
 

 - １ - 

 

 

 

 

 

 

戦略的創造研究推進事業 ＣＲＥＳＴ 

研究領域「藻類・水圏微生物の機能解明と制御による 

バイオエネルギー創成のための基盤技術の創出」 

研究課題「シアノファクトリの開発」 

 

 

研究終了報告書 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究期間 平成23年4月～平成28年3月 
 

研究代表者：早出 広司  

（東京農工大学大学院工学研究院 生

命機能科学部門 教授） 
 



 

 - ２ - 

§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

本研究では海洋シアノバクテリアの有する優れたバイオ燃料関連化合物生産能力に注目し、バ

イオ燃料関連化合物の生合成ならびにバイオプロセスを人工的に高度に制御し、かつ藻体からの

当該化合物の回収プロセスまで一貫してデザインした「シアノファクトリ」を開発することを目的とし

た。 

まず、本研究では、Synechocystis sp. PCC 6803 における緑色光遺伝子発現系を構築した。さら

にこの成果を活用することで、緑色光に応じて溶菌出来るシステムを構築した。また、本課題にお

いて海洋シアノバクテリアとして用いている Synechococcus sp. NKBG 15041c にも緑色光遺伝子発

現系を導入することにも成功している。さらに、シアノバクテリアの自己凝集を実現するため、シアノ

バクテリアの細胞表面に細胞凝集を誘導するようなタンパク質を提示させる技術を開発した。（農工

大グループ、フェリグループ）。 

また、シアノバクテリアで機能するリボレギュレータを開発し、設計したリボレギュレータが海洋シ

アノバクテリア Synechococcus sp. NKBG 15041c 内でも機能することを示した。また、RNA 結合タン

パク質である Hfq とその結合配列の利用により、リボレギュレータの安定性向上にもとづくシアノバ

クテリア内での高い発現レベルを実現した。（農工大グループ）。 

海洋シアノバクテリアとして用いている Synechococcus sp. NKBG 15041c の全ゲノム解析（約 3.2 

Mbp）、ORF 同定、遺伝子予測を行い、3224 個の ORF が同定された。さらに、Synechococcus 
elongatus PCC 7942 由来の炭化水素合成関連酵素を元にアルカン生産用の合成オペロンを

Synechococcus sp. NKBG 15041c 株に広宿主域ベクタを用いて導入し Heptadecane の生産能を付

与した。また、この株に PHB 合成遺伝子群（phaA, phaB, phaE, phaC）を導入し、PHB 生産能力を

付与することに成功した（農工大グループ）。 

藻体プロセスへの利用を目的とした種々のイオン液体の特性評価を通じ、水素結合受容性の高

いイオン液体を用いることで含水含塩状態のシアノバクテリアを直接溶解可能であることを見いだ

した。PHB を生産した Synechocystis sp. PCC 6803 をイオン液体中に溶解後、藻体内に産生され

たPHBの約98%を回収できることを明らかとした。また、アルカン抽出用のイオン液体としては、カチ

オンに長鎖アルキル基を有するイオン液体が Heptadecane を溶解することを明らかにした。（農工

大グループ）。 

代謝系のグローバルレギュレータ cyAbrB2、および光合成系のグローバルレギュレータ RpaB に

ついて、その機能解析、およびリボレギュレータを用いた発現抑制系の構築の両面から解析を行

い、明暗周期条件や異なる光強度下での物質生産において、転写因子の制御方法に関する知見

を得た（日原グループ）。 

また、グローバルレギュレーターである転写因子として、RNA ポリメラーゼシグマ因子 SigE やレス

ポンスレギュレータ Rre37 の過剰発現株、サーカディアンリズムに関わるヒスチジンキナーゼである

Hik8 の過剰発現株により、光合成能力を含め、代謝経路の改変の可能性を示した。（小山内グル

ープ）。 

さらに、これまでに得られた結果を統合して、シアノバクテリアの培養、バイオエネルギー関連化

合物の生産、藻体の回収および破砕、さらにイオン液体を用いる目的物質の回収まで含めた、一

連のバイオプロセス、シアノファクトリを構築している（全グループ）。 

 以上、本研究を通して、人工情報伝達系を駆使することにより、シアノバクテリアを用いる汎用性

の高い新しいバイオプロセス、「シアノファクトリ」を開発することができた。本研究成果は今後、シア

ノバクテリアを用いるバイオ燃料関連化合物生産をはじめとする藻類バイオプロセスにおける新し

いプラットフォーム技術として、バイオリアクター技術や他の微細藻類を用いる物質生産技術との組

み合わせにより、多方面に活用されるものと確信する。 
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（２）顕著な成果 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１．シアノバクテリアで機能するリボレギュレータ 

概要： 

本成果はシアノバクテリアで機能するリボレギュレータを開発した世界で初めての研究である。

転写後遺伝子制御システムであるリボレギュレータのリボソーム結合部位をシアノバクテリア由

来の配列に変更し、Synechocystis sp. PCC 6803 中で機能するリボレギュレータのデザインに

成功した（原著論文 8）。さらに変異導入を行い、任意に発現レベルを調整することにも成功し

た。 

 

課題目標への寄与： 

開発したリボレギュレータは本プロジェクトにおける人工情報伝達系構築において柱となる技

術であり、本研究成果はシアノファクトリが提供する代表的に要素技術である。緑色光遺伝子

発現系等の光誘導型プロモータと組み合わせることで世界ではじめての光スイッチ型リボレギ

ュレータとしての応用も可能である。 

 

２．高極性イオン液体による含塩含水状態からの PHB 回収プロセスの構築 

概要： 

含塩含水状態のシアノバクテリアを溶解可能である高極性イオン液体を開発した（原著論文

1）。PHB を藻体内に生産した Synechocystis sp. PCC 6803 をイオン液体中で溶解後、減圧ろ

過を行い、藻体内に産生された PHB の約 98%を回収し、また、濾液を回収、乾燥すれば、98%

のイオン液体が藻体の溶解能を保持したままリサイクル可能であった。 

 

課題目標への寄与： 

イオン液体でバイオエネルギー関連化合物を藻類バイオプロセスに応用できることを示した

世界ではじめての成果である。この技術の開発により、藻体内に生産された PHB の回収プロセ

スを構築できることから、合成生物学的アプローチで構築されたシアノバクテリアと組み合わせ

ることでシアノファクトリが実現できる。 

 

３．Synechococcus sp. NKBG 15041c におけるアルカン生合成 

概要： 

海洋シアノバクテリアを用いたアルカン合成の世界ではじめての研究結果である。

Synechococcus elongatus PCC 7942 由来 Acyl-ACP Reductase および Aldehyde deformylating 

oxygenase の遺伝子を用いアルカン合成オペロンを構築した。これをプラスミドベクターに載せ

て海洋シアノバクテリア Synechococcus sp. NKBG 15041c 株を形質転換したところ、最大

4.2±1.2 μg/g dry cells の Heptadecane が生産された（原著論文 17）。 

 

課題目標への寄与： 

本プロジェクトにおける目的生産物の 1 つであるアルカンの生産能を、野生型ではアルカン

を生産しない Synechococcus sp. NKBG 15041c 株に付与することに成功した。 

 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

 

１． 緑色光誘導型プロモータの改良 

概要： 

緑色光によってシアノバクテリア内の外来性遺伝子の発現を制御するシステムを開発した。

Synechocystis sp. PCC6803 由来の cpcG2 プロモータ下流にシアノバクテリア由来の SD 配列を

導入し、かつ二成分制御系の response regulator (CcaR)もプラスド上で発現させることで、緑色
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光下で目的遺伝子を効果的に発現制御できる遺伝子発現系を開発した（特願 2013-115822、

PCT/JP2014/064017、原著論文 5）。 

 

課題目標への寄与： 

本成果はリボレギュレータの開発とともに、人工情報伝達系構築において柱となる技術であ

り、本研究成果はシアノファクトリが提供する代表的な要素技術である。このプロモータ下に溶

菌関連遺伝子を配置することで、光による溶菌や凝集の制御が可能となった。これにより、藻体

内に蓄積されたバイオ燃料関連化合物の回収を光により制御することが可能となる。 

 

