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微生物は自然 界のあ りとあらゆる 環境に 生息し，多岐 に渡る 活動を行って いる。

これら微生物が生息する環境下では，栄養塩の枯渇，浸透圧 ，温度および p H の変化，

乾燥，重金属汚染や抗生物質投与等，様々な環境変化が目まぐるしく起こっており，

この中 には微 生物 の 増殖阻 害を惹 起す る 環境ス トレス 因子 と して 作 用する もの も多

い。し たがっ て， 微 生物は 長きに 渡る 進 化の過 程で， これ ら 環境ス トレス に対 応す

べく，自身の転写・翻訳を複雑精緻に制御するための機構を獲得してきた。  

To x in -A n t i t o x i n  (TA )  機構はこのようなストレス応答機構として名高い。その名に

冠される通り， 本機構は毒性タンパク質である Tox i n と抗毒性分子である A n t i t o x in

から構成される。通常， Tox i n タンパク質の毒性は A n t i t o x i n 分子により抑制されて

いるが，微生物細胞が環境ストレスに曝された際 ， A n t i t o x i n が優先的に分解され，

細胞内で To x in が遊離する。To x i n 分子が微生物の増殖を抑制するメカニズムは種々

あるが，その中で最も報告例が多いものは細胞内 R N A の切断，およびそれに 続くタ

ンパク質の合成阻害である。  

Ma z F は大腸菌において初めて同定された 代表的な R N A 切断型 To x i n であり，

A n t i t o x in タンパク質 Ma zE と共に M a zE F 機構を構成する 。既往研究により， Ma z F

は A C A 配列特異的なエンドリボヌクレアーゼであ ることが知られている。近年，ス

トレス環境下では M azF を介した RNA の切断により，大腸菌の翻訳プロファイル が

包括的に「再プログラミング」されることが明らかとなり，MazF の転写後修飾因子

としての重要性 が認識されつつある 。  

大腸菌での研究が最も進められている M azF は，バイオインフォマティックス解

析によ り，そ のホ モ ログが 古細菌 や真 正 細菌に 広く散 在す る こと が 明らか とな って

いる。興味深いことに，これらの微生物から単離された M a z F の切断配列長  (三〜七

塩基 )  や切断配列は微生物種ごとに異なる。したがって，一口に M a z F ホモログとい

えども，細胞内 R N A の選択的分解を介した翻訳制御機構は微生物種に特有であ り，

種々の微生物に保存された M a z F の認識切断配列の同定が微生物細胞における翻訳

制御機構を理解する上で重要である 。  

以上を踏まえ，本研究では M a z F エンドリボヌクレアーゼの解析において枢要と

なる切断配列を高感度・高精度・高効率に同定する手法の構築を目的とした。ま た，

構築した手法を，環境微生物が有する M az F に用いることでその切断配列の同定を行

った。本論文は全四章より構成される。以下に各章の概要を述べる。  

第一章では，Tox i n - A n t i t o x in 機構の分類，および今日までに報告されてきた TA 機

構の生物学的意義について述べた。また ，これまで単離・精製されてきた M a z F の基

質特異性やその系統学的広がりに関して記載した。  

第二章では，M a z F の切断配列を特定するための新規手法の開発に関して記載した。

従来， M a z F を含む配列特異的 To x i n エンドリボヌクレアーゼの切断配列の同定には

プライマー伸長法が用いられていた。しかしながら， この手法は  ( 1 )  手順が煩雑で

ありスループット性に乏しい， ( 2 )  基質 R N A の立体構造由来のノイズが切断配列と

して検出される恐れがある， ( 3 )  基質中に含まれる配列多様性が低く， M a z F の切断

配列が含まれない可能性があ る， ( 4 )  切断活性の経時的な追跡が困難である ， ( 5 )  放
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射性同 位体を 使用 す るため 特別な 施設 を 必要と し，技 術に 習 熟を要 する ， 等の 問題

