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研究成果の概要（和文）：Methylobacterium属細菌はメタノール資化性で植物葉上の共生細菌である。本属細菌
はカルシウム依存のMxaF, ランタノイド(Ln)依存のXoxFという二種類のメタノール脱水素酵素（MDH)を持つ。こ
れらはLnの存在に依存して発現が切りかわる（Lnスイッチ）。本研究は、Lnスイッチの分子機構、Lnの取り込み
に関わるシデロフォア及びLanmodulinの遺伝学的・生化学的解析、Lnに応答する細胞機能としてメタノール走化
性についての遺伝学的機能解析と、本属細菌全ての種について比較ゲノム解析を行って、メタノール代謝経路を
中心に遺伝子レパートリーとフェノタイプのリンクを探った。

研究成果の概要（英文）：Methylobacterium species are methylotrophic plant-symbiotic bacteria 
residing in the phyllosphere. They usually have Ca-dependent MxaF and Ln-dependent XoxF, both of 
which are methanol dehydrogenase. The expression of these genes is switched by the presence of Ln. 
In this study we investigated the molecular mechanism of the Ln switch, genetic and biochemistry of 
the siderophore and lanmodulin, genetic and phenotypic analysis on methanol-chemotaxis that is also 
dependent on Ln, and compartive genomics across all species in the genus to elucidate the core 
genomes of Methylobacterium. 

研究分野： 応用微生物学

キーワード： Methanol　Methylobacterium　Lanthanide

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Lnは生物学的には重要でないと考えられてきたが、メタノール資化性のグラム陰性細菌はほぼ全てLn依存のMDH
を持っていることが分かってきた。Methylobacteriumは植物葉上の細菌であるためLn依存酵素だけでなくCa依存
酵素を持っていると考えられる。これまで必須と考えられてきたCa依存MxaFは、ラボ環境のような特別な条件で
しか必要ではなく、自然界ではLn依存XoxFが主に使われている。本属細菌ではそれが切りかわる現象があり、そ
の分子メカニズムに迫ることを通じて、本研究では生物における新しい金属の機能と役割を明らかにしつつあ
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 

Methylobacterium 属細菌は植物が放出するメタノールを利用して植物葉上で優占化
するメタノール資化性細菌（メチロトロフ）である。グラム陰性メチロトロフのモデル細菌とし
て M. extorquens AM1 株（現在は Methylorubrum 属）について半世紀以上の研究の蓄積がな
されてきた。カルシウム依存のメタノール脱水素酵素（MDH）である MxaFI でメタノールを
酸化し、H4MPT 経路でホルムアルデヒドを酸化する。ギ酸は酸化されてエネルギー源となるか、
H4F 経路を経由してセリン経路で異化される。これらの経路に関わる酵素・遺伝子については、
ほぼ網羅的に遺伝学的・生化学的解析がなされ、理解されていた。AM1 株のゲノムには MxaF
と 50%の相同性を持つ xoxF があることが分かっていたが、その発現量は低く、活性も検出され
ず、その機能は謎であった。2011 年、ランタノイド(Ln)存在下で生育が促進される菌株の一つ
に本属細菌が見つかった。Ln 存在下で培養した菌体は高い MDH 活性を持ち、精製された MDH
は驚くべきことに XoxF であった。XoxF は Ln により誘導され、酵素が活性化し、活性中心に
Ln が配位することが分かってきた。XoxF は初めて見つかった Ln 依存酵素である。 

Ln は工業的にはレーザー、電池、ハードディスクなどのハイテク製品に多く使われて
おり、産業のビタミンとも呼ばれ、現代の先端工業に不可欠なものとなっているが、生物学的に
は不要な元素と考えられてきた。XoxF は非メチロトロフとされていた根粒菌などの菌株にも存
在し、Ln 存在下でのみメタノールを利用する新規細菌も見つかってきた。 

私たちは AM1 株とは属レベルで異なる M. aquaticum 22A 株を用い、Ln 存在下での
トランスクリプトーム解析結果を初めて発表し、MDH の発現が Ln の有無で切り替わるだけで
なく、その他の遺伝子も大きく発現変動することを見いだしている。XoxF の Ln 依存性が発見
されてから急速に研究が進んでおり、以下の知見が得られている。 

