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総 説

アルキル化塩基O-メチルグアニンがひき起こす

アポトーシスの誘導機構

九州大学大学院医学研究院 基礎放射線医学分野

日 髙 真 純

はじめに

生体内での代謝反応やアルキル化剤などの化学物質によってDNA上の塩基は様々なアルキル化修飾を

受ける．その中のひとつO-メチルグアニン（O-meG）はDNA複製を阻害しない小さな傷で，修復され

なければ突然変異を誘起する修飾塩基である．突然変異の蓄積はがんをひき起こすことが知られているが，

実際O-meGを修復する酵素を欠くマウスでは低濃度のアルキル化剤投与により多くのがんが発生する．

このマウスはアルキル化剤の致死作用に対して高感受性を示し，高濃度のアルキル化剤投与により死亡す

る．このマウスを解剖して組織を調べると，骨髄や腸管上皮などの特に増殖の盛んな組織が著しい損傷を

受けることがわかった．ここ10年ほどの多くの研究により，この組織損傷はDNA中にO-meGを持つ細

胞でひき起こされるアポトーシスに起因しており，そのアポトーシス誘導にはミスマッチ修復タンパク質

が不可欠であることが明らかになってきた．さらに，ミスマッチ修復タンパク質を欠損してアポトーシス

を誘導することが出来なくなったマウスではアルキル化剤投与後さらに多くのがんを生じたことから，こ

のアポトーシスが，変異原性のO-meGをDNA上にもつ細胞を排除することにより，発がん抑制におい

て重要な役割を果たしていることが明らかになってきた．

この総説では，アルキル化DNA損傷に対する生体のもつ二つの防御機構，すなわちDNA修復とアポ

トーシスの意義について述べ，さらに，最近我々が明らかにしたミスマッチ修復タンパク質によるO-meG

とチミンのミスマッチ塩基対の認識機構の役割について紹介する．アルキル化剤による細胞死誘導は，臨

床レベルでもダカルバジンやテモゾロミドなどを用いた抗がん療法として実際に使用されており，このア

ポトーシス誘導機構の理解は医学的にも重要である．

１．O-メチルグアニンメチルトランスフェラーゼ（MGMT）とミスマッチ修復タンパク質

アルキル化剤処理によってDNA上に生じたO-meGに対しては，複製に際してシトシン以外にチミン

が取り込まれやすいために，２回のDNA複製反応を経ることによりG：CからA：Tへの突然変異を引

き起こす （図１）．このような突然変異を抑制するために，生物は大腸菌からヒトに至るまで高度に保存

されたDNA修復酵素O-メチルグアニンメチルトランスフェラーゼ（MGMT）を有している．この酵素

はO-meGのメチル基を酵素自身のシステイン残基に転移することによりO-meGを元のグアニンに修

復する ．この修復酵素を欠損した Mgmtノックアウトマウスは低濃度のアルキル化剤投与により野生型

のマウスでは見られない胸腺腫や肺腺腫を生じることから，MGMTが生体内において発がんを抑制して

いることがわかる ．それと同時に，このマウスはアルキル化剤の致死作用に対して高感受性を示す．当

初は，Mgmtの欠損によりDNA上に生じたO-meGによって突然変異が蓄積し，その結果として細胞死

がひき起こされると考えられた．ところがその後の解析で，この細胞死は突然変異の結果ではなく，O-

meGがひき起こす積極的なアポトーシスであり，このアポトーシス誘導が第二の発がん抑制システムとし
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て働いていることが明らかになってきた．

