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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん病理の理解および生体の恒常性維持機構の理解に向けて、hOGG1の
触媒機構の解明に挑んだ 。hOGG1の活性残基としては、Lys249(K249)とAsp268(D268)が触媒残基と目されてい
る。しかしこれらの触媒残基の化学的役割については未同定の部分が多い。
そこで以下の研究を実施した。1) hOGG1の活性残基の置換変異体を作製し、pH依存的な酵素活性の変化から酵素
学的pKaを決定した。2) 上記変異体および天然型hOGG1を用いてNMR分光法による活性残基のpKa値を直接的に決
定した。
上記の実験から、グリコシラーゼ反応には活性残基からのプロトン供与が必須であることが解った。

研究成果の概要（英文）：Human 8-OxoGuanine Glycosylase 1 (hOGG1) is a central enzyme within the 
gene-repair system that is related with the pathology of cancer and the homeostasis in living 
organisms. To understand the relationship between those biological activities and its enzymatic 
activity, we tried to reveal the catalytic mechanism of hOGG1. In hOGG1, Lys249 (K249) and Asp268 
(D268) are considered to be catalytic residues at its active site. However, there are many 
uncertainties about the chemical role of these catalytic residues.
Based on this understanding, the following research was conducted. 1) An hOGG1 mutant was prepared, 
and its enzymatic pKa value was determined from the pH-dependent changes in enzyme activity. 2) 
Using the above mutant, its pKa values of the active residue was directly determined with NMR 
spectroscopy.
From these experiments, the enzymatic activity of the mutant and pKa values were explored. Then, the
 possible enzymatic pathway was considered.

研究分野：生物物理化学

キーワード： 酵素反応機構解析　構造化学　NMR　X線結晶構造解析　タンパク質核酸複合体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子修復は生体の恒常性維持機構であり、その異常はがんの病理とも深くかかわる。中でも、損傷塩基として
頻度の高い 8-oxoguanineを除去修復する酵素: ヒト 8-OxoGuanine Glycosylase 1 (hOGG1) は修復系で中核的
役割を果たす酵素である。本研究では、hOGG1の触媒機構の解明に挑んだが、これは分子論的な立場から、がん
に対する防御機構を理解すること、および、生体の恒常性維持機構を解明することにつながる 。また遺伝子修
復系を標的としたがん治療薬の開発も進んでおり、がん治療薬の開発にも将来的に資する研究と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

遺伝子修復は生体の恒常性維持機構であり、その異常はがんの病理とも深くかかわる。中で

も、損傷塩基として頻度の高い 8-oxoguanine (8oxoG) を除去修復する酵素: ヒト 8-OxoGuanine 

Glycosylase 1 (hOGG1) は修復系で中核的役割を果たす酵素である。hOGG1は 8oxoGの脱塩基反

応 (グリコシラーゼ反応) と、引き続く DNA

鎖切断反応 (βリアーゼ反応) の二つの反応

を触媒する。また、hOGG1の活性残基として

は、249番目のリシン残基 (リシン 249/K249) 

と 268番目のアスパラギン酸残基 (アスパラ

ギン酸 268/D268) が触媒残基と目されてい

る (図 1, )。 

実験開始当時の時点におけるメカニズム研究では、リシン 249 (K249) はβリアーゼ反応の触

媒残基であることが結晶構造解析により示されていた (引用文献 1, 図 2)。それに加えてリシン

249 (K249) は、グリコシラーゼ反応の触媒残基であるとの見解も示されている (引用文献 2)。一

方、アスパラギン酸 268については、類縁酵素との配列保存性から活性残基である可能性が指摘

されてはいるものの、具体的な触媒機構上の役割については諸説混沌とした状態であった (図 1, 

2)。上述のような背景のもと申請者は、アスパラギン酸 268の役割が脱塩基反応の触媒残基であ

ることを同定した (引用文献 3)。しかしながら、アスパラギン酸 268の触媒機構上の役割は誰も

決定できていなかった。加えてリシン 249についても、グリコシラーゼ反応における具体的な役

割は明示されていなかった。 

 

図 2. hOGG1反応経路 
 
２．研究の目的 

上述の通り、hOGG1の活性残基としては、リシン 249とアスパラギン酸 268が触媒残基と
目されている。しかしこれらの触媒残基の化学的役割については未同定の部分が多い。そこで本

研究では、リシン 249とアスパラギン酸 268の触媒機構上の役割の解明を目指した。また触媒
機構が判明すれば、それに基づいて hOGG1の共有結合型阻害剤 (suicide inhibitor) などの設計指

針がわかると期待される。もって、酵素の触媒機構解析という基礎科学の成果を、抗がん剤創製

という疾病治療へとつなげるための指針の導出を目指した。 
 
３．研究の方法 

そこで上記活性残基の触媒機構上の役割の解明を目指し、hOGG1タンパク質と基質 DNA複
合体についてNMRによる物性解析および X線結晶構造解析を実施する。加えて、hOGG1の酵
素学的な解析を実施して、触媒残基の役割を同定する。なお、海外研究協力者の Vladimir 
Sychrovsky博士 (チェコ科学アカデミー) の理論計算によれば、リシン 249は脱塩基反応の際

 

図 1. hOGG1および類縁酵素の配列保存度 



に 8oxoG 塩基へのプロトン供与体としても機能することが示唆されている。本仮説を証明する

ことも当研究の目的である。具体的には、以下の実験を計画した。 

1. NMR 分光法による活性残基リシン 249 の物性解析  

2. 反応機構解析用 hOGG1 変異体の作製＆変異体の活性評価 

3. hOGG1−基質 DNA 複合体の X 線結晶構造解析 

4. Suicide inhibitor の設計指針の導出 

5. 量子化学計算による hOGG1 触媒機構解析  

 

