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損傷DNA前駆体の誘発変異とヌクレオチド
プール浄化酵素／DNA修復酵素による抑制

は じ め に

酸素呼吸を行う生物（細胞）は，エネルギー代謝の面で

有利な反面，内なる敵である活性酸素の絶え間なき産生と

いう問題に直面している．また，活性酸素はある種の化学

物質や放射線の作用によっても生ずる．活性酸素により

様々な種類の DNA損傷が生じ，個々の損傷についての変

異誘発能が調べられている１）．DNA損傷の生成は，変異・

発がん・神経変性・老化の過程と関係があると広く認識さ

れている．

DNA前駆体であるデオキシリボヌクレオシド-三リン酸

も活性酸素により酸化され，種々の損傷 DNA前駆体が生

成すると考えられる．生じた損傷 DNA前駆体は，DNA

に取り込まれて変異を誘発する（図１）．本稿では，活性

酸素によって dGTPから生ずる８-ヒドロキシ-dGTP（８-OH-

dGTP）と dATPから生ずる２-ヒドロキシ-dATP（２-OH-

dATP）の変異誘発能について述べる．また，損傷 DNA

前駆体が誘発する変異を抑制する，ヌクレオチドプール浄

化酵素及び DNA修復酵素についても言及する（図１）．

１． 損傷 DNA前駆体の重要性

著者らは，試験管内酸化反応において，DNA前駆体

（dGTP／dATP）が DNAよりも数倍～数十倍酸化されるこ

とを見出した２）．細胞内では，ヒストン等のタンパク質が

DNAを保護しているため，DNAの反応性はさらに低下し

ていると考えられる．したがって，損傷 DNA前駆体は従

来考えられていた以上に，活性酸素による変異の誘発に大

きく関与している可能性がある．大腸菌 DNA中の酸化塩

基８-ヒドロキシグアニンの蓄積には，DNAの直接酸化と

ヌクレオチドプール中の８-OH-dGTPの取り込みが，同程

度に寄与している３）．布柴らは，細胞内に活性酸素や鉄が

蓄積していると考えられる sodA sodB fur 三重欠損大腸菌

株で観察される自然突然変異は，８-OH-dGTP及び２-OH-

dATPが原因で生ずることを種々の実験から結論してい

る４）．これらの結果は，損傷 DNA前駆体が生物学的に非

常に重要であることを示している．

図１ 損傷 DNA前駆体が変異を誘発する経路とその抑制機構
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２． 損傷 DNA前駆体の DNAポリメラーゼによる

