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研究成果の概要（和文）：従来法で生産が困難な高度好熱菌のタンパク質を放射線抵抗性細菌内

で生産することのできる有用タンパク質生産系を開発するために、遺伝子発現に有用なプロモ

ーター配列を探索し、発現プラスミドを作製した後、遺伝子発現解析を行った。その結果、従

来の大腸菌を宿主とした発現系では、高度好熱菌タンパク質が不溶化するが、放射線抵抗性細

菌を宿主として用いることで、不溶化することなくタンパク質の生産を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：Some proteins originated from thermophile had difficulty with
production by the conventional method using Escherichia coli as a host cell. In this study,
to develop a novel system for thermostable protein production using the radioresistant
bacterium, we searched a useful promoter sequence for gene expression and constructed
a novel expression plasmid vector. As a result, the production of thermostable protein
without insolubilization could be confirmed using a radioresistant bacterium as a host
cell.
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１．研究開始当初の背景
(1) 遺伝子解析技術の急速な進展により、既
に多数の生物で全ゲノム配列が解読済みで
ある。DNA 塩基配列情報は有用な遺伝子資源
ではあるが、実際に生命現象で機能している

のは、多くの場合、タンパク質である。

(2) 高度好熱菌サーモフィルスのタンパク
質は耐熱性や構造安定性といった特性から、
遺伝子工学試薬や食品・医薬品の製造など産
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業利用も期待され、有用遺伝子資源として注
目されている。従来の構造生物学では、遺伝
子工学技術を用いて、大腸菌を宿主として目
的の組換えタンパク質を生産している。しか
しながら、高度好熱菌のタンパク質生産にお
いて、目的タンパク質が不溶化するなど、全
タンパク質の内およそ３分の１は、大腸菌で
の効率的なタンパク質生産が困難であるこ
とが報告されている。

(3) 高度好熱菌と進化的にごく近縁種であ
る放射線抵抗性細菌デイノコッカスは常温
菌であり、高度好熱菌とは至適生育温度が異
なっている。しかしながら、両細菌に共通の
酵素は、遺伝子レベル及びタンパク質レベル
で非常に高い相同性を持つ。さらに、代謝系
についても非常に類似していることから、放
射線抵抗性細菌内で不溶化することなく高
度好熱菌の耐熱性タンパク質を生産できる
可能性が高い。

２．研究の目的
効率的なタンパク質生産技術は、タンパク

質の機能解析によって生命現象を解明する
研究に必須の基盤技術である。そこで、本研
究の目的は、これまでに開発してきたデイノ
コッカス・グランディス（以下、グランディ
スと略す）の遺伝子操作技術を改良し、大腸
菌で生産が困難な高度好熱菌の耐熱性タン
パク質を大量に生産することのできる有用
タンパク質生産系を開発することである。

３．研究の方法
(1)放射線抵抗性細菌／大腸菌シャトルベク
ターをベースとして、プロモーター配列を含
まないホタル由来ルシフェラーゼ遺伝子を
挿入したプロモーター解析用プラスミドを
構築した。

(2) 構築したプロモーター解析用プラスミ
ドのルシフェラーゼ遺伝子の開始コドンの
上流に放射線抵抗性細菌のゲノム情報を基
に合成した推定プロモーター配列を含む DNA
断片を挿入した。挿入したプロモーター配列
の活性をルシフェラーゼ遺伝子の発現活性
を指標としたレポーターアッセイでタンパ
ク質生産への有用性を検証した。

(3) プロモーター領域の欠失変異体を作製
し、ルシフェラーゼ遺伝子の発現活性を指標
としたレポーターアッセイにより、プロモー
ター配列の最小領域の同定を試みた。

(4) レポーターアッセイによって同定したプ
ロモーター配列を用いて、タンパク質生産用
プラスミドを構築した。このプラスミドのプ
ロモーター配列の下流に、高度好熱菌 recJ

遺伝子を挿入し、耐熱性タンパク質発現プラ
スミドを構築した。

(5)耐熱性タンパク質発現プラスミドをグラ
ンディスに導入し、高度好熱菌 RecJ タンパ
ク質の生産を検証した。

(6)内在性プロテアーゼによる目的タンパク
質の分解を抑制するために、抗生物質耐性遺
伝子挿入法を用いて、グランディスの ATP 依
存性プロテアーゼをコードする lon遺伝子の
破壊株を作製し、この遺伝子破壊株を宿主と
して高度好熱菌 RecJ タンパク質の生産を検
証した。

４．研究成果
(1) 放射線抵抗性細菌のトランスクリプト
ーム解析及びゲノム情報を基に設計した 7種
の遺伝子（dr0003、dr0422、dra0016、pprA、
lexA1、groES 及び EF-Tu）のプロモーター配
列を含む領域について、構築したプロモータ
ー活性解析用プラスミド（pZSL1）を用いて、
タンパク質生産への有用性を検証したとこ
ろ、放射線抵抗性細菌内で高次に遺伝子発現
を誘導することのできる 2 種のプロモ−ター
配列（groES_P；136 bp、及び EF-Tu_P；204 bp）
を同定した（図 1）。

(2) groES_P 配列の最小領域を同定するため
に、RNA ポリメラーゼ結合領域、転写開始点
及びリボゾーム結合領域（RBS）を除く部位
を 欠 失 さ せ た 変 異 プ ロ モ ー タ ー 配 列
（groES_P75；75 bp）を作製し、プロモータ
ー活性の解析を試みたが、プロモーター活性
の低下が見られ、欠失させた領域がプロモー
ター活性に重要な領域であることが明らか
になった（図 2）。

(3) 放射性抵抗性細菌／大腸菌シャトルベ
クターpZT29と同定した2種のプロモ−ター配
列（groES_P 及び EF-Tu_P）を組み合わせて
タンパク質生産用プラスミド（pgroP_His；
4.5 kb 及び pgeoFF_His；4.6 kb）を構築し、

図１. ルシフェラーゼレポーターアッセ
イによるプロモーター配列の探索.



これらプラスミドのプロモーター配列の下
流に、高度好熱菌 recJ 遺伝子を挿入するこ
とで発現プラスミド（pgroP_His_ttrecJ；6.1
kb 及び pgeoFF_His_ttrecJ；4.6 kb）を作製
した（図 3）。

(4) 構築した発現プラスミドをグランディ
スに導入し、高度好熱菌 RecJ タンパク質の
生産を試みた。その結果、従来の大腸菌を宿
主とした発現系では、RecJ タンパク質が不溶
化や分解が起こるが、グランディスを宿主と
して用いることで、不溶化することなく RecJ
タンパク質の生産を確認することができた
（図 4）。

(6) グランディスの lon 遺伝子破壊株
（XDGLN1）を用いて、RecJ タンパク質の生産

を確認したところ、RecJ タンパク質の分解の
低減が見られ、宿主としての有用性を明らか
にすることができた（図 4）。

(7) 今後は、さらなる高次のタンパク質生産
に向けて、プロモーター配列の改変及び新規
探索、あるいは発現誘導条件の検討が課題で
ある。
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