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　工 業化 の 発展 に 伴 っ て 地球上 に 徐々 に 進行 して い る環

境汚染 の なか で も，重金属 に よ る 汚染 は きわ め て 深刻な

もの の
一つ で あ る ．我が国 で は ，熊本県水俣湾と新潟県

阿賀野川流域 で 発生 した メ チ ル 水 銀 に よ る 水 俣病 と富山

県神通 川流域 で 発生 した カ ド ミ ウ ム に よ る イ タ イ イ タ イ

病が重大 な社会問題 とな っ た 重金属汚染に よ る 中毒症 と

して 代表的 で あ る が，そ の 他 に も 6 価 ク ロ ム に よ る 鼻中

隔穿孔症， ニ
ッ ケ ル に よ る ア レ ル ギ ー

， 環境 ホ ル モ ン と

して の 影響が指摘され て い る有機 ス ズ な ど枚挙に い と ま

がな い ．ひ とた び 環境 に 拡散 して し ま っ た重金属を回 収

す る の は 至 難の 業 で あ る が ，生物 を用 い た 環壌修復

（Bioremediation）の
一

環 と し て 微生物を吸着剤 と して 利

用 し 水 圏 か ら重金属 を 回収す る パ イ オ ソ ル ベ ン ト

（Biosolvent）の 開発は ，大規模 な 設 備や エ ネ ル ギ ーを 必

要 と し な い 「環境 に や さ し い 」技術 と し て 注 目 さ れ研究

が 進 め られ て い る ．

　ほ とん どの 微生物の 表層は 陰荷電を帯び て い て ，非特

異的 に 陽 イ オ ン を吸着す る傾 向が あ る．1）しか し，工 業

的 に は 少量 だ が 毒性 の 強 い 金属 イ オ ソ を分離す る，また

は 高価な希少金属を 回収する な ど の 目的 で ， さ ま ざ ま な

金属 イ オ ソ の 混ざ り合 っ た 溶液 か ら特定 の 金属 イ オ ン を

吸 着す る 能力を有す る 微生物 が 望 ま れ る．さ ま ざ ま な金

属イ オ ン を吸着す る微生物 は 広範囲に ス ク リ
ーニン グ さ

れ て お り，金 ・銀 ・
水銀

・カ ド ミ ウ ム ・ウ ラ ソ などを吸

蔵 す る 真菌類 お よ び バ ク テ リ ア が 多数発 見 さ れ て い

る ．2）重金属汚染 され た 地域 か ら ス ク リ ーニ ン グ さ れ た

もの は ， 同種 の 微生物 で も汚染重金属 の 吸蔵能 が 高 い 傾

向 に あ る．微生物の 重金属吸蔵能は さ ま ざ まで ，カ ド ミ

ウ ム に つ い て は 菌体重量 の 20％以 上 ，3）ウ ラ ソ で は 60％ 4）

もの 吸蔵 を示 す微生物が発見 され て お り， 工 業化 され て

い な い が 海水か らの ウ ラ ン の 濃縮 に も成功 して い る ．

　
一方，金属吸着能を有す る微生物 を 得 る た め に ，遺伝

子工 学的手法を用 い た 育種 が 試 み られ る よ うに な っ て ぎ

た ．こ の 場合 ， 重金属 イ オ ン を包み込む能力を有す る ペ

プ チ ドを ，in　vivo で菌体の 表面 に 発現 さ せ る とい う戦略

が 有効 で ある．細胞表層に 目的の ペ プ チ ドを発現 させ る

た め に ，グ ラ ム 陰性細菌 の 外膜 タ ン パ ク質 ・リポ タ ン パ

ク質 ・鞭毛 タ ン パ ク 質な どを 細胞表層 ア ソ カ
ー

と して 利

用 し，酵 素 や 抗体 タ ン パ ク 質 を 発現 さ せ る シ ス テ ム が こ

こ数年の 間に報告さ れ て い る．5・6）

L 　大腸菌細胞表層へ の His ク ラ ス ター
の

　 　 　 　 　 夕一ゲ ッ テ ィ ン グ

　大腸菌 の LamB タ ン パ ク 質は，外膜 に 局在す る ホ モ 3

量体 の マ ル トース 受容体 で あ り え フ ァ
ージ 感染 の 標的 と

