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研究成果の概要（和文）：砂漠の塩湖に生息する好塩性アーキアは、ゲノム上にグアニンとシトシンの割合（GC
含量）が異なる16S rRNA遺伝子を有する。また、原核生物の16S rRNA遺伝子のGC含量と生育温度は高い相関を示
す。そこで、好塩性アーキアは低温時には低GC含量16S rRNAを発現させ、高温時には高GC含量16S rRNAを発現さ
せるという仮説を検証した。好塩性アーキア6菌株を20℃から55℃まで培養し、各16S rRNA遺伝子の発現量を測
定した。その結果、20-40℃においては低GC含量16S rRNA遺伝子が多く発現し、50-55℃では高GC含量16S rRNA遺
伝子の有意に高い発現が見られた。

研究成果の概要（英文）：Halophilic archaea harbour three copies of 16S rRNA genes (rrsA and rrsBC) 
in their genomes. While rrsB and rrsC show almost identical sequences, rrsA shows 1-3% 
guanine-plus-cytosine content (PGC) difference compared to rrsBC. Based on the strong correlation 
between the PGC of 16S rRNA genes and the growth temperatures of the prokaryotes, we hypothesiszed 
that high-PGC rrsA and low-PGC rrsBC are expressed at high and low temperatures, respectively. The 
secondary structure prediction of the 16 rRNA via computer simulation showed that the structural 
stability of 16S rRNAs transcribed from rrsA was higher than that of 16S rRNAs transcribed from 
rrsBC. We measured expression levels of rrsA and rrsBC under various temperature conditions by 
reverse-transcriptase quantitative PCR. The expression ratio of high-PGC rrsA to low-PGC rrsBC 
increased with cultivation temperatures. Our results suggest that 16S rRNAs transcribed from 
high-PGC rrsA function under high temperature conditions.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、培養温度によって好塩性アーキアがGC含量の異なる16S rRNAを含むリボソームを使い分けると
いう新たな温度適応メカニズムに関する知見を得た。今後、高GC含量の16S rRNA遺伝子を含む新たなリボソーム
RNAオペロンやその転写制御遺伝子群をゲノムに組み込むことによって、原核生物の生育温度を5℃プラスする新
たなバイオ手法に繋がる可能性がある。製薬、醸造、食品、水処理、環境浄化といった様々な産業分野で利活用
されている有用微生物菌株の生育温度を5℃程度上昇させることができれば、バイオリアクターの冷却コストを
大幅に削減することが可能となり、温暖化防止に貢献することができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
リボソーム RNA 遺伝子（特に 16S rRNA 遺伝子）は、原核生物の系統分類を行う際に最も広く

