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研究成果の概要（和文）：本研究では、バイオマス資源としての実用化に最も近い微細藻類の一つであるシアノ
バクテリアArthrospira platensis（通称、スピルリナ）の代謝工学に不可欠な遺伝子操作技術の開発を行っ
た。スピルリナの形質転換において最大の障壁となるのは、外部から導入されたDNAが11個のII型制限酵素と複
数のI型制限酵素により分解されてしまうことにある。本研究では、これらの制限酵素からDNAを保護する技術を
開発し、スピルリナの形質転換のための基盤技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed genetic engineering technology indispensable for
 metabolic engineering of the cyanobacterium Arthrospira platensis (common name: Spirulina) which is
 one of the microalgae closest to practical use as biomass resources. The biggest barrier in the 
transformation of Spirulina is that the DNA introduced from the outside of cells is degraded by 11 
Type II restriction enzymes and multiple Type I restriction enzymes. In this study, we developed 
methods for protection of DNA from these restriction enzymes and established the basic technology 
for the transformation of Spirulina.

研究分野： 微生物分子生理学

キーワード： 微細藻類　スピルリナ　形質転換　制限修飾系
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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。海や池などの水域に生息
する微細藻類は、植物よりもはるかに優れた
光合成能力をもち、さらに耕作地も必要とし
ないため、植物に替わるバイオマス資源とし
て注目されている。その中でもシアノバクテ
リア Arthrospira (Spirulina) platensis（以下スピ
ルリナ）は、 も実用化に近い微細藻類の一
つである。スピルリナは他の微細藻類と比べ
ても増殖が早く、多量のデンプンを蓄積する
ことが知られている。また、アルカリや塩に
対する耐性が非常に高いため（pH 11以上、
海水の 1.5倍の塩濃度で増殖可能）、開放系で
も独占種として大量培養が可能である。実際、
スピルリナは商業的に大規模生産されてお
り、その細胞破砕物や抽出物がサプリメント
などとして売られている。 
	 スピルリナのデンプンを原料にしたバイ
オ燃料（エタノール）生産においては、日本
は世界をリードしている。乾燥重量当たりの
エタノール生産量は、すでにバイオ燃料とし
て利用されているトウモロコシに匹敵して
いる。しかし、スピルリナを原料として利用
するためには、さらにデンプン生産性を向上
させ、生産コストを削減する必要がある。申
請者はこれまでの研究において、シアノバク
テリアの糖代謝制御系を明らかにしてきた。
そしてその制御系を改変することで、細胞内
のデンプンやショ糖の含量を増加させるこ
とに成功している。この技術をスピルリナに
も適用することができれば、スピルリナの生
産性向上を図ることができる。そのために必
要となるのが、スピルリナの遺伝子操作技術
である。しかしながら、スピルリナの遺伝子
操作は難しく、形質転換に成功したという報
告はごく限られている。国内外の複数のグル
ープが数十年前からその技術開発に取り組
んでいるが、安定した形質転換系はいまだ確
立していない。 
	 多くのバクテリアの形質転換において問
題になるのは、外部から進入した DNA を切
断する制限修飾系の存在である。シアノバク
テリアにおいても、制限酵素による DNA の
切断が形質転換効率を低下させることが報
告されている。申請者を含む研究グループは、
世界に先駆けてスピルリナNIES-39株のゲノ
ム DNA 配列を解読した。その結果、スピル
リナは 11個の制限酵素遺伝子を持っており、
非常に発達した制限修飾系が存在している
ことが明らかとなった。このようにスピルリ
ナのゲノム情報を明らかにしたことで、形質
転換系の開発につながる重要な情報が得ら
れている。 
 

