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研究成果の概要（和文）： 
 メチロトローフ細菌 Methylobacterium sp. MAFF211642 のメタノール脱水素酵素（MDH)
がメタノール含有培地に 30μM La を添加すると MDＨ活性が著しく上昇することを見い出し，

La により MDH が誘導されることを認めた。この La 添加による MDH 活性の誘導は

Methylobacterium 属細菌に普遍的に認められた。また，メタノール酸化能力を有しているこ

とが指摘されている Bradyrhizobium 属細菌である Bradyrhizobium sp.MAFF211645 の

MDH が Ce により誘導されることを認めた。La や Ce はメチロトローフ細菌の MDH を誘導

することを明らかにした。La 及び Ce により誘導された両 MDH の分子構造はともにホモ二量

体で、従前より研究されてきた Methylobacterium 属細菌の MDH の構造（ヘテロ四量体）と

異なっていた。さらに Methylobacterium 属細菌の La 誘導 MDH が xoxF 遺伝子の発現産物

であること，Bradyrhizobium sp.MAFF211645 の MDH が xoxF 遺伝子と同義語である mxaF′′
遺伝子産物であることを実証し，mxaF 遺伝子産物である Ca 依存性 MDH と異なった遺伝子

によりコードされていることを明らかにした。La 誘導 MDH に関するこれらの知見は生理生

化学的，分子生物学的にもっとも研究が進んでいる M. extorquens AM1 株においても認めら

れ，La や Ce が細菌の休眠遺伝子を覚醒させる作用があることを指摘した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Methanol dehydrogenase (MDH) of Methylobacterium sp. MAFF211642, a methyl- 
trophic bacterium, was remarkably increased by addition of La to methanol medium, 
indicating that the MDH was induced by La. Induction of MDH by La was observed in 
Methylobacterium spp. MDH of Bradyrhizobium sp. MAFF 211645 was also induced 
by Ce. Thus, La or Ce can induce MDH in methylotrophic bacteria. Furthermore, 
molecular structure of both MDHs was homodimer that was different to the hetero- 
tetrameric structure of Ca-dependent MDH in Methylobacterium spp. In addition 
La-induced MDH in Methylobacterium spp. and Ce-induced MDH in Bradyrhizobium 
sp. MAFF211645 were found to be encoded by xoxF and mxaF′, respectively. These 
phenomena were also observed in well-studied M. extorquens AM1.  
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１．研究開始当初の背景 
 希土類元素は発光体や磁性体として，情報
通信機器，家電製品などのほか、MRI や手術
用レーザーなど広く用いられており，今日の
工業化社会や高度医療を支えている重要な
元素群である。希土類元素の生体影響に関す
る研究はほとんど行われていない。そこで，
希土類元素の生体影響を明らかにする一端
として，環境変化に敏感に応答する微生物と
希土類元素との関わりに関する研究を進め
てきた。その結果，希土類元素存在下で特異
な増殖を示す微生物を分離することができ
た。分離微生物の中で，Eu存在下でコロニー
径が大きくなる Methylobacterium 属細菌及
び Ce 存在下でコロニー周囲に粘性物質を著
量生産する Bradyrhizobium 属細菌を分離す
ることができた。これらの細菌が分離された
ことは希土類元素が微生物の生理機能に重
要な影響を及ぼしていることを示しており，
極めて興味深い。 
 
２．研究の目的 
 Methylobacterium及び Bradyrhizobiumの
両属の細菌の生理機能に及ぼす希土類元素
の影響を明らかにするとともに，希土類元素
が関与している代謝系の特定とその代謝系
の酵素に対する希土類元素の影響などにつ
いて研究を進める。さらに、酵素の特性と当
該酵素をコードしている遺伝子を決定する。
さらに，M. extorquens AM1 株に対する希土
類元素の影響についても解析を進める。 
 
３．研究の方法 
分離菌株は菌学的特徴及び 16S rDNA 塩基

配列に基づく分子系統解析により同定した。 
粘性物質の構造は各種分析機器を使用して
決定した。菌株の培養は 30μM La(Ce)及び
0.5%メタノール含有 1/10 希釈肉汁培地に
Methylobacterium属と Bradyrhizobium 属の
細菌を植菌、30°Cにて振盪培養した。増殖は
600 nm における吸光度、またはコロニー形
成単位にて追跡した。対数増殖期後期に遠心
分離にて集菌後、緩衝液にて洗浄し、超音波
破砕後の遠心上清を粗酵素液として用いた。 
MDH 活性は Day-Anthony 法にて測定した。酵
素は各種カラムクロマトグラフィーにより
精製した。精製 MDH の純度検定及び分子量の
測定には SDS-PAGE 及びゲルクロマトグラフ
ィーを用いた。酵素タンパク中の La または
Ce 含有量は ICP 法にて測定した。 
 

