
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年 ５月１９日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要： 

耐塩性ラン藻（Aphanothec  halophytica）は、死海から単離された光合成細菌で、幅広

い塩濃度（0.25M ～3.0M NaCl 存在下）で生育可能であり、多くの環境適応メカニズムに関

与する極めて特徴的な遺伝子を持つことを明らかにしてきた。また、A. halophytica は、通常

のラン藻とは大きく異なり、非常に高濃度の Ca２＋存在下で生育し、同時に生育に伴い細胞外

の pＨが極めて高くなるという特徴を示す。このことは、Ca２＋イオンの取り込み・排出、そ

れに伴なう H＋イオンの取り込み・排出が極めて効率よく機能して外部環境に適応していると

推測される。現在、Ca２＋イオンの取り込み・排出に関与する ApCAX 遺伝子（Ca２＋/H＋ アン

チポーター）をクローニングを行い、アンチポーター遺伝子欠損した大腸菌を用いた発現シス

テムでその機能解析を行った。また、淡水性ラン藻を用いて ApCAX 遺伝子過剰発現も試みた。 

一方、特定の遺伝子・蛋白質の重要性を明らかにするうえで、遺伝子導入による過剰発現

あるいは遺伝子破壊した植物の解析は、非常に一般的であり、有益な結果が多く得られている。

塩生植物の有する特有の耐塩性メカニズムを明らかにするうえで、遺伝子導入の手法は不可欠

である。しかし、塩生植物への遺伝子導入は極めて困難である。そこで、耐塩性モデル光合成

細菌として A. halophytica への遺伝子導入法を確立し、積極的に耐塩性メカニズムに関与す

ると思われる遺伝子・蛋白質の解析、さらに、相互作用している遺伝子・蛋白質の解明を計画

した。現在、前述した ApCAX 遺伝子を抗生物質耐性遺伝子挿入による遺伝子破壊したプラス

ミドを構築し、A. halophytica への遺伝子導入法を試みている。染色体 DNA の相同組み換え

を行った。現在のところ、完全に破壊された株は得られていないが、一部 DNA が破壊された

株が得られているので、完全破壊株作出のための条件検討をする一方、予備的な研究を行って

いる。 
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１．研究開始当初の背景 

耐塩性ラン藻（Aphanothec  halophytica）
は、死海から単離された光合成細菌で、幅広
い塩濃度（0.25M ～3.0M NaCl 存在下）で
生育可能で、この A. halophytica が有する塩
ストレスに対する適応メカニズムは非常に
ユニークであり、極めて特徴的な遺伝子を持
つことを当該研究室の研究で明らかにして
きた。特に、A. halophytica の塩ストレス適
応メカニズムとして、浸透圧適合溶質である
ベタイン合成酵素、ベタイン取り込み・排出
に関与するベタイントランスポーター、Na+

イオンの取り込み・排出に関与する Na+/H+

アンチポーター、ストレスタンパク質である
分子シャペロンに注目して、その生化学的性
質および遺伝子導入植物を作出して耐塩性
が付与されるかどうかの研究を積極的に進
めてきた。 

過 酷 な 環 境 下 で も 生 育 で き る A. 
halophytica は、通常のラン藻とは大きく異
なり、非常に高濃度の Ca２＋存在下（10mM, 

淡水性ラン藻：0.23ｍM, 海洋性ラン藻:2.0

ｍM）で生育し、同時に生育に伴い細胞外の
pＨが極めて高くなる（pH=7.0～11.0, 淡水
性ラン藻：pH=7.0～9.0）という特徴を示し
ている。このことから、Ca２＋イオンの取り
込み・排出、それに伴なう H＋イオンの取り
込み・排出が極めて効率よく機能して外部環
境に適応していると推測される。 

すなわち、「A. halophytica が過酷な環境
下でも生育できること」と、「Ca２＋/H＋ ア
ンチポーター(CAX)の機能」と密接な関係が

あると考えられる。 

CAX 遺伝子を破壊した A. halophytica 株
を用いて、CAX が耐塩性のメカニズムにどの
ように寄与しているのかを遺伝子レベル・蛋
白質レベルで明らかにすることを本研究課
題として計画した。 

