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Summary

　Reactive　 oxygen 　 species 　generate 　 structura 刊y　d｛verse 　thymine 　lesions　that　 exert 　differential

cytotoxic 　 and 　 genotoxic 　 effects ．　 They 　 are 　 a 】so 　 processed 　 by　 different　 DNA 　 repair 　enzymes

depending　on 　their　structure ．　Thymine 　glycol ，　 urea 　reBidues 　and 　5・form ｝
・luracil　 represent 　three

major 　classes 　of　oxidative 　thym 垂ne 　damage 　formed　by　C5，C6　hydroxylation，　ring 　fragmentation

and 　ox蠱dation　of　the　methy ｝group，　respectively ．　Chemical　and 　biochemical　methods 　to　introduce

these　lesめ ns 　into　 natural 　DNA 　 and 　 oligonucleotides 　have　been　developed　 and 　the　introduced
damage　can 　be　characterized 　 and 　 confjrmed 　by　 specific 　base　excisiDn 　 repair 　enzymes ，　 MostiYT

cloned 　from 　Escherichia　 coli ．　These 　DNA 　 substrates 　have　also 　proved 　to　be　powerful　tools　to

llncover 　catalytic 　mechani §ms 　and 　to　screen 　the　activity 〔〕f　mammalian 　DNA 　repair 　enzymes ．

〔This　paper ，　 chaired 　by　 Masataka 　Mochizuki ，　 was 　presented 　to　the　gth　JEMS 　Annual　Symposium ，
“Synthetic　Models　for　 DNA 　 Damage 　 and 　 Mutagenesis”，　 organized 　 by　 Kazuo 　Negishi　 and 　 Hikoya
Hayatsu ，　 sponsored 　by　the　Environmentai　Mutagen 　Society　 of 　Japan ，　 and 　he【d　 at 　Yakult　Ha 且1，　 Tokyo ，
May ，29，1998．）
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　生 物 の 遺伝情報 を担 う DNA に は，内的 あ る い は 外的

要 因 に よ り さ まざ まな損傷 が 発生す る．未修復 の 損傷は

DNA 複 製 阻 害 や 複 製 エ ラ ーを誘発 し，細 胞 毒性 や 突然

変異性 を示す （Friedberg　et　al．， 1995｝．細 胞 の 正 常 な代
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謝活動 の 副 産物 と して 生 成 す る活 性 酸素 は ， 典 型 的 な 内

的損傷 因 子で あ り，主 と し て 反 応性 の 高 い ヒ ドロ キ シ ル

ラ ジ カ ル が DNA と反応 し酸化的損傷を生成す る．また，

こ れ らの 酸化損傷は，外的損傷因
．．
∫で あ る X 線や ガ ン マ

線 の 照射 に よ っ て 生 成 す る生 成 物 とオ ーバ ーラ ッ プ して

い る もの が 多 い ．活性酸素 は 紫外線 や ア ル キル 化剤 と は

異 な り， 構 造 的 に き わ め て 多様 な DNA 損傷 を与 え る の

が 特徴 で ，塩基部位 お よ び糖部位 を 含 め る と， こ れ まで

に 100 近 い 損傷 が す で に 同定 され て い る （von 　Sonntag，
1987 ；Breen 　and 　Murphy ，1995）．した が っ て ，活性酸
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Fig．1　St田 ctures 　of 　major 　oxidative 　thymine　darnage，1，　th｝

・
mine ；2，　thymine 　glycol

　　　 〔5，6・dihydro・5，6・dih｝
・droxythymine ） ；3，5，6−dihydro−5・hydroxythymine

　　　 （thymine 　C5・hydrate）；4，5，6・dihydro・6−hydroxl・thymine 　 〔thymine　C6．

　　　 hydrare ）；5，　 urea ；6，　 A   formylurea ；7，　 formamide ；呂，　 NL・fGrmyレノV2・

　　　 pyruvylurea ；9，5・fomiyluracil；ユ0，5−hydroxymethyluracil．

素 に よる DNA 損傷の 生 物学的影響を分子 レ ベ ル で 明 ら

か に す る た め に は，細胞内 に 存在す る DNA 複 製 系 ・
修 復

系 が 構造的 に 多様性 に 富 む 損傷をそ れ ぞ れ どの よ うに プ

ロ セ ス す るか を知 る必 要 が あ る．そ の た め に，個 々 の 損

傷 を DNA に特 異 的 に 導 入 し DNA 複製の 鋳 型 あ る い は

修 復 酵 素 の 基質 と して 用 い る こ と に よ り ， DNA 損傷 の

細 胞 内プ ロ セ シ ン グ が 研 究 され て きた．

　DNA と活 性酸素の 反 応で は 糖部位 の 損傷 も生成す る

が ， 量 的 に は 塩基部位 の 損傷 が 圧倒的に 多 い （von 　 Son−

ntag ，1987 ；Breen　and 　Murphy ，1995）．本論 文 で は，
4 種 の 塩 基 の 中 で生 成 物 の 構造が 最 も詳．細 に 研究 され て