 

２．緑色光により誘導される溶菌システムの構築 

概要： 

緑色光の照射により自己溶菌するシアノバクテリア株を開発した。上記１で改良、構築したプ

ロモータの下流に大腸菌の溶菌を促すタンパク質である Holin および Endolysin の構造遺伝子

を、定常発現を行うプロモータの下流に Anti-holin の構造遺伝子をそれぞれ配したプラスミドを

作製し、これを Synechocystis sp. PCC 6803 に導入した。この形質転換体を緑色光照射下で培

養したところ、緑色光により誘導された Holin および Endolysin によって溶菌が起こることを示し

た（原著論文 6）。 

 

課題目標への寄与： 

本成果はシアノバクテリアバイオプロセスにおける光で溶菌を制御した初めての報告である。

本技術によって、培地への誘導剤非添加で溶菌できるため、培養液は培地成分を調製した上

で再度培養に用いることが可能である。このプロセスは排水を最小限に減らすことをめざした本

プロジェクトには無くてはならない要素技術である。さらに、本株は白色光下では原理的には死

滅してしまうことから、今後の遺伝子組み換え藻類・生物の実用化において環境影響評価の面

で非常に安全性の高い系として今後の発展が大いに期待される。 

 

３．シアノバクテリアの細胞表面へのタンパク質提示 

概要： 

シアノバクテリアの細胞表面に組換えタンパク質を提示させた世界で初めての研究成果であ

る。Synechocystis sp. PCC 6803 を宿主として、緑色光遺伝子発現系プロモータの下流に大腸

菌由来オートトランスポータタンパク質である Antigen43 をコードした遺伝子を配したプラスミド

を導入し、緑色光の照射により Antigen43 の発現を誘導した。その結果、Antigen43 は細胞表

面に提示された（原著論文 27）。 

 

課題目標への寄与： 

本成果は、光によって細胞表面の状態、すなわちシアノバクテリアの凝集しやすさを制御で

きる可能性を示している。さらに、この研究成果は今後のシアノバクテリアを用いる新しいバイオ

プロセスをデザインするきわめて重要な技術として位置づけられる。 

 



 

 - ５ - 

§２ 研究実施体制 
（１）研究チームの体制について 

①農工大グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

早出 広司 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

教授 H23.4～ 

小関 良宏 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

教授 H23.4～ 

大野 弘幸 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

教授 H23.3～ 

池袋 一典 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

教授 H23.4～ 

山田 晃世 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

准教授 H23.4～ 

吉野 知子 東京農工大学・大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

准教授 H23.4～ 

中村 暢文 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

教授 H23.3～ 

津川 若子 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

准教授 H23.4～ 

小嶋 勝博 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

特任准教授 H23.10～ 

Stefano Ferri 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

助教 H23.4～H27.3 

（ 異 動 に 伴 い

H27.4 より「フェリ

グループ」として

独立） 

一川 尚広 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

助教 H23.4～H26.3 

宮原 平 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

助教 H26.4～ 

深谷 幸信 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

特任助教 H23.4～H25.4 

藤田 恭子 東京農工大学大学院工

学研究院生命機能科学

講師 H23.4～ 
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部門 

島倉 雅子 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

研究補助員 H24.4～ 

阿部 公一 東京農工大学・大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

特任助教 H23.4～H27.3 

阿部 充 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

特任助教 H26.4～H27.3 

吉田 亘 東京農工大学・大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

特任助教 H25.4～H25.8 

中島 満晴 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

産学官連携研究

員 

H23.4～ 

James J. Ellinger 東京農工大学・大学院工

学研究院生命機能科学

部門 

産学官連携研究

員 

H26.9～H26.11 

河野 雄樹 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

D3 H23.4～H24.3 

小田 真弓 東京農工大学・工学府・

生命工学専攻 

D3 H23.4～H24.3 

塚越 かおり 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

D3 H23.4～H25.3 

野中 芳彦 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

D3 H23.4～H25.3 

梁 越 東京農工大学・工学府・

生命工学専攻 

D3 H23.4～H24.3 

田口 怜美 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

D3 H23.4～H25.3 

本多 亨 東京農工大学・工学府・

生命工学専攻 

D2 H23.4～H24.3 

黒田 浩介 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H24.3 

税田 祥平 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

D2 H23.4～H26.3 

服部 裕光 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H24.3 

角堀 健治 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H24.3 

佐々木 泰彦 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H24.3 

戸田 礼 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H24.3 

長江 大地 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H24.3 

宮本 侑典 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H24.3 

岩田 真緒 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H26.3 
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平岡 大介 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H24.3 

毛塚 麻希 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H25.3 

斎藤 大希 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H25.3 

巽 敦郎 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H25.3 

深谷 剛弘 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H25.3 

久保田 千尋 東京農工大学・工学府・

生命工学専攻 

M2 H23.4～H24.3 

山田 亮 東京農工大学・工学府・

生命工学専攻 

M2 H23.4～H25.3 

西岡 美幸 東京農工大学・工学府・

生命工学専攻 

M2 H23.4～H25.3 

大重 智彦 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H26.3 

セーボレー 那沙 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

D2 H23.4～H26.3 

酒井 雄大 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

D3 H23.4～ 

洞口 陽平 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H25.3 

安藤 沙智子 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H25.3 

遠藤 貴之 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H26.3 

大西 陽介 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H25.3 

山岸 彩奈 東京農工大学・工学府・

生命工学専攻 

M2 H23.4～H24.3 

新井 大地 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H24.4～H26.3 

保田 昴之 東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H25.3 

菅村 百合子 東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H25.3 

中村 清太 東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H25.3 

中野 拓朗 東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

今野 旭 東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

内倉 悠貴  東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

神尾 英里  東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 
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斉藤 匠子  東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

櫻井 潤    東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

二上 日向子  東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

三宅 琴音   東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

荒木 将貴 東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

角田 晃一 東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

中島 沙記  東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

三田 千福  東京農工大学・工学部・

生命工学科 

M2 H23.4～H26.3 

小林 大悟 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H26.3 

目代 晴紀 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H23.4～H26.3 

中村 真由美 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H25.4～H27.3 

河合 純也 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H25.4～H27.3 

木坂 暢介 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H25.4～H27.3 

徳田 彩 東京農工大学大学院工

学府産業技術専攻 

M2 H25.4～H27.3 

杉山 純哉 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H25.4～H27.3 

Amr Mohamed 

Aly Kamel Ibrahim 

Badary 

東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

D3 H25.4～ 

田中 崇彬 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H26.4～ 

長井 一晃 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H26.4～ 

伊藤 康仁 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H26.4～ 

伊藤 彰子 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H26.4～ 

坂本 一平 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M2 H26.4～ 

関口 光 東京農工大学大学院工

学府産業技術専攻 

M1 H26.4～ 

生野 千佳 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M1 H27.4～ 

永田 まどか 東京農工大学大学院工 M1 H27.4～ 
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学府生命工学専攻 

布施 沙織 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M1 H27.4～ 

上加 寛人 東京農工大学大学院工

学府産業技術専攻 

M1 H27.4～ 

角中 夏実 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

M1 H27.4～ 

Dwi Ariyanti 東京農工大学大学院工

学府生命工学専攻 

D1 H27.4～ 

 

研究項目 

・ 「海洋合成シアノバクテリアの開発」 

・ 「バイオ燃料関連化合物生産用の合成オペロンの開発」 

・ 「バイオ燃料関連化合物高効率抽出用イオン液体の開発」 

・ 「シアノファクトリの開発」 

 

②小山内グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

小山内 崇 明治大学農学部農芸化

学科 

専任講師 H26.4～ 

渡辺 敦子 明治大学農学部農芸化

学科 

研究技術員 H27.4～ 

 

