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　There　are 　a　huge　number 　of 　microorganisms 　in しhe　cxtreme 　environment ．　 For　example ，　we 　can 　iso−

late　many 　extrenlophiles 　such 　as　hyperthek・mophiles ，　psychrophilcs，　and 　so 　on ，　 The 　phylogcnetic　tree

based　on 　l6S　rRNA 　or 　pmtein　sequences 　shows 　that　al｝　organisms 　have　a　common 　ancestoL 　AII〔冫rgal1 −

isms　are 　divided　into　threc 　groups，　eucarya ，　bac［eria
，　and 　archaea ．7

’
heewzocoi・‘us 　kodakarae・nsis　KODIis 　a

newly 　isolated　llyperthermopllili⊂ archaeo 聰1　fK｝rr1　11　h  t　spring 　at　a　wharfof 　Kodakara 　lsland，　Kagoshima ，

Japan，　The 　optitnum 　temperature 　for　KOD1 　ccll　growth　is　95°C．　 Thc 　KODls ［rain 　p‘，ssesses　a　circular

gellome，　whose 　sequence 　has　been　determined（approximately 　2076　kb），　 Most　enzymes 　from　KODI 　are

extremely 　thermostable 　and 　the　reason 　f｛）r ［hermostability　was 　analyzed 　by　determining　the　tertiary　struc ．

ture 〔｝f　those 　enzylllcs ．　 A　rapid 　and 　eHicient 　method 　of 　amplifying 　speci 五c　DNA 　sequences 　by　KODl
DNA 　polymerase　and 　characteristics   f　glutamate　dehydrogenase，　DNA 　iigase，　and 　Rubisco　are 　intro−

duccd 　here．
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DNA 　ligase，　glutamatc　dehydrogenase，　Rubisc （，ユ

は 　 じ　 め 　 に

　今回，口本生物τ学会か ら平成 13年度 「生物⊥学賞」

を 頂 き ま した ．非常 に 光栄な こ とで あ り，関係 の 方 々 に

御礼申 し上げます．ほぼ同時期にバ イオ イ ン ダス トリ
ー

協会賞も受賞したた め，そちらにもすで に受賞論文を提

出 して い ます，どうして も内容的に重複す る部分もある

の で ご r解頂く よ うお 願 い 致 し ます．生物 工 学会 で は よ

り多くの 誌面を 1頁戴 しま したの で ， より幅広 く， よ り詳

し く記述して み たい と思い ます．

1．水の 惑星

　地球が太陽系 の 1つ の 惑星 として 誕生 した の は約 45億

年前で あ る とい わ れて い る．高温 （約6000 °G ）の 太陽か

ら順 に水星 （−180〜500°C），金星 （100〜500°C），地球

（−50〜50°C ），火星（−133〜27°C ）と離れ て い くが，金星

よりも太陽か ら遠く，火星よ りも太陽に 近 い 条件が幸い

して 「水 の 惑星 」 で ある 地球が誕生 した．こ こ は 水 が 液

体 と して 存在す るの に最 も適 した 環境 で あるとい え る．

地球表面 の 海水は潮の 干満を示すが，地下水も毎日数 レ

セ ン チ メートル の 単位で重力 ・引力の影響を受け変動し

て い る こ とが最近明らか に され て い る （図 1）．また細胞

の 70％以上を占め るの は水 で あ り， それゆえ こ の 地球

（水の 惑星）上 に 原始生命体が 出現するこ と が で きた の で

あろ う．水と と もに誕生 した 生物は，水とともに進化 し

て きた と い えよ う，
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表 1．微生物 の 生育環境条件

