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研究成果の概要：

放射線や活性酸素は DNAに多様な損傷を引き起こす。生じる塩基酸化体，チミングリコール，
5-ホルミルウラシルや 8-オキソグアニンは突然変異を誘発する損傷である。生物は，これらの
損傷を DNAから除去することで突然変異を抑制する防御システムを備えている。本研究では，
分裂酵母, 線虫, 大腸菌での塩基酸化体を DNA から除去する新規の DNA グリコシラーゼを同
定し，それらの酵素が自然および酸化ストレスで誘発される突然変異を抑制することを明らか
にした。
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１．研究開始当初の背景

　放射線や活性酸素が DNA に反応すると強

い酸化反応をひきおこす。その結果、鎖切

断を起し、チミングリコール (Tg)、8-オキ

ソグアニン(8-oxoG)、5-ホルミルウラシル

(5-foU) などの多様な塩基酸化体を生成し、

これらが細胞死、突然変異や発癌を起こす

と考えられている。塩基の酸化的損傷はお

もに塩基除去修復によって修復される。塩

基除去修復では、損傷塩基を特異的に認識

して DNA から除去する DNA グリコシラー

ゼ（DNA glycosylase）、生じた AP サイトで

ニックを入れる AP エンドヌクレアーゼ（あ

るいは AP リアーゼ）（AP endonuclease, AP

lyase）が順序よく働く。塩基損傷の修復は、

突然変異だけでなく細胞のがん化の抑制に
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も関連している。塩基除去修復の研究では、

その基質特異性，細胞内での生物学的機能

やバックアップシステムなどはまだ十分に

解明されていない。AP エンドヌクレアーゼ

や Pol-β の欠損は致死的であるが、DNA グ

リコシラーゼを単独で欠損させた個体や細

胞では致死的になるとか、高い突然変異頻

度を示すような形質は観察されていない。

我々は、その理由として，DNA グリコシラ

ーゼはより幅広い基質（酸化的塩基損傷）

特異性をもつか、同じ酸化的塩基を認識す

る複数のバックアップ酵素が存在するため

と考えている。未同定の DNA グリコシラー

ゼが存在するはずで、そのために、まずそ

れらの DNA グリコシラーゼを同定すること

が重要である。その上で、一つの特定の種

類の塩基損傷を修復しうる DNA グリコシラ

ーゼの全てを欠損させた細胞を作成し、自

然あるいは酸化ストレスを負荷した状態で

の突然変異への影響を解明することが重要

であると考えた。大腸菌、酵母、ヒト細胞

がおもな対象であるが、本研究では線虫 C.

