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研究成果の概要（和文）：本研究では、古細菌祖先生物と真正細菌祖先生物が持っていたと推定されるヌクレオシド二
リン酸キナーゼ（NDK）の遺伝子を復元し、祖先タンパク質の耐熱性を調べた。その結果、祖先型NDKは110℃近くまで
安定であることが分かり、古細菌祖先生物と真正細菌祖先生物は80～100℃で生息していたと推定された。全生物の共
通祖先コモノートも耐熱性NDKを持ち、75℃以上の高温環境に生息していたことが推定された。さらに、祖先型NDKを構
成するアミノ酸の種類を減らしたNDKを作成したところ、20種のアミノ酸のうち、減らしても耐熱性や活性を維持でき
るアミノ酸を同定した。

研究成果の概要（英文）：We have resurrected the gene of the nucleotidediphosphate kinase (NDK) possessed b
y the common ancestor of Bacteria and Archaea, and analyzed the thermal stability of the protein produced 
from the resurrected genes. The ancestral NDKs showed stability close to 110 degree C, suggesting the comm
on ancestors of Bacteria and Archaea were thriving at the temperature between 80 and 100 degree C.  The ND
K of the last common ancestor, commonote, was also resurrected and reproduced. The ancestral NDK showed th
e high stability, suggesting that the commonote were living at 75 degree C or higher temperature.  The anc
estral NDKs from which one of the 20 amino acid species were removed, were produced and whose stability an
d activity were analyzed. The results showed the amino acid species that is not absolutely required for th
e stability and activity.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 全生物の共通祖先の存在に係わる議論 
「全生物に共通祖先がいるという」発想は、
全生物が同じ分子遺伝機構や共通の代謝系
を持っているという事実を考えるならば、そ
れほど不思議なことではない(山岸 2007)。配
列情報を基に全生物の系統樹を最初に議論
したのは古細菌の提唱者である Woese であ
る。かれは全生物が３つの生物群（古細菌
Archaea、(真正)細菌 Bacteria、真核生物
Eukarya）に分かれる事を示した。Woese等
(1990)の作製した系統樹は広く「標準的」系
統樹として利用されている。また、ゲノム配
列を用いた系統解析でも全生物が３つの生
物群に分かれるという樹型が報告されてい
る。しかし、解析する遺伝子によって樹型は
様々であることは、多くの分子進化研究者が
知っている。そこに遺伝子の水平伝播が関与
している事も容易に想像される。こうした議
論は引き続き続いているが、ゲノムに基づく
情報学的解析は（Theobald 2010）、生物の系
統網的性質を支持しつつも、全生物の共通の
祖先の存在を支持する結果であった。 
 
(2) コドンの起原とアミノ酸の種数 
 コドン表が進化史の中でどのように形成
されて来たのかは、多くの説が提唱されてき
た（Osawa 1992）。中でも、最初のコドンは
20 よりも遙かに少ないアミノ酸を利用して
いたという説を生み出した（Crick 1968; 
Osawa 1992）。すなわち、生物誕生当初は、
非生物的に合成される限られた数のアミノ
酸（例えば 4 種あるいは 10 種）だけを利用
しており、進化の過程で残りのアミノ酸が追
加されて今日の 20 種類のアミノ酸を利用す
るに至ったという説である。 
 こうした仮説を支持する実験結果として
は、Glnや Asnのアミノアシル tRNA合成酵
素を欠いた生物がいること、ミトコンドリア
で変則的コドンが多数見つかっていること
からコドン表は固定的ではないという事実、
等がある（Feng et al. 2003; O’Donoghue et 
al. 2005; Yokobori et al. 2010）。さらに、ア
ミノ酸の構成比率の一定性を仮定しない解
析から、時間的に減少傾向にあるアミノ酸と
反対の傾向を示すアミノ酸の存在が報告さ
れている（Jordan 2005）。実際、いくつかの
タンパク質に関しては、アミノ酸の種類を減
らした人工的タンパク質の合成の成功例が
報告されている（Akanuma 2002; Walter, 
2005; Doi 2005）。しかし、これらの実験に於
いて採用されるアミノ酸の種類は非生物的
に合成されるアミノ酸（Miller 1953）、ある
いは、物理化学的性質に基づいて主観的に選
ばれたアミノ酸であった。従って、選択され
たアミノ酸残基はタンパク質科学的に確か
められたものとは言えない。 
 
