
The Environmental Mutagen Society of Japan (JEMS)

NII-Electronic Library Service

The 　Environmental 　Mutagen 　Sooiety 　of 　Japan 　（JEMS ｝

Environ．　Mutagen　Res．，23　 167 − 176（2001） シ ン ポ ジ ウ ム

哺乳類 の 酸化損傷塩基修復酵素 NTH 　1 と OGG1 の

　　　　　　　　　　　　　基質特異性 と作用機序

井出　博
＊

広 島大学大学院理学研究科数理分子生 命理 学専攻

　　　　　 〒 739−8526東広島市鏡山 1−3−1

Substrate　specificities 　and 　reaction 　mechanisms 　of 　mammalian 　base　excision

　　　　　　　　　　　　　　repair 　enzymes 　NTHI 　and 　OGG1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Hiroshi　lde

Department　of　Mathematical　and 　Life　Sciences，　Graduate　School　of　Science，　Hiroshima　Univers．　ity，

　　　　　　　　　　　　　　　 Higashi−Hiroshima　739−8526，　Japan

Summary

　Reactive　oxygen 　spec 玉es 　generate 　structurally 　diverse　base　les孟ons 　in　DNA ．　In　E．　coli　cells，　oxidative

pyrimidine　lesions　are 　removed 　by　Endo　III　and 　Endo　VIII
，
　whereas 　oxida 廿ve 　purine　lesions　by　Fpg．　In　the

present　study ，　substrate 　specificities 　and 　reaction 　mechanisms 　of　NTH1 ，　a　mammalian 　homologme　of　Endo
III，　and 　OGG1 ，　a　mammalian 　functienal　homelogue　ef　Fpg，　were 　characterized 　using 　defined　oligonucleotide

substrates 　and 　the　obtained 　results 　were 　compared 　to　those　of　Endo 　III　and 　Fpg．　Mouse 　NTH1 （mNTH1 ）

recognized 　not 　on 玉y　urea （UR ），thymine 　g玉ycol （TG ），5，6−dihydrothymine（DHT ），and 　5−hydroxyuracil

（HOU ）derived　irom　pyrimidine　bases　but　alse 　forrnamidopyrimidine（FAPY ） derived　from　guanine ，　Wi 出

hoth　mNTHI 　and 　human 　NTHI ，　the　actiVity 　for　FAPY　was 　cemparable 　to　TG．　Unlike　Endo 　III，　the　activities

of　mNTHI 　for　these　lesions　were 　essentially 　independent　of　paired　bases．　Human 　OGG1 （hOGG1） recog −

nized 　7，＆dihydro−8−oxoguanine （OG ）and 　FAPY ．　hOGGI 　excised 　OG 　in　a　paired　base−dependent　manner

but　paired　base　effects 　were 　not 　eVident 　for　FAPY ，　The　difference　in　the　activity 　for　the　most 　preferred

OG ：Cand　tbe　least　preferred　OG ：Awas 　2（Lfold，　while 　that　for血e　most 　preferred　FAPY ；Cand 　the

least　preferred　FA］PY ：Awas 　only 　2．3−｛old．
’
lhese　results 　indicate　that　FAPY ：Cis　a　good 　substrate 　for

both　NTHI 　and 　OGG1 ，　g．　uggesting 　panicipation　of　the　two 　enzymes 　in　repair 　of　this　lesion　in　mammallan

cells．　In　contrast ，　Endo 　III　and 　Endo　VIII　recogn 孟zed 　FAPY ：C　very 　poerly　relative 　to　TG ，　Determination　of

enzymatic 　parameters 　revealed 　that　catalytic 　rate 　constants （kcat） of　mNTHI 　and 　hOGGI　were 　much 　lower

血 an 　those　Qf 　Endo　III　and 　Fpg．　It　seems 　that　distinctive　rate　dete  ining　steps 　for　dle　enzymadc 　reaction

are 　responsible 　for　the　differential　paired　base　effects 　observed 　f｛）r　Endo　HI　and 　mNTH1 ．　For　Endo　III　w 董th

high　kc
。t，　the　rate　determining　step　is且lp　out 　of　a　damaged　base，山ereby 　mak 董ng 　the　activity　sensitive 　to

paired　bases．　In　contr 日st，　for　mNTHI 　with 　low　k，。t，　the　rate　determining　step 　is　subsequent 　N−glycosylase
and ／or　AP 　lyase，　thereby 　making 　the　ac 翻vjty　insensitive　to　paired　bases．
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　好気的代謝 や 放射線 に よ り生 成 す る 活性酸素 は DNA

に 損傷 を 誘発 し，こ れ が 適切 に修復 され な い と，突然変

異や 細胞死 が 起 こ る．活性酸素 に よ り塩．基部位 に 生 じる
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Table 　l　 Base　excision 　repatr 　enzymes 　ior　oxidative 　base　damage

Damage 　 　 　 　 Repair　enzyrnes

E．coli　　　　S．　cereviSiα e　　　 Mammal

Pyrimidine

Ihirine

EndQ 　IIIEndoVIII

　 恥 9

Ntgl，Ntg2

yO991

NTH1

OGG1

酸化損傷 は 構造 的 に極 め て 多様性 に 富むこ とが 明 らか に

さ れ て い るが ，これ らは
』
．セにN −glycosylase／AP　lyase活

性を 持つ 塩 基除
．
去修復酵素 に よ りDNA か ら除 去 さ れ る．

大腸菌で は，酸化損傷塩．基 の 修復 に 関 わ る修復酵素 と し

て ，ピ リ ミ ジ ン 酸化損傷 を認 識 す る endonuclease

（Endo ）IIIと Endo　VIII，プ リン 酸化損傷 を認識す る 」ior−

mamidopyrimidine 　glycosylase （Fpg ）が 同定 さ れ ， 詳細

な生化学的な らび に遺伝学的解析 に 基づ き遺伝情報維持

にお ける役割 が 明 らか に され て い る （Table　1）（Wallace，
1997）．Endo 　III欠損株 （nth ）お よび Endo　VIII欠損株

