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研究成果の概要（和文）：本研究では、磁性細菌が細胞内に形成する磁気微粒子合成のためのコンパートメント
の機能を遺伝子工学的に改変することで、磁気微粒子合成のバイオプロセス制御を行った。磁性細菌のゲノムに
磁気微粒子合成関連遺伝子群を含む長鎖DNAを導入する手法を確立することで多様な組換え株を作出し、遺伝子
の組合せや発現量によって形態・サイズ・数の制御が可能なことを示した。また、異種細菌由来の金属イオント
ランスポーター遺伝子の導入によって、磁気微粒子組成の改変が可能なことを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the regulation of manufacturing process for magnetic 
nanoparticles was investigated by using compartment in genetically modified magnetotactic bacteria. 
The method for introduction of large DNA fragment into the genome of magnetotactic bacteria was 
established. Control of shape, size and number of magnetic particles were shown by designing 
introduced gene sets or regulating gene expressions. Moreover, composition of magnetic particles was
 modified by the expression of metal ion transporter gene in the cell.

研究分野：生物機能・バイオプロセス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、磁性細菌の遺伝子を設計することで、磁気微粒子の形態・サイズ・組成と磁気特性の制御が可能で
あることを示した。遺伝子やゲノムに基づいてバイオプロセスを設計し、無機結晶合成を制御した世界初の例で
ある。今後、酸化鉄磁気微粒子のみならず多様な無機結晶のバイオ合成法の開発に繋がる可能性があり、学術
的・社会的に意義のある成果である。

※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 
エネルギーや資源の枯渇に伴い、省エネルギー・省資源さらに環境への負荷が少ない新しい無
機材料合成プロセスが求められている。生物による無機化合物形成作用はバイオミネラリゼー
ションと呼ばれ、穏和な環境下において、人工系では真似のできない精緻な構造を持つ無機材料
の合成を実現している。近年、バイオミネラリゼーションを利用した無機材料合成法が提案され
ているが、工学的利用において最適な形態や特性を持つ材料を自在に合成するには至っていな
い。一方、実際の生物におけるバイオミネラリゼーションは、細胞内の仕切られた微小空間(コ
ンパートメント)内で行われる。生物はバイオミネラリゼーションに関わるタンパク質をコンパ
ートメントに順序立てて配置し、連続的で精巧な化学反応プロセスを構築している。したがって、
コンパートメントに局在するタンパク質の発現を改変・制御することによって、バイオミネラリ
ゼーション機構を利用した新しい無機材料の創製プロセスの構築が可能になると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝子組換え技術の確立されている磁性細菌を
例に、酸化鉄磁気微粒子合成に関わるコンパートメントの制
御・改変による新しい合成系の構築を目的とした。磁性細菌は、
磁気微粒子を合成のためのコンパートメントを細胞内に形成
する（図 1）。本研究では、研究代表者らによって、全ゲノムの
解読、形質転換や相同性組換え等の遺伝子組換え技術が確立さ
れている磁性細菌 Magnetospirillum magneticum AMB-1 株を
用いた。本株においては、磁気微粒子合成機構に関わるタンパ
ク質の多くが同定されており、合成機構の概要が明らかにされ
ている。これまでの研究において、磁気微粒子合成に関わる遺伝子領域(約 100 kbp、99 遺伝子 
(図２))を欠損することにより、その機能が完全欠損した自然変異株を得ている。本研究では、
磁気微粒子合成に必須の mamAB 遺伝子クラスター(18 遺伝子)と、結晶形成に関わる mms 遺伝子
クラスター(7遺伝子)の合計 25 遺伝子に着目して検討を行った。 

