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研究成果の概要（和文）：シアノバクテリアは、共通祖先が獲得した原始的形質として窒素固定能と毒生産能をもつ。
しかしDNA分子系統解析により多くの分類群で両機能が失われつつあることが明らかになってきた。この理由として、
両機能を保持するコストが生じているという仮説を立てシアノバクテリアの遺伝的変異系統を用いて検証した。ネンジ
ュモ目の野外系統株を用い一細胞培養計測系での細胞計測手法の確立、遺伝子組み換え体の作成、および培地中の栄養
塩濃度と毒遺伝子発現量の関連について解析を行った。その結果、毒遺伝子発現量は、窒素制限下でもっとも多く発現
し、リン制限下では実験経過時間とともに減少することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Cyanobacteria have both nitrogen fixation and toxin production abilities which 
are acquired by their ancestral species, and those abilities are thought to be primitive characteristics. 
However, according the phylogenetic analysis these abilities have been lost in many taxonomic groups of 
cyanobacteria. We hypothesized that there might be some kind of cost to maintain both abilities in a 
species. We analyzed this hypothesis using a cyanobacterial strain, Cuspidothrix issatschenkoi RM6 strain 
with non-nitrogen fixing and toxin (anatoxin-a) producing abilities. We measured cell size using a 
single-cell device and tried to make a genetic modified strain of RM6 and analyzed the amount of 
anatoxin-a gene expression under different nutrient conditions. Increased anatoxin-a gene expressions 
were observed under non nitrogen conditions, though these expressions were observed to decrease under non 
phosphate conditions.

研究分野： 進化生態学
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１．研究開始当初の背景 
  窒素固定生物は原核生物に広く分布し、
シアノバクテリア（ラン藻類）では、共通祖
先が獲得した原始的な形質と考えられてい
るものの、多くの分類群で失われつつある。
この理由として、窒素固定に関わるニトロゲ
ナーゼは酸素に弱く、酸素発生型光合成を行
うラン藻類にとって窒素固定能の維持が難
し い こ と が 挙 げ ら れ る （ Horne and 
Goldman,1994）。ネンジュモ目のラン藻類で
は、窒素源がなくなると糸状体（トリコーム）
を構成する細胞の一部が数日でヘテロサイ
ト（窒素固定細胞）に分化し窒素固定を行う
（図１）。 
 

 
 
 ヘテロサイトは光化学系 II がなく呼吸速度
が極めて高い。このため、窒素源が十分にあ
る環境下では、窒素固定能の発現は増殖の点
から「コスト」となると考えられる。また、
シアノバクテリアはシアノトキシンと呼ば
れる肝臓毒・神経毒を生成する(Codd 1999) 
が、毒生産の機能については不明な点が多い。
分子系統学的に祖先形質で毒生産能を獲得
したと考えられるが、ネンジュモ目では多く
が毒生産能を失いつつある。以上ふまえ下記
の 2 仮説を立てた。 
仮説 1：窒素源が十分ある環境下では、ヘテ
ロサイトの分化は「コスト」となるため、窒
素固定能を失う方向へ進化する・・窒素固定
能維持コスト仮説 
仮説 2：毒生産には窒素源を必要とするため、
枯渇環境下ではコストとなる・・毒生産コス
ト説 
国内・国外の研究動向としては、シアノバク
テリアAnabaena属でのヘテロサイト形成に
かかわる遺伝子発現機構（Ehira et al 2003, 
Asai et al 2009 )やシアノトキシンの化学組
成については知見があるが、表現型可塑性の

進化の観点からこれらを保持/放棄するプロ
セスに焦点を合わせた研究は皆無である。対
象とする C. issatschenkoi は窒素固定能お
よび毒生産能に種内変異がみられ、窒素固定
能と毒生産能を有する株は海外で 1例報告が
あるものの、その両機能の欠失株はこれまで
報告がない。また、申請者らはアジアで初め
て本種の有毒株の存在を報告しており
（Hodoki , Ohbayashi et al 2013)遺伝的変
異系統株を培養している。 
 
２．研究の目的 
環境中の窒素濃度と窒素固定能/毒生産能に
着 目 し 、 ネ ン ジ ュ モ 目 Cuspidothrix 
issatschenkoi が環境変化に対して示すトレ
ードオフのパターンがどのように表現型可
塑性と多様な進化をもたらすのかについて 1
細胞計測マイクロ流路培養系を用い解析を
行う。まず毒遺伝子の発現を定量化するため
の野外株遺伝子形質転換体作成を試み、また
栄養塩濃度を変更したときの毒遺伝子発現
量の定量を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）マイクロ流路を用いた 1 細胞培養系統
の条件検討 
C. issatschenkoiRM6 株１細胞を用い、マイ
クロ流路装置の改変及び条件検討を試みる。
(下図） 

