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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、マグネシウムを輸送するタンパク質（遺伝子）を、マグネシウム輸送ができな
い酵母へ導入することで、様々なマグネシウム環境となる酵母を作成した。この酵母を用いる
ことで、様々なマグネシウム環境下にある mRNA の制御に関する研究を in vivo で実施するこ
とができるが、細胞質のマグネシウム濃度を知ることはできないことから、さらなる研究が必
要である。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we have made the yeast lines whose magnesium concentration was 
varied by introduction of the magnesium transporter genes whose affinity to 
magnesium was varied with a wide range of concentration. Using these yeast lines, it 
is expected that the control of mRNA stability could be studied in vivo. Further study is 
required to observe the magnesium concentration in cytosol. 
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１．研究開始当初の背景 

 Mg は生命活動に深く関わる必須元素であ
る。植物では葉緑素の構成成分であること、
ほぼ全ての代謝経路に Mg2+依存性の酵素が
関与すること（Cowan 2002）、ATP 消費に
Mg2+が不可欠であること等の役割が知られ
ている。さらに近年、転写・発現の制御に関
与する Mg2+の役割について研究が進められ
ており、trans-regulatory function（Horlitz 

and Klaff, 2000）と呼ばれる機構が提唱され
ている。その機構は、mRNA の分解速度（ｍ
RNA の半減期）が Mg2+濃度依存的であり、
かつ各遺伝子固有の値を保持するものであ
り、本機構に関与する可能性のあるタンパク
質も発見されている（Thomas et al., 2003）。
ただし、Mg2+濃度を変化させて mRNA の半
減期を測定する実験をはじめ、手法の多くは
in vitro であり、in vivo での実験には至って
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いない。in vivo で実験を行うための障壁とし
ては、細胞内 Mg2+濃度の把握が難しいこと
に加え、細胞内 Mg2+濃度を人為的に設定す
る手段がないことが考えられる。 

 細胞内の Mg2+濃度を厳密に調整すること
は、細胞が恒常性を保つ上で大変重要であり、
その調整を担う候補として CorA(MRS2)遺
伝子がある。CorA 遺伝子は主にサルモネラ
菌（S. typhimurium）で研究が進んでおり、
Mg2+の吸収および排出を行っていることが
報告されている（Smith and Maguire 1998）。
また、酵母においては、MRS2 遺伝子（CorA

遺伝子と同様のファミリーを形成する）が
Mg2+輸送を担っていることが報告されてい
る。これらの遺伝子の特徴として、Mg2+の吸
収と排出の両方を担っていることが示唆さ
れており、細胞内の Mg2+濃度を一定に保つ
機能があるものと推察される。特に、バクテ
リアでは他の Mg2+輸送体が Mg2+恒常性に関
与していることが明らかとなっているが、植
物では、MRS2 以外の Mg 輸送体は未だ発見
されておらず、MRS2 単独で細胞内 Mg2+濃
度を制御している可能性が高い。 

当申請者はこれまでに、植物における Mg2+

吸収・移行・恒常性の研究を始めるにあたり、
イネにおいて MRS2 のオーソログ遺伝子を
検索し、Mg 輸送能が欠損した酵母（CM66）
を用いた機能的相補実験を行い、イネにおい
て 3 つの MRS2 遺伝子が Mg2+輸送能を持つ
ことを発見した。これに加え、植物ではシロ
イヌナズナで 2 つの MRS2 遺伝子に Mg2+輸
送能があることが既に判明している（Li et al. 

2001）。現在解析している Mg 輸送体は全て
MRS2 ファミリーであるから吸収と排出を
担っている可能性が高い。よって、これら
Mg 輸送体を用いて酵母内の Mg2+濃度を人
為的に設定することが可能なのではないか
との発想に至った。 
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２．研究の目的 

Mg 輸送能を欠損させた酵母と輸送能の異
なった Mg 輸送体を駆使することで、細胞内
Mg2+濃度を任意に設定できる酵母ラインの
作成を目的とする。酵母の Mg 含量・吸収様
式解析には破壊実験による Mg 濃度の定量に
加えて、放射性同位元素を用いる。本実験系
を用いることで、mRNA 安定性や酵素の活性
測定・ATP 利用効率への Mg の関与を in vivo

