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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに土壌細菌Bacillus cereusとその近縁種が胞子形成時にケイ酸を取り込み
、生体内で重合反応を起こしてシリカを形成・蓄積する事を発見した。シリカが蓄積される胞子殻は多数のタンパク質
で構成されることから、シリカの蓄積(ケイ酸の重合によるシリカ形成)にはタンパク質が関与していると考えられた。
本研究では、シリカ形成・蓄積メカニズムの解析を行い、胞子殻タンパク質のひとつであるCotB1が、シリカ形成に関
与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that Bacillus cereus and its close relatives accumulate 
silicon (Si) in and around a spore coat layer. Si is taken up from the environment as soluble silicate 
(Si[OH]4), which is then polymerized and accumulated as insoluble silica (SiO2). The spore coat is a 
proteinaceous shell composed of more than 50 proteins. Silica accumulation in and around the spore coat 
strongly suggests that spore coat proteins play an important role in silica formation. In this study, we 
found that one of the spore coat proteins, CotB1, mediates the accumulation of silica.

研究分野： 生物工学
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１．研究開始当初の背景 
 ケイ素(Si, シリコン)は酸素に次いで地
殻上に二番目に多く存在する元素であり，産
業的にも広く利用されている．一方，ケイ素
は生物にとっても重要な役割を担っている．
例えば珪藻や一部の海綿は，環境中のケイ酸
を取り込み，その重合体であるシリカの骨格
を形成して細胞や組織の強度を高めている．
また，イネやトクサといった一部の植物がシ
リカを蓄積し，物理的強度や病気への抵抗性
を高めていることが知られている． 
 また，地球上におけるケイ素の循環は，生
物の根幹となる炭素の循環と密接に関連し
ている．なぜなら，シリカ被殻を有する珪藻
は海洋における主要な一次生産者であり，地
球上の炭酸固定の約 20%を担っていると言わ
れている．珪藻の生育には，被殻の材料とな
る可溶性のケイ酸(Si[OH]4)が必須であり，元
素比で炭素のおよそ1/7にも相当する大量の
ケイ素が取り込まれる．このように環境中に
おけるケイ素の循環ならびにそれに関与す
る生物は非常に重要であるが，これまでは主
に水圏生物(珪藻・海綿)・陸圏植物(イネな
ど)についてのみ研究が進められており，ケ
イ素循環における陸圏微生物の影響につい
てはこれまで見過ごされていた． 
 一方，我々は一部の Bacillus 属細菌が胞
子形成期に環境中のケイ酸を細胞内に取り
込むことを発見した．さらに，取り込まれた
ケイ酸は細胞内で重合され，シリカとして胞
子表面上に蓄積されていることも明らかに
した．Bacillus属細菌は土壌中に普遍的に存
在することから，本菌によるケイ酸取り込
み・シリカ形成は普遍的に起こっている現象
である可能性が高いと考えられた． 
 
２．研究の目的 
 これまで，シリカを蓄積するとして知られ
ていた生物は真核生物ばかりであり，原核生
物によるシリカの蓄積についてはほとんど
知られていなかった．Bacillus属細菌による
ケイ酸取り込み・シリカ形成は，地球規模で
のケイ素の循環という観点から興味深いだ
けでなく，その分子メカニズムにも興味が持
たれる．Bacillus属細菌のケイ酸取り込み・
シリカ形成に関わるタンパク質・遺伝子を同
定できれば，シリカを蓄積する真核生物との
進化的関係を明らかにできると期待される
とともに，自然界において原核生物によるシ
リカ形成がどれだけ広く分布しているかを
調べるための分子プローブにもなりうる．そ
こで本研究では，Bacillus属細菌によるケイ
酸取り込み・シリカ蓄積の分子メカニズムを
解明することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) シリカ蓄積に関与する胞子殻タンパク
質の探索 
 B. cereus の胞子殻タンパク質と報告され
ている 53 種のタンパク質(文献 1)について，

既知のシリカ重合ペプチドとの相同性解析
を行った． 
 
(2) 遺伝子破壊株の構築とケイ酸取り込み
量の評価 
 cotB1B2 遺伝子破壊株の構築は文献 2 に基
づいて以下のように行った．まず，標的とな
る cotB1B2遺伝子の上流領域・下流領域それ
ぞれ約 1 kb を PCR によって増幅した．また，
プラスミド pIC333 上のスペクチノマイシン
耐性(SpR)遺伝子を PCR によって増幅した．得
られた産物を適宜制限酵素で消化した後に
ライゲーションすることで，cotB1B2 上流配
列-SpR 遺伝子-下流配列の順に並んだ DNA 断
片を得た．得られた DNA 断片を温度感受性プ
ラスミド pMAD に挿入することで，遺伝子破
壊用プラスミドを構築した．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．以降の操作は文献
2 に従ったが，目的とする破壊株の選抜方法
は，抗生物質によるスクリーニングではなく，
PCR による遺伝子破壊の確認に変更した． 
 得られた遺伝子破壊株を，100 µg/mL のケ
イ酸を含む mR2A 培地に植菌し，28℃で振盪
培養した．経時的に培養液のサンプリングを
行い，遠心分離によって菌体を除いた培養液
上清のケイ酸濃度を測定することで，ケイ酸
取り込み量を評価した． 
 
(3) cotB1, cotB2遺伝子の相補性試験 
 cotB1B2 遺伝子ならびにその推定プロモー
ター領域・ターミネーター領域を含む DNA 断
片を PCR により増幅した．得られた断片をプ
ラスミド pHT304 に挿入することで，プラス
ミド pHT-cotB1B2 を構築した．pHT-cotB1B2
を鋳型としたインバースPCRによって，cotB2
遺伝子を除いた pHT-cotB1 と，cotB1 遺伝子
を除いた pHT-cotB2 を構築した．構築したプ
ラスミドをエレクトロポレーションによっ
て cotB1B2破壊株に導入し，適当な抗生物質
を含む LB 寒天培地上で培養することで形質
転換体を得た．得られた形質転換体のケイ酸
取り込み量を評価した． 
 
