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研究成果の概要（和文）： 

LitR は、グラム陽性およびグラム陰性細菌に広くコードされている光応答性転写調節因子であ

る。高度好熱菌 Thermus thermophilus および土壌細菌 Pseudomonas putida に由来する litR
遺伝子の解析を進めたところ、litR は前者の光依存的なカロテノイド合成遺伝子 (J Bacteriol 
2011)、後者の新規な光誘導性遺伝子群の発現制御において中心的な役割を果たすことが明らか

になった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The homologous gene of Light-responsive transcriptional regulator (LitR) is distributed 
in gram positive and gram negative bacteria. In this study, we revealed that LitR homologs 
of Thermus thermophilus and Pseudomonas putida are also a central regulator for 
photo-inducible carotenogenesis and the transcriptional regulation of novel 
light-inducible genes, respectively. 
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１．研究開始当初の背景 
 環境中に豊富な物理刺激である光は、生物
機能に深く関与し、特に光受容の分子メカニ
ズムは動物視覚系ならびに光合成生物を材
料に詳細な研究がなされている。一方、環境
中に普遍的な微生物の光応答は、その実例に
乏しく、全くと言っていいほど調べられてこ
なかった。ところが、最近我々は、光合成を
行わない一般細菌にも光に応答して新たな

機能発現を誘導する分子機構が存在すると
いう新事実を明らかにした。 
この発見の発端となった放線菌は、土壌に

生息し複雑な形態分化と多様な二次代謝産物
を生産することでよく知られる産業微生物で
ある。我々は、遺伝的取り扱いのモデル株
Streptomyces coelicolor A3(2)において、そ
の二次代謝産物の一つであるカロテノイドの
生産が光によって誘導されることを見出した。

機関番号：３２６６５ 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：２００９～２０１０ 

課題番号：２１７８００８３ 

研究課題名（和文）細菌に広く分布する光受容体 LitR の作用機作と役割の多様性に関する研 

究                  

研究課題名（英文）LitR-mediated photoresponse in non-phototrophic bacteria: studies on  

its molecular mechanism and potential diversity 

研究代表者 

高野 英晃（TAKANO HIDEAKI） 

日本大学・生物資源科学部・助教 

 研究者番号：５０３８５９９４ 

 

 



 

 

カロテノイドは微生物から高等植物まで幅広
い生物によって生産され、光照射により生じ
る有害活性酸素分子種の消去剤として機能す
る。光によるカロテノイド生産の誘導は一般
細菌において知られる現象であるが、その分
子メカニズムはグラム陰性細菌である
Myxococcus xanthusにおいてのみ研究されて
きた。M. xanthusにおける光応答の分子メカ
ニズムは複雑で、すでに多くの制御遺伝子群
が同定されているが、光受容の分子機構は未
だ明らかでない。一方我々は、S. coelicolor 
A3(2)における光依存的なカロテノイド生産
は、生合成遺伝子クラスター（crt）の上流に
コードされている転写制御蛋白LitRによって
中心的に制御されていることを明らかにした。
LitRは、そのC末端領域に結合するコバラミン
分子の青色光吸収に伴ってプロモーター領域
への結合様式が変化し、その結果RNAポリメラ
ーゼがリクルートされてlitSの転写を開始に
導くと予想される（J Bacteriol 2005）。こ
うして転写が誘導されるlitSはECFファミリ
ーのσ因子をコードしており、crtの特異的な
転写を司ることが明らかになっている。 

さらに、LitR に相同な蛋白が放線菌以外に
も Thermus や Pseudomonas をはじめとするグ
ラム陰性菌にも広く分布することを見いだ
した（BBB,2006）。Thermus thermophilus の
litR 相同遺伝子は、S. coelicolor A3(2)と
同様に crt及び光回復酵素遺伝子とクラスタ
ーをなして存在しており、放線菌のシステム
と同様に最も重要な光応答性遺伝子である。 

LitR 蛋白が、広範な一般細菌において光依
存的な転写調節を司ることは、上記の結果よ
り明らかであり、光という極めて普遍的な環
境因子によって誘導される機能がバクテリ
ア全般に広く潜在していることを暗示して
いる。これまでに知られているカビや植物の
青色光受容体の光吸収はフラビンを介して
行われる。一方、LitR はコバラミンを光セン
サー分子とことから、新しいタイプの光受容
体である可能性が高いことが予想され、学術
的にも大変興味が持たれる。 
 

