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研究成果の概要（和文）：ゲノム情報を基盤としたTK-6株の進化系統的位置づけの明確化、絶対独立栄養性の分子基盤
、高度好熱性の分子基盤、新規窒素代謝経路の分子基盤、呼吸代謝能多様性の分子基盤、新たな代謝系の探索とその分
子基盤、に関して、当初の計画以上の結果を得た。具体的には、原著論文１５件、学会発表２７件、そして産業財産権
の出願１件、という誇るべき成果を出せたものと自負している。

研究成果の概要（英文）：Clarification of the phylogenetic position of the strain TK-6 based on the genome 
information, clarification of the molecular basis of the obligate autotrophy of the strain, clarification 
of the thermophilic nature of the strain, clarification of the molecular basis of the newly discovered nit
rogen compound metabolism of the strain, clarification of the molecular basis of the varieties of respitra
tion metabolism of tne strain, clarification of and search for the new metabolism; we did our best in term
s of the above mentioned items. In fact, we published 15 original papers, made 27 presentations in Annual 
Meetings, and asked for 1 patent. We are very proud that we did much more than we promised. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
我々は、2008 年 8 月に絶対独立栄養性高

度 好 熱 性 水 素 細 菌 Hydrogenobacter 
thermophilus TK-6株のゲノム情報を完全に
明らかにすることに成功した。このことを受
け、本研究では、TK-6 株が示す進化系統的
特異性、さらには絶対独立栄養性、高度好熱
性、新規な窒素代謝経路、エネルギー代謝能
多様性などの生理生化学的特質を、ゲノム情
報をもとに多面的に解析し明らかにするこ
とを第一の目的とする。さらに、こうした基
盤的知見を踏まえ、二酸化炭素からの de 
novo 物質生産、水素エネルギー利用等の応用
的研究に足がかりを得ると共に、ゲノム情報
を最大限活用した有用代謝機能探索研究や
有用酵素探索研究を行うことを第二の目的
とする。 
 TK-6 株は、70℃に生育至適温度を有する
絶対独立栄養性菌である。本菌は 1980 年代
に単離されたが、絶対独立栄養性を示したた
め、有機化合物資化性などに頼っている従来
の分類学的手法が適用できなかった。そのた
め、化学分類学的手法が試みられ、C18:0 や
C20:1 が菌体脂肪酸の主成分となっているこ
とや、メチオナキノンなる新規硫黄含有キノ
ンが呼吸鎖キノン成分として存在している
ことなどが明らかにされてきた。こうした結
果から、本菌は新属新種の Hydrogenobacter 
thermophilus として記載されている。TK-6
株とその類縁菌はその後多く単離されてき
ており、16S rRNA 遺伝子の塩基配列解析結
果から、進化系統的に非常に古い起源を有す
るバクテリアの一群であることが明らかと
なってきている。なお、こうした一連の菌群
は、現在では Aquificales 目として分類され
ている。 
 本菌は、物質代謝の面でも多くの新規性を
有している。即ち、還元的 TCA サイクルを
用いて二酸化炭素を固定している点、還元型
フ ェ レドキ シ ンを電 子 供与体 と し た
GS-GOGAT 経路を用いてアンモニア取り込
みを行っている点、アンモニア態窒素だけで
なく硝酸態窒素も取り込める点、硝酸態窒素
の取り込み時にも還元型フェレドキシンを
電子供与体として用いている点、水素ガスを
エネルギー源とした時に酸素ガス、硝酸イオ
ン、三価鉄イオンを最終電子受容体として生
育できる点、酸素ガスを電子受容体とした時
に水素ガスだけでなく硫黄化合物もエネル
ギー源として生育できる点、ゲノムにニトロ
ゲナーゼ遺伝子が含まれている点、窒素代謝
系の検討からグリオキシル酸が窒素代謝に
関わっていると推測される点、葉酸様物質が
培養ろ液に著量検出されている点、などであ
る。 
構成成分の新規性でも前述の通り、メチオ

ナキノン、さらには新規アミノリン脂質の化
学構造を明らかとしてきている。 
 さらに生理学的特質としては、TK-6 株は
独立栄養性菌でありながら、約１時間という

世代時間を有している点や、絶対独立栄養性
を有している点、70℃という高温に生育至適
温度を有している点などが挙げられる。 
  
２．研究の目的 
上述のように、我々は TK-6 株のゲノム情

報を完全に明らかにすることに成功した。そ
こで、本研究においては、これまで我々が明
らかにしてきた、あるいは TK-6 株の特性と
しては既に分かっていたものの適切な解析
手段がなかったために研究そのものが着手
されていなかった、TK-6 株の生理生化学的
特質を、ゲノム情報をもとに多面的に解析し
明らかにすることを第一の目的とする。具体
的には、以下の研究を推進する。 
(1) ゲノム情報を基盤とした TK-6 株の進化

