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研究成果の概要（和文）：微生物酵素の発現制御の分子メカニズムは、いわばブラックボックスとなっているも
のが多く、微生物の応用を妨げる一因ともなっている。本研究は、麹菌の転写因子、FlbCを研究ターゲットとし
て機能解析、構造解析を目指し、まず大腸菌による発現系の構築した。大腸菌1リットル培養当たり12ミリグラ
ムのタンパク質獲得に成功した。結晶化を試みたところ、結晶が得られたが、解析に供するには不十分な質であ
ることが分かった。
一方、精製FlbCが得られたことから、in vitroの解析も進めることが可能となった。ゲルシフト電気泳動解析に
より、FlbCは特定DNA配列に結合する機能を有していることを確認することができた。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms that regulate the expression of microbial enzymes 
are often a black box, and this is one of the factors that hinder the application of microorganisms.
 In this study, we aimed at functional and structural analysis of FlbC, a transcription factor of 
Aspergillus oryzae, and first constructed an expression system using E. coli. We succeeded in 
obtaining 12 milligrams of protein per liter of E. coli culture. Crystallization was attempted, and 
crystals were obtained, but the quality of the crystals was found to be insufficient for analysis. 
On the other hand, since purified FlbC was obtained, in vitro analysis could proceed. Gel-shift 
electrophoresis analysis confirmed that FlbC has the ability to bind to specific DNA sequences.

研究分野：構造生物学

キーワード： タンパク質工学　転写因子　タンパク質発現・精製

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物のタンパク質発現を司る転写因子について、特に麹菌においては、これまでにタンパク質発現系、精製系
の構築に成功した例がなく、本研究で初めて機能を有した形で大量の転写因子タンパク質の獲得に成功した。学
術的には、タンパク質の大量発現系構築に成功したことは、今後の転写因子研究に大きく寄与する。また、産業
的な成果として期待されることは、タンパク質発現システムを、科学的なエビデンスに基づいてデザインするこ
とで、より効率的なタンパク質生産システムを構築するための基盤研究へと発展することである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
微生物学的研究背景 
微生物は化学物質の濃度、温度変化などのストレスに応答し、遺伝子発現、タンパク質発

現、酵素活性などを制御することで環境の変化に対応する。その分子レベルのメカニズムは、タ
ンパク質のリン酸化を伴う二成分制御系などが知られているが、応答速度、ストレスに対する感
度などの解析は難しく、例えばどのような物質に、どのくらいの濃度に対して、どのくらいの速
度で応答するのか全く分かっていない物が多い。 
 
東北大学大学院農学研究科・五味勝也教授

のグループは、長年に渡って産業用微生物（麹菌）
における有用遺伝子発現機構の解明とその応用
研究に関して研究し、詳細なメカニズムを解明し
てきた[1]。特に注目されているのは AmyR、MalR
というアミラーゼ遺伝子発現に必須な 2種類の転
写因子である。欠損株を用いた解析などから、
AmyR、MalRはそれぞれイソマルトース、マルト
ースで活性化され、下流遺伝子の発現を促進して
いることが分かった（図１）。 
 
欠損株を用いた研究によって、微生物の転

写制御に関わるタンパク質が明らかになってい
る一方、分子レベルでは最も重要な部分がいまだ
解明されていない。すなわち、一口に「AmyRが
イソマルトースで活性化される」と言っても、ど
のように活性化されるのか？という部分につい
てはブラックボックスのままとなっている。例え
ば、イソマルトースが AmyRを活性化するメカニ
ズムとして次のようなシナリオが考えられる（図
2）。 
 
①イソマルトースが AmyR と直接結合し構造を
変化させ活性化する。②イソマルトースによって
活性化されたタンパク質・酵素が AmyRを修飾す
る。③イソマルトースが結合したタンパク質が
AmyR と複合体を形成して核内にリクルートす
る。これらの仮説については検証もできていない。
その理由は、有効な研究手法がないからである。 
 
