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研究成果の概要（和文）：研究は、シアノバクテリアの糖異化制御メカニズムを解明した。主に、低酸素条件下
での糖異化遺伝子の転写制御メカニズムに焦点を当てた。シアノバクテリアは複数の嫌気発酵経路を持ち、主に
水素、酢酸、乳酸、ジカルボン酸を産生することが知られており、嫌気発酵は、物質生産において重要な培養条
件である。本研究では、クエン酸回路の生化学解析や遺伝子発現量改変株の代謝物量解析を通じて、シアノバク
テリアの嫌気発酵における多層的な制御機構を明らかにした。さらに、低酸素下での転写制御メカニズムの解析
から、cyAbrB2が低酸素シグナルを受容し、SigEの暗嫌気特異的な転写を調節することが示された。

研究成果の概要（英文）：The study elucidated the glycolytic control mechanism in cyanobacteria, with
 a focus on the transcriptional regulation of glycolytic genes under low-oxygen conditions. 
Cyanobacteria possess multiple anaerobic fermentation pathways, primarily producing hydrogen, 
acetate, lactate, and dicarboxylic acids. Anaerobic fermentation is crucial for substance 
production. Through biochemical analysis of the citric acid cycle and metabolite quantification in 
genetically modified strains, the study revealed the multi-layered control mechanism of anaerobic 
fermentation in cyanobacteria. Additionally, transcriptomic analysis under low-oxygen conditions 
unveiled the role of cyAbrB2 in sensing low-oxygen signals and regulating the anaerobic-specific 
transcription of SigE.

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究は、シアノバクテリアにおける糖異化制御メカニズムの解明を行った。シアノバクテリアは光合成によ
る「糖の生産者」でありながらも、嫌気発酵によって糖を有用な化合物に変換する「等の消費者」でもあり、
様々な代謝産物を生成する能力を有している。この研究により、シアノバクテリアが嫌気条件下でどのように糖
異化を制御するかが明らかになった。さらに、この研究はシアノバクテリアの嫌気発酵における制御メカニズム
が多層的であることを示し、生物学的な観点から、微生物の代謝制御が複雑なネットワークによって調節されて
いることを示した。今後は嫌気発酵を利用したカルボン酸と水素の有用物質生産に展開可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

シアノバクテリアは光合成で酸素を発生させるが、暗条件や高密度条件では酸素を消費し、低

酸素環境に置かれる。解糖系は呼吸の電子伝達に比べ ATP 獲得効率が低いため、低酸素条件では

糖異化が亢進する。また、解糖系では酸化型の補酵素を消費し還元型補酵素を得るが、低酸素下

では電子の受容体である酸素が不足するので嫌気発酵により有機酸や水素を産生し、酸化型補

酵素を再生する。 

低酸素条件の他に、窒素栄養、光、サーカディアンリズムがシアノバクテリアの糖異化を制御

しており、これらは最終的には転写レベルで制御されていることが知られている。研究代表者の

これまでの研究で、糖異化に関連する遺伝子の転写は RNA ポリメラーゼシグマ因子 SigE が担う

ことを明らかにしてきた。窒素栄養、光、サーカディアンリズムのシグナルは、SigE を介して

糖異化関連遺伝子の発現を制御している。一方で低酸素シグナルが糖異化を促進する仕組みに

ついては明らかになっていなかった。 

 またシアノバクテリアは複数の嫌気発酵経路を持ち、主に水素、酢酸、乳酸、ジカルボン酸を

産生する。そのうち酢酸は ATP 獲得反応の結果として、水素、乳酸、ジカルボン酸は電子受容の

結果として生じる。糖異化の制御は最終的には転写レベルで制御されるとされるが多層的であ

り、転写制御、酸化還元バランス、酵素の調節による制御、代謝のネットワークによる制御が関

わると予想される。 

  

２．研究の目的 

低酸素条件下におけるシアノバクテリアの糖異化制御機構を淡水性単細胞シアノバクテリアの

モデル生物 Synechocystis sp. PCC6803（以下シネコシスティス）を用いて明らかにする。研究

計画時は特に低酸素下の糖異化遺伝子の転写制御メカニズムの解明を主目的としたが、シアノ

バクテリアの糖異化制御は多層的であることを考慮し、 (a)クエン酸回路の酵素の生化学と代

謝の再構成、(b) 遺伝子発現量改変株の嫌気発酵条件での代謝物量解析、(c) 低酸素下の転写制

御メカニズムの解明、の三階層の研究から多層的なシアノバクテリアの糖異化制御機構を明ら

かにする。 

 

