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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞内のマグネシウムイオン（Mg2+）濃度変化に対してどのような影響を
受けるのかを検証した。細胞内Mg2+濃度の増加に際しては、リボソームの翻訳活性低下が観察されたが、リボソ
ームを新規合成する傾向も見られた。一方Mg2+濃度低下時には70Sリボソームが分解されることが分かった。今
回の結果から、細胞の1/4のMg2+をキレートするリボソームが、Mg2+の貯蔵庫として機能する可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：We investigated the influence of the change of intracellular Mg2+ 
concentration on the ribosomes. Excess Mg2+ reduced the cellular translational activity and induced 
the transcription of rRNA. When decreasing the intracellular Mg2+ concentration, the amount of 70S 
ribosome was significantly decreased. These results suggest that the ribosomes which can chelate 25%
 of Mg2+ in the cell are involved in the Mg2+ homeostasis.

研究分野：応用微生物学

キーワード： Ribosome　Magnesium　Bacillus subtilis
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リボソームはタンパク質を合成する複合体であり、マグネシウムイオン（Mg2+）は多様な酵素機能やリボソーム
の構造維持に必須な金属イオンである。どちらも全ての生物において生命活動維持に欠かせないものだが、細胞
内における両者の関係について詳細に調査した例は無く、リボソームがMg2+の貯蔵庫として機能する可能性を示
した本研究の成果は学術的に大きな意義を持つと言える。また、本研究で開発した細胞内Mg2+濃度を操作する技
術は微生物の醗酵生産能を向上できる可能性も秘めており、応用面での発展も期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
リボソームはタンパク質合成（翻訳）を担う複合体であり、rRNAとリボソームタンパク質か
ら構成される。バクテリアにおいては 30S と 50S のサブユニットが会合することで、翻訳活性
を持つ 70S リボソームが形成される。リボソームの構造維持にはマグネシウムイオンが不可欠
であり、rRNAとリボソームタンパク質の結合やサブユニット同士の会合にもMg2+が使われる。
立体構造解析からは、リボソーム 1分子につき少なくとも 170原子もの Mg2+が含まれているこ
とが明らかにされており、対数増殖期では細胞内の 1/4の Mg2+をキレートする計算になる。さ
らに Mg2+は翻訳因子や tRNA のリボソームへの結合にも関与することが分っており、リボソー
ムの翻訳活性にも重要な役割を果たす。このように、リボソームと Mg2+の関係については古く
から研究が行われてきたが、そのほとんどが調製したリボソームを用いた in vitroの解析であり、
細胞内Mg2+濃度とリボソームの関係について詳細に解析した例はこれまで無かった。 
 
２．研究の目的 
リボソームはタンパク質を合成する複合体であり、マグネシウムイオンは多様な酵素機能や
リボソームの構造維持に必須な金属イオンである。どちらも全ての生物において生命活動維持
に欠かせないものだが、細胞内における両者の関係について詳細に調査した例は無い。その中で
応募者は、リボソームとMg2+の細胞内濃度に相関性があることを発見した。そこで本研究では、
細胞内の Mg2+濃度変化に対してリボソームがどのような影響を受けるのかを明らかにするとと
もに、Mg2+濃度の恒常性維持に関与する可能性を検証することを目的とした。その一方で、細
胞内 Mg2+濃度を人為的に制御することでリボソームの安定化を図り、微生物による有用物質生
産能向上技術の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞内Mg2+濃度変化によるリボソームへの影響を観察するため、細胞内Mg2+濃度を人為
的に操作できる株を作製した。細胞内 Mg2+濃度を向上させるために、Mg2+取り込みトランスポ
ーターであるMgtEを高発現させ、Mg2+排出ポンプである YhdPを欠損した株を作製した。一方、
細胞内Mg2+濃度を低下させるために、3種のMg2+取り込みトランスポーター（MgtE, YfjQ, CitM）
を多重欠損させた株を作製した。さらに、Mg2+濃度変化の影響が細胞内リボソーム量の低下によ
って顕在化するかを検証するため、リボソーム量の少ない変異株（rrn8）に上記の遺伝子操作
を施した株を作製した。これらの株を用いて、増殖速度、リボソーム複合体形成量、細胞内翻訳
活性などをモニターした。 
（２）細胞内Mg2+濃度の増加によるリボソーム変異株の表現型抑制効果について検証するため、
リボソームタンパク質 L1, L23, L36, S6をそれぞれ欠損した株に、細胞内Mg2+濃度を向上させる
ための遺伝子操作を施した。作製した株について、細胞内 Mg2+濃度、増殖速度、リボソーム複
合体形成量、胞子形成能などを測定した。 
（３）細胞内 Mg2+濃度を高い状態に維持することでリボソームを安定化し、有用物質生産能を
向上させることができるかを検証した。上記の方法で作製した株を用いて細胞内 Mg2+濃度を高
い状態で維持し、定常期のリボソーム安定性が向上するかを評価するとともに、分泌型アミラー
ゼとプロテアーゼの活性を測定することで物質生産能を評価した。 
（４）細胞内 Mg2+を枯渇させると細胞増殖が停止するが、その条件下で増殖することが可能な
サプレッサー変異株を 2 種単離した。これらのサプレッサー変異株の変異位置を同定するとと
もに、変異の効果を検証した。 
  
