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研究成果の概要（和文）：部位特異的変異導入により、熱安定性が顕著に向上したモロニーマウ

ス白血病ウイルス逆転写酵素（E286R/E302K/L435R/D524A）とトリ骨髄芽球症状ウイルス逆転
写酵素（V238R/L388R/D450A）を創出した。このことから、鋳型プライマー（T/P）との結合
領域への正電荷の導入が逆転写酵素の熱安定性向上に有効であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We generated highly thermostable reverse transcriptases from 
Moloney murine leukemia virus and avian myeloblastosis virus (E286R/E302K/L435R/D524A 
and V238R/L388R/D450A, respectively) by site-directed mutagenesis. It is suggested that introduction 
of positive charges into reverse transcriptases at positions that have been implicated in the interaction 
with T/P is effective to stabilize reverse transcriptases. 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用生物化学 
キーワード：酵素利用学 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 逆転写酵素：逆転写酵素はDNA合成活性
とRNase H活性を有し、分子生物学的研究や
RNAウイルスの臨床分析において必要不可
欠な酵素である。今日、モロニーマウス白血
病ウイルス（Moloney murine leukaemia virus, 
MMLV）RTとトリ骨髄芽球症ウイルス（avian 
myeloblastosis virus, AMV）RTが実用化されて
いる。AMV RTは分子量 63,000 のαサブユ
ニットと分子量 95,000 のβサブユニットか
らなるヘテロダイマーである。αサブユニッ
トはβサブユニットが断片化して生じる。

MMLV RTは分子量 75,000 のモノマーであ
る。AMV RTαサブユニットとMMLV RTは
ともに、Fingers、Palm、Thumb、Connection、
RNase H領域をもつ。AMV RTβサブユニッ
トはこの 5個の領域とインテグラーゼ領域を
もつ。DNA合成活性はF/P/Tからなる領域に、
RNase H活性はRNase H領域に存在する。
AMV RTはAMVに感染したトリ血清から精
製されたものが市販されている。MMLV RT
は大腸菌で生産された組換え酵素が市販さ
れている。RNAは高温では二次構造をとらな
いため、高温で逆転写反応を行うことが望ま



れるが、RTの熱失活が問題となる。RNase H
活性を消失させるとDNA合成活性の熱安定
性が向上することが知られている。これを利
用して、変異導入によりRNase H活性を消失
させたMMLV RTが実用化されている。 
 
(2) 逆転写酵素の熱安定性：我々は、AMV RT
（Life Sciences Advanced Technology, St. 
Petersburg, FL）とMMLV RT（大腸菌で発
現させた組換え体、自家調製品）の熱安定性
を比較した。10分間の熱処理により逆転写活
性が 50％に低下する温度（T50）は、AMV RT
では鋳型プライマー（TP）非存在下で 47℃、
TP存在下で52℃であった。また、MMLV RTで
はTP非存在下で 44℃、TP存在下で 47℃であ
った。このことから、AMV RTはMMLV RTより
熱安定性が高いことと、AMV RTはMMLV 
RTよりもTPにより強く安定化させることが
示された(Yasukawa, K. et al. J. Biochem. 
Vol 143, 261-268 (2008))。 
 
(3) 逆転写酵素の各領域の役割：Fingers、
Palm、Thumb、RNase Hのうちひとつが
AMV RT由来で他はMMLV RT由来のキメラ
酵素４種を大腸菌で作製した。いずれのキメ
ラ酵素も逆転写反応の比活性はMMLV RTの
0.1％以下であり大きく減少したが、RNase H
反応の比活性はMMLV RTの約 20％であり相
当量が保持された。また、RNase H活性の至
適温度はAMV RTとMMLV RTでは 44－50℃
であったが、キメラ酵素では 48－52℃であっ
た。このことから、逆転写酵素の活性や熱安
定性は特定の領域によるものではないことと、
DNA合成活性を消失させるとRNase H活性
の熱安定性が上昇することが示された
(Yasukawa, K. et al. J. Biochem. Vol 145, 
315-324 (2009))。  
 
