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研究成果の概要（和文）：好気性光合成細菌Roseobacter denitrificans OCh114の嫌気的生育に関わる脱窒遺伝
子の発現には、2つのDNRタイプの転写調節因子 (DNR1とDNR2)が関与している。各種転写調節因子の欠損株を用
いた遺伝子発現解析の結果、DNR1がDNR2の発現を制御し、DNR2が脱窒酵素遺伝子の発現を誘導するカスケード制
御系が明らかになった。また、酸素を感知するFnrLは、ヘム生合成系の発現を制御することにより、間接的に
DNRの活性化に必要であり、光合成遺伝子発現を制御しているLOV-HKが光に応答した脱窒遺伝子発現制御に関与
していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：An aerobic anoxygenic photosynthetic bacterium Roseobacter denitrificans 
OCh114 requires two DNR-type transcriptional regulators, DNR1 and DNR2, for anaerobic growth by 
denitrification. Gene expression analyses using the mutant strains of some regulatory genes revealed
 that DNR1, DNR2, and the denitrifications genes constitute a cascade regulatory system. DNR1 
regulates the expression of DNR2 and DNR2 directly regulates the expression of the denitrification 
genes in the system. An oxygen-responsive regulator FnrL was indirectly involved in the expression 
of the denitrification genes via regulation of the biosynthesis of heme, which is required for the 
activity of DNR. LOV-HK, which is involved in the regulation of the photosynthetic genes, was 
predicted to be involved in the light-responsive regulation of the denitrification genes in OCh114.
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１．研究開始当初の背景 
 酸素非発生型の光合成を行う原核光合成
細菌は、酸素発生型光合成を行うシアノバク
テリアや藻類に比べて比較的単純な光合成
装置を有しており、光エネルギーを利用した
バイオエネルギー生産、有用物質生産への利
用が期待できる。通常、酸素非発生型光合成
細菌は好気的に光合成を行うことはできな
い。なぜなら、光により励起されたバクテリ
オクロロフィル a と酸素が反応すると、強力
な活性酸素種である一重項酸素(1O2)が生成
し、光酸化ストレスを生じて生育や種々の生
理機能が阻害されるためである。一方、好気
性酸素非発生型光合成細菌は、嫌気性光合成
細菌と類似の光合成系を有しているが、光合
成装置が好気条件で発現・機能している点に
特徴がある。好気性光合成細菌は近年の分子
生態学的研究から、海洋表層において 5～
20%を占める最優占種であり、地球上の物質
循環に重要な役割を担っていると考えられ
ている。好気性光合成細菌は好気光合成を可
能にするために特異なエネルギー代謝調節
系と強い酸化ストレス防御機構を有してい
ると考えられ、これらの特徴は光合成機能を
バイオエネルギー生産などに応用する上で
有利な性質であると期待される。 
 本研究で用いる Roseobacter denitrificans 
OCh114 株は好気性光合成細菌のモデル生物
の一つであり、光合成、好気呼吸、嫌気呼吸
の３つのエネルギー獲得系を有している。本
菌は光合成だけでなく嫌気呼吸の脱窒系も
好気条件で発現し、さらに光照射により脱窒
活性が上昇するという興味深い特徴を有し
ている。脱窒とは、微生物の作用により可溶
性の硝酸が、ガス状の分子状窒素（N2）とし
て大気中に放出される現象であり、結合型窒
素を N2 に戻す重要な生物反応として、地球
上の窒素循環の一翼を担っている。このため、
海洋環境での優占種である好気性光合成細
菌の脱窒反応の制御機構を理解することは、
生態学的にも重要である。また、脱窒反応は
富栄養排水の処理などで環境浄化に利用さ
れており、OCh114 株の脱窒反応が好気条件
でも発現することは、環境浄化に利用する上
で有利な性質と考えられる。好気性光合成細
菌におけるエネルギー代謝変換には、細胞内
の酸化還元バランスを維持するための複雑
な制御系が働いていると予想される。この制
御系を解明することは、好気性光合成細菌の
利活用のために必要であり、さらには、これ
らの細菌の環境優占化の理由を理解するこ
とにもつながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 OCh114 株は脱窒において硝酸を亜硝酸、
一酸化窒素(NO)、亜酸化窒素を経て N2にま
で還元する一連の反応を触媒する還元酵素
の遺伝子をすべて有している。これらの脱窒
関連遺伝子は、嫌気条件だけでなく光照射に
よっても発現誘導が起こるという特徴があ

る。脱窒関連遺伝子は、多くの細菌において
DNR などの NO に応答する転写調節因子に
よって制御されることが知られている。先行
研究により、OCh114 株は DNR タイプの転
写調節因子をコードする遺伝子を２個（dnr1
と dnr2）持っており、両方が脱窒による嫌気
的生育に必要とされることを明らかにして
いる。Pseudomonas aeruginosa の研究では、
DNR はヘムを補因子として NO を感知する
ことが知られているが、OCh114 株は 2 種の
DNR (DNR1 と DNR2)を必要とするため、
それらの機能上の違いに興味が持たれた。本
研究では、OCh114 株のエネルギー代謝制御
機構の全容を解明する一環として、脱窒遺伝
子発現制御機能の詳細な解析と、2 種の DNR
の機能分担を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 脱窒遺伝子発現様式の解析 

