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研究成果の概要（和文）：クロムは機能性材料として多くの産業に利用されている。本研究では、微生

物由来のクロム吸着性物質を同定・精製する事を目的とした。クロム特異的因子を同定する一環と

して、クロム特異的な遺伝子発現の変化を解析した。その結果、クロム処理によりシステイン

残基を多く含むタンパク質の発現が抑制された。この事は、金属イオン反応性に富むシステイ

ンが、クロム結合物質に利用され、相対的に他のシステイン含有タンパク質の発現や合成が抑

制される可能性を示している。 

 
研究成果の概要（英文）：Chromium (Cr) is widely used as a functional material and one of 
rare metals in multiindustries. This study aimed to identify Cr binding factors from 
Paramecium bursaria that can accumulate Cr in the cytosol. To identify the Cr related 
factors, we analyzed genes induced by Cr treatment with RT-PCR and Differential Display. 
By the Cr treatment, expressions of cystein-rich proteins including cystein proteinases 
were depressed. The result suggests that cysteins being responsive to metals are consumed 
by a Cr binding protein after the Cr treatment.   
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１．研究開始当初の背景 
（１）クロムの有用性と有害性 

クロムは耐摩耗性、強酸化性など優れた特
徴を有し、機能性材料として多くの産業に利
用されている。近年、新興国の経済成長に伴
い、クロムの需要増加が予想されるため、ク
ロムは、タングステン・コバルト・バナジウ
ムなどと同様にレアメタルとして国家備蓄
の対象となっている。 

 
（２）研究開始当初までの知見と本研究の着

想に至った経緯 

我々は、河川や湖などの環境水の汚染や各
種毒性物質の生物への影響を評価する有効
な方法である『指標生物を用いた生物検定
法』の開発を行ってきた（Takahashi （本研
究代表者）et al., Toxicology in Vitro, 
2005; Takahashi （本研究代表者）et al., ITE 
Letters on Batteries, New Technologies & 
Medicine, 2005; 高橋 （本研究代表者）他, 
原生動物学雑誌, 2006 ほか）。この研究過
程で、原生動物ミドリゾウリムシを用いて６
価クロムに対する影響を調べた結果、ミドリ
ゾウリムシが体内にクロムを集積するとい
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う興味深い現象を発見した。この事は、ミド
リゾウリムシが単に環境中のクロムを検出
する目的だけでなく、ミドリゾウリムシに吸
着させる事で環境中のクロムを除去し、環境
浄化にも貢献できる事を示唆している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、原生動物ミドリゾウリムシか
らのクロム吸着性タンパク質の同定および
精製を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）クロム吸着性物質発現条件の検討 

 ミドリゾウリムシを６価クロム処理し、処

理期間（48 時間または１週間）によるタンパ

ク質発現量および発現パターンの変化を

SDS-PAGE 法で解析した。なお、この際のタン

パク質定量は、紫外吸光法（UV 法）または蛍

光法（インビトロジェン社の Qubit 法）によ

り行った。 

 

（２）固定化金属イオンアフィニティー樹脂

を用いたクロム吸着性物質の精製 

Ni イオンなど各種金属イオンを固定化し

た固定化金属イオンアフィニティークロマ

トグラフィー（IMAC）用の樹脂が市販されて

いるが、クロムイオンを固定化した樹脂は市

販されていない。そこで、まず初めに、金属

イオン未固定の IMAC 用樹脂を用いて、クロ

ムイオンを固定化した樹脂を作製した。作製

したクロムイオン固定化樹脂を用いて、クロ

ム処理した当該微生物由来のタンパク質阻

抽出液を上記樹脂と混合させた。樹脂に未吸

着分画（S）を回収し、緩衝液で洗浄後、溶

出液（EGTA）で処理し、溶出分画（E）を回

収した。回収した各タンパク質画分を

SDS-PAGE 法で展開し、タンパク質の泳動パタ

ーンを解析した。 

 

