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研究成果の概要（和文）：窒素固定能を植物に移入することを最終目標とし、光合成と窒素固定を両立する唯一
の生物であるシアノバクテリアに着目し、１）トランスポゾンタギングによる変異導入系を確立し、光合成と窒
素固定の両立に関わる遺伝子の探索を行った。２）植物に移入するべき遺伝子セットを特定するために、窒素固
定能をもたないシアノバクテリアに窒素固定遺伝子を導入し、光合成生物として初めてニトロゲナーゼ活性を付
与することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We established transposon-tagging mutagenesis in the nonheterocystous 
cyanobacterium Leptolyngbya boryana. Using this technique, we identified one gene that is involved 
in mechanism for coexisting nitrogenase and photosynthesis. To identify a gene set for transfer of 
nitrogen fixing ability to plants we isolated transformants in which the 20-kb nif gene cluster from
 L. boryana was integrated into a genome neutral site of the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 
6803. To activate the expression of the nif genes the cnfR gene encoding the transcriptional 
activator for the nif genes was also integrated into another genome neutral site.  A low but 
significant activity of nitrogenase was successfully detected in the transformants. This is the 
first example for functional expression of nitrogenase in oxygenic photosynthetic organisms.

研究分野： 植物生化学

キーワード： 窒素固定　ニトロゲナーゼ　シアノバクテリア　トランスポゾンタギング　光合成　合成生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 現在 70 億超の人口は、20 世紀中頃に育種

選抜された高収量の穀類によって支えられ

ている。しかし、それらの品種の高収量は、

工業的窒素固定でつくられる窒素化学肥料

の大量施肥によって初めて可能となってい

る。工業的窒素固定は、空気中の窒素（N2）

を金属触媒存在下で水素（H2）と 500ºC、200

〜500 気圧という高温高圧で反応させてアン

モニアに変換する。そのエネルギー消費は全

世界のエネルギーの 5％近くを占め、その化

石燃料消費による二酸化炭素排出は膨大で

ある。加えて、作物の窒素利用効率はそれほ

ど高くないため、作物に利用されず環境に流

出する固定窒素による環境汚染、生物多様性

の減少、健康問題は看過できない状況にある。 

 生物による窒素固定は、ニトロゲナーゼと

いう酵素をもつ一部の原核生物によって担

われている（図１）。ニトロゲナーゼによっ

て触媒される窒素固定反応（反応式１）は常

温常圧で進行し、工業的窒素固定に比べきわ

めて効率的である。 
 

 
 

 

