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研究成果の概要（和文）：クラスII LitR蛋白質とLOV複合体の結晶化条件を約5,800通りスクリーニングした
が、複合体の結晶化には至らなかった。Burkholderia multivoransのクラスIII LitRの遺伝生化学的な解析によ
って350nm付近に吸収を示すUV-Aセンサーとして働き、葉酸の発現制御に関わることを明らかにした。また、納
豆菌において細胞外粘性物質の生産量が光照射により抑制される現象を見出し、γ-ポリグルタミン酸合成に関
わる酵素活性に光照射が影響を及ぼすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We screened conditions for crystallization of class II LitR-LOV protein 
complex, but we were unable to identify the proper condition among 5,800 conditions. We showed that 
class III LitR serves as UV-A sensor, and controls the expression of folate biosynthesis gene. We 
also found thatγ-PGA production in Bacillus subtilis natto is repressed in a photo-dependent 
manner.

研究分野： 微生物遺伝学

キーワード： 光センサー　LitR/CarHファミリー　ビタミンB12　カロテノイド　Burkholderia属細菌
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グラム陰性細菌Burkholderia multivoransのクラスIII LitRが、一次代謝の葉酸合成遺伝子の光依存的な発現に
関与することを示した最初の例である。また、クラスIII LitRは転写調節とUV-Aセンサーの２機能を合わせもっ
たバクテリアからの初めての例と予想されることから、学術的に高い意義を有する。納豆菌において見出したユ
ニークな現象およびその研究成果は、光によるγ-ポリグルタミンの精密な生産制御技術の基盤となることが見
込まれる。



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

 LitR/CarH ファミリーの多様な光感知機構は、ビタミン B12 をアンテナ分子に利用すること

で青色～緑色光を感知する MerR 型転写調節タンパク質である。2015 年に LitR/CarH の光依存

的なタンパク質構造変化が解明され、バクテリアに特異的に分布する新規な光センサーとして

注目されている(Nature(2015)526:536)。LitR の特徴はホモログ遺伝子が 3 割のゲノム解読株

に見つかることであり、光感知ドメインの分子系統解析に基づいて少なくとも 5クラスに分類

されることが予想されている。我々はクラス I LitR が B12 タイプであること、クラス II は青

色光センサーLOV タンパク質のエフェクターとして機能することを明らかにしてきた。他のク

ラス群についても遺伝子発現が光で誘導されることから、それぞれにユニークな光感知メカニ

ズムの存在が予想され、これまでに考えられてこなかった非光合成細菌における光センサーの

多様性を示唆している。また、LitR 近傍には光受容遺伝子としてプロテオロドプシン、LOV、

BLUF および PYP、光ストレス防御遺伝子として光回復酵素遺伝子、カロテノイド合成遺伝子、

細胞膜フラン脂肪酸合成遺伝子、葉酸合成遺伝子などが多くのバクテリアにおいて見つかる。

したがって、LitR ファミリーの機能と役割に関する研究は、新規な光センサーや光関連遺伝子

の発見につながることが大いに期待される。 

 上記の細菌ゲノムにおける光センサーの分布に基づいて行った微生物スクリーニングによっ

てアミノ酸生産菌Corynebacterium glutamicumのカロテノイド生産が光照射によって著しく促

進されることを見出し、LitR とは異なるファミリーに属する MarR 型転写調節タンパク質 LimR

がカロテノイド合成遺伝子群の光依存的な発現に関与することを明らかにしてきた。これら発

見は我々独自の研究にもとづく知見、ゲノム情報、遺伝子発現変動データを用いた複合的な解

析によって生み出されたものである。また、これら光センサー候補は既知のアンテナ分子を利

用しないことから、新規なタイプの光センサーである可能性が極めて高く、今後インパクトの

大きな研究へと進展すると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究では我々がこれまでに積み重ねてきた研究成果をベースに多様な光センサーの分子特性

