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　Magnedc 　bacteria　synthesize 　 nano −sized 　bacterial　magnetic 　particles（BMPs ），　 which 　offer 　high　tech −

nologica 旦potendal　as　they 　can 　be　conveniently 　manipulated 　with 　magnetic 　fbrce．　 BMPs 　are 　ultrafine

magnetite 　crystals （50−100 　nm 　diameter）ofregular 　rnorphology 　produced　by　Mag η etospinltum 　magneticum

AMB −L　Magnetjc　structures 　aligned 　in　chains 　are 　thought 　to　function　as　biological　compass 　needles

allowing 　the　bacterium　to　migrate 　along 　redox 　gl
・
adients 　through 　the 　Earth

’
s　geomagnetic　field　lines，

Despite　the 　discovery　of 　this　unique 　group　of 　micl
・
oorganisms 　several 　decades　ago

，
　the 　mechanisms 　of

magnetic 　crystal　biomineralization　have　yet　to　be 魚 lly　elucidated ．　 Tlle　present　article 　describes　the

current 　knowledge　of 　the 　genes　and 　proteins　involved　in　magnetite 　f（〕rmatio 旧 n　magnetic 　bacteria

and 　the 　biotechnological　applications 　of 　BMPs 　in　interdisciplinary　fields　of 　nanobiotechnology ，　medicine

and 　environmental 　management ・

［Key 　words ： magnetic 　bacteria，　bacterial　maglletic 　particles（BMPs ），　biomineralization，　magnetite

fbrmation］

はじめ に

　近 年，バ イ オ プ ロ セ ス に よ っ て 形成 され る 無機材料

“
バ イ オ ミネ ラ ル

”
が注 目 され て い る．バ イ オ ミネ ラ ル は

形態 ，性状をタン パ ク 質，脂質，多糖類な どの 生体分子

に よ っ て 制御 された無機物 で あ り ， 人 工 結晶 とは 異な る

す ぐれ た特性 をもつ 新たな材料 とな り うる．したが っ て，

バ イ オ ミネ ラ ル の 核形成，結晶成長な どの プ ロ セ ス を分

子生 物学的に解明する こ とは有用 で あ り，新た なバ イ オ

ミネ ラル の 創製を 可 能 とす る．

　バ イ オ ミネ ラル に は，真珠 や 貝 殻な どの 炭酸 カ ル シ ウ

ム ，単細胞藻類で あ る 珪藻 の 骨格や海綿動物 の 骨針 の ケ

イ酸塩 ，ピ ザ ラ貝 の 歯や
一

部 の 細菌 に 見 られ る酸化鉄な

ど さま ざま な もの が あ る．我 々 は，磁 性 細 菌 が 細 胞 内 で

合成す る マ グ ネ タ イ トに 着 目 し，分 子 生 物 学 的 解析 に よ

り，形成機構 の 解明お よび そ の 工学的応用 を世界 に先駆

け て 成 し遂げて き た ．本稿で は ， 分離 ・純粋培養 に 成功

した磁性細菌 ／｝4agnetospintlum 　magneticum 　AMB −1株 が合

成す る磁気微粒 子 の 特徴，お よ び 形成機構を述べ る と と

もに その 工 学的な利用 に っ い て 紹介す る．

1，磁性細菌が合成す る磁気微粒子

　火星の 隕石 に 含まれる磁気微粒子 が 生物由来 で あ る と

い う仮説 が 提唱され た り，D2 億年前 の 地層 か ら生物 由来

と考え られ る磁気微粒子 が 発 見 され る など， 最近生物 由

来 の 磁気微粒 子 に つ い て 興味 深 い 報告 が 相次 い で い る．

磁性細菌 は 1975 年 に ま っ た くの 偶然 か らその 存在 が確

認 され た 微 生 物 で あ る．2）こ の 微 生 物 は ，菌体内 に ナ ノ

サイ ズ の 磁気微粒子 を合成 し，その 存在 に よ っ て ，地磁

気 に 応 答す る性 質を 獲 得 して い る．こ れ ま で磁 性 細 菌は ，

海 洋 ，湖 沼 ，河 川 ，河 口，砂 浜 ，土 壌 な どの さま ざま な

水 圏 の 泥質に 生息 して い る こ と が確認 され て お り，球形，
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図 1．磁 性 細 菌お よ び磁 気微粒 子 の 透過型 電子 顕微 鏡写真．（Al ）

螺 旋状磁 性 細菌MagVietospirittum’tnαgneticum・（A2 ）　M ・magn ・et・icuni
か ら分離 された 磁気微粒 子，（B ）硫酸還 元磁 性 細 菌 DesulfOT丿ibiio
7na ，smetzcus，（C ）湾 曲状磁性 細菌 （未培 養），（D ）短 桿 状磁 性 細

