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要旨 

 
 超好熱性アーキアのパイロコッカス フリオサスは、100℃近い高温環境を好み生息しているにも関わらず

熱ストレス応答機構を持つことが既知である。しかし本アーキアの熱ショック時におけるタンパク質の挙動

や、細胞全体の生理応答については未解明の部分が多い。本研究は、本アーキアにおける熱ショック応答機

構の全体像の解明を目的とした。90℃で培養した培地を煮沸状態にして熱ショックをかけ、タンパク質の継

時的、網羅的同定と定量を行った。結果、同アーキアのタンパク質のうち80%以上が極めて高い熱安定性をも

つことが明らかとなった。一方、機能未知タンパク質PF0624は大幅に増加し、煮沸後45分には熱ショック前

の12倍以上の量になっていた。PF0624はヒストン様のDNA結合性ドメイン配列を有しており、高温下での

DNAの開裂を防いでいる可能性がある。本発表では、熱ショック時における遺伝子発現解析を含め、他のユ

ニークなタンパク質の挙動についても解説したい。 
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1 背景 
 
1.1 超好熱性微生物 パイロコッカス フリオサス 
パイロコッカス フリオサス(Pyrococcus furiosus)

は、1980年代にイタリア、ヴルカーノ島付近の硫黄

を含む海底熱水噴出孔から発見されたアーキアで

ある(図1)。Pyrococcusの語源はPyro(炎)とcoccus(球
形の菌)であり、炎の球のようなアーキア、という意

味合いで名付けられた。形もさることながら、本ア

ーキアは増殖可能温度が70~103℃と非常に高温で

あることが知られており、酸素の無い環境を好み生

息している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また本アーキアの見つかった熱水噴出孔(図2)は、

地球における原子生命の誕生の地として強く支持

されている場所である。熱水噴出孔のような高温環

境に生息する微生物の多くは、地球生命における系

統樹の根元、つまり生命の起源に近い事が既知であ

り、パイロコッカス フリオサスも系統的に古い生

物である事が先行研究より知られている。また、ア

ーキアは生命の基盤となる機構を担う分子が真核

生物と類似していることが知られており、原始生命

および原始真核様生物の様子を反映している可能

性が高い。生命の進化史を考える上で、本アーキア

の持つ分子機構を明らかにする意義は大きいと言

える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

図 1:超好熱性アーキア パイロコッカス フリオサス
の電子顕微鏡写真 
赤い丸が菌体、橙の線状の物質は鞭毛である。 図 2:深海における熱水噴出孔の例 



 