 特定の遺伝子・蛋白質の重要性を明らか
にするうえで、遺伝子導入による過剰発現あ
るいは遺伝子破壊した植物の解析は、非常に
一般的であり、有益な結果が多く得られてい
る。塩生植物の有する特有の耐塩性メカニズ
ムを明らかにするうえで、遺伝子導入の手法
は不可欠である。しかし、塩生植物への遺伝
子導入は極めて困難であり、現在のところ、
研究報告もわずかしかないのが現状である。
そこで、耐塩性モデル光合成細菌として A. 
halophytica への遺伝子導入法を確立し、積
極的に耐塩性メカニズムに関与すると思わ
れる遺伝子・蛋白質を解析すること、さらに、
相互作用している遺伝子・蛋白質を解明する
ことを計画した。 

 

２．研究の目的 

 Ca２＋は、細胞内の濃度が厳密に調整さ
れている重要なイオンの一つである。細胞内
の Ca２＋は、細胞内への流入に逆らってマイ
クロモルレベル（10-6M）に維持されている。
細胞質内の Ca２＋濃度のわずかな変動は、多
くの酵素活性を劇的に変動させる情報伝達
系のセカンドメッセンジャーとして働いて
いる。また、細胞質内の Ca２＋の大部分は液
胞に蓄えられている。この液胞への移動は、
プロトンの電気化学的ポテンシャル勾配を
利用する Ca２＋/H+ アンチポーター（CAX）
の役割であり、液胞から細胞質への流出はイ
ノシトール三リン酸により引き起こされる
ことが知られている。 

液胞型 CAX がバクテリア、植物から単離
され、①約 400 個のアミノ酸残基からなり、
②10～14 個の膜貫通領域があること、③酸
性アミノ酸残基からなる疎水性モチーフが



あることなどの特徴が明らかとなった。一方、
細胞質型CAXは大腸菌から単離されており、
N 末端領域の 9 個のアミノ酸残基の重要性、
およびアルカリ性 pＨでは Ca２＋/H＋と他
に Na＋/H＋交換活性が見られることが報告さ
れた。 

最近のラン藻のゲノム解析の結果、
Anabaena sp. PCC7120, Synechocystis sp. 

PCC6803, Thermosynechococcus elongatus 

BP-1 のゲノム DNA に一つ Ca２＋/H+ アンチ
ポーター（CAX）と思われる遺伝子配列が存
在することがわかったが、その局在性、イオ
ン特異性、ｐH 依存性など明らかではない。 

本研究課題では、CAX が耐塩性メカニズム
にどのように関与をしているかを明らかに
するため、A. halophytica の CAX 遺伝子破
壊することにより、細胞内の遺伝子レベル・
蛋白質レベルでどのような変化が見られる
か、塩適応メカニズムにどのように関与して
いるかを明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

I. 耐塩性ラン藻（A. halophytica）への遺
伝子導入方法の確立。 
１）遺伝子破壊株作成のためのコンストラク
ト作成。 

これまでに進めていたゲノム解析の情報
を参考に Ca２＋/H+ アンチポーターと思われ
る CAX 遺伝子とそのプロモーター領域を含む
全長約２kbpの遺伝子断片をPCR法で単離し、
pBluescriputs SK+ の 制 限 酵 素 サ イ ト
(EcoRV)に挿入し塩基配列を決定した。スト
レプトマイシン（ＳtrＲ）耐性遺伝子の単離
は、pKRP133 プラスミドから制限酵素部位
(BamHI)を用いてＳtrＲ遺伝子とそのプロモ
ーター領域を含む全長約１kbp の遺伝子断片
を単離し、pBluescriputs SK+ の制限酵素サ
イト(EcoRV)に挿入し塩基配列を決定した。
その後、CAX 遺伝子内部制限酵素サイト
（BclI）に、ＳtrＲ遺伝子の BamHI サイトを
使って組み込んだ。 
2）遺伝子導入方法の確立。 

予備的な実験結果として、モデル光合成細
菌としてよく用いられる Synechococcus sp. 
PCC7942 や Synechocｙstis sp. PCC6803 に対
する方法と同様の手法を試みたが、A. 
halophytica への遺伝子導入はできなかっ
た。そこで、(1) エレクトロポレーション法、
(2) パーテイクルガン法による手法の検討
を行った。 
3) 遺伝子導入株の選抜。 

100mg/l ストレプトマイシンを含んだ
BG11(Turk 溶液を含む)プレート（1.0%寒天）
上で選抜してシングルコロニーを単離した。
単離した A. halophytica からゲノム遺伝子
を精製し、①ＰＣＲ法によるＳtrＲ遺伝子増
幅、②ＰＣＲ法による CAX 遺伝子増幅、③ サ

