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研究成果の概要（和文）：一部の生物が形成するシリカの内部には、多数のアミノ基を有する長鎖ポリアミンが
存在することが報告されている。長鎖ポリアミンの生合成経路は未だ不明であり、長鎖ポリアミンの機能を解析
する上で大きな障壁となっていた。
我々は、シリカを形成する細菌において長鎖ポリアミンの合成に必要な遺伝子群を発見した。本研究では、各遺
伝子がコードするタンパク質の機能解析を行い、長鎖ポリアミン合成酵素を同定することに成功した。また、組
換え大腸菌の細胞内で合成された長鎖ポリアミンを精製する手法を開発した。精製した長鎖ポリアミンが試験管
内においてシリカ形成を促進することを確認した。

研究成果の概要（英文）：Biosilicifying organisms form inorganic silica intracellularly. Long-chain 
polyamines (LCPAs) have been isolated from biosilica of phylogenetically distant biosilicifying 
organisms and are thought to be involved in biological silica formation. However, the biosynthetic 
pathway of LCPAs has not been clarified yet, which makes it difficult to investigate their 
physiological functions.
We previously found the genes that are essential for LCPA production in a mesophilic biosilicifying 
bacterium. In this study, we investigated the functions of the proteins encoded by these genes and 
found that one of them serves as the LCPA-synthesizing enzyme. We also developed a method to produce
 and isolate LCPAs from recombinant Escherichia coli cells. In vitro experiments showed that the 
purified LCPAs promotes silica formation from silicic acid.

研究分野：生物工学

キーワード： 細菌　ケイ素　ポリアミン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の成果によって、シリカ形成生物における長鎖ポリアミン合成酵素を初めて同定し、長鎖ポリアミン
生合成経路を解明することに成功した。本菌のシリカ形成における長鎖ポリアミンの機能は未だ不明な点が多い
が、遺伝子破壊株や変異体を用いた機能解析が可能となったことで、今後一層研究が進展することが期待され
る。生物による洗練された鉱物形成メカニズムを明らかにすることで、ナノテクノロジー分野への応用につなが
ることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 珪藻・海綿における LCPA の発見 
 珪藻や海綿といった一部の生物は、細胞内で無機鉱物であるシリカ(SiO2)を形成する能力を有
する。特に珪藻が形成するシリカ被殻は、現在の微細加工技術では再現することが困難なほどの
精密なナノ・マイクロパターン構造を有する。珪藻のシリカの内部には、多数のアミノ基を有す
る長鎖ポリアミン(long-chain polyamine; LCPA)が存在することが 2000 年に初めて報告され
(文献 1)、次いで海綿のシリカの内部からも LCPA が発見された(文献 2)。系統的に大きく異なる
シリカ形成生物に LCPA が共通して存在し、その他の生物において報告例がないことから、LCPA
はシリカ形成において重要な役割を果たしていると予想される。In vitro での機能解析の結果
から、LCPA は精密なシリカの構造形成に関与していると予想されている(文献 3)。 
 一方で、LCPA の発見以来約 20 年に渡って、その生合成経路は不明のままであった。この間、
数多くの研究(例えば文献 4, 5)が実施されたにもかかわらず、LCPA 合成酵素は未だ同定されて
いなかった。生物による洗練された鉱物形成メカニズムを明らかにし、ナノテクノロジー分野へ
と応用するためには、シリカ形成における LCPA の役割を解析することが重要だと考えられる。
しかし、LCPA 生合成経路が解明されていないため、遺伝子破壊株や変異体を用いた機能解析が
できず、LCPA の機能を解析する上で大きな障壁となっていた。 
 
(2) シリカ形成細菌における LCPA の発見 
 我々は、普遍的に存在する土壌細菌である Bacillus cereus やその近縁種が細胞内でシリカ
を形成する能力を有し、シリカの層で胞子(芽胞)表面をカプセル状に覆っていることを発見し
た(文献 5, 6)。また、珪藻や海綿の場合と同様に、本菌のシリカ層の内部にも LCPA が存在する
ことを発見した。 
 本菌のシリカ層より得られた LCPA の構造と、代表的なポリアミンであるプトレシン・スペル
ミジン・スペルミンの生合成経路を図 1に示す。アルギニンからプトレシンが合成され、それに
続くアミノプロピル基の転移反応によってスペルミジン、スペルミンへと伸長していく。前述の
通り、LCPA の生合成経路は未解明だが、このアミノプロピル基転移反応が繰り返されることで
合成されていると予想される(図 1の予測合成経路)。異なる鎖長の LCPA が多数検出されている
ことから、LCPA 合成酵素は長さの異なる複数のポリアミンを基質としてアミノプロピル基転移
反応を触媒することで、LCPA を伸長していると考えられた。なお、ポリアミンの伸長反応にお
けるアミノプロピル基供与体は、S-アデノシルメチオニン(SAM)の脱炭酸によって生じる
decarboxylated SAM (dcSAM)である(図 1)。この反応は SAM 脱炭酸酵素によって触媒される。 
 既知のポリアミン合成酵素との相同性を指標に、LCPA 合成への関与が疑われる遺伝子を探索
した。発見された複数の候補遺伝子について遺伝子破壊株を作製し、LCPA 合成能の検証を行っ
たところ、LCPA の合成に必要なオペロンを同定することに成功した。 
 

 

図 1 LCPA の予測合成経路 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、発見したオペロン中の遺伝子によってコードされるタンパク質の機能を詳細に
解析することで、LCPA 合成酵素を同定し、LCPA 生合成系の全容を解明することを主な目的とし
た。また、その過程で得られる知見を活用して、シリカ形成における LCPA の機能を解明し、生
物による精密な鉱物形成メカニズムの本質に迫ることを目指した。 