温 度

圧 力

pH
浸透圧

光，放射線

食べ 物

酸素

一10ec〜ll3°G
〜1000 気 圧

1〜11
〜25％ 食塩以上

大腸菌の 弖00 倍以 上 の 耐性

石 油，ベ ン ゼ ン ，トル エ ン ，炭酸ガス 等で も利用

なくて も増殖する場合もある

図 1 ．地下水位の変動

2．極限環境微生物

　原始生命体が 誕生 し た の は約 35 億年前で あるとい わ

れて い る．今 ， 地球の歴史を 1年の カ レ ンダー
で表すと

すれば，ち ょ うど 3月 に 相 当す る．5 月に原始藻類 が，9

月 に真核生物が 出現 した し，11月，12月 に多くの動植物

が進化に よ り出現 した こ とを考 える と，地球歴史上 の 大

半 が微生物により占め られ て お り，ま さに 「地球 の 先住

民は微生物で ある」 とい える．

　 さて 今ま で 生活にな じみの ある微生物 ，あるい は各分

野 の 研 究対象 と な っ て き た 微 生 物 の ほ と ん ど は 20 〜

40℃ ， 中性付近 ， 豊富な栄養条件の 下 で活発に増殖する

もの で あっ た，しか し最近になっ て ，こ れ らは地球上 に

存在する微生物 の ごく
一

部 に過 ぎない こ とが分か っ て き

た ．蛍光顕微鏡観察や PGR （polymcrasc　chain 　reaction ＞

法を利用する こ とに よ り，研究室 で培養可能な微生物は

土壌 中の 全微生物 の 1−10％程度 で ある こ とが判明 した，

また ， 火 山付近などの 高温土壌 ・熱水環境 ， 深海などの

高圧環境，北極や南極域などの 低温環境にもその 環境に

見事に適応 し た極限環境微生物 （extrcmophile ）が多数

生 息 し て い る こ と も 近 年 明 ら か に な っ た ．現 在

extremophile として はthermophiie （高温），psychrophile

（低温），
acidophile （酸性），

　 alkalophile （ア ル カ リ性），

halophilc（高塩濃度），　 barophile（高圧） の 6 種類が知

られ て い る．こ れ らの 極限環境微 生 物 は 従来 の 微 生 物 に

見られない特性を有し，基礎 ・応用両面 で興味深い研究

対象 で あ る．こ の よ うな extremophilc を含め る と現在知

られて い る微生物の生育環境条件の 範囲は表 1の よ うに

な り， 地球 上 の 微 生物 が い か に多種 多様 で ある か を物

語 っ て い る．

3．．地卞は極限環境微生物 の 宝庫

　今まで地球上の 全生物は太陽エ ネル ギー
に依存 して い

るとい われ て い た．光独 立栄養生物が光合成を行 うこ と

に よ り無機物 （GO2 ）を固定して 有機物を合成 し，そ れを

従属栄養生物が利用 して化学エ ネル ギーを獲得して い る

か らで あっ た ．現在の 地球に は光エ ネル ギーが溢れ，酸

素が存在する好気的環境である．こ れに対 し， 地下に光

は なく，酸素の ない 嫌気的状態で ある こ と か ら，こ こ は

生物の い な い無機的な世界で あ る と長い 間考えられ て き

た．しか し近年に な っ て，地下 の 還 元 力 をエ ネル ギ
ー

源

として 生育する地下生態系 の 存在が 明 らか にされ っ っ あ

る （図 2）．そ こ で われわれは深部地下極限環境にも元気

に生愚す る微 生物が存在す るであろ うとの 仮説 に基 づ

き，微生物の探索を試み る こ と に した （図 3），すなわ ち

温泉 の 元 で あ る熱水か らは超好熱菌が ， 油田か らは疎水

環境に耐性が ある石油菌が，また嫌気的雰囲気の 土 中か

らは CO2 固定菌が分離で きるであろ うと考えた，

　地下 を奥深 く掘 り進 ん で い くと，1km あた り25〜30℃

の割合で 温度が上昇 して い く，現在，純粋分離された微

生物 の 生育最高温度 は ll3°G で あ る が ， 高圧条件 下 で は

耐熱酵素の 安定性が増す こ とや ， 微生物 の 化学組成か ら

考えて ，130°G 程度で 生育する微生物がい て も不思議で

地下生物圏の酸化様式

1鰍 物 ・ 02
1

→ CD2 ＋ H20 H2 十 CO2 一レ 有機物

浄 齣 … 3
→ co2 州 2 〔NH4＞ NH4 十CO2 → NO3 ＋ 有機物

陣 機物 ・ 同・ 
→ co2 州 ［（の Mnω ＋co2 …ゆ Mn（1＞＞＋有機物

i 有欟 ・ Fe 
→ CO2 ＋ Fe（II） Fe 〔II）十CO2

→ Fe （III）＋有磯物

有機物 ＋SO2 → CO2 ＋H2S H2S 十 CO2 一ウ SO2 ＋有機物

1 従属栄養微生物 化学独立栄養微生物

… （還元無機物を利用 したCO2固定）

図 2，地 下生物圏の 酸化様式
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　　　　　図 3 ．研究 の 概念図

