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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア DNA 修復に重要であることが予想されるミトコンドリ

ア型 AP エンドヌクレアーゼ(mtAPE)の実体と機能を明らかにすることを目的に本研究を行った。

本研究では、AP endonuclease 1(APE1)の局在を検討し、ミトコンドリアに APE1 は局在しない

ことが明らかとなった。また、酵素活性試験の結果、ミトコンドリア分画においてわずかな AP

エンドヌクレアーゼ活性と明瞭な AP リアーゼ活性が検出された。さらに、この AP リアーゼの

は分子量 30-40kD 程度のタンパク質であることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Mitochondrial AP endonuclease (mtAPE), which is unidentified at 
present, is assumed to be important for mitochondrial DNA repair. This study was aimed 
to elucidate the identity and function of mtAPE. In this study, we examined the subcellular 
localization of AP endonuclease 1, which is one of mtAPE candidates, and observed no APE1 
distribution in pure mitochondrial fraction. The enzymatic activity tests revealed that 
there was some AP endonuclease activity and substantial AP lyase activity in pure 
mitochondrial fraction. Furthermore, we also found that the molecular weight of this AP 
lyase was between 30 and 40 kD. 
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１．研究開始当初の背景 
ペットとして飼育されている犬や猫にお

いて、がんは人と同様、その死因の大きな部
分を占めている。がんは加齢による罹患リス
クの上昇が極めて大きい疾患であり、犬にお
けるがんの平均罹患率は 5 歳で約 5％である
のに対し、10 歳では約 15％と 3 倍に上昇す
る。一方、近年ペットの長寿化は著しく、そ
の寿命は約 10 年で大幅に伸びている。この
ペットの長寿化の流れは、飼養管理状態の改
善が進んでいる現状を考えるとますます加
速することが予測される。このことは、今後

さらにがんに罹患するペットが増加し、これ
まで以上に獣医療におけるがんの重要性が
高まるものと見込まれることから、がんの発
生および病態を制御する因子の解明は獣医
学的に重要な課題である。 
加齢によりミトコンドリアに由来する活

性酸素種(ROS)産生は増大し、それに伴って
ミトコンドリア DNA (mtDNA)損傷も増加する
ことが知られている。この加齢に伴う mtDNA
損傷が、糖尿病、神経変性疾患、心不全等の
さまざまな加齢性疾患の発症に寄与してい
ることが現在明らかにされつつある。加齢性
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疾患の一つであるがんについても、がん組織
で ROS 産生と mtDNA 損傷が増加することが報
告され、がん細胞の生存と増殖を亢進するな
ど、がん病態との関連が示唆されているもの
の、その繋がりについてはいまだ解明されて
いない。 
 
２．研究の目的 
核DNAに対する損傷と同様に、細胞はmtDNA

の損傷を修復する機構を持つ。ROS による傷
害を受けた核 DNA は、“塩基除去修復”と呼
ばれるメカニズムにより損傷が修復される。
mtDNA 損傷が主に ROS によるものであること
から、mtDNA 修復では塩基除去修復が主要な
役割を果たしていると推察される。現在のと
ころ、ミトコンドリアにおいて塩基除去修復
が機能していることは明らかであるものの、
その詳細について未解明の問題が数多く存
在する。その一つとして、塩基除去修復過程
に不可欠な酵素の一つである AP エンドヌク
レアーゼについては、ミトコンドリア抽出液
中でその酵素活性が検出されているものの、
その実体は現在でも未確定であり、本分野の
研究を妨げる一因となっていることが挙げ
られる。そこで申請者は、『ミトコンドリア
型 AP エンドヌクレアーゼ (mtAPE)を介した
mtDNA 損傷の修復が、がん病態に影響を与え
る』という仮説を立て、本研究によりこの検
証を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) ミトコンドリアにおける核型 AP エンド
ヌクレアーゼの局在の検討 

5~10 週齢の SD ラットから肝臓を採取した
後、組織片を Potter 型ホモジナイザーにて
処理することにより肝ホモジネートを得た。
ここから常法の遠心分画法により、細胞質お
よび粗ミトコンドリア分画を得た。さらに高
純度のミトコンドリアを得るため、Percoll
を用いた比重遠心法により純ミトコンドリ
ア分画と mitochondria-asscociated 
membrane (MAM)分画とに分離し、それぞれの
分画を回収した。得られた各分画からウエス
タンブロット用のサンプルを調製し、抗 APE1
抗体（Santa Cruz）を用いたウエスタンブロ
ットを行うことにより、各分画における APE1
の分布を解析した。 
 
(2) ミトコンドリア分画における AP 部位切
断酵素活性の評価 
酵素活性測定試験の基質として使用する

ため、5’端から 7 番目の位置にウラシルを
含む 30 塩基のオリゴヌクレオチドならびに
それに相補的なオリゴヌクレオチドを合成、
アニーリングを行い二本鎖オリゴヌクレオ
チドを調製した。ウラシルを含むオリゴヌク
レオチドは、予めその 5’端を

carboxyfluorescein (FAM)で蛍光標識した。
酵素活性測定試験に際しては、まず、調製し
たオリゴヌクレオチドを E. coli Uracil-DNA 
Glycosylase (UDG)と反応させることにより、
ウラシルを加水分解し脱塩基部位（AP 部位）
を作出した。この反応液に対し、組換え APE1、
Endonuclease III (Nth)、Endonuclease VIII
あるいはミトコンドリア抽出液を加えた後
一定時間反応させた。反応後、反応液をアク
リルアミド／尿素／TBE ゲルにて電気泳動し、
ゲル中の標識オリゴヌクレオチドに由来す
る蛍光を画像解析システム Typhoon FLA 9500 
(GE)を用いて検出した。AP エンドヌクレアー
ゼ活性を測定する際の反応は、50 mM 
Potassium Acetate, 20 mM Tris-acetate, 10 
mM Magnesium Acetate, 1 mM DTT, pH 7.9 の
条件で行い、AP リアーゼ活性の測定は、20 mM 
Tris-HCl,1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 8 の条件
で行った。 
 
