
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

農学生命科学研究科

応用生命工学専攻

平成16年 度博士課程進学

氏名 小山内 崇

指導教員 田中 寛



目次

第1章 序論 1

第1節 シア ノバ クテ リア 2

第2節 シ グマ因子 3

第3節 C/Nバ ランスセ ンサーPII 6

第4節 シアノバ クテ リアの窒素代謝 と窒素関連転写因子NtcA 10

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。

第1節 序 15

第2節 材料 と方法 15

(1) 材 料 と生育条件 15

(2) マイ ク ロア レイ解析 16

(3) ノーザ ンプ ロッ ト解析 17

(4) 酵素活性測定(G6PDと6PGD) 18

(5) グル コース取 り込み活性 の測定 19

(6) グ リコーゲ ン定量 19

(7) ウエ スタンブ ロッ ト解析 20

第3節 結果 21

(1) マイ クロア レイに よるSigEレ ギュロンの探 索 21

(2) SigE欠 損 に よ る解 糖 系 、酸 化 的ペ ン トース リン酸経路遺伝子群の

mRNA量 、酵 素活性 の減少 24

(3) SigE欠 損 に よるグル コー ス取 り込み速度の低下 25

(4) SigE欠 損 に よるグ リコーゲ ン異化遺伝子群の発現低下 とグリコーゲン

の過剰蓄積 25

(5) SigE欠 損株 にお け る従属栄養 条件 での増殖不全 29

(6) SigEとHik8の 関係 33

第4節 考察 33

(1) 暗条件下(従 属 栄養 条件 下)に お ける糖異化 の役割 34

(2) Synechocystisに おけ る糖異化酵素 の重複性 について 38

(3) SigEと 糖 異化遺伝子群 のサーカデ ィア ンリズム 39

(4) sigEの 糖異化遺伝子以外 の ターゲ ッ トcph1 40



第3章 新規PII結 合 タンパ ク量PamAの 同定 と機 能解析

第1節 序 43

第2節 材料 と方 法 43

(1) 材料 と生育条件 43

(2) 酵母 ツーハイ ブ リッ ドス ク リーニ ング 45

(3) GST-PamA(475-680)とCBD-PIIの ア フィニテ ィー ク ロマ トグラフィ

ー による精製 45

(4) GST-pulldown解 析 47

(5) ファー ウエ スタ ンブ ロ ッ ト 47

(6) ノーザ ンプ ロ ッ ト解析 48

(7) ウエ スタ ンブ ロッ ト解析 49

第3節 結果 49

(1) 酵母 ツーハ イブ リッ ドス ク リーニ ングによるPII結 合 タンパ ク質の同

定 49

(2) In vitroに お けるPIIとPamAの タ ンパ ク質 問相互作用 52

(3) PamA欠 損株 の作製 とPamA欠 損 による窒素 関連遺伝 子群の発現低下

53

(4) PamA欠 損 に よるsigEと 糖 異化遺伝子群 の発 現低 下 57

(5) PamA相 補株 の作製 とPamA欠 損 に よる表現型 の遺伝学 的解析 57

(6) PamA欠 損株 の表現型 の探索 とグル コー ス感受性 63

(7) PamA欠 損株 にお けるPIIタ ンパ ク質 量 と リン酸化 状態 63

第4節 考察 63

(1) 細胞 内 にお け るPIIとPamAの 相 互作用お よびPamAの 機能予 測

63

(2) PamA欠 損 に よる窒素 関連遺伝子群 の発現低下について 67

(3) PamA欠 損株 のグル コース感受性 の原 因 69

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。

第1節 序 71

第2節 材料 と方法 71

(1) 材料 と生育条件 71

(2) マ イ クロア レイ解析 73



(3) ノーザ ンプ ロ ッ ト解析 73

(4) 酵 素活性 測定(G6PDと6PGD) 73

(5) グ リコーゲ ン定量 73

(6) ウエ スタンブ ロッ ト解析 73

第3節 結果 74

(1) GT株 の窒素欠乏 下にお けるmRNAプ ロファイル変化 74

(2) 解糖系 、OPP経 路遺伝子群 の窒素欠乏 に よる発現誘導 74

(3) 窒素欠 乏下で のグ リコーゲ ン異化遺伝子群の発現誘導とグリコーゲン

の蓄積 75

(4) sigE相 補株 の作製 とsigE欠 損 に よる表現型 の遺伝学 的確認 78

(5) 糖異化遺伝子群 の窒素欠乏 下にお ける発現誘導はNtcA依 存的で ある。

78

(6) 窒素欠乏 時の糖異化遺伝子 の発現誘導にHik8は 関与 してい ない。83

第4節 考察 92

(1) 窒素 欠乏 時 の糖代 謝 92

(2) 窒素欠 乏時のCO2固 定 とC/Nバ ランス 93

(3) 窒素欠乏 下での糖異化遺伝子発現誘導の意義 93

(4) 糖異化遺伝子群 の転 写に関与す る未知因子について 95

第5章 Mg-キ ラターゼHサ ブユ ニ ッ ト(ChlH)お よび グル タ ミンシ ンセ ター

ゼ(GS)の 、SigE結 合 タ ンパ ク質 と しての同定 と機能解析

第1節 序 98

第2節 材料 と方法 98

(1) 材料 と生育条件 98

(2) 酵母 ツーハ イブ リッ ドス ク リーニ ング 98

(3) GsT-chlH、GsT-Gs、His-sigEの ア フィニテ ィー クロマ トグラフ ィ

ーによる精製 98

(4) GST-pulldown 解析 100

(5) ノー ザ ンプ ロ ッ ト解 析 101

(6) ウエスタ ンブ ロ ッ ト解析 101

第3節 結果 101

(1) 酵母 ツーハイブ リッ ドスク リーニ ングによるSigE結 合 タンパ ク質 の



同定 101

(2) In vitroに お け るSigEとChlHの タ ンパ ク質 問相 互 作用 102

(3) 暗 条 件 下 お よびSigE欠 損 に よ るchlHタ ンパ ク質 の減 少 110

(4) GSとSigEのin vitroに お け る相 互 作 用 110

第4節 考 察 114

第6章 総 合 討 論 122

(1) 糖 異 化 遺 伝 子 群 の多 重 発 現 制 御 機 構 123

(2) 窒 素欠 乏 下 にお け る時 間的 発 現 制 御 カ ス ケ ー ド 124

(3) SigEお よびSigEレ ギ ュ ロン の共 進 化 につ い て 129

(4) 終 わ りに 133

参 考 文 献 134



略語表

ADP adenosine diphosphate 

ATP adenosine triphosphate 

C/N carbon and nitrogen 

EDTA di-sodium dihydrogen ethylenediamine tetraacetate 

dehydrate 

G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase 

GT glucose tolerant 

Hepes 4-(2-hydroxyethyD-piperazineethane-sulfonic acid

IPTG isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside

LAHG light-activated heterotrophic growth 

2-OG 2-oxoglutarate 

ORF open reading frame 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 

PCR polymerase chain reaction 

6PGD 6-phosphogluconate dehydrogenase 

SDS sodium dodecyl sulfate 

Tris N-[tris(hydroxymethyl)methyl]glycine
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炭素/窒 素代謝 バ ランス と研 究 目標

炭素 ・窒素は細胞を構成す る上で必須の元素であり、その代謝制御機構につ

いては古 くか ら研究が進め られてきた。 しか し、炭素/窒 素 の各代謝 について

は詳 細な解析が行われてきたにもかかわ らず、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 く残 されている。本研究では光合成生物

のモデル生物である淡水性、単細胞性シアノバクテ リア Synechocystis sp. PCC

6803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

た。

第1節 シアノバ クテ リア

シア ノバ クテ リアは酸素発生型光合成を行 う原核生物である。シアノバクテ

リアは土壌、淡水、海洋をは じめ、あらゆる生態環境 に存在 し、その炭素固定

は海洋の一次生産において大きな割合 を占めるとされ る(Li et al., 1994)。

Synechocystis sp. PCC 6803 (以下 Synechocystis) は直 径 約2.5μmの 単細

胞 性 球 菌 で あ り 、 淡 水 性 、 非 窒 素 固 定 型 原 核 生 物 で あ る(Fig.1-1)。

Synechocystisは 細 胞 内 に光 合 成 電 子 伝 達 、呼 吸鎖 タ ンパ ク質 群 を含 む チ ラ コイ

ド膜 、炭 素 同化 を行 う複 合 体 で あ る カル ボ キ シ ソー ム 、 ま た は ア ミノ酸 や 炭 素

源 の 貯 蔵源 で あ る シア ノ フ ィ シ ン、グ リコー ゲ ン粒 とい っ た構 造 を有 す る(Fig.

