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研究成果の概要（和文）：高度好熱菌 Thermus thermophilus のシリカスケール形成機序を解明す

るため、ゲノム解読が完了している T. thermophilus HB8 株に対し過飽和シリカ刺激による発現プ

ロファイルを経時的に解析した。これによって過飽和シリカに応答し、Sip の発現を誘導する遺伝

子を網羅的に解析できた。この結果、Sip は環境中の鉄飢餓感知システムにより制御されているこ

とが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：Thermus cells produce the specific protein, a silica-induced protein 
(Sip), only when they are cultivated in the culture containing supersaturated silica.  DNA 
microarray analysis under the silica-stressed and iron-deficient conditions were performed 
to detect the signal transduction in sip expression. From the results, Thermus cells may 
receive the signal of the existence of supersaturated silica as the iron deficiency, and may 
gather iron ions or other metal cations to their surfaces.  
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 2,400,000 720,000 3,120,000 

２０１０年度 700,000 210,000 910,000 

２０１１年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度  

  年度  

総 計 3,900,000 1,170,000 5,070,000 

 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用微生物学 
キーワード：Thermus thermophilus、シリカ、ABC トランスポーター、DNA マイクロアレイ、大量

発現系、鉄イオン 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）シリカは地殻中に最も多く存在する物
質であり、水にはケイ酸として溶解し、その
飽和濃度は温度・圧力・pH に依存する。ケ
イ酸は温度・圧力の低下により過飽和になる
と互いに脱水縮合し、ポリケイ酸を形成する
ことでコロイドとなり水溶液中に安定に存
在する。したがって過飽和シリカの溶液から

固体状シリカは沈降しにくいが地熱地帯で
は、高温・高圧下でシリカが飽和した地下水
が噴出することで、地表付近の熱水中ケイ酸
濃度は過飽和に達している。このため、地熱
発電所のパイプライン中ではシリカ沈殿物
であるシリカスケールが急速に形成され、操
業トラブルの原因となっている。シリカスケ
ール形成は圧力や温度、他の共存金属イオン
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との相互作用を考慮した無機化学的な形成
メカニズムでは説明不可能で、無機化学分野
ではシリカスケール形成が注目の研究対象
となっている。 
（2）申請者は、地熱発電所パイプライン中
のシリカスケール形成メカニズムを解明す
る中で、シリカスケール内に多数の微生物様
構造が存在することを見出し、シリカスケー
ル中の高度好熱菌の菌相解析に成功した。菌
相解析の結果、主要菌群であった Thermus
属細菌をシリカスケールより分離し、過飽和
シリカ含有培地で培養すると、対数増殖期中
期から急激に沈殿を生じた。また、過飽和シ
リカ添加培地で培養した場合に細胞表層で
特 異 的 な タ ン パ ク 質  (Silica-induced 
protein ; Sip) の発現が確認され、Thermus
属細菌にシリカ応答機構が存在し、シリカ沈
殿に関与することが示唆された. 
 
２．研究の目的 
（１）本研究は細菌におけるシリカ刺激応答
機構として、Sip の誘導発現制御機構を解明
することを目的とした。特に、過飽和シリカ
刺激によって T. thermophilus で鉄結合性
ABC トランスポーターのサブユニットとホ
モロジーを示す Sip が過剰生産され、シリカ
による刺激がどのような経路を経て発現誘
導に至るか、および、シリカによる刺激と鉄
による刺激では応答が異なるか否かを解明
することを目的とした。 
（２）また、sip 転写機構（プロモーター、
ターミネーター、σ因子、アクチベーターま
たはリプレッサータンパク質など）を明らか
にする。 
（３）さらに、極限環境微生物の外部刺激応
答や代謝メカニズムの解明に有効である
DNA マイクロアレイ解析を行い、シリカお
よび鉄に対する応答を網羅的に解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）過飽和シリカ添加 TM 培地および無添
加 TM 培地にて T. thermophilus を培養し、
経時的に mRNA を抽出・精製し、sip コード
する DNA 領域をプローブとしたノーザンハ
イブリダイゼーションを行った。また、精製
した mRNA を鋳型に 5’-RACE 法とプライ
マー伸長法を行い、転写開始点を決定した。 
（２）（１）と同様の条件で培養した細胞よ
り抽出した mRNA を鋳型にした qRT-PCR
を行い、シリカ刺激による特異的な mRNA
転写量を定量した。 
（３）培地中の金属イオンを除去するため、
キレックス 100を通過させたTM培地を用い、
上記と同様の実験を行った。 
（４）T. thermophilus 発現プラスミドクロ
ーンセットを用い、2,226 遺伝子をガラスプ
レートにスポットした T. thermophilus 

DNA チップを調製した。 
（５）（１）で調製した total RNA を鋳型に
逆転写 PCR によって合成した cDNA をそれ
ぞれ Cy5、Cy3 ラベルし、プローブを作製し
た。調製した蛍光 cDNA プローブをスポット
DNA とハイブリダイズさせ、FLA-8000 によ
って蛍光強度をスキャンした。得られた蛍光
強度をもとに、発現量の変動を統計学的に処
理し、解析した。 
 
４．研究成果 
（１）シリカスケール形成の引き金を探索す
るため、シリカ濃度（200ppm、400ppm、
600ppm）を変化させた、またはキレート樹
脂により鉄イオンを除去した液体培地中で
培養した T. thermophilus HB8 株から RNA
を分離・精製し、これらを鋳型とした RT-PCR
法によって各遺伝子の転写量を定量解析し
た（図 1）。 

 その結果、TTHA1628（sip）のみが、過
飽和シリカに応答して転写量が増大した。ま
た、本遺伝子は飽和以下の濃度では、転写量
は 2 倍程度でしか無く、鉄飢餓状態では転写
量は 10倍以上に増加した。これらの結果は、
DNA マイクロアレイの結果とも合致したこ
とから、sip は鉄飢餓または過飽和シリカ刺
激に応答して発現されるタンパク質である
ことが推察された。 
（２）T. thermophilus HB8を 70℃、160 rpm
で培養し、回収した菌体をシリカ添加(600 
ppm)および無添加の TM 培地にそれぞれ懸
濁後、15 分、60 分培養した。これらの培養
菌体から全 RNA を抽出し、これを鋳型とし
て cDNA 合成を行った。 
 これらを GeneChip カスタムアレイとハ
イブリダイズしてトランスクリプトーム解
析を行った結果、sip（Gene ID: TTHA1628）
の転写量は 15、60 分後では、約 4 倍、約 8
倍に増大した。ところが、Sip と共に Fe3+結
合性 ABC transporter を構成し、オペロン
構造をとると推定される TTHA1629、
TTHA1630 の転写量増大は 15 分後では観察
されなかった（表 1）。よって、sip は単なる
鉄輸送の ABC transporter ではなく、シリカ



 

 

に特異的な機能を有することが推察された。 
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