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ゲノム編集技術が拓く遠赤色光をも利用できる特異な非モデル藍藻研究の新展開
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研究成果の概要（和文）：Acaryochloris（アカリオクロリス）は、他の殆どの酸素発生型光合成生物が利用で
きない遠赤色光をも光合成反応に利用することができる。本研究では、この生物の遠赤色光への適応機構を逆遺
伝学的手法により解明をするために、ゲノム編集技術を開発することを目的とした。その結果、Acaryochloris
で初めてゲノム編集に成功した。さらに、遺伝子発現抑制技術であるCRISPR干渉により光捕集タンパク質のノッ
クダウン株の作製にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Acaryochloris marina can utilize far-red light for photosynthesis, whereas 
most other oxygenic photosynthetic organisms cannot use the light. In this project, we aimed to 
develop the genome editing techniques for A. marina to elucidate the adaptation mechanism of the 
organism to far-red light by reverse genetic studies. In the result of this study, we succeeded in 
developing genome editing system for A. marina. In addition, we also succeeded in producing 
light-harvesting protein knockdown mutants by CRISPR interference, a technique for the repression of
 gene expression.

研究分野： 生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物などの酸素発生型光合成生物が利用できる光は、いわゆる可視光である。しかし、本研究の対象である
Acaryochloris（アカリオクロリス）は、例外的に可視光に加えて遠赤色光をも利用することができる。本研究
による成果は、この生物でのゲノム編集およびその関連技術の開発に初めて成功したことである。これは遠赤色
光をも利用可能な光合成系の仕組みを解明するために必要な基盤技術が確立したことを意味する。
Acaryochlorisでの研究成果をもとに、これまで有効に利用されてこなかった遠赤色光を利用可能な植物が作出
できれば、バイオマスの増産が期待される。

※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 
(1) 生産者として地球上の生態系を支える光合成生
物には、それぞれ利用可能な光の波長域がある。植
物や藻類などの酸素発生型光合成生物は、通常可視
光しか利用できず 700 nm より波長の長い光のみで
は光合成はできない。しかし、限られた種では 700 
nm より長波長側の遠赤色光でも光合成が可能であ
ることが知られている。シアノバクテリア（藍藻）
の Acaryochloris marina は、クロロフィル a より約
30 nm 長波長側の光を吸収できるクロロフィル d と
いう特殊なクロロフィルを主要なクロロフィルとし
てもち（図 1）、遠赤色光のみでも生育が可能である。
本生物についてはゲノム配列は解読されていたが、
長らく形質転換系は開発されておらず、分子遺伝学
的手法をもちいた解析を行うことができなかった。 
 
(2) 遺伝情報はあるが、それを有効に活用できない状況が続く中で、私たちは、A. marina の
形質転換に世界で初めて成功し、プラスミドをもちいた外来遺伝子の導入やトランスポゾンタ
ギングによる変異体作出を行ってきた。しかし、これらの実験系では、狙った遺伝子を破壊す
るなどの改変を施す遺伝子ターゲッティングはできないため、さらなる実験系の開発が望まれ
た。近年、CRISPR/Cas システムによるゲノム編集が多くの生物で成功を収めるなかで、A. 
marina でのゲノム編集技術の確立こそが、本生物の遠赤色光をも利用可能な光合成系の解明
に必要不可欠であろうと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、特異な非モデルシアノバクテリアである A. marina を対象とした分子遺伝学
的手解析を行うために、A. marina でのゲノム編集およびその関連技術の開発を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、いくつかあるゲノム編集システムのなかで、ひろく利用されている
CRISPR/Cas システムを選択して条件検討を行った。これまでに私たちが作製した広宿主域プ
ラスミド由来ベクターをもちいて、ガイド RNA 発現カセットとヌクレアーゼ遺伝子を含む
all-in-one 型のベクターを多数構築した。このとき、変異導入によりヌクレアーゼ活性をなく
した dCas9 の遺伝子をヌクレアーゼ遺伝子の代わりに利用することで、遺伝子発現抑制技術で
ある CRISPR 干渉用のベクターを構築した。 
 