で試験することが可能となる。 

 

３．研究の方法 

＜遺伝子の単離と酵母への導入＞ 

 RAP-DB (The Rice Annotation Project 
DataBase) と TIGR Plant Transcript 
Assemblies database を利用し、AtMRS2 のア
ミノ酸配列をクエリーとして BLAST検索を行
い、イネにおいて相同性の高い配列を列挙し
た。cDNA や ORF の配列情報は RAP-DB および
KOME データベース(Knowledge-based Oryza 
Molecular biological Encyclopedia）に登
録されている情報を参照し、イネ（Oryza 
sativa L. cv. Nipponbare）から得られたcDNA
の塩基配列を解読して決定した。当該ファミ
リーには全部で 9 個の候補遺伝子が存在し、
これらを OsMRS2-1 から-9 とした。これらの
ORF 部分は pENTR/D-TOPO vector に導入し、
pYES-DEST52 と LR 反応にて、酵母での発現ベ
クターを作成した。酵母は CM52 株（野生型
株）、ALR1/2 を欠損した CM66 株を用いた
(Gardner 博士提供)。 
＜Mg 輸送能欠損酵母を用いた機能相補実験
＞ 
1.形質転換酵母をウラシル抜きの SC 平板培
地で画線培養し、シングルコロニーアイソレ
ーションを行った。 
2.単一コロニーをピックアップし、Mg を終濃
度 20 mM で含有させた SC-URA+アンピシリン
液体培地に継代し、30 ℃でプレインキュベ
ーションした。 
3.OD600 が 0.5～1.0 の時点で培養を止め、



 

 

4,000×g で 1分間遠心して集菌した。 
4.Mg を除いた SC-URA 培地を加え、ボルテッ
クスにより酵母を再懸濁させ、再び 4,000×g
で 1分間遠心して集菌する洗浄操作を 3回繰
り返した。 
5.それぞれの酵母の OD600 を合わせた後、細
胞数が 102～104 となる様に希釈系列を作製
し、Mg 濃度を 0～200 mM の間で設定した
SC-URA 平板培地に 2 µl ずつスポットして、
コロニーの形成を毎日観察した。また、プレ
ートリーダー（DS Pharma Biomedical 社製）
を用いて OD600 を経時的に測定し、0～36 時
間までの増殖曲線を比較した。各遺伝子につ
いてコロニーを 3 つずつピックアップし、3
連のデータとした。 
＜放射性同位体マグネシウム 28 の製造と酵
母での吸収実験＞ 

Iwata et al., (1992) の方法を一部改変
して行った。 
1.純アルミニウム箔（99.999%、ニラコ: 厚
さ 0.1 mm、直径 10 mm）20 枚に対して、AVF
サイクロトロン（CYRIC、東北大学）で発生
させた 50 MeV アルファー線ビーム（約 3 μA）
を約 6 時間照射し、27Al（α,3p）28Mg の核
反応で 28Mg を製造した。 
2. 照射終了後の純アルミニウム箔を照射
側から 10 枚分取り出し、少量の酢酸銅存在
下において20mlの3N HClで完全に溶解した。 
3. 溶解液はロータリーエバポレータで減
圧乾固させた後、4ml の 2M NH4SCN 溶液に再
溶解した。 
4.  この再溶解液を、４本連結させた
Sep-Pak Plus tC18 カートリッジ（Waters）
を通し、溶出液を回収した。なお、カートリ
ッジはあらかじめ、メタノールと 2ml の
tri-n-butyl phosphate(TBP、和光)、さらに
10ml の 2M NH4SCN 溶液で洗浄しておいた。 
5. 溶出液回収後のカートリッジに、4ml の
2M NH4SCN溶液を通してさらに溶出液を集め、
これらの回収液を混合した後、20ml の 0.5M
シュウ酸溶液を加えた。 
6. この溶液を陽イオン交換樹脂に通した
後、400ml の 0.5M シュウ酸溶液を通すことで
アルミニウムを除去したのち、40ml の 0.01N 
HCl で洗浄した。なお、イオン交換樹脂とし
ては、陽イオン交換樹脂 AG50W-X4（H+; 
100-200 mesh）を内径 12mm のガラスカラム
に 22cm の高さまで詰め、洗浄のため 150ml
の 2M HCl、次に 15ml の脱イオン蒸留水、最
後に 0.5M シュウ酸溶液 100ml を通過させた
ものを用いた。 
7. 続いて 60ml の 2N HCl をカラムにマウン
トし、最初に溶出した 20ml は捨て、次に溶
出した 40ml 中の 28Mg を回収した。 
8. この回収液を減圧乾固し、脱イオン蒸留
水に再溶解させて再度減圧乾固する操作を 2
回繰り返した後、脱イオン蒸留水に溶解した

