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Summary

　Ultraviolet（UV 月 ight　damages　biologically　importa航 molecules ｝ncluding 　DNA ，　 and 　the

dalnage　to　DNA 　appears 　to　be　invQlved　ill　the　process　of 　skin 　cancer 　through 　the　mu しagenic

acti 、
・
atjoll 　of 　proto ・oncogenes 　and ／or 　the　inactivation　of 　tumor 　suppresso1

』
genes．

　In　this　paper ，　we 　review 　the　mutational 　properties 　of 　UV −induced　DNA 　lesions，　and 　in　partlcu −

lar，　those　of 　photoproducts 　at 　thymine ・thymine 　s丕tes．

（This　paper ，　chaired 　b｝
・
｝（iyomi　Kikugawa ，　 was 　presented 　to　the　9註h　JEMS 　Annual　S｝

・
mposium ，

‘‘Syn・

thetic　MQdels　fDr　DNA 　Damage 　and 　Mutagenesisl
’
，‘，rganized 　by　Kazuo　Ncgishi　and 　Hikoya 　Hayatsu ，

sponsored 　by　the　Enviromnen しa！Mutagen 　Societ｝・of　Japan ，　and 　held　at 　Yaku1 し Hall，　Tokyo ，　May ，29，
1998，）

Keywords ：u ］traviolet，
　 mutat ｛on

cyclebutane 　thymine 　dimer ，　 pyrimidine （6・4）pyrimidone 　photodimer ，

緒 言

　紫 外 線 は ， 以 前か ら ヒ トの 皮膚癌 の 危険 因 子 と し て 知

られ て い た が，近年 の オ ゾ ン 層の 破壊 に伴う地上線量 の

噌加 に よ ワ，その 作用が一
層着目 され て い る．紫 外線 に

よ る発 癌 機 構 と して は ，DNA に 損傷 を与 え て 変異 を誘

発す る こ と に よ り，（原 ）癌 遺 伝 子 の 活 性化 や 腫瘍抑制遺

伝 子 の 不活性化をもた らす こ とが 大 き く寄 与 して い る と

思 わ れ る．

　紫外線 に よ っ て生 ず る DNA 損傷 に は，さまざ ま な も

の が 報告 され て い る が，主要 な損傷 と して ，隣接 ピ リ ミ

ジ ン 部位 （T −T ，T −C，　 C −T ，　 C・C ＞に 生 ず る シ ク ロ プ タ ン

型 ビ リ ミ ジ ン ダ イマ
ー

と （6−4）ピ リ ミ ジ ン ーピ リ ミ ド ン

光産物 が あ げ られ る．

　本稿 で は，紫外線 に よ っ て生 ず る DNA 損傷，シ ク ロ ブ

タ ン 型 チ ミン ダイマ
ーと （6・4）チ ミ ン ダ イ マ

ー（Fig．1）が

哺乳動物細 胞 中で 誘発す る変異 を中心 に ，紫外線誘 発変

異 に つ い て 述 べ る．

1．γαs 遺 伝子 中の シク ロ プタ ン型 チ ミ ン ダイ

　　マ
ーが誘 発す る変異

受f・1 ：1998年 7 月 9 目

受理 　：1998 イ
ト7 月　16　「「

◎ 日本環境 変異 原学会

1） ヒ トc−Ha ・ras 遺伝子 の 全合成と部位特異的導入

　　法 を 用 い た DNA 損傷誘発変異 の 研究

ヒ ト c，Ha 一
プαs 遺 伝 f’は，ヒ トの 腫瘍 か ら 数多 く単離
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される癌遺伝子 で あ り，その 活性化 に は ras 遺伝 子 の 特

定位置 （コ ドン ／2，13．または 61）の 堰基置 換 が 原 因 で あ

る こ とが 明 ら か に さ れ て い る （Nishimura　and 　Sekiya，
1987）．著 者 らは，蛋 自質 の 大量調 製を目 的 と して ，ヒ ト

