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研究の目的 
 本研究は、大腸菌におけるクエン酸の利用および応答機構を理解することを目的

として、クエン酸に応答して転写を制御する二成分制御系 CitAB のゲノム転写制御

機構およびその生理的役割の解明を目的とした。大腸菌 K-12 株は、クエン酸を単一

炭素源として生育することができないが、嫌気条件下において解糖系などの代謝か

ら生じる還元力を消費するために、クエン酸回路の一部を還元的方向に利用する

citrate fermentation と呼ばれる代謝の基質として利用することができる。この一連

の代謝は、嫌気条件で細胞外のクエン酸に応答する二成分制御系 CitAB（CitA がヒ

スチジンキナーゼ、CitB がレスポンスレギュレーター）により転写制御されること

が報告されている。しかしながら、ゲノム全体における CitAB の役割は不明であっ

たため、CitB の大腸菌ゲノム転写制御ネットワークを同定し、その生理的役割を明

らかにすることを目指した。 
 
方法 
 転写制御ネットワークはヒエラルキー構造を形成しているため、転写制御の本質

的な制御機構を理解するためには、間接的な影響と区別した直接的な制御標的を同

定する必要がある。また、細胞内では他因子が存在するためにゲノム上で競合阻害

が生じたり、解析対象の転写因子は常に発現・活性化していなかったり、といった問

題点がある。そこで本研究では、研究者らが独自に開発した Genomic SELEX 法（以

下、gSELEX 法）を用いて、CitB のゲノム上結合領域の網羅的な同定を試みた。

gSELEX 法は、試験管内において、解析対象とする転写因子を精製した純化タンパ

ク質とゲノム DNA 断片を混合し、形成した複合体の DNA 配列を解析することで、

転写因子のゲノム上の直接的な結合配列を網羅的に同定する手法である 1)。この方

法は、細胞内では発現条件や活性化条件が不明な転写因子であっても、ゲノム上の

直接的な標的配列を得ることができる。また、細胞内では拮抗因子が存在する場合

でもその影響を受けないといった利点がある。今回は、gSELEX 法で得られた CitB
標的配列は、タイリングアレイを用いて分析した。得られた標的配列に対する CitB
の結合能は、ゲルシフトアッセイ法を用いて個別に確認した。続いて、CitB 結合領

域から推定された支配下遺伝子群への制御を検証するために、大腸菌野生株および

citAB 欠損株をそれぞれ嫌気条件下におけるグルコース液体培地で培養し、クエン

酸 (20 mM) 添加の有無に応じたmRNAレベルを、RT-qPCR法を用いて比較した。



次に、クエン酸の消費がグルコースの消費に与える影響を観察するために、培養液

中のクエン酸濃度およびグルコース濃度について、キットを用いて経時的に測定し

た。また、エネルギー産生を制御していることを検証するために、ATPase 活性につ

いても測定キットを用いて観察した。さらに、クエン酸の代謝および嫌気呼吸に関

連する遺伝子群の各欠損株を用いて、クエン酸を添加した際の生育促進効果に与え

る影響を検証した。これらの実験結果を総合し、CitAB によるクエン酸を利用した

嫌気呼吸について考察した。 
 
結果 
 gSELEX 法により、大腸菌のゲノム上に約 30 カ所の CitB 結合領域を同定するこ

とに成功した（図１）。これまでに報告されていた CitB の標的遺伝子群は全て含ま

れていた。新規標的遺伝子群は炭素源代謝や呼吸に関わるものが多く含まれており、

本研究ではこれらの遺伝子群を解析対象とした。これら新規標的に対する CitB の結

合能はゲルシフトアッセイにより検証し、いずれの標的に対しても特異的に結合す

ることが確認された。 
 続いて CitAB が転写制御に与える影響を検証するために、大腸菌野生株および

citAB 欠損株において、嫌気条件下のグルコース液体培地を用いて、クエン酸を添加

した際の新規標的遺伝子群の発現を比較したところ、いずれの標的遺伝子も野生株

においてクエン酸の添加により２倍以上、mRNAレベルが上昇することが分かった。 

 



 また、同条件下における生育を観察したところ、野生株ではクエン酸を添加する

ことにより生育の促進が観察されたが、citAB 欠損株ではその効果が観察されなか

った。そして、この際の培地中のクエン酸・コハク酸・グルコースの各濃度を経時的

に測定したところ、野生株ではクエン酸の消費に伴い、コハク酸の生産およびグル

コースの消費の促進が観察されたが、citAB 欠損株ではいずれも見られなかった。こ

れらのことにより、CitAB に依存したクエン酸の利用により、グルコースの消費速

度を促進することで、生育速度を上昇させていることが実証された。さらに、新規標

的の ATP 合成酵素をコードする遺伝子群の転写が活性化されることが分かったた

め、同条件において ATP 合成酵素活性を測定したところ、クエン酸および CitAB に

依存して活性化されることが分かった。ATP 合成酵素により ATP を産生するため

にはプロトンの濃度勾配が必要である。そこで、呼吸関連遺伝子の欠損株を用いて、

クエン酸による生育促進効果を観察したところ、フマル酸還元酵素と NADH:キノン

酸化還元酵素の欠損株ではその効果がなくなることが分かった。 
 
結論 

 本研究の成果から、

大腸菌のクエン酸応

答 二 成 分 制 御 系

CitAB の制御ネット

ワークの役割は、嫌

気条件下においてク

エン酸を利用した

citrate fermentation
に よ る 還 元 力

(NADH)の消費だけ

ではなく、ピルビン

酸デヒドロゲナーゼ

(AceEF-Lpd)を活性

化させることによる

解糖系の活性化や、

ATP 合成酵素(AtpABCDEFGHI)を活性化させプロトン濃度勾配を用いてエネルギ

ーを産生することが示唆された（図２）。 
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