４．研究成果 
１）Methylobacterium 属細菌 
 30μM Euを添加した 1/100希釈肉汁平板

培地でコロニー径が大きくなる土壌細菌が
分離された。本分離菌株は，菌学的特徴及び
16S rDNA塩基配列に基づく系統樹解析の結果
から，Methylobacterium 属と同定された。
そこで，0.5%メタノール含有及び非含有平板
培地を用いて，増殖に及ぼす希土類元素の影
響を精査した。その結果，メタノール非含有
平板培地では Sm と Eu が増殖を促進したが，
メタノール含有培地では Sm のみが増殖促進
効果を示した。その他の希土類元素ではメタ
ノールの有無に関わらずほぼ同様の増殖傾
向を示し，増殖にほとんど影響しないか，阻
害的に作用した。また，生体関連金属元素も
増殖促進効果を示さなかった。Sm による増殖
促進効果は液体培養でも観察され，メタノー
ルと Sm共存下では無添加時に比べ 10倍ほど
生菌数が増加していた。なお，本分離菌株は
（独）農業生物資源研究所に寄託，登録番号
MAFF211642 が付与された。以上の結果から，
Sm は生体必須金属元素の代替元素として機
能しているのではないこと及び本菌株のメ
タノール代謝に密接に関わっていることが
示唆された。 
そこで，Methylobacterium属細菌のメタノ

ール代謝の初発酵素である MDH と Sm との関
わりを調べた。その結果，Sm 及びメタノール
存在下で増殖した菌体の MDH活性が無添加時
に比べ 5.4倍ほど上昇していることを認めた。
この活性の上昇がメタノール含有培地にお
ける増殖促進を引き起こしたものと推察し
た。粗酵素液に Sm を添加しても酵素の活性
が上昇しなかったことから，Smが MDHの転写，
翻訳段階で関与していることが窺われた。 
次に，MDHの発現に及ぼす希土類元素の影

響について検討した。その結果，LaやCeの添
加によりMDH活性が著しく上昇することを認
めた。しかしながら，LaやCeは増殖促進効果
を示さなかったので，LaやCeによるMDH活性
の上昇は本菌株の増殖生理には関わってい
ないものと推察された。La添加により誘導発
現 し た MDH (La-MDH)を DP-10, Hitrap SP 
Sepharose HP及びMonoS 5/50 を用いる一連の
カラムクロマトグラフィーにて単一にまで
精製し，その分子構造とN-末端アミノ酸配列
を決定した。本酵素の分子量がゲル濾過及び
SDS-PAGEによりそれぞれ 119 kDa及び 60 kDa
と推定されたので，本酵素はホモ二量体構造
と推定され，従前より報告されているCa依存



性MDHのヘテロ四量体構造 (α2β2

  Methylobacterium属細菌を新たに３菌株
入手し，La添加によるMDHの誘導発現及び分
子構造について検討した。比較のために，Ca
存在下で生成されるMDH(Ca-MDH) について
も検討を加えた。３菌株とも，La添加により
MDH活性が数倍上昇したが，Ca添加によって
は活性の上昇は観察されなかった。そこで，
La-MDH及びCa-MDHをそれぞれ単一にまで精
製し，それらの分子構造を調べた。その結果，
３菌株ともLa-MDHはホモ二量体であること，
またCa-MDHはいずれもヘテロ四量体（α

)と異なっ
ていた。本酵素のN-末端アミノ酸配列が，
xoxF 遺 伝 子 の 産 物 で あ る XoxF 遺 伝 子
(methanol dehydrogenase large subunit- 
like protein, α subunit) やPQQ-depend- 
ent dehydrogenaseと 90％以上の高い相同性
を示したことから，La-MDHがxoxF遺伝子にコ
ードされていることを明らかにした。 

