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1 .1 .1 .1 .1 .はじめにはじめにはじめにはじめにはじめに
　環境水中に存在する重金属は，たとえ低濃度であって
も生物濃縮等により，その影響が顕在化する可能性があ
る．従来の技術では環境水中の重金属除去に関して経済
性や処理効率の面で限界に直面しているのが現状であ
る．そこで本研究では，経済性や処理効率の問題を解決
し得る技術として，高い重金属吸着能を有する活性汚泥
細菌由来のタンパク質(Hea vy Meta l -B ind i ng

Protein：HMBP)を用いた重金属吸着除去技術の開発を
最終目標としている．
　本研究では，当研究室で既に分離されたHMBPのク
ローニングに必要なHMBP遺伝子を活性汚泥細菌から
分離することを試みた．
2 .2 .2 .2 .2 .実験方法実験方法実験方法実験方法実験方法
2.1　活性汚泥細菌の培養および菌体ペレットの回収
　仙台市内の下水処理場より返送汚泥を採取し，遠心分
離（1000xg，10分，4℃）した汚泥上清を，銅濃度が
0.5mMとなるように塩化銅を添加した普通ブイヨン培
地に加え好気培養した（20℃，24時間）．同時に，銅濃
度，ニッケル濃度，亜鉛濃度が0.5mMとなるように塩
化銅，塩化ニッケル，塩化亜鉛を加えた培地での培養も
行った．培養後，遠心分離（3000xg，15分，4℃）に
より，菌体ペレットを回収した．
2.2　ゲノムDNAライブラリの作製
　回収した細菌ペレットよりフェノール・クロロホルム
抽出法を用いてゲノムDNAの抽出を行った．抽出した
DNAを精製するためエタノール沈殿を行った．
　得られた抽出DNAをプラスミドベクターに組み込む
ため，制限酵素Sau3AⅠにより最適な長さに断片化し
た．Sau3AⅠにより断片化されたゲノムDNAは分子量
が不揃いであり，そのままライゲーションを行うと効率
が低下する．そこでアガロースゲル電気泳動を行った
後，最適長（1~3kbp）の範囲のゲルを切断し，そこか
らゲノムDNAの分離・精製を行った．得られたDNA

断片をプラスミドベクターに組み込むインサートDNA

とした．
　作製したインサートDNAを宿主大腸菌に組み込むた
め，プラスミドDNAとインサートDNAのライゲーショ
ン（16℃，16時間）を行った．プラスミドベクターに
は pUC118 BamHⅠ /BAPを用いた．

　次に宿主大腸菌の形質転換（トランスフォーメーショ
ン）を行った．宿主大腸菌にはEschiricha coli DH5α
のコンピテント細胞を使用した．目的遺伝子を含むベク
ターDNAを増幅させるため形質転換された細胞のみを
増殖させる必要があるが，本実験で用いている
pUC118がアンピシリン（Amp）耐性遺伝子を有して
いることから，トランスフォーメーション後の宿主大腸
菌を1×LB+Amp寒天培地に塗布し，37℃，16時間の
培養を行った．
2.3　コロニーハイブリダイゼーション法によるHMBP

遺伝子のスクリーニング
　DNAライブラリの中からHMBP遺伝子を分離するた
めコロニーハイブリダイゼーションを行った．ナイロン
メンブレンフィルターにコロニーをトランスファーし，
強アルカリ性（pH11.5以上）の溶液に浸してDNAを
1本鎖にした後，80℃で2時間ベーキングを行いフィル
ターに変性DNAを焼き付け固定化した．その後，3×
SSC，0.1%SDS溶液に1～3時間浸し，不要な菌体細胞
破片を除去した．
　DNAを固定化したフィルターを用いてハイブリダイ
ゼーションを行った．プローブは本研究室で既に分離さ
れたHMBPのN末端アミノ酸配列をもとに作製し，5’
末端にDIG標識を施した．プレハイブリダイゼーショ
ン（50℃，2時間）でフィルターをバッファーに馴染ま
せた後，熱変性（95℃，10分）させ1本鎖にしたプロー
ブを，濃度が0.01μg/mlとなるように加え 50℃で一
晩のハイブリダイゼーションを行った．ハイブリダイ
ゼーション後のフィルターに付着する残余のプローブの
洗浄を洗浄液（0.1×SSC,0.1%SDS）で2回行った（50

℃，15分）．その後，スキムミルクによるブロッキング
でバックグラウンドを抑えた．目的遺伝子に特異的に結
合したプローブに抗DIG抗体を結合させ，未反応抗DIG

抗体を洗浄液で洗浄した後，標識酵素であるアルカリ
フォスファターゼと抗DIG抗体を反応させ青紫色に発
色させた．
2.4　分離遺伝子の塩基配列解読
　検出した大腸菌コロニーが保持するインサートDNA