用いられる遺伝子である。これまでの研究において、低温環境から中温環境に生息する原核生物

（好冷菌および中温菌）は 48-58％のグアニンとシトシンの割合（GC 含量）の 16S rRNA 遺伝子

を有するのに対し、高温環境に生息する原核生物（好熱菌および超好熱菌）は 55-70％の高い GC

含量の 16S rRNA 遺伝子を持つことが報告されている。そして、原核生物の 16S rRNA 遺伝子の

GC 含量とその生育温度は高い相関を示すことが見出されてきた（引用文献-1）。近年の微生物ゲ

ノム解読により、ゲノム上に塩基配列の異なる複数種の 16S rRNA 遺伝子を有する原核生物が報

告されているが、中でも砂漠の塩湖や塩田から単離されてきた好塩性アーキアは、ゲノム上に塩

基配列の異なる 3種類の 16S rRNA 遺伝子（rrsABC）を持つことが知られている（引用文献-2）。 

我々は、DNA データベースに登録されている好塩性アーキアのゲノム情報および 16S rRNA 遺

伝子を網羅的に探索した。そして、好塩性アーキアはゲノム上に 3つのリボソーム RNA オペロン

を有すること、各オペロンに含まれる 5S rRNA 遺伝子および 23S rRNA 遺伝子の塩基配列に違い

は見られないこと、16S rRNA 遺伝子の塩基配列は５％以上も異なり、且つ、その GC 含量は２％

以上の差が見られることを明らかにした。さらに、砂漠の塩湖や塩田は昼夜で 20℃以上の温度

変動が見られることや、原核生物の 16S rRNA 遺伝子の GC 含量とその生育温度は高い相関を示

すことから、好塩性アーキアは低温時と高温時に GC 含量の異なる 16S rRNA を含む複数種のリ

ボソームを使い分けるという仮説を立てるに至った。 

 
２．研究の目的 
本研究においては、砂漠の塩湖や塩田から単離されてきた好塩性アーキアは、昼間の高温時に

は耐熱性を有する高い GC 含量の 16S rRNA（rrsA）を含むリボソームを機能させ、夜から早朝に

かけての低温時には転写効率のよい低い GC 含量の 16S rRNA（rrsBC）を含むリボソームを機能

させるという仮説を立て、それを検証する。さらに、温度変動の激しい極限環境に生息する好塩

性アーキアが有する温度適応メカニズムを明らかにするとともに、原核生物の生育温度を 5℃上

昇させるバイオ技術を開発するための基盤データを獲得する。 

 
３．研究の方法 
（1）モデル生物として異なる GC 含量の 16S rRNA 遺伝子を有する好塩性アーキア 6 菌株

（Haloarcula）を選定し、理化学研究所微生物材料開発室（JCM）からこれらの菌株を購入した。

次に、各菌株からゲノム DNA を抽出し、クローニング・シーケンス法を用いて各 16S rRNA 遺伝

子の塩基配列を決定するとともに、各 16S rRNA 遺伝子の GC 含量を算出した。そして、各 16S 

rRNA の二次構造をモデル化し、GC 含量の異なる 16S rRNA の二次構造の熱安定性を算出した。 

 

（2）理化学研究所 JCM から購入した好塩性アーキア 6菌株を培養した。増殖した各菌株の細胞

からゲノム DNA を抽出した。次に、クローニング・シーケンス法により 16S rRNA 遺伝子の塩基

配列を決定したのち、それぞれの 16S rRNA 遺伝子を特異的に PCR 増幅・定量するためのプライ

マーをデザインした。さらに、好塩性アーキア 6菌株を 20℃から 55℃までのそれぞれの菌株の

生育温度にて培養し、各培養温度における各 16S rRNA の発現量を測定した。 

 

（3）好塩性アーキア菌株を用いてリボソーム RNA オペロンの欠損株を作製した。ゲノム解読済

みの好塩性アーキア菌株を選定して、その野生株から高い GC 含量の 16S r RNA 遺伝子を含むリ

ボソーム RNAオペロンを欠損させた菌株と低いGC含量の 16S rRNA 遺伝子を含むリボソームRNA

オペロンを欠損させた菌株を作製した。各欠損株の作製には、リボソーム RNA オペロンの前後約

1,000 bp の塩基配列と薬剤耐性遺伝子を組み込んだプラスミドを作成し、これらのプラスミド

を菌株に取り込ませた。その後、各リボソーム RNA オペロンを薬剤耐性遺伝子に置換した。次

に、遺伝子欠損株を 20℃から 55℃までの生育温度にて培養し、各温度における欠損株の増殖速

度および世代時間を算出するとともに、野生株の増殖速度と比較した。 

 

（4）ゲノム解読済みの好塩性アーキア菌株を最低生育温度に近い低温（25℃）と最高生育温度

に近い高温（45℃）にて培養した。次に、遠心分離によって微生物細胞を集積したのち、これら

の微生物細胞から全 RNA を抽出した。そして、全 RNA から cDNA を合成した後、次世代シーケン

サーを用いて網羅的に cDNA の塩基配列を決定した。その後、アノテーションにより遺伝子を同

定した。そして、培養温度によって GC 含量の異なるリボソーム RNA 遺伝子の発現量が有意に異

なるかどうか検証した。さらに、各温度条件下で発現したリボソーム RNA オペロンの転写制御に

関わる遺伝子群や温度センターの機能を担うタンパク質をコードした遺伝子を定量した。 



 