な る こ と が 知 られ て い る ．また，非常 に 柔軟 で 外来 ポ リ

ペ プ チ ドの キ ャ リア
ーと して最も良 く研究 され て い る，

単 量体 の LamB タ ン パ ク 質は 膜 貫通 ド メ イ ン を 5 つ 有

し て お り，膜貫通 ド メ イ ン 間 の 外界に 接触し て い る領域

に 外来 ポ リペ プ チ ドを挿入すれば，こ の 外来 ドメ イ ン は

N 末端 と C 末端 の 両方を外膜 に ア ン カ
ー

され た 形 で 外

界 に 接触 す る こ と に な る．LamB タ ソ パ ク 質 の ア ミ ノ酸

153 −154間 と253−25嫺 の 2 ヶ 所は ，
タ ソ パ ク 質の 全体構

造や 3 量体形成 に 悪影響を与え る こ となく，長鎖 の ポ リ

ペ プ チ ドを挿入 す る こ との で き る 領域 と し て 利用可 能 で

あ る．7＞ヒ ス チ ジ ン 残 基 が連 続 し た His ク ラ ス タ
ー

は ，

2価 の 金属 イ オ ン と安定 な 共 同体を 形成す る た め に ， タ

ン パ ク 質 に 金属 イ オ ン ア フ a
＝テ ィ

ー
カ ラ ム へ の 親和性

を与え る His タ グ と し て よ く利用 され る，　 Sousa ら 8｝は ，

1 組 また は 2 組 の 6 連続 His ク ラ ス タ
ー

（His
＋

）を LamB

タ ソ パ ク質の 153−154位ア ミ ノ 酸部位に 挿入 した 融合遺

伝 子 （LamB153 −1His ＋

，　LamB153 −2His＋

）を作製 し ，大

腸菌 へ 導 入 し た ．His ク ラ ス タ ーを もつ 融合 タ ン パ ク 質

が外膜画分 に 安定 に 発現 され て い る こ とを認め た ．こ の

融合 タ ン パ ク質 の 発現 に よ り宿主菌株 が 2 フ
ァ
ージ に 対

し て 感受性 に な っ た こ と か ら，挿 入 され た His ク ラ ス

タ
ー

は LamB の 構造お よ び 外膜へ の 局在性 に 影響 を与

えない こ とが示 された （Fig．1）．

　こ の 融合 LamB を 発現す る 大腸菌株を ，20 μM 　Cd2 ＋

を 含 む 培地 で 4 時間生育 させ た の ち，集菌し菌体に 吸着

され た Cd2 ＋
を定量 した と こ ろ，野生型 LamB を発現す

る 株 に 比 べ て ， LamB153 −1His＋
株 は 5 倍 に ，

LamB153 −2His＋ 株 で は 11倍 に 増 加 し た ．しか し ，宿主

菌株 の Cd2 ＋
へ の 耐性 は増加 して い な い こ と か ら， 重金

属存在下 で の 生存 と重金属 の 吸着 とは 独立 の 現象である

こ とも明 らか とな っ た ．8〕

＊
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Fig．1．　 Expression　of 　metal 　absorption 　protein　on 　bacterial

　 cell　surface ．　 Metal　binding　polypeptides 　are 　inserted　into

　 thc 　outer 　 surface 　loop　 of 　the 　LamB ，　E．　 coti 　outer 　mem −

　 brane　protein．　 Thc 　hybrid　protein　is　secreted 　to　the 　outer

　 membrane 　of 　E ．　celi　with 　proper　topology ．　 Striped　bars

　 indicate　mernbrane 　spanning 　domain 　in　LamB 　protein、
　 Hached　star 　indicates　meta1 　binding 　domain ；His　cluster

