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総 説

突然変異抑制酵素 NUDT5 の幅広い基質特異性発現機構
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はじめに

DNAは生物にとって最も重要な遺伝情報を担う物質でありながら，塩基の酸化，メチル化，チミンダイ

マーの形成，鎖の切断など，様々な損傷を受けることが知られている．そのため，生物はこれらの損傷に

対する多様な防御機構を備えている．DNAの塩基部位の酸化は代表的な損傷の一つであり，特に国内に

おいては酸化損傷およびその修復機構に関する研究が精力的に進められている．DNAを構成する 4 種類

の塩基（アデニン，グアニン，シトシン，チミン）の中でも，グアニンは最も酸化損傷を受けやすく，そ

の中でも最も生成され易い 8-オキソグアニン（8-oxo-7,8,-dihydroguanine，8-oxoG）は，シトシンだけで

なくアデニンともミス塩基対を形成してしまうため，DNAのトランスバージョン変異を引き起こす要因

となる（図１)1)~3)．その結果，8-oxoGはアルツハイマー病4)，心疾患5)，ガンなど6)，多くの疾患へ関与

することも報告されている．

ヒト NUDT5 は元来，ADPリボースなどのADP-sugar と呼ばれる一連の修飾ヌクレオチドの加水分解

酵素として同定されたが7)8)，その後の研究で酸化損傷に対する防御機構としても働くことが発見された

酵素である．後に詳述するが，DNAの酸化に対する防御機構としては，DNA鎖上の酸化塩基の除去だけ

でなく，DNA前駆体であるヌクレオチドレベルでの防御機構も重要であり，NUDT5 は，ヒトの細胞内の

酸化損傷ヌクレオチドの除去において中心的な役割を担っている酵素の一つと考えられている．また，多

くの酸化損傷ヌクレオチドおよび ADP-sugar を加水分解することから，幅広く細胞内の浄化に寄与して

いる酵素ともいえる．最近われわれは，NUDT5 と酸化ヌクレオチドとの複合体の立体構造解析の結果な

どから，NUDT5が酵素学的にも大変興味深い非常にユニークな機構により様々な基質を認識し，加水分

解していることを明らかにした9)．本稿では，その立体構造解析の結果を中心に，NUDT5 による基質認

識機構および加水分解反応機構を概説したい．

１．8-oxoGによる突然変異に対する防御機構

8-oxoGによる突然変異は，主に２つの機構によって抑制されている．１つ目はDNA鎖上の 8-oxoGに

対する修復機構である．ヒトにおいては，DNA鎖上でシトシンと塩基対を形成している 8-oxoGを除去

する酵素として OGG110)，8-oxoGに対してミス塩基対を形成したアデニン塩基を除去する酵素として

MUTYH11)という２種類のDNAグリコシラーゼが存在する（図１）．しかし，DNAの酸化損傷は，DNA

に対して直接的に起こるだけでなく，DNA 前駆体であるヌクレオチドが酸化されることでも起こる．

dGTP の酸化体である 8-oxo-dGTPが，DNA複製の際に DNAポリメラーゼの基質となり DNA中に取

り込まれることは，原核生物および真核生物において示されている3)12)．そこで，２つ目の機構として

8-oxoGを含むヌクレオチドを分解する酵素が存在する．初めに発見されたのは大腸菌MutT であり，ヌ
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クレオチドプール中の 8-oxo-dGTPを DNAの合成に関与しない 8-oxo-dGMP（一リン酸体）へと加水分

