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シアノバクテリアにおける炭素／窒素代謝バランス調節機構の解析 

 
 
 
 
第１章 序論 

炭素・窒素は細胞を構成する上で必須の元素であり、その代謝調節機構は古くから

研究がなされてきた。炭素・窒素の各代謝については詳細な解析が進められてきたが、

両代謝間に存在する「代謝間相互作用」機構については未知な点が多い。本研究は植物

のモデル生物である単細胞性シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803 (以下

Synechocystis) を用いて、炭素・窒素代謝(C/N)バランス調節機構の解明を目標とし

て行った。シアノバクテリアは TCA サイクルの酵素である 2-OG デヒドロゲナーゼを

持たないため、2-OG は主に窒素同化反応で消費される。このため、窒素欠乏時には細

胞内に２−オキソグルタル酸（2-OG）が蓄積し、この 2-OG を介して窒素欠乏シグナル

が伝達されることが知られている。従来、シアノバクテリアにおける C/N バランスの

調節には、RNA ポリメラーゼシグマ因子である SigE、シグナル伝達因子 PII、転写因

子 NtcA の３種の主要な因子の関与が示唆されていた。第一章においては、これらの因

子に関する研究背景について概説する。 

RNA ポリメラーゼシグマ因子は遺伝子のプロモーター領域に結合し、転写を開始さ

せるために必要なタンパク質である。シグマ因子は生存に必須な主要型シグマ因子（グ

ループ１）、主要型シグマ因子と類似したプロモーター認識特異性を有するが生存に必

須でないシグマ因子（グループ２）、主要型シグマ因子とプロモーター認識特異性の異



なるその他のシグマ因子（グループ３）に分別される。Synechocystis のゲノムには９

つのシグマ因子(sigA~I)がコードされており、このうち本研究ではグループ２シグマ因

子である SigE について解析を行った（第２章、第５章）。PII は細菌、古細菌、植物に

保存されるタンパク質であり、2-OG に結合することで C/N バランスセンサーとして機

能すると考えられている。腸内細菌における PII は窒素同化制御、窒素関連遺伝子の転

写制御に働くことが知られているが、光合成生物における PII の働きについては未知な

点が多い。本研究では新規 PII 結合タンパク質 PamA を同定し、その解析を行った（第

３章）。NtcA は CRP ファミリーに属する転写因子で、シアノバクテリアに広く保存さ

れたグローバルな窒素制御因子であるとともに、2-OG により活性化されることが in 
vitro 転写系を用いた実験により明らかになっている。本研究では、Synechocystis の

窒素欠乏時におけるトランスクプトーム解析を、NtcA と糖異化遺伝子群の関係を中心

に進めた（第４章）。 

 

