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研究成果の概要（和文）：超好熱菌は分岐鎖ポリアミン（Branched chain polyamine: BCPA）を有する。細胞内
ではBCPAは染色体DNAと細胞膜画分に存在し、特に定常期細胞で著量認められた。BCPAを合成できない超好熱菌
変異株では、冷却ストレスの繰り返しで死滅したことから、環境中では、生存への関与が指摘された。また変異
株ではヒドロゲナーゼ遺伝子をはじめいくつかの遺伝子で発現が抑制され、その制御は転写後に行われているこ
とが示された。またBCPAの物性に注目し、固定化ビーズを作成したところ、BCPA磁気ビーズは効率的に核酸を回
収した。またBCPA固定化金粒子はグラム陽性菌に顕著な抗菌性を示した。

研究成果の概要（英文）：Hyperthermophiles possess branched-chain polyamines (BCPAs). In this study, 
the biological role of BCPA was analyzed using Thermococcus kodakarensis. In the cytoplasm of T. 
kodakarensis, BCPA is detected in chromosomal DNA and the membrane fraction, particularly in 
stationary-phase cells. BCPA appears to be crucial for survival under environmental stress, as 
BCPA-deficient mutants did not survive repeated cooling stress. The expression of several genes, 
including the hydrogenase gene hyhL, was repressed in the mutant strain, indicating that hyhL 
expression is regulated at the post-transcriptional level. The highly positive charge properties of 
BCPA were also investigated, and BCPA-immobilized micro- and nano-beads were constructed. BCPA 
magnetic micro-beads efficiently recovered nucleic acids, and BCPA-immobilized gold nanoparticles 
exhibited significant antibacterial activity against Gram-positive bacteria.

研究分野：微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超好熱菌は、生命の起源に最も近い現存生物と考えられている。超好熱菌のみが有する分岐鎖ポリアミンの機能
解明は、生命誕生の仕組みを考える上でも意義深い。本研究はThermococcus kodakarensisを用い、分岐鎖ポリ
アミンを合成できない変異株を構築し、野生株と比較することで、本分子が温度変化の激しい環境で生き残るた
めに必須の成分であることを明らかにした。また、分岐鎖ポリアミンは、核酸への親和性が高く、その固定化磁
気ビーズは核酸回収に利用でき、グラム陽性菌に抗菌性を示すとともに枯草菌胞子の発芽も抑制した。極度な塩
基性と特殊な構造を持つ分岐鎖ポリアミンには様々な利用性があることが示された。

※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。



１．研究開始当初の背景 

80℃以上で生育する高度好熱菌（超好熱菌）には通常のポリアミンに加え、４価以上の長鎖ポ

リアミン(LCPA)、分岐鎖構造をもつ分岐鎖ポリアミン(BCPA)が存在する。BCPA は特殊なアミノ

プロピル基転移酵素（BpsA）によってスペルミジン（SPD）から作られる 1,2)。BCPA には DNA を

高度に凝集させる効果がある 3,4)。自然界の熱水環境は、必ずしも富栄養な環境ではなく、温度

変化も激しい。超好熱菌細胞は子孫を残すために、このような環境で無駄な生育を抑え、適応進

化してきた。BCPA が結合することで染色体は凝集し、遺伝子発現は抑制されたと思われる。BCPA

の結合した A 型 DNA 二本鎖は開鎖状態になりにくく、複製、転写も抑えられたと推察される。

BCPA が外れると、局所的に B 型構造への変換がなされ、核酸関連タンパク質が結合すると想像

できる。超好熱菌の BCPA にはアセチル体（AcBCPA）が存在する 5)。AcBCPA は核酸との親和性が

低下し、DNA から解離することで、B型 DNA への転移が起こると予想される。このアセチル化酵

素は特定されていない。超好熱菌 T. kodakarensis の BCPA 合成酵素遺伝子を欠いた変異株は、

高温（90℃以上）での生育が悪く、鞭毛を形成しない 6）。実際、鞭毛遺伝子の発現は BCPA に依

存して起こる。またヒドロゲナーゼ HyhL もこの変異株では発現しない。つまり BCPA はゲノム

DNA の全体構造に影響を与えながら、特異的な遺伝子には作用し、遺伝子の発現制御を行なって

いると推察される。超好熱菌には BCPA を持たないものがいる。これらは BCPA にかわってノル

スペルミンを有し、一部はさらに長鎖ポリアミン（LCPA）を持つ。LCPA は窒素の部位で折れ曲

がることで、BCPA とほぼ同じ大きさの三角錐構造をとることができるが、B 型 DNA 構造を A 型

構造に変換しない。LCPA の前駆物質となるノルスペルミンの合成経路は未解明であり、この酵

素は特定されていない。LCPA も BCPA も超好熱菌に特有な分子だが、BCPA は LCPA よりも核酸に

対する親和性が高く、構造的特殊性から細胞膜への作用も考えられる。SPD を用いた carbon 

quantum dots (CQD)は細菌の表層に働きかけ、抗菌性を示す 7)。BCPA の特殊な構造を残しなが

ら固定化したビーズは高い核酸吸着性や細菌に対する抗菌性がみられても不思議ではない。 

 