の配列をDyeTerminator法を用いたDNAシークエン
シングにより確認した．
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3 .3 .3 .3 .3 .結果および考察結果および考察結果および考察結果および考察結果および考察
3.1　DNAライブラリの作製結果
　トランスフォーメーション後の培養で，１×
LB+Amp寒天培地上に発現したコロニーの様子を図1

に，DNAライブラリの作製結果を表1に示した．一般
的に細菌のDNAの全長は約400万bpということが知
られており1），本実験ではインサートDNAの大きさを
平均2kbpとしているためDNAライブラリに白色コロ
ニーの数が2000個以上であれば十分であると考えられ
る．作製したDNAライブラリの中でこの条件を満たす
3サンプルと，設定した基準を満たしていないがライ
ゲーション効率が比較的高い 2サンプルを使用するこ
ととした．
3.2　コロニーハイブリダイゼーションによる目的遺伝
子の検出結果
　発色後のフィルターの様子を図 2に示した．この発
色したスポットが，非特異的なプローブDNAの結合に
よるものでないことを確認するために 2次スクリーニ
ングを行った．2次スクリーニングで用いたフィルター
の様子を図 3に示した．フィルターに出現した発色の
形と，プレート上のコロニーの形状が一致することか
ら，HMBP遺伝子が存在する可能性が高いと考えられ
るため，その塩基配列の解読を行った．
3.3　DNAシークエンシングの結果
　解読した塩基配列を図 4に示した．得られた遺伝子
は，目的とするタンパク質のアミノ酸配列を完全に
コードするものではなかった．目的とするタンパク質
の塩基配列 27塩基に対して 24塩基が一致し，アミノ
酸配列は目的とする 9 残基に対して 6 残基の一致で
あった．
　本実験での分離遺伝子とHMBP遺伝子が完全に一致
しなかった原因としては，相同配列に対するプローブ
の非特異的吸着が考えられる．しかしながら，コロニー
ハイブリダイゼーションにおける主要な4つの条件（プ
ローブ濃度 0.01μ g/ml，ハイブリダイゼーション温
度50℃，洗浄液の塩濃度0.1×SSCおよび洗浄温度50

℃）は，塩基配列の相同性89%という遺伝子分離結果
よりほぼ妥当であったと考えられる．
　本研究では活性汚泥を用いているが，活性汚泥内に
は細菌，原生動物および藻類など種々の微生物が存在
し2），季節や汚染源などの諸条件が活性汚泥内の生物相
に影響を与えている．このことから，DNAライブラリ
作製に用いた活性汚泥内には，目的とするHMBPを持
つ微生物が存在しなかった，もしくは活性汚泥内に存
在していたが個体数が少なかったため，本実験で作製
したDNAライブラリの中には含まれなかったという可
能性が考えられる．
4 .4 .4 .4 .4 .おわりにおわりにおわりにおわりにおわりに
　本研究では完全なHMBP遺伝子の分離には到らな
かったが，実験条件の妥当性は確認された．再度HMBP

の検索・分離を行い，HMBPを分離した活性汚泥から
HMBP遺伝子の検出を行うことにより，HMBP遺伝子
の分離およびクローニングが可能であると考えている．

図 3　2次スクリーニング

1.トランスファー前のプレート 2.発色後のフィルター
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Code number Number of
white colony

Number of blue
colony White/Blue

DL (Cu,Ni,Zn)A 1250 330 3.8

DL (Cu,Ni,Zn)B 2100 420 5.0

DL (Cu,Ni,Zn)C 2780 410 6.8

DL (Cu)A 1160 100 11.6

DL (Cu)B 3720 890 4.2

表 1　DNAライブラリ作製結果

図 1　出現したコロニーの様子

White Colony

（インサートDNAを含むプラスミ

ドを保持する大腸菌コロニー）

Blue Colony

（インサートDNAを含まないで自

己閉環したプラスミドを保持する

大腸菌コロニー）

※インサートDNAを含むプラス

ミドが組み込まれなかった大腸菌

は Amp耐性を持たないためコロ

ニーを形成できない

図 2　発色後のフィルターの様子

○・・・ハイブリダイゼー

ション後，発色を確認した

スポット

○

図 4　分離遺伝子とプローブの相同性

（＊は相同部分）

分離遺伝子の塩基配列 ・・・ t c c a t t g a t g a a t g g c a a c c g a c g a t a ・・・

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

プローブの塩基配列 (DIG)5' gggg cccc aaaa aaaa tttt aaaa gggg aaaa cccc gggg aaaa aaaa gggg gggg aaaa cccc aaaa aaaa cccc tttt aaaa aaaa cccc aaaa aaaa tttt aaaa 3'

gggg cccc tttt gggg gggg gggg tttt gggg gggg cccc

cccc tttt cccc cccc cccc tttt

tttt tttt tttt tttt

・・・ L F T S I D E W Q P T I P V R K E ※ L ※ W D G H G H

. * * * * * *

AAAA IIII DDDD EEEE GGGG QQQQ LLLL TTTT IIII

分離遺伝子のアミノ酸配列

プローブのアミノ酸配列

・・・
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