　 and 　metaUothionein ．

　LamB タ ン パ ク 質上 の His ク ラ ス タ
ーが 細胞 の 最外層

で 2価金 属 イ オ ソ と結合す る機能を発揮す る の で あれ

ば，そ の 大 腸菌 の 菌体そ の もの が 2価金属 イ オ ン を含む

固体 の マ ト リ
ッ

ク ス に 結合す るは ず で あ る．そ こ で ，
ニ

ッ ケ ル な ど の 2価 の 遷移金属イ オ ン に 対す る 強力 な キ

レ ー
タ
ー

で あ る ニ ト リ ロ 3 酢酸 （NTA ）を結 合 し た ア ガ

ロ ース ビ ーズ を Ni2＋
イ オ ン で 処 理 して NTA 基 を飽和

させ た Ni2＋ −NTA ア フ
ィ
ニテ ィ

ー
レ ジ ン を 作製 した ．

予想通 り，LamB −His 融合 タ ン パ ク 質 を 発現 す る大 腸 菌

細胞 は こ の Ni2＋ −NTA マ ト リ
ッ

ク ス に 吸着 し た が ，野

生型 LamB を発現す る 大腸菌 は 吸着 しな か っ た ．吸着

し た 大腸菌細胞 は His−Ni2＋
結合を特 異的 に 阻害す る イ

ミ ダ ゾール を添加す る こ とに よ り生きた ま ま遊離 した こ

とか ら，Ni2＋ −NTA へ の 吸着 と解離に よ り大腸菌細胞が

破壊 され る こ とは ない ．Ni2＋
前処 理 を しな い NTA ア ガ

ロ
ー

ス レ ジ ソ に は大腸菌細胞 の 吸着 は 起 こ らな か っ た こ

とか ら，細胞表層 に 発現 した 融 合 タ ソ パ ク 質の His 残基

と Ni2＋ イ オ ン とが 直接結合 し て い る こ とが 確認 された ．

2． 大腸菌細胞表層 へ の メ タ ロ チ オ ネ イ ン の

　 　　　　 夕一ゲ ッ テ ィ ン グ

　細胞表層 に 発現 させ る 金属吸着 ドメ イ ン を選択す る こ

とに よ り， 吸着す る 金属 イ オ ン の 選択性を得る こ とが 可

能とな る，そ の 有力な候補 の
一

つ が メ タ ロ チ オ ネ イ ソ で

あり， 真核生物 の ほ とん どは ，Zn2＋ ，Cd2 ＋ ，Cu2 ＋

，Hg2
＋

，
Ag ＋ な ど の 遷移金属 イ オ ン に 対 して 強力な 結合能 を 持

つ 小分子量 の タ ン パ ク 質 メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 生 産す る ．