 このニトロゲナーゼの触媒能力を作物に

付与できれば、空気中の窒素を肥料として利

用でき、窒素化学肥料に対する依存性を大幅

に低減できる可能性がある。 

 ところが、ニトロゲナーゼは、酸素（O2）

に触れると直ちに不可逆的に不活性化され

てしまう脆弱性をもつ。ニトロゲナーゼは、

特 有 の補因 子 として 金 属クラ ス タ ー

（[4Fe-4S]、P クラスター、FeMo-co（FeMo

コファクター）; 図１）をもちいて一連の電

子伝達反応と窒素分子還元を行っており、こ

れらの金属クラスター群は酸素によって速

やかに酸化分解されてしまう。さらに、これ

ら金属クラスターの生合成にはニトロゲ

ナーゼの構造タンパク質以外の多数のタン

パク質が関与する（図１）。その上、これら

生合成タンパク質において一過的に生成す

る生合成中間体の金属クラスターもまた酸

素に対して脆弱である。植物は酸素を発生す

る光合成で生育する。このため、作物の細胞

でニトロゲナーゼを発現させても、空気中の

酸素のみならず細胞内で生じる酸素によっ

てニトロゲナーゼは速やかに破壊されてし

まうことが想定される。 

 加えて、ニトロゲナーゼは反応を駆動する

ために大量の ATP を必要とする（反応式１）

ため、窒素十分な条件でニトロゲナーゼをつ

くらせると大量の ATP が無駄に加水分解さ

れてしまうため、その発現は窒素枯渇条件に

限定するなど適切に制御する必要がある。 

 このようなニトロゲナーゼ特有の性質が、

植物でのニトロゲナーゼの機能的発現によ

る窒素固定能付与の試みを極めて困難な課

題としている。 

 シアノバクテリアは、植物と同じ酸素を発

生する光合成を行う原核生物であり、植物の

葉緑体の起源となったと考えられている。実

際、多くの分子生物学的観点からシアノバク

テリアと葉緑体の高い類似性が指摘されて

いる。シアノバクテリアには、窒素固定能を

有する種と有さない種が含まれている。窒素

固定能を有するシアノバクテリアは、光合成

と窒素固定を何らかの機構で両立させてお

り、自身の光化学系 II から発生する酸素から

ニトロゲナーゼを防御する系やニトロゲ

ナーゼの発現を適切に制御する系を併せも

つと推察される。ニトロゲナーゼ遺伝子群に

加えて、それらの防御系・制御系を含めて移

入することで植物への窒素固定能付与が可

能となるのではないかと着想した。 
 
２．研究の目的 
 本課題では、 

(1) 窒素固定性シアノバクテリアの窒素固定

と光合成の両立機構の解析 



(2) 窒素固定能をもたないシアノバクテリア

へ窒素固定能移入 

という 2 つの研究を通して、光合成による内

生酸素に対する防御機構や制御機構を解明

し、窒素固定能付与に必要とされる遺伝子

セットを特定し、それをモデル植物において

検証する。これらの試みを通して、植物への

窒素固定能付与“空気を肥料とする農業”のた

めの基盤確立を目指す。 

 
３．研究の方法 
 本課題は、以下の２つの方向で研究を推進

する。 

（１）窒素固定性シアノバクテリアの窒素固

定と光合成の両立機構の解析：窒素固定（nif）

遺伝子群の遺伝子解析と変異株のスクリー

ニングにより両立機構に関わる遺伝子群を

特定する。 

（２）窒素固定能をもたないシアノバクテリ

アへ窒素固定能移入：nif遺伝子群を、窒素固

定能をもたないシアノバクテリアに導入し

た形質転換体を作出し、窒素固定移入のモデ

ル実験を行う。 
 
４．研究成果 

（１）窒素固定性シアノバクテリアの窒素固

定と光合成の両立機構の解析 

 2 種のシアノバクテリアで開発されたトラ

ンスポゾンベクターpKUT-Tn5-Sm/Sp（Watabe 

et al., 2014）を L. boryana で利用可能かどうか

を検討した。pKUT-Tn5-Sm/Sp を保持する E. 

coli S17-1 pir と L. boryana を混合し、寒天培

地にスポットすることで E. coli から L. 