 
（２）毒遺伝子（ato)遺伝子発現定量化のた
めの遺伝子組み換え体作成 
C. issatschenkoi 毒遺伝子発現量の定量化の
ため、アナトキシン-a およびホモアナトキシ
ン-a 合成に関与するポリケチドシンターゼ
遺伝子(ato)に特異的な領域を使用し(Hodoki 
et al 2013)、ここに GFP 配列を組み込み、
遺伝子発現を定量的に測定することを試み
る。形質転換体の作成には、シアノバクテリ
ア Anabaena 属（Asai et al 2009）の方法を
改変して行う。最終的に野外単離株から組み
換え体 C. issatschenkoi 株を作成することを
目標とする。 
（３）反応基準を測定する培地栄養塩濃度の
検討と遺伝子発現量の定量。 
 既存のネンジュモ目での培養実験条件



(Ehira et al 2003, Hodoki et al 2013)及び培
養株が単離された湖沼の栄養塩濃度を勘案
し、培地中のリン濃度および窒素濃度を変更
したときの毒遺伝子の発現量を定量 PCR で
計測する。 
   
４．研究成果 
（１）マイクロ流路を用いた 1 細胞培養計測
系の条件検討 
１ 細 胞 培 養 系 計 測 系 を 用 い 、 C. 
issatschenkoiRM6 株(以下 RM6 株と明記）
の寒天培地上での細胞伸長の様子を撮影し
撮影条件検討を行った。シアノバクテリアの
保持する捕集色素フィコビリソーム蛍光を
用いることにより、細胞の増殖を止めるよう
な染色剤を用いることなく、トリコーム（糸
状体）の増殖過程を蛍光顕微鏡下で撮影する
ことが可能であった。検討の結果、撮影した
細胞については TRITC filter を使用するこ
とで細胞増殖の様子を撮影可能であり、レン
ズの倍率は 10 倍程度（Nikon Plan Fluor 
10 X / 0.30 ∞/ 1.2 WD 15.2）が最適であっ
た。(図 2) 
 

 
 
（２）毒遺伝子（ato)遺伝子発現定量化のた
めの遺伝子組み換え体作成 
①毒遺伝子プロモーター領域の探査 
C. issatschenkoi の生理生態については未解
明な点が多いため、近縁種の既知アナトキシ
ン遺伝子配列領域のプライマーを用い、
primer walking 法 を 用 い た Universal 
GenomeWakerTM2.0(クロンテック社）を使
用し説明書にしたがって実験をすすめプロ
モータ遺伝子領域の推定を行なった。当該領

域と思われる部分がみつかったことから、こ
の遺伝子配列をプロモーター領域と判断し、
②の実験に使用した。 
②遺伝子組み換え体作成の試行 
 遺伝子組み換え体の作成には、シアノバク
テリア Anabaena 属（Asai et al 2009）の方
法を改変して行った。Elhai & Wolk (1988)
および Cai & Wolk (1990)の手法では、
Anabaena 属の遺伝子操作手法として 3 種の
親株を用いた接合によって形質転換を行う。
これは、(1)接合に必要なプラスミドをもつ大
腸菌、(2)カーゴプラスミド・ヘルパープラス
ミドを保持する大腸菌、および（３）形質転
換されるシアノバクテリア(本研究では、
RM6 株）を混ぜ合わせて形質転換を行う方
法である（得平・佐藤 2001）。この手法によ
って野外系統株にプラスミドを組み込んで
抗生物質耐性をもたせ、抗生物質入り寒天培
地上で増殖したシアノバクテリアを形質転
換体として選抜することが可能である。 
 この実験の前準備として、野外から単離し
た RM6 株を固体培地上（寒天培地）で培養
できるかどうかについて既存の知見が存在
しない。このことから、寒天培地の濃度を２
段階に分け、上記 Anabaena 属で使用されて
いる BactoAgar(Defco 社）で寒天培地を作成
し、培養の可否を検討した。また培養に使用
するフィルターの検討も行い、ニトロセルロ
ースフィルターおよびポリカーボネートー
フィルたー上での培養を行った。明条件 12
時間暗条件 12 時間温度 24℃の恒温室で実験
を行い、BactoAgar (Defco 社） 0.5 %およ
び 0.3 %を作成し、それぞれ、100 µL、300 µL
の RM6 培養株(プレ培養 14 日後）を播種し
た。実験開始後 10 日程度から目視で確認で
きる大増殖が見られ、特に 0.3 ％の方が増殖
密度が高かった（図 3)。 
さらに 0.3 ％バクトアガー寒天培地を用い、
RM6 株が完全に死滅する抗生物質濃度を検
討した。これは、先述のプラスミドを取り込
んだシアノバクテリアは、プラスミドに組み
込まれた抗生物質耐性を獲得するため、形質
転換した細胞はこれら抗生物質入りの寒天
培地上で増殖することが可能になる。このこ
とからこれらを培養すれば、形質転換体を得
ることが可能である。2 回、寒天培地中に含
ませる抗生物質濃度検討の予備実験を行っ
た後、カナマイシン 30 µg/mL、ネオマイシ
ン 40 µg/ml、スペクチノマイシン 5 µg/mL、
ストレプトマイシン 10 µg/ml を含む寒天培
地で培養した。その結果、実験開始後 4 日後
にはすべての細胞が溶解している様子が顕
微鏡下で確認できた。このことから RM6 株
の選抜には上記 4種類の抗生物質濃度が適用
可能であることがわかった。しかし、現在、
上記のプラスミドを取り込んだシアノバク



