
よる転写抑制作用が分化制御遺伝子群の発現の抑制という

作用を及ぼしている可能性も考えられる．さらにリプログ

ラミング過程で観察される ES細胞特異的遺伝子群のプロ

モーター領域の脱メチル化を引き起こす因子として AID

（活性化誘導シチジンデアミナーゼ）が必須の役割を果た

していることが最近報告された１５）．現在はまだ ES細胞や

iPS細胞を制御するクロマチン制御因子群の限られたパー

ツが見つかりはじめた状態に過ぎない．この分野の今後の

研究の動向に注目したい．
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DNA修復酵素 APエンドヌクレアーゼ研
究から見えてきた基質認識メカニズム

１． は じ め に

２０１０年１１月段階で１，４９０種のゲノムがすでに明らかに

なっていて，現在も真正細菌で約９，０００種，古細菌で約

２００種，真核生物で約１，６００種のゲノムプロジェクトが進

行している．それら生物の設計図であるゲノム DNA，す

なわち全遺伝情報を含む DNAは遺伝子重複や組換え，

様々な突然変異などの変化を絶えず受けてきている．

DNAは熱，紫外線，放射線，化学物質，活性酸素などの

様々な内的および外的要因のストレスに曝されていて，

DNAには常に損傷や複製エラーが生じている．これら

DNAの傷が修復されずに DNAに蓄積されると，それら

は細胞死やがん化，老化などの原因となる．ヒトの場合，

１日に細胞あたり約７万個の傷が DNAに生じ，そのうち

核酸塩基が失われてできる AP（apurinic／apyrimidinic）部

位は１万個あるといわれている．体全体では１日に約５００

京個のダメージである．しかし，これら損傷のほとんどは

いろいろな DNA修復酵素によって，確実に修復されてい

る．DNA以外の生体高分子は化学的ダメージを受けたり，

機能を失ったりした場合には分解されて破棄されるか，あ

るいは再び生体材料になれば良いが，遺伝情報を担ってい

る DNAはそういうわけにはいかない．生体高分子の中で

DNAだけは傷ついても修復される特異な生体物質である．

DNA修復酵素は損傷部位があると，間違いなく結合して，

働かなくてはならない．従って，DNA修復酵素の基質認

識機構は巧妙で，厳密であると思われる．本稿では特に塩

基脱落部位に働く APエンドヌクレアーゼについて，筆者
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らが明らかにした AP部位認識メカニズムについて概説す

