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研究成果の概要（和文）：ラン藻は酸素を用いて光合成を行う微生物である。高塩性の環境ではバイオフィルムを形成
した。ポリアミン合成酵素がバイオフィルム形成に関与していた。また、ヒスチジンセンサーキナーゼもバイオフィル
ム形成に関与することがわかった。カリウム取込み系も関与しておりカリウム輸送体の発現は概日性を示した。日周期
、光合成産物の糖生産と浸透圧の変化への適応機構がバイオフィルム形成と関わっていることが示された。

研究成果の概要（英文）：Cyanobacteria are prokaryotic microorganisms that perform oxygenic photosynthesis 
and are adapted to a regular cycle of light and dark periods. We found that high salt stress led to the 
biofilm formation of the bacteria from planktonic cells. The morphological change reflects to the 
adaptation to the environmental changes. To better understand the molecular mechanism, we have examined 
the production of polyamine, which is related with cell growth, and signal transduction pathway. The 
polyamine synthetic enzymes were found to be involved in the biofilm formation. Some of histidine kinases 
also participate in the pathway to regulate the formation of biofilm. One of the histidine kinases in K 
uptake transport system acted as a component in response with salt stress. The expressions were regulated 
by biological clock, which that help to contribute to the survival of the cells living in a stressful, 
light-dark cycle environment.

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 
 光 合 成細菌のラン藻 Synechocystis 
PCC6803 の水チャネル遺伝子変異株は、野生
株と比較して約5倍のグリコーゲンを細胞内
に蓄積する。これは浸透圧調節にかかわる輸
送体の変異が多糖形成を誘導する知見であ
る。この概念に基づいて、糖の細胞外生産の
可能性を調べたところ、塩ストレスによって
糖の分泌が誘導されることが分かった。この
多糖は細胞壁とは異なる物質であり、α-1.4
結合を 50%以上含んだ糖重合体であった。こ
のラン藻の多糖は、病原菌でみられるバイオ
フィルムと考えられるが、光合成生物(独立
栄養生物)に特徴的な光エネルギーの余剰生
産物と考えることができる。このことから、
病原菌などのように培地中の養分の変換と
は異なる要因で形成される分泌多糖と考え
られる。 
 
２．研究の目的 
 多糖形成およびバイオフィルムに形成に
関与する分子の同定とその機構を解析する。
ラン藻の細胞外への糖合成またはバイオフ
ィルム形成は、菌密度の増加と光合成エネル
ギーの余剰処理(適応反応)および環境適応反
応と考えられることから、生体膜で刺激を感
知する分子と細胞増殖に関与する因子に着
目して検討をはかった。 
 
３．研究の方法 
 Synechocystis PCC6803 の 2 種類の Kdp 系
と Ktr系の K輸送体本体の遺伝子発現に関し
て、ルシフェラーゼ遺伝子をレポーターとし
て観察した。 
 アルギニン脱炭酸酵素 ADC1 と ADC2 を大腸
菌においてHisタグ融合タンパク質として発
現してカラムによる精製を行った。 
 Synechocystis PCC6803 の 47個のヒスチジ
ンキナーゼ破壊株ライブラリー株の塩スト
レスによるバイオフィルム形成能をクリス
タルバイオレット法によって検討した。マイ
クロタイタープレートでバイオフィルム形
成度合いを評価して、一次スクリーニングと
して結果を得た。マイクロタイタープレート
においては、プレートの乾燥を防ぐ必要があ
ったことから、培養に用いる容器のシール法
や 96 穴の中における培養液の配置などに関
して、最適化を行った。 
 
４．研究成果 
 多糖の合成に関与するポリアミン合成系
の探索 多糖生合成酵素の発現制御に関与
すると考えられている2つの異なるアルギニ
ン脱炭酸酵素によるポリアミン生成が関与
している可能性を検討した。Synechocystis 
PCC 6803 の有する 2つのアルギニン脱炭酸酵
素 ADC1, ADC2 によるポリアミン生成が関与
し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
Synechocystis PCC 6803 のアルギニン脱炭酸
酵素 ADC1 と ADC2 を大腸菌において Hisタグ