1-2)。Synechocystisは 同一 ゲ ノム を約10コ ピー持 ち、世 代 時 間 が最 適 培 養 条

件 で 約8-12時 間 で あ る(Labarre et al., 1989)。Synechocystisの 野 生 型 菌株 は

グル コー ス 感 受 性 で あ る が 、 グル コー ス 存 在 下 で 従 属 栄 養 的 に 生 育 の で き る

Glucose-tolerant (GT)株 が 単 離 され て お り(Williams, 1988)、 この株 は暗 条
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件 下 で も グル コー ス添 加 お よび 青色 光 を1日5分 以 上 照射 す る こ とに よ り増 殖

す る こ とが で き る(Light-activated heterotrophic growth, LAHG)。 ま た この

株 を 用 い る こ とに よ り、 光 合 成 遺 伝 子 の破 壊 に よ る機 能 解 析 も可 能 とな っ た

(Anderson and McIntosh, 1991)。Synechocystisは 相 同組 換 えに よ る遺 伝 子

破 壊 が 可 能 で あ る こ と(Williams and Szalay, 1983)、 全 ゲ ノム配 列 が1996年

に解 読 され(Kaneko et al., 1996)、 他 の シア ノバ クテ リア種 と合 わ せ て ゲ ノム

情報 が簡 便 に 得 られ る こ と(CyanoBase:hup://www.kazusa.or.jp/cyano/)、 簡 便 で

高精 度 な マ イ ク ロア レイ が 利 用 で き る こ と(CyanoChip,タ カ ラバ イ オ)な ど、

研 究 上 の利 点 が多 い。 また 、 シ ア ノバ クテ リア はサ ー カデ ィア ン リズ ム を刻 む

唯 一 の原 核 生物 で あ る とい っ た特 徴 も有 す る(Kondo and Ishiura, 2000)。

第2節 シグマ 因子

シ グマ 因子 はRNAポ リメ ラー ゼ の サ ブ ユ ニ ッ トで あ り、遺 伝 子 の プ ロモ ー タ

ー 領 域 に結 合 し
、転 写 を 開始 す るた め に必 要 な タ ンパ ク質 で あ る(Fig 1-3)。 シ

グ マ 因 子 の タ ン パ ク質 配 列 は4つ の領 域(Region)に 大 別 され 、N末 端 側 の

Region1は 、比 較 的 多 様 性 に富 み 、シ グマ 因子 のDNAへ の 結合 を阻害 してい る

と言 わ れ て い る(Paget and Helmann, 2003)。Region2は 、3つ のαヘ リック

ス か らな り、2番 目のαヘ リッ クス がRNAポ リメ ラー ゼ βサ ブユ ニ ッ トとの 、3

番 目のαヘ リ ック ス が プ ロモ ー ターDNAの 一10領 域(後 述)と の相 互 作 用 部 位

で あ る こ とが判 っ てい る(Campbell et al., 2002; Malhotra et al., 1996)。

Region3は 、比 較 的保 存 性 が 低 く、3つ のヘ リック ス か らな り、1番 目のヘ リッ

ク ス が伸 長 した一10領 域 と相 互 作 用 す る(Campbell et al., 2002)。Region4は 、
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Fig.1-1 Synecbocystis sp. Pcc 6803の 光 学 顕 微 鏡 写 真

Synechocystis細 胞 の 直 径 は 約2.5μmで 、 等 分 裂 に よ り増 殖 す る。

Fig.1-2 Synechocystis sp. PCC 6803の 電 子 顕 微 鏡 写 真(Liberton et al ., 2006

よ り転 載)

A.Synechocystis細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 写 真 。B,CはBox部 分 の 拡 大 図 。

T,チ ラ コ イ ド膜 、C,カ ル ボ キ シ ソー ム 、CP ,シ ア ノ フ ィ シ ン 、G,グ リ コ ー ゲ

ン塊 、PM,細 胞 質 膜 、OM,外 膜 、PD,ペ プ チ ドグ リカ ン層(Barは100nm)
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2つ のαヘ リ ックス か ら構 成 され 、プ ロモ ー ターDNAの-35領 域(後 述)と 結 合

す る(Campbell et al., 2002)。

多 くの バ クテ リア は複 数 の シ グマ 因 子 を有 し、環 境 変 動 や 分 化 に伴 ってRNA

ポ リメ ラー ゼ に結 合 す る シ グマ 因 子 を切 り替 え る こ とに よ り、遺 伝 子 発 現 プ ロ

フ ァイ ル を変 化 させ る(Wosten, 1998)。 シ グマ 因子 はσ70フ ァ ミ リー とσ54フ ァ

ミ リー に分 け られ 、 両 タ ンパ ク質 フ ァ ミ リー 間 の 相 同性 は ほ とん どみ られ な い

(Merrick et al., 1987)。 σ70フ ァ ミ リー は さ らに グル ー プ1,2,3に 分 け られ る

(Lonetto et al., 1992)。 グル ー プ1は 主要 シ グマ 因子 と呼 ばれ 、 これ ま で知 ら

れ て い るす べ て の バ ク テ リア は 、 グル ー プ1シ グ マ 因子 を1つ ず つ 有 す る

(Gruber and Bryant, 1997)。 グル ー プ1シ グマ 因子 は対 数 増 殖期 に お け るほ

とん どの遺 伝 子 の転 写 開始 を担 い 、 細 胞 の 生存 に 必須 な タ ンパ ク質 で あ る。 グ

ル ー プ1シ グマ 因子 に よっ て認 識 され る典 型 的 な プ ロモ ー ター は、転 写 開始 点

か ら約-35、-10上 流 の領 域 にそ れ ぞ れTTGACA、TATAATの6塩 基 ず つ の コ

ンセ ン サ ス配 列 を有 す る(Wosten, 1998)。 グル ー プ2シ グマ 因子 は 、グル ー プ

1シ グマ 因 子 と同様 の プ ロモ ー ター 配 列 を認 識 す るが 、生 存 に必須 で な い シ グマ

因子 で あ る(Lonetto et al., 1992)。 グル ー プ2シ グマ 因 子 は 、腸 内細 菌 な どに

保 存 され る定 常期 型 シ グマ 因子(RpoS)、 シ ア ノバ ク テ リア型 シ グマ 因子 、GC

含 量 の 高 い グ ラ ム 陽 性 細 菌 型 シ グマ 因子 の3つ の サ ブ グル ー プ に大 別 され る

(Wosten, 1998)。 グル ー プ3シ グマ 因子 は、 グル ー プ1、2に 含 まれ ない σ70

フ ァ ミ リー の総 称 で あ り、外 部 環 境 や 分 化 段 階 に お い て 、 そ れ ぞ れ の シ グマ 因

子 に特 異 的 な レギ ュ ロン の転 写 を担 う(Helmann and Chamberlin, 1988)。

シ ア ノバ クテ リア にお け る シ グマ 因子 の特 徴 と して 、複 数 の グル ー プ2シ グ
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マ 因子 を持 つ こ と、ま た 、σ54型 シ グマ 因子 を持 た な い こ とが知 られ て い る(Fig.

1-4)(Gruber and Bryant, 1997)。Synechocystisゲ ノム に は9つ の シ グマ 因子

の 遺伝 子sigA～Iが コー ドされ て お り、 これ ら遺 伝 子 が コー ドす る シ グマ 因子 に

つ い て 、SigAは グル ー プ1、SigB～Eは グル ー プ2、SigF～Iは グル ー プ3に 分

類 され る(Kaneko et al., 1996)。 シ ア ノバ クテ リア の グル ー プ2シ グマ 因子 は 、

腸 内細 菌 同様 に 、 グル ー プ1シ グマ 因子 と よ く似 た プ ロモ ー ター認 識 特異 性 を

持 つ こ とがin vitroで 示 され てい る(Goto-Seki et al., 1999)。Synechocystis

に お け る9つ の シ グマ 因子 の うち 、本研 究 で はSigEに つ い て研 究 を行 っ た(第

2、5章)。

第3節 C/Nバ ランスセ ンサーPII

PII(遺 伝 子 名glnB)は バ クテ リア 、 古 細 菌 、植 物 に保 存 され る タ ンパ ク質

で 、 腸 内 細 菌 、 シア ノバ ク テ リア に お い て 、細 胞 内 窒 素 栄 養 状 態 をセ ン スす る

こ とが知 られ て い る(Arcondeguy et al., 2001)。 また 、 窒 素 栄養 状 態 に加 え 、

PIIは 炭 素 と窒 素 のバ ラン ス(C/Nバ ラ ン ス)も セ ンス す る と言 われ て い る。

シ ア ノバ ク テ リア に お け るPIIは 、腸 内細 菌 同様 、 ホモ 三 量 体 を形成 し、ATP

と2-OGが 結 合 す る(Forchhammer, 2004)。ATPと2-OGの 結 合 は相 互 依 存

的 で あ り、2-OGが 結 合 す る とPIIに 窒 素欠 乏 の シ グナ ル が伝 達 され る と考 え ら

れ て い る(Forchhammer and Hedler, 1997)。ATPと2-OGの 結 合 に加 え、

SynechocystisとSynechococcusのPIIは49番 目のセ リン残 基(Ser-49)が 窒

素 欠 乏 時 に リン酸 化 され る(Forchhammer and Tandeau de Marsac, 1994)。

また 外 部 のCO2濃 度 が上 昇 す る とPIIが リン酸 化 され 、 反 対 に 炭 素 同化 の 阻害
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Fig.1-3シ グマ 因 子 の構 造(大 腸 菌σ70)

(a)タ ンパ ク質 配 列 は4つ のRegionに 分 け られ 、C末 端 側 のRegion 4は ヘ リ

ック ス ター ンヘ リック ス を形 成 し、-35領 域 と相 互 作 用 す る。Region 3のN末

端 側 とRegion 2は それ ぞ れ-10領 域 付 近 と相 互 作 用 す る。(b) RNAポ リメ ラ

ー ゼ ホ ロ酵 素(α
,β,β',σサ ブユ ニ ッ ト)とDNAと の 相 互 作 用 モ デ ル。σサ ブ ユ

ニ ッ トは黒 、α,β,β'サブ ユ ニ ッ トは灰 色 で示 され て い る。
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Fig.1-4バ クテ リア グル ー プ1、2シ グ マ 因 子 の 系 統 樹(Gruber and Bryant ,

