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DNA を構成する塩基の化学的な修飾は遺伝子変異をもたらし、がん化や遺伝子疾患の引き金となるた

め、損傷塩基の除去反応機構を理解することは重要である。本研究は、グアニン塩基 8 位の酸化修飾体
8-オキソグアニン (8oxoG) のヒトでの除去修復酵素 8-オキソグアニンDNAグリコシラーゼ1 (hOGG1) 
の触媒作用解明を目的とする。hOGG1 は 8oxoG を脱塩基させるための N-グリコシド結合切断（DNA
グリコシラーゼ）活性に加え、Lys249 と基質 DNA との共有結合中間体形成を介した脱塩基部位の 3’-
リン酸エステル結合切断（βリアーゼ）活性を有する。このような二機能性 (bifunctional) DNAグリコ
シラーゼについて、DNAグリコシラーゼ反応における Lys249の役割は申請者らを含め諸説が提唱され
ている。また、もう１つの触媒残基である Asp268の役割はいまだ不明である。 
本研究課題では Lys249および Asp268の触媒作用に焦点をあて、その作用機構を NMR解析などに基

づき、明らかとする。申請者らは DNAグリコシラーゼ反応において Lys249が基質 DNAとの水素結合
を介してプロトン供与体となること、および脱塩基した DNAが Asp268との共有結合中間体形成によっ
て安定化されることを、計算化学的見地から仮定した。 
この実験的検証のため、触媒残基 Lys249の変異体を網羅的に作製し、基質 DNAとの反応性を調べた。

作製した 6種の変異体のうち K249H変異体は、pH 6付近で中性 pHとくらべて高い活性を示した。ヒ
スチジンの pKa は一般に 6 付近であることから、DNA グリコシラーゼ反応におけるプロトン供与体と
しての触媒作用が重要であると示唆された。これは、申請者の共同研究者らとの共著論文で示された、

プロトン化状態のリジン側鎖アミノ基 (-NH3+) が活性種である、という計算化学的見地を支持する。 
さらに Lys249のプロトン化状態を同定するため、野生型 hOGG1リジン側鎖アミノ基の 2次元 1H-15N

相関 NMRスペクトルを測定した。しかし Lys249のピークは検出されず、速いプロトン交換によるもの
と考えられた。そこで今後は、基質 DNAとの複合体にすることでプロトン交換を抑制し、Lys249由来
のピーク検出を試みる。 
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