OCh114 株の脱窒系の発現制御は、酵素活
性の測定により調べられていたが、実際に脱
窒関連遺伝子の発現量変化を正確に測定し
た例はなかった。そこで、酸素濃度、NO の
有無、光の強度と波長を変化させた種々の生
育条件での脱窒遺伝子の発現様式の解析を
行った。解析手法としては、網羅的トラスク
リプトーム解析にはマイクロアレイ、個々の
遺伝子の詳細な発現量変化の解析には lacZ
レポーターアッセイを用いた。 
(2) 脱窒遺伝子発現制御に関わる転写制御因
子の解析 
 dnr1と dnr2の単独または二重破壊株を用
い、lacZ レポーターアッセイにより、dnr1, 
dnr2、および、脱窒関連遺伝子の転写活性を
測定した。また、OCh114 株において、酸素、
および、光を感知してエネルギー代謝制御を
行っていると予想される FnrN と LOV-HK
についても、それらの欠損株を用いて、脱窒
関連遺伝子発現への寄与を調べた。 
(4) DNR の異種発現 
 P. aeruginosaのDNRはヘムを補因子とし
て NO を感知することが報告されているが、
他の菌の DNR の機能解析が行われたことは
なかったので、OCh114 株の DNR1 と DNR2
が同様な機能を有しているかは不明であっ
た。DNR1 と DNR2 の機能や性質の違いを
明らかにするため、OCh114 株と類縁の嫌気
性光合成細菌 Rhodobacter sphaeroides、お
よび、P. aeruginosa の dnr ホモログの遺伝
子欠損株を宿主として DNR1 と DNR2 の異
種発現を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 脱窒遺伝子発現様式の解析 
 微好気–暗及び嫌気脱窒–暗条件における
脱窒関連の硝酸還元酵素(NAR)、亜硝酸還元
酵素 NIR、一酸化窒素還元酵素(NOR)、亜酸
化窒素還元酵素(N2OR)をコードする遺伝子
の発現パターンを比較したところ、嫌気脱窒



条件において NAR, NIR, NOR, N2OR すべ
ての構造遺伝子が高レベルで発現していた。
また、それらの中でも NIR 遺伝子が最も高レ
ベルで発現していた。なお、微好気条件下に
おいても各構造遺伝子は、好気条件と比較し
て約 2～5 倍の発現上昇を示した。 
 好気／微好気／嫌気脱窒の各条件におい
て光照射の影響を見るために、各培養条件に
おける明／暗条件の発現レベルを比較した
ところ、微好気／嫌気脱窒条件においては、
光照射による各遺伝子発現レベルの変化は
見られなかったが、好気条件では光照射によ
り NIR, NOR, N2OR の遺伝子発現レベルが
上がっていたが、NAR 遺伝子の発現に変化
は見られなかった。 
(2) 2 種の DNR の役割分担 
 dnr1 と dnr2 の単独破壊株、二重破壊株、
および、それらの相補株を用いて、各遺伝子
の発現解析を行った結果、DNR1 が DNR2
の発現を正に制御し、DNR2 が脱窒に関わる
亜硝酸還元酵素とNO還元酵素の発現を直接
誘導するという、カスケード制御系を構成し
ていることが明らかになった。 
(3) その他の転写制御因子の役割 
 OCh114 株において酸素を感知する転写調
節因子 FnrL の変異株を用いて遺伝子発現解
析を行った結果、FnrL は dnr2 と脱窒関連遺
伝子の発現制御に関与していた。これは、
FnrL がヘム生合成系の遺伝子発現を制御す
ることにより、間接的に DNR の活性化に必
要であるためと考えられた。OCh114 株で新
たに見つかった光合成遺伝子発現を制御し
ている因子 LOV-HK の遺伝子破壊株では好
気明条件での脱窒遺伝子の発現が上昇して
おり、LOV-HK が好気条件下での光に応答し
た脱窒遺伝子発現に関与していることが明
らかになった。 
(4) DNR の異種発現 
 R. sphaeroides、および、P. aeruginosa の
FNR ファミリー転写調節因子の遺伝子欠損
株を宿主として、OCh114 株由来の DNR1 と
DNR2 を異種発現し、嫌気的生育の相補、お
よび、典型的 FNR 依存プロモーターの転写
活性を指標に、それらの機能上の違いの比較
を試みたが、現時点ではどちらの宿主を用い
た場合でも DNR1 と DNR2 の機能的発現は
認められず、他菌の DNR との互換性が低い
ことが分かった。 
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