1997よ り転 載)

系 統 樹 はFitch and Margoliashに よ る 方 法 で 作 製 さ れ た(Fitch and

Margoliash, 1967)。 ブ ー トス トラ ッ プ の 値 は 、500replication後 得 られ た も の

で 、 か つ40%以 上 の も の を 図 示 して い る。
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に よ り脱 リン酸 化 され る こ とが判 って い る(Forchhammer and Tandeau de

Marsac, 1995a)。 この よ うに 、PIIは 窒 素 と炭 素 の栄 養 状 態 に よ り リン酸 化 が

制 御 され て い るた め、C/Nバ ラ ンスセ ンサー で あ る と考 え られ て い る。

Synechococcus PII欠 損 株(MP2)に お い て 、 硝 酸/亜 硝 酸 トラ ン ス ポー タ

ー の 制御 異 常 が知 られ て い る
。 単細 胞 性 シ ア ノバ ク テ リア の 野 生株 は、 ア ンモ

ニ ア 存 在 下 で は硝 酸 また は亜 硝 酸 を取 り込 ま ない が 、MP2で は ア ンモ ニ ア に よ

る硝 酸/亜 硝 酸 トラ ンス ポ ー ター の活 性 抑 制 が 起 こ らな い とい う表 現 型 を示 す

(Lee et al., 1998)。PIIのSer-49を ア ラ ニ ン に置 換 し、PIIを 非 リン酸化 型 に

固 定 した 変 異 株 で は 、 窒 素 源 に依 らず 、 硝 酸/亜 硝 酸 トラ ンス ポ ー ター の活 性

が な くな る こ とか ら、 非 リン酸 化 型 のPIIが 硝 酸/亜 硝 酸 トラ ンス ポー ター の

活 性 を抑 制 し、 リン酸 化 され る と硝 酸/亜 硝 酸 トラ ンス ポ ー ター が 脱 抑 制 され

る とい うモ デ ル が 提 唱 され てい る(Lee et al., 2000)。 硝 酸/亜 硝 酸 トラン ス ポ

ー ター のATP結 合 サ ブユ ニ ッ トNrtCのC末 端 側 の ドメイ ン を除 去す る とMP2

と同様 の 表 現 型 が観 察 され る こ とか ら、PIIが この領 域 に 直接 結 合 し、硝 酸/亜

硝 酸 トラ ン ス ポ ー ター の 活 性 を制 御 す る こ とが示 唆 され て い るが(Kobayashi

et al., 2005)、 直 接 の相 互 作 用 の証 拠 は今 の とこ ろ見 つ か っ て い ない 。 ま た硝 酸

/亜 硝 酸 トラ ンス ポー ター に加 え 、Synechocystis PII欠 損 株 で は 、高 炭 素濃 度

条 件 下 に お け る 高親 和性 無 機 炭 素 トラ ンス ポー ター の抑 制 が 起 こ らない こ とか

ら、炭 素 源 の トラ ンス ポー タ ー の制 御 も行 っ て い る可 能 性 が あ る(Hisbergues et

al., 1999)。

シア ノバ クテ リア にお け るPIIの 相 互 作用 因 子 と して 、PIIの 脱 リン酸 化酵 素

PphA (sll1771)がSynechocystisに お い て 発 見 さ れ た(Irmer and
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Forchhammer et al., 2001)。PphAはPP2Cタ イ プ のセ リン ス レオ ニ ンホ ス フ

ァター ゼ で、そ の活 性 にMg2+ま た はMn2+を 必 要 とす る。精 製 した リン酸 化PII、

PphAタ ンパ ク質 を用 い たin vitroの 生 化 学 的 解 析 に よ り、PphAに よる脱 リン

酸 化 活 性 はATPと2-OGの 存 在 下 で 阻 害 され る こ とが わか った(Ruppert et al.,

2002)。 この結 果 は 、PIIが 窒 素 充 足 時 に脱 リン酸 化 され 、 窒素 欠 乏 時 に リン酸

化 され る事 実 と一 致す る。 一 方 、PIIの リン酸 化 酵 素 につ い て は 、 そ の 活性 が

2-OGに よっ て上 昇 す る こ と、 ア ンモ ニ ア を窒 素源 と した とき に低 下す る こ と、

NtcA欠 損 株(第4節 参 照)で 消 失 す る こ とがSynechococcusに お い て知 られ て

い る が 、現 在 ま で の とこ ろ 同 定 され て い な い(Lee et al., 1999, Kloft et al.,

2005)。 本 研 究 で はSynechocystis新 規PII結 合 タ ンパ ク質PamAの 同定 とそ

の機 能 解析 を行 っ た(第3章)

第4節 シアノバ クテ リアの窒素代謝 と窒素関連転写因子NtcA

シ ア ノバ クテ リア は他 の バ ク テ リア 同様 、 窒 素 源 を 主 にア ンモ ニ ア の 形 で 、

グル タ ミン シ ンセ ター ゼ(GS)-グ ル タ ミン酸 シ ンタ ー ゼ(GOGAT)サ イ クル

(GS-GOGAT cycle)に よ り同化 す る(Fig.1-5)。SynechocystisのGSはglnA

遺 伝 子 に コー ドされ た52kDaの タ ンパ ク質 で 、12量 体 を形 成 し、ADPに よ り

そ の酵 素 活 性 が 阻害 され る(Merida et al., 1990)。 また 、in vivoで のGS活 性

は、窒 素 源 を硝 酸 か らア ンモ ニ ア に移 す と約1/5に 減 少す る こ とが知 られ て い た

が(Merida et al., 1990)、 この活1生抑 制 はIF7とIF17と い うタ ンパ ク質 が結

合 す る こ とに よ り起 こる こ とが示 され た(Garcia-Dominguez et al., 1999)。 活

性 レベ ル に加 え、GSは 転 写 レベ ル で も制 御 を受 け 、glnA mRNA量 は窒 素 源 が
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ない場 合 に最 も多 く、硝 酸 培 養 、ア ンモ ニ ア培 養 の順 にmRNA量 が減 少 して い

く こ とが知 られ て い る(Reyes et al., 1997)。 このglnAの 転 写活 性 化 に は シ ア

ノバ ク テ リア にお け る グ ロ ー バ ル な 転 写 因 子 で あ るNtcAが 関 わ っ て い る。

NtcAはSynechococcus sp. PCC 7942(以 下Synechococcus)に お い て 、硝 酸

を 窒 素 源 と し て 増 殖 す る こ と が で き な い 変 異 株 の 中 か ら 単 離 さ れ た

(Vega-Palas et al., 1990)。NtcAはCRP (Catabolite repression protein)フ

ァ ミ リー に属 し、C末 端 側 に ヘ リッ クスーター ン-ヘ リ ック スモ チ ー フ を持 つ2

量 体 タ ンパ ク質 で あ る(Vega-Palas et al., 1992)。NtcAはSynechococcusお

よびSynechocystis glnAを は じめ とす る窒 素 間 連 遺 伝 子群 の プ ロモー ター領 域

に あ るGTAN8TACN22TAN3Tと い う配 列 に 結 合 す る(Luque et al., 1994;

Reyes et a1., 1999)。 シ ア ノバ クテ リア の細 胞 内 で は 、 窒 素欠 乏 時 に2-オ キ ソ

グル タル 酸(2-OG)が 蓄 積 し、窒 素 欠 乏 の シ グナル 伝 達 因 子 とな る こ とが知 ら

れ て い るが(Muro-Pastor et al., 2001)、2-OGは 直接NtcAの プ ロモ ー ターDNA

へ の 結 合 を促 進 し、 そ の 転 写 活 性 を 上 昇 させ る こ とが 明 ら か に な っ て い る

(Vazquez-Bermudez et al., 2002; Tanigawa et al., 2002)。Synechocystisに

お い て 、NtcAの 制 御 下 に はglnAの 他 に 、glnB(PIIタ ンパ ク質)、amt1(ア

ンモ ニ ア トラ ンス ポー ター)、nrtABCD(硝 酸/亜 硝 酸 トラ ンス ポ ー ター)、sigE

な どが 含 まれ る こ とが 知 られ て い る(Fig.1-6)(Herrero et al., 2001)。 本研 究

で は 、マ イ ク ロ ア レイ を用 い た窒 素 欠 乏 下 で の グ ロー バ ル なmRNAプ ロ フ ァイ

ル解 析 を基 に 、NtcAと 糖 異 化 遺 伝 子群 の 関係 につ い て解 析 を行 っ た(第4章)。
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Fig.1-5シ ア ノバ クテ リア にお け る窒 素 同化 と炭 素 、窒 素代 謝 相 互 作 用 経 路 図

(Muro-Pastor et al., 2005よ り転 載)

