
〈研究の目的と進め方〉
ラン藻は、環境要因の変動に対して光捕集系や無機物

質同化系の活性を最適化するための酵素活性制御系と遺
伝子発現制御系を有している。本研究では、バクテリア
の二成分シグナル伝達制御系を介した転写プロファイル
の解析、無機物質同化系を制御する転写因子の同定と機
能解析、概日時計遺伝子を介したゲノムワイドのグロー
バルな転写制御の分子機構の解析を行い、ラン藻（シア
ノバクテリア）に特有の転写制御ネットワークを明らか
にすることを目的とする。このため、ゲノムサイズがラ
ン藻の中でも比較的小さいSynechococcus sp. strain 6301
株のゲノム配列情報とDNAマイクロアレイ技術、および
多数の変異株を用いた生化学的、分子生物学的な解析を
行う。本研究期間前半で絶対光独立栄養型ラン藻シネコ
コッカス（Synechococcus）6301株のゲノム解析を行い
全ゲノム構造を完成させる。全研究期間（５年間）を通
して、ラン藻遺伝子の機能解析を行うが、その生物材料
として、形質転換が可能な近縁株であるシネココッカス
7942株を主に用いるが、研究課題によっては光従属栄養
型ラン藻のシネコシステス6803株（Synechocystis sp.
PCC 6803）も用いる。

〈研究開始時の研究計画〉
(1)Synechococcus 6301株ゲノムの全構造の決定とゲノ
ム配列の情報公開（2000年度からの研究計画）
①研究開始時に、Synechococcus 6301株ゲノムの全域

2.7 Mbをカバーする２０１個のλDNAクローンを整列化
していたので、それぞれのλDNAの挿入ゲノム配列をLA
PCR法で増幅したDNA断片をショットガンシーケンスに
より塩基配列を決定する。シーケンス作業は、島津製作
所ゲノミックリサーチ室で行い、得られた配列情報のア
センブリー、ギャップフィリング、遺伝子予測およびア
ノテーションは名古屋大学遺伝子実験施設で行う。国内
外のラン藻研究者の配列検索の依頼に対しては可能な限
り対応する。

②配列情報の公開は、名古屋大学遺伝子実験施設で独
自に行うか、または他研究機関のインフォマテイクス研
究者にデータベース化を依頼する。

③ラン藻と色素体のゲノム構造の進化学的興味から、
ヒメツリガネゴケの色素体ゲノムの全塩基配列を決定す
る。また、ラン藻のrpoA、rpoD、ycf遺伝子等の構造を
色素体ゲノムコードおよび核ゲノムコードのものと比較
検討する。

④二成分制御系遺伝子の網羅的破壊株を作製し、これ
らを用いたDNAマイクロアレイ解析を行う。（2003年度
からの研究計画）

(2)窒素同化、炭酸同化系の遺伝子制御ネットワークの解
明（2001年度からの研究計画）
①ラン藻の制御遺伝子群の破壊株の窒素、および炭素

欠乏への応答過程で示す性質を調べることによって窒素、
炭素欠乏に応答した遺伝子発現ネットワークの構造を明
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らかにする。そのために、Synechococcus 7942株および
Synechocystis 6803株のもつntcA、glnB、およびcbbRホ
モログの変異株を作製する。

②Synechococcus 6301/7942株およびSynechocystis
6803株のゲノム配列の中から、窒素同化系および炭素同
化系の制御因子候補遺伝子を抽出し、それらの変異株を
作製・解析し、新規の制御因子を同定する。

③窒素代謝遺伝子群と炭素代謝遺伝子群のグローバル
な転写制御因子を中心にその制御下にある遺伝子群を網
羅的に解析する。

④上記で作製した変異株の窒素・炭素栄養条件、光条
件など種々の環境条件に対する応答を解析して、ラン藻
の環境応答における遺伝子発現制御ネットワークを明ら
かにする。

(3)時計遺伝子を介したグローバルな遺伝子発現制御ネッ
トワークの解明（2003年度からの研究計画）

Synechococcusでは多くの遺伝子のプロモーター活性に
概日リズムが観察される。そこで、概日時計遺伝子群を
介したゲノム全域におよぶグローバルな概日発現制御の
分子機構を解析する（班外共同研究者として，近藤孝
男・名大教授とも密接に連絡をとりながら研究を進め
る）。

①ルシフェラーゼレポーターを用いたプロモータート
ラップ法を用い，概日時計の発現に必須の時計遺伝子群
kaiABCの欠損株・過剰発現株のプロモーター活性に関す
る影響を調べる。

