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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を高度好熱菌サーマス・サーモフィルスで発現させた。PprA発現株は、過酸化水素及びエチル
メタンスルホン酸に対する耐性が増加したことから、PprAタンパク質はサーモフィルスにおいてDNAの酸化損傷
およびアルキル化損傷の修復に関与するものと考えられた。本研究によって、放射線抵抗性細菌に特異的なDNA
修復促進タンパク質を高度好熱菌で発現させ、DNA修復機能を向上させることが可能であることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：DNA repair promoting protein PprA derived from the moderately thermophilic 
radioresistant bacterium Deinococcus geothermalis was expressed in the extremely thermophilic 
bacterium Thermus thermophilus. The PprA-expressed T. thermophilus strain showed an increased 
resistance to hydrogen peroxide and ethyl methanesulfonate, suggesting that PprA protein is involved
 in the repair of DNA oxidative and alkylation damage. This study revealed that the improvement of 
DNA repair function is possible by expressing a DNA repair promoting protein specific to the 
radioresistant bacterium in an extreme thermophile.

研究分野： 放射線微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 デイノコッカス（Deinococcus）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
カスに放射線を照射すると、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DNA２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DNA修復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
など様々な分野で産業応用することが可能と
なる。 
 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）のDNA修復の分子機構解明への手
がかりとして、我々が取った戦略は、DNA修復
能欠損変異株の変異部位を見つけ出し、変異
株のDNA修復能欠損の責任遺伝子を同定する
ことであった。その結果、他の生物種からは
見つかっていないデイノコッカスに独特の新
規 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と に 成 功 し 、
pleiotropic protein promoting DNA repair
（DNA修復を促進する多面的タンパク質）の意
からpprA遺伝子と命名した。PprAタンパク質
の生化学的性質を解析した結果、DNAに生じた
単鎖切断部位及び２本鎖切断部位を認識して
結合し、エキソヌクレアーゼIIIによるDNA分
解を阻止すること、DNAリガーゼによるDNA末
端結合反応促進活性を持つことなど、真核生
物のDNA末端再結合修復機構に関与するKuタ
ンパク質やMre11/Rad50/Xrs2複合体の性質に
類似していることを明らかにしてきた。さら
に、特許に基づく技術移転を行った結果、PprA
タンパク質のDNA修復促進活性を利用した高
効率DNAライゲーションキットが和光純薬工
業から発売になっている。 
 ラジオデュランスの至適生育温度が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。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
も存在することが分かっている。ジオサーマ
リスのpprA遺伝子については、遺伝子破壊株
の作製とプラスミドによる相補試験を行い、
PprAタンパク質がジオサーマリスの放射線耐
性にも重要な役割を果たしていることをこれ
までの研究で明らかにした（科研費基盤C：H22
～H24）。なお、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。 
 一方、至適生育温度が 75℃であるサーマ

ス・サーモフィルス（Thermus thermophilus）
（以下、サーモフィルス）は、ジオサーマリ
スと同じ門（phylum）に属し、系統分類上ご
く近縁である。両細菌に共通の酵素は遺伝子
レベル及びタンパク質レベルで非常に高い
相同性を持つ。また、両細菌共に DNA の GC
含量が約 70%と高いことも共通した特徴であ
る。サーモフィルスは、ラジオデュランスや
ジオサーマリスと共通したDNA修復酵素のホ
モログを多種類持つにもかかわらず、放射線
に対する感受性が高く、この一因としてサー
モフィルスが pprA 遺伝子を持っていないこ
とが考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の全体構想は、放射線抵抗性細菌が
持つ極めて効率的なDNA修復機構の全容を解
明し、当該細菌の DNA 修復に重要な役割を果
たす遺伝子を生命科学・バイオ技術分野での
応用研究に結びつけることである。その中で
本研究では、放射線抵抗性細菌ジオサーマリ
スの DNA２本鎖切断修復に重要な役割を果た
す DNA修復促進タンパク質 PprA の遺伝子を、
ジオサーマリスと系統分類上極近縁である
が放射線に高い感受性を示す高度好熱菌サ
ーモフィルスで発現させ、サーモフィルスに
放射線耐性を付与することができるかどう
かを検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）発現プラスミドの構築 
 耐熱性カマナイシン耐性マーカーを持つ
サーモフィルスのゲノムインテグレーショ
ンベクターpT8S-P31 を制限酵素 NdeI 及び
BamHI で切断後、アルカリホスファターゼ処
理によって DNA 5’末端の脱リン酸化を行っ
た。次に、ジオサーマリス PC6 株のゲノム DNA
を鋳型として NdeI 及び BamHI 認識配列タグ
付き PCR プライマーを用いて pprA 遺伝子領
域を PCR にて増幅した。この PCR 産物を NdeI
及び BamHI で切断した DNA断片と上記のゲノ
ムインテグレーションベクターをDNAリガー
ゼによって連結した。この DNA を用いて大腸
菌 JM109 株を形質転換し、カマナイシン耐性
の形質転換株を取得した。この形質転換株か
らプラスミドを抽出し、目的とするプラスミ
ドのサイズと合致することをアガロースゲ
ル電気泳動によって確認し、pT8S-P31-pprA
とした。次に、このプラスミドを用いてサー
モフィルス HB27 HT104 (pTT8)株を形質転換
することでカマナイシン耐性の形質転換株
を取得し、P31pprA 株と命名した。この菌株
のゲノム DNA を抽出し、pprA 遺伝子領域を
PCR 増幅することで、pprA遺伝子がサーモフ
ィルスのゲノムに挿入されたことを確認し
た。また、pprA遺伝子を挿入としていないゲ
ノムインテグレーションベクターpT8S-P31
の DNA でサーモフィルス HB27 HT104 (pTT8)
株を形質転換することで、カマナイシン耐性
のネガティブコントロール株P31株を取得し



た。 
 同様に、耐熱性カマナイシン耐性遺伝子の
代わりに、耐熱性ハイグロマイシン耐性遺伝
子マーカーを持つインテグレーションベク
ターpT8H5
pprA
(pTT8)
また、
インテグレーションベクター
でサーモフィルス
質転換することで、ハイグロマイシン耐性の
ネガティブコントロール株
た。 
 本研究で使用した
クター
中村顕教授から分与して戴いた。
 
(2) 抗ジオサーマリス
抗体の作製
 ジオサーマリス
ターにクローニングし、
PprAタンパク質を大腸菌
発現させた。
ファーに懸濁した
て得られた沈殿を
Tris-
Cobalt
配によって
らに、脱塩後の精製
て、抗ジオサーマリス
ーナル抗体を作製した。
 
(3) 生存率を指標とした各種変異原処理に
対する影響解析
 紫外線感受性試験については、培養したサ
ーモフィルス各菌株の菌体を
滅菌水で再懸濁する菌洗浄を
水で
UV-C
列を作製した。操作は光回復酵素の
活性による影響を排除するために、暗所、イ
エローランプ点灯下で行った。各希釈系列を
寒天培地に
形成するまで暗所で静置培養した。形成した
コロニー数をカウントし、
による耐性の変化を比較した。
 化学薬剤感受性試験
ッカス
耐性の変化を寒天拡散法で測定した。培養し
たサーモフィルス各菌株の菌体を滅菌水で
100倍希釈し、寒天培地に
各種薬剤（マイトマイシン
ノボビオシン、エチルメタンスルホン酸）を
プレートの中心部に
形成されるまで静置培養した。培養後、阻止
円の直径を比較することで
無による耐性の変化を比較した。
 
４．研究成果
(1) pprA
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