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１．研究実施の概要 
研究目的 

本研究では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に加えて、遺伝子資源の確保、工業的

利用や環境改善へ貢献できることを期待している。 

 

研究成果概要 

1）新規極限環境微生物の分離と同定（京都大学大学院工学研究科合成・生物化学専攻） 

・極低温でも生育する SN16A 株、KB700A 株  

我々は国内の地下土壌サンプルから低温でも生育できる新規微生物を複数分離した。比

較的浅い地下環境から分離した SN16A 株は-５℃から 37℃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 株は地下 700m 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。KB700A

株からはさらに低温領域で高活性を示す lipase が同定・解析された。 

・海底油田より分離した M4 株、MAL1 株 

マレーシア沖海底油田（海抜-5000m）より地下微生物 M4 株、MAL1 株を分離した。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。 

・石油分解合成菌 Oleomonas sagaranensis HD-1 株 

我々は静岡県相良油田より様々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。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。このような特性を有する微生物はい
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ままでに報告例はなく、HD-1 株内に様々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-Proteobacteria に属する親族新種の微生物であることが判明し、

Oleomonas sagaranensis HD-1 株と命名された。 

・超好熱始原菌 Thermococcus kodakaraensis KOD1 株 

我々は鹿児島県小宝島の硫気孔より超好熱始原菌 Thermococcus kodakaraensis KOD1 株

を分離した。本菌は 65℃～100℃という高温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、KOD1

株は進化系統樹の根の近いところに位置する極めて単純な生命体であることが示唆された。 

・好気性超好熱始原菌 Pyrobaculum calidifontis VA1 株 

KOD1 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熱菌VA1株を分離した。VA1株は約１µmの桿菌であり、

大気条件下で温度 90～95℃、pH7.0 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、

VA1 株は Pyrobaculum 属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、本菌

を Pyrobaculum calidifontis VA1 株と命名した。VA1 株より、超耐熱性を示す catalase および

carboxylesterase などの有用酵素が同定・解析された。 

 

2）耐熱性酵素の成熟化には高温環境が必要 

我々は KOD1 株の glutamate dehydrogenase（GDH）の研究を通じて、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℃、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

た挙動を示した。このような特徴は GDH のみならず、我々が解析した超好熱菌由来酵素

の全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。 

 

3）新しい構造や機能特性を有する酵素の発見 

Rubisco は全ての植物・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。 Tk-Rubisco の立体構造 



－379－ 

いま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 KOD1

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。本酵素（Tk-Rubisco）

は従来の Rubisco と比較して 35 倍も高い活性を有し、二酸化炭素に対する特異性も極めて

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（右図）。また、詳細な生化学的解析の結果、本五角形構造は Tk-Rubisco

の高い耐熱性に必須であることも判明した。 

 

4）新しい chitin 代謝系の発見 

Cellulose や chitin の生分解については主に細菌やカビで研究されてきたが、これらのβ-

多糖は一般にその結晶性構造のために可溶性や非結晶性の基質に比べ分解されにくい。

我々は KOD1 株より、 chitin 分解に関与する chitinase （ Tk-ChiA ）、 deactylase 、

exo-β-D-glucosaminidase（Tk-Glm）、glucosamine-6-phosphate deaminase（Tk-Gpd）をそれぞ

れ同定・解析した。各酵素の基質特異性などを検討した結果、KOD1 株においては Tk-ChiA

が chitin を GlcNAc2 にまで分解した後、deactylase の反応により生じる GlcN2を Tk-Glm が

単糖に分解し、さらに Tk-Gpd の作用により fructose 6-phosphate にまで変換されるという経

路が示唆された。これまでにこのような chitin 分解経路は知られておらず、超好熱始原菌

に特有の新規な代謝経路と考えられる。 

 

5）構造解析に基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、タンパ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 KOD1 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 O6-methylguanine-DNA methyltransferase（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-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。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 AdaC 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判った。これは上述の 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。 

 

