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研究成果の概要（和文）：本研究は、セシウムを高濃度に蓄積する大腸菌の作製を目的とした。我々は、マンガン及び
モリブデンに対して「金属イオンを高濃度蓄積する大腸菌のゲノム育種の開発」を行い、大腸菌細胞内にこれらの金属
を高濃度に蓄積させることに成功した。同様に大腸菌におけるセシウムの蓄積及び輸送に関する遺伝子の探索を、トラ
ンスクリプトーム解析により行った。そして、塩化セシウムの添加により金属結合転写因子と推定される３つの遺伝子
の発現に変化を認めた。これらの遺伝子の欠損株は、細胞外のセシウム濃度に対して高い感受性を示した。故にこれ等
の遺伝子を用いた大腸菌のゲノム育種により、セシウムを高濃度に蓄積する大腸菌の作製が期待できる。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to design and construct the recombinant Escherichia c
oli, accumulating cesium ion in the cell. We showed genomic changes of metal-transporter and metal-binding
 protein increase the level of intracellular metal in E. coli in the cases of molybdenum and manganese. To
 identify the genes for cesium-transporter and cesium-binding protein in E. coli, we carried out transcrip
tome analysis. The result showed three genes, each encoding a putative metal-binding transcription factor,
 were increased by addition of cesium chloride. The deletion of these genes each increased the sensibility
 to high concentration of cesium. These results suggest that the identified genes involved in response to 
extracellular cesium in E. coli and are targets for genomic change to accumulate intracellular cesium ion 
in a cell.
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１．研究開始当初の背景 
 研究分担者の法政大学山本らは、大腸菌金
属ホメオスタシスの制御に関して数種の金
属を特異的感知する転写制御因子を同定し、
それらによる遺伝子発現機能を解明してき
た。そして、その結果金属ホメオスタシスに
は、金属特異的輸送システムが重要であり、
この金属ホメオスタシス能を強化したレア
メタル回収技術の開発に着手している。そこ
で我々は、この技術を 2011 年 3 月の東日本
大震災における原子発電所事故により漏洩
した放射性セシウムの回収に応用すること
を目指した。放射性同位体セシウムは半減期
が 30 年と長いうえにセシウム自体の反応性
が大きいため他の元素と結合しやすい。その
ため早期の除去が必要である。そこで、本研
究では、マンガンとモリブデンにおける金属
回収技術を確立し、これをセシウムに応用す
る。つまり、大腸菌の多様な金属ホメオスタ
シスにおけるセシウムの特異的な適応応答
システムを解明し、得られるセシウム特異的
輸送システムおよびセシウム特異的結合タ
ンパク質を特定し、セシウム高蓄積大腸菌を
作製することを目指した。 
 
 
２．研究の目的 
  
 アルカリ金属であるセシウムは生体に必
須な微量元素でなく、比較的高い反応性から
ある程度の毒性を示す。単細胞であるが多様
な環境適応能を持つ大腸菌の高濃度セシウ
ムに対する適応応答を明らかにして、セシウ
ムを選択的かつ特異的に取り込むシステム
および結合するタンパク質を検索する。そし
て、これらの機能発現を同時に強化させた大
腸菌を作製することで、細胞内で高濃度にセ
シウムを蓄積する能力を付加させる。本研究
で開発される生物素材はバイオリーチング
のように環境負荷が少ない微生物による金
属回収技術への応用であり、緊急に対応すべ
き社会問題である東日本大震災による放射
性同位セシウム回収への実用化に寄与でき
ると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
  
まず、供試金属に対する初期応答遺伝子発

現変化データを取得する。大腸菌野生株を対
数増殖期まで培養後、金属を添加し、5 分後
に細胞全 RNA を調製する。添加する金属濃度
は大腸菌の生育を阻害しない最大濃度の半
分とする。調製した全 RNA を鋳型に蛍光標識
した cDNA を作製しマイクロアレイ解析によ
り未添加を対照区として比較解析を行う。こ
の解析により金属に対する初期応答性遺伝
子発現プロファイルデータを作成し、特徴を
見出す。次いで、このプロファイルより、発
現変動が著しい、膜タンパク質遺伝子、転写

制御因子遺伝子、金属結合モチーフを持つタ
ンパク質遺伝子を選抜する。そして、高濃度
金属により発現変動する遺伝子についてそ
れらの欠損株と野生株との金属感受性を測
定する。そして、大腸菌由来の金属取り込み
遺伝子および金属特異的結合タンパク質遺
伝子の各々について高発現プラスミドを作
製し、これらを同時に大腸菌へ導入すること
で金属を高蓄積する遺伝子組換え大腸菌を
作製する。 
 
