
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
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第1節 序

第2章 の研究 に よ り、糖 異化遺伝 子群の発現がSigE依 存 的に、暗条件 下にお

い て増加す る ことを見出 した。 しかし、SigEタ ンパ ク質量 は、明条件 下か ら暗

条件 下に移行 しても増加せず、む しろ減少することが知 られている(Imamura

et al., 2003)。 そ こで、SigEが 翻訳後 レベル で制御 され てい る可能性が考えら

れた。本章ではsigEのMg-キ ラターゼHサ ブユニ ッ トchlH、 グル タ ミンシ ン

セ ターゼGSと の結合 の発見 と、SigEの 活性 制御 の可能性 について言及する。

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)、SigE欠 損株(G50)

生 育条 件:第2章 第2節 材 料 と方 法 参 照 。マ グネ シ ウム欠 乏 は 、MgSO4・7H2O

の代 わ りにNa2SO4を 加 えた 培 地 を用 い た。

(2) 酵母 ツーハイブ リッ ドスク リーニ ング

酵母ツーハイブ リッ ドスク リーニングは、佐藤修正博士、田畑哲之博士の研

究室(か ず さDNA研 究所)に より行 われた。 また、sigE、glnA全 長 を含 んだ

酵母 ツーハイブ リッ ド用ベイ トベクターは田中寛博士、大橋幸男氏によ り作製

された。

(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
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Synechocystisゲ ノ ムDNAを 鋳 型 と して、chlH全 長 を、Forwardプ ライマ

ー5'-CGGGATCCGGATGTTTACTAACGTCAAGTC-3'とReverseプ ライ マ ー

5'-ACTCGAGTTTATTCAACCCCTTCAATG-3'を 用 い て 、KOD DNAポ リメ ラ

ー ゼ(東 洋 紡)に よ り増 幅 し
、BamHIとXhoI(タ カ ラバ イ オ)に よ り切 断 し

た。 この 断 片 を、BamHIとXhoIで 切 断 したpGEX5X-2(ア マ シ ャ ムバ イ オ サ

イ エ ン ス)に 導 入 した(GST-tag付 き)。glnA全 長 は 、Forwardプ ライ マ ー

5'-CATAGATCTTAATGGCCAGAACCCCCCA-3'とReverseプ ラ イ マ ー

5'-GGCTCGAGCCTTAGCAGTCGTAGTACAAG-3'を 用 い て、KOD DNAポ リ

メ ラー ゼ(東 洋 紡)に よ り増 幅 し、BglIIとXhoI(タ カ ラバ イ オ)に よ り切 断

した 。 この 断 片 を、BamHIとXhoIで 切 断 したpGEX5X-2(ア マ シ ャムバ イ オ

サ イ エ ンス)に 導 入 した(GST-tag付 き)。sigE全 長 はForwardプ ライ マ ー

5'-CCGCATGCATGAGCGATATGTCTTCC-3'とReverseプ ラ イ マ ー

5'-CCGATATCCTATAACCAACCTTTGAG-3'を 用 い て 、KOD DNAポ リメ ラ

ー ゼ(東 洋 紡)に よ り増 幅 し
、SphIとEcoRV(タ カ ラバ イ オ)に よ り切 断 した。

この 断 片 を、SphIとSmaIで 切 断 したPQE80L(キ ア ゲ ン)に 導 入 した(His-tag

付 き)。 完 成 した プ ラ ス ミ ドは シー クエ ン シ ン グ に よ り確 認 した 。GST-ChlH、

GST-GS、His-SigEを コー ドす るプ ラス ミ ドをタ ンパ ク質 発 現 用 大 腸 菌BL21

codon plus(ノ バ ジ ェ ン)に 形 質 転 換 した。BL21 codon plusを 、27℃ でLB

液 体 培 地1Lで 培 養 し 、OD600=～0.5で1mM

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside(和 光純 薬)を 加 え、一 晩 培 養 した。 細 胞

を遠 心 で 回収 し、30 ml PBS-T (1.37 M NaCl, 27 mM KCl, 81 mM Na2HPO4,

15 mM KH2PO4, and 1% Tween-20)に 懸 濁 し、 超 音 波破 砕 した 後 、20分 間
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17,400xgで 遠 心 し、GST-ChlHとGST-GSは 上 清(可 溶 性 画 分)か ら、His-SigE

は 封 入 体(不 溶 性 画 分)か ら そ れ ぞ れ 精 製 した 。

GST-ChlH、GST-GSの 精 製 は 、上 清30mlにglutathione-Sepharose 4B(ア

マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス)800μl分 を 加 え 、4℃ で1時 間 混 合 した 後 、1分 間

300xgで 遠 心 し 、 レ ジ ン を 回 収 し た 。 レ ジ ン をPBS-Tで5回 洗 浄 し 、

GST-elution buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM reduced glutathione)

800μlを 加 え 、 結 合 タ ン パ ク 質 を3回 溶 出 した 。

His-SigEを 含 む 封 入 体 を 滅 菌 水 で 洗 浄 し、封 入 体 の1/2量 のUrea溶 液(8M

urea, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM dithiothreitol)に 懸 濁 し、37℃ で1時

間 イ ン キ ュベ ー ト した 。封 入 体 よ り可 溶 化 され たHis-SigEタ ン パ ク 質 を そ れ ぞ

れHis-binding buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 100 mM NaCl, 0.1%

TritonX-100)に 透 析 で 置 換 し、HIS-Selectレ ジ ン(シ グ マ)を400μl加 え て

精 製 し た 。 タ ン パ ク質 の 定 量 をBio-Rad protein assay(バ イ オ ラ ッ ド)を 用

い て 行 っ た 。

ChlH、GSに 対 す る 抗 血 清 は 、精 製 し たGST-ChlHとGST-GSを2mgず つ

用 い て 、 蛋 白精 製 工 業 社 に 外 注 して 作 製 し た 。

(4) GST-pulldown解 析

20μl glutathione-Sepharose 4Bと 精 製 したGST、GST-ChlHま た はGST-GS

を 等 量 ず つ(Figure legends参 照)、1.5 mlエ ッペ ン ドル フ チ ュ ー ブ に 加 え 、

Hepes-binding buffer (50 mM Hepes-KOH, pH8.0,2 mM MgCl2, 5% glycerol ,

0.1% TritonX-100)で 全 量 を400μlに した 。 室 温 で30分 間 イ ン キ ュベ ー トし

100



た 後 、Hepes-binding buffer 150μlで 洗 浄 し、精 製 したHis-SigEを 等 量ず つ 加

え(Figure legends参 照)、Hepes-binding bufferで 全 量 を500μlに し、室 温

で1時 間 混合 した(実 験 に よ りMgCl2の 濃 度 を変 え、 ま た 、Proto、Mg-Proto

を 添加 した)。次 に レジ ン を150μlのHepes-binding bufferで2回 洗浄 し、50μl

のSDS-Sample bufferを 加 え 、100℃ で5分 間熱 した 。 レジ ンか ら解 離 した タ

ンパ ク質 を12% SDS-PAGEゲ ル で電 気 泳 動 し、抗SigE抗 血 清 を用 い た ウエ ス

タ ンブ ロ ッ トに よ りベ イ トタ ンパ ク質 に結 合 したHis-SigEを 検 出 した。

(5) 可 溶 性 、膜 画 分 の 分画

まず 、OD750=0.5～0.7の 細 胞(GT株)120ml分 を15mlの50mM

Hepes-KOH(pH8.0)士10mM MgCl2に 縣 濁 し、50ml遠 心 管 に移 した 。細 胞 を

超 音 波 破 砕 後 、17,400xgで20分 間遠 心 した。 得 られ た 上清 の一 部 を回 収 し、

全 画 分(Whole)と し、 残 りの上 清 を超 遠 心 管 に移 し、XXXxgで1時 間 超遠

心 を行 っ た。 上 清 を可 溶性 画 分(Sup)、 沈殿 を500μl PBS-T+1% TritonX-100

で 縣 濁 した もの を膜 画 分(Ppt)と した。各 画 分 の タ ンパ ク質 濃 度 はBCA protein

assay kit (PIERCE)で 定 量 し、 ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トに よ りChlHとSigEタ ン

パ ク質 を検 出 した。。

(6) ノー ザ ンプ ロ ッ ト解 析

ノー ザ ンプ ロ ッ ト解 析 は 、第2章 第2節(3)と 同様 に行 った。

(7) ウエ ス タ ン ブ ロ ッ ト解 析
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ウエスタンブロッ ト解析は、第2章 第2節(7)と 同様 に実験 を行 った。

第3節 結果

(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

か ず さDNA研 究 所 に 依 頼 し 、Synechocystis SigEを ベ イ ト と し 、

Synechocystisゲ ノ ム ライ ブ ラ リー3.8x106ク ロー ン に対 して 酵母 ツーハ イ ブ

リ ッ ドス ク リー ニ ン グ を行 っ た結 果 、SigEの 結 合 タ ンパ ク質 の候 補 と して26

のORFが 得 られ た 。 そ の うち4つ のORF(ilvC、ski2、tgt、glnA)に つ い て

は 、 ポ ジ テ ィブ ク ロー ンが2つ 以 上 得 られ 、 また 、1つ のORF(chlH)に つ い

て は プ レイ をベ イ トと した ス ク リー ニ ン グ に よっ て もSigEと の 結合 が確 認 さ

れ た(Table5-1)。Mg-プ ロ トポル フ ィ リンIXキ ラ ター ゼ(Mg-キ ラ ター ゼ)H

サ ブ ユ ニ ッ トChlH(Slr1055)は 、Mg-キ ラ ター ゼ の サ ブ ユ ニ ッ トの1つ で あ

る。Mg-キ ラ ター ゼ はテ トラ ピ ロー ル 生 合 成 経 路 の酵 素 の1つ で 、プ ロ トポル フ

ィ リンIX(Proto)にMg2+を 付 加 し、Mg-プ ロ トポル フ ィ リンIX(Mg-Proto)

を生 成 す る反 応 を触 媒 す る(Papenbrock and Grimm, 2001)。Mg-キ ラ ター ゼ

はChlI,D,Hの3つ の サ ブ ユ ニ ッ トか らな り、Hサ ブユ ニ ッ トは ポル フ ィ リン

結 合 サ ブ ユ ニ ッ トで あ る こ とが知 られ て い る(Reid and Hunter, 2002)。 また 、

高 等植 物 で は、Mg-キ ラ ター ゼ は葉 緑 体 に局在 し、ChlHは 別 名GUN5(Genomes

uncoupled 5)と 呼 ばれ 、プ ラ ス チ ドか ら核 へ の シ グナ ル 伝 達 に必須 で あ るな ど、

代 謝 以 外 の機 能 を有 す る タ ンパ ク質 で あ る こ とが 知 られ てい る(Mochizuki et

al., 2001)。 本 研 究 で は 、ChlHに 加 え 、GSに つ い て もin vitroで の 結 合解 析 を

行 っ た(第3節(4)参 照)
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(2) In vitroに お け るSigEとChlHの タ ンパ ク質 問相 互 作 用

酵 母 ツーハ イ ブ リ ッ ドス ク リー ニ ン グの 結 果 を基 に、まずSigEとChlHのin

vitroに お け る結 合 実 験 を行 った 。SigEをHis-tagと の 、ChlH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 で 精 製 した(精 製 タ ンパ ク質 を それ ぞれHis-SigE
、GST-chlHと した)(Fig.

