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研究成果の概要（和文）：LitRは光合成能をもたない細菌群の多くが有している光センサーである。ビタミンB12をア
ンテナ分子として利用するClass I LitRタンパク質の光感知ドメインの立体構造を決定することに成功した。また、Cl
ass II LitRは青色光受容体LOVタンパク質を光センサーとして利用することが判明した。さらに、LitRとは別のファミ
リーに属するTetR型およびMarR型レギュレーターが光応答性転写調節タンパク質として機能することを遺伝学的に証明
した。本研究の進展により、非光合成細菌が有する新たな光感知メカニズムの分子機構およびその多様性の一端が明ら
かになった。

研究成果の概要（英文）：LitR family serves as a transcriptional regulator with photosensor function in a 
diverged non-phototrophic bacteria. We determined a three dimensional structure of the photosensor domain 
of Class I LitR. We also demonstrated the the biochemical properties of Class II LitR serving as a 
light-dependent repressor. We also revealed that TetR and MerR type regulator are involved in the 
light-dependent regulation in non-phototrophic bacteria. Our studies showed the novel molecular mechanism 
of photo-sensing mechanisms and the diversity in non-phototrophic bacteria.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
環境中に豊富な刺激である光に応答する
制御システムの存在は、植物や真核微生物な
どではよく研究されている一方、光合成を行
わない一般細菌が光に応答する現象やその
分子機構に関する知見は乏しいのが現状で
あった。我々はグラム陽性細菌 Streptomyces 
coelicolor A3(2)とグラム陰性細菌 Thermus 
thermophilus のカロテノイド生産が光によ
って誘発される現象に着目して遺伝学的な
解析を進め、カロテノイド生合成遺伝子クラ
スターに隣接してコードされる MerR 型転写
調節タンパク質 LitR が転写の光誘導に中心
的な役割を果たすことを明らかにしてきた。
LitR 相同遺伝子の分布は多様な環境に生息
する細菌に認められたことから、細菌にも光
応答メカニズムが広く備わっていることが
予想された。 
LitR の光センサー機能は、 Thermus 
thermophilus や Bacillus megaterium が保有
する LitR をモデルとして取り上げて詳細な
分析をすすめ、これまでに、LitR にリガンド
として結合するビタミン B12（コバラミン）が
光アンテナとして機能すること、それが青色
光を吸収すると暗条件でリプレッサーとし
て機能していた LitR の四量体構造に変化が
誘起され対象遺伝子の転写が誘導されるこ
とを明らかにした。類似の機構は、粘液細菌
Myxococcus xanthusを研究対象とするグルー
プによっても報告されており、光との関係性
があまり知られていなかった一般細菌の多
くにも、LitR を介した光センシング機構が備
わっていることが明らかになった。 
ごく最近、我々は新たな光受容体の候補遺
伝子を見出した。すなわち、MarR 型レギュレ
ーターがアミノ酸生産菌 C. glutamicum が示
すカロテノイド生合成遺伝子の光誘導に関
与すること、TetR 型レギュレーターがグラム
陰性細菌 Chromobacterium violaceum の
Pseudomonas で見つかった光誘導性遺伝子群
のオルソログの光応答の中心的なレギュレ
ーターであることが示唆されている。両ファ
ミリーの転写調節活性はそれに作用する低
分子化合物に依存することが知られており、
未同定の光アンテナ分子がその機能を担う
ことが予想されている。 
我々独自の研究は、一般細菌に普遍的な新
しい細胞応答メカニズムの存在をあきらか
にし、普遍的な環境因子である“光”によっ
て誘導される機能が細菌全般に広く潜在し
ていることを示している。 
 
２．研究の目的 
以下の４つの計画を実施し、光シグナルを転
写レベルに変換する分子メカニズムの解明
を主な目的とした。 

(1)ビタミン B12 を光アンテナに利用する
Class I LitR の 立 体 構 造 決 定  T. 
thermophilus 由来の LitR を対象に Dark 
state と Light state のＸ線結晶構造解析を
実施し、バクテリアにユニークな光センサー
の構造と機能の相関を明らかにする。 
(2)Pseudomonas 属細菌に存在する Class II 
LitR を介した新しい光センシング機構の解
明 Class II LitR と LOV型光受容体を介し
た新しい光受容メカニズムを生化学実験に
より証明する。 
(3)TetR型およびMarR型レギュレーを介した
光応答メカニズム TetR や MarR タイプの光
センサーにおいて光受容機能を司る低分子
化合物の同定および解析を通じて、新規な光
センサーとしての証明をする。 
(4)光によって誘発される新規な微生物機能
の探索 光が誘発する非光合成細菌の機能
は十分に研究されていない。ゲノム情報を利
用した調査および自然分離株の表現型を指
標とした探索を実施し、ユニークな微生物現
象・機能の発見をする。 
 
３．研究の方法 
計画(1)～(3)については、大腸菌で調製した
組み換えタンパク質を用いた機能評価を行
った。用いた手法は DNA 結合タンパク質の解
析で一般的に用いられるゲルシフトアッセ
イ、ビアコア解析、RT-PCR による遺伝子発現
解析、相同組み換えを利用した遺伝子破壊な
どである。一方、計画(4)においては、自然
分離株や公的機関分譲株を明・暗条件下にお
いて培養し、その表現型を観察した。また、
DNA マクロアレイ解析を実施し、光誘導性遺
伝子を抽出した。 
 
