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研究成果の概要（和文）：生物の加速的な環境適応技術を開発する目的で、「ゲノムの活用方法」に着目した。
具体的には、好熱菌Thermus thermophilusのリボソーム（特に16S rRNA）を改変することにより、野生株の生育
できない低温での生育を可能とする変異株を得た。16S rRNAは保守性が高く、種のアイデンティティともされる
分子であるが、人工的な手法により改変することで従来のゲノム点変異蓄積型の進化とは全く異なる機構による
進化が実現したと考えられる。

研究成果の概要（英文）：With the goal of developing technologies for accelerated environmental 
adaptation of organisms, we focused on "how to utilize genomes". Specifically, by modifying the 
ribosome (especially 16S rRNA) of the thermophilic bacterium Thermus thermophilus, they obtained a 
mutant strain that can grow at low temperatures where wild strains cannot. 16S rRNA is a highly 
conservative molecule and is considered the identity of a species. However, the artificial 
modification of 16S rRNA is thought to have achieved evolution by a mechanism completely different 
from the conventional evolution based on the accumulation of genomic point mutations.

研究分野：生物工学

キーワード： リボソーム　温度適応

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来型のゲノムへの変異の蓄積による段階的な進化ではなく、遺伝子の発現プロファイルを変えるという新たな
進化様式による生物の適応進化を示すことに成功した。本方法は、リボソームの進化的保守性という既成概念と
異なる事実の発見に基づいている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

2018 年のノーベル化学賞が酵素やペプチド・抗体の進化工学に授与された通り、ペプチドやタ

ンパク質分子レベルの進化工学は成熟の域に達した。一方、生物個体に目を向けると、今尚「古

典的育種」が主流である。生物学者が最も飼い慣らしてきた大腸菌や酵母でさえ、未だにそれを

自由に改造できるレベルにはない。これまで酵素進化工学に従事してきた私は、機能創出という

点で圧倒的に優れた「進化」を、タンパク質から生物個体へと拡張するために、生物進化の力学

を洞察した。そして、生物の爆発的な多様化は制御系の進化がもたらしたという史実にヒントを

得て、制御系の人工改変がキーテクノロジーになると考えた。ゲノム中の大半を占める「働く遺

伝子」ではなく、それらの発現を制御するシステムを変えることで、生物の表現型は変化するの

ではないかと考え、特にリボソームに着目した。 

 タンパク質をコードする遺伝子には、コドンの揺らぎを利用して多くの制御情報が書き込ま

れている。リボソームは、単にアミノ酸を連結するのでなく、量やタイミングなどの制御情報を

読み取りつつタンパク質を合成する。リボソームが変われば、発現する成分自体は変わらずとも、

量やタイミングが変わり、結果的に表現型が変わるのではないかと考えた。 

 では超保守的な分子の代表格であるリボソームをどう改変するか？ この難問に対しては、

大腸菌 rRNA 欠損株を用いた生育相補実験が突破口となった。この一見奇抜な実験の結果は、16S 

rRNA の生物種間互換性という定説を覆す発見につながり、同時にリボソームの大規模改変技術

となった。さらに 16S rRNA 置換株の表現型を解析すべく、大腸菌変異株にレポーター遺伝子を

導入したところ、野生株よりも高発現する変異株も見出された（国内特許 5984084「翻訳特性の

改変された大腸菌」）。 

 

２．研究の目的 

本研究では、リボソームの人工改変を進化の力学とした生物進化工学を開発し、その有効性を好

熱菌の低温適応をひとつのモデルとして実証することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 系統的変異株ライブラリーの構築 

異種 16S rRNA 遺伝子で生育する T. thermophilus 変異株ライブラリーを構築する。16S rRNA 遺

伝子の供給源としては進化系統的な観点から広範な細菌由来のゲノムを利用する。ゲノムを鋳

型に 16S rRNA 遺伝子を PCR 増幅し、T. thermophilus ゲノム（2コピー存在する 16S rRNA のう

ち rrsB を欠失した自作の欠損株 DB1 株を利用）上の rrsA 遺伝子と置換する。この操作は、T. 

thermophilus 特有の高い自然形質転換能・相同組換え能に基づく（図１）。 生育相補性に基づ

くスクリーニングを行い、16S rRNA 遺伝子置換変異ライブラリーとする。 

 

図１：Thermus thermophilus 16S rRNA 遺伝子欠損株の構築と異種 16S rRNA 遺伝子の導入 

 

