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研究成果の概要（和文）：医薬・農薬などを新規に開発するために、さまざまな化学物質の生理機能活性をスクリーニ
ングする新規な方法を開発することを目的として研究を行った。単細胞の光合成生物であるシアノバクテリアを材料と
して用い、光合成生物が持つクロロフィルの蛍光を利用することにより、さまざまな薬剤が細胞内の代謝系に及ぼす影
響を解析した。その結果、細胞内の中間代謝産物を添加した場合に、代謝系によってその応答が異なることが明らかと
なり、薬剤の評価にクロロフィル蛍光を用いることが可能であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop the novel method to screen drugs affecting spe
cific metabolic process. We used chlorophyll fluorescence for that purpose, using cyanobacteria, unicellul
ar photosynthetic organisms. The obtained results demonstrate that the addition of the several metabolite 
to cyanobacterial cells results in the specific change in the induction kinetics of the chlorophyll fluore
scence.
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１．研究開始当初の背景 
 医薬・農薬などを新規に開発するために、
さまざまな化学物質の生理機能活性をスク
リーニングすることは古くから行われてお
り、近年、そのようなプロセスを促進するた
めに、化合物ライブラリーの整備も進められ
ている。ライブラリーから生理機能活性をス
クリーニングする場合には、細胞や組織の生
死への影響、培養細胞や単細胞生物の生育速
度への影響、特定の酵素などの活性への阻害
作用をみる、といった方法が主にとられてい
る。このような方法の中で、生死や生育速度
への影響を見る場合には、多様な機能活性へ
の影響を見ることができる代わりに、実際の
化合物の標的は別途、同定する必要があると
いう問題点があり、逆に、特定の酵素などの
活性への阻害作用を見る場合には、化合物と
標的の関係は明らかになるが、その特定の反
応についての情報しか得られない、という問
題点が存在する。 
 一方、申請者は従来、原核光合成生物であ
るシアノバクテリアの遺伝子機能を解明す
るため、細胞内のクロロフィルを代謝系蛍光
プローブとして用いる研究を進めてきた。ゲ
ノム上の遺伝子の破壊株約500株について暗
所から明所への移行時のクロロフィル蛍光
の発光強度の変動を観察すると、その挙動は
その破壊株の原因遺伝子の機能を反映する
ことを明らかにした (Ozaki et al. 2007, 
Plant Cell Physiol. 48:451-458)。しかも、そ
の挙動を表現型ベクトル同士のなす角とし
て定量化し、クラスター解析を行なった場合、
ゲノム上の約半数の遺伝子について機能と
表現型を関連づけることができた（Ozaki 
and Sonoike 2009, Photosynth. Res., 
101:47-58）。 
 興味深いことに、例えば呼吸系の末端酸化
酵素の阻害剤を野性株に加えて測定したも
のを遺伝子破壊株と同時に解析すると、阻害
剤を添加した株と、末端酸化酵素の破壊株は
同じクラスターに集まる。つまり、この結果
は、化合物の標的タンパク質を、クロロフィ
ル蛍光を用いて同定することができる、とい
うことを示している。 
 
２．研究の目的 
 上記の状況を踏まえ、新規の薬剤スクリー
ニング方法を開発することにした。本研究に
おいては、１回のスクリーニング操作におい
て、「多様な機能活性への影響の有無」と「そ
の化合物の標的候補」についての情報を同時
に収集する方法を、植物生理学の分野から提
案する。クロロフィル蛍光は、一義的には光
合成の機能を反映するが、原核生物としてオ
ルガネラを持たないシアノバクテリアにお
いては代謝系が相互作用しているため、上記
のように呼吸系の表現型解析にも用いるこ
とができる。期間中に、光合成や呼吸以外に
どれだけ広範囲の生物機能についての情報
が取得可能であるかを検討し、薬剤スクリー

