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1.  はじめに
　チオレドキシン（Trx）は低分子量の酸化還元タン
パク質である。Tr xは他のタンパク質のジスルフィド
結合を還元、切断することができ、様々な酵素の活性
制御や酸化ストレス応答に関わる重要なタンパク質で
ある。葉緑体においては、カルビンサイクルの複数の
酵素の活性がTrxにより制御されていることが知られ
ている1,2)。また、シアノバクテリアにおいても様々な
生理機能を持つ50を超すタンパク質がTrxと相互作用
することが示されている3-5)。このようにTrxは生理的
に非常に重要な役割を持っているにも関わらず、シア
ノバクテリアにおいてはその発現制御機構はほとんど
分かっていない。
　Anabaena sp. PCC 7120（以下、Anabaena）は、数百
に及ぶ細胞が一列につながった糸状性のシアノバクテ
リアである。Anabaenaはヘテロシストと呼ばれる分
化細胞を形成し、窒素固定を行う6 , 7 )。ヘテロシスト
は窒素固定に特殊化した細胞であり、光合成活性を失
っている。そのため、ヘテロシストでは隣接した栄養
細胞から糖を受け取り、その異化により窒素固定に必
要な還元力（NADPH）を獲得している8)。ヘテロシス
トにおいては、糖は主に酸化的ペントースリン酸経路
で代謝され、その際NADPHが生産される。酸化的ペ
ントースリン酸経路の入口の酵素であるグルコース-6-

リン酸デヒドロゲナーゼは、窒素固定に必須の酵素で
ある9)。グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼはTrxに
より活性制御を受け、還元状態では活性を失い、酸化
状態で活性化される10,11)。しかし、ヘテロシストにお
いてTr xが実際にどのような役割を果たしているのか
は、まだ明らかにされていない。

　本研究では、Anabaenaにおけるtrx遺伝子の転写制
御機構に関して解析を行い、t rxA2遺伝子の発現を制
御するレドックス応答性の転写因子RexTを同定し、
その活性制御機構を明らかにした12)。

2. Anabaenaにおけるtrx遺伝子の酸化ストレス応
答
　Anabaenaのゲノム中には、Trxをコードする7個の遺
伝子 (alr0052 (trxA), all1866 (trxA2), all2367 (trxA3), 

all2341 (trxB), alr3955 (trxC), all1893 (trxQ), alr2205 

(trxO))がある13,14)。植物のTrxを含めた系統解析では、
TrxA, TrxA2そしてTrxA3はm型、TrxBとTrxQはそれぞ
れx型、y型に分類される13)。酸化ストレスによるtrx遺
伝子の発現変化を調べたところ、trxA2のみがH2O2に
対して応答を示した（図1）。trxA2の転写産物量は、
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図1　H2O2によるtrx遺伝子の発現変化
3 mM H2O2添加後10分における各trx遺伝子の転写産物レベル
を定量RT-PCR法で決定した。各trx遺伝子のH2O2添加前の転
写産物レベルを1としたときの、相対値を示す。
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3 mM H2O2 処理後 10 分でおよそ6 倍に増加した。
trxA2以外のtrx遺伝子は、3 mM H2O2 に応答を示さな
かった。また、1 mM H2O2では、trxA2の誘導も見られ
なかった。
　trxA2遺伝子の上流逆向きには、ArsRファミリーの
転写因子をコードする遺伝子alr1867がある。この遺
伝子の配置はAnabaena以外にも、Anabaena variabilis 

ATCC29413、Nostoc punctiforme PCC 73102、
Cyanothece sp. PCC 7425、そしてAcaryochloris marina 

MBIC11017で保存されている。このことは、Alr1867

タンパク質がt r xA2遺伝子の転写因子として働くこと
を示唆している。実際に、alr1867遺伝子破壊株におけ
るtrxA2遺伝子の発現量を解析したところ、通常培養
条件下でtrxA2転写産物量は野生株の100倍以上（122.1 

±  10.9）に増加していた。一方、trxA2以外のtrx遺伝子
の発現は、alr1867遺伝子の破壊の影響を受けなかっ
た。以上の結果からAlr1867タンパク質がtrxA2の発現
抑制に働くことが示唆され、alr1867をrexT（redox-

sensing  transcriptional regulator of thioredoxin A2）と名
付けた。

3. RexTによるtrxA2遺伝子の転写制御機構
　RexTによるtrxA2の発現制御機構を明らかにするた
め、RexT組換えタンパク質を作製し、trxA2  プロモー
ターとの相互作用解析を行った。RexTはtrxA2のプロ
モーター領域を含むDNA断片に結合するが、trxA2お

