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研究成果の概要（和文）： 

 モリブデン（Mo）は細胞内で酸化還元酵素の活性中心として働く元素で、広く生命活 動に
利用される。ところが、生物共通の超微量必須元素であるのにも関わらず、動植物など真核生
物のモリブデン吸収・細胞内濃度調節に関わる膜輸送システムの実態は解明されていない。本
研究では、単細胞真核生物のハンセヌラ酵母（Hansenula polymorpha）をモデルとして、モリ
ブデン膜輸送の仕組みを調べた。その結果、ハンセヌラ酵母は少なくとも３種の異なる型のモ
リブデン輸送システムをもつことが分かった。また、独自に取得したドラフトゲノム情報から
もモリブデン輸送体遺伝子を推定し、候補分子を３つまでに絞り込んだ。別の真核生物モデル
として、動物細胞ＨＥＫ２９３Ｔのモリブデン膜輸送を解析した。細胞内のモリブデン酸濃度
を観察するため、新たにモリブデンセンサー蛍光蛋白質を開発した。これを用いた in vivo解
析により、この細胞が硫酸イオン耐性、シュウ酸イオン感受性の新型モリブデン輸送体をもつ
ことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   Molybdenum (Mo) is an essential trace element for almost all living organisms. 
Whilst living cells are known to import inorganic molybdate oxyanion from the 
surrounding environment, the in vivo dynamics of cytosolic molybdate and/or transport 
systems remain poorly understood. We investigated molybdate transport system of a 
model unicellular yeast Hansenula polymorpha in this study. Results of genetic 
analysis suggested the yeast has at least three defferent type of molybdate transport. 
Also, we obtained three candidate genes for the molybdate transport those exhibited  
molybdate accumulation in heterologous expression systems. Furthermore, we 
developed a genetically encoded Förester-resonance-energy-transfer (FRET)-based 
nanosensor for molybdate. By using the nanosensor we demonstrated in vivo dynamics 
of molybdate in a model animal cell HEK293T. Analyses of the dynamics suggest that 
novel oxalate-sensitive- and sulfate-resistant- transporter(s) uptake molybdate in the 
cell. 
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１．研究開始当初の背景 

 ほぼ全ての生物にとって、モリブデン（Mo）
は極々微量必要であるが、欠乏あるいは過剰
に摂取すると生命活動に害が及ぶ超微量必
須元素の一つである。植物の場合、モリブデ
ン欠乏土壌では、作物や果樹の生育不良が起
こる。逆に、過剰土壌で生育した植物が体内
にモリブデンを高濃度に蓄積すると、これを
摂取した家畜がモリブデン中毒を起こすこ
とが知られている。 

 モリブデン（Mo）は遷移金属であり、２＋
〜６＋の酸化状態をとりうることから、いく
つかの酸化還元酵素の活性中心として働き、
電子伝達反応を担う。このようなモリブデン
酵素は、元素の結合様式から次の二種類に大
別される。 (1) ニトロゲナーゼなど、活性中
心にモリブデン-鉄クラスターをもつ酵素、
(2) キサンチンオキシダーゼなど、モリブデ
ンとモリブドプテリンが結合したモリブデ
ン補酵素を活性中心とする酵素である。植物
の窒素同化の中心的役割を果たす硝酸還元
酵素は、後者(2)の代表例である。 

 しかし、生物、特に高等動植物を含む真核
生物の細胞がどのようにしてモリブデンを
外界から取り込み、細胞内で利用しているか
については実はよく分かっていない。生体膜
でモリブデンの吸収に関わる分子装置に目
を向けると、大腸菌やらん藻などの原核生物
で研究が先行しており、ABC 輸送体（高親和
性吸収）や非特異的アニオン輸送体（低親和
性吸収）が、細胞内モリブデン濃度の調節に
関与することが報告されている (Self WT, 

2001, Res Microbiol)。これに対し、動物、植
物、菌類などを含む真核生物には原核生物モ
リブデン輸送体のオルソログ分子がなく、モ
リブデン膜輸送システムの実態は不明であ
った。最近になって、モデル植物シロイヌナ
ズナの硫酸イオン輸送体ホモログにモリブ
デン輸送能があることが明らかにされ
(Tomatsu H,2007,PNAS USA)、真核生物輸
送システムの一端が明らかにされたことは
朗報であるが、動物、菌類には類似分子がな
く、モリブデン輸送機能を担う別の分子の存
在が予想されている。 