研究項目 

・ 「海洋合成シアノバクテリアの開発」 

・ 「シアノファクトリの開発」 

 

③日原グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

日原 由香子 埼玉大学大学院理工学

研究科 

准教授 H26.4～ 

佐藤 雄介 埼玉大学大学院理工学

研究科 

M2 H26.4～ 

 

研究項目 

・ 「海洋合成シアノバクテリアの開発」 

・ 「シアノファクトリの開発」 

 

②フェリグループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

Stefano Ferri 静岡大学大学院工学研

究科 

准教授 H27.4～ 

（異動に伴い「農

工大」グループよ

り独立） 
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研究項目 

・ 「海洋合成シアノバクテリアの開発」 

・ 「シアノファクトリの開発」 

 

 
（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

ヨーロッパにおけるプロジェクト、EC FP7 のプロジェクトの一つに 2012 年 12 月 1 日～2015

年 11 月 30 日を期限とする Cyanofactory という同名称の研究コンソーシアムが設立されてい

る（http://cyanofactory.eu/）。同コンソーシアムはスウェーデン、ドイツ、ポルトガル、イギリス、

スロベニア、スペイン、イタリアの 7 か国・10 大学の研究グループから構成されている。我々の

プロジェクトは EC FP7 Cyanofactory 以前から開始しており、同プロジェクトは設立当初から両

者ともに情報の交換はなかった。2013 年 10 月に JST／生物工学会共催で開催された国際会

議 “International Symposium on Biotechnology for Green Growth” に お い て EC FP7 

Cyanofactory からドイツ・ルール大学ボッフム校 M. Rögner 教授が来日・講演されたことをきっ

かけとして、同コンソーシアムとの関係の基礎が築かれた。その結果、2013 年 11 月に同コンソ

ーシアムの研究会に本プロジェクトの代表である早出が招待され講演することとなった。この

交流を契機として同年以降毎年、同コンソーシアムの研究会において本プロジェクトの研究者

が招待されて講演する一方、日本に EC FP7 Cyanofactory の研究者を招待し、東京農工大を

会場として本CRESTチームが中心となって「Cyanofactoryに関する国際シンポジウム」（公開）

を 2014 年度から毎年開催し、積極的な学術交流を行っている。 

同プロジェクトとは人的な交流も活発に行っており、2014 年 11 月に同コンソーシアムの PI

であるスウェーデン・Uppsala 大学 P.Lindblad 教授の研究室に修士課程学生を派遣し、同研

究室との遺伝子発現系に関する共同研究を開始した。また、同コンソーシアムの中心メンバ

ーであり藻類バイオリアクタ開発の実績が豊富なドイツ・ルール大学ボッフム校 M.Rögner 教授

の研究室には研究員および修士課程学生を平成 26 年度、27 年度の 2 度にわたって派遣し、

バイオリアクタを用いるシアノバクテリア培養に関する共同研究を行っている。同様に、平成 27

年度に同コンソーシアムのメンバーであるポルトガル・ポルト大学 P.Tamagnini 教授の研究室

に修士課程学生を派遣し、共同研究を開始している。逆に同コンソーシアムからも、平成 27

年度にポルトガル•ポルト大学の研究者が日本に滞在し、研究を行った。 

 

このほかの人的交流としては、平成 26 年度に農工大の研究員としてミネソタ大学から博士

研究員(James Ellinger 博士)を採用した。同氏は本プロジェクトに興味を持ち、早出にコンタク

トをとり、本プロジェクトへの参画を希望した。同博士は 2014 年 9 月～11 月末まで滞在し、緑

色光遺伝子発現系を有するシアノバクテリア形質転換体の環境対応についての研究に貢献

した。 

 

また、我々の研究活動に興味を抱き、サウジアラビア・アブドラ国王科学技術大学より研究

者が来訪した。同大学においても今後、シアノファクトリの考え方に基づき、シアノバクテリア応

用におけるプラットフォーム技術を開発することを目指している。 

一方、これまでの研究成果を基に、東インドネシア唯一の技術系大学であるスンバワ工科

大学とともに JST の地球規模課題対応国際科学技術協力プログラム(SATREPS)に応募した。 

このように、本プロジェクトの国際化は急速に進展している。 

 

2013 年 7 月に本研究領域のさきがけ研究者との交流会に早出が参加し、さきがけ研究者

の目覚ましい研究成果を知った。これをきっかけとして、平成 26 年度から新たに理化学研究

所（当時。 現 明治大学）小山内崇博士を代表とする小山内グループおよび埼玉大学理学

部日原由香子博士を代表とする日原グループを本プロジェクトに迎え、両氏の研究成果を有

効に活用するとともに、研究体制の充実を図った。  
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§３ 研究実施内容及び成果  
３．１ 合成情報伝達系が組み込まれた海洋合成シアノバクテリアホストの開発（農工大グループ、

フェリグループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

【緑色光センシングシステムの改良および溶菌系の構築】（農工大グループ、フェリグループ） 

  Synechocystis sp. PCC 6803 は、緑色光に応答して遺

伝子発現制御を行う二成分制御系を有することが報告さ

れている（図1）。そこで、本研究では、同株が有する緑色

光センシング系の二成分制御系、CcaS/CcaR およびそ

れにより制御される cpcG2 プロモータを応用することで、

Synechocystis sp. PCC 6803 における緑色光遺伝子発現

系を構築した。すなわち、広宿主域ベクタープラスミド上

に cpcG2プロモータ、およびその下流にGFPをモデル遺

伝子として挿入することで、緑色遺伝子発現用のベクタ

ープラスミドを構築し、これを Synechocystis sp. PCC 

6803 に形質転換した。その結果、新たにシアノバクテリア

由来の SD 配列を導入し、かつ CcaR もプラスド上で発現

させることで、緑色光下で目的遺伝子を効果的に発現制

御できる遺伝子発現系を開発した（図 2）（原著論文 5）。

本成果は特許としても出願している（特願 2013-115822、

PCT/JP2014/064017）。 

この成果を活用することで、緑色

光に応じて溶菌出来るシステムを

構築した（図 3）（原著論文 6）。培

地への誘導剤非添加で溶菌できる

ため、今後バイオ燃料関連化合物

を容易に回収できるシステムの構

築が期待できる。すなわち、上記プ

ロモータの下流に Holin および

Endolysinの構造遺伝子を、定常発

現 を 行 う プ ロ モ ー タ の 下 流 に

Antiholin の構造遺伝子をそれぞれ

配したプラスミドを作製し、これを

Synechocystis sp. PCC 6803 に導

入した。同形質転換体を緑色光照

射下で培養したところ、生育阻害

および培地中に漏出したフィコシア

ニン蛍光が観察された。本システム

では、完全な溶菌は観察されてい

ないものの、緑色光を照射することで菌体は脆弱になり、集菌後に純水や界面活性剤等で容易に

溶菌を引き起こすことが出来た。緑色光を照射し、菌体を脆弱にした後に、各種溶媒で処理をする

ことで簡便に細胞内容物を抽出できることが期待できる。 

 

CcaS 
Sensor histidine 

kinase 

CcaR 
Response 

regulator 

cpcG2 

535 nm 

672 nm 

P 

PCB 

P 

P 
P

cpcG2
 

OFF ON 

Phycobilisome 
linker protein 

図 1 Synechocystis sp. PCC 6803 の

緑色光応答型二成分制御系 

 図 2 SD 配列付加による緑色光での発現強化 

gfpuv 

P
cpcG2

 P
cpcG2

 

gfpuv SD gfpuv 

P
cpcG

SD ccaR 
P

ccaR
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また、海洋シアノバクテリアとして用いている Synechococcus sp. NKBG 15041c のゲノム解析を行

ったところ、同株には Synechocystis sp. PCC 6803 が保有している緑色光センシングシステムのホ

モログは見つからなかった。そこで Synechocystis sp. PCC 6803 由来緑色光センシングシステムを

Synechococcus sp. NKBG 15041c へ導入したところ、緑色光に応じて、cpcG2 プロモータの下流の

遺伝子発現が確認できた（図 4）（原著論文 19）。今後、同システムを用いて Synechococcus sp. 