 

２．研究の目的 
(1) LitRによる光応答性転写制御メカニズム
の詳細 
①高度好熱菌 Thermus thermophilus HB27 の
LitR 蛋白の機能 T. thermophilusが示す光
誘導性カロテノイド生産は、LitR と cAMP レ
セプター(CRP)様の TTP55によって制御され、
それぞれの機能はリプレッサーとアクチベ
ーターであることが予想されている。まず、
LitRとTTP55を介した転写制御の基礎的なメ
カニズムを明らかにする。また、コバラミン
が LitR のリガンドとして機能するかを、in 
vitro における分子間相互作用解析やコバラ

ミン合成遺伝子の破壊実験により検証する。 
②Pseudomonas putida KT2440 の LitR 
本菌は、カロテノイド合成遺伝子を有さな

いが、複数の litR相同遺伝子（litR1、litR2、
litR3）をコードしている。また、litR に隣
接 し て 植 物 型 光 受 容 体 の ホ モ ロ グ
（ppSB1-LOV、ppSB2-LOV）が保存されている。
これまでに進めたタイリングアレイ解析に
より 21 個の遺伝子の発現が光によって誘導
されることを明らかにした。ここでの目的は、
光誘導性遺伝子群の発現制御機構を明らか
にすることである。litR や ppSB1-LOV の機能
解析を中心的に進める。本菌から見つかった
光誘導性遺伝子群の多くは、放線菌や T. 
thermophilus にはコードされていないこと
から、本菌を対象とした解析を進めることに
より、新しい LitR に関する知見が得られる
ものと期待される。 
(2)光に応答する微生物機能の多様性評価 

カビや植物においては、多くの青色光応答
現象が観察されているにも関わらず、光合成
を行わない一般的なバクテリアではそのよ
うな現象に関する報告がすくない。新しい光
応答現象の発見を目的として、litR 相同遺伝
子の存在が確認されている種々の細菌属な
らびに任意の自然界分離株を対象として、光
依存的な表現形質を示す菌株をスクリーニ
ングする。ユニークな現象が見つかった場合
には、遺伝生化学的な手法を用いて、litR 遺
伝子の分布やその分子メカニズムを解析す
る。 
 
 
３．研究の方法 
(1) LitRによる光応答性転写制御メカニズム
の詳細 
①高度好熱菌Thermus thermophilus HB27の
LitR 蛋白の機能 

大腸菌を宿主としてLitRとTTP55の組み換
え蛋白を調製する。組み換え蛋白を用いたゲ
ルシフトアッセイ、フットプリント法、in 
vitro転写実験を進め、２つの蛋白質の基礎
的な機能を生化学的に証明する。 

次に、光吸収の機能をもつことが推測され
るコバラミン結合ドメインを解析する。試験
管内におけるLitR蛋白とコバラミンの結合
をその吸収波長から確認する。また、コバラ
ミン生合成遺伝子クラスターの破壊株を作
製し、明・暗条件下におけるカロテノイド生
産やその合成遺伝子の転写解析を行う。 
②Pseudomonas putida KT2440のLitR 
LacZ 活性を指標としたレポーターアッセ

イを進め、21 個からなる光誘導性遺伝子群の
発現制御メカニズムを明らかにする。これら
の転写制御において中心的な役割を担うこ
とが予想される litR1、litR2、litR3、
ppSB1-LOV、ppSB2-LOV の遺伝子破壊株を作製



 

 

し、各破壊株における光誘導性プロモーター
の転写様式を調べる。これにより、各遺伝子
が作用するプロモーターを明確にする。その
際に、単独破壊株では影響が出ないことも想
定にいれ、二重さらには三重破壊株を作製し、
解析に供する。さらに、大腸菌の発現系で精
製した組み換え LitR 蛋白を用いて、ゲルシ
フトアッセイ法や DNaseI フットプリント法
により LitR 蛋白と標的プロモーターの相互
作用を解析する。 
(2)光に応答する微生物機能の多様性評価 
土壌をスクリーニング源として、２０００

種のバクテリアを単離する。それぞれの菌群
を illuminating incubator (タイテック社)
を用いて明条件および暗条件下で培養し、色
素・コロニー形態などを指標として差異が認
められた菌群を選抜する。選択された菌株種
の推定を目的として、16S rDNA 配列を決定す
る。 
 
