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研究成果の概要（和文）：超好熱始原菌は少ない遺伝子数にもかかわらず外的環境の変化に自律
的に適応できる生物であり、その極限的な環境の変化に応答する機構は興味深い。本研究では
超好熱始原菌 Thermococcus kodakarensis の環境適応における遺伝子発現制御機構の解析を行
った。DNA 結合因子依存型の発現制御として NikR による Ni2+輸送レギュロン、Phr による熱シ
ョック応答レギュロンを同定した。また DNA 結合因子非依存型の発現制御として本菌のキチン
代謝遺伝子群の発現を抑制する PIN ドメインタンパク質とその上流にコードされる機能未知タ
ンパク質に着目し、これらによる制御が他の多数の遺伝子におよぶこと、および両タンパク質
が相互作用して複合体を形成することを見出した。また推定プロテインキナーゼの遺伝子破壊
により発現量が変動するタンパク質スポットが多数同定され、タンパク質リン酸化ネットワー
クによる発現制御系が超好熱始原菌にも存在することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Hyperthermophilic archaea are capable of adapting to changes in 
environmental conditions in spite of their small set of genes. This study focused on 
regulation of gene expression during environmental adaptation in the hyperthermophilic 
archaeon Thermococcus kodakarensis. We identified the NikR-dependent regulon probably 
functional in Ni2+-transport, and Phr-dependent regulon for heat-shock responses. We also 
found that a pair of PIN domain protein and hypothetical protein, involved in repression 
of chitin-degradation genes, acted as a global factor for expression regulation of various 
gene in the overall genome, and the proteins interacted to each other to form a complex. 
Moreover, disruption of probable protein kinase gene(s) in the hyperthermophile resulted 
in changes of intracellular amount of many proteins, suggesting the presence of regulation 
systems through protein phosphorylation.  
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１．研究開始当初の背景 
 始原菌（Archaea）は真核生物（Eucarya）、
細菌（Bacteria）とは異なる、第３のドメ
インを構成する生物群である。かつては生
命が存在し得ないと考えられてきた極限環
境（高温・高圧・高塩濃度等）においても
生息する始原菌が数多く発見されている。
始原菌には 90℃以上でも生育可能な超好熱
菌が多数属している。分子系統学では真核
生物は超好熱始原菌から分岐して進化した
ことが示唆されており、実際に超好熱始原
菌の DNA 複製機構や転写機構は複雑な真核
生物型機構の原型と考えられている。 
 超好熱始原菌は温度・pH・炭素源・金属イ
オンなどの外的環境の変化に自律的に適応
できる生物であり、その極限的な環境の変
化に応答する機構は興味深い。基本的には
他の生物種と同様に外的環境変化をセンシ
ングし、それに応じた遺伝子発現制御を行
っているものと推測されるが、超好熱始原
菌の小さなゲノム（約1.5〜2.5Mbp）からは、
これら発現調節やその結果としての環境適
応の機構は単純化されていることが想定さ
れる。しかしながら、超好熱始原菌の遺伝
子操作が確立されていなかったために研究
手法は非常に限られており、他のモデル生
物と比較すると環境適応に関する研究は大
きく遅れていた。ゲノム解析からは超好熱
始原菌に多数の細菌型転写制御因子のホモ
ログ遺伝子が見いだされているが、その転
写制御の詳細は研究が端緒についたところ
であった。シグナル伝達ネットワークにつ
いてはほとんど研究がなされておらず、転
写後段階での発現制御についてはさらに知
見がなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 我 々 は こ れ ま で に 超 好 熱 始 原 菌
Thermococcus kodakarensis について、超好
熱菌としては世界で初めての遺伝子操作系
を確立している。本研究ではこの遺伝子操作
技術を駆使し、本超好熱菌が外的環境変化に
応答する際の遺伝子発現制御について知見
を得ることを目的として、下記の検討を行っ
た。 
・DNA 結合因子による遺伝子発現制御の解析 
・DNA 結合因子に依存しない新規発現制御の
解析 

・タンパク質リン酸化シグナル伝達ネットワ
ークの解析 
 また、T. kodakarensis は絶対嫌気性の超
好熱始原菌であるが、酸素に対して比較的高
い耐性を示すことがわかっている。そこで本
超好熱菌の酸素耐性への関与が推定された
NAD(P)H オキシダーゼホモログについてその
機能と酸素の有無における発現変動につい
て検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 超好熱菌 T. kodakarensis において発現制
御への関与が推定される因子の遺伝子を相
同性組換えにより欠失させた株を作製した。
得られた遺伝子破壊株の表現型や、欠失によ
って転写レベルが変動する遺伝子の同定を
DNA マイクロアレイ解析による行った。 
 一方、大腸菌を用いて発現制御因子の組換
え型タンパク質を調製し、タンパク質間相互
作用について検討した。 
 またタンパク質リン酸化ネットワークの解
析においては、推定プロテインキナーゼ遺伝
子破壊株において二次元電気泳動を行い、細
胞内存在量が変動したタンパク質を検出し
た。 
 