ものを、28Mg 溶液として回収した。 
9.OD が 0.5-1.0 付近の酵母について、OD を
約 0.1-0.3 に調整し、製造した 28Mg を
40kBq/ml の濃度で投与した。5時間後、酵母
に取り込まれた 28Mg を定量した。 
＜参考文献＞ 
Iwata R, Kawamura M, Ido T, Kimura S 1992: 
Chromatographic purification of 
no-carrier-added magnesium-28 for 
biological studies. J. Radioanal. Nucl. 
Chem., 159(2), 233-237. 
 
４．研究成果 
＜OsMRS2 の Mg 輸送能の解析＞ 

Mg を 1.0 mM 含有させた SC-URA 平板培地に
形質転換酵母をスポットし、2 日後のコロニ
ー形成の様子および、Mg を 0.1 mM、1.0 mM
含有させた SC-URA 液体培地で増殖曲線を比
較した。Mg 濃度が 1.0 mM の平板培地では、
OsMRS2-1/3/6/9 の導入酵母はネガティブコ
ントロール（以下、N. C.）よりもコロニー
形成速度が大きく、Mg 輸送能を有することが
示唆された。一方、OsMRS2-2/4/5/7/8 の導入
酵母は、N. C.よりもむしろ増殖が抑制され
る結果となり、Mg 輸送能の有無を判定するこ
とが出来なかった。Mg 濃度を 0.1 mM に設定
した液体培地では、OsMRS2-6 の導入酵母の増
殖速度が N. C.に比べて顕著に大きかった。
ところが、Mg濃度が 1.0 mM の液体培地では、
OsMRS2-1 導入酵母の増殖速度が最も大きく、
次いで OsMRS2-3/6/5 導入酵母のが N. C.の増
殖速度を上回った。したがって、この酵母を
用 い た 2 つ の 実 験 系 に お い て
OsMRS2-1/3/5/6/9 の Mg 輸送能が確認され、
特に OsMRS2-6 は 0.1 mM、OsMRS2-1 は 1.0 mM
以上の Mg濃度で高い Mg輸送能を有するタン
パク質であることが示唆された。さらに、
OsMRS2-6 の導入酵母では、Mg 濃度を 20 mM
以上とした場合は増殖が抑制される傾向が
確認された。このことから、細胞内方向への
輸送活性が高い故に、細胞内蓄積量が過剰と
なっている可能性が考えられた。 

形質転換酵母を Mg を除いた培地で 1 日間
培養し、細胞内の Mg 濃度の減少を確認した
後、Mg を 0.2 mM 含有する培地に継代し、2
時間後に酵母を採取して細胞内の Mg 濃度を
測定した。すると OsMRS2-1/6 の導入酵母で
は急激な細胞内 Mg 濃度の回復が見られ、細
胞内への Mg輸送を介することが確認された。
AtMRS2 ファミリーの報告においては、本実験
と同様に CM66 株を用いて 0.1 mM の Mg 濃度
で AtMRS2-11 の機能相補性が確認され、
OsMRS2-6 が同様の濃度帯で Mg 輸送を担うオ
ーソログであることが推察された。 
 28Mg により、OsMRS2-1 と OsMRS2-6 の輸送
速度を求めたところ、OsMRS2-6 は OsMRS2-1
の約 3倍の Mg 吸収速度であった（図１）。 



 

 

今回判明した輸送体を駆使することで、
様々な細胞内 Mg 濃度をもった酵母が作成で
きることが示唆されたが、mRNA として最も重
要なサイトゾルの Mg 濃度を評価する必要が
あり、今後の課題である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 酵母における 28Mg の取り込み実験に
よる Mg 吸収速度の解析 
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