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研究成果の概要（和文）： 

好熱菌が産生するタンパク質は、化学反応が加速される高温環境で機能することから、産

業応用に適したバイオマテリアルの供給源として期待されている。本研究では超好熱性ア

ーキア Thermococcus kodakarensis の転写制御ネットワークに着目して、機能未知遺伝子の機能

解析を行った。その結果、マルトオリゴ糖に対して加水分解活性を示す、新規糖質加水分解酵素

を発見した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Proteins from thermophiles are expected as a source of excellent biomaterials that can 
function under high temperature conditions, where chemical reactions are accelerated. 
This study deals with functional analysis on hypothetical genes of the 
hyperthermophilic archaeon, Thermococcus kodakarensis, with focusing attention on 
its transcriptional regulation network. As a result, a new sugar-degrading enzyme was 
identified that can hydrolyze maltooligosaccharides. 
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１．研究開始当初の背景 
 （超）好熱菌が産生するタンパク質（酵素）
は、化学反応が加速される高温環境で機能す
るという特徴のほか、長期間の保存安定性や、
高い有機溶媒耐性も期待されることから、産

業応用に適したバイオマテリアルとして盛
んに研究が行われている。 
好熱菌の中でも、特に 90℃以上で生育可能な
グループを超好熱菌と呼び、その大多数はア
ーキア(Archaea)に属する。既に 20 種以上の
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超好熱性アーキアのゲノム解析が完了して
おり、一次構造から機能推定が可能な遺伝子
（アミラーゼ,プロテアーゼなど）について
は、応用に向けた研究が広く進んでいる。一
方で、全 ORF の半分近くを占める機能未知遺
伝子については、有用な遺伝子の存在は確実
視されるもののこれまでのところ研究がほ
とんど進められていない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、共通の転写制御因子の支配下
にある遺伝子群(regulon)の確定による、遺
伝子制御ネットワークの解明を通じて、超好
熱菌から優れたバイオマテリアルとなりう
る新規遺伝子を探索することを目的として
いる。 
 
 
３．研究の方法 
 研究代表者はこれまでに、主に超好熱性ア
ーキア Thermococcus kodakarensis を対象と
した研究を進めてきた。本菌は全ゲノム解析
が完了しており、さらには超好熱菌では数少
ない実用的な遺伝子組換系が存在するとい
う特徴をもつ。 
 本研究では T. kodakarensis の遺伝子制御
ネットワークに着目し、特定の転写調節因子
により制御される regulon の解明を通じて、
本菌ゲノム内の有用遺伝子の探索を行う。本
研究では主に α 多糖代謝関連 regulon であ
る Tgr regulon 中の機能未知遺伝子を候補と
して、特に本菌で未発見となっている
debranching enzyme の同定を目指す。高度な
耐熱性を有しかつ高い α-1,6 結合特異的加
水分解活性を有する debranching enzyme は
これまでに知られておらず、そのような特性
を有する酵素を得ることができれば産業上
のメリットは大きいためである。 
 
 
４．研究成果 
α多糖代謝関連 regulon 群 
 タンパク質発現用ベクターpET21a(+)に
TK1136 遺伝子配列を挿入後、これを用いて大
腸菌 BL21 (DE3) CodonPlus RIL 株を形質転
換し、TK1136 タンパク質を大量発現させた。
菌体破砕液を 80℃での熱処理を行った。熱処
理後の上清を陰イオン交換カラム(HiTrap Q)、
疎水性相互作用カラム(Resource PHE)、ゲル
ろ過カラム(Superdex 200)により TK1136 タ
ンパク質を精製した。精製した TK1136 タン
パク質を様々なα-glucan やその誘導体など
40 種類の基質と反応させ、その糖加水分解活
性・糖転移活性を吸光測定や TLC 解析で観察
した(Fig. 1)。しかしながら、debranching 
enzyme 活性を含め、これまでに明確な酵素活

性を確認できていない。 
 続いて TK1136 遺伝子破壊株を作製した。
作成した遺伝子破壊ベクターを用いて、T. 
kodakarensis KUW1 株を形質転換し、ウラシ
ル非要求性を指標として、シングルクロスオ
ーバー相同組換株を単離した。その後、５−
フルオロオロチン酸耐性を指標とした単離
により、pyrF マーカー脱離して本 ORF のみが
ゲノムより除去された遺伝子破壊株を得た。
この遺伝子破壊株の生育が培地中に含まれ
る炭素源により異なるかを調べるために、基
本培地（人工海水塩に酵母エキスとトリプト
ンを添加）にピルビン酸ナトリウムを添加し
た培地 (ASW-YT-Pyr 培地)と、基本培地にマ
ル ト デ キ ス ト リ ン を 添 加 し た 培 地
(ASW-YT-Mdx 培地)でそれぞれ生育測定を行
った。その結果、TK1136 破壊株はどちらの条
件でもホスト株と同様に生育し、明確な差は
観察されなかった。 
 

  
 TK1743 についても、TK1136 の場合と同様
の方法で発現・精製を行った。精製した
TK1743 タンパク質を様々なマルトオリゴ糖
と反応させ、その糖加水分解活性・糖転移活
性を TLC 解析により観察した。その結果、
TK1743 はマルトトリオースより長いマルト
オリゴ糖に対して加水分解活性をもつこと
が判明した。本酵素の反応至適温度は 80〜
90℃であり、反応至適 pH は 5.5 付近であっ
た。パラニトロフェノール(pNP)基を還元末
端側にもつマルトオリゴ糖基質を用いた反
応の結果、TK1743 は非還元末端から２つめの
αグリコシド結合を切断して、マルトースを
遊離することが判明した。 
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Fig.1 活性測定に用いた基質 
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