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研究成果の概要（和文）：Cdによって活性化されるフィトケラチン合成酵素（PCS）をセンサー素子として、多
様な有害重金属が検出可能な高感度バイオセンサーを開発することを目的に研究を行った。シロイヌナズナ由来
のAtPCS1についてラン藻由来NsPCSと組み合わせた融合酵素や点変異導入による感度変化と金属特異性の多様化
を試みた結果、有意な変化は認められなかった。しかし、反応条件を最適化することにより、環境水のモニタリ
ングに必要な0.003 mg/Lを下回るCdの検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have tried to develop the high sensitive biosensors which can detect 
several kinds of heavy-metal by application of modified phytochelatin synthase(PCS). Combined 
enzymes of AtPCS1 derived from Arabidopsis thaliana and NsPCS derived from Nostoc nor point mutated 
enzymes couldn’t show any significant change. Optimization of the reaction condition could make us 
detect lower level of cadmium than 0.003 mg/L which is environmental standards for water quality.

研究分野：酵素利用学

キーワード： 感度向上

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
環境や食品の有害重金属汚染については、東南アジアなどの発展途上国では鉱山や精錬工場由来の重金属汚染が
数多くあり、さらに膨大な電子ゴミに由来する新たな重金属汚染も拡大していることから、健康被害が今後益々
深刻化することが危惧されている。これを防ぐためには、重金属による環境や食品の汚染状況を的確に把握し、
迅速な対策を講じることが重要であり、そのためには実効性の高い有害重金属モニタリングシステムを確立しな
ければならない。本研究の研究成果により、環境モニタリングに実際に使用しうる感度までCd検出感度を向上で
きたことは健康被害の防止への貢献となるといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Cd は国際がん研究機関（IARC）による発がん性リスク評価で発がん性が十分に認められる

