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研究成果の概要（和文）：silicatein及びsilicaseはケイ酸のシリカへの重合及びシリカからケイ酸への分解を
触媒するユニークな酵素である。本研究では本酵素にランダム変異を導入し、高温でも触媒機能を維持した酵素
を取得することを目的とした。大腸菌においてタンパク質を発現させ、簡易スクリーニングで、70℃に耐えるタ
ンパク質を見出したが、より精密な測定では活性は見られなかった。Brevibacillusを宿主とする培地画分への
分泌発現も試みたが、活性型の酵素は得られなかった。また、好熱菌を宿主とするため、発現ベクターを構築し
たところ、1Lあたり28mgのタンパク質が得られた。この系は産業利用の面から期待される。

研究成果の概要（英文）：Silicatein and silicase are unique enzymes which catalyze the polymerazation
 and degradation between silicic acids and silica, respectively. Random mutations were introduced 
into silicatein gene and then thermostable (>70oC) protein was investigated. We found one candidate 
mutant by first screening, but it turned to be negative by second screening. We tried the expression
 system with Brevibacillus to obtain soluble protein in medium fraction, however, no activity was 
observed with expressed proteins. On the other hand, expression vector in thermophilic bacterium, 
Thermus thermophilus, was developed. The reporter assay indicated high expression of target protein 
and the yield reached 28 mg protein per 1L culture. This expression system can be applied in 
industrial use.

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では目的とした耐熱性を持ったシリカ重合酵素を作製することは出来なかったが、その発現方法や活性に
ついて知見を蓄積することができた。今後、より可溶性が高く耐熱性が高いタンパク質をつなげて活性評価を行
うことで目的が達成できると思われる。また、今回作製することのできた好熱菌を宿主とするタンパク質発現系
は、従来に比べて発現量が多く、産業利用にも期待が持てる。耐熱性酵素は安定性が高いため、様々なニーズが
あるが、本システムを用いることによりそれらが産業に利用できるだけでなく、今回行ったような耐熱化酵素研
究の宿主とすることができ、より研究を加速するのに寄与できると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ケイ素(Si)は、水溶液中ではケイ酸(Si(OH)4)の形態で溶存しており、これが重合して形成され
るシリカ(SiO2)は地殻の約 60%を占めるケイ素の酸化物である。これほど豊富な元素であるに
も関わらず、長い間、ケイ素は生物とは関係のないものと考えられてきた。しかしながら、近
年、一部の生物種において、シリカの物理的構造性の強さを骨格形成に利用している生物の存
在が指摘されている。海綿はシリカを主成分とする骨片と呼ばれる構造体を有するが、その形
成には silicatein [K. Shimizu et al., PNAS, 95, 6234, (1998)] と呼ばれるケイ酸重合酵素や silicase 
[H. Schroder et al., Prog Mol Subcell Biol, 33,249, (2003)] と呼ばれるシリカ分解酵素が関与して
いる。また、珪藻はシリカを主成分とする細胞壁を持ち、ケイ酸重合ペプチド sillafin [N. Kroger 
et al., Science, 286, 1129 (1999] やシリカ結合タンパク質 frustlin [N. Kroger et al., Eur J Biochem, 
239, 259 (1996)]など、シリカと相互作用する生体分子が単離されている。 
 中でも最も研究が進んでいるのが、カイメン由来のケイ酸重合酵素である silicatein である。
Silicateinは単量体のケイ酸(Si(OH)4)を基質とし、その脱水縮合を触媒し、多量体のシリカ(SiO2)n