典 型 的 な2-OGデ ヒ ドロゲ ナ ー ゼ を持 た ない た め、"開 い た"TCAサ イ クル に な

って い る。2-OGと グル タ ミン は グル タ ミン酸 シ ン ター ゼ(GOGAT)に よ り2

分 子 の グル タ ミン酸 に 変換 され る。 グル タ ミン シ ンセ ターゼ は 、ATPの エネ ル

ギ ー を用 い て 、 グル タ ミン酸 とア ンモ ニア か らグル タ ミン を生成 す る。
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Fig.1-6NtcAに よ り活 性化 され るプ ロモ ー ター の比 較(Herrero et al., 2001よ

り転 載)

転 写 開 始 点 が決 定 され た 遺 伝 子 の み記 載 。 図 右 に翻 訳 開 始 点 か らの 転 写 開始 点

距 離(tsp location)を 示 す 。NtcA結 合 配 列 は太 字 、転 写 開 始 点 は小 文字 で示

す 。 nir, nitrite reductase; ntcB, a transcription factor responding

nitrate/nitrite condition; urtA, urea transporter; hetC, heterocyst 

differentiation protein; devBCA, heterocyst-specific ABC transporter; icd,

isocitrate dehydrogenase; rpoD2-V, SigE; nrtP, nitrate/nitrite perraease.
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第2章

Synechocystis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。
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第1節 序

グル ー プ2シ グマ 因子SigE (Sll1689)は 、Synechocystisゲ ノム に保 持 され

る9つ の シ グマ 因子 の うち の1つ で あ り、窒 素欠 乏 時 にmRNA量 が増 加 す る こ

とが知 られ て い た(Muro-Pastor et al., 2001)。SigEは そ のプ ロモ ー タ ー領 域

にNtcA結 合 領 域 を持 ち、窒 素 代 謝 に 関 与 す る こ とが 予想 され た が 、glnA,glnB,

amt1と い っ た 窒 素 関連 遺 伝 子 の 発 現 はSigE欠 損株 と野 生 株 で 同等 で あ り、

glnN(グ ル タ ミン シ ンセ ター ゼ ホモ ロ グ)の 窒 素欠 乏 に よ る誘 導 が30%程 度

低 下 す る のみ で あ っ た(Muro-Pastor et al., 2001)。 この よ うに 、SigEの 制御

下 に あ る遺 伝 子 群 は未 同定 で あ っ た。 本 章 で は マ イ ク ロア レイ を用 い た トラ ン

ス ク リプ トー ム解 析 に よ り、SigEが 、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 遺 伝 子群 の 発 現 を正 に制 御 す る こ とを 示

した。

第2節 材料と方法

(1) 材 料 と生 育条 件

菌 株:Synechocystis sp. PCC 6803 GT株(GT)お よびSigE欠 損株(G50)

生 育条 件:BG-11培 地(巻 末参 照)、30℃ 、2% (vol/vol) CO2 in Air、 白色 光

50～70μmol photon・m-2・s-1。 窒 素源 と して硝 酸 の代 わ りに5mM NH4Clを 用

い た培 地 をmodified BG-11と 名 付 けた。 固 体 培 地 に は1 .5%ア ガ ロー ス(関 東

化 学)と1 mMチ オ硫 酸 ナ トリ ウム(日 水 製 薬)を 添加 した。 固体 培 地 の 窒 素

源 は 、 特記 しな い 限 り17.5mM NaNO3を 用 い た。 暗条 件 培 養 の際 はア ル ミホ

イル で培 養 用 綿 ろ管 を包 装 した。 ま たLAHGは 、 窒 素源 を10mM NH4Clと し
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た上 で 、培 地 に5mMグ ル コー ス を添加 し、1日15分 の 白色光 を 当て 、残 りの

時 間 につ い て す べ て 暗 条件 で 培 養 した。 細 胞 培 養 液 の 濁度 はOD750を 分 光 光度

計Beckman model DU640に よ り測 定 した 。

SigE欠 損 株 の作 製:SigE欠 損 株 用 プ ラス ミ ドの 作製 は 当研 究室 の高 橋 洋 之 氏

に よ り行 わ れ た(高 橋 洋 之 修 士 論 文 、1998)。GT株 へ の形 質 転 換 は 、 中野 貴

之氏 に よ り行 われ た(中 野 貴 之 修 士論 文 、1998)。sigEの 破 壊 はPcR (Fig.

2-1B)と 抗SigE抗 血 清 に よ る ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トに よ り確 認 され た(Fig .2-1)。

ウサ ギ抗SigE抗 血 清 は 当研 究 室 の 高 橋洋 之 氏 に よ っ て作 製 され た(高 橋 洋 之

修 士 論 文 、1998)。Hik8欠 損 株 は鈴 木 石 根 博 士(基 礎 生 物 学研 究所 、現 筑 波 大

学)よ り供 与 して 頂 い た(Suzuki et al., 2001)。

(2) マ イ ク ロア レイ 解 析

RNAの 抽 出 は ホ ッ トフ ェ ノー ル 法 を用 い て行 っ た。OD750=0 .5～0.7の 培 養

液20mlを6,600xgで5分 間 遠 心 し、 細 胞 を1.5mlエ ッペ ン ドル フチ ュー ブ

に移 した。 細 胞 を500μl TE (10 mM Tris-HCI , pH 8.0, 1 mM EDTA)+0.5%

SDS溶 液 に懸 濁 し、等 量 の酸1生フ ェ ノー ル を加 え て65℃ で10分 間 イ ンキ ュベ

ー トした
。 次 に17,400xgで5分 間遠 心 し、 上 清 を新 しい エ ッペ ン ドル フ チ ュ

ー ブ に移 し
、等 量 の フ ェ ノー ル/ク ロ ロホル ム/イ ソア ミル アル コール(25:24:1、

和 光 純 薬)を 加 え 、混 合 した後 、17,400xgで5分 間遠 心 し、上 清 を新 しい エ

ッペ ン ドル フチ ュー ブ に移 した。 同様 の操 作 を 中 間層 に夾 雑 物 が 見 えな くな る

ま で 繰 り返 し、 エ タ ノ ール 沈殿 を行 い 、滅 菌水 に懸 濁 した。 マ イ ク ロア レイ解

析 に はRNAにDNase I(プ ロ メガ)お よびProteinase K(プ ロメ ガ)処 理 を
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行 い 、2回 の フ ェ ノール/ク ロ ロホ ル ム/イ ソア ミル アル コール 抽 出 、エ タ ノー ル

沈殿 後 、 滅 菌 水 に懸 濁 した も の を用 い た 。

マ イ ク ロア レイ解 析 はCyanoChip version 1 .6(タ カ ラバ イ オ)を 用 い た 。

CyanoChipは 全 長 また はC末 端 領 域1 kbpのPCR産 物 が ス ライ ドグ ラス 上 に

載 っ て お り、操 作 はRNA fluorescence labeling kit version 2.0(タ カ ラバ イ オ)

とCy3-dUTP、Cy5-dUTP(ア マ シ ャ ムバ イ オ サ イ エ ンス)を 用 い てcDNAの

合 成 、 ラベ リン グ、精 製 を行 っ た。 ラベ ル され たcDNAを95℃ で2分 間熱 変

性 され た後 、 ス ライ ドグ ラス 上 に ス ポ ッ トし、 カバ ー グ ラ ス(TaKaRa Spaced

Cover Glass,タ カ ラバ イ オ)を 掛 け、ハ イ ブ リチ ャ ンバ ー 内 に入 れ 密 封 し、65℃

で 一 晩保 温 した 。 次 にス ライ ドグ ラス を2xSSC(巻 末 付 録 参 照)溶 液 お よび

0.2xSSC,0.1%SDS溶 液 で それ ぞ れ2回 ず つ60℃ にお い て 洗浄 し、室 温 で0.2

xSSC溶 液 で2分 間x2回 振 盪 した後 、超 純 水 で リンス し、最 後 に水 分 をエ ア

ス プ レー に よ り飛 ば した。 シ グナ ル の検 出 は ア レイ ス キ ャナ ー(GMS418 、 ア

フ ィ メ ト リ ッ ク ス)、 定 量 と 解 析 はImaGene version 4 .0 software

(BioDiscovery)を 用 い て行 っ た。

(3)ノ ー ザ ンプ ロ ッ ト解 析

RNAの 抽 出 は 、マ イ ク ロア レイ と同様 に ホ ッ トフ ェ ノール 法 を用 い た 。 ノー

ザ ンプ ロ ッ トの場 合 はDNase I処 理 とProteinase K処 理 を行 わ な か っ た。ノー

ザ ンプ ロ ッ トはRNA溶 液 を変 性 ア ガ ロー ス ゲル[MOPS bufIbr(巻 末付 録 参 照)

with3%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド、1.5%ア ガ ロー ス]で 、各 レー ン10μgのRNAを

泳 動 し、ゲル を超 純 水 で10分 間x2回 洗浄 した後 、バ イ オ ラ ッ ドモ デ ル785バ
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キ ュ ー ム プ ロ ッター(バ イ オ ラ ッ ド)を 用 い て 、バ イ オ ダ イ ンプ ラス メ ンブ レ