c・Ha ・7α∫ 遺伝 子 の 化 学合 成 を 以 前 に 行 っ た （Miura　et

al．，1987＞．また ， こ の 合成 c−Ha −ras 遺伝子 をラ ウ ス 肉

腫 ウ イ ル ス の 重ong 　terminal　 repeat の 下流 に 導 入 す る

と，マ ウ ス 由 来 の NIH 　3T3 細胞で 発現 し， あ ら か じめ

活 性 化 部 位 と さ れ る ア ミ ノ 酸 を変換 して お い た ras 遺

伝子の 場合 に は ， 形 質転換 〔トラ ン ス フ ォ
ー

メ
ー

シ ョ ン ）

を誘発す る こ と を見出 した （Kamiya 　et 　al．，1989）．

　c−Ha ・ras 遺伝子 の 設計 の 際 に，　 DNA カ セ ッ ト変 換 法

に よ る遺 伝 子配 列 の 変 換 が 容易 に な る よ う， 内部 に制眼

酵 素認 識 部 位 を設 け た （詳細 に つ い て は 他 の 総説 （大塚 ・

紙 谷，1990）を参照 さ れ た い ）．その た め，DNA カ セ ッ ト

変換法 に よ り損傷部 位 を含 む 二 本鎖 DNA を ras 遺伝子

中に，31i位特異的 に 導 入 す る こ とが 可 能 で あ る． し た が

っ て ，ra．s 遺伝 子 の 活 性 化 部 位 で あ る、コ ドン ユ2
， 61 に

DNA 損傷 を導 入 し，ras 遺 伝子 ベ ク ターに 組 込 ん だ 後 に

NIH3T3 細胞 に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る と，塩基置

→
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Fig．　l　Structures　of　DNA 　lesionsformeCl　by　u 玉tra、・iolet　light．

換変異 が 生 じて ア ミノ 酸 が 変換 さ れ た ras 遺伝子 を持

っ た 細 胞 を，形 質転換 して フ ォ
ーカ ス を形成 した コ ロ ニ

ーと して 単離す る こ とが で き る．こ の 発想 に よ り，著 者

らは，数 種 類 の DNA 損傷の 誘発変 異 を研 究 した．そ れ を

Table 　1 に 示す．

　 2 ） シ ク ロ ブ タ ン 型 チ ミ ン ダイ マ
ー

を導入 し た c．

　　　Ha −ras 遺伝子ベ クタ
ー

の構築

　 c・Ha，ras 遺伝子 の コ ドン 61 は 5’−CAR ・3’（R 嘉 A ま た

は G）とい う配列 と なっ て お り，グル タ ミ ン をコ ードして

い る，著 者 らは，5，−CAA −3’の 相補鎖 3’・GTT −5，

配列中の

TT 部 位 に シ ク ロ プ タ ン 型 チ ミ ン ダイマ
ー

（シ ス ーシ ン 異

性体，csT ＝T お よび トラ ン ス
ー
シ ン 異 牲 体，　tsT ＝T ）を

導 入 す る こ とに した．チ ミ ン ダ イ マ
ー

を含 む オ リゴ ヌ ク

レ オ チ ド（Fig．2 の L12 ）を 化学合成 し，高 速 液 体 ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

に よ り 高純 度 に 精 製 した．こ れ を他の オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ドと ア ＝ 一リ ン グ し，DNA リガ
ー

