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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 
 
超好熱菌とは一般に 90℃以上でも生育する微生物の総称である。超好熱菌は生物の進化系統樹の源流

に位置しており、現存する生物の中で原始生命体に最も近いと考えられている。我々は、1993年に鹿児
島県小宝島の硫気孔より超好熱始原菌の 1種 Thermococcus kodakaraensis KOD1株を分離した。我々
は KOD1株について、 
・KOD1株の全ゲノムの塩基配列決定(2,088,737 bp) 
・栄養要求性宿主と相補遺伝子を用いた特異的遺伝子破壊技術の開発 
・KOD1株の細胞内タンパク質を再現性よく分離・検出できる proteome解析技術の確立 

を進めてきた。 
本研究ではこれらの技術・情報を基盤として KOD1株ゲノム上に存在する全遺伝子の機能解析を目指

している。具体的には個々の遺伝子について、 
①発現様式の解析（transcriptome/proteome解析） 
②組換え型酵素の生化学的解析 
③遺伝子破壊による遺伝学的解析 

を中心に進めている。 
 上記 3 研究項目を進めることにより、我々は極めて単純な生命体である KOD1 株の生命維持
メカニズムの解明に迫りたい。  
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。） 
 
本研究の進捗状況は以下の通りである。 
1) 全遺伝子の発現様式解析（Transcriptome解析） 
 Transcriptome解析に用いている DNA chipは T. kodakaraensis KOD1株の genome annotationで明
らかとなった 2306個の遺伝子配列を元に作製されたものである。DNA chip作製時に ORF長が短かった
等の理由で機械的に削除された遺伝子が 80個存在するので、DNA chip上には 2226個の遺伝子（全遺伝
子の 96.5%にあたる）がスポットされている。遺伝子の発現量を解析する際に用いた化学的・物理的パラ
メーターは、炭素源、エネルギー源、温度、酸化還元電位である。例えば炭素源については糖新生が必要
となる環境と解糖が必要となる環境において KOD1株を培養し、transcriptomeの比較を行った。転写量
が糖新生／解糖＞4であった遺伝子は 35種類存在し、その内機能未知遺伝子が 20種類同定された。逆に
解糖／糖新生＞4であった遺伝子は 56種類存在し、38種類が機能未知であった。したがって、KOD1ゲ
ノム上の機能未知遺伝子の内、58種の遺伝子は炭素代謝と輸送およびその制御に関与することが示唆され
た。現在個々の遺伝子についての解析を進めている。 
2) 遺伝子破壊系の改良 
 研究開始時は pyrFおよび trpE遺伝子をマーカーとした遺伝子破壊系を開発していたが、本研究を通じ
て 3個以上の遺伝子を破壊できる系の構築に成功した。Popping out効率等を検討した結果、マーカー遺
伝子の挿入による遺伝子破壊-->pop outによるマーカーの除去、を繰り返すことにより、多数の遺伝子が
同時破壊された株を作製することが可能となった。 
3) 個々の遺伝子の破壊 
 今まで超好熱菌の遺伝子破壊が困難であったことから、個々の遺伝子の生理的役割の推定は全て in 
vitro解析の結果に基づくものであった。本研究で我々は多数の KOD1株の遺伝子を破壊し、より直接的
な方法で個々の遺伝子の生理的役割を同定することができた。従来の in vitro研究では解析困難な例を以
下に示す。 
 我々は KOD1株内に新型 fructose 1,6-bisphosphatase（Tk-Fbp）の存在を発見し、本酵素が基質に対
して特異性の高い phosphataseであること、糖新生条件下でその発現量が増加すること、ゲノム解析が行
われた全ての超好熱始原菌内に Tk-Fbpの orthologueが存在することを見出した。一方で、超好熱始原菌
Methanococcusや Pyrococcusなどでは異なる遺伝子の産物である inositol monophosphatase（IMPase）
が in vitroで高い FBPase活性を示したことから超好熱始原菌においては IMPaseが FBPaseの役割を果
たしていることが提案された。KOD1株内にも IMPase遺伝子が存在し、本遺伝子の組換え型タンパク質
を解析したところ、本酵素（Tk-Imp）も in vitroで高い FBPase活性を示した。そこで我々が開発した
遺伝子破壊系を利用して、それぞれの遺伝子の欠損株を作製した（∆Tk-fbp, ∆Tk-imp）。2種の欠損株を
デンプンまたはピルビン酸を含む最少培地で培養したところ、デンプン存在下では双方の欠損株が宿主細
胞と同等の生育を示したのに対して、ピルビン酸存在下では∆Tk-imp株は生育したが、∆Tk-fbp株は生育
できないことが明らかとなった。この結果より、in vivoで糖新生に関与する遺伝子は Tk-fbp遺伝子であ
り、Tk-impは in vivoでは FBPaseとして機能していないことが判明した。 
4) 個々の遺伝子産物の生化学的解析 
我々は KOD1株ゲノム上の様々な遺伝子を大腸菌内で発現し、それらの機能解析を行い、生理的役割を
同定してきた。例えば、KOD1株ゲノム上には一次構造からの annotationで phosphomannomutaseで
あると推定される遺伝子が 4個（TK1108, TK1404, TK1777, TK2185）存在する。それぞれを大腸菌内で
発現し、組換え型タンパク質の精製・機能解析を行った。意外なことに TK1777は phosphomannomutase
活性を示さず、phosphopentomutase活性を示し、構造的に新規な phosphopentomutaseであることが判
明した。これをきっかけに今まで超好熱菌では知られていなかった新しい代謝経路（acetaldehyde + 
glyceraldehyde 3-phosphate --> deoxyribose 5-phosphate --> deoxyribose 1-phosphate -->nucleoside）
を発見することもできた。さらに上記 4種の相同遺伝子の内、TK1108のみが実際に
phosphomannomutase/phosphoglucomutase活性を示すことも判明し、一次構造からの機能推定はあく
まで一つの目安に過ぎないことを改めて実感した。残りの 2種の遺伝子は
phosphopentomutase/phospho-mannomutase/phosphoglucomutaseいずれの活性も示さず、現在解析中
である。 
 我々はさらに多数のタンパク質の結晶化・立体構造解析を進めており、上記の新型 FBPaseの他、
hydrogenase成熟化因子 HypA, HypC, HypD, HypE,遺伝子組換えに関与する RecAタンパク質などの結
晶化に成功している。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学
術的なインパクト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 
 Reverse gyraseは ATP依存的に DNAの positive supercoilingを触媒する DNA topoisomeraseの一
種であり、多数の超好熱菌から同定・解析されている。超好熱菌 DNAの positive supercoil構造は高温
環境におけるゲノムの熱変性を防ぐために必要であると考えられている。Reverse gyraseは特徴的な構
造を示し、N末端領域は helicase-like domain、C末端領域は topoisomerase IA domainからなる。これ
らの domainはそれぞれ全く別の protein superfamily(helicase superfamily 1/2、DNA topoisomerase 
Type IA family)に属する。したがって、reverse gyraseという酵素は helicaseや DNA topoisomerase I
などの酵素が進化した後に出現したことが示唆されている（図 1）。 
ま た 興 味 深 い こ と に