は ない ．そ うすれ ば，地下数 km は生物圏 とい うこ とに

な る．地球の 半径が 6400km で あり，生物圏が 6km で

あるとすれば，海洋部を除い て そ の 全容積は約 10億 kmS

に な る，そ こ に 生 存す る生 物量 は 地 表 の それ と比 較して

も ， 決 して無視できない 量である こ とは間違い ない ，

4，新規極限環境微生物の 分離 と 同定

　極低温 で も生育する SN16A 株 KB7eOA 株　 我々 は

国内の 地下土壌サ ン プル から 0°C 以下 の 低温でも生育で

きる新規微生物 の分離を試みた．比較的浅い 地下環境か

ら分離 した SN16A 株は，−5°C か ら 37 °G の 温度範囲 で 生

育 し，新属新種 の 微生物で ある可能性が 示唆された．ま

た ， KB700A 株 （図 4A）は 地下 700　m の 水サ ン プ ル か ら

分離され ，

− 10℃ とい う生物 にとっ て 極限的な低温 で も

増殖す る こ とを見 い だ した，［〉

　海底油田よ り分離した嫌気的に長鎖 ア ル コ
ー

ル を資化

するM4 株　 マ レ
ー

シ ア 沖海底油田 （海抜 一5000m ）

よ り嫌気条件下 で長鎖ア ル コ
ー

ル ・ア ル デ ヒ ド類を高効

率で分解
・資化す る M4 株 の 分離に成功 した．嫌気条件

下 で は M4 株は硝酸イオ ン を最終電 子受容体と し，窒素

を 発生する脱窒菌で ある こ と が 判 っ た．M4 株には多数

の ア ル コ ール 分解系酵素が存在する こ とが判明 し，現在

本菌 の 嫌気的長鎖 ア ル コ
ー

ル 分解系 の 解明を 目指 して い

る．

　海底油 田 よ り分離 した CO2 固定菌　　同 じ く マ レ ー

シ ア沖海底油田 よ り，高速度で CO2 を固定し，生分解性

プ ラ ス チ ッ ク の原料で あ る ポ リ ヒ ドロ キ シ ア ル カ ン酸を

合成す る細菌 MALI 株 （図 4B ）を分離 した，

　石油分解合成菌HD −1株　　我 々 は静岡県相良油田よ

りさまざまな直鎖状炭化水素や芳香族化合物を効率よく

分解する細菌 HD −1株 を分離した （図 4C ）．2）また，水素

をエ ネル ギー
源 ，

二 酸化炭素を炭素源 として培養 した場

合に HD −1株の菌体内 に炭化水素の 蓄積を認 め た．3＞こ の

よ うな特性を有する微生物はい ままで に報告例はなく，

HD4 株内に さま ざ象な新規代謝系が存在すると考えら

れる．遺伝子解析 によ りHD −1株 は α 一proteobacteriaに

属する新属新種の 微．生物で ある こ とが 判明 した．

　超好熱始原菌 Theimococcus　kedakaraensis　KOD1 株

我 々 は鹿児 島県小宝 島の 硫気孔 よ り超好熱始原菌

丁　kodakα raensis 　KODI 　Skを分離した （図 4D ）．本菌は 65DC
〜100 °G とい う高漏．で 生育す る絶対嫌気性菌 で あ り，硫