5-1A)。 次 にGST-ChlHま た はGSTの み を 、His-SigEお よ び

glutathione-Sepharose 4Bレ ジ ン と混 合 し、遠 心 に よ り結 合 タ ンパ ク質 を沈 降

させ た と ころ 、GST-chlHとHis-SigEは 共 沈 降 した が、GSTの み の場 合 は

His-SigEが 得 られ な か っ た(Fig.5-1B)。 ベ イ トタ ンパ ク質 量 を段 階 的 に 変化

させ 、GST-pulldownを 行 った とこ ろ、GST濃 度 の増 加 は共 沈 降す るHis-SigE

の量 に影 響 が な か っ た が 、GST-ChlHの 濃 度 増 加 に伴 い 共沈 降す るHis-sigEタ

ンパ ク質 量 の増 加 が観 察 され た た め、ChlHとSigEと の特 異 的 な結 合 が検 出 さ

れ た(Fig.5-1C)。

次 に 、補 因 子 が相 互 作 用 に与 え る影 響 を調 べ た。ChlHは そ の ヒス チ ジ ン残 基

にMg2+が 結合 す る と予想 され(Walker and Willows, 1997)、invitroで の生 化

学 的 実 験 に よ り、ChlHはChlI-ChlDと 複 合 体 を形 成 す る前 に 、Mg2+を 付 加 す

る こ とが示 唆 され てい る(Jensen et al., 2000)。 また 、 高 等植 物 の葉 緑体 か ら

ChlHを 精 製 す る 際 に 、Mg2+が 高 濃 度(5mM MgCl2)で は葉 緑 体 内 膜 画 分 に 、

Mg2+が 低 濃 度(1 mM MgCl2)で は ス トロマ 画 分 に含 まれ る こ とが 示 され て い

る(Gibson et al., 1996; Nakayama et al., 1998)。GST-pulldownに よ り、SigE

とChlHと の 結 合 にお け るMg2+の 影 響 を調 べ た と ころ 、Mg2+濃 度 の 上 昇 に伴 い 、
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GsT-chlHとHis-SigEの 結 合 が 促 進 され る こ と が 判 っ た(Fig.5-2)。

次 に 、Mg-キ ラ タ ー ゼ の 基 質 で あ るProtoお よび 生 成 物 で あ るMg-Protoの 影

響 を 調 べ た 。Mg-Proto存 在 下 、 非 存 在 下 でGST-pulldownを 起 こ っ た と こ ろ 、

Proto、Mg-Protoに よ りGST-ChlHとHis-SigEの 結 合 が 阻 害 され る こ とが 判

っ た(Fig.5-3A)。 次 にMg2+濃 度 を 固 定 し、Proto、Mg-Protoの 濃 度 を段 階 的

に 変 え て 、GST-pulldown解 析 を 行 っ た(Fig.5-3B)。Mg2+濃 度 を2mMに 固

定 した 場 合 、GsT-chlHとHis-SigEの 結 合 強 度 がMockの50%に 阻 害 され る

Proto、Mg-Protoの 濃 度(I50proお よ びI50Mpro)は 、 そ れ ぞ れ0.50μM、3.8μM

で あ っ た(Fig.5-3B)。
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Table 5-1 SigE、ChlH、GSを ベ イ トと した酵 母 ツー ハ イ ブ リ ッ ドス ク リー ニ

ン グ の結 果1

1.結 果 は 、ORFがin frameでPreyベ ク ター に含 まれ て い る コ ロニ ー の み を ポ

ジテ ィブ と した。

2.sigEの 結 果 は 、 ポ ジ テ ィブ ク ロー ンが2つ 以 上 の遺 伝 子 、 ま た はPrey側 を

ベ イ トと した ツー ハ イ ブ リッ ドス ク リー ニ ン グ に よ り、SigEの 結合 が 見 られ た

遺 伝 子 のみ を記 載 した。
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Fig.5-1 His-SigEとGST-ChlHの 精 製 とGST-pulldownに よる相 互 作 用解 析

A.GsT-chlH(左 図)とHis-SigE(右 図)の 精 製 。GST-ChlHは 可 溶 性 画 分 よ

り、His-SigEは 不溶 性 画 分 よ り精 製 し、それ ぞれ6%、12%SDS-PAGEゲ ル を

用 い て 泳 動 し、 ク マ シ ー ブ リ リ ア ン トブ ル ー に よ っ て 染 色 し た 。B,C.
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GST-pulldown解 析 。 精 製 したGSTま た はGST-ChlHを(B)2.0μg、(C)

0.1,0.5,1,3,6μgず つglutathione-Sepharose 4Bレ ジ ン に 結 合 させ 、His-SigE

1.0μgを 、2mM MgCl2存 在 下 で 加 え 、ベ イ トタ ン パ ク 質 と共 沈 降 したHis-SigE

を 、 抗SigE抗 血 清 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トに よ り検 出 し た 。C .は

GST-ChlHが6.0μgの 時 のHis-SigEの 量 を100と した 相 対 値 で 表 し た 。
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Fig.5-2 His-SigEとGST-ChlHの 結 合 に対 す るMg2+とATPの 影 響

GST-pulldown解 析 。 精 製 したGSTま た はGST-ChlHを2.0μgず つ

glutathione-Sepharose 4Bレ ジ ンに結 合 させ 、His-SigE 1.0μgを 、 それ ぞれ

0,2,20 mM MgCl2存 在 下お よび1mM ATP非 存在 下(黒)ま た は存 在 下(白)

で 加 え、 ベ イ トタ ンパ ク質 と共 沈 降 したHis-SigEを 、抗SigE抗 血 清 を用 い た

ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トに よ り検 出 した。下 図 は、Mgcl2O mMの 時 のHis-SigEの

量 を100と した 相 対 値 で 表 した。 実 験 は 独 立 して4回 行 い 、そ の 平均 と標 準 偏

差 を示 した。
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Fig.5-3 His-SigEとGST-ChlHの 結 合 に 対 す るProto、Mg-Protoの 影 響

A.精 製 し たGSTま た はGST-ChlHを2.0μgず つglutathione-Sepharose 4B

レ ジ ン に 結 合 させ 、His-SigE 1-0μgを 、 そ れ ぞ れ0,0.2,0 .6,1,2,5 mM MgCl2
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お よび25μM Proto、25μM Mg-Proto存 在 下 で加 え(MockはDMSO添 加)、

ベ イ トタ ンパ ク質 と共 沈 降 したHis-SigEを 検 出 した。 下 図 はMock、Mgcl2 5

mMの 値 と100と した相 対値 で表 した。B.A.と 同様 のGST-pulldown解 析 を 、

2mM MgCl2お よび0.2,1,5,25μM Protoま た はMg-Proto存 在 下 で行 った。

下 図 はMockの 値 を100と した相 対 値 で 表 した。
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(3) ChlHお よびSigEは マ グネ シ ウムイ オ ン濃 度 依 存 的 に共 局 在 す る。

高 等 植 物 にお い て 、細 胞 か らChlHを 抽 出す る際 に、 細 胞破 砕 液 中の マ グネ

シ ウム が高 濃 度(5mM)の 場 合 は膜 画 分 に、 低 濃 度(1mM)の 場 合 は可溶 性

画 分 に それ ぞれChlHが 検 出 され る こ とが知 られ て い る(Gibson et al., 1996;

Nakayama et al., 1998)。 そ こで 、Synechocystis細 胞 を用 い て、10 mM Mg2+

非 存 在 下 ま た は 存 在 下 に お け る細 胞 内 タ ンパ ク質 の抽 出 を行 った と ころ 、高 等

植 物 と同様 に、ChlHはMg2+存 在 下 で膜 画 分 に 、Mg2+非 存在 下 で 可溶 性 画 分 に

多 く検 出 され た(Fig.5-4)。 そ の 際 のSigEの 局 在 を調 べ た と ころ、ChlHと 同

様 に 、Mg2+存 在 下 で 膜 画 分 に 、Mg2+非 存在 下 で 可 溶 性 画 分 に 多 く検 出 され た

(Fig.5-4)。 この こ とか ら、Synechocystis細 胞 内 に お い て 、SigEとChlHが

マ グネ シ ウム イ オ ン濃 度 依 存 的 に共 局在 して い る可能 性 が示 唆 され た。

(4) マ グネ シ ウム 欠 乏 に よ るSigEレ ギ ュ ロ ン の発 現 誘 導

腸 内細 菌 を始 め とす る他 の バ クテ リア の シ グマ 因子 は 、 ア ンチ シ グマ 因子 な

どの 他 の タ ンパ ク質 に よ り細 胞 質 膜 に トラ ップ され 、 そ の転 写 活 性 が抑 え られ

る こ とが 知 られ て い る(Helmann,1999)。 これ ま で の結 果 に よ り、SigEとChlH

の結 合 がMg2+に よ り促 進 され(Fig.5-2)、 そ の際 に は細 胞 質 膜 ま た は チ ラ コイ

ド膜 に付 着 して い る可能 性 が示 され た(Fig.5-3)。 こ の こ とか らSigEは 、マ グ

ネ シ ウム イ オ ン濃度 の低 下 に よ り、 細 胞 質 に放 出 され 、活1生化 され る こ とが 予

想 され た。 そ こで 、 マ グネ シ ウム 欠 乏 に よ るSigEレ ギ ュ ロン のmRNA量 を ノ

ー ザ ンプ ロ ッ トに よ り調 べ た とこ ろ
、 マ グネ シ ウム欠 乏10分 後 にOPP経 路 遺

伝 子 の発 現 が誘 導 され る こ とが判 っ た(Fig.5-5A)。 発 現 誘 導 は30分 後 ま で続
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き、60分 後 で はマ グネ シ ウム欠 乏前 のmRNA量 に戻 っ た(Fig.5-5A)。 この 際

のsigEお よびchlHの タ ンパ ク質 量 を調 べ た と ころ 、sigEお よびChlHは マ

グネ シ ウム欠 乏 に よ っ て もタ ンパ ク質 量 変 化 が 見 られ なか った た め(Fig.5-5B)、

SigEが 翻 訳 後 レベ ル で脱 抑 制 され 、OPP遺 伝 子 の 転 写 を一過 的 に促 進 す る こ と

が 考 え られ た。

(6)暗 条 件 下 お よびSigE欠 損 に よ るChlHタ ンパ ク質 の減 少

ク ラ ミ ドモ ナ ス 、 高等 植 物 に お い て 、chlHの 発 現 は 暗条 件 下 か ら明条 件 下 に

移 す こ と に よ り増 加 す る こ と が 知 られ て い る(Nakayama et al., 1998;

