
(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】  Ｂｏｍｂｙｘ  ｍｏｒｉから得たフェロ

モン結合タンパク質を、大腸菌を用いてｐｅｌＢシグナ

ルペプチドを含むｐＥＴ－２２ｂベクターにより発現さ

せることで得られた、生理活性状態のフェロモン結合タ

ンパク質。

【請求項２】  Ｂｏｍｂｙｘ  ｍｏｒｉから得たフェロ

モン結合タンパク質を、大腸菌を用いてｐｅｌＢシグナ

ルペプチドを含むｐＥＴ－２２ｂベクターにより発現さ

せることで製造する、生理活性状態のフェロモン結合タ

ンパク質の製造方法。

【発明の詳細な説明】

【０００１】

【発明の属する技術分野】

【０００２】本発明は、フェロモン結合タンパク質及び

その製造方法に関し、詳細には、Ｂｏｍｂｙｘ  ｍｏｒ

ｉの組み換えフェロモン結合タンパク質（ｒＰＢＰ）及

びその製造方法に関する。

【０００３】Ｂｏｍｂｙｘ  ｍｏｒｉの組み換えフェロ

モン結合タンパク質（ｒＰＢＰ）は、昆虫のにおい分子

結合タンパク質（ＯＢＰ）の三次元構造や配位子結合の

研究に用いられるだけでなく、このようなタンパク質の

配位子複合体の嗅覚受容体に対する研究等に利用される

ものである。

【０００４】

【従来の技術及び発明が解決しようとする課題】

【０００５】におい分子結合タンパク質（ＯＢＰ）は、

昆虫の触角内のリンパ液の中で最も豊富な成分である。

【０００６】このようなタンパク質は、昆虫の情報伝達

物質の輸送、保護、不活性化のいずれか、あるいはそれ



らの組合せに関与すると考えられている。

【０００７】におい分子結合タンパク質は、蝶蛾類鱗翅

目で調査されており、少なくとも２つのグループに区別

されている。

【０００８】フェロモン結合タンパク質（ＰＢＰ）は、

におい分子結合タンパク質の一つに属し、（性）フェロ

モンの認識に関与するタンパク質として区別されてい

る。

【０００９】また、におい分子結合タンパク質の他方の

グループに属するタンパク質は、一般的なにおい物質の

認識に関与するにおい分子結合タンパク質（ＧＯＢＰ）

である。

【００１０】性フェロモンの認識に関与するタンパク質

であるフェロモン結合タンパク質（ＰＢＰ）は、Ａｎｔ

ｈｅｒａｅａ  ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ（ポリフェムス

蚕）で初めて同定されてから、いくつかの昆虫目の中か

ら検出され特徴付けされている。

【００１１】機能的には、このようなタンパク質は、リ

ポカリン、すなわち疎水性配位子を結合するタンパク質

として分類することができる。

【００１２】しかし、昆虫におい分子結合タンパク質

（昆虫ＯＢＰ）は、主として、βバレルを形成する８個

ないし１０個の逆平行β鎖で構成され、他のリポカリン

と相同性をほとんど有さない。

【００１３】そして、円二色性測定および理論構造計算

によって、昆虫ＯＢＰが主としてαヘリックス状である

ことが明らかになった。

【００１４】そこで、昆虫ＯＢＰの三次元構造や配位子

結合の研究を行うことにより、このようなタンパク質の

嗅覚受容体に対する研究を行うことができると考えられ

る。

【００１５】そのため、研究素材として大量の生理活性

昆虫ＯＢＰが求められていたが、直接昆虫のみから抽出

するだけでは、十分な量の昆虫ＯＢＰを得ることは不可

能である。

【００１６】昆虫におい分子結合タンパク質は、従来、

細菌系と真核系の両方で発現することが知られている。

【００１７】Ａｎｔｈｅｒａｅａ  ｐｅｒｎｙｉ（サク

蚕）は、バキュロウィルス系で発現しているが、収率が

低く、十分な量の昆虫ＯＢＰを得るための手段としては