NKBG 15041c の溶菌系の構築を目指す。 

 

 
 

  

図 3 緑色光誘導型溶菌システム 
(a) 概念図 

(b) 溶菌系が誘導された菌体に対する各種処理の効果 

pKT230：ベクターのみを導入した株 pKTLYS：溶菌システムを導入した株 

(a) (b) 

図 4  緑色光照射下における Synechocystis sp. PCC 6803 由来緑色光センシングシス

テムを導入した Synechococcus sp. NKBG 15041c の増殖（黒）とリポーター遺伝子

（GFPuv）の発現（緑） 
(a) CcaS, CcaR を導入 (b) CcaR を欠損 (c) CcaS を欠損 (d) CcaS, CcaR とも欠損 
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【緑色光センシングによる自己凝集プロセスの開発】（農工大グループ、フェリグループ） 

シアノバクテリアの自己凝集

を実現するため、シアノバクテ

リアの細胞表面に細胞凝集を

誘導するようなタンパク質を提

示 さ せ る 技 術 を 開 発 し た 。

Synechocystis sp. PCC 6803

に対して、cpcG2 プロモータの

下流に大腸菌由来オートトラ

ンスポータタンパク質である

Antigen43 をコードした遺伝子

を配したプラスミドを導入し、

緑 色 光 の 照 射 に よ り

Antigen43 の発現を誘導した。

発 現 し た Antigen43 は

Synechocystis sp. PCC 6803

細胞表面に提示されることを

確認した（図 5）（原著論文 27）。

この技術を応用することで、凝

集タンパク質を細胞表面に提

示し、細胞の凝集を促すことができると考えられる。 

 

【青色光で制御を行う光情報伝達系の開発】（農工大グループ） 

青色光を用いるシアノバクテリアでの遺伝子発現制御を実現するため、トランスクリプトーム解析

により、青色光センシングに係る遺伝子の検索を目指した。海洋シアノバクテリア Synechococcus 
sp. NKBG 15041c を赤色光のみ、あるいは赤色光及び青色光の同時照射下で培養し、全 RNA を

抽出した。これらの試料を対象に次世代シーケエンサーを用いてトランスクリプトーム解析を行い、

青色光で転写抑制されている遺伝子と青色光で転写が促進されている遺伝子を解析した。その結

果、赤色光照射条件下と比較して、赤色光及び青色光照射条件下で転写量が 1/10 以下に減少

していた遺伝子が 15 種、1/2～1/10 に減少した遺伝子が 53 種得られた。また、赤色光及び青色

光の同時照射条件下で転写量が 10 倍以上に上昇していた遺伝子が 3 種、2～10 倍に上昇してい

た遺伝子が 242 種得られた。今後、これらの遺伝子を詳細に解析し、青色光を用いるシアノバクテ

リアでの遺伝子発現制御の実現を目指す。 

 

【制御用リボレギュレータの開発】（農工大グループ） 

リボレギュレータは、mRNA である cis-repressed mRNA (crRNA)と、non-coding RNA である

trans-activating RNA (taRNA)から構成される。crRNA は、構造遺伝子の上流でステムループ構造

を形成する。このステム部分にはリボソーム結合配列が含まれており、ステムループ構造が形成さ

れているとリボソームが結合できず、下流の構造遺伝子の発現は抑制される。一方で、taRNA は

crRNA と二本鎖形成することができる。taRNA と crRNA が相互作用すると crRNA のステムループ

構造が変化し、リボソーム結合配列が一本鎖として露出する。その結果、リボソーム結合配列への

リボソームの結合が可能となり、構造遺伝子の発現が促進される（図 6）。 

 

図 5 プロテイナーゼ K で処理した Antigen43 発現 
Synechocystis sp. PCC 6803 の SDS-PAGE 解析 
(a) CBB 染色 (b) 抗 Antigen43 抗体によるウェスタンブロット 
細胞表層に発現した Antigen43 はプロテイナーゼ K 処理に

より消化され、ウェスタンブロットのシグナルが弱くなる。 

(a) (b) 
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本研究では、シアノバクテリアで機能するリボレギュレータを開発した。大腸菌で用いられている

リボソーム結合配列は、Synechocystis sp. PCC 6803 では翻訳効率が低いことから、Synechocystis 
sp. PCC 6803 で高い翻訳効率を示すリボソーム結合配列を利用して crRNA と taRNA を設計した。

リボレギュレータは、crRNA の下流に配したレポータータンパク質である緑色蛍光タンパク質

GFPuv の発現を指標に、設計・開発を進めた。はじめに、設計したリボレギュレータを大腸菌で機

能を確認し、改良した。設計したリボレギュレータは、大腸菌内で taRNA を転写誘導すると、crRNA

の下流に配したGFPuvの発現を約6倍促進

した。また、シアノバクテリアの培養温度であ

る 30℃でもリボレギュレータが機能すること

を確認した。大腸菌を宿主として用いた場

合、設計したリボレギュレータを用いて、細

胞 溶 菌 酵 素 系 で あ る Holin お よ び 

Endolysin の発現を制御し、細胞の溶菌を制

御できた。 

次 に 、 設 計 し た リ ボ レ ギ ュ レ ー タ を

Synechocystis sp. PCC 6803 に導入し、その

機能を確認した。Synechocystis sp. PCC 

6803 においても、リボレギュレータの機能を

評価するために GFPuv をレポータータンパ

ク質として用いた。crRNA の下流に GFPuv

の配列を挿入し、その転写を trc プロモータ

で誘導するプラスミドを Synechocystis sp. 

PCC 6803 に導入したところ、crRNA 配列を

持たない場合と比較して、GFPuv 由来の蛍

光が顕著に低下した。この結果から、Synechocystis sp. PCC 6803 内で crRNA が正しく機能してい

ることが示された。また、taRNA を Ni2+ (NiSO4)で転写誘導される nrsB プロモーターの下流に挿入さ

せた配列をプラスミドに導入させた場合、NiSO4 の添加により taRNA の転写が誘導され、crRNA 下

流の GFPuv の発現が約 13 倍上昇することが確認された（図 7）（原著論文 8）。この結果から、設計

したリボレギュレータが、Synechocystis sp. PCC 6803 で機能し、遺伝子の発現を制御できることが

示されている。 

さらに、設計したリボレギュレータを海洋シアノバクテリア Synechococcus sp. NKBG 15041c 内で

評価した。Synechococcus sp. NKBG 15041c でも、crRNA 配列の導入により、GFPuv 由来の蛍光が

低下し、Synechococcus sp. NKBG 15041c 内で crRNA が機能していることが示された。さらに

crRNA に加え、taRNA の配列を含むプラスミドを Synechococcus sp. NKBG 15041c に導入した結
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果、GFPuv 発現量が上昇し、海洋シアノバクテリア内でリボレギュレータが機能することが確認され

た。 

新規リボレギュレータを設計するだけでなく、

設計したリボレギュレータの機能改良も行った。

crRNA が形成するステムループ構造のループ

配列を改変することで、リボレギュレータの機能

を向上させることに成功している。ループ配列

に塩基を挿入し、その配列を最適化した結果、

Synechocystis sp. PCC 6803 においてリボレギ

ュレータの crRNA による遺伝子抑制能を大幅

に向上させることに成功した。 

また、異なるアプローチとして RNA 結合タン

パク質である Hfq とその結合配列の利用による

機能改良も行った。大腸菌では、RNA 結合タン

パク質である Hfq が遺伝子の発現を調節する

non-coding small RNA に結合し、non-coding 

small RNA の細胞内での安定性を向上させると

報告されている。RNA は細胞内でヌクレアーゼに

よる分解を受けやすく、本研究で設計したリボレ

ギュレータに関しても同様に細胞内での安定性

は低い。そこで、リボレギュレータの安定性向上

による機能向上を目指し、Hfq の結合配列をリボ

レギュレータの taRNA に連結した。その結果、

taRNA の細胞内での安定性が向上した。また、

Hfq 結合配列を持たない taRNA と比べて、Hfq 結

合配列を連結した taRNA を大腸菌内で転写誘

導した結果、GFPuv の発現量が約 5 倍上昇した

（図 8）（原著論文 9）。さらに Synechocystis sp. 