い る thymine 由来 の 損傷を中心 に，　 DNA へ の 特異 的 な

導入 法 と DNA 修復酵素 に よ る認 識 に つ い て 解説す る，

1，Thymine 酸化損傷の特異的な導入法

　 こ れ ま で に 同定 さ れ た thymine 由 来 の 損 傷 は そ の 構

造 に 基づ き，C5
，
C　6位 水 酸 化 生 成 物 ，環開裂 生 成 物，

methy1 基酸 化 生 成 物 に 大別 され る （Fig，1｝．　 Thymine

glycol（2）は C5 ，　 C　6位水酸化 生 成 物 の 代表 的 な 生 成物

で あ O，その ほ か 5位 あ る い は 6位 だ けが 水酸化 さ れた

水和物 （3．4）も同 定 され て い る．電離放射線で は 5位 ．

6 位 い ず れ の 水酸化物 も生 成す る の に 対 し，紫 外 線 で 生

成す る 水和物 は 6位 の 水 酸化体 （4）の み で ある．さら に ピ

リ ミ ジ ン 環 の 酸化
・
断片化 が 進 む と尿素残基（5）の よ うな

環開裂生 成物が 生 じ る，環 開 裂生 成 物 に関 して も，断片

化 の 程 度に 応 じて さ まざまな構 造 の 生 成 物 （6・8）が 同定

さ れ て い る．5 位 の methy1 基 の 酸化 生 成物 に は，5−

formyluracil（9），5・hydroxymethyluracil （10）が あ る。

　Thymine 　glyco1 の 導入 に は ，過 マ ン ガ ン 酸 カ リウ ム

（KMnO 、）ま た は 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム （OsO 、〉酸化 が 用 い

られ る．過マ ン ガ ン 酸 カ リウ ム は thymine の 5 ，6位 の

二 重結合 を酸化 し， ア ル カ リ側 （pH 　8．6）で は thymine

glycol を，酸 性 側 （pH 　4．3）で は 5−hydroxy ・5−

methylbarbituric 　 acjd を選 択 的 に 生 成す る （lida　 and

Hayatsu， 1971）．中 性 で は 両者 の 混 合 物 と な る．
Thymine の 酸 化 反 応 で 生 成 す る 5−hydroxy −5・

methylbarbituric 　acid は 安 定 で あ るが，　N 　l位 が デ オ キ

シ リボ
ー

ス で 置 換 され た ヌ ク レ オ シ ド誘導体 は 加水 分 解

に よ り開 環 し た methyltartrony 且urea 誘 導 体 に 変 化 し

や す い ．した が っ て ，過 マ ン ガ ン 酸 カ リウ ム 処 理 で DNA
中 に 生 じ た 5−hydroxy−5・methylbarbituric 　acid も

methyltartronylurea に 変化 して い る と考え られ る．過

マ ン ガ ン 酸 カ リウム は 酸化力が 強 く他の 塩基の 酸化など

副反応 が 起 こ りや すい た め，反 応条件（温度，反 応時 間 ，

濃度）に 注 意す る必 要が あ る．ま た ，thymine を ユ ヵ 所 だ

け 含 む オ V ゴ ヌ ク レ オ チ ドを酸化 し ， thymine　glycor を

選 択的 に 導 入 す る こ と も可能で あ る （Kao　et　aL ，1993；

Sarkar　et　a1．，1998）．　 Fig．2 に ，　 thymine を 1 ヵ 所 だ け

含 む ユ9mer オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドを過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ

ム （pH8 ．6）で 処 理 した 直後 の 生 成 物 お よび HPLC 分 取
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Fig。2　HPLC 　 elution 　 prof 主孟es　 of 　 o！igonucleotides 　 treated

　 　 　 with 　KMnO 噛．　A 　19mer　oligonuoleot 量de　containiDg 　a

　 　 　 single 　thymine 　was 　tre＆ted　with 　KMnO 司and 　pl
・
od ・

　　　 ucts 　were 　anatyzed 　before（A ）and 　afler （B）IIPLC

　　　 purification．　Samp 生es 　 were 　 eluted 　with 　a

　　　 acetonitrile 　gradient 　L7％ （0・5　 min ），7−12％ （545
　　　 min ）］ln　O．1Mtriethyiamrnenivvn 　acetate 〔TEAA ），
　 　 　 and 　monitored 　by　UV 　absorpt めn 　at 　260　nm ，　Peak 　1，
　 　 　 unreac しed 　19mer ；peak 　2，19mer 　conIaining

