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　　Y フ ァ ミ リ ー DNA ポ リメ ラーゼ に よる

モ ノ ADP リボ シ ル 化グアニ ン の 乗 り越 え合成
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【目的】

　モ ン シ ロ チ ョ ウ（Pieris　rapae ｝の 蛹から単離 され

た ア ポ トーシ ス 誘導蛋臼質 ピエ リシ ン ・1 は、DNA

中の グ ア ニ ン 残薹 を M の 位暇で モ ノ ADP リボシ

ル 化する。核 酸の モ ノ ADP リボ シル 化 は こ れ ま

で 報告が なく、生 じる M （ADP −ribos −1・yl｝−2
’ ・dG

（以下 M −ADP −dG と略す） は新規の DNA 付加

体 で あ る。今回 こ の M −ADP −dG の ヒ ト Y フ ァ ミ

リーDNA ポリメ ラ
ーゼ の polη 、　pol　t 、pol κ に

よ る 加 vitro 乗 り越え DNA 合成を解析 した。

【方法 I
　Ae−ADP −dG を 部位特異的 に 1 箇所だ け 持 つ

30mer オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを作成 し精製 した。こ

の 鋳 型 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに、5
’
米端 を

mp

で 標

識 した プ ライ マ
ー

をア ニ ー
ル させ た 後、pol η 、poI

‘、
「
polκ に よ る伸長反応を行 っ た。複数種 の プ ラ

イ マ
ー

を用 い るこ とに より、（イ｝lve−ADP −dG の 2
塩 基 手前 か ら DNA 合成を開始す る

「Running
start 実験 」、（ロ ）Ive−ADP ・dG から伸長を開始しそ

の 向 か い 側 に ど の 塩 基 を挿 入す る か を調 べ る
「lnsertion爽験」、（ハ ）Ae −aDP −dG に A 、　T、
G、C い ずれかの 塩基が対合した状態か ら DNA 鎖

を伸長 させ る 「Extension 実験 」 の 、
3 つ の条件

で 伸長反応を行 っ た。反応産物 を ポ リア ク リル ア

ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 し、イ メ ージ ン グ プ レ ートを用
い て オートラ ジ オ グ ラ フ を 行 い 、 プ ラ イ マ

ー
の 伸

長の 程度を測定 した。

【結 果】

　polκ が最も効率的良 く Ive−ADP −dG の 向かい 側

に dCMP を挿 入 して 、バ イパ ス した。　 pol　t は

dCMP の 他 に dTMP を挿 入 した が 、それ 以 上 の

伸長反 応 は行 わ な わ な か っ た 。 polη も主 にdCMP
を 挿 入 した が、伸 長 反 応 の 程度 は低か っ た。po正κ

で は N
’・ADP −dG の 向か い 側 に dC 以外の 塩棊が

対合 して い る状態、す な わ ち ミ ス マ ッ チ 末端か ら
の 伸長反 応が み られ た 。

【考察】

　マ ウス 細胞（HPRT 遺伝子）や ヒ ト細胞 （5叩 F シ

ャ トル ベ ク ター
）を用 い て ピ エ リ シ ン

ー1 が 誘 発 す る

突然変異を調べ た と ころ、G か ら C 、
　 G か ら T へ

の 塩基置換が 多 く見 られ た が、今 回 の 結果か ら は、
どの DNA ポ リメ ラーゼが 誤 っ た 塩 碁を取 り込む

か特定す る こ とは で き な か っ た 。 誤 っ た 塩 基 が 取

り込 まれ た 後 、 ミス マ ッ チ米端 か らの 伸長反応 に

は polκ が 関わ っ て い る こ とが 示唆 され た。現在

突然変異誘発の 分子機構を検討中で ある。
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