(3) 未知ミトコンドリア AP リアーゼの同定 
未知ミトコンドリア AP リアーゼの同定の

ため、NaBH4トラッピング法を利用した。具体
的には、(2)で記載した UDG 処理した蛍光標
識二本鎖オリゴヌクレオチドとミトコンド
リア抽出液を混合し、一定時間反応後に50 mM 
NaBH4を加えることで AP 部位に結合したタン
パク質を共有結合させ、タンパク質-DNA 複合
体を形成させた。この複合体を含む反応液を
1 次元あるいは 2次元電気泳動に供し、ゲル
中のタンパク質-DNA 複合体に由来する蛍光
を画像解析システム Typhoon FLA 9500 を用
いて検出した。さらに、解析後のゲルを銀染
色によって染色し、得られたタンパク質のス
ポットのパターンと蛍光解析の結果を比較
した。 
 
４．研究成果 
(1) ミトコンドリアにおける核型 AP エンド
ヌクレアーゼの局在の検討 
 AP エンドヌクレアーゼ活性を持つ酵素は
細胞内に複数存在するものの、これまでの研
究により核内 AP エンドヌクレアーゼ活性は
90％以上が AP endonuclease1 (APE1)と呼ば
れる酵素に由来するものであるが明らかに
なっている。これを受けて、申請者は mtAPE
の第一の候補はミトコンドリアに移動した
APE1 タンパク質であると考え、この仮説に
ついて検証を行った。具体的には、ラット肝
臓からミトコンドリアを単離し、このミトコ
ンドリア分画において APE1 が検出可能かど
うかをウエスタンブロット法により検討し
た。この際、ミトコンドリア単離法を改良し、
以前から一般的に用いられている遠心分画
法に加え Percoll を用いた比重遠心法を行う
ことにより、ミトコンドリア分画とミトコン
ドリアに結合した小胞体膜である



 

 

mitochondria-asscociated membrane (MAM)
分画とに分けることに成功し、これまでより
高純度のミトコンドリア分画を得ることが
可能となった。分画後の各フラクションにお
けるAPE1の分布をウエスタンブロット法に
より検出した結果、肝ホモジネート、細胞
質、粗ミトコンドリア分画には APE1 の存在
が確認されたものの、純ミトコンドリア分
画では検出されなかった（図 1）。この結果
から、粗ミトコンドリア分画で検出された
APE1 は、MAM 分画すなわち小胞体に存在す
る APE1 を検出したものであり、ミトコンド
リア自体には APE1 は存在していないこと
が示唆された。これは、ミトコンドリアに
おける APE1 の存在を示唆したこれまでの
報告とは異なる新規の知見となった。 
 
 

 
 
 
(2) ミトコンドリア分画における AP 部位切
断酵素活性の評価 
 次に、上記によってミトコンドリア分画中
に AP エンドヌクレアーゼ活性が存在するの
かどうかについて、in vitro での AP 部位切
断試験を行った。その結果、粗ミトコンドリ
ア分画と純ミトコンドリア分画の双方で AP
エンドヌクレアーゼ活性が認められた（図 2）。
この際、他の酵素（エキソヌクレアーゼ）の
混入のため目的サイズの DNA 断片以外の DNA
断片も検出されたが、少なくとも AP エンド
ヌクレアーゼ活性が両ミトコンドリア分画
に存在することは確認できた。また、ここで
見られた AP エンドヌクレアーゼ活性が粗ミ
トコンドリア分画と純ミトコンドリア分画
でほぼ同程度であった一方で、(1)では粗ミ
トコンドリア分画と純ミトコンドリア分画
に存在する APE1 レベルは約 55 倍の差があっ
た。このことは、ミトコンドリア内に AP エ
ンドヌクレアーゼは存在するものの、それは

APE1 以外の酵素であることを示唆している
と考えられた。さらに、AP 部位の 3’側を切
断する酵素である AP リアーゼのミトコンド
リア分画中の活性について検討を行ったと
ころ、両分画において明瞭な  elimination
反応による AP リアーゼ活性が検出され、ミ
トコンドリアに局在する AP リアーゼの存在
が示唆された（図 2）。その活性は粗ミトコン
ドリア分画に比べ純ミトコンドリア分画で
は顕著に減弱していた。これは、ミトコンド
リア精製過程における酵素量の減弱による
ものと考えられた。 
 

 
 
(3) 未知ミトコンドリア AP リアーゼの同定 
上記において検出されたミトコンドリア

APリアーゼの実体を明らかにするため、NaBH4

トラッピング法を用いて本 AP リアーゼを基
質 DNA に共有結合させ、このタンパク質－DNA
複合体について一次元／二次元電気泳動を
用いて検出を試みた。その結果、本 AP リア
ーゼは分子量 30-40kDのタンパク質であるこ
とが見出され（図 3）、そのタンパク質は銀染
色で検出可能であった。現在、質量分析法を
用いて本酵素の同定を進めている。 
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