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研究成果の概要（和文）：大気中二酸化炭素濃度の上昇の問題やエネルギー需要拡大の問題に対処するため、光合成を
行う生物の光合成効率を高めることが重要である。光合成の最終産物である貯蔵多糖等まで代謝させることは、受容エ
ネルギーのロスとなっていることから、代謝中間体で細胞から排出させることを目指し、シアノバクテリアにリン酸ト
ランスロケーターの導入を試みた。相同組換えに成功し、組換え体の性質を解析し続けている。

研究成果の概要（英文）：It is important to enhance photosynthetic efficiency in photosynthetic microorgani
sms for maintening atmospheric carbon dioxide concentration and harvesting solar energy to human activitie
s.  We have tried to introduce phosphate translocator into cyanobacterial cells in order to reduce the met
abolism to the final products such as glycogen.  Now we are investigating the characteristics of the trans
formants.
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１．研究開始当初の背景 

 既存バイオマスの利用技術開発が進められているが、

食糧等に影響しない新しいバイオマス生産系の構築

は重要な課題である。その点、単細胞性のシアノバク

テリアは、光合成生物としては増殖が速く、遺伝子操

作が可能で、光合成研究が盛んに行われている。とは

いえ、増殖の倍加時間は8 時間程度で、大腸菌などに

比べるとかなり遅い。これまで行われてきた光合成関

連の応用研究は、光合成酵素を量的に増強したもの

や強光耐性を付与したものなどが多かった。申請者ら

秋田県立大との共同研究で、Synecococcus PCC7942 

株でグリコーゲン合成酵素遺伝子を破壊すると、光合

成活性が大きく低下することを示した（Suzuki et al., 

2010）。光合成中間産物の過剰蓄積が速度低下の原

因と思われる。 

 葉緑体包膜に存在するリン酸トランスロケーターは、

細胞質のリン酸と光合成炭素代謝の中間産物であるト

リオースリン酸とリン酸とが交換する形で、葉緑体内外

の物質輸送を行う。独国 Heldt らの研究で見出されて

以来、分子レベルで明らかになっている。そこで、単細

胞性シアノバクテリアの細胞膜にトリオースリン酸トラン

スロケーターを導入することにより、光合成炭素代謝中

間体であるトリオースリン酸を細胞外に排出させ、ホス

ファターゼ処理によりトリオース（三炭糖）とする系を構

築すれば、中間産物の排出が可能になるのではない

かと考えた。 

 この計画と並行して遺伝子削除を進め、ゲノム縮小

化の足掛かりを得たい。すでに、大腸菌や枯草菌で行

われているが、光合成生物では申請者らの知る限り行

われていなかった。 

 

２．研究の目的 

 単細胞性シアノバクテリアの細胞膜に高等植物葉緑

体のトランスロケーターを発現させ、光合成炭素代謝

中間体を細胞外に排出させる細胞の作製を目指す。こ

の変異株を用いて、光合成により二酸化炭素を固定し、

三炭糖（トリオース）を産生する系を構築する。また、削

除しても生育できると予想される遺伝子を検討し、複数

遺伝子削除の手法を構築し、その繰り返しでゲノムサ

イズを小さくした細胞の作製をめざす。 

 

３．研究の方法 

 申請者らがこれまで行ってきた Synechocystis sp. 

PCC6803 の遺伝子改変技術(Tabei et al. FEBS J. 

276, 187. 2009)を用いて、高等植物（現在はホウレンソ

ウを考えている）の葉緑体内膜に存在するトリオースリ

ン酸トランスロケーター遺伝子を導入する。 

 また、解糖系酵素遺伝子の発現調節因子など、光合

成とは独立の発現調節系を持つ遺伝子に関して、そ

の発現ネットワークの知見をより明確にし、削除しても

通常条件で生育可能かどうかを検討する。 

 

