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研究の目的 
 メタン、メタノール、ホルムアルデヒドなどのC1 化合物を資化するメチロトローフは、そ

の代謝の初期段階で細胞毒性の高いホルムアルデヒドを生じる。メタンやバイオマスから取り

出せるメタノールは微生物培養原料としても非常に有望であるため、微生物がホルムアルデヒ

ドの細胞内蓄積をいかにして最小限にとどめているかを知ることは、代謝生理学上重要である

だけでなく、C1 化合物あるいはこれを利用する微生物の産業利用の観点からも重要な課題で

ある1,2)。本研究ではC1 化合物代謝の分子機構を明らかにするため、メチロトローフ細菌だけ

でなく非メチロトローフ細菌やアーケアにも広く存在するホルムアルデヒド固定経路（リブロ

ースモノリン酸経路）の２つの酵素のアーキアにおける生理的意義、および枯草菌における本

酵素の遺伝子発現調節機構を明らかにした。さらにメチロトローフ酵母においてC1 化合物に

応答して発現する遺伝子の転写調節機構を分子レベルで解析した。 
 

方法と結果 
１）アーキアにおけるリブロースモノリン酸経路の生理的意義の解明 
 様々な微生物種のゲノム解析により、これまでメチロトローフ細菌にのみ存在すると考えら

れてきたホルムアルデヒド固定経路の一つであるリブロースモノリン酸経路（RuMP 経路）が、

細菌やアーキアに広く保存されていることが明らかになってきた。一方アーキアでは、通常の

ペントースリン酸経路が不完全である場合が多く、これらのアーキアがどのようにして核酸の

前駆体となるリボース 5-リン酸やリブロース 5-リン酸を合成しているかは謎であった。最近、

リブロースモノリン酸経路の鍵酵素 3-ヘキスロース-6-リン酸シンターゼ（HPS）と 6-ホスホ-3-
ヘキスロイソメラーゼ（PHI）によるホルムアルデヒド固定の逆反応がフルクトース 6-リン酸

からリボース 5-リン酸の生合成を担うことが提唱された。そこで、ひとつのORF（TK0475）
に両遺伝子がコードされており、且つ遺伝子破壊が可能な超好熱性アーキア Thermococcus 
kodakaraensis KOD1 を用い、当該遺伝子破壊株を作製して、破壊株の生育特性およびTK0475
発現産物の性質を明らかにすることにより、上記の提唱を証明した。 
 TK0475 遺伝子破壊株は、アミノ酸を炭素源とする最少培地に生育不能となり、培地にヌク

レオシドを添加することにより生育が回復した。さらに、T. kodakaraensis KOD1および、TK0475
大腸菌発現株の無細胞抽出液のHPS、PHI活性測定、精製したTK0475 発現産物の酵素反応速度

論的解析の結果から、TK0475 遺伝子産物はHPS, PHI両活性をもつ二機能性酵素であり、ホル

ムアルデヒド固定の逆反応であるフルクトース 6-リン酸からリブロース 5 リン酸とホルムア

ルデヒドを生じる活性を示すこと、さらにペントースリン酸経路が不完全なアーキアにおいて

はHPSとPHIが核酸の前駆体となるリボース 5-リン酸生合成に必須の役割を果たしていること

が明らかとなった3)。 



２）枯草菌におけるRuMP オペロンの転写調節に関わる新規DNA 結合タンパク質の解析 
 枯草菌は非メチロトローフ細菌であるが、RuMP 経路の鍵酵素HPS, PHI に相当する遺伝子

オペロン（hxlAB）を有している。本オペロンはホルムアルデヒドによって発現誘導される。

hxlAB オペロン上流には逆向きの機能未知 ORF hxlR が存在する。HxlR はその推定アミノ酸

配列から、DUF24 という機能未知タンパク質ファミリーに属するとされ、へリックス-ターン-
へリックス型のDNA結合モチーフを持つ。hxlRの破壊によりホルムアルデヒド依存的なhxlAB
オペロンの転写が抑制されることから、hxlR が本オペロンの発現調節に関与することが示唆さ

れているが、その分子機構の詳細は不明であった。 
 大腸菌発現株より精製したHxlRタンパク質とhxlABオペロン上流領域との結合を、ゲルシフ

トアッセイやDNase I フットプリントアッセイ、表面プラズモン共鳴解析などにより検証した。

その結果、HxlR二量体がオペロン上流の２つの領域に結合することが明らかとなった。さらに

レポーター遺伝子lacZを用いた解析により、この領域がオペロンの転写活性化に必要な領域で

あることが明らかとなった。以上の結果から、HxlRタンパク質はhxlABオペロンのホルムアル

デヒド依存的な転写活性化を正に調節するDNA結合性転写活性化因子であることが分かった
4)。現在機能未知タンパク質ファミリーDUF24 は「helix-turn-helix, HxlR type」と名付けられて

いる。 
 

３）酵母のC1 化合物誘導性遺伝子発現を調節する転写因子の解析 
 メタノールを生育・誘導基質とする異種遺伝子発現系が開発されているメチロトローフ酵母

Candida boidiniiにおいて、メタノールやホルムアルデヒドなどのC1 化合物による遺伝子発現誘

導の分子機構はほとんど明らかにされていない。我々はいくつかのC1 化合物誘導性プロモー

ターを取得しており、本酵母のC1 化合物誘導性遺伝子発現の分子機構を明らかにしようとし

ている5)。これまでレポーター遺伝子として出芽酵母の酸性ホスファターゼを用い、gene-tagging
法によりプロモーター活性が低下した株をスクリーニングしてきたが、本研究では、変異株ラ

イブラリーから取得したひとつの遺伝子TRM1 に着目した。 
 Trm1pは真核微生物に特有なZn(II)2Cys6タイプのZinc finger protein familyに属していた。TRM1
遺伝子破壊株は、メタノール培地では全く生育できなかったが、グルコースやグリセロールな

どのメタノール以外の炭素源では野生株と同様に生育した。TRM1 遺伝子破壊株株において、

複数のメタノール誘導性プロモーターの転写活性を測定したところ、メタノール及びホルムア

ルデヒドを誘導基質としたときのみ、著しい転写活性の低下がみられた。またTrm1pは核に局

在していた。以上の結果から、Trm1pがC1 化合物誘導性遺伝子発現の主要な転写因子である可

能性が示唆された。 
 

結論 
 本研究では、微生物のホルムアルデヒド代謝の分子機構に関する研究をおこなった。アーキ

アでは細菌にみられるHPS, PHI によるホルムアルデヒド固定反応の逆反応により、核酸合成

に必要なペントースリン酸を供給していることを明らかにした。一連の酵素反応が細菌とアー

キアで異なる生理的役割を果たしている珍しい事例であり、代謝経路の進化の観点からも非常

に興味深い。メタノールやホルムアルデヒドなどのC1 化合物による遺伝子発現誘導の分子機



構に関して、枯草菌とメチロトローフ酵母のDNA 結合性の転写活性化因子を取得して、その

性質を解析した。今回解析した転写因子を足がかりに、C1 化合物の認識に関わる因子や情報

伝達経路についての解析を今後も進めていく。 
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