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研究成果の概要（和文）：高度好熱菌	
 Thermus	
 thermophilus	
 HB8	
 の転写調節タンパク質	
 LitR	
 は，

カロテノイド合成系遺伝子の上流に結合するリプレッサーとして働き，青色光に依存して抑制

を解除することが知られている。そこで，この発現調節系を利用した遺伝子の発現の制御シス

テムの構築を行った。まず litR	
 遺伝子と	
 LitR	
 結合領域を含む	
 DNA	
 断片をクローニングし，

レポーター遺伝子を含む大腸菌の発現ベクターのプロモーター領域に組み込み，青色光照射に

対する発現応答を調べた。さらに，LitR	
 結合領域の長さを変えたり，レポーター遺伝子のプロ

モーターと	
 LitR	
 結合領域の距離を変えることにより，発現レベルの改善を試みた。次に，高

度好熱菌の薬剤耐性マーカーの上流に同様に	
 DNA	
 断片を組み込み，光応答性の発現が見られる

かどうかを調べた。得られた結果から，LitR	
 を利用した光発現カセットによる光発現制御シス

テムの構築は可能であることが分かった。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：A	
 transcriptional	
 regulator	
 LitR	
 of	
 Thermus	
 thermophilus	
 HB8	
 acts	
 
as	
 an	
 repressor	
 which	
 binds	
 to	
 upstream	
 region	
 of	
 carotenoid	
 biosynthesis	
 genes	
 and	
 
releases	
 repression	
 depending	
 blue	
 light.	
 	
 This	
 regulatory	
 system	
 was	
 used	
 for	
 
constructing	
 a	
 light-dependent	
 gene	
 expression	
 system.	
 	
 A	
 DNA	
 fragment	
 containing	
 the	
 
litR	
 gene	
 and	
 LitR-binding	
 region	
 was	
 inserted	
 into	
 an	
 expression	
 vector	
 containing	
 a	
 
reporter	
 gene	
 in	
 E.	
 coli	
 and	
 T.	
 thermophilus.	
 	
 The	
 results	
 of	
 gene	
 expression	
 response	
 
to	
 blue	
 light	
 irradiation	
 suggested	
 the	
 feasibility	
 of	
 the	
 light-dependent	
 gene	
 
expression	
 system	
 using	
 LitR.	
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１．研究開始当初の背景 
(1)新しい遺伝子発現制御法の必要性	
 

	
 細胞内に導入した目的遺伝子の発現を制

御することは，基礎から応用までの幅広いラ

イフサイエンス分野において欠かすことの

できない手法の１つである。しかし，遺伝子

を導入する手法に比べて，発現制御系の開発

は遅れており，実際，発現制御が可能な系は

大腸菌や酵母など少数のモデル生物に限ら

れている。さらに，それらのモデル生物で使

われている方法の多くは薬剤や熱処理を加

えることによって発現を誘導するため，物理
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的ストレスや薬剤による二次的影響を排除

することができない。そのような影響は細胞

全体を対象とするプロテオーム解析やトラ

ンスクリプトーム解析などの障害となる。ま

た，細胞内の特定の場所でのみ発現を誘導す

ること（空間的な発現制御）もできない。	
 

	
 

(2)「光」を用いた発現制御法	
 

	
 上記に挙げた問題点を解決する方法の１

つとして，「光」によって遺伝子の発現を制

御するシステムが提唱されている。具体的に

は，光情報を特異的に受け取る光受容蛋白質

と，光受容蛋白質からシグナルを受けとって

遺伝子の発現調節を行う転写調節タンパク

質を細胞に導入し，その調節タンパク質の結

合配列を上流に組み込んだ目的遺伝子の発

現を光照射によって制御しようというもの

である。光照射は細胞に与える影響がほとん

どなく，また照射する領域を限定すれば，空

間的な発現制御もできる。しかし，光受容体，

転写因子，結合配列の３つが揃ったシステム

を構築することが難しいためもあって，現在

までのところ，実用レベルに達したものはな

い。	
 

	
 