完全なものではない。

【００１８】また、従来、大腸菌中のＡｎｔｈｅｒａｅ

ａ  ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ（ポリフェムス蚕）から得た

ＰＢＰは、収率が低く、生理的不活性状態のため、構造

研究および機能研究のために立体構造の再生を行う必要

があった。

【００１９】従って、十分な量の昆虫ＯＢＰを供給する

ことが可能であり、しかも、生理的活性のある状態で大

量生産する手段が望まれていた。

【００２０】

【課題を解決するための手段】

【００２１】我々は、上記課題を解決するための研究を

行った結果、Ｂｏｍｂｙｘ  ｍｏｒｉから得たフェロモ

ン結合タンパク質を、大腸菌を用いてｐｅｌＢシグナル

ペプチドを含むｐＥＴ－２２ｂベクターで発現させるこ

とにより、生理的活性を有するものを高収率で得ること

ができることを見出し、また、より効率的な発現条件

は、一般的な温度（３７℃）ではなく、２９℃で、さら

に誘導物質（ＩＰＴＧ）がないときに達成されることを

見い出した。

【００２２】即ち、本発明の課題を解決するための手段

は、下記のとおりである。

【００２３】（１）Ｂｏｍｂｙｘ  ｍｏｒｉから得たフ

ェロモン結合タンパク質を、大腸菌を用いてｐｅｌＢシ

グナルペプチドを含むｐＥＴ－２２ｂベクターにより発

現させることで得られた、生理活性状態のフェロモン結

合タンパク質。

（２）Ｂｏｍｂｙｘ  ｍｏｒｉから得たフェロモン結合

タンパク質を、大腸菌を用いてｐｅｌＢシグナルペプチ

ドを含むｐＥＴ－２２ｂベクターにより発現させること

で製造する、生理活性状態のフェロモン結合タンパク質

の製造方法。

（３）Ｂｏｍｂｙｘ  ｍｏｒｉから得たフェロモン結合

タンパク質を、大腸菌を用いてｐｅｌＢシグナルペプチ

ドを含むｐＥＴ－２２ｂベクターを用い、３６～３８

℃、望ましくは２８～３０℃で発現させることで製造す

る、生理活性状態のフェロモン結合タンパク質の製造方

法。

（４）Ｂｏｍｂｙｘ  ｍｏｒｉから得たフェロモン結合

タンパク質を、大腸菌を用いてｐｅｌＢシグナルペプチ

ドを含むｐＥＴ－２２ｂベクターを用い、３６～３８

℃、望ましくは２８～３０℃で、かつ誘導物質（ＩＰＴ

Ｇ）がないときに発現させることで製造する、生理活性

状態のフェロモン結合タンパク質の製造方法。

【００２４】本発明に係る組み換えタンパク質は、非Ｓ

ＤＳ電気泳動検定時に同位体標識フェロモン（ボンビコ

ール）と効率的に結合した。

【００２５】

【実施例】

【００２６】［材料および方法］

【００２７】１．分子クローニングおよび組み換えベク

ターの調製

【００２８】２０匹のＢ．ｍｏｒｉオスの触角から単一

ステップグアニジウム酸・フェノール・クロロホルム抽

出によってＲＮＡを分離した。Ｐｏｌｙ  ＡＴｔｒａｃ

ｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を使用してｍＲＮＡを精製し、ｃ

ＤＮＡ鎖をＡＭＶ逆転写酵素（Ｐｒｏｍｅｇａ）および

オリゴ（ｄＴ）プライマーによって合成した。逆転写酵

素を７０℃で１０分間不活性化し、反応混合物を２０倍

に希釈し、約１ｎｇのｃＤＮＡを使用してＤＮＡ増幅反
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応（ＰＣＲ）を生じさせた。周知のＢ．ｍｏｒｉ  ＰＢ

Ｐの配列に基づいて下記のプライマーを設計した。

【００２９】ＣＧＴＣＴＣＡＡＧＡＡＧＴＣＡＴＧＡ

（ＭｓｃＩ部位への５’－プライマーブラントエンド連

結反応）

【００３０】ＡＧＡＣＡＣＴＣＧＡＧＡＴＴＣＴＣＡＡ

ＡＣＴＴＣＡＧＣＴ（単純構造Ｘｈｏ  Ｉ部位用の３’

