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研究成果の概要（和文）：本研究では、多細胞性シアノバクテリアAnabaena sp. PCC 7120が形成する分化細胞
の機能をゲノムレベルで改変し、外部から導入した代謝経路や人工的にデザインした遺伝子システムのみが機能
する人工細胞分化システムの構築を目指した。本研究の目的を達成するには，まず分化細胞での遺伝子発現を厳
密かつ自在に操作する技術の開発が不可欠であった。そこで，分化細胞での遺伝子発現制御に関わる転写因子の
機能解析を進めるなど、分化細胞特異的に遺伝子発現を制御する技術の開発を行なった。また、遺伝子発現を任
意のタイミングでon/offできるようにするため、リボスイッチによる遺伝子発現制御系を確立した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to construct an artificial cell differentiation 
system in which only externally introduced metabolic pathways or artificially designed gene systems 
function by modifying the function of differentiated cells formed in the multicellular 
cyanobacterium Anabaena sp. PCC 7120. To achieve the goal of this study, it was essential to develop
 a technology to rigorously and freely manipulate gene expression in differentiated cells. 
Therefore, we developed a technology to control gene expression specifically in differentiated cells
 by analyzing the functions of transcription factors involved in the regulation of gene expression 
in differentiated cells. In addition, we established a riboswitch-based gene expression control 
system that allows gene expression to be turned on and off at any desired timing.

研究分野： 微生物分子生理学

キーワード： 細胞分化　細胞機能デザイン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
様々な微生物に遺伝子改変を加えることで，新たな機能を付与した微生物を作り出し，その応用利用を目指す研
究が進められている。しかし，それらの研究では機能を付与することに重点が置かれ，宿主細胞に元々存在して
いた機能をいかに抑制するかについては，研究が遅れていた。本研究は既存の機能を抑制する技術を開発する研
究であり，これまでのあらゆる研究との融合が可能であり，微生物の応用利用研究を新たなステージへと押し上
げる可能性が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、遺伝子工学や合成生物学的技術の急速な発展により、ゲノム DNA 全体の人工合成や実
在の生物を超える機能を発揮しうる遺伝子システムをデザインすることが可能となっている。
しかし、デザインした遺伝子システムを細胞に導入しても、ホスト細胞に元々存在する機能との
競合により予想通りに機能しないことがほとんどである。このような問題を解決するため、本研
究では多細胞性シアノバクテリア Anabaena sp. PCC 7120(以下、アナベナ)が形成する分化細
胞の機能をゲノムレベルで改変する技術を開発し、新たに導入した遺伝子システムのみが働く
人工分化細胞を創り出す。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞機能を自由にデザインして、
思いのままの機能を発揮させることができる細
胞を創り出すことを目的とする。外部から導入し
た代謝経路や人工的にデザインした遺伝子シス
テムのみを発現させることで、特定の機能のみを
もつ新たな分化細胞を創り出す。 
 アナベナは、光合成を行う数百の栄養細胞が一
列につながった多細胞性シアノバクテリアであ
る。窒素源が枯渇すると、およそ 10 細胞に 1 個
の割合でヘテロシスト(異形細胞)と呼ばれる分化
細胞を形成する(図 1)。ヘテロシストは窒素固定
のみを行う細胞であり、その機能は栄養細胞の光
合成により支えられている。アナベナでは栄養細
胞が生存や増殖等の機能を全て担い、ヘテロシス
トは窒素源の枯渇という特定の条件においての
み必要とされる。本研究では、栄養細胞とヘテロ
シストの間での細胞種ごとの機能分担という性
質を利用することで、細胞の生存に影響を与える
ことなく、自由に細胞の機能をデザインすること
が可能な細胞を創り出す。 
 