４．研究成果 

1. NMR 分光法による活性残基リシン 249 の物性解析  

海外研究協力者のVladimir Sychrovsky博士 (チェコ科学アカデミー) の理論計算によれば、

リシン 249は脱塩基反応の際に 8oxoG塩基へのプロトン供与体としても機能することが示唆さ

れている。そこで反応開始前の基底状態でのリシン 249 側鎖アミノ基のプロトン化状態を解析

した。なおこの実験の遂行にあたり、リシン 249 側鎖アミノ基に由来するの NMRシグナルを帰

属するために、表面に存在する 7 つのリシン残基をアルギニンに置換した不活性変異体を作製

した（D268N 変異も加えて不活性化）。これにより、リシン残基を活性残基リシン 249とタンパ

ク質内部のリシン 261 の 2 個に減らすことができた。なおリシン 261 を別アミノ酸に置換した

変異体はタンパク質として発現できなかった。よって、リシン 249の帰属にあたっては、上記変

異体 1、および、当該変異体 1にリシン 249をグルタミンに変異させた変異体 2を作製して 1H-
15N HSQCスペクトルを測定した。また、基質非結合時よりも基質結合時の基底状態が、反応開

始前の状態により近いため、両変異体と基質 DNA が結合した状態で 1H-15N HSQC スペクトル

を測定した。 

まず、変異体 1−基質 DNA複合体の 1H-15N HSQCスペクトルでは、リシン 249とリシン 261

の側鎖アミノ基に由来する 2つのピークが観測された (図 3)。 
 

図 3. 変異体 1−基質 DNA複合体におけるリシン側鎖アミノ基の 1H-15N HSQCスペクトル 

 

この結果、この 2つのピークのいずれかがリシン 249の側鎖アミノ基の 1H-15N 相関ピークであ



ることがわかった。 
次に、変異体 2−基質 DNA複合体の 1H-15N HSQCスペクトルでは、リシン 261 側鎖アミノ基

に由来する単一ピークが観測された (図 4)。 
 

図 4. 変異体 2−基質 DNA複合体におけるリシン側鎖アミノ基の 1H-15N HSQCスペクトル 

 

この結果、図 3,4 で観測された右下のピークがリシン 261 の側鎖アミノ基の相関ピークであり、

残りのピークがリシン 249の相関ピークであると帰属できた。 

上記データを元にして、リシン 249 側鎖アミノ基がアミン型であるか、アンモニウム型であ
るかの検討を⾏なった。⼀般に、リシン側鎖アミノ基の化学シフト値はアンモニウム型 (32.7 
ppm) とアミン型 (25.2 ppm) である（引⽤⽂献 5）。今回同定されたリシン 249 由来の相関ピ

ークの 15N化学シフト値は 33ppm 付近に存在するため、hOGG1のリシン 249 側鎖アミノ基は

アンモニウム型で存在していると結論づけられる。 
 

2. 反応機構解析用 hOGG1 変異体の作製＆変異体の活性評価 

本サブテーマでは、酵素反応中間体の捕捉に適した hOGG1 変異体の取得を目指した。グリ

コシラーゼ反応に引き続くβリアーゼ活性を失活させることで、グリコシラーゼ反応直後の構

造決定につなげることを計画した。βリアーゼ反応の活性残基が Lys249であるため、Lys249に

変異を導入して、尚且つ、グリコシラーゼ活性が維持される変異体の取得を目指した。種々アミ

ノ酸置換を行うことで、活性残基 (Lys249) に変異を入れても、活性を有した変異体が取得でき

た。 

3. hOGG1−基質 DNA 複合体の X 線結晶構造解析 

上述の実験 2 で得られた各種 hOGG1 変異体について、X 線結晶構造解析を行い、その三次

元構造を決定した。KCCK 変異体は、βリアーゼ活性を失った変異体として報告がなされたもの

である (引用文献 4)。後日、当研究室の追試験により、高濃度で実験すればβリアーゼ活性を発

現することがわかった変異体であるが、この変異体に関して結晶構造の決定を達成している。こ

れにより、活性残基の三次元空間における配置と、活性残基周りの環境を明らかとした。本構造

は酵素反応の反応経路推定の基礎的データとなる。 

 



4. Suicide inhibitor の設計指針の導出  

ここまでの hOGG1 の触媒機構の情報を元にすると、2'/2''-F 置換型核酸は suicide inhibitor と

なる可能性がある。本阻害剤はβリアーゼ反応で Lys249がアノマー位に結合した後の 2'位脱プ

ロトン化を阻害し、以降の反応を止める。結果、Lys249と基質の共有結合が残り suicide inhibitor

となると期待される (図 5)。 

図 5    

5. 量子化学計算による hOGG1 触媒機構解析  

上述の実験 1で見出された変異体について Vladimir Sychrovsky博士が量子化学計算による反

応経路探索行っている。得られた結晶構造・酵素学実験データ・NMR分光法による活性残基の

状態を反映した反応経路が同定されつつあり、実験と理論の統一に道筋が付いたと考えられる。 

まとめ  

hOGG1の酵素反応前の基底状態では、触媒残基のプロトン化を明らかとし、触媒反応にプロ

トン源が必要であることを示すことができた。これにより触媒残基の化学的役割が解明された。

がんの病理の解明の分子論的な理解を進めたとともに、将来的に、がん治療薬の開発に資する成

果が得られたものと考えられる。 
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