（nei ） は 明確 な表現型 を示 さ な い が ，両者 の 欠損株

（nth 　nei ） は過酸化水素や 放射線 に 感受性 で あり自然突

然変異率 も上 昇 す る （Jiang　et 　aL
，
1997 ；Saito　et　aL ，

1997）．した が っ て ，Endo 　IIIと Endo 　VIIIは 細胞内に お

い て 機能的なバ ッ ク ア ッ プ 関 係 に あ る と考 え ら れ る．

Fpg 欠損株 （fPg／mutM ） は過 酸化水素 や 放射線 に 感受

性 を示 さない が ，自然突 然 変異率 が．ヒ昇 し GC → TA ト

ラ ン ス バ
ー

ジ ョ ン を誘発す る （Michaels 　et 　a1．，1991）．
Fpg欠損株で は，　 G の 酸化 に よ り生 じる 突然 変 異性 の 高

い 損 傷 7，8−dihydro−8−oxoguanine （OG ）を 修復で きない

た め，DNA 複製 の 際 ， 新生鎖 に A が取 り込 ま れ 突然変

異を誘発す る．近年 ， Endo　IIIお よ び Fpg の 哺乳類 ホ モ

ロ グ と して，そ れ ぞ れ NTH1 お よ び OGG1 が ク ロ
ー

ニ ン

グされた （Table　1）．マ ウ ス お よび ヒ トNTH1 の ア ミ ノ

酸配列 は，Endo　IIIに 比 べ N 末端側 が 約 90残 基 長 く，
こ の 部分 に核移行 シ グ ナ ル （NLS ） と ミ トコ ン ド リア 移

行 シ グ ナ ル （MTS ） が 含 ま れ て い る （Sarker 　et 　a1，，
1998 ；Takao 　et　al．，1998）．ホ モ ロ ジー

の ある 部分 で は ，

活性部位 の Helix−hairpin−Hclixモ チー
フ と C 末端 の 4Fe−

4S ク ラ ス ターが保存さ れ て お り，DNA へ の 結合 とタ ン

パ ク の フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ に 関与 して い る．．一
方，OGG1

（酵母 ，マ ウ ス ，ヒ ト） と Fpg は ア ミノ 酸 配 列 レ ベ ル で

の 相同性 は全 くない が ，OG な どの プ リ ン 酸 化損傷 を認

識す る とい う点で 機能的 な ホ モ ロ グで あ る．OGG1 に は ，

4Fe−4S ク ラス ターは な い が HeliX−hairpin−Helixモ チー
フ

が あ り， 構造 的 に Endo　IIIの ス
ーパ ー

フ ァ ミ リーに 属す

る （Bruner　et 　al．，2000）．　 OGG1 に は複数の splicing 　iso−

formが 存在 し，　 C 末端側 の ア ミノ 酸配 列 の 違 い に よ り核

移行 型 と ミ トコ ン ド リァ 移 行 型 が 生 じる （Aburatani　et

a1．，1997 ；Takao　et　al．，1998 ；Nishioka　et　al．，1999）．最

近 ，
NTHI （岡野 と安井 ，

2001）お よ び OGG1 （Klungland
et　al．，　1999b；Minowa　et 　al．， 2000）の 機能解析 を 日的 に
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ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス が 作製された．OGG1 ノ ッ ク ア ウ ト

マ ウス で は ゲ ノ ム 中に OG が 蓄積す るが ，現在報告 され

て い る 限 り両マ ウ ス は正常 に 生まれ，発癌率 の．ヒ昇等の

明瞭な表現型 は 現 れ て い な い ．し た が っ て ，NTH1 や

OGG1 の 遺伝情報維持 に お け る役割 に つ い て は さ らに検

討が 必 要 で あ る．本研究 で は，NTH1 ・OGG1 の 遺伝情

報維持に お け る役割を生 化学的な視点 か ら検討する た め

に，両酵素 の 基質特異性 と作用機序を調べ ，そ の 結果 を

大腸菌ホ モ ロ グ （Endo　III，　Fpg）と比 較 し た．

1．NTH 　1 と Endo 　llI

　 活性 ア ッ セ イ は，マ ウ ス 由来 NTHI （mNTH1 ）を用

い て 行 っ た （Sarker　et　aL，1998）．基質と し て は，ピ リ

ミジ ン 損傷 urea （UR ），
　 cis−thymine　glycol （TG ，5S，6R一

お よび 51〜，6S一異性体），5，6−dihydrothymine（DHT ），5−

hydroxyuracil（HOU ）を含む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを用

い た （Fig．1）．基質を Endo 　IIIある い は mNTH1 と イ ン

キ ュ ベ ートし，生 成 物 を PAGE で 分析 し た （Asagoshi　et
al．，2000a）．両 酵素 と もβ脱離 に よ り切断さ れ た 生 成物

が 認 め られ た．生 じた基質 の 切 断率を定量 した と こ ろ ，
Endo 　IIIの UR ，

　 TG ，
　 HOU に 対す る 活性 は 同程度 で あ っ

たが，DHT に 対す る活性 は著 し く低 くか っ た （Fig．2）．
mNTH1 の UR 活性は若干高 か っ た もの の ，基質 問 で そ

れ ほ ど大 きな違 い は 認 め られ な か っ た．こ の 結 果 か ら，
Endo 　IIIと mNTH1 で DHT に対す る相対活性 に差が ある

こ とが わ か っ た．DHT に対す る 活性 の 差 の 原因を明 ら

か に す るた め ， TG とDHT に対す る 酵素パ ラ メ
ー

タ
ー

を

求 め た （Table　2）．　 Endo　IIIの 両基質 に対す る Km を比較

す る と，DHT に 対す る 値 は TG よ りも約 27 倍高 く，
DHT は非常に 親和性の 低 い 基質で あ る こ とが わ か っ た．

ま た，DHT に 対す る 反応速度 （k
、at） も低 く，TG の 1／11

で あっ た．その 結果 ， DHT に対す る 反応効率 （ん、。ノ篤 ）

は TG の 1／315 と な っ た．　 mNTH1 の 両基質 に対す る Km
は 低 く， Endo　IIIに 比 べ TG で 6 倍，　 DHT で は 170倍の