(2) 低温適応変異株の単離：ゲノムポテンシャルの解明 

(1)で得たライブラリーを 50℃で集積培養する。「対数増殖期までの増殖→希釈」のサイクルを

繰り返し、高速増殖株を単離する。定期的サンプリングにより集積度を確認しながら、培養を継

続する。 



 

４．研究成果 

16S rRNA 遺伝子置換による高度好熱菌 Thermus thermophilus の低温適応 

16S rRNA 遺伝子を置換した変異ライブラリーを野生株の生育下限温度 50℃で集積培養した。16S 

rRNA 遺伝子の供与体としては、T. thermophilus と同属異種、同一門ではあるが、綱の異なるも

の（Deinococcus, Meiothermus）、門レベルで異なるもの（Rubrobacter, Rhodothermus, Aquifex, 

Thermotoga）などを用いた。なお、Rubrobacter （Tomariguchi & Miyazaki, 2019）, Rhodothermus 

（Tomariguchi & Miyazaki, 2020）については有馬温泉を分離源として自ら単離した株であり、

同じ環境からは Thermus thermophilus（Miyazaki & Tomariguchi, 2019; Miyazaki, Tomariguchi, 

& Ueno, 2021）も多数分離されている。これらの単離株については、全ゲノム解析などを行なっ

た。 

宿主 T. thermophilus の形質転換は、元来の特徴である高い形質転換能に基づいているが、同

時に T. thermophilus ゲノムと供与体間で相同組換えが起きることも特徴的である。特に 16S 

rRNA は配列間での相同性も高いため、遺伝子内部での組換え、すなわちキメラが生じる。今回

のライブラリーでは全長以外に、さまざまなキメラも含まれており、それらを丸ごと集積培養し

た。１週間程度の集積培養後、寒天培地上でコロニーを単離した。 

 

図２：異種 16S rRNA 遺

伝子による形質転換で

得られた全長・キメラ

16S rRNA 遺伝子置換体 

 

さまざまな供与体によ

る形質転換の結果、図２

に示す通り、遺伝子全長

あるいは遺伝子内部の

様々な領域で組換った

キメラ遺伝子が得られ

た。従来の 16S rRNA の

進化的保守性（種固有性）

とは反対で、門レベルで

異なる種間でも様々に

組換えが起きることを

示す実験的な証拠であ

る。一方、Thermotoga 

maritima 、 Aquifex 

aeolicus については、

キメラ遺伝子は得られ

たものの、全長が置き換

わった変異体は実験を

尽くしても（各 200 コロニーほどのスクリーニング）、全長置換体は得られなかった。このこと

は、16S rRNA 遺伝子は単一系統ではなく、T. maritima、A. aeolicus など、T. thermophilus

よりも進化系統的に生命の起源に近い（系統樹の根に近い）生物については、リボソーム自体が

異なる scaffold を持つのではないかと推察された。またこれらの例外を除き、種間和合性を示

したものについては、リボソームの進化過程で、リボソーム機能に必須な部位については変異を

受けず、それ以外の部位で種特異的な変異が蓄積したと推察された。16S rRNA の種固有性と交

雑性が両立することの根拠となる Random Patch Model をリボソーム進化の新たなモデルとして

提唱した（Miyazaki & Tomariguchi, 2019）。 



 形質転換により宿主―供与体間で様々な組換え 16S rRNA 遺伝子が発生するが、図３には 50℃

での集積培養後に単離された変異株の増殖曲線を示す。高温では T. thermophilus 16S rRNA を

保持した株が優勢だが、低温では増殖速度が逆転する現象が見られ、高度好熱菌が低温適応した

ことが示された。またこのような形質を示した変異株の 16S rRNA 遺伝子の一つには M. ruber と

T. thermophilus とのキメラ遺伝子も見出されたが、このキメラ配列をクエリーに NCBI データ

ベースを検索したところ、ほぼ同一の配列が存在した。今回のキメラの発生は実験室で人工的に

生み出されたが、自然界でも実際に 16S rRNA 遺伝子の組換え進化が起きている可能性も示唆さ

れた。 

 

図３(A) 50℃での集積培

養により得られた変異体

に含まれる 16S rRNA 遺伝

子の模式図。Mru は M. 

ruber、Rxy は R. 

xylanophilus の略記。 

  

 



図３(B)-(I) 変異体の増殖曲線(B-E)と倍化時間（F-I）。(B)75℃、(C)70℃、(D)50℃、(E)45℃。

高温では T. thermophilus 16S rRNA を保持した株が優勢だが、低温では増殖速度が逆転する。 
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