 
４．研究成果 
(1) DNA 結合因子による遺伝子発現制御の解
析 
 T. kodakarensis は硫黄還元菌として知ら
れているが、硫黄が存在しない条件であって
もピルビン酸やデンプンなどの有機基質が
利用可能な条件ではプロトンを最終電子受
容体として水素(H2)を生成して生育する。こ
の水素生成に関わる酵素であるヒドロゲナ
ーゼとして、本菌には細胞質型と膜型の２種
類の[NiFe]型ヒドロゲナーゼが存在する。こ
れらのヒドロゲナーゼの遺伝子破壊株を解
析した結果、膜型ヒドロゲナーゼ(Mbh)の破
壊株は水素生成に必須である一方で、細胞質
型ヒドロゲナーゼ(Hyh)は水素生成反応では
なく水素吸収反応に関わることが判明した。
すなわち、同一種の細胞内で Mbh により発生
した水素が Hyh により吸収されるという、水
素を媒介とした還元力のリサイクル
（intraspecies hydrogen transfer）が行わ
れている可能性が強く示唆された（論文発表
３）。このように本菌では[NiFe]型ヒドロゲ



 

 

ナーゼが生育に重要な役割を果たす。従って、
本菌の細胞膜上には、Ni2+の輸送に関わるト
ランスポーターの存在が予想されるが、ゲノ
ム情報からはそのホモログ遺伝子は見出さ
れていない。その一方で、大腸菌における
Ni2+トランスポーターオペロンの転写制御因
子 NikR のホモログ (TK1439)が存在する。こ
の遺伝子が T. kodakarensis の Ni2+トランス
ポーターオペロンを制御するとの仮定のも
と、TK1439 遺伝子破壊株（∆tk1439 株）を作
製した。単離した∆tk1439 株は野生株と同程
度の増殖速度を示した。DNA マイクロアレイ
解析を行ったところ、∆tk1439 株では野生株
と比較して２種類の ABC トランスポーター
遺伝子群の転写量増加が観察され、これらの
トランスポーターが本菌における Ni2+輸送
に関与することが強く示唆された。 
 他方で、熱ショック応答性転写制御因子
Phr (TK2291)の遺伝子破壊株∆Phr 株を作製
した。DNA マイクロアレイ解析により、phr
の破壊によって 20 種類以上の遺伝子の転写
が顕著に増加すること、それらの遺伝子の
5’-側上流には共通モチーフがあることを見
出した。これら熱ショック応答遺伝子群には
small heat shock protein、AAA+ ATPase、
prefoldin 、 RecA superfamily ATPase や
Tip49 に加えて、多数の機能未知タンパク質
が含まれており、超好熱菌に特徴的な熱ショ
ック応答レギュロンを同定した（論文発表
１）。 
 ArsR ファミリーは T. kodakarensis ゲノ
ム上に最も多く存在する転写制御因子であ
る。この中の３つの ArsR ファミリー転写制
御因子について遺伝子破壊株を作製し、DNA
マイクロアレイ解析を行った。その結果、
TK1261 が金属イオン含有タンパク質をコー
ドする遺伝子群の転写を抑制すること、およ
びTK1883とTK2190が共に鞭毛に関わる遺伝
子群の転写を抑制することなどが強く示唆
された。 
 
(2) DNA 結合因子に依存しない新規発現制御
の解析 
 T. kodakaraensisの新規キチン代謝経路に
機能する遺伝子群はキチナーゼによるキチ
ン分解産物である GlcNAc2 によって発現誘導
される。この GlcNAc2 による誘導について、
キチン代謝遺伝子クラスター中の推定 ABCト
ランスポーターサブユニット遺伝子 dppA の
上流に耐熱性β-ガラクトシダーゼ遺伝子を
挿入した株（図 1）によるレポーターアッセ

イを行ったところ、dppA 上流の機能未知遺伝
子領域 (tk1762-tk1763）の欠失によって誘
導剤非存在下での抑制が解除され、常に高い
レポーター活性を示すことを見いだした。興
味深いことに TK1762、TK1763 はいずれも既
知の転写制御因子とは相同性を示さず、DNA
結合領域も有していないことから、この発現
制御は DNA結合型転写制御因子によるもので
はないことが示唆された。 

