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研究成果の概要（和文）：85℃以上で生育する超好熱菌は、分子系統学的に原始生命に最も近い

現存生物である。本研究では Thermococcus kodakaraensis をモデル生物として、超好熱菌が活

発に増殖する状態から生育を抑えられた状態に移ったときに細胞がどのような適応応答を行う

か解析した。特に、温度ストレス下での応答に加え、対数増殖期から定常期へ移った際の応答

に注目し、形態と膜脂質の変動、遺伝子の発現動態、ポリアミンのような低分子物質のもつ役

割について集中的に研究を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Living microorganisms face various kinds of stress and protect 
themselves by inducing several stress-responsive proteins. Among all microorganism, 
hyperthemophiles that grow above 85 ℃  are considered as one of most primitive 
microorganisms.  It is unclear how hyperthermophile adapts to environmental changes such 
as temperature stress and nutrient starvation.  In the present study, adaptation 
mechanisms of hyperthermophiles to environmental changes were focused and analyzed using 
hyperthermophilic archaeon Thermococcus kodakaraensis as a model microorganism. 
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１．研究開始当初の背景 
 海底火山や温泉などの熱水坑に生育する
超好熱菌は原始生命の特徴を残す現存生物
と考えられている（図１）。現存する自然界
の微生物は様々な生育ストレスにさらされ
耐えてきた。ストレスへの応答、順化は微生
物の進化・多様性獲得と密接に関係している
と考えられる。特に超好熱菌の環境適応機構
を研究することで、生物の進化を考察する興

味深い知見が得られると考えられる。特に超
好熱菌の低温環境への適応は多様性獲得と
密接な関係があったのではないかと思われ
る。現在の地球上には多数の微生物が存在す
るが、活発に増殖できる環境におかれている
ものは少ない。つまり対数増殖している細胞
はわずかで、ほとんどの細胞は貧栄養な環境
下で生きている。定常期の細胞は微生物の自
然な姿を反映しているといえよう。最近の研
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究から、大腸菌の対数増殖期と定常期ではリ
ボソーム超分子構造が変化することが見出
された。特に定常期に出現する 100S 複合体
は 70S 複合体が 2量体化したユニークな構造
であり、この構造は特殊な因子 HPF と RMF と
いう２つのタンパク質因子によって調節さ
れていることが解明されている。100S リボソ
ームが形成されると細胞は休眠状態になる。
枯草菌では胞子を形成して飢餓状態に耐え
るが、胞子内のリボソームは 100Ｓである。 

図１ 生物の進化系統樹 
超好熱菌は全生物の共通の祖先生物と考え
られている（赤字は超好熱菌を示す。） 
 
 超好熱菌の環境適応機構は不明な点が多
く、栄養状態の悪化にともなうリボソーム休
止機構も明らかではない。ゲノム中には HPF
や RMF のオルソログは存在せず、定常期に細
胞内の恒常性がどのように保たれているの
か不明である。また超好熱菌の一部には低温
で特異的に誘導されてくる分子シャペロニ
ンが存在する。このシャペロニンは低温スト
レスで誘導されるが、生育段階での発現時期
は対数増殖期に限られ、定常期にはその発現
は抑えられてしまう。超好熱菌は生命誕生以
来、環境変化の少ない場所で数十億年という
長い年月をできるだけ変化しないで生きな
がらえてきた生物である。その時間の多くは
決して富栄養な環境ではなかったはずであ
る。超好熱菌の生育時期特異的な遺伝子の発
現動態を観察することや、代謝活動の変化を
調べることは、細胞の進化を考えるうえでも
意義深い。我々は生育下限温度での適応因子
を研究し、その過程の中で細胞が増殖時期の
違い（対数増殖期と定常期）により、脂質合
成系酵素が活性変動したり、タンパク質の品
質を管理するシャペロン分子の中に、遺伝子
の発現が著しく変化するものがあることを
見出した。本研究では細胞の恒常性維持とい
う視点から、遺伝子の網羅的な発現動態・機
能 動 態 の 解 明 を 行 っ た 。 Thermococcus 
kodakarensis は生育至適温度が 85℃の超好
熱性アーキアである。本菌は遺伝子の破壊系

