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研究成果の概要（和文）：これまでに我々はシアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803 に

おいて、光化学系Ⅰ反応中心サブユニットをコードする psaAB 遺伝子のプロモーター解析を

行ってきた。一般に、光化学系Ⅰ遺伝子プロモーターは弱光下で活性化され、強光下で抑制さ

れるが、psaAB 遺伝子の 2 つのプロモーターP1 と P2 両方が、この応答パターンを示すこと

が明らかになった。本研究では、レスポンスレギュレーターRpaB が psaAB プロモーター領域

に複数存在する HLR1 配列に結合することを見出し、さらに、細菌由来ルシフェラーゼ遺伝子

を用いたレポーター解析により、これらの HLR1 配列を含むシスエレメントが、2 つのプロモ

ーターの活性に様々な影響を及ぼすことを明らかにした。以上、複数の転写制御機構が働き、

psaAB 発現レベルの fine-tuning が行われていることが明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）：Previously, we analyzed the promoter architecture of the psaAB 

genes encoding reaction center subunits of photosystem I (PSI) in the cyanobacterium 

Synechocystis sp. PCC 6803. There exist two promoters, P1 and P2, both of which show 

typical high-light (HL) response of PSI genes; their activities are high under low-light (LL) 

conditions but rapidly downregulated upon the shift to HL conditions. In this study, it was 

shown that a response regulator RpaB binds to multiple high-light regulatory 1 (HLR1) 

sequences in the upstream region of the psaAB genes. We explored the regulatory role of 

cis-elements, including these HLR1 sequences on the individual activity of P1 and P2. Our 

results suggest that cis-elements, including multiple HLR1 sequences, differently regulate 

the activities of dual promoters of the psaAB genes to achieve the fine-tuning of the gene 

expression. 
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１．研究開始当初の背景 

シアノバクテリアの強光順化における転写
制御の重要性は以前より示唆されていたも
のの、光強度依存的な転写制御がどのように
行われているのか、具体的な知見は皆無であ
っ た 。 研 究 代 表 者 は こ れ ま で に 、
Synechocystis sp. PCC 6803 のゲノム上に
分散して存在している光化学系Ⅰ遺伝子群
の発現レベルが、光強度に依存した統一的な
制御を受けており、弱光下では豊富に蓄積し
ている転写産物が、強光下に移すと１時間以
内に完全に消失することを観察していた。そ
の応答は転写活性の厳しい抑制により達成
されており、光強度依存的な転写制御を解析
する上での理想的なモデル系であると考え
られた。 

 

２．研究の目的 

本研究においては、シアノバクテリアの強
光順化における転写制御機構の解明を目的
とする。そのために、すでに光応答領域を
決定した Synechocystis sp. PCC 6803 の光
化学系Ⅰ遺伝子に着目し、この光応答領域
に相互作用する調節因子を明らかにする。
次にこれらの因子によって、光強度依存的
な調節がどのように達成されているのかの
解明を目指す。 
 

３．研究の方法 

(1) すでに同定した Synechocystis sp. PCC 

6803 の光化学系Ⅰ遺伝子群の光応答領域内
に、HLR1 配列と呼ばれるモチーフが共通し
て含まれていることを見出した。この HLR1

配列には、レスポンスレギュレーターRpaB

が結合することが報告されている。そこで、
光化学系Ⅰ遺伝子群上流域の HLR1 配列に
RpaBが結合するかどうかを、精製His-RpaB

タンパク質と光化学系Ⅰ遺伝子群上流域
DNA 断片を用いたゲルシフトアッセイによ
り調べた。さらに、HLR1 配列に塩基置換を
導入した場合の、RpaB 結合能への影響、プ
ロモーター活性への影響を、ゲルシフトアッ
セイ、およびレポーターアッセイにより調べ
た。 

 

(2) Synechocystis sp. PCC 6803 野生株の 

rpaB 遺伝子にクロラムフェニコール耐性カ
セットを挿入し、遺伝子破壊株を作製した。
この株の増殖速度、色素量、光化学系Ⅰ遺伝

子プロモーター活性等を調べることにより、
RpaB の生理的機能の解明を目指した。 

 

