
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23年 5月 27日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：翻訳系酵素(GlyRS)、代謝系酵素(IPMDH と NDK)、複製系酵素(ジャイ

レース)の祖先型酵素を作製した。翻訳系と複製系の酵素に関して、細菌祖先型酵素の作製に成

功し、高度好熱菌よりも高い耐熱性を持つことが明らかとなった。代謝系酵素では、以前より

研究を進めていた NDK に関していくつかの変異酵素を作製することにより、細菌、古細菌、全

生物共通祖先の祖先型酵素が何れも非常に高い（100℃以上）耐熱性を持つことを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Ancestral enzymes of translation system (GlyRS), metabolic system 
(IPMDH and NDK) and replication system (gyrase) were resurrected, their genes were 
constructed and expressed in E. coli. The purified enzymes of translation and replication 
systems showed higher thermal stability than counter parts of an extreme thermophile. 
Several mutants of previously constructed ancestral NDH were analyzed.  The results 
showed that ancestral enzymes of Bacteria, Archaea and Commonote are extremely 
(>100℃) thermostable.  
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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。しかし、「全
生物の共通祖先の存在や性質」に関しては
種々の立場から議論が続いている(山岸 2004, 
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(1987)である。かれは小サブユニット
(SS)rRNA 遺伝子の配列に基づく系統樹を作
成し、全生物が３つの生物群（古細菌、(真正)
細菌、真核生物）に分かれる事を示した。し
かし、一つの遺伝子が一つの系統樹となると
いう事が、直ちに全生物の共通祖先の存在を
示すものでは無い。実際、Woeseは全生物の
共通祖先の存在に関しては否定的である。か
れは、生命進化初期において遺伝機構が未発
達な段階を想定し、それをプロゲノート段階
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と名付けた。そして、３つの生物群の分岐以
前の生物はプロゲノート段階であると提唱
している（Woese 1998）。即ち、全生物の共
通祖先の存在は、確定していない。 
(2) 全生物の共通祖先の数に係わる議論 
 Woese(1990)の作製した SS rRNA 遺伝子
の系統樹は広く「標準的」系統樹として利用
されている。また、最近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。とりわけ進化初期には
多くの水平伝播が想像される。そこで、
Martin(1999)後に Doolittle & Ford（1999）
は「生物」の系統樹は「樹」にはならず、網
の様な系統網になるということを提唱した。
そして全生物の共通祖先も一つでは無く、複
数の共通祖先が存在していたと想定してい
る。即ち、全生物の共通祖先の数についても
議論が続いている。 
(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)に提案され、その後この点
に関しても多くの議論が行われてきた。それ
らの議論は、系統樹の根本付近に超好熱菌が
多く存在するという点に基づくものであっ
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系統樹を作成し、全
生物の共通祖先の配列を推定した。この配列
を、現存する好熱菌の持つ該当遺伝子と比較
すると、両者は良く一致しているが異なって
いる部分もある。そこで、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。この実験結果は、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
を行っている。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た。 
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２．研究の目的 
 本研究では以下の２点を明らかにする。
１）翻訳系、複製系の酵素に関して古細菌の
祖先と真正細菌の祖先酵素を推定し全合成
する。遺伝子を大量発現し、酵素を精製する。
精製酵素の耐熱性と活性の温度依存性を測
定することから、古細菌の祖先と真正細菌の
祖先がどの程度の温度に生育し得たかに関
する情報を得る。２）さらに、代謝系酵素を
材料として全生物の共通祖先の遺伝子を推
定し全合成する。精製酵素の耐熱性と活性の
温度依存性を測定することから、全生物の共
通祖先がどの程度の温度に生育し得たかに
関する情報を得る。 
 
３．研究の方法 
(1) 対象とするタンパク質の選択 
 以下の様な基準に基づいて研究対象とす
るタンパク質を選定した。 
① まず、真正細菌共通祖先と古細菌共通祖
先に関して、 
 A.単量体あるいはホモオリゴマーで構造
形成し、一遺伝子の産物単独で活性測定や耐
熱測定が可能であること。B.できる限り、配



 

 