分子内に 多数 の シ ス テ イ ン 残基を有する メ タ ロ チ オ ネ イ

ン は 生物間 で非常に 良く保存 され て い る が，2 つ の ク ラ

ス に 大別 され る．動物細胞 の 生産す る Class　1 メ タ ロ チ

オ ネ イ ン は 通常20個 の シ ス テ イ ン を 含む 61ア ミ ノ 酸か ら

な り， 7 個 の 2 価 金 属 イ オ ン ま た は 12個 の 1 価金属 イ オ

ン と結合す る ．菌類の 生産す る Class　2 メ タ ロ チ オ ネ イ

ン の 中 で ，最 も よ く研究 され て い る酵 母 の メ タ ロ チ オ ネ

イ ン は 酵母 の 銅耐性 に 関与 す る 遺伝子 CUPI に コ
ー

ド さ

れ ，12個 の シ ス テ イ ソ を含む53 ア ミ ノ 酸よ りな り，4 個

の 2 価金属イ オ ン も し くは 8 個 の 1価金属イ オ ン と結合

す る．

　S・ usa ら
9 ｝は ，酵母 の メ タ 卩 チ オ ネ イ ン （YMT ）遺伝

子 を ， 大腸菌外 膜 タ ン パ ク質 LamB の 外界 に露出し た

ル ープ 上 の 153−15生位 に 挿入 し た 融合遺伝子 を 作製 し て

大 腸 菌 に 導 入 し た ．形質転換株は ， 野 生型 の LamB タ

ン パ ク 質 と ほ ぼ 同 じ量 の LarnB154 −YMT ＋
融合 タ ン パ

ク質 を安定 に外膜画分 に 発現 した ．ま た ，こ の 菌株が A

フ
ァ
ー

ジ に 感受性 を 示 した こ とか ら融合 タ ン パ ク 質 は 野

生 型 LamB と 同様 の 構造を 維持 し て い る こ とも確認さ

れ た ．ま た ， 金属吸着容量 の 多い Class　1 の ヒ トの メ タ

ロ チ オ ネ イ ン （HMT ）遺伝子 を 同 様 に LamB の 153−154

位 に 挿 入 し た と こ ろ ，融 合 タ ソ パ ク 質 LamB154 −HMT

ex　LamB154 −YMT ＋
と同様 に 発現 し，宿主菌株を 2 フ

ァ
ージ感受性 に した．

　融合 タ ン パ ク 質を発現す る大腸菌株を 希薄な Cd2 ＋

を

含む培地 で 培養 し た と こ ろ ，野生型 の LamB を 発 現す

る 株 に 比 較 し て ，LamB154 −His ＋
は 5 倍 ，　 LamB154 −

YMT ＋ は 15倍，　 LamB154 −HMT は 20倍の Cd2 ＋

を 吸 着

し た ，最高 の 吸着 能 を示 し た LamB154 −HMT で は ，　 Gd2 ＋

の 吸 着 量 は 乾燥菌体 1mg あ た り30　n 皿 ol に達 した ．ま

た ，Cu2 ＋ お よ び Zn2＋
の 吸着量 も野生型 LamB の 発現

株 に 比較 して 2 倍か ら 4 倍 に 増 加 した ．

　 し か し，Cd ？＋ を 吸 着 し た 細胞 を EDTA で 処理 し た と

き，吸着量 の 約40％しか解離 しなか っ た こ とか ら，細胞

表層の メ タ ロ チ オ ネ イ ン に 結合して い る Cd2 ＋

は 全 体の

半分程度で ，残 りは 細胞表層 の 他 の 成 分 に 結合 し て い る

と考 え られ る．興味深 い こ とに ，発現 し た メ タ ロ チ オ ネ

イ ン 分子 に 対する 理 論的 な 重金属 イ オ ン の 結合量 よ り

も， 1桁多 い Cd2 ＋
吸着が観察され て い る ．す な わ ち ，

融合 タ ソ パ ク 質 は 細胞表層周辺 の 金属イ オ ン 濃度を上昇

さ ぜ る こ とに よ り，メ タ ロ チ オ ネ イ ン 分子 に 直接結合す

る金属イ オ ン に 加え て ，他 の 細胞表層成分へ の 金属 イ オ

ン の 吸 着 を 促進 し て い る と考え られ る．

の一タスラク

グ

．
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　　 Taka−amylase （499 自a） CWPI （239　aa）

　　　　　　 Signtl●●qu●鵬0●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 GPI　ancbOring 　sゆ ・l

Fig．2．　 Thc 醜 ructure 　of 　the 　plasmid　pYTA
−CH 　for　expression 　of 　histidline　rcpeat 　oロ the　ccl1　wali 　of 　S．‘ereviside．