４．研究成果 
（１）細胞内 Mg2+濃度の増加を人為的に誘導するため、Mg2+取り込みを担う MgtE の発現誘導
を可能にし、Mg2+の排出ポンプである YhdPを欠損させた。LB培地に 50 mM MgSO4を添加した
培地で作製した株を培養し、MgtEの発現を誘導することで、野生株の 1.5倍まで細胞内Mg2+濃
度を増加させることに成功した。いわゆるこのような Mg2+過剰条件下では細胞増殖速度が低下
し、Doubling time は通常の条件と比較して 2 倍になった。このときの 70S リボソーム複合体形
成量をショ糖密度勾配超遠心法によってモニターしたが、Mg2+濃度増加による影響は観察され
なかった。70Sリボソームの量的な変動は観察されなかったが、増殖速度が低下していたことか
ら、細胞内翻訳活性の低下が予想された。そこで、cat遺伝子（クロラムフェニコール耐性遺伝
子）mRNA の単位時間当たりの翻訳量をウエスタンブロッティングで測定し、翻訳活性を評価
した。その結果、Mg2+過剰条件下では細胞内翻訳活性が約 50%低下することが分かった。さら
に、in vitro の翻訳系で Mg2+濃度増加がリボソームに与える影響を評価したところ、反応系に
30mM Mg2+を添加した場合、翻訳活性は 10 mM Mg2+を含む反応系の 50%まで低下した。Mg2+は
翻訳に欠かせない金属元素だが、過剰に存在する条件では翻訳活性を抑制することが分かった。
一方、Mg2+過剰をリボソーム量の少ない変異株で誘導すると、これらの影響はより顕著に観察さ
れた。細胞内の 25%ものMg2+をキレートするリボソームの少ない状況では、遊離Mg2+濃度が向
上しやすいため、様々な影響が顕在化しやすいと考えられる。また、Mg2+過剰誘導時には rRNA
オペロンの転写量増加も認められており、細胞が多量の Mg2+をキレートするためにリボソーム
を新規合成する機構の存在も示唆された。   