産業的研究背景 
我が国の発酵微生物産業の根幹をなす麹菌は、長年に渡って微生物物質生産に関する多

くの知見を蓄積してきた。上述の糖質加水分解酵素の発現制御に関わる AmyR、MalR に加え、
醤油の生産に関わるプロテアーゼの発現を制御する FlbC、α-1,3-グルカンの生合成関連タンパ
ク質の発現制御に関わる CreAなど、「名前」は明らかになっている発現制御タンパク質は多い。
これらのタンパク質は応用研究における重要なターゲットタンパク質となりうる。一方、応用研
究のためには分子レベルの情報の蓄積が重要であるが、タンパク質分子レベルの知見はほとん
どない。 

[1] Suzuki et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 99(4) 1805-1815 (2015) 
 
２．研究の目的 
 
産業用微生物の機能向上は、タンパク質工学的手法を用いて酵素そのものの機能を向上

させる手法、微生物の生育量を増加させる手法に着目されるが、本研究では酵素の生産力を向上
させる手法に着目し、微生物の発現制御機構の解明と応用研究を展開する。 
東北大学・五味勝也教授のグループが明らかにしてきた微生物の生理現象について、より

高分解能の世界を解明することで、さらなる応用につなげることを目的としている。そこで本研
究では、麹菌の外的要因に応じた発現制御の鍵となっている AmyR、CreA、FlbC、MalR の 4
種類をメインターゲットとする。以下に明らかになっている生理機能を示す。 
 

 

（図１）五味らが解明した麹菌の 

発現制御機構の模式図 

 
（図２）AmyRの活性化のシナリオ 



 
 
 
 
 
 
 
 
微生物の生理機能に関する蓄積された成果を、分子レベルの解析に習熟した申請者が従来とは
異なるアプローチで深めることで、応用を加速することができる。 
 
黄麹菌 Aspergillus oryzae は日本の発酵食品生産におけるデンプンやタンパク質の分解

酵素生産を担っている。本研究では黄麹菌の糖代謝 に関与する転写因子の一つである FlbC に
着目した。FlbCは DNAと結合する性質を持つ C₂H₂型の zinc fingerドメインを持つことが知
られている転写因子で、固体培養条件下でのみ機能しグルコアミラーゼや酸性プロテアーゼの
発現を大量に誘導する。FlbCが酵素生産を誘導するメカニズムを解明することは、固体培養時
と同等の酵素生産能を発揮する液体培養法の確立 に繋がり産業的に重要であるため、FlbC の
結晶構造解析と、ゲルシフトアッセイ（EMSA）などの生化学的手法による機能解析から、FlbC
の構造機能相関を解明することを目指している。本研究では、結晶構造解析、機能解析に供する
ことを目的として、FlbCの大腸菌発現・精製系を構築した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）AmyR、MalR、CreA、FlbC の結晶構造解析 
近年、数多くのタンパク質の立体構造が報告されているが、非常に奇妙なことに麹菌・

Aspergillus oryzae の転写因子の立体構造は一つも明らかになっていないため、解明された際
のインパクトは非常に大きい。そこで、4種のタンパク質の X線結晶構造解析を目指した。 
 
具体的な課題と対策：タンパク質の結晶化、また in vitro の解析には多くのタンパク質を必要
とするが、先行研究でこれら 4種類のタンパク質の大腸菌発現は難しいことが分かっている。そ
こで、培地の検討、可溶化用タグタンパク質との共発現を試みる。発現、精製が進んだものから
順次、タンパク質の結晶化に供し、放射光を利用した X線結晶構造解析へと進めることを企図し
た。 
 
（２）放射光 X線を使った発現・精製タンパク質の確認 
   精製したタンパク質は、Zn を取り込むことができているかどうかを調べるため、九州シ
ンクロトロン光研究センター、BL11 の蛍光 X線分析ビームラインを使って、Zn の取り込みを確
認した。 
 
