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研究成果の概要（和文）：超好熱性アーキアThermococcus kodakarensis と Pyrococcus furiosusをモデル生物として
、それらのDNA複製、修復関連因子の生化学的、遺伝学的解析を進めた。特に、T.
kodakarensisには３種のMcmと２種のPCNA が存在する生理的意味を解明すべく、これらのタンパク質の生化学的性質解
析とこれらをコードする遺伝子破壊株の性質を調べる遺伝学的解析の双方から研究を進めた。またDNAの塩基に損傷が
入った場合の修復機構を解析した結果、P. furiosusから、全く新規のDNA切断酵素を発見し、Endonuclease Qと名付け
て、国際特許出願した。

研究成果の概要（英文）：Proteins and enzymes involved in DNA replication and repair in the hyperthermophil
ic archaea, Thermococcus kodakarensis and Pyrococcus furious were characterized by both biochemical and ge
netical techniques. There are three Mcm and two PCNA in T. kodakarensis, and to understand the functional 
sharing, we characterized the purified Mcm and PCNA proteins. In addition, we isolated amutant T. kodakare
nsis strains, in which one of these genes wa knocked out, and characterized their phenotypes. We found tha
t Mcm3 and PCNA1 are essential for the viability of T. kodakarensis.  Exact functions of Mcm1, Mcm2, and P
CNA2 remain to be elucidated.  We searched for enzymes involved in the damaged base repair system in the h
yperthermophilic archaea. We identified a novel endonuclease, which cleaves at 5'-side of the damaged nucl
eotide, hypoxanthine, uracil, xanthine, and AP site in the DNA strand. We designated it Endonuclease Q and
 applied for a patent as a novel substance from Kyushu University.    
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１．研究開始当初の背景 
細胞内における DNA 複製過程では、多くの関
連因子からなるレプリソームと呼ばれる巨
大複合体が、精密な制御のもと複製フォーク
を進行させるため、複合体としての解析なし
には、個々のタンパク質因子の解析だけでは
その本質が理解できない。さらに、正確かつ
伸長性の高い DNA 複製のためには、鋳型 DNA
上の種々の障害を克服しながら複製を進行
させる機構が存在し、これには複製と協調し
て働く DNA 修復機能、特に相同組換えが重要
な働きをしていることが明らかになりつつ
あった。本研究実施者は、超好熱性アーキア
を実験材料として上記の問題に取り組んで
きた。研究を始めた 1990 年当時は、我が国
にはこの領域の研究者は皆無であり、世界的
に見ても全く進んでいなかった。多くのアー
キアの全ゲノム配列解読が進んだポストゲ
ノム時代に入り、多くの研究者がアーキア研
究に参入してきたが、申請者のグループは長
年の経験と材料の蓄積から、世界最先端に位
置しており、本研究計画では、未だ世界の誰
もが進められていない超好熱性アーキアで
の分子遺伝学的手法を取り入れた新展開を
推進したいと考えた。この研究によって、そ
れまで蓄積してきた生化学データを補うと
ともに、超好熱性菌の生命現象維持機構の本
質を理解することに近づけると期待された。 
 
２．研究の目的 
本研究計画は、極限環境下における生命現象
の解明を目指すものであった。すなわち、
100℃の熱水中で生息する超好熱性アーキア
（古細菌）がどのようにして遺伝情報を維持
し、複製して子孫に伝達していくのかという
課題に真正面から取り組んた。アーキアは真
正細菌とも真核生物とも異なる進化的に独
立した第三の生物であり、太古の地球から現
在まで生息してきた。本研究は、遺伝子破壊
実験系の確立している超好熱性アーキア
Thermococcus kodakaraensisをモデル生物と
して、遺伝学的手法と生化学的手法を融合さ
せて、超好熱性アーキアの遺伝情報維持伝達
機構を解明するという、世界初の研究提案で
あった。 
 また、本研究は、超高温という特殊環境で
の生命現象の解明同時に、比較生物学によっ
て生物が獲得した遺伝情報複製、修復装置の
作動原理に迫ることができると考えた。すな
わち、アーキアは、原核生物として真正細菌
と類似した形態をとるが、遺伝情報系に関わ
るタンパク質は真核生物のものと類似して
おり、進化的に真核生物と共通の祖先を有す
ると考えてよいため、真核生物の DNA 複製
装置の構造と機能を理解する目的にとって、
アーキアは極めて有用な実験モデルとなる
といえる。 
 
３．研究の方法 
アーキアの中でも超好熱性菌は、最も研究

者人口が多いものの、遺伝学的取り扱いが
難しく、それまで生化学だけが発展して来
た。しかし、超好熱性アーキアの一種である
Thermococcus kodakarensis で遺伝子破壊実
験系が開発されたことにより、本計画では、
実施代表者がそれまで生化学的解析データ
を蓄積してきた P. furiosus 由来の DNA複製
因 子 に つ い て 、 同 じ 科 に 属 す る T. 
kodakaraensis を用いて遺伝学的変異体解析
を進めることによって、細胞内でのそれぞれ
の役割をはっきり解明することを目指した。
そのため、T. kodakaraensis遺伝子破壊実験
系の開発者が、本研究の分担者として加わり、
協力して実験を進めた。そして、世界の誰も
が成し得ていない、アーキア初の試験管内
DNA 複製再構成系の確立を目指した。 
 