　 　 　 thymine 　glycol ．

に よ り精製 し た生 成 物 の HPLC 分 析 チ ャ
ートを示す．こ

の 結果 か ら わ か る よ う に ，オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド中 の

thymine を完 全 に 酸化 し よ う と す る と，副 反 応 の た め，

反 応後 の 試料 は 他の 分 解 生 成 物 と の 混 合物 と な る． し た

が っ て ，HPLC あ るい は ポ リア ク リル ア ミ ド電 気泳動 に

よ る 精 製 が 必 要 とな る，四酸化 オ ス ミ ウ ム （OsO4）も

thymine の 5 ， 6 位 の 二 重 結合 を選 択的 に 酸 化 し，

thymine 　glyco1 が 生 成 する （Beer 　et 　aL ，1966 ；Ide　et

aL ，1985）．　 Cytosineもわ ずか に 反 応す るが 量 的 に は無

視 で き る．一般 的 に
， 安 価 で 水 に 対 す る 溶解度 が 高 い 過

マ ン ガ ン酸 カ リウ ム は ヌ ク レ オ シ ドや オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ドの preparative な酸化 に 用い られ る の に 対 し，高価 で

溶 解 度 が 低 い 四 酸化 オ ス ミウ ム は プ ラ ス ミ ドな ど天然 の

DNA の 酸 化 に 用 い ら れ て い る，四酸 化 オ ス ミ ウ ム を 用

い る と DNA 中 の 全 thymine の 約 数 ％ を thymine

glycol に 変換する こ とが 可 能 で あ るが，過マ ン ガ ン 酸カ

リウ ム の 場合 と同様，副反応を考慮する と特定の 部位を

完全 に thymine 　glyco｝に 変換す る の は難 しい ．以 上 述

べ た 方法 の ほ か に ， thymine 　glycol に つ い て は，対応す

る デ オ キ シ ヌ ク レ オチ ド三 リ ン 酸 （thymidine 　glycoI

5’・triphosphate ）を合 成 し，こ れ を terminal 　 deoxynu −

cleotidyl 　transferase （TdT ）で DNA 中 に 導 入 す る方法

が考案さ れ て い る （Hatahet　et　a］．，1993）．

　上記の 方法 で プ ラ ス ミ ドあ る い は オ リゴ ヌ ク レ オ チ ド

に導 入 した thymine 　glycol を アル カ リ処 理 （pH 　12，室

温 ）す る と ピ リ ミ ジ ン 環 が 開 裂 し，thymine 　glycol は 定

量的 に 尿素残基 に 変換 され る （lde　et　al．， 1985 ；Sarker

et　al．，1998｝，こ の 処 理 条件下 で は 鎖切 断 は起 こ らな い ．

ま た，thym 董ne の methyl 基 を あ ら か じめ
SH

で 標識 し

て お くと，こ の 反応 に より脱離す る acetol 　fragrnentを

定 量 す る こ と に よ り，導 入 さ れ た thymine 　glycol お よ

び 尿 素 残 基 の 量 を 知 る こ と が で き る （Hariharan ，

198  ．ボ ス ホ ロ ア ミダ イ トモ ノ マ
ー

を用 い た 直接的 な 尿

素残基 の 導 入 法 も報告 さ れ て い る （Guy 　etaL ，1990＞．こ

の 場合，DNA 合成 に 用 い る A ，G の ア ミ ノ基 の 保護基 に

は phenoxyacetyl （PAC ＞基，　 C の 保護基 に は acetyl 基

を用 い る こ とに よ り，通 常 の 塩 基 の 脱 保護条件（濃 ア ン モ

ニ ア 水中，60℃ ，6 時間）に 比べ よ り穏 Rlな 条 件 下 （濃ア

ン モ ニ ア 水 中，室温， 6時間〉で 脱保護 を行 っ て い る．

DNA 合 成機 を 用 い る と比 較 的 大量の 試料 を合成 で き る

た め ，二 次元 NMR に よ る オ Il ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 溶 液構

造 に 関 す る研 究 も行 わ れ て い る （Gervais　et　a1．，1998），

　5−Formyluracilの 導 人 に は ， 酵 素的 な 方法 と ホ ス ホ ロ

ア ミ ダイ トモ ノ マ
ー

を用い た 方法 が 報 告 さ れ て い る．酵

素 的 な方法 で は，対応す る デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド三 リン

酸 （5−formyl ・2：−deoxyuridine 　5’・triphosphate ，

fdUTP ）を合 成 し，こ れ を DNA ポ リメ ラ
ー

ゼ 反応 で

DNA 中 に 導入 す る （Yoshida　et　a1，，1997）．　 fdUTP は

大腸菌 DNA ポ リメ ラーゼ 1お よび フ ァ
ー

ジ T7DNA

ポ 11 メ ラ
ー

ゼ の よい 基質 で あ ワ ， DNA 複 製反応系 に こ

れ を添加す る と 効率 よく dTTP に 置換す る．一方 ，
　DNA

合 成 機 を用 い る合成法 で は，5−formyluracilが 通 常の 脱

保護条件下 で は 不 安 定 で 分 解 し て し ま うた め ，　formyl　9
の 保護基 と して ethylenediamine 誘 導 体 を 用 い る 方 法 ，