２．研究の目的 
本研究では、シアノバクテリア Arthrospira 

platensis（スピルリナ）の遺伝子操作技術を
確立するために、形質転換法を開発する。ス
ピルリナが持つ DNA メチル化酵素を大腸菌
に導入し、スピルリナの制限系を回避できる
DNAを作らせる。そして、そのメチル化DNA
を形質転換に利用し、スピルリナへの外部か
らの遺伝子導入や相同組換えによる遺伝子
破壊を実現することを目指す。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、シアノバクテリア Arthrospira 
platensis NIES-39 株を実験材料として用いた。
A. platensis NIES-39株の培養は、30˚C、30µmol 
photon/ m2/ secの白色光の連続照射の下、SOT
培地または BG-11 培地を用いて行った。A. 
platensis NIES-39株の 11個のメチル化酵素遺
伝子の大腸菌用発現ベクターへのクローニ
ングは、以下のように行った。各メチル化酵
素遺伝子は、A. platensis NIES-39株のゲノム
DNAを鋳型として、PCR法により増幅した。
PCR には、PrimeSTAR HS DNA Polymerase 
(Takara Bio)を用いた。クローニングには、ア
ラビノース誘導型プロモーターを持たせた
pACYC184とコールドショック発現系プラス
ミド pCold II (Takara Bio)の 2種類のプラスミ
ドを用いた。クローニングの宿主には、全て
の制限修飾系とメチル化酵素 Dam および
Dcm を欠損させた大腸菌 HST04 株 (Takara 
Bio)を用いた。プラスミドの精製は、
NucleoSpin Plasmid EasyPure (Takara Bio)を用
いて行い、制限酵素は Takara Bio、New 
England Biolabsおよび Thermo Scientificから
購入したものを用いた。 
	
４．研究成果	
(1) スピルリナの制限修飾系 
	 スピルリナは応用利用への期待から、数十
年前からその遺伝子導入技術の開発が国内
外の複数のグループにより進められてきた。
しかし、形質転換に成功したという報告は限
られ、いまだに安定した遺伝子導入技術は確
立していない。多くのバクテリアの形質転換
において問題になるのは、外部から進入した
DNAを分解する制限修飾系の存在である。藍
藻においても、制限酵素による DNA の分解
が形質転換効率を低下させることが報告さ
れている。本研究では Arthrospira platensis 
NIES-39 株のゲノム解析の結果から、スピル
リナに 11 個の II 型の制限酵素遺伝子が存在
し、非常に発達した制限修飾系を持つことを
明らかにした（表 1）。また、全ての制限酵素
遺伝子に対して、それぞれがコードする制限
酵素が認識する配列をメチル化すると考え
られるメチル化酵素遺伝子が隣接して存在
していた。 
	
	
	



表 1	 Arthrospira platensis NIES-39株のもつ II
型制限酵素 

遺伝子
番号 

類似した制限酵素とそ
の認識配列 

メチル化
酵素遺伝
子番号 

A0353 BsaHI 
(Hin1I) GRCGYC A0354 

A0582 SacII CCGCGG A0583 
A0893 BsiWI CGTACG A0892 
B0021 SnaBI TACGTA B0020 
J0297 BspT107I GGYRCC J0296 
K0404 Bpu10I CCTNAGC K0403 
K0464 PstI CTGCAG K0465 
L0170 NspI RCATGY L0171 
O0259 AgeI ACCGGT O0260 

Q0119 NsiI 
(EcoT22I) ATGCAT Q0118 

Q0245 Bsp119I 
(NspV) TTCGAA Q0244 

	
(2) 大腸菌を用いたスピルリナ型メチル化
DNAの作製 
	 ゲノム解析の結果から、スピルリナは多く
の制限酵素を持っており、それらが外部から
の DNA の侵入を妨げていると考えられた。
しかし、例え外部から導入された DNA であ
っても、スピルリナと同様のパターンでメチ
ル化された DNA は、スピルリナ内で自己の
DNA と認識されるため制限酵素による分解
を受けない。そこで、11個のメチル化酵素遺
伝子を全て大腸菌に導入し、スピルリナ型に
DNA をメチル化する大腸菌の作製を目指し
た(図 2)。この大腸菌から調整したプラスミド

を用いてスピルリナの形質転換を行うこと
で、スピルリナ細胞内での DNA の分解を防
ぐことができると期待できる。まず、11個の
メチル化酵素遺伝子が大腸菌内で発現・機能
するのかを確かめるため、それぞれの遺伝子
を導入した大腸菌を作製した。アラビノース
誘導型のプロモーターから各メチル化酵素
を発現する大腸菌からプラスミドを精製し、
制限酵素による切断から保護されるかを評
価した。その結果、A0892、J0296、Q0118お
よび Q0244 を発現させた大腸菌から調整し
たプラスミドでは、アラビノース存在下でそ
れぞれ対応する制限酵素による切断からプ

