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１．論文内容の要旨  

 Tox i n -An t i t o x i n  ( TA)  機構は原核生物におけるストレス応答機構であり，毒

性タンパク質である Tox in と抗毒性分子である An t i t ox in から構成される。通

常， To xi n タンパク質の毒性は An t i t o x i n 分子により抑制されているが，細胞

が環境ストレスに曝されると，An t i t o x in が優先的に分解され，細胞内で To xi n

が遊離し，細胞の増殖を抑制する。 Tox i n の増殖抑制機構はいくつかのパタ

ーンが知られているが，その中で最も報告例が多いものは， To xi n がエンド

リボヌクレアーゼとして細胞内 R N A を切断し，タンパク質の合成を阻害する

という機構である。  

Ma zF は大腸菌において初めて同定された R N A 切断型 To xi n タンパク質で

あり，An t i t o x i n タンパク質 M a zE とともに M a zE F 機構を構成する。本酵素の

ホモログは古細菌や真正細菌に広く存在し， M a zF の切断配列長や切断配列

は微生物種ごとに異なることが知られている。したがって， M a zF による細

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 zF の切断配列を同定することは微生物細胞におけ

る翻訳制御機構を理解する上で非常に重要である。以上のような背景を踏ま

え，申請者は M a zF エンドリボヌクレアーゼの機能解析において重要な R N A

切断配列を高感度・高精度・高効率に同定する手法の構築に取り組んだ。ま

た，この手法を独立栄養細菌が有する Ma zF に適用し，その切断配列の同定

を行うことで， M a z F が微生物の生理生態に及ぼす影響を考察した。  

本論文は全４章より構成されている。第１章では， TA 機構の分類，生物

学的意義，および現在までに獲得された M a zF の配列特異性やその系統学的

広がりについてまとめている。第２章では，超並列シーケンシング法と R N A

切断活性検出法を組み合わせることで， M a zF の基質特異性を「高精度・高

感度・高効率」に同定する手法の構築についてまとめている。超並列シーケ

ンシング法では数千万という分子を一度に解析できるため，本手法を用いる

ことでハイスループットに切断候補配列の探索が可能となる。また蛍光消光

現象を用いた RN A 切断活性検出法では反応時間が数十分という短時間で実

施できることに加え，経時的な R N A 切断活性の追跡が可能となる。本章では

これら二つの手法の組み合わせが M a zF の切断配列の同定に有効であること

を示している。第３章では，第２章で開発した手法を，化学独立栄養細菌で

ある Ni t ro so mo n as  e urop a e a に保存された M a zF の解析に適用した結果につい

てまとめている。 N E 09 2 1 および NE 11 81 にコードされた遺伝子がそれぞれ

U G G および A A U を切断する機能的な Ma zF であること，これらの M a zF が隣

接する M a zE と TA 対を形成することを見出している。また N.  e uro pa e a のゲ

ノム情報，およびそれぞれの M a zF の切断配列を参考に，全遺伝子配列中の

切断配列の多寡を調べ，それぞれの Ma zF の生物学的意義に関して考察を行

っている。以上の結果を踏まえ，第４章では本研究全体の総括，および今後

の Ma zF 研究について理学的・工学的両側面から展望を述べている。  
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２．論文審査結果  

 2 0 18 年 1 月 12 日に行われた公聴会では，論文内容および関連する事項に

ついて質疑応答が行われた。その概要を以下に示す。  

 

