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1. はじめに
　緑色硫黄細菌は偏性嫌気性のグラム陰性細菌で、還
元型の硫黄化合物を電子源とした非酸素発生型の光合
成によって生育する光独立栄養細菌である1 )。その光
合成系は非常に単純であり、細胞内にチラコイド様の
膜系はなく、光化学系I型の光合成反応中心（RC）と
シトクロムbc複合体から構成される電子伝達系が細胞
膜内で駆動している2,3)。その一方、他の多くの光合成
生物とは異なり、「RCコアタンパク質がホモダイマー
構造である」、「光合成細菌でありながら一次電子受
容体がクロロフィルaである」、「既知のものでは最
大の集光装置であるクロロソームをもつ」、「Calvin

回路ではなく還元的TCA回路で炭素固定を行う」など
数多くの興味深い特質をもつ2-5)。
　緑色硫黄細菌の光合成系に関する研究は、紅色光合
成細菌と同じくらい古い歴史をもつ。しかしながら光
合成系が酸素で失活しやすく、利用できる解析手法に
は限界があるため、解明すべき問題が数多く残された
ままである。ようやく近年になって、好熱性の緑色硫
黄細菌 Chlorobaculum  (Cba.) tepidum の全ゲノム情報と
相同組換えによる形質転換系が確立され、遺伝子破壊
株を使った分子生物学的な研究が報告されはじめた
3,6,7)。しかし緑色硫黄細菌は光合成でしか生育できな
いため、光合成反応に必須な遺伝子の機能解析はほと
んど進んでいない。
　私たちは緑色硫黄細菌のホモダイマーR Cの構造と
機能に注目して研究してきた。近年次々に立体構造が
解かれたヘテロダイマーR Cでは、電子伝達コファク

ターが軸対称な2本の電子移動経路を形成し、電子は
片方の経路を排他的または優先的に移動する8 , 9 )。一
方、ホモダイマーRCでは2本の電子移動経路は同等に
機能すると考えられており、ホモダイマーからヘテロ
ダイマーに進化する過程でR Cは電子移動を非対称化
させたと推測されている4,5)。私たちは、ホモダイマー
R Cをモデルとして電子移動を非対称化した因子を探
りたいと考えているが、ホモダイマーRCでは立体構造
の決定はおろか電子伝達コファクターの同定すら完了
していない。この状況を打破するためには、どうして
も分子生物学的手法による解析が必要である。
　そこで私たちは、光合成に必須な遺伝子を操作する
技術として異なる2つの遺伝子発現系を考案した。1つ
は「遺伝子の偽二倍体化」であり、R Cコアタンパク
質への部位特異的変異の導入、およびホモダイマー型
RCの人工的なヘテロダイマー化を可能にした10)。もう
1つは「広宿主域プラスミドの開発」であり、C b a . 

tepidum にプラスミドをもたせることで、より汎用的
な遺伝子発現系の構築にも成功した。ここでは私たち
が開発した手法を紹介し、緑色硫黄細菌の遺伝子発現
系を使った研究の今後の展開を議論したい。

2.  遺伝子の偽二倍体化 
　先に述べたように、私たちは、緑色硫黄細菌のホモ
ダイマーRCの構造と機能、分子進化に興味をもって研
究している。Cba. tepidum で相同組換えによる形質転
換系が確立されて以来、RCコアタンパク質（PscA）
への部位特異的な変異導入を試みてきた。しかし、こ
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れまでに導入を試みた変異は全て致死的であり、私た
ちのグループを含め、RCコアタンパク質の変異体作製
に成功したものはいない。 