系統的位置づけの明確化 
① Aquificales 間 、 Aquificales － ε

-proteobacteria 間の比較ゲノム解
析 

② アノテーションされた個々の構造遺
伝子による系統樹の統合的解析 

③ TK-6 株の進化系統に関する統合的
考察 

(2) 絶対独立栄養性の分子基盤 
① 二酸化炭素ガスだけを炭素源とした

条件における、炭素代謝系（還元的
TCA サイクル並びに糖新生系）を中
心としたマイクロアレイ解析とメタ
ボローム解析 

② TK-6 株が示す絶対独立栄養性の分
子基盤の解明 

(3) 新規窒素代謝経路の分子基盤 
① 窒素固定に関わる遺伝子の転写解析 
② TK-6 株の窒素代謝について、炭素

代謝とも絡めた統合的な討論 
(4) 呼吸代謝能多様性の分子基盤 

① 水素あるいは硫黄化合物をエネルギ
ー源とした場合の、エネルギー獲得
系を中心としたマイクロアレイ解析 

② 水素濃度を変化させた時のヒドロゲ
ナーゼの転写解析 

③ TK-6 株の呼吸代謝能多様性につい
ての分子基盤的討論 

(5) 新たな代謝系の探索とその分子基盤 
 この(1)から(5)までの実験並びに解析、討論
により TK-6 株が示す進化系統的特異性や生
理生化学的特質を、ゲノム情報をもとに多面
的に明らかにする。本研究は、これまで申請
者らが物質レベルで明らかにしてきた独立
栄養性細菌の代謝を、ゲノムベースの情報も
含め統合的に理解しつつ、新たな学問領域に
もメスを入れていこうという内容で、独創性
は極めて高いものと自負している。 
(6) TK-6 株の特質の応用的展開 
TK-6 株は二酸化炭素から全ての菌体炭素成
分を生合成でき、かつ１時間足らずの極めて
短い世代時間を有しているため、二酸化炭素
からの de novo 物質生産を目指す際のモデル
微生物となり得る。そこで、(1)から(5)で得ら



れた知見を、物質生産を目指すという観点か
ら改めて見直し、二酸化炭素からの de novo
物質生産への生化学的な足がかりを得る。加
えて、本菌は水素ガスをエネルギー源として
用いるため、水素エネルギーの人為的利用と
いう方面への生化学的応用も目指す。 
さらに、遺伝子のアノテーションを進展さ

せていくことで、本菌のゲノムからは、多く
の有用遺伝子が掘り起こされてくるものと
信じている。そこで、そのような遺伝子をで
きるだけ多く大腸菌などで発現させ、有用物
質生産に活かしていく。なお、学術的に有用
な酵素あるいはタンパク質については、発現
に加え結晶構造解析まで進展させ、物質レベ
ルでの進化系統を論じる素材などとして発
展させていく。 
 二酸化炭素利用に対して独立栄養性細菌
の代謝を最大限利用することは、大きな将来
的展望を有しているものと自負している。そ
の他、全ての面で最大限の研究展開を図って
いく。 
 
３．研究の方法 
 各種生化学的手法を用いて、研究を進展さ
せた。 
 
４．研究成果 
（21 年度） 
(1) ゲノム情報を基盤とした TK-6 株の進化

系統的位置づけの明確化 
・TK-6 株のゲノムを中心に Aquificales 間、
さらに他の細菌菌株も含めた詳細なゲノム
解析を行った。 
・アノテーションされた遺伝子の内、炭素代
謝や窒素代謝など中心的代謝に関わるもの
を選択し、他の細菌菌株も含め、個々に系統
樹を作成した。さらに、作成した系統樹内の
TK-6 株のトポロジーを統合的に解析し、各種
のパターンに分類した。 
(2) 絶対独立栄養性の分子基盤 
・マイクロアレイシステムを立ち上げた。 
・ミニジャーファーメンターを用い、二酸化
炭素ガス濃度を種々変化させて TK-6 株を培
養した。経時的にサンプルを調製し、マイク
ロアレイ解析を行った。 
(3) 新規窒素代謝経路の分子基盤  
TK-6 株のゲノム中にはニトロゲナーゼ遺伝
子群が検出されている。果たして、TK-6 株で
窒素固定系が機能しているのか否かを知る
ために、転写解析実験を行った。 
(4) 呼吸代謝能多様性の分子基盤  
TK-6 株の培養には通常水素ガスをエネルギ
ー源として用いている。また、TK-6 株のゲノ
ム中にはヒドロゲナーゼ遺伝子が複数見出
されている。そこで、本菌のヒドロゲナーゼ
ついて、その発現性を詳細に知るために、水
素ガス濃度を変化させて培養を行い、かつ経
時的にサンプルを調製した。得られたサンプ
ルに対し、ヒドロゲナーゼの転写解析を行い、
時期特異的に発現している分子種あるいは

