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論 文 内 容 要 旨

序論

酸素は利 用 性 の高い分子 である と同時 に活性酸 素種 に由来す る細胞毒 性 を示す危 険な存

在であ る。 酸 素か ら生 じるスーパーオキ シ ド、過酸化 水素 、 ヒ ドロキシル ラジカル といっ

た活性種 は、DNA、 蛋 白質、膜脂質 に損傷 を与 える。 このた め、好気 性 の生物 はスーパー

オキシ ドデ ィスム ターゼ(SOD)、 カ タラーゼ、ペ ルオ キ シダーゼ 、 グル タチオ ンな どの

種 々の活性 酸素 消去系 を持っ と考え られ ている。

乳酸菌は 、そ のエネル ギー生産 を嫌気的 な発酵 に依存 してお り生 育 に酸素 を必要 とレな

いが、一般 に酸素 に耐性 を示 し好気的 な条件 でも生育 で きる。 しか しなが ら、カ タラーゼ

による過 酸化水 素分解 系を もたず、SODす らもたない菌が存在す るた め、他 の好気性物 と

は異なった興 味深い研究材料 として、その酸素耐性機 構 の研 究が行 われて きた。 乳酸菌の

スーパー オ キシ ド消去系 としては、マ ンガ ン型 のSODがStreptococci、Lactococci、 お よ

びLactobacilliの 一部に見 られ るが、SOD蛋 白質 を持 たないLac亡obacゴ11ロ5pla舵ar㎜ で

は、細胞 内に高濃度に蓄積 したマンガン 自体 が、SOD様 の活性 を示す と報告 され てい る。

また、カ タ ラーゼ に代 わ る過酸化水素分解系 の探索 が行 われ、マ ンガ ンを補欠 因子 とす る

マ ンガ ンカ タ ラーゼや フ ラボプ ロテイ ンであるNADHペ ル オ キシダーゼが 、L.pla舵ar㎜ と

勘 亡θmcoccus飴 θca115か らそれぞれ見出 されてい る。 いず れの酵 素 も酵素化 学的 に非常に

興 味深 い もの であったが、その局在 が特定の菌種に限 られ ていた ため、乳酸菌 一般 におけ

る過酸化水 素耐性機構 は不明であった。1993年 に当研 究室 の樋 口 らは、5亡rθp加coooロ5

mロ亡aηsから水 生成型(Nox-2)と 過酸化水 素生成型(Nox-1)の2種 類 のNADHオ キシダーゼ を見 .

出 した。 さ らにPooleら との共同研 究に よ り、過 酸化水素生成 型NADHオ キシダーゼ である

Nox-1が 、そ の遺伝子の上流 に存 在す るAhpC成 分 と共 にはた らくこ とで、2成 分性 のペルオ

キシダーゼ として機能す る ことを明 らか とした。 両成分 の うちAhpC成 分 は、ペ ル オキシ レ

ドキシン とよばれ、古細菌か ら高等動 物 まで普遍 的 に存在す る新 しいペル オキ シダーゼの

ファ ミリー に属 す ることが近年 明 らか となってお り、乳酸菌 にお いて も広 く局在 し、カ タ

ラーゼに代 わ る過 酸化水 素分解 系 として機能 してい るこ とが期待 され た。 しか しなが ら、

ε 田碗aη5のa加Gηox-1両 遺伝 子の欠損株 を作成 し、好気条 件下 での生育能お よび過酸化

物耐性能 につ いて検討 した結果 、両遺伝 子の欠損株 は好気 条件 で生育で き るだ けでな く、

野生株 と同等 の過酸化水 素耐性 能を保持 してい るこ とが明 らか とな った。

本博士論 文で は、5.刎 亡aη5にAhpC,Nox-1の 欠損 を補償 す る よ り主要 な過 酸化水 素耐性

因子が存 在す る と仮定 し、その探索 を行 った。 その結果 、新 たな過酸化 物耐性 因子 として

鉄結合蛋 白質 で あるDpr分 子 を見出 した。 また、Dpr分 子 の精製標 品 を取得 しその分子的実

態 を明 らか とす ると共 に、Dpr分 子 を介 した酸素耐惟 メカ ニズムの解析 を行 った。 さら

に、Dpr様 分子 の乳酸菌 にお ける局在 につ いても検討 を行 った。
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1章 、 過 酸 化 水 素 耐 性 遺 伝 子 の 取 得

