
The Environment Mutagen Society of Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Environment 　Mutagen 　Sooiety 　of 　Japan

P −35 P−36

　チ ミ ン の 酸化的損傷 5 一
フ ォ ル ミル ウ ラ シル

に よる 突然変異生 成とそ の修復 酵素

　  → CG トラ ン ス バ ー
ジ ョ ン を抑 制する大 腸

ee　MulY タ ンパ ク の 機能

○米井 脩治 、宮部 泉、張秋梅 （京 大院 ・理 ・生

物科学 ）

【目的 】 活 性酸素や放 射線は 、鎖切断、塩基や

糖の損傷な ど多種多 様な損 傷 を DNA に引き起こ

す。しか し、そ れ ら個 々 の損 傷が 細胞致 死や 突

然変異誘発作用にど の ような役割を果たすの か 、

そ れ ら は ど の よ うな機構で修 復され る の かは 多

く の 場合 ま だ 理 解 さ れ て い な い 。本研究 の 目的

は 、チ ミ ン の メチ ル基 へ の OH ラジ カル の 付加

反応に よ っ て 生じ る 5 一
フ ォ ル ミル ウ ラ シ ル の

生物学的作用 と、そ の 修復酵素を解明す る こ と

にあ る 。

【方法〕私た ち は 東京 医科歯科大 の 杉山 教授 ら

と共同 で 、 5 一
フ ォ ル ミル ウ ラ シルを 1 カ所 だ

け含む オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 化学 合成 に成功 し

た。こ れ は 、フ ォ ル ミ ル ウ ラ シ ル が どの ような

突然変 異を起 こす の か を解明する ために も、さ

らに、そ の 修復酵 素の 同定、精製 に もきわ め て

有用 で あ る 。

【結果 と考察】 5 一
フ ォ ル ミ ル ウ ラ シ ル を含 む

オ リゴ ヌ ク レオチ ドを in　vitro で の DNA 合成 の

鋳 型 に し、5’末 端 を
32P

で ラ ベ ル した プラ イ マ

ーの 伸張反応 で フ ォ ル ミル ウラシル の DNA 合成

へ の 影響に つ い て 検討 した。鋳型中の フ ォ ル ミ

ル ウ ラ シル の 向 か い 側 に は dAMP と と も に

（℃ MP が挿入 さ れ る こ とを見い 出した 。 フ ォ ル

ミ ル ウ ラ シ ル ： C 塩基対 の 形成は 種々 の 制限酵

素に よ る切 断 パ タ
ー

ンか らも支持する こ とが で

きた。一
方 、 5 一ヒ ド ロ キ シ メチ ル ウ ラ シ ル は

A と の み塩基対を 形成 した。さ ら に、ヒ ト培養

細胞の 抽出液 中に、フ ォ ル ミル ウラシ ル を含む

DNA を特異的に修復する酵素活性を検出 した。
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【目的と方法】活 性 酸素や 放射線で 誘発 され る

塩基 置換突然変異 では、  → TA 、  → CG な

どの トラ ン ス バ ー
ジ ョ ン の 頻度 が高 い 。 GC →

TA は 8 一オキ ソ グア ニ ン ＜8−oxoG ）が 原 因 で

あ る が 、  → CG に つ い て は そ の 原 因と な る

DNA の 損傷やそ の 抑制機構はまだ明 らか にはな っ

て い な い 。mutM 変異株の よ うに 特定の 塩基置

換の 自然生 成頻度 を増大させ る mutator の 分離

は 突 然変異機構を 解明す る 上で きわ めて 有用 で

ある。本研究では、GC →CG 自然 突然変異頻度

を増大 させ る大腸 菌の 変異株を 分 離 して 、そ の

性質 を解 析 しよ う とした 。

【結果 と考察】大腸菌 の CC103 は   → CG ト

ラ ン ス バ ージ ョ ン が起 こ っ た場合で の み Lac
＋

に

復帰する 。こ の 株 に mini 　Tn10 を ランダ ムに挿

入 して 、P −Gal、　 X −Gal を含む最小培地 上で パ ピー

レを 多 く産 生 する コ ロ ニ
ー

を選 択 した 。こ の

mutatOT の 性質を 表す locusは大腸菌遺 伝子地 図

上 の 67 分 に位 置 し た 。さ らに 、こ の 遺伝 子 の

ヌ ク レオチ ド配列 を決 定 した と こ ろ 、muty 遺

伝子そ の も の で ある こ とが 分か っ た。そ こ で 、
GST 融合タ ン パ ク 精製 用 の ベ ク ターを用 い て

MutY タ ン パ クを精製 した。　 in　 vitro で の 実験の

結 果 、MutY タ ン パ クは 8−oxoG ：A と同様 に

89〕xoG ：G に も結合す る こ と 、さら に 、こ れ まで

に 分か っ て い た 8−oxoG ：A か ら A を除去 す る

DNA グ リ コ シ ラ
ー

ゼ の 活 性 に 加 え て 、
8−oxoG ；G ミス ペ ア か ら G を除去する活性を持 っ

て い るこ とが本 研究か ら明 らかにな っ た 。MutY

タンパ ク は、DNA 複 製の 際に 8K）xoG の 向か い

側に入 っ た G を除去す る こ とによ っ て GC →

CG を抑制して い る と結論で き る 。
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