elegans やホヤも扱う。これらの生物では、

胚発生の段階での DNA グリコシラーゼの本

質的な役割解明が期待できるが、DNA グリ

コシラーゼのほとんどが未同定であるので、

それらの同定と構造・機能の解析を行うこ

とがまず必要である。放射線や活性酸素は

DNA にさまざまな種類の塩基損傷を同時に

生じるため、個々の塩基損傷の生物作用お

よび修復機構を個別に検討するシステムと

技術が必要である。そこで、申請者は、い

くつかの主な塩基酸化体を任意の部位に挿

入したオリゴヌクレオチド（oligonucleotide）

の化学合成法を開発してきた。その結果、Tg、

8-oxoG、5-foU、2-ヒドロキシアデニン（2-

ohA）、5-ヒドロキシメチルウラシル（5-hmU）

などの突然変異スペクトルの解析やこれら

の塩基損傷を修復する DNA グリコシラーゼ

の同定に成功した。

２．研究の目的

（1）すでに同定されている大腸菌、酵母、

ヒト細胞の DNA グリコシラーゼ（MutM、

Nth、Nei、Ogg1、Nthおよび Neiのホモログ）

が認識する塩基損傷を詳細に検討し、それ

らの基質特異性のオーバーラップとその幅

広さを明らかにし、その構造的特徴を明ら

かにする。（2）次のような３種類の方法を

用いて塩基除去修復に関わる新規のタンパ

ク質を検索する。方法-① 細胞の粗抽出液

（crude extract）を調整し,目的の損傷塩基を

持つオリゴヌクレオチドに特異的に結合あ

るいは切断するタンパク質を検索する。方

法-② 大腸菌の DNA グリコシラーゼ欠損株

の自然突然変異を相補するクローンを c-

DNAライブラリーから検索する。方法-③ す

でに公表されているデータベースを活用し、

DNA グリコシラーゼのアミノ酸配列を入力

してホモログを検索する。本研究では、こ

れらのタンパク質を精製し、その基質特異

性、活性ドメインや結晶構造を明らかにす

る。（3）上記の DNA グリコシラーゼを欠

損する細胞を分離、あるいは、RNAi などの

方法で遺伝子発現を抑制した細胞を分離し

て、それらの細胞の突然変異頻度や活性酸

素に対する感受性などの性質を解析する。

また、これらの酵素が高発現している細胞

を分離し、突然変異への影響とともに放射

線感受性などへの影響を解析する。（4）生

物の胚発生、個体発生や老化において塩基

の酸化は不断に起こり、それらは塩基除去

修復によって防御されていること、発生段

階におけるそれらの修復酵素の発現の制御

について明らかにする。

３．研究の方法



（1）酸化的塩基損傷を挿入したオリゴヌク

レオチドの化学合成は，申請者らがこれま

でに行ってきた方法による。得られたオリ

ゴヌクレオチドを高速液体クロマトで合成

の成功および収量を確かめる。得られたオ

リゴヌクレオチドと相補的な鎖を合成し、

これらと結合させて二重鎖の基質オリゴヌ

クレオチドを調整する。（2）大腸菌、酵母

（S. cerevisiae、S. pombe）、線虫（C. elegans）、

カタユウレイボヤ（Ciona intestinalis）およ

び培養ヒト細胞（多くの場合 HeLa S 細胞）

から粗抽出液を調整し、5-foU、5-hmU、8-oxoG、

2-ohA、uracil、AP サイトなどを含む二重鎖

オリゴヌクレオチドに対する酵素活性を測

定する。この段階で酵素活性が検出できれ

ば、FPLC カラムクロマトグラフィによるタ

ンパク質の精製を行う。申請者の研究室で

はこれらの研究をルーチンに行っている。

次に、DNA ニッキング法によって、それら

の酵素の基質特異性、基質へのアプローチ

などをさらに詳細に検討する。さらに多く

の酸化的塩基損傷を含む基質は、京都大学

大学院理学研究科化学専攻・杉山研究室、

オックスフォード大学の Dianov 研究室と共

同で合成する。これらのタンパク質を精製

し、アミノ酸配列の解析を行う。同じく、

ヒト細胞から調製した抽出液から、この方

法で AP リアーゼ活性を内在する DNA グ

リコシラーゼの同定と精製を行う。申請者

らは、5-foU を含むオリゴヌクレオチドを基

質にして、大腸菌 mutM nth nei変異株から得

た抽出液と反応させ、前述のトラッピング

法で DNA グリコシラーゼ活性をもつタン

パク質を検索したところ、強い活性をもつ

一種のタンパク質を同定した。このタンパ

ク質を FPLC で精製し、アミノ酸配列を決

めた。この配列の検索から目的のタンパク

質は大腸菌の KsgA であることが分かった。

さらに、精製した KsgA には同じ性質をも

つことも明らかになった。本研究では、KsgA

が，①どのような塩基損傷を認識するのか，

②その反応キネティックスと反応機構、③

活性中心のドメインと反応に必須のアミノ

鎖の決定，④大腸菌の他に HeLa 細胞や酵

母で同じタンパク質が同定できるかどうか

について詳しく検討する。（3）C. elegans の

DNA グリコシラーゼの同定。この研究は次

の二つの方法論を用いて行う。①C. elegans

の c-DNA ライブラリーを検索し、  Ogg1、

Nth、Nei などのホモログを検索する。候補

クローンを大腸菌 mutM nth nei 変異株の中

で高発現させ、タンパク質を分離、精製し

て、その生化学的性質を検討する。②C.

