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研究成果の概要（和文）： 本研究では、増殖に窒素肥料を必要としない窒素固定型シアノバクテリアを利用して、大
気中の二酸化炭素からバイオ燃料や化成品の原料などの有用物質を生産するための基盤技術の開発を行った。二酸化炭
素から有用物質を効率よく生産させるためには、シアノバクテリア細胞内での物質の流れ(代謝)を自在にコントロール
する必要がある。本研究では、代謝系の遺伝子の発現を制御する因子を同定し、その改変により代謝系をコントロール
することに成功した。

研究成果の概要（英文）：To develop the process of biological conversion of CO2 to fuel or chemicals by nit
rogen-fixing cyanobacteria, we investigated the regulatory mechanisms of carbon metabolism, such as glycog
en catabolism and sucrose synthesis in the nitrogen-fixing cyanobacterium Anabaena PCC 7120. We succeeded 
in identifying the regulators of carbon metabolism and altering carbon flux within cells by engineering of
 the regulators.
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１．研究開始当初の背景 
	
 化石燃料の枯渇や地球温暖化への対策と
して、カーボンニュートラルな再生可能資源
である植物バイオマスを利用したバイオ燃
料の生産が世界的に進められている。しかし、
食料との競合や耕作地の限界などの課題に
直面しており、新たなバイオマス資源の開発
が求められている。海や池などに棲息する微
細藻類は、植物よりもはるかに優れた光合成
能力をもっており、植物に替わるバイオマス
資源として注目されている。特に原核生物で
あるシアノバクテリアは呼吸活性が低く、昼
夜サイクルがある環境ではミトコンドリア
をもつ真核藻類よりも生産性にすぐれてい
る。また、遺伝子操作が容易な種が多く、細
胞構造も単純なため生物工学的な育種にも
非常に適している。このようなシアノバクテ
リアの優位性をもとに、遺伝子操作により水
素、エタノール、グリコーゲン、脂肪酸など
を生産するシアノバクテリアの育種が世界
的に進められている。 
	
 上述のように、光合成能力の高いシアノバ
クテリアなどの微細藻類は、バイオマス資源
として優位性が高いのは事実である。しかし
ながら、現実には植物性バイオエタノールは
実用化されているのに対し、微細藻類を材料
としたバイオ燃料生産は実用化されていな
い。そこには、微細藻類の培養に特有のいく
つかの問題が存在する。そのひとつが、微細
藻類の窒素要求性の高さである。その培養に
は化学肥料などの窒素源を大量に投入する
必要がある。したがって、培養における窒素
源のコスト削減が、微細藻類をバイオマス資
源として利用する上で重要な課題となって
いる。この問題を解決する微細藻類として期
待されているのが、窒素固定型のシアノバク
テリアである。窒素固定型シアノバクテリア
は、大気中に豊富に含まれる窒素ガスを利用
することができる唯一の微細藻類であり、そ
の培養には窒素肥料を全く必要としない。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、窒素固定型シアノバクテリア
Anabaena sp. strain PCC 7120（以下、アナベナ）
を用いて、バイオ燃料の原料となるグリコー
ゲンや脂肪酸の効率的な生産系を構築する
ために必要となる代謝工学のための基盤技
術の開発に取り組む。これまでの代謝工学で
は、標的とする遺伝子の数だけ、場合によっ
てはそれ以上、遺伝子操作を繰り返す必要が
あった。しかし、代謝系全体を制御する“パス
ウェイレギュレーター”を利用することで、1
回の遺伝子操作で多くの代謝系遺伝子を操
作することができる。本研究では、アナベナ
の主要糖代謝経路のパスウェイレギュレー
ターを同定し、その改変による糖代謝の効率
化を目指す。 
 
３．研究の方法 
	
 アナベナのパスウェイレギュレーターの

同定は、(1)発現相関解析による同定、(2)DNA
アフィニティーカラムによる精製・同定、の
2通りの方法で行った。 
(1) 発現相関解析によるパスウェイレギュレ
ーターの同定 

	
 バクテリアにおいては、代謝系遺伝子とそ
のレギュレーターはゲノム上で近傍に存在
することが多い。しかしながら、シアノバク
テリアはゲノム構造が複雑化しており、その
ような例はほとんど知られていない。実際、
主要な糖代謝経路の遺伝子の近傍には、レギ
ュレーターが存在しない。そこで、ゲノム上
での位置情報ではなく、発現情報をもとにレ
ギュレーターの探索を行った。レギュレータ
ーの発現は、その制御下にある遺伝子と同様
の発現パターンを示すことが多い。様々な条
件におけるトランスクリプトーム解析の結
果をもとに発現プロファイリングを行い、標
的とする遺伝子と同じ挙動を示すレギュレ
ーターを探索した。プロファイリングにより
選択された候補レギュレーターに関して遺
伝子破壊株を作製し、その制御下にある代謝
系遺伝子を同定した。 
(2) DNA アフィニティーカラムによるパス
ウェイレギュレーターの精製・同定 

	
 (1)の方法でのレギュレーターの同定が難
しい場合には、アフィニティーカラムによる
精製を行った。標的遺伝子のプロモーター領
域を含むDNAを固定化したカラムを用いて、
細胞の粗抽出液からプロモーター領域と相
互作用するレギュレーターを精製した。そし
て質量分析により、精製されたレギュレータ
ーを同定した。 
	
