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１．研究実施の概要 

深度地下極限環境（高温、高圧、無酸素、貧栄養）は古くから無菌状態であると信じられていた

ため、その生態系に関する研究は地表生態系と比べて大幅に遅れている。しかし、我々はすでに

超好熱菌、嫌気的石油分解菌など地下から地表に出現したとも予想される興味深い微生物を分

離しており、深度地下には未知の生物が多種類存在している可能性が示唆されている。本研究で

はこの未開拓の深度地下極限環境から新規な微生物を分離し、それらが有するであろう特殊酵素、

代謝系や環境適応戦略を解析していくことを第一の目標に設定している。これにより地下微生物

生態系の解明、生命進化過程の理解、遺伝子資源の確保、工業的利用や環境改善への貢献な

どを期待している。 

２．研究実施内容 

この一年間の主な研究成果として以下のものが挙げられる。 

(1) Thermococcus kodakaraensis KOD1 株由来の超耐熱性酵素の同定と解析 

①  Chitinase：キチンは N-アセチル-D-グルコサミン(GlcNAc)がβ-1,4 結合により重合した結晶

性多糖であり、地球上で第二の生産量を占めるバイオマス資源である。Chitinase はこのキチン

のβ-1,4 結合を加水分解する酵素であり、特に耐熱性 chitinase はキチンを有効利用する上で

重要な役割を果たすと考えられる。我々はこれまでに、超好熱始原菌 T. kodakaraensis KOD1

株由来の chitinase（Tk-ChiA）が 1215 アミノ酸からなる推定分子量 134KDa の巨大タンパクであ

り、1 分子内に 2 つの chitinase 相同領域と３つのキチン結合ドメイン(Chitin Binding Domain: 

CBD)領域が存在することを明らかにしてきた。そこで平成 13 年度では、２つの触媒ドメインにつ

いてその諸性質を検討した。基質結合ドメインの影響を無くすため N 末端側と C 末端側の触媒

ドメインのみからなる欠失変異体 ChiAΔ5 と ChiAΔ4 を大腸菌で発現させ、熱処理および各種

クロマトグラフィーにより精製した。いずれの変異体酵素も耐熱性 chitinase 活性を示したことから、

２つの chitinase 相同領域はそれぞれ単独で機能することを見いだした。特に ChiAΔ4 は

100°C、3 時間の熱処理後にも 70%の残存活性を示し、極めて高い耐熱性を有していた。キチ

ンを基質とした分解実験ではこれら 2 つの変異体において相乗効果が認められたことから、2 つ

の触媒ドメインは異なる切断様式を示すことが考えられた。薄層クロマトグラフィーを用いて



キチンオリゴ糖やその p-nitrophenol 誘導体の分解物を同定したところ、ChiAΔ5 は主に非還元

末端から2 つ目の結合を分解し、ChiAΔ4は非還元末端から1つ目以外の結合をランダムに分

解することを見いだした。ChiAΔ5、ChiAΔ4 は共に糖転移活性も有していた。また反応初期に

おけるコロイダルキチン分解物の高速液体クロマトグラフィーにより、ChiAΔ5 は主に 2 糖を、

ChiAΔ4 は様々な重合度のオリゴ糖を遊離させることが示された（図 1）。これらの結果から、

ChiAΔ5 は exochitinase であり ChiAΔ4 は endochitinase であることが明らかとなった。KOD1

由来 chitinase は単一ポリペプチド鎖上に異なる切断様式の触媒ドメインを有し、これらの相乗作

用によってキチンの分解を効率良く行っていることが推測された（図 2）。 

 

 

図１．ChiA 5、ChiA 4 によるコロイダルキチン分解反応初期における分解物の HPCL 解析 

 

 
図２．結晶性キチンの分解モデル 



②  新型 Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase（Rubisco）の五角形構造と耐熱性の

