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研究成果の概要（和文）：本研究では超好熱菌Thermococcus kodakarensisを低温ストレス下で培養し、誘導さ
れる遺伝子をリストアップした。発現特性から分子シャペロニンCpkAとRNAヘリカーゼTk-DeaDが、重要な役割を
果たすと考えられた。特に低温活性が強化されたCpkAが導入された変異株は、低温での生育促進がみられ、CpkA
の重要性が示された。細胞内の主要なポリアミンは生育温度の低下に伴い、分岐型長鎖ポリアミンから、スペル
ミジンへと変化した。分岐型長鎖ポリアミンはDNAをA型構造へ変換する。このためポリアミンの組成変化は、温
度依存的な遺伝子の発現制御に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hyperthermophile is considerd as the most primitive life. Study of the 
adaptive mechanisms of hyperthermophiles to cold environments may provide insight into evolutionary 
processes. In the project, cold inducible gens in Thermococcus kodakarensis were listed and 
evaluated their biological functions. Cold inducible molecular chaperonin CpkA and RNA helicase 
Tk-DeaD play an important role for cold adaptation. Especially, a mutant chaperonin that is 
functional at lower temperatures enables T.kodakarensis to grow under further colder environments. 
Polyamine contents in cytoplasm also seem to be correlated with temperature adaptation as 
cytoplasmic amount of branched chain polyamine (BCPA) is decreased and that of spermidine is 
increased at cold stressed environment. BCPA induce the A-form in the secondary structure of DNA, 
while linear-PA have only a minimum effect in vitro, suggesting that temperature dependent 
expression is correlated with polyamine balance in cytoplasm.

研究分野：微生物生化学

キーワード： アーキア　分子シャペロニン　ヘリカーゼ　低温適応

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 原始生命は好熱性の微生物であり、進化の
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。
超好熱菌ゲノムで遺伝子数と生育温度範囲
について検討したところ、生育温度が低くな
るにつれて遺伝子のパラログが増え、ゲノム
のサイズも大きくなる傾向がみられた。特に
類縁菌どうしで比較すると低い温度で生育
する種ほど遺伝子数（パラログの数）が多い。
例えば Pyrococcus 属と Thermococcus 属は共
通の生理的特徴を有すが、Thermococcus 属は
Pyrococcus 属に比べ 10℃以上低い温度でも
生育する。Thermococcus 属のゲノムサイズ
は Pyrococcus 属に比べ約 200kbp ほど大きく、
689 個の遺伝子は Thermococcus 属にしか存
在しない。また超好熱菌の多くはいくつかの
アミノ酸の生合成経路を欠落している。この
欠落数は生物種によって異なるが、生育下限
温度の低下に伴い減ってくる。また、超好熱
菌のアミノ酸生合成経路自体も他の生物に
比べ特殊である（Yokooji ら, 2013）。我々は
以前に Thermococcus kodakarensis をモデル
生物として 60℃〜93℃で培養し、細胞の膜脂
質分析や発現量の変動するタンパク質、低分
子物質の変化を調べた。膜の流動性は脂質炭
化水素鎖の飽和度で保たれるのではなく、炭
化水素鎖長の変化でなされた（Matsuno ら, 
2009）。培養温度の下降に伴い細胞内のポリ
アミン価数も小さくなり（Morimoto ら, 
2010）、RNA ヘリカーゼ Tk-Dead(Shimada ら, 
2009)やクラスⅡ分子シャペロニンCpkAが特
異的に誘導された(Fujiwara ら, 2008)。ま
た熱ショックとは独立に誘導されるプレフ
ォルディンも存在した(Danno ら, 2008)。興
味深いことは、低温で誘導される遺伝子の多
くが Pyrococcus 属には存在しないことであ
る。つまり超好熱菌の低温適応に、これら遺
伝子の関与があることが示唆される。尚、高
温ストレス下での誘導機構は熱依存性転写
因子が中心的役割を果たしているが（Kanai
ら,2010）、低温での誘導機構は依然不明な点
が多い。研究代表者は平成 23 年度〜25 年度
の基盤研究(C)「超好熱菌低温ショックシャ
ペロンの作用機序」において低温誘導型分子
シャペロニン CpkA が特異的に認識するタン
パク質群が存在することを解明した（Gao ら, 
2012）。また cpkA 欠損株は低温ストレス下
で生育できないことも示された。分子シャペ
ロニンの高発現は基質特異性を曖昧にする
ことから（Tokuriki ら 2009）、cpkA を獲得
したことが低温での生育を可能にすると推
察された。また低温誘導型 RNA シャペロンで
ある RNA ヘリカーゼ（Tk-Dead）の低温スト
レス下での必須性を示し、その誘導に必要な
領域を特定した（Nagaoka ら,2013）。上記研
究を遂行する過程で、低温誘導される遺伝子
群には生育段階や生育速度に依存する遺伝
子が混在することが明らかになった。正確な
低温適応機構を考えるためには、より精密な

