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１．はじめに

DNAは様々な外的および内的要因によって絶えず損
傷を受けている（Lindahl，1993：Ｂａｒｎｅｒｓｅｔａ1.,
2004；FriedbergetaL，2006)。DNAの損傷が複製や

転写を阻害すると、細胞は死に至る。また、塩基の損
傷は突然変異を誘発し、がん化、老化および遺伝性疾
患などの原因となる。したがって、DNA損傷を効率良く
修復する機構は生命にとって必須である。修復機構の
一つに塩基除去修復機構（baseexcisionrepair、以
下BERと略記）がある（池田と関，2001；ＨｅｇｄｅｅｔａＬ，
2008)。BERは、塩基の脱アミノ化やアルキル化、酸化
による損傷、ミスペア、塩基欠落部位（apurinic／
apyrimidinicsites；ＡＰサイトと略称）、一本鎖切断

などのような小さな損傷の修復に関与している。一般
的なBER経路は、損傷塩基を認識・切除するDNAグリコ
シラーゼやAPサイトを切断するAPエンドヌクレアーゼ

の作用により開始される。これらの反応産物として生
じる異常な3,末端や5,末端は、それぞれをクリーンア

ップする酵素や仕組みにより、３，－０H末端と５，－リン酸
末端に変換される｡つづいてDNAポリメラーゼによりギ
ャップが埋められ、DNAリガーゼにより鎖が連結され、
修復が完了する。

分裂酵母（Schizosaccbaromycespm6e）は単細胞真
核生物で、様々な生命現象の解析のモデルとして広く
用いられている。分裂酵母の遺伝子数は4,828個で、
これまで全塩基配列が決定された真核生物のうち最も
少ない（ＷｏｏｄｅｔａＬ，2002)。分裂酵母は半数体で栄
養増殖することや、遺伝子破壊が容易であるなど、分
子遺伝学的な手法で遺伝子の機能や反応経路を解析す
るのに適した生物である。分裂酵母のＢＥＲを研究する
グループは少なく、大腸菌や出芽酵母、哺乳類におけ
るＢＥＲの研究と比べて遅れている。私たちの研究室で

は、分裂酵母のＢＥＲの分子機構を分子遺伝学的な手法
による解明を行ってきた｡本論文では､分裂酵母のＢＥＲ

の初期過程で作用する酵素の役割について、他の生物
のものと比較しながら、これまでに得られている知見
をまとめた。さらに、この生物におけるＢＥＲの分子機

構について考察した。

２DNAグリコシラーゼ

DNAグリコシラーゼは損傷塩基（およびミスペア）を
認識し､Ⅳ~グリコシド結合を加水分解する(池田と関，
2001；Ｈｅｇｄｅｅｔａ1.,2008）。表１に、大腸菌、出芽
酵母、分裂酵母およびヒトで見いだされた酵素を、そ
れらの基質特異性や構造上の特徴から分類した。分裂
酵母には6種類のDNAグリコシラーゼがゲノム配列から
見いだされ、すべてについてその機能が実証されてい
る。DNAグリコシラーゼには、DNAグリコシラーゼ活性
のみをもつ単機能グリコシラーゼ（monofunctional

DNAglycosylase）と、DNAグリコシラーゼ活性とAPリ

アーゼ活性をあわせもつ二機能グリコシラーゼ（bi-
functionalDNAglycosylase）の2つのタイプがある。
分裂酵母の二機能酵素はnthIのみであり、他の生物と
比べて特徴的である。単機能酵素の場合、反応生成物
としてAPサイトができる。hNTH1やhOGGlのような二機
能酵素が作用すると、損傷塩基が取り除かれ、次いで
APリアーゼ活性のβ脱離反応によりDNA鎖が切断され
る。その結果、３，－α，β不飽和アルデヒド（3,-UA）末
端と５，－リン酸末端が生じる。大腸菌FpgやhNEIL1、
hNEIL2などの酵素はβ６脱離を行うので､３，－リン酸末
端が残る｡3'－UA末端や３，－リン酸末端にはDNAポリメラ
ーゼが作用できないので、総称して3,ブロックと呼ん
でいる。この３，ブロックは修復DNA合成の開始可能な
３，－０H末端に変換される必要がある。

２－１ウラシルに作用するグリコシラーゼ

DNA中のシトシンは､pHや温度に依存した脱アミノ反
応で、自発的にウラシルに変換される（Friedberget
aL，2006)。この損傷が修復されることなく複製が起
こると､Ｕ:G→T:Ａのトランジション変異が誘発される。
ヒト細胞では、シトシンの脱アミノ反応は、１日１ゲノ

ム当たり100～500残基と見積もられている（Kunkel，
1999）。ウラシルは、ｄUMPがdTMPの代わりにDNAポリメ
ラーゼによってDNA中に取り込まれることによっても
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a1.,2007)。また、５－フルオロウラシル、ウラシルシ
トシンの脱アミノ／酸化産物である5-ヒドロキシウラ

シルや､脂質の過酸化により生じる3,N4-エテノシトシ

ンに、一本鎖DNA・二本鎖DNAにかかわらず作用する。

さらに、グアニンの脱アミノ産物であるキサンチンや
オキサニンにも作用する（ＤｏｎｇｅｔａＬ，2008)。ｈＴＤＧ

と違って、ThplpはT:Ｇミスマッチからチミンを取り除
くことはできない。これは、分裂酵母のDNA中にシトシ

ンのメチル化を検出することができないことに関連し

ているのかも知れない。thplAでは自然突然変異率が

上昇し、ungl/thPl二重破壊株ではさらに上昇した（池
田，2008)。これらは、UnglpとThplpが異なった基質に
作用し、ゲノムの自然突然変異の抑制に作用している
ことを示している。