Group1 に分類され、また長期曝露により腎障害を引き起こすことが知られている。かつて日本

では亜鉛や銅の鉱山から流出し、水系や土壌を高濃度で汚染していた Cd が食物などを通じて人

体に摂取された結果、イタイイタイ病などの甚大な健康被害が発生した。また現在ではポリ塩化

ビニルの安定剤、着色料、ニッケル・カドミウム蓄電池の電極材料、様々な合金の成分として工

業的に利用されており、これらの工場の跡地から検出されることも多い。Cd による健康被害を

未然に防ぐため、日本では食品中や環境中などに対して Cd 濃度の基準値が設定されてきた。さ

らに近年、国際状況に合わせ、その Cd 濃度の基準がより厳格化された。例えば、米に関しては

Cd 基準値が玄米で 1.0 mg/kg 未満から玄米及び精米中で 0.4 mg/kg 未満へと引き下げられ、水

質環境基準値に関しても 2011 年に 0.01 mg/L から 0.003 mg/L へと引き下げられた。国民の安

全・安心への関心も高まり、これまでよりも網羅的かつ、上記の基準に対応した高感度なモニタ

リングが必要とされる。また、世界的にみるとさらにその必要性は高く、例えば中国の環境保護

部らによって 2014 年に報告された調査によると、土壌の環境基準値の 5 倍以上の Cd が検出さ

れた地域もあり、Cd による汚染状況は非常に深刻である。こうした国や地域では上記のような

網羅的かつ高感度のモニタリングによって早急に汚染の現状を把握し、対策を講じることが必

要とされている。 

現在、原子吸光法や ICP (Inductively coupled plasma) 発光分析法などが、環境試料や食品中

の Cd 分析のための公定法として定められている。これらの測定方法は高感度・高精度であり、

引き下げられた基準値の Cd も十分に検出可能であるが、試料の前処理や分析操作が煩雑である

ことや、分析機器が高価であることから、一般的には専門機関への分析委託が行われている。例

えば、厚生労働省の認可機関である日本食品分析センターでは、１検体あたり 7000 円の費用が

必要であり、さらに結果報告まで数日間を要する。このように現行の機器分析法では多くの試料

を対象とした網羅的な食品や環境試料のモニタリングには適さない。このため、上記のような基

準値を検出できる高い感度を持ちながら、簡便で、迅速、低コストで、さらにはオンサイトでの

使用が可能な、機器分析法に代わる新たなモニタリング技術の開発が求められている。 

 
２．研究の目的 
主に Cdによって強く活性化される高等植物由来フィトケラチン合成酵素（PCS）は、グルタチ

オン（GSH）を基質として重金属抱合ペプチド、フィトケラチン（PC）を重金属濃度依存的に合

成する（GSH→-EC＋Gly、 -EC＋GSH→PC2）。我々はこの性質を利用して PCS をセンサー素子と

する Cd バイオセンサーの構築を行ってきた。しかし、現在世界規模で問題となっている有害重

金属による環境汚染の対策には、さらに高感度に多様な重金属を検出することが求められる。本

研究では、PCS の基質の結合及び重金属による活性化に影響を与える部位を特定・改変すること

により、高い基質親和性と今まで報告されていない重金属特異性を有する PCS を作成し、この

PCS をセンサー素子として、多様な有害重金属の検出が可能な高感度バイオセンサーを開発する

ことを目的としてきた。 

 
３．研究の方法 
（１）我々がこれまで用いてきた酵母表層提示 PCS に代わり、精製組換え PCS を Cd 認識素子と

したバイオセンサーについて反応条件の最適化を行った。 

（２）高感度素子の作成を目指し、シロイヌナズナ由来 AtPCS1 へラン藻由来 NsPCS の基質結合

部位を導入した融合酵素を作成し、評価を行った。 



（３）NsPCS の酵素工学的評価を行った。 

 
４．研究成果 

（１）本研究では、精製した AtPCS1 の組換えタンパク質を用いた検討を行った。精製につい

ては、AtPCS1 を His-tag 融合タンパク質として大腸菌で発現させ、その後、Ni-Sepharose アフ

ィニティーカラムを用いて精製した。しかし、精製後の酵素液中には宿主大腸菌の培養及び精

製過程において用いた試薬、カラム等に含まれる重金属が混入している可能性が高く、低濃度

Cd の検出にあたってはその影響は無視できない。実際に、酵母表層提示した PCS を Cd 認識素

子として用いた場合にも Cd 非添加条件で PC 合成が確認されており、高い感度で Cd 検出がで

きない原因の一つと考えられる。そこでこれらの夾雑金属類を PC 合成反応前に取り除くこと

を目的とし、His-tag 精製後、金属キレート剤である Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) 

を加えて、その効果を調べた。その結果、2 mM の EDTA 処理を行うことにより Cd非添加時の PC

合成量が減少し、Cd 0.01 M（0.0011 mg/L）添加時の PC 合成量との差が大きくなることが確

認された（Fig.1）。 

次に、精製 AtPCS1 の Cd 認識素子としての Cd 検出能を調べた。上記の系と同様に、精製後 2 

mM EDTA で処理した精製 AtPCS1 を用いて PC合成反応を行った。その結果、Cd非添加時と比較

して、Cd 0.004 M 添加時から PC合成量が増加し、0.008 M 添加時において有意に PC合成量

の増大が認められた（Fig.2）。 

上記の結果から、EDTA 処理によって試薬やカラム等に含まれる余分な金属類を取り除

くことで、Cd非添加時のPC合成量を減少させ、Cd検出限界の向上に成功したと言える。

しかし、依然 Cd非添加時においても PCが検出されており、これを減少させることによ

り、さらに感度を向上できる可能性があり、今後の検討課題である。 

 

（a）                                   （b） 

 
Fig.1 EDTA 処理による PC合成反応への影響評価 

(a) EDTA 処理なし (b) 2 mM EDTA 処理 

PC 合成量は HPLC によって測定。エラーバーは標準偏差を表す。（n=3） 
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(a)                   （b） 

 

Fig.2 精製 AtPCS1センサーの検出能 

(a) Cd 1 µMまでの PC合成量  (b) Cd 0～0.01 µMまでの PC合成量 
HPLC によって定量。エラーバーは標準偏差を表す。（n=3） 
 

（２）PCS は真核生物に広く存在しており、AtPCS1 をはじめとする真核生物由来 PCS は保存性の

高い N末端と種によって大きく異なる C末端から構成されており、共通して、重金属に活性化さ

れて PC を合成する機能を有する。一方、ラン藻由来 NsPCS は保存性の高い N末端のみから構成

されており、PC合成能を有さない。また、我々のこれまでの研究により、NsPCS は AtPCS1 と比

較して基質である GSH への親和性が高いことを確認している。そこで、N 末端を NsPCS 由来、C

末端を AtPCS1 由来とする融合酵素を作成し、基質親和性を向上させ、かつ PC 合成能を有する

Cd 検出能の高いセンサー素子の作成を目指した（fig.3）。しかし、融合酵素は PC 合成能を持つ

 

Fig.3 酵素比較図 

 

ものの、AtPCS1 と比較して親和性が向上したとは言えず、Cd 検出能の高いセンサー素子の作成

には至らなかった。 

 

（３）上記の研究と並行して、NsPCS の酵素工学的評価を行った。その結果、反応の条件下の最

適化に成功し、反応速度を向上させることができた。この結果は、今後 Cd 検出能の高いセンサ

ー素子作成に役立つ可能性がある。 

 

本研究の結果より、日本の水質環境基準値以下の Cd も検出可能なセンサー素子の作成に成功し

たと言える。今後、Cd 非添加時の PC合成を減少させ、かつ簡便な検出方法と組み合わせること

で、実用可能なバイオセンサーとして利用できる可能性が示唆された。しかし、検出可能な重金

属の多様化には至らず、今後さらなる検討が必要である。 
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