（３）AmyR、MalR、CreA、FlbC の機能解析 
発現精製ができた転写因子については、結合する DNA の配列特異性を調べた。具体的に

は、DNA に結合することで生じる構造差を検出するために、ゲルシフトアッセイを試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究の初期段

階では、FlbC 遺伝子を
発現ベクターpGEX_2T
へ組み込み、大腸菌
BL21 株に形質転換し
た発現系を構築した。
この発現系で FlbC と
GST の融合タンパク質
（GST-FlbC）の発現お
よび精製は成功し、リ
コンビナントタンパク
質の取得に成功した
が、収量は 1 L 培養系
あたり 2.9 mg であり、
構造・機能解析を行う
上では不十分であっ
た。（図 3） 

AmyR イソマルトースによるアミラーゼ関連タンパク質の発現誘導 

MalR マルトースによるマルトース資化遺伝子群の発現誘導 

CreA α-1,3-グルカン生産に関わる遺伝子発現誘導 

FlbC プロテアーゼの発現 

 

図 3 



初期段階では、
FlbCがZn含有タンパ
ク質であることから、
培地に酢酸亜鉛を添
加した発現系を用い
た。一方、培地へ添加
していた酢酸亜鉛
（0.1 mM）が大腸菌の
生育を阻害している
可能性を考え、酢酸亜
鉛添加条件や培養温
度（16℃もしくは
25℃）について検討し
た。発現条件の精密化
によって、図 4の条件
で、1 L 培養系あたり
11.8 mg の精製 GST-
FlbC を得ることに成
功した（図 4）。 
 

   AmyR、CreA、MalR の 3 種の転写因子についても発現条件を検討したが、すべて封入体を
形成し、タンパク質を獲得することができなかった。以降の研究は、発現・精製系の構築に成功
し、諸々の実験に供するのに十分なタンパク質を獲得することができた FlbC についてのみ進め
ることとした。 
 

   精製 FlbC につ
いて、タンパク質の結
晶化条件探索を試み
たところ、市販のスク
リーニングキットを
用いた条件探索の結
果、図 5に示す条件で
結晶が得られた。すべ
ての結晶について、フ
ォトンファクトリー
（つくば市）の BL-
NW12 で X 線照射実験
を試みたが、いずれの
結晶も回折像を得る
ことができなかった。 
 
精製 FlbC が正しく発現・フォールディングしているか確認するため、FlbC の Zn 含有量

と DNA 結合能を調べ
た。Zn の含有は、蛍光
X 線を用いて検出を
試みた。図 6に示す蛍
光 X 線のスペクトル
からは、FlbC の溶液
中に含まれる Zn 由来
のシグナルが、外液に
比べて有意に高いこ
とが示され、本研究の
発現・精製系において
獲得したFlbCがZnを
正しく取り込んでい
ることが示唆された。 
 
精製 FlbC の DNA 結合能は、ゲルシフトアッセイにより評価した。FlbC の推定結合配列

は、グル子アミラーゼのプロモーター領域に存在する CTAGCCG の 6 塩基配列と考えられている。
この配列をプローブとして、DNA の添加により FlbC の電気泳動度が変化するかどうかを調べた
ところ、明確なゲルシフトが観察された（図 7）。この結果は、FlbC の結合配列が、推定されて
いた通り CTAGCCG の配列であったこと、ならびに本研究で獲得したリコンビナント FlbC が DNA
結合能という正常な機能を有する形で獲得されたことを意味している。 

図 4 

 
図 5 

 

図 6 



以上の結果より、転写因子 FlbC のリコンビナントタンパク質について、機能を有する形での大
量発現・精製に成功した。これは麹菌の転写因子としては非常に画期的なことであると言える。 
タンパク質の結晶化により、X線結晶構造解析に供する結晶を獲得することができたが、解析に
必要な質を満たしていなかった。引き続き、結晶化によって構造を解析することが望まれる。 
 

 

図 7 
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