 
３．研究の方法 
M. magneticum AMB-1 株のゲノムから磁気微粒子合成関連遺伝子クラスター領域を PCR 増幅
後、ギブソンアッセンブリー法を用いて長鎖 DNA を調製し、プラスミドにクローニングした。ま
た、誘導剤の添加により制御可能なオペレーター配列を、遺伝子のプロモーター部位に連結した。
作製したプラスミドは、大腸菌 S17-1 株を介した接合伝達により、磁気微粒子合成能欠損株、及
び野生株に導入した。セレクションを行うことで、プラスミドのゲノム挿入を誘導し、HiSeq2500
を用いてゲノム解析を行った。得られた遺伝子組換え株は、透過型電子顕微鏡(TEM)により観察
し、細菌内に合成された粒子数及び粒径を計測した。また、遺伝子組換え株の磁気微粒子表面タ
ンパク質を抽出し、SDS-PAGE を行った。培地中鉄イオン濃度を ICP 発光分光光度計により測定
することで、細胞の鉄イオン取り込み能の評価を行った。磁気微粒子の磁気特性は、振動試料型
磁力計(VSM)を用いて評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 遺伝子組換えによるコンパートメント再構築と磁気微粒子合成の制御 
 磁気微粒子合成に関わる遺伝子群を欠損した突然変異株 (ΔMAI 株)に、コンパートメント形
成に関わる 18 遺伝子を含むプラスミド(pRK-A)を導入することで、磁気微粒子合成能が回復す
ることを確認した。磁気微粒子の数は 19.5 粒子/細胞であり、野生株と同等の数の合成が確認さ
れた。一方、粒子サイズは 13.7 nm であり、野生株と比較して小さいことが確認された。18遺
伝子に加え、酸化鉄の結晶成長に関わる 7 遺伝子を加えた 25 遺伝子を含むプラスミド (pRK-
G6A)を再導入すると、pRK-A を導入した場合に比べ、粒子数が増えサイズも大きくなることを確
認した（表１）。遺伝子導入による結晶成長関連タンパク質の発現により、結晶成長が促進され
たことが考えられた。また、細胞の超薄切片像からコンパートメント形成を確認し、磁気微粒子
に局在するタンパク質の解析からその発現を確認した（図３）。これらの結果から、コンパート
メントに発現するタンパク質遺伝子セットの選択によって、磁気微粒子合成の制御が可能なこ
とが示された。 



 
表１ 遺伝子組換え磁性細菌株の合成する磁気微粒子の数とサイズの比較 

 

 
(2) 遺伝子発現制御による磁気微粒子形態・サイズと数の制御 
磁性細菌の細胞の外から誘導剤を添加することにより、細胞の中で起こる磁気微粒子形成に
関わる遺伝子の発現制御を行う系の構築を行った。誘導剤の添加により制御可能なオペレータ
ー配列を、磁気微粒子合成に関わる遺伝子のプロモーター部位に連結し、遺伝子発現が制御可能
な遺伝子組換え株を作製した。また、粒子数制御や形態制御に関与する遺伝子群をマルチコピー
化した組換え株を作出し、細胞内に形成するコンパートメントの活性化によって、１細胞当りの
磁気微粒子合成数が増加することを示した（図４）。本遺伝子組換え株の高密度培養によって、
培養液あたりの磁気微粒子の高生産化が可能であることもわかった。そこで、同組換え株におけ
る鉄イオン取り込み量と磁気微粒子生産量の評価を行った。細胞内に取り込む鉄イオン量と磁
気微粒子量を定量評価し、取り込まれた鉄イオンの磁気微粒子への変換率を概算した。その結果、
同組換え株では、鉄イオンの磁気微粒
子への変換率の向上によって、磁気微
粒子生産量が向上していることを明ら
かにした。また、酸化鉄磁気微粒子の化
学合成系において、小さな微粒子の集
合によって結晶化プロセスが制御され
ることを明らかにし、熱力学的なモデ
ルを立てた。このモデルを用いて、系内
の初期鉄イオン濃度から、形成する酸
化鉄ナノ粒子のサイズ予測が可能であ
ることがわかった。さらに磁気微粒子
のサイズと同時に、その磁気特性制御
が可能であることを示した。 
 
(3) 鉄以外の金属イオンの磁気微粒子への導入 
磁性細菌に、異種細菌由来の金属イオントランスポーター遺伝子を導入した。トランスポータ
ーの発現は、GFP 融合タンパク質の局在解析により行った。その結果、細胞内への金属イオンの
取り込み量が増加することを確認し、さらにコンパートメント内に鉄以外の金属イオンの導入
が可能なことを明らかにした。コンパートメントに取り込まれた金属イオンは、酸化鉄結晶にも
含有されることがわかった。さらに金属イオン導入に伴い、コンパートメント内で合成される磁
気微粒子の磁気特性が向上することを確認した。 
 

株名 粒子数 (particles/cell) 粒子サイズ (nm) 

野生株 21.9 ± 3.5 38.2 ± 14.6 

組換え株 MAI-pRK-A 19.5 ± 13.8 13.7 ± 5.9 

組換え株 MAI-pRK-G6A 29.9 ± 15.4 15.7 ± 2.9 
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