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組換えラクトフェリンNローブの作製と

    その特性に関する研究

学位論文内容の要旨

  ラクトフェリンはトランスフェリンファミリーに属する糖蛋白質であり、哺乳動物の乳汁

などの外分泌液、および血液にも含まれている。最も良く知られたラクトフェリンの機能

は、幅広い種類の微生物に対する抗菌活性である。また、ラクトフェリンは生体内では免

疫機構のメディェーターとして機能しており、生体防御機構の中で重要な役割を果たす多

機能性蛋白質であると考えられている。ラクトフェリンは新生児の発育に不可欠な母乳、

および古くから食品として利用されてきた牛、ヤギ、羊、馬、ラクダなどの乳汁に含まれ

る物質であり、ヒトが摂取するに際し極めて安全であると考えられる。ラクトフェリンの

持つ生理機能をより高度に利用するためには、その機能を発揮するのに必要な部位を特定

し、蛋白質の構造と機能との関係を明らかにする必要がある。ラクトフェリンは構造上類

似したニつの「ローブ」からなるが、その生理機能の多くがN末端側の口ープ(N口ーブ）

上にあると考えられている。C末端側のロープ(Cローブ）は蛋白質分解酵素処理および各種

ク口マトグラフイー操作によって分離されているが、N口ーブには蛋白質分解酵素に対し

て感受性の高い部位が存在するため、これまで分離に成功した例はなかった。そこで本研

究では、組換えラクトフウリンと乳汁から得られた天然のラクトフェリンについて、それ

らの構造上、および機能上の相違を比較・検討することを目的として、ウシラクトフウリ

ン 遺伝 子 をク 口 ーニ ングし、組 換えラクト フェリンNロープ を作製した 。

  まず、ウシ乳腺細胞からmRNAを分離し、cDNAを合成してラクトフェリンNロープ遺

伝子、およびC口ープ遺伝子をク口ーニングした。次いでこれらを用いてラクトフェリン

全長の遺伝子を作製した。このラクトフェリン遺伝子の塩基配列を確認したところ、数箇

所で変異が見られたものの、これまでに報告された配列と基本的に一致した。次いで大腸

菌を宿主として組換えラクトフェリンN口一ブを作製したが、発現した組換え蛋白質は宿

主大腸菌の菌体内で不溶性の封入体となり、生理活性の評価に使用できる形で可溶化して

回収することはできなかった。そこで昆虫細胞系で組換えラクトフェリンN口ーブを作製
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することとした。その結果、SDS-PAGEにおいて移動度の異なる3種類（約43、38、およ

び35 kDa)の組換え蛋白質が、抗ラクトフェリン抗血清を用いたウェスタンブロットによっ

て確認され、そのうち分子量43 kDaのものは培養上清中に分泌された。糖鎖切断酵素を用

いて糖鎖を解析した結果、分泌型の組換えラクトフェリンN口ープは糖鎖を持たないと考

えられた。さらに、宿主として用いた昆虫細胞の破砕液によって分泌型組換えラクトフェ

リンNローブが分解されることから、宿主細胞中で合成された組換え蛋白質が分解される

ことによって分子量の異なる組換え産物を生じていると考えられた。また、ラクトフェリ

ンの精製に多用されている固定化ヘパリンカラムを用いて、培養上清中から組換えラクト

フェリンNロープを粗精製することができたが、透析によって脱塩すると可溶性の組換え

蛋白質の収量は激減した。組換えラクトフェリンNローブはへパリンカラムに吸着し、高

塩濃度で溶出した数画分に存在することが抗ラクトフェリン抗体との反応によって確認さ

れた。しかし、大腸菌Olllを指標菌とし、液体培地で培養した際の濁度の増加を測定する

マイクロプレートアッセイ法によって組換えラクトフェリンNロープの抗菌活性を測定し

たところ、大腸菌Olllに対する抗菌活性が認められたのは固定化ヘパリンカラムを用いて

部分精製した画分の一部のみであった。これらのことから、昆虫細胞系で作製された分泌

型の組換えラクトフェリンN口ーブの立体構造は、天然のラクトフェリンとは幾分異なる

と考えられた。さらに、ソラマメを宿主とする植物ウイルス系を用いて組換えウイルスを

作製し、そのウイルスを感染させたソラマメで組換えラクトフェリンN口ーブを発現させ

ることを試みた。その結果、ウイルスに感染したソラマメ葉でNローブが産生されている

ことが、抗ラク卜フェリシンモノク口ーナル抗体を用いて確認された。ソラマメの葉で発

現した組換えラクトフェリンNローブはりン酸緩衝化生理食塩水によって抽出することが

でき、その分子量は約50 kDaと推測された。植物で作製された組換えラクトフェリンN

ローブは翻訳後修飾、特に糖鎖の付加位置やその構造などが天然のものとは異なると考え

られる。しかし、ベプチド鎖由来のラクトフェリンの各種の機能は保持されていることが

期待される。

天然のラクトフェリンは経口的に摂取された場合でも、生体内でさまざまな機能を発揮す

ることが知られており、食用植物で発現したラクトフェリンを直接摂取してその機能を家

畜の感染症の予防・治療などに利用することも検討されている。本研究の成果は、乳汁に含

まれる多機能性蛋白質であるラクトフェリンの機能発現の機構を解明する有カな手段を提

供するとともに、植物や培養細胞における有用な組換え蛋白質の発現と組換え産物の利用

を実現するために必須な基礎的データとなるものである。
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    学位論文題名