6）有用酵素の利用 

我々は KOD1 株の DNA polymerase（KOD DNA polymerase）の機能解析を行った結果、

本酵素は従来の PCR 酵素と比較して DNA の合成速度が速く、長い DNA を合成する能力

も高いことを見いだした。実際、KOD DNA polymerase を用いると、従来の Taq 酵素で２
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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 polymerase の 3'→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、より優れた反応効率・伸長性を

得ることができた。我々はさらに 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、極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。本システムは東洋紡績社から

「KOD-Plus-」システムとして上梓中であり、また Life 

Technologies 社より「PlatinumTM Pfx DNA polymerase」、

Novagen 社より Hifi KOD 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（右

図）。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。 

我々は DNA polymerase 以外にも多数の有用耐熱性酵素を同定解析している。遺伝子組換

え技術の中で不可欠な酵素である DNA ligase をはじめとし、糖質関連酵素としては、デン

プンなどに見られるα1-4）結合を切断するα-amylase や環化反応を触媒して cyclodextrin を

合成する cyclodextrin glucanotransferase、転移反応を触媒する 4- α-glucanotransferase につい

て生化学的諸性質を明らかにしている。 

 

7）Thermococcus kodakaraensis 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 KOD1 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極めて

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、KOD1 株は上述のように新しい特徴を有する酵

素や応用可能な耐熱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 KOD1 株の全ゲノム解析を

進めることにした。KOD1 株のゲノムは 2,089,377 塩

基対からなり、予想通り極めて短いものであった（大

腸菌の 40％以下）。また、遺伝子の数も少なく 2000 個

程度であった（右図）。KOD1 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

 

KOD DNA polymerase の立体構造 

 
KOD1 株のゲノム 

 
KOD1 株の trpE 遺伝子の 

特異的破壊実験 
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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、proteome 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 KOD1 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（右図）。 

KOD1 株が極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・遺伝子破壊技術が全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。 

 

２．研究構想と経過の概要 
深部地下極限環境（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

れていた。しかし、我々は超好熱菌や石

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

いたことから、深部地下には多種多様な

未知微生物が存在している可能性が示唆

されていた。そこで我々はこの未開拓の

深部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

とを研究目標に設定し、本プロジェクトを開始した（図１）。 

研究を効率的に進めるため、我々は並行して２つのアプローチをとった。１つは様々な

地下環境より土壌、水、油などのサンプルを採取し、それらから新規微生物の分離を試み

た。これは主に京都大学大学院工学研究科（代表：今中忠行）で進めた。もう１つのアプ

ローチでは我々が既に分離していた超好熱始原菌 Thermococcus kodakaraensis KOD1 の遺

伝子やタンパク質を中心に生化学的解析を進めた。これは主に大阪大学大学院工学研究科

（代表：高木昌宏）で研究を行った。 

新規微生物の分離に関しては平成 12 年度までに興味深い特性を有する新規微生物を多

数単離同定することができた。詳細は後述するが、超低温環境で生育できる微生物や超好

熱菌では極めて珍しい好気性超好熱菌などを分離することができた。またこれらの新規微

生物に関しては、有用酵素のスクリーニングも行った。低温菌からは低温でも高い活性を

 

図１ 本研究の概念図 
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示す脂質分解酵素 lipase を単離し、その酵素学的特性を明らかにした。好気性超好熱菌は