解する活性を有していることが示された13)．このMutT 機能の発見は，8-oxoGによる突然変異の抑制に，

DNA鎖上だけでなく，ヌクレオチドレベルで防御機構が存在することを初めて明らかにした研究として

注目された．その後，MutT は 8-oxo-dGDP（二リン酸体）や RNA前駆体（リボヌクレオチド）である

8-oxo-GTP，8-oxo-GDPに対しても加水分解活性を示すことが明らかになり，MutTが 8-oxoGによる突

然変異や転写エラーを強力に抑制していることが示された14)15)．また，MutT のヒトホモログである

MTH1 に対する研究も精力的に行われてきた16)．MTH1 はMutT と同様に 8-oxo-dGTPを 8-oxo-dGMP

へと加水分解するだけでなく，dATPの酸化体，2-oxo-dATP，8-oxo-dATPに対しても活性を示し，それ

ぞれ対応するヌクレオシド一リン酸へと加水分解する17)~19)．個体レベルでのMTH1 の研究も行われ，

MTH1欠損マウスでは，核ゲノムへの 8-oxoGの蓄積，トランスバージョン変異の発生頻度の上昇，それ

に伴う肝腫瘍の発生頻度の上昇がみられた20)~22)．しかし，MTH1 の酵素活性は，二リン酸体である

8-oxo-dGDP により阻害されてしまうことや17)23)，8-oxo-dGDP自身が細胞内で容易にリン酸化され

8-oxo-dGTPとなってしまうことなどから，ヒトにおいては 8-oxo-dGDPを分解する酵素が他に存在する

ことが予想された．このような背景のもと，2003 年に Ishibashi らは，NUDT5が 8-oxo-dGDP分解活性

を有していることを発見した24)．

２．NUDT5 の機能

NUDT5 は，MutTやMTH1 と同じく Nudixファミリーと呼ばれる酵素群に属している．Nudixファミ

リー酵素は，23残基からなるMutT signature（Nudixモチーフ）と呼ばれる保存された活性モチーフを有

しており，２価の金属イオン存在下で様々な修飾ヌクレオチドを加水分解する．しかし，NUDT5 は

Nudixファミリーの中でも ADPリボースピロリン酸分解酵素（ADPRase）サブファミリーに分類され，

1999年に同定された際にも，ADPリボースや ADPマンノースといったADP-sugar に対する加水分解活

性のみが報告された7)．ADPリボースもまた，細胞内で濃度が上昇してしまうと，タンパク質に対して非

特異的な ADPリボシル化を引き起こし，細胞障害を生じさせると予想されている．したがって，NUDT5

は細胞内のADPリボース濃度を調節する上で重要な酵素であると考えられている．

しかし，2003 年に NUDT5が 8-oxo-dGDPに対しても加水分解活性を示すことが発見されると，酸化損

傷ヌクレオチド分解酵素としてのNUDT5 の機能が次々に報告された．2005 年には，同じく Ishibashi ら

により，RNA 前駆体である 8-oxo-GDP に対しても一リン酸体へと加水分解することが発見され，

NUDT5が転写エラーに対する防御機構としても働くことが示された25)．さらに，2009年には Kamiya ら
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図１ 8-oxoGによる突然変異誘発機構とその防御機構