PCC 6803 においても、大腸菌由来 hfq を導入す

ることで、Hfq 結合配列を付与した taRNA を利用

したリボレギュレータが高い機能を持つことが示されている（図 9）（原著論文 20）。 

 

 

３．２ バイオ燃料関連化合物生産用の合成オペロンの開発（農工大グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

【海洋シアノバクテリア多重遺伝子導入法の開発】 

ホスト株として 3 %の NaCl を含む BG-11 培地で生育が良好な東京農工大学保有マリンカルチャ

ーコレクションのシアノバクテリア（Synechococcus sp. NKBG 15041c 株）を選択した。この株はこれ

までの研究から接合伝達法による遺伝子操作系が確立されており、さらに広宿主区域ベクタープ

ラスミドが利用できることが知られている。 

 

さらなる利便性を高めるために、NKBG 15041c 株においては、エレクトロポレーション法による遺

伝子導入条件を検討した。抗生物質濃度等の培養条件を検討し、10kb 以上のプラスミドベクター

を導入できる条件を確立した。また、NKBG 15041c 株で使用可能なプロモータとして、NKBG 

15041c 株のゲノム情報（後述）からフィコシアニンプロモータ配列を獲得し、その有効性を評価した。

その結果、従来使用していた trc プロモータと比較して、RNA 発現量が３倍増大した。さらに近年、

学術誌に報告された「スーパプロモータ」と称されている Synechocystis sp. PCC 6803 由来の

Pcpc560 についても、NKBG 15041c 内で効果的に機能し、これまでで最も高い発現レベルを達成

できている。 
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図 8 Hfq 結合配列導入による
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図 9 Synechocystis sp. PCC 6803 に

おける Hfq 結合配列導入の効果 
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さらに NKBG 15041c 株での発現誘導系の確立と

して、テトラサイクリンリプレッサー遺伝子をフィコシア

ニンプロモータの下流に融合、trc プロモータにテト

ラサイクリンオペレータを組み込み、その下流に GFP

遺伝子を導入した発現ベクターを構築した。NKBG 

15041c 株にプラスミドを導入した後、アンヒドラテトラ

サイクリン（ATc, テトラサイクリン誘導体）を添加して

培養を行った結果、ATc 濃度増加に伴い、GFPの発

現量が増大することが示された（図 10）。この結果より、

NKBG 15041c 株において、発現誘導系の開発に成

功した(原著論文 15)。 

 

 

【アルカン合成シアノバクテリアのゲノム解析及びアルカン生合成系の解明】 

特 徴 的 な 炭 化 水 素

(1,n-Nonadecadiene 、

1-Nonadecene ）を生産す

る NKBG 15041c 株につい

て、次世代シークエンサー

を用いた全ゲノム解析、

ORF 同定、遺伝子予測を

行った。ドラフトシークエン

スデータより NKBG 15041c

株のゲノム長が約 3.2 Mbp、

また3224個のORFが同定

された （原著論文 7）。ま

た、COG データベースに

よる遺伝子分類の結果を

図 11 に示す。 

 

さらに遺伝子配列から得られた 16S rDNA 配列をもとに系統樹の作製を行った。比較する株とし

ては Synechococcus 属を中心とした 30 種のシアノバクテリアを対象とした。その結果、NKBG 

15041c 株は海洋性 Synechococcus 属のクラスターであるクラスター3 に分類されることが示された

（原著論文 17）。 

得られたゲノム情報から当該株が生産する炭化水素 1-Nonadecene の合成に関連する遺伝子

の探索を行った。その結果、Synechococcus sp. PCC 7002 株において同定された 1-Nonadecene

生産に関連する酵素（Olefin synthase 、OLS）と 70％以上の DNA 配列の相同性を示す遺伝子

(ORF: 8kb)が同定された。さらに炭化水素生産株として海洋シアノバクテリア Synechococcus sp. 

NKBG 042902 株においても NKBG 15041c 株と同様に 1-Nnonadecene を合成していることが見出

された。NKBG 042902 株は内在性高コピープラスミドを保持していることが知られており、NKBG 

15041c株とは異なる特徴を持つ。そこで次世代シークエンサーを用いてNKBG 042902株の全ゲノ

ム解析を行った。その結果、ゲノム長が約 3.9 Mbp、また 3412 個の ORF が同定され、NKBG 

15041c 株と同様に Olefin synthase 遺伝子を有していることが明らかとなった。よって、NKBG 

042902 株においても当該遺伝子が 1-Nonadecene の合成に関与していることが示唆された(原著

論文 14)。 

 

【アルカン合成オペロン開発】 

Synechococcus elongatus PCC 7942由来の炭化水素合成関連酵素である Acyl-ACP Reductase 

(AAR)および Aldehyde deformylating oxygenase (ADO) の遺伝子データを元に設計・合成を行い、

図 10 アンヒドラテトラサイクリン（ATc）

添加による GFP の発現誘導 

図 11 COG データベースによる NKBG 15041c 株の遺伝子分類 
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アルカン合成オペロンを構築した。各遺伝子の上流には trc プロモータ(Ptrc)、及びフィコシアニン

プロモータ(Pcpc)を組み込み、これらの合成オペロンをシアノバクテリア内で複製が確認されている

pKT230 に導入した(pKT-Ptrc-alkane, pKT-Pcpc-alkane）。アルカン合成関連遺伝子の発現ベク

ターを用いて NKBG 15041c 株の形質転換を行い、炭化水素生産を評価した。その結果、野生株

においてはアルカン合成が確認されていない NKBG 15041c 株において Heptadecane の生産が

確認され（図 12）、Pcpc を用いることで最大 4.2±1.2 μg/g の生産が確認された（原著論文 17）。 

一方で、NKBG 15041c 野生

株が高生産する 1-Nonadecene

の合成が形質転換において著

しく減少した。Heptadecane と

1-nonadecene はいずれも炭素

鎖長 18 の Fatty acyl-ACP を出

発物質して生合成されることか

ら、アルカン合成遺伝子の導入

によりアルケン（1-Nonadecene）

合成量が抑制されたことが考え

られた。しかし、1-Nonadecene

の減少量に比べ、Heptadecane

の増加量は低かった。このこと

から、1-Nonadecene 合成に使

用されなかった Fatty acyl-ACP

の全てが Heptadecane 合成に

使用されていないと考えられた。

そこでアルカン合成と競合する

合成経路の解析を行った。近年、

他のシアノバクテリアにおいて

脂肪族アルデヒドから脂肪族ア

ルコールを合成する Aldehyde 

reductase (AHR)や脂肪族アル

デヒドから脂肪酸を合成する Aldehyde 

dehydrogenase (ALDE)などの酵素が報

告されている。これらの酵素は、脂肪族

ア ル デ ヒ ド か ら ア ル カ ンを 合 成 する

Aldehyde deformylating oxygenase 

(ADO)と同様の基質を用いており、競合

していることが考えられる  (図 13)。

NKBG 15041c 株のドラフトゲノム情報を

解析した結果、Synechocystis sp. PCC 

6803 株由来の AHR と高い相同性を示

す配列が同定され、また RT-PCR による

AHR遺伝子の mRNA 発現が確認された。

そこで GC/MS を用いて NKBG 15041c

野生株、及びアルカン合成遺伝子を導

入した形質転換体の代謝産物の解析を

行った。その結果、野生株及び形質転

換体において Octadecanol (脂肪族アル

コール)が検出され、形質転換体の Octadecanol の生産量は野生株と比較して 4.5 倍増加した。ま

た、AHR による Octadecanol 合成の前駆体である Octadecanal (脂肪族アルデヒド)は、形質転換体

では検出されたが、野生株では検出されなかった。よって、Octadecanal の生産によって、

図 13 Synechococcus sp. NKBG 15041c における

Fatty acyl-ACP を基質としたアルカン、アルケン、脂

肪族アルコール合成 

図 12 アルカン合成遺伝子導入 Synechococcus sp. NKBG 

15041c における炭化水素生産の評価 
（A）野生株、（B）pKT-Ptrc-alkane 保持株、（C）

pKT-Pcpc-alkane 保持株 
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Octadecanol の生産量が増加したことが考えられ、アルカン合成経路と競合する脂肪族アルコール