 
４．研究成果	
 
(1) 発現相関解析によるパスウェイレギュレ
ーターの同定 

	
 アナベナは塩ストレス条件下で、スクロー
スを適合溶質として細胞内に蓄積する。50 
mM NaCl 添加による細胞内スクロース量の
変化を調べたところ、数時間以内に 20 倍以
上にスクロース量が増加することが明らか
となった。塩ストレスによるスクロース合成
量の増加に関わる代謝経路を明らかにする
ため、50 mM NaCl添加後のスクロース代謝
系遺伝子の発現変化を定量的 RT-PCR方によ
り調べた。その結果、spsA, susA, susBの 3個
のスクロース代謝系遺伝子の発現が、塩スト
レスにより誘導されることが明らかとなっ
た。spsA はスクロース-6-リン酸合成酵素を、
susA と susB はどちらもスクロール合成酵素
をコードする遺伝子であり、どれもスクロー
スの合成に関わることが考えられた。次に、
これらの遺伝子の塩ストレス誘導を制御す
る転写因子を同定するため、DNAマイクロア
レイを用いて塩ストレスにより発現誘導を
受ける転写因子を同定した。その結果 9個の
転写因子が塩ストレスにより誘導されるこ
とが明らかとなった。さらに spsA, susAそし
て susBの発現との相関解析を行い、これらの



遺伝子の発現を制御する転写因子の候補と
して、OrrAを選抜した。 
	
 orrA遺伝子破壊株を作製し、スクロース合
成系遺伝子の発現への影響を調べた。その結
果、orrA遺伝子破壊株では、spsA, susA, susB
全ての塩ストレスによる誘導が見られなく
なっていた。さらに、塩ストレス条件下での
スクロースの蓄積量を調べると、orrA破壊株
ではそのレベルが野生株の半分以下に低下
していた。したがって、OrrAはスクロース合
成系の遺伝子発現を制御することで、スクロ
ース合成を制御するレギュレーターである
ことが明らかとなった。さらに、スクロース
合成における OrrAの役割を調べるため、orrA
遺伝子の過剰発現株を作製した。orrA過剰発
現株では、通常培養条件下でもスクロース合
成系遺伝子の発現量が増加し、さらにスクロ
ース含量も約 2 倍に増加していた(図)。以上
の結果から、OrrAはスクロース合成経路のパ
スウェイレギュレーターとして働くことが
示された。 

(2) DNA アフィニティーカラムによるパス
ウェイレギュレーターの精製・同定 

	
 これまでの研究において、Anabaenaのグリ
コーゲン異化やスクロース合成の制御機構
を明らかにしてきた。しかし、重要な代謝経
路の一つであるペントースリン酸経路の制
御機構に関しては、全く知見がなかった。そ
こで、ペントースリン酸経路を構成する遺伝
子の発現制御機構の解明に取り組んだ。 
	
 ペントースリン酸経路を構成する遺伝子
の発現を調べたところ、6-ホスホグルコン酸
脱水素酵素をコードする gnd遺伝子が窒素欠
乏条件下で顕著な発現誘導を示した。gnd プ
ロモーター領域を用いたアフィニティー精
製により、Anabaena の粗タンパク質から
cyAbrB2 タンパク質が得られた。組換え
cyAbrB2 を用いたゲルモビリティシフト解析
により、cyAbrB2が gndプロモーターに特異
的に結合することが示された。以上の結果か

ら、cyAbrB2が gnd遺伝子の発現を制御する
転写因子である可能性が示唆された。 
	
 gnd遺伝子の発現制御における cyAbrB2の
役割を明らかにするため、Anabaenaを用いて
cyabrB2 遺伝子破壊株と過剰発現株を作製し
た。遺伝子破壊株においては、窒素源存在下
での gnd発現レベルが増加していた。しかし、
窒素欠乏による発現誘導は、遺伝子破壊株で
も観察された。一方、過剰発現株では窒素欠
乏条件下での gnd発現レベルが低下していた。
これらの結果から、cyAbrB2が gndの発現を
抑制する転写因子であることが明らかとな
った。また、窒素欠乏による gndの誘導には、
他の因子も関与していると考えられる。 
	
 cyAbrB2による gndの発現制御機構をさら
に理解するため、GFP をレポーターとして
gnd と cyabrB2 の発現局在を調べた。その結
果、gnd の発現は、窒素欠乏条件下で形成さ
れるヘテロシストにおいてのみ誘導される
ことが明らかとなった。一方、cyabrB2 の発
現はヘテロシストにおいて低下することが
示された。 
	
 以上の結果から cyAbrB2による gnd遺伝子
の発現制御機構を考察する。栄養細胞におい
ては、gndの発現は cyAbrB2により窒素条件
によらず抑制されている。一方、ヘテロシス
トでは、cyAbrB2 の発現量が低下することで
gnd の発現抑制が解除されると共に、gnd の
転写を誘導する別の因子が働くことで gndの
発現が誘導される。今後は、gnd 以外のペン
トースリン酸経路の遺伝子発現に AbrB2 が
関与するのか明らかにし、さらに gndの発現
誘導に関わる因子の同定を進める必要があ
る。 
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