好気性微生物に特有の manganese catalase を多量に生産しており、本酵素の生化学的解析を

進めた。本菌からはさらに超耐熱性を示し、優れた基質特異性を有する esterase も単離で

きた。いずれの酵素も既存の微生物由来酵素と異なった特性を有していることから、産業

への利用が期待されている。 

T. kodakaraensis KOD1 由来タンパク質の解析については、まずタンパク質の耐熱化機構

の解明を目指して研究を進めた。数種のタンパク質の立体構造を明らかにし、常温菌由来

酵素の構造と比較することにより、タンパク質の耐熱化に必要な構造的特徴を明らかにす

ることができた。主な特徴としてタンパク質内部の疎水性相互作用および分子表面のイオ

ン結合性相互作用の増強が挙げられる。また、一般的なタンパク質が熱変性するのに対し

て、超好熱菌由来酵素は正しい立体構造をとるためには高温環境が必要であることも見出

した。この現象を我々は「heat maturation＝熱成熟」と名付け、これは超好熱菌由来耐熱性

タンパク質の新しい概念として定着している。 

平成 12 年度から、T. kodakaraensis KOD1 株のゲノ

ムが極めて小さいものであることに着目して、遺伝

子レベル・タンパク質レベルで網羅的な解析を開始

した。遺伝子レベルではまず KOD1 株のゲノム解析

を進めることにした。ゲノムが小さいことは遺伝子

の数も少ないことを意味するので、KOD1 株におい

ては生命を維持するための様々なメカニズムが極め

て単純化されていることが予想された。ゲノム解析

の結果、KOD1 株のゲノムは 2,089,377 bp であり、

約 2300 の open reading frame を有した（図２）。KOD1

株は大腸菌などの細菌と比較して約半分の遺伝情報で生命を維持していることが判明した。

次の目標としてはこれらの遺伝子の機能解析を目指したが、既存の方法では機能未知遺伝

子の機能を同定するための有効な解析手段が存在しなかった。そこで我々は、それまでに

超好熱菌において開発されていなかった遺伝子破壊系の構築を試みた。平成 13 年度の半ば

に原核生物ではあまり起こらないとされていたdouble crossover法によりKOD1株の遺伝子

破壊系の構築に成功した。これは超好熱菌研究においては milestone（＝革命的な成果）と

して国際的に高く評価されている。現在多数の超好熱菌ゲノムが解読されているが、遺伝

学的手法を用いて未知遺伝子の機能を解析できるのは現在のところ KOD1 株のみである。 

現在は遺伝子破壊系を利用した未知遺伝子の機能解析を進めており、これと並行して

DNA chip を用いた各遺伝子の発現様式も検討している。さらに KOD1 株内に存在する全

タンパク質の２次元電気泳動による proteome 解析も行っている。これらの解析を通じて、

多数の新規遺伝子の機能が明らかにできると期待している。これにより、単純な生命形態

の１つである T. kodakaraensis KOD1 株が如何なるメカニズム（生命の基本原理）により生

 
図２ T. kodakaraensis KOD1 株のゲノム 
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命を維持しているかを解明できると考えている。また新規機能を有する酵素や代謝系の同

定も期待されるので、これらを利用した新しい技術の開発を行っていく予定である。 

 

３．研究実施体制 
(1) 体制 
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               新規超深度地下微生物のスクリーニング 

               KB700A 株由来酵素の解析 

               MAL1 株、KB700A 株、N1 株の解析を担当 

耐熱性タンパク質グループ

関西学院大学文理学部 

生命工学科 

耐熱性タンパク質グループ

大阪大学大学院工学研究科 

応用生物工学専攻 

超好熱菌グループ 

北陸先端科学技術大学院大学 

材料科学研究科 

超好熱菌グループ 

大阪大学大学院工学研究科

応用生物工学専攻 

新規微生物スクリーニンググループ

京都大学大学院工学研究科 

合成・生物化学専攻 

今中忠行 
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４．研究中の主な活動 
(1) ワークショップ・シンポジウム等 

該当なし 
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(2) 特許出願 

１．発明名称：「遺伝子のターゲティング破壊法」 

事業団整理番号：A062P96 

出願日 ：平成 14 年８月 30 日 

（超好熱始原菌 Thermococcus kodakaraensis KOD1 株のゲノム上の全ての遺伝子を網

羅する特許） 

 

(3) 新聞報道等 

①新聞報道 

新聞社名 タイトル 年月日 
NTS ニュース 生命の基本原理解明、人工細胞完成も射程距離に入って

います。微生物利用はまさに大展開。 
Jul.  2002 

産経新聞 石油生成する微生物解明へ Apr.22, 2002 
朝日新聞 人工石油へ道 合成菌解析 遺伝子、2194 まで探索 Mar.7, 2002 
静岡新聞 調査進む相良油田 Feb.4, 2002 
産経新聞 石油合成能力に期待 