列が短い事。C.３つの生物群のできる限り多
くの生物種が持っていること。D.できる限り
配列が保存されていること。E.とりわけ、で
きる限り挿入欠失配列を持たないこと。F.活
性測定ができる限り（とりわけ高温で）容易
であること。 
 これらの基準に基づき、代謝系、翻訳系、
複製系に関して以下の酵素を選択した。 
 代謝系：極めて多種類な酵素の中でも、ヌ
クレオチド二リン酸キナーゼ（NDK）は非常
に高い配列保存性をもっている。また３つの
生物群に保持されている。とりわけ重要な事
は、NDK はほとんど挿入欠失を持たないこと
である。即ち、祖先配列推定する際、祖先遺
伝子がその部分で配列を持っていたのか欠
失かの推定が極めて容易に行うことができ
る。これは、タンパク質発現において極めて
重要な点である。タンパク質構造上アミノ酸
残基の置換よりも配列の挿入欠失により構
造が（従って耐熱性や活性も）より深刻な影
響を受けることがよく知られている。そこで、
ヌクレオチド二リン酸キナーゼ（NDK）を対
象酵素として選定した。 
 翻訳系：翻訳系酵素の中で、リボソーム構
成タンパク質は多数あるが、それらは巨大な
複合体を形成して機能するので対象とはし
ない。伸長因子はかなりよい対象であるが、
３つの生物群に異なった挿入欠失があるこ
とが知られているので第一候補とはしなか
った。多数のアミノアシル tRNA 合成酵素（以
下 ARS）の内でも、ホモダイマーで活性を示
す GlyRS のグループ（α2タイプ）を候補と
する。すでに、上記項目に関する検討からα
2タイプの GlyRS の系統樹作製、祖先型配列
推定を行い、祖先型化変異酵素作製に基づく
全生物の共通祖先の解析を行い、報告してい
る（Shimizu et al. 2007）。即ち、この酵素
のタンパク質発現、精製、耐熱性測定、酵素
活性測定技術を既に持っている。そこで、α
2タイプグリシル tRNA 合成酵素（以下 GlyRS）
を候補とした。 
 複製系：DNA ポリメラーゼは幾つかの異な
ったファミリーがあり三つの生物群が異な
ったファミリー酵素を用いている。また遺伝
子が大きいので候補とはしない。II 型トポイ
ソメラーゼの中でもジャイレースを選択す
る。これは、αとβの二つのサブユニットか
らなっているが、βサブユニットは単独で構
造形成し ATPase 活性をしめす。本申請者は
既に、古細菌 Thermoplasma のジャイレース
の研究実績（Yamashiro & Yamagishi 2005）
があり、大量発現、精製、活性測定技術を既
に持っている。そこで、ジャイレースβサブ
ユニットを選択した。 
 転写系：本来ならば転写系酵素も研究対象
とすべきである。しかし、RNA ポリメラーゼ
は巨大な複合体であり本研究対象として不

向きである。また、転写因子は DNA と結合し
て活性を示すので、活性や安定性には結合配
列情報が必要である。しかし、祖先転写因子
がどのような結合配列を持つかの推定は難
しい。さらに、転写系は翻訳系と同様の系統
樹を示すことが知られているので、おそらく
翻訳系の結果が転写系にもあてはまると予
想される。そこで本研究では転写系酵素を研
究対象とはしなかった。 
② つぎに、全生物の共通祖先に関して 
 上記の条件 Aから Fに加えて、Ｇ．相同配
列を持つ双子の酵素（ファミリー酵素）を持
つことを条件とした。全生物の共通祖先の配
列推定の為には、系統樹に根を付ける為に双
子の酵素の一方を他方の外群とする必要が
ある（Iwabe et al. 1989）。そこで、本研究
室でこれまで、解析を行ってきた、代謝系酵
素イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素（以下
IPMDH）を対象とする。この酵素はイソクエ
ン酸脱水素酵素（以下 ICDH）と相同で、古細
菌と真正細菌の分岐前に二つの酵素に分岐
したことが知られている（例えばMiyazaki et 
al. 2001）。これまで IPMDH と ICDH の系統樹
作製と祖先型変異酵素作成の研究を行って
きた（Miyazaki et al. 2001, Iwabata et al. 
2006, Watanabe et al. 2006, 2007）。従っ
て、遺伝子発現、酵素精製、活性測定の技術
を既に持っている。特に、双子の酵素を対象
とすると相同性はいよいよ低くなり、配列の
全領域でのアライメントは難しくなる。そこ
で、立体構造を考慮して構造上相同位置のア
ミノ酸を一致させてアライメントを行う。こ
の酵素群は、幾つかの生物に関して両酵素の
立体構造が報告されておりその点でも適当
である。 
 