(1) Ln は天然には主に不溶性酸化物として存在するので、それを溶解する物質（ラン
タノフォア）の存在が示唆されていたが、その実体は不明であった。(2) 溶解した Ln は、TonB-
dependent receptor と ABC transporter の一種により細胞内に取り込まれる。またこのシステ
ムは xoxF 発現に必須である。xoxF 発現は Ln に依存しメタノールには依存しない。mxaF 欠失
株は XoxF によって Ln 存在下でメタノールに生育できる。しかし xoxF 欠失株は Ca2+存在下で
も mxaF が発現せず、メタノールに生育しない。つまり、mxaF が発現するには xoxF が必要で
ある。二成分制御系 MxbD/M は mxaF の発現に必要であるが xoxF の発現には必要がない。こ
れらのことから、MxbDM は mxaF, xoxF の発現を Ln に応じて切り替えるランタノイドスイッ
チの実体であると考えられている。MxbD のリガンドは Ln を結合していない XoxF であること
が疑われているが証明されていなかった。(3) Ln で誘導されるペリプラズム局在性小タンパク
質分子が発見され、Lanmodulin と名付けられ、Ln 結合により構造変化を起こすことが分かっ
たが、その生体機能は未知であった。Ln に応答した MDH の発現切り替えや活性化、メタノー
ル資化系全体の制御にはこのように多くのタンパク質の相互作用が想定されるが、以上のこと
は遺伝学的な知見に限られ、これら生体分子の各要素の相互作用についての知見は大きく欠落
していた。 

一方、(4) 本属細菌は 60 種程度が知られており、それらの分離源や生態機能は多様で
ある。ほぼ全ての種がカロテノイドに由来するピンク色のコロニーを形成するが、色素のない種
も存在する。Ln 非存在下ではメタノールに生育出来ない種や、マメ科植物に根粒を作る種など
も存在する。以上のことから本属を本属たらしめる遺伝的要因がメタノール資化性や色素生産
だけなのかという疑問が生じる。 

さらに、(5) 本属細菌はメタノールに対して走化性を示す。細菌の走化性は MCP とい
うセンサータンパク質に依存しているが、22A 株の MCP は 52 種類も存在し、多様な化合物へ
の走化性を持つことを示唆する。これまでメタノール走化性に関与する MCP は発見されていな
い。 

 

２．研究の目的 
以上のことから、本研究では M. aquaticum 22A 株をモデルとして、(1) Ln の溶解に関わる

Lanthanophore の機能解析、(2) Ln スイッチの分子機構解析、(3) ペリプラズム局在性 Ln 結合
タンパク質である Lanmodulin の機能解析、(4) 本属細菌の全ての種の比較ゲノム解析によるメ
タノール代謝に関わる遺伝子の保存性の解析、また(5) Ln に応答して利用する MCP が異なるメ
タノール走化性の分子機構を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Ln の溶解に関わる Lanthanophore の機能解析 
22A 株ゲノムには staphyloferrin B 合成遺伝子(sbn)クラスターと考えられる遺伝子がシデロフ
ォアの合成に関わると考えられた。∆sbnCF(CF 共に siderophore synthase)の表現系を中心に遺
伝学的アプローチでシデロフォアの機能を解析した。 
 
(2) Ln スイッチの分子機構解析 
22A 株の∆xoxF, ∆mxaF, ∆mxbDM, ∆mxbCQ（もう 1 セットの二成分制御系遺伝子）の表現系
を中心に遺伝学的アプローチでこれらの機能を解析した。また大腸菌を用いて発現精製したタ



ンパク質の相互作用を BLItz(BioLayer-Interferrometry 法)で解析した。 
 
(3) ペリプラズム局在性 Ln 結合タンパク質である Lanmodulin の機能解析 
∆lanM(Lanmodulin 遺伝子)を中心に遺伝学的にアプローチし、金属イオンの量は ICP-MS で測定
した。 
 
(4) 本属細菌全種の比較ゲノム解析によるメタノール代謝に関わる遺伝子の保存性の解析 
全 60 種のうち半数の種のゲノム情報がない株のゲノム DNA を精製し、ショートリードで DNA
シーケンス、アセンブル、アノテーションし、60 種の比較ゲノム解析を行った。また炭素源の
資化能、メタノールの資化能等のフェノタイピングを行った。 
 
