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研究成果の概要（和文）：本研究では、シアノバクテリアSynechocystis sp. PCC 6803において、調節タンパク
質チオレドキシンとの相互作用が検出され、光合成活性に依存して働くと考えられる転写因子のうち、RpaBと
Sll1961について個別解析を行った。RpaBについては全ゲノムレベルで標的遺伝子を同定し、および光合成電子
伝達鎖のレドックス状態がRpaBのDNA結合活性に及ぼす影響を明らかにした。Sll1961については、システイン残
基のレドックス状態変化とチオレドキシンとの相互作用機構、およびRNA-seq解析結果を用いての標的遺伝子の
同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：We performed biochemical and physiological characterization of two 
transcription factors in Synechocystis sp. PCC 6803, RpaB and Sll1961, which were previously 
identified as interacting partners of thioredoxin. As for RpaB, we performed genome-wide search of 
its target genes and analysis of regulatory mechanism of its DNA binding activity dependent on redox
 state of photosynthetic electron transport chain. As for Sll1961, we identified changes in its 
thiol-redox state upon interaction with thioredoxin. Moreover, we successfully identified target 
genes of Sll1961 from the results of RNA-seq analysis.  

研究分野： 植物分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、チオレドキシンとの相互作用により、光合成に依存して働くと考えられる２つの転写因子RpaBと
Sll1961について、その標的遺伝子および活性制御機構の一端を明らかにした。光合成に依存した遺伝子発現制
御のメカニズムは、シアノバクテリアのみならず、他の光合成生物においても未解明な部分が多く、本研究で得
られた成果は、転写レベルで環境応答を調節する応用技術につながるなど、植物科学全体の発展に貢献すると期
待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 光合成生物が環境順化応答を行う上での主要な調節メカニズムの１つとして、光合成電子伝
達鎖のレドックス変化をセンシングして行われる転写制御が知られている。研究代表者はこれ
までに、シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803(以下 S.6803)において、強光照射時に、
転写因子 PedR が調節タンパク質チオレドキシン(Trx)と相互作用し、光合成電子伝達鎖からの
還元力を受けて一過的に不活化されることで、一群の遺伝子の発現変動が起きることを見出し
た (Nakamura and Hihara 2006, Horiuchi et al. 2010)。しかし PedR の制御下にある遺伝子
の数は、S.6803 ゲノム中でレドックス依存的な転写制御を受ける遺伝子の総数に比べるとごく
僅かであった。そこで、PedR の他にも、Trx と相互作用する転写因子が存在するのではない
かと考え、大腸菌共発現系を用いて、S.6803 においてシステイン残基が高保存されている転写
因子と Trx との相互作用を検出するスクリーニングを行った。その結果、RpaB (Slr0947)、
Sll1961、 RpaA (Slr0115)、SufR (Sll0088)、ManR (Slr1837)の 5 種の転写因子を新規 Trx 標
的候補として同定した。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、Trx の相互作用因子として同定された 5 種の転写因子のうち、多くの光合成関
連遺伝子の強光応答に関与することが示されている RpaB (Riediger et al. 2018)、および長期
間の強光下で光化学系Ⅰ量の抑制、窒素欠乏条件でフィコビリソームの分解に関与することが
示されている Sll1961 (Fujimori et al. 2005, Sato et al. 2008) に着目し、Trx との相互作用に
よってそのシステイン残基がどのように状態変化するのか、また実際に S.6803 細胞内で Trx

と相互作用して環境応答に関与するのかどうか、個別解析を行うことにより、光合成電子伝達
鎖のレドックス変化が Trx を介して転写因子に伝えられ、標的遺伝子の転写制御が行われるま
での調節メカニズムの解明を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) RpaB に関してはゲノムワイドな標的遺伝子の探索を行った。バイオインフォマティクス
解析により S.6803 ゲノム中より、RpaB 認識配列である HLR1 を適切な位置に持つ遺伝子を
検出することで、RpaB により正の調節を受ける標的、および負の調節を受ける標的候補約 300

