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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、磁性細菌における磁鉄鉱結晶形成機構の分子基盤を明らかにすることを目
的として、磁性細菌ゲノムの保存された新奇のc型シトクロムの機能解析を行った。その結果、MamPは２つのヘムcをも
つ膜結合型シトクロムであり、細胞質膜に局在し、磁鉄鉱結晶が合成される対数増殖期に発現が誘導されることがわか
った。また、MamPは、マグネトソームにおける磁鉄鉱結晶の成長を促進する蛋白質であることが明らかになった。さら
に、MamPが嫌気呼吸経路である脱窒との電子伝搬に関わることが示唆され、磁鉄鉱結晶形成時の電子伝達経路について
モデルを提案した。

研究成果の概要（英文）：Magnetotactic bacteria have unique c-type cytochromes for biomineralizing 
magnetite crystals. We characterized and analyzed one of the magnetotactic bacteria specific cytochrome c 
MamP using Magnetospirillum magneticum AMB-1. MamP was localized in cytoplasmic membrane, and was 
specifically expressed during the exponential growth phase. According to MamP overproduction experiments, 
we found that MamP is crucial to the normal growth of magnetite crystals during the exponential growth 
phase. Moreover, we showed that MamP can be involved in electron transfer to denitrification pathway, and 
proposed the new model for the electron transfer pathway during the biomineralization of magnetite.

研究分野： 分子微生物学

キーワード： 細菌　磁性　磁鉄鉱　ヘム蛋白質　シトクロム　バイオミネラリゼーション

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

 

１．研究開始当初の背景 
 生命の歴史は、巨大な磁石である地球の上
で営まれてきた。近年では、多くの生物が、
磁気を感知できることが知られている[1]。生
物の磁気感知機構の分子メカニズムに関す
る知見は国内外を問わず乏しい状況である
が、その中でも磁性細菌は研究が最も進展し
ている。磁性細菌は、細胞内磁気センサーを
もち、地磁気を感知し磁場に沿って移動する
“走磁性”を有する。磁性細菌は、磁鉄鉱結
晶・蛋白質・リン脂質膜で構成される磁気コ
ンパスの役割を果たす「マグネトソーム」を
形成し、これを細胞の長軸方向に沿って直鎖
状に配置する（図１）。その結果、本細菌は、
地磁気の方向に細胞を固定でき、磁場に沿っ
て移動する。地磁気は鉛直方向に傾いている
ため、磁性細菌は生育に適した微好気環境を
見出すことができる[2]。どのようにして、こ
のナノサイズの磁気コンパスは形作られて
いるのだろうか？ “走磁性”という現象の
記載と、それに関わる遺伝子群の同定は行わ
れているが、マグネトソームがどのように形
成されるのか、具体的なメカニズムは不明で
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 １  磁 性 細 菌 Magnetospirillum 
magneticum AMB-1 の透過型電子顕微鏡写
真。細胞内に直鎖状に並ぶ粒子がマグネトソ
ーム。 
 
２．研究の目的 
 磁性細菌は、外界から鉄イオンを取込み、
磁鉄鉱（magnetite）結晶を生合成し、磁気
コンパスとして利用する。生物が鉱物を作り
出す作用をバイオミネラリゼーションと呼
ぶが、磁鉄鉱のバイオミネラリゼーションの
分子機構は全く分かっていない。本研究では、
コンパス機能の中心である磁鉄鉱合成の分
子機構に迫る。磁性細菌ゲノム中のマグネト
ソームアイランドと呼ばれる領域には、磁性
細菌に特異的に保存されたおよそ 30 種類の
蛋白質群がコードされており、マグネトソー
ムの形成と機能を担っている。従って、これ
らの蛋白質の機能を解析することで、磁気感
知機構の分子メカニズムを解明することが
できる。磁鉄鉱（Fe3O4[FeO・Fe2O3]）は Fe2+

と Fe3+の化合物であり、その合成には鉄の酸

化還元反応が必要である。マグネトソームア
イランドには、新奇の膜結合型へム蛋白質が
コードされており、マグネトソーム膜に局在
していると考えられている。このうち、
MamP は、ヘム c 結合部位を２つもち、すべ
ての磁性細菌に保存されているが、既知のシ
トクロムとは相同性を示さない。mamP 遺伝
子欠損株では、細胞内の磁鉄鉱結晶の数が減
少または小さな磁鉄鉱結晶が形成された[3]。
このことから、このマグネトソーム特異的な
シトクロム c が磁鉄鉱形成時の酸化還元反応
を担っていると考えられる。そこで、これら
の新奇のヘム蛋白質の機能を解析すること
により、磁性細菌の磁鉄鉱のバイオミネラリ
ゼーションの分子機構に関する知見を得る。 
 