ま た は 5−formyluracilの 前駆体 と な る修飾塩基 を導 入

す る 方法 が 用 い ら れ て い る．前者 で は，ア ン モ ニ ア に よ

る通常の 脱保護 の 後，formyl基 の 保護基 ［N，　 N −di−〈3，
5・dichlorophenyl ）ethylenediamine ］を酸 に よ O 除去す

る （Ono 　et　al．
，
1994）．後 者 で は，5・formyluracilの 前駆

体 として 2 つ の 水酸基 を acetyl 基 で 保 護 し た 5−（／，
2．

dihydroxyethyl）uracil をア ミ ダイ ト法 に よ 1〕導 入 後，

ア ン モ ニ ア 処 理 に よ り前駆 体 の acety1 基 を含 め た す べ

て の 塩基 の 保護基 を除 去 す る．次い で ，オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド を 過 ヨ ウ 素 酸 〔NalO 、 ）処 理 し 5・（1，2．
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F   ，3　Rec（》gnition　of 　thymine 　damage 　by　endonucleases 　III，　IV　and 　Vlll．　A ，5
’−s2P −labeled　19mer　oligonucleotides 　coutaining 　a

　　　 single 　thymine （19T），thymine 　glycol （19TG ＞or　urea （19UR ＞at　the　same 　position　were 　annealed 　to　the　 complementary

　　　 strand 　and 　incubated　with 　endonucleases 　HI，　IV，　and 　Vl11，　Products　were 　analyzed 　by　16％ denaturing　polyacrylamide 　gel

　　　 electropheresis ．　B ，　cleavage 　sites （arrows ）and 　products 　formed　by　the　repair 　enzymes 　and 　piperidine 　treatment ，

dihydroxyethyl ）uracil か ら 5・formyluracil へ の 変 換

を行 っ て い る （Sugiyama 　et　al，，1996）．こ れ らの 研究 で

は ， 合成 した オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドを用 い て UV 融解曲線

測定 も行 い ，5−formyluracilの 二 重鎖安定性 に 対す る影

響 も検討 して い る．

2．修復酵素を用 いた損傷の確認

　 1 ）オ リゴ ヌ ク レ オチ ド

　導入 し た損傷 の 確 認 に は，基質特異性 が よ く確 立 さ れ

て い る大 腸 蘭 由来 の DNA 修 復酵 素 が 用 い られ る．

Thymine 　glycol は N −glycosylase／AP 　lyase活性 を も

つ endonuclease 　III（Nth）お よび V田（Nei＞に よ り認 識 さ

れ る （Melamede　 et　 al．，1994；Wallace，1994；Don −

gyan 　et　 aL ，1997 ；井出，1997）．尿素残基 は endonu −

clease 　III，　 VII［の ほ か ，　 formamidopyrimidine

glycosylase （Fpg）お よび AP 　 endonuclease ［endonu −

clease 　IV（Nfo）， exonuclease 　III（Xth）］に よ っ て も認識

され る （Melamede 　et 　al．，1994 ；Wallace，1994 ；Don −

gyan 　et 　aL ，1997 ；井出 ， 1997）．した が っ て ，ア ル カ リ

処理 前後 の thymine 　glycol　DNA を endonuclease 　III
’

（あ る い は endonuclease 　mil）お よ び endonuclease 　IV

（あ る い は exonuclease 　 III）で 処 理 し 切断活性 を調べ る

こ と に よ り損傷 の 変換 を確認す る こ とが で きる．Fig．3

A に そ の
一
例を示 す．Thymine 　glyco1 お よび 尿 素残基

を含 む オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドは 上 記 1 ．に 述べ た 方法 で 合

成 し
， T4 ポ リヌ ク レ オ チ ドキ ナーゼ と ［γ・

32P
］ATP を

用 い て 5’

末端 を
32P

標 識 した 後，相補鎖 と ア ニ ー
ル し

た．こ れ を endonuclease 　lll，　endonuclease 　VILi，　endonu ・

clease 　IVで 処 理 し，生 成 物 をポ リア ク リル ァ ミ ド電 気泳

動 で 分析 した．損傷 を含 まない 基質で は，い ずれ の 修復

酵素で も切 断バ ン ドは 認 め られ ない が ， thymine 　glycol

を含 む 基質 19TG は endonuclease 　 III（レ
ー

ン 6 ）お よ

び endonuclease 　Vlll（レ ーン 14）に よ り認 識 さ れ 切 断バ

ン ドが 現 れ て い る．一
方，endonuclease 　IVは thymine

glycol を認 識 し な い た め ， 切 断バ ン ドは 現 れ．て い な い

（レ
ー

ン 7 ，8 ）．尿素残基 を含 む 基質 19UR は，用 い た

3種 の い ずれ の 修復酵素 に よっ て も認識 され切 断され て

い る （レ
ー

ン 10−12，15）．生 成物 の バ ン ドの 移動度 は 酵素

に よ っ て異 な り， endonuclease 　Vm＞ endonuclease 　IV＞

endonuclease 　m の 順 と な っ て い る．こ れ は，各修復酵素

の DNA 鎖 切 断機構が 異な る ため で，　 endonuclease 　Vm

で は標 識 さ れ た 側 の 生 成 物 の 3’末端 に リ ン 酸 が 残 っ た

形 （β， δ一脱離 生 成物）， endonuclease 　 IVで は 3’