菌 （未培養 ），（E ）球状磁性 細菌 （未培 養）．

桿状，湾曲状，螺旋状，不定形などの 磁性細菌 が 観察さ

れ，形態的多様性 が 明 らか に な っ て い る （図 1）．磁 性 細

菌 は ，常 温，pH6 〜7 に 生 育至 適条件 を持 ち，生 理 的 な

条件 で 磁気微粒子を合成 して い る．メ ス バ ウアー
分光法，

電子 線 回 折 を用 い た 解析 か ら磁 性粒 子 が 純粋なマ グネ タ

イ ト結晶 で あ る こ と が確認 され て お り，単 磁 区 構 造 を 有

し て い る こ とが 示唆 され て い る．3・4）ま た，粒 子 の
一

つ
一

っ が 脂質 二 重膜 で 覆 わ れ て い る．図 1 （A2 ）は，　Ma ．gvzeto−

sPi7itlum ？m α
．

crneticum 　AMB −1株 で 合成 さ れ た マ グ ネ タ イ

ト（Fe304）で あ り，厚 さ4nm の 有機膜で 覆 わ れ て い るの

が わ か る．

　 さ ら に，磁 性 細 菌 の 中 に は ，菌 体 内 に 磁 性 硫 化 鉄

（Fe3S4＞や pyrite （FeS2）粒 子 を 合成す る もの も確認 さ

れ て お り，磁気微粒子 の 性状 の 多様性 が 確認 され て い る．

形 状 は，cubo −octahedron 構造 の 他 ，六 角柱，ま が た ま

状，弾丸状，八 面 体形な どの 結晶形があ り，結晶形状 は

微生物株 ご と に保存 され，種問で 異 なる結晶形態 を有す

る マ グネ タ イ ト微 粒 子 が 保 持 され て い る．こ の よ うな 性

状，形状 に お ける多様性 は，磁性細菌 に お い て 種特異的

な マ グネタ イ ト結晶の 合成 シ ス テ ム の 存在 と生物学因子

に よ る 結晶の 形 態 制 御 機 構 の 存在 を 示 して お り，磁 気微

粒 子 表面膜や膜 タ ン パ ク 質な ど の 有機分子 が 形状や大 き

さの 制御 に 深 く開 わ っ て い る と考 え られ る．

2．磁気微粒子 形 成機構の 解析

　我 々 は す で に 磁性細菌 AMB −1株 の 全 ゲ ノ ム 解 析 を終

え，磁気微粒子形成機構解明の ため ，バ イオ イ ン フ ォ マ

テ ィ ク ス の 技術や DNA チ ソ プ，　 LC −MSIMS な ど を 取 り

入 れ た トラ ン ス ク リ プ ト
ー

ム 解析 ・プ ロ テ オ ーム 解析 に

取 り組 ん で い る．こ の ような研究を推 し進 め るこ と に よ

り，磁性細菌 に よ る磁気微粒 子 形成機構 の 全貌が 明 らか

に なっ て きた ．・”）

　2，1．全ゲ ノ ム 解析 に 基づ く磁気微粒子形成機構解明

へ の ア プ ロ
ー

チ 　 磁 性細菌AMB −1株 に対 し，シ ョ ッ ト

ガ ン シ
ー

ク エ ン ス を行 い ，現在 ま で に 4，967 ，148 塩基 対

の 配列を決定 し て い る．4559 個の ORF （open 　reading

framc ）の 予 測 とそ れ らの 機能推定 を 行 っ た 結果，公 共

デ ータ ベ ース に 登 録 され て い な い 未 知 の 遺伝 子 が 2269

個，ま た 登録 され て い る もの の 機能 が 未知 な もの が 168

個あ り，新規 の 遺伝 子 が 約半数を 占め て い る こ とが明 ら

か とな っ た ．マ グネ タ イ ト合 成 とい っ た 特 殊 な機構 を 保

持 した 微 生 物 で あ る た め，既知 微生物 に は 見 られ な い 特

有 な遺伝子 を 持 っ て い る 可 能性 は 十分考 えられ る．また，

機 能 推 定 が 可 能 で あ っ た 遺伝子 の なか に 物質輸送 に 関連

した 遺伝 子 群が数多くみ られ，全 ORF の 11％ を占め て い

る こ と が分 か っ た．他 の 微生物ゲ ノ ム と比 較 し て も，こ

の 結 果 は 興 味深 い 知 見 で あ る．そ の 中で ，磁 気 微粒 子 形

成機構 に 関連す る鉄輸送 シ ス テム の 遺伝子群 も見い だ さ

れ て い る．す で に AMB −1株 に お い て シ デ ロ フ ォ ア が 見 つ

か っ て お り，6）三 価鉄 と キ レ
ー ト し た シ デ ロ フ ォ ア や ク

エ ン 酸を受容 可 能 な レ セ プ タ
ー，お よ び 二 価鉄 の 能動輸

送体 など 5 っ の 鉄輸送 シ ス テ ム が ゲ ノ ム 情報 か ら明 らか

と な っ た．さ らに DNA チ ッ プ を利用 し た AMB −1株 の ト

ラ ン ス ク リプ ト
ー

ム 解析 に よ り，鉄濃度変化 に応答す る

遺伝子 が 見 い だ され，そ の 発現調節機構 は他 の 微生物 と

は 異なっ た ユ ニ
ー

ク な 応答を示 して い た ．磁気微粒 子 を

合成す るた め に は多量 の 鉄 取 り込 み が 必 要 で あ り ， 独 自

の 機構 を獲得 して き た と考えられ る．

　2．2．トラ ン ス ポ ゾ ン ミ ュ
ー

タ ン ト作製 に 基づ く磁気

微粒子形成機構解明 へ の ア プ ロ
ー

チ　　単菌分離 さ れた

AMB −1株 は 遺伝 子 導入 系が確立され て い る株 で あ り，ト

ラ ン ス ポゾ ン Tn5 挿 入 に よ る 変異株 の 作製 が 可能 で あ

る．こ の 変異株 の 中で ，磁気微粒子 を生成し ない 株 の ス

ク リ
ー

ニ ン グ を網羅的に 行 っ た．5762株 に 及 ぶ全 トラ ン

ス ポ ゾ ン ミ ュ
ータ ン ト中，磁気微粒子 合成能欠損株 は 69
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図 2．MagA 遺伝 子 を 導入 した 大腸菌形 質転換 体 を用 い た 逆転 膜

