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研究成果の概要（和文）：ウランを特異的に集めるタンパク質を効率的に特定する新規の手法を

開発した。この方法は、サイズ排除カラムを利用した液体クロマトグラフィーと質量分析器を

組み合わせた検出系を利用している。実際に、この方法を利用して、酵母タンパク質からウラ

ンを集めるタンパク質特定を試みたところ、46 キロダルトン程度の大きさのタンパク質がウラ

ンを集めることを明らかにした。そして、そのタンパク質は硫黄を含むアミノ酸（メチオニン

とシステイン）を構成要素としないことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We developed new technique to identify the protein which 
specifically accumulated uranium effectively. This method uses the detection system that 
combined mass spectrograph with liquid chromatography using a size exclusion column. We 
tried to identify the proteins which accumulate uranium using this method. As a result, 
we made clear that about 46 kilo Daltons of protein accumulated uranium. It was also 
suggested that the protein did not conclude the amino acid including sulfur (methionine 
and cysteine). 
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１．研究開始当初の背景 
（１）微生物が金属を濃集することは 1970
年代から報告されており[1]、アクチノイド、
レアメタル、有害金属などの回収に利用する
目的で、金属を濃集する微生物の探索が国内
外で広範に行われている。中でも、アクチノ
イドの効率的な回収は、核燃料サイクルの確
立や、ウランで汚染されたウラン廃鉱地域の

環境浄化のために重要視されている。OECD
－NEA の原子力科学委員会は、1997 年に微
生物を用いたアクチノイドの分離に関する
研究を紹介し[2,3]、坂口らは、生物が核燃料
物質に対して強い親和性を示すことを報告
している[4]。 
（２）一方、微生物による金属の濃集機構も
徐々に明らかにされてきている。微生物の細
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胞表面には、生体分子であるタンパク質、糖
鎖や脂質などが存在している。これらの生体
分子は、カルボキシル基、リン酸基、水酸基
などの官能基を有しているため、陽イオンと
して存在するアクチノイドを吸着する。最近
の研究成果によると、ウランを濃集するのは
細胞表面タンパク質やリン酸基を有した生
体分子であることが分かってきた[5,6]。また、
これらの成果は、ウランを濃集するタンパク
質を分離・抽出するかあるいは細胞表面に発
現させることが可能であれば、天然微生物を
用いるよりも効率的にアクチノイドを分
離・回収することが可能であることを示唆し
ている。実際、上田らは遺伝子工学の手法を
用いて細胞表面に特定タンパク質を発現さ
せることに成功している[7]。 
（３）しかし、ウラン濃集にタンパク質を利
用することが可能と認識されているが、実際
のシステムに応用するまでには至っていな
い。微生物には数千種類のタンパク質が存在
するが、それらのタンパク質からウランを濃
集するタンパク質を網羅的・効率的に特定す
る手法が確立されていないためである。ウラ
ン濃集タンパク質を効率的に特定する手法
が確立されれば、さらに高度化した研究が推
進されるのは間違いない。 
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２．研究の目的 
 本研究では、ウランを濃集するタンパク質
を特定する効率的な新規手法を開発し、タン
パク質探索に一大ブレークスルーをもたら
すものである。そして、タンパク質を用いた
使用済核燃料や放射性廃棄物、さらに環境中
からのウラン回収方法の確立を目指すとと
もに、核燃料サイクル実現に貢献することを
目的とする。 
 

３．研究の方法 
 本研究は、1.微生物の培養条件確認、2.微
生物からのタンパク質の抽出条件確立、3.ゲ
ル二次元電気泳動の条件確立、4.ウェスタン
ブロッティングの条件確立、5.タンパク質と
ウランの接触ならびに放射能測定の条件確
立、6.タンパク質の同定の 6つのステップか
らなる。 
 研究初年度である平成 21 年度には、主に 2
に関連した研究を実施するとともに、後期か
らは3と4にも着手する。平成22年度には3、
4及び 5を主に研究する。そして、平成 23 年
度には 5と 6を中心に研究するとともに、そ
れまでの成果をまとめ、ウラン濃集タンパク
質の効率的な新規探索法を確立する。 
(1)微生物の培養条件確認 
 微生物の培養条件は参考文献、参考書等に
記載されているので、その条件を踏襲して再
現性を確認して研究に利用する。 
(2)微生物からのタンパク質の抽出条件確立 
 タンパク質の抽出には、市販の抽出キット
を利用する。抽出剤が何種類かあり、種類に
より抽出されるタンパク質の種類が異なる。
また、微生物細胞を破砕するガラスビーズの
大きさや量、破砕時間によっても抽出される
タンパク質の種類が異なってくる。それらを
考慮して、多くのタンパク質を抽出する最適
条件を確立する。 
(3)ゲル二次元電気泳動の条件確立 
 二次元目の電気泳動で使用するラウリル
硫酸ナトリウム(SDS)がウラン濃集に影響を
及ぼす可能性がある。それを確認するととも
に、もし影響を及ぼすならば、洗浄による SDS
の除去を行う手法、あるいは SDS を使用しな
い、例えば二次元目の電気泳動に別の手法を
利用することを検討する。これらの問題点を
解決し、ゲル二次元電気泳動の最適条件を確
立する。 
(4)ウェスタンブロッティングの条件確立 
 ゲル中に存在するタンパク質を PVDF(ポリ
フッ化ビニリデン)膜に転写・固定する。ま
た PVDF 膜への転写を確認する方法として、
クマシーブリリアントブルー染色法や抗体
染色法を考えている。これらを検討して確認
方法を確立する。 
(5)タンパク質とウランの接触ならびに放射
能測定の条件確立 
 溶液中のウラン濃度、接触時間を検討し、
最適な接触条件を確立する。また、放射能測
定はバイオイメージングアナライザー
BAS2500 を利用するが、その際に使用するイ
メージングプレートの種類、露光時間、解像
度等の条件設定を最適化する。 
(6)タンパク質の同定 
 放射能測定によりウラン濃集タンパク質
を特定する。 
 