(3) 全生物の共通祖先、超好熱菌説 
こうした議論と一定程度独立して、「全生物

の共通祖先が超好熱菌」であるという仮説が
N. Pace(1991)によって提案された。その後、
多くの議論が行われたが、その解釈に対する
反論も多かった。我々はこの仮説の実験的検
証を行った。まず、研究材料とする遺伝子の
全生物の共通祖先の配列を推定した。現存す
る好熱菌遺伝子を出発材料として、祖先型ア
ミノ酸残基を変異導入した祖先型タンパク
質を多種類作成した。それらの耐熱性が高頻
度で上昇していた。この結果は、全生物の共
通祖先が超好熱菌であったことを支持して
いる。 
 
(4)祖先型遺伝子の全合成 
こうした研究をさらに一歩進め、部分的な祖
先型化タンパク質ではなく、祖先生物の配列
を完全に持つ全祖先型タンパク質の作成を
行った。これは、部分的に遺伝子を祖先型に
するのではなく、祖先型の遺伝子を丸ごと全
合成するという方法である。何回かの試行錯
誤の後、ヌクレオチド二リン酸キナーゼ（以
下 NDK）を対象酵素として、古細菌祖先型
NDK と真正細菌祖先型 NDK の二つの完全
祖先型タンパク質を設計し、その遺伝子の全
合成、大腸菌内での発現、精製とタンパク質
解析に成功し、その立体構造の X線結晶解析
にも成功していた。 
 
[参考文献] 
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２．研究の目的 
(1) まず、両共通祖先の配列をより詳細にし
らべる。上述の様に、古細菌祖先型 NDKと
真正細菌祖先型 NDKの二つの完全祖先型タ
ンパク質の作製に成功している。しかし、一
方で祖先配列推定法が祖先アミノ酸を一義
的には推定できない事、最尤法に基づく祖先
配列推定では、耐熱性が過大な祖先配列が推
定されるという指摘（Williams et al. 2006）
もある。そこで、最尤法だけではなく、Bayes
法での祖先配列推定も行い、比較する。進化



の過程でアミノ酸組成が変化したという仮
定下での祖先配列推定も検討する。 
 
(2) 第２尤度（または事後確率）のアミノ酸
残基を採用した場合の配列を作製し、耐熱性
と活性を解析することから、古細菌祖先型
NDK と真正細菌祖先型 NDK の性質をより
詳細に明らかにする。 
 
(3)こうした配列の中で最も耐熱性の高い配
列と最も耐熱性の低い配列を選択し、古細菌
祖先型 NDKと真正細菌祖先型 NDKの中間
の組み合わせを作製することから、全生物の
共通祖先（本報告ではコモノートと呼ぶ）に
対応する NDKの性質を明らかにする。（どの
配列と特定はできないが）。 
 
(4)最も耐熱性の高かった配列と低かった配
列をもとに、アミノ酸残基の単純化変異体を
作製することから、全生物の共通祖先以前の
タンパク質の情報を得る。20種のアミノ酸の
それぞれに関する総当たりの実験の完了を
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)両共通祖先配列の詳細な解析。 
これまでの研究に記載したように、古細菌祖
先型 NDKと真正細菌祖先型 NDKの二つの完全
祖先型タンパク質の作製に成功している。し
かし、一方で祖先配列推定法が祖先アミノ酸
残基を一義的には推定できない事もよく知
られた事実である。そこでまず、最尤法なら
びにBayes法で祖先配列を推定し、比較した。
また、アミノ酸組成一定の仮定なしの推定を
行った。 
①祖先型 NDK アミノ酸配列の推定法 
これまでの祖先型変異酵素研究と同様の手
法で系統樹作製と祖先配列推定を行った。即
ち、CLUSTAL X (Thompson,1997)を用いたア
ライメントを行。次いで立体構造を考慮した
アライメントったの修正を行った。アライメ
ントが曖昧な部分を GBLOCKS (Castresana, 
2000)で配列を切り出した。 
【最尤法による推定】このデータを用いて、
Tree Puzzle (Schmidt, et al. 2002)と CODEML 
(PAML パッケージ中、Yang, 1997)を用いて最
尤系統樹を作成した。得られた系統樹を用い
て CODEML で祖先配列を推定した。さらに、
同じ系統樹を用いて GASP によりギャップの
位置を推定した。こうして、最尤法で推定し
た配列の内から GASP で決定した配列部分を
切り出し、祖先配列とした。 
【Bayes 法による推定】最尤法で用いた配列
データを用いて、MrBayes (Ronquist, F., 
Huelsenbeck 2001)、PhyloBayes ( Lartillot 
and Philippe 2004, 2006; Lartillot et al. 
2007) ， nhPhyloBayes (Blanquart and 
Lartillot 2006, 2008)を用いて Bayes 法に
よる系統解析を行った。nhPhyloBayes は進化
の過程でアミノ酸組成が変化可能な進化モ