Papenbrock et al., 1999; Chekounova et al ., 2001)。Synechocystisに お い て 、

ChlHタ ンパ ク質 量 の 明 暗条 件 下 で の変 化 を調 べ た とこ ろ、明 条 件 下 か ら暗条 件

下 へ 移 行 す る こ とに よ り、ChlHタ ンパ ク質 量 が 減 少 す る こ とが 明 らか に な っ た

(Fig.5-6)。 次 にin vitroでChlHと の結 合 が 見 られ たSigEの 欠 損 株(G50)

にお け るChlHタ ンパ ク質 量 を調 べ た とこ ろ、明 条 件 下 にお い て 、ChlHタ ンパ

ク質 量 がGT株 の64.5%に 減 少 して い る こ とが 判 った(Fig.5-6)。 ま た 、暗 条

件 で のChlHタ ンパ ク質 量 の減 少 は 、G50株 にお い て も観 察 され た(Fig .5-6)。

ま た 、SigE欠 損 に よ りChlHタ ンパ ク質 量 が減 少 した が 、G50株 の ク ロロ フ ィ

ル 量 はGT株 と同 等 で あ った 。
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Fig.5-4.マ グネ シ ウムイ オ ン濃 度 依 存 的 なChlHお よびSigEの 局 在
。 通 常 培

養 条件 で培 養 したGT株 を 、10mM MgCl2存 在 下 ま た は非 存 在 下 で破 砕 し、遠

心 後 に上 清 を 回 収 した(Whole)。 得 られ た 上 清 を超 遠 心 に か け 、 可溶 性 画 分

(Sup)と 膜 画 分(Ppt)に 分 画 した 。ChlHとSigEタ ンパ ク質 の検 出 は 、そ れ

ぞれ6%、12%SDS-PAGEゲ ル に各5μgず つ 泳 動 し、抗ChlH抗 血清 ま た は抗

SigE抗 血清 で 検 出 した。
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Fig.5-5Mg欠 乏 に よ るSigEお よびSigEレ ギ ュ ロ ンの発 現 変 化

A.Modified BG-11で 培 養 したGT株 をマ グネ シ ウム 欠 乏 後0、10、30、60、

120分 で 回収 し、RNAを 抽 出 した 。 各 レー ン全RNA(各5μg)ず っ 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(kb)。 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.ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト解 析 。

Aと 同様 の 条 件 で 回収 した細 胞 か らタ ンパ ク質 を抽 出 し、各 レー ン5μgず つ タ

ンパ ク質 を 泳動 し、抗SigE抗 血 清 ま た は抗ChlH抗 血 清 を 用い てSigEお よび

ChlHタ ンパ ク質 を検 出 した。
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(7) GSとSigEのin vitroに お け る相 互作 用

酵 母 ツー ハ イ ブ リ ッ ドス ク リー ニ ン グの結 果 、ChlHに 加 え、GSもSigEに

結 合 す る可能 性 が示 唆 され た た め 、in vitroに お け る結 合 実 験 を行 った。 まず 、

GS全 長 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 で精 製 した(精 製 タ ンパ ク質 をGST-GSと した)(Fig.

5-7A)。 次 に、精 製 したGST-GSとHis-SigEを 用 い てGST-pulldown解 析 を行

った とこ ろ、GST-GSとHis-SigEが 共 沈 降す る こ とが判 っ た(Fig.5-7B)。 一

方 、SigE欠 損 株 に お け るGSタ ンパ ク質 量 を調 べ た とこ ろ、 明 条件 下お よび 暗

条 件 下 にお け るGT株 との差 は見 られ なか っ た(Fig.5-7C)。

115



Fig.5-6明 暗条 件 下お よびSigE欠 損株 に お け るChlHタ ンパ ク質 量測 定

GT株 お よびG50株 に お け るChlHタ ンパ ク質 量。Modified BG-11で 培 養 した

GT株 お よびG50株 を明 条件(L)、 暗 条 件1時 間(D1) 、暗 条件4時 間(D4)

で細 胞 を回 収 し、超 音 波 破 砕 に よ りタ ンパ ク質 を抽 出 し、各 レー ン全 タ ンパ ク

質 量6.0μg分 ず つ6% SDS-PAGEゲ ル に泳 動 し、抗ChlH抗 血 清 を用 い た ウエ

ス タ ンブ ロ ッ トを行 っ た。 下 図 はGT株 のLのChlH量 を100と した 相対 値 で

表 した 。 実 験 は 独 立 して3回 行 われ 、 そ の 平 均 と標 準偏 差 を示 した。
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Fig.5-7 GST-GSの 精 製 とGsT-pulldownに よ るHis-SigEと の 相 互 作 用 解 析

A.GST-GSの 精 製 。GST-GSを 大 腸 菌 で 大 量 発 現 させ 、可 溶 性 画 分 よ り精 製 し、

12% SDS-PAGEゲ ル を 用 い て 泳 動 し、ク マ シ ー ブ リ リア ン トブ ル ー に よ っ て 染

色 した 。B.GST pulldown解 析 。精 製 したGSTま た はGST-ChlHを3 .0μgず

つglutathione-Sepharose 4Bレ ジ ン に 結 合 さ せ 、His-SigE 1.0μgを 加 え 、 べ
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イ トタ ンパ ク質 と共 沈 降 したHis-SigEを 、抗SigE抗 血 清 を用 い た ウエ ス タ ン

ブ ロ ッ トに よ り検 出 した。C.GT株 お よびG50株 にお け るGSタ ンパ ク質 量 。

Modified BG-11で 培 養 したGT株 お よびG50株 を 明条 件(L)、 暗 条件1時 間

(D1)、 暗 条件4時 間(D4)で 細胞 を回収 し、超 音 波 破 砕 に よ りタ ンパ ク質 を

抽 出 し、各 レー ン全 タ ンパ ク質 量6.0μg分 ず つ12% SDS-PAGEゲ ル で泳 動 し、

抗GS抗 血 清 を用 い た ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トを行 っ た。
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第4節 考察

本 研 究 にお け る酵 母 ツー ハ イ ブ リッ ドス ク リー ニ ン グ に よ り、SigEの 新 規 結

合 タ ンパ ク質 と してMg-キ ラ ター ゼHサ ブユ ニ ッ トChlHと グル タ ミン シ ンセ

ター ゼGSが 得 られ た(Table 5-1)。 近 年 、代 謝酵 素 が代 謝 酵 素 と して の機 能 だ

け で な く、 転 写 に 直接 働 く事 例 が数 多 く報 告 され て い る。 例 と して 、哺 乳 類 細

胞 にお い て 、解 糖 系酵 素GAPDHを 含 む 転 写 複 合 体 が ピス トンH2Bの 転 写 をS

期 特 異 的 に促 進 す る こ と(Zheng et al., 2003)、 酵 母 ミ トコ ン ドリア に局在 す る

アル ギニ ン合 成 酵 素Arg5,6がCOX1な どの呼 吸 鎖 遺伝 子 群 の プ ロモ ー ター に結

合 す る こ と(Hall et al., 2004)、 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ細 胞 質 局 在 解 糖 系 酵 素HXK1

が核 に移 行 して複 合 体 を形 成 し、CAB(ク ロ ロフ ィルa結 合 タ ンパ ク質)の 転 写

を抑 制 す る こ と(Cho et al., 2006)な どが知 られ て い る。 また 、原 核 生物 で も

枯 草 菌GSが 窒 素 関 連 転 写 因 子TnrAと 直 接 相 互 作 用 し、TnrAの プ ロモー ター

DNAへ の 結 合 を阻 害 す る こ とが 判 って い る(Wray et al., 2001)。 前述 の通 り、

ChlHは 、 高 等 植 物 に お い て 、葉 緑 体 か ら核 へ の シ グ ナ ル 伝 達 に必 須 で あ り

(Mochizuki et a1-, 2001)、 ま た 、 ア ブ シ ジ ン 酸 の 受 容 体 と して も働 くな ど

(Shen et al., 2006)、 多様 な機 能 を持 つ タ ンパ ク質 で あ る。ChlHお よびGS

とSigEの 相 互作 用 の意 義 は 明 らか で な い が 、 両 代 謝酵 素 がSigEの 活 性 を制御

す る 可能 性 が あ る。

酵 母 ツー ハ イ ブ リッ ド解 析 の結 果 よ り、ChlHはSigEの23～237ア ミノ酸 残

基 に結 合 す る こ とが示 唆 され た(Table 5-1)。SigA～Dを ベ イ トと した 酵 母 ツー

ハ イ ブ リッ ドス ク リー ニ ン グで は 、ChlHは 結 合 タ ンパ ク質 候 補 と して 得 られ な

か っ た た め(か ず さDNA研 究 所)、SigE特 異 的 にChlHが 結 合 す る と考 え られ
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る。SynechocystisのSigA～Eの ア ライ メ ン トを作 成 した とこ ろ、シ グマ 因子 の

N末 端 側 に比 較 的保 存 性 の低 い領 域 が あ る(Fig.5-6)。 特 にSigEの23～54ア

ミノ酸 残 基 お よび86～122ア ミノ酸 残 基 領 域 は他 の シ グマ 因子 との相 同性 が ほ

とん どみ られ な い た め、 この領 域 がChlHと の相 互 作 用 に働 い て い る可 能性 が

考 え られ る。

SigEとChlH間 の 相 互 作 用 は、Mg2+濃 度 の 上昇 に よ り促 進 され る こ とが明 ら

か に な っ た(Fig.5-2A,B)。Mg2+濃 度 の変 動 はSynechocystis細 胞 にお い て 不

明 で あ るが 、 高 等植 物(ホ ウ レン ソ ウ)の 葉 緑 体 にお い て 、 光 照射 に よ りMg2+

がチ ラ コイ ドか らス トロマ に放 出 され 、ス トロマ のMg2+濃 度 が上 昇 す る こ とが

知 られ て い る(Ishijima et al., 2003)。 蛍 光 プ ロー ブ を用 い た研 究 に よ り、暗 条

件 下 で の ス トロマ のMg2+濃 度 は約0.5mMで あ り、光 照射 に よ り約2mMに 上

昇 す る こ とが判 っ て い る(Ishijima et al., 2003)。 明条 件 、 暗 条 件 下 で のMg2+

濃 度 を それ ぞれ2、0.5mMと 仮 定 す る と、Fig.5-3Aよ りSigEとChlHの 相 互

作 用 は 、 そ れ ぞ れ 最 大 値 の79.1%、47.3%の 結 合親 和性 を示 し、Mg2+の 濃 度 依

存 的 に 明 暗 条 件 で の結 合 が 決 定 され る 可能 性 が あ る。 ま た 、 前述 の 通 り、 葉 緑

体 のChlHは 高Mg2+濃 度 で は葉 緑 体 内膜 に 、低Mg2+濃 度 で は ス トロマ に局 在

す る こ とが 示 唆 され て い る こ とか ら(Gibson et al., 1996; Nakayama et al.,

1998)、SynechocystisのChlH、 お よびSigEもMg2+依 存 的 に 明暗 条 件 で 局在

が 変 化 す る可 能 性 が あ る。 今 後 はSynechocystis細 胞 内 に お け るMg2+濃 度 の測

定 と と もに 、in vivoで のSigEとChlHの 相 互 作 用 を明 らか にす る必 要 が あ る。

一 方
、Protoま た はMg-Proto添 加 に よ りSigEとChlHの 結 合 が 阻 害 され る

こ とが判 っ た(Fig.5-3A)。I50Proお よびI50Mproは そ れ ぞ れ0.50μM、3.8μMで
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Fig.5-8 Synechocystis sigA～Eの 配 列 比 較