ゼ に よ

り連結させ て DNA カ セ ッ トを調製 した，こ の DNA カ

セ ッ トは ， 末端 に Bcll，内部 に Eco 　RV 配 列 を有 して い

る （Fig．2）、

　ベ ク タ
ー

と し て，合 成 c−Ha．螂 遺 伝 子 の EcoRV −

Bcll領 域 （コ ドン 61 を含 む ）が 終 止 コ ドン の 導 入 等 に よ

り ナ ン セ ン ス な配列 と な っ て い る pEB （Fig．2）を 用 い

た．まず，pEB を EcoRV ，　Bcll で 処理 しナ ン セ ン ス 配

列 を除去 した DNA に チ ミ ン ダイマ ーを 含 む DNA カ セ

ッ トを Bctl部位 で 連 結 した．つ い で ，　 EcoRV 処 理 に よ

り 内部の EcoRV 部 位 を露 出 させ ，再 び 連 結 し， 目的 の ベ

ク ターを構 築 した （Kamiya 　et 　al．，　19．　93　a ）．

　3 ）シ ク ロ ブ タ ン 型 チ ミ ン ダイ マ
ー

を導入 し た c、

　　　Ha ・ras 遺伝子 に よ る MH3T3 細胞の トラ ン ス

　　　フ ォ
ーメー

シ ョ ン

　上 述 した ように 構築 し た ベ ク タ
ー

を NIH 　3　T 　3細 胞

に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した．そ の 結果を Table　2 に 示

す．正 常型 ア ミ ノ酸 で あるグ ル タ ミ ン ー61を コ
ード し て

い る 3’−GTT −5’（sense 鎖 は 5’−CAA ．3’）配 列 を 待 つ c．

Table 　l　DNA 　lesions　studied 　with 　ras −NIH3T3 　system

DNA 　lesions Mutation Reference “〕

Oti−me しhylguanine
8−hydroxyguanine
8−hydr ⊂距xyadenine

abasic 　 site　 analogue

abasic 　 site

hypoxanthine

xanthine

G −．・AGrT

，　 f［anking 　 mutation

A →G，A →T ，（A ．
→ C＞

G →A 』 anking 　nlutation

G →A ，flanking　mutation
ArGG

→ A

　 （1）

（2｝．〔3）
　 ｛4｝

　 （5）

　 （6）

　 （7）

　 〔8）
”，
（1）Kami ）

，a 　et 　aL ，1991 ；（2｝Kami ｝
「
a　et　al．，1992b；（3）Kamiya 　et

aL ，1995b；（4）Kamiya 　et　aL ，1995a ；（5）Kamiya 　e重 al．，1992d ；（6）
Kami ｝

・a　et 　a1 ．，1993b ；〔7）Kamiya 　e匸 aL ，1992a ；  Kalniya 　eし al．，
1992c．

214

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Environmental Mutagen Society of Japan (JEMS)

NII-Electronic Library Service

The 　Environmental 　Mutagen 　Sooiety 　of 　Japan 　（JEMS ｝

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 54　　 　　 　　　 　　 　　 　　 　　 　　 69

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Asp 　　　　　 　　　　　　　　 　　　　 Asp

　　　　　　　　　　　　　　
　 　 　 　 　 49

　 　 　 　 　
−Glu −Thr −Cys −Leu −Leu −

　 　 　 　 　 く P＿一＿一＿＿＿一＿＿U7 −一一一一一
　 　 　 　 　 GAG 　ACC 　TGT 　CTG 　CTG

TAG 　CTG 　 CCA 　¢ TC 　TGG 　 ACA 　GAC 　GAC

＜ ＿＿＿＿＿一一胛一＿＿＿一＿＿＿幽一一，一一一一L13 一一一日

DNA 　cassette

Fig，2　Nucleotide　 sequence 　 of 　the　DNA 　 ca §sette 　 with 　 a 　 cyclobutane しhymine 【ユimer．　The 　 cassette

　　　 was 　inse聰ted 　into　pEB 　digested　with 　EcoRV 　and 　Bcll．　The 　thymine 　dimer　are 　shDwn 　by　TT ．

Table 　2　Number 　 of 　fDci　induced　by　 ras 　genes

CodQn 　61巳〕
Experiment　No ．

「as 　gene
lb）　　　2”〕　　　3d）　　　4e）

　 Gln・61
（normal ＞

csT ＝TtsT
＝T

　 Lys・61
（activated ）

3
’
GTT5

卩
D5 　 　 0d

3’GT ＝T5
噛
　　　 2　　 49　　 6　　 15

3
’GT＝T5’　　　 16　　　　93　　　11　　　　41

3’TTT5 ’ 37　　　512　　　88　　　36〔1

a ）Sequences 　in　the　antisense 　strand 　are 　sh ｛｝wrl ．
b＞30ng 　of 　DNA 　was 　used ．
c）150ng 　of　DNA 　 was 　used ，
d，20ng 　of　DNA 　was 　used ，
e50ng

　of 　DNA 　was 　used ．

Ha −ras 遺伝子 の 場合，低 い 形質転換能 （フ ォ
ーカ ス 形 成

能〉しか 有 して い ない こ とが 観察 され た．こ の わ ず か な形

質転 換 能 は，数 コ ピ
ー

の 7 硼 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た こ と

や，外来 DNA の 導 入 操 作 の 結 果 で あ る と考 え られ る，．．・

方，活性化型 ア ミ ノ 酸 で あ る リジ ン を コ ー
ドし て い る

3’−TTT −5’