(5) Ln に応答して利用する MCP が異なるメタノール走化性の分子機構の解析 
全 52 個存在する MCP 遺伝子のうち、RNA-Seq 解析でメタノール生育時に発現量が上がる遺伝子
を順次欠失させた株を作製し、メタノールへの走化性をアッセイした。また MDH 遺伝子との多重
遺伝子欠失株のフェノタイピングを行い MDH と MCP の活性の関係について解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Ln の溶解に関わる Lanthanophore の機能解析 
sbnCF は鉄制限下での生育に必須であり、クエン酸や野生株の培養液を加えると生育が回復し
た。∆sbnCF は酸化ストレス・バイオフィルム形成・重金属存在下での生育に影響した。ウキク
サとの共存実験で∆sbnCF は鉄制限下において生育促進能を失い、むしろ阻害的に働き、細菌細
胞の鉄含量が増加した。このことは細菌と植物との間で鉄の奪い合いが起こったことを示すと
共に、シデロフォアが植物の鉄取り込みに関与することを意味した。クエン酸が存在すると Ln
はキレートされる。またこのシデロフォアは Ln をキレートすることができ、その取り込みには
TonB-dependent receptor (TonB_Ln)が必要であることを示した。クエン酸鉄の取り込みに関与
する TonB_cit も同定した①。 
 
(2) Ln スイッチの分子機構解析 
mxaF の発現には xoxF が必要であることは既に分かっていた。∆xoxF の抑制変異株のゲノム解析
から、mxbD または mxbM に変異が入ると mxaF の発現が起こることが分かった。次に mxbDM を欠
失させると、やはり mxaF の発現が起こらずメタノールに生育出来ないが、再度抑制変異株が得
られ、そのゲノム解析を行うと mxaF のプロモーター領域に変異が見つかった。mxbM を大腸菌で
発現させ、MxbM タンパク質が mxaF プロモーターと相互作用することをゲルシフトアッセイで確
認した。また MxbD のリガンド結合ドメインと XoxF との相互作用を検討中である。この相互作用
が起こるのであれば、MxbD は XoxF を認識していることになる。 
 
(3) ペリプラズム局在性 Ln 結合タンパク質である Lanmodulin の機能解析 
lanM 遺伝子は Ln 存在下で高発現する。大腸菌で発現、精製した LanM タンパク質は Ln 存在下で
構造変化を起こしゲルろ過で見かけの分子量の低下を起こす。lanM は野生株及び∆xoxF 株のメ
タノールでの生育には必要ではない。mxcQE の遺伝子を欠失させると lanM の発現量に変化が起
こり、また∆lanM では、野生株では Ln に依存しない mxcQE の発現量が Ln 依存的になることか
ら、lanM は間接的に mxaF の発現に関与していると考えられる。∆lanM は Ln に曝露すると細胞
が凝集し、細胞膜の健全性が損なわれ、ペリプラズムでの Ln 蓄積が起こった。また∆lanM では
細胞懸濁液上清での Ln 量の低下が早くなること、高発現株では逆に遅くなること等から、LanM
は細胞への Ln 取り込みと排出に関与していると考えられた②。 
 
(4) 本属細菌全種の比較ゲノム解析によるメタノール代謝に関わる遺伝子の保存性の解析 
本属細菌約 60 種に加えて近縁の別属である Microvirga 属細菌と比較ゲノム解析をすることに
より、本属細菌のコアゲノムとして重要であるのはメタノール資化性、硝酸の利用、非酸素発生
型光合成であると考えられた。ゲノムの遺伝子構成と表現型はよく一致し、大きく３つのクレー
ドに分けられることを示した。そのうち Methylorubrum 属とされたクレードは、別属であること
を支持する程大きな違いがないことも示した。メタノール資化性に関与する遺伝子群の構成か
らメチルアミンの利用、グルタチオン依存ホルムアルデヒド酸化系、ギ酸酸化系の違いについて
もクレードごとの違いが見られた③。 
 
(5) Ln に応答して利用する MCP が異なるメタノール走化性の分子機構の解析 
MCP 遺伝子を順次欠失させ、メタノール走化性に関わる MCP は 3 つ存在することを明らかにし
た。3遺伝子欠失株は植物の根に対する走化性を失い、植物から放出されるメタノールとメタノ
ール走化性が、本属細菌が植物の在処を見つけ共生を始めるために重要であることを示した。3
つの MCP はそれぞれ役割が異なる。Mtp1 は細胞質に存在してホルムアルデヒドを認識すると考
えられる。Mtp2 は Ln 存在下で XoxF の活性に依存する。Mtp3 は Ln 非存在下で MxaF の活性に依
存する。3つともメタノールの走化性には関与するがメタノールそのものを認識しているのでは
なく、その代謝物あるいは代謝反応をモニターして走化性を発現していることを明らかにした
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