よびrexT遺伝子のコード領域内のDNA断片には結合し
なかった（図2）。さらに、プロモーター領域の一部
を欠失させたDNA断片を用いて、RexTがtrxA2の転写
開始点（開始コドンの 40 nt 上流）のすぐ下流に結合
することを明らかにした。また、RexTのDNA結合活
性が、レドックスによる可逆的な制御を受けているこ
とが示された。RexTのtrxA2プロモーターへの結合は
H2O2の添加により阻害され、逆にH2O2により不活性
化されたRexTは還元剤（DTT）により再活性化され
た（図3）。以上の結果から、RexTはtrxA2遺伝子のリ
プレッサーであり、そのD N A結合活性がレドックス
により制御されていることが明らかとなった。

4. レドックスによるRexT活性制御機構
　R e x Tタンパク質には3個のC y s残基（C y s - 4 0、
Cys-41、Cys-105）がある。Cys残基は分子間あるいは
分子内でジスルフィド結合を形成し、タンパク質のレ
ドックスによる活性制御に関与することが知られてい
る。まず、H2O2で酸化したRexTタンパク質を非還元
条件でのSDS-PAGEに供したが、分子間でのジスルフ
ィド結合の形成は観察されなかった。次に、還元状態
のCys残基を特異的に修飾する化学修飾試薬である4-

acetamido-4’-maleimidylstilbene-2,2’-disulfonic acid 

(AMS)を用いてCys残基の状態を調べたところ、酸化
型のRexTでは1個のCys残基のみがAMSにより修飾さ
れた（図4A）。すなわち、3個のCys残基の内2個が酸
化されており、分子内でジスルフィド結合が形成され
ている可能性が示された。ジスルフィド結合の形成に
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図2　RexT組換えタンパク質とtrxA2遺伝子プロモーター領
域を用いたゲルモビリティシフトアッセイ
RexTタンパク質の濃度が増加するにつれ、trxA2遺伝子のプ
ロモーター領域を含むD N A断片（P t r x A 2）との複合体
（RexT-PtrxA2）の量が増加した。競合DNAとして、trxA2遺
伝子（trxA2）とrexT遺伝子（rexT）のコード領域内のDNA
断片を加えたが、RexTとの相互作用は見られなかった。

図3　RexTのDNA結合活性のレドックス制御
RexTは 1 mM DTT 存在下で、DNA結合活性を示す（レーン
2）。還元状態のRexTにH2O2を加えると、その濃度が増加
するにつれD N A結合活性が失われる（レーン3 - 5）。反対
に、H2O2により活性を失ったRexTにDTTを加えると活性が
回復する（レーン7-10）。レーン1と6にはRexTタンパク質
は加えられていない。



関わるCys残基を同定するため、それぞれのCys残基
を Ser に置き換えた 2-Cys RexT 変異タンパク質
（C40S、C41S、C105S）を作製した。しかし、どの2-

Cys RexT も H2O2 処理後は AMS による修飾を受けな
くなり、分子内でジスルフィド結合を形成しているこ
とが示唆された（図4 A）。また、レドックス応答性
も保持していた（図4B）。一方、1個しかCys残基を
持たない 1-Cys RexT 変異タンパクは、酸化処理後も
A M Sによる修飾を受け、かつ活性化状態のままだっ
た（図4C）。さらに、MALDI-TOF MSを用いて酸化
型RexTタンパク質の質量分析を行い、Cys残基を含む

ペプチドを検出した。検出されたペプチドは、推定分
子量よりも分子量が水素2個分小さくなっていた（表
1）。Cys-40とCys-41間と、Cys-105とCys-40あるいは
Cys-41間でのジスルフィド結合の両方がH2O2処理によ
り形成されることが示された。したがって、3個のCys

