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研究成果の概要（和文）：本研究では、磁性細菌の酸化鉄バイオミネラリゼーションに関与する

タンパク質を利用したナノ無機材料合成法の開発を目的とした。磁性細菌が合成する磁性ナノ

粒子の形態制御タンパク質を用いて、粒子の形態、サイズ、特性を精密制御する系を構築した。

また、Bar domain構造を持つタンパク質を利用したリポソームの空間制御による粒子の形態制

御を可能とする技術、鉄イオントランスポーターを利用したシーケンシャルな粒子形成プロセ

スの構築に成功した。ここで開発されたナノ磁性材料は、バイオテクノロジー分野における高

性能磁性担体や磁気記録材料等としての利用が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed a method for synthesis of functional nano-particles 
using proteins involved in magnetite biomineralization of magnetotactic bacteria. Shape, 
size and magnetic property of nano-particles were regulated by using proteins responsible 
for magnetite crystal formation. Bar domain protein was used to control space for 
nano-crystal synthesis, and iron transporter protein was used for establishment of 
sequential crystal formation process in liposomes. The nano-particles developed in this 
study will be used as nano-materials in the fields of biotechnology and magnetic 
recordings.  
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１． 研究開始当初の背景 
 温和な条件下において緻密に制御された
バイオミネラルの合成機構は、自己組織化に
基づくボトルアップ的ナノ構造形成プロセ
スの代表的な例であり、現在、このバイオミ

ネラリゼーション機構を模倣した次世代の
機能性材料の創製に向けて、盛んに研究が行
われている。 
磁性細菌は細胞内にナノサイズの磁性粒

子を合成する微生物である。この粒子は、マ
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グネタイトの単結晶であり、緻密な制御の下
で、多面体や弾丸状、勾玉状といった細菌種
によって異なる形態を持つ粒子が合成され
る。これまで我々は、世界で初めて磁性細菌
の全ゲノム解析に成功し、これに基づいてプ
ロテオーム解析、トランスクリプトーム解析
を行ってきた。このうち、磁性ナノ粒子に強
固に結合した 4 つのタンパク質 Mms5、Mms6、
Mms7、Mms13 を発見し、これらのタンパク質
が粒子の結晶核形成を制御していることを
見出した。また、Bar domain構造を有する新
規のタンパク質の発見により、リポソームの
チューブ化にも成功した。そこで、磁性細菌
の磁性ナノ粒子の形成機構を利用し、工学的
に利用価値の高い磁性体の材料開発を行う
ことが可能であると考えられ、用途に合わせ
た形態や磁気特性を有する磁性ナノ粒子の
合成技術の確立が必要であると考えた。 

 
２． 研究の目的 
 本研究は、磁性細菌の細胞内に合成される
磁性ナノ粒子の形成機構を利用した高機能
ナノ粒子の創製を目的とした。 
 
３． 研究の方法 
（1）結晶核形成タンパク質の核形成部位を
利用した磁性ナノ粒子の合成 
 磁性細菌 Magnetospirillum magneticum 
AMB-1 株の磁性ナノ粒子に強固に結合するタ
ンパク質 Mms6 により粒子結晶の核形成が制
御されることが示され、Mms6を利用した磁性
ナノ粒子の結晶核形成制御技術が確立され
た。そこで、当該技術をさらに発展させ、Mms6
のアミノ酸配列を模倣したペプチドまたは
このアミノ酸配列を改変したペプチドの存
在下で部分酸化法により磁性粒子を合成し、
透過型電子顕微鏡を用いて粒子の形態観察
を行った。また、振動試料型磁力計を用いた
粒子の磁気測定により、合成した粒子の磁気
特性を評価した。さらに、Mms6の C末端の酸
性アミノ酸領域のペプチド存在下で合成し
た粒子に対し、金コロイドを反応させ、粒子
の結晶面上における金コロイド標識ペプチ
ドの局在性解析を行った。 
 
（2）Bar domain タンパク質を利用したリポ
ソームの空間制御による磁性ナノ粒子の形
態制御 
 成長過程にある数 nm～数十 nm サイズの粒
子に局在する Bar domain 構造を持つタンパ
ク質 MamY を利用し、リポソームのチューブ
化能評価を行った。また、同タンパク質を用
いて、磁性ナノ粒子合成の微小空間内として
のリポソームの形態制御について検討を行
った。 
 
