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研究成果の概要（和文）：熱帯資源植物、モリンガ樹の種子に含まれる濁水浄化タンパク質の構造遺伝子の塩基配列を
明らかにした。このタンパク質は微細な土壌粒子を沈澱させ、濁水を浄化させる機能がある。推定されたアミノ酸配列
と、SサブユニットとLサブユニットのアミノ酸配列を比較して、濁水浄化タンパク質はシグナルペプチド、プロペプチ
ド、Ｓサブユニット、リンカーペプチド、Ｌサブユニットから成ることが予想された。Ｌサブユニット遺伝子とＳサブ
ユニット遺伝子＋リンカーペプチド＋Ｌサブユニット遺伝子は大腸菌で発現させることに成功した。この成果を基に、
濁水浄化システムの構築や金属捕捉タンパク質の創製が可能となった。

研究成果の概要（英文）：We determined the nucleotide sequence of the structural gene of the protein having
 an excellent flocculation capacity contained in the seed of a tropical tree, the Moringa oleifera. The pr
otein coagulates soil particle and purifies turbid water. Compared with its deduced amino acid sequence an
d protein sequences of S and L subunits, we predicted that the Moringa flocculation protein is composed of
 signal peptide, propeptide, S subunit and linker peptide. We succeeded in the gene expression of S subuni
t and of the S and L subunits including linker peptide. Based on this result, the construction of the puri
fication system of turbid water and the development of metal capture protein may be enabled.
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１．研究開始当初の背景 
(1)水資源の劣悪化と減少は世界的な問題で
あり、乾燥地や熱帯乾季における水資源の質
的及び量的な確保は深刻である。先進国の浄
水場では、アルミニウムや合成高分子を用い
て河川水に含まれる微細な土壌粒子やゴミ等
を凝集、沈殿させているが、アルミニウムは
アルツハイマー病との因果関係が報告されて
おり、合成高分子は一般に難分解性である。
人体への影響や環境負荷を考慮すると、生分
解性に優れた天然起源の凝集沈殿剤の開発が
望まれる。 
(2) モリンガ樹(Moringa oleifera)は熱帯な
どに広く分布し、古くからその地域の生活に
密着したmulti-purpose tree である。葉には
ビタミン、カルシウム、タンパク質が豊富に
存在し、種子の油分は食用油や化粧品基材と
して利用されている。花、葉、根には薬用成
分の存在が知られているが、それらのほとん
どが民間伝承的で科学的な根拠に乏しく実用
化に至っていない。このような背景のもと、
申請者らは、微細な土壌粒子を沈殿させる濁
水浄化能をモリンガ種子に見出し、その科学
的実体の一部を解明した。 
(a)モリンガ種子には６種類の同族濁水浄化
タンパク質が存在する。最も濁水浄化能が高
いものはＳおよびＬサブユニットからなるヘ
テロダイマー構造の塩基性タンパク質
(pI=10)であり、耐熱性や溶剤耐性を有する。
微細土壌粒子の沈降を引き起こす濃度は10—
50μg/mlであった。 
(b)両サブユニットのアミノ酸配列をマニュ
アルエドマン法で決定した。 
(c)ＳサブユニットおよびＬサブユニットの
遺伝子の一部をＰＣＲ法でクローニングした。 
(3) (1)および(2)の助走的研究から、濁水浄
化に関わる物質は種子に蓄積しているタンパ
ク質であることを実証した。 
しかし、「なぜ、濁水浄化タンパク質が土
壌コロイドを崩壊させ、土壌粒子を沈殿させ
るのか？」、「土壌粒子を沈殿させるのに必
須のアミノ酸モチーフは何か？」、「土壌コ
ロイド系を破壊する初期の相互作用は何
か？」などの疑問が生じ、本研究の着想に至
った。 
 
２．研究の目的 
申請者らは熱帯資源植物のモリンガ樹の種
子に含まれる12-kDa の塩基性タンパク質が、
微細な土壌粒子を沈澱させ、濁水を浄化させ
る機能があることを見出した。濁水浄化の発
現には、ある特定のペプチド鎖(モチーフ)と
アミノ酸残基が関係する。即ち、無機土壌と
の相互作用を引き起こすための構造と凝集に
関与するアミノ酸残基が存在する。 
本研究では、タンパク工学的な手法を用い
て、機能発現に必要最小限のモチーフと必須
のアミノ酸残基を同定する。これにより、タ
ンパク質—無機物の相互作用における新しい
知見が得られる。これらのデータを基に、高