 

 

４．研究成果 
(1)微生物の培養条件確認 
 使用する微生物を出芽酵母である
Saccharomyces cerevisiaeのBY4743株と決
めて、この酵母を利用して培養条件を検討し
た。この酵母は 4000 株以上の一遺伝子欠損
酵母として利用されている酵母の親株にあ
たる。培養条件としては、成分を変えた数種
類の培地を調製し、酵母の最適培養温度 30
度で培養した。その結果、この BY4743 酵母
培養には YPD 培地が最適あることを確認し
た。しかし、YPD 培地はウランを沈殿させる
成分が含まれており、培地にウランが含まれ
る条件では YPD 培地を使用出来ない。その
対策として YNB 培地での培養を試みた。
YNB 培地では BY4743 酵母の生育があまり
良くないので、カザミノ酸を加えることで生
育度を上げることに成功した。 
(2)微生物からのタンパク質の抽出条件確立 
 抽出キットの選定、ガラスビーズの粒径、
ガラスビーズとの混合割合、破砕機での破砕
回数などを試験して抽出条件を最適化した。
その条件は以下の通りである。抽出キットは
バイオラッド社製「ReadyPrep Sequential 
Extraction Kit」(No.163-2100)を使用。ガ
ラスビーズはシリカガラスで粒径が 1.0 mm。
1 回に使用する酵母菌体の量は、湿重量で
100 から 500 mg。その他の条件は、抽出キ
ットの手順に従う。 

 
(3)ゲル二次元電気泳動の条件確立 
 使用する電気泳動用ゲルの種類、泳動時間、
マーカータンパク質の条件を検討して最適
化を図った。その条件は以下の通りである。
二次元電気泳動用ゲルはバイオラッド社製
「レディーゲルJ10-20％」(No.161-J391V)、
一次元用ストリップはバイオラッド社製
「IPG Ready Strip pH5-8」(No.163-2004)、
マーカータンパク質はバイオラッド社製「プ
レシジョン Plus デュアルスタンダード」

(No.161-0374)を使用。二次元目の泳動時間
は、時間やボルト時間で判断するのではなく、
ブロモフェノールブルーがゲル下面 1 cm 程
度付近まで泳動されたら終わりにする。その
他の条件は、バイオラッド社製「タンパク質
サンプル調製キット ReadyPrep サンプルプ
レパレーションキット(No.163-2100)の手順
に従う。 

 
(4)ウェスタンブロッティングの条件確立 
 ウェスタンブロッティングはタンパク質
をゲルから PVDF 膜に転写する操作のことで
ある。ウェット式とセミドライ式が利用され
ているが、我々はウェット式を採用した。バ
イオラッドの専用装置「ミニトランスブロッ
トセル」(No.170-3930JA)を利用し、その手
順に従った。PVDF 膜に転写されずにゲルに残

図 1 最適抽出キットで抽出したタンパク
質の二次元電気泳動図。一番多くのタンパ
ク質が抽出・分離されている。 
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図 2 最適一次元ストリップ確認用二次元電
気泳動図。pH 範囲が 3-10 のストリップを
したところ、ほとんどのタンパク質が pH5-8
の間に存在していることを確認した。 

図 3 最適マーカータンパク質確認用二次元
電気泳動図。4 種類のマーカーを加熱有り
(右側)と加熱無し(左側)で泳動した。加熱無
しのプレシジョンPlusデュアルスタンダー
ド(一番左のレーン)が最適マーカーと判断
した。 



 

 

ったタンパク質の銀染色法による観察、PVDF
膜に転写したタンパク質の金コロイド染色
法による観察からタンパク質の転写を確認
し、ウェスタンブロッティングの条件を確立
した。 