２．研究の目的 
 本研究では、性能が向上した逆転写酵素を
開発し、それを用いた cDNA 合成法や RNA
増幅法の感度・迅速性は、野性型の逆転写酵
素を用いたときよりも向上することを実証
し、cDNA合成法や RNA増幅法の用途拡大につ
なげることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 大腸菌でのMMLV RTの発現と精製：C末
端に (His)6をもつMMLV RTの遺伝子が
pET-22b(+)に挿入されたプラスミドである
pET-HisMRT（図１）を大腸菌BL21(DE3)
に導入した。この細胞から硫安分画、陰イオ
ンクロマトグラフィー、Ni2+ セファロースア
フィニティークロマトグラフィー、透析によ
りMMLV RTを精製した。 
 
(2) 昆虫細胞でのAMV RTαサブユニットの

発現と精製：C末端に(His)6をもつAMV RT
αサブユニットの遺伝子が挿入された
Baculovirus transferプラスミドである
pFastBac1-ARTα （図３）とBaculovirus 
DNAを昆虫細胞Sf9に導入した。この細胞を
28℃で 5日間培養し、細胞から硫安分画、陰
イオンクロマトグラフィー、Ni2+ セファロー
スアフィニティークロマトグラフィーによ
りAMV RTαサブユニットを精製した。 
 
(3) RTのpoly(rA)•p(dT)15へのdTTP取込み
活性の測定：反応を 25 µM poly(rA)•p(dT)15
（T/P）、0.4 mM [3H]dTTP存在下で行い、経
時的に反応液を採取し、酸不溶性画分への放
射能の取込みから初速度を求めた。 
 
(4)逆転写活性の熱安定性の評価：逆転写酵素
を 28 µM TP存在下あるいは非存在下で、一
定温度で一定時間熱処理した後に、37℃で逆
転写活性を測定した。 
 
(5)RTのcDNA合成活性の測定：Bacillus 
cereusのcesA 遺伝子の一部に相当するRNA
（1,014塩基長）をインビトロ転写で合成し
た。cDNA合成反応を 0.08 pg/µl 本RNA, 50 
ng/µl E. coli RNA, 0.5 µMプライマー存在下
で、一定温度で 30分間行った。この反応物
をPCRに供し、アガロース電気泳動で増幅バ
ンドを解析した。  
 
(6)RTのRNA増幅活性の測定：RNA増幅反応
を 0.5 mMフォワードプライマー、0.5ｍMプ
ロモーターリバースプライマー、5 U/µl T7 
RNA ポリメラーゼ存在下で、41ºCで 60分間
行った。その後、アガロース電気泳動で増幅
バンドを解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌でのMMLV RT生産系の確立： 
(His)6をC末端に結合させたMMLV RT発現
プラスミド（図 1）で形質転換された大腸菌
を 30℃で培養した。この培養液 800 mlの菌
体から 10 mgの精製酵素が得られた（図２）。 
 
 

NdeI EcoRI

Amp Ori

MMLV RT (T24-L671) 

pET-HisMRT ( 7,818bp)
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ACA
T  
TGGCTGTCTGATTTTCCTCAG
W  L  S  D  F  P  Q   