末端が

OH 形，　 endonuclease 　 IIIで は 3 ’末 端 に 糖 （4−

hydroxypentenal）が つ い た形 （β一脱離 生 成物）の 生 成物

が 生 じ て い る た め で あ る （Fig．　3　B ）．レ
ー

ン 13 は，

thymine 　glycol を含 む 基質 を熱 ピ ペ リ ジ ン 処 理 し た も

の で ， β， δ一脱 離生 成 物の マ ーカーで あ る．endonuclease

III，　 W［1の 鎖 切断活性 は 加水分解 を伴わな い Iyaseで あ る

の に 対 し， endonuclease 　 IVの 活性 は 加水分 解 を伴 う

hydrolaseで あ る （Wallace，1994 ；井出，1997）．以 上 の

結果 か らわか る ように ，特定 の 損傷 を含 む オ リゴ ヌ ク レ

オ チ ドを基質 と して 用 い る こ と に よ り， 修復酵素 の 基質

特異性 の ほ か 作用機構 に つ い て の 情報 も同時 に 得 る こ と
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DNA thymine　　　　　　thymine

gIyCol　　　urea 　　　　glycoi　　 Urea

endo 　Ill　　 − 　　＋ 　　　一　　　＋ 　　
一

　　
一

　　　
一

　　
一

endo 　IV　　− 　　一　　一　　一　　一　　＋ 　　一　　＋

12 　 　 3　 　4　 　5　 　6　 　7　 8

Fig．4　Agarose　gel　 analysis ⊂）f　 plasmid 　DNA 　 containing

　 　 　 thymine 　glyc〔⊃I　 and 　 urea 　 residues ．　pDELIg 　plasmid

　　　 DNA 　containing 　thymine　glycol （lanes　L　2，5，6）or

　　　 urea 　 rcsidues （lanes　3，4，7，8） was 　treated　 with

　　　 endonucleases 　III　qanes　2，4）　or 　IV　（lanes　6，8）．
　 　 　 Intact（Form 　 I，lower　bands） and 　 nicked （Fo  

　　　 II，　 upper 　bands＞ DNA 　 were 　 separated 　 by　 O．8％
　 　 　 agarose 　gel　electr Ωphoresis．

が で き る．な お，修復機構 との 関連 で は，endonuclease

III，　Vlllの 生成物は 3’

末端 が糖や リ ン 酸 に よ リブ ロ ッ ク さ

れ て い る た め （Fig．3B ），こ の ま ま で は 引 き 続 く DNA
ポ リメ ラ

ー
ゼ に よる 修復合成 が で き ない ．実際 の 細 胞 内

で は ， endonucIease 　 III，　 Wl が 作 用 し た 後，3’−

phosphodiesterase お よび 3’−phosphatase 活性 を もつ

endonuclease 　 IVま た は exonuclease 　 IIIが 3’末端 か ら

5’糖 リン 酸 （β一脱離生成物）や リン 酸 （β， δ脱 離生成物）

を 除去 し 3’−OH 基 を もつ プラ イ マ
ー

末端 が 形成 さ れ る．

　5・Formyluraci1は
，
3−methyladenine 　glycbsyalse 　II

（AlkA ）に よ り認 識 さ れ る （Bjelland　et　a1．，1994 ；井出，

未発表）．5−Formyluracilを部位特 異的 に導入 した オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ド基質を AlkA と イ ン キ ュ ベ ー
トす る と，

AlkA の N ・glycosy 里ase 活 性 に よ t） DNA か ら 5．

formyluracilが
．
切除 さ れ 脱塩基 部位 （abasic 　site）が 生

じる．しか し，こ の ままで は鎖 切 断が 起 こ らない た め，

ポ リア ク リル ア ミ ド電 気泳動で は検出で きな い ．そ こ で ，

AlkA 処 理 後 に AP 　endonuclease 活性 をもつ 酵 素 （た と

え ば endonuclease 　 IV）と イ ン キ ュ ベ ー
トす る と 脱塩基

部位 で 鎖切断 が 起 こ り検出可能 とな る．
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Fig．5　Analysis　o ［N −glycosylase 　activity 　 of　 endonuclease

