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研究成果の概要（和文）：本研究では超好熱菌Thermococcus kodakarensisの低温ストレス環境下での適応現象を探る
とともに、低温で発現する遺伝子の誘導機構について検討した。分子シャペロンであるDEAD型RNAヘリカーゼ（TK0306
）、分子シャペロニンCpkA（TK0678）は低温ストレス環境下での生育に必須であった。またTK0306遺伝子の低温誘導を
支配する領域の探索を行った結果、SD領域と開始コドンの間に存在するAの連続する配列（AAAAA）が重要な役割を果た
していることが明らかになった。この領域で、高温特異的な転写終結が起こり、結果として低温特異的な遺伝子の発現
がなされていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：It has been suggested that hyperthermophiles are highly primitive microorganisms a
nd that their descendents evolved by adapting to cooler environments. Hence, study of the adaptive mechani
sms of hyperthermophiles to cold environments may provide insight into evolutionary processes. In the proj
ect, the physiological roles of cold inducible chaperones, cpkA (TK0678) and DEAD box RNA helicase (TK0306
) from Thermococcus kodakarensis were investigated, showing that both genes are essential for cell growth 
at cold stressed environment. In addition, the region required for cold induction of TK0306 was identified
.  The regulatory element, a five-adenosine sequence has been located in the region between the SD region 
and the initiation codon (ATG). It seems likely that A5 -dependent cold-induced expression is related to p
remature termination depending on temperature.  This sequence-specific mechanism is unique, and one that h
as not been identified in other known cold-inducible genes.
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１．研究開始当初の背景
 熱ショック応答はすべての生物に普遍的
にみられ
ャペロンはタンパク質構造の再生に
役割を果たしている
答については普遍性のある
り研究されていない
低温下で低温ショックタンパク質（
誘導され、
消し、翻訳停止の解除あるいは抗転写終結を
行う
で超好熱菌の低温ショック応答については
詳細に研究されていなかった。現在の学説で
は原始生命体は好熱性の微生物であり、
の過程でより低い温度に適応順化すること
で多様性を獲得していったと考えられてい
る。代表者
好熱菌の低温適応機構」において超好熱菌ゲ
ノムの遺伝子数と生育温度範囲について検
討した。その結果、生育温度が低くなるにつ
れて遺伝子のパラログが増え、
ズも大きくなるという相関を見出した。特に
類縁菌どうしで比較すると低い温度で生育
が可能な種ほど遺伝子数が多い。例えば
Pyrococcus
理的特徴を有すが、
Pyrococcus
生育する。
は Pyrococcus
689 個の遺伝子は

か存在しない。平成
好熱菌の恒常性維持に関
Thermococcus kodakarensis
して
トランスクリプトーム解析、プロテオーム解
析を行った。本菌の膜脂質は炭化水素鎖の飽
和度で流動性を確保するのではなく、鎖長を
変化させることで対応していた（
al., 2009
ポリアミン価数も小さくなり（
al., 2010
et al., 2009)
CpkAも特異的に誘導されてくる
al., 2008)
されるプレフォルディンも存在した
et al., 2008)
で誘導される遺伝子はすべて
には存在しない。
適応とこれら遺伝子の機能には重要な関係
があることを示唆する。
の高発現により酵素の基質特異性変化がも

図１. 超好熱菌ゲノムの遺伝子数

特異的誘導されてくる
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伝子の誘導メカニズムの解明と低温ショッ
クシャペロン（分子シャペロニン

TK0306）の機能解析に焦点をあて
以下の５つを具体的な達成目標とし
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変性分子のトラッピング
低温誘導型ヘリカーゼの機能解析

究の方法 
Thermococcus kodakarensis

モデル生物とし、次の５つの内容を試みた
遺伝子誘導機構の解明
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(4) 変性分子のトラッピング： 
 CpkA 及び CpkB が捕捉するタンパク質バ
ンズを免疫沈降法によりカタログ化した。
特に CpkA が特異的に捕捉している TrpC 分
子を用いて in vitro での再生実験を行っ
たところ、本分子が CpkA により再生される
ことが示された。 
(5) 低温誘導型ヘリカーゼの機能解析（逆
転写酵素活性への影響）： 
 今回、逆転写酵素としてレトロウイルス
（MMLV）由来の酵素、細菌由来の酵素をタ
ンパク質工学的に改変した DNA 合成酵素を
用いて実験を計画した。まず両酵素の性質
を調べたところ細菌由来の逆転写酵素（DNA
合成酵素）には鋳型量に依存した阻害が起
こることが示された。そこで MMLV 由来の逆
転写酵素に対し TK0306 の添加効果を検証
したところ、TK0306 の添加量に依存して逆
転写活性の変化がみられた。さらなる精密
な解析が必要である。 
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