表１DNAグリコシラーゼの分類

大腸菌出芽酵母分裂酵母ヒト
ｈＵＮＧ 

ｈＴＤＧ 

ｈＳＭＵＧ１ 

ｈＭＢＤ４ 

Ｕｎｇ Ｕｎｇｌｐ Ｕｎｇｌｐ 

Ｍｕｇ Ｔｈｐｌｐ 

ＡｌｋＡＭａｇｌｐ Ｍａｇｌｐ 

Ｍａｇ２ｐ 

ＴａｇＡ 

hＭＰＧ 

Ｍｙｈｌｐ ｈＭＹＨ ＭｕｔＹ 

Nｔｈｌｐ ｈＮＴＨ１ ＮｔｈｌＮｔｇｌｐ 

Ｎｔｇ２ｐ 

hＯＧＧ１ Oｇｇｌｐ 

Fpg 

２－２アルキル化塩基に作用するグリコシラーゼ

メチルメタンスルホン酸（methylmethanesul-

fonate；MMS）のようなアルキル化剤は、DNAの塩基に
作用して、N7-メチルグアニン（7-mG）やN3-メチルア
デニン（3-mA）など、種々のアルキル化塩基を生じる

（Lindahl，1993：Friedbergeta1.,2006）。MMSに
よるアルキル化塩基のうち、７－mGは83%を占めるが、生

物的な毒性は低い。一方、３－mAの生成は１１%であるが、
複製阻害を起こすので致死的である。塩基のアルキル
化は、塩化メチルのような環境中の物質でもおこる。
塩化メチルは最も大量に存在する環境中の変異原物質
（発がん物質）の一つで、バイオマスの焼却や微生物
や海草により合成される。生体反応に必要なｓアデノ
シルメチオニンも､非酵素なDNAのメチル化に関与して

いる。ヒト細胞では、７－mGと3-mAがそれぞれ１日１ゲノ
ム当たり4,000残基および600残基生じると見積もられ
ている（Kunkel，1999）。

大腸菌では、３－mAや7-mGのような主なアルキル化産
物は、構造の異なる2種類の単機能DNAグリコシラーゼ
AlkAとTagAにより取り除かれる。分裂酵母には、大腸
菌aIMや出芽酵母MACIと相同性を有する２つのパラロ
グ遺伝子"agI（SPAPB24D304c）と"ag2(SPBC23G7､１１）
が存在する。MaglpとMag2pのアミノ酸配列間には、
44.8%の同一性がある。A1kAファミリーは、ヘリックス

ーヘアピンーヘリックス(helix-hairpin-helix，HhH)モ

チーフとその近傍に活性に必要なトリプトファン残基
を共通の構造として持っている。

Maglpは228アミノ酸からなるタンパク質で、大腸菌
のAlkA/TagA二重欠損株のアルキル化剤感受性を相補
する活性に基づいてクローニングされた（Memisoglu
andSamson，1996）。大腸菌で発現させたMaglpの基質

特異性は、３－mAや3-mG、７－mGのような主要なアルキル

化産物に限られ、脱アミノ産物やエテノ付加物、およ

hNE1L1 

hNElL2 

hNElL3 

Ｎｅｉ 

生じる。

ウラシル残基は､単機能酵素であるウラシルDNAグリ
コシラーゼ（UDG）により取り除かれる。ヒトのUDGは

次の4種類のファミリーに分類される(Yonekuraeta1.,
2009)。①UNGファミリー：細胞の主要なUDG活性。②
MUG/TDG（mismatch-specificuracilDNAglycosylase／ 

thymineDNAgkycosylase)ファミリー｡③SMUG(single
strand-specificmonofunctionaluracilDNAgly-

cosylase)ファミリー｡④MBD4(methyl-bindingdomain
4）ファミリー。MBD4以外のUDGは共通のα／β折りたた
み構造をもつ単一のタンパク質スーパーファミリーに
属し、共通の祖先から進化したと考えられている
（AravindandKoonin，2000)。

分裂酵母では、ｕｎｇＩ（SPCC1183.06）がUDGをコード
している｡Unglpのアミノ酸配列はヒトのUNGと51%の同

一性を持ち、主に核に局在している（Ｅｌｄｅｒｅｔａ1.,
2003)。ungI破壊株（以後、遺伝子破壊株は遺伝子名の
後に△をつけて表す）では、自然突然変異率が上昇す
る（池田，2008)。unglを過剰発現させると、DNAのチ
ェックポイントに依存した細胞周期の遅れが誘導され、
細胞が死滅する（ＥｌｄｅｒｅｔａＬ’2003)。
ヒトのMUG/TDGは､5-メチルシトシンの脱アミノによ
り生じるＴ:Ｇミスマッチからチミンを取り除く酵素と
して見いだされた（Cortazareta1.,2007)。この酵
素はU:ＧからＵを取り除くこともできる。分裂酵母の
thpI(SPCC965.05c)はMUG/TDGファミリーに属し､Ｕ:G、
Ｕ:A、Ｉ（イノシン）：G、およびI:Ｔに強いグリコシラー

