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好気呼吸をしなが ら増殖 している細胞の中で生 じる自然突然変異の主要な原因 とし

て、活性 酸素種 （ROS） に よる酸化DNA損 傷が同定 されてお り、そ の発生 レベル は

自然突然変異 の発 生頻度 の1，000倍 以上高い ことも知 られ てい る。酸化DNA損 傷 は

細胞 の中でDNA修 復 によ り高い効率 で取 り除かれ、その ほ とん どは突然変異 の発生

に至 らない。これ まで、酸化DNA損 傷 に対す るDNA修 復 の役割や機 能 について は詳

細 な研究 がな され てい るが、細胞 内で酸化DNA損 傷が発生す るプ ロセ スや 、通 常の

細胞 内で発生す るROSを 分解 ・排 除す る仕組 み の役割 につい ては不 明な点 が多 い。一

方 、細胞外 か ら高濃度 のH202が 侵 入す る場合 に、大腸菌 にお いてはOxyRタ ンパ ク

質 がH202の 濃 度上昇 を検知 し、40種 程度 のOxyRレ ギ ュロン遺伝 子の発 現 を誘導あ

るい は抑制 して、H202の 殺 菌効果 に対す る抵抗性 を与 えてい ることが知 られて いる。

申請者 は、OxyRお よびOxyRレ ギ ュロン遺伝子 の産物 が通常 の細胞 で生 じる酸化

DNA損 傷の発生 に も抑 制的 に働 いて い るのか ど うか を明 らか にす るため に研 究 を開

始 した。

まず 、細胞 内の酸化DNA損 傷 の発生 レベル を容易 にかつ正確 に推定 でき る大腸菌

mutMmutY欠 損株 の変異頻度測 定の手法 を用いて、∠oxyR株 では酸化DNA損 傷 の発

生 が顕著 に上昇 してい るこ とを見いだ し、OxyRが 通 常の細胞 にお いて もROSに よる

酸化DNA損 傷 の発生 を抑制 してい ることを明 らかに した。次に、OxyRレ ギ ュロン遺

伝子群 の主要 な機 能既知遺伝子 お よび機能未知遺伝子 の欠 損株 を用 いて、 レギ ュ ロン

内の遺伝子 の酸化DNA損 傷抑制 に対す る関与 を解析 した。そ の結果、細胞 内遊離鉄

イ オ ンの制御 に関わ るこ とが報 告 されていたfur、dρs、yaaA遺 伝子 が単独 の欠損 で

は酸化DNA損 傷 の発生 の上昇 は小 さいが、血τとdpsあ るい はdpsとyaa・4の 両方 が

欠損 した場合 にはZoηR株 が示 す酸化DNA損 傷の発 生 レベルまで大 き く上昇す るこ

とが分 かった。 これ に対 して、血τとyaaAの 二重欠損株 では、酸化DNA損 傷 の発生

の上昇 は小 さいま まであった。一方 、H202の 分解 に働 くkatGの 欠損株 では、酸化

DNA損 傷 の発生 の上昇 は顕著 ではなかった。 これ らの こ とか ら、OxyRは 遊離鉄イ オ

ン制御 に関わる 血τ、dps、yaaA遺 伝 子 の発現 を制御 す るこ とによ り、酸化DNA損 傷

の発生 を強 く抑制 してい ることが示 唆 された。允τは鉄 イオ ンの細胞へ の取 り込み に関

与す るton、Bの 発 現 を抑制す るこ と、また、dpsは 細胞 内遊 離鉄イオ ンを 自身 に取 り込

む鉄貯蔵 タンパ ク質 であ ることが知 られてい る。一方 、yaa．4遺 伝子 は遊離鉄イ オ ン制

御 に どの よ うに関与す るのかは不明で あったが、今 回の結果 よ り、允∬と同 じ経路 で働

くこ とが示唆 され た。yaaA遺 伝子 はtonB遺 伝子 の転 写抑 制 には関与 しない ことが示

された こ とか ら、yaaA遺 伝子 産物 が直接TonBタ ンパ ク質の活性制御 に関与す る可能

性 が示唆 され た。
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申請者 が所属す る研 究室では、 自然突 然変異の原 因 として酸化DNA損 傷 の重要性