３．研究の方法 
（1） MazF によるゲノムレベルでの機能抑制：
本研究で核となるのは、バクテリアのトキシン
(毒)タンパク質である MazF を利用した細胞機能
の抑制技術である。MazF は mRNA 中に存在す
る ACA という塩基の並びを見つけ出し、その配
列部分で mRNA を分解する。ACA 配列はほとん
ど全ての mRNA に存在しているため、ある細胞
で MazF が発現すると、ほとんどの mRNA が分
解され、その細胞は機能を失い死んでしまう。本
研究では、ヘテロシストにおいてこの毒タンパク
質を敢えて発現させることで、ヘテロシストが
元々もっていた機能を抑制する(図 2 [1])。 
（2） ヘテロシストにおける新規機能の発現と強
化：（1）で機能を失ったヘテロシストの中で、人
工的にデザインした遺伝子群のみを発現させる
ことで、新たな機能をもった分化細胞を創り出す
(図 2 [2])。発現させる遺伝子群は MazF による分
解を受けないように、 ACA 配列を全て他の配列
に置き換える。また、新たな機能の発現を強化す
るために、ホスト細胞の転写・翻訳系遺伝子にも
手を加え、 MazF が発現した細胞でも転写・翻
訳を維持させる。 
（3）ヘテロシストにおける遺伝子発現を人為的
に制御する遺伝子ツールの開発：本研究を遂行す
る上で，ヘテロシストでの遺伝子発現を厳密かつ
自在に操作する技術の開発が不可欠である。ヘテ
ロシスト特異的な遺伝子発現制御機構を解明す
ると共に，リボスイッチなどの発現制御ツールを

図 1  Anabaena sp. PCC 7120 

 栄養細胞とは形の異なる細胞がヘテロシ
ストと呼ばれる分化細胞である(△)。ヘテ
ロシストは窒素固定のためだけに存在する
細胞である。そのため、ヘテロシストの機
能を改変しても多細胞体の増殖や生存には
ほとんど影響がない。 

図 2 MazF を利用したゲノムレベルでの細

胞機能の新規デザイン技術 
 ヘテロシストは栄養細胞が光合成で作っ
た糖を使って、その機能に必要なエネルギー
を得ている。糖が供給され続ける限り、ヘテ
ロシストはどのような機能でも発現し続け
ることができる。 



利用して，ヘテロシストでの遺伝子発現を任意のタイミングで on/off できる発現制御系を構築
する。 
 
４．研究成果 
（1） MazF によるゲノムレベルでの機能抑制 
 ACA 配列を除去した gfpP 遺伝子の翻訳効率が元の gfp 遺伝子と変わらないことを調べるた
め，培養した KMmR+g と KMmR+gP にアラビノースを 0.001~1%の範囲で添加して GFP の
発現を誘導し，GFP蛍光強度を測定した。どちらの株においても，GFP蛍光強度はアラビノー
ス濃度が増加するのにともなって増加し，また各濃度での蛍光強度に大きな違いは見られなか
った。したがって，gfpP と gfp の翻訳効率に差がないことが示された。 
 GFP の発現に対する MazF 発現の影響を調べるため，アラビノースと同時に aTc を添加し，
MazF の発現も誘導した（図 2）。まず，KM+g と KMmR+g を比較すると，KM+g では誘導後
すぐに GFP蛍光が上昇するのに対し，KMmR+g では誘導後 
60 分までは GFP蛍光が増加しなかった。この結果は MazF により，gfp からのタンパク質合成
が抑制されたことを示唆している。しかし，60 分以降では GFP蛍光は増加していき，120 分に
おける蛍光強度は KM+g と KMmR+g とで大きな違いが見られなくなった。したがって， 60
分以降では何らかの原因により MazF の働きが抑制されてしまっていると考えられる。また，
MazF による GFP蛍光の抑制は，aTc濃度に依存していなかった。MazF の発現量の違いが GFP
の発現抑制に対して影響していないと考えられ，aTc非存在下で起こるごく低レベルでの MazF
発現により GFP の合成が抑制されたことが示唆された。 
次に KMmR+g と KMmR+gP とを比較すると，KMmR+gP では 60 分で GFP蛍光が増加して
おり，ACA 配列を除去したことで MazF による翻訳の抑制効果が軽減されることが示された。
また，KMmR+gP では，aTc濃度が 1 µg/ml のときにはより低濃度の aTc の場合と比べて，顕
著に GFP 蛍光強度が上昇していた。よって，MazF 発現が高くなると gfpP がより翻訳されや
すくなることが示された。MazF により内在性の mRNA が分解されることで，gfpP mRNA に
結合するリボソーム量が増加し，タンパク質合成量が増加したと考えられる。 