ゼ活性を持つ（Hardelandeta1.,2003；Cortazaret



分裂酵母のＤＮＡ塩基除去修復経路の初期過程に作用する酵素の役割 2７ 

一ゼは､大腸菌ではFpg(MutM)、酵母や哺乳類ではOGＧ１

と呼ばれる二機能酵素である。両者の機能は類似して

いるが，構造は全く異なっている。分裂酵母は、ＦＰｇ

やOGG1に対応する酵素はコードしていない。チミンの

酸化産物であるチミングリコール（Tg）は、ヒト細胞１

ゲノム当たり１日に500残基程度生じ、複製や転写を中

断させる。これを切除する酵素は、大腸菌ではエンド

ヌクレアーゼⅢ（Nth）やエンドヌクレアーゼⅧ（Nei）

である｡分裂酵母にはNthのホモローグが見つかってい

るが、Neiに対応する酵素はコードされていない。

分裂酵母のnthI（SPAC30D1LO7）は大腸菌nthのホモ

ローグとしてクローニングされた（Roldan-Arjonaet

aL，1996）。Nthlpは、355アミノ酸からなる40.2ｋＤａ

のタンパク質である。NthファミリーのDNAグリコシラ

ーゼは､DNAグリコシラーゼ活性とAPリアーゼ活性の両

方を持つ二機能酵素で、損傷塩基を除去した後、β脱

離反応によりDNAの鎖を切断し、３，ブロック（3,-UA）

と５，－リン酸末端を残す｡その構造は原核生物から真核

生物まで高度に保存され、活性中心のリジン残基付近

にHhHモチーフを、Ｃ末端側に鉄一硫黄クラスター

［4Fe-4S]を持っている（図１）。HhHモチーフは、ＡｌｋＡ

ファミリーやMutYファミリーなどにも保存されている。

真核生物の酵素は、さらに核移行シグナル（NLS）を持

っている。分裂酵母Nthlpの細胞内局在を、GFPを用い

た蛍光観察法で調べたところ、核に強く観察された

（SugimotoetaL，2005）。ほ乳類の酵素や出芽酵母

のNtglpと異なり、分裂酵母のNthlpはミトコンドリア

で観察されなかった。

精製したNthlpを使って､基質特異性が調べられてい

る。酸化損傷DNAからNthlpにより遊離する塩基を化学

分析したところ、ピリミジンの酸化損傷によって生じ

る5-ヒドロキシシトシンやT9,5-ヒドロキシー6-ヒドロ

チミン、５，６－ジヒドロシトシン、５－ヒドロキシウラシ

ルが検出された（Karahalileta1.,1998）。さらに、

５－ホルミルウラシルと5-ヒドロキシメチルウラシルも

大腸菌のNthlと同様の効率で除去する(Yonekuraet

aL，2007)。また、酸化損傷の主な産物である8-.xoG

を、８－oxoG/Gと8-oxoG/Aミスペアからも除去する活性

び酸化産物にはほとんど作用しなかった（Alsethet

a1.,2005）。Maglpの7-mGの除去速度は大腸菌のAlkA

とほぼ同程度だったが､3-mAと3-mGの除去効率は5～１０

倍低かった。一方､Mag2pの基質特異性などの生化学的

な解析は、未だ行われていない。

ノ71agIAとjl7ag2AはMMSに対してほとんど感受性を示

さない(MemisogluandSamson，2000；Ａ１ｓｅｔｈｅｔａＬ，

2005；Kanamitsueta1.,2007)。maglA/hthIAとj11agI

△/bpn2A、〃agIA/rad2A二重変異株はnthlA、apn2

4rad2Aの単独変異株と比べてMMSに対する耐性を増

した(Alsetheta1.,2005；Kanamitsueta1.,2007)。

これはMaglpがMMSによって生じる損傷の修復を行う

Nthlp依存的なショートパッチBER経路と、Rad2p（flap

エンドヌクレアーゼ)依存的なロングパッチBER経路の

両者の開始ステップに関わっていることを示している。

また､"ag2A/hthl△二重破壊株も､nthIAに比べてMMS

に対する耐性を増すことから､Mag2pもアルキル化損傷

の除去に関与していることがわかる(Kanamitsueta1.,

2007)。ヌクレオチド除去修復（nucleotideexcision

repair､以下NERと略記)に関与するradI鑪伝子と"agL

mag2それぞれとの二重破壊株は、それぞれの単独破壊

株よりもMMS感受性を増した(KanamitsuetaL，2007)。

さらにradl6A/"aglA/lnag2A三重破壊株が､最も高い

MMS感受性を示した｡三重破壊株にmaglと"ag2を発現ベ

クターを用いてそれぞれ導入すると､MMSに対する耐性

が増加した。これらの結果は、MaglpおよびMag2pの作

用により開始されるBERと、NERが互いに独立にアルキ

ル化損傷塩基を除去することを示している。相同性組

換えに関わるrhP5IA/"agIAの二重破壊株は、'慢性的

なMMS処理でrhp5IA単独破壊株よりも感受`性になった

（MemisogluandSamson，2000)。さらに"agI変異株で

は、自然に起こる染色体内組換え頻度が3倍上昇した

（Alsetheta1.,2005）。これらの結果は、Maglpと

組換え修復が両方ともアルキル化塩基の修復に関与し

ていることを示している。nthl、radZ6およびzz7d2欠損

株からそれそれ"agIをさらに欠損させると組換え頻度

が低下した（ＡｌｓｅｔｈｅｔａＬ，2005）。これは、自然に

起こる塩基損傷がMaglpによって除去され、生じたＡＰ

サイトがショートパッチBER、ロングパッチBERNER、

および相同性組換えの基質になることを示している。
ＨｈＨモチーフ

］ 

大腸菌(Nth）

ヒト（hNTH1）

出芽酵母(Ntglp）

出芽酵母(Ntg2p）

分裂酵母(Nthlp）

図１Nthフ

２－３酸化塩基に作用するグリコシラーゼ

Ｇ:C塩基対中のグアニン残基の酸化により生じた８－

オキソグアニン（8-oxoG）は、次の複製でシトシンの

みならずアデニンと塩基対形成ができるため、Ｇ:C→

T:A変異を誘発する。ヒト細胞では、８－oxoGは１日１ゲノ

ム当たり１，０００残基程度生じる（Kunkel，1999）。シト

シンと対合している８－oxoGを切除するDNAグリコシラ

ＮＬＳ 
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を持っている。大腸菌のnthI/hei遺伝子破壊株で分裂

