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研究成果の概要（和文）：細菌の環境シグナルの検知には、ヒスチジンキナーゼと呼ばれるセンサーキナーゼが使われ
ている。ヒスチジンキナーゼはシグナル検知ドメインとキナーゼドメインからなり、キナーゼドメインは保存性が高い
が、シグナル検知ドメインは多様性に富んでいる。
ラン藻Synechocyctisの内在性のリン酸欠乏応答センサーSphSのシグナル検知ドメインを、機能未同定のセンサーのシ
グナル検知ドメインと交換したキメラ型センサーを発現することで、in vivoで機能解析を行った。必須遺伝子で遺伝
子破壊ができなかったHik2の解析により、Hik2が塩化物イオンを検知する塩ストレスセンサーであることを初めて見出
した。

研究成果の概要（英文）：Most of bacteria utilize hisitdine kinases as signal sensors for perception of cha
nges in environmental conditions. Generally histidine kinase consists of signal-input domain and kinase do
main. The formers are diverse and the laters are well-conserved. 
We expressed chimeric sensors which contain signal-input domain from uncharacterised histidinekinase and t
he kinase domain from SphS, a phosphate-deficient sensor from the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 680
3. We identified that a chimeric sensor of Hik2, one of the essential hisitidine kinase, specifically resp
onded to salt stress by sencing Chloride ion concentration. It was the first finding that the salt sensor 
perceives chloride ion.
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１．研究開始当初の背景 

ヒスチジンキナーゼ（Hik）は、高等な動物

以外の生物（細菌・古細菌・カビ・植物・原

生生物）に保存されたセンサーキナーゼで、

細胞内外の様々な刺激を受容しキナーゼ活

性を調節する。それぞれのHikはペアとなる

特定の転写因子、レスポンスレギュレーター

（Rre）をリン酸化し、そのリン酸化状態に

より特定の遺伝子発現を制御している。一般

に Hik は N 末側の配列の多様性に富んだシ

グナル検知ドメインと C 末側の保存性の高

いキナーゼドメインからなる。ラン藻

Synechocystis sp. PCC 6803ゲノムには、47

種のヒスチジンキナーゼ（Hik）があり、こ

れまで配列の類似性や変異体の機能解析に

より、そのうちの 18 種については機能が推

定されている[Murata & Suzuki, (2006), J. 

Exp. Bot. 57: 253]。センサーの網羅的機能解

析は、その生物がどの様な環境適応・馴化能

を有するかを知る上でたいへん重要であり、

ある生物がいかにしてその環境に生育する

のか、その条件をニッチとして生育する意義

を知ることも可能となる。また、センサーの

シグナル検知の分子機構の解析は、環境耐性

能を賦与した生物や生物機能の産業利用に

も応用可能で、その意義は大きいといえるが、

これまで解析が十分進んでいるとはいいが

たい。シグナル検知ドメインの機能がセンサ

ーとしてのアイデンティティを決めている

が、配列だけから機能を推定することは困難

である。そこで機能解析が必要となるが、多

くの Hik は特定の環境条件でのみアクティ

ブであるため、変異体を作製しても、通常の

培養条件では表現型も遺伝子発現レベルも

野生株と明確な差が見られず、機能解明に繋

がらないことが往々にしてある。 

 我々はこれまでの解析の過程で、ラン藻の

リン酸欠乏のセンサーである Hik、SphS の

キナーゼドメインに機能未解析の Hik のシ

グナル検知ドメインを融合したキメラセン

サーの遺伝子の作成し、ラン藻細胞内で発現

することにより、機能未知のHikがシグナル

を検知し活性化される条件で、キメラセンサ

ーの SphSのキナーゼドメインが活性化され、

下流の転写因子 SphRをリン酸化する。その

結果、本来リン酸欠乏条件で発現が誘導され

る、アルカリホスファターゼやリン酸の高親

和性輸送体遺伝子群が誘導されることがわ

かった。アルカリホスファターゼは、ラン藻

細 胞 と 人 工 的 な 基 質 (p-nitrophenyl 

phosphate)を用いて容易に活性の測定が可

能であり、内在性のレポーター遺伝子として

利用できる利点がある。 

 

２．研究の目的 

ヒスチジンキナーゼ(Hik)は、細菌・カビ・植

物に保存されたセンサーキナーゼである。

Hikは一般にN末側の配列の多様性に富んだ

シグナル検知ドメインと C 末側の保存性の

高いキナーゼドメインからなる。本研究では

ラン藻のリン酸応答性 Hik、SphS のキナー

ゼドメインに機能未知の Hik のシグナル検

知ドメインを融合したキメラセンサーを細

胞内で発現させ、センサーがアクティブであ

れば、SphS の制御下にあるアルカリフォス

ファターゼ活性が発現することを利用して、

機能未知の Hik の機能とシグナル検知の関

わるドメインの同定を目指すものである。 

 