②一方，具体的に各遺伝子ごとの発現プロファイル
（mRNAレベルの振動パターン）は，限定されたグループ
でしか解析できていない。Synechococcus 6301株のゲノ
ム情報を用いて，定量性・集積性に優れたAffymetrix社
のGeneChip DNA microarrayをカスタムデザインし，概
日時計による各遺伝子の発現調節プロファイルをさまざ
まな環境条件下で解析する。このマイクロアレイは，研
究計画(1)と(2)においても勿論共通インフラとして使用
することができる。

③以上のゲノム情報解析と並行して，生理学・生化
学・分子遺伝学的に概日リズムの発振機構をkai遺伝子の
作用機構解析として探究する。

④KaiCは，センサーキナーゼSasAと相互作用すること
が知られており，sasA破壊株では転写リズムが著しく不
安定化する。そこで，研究計画（1）④で杉田が作製する
二成分制御系遺伝子の網羅的破壊株を用いてゲノムワイ
ドな時計による転写リズム制御に関わるSasAのパートナ
ー・レスポンスレギュレーターの探索を行う。

〈研究期間の成果〉
(1) Synechococcus 6301株のゲノム解析に関する成果
2001年度までの成果
最長310 kbのcontigを含む1 kb以上のcontig 120個を構

築した（2002年2月28日）。全contigの塩基配列を集計す
ると2.57 Mbとなり、ゲノム全体の95％に相当する。さら



に、ギャップフィリングとアノテーション作業を進めた。
（論文２）

新規の核酸結合蛋白質をコードする遺伝子（nbp1）を
発見した。（論文１）
2002, 2003年度の成果

①Synechococcus 6301株ゲノムの全塩基配列をほぼ完
成させた。全長2,696 kbの中に、２つのrRNA遺伝子オペ
ロン（rrnAとrrnB）、45のtRNA遺伝子（１個はグループI
イントロンをもつ）および3つの低分子RNA遺伝子を同
定した。また、この中に2525個のタンパク質遺伝子をア
ノテートした。このうち2,254個（89%）はラン藻を含む
他の生物種のどれかに存在するが、10%の遺伝子は他の
生物種のゲノムに存在しないことを明らかにした（図１
にゲノムの遺伝子マップを示した）。Synechocystis 6803
株ゲノムに99個存在するトランスポゼース相同遺伝子は
Synechococcus 6301株ゲノムには１個も存在しないこと
が判明した。RNA結合タンパク質Rbp1遺伝子の低温誘導
発現は転写と翻訳のレベルで制御されている予備的結果
を得た。6301株ゲノム解析の結果、第3のRNA結合タン
パク質Rbp３遺伝子を新たに同定した。Rbp３遺伝子の発
現も低温で誘導されることを明らかにした。さらに、二
成分制御系遺伝子37種を同定した。 二成分制御系遺伝
子はSynechocystis PCC 6803株に 81個、Anabaena
PCC7120株に195個、高熱性ラン藻Thermosynechococcus
elongatus BP1株に50個存在することが知られている。

（概要をその他論文２にまとめた）
②ヒメツリガネゴケの色素体ゲノムの全塩基配列

（122,890 bp）を決定した。色素体とラン藻のrpoA、rpoD、
ycf等の遺伝子構造を比較およびRNA編集の有無を明らか
にした。（論文６、７）
2004年度以降の成果

①Synechococcus PCC 6301株ゲノムのに2525個のタン
パク質遺伝子をアノテートした。配列情報は、京都大学
化学研究所バイオインフォマテイクスセンター金久研究
室のKEGGデータベースおよびCyanobacteria Gene
Annotation Database (http://cyano.genome.ad.jp/)からリ
リース可能となった。

②Affymetrix社のカスタムGeneChipを作製した。全て
のORFおよびtRNA，intergenic region（正鎖＋逆鎖）の
約7,200配列に対してそれぞれ15種類のオリゴプローブセ
ットをデザインした（計約11万プローブ/チップ）。現在，
時系列データの解析プログラムも独自に作製した。（後述、

（3）②）
③新規の低分子RNA遺伝子を見いだした。ラン藻種間

の比較ゲノム解析により、蛋白質コード遺伝子間領域に
多数non-coding RNA遺伝子が存在することを予測した。
このうち、guaB (syc2263)とtrxA (syc2264)の間に65 ntの
non-coding RNAを コ ー ド す る 遺 伝 子 （ sncA,
Synechococcus non-coding RNA A）を同定した。sncA 破
壊株を用いたオリゴDNAアレイ解析により、sncAが鉄輸
送に働いている可能性を見いだした。（第２７回日本分子
生物学会で発表）