Ecoヱ1のa加 α「欠損 株 は 有機 の過 酸 化 物 で あ る 亡e茸一butylhydroperoxide(tB班,)に 感

受 性 を示 し、tBHPを0.5酬 含 むLBplateで は 生 育 で き な い 。 この こ とを利 用 し、0.5翻

のtBHPを 含 むplateで の且colfa加 α吹 損 株 の 生 育 能 を復 帰 させ る遺 伝 子 を3加 ロ亡aη5

の ゲ ノム ライ ブ ラ リー か ら選 抜 し、525bpか らな り、175ア ミ ノ酸残 基 を コ ー ドす る遺

伝 子 を得 た。 相 同検 索 の 結 果 、得 られ た 遺 伝 子 が コー ドす る タ ンパ ク質 はDps(卿A

bindingprotein旦tarvedcells)フ ァ ミ リー の タ ンパ ク質 と20～40%と 低 い な が ら も

相 同性 を示 した ので(表1)、 のr(Dpslikeperoxideエesistancegene)と 名 付 けた 。

2章 、 φr欠 損 株 の作 製 とそ の性 質

ε 刎 亡aη5にお ける伽■遺伝子 の生理的役割 につ いて検討 す るため、相 同組 み 換 えを用

い5.扱 吻 η5の(加r欠損株 を作製 した。 他 の酸 素傷害防御酵 素 との関連 にっい て も検討 す

るた め、φあa加Gηox-1及 び 、φる50d欠 損株 も作製 した。 嫌気条件 下で は、 これ ら

の遺伝 子欠損株 は野生株 と同等 の生育 能 を示 したが、好気 条件で は⑳■欠損株 の コロニ

ー 形成能 は約1/10000に 低下 した(図1A)
。 また、(加r,ahp¢ ηox-1及 び、のちsod欠 損

株 は、好気 条件 下の液体培地 で も顕著 に生育 が阻害 され(図1B、C)、 伽r遺 伝 子はS.

加utaηsの酸素耐性 に非常 に重 要な役 割 を担 って い るこ とが明 らか となった。
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図1.⑳r欠 損 株 の 好 気 条 件 下 で の 生 育 能

A.コ ロニ ー形成能;嫌 気条件下 での コロニー形成 数に対す る好気条件 下での コロニー形

成数の比 をplatingefficiencyと 定義 した。B,C.液 体 培地で の生 育能;各 変異株 を好

気条件下で振 と う培養(150cycle/min)し 、その生 育度 をA660で 測定 した。
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3章 、 の τ遺 伝 子 産 物 の取 得 と解 析

Dpr分 子 が どの よ うに8臨aη5に 酸素耐性 を付与 して いるのか明 らか とす るため

に、伽■遺 伝子産物の取得 と解析 を行 った。好気 的に培養 したS刎 施n5の 菌体約10g

か ら、ハイ ドロキシアパ タイ トを用 いたバ ッチ法 と3種 のカ ラム ク ロマ トグラフィー

を用 いて、精製度 で約50倍 、精製標 品 として約2.4mgのDpr蛋 白質 を得 た(図2A)。Dpr

分子 は、SDS-PAGEで20kDa(図2A)、 沈降平衡法 で223kDa、 動的 光散乱法 で292kDaの

分子量 を示 した こ とか ら、約12量 体か らなる複合 体 を形成 してい る と考 えられ た。 ま

た、Dpr分 子 は直径約9.2㎜ の球状の粒子 として電 子顕微鏡 で観 察 され、鉄結合蛋 白

質で あるフ ェ リチ ン(直 径12.5㎜)と 類似 した形状 であ った(図2B)。 精製 したDpr分 子

は複 合体 当た り10.8-27.5個 の鉄原子 を持 ち、最 大で480個 の鉄 を結合す ることがで き

た。Dprが 属 す るDpsフ ァ ミリーの蛋 白質では、DNAと の非特 異的 な結 合能が報告 され

ている。Dprに ついて も、大腸菌のDpsを ポ ジテ ィブ コン トロール と して用 い、ゲル シ

フ トア ッセイ を行 った が、DNAと の結 合能 は認 め られ なかった。 また、抗酸化酵素活

性で ある、SOD活 性 とカ タラーゼ活性 について も検討 したが 、いずれ の活性 も検 出 さ

れなか った。Dprと 他 のDpsフ ァ ミリー のタンパ ク質の性質 を表1に 示 した。
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図2.Dpr精 製 表 品 のSDS-PAGE(A)と 電 子 顕 微 鏡 写 真(B)
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4章 、Dpr蛋 白質 に よ る ヒ ドロキ シル ラ ジカ ル の 生成 阻 害