百倍 か ら千倍 もの 体積を有する た め ， 自然沈降 もし くは

遠心分離に よ り簡便に菌体を培養液か ら回収する こ とが

可能である．汚染水か ら重金属を効率よ く回収除去す る

こ と を考 え た とき，酵 母 は こ の よ うな点 か らバ イ オ ソ ル

ペ ン ト と し て す ぐれ て い る。一方 ， 酵母 な ど の 真菌の 細

胞壁 に 局在する タ ン パ ク質 の 多くは グ リ コ シ ル フ ォ ス フ

ァ チ ジ ル イ ノ シ トール （GPI）を介 して結合す る こ とに よ

り， 細胞表層に提示 され て い る．そ こ で筆者 らは ，酵母

の GPI ア ン カ ータ ソ パ ク 質で ある CWP1 （cell・wa 】1　pro−

t。in）tO）と His ク ラ ス タ ーとの 融合 タ ン パ ク 質を作製し ，

酵 母 （Sascharom）ves 　asreviSiae ）で 発現さ せ た ．11）具体的 に

は ， まず麹菌 タ カ ア ミ ラ
ーゼ （TAA ）cDNA の C 末端に

CWPI の GPI ア ン カ ー領域 （C 末端部 131ア ミ ノ 酸）を

結合し た 融合遺伝子を作製 し，S．　ccreviSiae 　YPH500 株に

導入 し て 発現させ た．本来 ，TAA は 培地中に 分泌 され

るが，TAA ・CWP は 細胞壁 に 局在する こ とを確認 した ．

TAA はそ の 立体構造が詳細に解明され て お り，そ の コ

ン フ ォ メ
ーシ

ョ
ン に 影響を与え な い と考え られ る成熟酵

素 の N 末端部分に 6 個 の His を挿入 する よ うに デ ザ イ

ン し て 新 た な融合遺伝子 を作製 し ， 酵母 YPH500 株 に

導入 した （Fig．2）．

　 こ うして 得られ た 形質転換体が，細胞表層 に 本融合 タ

ン パ ク 質を 発現 して い る こ とを，TAA の 酵素活性 お よ

び抗 TAA 抗体に よ り確認 した．　 CWP1 タ ソ ・》 質は ，

細胞壁溶解酵素β一t，3一グ ル カ ナ
ーゼ

， β一1，6一グル カ ナ ー

ゼ，ボ ス ホ ジ エ ス テ ラ
ーゼ に よ り遊離して くる こ とか ら，

GPI ア ソ カー中の マ ン ノ ース と細胞壁 の β一1，6 グ ル カ ン

に 結合 して い る と考えられ る．以上 の知見か ら ，
こ の 形

質転換株で は 細胞表 層 rL　Fig．3 に 示す よ うな構造 で

TAA −His−CWP 融合 タ ソ パ ク質が発現 して い る と想定 さ

れ る．

　次に TAA −His−CWP 融合タ ン パ ク 質を発現 し て い る

酵母 細胞を ，2ppm の 金属溶液 （Ni2
＋

，
Cu2 ＋

，
Zn2 ＋

）に 懸

濁して 2時間振盪培養 し，酵母菌体 に 吸着され た Ni2＋

，

Cu2＋

，Zn2
＋

を原子吸光法 に よ り定量し た ．　 His ク ラ ス

タ
ー

を持た ない TAA −CWP 発現株 に 比較 して ，
　 Cu2＋ は

M2 ＋ 　 M2 ＋

Mannoprotein 　Layer

Glucan 　Layer

Plasmamembrane

Fig．3．　 The 　presentation 　to　the　external 　mediurn 　of 　a　histidine　rcpeat 　with 　an 　abillty 　to　chclate　metal 　ions（M2 ＋

