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研究成果の概要： 

好冷性生物は、通常の温度域で生育する生物が低温ストレスと感じる温度を高温ストレスと感じ、こ

れに応答する。即ち高温ストレスにもっとも鋭敏に応答する生物であると考えることができ、その応答機

構には他の生物とは異なる特徴があることが期待される。本研究ではゲノム情報を利用して、好冷性

微生物における高温ストレス応答の普遍性と特異性、熱ショックタンパク質の構造的特徴と機能に関す

る知見を得た。 
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１．研究開始当初の背景 
好冷性生物の場合、例えば生育温度が 10℃あ

れば、20℃はかなりの高温ストレスであり、

何らかの応答機構が作用すると思われる。し

たがって、好冷性生物は他の生物より低い温

度で高温ストレス応答が発現する、即ち高温

ストレスにもっとも鋭敏に応答する生物で

あり、その応答機構には他の生物とは異なる

特徴があることが期待される。 

研究開始当初、クローニングされた好冷

性細菌の熱ショックタンパク質は 5 種類し

かなく、そのうち 4 種類は本研究グループ

によって解析されたものであり、その情報

をもとにして、RNA ポリメラーゼのσ32因子

の遺伝子の mRNA の塩基配列から好冷性細

菌の熱ショック遺伝子の発現温度が rpoH
遺伝子翻訳効率に関係していると推測した。

しかし他の好冷性生物の熱ショックタンパ

ク質遺伝子の発現調節や高温適応の機構を

詳細に研究した例はなく、本研究は、好冷

性生物の生理的特徴を理解する上で新規性

の高い内容であった。また、好冷性微生物

においてもゲノム解析が盛んに進められて

いたため、データーベースを利用した好冷
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性微生物の生理学的特徴に関する研究が展

開されることが予想され、本研究はその先

駆けとなるものであった。 

 