２．研究の目的 

（１）BCPA の局在性解析とストレス下における BCPA の生理的意義 

（２）被制御遺伝子の特定及び分岐鎖ポリアミンの作用機序  

（３）アセチル化酵素の探索  

（４）LCPA と BCPA の合成酵素の作用機序の比較 

（５）BCPA 固定化ビーズの作成とその利用 

 

３．研究の方法 

（１）BCPA の局在性解析とストレス化における BCPA の生理的意義 

 T.kodakarensis KU216 株を 85℃で培養し、超音波破砕した後、可溶性画分を細胞質画分とし

て、そこから DNA を回収し染色体 DNA 画分とした。不溶性画分を膜画分としてポリアミン量を

分析した。T.kodakarensis KU216 株を宿主にし、分岐鎖合成酵素遺伝子を欠損した変異株

DBP1(ΔbpsA）を構築した。さらに長鎖ポリアミン合成酵素遺伝子である speE 遺伝子を

Pyrobaculum calidifontis から取得し、T.kodakarensis に移入した変異株 KPS (ΔbpsA::Pc-



speE)を構築した。これらの株を 85℃で定常期まで培養し、増殖した細胞を、30 分間氷冷し、再

び 85℃で培養した。この作業を繰り返し、固形培地に塗布して生菌数を測定した。また

T.kodakarensis は海洋性超好熱菌である。そこで bpsA 遺伝子を海洋性珪藻 Thalassiosira 

pseudonana に導入し珪藻の被殻形状に与える影響を検証した。 

（２）被制御遺伝子の特定及び分岐鎖ポリアミンの作用機序 

 DBP1 株の培養細胞から S30 画分を抽出し、T7RNA ポリメラーゼで試験管内合成した hyhL 遺伝

子の mRNA を用いて試験管内翻訳を行った。その際に BCPA と SPD を添加し、翻訳効率に及ぼす

影響を調べた。HyhL タンパク質の検出は抗 HyhL 抗体を使用し、ウエスタンブロット法にて行っ

た。 

（３）アセチル化酵素の探索 

 T. kodakarensis の細胞内から、BCPA とアセチル CoA を基質としてアセチル化された BCPA

（AcBCPA）を合成する画分を分取した。さらに各種クロマトグラフィーで酵素の精製と同定を試

みた。 

（４）LCPA と BCPA の合成酵素の作用機序の比較 

 LCPA の合成酵素として超好熱菌 Pyrobaculum calidifontis の Pc-SpeE を用いた。Pc-SpeE を

組換え体として取得し、結晶化の後、構造解析を行った。Pc-SpeE の様々な基質に対する活性を

比較し、BCPA 合成酵素 BpsA と比較した。 

（５）BCPA 固定化ビーズの作成とその利用 

 ポリアミンは核酸や膜脂質の表面に静電的に作用しやすい。BCPA 及び SPD を固定化したマイ

クロ粒子、ナノ粒子を作成し、核酸に対する親和性、細菌に対する抗菌活性を比較した。マイク

ロ粒子は NHS 磁気ビーズを、ナノ粒子として 30nm の NHS 金ナノ粒子を選び、BCPA と SPD を固定

化して性質を比較した。抗菌性は Kocuria rhizophila（旧学名 Micrococcus luteus）、大腸菌

（ Escherichia coli ）、 枯 草 菌 (Bacillus subtilis) 、 枯 草 菌 の 胞 子 、 分 裂 酵 母

(Schizosaccharomyses pombe)を用いた。 

 

４．研究成果 

（１）BCPA の局在性解析とストレス化における BCPA の生理的意義 

細胞内では BCPA は染色体 DNA と細胞膜画分に存在し、特に定常期細胞で著量認められた。BCPA

を合成できない変異株 DBP1 では、冷却ストレスの繰り返しで死滅した。一方で KPS 株も、KU216

株に比べて生存率が顕著に低下した。BCPA は細胞膜脂質に結合することで細胞表層構造を安定

化していると予想される。また海洋性珪藻 Thalassiosira pseudonana に、BCPA 合成酵素遺伝

子である bpsA を導入したところ、被殻の形状に変化がみられた８）。これはこの珪藻が持ってい

る長鎖ポリアミンに分岐構造が導入されることで生じた形状変化と考えられる。



 

