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研究成果の概要（和文）：本研究は主要なチミン酸化損傷 5-ホルミルウラシル（5-foU）の

生体内修復機構の全容解明を目的として行った。ここで想定する 5-foU 修復システム（FO
システム）は❶非誤対合性 5-foU の除去修復、❷誤対合 5-foU 誘発突然変異の抑制機構、

❸5-fodUTP 分解によるヌクレオチドプール浄化である。本研究の結果、5-foU 修復機構の

全貌解明の端緒が開かれるとともに、関連した損傷分析技術の開発による分析化学的成果

が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on elucidation of repair system for 
5-formyluracil (5-foU) as a major thymine oxidative lesion. We here assumed the FO 
system as an integration of multiple repair pathways for 5-foU including the base excision 
repair, the mismatch repair, and the nucleotide pool sanitization. The result of this study 
leads the elucidation of 5-foU repair system and also achieves novel technical advance of 
analytical chemistry for DNA damage. 
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子の物質的本体であるデオキシリボ
核酸（DNA）は、生体内外の様々な傷害因子
により不断に損傷を受けている。なかでも、
好気的呼吸の副産物である活性酸素により
生じる各種酸化塩基損傷は生成収率が高く、
ほ乳類細胞 1 個中に発生する 8-オキソグアニ
ン（8-oxoG）ならびにチミングリコール（Tg）

の収率は生理的条件下で各 2,000 個程度と推
定されている（DNA repair and mutagenesis 2nd 
ed., 2006）。これまでチミンの酸化損傷は、そ
の5-6位不飽和結合が飽和したTgが主要なも
のであると考えられ、その生物効果と修復機
構 は 多 く の 検 討 が な さ れ て き た が
（Biochemistry 39: 11389, 2000 他）、近年、チ
ミンの 5 位メチル基が酸化した 5-ホルミルウ
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ラシル（5-foU）について、その生成収率の高
さが Tgや 8-oxoG に匹敵する主要なチミン酸
化損傷であることが遅れて分かってきた（J 
Radiat Res 38: 121, 1998）。私は 5-foU の特異
的損傷基質を作製し、その生物効果を生化学
的に検討した結果、その高い誤対合性と（J 
Biol Chem 276: 16501, 2001）、二次的付加損傷
転 換 能 を 明 ら か に し た （ Nucleosides 
Nucleotides 17: 131, 1998）。さらに、修復につ
いては、原核生物の修復酵素が 3-メチルアデ
ニン DNA グリコシラーゼ II（AlkA）である
こと（J Biol Chem 274: 25136, 1999 他）、ほ乳
類の週ふき酵素が一本鎖特異的ウラシル
DNA グリコシラーゼ 1（SMUG1）であるこ
とを報告した（Biochemistry 42: 4993, 2003 他）。 
 この研究過程で，5-foU の誤対合性が求電
子的 5 位ホルミル基の導入によるピリミジン
環のイオン化平衡の変化に由来することを
提案したが（J Biol Chem 276: 16501, 2001）、
同様の観点で、求電子的なハロゲンによる 5
位置換ウラシル損傷に対する修復活性の検
討が行われ、SMUG1 に続いて、チミン DNA
グリコシラーゼ（TDG）、メチルシトシン結
合タンパク 4（MBD4）などの除去活性が明
らかとなってきた（DNA Repair 2: 199, 2003
他）。同時に、これらの酵素が 5-foU に対する
活性を示すことも報告され、5-foU 修復機構
に関わる因子が続々と明らかにされつつあ
る。しかし、これら複数の修復活性が生体内
でどのように有機的に連関しているかはよ
く分かっておらず、特にその突然変異抑制機
構については不明な点が多く残されており、
5-foU の修復システムの全貌解明にはほど遠
い状況である。 
 
