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研究成果の概要（和文）：光合成微生物シアノバクテリアの一部の種が、グリコーゲンではなく植物の澱粉に類似した
貯蔵多糖を生産する仕組みを解明するため、本研究を行った。二種の澱粉生産株についてゲノム配列を決定し、澱粉性
多糖生産能は、複数（2-3個）の枝作り酵素アイソザイムの協調的発現と強く相関することを見出した。グリコーゲン
生産性シアノバクテリア株における、澱粉代謝関連異種遺伝子の発現系を構築した。無機栄養欠乏時に澱粉性多糖生産
を促進する条件を見出した。また、組換え型枝作り酵素の特性解析を行い、1型、2型酵素は短い糖鎖を転移し、一方、
3型は活性が低く短い糖鎖とともに長い糖鎖をも転移し得ることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The present study was conducted to elucidate the mechanism by which a limited 
number of cyanobacteria (photosynthetic microorganisms) produce starch-like reserve polysaccharide seen 
in plants instead of glycogen in most bacteria. Genomic sequences were determined for two 
starch-producing strains, and the starch production was found to be tightly correlated to the coordinated 
expression of multiple (2 - 3) isoforms of branching enzyme. Heterologous expression system for starch 
metabolism genes (starch synthase I and branching enzyme I of rice, and debranching enzyme glgX2 of 
Cyanobacterium CLg1) was developed in glycogen-producing cyanobacterial strais. Growth conditions were 
devised to stimulate starch production under deprivation of inorganic nutrients. Finally, recombinant 
forms of branching enzyme were characterized; form 1 and 2 branching enzymes transferred short 
oligosaccharides, while the activity of form 3 enzyme was low but it transferred short and long glucan 
chains.

研究分野： 植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
 澱粉は通例、植物のみが生産する貯蔵多糖
である。シアノバクテリアの多くは貯蔵多糖
としてグリコーゲンを蓄積するが、ごく一部
の種では、植物の澱粉成分であるアミロペク
チンと類似した不溶性の分岐多糖を生産す
ることが見出された（Nakamura ら, 2005）。
シアノバクテリアは酸素発生型光合成を営
む原核生物であり、植物の葉緑体の起源と考
えられている微生物群である。原始的な生物
でありながら、なぜその一部が進化型とも言
える、植物の澱粉に類似した貯蔵多糖を生産
できるのか、その仕組みを解明したいという
思いが、本研究を開始した発端である。 
 澱粉様多糖生産の遺伝的背景を調べるた
め、各種シアノバクテリアのゲノム配列を比
較すると、グリコーゲン生産型のシアノバク
テリアは、比較的、多糖代謝酵素遺伝子群の
構成が簡素であるのに対し、澱粉生産株は同
遺伝子群のアイソザイム数が多い傾向が認
められた。特に、枝作り酵素（-1,6-結合形
成酵素、BE）は通常、唯一つしか存在しない
が、澱粉生産性シアノバクテリア株ではいず
れも BE 遺伝子が 3 種存在することが分か
った。 
 このことから、BE 遺伝子数と産生多糖特
性との相関、内在 BE 遺伝子の特異的破壊や
異種 BE 遺伝子の導入などの操作が多糖代謝
に及ぼす影響、酵素の特性を調べることが、
本問題を解明する糸口になると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景に基づき、一部のシアノバクテ
リアにおける澱粉性多糖生産メカニズムを
明らかにすることを本研究の目的とした。具
体的には以下の項目に絞って、解析を行うこ
ととした。 
(1) BE 遺伝子のコピー数が多いシアノバク

テリア株に着目し、これらの貯蔵多糖構
造、特性を明らかにする。 

(2) 澱粉生産性シアノバクテリアのゲノム配
列を解読する。 

(3) 澱粉生産性シアノバクテリアにおける逆
遺伝学的研究手法（遺伝子導入・改変技
術）を開発する。また、モデルシアノバ
クテリア株に澱粉生産生物（植物、シア
ノバクテリア）由来の遺伝子を導入し、
グリコーゲン代謝への影響を解析する。 

