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研究成果の概要（和文）：光合成生物は、環境の変化を光合成電子伝達鎖のレドックス変化としてセンシングし、転写
制御を行うことが知られている。しかし、その過程で働く転写制御因子に関する知見は極めて乏しい。そこで本研究で
は、光合成電子伝達鎖のレドックス状態を伝える調節タンパク質チオレドキシンと転写制御因子の相互作用を検出する
スクリーニング系を開発し、この系を用いて、シアノバクテリアSynechocystis sp. PCC 6803ゲノムから、チオレドキ
シンの標的となり得る転写制御因子５種を新たに同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Photosynthetic organisms are known to perceive environmental changes as changes in
 redox state of photosynthetic electron transport chain to start transcriptional regulation. However, info
rmation on transcriptional regulators working on the process has been very limited. In this study, we esta
blished the new screening system to detect interaction between a transcriptional regulator and the redox-d
ependent regulatory protein, thioredoxin. We successfully identified five transcriptional regulators as ne
w targets of thioredoxin using this screening system. By characterizing these regulators, the mechanism of
 photosynthetic electron transport-dependent transcriptional regulation will be elucidated.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
生物は細胞内外に備わったセンサーで生

育環境の変動を検知し、遺伝子発現を柔軟に
調節することにより、新しい環境へ適応する
ための順化応答を開始する。環境変動の検知
の方法は種々多様であるが、光合成生物では、
光合成電子伝達鎖のレドックス状態変化が、
順化応答開始のシグナルとして重要である
ことが、以前より指摘されてきた。申請者は
シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 
6803（以下 S.6803）において全ゲノム DNA
マイクロアレイ解析の系を確立し、光強度変
化に際しての遺伝子発現変動とその後に観
察される細胞レベルでの順化応答との間に
密接な関連があること、プラストキノンプー
ルより下流の光合成電子伝達鎖のレドック
ス状態が、これらの遺伝子の発現レベルに大
きな影響を与えることを明らかにした。また
他グループの解析結果から、これらの強光・
レドックス応答遺伝子群が、温度、CO2濃度
など、他の様々な環境要因の変動に対しても
応答性を示すことが分かってきた。これらの
知見から、シアノバクテリアの順化応答の初
期段階において、環境変動を光合成電子伝達
鎖のレドックス変化として検知し、遺伝子発
現を調節するシグナル伝達系が重要な役割
を果たしていることが示唆されたが、その過
程に関わる調節因子の知見は乏しく、シグナ
ル伝達の実態は不明であった。 
 生物間に普遍的に存在する調節タンパク
質チオレドキシン（以下 Trx）は、システイ
ン残基のチオール・ジスルフィド変換という
酸化還元反応を介して、標的タンパク質の活
性を制御するが、光合成生物においては、光
合成電子伝達鎖からの還元力を標的タンパ
ク質に伝え、光合成と細胞内代謝をリンクさ
せる重要な役割を担っている。これまでに、
Trx アフィニティークロマトグラフィーによ
り、葉緑体、およびシアノバクテリア細胞内
に存在するTrx標的タンパク質の網羅的な単
離同定が行われ、その結果、各種の代謝経路
のみならず、DNA 複製、翻訳、色素体分裂
等、多岐にわたる細胞内プロセスが、Trx を
介して光合成電子伝達依存的に制御されて
いることが明らかになってきた。しかし、細
胞内存在量が少ないためか、同定された推定
Trx 標的タンパク質のリストに転写制御因子
は含まれておらず、光合成電子伝達と遺伝子
発現との間に働くシグナル伝達系の解明に
はつながっていなかった。 
 申請者はこれまでに、S.6803 を材料として、
シアノバクテリア間で広く保存されている
転写制御因子の欠損株の表現型解析を行っ
てきた。その過程で、LuxR 型の低分子量転
写因子 Ssl0564 が、光合成電子伝達依存的な
転写制御に働くことを見出し、これを PedR
と名づけた。プルダウン法にて PedR と相互
作用するタンパク質の探索を行ったところ、
S.6803 の主要 Trx である TrxM が単離され
た。さらに Trx 還元酵素の欠損株では、PedR

の光合成電子伝達依存的な活性制御が行わ
れないことを見出した。これは、Trx との相
互作用によって活性制御を受ける転写制御
因子の、光合成生物における初の報告例とな
った。しかし PedR の支配下にある遺伝子の
数は限られており、S.6803 細胞内で光合成に
よるレドックス制御を受けていると推定さ
れる総遺伝子数からすると、Trx と相互作用
して働く転写制御因子は他にも複数存在す
ることが予想された。 
 