リボ ソ ーム

株 で あ り，欠損 した 遺伝子 群 お よ び そ の 周 辺 領域 の シ
ー

ク エ ン ス を 行い ，トラ ン ス ポゾン に よ り潰され た遺伝子

が どの よ うに 粒子 形成 に 関 与 して い る か ，ゲ ノ ム 情報 と

照 ら し合わせ た解析 を進 め て き た ．こ の よ うな 手 法 に よ

り最初 に 単離 され た MagA 遺伝 子 は ，カ チ オ ン 輸送 の タ

ン パ ク 質を コ ード して い る こ とが 推定 され た．7）　MagA 遺

伝 子 を導 入 した 大腸 菌形質転換体 を 用 い て 大腸菌内膜の

逆転膜を作成 し，MagA タ ン パ ク質を含む リボ ソ
ーム を

調 製 し た （図 2）．こ の 逆転 膜 リボ ソーム を用 い て 鉄 の 輸送

につ い て 調べ た とこ ろ，系 内 に ATP を 添加 した 場 合に お

い て の み リボ ソ
ー

ム 内への 鉄イ オ ン の 取 り込 み が確認 さ

れ た．さ らに ，ATP を 添 加 せ ず に 系 内 を ア ル カ リ性 に し

て 人 工 的 に pH 勾配 を作成 した 場合 に お い て も鉄イオ ン

の 取 り込 み が 確認 さ れ た こ と か ら プ ロ トン 1　ATPase に

よ る プ ロ トン 勾 配 が鉄 の 輸送 を 引 き 起 こ す と考え ら れ

た．鉄 が 内 部 に輸送 され る と同時に 外部 に プ ロ トン が 排

出 され る こ と で，小 胞内は ア ル カ リ化 し，マ グネタイ ト前

駆 体 の ア モ ル フ ァ ス が 生 じる と予想 され る．こ の 結果 は，

磁 性細菌 に おけるマ グネ タイ ト形成 が，工 業的に 用 い ら

れ る共 沈法 （二 価 と三 価 の 鉄イ オ ン の 共存下 で 溶液 をア

ル カ リ化す る ） と同様 の 反応系で 行 わ れ て い る こ とを示

唆し て い る．ま た，磁 気微粒子合成能欠損 ミ ュー
タ ン ト

NMA21 株 で は，　 aldehyde 　 ferredoxin　 oxidoreductase

（AOR ）遺伝 子 が 欠損 して お り，こ の タ ン パ ク が微好気

条件 下 で の バ イ オ マ グ ネ タ イ ト合成 に お け る三 価鉄 の 還

元に寄与 し て い る こ とが示 唆 された．s）さ らに NMA61 株

で はペ リプ ラ ズ ミ ッ ク結合性タ ン パ ク質 キ ナ
ーゼ を欠損

し て お り，鉄輸送 に お け る 細胞内鉄取 り込 み 阻 害 が 確認

され て い る，9）

　 2，3．磁 気微粒子膜 タ ン パ ク質の 網羅 的解析 に よる磁

気微粒子 形 成機構解明へ の ア プ ロ ーチ　　磁 気微粒 子 が

脂質 二 重膜 に 覆われた粒 子 で あ る こ とは 上記 で 述べ て き

た．こ の 二 重膜内には さま ざまなタ ン パ ク 質が存在 し，

こ れ らの タ ン パ ク 質 が磁 気微 粒 子 形 成 機 構 に 寄与 して い

る こ とが 容易 に 想像 で き る．そ こ で 磁性細菌 の 菌体 を 細

胞破砕後，細胞質画分，膜画分，磁気微粒 子 膜画分に分

画 し，SDS −PAGE ，二 次 元 電気泳動 を 用 い て 磁気微 粒 子

膜 に 存在す る タ ン パ ク質 を分離 した ．こ れ らの タ ン パ ク

質 に 対 し，N 末端 ア ミ ノ 酸 シ
ー

ク エ ン サ ーお よ び LC −

MS ／MS に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し，全ゲ ノ ム 配 列 に