CyanoBase (http://ww.kazusa.or.jp/cyano/)よ り 得 たsigA～Bの 配 列 を
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ClustalWプ ロ グ ラ ム(http://www.ddbj.nig.ac.jp/search/clustalw-j.html)に よ

りア ラ イ メ ン トを 作 製 し、BoxShade3.21に よ り描 画 し た 。保 存 性 の 高 い 残 基 を

黒 色 、 比 較 的 高 い 残 基 を 灰 色 で 表 し た 。 矢 頭 は 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド解 析 よ

り予 想 され たChlHと の 結 合 領 域 の 始 点 と終 点 を 示 す 。GenBank accetion No.

sigA, BAA18672; sigB, BAA10020; sigC, BAA10419; sigD, BAA17711; sigE,

BAA17757.
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あ り、Protoに よ る結 合 阻 害 の効 果 が大 き か っ た。Protoお よびMg-Protoの ア

ナ ロ グで あ るDeuteroporphyrinIX (Deutero)お よびMg-DeuteroporphyrinIX

(Mg-Deutero)を 用 い た 蛍 光 測 定 に よ り、SynechocystisのChlHは 、 モ ノマ

ー でProtoお よびMg-Protoを 結 合 す る こ とが 明 らか に な って い る(Karger , et

al., 2001)。ChlHに 対 す るDeutero、Mg-Deutroの 解 離 定数 は 、それ ぞれ 。Kd=

1.22、2.43μMで あ り、ATP、MgCl2の 存 在 下 で それ ぞれKd=4.00、5.24に 増

加 す る(Karger, et al-, 2001)。 これ らの 結 果 よ り、ChlHに 対す るProtoと

Mg-Protoの 親 和 性 の差 は2倍 以 内 で あ る こ とが判 る。 従 っ て、Mg-Protoに 比

べ 、Protoに よ るSigEとChlHの 結 合 阻害 の効 果 が高 い 理 由 は、Mg-Proto、

ProtoのChlHに 対 す る親 和 性 の差 のみ で は ない と考 え られ る。ゲ ル濾 過 ク ロマ

トグ ラ フ ィー を用 い た研 究 か ら、溶 液 中 のChlHタ ンパ ク質 はProto、Mg2+、

ATP依 存 的 に 、 モ ノ マ ー 、 テ トラ マ ー 、 オ リ ゴマ ー の 割 合 が 変 化 す るた め

(Karger, et al., 2001)、 これ らの補 因 子 に よ りChlHの 構 造 変 化 が起 こ る こ と

が 予想 され る。 これ らの こ とか ら、Proto添 加 に よ り、ChlHに 構 造 変 化 を 引 き

起 こ し、 そ の 結 果SigEと の結 合 が な くな る こ とが 考 え られ る。今 後 はProto、

Mg-Protoに よ るChlH構 造 変 化 を解 明す る必 要 が あ る。

シ ア ノバ クテ リア にお け るProto、Mg-Protoの 細 胞 内濃 度 につ い て は不 明 で

あ る が 、I50proお よびI50Mpro(0.50μM、3.8μM)は 、細 胞 内濃 度(nM～pM単

位)よ りもは るか に 高 い と予想 され るた め、Proto、Mg-Protoは 、 特別 な条 件

下 で の みSigEとChlHの 相 互 作 用 に寄 与 す る と考 え られ る。高 等植 物 にお い て 、

ノル フ ラ ゾ ン添加 に よ る酸 化 ス トレス に よ りMg-Protoが 蓄積 し、これ が葉 緑 体

か ら核 へ の シ グナ ル とな って核 の 転 写 を制 御 す る こ とが知 られ て い る(Strand
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et a1., 2003)。 ま た 、植 物 細 胞 にお い て 、diphenyl-ether-typeの 除草 剤 添 加 に

よ るProtoの 蓄 積 に よ って 、 光 依 存 的 な細 胞 障 害 が 起 こ る こ とが 明 らか に な っ

てい る(Matringe and Scalla, 1988, Witkowski and Halling, 1988)。 第2章 の

研 究 よ り、SigEはOPP経 路 を正 に制御 す る こ とが 明 らか に な った が 、 大腸 菌

に お い てzwfの 転 写 は 、活 性 酸 素 に よ り活 性 化 され たSoxR、SoxSに よ り促 進

され る こ とが判 っ て い る(Pomposiello and Demple, 2001)。 ま た 、サル モ ネ ラ

や トリパ ノ ソー マ な どの バ クテ リア にお い て 、zwfの 欠 損 株 は酸 化 ス トレス に感

受 性 に な る こ とが 知 られ て い る(Lundberg et al., 1999; Igoillo-Esteve and

Cazzulo, 2006)。 この よ うに、 テ トラ ピ ロー ル化 合 物 が 蓄 積 す る よ うな酸 化 ス

トレス条 件 下 に お い て 、SigEがChlHか ら解 離 す る こ とに よ り、OPP経 路 を は

じめ とす る糖 異化 遺伝 子 群 の発 現 を増 加 させ る こ とが考 え られ る。

本 研 究 に よ り、ChlHに 加 え、 窒 素代 謝 酵 素 で あ るGSとSigEがin vitroで

相 互 作用 す る こ とが 明 らか に な った(Fig.5-5B)。 前 述 の よ うに 、GSに は 代謝

以 外 の機 能 を有 す る事 例 が あ り、枯 草 菌GSは グル タ ミンお よびAMP存 在 下 で

TnrAと 相 互 作 用 し、TnrAのamtB(ア ンモ ニ ウム トラ ンス ポ ー ター)プ ロモ

ー ター へ の結 合 を 阻害 す る(Wray et al ., 2001)。 この よ うに、 枯 草 菌 に お い て

GSは 、代 謝 酵 素 と して の機 能 だ けで な く、グル タ ミン を介 した窒 素 栄 養 状 態 の

セ ンサ ー と して も働 く。SynechocystisのSigEは 、窒 素 欠 乏 時 にNtcAに よ り

転 写 が 活 性 され 、 タ ンパ ク質 量 が増 加 す る シ グマ 因子 で あ るが(第2章 、 第4

章 参 照)、 枯 草 菌 の よ うに、 翻 訳 後 レベ ル で もGSに よ り活性 が 制御 され て い る

可 能性 が あ る。GS-GOGATサ イ クル の 基 質 の1つ で あ る2-OGは 、糖 異 化 に よ

り供 給 され る た め 、GSを 介 して窒 素 栄 養 状 態 の シ グナ ル をSigE伝 達 し、糖 異
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化経路を調節す ることにより、GS-GOGATサ イ クル と糖異化のバ ランス を調節

している可能性がある。
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Fig.5-9 ChlHと の タ ンパ ク質 問 相 互 作 用 に よ るSigE活 性 制御 機 構 のモ デ ル

SigEはChlHと 相 互 作 用 す る こ とに よ り、 そ の転 写 活 性 が抑 制 され て い るが 、

Mg2+濃 度 の 減 少 、 また はProto(ま た はMg-Proto)濃 度 の上 昇 に よ りChlHか

ら解 離 し、SigEレ ギ ュ ロ ンで あ る糖 異化 遺 伝 子 群 の 転 写 を促 進 す る。
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第6章

総合討論
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本 研 究 に よ り、Synechocystisに お け る糖 異 化 がSigEに よ り正 に制 御 され

(Osanai et al., 2005a)、 ま た 、そ の 上流 に はPII、PamA、NtcAな どの シ グナ

ル 受 容 タ ンパ ク質 群 存 在 し、SigEの 発 現 を正 に制 御 す る こ とが判 った(Osanai

et al., 2005b; Osanai et al., 2006)。 さ らにSigE結 合 タ ンパ ク質 と してChlH

お よびGSを 同 定 し、代 謝酵 素 に よ るSigEの 翻 訳 後 制御 の 可 能性 を提 示 した。

この よ うに、 本 研 究 で は窒 素 シ グナ ル 、C/Nバ ラ ンス シ グナ ル がSigE、PII、

PamA、NtcAな どを介 して 糖 異 化 遺 伝 子 群 の発 現 を制御 す る とい う、新 しい 炭

素-窒 素 代 謝 間 の 相 互 作 用 経 路 を提 唱 す る こ とが で きた。

(1) 糖 異 化 遺 伝 子 群 の 多 重 発 現 制御 機 構

本研 究 をは じめ とす る これ ま で の解 析 に よ り、Synechocystisの 糖 異 化 遺伝 子

群 の転 写 に 関 与す る因子 と して 、SigE、Hik8、NtcA、PII、PamAな ど多 くの

タ ンパ ク質 が 同 定 され た。 これ らの 研 究 に よ り、 糖 異 化 遺 伝 子 を制 御 す る シ グ

ナ ル と して 、1.明 暗 変 化 、2.サ ー カ デ ィ ア ン リズ ム 、3.窒 素 シ グナ ル 、4.C

/Nバ ラ ン ス が考 え られ る(Fig.6-1)。 明 暗変 化 につ い て は 、SigEは 暗条 件 下

で活 性 化 す る と考 え られ る が 、 タ ンパ ク質 量 は増 加 しな い た め 、翻 訳 後 レベ ル

で の制 御 が考 え られ 、SigEの 結 合 タ ンパ ク質 で あ るChlHが 寄 与 して い る可能

性 が あ る(第5章 参 照)。サ ー カデ ィア ン リズ ム につ い て は、KaiABC複 合 体 と、

KaiCに 直 接 結 合 す るHik8 (SasA)が 必 須 で あ る と 思 わ れ る 。 最 近 、

SynechococcusのSasAの 下流 に存 在 す る レス ポ ン レギ ュ レー ター(RpaA)が

同定 され(Takai et al., 2006)、Synechocystisに お い て も 同様 に レス ポ ンス レ

ギ ュ レー ター(RpaA,Slr0115)を 介 したHik8の 糖 代謝 制御 が 予想 され る。 本 研
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究により、SigEとHik8は 遺伝 学的に同一経 路にあ ることが示唆 されるので(Fig.

