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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

配列表において、配列番号４で示されるアミノ酸配列からなることを特徴とする、アミノ

酸配列からなるマルチマー化不凍タンパク質。

【請求項２】

請求項１に記載のマルチマー化不凍タンパク質をコードするＤＮＡ。

【請求項３】

配列表において、配列番号３で示される塩基配列からなることを特徴とする、マルチマー

化不凍タンパク質をコードするＤＮＡ。

【請求項４】

請求項２または３に記載のＤＮＡを有する組換えベクター。

【請求項５】

請求項４に記載の組換えベクターを有する形質転換体。

【請求項６】

請求項１のマルチマー化不凍タンパク質をペプチド合成機を用いて合成することを特徴と

するマルチマー化不凍タンパク質の製造方法。

【請求項７】

請求項５の形質転換体を培養して、マルチマー化不凍タンパク質を採取することを特徴と

する、マルチマー化不凍タンパク質の製造方法。

【発明の詳細な説明】
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【 ０ ０ ０ １ 】

【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】

本 発 明 は 、 天 然 由 来 の 不 凍 タ ン パ ク 質 を 改 変 し た 新 規 な タ ン パ ク 質 に 関 す る も の で あ り 、

具 体 的 に は 、 低 濃 度 で 優 れ た 氷 核 成 長 抑 制 作 用 を 示 し 氷 再 結 晶 防 止 剤 、 氷 点 下 低 温 保 存 剤

と し て 使 用 す る マ ル チ マ ー 化 不 凍 タ ン パ ク 質 及 び そ の 作 製 方 法 、 並 び に マ ル チ マ ー 化 不 凍

タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る 。

【 ０ ０ ０ ２ 】

【 従 来 の 技 術 】

不 凍 ペ プ チ ド な ら び に 不 凍 タ ン パ ク 質 （ AFP類 ） は 一 般 に 1） 温 度 ヒ ス テ リ シ ス 、 2） 氷 の

再 結 晶 阻 害 、 3） 氷 の 結 晶 形 制 御 等 の 特 性 を 示 す た め 、 保 冷 に よ り 周 囲 の 水 分 子 が 付 着 再

結 晶 す る こ と で 、 風 味 や 味 が 損 な わ れ る ア イ ス ク リ ー ム へ の 添 加 や 、 細 胞 や 臓 器 の 冷 凍 保

存 剤 に 用 い る こ と が 提 案 さ れ て い る 。 ま た 、 氷 ス ラ リ ー を 使 用 す る 冷 熱 供 給 シ ス テ ム あ る

い は 冷 熱 蓄 熱 等 に お い て 、 氷 の 再 結 晶 に よ る 配 管 系 の 閉 塞 を 解 消 し 得 る 有 効 な 添 加 剤 と し

て も 期 待 さ れ て い る 。 こ れ ま で は 、 主 に 植 物 、 魚 類 由 来 の 天 然 の 不 凍 タ ン パ ク 質 を 用 い て

ア イ ス ク リ ー ム 等 の 冷 凍 食 品 の 品 質 保 持 、 細 胞 の 冷 凍 保 存 耐 性 の 向 上 、 冷 熱 供 給 シ ス テ ム

あ る い は 冷 熱 蓄 熱 等 へ の 応 用 が 試 み ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

以 下 、 不 凍 ペ プ チ ド 並 び に 不 凍 タ ン パ ク 質 に つ い て さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 不 凍 ペ プ チ

ド な ら び に 不 凍 タ ン パ ク 質 （ AFP類 ） は 一 般 に 1） 温 度 ヒ ス テ リ シ ス 、 2） 氷 の 再 結 晶 阻 害

、 3） 氷 の 結 晶 形 制 御 の う ち 、 少 な く と も い ず れ か 一 つ の 特 性 を 示 す た め 、 食 品 や 細 胞 の

冷 凍 保 存 耐 性 の 改 善 に 用 い る こ と が 提 案 さ れ て い る （ Marilyn Greffith and K. Vanya Ew

art, 1995. Biotechnology Advance 1 3: 375-402.） 。 AFPの こ れ ら の 特 性 は 、 AFPが 氷 表

面 に 結 合 す る こ と に よ り 新 た な 水 分 子 の 結 合 を 阻 害 し 氷 核 の 成 長 を 妨 げ る た め だ と 考 え ら

れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

AFPは 魚 、 昆 虫 、 植 物 、 バ ク テ リ ア 、 菌 類 と 多 く の 生 体 で 発 見 さ れ て い る ( John Barrett

, 2001. Int J Biochem Cell Biol. 3 3 : 105-117 )。 こ れ ら の 中 で も 特 に 幅 広 く 研 究 が 行