親和性 を示 した．逆 に h，at は Endo 　IIIに比べ か な り低 く，
TG で 1／26，　 DHT で は 1／4 で あ っ た ．しか し，　 Km ，　k，，。t
の 値 は両基 質 で 大きな差 は な く，反 応 効率 偽。ノ塩 ）は

ほ ぼ 同 じ値 とな っ た．つ ま り，Endo 　IIIは DHT に 対す

る 親和性 ， 反 応速度が TG に比 べ い ずれも低 い の に 対 し ，

mNTH1 で は 両
．
者で 差 が ない た め，同程度 の 活性 を示 す

こ とが わ か っ た．また，mNTH1 の le、。t は Endo　IIIに比 べ

低か っ た （特 に TG の 場合）．こ の 原 因 と して 実 験 に 用

い た mNTH1 の 失活が考えられ た の で ，　NaBH4 トラ ッ プ

反応 （後述 ）を用 い て 活性 な 酵素 の 割合 を調 べ た と こ ろ
，

mNTH1 の 68％ お よび Endo 　IIIの 95 ％が 活性 で あ っ た．

し た が っ て，mNTH1 は 本質的 に k、。t の 低 い 酵素で あ る

とい え る．

　Endo　IIIは 基質 DNA と結合後，　 Lys120が 損傷 部位の

デ オ キ シ リ ボ ー
ス CV を攻撃 し，反応 中 間体 と し て
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Fig．1　Structures　of　base　lesions　formed　by　reactive 　oxygen 　species 　and 　related　c  mpounds
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Fig．2　ActiVities　of　EndQ　III　and 　mNTHI 　fur　different

　　　 types　of　pyrimidine　damage．　UR ： urea ；TG ：

　　　 cis−thymine 　glycol ；DHT ：5，6−dihydrothymine；

　　 　 HOU ： 5hydroxyuruci1

Table 　2　 Parameters　of 　Endo　III　and 　mNTHI 　forTG　and 　DHT

Enzyme 　Substrate　K ，n （nM ）　k、at （min 　
L
）　k，at ／K，n （xIO4 ）

Endo　III

mNTH1

TG ：AU　　　 19
DHT ：A　　　510

TG ：A
”
　　　 3

DHT ：A　　　 3

0，780
．070
，030
．02

410 〔315）
b

1．3（1）
100 （77）

66（51冫

aTG ＝51〜，6STG
bNumbers

　in　parentheses　are　relative　values

Schiff　base を形 成す る （Fig．3）．こ の 場合 ，反応系に 還

元 斉IJ （NaBH4）が共存する と基 質
一
酵素間の イ ミ ン 結 合

（C ≡N ）が 還元 され，不可逆的 な基 質
一
酵素 ク ロ ス リ

ン クが 形 成 され る．そ こ で ，mNTH1 が Endo　lllと同様

に Schiff　base中 間体 を形成 し反応 して い る か どうか検討

し た．NaBH4 存在下 ，酵素 と TG ，　 UR ，　 DHT を イ ン キ

ュ ベ ートし ，
生 成物 を SDS−PAGE で 分析 した．　 Endo 　III

だ けで な くmNTH1 に お い て も基 質 と酵素 が ク ロ ス リ ン

ク さ れ た 生 成 物 の バ ン ドが確 認 さ れ た ．こ れ よ り，

mNTH1 で も Schiff　baseが反応中間体 と して 形成 され る

こ とが わ か っ た．Endo　IIIの Lys120に 対応 す る mNTHI

の ア ミ ノ 酸 は Lys208 で あ る こ とから，こ れ が 基 質と の

Schffbase形成 に 関与 して い る もの と予想され る．ま た，

Endo 　llIの 場合 ，
　 DHT で は ク ロ ス リ ン ク さ れ た Schiff

base の 量 は他 の 基質 に 比 べ て 少 なか っ たが ，　 mNTH1 の

場合は すべ て の 基 質で ク ロ ス リ ン ク され た 生 成物 の 量 は

同 じだ っ た．こ れ ら の 結果 は，前 に述 べ た 切断活性 ア ッ

セ イの 結果 と よ く
一

致 して い る．

　 DNA 中 の 塩基が ダ メ
ージ を 受 け る と，隣接 した塩 基

と の 水素 結 合 ・ス タ ッ キ ン グ 相互 作 用 が 変わる．Endo

IIIが こ の 部位 に 結合 す る と，不安定化 した 損 傷塩基 が

ヘ リ ッ ク ス 内 か ら酵素の 活性部位 に フ リ ッ プ ア ウ ト し

DNA か ら除去され る と考え られ て い る （Thayer 　et　al，，

1995）．TG は 相補鎖 の A と水素結合を形成 して い る と 考
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Fig．4　Paired　base　effectg 　on 　the　activity 　of　Ende　III　and 　rnNTH1

　　　 負｝rthymine 　glycol （TG ）and 　5，6−dihydrothym 〔ne （DHT ）

え られ る が ，5，6位 に か さ だか く極性 の ある ヒ ドロ キ シ

ル 基 が 置換 さ れ て い る た め，ス タ ッ キ ン グ相 互作用が弱

くな る と と もに極 性 の 高 い ヘ リ ッ ク ス 外ヘ フ リ ッ プ ア ウ

ト しや す くな る．それ に 対 して ， DHT で は 5，6位 に 小 さ

な水素原 子 が つ い て い る だけで あ り，水素結合 や ス タ ッ

キ ン グ相互 作用 は TG ほ ど大 き な 影響 を受けない ．した

が っ て，DHT は ヘ リ ッ ク ス 内に 収 ま り，フ リ ッ プ ア ウ

トが 起 こ りに くい た め，Endo 　IIIに よ り除去され に くい

もの と考 え ら れる ．も しこ の よ うなフ リッ プ ア ウ ト機構
で反応が起 こ っ て い る とす れ ば，損傷 に対合す る塩基 を

変 え る こ と に よ り酵素の 反応性が変化す る 可 能性 が あ

る．そこ で，TG お よ び DHT の 対合塩 基 を 変 え て
．
酵素活

性 を調べ た （Asagoshi　et 　al．，2000a）．　 Endo　IIIの 場合 ，

TG ： G ペ ア に 対す る 活性 は TG ： A ペ ア に 比べ 約 5倍．E
昇 し たが，ピ リ ミ ジ ン と対 合 した 場合 は 活性 の 上昇 は 認