がある。そこで本研究では，超並列シーケンシング法により To x i n エンドリボヌク

レアーゼの切断配列を同定する手法を構築し，さらに蛍光消光現象を利用した R N A

切断活性検出法と組み合わせることで上記の問題の解決を図った。  

理論上，M a z F で R N A を断片化した際，その 5′末端が M a z F に切断された箇所と

一致す る。し たが っ て，サ ンプル を逆 転 写後， 超並列 シー ケ ンシン グ法 を 用い て解

析した際，冗長度が増加する塩基の直前・直後に頻出する配列が M a z F の切断配列で

あると考えた。まず，認識切断配列が既知（ A C A 配列）の大腸菌由来 M a z F（ M a z Fe c）

を用いて本アイデアの妥当性を評価 した結果， 1 0 0 %の割合で A C A 配列が検出され，

超並列シーケンシング法が M a z F の切断配列の同定に有効であることが示された。ま

た，構造特異的リボヌクレアーゼである R N a s e  I I I を用いた際は，特定の配列が検出

されず ，構築 した 手 法 が配 列特異 的エ ン ドリボ ヌクレ アー ゼ でのみ 機能す るこ とを

確認した。  

次に認識切断配列が未知の P s e ud om on a s  pu t i d a 由来の M a z F に本手法を適用し，そ

の切断配列が同定可能であるかを検証した。 P.  p u t i da のゲノム上に保存された m a zF

遺伝子  ( m a z F p p )  を P C R で増幅し， p E T ベクターへのクローニングを行った。大腸

菌 を 宿 主 と し て 本 酵 素 の 発 現 を 行 い ， ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て

Ma z Fp p を精製した。超並列シーケンシング法を用いてその切断配列を探索した結果，

本酵素が U A C 配列特異的な R N A 切断酵素であると考えられた。そこで次に蛍光消

光現象を利用した R N A 切断活性検出法により，超並列シーケンシング法の結果を裏

付けることとした。本研究で開発した R N A 切断アッセイは，内部に切断候補配列を

含み， 5′ 末端に レ ポーター ， 3′末 端 にクエン チャ ーを修 飾したオ リゴ ヌクレ オチ

ドと M a z F を混合してインキュベーションを行う。通常，蛍光共鳴エネルギー移動

（ FR E T） に よ り ， 5′ 末 端 の レポ ー タ ー が 消 光 状 態に あ る が ， オ リ ゴ ヌク レ オ チ ド

内部に含まれる配列が M az F の切断配列と一致した場合，オリゴヌクレオチドが切断

され，FR E T の解消によってレポーターの蛍光が回復する。様々な配列のオリゴヌク

レオチドと M a z Fp p を混合したところ，内部に U A C が含まれるオリゴヌクレオチド

に お い て の み ， 蛍 光 強 度 の 迅 速 な 上 昇 が 確 認 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら ， M a z Fp p が

U A C 特異的な R N A 切断型 To x i n 分子であること が明らかとなった。また U A C 配列

を含まない転写産物が M a z Fp p による分解を受けないことをゲル電気泳動で ，M a z Fp p

が R N A を U / A C 間 ( /は R N A 切断箇所を示す )  で切断することを 5′ R A C E 解析によ

って確認し，超並列シーケンシング法と蛍光消光現象を利用した R N A 切断活性検出

法の組み合わせにより，M a z F の切断配列を高感度・高精度・高効率に特定可能であ

ることを明らかとした。  

第 三 章 で は 第 二 章 で 構 築 し た 一 連 の 手 法 を 用 い て ， 化 学 独 立 栄 養 細 菌

N i t ro s om o n a s  e u ro p a ea が有する M a z F の解析を行った。通常，微生物ゲノム上には零

もしくは一組の m a z E F 遺伝子が存在するのみであるが，驚くべきことに ，本微生物

のゲノム上には 5 組もの m a zE F 機構の存在が予見されている。また本微生物は多種

多様な 環境変 化に 反 応し， その増 殖速 度 や遺伝 子発現 を変 化 させる ことが 知ら れて
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いる。 このよ うに ゲ ノム情 報，生 理学 的 知見 ， および 分子 生 物学的 知見が 蓄積 され