1.2 パイロコッカス フリオサスの熱応答機構 
 本アーキアは常に超高温環境に生息しているに

もかかわらず、通常時の細胞機構とは異なった熱シ

ョック応答機構を持つことが知られている。タンパ

ク質レベルでは、熱ストレス下でタンパク質を保護、

修復するsHSP(small Heat Shock Protein)やサーモソ

ームが増加することが既知である。 
 さらに、パイロコッカス フリオサスは熱ショッ

ク時に分子量の小さい有機物を細胞内に蓄積させ

ることが知られており、この合成に関わるMyo-
inositol-1-phosphate synthaseタンパク質が増加する。

本生物において、これらの物質はmRNAレベル、代

謝レベルで熱ショック時に増加することが先行研

究にて確認されている。 
 
1.3 本研究の目的 
 上記の通り、本アーキアでは熱ショック時に特定

のタンパク質が増加することがわかっており、熱シ

ョック時のmRNA、代謝物の変動に関して網羅的解

析がなされている。しかしながらタンパク質の網羅

的解析は行われておらず、また産生されたmRNA量

とタンパク質量は必ずしも相関しないため、熱ショ

ック時におけるタンパク質の挙動の全体像は未解

明である。 
 本研究では、網羅的タンパク質、mRNAデータを

用いた解析を行うことにより、超好熱性アーキアの

熱ショック時における遺伝子の挙動を解明するこ

とを目的とする。 
 
2 方法 
 
2.1 データ取得 
 本解析では金井、佐藤によって作成されたサンプ

ルを解析対象とした(図3)。サンプル作成において、

まずパイロコッカス フリオサスを90℃で培養し、

対照群のサンプルを採取した。90℃から温度を上げ

始め102℃(煮沸)に達してから15、30、45分のタイム

コースごとにサンプルを採取した。 
その後採取された各サンプルについて、プロテオ

ーム解析を行った。プロテオーム解析は、サンプル

内の細胞が持つタンパク質を網羅的に解析する手

法である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

今回はサンプルを産総研の足達博士に委託し、プロ

テオームのデータ取得および解析の前処理を実施

している。 
今回のサンプリングでは、927のタンパク質におけ

る発現変動データを取得することができた。 
 また同サンプルについて、トランスクリプトーム

解析を行った。本解析は、サンプル内に存在する

mRNAを網羅的に解析する手法である。mRNAの配

列決定をするNGS解析を外部委託し、得られたリー

ドについてマッピングおよび定量を行った。結果、

2,070の遺伝子における変動データを取得すること

ができた。 
 最後に、同サンプルを用いて低分子RNA解析を実

施した。低分子RNAとはタンパク質をコードしない

RNAのうち、長さがわずか20~30塩基の分子を指す。

また低分子RNAは、様々な生物学的プロセスの調整

で重要な役割を担っていることが近年判明し、急速

に研究が進展している。この低分子RNAについて、

サンプル内の配列決定を外部委託し、得られた配列

データについて低クオリティ配列除去後に、マッピ

ングおよび定量化を行った。結果、52の低分子RNA
における変動データを取得することができた。 
 
2.2 発現変動比を用いた分類 
 各タンパク質の傾向について、発現変動比を用い

て増加、減少、不変に分類した。 
本解析における発現変動比とは、90℃でのタンパ

ク質量を1としたときの15、30、45分におけるタン

パク質量である。発現変動比は、各タイムポイント

におけるタンパク質存在量/対照群におけるタンパ

ク質存在量で求められる。今回は発現変動比が2よ
り大きいタンパク質は増加、1/2以上かつ2以下であ

るタンパク質は不変、1/2より小さいタンパク質は

減少傾向を示すと定義している。 
 
3 結果 
 
3.1 プロテオーム、トランスクリプトーム解析結果 
タンパク質における網羅的機能解析を行った結

果、計測された全927タンパク質中、80%以上のタン

パク質が全時間通して熱ストレス時に不変であっ

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

図 3:サンプル取得、解析手法 



 

金井らの研究(未発表)から、同じ原核生物である大

腸菌は熱ストレス時に50%以上のタンパク質が減

少傾向を示すことが既知であり、これと比較すると

本アーキアは熱ストレスに対し極めて高い安定性

をもつことが判明した。 
 mRNAにおける網羅的機能解析を行った結果、全

時間を通して、増加傾向と不変のmRNA存在比率は

おおよそ1:1であり、減少傾向を見せるmRNAの数は

極端に少なかった。また、減少傾向を示すmRNAに

ついて確認を行ったところ、全時間通して6割以上

を代謝関連機能が占めており、セントラルドグマ関

連は1割にも満たないことが判明した。 
 
3.2 機能未知タンパク質PF0624 
プロテオーム解析の結果、15、30、45分の全時間

において最も発現変動比が高かったのは、機能未知

タンパク質PF0624であった(図4)。パイロコッカス 
フリオサスにおいて代表的なタンパク質である、酸

化還元酵素のSulfhydrogenase 1 subunit alphaやDNA
複製で重要な役割を担うDNA polymerase sliding 
clampと比較すると、その増加が顕著であることが