個をリストアップした。いくつかの新規標的候補遺伝子についてノーザン解析、クロマチン免
疫沈降解析、ゲルシフト解析等により、HLR1 配列への RpaB の結合と遺伝子発現レベルの変
化の関係性を調べ、RpaB 標的遺伝子であることを実験的に示した。 
 さらに、クロマチン免疫沈降法を用いて、試薬添加により光合成電子伝達鎖のレドックス状
態を変動させた場合に、RpaB の標的遺伝子上流域への結合活性がどのように変化するかを検
討した。 

(2) Sll1961 に関しては組換えタンパク質を用いて、その存在状態および Trx との相互作用に
ついての生化学的解析を行った。野生型、および Sll1961 に存在する 3 つのシステイン残基
C124、C229、C307 をアラニンに置換した変異型タンパク質をそれぞれ大腸菌で大量発現・精
製し、チオール基修飾試薬 PEG-maleimide を用いた解析により、精製 TrxM との相互作用の
前後における、システイン残基のレドックス状態を調べた。さらに、酸化還元処理を行った
Sll1961 タンパク質を TOF-MS 解析、HPLC 解析、CD スペクトル測定等に供して、その存在
状態を解析した。 

 in vivo での Sll1961 のシステイン残基のレドックス状態を検出するために、S.6803 野生株
を弱光下または強光下で培養し、TCA 添加によりレドックス固定して集菌し、チオール修飾試
薬 PEG-maleimide で処理した後に、イムノブロット解析を行い、Sll1961 を検出した。 

 Sll1961 の標的遺伝子を同定するために、野生株と sll1961 破壊株の弱光下・強光下での
RNA-seq 解析を実施した。さらに、野生株に比べて破壊株で高発現していた複数の遺伝子につ
いて、DNA ゲルシフトアッセイを行うことにより、標的遺伝子候補を絞り込んだ。 

 
４．研究成果 
 RpaB については全ゲノムレベルで標的遺伝子を同定し、および光合成電子伝達鎖のレドッ
クス状態が RpaB の DNA 結合活性に及ぼす影響を明らかにした。Sll1961 については、シス
テイン残基のレドックス状態変化と Trx との相互作用機構、および RNA-seq 解析結果を用い
ての標的遺伝子の同定に成功した。以下、その成果について詳述する。 

 
(1) RpaB： 

 S.6803 ゲノム上の転写開始点マッピングデータに基づき、転写開始点近傍に RpaB 認識配列
である HLR1 配列を持つ遺伝子（RpaB がリプレッサーとして働くと予想される）、および転
写開始点の約 50 bp 上流に HLR1 配列を持つ遺伝子（RpaB がアクチベーターとして働くと予
想される）150 個ほどをピックアップした。その内、循環的電子伝達に関わる pgrR、光呼吸に
関わる gcvP、光化学系Ⅱの修復に関わるプロテアーゼをコードする ftsH2 については、RpaB

が弱光下で HLR1 に結合することで転写抑制され、強光下で解離することにより発現誘導され
ることを実験的に示した。本成果により、RpaB が従来考えられていた光合成タンパク質複合
体のみならず、より広範な細胞機能を制御していることが明らかになった。また、鉄欠乏下で



誘導される isiA、窒素欠乏下で誘導される nirA なども RpaB の支配下にあることを実験的に
示したことから、RpaB が窒素代謝のマスター転写因子 NtcA や鉄代謝のマスター転写因子
FurA などとともに複雑な制御ネットワークを構成していることが明らかになった。  