ザンブロッテイング解析による CAX遺伝子の
破壊の確認、④ CAX 遺伝子周辺の塩基配列の
決定を行った。 
 
II. 耐塩性ラン藻（A. halophytica）の CAX
遺伝子の大腸菌を用いた過剰発現系の確立
と site-directed mutagenesis。 
１）ApCAX 遺伝子過剰発現のためのコンスト
ラクト作成。 
単離した CAX 遺伝子(ApCAX)を ApCAX-F プ

ライマー（NcoI 部位を導入）と ApCAX-R プラ
イマー（終止コドンを除き、BamHI 部位を挿
入 ） を 用 い て PCR 法 に よ り 増 幅 し 、
pBluescriputs SK+ の 制 限 酵 素 サ イ ト
(EcoRV)に挿入し塩基配列を決定した。その
後、NcoI および BamHI 制限酵素処理により発
現ベクター（ｐTrcHis2C）に導入した。結果、
ApCAX 遺伝子の下流に６xＨｉｓタグを連結
し、６xＨｉｓタグ抗体で ApCAX タンパクの
挙動を調べた。 
TO114（ΔnhaA, ΔnhaB, ΔchaA）大腸菌に
形質転換し、以下の実験に用いた。 
2 ） ApCAX 遺 伝 子 の site-directed 
mutagenesis。 
ApCAX 過剰発現ベクターを鋳型にして、

Glu-74とGlu-324 の酸性アミノ酸残基をAsp, 
Gln,His に変える E74DQH-F プライマーと
E74DQH-R プライマー、あるいは E324DQH-F プ
ライマーと E324DQH-R プライマーを用いて
PCR 法による site-directed mutagenesis を
行 っ た 。 増 幅 さ れ た PCR 産 物 は 、
pBluescriputs SK+ の 制 限 酵 素 サ イ ト
(EcoRV)に挿入し塩基配列を決定し、目的の
アミノ酸残基の変異を確認した。その後、
NcoIおよびBamHI制限酵素処理により発現ベ
クター（ｐTrcHis2C）に導入した。 
3) Ca2+/H+アンチポーター活性の測定。 
 TO114 大腸菌をアンピシリンを含む LBK 培
地で培養し、OD620nmが0.6前後で0.5mM IPTG 
を添加した。３時間後に大腸菌を回収し、フ
レンチプレスによる反転膜を作成した。緩衝
液 に は 10mM Tris-HCl(pH8.0), 140mM 
Choline-Cl, 1mM acridine orangeを用いた。
ΔHの変化は acridine orange の蛍光をモニ
ター（exc.492nm, emi.525nm）した。サンプ
ル（50～75mg）に 2mM Tris-DL-lactate を添
加し、反転膜の H＋勾配を形成後、塩を添加、
ΔH の上昇を測定した。最終的に 1mM NH4Cl 
を添加した時のΔHの上昇を 100%として塩を
添加時のΔH の上昇した率を計算した。 
 
III.  A. halophytica CAX 破壊株の生化学
的解析。 
(1) 各種生育条件下での生育への影響。 
① Ca２＋, Na＋, その他（Mg２＋, Mn２

＋など）のイオン濃度を変えた培地、② ｐH
を変えた培地、③ イオン濃度と pH を変えた



培地、④ 各種生育条件下における菌体の形
態学的観察を行った。 
(2) 蛋白質レベルの解析。 

各種生育条件での A. halophytica CAX 破
壊株について、① 光吸収因子であるクロロ
フィル、フィコビリン含量、② 細胞内のイ
オン含量、アミノ酸組成と含量、③ 光化学
系 I および II 複合体の電子伝達反応活性お
よび循環型電子伝達反応活性の測定、④ 浸
透圧適合溶質であるベタイン含量、糖含量、
⑤ ２次元電気泳動により蛋白質組成および
含量などに及ぼす影響を検討する。 
(3) 遺伝子レベルの解析。 
 各種生育条件での A. halophytica CAX 破
壊株について、① 浸透圧適合溶質であるベ
タイン合成遺伝子群、② ベタイン取り込
み・排出に関与するベタイントランスポータ
ー遺伝子、③ Na+イオンの取り込み・排出に
関与する Na+/H+アンチポーター群、④ ストレ
スタンパク質である分子シャペロニン群な
どの遺伝子群の発現レベル（mRNA）、プロモ
ーター領域の解析（DNA）を解析し、耐塩性
適応メカニズムに関与している遺伝子群を
系統的に解析する。 
 