わ れ て い る AFPの 一 つ と し て 、 極 地 魚 類 由 来 の AFPが 挙 げ ら れ る 。 魚 類 由 来 の AFPは そ の 構

造 に よ り 5種 類 に 分 類 す る こ と が で き る 。 不 凍 糖 タ ン パ ク 質 で あ る AFGPは 特 定 二 糖 が 結 合

し た 反 復 ト リ ペ プ チ ド モ チ ー フ （ ア ラ ニ ン － ア ラ ニ ン － ス レ オ ニ ン ） を 有 す る 分 子 量 約 26

00～ 34000Daの タ ン パ ク 質 で あ る 。 Type I AFPは ア ラ ニ ン 含 有 量 が 高 く 、 ス レ オ ニ ン と ア

ス パ ラ ギ ン 残 基 が 等 間 隔 で 配 置 さ れ て お り 、 α － ヘ リ ッ ク ス 構 造 を 有 す る 。 Type II AFP

は 特 徴 的 な 高 い シ ス テ イ ン 含 量 （ ８ ％ ） を 持 ち 、 C型 － レ ク チ ン と の 構 造 類 似 性 が 示 さ れ

て い る 。 Type III AFPは 分 子 量 6500～ 7000 Daか ら な る 、 小 さ い 球 状 ペ プ チ ド で あ る 。 Typ

e IV AFPは 4-α － ヘ リ ッ ク ス バ ン ド ル 構 造 が 予 想 さ れ て い る 。 魚 種 由 来 の AFPは い ず れ も

、 氷 核 を バ イ ピ ラ ミ ダ ル 型 氷 結 晶 （ 図 12 A） に 成 長 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る が 、 そ の 機

構 は 以 下 の よ う に 解 釈 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

通 常 の 場 合 氷 晶 は 、 水 溶 液 中 に お い て 氷 核 が 表 れ る と 、 ま ず 扁 平 な 六 角 あ る い は 四 角 の 板

状 に 成 長 す る 。 板 状 平 面 に 対 し 垂 直 方 向 へ の 成 長 は 、 板 状 平 面 方 向 に 対 す る 成 長 に 比 べ 10

0倍 程 度 遅 い 。 こ れ に 対 し て 、 水 溶 液 中 に 不 凍 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る と 円 盤 平 面 方 向 へ の

氷 晶 の 成 長 は 阻 止 さ れ 、 最 初 に 形 成 さ れ た 板 状 体 を 基 底 面 と し て 、 こ の 基 底 面 に 対 し 垂 直

方 向 に 、 順 次 、 よ り 小 さ い 板 状 体 が 積 み 重 ね ら れ て い き 、 最 終 的 に は ピ ラ ミ ッ ド を 二 つ 重

ね た バ イ ピ ラ ミ ッ ド 型 の 氷 晶 に ゆ っ く り と 成 長 し て い く 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

し た が っ て 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を 有 す る 魚 種 の 体 液 を 0℃ 以 下 に し た 場 合 、 そ の 体 液 中 に は

バ イ ピ ラ ミ ダ ル 氷 結 晶 が 顕 微 鏡 下 に 観 測 さ れ る 。 不 凍 タ ン パ ク 質 が 有 す る 氷 結 晶 上 の 12枚

の 氷 層 平 面 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 の 結 果 と し て 、 こ の よ う な バ イ ピ ラ ミ ダ ル 型 氷 結 晶 が

生 成 す る 。 0℃ 以 下 の 凍 結 温 度 域 に お い て は 、 微 視 的 に は 、 体 液 中 の 不 凍 タ ン パ ク 質 が 互

い に 結 び つ か な い 無 数 の バ イ ピ ラ ミ ダ ル 氷 結 晶 を 生 成 し て い る 。 こ の こ と が 、 巨 視 的 に は
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、 検 体 の 非 凍 結 現 象 （ 不 凍 活 性 ） と し て 観 測 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

1995年 、 Xin Wangら に よ っ て eel pout由 来 の 3種 類 の Type III AFPが 報 告 さ れ た が 、 こ れ

ら の う ち RD3と 命 名 さ れ た AFPは 9ア ミ ノ 酸 残 基 （ ア ス パ ラ ギ ン 酸 － グ リ シ ン － ス レ オ ニ ン

－ ス レ オ ニ ン － セ リ ン － プ ロ リ ン － グ リ シ ン － ロ イ シ ン － リ シ ン ） に よ り 構 成 さ れ る ポ リ

ペ プ チ ド リ ン カ ー で 2つ の Type III AFP（ N-ド メ イ ン と C-ド メ イ ン と す る ） が 連 結 さ れ た

配 列 を 有 し て い た （ Xin Wang et al. , 1995. Biochim. Biophys. Acta 1 2 4 7 : 163-172）

。 さ ら に 著 者 ら は 、 RD3が 他 の Type III AFPに 比 べ 、 モ ル 濃 度 換 算 で 2倍 近 い 温 度 ヒ ス テ リ

シ ス を 示 す こ と を 同 時 に 報 告 し て い る 。 ま た 、 Kazunori Miuraら は N M Rを 用 い RD3の 構 造 を

決 定 し 、 Type III AFPの 氷 結 合 表 面 と 推 測 さ れ て い る 平 面 が ほ ぼ 同 一 平 面 に 配 向 す る こ と

を 報 告 し て い る （ Kazunori Miura et al. , 2001. J. Biol. Chem. 2 7 6 : 1304-1310） 。 ま