boryana へのトランスポゾンベクターの接合

伝達を促した。ストレプトマイシンを含有す

る選択培地で現れた L. boryana の形質転換体

コロニーを集め、硝酸塩含有寒天培地と窒素

固定寒天培地（硝酸塩非添加）でのレプリカ

を作製し、嫌気条件下で生育させ、窒素固定

的条件での生育に異常を来す形質転換体を

選抜した。1,839 個のコロニーをこの方法で

スクリーニングした結果、3 個の形質転換体

（CT889, CT1590, CT1799）を選抜した。 

 このうち、CT889 は窒素固定的生育がまっ

たくできない Nif – 形質を示した。一方、

CT1590 は窒素固定条件での生育が有意に遅

い Nif S形質を示した。CT1799 は窒素固定的

な生育が野生型よりも有意に促進された。こ

れらの変異株のニトロゲナーゼ活性をみる

と、CT889 は野生型の 3％程度の活性しか示

さず、Nif – 形質とよく一致した。CT1590 は、

野生型とほぼ同じ活性を示すことから、Nif S

形質は、ニトロゲナーゼ活性低下ではなくそ

れ以外の過程に問題が生じていることを示

唆している。興味深いことに、CT1799 は、

野生型よりも 20％程度高い活性を示した。各

条件での生育量を定量的に比較すると、

CT1799 は嫌気条件で生育が促進しているこ

とがわかった。したがって、ニトロゲナーゼ

活性の向上は、嫌気条件での生育向上によっ

てもたらされたと推察される。 

 次に、これらの変異株のトランスポゾン挿

入部位を特定するためにゲノムリシーケン

スを行った。また、トランスポゾンタギング

によりゲノムにどの程度ランダムにストレ

プトマイシン耐性（SmR）カセットが挿入さ

れたかどうかを検討するために、これら 3 株

に加えて 9 株（計 12 株）のゲノムリシーケ

ンスを行った。 

 その結果、全 12 株について SmR カセット

の挿入位置を特定することができた。9 株で

SmR カセットは単一コピーとしてゲノムに挿

入されていたが、他の 3 株では 2 コピーもし

くは 3 コピーが異なる部位に挿入されていた。

挿入部位の分布はゲノム上にほぼランダム

に 分 布 し て い た 。 こ の こ と は 、

pKUT-Tn5-Sm/Sp をもちいたトランスポゾン

タギングによる変異株作製が L. boryana でも

可能であることを示している。 

 窒素固定生育能が失われた CT889 では、

SmR カセットが nif 遺伝子クラスター上の

nifU-nifH 遺伝子間領域に転写方向と同じ方

向に挿入されていた。nifH はニトロゲナーゼ

の Fe タンパク質をコードする遺伝子で、nifU

はニトロゲナーゼの Fe タンパク質や MoFe

タンパク質の鉄硫黄クラスターの生合成の

初期段階でクラスター形成の足場となるタ

ンパク質をコードしている。この nif 遺伝子

クラスターの転写は、nifU の上流に位置する

nifB と nifP の遺伝子間領域から両方向に向

かって進行し、nifU も nifH もその下流の nifD, 

nifK, nifV, nifZ, nifT と共に nifB プロモーター

からの共転写物として転写される。したがっ

て、nifU-nifH 間の SmRカセットの挿入は、共



転写物の安定性を著しく低下させ nifH 転写

物量を大幅に減少させる効果をもたらすと

推察される。このことから、CT889 が窒素固

定的生育能を失った原因は、nifU-nifH 間への

SmRカセットの挿入によると結論づけた。 

 CT1590のNif S形質は、遺伝子LBDG_29640

への SmR カセットの挿入によりその機能が

失われて生じたと推定される。BLAST 検索に

よると、LBDG_29640 は、Cu 輸送型 P 型

ATPase をコードしていることが示唆された。

Synechocystis sp. PCC 6803 においてこの遺伝

子ホモログと推定される ctaA (slr1950)遺伝子

欠損株の形質が報告されている (Tottey et al. 

2003)。その報告では、ctaA欠損株では細胞内

の Cu レベルが低下しており、細胞が Cu 不足

の応答（プラストシアニンは Cu 中心を有す

るため、Cu 不足条件では、ヘムを活性中心と

するシトクロム c6に置換される）を示すこと

を記している。シアノバクテリアにおける Cu

を有するタンパク質として末端酸化酵素（シ

トクロム c 酸化酵素; COX）もあげることが

できる。そこで、CT1590 を暗所従属栄養条

件での生育を調べたところ、野生株や他の変

異株が良好に生育したのに対し、CT1590 は

まったく生育できなかった。すなわち、

CT1590 では Cu 輸送型 P 型 ATPase の欠損の

ためCu不足となりCOXの活性が大きく低下

しているようである。ヘテロシストを形成す

るシアノバクテリアである Anabaena sp. PCC 

7120 では、COX 欠損株はニトロゲナーゼ活

性が大幅に低下することが報告されている。

ヘテロシストをつくらないシアノバクテリ

アである L. boryana でも COX 活性がニトロ

ゲナーゼに重要なはたらきを果たしている

ことが示唆される。この遺伝子は、ニトロゲ

ナーゼそのものやその生合成系と直接関係

がなく、Cu の輸送を通して COX 活性を維持

することでニトロゲナーゼの活性維持に大

きく貢献している。その点で、LBDG_29640

は、酸素パラドクスの統御機構の一環を構築

していることが示唆される。 

 非ヘテロシスト形成型シアノバクテリアL. 