よ り磁気微粒 子 膜 上 に 存在 し て い る タ ン パ ク質を網羅的

に 同定 し た，こ れ に よ りSDS −PへGE お よ び 二 次 元 電気泳

動 か ら70個以上 の タ ン パ ク 質 が 同 定され て い る．そ の 中

で ，磁 気 微 粒 子 表 面 に 局在す る膜 タ ン パ ク 質 の 解析 か

ら，細胞 膜陥入 に 関与する タ ン パ ク質 が い くつ か 同定 さ

れ る に 至 っ た．磁 気微粒子 を覆 う膜 は ，磁性細菌 の 内膜

が 陥 没 す る こ と に よ っ て 形 成 され る こ と が 考 え られ て い

る．1°）こ れ ま で真核 生 物 に お ける膜陥没 に よ る細胞内小

胞形成に 関す る研究 は多くな され て い る が，磁 性細菌な

ど の 原 核 微 生物 で の 膜 小 胞 形 成 に つ い て は ほ と ん ど解析

され て い な い ．ナ ノ磁 気微粒子膜 に 局在する タ ン パ ク質

の 中で 発現量 の 多い タ ン パ ク質，Mms16 ，　 MpsA の 解析

を 行 っ た と こ ろ，そ れ ぞ れ 小 胞 特異的 GTPase ，ア シ ル

基転移酵素で あ る こ とが 示 唆さ れた ．小 胞特異的 GTPase

で あ る Mmsl6 に よ る 細胞膜 陥入 の 誘導，lDacetyl −CoA

carboxylase （acyl −CoA 　transferase ） と高 い 相 同 性 を示 す

MpsA に よ る ア シ ル 基転移 が 小 胞 形成 に 関与す る と考

え られ る．12）

　ま た，同定され た 70 個 の タ ン パ ク 質 に つ い て ，細胞内

で の 局在性予測 ソ フ トウ ェ ア を用 い て解析 した とこ ろ，

それ らの 多 くが 内膜および水溶性画分 と予 測 され，磁気

微粒 子 膜 が 内膜 に 由来 し て い る こ と が示 唆 され た ．本 知

見 は 磁気微粒 子 形成機構が内膜陥入 に 起因 して い る こ と

を強 く支持 し て い る と考え られ る．

　 さらに，マ グ ネ タ イ ト表 面 に 強 く結合 して い る タ ン パ

ク質 の 単離を行 うために ，尿素な どで 磁気微粒 子 膜 タ ン

パ ク質 を 除去 した 後，SDS に よ りタ ン パ ク質 を可 溶化 し

た．そ の 結果，ユ ニ
ーク な 4 つ の 低分子 タ ン パ ク 質 が 見

い だ され た．こ れ らの タ ン パ ク 質を二 次元電気泳動 に よ

り分離 し ， N 末端 シ
ー

ク エ ン ス を行 い ，ゲ ノ ム デー
タに

マ ッ ピ ン グ した と こ ろ，4 つ の 遺伝子 は ゲ ノ ム 上 に お い

て約 2．5kbp の 短 い 領域に 局在する こ とが わ か っ た．ま

た これ らの タ ン パ ク質の特徴と して N 末端 に疎水性 ア ミ

ノ 酸 を，G 末端 に 酸性 ア ミ ノ 酸を多く含む タ ン パ ク 質 で

あ る こ と が わ か っ た ．C 末端部位には酸性 ア ミ ノ酸 以 外

に も Ser，　 Tyr，　 His な ど金 属 イ オ ン と相 互 作用す る ア ミ

ノ酸が存在す る こ と か ら，こ の 部位 に お い て 鉄 イ オ ン を
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図 3．Mms6 存在下 （A），非 存在下 （B ） に お い て 合成 され る磁 気