4-8)、Hik8-RpaAに よるSigEの 発現 に関与す る制御機構 につ いても解析する

必要がある。窒素シグナルについては、NtcA変 異株 にお いて糖異化遺伝子群の

窒素欠乏時の誘導が見 られなくなることが判った(第4章 参照)。 また、窒素欠

乏4時 間後 の誘導 はSigE欠 損株 で も観 察 され たため、窒素欠乏時の糖異化遺伝

子群の発現には、SigEの み な らず他 の転写 因子 も関与 していることが示唆され

た。第3章 の研究 に よ り、C/Nバ ランスセ ンサーPIIの 結合 タンパ ク質PamA

を同定 し、遺伝学 的にPamAがSigEの 発現 を正 に制御す るこ とを明 らかに し

た(第3章 参照)。PamAがSigEの 発現 を制御す る機構 は不明で あるが、この

結果は糖異化遺伝子群が窒素欠乏シグナルだけでなく、C/Nバ ランス シグナル

の下流 に存在す る可能性を示す ものである。今後は、C/Nバ ランスが崩れ た条

件、特 に炭素過剰の条件における糖異化遺伝子群の発現解析 を行 う必要がある。

(2) 窒素欠乏下 にお ける時間的発現制御カスケー ド

前述の通 り、本研究では窒素欠乏下における糖異化遺伝子群発現制御 の多重

性 を示 したが、これまでのモデルは時間概念のない 「スナップショッ ト」モデ

ルである。 しか し、Synechocystis細 胞 は、窒素欠乏 下で段階的 にmRNAお よ

び タンパ ク質プ ロフ ァイル を変化 させ、休眠型細胞へ と分化 してい くと予想 さ

れ る。従って、糖異化遺伝子発現についても窒素欠乏下で経時的に解析するこ

とが必須である。予備的なデータとして、ノーザンプ ロッ トにより窒素欠乏下

での経時的なmRNA量 変化 を調べた ところ、glnAやglnBは 窒素欠乏後1時 間

以 内で発現量 の ピー クを迎 え、その後減少 していったが、sigEお よび糖異化 遺

129



伝子群は、窒素欠乏2時 間後 か ら発現 の増加 が見 られ 、少なくとも8時 間後 ま

ではmRNA量 の減少 が見 られ なかった(Fig.6-2)。 この結果 か ら窒素欠乏後8

時間までの間 に少 な くとも3つ のPhaseが 存在す るこ とが予想 され た(Fig.6-3)。

窒素欠乏後 に最 も早 く発現誘導 を受ける遺伝子は、NtcAの み に依存す る と思わ

れ る(Phase 1)。NtcAに は窒素欠乏の シグナル代謝 産物 である2-OGが 直接結

合 し、glnAな どの転写 を促進す る ことが知 られている(Tanigawa et al., 2002、

第2章 参照)。 このPhase 1で は糖 異化遺伝 子群 は発現誘 導 を受けない(Fig.

6-3)。 このモデルは、糖 異化 遺伝 子のプロモーターにはNtcA結 合配列 がな く、

NtcAに よ り間接 的に転 写が促進 され る とい う結果に基づく(第4章 参照)。 続

いて、糖 異化 遺伝子 群のmRNA量 が窒素欠乏後2時 間以 降で増加す るが、この

増加 にはNtcAが 必須 であ る。 しか し、SigEは 必須 ではないた め、NtcAの 制

御 下 にある別 の転写 因子 が関与 していると思われ る(Phase 2)(第4章 参照)。

また、NtcA依 存 遺伝 子群の 中にも、NtcAの プロモー ター配列への結合親和性

に違いがあることが予想 され、それ によって発現 レベル、タイ ミングが異なる

と考えられ る(Phase 2)。NtcAの 制御 下に あるが、SigEの 発現誘 導は比較 的

遅 いため、窒素欠乏後長時間に渡 る高mRNAレ ベル の維持 にSigEが 働 く可能

性 があ る(Phase 3)。 本研 究で は窒素欠乏後4時 間 とい う時点で研 究を行 った

が、今後はさらに窒素欠乏後の長時間に渡った解析を進めることが重要である。
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Fig.6-1糖 異化遺伝 子発現 の多重制御 モデル

これまでの解析により、糖異化遺伝子群の上流シグナル として、明暗変化、サ

ーカデ ィアンリズム、窒素欠乏、およびC/Nバ ランスが存在す ることが示唆

され た。さらに、本研究を含む解析 により、明暗変化はChlH、 サーカデ ィアン

リズムはHik8、 窒素欠 乏、C/Nバ ランスはNtcA、PII、PamAを 介 してSigE

お よび未知転 写因子 にその シグナル が伝達 され、糖異化遺伝子群の発現が制御

され ると思われる。

131



Fig.6-2ノ ー ザ ン プ ロ ッ トに よ る窒 素 欠 乏 後 の経 時 的mRNA量 変 化

Modified BG-11で 培 養 したGT株 の 窒 素 欠 乏 後0、1、2、3、4、6、8時 間 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 ンプ ロ ッ ト解 析 を行 った 。 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。

132



Fig.6-3窒 素欠乏 下にお け る糖異化遺伝子群の経時的発現制御モデル

窒素欠乏時に細胞内の2-OGが 蓄積 し、2-OGがNtcAに 結合す るこ とに よ り、

glnA、glnBと ともに、未 同定の転写因子、sigEの 発現 が促進 され る(Phase 1)。

次にNtcAに よ り活性化 した未知 の転写 因子 により糖異化遺伝子の発現が増加

する(Phase 2)。 最後 に よって、糖異化遺伝子群 の発現が高い レベルに保たれ

ると考えられる(Phase 3)。
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(3) SigEお よびSigEレ ギ ュ ロン の共 進 化 につ い て

シ ア ノバ ク テ リア は グル ー プ2シ グマ 因子 を複 数 持 つ こ とが 知 られ て い るが

(第1章 参 照)、 田 中寛 博 士 に よ り作 製 され た シ ア ノバ クテ リア シ グマ 因子 の 系

統 樹 よ り、Synechocystis、Nostocを は じ め とす るSigEを 保 持 す る種 、

Prochlorococcus、Synechococcusを は じめ とす る保 持 しない 種 に 区別 が で き る

(Table 6-1)。 第2章 の 結 果 よ り、SigEの 制 御 下 に は糖 異 化 遺伝 子 群 が あ るが 、

す べ て の糖 異 化 遺 伝 子 がSigEの 制 御 下 に あ るわ けで は な く、例 えば ホ ス ホ フル

ク トキナ ー ゼ は 、Sll1196はSigE依 存 で あ るが 、Sll0745はSigE非 依 存 で あ る

(第2章 参 照)。 これ ま で に 明 らか に な っ てい る シ ア ノバ クテ リア の 配 列情 報 を

用 い て ホ ス ホ フル ク トキ ナ ーゼ の 系統 解 析 を行 っ た と ころ 、(i)海 洋 性 シア ノバ

クテ リア の 多 くはPfkAを 持 た ない こ と、(ii)SigE非 依 存 のPfkA (Sll0745)

は海 洋 性 シ ア ノバ クテ リア を 除 い て広 く保 存 され て い る こ と(SigE非 依 存型 ク

ラ ス ター)、(iii)SigE依 存 のPfkA(Sll1196)はSynechocystis、Nostocな ど

一 部 の シ ア ノバ クテ リア に だ け保 存 され て い る こ と(SigE依 存 型 クラ ス ター)

が判 っ た(Fig.6-4)。 これ らの結 果 を合 わせ 、SigEを 持 た な い シア ノバ クテ リ

ア種 は 、SigE依 存 型 ク ラス ター に含 まれ るPfkAを 持 た な い こ とが 明 らか にな

っ た(Fig.6-4)。 この よ うに 、SigEと そ の制 御 下 に あ る糖 異 化 遺 伝 子 群 が 共進

化 して きた 可能 性 が 考 え られ る。 共 進 化 の結 果 の表 現 型 につ い て は 定 か で は な

い が 、Synechocystis、Nostoc、Anabaenaの ほ とん どの種 は 、外 部 の 炭 素源 を

用 い た 従 属 栄 養 増 殖 が 可 能 で あ るの に対 し、海 洋 性 シア ノバ クテ リア の 多 くは

絶 対 独 立栄 養 増 殖 型 で あ るた め 、SigEお よびSigEレ ギ ュ ロン の保 持 が従 属 栄

養 能 の進 化 に 寄 与 した 可能 性 が あ る。
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Table 6-1シ ア ノバ クテ リア に お け るSigEの 保 持 と従 属 栄養 能 の相 関 関係

赤字は従属栄養能を持つ種、黒字は従属栄養能を持たない種を表す。
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Fig.6-4シ ア ノバ ク テ リアPfk遺 伝 子 の 系 統 樹

系 統 樹 は 、ClustalW(http://www.ddbj.nig.ac.jp/search/clustalw-j.html)を 用

い て 作 成 した ア ラ イ メ ン トフ ァイ ル を 、MacClade ver.XXに よ りギ ャ ッ プ お よ

び 非 相 同 領 域 を 削 除 し 、 再 度ClustalWを 用 い て 作 成 し た(Neighbor-Joining
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法)。 系 統 樹 はNJplotソ フ トに よ り描 画 した 。Synechocystis sp. PCC 6803: sll0745

(BAA10770), sll1196 (BAA16845); Anabaena sp. PCC 7120: alr1913 (BAB73612), 

all7335 (BAB77093); Nostoc punctiforme PCC 73102: ZP 00111935, 

Thermosynechococcus elongatus: tll1316 (BAC08868); Synechococcus sp. PCC 7942: 

0592 (ABB56624); Bacillus subtilis: BG12644 (CAB14879); Geobacter

metallireducens SGS-15: YP 383905. 括弧内は GenBank accession No..
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(4) 終 わ りに

本研究 は、光合成 単細胞 生物 シアノバ クテ リアを用いたC/Nバ ランス制御機

構 の解 明 を 目的 と し、その結果、糖異化制御機構 について、新規の制御因子お

よびシグナル伝達経路を同定す ることができた。代謝バランスは、基礎研究だ

けでなく、応用研究の上でも重要な分野である。多 くの研究者が、細胞増殖の

律速 となる栄養素(炭 素 、窒素、硫黄 、 リン、鉄 な ど)の 取 り込 み活性 や同化

効 率 を上昇 させ、作物 となる植物の生長を促進 させる試みを行っている。 しか

し、ある特定の元素の過剰取 り込み、同化は、細胞内におけるホメオスタシス

を保つためのフィー ドバ ック機構により、ある限界に達す ると考えられる。 こ

のフィー ドバ ック阻害を起 こす一因が、代謝バランスの崩れであると思われる。

代謝バランスの研究を進めることにより、代謝バ ランスシグナルのフィー ドバ

ック阻害を解除 しつつ、同化効率を上げるタンパ ク質、代謝産物プロファイル

を探索 し、 これ を利用することにより、植物の生長増進に貢献できるものと考

えられる。今後は、最 も単純な光合成生物であるシアノバクテ リアで研究を進

めるとともに、シアノバ クテ リアで明らかになった事実を高等植物 にフィー ド

バ ックし、その研究を進 めることが重要であるだろう。

138



参考文献

M. Aichi, N. Takatani and T. Omata, Role of NtcB in activation of nitrate assimilation 

genes in the cyanobacterium Synechocystis sp. strain PCC 6803. J. Bacteriol., 2001, 

183, 5840-5847. 