(2) ゲノム編集および CRISPR 干渉の標的遺伝子には、光合成に関する遺伝子を選択した。こ
れまでに確立した接合法をもちいて、ベクターを A. marina に導入し形質転換株を作製した。
得られた形質転換株の色素組成は、HPLC によって解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) A. marina で CRISPR 干渉が可能であるかを
検討した。これまでに、モデルシアノバクテリア
である Synechocystis sp. PCC 6803 を対象とし
て、当研究室で作製した all-in-one 型ベクターが
機能することを確認していた。そこで、そのベク
ターをもちいてA. marinaでCRISPR干渉を試み
た。このとき、標的遺伝子として光捕集に関わる
アンテナタンパク質であるフィコシアニンの遺伝
子を選択した。その結果、安定して予想される表
現型を示す形質転換株は得られなかった。そこで、
ベクターの改変を進め、プロモーター活性の異な
るいくつかのベクターを構築した。そのなかで適したベクターを利用することで、青色のフィ
コシアニン含量が下がり黄色みがかった色を呈する株を得ることができた（図 2）。この成果は、
A. marina で CRISPR 干渉による遺伝子発現抑制が初めて可能となったことを意味する。 
 



(2) フィコシアニン遺伝子の発現抑制に成功したことで、さらにフィコシアニン以外の光合成
関連遺伝子についても、CRISPR 干渉による遺伝子発現抑制を試みた。光合成色素の代謝に関
わるいくつかの酵素の遺伝子を標的にしたところ、機能的に破壊できないと考えられた遺伝子
では発現抑制をかなり抑えても形質転換株が得られなかった。また、強く発現を抑制するベク
ターを使用しても、期待される表現型が得られない遺伝子や、わずかに機能低下が判別できる
遺伝子もあった。なかには期待通りの表現型を示す形質転換株が得られたものもあったが、か
なりの条件検討を必要とした。これらの結果より、機能既知の遺伝子の解析ですら CRISPR 干
渉との相性の良し悪しがあることが判明したが、CRISPR 干渉が A. marina の逆遺伝学的解析
に有効な手法の一つであることには変わりはない。 
 
(3) ゲノム編集については、光化学系 II複合体のサ
ブユニットの一つにヒスチジンタグを導入した株の
作製を試みることで実験系の確立を目指した。光化
学系 II複合体は、光化学系 I複合体と比較して含量
が少なく、サブユニット数が多いため精製が非常に
困難である。そこで、他のモデル光合成生物ではサ
ブユニットの一つにヒスチジンタグを導入すること
で、アフィニティー精製による簡便な精製ができる
ようになっている。それらの株ではヒスチジンタグ
の導入により致死にはならず光合成により生育でき
るため、A. marina でもゲノム編集による株の作製
が可能であろうと考えた。ガイド RNA 発現カセッ
トとヌクレアーゼ遺伝子および相同組換えでのリペアテンプレートを含むベクターを A. 
marina に導入し、得られた株のゲノムが目的の箇所で改変されているのかを調べた。その結
果、標的サブユニットの C 末端側にヒスチジンタグを融合しているであろう株を得ることがで
きた。その株のチラコイド膜タンパク質をウエスタンブロッティングで解析したところ、目的
の分子量の移動度で特異的にヒスチジンタグを含むタンパク質が検出された（図 3）。本成果は、
A. marina で初めてゲノム編集に成功したことを示す。 
 
 これらの成果により、世界で初めて A. marina で CRISPR 干渉による遺伝子発現抑制とゲ
ノム編集が可能になった。これらの技術を駆使して分子遺伝学的解析を進めることで、遠赤色
光をも利用可能な A. marina の光合成系の理解が飛躍的に進むと期待される。 
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