微 粒子 の 透過 型電 子顕微鏡写 真．Bar＝100　nm ．

吸着する 可 能性 が考え られた．そ の 中 の 1つ ，Mms6 の

機能解析 を 目的 と し ， 大腸菌 に お け る Mms6 の 大 量 調製

を 行 っ た．大腸菌 内で 大量生産 し た Mms6 を 共 沈 法 に よ

る人 工 マ グネ タイ ト合成時に加 え た と こ ろ，加 え な い 場

合 と比較 し て 結晶サ イ ズ ，形状 に 明 ら か な 違 い が 観察さ

れ た．Mms6 の 添加 に よ っ て 生 じた マ グネタ イ トは ， 粒

径が 60nm 前後に揃 い ，形状 は 磁 性細菌 AMB −1株 で 見

られ る形 に 近 い 均
一

な形状粒 子 で あ っ た．そ れ に 対 し，

添加 しな か っ た場合 に 生 じた磁気微粒 子 の サ イ ズ は 不

均
一

で あ り，形状 も針状，球状な ど さ ま ざま で あ っ た

（図 3）．Mms6 に は 二 価鉄イ オ ン お よび 三 価鉄 イ オ ン と結

合す る能力があ り，Mms6 が 直接イ オ ン あ る い は マ グネ

タ イ トの 結晶と結合 し，結晶成長 を 制御す る と考 えられ

る，B ）磁性細菌粒 子 の サ イ ズ と磁 区 を 厳 密 に コ ン トロ
ー

ル して い る生物学的因子 は粒 子 に 強 く結合 し て い る タ ン

パ ク 質 Mms6 で あ る と考え られ た ．

　 2．4．磁気微粒子 形 成 機 構の 概 要　　 こ の よ うに 網羅的

なゲ ノ ム ・プ ロ テ オーム 解析 か ら， 個 々 の タ ン パ ク 質 の

機能解析 を行 うこ と に よ り，磁気微粒子形成機構 の 概要

が 明 らか とな っ た （図 4），そ の 機構 と して ，D 粒子表面

Pt

を覆 う膜 小 胞作製，2）小 胞内 へ の 鉄 イ オ ン の 蓄積，3）鉄

イ オ ン の 結晶化 ，
4）鉄 イ オ ン の 酸化 還 元 の 調節 の 4つ の

ス テ ッ プ で 行われる こ とが 推察 され て い る．小 胞 特異的

GTPascで あ る Mmsl6 が，真核細 胞 の 輸送小 胞 を形成す

る メ カ ニ ズ ム と類似 し た 機能 で 細 胞 膜 の 陥 入 を プ ライ ミ

ン グ し，1Dacetyl −CoA 　carboxylase （acyl −CoA 　transferase ）

と高 い 相 同 性 を示 す MpsA か ら転移 され る ア シ ル 基が小

胞形成に 関与す る．12）陥入 に よ っ て 生 じた 小 胞 膜 上 に は

プ ロ トン 1鉄 ア ン チ ポ ー
タ
ー

で あ る MagA が発現 して お

り，小 胞内 に鉄 イ オ ン を蓄積す る ．η こ の と き 鉄が内部 に

輸送 され る と 同 時 に 外部 に プ ロ トン が 排 出 され る こ と

で ，小胞内 は アル カ リ化 し，マ グ ネ タ イ ト前駆 体 の ア モ

ル フ ァ ス が 生 じ る．結晶 と小 胞 膜 の 境目 か ら分離 された

Mms6 は 小胞 内側 で 鉄 イ オ ン と結合 し，マ グネ タ イ トの

結晶核を形成す る．ま た，Mms6 は 結晶成長制御 に も関

与 し ，粒子 サ イ ズ を
一

定 に そ ろ え る．LS）さらに ，細胞 内

各所 の 酸化 還 元酵 素 に よ り鉄 の 酸化 還 元 反 応 が 起 こ り，

マ グネ タ イ トの 結晶 が 作 ら れ る と考 え られ る．8）磁性細

菌 に お け る マ グネタ イ ト形成 は，工 業的 に 用 い られ る共

沈法 と同様 の 反応 系 で 行 わ れ て い る こ とが 考 え られ る．

しか しな が ら磁性細菌の 菌体内で は ， リボ ソ
ー

ム とい う

ナ ノ反 応場 を 作 りだ し，鉄 イ オ ン の 蓄積や酸化還元，鉄

結合 タ ン パ ク 質 の 制御 を通 して き わ め て 高精度 に 反 応 を

行 うこ と に よ っ て 形状 の 揃 っ た 粒子 を合成 して い るもの

と考 え られ る．こ の よ うな粒子 形成機構 を遺伝子 レ ベ ル ，

タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 制 御す る こ とで ，ナ ノ 反応場 を 人 工

的 に 制御す る こ とが で き ， 新たな無機材料 の 創製が 可 能

に な る．磁性細菌 の 粒子形成機構 の 解明が機能性磁気微

粒 子 の 創製 へ とつ な が る た め，工 学的利用を視 野 に 入 れ

た 基礎研究を推 し進め て い る．

細胞外

図 4．磁 性細菌翻．mag πeticum 　AMB −1に お け る磁性微粒 子 の 形成

機構．膜 陥没 して 小胞 が 形 成され，Mms6 を鋳型 として マ グネ タ

イ トの 結 晶が形成 され る．原料 とな る鉄 イ オ ン は MagA に よ り輸

送 され る．

3．磁気微粒子 の 工 学 的利用

　外部磁場に よ り容 易 に 運動制御可能な磁気微粒 子 は，

DNA ，ペ プチ ド，タ ン パ ク 質さらに は 細胞 の 固定化担体

と し て，診断 ・医 療 ・環境分野 で 広 く利用 され て い る．

磁気 微粒子 上 の 生体分子 固定化 担体 と し て の 利 用 は ，

1970 年代 の 固定化酵 素 を 用 い た バ イ オ リア ク タ
ー

に 関

す る 研 究 ア ガ ロ
ース

ー
ポ リア ク リル ア ミ ド修飾 磁 気 微

粒子 の 免疫測定へ の 応 用 研 究などに 始 ま る．以後現在 に

至 る ま で，表 面 の 各種修飾や粒子形状，材料 の 研究開発

が 行 わ れ ，遠心分離や フ ィ ル タ
ー

分離 ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

分離に 代 わ るセ パ レ
ー

シ ョ ン 技術 と し て 広 く用 い

られ て い る．

　現在，磁気微粒 子 の 製造法 は ，水相 で 調製 で きる共沈
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法 が一
般的 で あ る．こ の 方法 で は，強酸条件，界 面 活性