M. F. Aldehni, J. Sauer, C. Spielhaupter, R. Schmid and K. Forchhammer, Signal 

transduction protein PII is required for NtcA-regulated gene expression during nitrogen 

deprivation in the cyanobacterium Synechococcus elongatus strain PCC 7942. J 

Bacteriol., 2003, 185, 2582-2591. 

S. L. Anderson and L. McIntosh, Light-activated heterotrophic growth of the 

cyanobacterium Synechocystis sp. strain PCC 6803: A blue-light-requiring process. J. 

Bacteriol., 1991, 173, 2761-2767. 

T. Arcondeguy, R. Jack and M. Merrick, PII signal transduction proteins, pivotal 

players in microbial nitrogen control. Microbiol. MoL Biol. Rev., 2001, 65, 80-105. 

S. G. Ball and M. K. Morell, From bacterial glycogen to starch: Understanding the 

biogenesis of the plant starch granule. Annu. Rev. Plant Biol., 2003, 54, 207-233. 

S. Bedu, P. Pozuelos, B. Cami and F. Joset, Uptake of inorganic carbon in the 

cyanobacterium Synechocystis PCC 6803: physiological and genetic evidence for a 

high-affinity uptake system. MoL Microbiol., 1995, 18, 559-568. 

S. Burillo, I. Luque, I. Fuentes and A. Contreras, Interaction between the nitrogen 

signal transduction protein PII and N-acetyl glutamate kinase in organisms that perform 

oxygenic photosynthesis. J. Bacteriol., 2004, 186, 3346-3354. 

L. Caldovic and M. Tuchman, N-Acetylglutamate and its changing role through 

evolution. Biochem. J., 2003, 372, 279-290.

139



E. A. Campbell, 0. Muzzin, M. Chlenov, J. L. Sun, C. A. Olson, 0. Weinman, M. L. 

Trester-Zeditz and S. A. Darst, Structure of the bacterial RNA polymerase promoter 

specificity sigma subunit. Mol. Cell, 2002, 9, 527-539. 

E. Chekounova, V. Voronetskaya, J. Papenbrock, B. Grimm and C. F. Beck, 

Characterization of Chlamydomonas mutants defective in the H subunit of 

Mg-chelatase. Mol. Genet. Genomics, 2001, 266, 363-373. 

Y. M. Chen, T. S. Ferrar, E. Lohmeier-Vogel, N. Morrice, Y. Mizuno, B. Berenger, K. 

K. S. Ng, D. G. Muench and G. B. G. Moorhead, The PII signal transduction protein of 

Arabidopsis thaliana forms an arginine-regulated complex with plastid N-acetyl 

glutamate kinase. J. Biol. Chem., 2006, 281, 5726-5733. 

Y.-H. Cho, S.-D. Yoo and J. Sheen, Regulatory function of nuclear hexokinasel 

complex in glucose signaling. Cell, 2006, 127, 579-589. 

M. D. Edwards, I. R. Booth, and S. Miller, Gating the bacterial mechanosensitive 

channels: MscS a new paradigm? Curr. Opin. Microbiol., 2004, 7, 163-167. 

J. Espinosa, K. Forchhammer, S. Burillo and A. Contreras, Interaction network in 

cyanobacterial nitrogen regulation: PipX, a protein that interacts in a 2-oxoglutarate 

dependent manner with PII and NtcA. Mol. Microbiol., 2006, 61, 457-469. 

S. Ferrario-Mery, E. Besin, 0. Pichon, C. Meyer and M. Hodges, The regulatory PII 

protein controls arginine biosynthesis in Arabidopsis. FEBS Lett., 2006, 580, 

2015-2020. 

W. M. Fitch and E. Margoliash, Construction of phylogenetic trees. Science, 1967, 155, 

279-284. 

K. Forchhammer, Global carbon/nitrogen control by PII signal transduction in

140



cyanobacteria: from signals to targets. FEMS Microbiol. Rev, 2004, 28, 319-333. 

K. Forchhammer and A. Hedler, Phosphoprotein PII from cyanobacteria. Analysis of 

functional conservation with the PII signal-transduction protein from E. coli. Eur. 

Biochem., 1997, 244, 869-875. 

K. Forchhammer and N. Tandeau de Marsac, The PH protein in the cyanobacterium 

Synechococcus sp. strain PCC 7942 is modified by serine phosphorylation and signals 

the cellular N-status. J. Bacteriol., 1994, 176, 84-91. 

K. Forchhammer and N. Tandeau de Marsac, Functional analysis of the phosphoprotein 

PII (glnB gene product) in the cyanobacterium Synechococcus sp. stain PCC 7942. 

Bacteriol., 1995a, 177, 2033-2040. 

K. Forchhammer and N. Tandeau de Marsac, Phosphorylation of the PII protein (glnB 

gene product) in the cyanobacterium Synechococcus sp. strain PCC 7942: Analysis of 

in vitro kinase activity. J. Bacteriol., 1995b, 177, 5812-5817. 

M. Garcia-Dominguez, J. C. Reyes and F. J. Florencio, Glutamine synthetase 

inactivation by protein-protein interaction. Proc. Natl. Acad Sci. USA, 1999, 96, 

7161-7166. 

M. Garcia-Dominguez, M. I. Muro-Pastor, J. C. Reyes and F. J. Florencio, 

Light-dependent regulation of cyanobacterial phytochrome expression. J. Bacteriol., 

2000a, 182, 38-44. 

M. Garcia-Dominguez, J. C. Reyes and F. J. Florencio, NtcA represses transcription of 

gifA and gifB, genes that encode inhibitors of glutamine synthetase type I from 

Synechocystis sp. PCC 6803. MoL Microbiol., 2000b, 35, 1192-1201. 

L. C. Gibson, J. L. Marrison, R. M. Leech, P. E. Jensen, D. C. Bassham, M. Gibson and 

C. N. Hunter, A putative Mg chelatase subunit from Arabidopsis thaliana cv C24.

141



Sequence and transcript analysis of the gene, import of the protein into chloroplasts, 

and in situ localization of the transcript and protein. Plant Physiol., 1996, 111, 61-71. 

M. GOrl, J. Sauer, T. Baier and K. Forchhammer, Nitrogen-starvation-induced chlorosis 

in Synechococcus PCC 7942: adaptation to long-term survival. Microbiology, 1998, 

144, 2449-2458. 

A. Goto-Seki, M. Shirokane, S. Masuda, K. Tanaka and H. Takahashi, Specificity 

crosstalk among group 1 and group 2 sigma factors in the cyanobacterium 

Synechococcus sp. PCC7942: In vitro specificity and a phylogenetic analysis. Mol. 

Microbiol., 1999, 34, 473-484. 

T. M. Gruber and D. A. Bryant, Molecular systematic studies of eubacteria, using 

cr70-type sigma factors of group 1 and group 2. J. BacterioL, 1997, 179, 

1734-1747. 

D. A. Hall, H. Zhu, X. Zhu, T. Royce, M. Gerstein and M. Snyder, Regulation of gene 

expression by a metabolic enzyme. Science, 2004, 306, 482-484. 

M. A. Harrison, J. N. Keen, J. B. Findlay and J. F. Allen, Modification of a glnB-like 

gene product by photosynthetic electron transport in the cyanobacterium 

Synechococcus 6301. FEBS Lett., 1990, 264, 25-28. 

A. Heinrich, M. Maheswaran, U. Ruppert and K. Forchhammer, The Synechococcus 

elongatus P11 signal transduction protein controls arginine synthesis by complex 

formation with N-acetyl-L-glutamate kinase. Mol. Microbiol., 52, 2004, 1303-1314. 

J. D. Helmann, Anti-sigma factors. Curr. Opin. Microbiol., 1999, 2, 135-141. 

J. D. Helmann and M. J. Chamberlin, Structure and function of bacterial sigma factors. 

Annu. Rev. Biochem., 1988, 57, 839-872.

142



A. Herrero, A. M. Muro-Pastor and E. Flores, Nitrogen control in cyanobacteria. J. 

Bacteriol., 2001, 183, 411-425. 

T. Hirokawa, S. Boon-Chen and S. Mitaku, SOSUI: Classification and secondary 

structure prediction system for membrane proteins. Bioinformatics, 1998, 14, 378-379. 

M. Hisbergues, R. Jeanjean, F. Joset, N. Tandeau de Marsac and S. Bedu, Protein PII 

regulates both inorganic carbon and nitrate uptake and is modified by a redox signal in 

Synechocystis PCC 6803. FEBS Lett, 1999, 463, 216-220. 

M.-H. Hsieh, H.-M. Lam, F. J. van de Loo and G. Coruzzi, A PII-like protein in 

Arabidopsis: Putative role in nitrogen sensing. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95, 

13965-13970. 

F. Huang, S. Fulda, M. Hagemann and B. Norling, Proteomic screening of 

salt-stress-induced changes in plasma membrane of Synechocystis sp. strain PCC 6803. 

Proteomics, 2006, 6, 910-920. 

T. Habschmann, H. Yamamoto, T. Gieler, N. Murata and T. BOrner, Red and 

far-red light after the transcript profile in the cyanobacterium Synechocystis 

sp. PCC 6803: Impact of cyanobacterial phytochromes. FEBS Lett., 2005, 

579, 1613-1618. 

M. Igoillo-Esteve and J. J. Cazzulo, The glucose-6-phosphate dehydrogenase from 

Trypanosoma cruzi: Its role in the defense of the parasite against oxidative stress. Mol. 

Biochem. Parasitol., 2006, 149, 170-181. 

S. Imamura, M. Asayama, H. Takahashi, K. Tanaka and M. Shirai, Antagonistic 

dark/light-induced SigB/SigD, group 2 sigma factors, expression through redox 

potential and their roles in cyanobacteria. FEBS Lett., 2003, 554, 357-362.

143



A. Irmler and K. Forchhammer, A PP2C-type phosphatases dephophorylates the PII 

signaling protein in the cyanobacterium Synechocystis PCC 6803. Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA, 2001, 98, 12978-12983. 

S. Ishijima, A. Uchibori, H. Takagi, R. Maki and M. Ohnishi, Light-induced increase in 

free Mg2+ concentration in spinach chloroplast: Measurement of free Mg2+ by using a 

fluorescent probe and necessity of stromal alkalinization. Arch. Biochem. Biophys., 

2003, 412, 126-132. 

H. Iwasaki, S. B. Williams, Y. Katayama, M. Ishiura, S. S. Golden and T. Kondo. A 

KaiC-interacting sensor histidine kinase, SasA, necessary to sustain robust circadian 

oscillation in cyanobacteria. Cell, 2000, 14, 223-233. 