 本研究により，MazF を発現させることでタンパク質合成が抑制されることが示された。し
かし，その抑制効果は 60 分以降に解消されてしまっていた。MazF の mRNA にも ACA 配列が
8カ所存在するため，mazF mRNA も分解されてしまい，MazF の発現が低下してしまった可能
性が考えられる。導入する mazF からも ACA 配列を除くことで，抑制効果を持続させることが
できるのではないかと考えられる。また，aTc を添加していない条件でも，MazF によるタンパ
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図2 GFP発現に対するMazFの影響
各株の培養液に0 minに0.1%アラビノースとそれぞれの濃度のaTcを添加し，GFPからの蛍光の強度を測定した。蛍
光強度は600 nmにおける濁度で標準化した。KMmRはaTcによりMazFが発現する株，KMはMazFが発現しない株，gP
はACA配列を除去したgfpが発現する株，gはACA配列を含むgfpが発現する株。



ク質合成の抑制効果が見られたことから，MazF の発現レベルが非常に低くても十分に機能して
いると考えられる。さらに，MazF 存在下では gfpP からのタンパク質合成の方が gfp からより
も早く起こることが示され，ACA 配列を除去することで MazF による翻訳抑制効果が低減する
ことが示された。また，MazF の発現量を増加させると，gfpP からのタンパク質合成が他のタ
ンパク質より優先されることも示された。以上の結果から，MazF 発現細胞内では，ACA 配列
を除去した遺伝子からのタンパク質合成が優先的に起こることが示唆された。しかし，MazF 影
響は低レベルの発現でも大きいことから，本実験の成果をシアバクテリアに適用していくため
には，シアノバクテリアにおける厳密な遺伝子発現制御系を開発する必要がある。 
（2）ヘテロシストにおける新規機能の発現と強化 
 上記(1)の成果から，研究項目（2）を進めるには，より厳密に制御可能な遺伝子発現制御ツー
ルの開発が不可欠であることが明らかとなった。そこで，新たに項目（3）としてその開発を進
めることにした。 
（3）ヘテロシストにおける遺伝子発現を人為的に制御する遺伝子ツールの開発 
ヘテロシスト特異的な遺伝子発現制御システムの構築を目指し、ヘテロシストにおける遺伝子
発現制御の分子機構の解明に取り組んだ（図 3）。必須遺伝子であるために研究が進んでいなか
った devH 遺伝子の機能を解
析するため、プロモーターを
改変することで devH 遺伝子
のノックダウン株を作製し
た。devH ノックダウン株を用
いた解析の結果、CRP型の転
写制御因子である DevHがヘ
テロシスト分化後期の遺伝子
発現制御において中心的な役
割を果たしていることを明ら
かにした。ヘテロシストにお
いて窒素固定を行うために
は、ヘテロシストにおいての
み発現する多くの遺伝子の発
現が DevH の働きにより誘導
されることが必須であった。
また、DevHは自分自身の発現
を制御していることも示唆さ
れ、DevHの活性制御の分子機
構の解明が次の課題である。 
 上述のように，ヘテロシストにおける遺伝子発現制御機構が明らかとなり，その制御系を利用
することでヘテロシスト特異的に遺伝子発現を on/off することが可能となった。次に，任意のタ
イミングで発現を on/off できるようにするため，リボスイッチによる遺伝子発現系の構築に取
り組んだ。リボスイッチとしては，テオフィリンにより翻訳を制御することができるテオフィリ
ンリボスイッチ（TRS）を用いた。我々が最近見つけ出したシアノバクテリアの生育に必須の遺
伝子のリボソーム結合サイトを含む領域を TRS と置き換えた株を作製した。この株をテオフィ
リンを含む培地で培養すると，野生株と同様に増殖した。しかし，培地からテオフィリンを除去
すると，1日後には全く増殖が見られなくなった。したがって，TRS を利用することで，ある特
定の遺伝子の発現をテオフィリンの有無で on/off できることが示された。TRS とヘテロシスト
だけで機能するプロモーターとを組み合わせることで，ヘテロシストでの遺伝子発現を任意の
タイミングで on/off することが可能な遺伝子発現制御系を構築することができる。 
 今後，上記の結果を組み合わせていくことで，ヘテロシストでのみ MazF の発現を誘導し，
ACA 配列を含まない mRNA から合成されたタンパク質のみが機能する細胞を創りだすことが
できると期待できる。 
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図 3 ヘテロシスト分化における転写制御モデル 
NtcA, NrrA および HetR によりヘテロシストへと分化する細胞が決定

し，その細胞において DevH と CnfR が働くことで，ヘテロシスト分化が
完了する。 
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