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DNA損 傷 な どのDNA複 製 を阻害す る要 因はDNA複 製 ス トレス と呼ばれて、染色

体再編 な どの遺 伝的変化 を誘発 した り、複製 阻害が解 消 され ない場合 は細胞死 を誘発

す る と考 え られ てい る。 ヒ ドロキシ ウレア （HU） もdNTPの 生合成 を阻害 して細胞

内のdNTPプ ール を枯渇 させ るため、強 いDNA複 製 ス トレス を引 き起 こす こ とが知

られ てい る。最近 にな り、HUが 誘発す る大腸菌の細胞死 につい て、 これ まで考 え ら

れ てきたHUの 作用機序 とは全 く異 なる分子機構が提唱 され た。HUに よる複製 阻害

がMazFト キシ ンを活性化 し、その結果 生 じる異常 タンパ ク質が膜ス トレスセ ンサー

であ るCpxAの 活性化 を促 し、それ が呼 吸鎖 の末端 で働 く膜 タンパ ク質で あるCydAB

の働 きに影 響 を及 ぼ して、 ス ーパ ー オ キ シ ドの過 剰 生 産 に よ り生 じる活性 酸 素 種

（ROS） が細胞死 を誘発す るとい う仮 説で ある。 しか しなが ら、 この仮 説 の主要 な根

拠 である蛍光 プ ローブ を用いたROSの 測 定結果 につ いての疑義 な どか ら、仮説 の妥 当

性 は不 明であ る。 本研 究で は．i増殖 中の大腸菌 をHUで 処理 した際に酸化DNA損 傷

の発生 が誘 導 され るのか ど うか を分子遺伝学 的方法で検証 し、 も しそれ が確認 されれ

ば、その分子機構 を解 明す るこ とを 目的 とした。

まず 、大腸 菌培養 液 にHUを 添加 した後、細胞 死が誘発 され る2時 間後 のサ ンプル

での酸化DNA損 傷お よび細胞 内スーパーオ キシ ドとH202濃 度 を測定 した。その結 果、

HUは 酸化DNA損 傷 レベル を4倍 程度、細胞 内スーパーオ キシ ドとH202濃 度 を2～3

倍 程度 に上昇 させ る ことが見 いだ され た。また、チオ ウレア を用いた解析 か ら、HU依

存性 の酸化DNA損 傷 と細胞 死 の誘 発 は ヒ ドロキシラジカル に よることが示 され た。し

か し、過去 の報告 とは異 な り、このHU依 存性 の酸化DNA損 傷 の誘 発 はmazF欠 損株 、

cρxA欠 損株 で も野生株 と同様 に生 じ、HUに よる細胞 死の誘発 も全 く影 響 を受 けない

ことが分 かった。一方 、cydAB欠 損株 では、HU依 存性 の酸化DNA損 傷 お よび細胞死

の誘発 が完全 に抑制 され るが、HU処 理 に よる細胞 内スーパ ーオキ シ ドとH202濃 度の

上昇 は全 く抑制 を受 けない ことが明 らか になった。 ビピ リジンや細胞 内遊離 鉄イオ ン

制御 に関わ る遺伝子 の変異株 を用いた解析結 果 もあわせて、HUはCydABを 介 して細

胞 内遊離鉄 イオ ンの濃度 を上昇 させて ヒ ドロキシ ラジカル を発生 させ てい る可能性 が

考 え られ るが、細胞 内鉄イ オ ン濃度 を測 定す るな どの直接 の証 拠が必要で ある。また、

HUに よ り誘発 され る酸化DNA損 傷 の レベル は細胞 死 を誘発 す る レベル の1／1000以 下

であ ることか ら、HUに よる細胞 死の誘発 は酸化DNA損 傷 に起 因す る ものではないこ

とも示唆 された。DNA複 製装 置の温度感 受性 変異株 で の解析 か ら、複製装置 の欠損 に

よる複製 ス トレス も酸化DNA損 傷 を誘 発す るが、CydABに は依存 しないこ とが分 か

った。 この こ とか ら、CydAB依 存 性の酸化DNA損 傷 の誘発 はHUに 特異 的である と

結論 され た。HU処 理 によ り、CydABが どの よ うに して酸化DNA損 傷 を誘発 させ るか

につ いては、今 後の重要 な研 究課題 と考 え られ る。
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本論文 は、 ヒ ドロキ シウレア （HU） に よる細胞死 の誘発機構 に活性酸 素種 （ROS）