２．研究の目的 
 主要な酸化塩基損傷である 5-foU の生体内
修復機構を解明するため、8-oxoG に対する
GOシステムと同様な 5-foUに対する FOシス
テムが存在すると想定し、そのロストピース
の発見と既知関連因子との相互関係を解析
することにより、生体内 5-foU 修復システム
の全貌を明らかにする。よく知られている
GO システムは、❶非誤対合性 8-oxoG の除去
（Fpg/OGG1）、❷誤対合 8-oxoG 誘発突然変
異の抑制（MutY/MYH）、❸ヌクレオチドプ
ール中に生じた 8-oxodGTP の分解による
DNA 挿入抑制（MutT/MTH）の 3 経路に類別
される（括弧内は対応する酵素：原核生物/
真核生物）。一方、ここで提案する FO システ
ム で は 、 ❶ 非 誤 対 合 性 5-foU の 除 去
（AlkA/SMUG1, TDG, MBD4）、❷誤対合
5-foU 誘発突然変異の抑制（MutSLH/？），
❸5-fodUTP の分解（？/？）であり、？の部
分が未だ明らかとなっていないロストピー
スである。また、真核生物においては、報告
されている各酵素の比活性や役割分担につ

いていくつか疑問が残っている。例えば、
SMUG1 と TDG の 5-foU 除去活性には変異抑
制的な対合塩基特異性が認められず、唯一変
異抑制的活性をもつ MBD4 のみにミスマッ
チ修復酵素 MLH1 との相互関係が報告され
ている（PNAS 96: 3969, 1999 他）。また、そ
の誤対合 5-foU 修復への関与が明らかでない
ことなどがある。さらに、TDG の関与から原
核生物のホモログであるミスマッチウラシ
ル DNA グリコシラーゼ（Mug）が，原核生
物の❶に関与する可能性が考えられるが、こ
のこともまた明らかとはなっていない。そこ
で、本研究では 3 年間の研究期間内において、
⑴ DNA 中に取り込まれた 5-foU 除去修復酵
素活性の比較検討による分担機構の解明、⑵ 
DNA中に取り込まれた5-foUが誘発する突然
変異を抑制するタンパク因子の解明、⑶ ヌ
クレオチドプール中に生じた 5-fodUTP の浄
化に関わる酵素の解明、を行い、5-foU の生
体内修復機構の全貌を明らかにする 
 
３．研究の方法 
 生体内 5-foU 修復機構の全貌解明のため，
DNA 中の 5-foU 除去修復機構、5-foU 誘発突
然変異の抑制機構、ならびにヌクレオチドプ
ール中の 5-fodUTP 浄化機構それぞれについ
て、これまでに報告されている 5-foU 修復関
連タンパク質を使った酵素化学的検討と、そ
れらの遺伝子を欠損あるいはその発現抑制
を行った細胞株の感受性ならびに突然変異
生成解析を行い、それぞれの因子の 5-foU 修
復における役割を明らかにする。さらに、こ
れらの遺伝子をそれぞれセットで制御した
場合の変化を解析し、各因子の相互作用を解
明することにより、原核生物ならびにほ乳類
FO システムの全貌を明らかにする。原核生
物については大腸菌を、ほ乳類についてはヒ
トをモデル生物として検討を行っていく。 
 ⑴ の項目については、TDG ホモログであ
るが 5-foU 除去修復活性が報告されていない
Mug の除去活性について検討する。Mug タン
パク質を遺伝子クローニングと大腸菌大量
発現系を用いて調製し、5-foU 特異的含有オ
リゴヌクレオチド基質を用いたニッキング
アッセイ系にてその活性を検討する。また
AlkA、Mug 両遺伝子産物の細胞内機能を明ら
かにするため、それぞれの単独欠損株および
二重欠損株に対する 5-foU 投与実験ならびに
電離放射線照射実験を行い、感受性を検討す
る。ヒト DNA グリコシラーゼについては、
SMUG1、TDG、MBD4、UDG2 の 5-foU 活性
を、5-foU 特異的基質を使ったニッキングア
ッセイ系で比較検討する。未入手である TDG、
MBD4 タンパク質はヒト cDNAライブラリー
より遺伝子クローニングを行い調製する。 
 ⑵の項目については、大腸菌ミスマッチ修
復タンパク複合体 MutSLH を構成する全ての