2β2

 次に，生理生化学的、分子遺伝学的に最も
研究の進んでおり，全ゲノム DNA配列が決定
されている Methylobacterium extorquens 
AM1 株を用いて希土類元素との関わりについ
て研究を進めた。メタノール培地に各種希土
類元素を添加しても本菌株の増殖は促進さ
れなかったが，Laの添加によりメタノール脱
水素酵素(La-MDH)活性が上昇した。Caの添加
ではメタノール脱水素酵素(Ca-MDH)活性の
上昇は認められなかった。メタノール及び La
あるいは Ca 存在下で培養した菌体の粗酵素
液を出発物質として，La-MDH 及び Ca-MDH を
PD-10, HiTrap SP Sepharose HP 及び HPLC を
用いる MonoSにて精製した。La-MDH精製標品
は SDS-PAGE にて約 60 kDaの単一バンドとし
て検出された。一方，Ca-LDH は約 60 kDa と
約 10 kDaの 2本のバンドとして検出された。
未変性酵素の分子量はゲル濾過クロマトグ
ラフィーにより，La-MDH 及び Ca-MDH はそれ
ぞれ 120 kDa 及び 119 kDaと推定された。こ
れらの結果から，La-MDH 及び Ca-MDH の分子
構造はそれぞれホモ二量体及びヘテロ四量
体と推定された。さらに，La-MDH の 60 kDa
サブユニットの N-末端アミノ酸配列は

1-NESVLKGVANPAEQVLQTVD-20 と決定され，
xoxF 遺伝子産物の想定 N-末端アミノ酸配列
のシグナルペプチド以後の配列と完全に一
致 し た 。 こ の 結 果 は La 添 加 に よ り
M.extorquens AM1 株の xoxF 遺伝子が転写発
現したことを示している。一方，Ca-MDH の
60 kDa サブユニットの N-末端アミノ酸配列
は 1-NDKLVELSKSDDNWVLPGKN-20 と決定され，
AM1株の mxaF遺伝子産物のシグナルペプチド
領域を除いたアミノ酸配列と 95%の一致をみ
た。この結果は，Ca-MDHが従前より詳細な研
究が行われてきた MDHであることを示してい
る。さらに，ICP分析の結果，La-MDH 1分子
当たり Laを 1原子含有していること，また，
この Laは EDTA処理では除去できないことを
認めた。これらの結果は，La-MDH の活性発現
に La が必須元素として機能していることを
示唆している 

）
であることを明らかにした。さらに，N-末端
アミノ酸配列解析から，３菌株ともLa-MDHの
subunitはxoxFの遺伝子産物であること，ま
たCa-MDHのα subunit及びβsubunitはそれ
ぞれmxaF及びmxaI遺伝子の産物であること
を明らかにした。これらの結果は，LaがxoxF
遺伝子の誘導発現を調節していることを示
している。さらに，MAFF211642 株のLa-MDH
のコード遺伝子の全ヌクレオチド配列の中
に，Ca依存性MDH遺伝子に高度に保存されて
いるアミノ酸残基が存在していることを指
摘した。ICP分析の結果から，La-MDHは酵素 1
分子当たり 1原子のLaを有しており，Caを含
有していないことが分かった。 

2) Bradyrhizobium 属細菌 
 ガラス研磨剤，石油クラッキング触媒，

ガラス・鋼鉄添加剤などに用いられているCe
を対象に研究を進めた。30 μM Ce存在下で
特異な増殖挙動を示す微生物の探索が行わ
れた結果，Ce存在下でコロニーの周りに粘性
物質を生産するCe応答細菌が三重県伊勢市
の土壌から単離された。本菌株の細胞サイズ
はCeの影響を受けなかった。さらに，液体培
養においてその増殖をコロニー形成能で追
跡したところ，Ceは増殖にまったく影響を及
ぼさないことがわかった。これらの結果から，
Ceが本菌株の粘性物質の生産を誘導してい
ることが示唆された。このような挙動を示す
細菌が自然界から単離されたことは，低濃度
のCeが微生物の生理機能に影響を及ぼすこ
とを初めて明らかにしたものとして極めて
興味深い。この単離細菌は，好気性で運動性
を有し胞子形成能を持たないグラム陰性の
桿菌で，カタラーゼ及びオキシダーゼはとも
に陽性，グルコース及びマンニトール資化能
を有していた。16S rDNA塩基配列を解析した
ところ，Bradyrhizobium elkanii USDA76 及
びB.jaconicum USDA94 の 16ＳrDNA塩基配列
とそれぞれ 99.42％及び 98.42%と高い相同性
を示した。以上述べた菌学的特徴と 16S rDNA
塩 基 配 列 の 解 析 か ら ， 本 単 離 菌 株 を
Bradyrhizibium sp.と同定，農業生物資源研
究所に寄託し，登録番号としてMAFF211645 を
付与された。Ceに加えてLa, Pr, Ndも本菌株
の粘性物質の生産を誘導した。Smも僅かなが
ら粘性物質の生産を誘導した。EuからLuまで
の希土類元素や生体関連金属元素（Na, Al, K, 
Ca, V, Cr, Co, Ni, St, Ba, Pb）では誘導
しなかった。また，この粘性物質は 1%マンニ
トール存在下でも生産された。Ce存在下で菌
体外に生産された粘性物質はエキソポリサ
ッカライド(EPS)の一種で，Sepharose CL-4B
クロマトグラフィーにより平均分子量は 100