関係：Rubisco は、Ribulose 1,5-bisphosphate に CO2 を付加する反応を触媒し、炭酸固定（カル

ビン回路）の鍵酵素として知られている。これまでの研究を通じて、我々は T. kodakaraensis 

KOD1 株由来の Rubisco（Tk-Rubisco）が、新規な十量体（五角形）構造を有することを明らかに

した。また、本酵素の結晶構造解析を終了し、2.8Åの分解能で Tk-Rubisco の立体構造を明ら

かにした（図 3）。本酵素の monomer 構造、dimer 構造は Type I、Type II 酵素と類似していたが、

ホロ酵素の subunit assembly は全く異なってい

た。Dimer-dimer 間（L2-L2 間）の相互作用に

関与するアミノ酸残基は従来の Rubisco と異な

っており、イオン結合が多数存在した。また、精

製した Tk-Rubisco に対し温度を変化させて、ゲ

ルろ過、Circular Dichroism（CD）、Differential 

Scanning Calorimetry（DSC）解析を行ったところ、

Tk-Rubisco は高温下でも十量体構造を維持し、

また、温度に依らず安定した立体構造を保持す

ることが明らかになった。平成 13 年度には我々

は Tk-Rubisco の五角形構造の意義について検

討を加えた。一般的に超好熱菌の耐熱性酵素

は常温菌由来酵素と比べて内部に多くの疎水性

相互作用、分子表面に多くのイオン結合（ネット

ワーク）が存在すると考えられている。しかし、

subunit assembly の様式が異なるケースはほとん

ど報告例がない。Tk-Rubisco においても、dimer 

の耐熱性が充分であれば Type II Rubisco のよ

うな L2 構造を形成してもいいはずである。そこで

我々は Tk-Rubisco の dimer-dimer interface の

イオン結合に関与すると示唆された 3 残基

（Glu63, Arg66, Asp69）を部位特異的に Ser に

置 換 し 、 E63S 、 R66S 、 D69S お よ び

E63S/R66S/D69S 変異酵素を作製した（図 4）。

予想通り、E63S/R66S/D69S 変異酵素は室温で

も五角形構造を形成せず、L2 dimer として得ら

れた。E63S、R66S も 80°C 付近では五角形構

造が崩れ、L2 dimer となった。D69S は 100°C 

付近まで(L2)5 構造を維持した。これらの変異酵

素の熱安定性を調べたところ、興味深い結果が

図３．Tk-Rubisco の五角形構造 

図４．Tk-Rubisco の dimer-dimer interface



得られた。すなわち、dimer 化した酵素は共通に 85°C から 90°C の間で変性したのに対して、

(L2)5 構造を維持したタンパク質は 100°C でも変性せずに安定に存在した。これらの事実から、

Tk-Rubisco の L2 dimer は従来の Type I、Type II 酵素の dimer と比べて高い耐熱性を示すもの

の、KOD1 株の生育温度範囲（65°C～100°C）で機能するためには耐熱性が充分でないこと

が判明した。そこで特殊な五角形 4 次構造を形成することにより Tk-Rubisco はさらに高度な耐

熱性を獲得し、100°C でも安定性を示すタンパク質になると考えている。 

③   Lon protease： Lon proteaseはATP依存型のプロテアーゼであり、細菌から真核生物まで、

生物界に広く存在する酵素である。大腸菌内では、外界のストレスにより生じた変性タンパクの

ATP 依存的な分解や、特定のタンパク質を時期特異的に積極的に分解するという機能が明ら

かとなっている。構造的には一種類のサブユニット中に ATPase 活性ドメインと protease 活性ドメ

インを合わせ持つことが知られている。我々は今までに KOD1 株の Lon protease（Tk-Lon）につ

いて、遺伝子の構造解析、組換え型酵素の生化学的解析を行ってきた。Tk-lon は 1905bp, 

635aa からなる分子量約 70kDa と推定されるタンパク質をコードしており、これまでに調べられて

いる大腸菌の Lon protease (Ec-Lon)と同様にその配列上には ATPase 活性部位と考えられる