４．研究成果 

（1）モデル生物として異なる GC 含量の 16S rRNA 遺伝子を有する好塩性アーキア 6菌株を選定

し、16S rRNA 遺伝子の塩基配列を決定した。そして、各 16S rRNA の二次構造をモデル化し、GC

含量の異なる 16S rRNA の二次構造の熱安定性を算出した。その結果、塩基配列が異なり、GC 含

量に違いの見られる部分は 16S rRNA の二次構造のヘアピン構造の中に集中していることが明ら

かとなった（図 1）。また、高い GC 含量の 16S rRNA（rrsA）の二次構造は、低い GC 含量の 16S 

rRNA（rrsBC）の二次構造より高い熱安定性を示した（引用文献-2）。 

 

 

図 1．16S rRNA 遺伝子の塩基配列をもとにモデル化した 16S rRNA の二次構造。黄色で示された

箇所は、rrsA と rrsBC の塩基配列の異なる部分を示す。 

 

 

（2）ゲノム上に GC 含量の異なる 16S rRNA 遺伝子を有する好塩性アーキア 6菌株を用いて、最

低生育温度から最高生育温度まで幅広い温度での菌株の培養を行った。そして、GC 含量の異な

る 16S rRNA 遺伝子の発現量を測定し、培養温度条件と 16S rRNA 遺伝子の GC 含量の関係を明ら

かにした。その結果、最低生育温度から至適生育温度までの低い温度条件下においては低い GC

含量の 16S rRNA 遺伝子が多く発現し、最高生育温度付近の高い温度条件下では、高い GC 含量

の 16S rRNA 遺伝子が有意に多く発現することを見出した（図 2）。そして、好塩性アーキアは

高温時には耐熱性を有する高い GC 含量の 16S rRNA を含むリボソームを機能させ、低温時には

転写効率のよい低い GC 含量の 16S rRNA を含むリボソームを機能させるという仮説を支持する

結果が得られた（引用文献-2）。 

 

（3）好塩性アーキア菌株を用いてリボソーム RNA オペロンの欠損株を作製し、遺伝子欠損株を

20℃から 55℃までの生育温度にて培養した。その後、各温度条件下における増殖速度および世

代時間を算出するとともに、野生株と欠損株の増殖特性を比較した。その結果、高い GC 含量を

有する 16S rRNA 遺伝子のみを持つ遺伝子欠損株は、低い GC 含量を有する 16S rRNA 遺伝子のみ

を持つ遺伝子欠損株よりも、高温環境で有意に速い増殖を示した。一方、高い GC 含量を有する

16S rRNA 遺伝子と低い GC 含量を有する 16S rRNA 遺伝子の両方を持つ野生株は、20℃から 55℃

までの全ての温度条件下において有意に高い増殖速度を示した。本研究結果は、好塩性アーキア

は、耐熱性を有する高い G+C 含量の 16S rRNA を含むリボソームを持つことは、高温時の増殖に

おいて機能するという仮説を支持するものであった。 

 

 

 



 

 

図 2．各培養温度における、rrsA に対する rrsBC の発現量の割合 

 

 

（4）ゲノム解読済みの好塩性アーキア菌株を最低生育温度に近い低温と最高生育温度に近い高

温にて培養した。その後、抽出した全 RNA から cDNA を作製し、次世代シーケンサーを用いて網

羅的に cDNA の塩基配列を決定した。その結果、高温の培養条件下において、高い GC 含量の 16S 

rRNA 遺伝子の発現量が有意に高いことが明らかとなった。また、高温培養条件下において発現

したリボソーム RNA オペロンの転写制御に関わる遺伝子群や温度センターの機能を担うタンパ

ク質をコードした遺伝子が多く発現していることも示された。 
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