(2) 系統樹作製と祖先配列推定 
 次いで選択した酵素に関して系統樹を作
製した。CLUSTAL X (Thompson,1997)を用い
たアライメントを行い、次いで立体構造を考
慮したアライメントの修正を行った。
GBLOCKS(Castresana,2000)で配列を切り出
した後、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。 
 
(3)祖先型遺伝子合成とタンパク質発現精製
と活性測定 
 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た。ただし、
繰返し配列は PCR エラーの要因となるので、
その部位のコドンは第二の高頻度コドンと



 

 

交換した。また、制限酵素部位を検索し、必
要ない制限酵素部位はコドン変更で解消し
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
合成した。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)。
最もエラーの少ないクローンを選択した後、
通常のPCR による部位特異的変異導入法で正
しい祖先型配列に修復した。 
 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、BL21 で発現した。大腸
菌を集菌ののち、破砕し、遠心後の上清から
タンパク質を精製した。 
 
(4) 耐熱性測定 
 一定温度での熱処理後の残存活性を測定
することから耐熱性を測定した。また、温度
を一定速度で上昇させ、タンパク質変性に伴
う二次構造の消失を CD で評価した。 
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４．研究成果 
 全生物の共通祖先が存在しているかどうか、
またその数や性質に関しては議論がある。本
研究では、共通祖先遺伝子を再生し、その解
析を行った。 
 まず、研究対象とする酵素遺伝子の配列を
もとにデーターベースを検索して相同な配
列を探し出した。配列のアライメントを行っ
た後、立体構造を考慮したアライメントの修

正を行った。最尤系統樹を作成し、得られた
系統樹を用いて祖先配列を推定した。次いで、
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。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、発現タンパ
ク質を精製した。以下に各酵素の結果を記載
する。 
 
(1) DNA ジャイレース B サブユニット 
 細菌祖先型アミノ酸配列をコードする遺
伝子を合成した。合成した遺伝子を大腸菌内
で発現させ、精製した。ゲルろ過クロマトグ
ラフィーにより会合状態の解析を行ったと
ころ、単量体で存在していることが示された。
精製した祖先型 DNA ジャイレース Bサブユニ
ットの耐熱性を測定したところ、２段階変性
を示した。１段階目の変性中点は約 66℃、２
段階目は約 82℃であった。１段階目は C 末端
ドメインの変性、２段階目は N 末端 ATPase
ドメインの変性に対応していると思われる。 
 そこで、祖先型 DNA ジャイレース B サブユ
ニットの N 末側ドメインに相当する ATPase
ドメインの解析を行った。ゲルろ過クロマト
グラフィーにより会合状態の解析を行った
ところ、単量体で存在していることが示され
たが、ATP の誘導体である ADP-PNP 存在下で
保温した後にゲルろ過クロマトグラフィー
を行ったところ、２量体化が確認された。こ
の性質は報告されている大腸菌由来DNA ジャ
イレース B サブユニットの ATPase ドメイン
と類似していた。また、祖先型 ATPase ドメ
インは好熱菌由来 ATPase ドメインと同程度
の高い耐熱性を有していることが示された。
活性測定の結果からは、好熱菌由来 ATPase
ドメインより大きいATP 加水分解活性を持つ
ことが示された。観察された高い耐熱性と触
媒活性が祖先型アミノ酸配列に起因するも
のか、あるいはコンセンサス配列に近づけた
効果であるかを確かめるために、コンセンサ
ス配列からなる ATPase ドメインも構築し、
解析を行った。その結果、コンセンサス
ATPase ドメインは祖先型 ATPase ドメインよ
りも耐熱性、活性ともに劣っており、祖先型
ATPase ドメインの高い耐熱性と触媒活性は
祖先型設計によるものであることが示され
た。 
 
