異導入方法は error-prone PCR 法により行われた。すなわち

HaALP をコードしている pHA 40ng、α領域もしくはβ領域両端のプライマー 50 ng、dNTP 

0.2 mM、MnCl2 0.6 mM、MgCl2 1 mM、DMSO 5%、Gene Taq (NIPPON GENE) 0.5 U、10×Gene 

Taq Universal Buffer (Mg2+ free) 2 μl を加え PCR した。得られた断片配列のライブ



 

 

ラリーを作るために PCR 増幅断片を直接プライマーとしたメガプライマー法で再び鋳

型 pHA を用い PCR 増幅した。つまり pHA 40ng、PCR 増幅断片 50ng、dNTP 0.2 mM、Phusion 

DNA Polymerase (NEB) 0.5 U、5X Phusion HF Buffer 10 μl を加えベクター全体を PCR

増幅した。その後 DpnI で処理し、メチル化した鋳型ベクターを分解した。この様にし

て得られたライブラリーはエレクトロポレーション法で大腸菌 BL21 Star（DE3）pLysS

に導入された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Fig.2 The base sequence and the 

amino acid sequence of HaALP 

Blue, orange and light blue line 

shows signal sequence, α area and 

β area, respectively. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

2-2 ライブラリーからのスクリーニング 

ライブラリーを含む大腸菌はALPの基質である5-Bromo-4-chloro-3-idolyl phosphate 

disodium salt (BCIP)と発現誘導物質ラクトースを含んだ NaCl を加えていない LB アン

ピシリン培地で 37℃で培養した。1日培養後、基質が分解されコロニーが青くなったも

のをピックアップした。ピックアップしたコロニーは 0.4%グルコースを含む LB アンピ

シリン液体培地 10 ml で培養し、Plasmid Mini Extraction Kit(BIO NEER)を用いプラ

スミドを回収した。回収したプラスミドは Big Dye Therminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit (Applied Biosystems)で処理し、HaALP 遺伝子がコードされている領域を ABI PRISM 

3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)を用いて塩基配列を決定した。 

 

2-3 精製 

得られたプラスミドで形質転換した大腸菌を 0.4%グルコースを含む 5 ml LB アンピシ

リン－クロラムフェニコール培地で 37℃、一晩前培養した。その 1 ml を 0.4%グルコー

スを含む 100 ml LB アンピシリン培地で 18℃培養し、OD600が 0.8 に達した時、12000×

g，5 分間 4℃で遠心分離し培地を取り除き、新たに 0.4%ラクトースを含む 100 ml LB

アンピシリン培地で 8時間 18℃で培養した。培養後、12000×g，5 分間 4℃で遠心分離

し，沈殿に 5 ml Tris-HCl 緩衝液 (pH 8.0)を加え超音波で菌体を破砕した。破砕され

たサンプルは 12000×g，20 分間 4℃で遠心分離し，その上清を 0.45 μm のフィルター

にかけた。精製には HiTrap Q HP カラム (1.6 cm X 2.5 cm, GE Healthcare)を用い，

Akta prime chromatography system (GE Healthcare)で NaCl 濃度 0.2 M から 0.7 M の

グラジエントで溶出した。精製したタンパク質量は，BCA 法 5)を用い測定した。精製の

純度を確かめるために Laemmli6)の方法に従い 10%ゲル濃度の SDS-PAGE を行った。

SDS-PAGE 後，ゲルをクマシーブリリアントブルーで染色した。 

 

2-4 活性測定 

反応溶液（0.97 M ジエタノールアミン(pH10.25)、10 mM ρ-ニトロフェニルリン酸(ρ

NPP)、0.25 mM MgCl2）に ALP を加え 37℃で反応させた。基質ρNPP から生成するρ-ニ

トロフェノールを 405 nm で測定し、1分間で 1 μmol 生成する酵素量を 1 U とした。 

 

3 結果、考察 

3-1 Na イオン非要求性 HaALP 変異体のスクリーニング 

Error-prone PCR でランダムに変異が導入された HaALP 遺伝子をメガプライマー法に

より pHA ベクターに組み込んだ。このベクターを大腸菌 BL21 Star (DE3) pLysS に導入

し、この形質転換した大腸菌を Na イオンを含まない基質 BCIP が加えられた LB 基本培

地で 37℃1 日培養した。変異していない HaALP が導入されたコントロールの大腸菌も若

干の薄い青色を呈したが、変異した HaALP が導入された大腸菌の中には濃い青色を呈す



 

 

るものが見られた。我々はこの中から 2つのコロニーをピックアップすることが出来た

(Fig. 3)。 

 

 
Fig.3 Screening of Na-independent HaALP mutants 

The arrow shows a blue colony. 

