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研究成果の概要（和文）： 

 ラン藻の 3種類の窒素輸送体（LtnT, CynABD, FocA）の活性制御機構を解析し、LtnT輸送体

の活性化に新規タンパク質（LtnE）が関わっていること、様々な窒素同化の活性制御因子であ

る PIIタンパク質が CynABD 輸送体の活性化にも関わっていること、および FocA 輸送体の C 末

端領域が自身の活性を負に制御しており、FocA 輸送体は培地中にアンモニアが存在する時には

活性が抑制されている可能性が高いことを明らかにした。また海洋性ラン藻の培養法を確立し、

海洋性ラン藻には未知の亜硝酸イオン輸送機構があることを明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

 We analyzed the molecular mechanisms of the regulatory systems of three kinds of 

nitrogen transporters (LtnT, CynABD, FocA) in cyanobacteria. We identified a novel 

protein (LtnE) that is involved in the activation of the LtnT transporter in a freshwater 

cyanobacterium. We clarified that the PII protein, which was a regulatory protein of 

various nitrogen assimilation proteins, was involved in the regulation of the activity 

of the CynABD transporter. We clarified that the C-terminal region of the FocA transporter 

inhibited the transport activity of the transporter and the FocA transport activity could 

be inactivated in the presence of ammonium in the medium. In addition, we established 

the culture method of a marine cyanobacterium and clarified that there was an unknown 

nitrite transport mechanism in the marine cyanobacterium. 
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１．研究開始当初の背景 
 原核光合成生物であるラン藻は炭素窒素
比が 5：1 であり、植物（20〜30：1）に比べ
窒素同化の割合が高い。このようなラン藻の
高い窒素同化能は、効率の良い窒素吸収機構
によって支えられている。これまでに報告者
は、ラン藻より 3種類の窒素吸収に関わる輸
送体 (LtnT、CynA,B,D、FocA) を同定してき
た。これらの輸送体は輸送活性が制御されて
いるが、その制御機構は輸送体ごとに異なっ
ている。 
 淡水性ラン藻 Synechococcus elongatus 

の硫酸イオン輸送体様輸送体（LtnT）は、硝
酸イオンを輸送し、その輸送活性は His-Asp

リン酸基リレー型情報伝達系（LtnB→LtnA

→LtnC）によって制御されている。LtnT 輸
送体は 12 回膜貫通領域を持つタンパク質で
あり、その C 末端に輸送活性を阻害するドメ
インが存在する。LtnB は、シグナル受容ド
メイン、リン酸基受容ドメイン、自己リン酸
化ドメイン、及び 2 つのレシーバードメイン
を持つハイブリッドヒスチジンキナーゼで
あり、自己リン酸化能がある。自己リン酸化
した LtnB は、レシーバードメインだけから
なる LtnA にリン酸基を転移する。リン酸化
した LtnA は、リン酸基受容ドメイン、レシ
ーバードメイン、及び機能未知なドメインか
らなる LtnC にリン酸基を転移し、リン酸化
した LtnC は多量体を形成する。そして LtnC

の C 末端の機能未知ドメインのみをラン藻
細胞内で多量体化させて発現させると LtnT

輸送体が活性化されることから、LtnC の C

末端ドメインが LtnB→LtnA→LtnC からな
るHis-Aspリン酸基リレー型情報伝達系のシ
グナルのアウトプットを行う作用ドメイン
であると推定している。しかし、LtnB がど
のようなシグナルを受容しているのか、LtnC

の C 末端作用ドメインの多量体化と LtnT 輸
送体の活性化がどのように生化学的に繋が
っているのかは不明である。 

 淡水性ラン藻 Synechococcus elongatus 

の CynABD 輸 送 体 は 、 ATP-Binding 

Cassette 輸送体であり、シアン酸イオンと
亜硝酸イオンを輸送する。CynABD 輸送体の
活性は、培地中にアンモニアが存在すると活
性が抑制される。このように培地中にアンモ
ニアが存在すると活性が抑制される窒素同
化タンパク質は、他に硝酸イオン/亜硝酸イオ
ン輸送体や硝酸還元酵素が知られており、こ
れらのタンパク質の活性制御には PII タンパ
ク質が関わっていることが知られている。そ
こで、CynABD 輸送体の活性にも PII タンパ
ク質が関わっているかどうかについて興味
が持たれている。 

