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研究成果の概要（和文）：中等度好熱性の放射線抵抗性細菌デイノコッカス・ジオサーマリス由

来の DNA 修復促進タンパク質 PprA の構造・機能について、分子遺伝学、構造生物学、生化学的

解析を行い、PprAタンパク質が当該菌のDNA修復機構に重要な役割を持つことを明らかにした。

また、PprAタンパク質と同様にDNA損傷に応答するDdrAタンパク質の X線結晶構造解析から、

デイノコッカス・ラジオデュランス DdrA タンパク質の基本 7 量体構造を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：The role of DNA repair promoting protein PprA in the moderately 

thermophilic radioresistant bacterium Deinococcus geothermalis was revealed by a 

combination of molecular genetics, structural biology and biochemistry. X-ray crystal 

structure analysis revealed that the basic heptamer structure of the Deinococcus 

radiodurans DdrA that responds to DNA damage along with PprA protein. 
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１．研究開始当初の背景 

 デイノコッカス属細菌は、好気性、無芽胞

性の真正細菌であり、放射線抵抗性細菌とし

て知られている。デイノコッカスを放射線照

射すると、放射線に弱い他の生物と同様に、

DNA 損傷の中で最も修復の困難な DNA２本鎖

切断が生じるが、デイノコッカスはこの DNA

２本鎖切断を修復する能力に優れている。デ

イノコッカスの優れた DNA２本鎖切断修復に

は、放射線照射後に誘導される DNA 修復タン

パク質が重要な役割を果たしていると考え

られているが、この修復能がどの様な分子機

構によって実現しているのかについては、現

在でも完全には解明されていない。この優れ

た放射線耐性の分子機構が解明されれば、そ

れに関わる生体高分子を医学・農学・生命科

学分野で産業応用することが可能となる。デ

イノコッカス属細菌の中で最初に分離され

たのは、デイノコッカス・ラジオデュランス

（Deinococcus radiodurans）（以下、ラジオ

デュランス）であり、放射線抵抗性細菌の DNA

修復機構についてのほとんどすべての研究
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はラジオデュランスを用いて行われてきた。 

 研究代表者らは、これまでに、ラジオデュ

ランスの DNA 修復能欠損変異株の責任遺伝子

を突き止めることで、DNA 修復に必要な複数

のタンパク質群を同定してきた。これらの中

にはヒトや大腸菌でも持っている DNA修復タ

ンパク質が含まれていたが、既知のものとは

まったく異なりラジオデュランスにしか存

在しない新規タンパク質 PprA を発見した。

PprA は放射線で誘導されるタンパク質であ

り、DNA に生じた単鎖切断部位および 2 本鎖

切断部位を認識して優先的に結合し、

exonuclease による DNA 分解を阻止し、DNA

リガーゼによる DNA 末端結合反応を促進する

機能があること等を明らかにしてきた。さら

に、PprA タンパク質の DNA 末端結合反応促進

活性の利用について技術移転を行い、高効率

DNA ライゲーションキット「 TA Blunt 

Ligation Kit」が和光純薬工業から発売にな

っている。 

 しかしながら、上市されている高効率 DNA

ライゲーションキットは、PprA タンパク質の

安定性に問題があり、PprA タンパク質と T4 

DNA リガーゼを、DNA との反応の直前に混合

する必要がある。そこで、研究代表者は好熱

菌の PprA タンパク質に着目した。ラジオデ

ュランスは至適生育温度が 30℃の常温菌で

あるのに対して、ラジオデュランスと同じデ

イノコッカスに属するデイノコッカス・ジオ

サーマリス（Deinococcus geothermalis）（以

下、ジオサーマリス）は至適生育温度が 45

～50℃の中等度好熱菌である。デイノコッカ

ス属の高度好熱菌は、今のところ発見されて

いない。ジオサーマリスのゲノム DNA の塩基

配列が 2007 年に決定され、ラジオデュラン

ス pprA 遺伝子のホモログがジオサーマリス

のゲノムに存在することが分かっている。 

 

２．研究の目的 

 本研究の全体構想は、ラジオデュランスの

DNA 修復機構の全容を解明し、当該菌が持つ

DNA 修復タンパク質の特徴を生かしたバイオ

産業などへの応用研究に結びつけることで

ある。その中で、本研究では、放射線抵抗性

の好熱菌ジオサーマリスの DNA修復促進タン

パク質 PprA の構造・機能について、分子遺

伝学、構造生物学、生化学的解析を行うとと

もに、耐熱性 PprA タンパク質の利用開発を

進めることで、バイオ研究試薬としての実用

化に結びつけることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 遺伝子破壊株の作製 

 遺伝子破壊株の作製にはラジオデュラン

スで確立済みの方法を適用し、遺伝子破壊用

マーカー供給プラスミド pKatHPH4 及び

pKatAAD2 を使用した。 

(2) プラスミド相補試験 

 遺伝子破壊株中で、プラスミドベクターに

挿入した pprA遺伝子を発現させ、欠失した

遺伝子の機能を相補するかどうかを調べた。 

 