(3)光受容能をもつ転写因子の利用	
 

	
 そこで申請者は，光受容能をもつ転写因子

を使えば上記の問題の多くが克服できると

考えた。申請者が長年研究している高度好熱

菌 Thermus	
 thermophilus では，カロテノイ

ド生産が青色光の照射によって誘導される

が，その光誘導性を担う因子として見つかっ

たのが LitR である。LitR はカロテノイド合

成系遺伝子上流のプロモーター領域に結合

し，その転写を抑制するリプレッサーとして

働く。LitR	
 の N 末端領域には	
 DNA	
 結合部位

があるが，興味深いことに，その C末端領域

にはビタミン B12 結合部位がある。ビタミン

B12の生合成を阻害すると，カロテノイド生産

の光誘導性が失われたことなどから，LitR	
 

に結合したビタミン B12 そのものが光センサ

ーであり，LitR	
 のリプレッサー機能に必須

だと考えられている。つまり，LitR	
 は光受

容体であると同時に転写因子でもあるとい

うユニークなタンパク質といえる。この	
 

LitR	
 が司る発現制御系では，光受容体，転

写因子，転写因子結合配列のすべてが分かっ

ている。以上のことから，LitR	
 とその結合

配列を利用した光発現制御システムを構築

すれば，ビタミン B12 を含むどのような細胞

にも適用できるはずだと考えるに至った。	
 

 
２．研究の目的 

	
 本研究では，光に依存して遺伝子発現を誘

導する高度好熱菌由来の転写調節タンパク

質	
 LitR	
 を利用して，LitR	
 結合配列を遺伝

子上流に組み込むことにより，光照射によっ

て目的遺伝子の発現を制御できるシステム

の基礎を確立することを目的とする。	
 

(1)	
 LitR	
 結合配列を高度好熱菌ゲノムの目

的遺伝子の上流に導入し，光照射によって発

現を制御する。	
 

(2)	
 LitR	
 構造遺伝子ならびにその結合配列

を含む「光発現カセット」を作製し，それを

組み込んだ大腸菌で光照射による発現制御

を実現する。	
 

(3)	
 確立した方法を用いて，発現誘導系をも

たない生物種でのタンパク質の大量発現，ア

ンチセンス鎖発現による必須遺伝子の発現

抑制などの実験を行い，従来法では困難だっ

た機能解析を行う。	
 

 
３．研究の方法 
(1)	
 LitR	
 による発現制御をうけるカロチノ

イド生合成系遺伝子の１つ	
 crtB	
 遺伝子に

おいて，そのプロモーター領域	
 (–10,	
 –35 領

域)	
 のさらに上流に	
 LitR	
 結合領域が同定

されている	
 (図 1)。	
 
 

 
 
図１	
 高度好熱菌	
 LitR	
 による	
 crtB	
 遺伝

子の光発現制御メカニズム	
 
 
そこで，レポーター遺伝子となる耐熱性薬剤

耐性因子などのプロモーター上流に	
 LitR	
 

結合領域の	
 DNA	
 断片を導入したプラスミド

を作製し，それを導入した高度好熱菌につい

て，青色光による発現を薬剤入りプレートで

の生育やコロニーの発色によって確認する。

さらに，LitR	
 結合領域の長さを変えたプラ

スミドも構築し，LitR	
 結合に必要な最小限

の塩基配列を決定する。	
 

	
 

(2)	
 大腸菌用の発現ベクターのプロモータ

ー領域に「光発現カセット」を導入し，高度

好熱菌と同じく，薬剤耐性などを指標にして，

光応答性の発現が見られるかどうかを調べ

る。	
 

	
 

(3)	
 発現誘導系をもたない高度好熱菌にお



 

 

いて，アンチセンス鎖発現による発現抑制実

験を行う目的で，薬剤耐性因子を用いた相同

組換えによる遺伝子破壊実験をいくつかの

遺伝子について行い，必須遺伝子の探索を行

う。また，青色光照射による高度好熱菌での

タンパク質発現の変動を把握するために，質

量分析法を用いたプロテオーム解析を行う。 
	
 
４．研究成果	
 

(1)	
 litR	
 遺伝子と	
 LitR	
 結合領域を含む	
 

DNA	
 断片をクローニングし，レポーター遺伝

子を含む大腸菌の発現ベクターのプロモー

ター領域に組み込み，青色光照射に対する発

現応答を調べた。さらに，LitR	
 結合領域の

長さを変えたり，レポーター遺伝子のプロモ

ーターと	
 LitR	
 結合領域の距離を変えるこ

とにより，発現レベルの改善を試みた。次に，

高度好熱菌の薬剤耐性マーカーの上流に同

様に	
 DNA	
 断片を組み込み，光応答性の発現

が見られるかどうかを調べた。得られた結果

から，LitR	
 を利用した光発現カセットによ

る光発現制御システムの構築は可能である

ことが分かった。	
 

	
 

(2)	
 耐熱性薬剤マーカーを利用した相同組

換え法による遺伝子破壊実験の結果から，高

度好熱菌のリボヌクレアーゼ	
 RNase	
 P	
 と	
 

nanoRNase，さらに核様体タンパク質	
 HU	
 が

必須遺伝子であることが強く示唆された。一

方，他種では必須遺伝子である	
 RNase	
 Y	
 が

この菌では必須ではないことも分かった。	
 

	
 

(3)	
 高度好熱菌の細胞破砕液に含まれるタ

ンパク質を二次元電気泳動で分離し，

MALDI-TOF	
 MS	
 および	
 nanoLC-Q-TOF-MS	
 によ

り，306 スポットから 258 個のタンパク質を

同定した。	
 

 
図 2	
 高度好熱菌タンパク質の二次元電気泳

動による分離	
 (pH	
 4–7)	
 

検出されたタンパク質としては，代謝系や遺

伝子情報発現に関わるものが多かった。	
 

	
 

	
 
図 3	
 プロテオーム解析で同定した高度好熱菌タ
ンパク質の機能カテゴリーによる分類	
 

	
 

(4)	
 高度好熱菌タンパク質のプロテオーム

解析の過程で，Ser/Thr/Tyr がリン酸化され

ているタンパク質の存在が明らかになった。

そこで，酸化チタンによるリン酸化ペプチド

の選択的濃縮と nanoLC-Q-TOF-MS	
 によるタ

ンデム	
 MS	
 解析により，48 個のリン酸化タン

パク質と 46箇所のリン酸化部位を同定した。

同定したリン酸化タンパク質は様々な機能

カテゴリーに属していたことから，バクテリ

アにおいてもタンパク質のリン酸化が主要

な翻訳後修飾の１つであることが示された。

さらに，立体構造上にリン酸化部位をマッピ

ングしたところ，リガンド結合あるいはその

近傍に存在する残基が多いことが分かった。	
 

	
 
図 4	
 高度好熱菌で同定したリン酸化タンパ

ク質の機能カテゴリーによる分類	
 (A)，立体

構造上の位置	
 (B)，二次構造上の位置(C)	
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