P. E. Jensen, J. D. Reid and C. N. Hunter, Modification of cysteine residues in the ChlI 

and Ch1H subunits of magnesium chelatase results in enzyme inactivation. Biochem. J., 

2000, 352, 435-441. 

T. Kaneko, S. Sato, H. Kotani, A. Tanaka, E. Asamizu, Y. Nakamura, N. Miyajima, M. 

Hirosawa, M. Sugiura, S. Sasamoto, T. Kimura, T. Hosouchi, A. Matsuo, A. Muraki, N. 

Nakazaki, K. Naruo, S. Okamura, S. Shimpo, C, Takeuchi, T. Wada, A. Watanabe, M, 

Yamada, M. Yasuda and S. Tabata. Sequence analysis of the genome of the unicellular 

cyanobacterium Synechocystis sp. strain PCC6803. II. Sequence determination of the 

entire genome and assignment of potential protein-coding regions. DNA Res., 1996, 3, 

109-136. 

T. Kaneko, A. Tanaka, S. Sato, H. Kotani, T. Sazuka, N. Miyajima, M. Sugiura and S. 

Tabata, Sequence analysis of the genome of the unicellular cyanobacterium 

Synechocystis sp. strain PCC6803.I. Sequence features in the 1 Mb region from map 

position 64% to 92% of the genome. DNA Res.,1995, 2, 153-166. 

N. Kloft, G. Rasch and K. Forchhammer, Protein phosphatases PphA from

144



Synechocystis sp. PCC 6803: the physiological framework of Pii-P dephosphorylation. 

Microbiology, 2005, 151, 1275-1283. 

M. Kobayashi, N. Takatani, M. Tanigawa and T. Omata, Posttranslational regulation of 

nitrate assimilation in the cyanobacterium Synechocystis sp. strain PCC 6803. 1 

Bacteriol., 2005, 187, 498-506.

O.Koksharova, M. Schubert, S. Shestakov and R. Cerff, Genetic and biochemical

evidence for distinct key function of two highly divergent GAPDH genes in catabolic 

and anabolic carbon flow of the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803. Plant 

Mol. Biol., 1998, 36, 183-194. 

T. Kondo and M. Ishiura, The circadian clock of cyanobacteria. Bioessays, 2000, 22, 

10-15. 

J. Labarre, F. Chauvat and Thuriaux, P, Insertional mutagenesis by random cloning of 

antibiotic resistance genes into the genome of the cyanobacterium Synechocystis strain 

PCC 6803. 1 Bacteriol., 1989, 171, 3449-3457. 

H.-M. Lee, E. Flores, A. Herrero, J. Houmard and N. Tandeau de Marsac, A role for the 

signal transduction protein PII in the control of nitrate/nitrite uptake in a 

cyanobacterium. FEBS Lett., 1998, 427, 291-295. 

H.-M. Lee, M. F. Vazquez-Bermudez and N. Tandeau de Marsac, The global nitrogen 

regulator NtcA regulates transcription of the signal transducer PH (G1nB) and influences 

its phosphorylation level in response to nitrogen and carbon supplies in the 

cyanobacterium Synechococcus sp. strain PCC 7942. 1 Bacteriol., 1999, 181, 

2697-2702.

145



H.-M. Lee, E. Flores, K. Forchhammer, A. Herrero and N. Tandeau de Marsac, 

Phosphorylation of the signal transducer PH protein and an additional effector are 

required for the PH-medicated regulation of nitrate and nitrite uptake in the 

cyanobacterium Synechococcus sp. PCC 7942. Eur. J. Biochem., 2000, 267, 591-600. 

W. K. W. Li, Primary production of prochlorophytes, cyanobacteria, and eucarytotic 

ultraphytoplankton: measurements from flow cytometric sorting. Limnol. Oceanogr., 

1994, 39, 169-175. 

M. Liberton, R. H. Berg, J. Heuser, R. Roth and H. B. Pakrasi, Ultrastructure of the 

membrane systems in the unicellular cyanobacterium Synechocystis sp. strain PCC 

6803. Protoplasma, 2006, 227, 129-138. 

M. Lonetto, M. Gribskov and C. A. Gross, The s" family: Sequence conservation and 

evolutionary relationships, J Bacteria, 1992, 174, 3843-3849. 

B. Lundberg, R. E. Wolf, M. Dinauer, Y. Xu and F. Fang, Glucose-6-phosphate 

dehydrogenase is required for Salmonella typhimurium virulence and resistance to 

reactive oxygen and nitrogen intermediates. Infect. Immun., 1999, 65, 5371-5375. 

I. Luque, E. Flores and A. Herrero, Molecular mechanism for the operation of nitrogen

146



control in cyanobacteria. EMBO J., 1994, 13, 2862-2869. 

M. Maheswaran, C. Urbanke and K. Forchhammer, Complex formation and catalytic 

activation by the P11 signaling protein of N-acetyl-L-glutamate kinase from 

Synechococcus elongatus strain PCC 7942. 1 Biol. Chem., 2004, 279, 55202-55210. 

A. Malhotra, E. Severinova and S. A. Darst, Crystal structure of a a" subunit fragment 

from E. coli RNA polymerase. Cell, 1996, 87, 127-136. 

M. Matringe and R. Scalla, Studies on the mode of action on acifluorfen-methyl in 

nonchlorophyllous soybean cells. Plant Physiol., 1988, 86, 619-622. 

A. Merida, L. Leurentop, P. Candau and F. J. Florencio, Purification and properties of 

glutamine synthetases from the cyanobacteria Synechocystis sp. strain PCC 6803 and 

Calothrix sp. strain PCC 7601. 1 Bacteria, 1990, 172, 4732-4735. 

M. Merrick, J. Gibbins and A. Toukdarian, The nucleotide sequence of the sigma factor 

gene ntrA (rpoN) of Azotobacter vinelandii: analysis of conserved sequences in NtrA 

proteins. Mot Gen. Genet., 1987, 210, 323-330. 

H. Min and S. S. Golden, A new circadian class 2 gene, opcA, whose product is 

important for reductant production at night in Synechococcus elongatus PCC 7942. 1

147



Bacteriol., 2000, 182, 6214-6222. 

N. Mochizuki, J. A. Brusslan, R. Larkin, A. Nagatani and J. Chory, Arabidopsis 

genomes uncoupled 5 (GUNS) mutant reveals the involvement of Mg-chelatase H 

subunit in plastid-to-nucleus signal transduction. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2001, 98, 

2053-2058. 

M. L. Montesinos, A. M. Muro-Pastor, A. Herrero and E. Flores, 

Ammonium/methylammonium permeases of a cyanobacterium. Identification and 

analysis of three nitrogen-regulated amt genes in Synechocystis sp. PCC 6803. 1 Biol. 

Chem., 1998, 273, 31463-31470. 

G. B. Moorhead and C. S. Smith, Interpreting the plastid carbon, nitrogen, and energy 

status. A role for PII? Plant Physiol., 2003, 133, 492-498. 

A. M. Muro-Pastor, A. Herrero and E. Flores, Nitrogen-regulated group 2 sigma factor 

from Synechocystis sp. strain PCC 6803 involved in survival under nitrogen stress. J. 

Bacteriol., 2001, 183, 1090-1095. 

M. I. Muro-Pastor, J. C. Reyes and F. J. Florencio, Cyanobacteria perceive nitrogen 

status by sensing intracellular 2-oxoglutarate levels. J. Biol. Chem., 2001, 276, 

38320-38328.

148



M. I. Muro-Pastor, J. C. Reyes and F. J. Florencio, Ammonium assimilation in 

cyanobacteria, Photosynth. Res., 2005, 83, 135-150. 

Y. Nakamura, T. Kaneko, S. Sato, M. Mimuro, H. Miyashita, T. Tsuchiya, S. Sasamoto, 

A. Watanabe, K. Kawashima, Y. Kishida, C. Kiyokawa, M. Kohara, M. Matsumoto, A. 

Matsuno, N. Nakazaki, S. Shimpo, C. Takeuchi, M. Yamada, and S. Tabata, Complete 

genome structure of Gloeobacter violaceus PCC 7421, a cyanobacterium that lacks 

thylakoids. DNA Res., 2003, 31, 137-145. 

M. Nakayama, T. Masuda, T. Bando, H. Yamagata, H. Ohta and K. Takamiya, Cloning 

and expression of the soybean chlH gene encoding a subunit of Mg-chelatase and 

localization of the Mg2+ concentration-dependent Ch1H protein within the chloroplast. 

Plant Cell Physiol., 1998, 39, 275-284. 

A. J. Ninfa and M. R. Atkinson, PII signal transduction proteins, Trends Microbiol., 

2000, 8, 172-179. 

A. J. Ninfa and P. Jiang, PII signal transduction proteins: sensors of a -ketoglutarate 

that regulate nitrogen metabolism. Curr. Opin. Microbiol., 2005, 8, 168-173. 

T. Osanai, S. Imamura, M. Asayama, M. Shirai, L Suzuki, N. Murata and K. Tanaka,

149



Nitrogen induction of sugar catabolic gene expression in Synechocystis sp. PCC 6803. 

DNA Res., 2006, 13, 185-195. 

T. Osanai, Y. Kanesaki, T. Nakano, H. Takahashi, M. Asayama, M. Shirai, M. 

Kanehisa, I. Suzuki, N. Murata and K. Tanaka, Positive regulation of sugar catabolic 

pathways in the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803 by the group 2 a factor 

SigE. I Biol. Chem., 2005a, 280, 30653-30659. 

T. Osanai, S. Sato, S. Tabata and K. Tanaka, Identification of PamA as a PII-binding 

membrane protein important in nitrogen-related and sugar-catabolic gene expression in 

Synechocystis sp. PCC 6803. j. Biol. Chem., 2005b, 280, 34684-34690. 

M. S. B. Paget and J. D. Helmann, The ol° family of sigma factors. Genome Biol., 2003, 

4, 203. 

J. Papenbrock, H.-P. Mock, E. Kruse and B. Grimm, Expression studies in tetrapyrrole 

biosynthesis: inverse maxima of magnesium chelatase and ferrochelatase activity 

during cyclic photoperiods. Planta, 1999, 208, 264-273. 

J. Papenbrock and B. Grimm, Regulatory network of tetrapyrrole biosynthesis-studies 

of intracellular signalling involved in metabolic and developmental control of plastids. 

Planta, 2001, 213, 667-681.

150



J. Paz-Yepes, E. Flores and A. Herrero, Transcriptional effects of the signal 

transduction protein P(II) (glnB gene product) on NtcA-dependent genes in 

Synechococcus sp. PCC 7942. FEBS Lett., 2003, 543, 42-46. 

C. D. Pivetti, M.-R. Yen, S. Miller, W. Busch, Y.-H. Tseng, I. R. Booth and M. H. 

Saier Jr., Two families of mechanosensitive channel proteins. Microbiol. Mol. Biol. 

Rev., 2003, 67, 66-85. 