を形成する。Silicateinは既に遺伝子が同定され、大腸菌における発現系が構築されている。精
製された酵素は tetramethylethoxysilane(TMOS), tetraethoxyethylsilane(TEOS), sodium silicate等の
ケイ酸前駆体を基質とすることができ、且つ、シリカだけでなくチタニアなどの金属酸化物の
重合も促進できるなど、そのユニークな活性から注目を浴びている。しかしながら、silicatein
は不溶性の高い酵素であり、大腸菌では正しい構造で発現しにくいことが明らかとなっている。
したがって、その精製には可溶化を促進する fusion partnerやタンパク質の refoldingが必要であ
る。また、カイメンは約 20℃の海水中に生育しており、silicateinタンパク質自身の耐熱性もそ
れほど高くないことが想像できる。一方で、酵素を産業利用する際には、酵素自身の安定性が
重要となる。一般に、反応温度が高いほど反応は早く進み、且つ、耐熱性酵素は熱に対してだ
けでなく、様々な化学的・物理的要因に対して安定であることが多い。従って、耐熱性 silicatein
を創製することは、本酵素を産業利用する上で重要な因子である。  
 
２．研究の目的 
ケイ素は地球上に豊富に存在するにもかかわらず、生化学の分野においては微量元素として
扱われ、シリカの構造堅牢性を構造維持に利用している生物である珪藻、海綿以外では精力的
な研究がなされてこなかった。一方、シリカは工業的な面からみれば優秀な反応触媒であり、
特にナノ粒子としての形態制御には注目が集まっている。従って、ケイ素の生化学と工業的利
用法をリンクさせる研究は非常に価値のあるものだと考えられる。半導体産業を中心とする現
在のケイ素産業は、その原料をケイ砂と呼ばれる高純度のシリカを含む地下資源に依存してい
る。ところが、ケイ砂は原油同様、その資源の枯渇が叫ばれている。さらには半導体、触媒工
業においてはその粒径制御が重要な課題となる。生体分子は基質特異性が高く、不純物を含ま
ないシリカを合成できる可能性が高く、さらには原子・分子レベルでの反応制御を行うため、
現在のトップダウン型の微細加工ではなく、ボトムアップ型の粒子制御ができる期待も高い。
しかしながら、酵素はその安定性の欠如から工業的利用には大きなハードルがある。耐熱酵素
は熱安定性のみならず、pH、有機溶媒等にも高い安定性を示すことが知られており、これを工
業的に利用できれば上記の問題を解決するブレイクスルーとなり得る。 
 以上のことから、本研究ではカイメン由来のケイ酸重合酵素である silicateinを中心に、進化
工学的手法を用いて、耐熱性酵素を取得することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
1) silicateinの大腸菌を宿主とした異種発現 
 Silicatein遺伝子はコドンを大腸菌に最適化し、合成遺伝子として取得した。この配列を発現
ベクターpET21aに挿入し、大腸菌 BL21(DE3)を形質転換し、発現株を取得した。当該株をアン
ピシリンを含む LB 培地で培養し、0.5 mM IPTGで発現を誘導させ、菌体破砕後、SDS-PAGE
により発現を確認するとともに、抗 His-tag抗体を用いた Western blottingにより目的産物であ
ることを確認した。 
 
2) error-prone PCRによる変異ライブラリの作製 
 Silicateinの耐熱化を図るため、error-prone PCR(epPCR)によって silicatein配列内にランダムな
変異を導入した。epPCRには GeneMorph II Random Mutagenesis Kit (Agilent Technologies)を使用
した。得られた PCR 産物を基に MEGAWHOP 法[K. Miyazaki, Methods Mol Biol., 231: 23-28, 
(2003)] を用いて変異ライブラリを作製した。 
 
3) 耐熱化酵素の 1次スクリーニング 
 酵素活性の評価はMullerらの方法に従った。まず、96 well plate上の LB寒天培地(amp, IPTG
含有)に取得した大腸菌株を接種し、再度コロニーを形成させた。次いで plate を 70℃で 30 分
間処理し、これに 60 Mケイ酸溶液を重層し、室温で 24時間静置した。その後、plateの各 well
にモリブデンブルー発色試薬を添加し、活性の有無を確認した。基質として添加したケイ酸は
モリブデン酸と反応し青色を呈するが、酵素機能が発揮されシリカに重合された場合は、ケイ
酸濃度が減少するため発色しない。 



