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研究成果の概要：養豚業が盛んな地域では、ブタ糞便由来のリン酸化合物による水域の富栄養

化が問題になることが多い。これらは、ブタ飼料中に含まれるリン酸化合物が未利用のまま糞

便に排出されることから生じている。そこで本研究課題では、リン酸化合物を加水分解するフ

ィターゼ遺伝子を利用し、遺伝子組換え技術を用いた安全かつ効果的な新しい技術開発を試み

た。用いるフィターゼ遺伝子は、胃酸などの酸性条件下でも活性を保持する大腸菌由来の遺伝

子を利用することにした。しかしながら、大腸菌からフィターゼ遺伝子を PCR 法によって増

幅させることは容易に出来たが、この遺伝子を宿主細胞として再び大腸菌内にクローニングす

ることは困難であった。従って、このフィターゼ遺伝子をクローニングするには、異なる宿主

細胞を用いるなど、相当な工夫が必要であることがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 水域の富栄養化の主な原因物質としては、
窒素化合物やリン酸化合物が挙げられる。一
般的な既存の浄化処理においては、硝化や脱
窒を行うことにより窒素化合物を効率的に
除去できるが、リン酸化合物の効率な除去を
行うのは難しいのが現状である。家庭排水の
リン酸化合物は、かつては洗剤由来のものが
多かったが、現在ではリン酸を含まない洗剤

の開発により、家庭由来のリン酸化合物量は
低減している。一方、畜産業が盛んな地域の
排水では動物の糞尿が占める割合も多く、こ
の家畜糞尿中のリン酸化合物用量のコント
ロールは依然重要な課題のままである。 
 ところで、ブタの飼料中には、トウモロコ
シ等の植物性飼料原料に含まれるリンが有
機リン化合物（フィチン）の形で存在してい
る。ブタの消化器では、これを加水分解して
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無機のリン酸を遊離させて利用しているが、
関連する酵素（フィターゼ）の活性が弱いた
め、その利用性（消化率：20〜30％）は極め
て低く、養豚においては、リン酸カルシウム
などの利用率の高い無機リンが飼料へ添加
されている。そのため、飼料中のフィチンの
ほとんどが消化されないまま排泄されるこ
とになり、莫大なリンが環境中に排出されて
水域の富栄養化を引き起こしている。これら
富栄養化の対応には、工学的な手法を用いた
処理や植物を使った浄化方法も効果的であ
るが、ブタの糞尿中のフィチン量を減少させ
ることができれば、環境に負荷のかからない
養豚業の振興が可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 ブタ糞尿からのリン排出量の低減化を推
し進めた養豚を実現するために、遺伝子組換
え技術を用いて、フィチンの利用性が極めて
高いブタ及び飼育法の開発を行うことにし
た。ところで、フィチンを分解してリン酸を
遊離させる酵素であるフィターゼは、哺乳動
物では活性及び発現量ともに低い。一方、高
いフィターゼ活性をもつ微生物もあり、牛な
どの草食動物（反芻動物）においては、消化
器官に存在する微生物のフィターゼによっ
てフィチンの分解が行われ、効率よくリン酸
を得ている。そこで本研究では、ブタでこの
フィターゼを有効に利用するために、特にフ
ィターゼ活性の高い大腸菌からフィターゼ
遺伝子を得て、（１）このフィターゼ遺伝子
を体内の有用微生物として有名な乳酸菌に
組み込み、この乳酸菌をブタに取り込ませて
利用する方法、（２）フィターゼ遺伝子を導
入した遺伝子組換えブタの作出を行う方法
の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）大腸菌由来フィターゼ遺伝子の単離 
健康なブタの糞便を採取し、滅菌水に懸濁後、 
デソキシコレート寒天培地に塗抹後、得られ
たピンク色のコロニーを釣菌し、大腸菌を分
取した。得られた大腸菌をコロニーダイレク
ト PCR 法によってフィターゼ遺伝子の増幅
を行った。用いたプライマーは、NCBI の
GenBank で公開されている大腸菌フィター
ゼ遺伝子の配列を基にし、開始コドンの ATG
が制限酵素の Bsp HI の認識部位になるよう
コーディング領域上流にリンカーを付けア
ニール温度が 60℃となるように設計した配
列をフォワードプライマーとし、終止コドン
下流に制限酵素 Nco I の認識配列をリンカー
として付加しアニール温度が 60℃となるよ
うに設計した物を用いた。PCR 産物は、
Qiagen 社のキットを用いて精製した後、吸
光度を測定して 0.1 ug/ul の濃度に調整し、
使用するまで-20℃にて保存した。 