が確立されており、遺伝子の機能を検証でき
る優れたモデル微生物である。本課題では超
好熱菌の恒常性を維持に焦点をあて、以下の
目的を掲げて研究を遂行した。 
 
２．研究の目的 
（１）リボソームの生育時期に依存した超分
子構造の解明 
 リボソームは遺伝子の翻訳を通じて細胞
の増殖を支配する。構造的視点から超好熱菌
のリボソームの特徴を解き明かすことを目
的とし、各生育時期での超分子構造と生育段
階に依存した活性の変化を検討する。 
（２）環境変化に応答する因子のカタログ化 
 従来プロテオーム解析は 2次元電気泳動で
検出した特異的なタンパク質の特定により
行われてきたが、本研究では質量分析
（LC-MS）を利用したプロテオーム解析と DNA
マイクロアレイを用いて解析を行う。超好熱
菌ではゲノムサイズが大腸菌の半分にも満
たないことから、候補タンパク質も限られ質
量分析による手法が可能と思われる。今回は
恒常性維持という観点から、生育段階に加え、
温度変化（高温ストレスと低温ストレス）、
培地の硫黄成分の影響も注目している。硫黄
は生命維持に必要な元素のひとつだが、
Thermococus kodakarensisにおいては電子の
授受に関係しており、エネルギー生産で重要
な役割を果たしている。T.kodakarensis はヒ
ドロゲナーゼを有しているが、硫黄を含まな
い培地では水素を発生して生育する。一方、
硫黄が含まれる場合、ヒドロゲナーゼは硫黄
を最終電子受容体として硫化水素を放出す
る。また、解糖系をはじめ、代謝酵素の多く
が補酵素に鉄硫黄クラスターを有するフェ
レドキシンを利用してエネルギーの獲得を
行う。興味深いことに硫黄を含まない培地で
は T.kodakarensis は増殖後に溶菌してしま
う。硫黄が制限された環境で細胞の恒常性維
持がどのように行われるのか、この点につい
ても検討する。 
（３）同定した因子の生理学的意義の解明 
 本菌では特定の遺伝子の生理学的機能が
遺伝学的手法により考察できる。破壊株と野
生株の生理学的性質（生育特性）の違いから
遺伝子の機能・役割を解明する。タンパク質
性の因子については組換え体を取得し、試験
管内実験により検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）リボソームの生育時期に依存した超分
子構造の解明 
 密度勾配遠心法により細胞中からリボソ
ームを分取し、超分子の大きさと構成成分タ
ン パ ク 質 を 分 析 し た 。 分 離 は RFHR 
(radical-free and highly reducing)2 次元
電気泳動法により行った。また、質量分析装



置（LC-MS）を利用しての構成成分を同定し
た。翻訳活性はキチナーゼ遺伝子の転写産物
を用いて S30 画分を用いて、in vitro 翻訳
を行い、4-MU（メチルウンベルフェロン）を
基質に評価した。翻訳活性は S100 画分とリ
ボソームを混合した試料についても調べた。
興味深いタンパク質については遺伝子の破
壊を行い、破壊株の生理学的性質がどのよう
に変化するかを調べた。超好熱菌には多価ポ
リアミンが存在することが報告されている。
これら塩基性分子が翻訳に関与しているこ
とも考えられた。この点についてもあわせて
検討した。 
（２）環境変化に応答する因子のカタログ化 
 T.kodakarensis の細胞を栄養培地で増殖
させ、経時的にサンプリングして、各段階で
の細胞を取得した（生育時期の違いによる細
胞の分取）。タンパク質のプロテオーム解析、
転写産物のトランスクリプトーム解析をそ
れぞれ質量分析法（LC-MS）とマイクロアレ
イ法で行った。また生育時期の違いに加え、
培養温度の違い（60℃、85℃、93℃）で同様
の解析を行い。データを収集した。 
 