デルに基づく解析が可能なプログラムであ
る。それらの解析から得られた系統樹を元に，
祖先配列の推定を行った。 
 
(2)２番目に尤度（または事後確率）の高い
アミノ酸残基を採用した場合の解析。 
 推定した古細菌祖先型NDKと真正細菌祖先
型NDKの二つの完全祖先型タンパク質の各座
位において、２番目に尤度（または事後確率）
の高いアミノ酸残基が一定の尤度（または事
後確率）以上である部位について、これを採
用した場合の配列を１２通り程度作製し、耐
熱性と活性を解析した。 
 
(3) 遺伝子合成、タンパク質発現精製と活性、
耐熱性測定 
推定した遺伝子のアミノ酸配列を大腸菌の
髙使用頻度を用いて逆翻訳し塩基配列を作
成した。全体を 20 塩基ほど互いに重複する
100-120 塩基のオリゴヌクレオチドに分割し
発注した。これらを混合して PCR により遺伝
子合成を行った(Hoover and Lubkowski 2002)。
エラーを修正し配列を確認した祖先型遺伝
子を、発現ベクターに導入し、適当な宿主で
発現した。既に精製、活性測定を行った。 
 耐熱性は機能面と構造面の両面から測定
した。機能面は一定温度での熱処理後の残存
活性を測定することから評価した。構造面で
は、円偏光２色性（CD）測定から、タンパク
質二次構造を評価した。温度を一定速度で上
昇させ、タンパク質変性にともなう二次構造
の消失を CD で評価した。 
 
(4) こうした配列の中で最も耐熱の配列と
最も耐熱性の低い配列を選択し、古細菌祖先
型 NDKと真正細菌祖先型 NDKの中間の組み合
わせを作製した。 
 
(5) 古細菌祖先型 NDK と真正細菌祖先型 NDK
の中間の組み合わせの中から、最も耐熱性の
高かった配列と低かった配列を基に、アミノ
酸残基の単純化変異体を作製した。 
 これまでにも、現存するタンパク質を標的
タンパク質として、20 種類よりも少数のアミ
ノ酸によってタンパク質が形成可能かどう
かを確かめる実験が行われてきた。しかし、
その時に残されるアミノ酸残基は、非生物ア
ミノ酸合成実験（Miller 1953）によって比
較的容易に合成されるアミノ酸、あるいは、
物理化学的性質に基づいて主観的に選ばれ
たアミノ酸が選択された。本研究では、祖先
型 NDK を標的タンパク質とし、アミノ酸残基
数を減少させた。 
 