３．研究の方法 

 ラン藻の機能未同定 Hik の解析（Hik が受

け取るシグナルの同定とシグナル検知ドメ

インの解析） 

 Synechocystisゲノムには47種のHikがあ

り、これまでにそのうち 18 種の Hik の機能

は、我々や他の研究グループによって明らか

にされているが、残りは未解明である。本計

画の研究では Synechocystis に固有の Hikは

除き、全てのラン藻ゲノムに共通に保存され

た 5種の Hik と、淡水性及び陸棲のラン藻に



広く保存された

ナル検知ドメインと

ンを融合し、どの様な培養条件で

御下にあるアルカリフォスファターゼ活性

が発現するか調べ、機能未同定の

する条件を見出す。

参考に解析する環境条件を検討する。機能

る条件が特定できたら、シグナル検知の機構

を解析するため、シグナル検知ドメインに欠

失・置換等の改変を施し、内在性のレポータ

ーであるアルカリファスファターゼの活性

を測定し、シグナル検知に重要なサブドメイ

ン、アミノ酸残基を明らかにする。サブドメ

インが明らかとなったら、耐熱性のラン藻の

ホモログのそのサブドメインに対応する領

域を過剰発現・精製しタンパク質構造を解析

する。構造解析には海外連携研究者のイギリ

ス、シェフィールド大学の

士と共同で行う。

 

４．研究成果

 生物は環境の変化を検知

わせて自身の代謝を調節する。バクテリア・

カビ・植物・原生生物においては、細胞内外

の環境変化を検知する機構として、ヒスチジ

ンキナーゼと呼ばれるセンサータンパク質

が使われている。ヒスチジンキナーゼは、バ

クテリアに起源を有する、古典的なセンサー

タンパク質で多様な環境変化を認識するた

めアミノ酸配列の多様性に富んだ、シグナル

検知ドメインと、下流にシグナルを伝達する

ために

存性の高いキナーゼドメインから構成され

る。個々のヒスチジンキナーゼの機能解析か

ら、どの様な刺激でど

を制御するかについての情報は、これまでに

かなり蓄積してきたが、

子が環境変化を検知する分子機構について

は。まだ十分理解されているとは言えない。

本研究で、これまでに比較的詳細に機能とシ
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塩ストレス条件下でのみアルカリフォスフ

ァターゼの活性を発現した。さらに様々な塩

に対する影響を調べたところ、

を含む塩でのみ、アルカリフォスファ

ターゼの活性の発現が見られたことから、

グナル検知のメカニズムを解明できている

ラン藻のリン酸欠乏センサーSphS のキナー

ゼドメインに機能未同定のヒスチジンキナ

ーゼのシグナル検知ドメインを融合したキ

メラ型のセンサーを合成し、SphS を欠失した

ラン藻の細胞で発現した。キメラ型センサー

が本来発現を制御す

フォスファターゼの活性が発現

し、不活性型となればアルカリフォスファタ

ーゼの活性は発現しない。この仕組みを活用

して、キメラ型センサーのシグナル検知ドメ

インに様々な変異を導入することで、シグナ

ル検知に不可欠な部位を解析できる。 

ラン藻の機能未同定のヒスチジンキナー

のシグナル検知ドメ

のキメラセンサーは、

のみアルカリフォスフ

ァターゼの活性を発現した。さらに様々な塩

に対する影響を調べたところ、Cl-(塩化物イ

を含む塩でのみ、アルカリフォスファ

ターゼの活性の発現が見られたことから、

グナル検知のメカニズムを解明できている

のキナー

ゼドメインに機能未同定のヒスチジンキナ

ーゼのシグナル検知ドメインを融合したキ

を欠失した

ラン藻の細胞で発現した。キメラ型センサー

が本来発現を制御す

フォスファターゼの活性が発現

し、不活性型となればアルカリフォスファタ

ーゼの活性は発現しない。この仕組みを活用

して、キメラ型センサーのシグナル検知ドメ

インに様々な変異を導入することで、シグナ

 

ラン藻の機能未同定のヒスチジンキナー

のシグナル検知ドメ

のキメラセンサーは、

のみアルカリフォスフ

ァターゼの活性を発現した。さらに様々な塩

塩化物イ

を含む塩でのみ、アルカリフォスファ
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Hik2 は塩化物イオンを検知するタイプの新

規な塩ストレスセンサーでることがわかっ

た。Hik2 のシグナル検知ドメインには GAF と

呼ばれる構造が見られ、この GAF ドメインに

アミノ酸置換変異を導入すると、Hik2-SphS

キメラセンサーの機能が欠損することから、

GAF ドメインが塩化物イオンの検知に重要な

働きをすることが示された。 

 

 解析の過程で、アルカリフォスファターゼ

の活性の発現がマンガンイオンの欠乏によ

り著しく高まることが見出された。この仕組

みはまだ明らかではないが、アルカリフォス

ファターゼ発現の新規な制御系の存在を示

す結果であり、たいへん興味が持たれる。 

 また、植物ホルモンエチレンのセンサーは、

ヒス津人キナーゼ様の構造を有することが

わかっているので、シロイヌナズナのエチレ

ンセンサーのシグナル検知ドメインを融合

したキメラを 5種作製したところ、常に活性

型と常に不活性型とに区分された。これまで

のところエチレンに応答するキメラセンサ

ーは得られていないが、キメラ型のセンサー

が作動するのに必要なドメインを明らかに

することができている。今後、さらに詳細な

解析を行って、論文として発表する予定であ

る。 
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