(3) 光化学系Ⅰ反応中心サブユニット遺伝子
psaAB 上流域に４か所存在する HLR1 配列
に RpaB が結合するかどうかを、精製
His-RpaB タンパク質と psaAB 上流域 DNA

断片を用いたゲルシフトアッセイにより調
べた。さらに、RpaB の結合が確認された
HLR1 配列に塩基置換を導入し、psaAB プロ
モーター活性にどのような影響が出るかど
うかを、レポーターアッセイ、およびノーザ
ン解析により調べた。 

 
４．研究成果 
(1) 精製 His-RpaB は、HLR1 配列を含む光
化学系Ⅰ遺伝子群上流域 DNA 断片に結合し
たが（図１A）、それぞれの DNA 断片から
HLR1配列を除いた場合には結合は見られな
くなった（図１B）。 

図１ 精製 His-RpaB の光化学系Ⅰ遺伝子群
上流域への結合性 

 

また、HLR1 配列に点突然変異を導入した場
合にも His-RpaB の結合は見られなくなった。
さらにレポーターアッセイにより、この点突
然変異の導入によって弱光下での光化学系
Ⅰ遺伝子プロモーター活性が著しく減尐す
ることが明らかになった。以上の結果より、
RpaB が弱光下で、光化学系Ⅰ遺伝子群上流
域の HLR1 配列に結合しアクチベーターと
して働いていることが強く示唆された。 

 

(2) すべてのゲノムコピーにおいて rpaB が
挿入破壊された株は得られなかったため、
Synechocystis sp. PCC 6803 にとって rpaB



は必須遺伝子であると考えられる。rpaB コ
ピー数を減らしただけでも、弱光下において、
増殖速度、クロロフィル含量、フィコシアニ
ン含量、光化学系Ⅰ遺伝子プロモーター活性
などの顕著な低下がみられた。これらの結果
からも、RpaB は弱光下で、光化学系Ⅰ遺伝
子群のアクチベーターとして働いているこ
とが示された。これまで、RpaB は弱光下で
のリプレッサーとして報告されており、アク
チベーターとしての報告は本研究が初めて
である。 

 

(3) 光化学系Ⅰ反応中心サブユニット遺伝子
psaAB 上流域に４か所存在する HLR1 配列
のうち、３か所に RpaB が結合することを見
出し、これらの配列をそれぞれ HLR1A、
HLR1B、HLR1C と名付けた。それぞれの
HLR1配列に塩基置換を導入してのレポータ
ーアッセイにより（図２A）、これら３か所の
HLR1 配列が２つのプロモーターP1、P2 に
対して、正負様々な影響を及ぼすことが明ら
かになった（図２B）。 

 

 

図２ psaAB 上流域の HLR1 配列の機能 

弱光下で最も重要な制御領域は HLR1C(転写
開始点を+1 としたとき、-62～-45 に存在)で
あり、P1 の活性化に関わっている。他の
HLR1配列も弱光下でのプロモーター活性に
影響している。具体的には、HLR1A (-255～
-238)は P1 の抑制に、HLR1B(-153～-126)

は P2 の活性化に関与している。強光下では、
-271～-177 領域に存在する HNE2 領域の活
性が強まり、これは P1、P2 両方の活性抑制
に働く。以上のような仕組みで、psaAB 発現
レベルが弱光下で高く、強光では低く保たれ
ることが明らかになった（図３）。他の光化
学系Ⅰサブユニット遺伝子に比べ、反応中心
サブユニット psaAB 遺伝子では、転写制御
メカニズムが複雑化しているが、これは
psaAB 遺伝子発現量が、光化学系Ⅰ複合体蓄
積の重要な調節ステップの１つであり、環境
変動に応答しての発現量の fine tuning が必
要であるためと考えられる。 

 

図３ psaAB 遺伝子の異なる光強度下での
発現制御メカニズム 
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