酵母Nthlpを発現させると、過酸化水素耐性が回復し、

自然突然変異率が減少した(ＯｓｍａｎｅｔａＬ，2003)。こ

れはNthlpが8-oxoGを除去するという生化学的データ

を遺伝学的に裏付ける。Nthlpはmethyl-Amitroso

urea(ＭＷ）により生じるメチルホルムアミドピリミジ

ン（me-fapy）のようなアルキル化ピリミジンも除去で

きるが、３－mAや7-mGは除去できない(ＯｓｍａｎｅｔａＬ，
2003)｡nthIAの抽出液中のTgとAPサイトに対する切断

活性は、ほとんど消失した（SugimotoetaL，2005）。

したがって､Nthlpは分裂酵母細胞内のTgとAPサイトを

切断する主要な活性である。

nthlAは酸化剤（過酸化水素、メナジオン）や紫外

線、放射線に対して感受性を示さないが、アルキル化

剤のMMSに対しては感受性となる（OsmanetaL，2003；

Ａｌｓｅｔｈｅｔａ1.,2004；Sugimotoeta1.,2005）。こ

れは、nthIのAPリアーゼ活性の欠損によるものである

と考えられる。さらに、ＭｉＩＡでは有糸分裂における

染色体問組換え頻度が、野生株に比べ6倍上昇した

（Osmaneta1.,2003)。nthI遺伝子とBER遺伝子(apnI、

ｕｖｅI､rad2)、NER遺伝子(rad16,rad１４､slvilO､radI3）

や相同性組換え遺伝子（Z7hp勘とのMMS損傷修復にお

けるエピスタシス解析が行われた(ＯｓｍａｎｅｔａＬ，

2003)｡ｎtﾉiIA/radI6AとnthlA/rﾉip〃△､nthIA/rad２

Ａ、垣d2A/mdI6△二重欠損株はそれぞれの単独欠損

株よりもMMS感受性が増加した。したがって、MMS損傷

の修復はBER以外の修復経路でも行われている。ｎｔｂＩ

Ａに過酸化水素を分解するカタラーゼの遺伝子(cttl）

を欠損させると、過酸化水素に対する感受性が著しく

増加し、さらに自然突然変異も増加した（Hidaand

lkeda,2008）。カタラーゼがnthIAの過酸化水素耐性

に働いていることや、Nthlpが酸化損傷によるDNAの突

然変異抑制に貢献していることがわかる。

ＡＰエンドヌクレアーゼをコードするapn2i宣伝子の欠

損株はMMSに高い感受性を示すが､これにnthIの欠損を

導入すると、耐性が回復する（Alsetheta1.,2004)。

これは、NthlpがApn2pと同じ経路の上流で働いている

ことを示している。すなわち、Nthlpにより生じた3,

ブロックは､主にApn2pの3'ホスホジエステラーゼ活性

によって除去される。Nthlpは、DNAグリコシラーゼと

して酸化塩基を除去するだけでなく、単機能DNAグリコ

シラーゼにより生じたAPサイトを開裂する主要な活性

を担っている。このように、Nthlpは分裂酵母のBER経

路の初期過程で中心的な役割を果たしている

(SugimotoetaL，2005)。

ン残基が過って取り込まれると、８－oxoG:Ａミスペアが

生じ、Ｇ:C→T:A変異が引き起こされる。このミスペア

の修復は,アデニン特異的ミスマッチDNAグリコシラー

ゼ（MutY）がアデニン残基を切除することで開始され

る。分裂酵母からもmut肺モローグがクローニングさ

れ､ﾉＭ１(SPAC26AaO2)と呼ばれている(LuandFawcett，
1998）。MyhlpはHhHモチーフをもつ461アミノ酸からな

るタンパク質で､そのアミノ酸配列は大腸菌MutYと28％

の同一性を持つ｡"ut吹損大腸菌でMyhlpを発現させる

と、自然突然変異速度を低下させることができた。精
製したMyhlpは､Ａ:GやA:8-oxoGに対する活性の他､Ｇ:２－

アミノプリンとＡ:2-アミノプリンに対する活性も持っ

ていた（LuandFawcett，1998）。さらに、Ｇ:8-oxoG

からグアニンを除去するので、ＯＧ→G:Ｃトランスバー

ジョン変異の抑制に働いていると考えられる（Ｄｏｉｅｔ

ａＬ，2005）。ｍｙ/iIAは、自然突然変異率が野生株に比

べて36倍も上昇した（ChangandLu，2001）。また、

mJrbIAは過酸化水素感受性を示した｡Myhlpは細胞内で

PCNAと結合し、突然変異誘発の抑制に機能している

（ＣｈａｎｇａｎｄＬｕ，２００２）。さらに、Myhlpは
Rad9p/Radlp/Huslpへテロ三両体に結合することがわ

かった（ChangandLu,2005；JanssonetaL，2008）。

この複合体はPCNAに類似した構造を持ち、ストレス下

でのチェックポイントとDNA複製に働く。したがって、

MyhlpはDNA損傷を見つけ、チェックポイントタンパク

質を損傷部位にリクルートする働きをしているのかも
知れない。

３．ＡＰエンドヌクレアーゼ

ＡＰサイトは､損傷塩基が単機能DNAグリコシラーゼに

よって除かれて生じる。ＡＰサイトは、これよりもさら

に高頻度にDNAの１V~グリコシド結合の非酵素的加水分

解で塩基が脱落して生じる（Lindahl，1993：Barners

etal，2004；FriedbergetaL，2006）。ヒト細胞で

は､１日lゲノム当たり9,000残基程度のAPサイトが生じ

る（Kunkel，1999）。ＡＰエンドヌクレアーゼは、ＡＰサ

イトの５，側のホスホジエステル結合を加水分解し、

３，－０H末端と5,-デオキシリボースリン酸(dRp）末端に

する（池田と関，2001；Ｈｅｇｄｅｅｔａｌ，2008）。大腸菌

では、エキソヌクレアーゼⅢ（Xth）とエンドヌクレア

ーゼⅣ（Nfo）がこの活性をもつ。XthとNfoの構造の違
いに基づいて、様々な生物由来のAPエンドヌクレアー

ゼが分類されている（表２）。哺乳類ではxthのホモロ

ーグのAPE1が5'－APエンドヌクレアーゼ活性の90%以上

を担っている。もう一つのXth型の酵素APE2も見いださ

れているが､Nfo型は無い｡一方､酵母ではNfo型のApnlp

とAPE2に類似したApn2pが存在する。出芽酵母では、

Apnlpが主要な酵素活性を担っている。

２－４ミスマッチに作用するグリコシラーゼ

酸化的損傷でできたDNA中の８－oxoGに対してアデニ
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表２ＡPエンドヌクレアーゼの分類 原（PCNA）結合モチーフとトポイソメラーゼⅢ（TOP3）