た 、 0.1～ 0.2 m Mの 低 濃 度 領 域 に お い て RD3が Type III AFPに 比 べ 、 モ ル 濃 度 換 算 で 6倍 の

温 度 ヒ ス テ リ シ ス を 示 す こ と も 報 告 し て い る 。 こ の 結 果 は 、 低 濃 度 領 域 で RD3が Type III

AFP 1分 子 あ た り 3倍 の 温 度 ヒ ス テ リ シ ス 効 果 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

こ れ ま で は 、 主 に 植 物 、 魚 類 由 来 の 不 凍 タ ン パ ク 質 を 用 い て ア イ ス ク リ ー ム 等 の 冷 凍 食 品

の 品 質 保 持 、 細 胞 の 冷 凍 保 存 耐 性 の 向 上 が 試 み ら れ て い る が 実 用 化 に は 至 っ て い な い 。 ま

た 、 冷 熱 供 給 シ ス テ ム 、 冷 熱 蓄 熱 等 を 含 め 、 そ の 期 待 さ れ る 有 効 性 の 高 さ に も か か わ ら ず

実 用 化 に 結 び つ か な い 理 由 と し て 、 そ の 活 性 が 必 ず し も 十 分 で は な い 、 目 的 の 機 能 を 果 た

す た め に 大 量 の タ ン パ ク 質 を 必 要 と す る こ と が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

本 発 明 は 、 こ の よ う な 従 来 の 問 題 を 解 決 し よ う と す る も の で あ り 、 生 体 中 に 存 在 す る 不 凍

タ ン パ ク 質 を 改 良 し 、 不 凍 タ ン パ ク 質 の 有 す る 温 度 ヒ ス テ リ シ ス 、 氷 の 再 結 晶 阻 害 活 性 等

を 向 上 さ せ 応 用 性 を 高 め る こ と を 目 的 と す る も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

不 凍 タ ン パ ク 質 の 温 度 ヒ ス テ リ シ ス 、 氷 の 再 結 晶 阻 害 活 性 等 を 向 上 さ せ る た め に は 、 不 凍

タ ン パ ク 質 へ の 部 位 特 異 的 変 異 導 入 が 考 え ら れ る が 、 適 切 な 変 異 導 入 位 置 と 適 切 な 置 換 ア

ミ ノ 酸 残 基 の 決 定 は 非 常 に 困 難 で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 天 然 の RD3に 見 ら れ る Type III AFP－ リ ン カ ー － Type III AFPと い

う 構 造 に 着 目 し 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を ペ プ チ ド リ ン カ ー で ３ 個 以 上 連 結 し て マ ル チ マ ー 化 不

凍 タ ン パ ク 質 を 作 製 し 、 そ の 不 凍 活 性 を 調 べ た と こ ろ 、 全 く 予 想 を 超 え る 驚 く べ き 不 凍 活

性 を 示 し 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の と お り の も の で あ る 。

（ １ ） 配 列 表 に お い て 、 配 列 番 号 ４ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、

マ ル チ マ ー 化 不 凍 タ ン パ ク 質 。

（ ２ ） 請 求 項 １ に 記 載 の マ ル チ マ ー 化 不 凍 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。

（ ３ ） 配 列 表 に お い て 、 配 列 番 号 ３ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 マ ル

チ マ ー 化 不 凍 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。

（ ４ ） 上 記 （ ２ ） ま た は （ ３ ） に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 。

（ ５ ） 上 記 （ ４ ） に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 有 す る 形 質 転 換 体 。

（ ６ ） 上 記 （ １ ） の マ ル チ マ ー 化 不 凍 タ ン パ ク 質 を ペ プ チ ド 合 成 機 を 用 い て 合 成 す る こ と

を 特 徴 と す る マ ル チ マ ー 化 不 凍 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 。

（ ７ ） 上 記 （ ５ ） 形 質 転 換 体 を 培 養 し て 、 マ ル チ マ ー 化 不 凍 タ ン パ ク 質 を 採 取 す る こ と を

特 徴 と す る 、 マ ル チ マ ー 化 不 凍 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 。

【 ０ ０ １ ３ 】

【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
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本 発 明 に お い て マ ル チ マ ー 化 さ れ る 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 TypeI AFP、 TypII AFP、 TypeIII

AFPあ る い は TypeIV AFPで あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 不 凍 タ ン パ ク 質 の マ ル チ マ ー 化 に お い て

使 用 す る ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 あ る い は ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 に 格 別 の 制 限

は な い が 、 こ れ に は 、 例 え ば 、 上 記 RD3タ ン パ ク 質 に お い て み ら れ る ９ ア ミ ノ 酸 残 基 （ ア

ス パ ラ ギ ン 酸 － グ リ シ ン － ス レ オ ニ ン － ス レ オ ニ ン － セ リ ン － プ ロ リ ン － グ リ シ ン － ロ イ

シ ン － リ シ ン ） に よ り 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

本 発 明 に お い て マ ル チ マ ー 化 さ れ た 不 凍 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る に は 、 マ ル チ マ ー 化 さ れ た