このことは Mgmt欠損マウスにミスマッチ修復遺伝子の一つである Mlh1の欠損を加えた二重欠損マ

ウスの解析により明らかになった ．この二重欠損マウスはアルキル化剤に対して野生型マウスと同程度

の抵抗性を獲得したが，それにもかかわらず高頻度にがんを発生した．この結果は，Mgmt欠損マウスに

おいて見られたアルキル化剤投与により誘導されるアポトーシスは突然変異の蓄積の結果ではなく，ゲノ

ムに蓄積したO-meGそのものがMLH1に依存してアポトーシスを誘導することを意味している．これ

らの結果からアポトーシスにおけるミスマッチ修復タンパク質の重要性がクローズアップされてきた．

ミスマッチ修復とは文字通りDNA複製の過程で生じたミスマッチ塩基や一塩基から数塩基のループア

ウトを修復する反応である．大腸菌においてよく解析されていて，今ではおよそ11個のタンパク質を用い

てこの反応を試験管内において再現することも可能である ．その中でMutSとMutLタンパク質はDNA

上のミスマッチ塩基を認識する上で重要な因子である．損傷認識の後，他の酵素の働きによりミスマッチ

DNAの切り出しと生じたギャップ領域のDNA合成が行われ，修復は完了する．ヒト細胞からもMutSと

MutLに相当する機能複合体が同定されており，それぞれMutSαとMutLαと呼ばれている ．MutSα

はMutSホモログであるMSH2とMSH6のヘテロ二量体，MutLαはMutLホモログであるMLH1と

PMS2のヘテロ二量体によって構成されており，ともに大腸菌の場合と同様にミスマッチ塩基の認識にお

いて重要な働きをしている ．このように高等生物においても，ミスマッチ修復タンパク質のミスマッ

チ修復反応における機能はよく解析されているが，O-meGに起因するアポトーシス誘導における機能は

未だよくわかっていない．そこで我々は，アポトーシス誘導の初期反応であるミスマッチ修復タンパク質

によるO-meGの認識機構を生化学的に解析した ．

２．ミスマッチ修復タンパク質によるO-meGミスマッチ塩基対の認識機構

実験材料としてはMGMTを欠損しているヒト培養細胞株HeLa MRを用いた．この細胞は，低濃度の

アルキル化剤N-methyl-N-nitrosourea（MNU）処理によりゲノムDNA上にO-meGを特異的に蓄積

させることができ，容易にアポトーシスを誘導することが可能である．そこで，この過程でのミスマッチ

修復タンパク質によるO-meGの認識様式の解析を，抗MSH2抗体を用いた免疫沈降法により行うこと

にした．MSH2と他のミスマッチ修復タンパク質の相互作用は，免疫沈降画分中に目的のタンパク質が共

沈殿しているかをイムノブロット法により解析する．この時，O-meG認識タンパク質複合体は不安定であ

ることが予想されたので，アルキル化剤で処理された細胞を回収する時に化学架橋剤を用いてタンパク質
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図１ O-メチルグアニン（O-meG）による突然変異とがん化の誘導と

それを抑制する機構

DNAの黒い線と灰色の線は，それぞれDNA複製時の親鎖と娘

鎖を表す．



複合体の安定化を行った．また，O-meGの認識反応はゲノム上で行われる反応であるので，免疫沈降実験

のための細胞抽出液としてクロマチン画分を用いた（図2A）．図2Bに実際のタンパク質複合体のイムノ

ブロットによる解析結果を示す．MSH2タンパク質は，MNU処理を行っていない細胞内においても

MSH6と相互作用してMutSαを形成しており，さらにDNA複製反応に必須な因子であるProliferating
 

Cell Nuclear Antigen（PCNA）とも相互作用していることがわかった．MNUの処理によりこの相互作

用はさらに増大し，さらにMLH1とPMS2タンパク質（MutLα）がMutSα-PCNA複合体と新たに相互

作用し，少なくとも５つのタンパク質から構成されるO-meG認識複合体が形成されることがわかった．

このO-meG認識複合体形成における二段階の様式は，MutSα-PCNA複合体がMLH1を欠損した細胞

のクロマチン上においても形成されること，またMSH2を欠損した細胞のクロマチン上にはMNU処理

後もMutLαが結合しないことからも確認できた．

前述のように，アルキル化剤投与した Mgmtノックアウトマウスにおいてみられる細胞死は骨髄や腸管
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図２ MNU剤処理により形成されるミスマッチ認識タンパク質複合体