と相同性のある配列をもつ｡Apn2pは主に核に局在して

いた（TanihigashietaL，2006）。

分裂酵母のapn2Aは、MMSとブレオマイシン類似物

（PhleomycinやZeocinで、DNA鎖を３，－ホスホグリコレ

ート末端を生じるように切断する）に対して感受性を

示した(A1setheta1.,2004；ＲｉｂａｒｅｔａＬ，2004；

Tanihigashieta1.,2006)。apn2Aの突然変異率は、

ⅢSによって著しく上昇した｡apn2Aの抽出液のAPサイ

ト（またはテトラヒドロキシフラン）をもつオリゴヌ

クレオチドに対する切断活性は、野生株と比較して著

しく低下した。これらの結果は､Apn2pが分裂酵母の主

なAPエンドヌクレアーゼとして作用していることを示

す。ajm2AでApn2pを発現させると、ＡＰエンドヌクレア

ーゼ活性は野生株と同様にまで回復したが､Apnlpの発

現ではわずかな回復しか見られなかった(Tanihigashi

eta1.,2006)｡ApnlpのAPエンドヌクレアーゼ活性は、

構造的に低いのかも知れない。

apn2Aにnthl欠損を導入すると､MMS耐性が回復する

(Alsetheta1.,2004)。一方、Zeocinに対するapn2

Aの感受性は、ａｐｎ２Ａ／hthIAでは回復しなかった

（SugimotoetaL，2005）。これらのことから、分裂

酵母内で生じたAPサイトは､主にNthlpのAPリアーゼ活

性により切断され､生じた３，ブロックがApn2pの３，ホス

ホジエステラーゼ活性によってOH末端に変換されると

考えられる。apn2Aでは3,ブロックが蓄積するので、

MMSやZeocinに対して感受性を示す｡一方､apn2A/ＭｉＩ

ＡではAPサイトが開裂しないので、感受性が弱まるの

だろう。apn2A/ＭｉＩＡで蓄積したAPサイトは、NERな

どで修復されると考えられる｡nthIAにApn2pを発現し

てもMMS感受性は回復しなかったが、ヒトのhAPE1や出

芽酵母のApnlpを発現させると回復した（Sugimotoet

a1.,2005；Tanihigashieta1.,2006）。すなわち、

Apn2pはinvitroではAPエンドヌクレアーゼ活性を示

すにもかかわらず、細胞内でAPサイトを分解してBER

経路を開始させることができない。

aPn2Aの突然変異は過酸化水素により誘導される

（ＦｒａｓｅｒｅｔａＬ，2003）。この効果は、uveI欠損を追

加することで相加的に上昇する。また、cttIAとの二

重欠損により過酸化水素に対する感受性が著しく増加

し、さらに自然突然変異も増加した（Hidaandlkeda，

大腸菌出芽酵母分裂酵母ヒト

Xth hＡＰＥ１ 

ｈＡＰＥ２ Apn2p Apn2p 

Nｆｏ Ａｐｎｌｐ Ａｐｎｌｐ 

(Uvelp） 

ＡＰエンドヌクレアーゼによるＡＰサイトの切断で

5'一dRp末端が生じる。これは5'ブロックと呼ばれ、取

り除かれる必要がある。多くのAPエンドヌクレアーゼ

は、ＡＰエンドヌクレアーゼ活性の他に、DNA３'一ホスホ

ジエステラーゼ活性やDNA３，－ホスフアターゼ活性を

持つ。活性酸素やイオン化放射線障害、ブレオマイシ

ンによるDNAの一本鎖切断においては、切断部位の３，

末端にホスホグリコレートやリン酸が付着している。

APエンドヌクレアーゼはこれらの３，ブロックを除き、

DNAポリメラーゼによる修復DNA合成を開始させる｡Nth

ファミリーのような二機能DNAグリコシラーゼによっ

て生じた3'ブロック（3,-UA）も、ＡＰエンドヌクレアー

ゼは除くことができる。

３－１Nfo型APエンドヌクレアーゼ

大腸菌nfbと相同な配列の検索により、分裂酵母の

apnI(SPCC622.17)のcDNAが単離された(RamotaretaL，

1998）。Apnlpのアミノ酸配列は、出芽酵母のApnlpと

45%の同一性を持っている。出芽酵母のapnIAはMMSに

高感受性であるにもかかわらず、分裂酵母のapnI破壊

株はMMSに感受性にならなかった。さらに、nthIA／

apnIA二重破壊株はnthIAと同じMvIS感受性を示した

(ＯｓｍａｎｅｔａＬ，2003)。しかし、apn2A/apnIA二重破

壊株はapn2Aよりも感受性が上昇した（Ribareta1.,

2004）。また、apn2AでApnlpを発現させると、部分的

にMMS感受性が緩和された(Tanihigashieta1.,2006)。

これらの結果は、分裂酵母ではApn2pが主なMMS損傷修

復に働くＡＰエンドヌクレアーゼであり､Apnlpの貢献は

非常に低いことを示している。Apnlpは、核と細胞質の

両方に観察された（TanihigashietaL，2006）。

３－２Xth型APエンドヌクレアーゼ

分裂酵母のXth型APエンドヌクレアーゼの遺伝子

aｐｎ２（SPBC3D6・１０）がゲノム配列中に見いだされ、そ

のcDNAの単離と遺伝子破壊株による解析が行われた

（Ｒｉｂａｒｅｔａ1.,2004）。Apn2pは523アミノ酸からな

る60.3ｋ､aのタンパク質で、Ｎ末端側半分にはXth型酵

素によく保存された配列がある（図２）。295番目のヒ

スチジンは活性に必須のアミノ酸である｡N末端にミト

コンドリア移行配列（MTS）、Ｃ末端側に増殖細胞核抗

ｑ－Ｘｔｈと相同な領域→

ＭＴＳＰＣＮＡＴＯＰ３ 

523 

2９５３９６４０３ 

Ｈ－QSKLLSFF-

図２分裂酵母のApn2pの構造
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2008）。これらは、酸化損傷によるDNAの突然変異抑制