取り込み

精製 DNAポリメラーゼ（DNA pol）を用いる試験管内

DNA合成反応における，８-OH-dGTPの取り込みが調べら

れている．その結果，８-OH-dGTPは鋳型 DNA中の Cに

加え，誤って Aに対しても取り込まれることが明らかに

されている（図２）１）．清水らは，損傷乗り越え DNA合成

に関与する Y-ファミリー DNA polが，８-OH-dGTPを非常

に高い頻度で Aに対して取り込むことを見出している５）．

著者らは，精製 DNA polによる２-OH-dATPの取り込み

を同様に検討した．大腸菌の複製酵素 DNA pol IIIの場合

には，鋳型 DNA中の Tと G残基に対して２-OH-dATPが

取り込まれた（図２）６）．取り込みの kinetic parametersを算

出したところ，T及び Gに対する取り込み効率は約１０：１

であった．一方，哺乳類細胞の複製酵素 pol αは，２-OH-

dATPを鋳型中の Tと C残基に対して取り込んだ２）．T及

び Cに対する取り込み効率は約４．５：１であった．このよ

うに８-OH-dGTPの場合とは異なり，２-OH-dATPの誘発す

るミスマッチ塩基対形成には DNA pol依存性が観察され

る．Y-ファミリー DNA polによる２-OH-dATPの Tと G

に対する取り込み頻度はほぼ同一であった５）．

３． 生細胞で損傷 DNA前駆体により誘発される変異

著者は，損傷 DNA前駆体が生細胞で誘発する変異を明

らかにする必要があると考えた．そこで，合成した損傷

DNA前駆体を塩化カルシウム処理した大腸菌懸濁液に添

加して取り込ませ，染色体上の標的遺伝子に生じた変異を

解析するアッセイ系を開発し，８-OH-dGTP及び２-OH-

dATPが誘発する変異を調べた７）．８-OH-dGTPと２-OH-

dATPによって誘発された塩基置換変異は，それぞれ A：

T→C：G変異と G：C→T：A変異であった．この変異は，

sodA sodB fur 三重欠損大腸菌株で観察された自然突然変

異４）と一致している．したがって，ヌクレオチドプール中

に生じる８-OH-dGTPや２-OH-dATPは，活性酸素が関与す

る変異に大きく寄与していることが示唆される．８-OH-

dGTPと２-OH-dATPが誘発した変異の生成機構としては，

それぞれ鋳型 DNA中の Aと G残基に対する取り込みが

推定され，大腸菌の DNA pol IIIを用いた試験管内 DNA

合成反応の結果と合致する（図２）６）．

著者らは，哺乳類細胞における変異誘発能を解明するた

めに，COS-７細胞を用いてアッセイする系を確立した．

図２ ８-OH-dGTPと２-OH-dATPの変異誘発機構
図中 GOHと AOHは，８-ヒドロキシグアニンと２-ヒドロキシアデニン塩基を
表す．哺乳類細胞の DNA pol αは２-OH-dATPを Cに誤挿入するため，
G：C→A：T変異を誘発する可能性がある．
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その結果，８-OH-dGTPは大腸菌の場合と同様に，A：T→