合成経路の存在が示唆された。現在、AHR 遺伝子のノックアウト及びノックダウンに向けた形質転

換体の構築を試みており、アルカン生産量の増大を試みている。 

 

３．３ バイオ燃料関連化合物高効率抽出用イオン液体プロセスの開発（農工大グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

【PHB 抽出用イオン液体プロセスの開発】 

藻体プロセスへの利用を目的とした種々のイオン液体の特性評価を通じ、水素結合受容性の高

いイオン液体を用いることで含水含塩状態のシアノバクテリアを直接溶解可能であることを見いだ

し報告した。その中でもアルキルイミダゾリウムリン酸誘導体イオン液体へ PHB は溶解しないことを

確認し、イオン液体中への藻体成分と PHB の溶解性の違いを利用したろ過による分離を行った。

PHB を生産した Synechocystis sp. PCC 6803 をイオン液体中に溶解後、減圧ろ過を行うことで、藻

体内に産生された PHB の約 98%を回収できることを明らかとした。また、減圧ろ過後の濾液を回収、

乾燥することで、イオン液体を初期と同様の藻体溶解性を保持したまま 98wt%以上リサイクルできる

ことを確認した（表１）（原著論文 18）。 

 

表１ シアノバクテリアからのイオン液体（IL）および PHB の回収率 

 Recycle number 

 1 2 3 4 5 

Recovery of IL (%) 99 98 98 98 98 

Yield of PHB (%) 98 98 98 99 98 

 

また、PHB を溶解可能なイオン液体の探索を行い、安息香酸アニオンを有するイオン液体が他

の系に比べて低温で PHB を溶解し、イオン液体中の含水量により PHB の溶解性が異なることを見

出した。さらに効率的な PHB 回収プロセスの構築を目指して、極性を有し、水との相分離を可能に

する新規イオン液体の合成や相分離後の含水率を調整するための双性イオンの合成を行った。 

 

【アルカン抽出用イオン液体プロセスの開発】 

カチオンに長鎖アルキル基を有するイオン液体が Heptadecane を溶解することを明らかにした。

また、アニオンがアルカンの溶解度に

及ぼす影響について検討を進め、カ

ルボキシル基を有するものが溶解に

有効であることを明らかにした。イオン

の組み合わせによりアルカンを溶解

するイオン液体を作製できること、ま

たアルカンを溶解後、水を添加するこ

とで水、イオン液体、アルカンの 3 層

に分離出来ることを明らかにした（図

14）。 

 

【スターチ抽出用イオン液体プロセスの開発】 

多糖類の溶解に有用であると考えられる極性

イオン液体は、水と混和しやすく、含水率が上昇

に伴い糖の溶解性が大きく低下する傾向があっ

た。そこで、高い水素結合受容性を持つアニオ

ンと、疎水性のカチオンとを組み合わせ、糖と親

和しつつ含水量の影響を受けないような疎水性

高極性イオン液体を設計した（図 15）。 

IL+Heptadecane 
Heptadecane 
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Water 

+water 

図 14 イオン液体中への Heptadecane の溶解と水添

加による 3 相形成 
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図 15 疎水性高極性イオン液体の構造 
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３．４ シアノファクトリ用 cyAbrB2、および RpaB 転写因子制御系の開発 （日原グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

淡水性シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803 を対象として、代謝系のグローバルレギュレ

ータ cyAbrB2、および光合成系のグローバルレギュレータ RpaB について、その機能解析、および

リボレギュレータを用いた発現抑制系の構築の両面から解析を行った。 

 

【グローバルレギュレータの機能解析】 

cyAbrB２転写因子は、連続明条件下での炭素窒素代謝の潤滑な進行に必須であり、cyAbrB２

を欠損すると細胞内にグリコーゲンが高蓄積することがこれまでに示されている。しかし、暗所では

蓄積したグリコーゲンの速やかな分解が観察されることから、明所と暗所での cyAbrB２の働きが異

なる可能性が示唆された。そこで明所から暗所に移した際の cyAbrB２欠損株の表現型解析を行っ

たところ、暗所下での標的遺伝子の発現変動、代謝産物量の変動は cyAbrB２の有無により違いは

なく、暗所下での窒素・炭素代謝制御に cyAbrB２が必須でないことが示された。しかし、明暗周期

下でのグリコーゲン量の増減パターンが、cyabrB2 破壊株では乱れることから、cyAbrB２は明暗条

件下での代謝の切り替えに働く可能性が示唆された(原著論文 16)。 

RpaB 転写因子は光強度変化に伴い、光合成関連遺伝子の転写活性化と転写抑制の両方に機

能することが知られている。RpaB は二成分制御系のレスポンスレギュレータであり、その活性制御

にはヒスチジンキナーゼ Hik33 によるリン酸基転移が関与することが示唆されているが、その詳細

は不明であった。本研究では新たに、この二成分制御系のリン酸基転移に加えて、調節タンパク

質チオレドキシンによるシステイン残基の還元が、RpaB の活性制御に関与する可能性を示唆する

結果を得た。RpaB がチオレドキシンからの還元力供給を受けることにより、光合成電子伝達活性に

依存した転写制御を行っている可能性が新たに示された(原著論文 21)。 

以上の、cyAbrB2 と RpaB の生理的役割や活性制御メカニズムに関する新知見は、明暗周期条

件や異なる光強度下での物質生産において、これらの転写因子をどのように制御することが有効

であるか、考慮するにあたって重要な情報である。 

 

【リボレギュレータを用いた発現抑制系の構築】 

銅誘導性 petJ プロモータの制御下でリボレギュレータを発現させることにより、cyAbrB2、および

RpaB の発現抑制を試みた。銅欠乏条件下に移した Synechocystis 細胞内では petJ プロモータか

らの転写誘導が起きることが知られているが、リボレギュレータを接続した際の誘導レベルは低く、

cyabrB2、および rpaB mRNA からの翻訳を抑制するには不十分であった。リボレギュレータが細胞

内で不安定である可能性を考え、大腸菌の RNA シャペロン Hfq タンパク質を共発現する株を作製

したが、リボレギュレータによる cyAbrB2、および RpaB の発現抑制効果は観察されなかった。 

現在、ニッケル誘導性の nrsBプロモータや、緑色光誘導性の cpcG2プロモータに変えて同様に

リボレギュレータの誘導を試みている。また池袋グループの、cyabrB2 遺伝子上流域にリボスイッチ

を挿入した株において、nrsB プロモータおよび cpcG2 プロモータを併用しての cyabrB2 の転写抑

制に成功したという成果を受けて、現在この株の表現型が野生型から cyAbrB2 欠損型へと置き換

わるかどうかの表現型解析を行っている。 

 

３．５ 転写制御因子によるシアノファクトリ用制御系の開発（小山内グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

小山内グループでは、グローバルレギュレーターである転写因子を利用してシアノファクトリの開

発を行っている。特に、光合成反応中心 D１タンパク質遺伝子 psbAII のプロモータを利用して、淡

水性シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803 の過剰発現株を利用して、細胞、代謝、光合成

の改変を行った。 

 

RNA ポリメラーゼシグマ因子 SigE やレスポンスレギュレータ Rre37 の過剰発現株では、窒素欠

乏１日後には、mRNA レベルと代謝産物レベルに相関がなくなることを明らかにした。このことから、
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増殖を止める窒素欠乏などの状態では、トランスクリプトーム解析はあまり有効ではなく、メタボロー