elegans c-DNA ライブラリーのクローンを大

腸菌 mutM nth nei 変異株などに導入し、こ

の変異株の高頻度での自然突然変異を抑制

（相補）するクローンを選択する。さらに、

このクローンの遺伝子の産生するタンパク

質を精製し、DNA グリコシラーゼとしての

性質を詳しく検討する。（4）本研究で同定

した修復遺伝子の突然変異抑制の機能。同

定した cDNA を大腸菌の種々の DNA 修復

欠損株（例えば GC→CG トランスバージョ

ンを検出できる株の mutM、nth、nei、ung、

mutY などとこれらの二重、三重変異株）に

導入し、どのようなタイプの突然変異が相

補されるのかを定量化する。

４．研究成果

（1）分裂酵母の SpNth1 による 8-oxoG お

よび酸化ピリミジン損傷に対する塩基除去

修復を解析した。SpNth1 は Tg に加えて 5

-foU に対しても DNA グリコシラーゼの活

性を示した。SpNth1 の 8-oxoG:G に対する

活性は比較的強く、大腸菌 Nth には無い 8-

oxoG:C に対する活性も低レベルながら検出



できた。大腸菌 nth nei 欠損株で SpNth1

を発現させると、この二重変異株での自然

突然変異および活性酸素高感受性を回復さ

せた。（2）線虫 C. elegans のウラシル DN

A グリコシラーゼ（CeUng-1）をカラムクロ

マトで精製した。CeUng-1 は PBS2 ファー

ジ由来の Ung 特異的阻害剤である Ugi に

よって活性が阻害された。線虫の ung-1 遺

伝子の突然変異体の欠損の影響を調べた。

発生、成長段階の異常、寿命の短縮、突然

変異頻度の上昇を観察したが、ung-1 変異の

影響は現れなかった。（3）5-foU を含む二

重鎖オリゴヌクレオチドを作成し、大腸菌

の抽出液と NaBH4 存在下で反応させて、シ

ッフ塩基を形成して基質に共有結合するタ

ンパク質の同定を試みた。5-foU/C の塩基対

を含むオリゴヌクレオチドに反応するタン

パク質をカラムクロマトで精製した。この

タンパク質のN末端のアミノ酸配列を決定し

て、この配列を使って既知のタンパク質を

検索したところ、大腸菌の KsgA（RNA メ

チル化酵素）と同一であることを見いだし

た。クローニングした ksgA 遺伝子を発現さ

せた大腸菌から精製した KsgA は予想どう

り 5-foU/C を認識する DNA グリコシラー

ゼ活性を示した。 その除去する基質は 5-fo

U ではなく、その向かい側にあるシトシン

であった。さらに、この酵素を欠損する ksg

A 変異株では自然突然変異頻度が増大し、

活性酸素増産剤に対する感受性が高くなる

ことが分かった。（4）C. elegans のエンド

ヌクレアーゼ III（Nth）ホモログの同定と

その構造・機能の解析に成功した。この Ce

Nth は大腸菌やヒトの Nth のアミノ酸配列

との高い相同性を持っており，基質特異性

もほとんど一致している。Ｎ末端のアミノ

酸配列が活性に必要不可欠であり，その機

構は Nth の基質認識に必須の 4Fe-4S クラ

スターに関連していることが分かった。こ

の DNA グリコシラーゼを欠損する C. ele-

gans を分離して，寿命（life-span）および活

性酸素に対する感受性を検討したところ，

野生株N2の性質とほとんど同じであった。

これらの事実は，C. elegans では Nth の他

に酸化的ピリミジンを認識する DNA グリ

コシラーゼの存在を示唆している。そこで，

CeNth を欠損する C. elegans の粗抽出液を

用いて，Tg を含むオリゴヌクレオチドを切

断する酵素活性を調べたところ，少なくと

も１つの DNA グリコシラーゼ様活性を検

出できた。現在，この活性を持つタンパク

質の同定を行っている。
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