　　 　 III．　 A 曾Duplex 　 M13 　 DNA 　 containing 　
311 −1abeled

　　　 thymine 　glycol （［
3H

］TG −DNA ）or 　thymine （〔
3H

］

　　 　 T ・DNA ）was 　incubated 　with 　the　indicated 　amounts

　　 　 of 　 endonuclease 　KII．　 Radi｛⊃activity 　released 　from

　　　 DNA 　was 　measured 　after 　removal 　of ［
3H

］DNA 　by

　　 　 an 　 anion 　 exchange 　 column ，　 B ，　 HPLC 　 analysis ‘，f

　　 　 radioactive 　materials 　released 　from ［
ヨH ］TG −DNA

　　 　 upon 　 endonuc 旦ease 皿 treatment ．　 Armws 　indicate

　　 　 the　 elution 　 positlons　 of 　 authentic 　 thymine 　 glycol

　　　　（a ），5・hydroxymet 血yluracil （b） and 　thymine （c）．

’
　 2 ）天 然型 の DNA

　 プ ラ ス ミ ドに 導入 し た thymine 　 glycol は，　 endonu −

clease 　 IIIあ る い は V田処 理 に よ り鎖切断 が 生 じコ ン ホ
ー

メ
ー

シ ョ ン が Form 　 I （super 　coil ）か ら Form 　II（nick −

ed 　circular ）へ 変化する （Melamede　et　al．，1994）．Form
I と IIの プ ラ ス ミ ドは ア ガ ロ

ー
ス 電気泳動 に よ り簡便 に

分 離 で きる，Thymine 　glycol　DNA の ア ル カ リ処 理 に よ

り導入 した尿素残基 は，上 記酵素の ほ か，endonuclease

IVおよび exonuclease 　IIIに よ り切 断され る．　 Fig．4 は ，

四
．
酸化 オ ス ミ ウ ム 処 埋 お よび 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム ＋ ア ル カ

リ処 理 に よ り thymine　glycol お よび 尿素残基 をそ れぞ

れ 導 入 した pDEL 　19プ ラ ス ミ ド（4，8kb ）を endonu −
’

clease 　IIL　 endonuclease 　IVと イ ン キ ュ ベ ー
ト後，ア ガ

ロ
ー

ス 電気泳動 に よ り分析 した結果 で あ る．Thymine

glycolを含 む プ ラ ス ミ ド DNA は endonuclease 　IIIの み

に よ り認 識 さ れ Fo   IIへ 変化 して い る が （レ
ー

ン 2 ），

尿素残基 を含 む プ ラ ス ミ ド DNA は endonuclease 　IIIの

ほ か endonuclease 　 IVに よ っ て も Form 　 IIへ 変化 して

191

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Environmental Mutagen Society of Japan (JEMS)

NII-Electronic Library Service

The 　Environmental 　Mutagen 　Sooiety 　of 　Japan 　（JEMS ｝

い る （レ ー
ン 4 ， 8 ）．

　 3）N・グ リ コ シ ラーゼ活性

　 Endonuclease　III，　 V皿［は E一述 の endonuclease 活性 の

ほ か に ， 塩 基 とデ オ キ シ リボース を繋 ぐ N 一グ リ コ シ ド結

合 を切断す る 活性 （N ．glycosylase 活性）を 有 し て い る

（Fig．3B ）（Wallace，1994 ；井出 ， ユ997＞．した が っ て ，

損傷塩基 の 適当な部位 が 3H
あ る い は

14C
で 標識 さ れ て

い れば ， N −glycosylase 活性 に よる 損傷 の 確認 が 可能 で

あ る．Fig．5 は，　 DNA ポ リ メ ラ
ー

ゼ を 用 い て 一重 鎖

M13 　DNA を ［
3H ・methyl ］dTTP 存在

．
ドで 複製 し

，
こ

れを四酸化 オス ミウ ム 処理 後，endonuclease 　IIIと イ ン

キ ュ ベ ートした結果 で あ る．N −glycosylase 活性 に より

切除 さ れ た ［
3H ．methy ］］thymine 　glycol を ア ニ オ ン 交

換 カ ラ ム に よ り DNA か ら分 離 し， 遊離 され た 放射活性

を測定 した．Thymine 　glycol を導入 した DNA で は，遊

離 され た放射活性 が イ ン キ ュ ベ ートした e 皿 donuclease

IIIの 量 と と もに 増 加 し て い る が，対照 の ［
3H −methy1 ］

thymine 　DNA で は 増 加 は 認 め ら れ て い な い （Fig．5

A ＞．さらに 遊離 さ れ た 放射 活性 の 由来 を確 か め る た め

に ， ア ニ オ ン 交換 カ ラ ム の 溶 出液を逆相 HPLC で 分析 し

た （Fig．5B ），溶 出 液 の 放 射 活 性 ピ ー ク が 標 晶 の

thymine 　glycol ピ
ー

ク と
一

致 した こ と か ら，　 endonu −

clease 　IIIの N −glycosylase 活性 に よ りthymine　glycol

が DNA か ら除去 され て い る こ とが確認 された．

3．DNA 修復酵素研究へ の応用

　 1 ）修復酵素 の 作用機構

　 こ れ ま で に 精 製 さ れ た 塩 基 除 去 修 復 酵 素 は ， N −

glycosylase 活性 の み を有す る 単純 な グ リコ シ ラ
ーゼ と

N −gIycosylase の ほ か に AP 　lyase活性 を合わせ もつ も

の に 分類 され る．部位特異的 ア ミ ノ酸置換 や X 線結晶構

造 解析の 結 果 か ら ，
こ れ らの 酵 素 の 触媒機構が 推定 さ れ

て い る（David　and 　Williams，
1998）．単純 なグリコ シ ラ

ーゼ で は，デ オ キ シ リボース の C1 ’