黄呼吸や発酵 を行 っ て，ア ミノ酸や多糖類 を分解 ・資化

する．また，16S　rRNA の 比較に より，　 KODI 株 は進化

系統樹 の 根の 近い とこ ろに位置するきわめて単純な生命

体 で ある こ とが示唆された，4）

　好気性超好熱始原菌 Pyrobαcul ”m 　calidifontis　VAI 株

KODI 株を含め，超好熱菌の ほ とん ど は絶対嫌気性菌で

あ る が
， 我 々 は フ ィ リピ ン の 温泉よ り好気条件下 で 生育

する超好熟菌VAI 株を分離した （図4E）．VAI 株は約 1μm

の桿菌で あ り， 大気条件下 で 温度 90〜95°G，pH 　7．0で

最も良好な生育を示 した，また嫌気条件 下で は ， 超好熱

菌に は珍し く硫黄呼吸 で はなく硝酸呼吸を行 っ て い るこ

とが判 っ た．系統解析 の結果，VAI 株 は 1’）
’r’obaculum 　za

に近縁で あ りなが ら，既存の菌種とは異なるこ とが判明

し，ラ テ ン 語 の 「熱 い 」＝「calidus 」お よび 「泉 」＝「fontis！

をも とに，本菌 を Pvrobacutum　calidtfontis　VAI と命名 し

た．

5，超好熱菌の定義と分類

　 こ こ で は まず超好熱菌 に 焦点を絞 っ て 説明す る こ とに

し よ う．超好熱菌 （hyperthcrmophilc ＞とは
一

般に 90 °C

以上 で も生育する微生物の総称 で あ り，1980年代前半 に

ドイ ツ の Stctterらを中心 に そ れ らの分離 ・解析が始ま っ

た．現在で は，約 10 目，30属 70種の超好熱菌が同定

され て お り，PPIrolobu∫fuWiariiの ll8 °C カミい まま で 同定 さ

れて い る生物 の 生育温度上限である，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 （図 5），実際

水素，硫化水素，硫黄 2 価鉄 イ オ ン な どをエ ネル ギー

源 と し，二 酸化炭素 を唯
一

の 炭素源 として 化学独立栄養

増殖 を示 すもの が多く，そ の 生 育条件は火 山活動 の 盛 ん

な原始地球環境 （高温 ， 嫌気的 ， 無機的） の シ ナ リオ と

一致する，
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（A ）

（B ＞

（C）

（D）

（E）

図 4A ．好冷菌KB700A 株

図 4B ，　 CO2 固定菌MAL1 株

図 4C ．石油菌HD −1株
図 4D ．超好熱始原菌KODl 株

図 4E ．好気性超好熱始原菌VA1株

　超好熱 菌の 中で は，細菌 （bacteria）に 属するもの と始

原菌 （archaea ）に属す る もの とが存在する．前者 の 中で

は，AgUtfex（95°C）が最も高 い 温度で 生育す る．後者の

始原菌と は，系統学的に真核生物 （eucarya ）， 細菌と区別

され る第三の 生物群で あ り，1977 年に Woese らによっ て

提唱 された，始原菌はす べ て 細菌 と同様に単細胞生物 で

あ り，核を持 た ない が ，遺伝子 中 に intronが存在す る な

ど， 転写翻訳系はむ しろ真核生物の もの に 近 い ．今まで

に 同定 され た 超 好熱 菌 の ほ と ん どが始原 菌に 属 し，

Pツγ・励 蜘 伽 ・dictium，　 P脚 ba‘ぬ m ，　 M 幽   ρツ川 ∫，

Pyrococcusな ど は 100°C 以 上 で 生 育 口∫能 で あ る，
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6．T・　kodaharaensis　KOD1 株