不 凍 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N Aを 作 製 し 、 該 D N Aを 適 当 な ベ ク タ ー に 組 込 み 、 こ れ を 用 い

て 、 バ ク テ リ ア 等 を 形 質 転 換 し 、 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ り 、 マ ル チ マ ー 化 さ れ た

不 凍 タ ン パ ク 質 を 採 取 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の よ う な 遺 伝 子 組 換 手 段 を 用 い ず 、 そ

れ 自 体 の 公 知 の ペ プ チ ド 合 成 機 を 用 い て 、 マ ル チ マ ー 化 さ れ た 不 凍 タ ン パ ク 質 を 合 成 し て

も よ い 。

【 ０ ０ １ ５ 】

以 下 、 本 発 明 の マ ル チ マ ー 化 さ れ た 不 凍 タ ン パ ク 質 を 得 る 手 段 に つ い て 、 遺 伝 子 組 換 手 段

を 例 に 取 り さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

例 え ば 、 Type III AFP－ リ ン カ ー － Type III AFP－ リ ン カ ー － Type III AFP (以 下 、 RD3

NCCと い う 。 )、 あ る い は Type III AFP－ リ ン カ ー － Type III AFP－ リ ン カ ー － Type III A

FP－ リ ン カ ー － Type III AFP（ 以 下 、 RD3 NCNCと い う 。 ） な る 構 造 を 有 す る マ ル チ マ ー 化

不 凍 タ ン パ ク 質 を 得 る に は 、 ま ず 、 大 腸 菌 等 の 宿 主 用 に コ ド ン を 最 適 化 し た 魚 類 の 由 来 の

Type III AFPを コ ー ド す る D N A配 列 を 用 い て 、 9ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ペ プ チ ド リ ン カ ー に

よ っ て テ ト ラ マ ー 化 及 び ト リ マ ー 化 し た AFPの D N A配 列 を 構 築 す る 。 次 に こ の D N A配 列 を ク

ロ ー ニ ン グ し た ベ ク タ ー で 大 腸 菌 等 の 宿 主 を 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 体 を イ ソ プ ロ ピ ル -

β -D(－ )-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 等 で 発 現 誘 導 し 、 発 現 さ れ た 組 換 え 体 を イ オ ン 交 換 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 す る こ と に よ り 、 RD3 NCCあ る い は RD3 NCNC を 得 る こ と が で き る

。

【 ０ ０ １ ７ 】

得 ら れ た RD3 NCNC 、 RD3 NCCの 不 凍 活 性 は 、 再 結 晶 阻 害 活 性 を 顕 微 鏡 で 観 察 す る こ と に よ

り 、 ま た 、 不 凍 活 性 を 氷 点 降 下 法 浸 透 圧 計 で 測 定 す る こ と に よ り 確 認 で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

本 発 明 に お い て 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た RD3 NCNC 、 RD3 NCCタ ン パ ク 質 は 、 特 に 低 濃 度

域 （ 0.05～ 0.1ｍ Ｍ ） で Type III AFP 1分 子 あ た り の 温 度 ヒ ス テ リ シ ス 効 果 を お お よ そ 20

倍 以 上 に 上 昇 さ せ 、 RD3に 比 べ て も 極 め て 高 い 不 凍 活 性 を 示 し た （ 図 14） 、 さ ら に は 低 濃

度 で も 氷 核 の 成 長 を ほ ぼ 完 全 に 阻 害 す る （ 図 12C、 D） 。

【 ０ ０ １ ９ 】

以 下 に 、 本 発 明 の 実 施 例 を 示 す が 、 本 発 明 は 特 に こ れ に よ り 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

実 施 例 1： R D 3  N C N C  及 び R D 3  N C Cの 設 計

2つ の RD3を 9ア ミ ノ 酸 残 基 （ ア ス パ ラ ギ ン 酸 － グ リ シ ン － ス レ オ ニ ン － ス レ オ ニ ン － セ リ

ン － プ ロ リ ン － グ リ シ ン － ロ イ シ ン － リ シ ン ） に よ り 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を

介 し て 連 結 し た AFP (RD3 NCNC)と 、 RD3に リ ン カ ー を 介 し て C-ド メ イ ン を 連 結 し た AFP (RD

3 NCC) を 設 計 し た 。 こ の 際 、 リ ン カ ー の 下 流 に 連 結 さ れ る ド メ イ ン の N末 端 3ア ミ ノ 酸 残

基 を 削 除 し た （ 図 １ 、 図 2） 。 RD3 NCNCの 分 子 量 は 29.6 K Da、 RD3 NCC の 分 子 量 は 22.2 K D

aと 算 出 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

実 施 例 2： R D 3  N C N C  及 び R D 3  N C Cを コ ー ド す る 合 成 遺 伝 子 の 構 築

大 腸 菌 の 菌 体 内 で 発 現 す る よ う に 最 適 化 さ れ た RD3 NCNC と RD3 NCC 不 凍 タ ン パ ク 質 を コ

ー ド す る D N A配 列 を 以 下 の よ う に 構 築 し た 。 大 腸 菌 の 使 用 コ ド ン に 最 適 化 し た セ ン ス 鎖 側

の D N A断 片 と 、 同 じ く 大 腸 菌 の 使 用 コ ド ン に 最 適 化 し た ア ン チ セ ン ス 鎖 側 の D N A断 片 を ア ニ
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ー ル 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 構 築 し た N-ド メ イ ン － リ ン カ ー と リ ン カ ー － C-ド メ イ ン を 連 結