（３）同定した因子の生理学的意義の解明 
 上記（１）（２）の解析により特異的に発
現が確認された遺伝子については、推定され
る機能に応じて遺伝子破壊株を構築し生理
学的性質を調べ、あるいは組換えタンパク質
を取得して生化学的性質の解析を試みた。
T.kodakarensis は遺伝子の特異的破壊法が
確立されている唯一の超好熱菌である。その
原理は本菌が 5-フルオロオロト酸（FOA）を
含む選択培地下では pyrF 遺伝子の機能欠損
株のみが生育するという性質に基づくもの
であり、この性質を利用しながら非選択圧下
で pyrF の機能相補と同時に特定の遺伝子を
破壊する。興味深い因子の生化学的性質につ
いては大腸菌を利用した高発現系（pET 系プ
ラスミド、pQE 系プラスミド）を用い、高発
現させて調べた。タンパク質によっては in 
vitro の実験を行い、機能の検証を行った。
シャペロン様因子については、凝集抑制活性
を指標にどのような働きがあるのか調べた。
特に細胞内タンパク質の管理に直接関与す
ると考えられることから、その因子がどのよ
うな基質分子に作用するのかについても興
味が持たれる。この点については特異的抗体
を調製し、免疫沈降実験から、基質分子の特
定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）リボソームの生育時期に依存した超分
子構造の解明 
 Thermococcus kodakarensis を 85℃で培養
し、対数増殖期と定常期の細胞を得た。細胞
の持つ翻訳活性を検討するために、それぞれ

の時期から無細胞抽出液（S30 画分）を分取
し、翻訳活性を検討した。翻訳活性は対数増
殖期のものにのみ認められた。次にリボソー
ムの大きさを調べたところ、対数増殖期、定
常期のいずれの細胞でも 70Ｓリボソームの
みが認められ、100S リボソームはみられなか
った。さらに細胞質画分（S100 画分）とリボ
ソーム（それぞれの増殖期の 70Ｓ）を、組み
合わせて活性を検証したところ、対数増殖期
のリボソームを用いた場合にのみ高い活性
が認められた。次に定常期のリボソーム画分
に含まれる特異的タンパク質を特定するた
めに、RFHR 二次元電気泳動と質量分析
（LC-MS）分析を行った。定常期のリボソー
ム画分には対数増殖期にはない特異的なタ
ンパク質が存在し、これらは転写レベルで誘
導されていることがわかった。また（２）の
解析により、培養温度の上昇に伴いアミノプ
ロピルスペルミンの合成が高まることが示
された。そこで in vitro の翻訳実験にアミ
ノプロピルスペルミンを添加したところ、特
に高温で胞翻活性を促進する効果がみられ
た。 
 
（２）環境変化に応答する因子のカタログ化 
 定常期に入った細胞で、その形態と膜脂質
の変動、遺伝子の発現動態、細胞のもつ翻訳
活性について集中的に研究を行った。形態変
化を観察したところ、定常期に入ると鞭毛が
減少し、細胞も小型化していることが確認さ
れた。膜脂質成分を調べたところ、定常期に
なるにつれて炭化水素鎖の長いカルドアー
ケオール型脂質の割合が高まった。遺伝子の
発現動態を調べたところ、この合成制御は転
写段階でなされていることがわかった。時期
特異的に発現しているものの中に、分子シャ
ペロニン（cpkA）も見出された。cpkA の生育
時期特異性は 60℃でのみみられた。いくつか
の超好熱菌において多価ポリアミンが高温
での生育に重要であることが報告されてい
るが、生育時期特異性はみられなかった。し
かし生育温度に依存した多価ポリアミンの
合成が確認され、この調節は TK1592 遺伝子
（アデノシルメチルプロピルアミンの合成
酵素をコードする）によって支配されている
ことが示唆された。TK0147（スペルミジン合
成酵素をコードする）はポリアミンの生合成
に関与する遺伝子であるが、その発現は生育
温度、生育時期のいずれにも影響を受けなか
った。またポリアミン合成の起点となるアル
ギニン脱炭酸酵素は生育に必須であること
が遺伝子の破壊実験により示された。本酵素
も生育時期特異的な発現量変動はみられな
かった。また、培地中の硫黄の有無による遺
伝子の発現動態変化を調べたところ、硫黄の
添加により硫化水素発生系遺伝子の発現が
誘導され、硫黄を除くと水素発生系遺伝子の