boryana で確立されたトランスポゾンタギン

グ法は、今後、酸素パラドクスの統御機構に

関わる遺伝子同定に大きく寄与することが

期待される。 

 

（２）窒素固定能をもたないシアノバクテリ

アへ窒素固定能移入 

 光合成生物のモデルの一つとして広く活

用されている Synechocystis sp. PCC 6803 は、

もともと窒素固定能をもたない単細胞性シ

アノバクテリアである。本研究に先立ち、私

たちは、L. boryana の nif遺伝子クラスターの

中央部分に当たる 20.8 kb の遺伝子断片とそ

の転写活性化遺伝子 cnfR を挿入した CN1、

CN1 に mop 遺伝子を追加した CN2、mop お

よび coxB2-coxA2-coxC2 を導入した CN3 を単

離していた。 

 本研究では、これらの形質転換体のニトロ

ゲナーゼ活性を詳細に検討した。当初、これ

らの形質転換体において有意な活性を検出

することができなかった。しかし、酸素消去

剤であるジチオナイト（DTH）添加とイン

キュベーション時間の延長など、活性の評価

を慎重に行ったことによりこれら形質転換

体でニトロゲナーゼ活性を初めて検出する

ことに成功した。すなわち、アセチレン 10％

-アルゴン 90％の気相下で、DTH 添加時のみ

エチレン生成が認められた。野生型では同条

件でエチレンはまったく検出されない。ただ

し L. boryana でのエチレン生成量に比べると

極めて少なかった。L. boryana と Synechocystis 

sp. PCC 6803 では、細胞の形態や大きさが大

きく異なるため、活性の比較はむずかしい。

そこで、それぞれの種について濁度 OD730 と

乾燥重量（cell  dry weight, CDW）の相関を

実験的に決定し、CDW 当たりのエチレン生

成量として比較を行った。その結果、DTH 添

加時において CN1 の活性は L. boryana の

0.26%であった。また、CN2 と CN3 の活性を

CN1 と比較すると、CN2 の活性が最も低く

CN3 の活性は CN1 の活性を超えることはな

かった。 

 ウェスタン解析により CN1 の細胞抽出液

にニトロゲナーゼサブユニットタンパク質

（NifH, NifD および NifK タンパク質）を検出

した。検出されたニトロゲナーゼサブユニッ

トタンパク質は、L. boryana と比較すると、

NifH, NifDおよびNifKタンパク質で各々17%, 

6.4%および 23%であった。これらの値を活性

値と比較すると、CN1 で生産されたニトロゲ

ナーゼサブユニット NifH, NifD および NifK

タンパク質のわずか 1.5%, 4.1%および 1.1%



しか活性型としてアセンブルしていないと

推察される。  

 さらに、これらの形質転換体の窒素固定条

件的生育能を検討した。窒素枯渇-嫌気条件で

L. boryana は、窒素固定により窒素源を窒素

分子から得ることができるため良好に生育

したが、いずれの形質転換体でも有意な生育

は認められなかった。CN１を始めとしこれら

形質転換体では、ニトロゲナーゼ活性が低す

ぎるため窒素固定的生育には至らないと推

察される。おそらく、Synechocystis sp. PCC 

6803 において酸素を除去する活性が不十分

であるため、環境を嫌気条件としても光合成

で生じる内生の酸素によって大半のニトロ

ゲナーゼが不活性化されてしまうと推察さ

れる。今後は、酸素を除去する効果をもつさ

まざまなタンパク質・酵素の遺伝子を導入し、

ニトロゲナーゼ活性の向上を目指す。 

 

 トランスポゾンタギング法の確立により、

L. boryana がヘテロシスト非形成型シアノバ

クテリアの窒素固定の分子生物学的研究の

ために格好のモデルとなることが期待され

る。また、Synechocystis sp. PCC 6803 への遺

伝子導入によるニトロゲナーゼ活性の付与

は、光合成生物に対しては初めての例であり、

今後植物へのニトロゲナーゼ活性付与に向

けた大きな一歩となる。 
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