図 1 silicatein の活性評価 

(25℃) 

図 2 耐熱化 silicateinのスクリーニング 

4) silicateinの Brevibacillusを宿主とした分泌発現 
 上記 3)の活性測定法が、煩雑かつ安定性に乏しかったため、Brevibacillus を宿主とした分泌
発現を試みた。本システムでは、目的タンパク質は培地画分に直接生産され、その後の活性測
定が簡便に行えると考えた。Silicatein 遺伝子を Brevibacillus のコドン頻度に合わせて核酸合成
し、発現ベクターである pBIC1, pBIC2, pBIC3, pBIC4, pNC-HisEにクローニングした。培養後、
培地画分をSDS-PAGEに供し、発現を確認するとともに、抗His-tag抗体を用いたWestern blotting
により目的産物であることを確認した。 
 
5) silicateinの Thermus thermophilusを宿主とした発現 
 耐熱性酵素の発現宿主として、また、耐熱性酵素のスクリーニング用宿主として高度好熱菌
Thermus thermophilusの利用を試みた。筆者が以前に報告した silica誘導性 promoterを利用し、
シリカ濃度依存的な発現ベクターである pSix1を構築した。この発現ベクターに silicatein遺伝
子をクローニングして発現の確認を行った。 
 
４．研究成果 
1) 大腸菌を宿主とした変異酵素ライブラリとスクリーニング 
 大腸菌 BL21(DE3)を宿主として、silicatein-pET21a により形質転換した発現株を取得した。
SDS-PAGE及びWestern blottingで確認したところ、既報の
通り、わずかながらも発現が確認された。そこで、Muller
らの方法に従い、大腸菌コロニーを直接 60 Mケイ酸溶液
に曝露することで、組換え siilicateinが活性を有しているか
を確認した。図 1 に示す通り、発現プラスミドを持たない
株(図中 Enz(-))では、シリカ曝露後にモリブデン反応性の単
量体ケイ酸が残存しており、コロニーが青く染まった。一
方、siilicatein 発現株(図中 Enz(+))においてはコロニーは発
色せず、単量体ケイ酸が存在しないことが確認された。こ
れは silicatein の活性により、単量体ケイ酸がモリブデン不
活性な重合体シリカへと変換されたためである。 
このように、常温での silicatein の活性が確認できたため、
本プラスミドを基に error-prone PCRによる変異ライブラリ
を構築した。変異ライブラリを基に大腸菌 BL21(DE3) 
Rosetta2 pLysSを形質転換し、それぞれコロニーを単離し、
96 well plateに接種した。このプレートを基に耐熱化酵素の
スクリーニングを行った。これまでに約 3000 株のスクリーニングを行ったところ、70℃、30
分の処理後においても、コロニーが青く
染まらなかった候補変異体を 1株取得し
た(図 2)。この変異株の塩基配列を確認
したところ、silicatein遺伝子 109番目の
Gが Cに置換されていた。その結果、ア
ミノ酸配列において wild typeの 36番目
のアラニンがプロリンへと変化してい
た。次いで、この変異タンパク質 A36P
の大量発現を試みたが、十分量の酵素が発現しなかったため、発現ベクターを pCold TFに変更
し、Trigger Factorとの融合発現で、低温誘導による発現系を構築した。この系では目的タンパ
ク質が可溶性画分に十分量発現した。精製した酵素を既報に従い、活性評価を行ったが、室温
では活性が見られたものの、70℃では活性を見いだせなかった。 
 上記のように silicateinは単独では不溶性に発現し、可溶化パートナーとの融合発現で可溶性
に発現させることが可能であった。しかしながら、pCold TFの可溶化タグは大腸菌シャペロン
の Trigger Factorを基にしており、本研究のような耐熱性酵素のスクリーニング条件には不向き
であると考えられる。そこで、好熱菌由来の可溶性の高いタンパク質をターゲットとし、これ
らのタンパク質 silicateinの融合発現系を大腸菌において作成した。Kondoらが報告したThermus 
thermophilus由来の数種の可溶化タンパク質[Kondo et al., Anal Biochem, 385: 278-285 (2009)]との
融合発現を試みたがいずれも可溶性のタンパク質は得られなかった。 
 
