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論文の内容の要旨

亜硝酸塩は、生理的条件下で、変異原性や酸化力を有する活性窒素種 (Reactive!:iitrogen species、RNS)を

生じる。 RNSは、活性酸素種と伺じラジカル分子種で、あり、周囲の遺伝子やタンパク質を酸化し細胞傷害

を誘引する。病原性細醤は、宿主の自然免疫が生じる一酸化窒素 (NO)により RNSストレスを受けるとさ

れている。従って、細茜の亜硝酸塩や RNSに対する防御機構を解明することにより、病原性細菌に対する

新たな薬剤ターゲットを得るための重要な知見が得られると期待される。そこで、本研究では、亜硝酸塩が

引き起こす RNSストレスに対する細菌の応答および耐性化機構の解明を試みた。

高濃度の亜硝酸塩存在下でも生育が可能な高度亜硝酸塩耐性萄を検索・単離した。これらの 16SrRNA遺

伝子の塩基配列の解析により、 51株がOchrobactrum属、 4株がDeljtia属、 l株がAchromobacter属と同定さ

れた。生理試験の結果、後者を Achromobactersp. YD35株 (YD35株)と伺定し、その遺伝子操作系の確立に

成功した。

YD35株の細胞内タンパク質のプロテオーム解析を行ったところ、亜碕酸塩存在下では、各種のラジカル

解毒系タンパク質と TCA回路において NADHまたは NADPHの生産に関わる酵素群の発現の上昇が確認さ

れた。このことから、 YD35株は TCA回路の酵素の発現量を上昇させ、ラジカル解毒系タンパク震に NADH

または NADPHを供給することによって、亜硝酸塩により生じる酸化ストレスに適応すると考えられた。次

に、 YD35株にトランスポゾンを用いてランダム変異を導入し、 30株の重硝酸塩超感受性変異株を取得した。

YD35株のゲノム塩基配列のドラフト解析結果を利用し、このうち 26株のトランスポゾン挿入部位を決定

したところ、ピルビン酸デヒドロゲナーゼ (Pdh)のElコンポーネント (PdhEl)遺伝子と相向性を示す遺

伝子への挿入が多く見られた。 PdhE1の周囲の遺伝子を単離したところ、その下流に PdhのE2およびE3

コンポーネントと相伺性を示す遺伝子が見いだされ、これら 3つの遺伝子はオペロンを形成すると予測され

た。これらの組換えタンパク質を誤製し混合することによってPdh活性を再構成することができたことから、

これら 3つの遺伝子がPdhの各コンポーネントをコードすることが示されたことから、 PdhがYD35株の生

育の高度亜硝酸塩耐性に関わることが示された。

YD35株がコードする 5つのアコニターゼ (Acn)遺伝子のうち、 トランスポゾンによる挿入変異は σcnA3
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のみに見られた。組換え AcnA3タンパク質の酵素活性は YD35株の他の Acnの組換え酵素のそれと比べて

亜硝酸塩や NOに対して高い安定牲を示した。また、並硝酸塩存在下で培養した acnA3変異株では、 Acnの

基質であるクエン酸が細胞内に多く蓄積し、細胞内 NADHとATPの濃疫が低下した。以!この結果から、 illi

硝酸塩存在下では、 AcnA3が活性を維持することによって TCA沼路を回転させることと、それによって呼

吸系に NADHを供給し効率的に ATPを産生させることにより生育が可能となることが示された。また、上

述の Pdhも細胞内の NADHの供給に重要な酵素であるとされていることから、 PdhはAcnA3と協調して

NADHの生産を強化することで呼吸系の働きを助けていると考えられる。また、この過程で産生された

NADHまたは NADPHは、ラジカル解毒系酵素の解毒にも利用されると予想され、本研究により、細菌の

RNS応答における NADH代謝の重要性が明らかとなった。

審査の結果の要旨

これまで、細菌の酸化およびRNSストレスへの応答については、ラジカル解毒系タンパク質の活性と発

現によるものがよく知られていたが、本研究では、それらの機能の発現に必須な NADHまたは NADPHの

産生が酸化およびRNSストレスへの耐性化に必須であることを初めて見出した。本研究は、細菌のストレ

ス応答に新たな知見を与えた点で重要であるとともに、将来、細菌の生育の制御技術を開発する上で重要な

基礎的知見となる点で高く評価できる。

よって、著者は博士(農学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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