配 列 を持 つ c −Ha −ras 遺伝 子の 場合，著 しい 形

質転換 能 （フ ォ
ーカ ス 形 成能 〉が 観察 され た．csT

＝T を

有す る ras 遺伝子 の 場合，　Lys−617 儒 遺 伝 fの 4 一ユ  ％

の フ ォ
ーカ ス 形 成 能 を，tsC＝C を有す る ras 遺伝 子 の 場

合 は 11− 43 ％ の フ ォ
ーカ ス 形 成 能 を 示 した ．こ の こ と

は，コ ドン 61 に 導入 した シ ク ロ プ タ ン 型 チ ミ ン ダ イ マ ー

に よ っ て，変異が 誘発され て ア ミ ノ 酸置換 が 生 じた こ と

を示 す．ま た，こ の 結果 か ら，tsT ＝T の 方が csT
二T よ

り も高 い 変異原性 を有 し て い る こ とが 明 ら か に な っ た

（Kamiya 　et　a ］，，1993　a）．ま た，　Lys．61　rzag遺 伝子 を 100

％ と した 際 の フ ォ
ーカ ス 形 成能 は ，各 光 産物の 変異原性

を示す もの と考え られ る が ， 観 s 遺伝 子 が 1細 胞 に 数 コ

ピ
ー

入 る場合 もあ るの で ，実際の 変異率 は 得 られ た 数 字

よ 1）も若 干低 い もの と 思 われ る．

　4 ）シ ク ロ ブ タ ン 型 チ ミ ン ダ イ マ ー
の 誘発す る 変異

　上 記 の よ うに し て 得 られ た フ ォ
ーカ ス の 細 胞 か ら染 色

体 DNA を 抽 出 し，導 入 さ れ た c −Ha一プα∫ 遺伝 子 の 解 析

を行 っ た （Table　3）．　 csT
＝T が 誘発 した 変異 と して は ，

3’−T →A トラ ン ス バ ージ ョ ン が 解析例 の 半 数 で あ っ た．

こ の 場合 に は，sense 鎖 の コ ドン 61 の 配列 は 5’．CTA −3’

とな り，ア ミ ノ 酸 が ロ イ シ ン に 変 換 さ れ た こ と に よ っ て

川 5 遺伝 子 が 活性化 さ れ た と推 定 さ れ る．他 に，5’−T ，

3’・T の 塩基置換が 見出 され て い る．tsT ＝T が 誘発 した

変 異の
1
ド数 は 5’・T → A トラ ン ス バ ージ ョ ン で あ っ た

（Table　3），ま た，5’．TT ・3’が 5’−AA −3’と タ ン デ ム に 置 換

し て い た もの も多 く検 出 さ れ た ．

　後述 す る よ う に ，大 腸 菌 に お け る変 異 ス ペ ク トル は，

csT
＝T が 3’・T →A トラ ン ス バ ー

ジ ョ ン ，　 tsT ＝ T が

5’−T → A トラ ン ス バ ー
ジ ョ ン と報告 され て い る の で ，類

似の 結 果 が 得 られ た こ とに な る．

2．光産 物の誘 発する変異の シ ャ トル ベ ク タ
ー

　　を用 い た解析

　 1 ）チ ミ ン ダイマ ー
を導入 し た シ ャ トル ベ ク ターの 構

　　　築

　最 近，著 者 の
一

人 は，サ ル 由来 の COS −7細胞 で プ ラ ス

ミ ド と して 増 殖 す る シ ャ トル ベ ク ターを珊 い て，T （6．4）

T お よ び csT ＝T （Fig、1）の 誘発す る 変異 の 解 析 を 行 っ

た （Kamiya 　 et　 aL ，1998），こ の シ ャ トル ベ ク タ
ー

（Fig．

3）は，SV 　40 の 複製起 点 を持 ち ，
　 COS −7細 胞 内で プ ラ ス

ミ ドと して 複製 さ れ る．ま た，Co1El の 複製起 点 を有 し，

COS ・7細胞 か ら回 収 したプ ラ ス ミ ドを大腸菌 で 増殖 さ

せ て 解 析 可 能 で あ る． 2種 類 の DNA 揖 傷 は，制 限 酵 素

Afillの 認 識部位 で あ る 5’−CTTAAG ・3’の TT に 導 入

す る こ ととし，亜 リ ン 酸 ア ミ ダイ ト法 を用 い て オ リゴ ヌ

ク レ オ チ ドを合 成 した，オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドは 高速液体

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り高 純 度 に 精 製 し た．ま た，

DNA 損 傷 は ベ ク タ
ー

の （＋ ）
一
鎖 ま た は （

一
）
一
鎖 の い ず れ

か に 導入 した．損 傷 部 位 を含 む 領 域 は （＋ ）
一
鎖 が ラ ギ ン グ
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Tab ］e　3　Mutations　detected　in　 cells　transformed 　by　a　ras 　gene 　with 　a 　thymine　dimer