組換えラクトフェリンNローブの作製と

その特性に関する研究

本論文は図26、表6、引用文献116を含む4章、65ぺージからなり、別に参考論文

2編が添えられている。

  ラクトフェリンはトランスフェリンファミリーに属する金属結合性の糖蛋白質であ

り、哺乳動物の乳汁その他の外分泌液、および血液にも含まれている。最も良く知られ

たラクトフウリンの作用は、幅広い種類の微生物に対する抗菌活性であり、かつその作

用は選択的である。また、ラクトフウリンは生体内では免疫系のメディェーターとして

機能しており、生体防御機構の中で重要な役割を果たす多機能性蛋白質でもある。ラク

トフウリンは新生児の発育に不可欠な母乳、および古くから食品として利用されてきた

ウシ、ヤギ、ヒツジ、ウマ、ラクダなどの乳汁に含まれる物質であり、人間が摂取する

に際し極めて安全であると考えられる。ラクトフェリンの持つ生理機能をより高度に利

用するためには、その機能を発揮するのに必要な部位を特定し、蛋白質の構造と機能と

の関係を明らかにする必要がある。ラクトフウリンは構造上類似したニつの口ープから

構成されているが、その機能の多くがN末端側の口ープ(N口ーブ）上にあると考え

られている。C末端側のローブ(C口ーブ）は蛋白質分解酵素処理および各種クロマトグ

ラフイー操作によって分離されるが、N口ーブには蛋白質分解酵素に対して感受性の高

い部位が存在するため、これまで分離に成功した例はなかった。そこで本研究では、組

換えラクトフェリンと乳汁から得られた天然のラクトフウリンについて、それらの構造

上、および機能上の相違を比較・検討することを目的として、ウシラク卜フェリン遺伝



子 を ク 口 ー ニ ン グ し 、 組 換 え ラ ク ト フ ウ リ ン N口 ー ブ を 作 製 し た 。

  まず、ウシ乳腺細胞からmRNAを分離し、cDNAを合成してラクトフウリン遺伝子

をク口ーニングした。次いで大腸菌を宿主として組換えラクトフウリンN口ーブを作

製したが、発現した組換え蛋白質は宿主大腸菌の菌体内で不溶性の封入体となり、生理

活性の評価に使用できる充分な量を得ることはできなかった。そこで昆虫細胞系で組換

えラクトフェリンN口ーブを作製した。その結果、SDS-PAGEにおいて移動度の異な

る3種類の組換え蛋白質が、抗ラクトフェリン抗血清を用いたウェスタンブ口ットによ

って確認され、そのうち分子量43 kDaのものが培養上清中に分泌された。糖鎖切断酵

素を用いて糖鎖を解析した結果、分泌型の組換えラクトフェリンN口ーブは糖鎖を持

たないと考えられた。さらに、宿主として用いた昆虫細胞の破砕液によって分泌型組換

えラク卜フェリンNローブが分解されることから、宿主細胞中で合成された組換え蛋

白質が分解されることによって分子量の異なる組換え産物を生じている結果も示唆さ

れた。また、ヘパリンアフイニティーカラムを用いて、培養上清中から組換えラクトフ

ェリンN口ープを部分精製することができた。得られた組換えラクトフウリンN口ー

ブの抗菌活性を大腸菌Olllを指標菌に用いて測定したところ、一部の画分に抗菌活性

が認められた。さらに、ソラマメを宿主とする植物ウイルス系を用いて組換えウイルス

を作製し、そのウイルスを感染させたソラマメで組換えラクトフェリンN口ープを発

現させることも試みた。その結果、ウイルスに感染したソラマメ葉でN口ーブが産生

されていることが、抗ラクトフェリシンモノク口ーナル抗体を用いて確認された。ソラ

マメの葉で発現した組換えラクトフェリンNローブはりン酸緩衝化生理食塩水によっ

て抽出することができ、その分子量は約50 kDaと推測された。

  ラクトフウリンは経口的に摂取された場合でも、生体内でさまざまな機能を発揮する

ことが知られており、その機能を家畜だけでなく人間の感染症の予防・治療などに利用

することも検討されている。本研究の成果は、乳汁に含まれる多機能性蛋白質であるラ

クトフェリンの機能発現の機構を解明する有カな手段を提供するとともに、培養細胞や

植物における有用な組換え蛋白質の発現と応用を実現するために役立っものである。

  よって審査員一同は，中村一郎が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有する

と認めた．
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