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研究成果の概要（和文）：私達は、「動く遺伝子」としての性質に基づいて、 新しい基本立体構造を持つ制限酵素(R.
PabI)を発見し、それに「塩基の切り出し活性 」(DNAグリコシラーゼ活性)を証明した(Miyazono et al. Nature Commu
nications, 2014)。
本研究では、(1) 脱塩基サイトでDNAを切断する活性(AP リアーゼ)を証明した。(2) 鎖切断を作らないで、形質転換活
性を損なうことを証明した。(3) 中温菌から、ホモログを精製し、DNA切断活性を証明した。

研究成果の概要（英文）：So far, all the restriction enzymes hydrolyze phosphodiester bonds linking the 
monomer units of DNA. We recently reported that a restriction enzyme (R.PabI) of the PabI superfamily 
with half-pipe fold has DNA glycosylase activity that excises an adenine base in the recognition sequence 
(5′-GTAC). We now found a second activity in this enzyme: at the resulting apurinic/apyrimidinic (AP) 
(abasic) site (5′-GT#C, # = AP), its AP lyase activity generates an atypical strand break. Its covalent 
DNA-R.PabI reaction intermediates can be trapped by NaBH4 reduction. The base excision is not coupled 
with the strand breakage and yet causes restriction because the restriction enzyme action can impair 
transformation ability of unmethylated DNA even in the absence of strand breaks in vitro. The base 
excision of R.PabI is inhibited by methylation of the target adenine base. These findings expand our 
understanding of genetic and epigenetic processes linking those in prokaryotes and eukaryotes.

研究分野： ゲノム動態学
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１．研究開始当初の背景 
 
これまで調べられた全ての制限酵素は、DNA
のバックボーンのリン酸ジエステル結合を
加水分解する（図）。私達は、制限酵素と修
飾酵素（DNA メチル化酵素）からなる制限
修飾系が「動く遺伝子」としてふるまうこと
に基づいて、ゲノム配列 を比較解析し、 全
く新しい基本立体構造（ハーフパイプ・フォ
ールド）を持つ制限酵素 (R.PabI) を発見し
た。その標的 DNA との共結晶では、認識配
列中の塩基が鎖から離れて存在していた。続
く解析は、この酵素が「塩基の切り出し活
性 」(DNA グリコシラーゼ活性)を持つこと
を 示 し た (Miyazono et al. Nature 
Communications, 2014)。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、この「制限酵素による塩基
切り出し反応」についてさらに証拠を得るこ
と、この反応とそれに続く鎖切断反応の分子
機構と生物学的意義を明らかにすることで
ある。 
 
３．研究の方法 
 
R.PabI に His タグを付けたタンパクの遺伝
子を、同じ配列（5′-GTm6AC）を認識するク
ロレラ由来の DNA メチル化酵素遺伝子と共
に大腸菌に維持し、発現した。R.PabI は
HisTrap 、 ヘ パ リ ン Sepharose, 
Benzamideine Sepharose で精製した。 
 
DNA グ リ コ シ ラ ー ゼ は 、 N,N′- 
dimethylethylenediamine (DMED) を AP 
サイトに反応させて検出した. 
 
認識配列にAの代わりにウラシルを含む二重
鎖オリゴヌクレオチド(5′-GTUC/3′-CUTG)
に uracil N-glycosylase (UNG)を反応させて
AP サイトを作った。これの切断から AP リア
ーゼ活性を検出した。 
 
４．研究成果 
 
（１）＜ AP リアーゼ活性の証明＞ 
R.PabI が塩基切り出しによってできた AP 
 

（脱塩基）サイトに働く、DNA 切断活性(AP 
リアーゼ) を、持つ事を証明した。この活性
は、合成 AP サイトを切断した。 
 
 AP リアーゼ反応が酵素に結合した中間体
を、NaBH4 還元によってトラップすること
に成功した。 
 
 これによって、R.PabI がエンドヌクレアー
ゼでないという前報の誤りをただすことが
できた。 
 
（２）＜塩基切り出しが制限修飾の実体であ
ることの証明＞ その DNA グリコシラーゼ
と AP リアーゼが、切り出される塩基の修飾
酵素によるメチル化によって阻害されるこ
とを証明した。 
 
さらに、二重鎖環状 DNA をこの酵素で処理
し、鎖切断をひとつも作らない 状態でも、 
形質転換活性を損なうことを証明した（図）。
この結果は、塩基切り出しが制限活性の実体
であることの証明となる。 
 

（３） ＜中温菌のホモログ
の解析＞ R.PabI は、超好
熱古細菌 Pyrococcus から得
られた。真正細菌（イプシロ
ンプロテオバクテリア）の中
温菌である Campylobacter 
coli と Helicobacter pylori
（ピロリ菌）の R.PabI のホ
モログの活性を検討した。 
 
まず、 無細胞タンパク合成



系で発現した Campylobacter のホモログは、
DNA 切断活性を持っていた。次に、タグを
付けて大腸菌で Campylobacter ホモログと
Helicobacter ホモログに、DNA 切断活性を
証明した。 
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