ニング方法の確立を行なうことを本研究の
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 解析には、クロロフィル蛍光 CCD カメラを
用いて、２次元画像を時系列に取得し、プレ
ート上のシアノバクテリアのパッチからの
蛍光の時系列データに変換した蛍光挙動を
主に用いる。この蛍光挙動が遺伝子の破壊、
もしくは薬剤の添加によって変化する様子
を比較することが基本となる。 
 具体的には、破壊株の蛍光挙動を、表現型
ベクトルの角度に変換することにより定量
化し、これを距離としてクラスタリング解析
をすることにより機能と結びつける手法を
確立している（Ozaki and Sonoike 2009）。 
 また、個々の遺伝子変異株の詳細な解析は、
液体培養をしたシアノバクテリアを、高感度
のクロロフィル蛍光解析装置（Water PAM）
により測定することにより行った。また、光
化学系量比の定量は、液体窒素温度での低温
傾向スペクトルにより、また光合成活性の測
定は、酸素電極による電子伝達活性の定量に
より行った。 
 
４．研究成果 
 平成２２年度までに構築していたシアノ
バ ク テ リ ア の 蛍 光 挙 動 デ ー タ ベ ー ス
(Fluorome)に、これまでに測定を重ねてきた
シアノバクテリアのクロロフィル蛍光デー
タを追加して登録し平成２３年１０月にバ
ージョン２として公開した。この結果、登録
されたシアノバクテリアの遺伝子破壊株の
数は、全ゲノムの遺伝子の 23%強に相当する
まで増やすことができた。データベースはは
Fluorome として独自サイトからデータベー
ス を 公 開
(http://www.photosynthesis.jp/fluorome/)してき
たが、平成２３年度に発足した JST に拠点を
おくバイオサイエンスデータベースセンタ
ーにも最新データを寄託し、そこから興味を
持ったものが自由に全データをまとめてダ
ウンロードすることを可能にした。 
 さらに、光合成とそれ以外の代謝系の相互
作用によるクロロフィル蛍光への影響を把
握するために、呼吸の電子伝達に関与する
NDH 複合体のサブユニットをコードする遺伝
子破壊株と、呼吸の末端酸化酵素複合体の阻
害剤であるシアン化カリウムを用いて、解析
を行なった。その結果、呼吸の電子伝達鎖の
上流に位置する NDH 複合体の機能不全は、そ
の下流のプラストキノンプールの酸化を通
して光合成のステート状態に影響を及ぼし、
結果としてクロロフィル蛍光挙動に大きな
変化が現れることが明らかとなった。さらに、
この変化は、呼吸の電子伝達鎖の最下流に位
置するNDH複合体をシアン化カリウムで阻害
することによって解除されることを見出し
た。 
 また、クロロフィル蛍光の変化に伴い、通



常用いられる光合成速度のクロロフィル蛍
光による見積もりが不可能になることも明
らかとなった。このことは、シアノバクテリ
アにおける光合成速度の見積もりに大きな
問題点を投げかけることになった。この点は、
当初の研究目的にはないものであるが、シア
ノバクテリアを材料とした光合成研究にと
っては重要な発見である。 
 ここまでの研究成果により、少なくとも呼
吸系に関しては、光合成系との関連のメカニ
ズムが明らかとなり、呼吸系の阻害剤との関
わり方についても情報が得られた。 
 平成２５年度に入ってからは、プレート上
にパッチ状に生育させたシアノバクテリア
細胞に数十種類の薬剤溶液を滴下し、二次元
蛍光カメラにより各パッチからの蛍光を経
時的に測定することにより、各種薬剤の細胞
内代謝系への影響を評価した。この結果、ア
ミノ酸では試した２０種のほとんどで特徴
的な蛍光挙動変化が見られた一方、有機酸の
場合は試した７種でいずれも変化が認めら
れなかった。この結果は、アミノ酸代謝経路
の中間代謝産物と、クエン酸回路の中間代謝
産物では、クロロフィル蛍光、すなわち光合
成系に対する影響が大きく異なることを示
しており、細胞内の代謝系の相互作用が、調
べた時間範囲（１５-３０分）においては大
きくないと結論できる。糖の場合はグルコー
スで特徴的な変化が見られ、解糖系とアミノ
酸合成系の相互作用も大きくないと推定さ
れた。 
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