２．研究の目的 

 好冷性細菌 Colwellia maris strain ABE-1
は 10-15℃の低温環境で生育し、致死温度は

25℃である。このため、常温生物にとって低

温域である 20℃程度でも高温ストレスを感

じて、HSP の合成誘導が起こると推測される。

本研究では、好冷性微生物の高温ストレス応

答機構の全容を明らかにするとともに、好冷

性微生物が持つ遺伝子発現機構の温度依存

性、即ちより低温域で遺伝子を発現する機構

を明らかにすることを目的とした。 

好冷性細菌Colwellia psychrerythraea 34H 
は北極海の堆積物中から単離された至適温度

8℃のグラム陰性菌で、ゲノム情報が既知であ

る。常温性細菌である大腸菌はdnaK を1 種類

のみ持つが、この菌はdnaK を2 種類持ってお

り、各DnaK を使い分けている可能性がある。

本研究では、比較的低温で働くと推測される

好冷性細菌のDnaK システムの機能を解析し、

好冷性細菌の高温ストレス応答機構を明らか

にすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

① C. maris の HSP 遺伝子のクローニングお

よび発現機構の解析 

 好冷性細菌 C. maris から GroES, GroEL, 

DnaK, DnaJ の 4 種類の HSP 遺伝子をクロー

ニングし、その塩基配列およびアミノ酸配列

を常温細菌のものと比較検討した。ノーザン

ブロットにより各 HSPの転写が誘導される温

度およびそのパターンを詳細に解析した。ま

たプライマー伸長法により各 HSP遺伝子の発

現に関わるプロモーター領域を特定した。 

② C. maris の HSP 遺伝子の発現誘導に関わ

るσ因子(σ32)をコードするrpoH遺伝子のク

ローニングおよびその発現機構の解析 

 C. maris から rpoH 遺伝子をクローニング

し、その塩基配列およびアミノ酸配列を常温

細菌のものと比較検討した。ノーザンブロッ

トおよび転写阻害剤であるリファンピシン

を用いて、rpoH 遺伝子の転写パターンおよび

温度変化における mRNA の安定性の変化を解

析した。またプライマー伸長法により rpoH
遺伝子のプロモーター領域を特定した。rpoH
遺伝子の発現には rpoH mRNA の 5’側の二次

構造が重要な役割をしていることから、C. 
maris の rpoH mRNA の 5’側の二次構造をコ

ンピュータにより解析し、大腸菌のものと比

較した。 

③ C. psychrerythraea のdnaK1、dnaK2 の発

現機構の解析 

異なる温度におけるdnaK1、dnaK2の転写量を

DNA-RNAハイブリダイゼーションノーザンブ

ロット分析によって解析した。これによって

dnaK1、dnaK2 の転写が誘導される温度とその

パターンを解析した。 

また、プライマー伸長法によりそれぞれの発

現に関わるプロモーター領域を特定した。5’

末端に6-FAM (Fluorescein phosphoramidite) 

を標識したオリゴヌクレオチド(日本バイオ

サービス)(Fig. 2-2)を使用し、RNAサンプル

20 ・gを鋳型にSuperScript III Reverse 

Transcriptase (Invitrogen)を用いて50℃で

40分間、逆転写反応を行った。塩基配列対応

と転写開始点を対応させるため、dnaK1、dnaK2
の5’非翻訳領域のクローニングを行っい、ポ

リメラーゼ連鎖反応(PCR法)にてそれぞれの

5’非翻訳領域を増幅し、pGEM-T Easyベクタ

ーに挿入した。逆転写反応と同様のプライマ

ーを使用してdnaK1、dnaK2の5’非翻訳領域を

それぞれ含むプラスミドを鋳型にシーケンス

反応を行った。 

④ C. psychrerythraea のDnaK1、DnaK2 の活

性の温度依存性の解析 

C. psychrerythraea のDnaK1、DnaK2 のア

ミノ酸配列をゲノムデータベースから推定し、

大腸菌のものと比較した。次に、DnaK 発現系

を作製し、大腸菌においてC. 
psychrerythraea の2種類のDnaK を各々ヒス

チジンタグ融合タンパク質として発現させ、

ニッケルアフィニティーカラムクロマトグラ

フィーにより精製した。精製した各DnaK タン

パク質を用いてマラカイトグリーン法により

ATPase 活性を測定し、大腸菌のDnaK のもの

と比較した。 

⑤ 3-4. C. psychrerythraea 34H の DnaK1、

DnaK2 による大腸菌 DnaK の相補 

大腸菌におけるC. psychrerythraea 
34HのDnaK1、DnaK2の機能を調べるた

め、相補実験を行った。コントロールと

して大腸菌野生株(E. coli MG4100)、大腸

菌dnaK欠損株、dnaK欠損株に大腸菌

dnaK遺伝子、C. psychrerythraea 34Hの

dnaK1あるいはdnaK2を導入した菌体を

一晩LB液体培地で培養し、これを段階的に希

釈して寒天培地にスポットし 20、30、40℃

で、生育を観察した。 

 

４．研究成果 

ノーザン分析の結果、groEL, dnaK 遺伝子

ともに約 20℃で発現が誘導されることを確



 

 

認した。遺伝子から推定されるアミノ酸配列

は、GroEL, DnaK ともに大腸菌のものと約 80%

の相同性を持っていた。また双方とも上流に

は熱ショックプロモーターの配列が確認さ

れ、推定非翻訳領域の A, T 含量値が非常に

高かった。このため C. maris には σ32によ

る HSPs 発現調節機構が存在していることが

示唆され、σ32 発現調節の温度依存性および

非翻訳領域の塩基配列が好冷性細菌におけ

る HSPs の特異的な発現に関与していること

が明らかになった。 

クローニングした rpoH 遺伝子から推測さ

れるσ32 アミノ酸配列は大腸菌のものと 64%

の相同性を持ち、σ32に特有な RpoH box とよ

ばれる 9つのアミノ酸配列が確認された。ノ

ーザン分析では、rpoH mRNA 量は 20℃処理で

蓄積すること、また 20℃におけるその分解速

度は 10℃の場合より遅いことを確認した。高

温時のσ32 翻訳料増加に関わっていると推測

される rpoH mRNA 5’側の二次構造を推測し

たところ、その構造は大腸菌のものと大きく

異なっており、より低温でほどけやすくなっ

ていることが推測された（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. psychrerythraea 34H の dnaK1、dnaK2
プロモーター領域の塩基配列から、いずれも