（3）結晶核形成タンパク質の発現制御によ

る磁性ナノ粒子の形態制御 
 相同性組み換え法により、磁性細菌 AMB-1
株の磁性ナノ粒子の結晶形態を制御するこ
とが示唆される 4 つの遺伝子（mms5, mms6, 
mms7, mms13）について、各遺伝子を欠損さ
せた欠損株の構築を行った。透過型電子顕微
鏡を用いて、各欠損株の細胞内に合成された
磁性粒子の形態観察を行った。また、構築し
た欠損株に対し欠損させた遺伝子のコンプ
リメンテーションを行い、コンプリメンテー
ション株の解析を行った。 
 
（4）リポソームのナノ空間を用いたシーケ
ンシャルな結晶形成反応プロセスの構築 

磁性細菌AMB-1株から同定されたタンパク

質MagAは、磁性粒子表面膜上に存在し、鉄イ

オンの輸送活性を有する。そこで、組み換え

大腸菌から調製したMagAを用いて反転膜小胞

を作製し、ATPの添加によりプロトン勾配を形

成させた後、鉄イオンを添加し、鉄イオンの

輸送活性の評価を行った。さらに、シーケン

シャルな結晶形成反応プロセス構築に向けた

リポソーム内へのイオン導入システムの確立

及び構築したリポソーム内での磁性結晶合成

を検討した。 

 
（5）タンパク質の自己集積化能を利用した
磁性ナノ粒子の形態制御 
 磁性細菌 AMB-1株から分離されたタンパク
質 Mms6 は、鉄結合タンパク質であることが
示唆されている。そこで、Mms6を利用し、溶
液中での分子集合状態の制御に基づいた磁
性ナノ材料の合成について検討を行った。ま
ず、組み換え大腸菌から、非イオン性界面活
性剤を用いて構造を保持する Mms6 の調製を
行った。この Mms6 に対し、鉄イオンの添加
を行った上で、多角度光散乱検出器、電子顕
微鏡、原子間力顕微鏡を用いて解析を行った。
また、円二色性分散計を用いて、鉄イオンの
添加における二次構造変化を測定した。 

 
（6）バイオミネラリゼーションによる無機
粒子材料の合成 
 磁性細菌 AMB-1株の培地中にマンガン、コ
バルト、銅などの金属イオン、及び酸化テル
ル、セレンを添加して培養を行った。その後、
透過型電子顕微鏡を用いて磁性細菌の観察
を行い、これらの無機イオンの取り込みによ
る細胞の影響を評価した。 
 
（7）生体適合性の高い磁性ナノ粒子の合成 

細胞への非特異的吸着の低減に向けた新
規の磁性ナノ粒子の開発を目的とし、中性ア
ミノ酸かつ極性アミノ酸から成る NS ポリペ
プチドをリンカーとして用いた protein Gを
磁性細菌の粒子上に発現させる系の構築を



 

 

行った。この protein G発現粒子に対し、粒
子と細胞の相互作用に及ぼす NS ポリペプチ
ドリンカーの効果について評価を行った。 
 
４．研究成果 
（1）結晶核形成タンパク質の核形成部位を
利用した磁性ナノ粒子の合成 
 Mms6 のアミノ酸配列を模倣したペプチド
の存在下で磁性ナノ粒子合成を行った。透過
型電子顕微鏡による粒子の形態観察を行っ
た結果、Mms6の C末端の酸性アミノ酸領域か
ら成るペプチド存在下で合成した粒子から
14 面体の形態が確認された (図１)。この結

