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DNAミスマッチ修復系におけるDNA切断活性の制御機構

福井 健二

1. はじめに

DNA複製の際，DNAポリメラーゼが誤った残基を取り
込むことがある．これらの誤りがDNAポリメラーゼ自身
の持つ校正機構をすり抜けて残ると，対合する塩基を持た
ないアンペア塩基あるいは通常とは異なる塩基どうしが対
合したミスペア塩基を生じる．両者はまとめてミスマッ
チ塩基と呼ばれる．ミスマッチ塩基を形成する二本鎖の
うち，新生鎖側の配列は次のDNA複製を経て変異として
固定され，その蓄積は細胞の老化やがん化につながる可能
性がある．細菌からヒトまで，ほとんどの生物ではDNA
ミスマッチ修復系（mismatch repair：MMR）と呼ばれる
反応機構が存在し，DNA複製直後に生じたミスマッチ塩
基を修復することで，複製の忠実度を1000倍近く高めて
いる 1）．ヒトではMMR関連遺伝子の変異やエピジェネ
ティックなサイレンシングがリンチ症候群の主要な原因で
ある 2）．リンチ症候群は大腸，子宮内膜，胃，卵巣などに
おけるがんの若年性発症を特徴とし，全大腸がんの約5％
程度に関与していると推測されている．MMR関連タンパ
ク質群の機能解析によりリンチ症候群発症メカニズムの分
子レベルでの理解が進むと期待される．

2. MMRの概要

MMRはヌクレオチド除去反応を伴い，エラーを含むヌ
クレオチド鎖をいったん除去した後，再合成を行うことで
修復する．他のDNA傷害と異なり，ミスマッチ塩基その
ものは正常な塩基によって形成されており，二本鎖DNA
のうちどちらの鎖を除去するべきであるかという情報を
与えない．そのため細胞は，複製ミスを含むはずの新生鎖
側を除去する仕組みを備えている．現在までに知られて
いるMMRは，ヒト型のものと大腸菌型のものに大別され
る 3, 4）．両者の最も大きな違いは新旧鎖を識別する戦略に
ある．真核生物型と大腸菌型のどちらにおいても新旧鎖識

別の中心を担うのはエンドヌクレアーゼであり，この酵素
がニックを入れた鎖が除去反応の対象となる（図1）．
大腸菌型MMR（図1A）では，MutSがミスマッチ塩
基対を認識し（①のステップ），MutLと相互作用する．
MutS‒MutL複合体は制限酵素であるMutHを活性化し，そ
の認識部位であるGATC配列が切断される（②のステッ
プ）．鋳型鎖側のGATC配列は修飾酵素Damによるメチル
化を受けて切断を逃れるが，新生鎖はまだ修飾を受けてお
らず，MutHは新生鎖特異的にニックを入れることになる．
MutHが導入したニックを足がかりに，ヘリカーゼ，エキ
ソヌクレアーゼがエラーを含むヌクレオチドを除去し（③
のステップ），修復合成が行われる（④のステップ）．
真核生物においても，ミスマッチ塩基はMutSホモロ

グ（MutSαやMutSβ）によって認識され，MutLホモログ
（MutLαやMutLβ）が相互作用することがわかっていた．
しかし，制限酵素MutHは大腸菌およびその近縁種にしか
存在せず，ヒトを含めた多くの生物ではMMRの概要が長
らく未解明であった．
真核生物MMRの研究は，ミスマッチを導入したプラス
ミドをモデル基質とし，核抽出液中のミスマッチ修復活性
を調べることで進められてきた．まず，プラスミドにあら
かじめニックやギャップを持たせておくことで，除去反応
が起こる鎖を指定できることが示された．つまり，DNA
鎖の末端が新生鎖のシグナルとして機能したのである．細
胞内のDNA複製では新生鎖にリーディング鎖やラギング
鎖の末端が豊富に存在することから，これらをシグナルと
して利用している可能性が考えられる．
ミスマッチ含有プラスミドの修復では，あらかじめ存在
するニックからミスマッチまでのヌクレオチド鎖が除去
されるが，その際，ニックはミスマッチの5′側と3′側のど
ちらに存在してもよく，ニックからみてミスマッチに近い
方の経路がヌクレオチド除去反応の対象となる．これは，
MMRが5′MMR（ミスマッチの5′側にニックがある際の
修復）と3′MMRという二つの反応経路を持ち，除去反応
が5′方向にも3′方向にも進むことができるためであると推
測された．ところが奇妙なことに，5′と3′MMRの両方で
EXO1の5′-3′エキソヌクレアーゼ活性が必要であることが
明らかとなった．大腸菌型MMRにおいても，GATC配列
とミスマッチの位置関係に対応して5′または3′のどちらか
一方向のヌクレオチド除去反応が選択されるが，これは，
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大腸菌MMRにおいては方向性の異なる複数のエキソヌク
レアーゼが機能するためであるとわかっている．真核生物
ではなぜ1種類のエキソヌクレアーゼによって両方向の除
去が可能なのか．
ブレークスルーとなる発見は，ヒト由来のタンパク質群