４．研究成果 
I. 耐塩性ラン藻（A. halophytica）への遺
伝子導入方法の確立。 
１）遺伝子破壊株作成のためのコンストラク
ト作成。 

A. halophyticaの薬剤感受性を検討した結
果、ストレプトマイシン(50mg/l)、クロラム
フェニコール(100mg/l)感受性が認められた
ことから、ストレプトマイシンを薬剤選択マ
ーカーとすることにした。 
2）遺伝子導入方法の確立。 

エレクトロポレーション法によりいくつ
かの独立したクローンを得ることができた。 
定数増殖期の A. halophytica を 10％ショ糖
を含む溶液で数回洗浄した後、10%ショ糖・
10%グリセロールの溶液で懸濁し後 4℃で静
置した。電圧（V）･抵抗（R）・コンダクタン
ス（C）の条件を変えてエレクトロポレーシ
ョンを行い、100mg/l ストレプトマイシンを
含んだプレート上で選抜してシングルコロ
ニーを単離した。単離した A. halophytica
から遺伝子を精製し、①ＰＣＲ法によるＳtr
Ｒ遺伝子増幅、②ＰＣＲ法による CAX 遺伝子
増幅を行ったところ、極めて遺伝子導入効率
が悪く、完全に CAX 遺伝子が破壊された株は
得られていないが、CAX 遺伝子破壊不完全株
は単離できた。 
 
II. 耐塩性ラン藻（A. halophytica）の CAX
遺伝子の大腸菌を用いた過剰発現系の確立
と site-directed mutagenesis。 
1）ApCAX 遺伝子過剰発現とアンチポーター活

性。 
アンチポーター活性
の欠損した TO114（Δ
nhaA, Δ nhaB, Δ
chaA）大腸菌におけ
る ApCAX の発現を
ApCAX 下流に連結し
た６xHis タグの抗体

を用いて調べた。(図１) 
2）ApCAX のアンチポーター活性。 
図２に示したように、ApCAX はアルカリ p

Ｈで最も活性が高い結果が得られた。この結
果が、淡水性ラン藻である Synechocystis 
sp.PCC6803 の CAX（SynCAX）とは異なる性質
を示すものである。 
3 ） ApCAX 遺 伝 子 の site-directed 
mutagenesis。 
ApCAX のアンチポーター活性に重要と思わ

れる Glu-74 と Glu-324 の酸性アミノ酸残基
を Asp, Gln,His に変えたところ、図２に示
すように著しい活性の低下が認められた。こ
の結果から、膜貫通領域 III に位置する
Glu-74と膜貫通領域Xに位置するGlu-324が
Ca2+の輸送に重要な役割を果たしているこ
とを明らかにした。 
 
III.  A. halophytica CAX 破壊株の生化学
的解析。 
1) 各種生育条件下での生育への影響。 
Na＋のイオン濃度を変えた培地で生育を比

較したところ、A. halophytica 野生株は 0.5
～2.5M という幅広い条件で生育可能である
が、CAX 破壊株（CAX 破壊が不完全な株）は
2.5M NaCl 存在下では生育できないという結
果が出た。一方、Ca2+イオンについても検討
しているが、再現性のある結果が得られてい
ない。 
2) 蛋白質レベルの解析。 
A. halophytica CAX 破壊株（CAX 破壊が不

完全な株）はクロロフィル、フィコビリン含
量が低下しており、光集光色素への影響が見
られた。また、浸透圧ストレスに著しく低下
しているという結果が出ており、現在、再現
性を確認している。 
3) 遺伝子レベルの解析。 
A. halophytica CAX 破壊株について各種遺

伝子群の発現レベルの変化を知れべている
準備を進めている。 



 
＜今後の課題＞ 

本研究課題である ApCAX 破壊株を作出して
その重要性を明らかにしようとしたが、
ApCAX は A. halophytica にとって必須遺伝子
であるためか完全に破壊した株の単離に至
らなかった。しかしながら、現在も遺伝子破
壊の不完全な株を用いて引き続き検討を進
めている。具体的な対策として、選抜時の培
養条件の検討（Ca2+濃度、ｐH の再検討）を
考えている。例えば、ApCAX 遺伝子が完全に
破壊されればA. halophyticaの Ca2+の排出能
力が低下し細胞内 Ca2+濃度が著しく変化し、
通常の生育培地の Ca2+濃度（10mM）では生育
できない可能性が高い。また、pＨについて
も A. halophytica はアルカリ性を好む生育
条件を選んで選抜培地としたが、大腸菌を用
いた ApCAXのアンチポーター活性では、ApCAX
がアルカリ性で機能していることから、選抜
培地の緩衝液を用いて中性付近に保つ必要
が考えられる。 
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