－プライマーに下線を施してある）

【００３１】ＡＣＡＧＡＧＴＣＧＡＣＴＴＣＡＧＣＴＡ

ＡＡＡＴＴＴＣＴＣＣ（Ｘｈｏ  Ｉに匹敵しＣ－末端バ

リンを保存するＨｉｓＴａｇ構造Ｓａｌ  Ｉ部位用の

３’プライマーに下線を施してある）。

【００３２】ｐＨ８．５の５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣ

ｌ、１５ｍＭの（ＮＨ4）2ＳＯ4、１５ｍＭのＭｇＣｌ2

中のＰｆｕ  ＤＮＡポリメラーゼ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎ

ｅ）を使用してＭｉｎｉＣｙｃｌｅｒ  ＰＴＣ－１５

０、ＭＪ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ）で重合酵素鎖反応を実施

し、５０℃でのアニーリングを施した。ＰＣＲ生成物を

Ｘｈｏ  ＩまたはＳａｌ  Ｉを用いて消化し、Ｇｅｎｅ

Ｃｌｅａｎ（Ｂｉｏ１０１）によって低融点アガロース

から精製し、Ｍｓｃ  ＩおよびＸｈｏ  Ｉを用いて事前

に消化され同様に精製されたｐＥＴ２２ｂ（Ｎｏｖａｇ

ｅｎ）と連結反応させた。連結反応を使用してＥｐｉｃ

ｕｒｉａｎ大腸菌ＭＲＦ’Ｋａｎ細胞（Ｓｔｒａｔａｇ

ｅｎｅ）を形質転換させ、組み換えベクターを含むコロ

ニーをＰＣＲによって識別した。プラスミドを分離し、

ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭモデル３７３Ａ自動ＤＮＡシーケン

サ（ＰＥＡｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用

いてＤｙｅ  Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ  Ｒｅａｃｔｉｏｎ

  Ｒｅａｄｙ  ｋｉｔｓ（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ）

を使用し、この構造とＴ７プロモータおよびＴ７ターミ

ネータのプライマーとの配列を決定した。

【００３３】２．組み換えタンパク質の発現

【００３４】検証された配列を有する組み換えベクター

を、発現宿主ＢＬ２１（ＤＥ３）またはＢＬ２１（ＤＥ

３）ｐＬｙｓＳ（Ｎｏｖａｇｅｎ）に転写した。単一コ

ロニーを使用して溶液媒体（５０μｇ／ｍｌのカルベニ

シリンを含むＬＢ）を接種し、３０℃で一晩あるいは２

９℃で２４時間成長させた。次いで、培養液をＯＤ550

＝０．８に希釈し、前誘導した培養液のアリコートを得

て、最終濃度が１ｍＭになるようにＩＰＧＴを添加し

た。誘導から２時間および３時間後（３７℃）、あるい

は３時間および５時間（２９℃）後に追加アリコートを

得た。製造業者（Ｎｏｖａｇｅｎ）の説明に従って、浸

透圧ショックによってペリプラズムタンパク質を放出さ

せた。別法として、音波処理または凍結融解サイクルに

よって可溶タンパク質を放出させた。Ｂ．ｍｏｒｉオス

触角抽出物を対照試料として得て、ＳＤＳおよび非ＳＤ

Ｓ－ＰＡＧＥによってすべてのサンプルを分析した。

【００３５】３．組み換えタンパク質の精製および特徴

付け

【００３６】ペルプラズム分画にｐＨ８．０のＴｒｉｓ

－ＨＣｌを最終濃度が２０ｍＭになるように添加し、Ｍ