 近年海洋性ラン藻を含む様々なラン藻の
全ゲノム配列が決定され、多くの海洋性ラン

藻のゲノムには、ギ酸イオン輸送体（FocA）
と相同なタンパク質をコードしている遺伝
子が存在することが明らかとなってきた。こ
の遺伝子（focA）は、多くの海洋性ラン藻の
ゲノムにおいて亜硝酸還元酵素遺伝子の下
流に存在することから亜硝酸イオン輸送体
をコードしていると推定されているが、淡水
性ラン藻には存在せず、実験的に解析された
例は報告されていない。 

 また、海洋性ラン藻（特にαタイプの
RuBisCO を持つ海洋性ラン藻）は、海洋の
生態系に置いて非常に重要な役割を果たし
ていることが明らかにされているにもかか
わらず、実験室での培養が難しく形質転換技
術も確立していないために、分子生物学研究
はほとんど行われていない。 

 
２．研究の目的 
 ラン藻より同定した 3種類の窒素吸収に関
わる輸送体 (LtnT、CynABD、FocA)の活性制
御機構を分子レベルで詳細に解析し、ラン藻
の窒素吸収過程における制御機構の生理学
的意義について考察していく。また、海洋性
ラン藻の実験系を立ち上げ、解析の進んでい
ない海洋性ラン藻の窒素同化の解析も進め
る。 
 
３．研究の方法 
 ラン藻の窒素吸収に関わる輸送体の活性
制御機構について、活性制御タンパク質遺伝
子の変異株の解析、タンパク質間の相互作用
の解析について研究を行った。 

 淡水性のラン藻 Synechococcus elongatus
は、形質転換が容易に行える株であり、様々
な変異株、シャトルベクターを用いた発現ラ
イブラリーおよび相同組み替えを利用した
遺伝子破壊ライブラリーを既に取得してお
り、これらを利用して、輸送活性に影響の出
る変異株をスクリーニングした。 

 タンパク質間の相互作用の解析は、酵母
Two-hybrid システムを用いて解析した。膜
タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 の 解 析 に は 、
Split-ubiquiti法を用いた酵母Two-hybridシ
ステムも用いた。 

 また、海洋性のラン藻は、培養するのも困
難で、形質転換技術も確立していないため、
まず培養系の確立を行った。また、今後形質
転換に使用するために寒天培地上でもよく
生育する変異株の取得を行った。 

 

４．研究成果 

（1）LtnT輸送体の活性制御機構の解析 

 淡水性ラン藻Synechococcus elongatusの

ltnB遺伝子が変異しているためにLtnT輸送

体が恒常的に活性化している変異株にランダ



ムに変異を導入し、LtnT輸送体の輸送活性が

出ずに硝酸イオンを取り込めなくなった株を

スクリーニングした結果、新規遺伝子（ltnE）

が破壊されると硝酸イオンを取り込めなくな

ることが明らかとなった。遺伝学的解析の結

果、LtnEは、His-Aspリン酸基リレー型情報

伝達系（LtnB→LtnA→LtnC）のシグナルの

アウトプットに関わるLtnCとLtnTの間のシ

グナル伝達に関わっていることが示された。

また酵母Two-hybridシステムにより、LtnE

は、LtnCのC末端領域と相互作用することが

明らかとなった。LtnCはN末端領域でリン酸

基を受け取り多量体化することが分かってお

り、LtnCのC末端領域がLtnEと相互作用する

ことは、シグナルがLtnEを介してさらに下流

に流れていることを示している。またLtnD

は、N末端領域にcNMP結合ドメインを持ち、

C末端領域にLtnCのC末端領域と相同な領域

が存在するが、LtnEはLtnDのC末端領域とも

相互作用することが酵母Two-hybridシステ

ムにより示された。これらのことから、LtnB

およびLtnDが受容したシグナルがLtnEで集

約されると推定された。LtnTの活性制御ドメ

インとLtnEとの相互作用もTwo-hybridシス

テムにより検証したが、相互作用するという

結果は得られず、LtnEとLtnT輸送体の間の

シグナル伝達には別のタンパク質が介してい

る可能性が考えられた。そこで、LtnEやLtnT

輸送体と相互作用する因子をTwo-hybridシ

ステムにより探索したが候補因子は得られな

かった。 

 