　我 々 は，前述 したよ うに鹿児島県小宝島の 硫気孔 より

超 好 熱始原菌の 1種 丁　koclakα raensi ∫　KOD1 株を分離した

（図 4D ）（PyrOCOCCZtS．を Thefwnococcusと再同定 した）．4）本

菌は 65 〜 100℃ で生育し， 現時点 で は有機物をエ ネル

ギ
ー

源お よび炭素源 と し，硫黄を電子受容体に した嫌気

的従属栄養生育の みが確認で きて い る，ま た，今まで に

80種類以＃の遺伝子を単離同定 し，そ の 大部分に関 して

はそ の発現産物の 隼化学的解析を行っ て きた （表 2），ま

た，イタ リッ ク で 示 し た タ ン パ ク質は X 線結晶構造解析

が な された もの で あ る．KODI 株由来の 有用耐熱性酵素

と して は，腕 漉 γo で の 酵素 の 熱安定化効果や in　vivo で の

タン パ ク質可溶化効果 を示すmolecular 　chaperonin ，　PCR

技術に必須の 耐熱性 DNA 　polymerascな どは 遺伝子 工 学

の 分野 で多くの 研究者に利用 され て い る，また ， 糖質関

連酵素 も amylase をは じめ と して数多く同定され，特に

β
一1

，
4 結合 を切断す る 6−glycosidaseと chitinase は今後，

cellulose や chitin などの バ イ オ マ ス の 有効利用 に 貢献す

る もの と期待 して い る，

7．超好熱菌の染色体 DNA はなぜ安定なのか ？

　DNA の 二 本鎖は水素結合 で 維持 され て い る た め，高温

環境で は
一
本鎖に解離す るの で はな い か とい う素朴な疑

問が生 じるで あろう．
’
KODI 株に は 2種 の 塩基性 ヒ ス ト

ン 様タ ン パ ク が存在し，こ れ が負に荷電
．
して い る DNA に

結合す るこ とに より，ヌ ク レ オ ソーム 様複合体を形成 し

て コ ン パ ク ト化する こ とによ り安定化して い る．さらに

ポ リア ミ ン が これに結合して安定化 を促進して い る こ と

も明 らか にできた．なお ア セ チル 化されたポ リア ミ ン（ア

セ チル ポ リア ミン ）は ヌ ク レ オ ソーム様複合体へ の 結合

能が弱 い ため，脱ア セ チル化酵素の働きによ り得られた

ポ リア ミ ン が よ り強 固 に結合 で き る よ うに な っ て い る

（図 6）．5）一般的に超好熱菌の 細胞内 K ＋
イオ ン濃度は常

温菌の 場合よ りはるかに高 い の で，二 本SH　DNA の 安定

化にも貢献し て い る ご とは 間．違いない 1 実際 DNA の 融

解曲線を調 べ る とこれ らの 特性が 明 らか に 示 され て い る

（図 7）．

8、耐熱性酵紊の成熟化には高温環境が必要

我 々 は KODI 株の glutamate　dehydrogenase（GDH ）の

… 織 ． 爭 轡
（ヌ ク レ オソ ーム 様構造）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 麟 　　　　　ブ トレスシ ン H押繭 NH．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 簿

鱒 軸 磯

　 　 　 　 　 　 　 　 緲 　聯 鍛 齢 スベ ル ミジンH・NM ．nVNH ，

　　　　　　　 ポ リア ミン ・・ル ミ・　 … 一

’
lav：wNH ，

　　　　　／，D 、A、et ，、P。ly、m 、，edeace ，ylase、．

　　　　 軸
緲

 

　　　　働 許 馨
 

　 アセ．チルポ リアミン

　　　　　 図 6 ．DNA の 安定化機構

表 2．生 化学的解析 を行 っ て い る主な組換え型酵素 （イ タ リ ッ ク で 示すタ ン パ ク質は 立 体構造 も解明され て い る）

基本代謝

工 ネル ギー代謝

糖質関連酵 素

DNA 複製修 復

翫 傭 60，Glutamate　dehydrogenase，A工dolase，　Glycerol　klnase，　Pyruvate　kinase他 6種

Ferredoxin ，　Formate 　deh｝
・drogenase他 4 種

Ghit孟nase ，β一Glycosidase，ぼ一Amylase，　Cyclodextrin　glucanotransferase，4・α
・Glucanotransferase他 2 種

1）NA 　polJmevase，　Homing　endonuclease ，　Histone，　DNA 　Iigase，　Rec 汐rotein ，
06−Methylgitαnine 　DNA 　methvltransferase

ア ミノ酸合成な ど Glutamine　synthetase ，　Glutamate　synthase ，　Anthranilate　sアnthase ，Tryptophan 　synthase ，