CCAGACACCTCTACCCTCCTCCACCACCACCATCACCACTAG
P  D  T  S  T  L  L  H  H  H  H  H  H  * 

図1．MMLV RT発現プラスミドの構造
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(2) 昆虫細胞でのAMV RTαサブユニット生
産系の確立：pFastBac1-ARTα （図３）と
Baculovirus DNAが導入された昆虫細胞Sf9 
の培養液 100 mlの細胞から AMV RTαサブ
ユニット（Thr1-Tyr572）を精製した。この培
養液 800 mlの菌体から 20 µgの精製酵素が
得られた（図４）（文献２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) cDNA合成活性測定系とRNA増幅活性測
定系の構築：嘔吐型セレウス菌は 12 アミノ
酸から成る毒素環状ペプチドであるセレウ
リド[(D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-Val)3；Oは
オキシ酸]を産生する。セレウリド合成酵素遺
伝子は５つのオープンリーディングフレー
ムから成る（cesH, cesP, cesT, cesA, cesB）。
今回、cesAのmRNAを標的としたcDNA合成
活性測定系とRNA増幅活性測定系を構築し
た。どちらの測定系においても、目的の増幅
産物（cDNA合成活性測定系では 601 bp、
RNA増幅活性測定系では 201 base）が得ら
れた（文献５）。 
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(4) MMLV RTの耐熱化：MMLV RTと AMV 
RT の熱安定性は鋳型プライマー（T/P）によ
り向上する。このことから、MMLV RT分子
内のT/Pとの結合領域に正電荷をもつ残基を
導入すると、T/P との親和性が高くなり、熱
安定性が上がると仮説をたてた。MMLV RT
のE69、 Q84、 D108、 D114、 E117、 E123、 
D124、 E286、 E302、 W313、 L435、 N454
（図５）をそれぞれ K、 R、 A に置換した
変異型酵素計 36種、ならびに RNase H活性
に必須の残基D524をAに置換してRNase H
活性を消失させることにより熱安定性を向
上させた変異型酵素 D524A を作製した。こ
れらを T/P存在下で、50℃で 15分間熱処理
後、37℃で逆転写活性を測定した。全 36 種
中 24 種の熱処理後の残存活性は 1.8-24%で
あり、野性型酵素（WT）（1.4%）よりも高か
った。また、全 36 種中 6 種の熱処理後の相
対活性は 15-24%であり、D524A（14%）よ
りも高かった（図６）。さらに、熱安定性を
上げる変異を組み合わせた多重変異型酵素
E286R/E302K/L435R (MM3) と
E286R/E302K/L435R/D524A (MM4)を作製
した。52℃で熱処理すると、WT と D524A
の活性は急速に低下したが、MM3 と MM4
はほとんど低下しなかった（図７）。MM3と
MM4はモデル RNAを用いた RT-PCRにお
いて、WTでは cDNA合成の反応温度の上限
は 54℃であったが、MM3とMM4では 60℃
であった（図８）（文献３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2．MMLV RTの精製．レーン2：可溶性画分、3：硫安
分画の活性画分、4：Ni2+アフィニティークロマトグラフィー

5：精製標品を10%SDS-PAGEにかけた。の活性画分、

NdeI EcoRI

pFastBac1-ARTα
(6,511 bp)

CATATGACTGTTGCGCTACATCTGGCT--------------
M  T  V  A  L  H  L  A --------------

---------GCGTATCACCACCACCATCACCACTAGAATTC
--------- A  Y  H  H  H  H  H  H  * 

AMV RT α subunit

PPH

Ori Amp

SV40 pA

図3．MMLV RT発現プラスミドの構造．PPH
はpolyhedron promoter、SV40 pAは
SV40 polyadenylation signalを示す。
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L435図4．AMV RTαサブユニットの精製．レーン2：
可溶性画分、3：硫安分画の活性画分、4：陰イ
オンクロマトグラフィーの活性画分、5：精製標品、
6：天然型AMV RTを10%SDS-PAGEにかけた。 図5．MMLV RTの全体構造（1RW3）．変異を導入した残

