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放射線抵抗細菌Deinococcus radioduransのDNA 2本鎖切断修復
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〈研究の目的と進め方〉
D. radioduransは、6000グレイ(Gy)の放射線照射が致死量
の細菌で、DNAには200個の2本鎖切断ができる。この場
合、菌自身がゲノム構造をダイナミックに変化させてい
ること、放射線抵抗性を支配する遺伝子の存在すること
の２点が強く示唆されている。即ち、放射線耐性が遺伝
子支配のもとに成立している生命系である。この遺伝子
群を同定し、遺伝子産物を生化学的に解析することで、
新たな生命観を提供することができる。本研究では、1)
ゲノム構造と放射線耐性との関係、2) 同定した放射線耐
性遺伝子の遺伝学的、生化学的解析、3) 損傷誘導遺伝子
の発現制御機構、以上の3点を明らかにすることを目的と
する。

〈研究開始時の研究計画〉
1) 修復遺伝子のクローニング；D. radioduransから分離さ
れた既存の各種DNA修復欠損株を用い、x-線感受性を相補
する遺伝子をコスミドライブラリーからクローニングす
る。得られた遺伝子を大腸菌内で機能するように改変し、
大腸菌で既知の修復系をどのように相補するかも調べる。
遺伝子クローニングとその後の解析のためのDNA
sequencer等は完備している。2) 遺伝子産物の機能解析；
遺伝子産物を精製し、in vitro で損傷認識の機構、損傷修復
の機構を解明する。3) 2本鎖切断修復機構の解析；D.
radiodurans recA欠損株、KH3111株及びKH840株、それら
の二重、三重変異株を用い、DNA 2本鎖切断修復に関わる
タンパク質の実体及び修復の仕組みをパルスフィールドゲ
ル電気泳動で明らかにする。4) D. radiodurans DNA損傷修
復変異株の分離；D. radiodurans全ゲノム配列をもとに、x-
線感受性に関わると思われる遺伝子の破壊株を作る。この
ためには、我々の開発した抗生物質耐性遺伝子カセットの
導入による遺伝子破壊法を用いる。このようにして出来た
放射線感受性変異株と、既存の修復欠損との二重、三重欠
損株を作成し、D. radioduransでの修復機構のネットワー
クを明らかにする。

〈研究期間の成果〉
1) recA欠損株とは別であるが組換えに関わると思われる
変異株の原因遺伝子及び発現調節に関わると思われる変
異株の原因遺伝子をクローニングした。これはnon-
homologous end-joiningに関わる遺伝子であることが明か
となった。
2) 3 kGyのγ-線照射でできた約100個のDNA 2本鎖切断
を、D. radioduransは数時間で修復することができる。こ
の過程にはγ-線で誘導されるタンパク質が関与している
こと、recA遺伝子とrecA以外の遺伝子の少なくとも2個
の遺伝子が関係すること、染色体が5～10コピー存在する
ので、組換えが容易に行われることを明らかにした。
3) D. radiodurans全ゲノム配列をもとに、約1000個存在
する機能未知のORFについて、網羅的遺伝子の破壊株を
作る作業を行ったが，成果を揚げることは出来なかった。

〈国内外での成果の位置づけ〉
放射線耐性に関わると思われるいくつかの遺伝子につ

いては，その後詳細な解析が行われ，大きな成果につな
がった。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
当初，網羅的な遺伝子破壊を行い，その中から新規の

放射線耐性遺伝子を同定することを計画した。D.
radioduransのGC contentが70%と大変高く，遺伝子クロ
ーニングのPCRの条件設定が大変困難で，10数個の遺伝
子破壊を行った段階で，それ以降の実験を中止した。
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