転写翻訳

その 他

Indole　pアruvate 　fをrredoxin 　oxidoreductase ，　Rlbose　phosphate　pyrophosphokinase他 18種
Aspart）t−tRNA 　Synthetthse，　TATA −binding　protein，　TBP −intercting　protein，　RNase 　Hll 他 6 種

Lon　prQtease，　Thio垂protease，　F里agel 正in，　Subtilisin−like　protcase，　Gc賦division　control 　protein　A 他 11種

N 工工
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図 7　DNA の 融解 曲線   DNA の み，  HpkA （35　pg），  ス ペ

　　ル ミン （10 μM ），  HpkA （35　pg ＞＋ ス ペ ル ミ ン （10 μM ＞，

　　  KGI （1，0　M ），  HpkA （35 μg）＋KCI （1．O　M ）．　 Tm 値 ：

　　  47．5。C，  63．5°G ，  65．5QG，  75、O°C，  76，5°C ，
　　  77．0°C．

研究 を通 じて ， 超好熱菌由来タ ン パ ク質に普遍的な特性

を発見 し た，すなわち，常温菌由来の タ ンパ ク質は
一
般

に熱により変性す るの に対 し，超好熱菌由来の組換えタ

ン パ ク質は熱に よ り成熟 して い くこ とを明 らかに した、

KOD1 株内の高温環境で合成された GDH は6量体構造を

有 し，高い 比活性 を示す．一
方，GDH 遺伝子を大腸菌

を宿主として発現 させた場合では，天然型の GDH と比

べ て 酵素活性 が 低 く， 構造 の 異な る単量体タ ンパ ク質が

得られ た．そ こ で 70°G ， 20min の熱処理 を施す と組換

え型 GDH は 比活性 ， 立体構造ともに天然型の GDH に近

づ く こ とが明 らか となっ た．ま た，
一
度熱処理を行うこ

とにより， 本酵素は低温域で も天然型 GDH と類似 した

挙動を した．6）こ の よ うな特徴は GDH の みな らず ， 解析

した超好熱菌由来酵素 の す べ て につ い て認 められた，以

上 の こ とか ら，耐熱性 タン パ ク質 の 成熟化 には熱が重要

で あ り， それ は 熱 に よ る酵素タ ン パ ク質の 不 可 逆な構造

変換に起因するこ とが判 明した （図8）．

9 ，構造解析に 基づ い た超好熱菌由来

　 タン パク質の耐熱性機構 の 解明

超好熱菌由来タ ンパ ク質が示 す高度な耐熱性 は ， タ ン

　 　 熱
一

　 成熟化

図 8 ，耐熱性酵素の成熟化

バ ク質科学 の 基礎分野 の みな らず ， 酵素を利用する様 々

な応用分野 から注 目を集めて い る．我々 は多数の KODl

株由来酵素 の 立体構造を明らかにして お り，それ らの 耐

熱性機構を解明す るこ とができた．代表的な例 として 06−

methylguanine 　DNA 　methylttansferase （Tk−MGMT ）が

挙げられる，Tk−MGMT とそ の 大腸菌 由来酵素 （AdaC ）

の 立体構造を比較する と，Tk−MGMT には α
一helixを安定

化する helix内イオ ン 結合が多数存在する こ とが判明 し

た ：7）ま た，タ ン パ ク質全体の 構造 を安定化する helix間

イオ ン結合も多く存在 して い た．大腸菌由来 AdaG には

こ の よ うなイオ ン 結合は少 なく，超好熱菌由来酵素は多

数 の イオ ン結合やイオ ン 結合ネ ッ トワー
クにより高度な

耐熱性 を発揮 し て い る こ とが 分か っ た．こ れは前述の

GDH にお い て も同様で あ り，生化学的に も証明する こ

と が で きた ，すな わ ち，GDH 内 に存在する イオ ン 結合

ネ ッ トワークを壊すよ うな部位特異的変異を導入 した場

合には ， 変異酵素の 熱安定性が大きく低下 した．逆にイ

オ ン 結合を増加 させた変異酵素 の 耐熱性は上 昇した．

10．新しい構造や機能特性を有する酵素 の 発見