(3) X 線結晶構造解析 

 PprAタンパク質の結晶からX線回折データ

を取得し、分子置換法により結晶構造解析を

決定した。 

 

(4) In silico解析 

 Tri-oligonucleotide usage correlations 

(TOUC)に着目し、2 つのオルソログ間の機能

の類似性を評価した。 

 

４．研究成果 

(1) pprA 遺伝子破壊株の性質 

 ジオサーマリスの PprA タンパク質の機能

解析のため、ゲノム上の pprA 遺伝子

(Dgeo_2628)及びその上流の 231 bp プロモー

ター領域をカナマイシン耐性遺伝子と二重

交叉で交換し、遺伝子破壊株 XGPA1 を作製し

た（図 1）。XGPA1 株は、野生株に比べて、ガ

ンマ線に感受性を示した（図 2）。このことか

ら、pprA遺伝子は、デイノコッカス・ジオサ

ーマリスの DNA修復機構に重要な役割を持つ

ことが明らかになった。 

 

(2) 同一菌種でのプラスミド相補試験 

 ジオサーマリスゲノム上の pprA 遺伝子及

びその上流の 231 bp プロモーター領域を含

む計 1140 bp を PCR 増幅し、予め構築してお

いたジオサーマリス−大腸菌シャトルベクタ

ーpGEC6 の EcoRV 部位に挿入し、発現ベクタ

ーpDG2628L1 を作製した（図 1）。この発現ベ

クターを遺伝子破壊株 XGPA1 に導入したプラ

スミド相補試験株 XGA1(pDG2628L1)は、XGA1

株の感受性を相補し、ガンマ線に対して野生

株レベルに耐性を示した（図 2）。この結果は、

pprA遺伝子発現がデイノコッカス・ジオサー

マリスの DNA 修復にとって重要であることを

裏付けるものである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 遺伝子破壊株の作製とプラスミド相補

試験のための形質転換（Strain PC6 はジオサ

ーマリスの野生株） 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. プラスミド相補試験の結果 

 

(3) X 線結晶構造解析 

 放射線抵抗性細菌由来の DNA修復促進タン

パク質 PprA の構造解析を進め、PprA のホモ

ポリマー形成に関わるアミノ酸残基に変異

を導入し、ホモ 2量体を形成するタンパク質

変異体の結晶を用いて、2.5Å分解能の X 線

回折データを取得し、分子置換法により結晶

構造解析に成功した。この構造をもとに、

PprA のホモポリマー形成のモデルを構築し

た。このモデルでは、PprA がホモポリマーを

形成したときタンパク質モノマー8 分子で螺

旋 1回転し、その距離は約 400 から 420 Åで

あった（図 3）。また、この螺旋構造の内側に

正電荷を持つアミノ酸残基が集積していた。

この結果から、PprA タンパク質は DNA を取り

巻くように結合し、上記の正電荷を持つアミ

ノ酸が集積する領域が DNAとの結合ドメイン

を形成しているものと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. PprA ホモポリマーの構造モデル 

 

(4) RecFOR タンパク質複合体の機能解析 

 相同組換え修復経路で機能する RecF、RecO、

RecR の機能解析を進め、RecFOR タンパク質

複合体の中でも、RecF タンパク質が組換え修

復に一番重要で、相同組換え修復機構の初期

過程において、相同組換え反応を司る RecA

タンパク質の活性化（LexA タンパク質の自己

分解の促進から判定）を担っていることを明

らかにした（図 4）。また、リファンピシン耐

性を付与する rpoB 変異型遺伝子を用いた形

質転換能の解析から、RecR タンパク質は組換

え反応の基質となる DNAの安定性に寄与して

いることが分かった（発表論文②）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4. ガンマ線照射前後の細胞内LexAタンパ

ク質含量の変化 

 

(5) 機能類似性予測 

 2 つのオルソログ間の機能の類似性を評価

するための方法を開発し、ジオサーマリス、

ラジオデュランス並びに高度好熱菌サーマ

ス・サーモフィルス(Thermus thermophilus)

の RecAタンパク質の機能類似性を評価した。

その結果、デイノコッカス・ジオサーマリス

の RecA タンパク質をサーマス・サーモフィ

ルスで発現させた場合に、十分に機能が発現

するであろうことが予測できた（発表論文

③）。 

 