(2) グリシル tRNA 合成酵素（GlyRS） 
 細菌祖先型 GlyRS の配列を推定し、祖先型
酵素の遺伝子を作製した。大腸菌中で発現し
た酵素を精製し、その解析を行った。祖先型
GlyRS は 88℃まで耐熱であり、高度好熱菌
Thermus thermophilusの GlyRS よりも高い活



 

 

性をしめした。現在のところまだ、活性が観
察されておらず、さらなる配列推定の改善が
必要であるが、祖先型翻訳系酵素が高度好熱
菌より高い耐熱性をしめしたことは、翻訳系
に関しても祖先生物が高温で生育していた
ことを支持する結果である。 
 
(2) イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素
（IPMDH） 
 全生物共通の祖先型IPMDH のアミノ酸配列
を推定し、その配列をコードする遺伝子を人
工合成した。その遺伝子を大腸菌内で発現さ
せ、カラムクロマトグラフィーで精製した。
精製した祖先型IPMDH のゲルろ過クロマトグ
ラフィーを行ったところ、４量体と思われる
溶出位置にピークが見られた。熱変性測定に
より耐熱性を測定したところ、変性中点温度
は約55℃であった。ただし、この祖先型IPMDH
の活性測定を行ったところ、検出出来るレベ
ルの活性は見られなかった。このことから、
祖先型アミノ酸配列の推定に誤りがある可
能性も否定できなかった。実際、祖先型配列
の推定に用いた現存IPMDH のマルチプルアラ
イメントを見直したところ、アライメントの
正確性に疑問が残る箇所が見られた。そこで、
マルチプルアライメントの修正を行い、祖先
型アミノ酸配列を推定しなおした。この修正
した配列をコードする遺伝子を合成した。 
 
(3)ヌクレオシド二リン酸キナーゼ（NDK） 
 古細菌祖先型 NDK と真正細菌祖先型 NDK は
どちらも 100℃以上の高い耐熱性を示すが、
古細菌祖先型NDK の変性温度は真正細菌祖先
型 NDK に比べて 13℃高い。しかし、２つの祖
先型 NDK のアミノ酸配列を比べると 12 残基
しか違わない。そこで、真正細菌祖先型 NDK
の古細菌祖先型NDK と異なっているアミノ酸
部位に、古細菌祖先型アミノ酸を導入した 12
個の１アミノ酸置換体を作製し、その耐熱性
を測定した。その結果、10 改変体が真正細菌
祖先型 NDK と同程度の耐熱性を示した。残り
の２つの改変体は真正細菌祖先型NDK よりも
高い耐熱性を示した。さらに、それら２つの
改変体が持つアミノ酸置換を同時に真正細
菌祖先型 NDK に導入したところ、古細菌祖先
型 NDK とほぼ同じ程度の耐熱性を示した。す
なわち、古細菌祖先型 NDK と真正細菌祖先型
NDK の耐熱性の違いは、２つのアミノ酸の違
いのみによって説明できることが分かった。
古細菌祖先型 NDK と真正細菌祖先型 NDK のア
ミノ酸配列が 30 億年以上前に実在した配列
を正しく再現できていると仮定すれば、本研
究の結果から、古細菌祖先型生物と真正細菌
祖先型生物はどちらも耐熱性の高いタンパ
ク質を保持しており、さらに古細菌祖先と真
正細菌祖先の中間に位置すると予想される
全生物共通祖先も耐熱性の高いタンパク質

を保持していた可能性が高いことになる。た
だし、復元した祖先型配列の正確性に関して
は今後検討の余地がある。 
 
(4) まとめ 
 以上の様に翻訳系、代謝系、複製系の祖先
型酵素を作製した。そのうち、翻訳系酵素に
関しては、細菌の祖先型酵素の作製に成功し、
高度好熱菌よりも高い耐熱性を持つことが
明らかとなった。複製系に関しても、細菌祖
先型酵素を作製し、高い耐熱性をもつことが
明らかとなった。代謝系酵素では、当初選定
したIPMDH に関しては祖先型酵素の作製まで
到達していない。しかし、以前より研究を進
めていた NDK に関して、いくつかの変異酵素
を作製することにより、細菌、古細菌、全生
物共通祖先の祖先型酵素が何れも非常に高
い（100℃以上）耐熱性を持つことを明らか
にした。以上、当初の目的を達成した。 
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