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研究成果の概要（和文）： 
線虫 C. elegansの塩基除去修復に関与する酵素（Nth, APN-1, EXO-3），酸化ヌクレオチド分解酵
素（NDX-1, NDX-2, NDX-4），ミスマッチ修復酵素（MSH2, MSH6, MLH1, PMS2）と OXR1タ
ンパク質の同定と精製・純化に成功し，その酵素活性を解析するとともにそれらの欠損変異株

の性質から酸化ストレスでの防御的機能を明らかにした。さらに，ホヤの Nth, AP エンドヌク
レアーゼの構造・機能を解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We first identified three kinds of base excision repair enzymes (Nth, APN-1 and EXO-3), 
pyrophosphatases for oxidized deoxyribonucleotides (NDX-1, NDX-2 and NDX-4), mismatch repair 
enzymes (MSH2, MSH6, MLH1 and PMS2) and OXR1 protein in the nematode C. elegans. 
Furthermore, the present study revealed critical roles of these proteins in prevention against oxidative 
stress using deficient mutant or RNAi knockdown worms. In addition, we also identified some DNA 
repair enzymes in the ascidian Ciona intestinalis. 
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１．研究開始当初の背景 
 放射線や活性酸素は, thymine glycol (Tg), 
8-oxoguanine (8-oxoG), 5-formyluracil (5-foU) 
などの多様な塩基酸化体を生じ, それらが細
胞死, 突然変異や発癌を起こす原因になると
考えられている。塩基の酸化的損傷は主に塩
基除去修復（BER）によって修復される。BER
では, 損傷塩基を DNA から除去する DNA 

glycosylase, 生じた AP部位で DNA鎖を切断
する AP endonuclease（あるいは 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も関連し
ている。しかし, BERの研究では, 生成する塩
基酸化体の構造, 更なる酸化による新規化合
物への変化, DNA glycosylaseの基質や細胞内
での機能, そのネットワーク（統合されたバ
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ックアップ）体制など, まだ十分に解明され
ていない課題も多く残ったままである。 
AP endonucleaseや Pol-β の欠損は致死的であ
るが, DNA glycosylaseを単独で欠損した個体
や細胞が致死的になるとか, 高い突然変異を
示すような形質は観察されていない。申請者
は, DNA glycosylaseは幅広い基質（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
ると考えている。そのために, まず未発見の
DNA glycosylase 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
を修復しうる全ての DNA glycosylase 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影響を解明するこ
とが重要である。申請者は, すでに大腸菌, 
ホヤ, 線虫 (C. elegans)で, これまでに同定さ
れている DNA glycosylase とは異なる数種類
の DNA glycosylase 活性をもつタンパク質を
見出している。これらの酵素の構造と機能, 
発現の制御や欠損の影響を明らかにすると
ともに, ヒト細胞でのホモログの検索を行う
ことが今, 重要である。 
 
２．研究の目的 
(1) DNA修復酵素の同定：次の 3種類の方法
を用いて塩基除去修復（BER）に関わる新規
のタンパク質を同定する。①crude extractを調
整し, 目的の損傷塩基を持つ oligonucleotide
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。②大腸菌の glycosylase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。③すでに
公表されているデータベースを活用し, DNA 
glycosylase のアミノ酸配列を入力してそのホ
モログを検索する。著者らは, これらの方法
を 用 い て , 大 腸 菌 の KsgA （ rRNA 
methyltransferase）、C. elegansの b-NACやホ
ヤの Ogg1（8-oxoguanine DNA glycosylase）お
よび P0タンパク質が DNA glycosylaseあるい
は AP endonuclease の機能を持つことを見い
だしている。本研究では, さらに, 新たな酵
素の発見とともに, それらのタンパク質を精
製し, その基質特異性、活性ドメインや生物
学的機能を明らかにする。また, 申請者らは
Oxr1 という新たな酸化ストレス防御タンパ
ク質を同定しており, この機能の解明を行う。 
(2) DNA glycosylaseの活性と突然変異抑制の
機能の関連： 上記の DNA glycosylase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放射線, 活性
酸素に対する感受性などの性質を解析する。
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。 
(3) 生物の胚発生や agingと塩基の酸化  

生物の胚発生や aging において塩基の酸化は
不断に起こり, それらはBERによって防御さ
れていることについて明らかにする。そのた
めに, C. elegansを扱った研究を実施する。 
 