Walker motif、そして protease 活性部位が存在していることが明らかになった。Protease 活性中

心付近の配列も、細菌、真核生物の間で保存されている Ser678, Thr703, Gly704, Lys721, 

Pro736 が Tk-Lon において保存されており、一次構造上は既知の Lon protease の特徴を有し

ていた。Tk-lon の過剰発現を試みた結果、発現産物は可溶性タンパクとして得られ、精製する

ことができた。Tk-Lon の酵素学的性質を調べた結果、意外なことに本酵素は ATP 非存在下で

も peptidase 活性を有することが判明した。詳細な解析を行ったところ、Tk-Lon は ATP 非存在

下では peptidase 活性を有するが、正しく folding されたタンパク質を分解することはできず、ATP 

添加時には peptidase 活性は低下するものの、正しく folding されたタンパク質を unfolding させ、

分解する protease 活性を示すようになることが判明した。興味深いことに、Tk-Lon の ATPase 活

性ドメイン中に既存の Lon protease には見られない 2 つの膜貫通領域の存在が示唆された。そ

こで、KOD1 株の細胞質画分・膜画分を分離し、Western blot 解析を行ったところ、Tk-Lon は

膜画分に存在することが判明した。従来の Lon protease と異なり、Tk-Lon は膜結合型酵素であ

ることが明らかとなった（図5）。ゲノムの全塩基配列が決定された超好熱始原菌について Tk-lon 

と相同性の高い遺伝子の検索を行ったところ、全ての種において本遺伝子は存在し、全て膜貫

通領域を有していた。このことから、始原菌の Tk-Lon は一般的に膜結合型酵素であることが示

唆された。 



 

図５．Tk-Lon の機能モデル 

 

④  Hydrogenase：Hydrogenase はプロトン(H＋)を電子受容体として水素ガス(H2)を発生させる酵素

であり、水素ガスの有効な生産手段の一つとして注目を集めている。我々は KOD1 の耐熱性

hydrogenase に着目し、遺伝子の単離および酵素の精製を試みた。遺伝子解析の結果、KOD1

株の hydrogenase オペロンは 4 つの ORF (Tk-hydBGDA)から構成されており、そのうち

Tk-hydDA が[NiFe] hydrogenase の small subunit および large subunit とそれぞれ相同性を有

していた。 

  抗 Tk-HydA ポリクローナル抗体を調製し、これを用いた免疫化学的手法により KOD1 株の

細 胞 抽 出 液 よ り hydrogenase の 精 製 を 行 っ た 。 精 製 画 分 の 解 析 の 結 果 、 本 酵 素 は

Tk-hydBGDA の各 ORF に対応する 4 種類のタンパクからなるヘテロテトラマー構造をとっており、

その至適温度は水素発生反応で 90°C、水素酸化反応で 95°C であった。また熱安定性につ

いて解析を行った結果、半減期（t1/2）は 80°C において 218 分、90°C においては 18 分であ

った。含有金属の解析の結果、本酵素中には Ni および Fe がそれぞれ約１分子および約 20 分

子（ヘテロテトラマー構造あたり）含まれていた。水素酸化反応における電子受容体にNADP＋が

利用可能であったことから、生理学的反応においては NADPH を利用した水素発生が行われて

いることが推測された。我々はまた、hydrogenase の機能発現機構について検討を加えた。 

  一般に in vivo における hydrogenase の活性化には、翻訳終了後に複数の補助タンパクによ

る成熟化過程が必要である。そこで KOD1 由来 hydrogenase 遺伝子および hydrogenase 成熟化

遺伝子を大腸菌内で発現させ、in vitro においてその成熟化過程を再現させることを試みた。

KOD1 ゲノム DNA ライブラリーより、既知の hydrogenase 成熟化遺伝子（hyp 遺伝子群）と相同

性のある ORF を含むファージクローン（HypC3-1）を単離した。HypC3-1 中には、hyp 遺伝子群

と相同性のある ORF が 4 つ（hypA, C, D, F ）確認された。この中で、成熟化の初期段階に活性

中心を持つ large subunit 前駆体と会合することが知られている hypC ホモログ(Tk-hypC, 228bp)