　そこで任意の変異をRCに導入する方法として、私
たちが最初に考案したのが、「R Cコアタンパク質遺
伝子（pscA）の偽二倍体化」である（図1）。この方
法では、野生型のp s c A遺伝子を機能的なまま残し、
re c A遺伝子のコード領域に変異p s c A遺伝子を挿入す
る。野生型 R Cの発現が変異株の生育を補償するの
で、任意の変異体R Cの発現が可能になると考えた。
この方法には以下の3つの戦略項目も同時に含まれて
いる。①r e c A遺伝子の破壊により相同組換えを抑制
し、偽二倍体化した遺伝子をゲノム上に安定に保持さ
せること、②野生型遺伝子と変異遺伝子にそれぞれ異
なるアフィニティ精製用タグ配列を付加し、変異体
R Cを特異的に精製すること、③野生型と変異型のコ
アタンパク質から成る、人工的なヘテロダイマーRCを
発現することである。これらの項目の有効性につい
て、N末端にHisタグを付加したpscA遺伝子をrecA遺伝
子領域に組み込んだ変異株、recA::(HisAB-aacC1)を作
製することにより検証することにした（図2A）。
　まず確認したのが偽二倍体化した遺伝子の安定的な

保持である。得られたrecA::(HisAB-aacC1)株を継代培
養したところ、偽二倍体化した２つのpscA遺伝子座の
再編や配列の変化は全く生じなかった。また、recA遺
伝子破壊による光合成系や生育自体への大きな影響は
見られず、期待通り相同組換え能のみが著しく抑制さ
れていた。
　次に、Hisタグ付きRCコアタンパク質が発現されて
いるかを調べた。変異株から調製した粗精製膜を n -

octyl-β-D-glucosideで可溶化後、Ni2+固定化カラムを用
いたアフィニティクロマトグラフィーを行ったとこ
ろ、比較的高純度のR C標品を大量に得ることができ
た（図2B）。またこのRC標品は、電子伝達成分を全
て保持しており、高い光電荷分離活性を有していた。
　最後にヘテロダイマーR Cの発現を確認した。先の
アフィニティ精製で得られたHisタグRC標品は、Hisタ
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図2　（A）recA::(HisAB-aacC1)のゲノムの模式図。
N末端に 6x Hisタグを付加したpscA遺伝子とpscB遺伝子
（FA/FBタンパク質）のクラスターを野生型pscAB遺伝子ク
ラスターと同じプロモーターにつないで、野生株のre c A遺
伝子領域に相同組換えによって組み込んだ。青で示した遺
伝子は選択マーカーとして使用したゲンタマイシン耐性遺
伝子（aacC1）。
（B）recA::(HisAB-aacC1)から嫌気的なアフィニティ精製で
得られたHisタグRC標品のSDS-PAGE（左）とRC複合体モ
デル（右）。
SDS-PAGEのレーン1はNi2+固定化カラムの溶出画分、レー
ン2はそれをゲルろ過（Sephacryl S-200）にかけたもの。各
種分光分析で検出された電子伝達コファクターは複合体モ
デルに色つきで示した。赤：ヘムc、青：バクテリオクロロ
フィルa、緑：クロロフィルa、ピンク：メナキノン、オレン
ジ：4Fe-4Sクラスター。

図１　RCコアタンパク質遺伝子（pscA）の偽二倍体化の戦
略。
あらかじめ相同組み換えで、本来のpscA遺伝子にタグを付加
しておく。その後、それとは異なるタグを付加した変異pscA

遺伝子をrecA遺伝子のコード領域に挿入する。各々のpscA遺
伝子によるホモダイマーRC以外に、ヘテロダイマーRCも発
現可能である。本文中で述べた3つの戦略項目を検証するの
に用いたのはrecA::(HisAB-aacC1)株で、本来のpscA遺伝子に
はタグを付加していないことに注意。



グ付きのPscAからなるホモダイマーRCと、Hisタグ付
きとタグなしのPscAからなるヘテロダイマーRCの混
合物となるはずである（図1の下段を参照：ただし、
recA::(HisAB-aacC1)株では本来のpscA遺伝子にはタグ
を付加していない）。従って、この標品中にタグなし
のP s c Aが含まれることがわかれば、ヘテロダイマー
RCが発現している証拠となると考えた。そこでHisタ
グ R C標品をトリプシン分解し、液体クロマトグラ
フィー-タンデムマススペクトル分析（LC/MS/MS）で
PscAのN末端ペプチドを探索したところ、Hisタグ付
きのN末端ペプチドだけでなく、タグなしのN末端ペ
プチドも含まれていることがわかった（図3A）。この
タグなしのN末端ペプチドの信号強度は、等モルの野
生型RC複合体（タグなしのホモダイマーRC）を分析
した場合の約10%に相当していた。これは、Hisタグ
RC標品中に含まれる全PscAのうち約10%がタグなし
であることを意味する。タグなしのPscAは全てヘテロ
ダイマーRCに由来するはずなので、HisタグRC標品に
含まれるRC複合体の約20%がヘテロダイマーRCであ
ると見積もることができた（図3B）。
以上の検証により、「 R Cコアタンパク質遺伝子