し て 作 製 さ れ た RD3を コ ー ド す る D N A配 列 （ Kazunori Miura et al. , 1999. J. Biochem. 1

2 6 : 387-394、 配 列 番 号 5） を ク ロ ー ニ ン グ し た ベ ク タ ー を 鋳 型 に 、 以 下 に 示 す プ ラ イ マ ー

を 用 い て RD3の リ ン カ ー 部 分 に 存 在 す る 制 限 酵 素 サ イ ト 、 Kpn Iと Sma Iサ イ ト を サ イ レ ン

ト 変 異 に よ り 削 除 し た N-ド メ イ ン と C-ド メ イ ン を コ ー ド す る D N A配 列 を PCR法 に よ り 増 幅 さ

せ た 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

【 ０ ０ ２ ３ 】

次 に こ れ ら の PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 精 製 し 、 リ コ ン ビ ナ ン ト PCRを 行 っ

た 。 約 420b.p.の RD3の 構 造 遺 伝 子 を 電 気 泳 動 し た ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 3＇ 末 端 に

付 加 さ れ た ア デ ニ ン を 利 用 し て pT7Blueベ ク タ ー (Novagen) に ク ロ ー ニ ン グ （ TAク ロ ー ニ

ン グ ） す る こ と で リ ン カ ー 部 分 に 存 在 す る 制 限 酵 素 サ イ ト 、 Kpn Iと Sma Iサ イ ト を 削 除 し

た RD3の 構 造 遺 伝 子 (RD3Δ )を 構 築 し た （ 図 3） 。 こ の ベ ク タ ー で 大 腸 菌 D H5α 株 を 形 質 転

換 し 、 増 殖 後 ア ル カ リ － SDS法 に よ り プ ラ ス ミ ド D N Aを 単 離 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド D N Aを 鋳

型 に 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て Sma I 制 限 酵 素 サ イ ト を 含 む リ ン カ ー の 一 部 を そ の C末 端

に 付 加 し た RD3を コ ー ド す る D N A配 列 （ RD3 NCl） を 増 幅 し た （ 図 4） 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

ま た 、 RD3 N-ド メ イ ン の D N A配 列 を 鋳 型 に 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て N末 端 に リ ン カ ー の 一

部 を 付 加 し た N-ド メ イ ン の D N A配 列 （ RD3 lN） を 増 幅 し た （ 図 4） 。

【 ０ ０ ２ ６ 】
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【 ０ ０ ２ ７ 】

そ れ ぞ れ の PCR産 物 は 精 製 後 、 TAク ロ ー ニ ン グ に よ り ベ ク タ ー に 導 入 し た 。 RD3 lNに お い

て は プ ラ ス ミ ド D N Aを 大 腸 菌 で 増 幅 し 、 既 存 の 制 限 酵 素 サ イ ト Kpn Iと Sac Iサ イ ト を 利 用

し て N末 端 に リ ン カ ー の 一 部 を 付 加 し た RD3の 構 造 遺 伝 子 （ RD3 lNC） を 構 築 し た （ 図 4） 。

次 に RD3 NClを コ ー ド す る D N A断 片 を 既 存 の RD3発 現 ベ ク タ ー 、 pET20bRD3に ラ イ ゲ ー シ ョ ン

す る こ と で RD3 NCC発 現 用 プ ラ ス ミ ド D N A、 pETRD3NCCを 構 築 し た （ 図 5） 。 続 い て こ の ベ ク

タ ー に RD3 lNCの D N A断 片 を 導 入 し 、 RD3 NCNC発 現 用 プ ラ ス ミ ド D N A、 pETRD3NCNCを 構 築 し

た （ 図 6） 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

実 地 例 3： 構 築 し た R D 3  N C N C  及 び R D 3  N C Cの 遺 伝 子 配 列 の 決 定

RD3 NCNC と RD3 NCCの D N A配 列 の 決 定 は ABI PRISM
T M
 に よ っ て 提 供 さ れ る プ ロ ト コ ー ル に

従 っ て 行 っ た 。 RD3 NCNCの セ ン ス 鎖 を 決 定 す る た め に Terminator Ready Reaction Mix (A

BI PRISM
T M

) 4μ l、 pETRD3NCNC 400ng、 5 x 反 応 液 (ABI PRISM
T M

) 2μ l、 T7promoter pr

imer 3.2 pmolを 混 合 し 、 滅 菌 水 で 20μ lに し た 後 、 以 下 の プ ロ グ ラ ム に 従 っ て 、 サ ー マ ル

サ イ ク ラ ー （ TA K ARA） で 反 応 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