３．研究の方法 

(a) クエン酸回路の酵素の生化学と代謝の再構成 

発酵産物のうち、ジカルボン酸は分枝型クエン酸回路の還元反応部分により産生されるので、

クエン酸回路の酵素について知見を蓄積するため、生化学解析を行った。また、代謝の試験管内

再構成を行い、糖異化の中間産物であるホスホエノールピルビン酸(PEP)を基質とした分枝型ク

エン酸回路の代謝経路の分岐点の反応を 3酵素で試験管内再構成した。 

(b) 遺伝子発現量改変株の嫌気発酵条件での代謝物量 

リンゴ酸デヒドロゲナーゼ(mdh)の遺伝子を過剰発現させたシネコシスティスを作製し、嫌気

条件下で産生される乳酸、酢酸、ジカルボン酸の定量を行った。 

また、上記を拡張し、他の発酵遺伝子についても発現量改変株を作製し、嫌気条件下で発酵さ

せたときのグリコーゲン消費量、補酵素の酸化還元比(NADH/NAD+)、産生される水素、乳酸、酢

酸、ジカルボン酸の定量を行った。 

(c) 低酸素下の転写制御メカニズム 



 暗嫌気条件下でのタイムコースのトランスクリプトーム解析を行い、低酸素条件下で発酵遺伝

子を含む糖異化関連遺伝子の発現変化を調べた。 

糖異化関連遺伝子の転写を担う RNA ポリメラーゼシグマ因子 SigE について、明好気条件での

ChIP-seq によるゲノムワイド局在解析を行った。次に、SigE 制御下だが暗嫌気条件下でのみ転

写される水素発酵遺伝子(hox)に着目し、SigE とともに hox を制御するグローバル転写因子

cyAbrB2 について、破壊株の暗嫌気条件下のトランスクリプトームと好気条件下と暗嫌気条件下

で ChIP-seq によるゲノムワイド局在解析を行った。 

  

４．研究成果 

(a) クエン酸回路の酵素の生化学と代謝の再構成 

再構成された系は還元方向と酸化方向の調節を、生体内の pH や基質量の変化の範囲内で行う

ことができた。すなわち、代謝経路のネットワークによって、反応環境に応じた糖異化の制御を

実証できた(Ito et al. 2021) 

マリックエンザイム(ME)およびリンゴ酸でヒドロゲナーゼ(MDH)の生化学解析と invivo 解析に

より、明好気条件下では ME が働き、NADP+を用いてリンゴ酸をピルビン酸に酸化する一方、多く

の生物でクエン酸回路の構成酵素である MDH は、還元方向の反応を特異的に触媒することが明

らかになった。MDH の反応方向の特異性および NDAH を補酵素とすることから、MDH が低酸素条件

下でジカルボン酸生産による発酵を促進しうることが示唆された。また、明らかになった ME の

性質から、補酵素に NADP+を用いるラン藻特異的なクエン酸回路を提唱した。(Katayama et al. 

2022) 

(b) 遺伝子発現量改変株の嫌気発酵条件での代謝物量 

MDH をコードする citH 遺伝子の過剰発現株では、暗嫌気条件下でジカルボン酸の生産量が上昇

し、乳酸や酢酸の生産量が低下することがわかった。(Iijima et al. 2021)さらに、citH 過剰

発現株や酢酸発酵遺伝子(ack)の破壊株では嫌気条件下での NADH/NAD+比が酸化側に傾き、水素

や有機酸の生産量のバランスが変化することがわかった。(Akiyama and Osanai 2024) 

これらの結果により、遺伝子改変による発酵関連遺伝子の転写量変化がグリコーゲン消費量や

発酵経路のバランスを変化させることから、生理的条件でも転写が糖異化と発酵を制御する可

能性が示唆された。 

(c) 低酸素下の転写制御メカニズム 

暗嫌気条件下でのタイムコースのトランスクリプトーム解析から、水素発酵遺伝子(hox)は暗

嫌気条件移行後一過的に発現上昇し、ジカルボン酸生産の鍵酵素のリンゴ酸脱水素酵素

(mdh/citH)は恒常的な発現上昇を示した。(b)の遺伝子発現了解変化部の解析と併せて、ラン藻

は実際に発酵遺伝子の転写制御による発酵経路の調節を行うことが示された。 

糖異化関連遺伝子の転写を担うシグマ因子 SigE およびハウスキーピング遺伝子の転写を担う

主要シグマ因子 SigA それぞれについて、明好気条件下で ChIP-seq による局在解析を行った。

SigA と SigE の結合サイトはどちらも遺伝子の転写開始店付近で、両者は共通のものが多かっ

た。一方、SigE 依存に転写される糖異化関連遺伝子のプロモーターには、SigE のみが局在し、

SigA の局在は見られなかった。ゲノムワイド解析から、SigE 依存に転写されるプロモータのシ

グマ因子結合サイトのコンセンサス配列を導出した。水素発酵遺伝子(hox)は SigE 依存に転写

されることが知られているものの、好気条件下では SigE のプロモータ領域の結合は見られなか

った。(Kariyazono and Osanai 2022) 

 そこで、hox が代替シグマ因子 SigE 依存かつ暗嫌気条件下でのみ転写されるメカニズムの解明



を、SigE 及び転写因子 cyAbrB2 の暗嫌気条件下での ChIP-seq による局在解析により行った。結

果、明好気条件下では cyAbrB2 は hox プロモータ領域に結合して SigE の結合を阻害するが、暗

嫌気条件下では cyAbrB2 の局在が変化し、hox プロモータに SigE が結合し転写されることがわ

かった。また、ゲノムワイド解析から cyAbrB2 はラン藻の核様体結合タンパク質(NAPs)であると

結論した(Kariyazono & Osanai 2024)。先行研究で cyAbrB2 は翻訳後修飾を受けることが知ら

れており、cyAbrB2 が低酸素シグナルを受容することで SigE の暗嫌気特異的な転写が達成され

ることが推測された。 
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