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当チームでは、高度好熱菌細胞全体を理解するためのシステム生物学的研究を進めている。そのためには

高度好熱菌の持つあらゆる蛋白質を調製する必要があり、膜蛋白質を含めたそれら全蛋白質の大量発現法の確

立を試みた。並行して、システム生物学的研究の雛型として DNA 修復系の網羅的な構造機能解析を行い、
高度好熱菌が本研究のモデル生物として適していることを確認した。さらに、細胞全体のシステム生物学的研

究にむけて、あらゆる生物に共通で基本的生命現象に関与する機能未知蛋白質の機能発見研究を行ってきた。

機能発見研究には、立体構造情報、DNA マイクロアレイ、遺伝子破壊株の表現型や蛋白質発現の網羅的解析
といった手法を効果的に用いた。また、得られた情報やリソースについては、国内外の機関への公開に努めた。 

 

 
1. 蛋白質の網羅的発現・精製と調製技術の向上（倉光、
佐藤、北村、井上、浮田、松浦、松本、大森、西田、柳楽、

有馬） 

当チームでは、前年度までに約 2,000 種類の蛋白質量
産化プラスミドを作製しており、本年度もこれらのプラス

ミドを用いて大腸菌 BL21(DE3) 株などをホスト細胞とし、
蛋白質の大量発現を行った。現在までに、約 1,500 種類の
蛋白質の大量発現に成功し、約 950 種類の蛋白質の精製
を完了している。 
当グループを中心とするこれまでの成果により、T. 

thermophilus HB8 の全 ORF（蛋白質）のうち、21%（約 460
種類）について、立体構造が決定された。その結果、プロ

ジェクト開始から８年目で、本高度好熱菌はもっともタン

パク質の立体構造解析の割合が高い生物種となった。様々

な工夫をしつつ立体構造解析を継続しているが、現在の蛋

白質調製と立体構造解析の技術では、25～30% の成功率
が限界に近いと考えられる。そこで、新たな蛋白質調製法

や結晶化技術の向上が必要となる。 

ほとんどの生物種において、全蛋白質の 20～30% が
膜蛋白質であり、それらは呼吸や細胞内の恒常性の維持な

ど生命活動に非常に重要な働きをしていると考えられて

いる。そのため、細胞まるごと一匹の生命現象の理解には、

膜蛋白質の発現と結晶化が不可欠である。そこで、Mistic 
と呼ばれる膜蛋白質と融合させた形で目的蛋白質を発現

させる事で発現の向上を試みた。その結果、試みた 15 種
類の膜蛋白質のうち、10 種類（約 70%）において、良好
な発現が見られ、この技術を高度好熱菌に適用できること

を確かめた。今後、膜蛋白質を含めた立体構造解析を進め

ていく。 
  
2. DNA 修復系蛋白質を中心とした構造機能解析（倉光、
福井＊1、齋藤＊1、近藤＊1、落海＊1、森田＊1、富山＊1） 
  高度好熱菌をモデル生物としたシステム生物学的研

究の雛型として、DNA 修復システムの集中的な解析を行
っている。生物は様々な種類の DNA 修復システムを備え
ているが、そのほとんどはバクテリアからヒトまで共通の

反応機構であるため、DNA 修復システムの基礎研究は医

学への応用にも繋がると期待される。我々はこれまでに、

重要な DNA 修復酵素の立体構造を決定し、分子機能解析
もおこなってきたが、DNA 修復システムにおいては、未
だに多くの機能未知蛋白質の関与が示唆されているとと

もに、各分子の反応機構にも未解明の点が多い。そこで、

立体構造解析から得られる知見を基に、機能未知蛋白質の

中から DNA 修復活性を持つものを発見し、さらに、得ら
れた蛋白質群を用いて DNA 修復システムについて、原子
分解能での反応機構の解明を進めている。 

ミスマッチDNA修復系システムのMutS 蛋白質ファ
ミリーは、バクテリアからヒトまで全ての生物に存在し、

ミスマッチ DNA部分を認識する蛋白質群である。ヒトで
は、これらの蛋白質の異常が家族性大腸癌の原因であるこ

とが知られている。高度好熱菌の MutS 蛋白質ファミリ
ーのひとつ、MutS2 (TTHA1645) の機能解析を行ったと
ころ、MutS2 が DNA 相同組換えの中間体であるホリデ
イ構造や D-loop 構造に強く結合することが明らかにな
った。さらに、MutS2 の C 末端ドメインが新奇のエン
ドヌクレアーゼドメインであること、mutS2 欠損株では
野生株に比べて相同組換え効率が上昇していることを発