ン(Pall)に 転 写 した。 メ ンブ レン を乾 燥 、UVで ク ロス リン ク した 後 、 メチ レ

ン ブル ー一溶 液(0.04%メ チ レンブ ル ー 、0.5M酢 酸 ナ トリウム)で 染 色 し、rRNA

の パ ター ン を ス キ ャ ナ で検 出 して コン トロー ル と した。 次 に メ ンブ レン を タ ッ

パ ー 内 のハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョンゼ ー シ ョンバ ッフ ァー(巻 末 付 録 参 照)で48℃

x1時 間 振 盪 した 。 プ ロー ブ は 、遺 伝 子 特 異 的 プ ライ マ ー(巻 末 付録 参 照)に よ

っ て増 幅 したPCR断 片 を鋳 型 に し、DNA labeling mix(ロ シ ュ)を 用 い てDIG

ラベ ル され た プ ロー ブ を作 製 した 。 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョンバ ッフ ァー 内 の メ

ンブ レン にプ ロー ブ を滴 下 し、48℃ で一 晩振 盪 した。 メ ン ブ レン を2xSSC 、

0.1%SDS溶 液 で48℃x10分 間x2回 、0.1xSSC、0.1%SDS溶 液 で68℃x10

分 間x2回 、 洗 浄 バ ッフ ァー(巻 末 参 照)に よ り室 温 で5分 間洗 浄 し、バ ッフ

ァー2(巻 末 参 照)で1時 間 、 室 温 で 振 盪 した。 次 に10,000希 釈 のAnti-DIG

antibody(ロ シ ュ)を 加 えて1時 間 、室温 で振 盪 し、洗 浄 バ ッフ ァー で10分 間

x2回 洗 浄 し、バ ッフ ァー3(100 mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCl , 50 mM

MgCl2)で 平衡 化 した。 シ グナ ル はCDP-StarReady-to-use(ロ シ ュ)を 滴 下

し、5分 間 暗 条 件 下 で反 応 させ(室 温)、LAS-3000(富 士 フ イル ム)で 検 出 した。

(4)酵 素 活 性 測 定(グ ル コー ス-6-リ ン酸 デ ヒ ドロゲナ ー ゼG6PDと6-ホ ス ホ

グル コ ン酸 デ ヒ ドロゲ ナ ー ゼ6PGD)

G6PDと6PGDの 活1生 はNADPH濃 度 の 上昇 をA430で モ ニ ターす る こ とに よ

り行 っ た。G6PDの 活 性 測 定 に は 、まず35ml(OD750=0 .5～0.7)分 の細 胞 を1

mlのBuffer A (55 mM Tris-HCl, pH 8.0, 3 .4 mM MgCl2,)に 縣 濁 し、超 音 波 に
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よ り破 砕 した。17,400xgで5分 間遠 心 し、 そ の 上清 を酵 素 反 応 に用 い た。 酵

素 反 応 は、 反応 溶 液 はBufferA 600μ1に50μ1の20 mM NADP+,細 胞 破 砕 液

200μ1を 混 合 し、100mMグ ル コー ス-6-リ ン酸(ナ カ ライ テ ス ク)溶 液 を100

μ1を 加 え、25℃ で2分 間吸 光 度 を測 定 した。6PGDの 活 性 測 定 は 、 オ リエ ン

タル 酵 母 社 の プ ロ トコール に従 っ た。 まず 細 胞 を1mlの100 mM Hepes-KOH

(pH 7.5)に 縣 濁 し、超 音 波 に よ り破 砕 した。17,400xgで5分 間遠 心 し、そ の上

清 を酵 素 反 応 に用 い た。酵 素 反 応 は 、反 応 溶 液 は100mM Hepes-KOH (pH 7.5)

700μl、20 mM NADP+50μl,細 胞 破 砕 液100μlを 混 合 し、100mM6-ホ ス ホ

グル コ ン酸(オ リエ ンタル 酵 母)溶 液 を50μlを 加 え 、25℃ で1分 間吸 光 度 を

測 定 した。

(5)グ ル コー ス 取 り込 み 活性 の 測 定

OD750=0.5～0.7の 細 胞 を遠 心(17,400xg、1分 間)で エ ッペ ン ドル フチ ュ

ー ブ に集 め
、1 ml modified BG-11に 、2 mMグ ル コー ス を加 えた 液 体培 地 に

OD750=1と な る よ うに縣 濁 した。 グル コー ス の 取 り込 み活 性 は 、培 地 中の グル

コー ス濃 度 をGlucose CII kit(和 光 純 薬)を 用 い て 測 定 した
。100μlの 培 養 液

を17,400xgで1分 間遠 心 して細 胞 を 除 き 、上 清 グル コー ス濃 度 を2時 間 ご と

に測 定 した。

(6) グ リ コ ー ゲ ン 定 量

グ リ コ ー ゲ ン の 定 量 はForchhammer and Tandeau de Marsacの 方 法 に 変 更

を 加 え て 行 っ た(Forchhammer and Tandeau de Marsac , 1995a)。 細 胞 を～6x
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108個 ず つ エ ッペ ン ドル フ チ ュー一ブ に集 め 、100μlの3.5%硫 酸 で40分 間煮 沸

した 。 こ の操 作 に よ り、 グ リコー ゲ ン が酸 加 水 分 解 に よ りグル コー ス とな り、

この グル コー ス を シ グマ 社 の プ ロ トコー ル に従 っ て 定 量 した 。 上 記 の サ ンプル

100μlに8%TCA(シ グマ)450μlを 加 え、 混合 後 、 室温 で5分 間静 置 した。

17,400xgで5分 間遠 心 した後 、 上清150μlにo-toluidine reagent(シ グマ)

750μlを 加 えた 。10分 間煮 沸 し、室 温 の水 に3分 間 浸 け て冷 却 し、OD653の 値

を測 定 した 。

(7) ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト解 析

OD750=0.5～0.7の 培養 液10ml分 の 細胞 をエ ッペ ン ドル フチ ュー ブ に遠 心

(8,400xg、3分 間)で 集 め、200μl冷PBS-Tで 洗 浄 、遠 心 した後 、再 度500

μl冷PBS-Tに 縣 濁 した。 細 胞 を超 音 波破 砕 した 後 、17,400xgで10分 間遠 心

し、上 清 の タ ンパ ク質 濃 度 をBCA protein assay kit (PIERCE)で 定 量 した。

SigEの ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トに は 、各 レー ン5μgず つ の タ ンパ ク質 溶 液 を
、12%

SDS-PAGEゲ ル で泳 動 した。 泳 動 後 、 タ ンパ ク質 をImmobilon-Pト ラ ンス フ

ァー メ ンブ レ ン(ミ リポ ア)に 、セ ミ ドライ トラ ンス フ ァー 装置BE-330(バ イ

オ ク ラ フ ト)を 用 い て プ ロ ッ トした。3%BSA(和 光 純 薬)を 含 むPBS-Tで 室

温1時 間以 上振 盪 し、SigE抗 血 清 を12,000倍 希 釈 して加 え、 室温 で1時 間以

上 振 盪 した。PBS-Tで5～10minx3回 洗 浄 した後 、二 次抗 体 と してAnti-rabbit

IgG alkaline phosphatase conjugate (Molecular Probe)溶 液 を12
,000倍 希釈

で加 え室 温 で1時 間 振 盪 した 。PBS-Tで5～10分 間x3回 洗浄 した後
、APase

buffer (100 mM Tris-HCl, pH9 .5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2)で 平 衡 化 し、
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nitro-blue tetrazolium chloride (NBT)(終 濃 度0.33 mg/ml)と

5-bromo-4-Chloro-3-indolylphosphate p-toluidine salt (BCIP)(終 濃 度0.17

mg/ml)(シ グ マ)を 加 え て 発 色 さ せ た 。

第3節 結果

(1) マ イ ク ロア レイ に よ るSigEレ ギ ュ ロ ン の探 索

本 研 究 で はSigEの 制御 下 に あ る遺 伝 子 群 を 同定 す るた め、SigE欠 損株G50

を用 い て解 析 を行 った 。G50株 に つ い て は 、 当研 究 室 の 中野 に よ り既 に作 製 さ

れ て い た も の を用 い た(中 野 貴 之 修 士 論 文 、1998)(第2節(1)材 料 と生 育

条 件 参 照)(Fig.2-1A)。 まず 、PCRと 抗SigE抗 血 清 を用 い た ウエ ス タ ンブ ロ

ッ トに よ り、SigEの 欠 損 を確 認 した(Fig.2-1B,c)。G50の 増 殖 速 度 は親 株 で

あ るGTと 同等 で あ っ た 。SigEレ ギ ュ ロ ン を 同定 す るた め に 、通 常培 養 条 件

(modified BG-11)で 培 養 したGTとG50か らRNAを 抽 出 し、 マ イ ク ロア レ

イ に よるmRNAプ ロ フ ァイ ル の比 較 を行 っ た。 そ の結 果 、GT株 に比 べ てG50

株 で は 、 ア レイ 上 に あ る3,076遺 伝 子 の うち 、67遺 伝 子 の発 現 強度 比 が1/2以

下 に減 少 して い た(Fig.2-1D)。 この 中 で 、SigE欠 損 に よ り、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 の 遺 伝 子

群 の発 現 が顕 著 に減 少 して い た(Table 2.1)。
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Fig.2-1 SigE欠 損 株 の 作製 とマイ ク ロア レイ解 析