４．研究成果 
(1)ビタミン B12 を光アンテナに利用する
Class I LitR の立体構造決定 LitR の光感
知ドメインとヒドロキシB12複合体の立体構
造の決定に成功した(PDB:3WHP)。立体構造よ
り B12 は His177 および His132 と相互作用す
ることが予想された。変異解析を行ったとこ
ろ、His177 と His132 はどちらも B12 との相
互作用に関与することが明らかになった。ま
た、His132 変異は LitR タンパク質に DNA 結
合能に光耐性を付与し、それは in vivo 変異
においても支持された。このことから His132
は LitR の機能に関与する新しい His 残基で
あることが判明した（論文執筆中）。 
また、T. thermophilus における LitR レギ
ュロンを明らかにするために、DNA マイクロ
アレイ解析を行った。その結果、litR の周辺
領域にコードされている遺伝子群の多くが
LitR 依存的な光誘導性遺伝子であることが
判明した。さらに、CRP ファミリーの LdrP が
マスターレギュレーターとして働くことを
生化学的に証明した（発表論文 5）。 



(2)Pseudomonas 属細菌に存在する Class II 
LitR を介した新しい光センシング機構の解
明 Class II LitR と LOV の相互作用を介した
光制御機構の存在が遺伝学的な解析結果よ
り予想されている（論文執筆中）。そこで、
Class II LitR と LOV の組み換えタンパク質
を調製し、ゲルろ過クロマトグラフィーによ
り相互作用解析を実施した。それぞれ単独の
場合には多量体と予想される位置に溶出さ
れた。次に、両者を混合し、ゲルろ過クロマ
トグラフィーに供した結果、暗条件では複合
体は検出されなかった。その一方で、明条件
下において複合体が検出された。本結果より、
Class II LitR と LOV は光依存的に相互作用
することが予想された。現在、相互作用に関
する詳細なデータを取得している（論文執筆
中）。 
(3)TetR型およびMarR型レギュレーを介した
光応答メカニズム  紫色素生産菌 C. 
violaceum において見出した光誘導性遺伝子
オペロンに隣接してコードされている TetR
型レギュレーターの遺伝子破壊株を作製し、
周辺遺伝子の発現レベルを調べた。その結果、
光誘導性遺伝子オペロンの転写が暗条件で
も誘導されていた。つまり野生株における光
誘導性転写は、本レギュレーター破壊によっ
て構成的な転写となった。このことより、本
レギュレーターの基本機能は暗条件におい
て働くリプレッサーであり、その機能は光照
射によって抑制されることが予想された。そ
こで、大腸菌で大量発現させ、精製した組み
換えタンパク質を用いたゲルシフトアッセ
イを行った。予想通り標的プロモーターに特
異的に結合したが、光依存的な結合は確認さ
れなかった。このことから、未同定のアンテ
ナ分子を要求することが予想された。 
ア ミ ノ 酸 生 産 菌 Corynebacterium 
glutamicum のカロテノイド生産の光誘導に
関わる LimR は、MarR ファミリーのレギュレ
ーターである。これまでに遺伝子破壊実験に
よりリプレッサーとして機能することが推
測されている。しかし、これまでにアンテナ
分子の同定には至っていない。そこで、組み
換え LimR タンパク質と既知アンテナ分子の
相互作用をカロリメトリーで測定したが、相
互作用は確認されなかった。このことから、
LimR が要求するアンテナ分子はあたらしい
タイプの分子であることが予想された。 
(4)光によって誘発される新規な微生物機能
の探索 光依存的な色素生産を示す細菌を探
索した結果、酢酸菌 Acidomonas が細胞内に
生産する黄色色素が光照射によって顕著に
誘導されることを見出した。吸収スペクトル
解析よりカロテノイドであることが示唆さ
れた。また、酢酸菌の増殖が光照射によって
著しく阻害される現象を見出した。増殖阻害
の原因は溶原性ファージの誘発であるとい
う仮説のもと、透過型電子顕微鏡観察を実際
したところ、実際にファージ様粒子が検出さ

れた。現在、溶原性ファージのゲノム領域の
同定を進めている。 
ゴム分解細菌 Gordonia isoprenivorans の
カロテノイド生産が光で誘導されるという
過去の報告に基づいて、DNA マイクロアレイ
解析を行った。その結果、カロテノイド合成
遺伝子や光回復酵素遺伝子の転写が著しく
光照射によって誘導されることを見出した。
また、RNA ポリメラーゼシグマ因子の一種が
光によって顕著に誘導され、中心的なレギュ
レーターであることが予想された。現在遺伝
子破壊による機能と役割の解析を進めてい
る。 
土壌細菌 Pseudomonas putida において、
液体培養時に特異的に認められる増殖期依
存的なマイクロコロニー形成現象を見出し
た。本現象は対数増殖期の初期に特異的に観
察され、また青色光照射によってその形成は
抑制された。マイクロコロニー形成と離散を
誘導する因子の探索したところ、培養液上清
中にマイクロコロニー離散因子の活性を見
出した。本因子は熱に不安定であったことか
ら、タンパク質であると予想された。そこで、
離散活性を指標とした離散因子の精製を実
施したところ、鞭毛タンパク質の一種 FliC
であることが判明した。fliC 遺伝子破壊株で
は解離活性が検出されなかったことから、ま
た遺伝学的相補株が野生株と同等の離散活
性を有していたことから、FliC がマイクロコ
ロニー離散因子であることが判明した。 
サーコスポリンに代表される光トキシン
は光照射によって活性酸素を生じることで
細胞毒性を示す化合物である。光トキシンの
一種である赤色色素ローズベンガルを用い
て、グラム陽性・陰性細菌の光トキシン耐性
を調査したところ、Erwinia と Pseudomonas
属細菌など植物共生細菌が耐性を示すこと
が判明した。また、Erwinia 属に類縁な大腸
菌モデル株も耐性能を有していた。大腸菌の
遺伝子破壊株コレクションである Keio ライ
ブラリーを用いたスクリーニングによって、
大腸菌の光トキシン耐性に関与する候補遺
伝子を４つ見出すことに成功した。 
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