２．研究の目的 
光合成生物の順化応答において、光合成電

子伝達鎖のレドックス変化をセンシングし、
遺伝子発現を調節するシグナル伝達系が重
要な役割を担っている。しかし、その過程で
働く転写制御因子に関する知見は、細胞内存
在量が少なく単離同定が困難なこともあっ
て、極めて乏しい。そこで本研究では、まず
レドックス調節タンパク質であるTrxと転写
制御因子を大腸菌内で共発現させ、両者の相
互作用を検出するスクリーニング系の開発
を行う。次にS.6803のゲノム情報をもとに、
DNA 結合領域、および高度に保存されたシ
ステイン残基を併せ持つという条件で、Trx
の標的となり得る転写制御因子候補を選択
し、このスクリーニング系を用いて Trx との
相互作用を検証する。Trx 標的転写制御因子
の同定に成功した場合には、その支配下にあ
る遺伝子群を網羅的に同定し、最終的には光
合成電子伝達依存的な転写制御機構の全貌
を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）大腸菌内で共発現させた Trx と標的候
補の転写制御因子の相互作用の検出系の確
立 

S.6803 の主要 Trx である TrxM (Slr0623)
の活性部位を構成するシステインの 1つをセ
リンに置き換え、標的タンパク質を捕捉でき
るように改変したC35STrxをS-タグ付きで、
Trx 標的候補転写因子を His-タグ付きで大腸
菌内にて共発現させた。発現ホストとしては、
Trx 還元酵素とグルタチオン還元酵素の破壊
株であり、ジスルフィド結合を有するタンパ
ク質の発現に適した Origami2 株を用いた。
この大腸菌に IPTG を添加して転写因子と
C35S TrxM を誘導後に集菌・破砕し、可溶
性画分を非還元 SDS-PAGE に供した。
His-tag 抗体、および S-tag を認識する
S-protein を用いたウェスタン解析により、
転写因子、C35S TrxM をそれぞれ検出した。
この系により実際にTrxと標的転写因子との
相互作用を検出可能かどうか、まず既知の
Trx標的であるPedRを用いて評価を行った。 
 
（２）大腸菌共発現系を用いての Trx 標的候
補転写制御因子のスクリーニング 
（１）で確立した大腸菌共発現系を用いて、

実際にスクリーニングを行った。S.6803 ゲノ



ムから、DNA 結合に関わるとされるドメイ
ン、およびシアノバクテリアのオルソログ間
で高度に保存されたシステイン残基を持つ
タンパク質をコードする ORF を選択した。
S.6803の転写制御因子の多くはDNA結合モ
チーフとしてヘリックス・ターン・ヘリック
スを持つが、他の DNA 結合モチーフを持つ
場合も本スクリーニングの対象とした。保存
されたシステイン残基が、明らかに酵素の活
性中心を形成しているような場合は、これを
除外した。こうして選択した候補タンパク質
は約 40 個であるが、この中から転写制御因
子であることが明らかであり、システイン残
基の保存性も高いものを最優先としてスク
リーニングを開始した。 
 
（３）Trx と標的候補転写制御因子の相互作
用の in vitro における検証 
 （２）の系において単離された Trx 標的候
補転写制御因子を大腸菌より精製し、精製
Trx との相互作用を、両タンパク質の量比を
変えて in vitro で検証した。また、チオール
基の修飾剤 PEG-maleimide を用いて、Trx
と相互作用する前後における標的転写制御
因子のチオール基の存在状態を調べた。 
 
（４）Trx と標的候補転写制御因子の相互作
用の in vivo における検証 
チオレドキシンとスクリーニングの結果

得られた候補転写制御因子の相互作用を、
S.6803 細胞内にて in vivo で検証するため、
C35STrx を条件誘導可能な株を作製した。こ
の株において条件誘導後に、C35STrx と候補
転写制御因子の相互作用が検出できるかど
うかを検討する。 
 