Thymine 　dimerSequence ω Focus　observed Codon　6ユ （amino 　acid ）

csT ＝T

5’T△31

　⊆T

　△T
　 CA

　T ⊆

　 TA ＋ TGCT

＋ GT ＋ AT

8211111 CTA 〔Leu）

CAC 〔His）

CAT 〔His｝

CTG （Leu）

CGA （Arg）

CTA 十 CCA （Leu十 Pro｝
CAG ．

卜．CAC ＋ CAT （Gln ＋ His ）

tsT ＝T

5’AT31
　 AA

　TC

　 AA ＋ TA ＋ GA

etherb
）

97111

一

CAT （His〕

CTT （Leu）

CGA 〔Arg）

CTT 十 CTA ＋ CTC （Leu）

a

猶Mutated 　sites　are 　indicated　by　underlines ．
biBoth

　 sites　 were 　 mixturos 　 o「Tand 　A ．

5
’

3
’

d・ （・｝胃
　 　 GGTCG △C 『TA 孔 G6 田ム CC

CCGG 　CC 為  7G   CA 『GG 　τ丁且 A

鯛 　 　　
」

「薊 「
’

　　 εc。RI

5 ’ 3
’

　 　 　 ｛＋｝ds （・）
　 　 　 　 ｛一）

GGT 具 CC 鷲 漏 しGTCGACC
　 　 　 　 官胃

C為TGC　IUtTTCハGCTGG

EcoRl
　

　 Afitl Apa1

寺
鞍
S

pSVKAM2
　（2106bp ）

am 〆

CotElori

Fig．3 　Structure　of　doub 且e・slranded 　vectors 　with 　either 　T （6−4＞Tor 　csT ＝T　qeft＞and 　schematic 　presentation 　of 　the　rephcation

　　　 of　template　strands 　containing 　T （6・4）Tor 　csT ＝T （right ）．The 　SV400riginand 　the　ColEI　ori即n ，　which 　work 　in　COS ・7
　　　 ceHs 　and 　in　E・coli，　respe ⊂tively，　and 　the　E．　 coti　ampicilli 冂 resistance 　gene 　are 　shown ．　Closed　circles 　represent 　5 

　　　 pbosphate 　groups ．　The 　TT 　with 　asterig．ks　or　the　TT 　reprcgents 　the　photolesion ．

鎖合成 時 に ，（一）一鎖が リ
ー

デ ィ ン グ 鎖合 成 時 に 「読 ま れ

る」よ うに 設 計 して あ る の で，複 製 時 に お け る読 み 誤 り

頻度 の 遠 い を調 べ る こ とが で き る．

　 2 ）チ ミ ン ダイマ
ー

の 変異誘発能

　T （6・4）T および csT
匸T を含 む ベ ク タ

ーを COS ・7 細

胞 に 導入 し，綱 胞 内か ら 複製 され た DNA を回 収 した ，回

収 し た DNA を 制限酵素 Af711で 処 理 した もの と処理 し

な い もの をそ れ ぞ れ大 腸 菌 へ と トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

し，変異 率 を求 め た （Fig．4）．変異率は ，　 T （6・4）T の 方

が csT ＝T よ り も高 く，ラ ギ ン グ鎖合成時 に 4．7 ％，り一

デ ィ ン グ 鎖合成時 に 2，3 ％ で あ っ た，そ れ に 対 し て ，

csT πT の 変異率は 1 ％以 下 で あ っ た．こ の ア ッ セ イ系

の 場合 は ，相補鎖 （DNA 損 傷を 含 まな い 鎖）も複製 され

る た め に，実 際 の 変異率は 少な くと も得 られ た値の 2倍

で あ る と推定 さ れる，また，い ずれ の 場合 も ラ ギ ン グ鎖

合成時 の 方 が リ
ー

デ ィ ン グ 鎖合成 時 よ り も変異率 が 高 い

と い う結 果 で あ っ た．csT 二 T の 変異率 が ，−L述 した ras

遺 伝 子 一NIH 　3T3 細 胞 の 系 よ t］ も低 い が ，
こ れ は，（1）

触 ε 遺伝子 の 系で は，コ ピー数 の 制 御が 困難 で あるた め

に 変異率を高 く見 積 もる 可能性が あ O，（2）シ ャ トル ベ ク

ター
の 系 で は，相補鎖 の 存在 に よ り DNA 損傷 の 変 異 率

が 1／2以 下 に な る こ と や，〔3＞用 い た 配 列 が 異 な る こ と 等

が 原 因 で あ る と 思 わ れ る．（3＞に 関 して で あ る が ，rtzs 遺
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伝 子の 系 で は，ピ リ ミ ジ ン に 富む 配列 と GC に 富 む 配 列