）．
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約 3 倍 ，Ni2 ＋

は 約 2倍 の 吸着能 が 認 め られ た ．吸着量

と し て は 上 記 の 大腸菌 の 報告 に 及 ぱ な い が ，環境 か ら の

重金属 の 回収除去 を 想定した 場合 ， 酵母 な どの真菌類を

用 い た育種 の 可能性 を 示 して い る と考え て い る．

お　 わ　 り　 に

　微生物細胞表層に 重金属吸着 ドメ イ ン を タ
ーゲ

ッ テ ィ

ン グ させ る 試み は ，まだ 多くは な い ．しか し現在，細胞

表層へ の タ
ーゲ

ッ
テ ィ ソ グ の た め の さ ま ざ ま な技法 の 開

発が精力的 に進ん で い る．また ，
メ タ ロ チ オ ネ イ ソ の 他

に もフ ィ トケ ラ チ ン な ど重金属吸着 タ ン パ ク 質 とし て 知

られ て い る もの の 遺伝子 も多数が報告され て い る．

　筆者 らは ，重金属 と して ニ
ッ ケ ル を対象 と して ，吸着

能力の 高い 微生物 の ス ク リ
ーニソ グを行 い ，多数 の 野生

酵母 コ レ ク シ
ョ

ソ か ら乾燥菌体 1g あ た り 43　mg と 多量

の ニ
ッ

ケ ル を 吸着除去する酵母 の 単離 に 成功 し，CandidU

lusitaniaeと同定 した ．12 ）こ の ニ
ッ ケ ル 吸着機構を解析 し ，

ニ
ッ ケ ル 吸着 ドメ イ ソ を細胞表層に タ

ーゲ ッ テ ィ
ン グす

る こ とに よ り，よ り強力 な 重 金 属 吸 着微 生物 の 育 種 が 可

能か も しれ な い ，

　 細胞表層 とい うこ れまで あま り利用 され て い な い 空間

に ，重金属吸着 の よ うな機能 ドメ イ ン を発現 させ て ，新

た な環境修復機能をもつ 微生物を育種する研究が，今後

発 展 す る こ とが期 待 され る．
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枯草菌を 中心 とした グ ラ ム 陽性細菌の 表層工 学

関　 口　 順　
一

　異種タ ン パ ク を酵 母 や 動物細胞表層に局在化 させ る 技

術 は 最近注 目 され て い る分野 で あ る が ，細菌 の 表層 へ の

局在化 もま た 細菌 の 応用範囲 を 広 げ る 5 え で 重要 で あ

る．細菌 に お け る こ の 最初 の 試 み は 大腸菌 の 外膜 タ ソ パ

ク （LamB ，　OmpA ，　PhoE ）で あ っ た が，ユー3）そ の 後 リ ポ タ

ソ パ ク ，鞭毛 タ ン パ ク な どを 用 い て 異 種 タ ン パ ク の 表層

へ の 局在化 が 報告 され た ．＋，5）一方 グ ラ ム 陽性細菌 に お い

て は staphylococci
，
　streptococci で 精 力的 に 研究 が な さ れ

て お り，6）ア ン カ
ー法に よ リペ プ チ ド グ リカ ン 層に 直接

結合 させ る方法が用 い られ て い る （後述）．そ して 異種

タ ン パ ク を 表層に 持つ 細菌は，環境汚染物質の 除去 や微

生物生体触媒と して，また 診断 の 分野 で も有効 で あろ う

と思 わ れ る．こ こ で は グ ラ ム 陽性細菌 に お け る ア ン カ
ー

法に つ い て 説明す る とともに，枯草菌細胞壁溶解酵素 の

細胞壁結合 ドメ イ ソ を利用 した 例を示 し，さらに 表層タ

ン パ ク の プ ロ テ オ
ーム 解析，ゲ ノ ム 解析 か ら明らか と な

っ た 種 々 の 細胞壁結合 ド メ イ ン を持つ 細胞壁溶解酵素群

に つ い て も触れ て み たい ．

1．　 グ ラ ム 陽性細菌に お け る表層局在化技術

　 グ ラ ム 陽性 細菌｝こ お い て 異種 タ ン パ ク を 表層 に 局在化

させ る 技術 と し て Schneewind らは staphylococci の プ ロ

テ イ ン A に 注 目 し，ペ プ チ ドグ リ カ ン に 直接異種 タ ン

パ ク を結合 させ る技術 を確立 した ．7・8＞ プ ロ テ イ ン A は

タ ソ パ ク の N 末端側に IgG 結合 ド メ イ ン を持ち ，　 C 末

端側 に は 細胞壁との 相互作用を しめ す ドメ イ ン ，続 い て

LPXTG モ チ ーフ ，疎水性領域，短 か い 荷電 ア ミ ノ 酸 か

らな る構造 を示す （Fig．1）．こ の C 末端構造 は 他 に も

StaPhコIOCOCCU∫　carnOSUS の フ a プ ロ ネ ク チ ン 結合 タ ン パ ク

B（FnBPB ）
9）や Streptecoccu∫　plrogene∫ の M6 タ ン パ ク 1°）な

ど， 60以上 の 表層 タ ソ パ ク に 認 め られ る．7） こ の ア ン カ ー

法の 特徴は ，LPXTG モ チ ーフ の トレ オ ニ ソ とグ リシ ソ

の 間 を s・rtasc が切 断 した後，細 胞壁 ペ プ チ ド グ リ カ ン

の 架橋構造 の Gly5 （ペ ソ タ グ リ シ ソ ）の 末端 ア ミ ノ 基
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