４．研究成果 
（１）大腸菌内で共発現させた Trx と標的候
補転写制御因子の相互作用の検出系の確立 

PedR を単独で発現する大腸菌(PedR 株)
と PedR と C35S Trx を共発現する大腸菌
(Trx-PedR 株)について、IPTG による発現
誘導の有無での PedR と Trx 両タンパク質の
発現レベルを調べ、さらに PedR-Trx 複合体
が形成されるかを非還元 SDS-PAGE、CBB
染色により確認した。その結果、PedR 株で
確認された PedR 単量体(12 kDa)および二量
体(24 kDa)のバンドに加えて IPTG 誘導後の
Trx-PedR 株では、30 kDa の位置に PedR 株
では見られないバンドが検出された。このバ
ンドは His-tag 抗体、S-protein の両方で検
出されたこと、DTT を添加しての還元処理に
より消失し、新たに PedR、Trx の単量体の
位置にバンドが現れたことから、大腸菌内で
PedR-Trx 複合体が形成されており、それが
30 kDa バンドとして検出されたことが示さ
れた。 
PedR の C 末端には 3 つのシステイン残基
C73、C79、C80 が存在するが、このうち Trx
の標的として働くシステイン残基がどれで

あるかは未解明である。そこで、これら 3 つ
のシステインのそれぞれをセリンに置き換
えた PedR を大腸菌内で C35STrx と共発現
させて同様な実験を行ったところ、野生型
PedR に比べ、これらのセリン置換 PedR で
は PedR-Trx 複合体が形成されにくいことを
見出した。中では C80SPedR が最も Trx と
相互作用しにくく、C80 が Trx の標的である
可能性が示された。以上の実験結果から、Trx
と転写制御因子との相互作用を検出するの
に適した実験系を確立できたと考えられる。 
 
（２）大腸菌共発現系を用いての、Trx 標的
候補転写制御因子のスクリーニング 
シアノバクテリア内でシステイン残基の

保存性が高い 30 種の転写制御因子を選び、
（１）で確立した実験系を用いて C35STrx
との相互作用を調べたところ、保持するシス
テイン残基の数によらず、C35STrx と複合体
を形成する転写制御因子と形成しない転写
制御因子が存在することが明らかになった。
このことから大腸菌共発現系を用いてのス
クリーニング系が実際にTrx標的因子の探索
方法として機能し得ることが示された。以下
に相互作用が検出されなかった例、された例
を一例ずつ挙げる。 

 
相互作用が検出されなかった例：LysR 型

転写因子 Slr1871 
Slr1871 は、アミノ酸配列中に 5 つのシステ
イン残基を持つ。Slr1871 と C35STrx の単独
発現株および共発現株の可溶性画分を非還
元 SDS-PAGE、ウェスタン解析に供した結果
を図 1 に示す。 His-tag 抗体によって
Slr1871 を検出したところ、Slr1871 単独発
現株とTrxとSlr1871の共発現株のバンドパ
ターンには特に違いがなかった。また、 
S-protein によって Trx を検出しても、特に
Slr1871-Trx 複合体と考えられるバンドは検
出されなかった。 これらの結果から Slr1871
は複数のシステイン残基を持つものの、大腸
菌内でTrxと相互作用していないと考えられ
る。 
 

 
図 1.  Trx と Slr1871 の相互作用の検出 
 
 



相互作用が検出された例：GntR 型転写因子
Sll1961 
Sll1961 は、アミノ酸配列中に 3 つのシステ
イン残基を持つ。Sll1961 と C35STrx の単
独発現株および共発現株可溶性画分を非還
元 SDS-PAGE、ウェスタン解析に供した結果
を図 2 に示す。 His-tag 抗体によって
Sll1961 を検出したところ、共発現株では 45 
kDa の Sll1961 単量体に加え、64 kDa のバ
ンドが検出された。また、 S-protein によっ
て Trx を検出すると、共発現株では 18 kDa
の Trx 単量体に加え、64 kDa のバンドが検
出された。DTT を添加すると 64 kDa のバン
ドが消失し、Sll1961 と C35STrx 単量体バン
ドが増加したことから、64 kDa バンドは
Sll1961-Trx 複合体であると考えられる。 
 

 
図 2.  Trx と Sll1961 の相互作用の検出 
 

Sll1961 は S.6803 において強光条件下で
の光化学系量比の調節や、窒素欠乏条件化で
のアンテナ色素タンパク質複合体フィコビ
リソームの量の制御に関与することが知ら
れている。Sll1961 の活性制御が Trx を介し
て光合成電子伝達活性依存的に行われてい
るのかどうか、現在 S.6803 を用いての解析
を進めている。 

 
本研究では、大腸菌共発現系において、

Sll1961 を含めた 5 種の転写制御因子につい
て C35STrx との複合体を検出することがで
きた。これらについてタンパク質を精製し、
チオール基の修飾剤 PEG-maleimide を用い
て個別に精製 Trx との相互作用を検証した。
その結果いずれの転写制御因子においても
Trx との相互作用が確認されたため、今後は
S.6803 内での Trx との相互作用とその生理
的意義について研究を進めていきたい。 
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