ム解析によって代謝状態を直接明らかにすることが重要であることが分かった。この成果は、国際

誌にて発表済みである（原著論文 22）。 

 

実生産プロセスを想定する上で、微細藻類の培養には、「淡水を多量に使用する」という欠点が

ある。日本では淡水は豊富であるが、世界的に見れば淡水は貴重な資源であり、藻類培養には飲

料・農業利用と競合しない海水を利用することが望ましい。そこで、淡水性シアノバクテリアを、人

工海水を用いて培養したところ、窒素とリン源を加えることで、海水中でも増殖することが明らかに

なった。培養中に培地が酸性化することがわかったため、窒素、リン源に加えてバッファーを添加し

たところ、さらに増殖が促進されることが分かった。また、通常の合成培地と海水培養での細胞内ア

ミノ酸量を比較したところ、海水培養によってグルタミンやアスパラギン酸が５倍、リシンが１０倍に増

加することが明らかになった。この成果は、国際誌にて発表済みである（原著論文 23）。 

 

３．６ 転写制御因子による代謝と光合成の改変と PHB 生産（小山内グループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

サーカディアンリズムに関わるヒスチジンキナーゼである Hik8 の過剰発現株では、光合成や代

謝が変化することが明らかになった。Hik8 過剰発現株では、光合成電子伝達の活性が変化し、光

化学系 I, II の遺伝子発現がすべて増加することが分かった。また、アミノ酸レベルも変化するなど、

Hik8 過剰発現によって光合成と一次代謝が包括的に変化することが明らかになった（原著論文

26）。 

 

３．７ シアノファクトリの開発（全グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

これまでに得られた結果を統合して、シアノバクテリアの培養、バイオエネルギー関連化合物の

生産、藻体の回収および破砕、さらにイオン液体を用いる目的物質の回収まで含めた、一連のバ

イオプロセス、シアノファクトリの構築を試みた。 

まず、ＰＨＢ生産・回収を目的としたシアノファクトリの構築を試みた。ここでは 26 年度から本チー

ムに合流した、明治大学小山内講師が開発した、PHB 高生産株の応用を試みた。Synechocystis 
sp. PCC 6803 sigE 高発現株は、窒素欠乏条件下で PHB 生産量が増加する。そこで、sigE を高発

現させたシアノバクテリアに緑色光誘導型溶菌制御システムを導入することで、PHB の生産および、

回収を目的としたバイオプロセスの開発を目指した。しかし、同株を窒素枯渇下において培養した

場合、緑色光センシングシステムが働かなかった。これは窒素枯渇下では、緑色光センシングシス

テムの中核を成す CcaS の転写そのものが抑制される結果であることが考察された。そこで、PHB

生産とこの緑色光遺伝子発現系とを組み合わせるためには、PHB を藻体内に蓄積させたのち、緑

色光遺伝子発現系で溶菌を誘導させるために、窒素源を培地中に後から加えることで同システム

の機能を復帰させることを試みた。以上の準備のもとで sigEを高発現させたシアノバクテリアを用い

た PHB 生産プロセスにおいて、緑色光誘導型溶菌システムの機能評価を行った。その結果、窒素

源存在下においては緑色光の照射が開始されて直ちに藻体の溶菌に伴う培地上清中のフィコシ

アニン漏出に伴う、同タンパク質由来の蛍光が観察された。これに対し、窒素源欠乏下においては

緑色光を照射されても上清中のフィコシアニン蛍光は観察されなかった。しかし、窒素源を後から

加えることで、培養上清中にフィコシアニンの蛍光が確認された(図 16)。このことから、シアノバクテ

リアを用いた PHB 生産プロセス、つまり sigE を高発現させたシアノバクテリアを PHB 生産に十分な

期間、窒素欠乏条件下においた後であっても、窒素源を添加することで、緑色光による溶菌誘導

システムが機能することが示唆された。一方でこれまでにシアノバクテリア藻体を完全に溶解し、か

つ、PHB は全く溶解せず、水相にこれらを沈殿させるイオン液体が開発されている。また、このイオ

ン液体においては、シアノバクテリアの完全溶解には一定時間の撹拌が不可欠である。そこで、こ

こで開発した緑色光誘導型溶菌システムが導入された sigE 高発現株を用いて PHB 生産とイオン

液体によるＰＨＢ回収プロセスを組み合わせたシアノファクトリの構築を現在進めている。すなわち、

sigE 高発現株を用いて PHB を藻体内に高度に蓄積させた後に、緑色光照射により溶菌状態とし
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て、この藻体に対してイオン液体を添加することで、藻体は短時間で完全溶解させるとともに、ＰＨ

Ｂを水相に分離回収できるバイオプロセスを構築する。 

 
 

さらに、グリコーゲンの生産・回収を目的としたシアノファクトリの構築を試みた。ここでは、同じく

26 年度から本チームに合流した、埼玉大学 日原准教授が開発したグリコーゲン高生産株の応用

を試みた。Synechocystis sp. PCC 6803 cyabrB2 欠損株は野性株に比べて高いグリコーゲン生産

量を示す。そこで同株に対して、前年度までに構築してきた緑色光誘導型溶菌システムの導入を

行い、生産されるグリコーゲンを緑色光誘導による溶菌を応用することで、生産物であるグリコーゲ

ンの回収を試みた。その結果、Synechocystis sp. PCC 6803 cyabrB2 欠損株に緑色光誘導型溶菌

システムを導入することで、緑色光照射により、同株が溶菌することが示された。さらに、同株が藻

体内に蓄積しているグリコーゲンを緑色光誘導による溶菌により培地中に放出することが示された。

この培養上清から回収されるグリコーゲン量は野生株に比べ、緑色光誘導型溶菌システムが導入

された cyabrB2 欠損株では緑色光照射時に 4 倍以上のグリコーゲンが回収できることが示された

(図 17)。 

図 16 Synechocystis sp. PCC 6803 sigE 高発現株における緑色光誘導型溶菌システムへ

の窒素源の影響 
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そこで、ここで開発した緑色光誘導型溶菌システムが導入された cyabrB2 欠損株を用いてグリコ

ーゲン生産とイオン液体によるグリコーゲン回収プロセスを組み合わせたシアノファクトリの構築を

進めた。 

緑色光誘導型溶菌システムが導入された Synechocystis sp. PCC 6803 cyabrB2 欠損株を培養し

てグリコ―ゲンを藻体内に高度に蓄積させた後に、緑色光照射により溶菌状態とし、遠心分離によ

り藻体を回収した。この藻体に対してイオン液体を添加すると、緑色光で溶菌を誘導した藻体は高

効率で溶解した（図 18）。 

 

 
 

また、生産されたグリコーゲンは水相に分離回収されるが、この時藻体の溶菌、分離に用い

たイオン液体は使用後に回収することで、再利用が可能であった（図 19）。 

図 17 緑色光誘導型溶菌システムを導入された Synechocystis sp. 

PCC 6803 cyabrB2 欠損株におけるグリコーゲンの細胞内における

蓄積と、培養上清中に存在するグリコーゲン量 

pKT230：ベクターのみを導入した株（negative control） 

pKTLYS-T1：緑色光誘導型溶菌システムを導入した株 

図 18 緑色光誘導型溶菌システムを導入された Synechocystis sp. 