見した。これらの結果は、MutS2 が相同組換え中間体を
切断する酵素であることを示唆する。 

メ チ ル 化 DNA 修 復 系 シ ス テ ム の

O6-methylguanine-DNA methyltransferase (Ogt) は、細
胞代謝の中間体である S-adenosylmethionine などによ
って生じるアルキル化傷害 DNA を認識し、修復する酵素
である。通常、Ogt は DNA 中のメチル基を自身のシス
テインへ転移させることで傷害を修復する。しかし、活性

部位のシステイン残基がアラニン残基に置換されたもの

も生物界に広く存在し、それらによる修復機構は未解明で

あった。高度好熱菌 Ogt (TTHA1564) もそのようなアラ
ニン置換型  Ogt の一つである。この  Ogt は、
O6-methylguanine-DNA に対する高い親和性を示すが、
メチル基転移活性を持たないことを明らかにした。その結

果、この Ogt は別の修復系システムの酵素群にメチル化
傷害部位の存在を伝達するセンサーとして働いているこ

とが示唆された。 
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塩基除去修復系システムの EndonucleaseVは、DNA
の脱アミノ反応の結果生じる傷害を修復に関与する。本酵

素はほとんど全ての生物に存在するが、その修復機構は未

解明であった。そこで、質量分析計を用いた手法で、DNA 
切断様式を解析しところ、この酵素は、脱アミノ傷害の 3’ 
側の 2 番目のホスホジエステル結合を切断する事が分か
った。このことから、この酵素による修復システムには、

3’-5’ エキソヌクレアーゼ、DNA ポリメラーゼ、DNA リ
ガーゼが必要であることが分かった。 

相同組換え系システム、塩基除去修復系システム、ミ

スマッチ修復系システムなど様々な DNA 修復反応にお
いて様々なエキソヌクレアーゼ群が関与することが示唆

されているが、それらの役割分担については不明なことが

多い。その中で、高度好熱菌の RecJ 蛋白質は、5’-3’ エキ
ソヌクレアーゼであり、その RecJ 蛋白質と相同な活性ド
メインをもつ機能未知蛋白質 TTHA0118 が、単鎖 DNA 
に対する 5’-3’ エキソヌクレアーゼ活性を持ち、その活性
発現には Mn2+ が必須であることを明らかにした。 

ヌクレオチド除去修復系システムは、紫外線照射によ

るチミンダイマーや活性酸素による酸化傷害など、非常に

幅広く DNA 傷害部位を認識し、修復する。ヒトではこの
修復系システムの異常はコケイン症候群の原因として知

られている。この修復系システムの UvrAと UvrBによる
様々な DNA傷害部位への親和性を測定したところ、これ
らの蛋白質が、DNA 二本鎖を大きく歪める傷害に対して
高い親和性を示すことが明らかになった。それらの結果か

ら、ヌクレオチド除去修復系システムが、傷害の化学的な

構造そのものではなく、傷害による DNA 二本鎖の歪みを
認識していることが示唆された。 

DNA 修復システムにおいては、傷害を受けた領域を
いったん取り除いた後、再び DNA を合成するための 
DNA ポリメラーゼが必要とされる。傷害の種類によって
除去の方法が異なるため、多様な種類の DNA ポリメラー
ゼが関与する。本研究において、高度好熱菌の機能未知蛋

白質  TTHA1150 が、1 塩基のギャップを含む二本鎖 
DNA に対して高い親和性を示し、そのギャップを埋める 
DNA ポリメラーゼ活性を持つ事を発見した。そのような
活性は塩基除去修復システムに必要とされるため、この蛋

白質は新奇の塩基除去修復系システムに関与する酵素で

あると考えられる。 
 

３．機能未知蛋白質の機能発見研究（倉光、北村、大森、

稲垣*2、田村*2、岡本*2、津下*2、神鳥*2、金(光) *2、金(重) 

*2、福井＊1、近藤＊1、大賀＊1、石川＊1、若松＊1、落海＊1、

森田＊1、宮﨑＊1、井上＊1） 
  これまでの人類の研究により、多くの蛋白質の機能が

発見されてきた。しかし、現在においても、ヒトを含めた

あらゆる生物に共通で、基本的生命現象に関与するにもか

かわらず、機能が未発見のままで残された蛋白質がまだ約 
500 種類も存在する。それらの機能発見研究は、高度好熱
菌をモデル生物としたシステム生物学的研究に欠かせな