に、Apn2pがUvelpとは違った経路で貢献していること

を示している。

Apn2pのPCNA結合モチーフと卜ポイソメラーゼⅢ相

同配列の機能を調べた（Ｒｉｂａｒｅｔａ1.,2004；Ｉｇａｗａｅｔ

ａ1.,2008）。これらの配列の突然変異体や欠失変異体

は、野生株と同じようなMMS損傷修復能を示した。すな

わち､これらの配列はMMS損傷修復に不要である｡今後、

PCNAとの結合を確認する必要がある。

れる゜

４－２エンドヌクレアーゼＶ

大腸菌のエンドヌクレアーゼＶ（Nfi）は損傷認識エ

ンドヌクレアーゼで、損傷特異的にその３，側を切断す

る｡Nfiはプリン塩基の脱アミノ産物であるイノシンの

みならず､酸化により生じた尿素やDNA鎖の歪みなど幅

広い損傷を認識する。分裂酵母でも"五ホモローグ

（SPAC1F1206c）が見いだされているが、まだ解析さ

れていない｡大腸菌Nfiと分裂酵母Nfipのアミノ酸配列

は28.1%が一致し､酵素活性中心付近の配列も保存され

ている。

４．その他のBER酵素

４－１ＵＶエンドヌクレアーゼ

紫外線により生じるシクロピリミジンニ量体や6,4

光産物のような損傷は､多くの生物ではNERにより修復

される。分裂酵母では、NERに加え、ＵＶ損傷特異的なエ

ンドヌクレアーゼUvelp（SPBC19C7D9c）により修復さ

れる（McCreadyetaL，2000）。Uvelpは損傷部位の

5'側を切断し、３，－０H端を生じる。その後、flapエンド

ヌクレアーゼRad2pを介したロングパッチBER経路によ

り修復が完了する（Yooneta1.,1997；Allevaeta1.,

2000)。Uvelpは68kDaのタンパク質で、構造的にはNfo

型APエンドヌクレアーゼに分類される（Goosenand

Moolenaar，2008）。Uvelpは核とミトコンドリアに局

在している（Tanihigashieta1.,2006）。

精製したUvelpは､ＵＶ損傷のみならず､ＧＧプラチナ付

加体、ウラシルやジヒドロウラシル、ＡＰサイトを認識

して切断することができる（Ａｖｅｒｙｅｔａ1.,1999）。

また、ミスマッチの5'側を切断した（ＫａｕｒｅｔａＬ，

1999）。ＡＰエンドヌクレアーゼのように、ノVeuroSpora

crassaのUvelpはAPサイトの切断のみならず､３，ブロッ

クを除去することができた。さらに、大腸菌のxth/nfb

欠損株の酸化剤やアルキル化剤感受性を抑制すること

ができた（Kannoetal，1999）。

ｗｅＩＡはMMS感受性を示さないが、apn2A/UveIA二

重破壊株はapn2Aよりも高いMMS感受性を示した

（ＲｉｂａｒｅｔａＬ，2004）。また、apn2A/apnIAの細胞

抽出液に残存するAPエンドヌクレアーゼが､Uvelpによ

る活性であると考えられている。しかし、nthIA/iＪＭ

ＡはnthIAと同程度のMMS感受性を示す（OsmanetaL，

2003；Tanihigashieta1.,2006)。したがって、Uvelp

はinvitroではAPエンドヌクレアーゼ活性を示すにも

かかわらず､細胞内でAPサイトを分解してBER経路を開

始させることができない｡DNAの酸化損傷による突然変

異抑制にも、UvelpはApn2pとは違った経路で貢献して

いる（Frasereta1.,2003；Hidaandlkeda，2008）。

Uvelpは､広い基質特異`性で様々な損傷の５，側を切断す

ることによって､DNAグリコシラーゼによって開始され

る一般的なBER経路をバックアップしていると考えら

４－３トポイソメラーゼ阻害剤によるDNA損傷に作

用する酵素

卜ポイソメラーゼはDNAの一本鎖または二本鎖を切

断し、DNAのらせんをほどいた後、再び連結する酵素で

ある。トポイソメラーゼの反応は活性中心にあるチロ

シン残基を介して行われ、鎖の切断、チロシンのDNA

の3,末端への共有結合、そして鎖の再連結により遂行

する。卜ポイソメラーゼＩ（Topl）の作用部位の近傍

に一本鎖切断や塩基損傷があると、Topl-DNA共有結合

複合体はDNAの3,端に放置される。また、この反応中間

体はカンプトテシンのような卜ポイソメラーゼ阻害剤

の存在により安定化する。トポイソメラーゼが結合し

たDNA損傷は、tyrosy-DNAphosphodiesterase（TDP1）

がToplのチロシン部位とDNAの３，リン酸末端のホスホ

ジエステル結合を切断することにより修復される。ヒ

トのmPIの欠損により、脊髄小脳失調症（SCAN1）を起

こすことが知られている。酸化損傷で生じる3'ホスホ

グリコレート末端も、TDP1の基質となる。

分裂酵母にもtdpI(SPCP31B1005)が存在する。ｔｄｐＩ

Ａはカンプトテシン感受性を示す。Ｇｏ期で静止状態の

細胞は、DNA損傷を蓄積し、Toplpに無関係な細胞死を

引き起こす（BenHassineandArcangioli，2009）。

tdpIA中のDNA修復にはRhp51pの関わる組換え修復が

重要であった。Ｇｏ期で､Tdplpは酸化損傷によって生じ

る3,末端の処理に、ＤＮＡ３'一ホスフアターゼ（Pnklp）

とともに関与していることがわかった。Ｇｏ期における

tdpIAの細胞死は、呼吸の抑制や抗酸化剤処理で救出

できる。

４－４ＤＮＡ３，－ホスフアターゼ

β６脱離を行う二機能DNAグリコシラーゼの作用や、

Topl-DNA共有結合複合体にTdplが作用すると､３，－リン

酸末端が生じる。また、酸化的なDNAの一本鎖切断によ

り、３'一リン酸末端が直接生じる場合もある。このよう

な末端は、DNA３，－ホスフアターゼによりOH基に変換さ
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塩基対を作るので、Ｇ:C→A:T点突然変異を誘起する。

