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Adenine 　nomlally 　present　in　DNA 　is　spontaneously 　deaminatcd

to　hypoxanthine　in　pH − and 　temperature−dependent　reactions 　in
living　ceHs ．　Hypoxanthine　in　DNA 　is　petential［y　mutagenic ，　since
it　can 　frem　a　base　pair　wlth 　cytosine 　during　rep ］ication　generating
A ：Tto 　G ：C　 transition　type　 rnutations ．　E．coii　Endonuclease　V
（EndoV ）protein　is　a　DNA 　repair 　enzyme 　 whioh 　hydrolyzes　the

second 　phosphodiester　bond　3’to　the　hypoxanthine．　Otherwise，　it
has　been　showed 　that　human　Endenuclease　V （hEndoV）dQesn’t
incise　DNA 　but　incise　RNA 　including　inosine．
In　 this　 smdy ，　 EndoV 　from　 lhe   us　 the     philus　HB8 （tth），

which 　is　extreme 　thermophne ，　and 　E．coti 　EndoV 　is　purified，　then
ana 且yzed　and 　compared 　these　fUnctions．　ln　consequence ，　tthEndoV
showed 　activity 　against 　both　DNA 　including　hypoxanthine　 and

RNA 　including　inesine．　Moreover，　tthEηdoV　incises　substrates 　at

higher　temperature 　than 　E ．coli 　EndoV ．
Higher　 organism 　 has　 the　 fUnction　that　 converts 　 adenine 　 to

inosine，　This　function　is　called 　RNA 　editing ．亘t　plays　a　role　to

increase　diversity　within 　an　organism ．　In　human，　delection　ofthis
且mction 　cause 　c 跏 cer 　or 　mental 　ailments ．　We 　think　that　tthEndoV
may 　work 　for　detection　ofRNAafter 　RNAediting ．

高度好熱菌由来 の エ ン ドヌ ク レ ア
ーゼ V （EndoV ）

の機能解．析
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　DNA 中の ア デ ニ ン は 、　pH や 温度 に 依存 して 脱 ア ミ ノ 化 さ

れ、ヒ ポ キ サ ン チ ン を生 じ る。DNA の 複 製過 程 に お い て、
ヒ ポ キ サ ン チ ン は シ トシ ン と塩 基 対 を形 成す るた め、A ：T か

らG ：C へ の 突 然変 異 を 引 き起 こ す。大腸 菌 の Endonuclease 　 V

（EndoV ）は ヒ ポキ サ ン チ ン の 3
’
側 の 2 番 目の リン 酸 ジ m ス

テ ル 結合 を加 水 分解 す る DNA 修 復 酵 素 で あ る。一
方、我 々

は ヒ ト由 来 の EndoV は、ヒ ポ キ サ ン チ ン を 有する DNA に は

作用せ ず、イ ．ノ シ ン を含む RNA を切 断す るこ と を報告 した 。

　本研 究で は、高度 好熱 菌で あ る Thermus 　thermophilu ．s’HB8
由来 の EndoV 、ま た大腸 菌 由来 の EndoV を新 た に精製 し、
そ の 機 能 を解析 ・比 較 し た。そ の 結果、好熱菌の EndoV は 、
ヒ ポ キ サ ン チ ン を含 む DNA 、イ ノ シ ン を含 む RNA に対 し共

に 活性 を 示 し、更 に 大腸 菌 の EndoV に 比 べ よ り高温 域で も基

質 を切 断す る こ とが分 か っ た。
高等 生物 にはア デ ニ ン を脱 ア ミノ化 し、イ ノ シ ン に変換す る

機 能 （RNA 編 集） が あ る。こ の 機 能 は 生 体 内 の 多様性 を生

み 出す た めに存 在す る と考 え られ て お り、ヒ トにお い て こ の

機 能 の 欠 失 は 、癌及 び 神 経疾患 に 関与す る。今 回 単離 され た

好熱 菌 の EndoV は、こ の RNA 編 集 され た RNA を検 出す る

た め に 利 用 で き る か も しれ ない。
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We 　establlshed 　a　system 　to　detect　the 丘equency 　ofHomologous