の ジ ャ ン ク シ ョ ン 部 に csT ＝T が あ る （Fig．2），1）NA ポ

リメ ラーゼ が ヌ ク レ オ チ ドを挿 入 す る際 に ，隣接塩基や，

配 列 に よ る二 次構造 の 違 い が 原因 で 異 な る結 果 が 得 られ

た
．
可能性 が あ る．他 の 可 能性 と し て ，（4）サ ル （COS ・7 細

胞 ）とマ ウ ス （NIH 　3　T 　3細 胞 ）の DNA ポ リメ ラーゼ に

よ る違 い も考 えられ るが ，こ の
．
・∫能性は低 い ように 思わ

れ る．

　 3＞チ ミ ン ダイ マ ー
の 変異 ス ペ ク トル

　 T （6，4）T の 変異 ス ペ ク トル は，3’−T → C が 最 も多く

半 数 以 E を占め て い る （Table　4）．他 の 変異 と して も

3’−T の 塩基置換変異 が 多い ．興味深 い もの と して は，T

（6−4）T の 5’一隣 接 部 位 の C が T に 置 換 さ れ た もの が 4

例 見 出 され て い る こ と で あ る．い ず れ も 11一デ ィ ン グ 鎖

A

1［62

讐 4e2L

　 2
＝

，9
駕 o
　　　　　　　 Io ’s・syn言
　　　　　　（64 ）
　 unmodified

　 　 　 　dO 凵ble　s量rand 〔＋｝

　 　 　 　 　 iegging

　　　　　 ICIS −syn
　　　　 （6−4）
unmodified

　 　 doub ［e　strand （．）
　　　　’ead 肋9

Fig，4　rVlvtation　frequeneies　Dfphotoproducts 　in　COS ・7　cells，

合成 時 の もの で あ る．

　一一方， csT ＝ T は幅広 い ス ペ ク トル を示 し た （Table

4＞．ラ ギ ン グ鎖合成時 と り一
デ ィ ン グ鎖合成 時で傾向 が

若 干 異 な る が，3’−T → C また は 3’−T ・・→G や 5’−T → A

な ど が 見出 さ れ て い る．ま た，5
’．TT −3’が 5’−AC −3’へ と タ

ン デ ム に 変 異 し た もの も見出 さ れ て い る．ras 遺伝 子 一

NIH 　3T3 細胞 の 系 で は 主 で あ っ た 3’−T → A トラ ン ス

バ ー
ジ ョ ン は ほ とん ど見出 さ れて い ない ．こ れ は ， 上 述

した 配 列 の 違 い の 影響が 大きい と推定 して い る，

3．紫外線誘発 DNA 損傷の変異スペ ク トル

　 1）チ ミン ダイマ
ー

の 誘発変異の 比較

　上 述 し た よ うに，哺乳動物細胞 で T （6・4）T ，csT ＝T，

tsT ＝T の 3 種 の チ ミ ン ダ イ マ
ーは い ずれ も変異 を誘発

す る こ と が 明 ら か に な っ た．以 ⊥ の 3 種類 の 光損傷に つ

い て は，他の グル ープ に よ り大 腸 菌 や 出 芽 酵 母 中で の 変

異 ス ペ ク トル が 調べ られ て い る 〔Table 　5）．csT 　＝・　T 　（＃大

腸 菌中で 3’−T → A トラ ン ス バ ー
ジ ョ ン や 3’−T → C ト

ラ ン ジ ッ シ ョ ン を誘発す る が，酵母 で は あま リ変異 を誘

発 し ない と報告 さ れ．て い る，大 腸 菌 で 得 られ た 結果 は，

ras 遺伝 子
一NIH 　3　T　3 細胞 の 系 で 得 ら れ た 結 果 と類似

して い る が ， COS．7細 胞 の 系 で 得 ら れ た もの とは 異 な っ

て い る．

　 tsT ＝T は 大腸菌の 系，酵母 の 系の 両方 で 5’・T →A ト

ラ ン ス バ ー
ジ ョ ン や T の 欠失変異 を誘発す る と報告 さ れ

て い る．ras 遺 伝 子 の 系 で は 5’−T → A トラ ン ス バ ー
ジ

ョ ン の 誘発が 観察 さ れ た の で こ の 点 は…致 して い る，し

か し， ras 遺伝 子 の 系 で は ， TT →AA の タ ン デ ム 変異 が

観察 さ れ，T の 欠失変異 は 観察 され て い な い ， 1塩基欠

Table 　4　Mu しations 　induced　by　T （6・4）T　 and 　csT
＝厂r　in　COS −7　cel ］s

T （6−4＞T CST
・．・T

Sequenceaidouble 　strand （＋）double　strand （
一

｝double　strand （十 ）double　strand （
一

冫

　　 lagging　　　　　　　leading　　　　　　　lagging 　　　　　　　］eading

5’TC 　3’