(4) CotB1 タンパク質の発現時期と細胞内に
おける局在の解析 
 pHT-cotB1 を鋳型としたインバース PCR に
よって得られた DNAを，GFPをコードする DNA
断 片 と ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と で ，
GFP-CotB1 融合タンパク質をコードするプラ
スミド pHT-gfp-cotB1 を構築した．構築した
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，適当な抗生
物質を含む LB 寒天培地上で培養することで
形質転換体を得た．得られた形質転換体を培
養し，経時的に蛍光顕微鏡観察を行った． 
 
４．研究成果 
 
(1) シリカ蓄積に関与する胞子殻タンパク



質の探索 
シリカが蓄積される胞子殻は 50 種類以上の
多数のタンパク質で構成されていることか
ら(文献 1)，ケイ酸の重合ならびにシリカの
蓄積には胞子殻タンパク質が関与している
可能性が高いと予想された．そこで，胞子殻
タンパク質と珪藻の既知のシリカ重合ペプ
チドとの配列を比較した．珪藻はシリカの殻
をもつ単細胞の藻類であり，シリカの重合に
関与するペプチドとして塩基性アミノ酸が
豊富な silaffin や酸性アミノ酸が豊富な
silacidin が知られている．相同性解析の結
果，胞子殻タンパク質である CotB1 の C末端
領域に珪藻のsilacidinに似た領域が存在す
ることが判明した．また，その下流には塩基
性アミノ酸であるアルギニン残基が豊富な
領域(以下塩基性領域)が存在した．塩基性ア
ミノ酸が多いという特徴は，珪藻の silaffin
と共通しているが，silaffin では塩基性アミ
ノ酸としてアルギニンではなくリジン残基
が多いという違いがある． 
 興味深いことに cotB1遺伝子の 20 bp 下流
には cotB1に相同な cotB2という遺伝子が並
んで存在していた．cotB2 遺伝子の上流には
典型的なプロモーター配列は認められなか
ったことから，cotB1B2 遺伝子はオペロンを
形成していることが強く示唆された．CotB1
と CotB2のアミノ酸配列は互いによく似てい
るが，CotB1 の方が C 末端が長く，相同性検
索によって発見されたsilacidin様領域とそ
の下流の塩基性領域はCotB1のみに存在して
いた． 
 
(2) 遺伝子破壊株の構築とケイ酸取り込み
量の評価 
 cotB1B2 遺伝子が胞子殻へのシリカ蓄積に
関与しているかを調べるために cotB1B2破壊
株を構築した．構築した破壊株の生育速度や
胞子形成率は野生株とほぼ同等であり，細胞
分裂や胞子形成に対しては遺伝子破壊によ
る影響はないと考えられた．また，胞子切片
の電子顕微鏡観察を行ったところ，本遺伝子
破壊株においても野生株と同様に胞子殻が
形成されていることが示された．100 µg/mL
のケイ酸を含む mR2A 培地で培養した際の培
養液上清のケイ酸濃度を経時的に測定した
ところ，野生株では培養開始から 12 時間を
過ぎるとケイ酸濃度が減少する様子が観察
され，細胞内へのケイ酸の取り込みが生じて
いることが確認された．一方，cotB1B2 破壊
株では野生株に比べケイ酸取り込み量が顕
著に減少していた．これらの結果から，
cotB1B2 遺伝子の少なくともいずれか一方は
シリカ蓄積に関与していることが示唆され
た． 
 
(3) cotB1, cotB2遺伝子の相補性試験 
 破壊した cotB1, cotB2 遺伝子のうち，シ
リカ蓄積に関与している遺伝子を特定する
ために相補性試験を行った．cotB1B2 遺伝子

のプロモーター領域の下流に cotB1 遺伝子，
cotB2 遺伝子，またその両方の遺伝子を組み
込んだプラスミド(それぞれ pHT-cotB1, 
pHT-cotB2, pHT-cotB1B2)を構築し，cotB1B2
破壊株に導入した．その結果，pHT-cotB1 ま
たは pHT-cotB1B2 を cotB1B2破壊株に導入し
た場合は，ケイ酸の取り込みは野生株と同程
度まで回復した．一方，pHT-cotB2 を cotB1B2
破壊株に導入しても，ケイ酸取り込みの回復
は見られなかった．これらの結果から CotB1
のみがシリカの蓄積に関与していることが
示された． 
 
(4) CotB1 タンパク質の発現時期と細胞内に
おける局在の解析 
 CotB1 とシリカ蓄積の関係をさらに詳しく
調べるために，CotB1 の発現時期と細胞内に
おける局在の解析を以下のように行った．ま
ず，cotB1B2 遺伝子の推定プロモーター領域
の下流にGFP-CotB1融合タンパク質をコード
する遺伝子を組み込んだプラスミドを構築
した．得られたプラスミドを B. cereus野生
株に導入した．得られた形質転換体について
蛍光顕微鏡観察を行ったところ，培養開始 12
時間の時点ではGFPの蛍光は観察されなかっ
たが，24 時間以降は形成途中の胞子の周辺部
に GFP の蛍光が観察された．この発現時期は
ケイ酸取り込みのタイミングとよく一致し
ていた．また，アミノ配列から予想されたと
おり，シリカが蓄積される胞子殻への CotB1
の局在が確認されていることから認められ
た．これらの結果から，CotB1 がシリカ形成
に関与していることが強く支持された． 
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