基は“ball and stick”で示した。
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(5) AMV RTの耐熱化：MM4の作製のために
MMLV RTに導入した変異に相当する変異を
AMV RTに導入することにより、熱安定性の
向上したAMV RT αサブユニット（Thr1-Tyr
を作製することを目的とした。AMV RTと
MMLV RTのアミノ酸配列は23%の相同性を
もつ。MMLV RTのアミノ酸残基E286、E302、
L435、D524は、AMV RT のV238、K254、L388、
D450に相当する。C末端に(His)6をもつ野生型
AMV RT αサブユニット（WT）と変異型AMV 
RT α サ ブ ユ ニ ッ ト V238R/L388R/D450A
（AM4）を昆虫細胞Sf9で発現させ、細胞の可
溶性画分から精製した。52℃で熱処理すると、
WTとD524Aの活性は急速に低下したが、
MM3とMM4はほとんど低下しなかった。T/P
非存在下および存在下におけるT50は、AM4
では50ºCであり、WTでは44ºCであった。
cDNA合成反応後、PCRで増幅産物が得られ
たcDNA合成反応の反応温度の上限は、AM4
では64ºCであり、WTでは60ºCであった。こ
のように、AM4はWTよりも高い熱安定性を
有した。このことから、部位特異的変異によ
りT/Pとの結合領域に正電荷を導入して逆転
写酵素の熱安定性を向上させる方法は、
MMLV RTに対してだけではなくAMV RTに
対しても有効であると考えられた（文献１）。 
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 (6) 逆転写反応に対する有機溶媒の効果：
AMV RT、MMLV RTによる逆転写反応に対す
るジメチルスルホキシド（DMSO）、ホルムア
ミド、グリセロールの効果を調べた。モデル
RNAを鋳型としてcDNA合成反応を 30 分間
行った後にPCRを行い、反応物をアガロース
電気泳動により解析した。24％(v/v) DMSO、
12-14％ホルムアミドは 42℃でのcDNA合成
反応を阻害した。しかし、12％ DMSO、6-8％
ホルムアミドは低温（25-34℃）での反応効率
を向上させた（図９）。DMSOとホルムアミド
による低温でのこの反応効率の向上はプラ
イマーの融解温度の低下によるものと考え
られた。 
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6．変異型MMLV RTの熱安定性．相対活性は、
y(rA)•p(dT)15へのdTTP取込みにおいて、熱処理
反応速度を1としたときの熱処理後の反応速度
対値をそれぞれ示す。

図9．有機溶媒存在下でのcDNA合成活性の反応温度
依存性．有機溶媒非存在下、12% v/v DMSO、8% v/v 
ホルムアミド、10%グリセロール存在下、各温度で30分
間cDNA合成反応を行った後、PCRを行い、反応物を
1%アガロース電気泳動にかけた。

pol
前の
の相

図7．MMLV RTの熱失活．WT（○）、D524A（△）、
E286R/E302K/L435R（●）、
E286R/E302K/L435R/D524A（▲）を28 µM
poly(rA)•p(dT)15存在下で48～58℃で一定時間一定
してから37℃でpoly(rA)•p(dT)15へのdTTP取込みの
反応速度を測定した。（A)52℃で熱処理したとき
の熱失活．相対活性は、熱処理前の後の反応速度
を1としたときの熱処理後の反応速度の相対値．
(B)アレニウスプロット．

図8．MMLV RTのｃDNA合成活性の反応温度依
存性．各温度で30分間cDNA合成反応を行った後
、PCRを行い、反応物を1%アガロース電気泳動に

かけた。
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また、10％グリセロールは高温（49-61℃）で
の反応効率を向上させた（図 10）。グリセロ
ールによる高温でのこの反応効率の向上は
逆転写酵素の熱安定性の向上によるものと
考えられた（文献４）。 
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図10．逆転写酵素の熱失活に対するグリセロール

の効果．AMV RT (○, ●) とMMLV RT (△, ▲)を
グリセロール非存在在下(○, △)あるいは10% 
v/v  存在下(●,▲)で、46℃ (AMV RT) あるい

は43℃ (MMLV RT)で一定時間熱処理してから
37℃でpoly(rA)•p(dT)15へのdTTP取込みの反応
速度を測定した。相対活性は、熱処理前の後

の反応速度を1としたときの熱処理後の反応速
度の相対値を示す。
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