多くの生物は、この損傷塩基のメチル基を直接修復に
より除去する。すなわち、06-メチルグアニンーDNAメチ

ルトランスフェラーゼ(大腸菌ではAda､ヒトではMGMT）

は、自身のシステイン残基にメチル基を転移する反応
を触媒する。分裂酵母ゲノムには、MGMTホモローグで

あるアルキルトランスフェラーゼ様タンパク質(at１１，

SPAC125004c）がコードされているが、活性に必要な

システイン残基がトリプトファンに置換している

（PearsonetaL，2005；ＭａｒｇｉｓｏｎｅｔａＬ，2007）。

それにもかかわらず、atI1Aは種々のアルキル化剤に

感受性を示した。また、06-アルキルグアニンからのア

ルキル基の転移はできないが、MGMTの修復反応を阻害

し､06-アルキルグアニンをもつDNAに結合した｡最近、

Atllpの損傷認識がNERによる損傷修復を誘導するこ
とが見いだされた（ＴｕｂｂｓｅｔａＬ，2009）。Atllpは０６－

メチルグアニン塩基を認識してDNAに結合し、DNAの折

り曲げと塩基をらせんの内部から外側にはじき出す。

このAtllpによるDNA二重らせんのゆがみがNERタンパ

ク質により認識され、二重鎖が開かれる。損傷の５，側

がRadl6p/SwilOpにより、3'側がRadl3pにより切り出さ

れ、NERの修復過程が進行する。atIIAでは、誤りがち

な損傷乗り越えDNA合成が起きる。

れ､APエンドヌクレアーゼに依存しないBERにより修復
される（WiederholdetaL，2004）。

分裂酵母のDNAホスファターゼは､酸化損傷DNAをDNA
ポリメラーゼによる修復可能な基質に変換する活性を

指標として､精製された(JilaniandRamotar，2002)。
４５ｋ､aのタンパク質で、大腸菌Fpgによって生じた３，－

リン酸末端を除去した｡つづいて､本酵素の遺伝子pnkl

（SPAC23C1LO4c)が単離された(Meijereta1.,2002)。

Pnklpは核局在酵素で､ヒトのポリヌクレオチドキナー
ゼと同じように5,-DNAキナーゼ活性と3,-DNAホスフア

ターゼ活性の両方をもつ。pnA1Aは通常の条件では普

通に生育する。γ線照射や卜ポイソメラーゼ阻害剤の
カンプトテシンに感受性で、アルキル化剤などには耐

性であった。これらの結果は、Pnklpが特異的なDNA損
傷の修復に関わっていることを示している。

４－５flapエンドヌクレアーゼ

flapエンドヌクレアーゼ（ヒトではFEN-1）は、ＤＮＡ

のflap構造を認識して切断する構造特異的なヌクレア
ーゼである。同じファミリーに属するヌクレアーゼに

は、NERで損傷の3'側を切断するXPＧ（分裂酵母では

Radl3p;SPBC3E7D8c）や組換えなどに関与するエキソ
ヌクレアーゼＩ（分裂酵母ではExolp；SPBC29A1005）

も含まれる（McCreadyeta1.,2000）。FEN-lはflap

エンドヌクレアーゼ活性や5,→3'エキソヌクレアーゼ

活性を持ち、DNA複製のラギング鎖合成で、RNAプライ

マーの除去に関わっている｡BERのロングパッチ経路で

は、ＤＮＡ合成が進むにつれ損傷部位を含む数ヌクレオ

チドがはがされる。そのフラップ構造の付け根の部位

をFEN-1がflapエンドヌクレアーゼ活性により切断す

る｡FEN-1は､PCNAに対する結合モチーフをもっている。

分裂酵母のRad2p(SPAC3G606c）は380アミノ酸から

なり、flapエンドヌクレアーゼとして働いている。紫

外線損傷のUvelpによる修復経路に働いていることが、

遺伝学的および生化学的な再構成系でも証明されてい

る（Allevaeta１．，２００；Ｙｏｏｎｅｔａ1.,1999；ＭｃＣｒｅａｄｙ

ｅｔａＬ，2000）。また、〃agIA/rad2ＡやnthIA/rad2

A二重変異株はｍｄ２Ａの単独変異株と比べてMMSに対

する耐性を増すので、Rad2pがBER経路に関わっている

ことを示している(Osmaneta1.,2003;ＡｌｓｅｔｈｅｔａＬ，

2004）。rad2Ａ/radI6Aも、それぞれの単独欠損株よ

りもMMS感受』性が増加した（ＯｓｍａｎｅｔａＬ，2003）。し

たがって､MMS損傷の修復は異なった修復経路で行われ

ている。ｍｄ２Ａとrhp55△や功p51△の二重欠損株は、

合成致死を示す。

４－７酸化的脱アルキル化酵素

大腸菌のAlkBは、アルキル化塩基の1-mAや3-mCから

酸化的にメチル基を取り去る直接修復に関与している。

すなわち、A1kBがαケトグルタール酸を補助基質とし

てFe2+を補因子としてメチル基をヒドロキシル化し、

非酵素的にホルムアルデヒドが遊離して、脱メチル化

反応が遂行する。メチル化RNAにも作用するので、ＲＮＡ

の損傷修復に機能する可能性がある。ヒトは８種の分

子からなるAlkBホモローグ(ABH)ファミリーを持って

いる｡分裂酵母にも一種類のA1kBホモローグ遺伝子

abhl（SPBCl3GLO4c）が存在するが、まだ解析されて

いない。

４－８DNAポリメラーゼとDNAリガーゼ

BERでは、上述の酵素群により損傷塩基が除去され、

３，－０H末端と５，－リン酸末端が形成されると､DNAポリメ

ラーゼによりギャップが埋められ､DNAリガーゼにより

DNA鎖が連結される。

分裂酵母では､ヒトのpolβと同じXファミリーのDNA

ポリメラーゼとしてpoZ4(SPAC2F7・O6c）が知られてい

る（Gonzalez-BarreraetaL，2005）。polβは、ＡＰ

エンドヌクレアーゼによるAPサイトの切断で生じる

５，－dRp末端をリアーゼ活性で取り除くことができる。

Pol4pもその活性を有しているので、BERで働いている

４－６アルキルトランスフェラーゼ様タンパク質

アルキル化剤により生じた06-メチルグアニンはTと
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と考えられる（Bebeneketa1.,2005）。プロセッシ