Dpr分 子はいわゆるフェ リチ ンの よ うな鉄結合蛋 白質 の一種 であ った。 大腸菌 のDpsで

は、DNAとDpsの 強固 な結合 自体 がDNAを 過酸化 水素か ら保護す る と考 え られ てい る。 しか

し、ε 脚 亡aη8のDprにはDNAと の結合能 は認 め られなか った。 また 、他 の抗 酸化酵素活 性

も認 め られ ない ことか ら、Dprに よる酸 素耐性能 は、その鉄結 合能 に由来す る と考 え られ

た。 鉄イオ ンは、フェ ン トン反応(H202+Fe2+→ ・OH+OH一+Fe3+)で 知 られ る よ う

に、最 も反応性 の高い活 性酸素種 であ るヒ ドロキ シル ラジカル(・OH)の 生成 を触媒 す

る。従 って、推定 され るDpr分 子 の機 能 は、生体 内の遊離 の鉄 イオ ンのキ レー ト作用 に よ

る ヒ ドロキシル ラジカル の生成 抑制 である。そ こで、Dpr分 子 が鉄 イオ ンに依存 した ヒ ド

ロキシル ラジカル の生成 を抑制 しうるか否 か無細胞 の実験系を用い検討 した。 そ の結

果 、2価 鉄 に依存 した系お よび3価 鉄 とスーパー オキシ ドに依存 したいず れ の ヒ ドロキシ

ラジカルの産生系 におい て も、Dpr分 子 は ヒ ドロキ シル ラジカル の産 生 を効果 的 に抑 制す

る ことが判 明 した(表2、3)。

表2.2価 鉄 に依存 した ヒ ドロキシル ラジカル 生成 に対す るDprの 影響
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表3.3価 鉄 と02一に依存 した ヒ ドロキシル ラジカル 生成に対す るDprの 影響
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5章 、 野 生株 と⑳r欠 損 株 の 細 胞 内遊 離 鉄 イ オ ン濃 度 の 比 較

Dpr分 子 による酸素耐性機 構が、生体 内の遊離 の鉄 イオ ンの制御 に よるもの と仮 定す

る と、野生株 に くらべ 、のr欠 損株 では細 胞 内の遊 離鉄 イオ ンが増加 してい る と推 定 さ

れ る。 この仮説 を検証す るために、生体 内遊 離鉄イオ ン濃度 の測定 をESR(Electron

spinresonance)法 を用 いて行 った。 そ の結 果、嫌気条件 下では野生株 で93.6±0.4μ

M、 ⑫r欠 損株 で136.6±29.0μMの 遊 離鉄イ オ ンが検 出 され た(図3B)。 好気 条件 に移す こ

とに よって、野生株では9.4±2.2μMに 鉄 イ オ ン濃度 が減 少 したのに対 し、のr欠 損株 で

は96.1±12.0μMと 高 く維 持 されていた(図3B)。 また、野生株で は遊離鉄 イオ ン濃度 の

減少 と比例 して、Dprの 発現 が確認 された(図3C)。 以上 の結果 か ら、Dpr分 子が生体 内

で の鉄イオ ン濃度の調節 に寄与 してい る こ とが明 らか とな った。 これ までの結果 か ら

推定 され るモデル を図4に 示 した。
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図4.5.皿 碗aη5に お け る活 性 酸 素 代 謝 の モ デ ル 図

酸素か らスーパ ーオキシ ド(02一)、 過酸化 水素(H202)、 ヒ ドロキシル ラジカル(・OH)な どの

活性種が生 じる。過酸化水素は鉄触媒 に よって 、最 も毒性 の高い ヒ ドロキ シル ラジカル に変換

す る。 スー パーオ キシ ドは、鉄 を含 む蛋 白質 か ら鉄 を引き抜 くことで、細胞内遊離鉄 イ オ ン濃

度 を増加 させ 、 ヒ ドロキシル ラジカルの産生 量 を増加 させ る。 いずれ の場 合において も、鉄 結

合蛋 白質 で あるDprが 遊離 の鉄 イオン を分子 内に取 り込む こ とで、 ヒ ドロキシル ラジカル の産

生 を抑 え、5。 刎 亡an5に酸素耐性 を付 与 して い ると考 え られ る
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6章 、Dpr様 鉄 結 合 蛋 白質 の乳 酸菌 にお け る局在