ｏｎｏＱカラム（ＨＲ５／５、Ｐｈａｒｍａｃｉａ）上

にサンプルを載置した。Ｐｈａｒｍａｃｉａ  ＦＰＬＣ

システムを使用して、直線勾配の０ｍＭないし４００ｍ

ＭのＮａＣｌとｐＨ８．０の１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣ

ｌとの混合物でタンパク質を溶離させた。組み換えＰＢ

Ｐを含む分画をプールし（５ｍｌ）、ｐＨ８．０の１０

ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌで事前に平衡化されたゲル濾過

カラム（Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ  Ｓ－１００  ＨＲ、Ｐｈ

ａｒｍａｃｉａ、２．５×５０ｃｍ）に付与し、サンプ

ル緩衝液を用いてタンパク質を２５ｍｌ／時で溶離させ

た。Ｂｅｃｋｍａｎ  Ｓｙｓｔｅｍ  Ｇｏｌｄ  ＨＰＬ

Ｃ上のＰＴＨ分析を用いてＢｅｃｋｍａｎ  ＬＦ  ３０

０  ＰＳ気相ペプチドシーケンサ上で、精製したＰＢＰ

のＮ末端配列を判定した。３，５－ジメトキシ－４－ヒ

ドロキシケイ皮酸をマトリックスとして用いて、陽イオ

ンモードのＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析計（Ｖｏｙａｇ

ｅｒ、ＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）

によって組み換えタンパク質の分子量を測定した。周知

の手順に従って標識ボンビコールを用いた結合評価法に

よって組み換えタンパク質の活性を試験した。

【００３７】［手順および考察］

【００３８】我々は、発現したタンパク質を大腸菌ペリ

プラズムへ送るＮ－末端ＰｅｌＢシグナルペプチドを含

むＰＥＴ－２２ｂベクターを選択した。これによって、

ジスルフィド結合を形成する適切な酸化環境が与えられ

る。昆虫ＰＢＰは、分泌タンパク質であり、２つまたは

３つのジスルフィド結合の存在が仮定されている。大き

さ、機能、特性が、フェロモン結合タンパク質（ＰＢ

Ｐ）に類似している血清レチノール結合タンパク質の場

合、ペリプラズム発現が成功した。フェロモン結合タン

パク質（ＰＢＰ）は、リポカリン類から得た大半のタン

パク質とは異なり、３つのジスルフィド結合を有する。

リポカリン類には、そのような結合が欠落している。こ

の発現系を使用して一般的宿主ＢＬ２１（ＤＥ３）中の

Ｂ．ｍｏｒｉ  ｒＰＢＰおよびＨｉｓ－Ｔａｇｇｅｄバ

ージョンのｒＰＢＰについて高レベルの発現を達成した

（図１）。

【００３９】図１は、本発明によって得たＢ．ｍｏｒｉ

  ＰＢＰの発現を示す電気泳動検定時の結果を示す図

で、Ａは３７℃、Ｂは２９℃の場合を示す。１５％のＳ

ＤＳポリアクリルアミドゲル上で、全細胞ペレット（１

００μｌ培養液相当物）、浸透圧ショックまたは凍結融

解サイクルによって放出された可溶性タンパク質（５０

０μｌ培養液相当物）の各試料を分離した。試料は、誘

導前（０）および図示した時点（３７℃では２時間、２

９℃では３時間）に得た。長いインキュベーション時間

（３７℃では３時間、２９℃では５時間）では可溶タン
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パク質の収量はさらに低下した。