る．

２． AP部位生成と APエンドヌクレアーゼ

DNA損傷には多くの種類があるが，その一つに核酸塩

基が糖リン酸骨格より脱落してできる AP部位がある．

AP部位はヒトの細胞の場合，１日に１細胞当たりプリン

塩基（特にアデニン塩基）が約１万個，ピリミジン塩基が

数百個脱落して生じている１）．AP部位生成には主に二つ

のメカニズムがある．その一つはデオキシリボース残基と

核酸塩基間の N-グリコシド結合が生理的な条件下，自然

発生的な加水分解によって生じるというものである．この

ような分解反応は DNAの複製や転写が行われている単鎖

部分では二本鎖部分の１００倍以上の速度で起こっていると

いわれている．もう一つのメカニズムは損傷を受けた核酸

塩基が DNA N-グリコシラーゼによって DNA鎖から除去

されて AP部位が生じるものである２）．例えば，シトシン

塩基がデアミネーションによって本来 DNA中には存在し

ないウラシル塩基になったもの，活性酸素によってグアニ

ン塩基が８-ヒドロキシグアニン塩基になったものなどが

N-グリコシラーゼによって除去され，新たに AP部位とい

う損傷に変換されるものである．このように損傷塩基が除

去されて修復が進んでいく修復過程を塩基除去修復

（BER：base excision repair）と呼ぶ．また，DNAの複製や

遺伝的組換えに伴って生じるミスペアーの修復の際にも，

N-グリコシラーゼによるミスマッチ塩基の除去を介する経

路の存在が知られている．このように AP部位はある意

味，DNA損傷の中では「ありふれたもの」であり，多種

多様な塩基損傷を AP部位の損傷として置き換えることは

生物にとっては効率の良い DNA修復のシステムであると

いえる．APエンドヌクレアーゼはこのようにしてできた

AP部位のデオキシリボース残基の５′水酸基にリン酸を残

す形でリン酸ジエステル結合を切断する．生理的条件下で

あっても AP部位ができてしまうので，APエンドヌクレ

アーゼは非常に重要であり，極めて高いホモロジーを維持

し続けてきたと思われる．大腸菌の対数増殖期の細胞中で

はエキソヌクレアーゼ III（ExoIII）が APエンドヌクレアー

ゼ活性の８５％を担っている．枯草菌（Bacillus subtilis）に

は ExoA，ヒトには APE１という APエンドヌクレアーゼ

がある．

３． モデル DNAを用いた解析と X線結晶構造解析から見

た基質認識メカニズム

大腸菌 ExoIIIファミリーに属する APエンドヌクレアー

ゼの基質認識メカニズムについて，２００６年以前は三つの

仮説が提唱されていた．APエンドヌクレアーゼと基質

DNAオリゴマーとの複合体の X線結晶構造解析から提唱

されたものであった．まず一つ目の仮説は，酵素が AP部

位の反対側（相補鎖側）の塩基を認識するというものであ

る３）．しかし，筆者らは AP部位の反対側，すなわち相補

的位置がどの塩基であっても基質になり得ることを明らか

にし，AP部位の反対側の塩基が APエンドヌレアーゼに

よって認識されているわけではないことを明らかにした．

また筆者らは AP部位を含む一本鎖 DNAも基質になるこ

とを明らかにし，APエンドヌクレアーゼは二本鎖構造を

も必要としていないことが分かった４）．二つ目の仮説は

APエンドヌクレアーゼが AP部位のデオキシリボース残

基を認識するというものであった５）．そこで AP部位とし

て，デオキシリボース環の他に，化学的に安定なジヒドロ

フラン環や環状構造をとっていないプロパンジオール残基

を含む DNAを化学合成し，APエンドヌクレアーゼの酵

素反応に供した．これらがいずれも良い基質となったこと

より，APエンドヌクレアーゼがリボース環を認識してい

るという仮説も否定された４）．その他，AP部位の出現に

よってその近傍の二本鎖構造にひずみが生じて，それを認

識しているという考えを提唱したものもあったが６），バル

ジ構造をとる DNAであっても４），AP部位周りのヌクレオ

チド残基の糖パッカリングが結晶中のそれとは異なる３′-

endo に固定されたもの（BNA：bridged nucleic acid）（未

発表データ）であっても良い基質であり４），二重らせん構

造のひずみが APエンドヌクレアーゼの基質認識に重要で

あるという仮説は否定された．従って，APエンドヌクレ

アーゼの基質認識メカニズムに関して新たな仮説を立てる

必要に迫られた．AP部位生成メカニズムから考えて，AP

部位前後の塩基配列に特に意味がないことは自明のことで

あり，AP部位があるという特徴以外に構造上の特徴は見

当たらない．塩基がないことそのものを APエンドヌクレ

アーゼが認識していると考えざるを得なかった．そこで筆

者らは酵素のアミノ酸側鎖が DNA鎖中の塩基が抜けてで

きる穴（隙間）を認識していると仮定した．すなわち酵素

表面のアミノ酸残基の側鎖が脱塩基部分に挿入される形で

結合すると考え，プリン塩基に似たトリプトファンのイン

ドール環をその側鎖の候補と考えた．そこで改めて APエ
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ンドヌクレアーゼの酵素・基質複合体の結晶構造を見てみ

