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研究成果の概要（和文）：シアノバクテリアSynechocystis sp. PCC 6803のもつ巨大プラスミド（pSYSM、
pSYSX、pSYSA、pSYSG）に着目し、これらのDNA複製機構について解析するとともに、シアノバクテリアで利用可
能なベクター系の開発に取り組んだ。
Synechocystis 6803のゲノム情報を再整備すると共にpSYSAのRep（CyRepA1）を同定し、CyRepA1を欠損がpSYSA
と染色体との融合を引き起こすことを報告した。さらにCyRepA1のホモログ、CyRepA2をSynecyocystisプラスミ
ドの中から新たに見出し、これを用いた広宿主域ベクターpYSを新規に構築した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the DNA replication mechanism of the giant plasmids (pSYSM, 
pSYSX, pSYSA, and pSYSG) of the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803 was analyzed, and a vector
 system that can be used in cyanobacteria was developed.
We reorganized the genomic information of Synechocystis 6803, and newly identified the Rep protein 
of pSYSA (CyRepA1). The loss of CyRepA1 causes integration of pSYSA with the chromosome, suggesting 
that CyRepA1 plays a role as Rep of pSYSA and pSYSA plasmid is essential for Synechocystis 6803. In 
addition, we have also identified CyRepA2 as a homologue of CyRepA1. Using CyRepA2, we have 
developed an expression vector pYS that can be overexpressed in a variety of cyanobacteria.

研究分野： 応用微生物

キーワード： シアノバクテリア　DNA複製　プラスミド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光合成により、光と二酸化炭素によって増殖するシアノバクテリアは環境負荷の少ない物質生産ホストとして注
目されている。いくつかのシアノバクテリアは染色体DNAの他に大きなプラスミドを持つことが知られている
が、これらプラスミドのDNA複製機構に関する知見は少なく、外来遺伝子の発現などに利用できるベクター系も
限られていた。我々はシアノバクテリアのプラスミド複製に関わる遺伝子CyRepAを新たに同定するとともに、
CyRepAを利用したベクターシステムpYSを新たに構築した。これらの発見は、シアノバクテリアの産業利用に貢
献できる重要な成果である。

※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。



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

植物と同様の酸素発生型光合成を行うシアノバクテリアは、光合成のモデル生物として

世界中で研究されてきた。藻類の中でも比較的増殖速度が速く、単位面積辺りの CO2 固定

能が植物に比べ圧倒的に高いこと、遺伝子組換えが容易であることから、近年ではバイオ燃

料を始めとする有用物質生産のホストとしても改めて注目されている (Anemaet, 2010)。淡水
性シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803 (以下 Synechocystis 6803)は世界で 4 番目に全

ゲノム配列が決定されたモデルシアノバクテリアである (Kaneko et al., 1996)。細胞あたり

10~20 コピーの染色体を有し、主染色体の他に 4 つの巨大プラスミド（pSYSA, 103 kbp; 
pSYSG, 44 kbp; pSYSM, 119 kbp; pSYSX, 106 kbp）を持つ。Synechocystis 6803 において巨大

プラスミドはキュアできないことからプラスミド上には必須機能を有する遺伝子の存在が

示唆されている (Xiao et al., 2018)。このような巨大プラスミドは Synechocystis 以外にも幅広

いシアノバクテリア種（Cyanothece、Lyngbya、Mycrocystis、Nostoc 等）で見出されるが、巨

大プラスミドの複製や維持機構など、そのメカニズムは不明であった。 
 

２．研究の目的 

申請者は Synechocystis 6803の巨大プラスミドの複製メカニズムを明らかにできれば、
シアノバクテリアが特異なゲノム構造をもつ理由を明らかにできるだけでなく、有用

物質生産のための発現ベクターの開発に役立てられると考えた。一般的にプラスミド

DNAの複製開始はプラスミド上にコードされる Repタンパク質を含む自律複製領域に
より制御される。そこで本申請研究ではシアノバクテリア Synechocystis 6803の Repタ
ンパク質および自律複製領域の探索と、これを利用した大規模ベクターシステムの構

築を目指して研究を実施した。 
 

３．研究の方法 

(1) Synechocystis 6803のリシーケンス 
長年、モデルシアノバクテリアとして用いられてきた Synechocystis 6803 は複数の実験
室株が存在する。これまで NGS を用いた実験室株のリシーケンス解析が実施され、株
ごとの固有の変異が存在することが示されているが (Tajima et al., 2011, Kanesaki, et al. 
2012, Trautmann et al., 2012, Morris et al., 2014, Ding et al., 2015) 、これらの解析はショー
トリード型のシーケンサーを用いた解析であり、トランスポゾン等の繰り返し配列を多

く含む Synechocystis 6803のゲノム構造解析には不向きである。そこで本研究では 10 kbp
以上の長鎖 DNA 配列情報を大量に取得できるナノポアシーケンサーを用いて
Synechocystis 6803 GT-I株のゲノムをリシーケンスし、ゲノム配列情報を整備した。 
 