３．研究の方法 
(1)大腸菌における MamP 発現系の構築 
 ヘム c 結合型 MamP 及び変異型 MamP の発現
は、蛋白質発現ベクターpET-29b（メルク）
を用い、ヘム c 合成系遺伝子群（ccm operon）
を共発現させた大腸菌 C41(DE3)を宿主とし
て用いた。大腸菌から精製した MamP 蛋白質
は、分光光度計によるスペクトル解析と抗
MamP ポリクローナル抗体の作製に用いた。 
 
(2)M. magneticum AMB-1 における MamP 細胞
内局在と発現量解析 
 AMB-1 における MamP の細胞内局在は、抗
MamP 抗体による免疫蛍光染色により調べた。
MamP 発現量の変化は、AMB-1 の菌体を培養開
始後、12、24、48、72、144 時間後に回収し、
細胞抽出液を抗 MamP 抗体を用いたイムノブ
ロッティングにより調べた。 
 
(3) M. magneticum AMB-1 における MamP 大量
発現株の作製と表現型解析 
 野生株 AMB-1 に、磁性細菌用の蛋白質発現
ベクターpBBR111 を用いて、tac プロモータ
ー下で、MamP および MamP C224A, C268A を定常的
に大量発現させた。MamP の発現量は、野生株
のおよそ５倍であった。MamP および MamP C224A, 

C268A 大量発現株の細胞を透過型電子顕微鏡で
観察し、細胞内で合成された磁鉄鉱結晶の数
と大きさを測定した。 
 
(4)硝酸塩の消費活性の測定 
 野生株 AMB-1、mamP 遺伝子欠損株、レスキ
ュー株の培養液中の硝酸塩濃度の変化を亜
硝酸塩/硝酸塩アッセイキット（シグマアル
ドリッチ）を用いて定量した。 
 
(5)Mms6 と MamA の蛋白質相互作用解析 
 MamA 蛋白質を固定したアフィニティークロ
マトグラフィカラムに、マグネトソームから
抽出した蛋白質溶液をかけ、カラムに特異的
に結合する蛋白質をスクリーニングした。そ
の結果、磁鉄鉱合成に関わる蛋白質 Mms6 が
MamA との相互作用蛋白質として同定された。
両蛋白質間の相互作用は、免疫沈降実験、プ



 

 

ルダウンアッセイ、ゲル濾過法で更に確認し
た。 
 
４．研究成果 
（1）膜結合 c 型シトクロム MamP 
 磁性細菌 M. magneticum AMB-1 の磁鉄鉱の
生合成への関与が期待されているヘム蛋白
質 MamP を大腸菌で発現させ精製した。大腸
菌のヘム c 合成蛋白質群をコードする ccm オ
ペロンと mamP 遺伝子を共発現することで、
大腸菌の膜画分にヘム c 結合型の MamP 蛋白
質の発現に成功した。大腸菌で発現させた
MamPは典型的なシトクロム cのもつ分光学的
特性を示した。MamP がもつ２つのヘム c 結合
モチーフ（CXXCH）の両方に変異を導入した
MamP C224A, C268Aは、ヘム結合能を失うことから、
MamP は、２分子のヘム c をもつ膜結合型のシ
トクロム c であることが示唆された。M. 
magneticum AMB-1 において、MamP の細胞内
局在を調べたところ、興味深いことに、マグ
ネトソームではなく、細胞質膜全体に分布し
ていることが分かった（図２）。また、MamP
の発現時期を調べたところ、MamA や MamK な
ど、他のマグネトソーム蛋白質は、定常的に
発現するのに対し、MamP は対数増殖期特異的
に発現しており、静止期にはほとんど発現し
ていなかった。磁鉄鉱の生合成は細胞分裂の
行われる対数増殖期に行われ、MamP の発現時
期と一致していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)MamP 大量発現の磁鉄鉱合成への影響 
 AMB-1 株において、プラスミド上から tac
プロモーター下で定常的に大量発現させ、磁
鉄鉱合成への影響を調べた。MamP 大量発現株
では、野生株と比較して対数増殖期に細胞内
の磁鉄鉱結晶の数が 1.6 倍に増加することが
わかった（図 3AB、4A）。一方、静止期では、
MamP 大量発現の影響は見られなかった。この
ことは、MamP は、磁鉄鉱合成時期である対数
増殖期に機能を有することを示している。さ
らに、ヘム結合モチーフの変異体 MamP C224A, 