ると，活性中心近傍にトリプトファン残基が存在してい

た．しかし，特に核酸塩基とスタッキングすることもな

く，また AP部位のデオキシリボース残基や相補鎖側の塩

基，または糖―リン酸骨格と相互作用している様子はみら

れなかった．むしろ AP部位とは無関係に存在していた．

しかし，活性中心近くにあるトリプトファン残基は高い保

存性があり，ExoIIIの場合，２１２番目にそのトリプトファ

ン残基があり，また枯草菌 ExoAと同じタイプの APエン

ドヌクレアーゼでは大腸菌と同じ位置ともう一箇所，大腸

菌の２２６番目のアミノ酸残基に相当する位置に保存性の高

いトリプトファン残基がある．ヒトや高等真核生物の AP

エンドヌクレアーゼの場合は大腸菌 ExoIIIの２２６番目に

相当する位置にトリプトファン残基が保存されていること

が分かった（図１A）．

これらトリプトファン残基が，その保存性の高さから何

らかの機能をもっている可能性を期待して，筆者らはこれ

らトリプトファン残基を他のアミノ酸残基に置換した部位

特異的変異体を調製して，それらの酵素活性を調べた（図

２）．ヒト APE１タイプと大腸菌 ExoIIIタイプでは保存性の

高いトリプトファン残基の位置は異なっているが，それら

トリプトファン残基をセリン残基に置換すると，AP部位

を含む DNAとの複合体形成能が失われ，APエンドヌク

レアーゼ活性も失われた（図１B）．ここでさらに驚いたこ

とには，活性を失ったヒト APE１に大腸菌のトリプトファ

ン残基の位置にトリプトファン残基を導入して大腸菌

ExoIIIタイプにすると APエンドヌクレアーゼ活性が復活

した．同様に活性を失った大腸菌 ExoIIIにヒトのトリプ

トファン残基の位置にトリプトファン残基を導入してヒト

APE１タイプにすると，これもまた APエンドヌクレアー

ゼ活性が復活した７）（図１B）．枯草菌の ExoAタイプの場合

は保存性の高いトリプトファン残基は大腸菌 ExoIIIと同

じ位置とヒト APE１と同じ位置の二箇所にある．枯草菌と

同じ ExoAタイプの APエンドヌクレアーゼをもつ Ther-

moplasma volcanium と Lactobacillus plantarum の AP エン

ドヌクレアーゼのこれら二箇所のトリプトファン残基を両

方ともセリン残基に置換したものは基質と複合体が形成で

きず，APエンドヌクレアーゼ活性も完全に消失した．し

かし，どちらか片方のトリプトファン残基が残っているも

のは天然型酵素とほぼ同じように複合体を形成し，基質を

分解した８）（図１C）．以上のように APエンドヌクレアーゼ

の活性中心近傍のトリプトファン残基の有無が酵素―基質

複合体の形成及び APエンドヌクレアーゼ活性に決定的に

重要な要素であることが分かった．

次にトリプトファン残基を含むトリペプチド（Lys-Trp-

Lys）が DNAの AP部位に結合するという知見があったの

で９），トリプトファン残基がほぼ真ん中に位置し，塩基性

アミノ酸残基に富むペプチド KSRGKWKGRSAとトリプ

トファン残基を含まない KSRGKAKGRSAを，それぞれ

AP部位がある DNAとない DNAとに混合した．その結

果，トリプトファンを含むペプチドと AP部位のある

DNAとの組合せの場合だけに強い複合体形成が観察され

た．また APエンドヌクレアーゼと DNAとの相互作用を

表面プラズモン共鳴（SPR／ビアコア）でより詳細に検討

したところ，酵素活性とゲルシフト法で複合体形成が観察

されなかった変異体は AP部位の有無にかかわらず，ごく

わずかであるが DNAに結合した７）．APエンドヌクレアー

ゼの部位特異的変異体と AP部位を含む基質 DNAの研究

から，APエンドヌクレアーゼの活性中心近傍にあるトリ

プトファン残基が AP部位の認識に働いているというメカ

ニズムを提唱するに至った７，８，１０）．

４． AP部位認識メカニズムにおける初期複合体形成

APエンドヌクレアーゼと基質 DNAとの複合体の X線

結晶構造解析で見えているのはミカエリス複合体１１），すな

わちまさに反応が起ころうとしているところである．しか

し酵素活性や複合体形成に決定的に重要な役割を果たして

いると思われるトリプトファン残基はこの段階では特に重

要な役割を担っていないと思われる．DNA N-グリコシ

ラーゼやその他の DNA鎖切断酵素の基質認識機構として

一般的に知られているのは“push-pull”機構または”flip-out”