A. sigE遺 伝 子 のBg/IIサ イ トにカ ナ マ イ シ ン耐性 カセ ッ トを導 入 し、sigE欠

損 株 の 作製 を行 っ た。 カ ナ マ イ シ ン耐 性 カセ ッ トはsigEと 反 対方 向 で あ る。

B.&c. sigE欠 損 株 をG50と 名 付 け、PcRと 抗sigE抗 血 清 に よ る ウエ ス タ ンブ

ロ ッ トに よ り、 カ ナマ イ シ ン耐 性 カ セ ッ トの 導 入 とSigEの 欠 損 を確 認 した。

D.マ イ ク ロア レイ解 析 に よ るGT株 とG50株 のmRNAプ ロ フ ァイ ル の比 較 。

そ れ ぞ れ の 点 はG50/GTの 発 現 強 度 比 を表 し、 シ グナ ル の強 度 が横 軸 にプ ロ ッ

トされ て い る。 実験 は 独 立 に3回 行 い 、 そ の うち の1回 分 の 図 を 示 した。
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Table 2-1 SigE欠 損 に よる糖 異 化 遺 伝 子 群 の発 現 変 化(マ イ ク ロア レイ解 析)

デ ー タ は 、G50株(SigE欠 損株)のGT株(対 応 す る野生 株)に 対 す る発 現 強

度 の比 を表 す(n=3～6、 た だ しpyk1はn=2)。
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(2)SigE欠 損 に よ る解 糖 系 、酸 化 的 ペ ン トー ス リン酸経 路遺 伝 子 群 のmRNA

量 、 酵 素 活 性 の減 少

マ イ ク ロ ア レイ の 結果 、 解 糖 系 の 遺 伝 子 で は ホ ス ホ フル ク トキナ ー ゼ(pfkA

(sll1196))、 グ リセ ル ア ル デ ヒ ド-3-リ ン酸 デ ヒ ドロゲナ ー ゼ(gap1)、 ピル ビン

酸 キ ナ ーゼ(pyk1)遺 伝 子 、OPP経 路 の遺 伝 子 で は 、 グル コー ス-6-リ ン酸 デ

ヒ ドロゲナ ー ゼ(酵 素 名G6PD、 遺 伝 子 名zwf)、G6PDの 活性 化 因子OpcA、6

ーホ ス ホ グル コ ン酸 デ ヒ ドロゲ ナー ゼ(酵 素 名6PGD
、 遺 伝 子名gnd)、 トラン

ス アル ドラー ゼ(tal)遺 伝 子 の発 現 がSigE欠 損 に よ り減 少 して い た(Table2-1)。

次 に 、これ らの糖 異化 遺 伝 子群 のmRNAレ ベ ル を ノー ザ ンプ ロ ッ ト解 析 に よ り、

明 条 件 、 暗 条 件1、4時 間後 で調 べ た。 解 糖 系 の酵 素 の3つ の遺 伝 子 は、GT株

に お い て 、pyk1の み が 明条 件 か ら暗 条 件 に移 す こ とに よ り、そ の発 現 がや や 上

昇 す る が 、gap1とpfkAで は増 加 が見 られ なか った(Fig.2-2A)。 一 方 、G50

株 にお い て は 、pyk1 mRNAの 暗 条件 下 で の増 加 はや や 見 られ 、 また 、gap1と

pfkAの 発 現 は暗 条 件 下 で よ りGT株 との差 が 大 き くな る こ とが判 った(Fig.

2-2A)。OPP経 路 の4つ の遺 伝 子 の 発 現 はGT株 にお い て 明 条件 か ら暗条 件 に

移 す こ とに よっ て増 加 した(Fig.2-2B)。 しか し、SigE欠 損 に よ りこれ らの増

加 が ほ とん どみ られ な い こ とが 明 らか とな っ た(Fig.2-2B)。mRNAレ ベ ル に

加 え 、酵 素活 性 レベ ル へ のSigE欠 損 の影 響 を調 べ るた め 、GT株 とG50株 の

G6PDお よび6PGDの 酵 素 活 性 を調 べ た 。 そ の結 果 、 通 常 培養 条件(明 条 件)

にお け るG50のG6PG、6PGDの 酵 素 活性 は 、そ れ ぞ れGT株 の約45%、38%

に低 下 してい る こ とが判 っ た(Fig.2-2C,D)。 ま た 、GT株 にお い て 、G6PD、

6PGDの 酵 素 活1生は 暗 条件 移 行 後4時 間 で 、そ れ ぞ れ1.3倍 、1.1倍 に増 加 した
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が 、G50株 にお い て は、G6PDは 約1.2倍 に増加 す る もの の 、6PGDは 逆 に低

下す る こ とが 明 らか に な っ た(Fig.2-2C,D)。

(3) SigE欠 損 に よ る グル コー ス 取 り込 み 速 度 の 低 下

SigE欠 損 に よ り、 解糖 系 、OPP経 路 のmRNA、 酵 素 活 性 レベ ル が減 少 す る

こ とが判 っ た た め 、G50株 にお い て グル コー ス異 化 が抑 制 され て い る可能 性 が

考 え られ た。 そ こ で 、外 部 の グル コー ス 取 り込 み 能 を調 べ た とこ ろ、GT株 に比

べ 、G50株 で は グル コー ス取 り込 み 能 が約20～30%減 少 してい る こ とが 明 らか

に な っ た(Fig.2-3)。

(4) SigE欠 損 に よ る グ リコー ゲ ン異 化 酵 素 遺 伝 子 群 の 発 現 低 下 と グ リコー ゲ

ンの過 剰 蓄 積

マ イ ク ロア レイ 解 析 に よ り、解 糖 系 、OPP経 路 の遺 伝 子 群 に加 え、 グ リコー

ゲ ン異 化 酵 素 グ リコー ゲ ンイ ソア ミラーゼglgX (slr0237)、 グ リコー ゲ ンホ ス

ホ リラー ゼglgP(sll1356)遺 伝 子 のmRNAの 低 下 がG50株 にお い て 見 られ た。

真 正 細 菌 に お い て 、 グ リコー ゲ ンは 主 に グ リコー ゲ ンホ ス ホ リラー ゼ に よ り分

解 され 、分 岐 鎖 の 部 分 が グ リコー ゲ ンイ ソア ミ ラー ゼ に よ り切 断 され る こ とが

知 られ て い る(Ball and Morell, 2003)。Synechocystisの ゲ ノ ム に はglgX

(slr1857, slrO237)とglgP (slr1367, sll1356)が それ ぞれ2つ ず つ コー ドさ

れ てい るが 、 ノー ザ ンプ ロ ッ トの結 果 、g1gX (slr0237)とglgP (sll1356)の

mRNA量 は 、通 常 培 養 条 件 下 でG50に お い て 、GT株 よ り減 少 が 見 られ たの に

対 し、他 の2つ の 遺伝 子 はGTとG50間 に 差 が 見 られ な か っ た(Fig.2-4A)。

25



Fig.2-2 SigE欠 損 に よ る解 糖 系 、OPP経 路 遺 伝 子 の発 現 低 下

A.&B.解 糖 系(pfkA(sll11196),gapl,pyk1)、OPP経 路(zwf, opcA, gnd,tal)

遺伝 子 群 の ノー ザ ン プ ロ ッ ト解 析 。Modified BG-11で 培 養 したGT株 また は

G50株 を暗 条件 前(L)ま た は暗 条 件 後1時 間(1h)、4時 間(4h)で 回収 し、
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RNAを 抽 出 した。各 レー ン全RNA(各10μg)ず つ泳動 し、遺伝子特異的プ ロ

ーブ を用いてノーザンプロッ ト解析 を行った。分子量サイズマーカーの位置は

矢頭 で示 した。 ローデ ィングコン トロール としてメチ レンブルーで染色 した

rRNAを 下パネル に図示 した。C.&D. G6PDと6PGDの 酵素活性。Modified

BG-11で 培養 したGT株 また はG50株 を暗条件前(L)ま たは暗条件後1時 間

(1h)、4時 間(4h)で 回収 し、G6PDと6PGDの 酵素活性 を測定 した。デー

タはそれぞれ3回 の独立 した実験 の平均値 をGT株 のLの 値 を1と した相対値

で表 した。標準偏差 は、それぞれ細線で表 した。
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Fig.2-3グ ル コー ス 取 り込 み 活性 の 測 定

OD750=0.5～0.7のGT株 ま た はG50株 を 、OD750=1.0と な る よ うにBG-110に

10 mM NH4Clと2 mMグ ル コー ス を添加 した培 地 に懸 濁 し、培 地 中 の グル コ

ー ス の減 少 を経 時 的 に測 定 した
。 デ ー タ の平 均 と標 準 偏 差 は3回 の独 立 した実

験 よ り得 られ た。

28



しか し、glgP(slr1367)に 関 して は暗 条 件 下 にお い て 、SigE欠 損 に よ るmRNA

の低 下 が 見 られ た(Fig.2-4A)。

次 にSigE欠 損 に よ る グ リコー ゲ ン量 へ の 影 響 を調 べ た とこ ろ、通 常 培養 条件

にお い て 、G50株 の グ リコー ゲ ン量 がGT株 の約1.6倍 に増 加 してい る こ とが

明 らか に な っ た(Fig.2-4B)。 さ らに、明 条件 か ら暗条 件 に移 行 した際 の グ リコ

ー ゲ ン量 を 測 定 した とこ ろ
、GT株 で は6時 間 後 に明 条件 の42%ま で減 少 した

の に対 し、G50株 で は65%で あ り、SigE欠 損 に よ るグ リコー ゲ ン異 化 活性 の低

下 が 見 られ た。

(5) SigE欠 損株 にお ける従属栄養条件での増殖不全

上記の研究により、SigEが 糖 異化 遺伝子群 の発現 を正 に制御 していることが

示唆 されたため、SigE欠 損株 の従属栄養 条件 下での増殖 を調べた。GT株 とG50

株 をLAHG条 件(第2節(1)材 料 と生育条件 参照)で 培養 した ところ、G50

は同条件で増殖で きない こ とが明 らかになった(Fig.2-5A)。 また暗条件 に対す

る感 受性 を検討するため、5mMグ ル コー スを添加 したmodified BG-11培 地で

4日 間暗黒 下にお いて培養 し、その後明条件下で培養 した。その結果、G50株

ではGT株 に比べ、生存率が低下す ることが判 った(Fig.2-5B)。
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Fig-2-4グ リコー ゲ ン異 化 遺 伝 子 群 の発 現 とグ リコー ゲ ン量