近傍 に存在 す る 水分

子 が 酵素 に よ り活性 化 さ れ （H20 十 ：B −Enz → OH
−
＋

H ＋ B・Enz），　 OH ’
が C1 ’

に 対 し求核反応 す る こ と に よ

り塩基 が 脱離す る と考 え られ て い る．後 者の 酵素 で は ，

酵素 の ア ミノ 基 が 活性化 され CP に 直接求核反応 し，塩

基 の 脱 離 と同時 に基 質
一

酵素間 に Schiff塩 基 が 形 成 さ

れ る．さ ら に，Schiff塩基 中間体 か ら 3’側 の リン 酸 の β

脱 離 （お よび 5’

側 の リ ン 酸 の δ 脱 離 ）が 進 行 す る と考 え

られ て い る（David　and 　Williams，1998）．　Schiff塩基 巾

間 体 は ， 水素化 ホ ウ素 ナ ト リ ウ ム （NaBH4 ）に よ り還 元 さ

れ，酵素
一

基質聞 に安定 な ク ロ ス リン ク が 形 成 さ れ る．

Fig． 6 は，水素化 ホ ウ 素 ナ ト リウ ム 存在下，　 thymine

glycol あ る い は 尿 素 残 基 を 含 む 5’−32P 標 識 オ リ ゴ ヌ ク

レ オチ ド基質（19TG ，19UR ）と endonuclease 　 IIIをイ

ン キ ュ ベ ー
トし，

こ れを SDS ・PAGE で 分析 した結果 で
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Fig．6　 NaBH4 　trap　ef　the　Schiff　base　intermediate　formed

　 　 　 between　oligonucleotide 　substrates 　and 　end ｛〕nu −

　 　 　 clease 　 III．　 Endonuclcase　 III　 was 　 incubated 　 with

　　　 19mer　 oligonucleotide 　 substrates （32P 　 5’−labeled）

　　　 containing 　thymine （19T），　thymine 　glycol （19TG ）

　 　 　 or 　 urea 　（19UR ＞ in　 the 　 absence 　 and 　 presence 　 of

　 　 　 NaBH4 ．　After　incubation，　 sampleg ．　 were 　analyzed 　by

　　　 10％ SDS −polyacrylamide 　gel　e萋ectrophoresis ．

あ る．水 素化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム で 処 理 しな い 場合 は ，

thymine 　glycol お よび 尿素残基 の い ずれの 基質 で も，低

分 子量 の 切断 バ ン ドが 生 成 した （レ ー
ン 7 ， 11）。水 素化

ホ ウ 素ナ トリ ウム で 処理 した場合 は，切断生成物 が な く

な り，endonuclease 　 III（分 子 量 23．4kDa ）と 基 質 （19

mer ）が ク ロ ス リ ン ク さ れ た 高分 子 量 の バ ン ドが 認 め ら

れ た （レ
ー

ン 8 ， 12）．ま た ， これ ら の バ ン ドは ， 基質 だ け の

水素化 ホ ウ 素ナ トリウム 処理 （レ
ー

ン 6，10）あるい は損

傷を含 まな い 基質 19T と endonuclease 　IIIの 処理 （レ ー

ン 4 ）で は 生 じ な か っ た．Endonuclease　IIIの 部位特異的

ア ミ ノ酸置換 や X 線結晶構 造解析 の 結果 か ら ， 反応に は

120・Lys が 関わ っ て い る こ と が 示唆 され て い る こ と か

ら，ク ロ ス リ ン ク は 120．Lys と損傷部位 の デ オ キ シ リ

ボ ース の C1 ’
の 間 に 形成 さ れ て い る もの と考 え られ る．

　 2 ）高等動物 の DNA 修復酵素

　最 近 ，ヒ トお よび マ ウ ス か ら大腸 菌 endonuclease 　III

ホ モ ロ グが ク ロ
ーニ ン グ さ れ た （Hibert　 et　 aL ，

1997 ；

Aspinwall　et　al．，1997 ；Sarker　et　al．，1998）．ク ロ
ー

ニ

ン グ さ れ た ホ モ ロ グ は，endonuclease 　IIIに 比べ N一末端

側 に 約 80・100 残基 の 余分 なア ミ ノ 酸配列 を含 み ，こ の 部

分 を除くア ミノ酸配 列 の ホ モ ロ ジーは 26％程 度 で あ っ

た．し か し，endonuclease 　IIIの 触嫌 舌性 に 不可欠 な

hairpin−helix・hairpin（HhH ）モ チ ー
フ と C 末端 側 の 4

Fe．4　S ク ラ ス タ
ーが 保存 さ れ て お り，

　 endonuclease 　III

と同様 な酵素活性 をもつ と予想され た．ク ロ
ーニ ン グ し
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Fig．7　Repair　 activity 　for　thymine 　glycol　in　the　 cell　 free