によって，8-oxo-dADP，2-oxo-dADPなど，様々な酸化損傷ヌクレオシド二リン酸に対しても，同様に加

水分解活性を示すことが報告され，NUDT5が実に幅広く酸化損傷ヌクレオチドの除去に寄与しているこ

とが明らかになった26)．特に，NUDT5 の 8-oxo-dADPに対する酵素活性は，8-oxo-dGDPに対するもの

と同等であった．NUDT5 の機能については細胞レベルでの研究も行われている．大腸菌においては，

8-oxo-(d)GTPおよび 8-oxo-(d)GDP を一リン酸体へと加水分解するMutT を欠損させると，複製時お

よび転写時の変異発生率が野生株と比べてそれぞれ約 1,000倍および約 28倍上昇するが，MutT欠損株

にヒトの NUDT5 を発現させると，その変異発生率は野生株並みまでの回復が見られた24)25)．さらにヒ

ト 293T細胞においては，NUDT5 をノックダウンさせると 8-oxo-dGTP の添加による変異誘発率が顕著

に上昇することが報告された27)．これらのことは，8-oxo-dGTPと 8-oxo-dGDPが細胞内で互いに容易に

変換されることを示しており，NUDT5 によって 8-oxo-dGDPが分解されることが突然変異の抑制に重要

であることを示している．

３．NUDT5/ADPリボース複合体の結晶構造

上述のように，NUDT5 は ADP-sugar と酸化損傷ヌクレオチドに大別される複数の修飾ヌクレオチド

に対して酵素活性を示す．これらはいずれもヌクレオシド二リン酸を骨格として有しており，共通して存

在する２つのリン酸基の間の結合が NUDT5 による触媒作用によって切断される（図２）．NUDT5 によ

るこれらの基質の認識機構を詳細に明らかにするには，原子レベルでの立体構造解析が可能な X 線結晶

構造解析が有効である．

NUDT5 の結晶構造は，2006年および 2008 年に Zha らによって，アポ体，ADPリボースが結合した複

合体（以下，ADP リボース複合体），AMP が結合した複合体，ADP リボースの基質アナログである

AMPCPR と活性に必要な２価の金属イオン（Mg2+）が結合した複合体（以下，AMPCPR複合体）の４種

が報告された28)29)．NUDT5 の全体構造は，３つのβストランドからなるβシートで構成された N末端

ドメインと，活性モチーフであるMutT signature（Gly97-Tyr119）を含む Nudixドメインに分けられ，N

末端ドメインが交差した二量体を形成している（図３ A）．Nudixドメインは４つのαヘリックスと７つ

のβストランドからなるNudixファミリーに典型的なα-β-αサンドイッチ構造である．ADPリボース

複合体の構造からは，ADPリボースが二量体界面に結合し，二量体を形成している両分子によって認識さ

れること，すなわち二量体が機能構造であることが明らかになった．Zha らによって報告されたこれらの

立体構造は，NUDT5 によるADPリボースの認識および加水分解反応機構を理解する上で重要な知見を

与えた．しかしながら，これらはADPRase としてのNUDT5 に特化したものであり，NUDT5 による酸

化損傷ヌクレオチドの認識機構や NUDT5が幅広い基質を認識できるメカニズムは依然不明なままで

あった．

４．NUDT5/8-oxo-dGDP複合体の結晶構造

NUDT5 による幅広い基質特異性発現機構を解明するには，NUDT5/酸化損傷ヌクレオチド複合体の構

造情報が必要不可欠である．そこでわれわれは，NUDT5 と 8-oxo-dGDPとの複合体の結晶構造解析を試

みた．高純度に精製した組み換え NUDT5 と 8-oxo-dGDPを混合し，さらに触媒反応に必要な２価の金属

イオンである Mn2+を添加し結晶化を行った．得られた結晶を用いて X 線回折実験を実施し，

NUDT5/8-oxo-dGDP/Mn2+複合体（以下，8-oxo-dGDP複合体）の結晶構造を 2.1Å分解能で決定した9)．

8-oxo-dGDP は，ADP リボースと同じく二量体界面に結合していた．図３ B に NUDT5 による

8-oxo-dGDP の詳細な認識機構を示す．塩基部位である 8-oxoGは，異なるサブユニット上に存在する２

つのトリプトファン残基（Trp28，Trp46）に挟まれるように結合し，スタッキング相互作用を形成してい

た．それに加え，塩基の１位，２位，３位，６位において，Glu47の主鎖および Arg51 の側鎖との水素結

合の形成が観測され，塩基部位が NUDT5 により厳密に認識されていることが分かった．また，8-oxoG

の特徴である８位のO原子および７位のN原子に付加しているH原子との直接的な相互作用は見られな
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図２ NUDT5 の主な基質の化学構造
NUDT5 の基質は酸化損傷ヌクレオチドと ADP-sugar に大別される．
NUDT5 による触媒反応により，点線で示した部位が切断される．

図３ NUDT5 の結晶構造
A，NUDT5（Apo体）の全体構造．青色で示した分子と灰色で示した分子
（サブユニット）によってホモ二量体を形成している．NUDT5分子はN末
端ドメインとNudixドメインに分けられ，Nudtixドメイン中に活性モチー
フであるMutT signatureがある（マゼンタ）．基質結合ポケットは二量体
界面に存在する．
B，8-oxo-dGDP 複合体構造から明らかになった NUDT5 による
8-oxo-dGDP認識機構．基質認識に関わるアミノ酸残基は図３ Aと同じ色
のスティックモデル（隣接するサブユニットのアミノ酸残基には *を付け
ている），8-oxo-dGDPは黄色のスティックモデル，水素結合は橙色の点線，
基質結合部位に観測されたMn2+由来のAnomalous difference Fourier map
（3.5σ）はシアンで示している．