め ら れ なか っ た （Fig．4）。同様 に，　 DHT で も G と対合

した場合 は A に 比べ 約 15倍活性が上 昇 した．Endo 　VIII

で も類似 した対合塩 基 依存性が認 め られ た （lde，2001）．
TG や DHT が G と対合す る と

，
　 G ：T ミ ス マ ッ チ と 同 じ

よ うに wobble 型 の base　pair配 置 を と っ て い る と予 想 さ

れ る （Fig．5）．　A と対合 した Watson −Crick型 の 配 1”に比

べ ，G と対合 した wobble 型 の 配置で は ，
　 TG は ヘ リ ッ ク

ス 内からmajor 　groove 側 に移動 して い るた め フ リ ッ プ ァ

ウ トしや す くな っ て い る と考え られ，そ の 結果，TG ：

G に 対す る 活性 が 上 昇 した と考 え ら れ る ．一
方 ，

mNTH1 で は，　 TG お よ び DHT い ず れ の 場合 もEndo 　III
の ような は っ きりした 対 合 塩 基 依存性 は 認 め られ なか っ

た （Fig．4）．　 Endo 　IIIで は le
，。 tが大 きい た め ， 基 質酵素

複合体が 形成 され た 後 の フ リ ッ プ ァ ウ トが律速段階 と な

り対合塩基の 影響 が は っ きり見 られ た と考え られる．一

方 ， mNTH1 で は Endo 　IIIに比 べ て k，at が 20倍 以 上 遅 い

こ と か ら，塩 基 の フ リ ッ プ ア ウ ト よ りもそ の 後 の 反 応

（N 一グ リ コ シ ド結合 の 切 断 あ る い は β脱離 に よ る鎖切断）

が 律速 とな りフ リ ッ プ ア ウ トの 起 こ りや す さの 違い が活

性の 差 と して 現れ に くか っ た もの と考え られ る．
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　活性酸素種 と ピ リ ミ ジ ン塩 基 の 反 応 は 主 に C5−C6 二 重

結合 に起 こ る が ，T の 場合 5位 の メチ ル 基 の 酸化 に よ り

5・formyluraci1（FU ） と 5−hydroxymethyluracil （HMU ）

が 生 成 す る （Fig．1）．　 T や HMU と異なり，電子吸引性

の ホ ル ミ ル 基 を 持つ FU で は，　 pKa が 低 下 し塩 基 の イ オ

ン 化が生理条件 で も無視 で き な くな る．イ オ ン 化型 の

FU は，　 DNA 複製の 際，　 G と誤対合 し突然 変異性を示す

（Yoshida　et　al．，1997 ； Masaoka 　et　al．，　2001）．当研 究室

で は，T ： A ペ ア の 酸化 に より生 じる FU ： A と dGTP

の ミ ス イ ン コ ーポ レーシ ョ ン に よ り生 じる FU ： G が，

そ れ ぞ れ大腸菌 の 3−methyladenine 　glycosylase　ll 〔AlkA＞

お よ び ミ ス マ ッ チ 修復 タ ン パ ク MutS に よ り認識 さ れ る

こ とを明 らか に した （Masaoka 　et 　al．，1999 ；Terato　et

a1．，1999）．ヒ ト培養細胞 に もDNA か ら FU を リ リース

す る活性が ある こ とか ら （Bjelland　et　al．，1995），　 AlkA

の ヒ ト機能 ホモ ロ グ methylpurine 　glycosylase （hMPG ）

の FU に 対す る 活性 を 調べ た が ，活 性 は 認 め られ な か っ

た ．最近 ，
Endo 　IIL　 Endo 　VIII，　 Fpg お よ び hNTH1 が

FU 修復活性 を持 つ こ とが 報告 され た （Zhang 　et　al．，

2000 ；Zhang，2001）．報告 さ れ た実験 で は，大過剰 の 酵

素を 用い て活性 ア ッ セ イを行 っ て い たの で ，定量 的な検

討 を行 い ，活性をTG と比較 した．こ れ ら の 酵 素 の FU

活性 （h、at ／Km） は TG に比 べ 極 め て低 く，TG の 1／50 か

ら1／400 で あっ た （Masaoka　et　al．，　to　be　published）．し

たが っ て，Endo　lll，　 Endo　VIII，　 Fpgお よび hNTH1 が

実 際 の 細 胞 内 で FU 修復 に 関与 し て い る と は 考 えに く

く，ま た，哺 乳 類 で は FU を認識す る 新 規 な酵素が 存在

す る もの と思 わ れ る．

2 ．OGG1 と Fpg

　OGG1 に は，ス プ ラ イ シ ン グ 様式 の 違 い か ら 多種 の

isofermが 存在す る （Aburatani　et 　aL ，1997 ；Nishioka　et

al．
，
1999）．酵 素 活 性 ア ッ セ イ に は ヒ ト由来 OGG1 の 核移

行 型 isoform　la （hOGG1 ） を用 い た．基 質と し て は，

7，8−dihydro−8−oxoguanine （OG ） お よ び G 由来 の N −

methyl 型 formamidopyrimidine（2，6−diamino−4−hydroxy −

5−1＞−methylformamidopyrimidine ，　 FAPY ）を含む オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド用 い た （Fig．1），　 OG また は FAPY を含む

基質 を Fpg ，　 hOGG1 とイ ン キ ュ ベ ート し，生 成 物 を

PAGE で 分析 した （Asagoshi　et　al．，2000c）．　 Fpg で は，

OG ・FAPY と もに 損傷部 位 で δ脱 離 に よ り切断 され た

生 成物 が 認め られ たが，hOGG1 で は β脱離 に よ り切断

“
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Table 　3　Parameters　of　Fpg 　and 　hOGGI 　for　OG 　and 　FAPY