融合タンパク質として発現させた後，精製を
行った。両タンパク質ともに，ほぼ生成する
ことができた。両タンパク質の酵素反応活性
をすすめたところ，ADC2 が ADC1 よりもより
高い活性を示した。また，pH 依存性に関して
も検討し，ADC1 と ADC2 では１ユニットの差
異が検出され，ADC1 は pH7 付近，ADC2 は pH8
付近が最適であった。このことは，ADC2 が細
胞内では主要な酵素活性を示すこととなり，
ADC1 の意義については未知であるものの，酸
性化における適応に関与している可能性が
予測された。 
 ポリアミン生合成系の酵素であるアルギニ
ン脱炭酸酵素の2つの酵素の変異株の多糖形
成を共焦点レーザー顕微鏡による観察と菌
形成時におけるガラス板への吸着観察を SEM
画像写真で検討した。adc1 変異株よりも，
adc2 変異株の方がバよりイオフィルム形成
量は大きく，Adc1 よりも Adc2 が大きな活性
を示すことから，アルギニン脱炭酸酵素によ
って生産されるポリアミンの含量が高いこ
とで，バイオフィルムの形成が抑制されると
予想できる。一方，大腸菌から精製した Adc1
と Adc2 のタンパク質の見かけの分子量が計
算値と差があることから，タンパク質の一部
が分解されている可能性が考えられた。そこ
で，タンパク質を酵素分解して生産されたペ
プチドを分析した。この結果，タンパク質の
分解がなく，全タンパク質として生成されて
おり，見かけの分子量の違いは，電気泳動の
差異による移動に過ぎないことが予測され
た。 
 
光合成による糖生産に関わる輸送体の発現 
 二酸化炭素を光合成によって等へ変換す
る機能を利用して独立栄養成長をとげるラ
ン藻の代謝と生合成反応は日周期に依存す
る。炭素の固定と炭素化合物の変換により、
細胞内の浸透圧の変化が生じることから、そ
れに関与する塩ストレスの反応に関与する
輸送体の発現も調整されると考えられた。高
浸透圧への適応に関して，Ktr 系と Kdo 系は
分担しているが，その関与に関しては後者の
方が小さいことがわかった。これにより，高
浸透圧や塩ストレスへの適応には，Kdp 系が
補助的な役割をしており，塩ストレスによっ
て誘導されるバイオフィルム形成に関与が
あることがわかった。 
 Synechocystis PCC6803 の 2 種類の Kdp 系
と Ktr系の K輸送体本体の遺伝子発現を検討
した。両輸送体の kdpA と ktrB の遺伝子発現
の転写量のピークが日出付近になった。
Synechocystis PCC6803 の水チャネルや機械
受容性チャネルなどの発現は宵の口にピー
クを迎えることと比較して、Kdp 系と Ktr 系
は日中の光合成と深い関係があることが予
測された。光合成生産物の蓄積が浸透圧を上
昇させることから、生物時計によって発現が
制御されるという関連性された。 
 



バイオフィルム生産を制御する二成分系の
検討 
 塩ストレスによってバイオフィルム形成
が誘導されることから、二成分系の関与が強
く示唆された。Synechocystis PCC6803 のヒ
スチジンキナーゼ遺伝子の破壊株ライブラ
リーの中から、塩ストレスによるバイオフィ
ルム形成能の測定を行った。野生株と同様に
塩ストレスでバイオフィルム形成される変
異株は対象から除外して、それとは逆または
変化しない変異株を取得した。これらの変異
株の中にはHik12, Hik14, Hik17などがあり、
これらの遺伝子の前後に存在するレスポン
スレギュレーターに関しても存在を確認し
た。これらのレスポンスレギュレーターが上
記のヒスチジンキナーゼと相互作用する可
能性を Bacterial two hybrid 法によって検
討した。相互作用の可能性が示されてレスポ
ンスレギュレーターには c-di-GMP の合成を
触媒ずると予想される部位が存在した。以上
の頃から、二成分制御系の中に、高塩ストレ
スで誘導されるバイオフィルム形成に関与
するものが存在することが明らかとなった。 
 細胞外の多糖は浸透圧に関して影響を受
けることがわかった。糖生産を制御する浸透
圧を制御する K輸送体に関して調べた。これ
までに明らかになっている Ktr 系以外に Kdp
系が存在するがその情報は限られていたた
め，Synechocystis PCC6803 の Kdp オペロン
とその制御因子と考えられるヒスチジンキ
ナーゼとレスポンスレギュレーターの遺伝
子を大腸菌にクローン化した。この遺伝子配
置は大腸菌とは異なる構成である。この結果，
大腸菌でKtr系よりも小さい輸送活性を示す
ことが明らかとなった。また，この二成分系
の破壊株を用いて発現解析を行ったところ，
これらは発現制御系と機能していることが
わかった。 
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