（2）CynABD輸送体の活性制御機構の解析 

 Synechococcus elongatus のPII欠損株の

CynABD輸送体の活性は、培地中にアンモニ

アを添加した時に部分的にしか阻害されなく

なったことから、CynABD輸送体の活性制御

にPIIタンパク質も関わっていることが明ら

かになった。 

 

（3）FocA輸送体の活性制御機構の解析 

 海洋性ラン藻のfocA遺伝子を解析するにあ

たり、淡水性ラン藻の二重変異株（Δ

nrtABCDΔcynABD）を用いた。この二重変

異株は、硝酸イオン/亜硝酸イオン輸送体遺伝

子（nrtABCD）とシアン酸イオン/亜硝酸イオ

ン輸送体遺伝子（cynABD）の両方を欠損し

ており、亜硝酸イオンを能動的に取り込めな

い。この株に5種類の海洋性ラン藻のfocA遺伝

子を導入した結果、淡水性ラン藻細胞内で輸

送活性を示すものと示さないものに分けら

れ、輸送活性を示さないFocAにはそのC末端

に保存された延長領域が存在した。このC末

端領域を削ったFocAは、淡水性ラン藻細胞内

で亜硝酸イオン輸送活性を示すことが明らか

となり、このC末端領域が輸送体の活性を負

に制御していることが示唆された。このC末

端領域と相互作用する因子をTwo-hybridシ

ステムにより探索したが候補因子は得られな

かった。 

 

（4）海洋性ラン藻の亜硝酸イオン輸送機構の

解析 

 海洋性ラン藻の亜硝酸イオン輸送活性を生

理学的に解析するため、全ゲノム配列が決定

されている様々な海洋性ラン藻を入手し、培

養 系 を 確 立 す る こ と を 試 み た 結 果 、

Synechococcus sp. RS9916を人工海水で培養

することに成功した。Synechococcus sp. 

RS9916はC末端に活性制御領域をもつstrain

であり、この株を様々な窒素栄養状態で生育

させ亜硝酸イオン輸送活性を測定したとこ

ろ、輸送特性の異なる少なくとも3種類の亜硝

酸イオン輸送活性を示すことが明らかとなっ

た。Synechococcus sp. RS9916には、亜硝酸

イオン輸送活性を示すと推測されるfocA遺伝

子およびnrtP遺伝子が存在するが、これら以

外にまだ未知の亜硝酸イオン輸送体をコード

する遺伝子が存在することが明らかとなっ

た。また、Synechococcus sp. RS9916の示す

亜硝酸イオン輸送活性のうちの1つは、培地に

アンモニアが存在する時に可逆的に阻害され

ることが明らかとなった。この活性制御を受

ける輸送体がFocAだとすれば、亜硝酸イオン

よりも、効率的に同化できるアンモニアが存

在する時にアンモニアの同化を優先するため

に、FocA輸送体のC末端制御領域は、自身の

活性を抑制していることが示唆された。 

 また、淡水性ラン藻の二重変異株（Δ

nrtABCD Δ cynABD ） を 用 い て 、

Synechococcus sp. RS9916の新規亜硝酸イオ

ン輸送体遺伝子をクローニングすることを試

みたが、未だ新規遺伝子の同定には至ってい

ない。 

 

（5）その他 

 Synechococcus sp. RS9916を経代培養して

していく中で、寒天培地上でもよく生育でき

る株の入手に成功した。この変異株を用いて

形質転換を試みたが未だ形質転換株は得られ

ていない。 

 また予期せず、淡水性ラン藻より、亜硝酸

イオン輸送活性を示す新規膜タンパク質を同

定した。 
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