 
（２）大腸菌由来フィターゼ遺伝子のクロー
ニング 
 PCR 法を用いて得られた DNA 断片は、
0.7%アガロース電気泳動を行うことで、目的
の遺伝子であるフィターゼ遺伝子の予想さ
れる塩基長を確認した後、Bsp HI 及び Nco I
を用いて消化した（フィターゼ遺伝子の確認
には、更に複数の制限酵素でこの PCR 産物
を消化することによって得られる DNA 断片
のサイズを調べることでも行った）。フィタ
ーゼ遺伝子の開始コドン及び終止コドンを
含む完全長のフィターゼ遺伝子と思われる
この DNA 断片は、フェノール処理、エーテ
ル処理、エタノール沈澱を行い、滅菌水に溶
解して 0.1 ug/ul とした。この DNA 断片は、
大腸菌及び乳酸菌のシャトルベクターであ
る pKT の Nco I サイトに挿入するために、
pKT を Nco I で消化後、アルカリフォスファ
ターゼ処理を行い、Nco I の粘着末端を脱リ
ン酸化した。この Nco I で消化した pKT と
フィターゼ遺伝子を含む DNA 断片を DNA
リガーゼで連結し、形質転換用大腸菌
DH10B に導入してクローニングを行った。 
 
（３）フィチンの分解を調べるためのマウス
糞便の採取と保存 
 フィターゼ遺伝子を導入した乳酸菌がフ
ィターゼ活性を示すかを検証するために、マ
ウスの糞便を採取した。マウスの糞便は、飼
育環境が厳密に管理されている施設内の週
齢の等しいマウスから得た。糞便はマウスが
飼育されているケージ内全ての糞便を採取
し直ちに、プラスチック製の容器に入れた後、 
-20℃にて使用するまで保存を行った。保存し
ておいた糞便は、室温に戻した後、一定量の
滅菌水に懸濁させ、遠心分離を行って得られ
る上清をリン酸定量用の試料とした。 
 
４．研究成果 
 健康なブタ糞便から単離した大腸菌を用
いてフィターゼ遺伝子の獲得を行った。コロ
ニーダイレクト PCR法を用いてフィターゼ遺
伝子の増幅を試みたところ、完全長のフィタ
ーゼ遺伝子と等しい約 1,300 bp の PCR 産物
が得られた。この PCR 産物をいくつかの制限
酵素で消化し、得られる DNA 断片のサイズを
調べたところ、GenBank で公開されている配
列と同様のサイズの断片が得られたことか
ら、この PCR 産物はフィターゼ遺伝子である
ことが推測された。 
 このフィターゼ遺伝子を大腸菌及び乳酸
菌のシャトルベクターpKT にクローニングす
るためにフィターゼ遺伝子は Bsp HI 及び Nco 
I で消化し、Nco I で消化した pKT に連結し
た。pKT の Nco I サイトの上流には大腸菌及
び乳酸菌内で機能するプロモータが存在す



 

 