　 　 　 extracts 　from　E．　coli　ABll57 　and 　NKJ1004 　harbor・

　　　 ing　pEK ／mNthl ．　Cell　free　extracts （0．20r 　2 μ g 　as

　　　 protein）from　E．　 coli　ABI157 （nth
＋

nei
＋
）（1anes　1，

　　　 2）， NKJ1004 （nth
一

宛 θ3
’．．
）（lanes　3，4），IPTG −treated

　　　 NKJ1004 （lanes　5，6＞，　 and 　IPTG ・treated　NKJIOO4

　　　 harboring　pEK ／mNthl （1anes　7，8＞were 　tested　for

　　　 the　19mer　 oligonucleotide 　 substrate 　 containing

　　　 thymine 　glycol．　 Products　 were 　 analyzed 　by　16％

　 　 　 denaturing　polyacrylamide 　gel　 electrophoresis ．

た マ ウ ス 遺伝 子 （mNth 　1）を大 腸 菌で 発現 させ ，細胞粗

抽 出液 中に 存在す る修復酵素活性 を 測定 した （Fig．7）．

遺伝子 の 発現 は ， thymine　glycolを認 識する 2種 の 酵素

endonuclease 　 III（Nth）お よび VM（Nei）を欠損 し た、．大腸

菌株（nth
−

nei
−
）で 行 い

， 活性測定 に は thymine 　glycol

を含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドを基質 と し て 用 い た．切 断牛

成物 の 生 成 量 か ら わ か る よ う に，大 腸 菌 NKJ 　1004（nth
−

nei
−
）で は 酵素活性 が 認め られな い の に 対 し （レ ー

ン 3，

4 ）， 野 生 株 の AB 　ll57（nth ＋

nei
＋

）で は endonuclease

IIIお よびVHIに 由来す る わ ず か な活性 が 認 め ら れ た （レ
ー

ン 2）．マ ウ ス endonu ，clease 　IIIホ モ ロ グ の 発現 ベ ク タ
ー

（pEK ／mNth 　l）を導 入 した NKJ 　1  04 で は，　 IPTG 誘 導

後 に 明確な切 断活性 が 認め られた（レ ーン 8）．以上 の 結

果 は，mNth 　1遺伝 r一産物 が大腸菌 の endonuclease 　 III

と同様 な thymine 　glyco1 修復活性 を もつ こ と を示 して

い る．

4．DNA 損傷の一般的な導入法

　本論文 で は，チ ミ ン 酸化損傷の DNA へ の 特異的な導

入 法 と DNA 修復酵素 に よる認識 に つ い て 述べ た．こ の

ほ か さ ま ざ ま な 酸 化 的 損 傷 お よ び モ デ ル 化 合 物 の

DNA ・オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドへ の 導 入 法 1）− 3）が 開発 さ

れ て い る。

　 1）選 択 的 な反 応 性 を 示 す試 薬 ・処 理

　 2） ボ ス ホ ロ ア ミ ダ イ トユ ニ ッ トを用 い た 合成法

　3）酵素的な導入 法

　現在 の と こ ろ，すべ て の 酸化損傷 に 適用 で き る導 入 方

法 はな く，損傷 お よび 研究 目的 に 応 じて こ れらの 方法 が

使 い 分 け ら れ て い る．誌 面 の 関係 で 紹 介 で きな か っ た 20

種 の 損傷お よび導入 法 1）− 3）の 長所 ・短 所に つ い て は ，

最近 の 総説を参考に して い た だ きた い （井出，1997）。ま

た，方法 2）に つ て は，損傷 が
一

般的 に 塩基 に 対 して 不 安

定な た め ア ン モ ニ ァ処 理 に よ る脱保護 が最大の 障害 とな

っ て い る．こ れ を克服する 方法 と して
， 塩基 の 保護基 に

allyloxy 基 を用 い Pd ° に よ り除去す る方法 （Hayakawa

et　aL ，　1990），塩基無保護 の H ・ホ ス ホ ネ
ー

トモ ノ マ
ー

を

用 い る方法 が あ る （Wada 　et 　aL ，
1997）．実際，　 allyloxy

保護基 を用 い た 方法 が 5−hydroxy−5，6−dihydrothymine

（thymine　C　5−hydrate）を含む オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドの 合

成 に応 用 され て お 1）（Matray 　 and 　 Greenberg，1994 ；

1997），今後これ ら二 つ の 方法 が 損傷を 含む オ リゴ ヌ ク レ

オ チ ド合成 に 応 用 され る こ と が 期待 され る．
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