A B



かった．このことは，NUDT5が通常の dGDPに対しても，約 10分の１程度の親和性ではあるが，酵素活

性を示すことと一致している（Km
8-oxo-dGDP＝ 0.77 µM，Km

dGDP＝ 7.1 µM)24)．一方，リボース部位にお

いてはArg51 とリボースのO原子間の水素結合のみがみられた．リボースの 2′位の炭素近傍にはアミノ

酸が存在せず，2′位にヒドロキシル基が付加した 8-oxo-GDP（リボヌクレオチド）も同様の様式で結合が

可能であると考えられる．負に荷電したピロリン酸部位は，塩基性アミノ酸であるArg84との水素結合

に加え，結晶化の際に添加したMn2+イオンが，酸性アミノ酸である Glu112，Glu116との間に２つ配位す

ることにより固定されていた．Glu112，Glu116は共にMutT signature上に存在する活性に極めて重要な

アミノ酸残基であり，これらをグルタミンに置換した変異体ではADPリボースの加水分解において，野

生型と比べてそれぞれ 6,300倍，2,000倍もの活性の低下が報告されている29)．したがって，これらの

Mn2+イオンは，グルタミン酸残基と基質のピロリン酸基の間に配位することで基質の固定化に寄与して

いるだけでなく，触媒反応においても重要な働きをしていると考えられる．8-oxo-dGDPの全体の結合様

式を見ると，塩基部位とピロリン酸部位が逆方向を向いた様式で結合していたため，われわれはこれを Z

型コンホメーションと呼ぶことにした．

５．8-oxo-dGDPと ADPリボースの結合様式の比較

次に，8-oxo-dGDP複合体とADPリボース複合体の構造を重ね合わせ，基質認識機構の比較を行った

ところ，両複合体では NUDT5自身の構造はよく似ていた（390残基の Cα原子間の平均二乗偏差は 0.8

Å）．しかしながら，それぞれの基質の結合様式には驚くべき違いがあることがわかった．まず，化学構造

が異なる塩基部位においては，２つのトリプトファン残基に挟まれた位置で，8-oxo-dGDP と ADPリ

ボースでは表裏が反転していた（図４ A）．また，塩基の結合様式の違いに伴い，それに繋がっているリ

ボースの位置が全く異なっており，さらにはピロリン酸部位が逆向きに結合していた．その結果，ピロリ

ン酸部位のα位とβ位のリン酸基の空間的な位置は，ADPリボースと 8-oxo-dGDP で完全に逆転してい

た（図４ B）．ADPリボースのこのような NUDT5結合型構造は，塩基部位とピロリン酸部位が同じ方向

を向いているため，Zha らは馬蹄型コンホメーションと呼んでいる．前述のように，基質のピロリン酸部

位はNUDT5 により触媒作用を受ける部位であるため，このような結合様式の違いは，それぞれの基質の

加水分解反応機構を考える上で重要な意味を持つ．

６．NUDT5 の加水分解反応機構の仮説

ADPリボースの加水分解反応機構については，基質アナログが結合したAMPCPR複合体を基に提唱

されている．それによると，まず，8-oxo-dGDP複合体構造にも観測された２つの金属イオンに加え，さ

らにもう１つの金属イオンがピロリン酸部位に配位する．次に，これらの金属イオンとそれに配位した３

つのグルタミン酸残基（Glu112，Glu116，Glu166）によって水分子が活性化され（求核性を持ち），この水

分子によりADPリボースのα位の P原子が攻撃されることで基質の２つのリン酸基の間の結合が切断さ

れると考えられている（図４C)29)．

ここで，先ほどの 8-oxo-dGDP と ADPリボースのピロリン酸部位の結合様式の違いを考慮すると，

ADPリボースのα位の P原子の位置には，8-oxo-dGDP のβ位の P原子があることから，これらの基質

はヌクレオシド二リン酸を骨格とした類似した化学構造を有しているにもかかわらず，求核攻撃を受ける

原子が異なることが考えられる．そこで，実際に溶液中の反応でこのような違いがあるのかどうかを明確

にするため，同位体ラベル化法という手法を用いて加水分解反応時の基質の求核攻撃部位を特定した．

７．同位体ラベル化法による求核攻撃部位の特定

NUDT5 によりADPリボースが分解されるとAMPとリボース 5′-リン酸が，また 8-oxo-dGDPが分

解されると 8-oxo-dGMPとリン酸が産生される．同位体ラベル化法では，これらの加水分解反応を18Oラ

ベル化水の存在下で進行させる．すると，18Oラベル化水が攻撃する P原子の位置によって，どちらの反
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図４ 8-oxo-dGDPと ADPリボースの結合様式の比較
A，基質の塩基部位の認識機構の模式図．水素結合を点線で示して
いる．
B，構造の重ね合わせによる基質結合様式の比較．8-oxo-dGDPは Z
型コンホメーション，ADPリボースは馬蹄型コンホメーションで結
合しており，ピロリン酸部位の結合が完全に逆向きになっている．
C，AMPCPR複合体構造から提唱された加水分解反応機構．Glu112，
Glu116，Glu166と金属イオンによって水分子が活性化され，ADPリ
ボースのα位の P原子を求核攻撃すると考えられている．