い浄化能の付加、あるいは、重金属結合性の
発現など、環境浄化に資するバイオ凝集剤お
よび無機捕捉バイオ素材を創成することが目
的である。 
 当初の計画では土壌粒子を凝集・沈殿させ、
水質を浄化するモリンガ種子タンパク質の
機能と構造に関する知見を基に、以下の２つ
の研究アプローチの展開を予定していた。 
(1) 高浄化タンパク質の創成：モリンガ種子
に含まれる浄化タンパク質を親タンパク質
として、組換えＤＮＡ実験によりさまざまな
変異タンパク質を創出し、その中から凝集に
関わるペプチド鎖(モチーフ)とアミノ酸残
基を見出す。モチーフを並列に複数個連結す
る、あるいは、沈殿に関与するアミノ酸残基
を別のアミノ酸に置換するなど、タンパク工
学的な手法により、高浄化タンパク質を創成
する。一方では、酵母菌の分泌系を用いて、
高浄化タンパク質の大量生産系を構築し、安
定的な供給系の構築を目指す。これまでに、
タンパク質工学をベースにした水処理剤の
開発研究はほとんどなく、得られた処理剤は
環境に対する安全性が高いことから、さまざ
まな水質浄化場面（浄水場、湖沼、河川・池）
において利用できる。 
(2) 無機捕捉タンパク質の創成：土壌粒子は
一般にマイナスに荷電しており、反発しあっ
てコロイド粒子となっている。粒子表面が電
気的に中和されると、凝集・沈殿が起こるも
のと考えられる。このことから、濁水浄化タ
ンパク質の活性発現に関与するモチーフに
は、無機物と親和性の高い構造と、電荷を中
和する機能の両方を有することが示唆され
る。タンパク工学的な手法により、電荷に関
わる部分を土壌構成無機成分や鉱物粒子由
来の金属を捕捉できるように変えると、新規
なタンパク質・無機ハイブリッド素材を創成
することができる。 
 
３．研究の方法 
(1)モリンガ樹の葉および種子からＤＮＡを
抽出する。濁水浄化タンパク質のＳサブユニ
ットとＬサブユニットのアミノ酸配列を基に
２種類のプライマーを設計し、ＰＣＲ法で両
遺伝子を含む遺伝子断片をクローニングし、
その塩基配列を決定する。この塩基配列を基
にプライマーを設計し、inverted ＰＣＲ法に
よりＳサブユニットおよびＬサブユニットの
上流側および下流側の遺伝子断片をクローニ
ングし、5’側及び3’側領域の塩基配列を決
定する。この塩基配列を基に、5’側と3’側
のプライマーを設計し、構造遺伝子断片をク
ローニングし、塩基配列を決定する。 
(2)両サブユニットのアミノ酸配列とＰＣＲ
産物の解析結果に基づき、[Ｓサブユニット
(102-bp)]-[linker配列(57-bp)]-[Ｌサブユ
ニット(213-bp)の順に遺伝子を化学合成する。
このとき、酵母菌のcodon usageに従って配列
を最適化する。 
(3)化学合成ＤＮＡを鋳型に、Ｓサブユニット、



ＬサブユニットおよびＳ＋リンカーペプチド
＋Ｌサブユニット（Ｓ＋Ｌサブユニット）の
遺伝子をＰＣＲ法で増幅し、菌体外分泌シグ
ナル(α-mating factor)を持つ酵母の発現ベ
クター、pKLAC1に各断片を挿入する。
Kluyveromyces lactisを宿主に発現後、培養
上清よりSDS-PAGEのバンドパターンの変化を
指標に、組換えタンパク質の発現を確認する。
大腸菌の発現ベクター、pET25bとpColdⅠに各
断片を挿入し、Escherichia coliを宿主に発
現後、菌体の超音波破砕上清及び残渣の
SDS-PAGEとウエスタン分析により組換えタン
パク質の発現を確認する。なお、相同性検索
の結果から、Ｌサブユニットに強い濁水浄化
活性があるものと予想している。なお、組換
えタンパク質の精製は、硫酸アンモニウム沈
殿、CM-Sepharoseカラムクロマトグラフィー、
MonoSのFPLCで行う予定である。 
(4)浄水機能を有する必要最小限のモチーフ
を見出し、簡易型浄水システムの試作や金属
捕捉タンパク質の創成を試みる。 
 