誘導因子のプロファイリングが必要である。
また既に知見を得ている低温誘導型分子シ
ャペロニンに関する研究及びポリアミン組
成変動については、変動機構を含めたより詳
細な解析が必要である。 
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２．研究の目的 
本研究では超好熱菌の低温適応に必要な因
子を精密プロファイリングし、その因子の作
用機序とストレス下での誘導機構を解明す
ることを目的とする。特に以下の項目を具体
的な研究項目として掲げた。 
（１）増殖速度依存的遺伝子のプロファイリ
ング 
（２）低温誘導遺伝子の誘導機構の解明 
（３）低温誘導型シャペロンの機能解析 
（４）ポリアミンの組成変動と分岐鎖ポリア
ミンの合成メカニズム 
（５）超好熱菌の特殊代謝系の温度依存性 
 
３．研究の方法 
（１）増殖速度依存的遺伝子のプロファイリ
ング：生育温度の違いによる遺伝子の発現動
態を正確に把握するためには、生育温度の低
下による増殖低下と分裂速度の低下による
増殖低下を区別する必要がある。そこで連続
培養を行い、増殖速度の異なる細胞を調製し、
トランスクリプトーム解析を行い、低温特異
的に応答する遺伝子と生育速度の低下に依
存的な遺伝子群の差異を検討する。 
（２）低温誘導遺伝子の誘導機構の解明： 
特定された各誘導遺伝子の制御機構をレポ
ーターアッセイ系により明らかにする。 
（３）低温誘導型シャペロンの機能解析： 
分子シャペロニンCpkAが認識している標的
タンパク質の認識機構と作用機序を解明す
る。RNAヘリカーゼ Tk-DeaDの作用機序を
他のヘリカーゼと比較し、低温での触媒機構
解明を目指す。また、Tk-DeaDに発現が支配
される被調節遺伝子を探索する。 
（４）ポリアミンの組成変動と分岐鎖ポリア
ミンの合成メカニズム：生育温度の変化に伴
い変動する細胞内のポリアミン組成（生育温
度の上昇に伴い長鎖・分岐鎖ポリアミンの割
合が増加する）について、その割合を調節す
るメカニズムを明らかにする。 
（５）超好熱菌の特殊代謝系の温度依存性：
超好熱菌特有のエネルギー代謝が低温適応
時にはどのような役割があるのか、硫黄代謝



と水素呼吸に注目し、検証する。 
 
４．研究成果 
（１）増殖速度依存的遺伝子のプロファイリ
ング：Thermococcus kodakarensis を 85℃で
連続培養し、比増殖速度が 0.2 と 0.8 の細胞
を調製し、脂質の分析を行ったところ、増殖
速度の低下に伴いカルドアーキオール型脂
質（C40）が減少し、アーキオール型脂質（C20）
が増加した。これは培養温度が低下するとき
と同様の傾向である。同じ細胞から RNA を抽
出してマイクロアレイ解析を行ったところ、
増殖速度の変動に伴う膜脂質合成系遺伝子
に顕著な変動は見られなかった。一方、増殖
速度が低下すると糖新生系遺伝子の転写量
が増加し、解糖系遺伝子の低下が見られた。
このような傾向は培養温度の変化ではみら
れなかった。また、増殖速度の依存性がなく、
低温にのみ依存する遺伝子として分子シャ
ペロニン CpkA、RNA ヘリカーゼ(Tk-DeaD)等
が挙げられた。これらは低温ストレス下での
生育に重要であることが確認された。これら
２つについてはさらに詳細な解析を行った。 
（２）低温誘導遺伝子の誘導機構の解明：低
温誘導される RNA ヘリカーゼ（Tk-DeaD）遺
伝子は、リボソーム結合部位から開始コドン
までに存在するアデニンの連続配列領域で、
高温（85℃以上）で特異的な転写終結
premature termination が起きていることが
明らかになった。60℃で低温誘導される遺伝 
子上位 23 個の遺伝子のうち 19 遺伝子で
SD 配列から開始コドンまでの間にアデニン
またはチミンが連続した配列が存在した。特
に低温誘導性のシャペロニン cpkA の発現制
御領域に着目し、cpkA の開始コドンまでに
存在する AAT をグアニンの連続 配列(GGG)
に置換したところ、低温誘導性が消失した。
これらの結果からアデニンとチミンによる
不安定な水素結合の連続が、高温で転写終結 
を引き起こしていると考えられる。 
（３）低温誘導型シャペロンの機能解析 