(A）複合体同定のための実験手順を模式的に示す．（B）MNUに

て処理された細胞のクロマチン画分に対して抗MSH2抗体を用

いた免役沈降を行い，その画分をSDS-PAGEにより分離後，ミ

スマッチ修復タンパク質とPCNAに対する特異的抗体によりタ

ンパク質相互作用を解析した．

図３ DNA複製阻害によるミスマッチ認識タンパク質複合体形成の

低下

(A）Flag-PMS2を安定に発現するHeLa MR細胞をアフィディ

コリンにて細胞周期のG1/S期に同調後，MNU処理を行った．

その後，アフィディコリンの存在下と非存在下にて培養を継続

し，０，４，８時間後に細胞を回収しフローサイトメーターによ

り細胞周期の解析を行った．（B）（A）のサンプルのクロマチン画

分に対して，抗Flag抗体を用いた免役沈降実験を行った．その

後，MSH2，MLH1，PCNAとの相互作用をイムノブロットによ

り解析した．



上皮のような細胞増殖の盛んな組織において高頻度に観察される．また，O-meG認識複合体の構成成分に

DNA複製因子であるPCNAが含まれていることから，アポトーシスの誘起にはDNA複製が必要ではな

いかと考えた．そこで，我々はDNA合成酵素の阻害剤であるアフィディコリンのO-meG認識複合体形

成に及ぼす影響を調べた．FlagタグのついたPMS2を安定に発現するHeLa MR細胞をアフィディコリ

ン存在下で16時間培養することにより細胞周期のG1/S期に同調し，MNU処理後，アフィディコリン存

在下と非存在下で細胞の培養を続けると，前者の細胞はG1/S期に同調したままであるが，後者の細胞では

同調的にS期へと細胞周期が進行する（図3A）．これらの細胞内でのO-meG認識複合体形成を，抗Flag

抗体を用いた免疫沈降法にて調べた（図3B）．MNU処理後アフィディコリンを除くと，細胞集団がS期

へと細胞周期を進行するのに伴いFlag-PMS2とMSH2，MLH1，PCNAの相互作用が顕著に増大するこ

とが観察された．それに対して，アフィディコリン存在下で培養を継続しG1/S期に細胞周期を停止させた

ままの細胞では，MNU処理にもかかわらず複合体の形成は殆ど観察されなかった．これらの結果とミス

マッチ修復タンパク質のミスマッチDNAへの高結合能を考え合わせると，ミスマッチ修復タンパク質は，

MNU処理によってゲノム上に生じたO-meGそのものではなく，DNA複製を経て形成されたO-meG

とチミンのミスマッチ塩基対を認識していることが強く示唆された．

３．細胞周期チェックポイントの活性化とアポトーシス誘導

以前よりアルキル化剤にて処理された細胞では，アポトーシスが誘発される前に細胞周期の進行をG2/

M 期にて停止することが知られていた ．Stojicらはドキシサイクリンの添加の有無によりMLH1タン

パク質の発現調節が可能なヒト由来細胞293T を構築し，それを用いて細胞周期チェックポイントの活性

化に及ぼすMLH1タンパク質の影響を調べた ．その結果，チェックポイントによる細胞周期の停止は

MLH1タンパク質に依存して起こること，さらに興味深いことに，アルキル化剤処理後一回目の細胞分裂

を経た後の２回目のG2/M 期で起こることを明らかにした．彼らはアルキル化剤処理後の細胞周期チェッ

クポイント関連タンパク質の挙動をイムノブロットにより観察し，ATM，ATR，CHK1，CHK2がリン

酸化されることを示した．中でもATRとCHK1は細胞周期チェックポイントの活性化において特に重要

で，阻害剤等によりこれらのタンパク質の酵素活性が阻害された細胞では，G2/M 期での細胞周期の停止

が起こらなくなることも明らかにした．

それでは，ミスマッチ修復タンパク質はO-meG：Tのミスマッチ塩基対を認識後にどのようにして細

胞周期のチェックポイントを活性化するのだろうか 現在２つの異なるモデルが提唱されている．ひと

つは「futile repair model」で，もう一つは「direct signaling model」である ．

(1）The futile repair model

このモデルは，ミスマッチ修復タンパク質がO-meG：Tのミスマッチ塩基対を認識後にミスマッチ修

復反応を試みる過程で生じるDNA上の大きな傷が細胞周期チェックポイントを活性化するというもので

ある．ミスマッチ修復反応はDNA複製エラーで生じたミスマッチ塩基対の新生鎖を修復する反応である

が，O-meG：Tのミスマッチ塩基対の場合はO-meGが鋳型鎖に存在するためにこの修飾塩基を切り出

すことは出来ない．そのため，新生鎖にあるチミンを切り出しては修復DNA合成を行い再度O-meG：T

が形成されることになる．このような無意味な修復反応が何度も繰り返し起こる結果，その過程でDNAの

二重鎖切断のような大きな傷が生じ，これが細胞周期チェックポイント活性化の原因になるというモデル

である．

(2）The direct signaling model

このモデルでは，ミスマッチ修復タンパク質がミスマッチ修復とDNA損傷によるアポトーシス誘導に

おける２つの異なる機能を持つと考える．ここではミスマッチを認識するタンパク質複合体はアポトーシ

ス誘導過程において損傷DNAからのシグナルを次の分子に直接伝えるセンサーとして機能すると考える．

futile repair modelとの明確な違いは，このモデルではミスマッチ修復タンパク質によるアポトーシス誘

導はミスマッチ修復反応には依存しないという点である．
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最近になり，この２つのモデルの議論に対する重要な発見が幾つかなされた．そのひとつは，MSH2あ