機構とよばれるものである１２）．まさに酵素が働こうとして

いる状態，すなわちミカエリス複合体を見るとこのメカニ

ズムで説明できる．しかし，活性中心に基質をしっかりく

わえ込むためにはかなりのエネルギーで基質も酵素も大き

な構造変化（誘導適合）を起こさなければならない．しか

し，活性中心に基質をしっかりくわえ込むための，このよ

うな DNA鎖上の大きな構造変化はかなりのエネルギーを

必要とし，APエンドヌクレアーゼが AP部位を探して認

識する機構として適当なものであるかどうかについては疑

問を抱かざるを得ない．細胞内において AP部位が頻繁に

形成されることや，AP損傷が起こってから時間をおかず

に直ちに DNAは修復されなければならないことを考える

と，フリップアウトというかなりエネルギーを消費しなけ

ればならない AP部位検索機構は，APエンドヌクレアー

ゼの基質認識機構としてはかなり無理がある．APエンド
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図１ APエンドヌクレアーゼのアミノ酸配列と部位
特異的変異体

（A）APエンドヌクレアーゼの活性中心近傍のアミノ
酸配列とアライメント
活性アミノ酸残基：E，D，H
活性中心近傍にあり酵素表面にインドール環が
突出しているトリプトファン残基による APエ
ンドヌクレアーゼの分類

（B）APE１及び ExoIIIタイプの APエンドヌクレアー
ゼの部位特異的変異体の酵素活性及び複合体形
成能

（C）ExoAタイプの APエンドヌクレアーゼの部位特
異的変異体の酵素活性及び複合体形成能

６２１２０１１年 ７月〕

みにれびゆう



ヌクレアーゼが素早く DNA上をスライディングまたは

ホッピングしながら AP部位を検索している過程１３，１４）で，

酵素表面に突出しているインドール環が AP部位検索の触

手として働いており，AP部位にインドール環がインター

カレーションした場合のみ，次のステップ，すなわち誘導

適合が起こり，AP部位がフリップアウトしたミカエリス

複合体が形成されるというメカニズムが理にかなっている

ように思われる（図２）．従ってミカエリス複合体のなか

ではトリプトファン残基はもはや基質認識のための役割を

終えている．これまでに知られている DNaseIスーパー

ファミリーの酵素（APエンドヌクレアーゼも含む）の立

体構造を比較すると，互いに良く似た構造をとっている

が，活性中心の近くにトリプトファン残基をもつものは

APエンドヌクレアーゼだけである．この事実も APエン

ドヌクレアーゼにおけるトリプトファン残基の重要性を支

持していると思われる．

５． お わ り に

トリプトファン残基のインドール環が AP部位に挿入さ

れた状態，すなわち初期複合体についてはその状態が一過

性であるため，複合体としての単離が難しく，結晶化によ

る構造解析など，通常の方法では構造決定は困難と予想さ

れる．APエンドヌクレアーゼの基質認識に関わる初期複

合体を実際に捉えるためには，初期複合体形成後の誘導適

合が制限されるような基質の設計が必要であるが，未だ試

みられた報告はない．APエンドヌクレアーゼをターゲッ

トとした制がん抗生物質の開発が盛んに行われている

が１５），初期複合体生成という概念は他の DNA修復酵素に

も適用できる可能性があり，今後の研究進展を期待したい．
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図２ ミカエリス複合体形成の前段階の初期複合体
APエンドヌクレアーゼの活性中心近傍のトリプトファン残基の側鎖のイン
ドール環のみを示す．
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スフィンゴ脂質シグナリング分子の代謝マ
シナリー