の過剰誘発 が関与す る とい うCollinsら の仮説 の検証 を出発 点 として、HUが 大腸菌細

胞 内で酸化DNA損 傷 を誘 発す るこ とを明確 に示 し、その分子機 構 を解析 した もので

ある。Collinsら のHU細 胞死 の仮説 は、殺菌性抗生物質の殺菌作用 は細菌細胞 内で活

性酸素種 （ROS） が過剰発生す ることに よるとい うCollinsら の仮説 をHUに 拡 張 し

た もので あるが、本研究 の結論 は、殺菌性抗 生物質 の殺 菌機 構 の論争 に も大 きな影響

を与 えるもので ある。

申請者 の研 究結果は以下の よ うに要約 され る。 （1）HU処 理後 の大腸菌細胞 では ヒ

ドロキシ ラジカルが誘発 され て酸化DNA損 傷 が処理前 の4倍 程度 に上昇す る。 （2）

HUに よる細胞死 もヒ ドロキシ ラジカル の誘発 に依存す る。 （3）HUに よる酸化DNA

損傷お よび細胞 死の誘発 にはMazFお よびCpxAは 関与 しないが、CydABに 完全 に依

存す る。 （4）HUは スーパーオ キシ ドとH202の 細胞 内濃度 をわず かに上昇 させ るが、

これ にはCydABは 全 く関与せず、スーパ ーオ キシ ドとH202の 細胞 内濃度の上昇 は酸

化DNA損 傷 と細胞死 の誘発 には関係 しない。5）HU依 存性 の酸化DNA損 傷 と細胞

死 の誘発 にはCydABと ともlt遊 離鉄イオ ンが重要 な役割 を果 たす。 （6）DNA複 製装

置 の機能喪 失 も細胞 内遊離 鉄イオ ンが関与す るヒ ドロキシラジカル の誘発 を引 き起 こ

す が、それ は酸化DNA損 傷 を誘発 す るが細胞死 には関与 しない。 （7）DNA複 製装置

の機能喪失 に よる ヒ ドロキシラジカルの誘 発 にはCydABは 全 く関与 しない。 これ ら

の研 究結果 は、Collinsら の報告 とかな りの部分 で異 なるが、HUがCydABに 依 存 し

て ヒ ドロキシラジカル を誘発 し、酸化DNA損 傷 を引き起 こす ことを明確 に示す一方 、

酸化DNA損 傷 の誘発 の程度 は小 さな ものであ り、細胞死 を引き起 こす程度 をは るか

に下回 ってい るこ とか ら、 ヒ ドロキシラジカル に依存 し、酸化DNA損 傷 には依 存 し

ない細胞死の誘 発機 構 の存在 を示唆す る。また、HUに よるCydAB依 存性 の ヒ ドロキ

シ ラジカルの誘 発 については、必ず しも複製 ス トレスが 関与す るか どうか は不 明であ

ることも今 回の研 究か ら浮かび上が って きた重要 なポイ ン トであ る。CydABにHUが

直接作用す る可能性 や、CydABに 含 まれ るヘ ムが酸化DNA損 傷 の誘発 に どの よ うな

意 味を持っ のかについて も今 後の研 究の重要 な視点 と認 め られ る。

以上の よ うに、本論 文はHUお よび複製装置 の機能欠損 が細胞 内遊離鉄イ オンが関

与す る形 で ヒ ドロキシ ラジカル を誘発 す るこ とに加 えて、 この過程 にCydABがHU

処理 に特異 的に関与す るこ とを発 見 した もので ある。本研究 の成果 は、酸化DNA損

傷 の発 生機構 についての理解 の深 化 な どの学術上、 さらには抗 がん剤 としてのHUの

作用機序 の解 明 な どの応用 上の点で貢献す る ところが少 な くない。 よって審査委員一

同は、本論文 が博 士 （バイオサイエ ンス）の学位 論文 として価値 ある もの と認 めた。