４．研究成果 

(1)シアノバクテリアへの外来のリン酸トランスローケー

ター遺伝子導入 

アラビドプシス葉緑体胞膜に存在するリン酸トランス

ロケーターの遺伝子を、アラビドプシス cDNA ライブラ

リーを鋳型にしたネステッド PCR により得た。この外来

遺伝子をシアノバクテリアで発現させるため、遺伝子導

入用のプラスミドの構築を行った。シアノバクテリアへ

は相同組み換えにより、遺伝子導入を行うことを計画し

た。ゲノム上で外来遺伝子が挿入されても影響のない

位置を選び、相同組換えにより外来配列を挿入する事

を試みた。そのために挿入位置の上流約0.5Kbp と、

下流の約0.5Kbp の配列をクローニングし、2つの相同

配列間に、リン酸トランスロケーター遺伝子発現用

DNA配列を挟む構成で構築した。 

リン酸トランスロケーター遺伝子の発現のためのＤＮ

Ａ配列は、PCC6803のチトクロームＣの上流配列の下

流にリン酸トランスローケーターのＯＲＦを結合させた。

PCC6803のチトクロームＣは銅イオンの存在下では転

写が抑制され、銅イオンが存在しない場合には転写が

誘導される。そのため、チトクロームＣの上流配列を用

い、その下流に発現を誘導させたい遺伝子のＯＲＦを

つなぐことにより、銅の有無による遺伝子発現の誘導・

抑制が可能である。 

 まず、PCC6803のチトクロームＣの上流配列をＰＣＲ

法を用いて増幅し、pGEM-T easy vector にクローニン



グした。アラビドプシスのリン酸トランスローケーターを

コードするＯＲＦ部分を増幅し、pGEM-T easy vector 

にクローニングした。 

 制限酵素によりチトクロームＣの上流配列の上流

側を切断し、クロラムフェニコール耐性遺伝子配列の

断片をマーカーとして挿入した。作製されたクロラムフ

ェニコール耐性遺伝子配列の断片とチトクロームＣの

上流配列が結合した配列を、クローニングされたリン酸

トランスローケーターのＯＲＦ部分の上流に挿入し、3つ

の断片（クロラムフェニコール耐性遺伝子配列：：チトク

ロームＣの上流配列：：リン酸トランスローケーターのＯ

ＲＦ）が繋がったものを得た。これをさらに、相同組み換

えのための約0.5Kbp の2つの配列の中に結合させ、シ

アノバクテリア形質転換用のプラスミドを構築した。 

 (2)大腸菌でのリン酸トランスローケータータンパク質

の大量発現 

 アラビドプシス・リン酸トランスロケーターのタンパク質

をヒスチジンタグとの融合タンパク質とし、pet15b ベクタ

ーを用いて大腸菌で大量に発現させた。IPTG 処理に

より蛋白質発現を誘導したところ、アミノ酸配列から予

想される分子量のタンパク質が誘導された。しかし、N

末端側についているヒスチジンタグを用いたタンパク質

の精製は、さらに条件検討が必要であることが判明し

た。 

 (3)シアノバクテリアへのリン酸トランスロケーター遺伝

子の導入 

作製したシアノバクテリア形質転換用のプラスミドを

用い、Synechocystis sp. PCC6803 を形質転換した。

薬剤耐性を指標に、遺伝子導入された変異株を選抜

した。遺伝子導入株では、PCC6803のチトクロームＣの

上流配列により調節されるように構成し導入したリン酸

トランスロケーター遺伝子は、銅イオンの添加により転

写が抑制され、銅イオンの非存在下で転写が誘導され

る。 

遺伝子導入株でリン酸トランスロケーター遺伝子を

発現すると、光合成中間産物が細胞外に排出されるこ

とで、生育が低下する可能性が考えられた。そこで、培

養液中の銅イオンの有無と、生育速度の関係を野生

株と遺伝子導入株で比較した。培養液中に銅イオンを

加えた場合には、リン酸トランスロケーター遺伝子の発

現は遺伝子導入株でも抑制されていると予想されるが、

野生株と同様の生育速度を示した。一方、培養から銅

イオンを抜いた場合、遺伝子導入株でリン酸トランスロ

ケーター遺伝子が発現していると予想される。この条

件で、野生株も遺伝子導入株も生育速度が低下した

が、その程度は同様であったことから、株細胞内でのリ

ン酸トランスロケーター遺伝子の発現の影響は大きくな

いと推定された。遺伝子導入株で発現させたリン酸トラ

ンスロケーターが生体内で機能していない可能性、細

胞外のリン酸濃度を高くしないとトリオースの輸送が十

分行われない可能性、中間産物の排出が生育に影響

しない可能性などが考えられ、機能の確認が必要であ

る。 

なお、本研究と関連する形で、藻類におけるリン酸

の影響を検討してきているが、ヒ素の細胞内挙動がリン

酸の影響を受けることから、文献①を本報告の発表文

献として掲げる。 

(4)遺伝子削除を目的とした、独立栄養及び従属

栄養関連遺伝子の調節遺伝子の区分け 

 解糖系遺伝子 fbaA がグルコースとシグナル光

のみで遺伝子発現調節が行われることが明らか

になっていたが、本手法を用いることにより、複数の2

成分制御系が関与すること(発表文献③)が明らかにな

り、その他の解糖系及びペントースリン酸回路の遺伝

子の発現調節にも同様のシグナル系(カスケード)が存

在することが明らかになった。また、本遺伝子修飾技

術の結果として関連することから、発表文献②も本報

告に掲げる。 
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