①低温誘導型ヘリカーゼの機能解析 

低温誘導型ヘリカーゼ Tk-DeaD (TK0306)の
性質を、温度依存性を示さない他の SF2 ヘリ
カーゼ（Tk-EshA、TK0450、TK0460、TK0928）
と比較した。Tk-DeaD は 50℃で ATPase 活性
が最大となり、5'末 端が突出した dsDNA や
ssDNA の分子内に形成された二次構造を解消
した。Tk-EshA は 80℃で最大活性を示し、3’
末端が突出した dsDNA 及び両端が突出した 
dsDNA に対してアンワインド活性を示した
が、両端が平滑末端の dsDNA や 5’末 端が
突出した dsDNA に対しては作用しなかった。
一方、TK0460 は 5'末端が突出した dsDNA 及
び両端が突出した dsDNA に対して活性を示
し、両端が平滑末端の dsDNA や 3'末端が突
出した dsDNA に対しては作用しなかった。
つまり、Tk-EshA は 3’突出末端側から作用
しているのに対し、TK0460 は 5’突出末端
側から作用していると予想される。 Tk-DeaD

の一本鎖分子に対するアンワインド活性の
特徴から、本酵素は主に低温ストレス下で
mRNA に形成される翻訳を妨げるような構造
を優先的にほぐしていると推察する。 
②低温誘導型分子シャペロニンの機能解
析：低温誘導型分子シャペロニン CpkA の 530
番目のGluをGlyに置換した変異CpkA-E530G
は 50℃において高い ATPase 活性を有する。
この遺伝子を導入した T. kodakarensisDA4株
は 50℃でも最小培地で生育した。また、本株
を野生株と混合し、最小培地にて 50℃での選
抜を行ったところ、DA4株が優位に選抜され
た。この結果はわずかひとつの点変異がシャ
ペロニン分子に入ることで、より低い温度で
生育できる性質を獲得したことを示す。分子
シャペロニンが低温で変性するタンパク質
を積極的に再生し、低温適応を可能にしたと
考えられる。 
（４）ポリアミンの組成変動と分岐鎖ポリア
ミンの合成メカニズム 
①ポリアミンの組成変動メカニズム：T. 
kodakarensis は生育温度の下降に伴い、分岐
鎖ポリアミンである N4-ビスアミノプロピル
スペルミジン[3(3)(3)4]の割合が減少し、ス
ペルミジン[34]の割合が高まる。そこで
3(3)(3)4 生合成系の各遺伝子の発現動態解
析を行い、転写量から生合成の温度依存性を
推測した。その結果 3(3)(3)4 合成系遺伝子
に温度依存性は無く、S-アデノシルメチオニ
ン脱炭酸酵素遺伝子に温度依存性がみられ
た。ポリアミン成分の温度変化は生合成系遺
伝子の発現量変化では無く、反応基質の量に
より変化していると考えられる。 
②分岐鎖ポリアミン合成酵素の合成メカニ
ズム： 3(3)(3)4 生合成系の中心的酵素であ
るBpsAについて反応速度論解析を行った。本
酵素はピンポン Bi Bi 機構で反応が進行する
ことが示された。つまり、Asp159 のカルボキ
シル基が脱炭酸化された S-アデノシルメチ
オニンのアミノプロピル基のメチレン炭素
を求核攻撃することで、Asp159 がアミノプ
ロピル化され、次にスペルミジン及び N4-ア
ミノプロピルスペルミジンの N4 位のアミノ
基がアミノプロピル化された Asp159 を求核
攻撃することで反応が進行すると考えられ
る。 
③アセチル化ポリアミンの検出：超好熱菌の
分岐鎖ポリアミンのアセチル体は報告され
ていなかった。探索を行ったところ、分岐鎖
ポ リ ア ミ ン の ア セ チ ル 体
（N4-bis(aminopropyl)-N1-acetylspermidine）の
存在が確認された。培養温度を問わず定常期
でアセチル体の割合は増加する傾向がみら
れた。 
④分岐鎖ポリアミンの核酸構造へ与える影
響：3(3)(3)4 を含む様々な構造のポリアミン
を DNAに添加し、DNA構造に与える影響を
原子間力顕微鏡、円偏光二色性分析計で調べ
たところ、分岐鎖ポリアミンは高効率にDNA
をコンパクト化し、A型構造を導入している



ことが示された。この傾向はスペルミジンで
はみられない。培養温度の変化に伴い細胞内
ポリアミン組成が変化するが、この変動は遺
伝子の発現に影響を与えると推察される。 
（５）超好熱菌の特殊代謝系の温度依存性 
チアミン、モリブドプテリン、鉄硫黄クラス
ターなどの含硫補因子はあらゆる生物の生
命維持に寄与しているが、L-システインの硫
黄原子を脱離する反応を触媒するシステイ
ンデスルフラーゼ（CDS）は、本菌において
不明であり、硫黄が関与する呼吸様式とその
温度依存性も明らかではなかった。今回、CDS
オルソログの酵素学的解析と遺伝子破壊実
験を行ったところ、本菌が CDS を獲得した事
で環境中の元素硫黄の要求性から脱し、それ
が水素発生型呼吸など代謝の多様化を促し
たと考えられた。ただし本遺伝子に顕著な温
度依存性はみられなかった。 
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