(6) ジオサーマリス・ラジオデュランス異種

菌種間でのプラスミド相補試験 

 ジオサーマリスの pprA遺伝子(Dgeo_2628)

を常温菌ラジオデュランスで発現させる系

を構築した。このためにまず、ラジオデュラ

ンスのゲノム上に存在する pprA 遺伝子

(DR_A0346) 及びその上流の 216 bp プロモー

ター領域をスペクチノマイシン耐性遺伝子

と二重交叉で交換し、遺伝子破壊株 XPA2 を

作製した。研究成果(2)で作製済みのジオサ

ーマリス−大腸菌シャトル発現プラスミド

pDG2628L1 は、ラジオデュランスで複製でき

なかったため、ジオサーマリス pprA 遺伝子

及びその上流の 231 bp プロモーター領域を

含む計 1140 bp を PCR 増幅し、ラジオデュラ

ンス−大腸菌シャトルベクターpRADN1 に挿入

し、発現プラスミド pRAD-DG2628L1 を作製し

た。この発現プラスミドを遺伝子破壊株 XPA2

に 導 入 し た プ ラ ス ミ ド 相 補 試 験 株

XPA2(pRAD-DG2628L1)は、XPA2 株のガンマ線

感受性を相補し、野生株レベルに耐性を示し

た。この結果は、Dgeo_2628 が DR_A0346 の機

能ホモログであることを示すと同時に、好熱

菌由来の PprA タンパク質が常温でも安定に

機能を発揮することを示すものである。 

 



(7) ygjD/yeaZ 遺伝子ファミリーの機能解析 

  ygjD/yeaZ 遺伝子ファミリーは多様な生

物のゲノムに保存されている機能未知遺伝

子の一群である。DNA 修復や転写制御に関連

した何らかの重要かつ普遍的な機能が示唆

されるものの、ygjD/yeaZ 遺伝子ファミリー

の実際の基本的な機能はまだ良く分かって

いない。大腸菌や枯草菌といったモデル微生

物では、ygjD/yeaZ オルソログを欠損すると

致死になることが知られており、遺伝子完全

欠損株を作製することができないため、詳細

な機能解析を行えない問題点があった。そこ

で、細胞内に複数コピーのゲノムを有するラ

ジオデュランスに着目して、当該遺伝子座に

ヘテロ変異を導入した株 （ヘテロ破壊株：

複数コピーあるゲノムの内、一部のゲノム上

の当該遺伝子が破壊された株）を用いて分子

遺伝学的解析を行うことを計画し、二回交叉

を介した遺伝子交換で野生株ゲノム上の標

的遺伝子を薬剤耐性遺伝子とすげ替える方

式の遺伝子破壊実験を行ったところ、予想に

反し、標的遺伝子座が完全欠失した遺伝子破

壊株を作製することができた。さらに、作製

した遺伝子破壊株について、各種 DNA 損傷剤

で処理して生存率を測定したところ、DNA 鎖

間架橋損傷を生じるマイトマイシン Cに対し

て著しい感受性を示した。これらの結果から、

ラジオデュランスの ygjD 及び yeaZ 遺伝子

がマイトマイシン Cで誘発される DNA 鎖間架

橋 DNA 損傷の修復に大きく関わることが強く

示唆された（発表論文①）。 

 

(8) DNA 損傷応答タンパク質 DdrA の構造解析 

 PprAタンパク質は細胞中にDNA損傷がある

と発現が誘導される DNA損傷応答タンパク質

である。一方、ラジオデュランスで最も誘導

量の多い DNA 損傷応答タンパク質は DdrA で

ある。DdrA もデイノコッカス独特のタンパク

質であり、DNA の 3’末端突出に結合し、

exonuclease による DNA 分解を阻止すること

で、DNA 修復過程に関与すると考えられてい

る。X 線結晶構造解析を行った結果、ラジオ

デュランスの DdrA タンパク質は、真核生物

の DNA 修復タンパク質 Rad52 と同様に、7 量

体リングが 2つ重なった高次構造を持つこと

が分かった（図 5）（発表論文④）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. DdrA タンパク質の X線回折像と推定さ

れる高次構造 

(9) 今後の予定 

 今後は、耐熱性 PprA タンパク質の機能を

利用した新たな遺伝子工学試薬の開発を目

指し、pprA遺伝子が存在しない近縁種高度好

熱菌サーマス・サーモフィルスでジオサーマ

リス pprA 遺伝子を発現させ、遺伝子シャッ

フリングによってランダム DNA 組換えを繰

り返すことで、高耐熱化した PprA タンパク

質を進化分子工学的に獲得することを計画

している。 
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