に着目し、その大腸菌内での発現・精製を行った。このTk-HypCを、成熟化を受けると予測され

るヒドロゲナーゼ large subunit 前駆体（Tk-HydA）と混合し、非変性-PAGE に供したところ、両者

の会合を示唆する結果を得た。部位特異的置換により本会合は双方のタンパク質に存在する



cysteine 残基を介して行われていることが明らかとなった。現在は Tk-HypD と Tk-HydA の間の

相互作用を検討している。 

⑤  始原菌の解糖系酵素 fructose 1,6-bisphosphate aldolase・pyruvate kinase：我々は超好熱始

原 菌 T. kodakaraensis KOD1 の 中 央 代 謝 系 に お い て 重 要 な 酵 素 で あ る fructose 

1,6-bisphosphate aldolase（FBP aldolase）、pyruvate kinase に注目し，各遺伝子のクローニング，

大腸菌内における組換えタンパクの発現、精製および生化学的特性の解析を行った。大腸菌

の Class I aldolase 遺伝子 dhnA と相同性の高い KOD1 株の FBP aldolase 遺伝子を発現用ベ

クターにクローニングし、大腸菌を宿主として発現、精製を行った。その結果、組換え型タンパク

質は顕著な FBP aldolase 活性を有することが判明した。Subunit 分子量は 31.2kDa であり，ゲ

ル濾過クロマトグラフィーにより十量体構造を有することが示唆された。酵素の生化学的特性の

解析を行ったところ、EDTA により反応が阻害されないことから金属イオン非依存的な Class I タ

イプであると考えられた。一方、100℃における相対活性の半減期は 66min と高い耐熱性を有し

ていた。反応至適 pH はクエン酸存在下で pH 6.5、非存在下で pH 5.0 であった。Effector につ

いて検討を行ったところ、FBP 開裂反応の促進剤として phosphoenolpyruvate，citrate，

pyrophosphate、阻害剤として erythrose 4-phosphate が見出されたが，縮合反応に対してはこ

れらの化合物による顕著な効果は見られなかった。また、我々は T. kodakaraensis KOD1 のゲノム

解析によりpyruvate kinase に相同なタンパクをコードする遺伝子を見出した。アミノ酸配列の相同性解析

から本酵素は細胞内エネルギーチャージによって調節をうける type II に属すると推定された。 

  本遺伝子を発現用ベクターにクローニングし、大腸菌を宿主として発現および精製を行い、

ADP 依存的な pyruvate kinase 活性を確認した。サブユニット分子量は 52.7kDa(479 aa)であり，

ゲル濾過クロマトグラフィーにより五～六量体構造を有することが示唆された。 

⑥  DNA ligase の生化学的解析：DNA ligase は 2 つの DNA 断片の末端を結合させるという遺伝子

組換え技術の中で不可欠な酵素でありながら、従来から使用されている細菌やファージ由来酵

素のほとんどが熱に弱く、不安定なものである。また、真核生物（ATP 依存型）、細菌（NAD 依存

型）、ウィルス（ATP 依存型）などから多数の DNA ligase が今までに同定・解析されてきたが、始

原菌の DNA ligase については全く報告例がなかった。我々はこれまでに、KOD1 株の DNA 

ligase 遺伝子一次構造を解析し、組換え型酵素（Tk-Lig）の生化学的性質を明らかにしてきた。

興味深い特性として、基質 DNA の Tm 値以上の高温下においても活性が見られたこと、本酵素

が ATP 依存型の酵素であるにもかかわらず、弱いながらも NAD 依存型の DNA ligase 活性も有

したこと、などが挙げられた。平成 13 年度では高温環境での本酵素のさらなる反応解析を行っ

た。Tk-Lig の nick 部位における基質（base-pairing）特異性は興味深く、3'末端に対しては厳密

な塩基対形成が必要であったが、5'末端に対しては基質特異性が甘いことが判明した。また、

補因子についても dATP、ddATP などでも活性が確認され、本酵素は多様な補因子要求性を有

するDNA ligaseであることが示された。一方でDNA基質の詳細な検討から、本酵素は連結部位