Dpr様 鉄 結合蛋 白質の乳酸菌 におけ る局在につ いて検討 した。Dpr様 鉄 結合蛋 白質の検

出には、鉄 に特異的な染色試薬 であ るFereneSを 用 いた活性 染 色 と抗Dpr抗 体 を用いた

westernblot法 を用いた。 その結果 、Dpr様 の鉄結 合蛋 白質 は、全 てではな いが乳酸菌 に

広 く局在 してい ることが判 明 した。 また、乳酸菌 は菌種 に よ り酸素耐性能 が異 な るこ と

が知 られ ているが、Dpr様 分子 は、総 じて酸素耐性 能の高い乳 酸菌 に見 られた。

Streptococci

S.mutans(3)A

S5∂ η9晦 ②A

S.salivarius(1)A

S.the/mophilus(4)A

Lactococcuslactis(2) B

1

Pediococcuspenfosaceus(1)A

Leucanostocmesenterotdes(5)一

Lactobacilli

L.plantarum(4)A

L,paracasef(1)

L.gasserl(1)

L怨 μねが(1}

8

8

8

L.paracaset(2)

Ldθ'b'uεc盈 ガ(51曜

Lao'doρ ぬ〃ロs《'1》 ■

図6.Dpr様 鉄 結 合 蛋 白質 の 乳 酸菌 に お け る局 在

菌体破砕 液を、非変性 ポ リア ク リル ア ミ ド電気 泳動に よ り展開 し、FereneSと 抗Dpr抗 体 に よ る

ウエス タンブ ロッ トによ り検出 を行 った。抗Dpr抗 体 で認識 され る鉄 結合 タンパ ク質 をA、 抗

Dpr抗 体 で認識 され ない鉄結合 タンパ ク質 をBと して表記 した。()内 は検体 として用 いた菌株

数を示す。
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要約

1、Smロ 亡an5よ り、過酸化 物耐性遺伝子 として、525bpか らな り175ア ミノ酸残基 を コー

ドす るφ■遺伝子 を取得 した。

2、 一連 の伽r欠 損株 を作製す るこ とに よ り、のr遺 伝子 が5.刎 亡an5の酸素 耐性 に非常に

重要 な因子 であるこ とを明 らか とした。

3、Dpr蛋 白質 を5。 田ロ亡aηsより精製 し、Dpr分 子 は12量 体か らな るferritinの よ うな鉄結

合蛋 白質で あ り、複合体 当た り最大 で480個 の鉄原子 を結合 す るこ とを明 らか と し

た。

4、Dpr分 子 は、劫 γゴ亡roにおい て、鉄 に依存 した ヒ ドロキシル ラジカル の生成 を抑制す

ることを明 らか と した。

5、dpr欠 損株 の細胞 内遊離鉄 イオ ン濃 度が、野生株 に比べ最 大約10倍 増加 してい るこ と

を見出 した。

6、Dpr様 の鉄結合 蛋 白質は、$刎 亡an5だけでな く、広 く乳酸菌 に局在 して い るこ とを

見出 した。

以上の結 果か ら&刎 亡an5では、鉄結合蛋 白質で あるDpr分 子 が細胞 内の遊 離 の鉄 イオ

ンを分子 内に取 り込み 、鉄 イオ ン触媒 に よる ヒ ドロキシル ラジカル の生成 を抑制す るこ

とで、酸素耐性 を付与 してい る と考 え られ た。 このDpr分 子 による酸 素耐性 メカニズ ム

は、カタラー ゼ とい う過酸化水 素分解系 を持 たない乳酸菌 に とって、非 常 に都 合 の良い

システム と考 え られ、実際 にDpr様 の鉄結合 蛋 白質は広 く乳酸 菌 に分布 してい た。 ま

た、本研究 で分離 した一連の(加r欠 損株 は、酸 素感 受性株 と して も数少 ない報告例 で あ

り、今後詳 細 に解析す るこ とで、鉄 イオ ンあるい に ヒ ドロキシル ラジカル の細胞 毒性 の

理解 につなが る と期待 され る。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

活性酸素 の生理活性,お よび活性 酸素に対す る生物 の防御 メカニズムは,基 礎 生物学 の興味深い研究