 一方、細胞内Mg2+濃度を抑制した条件を作り出すた
め、枯草菌の主要なMg2+取り込みポンプ 3種を欠損し
た株を作製した。この株は約 0.5 mMのMg2+を含むと
考えられる通常のLB培地では増殖することができず、
LB培地に 40 mMのMg2+を添加することで増殖可能と
なる。この株をMg2+を添加した培地で培養した後、通
常の LB に培地を交換すると、一定量増加した後増殖
が止まる。このときの細胞内 Mg2+濃度は野生株を LB
培地で培養した場合と比較して 60%まで低下してい
た。また、Mg2+枯渇誘導後、野生株では 2.3倍程度まで
増殖したものの、リボソーム量の少ない変異株では 1.5
倍程度しか増殖できなかった。リボソーム量の少ない
細胞ではMg2+のストックが少ないため、早い段階で増
殖不可能なレベルまで Mg2+濃度が低下すると考えら
れる。さらに、Mg2+の枯渇を誘導した際の 70Sリボソ
ーム複合体形成量を観察したところ、70S リボソーム
が 30Sと 50Sのサブユニットに乖離していたことに加
え、40S程度の新たなピークも観察された（図 1）。こ
のピークには 50Sを形成する 23S rRNAが多く含まれていたことから、50Sが部分的に分解され
たものであると予想された。1 分子に 170 原子の Mg2+をキレートするリボソームが分解される
と、細胞中には多量の遊離 Mg2+が放出されることになる。従ってこれらの結果は、リボソーム
が細胞内の遊離Mg2+濃度の恒常性維持に関与する可能性を示唆するものである。 
 
（２）報告者らは、リボソームタンパク質 L34欠損株で観察さ
れる 70S リボソーム形成量と増殖速度の低下が、細胞内 Mg2+

濃度の増加によって回復することを明らかにしていた。そこで
この現象が、70Sリボソーム形成量の低下を示す他のリボソー
ムタンパク質欠損株でも観察されるのかを検証するため、L1, 
L23, L36, S6 をそれぞれ欠損した株の Mg2+濃度を向上させる
株を作製した。これらの欠損株では 70S リボソーム量の低下
に伴う細胞内Mg2+濃度低下が観察されるが、MgtEの高発現と
YhdPの欠損によって細胞内Mg2+濃度の回復が認められた。こ
のときのリボソームの状態を解析したところ、乖離していた
30Sと 50Sが会合し、70S形成量が回復していた（図 2）。さら
に、L1欠損株と L23欠損株に関しては、細胞内翻訳活性と増
殖速度の回復も認められた。一方、L1 欠損株では胞子形成開
始に必須な転写因子である Spo0A 量の低下により、胞子形成
が困難となるが（胞子形成率 0.01%以下）、Mg2+濃度の向上に
より胞子形成能が 25%まで回復した。これらの結果から、リボ
ソームタンパク質の種類によって効率は異なるものの、Mg2+

によって多くのリボソームタンパク質機能の一部が相補可能
であることが明らかになった。 
 
（３）枯草菌が生産する分泌型アミラーゼなどの発現量は、定常期初期から増加し、定常期後期
（24 時間以内）には低下する。一般的にバクテリアは定常期に入るとリボソーム量には減少傾
向が見られ、細胞内翻訳活性は低下する。従って定常期の翻訳活性を維持することができれば、
醗酵生産能を向上させることができると考えられる。これまでの結果から、Mg2+濃度を適切に維
持すればリボソームが安定化し、定常期の翻訳活性が維持できるのではないかと予想したが、少
なくとも今回試みた条件では分泌型アミラーゼとプロテアーゼの生産量増加は認められなかっ
た。 
 
（４）前述の通り、Mg2+の枯渇を誘導できる 3 重欠損株は Mg2+を添加しない LB 培地では増殖
できない。しかしMg2+枯渇条件下で 10時間程度液体培養を続けると、この条件下でも増殖可能
なサプレッサー変異株が出現する。このようなサプレッサー変異株を 2種単離し、次世代シーケ
ンサーで変異位置を同定した結果、FoF1 ATP合成酵素の cサブユニットをコードする atpEと、
ペプチドグリカン合成に関与する dltB にそれぞれ変異が同定された。FoF1 ATP 合成酵素の活性
は反転膜を調製することで比較的簡単に測定することができるため、atpE 変異が同定されたサ
プレッサー変異株を優先的に解析した。atpE の変異は細胞膜上の FoF1含有量には影響を及ぼさ
なかったが、FoF1のプロトン輸送活性はほぼ完全に失われていた。FoF1のプロトン輸送活性が低
下した変異株では、一定の条件下で細胞の膜電位が低下することが知られている。現在 atpE 変
異株と dltB 変異株の細胞膜の電位状態について調査中であり、今後の解析によって細胞内の
Mg2+恒常性を維持する新たな機構の解明が期待される。 
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