A.グ リコー ゲ ン異 化 遺伝 子 群 の ノー ザ ンブ ロ ッ ト解 析 。Modified BG-11で 培

養 したGT株 ま た はG50株 を 暗 条件 前(L)ま た は 暗 条件 後1時 間(1h)、4時

間(4h)で 回収 し、RNAを 抽 出 した。 各 レー ン全RNA(各10μg)ず つ 泳動

し、 遺 伝 子 特異 的 プ ロー ブ を用 い て ノー ザ ンブ ロ ッ ト解 析 を行 っ た。 分 子 量 サ
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イズマーカーの位置は矢頭で示 した。 ローディングコン トロール としてメチ レ

ンブルーで染色 したrRNAを 下パネル に図示 した。B.細 胞 内グ リコー ゲン量の

測定。 暗条件 前または暗条件後1、4、6時 間の グ リコーゲン量 を測定 した。デ

ータの値はそれぞれ3回 の独立 した実験の平均値 をGT株 のLの 値 を1と した

相 対値 で表 した。標 準偏差は細線で表 した。
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Fig.2-5 SigE欠 損 に よる表 現 型 解 析

A.Modified BG-11で 培 養 した 対数 増 殖 期 中期 のGT株 お よびG50株 を10mM

NH4Clと5mMグ ル コー ス を含 むBG-110固 体培 地 に滴 下 した。 滴 下 は示 され

たOD750の 値 の培 養 液 を 各1μlず つ 用 い た。 プ レー トは 、1日15分 間 明条 件

で 培 養 し、 そ の 他 の 時 間 は 暗 条 件 で培 養 した。 プ レー トの 写真 は 滴 下 後 、示 さ

れ た 時 間 ご とに撮 影 した 。B.Aと 同 様 に滴 下 した プ レー トを連続4日 間 暗 条 件

で 培 養 し、 そ の 後 、 明 条件 で 培 養 した。 プ レー トの 写真 は 明 条 件 に移 行 後 、 示

され た 時 間 ご とに撮 影 した。
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(6) SigEとHik8の 関係

他 の グル ー プ の研 究 に よ り、二 成 分 制 御 系 ヒス チ ジ ン キナ ー ゼHik8 (sll0750)

が 糖 代 謝 遺 伝 子 群 の 発 現 を 正 に 制 御 す る こ とが 明 らか に な っ た(Singh and

Sherman, 2005)。Hik8はSynechococcus SasAタ ンパ ク質 のオ ル ソ ログで あ

る。SasAは シ ア ノバ クテ リア に お け る サ ー カ デ ィ ア ン リズ ム の 形 成 を 行 う

KaiABC複 合 体 と相 互 作 用 す る(Iwasaki et al ., 2000)。 ま た 、Hik8欠 損 株 で

は シア ノバ ク テ リア型 フ ィ トク ロ ム遺 伝 子(cph1)と そ の下 流 で オ ペ ロ ン を形

成するレスポンス レギュレーター遺伝子(rcp1)のmRNA量 も減少す ることが

わ か って い る(Singh and Sherman , 2005)。 マ イ ク ロア レイ の結 果 よ り、Cph1

のG50/GT発 現 強 度 の比 は0.322で あ り、SigE欠 損 に よ りCph1/rcp1 mRNA

が 減 少 す る こ とが 示 唆 され た。 この 結 果 を確 認 す るた め 、 ノー・ザ ン プ ロ ッ トを

行 った とこ ろ、明/暗 量条 件 下 に お い て 、SigE欠 損 に よるCph1/rcp1 mRNAの

減 少 が観 察 され た(Fig.2-6A)。 通 常 培養 条件 下 に お け るhik8 mRNAのG50/GT

発 現 強度 比 は0.976で あ り、従 っ て 、SigE欠 損 はhik8 mRNAレ ベ ル に影 響 し

ない 。 一 方 、Hik8欠 損 株 のSigEタ ンパ ク質 量 を調 べ た と ころ 、GT株 と差 が

見 られ な か っ た(Fig.2-6B)。 しか し、sigE/Hik8二 重 欠 損 株 は、糖 異化 遺 伝 子

群 のmRNAの 減 少 が 相加 的 に な らない た め(第4章 参 照) 、遺 伝 学 的 に は これ

ら因 子 が 同一 の 調節 経 路 に 関 わ る こ とが 予想 され た。

第4節 考察

マ イ ク ロ ア レイ 、 ノー ザ ンプ ロ ッ トに よ る トラ ンス ク リプ トー ム解 析 に よ り、

Synechocystis SigE欠 損 株 に お い て 、解 糖 系 、OPP経 路 、 グ リコー ゲ ン異 化 遺
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伝子群の発現が低下することが明らかになった。これ らの結果よりSigEは 糖異

化経路の正の制御 因子で あることが判った(Fig.2-7)。

(1) 暗 条件 下(従 属 栄養 条件 下)に お け る糖 異化 の役 割

本 研 究 に よ り、糖 異化 遺伝 子 群 の うち、 特 にOPP経 路 のmRNA量 が 、 明条

件 か ら暗 条 件 に移 行 す る こ とに よ り、増 加 す る こ とが判 っ た(Fig.2-2B)。 また 、

糖 異 化 遺 伝 子 群 の発 現 が減 少 す るSigE欠 損 株 にお い て 、LAHG条 件 で増 殖 で

きず 、 さ らに 暗条 件 下 にお け る生 存 率 が低 下す る こ とが わ か っ た(Fig .2-5)。

これ ま で に 、窒 素 固 定型 シ ア ノバ クテ リアNbstoc sp. ATCC29133のzwf破 壊

株 が 暗 条 件 下 にお け る従 属 栄 養 増 殖 が で き ない こ とや(Summers et al., 1995)、

Synechococcusのzwf破 壊株 は暗 条件 下 で 生存 率 が 下 が る こ とな ど(Scanlan et

al., 1995)、 糖 異 化 が暗 条 件 下 、 従 属 栄 養 条 件 下 で必 須 な こ とが 示 され て い る。

ま た 、SynechococcusのOpcA欠 損 株 で は 、夜 に還 元 カ プー ル が減 少 す る こ と

が知 られ て い る(Min and Golden, 2000)。 メ タ ボ ロー ム解 析 に よ って 、従 属 栄

養 条件 に お け るSynechocystis細 胞 は主 にOPP経 路 を使 っ て グル コー ス を分 解

す る こ とが判 って い るが(Yang et al., 2002)、 この知 見 は上 記 の 遺伝 学 的 な解

析 結 果 と矛 盾 しな い。OPP経 路 に加 え 、Synechocystisで はGap1欠 損株 も従

属 栄 養 条 件 で増 殖 で き な い こ とが知 られ て い る(Koksharova et al., 1998)。 こ

れ らの 結 果 は 、本 研 究 に よるSigE欠 損 株 のLAHG条 件 に お け る増 殖 不 全 が 、

OPP経 路 を主 と した糖 異 化 活 性 の低 下 に起 因す る こ とを示 唆 す る。
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Fig.2-6A.cph1/rcp1プ ロー ブ を用 い た ノー ザ ン プ ロ ッ ト。Modified BG-11で

培 養 したGT株 ま た はG50株 を暗 条 件 前(L)ま た は暗 条 件 後1時 間(1h)、4

時 間(4h)で 回 収 し、RNAを 抽 出 した 。 各 レー ン全RNA(各10μg)ず つ 泳

動 し、cph1特 異 的 プ ロー ブ を用 い て ノー ザ ンプ ロ ッ ト解析 を行 っ た。 分 子 量 サ

イ ズ マ ー カ ー の位 置 は 矢頭 で 示 した 。 ロー デ ィ ン グ コ ン トロール と して メチ レ

ンブ ル ー で 染色 したrRNAを 下パ ネ ル に 図示 した。B .抗SigE抗 血 清 を用 い た

ウエ ス タン ブ ロ ッ ト。Modified BG-11で 培 養 したGT株 ま た はHik8欠 損株(Δ

hik8)を 集 め、超 音 波 に よ り細 胞 の破 砕 を行 った 。各 レー ン全 タンパ ク質 量5 .0

μgず つ12%SDS-PAGEゲ ル で 泳 動 し、抗SigE抗 血 清 を用 い て ウエ ス タ ンブ

ロ ッ トを行 った 。
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Fig.2-7 Synechocystisに お け る糖 異 化 代 謝 図