（３）クロム処理特異的遺伝子の検出と同定 

 クロム処理した当該微生物から全 RNA を

抽出した。RNA 抽出後、oligo dT プライマ

ーを用いて逆転写反応を行い、cDNA を合成

した。得られた cDNA を鋳型として、数種類

の任意プライマーと oligo dT プライマー（上

記とは別の配列）を用いて、RT-PCR 反応を

行った。PCR 反応後、アガロースゲル電気泳

動法で、増幅産物の解析を行った。クロム処

理試料と未処理試料とで発現量に差のあっ

た増幅産物をゲルから切り出し、DNA シーケ

ンス解析を行った。遺伝子データベース

(DDBJ)を用いて、得られたシーケンス解析結

果と既存の遺伝子・タンパク質との相同性解

析を行った。 

 
４．研究成果 
（１）クロム処理試料の特徴とクロム特異的

タンパク質の発現 

 クロム処理したタンパク質を UV 法と蛍光

法の２種類の方法でタンパク質定量した。そ

の結果、蛍光法では、クロム処理試料でタン

パク質濃度が高めに評価され、正確なタンパ

ク質定量ができなかった（図１）。これは、

クロム吸着性タンパク質に結合したクロム

イオンが測定に干渉している可能性がある。

一方、対照として行った UV 法では、クロム

処理試料でも比較的正確にタンパク質濃度

の測定が可能であった。そこで、本研究では、

タンパク質定量は UV 法で行った。 

48 時間または１週間クロム処理した試料

の両者からタンパク質粗抽出液を得た。それ

らを SDS-PAGE 法で解析した結果、両試料か

らクロム特異的なタンパク質（分子量 29 kDa 

付近）が検出された。したがって、少なくと

も 48 時間のクロム処理により十分にクロム

特異的なタンパク質を発現させる事ができ

ると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）固定化金属イオンアフィニティー樹脂

を用いたクロム吸着性タンパク質の探索・同

定 

 市販の金属イオン未固定の IMAC 用樹脂を

用いて、クロムイオン固定化樹脂を作製した。

また、タンパク質試料との反応方法（バッチ

法とカラム法）も合わせて検討した。予備実

験の結果、今回使用した樹脂とクロムイオン

との結合は、加圧により固定したクロムイオ

ンが容易に解離する事が分かり、タンパク質

試料との反応方法は加圧を必要としないバ

ッチ法で行う事とした。クロムイオン固定化

樹脂を用いて、樹脂に未吸着の分画（S）と

吸着分画（E）の両タンパク質分画を SDS-PAGE

法で展開した。その結果、吸着分画中では、
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図１：定量法の違いによるクロム処理
したタンパク質溶液の特性  



クロム特異的なタンパク質（29 kDa 付近）

が強く検出された。したがって、クロム特異

的なタンパク質が、クロム吸着性タンパク質

である事が示唆された。 

 

（４）クロム特異的遺伝子の検出と解析 

 クロム処理試料から抽出した RNA を用い

て cDNA を合成した。この cDNA を鋳型とし

て、数種類の任意プライマーと oligo dT プ

ライマーを使用して RT-PCR を行った。その

結果、クロム処理により発現量が増加または

減少する複数の遺伝子を確認できた(図２)。

DNA シーケンス解析とデータベースを用い

たアミノ酸配列の相同性検索の結果、クロム

処理により、システインプロテアーゼを含む

システイン残基に富むタンパク質の発現が

抑制されている事が示唆された。この事は、

金属イオン反応性の高いシステイン残基が、

クロム結合性物質に利用され、相対的に他の

システイン含有タンパク質の発現や合成が

抑制されている可能性を示している。一方で、

本研究期間で解析済みのいくつかの遺伝子

には、既存のデータベース上で相同性を示す

ものが存在しない新規遺伝子も見つかった。

これらの解析は、今後の課題として取り組む

必要がある。以上の成果は、今後、更なる詳

細なクロム結合性物質の実体を明らかにす

る上で有意義な情報となりえる。 
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