(4) シアノバクテリアにおいて澱粉生産を促
進する環境要因（特に栄養欠乏条件）を
明らかにする。 

(5) 澱粉生産性シアノバクテリアが保持する
複数の枝作り酵素について、酵素特性を
明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov  

/genbank/) や  CAZy (http://www.cazy. 
org/) などの公共遺伝子データベースを
利用して、シアノバクテリア株ゲノムに

おける貯蔵多糖代謝遺伝子（特に枝作り
酵素遺伝子）コピー数を調べた。特徴的
な株について入手し、貯蔵多糖特性を解
析した。 

(2) Cyanobacterium sp. NBRC 102756、
Cyanobacterium sp. CLg1 株からゲノ
ム DNA を抽出し、ライブラリ作製後、
次 世 代 シ ー ク エ ン サ （ HiSeq1000, 
Illumina 社）を用いて配列決定を行った。
得られたデータについて Velvet による
アセンブル解析を行い、公共データベー
スを利用して配列相同性検索を実施した。 

(3) 遺伝子導入は宿主シアノバクテリアへの
染色体上へ標的遺伝子を挿入させるか、
またはプラスミド上で保持させるか（後
者 は  Synechococcus elongatus PCC 
7942 株の場合）の方法を採った。イネ
（真核生物）遺伝子を導入する場合は、
遺伝子発現のためバクテリア由来のプロ
モーターを用いた。遺伝子導入は自然形
質転換法により行った。 

(4) Synechococcus elongatus PCC 7942、
Cyanobacterium aponinum PCC 10605 
株について、常用する BG-11 無機塩類培
地から窒素（硝酸ナトリウム）、あるいは
鉄を除去した培地を調製し、欠乏条件で
の液体培養における貯蔵多糖の消長を測
定した。また液体培養における通気ガス
について、400 ppm CO2 を含む通常の空
気から、二酸化炭素を混合した高 CO2 
(50000 ppm)、または空気を  0.1 N 
NaOH 500 mL に通して得た低 CO2 (80 
ppm) への切り換えを行い、多糖蓄積量
への影響を解析した。 

(5) Cyanobacterium sp. NBRC 102756、お
よび Cyanothece sp. ATCC 51142 株か
ら抽出したゲノム DNA を鋳型とし、配
列情報を基にPCR法によりBE遺伝子を
クローン化した。取得した遺伝子を発現
ベクターに連結し、大腸菌での発現を行
った。組換えタンパク質は Ni アフィニテ
ィークロマトグラフィー等を用いて精製
した。酵素活性は沃素法により測定した。
また反応産物の分岐構造は、枝切り処理、
蛍光標識後、キャピラリー電気泳動法で
解析した。 

 
４．研究成果 
(1) シアノバクテリアのゲノム情報が多く公

開されたことにより、澱粉様多糖生産株
と近縁のシアノテーセ（Cyanothece）4 
株（PCC 7424、PCC 7822、PCC 8801、
PCC 8802）は枝作り酵素を 2 つ持つこ
とが明らかとなった。そこでこれらにつ
いて、貯蔵多糖の分子形態を解析した。
その結果、PCC 7424、PCC 7822 株は
グリコーゲン、 PCC 8801、PCC 8802 
株はアミロペクチン型の多糖を生産する
ことが見出された。 PCC 7424 の精製貯
蔵多糖は、分子サイズがウサギ肝臓由来



のグリコーゲンと同等であった。 PCC 
8802 の貯蔵多糖は、アミロペクチンと
同等でグリコーゲンよりも大きな分子サ
イズであり、グリコーゲンにはない糊化
特性、A 形の結晶性など、特異な性質が
見られた。活性染色法により、PCC 7424 
では 2 者の枝作り酵素のうち一方（I型）
のみが高レベルで、発現していること、
PCC 8802 では 2 者の酵素が同等なレ
ベルで、発現していることが明らかとな
った。従ってアミロペクチン型多糖の生
産には、複数の枝作り酵素が適正なバラ
ンスで発現していることが必要であると
考えられた。また、Cyanobacterium 
aponinum PCC 10605 株は BE 遺伝子
を 3 個持ち、貯蔵多糖の鎖長分布は澱粉
性の特徴を示すが、ゲノム上に窒素固定
遺伝子群を保持していないことが分かっ
た。同株は、非窒素固定性、澱粉生産種
の初の例となった。 