 
４．研究成果 

 
本研究は、セシウムを高濃度に蓄積する大

腸菌の作製を目的とした。そのために、まず、
大腸菌を基盤として、マンガン高蓄積大腸菌、
モリブデン高蓄積大腸菌の作製を手掛けた。
トランスクリプトーム解析により、マンガン
に対しては、mntH および mntR の遺伝子が、
モリブデンに対しては、modABC、遺伝子領
域と modF および modE 遺伝子がそれぞれ
の金属を特異的に感知する遺伝子であると
特定した。mntR および modE 遺伝子が金属
結合タンパク質遺伝子であり、金属特異取り
込みポンプ遺伝子が mntH および modABC
－modF 遺伝子領域である。そして、「金属イ
オンを高濃度蓄積する大腸菌のゲノム育種
の開発」を行った。つまり、マンガン高蓄積
大腸菌として、mntH と mntR を同時に高発
現した形質転換体をモリブデン高蓄積大腸
菌として、modABC－modF を同時に高発現
した形質転換体を作製し、マンガンとモリブ
デン酸を高濃度に大腸菌細胞内に蓄積させ
ることに成功した。それらのゲノム改変は、
金属輸送システムと細胞内金属結合タンパ
ク質を同時に遺伝的に強化させることであ
った。また、これらのゲノム育種により創出
した金属高蓄積組換え大腸菌は、金属を細胞
内に高蓄積する能力をもつが、その生育は非
組換え大腸菌と変わらなかった。これらの結
果をふまえて、このゲノム育種の理論を基盤
としてセシウムに対する金属輸送システム
遺伝子と細胞内金属結合タンパク質遺伝子
の探索を行った。まず、大腸菌野生株 W3110
のセシウムに対する感受性を調べた。0、5、
10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、
150、200mM の塩化セシウムを含む M9 最小
培地で野生株を培養し、所定時間ごとに
OD600 を測定した。しかし、M9 最小培地に
塩化セシウムを加えて、37℃でインキュベー
トすると大腸菌の有無に係わらず沈殿が生
じた。そこで、塩化セシウムを硫酸セシウム、
酢酸セシウムに変更したが沈殿は生じた。次
に M9 最小培地を Davis 培地、M63 最小培
地、MOPS 培地に変えた、すると MOPS 培
地では、セシウム塩化物を加えても沈殿は生
じなかった。そこで、MOPS 培地を用いて、
塩化セシウムを使用することとした。こうし
て、大腸菌野生株の塩化セシウムに対する感



受性を調べた結果、今回使用した最高濃度で
ある 200mM においても大腸菌の生育は認め
られた。しかしながら、生育速度は遅く、濁
度も低下した、そこで、生育阻害されない最
高濃度を 10mM と決定した。次にセシウムに
対する初期応答遺伝子発現変化データを取
得するため大腸菌を対数増殖期まで培養後、
生育阻害しない最高濃度の半分の濃度の塩
化セシウム(5mM)を添加し、5 分培養後細胞
全 RNA を調製した。調製した全 RNA を鋳
型に蛍光標識した cDNA を作成し、マイクロ
アレイ解析により未添加を対照区として比
較解析を行った。すると、adiY、yagS、ybgI、
ycfN、flu、yfiA、ygfB、adiY、yjiX、accD の
9 遺伝子の発現に変化が認められた。このう
ち、ybgI 遺伝子は金属結合に関与する遺伝子
であることが知られており、adiY、yagS も
金属結合遺伝子である可能性が高いとされ
ている。他の遺伝子も細胞外セシウムに対し
て、何らかの発現や誘導を示す遺伝子候補で
ある。 
次いで、これらの遺伝子欠損株を用いて

各々の遺伝子欠損株についてセシウムに対
する耐性試験を行った。所定濃度の塩化セシ
ウムを含む MOPS 液体培地にそれぞれの遺
伝子欠損株と野生株を植菌し、所定時間培養
後の濁度を測定した。その結果、塩化セシウ
ム 200mM 濃度を含む培地で培養した全ての
遺伝子欠損株において、野生株と比較して著
しく生育が阻害された。つまり、これら遺伝
子が欠損することにより、セシウムに対する
感受性が高くなる。この結果からもこれらの
遺伝子が細胞外のセシウムにより発現誘導
され、細胞内セシウム恒常性に関与する遺伝
子であることが示唆された。この遺伝子を用
いた大腸菌のゲノム育種により、セシウムを
高濃度に蓄積する大腸菌の作製が期待でき
る。 
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