Database 検索の結果、全て
の超好熱菌ゲノムに存在し、

全ての常温菌ゲノムに存在し

ない ORF は reverse gyrase
遺伝子のみであることを見出

した。これらの事実から

reverse gyraseは超好熱菌の
生育にとって必須であること

が示唆され、その考えは定着

している。上述の通り、

reverse gyraseという酵素は 
helicaseや topoisomeraseが進化した後に出現した酵素であるので、もし reverse gyraseが超好熱菌の
生育にとって必須であるならば、最初の生命体が超好熱菌であったことはあり得ない。個々の helicase
や topoisomeraseの進化はより生育温度の低い生物内で進んだはずである。このような根拠から生命が
超好熱菌として誕生した説は否定されている。 
 そこで、我々は reverse gyraseが超好熱菌の生育にとって必須であるかどうかを実験的に検証するこ
とにした。KOD1株のゲノム解析の結果、reverse gyrase遺伝子(Tk-rgy)はゲノム上に唯一つ存在するこ
とが判明した。そこで KOD1株の trpE欠損株を宿主とし、trpE遺伝子をマーカーとして Tk-rgyの破
壊を試みた。この結果、致死的である可能性が高いと考えられたが、tryptophan非要求性の形質転換体
が複数得られた。また PCRや Southern blot解析により、Tk-rgyが破壊されていることが確かめられた。 
そこで我々は破壊株（∆rgy株）のphenotypeを解析し、
本酵素の生理的意義を実験的に検証することにした。宿

主細胞がnegatively supercoiled pBR322に対して
positive supercoiling活性を有したのに対して（図2）、
∆rgy株にはそのような活性は検出されなかった。様々な
培養温度で∆rgy株と宿主の増殖特性を比較したところ、
∆rgy株は全ての温度で宿主細胞よりも低い比増殖速度
を示し、高温領域でその傾向が顕著となった。しかしな

がら、reverse gyrase遺伝子の破壊は90℃において致死
的ではなかった。したがって、reverse gyrase非存在下
でも少なくとも90℃で生命は存在し得ることが分かっ
た。 

 
Reverse gyraseの特徴的な構造と本酵素が超好熱菌

の生育に必須であるという考え方から Hot origin of life
（生命の起源=超好熱菌）が否定されていたが、本研究 
結果によりそれが可能であることが実験的に証明された。生命は reverse gyrase無しで、少なくとも 90℃
以上で誕生し得たことを示した。 

 
 

図 1. Reverse gyraseの分子進化 

 
図 2. Reverse gyraseの positive 
supercoiling活性。基質として pBR322
を用い、反応後 2次元電気泳動を行った
（反応の異なる段階を 2つ示す）。Ia, 
nicked; Ib, relaxed; II, linear; III, 
negatively supercoiled; IV, positively 
supercoiled. 
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