剤や有機溶媒中 で の 反 応 を必 要 と し，粒径 ・形状 の 均
一

性 ，高保磁力，単磁 区構造 を保 つ ため に反応 工 程 の 精密

な制御を必 要 とする．ま た，バ イオ 分野 で 用 い られ る磁

気 微粒子 に は，溶液 中で の 粒子分散状態 を保 つ た め に 高

分子 ポ リマ
ー

などを用 い た修飾 が 施 され て い る．こ れ は ，

マ グ ネ タ イ トや マ グ ヘ マ イ ト（Fe203 ）などの フ ェ リ磁性

体 の 溶液中 に お ける 自発的な凝集 ・沈降を防 ぐた め で あ

る．また，磁気微粒子表面への 抗体 ・酵素 ・受容体な ど

の タ ン パ ク 質導入にお い て は，ポ リマ
ー

磁気微粒 子 上 に

ア ミ ノ 基や カ ル ボ キ シ ル 基な ど の 官能基を利用 し た 化 学

架橋法 が 主 流 で ある．

　 これ ら の 人工 磁 気微粒子 に 対 し，磁 性細菌 が 生 合成す

る磁気微粒 子 は，形状 ・大 き さ と もに均
一

な ナ ノ サ イ ズ

の マ グネ タ イ トで あ る．ま た ，脂質 二 重 膜 に 覆 わ れ て い

る こ とよ り ， 溶液 中 で の 分散性 に す ぐれ ，DNA 検 出や

免疫 セ ン サなどへ の 応用が可 能 とな っ て い る．ま た ，磁

気微粒 子 表面 膜 の リン 脂質の 主成分は ，ボ ス フ ァ チ ジ ル

エ タ ノ
ー

ル ア ミ ン （PE）で あ り，こ の ア ミ ノ基 を反応基

と して 用 い ，架橋剤 を用い た DNA ・抗体 ・酵素の 固定化

が 可 能 で あ る．こ れ ま で に磁 気 微粒子 を キ ャ リア と して

用 い
， IgG，

14｝大腸菌 ，

】s）糖 尿 病 マ
ーカ ー

の 検出，16）
一

塩

基多型 （SNP ）検 出 恥 が 可 能 で あ る こ とが確認 され て い

る．さ らに 粒子 表面 へ の タ ン パ ク 質 の 新 た な導 入 方法 と

して ，磁 気微粒子 上 の 膜 タ ン パ ク 質 を足揚 （ア ン カ
ー

）

と して利用 し，遺伝子 融合技術 に よ る 酵素
・
受容体 の ア

セ ン ブ リ ン グ技 術 が 開 発 さ れ て い る．16・18・19）ア ン カ ー
分

子 を 用 い る こ とで 粒子上 に さま ざま な機能性 タ ン パ ク質

を効率 よ く，か つ 方 向 性 を 制御 した 状態で 発現 させ る こ

と が で き る （図 5）．すで に 磁 性 細 菌 の 大 量 培養法 が 確 立

され て い る た め，機能性分子をア セ ン ブ ル した 磁気微粒

子 の 大 量 生 産 も可能 で ある．20）こ の よ うに，磁気微粒子

図 5．磁気微粒 子上 へ の 外 来 タ ン パ ク質 の ア セ ン ブル

上 の ア ミノ 基 を利 用 した導入 法 や遺伝子 工 学的手法 に よ

る 生 体 分 子 の ア セ ン ブル は磁 性 細 菌 が 合 成す る磁 気 微粒

子 を 用 い る こ とで 可 能 と なる．我 々 は 磁 気 微粒 子 上 に 導

入 す る 生体分子 の 性質や検 出用途 に 合わせ て ，そ の 導入

法を検討 して い る．以 下 に 我 々 が 近 年 行 っ て き た 磁 気 微

粒子 の 工 学的利用 の
一

部 を紹介する．

　 3．1．DNA プ ロ
ー

ブ固定化磁気 微粒 子 に よ る ハ イ ス

ループ ッ トSNP 検 出　　磁 気 微 粒 子 を DNA の 固定 化担

体 と して 用 い た 自動
一

塩基多型 （SNPs）検出 シ ス テ ム の

構築が行われ て い る （図 6）．本 シ ス テ ム に は，SNPs の

ハ イ ス ル ープ ッ ト検 出 を実 現 す る た め に，96 本 の 吸 引
・

吐出 ノ ズル が設置 され て お り ，

一
度 に 96サ ン プル を 同 時

解析する こ とが 可能 で あ る．また，反 応槽 で あ る マ イ ク

ロ タ イ タープ レ
ートの 下 部 に 回 転式 の 磁 石 を 設 置 し，底

面磁気回収 に よ り DNA 固定化磁気微粒 子 の 回 収 を行 う

方 式 を 採用 して い る．21）　SNP の 測定原理 と し て ，蛍光共

鳴エ ネ ル ギー
移動 に 基 づ く

一
塩 基認識 22）二 本鎖 DNA

の 熱遊離曲線を基 に した ハ イ ブ リダイゼ ー
シ ョ ン 法 が開

発 され て い る．2S） こ れ まで に ア ル コ
ー

ル 感受性 に 関与す

る ア ル デ ヒ ドデ ヒ ドロ ゲナーゼ 遺伝 子，骨粗鬆症 に 関 連

する と考 え られ るTGF 一
β1 遺伝 子 の 多型 に 対す る網 羅 的

解析 を 行 い ，実 サ ン プ ル 1000 検体以 上 に お い て DNA

シ
ーク エ ン ス と 100％

一
致す る SNPs 検出結果 が 得 られ

て い る （図 7）．さ ら に 血 液 か らの DNA 抽出行程 に お い

て も，磁気微粒 子 を利用 した 全 自動 DNA 抽出装置 の 開

発 が 行われ て い る，24）現在 は 血液サ ン プル を用意す る だ

け で ，DNA 抽出か ら SNPs 検出 ま で の
一

連 の 操作 を組 み

込ん だ装置の 開発に取 り組ん で い る．

　3．2．遺伝子融合技術 を利用 した磁 気微粒 子 上 へ の 受

容体 ア セ ン ブ ル 　　医薬 品開発 の 中で 大 き な シ ェ ア を 占

め る G タン パ ク 質共役型受容体 （GPCR ＞ は，細胞 内 シ

図 6．磁 気 分 離機 能 搭載 の 96 サ ン プル 対

応 型 の 自動 SNPs 解析装 置
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Gア リル 検出用プローブ の 蛍光強度