（pscA）の偽二倍体化」はホモダイマーRCを人工的に
ヘテロダイマーに作りかえる方法として有効であるこ
とがわかった。実際、発現量は少ないが変異を導入し
たヘテロダイマー反応中心の存在を確認しており、近
いうちに報告したい（未発表データ）。私たちの考案
したこの方法が、Cba. tepidum のRCを分子生物学的に
解析する非常に有効な方法論として浸透していくこと
を期待している。この方法は Cba. tepidum のゲノム上
に相同な配列をもつ遺伝子を組み込むことを前提とし
ているが、結果的にrecA遺伝子領域は相同組換えが抑
制される以外はニュートラルサイトとして機能してお
り、基本的にどのような遺伝子でも発現させることが
できる。したがって同様の方法が、他の必須タンパク
質や、コファクターが多くて他の生物種では発現させ
られないタンパク質の解析にも適用できると考えてい
る。

3. 広宿主域プラスミドの開発 
　前項の遺伝子の偽二倍体化による発現系は、遺伝子
発現系として十分に機能するものの、二重交差型の相
同組換えによって発現DNAコンストラクトをゲノムに
組み込むため、目的の変異株の単離までには手間と時

間を要する。また、組み込む遺伝子は基本的に 1コ
ピーとなるため、高発現は期待できない。さらに、必
然的にrecA遺伝子を破壊してしまうので、以後、相同
組換えを利用したゲノムの改変はできなくなってしま
う。これを解決するには、より広範な遺伝子を対象に
した、汎用性の高い Cba. tepidum の遺伝子発現系の構
築が必要である。
　RK2やRP4（IncPグループ）、RSF1010（IncQグルー
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図3　（A）タグなしPscAのトリプシン消化断片のマススペ
クトル。
同じモル濃度の野生株から精製したタグなしの R C 標品
（上）と、recA::(HisAB-aacC1)から得られたHisタグRC標品
（下）をLC/MS/MSで分析したときのマススペクトルを示し
ている。＊印はMS/MSによりタグなしPscAのN末端ペプチド
であることを確認したピーク。HisタグRC標品で検出された
ピークは、野生型RC標品の約1/10となっていることがわか
る。
（B）LC/MS/MS分析から推定されたHisタグRC標品中に含
まれるヘテロダイマーRCとホモダイマーRCの量比。
HisタグRC標品中の全PscAのうち約10%がタグなしであり、
これは全てヘテロダイマーRCに由来するので、全体の約20%
がヘテロダイマーRCである。



プ）などの接合プラスミドは、細菌間の接合過程に
よって伝達されるので11,12)、事実上、全てのグラム陰
性細菌を宿主とすることができる（図4）。このよう
な広宿主域プラスミドを用いた遺伝子発現系は、非光
合成細菌はもちろん、紅色光合成細菌やシアノバクテ
リアの研究では一般的に使用されている11,13-16)。緑色
硫黄細菌でも接合プラスミドの導入が1995年に報告さ
れた17)。ところが報告された方法では誰も結果を再現
することができず、緑色硫黄細菌にプラスミドを保持
させるのは長い間不可能であると考えられてきた。し
かし私たちが再現実験を行った際、自然変異体と思わ
れる偽陽性のコロニーが多いことに気がついた。これ
までに用いられてきた抗生物質では、プラスミドを保
持したクローンの選択が不十分であったと考えられ
た。また報告されている抗生物質を使う限り、たとえ
プラスミドの導入に成功しても、その後の継代培養で
プラスミドが安定には保持されないと推測された。
　そこで適切な選択が可能な抗生物質を再検討し、エ
リスロマイシン（E m）や、ストレプトマイシンとス
ペクチノマイシンの混合物（Sm/Sp）が有効であるこ
とがわかった。RSF1010由来プラスミドpDSK51918)