Enzyme ／Substrate　Km （nM ）　 尾。t （min
−1
）　 k，at／Km （× IO3）

Fp9

　 0G
　 FAPYhOGG1

　 0G

　 FAPY

13 ± 438

± 9

23 ± 815

± 4

8115

45320000

140（82）a130

（76）

1，5（0，9）
1．7（1）

a
　Numbers　in　parentheseg ．　are 　relative 　values

さ れ たバ ン ドが 生 じた．こ の 結果 は，N −glycosylase後
に作用 するAP 　lyaseの 鎖切断モ

ー
ドが OGG1 と Fpg で 異

な る こ と を示 して い る ．次 に 酵 素 パ ラ メ
ーターを 求め た

（Table　3），
　 Fpg の OG に対す る K

、
は FAPY に対する 値 よ

りも低 く，
OG の 方が 親和性 の 高い 基質で あ る とい える．

しか し ， 幅 は FAPY に 対す る値 の 方が高 く，反 応効率

（k、。tfK 、n ）は 両基 質 に 対 して ほ ぼ 等 し い 値 と な っ た ．

hOGG1 で は 両基質 に 対す る Km，　 ll。at に 大 き な 差 異 は 見

られ ず，反応効率 は Fpg と 同様 に 両 基 質 に 対 し て ほ ぼ 等

しい 値 が 得 られ た．こ の 結 果 か ら，hOGG1 が OG お よ

び FAPY を同程度の 反応効率 で DNA か ら除去する こ と

が 明 らか と な っ た．また，hOGG1 の k、。t は Fpg に比 べ 著

し く低か っ た ．マ ウ ス OGG1 で は，鎖 切 断 を 行 うAP
lyase活性 が 先行す る N −glycoSylase活性 と カ ッ プ ル し な

い との 報告があ り （後述），本研究で 活性測定 に 用 い た

ニ ッ キ ン グ ァ ッ セ イ で は k
、at が 多少低 く見積 もられ て い

る 可 能性 が あ る．しか し，こ れ を考慮 し て もhOGG1 と

Fpg の 結果 は mNTH1 と Endo 　IIIの 結 果 と類 似 して お り

（Tables　2，3），哺乳類塩基除去酵素の   tは 大腸菌 に比

べ 本質的 に低 い とい える．一
般 に，発生 期 を 除き哺乳類

細胞 の 増殖速 度 は 大腸 菌 に 比 べ 遅 い ．し た が っ て ，
DNA 損傷 の 修復 に は時問的余裕が あ り，le

，。tが 低 くて も

細胞周 期内に 十 分 に修復 を行える の か も しれ な い ．こ の

点 に 関 して は，原核 生 物 と真核生物 の ゲ ノ ム 中の DNA

損傷 の 量 と細胞あた りの 修復酵素の 数 を考慮 して さらに

検討す る必要があ る．また ， 酸化損傷塩 基 の 修復 と転写

の 共役が示唆 さ れ て お り，XPG ・TFIIH ・CSB 等 と

OGG1 ある い は NTH1 の 相 互 作用 に よ りこ れ らの 酵 素の

細 胞 内 に お け る 修復 効 率 が 上 昇 す る 可 能 性 も あ る

（Klungland　et　a1．
，
1999a　；Le　Page　et　al．，2000）．

　両 酵 素の 反応 機構 を検討する た め に，NaBH4 存在 下

で 酵素 と基質をイ ン キ ュ ベ ートし，ク ロ ス リ ン ク 生成物

（還元 された Schiff　base中間体） が 生 じる か どうか を

SDS−PAGE で 分析 した ．　 Fpg で は，　 OG ・FAPY と も に

ク ロ ス リ ン ク 形成 に よ りシ フ ト した バ ン ドが 見 られ た．

同様に，、hOGG1 で も両 基質 と ク ロ ス リ ン ク した バ ン ド

が 認め られ た．こ れ に対 し，損傷 の 代 わ りに G を含む コ

ン トロ ー
ル で は

， ク ロ ス リ ン ク生 成物は認め ら れ な か っ

た，こ の 結果 か ら，Fpg と hOGG1 が，　Schiff　base中間
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体 を経 た 反 応 に よ りOG ・FAPY を除去す る こ とが 示 さ

れ た （Fig．3＞．　 Fpg の Schfi　base形成 に は N 末端付近 の

Proが 関与す る と され て い る が （Zharkov　et　al．
，
1997），

Endo 　lllの ス
ーパ ーフ ァ ミ リーに属す る hOGG1 で は

，

Helix−hairpin−Helixモ チ ー
フ に 近 い Lys249 （Endo　IIIの

Lys120 に 対応）が Schiff　base形成 に 関与 し て い る もの

と思 わ れ る．酵素濃度 を変化 させ た場合，同濃度 の Fpg
に 対 して は FAPY に 比 べ OG の 方が ク ロ ス リ ン ク 生 成 物

が多く，Fpg が FAPY よ りOG に対 して 高い 親利性 を持

つ こ とが 示 さ れ た．hOGG1 で は，基 質問で ク ロ ス リ ン

ク の 生 成率 に ほ とん ど差 が 認 め られ なか っ た ．こ れ らの

結果 は
， 前に述 べ た Fpg お よ び hOGG1 の 両 基 質に 対す

る Km の 比 較結果 と も
一一

致 した．最近 ，
　 OGG1 （マ ウ ス ）

の 反応 機構 に 関 して ，N −glycosylase活性と AP　lyase活性

が カ ッ プ ル して い な い とい う興味深 い 結果 が Grollman

らの グ ル
ープ に よ り報告 さ れ た （Zharkov 　et　aL ，2000），

塩基除去修復酵 素 は 従 来，N −glycosylase活性 の み を 持

つ monofunctional 　glycosylase （た と えば uracil 　glycosy・

laseや 3−methylpurine 　glycosylase） と ／いglycosylase 活
’
性

と AP　lyase活性 の 両方を持 つ bifunctional　glycosylase

（た と えば Endo 　IIIや Fpg）に 分類 さ れ て きた．前者 で

は，反応生成物とし て 脱塩基 部位が 生 じるの に 対 し，後

者 で は ， 2つ の 活性 が協奏的 に 作用 し，損傷塩 基 が DNA
か ら除 去 さ れ る と 同時に 脱塩基部位 の β脱離 （あ るい は

δ脱 離 ）が 起 こ り鎖切断が 生 じる．hOGG1 の 作用は ，2

つ の タ イプ の glycosylaseの 中 間 に位置 し，損傷塩基が

除去 された後
一

時的に 脱塩基 部位 が 蓄積 し，そ の 後時間

をお い て 鎖切断が 生 じ る．し た が っ て ，hOGG1 の AP
lyase活性 が 生理 的 に意 味が あ る ど うか に つ い て は さ ら