5
”TG 　3’

5
幽
TA 　315

℃ T315
「
GT 　3

’

5
’AT 　3「

5レAC 　3
’

　 △T
△TT

　 ＋ Aothers

173510000000 10

 

41100000

♂

671422120D

σ

421223321

朗

29

a ｝Mutated 　 sites 　 are 　indicated 　by 　 underli ” es．
b）The　C　residue 　at　the　5’−nanking 　position　of 　TT 　changed 　to　T （5

「CTTA 　to ！TTAl ．
c］One　clenc 　has　a　5’GTTA 　sequence 　andfourclones 　have　a　5’CTT ユニsequence ．　Oneclone
has　u　sequence 　deleted　at　A （5

”CTTA 　t〔l　CTT ）．
d 〕These　clones 　haye　 a 　5’CT△TA 　 sequence ，
c ）One 　clone 　has 　a　5

’
ΩTTA 　sequence 　and 　one 　c］one 　has　a　5’CTT ユニsequence ．
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Table5 　Mutations 　induced　by　UV 　lesions

DNA 　lesiens Organism 、Mutation ReferenceS ，

csT 二T

tsT ＝T

T （6．4）T

T （6−4）T （Dewar 　isomer）

爵 ・sJve　 cyclobutane 　TU 　dimer
σ∫
・syn 　 cyclobutane 　TC 　dimer

TA 　dimer

E ．coliE
．co 〜i

ε，ce 厂召乙
・iSiae

E ．coliE
．ω 〜’

S．cere 乙
1dSiae

E ．ω 〜ゴ

E ，ω 〃

s．ce 厂er・iSiae
E ．ω ！ご

E ．‘ o’ゴ

E ，coliE
．coliE

．ω ♂ゴ

3’−T →A ，3
’−T →C

3
’−T → A ，3

’−T −．・C
weakly 　mutagenic

5
』−T → A ，△T

5
．−T →A ，△T

5’−T →A ，△T
3
’−T →C

：1’−T −←C3
’−T ．一・ C31
・T →Cetc、

31・T → Cetc．
3
’・U →T （C → T ）

weak ｝y　 Inutagenic

3
’・A →T

）

〉

＞

〉

＞

｝

）

）

）

）

）

＞

＞

＞

12312342542578（

（

〔

（

〔

（

（

（

（

（

（

（

（

（

a ／
（1）Lawrellce 　et　aし，1990；（2＞Smith　et　aL ，1996；｛3）　Gibbg．　 et　al．，1993；（4〕LeClerc　et

al．，1991；〔5）Gibbs　et　al．，1995 ；（6）Jiange 【aL ，1993；（7｝Hosfall　et　a1，，1997 ；（8）Zhao