４．研究成果 
T. kodakaraensisの３種のmcm遺伝子と２種
のpcna遺伝子をクローニングし、組換えタン
パク質発現系を構築して、高純度タンパク質
を調製して、生化学解析を行なった。3種のMcm
タンパク質は、どれもそれら自身で in vitro
でヘリカーゼ活性を示した。また、GINSタン
パク質との相互作用も示したので、Mcm1, 
Mcm2 は Mcm3 とともに DNA代謝の何か重要
な機能を担っていることが予想された。遺伝
子破壊株の単離を試みたところ、 mcm1, mcm2
は破壊株が得られたが、mcm3遺伝子は破壊株
が得られず、生存に必須の遺伝子であること
が推定された。他の二つは必須ではないもの
の、細胞内では産生されていることを確認し
た。 Mcm1はしっかり産生されていたが、 Mcm2
は遺伝子の転写はされるものタンパク量は極
めて少ないことが分かった。Mcm1, Mcm2タン
パク質の細胞内での機能は未だ不明であるが、
DNA修復のどこかの過程で機能していること
を考えて研究を進めている。 
 さらに本課題では、T. kodakaraensis, P. 
furiosusを用いて複製ヘリカーゼ複合体の解
明を目指し、MCM-GINSに、RecJ様のタンパク
質が安定に結合することを見出した。また、
GINSは、RecJ様タンパク質の有するエキソヌ
クレアーゼ活性を促進することも発見した。
この促進作用の生理的な意味を明らかにする
とともに、このMCM-GINS-RecJ複合体が複製ヘ
リカーゼとして重要であることを予想して、
その構造解析を目指した。複合体を高純度に
調製して、結晶化、電子顕微鏡観察などへ進
めている（現在進行中）。この研究は、細胞
壁を有しない独特の好熱好酸性アーキアであ
る Thermoplasma でも平行して行い、複製ヘ
リカーゼ複合体の真の姿を解明すべく研究を
進めた。この系ではGINS, RecJ に加えて、
Cdc6-2 というタンパク質も活性化に関わり、
複製ヘリカーゼコア複合体に関与しているこ
とが分かってきた。興味深いことに、Cdc6-2 
とGINSは相乗的にMCM のヘリカーゼ活性を促
進した。アーキアの中でも、複製装置の多様
性が観察され、今後の比較研究によって、さ



らに本質的な装置の原理についての解明が進
むと期待される。  
 ２種のPCNAについても同様に解析を進め、 
PCNA1 と PCNA2 で環状構造の安定性が大き
く異なる事が分かった。どちらもDNAポリメラ
ーゼのin vitroでの連続合成促進因子として
の機能は有するものの、pcna2の遺伝子は破壊
された株が得られたが、pcna1は破壊株が得ら
れなかった。 
PCNA1 は複製に必須なクランプ分子であると
推定されたが、 PCNA2の役目については継続
して解析している。 
 さらに、DNA 代謝にとって重要なヌク
レアーゼについて理解するために、P. 
furiosu の有するヌクレアーゼを探索した結
果、新規の酵素として PfuExoI, Endo Q を発
見した。これらの酵素は超好熱性アーキアの
Thermococcalesにのみ、または一部の他のア
ーキアにのみ保存されている酵素であり、超 
高温環境下のDNA代謝に関連する部分が大き
いのではないかと考えられる。それぞれは新
規なものであるので、勅許出願した（PfuExoI 
の発見は本研究開始前）。 PfuExoI は一本鎖 
DNA または RNA に作用して 3’→5’エキ
ソヌクレアーゼ活性を示す。この酵素の性質
解析を本研究で継続した。また、Endo Q は 
本研究で発見したものであり、ヒポキサンチ
ン、キサンチン、ウラシルなどの脱アミノ化
塩基を認識して、そのすぐ 5’側のリン酸ジ
エステル結合を切断する活性を有していた。 
この酵素は、ダメージ塩基の修復にとって重
要なものであると予想されるが、その具体的
な修復機構の解明を目指して、研究を続けた。
特に ヒポキサンチンの 3’ 側を切断する
ことで知られている Endonuclease V につい
ても本研究において、実施者が P. furiosus
のホモログを詳細に解析した。この酵素は広
く生物に保存されているが、 Endo V は DNA 
よりもむしろRNAのほうをむしろ基質として
好むことが本研究で分かった。 Endo Q を含
む修復経路の解明について、現在も精力的に
研究を継続中である。また、新しく九州大学
で発見したものであり、九大の Kyu （Q）を
とって Endonuclease Q として国際特許出願
した（現在投稿論文執筆中）。この酵素の遺
伝子工学技術への応用を目指して現在用途
開発を考えている。 
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