Synechococcus 6301株ゲノム解析には、杉浦昌弘教授
（名古屋市立大学）、続伯彦教授（愛知学院大学）、高野純
博士（島津製作所ゲノミックリサーチ室）、軸屋博之博士

（同）、緒方是嗣氏（同）、四方正光氏（同）らの協力と支
援を受けた。また、遺伝子アノテーションとデータベー
ス構築は、金久實教授（京都大学化学研究所）、古道美穂
氏（同）、および国内外の多くのラン藻研究者の協力を得
て行った。
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(2) 窒素同化、炭酸同化系の遺伝子制御ネットワークの解
明

2002年度までの成果
①Synechococcus 7942株とSynechocystis 6803株のもつ

CbbRホモログの中から、CO2欠乏に応答して炭酸水素イ
オン能動輸送体の遺伝子を活性化するCmpRを同定した。

（論文9, 12）
②Synechocystis 6803 のLysR型転写制御因子NtcBが亜

硝酸イオンに応答して硝酸同化系遺伝子群を活性化する
ことを明らかにした。（論文10）

③窒素代謝に関わる遺伝子群のグローバルな活性化因
子であるNtcAが、2-オキソグルタル酸（2-OG）を転写活
性化の必須因子として要求することをin vitroの転写系を
使って証明した。（論文11）

④強光誘導性遺伝子として知られているpsbAIIと
psbAIIIの発現がCO2欠乏によっても活性化されることを
明らかにした。

⑤炭酸水素能動輸送体の構造解析から、この輸送体が
活性制御ドメインをもつことを推定した。（論文12）
2003年度以降の成果

①比較ゲノム解析により硝酸還元酵素の活性発現に必
要な新規遺伝子を同定した。（論文13）

②CO2欠乏下における炭酸水素イオン能動輸送体遺伝
子の活性化にかかわる転写制御因子CmpRが、強光誘導
性遺伝子psbAIIとpsbAIIIのエンハンサー領域に結合して
発現を促進することを明らかにした（前項③の結果と合
わせて論文14とした）。

③亜硝酸イオンを感知して硝酸同化系遺伝子群を活性
化するする転写制御因子NtcB（前項②）が、硝酸イオン
制限条件下での遺伝子発現調節と細胞の生存に重要な役
割を果たすことを明らかにした（論文15）。

④比較ゲノム解析と遺伝学的解析により、他のラン藻
種にはなく、Synechococcus PCC 7942株/6301株にのみ
存在する遺伝子群の中に、潜在的な硝酸輸送活性をもつ
新規トランスポータの遺伝子（syc1147）とその活性を制
御する二成分シグナル伝達系の遺伝子群（syc2277 -
syc2278）を同定した（小俣と杉田の共同研究、論文16）。
syc2277はレスポンスレギュレーターCheYサブファミリ
ーのひとつであり、syc2278はハイブリッド型センサーヒ
スチジンキナーゼであるが、これらの下流にさらに２種
の新規制御タンパク質の関与が明らかとなり、従来の枠
組みを越えた二成分シグナル伝達系の存在が明らかにな
った。（論文準備中）

⑤2-OGセンサーであるPIIタンパク質は硝酸イオン輸
送体の活性を抑制的に制御しており、窒素欠乏条件化で
はリン酸化を受けることが知られているが、アミノ酸置
換したPII変異株の性質の解析から、リン酸化・脱リン酸
化ではなく、2-OGとの結合が硝酸イオン輸送の抑制活性
を支配していることを明らかにした。（追加論文15.5）さ
らにPIIの欠失により、Synechocystis PCC 6803株の窒素
同化系遺伝子群の内、アンモニア同化関連遺伝子群の発
現が特異的に変化することから、PIIを介した新規な制御
ネットワークの存在を推定した。（論文投稿中）

⑥2-OGが硝酸イオン輸送体の制御ドメインに結合する
ことを示し、この物質の翻訳後活性制御における新たな
役割を明らかにした。（論文投稿中）

⑦マイクロアレイ解析により、NtcAの制御下で窒素欠
乏に応答して発現する新規の遺伝子を多数見出した。さ
らにNtcA欠失株での解析から、NtcA非依存的な窒素欠乏
への応答機構が存在することを見出した。（論文準備中）