に、これらの抗生物質の耐性遺伝子（ermC、aadA）
を組み込んだ新たな接合プラスミドp D S K 5 1 9 1、
pDSK5192を作製して接合実験を行ったところ、再現
よく Cba. tepidum にプラスミドを導入することに成功
した（図5 A）。また、薬剤を含む培地での継代培養
では得られるプラスミドの収量や配列に変化は見られ
ず、導入したプラスミドは非常に安定に保持されるこ
とが確認できた（図5B）。
　次に、任意の遺伝子を発現させるためのプラスミド
の構築に着手した。私たちのグループは、過去の研究

で、野生型 Cba. tepidum とは生長速度が異なる変異
株、ΔcycA株とΔsoxB株を作成している19,20)。ΔcycA株
は、ペリプラズムの可溶性シトクロムc -554をコード
する遺伝子を欠失しており、培養後期の生長速度が野
生株より顕著に遅くなる。ΔsoxB株は、チオ硫酸の酸
化に必要な遺伝子群の1つ s o x B遺伝子を欠失してお
り、こちらは培養後期から全く生長しなくなる。これ
らの変異株の表現型の相補を指標にして、各々の変異
株の欠損した遺伝子を発現するプラスミドの作製を試
みた。その結果、p s c A遺伝子の上流領域を構成プロ
モーターとして使用することで、変異株の表現型を、
コントロールプラスミドを導入した野生株と同等にま
で回復させられることがわかった（図6）。
　作製した発現プラスミドを用いてH i sタグを付加し
たpscA遺伝子の発現についても調べたところ、アフィ
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図4　接合によるプラスミド伝達の模式図。
プラスミドの伝達には、供与菌（図ではE. coli）と受容菌
（図ではC. tepidum）の物理的な接触と、プラスミドの複製
過程が必要である。また、導入されたプラスミドが受容菌に
保持されるためには、細胞分裂の際に安定に複製され、娘細
胞に均等に分配されなければならない。

図5　（A）大腸菌S17-1とCba. tepidum野生株との接合実験。
接合プラスミドpDSK5191はエリスロマイシン（Em）耐性遺
伝子、pDSK5192はストレプトマイシン（Sm）とスペクチノ
マイシン（Sp）の二重耐性遺伝子をもつ。どちらを使った場
合も、プラスミドなしの場合と比較して有意に Cba. tepidum
形質転換体の出現頻度が増える。
（B）pDSK5191を導入したCba. tepidum形質転換体から抽出
したプラスミドのアガロース電気泳動像（左）とpDSK5191
の遺伝子地図。
C：導入前のpDSK5191、M：λ/StyI digests（分子量マー
カー）、1：野生株から抽出したプラスミド、2：形質転換体
から抽出したプラスミド。



ニティ精製によって形質転換体からHisタグ付きのRC

複合体を特異的に得ることもできた。その収量は、ゲ
ノムから発現させた場合に比べて、3~5倍程度高かっ
た。この発現量の上昇は、細胞内でのプラスミドのコ
ピー数（他の細菌種では5~10コピー程度と見積もられ
ている）とゲノムのコピー数（ Cba. tepidum では数コ
ピー存在すると考えられている）の相対量比を反映し
ていると推測される。私たちが開発した新たな接合プ
ラスミドpDSK5191、pDSK5192による遺伝子発現は、
Cba. tepidum での興味ある遺伝子の過剰発現やタンパ
ク質の大量生産に有効であると考えている。
　一般に広宿主域プラスミドを用いた発現系は、プラ
スミド導入株を維持するために培地に適切な薬剤を添
加する必要があり、大量培養や生理学的な実験にはや
や不向きな面もある。しかし複数コピーのゲノムをも
つ生物種の場合、ゲノムの相同組換えを利用した形質
転換法では、形質転換体が得られても変異ゲノムが完
全に分離するまでコロニーの純化を繰り返す必要があ
る。作業時間を考えると、D N Aコンストラクトの導
入から変異株の樹立までに、少なくとも1ヶ月はかか
り、場合によっては最後まで純化できないこともあ
る。それに対して接合による発現プラスミドの導入は
原理的にコロニー純化を必要としない上、緑色硫黄細
菌の光独立栄養性を利用して、対抗選択（プラスミド
供与菌である大腸菌を殺す選択）を薬剤による形質転
換体の選択と同時に行える。そのため、接合からク
ローンの樹立まで 1週間程度で完了することができ
る。広宿主域プラスミドを用いた方法は、現状では
もっとも簡便かつ迅速な Cba. tepidum の遺伝子発現系
であると言えるだろう。