ならびにユニークな光応答現象の探索・解析を通じて、一般細菌の光応答の多様性と普遍的な

メカニズムを解明し、光に関わる新しい共通概念を提示する。これにより細菌の環境適応機構

の新たな領域に光を当てるとともに微生物利用性を拡大する。本研究で得られる知見は、光ス

イッチを利用した有用物質生産制御などの微生物機能を利用したオプトジェネティクス分野の

新しい基礎となることが高く見込まれる。 

(1) クラス II LitR 蛋白質と LOV 複合体の立体構造解明 本蛋白質複合体の立体構造を明らか

にすることで、機能と構造の相関関係を明確にし、新しい光感知機構の全容を解明することを

目的とした。 

(2) クラス III LitR 蛋白質を介した光応答機構 Burkholderia multivorans 由来の光センサ

ー候補蛋白質クラス III LitR のアンテナ分子として働く低分子化合物の同定を通じて、新規な

光センサー機能の解明を目的とした。 

(3) アミノ酸生産菌Corynebacterium glutamicumが有する２つの光応答システム 本研究では、

トランスクリプトーム解析によるゲノムワイドな光応答遺伝子の同定およびLimRのDNA結合特

性に関する生化学的な解析を通じて、本菌における光応答系の包括的理解とその分子機構の解

明を目的とした。 



(4) 納豆菌 Bacillus subtilis natto の粘性物質生産の光抑制機構 我々は納豆菌における細

胞外粘性物質の生産が光照射により抑制される現象を見出した。本研究では粘性物質生産の光

抑制メカニズムの解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

上記の課題において、大腸菌で大量発現させた組換えタンパク質を高純度に精製し、各種分子

生物学的解析に供することで機能を評価した。遺伝子機能はノックアウト株における転写解析

によって評価した。また、必要に応じて DNA マイクロアレイもしくは RNAseq 解析によるトラン

スクリプトーム解析を実施した。カロテノイドやγ-ポリグルタミン酸の定量は定法に従った。 

 