を用いた部分再構成系の研究によりもたらされた．ヒト
MutLがエンドヌクレアーゼ活性を持ち，MutSホモログ，
PCNA，RFC，アデノシン5′-三リン酸（adenosine 5′-triphos-
phate：ATP）などに依存して，ミスマッチ塩基の両側を切断
したのである 5）．これによってミスマッチ部位を含む一本
鎖DNAのパッチが生じるため，5′と3′MMRの除去反応は 
共通の反応となり，1種類のエキソヌクレアーゼにより遂

行できる．加えて，MutLによる切断は，二本鎖DNAのう
ち，ニックなど不連続性を持つ鎖に導入されていた．不連
続鎖特異的な切断にはDNAにロードされた状態のPCNA
が必要であることも示され 6），ラギング鎖やリーディング
鎖の3′末端を新生鎖識別シグナルとしてPCNAがMutLに
伝達していると考えられた．平行して，不連続性のシグ
ナルであるニックがミスマッチのどちら側に位置するか
によってMutLの貢献度が異なることが示され，ニックが
ミスマッチの5′側に存在する場合にはMutLに依存しない
MMR経路も存在すると考えられている．

図1 MMRの概要
（A）大腸菌MMR．①ミスマッチを認識したMutSがMutLと相互作用する．②MutSとMutLがMutHを活性化する．
MutHはGATC配列を認識し，メチル化されていない新生鎖側を切断する．③SSB，ヘリカーゼ，エキソヌクレアー
ゼがエラー鎖を除去する．④DNAポリメラーゼ IIIによる再合成の後，DNAリガーゼがニックを埋めて修復が完了
する．（B）真核生物のMMR．①MutSαまたはMutSβがミスマッチ塩基対を認識する．②MutLαが，不連続性を持
つ鎖，つまり新生鎖を切断する．MutLαによる切断にはPCNAとの相互作用が必要である 6）．切断はミスマッチの
5′側と3′側の両側で起こる．③RPAおよびEXO1によってエラー鎖が除去される．④DNAポリメラーゼδによる再
合成の後，DNAリガーゼがニックを埋める．（C）多くの細菌におけるMMRの予想修復経路．①MutSがミスマッチ
を認識し，②MutLが不連続性を持つ鎖を切断する．③SSB，ヘリカーゼ，エキソヌクレアーゼ 14）の働きによりエ
ラー鎖が除去される．本文にあるとおり，ここに示した反応機構は完全には証明されておらず，修正される可能性
を残している．MMRは，複製直後のミスマッチを修復する他に，非相同鎖間のDNA組換えの抑制，酸化傷害修復
などの機能も持つ 3）が，本稿ではふれない．
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3. MutLエンドヌクレアーゼ

MutLはN末端側のATP加水分解ドメインとC末端側
の二量体形成ドメインからなる．N末端ドメインはヒト
MutLと大腸菌MutL間で非常に相同性が高く，ほぼ同じ
といってよい．一方，C末端ドメインは両者で大きく異な
る．ヒトMutL C末端ドメインには，大腸菌MutLにはみら
れないDQHA（X）2E（X）4モチーフが存在し，二価金属イオ
ンを配位してヌクレアーゼ活性に関わる．大多数の真核生
物および細菌MutLのC末端ドメインにもこのヌクレアー
ゼモチーフが保存されている（表1）．
酵母やさまざまな細菌由来MutLがエンドヌクレアーゼ