4. 今後の研究展開
　遺伝子発現系が構築できたことで、緑色硫黄細菌の
分子生物学的な研究を行うための最低限必要なツール
は整備された。これにより、これまで不可能と考えら
れていたような研究が可能になることを期待してい
る。
　第一に、実験進化学的な研究である。冒頭でも触れ
たように、緑色硫黄細菌の光合成系の特徴は、進化の
ごく初期の光エネルギー変換機構を持つと考えられて
いる点にある4,5)。それゆえエネルギー代謝系の進化を
考察するためのよいモデルとなりうる。例えば、「2. 

遺伝子の偽二倍体化」で述べたホモダイマーR Cの人

工的へテロダイマー化である。今日の光化学系I、IIを
はじめとするヘテロダイマーR Cの構造・機能上の相
関や、その成立過程を解明できるのではないかと考え
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図6　Cba. tepidum 変異株の発現プラスミドによる表現型相
補。
（A）野生株とp D S K 5 1 9 1導入株のバッチ培養での生長曲
線。Cba. tepidum は硫化物が存在するときは排他的に硫化物
を電子源として使用する。培養初期（0~15時間）の生長曲線
のふくらみは、硫化物酸化時に細胞外に放出される単体硫黄
によるもの。pDSK5191導入株の生長が遅いのは培地にエリ
スロマイシンが含まれているためである。
（B）ΔcycAのpDSK5191導入株とpDSK5191-cycA相補株の生
長曲線。cycA遺伝子の発現により、pDSK5191導入株に見ら
れる培養後期の生長速度の遅れが、野生株のpDSK5191導入
株（A、青線）と同等まで回復している。
（C）ΔsoxBのpDSK5191導入株とpDSK5191-soxB相補株の生
長曲線。soxB遺伝子の発現により、pDSK5191導入株の培養
後期での生長が、野生株のpDSK5191導入株（A、青線）と
同等まで回復している。



ている。他にも、緑色硫黄細菌に光化学系II型のRCを
発現させて、光化学系I、IIが成立した初期段階を再現
することを計画している。また、緑色硫黄細菌はバク
テリオクロロフィルaとクロロフィルaの両方をもつの
で、生合成系の改変や他の生物種由来のクロロフィル
結合タンパク質の発現などにより、複雑な色素系が出
来上がってきた過程を考察することも可能かも知れな
い。
　第二に、これまで精製や解析が困難とされてきたタ
ンパク質の研究である。緑色硫黄細菌にはゲノム情報
から存在が推測されているものの、タンパク質レベル
での存在や生化学的な活性、生理的な機能が調べられ
ていない遺伝子が未だに数多く存在する3,6)。例えば、
シトクロムbc複合体やNADH脱水素酵素のホモログ、
末端酸化酵素であるシトクロムbd複合体などで、ゲノ
ム情報からはサブユニット構成やアミノ酸配列などに
特徴が見られる。これらは発現量が少なく、酸素に対
して非常に不安定であることが生化学的解析の障害と
なっているが、遺伝子発現系が整備されたことで過剰
発現やアフィニティタグの付加による精製の簡便化を
図る試みが可能である。また Cba. tepidum は生長が速
く、培養も比較的容易なため、ヒドロゲナーゼやニト
ロゲナーゼなど、嫌気性タンパク質生産のための発現
ホストとして利用することもできるだろう。
 今後は、これら分子生物学的ツールを駆使した研究
を精力的に進め、未だ謎の多い緑色硫黄細菌の光合成
系を解明していきたいと考えている。
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