を明 らかに し、酸化DNA損 傷 に特異的なDNA修 復機構 の遺伝学的お よび生化学的

解析 を進 めてきた。 その過程 で、酸化DNA損 傷が発 生す る分子機 構 に関す る知識 が

不足 してい ること、特 に細胞 内で のH202の 発生 と消去 の機構 が重要 な意 味 を持っ と

考 え られ てい るに もかかわ らず、 これ に関 して明快 な研 究成果 は少 ない こ とに気づ い

た。 申請者 はOxyRとOxyRレ ギュ ロン遺伝子群が酸化DNA損 傷 の発生や抑制 に ど

の よ うに関与 して いるのかに疑 問を持 ち、研 究 を開始 してい る。OxyRお よびOxyR

レギュロン遺伝子群 について は多 くの研 究が な されてい るが 、その大部 分 は細胞 が致

死 に至 る レベ ル の高濃度H202が どの よ うに してOxyRレ ギ ュロン遺伝子群 の発 現制

御 を行 うのか を研 究 したものであ り、外部 か らH202を 与 える場合の研 究 が大部分 で

あ る。通 常の細胞 にお けるOxyRレ ギュ ロン遺伝子群 の役割 につ いてはほ とん ど報 告

がない。 申請者 は、細胞 内で の酸化DNA損 傷 の発生頻度 を簡便 にかっ正確 に定量で

きる実験法 を用 いて、∠oxyR株 では酸化DNA損 傷 の発生頻度 が10倍 以上 に上昇 して

い るこ とを発 見 してい る。これ は、H202に 対す る防御機構 と考 え られて きたOxyRレ

ギ ュロンが通常 の細胞 において酸化DNA損 傷 の発生 の抑制 に働 いてい るこ とを初 め

て示 した ものであ る。 さらに、OxyRレ ギュ ロン遺伝子 群の 中で も遊離鉄 イオ ンの制

御 に関与す るfur、dps、yaa．4の3つ の遺伝子が酸化DNA損 傷の抑制 に中心的 に働 き、

furとyaaAは 鉄イ オ ンの取 り込 みの制御 の経 路 を、dpsは 細胞 内遊離 鉄イオ ンを除去

す る経路 をそれ ぞれ担 って お り、両方の経路 が働 くことに よって遊離鉄イ オ ンの細胞

内濃度 を極 めて低い レベル に保 ってい るこ とを示唆す る結果 を得 てい る。 また、研 究

がほ とん ど進 んでいないyaaA遺 伝子産物 の機 能 の解 明につ ながる知見 も得 ている。

以上 の よ うに、本論文 は、細菌 のH202抵 抗性 の中心 的役割 を果 たす と考 え られて

きたOxyRレ ギュ ロン遺伝子群 が、細胞 内H202濃 度 が極 めて低 い濃度 （20nM程 度）

に保 たれ てい る通 常の環境 で増殖 してい る細胞 において も酸化DNA損 傷 の発 生を強

く抑制す る働 きを持 ってい る ことを明 らか に した。 また、OxyRレ ギ ュロン遺伝子群

の中の遊離鉄イ オ ンの制御 に関与す る3つ の遺伝子が酸化DNA損 傷 の抑制 に関与 し

ている ことを示 した。yaaA遺 伝子 が転写制御 とは異 なる仕組み で取 り込み機構 の活性

制御 を行 ってい ることを示唆 す るデー タは、Fur経 路 による細胞 内へ の鉄イオ ン取 り

込み制御 に関す る研 究の大 きな転換 点 となる と思 われ る。本研 究の成果 は、酸化DNA

損傷 の発生機構 の理解 、酸化DNA損 傷 の抑制 にお ける鉄イオ ン制御 の重要性 の発見

な どの学術 上、 さらには鉄 イオ ンの遺伝毒性 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。