に 検討が 必 要 で あ る ．実際の 細胞 で は，大 量 に 存在す る

AP　endonuclease で ある APE （APEX ，　 HAP ） が こ の ス

テ ッ プ を行 っ て い る か も しれ な い ．

　Fpg お よ び hOGG1 の OG 除去効率 は，対合塩基 の種

類 に よ っ て 著 し く変化す る．こ れ は，error　freeな修復

（OG ： C ペ ア か ら の OG の 除去 ） を行 うと 同時 に ，
error 　prone な 修復 （OG ： A ペ ア か らの OG の 除去） を

防 ぐた め に 重要で ある （Michaels　et 　al．
，
1991）．　 OG ：A

ペ ア は，DNA 複製の 際 ，
　 dATP の ミ ス イ ン コ

ー
ポ レーシ

ョ ン に よ り生 じ ， OG 除去後 の 修復合成 に よ り突然変 異

が 固 定 され る．しか し，FAPY につ い て は，対合塩基 の

影響 は こ れ まで に検討 されて い なか っ た．そ こ で ，本研

究 で は FAPY 修復 に 対す る 対合塩基 の 影響を検討 し た

（Asagoshi　et　al．，2000c）．同
一
配 列中 に OG お よ び FAPY

を 導入 し，対合塩 基 と して A ，G ，　 C ，　T の い ずれ か を含

む基質を調製した．こ れ をFpg あ る い は hOGG1 と イ ン

キ ュ ベ ートし生 成物を PAGE で 分析 した．　 Fpg の 場合，
OG が G，　 C，　T と対合 した場合，強 い 切断バ ン ドが 生 じ

た が，A と対合 した場合 は，非常に 弱い 切断バ ン ドしか

生 じなか っ た．FAPY で は G ，　 C ，　 T だ けで な く，A と対
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Fig．6　Paired　base　effects　on 　the　activity　of 　Fpg 　and 　hOGGI 　for