A

B

C



応生成物に18Oが付加するかが異なってくる．具体的には，基質のα位の P原子が求核攻撃を受ける場合

には，それぞれAMP，8-oxo-dGMPに，一方，β位の P原子が求核攻撃を受ける場合には，それぞれリ

ボース 5′-リン酸，リン酸に18Oが付加する．18Oが付加した反応生成物は，31P NMRスペクトルにおい

てやや高磁場側にピークがシフトするため検出することができる．

まず，ADPリボースの加水分解反応溶液について，求核攻撃部位の特定を行った．18Oラベル化水存在

下でNDUT5 によるADPリボースの加水分解反応を進行させた後，その反応溶液の31P NMRスペクトル

を測定したところ，AMPの P原子由来のピークのやや高磁場側にピークが観測された（図５ A）．このこ

とから，NUDT5 によるADPリボースの加水分解反応では，過去に提唱された通りα位の P原子が求核

攻撃を受けることを特定した．次に，8-oxo-dGDPの加水分解反応溶液について同様の実験を行ったとこ

ろ，今度はリン酸の P原子由来のピークのやや高磁場側にピークが観測された（図５ B）．この結果から，

8-oxo-dGDPの加水分解反応においては，β位の P原子が求核攻撃を受けることが明らかになった．すな

わち，ADPリボースと 8-oxo-dGDP では求核攻撃を受ける P原子の化学構造上の位置が異なることを証

明した（図５C)9)．
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図５ 同位体ラベル化法による求核攻撃部位の特定
A，ADPリボース加水分解反応溶液の31P NMRスペクトル．18Oラベル化
水非存在下（上）と存在下（下）で反応させた溶液を用いて測定．
B，8-oxo-dGDP加水分解反応溶液の31P NMRスペクトル．18Oラベル化水
非存在下（上）と存在下（下）で反応させた溶液を用いて測定．
C，18O ラベル化水存在下での NUDT5 による ADP リボースおよび
8-oxo-dGDP 加水分解反応機構の概略．ADPリボースはα位の P 原子が
求核攻撃を受けるのに対し，8-oxo-dGDP はβ位のリン原子が求核攻撃を
受けることを証明した．

A

C

B



８．基質結合様式を決定する要素

NUDT5 の基質結合様式には 8-oxo-dGDP に見られたような Z 型コンホメーションと，ADPリボース

に見られたような馬蹄型コンホメーションという，少なくとも２種類のコンホメーションが存在すること

がわかり，結合様式によって加水分解反応時に求核攻撃を受ける P原子が異なることを明らかにした．で

は，このような基質のコンホメーションの違いは，何で決まるのだろうか．それは塩基部位の配向である

と考えられる．基質の塩基部位は，２つのトリプトファン残基に挟まれていることから，結合する際の自

由度は，水平方向の回転と表裏の反転のみに限られる．その中で，Glu47 や Arg51などの周囲のアミノ酸

残基との相互作用を形成できるような配向が，塩基の化学構造によって決定される．その結果，各基質複

合体構造に観測されたように，各基質の塩基部位は配向が異なっても NUDT5 との間に多くの相互作用が

形成され，極めて安定に固定されている．8-oxo-dGDP は，NUDT5結合時に塩基とリボースの間のグリ

コシド結合が high-anti配座をとっているが，本来は syn配座が安定であるため，Z 型コンホメーション

をとることはエネルギー的に不利になると言える．しかしながら，NUDT5 はこのように塩基部位を強力

に固定することができるため，比較的不安定な Z 型コンホメーションでも基質を結合し，加水分解するこ

とが可能になったと考えられる．

興味深いことに，塩基部位を挟んでいる２つのトリプトファン残基（Trp28，Trp46）は，8-oxo-dGDP

の分解活性のない原核生物由来のADPRase には保存されていないが，動物や昆虫に加え，複数の下等真

核生物由来 ADPRaseホモログ（ほとんどは機能未知）で保存されている．これらの真核生物の遺伝子に

は，MTH1 のホモログも保持されていることから，MTH1ホモログとNUDT5ホモログの２種類の酵素に

よる酸化損傷ヌクレオチド除去機構は，進化の早い段階において確立されていたと予想される．

おわりに

一般的に，類似した化学構造を持つ基質から類似した生成物が産生されるような酵素反応においては，

基質の認識機構および触媒反応機構も類似していると考えられている．NUDT5 による触媒反応もすべて，

基質のヌクレオシド二リン酸骨格中のピロリン酸部位が切断され，ヌクレオシド一リン酸が産生されると

いう類似性がある．それにもかかわらず，実際にはNUDT5 は類似した化学構造を持つ基質に対して，化

学的性質が異なる原子を求核攻撃するというユニークな触媒反応機構を有していることが明らかになった．

われわれが知る限りではこのような特徴を有する酵素は過去に報告例がなく，これまでの酵素学の常識を

覆す結果であったと言える．

タンパク質の立体構造解析は，薬剤設計においても有用なツールとして広く取り入れられており

（Structure-Based Drug Design），多くの酵素がそのターゲットとして注目されている．しかし，酵素学は

実に奥が深く，限られた構造情報や既成概念にとらわれていると思わぬ落とし穴にはまる可能性がある．

より効率的な薬の開発のためにも，個々の酵素について，構造情報をはじめとするより多くの研究成果を

蓄積していくことが重要と言えるだろう．
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