活性を持つこと 7），また，細菌におけるPCNAのカウン
ターパートであるβ-クランプがMutLのエンドヌクレアー
ゼドメインと相互作用することも実験的に確かめられ，大
腸菌型MMRはまれであり，ヒト型MMRが生物界で圧倒
的に広く採用されていると考えられるようになった．以下
では，特に述べない限りエンドヌクレアーゼ活性を持つヒ
ト型のMutLを単にMutLと呼ぶ．

4. ATP結合によるMutLの不活性化

制限酵素MutHと異なり，MutLは，単独では何ら基質
特異性を示さない．精製したMutLを試験管内でDNAと反
応させるとDNAを細切れにしてしまう．この活性をミス
マッチ特異的なものとするために，細胞内では厳密な制御
機構が存在すると考えられた．我々は，そのDNA切断活
性の制御機構を明らかにするために，安定性が高く生化学
的解析に適した高度好熱菌や超好熱菌由来のMutLを用い
た．以下に示す研究は，高度好熱菌丸ごと一匹プロジェク
ト 8）の一環として行われた．

MutLはGHKL ATPアーゼスーパーファミリーに属する．
このファミリーに属するタンパク質には，Hsp90，細菌由
来ヒスチジンキナーゼ，大腸菌MutLなどがあり，これら
はすべて，ATP結合と加水分解のサイクルに依存して大
きな構造機能変化を生じる．大腸菌MutLではATP結合に
伴ってN末端ドメインが二量体化すること，DNAへの親
和性が向上することが報告されていたが，ヒト型のMutL

に関しては，ATPの効果は未知であった．そこで，ATP存
在下でのMutLのDNA結合能，DNA切断活性を調べたと
ころ，ATPによってMutLのDNA結合能およびDNA切断
活性が抑制されることを見いだした．2 mMのATPはMutL
のDNA切断活性の速度を最大で10倍以上低下させた．
ATPをATPの非加水分解アナログに代えた場合にも同様の
結果が得られたが，アデノシン5′-二リン酸は何の効果も
示さなかった．以上の結果から，ATP結合によってMutL
のヌクレアーゼ活性が抑制されることがわかった．MutL
のATPに対する解離定数は約20 μMであることから，細胞
内で遊離のMutLはATPを結合し，非特異的なDNA切断が
起こらないように不活性化された状態にあると考えられ
る 7）．

5. ATP結合に伴うMutLの構造機能変化

すでに述べたとおり，MutLはN末端のATP加水分解ド
メインとC末端のヌクレアーゼドメインからなる．DNA
結合は主にN末端ドメインが担っており，C末端ドメイン
は補助的に働く．興味深いことに，ATPによるDNA結合
能の抑制は，N末端ドメイン単独では観察されず，MutL
全長においてのみ観察された 9）．ATP結合に伴う機能変化
には，N末端ドメインとC末端ドメインの協調的な働きが
必要であるといえる．
それではATPが結合した際，MutLにはどのような構造
変化が起きているのだろうか．大腸菌MutLも含め，これ
まで知られているGHKLファミリータンパク質では，例
外なくATP結合にはN末端ドメインの二量体化を伴うこ
とがわかっている．ATP結合による構造変化を調べるため
に，X線小角散乱を用いてMutLの構造解析を行った．一
般に，単離されたMutLは凝集する傾向が強く，これまで
に全長構造が信頼性高く解析されたことはなかった．我々
は，非常に安定で溶解度も高い超好熱菌由来MutLを利用
することで全長タンパク質の構造解析に成功した．驚い
たことに，ATP結合時にもN末端ドメインは二量体化して
おらず，大腸菌MutLでみられたような大きな構造変化は
起こっていないことがわかった（図2A）．しかしながら，
ATP結合に伴ってN末端ドメインだけでなく，C末端ドメ