PCC 6803 cyabrB2 欠損株のイオン液体による溶菌 
  pKT230：ベクターのみを導入した株（negative control） 
  pKTLYS-T1：緑色光誘導型溶菌システムを導入した株 

pKT230 pKTLYS-T1 

■: Red light 
■: Red & Green light 
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さらに、菌体分離後の培地は回収し、再利用を行ったところ、少なくとも 3 回までは増殖速度等

に大きな変化は見られなかった（図 20）。 

 

 
 

以上のように、藻体回収、溶菌、イオン液体を用いるバイオエネルギ関連化合物回収と培養

液のリサイクルが統合された「シアノファクトリ」を構築することができた。 
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(４)知財出願 

①国内出願 (２件)  

1. 「遺伝子発現の制御方法、目的物質の製造方法、および、それらに用いるＤＮＡ配列、

発現ベクター、並びに、シアノバクテリア」、発明者：阿部公一、早出広司、出願人：国

立大学法人東京農工大学、出願日：2013 年 5 月 31 日、出願番号：特願 2013-115822 

2. 「新規ストレス耐性遺伝子」、発明者：山田晃世、小関良宏、早出広司、田中崇彬、杉

山純哉、出願人：国立大学法人東京農工大学、出願日：2014 年 8 月 20 日、出願番

号：特願 2014-167667→出願日：2015 年 8 月 19 日、出願番号：特願 2015-161736(国

内優先権制度を利用して、出願内容の補充) 

 

②海外出願 (1 件) 

1. 「遺伝子発現の制御方法、目的物質の製造方法、および、それらに用いるＤＮＡ配列、

発現ベクター、並びに、シアノバクテリア」、発明者：阿部公一、早出広司、出願人：国

立 大 学 法 人 東 京 農 工 大 学 、 出 願 日 ： 2014 年 5 月 27 日 、 出 願 番 号 ：

PCT/JP2014/064017（特願 2013-115822 の優先権出願） 

 

(５)受賞・報道等  

①受賞 

1. Best Student Award First Prize: The 9th Asia-Pasific Marine Biotechnohology 

Conferece  (Kochi, Japan), Daichi Arai, 16th July, 2012 

2. 学生講演賞、酒井雄大、日本化学会第 94 回春季大会、名古屋大学、2013 年 3 月 26

日 

3. Student poster award、Yasuhito Ito, Asia BioHydrogen & BioEnergy 23th 

November 2013 

4. Young Researcher Travel Award, Yuta Sakai, The Sixth International Meeting 

on Synthetic Biology, 7th, July 2013  

5. ISNAC Outstanding Poster Award in 2013, Yuta Sakai, The 40th International 

Symposium on Nucleic Acids Chemistry, 15th November 2013 

6. RNA2014 Travel fellowship, Yuta Sakai, RNA 2014: The Nineteenth Annual 

Meeting of the RNA Society, Quebec (Canada), 3rd June 2014 

7. Poster award, Satomi Arisaka, 3rd International Workshop of Cyanofactory, 

Tokyo, Japan, 7th March 2016 

 

②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

1. 日経産業新聞「植物の増殖促進 熱や塩に耐性」, 2015 年 6 月 1 日 

2. プレス発表「光誘導による微生物回収技術の開発に成功～光制御型バイオプロセスの

構築をめざして～」, 東京農工大学、JST 共同, 2016 年 2 月 12 日 

（シアノバクテリアの緑色光センシング機能を大腸菌に組み込み、緑色光を照射して細

胞凝集タンパク質 Antigen43 を大腸菌の表層に発現させることで、大腸菌を自己凝集さ

せ、容易に菌体を回収することに成功した。） 

 

(６)成果展開事例 

①社会還元的な展開活動 

・ 招待講演：小山内崇「光合成微細藻類によるバイオエネルギー・バイオマテリアル生産」

時代を刷新する会、衆議院議員第一会館、2016 年 2 月 18 日 

・ 本 プ ロ ジ ェ ク ト お よ び 研 究 成 果 に つ い て 、 イ ン タ ー ネ ッ ト （ URL; 

http://www.tuat.ac.jp/~cyano/）で公開し、一般に情報提供している。 
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§５ 研究期間中の活動 
 

５．１ 主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2011 年 8 月 3 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 17 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2011 年 9 月 5 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 15 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2011 年 11 月 2 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 15 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2011 年 12 月 7 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 16 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2012 年 5 月 2 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 15 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2012 年 6 月 6 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 15 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2012 年 11 月 21 日 フランス原子力・

代替エネルギー

庁 ライフサイエ

ンス局長 見学 

東京農工大学 11 人 研究や今後の連

携についての意

見交換 

2012 年 11 月 21 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 15 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2012 年 12 月 17 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 16 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2013 年 7 月 17 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 7 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2013 年 9 月 4 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 7 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2013 年 10 月 2 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 9 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2013 年 12 月 20 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 7 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2014 年 3 月 6, 7 日 1st International 

Workshop of 

Cyanofactory 

東京農工大学 86 人 EC FP7 の

Cyanofactory チー

ムとの研究交流 

2014 年 5 月 2 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 10 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2014 年 11 月 19 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 14 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2014 年 12 月 26 日 チーム内ミーティ

ング（非公開） 

東京農工大学 6 人 研究進捗報告の

ためのミーティング 

2015 年 3 月 5, 6 日 2nd International 

Workshop of 

Cyanofactory 

東京農工大学 85 人 EC FP7 の

Cyanofactory チー

ムとの研究交流 

2016 年 3 月 7, 8 日 

 

3rd International 

Workshop of 

Cyanofactory 

東京農工大学 85 人 EC FP7 の

Cyanofactory チー

ムとの研究交流 
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§６ 最後に 
 

本研究では、海洋シアノバクテリアの有する優れたバイオ燃料関連化合物生産能力に注目し、

バイオ燃料関連化合物の生合成ならびにバイオプロセスを人工的に高度に制御し、かつ藻体から

の当該化合物の回収プロセスまで一貫してデザインした「シアノファクトリ」を開発することを目的と

してきた。その結果として、汎用性の高い、高度な機能制御が行える海洋合成シアノバクテリアホス

ト細胞が開発され、人工情報伝達系設計による合成生物学のコンセプトに基づく新しい生物工学

の基盤技術が形成されることを目指してきた。このように、極めて独創的で高度な技術集約が求め

られる研究テーマを提案したが、チーム一丸となって、中核となる技術開発はほぼ目標を達成する

ことができたと自負している。本研究は東京農工大学大学院工学研究院生命機能科学部門の教

員を中心として構成された研究チームによって遂行された。チーム構成員がそれぞれ独自の研究

的な特徴を有しており、研究の進め方も異なる中、かつ絶妙なハーモニの中で研究が進められて

きた。これは物理的に同じ組織で教育研究に携わっているメンバから構成される研究チームの最

大の利点が活用された結果と考えている。チーム内の研究グループの個々の目標の達成度や目

標を達成した結果の社会的インパクトの差はあったものの、投稿論文への情報発信をはじめとした

学術的な貢献は十分に果たしたと信じている。現時点での投稿論文数やその質はまだ満足いく状

態ではないが、今年度の研究の仕上がり状態が極めて良好であることから、このあと数年の中で、

継続して質の高い学術論文が公開されていくものと確信している。その一方で、本研究課題の特

徴である、異種の技術を統合することで得られる一つの研究成果を学術論文にふさわしい内容とし

て公開するためには時間を要することを認識した。また、学術論文の投稿においては研究倫理規

定を遵守し、それぞれの論文の著者を吟味し、かつその内容を再三にわたりチェックした状態にて

投稿しており、決して研究不正がないことも、当たり前ではあるが、付言したい。一方、本研究成果

は極めて汎用性の高い、プラットフォーム技術を提案したことであるが、現時点での達成レベルに

おいて、生産物の産業上・市場の位置づけから、産業界との距離が存在することは否めない。これ

から、具体的な生産物をこのプラットフォームに載せていくことで、産業界との距離を縮め、本研究

成果を社会に還元していきたい。 

本研究成果は本研究チームメンバ、学生諸氏の日夜に渡る努力がなければ決して達成できるも

のではなかった。チームメンバ全体に対して感謝の意を表したい。 

 

最後に、本研究は研究総轄の松永先生、領域アドバイザーの諸先生方のご助言と忍耐強いご

理解とご指導のもとで推進できたことが、この成果につながったと信じております。心より、感謝申し

上げます。さらに、研究支援をいただいた JST 側の職員の皆様の親身なご援助に厚く御礼申し上

げます。 

 

 