確認できた。さらに、これまで熱ショック時に増大

する代表的なタンパク質とされていたsHSPが45分
までに10倍増加しているのに対し、PF0624は約12倍
とより大きな幅で増加していることがわかった(図
5)。また、PF0624はトランスクリプトームレベルで

も増加が確認された。 
PF0624についてより詳細に調べるべく、他タンパ

ク質との関係についてSTRINGを用いて確認を行っ

た。結果、PF0624はsHSPやMyo-inositol-1-phosphate 
synthase等の熱ショック応答との関連が既知である

タンパク質とともに、Phrという転写制御因子によ

って制御を受けていることがわかった(図6)。Phrは
通常時、プロモーター領域(DNAからRNAを合成す

る段階の、開始に関与する領域)に結合することで、

mRNAの合成を抑制している。しかし熱ショックが

かかると、Phrのタンパク質構造が変化することで

プロモーター領域に結合できなくなり、mRNA合成

の抑制が解除される。これによりPF0624やsHSPは
mRNA量が増加し、mRNAからタンパク質が合成さ

れることでタンパク質量も増加するのである。さら

にPhrによって、mRNAだけでなく特定の低分子

RNAも制御される可能性があることが先行研究よ

り判明した。挙げられた低分子RNAはPF_s016と
PF_s041であり、今回行った低分子RNAの結果では

どちらも熱ショック時の増加が確認された。 
続いて、Phyre2を用いて立体構造からタンパク質

機能の類似性解析を行った。本解析を行うことによ

り、タンパク質のアミノ酸配列やmRNA配列など、

いわゆる一次元的な解析では確認できない類似性

を見出すことができる。その結果、以下の立体構造

を取ることを推定し(図7)、ヒストンに似た機能を持

つ可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 4:プロテオームの発現変動 
各点はそれぞれのタンパク質を示す。マゼンタが Cellular 
Processes and Signaling 、 青 が Information Storage and 
Processing、黄色がMetabolism、グレーが Poorly Characterized
を表し、点線は 2, 1/2倍を示す。 
  

図5:代表的なタンパク質の熱ショック時における
存在量変動 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 考察・展望 
プロテオーム解析結果より、パイロコッカス フ

リオサスは熱に対し極めて高い安定性をもつこと

が示唆された。また、トランスクリプトーム解析の

結果より、熱ショック時には減少傾向を示す遺伝子

が熱ショック継続時間に関わらず少ないことが判

明した。さらに、減少傾向を見せた代謝関連のタン

パク質について詳細を確認したところ、特にエネル

ギー代謝に関わる遺伝子が偏って減少したことが

わかった。この結果から、熱ショック時にはエネル

ギー代謝関連の一部の転写が抑制されやすくなる

可能性が考えられた。 
機能未知タンパク質PF0624における確認では、

熱ショックによるタンパク質量の大幅な増加やPhr
による転写制御より、PF0624が熱ストレス応答に関

与する可能性が強く示唆された。また、Phyre2を用
いたタンパク質立体構造の類似性解析から、PF0624
はヒストンに似た立体構造を持つことが推定され

た。しかしながら本アーキアにおけるヒストンは全

長67アミノ酸であるのに対し、PF0624は全長153ア
ミノ酸であり、長さに２倍以上の差異があった。以

上より、PF0624は熱ストレス時に、ヒストンによる

ゲノムの保護をより強固にする役割を果たす可能

性が考えられる(図8)。本仮説の実証のため、卒業論

文執筆までにPF0624の機能を実験的に確認したい。 
最後に、低分子RNAの変動データをNGS解析によ

り取得、データ成形済みである。本発表には間に合

わなかったが、卒業論文では今回報告した解析結果

と合わせて考察を行いたい。 
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図 6:転写制御因子 Phrについてのモデル 

図 7:推定した機能未知タンパク質 PF0624の立体構造 
 

図 8:予想される機能未知タンパク質 PF0624の機能 

DNAをコンパクト化? 