いものである。 
  機能推定に、蛋白質の立体構造情報がどの程度役立つ

かを検証することにし、まずこれら 500種類すべての立体
構造解析を試みたところ、約 50 種類の立体構造解析に成
功した。その立体構造情報から、60% の確率で機能が推

定でき、その推定にもとづいて精製蛋白質の機能を確認す

ることができた。機能推定が可能になった理由は、1．既
知のフォールドを持っていた、2．リガンドの予想が可能
であった、3．ホスト細胞由来のリガンドが結合していた、
などであった。 
  その結果、蛋白質の立体構造情報は、機能推定に非常

に有効であることが示された。 
  立体構造解析に成功しても機能が推定できなかった

残りの 40% と、立体構造解析に成功しなかった蛋白質に
ついては、mRNA の発現解析（トランスクリプトミック
ス）、蛋白質の発現解析（プロテオミックス）、代謝物質の

増減解析（メタボロミックス）、遺伝子破壊株の表現系解

析（フェノミックス）、分子間相互作用解析（インタラク

トーミックス）などの手法を効果的に用いることで機能を

推定し、精製蛋白質の機能を確認した。このようにして、

DNA 修復系システム、ヌクレオチド代謝系システム、そ
の他のシステムに含まれる約 20 種類の蛋白質の機能を発
見した。 
 
４．情報およびリソースの公開 （倉光、佐藤、北村、井

上、浮田、松浦、松本、大森、西田、柳楽、有馬、木村*2） 
前述のように、これまでに作製した蛋白質発現用プラ

スミド約 2,000種類と、遺伝子破壊株作製用のプラスミド
約 1,000種類などのリソースは、希望する研究者へ配布し
ている。また、それらを利用した蛋白質発現方法や蛋白質

精製法、遺伝子破壊株作製法などの情報のほか、ゲノムワ

イドな mRNA解析（トランスクリプトミックス）、蛋白質
解析（プロテオミックス）、代謝物質解析（メタボロミッ

クス）などの情報も、希望する研究者に公開している。さ

らに、本好熱菌には、すでにわかっているだけでも、約 100 
種類の代謝系システムが存在し、各システムには平均約 10
種類の酵素蛋白質が存在することがわかっている。本高度

好 熱 菌 に 関 す る そ れ ら の 情 報 を ウ ェ ブ サ イ ト

（http://www.thermus.org）に公開すると同時に、立体構造
解析の進捗状況を代謝マップ上に示し、蛋白質の立体構造

を考慮に入れた「原子分解能のシステム生物学的研究」が

加速される一助としている。さらに、SPring-8で毎年夏期
に開催する理研シンポジウムなどにおいても、情報やリソ

ースの公開に努めている。 
 
＊1研修生、*2客員研究員、 
 

The minimum gene set estimated as being essential for a 
free living organism is about 1,500.  Microorganisms living in 
extreme environments often have about this number of genes, 
which are common to and indispensable for other organisms, 
including Homo sapiens.  Understanding fundamental 
biological phenomena on the basis of the structure and the 
function of biomolecules from one organism is essential to gain 
systems-level insight into organisms.  This research team has 
focused on Thermus thermophilus HB8, produced the proteins 
needed to reconstruct the cellular systems of interest, and 
revealed networks of genes, proteins and metabolites, using a 
functional genomics approach. 

 
1. Improvement in membrane protein expression. 

We have determined the crystal structures of over 20% of 
the total proteins encoded by the T. thermophilus genome.  
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This research rate is close to the maximum for current 
crystallographic analysis methods, and new technology for 
protein production and crystallization will be needed.  
Membrane proteins are encoded by about 30% of the genes 
within prokaryotic and eukaryotic genomes, and they play 
significant roles in energy metabolism and cellular homeostasis.  
However, our understanding of membrane proteins has been 
limited by experimental bottlenecks in preparing sufficient 
amounts of the proteins.  Recently, Roosild et al. reported a 
novel method for membrane protein expression, by fusing a 
membrane protein called Mistic to a target protein.  We tested 
this method for the overproduction of T. thermophilus 
membrane proteins, and over 70% of the tested proteins were 
successfully expressed.   
 