(2) 巨大プラスミド pSYSAにコードされる Rep遺伝子の探索 
大腸菌 ColEプラスミドの複製機構では、RNA1と RNAIIと呼ばれる２つの non-coding RNAが

プライマーRNA として働き、プラスミド複製開始に寄与する。ドイツ・フライブルク大学との

共同研究から、pSYSAにおいて高発現する small RNA (ssr7036)が見出された。ssr7036遺伝子の

下流にはプライマーゼ様ドメインを持つ機能道タンパク質をコードする遺伝子 slr7037が位置し

ていたことから、Slr7037 が pSYSA の Rep であると予想した。遺伝子破壊株を取得し、pSYSA

の自律性に解析を行った。 

 

(3) シアノバクテリア Rep領域のスクリーニング 



大腸菌や酵母ではゲノムライブラリーを利用して複製開始点の探索が行われてきた。

Synechocystis 6803の染色体およびプラスミドに含まれる自律複製領域を遺伝学的に探
索することを目的として、Synechocystis 6803の DNAライブラリーを作成しスクリー
ニングを実施した。制限酵素によって消化した Synechocystis 6803のゲノムを大腸菌
ColEオリジンと cat遺伝子と共に大腸菌に形質転換して約 20000クローンから成るラ
ンダム DNAライブラリーを得た。さらにこれをシアノバクテリアへと形質転換し、
シアノバクテリア細胞内において自律複製活性を有する領域を探索した。 

 

４．研究成果 

(1) Synechocystis 6803のリシーケンス 
Synechocystis 6803 GT-I株のゲノムをリシーケンスし、高精度のゲノム情報を取得し
た。ゲノムデータベースと比較すると、50箇所以上のリファレンスの GT-I株とは異
なる固有変異を同定した。このことから、当研究室で保持している GT-I株はオリジナ
ルの実験室株からさらに変異が蓄積された株であることがわかった。オリジナルの

GT-I株はフリーズストックとして保持していたため、新たに GT-In (GT-I nodai) 株と名
前をつけて研究に利用することとした。 
 
(2) 巨大プラスミド pSYSAにコードされる Rep遺伝子の探索 

slr7037の破壊株を複数株取得し、pSYSAの自律性を解析した。ゲノムの構造を高感
度かつ定量的に検出できるMate-pair sequence（MP-seq）を用いて、slr7037破壊株のゲ
ノムを調べた結果、破壊株では pSYSAがトランスポゾン等の相同領域を介して染色体、
あるいは別の巨大プラスミド pSYSXと融合しており自律性が失われることが示された。
さらにフライブルク大学のグループの成果から、slr7037と ssr7036をクローニングした
プラスミドが Synechocystis 6803 や別種のシアノバクテリアである Synechococcus 
elongatus PCC 7942に維持されることが示された。これらの結果から、slr7037は pSYSA
の複製開始を担う Rep であることが明らかとなった。分子系統解析を実施した結果、
Slr7037は幅広いシアノバクテリアに保存されていたことから（図）、当該タンパク質を
CyRepA1（Cyanobacterial Rep protein A1）と命名した(1)。 
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(3) シアノバクテリア Rep領域のスクリーニング 

Synechocystis 6803 ゲノムライブラリーを用いて、シアノバクテリア細胞内において自

律複製活性を有する領域のスクリーニングを実施した。ライブラリーを Synechococcus 7942
へと形質転換し、得られたコロニーから DNA を抽出した。これを NGS で網羅的に解析す

ることにより複数の自律複製候補領域を同定した。その結果、複製因子 Rep としての機能を有

するタンパク質および自律複製領域を新たに同定した。このタンパク質 ORF B は Synechocystis 

6803のプラスミド pCC5.2にコードされており、興味深いことに、上述の CyRepA1 と非常によく似た

配列を有していた。そこで、ORF Bを CyRepA2 と命名し、さらに Rep としての機能を詳細に解析し

た。シアノバクテリア細胞内における CyRepA2の自律複製活性を評価した結果、CyRepA2を保持

するベクターpYSは Synechococcus 7942や Synechocystis 6803だけでなく、海洋性モデル藍藻で

ある Synechococcus sp. PCC 7002や系状性藍藻である Anabaena sp. PCC 7120においても安定的

に保持されることが示された。特に Synechococcus 7942では GFPを指標とした場合、染色体での

発現系に比べ 10 倍以上の高い発現量が観察された。このように、pYS ベクターは幅広い藍藻種

で維持できるだけでなく、外来遺伝子を高発現にも極めて有用であることが示された (2)。 

 

上記の成果について、二報の論文として成果を発表した (1, 2)。現在、CyRepA1についてもベク

ター利用に向けた研究を進めており、これらシアノバクテリアの Rep についてさらに詳しく研究を進

めることで、プラスミド複製の基本原理が明らかにできるだけでなく、シアノバクテリアの遺伝子工学

を促進するための新たなツールの開発が期待できる。 
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