４．研究成果 

(1) クラス II LitR 蛋白質と LOV 複合体の立体構造解明 クラス II LitR と LOV の相互作用に

関する詳細なデータを収集し、新たな構造と機能の相関を明らかにすることを目的として X線

結晶構造解析法を用いた立体構造解析を試みた。結晶化に用いる蛋白質溶液は高純度かつ高濃

度であることが要求されるため、精製ステップを増やし、高純度の蛋白質溶液を得た。複数の

スクリーニングキットを用いてハンギングドロップ法により結晶化条件の検討を行った。LitR

と LOV の結合を維持するために光照射をしながらインキュベートを行い、蛋白質のものと思わ

れる結晶を得た。解析に十分な大きさの結晶を得るため、結晶が確認された条件の沈殿剤の濃

度や緩衝液の pH、塩の種類について条件の最適化を行った。その結果得られた比較的大きな結

晶を用いて X線照射により回折像を取得した。しかし、得られた回折斑は非常に少なく、中心

から離れた位置にのみ見られた。これにより得られていた結晶は塩類のものである可能性も考

えられた。再度蛋白質の結晶を得るために結晶化条件のスクリーニングを行い、約 5,800 通り

の条件を検討したが、蛋白質の結晶化には至らなかった。 

(2) クラス III LitR 蛋白質を介した光応答機構 我々は土壌細菌 Burkholderia multivorans

のクラス III LitR の遺伝生化学的な解析を実施し、クラス III LitR が 350nm 付近に吸収を示

す UV-A センサーとして働くことを明らかにした。具体的には、大腸菌から精製した組み換え

LitR タンパク質は UV-A 付近帯に特徴的な吸収を示し、UV-A 照射によって吸光度の低下が見ら

れ、暗条件におけるインキュベートで回復する光サイクルが確認された。また、UV-A 照射によ

って DNA 結合能の低下が認められ、これらの性質より、クラス III LitR は UV-A センサーとし

て機能することが予想された。また、litR 遺伝子の近傍には葉酸合成遺伝子が存在し、litR

破壊株においては転写レベルに加えて、葉酸の合成量が増加していた。葉酸は LitR 制御下にあ

る光回復酵素の補酵素としての役割を担うことが予想されている。実体が明らかになっていな

いアンテナ分子の同定を通じて新規なタイプの光センサーの機能証明を今後進めていく。 

(3) アミノ酸生産菌Corynebacterium glutamicumが有する２つの光応答システム トランスク

リプトーム解析の結果、これまでの観察と一致してカロテノイド合成遺伝子オペロンの光によ

る強い転写誘導が確認された。また、セミ定量 RT-PCR 解析によって、LimR は crt 遺伝子の発

現を暗条件で抑制するリプレッサーとして機能し、明条件においてはその機能が不活性化する

ことが予想された。ゲルシフトアッセイによる LimR タンパク質とプロモーター領域の相互作用

解析を行い、LimR はカロテノイド合成遺伝子プロモーター領域に特異的に結合することを確認

した。また、LimR の機能調節を司るリガンドとして予想された既知クロモフォアとの相互作用

が確認されなかったことから、従来型とは異なる光応答制御機構の存在が示唆された。 

 トランスクリプトーム解析はまた、鉄取り込みトランスポーター遺伝子群の転写レベルが暗



条件と比べて明条件下において顕著に上昇していることを明らかにした。これらの遺伝子群は

鉄センサー型転写抑制タンパク質 DtxR の直接的な制御下にあり、鉄欠乏時に発現が誘導される

ことが知られている。そこで、dtxR 破壊株における転写レベルを解析した結果、各遺伝子群と

も明暗の両条件下において構成的な発現を示すことが判明した。一方、limR 破壊株では光依存

的な転写誘導が認められた。以上の結果より、C. glutamicum には LimR を介したカロテノイド

合成遺伝子群に加えて、それとは独立に働く DtxR を介した鉄取り込みトランスポーター遺伝子

群の光誘導システムが存在することが明らかになった。カロテノイドは光照射によって生じる

活性酸素のクエンチング活性を有することが知られているが、光照射時における鉄取り込みト

ランスポーターの役割は全く調べられておらず、新規な光応答システムであることが予想され

る。 

(4) 納豆菌の粘性物質生産の光抑制機構 納豆菌が生産する粘性物質は、グルタミン酸の重合

体であるγ-ポリグルタミン酸(γ-PGA)とフルクトースの重合体であるレバンから構成される。

納豆菌を明・暗条件下で液体培養した菌体からγ-PGA とレバンを抽出し、それぞれを定量した。

その結果、明暗による増殖の違いとレバンの生産量に顕著な違いは認められなかったが、γ-PGA

生産量は青色光の照射により強く抑制されていることが判明した。また、固体培地を用いた実

験においても同様の結果が認められた。このことから、光照射はγ-PGA 生産を特異的に抑制す

ると考えられた。次に、光の波長帯と強度のγ-PGA 生産に対する影響を調べた結果、緑色や赤

色光の照射によってもγ-PGA 生産の抑制が認められた。また、強度が 9.60 μmol/m2 sec per 

μAの青色光によってγ-PGA 生産の光抑制が認められた。これらのことから、光照射によって

生じる酸化ストレスがγ-PGA の生産抑制に関与している可能性が考えられた。 

納豆菌による γ-PGA 合成は、ywsC-ywtABCD 遺伝子群にコードされる酵素群によって進行す

る。そこで、本合成酵素群の活性に対する光の影響を調査するために、大腸菌を宿主として納

豆菌由来の γ-PGA 合成遺伝子群を発現させ、γ-PGA 生産量を測定した。ベクターのみ導入し

た大腸菌株では γ-PGA 量はわずかにしか検出されなかった。一方、T7 プロモーターの下流に

γ-PGA 合成遺伝子群を導入した株では、暗条件で γ-PGA の生産が認められ、光照射下でその

生産は低下した。この大腸菌株の増殖は光照射に影響されなかった。T7 プロモーターの活性は

明暗で影響を受けないことから、観察された光抑制には転写後の調節機構が関与していること

が強く示唆された。次に、実際の納豆製造における光の影響を調査することを目的として、大

豆の発酵に対する光照射の影響を調査した。発酵後、攪拌前の見た目では光の影響は観察され

なかったが、攪拌すると光照射下で調製した納豆では粘性が顕著に低下していることが認めら

れた。このことから、納豆の発酵過程において光による粘性物質の生産抑制が起きることが判

明した。 
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