るいはMSH6に特定の変異を持つマウスの解析により得られた ．これらのマウスはMSH2あるいは

MSH6のATP結合部位またはその近傍に変異を持っており，ミスマッチ修復において重要な反応である

MutSαによるATPの加水分解を行うことが出来ない．これらのマウス細胞からの抽出液を用いて解析し

たところ，この突然変異型のMutSαはミスマッチ塩基対をもつDNAに対して正常な結合能を持ってい

るにもかかわらず，ATPの分解が出来ないためにDNA修復活性を持たないことがわかった．驚くべきこ

とはこの突然変異型のMutSαはアルキル化損傷によるアポトーシスを正常に誘導することができること

であった．このことは，ミスマッチ修復タンパク質による細胞周期チェックポイントの活性化，そしてア

ポトーシス誘導にはミスマッチDNA修復反応は必要がないことを示している．

さらに最近，Yoshiokaらは，MutSαとMutLαがO-meG：Tミスマッチ塩基対を含むDNAと結合

することで，ATRを直接活性化することを強く示唆する実験結果を発表した ．彼らは細胞の核抽出液と

O-meG：TあるいはG：T ミスマッチ塩基対（前者はアポトーシスを誘導するの対し，後者はアポトー

シスを誘導しない）を持つDNAを試験管内で混合したところ，MutSαとMutLαはどちらのDNAにも

効率よく結合した．それに加えて，O-meG：Tを基質に用いた場合には，ATRとそのアダプタータンパ

ク質であるATRIPもDNAに結合した．MutSαあるいはMutLαを欠損した細胞の核抽出液を用いた場

合にはこれらの結合が見られなかったことから，ここでみられるATRとATRIPの DNA上への結合は

ミスマッチタンパク質に依存していることがわかった．それに対して，G：T ミスマッチ塩基対を持つ

DNAを基質として用いた場合には，ATRとATRIPの DNA上への結合はみられなかった．さらに，O

-meG：Tを用いたときはCHK1がリン酸化されるのに対し，G：Tを用いたときにはそのリン酸化は見

られず，DNAに結合した時にのみATRが活性化されていることがわかった．加えたO-meG：Tミス

マッチ塩基対DNAにはミスマッチ修復反応中に観察される特徴的な構造変化も観察されなかったので，

O-meG：Tミスマッチ塩基対がひき起こすミスマッチ修復タンパク質によるATRの活性化はミスマッ

チ修復反応とは独立して起こることを強く示唆している．

まとめ

O-meGは塩基にメチル基が付加されただけの非常に小さな傷で，DNA複製の進行を阻害しない．その

ため，複製後にO-meG：Tのミスマッチ塩基対が生じ，さらにもう一度複製が起こるとG：C→A：T

突然変異が固定されることになる．突然変異の蓄積はがん化をひき起こすので，ミスマッチ修復タンパク

質はO-meG：Tのミスマッチ塩基対を認識してアポトーシスを誘導することにより突然変異を蓄積し

た細胞の出現を防ぎ，ひいてはがん細胞の発生を抑制していると考えられる．我々の実験結果からすると，

定常状態において存在するMutSαとPCNAの複合体がDNA複製過程で生じるエラーを監視し，それが

O-meG：Tミスマッチ塩基対を認識すると速やかにその複合体上にMutLαを動員し，ミスマッチ認識

複合体を形成する．この複合体がおそらくミスマッチ修復反応とは別に細胞周期チェックポイントを活性

化しアポトーシス誘導シグナルを発信していると考えられる．その下流では，ミトコンドリアシグナルを

介してカスパーゼ９の活性化，さらにアポトーシスの実行因子であるカスパーゼ３の活性化が起こり，細

胞死に至ると考えられる（図４）．

しかしこの過程には未だに多くの疑問が残されている．ミスマッチ修復タンパク質はO-meG：Tおよ

びG：Tミスマッチ塩基対いずれも認識するのに，何故O-meG：Tの時のみATRを活性化するのであ

ろうか O-meG：Tを認識するミスマッチ認識複合体には，G：Tミスマッチの認識複合体には存在

しない第三の因子が存在するのかもしれない．また，ミスマッチ修復タンパク質によるO-meG：Tの認

識後，ATRは速やかに活性化されるにかかわらず，何故一回目の細胞周期は正常に進行し，次のサイクル

のG2/M で初めて細胞周期は停止するのだろうか ここにも細胞周期チェックポイントの活性化を制

御する未知の因子が存在する可能性が考えられる．現在我々は，遺伝学的手法を用いてO-meGによるア

ポトーシス誘導能に欠損を生じた多くの突然変異体を分離し，その解析を行っている．これらの解析を通
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して，アポトーシス誘導に関わる新規タンパク質を同定することが可能であり，その解明を通じてアポトー

シスの分子機構の全貌を明らかにしたいと考えている．
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