　　　7β一dihydro−8−oxoguanine （OG ） and 　2，6−diamino −4−

　　　hydrox｝
r−5N −rnethylformamidopyrimidine （FAPY）

合した場合 も強 い 切断バ ン ドが 生 じた．hOGG1 の 場合，

OG で は C と対合 し た と きの み 強 い 切 断バ ン ドが 生 じ

た．FAPY で は，　 C だ けで な くA ，　 G ，　 T と対合 し た場含

も強 い 切 断バ ン ドが 生 じた．PAGE に よ る 生 成物分析 の

結果 に 基 づ き，各基 質の 切断率を定量 した （Fig，6）．

OG で は，既 に 報告 さ れ て い る Fpg お よ び hOGG1 の 対

合塩基依存性 と よ く
一

致 した．　
・
方 ， FAPY で は ，

　 C と

対合 した場合，除去効率 は 高い 傾向 にあ る もの の ， 他 の

3種 の 対合塩基 の 効率 も高 く，塩 基 間で OG ほ ど大 き な

差 は 認 め られ な か っ た ．し た が っ て ，OG で は，　 Fpg お

よ び hOGG1 に 固有 の 対 合塩基依存性が あ る が ，い ずれ

の 場合 もOG ： C ペ ア か らの OG の 除去効 率 は 高 く，

OG ： A ペ ア か らの 効率 は 著 し く低 い ．し か し ，
　 FAPY

で は OG の よ うな明確な対合塩 基 依存性は存在せ ず ， ど

の 塩基対 も比較的高 い 効率 で 除去 され る こ とが わ か っ

た．当研究室 で FAPY （G 由来）を含む鋳型 を用 い DNA

複 製 を 調べ た と こ ろ，FAPY は DNA 合成を強 く阻害す

る が，translesion　synthesis が 起 こ る 場 合 は FAPY の 向か

い に C が選択的 に 取 り込 まれ る こ とが 明 ら か と な っ た

（Asagoshi　et　al．，　to　be　published），こ の 結果 は，　 FAPY

（G 由来） が 実際の 生体内 で FAPY ：C ペ ア と し て の み

存在 して お り，他の 塩基対 は生 じない こ と を示 して い る．

した が っ て ，2種 の 塩基対 （OG ： C と OG ：A ）が 生 じ

る OG の ケ
ー

ス と は 異 な り，修 復 酵 素 は FAPY の 対合塩

基 を特別識別す る 必 要 が な い もの と思 わ れ る．A 由来の

FAPY につ い て は実験 を行 っ て い ない が ，構造 か ら考え

て A 由来 の FAPY につ い て も同様な議論 が で き る もの と

推1則さ れ る．

　最近，OG を含 む オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ド基質
一hOGG1

複合体 の 三 次元構造 が Verdine らの グ ル ープに よ り報告

され た （Bruner　et　al．，2000）．こ れ に よる と，　 hOGG1 は

損傷結合ポ ケ ッ トと対合塩基 を特異的に 認識 す る 結 合 部

位 を持 つ ．ヘ リ ッ ク ス か ら フ リ ッ プア ウ トした OG とへ

リ ッ ク ス 内 に収まっ て い る 対合塩 基 C は，特異 的 な水素

結合 と芳香族 ア ミ ノ酸残基の ス タ ッ キ ン グ相 互 作 用 に よ

り認識 さ れ て い る．OG の 対合塩 基 が A の 場合 は，　 C の

結合部位 に 収 ま ら ず酵 素は活性化状態 に移れない ．こ の

結果 は，hOGG1 の OG ： C と OG ：A に対す る認識の 差

をうま く説明 して い る が，なぜ構造 の 異 な る FAPY が同

じ効率 で 認識 され ，さ ら に 対合塩 基 の 影響 もOG の 様 に

顕 著 に 現 れ な い の か 等 の 問題 は 依然残 さ れ た ま まで あ

る．た とえ ば ， G と OG を区別す る 水素結合 は 1本 の み

で ，OG の N7 位 の NH と Gly42の 主鎖 CO の 間に 形成 さ

れる ，しか し，N7 −methyl 型 の FAPY は ，
こ の よ うな水

素結合が形成 で きない に もか か わ らず ， hOGG1 の よい

基質で あ る．報告 され た 複合体で 認め られ た 特異的相互

作 用 は OG ： C に対す る induced　fitの 結果 で あ り，実際

の 2つ の 結 合 部 位 にお け る 相互 作用 は もう少 しフ レ キ シ

ブ ル で あ る と考え られ る．

3．NTH 　1 と OGG 　1の認識基質オーバーラ ップ

　OG や FAPY な ど プ リ ン 酸化損傷 は ，大 腸 菌で は Fpg，

真核生物 で は OGG1 に よ り修復 さ れ る．．一
方，　 TG な ど

ピ リ ミジ ン 酸化損傷 は，大腸菌で は Endo 　III，酵母で は

Ntg1，　 Ntg2 （S．　cerevisiae ）お よび Nth−spo （S．　pombe），

哺乳類で は NTH1 に よ っ て修復 され る （Table　1），最近，

酵母Ntg1と Ntg2 が FAPY 修復活性 を 持 つ こ とが 示 さ れ

た （Senturker　et　al．，1998 ；Alseth　et 　aL ，1999）．　Endo

IIIお よび NTH1 は Ntg1 ・Ntg2 とア ミ ノ 酸配列 の 相同性

が あ る こ とか ら，
こ れ らの 酵素が FAPY 修復活性 を持つ

可 能性 が あ る．そ こ で ， Endo　IIIお よ び mNTH1 の

FAPY に 紂する活 性 を検 討 し た （Asagoshi　et 　al．，2000b）．

　ア ッ セ イで は，FAPY を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と，

対合塩基 と して A ，G ，　 C ，　 T ，い ず れ か を含む相補鎖 と

ア ニ ール し，
こ れを修復酵素 と イ ン キ ュ

ベ ート し ， 生成

物 を PAGE で 分析 した．活性 は生 じた 切断バ ン ドに よ り

定 量 し た．Endo 　IIIで は，　 FAPY ： C ペ ア に対す る活性

が 最 も低 く，TG に 対す る活 性 に比 べ る と 1／22で あ っ た

（Fig．7）．プ リ ン 塩 基 A
，
　G と対 合 した 場 合 の 活性 は ヒ昇

し ， TG の 活性 の 1／2 と な っ た．　 Endo 　lllと類似 した基 質

特 異性 を持 つ 大腸菌 Endo　VIIIに つ い て も同様 な結果 が

得 られ た．mNTH1 で は ，　 FAPY ：C ペ ア に 対す る活性

は TG と ほ ぼ 同 じ で あ り，A，　 G，　 C，　T の 間で 対合塩 基

依存性 は 認め られ なか っ た．ヒ ト由来 NTH1 （hNTH1 ）

に つ い て も同様 な検討 を行 っ た と こ ろ mNTH1 と同 じ結

果 が 得 ら れ た．こ れ らの 結果 は，EndQ 　IIIお よび NTH1

（マ ウ ス
・ヒ ト）に潜在的な FAPY 修復活性 があ る こ と，

さら に Endo　IIIと NTH1 で は 活性の 対合塩基依存性が異

なる こ と を示 して い る．この 結 果 をさ らに確認す る ため，

NaBH4 ト ラ ッ プ 反応 を用 い て 反応 中 間 体 の 形成 を調 べ

た．Endo　IIIの 場合，酵素
一基質ク ロ ス リ ン ク 生成物 の

量 を対 合 塩基 で 比 較す る と，A ，　 G ，　 T に 比 べ C が 著 し
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Fig．7　Paired　base　effects　on　the　activity 　of 　Endo 　III　and 　mNTHl

　 　 　 for　2，6diamino−4hydroxy−5−1＞二methylformamidopyrimidine

　 　 　 （FAPY）

く少 な か っ た．mNTH1 で は，　 A，　 G ，　 C ，　 T い ずれの 塩

基 と対合 した 場合 も，ク ロ ス リン ク 牛 成物 の 量 は 同 じ で

あ っ た．これ らの 結果 は，基質 の ニ ッ キ ン グ ア ッ セ イ の

結 果 と一
致 し た ．最 近，Seeberg ら の グ ル ープ も

hNTH1 が poly （dG−dC）か ら FAPY を リ リー
ス す る こ と

を報告 して い る （Luna　et 　al．
，
2000）．

　 以 上 の 結果 か ら，Endo 　IIIに よ る FAPY の 修復 に は 対

合塩 基 依存性 が あ り，FAPY がプ リ ン と対A した ときに

効率 よ くDNA か ら除去される こ とが わか っ た．　 Endo　III
は フ リ ッ プ ア ウ ト機構 に よ り損傷を認識 す る （1．NTH1

と Endo 皿参照）．　 FAPY が C と対合 した場合 は，塩 基 間

で 水素結 合 が 形 成 さ れ 安 定化す るた め，損傷塩 基で あ る

FAPY が 活 性 部 位 に フ リ ッ プ ア ウ ト しに くい （Fig．5）．

こ れ は，DNA 複製 の 際，　 FAPY の 向か い に C が 選択的 に

取 り込まれ る こ とか らも支持 され る．一
方 ， FAPY が G

や A と対合した場合 は ， その か さ高 さの た め に 立体障害

が生 じ，不 安定化 され た FAPY は 活性部位 に フ リ ッ プ ァ

ウ ト しや す くな る．そ の 結果，対合塩 基 に よ っ て 活性 に

差 が 生 じた も の と考 え られ る ．mNTH1 の FAPY 修復活

性 は，4種 の 対合 塩 基 で 差 が 認め られ な か っ た．既 に述

た よ うに，本酵素 は Endo　IIIに比 べ 反 応 速 度 （k、at ） の

低 い 酵素で あ り， 反応 の律速段階 が フ リ ッ プ ア ウ トで は

な く，こ れ に 続 くN一グ リ コ シ ド結合 の 切断あ る い は 鎖

切断 に ある た め だ と考え られ る ．

　以 上 の 結果 か ら，Endo 　lH （お よ び Endo 　VIII） は

FAPY に 対す る 潜在的な活性 を持 つ もの の ，　 FAPY ： C
ペ ア に 対す る 活性 は 本来の 基質で あ る TG と比 較 し 著 し

