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論 文 内 容 の 要 旨

塩基除去修復システムは多く.の損傷DNAの修復に関与する除去修復の一つであり,損傷塩基,APサイト,塩基ミスマ

ッチ,そして一本鎖切断の修復に関与している｡ 塩基除去修復の初期反応で働くDNAN-グリコシラーゼは損傷塩基など

を特異的に認識し,塩基とデオキシリボースをつなぐN-グリコシド結合を加水分解する｡このようなDNAグリコシラー

ゼは損傷特異的であるが,その基質はただ一つではない｡さらに個々の基質は複数のDNAグリコシラーゼによって認識,

除去されることもわかってきた｡今後,大腸菌からヒトにまで高度に保存されている塩基除去修復システムを理解していく

上で,DNAグリコシラーゼの基質特異性を明らかにしていくことは大変重要なことであると申請者は考えた｡そこで,本

研究では,まず大腸菌と出芽酵母を用いて,既知のDNAグリコシラーゼにおける基質特異性を検討することとした｡

申請者は,まず初めに大腸菌のMutYタンパク質の2-ヒドロキシアデニン (2-ohAと略す)に対する修復活性について

調べた｡2-ohAはアデニンの酸化的損傷の一つで強い突然変異原性がある｡ しかし,この損傷をDNAから除去する修復

酵素はまだ同定されていなかった｡申請者は,この酸化的塩基2-ohAを1か所だけ含む24-merのオリゴヌクレオチドを

化学合成し,これを用いてゲルシフトアッセイを行なったところ,2-ohA/Tを除く2-ohA/G,2-ohA/A,2-ohA/Cそれ

ぞれのミスペアへのMutYタンパク質の特異的な結合活性が検出された｡またDNA切断アッセイにより,MutYタンパ

ク質がDNA中の2-ohA/Gミスペアから2-ohAを除去するDNAグリコシラーゼ活性をもつことがわかった｡この結果

から,細胞内のヌクレオチドプールでdATPの酸化によって生じた2-ohAがDNA複製の際にグアニンの向かい側に取り

込まれた場合,生じた2-ohA/Gミスペアから2-ohAを除去することによってMutYタンパク質は突然変異を抑制するこ

とを申請者は提唱した｡

次に,出芽酵母における酸化損傷塩基8-オキソグアニン (8-oXoG)の新規の修復酵素を同定した｡野生株の抽出液か

ら8-oXoGを含むDNAに対する2種類の結合タンパク質が検出された｡その1つはMsh2-Msh6タンパク質によるもので

あったが,もう1つはこれまでに同定されているDNAグリコシラーゼとは異なる種類の新規の8-oXoG修復酵素である

ことがわかった｡

さらにG:C-C:G突然変異の要因となるC/Cミスマッチを修復するDNAグリコシラーゼについて調べた｡大腸菌

MutM タンパク質はDNA中のC/Cミスペア-結合する活性をもっこと,さらにこのミスペアからシトシンを除去する

DNAグリコシラーゼ活性も有することを明らかにした｡本研究で取り扱ったMutM.MutYタンパク質は従来,8-oXoG

を特異的に認識するDNAグリコシラーゼであるとされてきたが,申請者の研究は,これらの酵素がさらに幅広い基質特異

性をもつことを明らかにした｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

自然突然変異は,DNA複製のエラーによって生じる塩基ミスマッチあるいは自然に発生する活性酸素による塩基酸化体
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によって生じる｡ 細胞にはこの種のDNA損傷を修復する様々な経路や防御機構が存在する｡塩基除去修復システムは多く

の損傷DNAの修復に関与する除去修復の一つであり,その初期過程で働くDNAグリコシラーゼは塩基酸化体など認識し,

DNAからそれらを除去する｡DNAグリコシラーゼの作用は損傷の種類に特異的であるが,ただ一つではない｡しかも,

個々の基質は複数の種類のDNAグリコシラーゼによって認識されることが最近になって明らかになってきている｡ 原核生

物から真核生物に高度に保存されているDNAグリコシラーゼの反応機構や生物学的意義を理解していく上で,DNAグリ

コシラーゼの基質特異性を解明することは重要である｡ 申請者の研究は,まず大腸菌と出芽酵母を用いて,この基質特異性

の問題について検討したものである｡

申請者は,まず初めに大腸菌のMutYタンパク質の2-ヒドロキシアデニン (2-ohA)に対する修復活性を調べた｡この

損傷をDNAから除去する修復酵素は大腸菌でもヒト細胞でもまだ同定されていない｡申請者は,この2-ohAを任意の部

位に1か所だけ含む24-merのオリゴヌクレオチドを化学合成し,これを用いてゲルシフトアッセイを行なったところ,2

-ohA/G,2-ohA,2-ohA/Cの塩基ミスマッチへのMutYタンパク質の特異的な結合活性が検出された｡さらに,MutY

タンパク質がDNA中の2-ohA/Gミスペアから2-ohAを除去するDNAグリコシラーゼ活性をもつことを明らかにした｡

申請者は,これらの結果から,細胞内で生じた2-ohAがDNA複製の際にGの向かい側に取り込まれた場合,2-ohA/G

ミスマッチから2-ohAを除去することによって突然変異を抑制しているというモデルを提唱した｡

申請者は,さらにG:C-C:G突然変異の要因となるC/Cミスマッチを修復するDNAグリコシラーゼについて調べた｡

GC-CGトランスバージョンの原因やその修復経路はこれまでほとんど理解されていなかった｡その自然突然変異頻度は

その他の塩基置換に比べて低いので,強い抑制が働いていると考えられる｡ 申請者の研究は,このGC→CGトランスバ

ージョンを抑制する修復経路を解明しようとしたものである｡ その結莱,大腸菌のMutMタンパク質はDNA中のC/Cミ

スペアへ結合し,このミスペアからシトシンを除去するDNAグリコシラーゼ活性を有することを明らかにした｡申請者の

研究は,この酵素がさらに幅広い基質特異性をもつことを明らかにした｡

申請者は,さらに,酸化損傷塩基8-オキソグアニン (8-oXoG)を認識する出芽酵母の新規の修復酵素を同定した｡野

生株の抽出液から8-oXoGを含むDNAに対する2種類の結合タンパク質が検出された｡その1つはMsh2-Msh6タンパ

ク質によるものであったが,もう1つはこれまでに同定されているDNAグリコシラーゼとは異なる種類の新規の8-oXoG

修復酵素であることを明らかにした｡

本研究で明らかになった基質特異性が invivoで実際に突然変異の抑制に働いていることの実証が少し不足しているが,

DNA修復研究における意義は大きい｡これらの研究の学問上の意義は大きく,申請者の学術研究に対する熱意と能力の高

さが十分に推察できた｡よって,本論文は京大博士 (理学)の学位論文として価値あるものと認める｡ なお,添付論文に報

告されている研究業績を中心に,関連分野に関する試問を行った結果,適切に解答が得られたので合格と認定した｡
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