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Due　 to　 spontaneous 　 or　 enzymatic 　 deamination　 in　geno面 c

DNA ，　cytosine 　and 　one 　of 　its　modifications ，5−methylcytosine ，
may 　be　converted 　into　uracil 　and 　thymine ，　 respectively ，　These
modifications 　can 　cause 　the　accumulation 　QfC

・G 　to　T・Amutation
in　genome　such 　as　CpG 　islands．　To　examine 　the　mechanism 　of

mutation 　induction　by　cytosine 　medifications 　within 　the　geneme ，
the　 tracing　 DNA 　 adducts 　 in　 targeted　 mutagenesis σArAM ）
experimental 　system 　was 　used 　in　the　present　stUdy ．　Using　human
且ymphoblastoid　TSCERI22 　cells，　a　single 　molecule 　ofeach 　base
（cytosine，5−methylcytosine ，　and 　uracil ）was 　introduced　into　the

cytosine　site　of　CpG　dinucleotide　in　intron　40f 　the　thymldine

k孟nase 　gene，　 and 　the　subsequent 　mutations 　 was 　then　analyzed ．
The　introduction　of 　cytosine 　did　not 　induce　any 　C ・G　to　T ・A
mutations ．　However

，
　both　5−methylcytosine 　 and 　 uracil 　 caused

C ・Gto 　T ・A 　mutation 　with 　a 丘equency 　of 　O．41 ％ and 　4．8 ％，
respectively ．
Based　on 　the　results　using 　TATAM 　system ，　eytosine 　modification

was 　 revealed 　 to　 cause 　 C・G 　 to　 T ・A 　 mutation 　 with 　 a　 high
frequency，　 It　 was 　 also 　 indicated　that　 TATAM 　 system 　 allowed

high　 sensitivity 　 detection　 of 　 mutation 　 caused 　 by　cytosine

modification ．

ヒ トリ ン パ 球細胞 の ゲ ノ ム に導入 した シ トシ ン 修飾
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　 ゲ ノ ム DNA 中の シ トシ ン 、及 び そ の 修飾体 の ひ とつ で

あ る 5一メ チ ル シ トシ ン は、自発的 ま た は 酵素 的 な脱 ア ミ

ノ 化に よ っ て、シ トシ ン 修飾体の ウ ラ シ ル 、及 び チ ミ ン に

そ れ ぞ れ変換 され、ゲ ノ ム 」P　CpG ア イ ラ ン ドに お け る C ・

G → T ・A 突然変異蓄積 の 原因 とな る こ とが示唆 さ れ て い

る。本研究で は、こ れ らシ トシ ン 修飾体 の 突然変異誘発機

構 を 調 べ る た め に、TATAM （Tracing　DNA 　gdducts　in

璽 geted里utagenesis ）実験系 を用 い て 、ヒ ト リ ン パ 芽球細

胞由来 TSCER122 株 の チ ミジ ン キ ナーゼ 遺伝子上 に、1分
子 の シ トシ ン 、5一メ チ ル シ トシ ン 、そ して ウ ラ シ ル を導入

（5
’−CT⊆GTG ； 中央 C に導入 ） し、そ の 突然変異誘発頻度

を解析 した 。 その 結果、ゲ ノ ム に 導入 され た シ トシ ン は、C ・

G →T ・A 変異を全 く起 こ さな か っ た が、5一メチ ル シ トシ

ン 及 び ウ ラ シ ル は、そ れ ぞ れ 0．41％ 及 び 4．8％ の 頻 度 で そ

の 変異を誘発 した 。

　 以 上 の こ と か ら、本実験 系 にお い て シ トシ ン 修 飾 体 は 予

想 以 上 に 高い 頻度で 突然変異 を引 き起 こ す傾向が ある こ と

が 分 か っ た 。 また 、TATAM 系 を用 い る こ とで、シ ト シ ン

修飾体 が 引 き起 こ す 突然変異 を高感度 に検出で きる こ とが

示唆 され た 。
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DNA 　lesions　 originate 　from　direct　modification 　 of 　DNA 　and

also　 from　the　incorporation　 of 　damaged　 nucleotides 　during
replication ．　Such　nucleotides 　 are　removed 　from　the　nucleotide

pool　by　sanitizing 　enzymes 　such 　as　Haml ，Our　study 　f‘〕cuses 　on

the　 role 　 of 　Haml 　 in　 maintaining 　genome　stability．　 We 　have

already 　revealed 　that　Saecharomyces　cerevisiae 　Ham 　1　hydrolyzes
dITP　tQ　dIMR 　Further，　the　knockout 　strain　showed 　signs　of

genetic　 instabi且lty
，
　 a伍 r血 ng 山at　 Haml 　 plays　 a　 role　 in

maintaining 　gellome　 stability．　Due　to　the　fact　that　such 　lesions
increase　 in　 high　temperatUres，　 we 　 deduced　that　 sanitizing

enzymes 　wou 且d　be　playing　a　crucial 　 role 　in　Thermus
thermophilus，　The　25kDa　Th−Haml 　 candidate 　was 　expressed 　in
Ecoli 　as　a　GST 　fUsion　proteh1．　The 　purified　protein　after　GST −
tag　removal 　showed 　pyrophosphatase　activity 　at　70℃ with 　dITP
as　the　substrate ，　We　are 　currently 　stUdying 　the　in　v ゴvo

characteristics 　of 　Th−haml 　de且cient 　strain　through 　investigat孟on

of 　its　homologous　recombinat 孟on 　rate．

高度好熱菌の脱ア ミ ノ化ヌ ク レ オ チ ド浄化酵素
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　突然変異 は DNA の 直接損傷だ けで な く、ヌ ク レ オ チ ド

プール 内で生 じた損傷 ヌ ク レ オチ ドの 取 り込み に よる 経路

も知 られ て お り、脱 ア ミ ノ 化 ヌ ク レ オチ ドを分解 す る 浄化

機構が 知 られ て い る 。 我 々 は すで に 酵母の 浄化酵素 Harnl
が dITP を dIMP へ 加水 分 解 す る ピ ロ ホ ス フ ァ タ

ー
ゼ 活 性 を

もつ こ と、haml 欠損株 で は 高頻度 に な どの ゲ ノ ム 不安定

化 を示す こ とな どを確認 し、浄化機構が ゲ ノ ム 安定化 に 寄

与す る こ と を報告 した 。

一
方、高温下 で は ヌ ク レ オ チ ド損

傷 が よ り生 じやす い こ とか ら、高 度 好 熱 菌 の ゲ ノ ム 安 定 化

に こ の 機構 が重 要 で ある と考 え られ る 。 本研究で は 高度好

熱菌 に お け る Ham1 ホ モ ロ グ の 同 定 を 目的 と し た 。まず高

度好熱 菌 HB27 の ゲ ノ ム か ら PCR に よ りTh−Haml 候補遺

伝子 を増幅 し、発現ベ ク タ
ーを樹 立 した 。 こ の ベ ク タ

ーを

大 腸 菌に導入 し、25kDa の GST 融合 タ ン パ ク質を精製 して、
GST −tag 切断後、70℃ で dITP に 対す る ピ ロ ホ ス フ ァ タ

ー
ゼ

活性を確認 した 。 こ の タ ン パ ク 質をTh−Ham1 と し、熱 安

定性 お よ び反 応 速 度 解析 を行 っ た。現在は組 み 換 え 頻度の

測定な どに よ りTh−haml 欠損株の ゲ ノ ム 不安定性 を検証 し

て い る 。
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