３．研究の方法 
(1) 大腸菌, C. elegansおよび培養ヒト細胞か
ら extract を調整し , 化学合成した二重鎖 
oligonucleotide に対する酵素活性を測定する。
活性が検出できれば FPLC を用いてタンパ
ク質を精製する。次に, nicking assayによって
それらの酵素の基質特異性を検討する。さら
に, 新規の塩基損傷を含む基質を化学合成す
る。ヒト細胞から調製した抽出液からも , 
trapping 法で AP lyase 活性を内在する DNA 
glycosylase を同定する。これらのタンパク質
を精製し, アミノ酸配列の解析によって目的
タンパク質を同定する。 
(2) 次の方法を用いて，C. elegans の DNA 
glycosylase の同定を行う。①C. elegans の 
cDNA libraryを検索し, Ogg1, Nth, Nei などの
ホモログを検索。候補クローンを大腸菌 
mutM nth nei 株で高発現させ, タンパク質を
精製, その性質を調べる。②cDNA library を
大腸菌 mutM mutY, mutM nth nei, xth nfo 変異
株に導入。これらの変異株の自然突然変異を
相補するクローンを選択する。このタンパク
質を精製, DNA glycosylaseの活性を詳しく検
討する。③extractでの trapping, gel shift, DNA 
nicking などの方法を用いて基質となる塩基
損傷を解析する。さらに, RNAi 法で実際に
C. elegansの発生の初期段階から観察を始め, 
胚発生, 個体発生への影響を観察する。 
(3) 本研究で同定した修復遺伝子の突然変異
抑制の機能：同定した各種の cDNA を大腸菌
の DNA 修復欠損株（例：GC→TAトランス
バージョンを検出できる株の mutM, nth, nei, 
mutY とそれらの二重, 三重変異株）に導入。
どのような型の突然変異が相補されるのか
を調べる。 
(4) C. elegansを用いて, mutation, RNAi, それ
ら二重欠損株を作成して自然および酸化ス
トレス状態, 高酸素濃度, 放射線照射, H2O2
処理での発生, aging に与える影響を調べる。
さらに，放射線応答, 感受性, 高酸素条件下
での細胞増殖, 酸化ストレス, MMSなどへの
応答変化を検討する。 
(5) Oxr1 タンパク質の同定：酵母, ヒト細胞
の Oxr1 タンパク質の精製と生化学的活性の
解析および細胞内での動態, 機能の解析を行
う。さらに、C. elegans のホモログを同定す
る。 
 
４．研究成果 
(1) C. elegans は多細胞生物であるが, 体細胞
数はほかの生物と比較して少なく, また成虫
まで成長すればその後は細胞分裂を停止す



る。これらの特徴から C. elegans はその生涯
で行う細胞分裂の回数は非常に少なく, ゲノ
ム複製に伴う誤対合の影響がほかのモデル
生物と比較して小さく, damage response の解
析に有用である。C. elegans は MMR ホモロ
グとして MSH2, MSH6, MLH1, PMS2 の 4つ
をもっている。これらの遺伝子が欠損するこ
とにより自然突然変異の頻度が増大するこ
とが示されており, これらが MMR の経路
で何らかの役割を果たしている可能性が高
い。それぞれの遺伝子の欠損株を入手し , 
様々な mutagenに対する感受性を調べた。こ
れまでの培養細胞の知見から MSH2, MSH6, 
MLH1, PMS2の 4つは常にセットで働いてい
ると考えられたが, 与える損傷の種類やその
程度によって感受性が変化することから 4つ
の酵素で行われる経路以外にも, 別の経路が
存在することが示唆された。さらに寿命の測
定から, それらの経路が老化に影響を及ぼし
ていることが分かった。 
 (2) AP サイト（脱塩基部位）は塩基除去修
復経路の過程で生じるだけでなく, 自然に起
こる脱プリン反応によっても断続的に生じ
ている。DNA 複製の障害となるほか, 分裂し
ない細胞でも転写の障害となり, 細胞の生存
に悪影響を及ぼす。AP エンドヌクレアーゼ
はそのような AP サイトを認識し, 3'末端が
適切な形になるように DNA を切断する。カ
タユウレイボヤにおける A P エンドヌクレ
アゼ（CiAPE） の機能を解明するため，CiAPE 
の発現 in situ で同定した。次に xth nfo欠損
大腸菌に CiAPE発現ベクターを導入し, DNA
アルキル化剤 MMS および過酸化水素に対し
て抵抗性が回復することを発見した。また, 
dominant negative 法を用いて, CiAPE 導入ホ
ヤ株の発生阻害を起こす様子を観察できた。 
(3) 線虫の塩基除去修復欠損株  ung（uracil 
DNA glycosylase）, nth（endonuclease I）, exo-3
（exonuclease III）の二重, 三重欠損株を作成
し, それらの遺伝子欠損と成長, 発生, 産卵
数, 酸化ストレス感受性について調べた。ま
た, Apn-1（AP endnuclease 1）は細胞核中に存
在していることを Apn-1::GFP 導入株と抗体
による免疫染色法で確認した。Exo-3 欠損に
よって産卵数の減少, そして寿命延長を観察
できた。このことは生涯生育数と寿命との影
響について線虫でも確認出来た。 
(4) 線虫 Ndx-1 は 8-oxo-dGDP を分解する
活性を持ち, RNAi 阻害線虫は酸化ストレス
に高感受性を示した。 
(5) ホヤ Nth 遺伝子を同定した。その N-末
端がタンパク質活性に特に重要であること
を明らかにした。 
(6)ヒト細胞の Oxr1 タンパク質は細胞質に存
在しており, 酵母欠損株は突然変異率が高く
なることを発見した。さらに, C. elegansのホ
モログの同定に成功した。 
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