大腸菌や C. maris の dnaK と同じく、σ32因

子による制御を受けていると考えられる。ま

た、保存されたプロモーター領域を持ちなが

ら、大腸菌と dnaK の mRNA の合成が誘導され

る温度が異なるため、C. maris と同様に、

大腸菌のdnaKとはσ32因子の誘導される温度

が異なると推測した。 

dnaK1について見ると 16℃以上の処理では

mRNA が検出され、4~12℃ではほとんど検出さ

れなかった。また、温度上昇につれて mRNA

の検出量が増加しており、高温による誘導が

見られた(Fig.3-2)。一方、dnaK2 の場合、16℃

以上の処理では mRNA が検出され、4~12℃で

も最大発現量の 1/5 程度の mRNA が検出され

た。また、16℃以上の処理では温度上昇につ

れて mRNA の検出量が増加しており、dnaK1 と
同様に高温による誘導が見られた(Fig. 3-2)。

このように、生育温度付近でも発現が見られ、

生育温度付近における両者の発現が異なる

ことが示された。 

 DnaK の機能において構造変化の制御を担

う ATP の加水分解活性を、温度を変えて測定

することにより、DnaK の温度依存性の指標と

した。その結果、8℃、20℃では DnaK1、DnaK2

の活性に大きな違いは見られなかった。しか

し、DnaK1 は 40℃で最大の ATP 加水分解活性

を示したが、DnaK2 は 50℃で最大の活性を示

し、両者の温度依存性は異なっていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. psychrerythraea 34H の dnaK1 を dnaK
欠損株に導入すると、40℃では大腸菌の dnaK
を導入したものの 1/10 程度生育が改善され

た。しかし、低温の 20℃、生育温度の 30℃

では dnaK 欠損株よりも生育が悪く、生育阻

害が見られた。一方、C. psychrerythraea 34H
のdnaK2を導入したものは20℃では生育が改

善されていたが、40℃では生育しなかった。 

C. psychrerythraea 34H の生育温度付近に

おいて dnaK1 は抑制されていた。また、C. 
psychrerythraea 34H の DnaK1 は大腸菌にお

ける高温域で相補し、生育温度付近、低温域

では生育の阻害したことから DnaK1は高温ス

トレス時のみ必要とされると推測される。ま

た、大腸菌 dnaK 欠損株の相補で見られたよ

うな生育阻害が C. psychrerythraea 34H に

おいても起こるとすれば、生育温度付近にお

ける dnaK1の発現抑制には大きな意味がある

と結論できた。 

図 1. 好冷性細菌 C. maris rpoH の mRNA 

の 5’側の二次構造
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図 2. DnaK の ATP の加水分解活性の温度依存
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一方、C. psychrerythraea 34H の dnaK2
は通常時でも最大の 1/5程度の発現している

ため、DnaK2 は高温ストレス時のみならず、

通常時にも必要であると推測される。DnaK2

は20℃では大腸菌のDnaKを相補するが、40℃

では相補しないため、40℃では機能しないと

推測される。しかし、DnaK2 が最大の ATP 加

水分解活性を示す温度が 50℃であることか

ら、40℃で機能していない部位は、立体構造

上 ATPの加水分解に関わっていない可能性が

ある。DnaK1 と DnaK2 は反応温度に伴う ATP

の加水分解活性の変化に違いが見られた。 

このようなDnaK1と DnaK2の性質の違いよ

り、好冷性細菌 C. psychrerythraea 34H の

高温ストレス応答において 2 種類の DnaK が

異なる役割を持つことが示唆された。 
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