⑧CbbRホモログのひとつであるRbcRがRubisco遺伝子



を活性化することを示唆する結果を得た。
以上に述べた研究成果の概要を図２にまとめた。

(3)概日時計遺伝子を介したゲノムワイドのグローバルな
転写制御の分子機構の解析
① ま ず ， プ ロ モ ー タ ー ト ラ ッ プ を 用 い た

Synechococcusのゲノムワイドな概日発現に関して，
KaiCが時計遺伝子のみでなく，ほとんどの遺伝子のプロ
モーターに抑制的に働くことが明らかになった。また，
kaiBCオペロンの概日発現には必ずしも特異的cisエレメ
ントが必要なわけではないことを明らかにし，概日リズ
ムの発振モデルに新たな展開をもたらした。（論文18）

②オリゴDNAアレイ解析により，全ゲノムの少なくと
も30％の遺伝子mRNAに概日発現が認められ，位相は主
観的夜明けの時期と主観的日没の時期の二つに分類され
た。また，従来KaiCはゲノム発現の普遍的抑制因子と考
えられていたが，KaiCは夜明けピーク遺伝子群には促進
的に働くことが明らかになり，モデルの訂正が必要とな
った（図３、Iwasakiら，投稿準備中）。また，KaiCの分
解速度に関する速度論的な研究（論文　Imai et al.）やリ
ン酸化部位の決定（論文19），KaiA, KaiB, KaiC三者の相
互作用ダイナミックスのプロファイリング（論文17）な
ども同時並行で解析，報告した。

③時計関係の研究での最大の研究成果は，連続暗期中
で転写・翻訳活性が極端に低下し，kai遺伝子の転写翻訳
が完全に停止してもKaiC蛋白質のリン酸化振動が完全に
持続するという発見であった（論文21）。これは，従来ド
グマのように語られてきた転写翻訳フィードバックでは
なく，時計蛋白質翻訳後修飾ダイナミックスを核として
基本振動を生じうることを明白に示した初めての報告で
あり，その後のKaiABC蛋白質の試験管内リン酸化振動発
生（世界初の試験管内概日振動発生；論文22）に繋がる
重要な転換点となった。これらの研究は，シアノバクテ
リアに限らず哺乳類，植物を含む生物時計の分子機構の
常識を一変させ，大きな反響を呼んだ。この過程でも，
マイクロアレイを用いて連続明，連続暗，転写阻害剤添
加時など，さまざまな条件での遺伝子発現パターンの解
析を行うことで，上記の観察の裏付けに利用することも
出来た（Iwasakiら，投稿準備中）。

④化学振動子からどうやってゲノムワイドな発現調節
が起こるか，は次の大きな課題である。二成分情報伝達
系遺伝子群の網羅的な破壊株の解析から，sasAセンサー
キナーゼ破壊株と極めてよく似た表現型を示すレスポン
スレギュレーター破壊株を得た。今回得た原因遺伝子が
コードする蛋白質は典型的なDNA結合型因子であり，
SasAとのリン酸基転移も認められた。KaiCのリン酸化状
態はSasAキナーゼの自己リン酸化状態を制御し，結果的
にこの応答因子の活性を周期的に制御することで，転写
調節リズムを引き起こす一因となっていると考えられる

（Takaiら，投稿準備中）。

〈国内外での成果の位置づけ〉
(1) Synechococcus 6301株の全ゲノム配列はラン藻ゲノム

としては９番目となる。近縁のSynechococcus 7942株
のゲノムは2005年に米国で決定された。国内外で20

数種ほどのラン藻ゲノム解析が終了または進行中で
ある。Synechococcus 6301株とその変異株である7942

株は国内外とも古くから研究に用いられてきたラン
藻株であるため、本研究で得られた成果は7942株や
Synechocystis 6803株などのラン藻種間のゲノム機能
比較解析に大きく貢献した。また，Synechococcusオ
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リゴDNAチップの作製は，ラン藻研究の発展に大き
く寄与するものである。

(2) 炭素同化系遺伝子群の制御因子の探索においては、
Synechocystis 6803株の３つのCbbRホモログの機能解
析が重要である。我々はこれら３つのうちCmpRの機
能を決定したが、フランスのグループが他の１つで
あるNdhRの機能を同定し、残るひとつ（RbcR）の機
能解析が目下の最重要課題である。Synechocystisで
は作製できないrbcR遺伝子の変異株をSynechococcus
で単離することができたので、この遺伝子の機能解
析を世界の他のグループに先駆けて行うことができ
ると考えている。
炭素欠乏と強光への応答に共通の機構が関与するこ