　Rubiscoは す べ て の 植物 ・藻類 ・藍藻に存在 し，二酸

化炭素を有機物に固定する重 要な役割を担っ て い る．

Rubiscoは 地球上 で最も多量 に存在す る酵素 で あ り，本

酵素 の 改良は地球温暖化や食糧問題の解決に 大き く貢献

する と期待 され て い る．今ま で 原始生命体 に近 い 始原菌

は Rubiscoを有 しない と考えられてきた が，我 々 は KODI

株内に高い 炭酸固定能を有する Rubisco が存在する こ と

を発見 した．8）本酵素 （Tk−Rubisco）は従来の Rubiscoと比

較 して 40 倍も高い 活性を有し，二 酸化炭素 に対す る特異

性もきわめ て高い こ とが判明 した．Tk−Rubiscoは構造的

にも新規で あ り， 前例 の ない 五 角形型 10量体構造を とっ

て い た （図 9）．9・10）現在は本酵素 の 生理的役割 の 解明 と

ともに ， 植物な どの 光合成生 物 へ の 導 入 を 進 め て い る．

11，有用酵素の利用

　201ymerase（lhain　Rcaction（PCR 法）は遺伝子操作技

術に もはや不可欠 な技術の 1 っ とな っ て お り， その 応用

は医療，環境，食糧などさま ざまな分野 に 及 ん で い る．

現在 ，
PCR 法に求め られて い る改良点は増幅時間の 短

縮，誤増幅の 防止，長い DNA 断片 の 増幅である．特 に

臨床検査 ， 食品検査では速く ，
正確に DNA を合成する

DNA 　polymeraseが要求 され てい る．我々 は KODI 株の

DNA 　polymerasc（KOD 　DNA 　polymerase）の機能解析を

行 っ た結果，本酵素は従来酵素と比較して DNA の 合成

N 工工
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図 9 ．Rubisco の 立体構造 （上 top 　view ，下 side 　view ）

速度が速く ， 長い DNA を合成する能力も高い こ とを見

い だ した．ll）実際，　 KODI 株 の DNA 　polアmerase を用 い

ると，従来の Tag　Pt素で 2時間かか っ て い た PCR の 反応

時 間 を約 25 分 に短縮で きた．また，KOD 　DNA 　poly−

merase の 3i→ 5［

exonuclease 活性を欠失させた改変型酵

素 と野生型酵素とを最適な割合で混合する こ とによ り，

よ りす ぐれた反応効率 ・伸長性を得る こ とが で きた，さ

らに KOD 　DNA 　polymeraseの 抗体を用 い るこ とにより，

PCR 反応 の 初期 に見られ る誤増幅 を抑 え，きわめ て 正確

で効率の 良い DNA 増幅系を確立する こ とが で きた．12）本

シ ス テ ム は東洋紡績社 か ら 「KOD −Plus−」 シ ス テ ム とし

て 上市中で あ り，また Life　Technologtes1GIBCO　BRL 社

　よ り　「PlatinumTM　Pfx　DNA 　polymerase」 として，ま

た Novagen社 か らKOD 　HiFi　DNA 　polymeraseと して 欧

米各国で販売され て い る，最近我々 はさらに KOD 　DNA

polymeraseの 結晶化 ・X 線構造解析を行い ，そ の 立体構

造を決定し た。19・）詳細な立体構造に基 い て ， 本酵素 の 伸

長反応 の 速 さ，複製能力 の 正 確 さなどが どの よ うな構造

に起 因するか を解明する こ とが で きた（図 10）．

驪
μ

鋤
誠

厳

b・1

図IO．　 DNA 　polymeraseの 立体構造

図11，KODI 株の ゲ ノ ム 構造

嬲
1

脇
霧

　また ，
DNA 　polアmerase 以外 に も多数の 有用耐熱性酵

素を同定解析して い る．DNA 　ligaseは 2 つ の DNA 断片 の

末端を結合させ る反応を触媒し ， 本酵素も遺伝子組換え

技術 の 中で 不可欠な酵素で ある．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 が，KODI 株 の DNA 　Iigase（Tk−Lig）