Recombination（HR ）in　both　E．　 coli　 and 　T　 therm （）philus　 and

reported 　it　as 　the　shuttle 　vector 　pMO （See　figure　below ）．　Bacteria
transfbnned　by　pMO 　initially　show 　Tetracyじline（Tc）sensitivity，
whereas 　the　 cells　 will　become 　Tc　resistant 　af セer 　HR 　occurs 　in　the

overlapping 　region 〔shown 　in　black）and 　restores 　the　imctional　tet

gene．　 This　 enables 　us 　to　quantify　HR 　rates　in　both　E ．coti 　and

Tthe 厂脚 philus．

　W ご tested　if　the　system 　detects　HR 　 rates 　as　 expected 　in　both
E．σ01’and 　T　thennophitus．　In　E．　coli，　HR 　fヒequency 　in　wild 　type

and 　the　recA 　mutant 　was 　detected　to　be　2．7　x 　lO
’4

　and 　less　than 　42

x10
’5
，　respectively ．7二ther7n〔）philus　wi ［d　type　and 　recA 　 mutants

showed 　HR 　 rates　to　be　2，3xlO4　 and 　4xlO
冒5
，　 respeotively ，　This

shows 　that　the　pMO 　system 　sロccess 血 lly　detects　the　HRrepression

in　recA 　mutant 　strains．　We 　are　currently 　examining 　the　HR 　rates

of 　T．thermophitus 　mutants 　 deficient　in　Endonuclease 　IH （Base

Excision　Repair），　 Endonudease　IV　（AP　Endonuclease） and

EndQnuclease　V （deoxyinosine　3
，
　endonuclease ）to　infer　the　roles

in　Z 　therm （）philus　genome 　 stabnity 　in　face　 of 　extremely 　high
temperatures ・

高度好熱菌 Thermus　thermophilus の ゲ ノ ム 安定化 へ

の DNA 修復機構 の 役割相 同組換え検出系 を用 い て
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　65−85℃ の 高 温 環 境 に 生 息 す る 高度好 熱 菌 の ゲ ノ ム 安 定性

の 指標 と して 相 同組み 換え （HR ）に 着 目 し、我々 は 下図に 示

す HR 検 出系 pMO シ ャ トル ベ ク ターを構築 し、大腸 菌 で そ

の 検出 を 確認 した （本 学会 2011，2012 ）。
　pMO を もつ 菌はtetの 分断 に よ りTetracycline（Tc）感 受性 で あ

る が 、tet遺伝子 内の 重 複部分 で HR が お こ る と tetが 回復 し て

Tc 抵 抗 性 とな る た め、こ れ を指 標 に HR 頻 度 の 測 定 が 可 能 で

あ る。pMO を 大腸 菌に 導入 して HR 頻 度を 求め た 結果、野 生

株 で は 2，7xlO
−4、　recA 変 異株 で は 4．2xlO

’5
とreeA 変 異 に よ りHR

が 抑制 され る こ と が 確 認 で き た 、一方 高 度好 熱 菌へ導 入 し た

場合 も、野生 株 で は 2．3xlO
．4、　 recA 変 異 株 で は 4xlO

’5
とな り

pMO で HR が検出 で き るこ と が 確認 で きた。
　 現 在 は高度 好 熱 菌の 高 温 下で 生 じ る と考 え られ る DNA 損

傷修復 に 関係 す る Endolll（Base　Excision　Repair），　EndolV （AP
endonuclease ），　EndoV （deoxyinosine　3

’
endonuclease ）の 各 欠損

株 にお い て HR 頻度 を測 定 し、ゲ ノ ム 安 定化 へ の 関わ りを調
べ て い る。
　 pMO シ ャ トル ベ ク タ

ーの 概 要、
tet 遺伝子 の 一

部領域 が重 複す る よ

うに 二 分 し、間 にマ
ー

カ
ー

遺 伝子 を

挿入 し て 機能 を欠 損させ た。HR が

こ の 重複 領域 で 生 じ る と tet 遺伝 子

が回 復 し、Tc 耐性を示 す。
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