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論 ノ文 内 容 の 要′ 旨

7,8-ジヒ ドロー8-オキソグアニン (8-oXoG)は,細胞内に生 じる主要なDNAの酸化的損傷であ り,DNA複製の際に

アデニンと対合することで G:C-T:A トランスバージョンを引 き起こす｡また,グアニンとも対合することが明らかに

'されており,この場合では G:C-C:G トラ1/スバージョンを引き起こす. 生物には 8 - o X oG をDNAから除去する修復

酵素が普遍的に存在することが知られている｡ 大腸菌でこの酵素の活性を持つのは MutM タンパク質である｡酵母やヒト

でも,8-oXoGを認識 しそれを除去するタンパク質 og等1がそれぞれ同定されている｡ 最近,酵母やヒトで Oggl以外に8

ToxoGに対 して活性を持つ別のタンパク質 ogg2が見つかった｡酵母ではこれが大腸菌 N血 ホモログであることが報告 さ

れている｡

本研究では,大腸菌のNthタンパク質が 8-oXoGを除去する活性を持つかどうか,特に8-oXoG:Gミスペアに対する活

性を明らかにすることを目的とした｡大腸菌ではMutM タンパク質が 810ⅩOG:Gミスペアの 8-oXoGを基質とすること

が分かっている｡8⊥oxoG:Gミスペアが DNA中で修復 されないままなら G:C-C:G トランスバージョンが起きると考

えられるとMiller博士らが分離 した大腸菌 cc103の mutM nthnei三重突然変異株の自然突然変異頻度を検出したところ

時間依存的に G:C-C:G トランスバージョンの頻度が上昇 した｡ この3つの遺伝子がすべて欠損 しないと自然突然変異

頻度は上昇 しなかっ声o'また,NaBH4存在下で,8-oXoGを含む二本鎖オリゴヌクレオチ ドと大腸菌の抽出液とを反応 さ

せると,8-oXoGに対 してグリコシラーゼ/APリアーゼ活性を持つタンパク質が トラップされてくる｡8-oXoG:Cに対 し

ては,大腸菌 MutM タンパク質が トラップされて くるが,8 -oXoG:G に対 してはMutM に加えて N thおよびNeiタンパ

ク質が トラップされてきた｡ 精製 Nthタンパク質には実際に 8 - ｡ Ⅹ .G DNA 切断活性が存在 した｡NthはNeiタンパク質

とともに牢-oXoG:Gの修復において,MutM タンパク質のバ ックアップ酵素として作用 していることが考えられる. 大腸

菌のNth,出芽酵母のNthホモログともに8-oXoGに対すろ活性が見 られたことから,さらにヒトのNthホモログhNthl

タンパク質についても詳細な検討を行ったところ,ヒトhNthlにも8-oXoG:Gの8-oXoGに対する､切断活性があること

が明らかになった｡

′′論 文 審 査 の 結 果 め 要 旨
/

突然変異は,DNA複製のエラーによって生 じる塩基 ミスマッチ及び自然にあるいは放射線などによって生成する活性酸

素によって生 じる｡ 細胞には突然変革を抑制するために,このようなDNA損傷を修復する様々な経路や防御機構が存在す

る｡8-オキソグアニンは突然変異性を示す代表的な塩基損傷である｡ 細胞には,この 8-オキソグアニンをDNAから除去

する修復系が備わってお り,大腸菌ではMutM タンパク質が最初に同定されたd しかしながら,MutM タンパク質を欠失

した変異株でも,G:CーC:G トランスバージョンの頻度は野生株に比べてそれほど増大 しない｡ 申請者は,この理由を

MutM､の他に未同定の8-オキソグアニン修復酵素があるからだと考えた｡申請者の研究は,この8-オキソグアニンを修復
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･し,G:C-C:G トランスバージョ､ンを抑制する未知の修復経路を解明しようとLLtものであるO

申請者は,まず,NaBH4によるトラッピング法を用いて,8-オキソグアニンを含むオカ ゴヌクレオチ ドに強く結合する

3種類の異なるタンパク質の同定に成功 した｡一つは,MutM であったが,あとの二つのタンパク質はエンドヌクレアー

ゼⅧ (Neiタンパク質)とエンドヌクレア⊥ゼⅢ (Nthタンパク質)であることが分かった｡Nth タンパク質は invitro

でチミングリコールなど幅広いピリミジン損傷を認識 してDNAから除去する′DNAグリコシラーゼの活性を持つ｡申請者

は,このタンパク質がプリン塩基の酸化体である8-オキソグアニンを認識できるという新しい活性を持つことを発見した.

さらに,これら3つの酵素の活性を失った変異細胞では,G:C-C:G トランスバージョンの頻度が著しく増大すること

認識の解剛 =/新 しい分子機構を提供するものであるという高い評価を得たO

申請者の研究は,DNA修復機構の研究に大きな貢献をするものである｡ よって,本論文は博士 (理学)の学位論文とt

て価値あるものと認める｡ 平成13年 1月19日,本論文及び参考論文に報告されている研究業績を中心として,これに関連し

た研究分野について試問した結果,合格と認めた｡

- 410-