 RpaB は弱光下で標的遺伝子上流域に結合し、強光下で解離することをすでに見出している。
本研究では、この DNA 結合活性の変化が光合成電子伝達鎖のレドックス変化に応答して起き
ているのかどうかを検証するため、試薬添加により光合成電子伝達鎖のレドックス状態を変動
させ、クロマチン免疫沈降法を用いて、RpaB の標的遺伝子上流域への結合活性の変化をモニ
ターした。その結果、RpaB の DNA 結合活性が、光合成電子伝達活性からの還元力供給が少
ない状況下で高く、還元力供給が多い状況下では低下することを示すことができた。今後、シ
ステイン残基の置換株について同様にクロマチン免疫沈降解析を行うこと、また in vivo での
RpaB のシステイン残基のレドックス変化を検出することにより、システイン残基のレドック
ス変化と DNA 結合活性の変化の関連を調べることが重要課題である。 

 

(2) Sll1961:   

 野生型、および 3 つのシステイン残基 C124、C229、C307 をアラニンに置換した変異型の
Sll1961 組換えタンパク質を作製し、精製 Trx M との相互作用を検証した。チオール基修飾試
薬 PEG-maleimide を用いて、システイン残基のレドックス状態を調べたところ、酸化条件下
では C229 と C307 が分子内ジスルフィド結合を形成すること、Trx との相互作用により可逆
的に還元されることを見出した。また、酸化還元処理を行った Sll1961 タンパク質をトリプシ
ン消化し、TOF-MS 解析に供したところ、酸化サンプルにおいて、C229 と C307 の分子内ジ
スルフィド形成に由来するペプチド鎖が検出された。さらに、酸化還元処理を行った Sll1961

タンパク質を HPLC 解析に供したところ、Sll1961 はレドックス状態によらず、またシステイ
ン残基の置換の有無によらず、二量体として存在していることが明らかになった。CD スペク
トル測定とその結果に基づくモデル構築により、C 末側に存在する分子内ジスルフィド結合に
Trx が作用することにより、N 末側の DNA 結合領域に構造変化がもたらされる可能性が示唆
された。以上の結果より、Sll1961 はシステインを介さず恒常的に二量体を形成しており、酸
化条件下では C229 と C307 の分子内ジスルフィド結合形成により構造変化・活性変化が起き
る、というスキームが考えられた。  

 in vitro で観察されたシステイン残基のレドックス変化が、in vivo でも観察されるか検証す
るため、S.6803 野生株を弱光下または強光下で培養し、TCA を添加してレドックス状態を固
定した後、PEG-maleimide でチオール基を修飾し、イムノブロット解析により Sll1961 を検
出した。その結果、3 つのシステイン残基のうち 2 個または 3 個が常に還元条件にあることが
明らかになった。この結果は、光強度によらず C229 と C307 は還元状態にあり、レドックス
変化しないことを示している。今後、暗所へのシフト、栄養欠乏条件など、別の培養条件下で
同様な実験を行い、in vivo で Sll1961 のシステイン残基がレドックス変化する条件を探す必要
がある。 

 in vivoでSll1961の機能解析を行うためには、その標的遺伝子を同定することが必須である。
そこで、野生株と sll1961 破壊株の弱光下・強光下での RNA-seq 解析を実施し、遺伝子発現プ
ロファイル比較により、標的遺伝子候補を絞り込んだ。野生株に比べて破壊株で高発現してい
た複数の遺伝子について、DNA ゲルシフトアッセイを行い、Sll1961 が上流域に直接結合する
遺伝子を見出した。Sll1961 はこの遺伝子に対してリプレッサーとして働いている可能性が高
い。今後、様々な環境条件下で野生株と sll1961 破壊株のノーザン解析を行い、この遺伝子の
発現変動を比較することが、in vivo での Sll1961 の機能解明に向けて重要なステップになると
考えられる。 

 

 以上、本研究では、Trx との相互作用により、光合成に依存して働くと考えられる 2 つの転
写因子 RpaB と Sll1961 について、その標的遺伝子および活性制御機構の一端を明らかにした。
光合成に依存した遺伝子発現制御のメカニズムは、シアノバクテリアのみならず、他の光合成
生物においても未解明な部分が多く、本研究で得られた成果は、転写レベルで環境応答を調節
する応用技術につながるなど、植物科学全体の発展に貢献すると期待される。 
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