発現が誘導された。この調節の中心的役割を
果たす転写因子が TK1086 と予測された。 
 
（３）同定した因子の生理学的意義の解明 
 上記のカタログ化解析で得られた知見に
より、いくつかを選びその機能を解析した。
ポリアミン生合成系については初期酵素で
あるアルギニン脱炭酸酵素 TK0149 の生育必
須性が明らかになった。TK1592 は、高温
（93℃）で高発現し、アミノプロピル基供与
に中心的な役割を果たしている。その誘導は
転写レベルでなされ、プロモーター上流領域
が制御のシスエレメントとして機能してい
ることが明らかになった。この領域には既知
の熱ショック応答性遺伝子の保存配列は存
在せず、あたらしい制御機構の存在が示唆さ
れる。なお、ポリアミンはリボソームの超分
子構造に影響を与えなかった。 
 生育時期特異的に膜脂質成分の変動を調
べたところ、増殖条件の悪化に応じて炭化水
素鎖の長いカルドアーケオール型脂質の割
合が高まることが示された。今回、シス型プ
レニルトランスフェラーゼについて生化学
的解析を行ったところ、産物鎖長の制御には
109 番目の Lys が関与していることが示され
た。 
 また、温度依存性の発現を示した遺伝子の
中で、低温特異的な誘導を示した RNA ヘリカ
ーゼ（TK0306）とシャペロニン CpkA に注目
し、その性質を調べた。 TK0306 は T. 
kodakaraensis 由来でありながら、50℃を
ATPase 活性の反応最適温度にもつ。熱に対す
る感受性が高く、組換えタンパク質は 20℃か
ら変性がはじまり、70℃で完全に変性した。
unwind 活性を調べたところ、二本鎖の RNA、
DNA には作用しないが、ステムループ様の構
造をとった RNA に作用し、ATP 依存的に構造
をほぐした（unwind 活性を示した）。TK0306
は、低温ストレス時に形成される好ましくな
い RNAの構造をほぐすために働いているもの
と考えられる。また、本遺伝子の上流には非
翻訳領域が存在するが、この領域は低温での
特異的発現に寄与している可能性が考えら
れた。 
 また、低温特異的に誘導されてくる分子シ
ャペロニン CpkA の特異的基質の探索を試み
たところ、indole -3- glycerol -phosphate 
synthase（TrpC）が同定された。TrpC を尿素
で変性させ、リフォールディング時にシャペ
ロニンの添加効果を検討したところ、CpkA で
は効果がみられたが、高温誘導型シャペロニ
ン CpkB では効果は認められなかった。シャ
ペロニンに関しては低温及び高温で特異的
に誘導される分子シャペロニン CpkA と CpkB
の標的タンパク質をカタログ化した。両標的
の分子量分布に違いは認められないが、疎水
度と塩基性度に違いがみられた。CpkA が特異

的に捕捉している標的の中で TrpC タンパク
質に注目し、CpkA との作用機序を in vitro
で検証した。CpkA は TrpC の部分変性した状
態を認識し、再生していることが明らかにな
った（図２）。 

図２ シャペロニンの変性 Tk-TrpCへの効果 

(A) Tk-TrpC の 8M尿素存在下での氷中での変

性曲線.経時的構造変化を遠紫外部波長

（222nm）の分子楕円率の変化を示した。グ

ラフ中の数字は氷中での処理時間を示す。

（B）Tk-TrpC の残存活性．Tk-TrpC の 8M 尿

素存在下での氷中で処理したときの時間推

移に伴う酵素の残存活性を表示している。

（C）Tk-TrpC のリフォールディングにおける

シャペロニンの添加効果．各処理時間での変

性 Tk-TrpCを自発的にリフォールディングし

たときに比較活性を表示している。C,シャペ

ロニン未添加によるリフォールディング；

A,CpkA を添加したときのリフォールディン

グ；B, CpkB を添加したときのリフォールデ

ィング 
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