KEGGデ ー タベ ー ス(www.genome.jp/kegg/pathway .html)よ り予 測 され る

Synechocystisの グル コー ゲ ン異 化 、 解 糖 系 、OPP経 路 代 謝 図。 太 字 は 、SigE

欠 損 に よ り発 現 が低 下 す る遺伝 子 を示 す。破 線 はSigE欠 損 に よ り反応 効 率 が低
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下 と予 想 さ れ る 代 謝 経 路 を 示 す 。 G1 P, glucose-1-phosphate; G6P,

glucose-6-p hosphate; 6PGL, 6-phosphogluconolactone; 6PG, 

6-phosphogluconate; F6 P, fructose-6-phosphate; F1,6P2, 

fructose-1,6-bisp hosphate; GAP, glyceraldehyde-3-phosphate; DHAP, 

dihydroxyacetone phosphate; G1,3P2, 1,3-bisphosphoglycerate; G3P, 

3-phosphoglycerate; G3P, 2-phosphoglycerate; PEP, phosphoenolpyruvate; 

PYK, pyruvate, RU5P, ribulose-5-phosphate; R5P, ribose-5-phosphate, S7P, 

se doheptulose-7-phosphate ; X5P, xylulose-5-phosp hate; E4P, 

erythrose-4-phosphate.
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(2) Synechocystisに お け る糖 異 化 酵 素 の重 複 性 につ い て

Synechocystisゲ ノ ム に は、ホ ス ホ フル ク トキ ナ ーゼpfkA(sll1196,sll0745)、

グ リセ ル ア ル デ ヒ ドー3ーリ ン酸 デ ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼgap1(slr0884) 、gap2

(sll1342)、 ピル ビン酸 キナ ー ゼ .pyk1 (sll0587)、pyk2 (sll1275)を コー ドす

る遺 伝 子 が それ ぞれ2つ ず つ 存 在 す る(Fig.2-7)。 本 研 究 に よ り、pfkA(sll1196)、

gap1、pyk1の み がSigE制 御 下 に あ る こ とが判 っ た(Table2-1)。 この うち 、

グ リセ ル ア ル デ ヒ ド-3-リ ン酸 デ ヒ ドロゲ ナ ー ゼ に つ い て は 、Gap1が 異 化 反 応 、

Gap2が 同化 反 応 を触 媒 す る こ とが知 られ て い るが(Koksharova et al ., 1998)、

そ の他 の酵 素 に つ い て は そ の使 い 分 け が 明 らか に な っ て い な い。本 研 究 に よ り、

gap1の み がSigEの 制 御 下 に あ り、gap2はSigE制 御 下 に ない とい う結果 が得

られ た が 、これ は 、SigEは 糖 異化 遺 伝 子 群 の発 現 を正 に制 御 す る が、炭 素 同化 、

糖 新 生 遺 伝 子 群 の発 現 に は 関与 しな い とい う本 章 の結 果 と一 致 す る(Table 2-1) 、

ホ ス ホ フル ク トキナ ー ゼ と ピル ビン酸 キナ ー ゼ の使 い分 けに つ い て は これ ま で

の と ころ わ か っ てい ない が 、本 研 究 に よ り、2つ ず つ存 在 す るホ ス ホ フル ク トキ

ナ ー ゼ と ピル ビン酸 キナ ー ゼ の 、それ ぞれ 一 方 のみ がSigE依 存 で あ る こ とか ら
、

異 な る制 御 系 を有 し、特 定 の 条 件 下 で酵 素 を使 い 分 けて い る 可能 性 が示 唆 され

た。 実 際 、pyk1は 窒 素 欠 乏 時 に誘 導 され るが 、pyk2は 逆 にそ の発 現 が 抑制 さ

れ る こ とが判 っ た(第4章 参 照)。 今 後 は 、 両酵 素 の生 化 学 的 解析 を通 し、 そ の

酵 素 活 性 、 性 質 を 明 らか にす る こ とに よ り、 解 糖 系酵 素 の使 い 分 け の意 義 が 明

らか にな る もの と思 わ れ る。

Synechocystisゲ ノ ム に は グ リ コ ー ゲ ン イ ソ ア ミ ラ ー ゼglgX (slr1857、
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slr0237)と グ リコー ゲ ンホ ス ホ リラー ゼg1gP(slr1367、sll1356)が それ ぞれ

2遺 伝 子 ず つ コー ドされ て い る。 グ リコー ゲ ンホ ス ホ リラー ゼ に つ い て 、GlgP

(Sll1356)は 独 立 栄 養 条 件 下お よび 高温 条 件 下 にお け る、暗 条 件 下 での グ リコ

ー ゲ ンの異 化 に 主 と して は た らく(Fu and Xu
, 2006)。 一 方 、GlgP (Slr1367)

は 、 グル コー ス 取 り込 み 、 炭 酸 同化 が 同時 に 阻 害 され た 条 件 で 、重 要 な役 割 を

担 う(Fu and Xu, 2006)。SigE欠 損 に よ り、通 常 培 養 条 件 にお い て グ リコー ゲ

ンの過 剰 蓄積 が 見 られ た が(Fig .2-4B)、 これ はsigE欠 損 に よ るGlgP(sll1356)

の発 現低 下 に 起 因 す る と考 え られ る。 ま た 、通 常培 養 条 件 下 にお い て 、SigE欠

損 に よ り、glgP(sll1356)とglgX(slr0237)の 発 現 の み が減 少 す る こ とか ら、

パ ラ ログ 間 で独 立 した転 写 制 御機 構 が 存在 す る こ とが示 唆 され た
。

(3) SigEと 糖 異 化 遺 伝 子 群 の サ ー カデ ィア ン リズ ム

近 年 、サ ー カ デ ィ ア ン リズ ム に よ るmRNA量 変化 を網 羅 的 に調 べ た研 究 報 告

が 、Synechocystisに お い て な され た(Kucho et al
, 2005)。 そ の結 果 、sigEと

糖 異 化 遺 伝 子 群 のmRNAレ ベ ル はサ ー カ デ ィ ア ン リズ ム を刻 み 、そ の ピー クが

sigEは"昼 の終 わ り(夕 方)"(Circadian Time 8 h) 、糖 異 化 遺伝 子群 は"夜 の

初 め"(Circadian Time 10-14 h)で あ る こ とが判 っ た(Kucho et al
, 2005)。

これ らの結 果 は 、SigEに よ り糖 異 化 が 夜 に促 進 され る こ とを示 唆 し
、本 研 究 か

ら明 らか に な った 、SigEと 糖 異 化 酵 素 は 暗 条件 下 で の 生存 に必 須 で あ る とい う

事 実 と一 致 す る。sigEの 発 現 が サ ー カ デ ィア ン リズ ム を刻 む 機 構 につ い て は 、

SigEとHik8と の相 互 関係 も含 め 、今 後 の研 究 が必 要 で あ る。
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(4) SigEの 糖 異 化 遺 伝 子 以 外 の ター ゲ ッ トCph1

糖 異 化 遺 伝 子 群 に加 え 、 シ ア ノバ クテ リア フ ィ トク ロ ム遺 伝 子 の オ ペ ロ ン

cph1/rcp1のmRNA量 が 、SigE欠 損 に よ り減 少 した(Fig.2-6)。Cph1は 、高

等植 物 の 光 受 容 体 で あ る フ ィ トク ロム と相 同性 を持 ち、 ま た 、C末 端 に ヒス チ

ジ ン キ ナ ーゼ ドメ イ ンを有 す る(Vierstra and Davis, 2000)。Synechocystisに

お け るCph1は 、遠 赤 外 光 か ら赤 外 光 に移 行 した際 に、 ク ロ ロ フ ィル 合 成 遺 伝

子 な どの 発 現 誘 導 に 関 与 す る こ とが 知 られ てい る が 、 そ の 詳 しい 機 能 は 明 らか

に な っ てい ない(Hubschmann et al., 2005)。Synechocystisに お け るcph1/rcp1

の 発 現 は 、 明条 件 下 か ら暗 条 件 下 に移 行 す る こ とで増 加 す る こ とが 知 られ て お

り(Garcia-Dominguez et al., 2000a)、 この増 加 は グル コー ス存 在 下 で消 失 す

る こ とか ら、cph1/rcp1の 発 現 誘 導 に は光 シ グナル で は な く、細 胞 内 の レ ドック

ス状 態 な ど別 の シ グナ ル が 関 与 して い る こ とが示 唆 され て い る。本研 究 に よ り、

SigEがcph1/rcp1の 発 現 を正 に 制御 す る こ とが 明 らか に な っ た た め 、SigEは 糖

異 化 遺伝 子 群 だ けで な く、 レ ドックス状 態 な どを シ グナ ル と して 、Cph1な どの

暗 条 件 下 で発 現 が 増 加 す る遺 伝 子群 を網 羅 的 に制 御 す る可 能 性 が あ る。 今 後 は

暗 条 件 下 で の トラ ンス ク リプ トー ム解 析 が必 要 で あ る と考 え られ る。
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Fig.2-8 SigE機 能の制御 モデル

SigEとHik8は サーカデ ィア ン リズムの制御 下にあ り、それぞれ糖異化遺伝子

群およびcph1/rcp1の 発現 を正に制御す る。SigEは 糖 の同化 には関与 しないが、

Hik8は 糖 同化遺伝子群 の発現 を正 に制御す る。
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