【００４０】我々のヌクレオチド配列は、周知の配列と

は（配列決定されたすべての６つのクローンのうちで）

４つの位置が異なっていたが、このような置換によって

タンパク質のアミノ酸配列が変化することはなかった。

ＩＰＴＧを用いて誘導する前でもかなりの発現があっ

た。誘導後、高度に発現された２つのバンドが現れ、全

組み換えタンパク質の量は、３７℃で発現させると、４

０ｍｇ／Ｌないし５０ｍｇ／Ｌに上昇した。しかし、誘

導後にペリプラズムへの伝達が著しく低減し、ＩＰＴＧ

がない状態で高収量の可溶タンパク質が得られた。この

ような条件（３７℃、前誘導された培養液）の下では、

浸透圧ショックを与えてもペリプラズム部分から１０％

ないし２０％（＜２ｍｇ）しか放出されなかった（図１

中のＡ）。音波処理および凍結融解サイクルはより効率

的であったが、これらの方法ではずっと大量の細菌のタ

ンパク質も放出され（図１）、そのため精製手順が複雑

なものになり、したがって最終収量が低減した。Ｈｉｓ

Ｔａｇ構造では精製効率に関する利点は得られず、した

がってそれ以上の操作は追求しなかった。

【００４１】低温での発現では、全組み換えタンパク質

の量が著しく低減されても、可溶タンパク質の割合が増

加することが一般に知られている。組み換えタンパク質

が低速で産生されると、適切なタンパク質プロセシング

および折り畳みにより適した条件が得られ、細胞プロテ

アーゼおよびシャペロニンに十分な時間が与えられる。

したがって、２９℃でのＢ．ｍｏｒｉ  ｒＰＢＰの発現

を試験した。誘導物質がない状態では、３７℃の場合と

比べて組み換えタンパク質の量はそれほど低減しなかっ

た。しかし、次に、ほぼすべて（＞８０％）の組み換え

タンパク質が可溶形態で産生され、ペリプラズムへ送ら

れた（図１中のＢ）。組み換えタンパク質が蓄積され、

培養液が高密度に成長し（ＯＤ550＝１．６）、そのよ

うな条件を使用して大規模な発現を得た（図２）。

【００４２】図２は、本発明に係る精製した組み換えタ

ンパク質の電気泳動検定時の結果を示す図である。培養

液を遅いｌｏｇフェイズまで成長させ、ペリプラズムタ

ンパク質を浸透圧ショックによって放出させ、イオン交

換（Ｍｏｎｏ  Ｑ）およびゲル濾過（Ｓｅｐｈａｃｒｙ

ｌ  Ｓ－１００ＨＲ）クロマトグラフィーによって精製

した。１５％  ＳＤＳポリアクリルアミドゲル上でそれ

ぞれほぼ等しい量の全細胞リゼイト（ＷＣ）またはペリ

プラズム分画（Ｐｅｒ）中の組み換えタンパク質、ある

いは純粋な形態の組み換えタンパク質を分離した。

【００４３】浸透圧ショックによって１リットル当たり

約８ｍｇの可溶組み換えタンパク質を比較的純粋な形態

で分離することができ、完全な精製（＞  ９９％）が２

ステップで容易に達成された（図２）。

【００４４】Ｎ－末端配列決定および質量分析計によっ

て、前誘導相中に発現しペリプラズムへ送られるより低

いバンドが、ＰｅｌＢシグナルペプチドを含まない適切

に成熟したタンパク質であることが分かった。単純タン

パク質に関して求められた分子量は、１５８８８Ｄａ

（計算値１５８８４Ｄａ）であり、Ｈｉｓ－Ｔａｇ構造

の場合は１６８４３（計算値１６８３６Ｄａ）であっ

た。（天然タンパク質と等価の）単純構造から得られた

より低いバンドも、非ＳＤＳ－ゲルの触角抽出物から得

たＢ．ｍｏｒｉ  ＰＢＰと一致した。したがって、２番

目に高いバンドは、シグナルペプチドを含む未成熟プリ

タンパク質（ｐｒｅｐｒｏｔｅｉｎ）であった。明らか

に、標的タンパク質が急速に産生されると、シグナルペ

プチドの容量を超えた。誘導物質のない状態での標的タ

ンパク質の低速発現によって、組み換えタンパク質が適

切に成熟しペリプラズムへ送られるのに十分な時間が与

えられた。Ｍａｎｄｕｃａ  ｓｅｘｔａから得た一般的

なにおい分子結合タンパク質の場合、ｐＨＮ１＋ベクタ

ーにおいて細胞内で発現させると、誘導前に組み換えタ

ンパク質の顕著な発現が観測された。したがって、誘導

物質のない状態での発現はこのようなタンパク質のより

一般的な特徴であり、ペリプラズムターゲッティングと

組み合わせれば、大腸菌中でこのようなタンパク質を産

生する効率的な方法を形成することができる。ペリプラ

ズム局在化では、たとえばＭ．ｓｅｘｔａ  ＧＯＢＰ１

の場合、組み換えタンパク質の劣化も回避される。した

がって、我々は、ペリプラズム発現系は一般に、大腸菌

でのこの種のタンパク質の発現に適用することができる

と結論する。

【００４５】組み換えタンパク質の活性を試験するため

に、標識フェロモンを用いて結合能の測定を実施した。

タンパク質は効率的に同位体配位子に結合し、タンパク

質が適切に折り畳まれており生理的活性を有することが

示された。

【００４６】なお、図３は、天然フェロモン結合タンパ

ク質（ＰＢＰ）と結合された、ペリプラズム分画（Ｐｅ

ｒ）中の組み換えタンパク質または純粋な組み換えタン

パク質の電気泳動検定時の結果を示す図である。

【００４７】

【発明の効果】

【００４８】本発明によれば、十分な量の昆虫ＯＢＰを

発現させることが可能であり、しかも、生理的活性のあ

る状態で大量生産することができる。

【図面の簡単な説明】

【図１】本発明によるＢ．ｍｏｒｉのフェロモン結合タ

ンパク質の電気泳動検定時の結果を示す図で、Ａは３７

℃、Ｂは２９℃の場合を示す。

【図２】本発明に係る精製した組み換えタンパク質の電

気泳動検定時の結果を示す図である。

【図３】天然フェロモン結合タンパクの質（ＰＢＰ）と

結合された、ペリプラズム分画（Ｐｅｒ）中の組み換え

タンパク質または純粋な組み換えタンパク質の電気泳動
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検定時の結果を示す図である。
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