 

3-2  Na イオン非要求性 HaALP 変異体の精製と性質検討 

Na イオン非要求性 HaALP 変異体を２つピックアップすることが出来たので、この大腸

菌を再び 0.4% グルコースを含む 10 ml の LB アンピシリン培地で培養後、そのプラス

ミドが抽出された。抽出されたプラスミドは HaALP 遺伝子領域の塩基配列が決められた。

その結果、α領域に塩基配列 1 箇所に変異が入り、アミノ酸配列にも 1箇所変異が入っ

たサンプルと偶然α・β領域以外に変異が入ったサンプルであることが分かった。これ

をそれぞれ pHAK と pHAJ とした。この pHAK と pHAJ で形質転換した大腸菌を 0.4%グル

コースを含む 5 ml LB アンピシリン－クロラムフェニコール培地で一晩培養後、発現を

抑制するために 0.4% グルコースを含む 100 ml LB アンピシリン培地で培養後、OD600が

0.8 に達した時に 0.4% ラクトースを含む 100 ml LB アンピシリン培地に替え発現を誘

導した。野生型 HaALP において、一般的に用いられる強い誘導物質 IPTG では発現量が

減少したので、今回は誘導物質をラクトースとした。この事は強い HaALP 発現は、大腸

菌の生育阻害を起こすことが示唆される。ラクトースで誘導された菌体は集菌され、菌

体破砕し、その上澄みを Q カラムで精製した。残念なことに pHAK で形質転換した大腸

菌はほとんど HaALP の発現が確認されず、精製できなかった（データ非掲載）。pHAK で

形質転換したコロニーはとても濃い青色を呈したが、非常に小さかった。この事から発

現した HaALP 変異体は Na イオン非存在下でも高い活性を保持しているが、その為大腸

菌の生育が著しく阻害され、その結果発現タンパク質を回収できなかったと考えられる。

pHAJ で形質転換した大腸菌は発現が確認され、精製することが出来た(Fig. 4)。レー



 

 

ン10から14までの画分が回収され以後の実験に用いられた。培地100 mlの培養で13.8 

mg HaALP を得ることが出来た。この精製したサンプルの比活性を測定したところ 65.8 

U/mg でネイティブな HaALP の比活性 6679.0 U/mg と比較すると約 100 倍低いことが分

かった。この事は HaALP 変異体がきちんと構造形成していないことを示している。 

そこで３M NaCl、2 mM MgCl2を含む 50 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 8.0)に 1 晩透析し、活

性測定を行ったところ 15134 U/mg であった。これはネイティブな比活性より約 2 倍高

かった。この結果はこの変異体が Na イオン非要求性に変化していないことを示してお

り、比活性が高くなることにより Na イオン非存在下でもコロニーが青くなったと考え

られる。 

 今回我々は２つの HaALP 変異体をコードするプラスミド pHAK, pHAJ を獲得した。pHAK

で形質転換した大腸菌はNaイオン非存在下でも基質BCIPを含む培地で濃い青色を呈し

たコロニーを形成したが、非常に小さく、HaALP 変異体の精製は非常に困難だった。こ

れは HaALP 変異体が大腸菌の生育を著しく阻害していると推察される。また、pHAJ で

形質転換した大腸菌は HaALP 変異体を大量に発現した。この変異体は比活性が 2 倍に上

昇したが、活性化には Na イオンを必要とした。Na イオン非存在下でコロニーが青色を

呈したのは、Na イオン非要求性になったのではなく、比活性が上昇したためだと推察

される。今回結果から HaALP の発現は大腸菌の生育を阻害することが分かった。またさ

らに、Na イオン非依存性になり HaALP 活性が上昇すると大腸菌の生育を著しく阻害す

る事が推察された。今後、Na イオン非依存性 HaALP を効率よくスクリーニングするに

は、新しいホストでのスクリーニング系を開発する必要がある。 

 

 

Fig.4 Purification by HiTrap Q HP column 

The c lane shows purified wild type HaALP. The number lane shows eluted fractions. The arrow 

shows next to the far right lane indicates the mobility in SDS–PAGE using 10% acrylamide 

gel of HaALP. 
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Halophilic proteins can bind abundantly 

metal ions on their surface due to high 

number of acidic amino acids on the surface. 

In addition, they have unique 

characterizations such as high solubility and 

hardly to perform aggregation. We attempted 

to engineer metal-binding protein for 

decontaminating of soil pollution caused by 

heavy metal and salvage of rare metal as vital 

resources, using a halophilic protein. 

Halophilic alkaline phosphatase from 

Halomonas (HaALP) is the enzyme which is 

stabilized by specific Na-binding. Our 

purpose is performing Na-independent 

HaALP mutant. By the performing mutant, 

we are able to identify the essential amino 

acid in Na-binding site. This information can 

be applied to engineer metal-recovery protein. 

We prepared HaALP gene library obtained 

from random mutation and screened 

Na-independent HaALP mutant. As a result, 

we obtained two mutants successfully. One 

was Na-dependent mutant with higher 

specific activity. Another could not be 

purified due to low level expression since it 

become inhibitor of the host E. coli. However, 

it indicated a possibility of Na-independent 

mutant. Further study must solve the 

problems and clarify the characteristics. 

 

 