は じ め に

生体膜脂質二重層を構成する両親媒性脂質は，グリセロ

リン脂質とスフィンゴシン塩基を骨格としたスフィンゴ脂

質に大別される．スフィンゴ脂質は，生体膜の１０％程度

しか占めない比較的マイナーな膜脂質であるが，現在おも

に二つの観点から注目を集めている．一つ目は，スフィン

ゴ脂質は形質膜上のラフトと呼ばれるマイクロドメインの

構成分子として機能し，細胞内外のシグナル伝達の中継地

点の役割を果たしている点である．二つ目は，膜のスフィ

ンゴ脂質の一部が分解することで微量に産生されるセラミ

ド，スフィンゴシン，スフィンゴシン１-リン酸（S１P）等

の代謝産物が，細胞死，増殖，分化等を制御するシグナリ

ング分子として機能するという点である．これらスフィン

ゴ脂質シグナリング分子の量的変動は，細胞の運命を決定

する重要な要因となると考えられている．その主要な生成

経路は，膜のスフィンゴミエリンのスフィンゴミエリナー

ゼによる分解を起点としていると考えられている（図１A）．

この生成経路は，形質膜，リソソーム，ミトコンドリア，

小胞体，細胞外等，様々な領域に存在しており，スフィン

ゴ脂質シグナリング分子が部位特異的な機能を発揮するた

めに必要であると考えられている（図１B）．近年，スフィ

ンゴ脂質シグナリング分子の代謝に関与する酵素遺伝子の

クローニングが殆ど終了したが，個々のスフィンゴ脂質代

謝酵素が細胞のどこでどのような制御下で機能するのか，

すなわち「スフィンゴ脂質シグナリング分子の代謝マシナ

リー」に関しては未だ多くの未解明点が存在する．本稿で

は，スフィンゴ脂質シグナリング分子の代謝酵素のトポロ

ジーや局在制御機構に着目した最近の我々の研究を紹介す

る．

１． 中性セラミダーゼによる細胞外スフィンゴ脂質代謝

セラミダーゼ（CDase）は，セラミドの酸アミド結合を

加水分解して，スフィンゴシンと遊離脂肪酸を生成する酵

素である．CDaseは，スフィンゴ脂質シグナリング分子と

して機能するセラミド，S１P量の調節酵素として古くから

重要視されてきた酵素である．CDaseには，最適 pHが酸

性とアルカリ性の酵素が存在することが示唆されてきた

が，近年の遺伝子クローニングの進展で CDaseには一次

構造が異なる三つのファミリー（酸性，中性，アルカリ性

CDase）が存在することが明らかとなった．我々は，哺乳

類の中性セラミダーゼの遺伝子クローニングに最初に成功

したことを皮切りとして１），本酵素が細胞のどこでどのよ

うにスフィンゴ脂質代謝に関与するのか，について研究を

行った．その結果，中性 CDaseは形質膜に II型膜結合型

タンパク質として存在し，触媒領域を細胞の外側に向けて

いることが明らかとなった２）．更に本酵素の一部は，膜貫

通領域が切断され，細胞外に分泌されることも確認され

た．また，本酵素は膜貫通領域近傍に O 型糖鎖が密集し

て付加しており，この構造によって細胞表面で安定に発現

できることもわかった２）．これらのことから，形質膜外層

を含む細胞外領域においてセラミドの代謝に関与すること

が示唆された．実際，CHOP細胞（ポリオーマウイルスの

LT抗原を発現する CHO細胞）を用いた本酵素の過剰発

現実験で，細胞外領域に存在する中性 CDaseは形質膜外

層や血清中で出現したセラミドをスフィンゴシンに分解す

ることが示された．更に，生成されたスフィンゴシンは，

S１Pにまで変換されることも確認された３）（図１B）．

細胞外 S１Pは細胞表面の S１P受容体を介してリンパ球

動態や血管新生に関与することが知られており，中性

CDaseを介した細胞外 S１P産生経路の重要性に関しては今

後詳細な解析が必要である．一方で，中性 CDaseのノッ

クアウトマウスの解析から，本酵素は食事由来のセラミド

を腸内で分解することが示されており，細胞外に分布する

ことで食物の消化にも関与することが示唆されている４）．

従来，スフィンゴ脂質の代謝経路は，主に細胞の中に存在

すると考えられてきたが，一連の研究によって形質膜外層

を含む細胞外領域においてセラミドから S１Pまでを生成

する代謝経路の存在とその重要性が示された．
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