2) Brevibacillusを宿主とした分泌発現 
  上記のように silicatein タンパク質は大腸菌で発現させると不溶性画分に発現する。さらに、
活性測定が一度コロニーを作らせてからのアッセイとなり、煩雑でハイスループット化が困難
であった。そこで、培地画分に目的タンパク質を分泌する Brevibacillus を用いた発現系を構築
した。プロモーター強度及び分泌シグナルの異なるプラスミド pBIC1~4及び pNC-HisEを発現
ベクターとして、silicatein 遺伝子をクローニングした。これらの発現株の内、pBIC4 及び
pNC-HisEをベースにしたものにおいては、培地画分に目的タンパク質と思われるバンドを確認
できた。しかしながら、確認されたバンドは目的のものより約 3 kDa大きく、通常は培地画分
への分泌過程で除かれるはずの signal peptide が残ったままになっていることが示唆された。



図 3 Brevibacillusにおける

silicateinの発現 (培地画分) 

図 4 Thermus属細菌を宿主とする異種タンパク質発現系の構築 

signal peptideと silicateinの間には enterokinase認識サイトが挿
入されている為、発現産物を enterokinase で処理したところ、
silicateinに相当する 24 kDa付近にバンドが確認されたため、
本発現条件下では signal peptideが残ったままで発現されてい
ることが分かった。この培養液の培地画分を用いて、silicatein
の活性評価を TMOS を基質として行ったところ、silicateinの
活性は見られなかった。野生型の silicateinでは signal peptide
を含む propeptide が切断を受け、活性型の silicatein となるこ
とが知られているが、その際 propeptideの切断部分は silicatein
の活性ポケットを覆い、活性を低下させている。アミノ酸配
列は異なるが、本発現系でも同様なことが起こり、酵素機能
が発揮できなかったものと推察される。 
 この問題を解決するために、より大きな融合タグをつけて
回避することを試みた。本研究が耐熱性酵素の取得を目的と

している為、上記 1)と同様に Thermus thermophilus由来の数種
の可溶化タンパク質との融合発現を試みた。しかしながら、
恐らくコドン頻度の問題と思われるが、融合タンパク質の発
現はほとんど見られなかった。今後、Thermus由来の遺伝子部
分を Brevibacillusに至適化するなどの対策が必要である。 
 
3) Thermus属細菌での発現に向けたベクター系の開発 
  筆者はこれまでに Thermus属細菌がシリカ存在下で発現するタンパク質に関して研究を行っ
てきた。本タンパク質(silica-induced protein; Sip)のプロモーターは強力であり、異種タンパク質
発現に利用できるものと思われた。そこで、耐熱化酵素の新たな宿主-ベクター系の開発をめざ
し、発現ベクターの構築に取り組んだ。sip promoter を含む plasmid である pSix1 に耐熱性
-galactosidaseを挿入し reporter assayを行ったところ、シリカ添加時には活性が 11倍に増大し
ていた。この耐熱性-galactosidaseは、大腸菌で発現させた場合ほとんど封入体として発現して
いたが、Thermus属細菌内では可溶性画分に発現していた(図 4)。また、本発現系では培養液 1 L
あたりから 27 mg精製標品を得ることができた。このこのことから、sip promoter を利用した
Thermus属細菌発現系は、耐熱性酵素の研究や産業用酵素の生産に有用であると期待している。  
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