 
４．研究成果 
(1) LitRによる光応答性転写制御メカニズム
の詳細 
①高度好熱菌 Thermus thermophilus HB27 の
LitR 蛋白の機能 
大腸菌を宿主として調製して、LitR と

TTP55 の組み換え蛋白の調製に成功したので、
これらを用いた in vitro 転写実験を行った。
crtB プロモーターの転写は、RNA ポリメラー
ゼホロ酵素と TTP55 の共存時のみに検出され
た。ここで認められた TTP55 のアクチベータ
ー活性にはcrtB転写開始点より-56領域まで
が必要であった。この結果は大腸菌 CRP の知
見と良く一致していた。続いて、RNA ポリメ
ラーゼホロ酵素と TTP55による転写誘導に対
する LitR の影響を調べたところ、LitR 添加
は TTP55 による転写誘導を顕著に阻害した。
また、DNase I footprint 法は、LitR のプロ
モーター結合配列が crtB プロモーターにお
ける-55 から-89 領域であることを明らかに
した。これらの結果は、LitR と TTP55 の機能 

 図１ T. thermophilus の光誘導性カロテノイド生産

の制御モデル 

 

がそれぞれリプレッサーとアクチベーター
であることを明確に示している(J Bacteriol 
2011) （図１）。 
LitR 蛋白とコバラミン標品の相互作用を

解析したところ、LitR 蛋白はコバラミンに特
有な吸収スペクトルを示した。一方、コバラ
ミン結合ドメインを欠損した変異型 LitRは、
その吸収スペクトルを示さなかった。このこ
とより、LitR 蛋白は、コバラミンと特異的に
相互作用することが明らかになった。また、
コバラミン合成遺伝子破壊株を作製し、その
カロテノイド生産を調べた。その結果、コバ
ラミン破壊株は明・暗の両条件下において構
成的なカロテノイド生産を示した。以上のこ
とより、コバラミンは、LitR のリプレッサー
活性に必須な分子、すなわち“リガンド”で
あることが強く示唆された(J Bacteriol 
2011)。 
②Pseudomonas putida KT2440 の LitR 
２１個からなる光誘導性遺伝子群につい

て、レポータープラスミドを用いた解析を行
った結果、少なくとも７つの光依存的なプロ
モーターによって制御されることが明らか
になった。また、litR パラログの各遺伝子破
壊株における転写レベルを調べたところ、各
litR の単独破壊株では、野生株と同様の光依
存的な転写が認められた。一方、litR の多重
破壊株では光依存性が消失し、構成的な転写
を示した。このことから、LitR は光応答の中
心的な制御蛋白であり、３つのパラログが互
に機能を相補していることが示唆された。 
大腸菌における組み換え蛋白の発現・精製

に唯一成功した LitR1 蛋白は、７個すべての
光誘導性プロモーターに特異的な結合を示
した。ここで同定された光応答性遺伝子群が
本菌およびその類縁菌にのみ高く保存され
ていたことは、これら菌群が litR を基軸と
して独自の光応答制御システムを獲得およ
び進化させたことを推測させる。 
(2)光に応答する微生物機能の多様性評価 

土壌より２３００株の細菌を分離し、明・
暗条件下で培養したところ、カロテノイドと
予想される黄色色素が光によって誘発され
る 80 株の細菌を土壌より分離した。これら
光応答性細菌について、近縁種ゲノム情報を
もとに litR および既知の光受容体ホモログ
遺伝子の分布を調べた。その結果、litR・光
受容体遺伝子をゲノムにコードしているグ
ル ー プ 1（ Bacillus 、 Lysinibacillus 、
Staphylococcus、Halomonas、Pseudomonas、
Ralstonia、Sphingomonas）とそれらのホモ
ロ グ 遺 伝 子 を 有 さ な い グ ル ー プ 2
（ Arthrobacter 、 Brevibacterium 、
Microbacteria）に分類された。グループ 2
に属する放線菌群は既知の光受容体を有さ
ないことから、新規なタイプの光受容体をコ
ードしている可能性が示唆された。ここで見



 

 

つかった細菌群はこれまでに応用微生物領
域において研究対象として解析されてきた
にも関わらず、光応答性に関する報告は皆無
であった。 
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