第２章 グループ２シグマ因子 SigE は糖異化遺伝子群の発現を正に制御する 1 

 Synechocystis グループ２シグマ因子 SigE はそのプロモーター領域に NtcA 結合部

位を持ち、窒素欠乏時に mRNA 量が増加することが知られていたが、その生理的意義

や制御下にある遺伝子群は未知であった。そこで本研究において、マイクロアレイ、ノ

ーザン解析を行ったところ、野生株に比べ SigE 欠損株では解糖系、酸化的ペントース

リン酸（OPP）経路、グリコーゲン異化などの糖異化酵素遺伝子群の発現が減少してい

ることを見いだした。また、OPP 経路の主要酵素であるグルコース-6-リン酸デヒドロ

ゲナーゼと 6-ホスホグルコン酸デヒドロゲナーゼの酵素活性も野生株に比べSigE欠損

株では減少していた。さらに SigE 欠損株はグリコーゲンの過剰蓄積、グルコース取り

込み速度の低下、暗条件下での増殖不全などの表現型を示すことを発見した。これらの

結果より、Synechocystis SigE は糖異化を正に制御する因子であることが明らかとな

った。 

 
第３章 新規 PII 結合タンパク質 PamA の同定 2 

 かずさ DNA 研究所との共同研究により、PII タンパク質全長をベイトとして、

Synechocystisゲノムライブラリーを用いた酵母ツーハイブリッドスクリーニングを行

ったところ、新規 PII 結合タンパク質 Sll0985 が得られた。Sll0985 は 7 回膜貫通領域

を持つイオンチャネル様タンパク質であり、COOH 末端側の可溶性部分が PII との結

合部位であることが予測された。Sll0985 を PamA(PII associated membrane protein 

A)と名付け、In vitro における結合検定を行った。まず始めに PII を CBD-tag との、



PamA COOH 末端領域(475-680 アミノ酸残基)を GST-tag との融合タンパク質として

大腸菌で発現させ、アフィニティークロマトグラフィーにより精製した。GST-pulldown、

Far-Western 解析の結果、CBD-PII と GST-PamA が In vitro で相互作用することが明

らかとなった。また、2-OG を ATP の存在下で解離することから、PII と PamA は窒

素充足時に結合し、窒素欠乏時に解離することが示唆された。 
 次に PamA 欠損株を作製し、トランスクリプトーム解析を行ったところ、sigE を含

む NtcA の制御下にある窒素関連遺伝子群の一部の mRNA 量が、PamA 欠損株におい

て減少していた。野生株に比べ、PamA 欠損株では SigE のタンパク質量も減少してお

り、これに一致して糖異化遺伝子群の mRNA 量も減少していることが明らかとなった。

さらに PamA 欠損株は、グルコース存在下で増殖できないという表現型を示し、これ

らの結果は PamA が遺伝的に窒素代謝、糖異化遺伝子群の発現を正に制御することを

示すものである。 

 
第４章 糖異化遺伝子群は窒素欠乏時に NtcA 依存的に発現誘導を受ける 3 

 Synechocystis において、窒素欠乏時に NtcA 依存的に、窒素同化、窒素源取り込み

遺伝子群の発現が上昇することが知られていたが、ゲノムワイドな窒素欠乏下での発現

解析はなされていなかった。マイクロアレイを用いて、Synechocystis 野生株の窒素欠

乏処理、直前と４時間後の mRNA プロファイルを比較したところ、解糖系、OPP 経

路、グリコーゲン異化などの糖異化遺伝子群の mRNA 量が窒素欠乏により増加するこ

とが判った。第２章での解析により、糖異化遺伝子群は SigE の制御下にあることが判

っていた。従って、窒素欠乏時の糖異化遺伝子群の活性化には SigE が関与することが

示唆される。しかし、SigE 欠損株を用いたノーザン解析を行ったところ、SigE 欠損株

においても窒素欠乏時の糖異化遺伝子群の発現誘導が検出された。このことから、糖異

化遺伝子群の窒素欠乏下での転写には SigE 以外の転写因子も関与していることが示唆

された。次に NtcA の変異株（NtcA タンパク質量が約 50%に減少した株）を作製し、

ノーザン解析を行ったところ、糖異化遺伝子群の窒素欠乏下での発現誘導が大きく減少

することを見出した。しかし、糖異化遺伝子群のプロモーター領域には NtcA 結合部位

が見られないため、NtcA はその制御下にある未知の転写因子を介して、糖異化遺伝子

群の転写を窒素欠乏時に促進することが考えられる。 

 
第５章 新規 SigE 結合タンパク質 ChlH, GS の同定 

 光合成生物において、糖異化は暗条件下に必須な代謝経路であることが知られている。

第２章での解析により、糖異化遺伝子群は明条件下から暗条件下に移すことにより



SigE 依存的に mRNA 量が増加することが明らかになった。しかし、SigE タンパク量

は同条件下で増加しない。したがって、SigE は翻訳後レベルでその活性が制御されて

いる可能性が示唆された。酵母ツーハイブリッドスクリーニングにより SigE 結合タン

パク質を探索したところ、クロロフィル合成酵素 Mg-キラターゼのサブユニット ChlH

と窒素同化酵素グルタミンシンセターゼ GS が結合タンパク質の候補として得られた。

そこで SigE を His-tag との、ChlH、GS を GST-tag との融合タンパク質として大腸菌

で発現、精製し、GST-pulldown 法による結合検定を行った。その結果、GST-ChlH お

よび GST-GS が His-SigE と結合すること、また、ChlH と SigE の結合は Mg-キラタ

ーゼの生成物である Mg-プロトポルフィリン IX を加えると阻害されることが明らかと

なった。次に in vivo での SigE と結合タンパク質との相互作用を調べるため、SigE 欠

損株内の ChlH、GS タンパク質量を調べたところ、GS タンパク質量は野生株と同等で

あったのに対し、ChlH タンパク質量が減少していることが判った。さらに、ChlH 変

異株(ChlHタンパク質量が野生株の30-40%に減少した株)では、SigEタンパク質量が、

明条件下で野生株に比べ減少していたが、暗条件下ではその差が減少した。これらの結

果より、SigE は明条件下で ChlH タンパク質と結合し、暗条件下に移行すると ChlH

から解離し、一過的に糖異化遺伝子群の発現を促進するという作業仮説が得られた。 

 
第６章 総合討論 

 シアノバクテリア Synechocystis を用いた本研究により、窒素欠乏シグナルが PII, 

PamA, NtcA, SigE などのタンパク質を介し、糖異化遺伝子群の発現を促進するという

新しい炭素、窒素代謝間のシグナル伝達経路を提唱することができた。さらに SigE が

ChlH や GS などによる翻訳後調節を受けている可能性が示唆されるなど、上記の因子

は転写レベルから翻訳後レベルまで複雑な調節を受けていることが考えられる。今後は

さらなる新規因子の同定とともに、上記因子の制御機構を詳細に明らかにすることによ

り、炭素、窒素代謝間における相互作用、バランス調節機構の全容解明が期待される。 

 
1. Osanai et al., J. Biol. Chem., 2005, 280, 30653-30659. 
2. Osanai et al., J. Biol. Chem., 2005, 280, 34684-34690. 
3. Osanai et al., DNA Res., in press. 
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