く低 い こ とが 示 さ れ た．した が っ て ，大腸菌細胞内 で は，
こ れ まで知ら れ て い る よ うに Fpg が FAPY 修復 を行 い ，
Endo　IIIは FAPY の 修復 に 関与 して い ない と予 想 さ れ る．

こ れ を確認す る た め ，大腸菌の 野 性株お よび Endo　III欠

損株 （nth ）の 細胞粗抽 出物 を調 製 し FAPY 活 性 を調 べ

た．FAPY ： C ペ ア を基質と した 場合，野 生 株
・

nth 株
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い ず れ の 場 合 も Endo 　IIIに よ る β脱離生 成物 は 認 め られ

ず，Fpg に よ る δ脱離生成物 が 認め られ た，　 FAPY ： G
ペ ァ を 基質 と した場合 ， 野 生株 で は Endo　IIIに よ る 明瞭

なβ脱離牛 成物が認 め られ た が ，nth 株で は こ の 生 成物

は なくな っ た．こ れ らの 結果は，arti 且cial な基 質 で ある

FAPY ： G ペ ア を用 い る と粗抽出物 中の Endo 　III活性 は

検 出 され るが ，実 際 の 細胞内 に 生 成する FAPY ：C ペ ア

に 対 す る 活 性 は 検 出 され ない こ と
，

つ ま り大 腸 菌で は

Endo 　IIIが FAPY ：C ペ ア の 修復 に 関 与 し て い な い と い

う こ とを示す．また ， Endo　VIII欠損株 （nei ） お よ び

EndollI・Endo　VIIL 重 欠損株 （励 廨 ）欠損を用い た

検討結果 か ら，Endo 　VIIIもFAPY ：C ペ ア の 修復 に 関

与 して い な い こ と が 確 認 さ れ た ．一
方 ，精製 し た

mNTH1 は FAPY ： C ペ ア に対 して TG と 同程度 の 活性

を 示 した （Fig．7）．哺乳類 で は こ れ ま で に，　 FAPY の 修

復酵素 として OGGI が 知 られ て い る こ とか ら，本研究 の

結果をあわ せ て考慮す る と，哺乳類 で は OGG1 と NTH1

の 両 者が FAPY 修復 に 関 わ っ て い る と考え られ る．実際，
OGG1 ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス で は ，　 OG 活性 は 完 全 に 消 失

し たが ，FAPY に 対 して は 野 生型 の 1／3程 度 の 残 留 活 性

が あ る と報告 さ れ て い る （Klungland　et　al．
，
1999b ）．

我 々 も， 野 生 型 の マ ウ ス 臓器か ら核粗抽出物を調製 し，

FAPY 活性 を調 べ た．　 FAPY 活性 は，ネガ テ ィ ブコ ン ト

ロ ー
ル の T を含 む オ リゴ ヌ ク レ オチ ド基質 で は 阻害 され

な か っ た が ，TG を含む基 質で は 競争的 に 阻害 さ れ た ．

同様 に FAPY 活性 は，　 OG を 含 む 基 質 で も 阻 害 さ れ た ．

ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス の 結 果 お よ び TG 阻 害実験 の 結果

は
，
FAPY の 細 胞内修復 に対す る NTH1 ・OGG1 両酵素

の 関与を強 く支持す る もの で あ る．

　 NTH1 ・OGG1 両酵素 に よ り認識 さ れ る 他の 酸化損傷

に つ い て は，まだ ほ と ん ど研究 は 行 わ れ て い な い が，当

研究 グ ル
ー

プで は hOGG1 が UR を認識する こ と を見出

して い る （lde，2001），　 mNTH1 の UR に 対す る 活性 は 対

合塩基 依 存 性 が な い が （Asagoshi　et　al．，2000a），
　 hOGG1

で は UR ： C ペ ア
ー

に対す る活性 が 最 も高か っ た．　 End  

III，　 hNTH1 お よび Endo 　VIIIに OG 修復活性 が あ る と の

報告がある （Matsumoto 　et　a1．，2001 ；Hazra　et　al．，2000）．

当研究室で 過剰量 の 酵素 を用 い て OG ： N （N ＝A ，　 G ，

C，T） ペ ア
ーに対す る 活性 を調 べ て み た が ，数 パ ー

セ

ン トの 基 質が 切 断 され た だ けで あ り，活性 の 酵素濃度依

存 性 も認 め られ な か っ た．化学合成 した OG を含 む オ リ

ゴ ヌ ク レ オチ ドの 脱保護 を通常 の 条件 で行うと OG が 分

解す る た め，脱保護 は メ ル カ プ トエ タ ノー
ル 存在 ドで 行

う必要 が あ る．た と えば，何 らか の 原因で OG の
一

部が

分解 しFAPY タイ プ の 生 成物 に 変 わ っ た場合，既 に述 べ

た ように Endo 　IIIホ モ ロ グ や Endo 　VIIIに認 識 され，さ

ら に対A 塩 基 依存的 に 活性が 変化する はずで あ る．特 に

G と対合 した 場合活性 は 高い と予想 され る．Endo　III，

hNTHI ，
　 Endo　VIIIの OG に 対す る活性 は，オ リゴ ヌ ク
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1

レ オチ ドに 導入 され た OG の 純 度 を
．
卜分 に チ ェ ッ ク して

再度調べ る 必 要が あ る と思 わ れ る．

　今後，さ ら に．多くの 酸化損傷 に 対 して NTH1 と OGG1

の 活性 オーバ ーラ ッ プを調 べ る と と もに，こ れ ら を相補

す る 新規 な活性 に つ い て検討 し，修復酵素問の 機能相補

に よ る 酸化損傷修復 ネ ッ トワ
ークを明 らか に して ゆ く必

要 が あ る ．
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