図 7．DNA 固定化磁気微粒子 を 用 い た 784検体か らの TGF 一
β1の

自動 SNP 判 別結果．　 T ア リル ，骨粗鬆症 に な る 可能性が 高い ．　 C

ア リル ，骨 粗鬆症 に な る 可能性 が 引 く．

グ ナ ル 伝 達 の 制 御，細 胞 の 内 外 部 環 境 との 相 互 作用 の 調

節な ど，生命現象の キーとな る役割を担 っ て い る．こ の

た め，疾病 との 因 果 関係 も 強 く，GPGR を ターゲ ッ トと

し た 医 薬 品 開 発 が 盛 ん に行 わ れ て い る．しか し なが ら，

GPCR は 7 回 膜貫通型 の タ ン パ ク質 で ある た め ， 通常 の

精製 プ ロ トコ
ー

ル で は，界面活性剤 に よ る 可 溶化，お よ

び リボ ソ
ー

ム 上 へ の 再構築 と，煩 雑な操作 が 必 要 で あ る．

こ こ で，GPCR を磁性細菌が 合成す る磁気微粒 子 膜上 に

正 しい フ ォ
ー

ル デ ィ ン グで 発 現させ る こ とが で きれば，

可 溶化 す る こ と な く粒 子 の ま ま 解析 に 用 い る こ とが で き

る ばか りで な く，磁気制御 に よ る 自動検出 系 を 図 る こ と

がで き る．そ こ で 我 々 は，自由度 の 高い 脂質修飾型 の タ

ン パ ク 質 で あ る Mms16 を ア ン カ
ー

分 子 と し て 用 い ，

GPGR の フ ォ
ー

ル デ ィ ン グを助長す る設 計 を行 っ た．

GPCR の モ デル と し て Dl ド
ーパ ミ ン レ セ プ ター

（DIR ）

を 用 い ，DIR 遺伝子 と mmsl6 遺伝子 と の 融合遺伝子 を

磁性細菌 に 導入 した．得 られ た形質転換体 を培養
・
集菌

・

細 胞破砕後，磁 気分離操作 に よ りDIR を ア セ ン ブル した

磁 気微粒子 を得 た ．こ の 粒子 上 の DlR の 解離定数 は 9．75

nM と算出 され，ナ ノオ ー
ダ
ー

の 結合能 を保持 して い る

こ とが 明 らか となっ た．19） さらに リガ ン ドス ク リ
ー

ニ ン

グ 技術 の 開発 を 目 的 と し，蛍光標 識 ア ン タ ゴ ニ ス ト

（SCH23390 ）を用い た 競合結合実験を行 っ た ．蛍光標識

SCH23390 存在下 で 非標識 の ドーパ ミ ン と 競合反 応 を

行 っ た と こ ろ，ド
ー

パ ミ ン の 濃度 の 上 昇 に 伴 い 蛍光 の 減

少 が 観察 され ，ドーパ ミ ン の 定量 が 可 能 で あ っ た （図 8）．

上記結果 は ， 本 手 法 に よ り得 られた磁気微粒子 を GPCR

の リガ ン ドス ク リ
ー

ニ ン グに使 え る こ とを示す もの で あ

る．磁 性 細 菌 か ら得 られ る 磁 気 微粒 子 上 へ の タ ン パ ク 質

ア セ ン ブ ル 技術 は，簡便な GPCR の 調整 を可能 と し，膜

タ ン パ ク 質 の 煩雑 な調 整 法 を解決 で き る有効 な 手 段 を 提

供 で き る と考 え られ る．

　3．3．抗体固定化 磁気微粒子 を用 い た細胞分 離　　細胞

の 磁気分離技術 は，再 生 医 療や細胞 工 学の 分野 で 基盤技

術 と し て 利用 され て い る．現 在市販 され て い る磁気微粒

子 は ナ ノ サイ ズ の 分散性 に す ぐれた粒 子 で あ る が，磁気

分離時 に 特殊な磁気 カ ラ ム を必要 と し，煩雑な操作を必

要 と し て い る．そ こ で 磁気特性 お よ び 分散性 に す ぐれ，