表1 ヒト，高度好熱菌，大腸菌MutLの比較

会合体 C末端ドメインのエンド 
ヌクレアーゼモチーフ

N末端ドメインの 
ATPaseモチーフ

C末端ドメインのPCNA 
またはβ-クランプ相互作用 

モチーフ

ヒトMutLα ヘテロ二量体 ○ ○ ○
高度好熱菌MutL ホモ二量体 ○ ○ ×
大腸菌MutL ホモ二量体 × ○ ○
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インにおいても形状に明らかな変化が認められた．
次に，ATP結合時の構造変化を重水素交換質量分析法に

より調べた．この手法は，微細な構造変化に由来するポリ
ペプチド主鎖の重水素交換速度の変化を質量分析計によっ
て測定するもので，NMRによる測定と異なり巨大な分子
の全体あるいはタンパク質複合体なども対象にできる．そ
の結果，ATP結合に伴って，ヌクレアーゼ活性モチーフ周
辺に明確な重水交換速度の低下が検出された 10）．つまり，
N末端ドメインへのATP結合によってC末端ドメインのヌ
クレアーゼ活性部位の自由度が制限され，その結果，ヌク
レアーゼ活性が低下することが示唆された（図2B）．さら
に，ATP依存的な重水交換速度の低下は，C末端ドメイン
の，それまで注目されていなかった領域にも及んでいた．
この領域には細菌からヒトMutLの間で完全に保存され
たアルギニン残基が存在する（ヒトMutLのサブユニット
hMLH1ではArg-755にあたる）が，これを部位特異的変異
導入によってアラニンに置換するとヌクレアーゼ活性が消
失した．
このように，重水素交換速度の測定によって，これまで

知られていなかった触媒に必須の残基を同定することに成
功した．さらに重要なことに，hMLH1のArg-755には，リ

ンチ症候群の家系で報告されているミスセンス変異が存
在した．近年，シークエンス技術の向上によって，がん細
胞・組織における遺伝子変異のデータが蓄積されている
が，それらが有害な変異であるか，中立の変異なのかを
判断する実験的証拠の不足が問題となっている．hMLH1 
Arg-755に関しては，ミスセンス変異によってヒトMutLの
ヌクレアーゼ活性が消失し，MMRが機能不全に陥ること
でリンチ症候群の発症につながることが強く示された．

6. ATP加水分解によるMutLの活性化

これまでに，非特異的切断を防ぐためにATP結合に
よってMutLが不活性化される機構を述べてきた．では，
MutLにかけられた安全装置を解除する因子は何か．プラ
スミドを基質とし，精製タンパク質による部分再構成系
を利用することで，ATP結合型MutLを活性化する条件を
探索した．その結果，基質プラスミドにミスマッチが含
まれる場合に，MutSとATP依存的にMutLのエンドヌク
レアーゼ活性が促進されることを見いだした 11）．さらに，
MutSとMutLのATP加水分解活性欠失変異体を用いた実験
から，MutLの効率的な活性化には，MutSとMutLの両者
によるATP加水分解が必要であることがわかった．面白
いことに，基質プラスミドからミスマッチをなくし，別の
分子である直鎖DNAにミスマッチを持たせて混合した場
合にはプラスミドの切断は起こらなかった．つまり，ミス
マッチ，MutS, MutLの三者が同じDNA鎖上に存在するこ
とがMutL活性化の条件であるといえる．同一DNA上にお
いてMutS‒MutL複合体が形成されることでMutSとMutL
のATP加水分解が起こり，MutLの不活性化が解除される
と考えられる（図2C）．
これまで述べたとおり，MutLのヌクレアーゼ活性に

「ミスマッチ特異性」を持たせる分子機構を試験管の中で
再構成することに成功した．しかし，「新生鎖特異性」を
付与する機構については我々が用いた好熱菌由来の系で
は再構成できていない．ニックを導入したミスマッチプ
ラスミドを基質とし，PCNAのカウンターパートであるβ-
クランプをクランプローダーとともに混合し，β-クランプ
がDNAにロードされていることを確認の上，MutLによる
DNA切断活性の鎖特異性を調べたが，好熱菌由来MutLは
両方の鎖を切断していた 11）．好熱菌におけるMMRではク
ランプがシグナルを伝達するためにさらに別の因子が必要
とされる可能性もある．あるいは，MutLが利用する新旧
鎖識別シグナルが鎖の不連続性ではないのかもしれない．
多くの生物ではMutLのC末端ドメインにPCNAあるいは
β-クランプ相互作用モチーフが存在するが，好熱菌由来
MutLにはそのモチーフが見当たらず（表1）12），このこと
も好熱菌MMRの特殊性を示唆している．