【 ０ ０ ３ ０ 】

ま た 、 RD3 NCNCの 遺 伝 子 の ア ン チ セ ン ス 鎖 を 決 定 す る た め に Terminator Ready Reaction

Mix (ABI PRISM
T M

) 4μ l、 pETRD3NCNC 400ng、 5 x 反 応 液 (ABI PRISM
T M

) 2μ l、 T7termi

nator primer 3.2 pmolを 混 合 し 、 滅 菌 水 で 20μ lに し た 後 、 同 様 に 反 応 を 行 っ た 。 反 応 が

終 了 し た サ ン プ ル に 、 3 M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 5.2)を 2μ l、 95% エ タ ノ ー ル 50μ lを 加

え 、 室 温 で 15分 静 置 し た 後 、 12000回 転 で 20分 間 遠 心 分 離 を 行 い 反 応 物 を 沈 殿 と し て 回 収

し た 。 こ の 沈 殿 物 に 70% エ タ ノ ー ル を 250μ l加 え 、 室 温 で 12000回 転 、 5分 間 遠 心 し 沈 殿 物

を 回 収 す る こ と で 反 応 物 を 洗 浄 し た 。 さ ら に 、 濃 縮 遠 心 機 で 反 応 物 を 乾 固 し 、 15μ lの Tem

plate Suppression Reagent (ABI PRISM
T M

)に 溶 解 さ せ 、 95℃ で 2分 間 加 熱 し た 後 氷 中 で 急

冷 し た 。 こ の サ ン プ ル を ABI PRISM 310(ABI PRISM
T M

)に セ ッ ト し 、 RD3 NCNCの D N A配 列 の

決 定 を 行 っ た と こ ろ 、 図 7に 示 す 配 列 が 決 定 さ れ 、 目 的 の 配 列 が 構 築 さ れ て い る こ と が 確

認 さ れ た 。

RD3 NCCの 遺 伝 子 に お い て も 同 様 の 操 作 に よ っ て 配 列 を 確 認 し た （ 図 8） 。

【 ０ ０ ３ １ 】

実 施 例 4： 大 腸 菌 に よ る R D 3  N C N C  及 び R D 3  N C Cの 発 現 　 プ ラ ス ミ ド pETRD3NCNCで 大 腸 菌 BL2

1(DE3)を 形 質 転 換 し た 。 プ ラ ス ミ ド pETRD3NCNCに は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 が 導 入 さ れ て

い る た め 、 ア ン ピ シ リ ン 含 有 LB寒 天 培 地 に 大 腸 菌 を 広 げ 、 一 晩 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る

こ と で 形 質 転 換 体 を 選 択 し た 。 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 一 つ を 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を

含 ん だ LB培 地 2 mlに 植 え 20℃ で 一 晩 培 養 し た 。 こ の 培 養 液 を 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を

含 ん だ LB培 地 100 mlに 植 え 継 ぎ し 、 さ ら に 20℃ で 一 晩 培 養 し た 。 100 mlの 培 養 液 の う ち 20

 mlを 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 ん だ LB培 地 2000 mlに 植 え 継 ぎ し 、 波 長 600 nmの 吸 光

度 で 大 腸 菌 の 増 殖 度 を モ ニ タ ー し な が ら 20℃ で 培 養 し た 。 波 長 600 nmの 吸 光 度 が 0.5に な

っ た と こ ろ で イ ソ プ ロ ピ ル -β -D(－ )-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド を 終 濃 度 0.5 m M に な る よ

う に 加 え る こ と に よ り 不 凍 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し 、 さ ら に 8時 間 培 養 を 行 っ た 。 培 養

液 を 3600 × g、 4℃ で 15分 遠 心 分 離 し 、 菌 体 を 回 収 し た 。 菌 体 を 10 m M ト リ ス -塩 酸 緩 衝

液 / 1m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム (pH 8.0) （ TE緩 衝 液 ） に 縣 濁 し 、 氷 中
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で 超 音 波 破 砕 し た 。 こ れ を 11900 × g、 4℃ で 30分 遠 心 分 離 し 、 可 溶 性 画 分 と 不 溶 性 画 分

に 分 離 し た 。 不 溶 性 画 分 か ら は 100 m M ト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 (pH 8.5) / 6 M塩 酸 グ ア ニ ジ

ン に よ り RD3 NCNCを 抽 出 し た 。 RD3 NCCに つ い て も 同 様 の 操 作 に よ り 抽 出 し た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

実 施 例 5： R D 3  N C N C  及 び R D 3  N C Cの 精 製

不 溶 性 画 分 か ら 抽 出 し た RD3 NCNCは 50 m M リ ン 酸 水 素 二 カ リ ウ ム / 100 m M 塩 化 ナ ト リ ウ

ム (pH 10.7)で 20倍 に 希 釈 し 、 4～ 7日 4℃ で 静 置 す る こ と で 巻 き 戻 し 反 応 を 行 っ た 。 こ の

巻 き 戻 し た RD3 NCNCと 可 溶 性 画 分 の 緩 衝 液 を 透 析 に よ り 50 m M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 3.7)