[参考文献] 
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４．研究成果 
(1) ヌクレオシド二リン酸キナーゼ（NDK）
は、真正細菌、古細菌、真核生物のほとんど
が持つタンパク質であり、全生物の共通祖先
コモノートも持っていたと考えられる。さら
に、NDK の変性温度は、その NDK を持つ
生物の至適生育温度と正の相関関係がある
ことが分かった。したがって、祖先生物が持
っていた NDKを復元し、その変性温度を調
べることによって、祖先生物の生育温度を実
験的に推定することができる。本研究では、
現存生物種が持つ NDKのアミノ酸配列を比
較することによって３種類の進化系統樹を
作成し、それぞれの進化系統樹の根元付近の
古細菌祖先に相当する祖先型 NDKのアミノ
酸配列（Arc3~5）と真正細菌祖先に相当する
アミノ酸配列（Bac3~5）を推定した。次に推
定されたアミノ酸配列をコードする遺伝子
を遺伝子工学的手法により合成し、大腸菌内
で発現させ、祖先型 NDKを精製した。 
 
(2) また、祖先型推定では、祖先配列を正し
く推定できない可能性もある。そこで、推定
された２番目に尤度の高いアミノ酸で構成
される配列を持つ祖先型 NDKも作成し、そ
の耐熱性を評価した。こうして作成した祖先
型 NDKおよび第二尤度祖先型 NDKの変性
温度を解析したところ、すべての祖先型
NDK は 100℃以上まで変性しない高い耐熱
性を持つタンパク質であることが明らかと
なった。さらに、検量線を用いて、真正細菌
祖先生物と古細菌祖先生物の生育温度を推
定したところ、古細菌祖先生物は 92～97℃、
真正細菌祖先は 84～94℃で生育していたこ
とが推定された。 
 
(2) 次に、全生物の共通祖先生物コモノート
が持っていた NDKの耐熱性に着目した。祖
先配列の推定には無根系統樹を用いていた
ので、コモノートの NDK配列を直接推定す
ることはできない。古細菌祖先 NDKと真正
細菌祖先 NDKのアミノ酸配列を比較したと
ころ、全 139 アミノ酸残基部位のうち、115
部位は共通のアミノ酸種であることが分か
った。したがって、この115部位に関しては、

コモノートの NDK配列も同じアミノ酸種を
持っていたと予想できる。残りの 24 部位に
関しても、コモノートの NDKは古細菌祖先
か真正細菌祖先のどちらかのタイプのアミ
ノ酸を持っていたと予想できる。この考えに
従うと、コモノートのアミノ酸配列として約
1.3×108配列があり得ることになる。そこで、
本研究では約 1.3×108配列の中から最も耐熱
性を低下させる配列を探すことにした。復元
した祖先型 NDKの中で最も耐熱性の低かっ
た Bac4 の 24 部位に、他の祖先型配列で見
られるアミノ酸を一つずつ導入した 29 変異
体を作製し、変性温度を調べた。さらに、変
性温度を低下させたアミノ酸置換を同時に
すべて導入した Bac4mut4-Nも作製した。ま
た、単独では耐熱性を向上させる、あるいは、
耐熱性に影響しないアミノ酸置換も、別のア
ミノ酸置換と同時に導入すると変性温度を
低下させる可能性がある。そこで、Bac4 に
導入した 29 アミノ酸置換のうち比較的近距
離にある複数のアミノ酸置換を同時に
Bac4mut4-N導入し、アミノ酸置換を組み合
わせた場合の変性温度に与える影響を調べ
た。そして、変性温度を低下させたアミノ酸
置換の組み合わせを同時に Bac4mut4-N に
導入し、Bac4mut7 を作製した。Bac4mut7
は、コモノートの NDKのあり得るアミノ酸
配列の中で最も変性温度が低い配列である
と考えられ、且つ、Bac4mut7の変性温度は
94℃であったことから、コモノートは 75ºC
以上で生育していた高度好熱菌、または超好
熱菌であったと推定された。 
 
(4) こうして作成した耐熱性の祖先型
NDK をもとに、アミノ酸を実験的に１種
類ずつ削減した NDKを 19種類作成した。
また、本祖先型 NDK には元々システイン
が含まれていない。これらのアミノ酸削減
NDK を解析した結果、90℃以上の高い耐
熱性を保ち、10%以上の活性を保つ為には、
１種類ずつであれば次の 11 種のアミノ酸
(アラニン、システイン、フェニルアラニン、
イソロイシン、リシン、ロイシン、メチオ
ニン、グルタミン、セリン、トレオニン、
トリプトファン)は無くても良い事が明ら
かとなった。 
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