残基の内、どの2個の組合せでもジスルフィド結合が
形成され、そして分子内でのジスルフィド結合の形成
がRexTのレドックス応答には必須であることが明ら
かとなった。
　Tr xはタンパク質のジスルフィド結合を切断するこ
とで、その活性を制御することが知られている。
TrxA2組換えタンパク質を作製し、TrxA2がRexTの活
性制御に関与しているのかを調べた。1 mM H2O2で不
活性化したRexTは、0.5 mM DTTでは再活性化されな
かった（図5）。しかし、そこにTrxA2を加えること
で、その濃度に応じてR e x Tの再活性化が見られた
（図5）。したがって、TrxA2はRexTの分子内ジスル
フィド結合を還元することができることが示された。
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図4　RexTのレドックス応答に対するCys残基置換の影響
（A）H2O2処理によるCys残基の酸化状態の変化。還元状態
のCys残基はAMSにより修飾されるため、電気泳動の移動度
が低下する。3 個のCys残基を持つ野生型のRexTタンパク質
は、H2O2処理後も1個のCys残基がAMSによる修飾を受けて
いる（レーン4）。一方、1個のCys残基をSerに置換した変異
タンパク質（2-Cys RexT）では、H2O2処理によりAMSによ
る修飾を受けなくなる（レーン8、12、16）。（B、C）Cys
置換 RexTタンパク質のレドックス応答。どの2-Cys RexTタ
ンパク質もH2O2により、DNA結合活性を失う（B）。一方、
Cys残基を1個しか持たない 1-Cys RexT タンパク質は、H2O2

処理後もDNA結合活性を保持している。レーン1にはRexTタ
ンパク質は加えられていない。

Peptide Sequence Mr (Cal)a Mr (Exp)b Intensity

 (37-50) GEQCCAEFDFAIAK 1531.66 1529.63 143313
(37-50+
98-112)

GEQCCAEFDFAIAK
+SAQPLLTCQQSAIVK

3117.50 3115.48 7974

表1　酸化型RexTタンパク質の質量分析

a ペプチド配列から推定される分子量
b 質量分析により決められた分子量

図5　TrxA2によるRexT活性の制御
1 mM H2O2処理により活性を失ったRexTは、0.5 mM DTTの
添加では活性を回復しない（レーン2、3）。しかし、そこ
にTrxA2を加えるとその濃度に応じて、DNA結合活性が回復
する（レーン4-6）。レーン1にはRexTタンパク質は加えられ
ていない。



7. おわりに
　本研究では、レドックス応答性転写因子R e x Tが
t r xA2遺伝子のリプレッサーとして働くことを示した
（図6）。RexTは、還元状態ではtrxA2のプロモーター
領域に結合することでその転写を抑制する。一方、
H 2 O 2などによる酸化ストレス条件下では分子内ジス
ルフィド結合が形成され、D N A結合活性を失う。そ
の結果として、 t r x A 2の発現誘導が起こる。また、
TrxA2タンパク質はRexTのジスルフィド結合を還元す
ることができ、そのD N A結合活性を制御しているこ
とも明らかとなった。細胞内のレドックス環境に応じ
て、TrxA2がRexTの活性を制御し、trxA2自身の発現
を調節している。RexTとTrxA2からなるレドックス応
答システムは、シアノバクテリアの酸化ストレス応答
において重要な役割を果たしていると考えられる。
　これまでシアノバクテリアでは、Synechocystis PCC 

6803を用いた研究からt rx遺伝子は酸化ストレスに応
答しないと考えられていた15,16)。また、バクテリアで
trx遺伝子の発現を制御するOxyRやSpxなどのレドック
ス応答性転写因子もゲノム解析から同定されていなか
った17)。しかし、本研究によりAnabaenaにおいて、
RexTがtrxA2遺伝子の酸化ストレス応答を制御してい
ることが示された。RexTはAnabaena以外にもいくつ
かのシアノバクテリアで保存されている転写因子であ
る。Synechocystis PCC 6803にはm型Trxは1個しかない
が、RexTを持つシアノバクテリアにはm型Trxが複数
個あり、そのゲノム上での配置からm型Tr xの一つは
R e x Tにより制御されていると推測される。これらの
シアノバクテリアでは、新たなm型Trxが獲得され、そ
れを酸化ストレス応答に利用していると考えられる。

今後はTrxA2の標的タンパク質の同定を進め、酸化ス
トレス応答におけるTrxの役割を明らかにしていきた
い。
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図6　RexTとTrxA2からなるレドックス応答システム
レドックス応答性の転写因子RexTはTrxA2による活性制御を
受け、trxA2遺伝子の発現を制御している。詳細は本文を参
照のこと。
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