た本微生物は，構築した手法を適用する魅力的なモデルであると考えられた。  

N .  e u rop a ea の染色体上における遺伝子座 N E 0 9 21 および N E 11 8 1 にコードされた

m a zF 遺伝子  ( m a zF n e1 および m a z F n e 3 )  を取得し，大腸菌を宿主としてこれら異種

タンパ ク質を 発現 さ せた。 これら の酵 素 の単離 ・精製 を行 っ た後， 超並列 シー ケン

シング法および R N A 切断活性検出法を用いて両酵素の基質特異性を 検討した結果，

Ma z Fn e 1 および M a z Fn e 3 がそれぞれ U G G および A A U を切断することが判明し た。  

そこで N .  e u ro p a ea のゲノム配列を参照し，M a z Fn e1 および Ma z Fn e 3 の細胞内主要

標的を 推定す るこ と とした 。これ ら遺 伝 子は細 胞内で 優先 的 にノッ クダウ ンさ れる

と考え られる 。各 遺 伝子に 含まれ る塩 基 配列の 割合， 各遺 伝 子の長 さを考 慮し ，そ

の遺伝子に含まれる 切断配列含有数が多いものを抽出した。 その結果， M a z Fn e 1 の

切断配 列である U G G 配列はヒ ドロ キ シアミ ンオキ シドレ ダクタ ーゼや リブロ ース

-1 , 5 -ビ ス リ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ /オ キ シ ゲ ナ ー ゼ と い っ た ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 に

特有な酵 素を コード する 遺伝 子に 非常に 多く保存 され て いる ことが明 らか となっ た 。

これら酵素はアンモニア酸化や炭酸固定に 重要となる。したがって， M a z Fn e 1 が細

胞内で 遊離す るよ う な環境 ストレ ス下 で は， 本 微生物 のエ ネ ルギー ・還元 力獲 得 系

や生合 成系が 停止 す ること が予測 され ， 本酵素 が遅増 殖性 の 一因で ある可 能性 が示

唆された。一方，M a z Fn e 3 の切断配列である A A U の含有率が高い遺伝子群を同様に

抽出した際には，独立栄養細菌特異的な遺伝子や共通した特徴は見られなかった。  

次に各遺伝子 より， 切断配列が含 まれな い遺伝子群の 抽出を 行った。 これ ら遺伝

子 群 は 各 MazF が 細 胞 内 で 遊 離 し た 際 に 優 先 的 に 翻 訳 さ れ る こ と が 予 測 さ れ る 。

MazFne1 の切断配列である UGG を含まない遺伝子を抽出した際は 特に共通した性

質を発見することは できなかったが， MazFne3 の切断配列である AA U 配列を含ま

ない遺伝子群を抽出した際は，水銀耐性に関わる遺伝子群 ( m e rE ,  m e rP ,  m e r T )  を発見

することができた。これら三遺伝子は水銀分子の輸送に関わることが知られており，

このことから M a z Fn e 3 が遊離した細胞内では，水銀の輸送能が向上し，水銀の無毒

化を促す可能性が示唆された。このように M az F の切断配列を同定することで，その

酵素学的特性と微生物生理学的な知見を結びつけて考えることが 容易となった。  

第四章では本論文の総括および今後の展望を述べた。  

以上，本研究では M a z F の切断配列特定手法を構築し，硝化細菌に保存された M az F

に適用し，その基質特異性を明らかとした。本研究で構築した一連のスキームは，「特

定環境 ストレ ス下 で の翻訳 プロフ ァイ ル の変化 がどの よう な 生物学 的メカ ニズ ムの

もと調整されているかに関する知見の獲得 」，および「どのようなタンパク質がスト

レス耐 性に重 要で あ るかの 推定」 に有 用 である 。 今後 ，本 研 究で開 発した 手法 を真

正細菌や古細菌に保存された 種々の MazF に適用していくことで， 微生物細胞にお

ける MazEF 機構への理解がさらに深まることが期待される 。   
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