果は、磁性ナノ粒子及び Mms6 存在下で合成
された粒子と同様の形態を示すことから、
Mms6の酸性アミノ酸を多く含むC末端領域が
鉄イオンと相互作用をし、磁性ナノ粒子の結
晶核形成を行う機能性部位であると考えら
れた。また、ペプチド存在下で合成した磁性
ナノ粒子に対し、振動試料型磁力計を用いた
特性評価を行った。その結果、Mms6の自己集
積化能に寄与していると考えられるグリシ
ン、ロイシンの繰り返し配列を示すＮ末端部
位と結晶核形成配列である C末端部位を融合
したペプチドの存在下で合成した粒子にお
いて、高い保磁力を示す磁性粒子の合成が可
能であることが示された。さらに、合成され
た粒子の結晶面上における金コロイド標識
ペプチドの局在性解析を行った。その結果、
Mms6のC末端の酸性アミノ酸領域のペプチド
が粒子の(100)面に局在する傾向が見られた。
したがって、Mms6の C末端部位のペプチドが
粒子の(100)面に特異的吸着を行うことによ
り、粒子の形態制御が行われていることが考
えられた。以上の結果から、磁性ナノ粒子の
結晶核形成分子の結晶面認識が解明され、結
晶核形成タンパク質の結晶核形成分子の改
変による高機能な磁性ナノ粒子合成の基盤
技術が確立された。 
 
（2）Bar domain タンパク質を利用したリポ
ソームの空間制御による磁性ナノ粒子の形
態制御 
 サイズの小さな磁性ナノ粒子に特徴的に

存在するタンパク質 MamYは Bar domain構造
を有し、細胞内において膜小胞の形成に関与
している。また、Bar domain構造を持つタン
パク質はリポソームのチューブ化能を有す
ることが知られており、MamYについても同様
の機能を有することが確認された。そこで、
MamYを用いて、磁性粒子合成のための微小空
間内でのリポソームの形態制御を検討した。
その結果、タンパク質濃度やイオン強度、pH
といった反応条件の緻密な制御により、リポ
ソームの形態を球状またはチューブ状に制
御することが可能であることが示された 
(図２)。以上の結果から、MamYはある特定の
サイズの球状リポソームの曲面を認識し、結
合することにより、リポソームの形態を制御
すると考えられた。このことから、高度に制
御された微小空間内における磁性ナノ粒子
の形態制御が可能であることが示された。 

 
（3）結晶核形成タンパク質の発現制御によ
る磁性ナノ粒子の形態制御 
 磁性細菌 AMB-1株に対し、磁性ナノ粒子の
結晶形態を制御することが示唆されている 4
つの遺伝子 mms5, mms6, mms7, mms13につい
て、相同性組み換え法により各遺伝子を欠損
させた欠損株を構築した。透過型電子顕微鏡
を用いて、各遺伝子欠損株が合成した磁性ナ
ノ粒子を観察した結果、野生株の細胞内に合
成された粒子が 14面体であるのに対し、mms6
遺伝子欠損株では長形、mms7遺伝子欠損株で
はダンベル状の粒子が合成され、これら 2種
の遺伝子欠損株について大幅な粒子の形態
変化が確認された (図３)。また、これらの
欠損株に対し、粒子の結晶面を高分解能透過
型電子顕微鏡により観察した結果、野生株は
主に(110)と(111)面から構成されていたが、
欠損株は全体的に不明瞭な結晶面を保持し
ていることが確認された。さらに、粒子の長
径及び短径を測定し、遺伝子欠損株と野生株
の粒子サイズの比較結果から、欠損株では粒
径の小さな粒子が合成されていることが明
白であった。すでに in vitro の実験系にお
いて Mms6 タンパク質が磁性ナノ粒子の形態

図１． Mms6存在下(A)、Mms6のC末端ペプチド
存在下(B) で合成した磁性ナノ粒子の
電子顕微鏡写真

(A)                             (B)

図２．MamY濃度の違いによるリポソームの
電子顕微鏡写真
リポソームとの反応に低濃度(A)及び
高濃度(B)のMamYを用いた。

(A)                             (B)

20 nm 20 nm



 

 

制御に関与していることが示唆されている
が、今回 in vivoの実験系においてこれらの
タンパク質が粒子の形態制御に機能してい
ることが示された。加えて、欠損株における
遺伝子のコンプリメンテーションを行った
結果、結晶形態及びサイズの回復が確認され
た。以上の結果から、同タンパク質の発現制
御によって結晶形態の制御を行うことに成
功した。 