図2 MutL全長構造のATP依存的構造変化
（A）X線小角散乱による超好熱菌由来MutL全長の構造解析結
果．X線小角散乱の測定に基づいた分子モデルに，MutLのN末
端ドメインとC末端ドメインの立体構造を重ね合わせた．（B）
重水交換質量分析法による解析結果．N末端ドメインおよびC
末端ドメインにおいて，ATP結合時に自由度の大きく下がった
領域を球状モデルで表示した．（C）MMR初期反応機構のモデ
ル．ミスマッチ塩基をATP結合型のMutSが認識する．ATP結
合型のMutLがリクルートされ，MutSおよびMutLがATPを加
水分解する．MutLの抑制が解かれ，DNAの切断が起こる．こ
こでは，単純化のためにミスマッチ上でMutS‒MutL複合体が
形成されるように示したが，MutSはミスマッチ認識の後にミ
スマッチから離れるというデータも蓄積されており 3），MutS‒
MutL複合体が形成される場所については現在も議論されてい
る．
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7. 今後の課題とMMRタンパク質の応用

この10年で，MutHを持たない生物におけるMMRの理
解は急速に進んだ．特に真核生物ではMutLエンドヌクレ
アーゼがPCNA依存的に新生鎖特異的な切断活性を示す
ことがわかり，修復機構の全容がみえてきた．しかしな
がら，新生鎖のシグナルとなる鎖の不連続性とMutLの切
断部位は遠く離れており，PCNAがどのようにMutLにシ
グナルを伝達するのかを明らかにする必要がある．また，
MutHを持たない細菌においては，娘鎖の不連続性が新旧
鎖識別シグナルとして働くことを示す直接的な証拠がまだ
なく，試験管内再構成での鎖特異性の再現が待たれる．古
細菌では，mutSやmutLホモログと予想される遺伝子を持
つものも多いが，大腸菌型あるいはヒト型のMMRが機能
していることは証明されていない．古細菌のDNAポリメ
ラーゼが高い正確性を示すせいでMMRが不要になったの
ではないか，という指摘もある．しかし，MMRの存在意
義はゲノムの安定性維持に限らない．たとえば細菌では，
MMRが複製の忠実度に大きく貢献しているために，MMR
の活性を調節することでゲノムの改変速度を容易に操るこ
とができ，環境変化への迅速な適応を可能にしている．古
細菌におけるMMRについては慎重に検証される必要があ
る．

MMRに関する研究は，基本的な生命現象の理解と病態
の解明に貢献するだけでなく，MMRタンパク質の工業的
な応用にもつながる可能性がある．たとえば，MMRを試
験管内で機能させることでPCRにおける変異を抑制する
というアイデアが古くから存在する．しかしながら，試験
管内でのDNA複製ではMMRに認識される新旧鎖識別シ
グナルを持たせることができないため，複製ミスを修復す
ることは困難であると予想される．そこで我々は，複製ミ
スによって生じるミスマッチ塩基に好熱性細菌由来の耐熱
性MutSを結合させ，次サイクルでの複製を阻害する手法
を考案した．この手法により，PCR由来の変異が3分の1
程度に抑えられることがわかった．さらに，予期していな
かったことであるが，好熱菌由来MutSは変異抑制効果だ

けでなく非特異的増幅抑制効果も示した（図3）．これは，
プライマーが鋳型鎖と非特異的に対合した際に生じるミス
マッチ塩基対に対してMutSが結合し，DNAポリメラーゼ
の接近を阻害するためであると考えられた 13）．MMRタン
パク質の機能解明が進むことでこれらの技術がさらに発展
し，PCRに基づく診断技術や研究手法の精度改善に貢献す
ると期待される．
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