において「ミスマッチしている DNA」も「オーバーラップしている DNA」も連結できることが確認さ

れた。 



(2) 新規好気性超好熱始原菌 Pyrobaculum calidifontis VA1 株の解析と有用酵素の同定 

我々は今までに好気条件下で生育する超好熱菌 Pyrobaculum calidifontis VA1 株の単離と同

定を行ってきた。VA1 株の最適生育条件は、大気条件下で温度 90～95℃、pH7.0、NaCl 濃度 0%

であった。また嫌気条件下では、超好熱菌には珍しく硫黄化合物ではなく硝酸イオンを最終電子

受容体として生育することが分かった（表 1）。平成 13 年度には VA1 株より工学的に有用な 2 つの

酵素 catalase および esterase に注目して研究を進めた。中でも活性酸素除去酵素の一つである

catalase については、好気条件下で生育した VA1 細胞に顕著な catalase 活性が認められた。嫌気

条件下では活性が検出できなかったことから、本酵素は好気条件下で誘導されることが示唆され

た。VA1 株より catalase を精製したところ、①吸光スペクトル、②阻害剤の影響、③含有金属、から

非 heme 型 catalase（Mn catalase）であることが判明した。 

 

 

 

本酵素の遺伝子を単離し、その一次構造を決定した。アミノ酸配列をもとに相同性検索を行った

が、現在までに明らかになっている始原菌(11 株)のゲノム中に本酵素の orthologue は存在しなか

った。したがって、本酵素は始原菌には珍しい非 heme 型 catalase であることが判明した。Esterase 

に関しては、P.calidifontis VA1 株の粗酵素液中に esterase 活性を検出した。 

そこで、耐熱性 esterase 活性を指標にしたショットガン法により、Pc-est 遺伝子を取得した。 

その塩基配列を解析したところ、Pc-EST は 313 アミノ酸残基からなる分子量 34kDa のタンパク

質と予想され、ヒト由来の hormone 感受性 lipase と 29%の相同性を示すことが判明した。 

本遺伝子を発現ベクターに挿入し、大腸菌を宿主とした遺伝子の発現、及び発現産物 Pc-EST

の精製を行った。本酵素の生化学的特性解析を行った結果、最適温度は 90℃、最適 pH は 7.0 で

あった。また、本酵素を 100℃で 2 時間熱保持しても活性の減少はほとんど見られず、本酵素は非

常に高い耐熱性を有することが判明した。このことから、Pc-EST の様々なバイオプロセスへの応用



が期待できる。 

３．研究実施体制 

(1) 新規微生物スクリーニンググループ 

① 代表者名： 

今中忠行（京都大学大学院工学研究科合成・生物化学専攻 教授） 

② 研究項目 

深度地下極限環境（無酸素、熱水、油田、岩盤）から新規な微生物を分離するとともに、地

下微生物が有するであろう特殊酵素、代謝系や環境適応戦略を解析していく。これにより地

下微生物生態系の解明、生命進化過程の理解、遺伝子資源の確保、工業的利用や環境改

善を目指す。 

(2) 超好熱菌グループ 

① 代表者名 

高木昌宏（北陸先端科学技術大学院大学材料科学研究科 教授） 

② 研究項目 

KOD1 株の酵素は全て優れた耐熱性を有し、その安定性から工業プロセスなどへの利用が

期待される。本研究機関では超好熱菌の有用酵素に焦点を当て、それらの応用を検討すると

ともに、それらの優れた特性の分子メカニズムを明らかにすることを目的とする。具体的な酵素

としては KOD1 株由来の DNA polymerase などを中心に研究を進める。 

 (3) 耐熱性タンパク質グループ 

① 代表者名 

藤原伸介（大阪大学大学院工学研究科応用生物工学専攻 助教授） 

② 研究項目 

KOD1 株の酵素がもつ超耐熱性のメカニズムを明らかにするために、KOD1 株由来の酵素

や他の生体分子の精製・結晶化を行っていく。また、KOD1 は生命進化の源流に位置する始

原菌でもあり、生命の進化、タンパク質の分子進化に関する知見を得るために、タンパク質の

構造と機能の関係を真核細胞、原核細胞由来の酵素と比較していく。 
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