万程度と推定された。TLC分析にて主成分は
ラムノースで，アルジトールアセテイト誘導
体のGLC分析から 95%以上のラムノースから
なるラムナンであることが分かった。さらに，
FT-IRスペクトル解析からラムノース間はα
結合であり，またGC/MS分析の結果から，EPS
がα-(1→4)-L-ラムノピラノシル残基から
なる主鎖から構成されていることが分かっ
た。1

Bradyrhizobium sp. MAFF211645 は弱いメ
タノール脱水素酵素 (MDH) 活性を示すが，
30 μM Ce と 0.5％メタノール存在下で培養
すると MDH活性が著しく上昇することを見出
した。この活性の上昇は La 添加でも認めら
れたが，その他の希土類元素や金属元素では
認められなかった。次に，Ce 添加時に発現し
た MDHを PD-10, Hitrap SP Sepharose HP及
び MonoS 5/50 GLを用いた一連のカラムクロ
マトグラフィーにより精製したところ
23.6％の収率で比活性が 22.4 倍上昇した。
精製 MD，Hは SDS-PAGEにておよそ 60 kDa の
単一バンドとして検出された。本 MDHの分子
量は Superdex 200 GLにて約 108,000と推定
されたので，本 MDH は同一のサブユニットか
らなるホモ二量体と推定された。N-末端 23
アミノ酸残基の配列 1-NDELHKMAQNPKDWVMPA- 
GDYAN-23 は B.japonicum USDA110 の mxaF′遺
伝子がコードしている MDH large subunit- 
like proteinのそれと 91.3%の高い相同性を
示した。この情報及び mxaF′の塩基配列を基
に PCRにて MDH large subunit-like protein
をコードしている遺伝子を増幅し，ABI ヌク
レオチドシークエンサにて全塩基配列を決
定した。この遺伝子の想定アミノ酸配列から
この遺伝子は 578アミノ酸残基からなる分子
質量 62,918 Daのたんぱく質をコードしてい
ることが分かった。さらに，そのアミノ酸配
列の解析から，N-末端 23 アミノ酸残基から
なるシグナルペプチド及び活性中心に 2個の
隣接した Cys 残基を有すること，並びに
bacterial quinoprotein signature 1 及び 2
が保存されていることを明らかにした。これ
らの結果は，Ce 添加時に生成される MDH が
Bradyrhizobium sp.MAFF211645 の mxaF′遺伝
子によりコードされており，メタノール代謝
に機能していることを示している。 

H NMR及び FT-IRのスペクトル分析から
1%マンニトール存在下で生産されたEPSも同
様の構造を有するラムナンであることが示
された。 

本 MDH の最適 pH 及び温度はそれぞれ 9.0
及び 35℃であった。45℃及び 50℃で酵素を 1
時間処理するとそれぞれ 90％以上及び 80%以
上の活性を維持していた。本 MDHはメタノー
ルの他，エタノール，1-プロパノール，1-ブ
タノール等の第一級アルコールに高い基質
を示した。メタノールの対する Km値は 2.9 mM
と算出された。50 mM EGTAにて 2時間処理す

ると本 MDH 活性が 37.7%まで減少した。この
EGTA 処理酵素中の Ce 含量を ICP-AES にて測
定したところ，Ce含量が減少していたことか
ら，Ce が本 MDHの活性発現に関与しているこ
とが示唆された。 
これら一連の研究は，希土類元素が微生物

の生理活性の発現に関与していることを酵
素及び遺伝子レベルで初めて明らかにした
もので，微生物生理学，微生物生態学，環境
科学などの研究分野に貴重な情報を提供し
ているとともに，希土類元素が高等生物にも
遺伝子発現などに影響を及ぼす可能性があ
ることを示している。 
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