４．研究成果 
(1)ＰＣＲクローニングの結果、モリンガ種
子の濁水浄化タンパク質には、ＳとＬのサブ
ユニットの間に 57塩基の linker 配列が挿入
されており、この前後の配列にイントロン挿
入シグナルが認められないことから、
sorting signal であるものと推測した。Ｓサ
ブユニットとＬサブユニットの一部および
両サブユニットの間のリンカー領域(57-bp)
の塩基配列を基に、プライマーＤＮＡを設計
し、染色体ＤＮＡを鋳型に inverted ＰＣＲ
によりモリンガ濁水浄化タンパク質の構造
遺伝子の塩基配列を明らかにした。この配列
より推定されたアミノ酸配列は、セイヨウア
ブラナの1.7S種子貯蔵タンパク質(Napin-2)
やバビンロウの耐熱性甘味タンパク質(マビ
ンリン)との相同性が認められ、シグナルペ
プチド、プロペプチド、Ｓサブユニット、プ
ロペプチド(リンカーペプチド)、Ｌサブユニ
ットから成ることが推察された。なお、推定
アミノ酸配列とプロテインシーケンスとの
間に相違点(Q/C、Q/E、Q/R、L/V、G/R、Q/N)
が認められた。 
(2)Kluyveromyces lactis のコドン頻度を基
に、ＳおよびＬサブユニットのアミノ酸配列
に対応する遺伝子を設計し、リンカー領域を
含めて化学合成した。Ｓ、Ｌ、Ｓ＋Ｌサブユ
ニット遺伝子を酵母菌発現ベクター、pKLAC1
に挿入し、酵母菌 Kluyvermyces lactics 
GG799 株と 4 種類の宿主プロテアーゼ欠損株
(YC389、YCT390、YCT569、YCT598)の染色体
ＤＮＡ中に相同組換えで各遺伝子を導入し
た。各組換え菌をガラクトース含有培地で
30℃、120rpm、22 時間振盪培養した。各組換
え菌の培養液をSDS-PAGEで分析したところ、
Ｓ、Ｌ、Ｓ＋Ｌタンパク質の産生は確認され
なかった。Ｓ、Ｌ、Ｓ＋Ｌサブユニット遺伝
子を大腸菌発現ベクター、pColdI に挿入し、

Escherichia coli BL21(DE3)株を形質転換し
た。各組換え菌を(1)と同じ条件で培養後、
各組換え菌の超音波破砕後の上清及び残渣
を抗His-tag抗体によるウエスタンブロッテ
ィングで分析したところ、Ｌサブユニット遺
伝子とＳ＋Ｌサブユニット遺伝子を導入し
た各組換え菌の破砕上清と残渣には抗体陽
性のシグナルが確認された。Ｓサブユニット
遺伝子を導入した組換え菌はいずれの画分
にもシグナルが検出されなかった。 
 組換え大腸菌及び酵母菌でのＳ、Ｌ、Ｓ＋
Ｌサブユニットタンパク質の発現量が低か
った原因は、①発現されたＳ、Ｌ、Ｓ＋Ｌサ
ブユニットタンパク質が大腸菌や酵母菌の
菌体内プロテアーゼにより分解された。②Ｓ、
Ｌ、Ｓ＋Ｌサブユニットタンパク質に強い凝
集活性があるため、菌体成分と凝集沈殿し検
出できなかった可能性が考えられる。 
 ＬとＳ＋Ｌタンパク質は、大腸菌での発現
が確認されており、宿主菌や誘導及び培養条
件などを検討することにより、引き続き研究
を進めることにより、環境浄化に資するバイ
オ凝集剤および無機捕捉バイオ素材を創成
が可能となるものと考える。 
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