に 置 換 し た 。 こ の 際 、 多 く の 夾 雑 タ ン パ ク 質 が 凝 集 し 沈 殿 す る 。 沈 殿 は 11900 × g、 4℃

で 30分 遠 心 分 離 す る こ と で 除 去 し た 。 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は FPLCシ ス テ ム （

A mersham Pharmacia Biotech） に High-Sカ ラ ム （ BIO-RA D） を 接 続 し 、 4℃ の ク ロ マ ト チ ャ

ン バ ー 内 で 実 施 し た 。 サ ン プ ル 緩 衝 液 は 50 m M酢 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 3.7)（ 和 光 純 薬 ） 、 流

速 は 1 ml / 分 と し た 。 RD3 NCNC の 溶 出 に は 0  0.5 M塩 化 ナ ト リ ウ ム （ 和 光 純 薬 ） の 直

線 勾 配 を 用 い た （ 図 9） 。 溶 出 サ ン プ ル は U V-1 （ A mersham Pharmacia Biotech） を 用 い て

波 長 280 nmの 吸 光 度 で 検 出 し 、 フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー で 回 収 し た 。 1フ ラ ク シ ョ ン あ た

り の 回 収 量 は 1 mlと し た 。 RD3 NCCに つ い て も 同 様 の 操 作 に よ り 精 製 を 行 っ た （ 図 10） 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

実 施 例 6： ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 　 一 般 的 な プ ロ ト

コ ー ル に 従 い 、 電 気 泳 動 装 置 (ATTO) 用 い て 精 製 し た RD3 NCNC及 び RD3 NCCを 15% ポ リ ア

ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 泳 動 し た 。 分 子 量 測 定 の た め 、 broad range SDS-PA GE standard (BIO

-RA D) を 同 時 に 泳 動 し た 。 サ ン プ ル 緩 衝 液 は 、 0.065 Mト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 (pH6.8) / 2 %

 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム / 10 % シ ョ 糖 / 5 % β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル / 0.001 % ブ

ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を 用 い た 。 濃 縮 ゲ ル は 0.5 M ト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 (pH 6.8) 0.75 ml

、 30 % ア ク リ ル ア ミ ド / ビ ス (37.5 : 1) 混 合 液 0.45 ml、 10 % ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ

ウ ム 0.12 ml、 蒸 留 水 1.78 mlを 混 合 し て 作 製 し 、 分 離 ゲ ル は 1.5 M ト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 (

pH 8.8) 2.25 ml、 30% ア ク リ ル ア ミ ド / ビ ス (37.5 : 1) 混 合 液 4.5 ml、 10 % ド デ シ

ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 0.36 ml、 蒸 留 水 1.89 mlを 混 合 し て 作 製 し た 。 泳 動 用 緩 衝 液 は 、 ト リ

ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン 3.03ｇ 、 グ リ シ ン 14.4ｇ 及 び ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ

ウ ム 1ｇ を 合 計 1 lの 蒸 留 水 中 に 溶 解 さ せ た も の を 用 い た 。 ゲ ル の 染 色 は メ タ ノ ー ル 20 m

l、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 12.5g、 リ ン 酸 2.5ml、 0.04 % ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー G-25

0を 100mlの 蒸 留 水 の 溶 液 に 溶 か し た 染 色 液 を 用 い て 一 晩 行 い 、 蒸 留 水 で 脱 染 色 し た 。 図 11

よ り 、 分 子 量 29.6 K Da の RD3 NCNCお よ び 分 子 量 22.2 K Da の RD3 NCCが 純 度 高 く 精 製 さ

れ て い る の が 確 認 で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

実 施 例 7： 氷 結 晶 成 長 の 観 測 　 氷 結 晶 成 長 の 観 測 を す る サ ン プ ル を 0.1 M 炭 酸 水 素 ア ン モ

ニ ウ ム (pH 7.9) 緩 衝 液 に 0.05 m M及 び 0.2 m Mの 濃 度 で 溶 解 さ せ た 。 直 径 1.2 m m、 厚 さ 0.8

 m mの ワ ッ シ ャ ー を マ ニ キ ュ ア で 接 着 し た 直 径 1.6 m mの カ バ ー グ ラ ス に サ ン プ ル 溶 液 2 μ l

を 乗 せ 、 さ ら に 直 径 1.25 m mの カ バ ー グ ラ ス を 蓋 と し て ワ ッ シ ャ ー に マ ニ キ ュ ア で 接 着 し

た 。 こ の 測 定 用 セ ル を 顕 微 鏡 LEICA D M LBに 設 置 さ れ た Linkam TH MS 600冷 却 ス テ ー ジ に 置