対象 として,多 くの研究が行われている分野の1つ であ る。 また,活 性酸素が,加 齢,癌 をは じめ とす

る様 々な病体 に関与す るこ とが近年 明 らか とな りつつあ り,応 用的見地 か らも注 目を集 める研究分野 と

なってい る。酸素か ら生 じる活性酸素 には,ス ーパーオキシ ド,過 酸化水素,ヒ ドロキ シルラジカル な

どが ある。 これ ら活性酸素 は反応性が高 く,DNA,蛋 白質,膜 脂質な どの生体構成成分 に損傷 を与 える

ため,酸 素 の存在下 で生育す る生物 はスーパ ーオキシ ドデ ィスム ターゼ(SOD),カ タラーゼ,種 々の

ペルオキ シダーゼを持つ と考 えられてい る。

本博士論文 では,乳 酸菌の一種 であ るS∫rεp'OCOCCπ8那 碗αηSを 研究材料 と して,そ の酸 素耐性機構

の解 明を行 っている。乳酸菌は,一 般 に酸素 に耐性 を示 し好気的な条件 で も生育 で きるが,カ タラーゼ

に よる過酸化水素分解系 を もたず,SODす らもたない菌 が存在 する。 このため,他 の好気性物 とは異

なった興味深い研究材料 と して,そ の酸素耐性機構 の研究が行われて きた。本研究者 は当初,カ タラー

ゼ代替の過酸化水素消去酵素 としてS.濡 漉αηsで 見出されたAlkylhydroperoxidereductase〈AhpR)

に着=目し研 究 を行 った。 しか しなが ら,AhpR欠 損株 が,な お も酸素耐性 能 を保持 してい ることに注 目

し,さ らに新 たな酸素耐性 因子の取得 を試 みた。結果 と して,大 腸 菌のAhpR欠 損株 の過酸化物耐性 を

復帰 させ る遺伝子 と して,4ρr(Dpslikeperoxideresistancegene)遺 伝子 を見 出 した。そ して,

S。舵漉απ8の 吻r欠 損株 を作製す ることで,(加r遺 伝子が ε'π麗απsの 酸素耐性 に非常 に重 要な因子で

あることを明 らか とした。 さらに,φr遺 伝子 産物 の精製お よび解析 を行い,Dpr分 子が,球 状 の12量

体か らなるいわゆるFerritinの ような鉄結合蛋 白質であ り,、最大で480個 の鉄原子 を複合体あた り結合

す るこ とを明 らか と した。次 に,Dpr分 子 による酸 素耐性 メカニズムが,生 体 内の遊離鉄 イオンのキ

レー ト作用 に よる,鉄 イオ ンを介 した ヒ ドロキシル ラジカルの生成阻害に よる もの と仮定 し,Dpr分 子

が ヒ ドロキシルラジ カルの生成 を阻害す るこ とを無細胞系 の実験 を用いて明 らか と した。 さらに,S。

配漉αηsの 伽r欠 損 株 において,細 胞内遊離鉄 イオ ン濃度が上昇 しているこ とを,Elec七ronspinreso-

nance法 を用 いて示 している。 また,Dpr様 分子 の8.配 漉απ8以 外 の乳酸菌にお ける局在 について検討

し,Dpr様 分子が広 く乳 酸菌 に分布 している ことを見 出 している。

乳酸菌 では,こ れ までカタラーゼ代 替 とな りうるペルオキシダーゼの探索が主として行 われてきたが,

本研究 では過酸化水素の分解 に必ず しも依存 しない新 たな機構 として,鉄 結合蛋 白質であるDpr分 子 に

よる酸素耐 性メカニズムを見出 している。 このDpr分 子 に よる酸素耐性機構は,カ タラーゼを もた ない

乳酸菌 にとって非常に都合の良いメカニズムであ り,実 際にDpr様 分子が広 く乳酸菌に分布 していた事

実 も興味深 い。 また,Dprは そのア ミノ酸配列 の類似性か ら,Dpsフ ァミリー とい う大腸菌で見出 され

たDNA結 合蛋 白質の ファ ミリーに属する ことを明 らかに した。

以上の ように、本研 究 は 翫7εμococcμs配 碗απ8に おけるDprを 介 した酸素耐性機構 を解明 した も

ので,審 査員一 同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授 与す るに値 する もの と認定 した。
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