C268A を大量発現させると、結晶数は野生株と
同様であったが、小さな磁鉄鉱結晶（平均 16 
nm）を合成した（図 3C、4AC）。この表現型は、
mamP 遺伝子欠損株と同様である。mamP 遺伝
子欠損株は、直径約 10 nm 程度の小さな磁鉄
鉱結晶を形成したが、結晶数は野生株と差が
ない（図 3D、4BC）。以上の結果から、MamP
は、対数増殖期に時期特異的に発現する膜結
合型シトクロム c であり、磁鉄鉱結晶の成長

に必須の蛋白質あることが分かった。一方、
磁鉄鉱結晶の数には影響しないことから、磁
鉄鉱結晶の核形成には関わっていないこと
が示唆された。これらの研究成果について雑
誌論文②の論文に発表した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
図３ MamP 大量発現の磁鉄鉱結晶合成への
影響。(A)野生株、(B)MamP 大量発現株、(C) 
MamP C224A, C268A大量発現株、(D)mamP 遺伝子欠
損株の細胞内で合成された磁鉄鉱結晶。スケ
ールバーは 50 nm。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
図４ (A)対数増殖期の細胞内の磁鉄鉱結晶
の数の分布、（B）野生株と mamP 遺伝子欠損
株の細胞内の磁鉄鉱結晶の数の分布、(C)対
数増殖期の細胞内の磁鉄鉱結晶のサイズ分
布。 
 

図 2 免疫蛍光染色
（上）抗 MamP 抗体
による免疫蛍光染色。
MamP は細胞質膜に
局在する。（下）マグ
ネトソーム局在蛋白
質 MamC の免疫蛍光
染色像。 
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(3)MamP が介する電子伝達経路の解析 
 細菌の細胞内において、鉄イオンは Fe2+の
状態で存在しており、Fe2+と Fe3+の化合物であ
る磁鉄鉱（Fe3O4[FeO・Fe2O3]）の合成には、
鉄の部分酸化が必要である。最近、MamP が鉄
酸化活性を示すことが報告された[4、5]。そ
れでは、MamP はどのような電子伝達経を介し
て磁鉄鉱合成のための酸化還元反応を行っ
ているのだろうか。 
 以前から、嫌気呼吸経路である脱窒が、マ
グネトソームでの磁鉄鉱結晶の最適な合成
に必要であることが知られている[6、7]。免
疫染色とイムノブロット解析結果から、MamP
はマグネトソームでなく細胞質膜に局在し
ていた（図２）。即ち、MamP と脱窒の電子伝
達系が同所的に局在しており、両者の関連が
予測された。そこで、M. magneticum AMB-1
野生株、mamP 遺伝子欠損株、欠損株に MamP
を発現させたレスキュー株において、脱窒経
路の開始反応である硝酸塩還元反応の活性
を比較した。その結果、野生株では、磁鉄鉱
結晶形成が行われる対数増殖期中期におい
て、培地中の硝酸塩濃度が著しく減少するの
に対し、mamP 欠損株では、硝酸塩の消費速度
が緩やかになった。一方、レスキュー株では
硝酸塩消費が回復した。このことから MamP
は、マグネトソームと内膜との間の電子運搬
に関わるシトクロムであることが示唆され、
磁鉄鉱合成のための鉄酸化により生じた電
子を脱窒経路へと受け渡すという、磁鉄鉱形
成の新しいモデルが提案できる。 
 
(4)磁鉄鉱合成に関わる蛋白質の蛋白質間相
互作用 
 マグネトソームに局在する磁鉄鉱合成に
関わる蛋白質間相互作用のスクリーニング
をアフィニティークロマトグラフィーを用
いて行ったところ、磁鉄鉱結晶形成に関わる
膜蛋白質 Mms6 とマグネトソーム小胞の表面
を覆う MamA 蛋白質が相互作用することを発
見した。両蛋白質間の相互作用は、免疫沈降
法、プルダウンアッセイ、ゲルろ過によって
確認した。相互作用の生理的機能は不明であ
るが、マグネトソーム内における蛋白質相互
作用を示した初めての報告として論文発表
した（雑誌論文①）。 
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