 
(5)タンパク質とウランの接触ならびに放射

能測定の条件確立 
 まず酵母がウランを濃集すること、酵母の
タンパク質がウランを濃集することを再確
認した。BY4743 酵母を培養し、それにウラン
を加えて培養を継続した。一定時間後に溶液
の吸光度と上清の放射能を測定した。その結
果、上清からは放射能は検出されず、図 6に
示す通り全て酵母菌体に濃集していること
を確認した。 

 酵母菌体からタンパク質を抽出し、そのタ
ンパク質にウランを接触させてウランの濃
集割合を測定した。その結果、図 7に示す通
り、一定の割合でウランは酵母タンパク質に
濃集することを確認した。 

 
 同じ酵母タンパク質を PVDF 膜状に載せ、
その状態でウランを接触させてウランが濃

図 4 ウェスタンブロット前のゲル画像(上)
と後のゲル画像(下)。ウェスタンブロット後
は、ゲル上のタンパク質はほとんど観察され
ないことから、タンパク質が PVDF 膜へ転
写されたと考えられる。 

図 5 ウェスタンブロット後の PVDF 膜の金
コロイド染色画像。膜状にタンパク質が観察
された。 
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図 6 ウラン存在下での酵母の成長度合い
と酵母のウラン濃集割合。折れ線グラフ
(●がウラン無し培地、○がウラン有り培
地)が吸光度で棒線がウランの吸着割合。
ウラン吸着割合は 100％となった。 
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図 7 ウラン添加量とタンパク質へのウラ
ン吸着量の関係。ウランは一定の割合でタ
ンパク質に吸着している。 



 

 

集するかどうか確認した。その結果、図 8に
示す通り、PVDF 膜上でもウランはタンパク質
に濃集することを確認した。ウランの放射能
測定手順は以下の通り。PVDF 膜をメタノール
に 15 秒浸す。続いて精製水に 2分浸す。一
定量のタンパク質を数カ所に載せて自然乾
燥させる。メタノールに 5秒浸下後、すぐに
精製水に 2分浸す。一定濃度のウラン溶液に
30 分接触させる。精製水に 2分浸してリンス
を 2回行う。自然乾燥後、イメージングプレ
ートに接触させて露光する。一定時間経過後、
ウランの放射能を測定する。 

 
 これらの結果を基に、酵母タンパク質を二
次元電気泳動で分離し、ゲル上のタンパク質
をウェスタンブロッティングで PVDF 膜に転
写した。PVDF 膜状のタンパク質にウラン溶液
を接触させ、PVDF 膜をリンス・乾燥後放射能
を測定した。ウラン溶液の濃度を変えたり、
接触時間を変えたり、露光時間を変えて実験
を行ったが、タンパク質に吸着したウランの
放射能を検出することは出来なかった。これ
は、二次元電気泳動で扱えるタンパク量はご
く少量であり、それに吸着するウランもごく
わずかのため、放射能を検出するのに十分な

ウランが吸着しないと考えられた。 
 そこで、新たにサイズ排除カラムを利用し
た液体クロマトグラフィーと質量分析器を
組み合わせた検出系を準備し、これを利用し
てタンパク質に濃集するウランの測定を試
みた。 

 

 その結果、図9に示す通り、7.9分と13.9分

あたりにウランのピークを検出した。タンパ

ク質の大きさと溶離時間の関係を検量線から

求めた結果、これらのピークは1000キロダル

トンと46キロダルトン程度の大きさのタンパ

ク質のピークと考えられ、ウランはこれらの

タンパク質に濃集することを明らかにした。

また、ウランのピークと同じ時間に硫黄のピ

ークが検出されなかったことから、当該タン

パク質は含硫アミノ酸(メチオニンとシステ

イン)を構成要素としないことが示唆された。

これら一連の結果により、当初の研究実施計

画通りの成果がほぼ得られた。 

 この液体クロマトグラフィーと質量分析器

を組み合わせた検出系は、当初考えていた系

よりもさらに短時間でのタンパク質特定が可

能となっている。今後は、サイズ排除カラム

の種類を再検討することにより、より分解能

の高い検出系を開発出来る可能性がある。ま

た、溶離液を回収し、当該溶液に含まれるタ

 
図 8 PVDF 膜状のタンパク質画像(上)とタ
ンパクに吸着したウランの放射能画像
(下)。タンパク質のある場所でウランの放
射能が検出された。左端の一番小さいタン
パク質で約 50 μg、右の一番大きいタンパ
ク質で約 1600 μg 存在する。 
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図 9 液体クロマトグラフィーと質量分析器
によるタンパク質、ウラン、硫黄のヒストグ
ラム。ウランのピークと同じ場所にタンパク
質のピークも検出された。一方、ウランのピ
ークに硫黄のピークは検出されなかった。 



 

 

ンパク質を二次元電気泳動で分離した後、時

間飛行型質量分析器で解析することにより、

タンパク質の同定も可能と考えられる。 
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