and 　Ta ｝
．IOT，1996．

失 変 異 は ，ras 遺伝 子 の 系 で は 原 理 上検出 で きない の で，

実際 に そ の 変 異 が 生 じた か 否 か は 明 らか で は な い が，タ

ン デ ム 変異の 誘発 は ras 遺伝子
一MH3T3 細 胞 で の 変

異 を大 きく特徴づ け る もの と い え る．

　T （6−4）T は 大 腸 菌，酵 母中で 3’・T → C トラ ン ス ジ ッ

シ ョ ン を誘 発 し，COS ，7 細胞の 系 で 得 られ た結 果 と一致

する．こ の 変異誘発 に は，T （6−4）T の 3’・T と G 塩基 との

水素結合 が 想 定 され て お り，T （6−4）T を含 む二 本鎖 の 熱

力学 的 安定性の デ
ー

タ もこ れを支持 して い る （Fujiwara

and 　Iwai，1997）．

　他 に ，著 者 らの 研 究 で は 取 り Eげ な か っ た が，T （6−4）

T に は 3’−T の 構造 が 異 な る 1Dewar
　 is（⊃mer が 存在す

る．こ の 損傷 の 誘発変異 は 大腸 菌 で調 べ られ て い るか
．
，

3’．T → C な ど，幅広 い ス ベ ク トル を示す と報告 されて い

る．

　 2 ＞他 の 紫外線誘発 DNA 損傷が 引き起 こ す変異

　 こ れ ま で は，5’−TT ・3’部位 に 生ずる DNA 損傷の 変異

に つ い て 述べ て きた．当然で あ るが，他 の 部 位 に も損傷

は 生ず る．著者 らが 用 い た よ うな 部位特異的導 入 法 に よ

る他 の 紫 外 線 誘 発 DNA 損傷 が 引き起 こ す 変 異 の 解 析 例

と して は，シ ス
ー
シ ン 　シ ク ロ ブ タ ン 型 T ・U ダ イマ

ー
が

あ げ られ る （Table　5＞．こ れ は ， シ ク ロ プ タ ン 型 ダイマ
ー

中の C 塩 基 は ， 5 ， 6一位 が 飽和結合 とな っ て い る た め に

脱 ア ミノ 化 さ れ やす い との 報告（Tessman 　et　aL ，1994）

に 基 つ き，研究された もの で あ る．こ れ に よ る と TU ダ

イ マ
ー

は ほ と ん ど
ト
TT

”
と読 まれ，3’・U → T 変 異 を引

き起 こ す．こ の U が T，C ダ イマ ー由来 と 考え る と C →

T 変異を誘発す る と解 釈 で き る．しか し，シ ス
ー
シ ン　 シ

ク ロ ブ タ ン 型 T −C ダ イ マ
ーは．あ ま り変異原性 が 高 くな

い と報告 され て お り （Table　5），まだ 議論 の 余地 が 残 っ

て い る，化学構 造が 明 らか に な っ た損傷 に T −A ダ イマ
ー

が あ るが，こ れ は 3’−A → T 変異 を誘 発 す る （Table　5）．

　 3）紫外線が 誘発す る変異 ス ペ ク トル

　 MMer は，大腸菌 に 紫外線を照射 し，
　lacl遺伝 子に お

け る変異を解析 した．瘟 基 置 換 変異 は G ・C −・A ・T が

圧 倒 的 に 多 く，つ い で
．G ・C → T ・A が 検 出 さ れ た

（Miller，1985）．　Hauser らは，シ ャ トル ベ ク タ
ー

に 紫外

線 を照 射 し，サ ル CV −1細 胞 中で 誘 発 さ れ る 変異 を解析
し た ，そ の 結 果，G ・C → A ・T が 61％，　 G ・C → T ・

A が B ％ と報告 して い る （Hauser　et　al．， 1986）．ま た，
シ ャ トル ベ ク タ

ー
を有す る ヒ ト培 養細胞 に 紫外線 を照射

し．G ・C → A ・T 変 異が 70 ％ で あ る こ と が 報告 さ れ て

い る （Calcagnile　et　al．，1996），

　紫外線を照射 し た プ ラ ス ミ ドを ヒ トや サル の 細胞抽出

物中で 複製 させ
， そ の 変異を観察すると 同様 に G ・C −．

・

A ・T 変 異 が誘発 され た （Thomas 　and 　Kunkel，1993；

Carty　 et　 al．，1993），さらに 彼 ら は，誘 発 変異の ほ と ん

ど は シ ク ロ プ タ ン 型 ピ リ ミ ジ ン ダ イ マ
ー

が 原 因 と報 告 し

て い る．

　以 上 の 結 果 は ，C を含 む シ ク ロ プ タ ン 型 ダ イ マ
ー

中の

C 塩基 が 脱 ア ミノ 化 さ れ て ， G ・C −．・A ・T 変異 を誘発す

る とい うモ デ ル を支持 す る．しか し，上述 した よ うに，
この メ カ ＝ ズ ム に 否定的な結果 も得 られ て い る （Table
5）．ま た ，シ ク ロ ブ タ ン 型 ダ イマ

ー
中の C 壇基 の 脱 ア ミ

ノ 化反 応の 速 度 は 大 腸 菌 の 複製速度 に 比較 して 遅 い と い

う報告 （Barak　etal ．11995 ）もあ り，少 な くと も大腸菌 に

関 して こ の 問題 は 未解決 とい え る．

　根岸 らは，一本鎖 フ ァ
ー

ジ DNA に 日 光を照射 し，大 腸

菌 に トラ ン ス 7 エ ク シ ョ ン し た と こ ろ，G −．．・ C 変 異 ，つ

い で G →T 変 異 を検 出 した （Negishi 　and 　Hao ，1992）．
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