 
３．研究の方法 
 
(1) 組換えタンパク質の発現と機能解析 
 組換えタンパク質の発現のために、発見したオペロン中の各遺伝子をそれぞれタンパク質発
現用プラスミドに挿入した。また、複数の遺伝子をオペロンごと挿入したプラスミドも作製した。
作製したプラスミドを導入した大腸菌を培養し、複数の条件で目的タンパク質の発現を誘導し
た。遠心分離によって回収した菌体を超音波処理にて破砕し、菌体抽出液を調製した。菌体抽出
液に含まれるポリアミンを HPLC により鎖長ごとに分離して検出することで、大腸菌細胞内で発
現した組換えタンパク質によって LCPA が合成されたかを検証した。 
 また、個別に発現した組換えタンパク質をそれぞれ精製し、in vitro で酵素反応を触媒する
か検証した。 
 
(2) タンパク質の局在解析 
 目的とするタンパク質の全長もしくはその一部を融合した緑色蛍光タンパク質(GFP)を、B. 
cereus 内で発現するためのプラスミドを作製した。得られたプラスミドをエレクトロポレーシ
ョンによってB. cereus野生株に導入した。得られた形質転換体を貧栄養培地で72時間培養し、
胞子形成を誘導した。経時的に培養液をサンプリングし、蛍光顕微鏡を用いて菌体を観察した。 
 
(3) 遺伝子破壊株が形成するシリカの単離と観察 
 LCPAを合成できない遺伝子破壊株を、100 µg/mlのケイ酸を含む貧栄養培地で72時間培養し、
胞子形成を誘導した。得られた胞子を強酸中で加熱することで有機物を分解し、酸に不要な画分
を超遠心分離によって回収した。得られた沈殿を純水で繰り返し洗浄した後、電子顕微鏡を用い
て観察した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 組換えタンパク質の発現と機能解析 
 発見したオペロン中の遺伝子を大腸菌にて発現し、細胞内で生産されたポリアミンを解析し
た。それぞれの遺伝子を単独で発現した場合は LCPA の存在が認められなかったのに対し、オペ
ロン中の二つの遺伝子を共発現した場合は顕著な量の LCPA が検出された。この結果より、両者
の遺伝子産物が協奏的に働くことが LCPA 合成に重要であることが示唆された。 
 それぞれの組換えタンパク質を精製し、酵素活性を調査したところ、うち一方が単独で LCPA
合成酵素としての活性を発揮することを確認した。もう一方のタンパク質は SAM 脱炭酸酵素と
して機能すると考えられた。大腸菌内で前者だけを発現しても LCPA の合成が認められなかった
のは、宿主由来の SAM 脱炭酸酵素による dcSAM の供給量が LCPA を合成するのに充分でなかった
ためだと考えられた。 
 
(2) タンパク質の局在解析 
 LCPA 合成活性を有するタンパク質の細胞内における分布を解析したところ、胞子表面に局在
することが判明した。なお、本タンパク質の N末端側にはグルタミン残基とリジン残基が多く含
まれる特徴的な領域が存在する。欠失変異体を用いた解析の結果、本領域が胞子表面への局在に
必要であることが明らかとなった。本タンパク質は、シリカ層が形成される胞子表面に N末端領
域を介して局在し、そこで LCPA を合成することでシリカ形成に関与していると考えられた。 
 
(3) LCPA 精製法の開発 
 項目 1の成果によって、LCPA を大腸菌細胞内で合成することが可能となった。LCPA の機能を
詳細に解析するためには、組換え大腸菌の菌体抽出液に含まれる LCPA を精製する必要があった。
シリカ形成生物において LCPA はシリカと相互作用した状態で存在していることから、in vitro
においてもシリカに吸着すると予想し、シリカ粒子を担体とした LCPA 精製法を以下のように開
発した。 
 組換え大腸菌の菌体抽出液にトリクロロ酢酸を添加してタンパク質を変性させた後、遠心分
離によって変性タンパク質を除去した。上清を中和した後、シリカ粒子を添加して混合すること
で LCPA をシリカ表面に吸着させた。シリカ粒子に吸着した LCPA を解離させて回収するための
条件を検討したところ、酸処理によって溶出できることを発見した。本手法によって LCPA を高
純度に精製できることを確認した。得られた画分を透析して酸を除去し、以降の実験に用いた。 
 
(4) LCPA のシリカ重合活性の評価 
 前項で開発した手法によって精製した LCPA を HPLC に供して鎖長ごとに分離し、異なる鎖長
の LCPA が含まれる複数の画分として回収した。それぞれの画分のアミノ基濃度が等しくなるよ
う調整した後、各画分のシリカ重合活性を測定した。アミノ基あたりのシリカ重合活性を短鎖の
ポリアミンと比較したところ、LCPA の方が顕著に高い活性を示すことが判明した。 
 



(5) 遺伝子破壊株が形成するシリカの単離と観察 
 生体内でのシリカ形成における LCPA の機能の解明に向けて、LCPA を合成できない遺伝子破壊
株の胞子よりシリカを単離し、走査型ならびに透過型の電子顕微鏡による観察を行った。野性株
が形成するシリカと比較したが、顕著な違いは認められなかった。また、培養の際に遺伝子破壊
株によって取り込まれたケイ酸の量も野生株と同等であったことから、シリカの形成速度にも
差がないことが示唆された。野生株と遺伝子破壊株の形成するシリカについて現状では明確な
違いが認められなかったものの、シリカ内部に存在する LCPA が失われたことでシリカの物性が
変化している可能性が考えられる。 
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