るため、このサイト内に導入された遺伝子は、
両細菌で発現させることが可能になる。まず、
フィターゼ遺伝子を pKTに導入したプラスミ
ドを形質転換用大腸菌 DH10Bにヒートショッ
ク法を用いて、形質転換を試みた。得られた
いくつかの形質転換体をランダムにピック
アップし、それらのを培養後プラスミドを精
製してフィターゼ遺伝子がクローニングさ
れているかを確認した。確認は、いくつかの
制限酵素を用いて消化し得られる DNA断片の
サイズを調べることで行った。その結果、ピ
ックアップした全てのコロニーが持つプラ
スミドは、GenBank で公開されている配列で
消化が可能な制限酵素で処理すると、消化で
きた酵素と出来ない酵素があった。同一の種
で、同一の遺伝子の塩基配列は若干異なって
いる場合もあるため、今回 PCR で増幅された
遺伝子は公開されている配列とは異なるフ
ィターゼ遺伝子であるのではないかと予想
したが、制限酵素で消化して得られる DNA 断
片が予想されるサイズと異なったものも散
見されることから、今回クローニングした遺
伝子は、フィターゼ遺伝子ではない可能性も
示唆された。まれではあるが、PCR 産物をク
ローニングする際には、目的の遺伝子がクロ
ーニングされないこともあるため、制限酵素
処理によって理論的な DNA断片が得られるプ
ラスミドを獲得するために、何度も同様の方
法で PCR を行ってクローニングを試みたが、
公開されているフィターゼ遺伝子の配列と
確認できるプラスミドは得られなかった。 
 今回用いた大腸菌はブタ糞便由来の大腸
菌であり、この大腸菌のフィターゼ遺伝子の
塩基配列は当然決定されていないことから、
公開されているフィターゼ遺伝子の塩基配
列とは完全一致するとは限らない。フィター
ゼ遺伝子の確認に用いた制限酵素は、公開さ
れているフィターゼ遺伝子の塩基配列情報
を基に消化が可能かどうかを調べているた
め、同定がしづらい可能性も考えられた。そ
こで、ゲノム解析が行われ、形質転換用の宿
主細胞としても用いられている DH10Bのフィ
ターゼ遺伝子であればクローニングが容易
になるのではないかと考え、DH10B からのク
ローニングを試みた。クローニングの方法は、
ブタ糞便由来の大腸菌から行った時と同様
の方法で PCR を行い、形質転換を行う宿主細
胞も DH10B を用いた。その結果、薬剤耐性の
形質転換体は得られるものの、完全長のフィ
ターゼ遺伝子がクローニングされたクロー
ンは得られなかった。これらの一連の実験を
何度も繰り返して行ったが、PCR 産物につい
ては予想される塩基長の PCR産物が得られて
いるものの、この DNA を発現ベクター内にク
ローニングした後には塩基配列が異なって
しまうように思われた。 
 そこで、クローニングされた DNA 断片はど