 しかしながら tk1762-tk1763 領域が dppA
の上流に位置することが発現調節に必要で
ある可能性も否定できなかったため、tk1762、
tk1763またはtk1762-tk1763を挿入したシャ
トルベクターにより遺伝子破壊株をそれぞ
れ形質転換した。作製した株についてウエス
タンブロッティングを行ったところ、ベクタ
ー上の tk1762、tk1763 が過剰発現している
ことを確認した。さらに tk1762、tk1763 が
ベクター上であっても、両方の遺伝子を有す
る株では非誘導条件での発現抑制と GlcNAc2
による誘導が回復した。これらの結果から、
キ チ ン 代 謝 遺 伝 子 の 発 現 制 御 に は
tk1762-tk1763 の領域ではなく、これらの発
現産物が関与していることが示された。 
 次に tk1762-tk1763
欠失株と、そのベクター
による欠失相補株につ
いて DNA マイクロアレ
イ解析を行った。その結
果、tk1762-tk1763 の欠
失によってキチン代謝
遺伝子クラスターのみ
ならず、染色体上の広い
領域にまたがる多数の
遺伝子の転写が顕著に
増加した。また欠失遺伝
子の相補によってその
転写量変動がキャンセ
ルされた（図 2）。 
こ れ ら の 結 果 か ら
TK1762-TK1763 はキチ
ン代謝クラスターのみ
な ら ず 、 T. 

図 1. T. kodakaraensis キチン代謝遺伝子クラスターと 
レポーター遺伝子導入部位 
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図2. tk1762-tk1763破壊
株と欠失相補株のDNA マ
イクロアレイ解析結果 
（赤：転写量増加、緑：
転写量減少） 



 

 

kodakarensis におけるグローバルな制御因
子であることが明らかになった。 
 大腸菌を宿主として調製した TK1762、
TK1763 の組換え型タンパク質を混合し、
native-PAGE および免疫沈降による解析を
行ったところ、TK1762-TK1763 のタンパク質
間相互作用を確認した。さらに、ネイティブ
状態において(TK1762)12(TK1763)12 複合体が
2 個以上会合した複雑な構造をとることが
示され、本発現制御には TK1762 と TK1763
の相互作用が重要である可能性が考えられ
た。今後、より詳細な解析を行う。 
 
(3) タンパク質リン酸化シグナル伝達ネッ
トワークの解析 
 タンパク質リン酸化を介したネットワー
クの存在は真核生物や細菌で広く知られて
いる。現時点では少ないながら、第三の生物
ドメインである始原菌においてもリン酸化
タンパク質が同定されている。超好熱始原菌
においては単純化されたタンパク質リン酸
化ネットワークが機能していることが推測
され、その解析は基本的な生命維持システム
や生命の進化の解明の観点から重要である。 
 そこで T. kodakarensis ゲノムに見出され
た３つの推定 RIOプロテインキナーゼホモロ
グ (TK0679, TK0801, TK2250) に着目した。
これら遺伝子の破壊を行ったところ、tk0801、
tk2250について単独遺伝子破壊株∆tk0801株、
∆tk2250 株、および二重遺伝子破壊株
∆∆tk0801-tk2250 株の作製が可能であった。
tk0679 に関しては目的の遺伝子破壊株は単
離できず、生育に必須な遺伝子である可能性
が考えられた。 
 DNA マイクロアレイ解析の結果、遺伝子破
壊株では発現量が変化した遺伝子が多数見
いだされ、プロテインキナーゼによるタンパ
ク質リン酸化を介した転写制御系の存在が
示された。興味深いことに∆tk0801 株、
∆tk2250 株、および∆∆tk0801-tk2250 株にお
いて共通して転写量が変動した遺伝子が多
く検出され、TK0801 および TK2250 が同じ発
現制御系に属することが示唆された。発現が
増加した遺伝子は機能未知遺伝子がほとん
どであったが、二重破壊株においてのみプリ
ン、チアミン、リボフラビンの生合成に関与
する遺伝子が含まれていた。一方、遺伝子破
壊により発現が減少した遺伝子として鞭毛
形成、ケモタクシス、トランスポーターなど
に関与するクラスターが含まれていた。二次
元電気泳動によるプロテオーム解析からも

tk0801 あるいは tk2250 の遺伝子破壊により
存在量が変化したスポットを多数見出した
（図 3）。現在、質量分析によるタンパク質の
同定を進めている。 

(4) NAD(P)H オキシダーゼホモログの機能と
酸素の有無における発現変動 
 T. kodakarensis ゲノムには少なくとも 7
個の NAD(P)Hオキシダーゼ (NOX)ホモログが
存在したが、その中の 1 つ TK1481 は近縁の
Pyrococcus 属に存在しない T. kodakarensis
固有のホモログであった。TK1481 の組換え型
酵素は高い H2O2- forming NOX 活性および高
い NAD(P)H: polysulfide oxidoreductase 活
性を示した。∆tk1481 株はピルビン酸培地で
の生育は親株と違いは見られなかったが、硫
黄培地では予想に反して親株より酸素耐性
が高いことを見出した。TK1481 を保持する株
の酸素感受性の要因として、溶存酸素存在下
での TK1481 の NOX 活性による過酸化水素の
過剰生成を推察した。細胞内での TK1481 の
量をウエスタンブロッティングにより検討
したところ、培地中溶存酸素の有無における
発現制御は確認されなかった(論文発表２）。 
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