 ヒトを含む真核生物共通の必須元素であ
るにもかかわらず、モリブデンに関する研究
が少ない理由として、技術的な困難も挙げら
れる。通常、モリブデンは水溶液中ではモリ
ブデン酸（MoO42-）として存在するが、生
体含有量が 1μＭ以下の超微量成分でありか
つ、適当な検出指示薬や扱いやすい放射性同
位体が存在しないため、定量的解析が非常に
難しい。近年、ICP-AES や ICP-MS などの
特殊分析機器を用いた測定法が開発され、生
物試料に適用されるようになったが、生きた
細胞内のモリブデン濃度を測定する方法が

存在しないことは、モリブデン利用システム
を理解する上で大きな障壁となっている。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、生存にかかせない必須元素の
吸収システムであるにもかかわらず、これま
で知見に乏しい真核生物のモリブデン膜輸
送システムを明らかにするための手がかり
を得ることを目的とした。 

 そこで、モリブデンを利用する単細胞真核
生物として知られている酵母 Hansenula 
polymorpha をモデルとして、分子遺伝学的
手法により、酵母のもつモリブデン輸送シス
テムの概容解明とモリブデン膜輸送に関す
る遺伝子の同定を目指した。また、ヒトを含
む高等動物のモリブデン酸吸収の仕組みを
理解するため、培養細胞をモデルとしてモリ
ブデン酸輸送体の性質を明らかにすること
を目的とした。さらに、モリブデン研究を強
力に進めるための技術基盤として、モリブデ
ンの生きた細胞内での動態を明らかにする
ための新規プローブ分子の開発を目指した。 

 

３．研究の方法 

 研 究 開 始 の 時 点 で 得 て い た 、 酵 母
Hansenula polymorpha の変異株２群（nit
硝酸同化能変異株、wr タングステン酸耐性
変異株）について、経時的に変化する培地モ
リブデン濃度を詳細に調べ（１）変異表現型
の原因がモリブデン吸収能と関連するかし
らべた。また、（２）モリブデン吸収能が対
照の野生型株と異なるものについて分類し、
酵素学的性質の異なるモリブデン吸収輸送
体を推定した。 

 次に、Hansenula polymorpha のモリブデ
ン輸送体遺伝子の探索を進めた。モリブデン
関連変異株（nit, wr）はゼオシン耐性マーカ
ーをもつ遺伝子破壊ベクターの挿入により
作製したものである。そこで、各変異株から
ゲノムＤＮＡを調製し、ベクターにタグされ
た遺伝子座を決定した。さらに、独自に準備
した Hansenula polymorpha のドラフトゲ
ノム情報を活用し、タグ遺伝子座周辺に存在
する膜輸送体遺伝子を候補遺伝子を検索し
た。これらを、順次クローニングしてパン酵
母発現系、および動物細胞発現系で異種発現
させてモリブデン輸送能の有無を検証した。 

 酵母やその他の生物の細胞内モリブデン
酸濃度を可視化する、プローブ分子の開発を
進めた。既知のモリブデン結合蛋白質を利用
し、細胞内のモリブデン酸濃度に応じて構造
変化が起こり、外部に Förester- resonance- 

energy- transfer (FRET) シグナルを出力す
る人工タンパク質を新たに設計した。大腸菌
に発現させた人工タンパク質を、高度に精製
してセンサー蛋白質としての性能を調べた。 



 新たに開発したモリブデンセンサー蛋白
質をモデル動物細胞ＨＥＫ２９３Ｔに導入
し、in vivo でのモリブデン酸ダイナミクスを
解析した。また、細胞内モリブデン酸濃度の
上昇を指標として、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞のモ
リブデン酸輸送体の基質に対する親和性や
阻害剤スペクトルなどの生化学的性質をし
らべた。また、研究遂行中に別グループによ
っ て 提 案 さ れ た モ リ ブ デ ン 酸 輸 送 体
HsMoT2 と観察されたモリブデン酸吸収活
性との関連性を siRNA による mRNA抑制実
験で検証した。 

 
４．研究成果 
 ハンセヌラ酵母（Hansenula polymorpha）
の培地中のモリブデン酸濃度を調べると、モ
リブデン酸添加直後の急激な減少と、ある程
度濃度が低下してからおこるゆっくりとし
た濃度減少の２相性があることが分かった。
さらに、nit,wr変異株の培地モリブデン酸濃
度のタイムコースを調べると、２相のうち前
期相が失われたもの（グループａ）、後期相
が失われたもの（グループｃ）、中間的ある
いは前期相がタイムラグをおいて生じるも
の（グループｂ）などが存在した（図１）。
これらの結果より、ハンセヌラ酵母のモリブ
デン酸膜輸送システムには（１）高速で基質
親和性が低い型、（２）低速で基質親和性が
高い型、（３）何らかの外環境に応答して誘
導される型、の少なくとも３種類の膜輸送シ
ステムをもつことを明かにした。 
 