は 30°G か ら 100°C に お い て 高い DNA 　Iigase活性 を示 し

た．14）さらに Tk−Lig の nick 部位 にお ける基質 （base−

pairing）特異性 は 興味深 く，3i末端 に 対 して は 厳密 な塩

N 工工
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基対形成が 必要 で あっ た が ，5t末端に 対 して は基質特異

性が 甘 い こ とが判明 した．こ の よ うな特徴をもつ DNA

ligaseは他に報告例はなく，1塩基置換 （SNPs）検出へ の

本酵素の応用が期待され る．糖質関連酵素として は 1 デ

ン プ ン な どに見 られる α 一1，4結合 を切断する α一aniylase

や環化 反応 を触 媒 して cyclodextrin を合成 す る cyclQL

dextrin　glucanotrans丘brase，転移反応 を触 媒す る 4一α 一

glucanotransfご ase にっ い て 生化学的諸性質を開らか に

して い る、セル ロ ース やキチ ン に見 られる β一L4結合を

切断するβ
一glycosidaseや chitinase につ い て も詳細な解析

を行 っ た．特に Kob1 株 の chitinase に は 同
一ポ リペ プチ

ド鎖上 に 2 っ の chitinase 活性 ドメ イ ン が存在 し ， 1つ が

endochitinase 活性，も う片方が exochitinase 活性を有 し

た．こ れ ら 2 つ の 触媒 ドメイ ン の相乗作用 に より本酵素

はきわめて 高い キチ ン 分解活性を示す ，15）

12．工 肋 4納 αrα砲 伽 KOD1 株の ゲ ノム解析 と

　　　　　遺伝子導入技術の開発

　本研究を通 じて 我 々 は 既 に KODI 株 に 関 して 100種類

以 上 の 遺伝子を解析 し，80種類以 上 の タ ン パ ク質 の 詳細

な生化学的性質を明らか に して きた．KOD1 株は 生物 の

進化系統樹の 根に近 い とこ ろに位置するきわめて 単純化

された生命体で あり，生命の 基本メ カ ニ ズ ム を理解する

上 で ， 本 菌 は恰好の 題材 で あ る と考 え られ る，ま た ，

KODI 株は前述の よ うに萩しい 特徴を有する酵素や応用

可能な耐熟性酵素を多数生産 して い る ；

’
こ の よ うな背景

の もと， 我 々 は KODI 株 の 全ゲ ノ ム 解析 を進め る こ とに

した、KOI）1株の ゲ ノ ム は 2，076，138ig基対からな り， 予

想通 りきわめ て 短 い もの で あ っ た （大腸菌 の 40％程度），

また，遺伝子 の 数も少 なく 1849 個であ っ た （図 11）．

KODI 株 が こ の よ うな少 ない 数の 遺伝子 で 生命を維持 し

て い る こ とか ら， 本菌の 研究を通 じて 生命の 基本原理 の

解明も実現可 能 と期待 して い る．

　 ポ ス トゲ ノ ム研 究におい て 最 も重要な研究課題は機能

未知遺伝子 の 生 理的役割 を解明す るこ とで ある．DNA

chip に よる 網羅的遺伝子 発現解析，　 protcome に よ る網

羅的タ ン パ ク質解析は こ の 目的の ために有効な解析法 で

ある，我々 も これ らの手法を用 い て研究を進 めて い るが，

最近 ， も う 1つ 重要な シ ス テ ム の 構築に成功 した．す な

わちKODI 株ゲノム 上 の 任意の 遺伝子を特異的に破壊す

る 技術 で あ る．こ れ に より機能未知遺伝 子 を破壊 し て そ

の 影響を解析する こ とによ り，そ の 生理的役割を明らか

にする こ とが可能となっ た．KOD 　1株がきわめて単純な

生命体で ある こ と，お よびゲ ノ ム 情報 ・DNA 　chip 技術 ・

proteome技術・遺伝子破壊技術が す べ て確立されて い る

こ とに よ り，数年以内に本菌の 全遺伝子 の 機能解明も期

待 で きる．
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