C：G変異を誘発することを見出した８）．

４． 損傷 DNA前駆体の誘発する変異の抑制機構：

ヌクレオチドプール浄化酵素

真木と関口は，欠損すると A：T→C：G変異頻度が著

しく上昇する大腸菌 mutT（nudA）遺伝子の産物が８-OH-

dGTPを特異的に分解することを報告した９）．著者らは，

MutTタンパク質が８-OH-dGTPによる変異誘発を細胞内で

抑制していることを明らかとするために，mutT 遺伝子欠

損株に８-OH-dGTPを導入し，変異誘発頻度を調べた１０）．

その結果，８-OH-dGTPの変異誘発能は mutT 遺伝子欠損株

で野生株より約６倍高くなっていることを見出した．

著者らは，大腸菌の Orf１３５（NudG）が２-OH-dATPと８-

OH-dGTPを分解する活性を有することを見出した１１）．２-

OH-dATPの変異誘発能は orf１３５遺伝子欠損株では野生株

より３．５倍高くなることから，Orf１３５は大腸菌の主要な

２-OH-dATP分解酵素であると思われる１２）．また，orf１３５

遺伝子欠損株は，自然突然変異や過酸化水素が誘発する変

異の頻度が野生株より高かった１２）．

大腸菌の Orf１７（NudB）は８-ヒドロキシ-dATP，８-OH-

dGTP，２-OH-dATPを分解し，mutT 遺伝子欠損株に orf１７

発現プラスミドを導入すると変異率が低下する１３，１４）．Orf１７

はMutTのバックアップ酵素として作用する可能性があ

る．

リボフラビン合成に関与する大腸菌 RibA（GTPシクロ

ヒドロラーゼ II）は８-OH-dGTPを分解する活性を有す

る１５）．RibAの大量発現により mutT 欠損による変異頻度の

上昇が抑制され，また，mutT ribA 株が mutT 単独変異株

よりも自然突然変異頻度が高いことから，RibAはMutT

のバックアップ酵素として作用する可能性がある．

布柴らは，出芽酵母 PCD１（YLR１５１c）が８-OH-dGTPと

２-OH-dATPを分解することを見出した１６）．PCD１の発現に

より，大腸菌 mutT 株の A：T→C：G変異が抑制され，酵

母の PCD１遺伝子の破壊は自然突然変異頻度を１４倍上昇

させる．したがって，酵母 PCD１は，MutTと同様の働き

をしていると思われる．

哺乳類細胞のMTH１は，８-OH-dGTPと２-OH-dATPを分

解する活性を有する１７）．續らは，MTH１-ノックアウトマウ

スは，肺・肝臓・胃における発がん頻度が野生型マウスに

比較して３倍程度高いことを報告している１８）．この結果

は，MTH１の欠損により８-OH-dGTPや２-OH-dATPが蓄積

し，変異を誘発してがんが形成されたことを示唆している．

上記の報告は，損傷 DNA前駆体が誘発する変異の抑制

に，ヌクレオチドプール浄化酵素が大きく寄与しているこ

とを示している（図１）．また，大腸菌，酵母，哺乳類細

胞すべてにおいて２-OH-dATPを分解する酵素が見出され

ていることから，２-OH-dATPも８-OH-dGTPとともに重要

な酸化損傷 DNA前駆体であることが示唆される．

５． DNA修復酵素の役割

ヌクレオチドプール浄化酵素は，損傷 DNA前駆体が

DNAに取り込まれる前に分解して変異誘発を抑制する．

変異抑制機構としては，取り込まれた後に DNA修復酵素

が作用することも考えられる（図１）．最近，著者らは，

この可能性を検討するために，DNA修復酵素を欠損する

大腸菌株に，８-OH-dGTPや２-OH-dATPを導入した．その

結果，塩基除去修復酵素のエンドヌクレアーゼ IIIが，８-

OH-dGTP誘発変異を抑制していることを見出した１９）．こ

れは，A塩基に対して取り込まれた８-ヒドロキシグアニ

ンを除去しているものと推測される．一方，興味深いこと

に，ヌクレオチド除去修復に関与する UvrAと UvrBは損

傷 DNA前駆体の誘発変異を促進していた２０）．この結果は，

予想に全く反するものであり，その分子機構は現在のとこ

ろ不明である．

お わ り に

活性酸素によりヌクレオチドプール中に生じる損傷

DNA前駆体は，変異の誘発に大きく寄与しており，その

誘発する変異の抑制にヌクレオチドプール浄化酵素が重要

な働きをしている．DNA修復酵素も損傷 DNA前駆体が

誘発する変異を抑制する可能性がある．また，本稿では僅

かにしか触れなかったが，損傷乗り越えに関係する特殊な

DNA polとの関連を明らかにすることも重要である（図

１）．発がんの機構を明らかにするためには，哺乳類細胞を

用いた研究を推進することが重要である．著者は今後とも

この領域で微力ながら貢献していきたいと思っている．
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代謝型グルタミン酸受容体の細胞膜への輸
送メカニズム
―足場タンパク質 Tamalinによる自己阻害
機構の構造機能解析を通じて―

１． は じ め に

記憶・学習などの高次脳機能において，グルタミン酸を

認識する受容体（GluR）は，神経細胞間の興奮性神経伝

達に重要な役割を担っている．GluRは，イオンチャネル

型受容体（iGluR）と代謝型グルタミン酸受容体（mGluR）

の２種類に大別され，これらが膜タンパク質として効率的

に神経伝達を行うためには，適切に神経シナプス膜へ輸送

されることが必要不可欠である．本稿では，mGluRのシ

ナプス膜への局在に重要な役割を果たす足場タンパク質

Tamalinの構造解析を中心に，mGluRの細胞膜輸送の分子

機構について紹介する．

２． mGluR及びその膜輸送に関わる分子の構造・機能

mGluRはタイプ C Gタンパク質共役受容体であり，グ

ルタミン酸依存的に神経細胞内でのセカンドメッセン

ジャーの代謝を変化させ，興奮性シナプス伝達を調節す

る．これまで，八つの mGluRサブタイプが報告されてお

り，それらはアミノ酸配列の相同性，アゴニストの選択

性，共役する細胞内エフェクターの違いなどに基づいて，

三つのグループに分けられる．mGluRの構造は，グルタ

ミン酸を結合する細胞外領域，７回膜貫通領域および細胞

内領域からなり，ホモダイマーを形成している１）．細胞外

領域については，これまで X線結晶構造解析や fluorescent

resonance energy transfer（FRET）法により，筆者らのグルー

プの研究も含めて多くの解析が行われ，Gタンパク質を結

合できる活性化状態と結合できない不活性化状態の動的平

衡が，グルタミン酸の結合により活性化状態にシフトし，

セカンドメッセンジャーの代謝を変化させると考えられて

いる２，３）．

細胞内領域については，マススペクトロメトリーや酵母

ツーハイブリッド法などにより，Homerや Tamalinなど多

くの結合タンパク質が同定されている４）．Homerは，EVH１

ドメインを介して，グループ I mGluR（mGluR１，５）の細

胞内領域に存在する PPXXFモチーフと結合する５）． また，

Homerはコイルドコイル領域により多量体化し，mGluR
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みにれびゆう