(2) Cyanobacterium NBRC 102756 株、
Cyanobacterium CLg1 株のゲノム配列
を解析し、ドラフト情報を取得した。両
者ともにゲノムサイズは 4 Mb あまり
で、GC 含量は 30%台と低い値であった。
共同研究相手である Colleoni グループ
は、CLg1 株を用いて、澱粉代謝に関わ
る変異株を多数単離した。本株のドラフ
トゲノム配列は、変異遺伝子を同定する
上で決定的に重要な情報となり、その成
果の一部は Plant Cell 誌に発表された
（発表論文④）。 

(3) 澱粉生産性シアノバクテリアを含む 
Cyanothece、Cyanobacterium 属の多く
は相同的組換え能を示さず、遺伝子改変
技術を容易に適用することができない。
唯一、形質転換実験例が報告されている 
PCC 7822 株（Min and Sherman 2011）
は、本研究での解析の結果、グリコーゲ
ン産生型であることが明らかとなった。
以上の状況を踏まえ、Cyanothece など
とは比較的に近縁種であるモデルシアノ
バクテリア  Synechocystis PCC 6803 
株を宿主として、澱粉生合成に重要であ
ると報告された Cyanobacterium CLg1 
株由来の枝切り酵素遺伝子（glgX2）を導
入し、形質転換株の特性を調べた。その
結果、同株由来の貯蔵多糖のピーク鎖長
は 重合度 6 に認められ、親株（野生株）
と同様のグリコーゲンであった。すなわ
ち、この事例においては、単一の酵素遺
伝子を発現させたのみでは、貯蔵多糖構
造の変換は達成できないことが示された。
別個のアプローチとして、イネ由来澱粉
合成酵素（SSI）、枝作り酵素（BE I）遺
伝子を Synechococcus elongatus PCC 
7942 株（対応する内在遺伝子を欠損し
た変異株）に導入した。その結果、SSI、
BE I 遺伝子の共存下、SSI の発現が認
められず、一方 BE I の発現が（BE I を

単独で導入した場合と比較して）促進さ
れる現象が認められた。今後、遺伝子導
入法（プラスミドあるいは染色体への挿
入）を改善することにより、両遺伝子の
発現レベルの向上を試み、研究を継続す
る予定である。 

(4) 窒素固定能を持たない株として本研究に
より新規に見出された Cyanobacterium 
aponinum PCC 10605 について、栄養欠
乏条件下（窒素、鉄、二酸化炭素）で培
養を行い、多糖蓄積量の消長を調べた。
窒素、鉄欠乏条件ではいずれも一過的な
澱粉蓄積の促進が認められた。すなわち、
異なる栄養欠乏条件下で、それぞれ特異
的な無機栄養取り込み、代謝系が誘導さ
れるとともに、共通して多糖合成代謝能
が促進されたと推定される。そしてこの
ような適応現象は、窒素固定能の有無に
拠らないことが見出された。一方、二酸
化炭素欠乏条件では澱粉合成の停止と蓄
積量の漸減が認められ、他の栄養欠乏条
件とは異なる傾向を示した。 

(5) Cyanobacterium sp. NBRC 102756、お
よび Cyanothece sp. ATCC 51142 株由
来、各 3 種の組換え型 BE（BE1、BE2、
BE3）について特性解析を行った。アミ
ロペクチンおよびアミロースを基質とし
て酵素活性を求めたところ、両株由来の
BE1 と BE2 はほぼ同一の値を示した
が、BE3 の比活性は顕著に低かった。各
酵素の反応産物である -グルカンの構
造（鎖長分布）を調べた結果、BE1 およ
び BE2 は主に重合度 6-7 の短いグル
カン鎖を生成した。一方、BE3 は短い糖
鎖とともに比較的長いグルカン鎖（重合
度約 30）を生成した。澱粉生産性シアノ
バクテリアに特有である BE3 の特性の
みが異なることから、BE3 は澱粉の合成
に関わる可能性が示唆された。（発表論文
⑥⑦）。 
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