超高熱始原菌「KID 1」試薬の高性能化に威力 
Jan. 1, 2002 

中日新聞 相良油田を２月から掘削 Dec.20, 2001 
静岡新聞 相良油田 微生物関与実証へ Dec.20, 2001 
中日新聞 「微生物が石油生成」検証 Dec.20, 2001 
京都新聞 石油の出来方、定説覆す？ Dec.18, 2001 
北海道新聞 油田形成に細菌関与？ Jul.24, 2001 
岩手日報 油田つくったのは細菌？ 意外な仮説発掘調査へ Jul.24, 2001 
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新聞社名 タイトル 年月日 

秋田魁新報 細菌が油田をつくる？ 石油の成因論に新説 Jul.24, 2001 
山形新聞 石油つくったのは細菌 Jul.24, 2001 
ﾃﾞｰﾘｰ東北 細菌が油田をつくった？来年２月にも掘削調査 Jul.24, 2001 
北日本新聞 静岡県で発見の石油生成細菌 油田形成に関与か Jul.24, 2001 
信濃毎日新聞 「化石燃料の石油」に意外な成因説 

細菌が働き油田作る？ 
Jul.24, 2001 

中日新聞 細菌が油田をつくる？石油成分を蓄積仮説検証へ Jul.24, 2001 
岐阜新聞 「油田」つくったのは細菌？仮説検証へ掘削調査 Jul.24, 2001 
京都新聞 油田作ったのは細菌の働き？発掘調査で検証へ 

なぞに迫る試み 人工油田の夢も 
Jul.24, 2001 

神戸新聞 石油生成菌のナゾ解明 Jul.24, 2001 
大分合同新聞 細菌が石油作った？静岡で掘削調査へ 

起源のなぞに迫る試み 
Jul.24, 2001 

宮崎日日新聞 細菌が油田をつくる？ 相良油田を掘削調査へ Jul.24, 2001 
琉球新報 石油つくったのは細菌？ 

起源のなぞに迫る 細菌使う人工油田の夢も 
Jul.24, 2001 

日本海新聞 油田つくったのは細菌？ 意外な仮説が浮上 Jul.25, 2001 
高知新聞 油田作ったのは細菌？ 京大教授らが仮説 Jul.25, 2001 
日刊工業新聞 21 世紀の科学技術 －京大工学研究科の挑戦－ 

今中教授 超好熱細菌を応用 
Jul.17, 2001 

読売新聞 CO2 から石油を作る細菌 温暖化資源枯渇一挙に解決!? 
課題は合成効率と水素 

Jul. 4,2001 

信濃毎日新聞 極限環境微生物 日光や酸素なしで生きる 
生命の歴史探る糸口に 

Jul. 4,2001 

静岡新聞 別の条件下で石油生成 相良油田の「石油分解菌」人工

的生産の可能性 京大今中教授ら証明 
Jan.16,2001 

日本経済新聞 自然界に隠された遺伝子情報が石油にとって代わる 
新資源争奪戦が始まった 微生物が富を生む 

Jan. 3,2001 

読売新聞 微生物を生活に応用 地下に眠る未知の可能性 
エネルギー源、環境汚染防止 研究開発急ピッチ 

Jan.20,2000 

日本経済新聞 「地球への処方せん」 環境などに挑む May 30,2000 
日本経済新聞 微生物活用で研究 環境浄化ビジネス 

京都府ｸﾞﾘｰﾝﾍﾞﾝﾁｬｰ研 京大などと検討 
Sep.15 1999 

日刊工業新聞 がぜん脚光浴びる始原菌 農業廃棄物の処理 
植物改良に役立つ 

Apr.6,1999 

日刊工業新聞 光合成鍵酵素を持つ超好熱始原菌 CO2 の削減に貢献 Apr.6,1999 

②受賞 

平成 10 年度日本生物工学会論文賞受賞 

平成 11 年度日本生物工学会論文賞受賞 

平成 13 年度日本生物工学会生物工学賞受賞 

平成 13 年度有馬啓記念バイオインダストリー協会賞受賞 
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(4) その他 

我々が開発した耐熱性 DNA polymerase（KOD DNA polymerase）が国内では東洋紡績社、

海外では Invitrogen 社や Novagen 社により販売開始となった。また、当研究室が開発した

糖質関連酵素が江崎グリコの糖質加工プロセスに実用化された。 

 