ビテイーと忠実性は低い。

ヒトのpolγのホモローグで､ミトコンドリアで働く

DNAポリメラーゼ（pogl；SPCC24B1022）も存在する。
pogIAではミトコンドリアDNAが消失し､プチコロニー

を形成する（ＣｈｕｅｔａＬ，2007）。

分裂酵母のＤＮＡリガーゼＩ遺伝子（cdcI7；

SPAC20G801）は生存に必須で､核とミトコンドリアで

の複製と修復に関与している（MartinandMacNeill，
2004）。核の中ではPCNAと結合している。

母の主なBER経路と考えられ、Nthlp依存経路とか、シ
ョートパッチ経路と呼ばれる（図３の右側の経路）。
ＤＷＡにApn2pを過剰発現してもMMS感受性は回復し

ないが、ヒトのhAPElや出芽酵母のApnlpを発現させる
と回復する。したがって、Apn2pは細胞内でAPサイトを
分解してBER経路を開始させることができない。rad２
ＡはMMS感受性だが、magZA/rad2A二重破壊株は耐性
が高まるので､flapエンドヌクレアーゼRad2pの関与す
るロングパッチBER経路の存在が考えられる｡すなわち、
何れかのエンドヌクレアーゼが損傷の5,側にニックを

入れる。その３，－０H端から修復DNA合成が起き、損傷を
含む一本鎖が相補鎖からはねのけられる。この鎖が
Rad2pにより切断され、、NADガーゼにより連結される

（図３の右側の経路）。ＡＰサイトのエンドヌクレアー

ゼによる切断で、５'一dRp末端が生じる。この5'一ブロッ
クが､Pol4pのもつリアーゼ活性で取り除かれる経路も
考えられる。

広い基質特異性をもつUvelpは､様々な損傷の５，側を
切断し、Rad2pを介したロングパッチBER経路で修復し
ている。このような反応は出芽酵母ApnlpやヒトのAPE1

でもみられ、nucleotideincisionrepair（NIR）とも
呼ばれている（Ｇｒｏｓｅｔａ1.,2004）。

分裂酵母のNERや相同`性組換えに関わる遺伝子の欠
損株は、アルキル化剤に対して高い感受性を示す。ア
ルキル化損傷をBER経路とこれらの経路が協調して修

復していると考えられるが、詳細は不明である。ＮＥＲ

がアルキル化塩基を直接認識できるのか､またBERの反
応中間体（APサイトや3,ブロック）の修復にNERや相同
性組換えが関わっているのかどうか、調べる必要があ
る。

５分裂酵母のBER経路

BERの初期過程で働く酵素の解析により、分裂酵母の

BER経路がかなり明らかになってきた（図３）。ウラシ

ルはUnglpやThplpで、アルキル化塩基はMaglpやMag2p
で除去され、ＡＰサイトを生じる。多くの生物では、こ
のAPサイトはAPエンドヌクレアーゼで処理されるのが

主要な経路である。しかし、分裂酵母では、ほとんど

のAPサイトは二機能DNAグリコシラーゼのNthlpがもつ

APリアーゼ活性により切断され、３，ブロック（3,-UA）

が生じる。３'ブロックは、主にApn2pの３，ホスホジエス

テラーゼ活性によって除去される。Ｔｇのような酸化損

傷塩基にNthlpが直接作用しても、同じことが起きる。
ついでDNAポリメラーゼによりギャップが埋められ、

DNAリガーゼによりDNA鎖が連結される。これが分裂酵
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DNA base excision repair (BER) is an evolutionarily conserved process for maintaining genomic 

integrity by removing damaged or inappropriate bases that are generated endogenously or in 

duced by genotoxic agents. In this review we described the roles of enzymes in the early steps of 

BER in a fission yeast Schizosaccharomyces pombe. AP sites formed by monofunctional DNA gly-

cosylase are incised by Nthlp, the sole bifunctional DNA glycosylase in the yeast, to leave 3' 

a,p-unsaturated aldehyde termin. The major AP endonuclease Apn2p predominantly functions in 

the removal of the 3?-blocked ends to generate 3'-OH termini. Finally, a DNA polymerase fills the 

gap, and a DNA ligase seals the nick i (Nthlp-dependent or short patch BER). In long patch BER 

pathway, an endonuclease incises the AP sites to leave 5'-dRp ends, which will be removed by flap 

endonuclease (Rad2p) after DNA synthesis. Nucleotide excision repair and homologous recombi 

nation are probably involved in repair of alkylating DNA and intermediates of BER such as AP 

site and 3'-block ends. 

Keywords^ fission yeast; base excision repair; DNA damage; DNA glycosylase ; AP endonuclease. 


