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研究成果の概要（和文）： 

 我々はヒト MUTYH の組み換えタンパク質において高い純度での精製分離に成功し、14 種
の変異型タンパク質と野生型タンパク質の修復活性を比較した。いくつかの変異型タンパク質
はかなりの活性低下を示したため、MUTYH 関連ポリポーシス発症に寄与していると考えられ
る。 

 また、新たな塩基除去修復酵素の基質を検索するため、8 つの酵素を準備し、過酸化脂質由
来の DNA 付加体、エテノアダクトを含むオリゴヌクレオチドに対する修復活性を調べた。結
果、塩基除去修復酵素 TDG がシトシンあるいはグアニンのエテノアダクトと対合したチミン
を除去することを新たに見つけた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  We successfully prepared highly homogeneous human MUTYH recombinant protein, and 

compared the repair activity of 14 variant proteins with that of the wild-type protein.  

Several variant proteins showed striking low activity, and their variants may contribute to 

the development of MUTYH-associated polyposis.  

   To search new substrate of base excision repair enzymes, we prepared 8 enzymes, and 

examined the repair activity against an oligonucleotide containing etheno-DNA adducts, a 

lipid peroxidation-derived DNA adducts.  The base excision repair enzyme, TDG, had 

activity that is capable of removing thymine mispaired with etheno-DNA adduct of cytosine 

or guanine. 
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１．研究開始当初の背景 

 活性酸素や過酸化脂質は DNA と結合し、
突然変異を誘発することから、様々な臓器に
おいてがんの発症に関与していると考えら
れる。 

 酸化した DNA のひとつである 8−ヒドロキ
シグアニン（8-OHG）はアデニンと結合する
ため、複製の過程で突然変異を引き起こす。
塩基除去修復酵素OGG1とMUTYHはそれぞ
れ 8-OHG とそれと対合したアデニンを DNA

中から除去する働きをもっている。MUTYH

の遺伝的変異は大腸でポリポーシスを引き
起こし、家族性大腸腺腫症の原因となること
が知られているが、報告されている多くの
MUTYH 変異型タンパク質の除去活性の検討
は十分に行われていない。 

 また、過酸化脂質は DNA と結合し、DNA

付加体、エテノアダクトを生成する。エテノ
アダクトであるエテノシトシン（εC）やエテ
ノアデニン（εA）は主に塩基除去修復酵素
TDG と MPG がそれぞれを認識し、除去する
ことが知られている。近年、これらのエテノ
アダクト以外にもヘプタノエテノシトシン
（HεC）、ヘプタノエテノグアニン（HεG）、
ブタノエテノシトシン（BεC）、ブタノエテノ
グアニン（BεG）のような付加体がヒト組織
中で確認されたが、これらのアダクトに対す
る修復機構はまだよくわかっていない。 

 

２．研究の目的 

活性酸素により損傷を受けたグアニンであ
る 8-OHG や過酸化脂質により生成されるエ
テノアダクトは突然変異を引き起こすこと
から、発がんの原因のひとつであると考えら
れる。本研究は、まだ明らかになっていない
塩基除去修復機構と発がんの関連を明確に
することを目的とし、以下の研究を行った。
（1）家族性大腸腺腫症の原因遺伝子である
MUTYH で、修復活性が検討されていない変
異型タンパク質を評価し、発がんとの関与を
明らかにする。（2）いくつかのエテノアダク
トは塩基除去修復酵素の働きにより除去さ
れることから、塩基除去修復遺伝子はエテノ
アダクトの損傷塩基に対し重要な役割を担
っているものと考えられる。しかし、まだ多
くのエテノアダクトはその修復機構が明ら
かになっていない。そこで、まだ明らかにな
っていないエテノアダクトと塩基除去修復
酵素の関連について調べる。 

 

３．研究の方法 

（1）変異型 MUTYH タンパク質の修復活性
を明らかにするために、以下の実験を行った。 
①野生型と 14 種の変異型 MUTYH の組み換
えタンパク質を発現及び精製し、8-OHG と不
対合を形成したアデニンの修復活性を測定
し、修復活性が低下している変異型タンパク
質を明らかにした。②FLAG タグを含む野生
型および変異型MUTYHの哺乳類発現ベクタ
ーを作製し、ヒト細胞株の中で発現させるこ
とで変異型MUTYHタンパク質の局在を調べ
た。(2)塩基除去修復酵素のエテノアダクト
対する修復活性を調べるため、以下の実験を
行った。①8 種類のヒト塩基除去修復酵素
OGG1、MUTYH、NTH1、NEIL1、SMUG1、
UNG、MPG、TDG の組み替えタンパク質を
準備し、DNA グリコシラーゼアッセイにより、
εA、εC、HεC、HεG、BεC、BεGを含むオリ
ゴヌクレオチドの修復活性の有無を調べる。
②新たな修復活性がみられた遺伝子につい
て発現状態が異なった培養細胞株を準備し、
DNA 付加体蓄積量や変異誘発率の違いを比
較する。 

 
４．研究成果 
(1)我々は塩基除去修復酵素 MUTYH2 型(核
局在型)の組み替えタンパク質において高い
純度での精製分離に成功した。そこで、14 種
の変異型タンパク質と野生型タンパク質の
修復活性について比較を行った。その結果、
野生型に比べ変異型 p.I195V、p.G368D、
p.M255V、p.Y151C は弱い、あるいは中程度
の活性の低下を示し、p.R154H、p.L360P、
p.377L、p.452delE、p.R69X、p.Q310X はネガ
ティブコントロールp.D208Nと同様に劇的な
活性の低下を示した（表 1）。これらの結果は
正確な MUTYH 関連ポリポーシスの評価や
MUTYH の修復機構を知る上で有用なものと



考えられる（Hum Mutat, 31: E1861-74, 2010）。
また我々はこれらの変異型MUTYHタンパク
質の局在への影響を調べるため、免疫蛍光染
色を行った（図 1）。核局在シグナルが欠損し
ている p.R69X と p.Q310X は細胞全体に局在
を示し、その他の変異型は野生型と同様に核
への局在を示した。（2）過酸化脂質により生
成される DNA 付加体、エテノアダクトの修
復機構を明らかにするため、我々は 8 種のヒ
ト塩基除去修復酵素、OGG1、MUTYH、NTH1、
NEIL1、SMUG1、UNG2、MPG、TDG の組み
替えタンパク質を準備し、εA、εC、HεC、HεG、
BεC、BεG を含むオリゴヌクレオチドの修復
活性を調べた。その結果、これまでに報告さ
れている通り、MPG が DNA 中から εA を除
去し、SMUG1 と TDG が εC を除去した。さ
らに、TDG の新たな修復機能として εC、HεC、
HεG、BεC、BεG とチミンが不対合を形成し
た際、チミンを DNA 中から除去する働きを
もつことを見つけた（図 2）。現在 TDG ノッ
クダウン細胞株とモック細胞株を用いて、上
記の付加体を生成するクロロアセトアルデ
ヒド、4-オキソ-ノネナール、4-オキソ-ヘキサ
ナールで処理し、LC-MS/MS を用いて各付加
体蓄積量の測定を行っている。 
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