ラスミドが保護された。アラビノース非存在
下では切断されたことから、メチル化酵素が
発現することでプラスミドがメチル化され、
制限酵素による切断を受けなくなったこと
が分かる。しかし、その他の 7個のメチル化
酵素を発現させた大腸菌から精製したプラ
スミドでは、制限酵素による切断からの保護
は見られなかった。アラビノース誘導型のプ
ロモーターからのメチル化酵素の発現に問
題があった可能性を考え、次にこれら 7個の
メチル化酵素をコールドショック発現系で
発現する大腸菌を作製した。その結果、さら
に 2個のメチル化酵素(A0354、K0465)を発現
させた大腸菌から調整したプラスミドにお
いて、制限酵素による切断からの保護が見ら
れた。 
	 以上のように、大腸菌においてスピルリナ
のメチル化酵素を発現させることで、制限酵
素による切断から DNA を保護することがで
きることが示された。しかし、スピルリナに
ある 11 個のメチル化酵素のうち 5 個に関し
ては、制限酵素による切断からの保護が見ら
れなかった。実際にメチル化酵素が認識する
配列と切断に用いた制限酵素が異なってい
る可能性はあるが、メチル化酵素を大腸菌内
で充分量発現させることができなかったこ
とが原因と考えている。メチル化酵素を誘導
した大腸菌の総タンパク質をSDS-PAGEで分
離し、CBB染色により可視化したが、メチル
化酵素の大きさに相当する位置に誘導タン
パク質を確認することができなかった。何ら
かの理由により大腸菌内でメチル化酵素が
発現しにくいのか、あるいは速やかに分解さ
れてしまっていると考えられる。 
 
(3) 電気穿孔法によるスピルリナへの遺伝子
導入条件の検討 
	 電気穿孔法とは、細胞懸濁液に電気パルス
をかけることで細胞膜に微小な穴を開け、そ
の穴から DNA を細胞内部に送りこむことに
より DNA を導入する方法である。電気穿孔
法は、バクテリアから動物細胞まで非常に幅
広い細胞に適用可能であることから、スピル
リナにおいてもまず本方法による遺伝子導
入を試みた。電気穿孔法においては、用いる
細胞懸濁液に塩が含まれると電流が流れ過
ぎ、細胞が死んでしまう。スピルリナの培養
に用いるSOT培地は高濃度のNa+イオンを含
むため、まず塩の除去のための洗浄方法を検
討した。SOT培地で培養したスピルリナを遠
心により集め、水および 10%グリセロールで
1回あるいは 3回洗浄した後、SOT寒天培地
に塗布した。その結果、全ての条件でスピル
リナ細胞が死んでしまっていた。洗浄過程で
の急激な塩濃度の変化が原因ではないかと
考えられた。そこで、培養時の塩濃度を下げ
るために、淡水性のシアノバクテリアの培養
に用いられる BG-11 培地での培養を試みた。
スピルリナはBG-11培地でも増殖が可能であ
ったため、BG-11培地で培養したスピルリナ



を実験に持ちいることにした。BG-11培地で
培養したスピルリナを 10%グリセロールで 1
回洗浄した後、SOTおよび BG-11寒天培地に
塗布した。その結果、BG-11寒天培地上では
細胞の増殖が観察された。したがって、スピ
ルリナを塩濃度の低いBG-11培地を用いて培
養することで、電気穿孔法による遺伝子導入
に必要な塩を除去した細胞懸濁液を調整す
ることが可能であることが示された。 
 
(4) まとめと今後の展望 
	 本研究により、大腸菌内でスピルリナのメ
チル化酵素を発現させ、DNAをメチル化する
ことが可能であることが示された。メチル化
された DNA は予想通り、制限酵素による切
断から保護されることも示された。大腸菌内
でスピルリナ型にメチル化した DNA を用い
ることで、スピルリナ細胞内において制限酵
素による切断を受けなくなると期待できる。
今後は、スピルリナの持つ全てのメチル化酵
素遺伝子を導入した大腸菌を作製し、スピル
リナ型にメチル化された DNA を取得する。
また、電気穿孔法による遺伝子導入の条件検
討を行い、電気穿孔法に用いる細胞懸濁液の
調整方法を確立した。本研究で確立した方法
で調整した細胞懸濁液に上記のスピルリナ
型にメチル化された DNA を混ぜ、電気パル
スをかけることで、スピルリナに DNA を導
入することができると期待している。また、
DNAを導入する方法としては、電気穿孔法だ
けでなく大腸菌による接合法を試す。
Anabaena sp. PCC 7120 などの一部のシアノ
バクテリアでは、大腸菌の接合能を利用した
遺伝子導入法が確立されている。大腸菌内で
メチル化した DNA を直接大腸菌による接合
伝達により、シアノバクテリアに導入する。
接合による遺伝子導入法は、制限酵素を多く
もつシアノバクテリアで特に有効であるこ
とが示されている。スピルリナにおける接合
法の有効性も検証していきたい。 
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