か つ 磁気分離が容易 で ある 磁性細菌 由来の 磁気微粒子 の

利用が試 み られた．プ ロ テ イ ン A を遺伝 子 工 学的手法 に

よ りア セ ン ブル した 磁 気微 粒 子 」二に 抗体 を反 応 させ た粒

子複合体 を作製し，ヒ ト末梢血単核球 か らの T 細胞 ， B

細胞，単球，幹細胞 の 選択的分離を検討 した．

　 ヒ ト抹消血 か ら比 重遠 心 法 に よ り分離 し た 単核球 に 対

し，各種 CD 抗原 に 対す る マ ウス モ ノ ク ロ
ー

ナル IgG 抗

体 （CD8 ，　CD19 ，　CD20 ，　CD14 ）を一
次抗体 と し，プ ロ テ

イ ン A 一磁 気微粒子 上 に 結合 させ た 抗マ ウス IgG 抗体を

二 次抗体 と して 用 い ，末梢 血 か ら各種単核球 の 磁 気分離

を行 っ た．さ ら に，FITC 標識抗マ ウス IgG 抗体 で ラ ベ

ル し，FACS 解析 を 行 っ た 結果 ，磁気分離後の CD8 ，

CDI9 ，　CD20 ，　CDI4 陽性細胞 の 純度 は ，それぞれ 94．11，

98．48 ，98．70，90．80％で あ り，高精度に 分離 で き る こ と

が 分 か っ た （図 9）．ま た，同 プ ロ トコ
ー

ル で 分離され た

造血 幹細胞 に おい て ，磁 気分離操作 に よ っ て 分化誘導 に

影響 が な い こ とが 確認 さ れ て い る．25）上 記 結 果 に よ り，

磁性細菌由来磁気微粒 子 の 細胞磁気分離担体 と して の 有

用性 が 示 され ， 再 生 医 療分 野 に お け る利用 が 可 能 で あ る

と考 えられ る．
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図 9．抗 体 固 定化 磁 気微粒 子 を用 い た 末梢 血か らの 各種 単核球 の 分離．磁 気分離前の 細胞 画 分 1磁 気分離後の

上 清 （ネ ガ テ ィ ブ画 分）！磁 気 分離 され た 細胞 （ポ ジテ ィ ブ画分 ） をEACScan に よ り蛍光解 析．

おわ りに

　生物の 合成 プ ロ セ ス を利用 した 新規 バ イ オ マ テ リ アル

創製 に 関す る研究 は ，半導体材料 で あ る シ リ コ ン や磁気

媒体材料 に な り うる 酸化 鉄 に お い て 急 速 に 発 展 して き て

い る．我 々 は こ れま で に 磁性細菌が合成す る バ イ オ ミネ

ラ ル ，磁気微粒 子 形成機構 の 解明に 取 り組 み ，こ れ らの

知見を転用 し て 機能性 の 高 い 磁 気 微粒 子 の 創製を行 っ て

きた．こ の よ うな有機薄膜に被覆 され た マ グネタ イ トの

単結晶 を 人 工 合成す る 技術 は 確 立 され て お らず，磁 性 細

菌由来 の 磁気微粒子 の 実用化 レベ ル で の 利用 の 可能性 は

高い ．また，こ れ らの 粒子は磁気分離機能 を搭載 し た 分

注装置 と組 み 合 わ せ る こ とで さ ま ざま な物質の 自動測定

が 実 現 し，ハ イ ス ル ープ ッ ト測 定装 置 の 開 発 も 可 能 と

な っ た ．分子 レ ベ ル で の 網羅的解析 に よっ て ，バ イオ ミ

ネ ラ ル が で きる ま で の 物理化学的因子 と生 物学的因子 を

統括的 に理 解 し，磁性細菌 が 合成す る磁 気微粒 子 の さ ら

な る応用研究を推 し進め て い くこ とを考え て い る．
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