とを示唆する生理学的研究結果は多いが、今回、典型
的な強光誘導性遺伝子として知られるpsbAII、psbAIII
の発現のエンハンサーに炭素欠乏への適応に関与する
CmpRが結合することが明らかになり、炭素欠乏と強
光への共通の応答機構の一端が具体的に示すことがで
きた。一方、2-オキソグルタル酸が窒素によるグロー
バルな遺伝子制御のシグナルであることを解明したこ
とは、世界に先駆ける重要な成果である。2-オキソグ
ルタル酸は、炭素同化系と窒素同化系の接点に位置す
る代謝物質なので、今後、炭素栄養条件や光合成が窒
素同化系遺伝子群の発現に与える影響を解析する上で、
きわめて重要な基礎的知見となる。

PIIタンパク質は、Synechococcus PCC 7942株では窒
素 同 化 系 遺 伝 子 全 般 の 制 御 に 関 与 し て い る が、
Synechocystis PCC 6803株では、アンモニア同化系の
遺伝子群のみを特異的に制御することを見いだした。
このことは、制御タンパク質が保存されていても、種
が異なれば遺伝子制御ネットワークに違いがあること
を示す例である。今後、異なる種の比較により、環境
適応や進化的適応における遺伝子制御ネットワークの
可塑性の意義を明らかにすることが重要であると考え
られる。

従来、ラン藻種間で保存されている遺伝子のみに研
究の重点が置かれてきたが、特定のラン藻種にしか存
在しない遺伝子にも重要なものがあり、それが細胞の
制御ネットワークに組み込まれていることを示すこと
が出来た。ラン藻はきわめて多様な環境に分布おり、
今回の知見は、種固有の遺伝子群の獲得と環境適応、
ゲノム進化との関連を考える上で重要な基礎的知見で
ある。

(3) 概日リズム研究では，15年以上「振動発生原理」と
されてきた転写翻訳フィード バックモデルを初めて
覆し，蛋白質間相互作用を伴う動的化学反応によって
長周期リズムを生じることを証明した。この研究成果
は，生物リズム学，微生物学の新たな展開にとどまら
ず，新たな動的化学反応の発見を意味しており，蛋白
質科学，非線形物理化学，数理生物学，応用化学など
に多大なインパクトを与えうるものであり，関連分野
への貢献度が極めて高いといえる。
Synechococcusの概日リズム制御機構に関する従来

のモデルを覆し，ラン藻の概日振動は翻訳後修飾レベ
ルの動的化学反応系（リン酸化制御に関する酵素ダイ
ナミックス）によって引き起こされることを発見，世
界で初めて体内時計の試験管内再構成に成功した。ま
た、マイクロアレイ解析により全ゲノムの少なくとも
30%の遺伝子mRNAに概日発現を認めることができ、設



定目的を達成するレベルまで研究が進展した。ゲノム
ワイドな転写調節を介した時計遺伝子の発現制御とい
う新たな時計機構の方向性を示した点で大きな成果が
得られたと考えている。また，定量性に優れ，詳細な
解析に適したAffymetrix GeneChipを完成したのはシア
ノバクテリアでは初である。世界に先駆けた解析が可
能になった。また，二成分情報伝達系因子としてゲノ
ムワイドな発現調節のカギとなる因子を同定すること
もでき，化学振動子がいかにして転写リズムを駆動し
うるかについて新たな展開がもたらされた。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
窒素・炭素同化系の遺伝子発現のネットワークを解明

する、という当初目的に対しては、個別の重要な新知見
を得たものの、全体の一部しか解明できておらず、全容
解明には至らなかった。マイクロアレイを用いた各転写
因子の機能の網羅的解析が遅れたのがひとつの理由では
あるが、制御遺伝子の中に安定な変異株の得られにくい
もの（rbcRとglnB）があったことが本質的な問題であっ
た。これらの変異株は作成が困難なだけでなく、二次的
変異によると推定される表現形質の不安定性のため解析
が遅れ、glnB（PIIの構造遺伝子）については論文をまと
めることができたが、cbbRホモログの中でもっとも重要
と予測されるrbcRの機能解析にはさらなる解析が必要で
ある。

〈今後の課題〉
本研究でシネココッカスの全ゲノム配列情報が得られ、

これを基盤として高密度のオリゴDNAマイクロアレイを
整備することができた。今後は、網羅的な遺伝子破壊株
とオリゴDNAマイクロアレイを用いた解析を徹底的に行
うことにより、当初研究計画の目標である絶対光独立栄
養型ラン藻における二成分制御系を介した窒素・炭素同
化系の遺伝子発現のネットワークおよび概日時計遺伝子
群を介したゲノム全域におよぶグローバルな概日発現制
御の分子機構を解明する。
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