 
（4）リポソームのナノ空間を用いたシーケ
ンシャルな結晶形成反応プロセスの構築 
磁性細菌AMB-1株のタンパク質MagAを組み

換え大腸菌から調製後、反転膜小胞を作成し

、MagAにおける鉄イオンの輸送活性の評価を

行った。その結果、ATPの添加により生じたプ

ロトン勾配が駆動力となり、リポソーム上に

導入されたMagAがリポソーム内に能動的に鉄

イオンの取り込みを行うことが確認された。

また、MagAを同リポソーム内へ構築し、鉄イ

オンの輸送を行うことにより、磁性ナノ粒子

の形成が可能となった。以上の結果により、

リポソームというナノ空間内において結晶合

成を行うことに成功し、生体適合性の高い脂

質二重膜被覆結晶を合成する基礎技術を確立

した。 

 
（5）タンパク質の自己集積化能を利用した
磁性ナノ粒子の形態制御 
 組み換え大腸菌から調製した Mms6に対し、
鉄イオンの添加を行い、多角度光散乱検出器、

電子顕微鏡、原子間力顕微鏡を用いて解析し
た結果、均一なサイズの分子集合体が確認さ
れた。このことから、鉄との結合により、溶
液中の Mms6 が自己集合し、多量体を形成し
たと考えられた。さらに、円二色性分散計を
用いた測定により、鉄イオン存在下では Mms6
の二次構造が変化することが確認された 
(図４)。また多量体を形成したタンパク質を
用いて磁性粒子合成を行った結果、単量体の
タンパク質を用いた場合とは異なるサイズ、
形態を有する粒子が合成された。以上の結果
から、Mms6の溶液中での分子集合状態が鉄イ
オンの存在により制御可能であることが明
らかになり、この制御によって形態やサイズ
を自在に制御する磁性ナノ粒子の合成技術
を構築した。 
 
（6）バイオミネラリゼーションによる無機
粒子材料の合成 
 磁性細菌 AMB-1株の培地中に酸化テルルを
添加した結果、磁性細菌の細胞内に酸化テル
ルが取り込まれ、酸化鉄結晶とテルリウム結
晶がそれぞれ独立して形成されることが確
認された。本研究により、磁性細菌への酸化
テルルの取り込みが初めて確認され、磁気回
収を利用した磁性細菌によるバイオレメデ
ィエーションが可能であることが示された。
また、磁性細菌の細胞内への無機イオンの蓄
積は、セレンについても同様に確認された。
また、マンガン、コバルト、銅については、
磁性細菌の粒子結晶へのドーピングによる
磁性粒子特性の変化が確認され、磁性粒子特
性の制御が可能であることが考えられた。以
上の結果から、磁性細菌のバイオミネラリゼ
ーション機構を利用することで、磁性ナノ粒
子を用いた新規のマテリアル合成のための
基盤技術を確立することに成功した。 
 
（7）生体適合性の高い磁性ナノ粒子の合成 

NS ポリペプチドリンカーを用いて、
protein G を効率的に磁性ナノ粒子表面に発
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図４．鉄イオンとの結合に伴うMms6の二次
構造変化

図３．磁性細菌の野生株と遺伝子欠損株の
電子顕微鏡写真
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現する系の構築に成功した。このうち、アミ
ノ酸 100 残基の鎖長から成る NS ポリペプチ
ドリンカーを用いた磁性粒子では、溶液中で
の粒子の分散性の向上が確認され、これが起
因となり、抗体固定化粒子の抗原細胞結合能
が向上した。また、細胞の非特異的吸着によ
る回収を評価した結果、複数の細胞について
非常に低いことが確認された。これは、粒子
表面に存在する NS ポリペプチドリンカーの
立体障害によって粒子と細胞間の相互作用
が減少した結果、粒子上への細胞の非特異的
吸着が抑制されたことが考えられた。以上の
結果により、100残基のアミノ酸から成る NS
ポリペプチドを磁気担体として用いた磁気
細胞分離により、高純度かつ高回収率に目的
細胞の分離を行うことが可能であると考え
られた。また、本磁性細菌のタンパク質発現
システムおよび NS ポリペプチドリンカーを
用いた磁性ナノ粒子の表面修飾技術の利用
により、様々な機能性粒子の開発が可能とな
った。 
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