のような配列なのかを調べるために、塩基配
列の確認を行った。 
塩基配列の確認は、クローニングに用いたシ
ャトルベクターの Nco I サイトの上流及び下
流からそれぞれ複数の部位でプライマーを
合成して行った。その結果、クローニングさ
れていた遺伝子は、完全長のフィターゼ遺伝
子ではなく、部分的なフィターゼ遺伝子の断
片が繰り返し挿入されていた部分などで構
成されていることがわかった。 
 大腸菌からフィターゼ遺伝子を獲得する
ために行った PCR では、得られる DNA 断片は
制限酵素で消化される断片のサイズが理論
的な大きさであることから、PCR で得られた
DNA 断片は、完全長のフィターゼ遺伝子を含
んでいると思われたが、この DNA をベクター
に連結すると、宿主として用いる大腸菌内で
別の配列に変異を起こし、一部のフィターゼ
遺伝子の配列は存在するものの、フィターゼ
遺伝子としての機能をもたない配列になっ
てしまったと推測された。 
 遺伝子のクローニングを行う際には、この
ようにクローニングしづらい遺伝子も経験
的に存在する。このような場合は、形質転換
した後の宿主細胞の培養温度を 37℃から
25℃程度に下げ、穏やかな条件で培養するこ
とでクローニングできることがあるため、こ
の 25℃による培養も行った。しかしながら、
得られるプラスミドは全て完全長のフィタ
ーゼ遺伝子を持っていなかった。 
 更に、近年新しいクローニング手法である
インビトロジェン社の Gatewayシステムによ
るクローニングを行うために、PCR に用いる
プライマーに Gatewayシステムで必要な配列
を付加し、また、クローニングに用いるベク
ターも大腸菌専用の Gatewayシステムクロー
ニングベクターを用いて実験を行った。しか
しながら、これまで行って来た実験と同様に、
完全長のフィターゼ遺伝子を持つ DNA断片を
クローニングすることはできなかった。 
 今回の一連の実験では、フィターゼ遺伝子
のクローニングが研究の主体であると共に
出発点でもあるため、本研究課題の実施期間
中、上述したように様々な方法で精力的にフ
ィターゼ遺伝子の獲得を試みたが、プラスミ
ドにクローニングすることは出来なかった。 
 フィターゼは、大腸菌内に於いてリン酸の
貯蔵物質であるフィチン（イノシトール 6リ
ン酸）を加水分解してリン酸を遊離させる酵
素であり、大腸菌にとってリン酸の獲得のた
めに重要な役割を担っている酵素であると
考えられる。このフィターゼの遺伝子をプラ
スミドに連結して遺伝子組換え用の大腸菌
に導入すると、このプラスミドは大腸菌内で
複数コピーが複製され、細胞内でフィターゼ
遺伝子の過剰発現が起こってしまい、その結
果、このフィターゼ遺伝子が過剰発現してい



 

 

る大腸菌は正常に増殖できない可能性があ
る。今回クローニングに用いた pKTは、pBR322
の複製開始点を持っていることから低コピ
ー型のプラスミドであるため、細胞当たり 50
コピー程度のフィターゼ遺伝子が大腸菌内
に存在することになる。クローニングで一般
的に用いられる高コピー型のプラスミドに
比べれば、その細胞当たりのコピー数は 1/10
程度であるが、今回の実験結果からゲノムに
存在するコピー数を越えてこの遺伝子が細
胞内に存在すると、正常な代謝が行えないの
ではないかと推測された。クローニングを行
っている研究者から、プロモータを持たない
ベクターに DNA断片をクローニングしようと
試みた時に、プロモータを持たないことから
導入した DNA断片は翻訳されないにもかかわ
らず、その配列そのものを宿主細胞が嫌う場
合もあるとの私信も得た。 
 平成 20 年度でこの研究課題の研究機関は
終了となったが、この課題は、遺伝子組換え
技術の新しい環境分野への応用でもあり、ま
た、新しい遺伝子発現方法（今回実施はでき
なかった）の開発につながる可能性もある。
更に、今回の期間内で作成したいくつかの重
要なプライマーも保存されており、今回実施
できなかった項目についても実施できる準
備は整っていることから、今後も本研究を継
続していく価値は高いと考えられる。 
 今回の研究期間内で困難であったクロー
ニングも、宿主細胞を乳酸菌としてみるなど、
新たな戦略と研究協力者を得ることでその
活路を見いだしていきたいと考えている。大
腸菌を経ずに乳酸菌にクローニングする計
画は、乳酸菌のゲノム中にはフィターゼ遺伝
子がないことから、大腸菌で起こっていた不
具合が解消できる可能性が高い。また、既に
フィターゼ活性を測定できるよう、厳密に飼
育環境を制御したマウスの糞便を得ており、
そのリン酸量を定量出来るよう試料の長生
とリン酸の定量のための条件設定も行って
いる。今後は、今回得たクローニングそのも
のが難しい遺伝子を研究対象として実施し
てきた研究から得た貴重な知見や研究の戦
略を生かし、この研究課題の継続的な取り組
みと新たな課題への挑戦を行っていきたい
と考えている。 
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