P. J. Pomposiello and B. Demple, Redox-operated genetic switches: the SoxR and 

OxyR transcription factors. Trends Biotechnol., 2001, 19, 109-114. 

K. S. Reece and G. J. Phillips, New plasmids carrying antibiotic-resistance cassettes. 

Gene (Amst.), 1995, 165, 141-142. 

J. D. Reid, and C. N. Hunter, Current understanding of the function of magnesium 

chelatase, Biochem. Soc., 2002, 30, 643-645, 

J. C. Reyes, M. I. Muro-Pastor and F. J. Florencio, Transcription of glutamine 

synthetase genes (glnA and glnN) from the cyanobacterium Synechocystis sp. strain 

PCC 6803 is differently regulated in response to nitrogen availability. J. Bacteriol., 

1997, 179, 2678-2689.

151



U. Ruppert, A. Irmler, N. Kolft and K. Forchhammer, The novel protein phosphatases 

PphA from Synechocystis PCC 6803 controls dephosphorylation of the signaling 

protein P11. MoL Microbiol., 2002, 44, 855-864. 

D. J. Scanlan, S. Sundaram, J. Newman, N. H. Mann and N. G. Carr, Characterization 

of a zwf mutant of Synechococcus sp. strain PCC 7942. J. Bacteriol., 1995, 177, 

2550-2553. 

Y.-Y. Shen, X.-F. Wang, F.-Q. Wu, S.-Y. D, Z. Cao, Y. Shang, X.-L. Wang, C.-C. 

Peng, X.-C. Yu, S.-Y. Zhu, R.-C. Fan, Y.-H. Xu and D.-P. Zhang, The Mg-chelatase H 

subunit is an abscisic acid receptor. Nature, 2006, 443, 823-826. 

V. I. Shestopalov, 0. 0. Nashchokina, S. V. Shestakov and N. K. Iankovskii, 

Construction of the genomic library for cyanobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 

using a cosmid. Genetica, 1994, 30, 452-455. 

A. Strand, T. Asami, J. Alonso, J. R. Ecker and J. Chory, Chloroplast to nucleus 

communication triggered by accumulation of Mg-protoporphyrinIX. Science, 2003, 421, 

79-83. 

Z. Su, V. Olman, F. Mao and Y. Xu, Comparative genomics analysis of NtcA regulons

152



in cyanobacteria: regulation of nitrogen assimilation and its coupling to photosynthesis. 

Nucleic Acids Res., 2005, 33, 5156-5171. 

K. Sugiyama, T. Hayakawa, T. Kudo, T. Ito and T. Yamaya, Interaction of 

N-acetylglutamate kinase with a PII-like protein in rice. Plant Cell Physiol., 2004, 45, 

1768-1778. 

M. L. Summers and J. C. Meeks, Transcriptional regulation of zwf, encoding 

glucose-6-phosphate dehydrogenase, from the cyanobacterium Nostoc punctiforme 

strain ATCC 29133. Mol. Microbiol., 1996, 22, 473-480. 

M. L. Summers, J. G. Wallis, E. L. Campbell and J. C. Meeks, Genetic evidence of a 

major role for glucose-6-phosphate dehydrogenase in nitrogen fixation and dark growth 

of the cyanobacterium Nostoc sp. strain ATCC 29133. J Bacteriol., 1995, 177, 

6184-6194. 

I. Suzuki, Y. Kanesaki, K. Mikami, M. Kanehisa and N. Murata, Cold-regulated genes 

under control of the cold sensor Hik33 in Synechocystis. Mol. Microbiol., 2001, 40, 

235-244. 

N. Takai, M. Nakajima, T. Oyama, R. Kito, C. Sugita, M. Sugita, T. Kondo, and H. 

Iwasaki, A KaiC-associated SasA-RpaA two-component regulatory system as a major

153



circadian timing mediator in cyanobacteria. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2006, 103, 

12109-12114. 

R. Tanigawa, M. Shirokane, S. Maeda, T. Omata, K. Tanaka and H. Takahashi, 

Transcriptional activation of NtcA-dependent promoters of Synechococcus sp. PCC 

7942 by 2-oxoglutarate in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2002, 99, 4251-4255. 

M. F. Vazquez-Bermudez, A. Herrero and E. Flores, 2-oxoglutarate increases the 

binding affinity of the NtcA (nitrogen control) transcription factor for the 

Synechococcus glnA promoter. FEBS Lett. 2002, 512, 71-74. 

M. A. Vega-Palas, F. Madueno, A. Herrero and E. Flores, Identification and cloning of 

a regulatory gene for nitrogen assimilation in the cyanobacterium Synechococcus sp. 

strain PCC 7942. J. Bacteriol., 1990, 172, 643-647. 

M. A. Vega-Palas, E. Flores, A. Herrero, NtcA, a global nitrogen regulator from the 

cyanobacterium Synechococcus that belongs to the Crp family of bacterial regulators. 

Mol. Microbiol., 1992, 6, 1853-1859. 

R. D. Vierstra and S. J. Davis, Bacteriophytochromes: new tools for understanding 

phytochrome signal transduction, Semin. Cell Dev. Biol., 2000, 11, 511-521.

154



C. J. Walker and R. D. Willows, Mechanism and regulation of Mg-chelatase. Biochem. 

J., 1997, 327, 321-333. 

L. V. Jr. Wray, J. M. Zalieckas and S. H. Fisher, Bacillus subtilis glutamine synthetase 

controls gene expression through a protein-protein interaction with transcription factor 

TnrA. Cell, 2001, 107, 427-435. 

J. G. K. Williams, Construction of specific mutations in Photosystem II photosynthetic 

reaction center by genetic engineering methods in Synechocystis 6803. Methods 

Enzymol., 1988, 167, 766-778. 

J. G. Williams and A. A. Szalay, Stable integration of foreign DNA into the 

chromosome of the cyanobacterium Synechococcus R2. Gene, 1983, 24, 37-51. 

F. Winkenbach and C. P. Wolk, Activities of enzymes of the oxidative and the 

reductive pentose phosphate pathways in heterocysts of a blue-green alga. Plant 

Physiol., 1973, 52, 480-483 

M. M. S. M. WOsten, Eubacterial sigma-factors. FEMS Microbiol. Rev., 1998, 22, 

127-150. 

C. Yang, Q. Hua and K. Shimizu, Integration of the information from gene expression 

and metabolic fluxes for the analysis of the regulatory mechanisms in Synechocystis.

155



Appl. Microbiol. Biotechnol., 2002, 58, 813-822. 

L. Zheng, R. G. Roeder and Y. Luo, S phase activation of the histone H2B promoter by 

OCA-S, a coactivator complex that contains GAPDH as a key component. Cell, 2003, 

114, 255-266. 

V. V. Zinchenko, I. V. Piven, V. A. Melnik and S. V. Shestakov, Vectors for the 

complementation analysis of cyanobacterial mutants. Rus. J. Genet., 1999, 35, 228-232.

高橋洋之 修士論文1998年 東京大学

中野貴之 修士論文1998年 東京大学

156



巻末付録

使用培地

LB培 地

Trypton-peptone 10g

Yeast Extract 5g

NaCl 10g

H20 up to 1L

BG-11培 地

NaNO3 1.5g(17.65mM)

K2HPO4 0.03g(0.18mM)

MgSO4・7H20 0.075g(0.30mM)

CaCl2・2H20 0.036g(0.25mM)

Citric acid 0.006g(0.03mM)

Ferric ammonium citrate 0.006g(0.03mM)

EDTA 0.001g (0.003mM)

Na2CO3 0.02g(0.19mM)

HEPES-KOH(pH8.0) 4.77g(20mM)

Trace metal mix A5+Co 1ml

H2O Up to 1L

BG-110の 場 合 は17.65 mM NaNO3を17.65 mM NaClに す る 。

Trace metal mix A5+Co

H3BO3 2.86g

MnCl2・4H2O 1.81g

ZnSO4・7H2O 0.222g

Na2MoO4・2H2O 0.390g

CuSO4・5H2O 0.079g

Co(NO3)2・6H2O 0.049g

H2O Up to 1L



ノーザ ンプ ロ ッ ト用試 薬の組成

MOPSバ ッフ ァー

0.2M MOPS, 0.05M無 水 酢 酸 ナ トリ ウム,0.01M EDTA

混 合 した 後 、NaOHを 用 い てpHを7.0に 合 わ せ る。

20xSSC

NaCl175.3g (3M)

クエ ン酸 三 ナ トリウム ニ水 和 物88.2g (0.3M)

上記 の試 薬 を混合 した 後 、MiliQを 用 い て1Lに メ ス ア ップす る。

バ ツ フ ア ー1

0.1Mマ レイ ン酸,0.15M NaCl

混 合 した 後 、NaOH用 い てpHを7.5に 合 わせ る。

Blocking stock solution

Blocking reagent (ロ シ ュ)を 終 濃 度10%と な る よ うに バ ッ フ ァー1に 縣 濁 し

た溶 液 。

洗 浄 バ ツフ アー

バ ッフ ァー1に 終 濃 度0.3%と な る よ うにTween-20を 加 えた溶 液 。

バ ツ フ ァー2

Blocking stock solutionを バ ッ フ ァ ー1で1/10に 希 釈 した 溶 液 。

ハ イ ブ リダイ ゼ ゴ シ ョンバ ッフ ァー(計500ml)

20xSSC 125ml

ホ ル ム ア ミ ド250ml

2Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー(pH7.0) 12.5ml

Blocking stock solution 100ml

10%N-ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン ナ トリ ウ ム5ml

SDS(w/v)35g

Yeast total RNA 25mg



プ ライ マー配列



*Abbreviations: YTH
, yeast two-hybrid screening; RP, recombinant protein production; Pr, 

probe generation for Northern blot analysis; Conf, confirmation of knockout of pamA.; Cp, 

confirmation of complementation of GN10.



使用菌株

名前 内容 薬剤耐性

野生株

GT Synechocystis sp. PCC 6803 glucose-tolerant 株 なし

欠 損 株or変 異 株

G50 SigE欠 損 株 Km

GN10 PamA欠 損 株 Km

GN20 NtcA変 異 株 (NtcAタ ンパ ク質 量 が50%に 減 少) Cm

Δhik8 hik8欠 損 株 Sp

※親 株 はす べ てGT。

相 補 株

GN10:pVZ:pamA

PamA相 補 株(GN10に 野 生型pamAを プ ラス ミ ドで導 入 した株)

Km&Gm

G50:pVZ:sigE

SigE相 補株(G50に 野 生型sigEを プ ラス ミ ドで 導 入 した株)

Km&Gm

GN20Cp

NtcA相 補 株(GN20に 野 生型ntcAを 相 同組 換 えで導 入 した株)

Km

薬 剤 耐 性 は 、Km:カ ナ マ イ シ ン、Cm:ク ロ ラム フ ェ ニ コール 、Sp:ス ペ クチ ノ

マイ シ ン、Gm:ゲ ンタ マ イ シ ン耐性 をそれ ぞれ 表 す 。
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