サブユニットについて遺伝子クローニング
を行い、その精製タンパク質を得て、5-foU
特異的含有 DNA 基質に対する切断活性アッ
セイを行い、その関与を明らかにする。また
alkA/mutS 二重欠損株を作成し、5-foU 投与実
験および電離放射線照射実験を行い、
rifampicin 耐性株の出現頻度ならびに導入
pUC19 プラスミドのα-コンプリメント変異
のスペクトル解析により，原核生物における
5-foU 誘発突然変異に対する抑制機構を解明
する。ヒトDNAグリコシラーゼに関しても、
大腸菌系と同様に、ミスマッチ修復との相互
作用が報告されていない SMUG1、TDG につ
いて、ヒトミスマッチ修復タンパク質 MLH1
との相互関係を活性阻害実験と免疫共沈実
験によって検討する。 
 ⑶の項目については、ヒト cDNA ライブラ
リーより dUTPaseの遺伝子クローニングを行
い、精製タンパク質を得て、その fodUTPase
活性を解析する。基質は 14C ラベル化 fodUTP
を原報をもとに作製し（Nucleic Acids Res. 25: 
1570, 1995）、反応生成物を TLC 展開し、それ
をホスホロイメージング解析する。 
 
４．研究成果 
 ⑴の項目については、AlkA、Mug、SMUG1、
TDG、MBD4 の各精製タンパク質の 5-foU 含
有オリゴヌクレオチド基質に対するニッキ
ング活性を比較検討し、大腸菌ならびにヒト
における 5-foU 除去修復における各修復酵素
の機能分担に関する情報を得た。 
 ⑵の項目については、AlkA、Mug、SMUG1、
TDG、MBD4 と MutS、MLH1 の共存条件下
における活性検討により、5-foU の誤対合変
異性抑制機構に関する情報を得た。 
 ⑴、⑵の項目の結果に関しては、現在、論
文作成中である。また、関連して、これら除
去修復遺伝子欠損細胞における DNA 中の
5-foU 動態の高感度分析は、極めて重要な実
験技術である。私たちは、アルデヒド反応性
プローブ（ARP）と塩基除去修復酵素（特異
的 DNA-グリコシラーゼ）を組み合わせた塩
基損傷分析法を提案してきたが（J Radiat Res 
45: 229-237, 2004; ibid 49: 133-146, 2008）、こ
の方法を本研究に応用するため、AlkA を用
いた 5-foU 分析法の検討を行った。その結果、
DNA-グリコ氏ラーゼとして AlkA を用いる
ことにより DNA 中の 5-foU の分析が可能で
あること、また検出手順の改良により、これ
までの 10-6bp レベルの検出感度を 10 倍高い
10-7bp レベルまで向上させることに成功した。
これは ARP 法をベースとした市販検出キッ
トの 100 倍の検出感度である。 
 ⑶の項目に関しては、5-fodUTP 分解活性試
験の基質となる放射性ラベル 5-fodUTP の調
製を、5 位メチル基を 3H ラベルした ３H-dTTP
を出発物質に過硫酸カリウムを用いた酸化

反応により行い、3H ラベル 5-fodUTP を得た。
反応生成物を HPLC 分析し、5-fodUTP である
ことを確認できたが、3H ラベル量が予想以上
に低く、ラベル量変動の時間経過の観察によ
り、3H が溶媒の水分子の H と交換反応を起
こしていることが示唆された。このことは
5-foU の変異性が、5 位メチル基の水和性のチ
ミンとの差異に影響されている可能性を示
唆するものである。先の結果を踏まえ、実際
に利用できる基質を調整するため、2 位炭素
を 14C でラベルした 14C-dTTP を出発物質に、
上記の反応で 14C ラベル 5-fodUTP を得た。こ
の基質を用いて、ラット肝臓粗抽出物の
5-fodUTP 分解活性を TLC で検討し、
5-fodUTPase 活性の存在を確認した。 
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取得年月日： 
国内外の別： 
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