テリア形質転換体の培養に時間がかかって
おり、試行錯誤を続けている最中である。実
験室内で長期培養されている系統株とは異
なり、野外系統株には細胞内に多くの制限酵
素が存在していることから、これらが形質転
換を妨げている可能性が否定できず、今後次
世代シークエンサーを用いて遺伝子配列を
明らかにしこれらの酵素を失活させて形質
転換を行うことを検討中である。 

 
 
（３）反応基準を測定する培地栄養塩濃度の
検討と遺伝子発現量の定量 
 栄養塩濃度の変更に伴う RM6 株の毒遺伝
子発現量を定量化するため、CT 培地を使用
して実験を行った。生物増殖に必要な窒素と
リンに着目し、これら 2 種類を培地中から除
いた培地を作成し、①コントロール（通常培
地）、②リン制限培地、③窒素制限培地を作
成し各々3 回の繰り返しで実験を行った。な
お、栄養塩制限培地処理では培地中での細胞
の浸透圧変化を避けるため、窒素やリン供給
源として添加していた物質と化合していた
塩を持つ代替試薬を入れることにより補い
②では塩化ナトリウム, ③は塩化カルシウム
と塩化カリウムを入れて実験に使用した。実
験には 300ｍL フラスコをもちい 1 度予備実
験を行った後、下記の手順で実験を行った。
すべてのフィルター洗浄作業には、CT 培地
を構成する物質のうち、窒素・リン物質をと
りのぞき、代わりに塩化ナトリウム・塩化カ
ルシウム・塩化カリウムをいれた培地を作成

して使用した。CT 培地 200ml で 10 日培養
した RM6 株を、減圧下で Nuclepore （直径: 
47mm、 pore size: 2µm）に 16ml ろ過し液
体培地上の懸濁態を捕集した。このフィルタ
ー上の RM6 株細胞を、上記 3 条件のフラス
コの中に入れ実験を開始した。実験開始後、
24 時間後、48 時間後にサンプルを回収し、
各時間ごとに直ちに RNA 抽出を行った。
RNA の抽出は、植物用 RNA 抽出キット
（ISOSPIN PLANT RNA ニッポンジー
ン）を使用し、先に抽出バッファーを氷中
1.5ml チューブに分注しておき、ここにフィ
ルター上に捕集したサンプルを入れてペッ
スルですりつぶし、説明書にしたがって抽出
作業を行った。抽出した RNA は Nano drop
を用いて濃度を測定し、定量 PCR 解析まで
―80℃で保存した。 
 毒遺伝子発現量（アナトキシン―a)の定量
には定量的 PCR を使用した（Hodoki et al 
2013）。この種の毒遺伝子クラスターに特異
的なプライマーを使用した毒遺伝子発現の
定量と、抽出効率（実際の細胞密度）を補正
するため、シアノバクテリアに特異的な
16SrRNA のプライマーを使用して（Hodoki 
et al., unpublished )定量 PCR をおこなった。
両定量とも、それぞれに特異的なプライマー
と TaqMan プローブを用いて CT 法で解析
を行った。反応液 20µＬに、2×One step 
RT-PCR buffer III 10.0 µＬ, Rox reference 
Dye (50 X）0.4µL, Takara Extaq HS (5U/µ
Ｌ) 0.4µＬ、PrimeScript RT enzyme Mix II 
0.4µL(Takara 社）と、0.9 µM の各種プライ
マー、0.2 µM TaqMan プローブおよび 
Total RNA 溶液を 2µL、RNase Free dH2O 
2.4µL 加え、ABI 7300 Real Time PCR 
instrument (Applied Biosystems 社)により
解析を行った。結果は比率に変換して示した。 
 その結果、コントロール培地では、培養 48
時間後の方が 24 時間後より毒遺伝子発現量
が多くなったが、窒素制限の培地では、2 日
とも遺伝子量が高く、一方リン制限培地では、
48 時間後のほうが 24 時間後よりも低くなる
傾向が見られた(図 4)。 
これはシアノバクテリアのシアノトキシン
の毒遺伝子発現量に関する初めての知見で
ある。これらの実験で、窒素制限状況下で、
毒遺伝子は他の 2条件よりもより多く発現し
ていた。これは仮説２の予測とは異なる示唆
であるが、環境に応じて毒遺伝子発現の変化
が起きていること、また栄養塩制限により、
細胞の生理活性状態が決して良くないとき
に毒遺伝子の発現量が変化していることが
世界で初めて明らかになった。今後、窒素固
定遺伝子および毒遺伝子発現と栄養塩の関
連についてさらに実験を進める予定である。 
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