水素ガス濃度依存的に発現している分子種
を特定しつつある。 
（22 年度） 
(1) ゲノム情報を基盤とした TK-6 株の進化

系統的位置づけの明確化 
・TK-6 株の進化系統に関して統合的考察を行
った。 
(2) 絶対独立栄養性の分子基盤 
・何故 TK-6 株が絶対独立栄養性を示すのか
をここまでの解析をもとに検討を加えた。一
番大きな理由としては、解糖系の内２箇所の
酵素が存在せず、糖新生の方向にのみ機能し
ていることと考えられた。 
(3) 新規窒素代謝経路の分子基盤 
・窒素代謝と炭素代謝の代謝的関連性を明ら
かにする過程で、糖新生ならびにアミノ酸生
合成に着目した。糖新生経路においては、
Fructose-1,6-bisphosphatase に着目した。
本菌の無細胞抽出液を各種カラムクロマト
グ ラ フ ィ ー に 供 す る こ と に よ り 、
Fructose-1,6-bisphosphatase を精製し、そ
の性状を明らかにした。また、アミノ酸生合
性においては、セリン生合成に着目した。本
菌の無細胞抽出液を各種カラムクロマトグ
ラフィーに供することにより、ホスホセリン
ホスファターゼを精製し、その性状を明らか
にした。 
(4) 呼吸代謝能多様性の分子基盤 
・本菌は好気性菌であるにもかかわらず、還
元的TCAサイクルにより炭酸固定を行うこと
ができる。そのため、強い酸化防御システム
を有していることが予想される。実際、FNR 
(Ferredoxin:NADP oxidoreductase)が反応に
関与しルブレリスリンが還元され、還元型ル
ブレリスリンがペルオキシダーゼを有する
ことで酸化防御システムとして機能してい
る、ということが示された。なお、この推論
はルブレリスリン変異株を用いた実験によ
り、実証されている。 
（23 年度） 
(1) 絶対独立栄養性の分子基盤 
・何故 TK-6 株が絶対独立栄養性を示すのか
をこれまでの解析をもとに説明した。 
(2) 新規窒素代謝経路の分子基盤 
・窒素代謝と炭素代謝の代謝的関連性を明ら
かにし、どのような制御系が機能しているの
かも含めて統合的な討論を行った。 
(3) 呼吸代謝能多様性の分子基盤 
・TK-6 株の呼吸代謝能多様性について分子基
盤的解析をもとに知見を得た。 
(4) TK-6 株代謝の応用的展開 
・TK-6 株を、二酸化炭素からの de novo 物質
生産を目指す際のモデル微生物と捉え、これ
までに得られた知見を、物質生産の観点から
捉え直した。 
（24 年度） 
(5) 新たな代謝系の探索とその分子基盤 
・本菌のセリン生合成系について、missing 
link となっていた部分をタンパク質化学的
に明らかにし、さらに結晶構造解析的手法に



より詳細な解析を加えた。チオ硫酸酸化系に
ついて研究を進めたところ、新規なタンパク
質が硫黄代謝に関わっていることが遺伝子
破壊実験などから明らかになった。また、フ
ェリパーオキシンと命名された新規タンパ
ク質が活性酸素除去システムで中心的に機
能していることが、遺伝子破壊実験などによ
り明らかとなった。 
(6) TK-6 株の特質の応用的展開 
・本菌の水素酸化で主要な役割を担っている
ヒドロゲナーゼについて、どの遺伝子が重要
な働きをしているのかを明らかにするため
に、個々のヒドロゲナーゼの破壊株を得、そ
の生理生化学的性状解析を行った。また、本
菌の代謝を電気化学的手法により制御でき
る可能性が示唆された。 
（25 年度） 
(5) 新たな代謝系の探索とその分子基盤 
・フェレドキシンの還元系に関しては、ヒド
ロゲナーゼ欠損変異株が単離できたことか
ら、ヒドロゲナーゼ反応が直接的に関与する
のではなく、膜を介したプロトン勾配を利用
する系であろうことが絞り込まれてきてい
る。電気化学的な培養としては、AQDS なるメ
ディエーターを用いて、-0.6V の電位を与え
ると、菌体に電子が流れ込んでいることなど
が実験的に確認できたため、水素細菌に直接
電気エネルギーを与えることが可能である
ことが示された。本菌の活性酸素除去システ
ムについては、さらに精査を進め、BCP なる
タンパク質も関与していることを示した。さ
らに、本菌の硫黄代謝系についても研究を進
め、チオ硫酸の代謝にヘテロジスルフィドレ
ダクターゼが関与していることが明らかと
なり、本菌がテトラチオン酸を代謝できるこ
とと合わせ、本菌の硫黄代謝全体像を描ける
ようになった。ホスホセリンホスファターゼ
に関しては、細胞内にA-Aのホモ代マーとA-B
のヘテロダイマーが存在していることを明
らかにし、さらに S-S 結合が酵素の熱安定性
に大きく貢献していることが明らかとなっ
た。 
・代謝フラックスの解析を行った。本菌にお
けるエネルギー代謝解明の一環として、水素
ガスをエネルギー源、酸素ガスを電子受容体
とした時のガス消費を経時的に測定し、酸素
ガス濃度が上がると活性酸素を除去するよ
うな方向にエネルギー代謝が変化している
ことが判明した。 
(6) TK-6 の特質の応用展開 
・電気化学的培養と合わせ、乳酸生成性を検
討した。 
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