 
図１ ハンセヌラ酵母の培地モリブデン酸
濃度変化から推定される膜輸送 
 
 
 次にこれらの膜輸送に直接関わる膜輸送
体遺伝子の探索を進めた。独自のハンセヌラ
酵母ドラフトゲノムデータを活用して、遺伝
子破壊ベクターpREMIZ にタグされる遺伝子
座周辺に存在し、膜輸送体の構造的特徴（一
次構造に複数回の膜貫通ドメイン）を示す候
補分子を洗い出した。約 30 の候補遺伝子を
パン酵母発現ベクターに組み込み、パン酵母

異種発現系で機能を検証した（図２）。その
結果、３つの候補遺伝子(#35, #38, #39)が
パン酵母のモリブデン吸収活性を促進する
ことを確認した。同様な実験を、動物細胞異
種発現系でも行ったところ、上記３種の候補
遺伝子の内、２種の遺伝子については宿主細
胞のモリブデン吸収活性を向上させた。また、
パン酵母発現系のスクリーニング結果と異
なる候補分子も１種得られた。これら候補分
子が、前述のハンセヌラ酵母モリブデン酸膜
輸送活性を担っている可能性が高い。ただし、
ハンセヌラ酵母は自然突然変異も高頻度で
出現するため、遺伝子破壊ベクターでタグさ
れていないモリブデン酸輸送体遺伝子が存
在する可能性も配慮して、今後の研究を進め
る必要がある。 
 

 
図２ ハンセヌラ酵母モリブデン酸輸送体
候補分子のパン酵母での機能検定 
 
 
 本研究のような、モリブデン利用、モリブ
デン膜輸送システムの研究を進めるために
は、生細胞内のモリブデン動態を可視化する
ことが不可欠である。そこで、モリブデン酸
濃度に応じて構造変化し、外部にその状態を
知らせるレポーター分子の開発を行った。具
体的には、大腸菌のモリブデン酸結合蛋白質
ModE のモリブデン酸結合ドメイン（MoBD）
と青色蛍光蛋白質（CFP）、黄色蛍光蛋白質
（YFP）をペプチドリンカーで連結した人工
タンパク質を作出した。モリブデン酸センサ
ー蛋白質 MolyProbe は、モリブデン酸が
MoBD に結合すると、分子内の２つの MoBD

が 会 合 し CFP − YFP 間 の Förester- 

resonance- energy- transfer (FRET) 効率が
上昇し、結果的に蛍光色が青色系から黄色系
に変化する（図３）。 

 大領菌で発現させ、４段階のカラムクロマ
トグラフィーで高度に精製した MolyProbe

は基質モリブデン酸（あるいはタングステン
酸）に対する基質特異性が高く、一般アニオ
ンのみならず、sp3 混成４面体構造を共有す
る硫酸イオンであってもほとんど反応しな



かった。また基質に対する親和性は Kd = 

20nM と非常に高く、in vivo での微量なモ
リブデン酸の検出に十分な感度を示した。 

 

図３ 新たに開発したモリブデン酸センサ
ー蛋白質 MolyProbe 
 
 
 モリブデン酸センサー蛋白質 MolyProbeを
モデル動物細胞 HEK293T に導入し、生きた培
養細胞でのモリブデン酸ダイナミクスを可
視化した。培地へのモリブデン酸の添加によ
り細胞内の MolyProbe の青色：黄色レシオが
リアルタイムに変化する様子を、共焦点レー
ザー顕微鏡で示すことができた（図４）。 
 

 
図４ 動物細胞 HEK293Tの細胞内モリブデ
ン酸の可視化、新型モリブデン輸送体 
 
 また、MolyProbe を導入した HEK293T 細胞
の蛍光比タイムコースをより詳細に解析す
ると、この細胞のモリブデン膜輸送体が約１
μM の基質親和性を有すること、輸送活性が
硫酸イオンに耐性を示すこと、その一方でシ
ュウ酸イオンに感受性を示すことを明らか
にした。こうした性質は、従来動物細胞で知
られていた硫酸イオン感受性モリブデン輸
送活性と異なり、新型のモリブデン輸送体を
示唆するものであった。なお、研究中にスペ
インのグループが緑藻クラミドモナスより

新型モリブデン輸送体 MoT2 を発見した。こ
の輸送体のホモログ HsMoT2 が動物細胞モリ
ブデン酸輸送体であるとの主張を踏まえ、
RNAiによる検証実験をおこなったが、HsMoT2
と本研究で示唆されたシュウ酸感受性輸送
体は別物との結論をえた。 
 
これらの成果について、論文発表１件、学会
発表 5件を行った。 
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