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論 文 内 容 の 要 旨

1.二 成 分制御系CpxR!CpxAシ ステム による ウラシルDNAグ リコシラーゼ

(ロη8)遺伝子の発現抑制 と突然変異 生成機構(主 論 文1)

大腸菌二成分 制御 系CpxRICpxAに よる 朋8遺 伝 子の制御 を明 らかにす るた

めに、転写制御 因子CpxRを 菌体内で高発現 させ た。そ の結 果、Hη8遺 伝子 の

転 写が負に制御 され 、ウラ シルDNAグ リコシラーゼの活性 も抑制 され、G:C→

A:Tト ランジシ ョン突然変異が誘発 され るこ とが見出 され た。CpxR!CpxA系 を

活性 化す ることで知 られて いる外膜 リボ蛋 白質NlpEを 高発 現 させて も 召η8・遺

伝子 発現の抑 制が観 察された。 これ らのこ とより、召η8の 発現 は、細胞 の膜 ス

トレスに よ り活性化 され、CpxR/CpxAに より負 に制御 され ることが明 らか とな

った。DNaseIfootprintinga88ay、 およびGelshiftassayを 行 った結 果、CpxR

は 、 ロη8の 転 写 開始 点 よ り上 流 の・61～・88の 領域(CpxRbox:GTAAA(5N)

GTAAA)に 結合す ることが明 らか とな り、 リン酸 化 したCpxRは ロη8プ ロモー

ター への結合能が高 まることが示 され た。 さらに、血 碗70に お いて転写実験 を

行 った結 果、 朋8の 転写は リン酸化 され たCpxRに よって 、抑制 され る ことも

明 らか となった。これ らの結果 よ り、CpxRICpxA情 報伝 達 システ ムによる ロη8

の負 の制御 が突然変異誘導に深 く関与 してい ることが明 らか とな った。
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図1.CpxR!CpxA系 に よる α刀8遺 伝子制御 のモデル

2.二 成分制御系ArcAIArcB系 によ るDNA修 復 、複製 に関わ る遺伝子群 の発現

制御機構 の解 明(主論文2)

大 腸 菌 二成 分 制御 系欠 損株 を 用 い たDNAマ イ ク ロア レイ のデ ー タ

(http:11ecoli.aist・nara.acjp!xp_analysis!2_components)よ り、約30種 存在す る

二成分制御系の うち、細胞 内の酸化還 元状態を感知す るとされ るArcA/ArcB系

は、DNA修 復、複製に関与す る遺伝子 α鵬4(ヌ クレオチ ド除去修復UvrABC

のサブユニ ッ ト)を制御 してい るこ とが示唆 され た。本研 究にお いて、SInuclease

assayを 行った結果、μv融 の転 写は、θrα1欠損株 においては上昇 し、Ar(Aを 高

発現 させ ると減少す ることが明 らか になった。また、ロ鴨4と 分岐 して発現 して

い るDNA複 製 に必須 な一本鎖DNA結 合タ ンパ ク質 をコー ドす る88わ の転写 も

Ar(Aを 高発現 させ る と減 少す るこ とが判明 した。(y己4(シ トクロムdオ キシダ

ーゼ のサ ブユ ニッ ト)の遺伝子発現 は、嫌気培養条件 下でAr(AIArcB系 によって

正 に制御 され ることが知 られてい る。 還元剤 であるDTT(dithiothreitol)存 在

下で(嫌 気培養 条件 下に相当す る)、(y己4の 遺伝 子発 現は誘導 され るが 、α鴨4の

転写 は抑 制 され た。 これ らの 結果は 、〃鴎4の 転写 が嫌気 条件 下でArcA/ArcB

に よって負 に制御 され ている ことを示唆 した(図2a)。 さらに精製 され たArcAを

用 いてGelshiftassayを 行った ところ、ArcAが 、 リン酸化依存的 に α脇隠4・55わ,

のプ ロモー ター領域 に結 合す ることが明 らかとな り、DNase・Ifootprintingを 行

った結果 、αの磁 の転写開始点 か ら+16～ ・19、55わの転写開始点P1か ら上流の

・80～・95、・41～・54、・1～・10にAr(渣 が結 合す る領域(ArcAbox:TIAGTTAAT

TAT!A)が 明 らかとなった。加 γ1`roにお ける転 写実験を行った結果、召陥4、55わ

の転写 がArcAに よって抑 制 され るこ とが明 らか となった。

これ らの結果 よ り、ArcAIArcB系 が細胞 内の酸 化還元状態を感知す るこ とで、

α隈4、8訪 の発 現を制御 して いる ことが明 らか とな った。
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図2.Ar(AIArcBに よ る 召随4,5訪 遺 伝 子 制 御 のモ デ ル 図
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨

ウラシ几DNAグ リコシラーゼ(朋8)は 、DNAの シ トシンの脱ア ミノ化 によっ

て ウラシル に変換 され た結果生 じるG二Uミ スマ ッチ を取 り除 く塩基除去修復

因子 と して機 能 してお り、大 腸菌か らヒ トに至 る多 くの生物 に保存 されてい る。

シ トシンが脱ア ミノ化を受 けウラシルにな ることは細胞内DNAで 頻繁 に見 ら

れ、 ウラ シル が生 じる と対側 にアデニン を挿入 し、 グアニ ンか らアデ ニンへの

塩基置換 が生 じる。 ウラ シルDNAグ リコシラーゼ をコー ドす る ロη8の 欠損 株

では 、G:C→A:Tト ランジシ ョンが誘発 され るこ とが知 られ てい る。このよ うに

ロ刀8の 転写制御機構 の解明は生物 の突然 変異生成 と深 く関与す るものである。

一 方、大腸 菌にお いて、召η8の 遺伝子発現 は定常期で著 しく低下す る一方、

二成 分制御系CpxR/CpxAの 発現が上昇す ることが知 られてい たが、その詳 細な

分子機 構は不 明であ った。本研 究において、大腸菌CpxRICpxA系 による 召η8

の詳 細な転写機 構が解明 され た(主論文1)。

さらに大腸 菌二成分制御 系欠損株 を用い たDNAマ イク ロア レイのデー タを

解析 した結果 、細胞内の酸化還 元状態を感知す る二成 分制御系ArcA/ArcBに よ

って、DNA修 復 に関わ る遺伝 子、μvrAの 発現が制御 されて いるこ とが見出 され

た。 詳細 な転 写解析 よ り、μvrAは 、ArcAIArcBに よ り負に制御 され る ことを明

らかに した(主論 文2)。

よって 、本論文 は博 士(農 学)の 学位論文 と して価値 のあ るもの と認め る。なお、

審査 にあた っては、論文 に関す る専攻 内審査お よび公聴会 な ど所定 の手続 きを

経 た うえ、平成17年2月22日 、農学研 究科委 員会にお いて、論文の価値な

らびに博 士の学位 を授 与 される学力が十分 である と認 め られ た。
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