2. Structural and functional analyses of DNA repair systems. 

In cells, a vast amount of DNA damage occurs from UV 
radiation, various chemical reagents, and errors during DNA 
replication and genetic recombination.  This damage is very 
harmful, and can result in mutagenesis and even in cell death.  
To remove these lesions, cells have various types of DNA repair 
systems, and most of them are common to many organisms, 
including human.   

MutS homologues are highly conserved enzymes engaged 
in various DNA transactions.  We found that T. thermophilus 
MutS2, a member of the MutS family, tightly binds to an early 
intermediate in homologous recombination and its C-terminal 
region is a novel endonuclease domain.  In addition, disruption 
of the mutS2 gene in T. thermophilus increased the frequency of 
homologous recombination.  These findings strongly suggest 
that T. thermophilus MutS2 suppresses homologous 
recombination through the resolution of an early intermediate in 
the reaction.   

O6-methylguanine-DNA methyltransferase (Ogt) repairs 
alkylated DNA generated by reactions with metabolites in the 
cell, such as S-adenosylmethionine.  Ogt transfers a methyl 
group from the damaged base to a cysteinyl residue in the 
enzyme.  However, many organisms, including T. thermophilus 
HB8, possess an Ogt variant (TTHA1564) lacking the cysteinyl 
residue in the catalytic site.  We confirmed that T. 
thermophilus Ogt can recognize an O6-methylguanine-DNA, 
however, the enzyme lacks the methyltransferase activity.  
These results indicate the potential role of T. thermophilus Ogt 
as a sensor protein to recognize O6-methylguanine-DNA and 
convey it to another DNA repair system.   

An exodeoxyribonuclease, RecJ, is required for various 
DNA transactions including homologous recombination, 
base-excision repair, nucleotide-excision repair and mismatch 
repair.  T. thermophilus HB8 possesses not only RecJ but also 
a function-unknown protein, TTHA0118, with amino acid 
sequence homology to the catalytic site of RecJ.  Our 
functional analyses revealed that TTHA0118 is a 
Mn2+-dependent 5’-3’ exonuclease.  Unlike RecJ, TTHA0118 
digested not only DNA but also RNA substrates, indicating that 
this protein is involved in oligonucleotide recycling.   

Nucleotide-excision repair possesses broader substrate 
specificity.  To clarify how the system can recognize the wide 
range of DNA damage, we investigated the substrate specificity 
of UvrA (TTHA1440) and UvrB (TTHA1892), which form the 
damage-recognizing complex in the system.  We found that 
UvrA and UvrB preferably bind to DNA damage that greatly 
distorts the double-stranded DNA structure, indicating that the 
repair system recognizes a common distortion in the DNA helix, 

rather than the chemical structure of the DNA damage. 
Purine base deamination in DNA is a natural phenomenon, 

but it is mutagenic for cells.  TTHA1347 incised the 
phosphodiester bond at the second 3’-side of the deaminated 
purine base, indicating that TTHA1347 is involved in the repair 
reaction of deaminated purine bases, and that the system 
requires a 3’-5’ exodeoxyribonuclease, a DNA polymerase and 
a DNA ligase to complete the repair. 

DNA repair systems need DNA polymerases to 
resynthesize DNA strands after lesion removal.  TTHA1150 
demonstrated high affinity for double-stranded DNA containing 
one-base gap and filled the gap.  Such activity is generally 
needed for the base-excision repair system. 

 
3. Research on functionally-uncharacterized proteins. 
    The T. thermophilus HB8 genome has about 2,200 genes, 
and about 500 of the genes encode hypothetical proteins of 
unknown function.  These proteins are conserved in almost all 
organisms, ranging from bacteria to human.  Functional 
analyses ofthese proteins are necessary to interpret the global 
biological phenomena of the cell.  Since the three-dimensional 
structure of a protein is more strictly conserved than the amino 
acid sequence during evolution, the structure of a hypothetical 
protein can provide insight into its function.  We have 
determined the crystal structures of 
functionally-uncharacterized proteins.  As a result, our 
structural analyses yielded us functional clues for about 60% of 
the proteins with solved structures.  Further experiments 
concerned with mRNA expression analysis, proteomics analysis, 
and metabolomics analysis provided genome-wide functional 
information about the remaining 40% of the proteins.   
 
4. Data sharing 

Our web site provides experimental data about structural 
and functional analyses of T. thermophilus HB8 
(http://www.thermus.org).  The data are classified into the 91 
categories of metabolic pathways, and are available to outside 
researchers.  This information is utilized to identify previously 
uncharacterized orthologs that participate in the metabolic 
pathways.  
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