（２）被制御遺伝子の特定及び分岐鎖ポリアミンの作用機序 

 hyhL 遺伝子は DBP1 株では mRNA 量が増加しているにも関わらず、HyhL タンパク質が消失して

いた 6)。このことから BCPA は hyhL 遺伝子の翻訳に必須と推察した。この現象を試験管内で再現

するために DBP1 株から得た S30 画分を用いて試験管内翻訳を試みた。BCPA の濃度に依存して

HyhL タンパク質が発現し、著量の BCPA で HyhL 量は減少した。ただし BCPA に依存しないで発現

する他の遺伝子でも同様の結果となり、hyhL 遺伝子の発現を特異的に反映していない結果とな

った。BCPA は転写活性にも影響を及ぼす 9)。アーキアの遺伝子発現は転写と翻訳が共役して起

きていることから、hyhL 遺伝子の BCPA による制御を試験管内で実現するためには、転写翻訳共

役系による検証が必要と思われる。 

（３）アセチル化酵素の探索  

 T. kodakarensis の細胞内から、硫安分画、イオン交換、ゲル濾過クロマトグラフィーでアセ

チル化酵素の精製を試みたが、活性の濃縮を伴う精製は達成されなかった。また AcBCPA の脱ア

セチル化酵素の精製も試みたが、タンパク質同定に十分な純度の精製がなされなかった。これら

酵素に関しては疎水法、ヒドロキシアパタイト法など他のクロマトグラフィーによる試みが必

要である。 

（４）LCPA と BCPA の合成酵素の作用機序の比較 

 アミノ酸配列に基づいた進化系統樹をみると、超好熱菌Pyrobaculum calidifontisの Pc-SpeE

等の直鎖ポリアミンを合成する酵素と Tk-BpsA（TK1691）等の分岐型ポリアミン合成酵素（アミ

ノプロピル基転移酵素）群とは明確に異なる枝に位置する。また直鎖ポリアミンを合成する酵素

群の中でも、T. kodakarensis（TK0147）や大腸菌由来の酵素とも別の枝に位置しており、長直

鎖ポリアミン合成酵素と同じ枝に属する。本研究では P.calidifontis の Pc-SpeE を組換え体と

して取得した。Pc-SpeE はスペルミジンと脱炭酸 S-アデノシルメチオニン(dcSAM)からサーモス

ペルミンとスペルミンを合成した。またアミノプロピルアグマチンとノルスペルミジンを基質

として用いた場合に高い活性が確認された 10）。一方でプトレシンに対する親和性は低く、プト

レシンは活性部位に安定に結合しないことが構造解析からも示された。これらの特徴は BCPA 合

成酵素 BpsA がスペルミジンに高い親和性を示し、ピンポン反応でアミノプロピル基の転移を行

うプロセスとは異なる 2）。また P.calidifontis の無細胞抽出物を用いた酸化分解により、サー

モスペルミンからノルスペルミジンが生成されたが、1,3-ジアミノプロパンは検出されなかっ

図. 温度ストレスに伴う生菌数変化 

BCPA を合成する KU216 株、BCPA を合成できない

変異株 DBP1(ΔbpsA）、BCPA の代わりに LCPA を

合成する変異株 KPS（ΔbpsA::Pc-speE）を 85℃

で定常期まで培養し、氷冷を 30 分間行い、再び

85℃に戻して 30 分間培養した。これを１サイク

ルとし、繰り返し処理後に固形培地でコロニー

を形成させ生存率を算出した. 



た。これらの結果から、サーモスペルミンは主にアルギニンからアグマチン、アミノプロピルア

グマチン、スペルミジンを経て生成されることが示唆された。ノルスペルミジンは未知のポリア

ミンオキシダーゼ/デヒドロゲナーゼによりサーモスペルミンから生成され、次いで Pc-SpeE に

よりノルスペルミンが合成されていると考えられる。T.kodakarensis も P.calidifontis もアグ

マチンを生育に要求する。アグマチンはアルギニンの脱炭酸で合成されるが 11)、これらアーキ

アの脱炭酸酵素と同じくピルボイル型のアルギニン脱炭酸酵素が、真核微生物の麹菌

（Aspergillus oryzae）でも確認された 12）。 

（５）BCPA 固定化ビーズの作成とその利用 

 BCPA 磁気ビーズは核酸に対する親和性が高く、DNA を効率的に回収した。回収された DNA は

ヌクレオチドで遊離することも示された。核酸合成酵素の反応におけるポリアミンの影響を比

べると、BCPA の方がより低濃度で阻害効果が見られた。これは親和性の違いに起因すると考え

られる。また 30nm の NHS 金ナノ粒子を用いて作成した Au-BCPA と Au-SPD 粒子を用いて抗菌性

を調べたところ、K rhizophila、 E. coli、B. subtilis に対して生育抑制活性を示した。特に

グラム陽性菌である K rhizophila、B. subtilis に対する抗菌性は高かった。また B. subtilis

胞子を用いた検証では発芽の抑制がみられた。その一方で、分裂酵母(S. pombe)の生育抑制はみ

られなかった。酵母はキチン質の細胞壁を有しており、BCPA に対する感受性が低いことが考え

られる。 
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