き 、 カ バ ー ス リ ッ プ を 被 せ た 。 冷 却 ス テ ー ジ を Linkam L-600A 冷 却 シ ス テ ム に 接 続 し 、 Li

nkam LK-600PMコ ン ト ロ ー ラ ー に よ り ス テ ー ジ 温 度 を 制 御 し た 。 サ ン プ ル 温 度 を -25℃ ま で

冷 却 （ -13℃ / 分 ） し て 凍 ら せ た 後 、 サ ン プ ル を 加 熱 し 、 1つ の 氷 核 を 残 し て 氷 を 融 解 さ

せ た 。 サ ン プ ル を 徐 々 に 冷 却 （ -0.05℃ / 分 ） し 、 氷 結 晶 の 成 長 を 高 感 度 CCDカ メ ラ シ ス

テ ム と ビ デ オ で 記 録 し た （ 図 12） 。 マ ル チ マ ー 化 し た 不 凍 タ ン パ ク 質 が 低 濃 度 で も 氷 核 の

成 長 を 強 く 阻 害 す る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

実 施 例 8： 凝 固 点 の 測 定 　 0.1 M炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム (pH 7.9) 緩 衝 液 に 0.025、 0.05、 0

.1、 0.15、 0.2、 0.3 m Mの 濃 度 で 溶 解 さ せ た サ ン プ ル 50μ lを 用 い て 総 浸 透 圧 値 を 氷 点 降 下

法 浸 透 圧 計 (V O GEL) を 用 い て 測 定 し 、 凝 固 点 を 算 出 し た （ 図 13） 。 ま た 、 Type III AFP

と の 活 性 比 を 図 14に 示 し た 。 作 製 し た RD3 NCNCと RD3 NCCは 低 濃 度 域 で Type III AFPの お
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お よ そ 20倍 の 温 度 ヒ ス テ リ シ ス 効 果 を 示 し た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

【 発 明 の 効 果 】

こ れ ま で 説 明 し て き た よ う に 、 不 凍 タ ン パ ク 質 を マ ル チ マ ー 化 す る こ と に よ っ て 温 度 ヒ ス

テ リ シ ス 活 性 、 氷 の 再 結 晶 阻 害 活 性 を 大 幅 に 向 上 さ せ る こ と が で き 、 本 発 明 の マ ル チ マ ー

化 不 凍 タ ン パ ク 質 は 、 少 量 で も 充 分 に そ の 不 凍 活 性 を 発 揮 す る も の で あ る 。 し た が っ て 、

本 発 明 は 、 例 え ば 、 ア イ ス ク リ ー ム 等 の 冷 凍 食 品 の 品 質 保 持 、 細 胞 、 組 織 の 冷 凍 保 存 、 あ

る い は 冷 熱 供 給 シ ス テ ム 、 冷 熱 蓄 熱 シ ス テ ム 等 に お け る 凍 結 に よ る 配 管 系 の 閉 塞 の 防 止 等

に お い て 、 不 凍 タ ン パ ク 質 利 用 促 進 を 図 る た め の 極 め て 実 用 的 か つ 有 効 な 技 術 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

【 配 列 表 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 図 １ 】 RD3 NCNCの 構 成 と そ の 一 次 構 造 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 RD3 NCCの 構 成 と そ の 一 次 構 造 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ 】 RD3の リ ン カ ー 部 に 存 在 す る Kpn I、 Sma I制 限 酵 素 サ イ ト を 削 除 し た RD3Δ の D N A

配 列 の 構 築 過 程 の 概 要 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 RD3の N末 端 側 に リ ン カ ー の 一 部 を 連 結 し た D N A配 列 と RD3の C末 端 側 に リ ン カ ー の

一 部 を 連 結 し た D N A配 列 の 構 築 過 程 の 概 要 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ５ 】 RD3 NCCの 発 現 用 ベ ク タ ー 、 pETRD3NCCの 構 築 過 程 の 概 要 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ６ 】 RD3 NCNCの 発 現 用 ベ ク タ ー 、 pETRD3NCNCの 構 築 過 程 の 概 要 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ７ 】 pETRD3NCNCの D N A配 列 の 解 析 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ８ 】 pETRD3NCCの D N A配 列 の 解 析 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ９ 】 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お け る RD3 NCNCの 溶 出 パ タ ー ン を 示 す 図 で あ

る 。

【 図 １ ０ 】 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お け る RD3 NCCの 溶 出 パ タ ー ン を 示 す 図 で

あ る 。

【 図 １ １ 】 精 製 し た RD3 NCNC及 び RD3 NCCの ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ド 電 気 泳 動 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ２ 】 RD3 NCNC、 RD3 NCC、 RD3、 Type III AFPを 含 む 溶 液 に お け る 氷 核 の 成 長 過 程 を

撮 影 し た 映 像 写 真 で あ る 。

【 図 １ ３ 】 RD3 NCNC、 RD3 NCC、 RD3、 Type III AFPの 不 凍 活 性 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ４ 】 Type III AFPに 対 す る RD3 NCNC、 RD3 NCC、 RD3の 不 凍 活 性 比 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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