( 1 )  超並列シーケンシング法において R Nas e やカチオンにより，基質 R N A が

分解しないのかという質問があった。これに対して，これらの要因で切断さ

れる R N A 分子は存在するが，極微量である旨が述べられた。  

( 2 )  R Na s e  I I I を使用した際，断片化された R N A の 5 ′末端の状態がどの様であ

るかという質問があった。これに対して，断片化 RNA の 5 ′末端はリン酸基が一

つ存在する状態であるという回答がなされた。5 ′末端の情報に関しては，博士論

文本文中に明記することとなった。  

( 3 )  RNas e  I I I と基質 R N A をインキュベーションした際，どの程度 R N A の分

解反応を進行させたかという質問があった。これに対して，元の基質 R N A は

ほぼ分解されるが，次世代シーケンサー（ Mi S eq）でシーケンシングが可能

な鎖長程度であったという回答がなされた。断片化 R N A の鎖長，その存在量

に関しては重要であるため，博士論文の付録に追加することとなった。  

( 4 )  実験に使用した RNas e  i n h i b i t o r が阻害する RNa s e に関して質問があった。

本研究で用いた RN as e  i n h i b i t o r は RNa se  A に対応するものであり，本情報を

博士論文に追記する。  

( 5 )  次世代シーケンサーで得られたデータの解析において，冗長度の値 1 , 0 0 0

を一つの指標とした理由について質問があった。これに対して，複数の解析

値を試したが結果は大きく変わらず，その中から適切と思われる数値を選定

したという回答がなされた。本数値の設定にはリード総数が重要となるため，

博士論文中にもリード総数に関する情報を追記することとなった。  

( 6 )  Ma zF の R N A 切断はどのようなときに解除されるのかという質問があっ

た。これに対して，微生物細胞が非ストレス環境下に戻ることにより解除さ

れると考えられる旨が述べられた。  

( 7 )  Ma zF の作用によって微生物が休眠しているのであれば，休眠すると有利

になるような特定の遺伝子 配列には標的配列が少ないのではないか， M a zE

分解に関わるプロテアーゼ遺伝子中に切断配列は多いのかという質問を受け

た。これに対して，最低限生存に必要となるタンパク質を翻訳するため，リ

ボソームタンパク質が必要であると考えられること，実際にリボソームタン

パク質をコードする遺伝子の一部は切断配列が少ない旨が述べられた。さら

に，本研究で用いたバイオインフォマティックス解析からは，プロテアーゼ

遺伝子の配列中に切断配列数が特に多い，あるいは特に少ないといった傾向

は見られなかったという回答がなされた。  

( 8 )  細胞内 R N A 量を減らす要因には何が考えられるのかという質問があった。

これに対して， M a z F を含めた R N A 切断酵素による R NA の分解と R NA ポリ
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メラーゼによる転写量の調節が重要であるという回答がなされた。  

( 9 )  現状，M a zF 研究に関してどのような研究テーマが隆盛であり，今後どの

ように研究が発展していくと考えられるかという質問を受けた。これに対し

て，現状の M a zF 研究は病原性微生物の To xin タンパク分子の機能解明が主

である旨が述べられた。また今後の研究の展開としては， ( i )  M a zF が実際に

下流のシグナル経路にどのように影響を及ぼしうるのかを調査する研究，( i i )  

実際の環境中で宿主に感染した際， Tox in タンパク分子が微生物のストレス

耐性や生存率にどのように影響を及ぼしうるのかを調査する研究が発展して

いくであろうという回答がなされた。  

( 1 0 )  Ma zF の切断配列を情報生物学的，構造生物学的方面から予測できない

のかという質問があった。これに対して，M a zF 自身に多様性があること，ま

た現状で M a zF と核酸の複合体の結晶構造解析の例が少ないことから，現状

ではその予測は難しいと考えられる旨が述べられた。  

 

 以上の質疑応答を通じ，申請者が本研究の意義と実験結果について充分な

学識を有し，必要と考えられる考察を行っていることが確認された。また公

聴会後に提出された改訂版論文は，公聴会における審査員からの指摘を踏ま

えて内容面・形式面ともに十分な修正がなされていることを確認した。申請

者は， R N A 分解酵素である M a zF の切断配列同定手法の開発を行った。また

本手法を，環境微生物 N.  eu ro p ae a が有する M a zF に適用し，その切断配列と

微生物の生理・生化学的知見が関連しうることを明らかとした。これらの成

果は，微生物細胞における翻訳制御機構，ストレス応答機構の理解を深める

上で重要である。このように本論文は微生物学の研究領域を発展させる優れ

たものであり，博士（工学）の学位論文としてふさわしいと考えられる。  
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